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GLUTATYON REDUKTAZ ENZIMININ KOYUN KALP
DOKUSUNDAN SAFLASTIRILMASI VE KARAKTERIZASYONU

OZET

Glutatyon rediiktaz (GR; E.C.1.8.1.7), GSSG’nin GSH’a indirgenmesini katalizleyen bir
enzim olup flavin koenzimi (FAD) ve piridin-niikleotide (NADPH) bagiml disiilfit
oksidorediiktaz ailesinin bir liyesidir. Bu ¢caligmada glutatyon rediiktaz enzimi koyun kalp
dokusundan saflastirildi. Bu saflagtirma isleminde %30-70 arast1 amonyum siilfat
¢oktiirmesi ve 2', 5'-ADP Sepharose 4B afinite kromatografisi yontemleri uygulandi. 5,35
EU/mg. protein spesifik aktivitesine sahip olan GR enzimi %72,82 verimle 191 kat
saflastirildi. SDS-PAGE yontemi ile enzimin saflik derecesi kontrol edildi ve denatiire
edici sartlarda molekiil kiitlesi yaklasik olarak 70 kDa bulundu. Karakterizasyon
caligmalarinda ise enzimin optimum pH, stabil pH, optimum iyonik siddet ve optimum
sicaklik degerleri sirasiyla 6,0 (0,1 M KH2PO4 tamponunda), 8,0 (0,1 M KH2PO4
tamponunda), 240 mM (0,1 M KH2PO4) ve 70°C olarak bulundu. Ayrica NADPH ve
GSSG substratlart i¢in Ky ve Vimax degerleri igin sirasiyla 7,776 mM, 0,1678 EU/mL ve
0,593 mM, 0,0306 EU/mL oldugu belirlendi.

Anahtar Kelimeler: Glutatyon rediiktaz, Koyun, Kalp, Saflastirma, Karakterizasyon.



PURIFICATION AND CHARACTERIZATION OF GLUTATHIONE
REDUCTASE ENZYME FROM SHEEP HEART TISSUE

ABSTRACT

Glutathione reductase (GR; E.C.1.8.1.7) is an enzyme that catalyzes the reduction of
GSSG to GSH and is a member of the flavin coenzyme (FAD) and pyridine-nucleotide
(NADPH) dependent disulfide oxidoreductase family. In this study, glutathione reductase
enzyme was purified from sheep heart tissue. In this purification process, 30-70%
ammonium sulfate precipitation and 2', 5'-ADP Sepharose 4B affinity chromatography
methods were applied. GR enzyme, which has a protein specific activity of 5.35 EU/mg,
was purified 191-fold with a yield of 72.82%. The purity of the enzyme was checked by
SDS-PAGE method and the molecular mass was found to be approximately 70 kDa under
denaturing conditions. In the characterization studies, the optimum pH, stable pH,
optimum ionic strength and optimum temperature values of the enzyme were found to be
6.0 (in 0.1 M KH2POg4 buffer), 8.0 (in 0.1 M KH2PO4 buffer), 240 mM (0.1 M KH2PO4)
and 70°C, respectively. In addition, the Km and Vmax values for NADPH and GSSG
substrates were determined to be 7.776 mM, 0.1678 EU/mL and 0.593 mM, 0.0306
EU/mL, respectively.

Keywords: Glutathione reductase, Sheep, Heart, Purification, Characterization.



1. GIRIS

1.1. Enzimler

Canli metabolizmalarda kimyasal tepkimelerin gerekli siirelerde gerceklesmeleri gerekir.
Biyokimyasal tepkimeler uygun zamanda ve hizda gergeklesmedigi takdirde devam
canliligin devam etmesi imkansizdir. RNA yapisinda olan kii¢iik bir grup disinda
enzimlerin timi protein yapisindadirlar. Enzimler biyokimyasal reaksiyonlarin hizini

arttiran ve degisiklige ugramadan ¢ikan biyolojik katalizorlerdir.

Biyokimya tarihinde enzimlerin 6nemli yeri vardir. Katalizor kelimesi ilk defa 17.
yiizyilin sonlarinda mide sekresyonu ve yiyeceklerin sindirimi i¢in kullanilmistir. 1800°1i
yillarin baslarinda ise alkol fermantasyonu ve siitiin eksimesi gibi olaylarinda dile
getirilmistir. 1833 yilinda c¢alismalar sonucu sekeri parcalayan enzim olan diastaz

(amilaz) kismi olarak saflastirilmistir.

