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GLUTATYON S-TRANSFERAZ (GST) ENZIMININ JAPON
BILDIRCIN (Coturnix coturnix japonica) KARACIGERINDEN
SAFLASTIRILMASI VE KARAKTERIZASYONU

OZET

Bu calismada, glutatyon S-transferaz (GST; EC 2.5.1.18) enzimi bildircin karacigerinden
amonyum siilfat ¢oktiirmesi ve glutatyon-agaroz afinite kromatografisi kullanilarak 15,86
EU/mg protein spesifik aktivite ile %12,36 verimle 46,1 kat saflastirildi. Enzim safligin1
kontrol etmek ve alt birim molekiil kiitlelerini belirlemek amaciyla SDS-PAGE yapildi ve
tek bant elde edildi. Bildircin karacigerinden saflastirilan GST enziminin alt birim
molekiil kiitlesi yaklasik olarak 25,1 kDa belirlendi. Bildircin karacigerinden saflastirilan
GST enzimi i¢in yapilan karakterizasyon ¢alismalarinda; optimum pH, Tris-HCI tamponu
pH=8,5, optimum iyonik siddet, Tris-HCI tamponu 1,4 M, stabil pH, Tris-HCI tamponu
pH = 8,5 ve optimum sicaklik 55°C olarak bulundu. Saf enzime ait Km ve Vmax degerleri
Lineweaver-Burk grafiklerinden faydalanilarak GSH substrati i¢in Km, 0,114 mM, Vmax
0,672 EU/mL; CDNB substratt icin Km, 0,048 MM, Vmax, 0,047 EU/ mL olarak
hesaplandi.

Anahtar Kelimeler: Glutatyon S-transferaz, bildircin karacigeri, saflastirma,
karakterizasyon.



PURIFICATION AND CHARACTERIZATION OF
GLUTATHION S-TRANSFERASE ENZYME FROM
QUAIL (Coturnix coturnix japonica) LIVER

ABSTRACT

In the present study, glutathione S-transferase enzyme (GST; EC 2.5.1.18) was purified
from quail (Coturnix, coturnix japonica) liver with 15.86 EU/mg specific activity, in a
yield of 12.36%, 46.1 purification fold, by ammonium sulfate precipitation and
glutathione agarose affinity chromatography. SDS-PAGE was performed to control
enzyme purity and to determine subunit molecular masses and single band was obtained.
The subunit molecular mass of the GST enzyme purified from the quail liver was
determined as approximately 25.1 kDa. Quail liver GST enzyme characterization studies
carried out; optimum pH, Tris-HCI buffer pH = 8.5, optimum ionic strength, Tris-HCI
buffer 1.4 M, stable pH, Tris-HCI buffer pH = 8.5 and optimum temperature was found
as 55 °C. Km and Vmax values of pure enzyme were obtained from Lineweaver-Burk
graphs. For the GSH substrate, Km 0.114 mM, Vmax 0.672 EU / mL, for CDNB substrate,
Km 0.048 mM, Vmax 0.047 EU / mL was calculated respectively.

Keywords: Glutathione S-Transferase, Enzyme, Purification, Caracterization, Metal,
Inhibition, Quail, Liver



1. GIRIS

1.1. Enzimler

Biyolojik kataliz, 1700’lerin sonunda midenin salgilariyla etin sindirimi {izerine yapilan
caligmalar sonucunda bulunmustur. 1800’lerde yiiriitiilen ¢alismalarda tiikiiriik ve ¢esitli

bitki 6ziitleriyle nisastanin sekere pargalanmasi gergeklestirildi (Lehninger et al 2005).

1835 yilinda Jons Jacob Berzelius, katalizorleri kimyasal tepkimeleri seri ve aktif hale
getiren maddeler olarak belirlemistir (Ann-Sofie 2002). Enzimlerin etki ettigi maddeler
substrat olarak adlandirilir. Substratlar {iriine doniistiikten sonra iiriin ve enzim ayrilir.
Enzimler reaksiyon boyunca degisime ugrayabilir fakat tepkime tamamlandiktan sonra
ilk hallerine dénerler. Enzimler reaksiyonlarin hizlarini artirmalarmin yani sira hiicrede
metabolik yollar i¢in énemli bir¢ok reaksiyonun hizini diizenleme mekanizmasinda da

gorev alirlar (Dawn et al 1996).

Louis Pasteur 1850’lerde sekerin maya vasitasiyla alkole fermantasyonunun “fermentler”
tarafindan gerceklestirildigi kanisina vardi. Eduard Buchner 1897°de maya oOziitlerinin
sekeri alkole fermentledigini, bu durumu fermantasyon olaymin hiicreden
uzaklastirildiginda hala islevsel olan molekiiller tarafindan gergeklestirildigini kesfetti.

Frederic W. Kiinhe bu molekiilleri enzim diye isimlendirdi (Lehninger et al 2005).

Enzimlerle ilgi yapilan arastirmalara gore pek cok enzim proteinlerle iligkiliydi. Nobel
odilli Richard Willstétter’in de aralarinda bulundugu bazi bilim adamlari proteinlerin
sadece enzimleri tasiyan molekiiller oldugunu ve proteinlerin kendi baslarna kataliz
olayin1 gerceklestiremeyecegini sdylemistir. Ancak, enzimoloji alaninda en Onemli
gelisme 1926 yilinda James B. Sumner’in iireaz enzimini “Jack bean” bitkisinden elde
edip kristallendirdikten sonra protein yapisinda bir bilesik oldugunu ortaya koymasidir.
Northrop ve Stanley sindirim enzimleri olan “tripsin” ve “kimotripsin” {izerinde

yaptiklart deneyler sonucu, saf proteinlerin enzim olduklarini kesin olarak gosterdi. Daha



sonra bu ii¢ bilim adami 1946 yilinda Nobel kimya 6diiliinii kazandilar (Nobel Lecture
1907).

Canlilarin, hayatlarini siirdiirebilmeleri i¢in disaridan aldigi besinleri kendi yapisina
uygun biyolojik molekiillere aktif bir sekilde doniistiirmesi gerekmektedir. Canli
organizmalarda, bu donilisiimiin meydana geldigi kimyasal tepkimeleri ¢cabuklastiran ve
yan iriin olugmaksizin %100'liik verim olusturan biyolojik katalizorlere enzim denir.
Enzimler proteinlerin en biiylik ve 6zellesmis seklidir. Katalitik aktivite gosteren kiigiik

bir RNA grubu disinda, biitiin enzimler protein yapisindadir (Nelson and Cox 2004).

Enzimler protein yapisinda olduklari i¢in proteinlerin biitiin 6zelliklerini igerirler.
Enzimler biiyiik molekiilli olup kolodyum zarlarindan gecemezler, 1s1 ile kolaylikla
bozulabilirler. Ortamin asit veya alkali olmasina kars1 duyarhdirlar. 0°C ile 40°C arasinda
sicakligin artmasi, enzimin etki hizinmi arttirir. Fakat bu sicakliklarin {izerinde Ki
sicakliklar denatiirasyona neden olur (Goziikara 1997; Keha ve Kiifrevioglu 2009).

Genel olarak enzimlerin 6zellikleri su sekilde siralanabilir;

Enzimlerin biiyiik cogunlugu protein yapisindadirlar.

Aynu tiir reaksiyonlar enzimler tarafindan defalarca gerceklestirilebilir.
Bir enzim daima bir ¢esit veya ayni tip benzer reaksiyonlar: katalizler.
Katalizledikleri reaksiyonlarin aktivasyon enerjisini diistiriirler.

Enzimler gergeklesecek reaksiyonun ¢abuk dengeye ulagsmasini saglarlar.

2 e o

Enzimler canli ortamda oldugu gibi cansiz ortamda da gorev yaparlar

Canlilar1 olusturan biyomolekiiller kinetik yonden oldukga kararlidirlar, kendiliginden
kolayca reaksiyon vermezler. Bundan dolay: hiicrede olusabilecek olan tiim kimyasal
reaksiyonlar enzimler araciligiyla gergeklestirilmektedir. Yani kendiliginden reaksiyonlar
meydana gelmez. Enzimler protein yapisinda oldugu ve DNA tarafindan sifrelendigi i¢in,
bir hiicredeki tiim olaylar DNA seviyesinde diizenlenip, kontrol edilmektedir (Keha ve

Kiifrevioglu 2012).

Enzimler, hiicre i¢indeki tepkimelerin hizin1 ve 6zgiilliigiinii koruyarak, kendisi herhangi

bir degisime ugramadan gerceklesir. Enzimin etki ettigi madde subsrat olarak adlandirilir.



Reaksiyon sonucu olusan maddeye iiriin denir. Uriin ag13a ¢iktiktan sonra enzim baska
bir subsrat molekiiliinii {irline doniistiirmek suretiyle ¢calismaya devam eder (Bhat 2000).
Enzimler hiicre i¢inde iiretilmelerine karsin hiicre disinda da aktivite gosterebilmektedir.
Giliniimiizde 2000’den fazla farkli enzim bilinmektedir. Enzimlerin hem reaksiyon
spesifikligini hem de substrat spesifikligini dikkate alan bir siniflandirma gelistirilmistir.
Tiim enzimler enzim kataloguna, dort basamakli bir sayr olan EC numarasi altinda
girerler. Ik basamak 6 temel smiftan birine iiyeligi belirtir. Sonraki ikisi alt siniflar1 ve
alt-alt siniflar1 belirtir. Son basamak ise enzimin alt siiftaki sirasin1 gosterir. Alti temel
sinifin her biri, ayni reaksiyon spesifikligine sahip enzimleri igerir (Koolman et al 2003;
Keha ve Kiifrevioglu 2012).

1-Oksidorediiktazlar: Substratlar arasindaki indirgenme-yiikseltgenme tepkimelerini

katalizleyen enzin sinifidir.

2-Transferazlar: Substratlar arasinda hidrojen disindaki gruplarin transferini katalizleyen

enzim simifidir.

3-Hidrolazlar: Ester, eter, peptit, glikozit, anhidrit, karbon-halojeniir veya fosfor-azot
baglarmin bir H2O molekiiliiniin katilmasiyla gerceklesen hidroliz reaksiyonlarini

katalizleyen enzimlerdir.

4-Liyazlar: Hidroliz disinda farkli bir mekanizma ile substratlarda gruplarin
uzaklastirilarak aralarinda ¢ift baglarin meydana geldigi reaksiyonlari katalizleyen enzim

sinifidir.

5-Izomerazlar: Yapisal izomerler, geometrik izomerler yada optik izomerlerin birbirine

doniisiim reaksiyonlarini katalizleyen enzim sinifidir.

6-Ligazlar: Yiiksek enerjili fosfat bilesikleri olan ATP ve GTP gibi molekiillerden fosfat
baginin kopmasi sonucu ortaya g¢ikan enerjiyi kullanarak iki molekiiliin baglanmasi

reaksiyonlari katalizleyen enzim siifidir (Keha ve Kiifrevioglu 2012).



Enzimler substratlarina ve katalizledikleri tepkimenin tiplerine son derece 6zgiindiirler.
Bir enzim sadece bir tane kimyasal tepkimeyi veya ayni tip benzer tepkimeyi katalizler.
Ornegin, proteolitik enzimler peptit baglarinin hidrolizini gerceklestirirler. Bu enzimlerin
substrat 6zgiilliikleri birbirinden farklidir. Tripsin sadece lisin veya arginin reziidiilerinin
karboksil grubu tarafindaki peptit baglarin1 parcalar. Bazi enzimler ise substrat
molekiiliiniin D- formunu iiriine gevirirlerken, bir kismi da L-formunu {iriine doniistiiren
tepkimeyi katalizlemektedirler (Lehninger 2005; Keha ve Kiifrevioglu 2012). Bununla
birlikte, ayn1 canli tiirlinde ayn1 reaksiyonu katalizleyen ancak farkli kimyasal ve fiziksel
ozellikleri olan enzimler de vardir. Bu tip enzimlere izoenzim denir. Izoenzimlerin
substratlarina, kofaktorlerine ve inhibitdrlerine kars: ilgileri farklidir. izoenzimlerin
onemli oOzellikleri arasinda aminoasit say1r ve sirasimnin farkli olmasi, izoelektrik
noktalarinin farkli olmasi, her bir izoenzimin farkli geninin olmasi ve elektroforetik
hareketliliklerinin farkli olmasi sayilabilir. izoenzimler farkli dokularda lokalize
olabilecegi gibi, bir hiicrenin farkli subselliiler fraksiyonlarinda da yerlesebilirler.
Izoenzimlere drnek karbonik anhidraz, laktat dehidrogenaz, alkalen fosfataz ve glutatyon

S-transferazlar verilebilir (Devlin 2002).

Biyolojik reaksiyonlarin katalizérii olan enzimlerin bazilar1 bu fonksiyonlarini protein
yapilart ile gergeklestirirken, bazilari ise yapilarinda bulunmayan ve kofaktor denen
molekiillere ihtiyag duyarlar. Kofaktdr metal iyonu (Mg*2, Fe*?, Zn*? vb.) olabilecegi gibi
koenzim denen kompleks organik molekiiller de (NAD*, FAD*, Koenzim A) olabilir.
Baz1 enzimler her ikisine de ihtiya¢ duyar. Koenzimlerin ¢ogu vitaminlerden ve
genellikle B grubu vitaminlerinden tiiretilmistir. Koenzimler proteinin denatiire olmasi ile
bozulmazlar ve defalarca kullanilabilirler. Kofaktorlii enzimlere holoenzim, enzimin

protein kismina ise apoenzim denir (Onat 1996).

Enzimlerin kinetik &zellikleri Michaelis-Menten esitliginde yer alan degerlerle ifade
edilir. Bu denklemdeki Kw sabiti enzimin subsrata ilgisini ifade ederken, Vmax enzimin
katalitik aktivitesini gosterir. Enzim aktivitesi "Enzim Unitesi" ile ifade edilir. "Enzim
Unitesi", 25°C'de ve optimal sartlarda 1 pmol subsrati bir dakikada {iriine doniistiiren
enzim miktar1 seklinde tanimlanir. Birim zamanin saniye oldugu uluslararasi 6l¢ii
birimine gore, saniyede 1 mol madde doniisiimiine sebep olan enzime 1 katal enzim

denir. "Spesifik aktivite" 1 mg protein basina enzim {initesi olarak tanimlanmaktadir.



Spesifik aktivite enzim safliginin bir dl¢iisiidiir ve saflastirma basamaklarinda maksimum
ve sabit bir degere ulasmasi ile enzimin saf hale geldigi anlasilir (Keha ve Kiifrevioglu

2009).

