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ÖZET 

BROYLER KARACİĞERİNDEN SAFLAŞTIRILAN GLUTATYON 

S-TRANSFERAZ ENZİMİ ÜZERİNE BAZI AĞIR METALLERİN 

ETKİSİNİN İNCELENMESİ 
YÜKSEK LİSANS TEZİ 

TUĞBA TAK 

BALIKESİR ÜNİVERSİTESİ FEN BİLİMLERİ ENSTİTÜSÜ 

KİMYA ANABİLİM DALI 

(TEZ DANIŞMANI:PROF. DR. OKTAY ARSLAN ) 

BALIKESİR, MAYIS – 2018 

 

Glutatyon S-transferaz (GST; EC 2.5.1.18) ksenobiyotik 

metabolizmasında önemli role sahip multifonksiyonel bir enzimdir. Bu 

nedenle GST enzim aktivitesinin azalması karaciğerin detoksifikasyon 

kabiliyetinin düşmesine sebep olur. Bu çalışmada GST enzimi Broyler 

karaciğerinden hidrofobik etkileşim kromatografisi ile ilk defa 

saflaştırılmıştır. Bu amaçla Sepharose 4B-L-tirozin-1-naftilamin kimyasal 

yapısına sahip olan hidrofobik jel sentezlenmiştir. Sodyum dodesil sülfat 

poliakrilamid jel elektroforezi (SDS-PAGE) ile enzimin saflığı kontrol 

edilmiştir. Enzimin kinetik sabitleri glutatyon (GSH) ve 1- kloro-2,4- 

dinitrobenzen (CDNB) substratları için ayrı ayrı bulunmuştur. KM ve Vmax 

değerleri GSH ve CDNB için sırasıyla 0,97 mM, 1,36 EÜ/ml ve 8,77 mM, 

1,36 EÜ/ml olarak belirlendi. 

Araştırmamızda Ba
+2

, Ca
+2

, Cd
+2

, Cr
+3

, Cu
+1

, Cu
+2

, Fe
+2

, Hg
+2

, Mn
+2

, 

Ni
+2

, Pb
+2

 ve Zn
+2

 ağır metallerin Broyler karaciğeri GST (bGST) 

üzerindeki etkileri araştırılmıştır. Cd
+2

 metal iyonunun 0,64 mM IC50 değeri 

ile en güçlü inhibitör olduğu saptanmıştır. Ba
+2

 ve Ni
+2

 metal iyonlarının 

enzim üzerinde önemli bir etki göstermediği bulunmuştur. Ca
+2

, Fe
+2

, Pb
+2

 

ve Mn
+2

 metal iyonları ise çalışılan konsantrasyonlarda (0,5- 4 mM) bGST 

enziminin aktivitesini farklı düzeyde artırdığı saptanmıştır.
 

 

 

ANAHTAR KELİMELER: Glutatyon S-transferaz (GST), broyler 

karaciğeri (bGST), hidrofobik etkileşim kromatografisi (HEK), metal iyonu, 

inhibisyon.  



ii 

 

ABSTRACT 

INVESTİGATİON OF THE EFFECT OF SOME HEAVY METALS 

ON GLUTATHİONE S-TRANSFERASE ENZYME PURİFİED 

FROM BROİLER LİVER 

MSC THESIS 

TUĞBA TAK 

BALIKESIR UNIVERSITY INSTITUTE OF SCIENCE 

KİMYA ANABİLİM DALI 

(SUPERVISOR:PROF. DR. OKTAY ARSLAN) 

 

BALIKESİR, MAY 2018 

 

Glutathione S-transferase (GST, EC 2.5.1.18) is a multifunctional 

enzyme with an important role in xenobiotic metabolism. Therefore, the 

decrease in GST enzyme activity causes the detoxification ability of the 

liver to decrease. In this study, the GST enzyme was purified for the first 

time by hydrophobic interaction chromatography from Broiler liver. For this 

purpose, a hydrophobic gel having the chemical structure Sepharose 4B-L-

tyrosine-1-naphthylamine was synthesized. The enzyme purity was checked 

by sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-

PAGE). Enzyme kinetic constants were found separately for glutathione 

(GSH) and 1-chloro-2,4-dinitrobenzene (CDNB) substrates. KM ve Vmax  

values were determined as 0.97 mM, 1.36EU / ml and 8.77 mM and 1.36EU 

/ ml for GSH and CDNB, respectively. 

 

In our study, heavy metals such as Ba
+2

, Ca
+2

, Cd
+2

, Cr
+3

, Cu
+1

, Cu
+2

, 

Fe
+2

, Hg
+2

, Mn
+2

, Ni
+2

, Pb
+2

 and Zn
+2

 the effects on broiler liver. GST 

(bGST) were investigated. Cd
+2

 metal ion was found to be the strongest 

inhibitor with an IC50value of 0.64 mM. It has been found that Ba
+2

 and Ni
+2

 

metal ions have no significant effect on the enzyme. Ca
+2

, Fe
+2

, Pb
+2

 and 

Mn
+2

 metal ions increased the activity of bGST enzyme at different 

concentrations (0.5-4 mM) at the working concentrations. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

KEYWORDS: Glutathione S-transferase (GST), broiler liver (bGST), 

hyrophobic interaction chromotography (HEK), metal ion, inhibition 
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1. GİRİŞ 

Dünyadaki hayvansal protein açığının kapatılmasında en önemli sektör kümes 

hayvancılığıdır. Diğer hayvan yetiştiriciliğine göre üretiminin kolay ve hızlı 

olmasının yanında maliyetininde düşük olması başlıca üstünlüklerindendir. Aynı 

zamanda kırmızı ete göre yağ oranında düşük, proteinin kaliteli, sindiriminin kolay 

olması da diğer üstünlükleri arasında sayılabilir. Bu nedenlerle Broyler endüstri 

sektörü dev adımlarla ilerlemektedir. Yeterince kaliteli ve ucuz üretime yönelik 

olarak sürdürülen çalışmalar sonucu, eski üretim modelleri hemen hemen tümüyle 

terk edilmiştir [1-3]. 

Günümüzde söz konusu üretimde en ekonomik ve hayvan başına en yüksek 

verimin elde edilmesi temel ilke olarak benimsenmiştir. Bunun için üretiminde temel 

girdi olan daha kaliteli ve ucuz yemin hazırlanması konusunda yoğun çalışmalar 

sürdürülmektedir. Bu amaçla, yüzlerce çeşit ilaç ve kimyasal maddelerin yemlere 

katılması ve bu maddelerin hayvanların büyümesi üzerine etkilerinin araştırılması 

yapılmaktadır. Son yıllardaki verilere göre, bütün dünyada hayvansal besin üretimi 

bu şekilde %70-80 oranında artırılmıştır [4,5]. 

Broyler yetiştiriciliğinde, artık katkısız yem hemen hemen düşünülemez hale 

gelmiştir. Kullanılan katkı maddelerinin birçoğunun etkileri araştırılmıştır. Dünyada 

birçok bölgede kullanılan hayvan yemlerinin belirli ölçüde ağır metal içerdikleri 

yapılan çalışmalarla gösterilmiştir [6,7]. Çevredeki ağır metal kirliliği, besin zinciri 

ile bitkiler ve insanlarında içinde olduğu tüm hayvansal organizmalar için büyük bir 

risk olduğu tartışılmaz bir gerçektir. Bu gerçek karşısında hayvan yemlerinde ağır 

metallerin bulunması şaşırtıcı bir konu olarak düşünülemez [8]. 

Ağır metaller, çok düşük konsantrasyonlarda bile enzimlerin aktiviteleri 

üzerindeki etkileri oldukça dramatiktir [9-14]. Çoğu enzim için IC50 değerleri mM 

düzeydedir. Bölüm 1.2.3’ de ayrıntılı bir şekilde belirtildiği gibi, GST’ler farklı 

fizyolojik fonksiyonları ile canlı organizmalar için vazgeçilmezdir. Bu 

fonksiyonlarından, Faz–II’ deki detoksifikasyon işlevi, hayvanın toksik maddelerin 

dışarı atılması için oldukça önemlidir. GST aktivitesinin inhibisyonu başta oksidatif 
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stres olmak üzere gerek bitki [15] ve gerekse hayvanlarda [16] birçok probleme 

sebep olduğu gösterilmiştir. Bu nedenle ağır metallerde dâhil birçok çevre 

kirleticisinin bu enzim üzerindeki etkileri detaylıca araştırılmıştır. Örnek olarak; 

Aksoy ve ark. balık karaciğerinden saflaştırdıkları GST’ nin sekiz farklı ağır metale 

karşı afinitesini araştırmışlardır. Hesaplanan IC50 değerleri 0,011-0,253 mM arasında 

değiştiği saptanmıştır [13]. Bir diğer çalışmada ise hindi karaciğerinden elde edilen 

GST üzerinde ağır metallerin inhibisyon etkisi saptanmıştır [14]. Ağır metallerin 

GST üzerindeki etkisi konusunda bir diğer çalışma Crupkin ve ark. tarafından 

yapılmıştır [17]. 

Bu çalışmada, Broyler karaciğerinden Hidrofobik Etkileşim Kromatografisi 

(HEK) ile saflaştırılan GST enzimi üzerinde Ba
+2

, Ca
+2

, Cd
+2

, Cr
+3

, Cu
+1

, Cu
+2

, Fe
+2

, 

Hg
+2

, Mn
+2

, Ni
+2

, Pb
+2

 ve Zn
+2

ağır metal iyonlarının etkisinin araştırılması 

planlamıştır. Söz konusu hayvanların ömürlerini çok kısa olması nedeniyle GST 

aktivitesinin değişmesinin hayvanın kendi sağlığı üzerinde önemli bir farkındalık 

oluşturmaya bilir. Ancak, bu enzimin aktivitesindeki azalma, hayvanın 

detoksifikasyon kabiliyetini düşüreceği için pestisitler dâhil birçok toksik madde 

birikecektir. Bu durum insan sağlığı açısından çok önemli bir sorun oluşturacağı 

açıktır. Bu nedenle araştırmamızdan elde edilecek sonuçların temel bilimler alanında 

olduğu gibi toksikoloji alanında da yaygın etki göstereceği düşüncesindeyiz. 
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1.1 Glutatyon 

Canlı organizmalardaki yaşamın sürekliliği, son derece kompleks bir o kadar 

kontrollü biyokimyasal tepkimelerin devam etmesine bağlıdır. Bu sistemi bozacak 

yönde ortaya çıkan endojen veya ekzojen kaynaklı faktörler canlı organizmalara 

önemli hasarlar verirler. Bunlar içerisinde oksidatif stres, son yıllarda diğer faktörlere 

göre daha fazla öne çıkmaktadır. Oksidatif stresin hücre içerisinde kontrol altına 

alınmasına yönelik bir sistem dizayn edilmiştir. Bu amaçla katalaz, glutatyon 

peroksidaz, glutatyon redüktaz ve glutatyon S-transferaz gibi enzimler hücre 

içerisindeki antioksidan sistemin önemli bir parçasıdır. Bunun dışında glutatyon, 

vitamin E, vitamin C, NADPH gibi bileşiklerde bu sistem içerisinde önemli rollere 

sahiptir [18,19].      

Glutatyonun canlı organizmalarda birçok fonksiyonu olmasına rağmen, en 

temel işlevi antioksidan etkisidir. Oksidatif stresin aşırı artığı organizmalarda, 

antioksidan potansiyelin düşmesi sonucu GSH düzeyinde önemli azalmaya yol açtığı 

bilinmektedir. Bunun sonucu kanser, yaşlanma, aterosikloroz gibi çok önemli 

patolojik sonuçlar ortaya çıkmaktadır [19,20]. 

γ – glutamilsisteinilglisin kimyasal yapısına sahip bir tripeptid olan glutatyon 

ilk defa 1921 yılında kas kasılması çalışmaları sırasında keşfedilmesine rağmen 

yapısı 15 yıl sonra aydınlatılabilmiştir [21]. 

