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Glutathon rediktaz (GSSGR) [NAD(P)H : ocksideglutatyon oksidorediktaz,
EC 1.6.4.2] okside glutatyon (GSSG) ile, rediikte nikotinamid adenin dinuk-
leotid (fosfat) [NAD(P)H| arasindaki tepkimeyi katalize eder :

- +
GSSG + NAD(P)H + H — 2 GSH + NAD(P)}

Bir flavoprotein olan enzim, elektron vericisi olarak NADPH ya da

NADH 'yr kullanabilir. Fakat NADH'ya olan afinitesi daha azdir (1).

NADPH, sitosolde baglica pentoz fosfat yolu, isositrat dehidrogenaz

ve malik enzim tarafindan katalize edilen tepkimelerle elde edilir.

Tepkime sonunda olugan redikte glutatyon (GSH} biyolojik sistemler
i¢in énemli bir bilegiktir; Y-glutamil-sisteinil~-glisin yapisinda igli bir
peptiddir.

¢

GSSGR 'in Hilcredeki Girevi :

Enzimin hiicredeki gSrevi GSH : GSSG oranin: kontrol ederek, GSH dii-
zeyinin yiiksek kalmasini sadlamaktir ve genel olarak bu oran 20:1 dir (2).
Bu nedenle enzimin gbrevi, GSH'nin hiicredeki &nemi tartigailarak agiklana-

bilir.

GSH'nin ¢zellikle zar yapisini korududu (3); karacigerde detoksifi-



kasyon tepkimelerinde (4,5); bébrekte amino asit transportunda (6,7) yer
aldids ve tiim hiicrelerde sistein deposu (8) olarak gérev gérdigi bilinmek-

tedir.

GSH 'nin Hicre Zari lzerindeki Koruyucu Etkisi :
Bu etki iki gekilde kendini gdsterir :

a) GSH zar proteinlerinin tiyol (-SH) gruplarini stabil hale getirir.
b) GsH hidropercksit metabolizniras;nl diizenleyerek, zarin lipit Ris-

minin percksidasyonunu énler.

a) GSH, tim hlicrelerde, Gzellikle protein sentezinin olmadigi alyu-
varlarda, Snem tagir. Alyuvar zar proteinlerinin, hemoglobin ve hiicredeki
diJer proteinlerin tiyol (-SH) gruplarini stabil hale getirerek, hiicrenin

canliliginy korududgu ileri sitiriilmektedir (9,10).

Genel olarak, hiicrelerde NADPH ya da NADH kullanarak disulfid (-$-S-)
baglarini rediikleyen ilic enzimatik aktivite yer alair : lipoamid dehidrogenaz,
tiyoredoksin rediikktaz ve GSSGR. Her iig enzim de substratlar: agisindan &z-
giildiir ve proteine badli (-S-S-) badlarini redikleyebildiklerini gdsteren

yayin yoktur (11,12},

Yalniz, Carlberg ve Mannervik (13} tarafindan Koenzim-A ve GSH'dan
olusan karisik bir disilfidin, maya GSSGR': tarafindan substrat olarak

kullanildigs saptanmistar.

Son yillarda, sitosolde bulunan tiyol-transferazin Iagag‘a‘udaki tepki-

meleri katalize ettiGi gdzlendi (14).



8 S5G
Protein = + GSH —» Protein
- \
~ 8 SH
‘ 558G _ SH
‘Protein + GSH —» Protein = ~ GSSG
™~ sy ™~ su

Bu bulguya gdre, GSSGR‘in protein (~SH) gruplarinmin rediikklenmesinde-
ki rolii, yukardaki tepkimelerle acida ¢ikan GSSG molekiillerinden tekrar

GSH'nan olugmasini katalize etmektir.

Yayinlanan bir calismada GSH, proteinlere ait (-SH) gruplari ve pro-
teinle GSH dan olugan karigik disulfid konsantrasyonlarinin, hiicrede
"diurnal” bir dedigim gosterdigi; buna bagli olarak proteinlerdeki disul-
fid : tiyol oraninin defiserek, proteinleri oksitlenme ya da rediklenmeye

karg: korudufu savunulmaktadir (15).

Fare karacifer mitokondrilerinde de diigiik konsantrasyonda GSH
(4~8 n mol/mg protein), GSSGR ve glutatyon peroksidaz (GPer)'in bulundu-
gu gb’sterilmigtir (16=18). Bunlarin gergek gérevieri tam olarak bilinme-
mektedir. Vignais ve Vignais (19)°e gbre, GSH sitosolde oldu§u gibi oksi-
danlarin (20) etkisini tamponlayarak, mitokondri proteinlerinin (-SH)
gruplarini redijkte balde tutar. GSH'nin proteinlerdeki (-SH) gruplarina
modifiye ederek mitokondri ic zarwnin gecirgenlijini de§istirdigi de vur-

gqulanmaktadzr (12).

b) Tiyol oksidanlardan olan hidrojen peroksit (H202) ve superoksit
anyonu (02 ). az konsantrasyonda da aolsa, aerobik hiicrelerin normal meta-

bolitleri arasindadir (Sekil-1).

Hicre icinde H202 ve Ozm nin artmasi, HO ve 02' radikallerinin
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SEKIL-1. Hidroﬁemksit metabolizmasl. Kisaltmalar : UQH®, ubikinon radikali; 057, superoksit aryonu ;
HO®, hidroksil radikati; ROOH, alkil peroksit ; AH, , BHy, DH, rediktan bilesikler,
[Chcnce (17 ) den ollnm:gtlr.] :




olugmasina neden olur. Bu yapilar, serbest radikal zincir tepkimelerini
baslatarak, organik peroksitlerin seantezine ve zarin lipit kismindaki doy-
mamis yaF asitlerinin peroksidasyonuna yol agarlar (21). Sonug olarak zar

yapisi bozulur.

* Hierede H202‘i ve 02-' cesitli kaynaklardan elde edilir. Urmegin sigan
karaciderinde, percksizomlar hiicre H202 igin ana kaynaktir. Oksidaz tep-
kimeleri sonunda olugan bu bilegik, genel olarak organel iginde katalaz
(Kat) tepkimesi ile yikilir (22). Gok az miktarda H,0, sitosole diffiizle-

nir.

Sitogsoldeki H202 *in ana kaynadinin mitokondri (23) ve endoplazmik
retikulum (24) oldudu gésterilmigtir. Ksantin oksidaz ve aldehit oksidaz

tepkimelerinin katkisi Snemsizdir.

Sitogolde 02—,, flavin ve demir-silfiir igeren enzimler araciligi
ile (25), mitokondride ise redikte ubikinonun oto-oksidasycnu (26) sirasin-

da olugur.

Bu yapilarin hiicre ig¢i konsantrasyonlari superoksit dismutaz (S0D),

Kat ve GPer ile kontrol edilir.

GPer sitosol ve mitokondrideki organik peroksit ve H,0, 'yi metaboli-
ze ederek, zar lipitlerinin peroksidasyonunu énler. Ag¢ida ¢ikan GSSG, GSSGR

tarafindan tekrar GSH'ya dénilgtiirdlir.

Son yillarda, Jocelyn (27) tarafindan GSH'nin mitokendride hidrope-~
mksitleri GPer'e gei-ek duymadan rediikleyebildidi géisﬁer.ilmi.gtir. Mito-
kondride, tiyoi éksidanlar olarak gééitli diazen ve hid;operoksitlei"kul*=
lanilarak yapilan bir diger caligmada &’a, bu oksidanlarin agadida verilen

redoks sistemi ile rediklenerek etkisiz hale getirildigi saptanm.r.g’tir (28).



s Transhidrogenaz + GSSGR

Substrat + NAD 5 y NADP ————_3 GSSG = Tiyol Oksidan
I "y

Caligmada, rediksiyonun enerji isteyen bir olay oldugu, (~SH) grup=-
larina badlanan N-etilmalimid (NEHM) ve p~hidroksimerkliribenzoat, ayrica

malonat ve "wncoupler”lar tarafindan inhibe edildifi gdsterilmigtir.

Redoks sisteminde transhidrogenaz tepkimesi ve tiyol oksidanin redik-
lenmesi enerji isteyen kademelerdir. Bu iki kademede molekiiler yapilari ta-

riflenmeyen yiiksek enerjili ara bilegiklere gerek duyuldugu sanilmaktadir.