Biyokimya tarihindeki bilimsel arastirma konularmin g¢ogunlugunu enzimler
olusturmaktadir (Keha ve Kiifrevioglu 2009). Enzimlerin saglikta, hastalikta, tanida ve
tedavide son derece onemli gorev ve katkilar1 bulunmaktadir. Enzimlerin kalitatif ve
kantitatif tayinleri yapilarak pek ¢ok kalitsal bozuklugun ve hastaligin teshisi konulmakta,
hastaligin gelecegi ile ilgili emareler elde edilmektedir (Onat 1996). Gliniimiizde yaklasik
olarak 2000 kadar enzim tanimlanmis, ¢ok sayida saflastirilmis, karakterize edilmis ve

200'den fazla enzim de kristallendirilmistir (Keha ve Kiifrevioglu 2009).

Enzimleri saflagtirmak oldukg¢a gii¢ bir islemdir. Enzimlerin biiyiik bir kism1 protein
yapisinda oldugundan sartlarin degismesine karsi1 olduk¢a duyarlidirlar. Bu yiizden bir
cozeltideki enzim varligi, enzimin etki ettigi substrat molekiilii veya reaksiyon sonucu
olusan iiriin ya da enzimatik reaksiyona aracilik eden diger degiskenler {izerinden tespit

edilmektedir (Soyiit 2006).

Enzim aktivitesine etki eden faktorleri sdyle siralayabiliriz:
1. Substrat konsantrasyonu
2. Enzim konsantrasyonu
3. pH
4. Tyonik siddet
5. Inhibitor ve aktivatdrlerin varligi

6. Sicaklik

1.2. Glutatyon

Glutatyon, glutamik asit, sistein ve glisin aminoasitlerinden olusmus bir tripeptittir
(Herschbach and Rennenberg 1994; Karam 1996). Glutatyonun iki peptid bagi, iki
karboksil grubu, bir amino grubu ve bir tiyol grubu vardir. Glutatyon, rediikte glutatyon
(GSH) ve okside glutatyon (GSSG veya glutatyon disiilfit) olmak {izere iki farkli formda
bulunur. GSH’a antioksidan 0&zelligini sisteinin tiyol grubu kazandirir. Hidrofilik

gruplarin fazla olmasi ve molekiil kiitlesinin kii¢iikk olmasi glutatyonun sudaki



¢Ozliniirliigliniin artmasimi saglar. GSH’in bu yapist molekiiliin siirekliliginde ve

savunmasinda 6nemli rol oynamaktadir (Kosower 1976; Kidd 1999).

Bitki, hayvan ve mikroorganizmalarin hiicre sitozoliinde bol miktarda bulunan
glutatyonun ¢ok Onemli iki goérevi vardir. Birincisi hiicreden zehirli metabolitleri
uzaklagtirmak, ikincisi rediikte formu sayesinde hiicrelerdeki siilthidril grubunun

stirekliligini saglamaktir (Liebman and Greenberg 1988).

Alyuvarlarda glutatyonun indirgenmis sekli (GSH), hemoglobin ve diger eritrosit
proteinlerinde bulunan sistein rezidiilerini indirgenmis halde tutarak siilthidril tamponu
islevini goriir. Kirmizi kan hiicrelerinde GSH/GSSG orani yaklasik 500°diir. (Keha ve
Kiifrevioglu 2012). GSH, mitokondri, nukleus ve sitoplazmada ¢ok bulunan ve hiicre

kompartmanlarinda ¢6ziinebilen miithim bir antioksidandir (Alcher 1989).

Glutatyon (GSH), OH™ ve singlet oksijen gibi reaktif oksijen tiirevlerinin temizleyicisidir.
Serbest radikallerle ve peroksitlerle tepkimeye girerek hiicreleri oksidatif zararlardan
korur. Bunun disinda GSH proteinlerin yapisindaki —SH gruplarini indirgenmis halde ve
demirin de ferrdz (Fe*?) halinde tutulmasini saglayarak ¢ogu proteinin ve enzimin
inaktivasyonunu oOnleyebilir ve {lstelik rejenere olmalarini saglayabilir (Drog 1997;
Schroder 2001; Gegkil 2012). Aminoasitlerin taginmasini saglar. GSH, bu 6zelliklerinin
yaninda elektrofilik bilesiklerin detoksifikasyonunda GST arabuluculugunda bir kofaktor
gorevi gormektedir (Yalgin 1998; Blokhina vd 2002).

Glutatyonun hayvanlardaki islevleri su sekilde siralanabilir;
e Aminoasit taginimi
e Enzim regiilasyonu

Peroksidaz metabolizmasi

Sinyal molekiilii

Xenobiyotiklerin detoksifikasyonu

1.3. Glutatyon S- Transferaz

Hayatimiz boyunca toksik bilesiklerle ya direk ya da besinler yoluyla temas halindeyiz.

Baz1i metabolik yollarla iretilen toksik molekiiller, sanayilesmenin getirdigi



olumsuzluklar nedeniyle ¢ok daha fazla zehirli molekiillere déniismektedir. Ornegin
reaktif oksijen, viicudumuzda normal oksijen metabolizmasi igerisinde iiretilmektedir.
Zehirli molekiiller organizmada DNA ve proteinlerin yapilarina zarar vererek
metabolizmanin bozulmasina ve hiicrenin oliimiine neden olmaktadir. Bu tarz toksik
cevresel sartlar altinda yasamin devami i¢in viicudumuzda detoksifikasyon sistemleri
mevcuttur. Besinle alinan dogal bilesikler disinda kalan ve ¢esitli yollardan canli
viicuduna giren kimyasal maddeler olan ksenobiyotiklerin enzimatik detoksifikasyonu ti¢
farkli fazda gerceklesmektedir. Faz I tepkimeleri redoks, hidroliz ve benzer tepkimeler ile
substrata aktif gruplar katarak, faz 1l konjugasyon tepkimelerine substrat hazirlar. Faz
II’de faz II’de olusan daha fazla suda eriyebilen nonpolar ksenobiyotikler ve dogrudan
dogruya daha az toksik olan metabolitler edilirler (Sekil 1.2) (Autrup 2000; Sheehan et al
2001; Lee 2003).

Faz IT reaksiyonlamn (detoksifikasyon)
Konjugasyon Enzimleri

(silfat, azetat, glukuronik asit, glutatyon,
glizin)

rediiksivon, hidrolizis)

Faz I reaksivonlan (aktivasyon)
CYP P450 (oksidasyon, m@l

Metabolit

_ FAZIN
Idrar ve Safrayla atilim

Sekil 1.2. Detoksifikasyon reaksiyonlari (Faz I, Faz II, Faz III) (Aydogdu 2013)

GST’ler (GST; EC 2.5.1.18) kataliz tepkimelerinde, glutatyon (GSH) tripeptidin
elektrofilik substratlar lizerine niikleofilik atak reaksiyonlarimi katalizleyen enzimlerdir.
GST’ler detoksifikasyon metabolizmasinda, suda ¢oziinebilen son iiriin olan merkapturik
asit olusum reaksiyonlarmin birinci basamagimi katalizleyerek, homeostasinin
saglayanmasinda c¢ok Onemli islev goren bir enzimdir. GST tarafindan katalizlenen
reaksiyonlarin bu ilk basamaginda, glutatyon (GSH) ile i¢ ya da dis kaynakli hidrofobik
elektrofillerin baglanma olayr gergeklesir. GSH, GST enziminin ¢alisabilmesi icin

tepkime ortaminda mutlaka bulunmalidir. GST enzimi, GSH bagimh c¢alistigi igin,



GSH’a kosubstratta denmektedir. GSH disindaki diger substratlar, oldukca genis bir alan
gosterdiklerinden dolay1, GST enzimi, kismi substrat 6zgiilliigi gosteren bir enzimdir.
Bununla birlikte oksidasyonla meydana gelen iiriinlerin veya disaridan alinan bilinmeyen
zehirli maddelerin, viicutta yer alan diger kiiclik molekiiller ile bir araya gelmesini
engelleyip, hiicre unsurlarina zarar vermeden viicuttan atilmasini saglarlar. Bundan dolay1
GST’ler, hiicrede 6nemli roller iistlenen enzim gruplarindandir. Proteinlerin 3 biiyilik
ailesi sitozolik, mitokondrial ve mikrozomal GST’lerdir (Armstrong 1997; Hayes et al
2005; Bas 2000).

SG
a GS, (I
I _ﬂz Nﬂ! }Dg
GST
GSH Cr
NO, NO, NO;

Sekil 1.3. GST enziminin katalizledigi reaksiyon (Habdous et al 2002)

Hidrofilik ve elektrofilik karakterli molekiillerin glutatyon ile reaksiyonunu katalizleyen
boylece hiicresel makromolekiilleri reaktif elektrofillerin zararli etkilerine karsi koruyan
GST’ler Faz-1I detoksifikasyon reaksiyonlarinin 6nemli enzimlerindendir. GST’lerin
molekiil kiitleleri 20-25 kDa ve alt birimler 200-240 aminoasit dizisinden olusmaktadir
(Hayes et al 2005) (Sekil 1.4).

Escherichia coli’den memelilere kadar bir¢ok organizmada bulunan GST izoenzimleri ilk
defa sican karacigerinde Boyland ve arkadaslari tarafindan kesfedilmistir. Daha sonra
yapilan caligmalarda insan karacigeri, sigir, sican, fare, gibi hayvanlarm akciger,
karaciger plasenta, eritrosit, barsak mukozasi dokularindan ve ayrica crustacea’dan,
planaria’dan, mikroorganizmalardan ve bu organizmalarin bazi1 dokularindan izole
edilerek calisilmistir GST nin en ¢ok bulundugu organlar karaciger, bobrek, incebagirsak,
kalinbagirsak, akciger ve meme gibi organlardir. GST enzimi, bu organlarin sitozollerinin

toplam protein igeriginin %35’ini olusturmaktadir. Bu organlarda yiiksek oranda



bulunmasinin nedeni; sozii edilen organlarin disaridan alinan ksenobiyotikler ile
dogrudan temas halinde bulunmalaridir (Gyamfi et al 2004; Hayes vd 2005; Bas 2006).
GST’ler membran komponentlerini lipit peroksidasyonundan korurken ayni zamanda lipit
peroksidasyonunun aldehit yapidaki iriinlerinden 4-hidroksi alkenallerin GSH ile
konjugasyonunu saglarlar. Mikrozomal fraksiyonda bulunan GST izoenzimleri ise
peroksidaz aktivitesiyle lipit peroksitlere tiirevlerine karsi koruma saglar. GST
izoenzimleri antikanser ilaglar, kimyasal kanserojenler, herbisid, pestisid ve ¢evresel
kirlilikler gibi elektrofilik ksenobiyotiklerin detoksifikasyonunda da biiyiik bir 6neme
sahiptir. Bu &zelliklerinden dolayr dogal koruyucu sistemlerden biri olarak da kabul
edilirler (Gyamfi et al 2004).

a)

Sekil 1.4. Anopheles cracens’den saflastirililan GST enziminin kristallografik yapist (a) GSH baglanma
bolgesi ve (b) substrat baglanma bolgesi (Ji et al. 1994; Udomsinprasert et al 2005)

Glutatyon S-transferazlar laktonlar, alkiller, aril halidler, kinonlar, epoksitler, esterler gibi
farklh ozellikteki substratlarin detoksifikasyon  reaksiyonlarinin cogunu
katalizleyebildiklerinden dolayi, giiniimiizde bu enzimler lizerine ¢ok sayida arastirma
yapilmaktadir. GST’lerin substratlarin sayisi ¢ok fazla olmasina ragmen, ¢ogu hidrofilik
ozelliktedir ve elektrofilik bir merkez tasimaktadir (Coskun 2007).

Her bir altbiriminde katalitik bolgeye sahip olan GST'ler globular yapida dimerik
proteinlerdir. Molekiil kiitleleri genellikle 23-29 kDa arasindadir. Alt birimler 200-240
aminoasit dizisinden olugmaktadir. Her bir GST alt birimi kisa baglayic1 bolgelerce
birlestirilen iki domainden olusan polipeptid zincirine sahiptir. N-terminal domain bir -

tabaka ve li¢ a-heliks yapisinda diizenlenmis yaklagik 80 aminoasitten olusan GSH'nin
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baglanma bolgesi (G bolgesi) ve hidrofobik elektrofillerin baglanma bdolgesi H
bolgesinden olusmaktadir. C terminal domain ise 5 veya 6 a-heliks yapisindaki amino
asitten olusmaktadir ( Tuna 2008).

Enzimlerin yapisini olusturan aminoasitlerin igerigi olduk¢a énemlidir. Insan ve sican
GST enzimlerinde, en fazla bulunan amino asitler aspartik asit, glutamik asit ve 16sindir.
Triptofan ve sistein aminoasitleri ise, siganda ¢ok diisiik miktarlarda bulunurken, insanda

hi¢ bulunmamaktadir (Fleischn et al 1976; Bas 2006).

Tablo 1.1. GST enziminin aminoasit analizi (mol bagina) (Fleischn et al 1976; Bag 2006)

Amino Asit Adh Sican Insan Amino Asit Ady Sican Insan
Alanin 25 27 Lisin 48 58
Arginin 22 23 Metionin 9 13
Aspartat 41 34 Prolin 21 21
Fenilalanin 19 18 Serin 19 20
Glisin 20 20 Tirozin 18 18
Glutamat 44 52 Treonin 12 4]
Histidin 6 6 Triptofan 8 -
[z&16sin 20 28 Walin 18 14
Lizin 35 44 Sistein 3 -

GSH’1n elektrofilik bilesiklerle konjugasyonu enzim {iizerindeki G ve H olmak iizere iki
farkli bolge ile katalizlenmektedir. G bolgesi GSH’in, H bolgesi ise elektrofilik
bilesiklerin baglanma bolgesidir (Sekil 1.5) (Aliya et al. 2003). Tiim GST’lerde G bolgesi
yiiksek GSH spesifitesi ile olduk¢a benzerdir. H bolgesi ise GST’ ler arasinda oldukga
farklidir. Enzimin subsrat baglama kapasitesi ve cesitliligi bu boélgenin farkliligindan

kaynaklanmaktadir (Armstrong 1997).
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Sekil 1.5. Dimerik bir GST molekiiliiniin iki aktif bolgesinin gosterimi (Ji et al. 1994)

-rEalgesi

GST'lerin enzimatik fonksiyonlarinin diginda 6nemli olan ikinci bir gorevi ise bazi
endojen ve ekzojen kaynakli maddeleri ( hem ve metabolitleri, steroidler ve metabolitleri,
ilaclar ve anyonlar) katalitik olmayan yolla baglayarak bunlarin hiicre i¢i tagimnimin
saglamaktadir (Boyer and Kenney 1985). Enzim {izerinde bu maddelerin baglandig:

secici olmayan hidrofobik bir baglanma bélgesi vardir (Vessey and Boyer 1988).