 

Şekil 1.1: Glutatyonun kimyasal yapısı. 
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Şekil 1.1’ de görüldüğü gibi söz konusu tripeptid, iki karboksil grubu, bir 

amino grubu, iki peptid bağı ve bir tiyol grubundan ibarettir. İndirgenmiş glutatyon 

ve yükseltgenmiş glutatyon olmak üzere iki formda bulunur. Glutatyon, farklı 

dokularda yüksek konsantrasyonlarda (0,1 - 10 mM) bulunmasına rağmen yaklaşık 

%99 indirgenmiş formdadır (GSH). Glutatyonun indirgenmiş formda tutulabilmesi 

için pentoz- fosfat yolunun aktivitesi son derece önemlidir. Hidrofilik grupların, 

molekül büyüklüğüne göre fazla olması glutatyonun sudaki çözünürlüğünün yüksek 

olmasına sebep olur. Bu durum, GSH’ ın canlı organizmalardaki stabilitesini ve 

mobilizasyonunu artırır [22,23]. 

Hücrede ATP’ nin kullandığı iki reaksiyon sonucunda glutatyon sentezi 

gerçekleşir. Glutatyon sentetaz ve γ-glutamil sistein sentetaz da bu reaksiyonları 

katalizleyen enzimlerdir [24]. 

γ –glutamil sistein sentetaz 

L- Glutamat + L- Sistein + ATP  L – γ-glutamil- L – sistein + ADP + Pi 

 Glutatyon sentetaz 

L- γ- Glutamil– L-Sistein + Glisin + ATP  GSH + ADP + Pi  

Bitki, hayvan ve mikroorganizmaların hücre sitozolünde birçok fizyolojik 

proseste önemli rolü vardır [25]. Önemli bir indirgen güç olan glutatyon (GSH) 

özelikle eritrositlerde hemoglobin ve diğer proteinlerin sistein rezidülerin 

yükseltgenmesini önleyerek söz konusu moleküllerin fonksiyonlarının devamını 

sağlar. Eritrosit hücrelerindeki GSH / GSSG oranının yaklaşık olarak 500 olması 

oldukça dikkat çekicidir [26]. Bunun dışında hücre içi proteinlerin dihidrolipoik asit 

ve koenzim A (CoA) gibi moleküllerin tiyol gruplarını indirgenmiş formda tutar. 

Ayrıca askorbik asit, α- tokoferol gibi antioksidan moleküllerinde korunmasında son 

derece önemli fonksiyona sahiptir. GSH, DNA sentezinin ön bileşeni olan 

ribonükleotitlerin indirgenmesinde de önemli işlevi vardır [27].  

Glutatyon, hücrelerin oksidatif hasara, toksik bileşiklere ve radyasyona karşı 

korunmasında son derece önemli fonksiyona sahiptir. Ayrıca bazı ilaçların 
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inaktivasyonunda ve östrojen, prostaglandin gibi bazı bileşiklerin metabolik 

etkilerinde de görev alır [18-27]. 

GSH, tiyol gruplarını indirgemiş halde ve demiri ferröz (Fe
+2

) halde 

tutulmasını sağlayarak proteinin inaktivasyonunu engelleyebildiği gibi rejenere 

olmalarına da olanak sağlar [28,29]. GSH aminoasitlerin transportunu sağlar ve GST 

aracılığıyla da elektrofilik bileşiklerin detoksifikasyonun da kofaktör görevi 

görmektedir [30,31]. 

1.2 Glutatyon S-Transferaz Enzimi 

GST’ nin yapısı hakkındaki ilk bilgiler 1961 yılında fare karaciğerinde 

yapılan çalışma ile ortaya çıkarılmıştır [32]. Söz konusu enzimin saflaştırılması ise 

Habig ve ark. tarafından ilk olarak 1974 yılında gerçekleştirilmiştir [33]. 

GST izoenzimleri için farklı substrat spesifikliklerine göre, aril transferazlar, 

alkil transferazlar, epoksit transferaz gibi sınıflandırmalar yapılmıştır [34,35]. 

Enzimin sınıflandırılmasında ayrıca fiziksel ve yapısal özellikleride dikkate 

alınmıştır. GST enzimlerinin birçoğu hücre sitozolünde bulunurken, karaciğer 

hücrelerinin mikrozomal kısmında da GST aktivitesine rastlanılmıştır. Söz konusu 

enzim mikrozomal membrana oldukça sıkı bir şekilde bağlı ve bazı özellikleri ile 

sitozolik formlardan farklı olduğu tespit edilmiştir [36,37]. 

GST enziminin fizyolojık önemi nedeniyle bundan sonra birçok çalışma 

yapılmış, başta memeliler olmak üzere böceklerde, balıklarda, kuşlarda ve birçok 

mikroorganizmalarda GST aktivitesi saptanmıştır. Memelilerde ise en sık rastlanılan 

doku başta karaciğer olmak üzere akciğer, kas, ince bağırsak, testis, plasenta gibi 

organların hem sitozolünde hemde membranında tespit edildiğine dair çalışmalara 

literatürde rastlamak mümkündür [38,39]. Bu izoenzimlerin birçok fizyolojik 

fonksiyonu saptanmıştır. Bunlardan en önemlisi, ksenobiyotiklerin 

detoksifikasyonun da Faz II aşamasında rol oynamasıdır [40,41]. Buna ilaveten GSH 

- bağımlı peroksidaz aktivitesi ile birçok organik hidroperoksitlerin indirgenmesinde 

antioksidan olarak fonksiyonu vardır [42]. Ayrıca farklı doymamış hidrokarbonların 

izomerleşmesinde de görev alır [43,44] Bu enzimlerin non-katalitik aktiviteleri ile 
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karsinojenik maddeleride dâhil birçok hidrofobik ligandı bağlayarak onların 

transportunda temel işlevleri vardır [45]. 

 

Şekil 1.2 : Ksenobiyotiklerin glutatyon ile GST katalizli reaksiyonu [46]. 
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1.2.1 GST’ nin Moleküler Yapısı 

GST’ ler, elektrofilik bileşikleri ile GSH’ ın konjugasyon reaksiyonunu 

katalize eden dimerik yapıdaki büyük protein ailesidir [48-50]. Hemen hemen tüm 

türlerde bulunan bu proteinler yapısal benzerliklerine göre sınıflara ayrılmışlardır. 

Sitozolik GST’ ler memelilerde Pi, Omega, Teta, Alpha, Mü ve Zeta olarak 

sınıflandırılırken [51], Teta ve Zeta sınıfında bulunan GST’ ler bitkilerde ve diğer 

organizmalarda tanımlanmıştır. Diğer gruplarda Epsilon ve Delta yalnızca 

böceklerde [52], bitkilerde bulunan Lambda [53], Tau, Phi ve prokaryotlarda ise Beta 

olarak tespit edilmiştir [54]. 

 

Şekil 1.3: GST alt birimlerinin şematik gösterimi.Memelilere özgü GST’ ler (Alpha, Mu, Pi ve 

Sigma) mavi, Bitki ve bakteriyel GST’ ler ( Phi ve Beta) sarı ve beyaz, Hem hayvanlarda 

hem de bitkilerde bulunan GST’ ler (Theta ve Zeta) yeşil arka plana sahiptir [55]. 

Memeli Pi, Mü, Alpha sınıfı GST’ lerin iki farklı birimden oluştuğu 

bilinmektedir. Her bir alt birimin bağımsız aktif bölgelere sahip olduğu yapılan 

çalışmalarda gösterilmiştir. Her bir aktif bölgede glutatyona spesifik bir domain ve 

onun yanında elektrofilik substratları bağlayan daha hidrofilik olan bir bölgenin 

varlığı tespit edilmiştir [56]. 

GST’ ler yaklaşık olarak 23-29 kDa molekül ağırlığına sahip globüler yapıda 

dimerik proteinlerdir. Her bir alt birim 200-240 rezidüden oluşur. Yaklaşık 80 

aminoasit rezidüsünden meydana gelen üç α-heliks ve bir β-tabaka motifinden N-

terminal bölge domaini G bölgesini oluşturur. Bu bölge GSH’ a oldukça spesifiktir. 
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H domaini denilen diğer bölge ise hidrofobik elektrofil bileşiklerin bağlanması için 

dizayn edilmiştir. Bunun dışında 5 ve 6 α-heliks yapısında C terminal bölgeler dikkat 

çekmektedir [57]. 

 

Şekil 1.4: GST P1-1' in kristalografik yapısı. 

Bu bölgelerden G domaini tüm GST’ lerde benzer iken H domaini türden türe 

farklı izoformlar arasında belirgin farklılıklar olduğu bilinmektedir. Enzimin hem 

substrat bağlama kapasitesi hem de çeşitliliği bu bölgenin farklılığından 

kaynaklanmaktadır [58]. 
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1.2.2 Glutatyon S-Transferaz Substratları 

GST’ ler tipik olarak ksenobiyotikler ve glutatyon arasındaki konjugasyon 

reaksiyonlarını katalizler. Söz konusu ksenobiyotikler, ya reaktif (elektrofilik 

merkez) ya da Faz I enzimleriyle reaktif hale gelmesi gerekir. GST çok sayıda 

elektrofilik substratlara sahiptir. Bu substratların en tipik özelliği lipofilik karaktere 

sahip olmasıdır. Toksinler, ilaçlar, karsinojenik maddeler GST substratlarının sadece 

bir kaçıdır [59,60]. 

GST’ nin katalizlediği konjugasyon reaksiyonlarında, genel olarak epoksit 

içeren bileşikler, alkil ve aril halojenürler, izotiyosiyanatlar, α – β doymamış 

karboniller ve kinonlar substrat olarak yer alırlar [61]. Konjugasyon reaksiyonlarında 

elektrofilik substratların tamamının Faz I enzimleri ile aktif hale gelmesine gerek 

yoktur. Ancak bazıları siklooksigenazların etkisi ile aktif hale gelirler [62]. Ayrıca 

oksidatif stres sonucu meydana gelen serbest radikallerle de aktivasyonunun 

gerçekleşeceği bildirilmiştir [63]. 
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1. 

 

2. 

 

3. 

 

4. 

 

5. 

 

Şekil1.5: GST' nin katalizlediği bazı reaksiyonlar: 1-Aflotoksin B1=8,9-epoksit, 2-

Benzilizotiyosiyanat, 3-Dibrometan, 4-Melailasetoasetat ve 5-O- kinon. 
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GST substratları olan 4 hidroksil-2-noneal, dopaminokrom, aminokrom, 

kolesterol-5-6-oksit, adenin propenal, 9-hidrokperoksilinoleik asit gibi endojen 

moleküllerin, bütadien, strien oksit, akrolein, aflotoksin B1-8,9-epoksit, 

hekzaklorobütadien, etilenoksit gibi çevresel karsinojenlerin; lindan, DDT, atrazin 

gibi pestisitlerin detoksifikasyonunu sağlarken, başta cis platin gibi, plastik bazlı 

kanser ilaçları da olmak üzere, siklosofamid, klorombusil, etakrinik asit, adriamisin 

gibi ilaçları inhibe ederek, bu ilaçların hücre içerisindeki direncine sebep olurlar [64].  

1.2.3 GST’ nin Fizyolojik Özellikleri 

Heterodimerik ve homodimerik olan GST enzimlerinin tüm canlı türlerinde 

bulunması, hayati öneminin bir göstergesidir. Katalitik ve nonkatalitik olan bu 

enzimler, birçok fonksiyona sahiptirler. Detoksifikasyon işlevinin yanı sıra hücre içi 

taşıyıcı ve bağlayıcı görevleride vardır [65]. 

GST’ lerin birçok önemli fizyolojik fonksiyonlarının olmasına rağmen, en 

temel işlevi ksenobiyotiklerin detoksifikasyonunda anahtar role sahip olmasıdır. 

Gelişen teknoloji, hızlı kentleşme ve insanların güzel görünme kaygıları sonucu 

birçok ksenobiyotiğe maruz kalınmaktadır. İlaçlar ve kozmetikler, gıda katkı 

maddeleri, pestisitler, endüstriyel atıklar, bakteriyel ve bitkisel toksinler en temel 

ekzojen ksenobiyotik türleridir. Bu bileşikler Faz I ve Faz II ile belirli ölçüde 

detoksifiye edilerek vücuttan atılırlar [66]. 