GSH 'nin Detoksifikasyondaki Yeri :

Bazi ilag ve bilegiklerin karaciderde P-450 monooksijenaz sistemil
ile oksidasyonu sirasinda, hiicrede toksik etki glsteren Hy0, s O‘?w, aldehit
ve epoksit gibi lirinler olugur ve GSH'nin katildid: tepkimelerle detoksi-

fiye edilirler (5,22,29).
GSH bu tipkimelerde :

1. Reduktan olarak yer alir (peroksit reditksiyonu)

GSH GSS5G
P""’450 d= '\\"‘.,' /.7’
NADPH + O, ~———————3 NADP + H O, —w—sclo—ey H 0
2 2 2
{substrat) GPer

2. Kofaktdr olarak yer alir (aldehit ve G-ketoaldehit oksidasyonu)

NAD® ~ NADH
P=-450 GSH
R=CH 3 RH + HCHO — ., S-hidroksimetil s Formil
NADPH glutatyon Formaldehit glutatyon
o P ‘ dehidrogenaz
/GSH
e -> HCOOH

Pormil-glutatyon
hidrolaz



3. Nukleofil olarak yer alir (ilag konjugasyonu)

P=-450 GSH
Bromobenzen —————» Bromobenzen epoksit = > Bromofenil glutatyon
NADPH ’ Glutatyon-S-
0, transferazlar

Calismalar genellikle, fenobarbital verilerek P-450 sistemleri indik-

lenmig (30) siganlardan elde edilen hepatositlerde yapilmigtirr.

Hepatositlerin bulundugu ortama H 202 olugumuna yol agan etilmorfin,
aminopirin ve perfluoro-n~heksan ilawve edildiginde, ortama GSSG salindida
gbzlenmigtir (22). Bu bulgu olugan H,0, nin GPer tepkimesi ile rediklenme~-

sine bhagdlidir ve ortama GSSG verilir.

Dietilmaleat (DEM) verilerek karacifer GSH seviyesi % 80-90 kadar
diigiiriilmis deney hayvanlarindan elde edilen hepatositlerde deney tekrar-
landi Jinda hepatositlerde 3202 konsantrasyonunun arttidi, GSSG saliniminin
ise olmadi§i gbzlenmigtir (31). Ortamda GSH olmadigr igin Hzoz, GPer tep-

kimesi ile yikalamamgtir.

ITlaglaran iW-demetilasyonu sirasinda ac¢ida ¢ikan ve toksik olan formal~
dehit, GSH nan kofaktSr olarak girdigi tepkimeler dizisi ile formik aside
dénugtirilir (32). Hepatositler DEM ile inkiibe edildikten sonra, formalde-
hit konsantrasyonundaki dligme incelenmig ve ortamdaki GSH konsantrasyonu-
nun azalmsz nedenigle diisliziin koﬁtrola nazaran daha yavas oldugu saptan-

mgtir (33).

Bazi bilegik ya da ilaglar da P~450 sistemi ile oksitlendiklerinde
(ya da baska tepkimelerle) elektrofilik metabolitler olugtururlar. Bu konu-
da ya_p.llén caligmal arda model bilegik olarak bromobenzen ve asetaminofen

kullanilmstir. Bromobenzen P-450 sistemi ile, sitotcksik etki gOsteren,



elektrofilik 3,4-bromobenzen epoksite déniigir (34,35). Bu bilegik glutat-
yon-S-transferazlar aracalidy ile GSH ile konjuge olarak detoksifiye edi-

lir,

Hepatositlerde hiicre zari NADH'ya ge¢irgen dedildir. Siganlara DEM
verildiginde, 3,4-bromobenzen epoksitin sitotoksik etkisi nedeniyle, zarin
NADH'y1 gecirdidi (36); ortama GSH sentezine yol agan sistein ya da metiyo-
nin (sistatyonin metabol ik yolu ile metiyoninden sistein sentezlenebilir)

ilave edildidinde ise bu etkinin azaldig: gozlenmigtir (37).

Karaciderde sentezlenen konjuge bilesikler, bdbrek hiicrelerinde mer-
kapturik asit tiirevlerine déniigerek atilirlar. Parasetamol kullanilarak ya~
p.zlém bir galigma (38) ile, agajida g8sterildigi gibi karacigerde, parase-
tamol~glutatyon konjuge bilesifinin sentezlendigi, bSbrekte ise bir seri

tepkime sonunda parasetamol-N-asetilsisteine déniiserek, atildig:r saptan-

migtir.,
Karaciderde
p=450 GSH
Paragsetamol —————= Elektrofilik bilegik A, > Parasetamol glutatyon
NADPH Glutatyon=5-
02 transferaz
Bédbrekte
Parasetamol Parasetamol Parasetamol
glutatyon Y=glutamil sisteinilglisin Sisteinil- sistein N-asetil
transferaz glisinaz transferaz
Parasetamol

N—-asetilsistein

Sonug olarak, ilaglarin metabolizmasi sirasinda P-450 sistemi tarafin-.
dan olusturulan bilegiklerin sitotoksik etkisinin GSH tarafindan énlendidi

savunulabilir.



GSH ‘nan Amino Asit Transportundaki Yeri :

y-Glutamil déngiisii Meister ve arkadaslar:i (39,40) tarafindan bir
amino agit transport mekanizmasi olarak sunulmugtur. Glutatyon sentez ve
yikama ile ilgili tepkimeleri icerir (41). GSH dan y-glutamil kalintisi-
nin hiicre digi amino aside transferini katalizleyen y-glutamil transpep-~
tidazin zarsal bir enzim olduju ve transporttan sorumlu hicre zarlarina
(jejunal villi, proksimal renal tiibiil) badl: olarak bulunduju gésterilmig-

tir (42).

Déngiiyle ilgili son calismalar Szellikle bir anahtar enzim olan
y-glutamil transpeptidazla ilgilidir. Zar tizerindeki konumu, amino asit

Szgiilliifii ve kinetik ézellikleri aragtirilmaktadir (43,44).

GSH 'nan Sistein Deposu Olarak Xullanilmasi :

Sisteinin sulu ortamda ¢ézinirliigii azdir. Bu nedenle GSH'nin y~glu-
tamil déngiisinde yikilmas: ile agidia ¢ikan sisteinin protein sentezinde

kullanildids savunulmaktadir (8,45).

Protein sentezi igin gerekli dider amino asitlerin, hiicre igine ayna
déngii ile tasinabilecedi dbginiiliirse, bu olayin sistein olugummu hizlan-

diracagr sdéylenebilir.

GSH 'nin Prostaglandin Endoperoksit Metabolizmasindaki Yeri :

11k kez 1964 de GSH'nin prostaglandin metabolizmasi igin gerekli ko-
faktér cldudu ileri stiriilmigtiir. Prostaglandin endopercksit me tabol izma-

sinda GSH'ya bafamli dért enzim yer alir.

1. Prostaglandin endoperoksit E-isomeraz : Labil bir enzimdir ve GSH'~

-

nin enzimi inaktivasyondan korududu diiginiilmektedir (46).
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2. Prostaglandin endopercksit D-isomeraz : GSH yi1 kofaktdr olarak

kullandidy gdsterilmigtir (47).

3. Glutatyon-S-transferazlar : Transferazin tipine bagli olarak,
endoperoksitten prostaglandin F, E ve D karigimlarinin olugumunu katalize

ederler (48).

4. GPer : 15-hidropercksi-prostaglandinlerin 15-hidroksi prostaglan-
dinlere dénitiglimiinii katalize eder. Bununla beraber, son yillarda prostaglan-
din endopercksit sentetazin ayni zamanda GPer'e benzer aktivite gisterdigi

saptandidindan GPer‘'e gerek olmadidi savunulmaktadir (49).

GSSGR'in Genetik Ozellikleri :

Enzimin insanda polimorfism gésterdidi ve autosomal olarak kalitil-
dir§z ilk kez Long (50) tarafindan gdsterilmig ve seliiloz asetat elektrofo-
rezi ile, alyuvarlarda §, FS ve F olmak lzere {g fenotip saptanmigtir. S,
siklikla karsilasilan ve elektroforezde yavag yiriiyen varyanti gosterir.
F, ender rastlanan, elektroforezde hizli ylirliyen varyanttir ve aynl arag-
tirici tarafindan spesifik aktivitesinin S'e kayisla yiksek blduc‘ju bulun-

mugtur.

Alyuvar calismalar: ile §, F ya da FS varyantina sahip olduklari
saptanan bireylerin, akyuvarlarinda yapilan elektroforez galigmalar: da
ayni sonucu vermigtir (51). Bu bulgu her iki tip hicrede, enzimin ayni ge-

netik kontrol altinda oldugunu goésterir.

Primer gutta F ve FS siklidr artar (50). Buna bagli olarak, hastalar-
da gbzlenen alyuvar GSSGR aktivitesindeki artig difer hiicrelerde de bekleneg-

bilir (ayni genetik kontrol altinda oldudu diiginiiliirse) ve agiri NADPH ge-—
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reksinimine yol agar. Pentoz fosfat yolu hizlanarak (52), hiicrelerde bu
yolun dider liriinii olan pentoz 5-fosfatin konsantrasyonu artar ve agiri

miktarda purin nikleotidler sentezlenir.

Primer gutta gdzlenen urisemi, yukarda anlatilan mekanizma lile plirin
nukleotidlerin fazla sentezine ve yikilarak iirik asit olugturmasina baglan-

maktadir.

