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Glutatyon Rediiktaz (NADPH = okside glutatyon'oksidoredﬁktaz,
FC 1.6.4.2).

' +
GSEG+ NADPH + HT ———> 2GSH + NADP tepkimesini katalize eder.
= .

Mayal, alyuvarz, fare Erlich tumor hﬁcresiB, ve gz mercefin-
éLen'LL elde edilip saflagtirilan enzim; prostetik grup olarak flavin
adenin dinikleotid tagiyan bir flavoproteindir. Lluuatvon Redik-
taz (GSSGR) hir basgka flavoproteln enzim olan Llpovldea¢dr0Fena
za benzebilmis ve S-S kdprilerinin indirgenmesini ketalize eden
bu iki enzimin ortak yonleri ara§t1r11m1§t1r2’5. Iler ikisinin ak-
tif merkezlerinde reaktif bir disﬁlfid grubu bulunmugtur. GSSGR'in
iki molekiil FAD igerdigi ve iki polipeptid zincirinden olugtugu
kxanisina varilmigstir. Lipoyldehidrogenazda oldufu gibi apoenzi-

min bir monomer oldufuna dair bulgu yoktur.

Pu konudaki caligmalarain dnemli Dbir kismi alyvvarlarda yapil-
mstiro?©:8, Alyuvar GSSGR'nin molekil aairligi 115 000 + 4000 ola-
Tak saptanmigtlr. Anyon katyon defigtiricileri kullanarak dokuz
pasamakli bir saflastirilmaya gidilmistir. Alyuvarlarda digik

GSSGR etkinlizi, 1lk kez Garson?_taraflndan saptanmigbar, fakat
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béyle hir eksiklikte enzimin niteliklerinde degigiklik bulunamas-
mistir, Son yillarda ise alyuvar enziminin defisik bir tipl or-
taya konmugtur®. Bu tipde GSSG ve NADPH igin K_ ayni kalmekla be-

raber FAD'nin apoprobteine baglanma deferinin diigbigll saptanmigtir.

Defisik kaynaklardan elde edilen GSSGR'in kinetik davranigla-
ri igin dnerilen cesitli mekanizmalar vardir. Mayada yspilan ki-

netik caligsmada lassey ve Williams9 "ping-pong" mekanizmasini o-
J g-pong

6 10

nermiglerdir. Staal ve Veeger~ alyuvarlarda "dizenli', Mannervik
ise mayada ikisinin karisimi bir dallanma mekanizmasinl savunmug-
lardir. Ayrica alyuvar ve maya enzimlerinin degisik iyon duyarla-

li1klari bulunmustur.

GSSGR tepkimesinin iirini olan NADPt-heksoz monofosfat (HMP)
volunun diizenlenmesinde gdreviidir. Diger bir Urin olan GSH alyu-
var zar yapiSinllii, hemoglobiniﬁ ve -SH gruplu enzimlerin daya-
niklilaigini saglar. GSH voksunlugu hemolitik anemilere yol agar.
Baglica karaciger ve bdbrekte, enzimin Onemli bir roli de insu-

11, gem

1in etkinsizlestirilmesi igin gerekli GSH'a olusturmasidir
insulini, S-8 kopriillerini kirarak X ve / zincirlerine ayirar. O-
lugan P zincirinin ise GSSGR'1 etkinsizlestirdiffi bulunmusbur. Bu
nedenle insulin kendi etkinsizlestirilmesini kontrol eder (feed

back) .

CSSGR'a ait bir diger bulgu da alyuvarlarda enzimin primer
gut ile ilgili bir varyantinin bulunmasidlrlg’IB. Bir kag¢ gut
hastasinin GSSGR etkinliginde artis izlenmigtir. Bu artis, fazla
NADPH gerekbirdizinden, HMP'i NADPH yoniinden zorlar. HMP yolunda-
ki sitimiilasyon riboz 5-fosfat (R-5-P) sentezini hizlandirir .

R-5-P'dan piirin niikleotid sentezi igin gerekli 5-fosforibozil-l-
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pirofosfat (PRPP) ve dolayisiyle piirin niikleotidleri agiry sen-
tezlenmis olur. Plirin katabolizmasinin son iriinl olan agira irik

asit "hyperuricemia"ya yol acgar.

Akyuvar GBSSGR'i simdiye kadar hig¢ bir tiirden, saflagtirilma-
mig ve fiziksel, kimyasal 6zellikleri sapténmamlgtlr. Akyuvarla-
rin kandakl diuzeyinin az olmasi baglangig¢ maddesi olarak galigi-
labilecek protein miktarini kisitlar. Bu nedenle enzim saflagma-
sinda, az basamakla yuksek verim elde edilebilecek bir yontem uy-
gulamak zorunludur. Bu yontem afinite kromatografisi olabilir,
GSSGR'in substrata olan GSSG'nun, agarogza ya da agaryoz iizerinde~
ki bir ara zincire (epacer) baglanabilecek gruplari vardir. Bu
nedenle, afinite kromatografisi ic¢in uygun bir enzimdir. J.J.

Han:'dingj“br

goz mercegi GSSGR'a i¢in bu yontemi uygulamigtir. Bun-
dan once alyuvar ve karacigerde, % 0,5 ve % 5 verimle uygulanan,
cok basamakli saflastirma igleminde, bu basamaklardan bir kagi-

nin yerini alabilmesi olagfandir.

Redilkte glutatyonun sentezi, yikim ve oksidorediksiyonunda~
ki metabolik yollarin Snemi gdz oOniine alinirsa (Sekil-l), akyu-
varlarda yapilan galigmanin, enzimin niteliklerini tanitma baki-

mindan yararli olacagl sanilmaktadar.

Glutamin + Sistein

ATP |
1 %ADP -

Glutaminil«Sistein
Glisin TP 4 ¥ Glutaminil-AA + Sisteinil~Glisin
AA

. 6 G&P
7 6PG

.8 1Isositrat
A ~O—-sliksinat

RSP
> . GPG

NADP
) ,X > (
. GESG-

NADPH+H %=
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Bu amacla c¢alismada iﬁsan kani kullanllmlé, enzim akyuvar-
lardan elde edilerek.klsmeh saflastirilmis ve kinetik Ozellikle-
ri saptanmaya ¢aligilmistair. Biyokimyasal-kéynaklardan alyuvar
ve mayé glutatyon rediiktazi icin elde edilen bulgular gz onlne a-

linarak btartismasi yapalacakbtir.