Bazı ksenobiyotikler Faz I evresinde başta hidroksilasyon olmak üzere 

deaminasyon, epoksidasyon gibi çok çeşitli reaksiyonlar sonucu hidrofobitesi ve 

toksisitesi azaltılarak vücuttan atılırlar. Ancak birçok ksenobiyotik Faz I evresinde 

vücuttan atılabilir bir forma getirilemez. Bu amaçla Faz II diye adlandırılan evre ile 

birçok gruplar eklenerek toksisitesi azaltılır. Bu şekilde vücuttan atılabilir forma 

getirilir. Faz II’ de birçok spesifik enzimler yardımıyla sülfat, asetat, glutatyon, 

glukronik asit ve metil grupları eklenir [67]. 

Faz I sonucu Faz II tepkimeleri arasında oluşan metabolitin glutatyon 

bileşiğiyle konjugasyonu oldukça önemlidir ve bu konjugasyon organizmayı son 
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derece reaktif olan elektrofilik maddelerin saldırısından korur. GSH konjugasyon 

tepkimelerinin çoğu GST enzimleri tarafından gerçekleşir [68]. 

GST’ deki sülfhidril grubu güçlü bir nükleofilik grup gibi hareket ederek, 

epoksit ya da toksik bileşiklerin ya da metabolitlerin elektrofilik merkezlerine 

bağlanarak onları detoksifiye eder. Toksik etkisi sahip bu ksenobiyotikler direkt GSH 

ile konjugasyona uğramasalardı, DNA, RNA ya da hücre proteini ile kovalent olarak 

birleşerek, hücrede ciddi hasarlara neden olacaklardı. Bu yüzden GSH, bazı 

karsinojenler ve ilaçlar gibi çoğu toksik bileşiklere karşı son derece önemli bir 

savunma mekanizması oluşturur [69]. 

GST tarafından katalizlenen detoksifikasyon reaksiyonları, hücreden toksik 

bileşiklerin atılmasına yol açar. Bu durum canlı için son derece önemlidir. Ancak 

özellikle kemoterapide tümör hücresi içindeki GST’ nin aktivitesi tedavide önemli 

bir probleme yol açar. Bu nedenle söz konusu GST’ ler için birçok bileşiklerin 

inhibisyon etkileri incelenmiştir [61]. 

Vücuttan atılımları gerçekleşmeden önce, glutatyon konjugatları ileri bir 

metabolizasyona uğrarlar. Glutatyonda bulunan glutamil ve sistein aminoasitleri 

spesifik enzimlerce uzaklaştırılırlar ve geri kalan sisteinil rezidüsünün amino 

grubuna bir asetil grubu eklenir. Meydana gelen bu bileşikte vücuttan atılan 

merkaptürik asittir [65]. 

GST’ lerin detoksifikasyon aktivitesi yanında, canlı organizmalarda 

metabolize edilemeyen lipofilik çoğu bileşiği bağlamaları ve bunların hücre 

içerisindeki mobilitelerini artırmaları kinetik öneme sahiptir[65]. Sıçan karaciğerinde 

karsinojenleri, bilirubini ve diğer azotlu bileşikleri bağlayan bir protein 

tanımlanmıştır [65]. Söz konusu proteinin GST-1 izoenzimi olduğu saptanmıştır [65]. 

Ayrıca bilirubin gibi çoğu pigment polisiklik aromatik hidrokarbonlar, kolik asitler 

ve proteinler tarafından bağlanarak taşındığı bilinmektedir [65]. Buna ilaveten GST’ 

lerin sitoplâzmada yüksek miktarda bulunması, tıpkı albüminin kan dolaşımında 

üstlendiği rolü hücre içerisinde söz konusu enzimin yerine getirdiği düşüncesi ortaya 

konulmuştur [70]. Yapılan bir çalışmada “hem” bileşiğinin sentezinin son 

aşamasında iç mitokondri zarından dışarıya hareketini GST’ ler tarafından 

kolaylaştırdığı bulunmuştur. GST’ lerin aynı zamanda bazı steroit hormonlarını da 
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bağladığı tespit edilmiştir. Ancak bu olayın fizyolojik sonuçları tam olarak 

anlaşılamamıştır [71]. 

GST’ nin bu biyolojik fonksiyonlarının yanında, peroksidaz aktivitesi ile de 

dikkat çekmektedir. Özellikle araşidonik asit ve lineorik asit hidroperoksitleri başta 

olmak üzere birçok endojen peroksitleri parçalar. Bu aktivitesi glutatyon peroksidaz 

enzimine benzer olmasına rağmen, GST’ nin selenyumdan bağımsız olması önemli 

bir farkındalık oluşturur [65]. 

GST’ nin çok sayıda tanımlanmış, diğer fonksiyonları da vardır. Bunlar 

arasında lökotrien, prostaglandin sentezi ve bazı hormon ve büyüme uyarıcı 

faktörlerinin fonksiyonunda önemli işleve sahiptir [65]. 

GST enzimi aktivitesi, birçok hastalıkla ilişkilendirilmiştir. Örnek olarak; 

GST polimorfizm ile Parkinson hastalığı arasındaki ilişki incelenmiş bu enzim 

aktivitesinin söz konusu hastalık gelişiminde önemli olacağı kanısına varılmıştır 

[72]. Bir diğer çalışmada prostat kanseri ile GST arasındaki ilişki incelenmiş ancak 

anlamlı bir bulguya ulaşılamamıştır [73]. Benzer bir çalışmada da karaciğer GST’ si 

ve yaşlılık arasında bir ilişki saptanmıştır [74]. 
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1.2.4 GST’ nin Saflaştırılması 

Literatürde GST izoenzimlerinin saflaştırılması konusunda çok sayıda 

çalışmaya rastlamak mümkündür [75-82]. Bu çalışmalardan birinde balık bağırsak 

mukozosundan GST enzimi afinite tekniğiyle saflaştırılarak özellikleri 

aydınlatılmıştır. Bu çalışmada, enzimin spesifik aktivitesi 107µmol/mg olarak 

saptanmıştır. Kullanılan afinite kolonunun kimyasal yapısının, glutatyon-agaroz 

olduğu görülmektedir [75] . 

Bir başka çalışmada Angelucci ve ark. Levrek karaciğerinden GST enzimini 

yine aynı kromatografik teknik kullanılarak saflaştırmışlardır [76]. GST enziminin 

saflaştırılması konusunda bir diğer çalışmada, Down sendromlu çocukların 

eritrositlerinde enzim afinite tekniğiyle saflaştırılarak sağlıklı çocukların enzimleriyle 

karşılaştırılmıştır. Söz konusu çalışmada jelin yapısı diğer çalışmalarda da olduğu 

gibi glutatyon-agaroz şeklindedir [77]. 

Bir diğer çalışmada GST insan plasentasından afinite tekniğiyle %0,5 verimle 

16 kat saflaştırılmıştır. Enzimin hem glutatyona (GSH) hem de CDNB’ ye karşı 

biyolojik ilgileri saptanmıştır. CDNB’ ye karşı enzimin biyolojik ilgisinin yüksek 

bulunması oldukça dikkat çekici olarak görülmektedir [78]. GST enzimi insan kan 

serumundan da saflaştırılarak özellikleri incelenmiştir. Söz konusu çalışmada 

enzimin kinetik sabitleri farklı substratlar kullanılarak belirlenmiştir [79]. GST 

enzimi E.coli ekstratlarından da afinite tekniğiyle yüksek verimle saflaştırılmıştır. 

Saf enzimin kinetik özellikleri ayrıntılı bir şekilde incelenmiştir [80]. 

GST enziminin saflaştırılması için anyon değişim kromatografisi tekniğide 

kullanılmıştır. Bu çalışmalardan birinde Kefal balığı karaciğerinden saflaştırılan 

enzimin alt birimlerinin molekül kütleleri 23-28 kDa olarak saptanmıştır [81]. 

GST saflaştırılması konusunda bir diğer çekici çalışma Van gölünde yaşayan 

“ Chacalburnus tarichii Pallas” balığından GST enziminin saflaştırılmasıdır. Söz 

konusu enzim afinite tekniğiyle (glutatyon-agaroz) 301 kat % 19 verimle 

saflaştırılmıştır. Enzimin saflığı elektroforez ile kontrol edilmiştir [13]. 
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1.3 Ağır Metallerin Toksititesi 

Ağır metaller birçok sistemde oluşan elementleri ifade etmektedir. Bu 

elementlerin bir kısmı canlı organizmalara besin zinciri ile girmektedir. Bazı ağır 

metaller belirli konsantrasyonlarda canlı organizmalar için son derece gerekli iken, 

yüksek konsantrasyonlarda bir o kadar toksitite gösterirler [82,83]. 

En önemli ağır metal kaynakları toprak ve metal sanayinin oluşturduğu 

kirliliktir. Genellikle madenlerin çıkartılmasından işletilmesine kadar olan tüm 

evrelere, Pb, Cu, Mn, Ni, Co, Zn atmosfere belirli oranlarda salınmaktadır. Diğer ağır 

metal kaynakları ise; ticari gübreler, kömür atıkları, tarımda kullanılan pestisitler, 

endüstriyel atık suları, hayvansal atıklar, trafik kökenli atıklar ve kanalizasyon 

atıklarıdır [84]. Bu ağır metallerin havada kalma sürelerinin yaklaşık 5 gün olduğu 

yapılan çalışmalarla gösterilmiştir [85]. 

Ağır metaller, toksik etkilerine ve canlı organizmadaki işlevlerine göre 

sınıflandırılabilir. En zararlı olarak bilinen ağır metaller, kurşun (Pb), kadmiyum 

(Cd), civa (Hg)’ nın biyolojık işlevleri yoktur ve her derişimde zehirlidirler. Diğer 

önemli ağır metallerden arsenik (As), bizmut (Bi), antimon (In) ve talyum (Tl) eser 

miktarlarda organizma tarafından tolere edilebilen ikinci grup elementlerdir. Üçüncü 

grup elementlerinden nikel (Ni), çinko (Zn), kobalt (Co), vanadyum (V), selenyum 

(Se), krom (Cr), nikel (Ni) ve demir (Fe) belirli konsantrasyonlarda canlı 

organizmalar için son derece gerekli olmasına rağmen yüksek konsantrasyonları 

belirli düzeylerde toksititeye sahiptir. Bu elementlerde Ni, Cr, Cu ve Se nükleik 

asitlerle belirli düzeyde etkileştikleri için kanserojen özelliğine sahip oldukları 

saptanmıştır [85,86]. 

İnsan ve hayvan organizmasına giren ağır metallerin ilk etkilediği bölge üst 

solunum yollarıdır. Ayrıca akciğer, bronş, boğaz ve gırtlak gibi önemli kanser 

türlerinin oluşmasında direkt ya da indirekt sorumluluklarının olduğu ortaya 

konulmuştur. Ağır metallerin vücuttan atılma hızıda oldukça önemlidir. Çünkü 

vücuda giriş hızı atılma hızından düşük ise ağır metal birikimi de kaçınılmazdır [84-

87]. 
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Araştırmamızda kullanılan ağır metallerin bazı özellikleri bölüm 1.3.1 ve 

1.3.9’ da özetlenmiştir. 

1.3.1 Civa (Hg) 

Oda sıcaklığında sıvı olan tek metal olup, gümüş beyaz rengi ile dikkat 

çekmektedir. Civa bazı özellikleri nedeniyle birçok endüstri alanında önemli 

kullanım alanı bulmuştur. Bu nedenle civa bileşikleri önemli çevre kirleticileri 

arasındadır. 

Civa gerek ticari gerekse tıbbi olarak yüzyıllardan beri kullanılmaktadır. Tüm 

dünyada civa toksifitesi önemli bir sağlık sorunu haline gelmiştir. Civanın hemen 

tüm bileşiklerinin toksik etkiye sahip olduğu düşünülmektedir. 

Söz konusu element Hg
+2

 ve Hg
+
 formunda farklı bileşiklere sahiptir. 

Bunlardan HgCl2 bileşiklerinin daha toksik olduğu saptanmıştır. Genel olarak 

organik civa bileşikleride özellikle beyin ve karaciğerde önemli hasarlara sebep olur. 

En tehlikeli organik civa bileşiği dimetilcivadır. Birkaç µl’ sinin bile ölüme neden 

olduğu bilinmektedir [88] . 

1.3.2 Nikel (Ni) 

Nikel, ferromanyetik bir özelliği sahip parlak ve gümüşümsü bir elementtir. 