Ev farelerinde (Mus Musculus) yapilan bir caligmada, bébrekten ali-
nan &meklerde GSSGR geninin kromozom lzerindeki yeri saptand: (53). GSSGR
geninin {Gr-l) sekizinci kromozomda, sentromerde esteraz-l (Es~l) ve glu~
tamat oksaloasetat transaminaz-2 (Got-2) ile yanyana, Es-l-Got-2-Gr-l gek~
linde yer aldidr gSsterildi. Ev faresinin gegitli tiirlerinde, insandakine
benzer gekilde Gr-la, r-.lb ve Gr—lab allellerinin ve buna bafl:r olarak
GR~14 (b1zli)}, GR-1B (yavag) ve GR-1AB (orta hizda) fenotiplerinin bulun-

dugu saptandz.

Firth ve arkadaglari (54) ise, farelerde GSSGR’in bdbrek, karaciger,
beyin ve alyuvar tiplerini aragtirarak, bu ddrt kaynakta, enzimin ayni

genet ik kontrol altinda oldugunu buldular.

Enzim eksiklidi vakalari da yayinlanmig ve enzim eksiklifinin non-

sferositik anemi ile elele.gittidi gbsterilmigtir (55).

Riboflavin eksikliginde de, apoenzimin FAD doygunlugu azal digindan

anemi gdzlenebilir (56).

Alyuvar ve akyuvar.GSSGR aktivitesinin, bir antitimoral ilag olan
1,3-big(kloroetil )~1-nitrozoiire ile tedaviden sonra, azaldigi bildiril-
mistir (57). Aktivitedeki azalma ilacin GSSGR'1 alkilleyerek inhibe etme-

sine badlanmaktadir.
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GSSGR’in Cegitli Kaynaklardan Saflastirilmasi, Molekiiler Yapisi ve Kinetik

dzellikleri -

Enzimle ilgili caligmalar baslica insan alyuvarlarinda yapirlmag, al-
yuvar GSSGR'inin fizikokimyasal (58), katalitik (59,60) ve immunolojik

6zellikleri (60) saptanmistir.

Alyuvar GSSGR’1 ilk kez Scott ve arkadaglary (61) tarafindan, (NH,),SO4
kesidi wve Ca3(Po4)2 jeli kullanilarak, kolon kromatografisi ile 18 000
kez saflastazraldi. Prostetik grup olarak flavin adenin diniikkleotid (FAD)
iceren ve daha az aktif olmak lizere NADH ile de tepkimeye girebilen enzimin
katalitik ézellikleri incelendidinde, lipoamid dehidrogenaza benzedigi goz-

© lendi.

Staal ve arkadaglari (62), ayni kaynaktan GSSGR'1 47 000 kez saflag-
tirdilar ve igerdigi flavin miktaraini Slgerek, 56.600 molekiil agirliginda-
ki iki alt birimden olusabilecedini vurguladilar. Enzimin toplam molekiil
afrrliginy ise Sephadex G=200 jei elemesi yontemi ile 115 000 + 4 000 ola~

rak saptadilar.

Massey ve Williams (63) tarafindan mayadan saflagtirilan GSSGR'in
alt birim molekiil adarliéy da igerdidi flavin miktaraindan 56 500 olarak
bulundu. Kavis ve Stellwagen (64) ise, sedimentasyon dengesi ve osmatik
basing caligmalari ile enzimin toplam molekiil afirlidani 120 000 * 5 000
olarak buldular. Ortama 5 M guanidin hidrokloriir katarak yaptiklar: sedi-
mentasyon ¢aligmasy ile, alt birir;w molekiil agirligany 51 500 = 3 000 ola-

rak saptadilar.

Worthington ve arkadaslari (65) alyuvar hemolizatina 6 UM FAD eklen-
difinde, aktivitenin % 40 arttadina gézlediler ve enzimi 40 000 kez saflag=

trrarak, kristallendirdiler.
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Insan alyuvar GSSGR‘1 bolimimiizde yapilan galigmalarla da saflagti~
rild: (66) ve haz: molekiiler Gzellikleri (67) aragtirildi. Enzimin N~ucu
amino asidi, dangilleme yontemi ile aspartik asit olarak tanimlandi ve
sodyum dodesil sulfat (SDS)°lr ortamda 10 mol (-SH) grubu igerdigi sap-

tandi.

Enzim, % 1 SDS ve % 1 2-merkaptoetanol igeren ortamda inkiibe edilerek,
% 10 luk poliakrilamid jel elektroforezine uygulandidinda 68 300 = 7 400

molekiil agirlidindaki alt birimlere ayrigtiga gézlendi.

SpS'1i ortamda yapilan Sephadex G-100 jel elemesi yintemiyle ise,

alt birim molekiil afirligr 69 500 + 1 800 olarak bulundu.

Enzimin kinetik &zellikleri de etrafli olarak incelenmis ve alyuvar

GSSGR‘inin "dizenli™ bisubstrat kinetidine uydudu gosterilmigtir (68).

Maya enzimi icin Massey ve Williams (63) tarafindan "ping-pong”,
Mannervik (69) tarafindan ise “ping-pong" ve "diizenli® mekanizmalarin ka-

rigimina uyan bir kinetik davranig énerilmigtir.

B 1iimiimiizde ayrica yapilan ¢aligmalarla, GSSG~NH(CH2) ¢ NWH-agarose
kolonu kullanilarak, afinite kromatografisi ile, insan akyuvar GSSGR'1 da

saflagtarildl (70).

Sephadex G-200 jel elemesi ycntemi ile, akyuvar GSSGR'inin molekiil
agirlida 120 000 £ 2 000 ; % 1 SDS ve % 1 2-merkaptoetanollii ortamda inki-
be edilerek, SDS-jel elektroforezi uygulandiginda ise, alt birim molekiil

afirlids 19 000 £ 2 000 olarak saptandi (71).

Akyuvar GSSGR'inin bisubstrat kinetigi incelendiginde, yiksek NADPH
konsantrasyonunda “ping-pong”, diigiik NADPH konsantrasyonunda "difzenli"

mekanizmaya uygun davrandidi gozlendi (72).
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Enzim WEM ile inhibe edilerek, aktif merkezinde (-SH) gruplarinin
varlidi gosterildi (73). NEM'in enzimi, NADPH ile Inkiibe edildikten sonra,
inhibe ettidi saptandi ve bu $zellige dayanarak, enzimin kinetik davrenigi

igin bir mékanizma dnerildi.

Cegitli iyonlarin alyuvar (61,68) ve maya (74) GSSGR'inin aktivite-
si iizerine olan etkisi de aragtirilmsg; maya enzimi icin enzim aktif merkezi
ya da yakininda en az iki anyon bajlama b6lgesinin bulwnabilecegi ileri si-

rill migtiir.

Mayada, NADPH'dan aktif merkeze elektron transferinin mekanizmasi
"gstop-£low" kinetik yéntemiyle incelenmis ve kinetik olarak birbirinden

ayirdedilen ii¢ kademenin oldugu gdzlenmigtir (75).

k k k
2 3 4
A T~ B = C > D

ky

Kinetik modelde, enzimin okside gekli olan A, enzim~substrat komp-
leksi B (E~NADPH) ile "hazli denge”ye girer. C, NADPH'dan enzime hidrit
transferi ile olugan redilkte enzim formunu, D ise, redikte enzimle NADPH 'nan
olugturdudgu EH ,~NADPH kompleksini ¢gésterir. Bu durumda tepkime igin 2 NADPH

molekiiliine gerek vardir. Fakat EH, 'ye NADPH 'nin baglandidini saptayan bir
calisma yoktur. Verilen modelin, tepkimenin timi igin hiz kisitlayici

kademe oldugu ileri stiriilmektedir.

Lipoamid dehidrogenazda ise hiz kisitlayic: kademe EH, nin lipoamid
tarafindan tekrar oksidasyonu kademesidir (76). Bu nedenle iki enzim bir-

birinden farklanmaktadir.

Alyuvar enziminin iki alt birimden (58,77) olugtugu kesinlegtikten

sonra, molekiil yapisima aydinlatmak igin daha etrafli galigmalar gapild:r.
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Enzimin alt birimlerinin boyutu 5.5 x 5.0 x 4.5 nm olarak saptanarak,
NADPH ve GSSG baglama bSlgelerinin bir alt birim iizerinde birbirlerine

zit ydénde yer aldidi gbsterildi (78).

Krohne ve arkadaglari (79), adenosine-2°*,5'-difosfat-Sepharose 4B
kullanarak, afinite kromatografisi ile, 90 litre alyuvardan 200 mg kris-
- tal halde enzim elde ettiler. X-igini difraksiyon analizinde de kullanila-
bilecek saflikta olan bu enzim Smedini, karboksimetilleyerek, CH-Br'le
pargaladilar ve alyuvar GSSGR'inin aktif merkezindeki amino asitlerin aga-

§1daki gekilde dizildigini saptadilar.

Leu-Gly-Gly-Thr~Cys=Val~Asn-Val-Gly~Cys-Val~Pro-Lys-
i : b

Maya GSSGR'inin ve lipoamid dehidrogenazin aktif merkez amino asit
dizisi de aynadir (2). Bu sonuc, 1963 de yayinlanan Scott ve arkadaglari

(61) 'nin bulgularin: desteklemektedir.