1850’lerde mayalar tarafindan sekeri alkole doniistiiren madde Lauis Pasteur tarafindan
ferment seklinde adlandirmasi, 1878’de Kiihne ferment yerine ilk defa enzim kelimesini
kullanmig ve Onermistir. 1926 yillinda James Sumner soyadan iireaz1 kristallendirmeyi
basarmasi, 1946 yillinda ise John H. Northrop ve Wendell M. Stanley bazi enzim ve viriis
proteinlerini saf hallerini elde etmeleri, daha sonra John H. Northrop ve Moses Kunitz
pepsin, tripsin gibi bazi enzimleri kristallestirmeleri bu konudaki gelismelerin lokomotifi
olmustur. Bugiine kadar yapilan tiim c¢aligmalarda binlerce enzim saflastirilmis ve
birgogunun yapisi, islevleri ve kimyasal 0Ozelligine dair bilgiler elde edilmis ve

incelenmistir (Yarat ve ark., 2019).

Enzimler substratlara karsi oldukca spesifiktir ve kimyasal tepkimeleri olagan {istii bir
sekilde hizlandirirlar. Enzimlerin ¢ogu protein yapisindadir ve her zaman biyolojik
aktivite gostermeyebilirler. Enzimler biyolojik aktivite islevini yerine getirebilmeleri i¢in
koenzim ve kofaktorlere ihtiyac duyarlar ve ayrica biyolojik fonksiyonlari protein

konformasyonun biitiinliigline baglidir (Nelson ve Cox, 2013).



Enzimin iizerinde bulunan genelde substratin baglandig1 6zel bir kisim vardir. Bu 6zel
kisma aktif bolge denilir. Aktif bélgenin yiizeyinde polar ve nonpolar aminoasit kalintilar
mevcuttur. Enzim substrata baglanarak enzim-substrat (ES) kompleksi olusur ve daha

sonra ES kompleksindeki bagin kopmasi sonucu {iriin ya da iirlinler meydana gelir.

Aktif bolgede enzimin substrata baglanma mekanizmasi iki farkli modelle agiklanir.
Bunlar Fisher’in anahtar kilit modeli ve Koshland’in uyarilmis uyum modelleridir.
Fisher’in anahtar kilit modelinde substrat enzimin aktif bolgesine sekilsel olarak uygun
bir sekildedir ve substrat enzimin aktif bolgesine anahtar kilit 6rnegi gibi baglanir
seklinde izah edilmistir. Koshland’in uyarilmis uyum modelinde ise substrat enzimin
aktif bolgesine uygun bir sekilde degildir ve substratin enzimin aktif bolgesine
yaklagmasi esnasinda enzimin ii¢ boyutlu yapisi bi¢cimsel bir sekilde degisiklige ugrar ve

substratin baglanacag sekli alir (Yarat ve ark., 2019).

Enzimler Onceleri kataliz ettikleri tepkimeye gore etki ettigi substratin isminin son
kismina “az” az eki getirilerek adlandirilmistir. Ornegin iireyi CO2 ve NHs’e pargalayan
enzime treaz, fosfat esterlerine hidrolizlenmesini katalizleyen enzime fosfataz
denilmistir. Zaman igerisinden ¢ok sayida enzimin ortaya ¢ikmasi nedeniyle sistematik
isimlendirmeye ihtiya¢ duyulmustur. Dolayisi ile daha sonralar1 enzimler katalizledikleri

tepkime tipine ve tepkimenin mekanizmasina gore siniflandirilma yapilmstir.

Sistematik adlandirilmanin 6zellikleri sunlardir:

Katalizlenen tepkimenin tipine goére enzimler 6 gruba boliinmiistiir ve her bir grup da
kendi igerisinde 4 ile 13 arasina alt gruba ayrilmistir.

Enzimin adlandirilmas: iki bdliimden olusur. ilk béliim substrat veya substratlardandr.
Ikinci boliim ise katalizledigi tepkimenin tipinin sonuna az eki getirilmesidir.
Substratlarin isimleri yazilirken aralarina iki nokta konur.

Her enzimin sistematik bir kod numarasi vardir. Bu numaralar E.C. (Enzyme
Commission) harfleri ile gdsterilir ve 4 rakamdan olusur. Ik rakam enzimin bagli oldugu
grubu, ikinci rakam alt grubu, tiglincii rakam alt alt grubu, dordiincii rakam ise, enzimin
ayni li¢ rakama sahip enzimler arasindaki sirasini ifade eder.