Nitrik asitte çözülürken, seyreltik ve hidroklorik asitte az çözülür. Bu elementin 

korozyon ve ısı direncinin yüksek olması nedeniyle alaşım üretiminde sık sık 

kullanıldığı bilinmektedir [89,90]. Bu elementin özellikle organik bileşikleri daha 

toksiktir. Deriyi tahriş etmesinin yanında kalp ve damar sistemi içinde oldukça 

zararlı ve kanserojen bir metal olmasında rağmen, nikel ve tuzlarıyla zehirlenmeye 

nadir olarak rastlanılmaktadır [90]. 

Diyetle alınan nikel miktarı, hayvan yiyecekleri ve bitkilerin tükettikleri 

miktarlara bağlıdır. Nikel alınımının hemen hemen yarısı başta ekmek olmak üzere 
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diğer tahıl ürünlerinin tüketilmesi ile gerçekleşir. Günlük nikel alınımının 150µg’ 

dan az olmasının gerektiği tespit edilmiştir [91]. 

1.3.3 Kadmiyum (Cd) 

Gümüş beyazı renginde olan kadmiyum, havada hızla kadmiyum okside 

dönüşür ve kadmiyum klorür, kadmiyum nitrat, kadmiyum sülfat gibi inorganik 

tuzları suda belirli düzeyde çözülür. 

Doğada çinko ile birlikte bulunan kadmiyum çinko rafinasyonunun yan ürünü 

olarak elde edilir. Kadmiyumunun endüstride kullanım alanlarından bazıları; 

metallerin kaplanması, bazı metal alaşımlarının eldesinde, plastiklerde stabilizatör 

olarak sayılabilir. Bu nedenle kadmiyum içeren materyallerin çevreye atılması büyük 

bir kadmiyum kirliliğine sebep olur [92,93]. 

Belirli düzeyde kadmiyum içeren havaya maruz kalan kişilerde akciğer ve 

böbrek hastalıkları ortaya çıkmaktadır. Bunun en önemli nedeni, bu elementin söz 

konusu organlarda daha fazla birikmesidir [93]. 

İnsan sağlığı açısından kadmiyum miktarının kursal alanlarda 1-5 

ng/m3,kentsel ve endüstriyel bölgelerde ise 10-20 ng/m3 düzeyini aşmaması 

gerektiği Dünya Sağlık Örgütü tarafından tavsiye edilmektedir [94]. 

1.3.4 Magnezyum (Mg) 

Magnezyum vücudun tüm önemli organların işleyişi için gerekli elementtir. 

Eksikliğinde birçok metabolik sorunun ortaya çıktığı belirlenmiştir. Vücut için 

normal magnezyum değerleri 1,7-2,2 mg/dL olması gerektiği tavsiye edilmektedir. 

Yetişkinlerde alınması gereken günlük magnezyum miktarı 300-400 mg’ dır. 

Vücuttaki magnezyum %60’ ı kalsiyum (Ca) ve fosfat (P) ile birlikte 

kemiklerde bulunur, diğer %40’ ı ise kan ve kas sistemindedir. Protein sentezi, 

hücrelerin büyümesi ve yenilenmesinde önemli rol oynar. Bu element binlerle ifade 
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edilen enzimlerin aktivitesi için gereklidir. Ancak belirli düzeyin üzerindeki 

magnezyum önemli toksik etkilere sahiptir [95]. 

1.3.5 Kurşun (Pb) 

Mavimsi gri renkte olan kurşun, insan faaliyetlerine bağlı olarak önemli 

oranda biyosfere yayılır [92]. Antik uygarlıklar tarafından gümüş üretimi esnasında 

keşfedilen bu metal kullanımı uzun yıllardan beri endüstride artarak devam 

etmektedir. Bu nedenle çevredeki kurşun oranı her geçen gün insan sağlığını tehdit 

edecek boyutlara gelmektedir [93]. 

Solunum ve sindirim sistemiyle alınan kurşun miktarı, çevreye bağlı olarak 

yaklaşık 100-500 µg düzeyleri arasındadır. Havadaki tanecik büyüklüğü ve kimyasal 

bileşimine bağlı olarak %15-70’ i solunum yoluyla %10’u ise sindirim yoluyla 

vücuda alınır [96]. 

Kurşun absorbe edildiği zaman farklı dokularda farklı düzeylerde birikir. 

Örnek olarak; %95’ i mineral dokuda, %52 i ise kan ve yumuşa dokuda birikir. Kan 

dolaşımında bulunan kurşunun %99’ u eritrositlere bağlanır ve yarılanma ömrü 

kanda 20-40 iken kemiklerde 10 yıl kadardır. Absorbe olmayan kurşun feçes ile 

atılırken absorbe olan kurşunun %50-60 kadarı böbrek ve safra yoluyla vücuttan 

uzaklaştırılır [97]. 

1.3.6 Bakır (Cu) 

Uzun yıllardan beri bilinen ve birçok alanda kullanılan spesifik bir renge 

sahip metaldir [98]. Bakır, yüksek elektrik v ısı iletkenliği aşınmaya ve korozyona 

direnci, çekilebilme ve dövülebilme gibi özelliklerinden dolayı endüstride önemli rol 

oynar [98]. 

Bitkiler ve hayvanlar üzerindeki bakırın etkisi canlının türüne bağlıdır. Küçük 

ve basit yapıda olan canlılar için toksik etki gösterirken büyük canlıların ise temel 

bileşinini oluşturur. Genellikle bakır ve bileşikleri olan fungusit, anti bakteriyel 
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madde, biosit ve böcek zehiri olarak yumuşakçalara ve tarım zararlılarına karşı 

yaygın bir şekilde kullanıldığı bilinmektedir [90]. 

1.3.7 Baryum (Ba) 

Baryum doğada serbest olarak bulunmaz. Başta sülfür ( S), karbon (C) ve 

oksijen (O) olmak üzere birçok elementler ile bileşikler halinde yer alır. Birçok 

toprak türleri ve deniz suyundan yüksek miktarda baryum tespit edilmiştir. En çok 

rastlanılan baryum bileşiği BaSO4 ve BaCO3 olduğu bilinmektedir. Söz konusu 

bileşikler endüstride birçok alanda kullanım alanı bulmuştur. Bu nedenle çevre için 

önemli bir sorun olduğu düşünülmektedir. BaSO4 birçok radyolojik incelemelerde 

kullanılan bir maddedir [99]. 

1.3.8 Krom (Cr) 

Krom, gümüş beyazlığında parlak ve oldukça sert bir maddedir. Bu elementin 

gerek havada gerekse suyun altında oksitlenmemesi endüstride çok geniş kullanım 

alanı bulmuştur. Ayrıca krom bileşiklerinde Cr
+3

 ya da Cr
+4

 bileşikleri boya pigment 

üretiminde ve tekstil sanayinde yaygın bir şekilde kullanılır. Krom belirli 

konsantrasyonlarda, karbohidrat, su ve protein metabolizması üzerinde önemli 

etkilere sahiptir. Kromun canlı organizmalardaki davranışı oksidasyon kademesine 

bağlıdır. Ayrıca söz konusu oksidasyon basamağındaki bileşimleride biyolojik 

aktivitesine önemli katkılar sağlar. Vücudun günlük krom ihtiyacı 30-200 µg 

arasında değişir. Diğer metaller nazaran daha az zararlı olmakla birlikte bazı 

patolojik sonuçlara sebep olduğu bilinmektedir [100]. 

1.3.9 Çinko (Zn) 

Beyazımsı ve kırılgan olan çinko, yer kabuğunda 130 mg/kg civarında 

bulunur. Doğada oldukça yaygın bir şekilde bulunan çinko volkanik kayaların 

tümünde bulunur [93]. 
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Çinko, başta motorlu taşıtlar olmak üzere diğer yanma faaliyetleri sonucu 

çevreye yayılırlar. Ayrıca birçok yol inşaat aktiviteleri ile de önemli çinko 

oluşturmaktadır. Buna ilaveten; kömür kazanlarında oluşan emisyonlar uçucu külde 

belirli boyutta partikül şeklinde bulunur [101]. 

Çinko insan vücudunda yaklaşık 2-3 gr arasında değişir ve sağlık için oldukça 

önemli bir eser elementtir. Vücutta değişik bölgelere yayılmış durumdadır. 

Bunlardan kemik, kas, prostat, böbrek ve karaciğer yer alır [102]. 

Çinko karbohidrat, protein, yağ ve nükleik asit metabolizmasında önemli 

işlevlere sahiptir. Başta karbonik anhidraz (CA) ve bazı proteazlar olmak üzere 

birçok enzimin kofaktörüdür. Bu elementin en önemli özelliği başta Cd, Hg olmak 

üzere birçok ağır metalin toksifitesini düşürdüğü saptanmıştır. Bu nedenle bu 

element eksikliği birçok fizyolojik soruna sebep olduğu bilinmektedir [93]. 

1.3.10 Demir (Fe) 

Toprakta bol miktarda bulunan demir, sıklıkla taşıt emisyonlarında bulunur. 

Demir birçok endüstri dalında sıklıkla kullanıldığı için çevre kirliliğini tehtid eden 

önemli elementlerden birisidir [102]. 

Demir canlı organizmalarda başta hemoglobin, miyoglobin, sitokromlar 

olmak üzere birçok molekülün fonksiyonu için gerekli bir elementtir. Bu elementin 

emilimi ince bağırsakların üst kısmında spesifik bir taşıma sistemiyle gerçekleşir. 

Trans ferritin aracılığı ile ilgili dokulara taşınır. Reseptör aracılı endositoz işlemi ile 

hücrelere alınan demir ilgili yerlerde kullanılır. Demirin fazlası ferritin proteini ile 

başta karaciğer olmak üzere çeşitli dokularda depolanır [103]. 

Gereğinden fazla demir alınımı tüm dokularda önemli harslara sebep olur. 

Demirin sağlık açısından toksifite sınır değerlerinin 4-6 mg/m
3
 olduğu tespit 

edilmiştir [102]. Demirin atılması ise başlıca bağırsaklarda ve az miktarda da böbrek 

yoluyla gerçekleşir [103]. 
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1.4 Ağır Metallerin GST Üzerindeki Etkisi 

Ağır metallerin GST üzerindeki etkisi konusunda birçok çalışma vardır. 

Örnek olarak; Mn, Cd iyonlarının GST üzerinde etkileri incelenmiş ve söz konusu 

iyonların aktiviteyi belirli ölçüde arttırdığı saptanmıştır [9]. 

Bir başka çalışmada ise, bazı metal iyonlarının insan eritrosit GST’ ler 

üzerindeki etkileri saptanmıştır. Söz konusu çalışmada GST üzerinde önemli bir etki 

oluşturmadıkları saptanmıştır [10]. Bu konuda dikkat çeken bir diğer çalışma ise Pb, 

Cd ve Al metal iyonlarının eritrosit GST üzerinde belirli ölçüde inhibisyon etkisi 

gösterdiği saptanmıştır [11]. Aynı konuda Cd, Hg ve Ni’ in insan GST enzimini 

inhibe ettiğini gösteren bir başka çalışmada mevcuttur[12]. Son yıllarda ağır 

metallerin GST üzerindeki etkisinin incelendiği bir başka çalışma ise Aksoy ve ark. 

yaptığı çalışmadır. Bu çalışmada saflaştırılan enzim üzerinde Ag, Cu, Cd, Fe, Pb, Cr, 

Co ve Zn metal iyonlarının etkileri saptanmıştır. Cd, Co ve Fe hariç tüm metal 

iyonlarının belirli ölçüde inhibisyona sebep olduğu tespit edilmiştir [13].  
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2. MATERYAL VE YÖNTEMLER 

2.1 Materyaller 

2.1.1 Araştırmada Kullanılan Bileşikler 

Bu çalışma için kullanılan, indirgenmiş glutatyon (GSH), 1-kloro-2,4-

dinitrobenzen (CDNB), sodyum hidroksit, sodyum klorür, sodyum sülfat, hidroklorik 

asit, tris HCl, sülfürik asit, siyanojen bromür, amonyum sülfat, sodyum karbonat, 

etilalkol, sodyum bi karbonat, sodyum dodesil sülfat, β-merkaptoetanol, gliserol, 

glisin, Bromofenol mavisi, akrilamid, N,Nʹ- metilenbisakrilamid ve Coomassie 

brilliant blue G-250 gibi kimyasallar Merck veya Sigma Chemical’dan temin 

edilmiştir. 