Schulz ve arkadaglari (80), elde ettikleri kristal haldeki GSSGR
(79) ‘a, Xx~igani difraksiyon analizini uygulayarak, elektron dansite hari-

tasinz hazirladilar ve konformasyonunu aydinlatt:ilar.

Alyuvar GSSGR°inin konformasyonu, prostetik grup FAD'nin yeri, NADPH

ve GSSG baglama bélgeleri Sekil 2‘de gbriilmektedir.

Enzimin ikincil (sekonder) yapisinin % 31°ini heliks, % 28'ini ise

B-tabakali yapi olugturmaktadir (Sekil 3).

Ayni aragtizmaci grubu (81) tarafindan, enzim tripsin, kimotripsin
ve termolisinle parcalara ayrilarak, bu peptitler saflagtirilmig; amine

asit diziginin biiyiik bir kismi saptanmigt.lru

Alyuvar GSSGR‘1nin 450.amino asidi olan histidinin de katalizde yer

aldid:r ileri stirliilmektedir (82).



iC BOLGE

SEKIL_-2. ki alt birimden olusan alywar GSSGRInin konformasyonu. Ad ve PP, NADPH ve FAD’ye ait
adenin ve pirofosfat gruplarinin bagtonma bolgelerlnl gésterir

[ Schutz (80)den almrmistr. ]
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SEKI'L_3. Alyuar GSSGR’ina it biralt birimin ikincil yopist. Helks yopisi dikddr tgenlerle, P__tubakcull yapt
~ Oklarla  gdsterilmistit Kareli bélgeler Rossmann Kikliimieridir. Koyubolgelerin amino asit dizisi
[Schulz (81) taafindan soptunmlstlr]
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Enzim, ayrica insan lensi (83); domuz alyuvarlari (84); sigan, fare
ve tavgan kai'acigieri {85-87} ile szélr.akcig‘ieri (88) ‘nden saflagtirilarak,
molekiiler ve kinetik &zellikleri iizerinde aragtirmalar yapilmigtir. Cegitli
tiirlerde karaciderden saflagtirilan GSSGR'in alt birim yapisi agisindan,

alyuvar enzimine benzedidi anlagilmigtir.

Son yallarda, mayadan saflagtirilan GSSGR'in, Koenzim-A ve GSH'dan
olugan karigik bir disiilfidi de substrat olarak kullanabildigi gosteril-

migtir (13).

AkciSer Dokusunda Yapilan GSSGR ve GSH ile Ilgili caligmalar :

Literatiirde akcider GSSGR'1 ile yapilmis etrafli bir g¢aligma yoktur.
Yalniz Moron ve arkadaglari (89) tarafindan sig¢an akciger GSSGR'inin se-

viyesi 5lgiilerek yayinlanmistair.

Akciderde GSSGR aktivitesi, ¢bziinebilir proteinin 'miligrami bagina
0.0418 * 0.0147 i}, karacijerde ise 0.0569 % (0.0071 U olarak saptanmigtir.
Karacigerin protein igerigi daha yiiksek oldugu ig¢in, verilen bulgularla
iki dokudaki enzim aktivitelerini kargilagtirmak hatali son&g verir.
Gercekten de akcijerde, yas adirlidain grami bagina total protein, 91.8 &
23.7 mg; karaciderde 151 * 26 mg olarak bulunmustur. Akciderde ¢lziinebilir

protein yilizdesi % 24, karacijerde ise % 47 dir.

GSH, akciferde c¢bzinebilir proteinin miligrami bagina 0.0714 * 0.016
wmol, karaciderde 0.0949 * 0.0206 ymol olarak saptanmigtir. Total akciger
glutatyonunun % 6 s1 GSSG geklindedir. Caligmada, in vivo gartlarda enzim

aktivitesinin bu dengeyi kor uyabildigi savunulmaktadir.

Akcijer glutatyon-S-transferaz aktiviteleri de, karacigere Kiyasla

digiiktiir. Buna karsilik, aren oksitleri (polisiklik hidrokarbonlarin



- 19 -

karsinojenik metabolitleri) detoksifiye eden benzpiren oksijenaz aktivi-
tesi, bu bilegiklerle kargilagma olasiliia fazla olan, akciderde daha yik-

sektir.

Yayinlanan bir histokimyasal ¢aligmada (90} da, GSH’'in &zellikle

interalveolar epitél hiicrelerinde lokalize oldudu gdsterilmigtir.

Sunulan caligma, si1d1r akcider GSSGR’inin saflagtirilmasi ve bazi

molekiiler dzelliklerinin saptanmasi igin yapilmigtir.

Si§1r akeigerinde, iyonik Szellikleri agisindan farkli, dért GSSGR
isoenziminin bulwndudu anlagilmaktadir. Dedisik fizyolojik géreve sahip
hiicreler (91~94)'in olusturdudu bir organ olan akcigerin, birden fazla

GS5SGR iscenzimini icermesi dodaldir.

Daha saf enzim 6rnekleri elde etmek ve iscenzimlerin ézellikle, ki-

netik davraniglarini saptamaek amaciyla caligmalara devam edilmektedir.



ARAC, GEREC¢ ve YUONTEMLER

Araglar :

Calismada yapilan santrifiijleme iglemlerinde, 80 000 g igin Beckman
Model L3-50 ultrasantrifiiji; 5 000 g — 20 000 g arasinda Sorvall Model
55-3 Superspeed santrifiijii; dijerlerinde ise Size-2 Model K Intematicnal

santrifiijti kullanildx.

Protelin dlciimleri ve A280 okumalari Zeiss PMQ IT spektrofotometrew

| sinde yapildi. 2ktiviteler Beckman Model 25 spektrofotometresinde saptandli.

Poliakrilamid jel elektroforezi Buchler Firmasi’na ait elektroforez

arac: ile uygulandi.

Kolon kromatografileri Pharmacia Fine Chemicals Firmasi'ndan sagla-

nan kolenlarla yapildz. ...

Geregler :

GCaligmada kullanilan bilegikler kimyasal olarak saftir.

Si1dar serum albumini, Armour Pharmaceutical Chicago, Amerika'dan;
laktik dehidrogenaz (LDH), WADPH, Boehringer, Mannheim, Bati Almanya'dan;
bromfenol mavisi, fenol ayraci, Fisher Sci. Comp., Waltham, Amerika'dan;
CH-Sephadex C;—SO,, Sephadex 6;150, mavi dekstran 2000, Pharmacia Fine

Chemicals, Uppsala, lsvec'den; Amido siyahr B , 2-merkaptoetanol, Serva
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Fine Biochemica, Heidelberg, Bati Almanya'dan; GSSG, tris (hidroksimetil)
aminometan (Tris), aldolaz, enolaz. fepilmétilsulfmil fluorir (PMSF),
Sigma Chem. Comp. Saint Louis, Amerika'dan; DE-32 selliilloz Whatman Inc.,
New Jersey, Amerika'dan; akrilamid, amonyum persulfat, W, '=metilenbisakri-
lamid, N,H,H',N'-tetrametiletilendiamin (TEMED), rikoflavin, heksckinaz,
etilendiamintetraasetik asit (EDTA) ve tampon c¢ézeltilerin hazirlanmasin-
da kullanilan dider bilegikler British Drug Houses Ltd., Poole, Ingiltere'-

den sadlanmigtar.

mnzim Kaynadi : Enzim kaynadr olarak mezbahada yeni kesilen sigir-

lardan alinan akcierler kullanilda.

Yontemler :
Enzim Aktivitesinin Saptanmasi :

Staal ve arkadaslari (62) tarafindan dnerilen yéntem dedigtirilerek
kullanildi. 100 mM sodyum fosfat tamponu pH 6.5 , 5 mM EDTA, 1 mM GSSG,
: o
0.12 mM NADPH ve yeterli enzim drnedi igeren bir ortamda, 37 C’da NADPH ‘nan -

oksitlenmesi, 340 nm de spektrofotometrede, 3 dakika izlendi.

Enzim Uhitesi : Yukardaki kosullarda, dakikada 1 Umol NADPH'yi ok-

sitleyen enzim miktar: olarak tanimlandi.

Spesifik Aktivite : Bir miligram protein bagina digen enzim inite-

si olarak tarif edildi.

—

Protein Miktarlarinin Saptanmasi :

Warburg (95) tarafindan d¢nerilen yéntem xullanildi. Ormeklerin, Spek-

trofotometrede 260 nm ve 280 nm'de optik dansite (0.D.) olarak absorbanslari
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Slculdii ve agadrdaki egitlik yardimiyla, igerdikleri protein miktarlar:

hegzaplandz,

1.55 x (0. - .76 x (0.D.) = mg protein/ml Grnek

D380 260

Spesifik aktivitelerin hesaplanmasinda kullanilan protein miktarlar:s
Lowry (96) yéntemi ile saptandi. Bu ydntem, yukarda tariflenen ydntemden

10-20 kez daha hassastair.

