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BİNGÖL ÜNİVERSİTESİ

BİLİMSEL ARAŞTIRMA PROJE

GELİŞME RAPORU (SONUÇ RAPORU)
(BİLİMSEL RAPOR)

	DÖNEM İÇİNDE PROJEYLE İLGİLİ BİLİMSEL GELİŞMELER VE ELDE EDİLEN BULGULAR


	1. GİRİŞ

GR enzimi (E.C.1.8.1.7) ilk defa 1951’de tanımlanmıştır. Bu enzim düşük veya yüksek molekül ağırlıklı disülfür substratları ile indirgenmiş piridin nükleotidleri arasında elektron transferini katalizler.

GSSG + NADPH + H+

         2GSH + NADP+
Glutatyon redüktaz enziminin katalizlediği reaksiyonun bilinen en önemli hedeflerinden biri hücre ortamındaki GSH/GSSG oranını korumaktır. Bu oran eritrosit hücrelerinde yaklaşık 500/1’dir. Bu oranın düşmesi halinde eritrosit hücreleri hemoliz olmaktadır (Keha ve Küfrevioğlu 2009). Glutatyon peroksidaz enziminin katalizlediği, özellikle hidroperoksitlerin detoksifikasyonu diğer bazı bileşiklerin indirgenmesi sonucu GSSG oluştuğu için glutatyon redüktaz hücre içi glutatyon indirgeme-yükseltgeme olayında merkezi bir role sahiptir. Glutatyon redüktaz, GSH/GSSG oranını yükselterek hücre içi –SH/–SS oranını korur (Torinibo 1996). 

2. MATERYAL VE YÖNTEM

2.1. Kimyasallar

Çalışmada kullanılacak olan kimyasal maddeler Bingöl Üniversitesi BAP komisyonunca belirtilen Bütçe kapsamında temin edilmiştir 
2.2. GR Enziminin Saflaştırılması ve Karakterizasyonu
2.2.1. GR Enziminin Aktivitesinin Ölçümü:

                                              GSSG + NADPH               2GSH + NADP+

Yukarıdaki reaksiyonda reaksiyona giren NADPH 340 nm’de maksimum absorbans vermektedir. Reaksiyon ortamına katılan GR enzimi NADPH’ın azalmasına sebep olmaktadır. Bu azalma spektrofotometrik olarak 340 nm’de takip edilmektedir (Carlberg and Mannervik 1985). 

2.2.2. Tavuk Dokularının Temini ve Homojenat Hazırlanması: Çalışmada kullanılacak tavuk dokuları banvit'ten taze olarak temin edilecek. Alınan dokular daha sonra kullanılmak üzere -80°C’de derin dondurucuda donduruldu. Kullanılacak olan dokular küçük parçalar halinde doğrandıktan sonra uygun homojenat tamponuna alınıp homojenizatör vasıtasıyla parçalanacak elde edilen süspansiyon 13.000xg de 1 saat santrifüj edilecek Enzimler sitozolik olduğu için çökelek atıldı ve süpernatant daha sonraki çalışmalar için kullanıldı. Elde edilecek olan çökelti atılacak. Çalışmaının tamamı 4 oC'de yürütülecek.  

2.2.3. Amonyum sülfat çöktürmesi ve diyaliz: Çalışılan dokularda değişik oranlarda amonyum sülfat çöktürmesi yapılarak amonyum sülfat çöktürme aralığı belirlendi. Daha sonra belirlenen doygunlukta çöktürme yapılarak birçok safsızlık elimine edilecek. Elde edilen çökelek, 50 mM fosfat tamponunda (pH=7,0) çözüldü. Daha sonra enzim çözeltisi 50 mM K-asetat/ 50 mM K-fosfat (pH=7,0) tamponuna karşı diyaliz edilecek. 

2.2.4. Afinite kolonuyla enzimin saflaştırılması: Kuru haldeki 2',5' ADP Sepharose-4B jeli, 1 mM DTT, 1 mM PMSF, 1 mM EDTA içeren 50 mM K-fosfat  (pH=7,3) tamponu içinde süspanse edilecek. Jel 1x10 cm boyutlarında soğutmalı ve kapalı sistem oluşturucu bir kolona paketlenecek. Elde edilen enzim çözeltisi bu kolona tatbik edilecek. Yıkamalar sırasıyla,1 mM DTT, 1 mM PMSF, 1 mM EDTA içeren 50 mM K-fosfat (pH=7,3) tamponu ile 10 yatak hacmi kadar sonra aynı tamponun içine 80 mM KCl koyarak işlem tekrar edilecek. Kolona tutunmuş olan GR enzimi, 0-0,5 mM GSH+ 0-1 mM NADPH + 1 mM EDTA (pH=7) çözeltisiyle gradiyentli (GSH ve NADPH gradiyenti) elüsyon yapılarak saflaştırılacak.
2.2.5. Kantitatif Protein Tayini: Kantitatif protein tayini bradford metoduna göre yapılacak. Bu yöntem, proteine coomassie brillant blue G-250’nin bağlanması esasına dayanır. Oluşan kompleks spektrofometrik olarak 595 nm’de maksimum absorbans gösterir. Standart olarak sığır serum albumin çözeltisi kullanılacak (Bradford 1976).
2.2.6. SDS-Poliakrilamid Jel Elektroforezi (SDS-PAGE): GR enziminin saflığının kontrolü için Laemmli prosedürüne göre %3-8 kesikli sodyum dodesilsülfat poliakrilamid jel elektroforezi (SDS-PAGE) yapılacak. Jel çözeltisine %10’luk SDS ilave edilecek. Elde edilen jelde protein miktarına bağlı olarak iki türlü boyama yapılacak. Gümüş boyama ve Coomassie Brilliant Blue R-250 (Laemmli 1970).

2.2.7. Enzimin optimum pH’sının belirlenmesi: Enzimin optimum pH’sını belirlemek amacıyla sabit konsantrasyonda değişen pH larda tampon çözeltiler hazırlandı her birinde ayrı ayrı aktivite bakıldı. 

2.2.8. Enzimin optimum iyonik şiddetlerinin belirlenmesi: Enzimin optimum aktivite sağladığı iyonik şiddetin belirlenmesi için belirlenen optimum pH’da yani sabit pH'da tampon çözeltiler hazırlanacak, her birinde ayrı ayrı aktivite bakılacak. 

2.2.9. Enzimin optimum sıcaklıklarının belirlenmesi: Enzimin optimum sıcaklıklarını belirlenmesi amacıyla enzim hariç diğer aktivite çözeltileri 0-90oC arasında 10oC artışla ısıtılarak her 10oC’de aktiviteleri ölçülecek.
2.2.10. Stabil pH’nın belirlenmesi: Stabil pH’yı belirlemek amacıyla enzim çözeltileri sabit konsantrasyonda değişen tampon ortamlarına 1-1 oranında alınarak 24 saat arayla aktivite ölçümleri yapılacak.
2.2.11. Enzimlerin KM ve Vmax değerlerinin belirlenmesi: Enzimlerin KM ve Vmax değerlerinin belirlenmesi amacıyla subsratların belli oranlarda seyreltilmiş çözeltilerinden 5 farklı konsantrasyonu ile aktivite ölçümü yapılacak. Elde edilen değerlerle Lineweaver-Burk grafiği çizilecek. Grafikten yararlanarak KM ve Vmax değerleri belirlenecektir. 

3. ARAŞTIRMA BULGULARI

Çalışmanın ilk altı aylık kısmında kimyasallar temin edilmiş ve gerekli çalışma ortamı sağlanmıştır. Bunun yanında ön denenmeler gerçekleştirilerek çalışma planı gözden geçirilmiştir. Ve saflaştırma çalışmalarında kullanılacak kromatografik kolonlar hazırlanmıştır. Sonraki altı aylık süre zarfında GR enziminin bazı tavuk  dokularından saflaştırma ve karakterizasyon çalışmaları yapılmıştır.
3.1. Tavuk Yürek GR Saflaştırma Sonuçları
3.1.1.Kantitatif Protein Tayini İçin Kullanılan Standart Grafik

Elde ettiğimiz enzim çözeltilerindeki kantitatif protein tayini Bradford yöntemiyle belirlendi. Standart grafik bölüm 2.2.5’te anlatıldığı gibi hazırlandı. Standart çözeltilerin μg proteine karşılık gelen absorbans değerleri Şekil 1.1’de gösterildi.
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Şekil 1.1 Tavuk yürek GR enziminin bradford yöntemiyle proteinlerin kantitatif tayininde kullanılan standart grafik
3.1.2. Afinite Kromatografisi Sonuçları

Tavuk yürek dokusundan saflaştırılan Glutatyon redüktaz enziminin amonyum sülfat doygunluk aralığı tespitine yönelik aktivite-çöktürme aralıkları değerleri ve saflaştırma basamakları Çizelge 1.1 ve 1.2’de gösterildi. Bu sonuçlara göre enzimin % 0-60 arası çöktüğü tespit edildi. Elde edilen çökelti 2', 5'-ADP sepharose 4B afinite kolonuna yüklendi. Uygun tamponla gradientli elüsyon yapılarak elde edilen elüatlardaki aktivite değerleri Şekil 1.2’de gösterildi.
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Şekil 1.2. Tavuk yürek GR enziminin 2', 5'-ADP sepharose 4B afinite kolonundan elüsyon grafiği
Çizelge 1.1. Tavuk yürek dokusundan saflaştırılan glutatyon redüktaz enziminin amonyum sülfat doygunluk aralığı tespitine yönelik aktivite-çöktürme aralığı çizelgesi
Amonyum Sülfat Aralığı (%)
0-20
20-30
30-40

40-50
50-60
60-70
70-80

Süpernatant Aktivite (EÜ/ml)
0,154

0,168

0,099

0,012

0,008

0,003

0

Çökelti Aktivite (EÜ/ml)
0,153

0,280

0,412

0,309

0,112

0,020

0,008

Çizelge 1.2. Tavuk yürek dokusundan saflaştırılan glutatyon redüktaz enziminin saflaştırma basamakları
Saflaştırma Basamağı
Toplam
Hacim (ml)
Aktivite
(EÜ/ml)
Protein
(mg/ml)
Toplam
Aktivite (EÜ)
Toplam
Protein
(mg)
Spesifik Aktivite
(EÜ/mg)
% Verim
Saflaştırma Katsayısı
Homojenat
20

0,648

16,62

12,96

332,4

0,0389

100

1

Amonyum sülfat çöktürmesi  ve diyaliz (% 0 - 60)   
4

0,738

9,069

2,952

36,276

0,0813

22,77

2,090

2', 5'- ADP sepharose 4B
3

0,714

0,095

2,142

0,285

7,515

16,527

193,187

3.1.3. Tavuk Yürek Dokusundan Saflaştırılan GR Enziminin SDS-PAGE ile Saflık Kontrolü

Tavuk yürek dokusundan elde edilen GR enziminin saflığını kontrol etmek için SDS-PAGE yapıldı. Bu amaçla bölüm 2.2.6’da izah edilen elektroforez sistemi kurularak enzim numuneleri sırayla kuyulara uygulandı ve yürütüldü.  SDS-PAGE jelinin fotoğrafı çekilerek Şekil 1.3’te gösterildi.  Sonuç olarak tavuk yürek GR enzimi, homojenat, amonyum sülfat çöktürmesi ve diyaliz sonra ve 2',5' ADP sepharose 4B afinite kromatografisi olmak üzere üç basamakta elde edildi. Enzim 7,515 EÜ/ml spesifik aktiviteyle, %16,527 verimle ve 193,187 kat saflaştırıldı. 
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Şekil 1.3. Afinite kolonundan elüe edilen tavuk yürek GR enziminin SDS-PAGE ile saflık kontrolü. 1. kuyu: Homojenat, 2. kuyu: Amonyum sülfat çöktürmesi ve diyaliz sonrası, 3. kuyu: Standart proteinler (120 kda E. Coli β-galaktozidaz, 85 kda sığır serum albumin, 50 kda tavuk yumurtası ovalbumin, 35 kda sığır eritrosit karbonik anhidraz, 25 kda inek sütü β-laktoglobulin, 20 kda tavuk yumurtası lizozim)), 4. ve 5. kuyu: Afinite kolonundan elüe edilen saf GR enzimi)
3.1.4. Tavuk Yürek GR Enziminin SDS-PAGE ile Mol Kütlesinin Belirlenmesine Yönelik Sonuçlar

Enzimin alt biriminin mol kütlesinin hesaplanması için SDS-PAGE fotoğrafından yararlanılarak her bir standart protein ve GR enzimi için Rf değerleri elde edildi. log MA - Rf grafiği çizilerek Şekil 1.4.’de gösterildi. SDS-PAGE metodu kullanılarak bu enzimin alt biriminin molekül kütlesi 86,816 kDa olarak belirlendi.
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Şekil 1.4. Tavuk yüreğinden saflaştırılan GR enziminin SDS-PAGE sonucu molekül kütlesini bulmak için çizilen log MA - Rf grafiği
3.2. Tavuk Yürek Dokusundan Saflaştırılan GR Enziminin Karakterizasyon Sonuçları

3.2.1. Optimum pH Bulunmasına Yönelik Sonuçlar

Tavuk yürek GR enzimi optimum pH’sı 7,5-9,0 aralığında olan 800 mM Tris-HCl ve pH‘sı 5,5-8,0 aralığında olan 800 mM KH2PO4 tampon çözeltileri kullanılarak enzimin gösterdiği aktiviteler spektrofotometrik olarak belirlendi (Şekil 1.5 ve Çizelge 1.3 - 1.4). Tavuk yüreği GR enzimi için optimum pH’sı, 800 mM KH2PO4 tamponunda pH=8,0 olarak belirlendi.
Çizelge 1.3. 800 mM KH2PO4 tampon kullanılarak tavuk yürek glutatyon redüktaz enziminin optimum pH’sı için yapılan aktivite ölçüm sonuçları

pH
Aktivite (EÜ/ml)
5,5

0,064

6,0

0,073

6,5

0,114

7,0

0,162

7,5

0,157

8,0

0,175

Çizelge 1.4. 800 mM Tris-HCl tamponu kullanılarak tavuk yürek glutatyon redüktaz enziminin optimum pH’sı için yapılan aktivite ölçüm sonuçları

pH
Aktivite (EÜ/ml)
7,5

0,135

8,0

0,163

8,5

0,159

9,0

0,146
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Şekil 1.5. Tavuk yürek GR enzimi için yapılan optimum pH çalışmasının sonucuna yönelik pH - aktivite grafiği
3.2.2. Optimum İyonik Şiddet Bulunmasına Yönelik Sonuçlar

Tavuk yürek GR enzim aktivitesi için en uygun iyonik şiddetin belirlenmesi amacıyla önceki çalışmalarla uygunluğu belirlenen fosfat tamponunun optimal pH’daki değişik konsantrasyonlardaki çözeltileri hazırlandı. Farklı KH2PO4 konsantrasyonlarında aktivite ölçümleri yapılarak KH2PO4 konsantrasyonu ile aktivite değerlerinden oluşan grafik çizildi. (Şekil 1.6 ve Çizelge 1.5). Yapılan çalışmalar sonucu tavuk yürek GR enzimi için en uygun iyonik şiddetin 800 mM KH2PO4 olarak tespit edildi. 

Çizelge 1.5. Tavuk yürek glutatyon redüktaz enziminin optimum iyonik şiddet için KH2PO4 tampon çözeltisi kullanılarak yapılan aktivite ölçüm sonuçları

[KH2PO4]

(mM)

10

25

50

100

200

400

800

1000

Aktivite (EÜ/ml)

0,062
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Şekil 1.6. Değişik konsantrasyonlardaki KH2PO4 tampon çözeltileri kullanılarak tavuk yürek GR enzimi için yapılan iyonik şiddet - aktivite grafiği

3.2.3. Optimum Sıcaklık Bulunmasına Yönelik Sonuçlar

Tavuk yürek GR enziminin optimum sıcaklığını belirlemek üzere optimum pH ve uygun iyonik şiddete sahip pH’sı 8,0 olan 800 mM KH2PO4 tampon çözeltisi kullanıldı. 0ºC ile 90ºC arasında her 10ºC’de bir olmak üzere aktivite ölçümleri yapıldı. Elde edilen sonuçlar Şekil 1.7’de ve Çizelge 1.6’de gösterildi.  Bu çalışmalar sonucu optimum sıcaklık 60ºC olarak tespit edildi.
Çizelge 1.6. Tavuk yürek glutatyon redüktaz enziminin optimum sıcaklığı için sıcaklık - aktivite ölçüm sonuçları çizelgesi

Sıcaklık

(oC)

0

10

20
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0,755
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Şekil 1.7. Tavuk yürek GR enziminin optimum sıcaklığı için sıcaklık aktivite ölçüm sonuçları grafiği
3.2.4. Stabil pH Bulunmasına Yönelik Sonuçlar

Tavuk yürek GR enziminin stabil pH‘ sı, pH ‘ları 7,5, 8,0, 8,5, ve 9,0 aralığında 800 mM Tris-HCl ve pH ‘ları 5,5, 6,0, 7,0, 7,5, 8,0 aralığında 800 mM KH2PO4 tampon çözeltileri kullanılarak enzimin gösterdiği aktiviteler spektrofotometrik olarak belirlendi (Şekil 1.8 - 1.9 ve Çizelge 1.7 - 1.8). Tavuk yürek GR enzimi için stabil pH, 800 mM KH2PO4 tamponunda pH: 8,0 olarak belirlendi.
Çizelge 1.7. Tavuk yürek GR enzimi için 800 mM KH2PO4 kullanılarak yapılan stabil pH çalışmasının sonuçlarına yönelik çizelge
Zaman (Gün)

(pH= 5,5)

Aktivite

(EÜ/ml)
(pH=6,0)

Aktivite

(EÜ/ml)
(pH=6,5)

Aktivite

(EÜ/ml)
(pH=7,0)

Aktivite

(EÜ/ml)
(pH=7,5)

Aktivite

(EÜ/ml)
(pH=8,0)

Aktivite

(EÜ/ml)
0

0,061

0,075

0,111

0,142

0,142

0,172

12
0,054

0,070

0,102

0,129

0,142

0,147

24
0,048

0,054

0,086

0,107

0,125

0,112

36
0,032

0,048

0,073

0,091

0,120

0,116

48
0,043

0,059

0,071

0,078

0,098

0,107

60
0,036

0,043

0,063

0,077

0,084

0,100

72
0,034

0,023

0,048

0,054

0,066

0,070
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Şekil 1.8. Değişik pH’lardaki KH2PO4 tampon çözeltisi kullanılarak tavuk yürek GR enzimi için elde edilen stabil pH grafiği
Çizelge 1.8. Tavuk yürek GR enzimi için 800 mM Tris-HCl kullanılarak yapılan stabil pH çalışmasının sonuçlarına yönelik çizelge

Zaman (Gün)

(pH= 7,5)

Aktivite

(EÜ/ml)
(pH=8,0)

Aktivite

(EÜ/ml)
(pH=8,5)

Aktivite

(EÜ/ml)
(pH=9)

Aktivite

(EÜ/ml)
0

0,086

0,148

0,143

0,136

12
0,075

0,111

0,109

0,095

24
0,050

0,114

0,098

0,082

36
0,066

0,105

0,080

0,068

48
0,059

0,098

0,080

0,064

60
0,045

0,066

0,059

0,059

72
0,018

0,064

0,041

0,039
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Şekil 1.9. Değişik pH’lardaki Tris/HCl tampon çözeltisi kullanılarak tavuk yürek GR enzimi için elde edilen stabil pH grafiği

3.2.5. NADPH ve GSSG Substratları için KM ve Vmax Değerlerinin Belirlenmesine Yönelik Sonuçlar
Tavuk yürek glutatyon redüktaz enziminin GSSG ve NADPH substratları için KM ve Vmax değerlerini belirlemek için sabit GSSG konsantrasyonunda NADPH’ın 5 farklı konsantrasyonlarıyla aktivite ölçümleri yapıldı. Elde edilen değerlerle 1/[NADPH]-1/V Lineweaver-Burk grafiği çizildi. Bu grafikten yararlanarak NADPH için KM ve Vmax değerleri belirlendi. Aynı şekilde NADPH’ın sabit konsantrasyonunda GSSG’nin 5 farklı konsantrasyonlarıyla optimum şartlarda aktivite ölçümleri yapılarak 1/[GSSG]-1/V Lineweaver-Burk grafiği oluşturuldu ve GSSG için KM ve Vmax değerleri hesaplandı. Aktivite ölçümleri optimal şartlarda gerçekleştirildi. (Lineweaver and Burk 1934)   Elde edilen sonuçlar Çizelge 1.9 - 1.10 ve Şekil 1.10 - 1.11’te görülmektedir. Bu çalışmalar sonucunda NADPH için KM değeri 0,044 mM ve Vmax değeri 0,165 EÜ/ml olarak; GSSG için ise, KM değeri 0,018 mM ve Vmax değeri 0,151 EÜ/ml olarak tespit edildi
Çizelge 1.9. Tavuk yürek dokusu GR enzimi için KM ve Vmax değerlerinin bulunmasına yönelik NADPH derişimi-aktivite çizelgesi

[NADPH] (mM)

0,01

0,02

0,03

0,04

0,06

Aktivite

(EÜ/ml)
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0,091
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Şekil 1.10. NADPH için KM ve Vmax değerlerinin belirlenmesi grafiği

Çizelge 1.10. Tavuk yürek dokusu GR enzimi için KM ve Vmax değerlerinin bulunmasına yönelik GSSG derişimi-aktivite çizelgesi

GSSG (mM)

0,02

0,05

0,1

0,2

0,4
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Şekil 1.11. GSSG için KM ve Vmax değerlerinin belirlenmesi grafiği

3.3. Tavuk Böbrek GR Saflaştırma Sonuçları

3.3.1.Kantitatif Protein Tayini İçin Kullanılan Standart Grafik

Elde ettiğimiz enzim çözeltilerindeki kantitatif protein tayini Bradford yöntemiyle belirlendi. Standart grafik bölüm 2.2.5’te anlatıldığı gibi hazırlandı. Standart çözeltilerin μg proteine karşılık gelen absorbans değerleri Şekil 1.12’de gösterildi.
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Şekil 1.12. Tavuk böbrek GR enziminin bradford yöntemiyle proteinlerin kantitatif tayininde kullanılan standart
3.3.2. Afinite Kromatografisi Sonuçları

Tavuk böbrek dokusundan saflaştırılan Glutatyon redüktaz enziminin amonyum sülfat doygunluk aralığı tespitine yönelik aktivite-çöktürme aralıkları değerleri ve saflaştırma basamakları Çizelge 1.11 ve 1.12’de gösterildi. Bu sonuçlara göre enzimin % 20-80 arası çöktüğü tespit edildi. Elde edilen çökelti 2', 5'-ADP sepharose 4B afinite kolonuna yüklendi. Uygun tamponla gradientli elüsyon yapılarak elde edilen elüatlardaki aktivite değerleri Şekil 1.13’te gösterildi.
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Şekil 1.13. Tavuk böbrek GR enziminin 2', 5'-ADP sepharose 4B afinite kolonundan elüsyon grafiği
Çizelge 1.11. Tavuk böbrek dokusundan saflaştırılan glutatyon redüktaz enziminin amonyum sülfat doygunluk aralığı tespitine yönelik aktivite-çöktürme aralığı çizelgesi
Amonyum Sülfat Aralığı (% 20-80 )
0-20
20-30
30-40

40-50
50-60
60-70
70-80

80-90

90-100

Süpernatant Aktivite (EÜ/ml)
0,03

0,451

0,419

0,354

0,248

0,075

0,046

0,020

0,010

Çökelti Aktivite (EÜ/ml)
0

     0,388

0,300

0,490

0,437

0,156

0,109

0,087

0,058

Çizelge 1.12. Tavuk böbrek dokusundan saflaştırılan glutatyon redüktaz enziminin saflaştırma basamakları
Saflaştırma Basamağı
Toplam
Hacim (ml)
Aktivite
(EÜ/ml)
Protein
(mg/ml)
Toplam
Aktivite (EÜ)
Toplam
Protein
(mg)
Spesifik Aktivite
(EÜ/mg)
% Verim
Saflaştırma Katsayısı
Homojenat
15

0,509

21,77

7,635

326,55

0,0233

100

1

Amonyum sülfat çöktürmesi (% 20-80)   ve diyaliz
5

0,973

13,81

4,865

69,05

0,0704

63,719

3,021

2',5'- ADP sepharose 4B
6

0,722

0,084

4,332

0,504

8,595

56,738

368,884

3.3.3. Tavuk Böbrek Dokusundan Saflaştırılan GR Enziminin SDS-PAGE ile Saflık Kontrolü

Tavuk böbrek dokusundan elde edilen GR enziminin saflığını kontrol etmek için SDS-PAGE yapıldı. Bu amaçla bölüm 2.2.6’da izah edilen elektroforez sistemi kurularak enzim numuneleri sırayla kuyulara uygulandı ve yürütüldü.  SDS-PAGE jelinin fotoğrafı çekilerek Şekil 1.14’te gösterildi. 