MATERYAL, ARAC ve YONTEMLER

Akrilamid, amonyum pefsulfat, NN'~netilen bis skrilamid,
NNN'N'-tetra-metil-l,2~diaminoetan, tampon tuzlarl; BDH firma-
sindan; Bromfenol mavisi, Coomasie brilliant mavisi, fenol ay-
raci, 1,6 diaminoheksan Fisher firmasindan; l-etil-3-(3-dimetil
propil) karbodiimid Merck; Glutatyon, CM-Sephadex, NADPH, Sepharose
4B, sodyumdodesil siilfat Sigma'dan saglandi. |

Akrilamid jel elektroforezi ig¢in kullanilan arag Buchler
firmasina alttir. Deneylerde Zeiss PMQ II tipi spektrofotometre,

Lourdes firmasina ait AX tipi santrifuj, Diaflo ultrafiitrasyon

ve Branson sonikasyon arac¢lari kullanilmistir.

Inzimin Elde Ediimesi ve Saflagtirilmasinda Kullanilan

Yontemler.

1. Akyuvar ayirmasi :

Enzim insan akyuvarlarindan elde edilmistir. Kan, Hacet-

tepe Kan Bankasi vericilerinden saglanmigtin.

15

Akyuvarlar Dextran ¢oktirme yéntemiyle ayrilumistir. Plas-

tik bir tibe kan alma ¢Ozeltisi konarak, kan bu ¢ézeltinin listine



- 6 _

alinir. Tlipler oda sicakliginda diigsey olarak 60-90 dak. bekleti-
lir. Ustte kalan (supernetant),plastik bir pipetie kuru bir plas-
tik tibe alainir. 300 xg'de 10 dakika gantrifiij edilir. Ustte ka-

16

lan atilair. Qdkelek igindeki alyuvarlar osmotik sok ile parga-

lanir,

Osmotlk gok islemi : Tiiplin igindeki ¢dkelek el ile fiskeler
vurularak iyice kaldairailar. 20 saniye icinde 2 ml distile su
stiratle pipetlenir, bu siire dolarken 2 ml (2 kez derigik) Hank
¢bzeltisi yine hizla pipetlenir., Uzerine 10 ml normal Hank ¢dzel-
tisi konur ve 300 xXg'de 10 dakika santrifiij edilir, listte kalan
atilir, tipin dibine yapisan akyuvarlar serum fizyolojik ile yi-
kanir. {ckelek akyuvar homojenizasyon solusyonu ve 10 nM NaPO4
pH 6,6 tamponuyla 50-60 watt'da 3 dakika sonike edilir. Bir kez
dondurup ¢ozilir ve 20 000 xg 'de 20 dakika santrifuj edilip Ust-

te kalan alinir.

2. Enzim ve Protein Tayini :

Fnzim etkinlifinin saptanmasi Zeiss spektrofotometresin-
de yapilmigbir. NADPH'nin yikseltgenmesi 340 nm'de izlenmigtir.
Alica molekil GSSG'dir. Enzim etkinligi O,1 M NaPO, pH 6,8, 1 mM
GSSG, 120 mM NADPH, 5 mM EDTA igeren ve 2,5 ml 'ye Tamamlanan
qazeitide saptanmigtir. Bir enzim birimi bu kogullarda bir mmol
NADPH'yas bir dakikada'yﬁkseltgéyen enzim miktari olarak tanimlan-
migbir. Spesifik akbtivite, birim/mg protein’dir.

18 yon-—

Protein miktarr Warburg, Christian17 ve Folin, Lowry
temlerivle saptanmistir. lkinci ydntem birinciye gbre 20 kez da-
na duyarlidir. Protein standardi olarak sigair serum albumini (BSA)

kullznilmigtir.
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3. Amonyum Slilfat Coktiirmesi :

Iyonik kuvvetin dar sinirlar iginde dégigtirilmesi, pPro-
teinlerin ¢odzlniirliiklerinde bliylk farklar olugburur. Bu bulgudan
yvararlanarak % 35-70 amonyum siilfat kesitinde enzimin pek ¢ok

proteinden uzaeklagtirilmasi saflanmigtir.

2, Absorbsiyon Kromatografisi :

Kromatografide klasik ydntemle rejenere edilen CM-50-
Sephadex kullanildi. Xarboksi metil guruplari igeren bu substi-

tile Sepharose'a baglanan enzim, pH degistirilerek elue edildi.

5. Afinite Kromatografisl :

Enzimlerin ve pek gok makfomolekﬁllerin afinite kroma-
tografisi ile ayirimi ve saflagtarilmasi, son yillarda Onem ka-
zanan bir yéntemdirlg; Dﬁrgunvféz, jel ya da c¢apraz baglantili
bir polimerdir. Buna enzimle ilintisi olan uygun bir ligand ta-
kilir. Tigand enzimin substrati, kompetitif inhibitéri, kofakts-
riiyle ilgili bir nikleotid olabilir. Kolondan gegen protein ka-
rigiml arasindan, enzim bzgiil olarak matrikse baglanir. Ligandla
{lintisi olmiyan diger proteinler ise uzaklagir. Elusyon i¢in ge-'
nellikle iyonik gradyen ﬁygulan1r.1Baz1 durumlardsa, tamamlayici
niikleotid, substrat, ya da kbmpetitif.inhibitérﬁn varligy elus-
von icin gereklidir.,pﬂlve sicaklik gradyeni de uygulanabilir.
Biyokimyasal kaynaklardaki yeni ¢aligmalar birden fazla eﬁzime

6zglil adsorbentlarin geligtirilmesi ﬁzerinedirgo.

CNPr Etkinlestirmesi :

Cuatrecasas ve Anfinsenzl_'nin tanimladaiga yontem ile,



- 8 -

Sepharose 4B CNPBr kullanilarak etkinlegtirilmigbir. Iyi yakan-
mis 50 ml Sepharose su ile karistirilair. Paketlenmig mililitre
Sepharose basina, 50-300 mg CNBr karagstirilarak ¢ozeltiye surat-~
le eklenir. 2M NaOH ile karigim pH 11 'e gebtirilir ve bu pH 'da
tutulur., Sicaklifan 20°C 'in lizerine ¢ikmanasiy gereklidir. Tep-
kime 8-12 dak. arasinda son bulur, bu da proten ¢ikiginin durma-
g1 ile anlasilair. Siispansiyona siuratle buz ekleﬁerek Buchner hu-
nisine aktarilir. Vakunda 0,1M pH 9,5 sodypm borat tamponu ile

¢bkelek yikanar.

