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Glutatyon S-transferaz: Koyun Dalak Dokusundan Saflastirilmasi ve Karakterizasyonu

Fatih YUKSEL?, Yusuf TEMEL?"

OZET: Bu calismada, hiicre ici major antioksidan sistem olan glutatyon antioksidan sisteminin onemli
enzimlerinden glutatyon S-transferaz (GST; EC 2.5.1.18) sitozolik enzimi koyun dalak dokusundan homojenat
hazirlanmast, salting out (amonyum siilfat tuzu ile ¢6ktiirme yontemi) ve afinite kromatografisi (glutatyon-agaroz)
olmak iizere {i¢ adimda 3.67 EU mg™* protein degeri (spesifik aktivite) ve %3.73 verim ile 122.3 kat saflastirildi.
Koyun dalak dokusundan saflastirilan GST enziminin saflik derecesini belirlemek ve dogal alt birim molekiil
kiitlelerinin tespitinde sodyum dodesil siilfat poliakrilamid jel elektroforez (SDS-PAGE) metodu kullanildi.
Koyun dalak dokusu GST enziminin alt birimlerine ait molekiil kiitlesi yaklasik olarak 26.36 kDa hesaplandi.
Koyun dalak dokusundan saflastirilan GST enziminin karakterizasyonu ic¢in gerceklestirilen calismalarda;
optimum pH, K-fosfat tamponu pH=8.0, optimum aktivite gosterdigi iyonik siddet, K-fosfat tampon ¢6zeltisi 1.0
M, stabil pH, K-fosfat tampon ¢ozeltisi pH = 7.0 ve optimum sicakligi 60 °C olarak bulundu. Koyun dalak
dokusundan saflastirilan GST enzimine ait Ky Ve Vmax degerlerini belirlemek icin yapilan kinetik ¢alismalarda
Lineweaver-Burk grafiklerinden yararlanildi. Enzimin substratlari olan indirgenmis glutatyon (GSH) ve 1-kloro-
2,4-dinitrobenzen (CDNB) i¢in yiiriitiilen kinetik calismalarda; GSH i¢in Km degeri 0.629 mM, Vmax degeri 0.056
EU mL; CDNB igin Ky degeri 0.321 mM, Vmax degeri 0.129 EU mL™ olarak belirlendi.

Anahtar Kelimeler: GST, saflastirma, karakterizasyon, koyun, dalak

Glutathione S-transferase: Purification and Characterization from Sheep Spleen Tissue

ABSTRACT: In this study, glutathione S-transferase (GST; EC 2.5.1.18), which is the important enzyme of the
glutathione antioxidant system, which is the main intracellular antioxidant system, was purified in three steps
from sheep spleen tissue; using homogenate preparation, ammonium sulfate precipitation method and affinity
chromatography (glutathione-agarose) with a specific activity value of 3.67 EU mg?, 122.3 protein fold and
3.73% yield. SDS-PAGE method was used to determine the purity level and to determine the natural molecular
mass of subunits of the GST enzyme, purified from sheep spleen tissue. The molecular mass of the subunits of
the sheep spleen tissue GST enzyme was calculated as approximately 26.36 kDa. In the studies carried out for the
characterization of the GST enzyme purified from sheep spleen tissue; optimum pH, K-phosphate buffer pH=8.0,
optimum ionic strength, K-phosphate buffer 1.0 M, stable pH, K-phosphate buffer pH = 7.0 and optimum
temperature 60 °C. Lineweaver-Burk graphs were used in kinetic studies to determine the Ky and Vmax values of
the GST enzyme purified from sheep spleen tissue. In the kinetic studies carried out for reduced glutathione (GSH)
and 1-chloro-2,4-dinitrobenzene (CDNB), which are the substrates of the GST Enzyme; for GSH the Ku value
0.629 mM, the Vmax value 0.056 EU mL, for CDNB the Ky value 0.321 mM, and the VVmax value 0.129 EU
mL! were determined.
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GIRIS