Sonuç olarak tavuk böbrek GR enzimi, homojenat, amonyum sülfat çöktürmesi ve diyaliz sonra ve 2',5' ADP sepharose 4B afinite kromatografisi olmak üzere üç basamakta elde edildi. Enzim 8,595 EÜ/ml spesifik aktiviteyle, %56,738 verimle ve 368,884 kat saflaştırıldı. 
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Şekil 1.14. Afinite kolonundan elüe edilen tavuk böbrek GR enziminin SDS-PAGE ile saflık kontrolü. 1. kuyu: Homojenat, 2. kuyu: Amonyum sülfat çöktürmesi ve diyaliz sonrası, 3. kuyu: Standart proteinler (120 kda E. Coli β-galaktozidaz, 85 kda sığır serum albumin, 50 kda tavuk yumurtası ovalbumin, 35 kda sığır eritrosit karbonik anhidraz, 25 kda inek sütü β-laktoglobulin, 20 kda tavuk yumurtası lizozim)), 4. ve 5. kuyu: Afinite kolonundan elüe edilen saf GR enzimi)
3.3.4. Tavuk Böbrek GR Enziminin SDS-PAGE ile Mol Kütlesinin Belirlenmesine Yönelik Sonuçlar

Enzimin alt biriminin mol kütlesinin hesaplanması için SDS-PAGE fotoğrafından yararlanılarak her bir standart protein ve GR enzimi için Rf değerleri elde edildi. log MA - Rf grafiği çizilerek Şekil 1.15.’te gösterildi. SDS-PAGE metodu kullanılarak bu enzimin alt biriminin molekül kütlesi  92,470 kDa olarak belirlendi.
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Şekil 1.15. Tavuk böbreğinden saflaştırılan GR enziminin SDS-PAGE sonucu molekül kütlesini bulmak için çizilen log MA – Rf grafiği
3.4. Tavuk Böbrek Karakterizasyon Sonuçları

3.4.1. Optimum pH Bulunmasına Yönelik Sonuçlar

Tavuk böbrek GR enzimi optimum pH’sı 7,5-9,0 aralığında olan 800 mM Tris-HCl ve pH‘sı 5,5-8,0 aralığında olan 800 mM KH2PO4 tampon çözeltileri kullanılarak enzimin gösterdiği aktiviteler spektrofotometrik olarak belirlendi (Şekil 1.16 ve Çizelge 1.13 - 1.14). Tavuk böbreği GR enzimi için optimum pH’sı, 800 mM Tris-HCl tamponunda pH=8,0 olarak belirlendi.
Çizelge 1.13. 800 mM KH2PO4 tamponu kullanılarak tavuk böbrek glutatyon redüktaz enziminin optimum pH’sı için yapılan aktivite ölçüm sonuçları

pH
Aktivite (EÜ/ml)
5,5

0,390
6,0

0,239
6,5

0,275
7,0

0,397
7,5

0,264
8,0

0,496
Çizelge 1.14. 800 mM Tris-HCl tamponu kullanılarak tavuk böbrek glutatyon redüktaz enziminin optimum pH’sı için yapılan aktivite ölçüm sonuçları

pH
Aktivite (EÜ/ml)
7,5

0,346
8,0

0,528
8,5

0,386
9,0

0,307
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Şekil 1.16. Tavuk böbrek GR enzimi için yapılan optimum pH çalışmasının sonucuna yönelik pH-Aktivite grafiği

3.4.2. Optimum İyonik Şiddet Bulunmasına Yönelik Sonuçlar

Tavuk böbrek GR enzim aktivitesi için en uygun iyonik şiddetin belirlenmesi amacıyla önceki çalışmalarla uygunluğu belirlenen fosfat tamponunun optimal pH’daki değişik konsantrasyonlardaki çözeltileri hazırlandı. Farklı KH2PO4 ve Tris-HCl konsantrasyonlarında aktivite ölçümleri yapılarak KH2PO4 ve Tris-HCl konsantrasyonları ile aktivite değerlerinden oluşan grafik çizildi. (Şekil 1.17, Şekil 1.18 ve Çizelge 1.15, Çizelge 1.16). Yapılan çalışmalar sonucu tavuk böbrek GR enzimi için en uygun iyonik şiddetin 800 mM Tris-HCl olarak tespit edildi. 

Çizelge 1.15. Tavuk böbrek glutatyon redüktaz enziminin optimum iyonik şiddet için Tris-HCl tampon çözeltisi kullanılarak yapılan aktivite ölçüm sonuçları

Tris-HCl] (mM)

10

25

50

100

200

400

800

1000

Aktivite (EÜ/ml)

0,107

0,166

0,246

0,282

0,350

0,405

0,452

0,440
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Şekil 1.17. Değişik konsantrasyonlardaki [Tris-HCl] tampon çözeltileri kullanılarak tavuk böbrek GR enzimi için yapılan iyonik şiddet-aktivite grafiği

Çizelge 1.16. Tavuk böbrek glutatyon redüktaz enziminin optimum iyonik şiddet için KH2PO4 tampon çözeltisi kullanılarak yapılan aktivite ölçüm sonuçları

[KH2PO4] (mM)

10

25

50

100

200

400

800

1000

Aktivite (EÜ/ml)

0,214

0,118

0,164

0,154

0,243

0,175

0,214

0,286
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Şekil 1.18. Değişik konsantrasyonlardaki [KH2PO4] tampon çözeltileri kullanılarak tavuk böbrek GR enzimi için yapılan iyonik şiddet-aktivite grafiği

3.4.3. Optimum Sıcaklık Bulunmasına Yönelik Sonuçlar

Tavuk böbrek GR enziminin optimum sıcaklığını belirlemek üzere optimum pH ve uygun iyonik şiddete sahip pH’sı 8,0 olan 800 mM Tris-HCl tampon çözeltisi kullanıldı. 0ºC ile 90ºC arasında her 10ºC’de bir olmak üzere aktivite ölçümleri yapıldı. Elde edilen sonuçlar Şekil 1.19’de ve Çizelge 1.17’de gösterildi.  Bu çalışmalar sonucu optimum sıcaklık 20ºC olarak tespit edildi.
Çizelge 1.17. Tavuk böbrek glutatyon redüktaz enziminin optimum sıcaklığı için sıcaklık aktivite ölçüm sonuçları çizelgesi

Sıcaklık

(oC)

0

10

20

30

40

50

60

70

80

Aktivite

(EÜ/ml)

0,254

0,304

0,322

0,293

0,057

0,036

0,021

0,017

0,011


[image: image19.png]Aktivite (EU/ml)

0,35
0.3
0,25
0.2
0,15
0,1
0,05

0+

20

40 60
Sicaklik ("C)

80

100





Şekil 1.19. Tavuk böbrek GR enziminin optimum sıcaklığı için sıcaklık aktivite ölçüm sonuçları grafiği

3.4.4. Stabil pH Bulunmasına Yönelik Sonuçlar

Tavuk böbrek GR enziminin stabil pH‘ sı, pH ‘ları 7,5, 8,0, 8,5, ve 9,0 aralığında 800 mM Tris-HCl ve pH ‘ları 5,5, 6,0, 7,0, 7,5, 8,0 aralığında 800 mM KH2PO4 tampon çözeltileri kullanılarak enzimin gösterdiği aktiviteler spektrofotometrik olarak belirlendi (Şekil 1.20 - 1.21 ve Çizelge 1.18 - 1.19). Tavuk böbrek GR enzimi için stabil pH, 800 mM KH2PO4 tamponunda pH: 8,5 olarak belirlendi.
Çizelge 1.18. Tavuk böbrek GR enzimi için 800 mM KH2PO4 kullanılarak yapılan stabil pH çalışmasının sonuçlarına yönelik çizelge
Zaman (Saat)
(pH= 5,5)

Aktivite

(EÜ/ml)
(pH=6,0)

Aktivite

(EÜ/ml)
(pH=6,5)

Aktivite

(EÜ/ml)
(pH=7,0)

Aktivite

(EÜ/ml)
(pH=7,5)

Aktivite

(EÜ/ml)
(pH=8,0)

Aktivite

(EÜ/ml)
0

0,168

0,268

0,309

0,373

0,146
0,355
12

0,107

0,152

0,196

0,237

0,238

0,330
24

0,087

0,141

0,171

0,216

0,224

0,248

36

0,062

0,096

0,143

0,194

0,232
0,260
48

0,075

0,112

0,146

0,182

0,202
0,244
60

0,102

0,087

0,103

0,164

0,178
0,222
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Şekil 1.20. Değişik pH’lardaki KH2PO4 tampon çözeltisi kullanılarak tavuk böbrek GR enzimi için elde edilen stabil pH grafiği
Çizelge 1.19. Tavuk böbrek GR enzimi için 800 mM Tris-HCl kullanılarak yapılan stabil pH çalışmasının sonuçlarına yönelik çizelge

Zaman (Gün)

(pH= 7,5)

Aktivite

(EÜ/ml)
(pH=8,0)

Aktivite

(EÜ/ml)
(pH=8,5)

Aktivite

(EÜ/ml)
(pH=9,0)

Aktivite

(EÜ/ml)
0

0,171

0,393

0,205

0,143

12

0,139

0,264

0,162

0,157

24

0,164

0,227

0,152

0,103

36

0,098

0,173

0,143

0,103

48

0,132

0,187

0,150

0,114

60

0,100

0,150

0,126

0,068
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Şekil 1.21. Değişik pH’lardaki Tris/HCl tampon çözeltisi kullanılarak tavuk böbrek GR enzimi için elde edilen stabil pH grafiği

3.4.5. NADPH ve GSSG Substratları için KM ve Vmax Değerlerinin Belirlenmesine Yönelik Sonuçlar
Tavuk böbrek glutatyon redüktaz enziminin GSSG ve NADPH substratları için KM ve Vmax değerlerini belirlemek için sabit GSSG konsantrasyonunda NADPH’ın 5 farklı konsantrasyonlarıyla aktivite ölçümleri yapıldı. Elde edilen değerlerle 1/[NADPH]-1/V Lineweaver-Burk grafiği çizildi. Bu grafikten yararlanarak NADPH için KM ve Vmax değerleri belirlendi. Aynı şekilde NADPH’ın sabit konsantrasyonunda GSSG’nin 5 farklı konsantrasyonlarıyla optimum şartlarda aktivite ölçümleri yapılarak 1/[GSSG]-1/V Lineweaver-Burk grafiği oluşturuldu ve GSSG için KM ve Vmax değerleri hesaplandı. Bu çalışmalar sonucunda NADPH için KM değeri 0,0159 Mm ve Vmax değeri 0,085 EÜ/ml olarak; GSSG için ise, KM değeri 0,027 mM ve Vmax değeri 0,158 EÜ/ml olarak tespit edildi. Aktivite ölçümleri optimal şartlarda gerçekleştirildi. Elde edilen sonuçlar Çizelge 1.20 - 1.21 ve Şekil 1.22 - 1.23’de görülmektedir.
Çizelge 1.20. Tavuk böbrek dokusu GR enzimi için KM ve Vmax değerlerinin bulunmasına yönelik NADPH derişimi-aktivite çizelgesi
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Şekil 1.22. NADPH için KM ve Vmax değerlerinin belirlenmesi grafiği

Çizelge 1.21. Tavuk böbrek dokusu GR enzimi için KM ve Vmax değerlerinin bulunmasına yönelik GSSG derişimi-aktivite çizelgesi
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Şekil 1.23. GSSG için KM ve Vmax değerlerinin belirlenmesi grafiği
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Afinite Elüsyon

		

		1. GR Saflaştırması				Afinite elüsyon

		Tüp sayısı		İlk Absorbans		Son absorbans		fark		EÜ/ml

		1		0.833		0.833		0		0

		2		0.841		0.841		0		0

		3		0.867		0.867		0		0

		4		0.969		0.969		0		0

		5		1.17		1.179		0.009		0.0321543408

		6		1.15		1.18		0.03		0.1071811361

		7		1.217		1.267		0.05		0.1786352269

		8		1.097		1.159		0.062		0.2215076813

		9		1.097		1.155		0.058		0.2072168632

		10		1.028		1.123		0.095		0.339406931

		11		0.432		0.537		0.105		0.3751339764

		12		1.146		1.253		0.107		0.3822793855

		13		1.085		1.198		0.113		0.4037156127

		14		1.08		1.214		0.134		0.478742408

		15		1.139		1.284		0.145		0.5180421579

		16		1.13		1.282		0.152		0.5430510897

		17		1.04		1.157		0.117		0.4180064309

		18		1.153		1.269		0.116		0.4144337263

		19		1.173		1.27		0.097		0.3465523401

		20		1.016		1.092		0.076		0.2715255448

		21		1.155		1.2		0.045		0.1607717042

		22		1.188		1.21		0.022		0.0785994998

		23		1.082		1.09		0.008		0.0285816363

		24		1.086		1.092		0.006		0.0214362272

		25		1.086		1.092		0.006		0.0214362272

		Enzim havuzu				1.017		1.21		1.2968917471

		amonyum sülfat diyaiz				1.022		1.378		1.4769560557

		homojenat				1.247		1.333		1.4287245445

		enzim





Afinite Elüsyon

		



Tüp Sayısı

Aktivite (EÜ/ml)



Protein tayini

				tüp sayısı  elüsyon										1.GR Saflaştırması  standard grafik

				16		1.482		0.7881355932						Homojenat		2.024		1.706779661		15 ml		10 kat derişik

				17		1.341		0.5491525424						Homojenat		1.139		0.206779661		15 ml		100 kat seyreltilen

				18		1.199		0.3084745763						a.sülfat ve diyaliz		2.42		2.3779661017		3 ml		10 kat derişik

		enzim havuzu				1.097		0.1355932203						a.sülfat ve diyaliz		1.576		0.9474576271		3 ml		100 kat seyreltilen

														Numune		Absorbans

														10		1.109		0.1102325581

														20		1.178		0.3509302326

														30		1.223		0.5079069767

				enzim havuzu										40		1.236		0.553255814

														50		1.297		0.7660465116

														60		1.324		0.8602325581

														70		1.37		1.0206976744

														80		1.417		1.1846511628

														90		1.472		1.3765116279

														100		1.5		1.4741860465

														enzim havuzu

														10		0.1102325581

														20		0.3509302326

														30		0.5079069767

														40		0.553255814

														50		0.7660465116

														60		0.8602325581

														70		1.0206976744

														80		1.1846511628

														90		1.3765116279

														100		1.4741860465





Protein tayini

		



µg protein

Absorbans (595 nm)



Karakterizasyon

		



µg protein

Absorbans (495 nm)



KM ve Vmax

		Tavuk  Böbrek GR Optimum pH

																		5.5		6		6.5		7		7.5		8		8.5		9

		pH		İlk Abs		Son Abs		Fark		EÜ/ml								0.0643086817		0.073240443		0.1143265452		0.1625580564		0.1571989996		0.1750625223

		5.5		1.057		1.093		0.036		0.0643086817																0.1357627724		0.1625580564		0.1589853519		0.146480886

		6		1.102		1.143		0.041		0.073240443

		6.5		1.11		1.174		0.064		0.1143265452

		7		1.062		1.153		0.091		0.1625580564

		7.5		1.074		1.162		0.088		0.1571989996

		8		1.229		1.327		0.098		0.1750625223

		7.5		1.034		1.11		0.076		0.1357627724

		8		1.067		1.158		0.091		0.1625580564

		8.5		1.036		1.125		0.089		0.1589853519

		9		1.071		1.153		0.082		0.146480886

		Tavuk  Yürek GR Optimum İyonik Şiddet																		10		25		50		100		200		400		800		1000

		Konsantrasyon M		İlk Ölçüm		Son Ölçüm		Fark		EÜ/ml				Küvet içi Konsantrasyon						0.0625223294		0.1161128975		0.1250446588		0.1643444087		0.1839942837		0.2250803859		0.2357984995		0.2340121472

		0.01		1.15		1.185		0.035		0.0625223294				10

		0.025		1.174		1.239		0.065		0.1161128975				25

		0.05		1.128		1.198		0.07		0.1250446588				50

		0.1		1.136		1.228		0.092		0.1643444087				100

		0.2		1.064		1.167		0.103		0.1839942837				200

		0.4		1.112		1.238		0.126		0.2250803859				400

		0.8		1.076		1.208		0.132		0.2357984995				800

		1		0.964		1.095		0.131		0.2340121472				1000

		Tavuk  Yürek GR Optimum Sıcaklık														0		10		20		30		40		50		60		70		80

		Sıcaklık		İlk Ölçüm		Son Ölçüm		Fark		EÜ/ml						0.1232583065		0.1589853519		0.219721329		0.3036798857		0.4251518399		0.6555912826		0.7967131118		0.7556270096		0.6645230439

		0		0.986		1.055		0.069		0.1232583065

		10		0.92		1.009		0.089		0.1589853519

		20		0.89		1.013		0.123		0.219721329

		30		0.822		0.992		0.17		0.3036798857

		40		0.666		0.904		0.238		0.4251518399

		50		0.791		1.158		0.367		0.6555912826

		60		0.658		1.124		0.466		0.8324401572

		70		0.191		0.604		0.413		0.737763487

		80		0.623		0.995		0.372		0.6645230439

				K-fosfat Ph

		Gün		pH= 5,5		pH=6,0		pH=6,5		pH=7,0		pH=7,5		pH=8,0				pH		Fark		EÜ/ml

		0		0.061		0.075		0.111		0.1423		0.1423		0.172				K5,5		0.019		0.0339406931

		1		0.054		0.07		0.102		0.129		0.1423		0.147				K6,0		0.013		0.0232225795

		2		0.048		0.054		0.086		0.107		0.125		0.112				K6,5		0.027		0.0482315113

		3		0.032		0.048		0.073		0.091		0.12		0.116				K7,0		0.03		0.0535905681

		4		0.043		0.059		0.071		0.078		0.098		0.107				K7,5		0.037		0.0660950339

		5		0.036		0.043		0.063		0.077		0.084		0.1				K8,0		0.039		0.0696677385

		6		0.034		0.023		0.048		0.054		0.066		0.07

				Tris/ HCI Ph												pH		Fark		EÜ/ml

		Gün		pH= 7,5		pH=8		pH=8,5		pH=9						T7,5		0.01		0.0178635227

		0		0.086		0.148		0.143		0.136						T8,0		0.036		0.0643086817

		1		0.075		0.111		0.109		0.095						T8,5		0.023		0.0410861022

		2		0.05		0.114		0.098		0.082						T9,0		0.022		0.0392997499

		3		0.066		0.105		0.08		0.068

		4		0.059		0.098		0.08		0.064

		5		0.045		0.066		0.059		0.059

		6		0.018		0.064		0.0411		0.039





KM ve Vmax

		



50 mM K-fosfat

50 mM Tris/HCl

pH

Aktivite (EÜ/ml)

Optimum pH



		



[Tris/HCl] M

Aktivite(EÜ/ml)

Optimum İyonik Şiddet



		



Sıcaklık (˚C)

Aktivite (EÜ/ml)

Optimum Sıcaklık



		6 mM 6PGA 100 kat seyreltidi

		µl		mM		İlk Ölçüm		Son Ölçüm		Fark		EÜ/ml								166.6666666667		111.1111111111		83.3333333333		66.6666666667		47.619047619

		25		0.0015		0.1006		0.1016		0.001		0.0010718114								106.0227272727		92.3762376238		67.6086956522		58.679245283		52.7118644068

		50		0.003		0.1108		0.1217		0.0109		0.0116827438

		100		0.006		0.0883		0.0971		0.0088		0.00943194

		150		0.009		0.0994		0.1095		0.0101		0.0108252947

		200		0.012		0.1271		0.1409		0.0138		0.0147909968

		250		0.015		0.1731		0.189		0.0159		0.0170418006

		350		0.021		0.1783		0.196		0.0177		0.0189710611

		2 mM NADP+ 100 kat seyreltidi

																						Dün çıkan değer

		µl NADP+		mM NADP		İlk Abs		Son Abs		Fark		EÜ/ml						10000		5000		2000		1000		250				50000

		1		0.00002		0.166		0.1902		0.0242		0.0259378349						35.0751879699		29.5253164557		21.3990825688		19.3970893971		17.2140221402				38.5537190083

		5		0.0001		0.1655		0.1921		0.0266		0.0285101822

		10		0.0002		0.1168		0.1484		0.0316		0.033869239

		50		0.001		0.1787		0.2268		0.0481		0.0515541265

		200		0.004		0.105		0.1592		0.0542		0.0580921758

		25		0.0005		0.1104		0.154		0.0436		0.0467309753





		



1/[6PGA] mM

1/V



		



1/[NADPH] mM

1/V
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Aktiviteler

		Hindi Yürek 1. Saflaştırma																Hindi Yürek 2. Saflaştırma

		Tüp Sayısı		İlk Öçüm		Son Ölçüm		Absorbans Fark		EÜ								Tüp Sayısı		İlk Öçüm		Son Ölçüm		Absorbans Fark		EÜ								Hindi Yürek 4. Saflaştırma

		1		0.4094		0.4156		0.0062		0.0215277778								1		0		0		0		0								Tüp Sayısı		İlk Öçüm		Son Ölçüm		Absorbans Fark		EÜ

		2		0.561		0.5649		0.0039		0.0135416667								2		0		0		0		0								1		0		0		0		0

		3		0.394		0.3948		0.0008		0.0027777778								3		0		0		0		0								2		0		0		0		0

		4		0.375		0.377		0.002		0.0069444444								4		0		0		0		0								3		0		0		0		0

		5		0.34		0		-0.34		-1.1805555556								5		0		0		0		0								4		0		0		0		0

		6		0.3842		0.411		0.0268		0.0930555556								6		0.405		0.428		0.023		0.0399305556								5		0		0		0		0

		7		0.419		0.5828		0.1638		0.56875								7		0.481		0.69		0.209		0.3628472222								6		0.535		0.6232		0.0882		0.153125

		8		0.606		0.95		0.344		1.1944444444								8		0.487		0.905		0.418		0.7256944444								7		0.5793		0.6902		0.1109		0.1925347222

		9		0.61		0.981		0.371		2.5763888889								9		0.475		1.177		0.702		1.21875								8		0.753		0.9788		0.2258		0.3920138889

		10		1.1168		1.251		0.1342		0.9319444444								10		0.629		1.49		0.861		1.4947916667								9		0.4871		0.6007		0.1136		0.1972222222

		11		0.738		0.7663		0.0283		0.9826388889								11		0.463		1.394		0.931		1.6163194444								10		0.7965		1.214		0.4175		0.7248263889

		12		1.0105		1.1503		0.1398		0.9708333333								12		0.424		1.205		0.781		1.3559027778								11		0.6138		0.999		0.3852		0.66875

		13		1.0233		1.1721		0.1488		1.0333333333								13		0.416		1.104		0.688		1.1944444444								12		0.4892		0.8716		0.3824		0.6638888889

		14		0.8863		1.1721		0.2858		1.9847222222								14		0.32		0.899		0.579		1.0052083333								13		0.3971		0.7807		0.3836		0.6659722222

		15		0.851		0.9256		0.0746		0.5180555556								15		0.363		0.889		0.526		0.9131944444								14		0.3357		0.666		0.3303		0.5734375

		16		0.8201		0.9004		0.0803		0.5576388889								16		0.312		0.775		0.463		0.8038194444								15		0.2489		0.6857		0.4368		0.7583333333

		17		0.8555		0.9212		0.0657		0.45625								17		0.375		0.686		0.311		0.5399305556								16		0		0		0		0

		18		0.859		0.921		0.062		0.4305555556								18		0.667		0.936		0.269		0.4670138889								17		0.4172		0.8118		0.3946		0.6850694444

		19		0.8404		0.881		0.0406		0.2819444444										0.667		0.936		0.269		0.4670138889								18		0		0		0		0

		20		0.9644		1.0377		0.0733		0.5090277778								Hmojenat		0.358		0.469		0.111		0.7708333333								19		0.3678		0.4439		0.0761		0.1321180556

		21		0.8203		0.8847		0.0644		0.2236111111																								20		0		0		0		0

		22		0.6724		0.728		0.0556		0.1930555556																								21		0.5924		0.687		0.0946		0.1642361111

		23		0.778		0.8356		0.0576		0.2																								22		0		0		0		0

		24		0.9347		0.9991		0.0644		0.2236111111																								23		0		0		0		0

		25		0.8342		0.875		0.0408		0.1416666667																								24		0		0		0		0

		26		0.7981		0.833		0.0349		0.1211805556																								25		0.1681		0.2621		0.094		0.1631944444

		27		0.7234		0.753		0.0296		0.1027777778																								26		0.4367		0.4835		0.0468		0.08125

		Homojenat		0.4331		0.7366		0.3035		1.0538194444																								27		0.5692		0.6382		0.069		0.1197916667

		Hacim 24 ml																																28		0.6095		0.7033		0.0938		0.1628472222

																																		Hmojenat		0.454		0.9391		0.4851		3.36875

																						1		0										hacim 15ml

		1		0.0215277778																		2		0

		2		0.0135416667																		3		0																1		0

		3		0.0027777778																		4		0																2		0

		4		0.0069444444																		5		0																3		0

		5																				6		0.0399305556																4		0

		6		0.0930555556																		7		0.3628472222																5		0

		7		0.56875																		8		0.7256944444																6		0.153125

		8		1.1944444444																		9		1.21875																7		0.1925347222

		9		2.5763888889																		10		1.4947916667																8		0.3920138889

		10		0.9319444444																		11		1.6163194444																9		0.1972222222

		11		0.9826388889																		12		1.3559027778																10		0.7248263889

		12		0.9708333333																		13		1.1944444444																11		0.66875

		13		1.0333333333																		14		1.0052083333																12		0.6638888889

		14		1.9847222222																		15		0.9131944444																13		0.6659722222

		15		0.5180555556																		16		0.8038194444																14		0.5734375

		16		0.5576388889																		17		0.5399305556																15		0.7583333333

		17		0.45625																		18		0.4670138889																16		0

		18		0.4305555556																																				17		0.6850694444

		19		0.2819444444																																				18		0

		20		0.5090277778																																				19		0.1321180556

		21		0.2236111111																																				20		0

		22		0.1930555556																																				21		0.1642361111

		23		0.2																																				22		0

		24		0.2236111111																																				23		0

		25		0.1416666667																																				24		0

		26		0.1211805556																																				25		0.1631944444

		27		0.1027777778																																				26		0.08125

				1.0538194444																																				27		0.1197916667

																																								28		0.1628472222

																																										3.36875





Aktiviteler

		



Tüp Sayısı

Aktivite (EÜ/ml)