1,6 Diaminoheksaon eklenmesi

Hunideki ¢8kelti bir plastik behere akbtarilip lUzerine 0,1M
sodyun borat pH 9,5 tamponu ig¢inde 6,96 g 1,6 diamincheksan ek-
lenir., Tepkime 4°C 'da 16 saat siirer. Aktive Sepharose dayanikla
olmadiZindan yikama ve 1,6 diaminoheksan eklenmesi 90 saniyeden

fzzla almamalidair,

GSSG eklenmesi @

200 mg GSSG yukaridaki kaflglma eklenip HC1l ile pH 4.7 ‘ye
getirilir. 500 mg l-etil -3-(3 dimetilaminopropil) karbodiimid
5 dak. icinde ¢dzeltiye eklenir. Tepkime, reakbtif agaros grupla-
rinin tamamen kaybolmasi igin 4°C¢ da 20 saat silrdirilir. Bu sii-
renin sonunda substitile Sepharose bol su ve tamponla yikanir., Yi-
kama iglemi ile ligandain fazlasinin, ire tiirevlierinin ve tepki-
meye girmemis karbodiimidin uzaklagmasi gereklidir. Deneyde, ge-
nellikle amid bajlarinin olu§m351nda kullanilan disikloheksil-
karbodiimid (DCC) yerine baska bir karbodiimid tirevi kullanil-

migbir. Bunun nedeni, DCC'den olugsan N,N' disikloheksil trenin
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suda az ¢dzinmesidif., l-ettl =3-(3-dimetilaminopropil) karbbdi—
imid'in iire tirevi suda ¢dziinir ve kdlaycé yikama ile uzaklagbai-
rilir. Bu tepkimeletin sonunda hazirlanan tﬁfev Sepharose -

NH (CH,)-NB~GSSG'dur. Kimyasal tepkimeler Sekil-2 'de verilmig-

tir.

Kolona baglanan GSSG'nin Jlglilmesi :

Sepharose~NH (CH2)6 ~NH-GSSG tirevinin indirgenmesinden oO-
lugan GSH miktar 6lgﬁlﬁr22. Kolon materyalinin 0,5 ml'sine 40 mg
NaBH4 igeren 2 ml, 1M, pH 9,0 Tris tamponﬁ ilave edilir. Karaigaim,
bir saat 20°0 'da bekletilir. Santrifilj edilip lstte kalana 0,1
ml 5,5'—ditiyobisw(2—nitrobenzoik asit) konarak 412 nn'de absor-

bans olgulir.,

6. Klorir Tayini : (Merkiirik titrasyon yontemi)

Klorir tayini Schales'in25 modifiye yontenmi ile yapiimig-

tar.

2 ¢17 + Hg' " ——--3 HgCl,

| Biitin klorﬁr'iyonlarl, Hg++ ile birlegstikbten sonra, Hg++ 'nin

fazlasi difenil karbazon indikatoru ile birlegerek mor bir komp-
1eks verir. Renk olusmasi titrasyonun bitim noktasr olarak ali-

nir. Klorir standardi olarak mililitresinde 100 mEq. NaCl igeren
¢ozelti kullanalar.

Ornek ig¢in kullanllan HgNO3 ml

BMEQ/T = —omimmm e v e S e e X 100
Standard igin kullanllan HgNO5
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7. Alkrilamid Jel EHlektroforezi

Basit inorganik iyonlar gibi, probteinler de elektriksel
alanda hareket ederler. Bir proteinin elektriksel alandaki hare-
keti, molekiilin iUstindeki net ylke, diflizyon sabitine, molekiil
agirligy ve big¢imine baglidir. Akrilamid disk elektroforezi pro-
teinlerin birbirlerinden ayrilmasi ve molekiil agirliklarinin sap-

tanmasinda kullanilan iyi bir yéntemdir24.

Akrilamid jel kolonu polietilen tiibler (26 cm X 1 cm) ige~
risinde iic tabaka olarak hazirlanir. Ornefi igeren bilylk gozenek-
1i jel, akrilamid ve bisakrilamidin beyaz igik altinda polimeri-
ze edilmesi ile olusturulur. Hizlandirica olarsk riboflavin kul-
lanilir. Ornegin deristirilmesi igin tekrar bliylk gdzenekli jel
tabakasi, mobilitelerine gére ayrilmasi igin ise kiigiik gdzenekli
jel tabakasi gerekir. Kligik gdzenekli jel, akrilamid ve bisak-
rilamidin persiilfat haizlandiricisi ile polimerlegmesinden glde
edilir, Tip baﬁlha 5 mA akim verilir. Yirime bromfenol mavisi

pandy ile izlenir.

Jeller elektroforezden sonra Amido siyahi boyasinda bir kag
saat birakilir. Su ile yikanarak ve elektroforetik olarak boya-

nin fazlasi uzaklasgtirilir.

8. SDS Akrilamid Jel Elekbroforezi

Shapiro®? proteinlerin SDS'li ortamda akrilamid jel elek-
troforezi ile ayrilmalarinin polipeptid zincirlerinin farkli mo-
lekiil agirliklarina bagli oldugunu gdstermigtir. Bu teknikle po-

1ipeptid molekil agirliklari + % 10 yanilgiyla saptanir.

Ppotein % 10 SDS , % 10 merkaptoetanol igeren sodyum fosfat
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tamponunda 37°C 'de iki saat inkiibe edilir. gullanllan jel ak-
rilamid ve bisakrilamidin persiilfat ve TEMED ile polimerlegme-
sinden elde edilir, Jel, cam tiipler (6 mm X 10 ¢m) icerisinde ha-
zirlanir., Bromfenol mavisi, gliserol, merkaptoebanol karigimi i-
¢inde hazirlanan kdr ve enzim drnekleri jel {izerine yerlegtiri-

lir. Rezervusrlara takilarak tip basina 8 wA akim gecirilir.

Tlektrofores bitbikten sonra jeller metanol, asetik asit
karigiminda hazirlanan "Coomassie brilliant" mayisi ile oda isi-
sinda boyanir (2-10 saat). Boya elektroforetik olavak ya da % 7
asetik asit igerisinde jeller kaynatilarak akitilir. Jel boyu ve

"marker®in yurudigid yol, boyamadan once ve boya akitildikbtan sonra

lguliir. Proteinin ylrudligi yol da Slcililerek mobilite hesaplanir.

Protein bandi (cm) Boyadan once jel boyu
MODALITE = wommmmm s e o e K e e e e e

Semilogaritmnik olarak mobiliteye karsi bilinen molekiil agirligin-
da preteinler grafiklenir. Bu grafikten enzimin polipeptid mole-

kil egiriiiy bulunurce.

9. Sephadex G~-200 Ile Protein Molekiil AZirliZinin Bulunmasi:

Sephadex, gseker fermentasyonundan elde edllen modifiye bir
dextran tipidir. Hidroksil gruplari nedeniyle hidrofiliktir. Su

ve elektrolit ¢Ozeltilerde giger. Molekiiler elek olarak kullanilir,

Caligmada enzimin molekiil afirligi Sephadex G-200 kullanila-
rak'bulunmugturET. Bilinen molekil afirlifindaki proteinler dnce

kolondan geg¢irilerek, semilogaritmik olarak molekiil agirlaiklarina
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karsi elusyon nscnl grafiklenmis ve standard efri elde edilmig-
tir. Kolon homojenlizi "Blue Dextran 2000" ile kontrol edilmig-
tir. Glubtatyon rediiktaz "Blue Dextran" ile ¢Ozinir kompleks yap-

tigindan enzim geqirilmeden‘énce kolon iyice yikanmigtir.
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I~ Kontrol Deneyleri :

Enzin etkinliginin degigik kogullarda dayanikliliy a-

ragtiralda.