Yaklasik olarak 5-100 gamma protein igeren 0.02 ml Gmege, 2.5 ml
bazik bakar sulfaf; ayrac: (yéntemde tariflendidi gekilde tartarat iginde
hazirlanmsg) ilave edildi. on dakika oda sicakliginda beklletildik'ten sonra
0.25 ml 1 N fenol ayrac: (97) ilave edilerek, 30 dakika sonra 750 nm'de

spektrofotometrede okundu. Standart olarak sifir serum albumini kullanild:.

Sephadex G-150 Jel Elemesi Yéntemiyle Enzimin Molekiil Afirlidinin Saptanmasi :

calismada Andrews (98)'un tarifledigi yéntem kullanildi. Bu yontem Gzel-
likle globular yapidaki prote.‘inlerin' molekiil afirliklarinin saptanmasinda
dogru sonug verir. Molekiil agirlig§i bilinen proteinlerin molekil agarlikla-
ranin logaritmas;ile, jel=kolonunda Slgiilen yikama héc:.mlam arasinda stan-
dart grafidi c¢izilir. Molekiil adirlidr saptanacak proteinin yikama hacmina

karsit gelen molekiil adirligi, standart grafifinden bulunur.

Yikama hacimlari, proteinlerin varsa aktiviteleri dlgiilerek ya da
mor &tesi (U.V.) dalga boylarindaki maksimum absorbanslarindan yararlana-

rak saptanir.

Caligmada jel olarak Sephadex G~150 kullanildi. Standart grafigini
cizmek icin, parantez icinde molekiil agirliklari verilen albumin (68 000),

heksokinaz (102 000), LDH (140 000), aldolaz (156 000) ile enolaz (200 000} ‘in
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herbirinden 2 mg tartildy wve 2 ml, 100 m¥ sodyum fosfat tamponu pH 7.5 da
¢ozilerek ayri, ayri Sephadex G-150 kolonuna (1 x 25 cm) uyguland:.

Mavi dekstran ve GSSGR Omekleri de ayri ayri uygulandi.

Jelin dengelenmesinde ve yikamalarda % 0.1 2-merkaptoetanol igeren

100 mi sodyum fosfat tamponu pH 7.5 kullanildi.

Yikamalarda akis hizi 21 ml/saat olarak diizenlendi ve 2.5 ml'lik

fraksiyonlar toplandi.

Enzim érnekleri igin, yikama hacimlarimin bulunmasinda aktivitelerin-
den, standart proteinlerin 280 nm ve mavi dekstranin 625 nm'deki maksimum

absorbanslarindan yararlanild:.

Poliakrilamid Jel Elektroforezi :

Poliakrilamid jel elektroforezi, proteinleri elektriksel yiklerine,
molekiil bilyiikliigii ve gekline badli olarak birbirlerinden ayirdetmek igin

kullanilir (98).

Jel, akrilamid ve badlayici (cross-linker) olarak kullanilan bis
akrilamid (¥,¥'-metilenbisakrilamid)'in polimerizasyonu ile olugur. Ribo-

flavin-TEMED ya da persulfat-TEMED karigimlari katalizdr olarak kullanilair.

Jelin gozenek biiyiikliigi akrilamid ve bisakrilamidin konsantrasyonlari-

na bagli olarak degigir.
Calismada Davis (100} tarafindan énerilen ydntem kullanildi.

Jeller 0.9 cm x 10 cm boyutlarindaki polietilen tiplerde olugturuldu

ve tic tabaka olarak hazirlandz.
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1. Omek iceren tabaka : Bu tabaka % 2.5 akrilamid jell igerecek

gekilde hazirlandi ve katalizdr olarak riboflavin~TEMED karigim kullanildi.

2. Genig gﬁzenekli jel tabakasi : Omedin konsantre olabilmesi igin,

% 2.5 akrilamid jeli igerecek gekilde hazirlandi.

3. Kiigiik gozenekli jel tabakasi : Proteinlerin birbirinden ayrilmasi-~
n1 sadlayan bu tabaka % 10 akrilamid jeli icerecek gekilde hazirlandi. Jel

olugumu persulfat-TEMED karigimi ile katalize edildi.

Elektroforez tampon ¢ézeltisi olarak 25 mM Tris-glisin tamponu pH 8.3
 kullanildi. Elektroforez énciil bilegigi olarak katodun batirildigi tampon

¢Bzeltinin litresine 1 ml % 0.001 hromfenol mavisi ilave edildi.
Elektroforez tiip bagina 5 ma akim verilerek yapildr.

Protein bantlar:i % 7 asetik asit i¢inde hazirlanmig % 1 Amido siyahi
B ile bir saat siireyle boyandi ve elektroforez ¢Szeltisi olarak % 7 asetik
asit kullamilarak, proteinlere baglanmayan boya, jelden elektroforezle uzak-

lagtarildi. Elektroforez sirasinda tiip bagina 10 mA akim verildi.

Jeller % 7 asetik asit iginde sogukta sakland:.



GSSGR 'in Saflagtirilmasi ¢

Si1§1r akcider GSSGR'1 agadidaki kademelerle kismen saflagtiraldi.

o
Deneyler 4 C da yapzlda.
1. Akcider Homojenatinin Hazirlanmasi :

Mezbahada yeni kesilen sidirlardan alinan akciger Srnekleri kiyma
makinesinde, kiyma haline getirildi. Kani uzaklagtirmak i¢in, 1 mi EDTA
iceren 50 mi sodyum Ffosfat tamponu pH 6.8 ile yikanarak, Buchner hunisin-

den siizdldi.

Bir kisim yag agirlik bagina, i¢ kisim 1 mM EDTA igéren 50 my sod-
yum fosfat tamponu pH 6.8 katilarak, "Waring Blender” ile 5 dakika homoje-

nize edildi.
2. Santrifiijleme :

Homojenat énce 2500 rpm'de santrifij edilerek, hiicre parcaciklara
atildi. Sonra 14 000 g’'de 30 dakika, ardindan 80 000 g'de iki saat sant-

rifiij edildi. Supernatan bir sonraki kademede kullani:ldi.
Bu iglemlerle 1.5 kez saflagma saglandz.

Elde edilen supematandan alinan bir érnekte, kontrol deneyleri
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yapzlarak, enzim aktivitesinin saptanabilmesi igin gerekli en uygun gart-

lar aragtirildz.
Kaontrol deneyleri :
a) GSSGR aktivitesl iizerine pH'nin etkisi :

Bunun igin, pH 4.0 ve pH 5.0 ‘de, 0.2 ¥ H3P04 ile 0.2 M NaHéPO4 H

pH 6.0 = pH 7.5 'de 0.2 MIJ&H2P04 ile 0.2 M Na2HPO4 ; pH 8.0 ve pH 10.0

da ise 0.2 M Na2HP04 ile 0.2 M Na PU4 karigimlari tampon olarak kullanil-

3
dx (101),

Hiz ve pH arasinda ¢izilen egri iki platoya sahiptir (Sekil 4). Bu
tip edriler "diprotik" sistemlerde gdriiliir ve birden fazla aktif enzim

formunun bulundudunu gésterir.

Enzim aktivitesi igin en uygun (optimum) pH 6.5 olarak saptand:r ve

aktivite Slgilimlerinde ortam, pH 6.5 'da tutuldu.

b) GSSGR aktivitesi tlizerine scdyum fosfat tamponu konsantrasyonunin
etkisi : pH 6.5'de aragtirildir ve distk sodyum fosfat konsan trasyonunda

aktivasyon, yiiksek konsantrasyonda ise inhibisyon gozlendi (Sekil 5).

Enzim aktivitesi icin en uygun (optimum)} tampon konsantrasyonu 0.1 M
MM&S@MMlmaﬂﬂﬁe&@ﬂum@,m@mfﬁﬂtﬁmmmmkm-

santrasyonu 0.1 M'da tutuldu.

¢) Akciser dokusunda bulunan proteazlarin enzim aktivitesini inhibe
etme olasilidina kargi, homojenatin mililitresine 50 \Ug BHSF (proteaz in-
hibitérii} (102) ilave edildi we on gin sﬁreyle spesifik aktivitedeki degig-
me incelendi. Proteaz inhibitdrii igceren ve igermeyen Srneklerin spesifik
aktiviteleri arasinda énemli bir farklilik saptanmadidindan, diger kademe-

lerde ortama PMSF ilave edilmedi.
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3. Hemoglobinin uzaklagtirilmasi :

Birinci kademede yikama ile uzaklagtirilamayan kandan gelen hemoglo-

binin ayrilabilmesi igin DE-32 selliilozdan yararlanilda.

a} DE-32 selliiloz kolon kromatografisi ve lineer NaCl gradyeni kul-
lanarak hemoglobinin uzaklastizilmasi : ltkinci kademeden elde edilen en- -
zim érnedi "Centriflo, CF 50A" zar konlileri kullanilarak konsantre edil~
di ve hacminin 100 kati hacimda, 10 mM sadyum fosfat. tamponu pH 7.,Q ye

kargi diyaliz edildi.

Diyalizat 10 mM sodyum fosfat tamponu pH 7.0 ile dengelenmig, DE-32

sellilloz kolonuna {2.5 x 50 cm} uygulandi.