1. Saflaştırma Afinite Elüsyon



Protein tayini

		



Tüp Sayısı

Aktivite (EÜ/ml)

2. Saflaştırma Afinite Elüsyon



2. standart grafik

		





Karakterizasyon

		Standart Grafik		Absorbans

		10		0.873																														2. Saflaştırma		Absorbans

		20		0.901																														100 K GST Homojenat		1.0201		0.2985542169		29.85

		30		1.053																														9		1.0785		0.3689156627

		40		1.066																														10		1.1386		0.4413253012

		50		1.19																														11		1.0701		0.3587951807

		60		1.256

		70		1.345

		80		1.493

		90		1.543

		100		1.542

		Tüp Sayısı Elüsyon

		8		0.814		0.0502409639

		9		0.97		0.2381927711

		10		1.011		0.2875903614

		11		0.821		0.0586746988

		12		0.842		0.0839759036

		13		0.812		0.0478313253

		14		0.753		-0.023253012

						-0.9304819277

		Homojenat				-0.9304819277

		100 k		1.177		0.4875903614		48.75

		10 k		1.541		0.9261445783		9.27





Karakterizasyon

		



µg protein

Absorbans (595 nm)



Km ve Vmax

		Tüp Sayısı

		1		10		1.1713

		2		20		1.18

		3		30		1.3575

		4		40		1.4437

		5		50		1.5538

		6		60		1.5743

		7		70		1.6926

		8		80		1.7686

		9		90		1.8343

		10		100

		11

		12

		13

		14

		15





Km ve Vmax

		



µg protein

Absorbans (595 nm)



		Hindi yürek GST

		Optimum pH 50 mM K-fosfat ve 50 mM Tris/HCl Enzimli ve enzimsiz ölçüldü aradaki fark alındı

		pH		İlk Ölçüm		Son Ölçüm		Fark		EÜ/ml				Fark		EÜ/ml						5.5		6		6.5		7		7.5		8		8.5

		5.5		0.6078		0.688		0.0802		0.1392361111				0.0753		0.1307291667						0.130729		0.606597		1.154514		1.78316		1.846007		1.935069

		6		0.723		1.0688		0.3458		0.6003472222				0.3494		0.6065972222														1.648785		1.66684		1.513194

		6.5		0.7187		1.4128		0.6941		1.2050347222				0.665		1.1545138889

		7		0.7199		1.793		1.0731		1.8630208333				1.0271		1.7831597222

		7.5		0.7056		1.8271		1.1215		1.9470486111				1.0633		1.8460069444

		8		0.7815		1.9404		1.1589		2.0119791667				1.1146		1.9350694444

		7.5		0.7401		1.7218		0.9817		1.7043402778				0.9497		1.6487847222

		8		0.7478		1.801		1.0532		1.8284722222				0.9601		1.6668402778

		8.5		0.806		1.7107		0.9047		1.5706597222				0.8716		1.5131944444

		Enzimsiz pH		İlk Ölçüm		Son Ölçüm		Fark

		5.5		0.5634		0.5683		0.0049

		6		0.6739		0.6703		-0.0036

		6.5		0.6481		0.6772		0.0291

		7		0.5518		0.5978		0.046

		7.5		0.5457		0.6039		0.0582

		8		0.326		0.3703		0.0443

		7.5		0.4801		0.5121		0.032

		8		0.4437		0.5368		0.0931

		8.5		-0.075		-0.0419		0.0331

		Optimum İyonik Şiddet pH 8 K- Fosfat

		İyonik Şiddet		ilk abs		son abs		fark		EÜ/ml				Fark		Fark EÜ/ml

		1		0.7069		2.03943		1.33253		2.3134201389				0.87333		1.5161979167

		0.8		0.7504		1.8538		1.1034		1.915625				1.0295		1.7873263889

		0.6		0.7921		2.1048		1.3127		2.2789930556				1.2653		2.1967013889

		0.4		0.7231		1.6676		0.9445		1.6397569444				0.8958		1.5552083333						K-fosfat pH 7,5-8 600 mM

		0.2		0.8142		2.1605		1.3463		2.3373263889				1.0391		1.8039930556

		0.1		0.6389		1.646		1.0071		1.7484375				0.95		1.6493055556

		0.05		0.7647		1.9044		1.1397		1.9786458333				1.0342		1.7954861111

		0.025		0.6429		1.8246		1.1817		2.0515625				1.0725		1.8619791667

		enzimsiz												Küvet İçi Konsantrasyon

		1		0.3814		0.8406		0.4592						0.2		0.2		0.16		0.12		0.08		0.04		0.02		0.01		0.005

		0.8		0.0159		0.0898		0.0739						0.16		1.5161979167		1.7873263889		2.1967013889		1.5552083333		1.8039930556		1.6493055556		1.7954861111		1.8619791667

		0.6		-0.0124		0.035		0.0474						0.12

		0.4		-0.1057		-0.057		0.0487						0.08

		0.2		0.343		0.6502		0.3072						0.04

		0.1		0.2074		0.2645		0.0571						0.02

		0.05		0.3571		0.4626		0.1055						0.01

		0.025		0.5677		0.6769		0.1092						0.005

		Optimum Sıcaklık (˚C)		İlk abs		Son abs		Fark		EÜ/ml						Fark		Fark EÜ/ml

		10		0.533		1.1096		0.5766		1.0010416667						0.4952		0.8597222222				10		20		30		40		50		60		70

		20		0.623		1.612		0.989		1.7170138889						0.946		1.6423611111				0.8597222222		1.6423611111		1.3300347222		1.6182291667		1.6690972222		1.0277777778		0.6302083333

		30		0.608		1.4781		0.8701		1.5105902778						0.7661		1.3300347222

		40		0.638		1.6767		1.0387		1.8032986111						0.9321		1.6182291667

		50		0.834		1.9984		1.1644		2.0215277778						0.9614		1.6690972222

		60		0.983		2.204		1.221		2.1197916667						0.592		1.0277777778

		70		0.913		2.263		1.35		2.34375						0.363		0.6302083333

		Enzimsiz		İlk abs		Son abs		Fark

		10		-0.0146		0.0668		0.0814

		20		0.163		0.206		0.043

		30		0.083		0.187		0.104

		40		-0.0036		0.103		0.1066

		50		0.128		0.331		0.203

		60		0.11		0.739		0.629

		70		0.423		1.41		0.987

								K-fosfat Ph

						gün		pH= 5,5		pH=6,0		pH=6,5		pH=7,0		pH=7,5		pH=8,0

						0		0.061		0.075		0.111		0.1423		0.1423		0.172

						12		0.054		0.07		0.102		0.129		0.1423		0.147

						24		0.048		0.054		0.086		0.107		0.125		0.112

						36		0.032		0.048		0.073		0.091		0.12		0.116

						48		0.043		0.059		0.071		0.078		0.098		0.107

						60		0.036		0.043		0.063		0.077		0.084		0.1

						72		0.034		0.023		0.048		0.054		0.066		0.07

								Tris/ HCI Ph

						gün		pH= 7,5		pH=8		pH=8,5		pH=9

						0		0.086		0.148		0.143		0.136

						12		0.075		0.111		0.109		0.095

						24		0.05		0.114		0.098		0.082

						36		0.066		0.105		0.08		0.068

						48		0.059		0.098		0.08		0.064

						60		0.045		0.066		0.059		0.059

						72		0.018		0.064		0.0411		0.039





		



50 mM K-fosfat

50 mM Tris/HCl

pH

Aktivite (EÜ/ml)

Optimum pH



		



[K-Fosfat] M

Aktivite (EÜ/ml)

Optimum İyonik Şiddet



		



Sıcaklık (˚C)

Aktivite (EÜ/ml)

Optimum Sıcaklık



		



pH= 5,5

pH=6,0

pH=6,5

pH=7,0

pH=7,5

pH=8,0

Zaman (Gün)

Aktivite (EÜ / ml)



		



pH= 7,5

pH=8

pH=8,5

pH=9

Zaman (Gün)

Aktivite (EÜ / ml)



		25 mM CDNB İçin 100 kat seyreltildi

		µl		mM CDNB		İlk Absorbans		Son Absorbans		Fark		EÜ/ml

		10		0.00025		0.0656		0.0787		0.0131		0.0454861111								0.0005		0.0194444444

		20		0.0005		0.1221		0.1277		0.0056		0.0194444444								0.001		0.0329861111

		40		0.001		0.1215		0.131		0.0095		0.0329861111								0.002		0.0527777778

		80		0.002		0.1257		0.1409		0.0152		0.0527777778								0.0025		0.0670138889

		100		0.0025		0.1278		0.1471		0.0193		0.0670138889								0.00375		0.1215277778

		150		0.00375		0.1475		0.1825		0.035		0.1215277778

		20 mM GSH İçin 100 kat seyreltildi

		µl		mM GSH		İlk Absorbans		Son Absorbans		Fark		EÜ/ml

		25		0.0005		0.3249		0.5149		0.19		0.6597222222

		50		0.001		0.3828		0.5757		0.1929		0.6697916667

		75		0.0015		0.334		0.5316		0.1976		0.6861111111

		100		0.002		0.3223		0.5133		0.191		0.6631944444

		150		0.003		0.37668		0.5258		0.14912		0.5177777778

		150		0.003		0.1278		0.1471		0.0193		0.0670138889





		



[CDNB] mM

1/V
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[KH2PO4] mM

Aktivite(EÜ/ml)

0.0625223294

0.1161128975

0.1250446588

0.1643444087

0.1839942837

0.2250803859

0.2357984995

0.2340121472



Afinite Elüsyon

		

		1. G6PD Saflaştırması				Afinite elüsyon

		Tüp sayısı		İlk Absorbans		Son absorbans		fark		EÜ/ml

		1		0.833		0.833		0		0

		2		0.841		0.841		0		0

		3		0.867		0.877		0.01		0.0357270454

		4		0.892		0.929		0.037		0.1321900679

		5		0.905		1.098		0.193		0.6895319757

		6		0.938		1.088		0.15		0.5359056806

		7		0.96		0.998		0.038		0.1357627724

		8		0.965		0.995		0.03		0.1071811361

		9		0.955		0.99		0.035		0.1250446588

		10		0.98		0.998		0.018		0.0643086817

		11		1.045		1.058		0.013		0.046445159

		12		1.067		1.074		0.007		0.0250089318

		13		1.076		1.083		0.007		0.0250089318

		14		1.086		1.092		0.006		0.0214362272

		15		1.086		1.092		0.006		0.0214362272

		16		1.086		1.092		0.006		0.0214362272

		17		1.086		1.092		0.006		0.0214362272

		18		1.086		1.092		0.006		0.0214362272

		19		1.086		1.092		0.006		0.0214362272

		20		1.086		1.092		0.006		0.0214362272

		21		1.086		1.092		0.006		0.0214362272

		22		1.086		1.092		0.006		0.0214362272

		23		1.086		1.092		0.006		0.0214362272

		24		1.086		1.092		0.006		0.0214362272

		25		1.086		1.092		0.006		0.0214362272

		Enzim havuzu				1.017		1.21		1.2968917471

		amonyum sülfat diyaiz				1.022		1.378		1.4769560557

		homojenat				1.247		1.333		1.4287245445

		enzim





Afinite Elüsyon

		



Tüp Sayısı

Aktivite (EÜ/ml)



Protein tayini

				tüp sayısı  elüsyon										1.GR Saflaştırması  standard grafik

				5		1.482		0.7881355932						Homojenat		2.024		1.706779661		15 ml		10 kat derişik

				6		1.341		0.5491525424						Homojenat		1.139		0.206779661		15 ml		100 kat seyreltilen

				7		1.199		0.3084745763						a.sülfat ve diyaliz		2.42		2.3779661017		3 ml		10 kat derişik

		enzim havuzu				1.097		0.1355932203						a.sülfat ve diyaliz		1.576		0.9474576271		3 ml		100 kat seyreltilen

														Numune		Absorbans

														10		1.14		0.2084745763

														20		1.149		0.2237288136

														30		1.222		0.3474576271

				enzim havuzu										40		1.342		0.5508474576

														50		1.359		0.5796610169

														60		1.406		0.6593220339

														70		1.487		0.7966101695

														80		1.535		0.8779661017

														90		1.573		0.9423728814

														100		1.618		1.0186440678

														enzim havuzu

														10		0.2084745763

														20		0.2237288136

														30		0.3474576271

														40		0.5508474576

														50		0.5796610169

														60		0.6593220339

														70		0.7966101695

														80		0.8779661017

														90		0.9423728814

														100		1.0186440678





Protein tayini

		



µg protein

Absorbans (595 nm)



Karakterizasyon

		



µg protein

Absorbans (495 nm)



KM ve Vmax

		Bıldırcın Eritrosit GR Optimum pH

		pH		İlk Abs		Son Abs		Fark		EÜ/ml

		5.5		0.958		1.014		0.056		0.100035727								5.5		6		6.5		7		7.5		8		8.5		9

		6		1.018		1.079		0.061		0.1089674884								0.100035727		0.1089674884		0.1286173633		0.139335477		0.166130761		0.1482672383

		6.5		1.031		1.103		0.072		0.1286173633																0.139335477		0.1304037156		0.1250446588		0.1411218292

		7		0.992		1.07		0.078		0.139335477

		7.5		0.991		1.084		0.093		0.166130761

		8		1.177		1.26		0.083		0.1482672383

		7.5		0.954		1.032		0.078		0.139335477

		8		0.998		1.071		0.073		0.1304037156

		8.5		0.805		0.875		0.07		0.1250446588

		9		1.043		1.122		0.079		0.1411218292

		Bıldırcın Eritrosit GR  Optimum İyonik Şiddet

		Konsantrasyon M		İlk Ölçüm		Son Ölçüm		Fark		EÜ/ml				Küvet içi Konsantrasyon

		0.01		1.02		1.082		0.062		0.1107538407				10						10		25		50		100		200		400		800		1000

		0.025		1.066		1.136		0.07		0.1250446588				25						0.0625223294		0.1161128975		0.1250446588		0.1643444087		0.1839942837		0.2250803859		0.2357984995		0.2340121472

		0.05		1.047		1.124		0.077		0.1375491247				50

		0.1		1.034		1.115		0.081		0.1446945338				100

		0.2		1.065		1.151		0.086		0.1536262951				200

		0.4		0.983		1.105		0.122		0.2179349768				400

		0.8		1.023		1.135		0.112		0.2000714541				800

		1		1.032		1.095		0.063		0.1125401929				1000

		Bıldırcın Eritrosit GR  Optimum Sıcaklık

		Sıcaklık		İlk Ölçüm		Son Ölçüm		Fark		EÜ/ml

		0		0.92		0.985		0.065		0.1161128975

		10		0.907		0.981		0.074		0.1321900679						0		10		20		30		40		50		60		70		80

		20		0.812		0.928		0.116		0.2072168632						0.1161128975		0.1321900679		0.2072168632		0.2483029653		0.3572704537		0.618077885		0.7520543051		0.7431225438		0.6591639871

		30		0.654		0.793		0.139		0.2483029653

		40		0.655		0.855		0.2		0.3572704537

		50		0.736		1.082		0.346		0.618077885

		60		0.718		1.139		0.421		0.7520543051

		70		0.566		0.935		0.369		0.6591639871

		80		0.516		0.932		0.416		0.7431225438





KM ve Vmax

		



50 mM K-fosfat

50 mM Tris/HCl

pH

Aktivite (EÜ/ml)

Optimum pH



		



[Tris/HCl] M

Aktivite(EÜ/ml)

Optimum İyonik Şiddet



		



Sıcaklık (˚C)

Aktivite (EÜ/ml)

Optimum Sıcaklık



		6 mM 6PGA 100 kat seyreltidi

		µl		mM		İlk Ölçüm		Son Ölçüm		Fark		EÜ/ml								166.6666666667		111.1111111111		83.3333333333		66.6666666667		47.619047619

		25		0.0015		0.1006		0.1016		0.001		0.0010718114								106.0227272727		92.3762376238		67.6086956522		58.679245283		52.7118644068

		50		0.003		0.1108		0.1217		0.0109		0.0116827438

		100		0.006		0.0883		0.0971		0.0088		0.00943194

		150		0.009		0.0994		0.1095		0.0101		0.0108252947

		200		0.012		0.1271		0.1409		0.0138		0.0147909968

		250		0.015		0.1731		0.189		0.0159		0.0170418006

		350		0.021		0.1783		0.196		0.0177		0.0189710611

		2 mM NADP+ 100 kat seyreltidi

																						Dün çıkan değer

		µl NADP+		mM NADP		İlk Abs		Son Abs		Fark		EÜ/ml						10000		5000		2000		1000		250				50000

		1		0.00002		0.166		0.1902		0.0242		0.0259378349						35.0751879699		29.5253164557		21.3990825688		19.3970893971		17.2140221402				38.5537190083

		5		0.0001		0.1655		0.1921		0.0266		0.0285101822

		10		0.0002		0.1168		0.1484		0.0316		0.033869239

		50		0.001		0.1787		0.2268		0.0481		0.0515541265

		200		0.004		0.105		0.1592		0.0542		0.0580921758

		25		0.0005		0.1104		0.154		0.0436		0.0467309753





		



1/[6PGA] mM

1/V



		



1/[NADPH] mM

1/V




_1520777208.xls
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µg protein

Absorbans (595 nm)

0.183220339

0.3069491525

0.3357627119

0.4815254237

0.5357627119

0.6357627119

0.7561016949

0.8374576271

0.9018644068

0.9781355932



Afinite Elüsyon

		

		1. G6PD Saflaştırması				Afinite elüsyon

		Tüp sayısı		İlk Absorbans		Son absorbans		fark		EÜ/ml

		1		0.833		0.833		0		0

		2		0.841		0.841		0		0

		3		0.867		0.877		0.01		0.0357270454

		4		0.892		0.929		0.037		0.1321900679

		5		0.905		1.098		0.193		0.6895319757

		6		0.938		1.088		0.15		0.5359056806

		7		0.955		0.993		0.038		0.1357627724

		8		0.972		0.984		0.012		0.0428724544

		9		0.98		0.99		0.01		0.0357270454

		10		0.99		0.998		0.008		0.0285816363

		11		1.05		1.058		0.008		0.0285816363

		12		1.067		1.074		0.007		0.0250089318

		13		1.076		1.083		0.007		0.0250089318

		14		1.086		1.092		0.006		0.0214362272

		15		1.086		1.092		0.006		0.0214362272

		16		1.086		1.092		0.006		0.0214362272

		17		1.086		1.092		0.006		0.0214362272

		18		1.086		1.092		0.006		0.0214362272

		19		1.086		1.092		0.006		0.0214362272

		20		1.086		1.092		0.006		0.0214362272

		21		1.086		1.092		0.006		0.0214362272

		22		1.086		1.092		0.006		0.0214362272

		23		1.086		1.092		0.006		0.0214362272

		24		1.086		1.092		0.006		0.0214362272

		25		1.086		1.092		0.006		0.0214362272

		Enzim havuzu				1.017		1.21		1.2968917471

		amonyum sülfat diyaiz				1.022		1.378		1.4769560557

		homojenat				1.247		1.333		1.4287245445

		enzim





Afinite Elüsyon

		



Tüp Sayısı

Aktivite (EÜ/ml)



Protein tayini

				tüp sayısı  elüsyon										1.GR Saflaştırması  standard grafik

				5		1.482		0.7476271186						Homojenat		2.024		1.6662711864		15 ml		10 kat derişik

				6		1.341		0.5086440678						Homojenat		1.139		0.1662711864		15 ml		100 kat seyreltilen

				7		1.199		0.2679661017						a.sülfat ve diyaliz		2.42		2.3374576271		3 ml		10 kat derişik

		enzim havuzu				1.097		0.0950847458						a.sülfat ve diyaliz		1.576		0.9069491525		3 ml		100 kat seyreltilen

														Numune		Absorbans

														10		1.149		0.183220339

														20		1.222		0.3069491525

														30		1.239		0.3357627119

				enzim havuzu										40		1.325		0.4815254237

														50		1.357		0.5357627119

														60		1.416		0.6357627119

														70		1.487		0.7561016949

														80		1.535		0.8374576271

														90		1.573		0.9018644068

														100		1.618		0.9781355932

														enzim havuzu

														10		0.183220339

														20		0.3069491525

														30		0.3357627119

														40		0.4815254237

														50		0.5357627119

														60		0.6357627119

														70		0.7561016949

														80		0.8374576271

														90		0.9018644068

														100		0.9781355932





Protein tayini

		



µg protein

Absorbans (595 nm)



Karakterizasyon

		



µg protein

Absorbans (495 nm)



KM ve Vmax

		Tavuk  Karaciğer G6PD Optimum pH

		pH		İlk Abs		Son Abs		Fark		EÜ/ml

		5.5		1.2759		1.4168		0.1409		0.188772776								5.5		6		6.5		7		7.5		8		8.5		9

		6		1.5579		1.737		0.1791		0.2399517685								0.188772776		0.2399517685		0.0798499464		0.0150053591		0.0192926045		0.0271972133

		6.5		1.3152		1.3748		0.0596		0.0798499464																0.0238478028		0.0274651661		0.014335477		0.0017416935

		7		1.0854		1.0966		0.0112		0.0150053591

		7.5		1.2236		1.238		0.0144		0.0192926045

		8		1.3694		1.3897		0.0203		0.0271972133

		7.5		1.2752		1.293		0.0178		0.0238478028

		8		1.1971		1.2176		0.0205		0.0274651661

		8.5		1.2816		1.2923		0.0107		0.014335477

		9		1.1852		1.1865		0.0013		0.0017416935

		Tavuk  Karaciğer G6PD Optimum İyonik Şiddet

		Konsantrasyon M		İlk Ölçüm		Son Ölçüm		Fark		EÜ/ml				Küvet içi Konsantrasyon

		0.025		1.015		1.0374		0.0224		0.0240085745				0.005						0.005		0.01		0.02		0.04		0.08		0.12		0.16		0.2

		0.05		1.0497		1.0762		0.0265		0.0284030011				0.01						0.0240085745		0.0284030011		0.0721329046		0.165380493		0.2696677385		0.288		0.333		0.25

		0.1		1.0355		1.1028		0.0673		0.0721329046				0.02

		0.2		1.1462		1.3005		0.1543		0.165380493				0.04

		0.4		1.7681		2.0197		0.2516		0.2696677385				0.08

		0.6		1.6643		1.9333		0.269		0.2883172562				0.12

		0.8		1.6057		1.9172		0.3115		0.333869239				0.16

		1		1.0366		1.2702		0.2336		0.250375134				0.2

		Tavuk  Karaciğer G6PD Optimum Sıcaklık

		Sıcaklık		İlk Ölçüm		Son Ölçüm		Fark		EÜ/ml

		10		1.8362		2.0567		0.2205		0.2363344051								10		20		30		40		50		60		70		80

		20		1.6756		2.0056		0.33		0.3536977492								0.2363344051		0.3536977492		0.426795284		0.2845659164		0.3382636656		0.3775991426		0.3310825295		0.2512325831

		30		1.6001		1.9983		0.3982		0.426795284

		40		1.7529		2.0184		0.2655		0.2845659164

		50		1.71		2.0256		0.3156		0.3382636656

		60		1.6723		2.0246		0.3523		0.3775991426

		70		1.6621		1.971		0.3089		0.3310825295

		80		1.883		2.1174		0.2344		0.2512325831





KM ve Vmax

		



50 mM K-fosfat

50 mM Tris/HCl

pH

Aktivite (EÜ/ml)

Optimum pH



		



[Tris/HCl] M

Aktivite(EÜ/ml)

Optimum İyonik Şiddet



		



Sıcaklık (˚C)

Aktivite (EÜ/ml)

Optimum Sıcaklık



		6 mM 6PGA 100 kat seyreltidi

		µl		mM		İlk Ölçüm		Son Ölçüm		Fark		EÜ/ml								166.6666666667		111.1111111111		83.3333333333		66.6666666667		47.619047619

		25		0.0015		0.1006		0.1016		0.001		0.0010718114								106.0227272727		92.3762376238		67.6086956522		58.679245283		52.7118644068

		50		0.003		0.1108		0.1217		0.0109		0.0116827438

		100		0.006		0.0883		0.0971		0.0088		0.00943194

		150		0.009		0.0994		0.1095		0.0101		0.0108252947

		200		0.012		0.1271		0.1409		0.0138		0.0147909968

		250		0.015		0.1731		0.189		0.0159		0.0170418006

		350		0.021		0.1783		0.196		0.0177		0.0189710611

		2 mM NADP+ 100 kat seyreltidi

																						Dün çıkan değer

		µl NADP+		mM NADP		İlk Abs		Son Abs		Fark		EÜ/ml						10000		5000		2000		1000		250				50000

		1		0.00002		0.166		0.1902		0.0242		0.0259378349						35.0751879699		29.5253164557		21.3990825688		19.3970893971		17.2140221402				38.5537190083

		5		0.0001		0.1655		0.1921		0.0266		0.0285101822

		10		0.0002		0.1168		0.1484		0.0316		0.033869239

		50		0.001		0.1787		0.2268		0.0481		0.0515541265

		200		0.004		0.105		0.1592		0.0542		0.0580921758

		25		0.0005		0.1104		0.154		0.0436		0.0467309753





		



1/[6PGA] mM

1/V



		



1/[NADPH] mM

1/V
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Sıcaklık (˚C)

Aktivite (EÜ/ml)

0.1232583065

0.1589853519

0.219721329

0.3036798857

0.4251518399

0.6555912826

0.7967131118

0.7556270096

0.6645230439



Afinite Elüsyon

		