Reaktif oksijen tiirleri (ROS), hem oksijen radikallerini hem de oksitleyici ajanlar olan veya
kolayca radikallere déniistiiriilen (HOCI, O3, 'Oz, H205) bazi radikal olmayan tiirleri kapsayan genel bir
terimdir. Reaktif nitrojen tiirleri (RNS) nitrik oksit ve nitrojen dioksit radikallerinin yan1 sira HNO> ve
N204 gibi radikal olmayan tiirleri kapsayan genel bir terimdir. ROS ve RNS normal fizyolojik olaylar
sirasinda ve cesitli dis kaynaklarin etkisiyle siirekli olarak iiretilir ve membran lipidlerinin
peroksidasyonunu baslatarak lipid peroksitlerin birikmesine yol agabilir. Ayrica DNA, RNA lipidler,
proteinler, coklu doymamis yag asitleri, karbonhidratlar gibi 6nemli makromolekiil ve biyomolekiillere
zarar verebilir, mutasyonlara yol agabilecek DNA hasarina neden olabilirler. Yapilan aragtirmalar, ROS
ve RNS olusumunun, gida iiriinlerinin oksidatif bozulmasinin yani1 sira ateroskleroz, diabetes mellitus,
kronik inflamasyon, nérodejeneratif bozukluklar ve belirli kanser tiirleri gibi gesitli insan hastaliklarinin
patogenezinde yer aldigini gostermektedir (De Koning ve De Koning, 2005; Giilgin, 2010, 2012;
Shahidi, 2015; Kopustinskiene ve ark., 2020). Antioksidanlar, diger molekiillerin oksidasyonunu inhibe
edebilen molekiillerdir. Antioksidanlar, gidalarin islenmesi ve depolanmasi sirasinda ve farmasotik
iriinlerin bozulmasinin ana sebeplerinde biri olan lipid peroksidasyonunu geciktirerek serbest radikalleri
temizleyebilir ve raf dmriinii uzatabilir. Antioksidanlar insan viicudunu serbest radikallerden ve ROS
etkilerinden koruyabilir. Lipid peroksidasyonunun yani sira bircok kronik hastaligin ilerlemesini
geciktirirler (Kuchibhotla ve Rao, 1995). Fizyolojik olarak iiretilen ROS ve RNS normal olarak
glutatyon (GSH), tiyoredoksin (Trx), siiperoksit dismutaz (SOD), katalaz ve peroksidazlar gibi
enzimatik ve enzimatik olmayan anti-oksidize edici ajanlar tarafindan azaltilir. Redoks durumundaki bir
dengesizlik hiicresel oksidatif strese yol acar. Oksidatif stres hiicresel antioksidan ajanlar tarafindan
detoksifiye edilmeyen daha yiiksek ROS seviyelerine maruz kalmaktan kaynaklanir (Wang ve Yi, 2008).

Indirgenmis glutatyon (GSH, y-glutamil-sisteinil-glisin), hemen hemen tiim hiicrelerde bulunan
dogal bir tripeptiddir. Glutatyon oldukg¢a reaktiftir ve genellikle siilfhidril kismi aracilifiyla diger
molekiillerle konjugasyon yapar. Antioksidasyon, redoks durumunun korunmasi, bagisiklik tepkisinin
modiilasyonu ve ksenobiyotiklerin detoksifikasyonu dahil olmak iizere bir hiicre i¢inde hayati roller
oynar (Balendiran ve ark., 2004). Glutatyon S-transferazlar, geleneksel olarak faz II hiicresel
detoksifikasyon sistemi enzimleri olarak taninan, bir dizi katalitik ve katalitik olmayan igslemde yer alan
cok islevli enzimlerdir. Cok ¢esitli polar olmayan eksojen (kimyasal kanserojenler, ¢evresel kirleticiler
ve hatta antitiimor ajanlar1) ve endojen bilesiklere niikleofilik glutatyonun (GSH) baglanmasini katalize
ederler. Boylece suda daha fazla ¢oziiniir irlinler olustururlar ve dolayisiyla bunlarin ortadan
kaldirilmasin1 saglarlar (Pljesa-Ercegovac ve ark., 2018). Ayrica hidrofobik bilesiklerin hiicre igi
baglanmas1 ve tasinmasi, ksenobiyotiklerin ve endojen bilesiklerin metabolizmasi, l6kotrienlerin,
prostaglandinlerin ve steroid hormonlar1 sentezindeki temel adimlarin katalizi, tirozinin bozunmasi,
oksidatif stres yan iirlinlerinin inaktivasyonu ve hiicre sinyallesmenin diizenlenmesi (protein-protein
etkilesimleri) gibi pek ¢ok hiicre igi reaksiyonda gorev alirlar (Pljesa-Ercegovac ve ark., 2018; Ulusu,
2005).