Enzimlerin siniflandirildig: alti grup asagida verilmistir.



1) Oksidorediiktaz: 1ki substrat arasindaki yiikseltgenme indirgenme tepkimeleri
katalizleyen enzimlerdir.

2) Transferazlar: Iki substrat arasindaki bir grubun transferinin bir yerden diger yere
aktarilmasini katalize eden enzim grubudur.

3) Hidrolazlar: Substrat molekiillerine bir molekiil suyun katilmasini katalize eden enzim
grubudur.

4) Liyazlar: Substratlarin gruplardan uzaklastirilarak ¢ift baglarin olusturdugu reaksiyonlari
katalize eden enzim grubudur..

5) izomerazlar: Izomer olan bilesikleri birbirine déniismesini katalize eden enzim
grubudur.

6) Ligazlar: Enerjisi yiiksek olan bilesiklerin (ATP ve GTP gibi) fosfat bagmin
koparilmasiyla elde edilen enerji ile yeni bir bag olusumunu katalizleyen enzimlerdir

(Keha ve Kiihlevioglu, 2009).

Enzimatik tepkimelerin incelenmesi amaci ile 1903’de Henri, 1913’de Michaelis ve
Menten bazi kinetik modeller 6nerilmistir (Kalaycioglu ve ark., 2010). Enzimli bir

reaksiyonun denklemi agagidaki sekilde ifade edilir.

ke k
E+S > ES > E+P (1.1)
4—
ka

Bu tepkimede 6ncelikle enzim substrat birleserek ES kompleksi olusur. ES kompleksi ise
ya {iriine ya da tekrar E ve S’ye doniisiir. Birinci reaksiyonda ¢ift yonlii bir reaksiyon s6z
konusu iken ikinci reaksiyon tek yonliidiir. Bu tepkime sonucunda Michealis-Menten hiz

denklemi asagidaki sekilde ifade edilebilir.

1 = Ky = 1 + 1 (1.2)
Vo Vi [5] Ving
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Bu denklemde Kwm (Michealis-Menten sabiti) veya kp+ks/ki seklinde ifade edilir.
Yukaridaki denklemde gerekli kisaltmalar ve islemler yapildiginda asagida verilen

Michealis-Menten denklemi elde edilir.

Vmax * [S] ]| (1.3)
Kas + [S]

Vo=

Burada Vo = Ilk hiz, Vmax = Maksimum hiz, [S] = Substrat konsantrasyonu, Ky =
Michaelis-Menten sabitini ifade etmektedir.

Kwm ortamda bulunan enzim molekiillerinin aktif bdlgelerinin yarisin1 dolduran substrat
konsantrasyonudur. Diger bir anlami ise enzimin substrata olan ilgisini gdsterir.
Enzimatik tepkimedeki Km degeri diisiik ise enzimin substrata olan ilgisi ¢ok yiiksek eger
Kwm degeri yiiksek ise enzimin substrata olan ilgisi diigiikk anlamina gelir. Vmax (Maksimum
reaksiyon hizi) ortamdaki bulunan enzim molekiillerinin substrata tam doygun oldugu

anlamina gelir. Ayrica enzimin katalitik aktivitesinin bir ifadesidir.

Enzimlerin aktivitelerini ve enzimatik tepkimelerin hizin1 etkileyen faktorler asagidaki

sekilde siralanabilir (Keha ve Kiihlevioglu, 2009; Lineweaver and Burk, 1934).

[S]: Substrat derisimi
[E]: Enzim derigimi
pH etkisi

Sicaklik etkisi
Toplam iyon derisimi

Ortamdaki inhibitor veya aktivator konsantrasyonu



1.2. Serbest Radikaller

Reaktif ve kararsiz olan bu radikallerin ortak 6zelligi atom ve molekiillerinin en dis
kabuklarinda eslesmemis elektron bulundurmalaridir (Arslan ve ark., 1995; Walker,

1990). Eslesmemis elektronlar manyetik bir ¢ekime sahiptirler (Barlett, 1953).

Serbest radikaller oksijen ve nitrojen tiirlii kaynaklardan olusabilir. Bu tiirlerin oksijen
kaynakli olanlar (ROS) siiperoksit, hidroksil, peroksil, lipit peroksil ve alkoksil
radikalleri, nitrojen kaynakli olan tiirler (RNS) ise nitrik oksit ve nitrojen dioksit
radikallerinden olusur. Bunun disinda nonradikal diye adlandirdigimiz H>O> (hidrojen
peroksit), Os (ozon), O, (singlet oksijen), HOCI (hipokloroz asit), nitrik asit (HNO3),
peroksinit ve dinitrojen trioksit gibi radikaller canli organizmasinda serbest radikal

reaksiyonlarina neden olurlar (Karabulut ve Giilay, 2016).