1. Akyuvar GSSGR'yi O,1M NaPO4 pH 6,6 tamponunda Z0dakika,

55°C 'da 1sitmaya dayaniklidir.

2. bes glin iginde su kogullarda buz dolabinda saklanan
enzimin (20 GO0 xg supermatani, 1203 /ml) aktivite kay-

b1 izlenmedi.

a) pil 6,6 10 mM NaPO, tamponunda,

b) pH 6,6 70 mM NaPO, tamponunda,

¢) 4,5 % 10~% u EDTA, 10 mM pH 6,6 NePO, igeren ortamda,

a) 4,5 % 10~% M EDTA, % 0,1 merkaptoetanol igeren 10 mil
PH 6,6 NarO, tamponunda, |

e) pH 8,0 10 mM NaP0O, tamponunda,

£) 4,5 ¥ 1074 i EDTA, % 0,1 merkaptoetanol igeren
pH 8,0 10 mM NP0, tamponunda, |

¢) 1M NaCl igeren pH 6,6 70 mlM NaPO, tamponunda sak-
landaganda,

h) Dondurup,cdzme ile.
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3. Enzim homojenatinin buz dolabinda saklandiginda, 18
glin icerisinde aktivitesinin (0.D./dak/ml) % 47 'sini,
4 saat dializ siiresinin somunda ise % 15 'ini kaybet-
tigi gozlendi.

4, "Centbifldw" ile yogunlagtirmada aktivitenin % 1% '4

alta gegti;

IT- Saflastirma :

Enzim saflastirmasi iki gekilde yiriitilmlstir

1. Amonyum siilfat, isitma, dializ, OM-Sephadex, afinite

kromatografisi.

2., Afinite kromatografisi.

Amonyum SUlfat Kesiti, Isitma ve Dializ :

Insan akyuvar homojenati . 20 000 xg'de-santrifﬁjlenip
slipernatan susuz amonyum siilfatla % 35 satlirasyona getirildi.
14 000 g 'de 20 dakika santTifiij edilerek inaktif gOkelek atail-
d1. Slipermaban amonyum siilfatla % 70 satiirasyona getirildi ve
14 000 xg 'de 20 dakika santrifiijlendi. Akbif ¢dkelek 10 mM pH 7,2

NePO, tamponunda ¢Bziildii.

Enzimin 1si dayanikliligindan yararlanarak, 5500 'da 30 da-
kika su banyosunda bekletildi. Bu aisida denatire olan yabanci pro--
teiﬁler 14 000 xg 'de santrifiijle uzaklagtirildi. Siipernatan
10 mM pH 7,3 NaP0, tamponuna kargi 4 saat dializ edildi. Bu aga-
mada elde edilen enzim 4,62 kez daha saftir ve protein verimi

% 21 'dir., Total homojenata gbre ise saflik 9,24 kezdir.
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Cl-Sephadex Absorbsiyon Kromatografisi i

(20 em X 1,5 cm) CM-Sephadex kolonu, pH 6,56 10 mM NaF0,,
tamponuyla dengeleﬁdi; Dializ sonrasi enzim 20 000 xg 'de sant-
riflij edilerek kolona uygulandi. Dengeleme btamponu ile (5-10 ml)
yrkandiktan sonra, pH 8,0 10 mM I\TaPO,+ ile elusyona gecildi.

2,5 ml 'lik fraksiyonlar halinde toplanan tiiplerde protein mik-
tarina ve aktiviteye bakildar., Akbtivitenin 40-50 ml tampon gegif
rildikven sonra elue oldufu izlendi. Tiiplerde aktivite ve prote-
in tayini yapilarak, enzim aktivitesi olan ve olmiyan iki prote-

17

in dorufu saptandi. Protein tayininde kolon taramada Warburg ¢,

18

kolon analizinde Folin™~ ydntemi uygulandi. Frotein verimi % 44,6

olan bu asamada (Sekil~3) enzim 4 kez daha saf olarak elde edildi.
Amonyum siilfat ve CM-Sephadex sonrasi enzim preparatlari
ile uygulanan akrilamid jel elektroforezi sonucglari resim (1 a,

1 b) 'de verildi.
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ml. eluat

SEXIT~3%. Glutatyon Rediktazin CM-Sephadex kolonundan
elusyonu; kolon boyutlari (20 cm X 1,5 cm);
akis hizi 12 ml/60 dak; elusyon tamponu
10 mM NaPO, pH 8,0 .

+ 0.D./dak/ml

e mg protein/ml
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RESIM-1. Akrilamid Jel Elektroforezi.
a) 20 000 xg supernebtani, (NH4)2 S0y, 1sitma,
disliz sonrasi. 200 ¥ protein ile galigildi.

b) CM-Sephadex sonrasi enzim iifmaéi. 85 ¥ prote~
in ile c¢aligaldi.

I
i
|
_“.‘.1
| _ |
|
- |
.
o
|
|

(a) (b



- 12 -

Afinite Kromatografisi

Yonbtende tanimlandigl gibi Sepharose~NH\(GH2)6 N-GSG Gl
revi kolon materyali olarak kullanildi. Kolona baglanan GB8SG
miktary O,74 mol GSH/ml olarak bulundu. Kolon (4,5 ecm X 0,5 cm)
.odé s1caklifinda paketlendi ve pE 7,5 0,1M NaPOA tamponu ile den-
selendi. PM 10 Diaflo ultrafiltrasyon filtresi (zar £iltresi)

ile konsantre edilen GSSGR kolona uygulandi.

Oneciil deney olarak enzimin kolondan salinaa durumu incelen.-
ai ($ekil-4). 0,1M NaPO, pH 7,3 'da kolona tusunan enzim izeri-

ne sirayla o1 btauponlar uygulandi.

a) 0,1M NaPO, pH 7,5
b) 1 mM GSSG igeren 0,1M NaPO, pH 7,5
¢) 0,1M NaCl igeren O,1M NaPO4 pH 7,5

" 3) 0,5 FaCl igeren 0,1M NaPO, pH 7,5 -

Arhivite O,5M NWaCl igeren O,1M NaP04 pH 7,5 ile elue olan

tiplerde gbzlendi (Sekil-4).

Aktivite dorugundaki tipdeki Nall derisgimi, baflenma kuv-
veti (B ) olnrak tanimlapiT. Klorir tayini yap11arak25 bu deney-
de f 0,453 olarak bulundu. Pundan sonraki deneyde elusyon yal-
n1z 0,5 NaCl igeren 0.1M pﬁ 7,5 NaPO, tamponu ile yapildl
(Sekil-5).