		1. G6PD Saflaştırması				Afinite elüsyon

		Tüp sayısı		İlk Absorbans		Son absorbans		fark		EÜ/ml

		1		0.833		0.833		0		0

		2		0.841		0.841		0		0

		3		0.867		0.877		0.01		0.0357270454

		4		0.892		0.929		0.037		0.1321900679

		5		0.905		1.098		0.193		0.6895319757

		6		0.938		1.088		0.15		0.5359056806

		7		0.96		0.998		0.038		0.1357627724

		8		0.965		0.995		0.03		0.1071811361

		9		0.955		0.99		0.035		0.1250446588

		10		0.98		0.998		0.018		0.0643086817

		11		1.045		1.058		0.013		0.046445159

		12		1.067		1.074		0.007		0.0250089318

		13		1.076		1.083		0.007		0.0250089318

		14		1.086		1.092		0.006		0.0214362272

		15		1.086		1.092		0.006		0.0214362272

		16		1.086		1.092		0.006		0.0214362272

		17		1.086		1.092		0.006		0.0214362272

		18		1.086		1.092		0.006		0.0214362272

		19		1.086		1.092		0.006		0.0214362272

		20		1.086		1.092		0.006		0.0214362272

		21		1.086		1.092		0.006		0.0214362272

		22		1.086		1.092		0.006		0.0214362272

		23		1.086		1.092		0.006		0.0214362272

		24		1.086		1.092		0.006		0.0214362272

		25		1.086		1.092		0.006		0.0214362272

		Enzim havuzu				1.017		1.21		1.2968917471

		amonyum sülfat diyaiz				1.022		1.378		1.4769560557

		homojenat				1.247		1.333		1.4287245445

		enzim





Afinite Elüsyon

		



Tüp Sayısı

Aktivite (EÜ/ml)



Protein tayini

				tüp sayısı  elüsyon										1.GR Saflaştırması  standard grafik

				5		1.482		0.7881355932						Homojenat		2.024		1.706779661		15 ml		10 kat derişik

				6		1.341		0.5491525424						Homojenat		1.139		0.206779661		15 ml		100 kat seyreltilen

				7		1.199		0.3084745763						a.sülfat ve diyaliz		2.42		2.3779661017		3 ml		10 kat derişik

		enzim havuzu				1.097		0.1355932203						a.sülfat ve diyaliz		1.576		0.9474576271		3 ml		100 kat seyreltilen

														Numune		Absorbans

														10		1.14		0.2084745763

														20		1.149		0.2237288136

														30		1.222		0.3474576271

				enzim havuzu										40		1.342		0.5508474576

														50		1.359		0.5796610169

														60		1.406		0.6593220339

														70		1.487		0.7966101695

														80		1.535		0.8779661017

														90		1.573		0.9423728814

														100		1.618		1.0186440678

														enzim havuzu

														10		0.2084745763

														20		0.2237288136

														30		0.3474576271

														40		0.5508474576

														50		0.5796610169

														60		0.6593220339

														70		0.7966101695

														80		0.8779661017

														90		0.9423728814

														100		1.0186440678





Protein tayini

		



µg protein

Absorbans (595 nm)



Karakterizasyon

		



µg protein

Absorbans (495 nm)



KM ve Vmax

		Tavuk  Yürek GR Optimum pH

		pH		İlk Abs		Son Abs		Fark		EÜ/ml

		5.5		1.057		1.093		0.036		0.0643086817								5.5		6		6.5		7		7.5		8		8.5		9

		6		1.102		1.143		0.041		0.073240443								0.0643086817		0.073240443		0.1143265452		0.1625580564		0.1571989996		0.1750625223

		6.5		1.11		1.174		0.064		0.1143265452																0.1357627724		0.1625580564		0.21257592		0.146480886

		7		1.062		1.153		0.091		0.1625580564

		7.5		1.074		1.162		0.088		0.1571989996

		8		1.229		1.327		0.098		0.1750625223

		7.5		1.034		1.11		0.076		0.1357627724

		8		1.067		1.158		0.091		0.1625580564

		8.5		1.006		1.125		0.119		0.21257592

		9		1.071		1.153		0.082		0.146480886

		Tavuk  Yürek GR Optimum İyonik Şiddet

		Konsantrasyon M		İlk Ölçüm		Son Ölçüm		Fark		EÜ/ml				Küvet içi Konsantrasyon

		0.01		1.15		1.185		0.035		0.0625223294				10						10		25		50		100		200		400		800		1000

		0.025		1.174		1.239		0.065		0.1161128975				25						0.0625223294		0.1161128975		0.1250446588		0.1643444087		0.1839942837		0.2250803859		0.2357984995		0.2340121472

		0.05		1.128		1.198		0.07		0.1250446588				50

		0.1		1.136		1.228		0.092		0.1643444087				100

		0.2		1.064		1.167		0.103		0.1839942837				200

		0.4		1.112		1.238		0.126		0.2250803859				400

		0.8		1.076		1.208		0.132		0.2357984995				800

		1		0.964		1.095		0.131		0.2340121472				1000

		Tavuk  Yürek GR Optimum Sıcaklık

		Sıcaklık		İlk Ölçüm		Son Ölçüm		Fark		EÜ/ml

		0		0.986		1.055		0.069		0.1232583065

		10		0.92		1.009		0.089		0.1589853519						0		10		20		30		40		50		60		70		80

		20		0.89		1.013		0.123		0.219721329						0.1232583065		0.1589853519		0.219721329		0.3036798857		0.4251518399		0.6555912826		0.7967131118		0.7556270096		0.6645230439

		30		0.822		0.992		0.17		0.3036798857

		40		0.666		0.904		0.238		0.4251518399

		50		0.791		1.158		0.367		0.6555912826

		60		0.658		1.124		0.466		0.8324401572

		70		0.191		0.604		0.413		0.737763487

		80		0.623		0.995		0.372		0.6645230439





KM ve Vmax

		



50 mM K-fosfat

50 mM Tris/HCl

pH

Aktivite (EÜ/ml)

Optimum pH



		



[Tris/HCl] M

Aktivite(EÜ/ml)

Optimum İyonik Şiddet



		



Sıcaklık (˚C)

Aktivite (EÜ/ml)

Optimum Sıcaklık



		6 mM 6PGA 100 kat seyreltidi

		µl		mM		İlk Ölçüm		Son Ölçüm		Fark		EÜ/ml								166.6666666667		111.1111111111		83.3333333333		66.6666666667		47.619047619

		25		0.0015		0.1006		0.1016		0.001		0.0010718114								106.0227272727		92.3762376238		67.6086956522		58.679245283		52.7118644068

		50		0.003		0.1108		0.1217		0.0109		0.0116827438

		100		0.006		0.0883		0.0971		0.0088		0.00943194

		150		0.009		0.0994		0.1095		0.0101		0.0108252947

		200		0.012		0.1271		0.1409		0.0138		0.0147909968

		250		0.015		0.1731		0.189		0.0159		0.0170418006

		350		0.021		0.1783		0.196		0.0177		0.0189710611

		2 mM NADP+ 100 kat seyreltidi

																						Dün çıkan değer

		µl NADP+		mM NADP		İlk Abs		Son Abs		Fark		EÜ/ml						10000		5000		2000		1000		250				50000

		1		0.00002		0.166		0.1902		0.0242		0.0259378349						35.0751879699		29.5253164557		21.3990825688		19.3970893971		17.2140221402				38.5537190083

		5		0.0001		0.1655		0.1921		0.0266		0.0285101822

		10		0.0002		0.1168		0.1484		0.0316		0.033869239

		50		0.001		0.1787		0.2268		0.0481		0.0515541265

		200		0.004		0.105		0.1592		0.0542		0.0580921758

		25		0.0005		0.1104		0.154		0.0436		0.0467309753
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Afinite Elüsyon

		3. Saflaştırma ilk iki saflaştırmada problem çıktı isan kanı prosedürü yıkamada enzim geldi 3. saflaştırmada elüsyonda aktivite var ama az 1. sebep homojenat   döküldü veya G6PD elüsyonunda geldi

		Hindi Yürek 6PGD

		Tüp sayısı		İlk Absorbans		Son absorbans		fark		EÜ/ml

		1		0.1314		0.1685		0.0371		0.0397642015								1		2		3		4		5		6		7		8		9		10		11		12

		2		0.123		0.156		0.033		0.0353697749								0.0397642015		0.0353697749		0.0610932476		0.0192926045		0.0418006431		0.0578778135		0.0321543408		0.0225080386		0.0182207931		0.0096463023		0.0096463023		0.0124330118

		3		0.123		0.18		0.057		0.0610932476		PAGE Yapıldı gümüş boyama ve Comesia

		4		0.148		0.166		0.018		0.0192926045		Tek Bant

		5		0.139		0.178		0.039		0.0418006431		Tek bant

		6		0.145		0.199		0.054		0.0578778135		Tek bant

		7		0.15		0.18		0.03		0.0321543408		en belirgin bant ancak birden fazla bant var

		8		0.141		0.162		0.021		0.0225080386

		9		0.132		0.149		0.017		0.0182207931

		10		0.133		0.142		0.009		0.0096463023

		11		0.127		0.136		0.009		0.0096463023

		12		0.125		0.1366		0.0116		0.0124330118

		13		0.137		0.1343		-0.0027		-0.0028938907

		Homojenat		0.192		0.3466		0.1546		0.1657020364

		2. 6PGD Saflaştırması

		Tüp sayısı		İlk Absorbans		Son absorbans		fark		EÜ/ml

		1		0.0992		0.1349		0.0357		0.0382636656								1		2		3		4		5		6		7		8		9		10		11		12		13		14

		2		0.0975		0.1313		0.0338		0.036227224								0.0382636656		0.036227224		0.0100750268		0.0378349411		0.0379421222		0.0405144695		0.149624866		0.4457663451		0.4302250804		0.3282958199		0.2735262594		0.0030010718		0.160664523		0.1100750268

		3		0.0996		0.109		0.0094		0.0100750268

		4		0.1023		0.1376		0.0353		0.0378349411

		5		0.0994		0.1348		0.0354		0.0379421222

		6		0.0998		0.1376		0.0378		0.0405144695

		7		0.1126		0.2522		0.1396		0.149624866

		8		0.1389		0.5548		0.4159		0.4457663451

		9		0.1425		0.5439		0.4014		0.4302250804

		10		0.1536		0.4599		0.3063		0.3282958199

		11		0.1284		0.3836		0.2552		0.2735262594

		12		0.1076		0.1104		0.0028		0.0030010718

		13		0.113		0.2629		0.1499		0.160664523

		14		0.1116		0.2143		0.1027		0.1100750268

		Homojenat		0.2391		0.3608		0.1217		0.1304394427





Afinite Elüsyon

		



Tüp Sayısı

Aktivite (EÜ/ml)

2. Saflaştırma Afinite Elüsyon



Protein tayini

		



Tüp Sayısı

Aktivite (EÜ/ml)

1. Saflaştırma Afinite Elüsyon



Karakterizasyon

				Numune		Absorbans		Protein miktarı denklem sonrası

				6PGD homojenat		1.067		0.355060241		35.5		100 kat seyreltilen

				3		0.9266		0.1859036145

				4		0.9895		0.261686747

				5		1.052		0.3369879518

				6		1.067		0.355060241

				2. 6PGD saflaştırması

				Numune		Absorbans

				Homojenat		0.9928		0.2656626506		26.56		100 kat seyreltilen

				7		1.1104		0.4073493976

				8		1.1015		0.396626506

				9		1.116		0.4140963855		9. Tüp 6PGA

				10		1.1303		0.4313253012

				11		1.0603		0.3469879518

				12		1.1298		0.4307228916

				13		1.0264		0.3061445783

				14		1.0226		0.3015662651





KM ve Vmax

		Hindi yürek 6PGD Optimum pH

		pH		İlk Abs		Son Abs		Fark		EÜ/ml

		5.5		0.109		0.1532		0.0442		0.0473740622								5.5		6		6.5		7		7.5		8		8.5		9

		6		0.113		0.162		0.049		0.0525187567								0.047		0.052		0.063987		0.097535		0.109218		0.119936

		6.5		0.1386		0.1983		0.0597		0.0639871383																0.107		0.14		0.127		0.103

		7		0.118		0.209		0.091		0.0975348339

		7.5		0.1264		0.2283		0.1019		0.1092175777

		8		0.1166		0.2285		0.1119		0.1199356913

		7.5		0.1117		0.2123		0.1006		0.1078242229

		8		0.1358		0.2669		0.1311		0.1405144695

		8.5		0.1556		0.2744		0.1188		0.1273311897

		9		0.1378		0.2341		0.0963		0.1032154341

		Hindi yürek 6PGD Optimum İyonik Şiddet

		Konsantrasyon M		İlk Ölçüm		Son Ölçüm		Fark		EÜ/ml				Küvet içi Konsantrasyon

		0.025		0.122		0.2327		0.1107		0.1186495177				0.005						0.005		0.01		0.02		0.04		0.08		0.12		0.16		0.2

		0.05		0.1343		0.2424		0.1081		0.1158628081				0.01						0.11865		0.115863		0.146		0.144		0.166		0.17		0.165		0.144

		0.1		0.1239		0.2606		0.1367		0.1465166131				0.02

		0.2		0.1373		0.272		0.1347		0.1443729904				0.04

		0.4		0.1321		0.2874		0.1553		0.1664523044				0.08

		0.6		0.1125		0.2715		0.159		0.1704180064				0.12

		0.8		0.1297		0.2843		0.1546		0.1657020364				0.16

		1		0.1297		0.2649		0.1352		0.144908896				0.2

		Hindi yürek 6PGD Optimum Sıcaklık

		Sıcaklık		İlk Ölçüm		Son Ölçüm		Fark		EÜ/ml

		10		0.0854		0.144		0.0586		0.0628081458								10		20		30		40		50		60		70		80

		20		0.1204		0.1652		0.0448		0.048017149								0.0628081458		0.048017149		0.0555198285		0.1051446945		0.1546623794		0.2085744909		0.0457663451		0.0053590568

		30		0.0998		0.1516		0.0518		0.0555198285

		40		0.131		0.2291		0.0981		0.1051446945

		50		0.1794		0.3237		0.1443		0.1546623794

		60		0.131		0.3256		0.1946		0.2085744909

		70		0.0023		0.045		0.0427		0.0457663451

		80		0.12		0.125		0.005		0.0053590568
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Sıcaklık (˚C)

Aktivite (EÜ/ml)

Optimum Sıcaklık



		20 mM GSSG 10 kat seyreltidi

		µl		mM		İlk Ölçüm		Son Ölçüm		Fark		EÜ/ml								50		20		10		5		3.3333333333

		10		0.02		0.865		0.91		0.045		0.0803858521								12.44		9.33		8.1130434783		7.6684931507		6.5858823529

		25		0.05		0.848		0.908		0.06		0.1071811361

		50		0.1		0.734		0.803		0.069		0.1232583065

		100		0.2		0.817		0.89		0.073		0.1304037156

		150		0.3		0.8		0.885		0.085		0.1518399428

		200		0.4		0.814		0.904		0.09		0.1607717042

		250		0.5		0.81		0.893		0.083		0.1482672383

		300		0.6		0.806		0.895		0.089		0.1589853519

		400		0.8		0.821		0.908		0.087		0.1554126474

		2 mM NADPH 10 kat seyreltidi

		µl NADPH		mM NADPH		İlk Abs		Son Abs		Fark		EÜ/ml						100		50		33.3333333333		25		16.6666666667

		10		0.002		0.146		0.151		0.005		0.0089317613						32.9294117647		18.66		15.1297297297		12.44		10.9764705882

		25		0.005		0.15		0.158		0.008		0.0142908181

		50		0.01		0.168		0.185		0.017		0.0303679886

		100		0.02		0.191		0.221		0.03		0.0535905681

		150		0.03		0.212		0.249		0.037		0.0660950339

		200		0.04		0.235		0.28		0.045		0.0803858521

		250		0.05		0.273		0.322		0.049		0.0875312612

		300		0.06		0.306		0.357		0.051		0.0911039657

		400		0.08		0.429		0.479		0.05		0.0893176134
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Aktiviteler

		Hindi Yürek 1. Saflaştırma																Hindi Yürek 2. Saflaştırma

		Tüp Sayısı		İlk Öçüm		Son Ölçüm		Absorbans Fark		EÜ								Tüp Sayısı		İlk Öçüm		Son Ölçüm		Absorbans Fark		EÜ								Hindi Yürek 4. Saflaştırma

		1		0.4094		0.4156		0.0062		0.0215277778								1		0		0		0		0								Tüp Sayısı		İlk Öçüm		Son Ölçüm		Absorbans Fark		EÜ

		2		0.561		0.5649		0.0039		0.0135416667								2		0		0		0		0								1		0		0		0		0

		3		0.394		0.3948		0.0008		0.0027777778								3		0		0		0		0								2		0		0		0		0

		4		0.375		0.377		0.002		0.0069444444								4		0		0		0		0								3		0		0		0		0

		5		0.34		0		-0.34		-1.1805555556								5		0		0		0		0								4		0		0		0		0

		6		0.3842		0.411		0.0268		0.0930555556								6		0.405		0.428		0.023		0.0399305556								5		0		0		0		0

		7		0.419		0.5828		0.1638		0.56875								7		0.481		0.69		0.209		0.3628472222								6		0.535		0.6232		0.0882		0.153125

		8		0.606		0.95		0.344		1.1944444444								8		0.487		0.905		0.418		0.7256944444								7		0.5793		0.6902		0.1109		0.1925347222

		9		0.61		0.981		0.371		2.5763888889								9		0.475		1.177		0.702		1.21875								8		0.753		0.9788		0.2258		0.3920138889

		10		1.1168		1.251		0.1342		0.9319444444								10		0.629		1.49		0.861		1.4947916667								9		0.4871		0.6007		0.1136		0.1972222222

		11		0.738		0.7663		0.0283		0.9826388889								11		0.463		1.394		0.931		1.6163194444								10		0.7965		1.214		0.4175		0.7248263889

		12		1.0105		1.1503		0.1398		0.9708333333								12		0.424		1.205		0.781		1.3559027778								11		0.6138		0.999		0.3852		0.66875

		13		1.0233		1.1721		0.1488		1.0333333333								13		0.416		1.104		0.688		1.1944444444								12		0.4892		0.8716		0.3824		0.6638888889

		14		0.8863		1.1721		0.2858		1.9847222222								14		0.32		0.899		0.579		1.0052083333								13		0.3971		0.7807		0.3836		0.6659722222

		15		0.851		0.9256		0.0746		0.5180555556								15		0.363		0.889		0.526		0.9131944444								14		0.3357		0.666		0.3303		0.5734375

		16		0.8201		0.9004		0.0803		0.5576388889								16		0.312		0.775		0.463		0.8038194444								15		0.2489		0.6857		0.4368		0.7583333333

		17		0.8555		0.9212		0.0657		0.45625								17		0.375		0.686		0.311		0.5399305556								16		0		0		0		0

		18		0.859		0.921		0.062		0.4305555556								18		0.667		0.936		0.269		0.4670138889								17		0.4172		0.8118		0.3946		0.6850694444

		19		0.8404		0.881		0.0406		0.2819444444										0.667		0.936		0.269		0.4670138889								18		0		0		0		0

		20		0.9644		1.0377		0.0733		0.5090277778								Hmojenat		0.358		0.469		0.111		0.7708333333								19		0.3678		0.4439		0.0761		0.1321180556

		21		0.8203		0.8847		0.0644		0.2236111111																								20		0		0		0		0

		22		0.6724		0.728		0.0556		0.1930555556																								21		0.5924		0.687		0.0946		0.1642361111

		23		0.778		0.8356		0.0576		0.2																								22		0		0		0		0

		24		0.9347		0.9991		0.0644		0.2236111111																								23		0		0		0		0

		25		0.8342		0.875		0.0408		0.1416666667																								24		0		0		0		0

		26		0.7981		0.833		0.0349		0.1211805556																								25		0.1681		0.2621		0.094		0.1631944444

		27		0.7234		0.753		0.0296		0.1027777778																								26		0.4367		0.4835		0.0468		0.08125

		Homojenat		0.4331		0.7366		0.3035		1.0538194444																								27		0.5692		0.6382		0.069		0.1197916667

		Hacim 24 ml																																28		0.6095		0.7033		0.0938		0.1628472222

																																		Hmojenat		0.454		0.9391		0.4851		3.36875

																						1		0										hacim 15ml

		1		0.0215277778																		2		0

		2		0.0135416667																		3		0																1		0

		3		0.0027777778																		4		0																2		0

		4		0.0069444444																		5		0																3		0

		5																				6		0.0399305556																4		0

		6		0.0930555556																		7		0.3628472222																5		0

		7		0.56875																		8		0.7256944444																6		0.153125

		8		1.1944444444																		9		1.21875																7		0.1925347222

		9		2.5763888889																		10		1.4947916667																8		0.3920138889

		10		0.9319444444																		11		1.6163194444																9		0.1972222222

		11		0.9826388889																		12		1.3559027778																10		0.7248263889

		12		0.9708333333																		13		1.1944444444																11		0.66875

		13		1.0333333333																		14		1.0052083333																12		0.6638888889

		14		1.9847222222																		15		0.9131944444																13		0.6659722222

		15		0.5180555556																		16		0.8038194444																14		0.5734375

		16		0.5576388889																		17		0.5399305556																15		0.7583333333

		17		0.45625																		18		0.4670138889																16		0

		18		0.4305555556																																				17		0.6850694444

		19		0.2819444444																																				18		0

		20		0.5090277778																																				19		0.1321180556

		21		0.2236111111																																				20		0

		22		0.1930555556																																				21		0.1642361111

		23		0.2																																				22		0

		24		0.2236111111																																				23		0

		25		0.1416666667																																				24		0

		26		0.1211805556																																				25		0.1631944444

		27		0.1027777778																																				26		0.08125

				1.0538194444																																				27		0.1197916667

																																								28		0.1628472222

																																										3.36875
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Aktivite (EÜ/ml)

1. Saflaştırma Afinite Elüsyon



Protein tayini

		



Tüp Sayısı

Aktivite (EÜ/ml)

2. Saflaştırma Afinite Elüsyon



2. standart grafik

		





Karakterizasyon

		Standart Grafik		Absorbans

		10		0.873																														2. Saflaştırma		Absorbans

		20		0.901																														100 K GST Homojenat		1.0201		0.2985542169		29.85

		30		1.053																														9		1.0785		0.3689156627

		40		1.066																														10		1.1386		0.4413253012

		50		1.19																														11		1.0701		0.3587951807

		60		1.256

		70		1.345

		80		1.493

		90		1.543

		100		1.542

		Tüp Sayısı Elüsyon

		8		0.814		0.0502409639

		9		0.97		0.2381927711

		10		1.011		0.2875903614

		11		0.821		0.0586746988

		12		0.842		0.0839759036

		13		0.812		0.0478313253

		14		0.753		-0.023253012

						-0.9304819277

		Homojenat				-0.9304819277

		100 k		1.177		0.4875903614		48.75

		10 k		1.541		0.9261445783		9.27





Karakterizasyon

		



µg protein

Absorbans (595 nm)



Km ve Vmax

		Tüp Sayısı

		1		10		1.1713

		2		20		1.18

		3		30		1.3575

		4		40		1.4437

		5		50		1.5538

		6		60		1.5743

		7		70		1.6926

		8		80		1.7686

		9		90		1.8343

		10		100

		11

		12

		13

		14

		15





Km ve Vmax

		



µg protein

Absorbans (595 nm)



		Hindi yürek GST

		Optimum pH 50 mM K-fosfat ve 50 mM Tris/HCl Enzimli ve enzimsiz ölçüldü aradaki fark alındı

		pH		İlk Ölçüm		Son Ölçüm		Fark		EÜ/ml				Fark		EÜ/ml						5.5		6		6.5		7		7.5		8		8.5

		5.5		0.6078		0.688		0.0802		0.1392361111				0.0753		0.1307291667						0.130729		0.606597		1.154514		1.78316		1.846007		1.935069

		6		0.723		1.0688		0.3458		0.6003472222				0.3494		0.6065972222														1.648785		1.66684		1.513194

		6.5		0.7187		1.4128		0.6941		1.2050347222				0.665		1.1545138889

		7		0.7199		1.793		1.0731		1.8630208333				1.0271		1.7831597222

		7.5		0.7056		1.8271		1.1215		1.9470486111				1.0633		1.8460069444

		8		0.7815		1.9404		1.1589		2.0119791667				1.1146		1.9350694444

		7.5		0.7401		1.7218		0.9817		1.7043402778				0.9497		1.6487847222

		8		0.7478		1.801		1.0532		1.8284722222				0.9601		1.6668402778

		8.5		0.806		1.7107		0.9047		1.5706597222				0.8716		1.5131944444

		Enzimsiz pH		İlk Ölçüm		Son Ölçüm		Fark

		5.5		0.5634		0.5683		0.0049

		6		0.6739		0.6703		-0.0036

		6.5		0.6481		0.6772		0.0291

		7		0.5518		0.5978		0.046

		7.5		0.5457		0.6039		0.0582

		8		0.326		0.3703		0.0443

		7.5		0.4801		0.5121		0.032

		8		0.4437		0.5368		0.0931

		8.5		-0.075		-0.0419		0.0331

		Optimum İyonik Şiddet pH 8 K- Fosfat

		İyonik Şiddet		ilk abs		son abs		fark		EÜ/ml				Fark		Fark EÜ/ml

		1		0.7069		2.03943		1.33253		2.3134201389				0.87333		1.5161979167

		0.8		0.7504		1.8538		1.1034		1.915625				1.0295		1.7873263889

		0.6		0.7921		2.1048		1.3127		2.2789930556				1.2653		2.1967013889

		0.4		0.7231		1.6676		0.9445		1.6397569444				0.8958		1.5552083333						K-fosfat pH 7,5-8 600 mM