Yapilan literatiir  taramalarinda, GST enziminin bircok dokudan saflastirilarak
karakterizasyonunun yapildigi, bazi ilag ve kimyasallarin GST enzim aktivitesi {izerine inhibisyon
calismalarmin gergeklestirildigi (Akkemik ve ark., 2012a; Aksoy ve ark., 2016; Ozaslan ve ark., 2018a,
2018b; Temel ve ark., 2018; Taysi ve Temel, 2021; Tiirkan ve ark., 2019, 2020), fakat bu enzimin koyun
dalak dokusundan saflastirilmadigi tespit edilmistir. Bu ¢alismada metabolizmadaki 6nemi vurgulanan
GST enziminin koyun dalak dokusundan saflastirilmasi ve karakterizasyon 6zelliklerinin arastirilmast
amaclanmustir.
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MATERYAL ve METOT

Materyal

SDS-PAGE protein standartlar1 Applied Biological Materials Inc (Ricmond, BC. Canada),
glutatyon-agaroz afinite jeli, CDNB, GSSG (yiikseltgenmis glutatyon), GSH, TEMED, EDTA
(Etilendiamintetraasedik asid), elektroforez kimyasallari, ve diger kimyasal ve numuneler Sigma-
Aldrich Co. (St. Louis, MO) veya Merck’den (Darmstadt, Germany) temin edilmistir.

Homojenat Hazirlama

Bu c¢alismada kullanilan koyun dalag: Bingdl ili Et ve Siit Kurumundan temin edilmistir. Koyun
dalak dokusundan homojenat hazirlamak amaciyla 5 gram alinarak kiiclik pargalara ayrilmistir.
Homojenizasyonu saglamak i¢in 15 mL 1 mM DTT (Ditiyotretol), 1 mM PMSF (proteaz inhibitorii), 1
mM EDTA ihtiva eden 50 mM Tris-HCI ¢6zeltisi (pH: 7,2) tizerine ilave edilerek, bu doku ultraturraks
ile slispanse islemi yapilmistir. Elde edilen siispansiyon 10.000 xg de 1 saat siireyle santrifiij edilerek
slipernatant ayrilarak ¢okelek atilmistir. Ayrilan siipernatant homojenat olarak kullanilmistir. (Taysi ve
Temel, 2021; Temel ve ark., 2017; Temel ve Kocyigit, 2017b) .

GST Enzim Aktivitesi Olciimii

GST enziminin aktivite dl¢ciimii, CDNB substratinin GSH ile reaksiyonu sonucu ortamda elde
edilen DNB-SG (yiikseltgenmis, dinitrobenzen S-glutatyon) iiriiniiniin 340 nanometre dalga boyunda
absorbsiyon gostermesi esasina dayanir. Bu ¢alismada GST enziminin aktivite 6l¢limii 340 nm dalga
boyundaki absorbans artisindan yararlanilarak spektrofotometrik olarak gerceklestirilmistir (Habig ve
ark., 1974). Enzim tnitesi hesaplanirken asagidaki formiil kullanildi.
EU = (AOD/ 9,6 ) x (V1/ Vg ) x SF

EU : 1 mL’deki enzim iinitesi; AOD : Spektrofotometrik analizde bir dakikada meydana gelen
absorbans degisimi; 9,6 : Molar ekstinksiyon katsayisi; V1 : Olgiimiin yapildig: kiivetin toplam hacmi