Enzim kolondan, 10 mM sodyum fosfat tamponu pH 7.0 iginde hazirlan-
mig 0 - 0.5 M NaCl lineer gradyeni kullanilarak elue edildi (Sekil 6).
akis hizi 24 ml/saat olarak ayarlandi ve 2.5 ml'lik fraksiyonlar halinde

toplanarak, drmeklerde aktivite tayini yapildi ve 2,00 dederleri saptandi.

Lineer gradyen uygulanarak, hemoglobin tamamen uzaklagtiralabildi.
Fakat, aktivite dadinik bir sekilde elue oldu. Bu nedenle agaji konkav

bir NaCl gradyeni denenerek, caligma tekrarlandi.

b) DE-32 selliiloz kolon kromatografisi ve agagi konkav HaCl grad-
yeni kullanarak, hemoglobinin uzaklastirilmasi : Agagdr konkav gradyen
Bock (103) tarafindan tariflenen ve kesitlerinin orani (A2 : 111‘1 ) iki

olan, silindirik kaplarda hazairland:.

GSSGR, yukarda anlatildidi sekilde, DE-32 selliiloz kolonnundan 25 mM
sodyum fosfat tamponu pH 7.0 iginde olugturulan 0 - 0.5 M NacCl konkav

gradyeni kullanilarak elue edildi (Sekil 7).’
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Birden fazla aktivite piki vererek elue olan enzimin DE~-32 sellii-
loza "non-~spesifik" olarak badlanabilecedi diigiintilerek, "batch wise" yén-

temi uygulandz.

c¢) "Batch wise" yéntemi ile hemoglobinin uzéklagt:.r.t.lmasz. : fkinci
kademeden elde edilen supernatana egit hacimda DE~32 selliiloz suspansiyo-
nu (10 mM sodyum fosfat tamponu pH 7.0 ig¢inde dengelenmig) katilarak bir
saaf:, manyetik karigtiricy: ile sodukta karagtiraldi. Buchner hunisinde,

10 mM sodyum fosfat tamponu pH 7.0 ile siizinti renksiz olana kadar yikand:.

Bu iglemle, enzim DE-~32 selliiloza baglanir (62), hemoglobin ise bag-

lanmaz ve yikama ile biiylik kism: uzaklagtairilabilir.

DE-32 selliiloza badli enzim, supernatan hacminin iki kati hacimda

0.5 M NaCl igeren 10 mM sodyum fosfat tamponu pH 6.6 ile elue edildi.

4. (NH4)2.SO4 goktlrmesi :

En uygun (NH,) 250 4 kesidini saptayabilmek icin, mililitresinde
0.26 mg protein ve 0.57 U enzim bulunan bir Srnekten, 30 ml'lik kisamlar
alinarak, (NH4)2304 agisindan % 30 ~ % 70 doygunluga getirildi. Sogukta
iki saat manyetik karigtirici ile karigtirilarak 14 000 g'de 20 dakika
santrifiij edildi. Supernatanlarda Warburg (95) yéntemi kullanilarak pro-

tein miktarlarr ve ayrica aktiviteler saptandi.

Gériil diigi gibi (Tablo-I) enzim aktivitesinin biiylik kismini igeren
bir kesit almak zordur. Enzimin timi % 70 (NH4JZSO P doygunlugunda ¢dkmek-
tedir. Bu ngdenle % 0 - % 70 (NHy),S0, kesidi kullanildi. GSSGR genig bir
(NH ) ,50, doygunlugunda g&kf;‘iig‘iii igin, islem bir saflasma kademesi olarak

degil, enzimi konsantre etmekte kullanzlda.
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Tablo~T : Akcifer GSSGR'inin (HH4)2304 ile ¢éktiirilmesi.

Q
~ 44
E @ ‘g—\
& 5 L w9
=t . o FERN )
SO % - O + M
Q3 +} b @ oD &R,
U o~ n B 0o~ A I 2~ % ]
NEo g o g o~ ~ )
T RS o B ~ ~ 5 B ~ - E
é? ™ 2 g.E\ ° *133 i m%g
5 3 5 g 8 o s 3 8
- 0 Ry - B+ L5 By )]
0 30 0.26 7.8 0.5700 17.100 2.200
30 30 0.25 7.5 0.43800 14.400 1.920
35 30 0.24 7.2 0.4400 13,200 1.830
40 30 0.23 6.9 0.4000 12,000 1.740
50 3¢ 0.22 6.6 0.3800 11.400 1.720
55 30 0.20 6.0 0.29200 8.700 1.450
60 20 0.19 3.8 0.2300 4.600 1.210
70 20 .18 3.6 0. 0002 0.004 0.001

Ugiincii kademeden elde edilen eluat % 70 (NH;)QSO4 doygunluguna geti-
rildi. Bir saat manyetik karigtarici ile karigtiralarak, 14 000 g'de 20
dakika santrifiij edildi. Enzimi igeren aktif ¢dkelti 10 mM sodyum fosfat

tamponu pH 6.6 icinde ¢dzildii ve Smek ayni tampona kars: diyaliz edildi.

Son iki kademedeki saflagma 18 kez olarak saptandi. Birinci kademe=

deki saflasma ile beraber yaklasik 30 kez saflagma elde edildi (Tablo~ITI}.
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‘ x
Tablo~II : Akcider GSSGR'inin saflagtirilmasi.

®
X
8 3 g
3 ~ K] th
~ 3 5 =3 3
] =~ E o Y+
O =1 U] v% 'ﬁ ] s
: R C R I N
g S opE BE §s 5= Es §& g¢
3 2 A< && 42 8. & g% K&
2500 rpm'de 440 5.11 2248.40 0.082 36,08 0.016 -
santrifiijleme

14 000 g ve 80 000 g'de

santrifiiileme 362 3.31 1198.22 0.066 23.96 0.020 1.5 1.5

"Batch wise"
(DE=32 selliiloz) 22 2.72 59.84 (0.984 21.65 0.362 18.1 27.2

(NH4 )2304 ile céktiirme

¥ 150 gr sidir akcier kiymasi ile baglandi.

5. CM-Sephadex C-50 kolon kromatografisi :

pSrdincii kademeden elde edilen diyalizat 10 mM sodyum fosfat tampenu
pH 6.6 ile dengelenmis CM-Sephadex C-50 kolonuna (2.5 x 50 cm) uygulandi.
Kolon 10 mM sodyum fosfat tamponu pH 8.0 ile yikandi. Akis hizi 24 ml/saat
olarak ayarlandi ve 4 ml'lik fraksiyonlar halinde toplanarak, orneklerde

aktivite tayini yapirld:r ve A280 dederleri saptand:.

Enzim kolendan I, II, IIT ve IV olmak iizere ddrt aktivite piki gek-

linde elue oldu (Sekil 8).

Daha iyi bir ayiraim elde edebilmek igin CM-Sephadex C-50 kolon kro-

matografisi calismalari geligtirildi.
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Bu nedenle, dérdincii kademeden elde edilen diyalizat, yukarda anla-
t1ldida gekilde hazirlanmig CH-Sephadex C-50 kolonuna (2.5 x 50 cm) uygu-
landi. Kolon, jelin dengelenmesinde kullanilan 10 mM sodyum fosfat tampo-
nu pH 6.6 ile yikandi. Yikama sirasinda alinan Smeklerde, spek trofotomet-
rede AZBO dederleri 8lgiildii ve yikamaya Sekil-9 da gériillen I ve II 1so-

enzimlerine ait proteinlerin elue olmasina kadar devam edildi (yaklagik

100 ml}.

sonra, kolon 10 mM sodyum fosfat tamponu pH 8.0 ile IIX. ve IV. iso-

enzimler elue olana kadar yikandl.

Kolon kromatografisi stiresince akig hizi 18 ml/saat olarak ayarlan-

di. 3 ml'lik fraksiyonlar toplandi.

6. DE-32 selliiloz kolen kromatografisi ile I ve II numarali isoen-

zimlerin birbirinden ayrilmasi :

Beginci kademeden elde edilen ve ist iiste ¢akigan I ile II numarali
izoenzimlere ait aktif fraksiyonlar birlegtirilerek, 10 mM sodyum fosfat

tamponu pH 7.0'ye kargy diyaliz edildi ve 5 000 g'de gantrifiijlendi.

Diyalizat 10 mM sodyum fosfat tamponu pH 7.0 ile dengelenmig, DE-32

selliiloz kolonuna (1 x 25 cm) uyguland:.