		0.2		0.8142		2.1605		1.3463		2.3373263889				1.0391		1.8039930556

		0.1		0.6389		1.646		1.0071		1.7484375				0.95		1.6493055556

		0.05		0.7647		1.9044		1.1397		1.9786458333				1.0342		1.7954861111

		0.025		0.6429		1.8246		1.1817		2.0515625				1.0725		1.8619791667

		enzimsiz												Küvet İçi Konsantrasyon

		1		0.3814		0.8406		0.4592						0.2		0.2		0.16		0.12		0.08		0.04		0.02		0.01		0.005

		0.8		0.0159		0.0898		0.0739						0.16		1.5161979167		1.7873263889		2.1967013889		1.5552083333		1.8039930556		1.6493055556		1.7954861111		1.8619791667

		0.6		-0.0124		0.035		0.0474						0.12

		0.4		-0.1057		-0.057		0.0487						0.08

		0.2		0.343		0.6502		0.3072						0.04

		0.1		0.2074		0.2645		0.0571						0.02

		0.05		0.3571		0.4626		0.1055						0.01

		0.025		0.5677		0.6769		0.1092						0.005

		Optimum Sıcaklık (˚C)		İlk abs		Son abs		Fark		EÜ/ml						Fark		Fark EÜ/ml

		10		0.533		1.1096		0.5766		1.0010416667						0.4952		0.8597222222				10		20		30		40		50		60		70

		20		0.623		1.612		0.989		1.7170138889						0.946		1.6423611111				0.8597222222		1.6423611111		1.3300347222		1.6182291667		1.6690972222		1.0277777778		0.6302083333

		30		0.608		1.4781		0.8701		1.5105902778						0.7661		1.3300347222

		40		0.638		1.6767		1.0387		1.8032986111						0.9321		1.6182291667

		50		0.834		1.9984		1.1644		2.0215277778						0.9614		1.6690972222

		60		0.983		2.204		1.221		2.1197916667						0.592		1.0277777778

		70		0.913		2.263		1.35		2.34375						0.363		0.6302083333

		Enzimsiz		İlk abs		Son abs		Fark

		10		-0.0146		0.0668		0.0814

		20		0.163		0.206		0.043

		30		0.083		0.187		0.104

		40		-0.0036		0.103		0.1066

		50		0.128		0.331		0.203

		60		0.11		0.739		0.629

		70		0.423		1.41		0.987

								K-fosfat Ph

						gün		pH= 5,5		pH=6,0		pH=6,5		pH=7,0		pH=7,5		pH=8,0

						0		0.061		0.075		0.111		0.1423		0.1423		0.172

						1		0.054		0.07		0.102		0.129		0.1423		0.147

						2		0.048		0.054		0.086		0.107		0.125		0.112

						3		0.032		0.048		0.073		0.091		0.12		0.116

						4		0.043		0.059		0.071		0.078		0.098		0.107

						5		0.036		0.043		0.063		0.077		0.084		0.1

						6		0.034		0.023		0.048		0.054		0.066		0.07

								Tris/ HCI Ph

						gün		pH= 7,5		pH=8,0		pH=8,5		pH=9,0

						0		0.086		0.148		0.143		0.136

						12		0.075		0.111		0.109		0.095

						24		0.05		0.114		0.098		0.082

						36		0.066		0.105		0.08		0.068

						48		0.059		0.098		0.08		0.064

						60		0.045		0.066		0.059		0.059

						72		0.018		0.064		0.0411		0.039





		



50 mM K-fosfat

50 mM Tris/HCl

pH

Aktivite (EÜ/ml)

Optimum pH



		



[K-Fosfat] M

Aktivite (EÜ/ml)

Optimum İyonik Şiddet



		



Sıcaklık (˚C)

Aktivite (EÜ/ml)

Optimum Sıcaklık



		



pH= 5,5

pH=6,0

pH=6,5

pH=7,0

pH=7,5

pH=8,0

Zaman (Gün)

Aktivite (EÜ / ml)



		



pH= 7,5

pH=8,0

pH=8,5

pH=9,0

Zaman (Gün)

Aktivite (EÜ / ml)



		25 mM CDNB İçin 100 kat seyreltildi

		µl		mM CDNB		İlk Absorbans		Son Absorbans		Fark		EÜ/ml

		10		0.00025		0.0656		0.0787		0.0131		0.0454861111								0.0005		0.0194444444

		20		0.0005		0.1221		0.1277		0.0056		0.0194444444								0.001		0.0329861111

		40		0.001		0.1215		0.131		0.0095		0.0329861111								0.002		0.0527777778

		80		0.002		0.1257		0.1409		0.0152		0.0527777778								0.0025		0.0670138889

		100		0.0025		0.1278		0.1471		0.0193		0.0670138889								0.00375		0.1215277778

		150		0.00375		0.1475		0.1825		0.035		0.1215277778

		20 mM GSH İçin 100 kat seyreltildi

		µl		mM GSH		İlk Absorbans		Son Absorbans		Fark		EÜ/ml

		25		0.0005		0.3249		0.5149		0.19		0.6597222222

		50		0.001		0.3828		0.5757		0.1929		0.6697916667

		75		0.0015		0.334		0.5316		0.1976		0.6861111111

		100		0.002		0.3223		0.5133		0.191		0.6631944444

		150		0.003		0.37668		0.5258		0.14912		0.5177777778

		150		0.003		0.1278		0.1471		0.0193		0.0670138889





		



[CDNB] mM

1/V
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y = 0,1201x + 6,6113
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8.1130434783
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Afinite Elüsyon

		3. Saflaştırma ilk iki saflaştırmada problem çıktı isan kanı prosedürü yıkamada enzim geldi 3. saflaştırmada elüsyonda aktivite var ama az 1. sebep homojenat   döküldü veya G6PD elüsyonunda geldi

		Hindi Yürek 6PGD

		Tüp sayısı		İlk Absorbans		Son absorbans		fark		EÜ/ml

		1		0.1314		0.1685		0.0371		0.0397642015								1		2		3		4		5		6		7		8		9		10		11		12

		2		0.123		0.156		0.033		0.0353697749								0.0397642015		0.0353697749		0.0610932476		0.0192926045		0.0418006431		0.0578778135		0.0321543408		0.0225080386		0.0182207931		0.0096463023		0.0096463023		0.0124330118

		3		0.123		0.18		0.057		0.0610932476		PAGE Yapıldı gümüş boyama ve Comesia

		4		0.148		0.166		0.018		0.0192926045		Tek Bant

		5		0.139		0.178		0.039		0.0418006431		Tek bant

		6		0.145		0.199		0.054		0.0578778135		Tek bant

		7		0.15		0.18		0.03		0.0321543408		en belirgin bant ancak birden fazla bant var

		8		0.141		0.162		0.021		0.0225080386

		9		0.132		0.149		0.017		0.0182207931

		10		0.133		0.142		0.009		0.0096463023

		11		0.127		0.136		0.009		0.0096463023

		12		0.125		0.1366		0.0116		0.0124330118

		13		0.137		0.1343		-0.0027		-0.0028938907

		Homojenat		0.192		0.3466		0.1546		0.1657020364

		2. 6PGD Saflaştırması

		Tüp sayısı		İlk Absorbans		Son absorbans		fark		EÜ/ml

		1		0.0992		0.1349		0.0357		0.0382636656								1		2		3		4		5		6		7		8		9		10		11		12		13		14

		2		0.0975		0.1313		0.0338		0.036227224								0.0382636656		0.036227224		0.0100750268		0.0378349411		0.0379421222		0.0405144695		0.149624866		0.4457663451		0.4302250804		0.3282958199		0.2735262594		0.0030010718		0.160664523		0.1100750268

		3		0.0996		0.109		0.0094		0.0100750268

		4		0.1023		0.1376		0.0353		0.0378349411

		5		0.0994		0.1348		0.0354		0.0379421222

		6		0.0998		0.1376		0.0378		0.0405144695

		7		0.1126		0.2522		0.1396		0.149624866

		8		0.1389		0.5548		0.4159		0.4457663451

		9		0.1425		0.5439		0.4014		0.4302250804

		10		0.1536		0.4599		0.3063		0.3282958199

		11		0.1284		0.3836		0.2552		0.2735262594

		12		0.1076		0.1104		0.0028		0.0030010718

		13		0.113		0.2629		0.1499		0.160664523

		14		0.1116		0.2143		0.1027		0.1100750268

		Homojenat		0.2391		0.3608		0.1217		0.1304394427





Afinite Elüsyon

		



Tüp Sayısı

Aktivite (EÜ/ml)

2. Saflaştırma Afinite Elüsyon



Protein tayini

		



Tüp Sayısı

Aktivite (EÜ/ml)

1. Saflaştırma Afinite Elüsyon



Karakterizasyon

				Numune		Absorbans		Protein miktarı denklem sonrası

				6PGD homojenat		1.067		0.355060241		35.5		100 kat seyreltilen

				3		0.9266		0.1859036145

				4		0.9895		0.261686747

				5		1.052		0.3369879518

				6		1.067		0.355060241

				2. 6PGD saflaştırması

				Numune		Absorbans

				Homojenat		0.9928		0.2656626506		26.56		100 kat seyreltilen

				7		1.1104		0.4073493976

				8		1.1015		0.396626506

				9		1.116		0.4140963855		9. Tüp 6PGA

				10		1.1303		0.4313253012

				11		1.0603		0.3469879518

				12		1.1298		0.4307228916

				13		1.0264		0.3061445783

				14		1.0226		0.3015662651





KM ve Vmax

		Hindi yürek 6PGD Optimum pH

		pH		İlk Abs		Son Abs		Fark		EÜ/ml

		5.5		0.109		0.1532		0.0442		0.0473740622								5.5		6		6.5		7		7.5		8		8.5		9

		6		0.113		0.162		0.049		0.0525187567								0.047		0.052		0.063987		0.097535		0.109218		0.119936

		6.5		0.1386		0.1983		0.0597		0.0639871383																0.107		0.14		0.127		0.103

		7		0.118		0.209		0.091		0.0975348339

		7.5		0.1264		0.2283		0.1019		0.1092175777

		8		0.1166		0.2285		0.1119		0.1199356913

		7.5		0.1117		0.2123		0.1006		0.1078242229

		8		0.1358		0.2669		0.1311		0.1405144695

		8.5		0.1556		0.2744		0.1188		0.1273311897

		9		0.1378		0.2341		0.0963		0.1032154341

		Hindi yürek 6PGD Optimum İyonik Şiddet

		Konsantrasyon M		İlk Ölçüm		Son Ölçüm		Fark		EÜ/ml				Küvet içi Konsantrasyon

		0.025		0.122		0.2327		0.1107		0.1186495177				0.005						0.005		0.01		0.02		0.04		0.08		0.12		0.16		0.2

		0.05		0.1343		0.2424		0.1081		0.1158628081				0.01						0.11865		0.115863		0.146		0.144		0.166		0.17		0.165		0.144

		0.1		0.1239		0.2606		0.1367		0.1465166131				0.02

		0.2		0.1373		0.272		0.1347		0.1443729904				0.04

		0.4		0.1321		0.2874		0.1553		0.1664523044				0.08

		0.6		0.1125		0.2715		0.159		0.1704180064				0.12

		0.8		0.1297		0.2843		0.1546		0.1657020364				0.16

		1		0.1297		0.2649		0.1352		0.144908896				0.2

		Hindi yürek 6PGD Optimum Sıcaklık

		Sıcaklık		İlk Ölçüm		Son Ölçüm		Fark		EÜ/ml

		10		0.0854		0.144		0.0586		0.0628081458								10		20		30		40		50		60		70		80

		20		0.1204		0.1652		0.0448		0.048017149								0.0628081458		0.048017149		0.0555198285		0.1051446945		0.1546623794		0.2085744909		0.0457663451		0.0053590568

		30		0.0998		0.1516		0.0518		0.0555198285

		40		0.131		0.2291		0.0981		0.1051446945

		50		0.1794		0.3237		0.1443		0.1546623794

		60		0.131		0.3256		0.1946		0.2085744909

		70		0.0023		0.045		0.0427		0.0457663451

		80		0.12		0.125		0.005		0.0053590568





KM ve Vmax

		



50 mM K-fosfat

50 mM Tris/HCl

pH

Aktivite (EÜ/ml)

Optimum pH



		



[Tris/HCl] M

Aktivite(EÜ/ml)

Optimum İyonik Şiddet



		



Sıcaklık (˚C)

Aktivite (EÜ/ml)

Optimum Sıcaklık



		20 mM GSSG 10 kat seyreltidi

		µl		mM		İlk Ölçüm		Son Ölçüm		Fark		EÜ/ml								50		20		10		2.5		5

		10		0.02		0.865		0.91		0.045		0.0803858521								12.44		9.33		8.1130434783		6.22		7.464

		25		0.05		0.848		0.908		0.06		0.1071811361

		50		0.1		0.734		0.803		0.069		0.1232583065

		100		0.2		0.817		0.892		0.075		0.1339764202

		150		0.3		0.8		0.885		0.085		0.1518399428

		200		0.4		0.814		0.904		0.09		0.1607717042

		250		0.5		0.81		0.893		0.083		0.1482672383

		300		0.6		0.806		0.895		0.089		0.1589853519

		400		0.8		0.821		0.908		0.087		0.1554126474

		2 mM NADPH 10 kat seyreltidi

		µl NADPH		mM NADPH		İlk Abs		Son Abs		Fark		EÜ/ml						100		50		33.3333333333		25		16.6666666667

		10		0.002		0.146		0.151		0.005		0.0089317613						32.9294117647		18.66		15.1297297297		12.44		10.9764705882

		25		0.005		0.15		0.158		0.008		0.0142908181

		50		0.01		0.168		0.185		0.017		0.0303679886

		100		0.02		0.191		0.221		0.03		0.0535905681

		150		0.03		0.212		0.249		0.037		0.0660950339

		200		0.04		0.235		0.28		0.045		0.0803858521

		250		0.05		0.273		0.322		0.049		0.0875312612

		300		0.06		0.306		0.357		0.051		0.0911039657

		400		0.08		0.429		0.479		0.05		0.0893176134





		



1/[GSSG] mM

1/V



		



1/[NADPH] mM

1/V
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Afinite Elüsyon

		

		1. GR Saflaştırması				Afinite elüsyon

		Tüp sayısı		İlk Absorbans		Son absorbans		fark		EÜ/ml

		1		0.833		0.833		0		0

		2		0.841		0.841		0		0

		3		0.867		0.867		0		0

		4		0.969		0.969		0		0

		5		1.17		1.179		0.009		0.0321543408

		6		1.15		1.18		0.03		0.1071811361

		7		1.217		1.267		0.05		0.1786352269

		8		1.097		1.159		0.062		0.2215076813

		9		1.097		1.155		0.058		0.2072168632

		10		1.028		1.123		0.095		0.339406931

		11		0.432		0.537		0.105		0.3751339764

		12		1.146		1.253		0.107		0.3822793855

		13		1.085		1.198		0.113		0.4037156127

		14		1.08		1.214		0.134		0.478742408

		15		1.139		1.284		0.145		0.5180421579

		16		1.1		1.262		0.162		0.578778135

		17		1.04		1.157		0.117		0.4180064309

		18		1.153		1.269		0.116		0.4144337263

		19		1.173		1.27		0.097		0.3465523401

		20		1.016		1.092		0.076		0.2715255448

		21		1.155		1.2		0.045		0.1607717042

		22		1.188		1.21		0.022		0.0785994998

		23		1.082		1.09		0.008		0.0285816363

		24		1.086		1.092		0.006		0.0214362272

		25		1.086		1.092		0.006		0.0214362272

		Enzim havuzu		1.078		1.28		0.202		0.7216863165

		amonyum sülfat diyaiz		1.57		2.115		0.545		0.9735619864

		homojenat		1.357		1.642		0.285		0.5091103966

		enzim





Afinite Elüsyon

		



Tüp Sayısı

Aktivite (EÜ/ml)



Protein tayini

				tüp sayısı  elüsyon										1.GR Saflaştırması  standard grafik

				16		0.758		0.7639795918						Homojenat		3.182		3.2374489796		15 ml		10 kat derişik

				17		0.89		0.8986734694						Homojenat		1.936		1.9660204082		15 ml		100 kat seyreltilen

				18		0.896		0.9047959184						a.sülfat ve diyaliz		2.143		2.177244898		3 ml		10 kat derişik

		enzim havuzu				0.838		0.8456122449						a.sülfat ve diyaliz		1.363		1.3813265306		3 ml		100 kat seyreltilen

														Numune		Absorbans

														10		1.109		0.1102325581

														20		1.178		0.3509302326

														30		1.223		0.5079069767

				enzim havuzu										40		1.236		0.553255814

														50		1.297		0.7660465116

														60		1.324		0.8602325581

														70		1.37		1.0206976744

														80		1.417		1.1846511628

														90		1.472		1.3765116279

														100		1.5		1.4741860465

														enzim havuzu

														10		0.1102325581

														20		0.3509302326

														30		0.5079069767

														40		0.553255814

														50		0.7660465116

														60		0.8602325581

														70		1.0206976744

														80		1.1846511628

														90		1.3765116279

														100		1.4741860465





Protein tayini

		



µg protein

Absorbans (595 nm)



Karakterizasyon

		



µg protein

Absorbans (495 nm)



KM ve Vmax

		Tavuk  Böbrek GR Optimum pH

																		5.5		6		6.5		7		7.5		8		8.5		9

		pH		İlk Abs		Son Abs		Fark		EÜ/ml								0.2322257949		0.1357627724		0.1822079314		0.1536262951		0.1107538407		0.3822793855

		5.5		0.966		1.08		0.114		0.4072883173																0.1607717042		0.3715612719		0.2500893176		0.1214719543

		6		0.918		0.985		0.067		0.239371204

		6.5		0.96		1.037		0.077		0.2750982494

		7		1.052		1.162		0.11		0.3929974991

		7.5		0.89		0.964		0.074		0.2643801358

		8		0.93		1.068		0.138		0.4930332262

		7.5		0.653		0.75		0.097		0.3465523401

		8		0.572		0.72		0.148		0.5287602715

		8.5		0.706		0.814		0.108		0.38585209

		9		0.677		0.762		0.085		0.3036798857

		Tavuk  Yürek GR Optimum İyonik Şiddet																		10		25		50		100		200		400		800		1000

		Konsantrasyon M		İlk Ölçüm		Son Ölçüm		Fark		EÜ/ml				Küvet içi Konsantrasyon						0.1286173633		0.0707395498		0.0986066452		0.0921757771		0.1457663451		0.1312968917		0.154340836		0.2057877814

		0.01		0.68		0.74		0.06		0.1071811361				10

		0.025		0.67		0.763		0.093		0.166130761				25

		0.05		0.617		0.755		0.138		0.2465166131				50

		0.1		0.605		0.763		0.158		0.2822436584				100

		0.2		0.583		0.779		0.196		0.3501250447				200

		0.4		0.523		0.75		0.227		0.405501965				400

		0.8		0.473		0.726		0.253		0.451947124				800

		1		0.522		0.768		0.246		0.4394426581				1000

		Tavuk  Yürek GR Optimum Sıcaklık														0		10		20		30		40		50		60		70		80

		Sıcaklık		İlk Ölçüm		Son Ölçüm		Fark		EÜ/ml						0.146480886		0.1679171133		0.166130761		0.1875669882		0.1429081815		0.1304037156		0.1053947839		0.0321543408		0.0142908181

		0		0.295		0.366		0.071		0.1268310111

		10		0.315		0.4		0.085		0.1518399428

		20		0.405		0.495		0.09		0.1607717042

		30		0.206		0.288		0.082		0.146480886

		40		0.185		0.201		0.016		0.0285816363

		50		0.178		0.181		0.003		0.0053590568

		60		0.164		0.169		0.005		0.0089317613

		70		0.172		0.178		0.006		0.0107181136

		80		0.375		0.382		0.007		0.0125044659

				K-fosfat Ph

		Gün		pH= 5,5		pH=6,0		pH=6,5		pH=7,0		pH=7,5		pH=8,0				pH		Fark		EÜ/ml				MOLAR		Fark		EÜ/ml

		0		0.061		0.075		0.111		0.1423		0.1423		0.172				K5,5		0.219		0.2934083601				0.01		0.06		0.1286173633

		1		0.054		0.07		0.102		0.129		0.1423		0.147				K6,0		0.264		0.3536977492				0.025		0.046		0.0986066452

		2		0.048		0.054		0.086		0.107		0.125		0.112				K6,5		0.246		0.3295819936				0.05		0.046		0.0986066452

		3		0.032		0.048		0.073		0.091		0.12		0.116				K7,0		0.205		0.2746516613				0.1		0.043		0.0921757771

		4		0.043		0.059		0.071		0.078		0.098		0.107				K7,5		0.187		0.2505359057				0.2		0.068		0.1457663451

		5		0.036		0.043		0.063		0.077		0.084		0.1				K8,0		0.152		0.2036441586				0.4		0.049		0.1050375134

		6		0.034		0.023		0.048		0.054		0.066		0.07				K8,0		0.194		0.2599142551				0.8		0.072		0.154340836

																										1		0.096		0.2057877814

				Tris/ HCI Ph												pH		Fark		EÜ/ml

		Gün		pH= 7,5		pH=8		pH=8,5		pH=9						T7,5		0.046		0.0821722044

		0		0.086		0.148		0.143		0.136						T8,0		0.062		0.1107538407

		1		0.075		0.111		0.109		0.095						T8,5		0.044		0.0785994998

		2		0.05		0.114		0.098		0.082						T9,0		0.019		0.0339406931

		3		0.066		0.105		0.08		0.068

		4		0.059		0.098		0.08		0.064

		5		0.045		0.066		0.059		0.059

		6		0.018		0.064		0.0411		0.039





KM ve Vmax

		



800 mM K-fosfat

800 mM Tris/HCl

pH

Aktivite (EÜ/ml)

Optimum pH



		



KH2PO4 mM

Aktivite(EÜ/ml)

Optimum İyonik Şiddet



		



Sıcaklık (˚C)

Aktivite (EÜ/ml)

Optimum Sıcaklık



		6 mM 6PGA 100 kat seyreltidi

		µl		mM		İlk Ölçüm		Son Ölçüm		Fark		EÜ/ml								166.6666666667		111.1111111111		83.3333333333		66.6666666667		47.619047619

		25		0.0015		0.1006		0.1016		0.001		0.0010718114								106.0227272727		92.3762376238		67.6086956522		58.679245283		52.7118644068

		50		0.003		0.1108		0.1217		0.0109		0.0116827438

		100		0.006		0.0883		0.0971		0.0088		0.00943194

		150		0.009		0.0994		0.1095		0.0101		0.0108252947

		200		0.012		0.1271		0.1409		0.0138		0.0147909968

		250		0.015		0.1731		0.189		0.0159		0.0170418006

		350		0.021		0.1783		0.196		0.0177		0.0189710611

		2 mM NADP+ 100 kat seyreltidi

																						Dün çıkan değer

		µl NADP+		mM NADP		İlk Abs		Son Abs		Fark		EÜ/ml						10000		5000		2000		1000		250				50000

		1		0.00002		0.166		0.1902		0.0242		0.0259378349						35.0751879699		29.5253164557		21.3990825688		19.3970893971		17.2140221402				38.5537190083

		5		0.0001		0.1655		0.1921		0.0266		0.0285101822

		10		0.0002		0.1168		0.1484		0.0316		0.033869239

		50		0.001		0.1787		0.2268		0.0481		0.0515541265

		200		0.004		0.105		0.1592		0.0542		0.0580921758

		25		0.0005		0.1104		0.154		0.0436		0.0467309753





		



1/[6PGA] mM

1/V



		



1/[NADPH] mM

1/V
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tavuk karaciğer g6pd
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Tüp Sayısı

Aktivite (EÜ/ml)



Afinite Elüsyon

		

		1. GR Saflaştırması				Afinite elüsyon

		Tüp sayısı		İlk Absorbans		Son absorbans		fark		EÜ/ml

		1		0.833		0.833		0		0

		2		0.841		0.841		0		0

		3		0.867		0.867		0		0

		4		0.969		0.969		0		0

		5		1.17		1.179		0.009		0.0321543408

		6		1.15		1.18		0.03		0.1071811361

		7		1.217		1.267		0.05		0.1786352269

		8		1.097		1.159		0.062		0.2215076813

		9		1.097		1.155		0.058		0.2072168632

		10		1.028		1.123		0.095		0.339406931

		11		0.432		0.537		0.105		0.3751339764

		12		1.146		1.253		0.107		0.3822793855

		13		1.085		1.198		0.113		0.4037156127

		14		1.08		1.214		0.134		0.478742408

		15		1.139		1.284		0.145		0.5180421579

		16		1.1		1.262		0.162		0.578778135

		17		1.04		1.157		0.117		0.4180064309

		18		1.153		1.269		0.116		0.4144337263

		19		1.173		1.27		0.097		0.3465523401

		20		1.016		1.092		0.076		0.2715255448

		21		1.155		1.2		0.045		0.1607717042

		22		1.188		1.21		0.022		0.0785994998

		23		1.082		1.09		0.008		0.0285816363

		24		1.086		1.092		0.006		0.0214362272

		25		1.086		1.092		0.006		0.0214362272

		Enzim havuzu		1.118		1.28		0.162		0.1736334405

		amonyum sülfat diyaiz		1.57		2.115		0.545		0.5841371919

		homojenat		1.77		2.113		0.343		0.3676312969

		enzim





Afinite Elüsyon

		



Tüp Sayısı

Aktivite (EÜ/ml)



Protein tayini

				tüp sayısı  elüsyon										1.GR Saflaştırması  standard grafik

				16		1.482		0.7881355932						Homojenat		2.024		1.706779661		15 ml		10 kat derişik

				17		1.341		0.5491525424						Homojenat		1.139		0.206779661		15 ml		100 kat seyreltilen

				18		1.199		0.3084745763						a.sülfat ve diyaliz		2.42		2.3779661017		3 ml		10 kat derişik

		enzim havuzu				1.097		0.1355932203						a.sülfat ve diyaliz		1.576		0.9474576271		3 ml		100 kat seyreltilen