VE : Olgiim yapilan kiivete ilave edilen enzim numunesinin hacmi; SF : Seyreltme faktorii

Amonyum Siilfat Coktiirmesi ve Diyaliz

GST enziminin koyun dalagindan saflastirilmasi amaciyla homojenat hazirlanmasi sonrasi
amonyum siilfat tuzu ile ¢oktiirme islemi salting-out metodu esas alinarak yapilmistir. GST enzimi i¢in
en uygun ¢oktiirme araligmin tespiti igin % 0-20, %30, %40, %50, %60, %70, %80 doygunlukta
amonyum siilfat ¢oktiirmesi iglemleri yapilmistir. En uygun ¢oktiirme araligi %50-70 olarak tespit
edilmis ve tiim islemler +4 °C’de gerceklestirilmistir (Keha ve Kiifrevioglu, 2010).

Afinite Kromatografisi Yontemiyle GST Enziminin Saflastirilmasi

Amonyum siilfat ¢oktiirmesiyle kismen saflagtirilan (Semi-purification) GST enzimi igin
glutatyon-agaroz afinite kromatografisi kolonu kullanilarak saflagtirma islemleri yapilmigtir. Amonyum
stilfat ¢oktiirmesi ve diyaliz islemleri (homojenat tamponu 10 kat seyreltilrek elde edilen diyaliz
tamponuyla 2 saat boyunca gergeklestirildi) sonrasinda elde edilen numune saatteki akis hiz1 20 mL olan
peristaltik pompa vasitasiyla ayarlanan glutatyon-agaroz afinite kromatografi kolonuna yiiklenmistir.
Glutatyon-agaroz afinite kromatografisi kolonu 10 mM K-fosfat ve 0,1M KCl ¢ozeltisi (pH=8) igeren
tampon ile yikama islemi gergeklestirilmistir. Yikama islemi spektrofotometre ile takip edildi. Yikama
islemi fraksiyonlardaki absorbans degerlerinin kor olarak kullanilan yikama tamponuna karsi 0,05
olmasiyla tamamlandi. Glutatyon-agaroz afinite kromatografisi kolonuna 10 mM K-fosfat ve 0,1M KCl,
(pH=8) tamponu kullanilarak dengeleme islemi yapildi. Dengeleme islemi sonrasi gradientli eliisyon
islemi yapilarak GST enzimi saflastirildi. Eliisyon tamponlart i¢in 50 mM Tris-HCI ¢ozeltisi ve 1-10
mM GSH ¢ozeltisi (pH=9) igeren gradient olusturuldu. Elde edilen eliiatlar 1.5 mL hacminde eppendorf
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tiiplerde toplanarak 340 nm dalga boyunda her biri igin ayr1 ayr1 aktivite 6l¢timii gergeklestirildi (Toribio
ve ark., 1996).

SDS-PAGE
Enzimlerin saf olarak elde edilip edilmediginin kontrolii i¢in kesikli (akrilamid yogunlugu y1gma
jelinde %3, ayirma jelinde %8) SDS-PAGE metodundan yararlanildi (Laemmli, 1970).

Kantitatif Protein Tayini

Saflastirmanin her asamasinda elde edilen numunelerdeki proteinlerin kantitatif miktar1 Bradford
metodu kullanilarak belirlendi. Bu yontemde boya olarak kullanilan Coomassie brillant blue G-250
reaktifinin proteine baglanmasi ve olusan protein-boya kompleksinin 595 nm’de maksimum derecede
absorbans goOstermesi esas alindi. Homojenatta ve tiim saflastirma islemleri sonucu elde edilen
numunelerde ayr1 ayri protein tayini gerceklestirildi. Standart olarak sigir serum albiimini (BSA)
kullanild: (Bradford, 1976).

Optimum pH Belirlenmesi

Koyun dalak dokusundan saflastirilan GST enzim aktivitesinin optimum pH degerini belirlemek
icin 7.5-9.0 pH araliginda 1 M Tris-HCI tampon ¢ozeltileri ve 5.5-8.0 pH araliginda 1 M KH2PO4 tampon
cozeltileri kullanildi. GST enziminin her pH’da gosterdigi aktiviteler spektrofotometrik olarak tespit

edildi.