Araştırmada GST enziminin saflaştırılması ve bazı metal iyonlarının 

etkilerinin incelenmesi için kullanılan Broyler karaciğeri yerel bir besi çiftliğinden 

temin edilmiştir. 
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2.1.2 Araştırmada Kullanılan Cihazlar ve Aletler  

Tablo 2.1: Araştırmada kullanılan cihazlar ve aletler. 

Hassas Terazi Libror, AEG- 220 (Shimadzu) 

Manyetik Karıştırıcı ARE Magnetic, Heating Stirrer IKA Combimag RCO 

U.V Spektrofotometresi Biotek Power Wave XS 

pH Metre Orion- Model 920A 

Otomatik Pipetler Eppendorf, Medisis 

Derin Dondurucu Beko Buzdolabı 

Soğutmalı Santrifüj Sigma Laborzentrifügen 3K 15/ 10706/ 10707 

Elektroforez Sistemi BIORAD 

Kromatografi Kolunu Sigma (1,5x10 cm) 

Vorteks Fisions Whirli Mixer 

Gradient Mikser Atta Magnetik karıştırıcı ve Gradient Tüp 

Homojenize Edici Feliks Blender 

 

2.1.3 Çalışmada Kullanılan Çözeltiler ve Hazırlanışı 

Hidrofobik jelin sentezinde kullanılan tamponlar 

0,1 M NaHCO3 Tamponu (pH 10.0): 4,2005 g (0.05 mol) NaHCO3 450 mL 

distile su içerisinde çözülerek, 1M NaOH ile pH 10.00’ a getirildi ve son hacim 500 

mL’ ye tamamlandı 

0.2 M NaHCO3 Tamponu (pH 8.8): 16,802 g (0.2 mol) NaHCO3 950 mL 

distile su içerisinde çözülerek, 1 M NaOH ile pH 8.8’ e getirdi ve son hacim 1 L’ ye 

tamamlandı.  

0.01 M Na2HPO4 Tamponu (pH 6.0): 0,8899 g(0.005 mol) Na2HPO4.2H2O 

450 mL distile suda çözülerek, 1 M HCl ile pH 6.0’ a getirildi ve son hacim 500 mL’ 

ye tamamlandı.  
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Hidrofobik jelin dengelenmesi için kullanılan tampon: 1 M (NH4)2SO4 

içeren 0.1 M Na2HPO4 tamponu (pH 8.0); 14,2 g (0.1 mol) Na2HPO4 ve 132,14 g (1 

mol) (NH4)2SO4 950 mL distile suda çözülerek 1 M HCl ile pH 8.0’ e getirildi ve son 

hacim 1 L’ ye tamamlandı. 

Hidrofobik jele bağlanmış bGST enziminin elüsyonu için kullanılan 

tampon: 0,1 MNa2HPO4 tamponu (pH 8.0); 28,4 g (0.2 mol) Na2HPO4 1950 mL 

distile su içerisinde çözülerek 1 M HCl ile pH 8’ e getirildi ve son hacim 2 L ‘ ye 

tamamlandı. 

Amonyum sülfat çöktürülmesi sonucu oluşan çökeleğin alındığı tampon:   

0,1 Fosfat tamponu (pH 6,5); 8,709 g (0.05 mol) K2HPO4 450 mL distile su 

içerisinde çözüldü ve pH 6.5’ e getirildi ve son hacim 500 mL’ ye tamamlandı. 

Kantitatif protein tayini için kullanılan çözelti: Coomassie brilliant blue 

çözeltisi; 10 mg Coomassie brilliant blue G-250 reaktifi 25 mL %95’ lik etanol 

içerisinde çözüldü. Çözeltiye 50 mL %95’ lik fosforik asit ilave edildi. Çözeltinin 

son hacmi distile su ile 100 mL’ ye tamamlandı. 

bGST enziminin aktivite ölçümünde kullanılan çözeltiler: 

0,1 M Fosfat tamponu ( pH 6.5); 17,418 g (0.1 mol) K2HPO4 950 mL distile 

su içerisinde çözülerek pH 6.5’ e getirildi ve son hacim 1 L’ ye tamamlandı. 

0,2 M L-Glutatyon Hazırlanışı; 0,6146 g (0.002 mol) L-glutatyon 9 mL distile 

suda iyice çözündükten sonra son hacmi distile su ile 10 mL’ ye tamamlandı. 

0,1 M CDNB’ nin Hazırlanışı; 1,01 g (0,005 mol) 1-kloro 2,4 dinitrobenzen 

(CDNB) alınarak bir miktar etanol içerisinde hafif ısıyla beraber çözünür. Toplam 

hacim etanol ile 50 mL’ ye tamamlanır. 

Aktivite ölçümünde saf etanol kullanıldı. 

Karaciğer dokusundan homojenat hazırlamak için kullanılan çözelti: 50 

mM Tris-HCl Tamponu (pH 7,5); 0,6057 g Tris 950 mL distile suda çözülerek pH 

7,5’ e getirildi ve son hacim 1 L’ ye tamamlandı. 
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İnhibitör çözeltileri: İnhibisyon çalışmalarında kullanılan ağır metaller 0.1 

M olacak şekilde hazırlandı. 

SDS-PAGE elektroforezinde kullanılan numune tamponu: 

Gliserol 2,0 mL 

 %10’ luk SDS 4,0 mL 

Bromofenol mavisi 0,01 mL 

 β-merkaptoetanol 1,0 mL 

Distile su 0,5 g 

0,5 M Tris-HCl (pH 6.8) 2,5 mL 

SDS-PAGE elektroforezinde kullanılan yürütme tamponu: 

Tris-Baz  3,0 g 

Glisin              14,4 g 

SDS              10g 

  

SDS-PAGE elektroforezinde kullanılan ayırma ve yığılma jellerinin 

hazırlanışı: SDS-PAGE elektroforezinde kullanılan jel karışımlarının hazırlanışı ve 

kullanım miktarları tablo 1.1’ de verilmiştir. 

SDS-PAGE elektroforezinde kullanılan renklendirme çözeltisi:  0,33 g 

Coomassie brilliant blue G-250, 60 mL metanol de çözüldü. Bu çözeltiye 12 mL saf 

asetik asit ve 60 mL saf su ilave edildi. 

SDS-PAGE elektroforezinde kullanılan renk açma çözeltisi: %7,5 asetik 

asit, %5 metanol ve %87,5 saf su içermektedir. Bu amaçla 75 mL asetik asit ve 50 

mL metanol, 875 mL saf su ile karıştırıldı. 
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Tablo 2.2: SDS-PAGE' de kullanılan jel karışımlarının miktarları. 

 Ayırma 

jeli 

Yığma 

jeli 

% 10 % 3 

Akril amid/Bis(% 30)                                                      

Akril amid       15g                                                                   

Bis                   0,4 g                                                               

Son hacim saf su ile 50 ml’ ye tamamlanır. 

3,33 mL 0,52 mL 

Distile su 4 mL 2,44 mL 

1,5M Tris-HCl (pH 8.8)                                                   

11,82 g Tris-HCl alınarak 45 mL saf suda çözülür ve 

çözeltinin pH 8.8 ‘e  NaOH ile getirildi ve hacmi 50 mL 

tamamlandı. 

2,5 mL - 

0,5 M Tris-HCl (pH 6.8)                                                   

3,94 g Tris-HCl alınarak 45 mL distile suda çözülür ve 

çözeltinin pH 6.8’e getirilerek hacmi 50 mL tamamlandı.  

- 1 Ml 

%10’luk SDS                                                                          

1 g SDS az miktarda saf sui le çözülerek son hacim 10 mL 

getirildi. 

0,1 mL 40µL 

TEMED  5 µL 4 µL 

%10’luk amonyum persülfat                                                

1 g Amonyum persülfat alınarak son hacim 10 mL olacak 

şekilde distile suda çözüldü. 

150 µL 80 µL 
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2.2 Yöntemler 

2.2.1 bGST Enziminin Saflaştırılması 

2.2.1.1 Homojenizatın Hazırlanışı 

Enzim kaynağı olarak yerel besi çiftliğinden alınan Broyler karaciğeri 

kullanıldı. GST, saflaştırılmadan önce homojenize edildi. Bu amaçla karaciğer küçük 

parçalara ayrıldı ve daha sonra sıvı azot ile hücre zarları parçalandı. 50 mM Tris-HCl 

tamponu eklenerek blender yardımıyla homojenize edildi. Homojenat tülbent ile 

süzüldükten sonra, süzüntü 12.158 xg + 4
о
 C’ de 1 saat santrifüj edildi ve çökelti 

atıldı. Böylece homojenat elde edilmiş oldu. 

2.2.1.2 Amonyum Sülfat Çöktürülmesi 

Araştırmamızda hidrofobik etkileşim kromatografisinden (HEK) önce enzim 

içeren homojenizat tuz ile çöktürme işlemine maruz bırakılmıştır. Bu amaçla %20-80 

arası amonyum sülfat kullanılmıştır. İlgili tuz konsantrasyonları aşağıdaki formüle 

göre hesaplanmıştır. 

=
(NH4)2SO4

gr
_

1.77xVx(S2     S1)

3.54 S2

_

 

V: Homojenizat hacmi  

S1: Amonyum sülfat doygunluğu (1’in kesri) 

S2: Amonyum sülfat doygunluğu (2’in kesri) 
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2.2.1.3 Sentezlenen HEK Kolonu ile bGST Enziminin Saflaştırılması 

Bu çalışmada araştırma grubumuz tarafından daha önce sentezlenen HEK jeli, 

aynı metoda göre tarafımızdan sentezlenmiştir [104]. Söz konusu jel 1,5-10 cm 

boyutundaki kolona uygun bir şekilde paketlendi. 1 M (NH4)2SO4 içeren 0,1 M 

Na2HPO4 (pH 8.0) tamponu ile dengelendi. %80 amonyum sülfat ile çöktürülmüş 

enzim çözeltisi herhangi bir işlem yapılmadan direkt kolona tatbik edilmiştir. 

Dengeleme tamponu ile yıkama işlemi gerçekleştirildi. Elüsyon işlemi, gradient 

mikser cihazı kullanılarak gerçekleştirildi. Elüsyon tamponu, 1 M (NH4)2SO4 içeren 

0,1 M Na2HPO4 (pH 8.0) içeren çözelti ve tuz içermeyen 0,1 M Na2HPO4 (pH 8.0)  

gradienti şeklinde kullanıldı. Eluatlar 2 mL’ lik fraksiyonlar halinde toplandı. 

Elüsyon işlemi tamamlandıktan sonra her bir fraksiyonda kalitatif protein tayini (280 

nm) ve aktivite tayini ( Bölüm 2.2.5’ de gösterildiği gibi) yapıldı. Son olarak belirli 

düzeyde aktivite gösteren fraksiyonlar birleştirildi. 

2.2.2 bGST Enziminin Saflaştırılması Kullanılan Hidrofobik Jelin 

Sentezi 

2.2.2.1 Sepharose 4B’ nin Aktivasyonu 

20 mL Sepharose 4B, saf su ile yıkanarak dekantasyon işlemi gerçekleştirildi. 

20 mL destile su katılarak 8 g CNBr ilave edildi. Karışımın pH’ ı 11 olacak şekilde 

konsantre NaOH kullanılarak ayarlandı. Aktivasyon işlemi pH sabit oluncaya kadar 

devam edilirdi. Daha sonra süzülen jel süspansiyonu önce saf su daha sonra 1M 

NaCO3 ( pH 10.00) ile yıkama işlemi gerçekleşti. 

 

 Şekil 2.1 : Sepharose 4B' nin aktivasyonu. 
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2.2.2.2 Uzantı Kolu Olarak L-Tirozinin Bağlanması 

Aktifleştirilmiş matriks ile 40 mL 0,030 g tirozin (0,1 M NaCO3 tamponu 

içinde çözünmüş, pH 10.00) 90 dakika karıştırıldı. Daha sonra 1 gece bekletildi. 