														Numune		Absorbans

														10		1.109		0.1102325581

														20		1.178		0.3509302326

														30		1.223		0.5079069767

				enzim havuzu										40		1.236		0.553255814

														50		1.297		0.7660465116

														60		1.324		0.8602325581

														70		1.37		1.0206976744

														80		1.417		1.1846511628

														90		1.472		1.3765116279

														100		1.5		1.4741860465

														enzim havuzu

														10		0.1102325581

														20		0.3509302326

														30		0.5079069767

														40		0.553255814

														50		0.7660465116

														60		0.8602325581

														70		1.0206976744

														80		1.1846511628

														90		1.3765116279

														100		1.4741860465





Protein tayini

		



µg protein

Absorbans (595 nm)



Karakterizasyon

		



µg protein

Absorbans (495 nm)



KM ve Vmax

		Tavuk  Böbrek GR Optimum pH

																		5.5		6		6.5		7		7.5		8		8.5		9

		pH		İlk Abs		Son Abs		Fark		EÜ/ml								0.0643086817		0.073240443		0.1143265452		0.1625580564		0.1571989996		0.1750625223

		5.5		1.057		1.093		0.036		0.0643086817																0.1357627724		0.1625580564		0.1589853519		0.146480886

		6		1.102		1.143		0.041		0.073240443

		6.5		1.11		1.174		0.064		0.1143265452

		7		1.062		1.153		0.091		0.1625580564

		7.5		1.074		1.162		0.088		0.1571989996

		8		1.229		1.327		0.098		0.1750625223

		7.5		1.034		1.11		0.076		0.1357627724

		8		1.067		1.158		0.091		0.1625580564

		8.5		1.036		1.125		0.089		0.1589853519

		9		1.071		1.153		0.082		0.146480886

		Tavuk  Yürek GR Optimum İyonik Şiddet																		10		25		50		100		200		400		800		1000

		Konsantrasyon M		İlk Ölçüm		Son Ölçüm		Fark		EÜ/ml				Küvet içi Konsantrasyon						0.0625223294		0.1161128975		0.1250446588		0.1643444087		0.1839942837		0.2250803859		0.2357984995		0.2340121472

		0.01		1.15		1.185		0.035		0.0625223294				10

		0.025		1.174		1.239		0.065		0.1161128975				25

		0.05		1.128		1.198		0.07		0.1250446588				50

		0.1		1.136		1.228		0.092		0.1643444087				100

		0.2		1.064		1.167		0.103		0.1839942837				200

		0.4		1.112		1.238		0.126		0.2250803859				400

		0.8		1.076		1.208		0.132		0.2357984995				800

		1		0.964		1.095		0.131		0.2340121472				1000

		Tavuk  Yürek GR Optimum Sıcaklık														0		10		20		30		40		50		60		70		80

		Sıcaklık		İlk Ölçüm		Son Ölçüm		Fark		EÜ/ml						0.1232583065		0.1589853519		0.219721329		0.3036798857		0.4251518399		0.6555912826		0.7967131118		0.7556270096		0.6645230439

		0		0.986		1.055		0.069		0.1232583065

		10		0.92		1.009		0.089		0.1589853519

		20		0.89		1.013		0.123		0.219721329

		30		0.822		0.992		0.17		0.3036798857

		40		0.666		0.904		0.238		0.4251518399

		50		0.791		1.158		0.367		0.6555912826

		60		0.658		1.124		0.466		0.8324401572

		70		0.191		0.604		0.413		0.737763487

		80		0.623		0.995		0.372		0.6645230439

				K-fosfat Ph

		Gün		pH= 5,5		pH=6,0		pH=6,5		pH=7,0		pH=7,5		pH=8,0				pH		Fark		EÜ/ml

		0		0.061		0.075		0.111		0.1423		0.1423		0.172				K5,5		0.019		0.0339406931

		1		0.054		0.07		0.102		0.129		0.1423		0.147				K6,0		0.013		0.0232225795

		2		0.048		0.054		0.086		0.107		0.125		0.112				K6,5		0.027		0.0482315113

		3		0.032		0.048		0.073		0.091		0.12		0.116				K7,0		0.03		0.0535905681

		4		0.043		0.059		0.071		0.078		0.098		0.107				K7,5		0.037		0.0660950339

		5		0.036		0.043		0.063		0.077		0.084		0.1				K8,0		0.039		0.0696677385

		6		0.034		0.023		0.048		0.054		0.066		0.07

				Tris/ HCI Ph												pH		Fark		EÜ/ml

		Gün		pH= 7,5		pH=8		pH=8,5		pH=9						T7,5		0.01		0.0178635227

		0		0.086		0.148		0.143		0.136						T8,0		0.036		0.0643086817

		1		0.075		0.111		0.109		0.095						T8,5		0.023		0.0410861022

		2		0.05		0.114		0.098		0.082						T9,0		0.022		0.0392997499

		3		0.066		0.105		0.08		0.068

		4		0.059		0.098		0.08		0.064

		5		0.045		0.066		0.059		0.059

		6		0.018		0.064		0.0411		0.039





KM ve Vmax

		



50 mM K-fosfat

50 mM Tris/HCl

pH

Aktivite (EÜ/ml)

Optimum pH



		



[Tris/HCl] M

Aktivite(EÜ/ml)

Optimum İyonik Şiddet



		



Sıcaklık (˚C)

Aktivite (EÜ/ml)

Optimum Sıcaklık



		6 mM 6PGA 100 kat seyreltidi

		µl		mM		İlk Ölçüm		Son Ölçüm		Fark		EÜ/ml								166.6666666667		111.1111111111		83.3333333333		66.6666666667		47.619047619

		25		0.0015		0.1006		0.1016		0.001		0.0010718114								106.0227272727		92.3762376238		67.6086956522		58.679245283		52.7118644068

		50		0.003		0.1108		0.1217		0.0109		0.0116827438

		100		0.006		0.0883		0.0971		0.0088		0.00943194

		150		0.009		0.0994		0.1095		0.0101		0.0108252947

		200		0.012		0.1271		0.1409		0.0138		0.0147909968

		250		0.015		0.1731		0.189		0.0159		0.0170418006

		350		0.021		0.1783		0.196		0.0177		0.0189710611

		2 mM NADP+ 100 kat seyreltidi

																						Dün çıkan değer

		µl NADP+		mM NADP		İlk Abs		Son Abs		Fark		EÜ/ml						10000		5000		2000		1000		250				50000

		1		0.00002		0.166		0.1902		0.0242		0.0259378349						35.0751879699		29.5253164557		21.3990825688		19.3970893971		17.2140221402				38.5537190083

		5		0.0001		0.1655		0.1921		0.0266		0.0285101822

		10		0.0002		0.1168		0.1484		0.0316		0.033869239

		50		0.001		0.1787		0.2268		0.0481		0.0515541265

		200		0.004		0.105		0.1592		0.0542		0.0580921758

		25		0.0005		0.1104		0.154		0.0436		0.0467309753





		



1/[6PGA] mM

1/V



		



1/[NADPH] mM

1/V
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800 mM K-fosfat

800 mM Tris/HCl

pH

Aktivite (EÜ/ml)

0.3894247946

0.239371204

0.2750982494

0.3965702036

0.2643801358

0.3465523401

0.4966059307

0.5287602715

0.38585209

0.3072525902



Afinite Elüsyon

		

		1. GR Saflaştırması				Afinite elüsyon

		Tüp sayısı		İlk Absorbans		Son absorbans		fark		EÜ/ml

		1		0.833		0.833		0		0

		2		0.841		0.841		0		0

		3		0.867		0.867		0		0

		4		0.969		0.969		0		0

		5		1.17		1.179		0.009		0.0321543408

		6		1.15		1.18		0.03		0.1071811361

		7		1.217		1.267		0.05		0.1786352269

		8		1.097		1.159		0.062		0.2215076813

		9		1.097		1.155		0.058		0.2072168632

		10		1.028		1.123		0.095		0.339406931

		11		0.432		0.537		0.105		0.3751339764

		12		1.146		1.253		0.107		0.3822793855

		13		1.085		1.198		0.113		0.4037156127

		14		1.08		1.214		0.134		0.478742408

		15		1.139		1.284		0.145		0.5180421579

		16		1.1		1.262		0.162		0.578778135

		17		1.04		1.157		0.117		0.4180064309

		18		1.153		1.269		0.116		0.4144337263

		19		1.173		1.27		0.097		0.3465523401

		20		1.016		1.092		0.076		0.2715255448

		21		1.155		1.2		0.045		0.1607717042

		22		1.188		1.21		0.022		0.0785994998

		23		1.082		1.09		0.008		0.0285816363

		24		1.086		1.092		0.006		0.0214362272

		25		1.086		1.092		0.006		0.0214362272

		Enzim havuzu		1.078		1.28		0.202		0.7216863165

		amonyum sülfat diyaiz		1.57		2.115		0.545		0.9735619864

		homojenat		1.357		1.642		0.285		0.5091103966

		enzim





Afinite Elüsyon

		



Tüp Sayısı

Aktivite (EÜ/ml)



Protein tayini

				tüp sayısı  elüsyon										1.GR Saflaştırması  standard grafik

				16		0.758		0.7639795918						Homojenat		3.182		3.2374489796		15 ml		10 kat derişik

				17		0.89		0.8986734694						Homojenat		1.936		1.9660204082		15 ml		100 kat seyreltilen

				18		0.896		0.9047959184						a.sülfat ve diyaliz		2.143		2.177244898		3 ml		10 kat derişik

		enzim havuzu				0.838		0.8456122449						a.sülfat ve diyaliz		1.363		1.3813265306		3 ml		100 kat seyreltilen

														Numune		Absorbans

														10		1.109		0.1102325581

														20		1.178		0.3509302326

														30		1.223		0.5079069767

				enzim havuzu										40		1.236		0.553255814

														50		1.297		0.7660465116

														60		1.324		0.8602325581

														70		1.37		1.0206976744

														80		1.417		1.1846511628

														90		1.472		1.3765116279

														100		1.5		1.4741860465

														enzim havuzu

														10		0.1102325581

														20		0.3509302326

														30		0.5079069767

														40		0.553255814

														50		0.7660465116

														60		0.8602325581

														70		1.0206976744

														80		1.1846511628

														90		1.3765116279

														100		1.4741860465





Protein tayini

		



µg protein

Absorbans (595 nm)



Karakterizasyon

		



µg protein

Absorbans (495 nm)



KM ve Vmax

		Tavuk  Böbrek GR Optimum pH

																		5.5		6		6.5		7		7.5		8		8.5		9

		pH		İlk Abs		Son Abs		Fark		EÜ/ml								0.3894247946		0.239371204		0.2750982494		0.3965702036		0.2643801358		0.4966059307

		5.5		0.966		1.08		0.114		0.4072883173																0.3465523401		0.5287602715		0.38585209		0.3072525902

		6		0.918		0.985		0.067		0.239371204

		6.5		0.96		1.037		0.077		0.2750982494				0.3894247946

		7		1.052		1.162		0.11		0.3929974991				0.239371204

		7.5		0.89		0.964		0.074		0.2643801358				0.2750982494

		8		0.93		1.068		0.138		0.4930332262				0.3965702036

		7.5		0.653		0.75		0.097		0.3465523401				0.2643801358

		8		0.572		0.72		0.148		0.5287602715				0.4966059307

		8.5		0.706		0.814		0.108		0.38585209				0.3465523401

		9		0.677		0.762		0.085		0.3036798857				0.5287602715

														0.38585209

														0.3072525902

		Tavuk  Yürek GR Optimum İyonik Şiddet																		10		25		50		100		200		400		800		1000

		Konsantrasyon M		İlk Ölçüm		Son Ölçüm		Fark		EÜ/ml				Küvet içi Konsantrasyon						0.1071811361		0.166130761		0.2465166131		0.2822436584		0.3501250447		0.405501965		0.451947124		0.4412290104

		0.01		0.68		0.74		0.06		0.1071811361				10

		0.025		0.67		0.763		0.093		0.166130761				25

		0.05		0.617		0.755		0.138		0.2465166131				50

		0.1		0.605		0.763		0.158		0.2822436584				100

		0.2		0.583		0.779		0.196		0.3501250447				200

		0.4		0.523		0.75		0.227		0.405501965				400

		0.8		0.473		0.726		0.253		0.451947124				800

		1		0.522		0.768		0.246		0.4394426581				1000

												0.1071811361

												0.166130761

												0.2465166131

												0.2822436584

												0.3501250447

												0.405501965

												0.451947124

												0.4412290104

		Tavuk  Yürek GR Optimum Sıcaklık														0		10		20		30		40		50		60		70		80

		Sıcaklık		İlk Ölçüm		Son Ölçüm		Fark		EÜ/ml						0.146480886		0.1679171133		0.166130761		0.1875669882		0.1429081815		0.1304037156		0.1053947839		0.0321543408		0.0142908181

		0		0.295		0.366		0.071		0.1268310111

		10		0.315		0.4		0.085		0.1518399428

		20		0.405		0.495		0.09		0.1607717042

		30		0.206		0.288		0.082		0.146480886

		40		0.185		0.201		0.016		0.0285816363

		50		0.178		0.181		0.003		0.0053590568

		60		0.164		0.169		0.005		0.0089317613

		70		0.172		0.178		0.006		0.0107181136

		80		0.375		0.382		0.007		0.0125044659

				K-fosfat Ph

		Gün		pH= 5,5		pH=6,0		pH=6,5		pH=7,0		pH=7,5		pH=8,0				pH		Fark		EÜ/ml				MOLAR		Fark		EÜ/ml

		0		0.061		0.075		0.111		0.1423		0.1423		0.172				K5,5		0.109		0.3894247946				0.01		0.06		0.1286173633

		1		0.054		0.07		0.102		0.129		0.1423		0.147				K6,0		0.067		0.239371204				0.025		0.046		0.0986066452

		2		0.048		0.054		0.086		0.107		0.125		0.112				K6,5		0.077		0.2750982494				0.05		0.046		0.0986066452

		3		0.032		0.048		0.073		0.091		0.12		0.116				K7,0		0.111		0.3965702036				0.1		0.043		0.0921757771

		4		0.043		0.059		0.071		0.078		0.098		0.107				K7,5		0.074		0.2643801358				0.2		0.068		0.1457663451

		5		0.036		0.043		0.063		0.077		0.084		0.1				K8,0		0.139		0.4966059307				0.4		0.049		0.1050375134

		6		0.034		0.023		0.048		0.054		0.066		0.07												0.8		0.072		0.154340836

																										1		0.096		0.2057877814

				Tris/ HCI Ph												pH		Fark		EÜ/ml

		Gün		pH= 7,5		pH=8		pH=8,5		pH=9						T7,5		0.097		0.3465523401

		0		0.086		0.148		0.143		0.136						T8,0		0.148		0.5287602715

		1		0.075		0.111		0.109		0.095						T8,5		0.108		0.38585209

		2		0.05		0.114		0.098		0.082						T9,0		0.086		0.3072525902

		3		0.066		0.105		0.08		0.068

		4		0.059		0.098		0.08		0.064

		5		0.045		0.066		0.059		0.059

		6		0.018		0.064		0.0411		0.039





KM ve Vmax

		



800 mM K-fosfat

800 mM Tris/HCl

pH

Aktivite (EÜ/ml)

Optimum pH



		



Tris-HCl

Aktivite(EÜ/ml)

Optimum İyonik Şiddet



		



Sıcaklık (˚C)

Aktivite (EÜ/ml)

Optimum Sıcaklık



		6 mM 6PGA 100 kat seyreltidi

		µl		mM		İlk Ölçüm		Son Ölçüm		Fark		EÜ/ml								166.6666666667		111.1111111111		83.3333333333		66.6666666667		47.619047619

		25		0.0015		0.1006		0.1016		0.001		0.0010718114								106.0227272727		92.3762376238		67.6086956522		58.679245283		52.7118644068

		50		0.003		0.1108		0.1217		0.0109		0.0116827438

		100		0.006		0.0883		0.0971		0.0088		0.00943194

		150		0.009		0.0994		0.1095		0.0101		0.0108252947

		200		0.012		0.1271		0.1409		0.0138		0.0147909968

		250		0.015		0.1731		0.189		0.0159		0.0170418006

		350		0.021		0.1783		0.196		0.0177		0.0189710611

		2 mM NADP+ 100 kat seyreltidi

																						Dün çıkan değer

		µl NADP+		mM NADP		İlk Abs		Son Abs		Fark		EÜ/ml						10000		5000		2000		1000		250				50000

		1		0.00002		0.166		0.1902		0.0242		0.0259378349						35.0751879699		29.5253164557		21.3990825688		19.3970893971		17.2140221402				38.5537190083

		5		0.0001		0.1655		0.1921		0.0266		0.0285101822

		10		0.0002		0.1168		0.1484		0.0316		0.033869239

		50		0.001		0.1787		0.2268		0.0481		0.0515541265

		200		0.004		0.105		0.1592		0.0542		0.0580921758

		25		0.0005		0.1104		0.154		0.0436		0.0467309753





		



1/[6PGA] mM

1/V



		



1/[NADPH] mM

1/V
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pH= 5,5

pH=6,0

pH=6,5

pH=7,0

pH=7,5

pH=8,0

Zaman (Saat)

Aktivite (EÜ / ml)

0.1679171133

0.2679528403

0.3090389425

0.3733476242

0.1457663451

0.3554841015

0.1071811361

0.1518399428

0.1964987496

0.2375848517

0.2381803025

0.3295819936

0.0875312612

0.1411218292

0.1714898178

0.2161486245

0.2242864515

0.2478563773

0.0625223294

0.0964630225

0.1429081815

0.1947123973

0.2322257949

0.2599142551

0.0750267953

0.1125401929

0.146480886

0.1822079314

0.202994576

0.2447302608

0.1018220793

0.0875312612

0.1036084316

0.1643444087

0.1786352269

0.2223016157



Aktiviteler

		Hindi Yürek 1. Saflaştırma																Hindi Yürek 2. Saflaştırma

		Tüp Sayısı		İlk Öçüm		Son Ölçüm		Absorbans Fark		EÜ								Tüp Sayısı		İlk Öçüm		Son Ölçüm		Absorbans Fark		EÜ								Hindi Yürek 4. Saflaştırma

		1		0.4094		0.4156		0.0062		0.0215277778								1		0		0		0		0								Tüp Sayısı		İlk Öçüm		Son Ölçüm		Absorbans Fark		EÜ

		2		0.561		0.5649		0.0039		0.0135416667								2		0		0		0		0								1		0		0		0		0

		3		0.394		0.3948		0.0008		0.0027777778								3		0		0		0		0								2		0		0		0		0

		4		0.375		0.377		0.002		0.0069444444								4		0		0		0		0								3		0		0		0		0

		5		0.34		0		-0.34		-1.1805555556								5		0		0		0		0								4		0		0		0		0

		6		0.3842		0.411		0.0268		0.0930555556								6		0.405		0.428		0.023		0.0399305556								5		0		0		0		0

		7		0.419		0.5828		0.1638		0.56875								7		0.481		0.69		0.209		0.3628472222								6		0.535		0.6232		0.0882		0.153125

		8		0.606		0.95		0.344		1.1944444444								8		0.487		0.905		0.418		0.7256944444								7		0.5793		0.6902		0.1109		0.1925347222

		9		0.61		0.981		0.371		2.5763888889								9		0.475		1.177		0.702		1.21875								8		0.753		0.9788		0.2258		0.3920138889

		10		1.1168		1.251		0.1342		0.9319444444								10		0.629		1.49		0.861		1.4947916667								9		0.4871		0.6007		0.1136		0.1972222222

		11		0.738		0.7663		0.0283		0.9826388889								11		0.463		1.394		0.931		1.6163194444								10		0.7965		1.214		0.4175		0.7248263889

		12		1.0105		1.1503		0.1398		0.9708333333								12		0.424		1.205		0.781		1.3559027778								11		0.6138		0.999		0.3852		0.66875

		13		1.0233		1.1721		0.1488		1.0333333333								13		0.416		1.104		0.688		1.1944444444								12		0.4892		0.8716		0.3824		0.6638888889

		14		0.8863		1.1721		0.2858		1.9847222222								14		0.32		0.899		0.579		1.0052083333								13		0.3971		0.7807		0.3836		0.6659722222

		15		0.851		0.9256		0.0746		0.5180555556								15		0.363		0.889		0.526		0.9131944444								14		0.3357		0.666		0.3303		0.5734375

		16		0.8201		0.9004		0.0803		0.5576388889								16		0.312		0.775		0.463		0.8038194444								15		0.2489		0.6857		0.4368		0.7583333333

		17		0.8555		0.9212		0.0657		0.45625								17		0.375		0.686		0.311		0.5399305556								16		0		0		0		0

		18		0.859		0.921		0.062		0.4305555556								18		0.667		0.936		0.269		0.4670138889								17		0.4172		0.8118		0.3946		0.6850694444

		19		0.8404		0.881		0.0406		0.2819444444										0.667		0.936		0.269		0.4670138889								18		0		0		0		0

		20		0.9644		1.0377		0.0733		0.5090277778								Hmojenat		0.358		0.469		0.111		0.7708333333								19		0.3678		0.4439		0.0761		0.1321180556

		21		0.8203		0.8847		0.0644		0.2236111111																								20		0		0		0		0

		22		0.6724		0.728		0.0556		0.1930555556																								21		0.5924		0.687		0.0946		0.1642361111

		23		0.778		0.8356		0.0576		0.2																								22		0		0		0		0

		24		0.9347		0.9991		0.0644		0.2236111111																								23		0		0		0		0

		25		0.8342		0.875		0.0408		0.1416666667																								24		0		0		0		0

		26		0.7981		0.833		0.0349		0.1211805556																								25		0.1681		0.2621		0.094		0.1631944444

		27		0.7234		0.753		0.0296		0.1027777778																								26		0.4367		0.4835		0.0468		0.08125

		Homojenat		0.4331		0.7366		0.3035		1.0538194444																								27		0.5692		0.6382		0.069		0.1197916667

		Hacim 24 ml																																28		0.6095		0.7033		0.0938		0.1628472222

																																		Hmojenat		0.454		0.9391		0.4851		3.36875

																						1		0										hacim 15ml

		1		0.0215277778																		2		0

		2		0.0135416667																		3		0																1		0

		3		0.0027777778																		4		0																2		0

		4		0.0069444444																		5		0																3		0

		5																				6		0.0399305556																4		0

		6		0.0930555556																		7		0.3628472222																5		0

		7		0.56875																		8		0.7256944444																6		0.153125

		8		1.1944444444																		9		1.21875																7		0.1925347222

		9		2.5763888889																		10		1.4947916667																8		0.3920138889

		10		0.9319444444																		11		1.6163194444																9		0.1972222222

		11		0.9826388889																		12		1.3559027778																10		0.7248263889

		12		0.9708333333																		13		1.1944444444																11		0.66875

		13		1.0333333333																		14		1.0052083333																12		0.6638888889

		14		1.9847222222																		15		0.9131944444																13		0.6659722222

		15		0.5180555556																		16		0.8038194444																14		0.5734375

		16		0.5576388889																		17		0.5399305556																15		0.7583333333

		17		0.45625																		18		0.4670138889																16		0

		18		0.4305555556																																				17		0.6850694444

		19		0.2819444444																																				18		0

		20		0.5090277778																																				19		0.1321180556

		21		0.2236111111																																				20		0

		22		0.1930555556																																				21		0.1642361111

		23		0.2																																				22		0

		24		0.2236111111																																				23		0

		25		0.1416666667																																				24		0

		26		0.1211805556																																				25		0.1631944444

		27		0.1027777778																																				26		0.08125

				1.0538194444																																				27		0.1197916667

																																								28		0.1628472222

																																										3.36875





Aktiviteler

		



Tüp Sayısı

Aktivite (EÜ/ml)

1. Saflaştırma Afinite Elüsyon



Protein tayini

		



Tüp Sayısı

Aktivite (EÜ/ml)

2. Saflaştırma Afinite Elüsyon



2. standart grafik

		





Karakterizasyon

		Standart Grafik		Absorbans

		10		0.873																														2. Saflaştırma		Absorbans

		20		0.901																														100 K GST Homojenat		1.0201		0.2985542169		29.85

		30		1.053																														9		1.0785		0.3689156627

		40		1.066																														10		1.1386		0.4413253012

		50		1.19																														11		1.0701		0.3587951807

		60		1.256

		70		1.345

		80		1.493

		90		1.543

		100		1.542

		Tüp Sayısı Elüsyon

		8		0.814		0.0502409639

		9		0.97		0.2381927711

		10		1.011		0.2875903614

		11		0.821		0.0586746988

		12		0.842		0.0839759036

		13		0.812		0.0478313253

		14		0.753		-0.023253012

						-0.9304819277

		Homojenat				-0.9304819277

		100 k		1.177		0.4875903614		48.75

		10 k		1.541		0.9261445783		9.27





Karakterizasyon

		



µg protein

Absorbans (595 nm)



Km ve Vmax

		Tüp Sayısı

		1		10		1.1713

		2		20		1.18

		3		30		1.3575

		4		40		1.4437

		5		50		1.5538

		6		60		1.5743

		7		70		1.6926

		8		80		1.7686

		9		90		1.8343

		10		100

		11

		12

		13

		14

		15





Km ve Vmax

		



µg protein

Absorbans (595 nm)



		Hindi yürek GST

		Optimum pH 50 mM K-fosfat ve 50 mM Tris/HCl Enzimli ve enzimsiz ölçüldü aradaki fark alındı

		pH		İlk Ölçüm		Son Ölçüm		Fark		EÜ/ml				Fark		EÜ/ml						5.5		6		6.5		7		7.5		8		8.5

		5.5		0.6078		0.688		0.0802		0.1392361111				0.0753		0.1307291667						0.130729		0.606597		1.154514		1.78316		1.846007		1.935069