Optimum Iyonik Siddetin Belirlenmesi
Koyun dalak dokularindan saflastiritlan GST enzim aktivitesinin optimum oldugu iyonik siddeti
belirlemek i¢in ImM EDTA igeren 0.5-1.6 M KH2PO4 (pH 8.0) tamponlar1 kullanildi.

Stabil pH belirlenmesi

Koyun dalak GST enziminin aktivitesinin en stabil oldugu pH degerinin tespiti i¢in 7.5, 8.0, 8.5,
ve 9.0 pH degerlerinde 1 M Tris-HCI tampon ¢ozeltileri ve 5.5, 6.0, 6.5, 7.0, 7.5, 8.0 pH degerlerinde
degisen 1 M KH2PO4 tampon ¢ozeltilerinden yararlanildi. Bu pH’larda hazirlanan tampon ¢ozeltileri 2/1
hacim oraninda enzim ¢ozeltileri ile karistirilarak 3 giin siire ve 12 saat arayla yapilan aktivite dl¢ctimiinde
enzim aktivitesinin stabil oldugu pH degeri belirlendi. Enzim numuneleri +4°C’de muhafaza edildi.

Optimum sicakhigin belirlenmesi

Koyun dalak GST enziminin maksimum aktivite gdsterdigi sicakligin belirlenmesi amaciyla 0°C
ile 90°C araliginda her 10 °C’de bir saf GST enzimine ait aktivite spektrofotometrik yontemle tespit
edildi. Enzimin optimum aktivite gosterdigi sicaklik belirlendi.

Molekiil agirhginin belirlenmesi

Koyun dalak dokusundan saflastirilan GST enzimine ait alt birimlerin molekiil kiitleleri SDS-
PAGE metodu kullanilarak belirlendi (Laemmli, 1970). Kullanilan standart proteinlerin molekiil
kiitleleri 14-130 kDa araliginda degismektedir.

Kinetik ¢alismalar
Koyun dalak GST sitozolik enzimi i¢in gergeklestirilen kinetik calismalarda enzimin substratlari
olan CDNB ve GSH igin Km Ve Vmax degerleri belirlendi. GSH substratina ait Km ve Vmax Kinetik
degerlerinin tespit edilmesi amaciyla sabit CDNB substrat konsantrasyonunda GSH’mn 5 farkh
konsantrasyon degeri hazirlanarak aktivite oOlciimleri yapildi. Elde edilen aktivite degerleriyle
Lineweaver-Burk grafigi olusturuldu. Bu grafik esas alinarak GSH substrati i¢cin Km Ve Vmax Kinetik
degerleri ayr1 ayr tespit edildi. Benzer bicimde GSH substratina ait konsantrasyon degeri sabit tutularak
CDNB’nin 5 farkli konsantrasyon degeri ile aktiviteler dlgiilerek Lineweaver-Burk grafigi hazirlandi.
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CDNB substratina ait Km ve Vmax kinetik degerleri ayr1 ayri elde edildi. Aktivite 6l¢iimleri optimum
sartlar altinda gerceklestirildi (Lineweaver ve Burk, 1934).

BULGULAR VE TARTISMA

Bu calismada glutatyon S-transferaz enzimi koyun dalak dokularindan, hemolizat hazirlanmasi,
salting out (amonyum siilfat ¢coktiirme metodu) ve afinite kromatografisi (glutatyon agaroz) yontemleri
vasitasiyla 3.67 EU mg? spesifik aktivite ve %3.73 verim ile 122.3 kat saflastirilmistir. Kullanilan
yontemlerle kisa zamanda ve saflik derecesi yliksek GST enzimi elde edilmistir. Sonuglar ¢izelge 1°de
gosterilmistir.

Cizelge 1. Koyun dalak dokusu GST enziminin saflagtirma basamaklari.