Serbest radikaller endojen ve ekzojen reaksiyonlar sonucunda olusurlar. Ekzojen kaynakli
olanlar ise toksinler (kimyasallar, alkol, sigara) hava kirliligi, giines 1s1nlar1 ve X ray 1sini

gibi etkenlerden olusmaktadirlar (Karakan ve Nazlikul, 2017).

Endojen kaynakli olanlar ise aerobik metabolizmasmna sahip olan canlilarin
mitokondrilerinde elektron transport sistemi tarafindan, lipit peroksidasyonu, ksantin
oksidaz ve mitokondriyal sitokrom oksidaz gibi enzimatik olaylarda serbest radikaller
olusabilir. Ayrica otooksidasyon reaksiyon enzimleri olan ksantin oksidaz (XO) ile
NADPH, endoplazmik retikulumda sitokrom p450 sisteminde elektron kagaklari
olusmasi1 ve zihinsel olarak stres ve viicut yorgunlugunda serbest radikaller iiretilebilir

(Karabulut ve Giilay, 2016).

Viicudumuzdaki serbest radikaller, bulunduklar1 ortamda konsantrasyonlari oraninda
olumsuz etkilere sebep olabilirler. Diisiik konsantrasyonda detoks reaksiyonlar, immiin
fonksiyonlar ve hiicresel i¢i haberlesme olaylarina uyarim yaparken, yliksek
konsantrasyonda ise hiicrenin fonksiyonunu bozarak hiicrenin 6liimiine neden olurlar.

Lipit, protein, DNA’ya da zarar verebilirler (Karakan ve Nazlikul, 2017).



1.3. Antioksidanlar

Reaktif oksijen tiirlerinin olusumunun smirlanmasi, olusan serbest radikallerin ortadan
kaldirilmasi, serbest radikallerin meydana getirdigi hasarin 6nlenmesi, hasarli
molekiillerin tamir edilmesi ve detoksifikasyonunu saglayan molekiillere antioksidan
maddeler denir (Karabulut ve Giilay, 2016; Giirdol ve Ademoglu, 2006). Diger bir deyisle
antioksidanlar serbest radikallere elektron vererek onlarin etkisizlestiren molekiillerdir.
Serbest radikaller ve antioksidanlar arasinda bir denge vardir ve bu denge radikallerin

lehine bozuldugu takdirde hiicre hasarina yol acar (Eseryel ve ark., 2002).

Antioksidanlarin serbest radikalleri kararli duruma getirmesi, serbest radikal ireten
tepkimeleri durdurmalar1 gibi baskilayici etki ile tepkime hizin1 azaltmasi gibi
durumlarda canli organizmada olumlu bir etki gosterirler (Kasapgopuk ve Birdane, 2014).
Antioksidan maddeler agagidaki gibi siniflandirilabilir (Sekil 1.1).

Antioksidanlar
Endojen kaynakh antioksidanlar Eksojen kaynakh antioksidanlar
Enzimatik Enzimatik
olan antioksidanlar olmayan antioksidanlar
Superoksit dismutaz (S0D) Glutatyeon
Katalaz (CAT) Melatonin
Glutatyon peroksidaz (GEPx) Urik asit a-Tokoferol (E vitamni)
Glutatyon rediiktaz (GR).. Bilirubin P-karoten (A vitamini)
Albtimin Askorbik asit (C vitamini)
Koenzim Q10 Folik asit (B9 vitamini)
Selenyum
-lippik asit
Tranafersin
Seruloplazmin

Sekil 1.1. Antioksidanlarin siniflandirilmasi (Karabulut ve Giilay, 2016)



1.3.1. Glutatyon

Glutatyon Oncii aminoasitlerden sisteinglisin ve glutamattan olusan bir tripeptit
molekiilidiir (Flagg et al., 1994; Dwivedr et al., 2020; Lantomasi et al., 1997). 1888’de
Rey-Pailhade maya hiicrelerinde kiikiirdiin kendiliginden tepkimeye girmesi sonucunda
“philothion” adinda bir madde kesfetmistir. Daha sonra 1921°de Hopkins tarafinda kas
dokusunda ayni bilesik kesfedildi ve buna gegici bir isimle glutation adi verildi. Bu
bilesikte sistein ve glutamik asit oldugunu bildirdi. Bundan iki yil sonra yeni bir prosediir
hazirlanarak glutatyonun gercekte sistein, glutamik asit ve glisinden olusan bir tripeptit
oldugu dogruland1 (De Rey-Pailhade, 1928; Hopkins, 1921; Hopkins, 1929). Glutatyon

rediikte ve okside formlar olarak serbest sekilde mevcuttur (Sekil 1.2).