Elektrofilik hareketlilige karst organizmanin koruyucusu durumunda olan GST’lerin
organizma agisindan 6nemli olan bu fonksiyonlarina karsin ayn1 mekanizmayla biyo
aktivasyonun yaninda neden olduklar1 baska sorunlarda vardir. Bu sorunlar GST’lerin
klinikte ¢oklu ilag direnci (Multidrug resistance) olarak bilinen vaziyetleriyle olan
iliskileridir. Coklu ilag direnci giinlimiizde kanser tedavisinde en biiyliik sorunu
olusturmaktadir. GST’nin kazanilmis direng ile iligkisinin diisiiniilmesi tiimor
hiicrelerinde GST Pi’nin ¢okg¢a artmasindan kaynaklanmaktadir (Aliya et al 2003).
GST’yi baskilayan maddelerin ¢oklu ilag direncinde kullanilabilecegi 6ne siiriilmektedir.
Sonucta GST’ler kanser gelisiminde iki farkli role sahiptir. Bunlardan birincisi epoksitler
benzeri baslatict ajanlar1 inaktive ederek tiimor olusumunu Onlemek, ikincisi ise kanser
hiicresinin kemoterapdétiklere karsi direncli hale gelmesine yardimci olarak istemsiz halde

kanser hiicresine koruma saglamasidir (Hayes and Pulford 1995).

Memeli GST’ler yedi gruba ayrilir. Bu enzim gruplarindan bes tanesi sitozolik, iki tanesi
ise membrana baglhidir. Sitozolik enzim gruplari 13 adet alt birimi bulunmaktadir. Bunlar
alfa, beta, delta, epsilon, zeta, theta, mu, nu, pi, sigma, tau, phi ve omega’dir (Wormhudt
et al 1989; Carver and Hines 2002). Aym1 GST grubundan olan alt birimler kendi
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aralarinda dimer olusturabilirken farkli grupta bulunan alt birimlerle dimer
olusturamazlar (Carver and Hines 2002). Sitozolik GST’ler dimerik proteinlerdir ve her
bir alt birimin yaklasik olarak molekiil kiitlesi 25 kDa’dur. GST proteinlerinin biiyiik bir
kismi1 karacigerde bulunur ve toplam ¢oziiniir proteinin %3-5’ini teskil eder (Seidegard

and Ekstrom 1997).

GST aktivitesi iki yontemle oOlgiiliir. Birinci yontem spektrofotometriktir. Bu yontem
Habig ve arkadaslar1 ile Howie ve arkadaslarinin 6nermis olduklar GST nin hiicre i¢i
substrati olan GSH’1n konjugasyonu sonucu olusan bilesigin renk siddetinin 6lgiilmesine
dayanan yontemdir. Ikinci ise, serum doku orneklerinde ki GST aktivitesinin

Olglilmesinde kullanilan immiinoradiyometrik yontemdir (Howie et al 1988).



2. ONCEKI CALISMALAR

Both vd (1961), GST izoenzimleri ilk olarak sican karacigerinde tanimlanmis ve farkli
subsrat spesifikliklerine gore siniflandirilmasi yapilmistir. GST’ler epoksit transferaz, aril
transferaz, alkil transferaz, alken transferaz ve aralkil transferaz seklinde bes grup altinda

siiflandirmiglardir.

Pabst vd (1974), tarafindan GST enzimi DEAE-seliiloz anyon degisim kromatografisi,
amonyum siilfat ¢oktiirmesi, CM-selilloz katyon degisim kromatografisi ve
hidroksilepatit kolonu kullanilarak 4,1 EU/mg spesifik aktiviteyle sican karacigerinden
saflastirilmistir. Enzimin fosfat tamponu pH 7,0’da stabil oldugu belirlenmistir. CDNB
icin Km sabiti 0,006 mM, GSH ig¢in ise 0,02 mM’dir. Ayrica enzimin homodimer (alt
biriminin molekiil agirligit 25 kDa) oldugu ve molekiil agirliginin 45 kDa oldugu

bulunmustur.

Awasthi vd (1980), yaptig1 bir ¢alismada insan karacigerinden GST’nin katyonik ve
anyonik izoformlarin1 saflagtirmistir. Amonyum siilfatla franksiyonlama sirasinda
anyonik GST i¢in numune %65 amonyum siilfat doygunluguna getirilmistir daha sonra
bu yeni anyonik GST o ve y DEAE- seliiloz anyon degisim kromatografisi, sephadex G-
200 jel filtrasyon kromotografisi ve izoelektrik fokuslamayla birbirinden ayrilmistir.
Benzer prosiidiirle katyonik GST icin numune %80 amonyum siilfat doygunluguna
getirilerek saflastirilmistir. @ ve y GST’nin alt biriminin molekiil agirlig: 22,5 kDa iken

katyonik GST nin alt biriminin molekiil agirlig1 24,5 kDa olarak bulunmustur.

Boyer ve Morgenstem (1985-1988), enzimin simiflandirilmasinda proteinin fiziksel ve
yapisal ozelliklerini esas almistir. Glutatyon S-transferaz enziminin daha ¢ok hiicrelerin
sitozoliinde bulundugu. Ancak, karaciger hiicrelerinin mikrozomal kisminda da glutatyon

S-transferaz aktivitesine rastlandigi, bu kisimdaki enzimin mikrozomal membrana sik1 bir
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sekilde bagli oldugu ve sitozolik formundan farkli O6zelliklere sahip oldugunu

bildirmislerdir.

Loscalzo ve Freedman (1986), tarafindan GST enzimini insan trombositinden
saflagtirllmistir. ~ Saflagtirma  isleminde CM-selilloz, Sephadex G-75, afinite
kromotografisi, amonyum siilfat ¢oktiirmesi yontemleri kullamilmistir. 7,5 EU/mg
spesifik aktiviteyle 1071,4 kat saflastirilan enzimin izoelektrik pH’s1 4,6, molekiil agirlig
48 kDa olarak bulunmustur. Ayrica SDS-PAGE yontemiyle de alt birimlerinin molekiil
agirlig1 25 kDa olarak bulunmustur.

Asaoka vd (1983), GST enzimi sigir karacigerinden orange-A agaroz afinite
kromotografisiyle saflastirilmistir. DEAE-sephagel ile iki temel izoenzim ayrigmis ve bu
iki formun izoelektrik pH’lar1 sirastyla 6,7 ve 6,1’olarak bulunmustur. iki izoenzimin
aktivitesinin de Cu*?, Hg*?, Cd*?, Zn*? iyonlari tarafindan inhibe edildigi goriilmiistiir. Bu
iki izoenzimin alt birimleri SDS-PAGE ile 27 kDa, jel filtrasyon kromatografisiyle tabii
molekiil agirligr ise 49 kDa bulunmustur. Bu sonuglar gosteriyor ki her iki formda
birbirine nonkovalent bagla bagl iki alt birimden olusmaktadir. GSH ve CDNB i¢in 1.
izoenzimin Kw, Vmax degerleri ve spesifik aktiviteleri sirasiyla 0,55 mM, 0,10 mM ve 320
EU/mg, 6,9 EU/mg, 2. izoenzimin Knm, Vmax degerleri ve spesifik aktiviteleri 0,83 mM,
0,165 mM ve 380 EU/mg, 0,86 EU/mg olarak bulunmustur.

Catherine vd (1984), insan akcigerinden GST’nin iki farkli formlarini galismis ve bu
formlarin izoelektrik pH’larmi sirasiyla 4,9 ve 9,2 olarak bulmustur. Bu anyonik ve
katyonik formlar toplam GST aktivitesinin %98 ve %?2’sini gostermektedir. Katyonik
form insan akcigerinde toplam GST aktivesinin sadece %2’sini gdstermesine ragmen
akcigerdeki proteinlerin %28’ini ihtiva eder. Bu iki formun alt brimlerinin molekiil

kiitleleri sirastyla 22 kDa ve 24 kDa ve ikisi de homodimer oldugu bulunmustur.

Jaght vd (1985), yaptig1 calismada GST’nin farkli 13 formunu insan karacigerinden
glutatyon- afinite kromotografisi ve kromatofocuslama yontemiyle yiiksek verimde izole
etmigtir. Saflagtirilan enzimin izoelektrik pH’sinin 4,9 ile 8,9 arasinda degistigi
bulunmustur. Bu farkli 13 form substrat olarak CDNB ile benzer aktivite sergilemistir ve

spesifik aktivitesi 33-94 EU/mg arasinda degismektedir. Benzer sekilde bu formlar
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kiimen hidroperoksit ile 1,5-8,3 EU/mg spesfik aktiviteyle peroksidaz aktivitesi

gostermistir.

Singh vd (1987), yapilan baska bir ¢alismada GST enziminin 3 onemli smifi (o, p, m)
insan bobreginden saflastirilmis ve incelenmistir. Bu c¢alismaya gore 3 sinifin
izoenzimlerinin yapisal, immunolojik ve fonksiyonel oOzellikleri birbirinden Onemli
olgiide farkli iken aymi smifa bagli izoenzimler benzer ozellik gdsterimistir. Insan
bobreginin tiim katyonik GST izoenzimlerinden izoelektrik pH’st 9,1 olan harig
digerlerinin, heterodimer oldugu bulunmustur. Alt birimlerinin molekiil agirhig 26,5
kDa- 24,5 kDa’dur. GST 9,1’ in alt birim 24,5 kDa’dur ve homodimerdir. Saflastirma
amaciyla epoksi ile aktiflestirilmis Sepheroz-6B’ye bagli GSH afinite kolonu
kullanilmistir. CDNB substratina kars1 afinite siralamasi GST 6,6> GST 5,45> GST 4,9

ya da GST 4,7> katyonik izoenzimler olarak bulunmustur.

Oshino vd (1989), yaptiklari calismada dort tip GST enzimini saflastirmiglardir.
Saflastirma isleminde DEAE seliiloz iyon degisim, Sephadeks G- 75 jel filtrasyon, CM
seliloz katyon degisim ve afinite kromotografisi olmak lizere 4 c¢esit kromatografi
teknigini art arda kullanmislardir. Bu dort tip GST enzimini homodimer olarak belirlemis
ve sirasiyla a, b, ¢, d olarak adlandirilmiglardir. Yapilan bu c¢alismada b, c, d
izoenzimlerinin birbirine benzer 50 kDa molekiil agirliginda oldugu, a izomerinin ise (alt
birimi 23,5 kDa) 45 kDa agirliginda oldugu, a enziminin digerlerine gore 100 kat daha
fazla peroksidaz aktivitesi gosterdigi bulunmustur. Ayrica GSTa ve GSTb’nin aminoasit
birlesimi arastirilmis GSTa’nin 408 aminoasitten, GSTb’nin 424 aminoasitten olustugu
gozlenmistir. Yapilan calismada GSTa ve GSTb’nin substratlarina olan ilgisine
bakilmistir. GSTa’nin CDNB ve GSH substratlari i¢in Ky sabitleri sirasiyla 0,35 mM ve
0,10 mM, GSTb’nin ise 0,35 mM ve 0,14 mM olarak bulunmustur.

Young ve Briedis (1989), GST enzimi sigir beyninden kalsiyum fosfat jeli, amonyum
stilfat ¢oktiirmesi, DEAE seliiloz iyon degisim kromatografisi ve GSH-sepharose afinite
yontemleri kullanilarak 500 kat saflastirilmistir. Enzimin izoelektrik pH’s1 7,39 + 0,02
olarak, alt birimlerinin molekiil agirligi 22 kDa ve 24 kDa olarak bulunmustur.

Inhibisyon calismalarinda ise uzun zincirli yag asitlerinin enzimin iyi bir inhibitdrii
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oldugunu bulunmustur. Ayrica inhibitdrlerin CDNB ve GSH’a gore inhibisyon tiirleri

belirlenmistir.

lizuka vd (1989), GST enzimini E.coli ekstraklarindan %7,5 verimle yaklasik olarak
2300 kat saflagtirllmistir. Molekiil agirligi 45 kDa olan enzimin iki es alt biriminden
olustugunu gostermislerdir. Bu ¢alismada enzimin substratlart olan CDNB ve GSH igin
Kwm sabitlerini sirasiyla 1,43 mM ve 0,33 mM olarak bulunmustur. Enzimin optimum pH
degeri 7,0, optimum sicaklik degeri 50°C ve stabil pH deger 5 ile 11 arasinda genis bir

pH aralig1 olarak belirlenmistir.

Arca vd (1990), E.coli’den yaptiklar1 bir ¢alismada GST enzimini %11 verimle 800 kat
DEAE-sephagel ve glutatyon agaroz afinite kolunu kullanilarak saflastirilmistir. Enzim
24 kDa molekiil agirligina sahip alt birimle homodimerdir. GSH ve CDNB i¢in Kwm
degeri sirastyla 0,25 ve 1,5 mM olarak bulunustur. Optimum pH 7,5, optimum sicaklik
35°C olarak tesbit edilmistir. N-terminal aminoasit dizisi Met-Leu-Leu-Phe-lla-Leu-Pro-
Gly-Ala olarak aydmlatilmistir. Ayrica EDTA’nin aktiviteyi %30 oraninda arttirdigini

rapor etmislerdir.

Kashiwade vd (1991), Insan cenin karacigerinden yapilan bir calismada GST nin asidik
bir formu afinite kromotografisiyle ve kromotofocuslama ile saflagtirilmistir. Bu asidik
GST homodimerdir ve alt birimini molekiil agirlig1 23 kDa olrak bulunmustur. mRNA ve
protein seviyesinde incelendiginde GST asidik formunun ekspresyon seviyesinin yetiskin

insan ve cenin karacigerinde farkli oldugu goriilmiistiir.

Cetinkaya vd (1993), tarafindan bazi elektrofilik bilesiklerin metabolitleri GST
aktivitesini artirabildigi ya da azaltabildigi rapor edilmistir. Yapilan bir arastirmada
brombenzen ve karbontetrakloriir ratlara uygulanarak GST aktivitesindeki degisiklikler
incelenmistir. Uygulama sonrast karaciger GST aktivitesinin azaldigi, serum GST

aktivitesinin ise arttig1 gdzlenmistir.

Orhan vd (1994), Antiinflamatuvar ila¢ grubundan olan indometazinin sican karaciger

GST ve insan eritrosit GST izozimleri iizerine in vitro etkilerini incelemek i¢in yapilan
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caligmalarda bu ilacin sigan karaciger GST iizerine inhisyon etkisi gosterdigi, ancak insan

eritrosit izoenzimleinin aktivitesinde ise artisa neden oldugu rapor edilmistir.