Numune Toplam Aktivite Protein Toplam Toplam  Spesifik % Saflastirma
Tiirii Hacim (EU mLY) (mgmL1)  Protein Aktivite Aktivite Verim  Kat Sayisi
(mL) (mg) (EV) (EUmg*)
Homojenat 17.50 1.27 39.64 693.70 22.23 0.03 100.00 1.00
Amonyum
Sulfat 500 0.62 0.54 1.08 1.24 1.15 5.58 35.83
coktiirmesi
sonrasi
Afinite
Kromatografisi 1.50 0.55 0.15 0.23 0.83 3.67 3.73 122.30

sonrasi

Enzimin saflik derecesi SDS-PAGE yontemiyle kontrol edilerek SDS-PAGE fotografi Sekil 1°de
gosterilmistir.

Sekil 1. 1. kuyu: standart proteinler (14kDa - 130 kDa), 2. ve 3. kuyu: glutatyon agaroz afinite kolonundan elde edilen saf
GST enzimi

Enzimin alt birimlerine ait molekiil kiitlesi degerinin hesaplanmasi i¢in SDS-PAGE
goriintlistinden faydalanilmistir. Elektroforezde kullanilan her bir standart protein ve koyun dalak
dokusundan saflastirilan GST enzimi i¢in Rf degerleri bulunarak Log MK-Rf grafigi olusturulmustur.
Bu grafikten yararlanilarak Laemmli (SDS-PAGE) metoduna gore koyun dalagi GST enzimine ait alt
birimlerinin molekiil kiitlesi degeri yaklasik 26.36 kDa olarak bulundu (Sekil 2). Koyun dalak dokusu
GST enziminin en iyi aktivite gosterdigi iyonik siddet 1 M KH2PO4 tamponu olarak belirlendi (Sekil 3).
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Sekil 2. SDS-PAGE sonucu elde edilen LogMK-Rf grafigi
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Sekil 3. KH2PO, ve Tris/HCI tampon ¢ozeltileri kullanilarak elde edilen iyonik giddet grafigi
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Sekil 4. GST enzimi i¢in olusturulan optimum pH grafigi
2357



Fatih YUKSEL ve Yusuf TEMEL 12(4): 2352 - 2363, 2022
Glutatyon S-transferaz: Koyun Dalak Dokusundan Saflastirilmasi ve Karakterizasyonu

0.25 Optimum sicaklik

o
o [ o
s " N

Aktivite (EU mL™1)
o
o

0 20 40 60 80 100
Sicaklik (°C)

Sekil 5. GST enziminin optimum sicakliginin tespiti i¢in olusturulan sicaklik-aktivite grafigi

Koyun dalak dokusu GST enzimi i¢in optimum pH, 1 M KH2PO4 tampon ¢ozeltisi pH=8.0 (Sekil
4), optimum aktivite gosterdigi sicaklik 60 °C (Sekil 5) olarak belirlendi.

Koyun dalak GST enzimi i¢in stabil pH, 1 M KH2PO4 tampon ¢6zeltisi pH 7.0 (Sekil 6) olarak
belirlendi.

Koyun dalak dokusundan ii¢ adimda saf olarak elde edilen GST enzimi iizerine yiiriitiilen in vitro
kinetik ¢alismalarda CDNB ve GSH substratlari i¢in Km ve Vmax Kinetik degerleri Lineweaver- Burk
grafiklerinden elde edilmistir. GSH substrat1 icin Km Ve Vmax sirastyla 0.629 mM, 0.056 EU mL*; CDNB
substrati i¢in Km Ve Vmax sirastyla 0.321 mM, 0.129 EU mL™ olarak hesapland1 (Sekil 7 ve 8).