Amonvum siilfat, 1sitma, dializ ve CM~Senhadex sonrasl pre-
parat bu yontemle saflagtirildi. Kolona 50 pl, 2,7 EB ile giril-
di. 0,5 'er ul'lik fraksiyonlar toplanarak her bir tipte aktivi-
teye bakildl ve I‘:"olinl8 vontemi ile protein mikbara tayin edil-

di. Ortalama 23 kez dabha saf preparat elde edildi (Sekil-6).
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Ana homojenat¥a baglanarak ayn:r yontem uygulandifainda 44,8

kez dsha saf enzim elde edildi (éeki1~7).

Her iki deney i¢in alinan sonuglar Tablo I ve Tablo II 'de

dzetlenmistir,

180+

170

-3

AA 3.0 /dak x 10

140
1201

80

40+

20+

SEKII~4. Akyuvar glutatyon rediiktazinin afinite kolo-
nundan (4,5 X 0,5 cm) elusyon kogulu; akis
hiza 0,3 ml/dak; A : NaPQ, O,1M pH 7,5 ;3
B: 1l aoMGSSG ; C: O,1M NaCl pH 7,5 0,1M
NaPO,, tamponunda; D ; 0,5M NaCl aynmy fam-

ponda.
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1000

900~

800

-3

A 3.0/dak % 10

700+

600

500

400

300+

200+

100+

T T T T T T T T T

Tib numarast

SEKII-5, Afinite kolonundan (4,5 X 0,5 cm) glutatyon
rediiktazan 0,5M NaCl igeren 50 mM pH 7,5
NaPO, tamponuyla elusyonu; 0,5 'er mi'lik
fraksiyonlar toplanda. '
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960 240
880 220
8004 I-200
720+ 180
640 - 160
m
e
X se0+ L 140 'é
£ =
o ] 120 .
1 480 2 5
S
400 L1gp o
320+ = 8_0
260 - 60
160+ M &0
804 - 20

Tib MNumarasi

SEKIT-6. Akyuvar glutatyon rediiktazinin (CM-Sephadex

gonrasi) afinibe kolonu analizi; akis hizi |
0.4 ml/dak; elusyon tamponu O,5M NaCl igeren
50 mM NaPO4 pH 7,5 ; 0,5 ‘er mililitrelik
fraksiyonlar toplandi.

+ FEB/ml

® Protein derigimi ‘Kyml
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500 500

- 400

=3

EB/mi x 10

-300

200

SEKIT~7. Akyuvar glutatyon rediiktazanin (20 000 g
supernatani) afinite kolonundan (4,5 X 0,5 cum)
~elusyonu ; akig hizz 0,3 ml/dak ; elusyon tam-
ponu O,5M NaCl igeren’ 50' mM NaPO, pH 7,5 ,
0,5 'er mililitrelik fraksiyonlar toplandi.
+ EB/ml

e Protein derisimi ¥/m1

¥/ml. protein
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TABLO T.

Akyuvar glubtatyon rediiktaziy saflastirmasi Gzeti.

2 |9 2|l %
= ~ g S ) Mo D NS g,
S x’?\ fas] of o 3 {_"iﬁﬂ-l - wr;‘\
H 2 - o o Haew!| o8 © O
43 - o 2 P w8 Q - 4t A
M Fa 4 [o] o JR L] @ 32 —~ & Gtrs
o ~ ot £ ) o M oo @
" = M ) AR I W AT ) =g fq b b 0
Total / -
‘homojenat 8,4 | 0,715) 6,0 | 7,52 163,2 0,094 }100 |
10 000 Tpm | . |
supernatany 8,1 0,7151 5,79 5,95 48,2 0,120 oY/ 1,28
gggﬁggm 1,96 {2,727 15,44 | 5,16 10,12 0,552 | o9& 4,62
CM-Sephadex | 7,5 10,285] 2,14 | 0,60 | 4,51 [2,27 | 39,4 | 4,1
Afinite 1,8 11,39 | 2,51 | 0,006 0,048{52,2 | 90 |23
kromatografisi —* ' ' ¢ ' ' ;
TOPTLAM _ | 557
PABLO IT.

Akyuvar glutatyon rediiktazinin afinite kromatozra-
fisi ile tek basamakda saflagtirilmas: Czebtl .

S b B
— :b S 5
= — & B w | M08 &
. ] fia) o o= TR H B gf\
3 2? o o & e . tr
] 4 [} @ + > @D o R0 [ k]
S i I NE] 43 W 5 o i
et & 43 o oL opsif g by
rd H 0 t G o QME o} o
= aa} B4 & £y B4 o = Y w0
Afinite kroma-
tografisi tek | 0,8 :0,0059!0,0475:0,022510,018 | 2,64 | 94 | 44,8
basamak 7 i
1 K
! : : 4
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Enzimin Xinebtik Ozellikleri

1ki Substrat Kinetizi

Enzimatik tepkimelerin gogu birden fazlid substrabt kullanir-
lar. Iki substratliy fepkimeler genei olarak A+B="P + Q gibi

tersinir bir tepkimeyle gisterilebilir.

Tleri hwz B derigimi sabit tutulduZunda A'nin fonksiyonu,
A derigimi sabit tutulduzunda ise B 'nin fonksiyonudur.
(V)3 sabit = f (4)

(Vl)A seapit = T (B)

Teorinin dayandifi deneysel bulgular, tek substrab Gepkime-
gi gibi bir HMichaelis-Menten kinetigi oOnerir. Sabit substrat de-
rigiminin ilk enzim derigiminin lstinde olmasi gerekir,
(Ssabit}> Eo)'

Haiz denklemi, genel ¢ift substrat tepkimesi icin gudur.

v, K, ' K, K
v A B ' AB-

i

Burada A ve B, substratlari; K, disosiasyon sabitinij; K,
Michaelis-Menten sabitini; v, ileri hizij V,, maksimal hiza 09~

-

terir. Bu denklemde dSrt bilinmeyen vardir. V,, K, Kp, K, «
1/v 've karsi 1/A ya da 1/B; eZime kargi 1/A ya da 1/B gra-
fiklenercek bu parametreler dbulunabilir,
 Bﬁtan enzimatik tepkimeler gynlltip Liﬁeweaver Burke doZru-

1ar1.vermezler. Simdiye‘kadar ¢alagilmisg ¢cift sﬁbstrat enzimabtik
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tepkime mekanizmalarini 4ort grup altinda toplayabiliriz 3

1. Ping-Pong Mekanizmasi,
5. Dizenli Mekanizma (ordered),
%, Diizensiz Mekanizma (randonm),

4, Theorell-Chance Mekanizmasl..

Ping-Pong nekanizmagy ¢esitli trangsaminazlarin ve f{lawvin
koenzimi iceren dehidrogenazlarin izledigi tip bir mekanizmadil.