Luty vd (1998), tarafindan yapilan bir baska ¢alismada DDVP siganlara intraperitonal
olarak 0-72 saatlik periyotlarda diklarvos 4 mg/kg dozajinda uygulanmistir. GST
aktivitesinin karacigerde diger dokulara oranla daha cok arttig1 goriilmistir. GST
aktivitesindeki degisikligin sebebinin hiicre membraninin gegirgenliginin degismesi veya

hiicre bozulmasinin olabilecegi diisliniilmustiir.

Eaton ve Bammler (1999), ise sitozolik, mitokondrial ve MAPEG GST siiper ailesinin
siniflandirilmasinda protein dizisinin ve yapisinin 6nemli bir kriter oldugunu rapor
etmiglerdir. Sitozolik GST siiper ailesinin sekans1 %40’dan fazla homoloji gosterdigini,
digerlerinin ise %20 homoloji gosterdigini bildirmislerdir. Ayrica yapilarina gore
sitozolik GST’ler alfa, beta, delta, epsilon, zeta, theta, mu, nu, pi, sigma, tau, phi, ve
omega olmak iizere 13 smifa ayrildigini, mitokondrial GST’lerin ise kappa siifindan
oldugunu, mikrozomal GST’lerin MAPEG siiper ailesinden aminoasit dizisi %20’den az
benzerlik gosteren I-IV arasi belirlenen alt gruplardan olustugunu, insan sitozolik
GST’lerin ise alfa, zeta, theta, mu, pi, sigma, ve omega sinifindan olusan 6 izoenzim

MAPEQG siiperailesinin I, IT ve IV. sinifina bagh oldugunu bildirmislerdir.

Cnubben vd (2001), Glutatyon S-transferaz enzim ailesinin ¢ok fazla sayida ve yapisal
olarak farkl elektrofilik bilesiklerin GSH ile konjugasyonunu sagladigini bildirmislerdir.
Bunun sebebinin GST nin yapininda spesifik olmayan hidrofobik substrat baglanma
bolgesinin oldugu ve ¢ok sayida izoenziminin bulunmasindan kaynaklandigini rapor
etmislerdir. Bu nedenle GST izoenzimlerinin ¢evresel kirleticileri, karsinojenik
bilesikleri, ila¢ kalintilarin1 ve diger birgok bilesigi substrat olarak kullanmakta oldugunu
bildirmislerdir. Ayrica GST izoenzimlerinin her birinin iki protein alt biriminden
olustugunu bu proteinlerin GSH baglanma bolgesi olan G bdlgesi ve elektrofilik
substratlarin baglandigi H bolgesi olmak {izere birer baglanma bolgesi bulundurdugunu

bildirmislerdir.

Novoa ve Valinas (2001), sitozolik GST’yi Atlantik somunun ve kahverengi alabaligin

karaciger ve bobreklerinden HCPLC ve glutatyon agaroz afinite kromotografisi
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kullanarak saflastirmistir. Enzimi Atlantik somunun karacigerinden 0,26 + 0,081 EU/mg
spesifik aktivite ile %70,58 verimle 57,2 kat, bdbreginden ise 37,50 = 5,39 EU/mg
spesifik aktivite ile %86,9 verimle 187 kat saflastirmislardir. Kahverengi alabalik
karacigerinden 27,69 + 3,34 EU/mg spesifik aktiviteyle %74,54 verimle 42,66 Kkat,
bobreginden ise 21,96 + 4,531 EU/mL spesifik aktivite ile %67,48 verimle 56,30 kat

saflastirmislardir.

Celik vd (2003), glutatyon S-transferaz (GST-n) enzimini normal dogum yapmis hastanin
plasentasindan glutatyon-agaroz affinite kolonu kullanarak. 2.628 EU/mg spesifik
aktivite ve %0,5 verimle 16 kat saflastirmistir. Enzimin substrat1 olan GSH i¢in Ky sabiti
2 MM, Vmax degeri 11,1 EU/mg; CDNB igin K sabiti 0,55 MM, Viax degeri 35 EU/mg
olarak bulunmustur. Saflastirilan enzimin aktivitesi {izerine ilaglarin etkisinin incelenmesi
amaciyla yapilan ¢aligmalarda antibakteriyel bir ila¢ olan Ampisilinin %50-55 oraninda

enzim aktivitesini in vitro olarak inhibe ettigi gézlenmistir.

Gyamfi vd (2004), baska bir calismada, sifali bir bitki olan Thonningia sanguinea’dan
izole edilen ve antioksidan bir madde olan thonningianin A (ThA), in vitro olarak
karaciger sitozolik GST ile etkilestirildiginde kuvvetli inhibitor etkisi yaptigi tespit

edilmistir.

Casalino vd (2004), baska bir ¢alismada dogada biriken ve canlilarda agir metal
zehirlenmelerine neden olan Cd*? ve Mn*? metal iyonlarinin sigan karaciger GST enzim
aktivitesi iizerine etkisi incelenmistir. CdCI, (2,5 mg.kg?) ya da MnCl, (2,0 mg.kg™)
miktarlar1 tek doz olarak verildiginde, enzim aktivitesinin bir giin sonra %36 oraninda

arttig1 belirtilmistir.

Hamed vd (2004), tarafindan GST enzimi Tilapya (Oreochromis niloticus) baliginin
karacigerinden glutatyon-sepharoz afinite kolonuyla saflagtirilmistir. SDS-PAGE
yardimiyla enzimin alt biriminin molekiil agirligi 25,460 kDa ve enzimin optimum
pH’s1 8 olarak belirlenmistir. Michaelis-Menten grafigi yardimiyla enzimin subsratlar
olan GSH ve CDNB i¢in Kwm sabitlerinin yaklasik olarak 0,35 mM ve 0,42 mM olarak

bulundugu rapor edilmistir.



19

Martinez ve Lara (1997), kefal balig1 karacigerinden anyon degisim kromatografisi
yardimiyla GST’nin 14 izoformu saflagtirilmistir. Dimerik yapida bulunan her bir GST
izoformunun alt birimlerinin molekiil kiitlelerinin 23 ile 28 kDa arasinda oldugu

belirlenmistir.

Tirkanoglu vd (2005), yaptiklar1 c¢alismada insan kan serumdan GST enzimini
saflastirilarak karakterize edilmistir. Yapilan ¢alismada GST enzimine ait optimum
iyonik siddeti 2 mM potasyum fosfat tamponu, optimum pH’y1 5,5 optimum sicaklig
65°C olarak belirlenmistir. Ayrica aktivite dl¢limiinde kullanilan subsratlart CDNB ve
GSH i¢in Km Ve Vmax degerlerini ise sirasiyla 2,8 mM ve 0,43 nmol/dk.mg; 4,11 mM ve

0,23 nmol/dk.mg protein olarak belirlenmistir.

Hee ve Joong (2005), tarafinda GST enzimi maruldan (Lactuca sativa’dan) DEAE-
sephadex ve glutatyon-sepharose kolon kromatografisi ile %9,6 verimle yaklasik olarak
403 kat saflagtirilmigtir. Yapilan bu ¢alismada enzimin molekiil agirhigi SDS-PAGE ile
23 kDa, jel filtrasyon kromatografisi ile yaklasik olarak 48 kDa olarak belirlenmistir.

Al ve Mustafa (2006), metal iyonlarmin in-vitro satlarda insan eritrositlerine etkilerini
incelemek icin yaptiklar1 bir calismada Cr*® metal iyonunun glutatyon peroksidaz enzim
aktivitesini artirirken, glutatyon rediiktaz aktivitesini azaltmakta oldugu, GST ve katalaz

enzim aktivitelerinde ise bir farklilik olusturmadig: bildirmistir.

Huang vd (2008), bir balik tiirii olan monopterus albus karacigerinden GST enzimini
afinite kromatografisi ile saflagtirip karakterize etmislerdir. Enzimi, glutatyon, sepharoz-
6B afinite kolonuyla 13,07 pumol/mg spesifik aktiviteyle, %14 verimle, 300 Kkat
saflastirmiglardir. Saflastirilan enzimin SDS-PAGE ile molekiil agirliginin 26 kDa olan
iki alt birimden olustugunu (homodimer) belirlemislerdir. Enzimin optimum pH’sin1 7,0-
7,5 arasinda, optimum sicakligini 45°C olarak bulmuslardir. Yaptiklart kinetik
caligmalarda ise enzimin subsratlari olan GSH ve CDNB i¢in K sabitlerini sirastyla 0,20
mM ve 0,28 mM olarak Vmax degerlerini ise 7,57 umol/mg ve 15,68 umol/mg olarak

belirlemislerdir.
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Erat ve Sakiroglu (2012), tarafindan yapilan bir ¢alismada insan eritrositlerinden GST
enzimi glutatyon agaroz afinite kromatografisi yontemi kullanilarak 16,00 EU/mg protein
spesifik aktiviteyle ve %80 verimle 1143 kat saflastirilmistir. Daha sonra enzim aktivitesi
iizerine bazi kimyasallarin etkilerine bakilmistir. Paclitaxel icin ICso degeri 0,23 mM,
cyclophosphamide i¢in 5,75 mM, gemciabine i¢in 6,35 mM olarak hesaplanmistir. Ayrica
bu ilaglarin dogal substrati olan GSH ile yapilan inhibisyon g¢alismalarindan Kj sabitleri
sirastyla paclitaxel i¢in 0,182 = 0,028 mM, cyclophosphamide i¢in 6,97 £ 0,49 mM,

gemciabine i¢in 6,71 mM olarak bulunmustur.



3. MATERYALLER VE METODLAR

3.1. Materyal

3.1.1. Kullamilan Kimyasal Maddeler

Calismalarimizda kullanilan standart serum albiimin, N,N,N’,N’-tetrametil etilendiamin
(TEMED), indirgenmis glutatyon (GSH), 1- kloro 2,4 dinitrobenzen (CDNB), Sephadex
G-150, akrilamid, N,N’-metilen bisakrilamid, coomassie brillant blue G-250, brom timol
mavisi, sodyum dodesil siilfat (SDS), amonyum persiilfat, f-merkaptoetanol, glutatyon
agaroz, sodyum hidroksit, trihidroksimetilaminometan (Tris), sodyum kloriir, sodyum
asetat, hidroklorik asit, glisin, fosforik asit, gliserin, potasyum fosfat, potasyum bisfosfat,

potasyum asetat, potasyum Kkloriir, etanol, metanol, asetik asit, sodyum asetat,

izopropanol, Sigma Chemical Comp.’den temin edilmistir.

3.1.2. Yararlanilan Alet ve Cihazlar

Sogutmal1 santrifiij
Spektrofotometre
pH metre
Homojenizator
Elektroforez tank1
Elektroforez gii¢ kaynagi
Peristaltik pompa
Karistirici

Vorteks

Hassas terazi

Kar makinesi
Otomatik pipet
Calkalayic

:Universal 320 R, Hettich
:UV-1800, Shimadzu CC-10
:Thermo Orion 3 Star

:KA T 25 Ultra-Turrax

:Bio Rad

:EC 300 XL

ATTA SJ-1220

:SK-300

:Velp Scientifica SK-300
:Denver Instrument SI-234
:Hoshizaki Ice Maker FM-80EE
:Transferpette, Eppendorf

:Lab. Companion SK-300
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Manyetik karistiric :IKA C-MAG HS 7
Buzdolab1 :Argelik

Cozelti hazirlamak amaciyla kullanilan su, saf ve deiyonize sudur.

3.1.3. Kullanilan Cozeltiler ve Hazirlanmalari

3.1.3.1. Aktivite Ol¢iimiinde Kullanilan Cozeltiler

1. KH2PO4 (0,1 M, pH:6,5): 0,68 g KH2PO4 ve 0,014 g EDTA hassas terazi ile
tartilarak 30 mL saf su igerisinde ¢oziildii ve pH 6,5’a ayarlandi. Son hacim saf su

ile 50 mL’ye tamamlandi.

2. 20 mM GSH Cozeltisi: 0,03 g indirgenmis glutatyon alinarak bir miktar saf suda

¢oziildii ve hacim saf kullanilarak 5 mL’ye tamamlandi.

3. 25 mM CDNB Cozeltisi: 0,025 g 1-kloro 2,4 dinitrobenzen alinarak bir miktar
%95’lik etanol ¢oOzeltisi igerisinde ¢Oziildi ve hacmi etanol ile 5 mL’ye

tamamlandi.

3.1.3.2. Karaciger Dokusundan Homojenat Hazirlamak i¢in Kullanilan Cozeltiler

1. 1 mM EDTA, 1 mM DTT, 1 mM PMSF igceren 50 mM Tris-HCI (pH: 7,2)
Tamponu: 0,605g Tris 80 mL ¢oziildii daha sonra bu ¢ozeltiye 0,015 g DTT,
0,027 g EDTA ve 1 mL propanol’de ¢oziilen 0,017 g PMSF eklendi pH 7,2’ye
ayarlanarak son hacim saf su ile 100 mL’ye tamamlandi.

3.1.3.3. Afinite Kolonunda Kullanilan Cozeltiler

1. 10 mM KH2PO4 ve 150 mM NaCl, (pH:7,4) ( Afinite kolonunu paketlemek,
dengelemek ve yikamak amaciyla kullanilan ¢6zelti): 0,4 g KH2PO4 ve 2,61 g
NaCl alinarak 200 mL suda ¢oziilip pH 7,4’e getirildikten sonra saf su ile 250

mL’ye tamamlandi.
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2. 2,5 mM, 5 mM ve 10 mM GSH ¢ozeltisi iceren 50 mM Tris-HCI Tamponu
(pH:9,5) (Afinite jeline tutunan GST enziminin eliisyonu i¢in kullanilan tampon):
50 mM Tris- HCI ¢ozeltisi (pH:9,5) igerisinde kat1 olarak GSH ¢oziilerek 10 mM’
lik GSH ¢6zeltisi hazirlandiktan sonra 5 tlipten olusan gradient olusturuldu ve

diisiik konsantrasyondan baglanarak sirayla afinite kolonuna uygulandi.

3. 0,5 M NaCl ve 0,1 M H3BOs pH: 8,5 (borat Tamponu) (afinite kolonunu rejenere
etmek i¢in kullanilan tampon 1): 0,62 g H3BO3 ve 2,92 g NaCl alinarak 80 mL saf
su da ¢oziliip, pH 8,5’¢ ayarlandiktan sonra ¢6zelti hacimi saf su kullanilarak 100

mL’ye tamamlandi.