0,35
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1025
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’5 0.2 —0—pH=7,0
N’
o015 =@=pH=7,5
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v
0
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Zaman (Saat)

Sekil 6. Koyun dalak GST enzimi i¢in farkli pH’lardaki 1 M KH2PO, tampon ¢ozeltileri kullanilarak elde edilen stabil pH
grafigi

GSSG (GSH'nin oksitlenmis formu), glutatyon rediiktaz enzimi tarafindan rejenere edilir. GSSG
pentoz fosfat yolunda iiretilen NADPH tarafindan indirgenir (Adem ve Ciftci, 2012; Akkemik ve ark.,
2011; Temel ve ark., 2017a; Temel ve ark., 2017b; Temel ve Kocyigit, 2017; Karaman ve ark., 2020;
Temel ve ark., 2020). GSH ve GSH'ye bagh enzim sistemleri hiicreleri i¢ ve dis toksik maddelere,
ilaglara, reaktif oksijen tiirlerine ve ksenobiyotiklere kars1 korur ( Liao ve ark., 1964; Orhan ve Sahin,
1995; Akkemik ve ark., 2012a; Ozaslan ve ark., 2018; Temel ve Taysi, 2019; Aybek ve ark., 2020;
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Tirkan ve ark., 2020). GST tarafindan katalize edilen reaksiyonlarda, GSH endojen ve eksojen
hidrofobik elektrofilleri baglar. GST enziminin islev gorebilmesi igin reaksiyon ortaminda GSH
bulunmalidir (Gulgin ve ark., 2018; Balc1 ve ark., 2019; Balc1 ve ark., 2021; Cetin ve ark., 2021).
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Sekil 7. CDNB substarati i¢in Km Ve Vimax’1n hesaplanmast i¢in olugturulan grafik
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Sekil 8. GSH substarati igin Ky Ve Vmax‘1n hesaplanmasi igin olusturulan grafik igin olusturulan grafik

Metabolizmadaki éneminden dolayi, GST enzimi 1961 yilinda kesfedilmesinden itibaren c¢esitli
bitkisel, hayvansal ve insan dokularindan saflastirilarak karakterize edilmistir. ilk olarak sigan
karacigerinden saflastirilan GST enzimi sonraki yillarda insan karacigeri (Simons ve Wander, 1977),
insan trombositleri (Loscalzo ve Freedman, 1986), sigir karacigeri (Asaoka, 1984), insan karacigeri
(Jagt, 1985), E Coli ekstraktindan (lizuka ve ark.,1989), Atlantik somunu ve kahverengi alabalik
karaciger ve bobrek dokularindan (Novoa ve Valinas, 2001), kefal balig1 karacigerinden (Martinez ve
Lara, 1997), maruldan (Lactuca sativa’dan) (Hee ve Joong, 2005), insan eritrositlerinden (Erat ve
Sakiroglu, 2012), tiimorsiiz ve timorli insan mide dokusundan (Demirdag ve ark.,2013), Van Golii
Baliklarinin solungag¢ dokusundan (Zarig ve ark., 2019), bildircin karacigerinden (Taysi ve Temel, 2021)
saflagtirilmistir. Bu saflastirma iglemlerinde, amonyum siilfat ¢oktiirmesi, anyon degisim kromatografisi
(DEAE-seliiloz), katyon degisim kromatografisi (CM-seliiloz kromatografisi), hidroksilepatit kolon

kromatografisi, jel filtrasyon kromatografisi, orange-A agaroz afinite kromotografisi, epoksi
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kullanilarak aktive edilen Sepheroz-6B’ye baglanmis GSH afinite kolon kromatografisi, GSH-sepharose
afinite kromatografisi gibi metodlar kullanilmistir. Bu ¢alismada kullanilan glutatyon-agaroz afinite
kromatografisi 6nceki yontemlere gére hem ekonomik olmasi hem de kisa siirede yiiksek saflikta enzim
elde edilmesi dolayisiyla daha etkili ve avantajhidir.