		6		0.723		1.0688		0.3458		0.6003472222				0.3494		0.6065972222														1.648785		1.66684		1.513194

		6.5		0.7187		1.4128		0.6941		1.2050347222				0.665		1.1545138889

		7		0.7199		1.793		1.0731		1.8630208333				1.0271		1.7831597222

		7.5		0.7056		1.8271		1.1215		1.9470486111				1.0633		1.8460069444

		8		0.7815		1.9404		1.1589		2.0119791667				1.1146		1.9350694444

		7.5		0.7401		1.7218		0.9817		1.7043402778				0.9497		1.6487847222

		8		0.7478		1.801		1.0532		1.8284722222				0.9601		1.6668402778

		8.5		0.806		1.7107		0.9047		1.5706597222				0.8716		1.5131944444

		Enzimsiz pH		İlk Ölçüm		Son Ölçüm		Fark

		5.5		0.5634		0.5683		0.0049

		6		0.6739		0.6703		-0.0036

		6.5		0.6481		0.6772		0.0291

		7		0.5518		0.5978		0.046

		7.5		0.5457		0.6039		0.0582

		8		0.326		0.3703		0.0443

		7.5		0.4801		0.5121		0.032

		8		0.4437		0.5368		0.0931

		8.5		-0.075		-0.0419		0.0331

		Optimum İyonik Şiddet pH 8 K- Fosfat

		İyonik Şiddet		ilk abs		son abs		fark		EÜ/ml				Fark		Fark EÜ/ml

		1		0.7069		2.03943		1.33253		2.3134201389				0.87333		1.5161979167

		0.8		0.7504		1.8538		1.1034		1.915625				1.0295		1.7873263889

		0.6		0.7921		2.1048		1.3127		2.2789930556				1.2653		2.1967013889

		0.4		0.7231		1.6676		0.9445		1.6397569444				0.8958		1.5552083333						K-fosfat pH 7,5-8 600 mM

		0.2		0.8142		2.1605		1.3463		2.3373263889				1.0391		1.8039930556

		0.1		0.6389		1.646		1.0071		1.7484375				0.95		1.6493055556

		0.05		0.7647		1.9044		1.1397		1.9786458333				1.0342		1.7954861111

		0.025		0.6429		1.8246		1.1817		2.0515625				1.0725		1.8619791667

		enzimsiz												Küvet İçi Konsantrasyon

		1		0.3814		0.8406		0.4592						0.2		0.2		0.16		0.12		0.08		0.04		0.02		0.01		0.005

		0.8		0.0159		0.0898		0.0739						0.16		1.5161979167		1.7873263889		2.1967013889		1.5552083333		1.8039930556		1.6493055556		1.7954861111		1.8619791667

		0.6		-0.0124		0.035		0.0474						0.12

		0.4		-0.1057		-0.057		0.0487						0.08

		0.2		0.343		0.6502		0.3072						0.04

		0.1		0.2074		0.2645		0.0571						0.02

		0.05		0.3571		0.4626		0.1055						0.01

		0.025		0.5677		0.6769		0.1092						0.005

		Optimum Sıcaklık (˚C)		İlk abs		Son abs		Fark		EÜ/ml						Fark		Fark EÜ/ml

		10		0.533		1.1096		0.5766		1.0010416667						0.4952		0.8597222222				10		20		30		40		50		60		70

		20		0.623		1.612		0.989		1.7170138889						0.946		1.6423611111				0.8597222222		1.6423611111		1.3300347222		1.6182291667		1.6690972222		1.0277777778		0.6302083333

		30		0.608		1.4781		0.8701		1.5105902778						0.7661		1.3300347222

		40		0.638		1.6767		1.0387		1.8032986111						0.9321		1.6182291667

		50		0.834		1.9984		1.1644		2.0215277778						0.9614		1.6690972222

		60		0.983		2.204		1.221		2.1197916667						0.592		1.0277777778

		70		0.913		2.263		1.35		2.34375						0.363		0.6302083333

		Enzimsiz		İlk abs		Son abs		Fark

		10		-0.0146		0.0668		0.0814

		20		0.163		0.206		0.043

		30		0.083		0.187		0.104								0.2934083601		0.2934083601

		40		-0.0036		0.103		0.1066								0.3536977492		0.3536977492

		50		0.128		0.331		0.203								0.3295819936		0.3295819936

		60		0.11		0.739		0.629								0.2478563773		0.2746516613

		70		0.423		1.41		0.987								0.2103429796		0.2505359057

																0.1768488746		0.2036441586

																0.2465166131		0.2599142551

								K-fosfat Ph

						saat		pH= 5,5		pH=6,0		pH=6,5		pH=7,0		pH=7,5		pH=8,0

						0		0.1679171133		0.2679528403		0.3090389425		0.3733476242		0.1457663451		0.3554841015

						12		0.1071811361		0.1518399428		0.1964987496		0.2375848517		0.2381803025		0.3295819936

						24		0.0875312612		0.1411218292		0.1714898178		0.2161486245		0.2242864515		0.2478563773

						36		0.0625223294		0.0964630225		0.1429081815		0.1947123973		0.2322257949		0.2599142551

						48		0.0750267953		0.1125401929		0.146480886		0.1822079314		0.202994576		0.2447302608

						60		0.1018220793		0.0875312612		0.1036084316		0.1643444087		0.1786352269		0.2223016157

						72

																		0.3554841015

																		0.4715969989

																		0.3304751697

								Tris/ HCI Ph										0.4394426581

						saat		pH= 7,5		pH=8		pH=8,5		pH=9				0.2447302608

						0		0.1714898178		0.3929974991		0.2054305109		0.1429081815				0.2000714541

						12		0.139335477		0.2643801358		0.1625580564		0.1571989996				0.3822793855

						24		0.1643444087		0.2268667381		0.1518399428		0.1036084316

						36		0.0982493748		0.1732761701		0.1429081815		0.1036084316

						48		0.1321900679		0.1875669882		0.1500535906		0.1143265452

						60		0.100035727		0.1500535906		0.1268310111		0.0678813862

						72





		



50 mM K-fosfat

50 mM Tris/HCl

pH

Aktivite (EÜ/ml)

Optimum pH



		



[K-Fosfat] M

Aktivite (EÜ/ml)

Optimum İyonik Şiddet



		



Sıcaklık (˚C)

Aktivite (EÜ/ml)

Optimum Sıcaklık



		



pH= 5,5

pH=6,0

pH=6,5

pH=7,0

pH=7,5

pH=8,0

Zaman (saat)

Aktivite (EÜ / ml)



		



pH= 7,5

pH=8

pH=8,5

pH=9

Zaman (saat)

Aktivite (EÜ / ml)



		25 mM CDNB İçin 100 kat seyreltildi

		µl		mM CDNB		İlk Absorbans		Son Absorbans		Fark		EÜ/ml

		10		0.00025		0.0656		0.0787		0.0131		0.0454861111								0.0005		0.0194444444

		20		0.0005		0.1221		0.1277		0.0056		0.0194444444								0.001		0.0329861111

		40		0.001		0.1215		0.131		0.0095		0.0329861111								0.002		0.0527777778

		80		0.002		0.1257		0.1409		0.0152		0.0527777778								0.0025		0.0670138889

		100		0.0025		0.1278		0.1471		0.0193		0.0670138889								0.00375		0.1215277778

		150		0.00375		0.1475		0.1825		0.035		0.1215277778

		20 mM GSH İçin 100 kat seyreltildi

		µl		mM GSH		İlk Absorbans		Son Absorbans		Fark		EÜ/ml

		25		0.0005		0.3249		0.5149		0.19		0.6597222222

		50		0.001		0.3828		0.5757		0.1929		0.6697916667

		75		0.0015		0.334		0.5316		0.1976		0.6861111111

		100		0.002		0.3223		0.5133		0.191		0.6631944444

		150		0.003		0.37668		0.5258		0.14912		0.5177777778

		150		0.003		0.1278		0.1471		0.0193		0.0670138889





		



[CDNB] mM

1/V
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Afinite Elüsyon

		

		1. GR Saflaştırması				Afinite elüsyon

		Tüp sayısı		İlk Absorbans		Son absorbans		fark		EÜ/ml

		1		0.833		0.833		0		0

		2		0.841		0.841		0		0

		3		0.867		0.867		0		0

		4		0.969		0.969		0		0

		5		1.17		1.179		0.009		0.0321543408

		6		1.15		1.18		0.03		0.1071811361

		7		1.217		1.267		0.05		0.1786352269

		8		1.097		1.159		0.062		0.2215076813

		9		1.097		1.155		0.058		0.2072168632

		10		1.028		1.123		0.095		0.339406931

		11		0.432		0.537		0.105		0.3751339764

		12		1.146		1.253		0.107		0.3822793855

		13		1.085		1.198		0.113		0.4037156127

		14		1.08		1.214		0.134		0.478742408

		15		1.139		1.284		0.145		0.5180421579

		16		1.1		1.262		0.162		0.578778135

		17		1.04		1.157		0.117		0.4180064309

		18		1.153		1.269		0.116		0.4144337263

		19		1.173		1.27		0.097		0.3465523401

		20		1.016		1.092		0.076		0.2715255448

		21		1.155		1.2		0.045		0.1607717042

		22		1.188		1.21		0.022		0.0785994998

		23		1.082		1.09		0.008		0.0285816363

		24		1.086		1.092		0.006		0.0214362272

		25		1.086		1.092		0.006		0.0214362272

		Enzim havuzu		1.078		1.28		0.202		0.7216863165

		amonyum sülfat diyaiz		1.57		2.115		0.545		0.9735619864

		homojenat		1.357		1.642		0.285		0.5091103966

		enzim





Afinite Elüsyon

		



Tüp Sayısı

Aktivite (EÜ/ml)



Protein tayini

				tüp sayısı  elüsyon										1.GR Saflaştırması  standard grafik

				16		0.758		0.7639795918						Homojenat		3.182		3.2374489796		15 ml		10 kat derişik

				17		0.89		0.8986734694						Homojenat		1.936		1.9660204082		15 ml		100 kat seyreltilen

				18		0.896		0.9047959184						a.sülfat ve diyaliz		2.143		2.177244898		3 ml		10 kat derişik

		enzim havuzu				0.838		0.8456122449						a.sülfat ve diyaliz		1.363		1.3813265306		3 ml		100 kat seyreltilen

														Numune		Absorbans

														10		1.109		0.1102325581

														20		1.178		0.3509302326

														30		1.223		0.5079069767

				enzim havuzu										40		1.236		0.553255814

														50		1.297		0.7660465116

														60		1.324		0.8602325581

														70		1.37		1.0206976744

														80		1.417		1.1846511628

														90		1.472		1.3765116279

														100		1.5		1.4741860465

														enzim havuzu

														10		0.1102325581

														20		0.3509302326

														30		0.5079069767

														40		0.553255814

														50		0.7660465116

														60		0.8602325581

														70		1.0206976744

														80		1.1846511628

														90		1.3765116279

														100		1.4741860465





Protein tayini

		



µg protein

Absorbans (595 nm)



Karakterizasyon

		



µg protein

Absorbans (495 nm)



KM ve Vmax

		Tavuk  Böbrek GR Optimum pH

																		5.5		6		6.5		7		7.5		8		8.5		9

		pH		İlk Abs		Son Abs		Fark		EÜ/ml								0.3894247946		0.239371204		0.2750982494		0.3965702036		0.2643801358		0.4966059307

		5.5		0.966		1.08		0.114		0.4072883173																0.3465523401		0.5287602715		0.38585209		0.3072525902

		6		0.918		0.985		0.067		0.239371204

		6.5		0.96		1.037		0.077		0.2750982494				0.3894247946

		7		1.052		1.162		0.11		0.3929974991				0.239371204

		7.5		0.89		0.964		0.074		0.2643801358				0.2750982494

		8		0.93		1.068		0.138		0.4930332262				0.3965702036

		7.5		0.653		0.75		0.097		0.3465523401				0.2643801358

		8		0.572		0.72		0.148		0.5287602715				0.4966059307

		8.5		0.706		0.814		0.108		0.38585209				0.3465523401

		9		0.677		0.762		0.085		0.3036798857				0.5287602715

														0.38585209

														0.3072525902

		Tavuk  Yürek GR Optimum İyonik Şiddet																		10		25		50		100		200		400		800		1000

		Konsantrasyon M		İlk Ölçüm		Son Ölçüm		Fark		EÜ/ml				Küvet içi Konsantrasyon						0.1071811361		0.166130761		0.2465166131		0.2822436584		0.3501250447		0.405501965		0.451947124		0.4412290104

		0.01		0.68		0.74		0.06		0.1071811361				10

		0.025		0.67		0.763		0.093		0.166130761				25

		0.05		0.617		0.755		0.138		0.2465166131				50

		0.1		0.605		0.763		0.158		0.2822436584				100

		0.2		0.583		0.779		0.196		0.3501250447				200

		0.4		0.523		0.75		0.227		0.405501965				400

		0.8		0.473		0.726		0.253		0.451947124				800

		1		0.522		0.768		0.246		0.4394426581				1000

												0.1071811361

												0.166130761

												0.2465166131

												0.2822436584

												0.3501250447

												0.405501965

												0.451947124

												0.4412290104

		Tavuk  Yürek GR Optimum Sıcaklık														0		10		20		30		40		50		60		70		80

		Sıcaklık		İlk Ölçüm		Son Ölçüm		Fark		EÜ/ml						0.2536620222		0.3036798857		0.3215434084		0.2929617721		0.0571632726		0.0357270454		0.0214362272		0.0178635227		0.0107181136

		0		0.295		0.366		0.071		0.1268310111

		10		0.315		0.4		0.085		0.1518399428				0.2536620222

		20		0.405		0.495		0.09		0.1607717042				0.3036798857

		30		0.206		0.288		0.082		0.146480886				0.3215434084

		40		0.185		0.201		0.016		0.0285816363				0.2929617721

		50		0.178		0.181		0.003		0.0053590568				0.0571632726

		60		0.164		0.169		0.005		0.0089317613				0.0357270454

		70		0.172		0.178		0.006		0.0107181136				0.0214362272

		80		0.375		0.382		0.007		0.0125044659				0.0178635227

														0.0107181136

				K-fosfat Ph

		Gün		pH= 5,5		pH=6,0		pH=6,5		pH=7,0		pH=7,5		pH=8,0				pH		Fark		EÜ/ml				MOLAR		Fark		EÜ/ml

		0		0.061		0.075		0.111		0.1423		0.1423		0.172				K5,5		0.071		0.2536620222				0.01		0.06		0.1286173633

		1		0.054		0.07		0.102		0.129		0.1423		0.147				K6,0		0.085		0.3036798857				0.025		0.046		0.0986066452

		2		0.048		0.054		0.086		0.107		0.125		0.112				K6,5		0.09		0.3215434084				0.05		0.046		0.0986066452

		3		0.032		0.048		0.073		0.091		0.12		0.116				K7,0		0.082		0.2929617721				0.1		0.043		0.0921757771

		4		0.043		0.059		0.071		0.078		0.098		0.107				K7,5		0.016		0.0571632726				0.2		0.068		0.1457663451

		5		0.036		0.043		0.063		0.077		0.084		0.1				K8,0		0.01		0.0357270454				0.4		0.049		0.1050375134

		6		0.034		0.023		0.048		0.054		0.066		0.07				K8,0		0.006		0.0214362272				0.8		0.072		0.154340836

																		K8,0		0.005		0.0178635227				1		0.096		0.2057877814

																		K8,0		0.003		0.0107181136

				Tris/ HCI Ph												pH		Fark		EÜ/ml

		Gün		pH= 7,5		pH=8		pH=8,5		pH=9						T7,5		0.097		0.3465523401

		0		0.086		0.148		0.143		0.136						T8,0		0.148		0.5287602715

		1		0.075		0.111		0.109		0.095						T8,5		0.108		0.38585209

		2		0.05		0.114		0.098		0.082						T9,0		0.086		0.3072525902

		3		0.066		0.105		0.08		0.068

		4		0.059		0.098		0.08		0.064

		5		0.045		0.066		0.059		0.059

		6		0.018		0.064		0.0411		0.039





KM ve Vmax

		



800 mM K-fosfat

800 mM Tris/HCl

pH

Aktivite (EÜ/ml)

Optimum pH



		



Tris-HCl

Aktivite(EÜ/ml)

Optimum İyonik Şiddet



		



Sıcaklık (˚C)

Aktivite (EÜ/ml)

Optimum Sıcaklık



		6 mM 6PGA 100 kat seyreltidi

		µl		mM		İlk Ölçüm		Son Ölçüm		Fark		EÜ/ml								166.6666666667		111.1111111111		83.3333333333		66.6666666667		47.619047619

		25		0.0015		0.1006		0.1016		0.001		0.0010718114								106.0227272727		92.3762376238		67.6086956522		58.679245283		52.7118644068

		50		0.003		0.1108		0.1217		0.0109		0.0116827438

		100		0.006		0.0883		0.0971		0.0088		0.00943194

		150		0.009		0.0994		0.1095		0.0101		0.0108252947

		200		0.012		0.1271		0.1409		0.0138		0.0147909968

		250		0.015		0.1731		0.189		0.0159		0.0170418006

		350		0.021		0.1783		0.196		0.0177		0.0189710611

		2 mM NADP+ 100 kat seyreltidi

																						Dün çıkan değer

		µl NADP+		mM NADP		İlk Abs		Son Abs		Fark		EÜ/ml						10000		5000		2000		1000		250				50000

		1		0.00002		0.166		0.1902		0.0242		0.0259378349						35.0751879699		29.5253164557		21.3990825688		19.3970893971		17.2140221402				38.5537190083

		5		0.0001		0.1655		0.1921		0.0266		0.0285101822

		10		0.0002		0.1168		0.1484		0.0316		0.033869239

		50		0.001		0.1787		0.2268		0.0481		0.0515541265

		200		0.004		0.105		0.1592		0.0542		0.0580921758

		25		0.0005		0.1104		0.154		0.0436		0.0467309753





		



1/[6PGA] mM

1/V



		



1/[NADPH] mM

1/V
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		200

		100

		66.6666666667

		50

		33.3333333333



1/[NADPH] mM

1/V

49.1052631579

31.1

24.5526315789

20.7333333333

17.9423076923



Afinite Elüsyon

		3. Saflaştırma ilk iki saflaştırmada problem çıktı isan kanı prosedürü yıkamada enzim geldi 3. saflaştırmada elüsyonda aktivite var ama az 1. sebep homojenat   döküldü veya G6PD elüsyonunda geldi

		Hindi Yürek 6PGD

		Tüp sayısı		İlk Absorbans		Son absorbans		fark		EÜ/ml

		1		0.1314		0.1685		0.0371		0.0397642015								1		2		3		4		5		6		7		8		9		10		11		12

		2		0.123		0.156		0.033		0.0353697749								0.0397642015		0.0353697749		0.0610932476		0.0192926045		0.0418006431		0.0578778135		0.0321543408		0.0225080386		0.0182207931		0.0096463023		0.0096463023		0.0124330118

		3		0.123		0.18		0.057		0.0610932476		PAGE Yapıldı gümüş boyama ve Comesia

		4		0.148		0.166		0.018		0.0192926045		Tek Bant

		5		0.139		0.178		0.039		0.0418006431		Tek bant

		6		0.145		0.199		0.054		0.0578778135		Tek bant

		7		0.15		0.18		0.03		0.0321543408		en belirgin bant ancak birden fazla bant var

		8		0.141		0.162		0.021		0.0225080386

		9		0.132		0.149		0.017		0.0182207931

		10		0.133		0.142		0.009		0.0096463023

		11		0.127		0.136		0.009		0.0096463023

		12		0.125		0.1366		0.0116		0.0124330118

		13		0.137		0.1343		-0.0027		-0.0028938907

		Homojenat		0.192		0.3466		0.1546		0.1657020364

		2. 6PGD Saflaştırması

		Tüp sayısı		İlk Absorbans		Son absorbans		fark		EÜ/ml

		1		0.0992		0.1349		0.0357		0.0382636656								1		2		3		4		5		6		7		8		9		10		11		12		13		14

		2		0.0975		0.1313		0.0338		0.036227224								0.0382636656		0.036227224		0.0100750268		0.0378349411		0.0379421222		0.0405144695		0.149624866		0.4457663451		0.4302250804		0.3282958199		0.2735262594		0.0030010718		0.160664523		0.1100750268

		3		0.0996		0.109		0.0094		0.0100750268

		4		0.1023		0.1376		0.0353		0.0378349411

		5		0.0994		0.1348		0.0354		0.0379421222

		6		0.0998		0.1376		0.0378		0.0405144695

		7		0.1126		0.2522		0.1396		0.149624866

		8		0.1389		0.5548		0.4159		0.4457663451

		9		0.1425		0.5439		0.4014		0.4302250804

		10		0.1536		0.4599		0.3063		0.3282958199

		11		0.1284		0.3836		0.2552		0.2735262594

		12		0.1076		0.1104		0.0028		0.0030010718

		13		0.113		0.2629		0.1499		0.160664523

		14		0.1116		0.2143		0.1027		0.1100750268

		Homojenat		0.2391		0.3608		0.1217		0.1304394427





Afinite Elüsyon

		



Tüp Sayısı

Aktivite (EÜ/ml)

2. Saflaştırma Afinite Elüsyon



Protein tayini

		



Tüp Sayısı

Aktivite (EÜ/ml)

1. Saflaştırma Afinite Elüsyon



Karakterizasyon

				Numune		Absorbans		Protein miktarı denklem sonrası

				6PGD homojenat		1.067		0.355060241		35.5		100 kat seyreltilen

				3		0.9266		0.1859036145

				4		0.9895		0.261686747

				5		1.052		0.3369879518

				6		1.067		0.355060241

				2. 6PGD saflaştırması

				Numune		Absorbans

				Homojenat		0.9928		0.2656626506		26.56		100 kat seyreltilen

				7		1.1104		0.4073493976

				8		1.1015		0.396626506

				9		1.116		0.4140963855		9. Tüp 6PGA

				10		1.1303		0.4313253012

				11		1.0603		0.3469879518

				12		1.1298		0.4307228916

				13		1.0264		0.3061445783

				14		1.0226		0.3015662651





KM ve Vmax

		Hindi yürek 6PGD Optimum pH

		pH		İlk Abs		Son Abs		Fark		EÜ/ml

		5.5		0.109		0.1532		0.0442		0.0473740622								5.5		6		6.5		7		7.5		8		8.5		9

		6		0.113		0.162		0.049		0.0525187567								0.047		0.052		0.063987		0.097535		0.109218		0.119936

		6.5		0.1386		0.1983		0.0597		0.0639871383																0.107		0.14		0.127		0.103

		7		0.118		0.209		0.091		0.0975348339

		7.5		0.1264		0.2283		0.1019		0.1092175777

		8		0.1166		0.2285		0.1119		0.1199356913

		7.5		0.1117		0.2123		0.1006		0.1078242229

		8		0.1358		0.2669		0.1311		0.1405144695

		8.5		0.1556		0.2744		0.1188		0.1273311897

		9		0.1378		0.2341		0.0963		0.1032154341

		Hindi yürek 6PGD Optimum İyonik Şiddet

		Konsantrasyon M		İlk Ölçüm		Son Ölçüm		Fark		EÜ/ml				Küvet içi Konsantrasyon

		0.025		0.122		0.2327		0.1107		0.1186495177				0.005						0.005		0.01		0.02		0.04		0.08		0.12		0.16		0.2

		0.05		0.1343		0.2424		0.1081		0.1158628081				0.01						0.11865		0.115863		0.146		0.144		0.166		0.17		0.165		0.144

		0.1		0.1239		0.2606		0.1367		0.1465166131				0.02

		0.2		0.1373		0.272		0.1347		0.1443729904				0.04

		0.4		0.1321		0.2874		0.1553		0.1664523044				0.08

		0.6		0.1125		0.2715		0.159		0.1704180064				0.12

		0.8		0.1297		0.2843		0.1546		0.1657020364				0.16

		1		0.1297		0.2649		0.1352		0.144908896				0.2

		Hindi yürek 6PGD Optimum Sıcaklık

		Sıcaklık		İlk Ölçüm		Son Ölçüm		Fark		EÜ/ml

		10		0.0854		0.144		0.0586		0.0628081458								10		20		30		40		50		60		70		80

		20		0.1204		0.1652		0.0448		0.048017149								0.0628081458		0.048017149		0.0555198285		0.1051446945		0.1546623794		0.2085744909		0.0457663451		0.0053590568

		30		0.0998		0.1516		0.0518		0.0555198285

		40		0.131		0.2291		0.0981		0.1051446945

		50		0.1794		0.3237		0.1443		0.1546623794

		60		0.131		0.3256		0.1946		0.2085744909

		70		0.0023		0.045		0.0427		0.0457663451

		80		0.12		0.125		0.005		0.0053590568





KM ve Vmax

		



50 mM K-fosfat

50 mM Tris/HCl

pH

Aktivite (EÜ/ml)

Optimum pH



		



[Tris/HCl] M

Aktivite(EÜ/ml)

Optimum İyonik Şiddet



		



Sıcaklık (˚C)

Aktivite (EÜ/ml)

Optimum Sıcaklık



		20 mM GSSG 20 kat seyreltidi

		µl		mM		İlk Ölçüm		Son Ölçüm		Fark		EÜ/ml								100		40		20		5		10

		10		0.01		0.95		0.962		0.012		0.0428724544								23.325		13.995		9.33		6.6642857143		8.4818181818