Sematik olarak su sekilde dzetlenebilir.

A P B
E JLW I\ ‘l
AE E'P E' E'B IQ E
Ky g '
Hiz denklemi Vlfvl = 1 4 ——2- + —==- oOlarak elde edilir.
' A B

KA Ky sifira esittir. 1/v 'ye karsi 1/A ya da 1/B grafiklendi-

#inde birbirine paralel dojrular elde edilir.
Dizenli mekanizmada su sekilde bir enzimatik davranig izle~

nir.
A B

11T

FA EAR = EQ E

Akyuvar glutatyon rediilktaginin 4{ki subsftrat kinetifl CM-
Sephadex sonrasl enzid eldesi ile yapildi. Okside glutatyon de-
zigken substrat iken 1/v 'ye karsi 1/({NADPH) , NADPH defigken
substrat iken 1/v 'ye karsi 1/(GSSG) grafiklenerek enzimin Line~
weaver-Burke dogrulari elde edildi.

0,14 NaPO, pH 6,8 'de 150 M, 120 MM NADPH derisimlerinde

1/v 'ye karsi 1/ (GSSG) ¢izildiginde birbirine paralel dogrular
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bulundu (Tablo III, S$ekil-8). Bunun dagandd paralellikten sapma
gériildii, Enzimin GSSG igin Ky 'mi 120 MM NADPH'da 92,68 olarak
hesaplandi. NADPH degisken substrat iken 1000 MM, 500 MM ve 250
MM GSSG derigimlerinde, 5 MM ile 120 MM NADPH derigimi arasinda
birbirine yakin pabalel dogrular bulundu. 240 MM NADPH'da biitin
GSSG deri@imleriﬁde inhibisyon gdzlendi. Enzimin NADPH igin Km
deéeri, 1000 MM GSSG derigiminde 8,006 MM olarak hesaplandi
(Tablo IV, Sekile9).

' o}
Dogrularin ordinat ve absisi kestifi nokbtalar "Leasb Square"z’

yontenine gore bulundu.
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PABLO III.

0,1M NaPO, pH 6,8 'de sabit NADPH derisimlerinde, GSSG
degisken substrat iken bulunan 1/v degerleri., v= EB/ml.

(WADPE) 150 MMM 120 MU 90 MU
(GSSC) MM v /v /v
1000 52,65 | 52,82 55,56
500 62,50 71,42 76,92
250 66,67 |- 83,33 90,91
125 83,35 - | 100,00 | 125,00
100 100,00 111,00 100,00
TABLO IV.

0,1M NaPO, pH 6,8 'de sabit GSSG derigimlerinde, NADPH
degisken substrat olarak bulunan 1/v degerleri. v= EB/ml.

5 L

(GSSG) 1000 MM 500 MM 250 MM
(HADEE) MU WYy v 1/v
5 143 125 | 143
15 n S 833 89
30 BT 75,8 83
60 70 51,3 €3
120 66 58,1 58
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! —
10 20 40 60 80 100 X ‘lOl'

§EKI1-8. 0,1M NaPO, pH 6,8 'de, G886 degisken
substrat iken elde edilen Linewscaver-
Burke dofrulari. a : NADPH 150MM; b :
WATPH 120/4!5; ¢ : NADPH QO MM; v : dak/
ml'de ylkseltgenen Mmol NADPH,
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SRS — .
60 80 100 120 140 160 180 200 x10

SEXII~9. 0,1M NaPO, pH 6,8 'de, NADPH deZigken

substrat iken elde edilen Lineweaver-
Burke dogrulari; a : GS5G 1000 MM ;
b : GSSG 500MM ; ¢ : GSSG 250 MM ;
v : dak/ml 'de yikseltgenen Mmol
NADFPH.
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Kesirm Noktalari = 1T X —
1

-2
Vy= 2x10)lmol/dcnk /ml
K!-’-SS/AM

Kesim noktas:

Kesim noktasi

. K
Kesim Noktalari:—l—+——B—xL
-9 i V1B
V4= 21x10 s mol /dak/mi
704 :
Kag=22. 8 MM
60
+
-
R e ks "
. 1 V¢
404 ¥y

T T T T T

T -4
g0 7 8 90 100 116 %10
1
{NADPH)

(b)

SEKII~10. (a) }/v 'ye kargr 1/NADPH grafiginin ordi-
nati kestigi noktalarin 1/GSSG 'ye kar-

g1 grafigi.

(b) /v 'ye kargi 1/GSSG grafiginin ordi-
natil kestigi noktalarin 1/RADPH'ye kar-

s1 grafigi.
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N~Etilmaleimidin Inhibisyonu Etkisi :

N-Etilmaleimid (NEM) tiyollerle dayanakli bilesikler olug-

turarak enzim inhibisyonuna yol agar.
NEM ile iki gurup deney yapildi :

a) Enzim once NEM wve NADPH ile 1', 2', 4' ve 8' inkilbe edil-

di, tepkime bu siirenin sonunda baglatildr.

b) Enzim, NEM ile 1', 2', 4', 8', 10' inkiibe edildi. GSSG

ve NADPH eklenerek tepkime baglatildi.

Elde edilen bulgulardan (Sekil-1l1l), enzimin NADPH ile inku-
basyonunun WEM inhibisyonu ig¢in gerekli oldugu saptandi. Birinci
gurup, deneyde enzimin NEM ve NADPH ile inkiibasyonunun sonunda
baglatllah tepkimede % 72, 8' da ise % 100 inhibisyon gozlendi.
Enzimin sadece NEM ile inkiibagyonunun sonunda basglabtilan tepkime-

de, 10' inkiibe edilen Ornekde dahi hig bir inhibigyon gozlenmedi.
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504 |

°/¢ inhibisyon

0 *TIFIlTTrF
2 3 4% & 7 8 %5 10

inkGbasyon (dak)

SEKII~11. Akyuvar glutatyon rediktazinin NEM inhi-
bisyonu.
e NADPH ile indirgenmis enzimin NEM in-
hibisyonu.

+ Indirgenmemis enzimin NEM inhibisyonu.
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Enzim Akbtivitesine Fosfat Tamponunun Anyonik FEtkisi :

Akyuvar glubatyon reditkbazinin katalitik etkinligi fosfat
tamponu derigimine duyarl:i bulunmustur (Sekil-12), 0,1 NaPO,,
derigimine kadar aktivasyon, daba yliksek derisimde inhibisyon

gozlenir,

-3
x 10
80 ~
70 4

60 -

504/

40+

LA 340 /dak

364

20~

104

0 T T |
01 0.2 0.3 0.4

(P Tompon)

SEKTI~12. Fosfat iyonunun glutatyon rediiktaz etkin-
ligineg etkisi; deney karigima, NaPO4
pH 6,8, EDTA 5 ml, GS5G 1 mM, NADPH 120 MM.