4. 0,1 M NaCH3COO ve 0,5 M NacCl, pH:4,5 (Asetat Tamponu) (glutatyon agaroz
afinite kolonunu rejenere etmek i¢in kullanilan tampon 2): 0,82 g NaCH3COO ve
2,92 g NaCl alinarak 80 mL saf su da ¢oziiliip pH: 4,5’¢ ayarlandiktan sonra

hacim saf su ile 100 mL’ye tamamlandi.

5. %0,02 NaNs ¢ozeltisi (Kromatogrofi kolon materyallerini bakterilerden korumak
icin kullanilan ¢ozelti): 20 mg NaNs alinarak saf suda ¢oziiliip ve hacmi yine saf

su ile 100 mL’ye tamamlandi.

3.1.3.4. Bradford Yéntemiyle Protein Tayini i¢cin Kullanilan Cozeltiler

1. Boyama Cozeltisi (Coommassie Brillant Blue): Coommassie Brillant Blue G-250
reaktifinden 100 mg alinarak %95°lik 50 mL etanol igerisinde ¢ozildi.
Hazirlanan bu ¢ozeltiye %95°1lik fosforik asitten 100 mL ilave edildi. Cozeltinin
son hacmi saf su kullanilarak 1000 mL’ye tamamlandi. Bu ¢ozelti 1siktan

etkilenmemesi amaciyla karanlik ortamda muhafaza edildi.

2. Sigir Serum Alblimin ¢ozeltisi: 1 mg sigir albiimin almir 1 mL suda ¢oziilerek

hazirlandi.
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3.1.3.5. Elektroforez i¢cin Kullanilan Cézeltiler

1. 1 M Tris-HCI (pH:8,8): 12,11 g Tris tartilarak 70 mL suda ¢oziiliip pH 8,8’e

ayarlandi daha sonra ¢ozelti hacmi saf su kullanilarak 100 mL’ye tamamlandi.

2. 1 M Tris-HCI (pH:6,8): 12,11 g Tris tartilarak 70 mL suda ¢oziildii toplam hacim

saf su ile 100 mL’ye tamamlanmadan 6nce pH 6,8’e ayarlandi.

3. %30 Akrilamid-%0,8 Bisakrilamid ¢6zeltisi: once 0,4 g bisakrilamid daha sonra
15 g akrilamid hassas terazi ile tartilarak 34,6 mL saf su igerisinde ¢oziildii daha

sonra ¢ozelti hacimi saf su ile 50 mL’ye tamamlandi.

4. %10’luk SDS ¢ozeltisi: 9 mL saf su igerisinde 1 g sodyum dodesil siilfat ¢oziildii

ve ¢ozelti hacmi 10 mL’ye tamalandi.

5. %10’luk amonyum persiilfat ¢ozeltisi: 8 mL saf su igerisinde 1 g amonyum

persiilfat ¢coziilerek ¢cozelti hacmi 10 mL’ye tamamlandi.

6. Jel yiiriitme tamponu: 1,51 g Tris ve 7,51 g glisin alinarak 450 mL su igerisinde
¢oziildii. Bu ¢ozeltiye 5 mL %10’luk SDS’den ilave edilerek pH 8,5’e ayarlandi

ve ¢ozelti hacmi saf su kullanilarak 500 mL’ye tamamlandi.

7. Numune tamponu: 0,5 mL, 1 M Tris-HCI (pH 6,8), 1 mL %10’luk SDS, 1 mL
%1001tk gliserin ve 1 mL %0,1°lik bromtimol mavisinden alinarak ¢6zeltinin
son hacmi saf su kullanilarak 10 mL’ye tamamlandi. Bu ¢ozelti kullanilmadan

once 950 pL numuneye i¢in 50 uL B-merkapto etanol ilave edildi.

8. Sabitlestirme ¢ozeltisi: Jel de yiiriitiilen proteinleri sabitlestirmek amaciyla %10

TCA, %50 izopropanol ve %40 su igeren bir karisim hazirlandu.

9. Jel boyama ¢ozeltisi: 10 mL asetik asit i¢erisine 0,1 g Coomassie Brillant Blue R-
250 reaktifi eklenerek ¢oziindii, bu ¢6zelti tizerine 50 mL metanol ve 40 mL saf su

ilave edilerek hazirlandi.
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10. Jel yikama ¢ozeltisi: 10 mL asetik asit ve 50 mL metanol karistirildiktan sonra

tizerine 40 mL su ilave edilerek hazirlandi.

11. Bromtimol mavisi ¢ozeltisi (% 0,1°lik) : 16 mL, 0,01 M NaOH alinarak igerisinde
0,1 gram bromtimol mavisi ¢oziildii toplam hacmi saf su kullanilarak 100 mL ye

tamamlandi.

3.2. Metod

3.2.1. Protein Tayini

3.2.1.1. Kalitatif Protein Tayini

Proteinlerin yapisinda bulunan triptofan ve tirozin amino asitleri 280 nm’de maksimum
absorbans gosterirler. Proteinlerin kalitatif tayini bu esasa dayanmaktadir (Segel 1968).
Bu ¢aligmada kromatografi islemlerinde esit hacimde alinan biitiin numunelerde kalitatif
protein tayini yapildi. Kuvarz kiivetlere alman numunelerin absorbanslari

spektrofotometrik yontemle ol¢iildii.

3.2.1.2. Bradford Yontemi ile Protein Tayini

Homojenattaki ve glutatyon agaroz afinite kromatografisi kullanilarak saflastirilan enzim
cozeltilerindeki proteinlerin kantitatif tayini Bradford yontemiyle yapildi. Bu yontemde
Coomassie brillant blue G-250 reaktifinin proteine baglanmasi esas alindi. Bu yontemde
olusan protein-boya kompleksi 595 nm’de maksimum derecede absorbans gosterir.
Protein ile boyanin baglanmasi ¢ok hizli gelisir. Bu yontemle 1-100 mg hassasiyeti ile
protein tayini yapilabilmektedir (Bradford 1976).

Tayin islemlerinde su prosediir takip edildi standart siir alblimin ¢ozeltisi hazirlamak
icin 1 mL’sinde 1 mg s1gir serum albiimin ihtiva eden 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90 ve
100 pL tiipler alindi. Saf su ile tiim tiiplerin hacmi 100 pL’ye tamamland1 ve 4,9 mL
renklendirme reaktifi tiiplere ilave edilip vorteks ile karistirildi. 595 nm’de 3 mL’lik



26

kiivetlerde kore kars1 absorbans degerleri okunmadan dnce 10 dakika inkiibasyon yapildu.
Kor olarak 100 pL tampon ve 4,9 mL renklendirme reaktifinden olusan karigim
kullanild1. Spektrofotometrede 595 nm dalga boyunda absorbans ol¢iimii yapildi. Bu
absorbans degerlerine karsilik gelen mg protein degerleri ile standart grafik hazirlandu.
Numune ¢alismalart i¢in, 100 kat seyreltilmis karaciger homojenati, amonyum siilfat
coktliirmesi ve afinite kromatografisinden eliie edilen saflastirilmis enzim ¢ozeltileri ile
ayni sekilde tiipler hazirlandi. Hazirlanan tiipler vorteks ile karistirilarak 10 dakika
inkiibasyon yapildi. Daha sonra 595 nm’de kore kars1 absorbans dl¢tiimii gergeklestirildi.
Bu prosediir 3 defa tekrarlandi ve bu 3 farkli 6lgtimiin aritmetik ortalamasi kullanilarak

standart grafikten protein miktarlari belirlendi.
3.2.2. Glutatyon S-Transferaz Aktivite Tayini

Glutatyon S-transferaz (GST) enzimi bir glutatyon molekiilii ile bir aromatik elektrofilin
konjugasyonunu katalizler. En ¢ok kullanilan aromatik elektrofil 1-kloro-2,4-
dinitrobenzen’dir. Bu substratin kullanilmasiyla olusan dinitrobenzen S-glutatyon (DNB-
SG) iriinii 340 nm’de maksimum absorbans gosterir. Boylece bu dalga boyundaki
absorbans artisindan yararlanilarak aktivite Ol¢climii yapilabilir. Biz de bu Ol¢iim

metoduna gore calismalarimizda aktivite 6l¢limiinii gergeklestirdik.

5G

cs, C
NO, GSH,GST NO, cr NO,
——— !
NO;

NO,

Cl

NG

Sekil 3.1. Spektrofotometrik olarak GST enziminin aktivitesinin belirlenmesinde kullanilan iiriiniin olusum
mekanizmasi (Habdous et al 2002)

GSH’in yoklugunda, CDNB hizl1 bir sekilde glutatyon S-transferazi inaktive eder. Bu
sebepten dolay1 reaksiyonun CDNB ile baglatilmasi gerekir. Aktivite 6l¢limii i¢in toplam
hacim Iml olacak sekilde Cizelge 3.1°de verilen ¢ozelti ortami hazirlandi. Kiivetler

spektrofotometreye yerlestirilip okuma baglatildi. Kronometre kullanilarak baglangigta ve
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dakikada bir olmak iizere {i¢ dakika siiresince absorbans degerleri 6l¢iiliip kaydedildi

(Habig et al 1974).

Tablo 3.1. GST enziminin aktivite 6l¢iimiinde kullanilan prosediir

Kiivet Icerigi Kor Numune
0,5 M aktivite 200 pL 200 pL
tamponu
25 mM CDNB 20 uL 20 uL
20 mM GSH 50 uL 50 uL
Saf su 730 uL 720 puL
Enzim numunesi - 10 uL

Bir Enzim Unitesi: Bir dakikada, 25°C’de ve optimum sartlarda 1pmol substrat: iiriine
doniistiiren enzim aktivitesi olarak tanimlanir. Enzim {initesi hesaplanirken asagidaki

formil kullanildi.

EU = (AOD/9,6) x (V1/ Ve ) x SF

EU :1mL’deki enzim iinitesi

AOD : Spektrofotometrik analizde bir dakikada meydana gelen absorbans degisimi
9,6 : Ekstinksiyon katsayis1 (1 mM DNB-SG’nin olusturdugu absorbans degeri)
V1 : Olgiimiin yapildig1 kiivetin toplam hacmi

Ve : Olgiim yapilan kiivete ilave edilen enzim numunesinin hacmi

SF : Seyreltme faktorii (seyreltilen 6rnekler igin kullanilir)

3.2.3. GST Enzimi i¢in Afinite Jelinin Hazirlanmas

Enzim saflagtirmada en ¢ok kullanilan ve bizim de kullandigimiz yontem afinite
kromatografisi yontemidir. Bu amagla 10 mL’lik kolon hacmi i¢in 1 g kuru glutatyon-
agarose tozu tartilarak, 200 mL saf su ile birka¢ defa yikanarak kati partikiiller
uzaklastirildi. Yikama sirasinda jel sisirilmis oldu. Su trompu vasitasiyla sisirilmis jelin
havasi vakum ile alindi ve iizerine dengeleme tamponu (0,05 M K-fosfat pH:7,4, 1 mM

EDTA ve 1 mM DTT) ilave edilerek jel siispanse edildi. 1x10 cm’lik kapali sistemden
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olusan sogutmali kolona hazirlanan jel, paketlendi. Kolona paketlenen jel peristaltik
pompa yardimiyla dengeleme tamponu ile yikandi. Eluat ve tamponun absorbanslarinin
ve pH’larimin esitlenmesinden kolonun dengelenmis oldugu anlasildi. Glutatyon agaroz
afinite kolonu bu islemler sonunda hazirlanmis oldu (Giivercin et al 2008; Toribio et al
1996).

3.2.4. Bildircin Karacigerinden GST'nin Saflastirilmasi

3.2.4.1. Bildircin Karacigeri Temini ve Homojenat Hazirlanmasi

Deneylerde kullanilan bildircinlar Bingél Universitesi Uygulama ¢iftliginden taze olarak
temin edildi. Gorevliler yardimiyla alinan bildircin dokulari soguk zincir kuralina gore
laboratuvara getirilerek -20°C’de derin dondurucuda muhafaza edildi. Deneylerde
donmus karaciger kiiglik pargalara ayrilarak, alinan karacigerin 3 kati1 kadar homojenat
tamponu eklendi ve buz kalibi igerisinde homojenizatorle homojenize edildi. Daha sonra
ependorf tiiplerine alinan homojenat 13.000 X g de 60 dakika santrifiij edildi ve ¢okelek
atildi. Boylece homojenat elde edildi. Bu islemlerin hepsi +4 °C’de gergeklestirildi.

3.2.4.2. Amonyum Siilfat Coktiirmesi ve Diyaliz

Hazirlanan homojenat i¢in %0, %20, %30, %40, %50, %60, %70, %80, %90 ve %100
araliginda kati amonyum siilfat ¢oktiirmesi yaparak bildircin GST enziminin ¢oktiirme
araligint belirledik. Coktiirme isleminde kullanilan kati (NH4)2SOs4 yavas yavas
homojenata ilave edilerek manyetik karistirict yardimiyla ¢oziinmesi saglandi. % 0-20
%30, %40, %50, %60, %70, %80 doygunlukta amonyum siilfat ¢oktiirmesi yapildi. Her
defasinda tuzlu homojenat santrifiij tiiplerine konularak 13500xg’de 15 dakika santrifiij
edildi (bdylece yabanci proteinlerin ¢okmesi saglandi). Bu islemin her basamaginda
cokelek ve slipernatantta aktivite tayini yapildi ve aktivite bulunan tiipler tespit edildi.
Amonyum siilfat ¢oktiirmesi sonucu elde edilen karisim diyaliz torbasina yerlestirilerek
iki saat siireyle diyaliz tamponuna (10 mM K-fosfat, 1 mM EDTA pH=7,5) kars1 diyaliz

edildi. Bu islemlerin tamami +4 °C’de gergeklestirildi.
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3.2.4.3. Homojenattaki Enzimin Afinite Kromotografisi ile Saflastirilmasi

Amonyum stilfat ¢oktlirmesi ve diyaliz sonrasi numune peristaltik pompa vasitasiyla akis
hiz1 20 mL/saat’e ayarlanan glutatyon agaroz afinite kolonuna uygulandi. Bunu takiben
kolon 10 mM KH:PO4 ve 0,IM KCI, pH:8 tamponu ile yikandi. Yikama islemi
spektrofotometrik olarak fraksiyonlardaki absorbans degerlerinin kore esit olmasiyla
tamamlandi. Afinite kolonu ayni tamponla dengelendikten sonra gradientli eliisyon
yapilarak enzim saflastirildi. Eliisyon ¢ozeltisi 50 mM Tris-HCI ve (1,25-10 mM, pH:9,5)
GSH, igeren ¢ozeltinin gradientinden olusturuldu. Eliatlar 1,5 mL eppendorf tiiplerine
alinarak 340 nm’de aktivite tayini yapildi (Toribio et al 1996).