Bekletme sürecinden sonra süspansiyon bol su ile yıkandı. Yıkama suyu 280 nm’ de 

absorbans vermeyinceye kadar yıkama işlemine devam edildi. Bu süreçte matrikse 

bağlanmayan L-tirozin uzaklaştırılmış oldu. Yıkama işlemi 0,2 M NaHCO3 tamponu 

ile tekrarlandı. Uzantı kolu bağlanmış matriks 0,2 M NaHCO3 pH 8.0 olan tampon 

içerine alındı. 

 

 Şekil 2.2: L-tirozinin bağlanması. 

2.2.2.3 Ligand Olarak Kullanılan 1-Naftilamin Kenetlenmesi 

5 mg 1- Naftilamin yaklaşık 0
о
C civarında 20 mL 1 mL HCl içerisinde 

çözüldü. Kısa sürede (10 dakika) diazolanmış ligand jel süspansiyonuna katıldı. Bu 

sırada pH 9.52’ de sabit tutularak 3 saat oda sıcaklığında karıştırıldı. Daha sonra önce 

saf su ile ardından 0,01 M Na2HPO4 (pH 6.0) tamponu ile yıkanarak jel sentezi 

tamamlandı. 
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Şekil 2.3: 1-Naftilamin kenetlenmesi. 

2.2.3 bGST Enziminin Sodyum Dodesil Sülfat Poliakrilamid Jel 

Elektroforezi ile Saflığının Kontrolü 

Araştırmamızda %3 ve %10 akrilamid konsantrasyonlarında kesikli olarak 

gerçekleşmiştir. Elektroforez işlemi, sabitlenen elektroforezin dökme aparatına Tablo 

1’ de belirtilen çözeltiler sırasıyla pipetlendi. Bu işlem esnasında Elektroforez için 

son derece önemli olan hava kabarcıklarının bulunmamasına azami dikkat edildi. 

Hazırlanan ayırma jelinin polimerizasyonu için 1 saat oda sıcaklığında bekletildi. 

Daha sonra yığma jeli dökülerek tarak dikkatlice yerleştirildi. Polimerleşme işlemi 

tamamlandıktan sonra çıkarılan tarak sonucu oluşan bölümler numune tatbik edildi. 

Elektroforez işleminde numunelerin hazırlanması için araştırma grubumuz 

tarafından belirtildiği şekilde gerçekleştirildi [106].  
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2.2.4 Protein Tayini 

Araştırmamızda numunelerdeki protein tayini iki farklı metot kullanılarak 

yapılmıştır. Bu metotlardan 280 nm’ de gerçekleştirilen kalitatif protein tayini 

saflaştırma sırasında her bir fraksiyon için yapılmıştır. Bu tekniğin esası protein 

yapısında bulunan aromatik rezidülerinin (tirozin – triptofan ve fenilalenin) 280 nm’ 

deki absorbsiyonuna dayanır. 

Saflaştırma verimi ve derecesi hesaplamakta kullanılan protein miktarı 

Bradford yöntemine göre hesaplanmıştır. Bu yöntemin esası Coomassie brilliant blue 

G- 250’ nin proteinle yaptığı kompleksin 595 nm’ deki absorbsiyonuna dayanır. 

Bu amaçla, standart serum albümin çözeltileri farklı miktarlarda (0– 100 µL) 

10 mL’ lik tüplere alındı. Tüplerin hacimleri saf su ile 100 µL’ ye tamamlandı. 

Tüplere 5 mL renk reaktifi eklenerek 10 dakika vorteks ile karıştırıldı. Her bir tüp 

oda sıcaklığında 10 dakika bekletildikten sonra 595 nm’ de absorbans ölçümleri 

gerçekleştirildi. Protein konsantrasyonu OD595 değerleri kullanılarak standart grafik 

hazırlandı. Aynı işlem homojenizat ve saf enzim kullanılarak OD595 değerleri 

saptandı. Hazırlanan standart grafiğin denkleminden protein tayini belirlenmiştir. 
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2.2.5 bGST Enziminin Aktivite Ölçümü 

bGST enzim aktivitesi Habig ve ark. yöntemine göre gerçekleştirilmiştir 

[107]. Bu yöntem CDNB ve GSH konjugasyonu sonucu oluşan 2,4-dinitrofenil 

glutatyonunun 340 nm’ deki absorbsiyon ölçümüne dayanır. 

 

Şekil 2.4: GST enziminin aktivitesinin belirlenmesinde kullanılan mekanizması. 

bGST aktivitesinde kullanılan çözeltiler ve miktarları Tablo 2..3’ de 

verilmiştir. Ölçüm prosedürü genel olarak aşağıdaki şekilde gerçekleşleştirilmiştir. 

Fosfat tamponu (pH 6.5), GSH 20 mM ve CDNB 25 mM ve 5 µL saf alkol eklenerek 

hazırlanan reaksiyon karışımına 50 µL saflaştırılmış bGST’ nin katılmasıyla 340 nm’ 

deki absorbans değişikliği kaydedilmiştir. 

Tablo 2.3: GST aktivite ölçüm prosedürü. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Küvet içeriği Numune 

0,1 M Fosfat Tamponu 900 µL 

25mM CDNB 15 µL 

Saf etil alkol 5 µL 

20mM L-Glutatyon 30 µL 

Enzim Numunesi 50 µL 
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2.2.6 bGST Enzimi ile İlgili Kinetik Çalışmalar 

L-glutatyon (GSH) ve 1-kloro-2,4-dinitrobenzen (CDNB) substratları 

kullanılarak KM ve Vmax değerleri saptandı. Ayrıca bazı metal iyonları için, IC50 

değerleri de hesaplandı. 

2.2.6.1 KM ve Vmax Değerlerinin Hesaplanması 

bGST enziminin CDNB ve GSH substratlarının KM ve Vmax değerlerinin 

tespit edilmesi amacıyla sabit GSH konsantrasyonunda CDNB’ nin 5 farklı 

konsantrasyonlarıyla aktivite ölçümü yapıldı (Tablo2.4). Elde edilen değerlerle 

Linewear – Burk grafiği çizilerek CDNB için KM ve Vmax değerleri bulundu. Benzer 

şekilde sabit CDNB konsantrasyonunda GSH’ ın 5 farklı konsantrasyonlarıyla 

aktivite ölçümü yapılarak (Tablo.2.5) Linewear – Burk grafik çizildi ve GSH için KM 

ve Vmax değerleri bulundu. 

Tablo 2.4 : Değişken GSH substratı için KM ve Vmax değerlerinin belirlenmesi. 

0,1 M Fosfat 

Tamponu          

(µL) 

0,1 M CDNB  

(µL) 

Etanol        

(µL) 

0,2 M GSH 

(µL) 

Enzim         

(µL) 

865 

15 5 

15 

100 

867 13 

870 10 

873 7 

875 5 
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Tablo 2.5 : Değişken CDNB substratı için KM ve Vmax değerlerinin belirlenmesi. 

0,1 M Fosfat 

Tamponu         

(µL) 

0,1 M CDNB    

(µL) 

Etanol        

(µL) 

0,2 M GSH 

(µL) 

Enzim         

(µL) 

840 15 

5 40          100 

842 13 

845 10 

848 7 

850 5 

 

2.2.7 Bazı Ağır Metal İyonlarının bGST Enzimi Aktivitesi Üzerindeki 

Etkilerinin İncelenmesi 

Ba
+2

, Ca
+2

, Cd
+2

, Cr
+3

, Cu
+1

, Cu
+2

, Fe
+2

, Hg
+2

, Mn
+2

, Ni
+2

, Pb
+2

 ve Zn
+2

 ağır 

metal iyonlarının etkilerini belirlemek amacıyla en az 5 farklı konsantrasyonda her 

bir metal ilave edildi. Enzim aktiviteleri Tablo 2.6’ da belirtildiği şekilde ölçüldü. 

Metal iyonu katılmadan ölçülen enzim aktivitesi kontrol olarak kullanıldı. IC50 

değerleri %aktivite metal iyonu konsantrasyonları grafiklerinden hesaplandı. 
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Tablo2.6 : bGST enzimi üzerinde inhibisyon etkisi gösteren metal iyonlarının belirlenmesinde 

kullanılan çözeltiler ve miktarları. 

0,1 M Fosfat 

Tamponu             

(µL) 

0,1M 

CDNB  

(µL) 

Etanol       

(µL) 

0,2 M 

GSH  

(µL) 

Metal İyonunun 

Hacmi                    

(µL) 

Enzim        

(µL) 

850 

15 5 30 

- 

100 

845 5 

840 10 

835 15 

830 20 

825 25 

820 30 

815 35 

810 40 
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3. BULGULAR 

3.1 Kantitatif Protein Tayini için Kullanılan Standart Grafik 

HEK kolonuna tatbik edilen ham ekstrakt ve saflaştırılan enzim 

çözeltilerindeki protein tayini Bradford yöntemiyle belirlenmiştir. Standart grafik 

bölüm 2.2.4’ de belirtildiği gibi hazırlandı. Amonyum sülfat çöktürülmesi ve HEK 

sonucu elde edilen enzim çözeltilerindeki kantitatif protein tayini bu standart 

grafikten saptandı. Söz konusu standart grafik şekil 3.1’ de verilmiştir. 

 

 

 Şekil 3.1: Bradford yönteminde kullanılan grafik. 
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3.2 Hidrofobik Etkileşim Kromatografisi ile bGST Enziminin 

Saflaştırılması 

Dengelenen HEK kolonuna homojenat yüklendi. Kolon bölüm 2.2.1.3’ de 

açıklandığı gibi uygun tamponla yıkandı ve bGST enzimi gradientli elüsyon 

yapılarak, eluatlar 2 ml’ lik tüpler halinde toplandı. Elüe edilen her bir eluatın 280 

nm’de kalitatif protein tayini ve 340 nm’ de aktivitelerine bakıldı. İlgili saflaştırma 

grafiği şekil 3.2’de verilmiştir. 

 

 

 Şekil 3.2 : HEK kolonunda bGST enziminin elüsyon grafiği. 
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Tablo3.1: bGST enziminin saflaştırma değerleri. 

Saflaştırma 

Basamağı 

Hacim      

(mL) 

Aktivite 

(µmoL/mLdk) 

Toplam 

Aktivite 

Protein 

Miktarı 

(mg/mL) 

Toplam 

Protein (mg) 

Spesifik 

Aktivite(U/mgprotein) 

Saflaştırma 

Derecesi 

Amonyum 

sülfat 

Çöktürmesi 

3  5,28 15,84 926,3 27 789 5,70x10
-3 

- 

Hidrofobik 

Etkileşim 

Kromatografisi 

2  1,24 2,48 75,5 151 0,016 2,8 
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3.3 bGST Enziminin SDS-PAGE ile Saflığının Kontrolü 

bGST enziminin saflığını kontrol etmek için SDS–PAGE yöntemi kullanıldı. 

Bu amaçla 2.2.3 de belirtildiği gibi elektroforez sistemi kurularak enzim numuneleri 

sırasıyla kuyulara uygulandı ve yürütüldü. Elde edilen bantları gösteren fotoğraf şekil 

3.3’ de gösterilmiştir. 

 

Şekil 3.3: HEK ile saflaştırılan bGST enziminin SDS- poliakrilamid jel elektroforezi. 
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3.4 CDNB ve GSH Substratları için KM ve Vmax Değerlerinin 

Belirlenmesi 

bGST enziminin GSH ve CDNB substratlarının KM ve Vmax değerlerini 

belirlemek için bölüm 2.2.6.1’ de belirtildiği gibi sabit GSH konsantrasyonunda 

CDNB’ nin 5 farklı konsantrasyonlarıyla aktivite ölçümü yapıldı. Elde edilen 

değerlerle (Şekil 3.4) 1/V ve 1/[S]’ e karşı Lineweaver grafiği çizilerek CDNB için 

KM ve Vmax değerleri saptandı. Enzimin bir diğer substratı olan GSH için benzer 

şekilde  (Şekil 3.5) KM ve Vmax değerleri hesaplandı. Bu çalışmalar sonucunda 

CDNB için KM değeri 8,77 mM ve Vmax değeri 7,14 EÜ/ mL; GSH için ise KM değeri 

0,97 mM ve Vmax 1,36 EÜ/mL olarak tespit edildi. Elde edilen sonuçlar tablo 3.2 ve 

3.3’ de gösterildi. 
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Tablo 3.2: bGST enziminin CDNB substratı için KM ve Vmax değerlerinin belirlenmesinde kullanılan 

1/V- 1/[S] değerleri. 