		25		0.025		1.147		1.167		0.02		0.0714540907

		50		0.05		1.242		1.272		0.03		0.1071811361

		100		0.1		1.323		1.356		0.033		0.1178992497

		150		0.15		1.348		1.39		0.042		0.1500535906

		200		0.2		1.427		1.484		0.057		0.2036441586

		250		0.25		1.626		1.693		0.067		0.239371204

		300		0.3		1.709		1.772		0.063		0.2250803859

		400		0.4		1.807		1.867		0.06		0.2143622722

		2 mM NADPH 20 kat seyreltidi

		µl NADPH		mM NADPH		İlk Abs		Son Abs		Fark		EÜ/ml						200		100		66.6666666667		50		33.3333333333

		10		0.001		0.183		0.202		0.019		0.0203644159						49.1052631579		31.1		24.5526315789		20.7333333333		17.9423076923

		25		0.0025		0.19		0.211		0.021		0.0225080386

		50		0.005		0.232		0.262		0.03		0.0321543408

		100		0.01		0.328		0.366		0.038		0.0407288317

		150		0.015		0.413		0.454		0.041		0.0439442658

		200		0.02		0.499		0.544		0.045		0.0482315113

		250		0.025		0.58		0.629		0.049		0.0525187567

		300		0.03		0.684		0.734		0.05		0.0535905681

		400		0.04		0.793		0.845		0.052		0.0557341908





		



1/[GSSG] mM

1/V



		



1/[NADPH] mM

1/V
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pH= 7,5

pH=8,0

pH=8,5

pH=9,0

Zaman (Saat)

Aktivite (EÜ / ml)

0.1714898178

0.3929974991
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0.1429081815

0.139335477

0.2643801358

0.1625580564

0.1571989996

0.1643444087

0.2268667381

0.1518399428

0.1036084316

0.0982493748

0.1732761701

0.1429081815

0.1036084316

0.1321900679

0.1875669882

0.1500535906

0.1143265452

0.100035727

0.1500535906

0.1268310111

0.0678813862



Aktiviteler

		Hindi Yürek 1. Saflaştırma																Hindi Yürek 2. Saflaştırma

		Tüp Sayısı		İlk Öçüm		Son Ölçüm		Absorbans Fark		EÜ								Tüp Sayısı		İlk Öçüm		Son Ölçüm		Absorbans Fark		EÜ								Hindi Yürek 4. Saflaştırma

		1		0.4094		0.4156		0.0062		0.0215277778								1		0		0		0		0								Tüp Sayısı		İlk Öçüm		Son Ölçüm		Absorbans Fark		EÜ

		2		0.561		0.5649		0.0039		0.0135416667								2		0		0		0		0								1		0		0		0		0

		3		0.394		0.3948		0.0008		0.0027777778								3		0		0		0		0								2		0		0		0		0

		4		0.375		0.377		0.002		0.0069444444								4		0		0		0		0								3		0		0		0		0

		5		0.34		0		-0.34		-1.1805555556								5		0		0		0		0								4		0		0		0		0

		6		0.3842		0.411		0.0268		0.0930555556								6		0.405		0.428		0.023		0.0399305556								5		0		0		0		0

		7		0.419		0.5828		0.1638		0.56875								7		0.481		0.69		0.209		0.3628472222								6		0.535		0.6232		0.0882		0.153125

		8		0.606		0.95		0.344		1.1944444444								8		0.487		0.905		0.418		0.7256944444								7		0.5793		0.6902		0.1109		0.1925347222

		9		0.61		0.981		0.371		2.5763888889								9		0.475		1.177		0.702		1.21875								8		0.753		0.9788		0.2258		0.3920138889

		10		1.1168		1.251		0.1342		0.9319444444								10		0.629		1.49		0.861		1.4947916667								9		0.4871		0.6007		0.1136		0.1972222222

		11		0.738		0.7663		0.0283		0.9826388889								11		0.463		1.394		0.931		1.6163194444								10		0.7965		1.214		0.4175		0.7248263889

		12		1.0105		1.1503		0.1398		0.9708333333								12		0.424		1.205		0.781		1.3559027778								11		0.6138		0.999		0.3852		0.66875

		13		1.0233		1.1721		0.1488		1.0333333333								13		0.416		1.104		0.688		1.1944444444								12		0.4892		0.8716		0.3824		0.6638888889

		14		0.8863		1.1721		0.2858		1.9847222222								14		0.32		0.899		0.579		1.0052083333								13		0.3971		0.7807		0.3836		0.6659722222

		15		0.851		0.9256		0.0746		0.5180555556								15		0.363		0.889		0.526		0.9131944444								14		0.3357		0.666		0.3303		0.5734375

		16		0.8201		0.9004		0.0803		0.5576388889								16		0.312		0.775		0.463		0.8038194444								15		0.2489		0.6857		0.4368		0.7583333333

		17		0.8555		0.9212		0.0657		0.45625								17		0.375		0.686		0.311		0.5399305556								16		0		0		0		0

		18		0.859		0.921		0.062		0.4305555556								18		0.667		0.936		0.269		0.4670138889								17		0.4172		0.8118		0.3946		0.6850694444

		19		0.8404		0.881		0.0406		0.2819444444										0.667		0.936		0.269		0.4670138889								18		0		0		0		0

		20		0.9644		1.0377		0.0733		0.5090277778								Hmojenat		0.358		0.469		0.111		0.7708333333								19		0.3678		0.4439		0.0761		0.1321180556

		21		0.8203		0.8847		0.0644		0.2236111111																								20		0		0		0		0

		22		0.6724		0.728		0.0556		0.1930555556																								21		0.5924		0.687		0.0946		0.1642361111

		23		0.778		0.8356		0.0576		0.2																								22		0		0		0		0

		24		0.9347		0.9991		0.0644		0.2236111111																								23		0		0		0		0

		25		0.8342		0.875		0.0408		0.1416666667																								24		0		0		0		0

		26		0.7981		0.833		0.0349		0.1211805556																								25		0.1681		0.2621		0.094		0.1631944444

		27		0.7234		0.753		0.0296		0.1027777778																								26		0.4367		0.4835		0.0468		0.08125

		Homojenat		0.4331		0.7366		0.3035		1.0538194444																								27		0.5692		0.6382		0.069		0.1197916667

		Hacim 24 ml																																28		0.6095		0.7033		0.0938		0.1628472222

																																		Hmojenat		0.454		0.9391		0.4851		3.36875

																						1		0										hacim 15ml

		1		0.0215277778																		2		0

		2		0.0135416667																		3		0																1		0

		3		0.0027777778																		4		0																2		0

		4		0.0069444444																		5		0																3		0

		5																				6		0.0399305556																4		0

		6		0.0930555556																		7		0.3628472222																5		0

		7		0.56875																		8		0.7256944444																6		0.153125

		8		1.1944444444																		9		1.21875																7		0.1925347222

		9		2.5763888889																		10		1.4947916667																8		0.3920138889

		10		0.9319444444																		11		1.6163194444																9		0.1972222222

		11		0.9826388889																		12		1.3559027778																10		0.7248263889

		12		0.9708333333																		13		1.1944444444																11		0.66875

		13		1.0333333333																		14		1.0052083333																12		0.6638888889

		14		1.9847222222																		15		0.9131944444																13		0.6659722222

		15		0.5180555556																		16		0.8038194444																14		0.5734375

		16		0.5576388889																		17		0.5399305556																15		0.7583333333

		17		0.45625																		18		0.4670138889																16		0

		18		0.4305555556																																				17		0.6850694444

		19		0.2819444444																																				18		0

		20		0.5090277778																																				19		0.1321180556

		21		0.2236111111																																				20		0

		22		0.1930555556																																				21		0.1642361111

		23		0.2																																				22		0

		24		0.2236111111																																				23		0

		25		0.1416666667																																				24		0

		26		0.1211805556																																				25		0.1631944444

		27		0.1027777778																																				26		0.08125

				1.0538194444																																				27		0.1197916667

																																								28		0.1628472222

																																										3.36875





Aktiviteler

		



Tüp Sayısı

Aktivite (EÜ/ml)

1. Saflaştırma Afinite Elüsyon



Protein tayini

		



Tüp Sayısı

Aktivite (EÜ/ml)

2. Saflaştırma Afinite Elüsyon



2. standart grafik

		





Karakterizasyon

		Standart Grafik		Absorbans

		10		0.873																														2. Saflaştırma		Absorbans

		20		0.901																														100 K GST Homojenat		1.0201		0.2985542169		29.85

		30		1.053																														9		1.0785		0.3689156627

		40		1.066																														10		1.1386		0.4413253012

		50		1.19																														11		1.0701		0.3587951807

		60		1.256

		70		1.345

		80		1.493

		90		1.543

		100		1.542

		Tüp Sayısı Elüsyon

		8		0.814		0.0502409639

		9		0.97		0.2381927711

		10		1.011		0.2875903614

		11		0.821		0.0586746988

		12		0.842		0.0839759036

		13		0.812		0.0478313253

		14		0.753		-0.023253012

						-0.9304819277

		Homojenat				-0.9304819277

		100 k		1.177		0.4875903614		48.75

		10 k		1.541		0.9261445783		9.27





Karakterizasyon

		



µg protein

Absorbans (595 nm)



Km ve Vmax

		Tüp Sayısı

		1		10		1.1713

		2		20		1.18

		3		30		1.3575

		4		40		1.4437

		5		50		1.5538

		6		60		1.5743

		7		70		1.6926

		8		80		1.7686

		9		90		1.8343

		10		100

		11

		12

		13

		14

		15





Km ve Vmax

		



µg protein

Absorbans (595 nm)



		Hindi yürek GST

		Optimum pH 50 mM K-fosfat ve 50 mM Tris/HCl Enzimli ve enzimsiz ölçüldü aradaki fark alındı

		pH		İlk Ölçüm		Son Ölçüm		Fark		EÜ/ml				Fark		EÜ/ml						5.5		6		6.5		7		7.5		8		8.5

		5.5		0.6078		0.688		0.0802		0.1392361111				0.0753		0.1307291667						0.130729		0.606597		1.154514		1.78316		1.846007		1.935069

		6		0.723		1.0688		0.3458		0.6003472222				0.3494		0.6065972222														1.648785		1.66684		1.513194

		6.5		0.7187		1.4128		0.6941		1.2050347222				0.665		1.1545138889

		7		0.7199		1.793		1.0731		1.8630208333				1.0271		1.7831597222

		7.5		0.7056		1.8271		1.1215		1.9470486111				1.0633		1.8460069444

		8		0.7815		1.9404		1.1589		2.0119791667				1.1146		1.9350694444

		7.5		0.7401		1.7218		0.9817		1.7043402778				0.9497		1.6487847222

		8		0.7478		1.801		1.0532		1.8284722222				0.9601		1.6668402778

		8.5		0.806		1.7107		0.9047		1.5706597222				0.8716		1.5131944444

		Enzimsiz pH		İlk Ölçüm		Son Ölçüm		Fark

		5.5		0.5634		0.5683		0.0049

		6		0.6739		0.6703		-0.0036

		6.5		0.6481		0.6772		0.0291

		7		0.5518		0.5978		0.046

		7.5		0.5457		0.6039		0.0582

		8		0.326		0.3703		0.0443

		7.5		0.4801		0.5121		0.032

		8		0.4437		0.5368		0.0931

		8.5		-0.075		-0.0419		0.0331

		Optimum İyonik Şiddet pH 8 K- Fosfat

		İyonik Şiddet		ilk abs		son abs		fark		EÜ/ml				Fark		Fark EÜ/ml

		1		0.7069		2.03943		1.33253		2.3134201389				0.87333		1.5161979167

		0.8		0.7504		1.8538		1.1034		1.915625				1.0295		1.7873263889

		0.6		0.7921		2.1048		1.3127		2.2789930556				1.2653		2.1967013889

		0.4		0.7231		1.6676		0.9445		1.6397569444				0.8958		1.5552083333						K-fosfat pH 7,5-8 600 mM

		0.2		0.8142		2.1605		1.3463		2.3373263889				1.0391		1.8039930556

		0.1		0.6389		1.646		1.0071		1.7484375				0.95		1.6493055556

		0.05		0.7647		1.9044		1.1397		1.9786458333				1.0342		1.7954861111

		0.025		0.6429		1.8246		1.1817		2.0515625				1.0725		1.8619791667

		enzimsiz												Küvet İçi Konsantrasyon

		1		0.3814		0.8406		0.4592						0.2		0.2		0.16		0.12		0.08		0.04		0.02		0.01		0.005

		0.8		0.0159		0.0898		0.0739						0.16		1.5161979167		1.7873263889		2.1967013889		1.5552083333		1.8039930556		1.6493055556		1.7954861111		1.8619791667

		0.6		-0.0124		0.035		0.0474						0.12

		0.4		-0.1057		-0.057		0.0487						0.08

		0.2		0.343		0.6502		0.3072						0.04

		0.1		0.2074		0.2645		0.0571						0.02

		0.05		0.3571		0.4626		0.1055						0.01

		0.025		0.5677		0.6769		0.1092						0.005

		Optimum Sıcaklık (˚C)		İlk abs		Son abs		Fark		EÜ/ml						Fark		Fark EÜ/ml

		10		0.533		1.1096		0.5766		1.0010416667						0.4952		0.8597222222				10		20		30		40		50		60		70

		20		0.623		1.612		0.989		1.7170138889						0.946		1.6423611111				0.8597222222		1.6423611111		1.3300347222		1.6182291667		1.6690972222		1.0277777778		0.6302083333

		30		0.608		1.4781		0.8701		1.5105902778						0.7661		1.3300347222

		40		0.638		1.6767		1.0387		1.8032986111						0.9321		1.6182291667

		50		0.834		1.9984		1.1644		2.0215277778						0.9614		1.6690972222

		60		0.983		2.204		1.221		2.1197916667						0.592		1.0277777778

		70		0.913		2.263		1.35		2.34375						0.363		0.6302083333

		Enzimsiz		İlk abs		Son abs		Fark

		10		-0.0146		0.0668		0.0814

		20		0.163		0.206		0.043

		30		0.083		0.187		0.104								0.2934083601		0.2934083601

		40		-0.0036		0.103		0.1066								0.3536977492		0.3536977492

		50		0.128		0.331		0.203								0.3295819936		0.3295819936

		60		0.11		0.739		0.629								0.2478563773		0.2746516613

		70		0.423		1.41		0.987								0.2103429796		0.2505359057

																0.1768488746		0.2036441586

																0.2465166131		0.2599142551

								K-fosfat Ph

						saat		pH= 5,5		pH=6,0		pH=6,5		pH=7,0		pH=7,5		pH=8,0

						0		0.1679171133		0.2679528403		0.3090389425		0.3733476242		0.1457663451		0.3554841015

						12		0.1071811361		0.1518399428		0.1964987496		0.2375848517		0.2381803025		0.3295819936

						24		0.0875312612		0.1411218292		0.1714898178		0.2161486245		0.2242864515		0.2478563773

						36		0.0625223294		0.0964630225		0.1429081815		0.1947123973		0.2322257949		0.2599142551

						48		0.0750267953		0.1125401929		0.146480886		0.1822079314		0.202994576		0.2447302608

						60		0.1018220793		0.0875312612		0.1036084316		0.1643444087		0.1786352269		0.2223016157

						72

																		0.3554841015

																		0.4715969989

																		0.3304751697

								Tris/ HCI Ph										0.4394426581

						saat		pH= 7,5		pH=8,0		pH=8,5		pH=9,0				0.2447302608

						0		0.1714898178		0.3929974991		0.2054305109		0.1429081815				0.2000714541

						12		0.139335477		0.2643801358		0.1625580564		0.1571989996				0.3822793855

						24		0.1643444087		0.2268667381		0.1518399428		0.1036084316

						36		0.0982493748		0.1732761701		0.1429081815		0.1036084316

						48		0.1321900679		0.1875669882		0.1500535906		0.1143265452

						60		0.100035727		0.1500535906		0.1268310111		0.0678813862

						72





		



50 mM K-fosfat

50 mM Tris/HCl
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Aktivite (EÜ/ml)
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[K-Fosfat] M

Aktivite (EÜ/ml)

Optimum İyonik Şiddet



		



Sıcaklık (˚C)

Aktivite (EÜ/ml)

Optimum Sıcaklık



		



pH= 5,5

pH=6,0

pH=6,5

pH=7,0

pH=7,5

pH=8,0

Zaman (saat)

Aktivite (EÜ / ml)



		



pH= 7,5

pH=8,0

pH=8,5

pH=9,0

Zaman (saat)

Aktivite (EÜ / ml)



		25 mM CDNB İçin 100 kat seyreltildi

		µl		mM CDNB		İlk Absorbans		Son Absorbans		Fark		EÜ/ml

		10		0.00025		0.0656		0.0787		0.0131		0.0454861111								0.0005		0.0194444444

		20		0.0005		0.1221		0.1277		0.0056		0.0194444444								0.001		0.0329861111

		40		0.001		0.1215		0.131		0.0095		0.0329861111								0.002		0.0527777778

		80		0.002		0.1257		0.1409		0.0152		0.0527777778								0.0025		0.0670138889

		100		0.0025		0.1278		0.1471		0.0193		0.0670138889								0.00375		0.1215277778

		150		0.00375		0.1475		0.1825		0.035		0.1215277778

		20 mM GSH İçin 100 kat seyreltildi

		µl		mM GSH		İlk Absorbans		Son Absorbans		Fark		EÜ/ml

		25		0.0005		0.3249		0.5149		0.19		0.6597222222

		50		0.001		0.3828		0.5757		0.1929		0.6697916667

		75		0.0015		0.334		0.5316		0.1976		0.6861111111

		100		0.002		0.3223		0.5133		0.191		0.6631944444

		150		0.003		0.37668		0.5258		0.14912		0.5177777778

		150		0.003		0.1278		0.1471		0.0193		0.0670138889
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Afinite Elüsyon

		3. Saflaştırma ilk iki saflaştırmada problem çıktı isan kanı prosedürü yıkamada enzim geldi 3. saflaştırmada elüsyonda aktivite var ama az 1. sebep homojenat   döküldü veya G6PD elüsyonunda geldi

		Hindi Yürek 6PGD

		Tüp sayısı		İlk Absorbans		Son absorbans		fark		EÜ/ml

		1		0.1314		0.1685		0.0371		0.0397642015								1		2		3		4		5		6		7		8		9		10		11		12

		2		0.123		0.156		0.033		0.0353697749								0.0397642015		0.0353697749		0.0610932476		0.0192926045		0.0418006431		0.0578778135		0.0321543408		0.0225080386		0.0182207931		0.0096463023		0.0096463023		0.0124330118

		3		0.123		0.18		0.057		0.0610932476		PAGE Yapıldı gümüş boyama ve Comesia

		4		0.148		0.166		0.018		0.0192926045		Tek Bant

		5		0.139		0.178		0.039		0.0418006431		Tek bant

		6		0.145		0.199		0.054		0.0578778135		Tek bant

		7		0.15		0.18		0.03		0.0321543408		en belirgin bant ancak birden fazla bant var

		8		0.141		0.162		0.021		0.0225080386

		9		0.132		0.149		0.017		0.0182207931

		10		0.133		0.142		0.009		0.0096463023

		11		0.127		0.136		0.009		0.0096463023

		12		0.125		0.1366		0.0116		0.0124330118

		13		0.137		0.1343		-0.0027		-0.0028938907

		Homojenat		0.192		0.3466		0.1546		0.1657020364

		2. 6PGD Saflaştırması

		Tüp sayısı		İlk Absorbans		Son absorbans		fark		EÜ/ml

		1		0.0992		0.1349		0.0357		0.0382636656								1		2		3		4		5		6		7		8		9		10		11		12		13		14

		2		0.0975		0.1313		0.0338		0.036227224								0.0382636656		0.036227224		0.0100750268		0.0378349411		0.0379421222		0.0405144695		0.149624866		0.4457663451		0.4302250804		0.3282958199		0.2735262594		0.0030010718		0.160664523		0.1100750268

		3		0.0996		0.109		0.0094		0.0100750268

		4		0.1023		0.1376		0.0353		0.0378349411

		5		0.0994		0.1348		0.0354		0.0379421222

		6		0.0998		0.1376		0.0378		0.0405144695

		7		0.1126		0.2522		0.1396		0.149624866

		8		0.1389		0.5548		0.4159		0.4457663451

		9		0.1425		0.5439		0.4014		0.4302250804

		10		0.1536		0.4599		0.3063		0.3282958199

		11		0.1284		0.3836		0.2552		0.2735262594

		12		0.1076		0.1104		0.0028		0.0030010718

		13		0.113		0.2629		0.1499		0.160664523

		14		0.1116		0.2143		0.1027		0.1100750268

		Homojenat		0.2391		0.3608		0.1217		0.1304394427





Afinite Elüsyon

		



Tüp Sayısı

Aktivite (EÜ/ml)

2. Saflaştırma Afinite Elüsyon



Protein tayini

		



Tüp Sayısı

Aktivite (EÜ/ml)

1. Saflaştırma Afinite Elüsyon



Karakterizasyon

				Numune		Absorbans		Protein miktarı denklem sonrası

				6PGD homojenat		1.067		0.355060241		35.5		100 kat seyreltilen

				3		0.9266		0.1859036145

				4		0.9895		0.261686747

				5		1.052		0.3369879518

				6		1.067		0.355060241

				2. 6PGD saflaştırması

				Numune		Absorbans

				Homojenat		0.9928		0.2656626506		26.56		100 kat seyreltilen

				7		1.1104		0.4073493976

				8		1.1015		0.396626506

				9		1.116		0.4140963855		9. Tüp 6PGA

				10		1.1303		0.4313253012

				11		1.0603		0.3469879518

				12		1.1298		0.4307228916

				13		1.0264		0.3061445783

				14		1.0226		0.3015662651





KM ve Vmax

		Hindi yürek 6PGD Optimum pH

		pH		İlk Abs		Son Abs		Fark		EÜ/ml

		5.5		0.109		0.1532		0.0442		0.0473740622								5.5		6		6.5		7		7.5		8		8.5		9

		6		0.113		0.162		0.049		0.0525187567								0.047		0.052		0.063987		0.097535		0.109218		0.119936

		6.5		0.1386		0.1983		0.0597		0.0639871383																0.107		0.14		0.127		0.103

		7		0.118		0.209		0.091		0.0975348339

		7.5		0.1264		0.2283		0.1019		0.1092175777

		8		0.1166		0.2285		0.1119		0.1199356913

		7.5		0.1117		0.2123		0.1006		0.1078242229

		8		0.1358		0.2669		0.1311		0.1405144695

		8.5		0.1556		0.2744		0.1188		0.1273311897

		9		0.1378		0.2341		0.0963		0.1032154341

		Hindi yürek 6PGD Optimum İyonik Şiddet

		Konsantrasyon M		İlk Ölçüm		Son Ölçüm		Fark		EÜ/ml				Küvet içi Konsantrasyon

		0.025		0.122		0.2327		0.1107		0.1186495177				0.005						0.005		0.01		0.02		0.04		0.08		0.12		0.16		0.2

		0.05		0.1343		0.2424		0.1081		0.1158628081				0.01						0.11865		0.115863		0.146		0.144		0.166		0.17		0.165		0.144

		0.1		0.1239		0.2606		0.1367		0.1465166131				0.02

		0.2		0.1373		0.272		0.1347		0.1443729904				0.04

		0.4		0.1321		0.2874		0.1553		0.1664523044				0.08

		0.6		0.1125		0.2715		0.159		0.1704180064				0.12

		0.8		0.1297		0.2843		0.1546		0.1657020364				0.16

		1		0.1297		0.2649		0.1352		0.144908896				0.2

		Hindi yürek 6PGD Optimum Sıcaklık

		Sıcaklık		İlk Ölçüm		Son Ölçüm		Fark		EÜ/ml

		10		0.0854		0.144		0.0586		0.0628081458								10		20		30		40		50		60		70		80

		20		0.1204		0.1652		0.0448		0.048017149								0.0628081458		0.048017149		0.0555198285		0.1051446945		0.1546623794		0.2085744909		0.0457663451		0.0053590568

		30		0.0998		0.1516		0.0518		0.0555198285

		40		0.131		0.2291		0.0981		0.1051446945

		50		0.1794		0.3237		0.1443		0.1546623794

		60		0.131		0.3256		0.1946		0.2085744909

		70		0.0023		0.045		0.0427		0.0457663451

		80		0.12		0.125		0.005		0.0053590568
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Sıcaklık (˚C)

Aktivite (EÜ/ml)

Optimum Sıcaklık



		20 mM GSSG 20 kat seyreltidi

		µl		mM		İlk Ölçüm		Son Ölçüm		Fark		EÜ/ml								100		40		20		5		10

		10		0.01		0.95		0.962		0.012		0.0428724544								23.325		13.995		9.33		6.6642857143		8.4818181818

		25		0.025		1.147		1.167		0.02		0.0714540907

		50		0.05		1.242		1.272		0.03		0.1071811361

		100		0.1		1.323		1.356		0.033		0.1178992497

		150		0.15		1.348		1.39		0.042		0.1500535906

		200		0.2		1.427		1.484		0.057		0.2036441586

		250		0.25		1.626		1.693		0.067		0.239371204

		300		0.3		1.709		1.772		0.063		0.2250803859

		400		0.4		1.807		1.867		0.06		0.2143622722

		2 mM NADPH 20 kat seyreltidi

		µl NADPH		mM NADPH		İlk Abs		Son Abs		Fark		EÜ/ml						200		100		66.6666666667		50		33.3333333333

		10		0.001		0.183		0.202		0.019		0.0203644159						49.1052631579		31.1		24.5526315789		20.7333333333		17.9423076923

		25		0.0025		0.19		0.211		0.021		0.0225080386

		50		0.005		0.232		0.262		0.03		0.0321543408

		100		0.01		0.328		0.366		0.038		0.0407288317

		150		0.015		0.413		0.454		0.041		0.0439442658

		200		0.02		0.499		0.544		0.045		0.0482315113

		250		0.025		0.58		0.629		0.049		0.0525187567

		300		0.03		0.684		0.734		0.05		0.0535905681

		400		0.04		0.793		0.845		0.052		0.0557341908
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