3.2.5. SDS-PAGE ile Enzim Safliginin Kontrolii

Enzimin saflik derecesi Laemmli’nin Onerdigi metodla %3-15 Kkesikli sodyum
dodesilsiilfat poliakrilamid jel elektroforezi (SDS-PAGE) yapilarak kontrol edildi
(Laemmli 1970).

Bu yontem ig¢in elektroforez plakalar1 su ve alkol ile iyice temizlendi. Temizlenen
plakalar, sabitlestirilerek jel hazirlama kabinine konuldu. ilk olarak ayirma jeli hazirlandi
ve plakalarin arasma tiist kisminda 5 cm kalincaya kadar dolduruldu. Ayirma jelinin
katilagma prosesi tamamlandiktan sonra yigma jeli hazirlandi (Tablo 3.2). Hazirlanan
yigma jeli plakalarin iist kismindaki bosluga dolduruldu ve tarak dikkatlice yerlestirilerek
numune kuyucuklarinin olugsmasi saglandi. Yigma jelinin katilasma prosesi
tamalandiginda tarak dikkatlice ¢ikartilarak numune kuyularinin olusumu saglandi.
Enzim 6rnekleri 100 pL. numune tamponu, 100 uL enzim ve 50 pL gliserin kullanilarak
hazirlandi. Hazirlanan numuneler bes dakika kaynar su banyosunda bekletildi. Enzim
ornekleri ve standart proteinler kuyulara dikkatli bir sekilde yiiklendi. Jel plakalari
elektroforez tankina yerlestirildi. Elektroforez tankina belirlenen hacimde yiiriitme
tamponu ilave edildi. Elektroforez tanki kapatilarak gii¢c kaynagina baglands. ilk olarak 80
voltta 25 dakika yiiriitiildii ve kuyulardaki numunelerin ayirma jeline kadar gelerek
yigilmas: saglandi. Daha sonra elektroforez islemine 120 volt’ta numunelerin jelin alt
siiria gelmesine kadar devam edildi. Numunelerin takip edilmesi, numune tamponuna

eklenen brom timol mavisi yardimiyla saglandi. Elektroforez islemi tamamlandiktan
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sonra akim kesilerek plakalar arasindaki jeller dikkatlice alindi ve sabitlestirme
cozeltisine konuldu. 30 dakika boyunca jeldeki proteinlerin sabitlestirme islemi saglandi,
daha sonra sabitlesme c¢ozeltisinden c¢ikarilan jel boyama ¢ozeltisine konuldu ve
calkalayicit tizerinde 2 saat boyunca boyama islemi gergeklestirildi. Boyanan jel
cikarilarak yikama c¢ozeltisine koyuldu. Rengi acilip, protein bantlar1 belirginlesene kadar

calkalayicida yikanan jel ¢ikarilarak fotografi ¢ekildi.

Tablo 3.2. Elektroforez jellerinin hazirlanmasi

Yigma jeli Ayirma jeli
1 M Tris-HCI pH:8,8 ,5 mL 1M Tris-HCI pH:6,8 440 uL
%30’luk akrilamid ve %0,8’lik %30’luk akrilamid ve %0,8’lik
bisakrilamid 4,4 mL bisakrilamid 800 pL
%10’luk SDS 200 pL %10’luk SDS 30 puL
TEMED 130 pL TEMED 30uL
Saf su 3,130 mL Saf su 2,450 mL
%10’luk PER 100 pL %10’luk PER 30-50 uL

3.2.6. GST Enziminin Molekiil Kiitlesinin SDS-PAGE ile Tayini

Bildircin karacigerinden saflastiritlan GST enziminin molekiil agirligi tayini Laemmli
(1970), metoduna gore gergeklestirildi; standart protein olarak, 120 kDa, 85 kDa, 50 kDa,
35 kDa ve 25 kDa agirligindaki proteinler kullanildi. Bildircin karacigeri GST enzimi igin
gergeklestirilen elektroforez islemi sonucu elde edilen jel fotografi kullanilarak standart
proteinlerin Rf degerleri hesaplandi. Microsoft excel programi kullanilarak Rs-log Ma
standart grafigi ¢izildi. Daha sonra ayni jel fotografi yardimiyla bildircin karacigerinden
saflagtirilan GST enziminin alt birimlerinin R¢ degeri hesaplandi ve standart grafikte
yerine konularak log Ma degeri hesaplandi. Daha sonra bu log Ma degerinin
antilogaritmas1 alinarak numunenin molekiil agirligi tespit edildi. Proteinlerin R

degerleri;
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formiili kullanilarak belirlendi.
Xe= Proteinin yiirime mesafesi,

Xboya= Boyanin yiiriime mesafesi

3.3. GST Enzimiyle Ilgili Oarak Yapilan Karakterizasyon Cahsmalari

3.3.1. Optimum pH’nin Belirlenmesi

Bildircin karacigerinden saflagtirilan GST enziminin optimum pH' degerini belirlemek
icin pH's1 5,5, 6,0, 6,5, 7,0, 7,5 ve 8,0 olan potasyum fosfat ve pH’s1 7,5, 8,0, 8,5 ve 9,0
araliginda Tris-HCI, tamponlar1 hazirlandi. Her bir tampon ile ayri ayr1 enzim aktivite

olgtimleri yapildi.

3.3.2. Optimum Iyonik Siddetin Belirlenmesi

Bildircin karacigerinden saflastirilan GST enziminin optimum aktivite gosterdigi iyonik
siddetinin belirlenmesi i¢in 200, 400, 600, 800, 1000,1200, 1400, 1500 mM Tris-HCI ve
K-fosfat tamponlar1 hazirlandi. Bu ¢6zeltilerin pH degerleri optimal pH’a ayarlanarak her

bir ¢ozelti i¢in aktivite dl¢limleri yapildi.

3.3.3. Optimum Sicakhigin Belirlenmesi

Bildirein  karacigerinden saflagtirilan GST enziminin  optimum sicaklik degerini
belirlemek icin elektronik 1sitma ve sogutma fonksiyonlu su banyosu kullanildi.
Optimum sicaklik belirlenirken optimum pH ve optimum iyonik siddete sahip ¢ozeltiler
hazirlandi. Aktivite dl¢iimiinde kullanilan tampon ve substratlart ihtiva eden karisim
kiivet icerisinde istenilen sicakliga ayarlanmis olan su banyosunda bekletildi. Istenilen
sicaklikta 5 dakika bekletilen kiivet {izerine enzim pipetlenerek hemen okuma yapildi ve
su banyosuna tekrar konuldu. 0 °C ile 90 °C arasinda ve her 10 °C de bir aktivite

Olciimleri yapildi.
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3.3.4. Stabil pH’nin Belirlenmesi

Bildircin karacigerinden saflastirilan GST enziminin stabilitesinin en uygun oldugu pH'y1
tespit etmek i¢in pH'lar1 5,5, 6,0, 6,5, 7,0, 7,5 ve 8,0 olan potasyum fosfat ve 7,5, 8,0, 8,5
ve 9,0 olan Tris-HCI tamponlar1 hazirlandi. Hazirlanan bu ¢ozeltilerden 750 pL alinarak
tizerine 250 pL enzim ilave edildi ve ependorf tiiplerine konulup aktivite olglimii
yapildiktan sonra +4°C’de muhafaza edildi. Bu c¢ozeltiler enzim kaynagi olarak
kullanildi. Aktivite 6lgtimleri 6 giin boyunca 24 saat araliklarla tekrar edildi. Aktivite

Ol¢timleri sonucunda enzimin stabil oldugu pH belirlendi.

3.3.5 GST Substratlar1 i¢in Km ve Vmax Degerlerinin Bulunmasina Yonelik

Calhismalar

Bildircin karacigerinden saflasgtirilan GST enziminin GSH ve CDNB substratlar i¢cin Km
ve Vmax degerlerini belirlemek amaciyla sabit GSH konsantrasyonunda CDNB’nin 5
farkli konsantrasyonlarryla aktivite Olgiimleri yapildi. Olgiim sonucu kaydedilen
degerlerle Lineweaver-Burk grafigi ¢izildi. Bu grafik vasitasiyla CDNB i¢in Km Ve Vmax
degerleri hesaplandi. Ayni sekilde CDNB substrat konsantrasyonu sabit tutularak GSH’1n
5 farkli konsantrasyonlariyla aktivite 6l¢iimleri yapildi ve Lineweaver-Burk grafigi ¢izildi
ve GSH substrati i¢in Km Ve Vmax degerleri hesaplandi. Aktivite Ol¢limleri optimal

sartlarda gerceklestirildi (Lineweaver and Burk 1934).



4. SONUCLAR

4.1. Amonyum Siilfat Coktiirmesi

Bildircin karacigerinden saflastirilan GST enziminin amonyum siilfat ¢oktiirmesi boliim
3.2.4.2°de anlatildig1 gibi yapildi. GST enzimi i¢in amonyum siilfat ¢oktiirme aralig
Tablo 4.1 ve sekil 4.1°de gosterildigi gibi %20-80 olarak belirlendi.

Tablo 4.1. GST enziminin amonyum siilfat ¢oktiirme sonuglart

Amonyum Siilfat (%0) Siipernatant (EU/mL) Cokelek (EU/mL)
0-20 6,9652 0
20-30 7,0902 4,3402
30-40 6,2152 4,0486
40-50 6,5902 7,1250
50-60 6,2916 8,7222
60-70 1,4722 9,0208
70-80 0,0069 5,4236
10 B Supernatant W Cokelek
8

2

:E 4

2

2

T o0

< 0-20 20-30 30-40 40-50 50-60 60-70 70-80

Amonyum Siilfat %

Sekil 4.1. Amonyum siilfat ¢oktiirmesi
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4.2. Kantitatif Protein Tayini I¢in Kullanilan Standart Grafik

Elde edilen numunelerdeki proteinlerin kantitatif tayini Bradford yontemiyle belirlendi.
Standart grafik boliim 3.2.1.’de anlatildig1 gibi hazirlandi. Hazirlanan homojenattaki ve
glutatyon agaroz afinite kromatografisi sonrasi elde edilen enzim numunelerindeki
proteinlerin kantitatif tayini bu standart grafik vasitasiyla hesaplandi. Standart olarak
hazirlanan sigir serum albiimin ¢ozeltilerindeki pg proteine karsilik gelen absorbans

degerleri Sekil 4.2°de gosterildi.
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Sekil 4.2. Numunelerdeki proteinlerin kantitatif tayini i¢in kullanilan standart grafik

4.3. Afinite kromatografisi sonu¢lari

Hazirlanan homojenat amonyum siilfat ¢oktiirmesi sonrasi glutatyon agaroz afinite
kolonuna yiiklendi. Bo6lim 3.2.4.3 te anlatildigi sekilde gradientli eliisyon yapildi.

Eltatlardaki enzimlerin aktivite degerleri Sekil 4.3’de gosterildi.



35

1,2

0,8

0,6

0,4

Aktivite(EU\mI)

0,2

0 2 4 6 8 10 12
Tiip Sayisi

Sekil 4.3. Bildircin karacigeri GST enziminin glutatyon agaroz afinite kolonundan eliisyon grafigi

4.4. GST Enziminin Saflastirilmasi ile Tlgili Sonuclar

Bildircin karacigeri homojenati ve afinite kromatografisi sonrasi elde edilen saf enzim
icin spesifik aktivite, yiizde verim, saflastirma katsayisi, aktivite, protein, toplam aktivite

ve toplam protein gibi 6nemli bazi degerler hesaplanarak Tablo 4.2°de gosterildi.

Tablo 4.2. GST enziminin saflagtirma sonuglar

Numune  Toplam Aktivite  Protein Toplam Toplam Spesifik % Saflagtirma

Tiiri Hacim (EU/mL) (mg/mL) Protein Aktivite Aktivite Verim  Katsayist
(mL) (mg)  (E0) (EU/mg)
Homojenat 11 3,36 9,758 107,338 36,96 0,344 100 1
Amonyum 2 8,75 1,34 2,68 17,5 6,52 47,3 18,95
siilfat
Afinite 2 2,284 0,144 0,288 4,57 15,86 12,36 46,1

4.5. SDS-Poliakrilamid Jel Elektroforezi ile GST Enzim Safliginin Kontrolii

Bildircin karacigerinden amonyum siilfat ¢coktiirmesi ve afinite kromatografisi sonrasi
elde edilen eliiatlardaki GST enziminin safligini1 belirlemek amaciyla bolim 3.2.5°de
anlatildig1 sekilde SDS-PAGE yonteminden yararlanildi. Elektroforez sisteminde enzim
numuneleri ve standart proteinler sirayla kuyulara uygulandi ve yiiriitiildii. Saf enzime ve

standart proteinlere ait bantlar1 gésteren fotograf Sekil 4.4’de verildi.
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Sekil 4.4. Afinite kromotografisi ile saflastirlan GST enziminin SDS-PAGE ile saflik kontrolii. *1. ve 2.
kuyu: afinite kolonundan eliie edilen GST; 3. kuyu: homojenat; 4. kuyu: standart proteinler

4.6. Bildircin Karacigerinden Saflastirillan GST Enziminin SDS-PAGE ile Alt

Birimlerinin Mol Kiitlesinin Belirlenmesine Ait Sonuclar

Bildircin karacigerinden saflastirilan GST enziminin alt birimlerinin mol kiitlesinin
belirlenmesi icin bolim 3.3.6’da izah edildigi gibi enzim kesikli SDS-PAGE’de
yuriitildi ve elde edilen bantlarin fotografi Sekil 4.4’de gosterildi. Yiiriitiilen
standartlarin ve enzimin Rf degeri 6l¢iiliip logMk-Rs Standart grafigi cizildi Sekil 4.5. Bu
grafik kullanilarak bildircin karacigeri glutatyon S-transferaz enziminin alt birimlerinin
mol kiitlesi yaklagik 25,1 kDa olarak hesaplandi.

52 - y =-1,0858x + 5,1704
& RZ=0,9826
5 .
v 4,8 -
S 2 2
g: 4,6 -
4,4 -
4,2 T T T !
0 0,2 0,4 0,6 0,8
Rf

Sekil 4.5. Saflagtirilan GST enzimi i¢in LogMk/Rs grafigi
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4.7. GST Enzimiyle Ilgili Yapilan Karakterizasyon Calismalarina Ait Sonuclar

4.7.1. Optimum pH’nin Belirlenmesi I¢in Yapilan Calismalarin Sonuclari

Bildircin karacigerinden saflastirilan GST enziminin optimum pH’sii tespit etmek i¢in
boliim 3.3.1°de belirtildigi gibi pH degeri 5,5 ile 8,0 arasinda degisen, potasyum fosfat ve
pH degeri 7,5 ile 9,0 arasinda degisen Tris-HCI tamponlardan olusan 10 adet ¢ozelti
kullanildi. Enzimin her bir tampondaki absorbans degerleri spektrofotometrik olarak
oOlgiilerek enzim aktiviteleri hesaplandi. Bildircin karacigeri GST enziminin optimum pH
degeri Tablo 4.3 ve Sekil 4.6’da gosterildigi gibi Tris-HCI tamponu pH = 8,5 olarak

belirlendi.