. ' - 35 -

pH 'nain Enzim Uzerine Btkisi :

Akyuvar GSSGR'a lszerinde pH 'nan etkisi aragtirilmis ve

enzinin genis bir pH optimumu oldupu bulunmustur (Sekil-13) .,

200 A
Vo +
x 150 4 +
X
[»]
h »]
~ 100
o
S, ¢
M
< 50 \
<]
+
{ 1 L { T
5 65 75 85 95 pH

SEKIT~13. Akyuvar glutatyon rediiktaz etkinliginin pH
ile degigimis tepkime ortami, 1 nM GSSG ,
120 M NADPH, 5 mM EDTA, O,1M tampon; pH
6,5-8,5 NaPOLL, pH 5,0 asetat, pH 9,5 borat
tamponlari kullanilmistair.
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Gephadex G-200 Xolon Anslizi . :

rneinin molokil afarlipgi tayini Sephodex G—EOO Izolonunda
Andréws5o vontemine gore yaprlidi. Standard protein olaralr serun
albumin (65 OOOj, Toktik dehidrogenaz (140 000), Katzlaz (250 000),
fireaz (47% 000) kullanilda. |

Engimlerin 280 nm'de optik daﬁsitwleriniz‘okunm351 ve bili-
nen wmolekiil afirligaina kargi - elusyon hacimlerinin grafiklenmo-
gl ile gtondart oiri ¢izildi. Glutatyon redikboz igin sktivite
torondi, Enzinin molekil egiriigy 120 000 + 5000 olarak saptan—

di (Jekil-14).

‘I[.O'-]
Q;\SERUM ALBUMIN
1204
E
g GLUTATYON REDUKTAZ
a . .
T 004 LAKTIK DEHIDROGENAZ
<
b
g
x
)-
KATALAZ
80 -
= UREAZ
60 L .‘FS T T T T l“[s
5x 10 10 10

MOLEKUL AGIRLIGI

$EKEZ—14. Sephadex G-200 kolon analizi standart gra-
figi; kolon (2,5 em X 50 cm)j; elusyon tam—
vonu pH 7,5 0,05M Tris-Hel; GSSGR 120 000
molekiil agirligina kargi elue oldu.
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'SDS Jel Elektroforezi ile Enzimin Alt Birim Molekiil

Agarliga Tayini

SDS jel elektroforezi ydntemlerde anlatildigl gekild926

yapildi. Standart protein olarak pepsin (%35 000), tripsin

(2% 000), albumin (68 000), ribonikleaz (13 700) alindi.
Afinite sonrasi GSSGR Srnefi ile galigilda. Yonbtemlerde

verilen formiile zdre mcbilite hesaplanarak 0.67 olarak bulun-

du. Standart grafikten bu mobiliteye karsgi 19 000 + 2000 alt

birim molekiil afirlipy saptandil (Sekil-15).

i
x 10
10

SERUM ALBUMIN

MOLEKUL AGIRLIG!

TRIPSIN

GLUTATYON REDUKTAZ

RIBONUKLEAZ

T T T T T T
0z 03 0.4 0.5 C.6 07 0.8

MOBILITE

SEKIT~15. SDS Jjel elektroforezi alt birim molekil
agirligis tayini standart grafifi; GSSGR
% 8DS, % 10 merkaptoetanol igeren ortam-
da indirgendi.
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‘Insan akyuvar GSSGR'1 galigmada takdin edilen yontemlerle
saflagtirildi. Elde edilen en saf preparatin spesifik aktivitesi
52,2 olarak bulundu. Alyuvarlarda Sqottal gaflasma sonu spesi-
ik akbiviteyi 61, Teend2 145, Staal® ise 165 olarak saptamig-
lardar,.

Saflastirna igleminde alyuvar GSSGR'nin saflastiralmasin-
da hemozlobini uzaklagbirmalk igin kullanilan DEAE-Sephadex kro-
natografisi uygun gSrﬁlmedi. Alyuvarlardz 300 gm protein ile saf-
lagtirmayz baglayabilne olanaginda bulunan araatlrlcllar6 gok
bagamekll saflagbirma ve kolon verimi disuk olan bu yonbemi uy-
gulamiglardil. |

Saflactirmada amonyunm stilfat, 1sitma, dinliz ve ClM--Sepha-
dex yonbtemlori ile elde edilen brnege akrilamid jol elektrofo-
rezi uygulandi. Resim 1-b 'de gorildiugi gibl bu Ornek oldukga
gaftir ve kinebik galismalari igin uygundur.

Klagik yoénbtemlerin yanisira sSon villarde bozi enzinm ve mul-
tienzim sistemleri i¢in bagarili sonuglar alinan afinite kroma-
tografisi uygvlandi. Afinite kromatografisi ig¢in hagirlanan

Sepharose tlivevi bir kag saflasgtirma isleminin yerini alabile-
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cek saflagmayi verdi. Elusyon o,5M NaCl igercn O,1M pH 7,5

NaPO, tomponuyla vapildi. Enzim bu yolla slue edilebildiéinden
NADPH soku ya da pH ve sicaklik gradyana uygulamak serekmedi.
Yontemlerde anlatildagr gekilde elde edilen Sephorose'a bagly
GSSG tiirevi gerekbifinde GSH tiirevine rediiklencrek, yeni tirev,
glutatyon peroksidaz ve glicksalaz enzimlerinin afinite kromatog-

rafiginde kullanilabilir.

CM-Sephadex sonrasi enzim eldesi ile yapilan kinetik ¢alaig-
mada akyuvar enzimi igin genel olarak "ping-pong" mekonizmasi
uygun goriildii, Substratlarin enzim ile ikili kompleksler olustur--
masl ve bunlarin parcalanmasinl igeren bu mekanizmuya gbre enzim

gu seckilde davranir :

HY + NADPH + B s> E . NADPH..E' . NADPT

', NADEY o BY 4 waDpt
B' + GSSGE *E'. G358G nu=E + 2GSH

5y enzinin okside formu

E'; enzimin redikbe formu

388G deitisken substrat iken NADPH derigimi dligbliginde pa-
ralellikten snpma gdrilmistir. Enzimin substrat derigimine bafli
olarak horeket ettizi dlistniilebilir. GSSG 'ye glre yiksek NADPH
derigininde "ping-pong" disiik NADPH derigiminde "diizenli" meka-
nizma dnerilebilir. Enzimin bu davranigi yuzunden alyuvarlarda6,
mayadag defisik mekanizma Snerileri vardar.