Onceki ¢alismalarda GST enziminin at birimlerinin molekiil kiitlesinin 22-45 kDa araliginda
oldugu rapor edilmistir (Simons ve Wander, 1977; lizuka ve ark.,1989; Novoa ve Valinas, 2001;
Martinez ve Lara, 1997; Hee ve Joong, 2005; Erat ve Sakiroglu, 2012; Taysi ve Temel, 2021). Bu
calismada koyun dalagindan saflagtirilan GST enzimine ait alt birimlerin molekiil kiitlesi SDS-PAGE
metodu ile yaklagik olarak 26.36 kDa olarak bulunmustur. Bu deger daha 6nceki ¢alismalarda belirlenen
degerlerle uyumludur. Onceki ¢alismalarda GST enzimi igin optimum pH 5.5-8.5 araliginda oldugu
rapor edilmistir. Bu ¢alismada koyun dalak dokusu GST enzimine ait optimum pH, KH2PO4 tamponu
pH 8.0 olarak belirlenmistir. Belirlenen bu deger literatiirde belirlenen deger araligindadir. Onceki
calismalarda farkli kaynaklardan saflastirilan GST enzimine ait optimum iyonik giddetin 2-140 mM
araliginda oldugu rapor edilmistir. Bu ¢alismada koyun dalak GST enziminin i¢in en uygun iyonik siddet
1 M KH2PO4 tamponu olarak belirlendi. Belirlenen bu deger onceki ¢alismalara gore farklilik arz
etmektedir. Bu farkliligin doku farkliligindan kaynaklandigi diisiiniilmektedir. Onceki calismalarda
farkli kaynaklardan saflagtiritlan GST enzimi i¢in stabil pH’nin 5-11 olmak iizere genis bir aralikta
oldugu rapor edilmistir. Bu ¢alismada koyun dalak dokusu GST enzimi i¢in stabil pH, 1 M KH2PO4
tamponu pH 7.0 olarak belirlenmistir. Belirlenen bu deger literatiirde belirlenen degerlerle uyum arz
etmektedir. Onceki ¢aligmalarda farkli kaynaklardan saflastirilan GST enzimine ait optimum sicakligin
35-55 °C arasinda oldugu rapor edilmistir. Bu ¢alismada koyun dalak GST enzimine ait optimum
sicaklik 60 °C olarak belirlenmistir. Belirlenen bu deger daha 6nceki optimum sicaklik degerlerine
yakindir. Bu ¢alismada koyun dalak dokusu GST enzimi i¢in yapilan kinetik ¢alismalar sonucu GST
enzimine ait Km ve Vmax kinetik degerleri Lineweaver-Burk grafikleri kullanilarak hesaplanmistir. GSH
substratina ait Km Ve Vmax strastyla 0.629 mM, 0.056 EU mL™; CDNB substratina ait Ky Ve Vmax
degerleri sirasiyla 0.321 mM, 0.129 EU mL™ olarak hesaplandi. Sonuglar degerlendirildiginde GST
enzimin GSH substratina olan afinitesinin CDNB substratina olan afinitesinden daha az oldugu
belirlendi.

SONUC

Bu c¢alismada, eksojen kaynaklardan hiicreye alinan ya da hiicre igerisinde normal fizyolojik
reaksiyonlar sonucu olugan ROS ve RNS gibi tiriinlerin zararsiz hale getirilmesi, niikleik asitler ve bazi
proteinlerin sentezi, ksenobiyotiklerin, bazi antineoplastik ila¢ ve kimyasallarin detoksifiye edilmesi,
baz1 aminoasitlerin transportu, hiicrede sistein deposu olarak bulunmasi gibi hayati gorevleri yerine
getiren GSH metabolizmasinin 6nemli enzimi olan GST enzimi koyun dalak dokusu sitozoliinden
saflastirilarak karakterizasyon 6zellikleri belirlenmistir.

Bu ¢alismada kullanilan saflagtirma yontemi bir¢ok kez uygulanabilir olusu, diisiik maliyetli olusu
ve onemli Ol¢lide az zaman almasi bakimindan énemlidir. Bu ¢alisma sonuglari, GST enziminin farkl
kaynaklardan saflagtirilmasi, yeni saflastirma yontemlerinin gelistirilmesi ve insan ve hayvan
hekimliginde GST enzimi iizerine yapilacak sonraki ¢calismalar i¢in yol gosterici olacaktir.

Cikar Catismasi
Makale yazarlar1 aralarinda herhangi bir ¢ikar catigsmasi olmadigini beyan ederler.

Yazar Katkisi
Yazarlar makaleye esit oranda katki saglamis olduklarini beyan eder.
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