Tablo 4.3. GST enziminin optimum pH’s1 i¢in 0,1 M KH>PO4 tampon ¢ozeltisi kullanilarak yapilan
aktivite 6l¢iim sonuglart

K-fosfat Tris- HCI
pH Aktivite pH Aktivite (EU/mL)
(EU/mL)
55 0,1389 75 1,0139
6,0 0,2465 8,0 1,5520
6,5 0,4444 8,5 1,8993
7,0 0,7152 9,0 1,8112
7,5 1,0486
8,0 1,1284
2 == K-fosfat
e===Tris-HClI
cRR
o
=
&
=
E 0 T T T T T 1
< 4 5 6 7 8 9 10
pH

Sekil 4.6. GST enziminin K-fosfat ve Tris-HCI tamponu ile elde edilen aktivite-pH grafigi
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4.7.2. Optimum Iyonik Siddetin Belirlenmesine Ait Sonuclar

Bildircin karacigerinde GST enziminin aktivite dl¢limiinde en uygun iyonik siddetin
belirlenmesi i¢in 6nceki ¢alismalar sonucu uygunlugu tespit edilen optimum pH’ ya sahip
K-fosfat ve Tris-HCI tamponlariyla degisik konsantrasyonlardaki ¢ozeltiler bolim
3.3.2’de bahsedildigi gibi hazirlandi. Farkli konsantrasyonlarda KH>PO4 ve Tris/HCI
tampon ¢ozeltilerinde enzimin gosterdigi absorbans degerleri spektrofotometrik olarak
olgiilerek enzim aktiviteleri hesaplandi. Bildircin karacigeri GST enziminin iyonik siddet
degeri Tablo 4.4 ve Sekil 4.7°de gosterildigi gibi Tris-HCI tamponunda 1,4 M olarak

belirlendi.

Tablo 4.4. GST enziminin optimum iyonik siddetini Tris/HCI tampon ¢6zeltisi kullanilarak yapilan aktivite
Ol¢lim sonuglari

Tris-HCI
Iyonik siddet Aktivite
(M) (EU/mL)
0,2 2,2361
0,4 2,1770
0,6 2,3889
0,8 1,9791
1,0 2,5000
1,2 2,7048
1,4 3,1562
1,5 2,8438
4 -
=o—[K-fosfat] M
== [Tris-HCI] M
3 .
)
E
:@ 2 -
Y
z 17
<
0 . . . .
0 0,5 1 1,5 2
Konsantrasyon (M)

Sekil 4.7. GST enziminin farkli iyon konsantrasyonlarda 6l¢iilen aktivite-konsantrasyon grafigi
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4.7.3. Optimum Sicakhgin Belirlenmesi I¢in Yapilan Calisma Sonuclar

Bildircin karacigerinden saflagtirilan GST enzimi igin en uygun sicakligi belirlemek
amaci ile optimum pH ve optimum iyonik siddeteki tampon ¢ozeltiler kullanildi. Boliim
3.3.3’de belirtildigi gibi 0 °C ile 90 °C arasinda her 10 °C de bir enzimin gosterdigi
absorbans degerleri spektrofotometrik olarak Olgiildiikten sonra enzim aktiviteleri
hesaplandi. GST enziminin optimum sicaklik degeri Tablo 4.5 ve Sekil 4.8°de
gosterildigi gibi 55°C olarak belirlendi.

Tablo 4.5. GST enziminin optimum sicakligin belirlenmesi i¢in yapilan aktivite 6l¢iim sonuglari

Sicaklik ( °C) Aktivite (EU/mL)
0 0,2500
10 0,4270
20 0,7569
30 1,1562
40 1,3194
50 2,0173
55 2,0451
60 1,3263
65 0,9201
70 0,6909
75 0,4340
80 0,2500
85 0,1285
90 0,0104

N
N (9}
]

P
(%,

o
w

Aktivite (EU/mL)

0 20 40 60 80 100
Sicaklik (°C)

Sekil 4.8. GST enziminin farkl sicakliklarda dlgiilen aktivite-sicaklik grafigi
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4.7.4. Stabil pH’nin Belirlenmesi I¢in Yapilan Calisma Sonuclari

Bildircin karacigeri GST enziminin stabil oldugu pH’y1 belirlemek i¢in uygun iyonik
siddete sahip degisik pH degerlerinde tampon ¢ozeltileri boliim 3.3.4’de anlatildigi gibi
hazirlandi. Farkli tampon ¢ozeltilerindeki enzim aktiviteleri 6 giin boyunca 24 saatte bir
olmak {izere Ol¢iildii. Bildircin karacigeri GST enziminin stabil pH degeri Tablo 4.6 ve
Sekil 4.9°da gosterildigi gibi Tris-HCI i¢in pH: 8,5 olarak belirlendi.

Tablo 4.6.a. GST enziminin stabil pH’sinin belirlenmesi i¢in yapilan K-fosfat aktivite 6l¢iim sonuglari

K-fosfat
pH 5,5 6,0 6,5 7,0 7,5 8,0
Zaman
(Giin) Aktivite (EU/ mL )
1 0,0444 0,0520 0,0826 | 0,1069 | 0,1187 0,2159
2 0,1312 0,0395 | 0,0854 | 0,0791 | 0,0958 0,1423
3 0,0381 0,0541 | 0,0770 | 0,1291 | 0,1048 0,1583
4 0,0180 0,0458 | 0,0805 | 0,1076 | 0,2159 0,1381
5 0,0102 0,0458 0,0888 | 0,1270 | 0,2062 0,2743
6 0,0222 0,0437 | 0,0611 | 0,0777 | 0,1131 0,1506

Tablo 4.6.b. GST enziminin stabil pH’sinin belirlenmesi i¢in yapilan Tris-HCI aktivite 6l¢iim sonuglari

Tris-HCI
pH 7,5 8,0 8,5 9,0
Zaman Aktivite (EU/ mL)
(Giin)
1 0,0861 0,1895 0,3319 0,4291
2 0,0618 0,1479 0,2847 0,4805
3 0,0583 0,1472 0,3368 0,4368
4 0,1138 0,2875 0,3701 0,7159
5 0,2256 0,3625 0,4937 0,8895
6 0,0958 0,1368 0,3437 0,6597
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Sekil 4.9.a. GST enziminin stabil pH’sini1 belirlemek i¢in KH2PO4 tamponu ile yapilan ¢aligma sonucu elde

edilen K-fosfat grafigi
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Sekil 4.9.b. GST enziminin stabil pH’sin1 belirlemek i¢in Tris-HCI tamponu ile yapilan ¢aligma sonucu

elde edilen Tris-HCI grafigi

4.7.5. Bildircin Karacigerinden Saflastirllan GST Enziminin GSH ve CDNB
Substratlar1 Icin Km ve Vmax Degerlerinin Belirlenmesine Ait Calismalarin

Sonuclari

Bildircin karacigeri GST enziminin substratlar1 olan GSH ve CDNB i¢in Kym Ve Vmax
degerlerini belirlemek ic¢in bdliim 3.3.5°de anlatildigi gibi CDNB’nin 25mM’lik sabit

konsantrasyonunda 5 farklit GSH konsantrasyonuyla aktivite dlglimleri gergeklestirildi.
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Sonugta elde edilen degerler ile 1/[GSH]-1/V grafigi cizilerek reaksiyon denkleminden
Kwm ve Vmax degerleri hesaplandi. Enzimin diger substrati olan CDNB i¢in Km Ve Vmax
degerlerini hesaplamak i¢in boliim 3.3.5’de anlatildigi gibi GSH’m 20 mM’lik sabit
konsantrasyonunda 5 farkli CDNB konsantrasyonuyla aktivite Olglimleri yapilarak
1/[CDNB]-1/V grafigi ¢izildi ve reaksiyon denkleminden Km Ve Vmax degerleri
hesaplandi. Hesaplanan degerleri Sekil 4.10 ve Tablo 4.7 gosterildi (Lineweaver and
Burk 1934).

-0,1 -0,05 0 0,05 0,1 0,15
1/CDNB (mM)

Sekil 4.10.a. GST enzimi ile sabit GSH konsantrasyonunda CDNB i¢in Km ve Vmax degerlerinin
belirlenmesi grafigi

12
10 -
8 -
2 6 -
i
4 -
2 -
I 4 T T T T T 1
-0,02 0 0,02 0,04 0,06 0,08 0,1 0,12

1/GSH (mM)

Sekil 4.10.b. GST enzimi ile sabit CDNB konsantrasyonunda GSH icin Km Ve Vmax degerlerinin
belirlenmesi grafigi



Tablo 4.7. GST enziminin GSH ve CDNB substratlar1 i¢cin Km Ve Vmax degerleri

Substrat Km (MM) Vmax (EU/mL)
CDNB 0,048 0,047
GSH 0,114 0,672
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5. TARTISMA

Yeryliziindeki hizli niifus artis, hizli kentlesme, sanayilesme ve teknolojik gelismeler
cevre kirlenmesine neden olmaktadir. Bu durum basta insan olmak iizere diinya
tizerindeki tiim canlilar i¢in tehdit olusturmaktadir. Canli organizmalarda bu tehditlere
karsi viicudun savunma mekanizmasinda yer alan c¢ok sayida enzim bulunmaktadir.
Bunlarin en 6nemlilerinden biri ksenobiyotiklerin detoksifikasyonundan sorumlu olan

glutatyon S-transferaz enzimidir (Hee-Joong et al 2005).

Glutatyon S-transferaz, metabolizmada birka¢ mekanizmayla beraber ksenobiyotiklerin
uzaklastirilmasint  saglayan Onemli bir Ozellige sahiptir. Bu enzim elektrofilik
ksenobiyotiklerin, indirgenmis glutatyonla (GSH) konjugasyonunu gergeklestirerek
inaktif hale getirdikten sonra viicuttan atilmalarin1 saglamaktadir (Giivercin et al 2008)
Glutatyon S-transferaz izoenzimleri ¢ok sayida gen lokosundan sentezlenen ve molekiil
kiitlesi 25 kDa civarinda olan homodimerik ve heterodimerik proteinlerdir. Bu enzimlere
ait alt tinitelerin aktif formu iki farkli fonksiyonel yapidan olusmaktadir. Bu fonksiyonel
yapilardan G bolgesi fizyolojik subsrati baglarken, hidrofobik H bdlgesi yapisal olarak
farkli elektrofilik substratlar1 baglamaktadir. GST izozim ailesinin substrat g¢esitliliginin
sebebi hidrofobik H bolgesindeki aminoasit sistemlerinin birbirinden farkli olmasidir.
Glutatyon S-transferazlar canlilarin istemli ya da istemsiz olarak maruz kaldigi
ksenobiyotiklerin glutatyonla konjugasyonunu saglayarak daha diisiik toksisiteye sahip
metabolitlere dontisiimiinii  gergeklestiren faz-1l  detoksifikasyon reaksiyonlarini
katalizleyen enzim ailesinin iiyesidirler (Armstrong 1997; Strange et al. 2001; Hayes et
al. 2005).

Canli metabolizmasinda ¢ok 6nemli gorevler yiiriiten glutatyon S-transferaz enzimi ilk
olarak sican karacigerinde tanimlanmistir (Boyland and Chasseaud 1969). Daha sonraki

yapilan caligsmalarda GST’ler insan, fare, sigir ve sicanlarin degisik dokularindan
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saflagtirilarak yapilari, fonksiyonlar1 ve metabolik ozellikleri kapsamli bir sekilde

calisilmistir (Hee-Joong et al 2005).

Bu c¢alismanin amacit hiicre i¢i major antioksidan sistemlerinden glutatyon
metabolizmasinin 6nemli bir enzimi olan ve hiicre i¢i detoksifikasyon reaksiyonlarinin
katalizini saglayan GST enziminin bildircin karaciger dokularindan saflasgtirmak ve

karakterize etmektir.

Bu c¢alismada sitozolik GST enzimi bildircin karaciger dokularindan 15,86 EU/mg
protein spesifik aktivite ile %12,36 verimle 44,1 kat saflastirildi. Saflastirma islemi,
Toribo et al. (1996) ve Giivercin et al. (2008) uyguladig1 prosediire gére homojenatin
hazirlanmasi, amonyum siilfat ¢oktiirmesi ve glutatyon-agaroz afinite kromatografisi
kullanilarak {i¢ basamakta ger¢eklestirildi. Saflagtirmanin ilk basamaginda bildircin
karaciger dokularindan homojenat hazirlandi. Ikinci basamakta nétral tuz (amonyum
stilfat) ¢oktiirmesi uygulandi ve salting out yoOntemiyle homojenattaki proteinlerin
coktiiriilmesi saglandi. Aym1 zamanda hem c¢okelekte hemde siipernatantta enzim
aktiviteleri 6l¢iilerek GST enziminin amonyum siilfat ¢okme aralig1r %20-80 olarak tespit
edildi. Caligmanin {igiincii basamaginda ise amonyum siilfat ¢oktiirmesi sonucu elde
edilen numunelerden glutatyon agaroz afinite kolonu kullanilarak GST enzimi

saflastirildi.

Awasthi vd (1980), yaptig1 ¢alismada insan karacigerinden GST’nin katyonik ve anyonik
izoformlarin1 saflagtirmistir. Saflastirma isleminde, amonyum siilfatla franksiyonlama
sirasinda anyonik GST i¢in numune % 65 amonyum siilfat doygunluguna getirilmistir
daha sonra bu yeni anyonik GST ® ve y DEAE- seliilloz anyon degisim kromatografisi,
sephadex G-200 jel filtrasyon kromotografisi ve izoelektrik fokuslamayla birbirinden
ayrilmistir. Loscalzo ve Freedman (1986), tarafindan yapilan calismada GST enzimi
insan trombositinden saflastirilmistir. Saflastirma isleminde CM-seliiloz, Sephadex G-75,
afinite kromotografisi, amonyum siilfat ¢coktiirmesi yontemleri kullanilmistir. Arca vd
(1990)’nin E.coli’den yaptiklar1 ¢alismada GST enzimini DEAE sephagel ve glutatyon
agaroz afinite kolunu kullanilarak saflagtirilmistir. Celik vd (2003), glutatyon S-transferaz
(GST-n) enzimini normal dogum yapmis hastanin plasentasindan glutatyon-agaroz

affinite kolonu kullanarak saflastirmistir. Huang et al. (2008), tarafindan yapilan bir
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caligmada, kedi baliginin bagirsak mukozasindan GST enzimi glutatyon sepharoz-6B
afinite kolonuyla saflastirilmistir (Bernard et al 2000). Bu calismada bildircin
karacigerinden GST enziminin saflastirllmasinda kullanilan glutatyon-agaroz afinite
kromatografisi diger yontemlerle karsilastirildiginda saflastirma siiresinin az olmasi ve

saflagtirma esnasinda aktivite kaybinin diisiik olmasi gibi avantajlara sahiptir.