 

 

Şekil 3.4: CDNB için KM ve Vmax değerlerinin belirlenmesi için kullanılan grafik. 

 

 

 

 

 

 

-0,5 

0 

0,5 

1 

1,5 

2 

2,5 

-0,5 0 0,5 1 1,5 2 2,5 

1
/V

 

1/[S] 

Değişken CDNB 

Konsantrasyonu    

(mM) 

1/[S] 
∆A    

(340nm) 

Aktivite 

(µmoL/ml/min) 
1/V 

1,5 0,6 0,143 1,487 0,672 

1,3 0,7 0,117 1,216 0,822 

1 1 0,088 0,915 1,092 

0,7 1,4 0,063 0,655 1,526 

0,5 2 0,041 0,426 2,347 
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Tablo 3.3: bGST enziminin GSH substratı için KM ve Vmax değerlerinin belirlenmesinde kullanılan 

1/V- 1/[S] değerleri. 

 

Şekil 3.5: GSH için KM ve Vmax değerlerinin belirlenmesi için kullanılan grafik. 
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1/[S] 

Değişken GSH 

Konsantrasyonu               

(mM) 

1/[S] ∆A    (340nm) Aktivite (µmoL/ml/min) 1/V 

3 0,33 0,120 1,248 0,801 

2,6 0,38 0,104 1,082 0,924 

2 0,5 0,089 0,925 1,081 

1,4 0,7 0,077 0,801 1,248 

1 1 0,066 0,686 1,457 
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3.1 bGST Enzimi Üzerinde Bazı Metal İyonlarının Etkilerinin 

Belirlenmesi 

bGST üzerinde çalışılan ağır metallerin etkilerinin belirlenmesi için bölüm 

2.2.7’ de de anlatıldığı gibi en az 5 farklı inhibitör konsantrasyonunda aktiviteleri 

ölçüldü. % Aktivite- [I] değerleri (Tablo 3.4– Tablo 3.14 ) ile grafikler çizildi. ( Şekil 

3.6 – 3.16 ) . Bu grafiklerden IC50 değerleri hesaplandı ( Tablo 3.15 ). 
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Tablo 3.4: Hg
+2

’ nın bGST enzimi üzerinde etkilerinin belirlenmesinde kullanılan çözeltiler ve 

miktarları. 

 

 

Şekil 3.6: Hg
+2

 iyonunun %Aktivite-[I] grafiği. 
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[ Hg+2 ] mM 

Metal 

Çözeltisinin 

Hacmi             

(µl) 

Küvetteki Metal 

Konsantrasyonu         

[I] (mM) 

∆A    

(340nm) 

Aktivite 

(µmol/mL/min) 
% Aktivite 

- - 0,132 1,37 100 

5 0,5 0,098 1,01 74 

10 1 0,075 0,78 57 

15 1,5 0,059 0,61 45 

20 2 0,049 0,50 37 

25 2,5 0,042 0,43 32 
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Tablo 3.5: Cd
+2

’ un bGST enzimi üzerinde etkilerinin belirlenmesinde kullanılan çözeltiler ve 

miktarları. 

Metal 

Çözeltisinin 

Hacmi             

(µl) 

Küvetteki Metal 

Konsantrasyonu          

[I] (mM) 

∆A    

(340nm) 

Aktivite       

(µmol/mL/min) 
% Aktivite 

- - 0,155 1,612 100 

5 0,5 0,061 0,634 39 

10 1 0,051 0,530 33 

15 1,5 0,048 0,499 31 

20 2 0,046 0,478 30 

25 2,5 0,031 0,322 20 

 

 

Şekil 3.7: Cd
+2

 iyonunun %Aktivite-[I] grafiği. 
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Tablo 3.6: Cu
+1

’ in bGST enzimi üzerinde etkilerinin belirlenmesinde kullanılan çözeltiler ve 

miktarları. 

. 

   

Şekil 3.8: Cu
+1

 iyonunun %Aktivite-[I] grafiği. 

. 
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[Cu+1 ] mM 

Metal Çözeltisinin 

Hacmi                   

(µl) 

Küvetteki Metal 

Konsantrasyon                  

[I](mM) 

∆A    

(340nm) 

Aktivite 

(µmoL/mL/min) 

% 

Aktivite 

- - 0,155 1,61 100 

5 0,5 0,1 1,04 65 

10 1 0,071 0,73 45 

15 1,5 0,052 0,54 34 

20 2 0,036 0,37 23 

25 2,5 0,033 0,34 21 
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Tablo 3.7: Cr
+3

’ un. bGST enzimi üzerinde etkilerinin belirlenmesinde kullanılan çözeltiler ve 

miktarları. 

 

  

Şekil 3.9: Cr
+3

 iyonunun %Aktivite-[I] grafiği. 
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[I] (mM) 

∆A    

(340nm) 

Aktivite 

(µmol/mL/min) 
% Aktivite 

- - 0,155 1,612 100 

10 1 0,138 1,435 89 

15 1,5 0,134 1,393 86 

20 2 0,128 1,331 83 

25 2,5 0,126 1,310 81 
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Tablo 3.8: Zn
+2

’ nun bGST enzimi üzerinde etkilerinin belirlenmesinde kullanılan çözeltiler ve 

miktarları. 

Metal 

Çözeltisinin 

Hacmi             

(µL)) 

Küvetteki Metal 

Konsantrasyonu         

[I] (mM) 

∆A    

(340nm) 

Aktivite 

(µmoL/mL/min) 

% 

Aktivite 

- - 0,137 1,42 100 

5 0,5 0,116 1,20 85 

15 1,5 0,112 1,16 82 

20 2 0,102 1,06 75 

25 2,5 0,097 1,00 70 

30 3 0,092 0,95 67 

 

 

Şekil 3.10: Zn
+2

 iyonunun %Aktivite-[I] grafiği. 
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Tablo 3.9: Cu
+2

’ ın. bGST enzimi üzerinde etkilerinin belirlenmesinde kullanılan çözeltiler ve 

miktarları. 

Metal 

Çözeltisinin 

Hacmi               

(µl) 

Küvetteki Metal 

Konsantrasyonu          

[I] (mM) 

∆A    

(340nm) 

Aktivite 

(µmoL/mL/min) 

% 

Aktivite 

-- - 0,137 1,424 100 

5 0,5 0,130 1,352 95 

10 1 0,095 0,988       69 

15 1,5 0,065 0,676 47 

20 2 0,040 0,416 29 

25 2,5 0,014 0,145 10 

 

 

Şekil 3.11: Cu
+2

 iyonunun %Aktivite-[I] grafiği. 
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Tablo 3.10: Ba
+
’ un bGST enzimi üzerinde etkilerinin belirlenmesinde kullanılan çözeltiler ve   

miktarları. 

 

 

 Şekil 3.12: Ba
+2

iyonunun %Aktivite-[I] grafiği. 
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% 

Aktivite 

- - 0,155 1,612 100 

20 2 0,198 2,059 128 

25 2,5 0,197 2,048 127 

30 3 0,187 1,944 120 

35 3,5 0,161 1,674 103 

40 4 0,153 1,591 99 
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Tablo 3.11: Ni
+2

’in bGST enzimi üzerinde etkilerinin belirlenmesinde kullanılan çözeltiler ve   

miktarları. 

 

 

 Şekil 3.13: Ni
+2

iyonunun%Aktivite-[I] grafiği. 
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% Aktivite 

- - 0,155 1,612 100 

10 1 0,143 1,487 92 

15 1,5 0,138 1,435 89 

20 2 0,135 1,404 87 
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Tablo 3.12: Mn
+2

’ nın bGST enzimi üzerinde etkilerinin belirlenmesinde kullanılan çözeltiler ve   

miktarları. 

Metal 
Çözeltisinin 
Hacmi (µl) 

Küvetteki Metal 
Konsantrasyonu                   

[I] (mM) 

∆A    
(340nm) 

Aktivite 
(µmoL/ml/min) 

% 
Aktivite 

- - 0,155 1,612 100 

5 0,5 0,144 1,4976 93 

1 1 0,152 1,580 98 

2 2 0,174 1,809 112 

 

 

Şekil 3.14: Mn
+2

iyonunun %Aktivite-[I] grafiği. 
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Tablo 3.13: Pb
+2

’ nun. bGST enzimi üzerinde etkilerinin belirlenmesinde kullanılan çözeltiler ve   

miktarları. 

Metal Çözeltisinin 
Hacmi                 

(µl) 

Küvetteki Metal 
Konsantrasyonu                 

[I] (mM) 

∆A    
(340nm) 

Aktivite 
(µmoL/mL/min) 

% 
Aktivite 

- - 0,155 1,612 100 

5 0,5 0,123 1,279 80 

1 1 0,136 1,414 88 

1,5 2 0,145 1,508 94 

 

 

 

Şekil 3.15: Pb
+2

iyonunun %Aktivite-[I] grafiği. 
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Tablo 3.14: Fe
+2

’ nin bGST enzimi üzerinde etkilerinin belirlenmesinde kullanılan çözeltiler ve   

miktarları. 

Metal Çözeltisinin 
Hacmi                  

(µl) 

Küvetteki Metal 
Konsantrasyonu               

[I] (mM) 

∆A    
(340nm) 

Aktivite 
(µmoL/mL/min) 

% 
Aktivite 

- - 0,13 1,424 100 

5 0,5 0,16 1,705 120 

10 1 0,16 1,726 121 

15 1,5 0,19 1,976 139 

20 2 0,207 2,152 151 

 

 

Şekil 3.16: Fe
+2

iyonunun %Aktivite-[I] grafiği. 
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Tablo 3.15: bGST enzimi üzerinde inhibisyon etkisi gösteren metal iyonlarına ait değerler. 

Metal iyon IC50 IC80 

   

Cd+2 0,64 mM   

Cu+1 0,84 mM  

Cu+2 1,53 mM  

Cr+3  0,10 mM 

Hg+2 1,2  Mm  

Zn+2  1,5 Mm 

Etkisi incelenen metal iyonlarından Ba
+2

 ve Ni
+2

’ nin bGST üzerinde önemli 

bir etki göstermediği tarafımızca saptanmıştır. Ca
+2

, Fe
+2

, Pb
+2

 ve Mn
+2

 iyonlarının 

ise enzim üzerinde aktivasyon etkisi gösterdiği saptanmıştır. 
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4. TARTIŞMA VE SONUÇ 

Bu çalışmada ilk defa Sepharose 4B-L-tirozin-1-naftilamin hidrofobik jeli 

kullanılarak direkt karaciğerden GST enzimi saflaştırılmıştır. Saflaştırılan enzim 

üzerinde Ba
+2

, Ca
+2

, Cd
+2

, Cr
+3

, Cu
+1

, Cu
+2

, Fe
+2

, Hg
+2

, Mn
+2

, Ni
+2

, Pb
+2

 ve Zn
+2

 

metal iyonlarının etkisi incelenmiştir. Araştırmamızda enzim kaynağı olarak Broyler 

karaciğeri kullanılmıştır. Üretiminin kolay ve hızlı olmasının yanında maliyetininde 

düşük olması, hayvansal protein açığının kapatılmasında Broyler üretimi önemli bir 

sektör haline gelmiştir. Ancak daha fazla üretim yapma kaygısı ile kullanılan ilaçlar 

ve çevre kirleticilerin yemlerde bulunma olasılığı ve kullanılan dezenfektanlar gibi 

faktörlerin etkisi ile söz konusu hayvanlar sürekli ksenobiyotiklere maruz 

kalmaktadır[4,5].  

Bu nedenle araştırmamızda GST’ nin ağır metallere karşı afinitesi 

araştırılmıştır. GST, giriş bölümünde de belirtildiği gibi birçok fizyolojik fonksiyona 

sahiptir. Bunlardan en önemlisi ksenobiyotiklerin detoksifikasyonunda Faz II 

aşamasında önemli rol oynar [40,41]Buna ilaveten GSH-bağımlı peroksidaz 

aktivitesi ile birçok organik hidroperoksitlerin indirgenmesinde antioksidan olarak 

fonksiyonu vardır [42]. Ayrıca farklı doymamış hidrokarbonların izomerleşmesinde 

de görev alır [43,44] Bu enzimlerin, non-katalitik aktiviteleri ile karsinojenik 

maddeleride dâhil birçok hidrofobik ligandı bağlayarak onların transportunda temel 

işlevleri vardır [45,46]. 