I ve II numarali isoenzimler, kolondan 10 mM sodyum fosfat tamponu
pH 7.0 iginde hazirlanmg 0 - 0.5 M NaCl lineer gradyeni kullanilarak
elue edildi. Akis hizi 12 ml/saat olarak ayarlandir ve 2.5 ml "lik fraksi-
yonlar halinde toplanan Smeklerde aktivite tayini ve A 280 degerleri

saptandi (Sekil 10).



a0
o
. -70
\/ Ive I
~ o/ 60
_
& ]
x
H..m/ 201 | 4 -50
) I
” N 4.0
m S
. ;X
~— /A
N X | f
‘ I 43.0
= AR : o I
10 roo
~ 1 \
V- o I o -20
! X
A __ 1./ o\ /
. X o
NN :
\ ‘
| v o/ . / 110
\_- / \x/ \o sf/ o
[+]
XII. \X\ oAXul.. . O\ o /x /
\x ‘IXI.I\X ll.lﬂx..n-.ﬂ.““-rl” o 0 — O \\\ /_/ ;
0 xlxlxlxlu..l\x 1 1 1 I X X Xm mm ===} " ] X~ x2 100
0 20 3 40 0 60 0 80

TUP NUMARASI

mmxwr.nw. CM- Sephadex C-50 kolon kromatografisi protili A x==x), Aogpdegerleri, (0—o) enzim oktivitesi .

AZBD (O'D)



2
—
wn

I

AKTIVITE (tinite /mi) x 10

3.0

TUP NUMARASI
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7. Sephadex G-150 jel elemesi ydntemiyle iscenzimlerin saflagtirilmasi :

Kademe 5 ve 6 dan elde edilen igocenzim I, YI, III ve IV'e ait aktif
fraksiyonlar ayri, ayri Sephadex G-150 jel kolonuna (1 x 25 cm) uygulandi
(Sekil 11 a-d)., Akig hiza 21 ml/saat olarak ayarlandir ve 2.5 ml'lik frak-

siyonlar geklinde toplandi.
Bu kademede iki tip dengeleme ve yikama tamponu kullanildi.

a) 0.1 M KC1 igceren, 100 mM Tris-HCl tamponu pH 7.5 : Jelin denge-
lenmesinde ve yikamalarda bu tamponla c¢aligildifinda, yaygin aktivite pik-

leri elde edildifinden,agadidaki tampon kullanildi.
b) % 0.1 2-Merkaptoetanol igeren 100 mM sodyum fosfat tamponu pH 7.5.

Yukarida anlatilan saflastirma kademeleri Szet olarak Tablo-III'de

verilmigtir.
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SEKIL  11a. Sephadex 6-150 kolon kromatografisi profili . {x ~~ x), A g, deferleri ;
{0 —o0 ), enzim aktivitest .
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SEKIL —1 b. Sephodex G150 kolon kromatografisi profili. {x ~-x ), Apgg dederleri;

(0 —o0), enzim aktivitesi .
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SEKIL -Nc. Sephadex G— 150 kolon kromatografisi profili.(x ~=x), A 5gq degerleri;
' (0—o0 ), enzim oktivitesi.
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AKTIVITE (Gnite/ml)x10°

TUP NUMARASI

| |
20 24 28
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12l 410.0
-8.0
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- 70
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SEKIL.. 11d. Sephadex G 150 kolon kromatografisi profili. (x--x), A gy degerleri, {o—o),

enzim aktivitesi .
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Tablo-III : Akciger GSSGR'inin saflastirilmasi.

o) a
5 X &
0] > o]
—_ EX] ~ ]
3 : £ s p
Kademeler B 55 Ay by ﬁ iR E 54
r~ R Yy e Un w
= 8E 3. 5F R RAE &% iy
S BR 5B £5 £ BES § s
1. C¥~Sephadex C-50
(5 kez tekrarlandi)
Kolona giren . 22,0 2,720 59.840 0.190 4.200 0.069 - =
Iscenzim I wve II 9.5 3.740 35.530 0.289 2.746 0.077 1.12 30.46
Isoenzim IIT 9.0 0.258 2.320 0.080 0.720 0.310 4.50 122.40
Isoenzim IV 9.0 0. 901 8,109 0.113 1.017 0.125 1.80 48.9%
2. DE~-32 selliiloz
(2 kez tekrarlandi)
Kolona giren 9.5 3.740 35.530 0.28% 2,746 0.077 - -
Isoenzim I 9.0 1.024 9.216 0.164 1.476 0.160 2.10 64.00
Isocenzim II 9,0 0.258 2,322 0.045 0.405 0,174 2,30 70.00
3. Sephadex G-150
(2 kez tekrarlandi)
Kolona giren 9.0 1.024 92.216 0.164 1.476 0.160 - -
Isoenzim I 7.5 0.700 5.250 0.180 1.350 0.257 1.60 102.50
%% '
Rolona giren 9.0 0.258 2.322 0.045 0.405 0.17¢ - -
Isoenzim II 7.0 0.200 1.400 0,050 0.350 0.250 1.44 101.00
Kolona giren 4.0 4.830 19.320 0.379 1.516 0.078 - -
Isoenzim III 2.5 1.422 3.550 0.353 0.908 0.256 3.30 404,00
Kolona giren 9.0 0.901 8,109 0,113 1.017 0.125 - -
Iscenzim 1v 2.5 0. 356 0.890 0.103 0.258 0.289 2.10 103.00

® Tablo-II'deki saflagma katsayisi kullanilarak hesaplandi.

x#% Farkli bir CM-Sephadex C-50 Srnedi kullanild:.
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GSSGR Isoenzimlerinin Molekil Adirliklarinin Saptanmasi :

GSSGR'in isoenzimlerinin molekiil agirliklari, Andrews (98) 'un dnerw~

digi yéntem kullanilarak saptandi.

Standart grafidinin ¢iziminde, molekil agirliklari, yéntemler boli-
minde verilen sidir serum albumini, heksokinaz, LDH, aldolaz ve enolaz’dan

gararlaﬁ.: 1dz.

Mavi dekstran {molekiil ajirlidi 2 000 000), bazi proteinlere baglan-

dirdin: gésteren yayinlar (62,104) nedeniyle, kolona ayrica uggulandi.

Yaikama hacimlari, ydntemler béliminde anlatildiyr gibi, standart
proteinlerin 280 nm’deki, mavi dekstranin ise 625 nm'deki absorbanslari

6lgillerek bulundu.

tsoenzimlerin yikama hacimlari ise Sekil 11 a-d'lerde maksimum akti-

vite gisterdikleri tipler yardimiyla saptandi.

Sekil 12 a,b ve Sekil 12 c,d’de, iscenzimlerin yikama hacimlarina

karsi gelen molekil agirliklari bulundu.

GSSGR'in I-IV olarak gosterilen iscenzimlerinin molekil ajirliklars
sirasiyla, 98 000 £ 2 000 ; 100 000 + 2 000 ; 105 000 * 3 000 ve 115 ¢oo *

3 000 olarak hesapland:i.



YIKAMA HACMI (mi)

Iscenzim I
MA: 98 000 +. 2000
50—
' Serum_ Albumin
N x Heksokinaz
L -
Mavi Dekstran
0 ! ' 1 ] L 14 ¢ | : |
fsoenzim_II
MA: 100000 2000
50—
Serum Albumin
x Heksokinaz
GSSGR
] X -
Mavi Dekstian
0 R T t 1 1 [ R N T N |

MOLEKUL AGIRLIG]

SEKIL _ 124,b. iscenzim Tve I'nin molekiil agirly
yontemi ile saptanmasi.

ginin Sephadex G-150jel elemesi



YIKAMA HACMI mi)

isoenzim il
MA: 105 000t 3000
S0+
Serum Albumin
. Heksokinaz
L
T LDHAIdoluz
GSSGR Enolaz
' Mavi Dekstran
0 [ ) ] i | 1 [ T | |
isoenzim s
L MA: 115000 3000
50 —
Serum Alburmin
x Heksokinaz
Aldolaz
Enolaz
L. GSSGR ‘
Mavi Dekstran
0 ] [ | 1 i | 1 1 Lo oa | !

108

MOLEKUL AGIRLIGT

SEKIL_12 c,d. isoenzim IT ve IV’ un molekiil ogrlginin Sephadex G — 150jel elemesi yontemi
' ile saptanmas. |
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GSSGR lscenzimlerinin Saflidinin Poliakrilamid Jel Elektroforezi Yontemi

ile Kontrolu :

pavis (100) tarafindan énerilen ybntem ile aragtirildi.

Elektroforeze iscenzimlere ait érneklerden 80-100 ug uygulandi.
Jellerde birden fazla protein bant: gSzlendiginden yeterince saf olmadi-

g1 anlagalda.

Bantlardan iscenzimlere ait olanlari saptamak igin, ayni gartlarda
cift galisma yaprlidi. Jellerden bir tanesi Amido siyahi-B ile boyandi.
tkinci jellerde, boyanan protein bantlarina kargi gelen kisimlar 1 mm ka-
linlidinda kesilerek, 10 mM sodyum fosfat tamponu pH 6.5 iginde homojeni-
ze edildi. Homojenat 14 000 g'de santyrifij edilerek, GSSGR aktivitesi a-
ragtirildi. Aktivite gézlenen bantlarin jel lizerindeki konumu Sekil 13°de
verilmigtir. Gorildiigi gibi, iscenzim I ve IV elektrik yiikleri Iagzs.mdm,
elektroforezde vyavas ; II ve IIT ise hizli hareket etme Szellifine sahip-

tir.



A ——— I ___;.j,y/’ - ——»GSSGR
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SEKIL _13. GSSGR isoenzimlerinin polickrilamid jel elektroforezi .