M-octbilmaleimid inhibisyonu enzimin aktif merkezi ig¢in bir
disiinii verebilir.-SH gruplari ile birlegereck enzim etkinsizli-

gine yol agabilen bu madde, enzimi ancak NADPH ile inkiibe edil-
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difinde inhibe etmektedir. Enzimin dig ylzeyinde ya da aktif
merkezden uzak bir-SH gurubu olabilir, bu-SH 'in WEM ile bir-
legmesi enzimi etkinsizlegtirmez. NIM ile birleserck enzim in-
hibisyonuna yol agan-SH gurubu, enzim aktif merkezinin NADPH
ile indirgenmesi gsonunda ac¢iza ¢ikabilir. Enzimin bir flavopro-
tein olduwiu oz Sniine alinmirsa NADPH indirgemesinin FAD igeren
aktif merkezde agafida gdsterildigi sekilde olabilmesi indirgen-

34

me, ylikselbgenme potansiyelleri yontinden uygundur” .

. NADPH+E'T  NaDP' -
L8 - e, SH -~
h—— FAD foor— FAT)
B
GSSG GSH
I <) N d . 5=-8G —
T | —
.. So —— S .
E‘
— S--3G : g
— |
b— SH b S
: + GSH
b AT ‘. ——— TAD

t
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E' Ustiundeki SH ile birlesen NEM enzimin ikinci substrabi
ile blrlG“lD GSH vermegini onllyerek en21m1 kolayca inhibe eder.
Maya GSSGR'1 icinde ayni bulgu gdzlenmistir. Yalniz fare kara-
cigerinde enzimin NADPH ile indirgenmeden,NEM ile imhibe oldu-
Zu bulunmugtur. Bu bulgu karaciger GBSGR'nain aktif merkezinde

serbest SH grubunun oldugunu gosterir.

Deney suresince fosfat tampomu kullanlldlél igin enzim et-
kinligi Uzerine bu tamponun etkisi aragtirildi. O,1M NaPO4 deri-
simine kadar aktivasyon daha yiiksek derigimde inhibisyon godzlen-
di. Bu nedenle enzim etkinliginin Slglilmesinde maksimum haiz el-
de edilebilen O0,1M NaPO4 derisimi kullanildi. Maya ve alyuvar
GSSGR'na da fosfat tamponunun anyonik etkisi saptanm1§t1r55Q

Gézlenen bu ebkinin basit va da Ozgll bir anyonik etki oclabile-

cegi tartaigarlabilir.

K, NADPH, X, NADH 'dan daha kiigiiktir®, 2'-fosfat esteri ba-
kimandan farkli olan bu iki nitkleotid'den NADPH'nln 2'fosfab
grubunun enzimle ilintisi bulunabilir. Yiiksek fosfat derigimi
NADPH'nin 2!'-fosfat grubunun ényonik bdlgesi igin kompétitif ine-

hibitdr olabilir. 0,1M fosfat derigimine kadar enzim akbivitesin-

' deki yiikselme erzim izerinde ikinci bir anyonik bdlge olabilece-

$ini diislindlirebilir. Bu bdlgeye baglanan anyon nev tepkime h1.z1-
n1i arttirabilir,

Enzim etkinlifl dzerine pH 'nin da etkisi aragtirilmis ve
enzim katalize tepkimenin oldukca genig bir pH optimumu olduZu
gorulmuqtur. | o |

Akyuvazr e121m¢n1n molekul agirligy Sephadex G~200 ile

120 000 % 5000 olarak saptanmigtir., Alyuvarlarda ayni yontemle
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Staal ve Teeger® GSSGR'1n molekiil afirligini 115 000 + 4000 ola-
rak buldular. Mayads sedimentasyon deﬁgesi ve osmoblik basing yon~
tenmleriyle Mavis ve Stellﬁagenl tarafindan maya enziminin mole-
kil aglrllg; 126 OOO olarak verilmigtir. fare karaciéerinde Mize55
nin 44 000 olarak buldugﬁ molekil agirligi énzimin bir olasilikla,
alt birimine aittir. Daha onceki arastiricilarin alyuvar GSSGR'L
igin bulduklari molekﬁi agirligyr degeri ile akyuvarlarda buldugu-
ruz deffer yaklasik olarak aynidar. '

Alyuvarlarda flavin miktarina gdre saptanan en diiglik al® birim
molekil afirligi 56 600 dir®. SDS akrilamid jel elektroforezinde
bu galisma ile saptanaﬁ en diiglk molekiil agirlify 20 000 dir. Ile-

ri bir galiswmada "afinity Labeling" vontemi ile bu degerin geger-
1i1i¥i aragiirilacakbir.

Bivokimyasal kaynsklarda enzimin bir gok tlirde saflagtvirmasi
ve kiemen kinetik cgaligmalara yapilmigtir. Du ¢alismanin da daha
dnece ak yuvariarda ¢alasilmamis bulunan enzinin saflagma ve kine-
tik tzelliklerine katkisi bulunacakbtir. Bununlse beraber enzimin
yapisal anclizinin fonksiyonlarayla ilintisi Uzerine gegitli ya-
pisal smeliz yontemleri heniiz hig bir turde uygulanmamla-Ve ileri

bir calismaya agikbir.



Glutabyon reditkbaz enzimi insan akyuverlarindan elde edile-
rek iki ayri yontvemle saflastaraldi.
1) Amonyum siilfat, isitma, dializ, CM~Sephadex, afinite kro-
mabografisi.

2) Afinilte kromatografisi.

Birinci yontemle elde edilen enzim total homojenata gore 557

kez, ikinci yonbtemle elde edilen enzim ise 44,8 ez daha safbir.

Cli~-Sephadex sonrasi enzim Srnegi ile ikl substrat kinetifi
incelendi, Yiksek NADPH derigiminde "ping-pong" diisiik NADPE deri-
siminde diizenli mekanizmaya uygun davrandigl gortildii,.

Przim NEM ile inhibe edilerek aktif merkezinde ~SH groplari-
nin varlizgi gosterildi. NEM inhibisyonuna dayanarak, enzimin dav-
ranisi ile ilgili bir mekanizma Snerildi.

Fnzimin Sephadex G-200 kromatografisi ile molekiil agirligy
120 000 + 5000 olarak saptanda.

Tnzimin SD8 jel elektroforezi ile bulunan alt birim molekiil

afirlifi ise 19 000 + 2000 olarak bulundu.
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KISATTMATAR LISTESI

Sagir serum albumin

Disikloheksil karbodiimid

fnzim birimi

Ftilendiamintetraasetik asit

flavin adenin diniikleotid

Glukoz &~fosfat

Rediikte glutatyon

Okside glubtatyon

Glutatyon rediktaz

Heksoz monofosfat yolu

Nikobtinamid adenin diniikleotid fosfatb
Rediikte Nikotinamid adenin diniikleotid fosfatb
Spdyun fosfat tamponu

N—-etilmaleimid
5-fosforibozil-l-pirofosfat

Riboz 5-~fogfat

N N N'N'-tetra-metil-1l,2-diamino etail.
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