Bildircin karacigerinden elde edilen GST enziminin kantitatif tayini Bradford metoduna
gore yapildi. Literatiirde pek ¢ok aragtirmada kullanilan bu yontem diger protein tayin
yontemlerine gore hassasiyeti daha yiiksektir ve ortamdaki bozucu faktdrlerden daha az
etkilenmektedir. Ayrica renk stabilitesini uzun siire muhafaza etmektedir ve yliksek

oranda tekrar edilebilir bir yontemdir (Bradford 1976)

Bildircin karacigeri GST enziminin saflik kontrolii i¢in SDS-PAGE yapildi ve jel
fotografinda tek bant elde edildi (Sekil 4.4). SDS-PAGE jelinde tespit edilen tek bant
enzimin saf olarak elde edildigini gosterdi. Buna ilaveten SDS-PAGE sonucu elde edilen
jel fotografi kullanilarak hem enzim numunesinin hem de standart proteinlerin Ry
degerleri hesaplandi ve log Mk-Rs standart grafigi ¢izildi. Cizilen bu standart grafik
yardimuiyla bildircin karacigeri sitozolik GST enziminin alt birimlerine ait molekiil kiitlesi

yaklasik 25,1 kDa olarak belirlendi.

Literatiirde farkli kaynaklardan elde edilen GST enziminin molekiil kiitlesinin
belirlenmesi ile ilgili bir¢ok ¢alisma mevcuttur. E.coli’den izole edilen GST enziminin
molekiil kiitlesi yaklasik olarak 22,5 kDa oldugu bildirilmistir (lizuka et al 1989).
(Hiratsuka et al 1990) yaptiklar1 bir ¢alismada rat karacigerinden saflagtirdiklar1 GST
enziminin molekiil kiitlesini 26 kDa olarak bulmuslardir. Kefal baligi karacigerinden
saflagtirilan GST enziminin molekiil kiitlesi 23 kDa (homodimer) olarak bulunmustur
(Barcena et al 1997). Riol ve arkadaslar1 tarafindan gokkusagi alabalik karacigerinden
saflastirilan GST enziminin molekiil kiitlesi 23 kDa (homodimer) olarak belirlenmistir
(Riol et al 2001). Bunun yani sira yilan baligi karacigerinden elde edilen GST enziminin
molekil kiitlesi 22,3 kDa (homodimer) oldugu goriilmiistiir (Novoa et al 2004). Sigir
eritrositlerinden ve sigir beyninden saflastirilan GST enziminin molekiil kiitlelerinin
sirastyla 27 kDa (homodimer) ve 24 kDa (homodimer) olduklar1 rapor edilmistir (Young

et al 1989; Giivercin et al 2008). Ayrica, insan bdbreginden elde edilen ve molekiil
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kiitlesi 26,5 ile 24,5 kDa civarinda olan farkli iki alt birimden olusan GST
izoenzimlerinin varligina da rastlanmistir (Singh et al 1987). Bildircin karacigerinden
saflastirllan GST enziminin molekiil agirliginin rat karacigeri, sigir eritrositleri, sigir
beyni ve insan bobreginden saflastirilan GST enzimlerinin molekiil agirliklaria yakin

oldugu ve literatiirde rapor edilen aralikta oldugu tespit edilmistir.

Bildircin  karacigerinden saflastirilan glutatyon S-transferaz enzimi igin yapilan
karakterizasyon galismalarinda enzime ait optimum pH Tris-HCI 8,5 olarak belirlendi.
Daha once farkli kaynaklardan saflastirilan GST enzimi i¢in, optimum pH ¢alismalari
gerceklestirilmistir. E.coli ekstraklarindan yapilan karakterizasyon calismalarinda, GST
enzimini optimum pH degeri 7,0 olarak bulunmustur (lizuka et al 1989). Monopterus
albus balig1 karacigeri GST enzimi i¢in optimum pH 7,0-7,5 olarak bulunmustur (Huang
et al 2008). Insan kan serumu GST enziminin optimum pH’s1 5,5 olarak belirlenmistir
(Turkanoglu 2007). Bu c¢alismalar degerlendirildiginde bildircin  karacigerinden
saflastirilan GST enziminin optimum pH s1 onceki ¢alismalarda belirlenen optimum pH

degerlerinden farkli bulunmustur.

Enzim aktivitelerinin maksimum oldugu bir sicaklik degeri vardir. Bu sicakligin disinda
enzimin aktivitesi azalmaya baslar ve enzimin {i¢ boyutlu yapis1 denatiirasyona ugrar.
Calismamizda bildircin karacigerinden saflastirilan GST enziminin optimum oldugu
sicakligi belirlemek i¢in 0 °C ile 90 °C arasinda her 10°C’ de bir enzim aktivitesi
spektrofotometrik olarak olgiildii ve optimum sicakligi Sekil 4.8’de goriildiigii gibi 55°C
olarak belirlendi. Sekil 4.8’de goriildiigii gibi enzim 90°C gibi yiiksek bir sicaklikta bile
aktivitesini kaybetmemesi enzimin bazi canli dokularinda sicakliga kars1 stabil oldugunu
gostermektedir. Bu goriisii 6nceki caligmalarda destekler niteliktedir. Daha 6nce E.coli
ekstraklarindan yapilan karakterizasyon calismalarinda optimum sicaklik degeri 50°C
bulunmustur (Iizuka et al 1989). Bir balik tiirti olan monopterus albus karacigeri GST
enziminin optimum sicakligi 45 °C olarak bulunmustur (Huang et al 2008). Insan kan
serumdan GST enzimi igin optimum sicaklik 65 °C olarak belirlenmistir (Tiirkanoglu
2007).

Bildircin karacigerinden saflastirillan GST enzimi aktivitesi iizerine yapilan optimum

iyonik siddet ¢alismasinda, enzim aktivitesinin optimum oldugu Tris-HCI tamponu 1,4 M
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olarak belirlendi. Literatiirede yapilan bazi calismalarda, insan kan serumdan GST
saflastirilarak karakterize edilmistir. GST enziminin optimum iyonik siddeti 2 mM
potasyum fosfat tamponu olarak belirlemistir (Tiirkanoglu 2007). Yine farkli bir enzim
olan GR enziminin gokkusagi alabalik karacigerinde saflastirilarak Olgiilen optimum
iyonik siddet S0 mM Tris/HCI olarak belirlenmistir (Tekman et al 2008). Bu ¢alismalar
degerlendirildiginde bildircin karacigerinden saflagtirilan GST enziminin optimum iyonik
siddeti onceki ¢alismalarda belirlenen optimum iyonik siddet degerlerinden farkli

bulunmustur.

Bildircin karacigerinden elde ettigimiz GST enzminin Stabil pH’sin1 belirlemek amaciyla,
optimum iyonik siddete sahip potasyum fosfat ve Tris-HCI tamponlar1 kullanilarak
enzimin gosterdigi aktiviteler, 6 giin boyunca 24 saatte bir spektrofotometrik olarak
oOl¢iildii ve enzimin stabil oldugu pH degeri Tris-HCI igin 8,5 oldugu belirlendi (Sekil
4.9). GST enzimi ic¢in E.coli ekstraklarindan yapilan karakterizasyon c¢alismalarinda
enzimin stabil pH degeri 5 ile 11 arasinda genis bir pH araliginda belirlenmistir (Iizuka et
al 1989). Yine farkli bir enzim olan GR enziminin gokkusagi alabalik karacigerinde
saflastirilarak olgiilen stabil pH degeri 8,0 olarak bulunmustur (Tekman et al 2008). GST

enziminin stabil pH degeri dnceki ¢alismalarda belirlenen aralikta bulunmustur.

Enzim kinetiginde Kwm degeri enzimin subsrata olan ilgisinin bir gostergesidir.
Arastirmamizda bildircin karacigerinden saflastirdigimiz GST enziminin GSH ve CDNB
subsratlar1 i¢cin Km Ve Vmax degerleri belirlenmistir. Bu amagla sabit CDNB
konsantrasyonunda, 5 farklit GSH konsantrasyonu kullanilarak spektrofotmetrik metodla
enzim aktiviteleri belirlendi. Lineveawer-Burk grafigi ¢izilerek bu grafikten GSH subsrati
icin Km ve Vmax degerleri hesaplandi (Sekil 4.10.a., Tablo 4.7). Enzimin diger subsrati
olan CDNB i¢in ise sabit GSH konsantrasyonunda, 5 farkli CDNB konsantrasyonu
kullanilarak spektrofotometrik olarak enzim aktiviteleri belirlendi. Lineveawer-Burk
grafigi cizilerek bu grafikten CDNB subsrati i¢in Km Ve Vmax degerleri hesapland (Sekil
4.10.b. Tablo 4.7). GSH igin K sabiti 0,114 mM, Vmax degeri ise 0,672 EU/mL olarak
hesaplandi. CDNB i¢in Km sabiti 0,048 mM, Vmax degeri ise 0,047 EU/mL olarak
belirlendi (Tablo4.6). Elde edilen sonuglara gére GST enziminin daha diisiitk Km sabitine

sahip olan CDNB substratina ilgisinin daha fazla oldugu goriildi.
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Yapilan caligmalarda bir balik tiirii olan monopterus albus karacigerinde GST enzimin
subsratlar1 olan GSH ve CDNB i¢in Kwm sabitleri sirastyla 0,20 mM, 0,28 mM olarak Vmax
degerleri ise 7,57 umol/ mg, 15,68 umol/ mg olarak belirlemislerdir (Huang et al 2008).

Yapilan bagka bir calismada glutatyon S-transferaz enzimi Tilapya (Oreochromis
niloticus) baliginin karacigerinden saflastirilmis ve enzimin subsratlari olan GSH ve
CDNB i¢in Kwm sabitlerini yaklasik olarak 0,35 mM ve 0,42 mM bulduklarini rapor
edilmistir (Hamed et al 2004). insan kan serumdan saflastirilan GST enziminin
subsratlart CDNB ve GSH i¢cin Km ve Vmax degerleri sirasiyla 2,8 mM ve 0,43
nmol/min.mg; 4,11 mM ve 0,23 nmol/min.mg protein olarak belirlenmistir (Tiirkanoglu
2007).



6. SONUC

GST (GST; EC 2.5.1.18) kataliz reaksiyonlarinda, elektrofilik substratlar {izerine
glutatyon (GSH) tripeptidin niikleofilik atagini kataliz ederler. GST izoenzimleri Insan,
hayvan, bakteri ve bitki dokularinda ¢ogu yerde farkli sekilde dagilir. GST’ler faz-ll
detoksifikasyon reaksiyonlarinin 6nemli enzimlerindendir. Serbest radikaller gibi endojen
ve eksojen ksenobiyotik toksik molekillerin, glutatyon ile konjligasyonunu katalize
ederek ve hiicreleri yikimdan koruyarak, 6nemli bir rol oynarlar. GST enzimi ayni
zamanda C vitamini (askorbik asit), E vitamini (a-tokoferol), B-karoten, vb. gibi dogal bir

anti-oksidan olarak kabul edilir.

Glutatyon S-transferaz, metabolizmada birka¢ mekanizmayla beraber ksenobiyotiklerin
uzaklastirilmasini  saglayan Onemli bir Ozellige sahiptir. Bu enzim elektrofilik
ksenobiyotiklerin, indirgenmis glutatyonla (GSH) konjugasyonunu gergeklestirerek
inaktif hale getirdikten sonra viicuttan atilmalarini saglamaktadir (Giivercin et al 2008).
Glutatyon S-transferaz izoenzimleri ¢ok sayida gen lokosundan sentezlenen ve molekiil
kiitlesi 25 kDa civarinda olan homodimerik ve heterodimerik proteinlerdir. Glutatyon
S-transferazlar canlilarin, istemli ya da istemsiz olarak maruz kaldig1 ksenobiyotiklerin
glutatyonla konjugasyonunu saglayarak daha az toksik metabolitlere doniislimiinii

gerceklestiren faz-11 detoksifikasyon enzim ailesinin iiyesidirler (Hayes et al 2005).

Bu ¢alismada GST enzimi, bildircin karaciger dokularindan, amonyum siilfat ¢oktiirmesi
ve glutatyon agaroz afinite kromatografisi kullanilarak 15,86 EU/ mg spesifik aktivite ile
%12.36 verimle tek adimda 46,1 kat saflastirildi. Bu yontemle kisa zamanda yiiksek
saflikta enzim elde edildi. Enzimin saflik derecesi SDS-PAGE yontemiyle kontrol edildi
ve bu yontemle GST enziminin molekiil agirhigr yaklagik 25,1 kDa olarak tesbit edildi.

Daha sonra saf enzim igin karakterizasyon ve kinetik ¢alismalar1 yapilmistir.
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Bildircin karacigerinden saflastirilan GST enziminin karakterizasyonuna yonelik yapilan

caligmalarin sonucunda elde edilen veriler asagidaki tabloda 6zetlenmistir.

Tablo 6.1. Bildircin karacigeri GST enzimi i¢in karakterizasyon sonuglart

Calisma Tipi Degerler
Optimum pH 8,5 Tris-HCI
Optimum iyonik siddet 1,4 M Tris-HCI
Stabil pH 8,5 Tris-HCI
Optimum sicaklik 55°C
Alt birim mol kiitlesi 25,1 kDa
GSH Kwm 0,114 mM
GSH Vmax 0,672 EU/mL
CDNB Kwm 0,048 mM
CDNB Vmax 0,047 EU/ mL

Bu calisma sonucunda hiicre i¢i antioksidan mekanizmasinin ¢ok onemli enzimlerinden
biri olan glutatyon S-transferaz enzimi, besin degeri ve yumurtasindan dolayi giderek
artan bir Oneme sahip olan bildircinlarin karaciger dokularindan amonyum siilfat
coktiirmesi ve glutatyon agaroz afinite kromatografisi kullanilarak ilk defa saflagtirilarak
ve karakterize edilmistir. Bu ¢alisma sonuclar1 bundan sonra yapilacak olan calismalar
icin 151k tutacagindan bilim diinyasi, bildircin yetistiricileri ve tiiketicileri agisindan 6nem

arz etmektedir.
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