GSSGR, hiicre fizyolojisinde son derece dmemli olan GSH : GSSG orani=
n1 kontrol eden bir enzimdir (2). Cegitli kauynaklardan saflastirilarak,
Szellikleri saptanmigtir (58-67). Akciferde ise bu konuda yapilan calis-

malar yetersizdir (89).

Calismada, enzim kaynadi olarak akciger homojenatinin, mikrosomal
fraksigonu uzaklastirilmig, 80 000 g supernatana kullanildi. GSSGR akti~
vitesi, hiicrenin sitosoliinde ve mitokondrilerinde ¢ézinmis olarak bulu-
nur (89). Bu nedenle, yalniz mitokondrileri uzaklagtirilabilen (105)

20 000 g supernatani ile yapilan deneylerde de, benzer sonuglar elde edildi.

caligma sirasinda akcifer GSSGR'inin aktivitesini, alyuvar (66) ve
akyuvar (71) enzimlerine kiyasla, daha kisa siirede kaybettigi gbzlendi-
gJinden, homojenata PMSF konarak proteazlarin etkisi dnlenilmeye galigil-

dr. Fakat PMSF'in GSSGR aktivitesindeki diigiisli engellemedidi saptand:.

pH nin ve sodyum fosfat tamponu konsantrasyonunun GSSGR aktivitesi
lizerine olan etkisi incelendi. Hiz ve pH arasinda cizilen egride, "dipro-
tik" sistemlere &zgii iki plato ile karsilagaldi. Bu bulgu, enzimin bir-
den fazla aktif formunun oldugunu gﬁSterir, Paha dnce bdlimimiizde akyuvar

GSSGR': ile yapilan deneyler de ayni sonucu vermistir.

Sodyum fosfat tamponu konsantrasyonunun, akciger ve akyuvar ennzimle~
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rini, ayni gekilde etkiledidi saptandi. En yiksek aktivite, 0.1 M sodyum
fosfat tamponu konsantrasyonunda elde edildi. Maya GSSGR'y igin bu deger,

pH 7.6 'da 0.06 M olarak bulunmugtur (74).

Enzim bulgular bélimiinde anlat:ldidr sekilde DE-32 selliloz ve
"hatchwise" ydntemiyle yapilan kaba ayirim, (NH4)2504 coktirmesi, CHM-Sephadex
C-50, DE-32 selliiloz ve Sephadex G-150 kolon kromatografileri ile saflagti-

raldz.

Bnzim icin en uygun (NH,) SO, kesidini saptayabilmek igin yapilan
4’2""4

deneylerde, literatiire gére farkli sonuglar elde edildi.

Alyuvarlarda yapilan galigmalarda Scoot (61), Staal (62) ve
worthington (65), % 0 - % 55 ; mayada ise Mavis (64}, % 45 « % 60 HEH4)2SO4

kesidini kullanmiglardir.

Bé1limiimiizde yapalan caligmalarda, alyuvar (66} ve akyuvar {(71) enzim

lerine % 35 - % 70 (N54)2504 kesitleri uygulandzi.

Akcifer GSSGR aktivitesinin ise % 0 = % 78 gibi, genig bir (NH4)ZSO4
doygunludunda ¢éktidi saptandi (Tablo-I}. Bu nedenle iglem bir saflagma

kademesi olarak de§il, gerektidinde enzimi konsantre etmek igin kullanild.

Akcider homojenati, DE-32 selliiloz kolonuna uygulandidinda (Sekil 6
ve Sekil 7) enzimin birden fazla aktivite piki geklinde elue oldugu géz~
lendi. Literatiirde ve bélimimtizde yapilan, dejigik enzim kaynaklarinin
kullanildidr galigmalarda, boyle bir kelon kromatografisi profili ile
kargllagzlmad1§1ndan, akcider GSSGR'inin DE-32 selliilloza "non-spesifik"

clarak baglanabilecedi diistnilldi.

Yapilan CH-Sephadex C-50 kolon kromatografisi ¢aligmalari (Sekil 8)
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de benzer sonuglar verdi ve akcigerde, GSSGR'in iyonik Szellikleri farkla

dért iscenziminin bulunabilecedi anlagildi.

CM~Sephadex C~50 kolonundan enzimin I ve II numaral: iscenzimleri,
10 mlM sodyum fosfat tamponu pH 6.6 ile beraberce ; III ve IV numaralr iso-
enzimleri ise, 10 mM sodyum fosfat tamponu pH 8.0 ile ayri ayri elue ol-

dular {(Sekil 9}.

Enzimin I ve II numarali iscenzimleri DE-32 selliiloz kolon kromato-

grafisi uygulanarak birbirinden ayrildi ($ekil 10).

Elde edilen bulgular bu dért aktivitenin iyonik dzelliklerinin fark~-

111idainy vurgular.

Enzimin IV numarali iscenziminin alyuvar tipi oldudu diginilmekte-
dizj. 86 1idmiimiizde, ayn: sartlarda alyuvar GSSGR'1 uygqulanarak yapilan
CH-Sephadex C-50 kolon kromatografisi profili (66) ile, sunulan caligma-
daki profil karsilastirildiginda, her iki enzimin konumlarinin ayni oldu~

gu saptandi.

fsoenzim IV (Sekil 13) ve alyuvar GSSGR (66)'ina ait poliakrilamid
jel elektroforezi sonuglari da, mobiliteleri agisindan benzerlik goster~

mektedir.

ITsoenzim II ve III in mobiliteleri dijerlerinden daha fazladir. Bu
bulgu Long (50)'un insan alyuvarlarinda ve Nichols (53)'un ev farelerin~
de seliiloz asetat elektroforezi ile saptadiklari bazli varyantlara uymak=

tadir.

Isoenzimlerin Sephadex G-150 jel elemesi yéntemiyle saflagtirilmasin-
da, enzimin agrege olmasina engel olmak igin, yikama tamponuna 2-pmerkapto-

etanol ilave edilmisgtir.
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Fizyolojik gorevleri farkli (91-94), yaklagik 40 tip hicre (89) ige-
ren akcider dokusunda, birden fazla GSSGR lscenziminin bulunmasi dogal go-

riilmektedir.

Daha saf enzim érmekleri sadlamak ve iscenzimlerin molekiler ve ki-

netik Szelliklerini saptamak amaciyla, caligmalara devam edilecektir.



S1d1r akcijer kaba homojenati, 1 mM EDTA igeren 50 mM sodyum fosfat
tamponu pH 6.8 icinde hazirland: ve iki saat 80 000 g'de santrifij edildi.

Supernatan, ¢alismada enzim kaynadi olarak kullanaldi.

Saflagtirma kademeleri, DE-32 selliilozla kaba ayirim, ammonyum sul-
fat ¢éktiirmesi, CHM-Sephadex C~50 ve DE-32 selliiloz gibi lyon dedigtirici-
lerle yapilan kolon kromatografisi ve Sephadex G-150 jel elemesi yontemle-

rini igermektedir.

Enzim CM-Sephadex C-50 kolonundan, 10 mM sodyum fosfat tamponu
pH 6.6 ile, baglica bir aktivite piki olarak elue oldu. Kolon 10 mM sod-
yum fosfat tamponu pH 8.0 ile yikandiginda iki aktivite piki daha elde e-

dildi.

flk pike ait aktif fraksiyon DE-32 selliiloz kolonuna uygulandi ve
10 mM sodyum fosfat tamponu pH 7.0 icinde hazirlanan 0 - 0.5 M HaCl lineer

gradyeni ile iki aktif pike ayrildiga gbzlendi.

Glutatyon rediiktaza ait bu dért iscenzimin molekil agarliklari,
Sephadex G-150 jel elemesi yontemiyle aragtirildy ve 98 000 * 2 000 ;

100 000 * 2 000 ; 105 000 t 3 000 ve 115 000 £ 3 000 olarak saptandi.



The crude extract of bovine lung was prepared in 50 mM sodium
phosphate buffer, pH 6.8, containing 1 mM EDTA and centrifuged at 80 000 g
for two hours. The supernatant has been used as the source of the enzyme

in the purification.

The purification procedure involved bulk separation on DE-32 cellulose,
ammon ium sulfate precipitation, ion exchange chromatographies on CM-Sephadex

C-50, DE~32 cellulose and gel filtration on Sephadex G-150.

The main peak of the enzyme activity was eluted from CM-Sephadex
C~50 colum by 10 mM sodium phosphate buffer pH 6.6. Then the second and

the third peaks were obtained with 10 mM sodium phosphate buffer pH 8.0 .

When the active eluate from peak one was applied to a colum of
DE-32 cellulose, using a linear gradient of NaCl from 0 to 0.5 M, in 10 m¥
sodium phosphate buffer pH 7.0 , the two activity peaks of glutathione

reductase were eluted.

The molecular weights of the four isoenzymes of glutathione reductase
have been investigated by Sephadex G~150 gel filtration technigue and found
to be as 98 000 * 2 000 ; 100 000 *+ 2 000 ; 105 000 £ 3 000 and 115 000 %

3 000 .
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