GST’ lerin detoksifikasyon aktivitesi yanında, canlı organizmalarda 

metabolize edilemeyen lipofilik çoğu bileşiği bağlamaları ve bunların hücre 

içerisindeki mobilitelerini artırmaları kinetik öneme sahiptir [65]. Sıçan 

karaciğerinde karsinojenleri, bilirubini ve diğer azotlu bileşikleri bağlayan bir protein 

tanımlanmıştır [65]. Söz konusu proteinin GST-1 izoenzimi olduğu saptanmıştır [65]. 

Ayrıca bilirubin gibi çoğu pigment polisiklik aromatik hidrokarbonlar, kolik asitler 

ve proteinler tarafından bağlanarak taşındığı bilinmektedir [65]. Buna ilaveten GST’ 

lerin sitoplâzmada yüksek miktarda bulunması tıpkı albüminin kan dolaşımında 

üstlendiği rolü hücre içerisinde söz konusu enzimin yerine getirdiği düşüncesi ortaya 

konulmuştur [90]. Yapılan bir çalışmada “hem” bileşiğinin sentezinin son 
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aşamasında iç mitokondri zarından dışarıya hareketini GST’ ler tarafından 

kolaylaştırdığı bulunmuştur. GST’ lerin aynı zamanda bazı steroit hormonlarını da 

bağladığı tespit edilmiştir. Ancak bu olayın fizyolojik sonuçları tam olarak 

anlaşılamamıştır [71]. 

Bu ksenobiyotiklerin büyük bir kısmı Faz I ve Faz II evreleriyle dışarıya 

atılmaktadır. GST ksenobiyotiklerin biyotransformasyonunda anahtar role sahip bir 

Faz II enzimidir. GST etkisi ile söz konusu ksenobiyotiklere, glutatyon transfer 

edilerek, molekülün toksisitesi düştüğü gibi organizmadan atılması da kolay hale 

gelir [38-39]. Bu nedenle Broyler karaciğerinde GST aktivitesi oldukça önemlidir. 

Literatürde GST aktivitesi üzerine başta karaciğer olmak üzere birçok çalışmaya 

rastlamak mümkündür [75-82].  

Araştırmamızda kullanılan ağır metallerin yapısı ve toksisitesi hakkında genel 

bilgiler bölüm 1. 3’ de verilmiştir. Bu metal iyonlarının GST üzerindeki etkisini 

ortaya çıkartmanın oldukça önemli olduğu kanısındayız. 

Araştırmamızda bGST enzimi hidrofobik etkileşim tekniği ile saflaştırılmıştır. 

Enzimin GSH dışında farklı hidrofobik substratları bağlama bölgesine sahip olması 

söz konusu tekniği uygulama düşüncesi geliştirmiştir. Araştırma grubumuz 

tarafından farklı hidrofobik jeller sentezlenerek değişik kaynaklardan birçok 

izoenzimin yüksek verimde saflaştırılması gerçekleştirilmiştir[104]. Bu amaçla 

sentezlenen Sepharose 4B-L-tirozin-1-naftilamin jeli kullanılarak bGST enzimi 

tarafımızdan saflaştırılmıştır. 

Literatürde GST izoenzimlerinin saflaştırılması konusunda çok sayıda 

çalışmaya rastlamak mümkündür. Bu çalışmalardan birinde balık bağırsak 

mukozosundan GST enzimi afinite tekniğiyle saflaştırılarak özellikleri 

aydınlatılmıştır. Kullanılan afinite kolonunun kimyasal yapısının, glutatyon-agaroz 

olduğu görülmektedir [75].Bir başka çalışmada Angelucci ve ark. Levrek 

karaciğerinden GST enzimini yine aynı kromatografik teknik kullanılarak 

saflaştırmışlardır [76]. GST enziminin saflaştırılması konusunda bir diğer çalışmada, 

Down sendromlu çocukların eritrositlerinden enzim afinite tekniğiyle saflaştırılarak 

sağlıklı çocukların enzimleriyle karşılaştırılmıştır. Söz konusu çalışmada jelin yapısı 

diğer çalışmalarda da olduğu gibi glutatyon-agaroz şeklindedir [77]. 
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GST enziminin saflaştırılması için anyon değişim kromatografisi tekniğide 

kullanılmıştır. Bu çalışmalardan birinde Kefal balığı karaciğerinden saflaştırılan 

enzimin alt birimlerinin molekül kütleleri 23-28 kDa olarak saptanmıştır [81].Bir 

diğer çalışmada GST insan plasentasından afinite tekniğiyle %0,5 verimle 16 kat 

saflaştırılmıştır [78]. 

Afinite tekniğinde kullanılan gerek ligand ve gerekse matriks oldukça pahalı 

olduğu gibi sentez sırasındaki olumsuzluklar tekniğin uygulanışını 

sınırlandırmaktadır. HEK tekniğinde ise aynı jelle birçok enzimin daha ılıman 

koşullarda tarafımızdan saflaştırılması büyük avantajdır. 

Araştırmamızda bGST enzimi için GSH ve CDNB substratlarının KM  ve Vmax 

değerleri belirlenmiştir. Bu amaçla sabit GSH konsantrasyonunda, CDNB’ nin 5 

farklı konsantrasyonunda aktivite ölçümü yapılarak Linewear- Burk grafiği çizildi. 

Bu grafikten elde edilen CDNB substratı için KM ve Vmax değerleri sırasıyla 8,77mM, 

7,14 EÜ/ mL olarak hesaplanmıştır. Enzimin bir diğer substratı olan GSH için benzer 

şekilde KM değeri 0,97 mM ve Vmax değeri de 1,36 EÜ/mL olduğu belirlenmiştir. Bu 

çalışmadan elde edilen sonuçlara göre bGST enziminin daha düşük KM sabitine sahip 

olan GSH substratına ilgisinin daha yüksek olduğu görülmektedir. Literatürde farklı 

kaynaklardan elde edilen enzimler için hesaplanan KM ve Vmax değerlerinin farklı 

olduğu görülmektedir. Örnek olarak; E.coli ekstratlarından saflaştırılan GST 

enziminin CDNB ve GSH substratları için KM değerleri sırasıyla 1,43 ve 0,33 mM 

olarak belirlenmiştir [80]. Farklı bir çalışmada ise Tilapya (Oreochromis niloticus ) 

balığı karaciğeri GST enziminin CDNB ve GSH substratları için KM değerleri 

yaklaşık olarak 0,42- 0,35 mM olarak belirtilmiştir[107]. Bu çalışmalarda enzimin 

GSH’ a karşı afinitesinin CDNB’ den daha yüksek olduğu görülmektedir. Söz 

konusu araştırmalar tarafımızca belirlenen değerlerle uyum içerisindedir. Ancak 

benzer şekilde çalışılan sığır karaciğerinden orange A agaroz tekniğiyle saflaştırılmış 

olan GST enziminin GSH ve CDNB substratları için 1. izoenzimin KM ve Vmax 

değerleri sırasıyla 0,55- 0,10 mM ve 320- 6,9 EÜ/mg olarak belirlenirken 2. 

izoenzim için olan değerler ise sırasıyla 0,83-0,165 mM ve 380- 0,86 EÜ/mg olarak 

belirlenmiştir [108]. Buna göre enzimin CDNB’ ye karşı daha yüksek bir afiniteye 

sahip olduğu görülmektedir.  
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Araştırmamızda kullanılan ağır metallerden inhibisyon etkisi gösteren 

iyonların IC50 ve IC80 değerleri % Aktivite – metal iyonu konsantrasyonları 

grafiklerinden belirlenmiştir. Çalışılan konsantrasyonları ( 0,5- 4 mM) GST’ ye karşı 

en güçlü inhibitörün Cd
+2

 olduğu saptanmıştır ( IC50: 0,64 mM). Cd
+2 

genel olarak 

diğer kaynaklardan elde edilen GST’ ler üzerinde önemli ölçüde inhibisyon etkisine 

sahip olduğu görülmektedir. Örnek olarak; Sheweita ve ark. ağır metallerin fare 

karaciğerindeki GST enzimleri üzerine in vivo etkisini incelemiş, Cd
+2

’ ün GST 

aktivitesini test edilen diğer ağır metallere göre daha fazla inhibe ettiğini göstermiştir 

[109]. Tarafımızdan yapılan in vitro çalışmada da Cd
+2

 iyonunun GST üzerinde en 

güçlü inhibitör olması oldukça dikkat çekicidir. Ancak bir başka çalışmada Cd
+2’

 nin 

GST üzerinde önemli bir etki göstermediği saptanmıştır [13]. 

Araştırmamızda elde edilen bir başka sonuç ise; Cu
+1

, Cu
+2

 ve Hg
+2

 bGST 

üzerinde belirli ölçüde inhibitör etkisi gösterdiği bulunmuştur ( IC50 değerleri 

sırasıyla 0,84- 1,53 ve 1,2 mM) . Söz konusu sonuçlara benzer şeklide Balık 

karaciğer GST’ si üzerinde Cu
+2

 ve Hg
+2

 nin güçlü bir inhibitör olduğu belirlenmiştir 

[13]. Bu çalışmadaki IC50 değerleri elde ettiğimiz sonuçlarla belirli ölçüde benzerlik 

göstermektedir. Bir başka çalışmada Hindi karaciğer GST enzimi üzerinde Hg
+2

 ve 

Cu
+2

’ in inhibisyon etkileri çalışmamızla büyük bir benzerlik göstermektedir. IC50 

değerleri sırasıyla 0,37 ve 0,24 mM olduğu tespit edilmiştir [14]. 

Araştırmamızda bGST üzerinde Cr
+3

’ ve Zn
+2

 ün etkisi incelenmiştir. 

Çalışılan konsantrasyonlarda (0,5- 2,5 mM) IC80 değerleri tespit edilmiştir. 

 bGST üzerinde etkisi incelenen metal iyonlarından Ba
+2

 ve Ni
+2

’ in bGST 

üzerinde önemli bir etki göstermediği tarafımızca saptanmıştır. Ca
+2

, Fe
+2

, Pb
+2

 ve 

Mn
+2

 iyonlarının ise enzim üzerinde aktivasyon etkisi gösterdiği belirlenmiştir.  

Araştırmamızdan elde edilen sonuçlardan görüldüğü gibi metal iyonlarının 

GST üzerindeki etkilerinde büyük farklılıklar vardır. Bu bulgular daha önce rapor 

edilen çalışmalarla uyum içerisindedir[17,20,109]. Bir metal iyonunun inhibisyonu, 

çözünürlüğü, absorbe olabilme kabiliyeti, transportu, kimyasal reaktivitesi ve 

kompleks oluşturma özelliği gibi faktörlerle değiştiği bilinmektedir. [110]. 
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Son yıllarda ağır metal kirliliğinin önemli bir global sorun haline geldiği 

tartışılmaz bir gerçektir. Söz konusu metal iyonlarının hayvan yemlerinde de 

bulunması sürpriz değildir. Zhang ve ark. farklı bölgelerden alınan hayvan 

yemlerinde ağır metal analizi yapmışlardır. Bu amaçla 10 farklı yemde Cu, Zn, As, 

Cr, Cd ve Cu analizi yapılmış ve Cu ve Cd’ un 2,3- 1,13 mg/ kg gibi çok yüksek 

düzeyde olduğu saptanmıştır. Bunun dışında diğer ağır metallerinde benzer 

konsantrasyonları rapor edilmiştir [111] 

bGST enziminin ağır metalerle inhibisyonu, tavuğun detoksifikasyon 

kabiliyetinin belirli ölçüde düşmesine sebep olur. Bunun doğal sonucu olarak 

ksenobiyotikler, hayvanın çeşitli dokularında birikecektir. Bu nedenle bGST 

aktivitesinin düşmesi sonucu ksenobiyotiklerin canlıda birikmesi tavuk için önemli 

olmadığı düşünülebilir, ancak insan sağlığı için bir risk olacağı düşüncesindeyiz. 
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