SH H NH;

O
H
H02C7/\)L N _COH "
Hie, 10O
HOL.C S\( N.__CO.H

H NH2

a) b)

Sekil 1.2. Glutatyonun metabolizmada bulunma formlari a) Indirgenmis form (GSH), b) Okside form
(GSSG)

Glutatyonun ¢ok sayida hayati islevleri vardir. Ornegin glutatyonun redoks homeostazini
korumada, karaciger fonksiyonunu desteklenmesinde, ksenobiyotiklerin detoksifiye
edilmesinde, bagisik sistemini desteklemede ve hiicresel onarimda biyiik rolii vardir.
GSH reaktif oksijen tiirlerini ve reaktif nitrojen tiirlerini enzimatik tepkimeler ile
notralize eder. Bu fonksiyonunu yerine getirmede sistein aminoasidin de bulunan stilfidril
ve tiyol (-SH) gruplar biiyiik bir rol oynar. Diisiik molekiiler kiitleye sahip olan tiyol,
oksidatif strese kars1 onemlidir ve proteinleri oksidasyondan korur (Dwivedr et al., 2020;
Scire et al., 2019).



GSH sentezi sirasinda iki belirleyici unsur vardir. Bunlardan ilki sistein, ikinci ise hiz
siirlayici enzim olan glutamat sisteinligazin (GCL) aktivitesidir. GSH sentezinde GCL
glutamat ve sisteinden olusan y-glutamilsistein olusumunu katalize ederek ilk adim
baslamasina sebep olur. Daha sonra y-glutamilsisteineglisin eklenmesiyle GSH olusumu
gerceklesir. Bu tepkimelerde ATP hidrolizinde gergeklesir (Moskava et al., 2023,
Iskusnykh et al., 2022; Chen et al., 2024; Ribas et al., 2014).

n NADP
GSSG NADPH

Pentoz fosfat volu

I

Glukoz

Sekil 1.3. Glutatyon dongiisii

Indirgenmis glutatyon hiicrede énemli bir antioksidan bilesiktir. Metabolizmada bulunan
hidrojen peroksit molekiilleri glutatyon peroksidaz (GSH-Px) enzimi tarafindan
katalizlenen tepkime ile suya doniistiiriiliir ve zararsiz hale getirilir. Bu tepkime esnasinda
iki GSH molekiilii disiilfit bagi ile birleserek GSSG’ye yiikseltgenir. Metabolizmada
hidrojen peroksit gibi oksidan ajanlarin sondiiriilmesi i¢in GSSG’nin tekrar GSH’a
donistiriilmesi gerekir. Bu doniisiim glutatyon rediiktaz enzimi tarafinda katalize edilen
tepkime ile saglanir ve elektron verici olan NADPH kullanilir. Sonugta iki mol GSH
meydana gelir. Hiicrelerde oksidatif stres arttiginda GSH ¢ok kullanildigindan dolayi
GSSG seviyesi yiikselir ve GSH/GSSG oraninda azalma séz konusu olur. Bu durum
hiicreler i¢in istenen bir durum degildir ve oksidatif stresin tamamen bertaraf edilmesi

aksamis olur (Chen et al., 2024).



1.3.2. Glutatyon Rediiktaz

Glutatyon rediiktaz enzimi (Glutatyon; NADP* oksidorediiktaz E.C. 1.8.1.7: GR)
oksidorediiktaz ailesinin bir iiyesidir ve asagidaki reaksiyonu katalizler.

GR
NADPH + H* + GSSG —> NADP* + 2GSH

Tepkimeden de goriildiigii gibi glutatyon rediiktaz enzimi NADPH’1in koenzim olarak
gorev yaptig1 bu reaksiyonda iki mol GSH molekiiliiniin olusuna vesile olur. Fizyolojik
olarak metabolizmada normal olarak [GSSG]/[GSH] oran1 1:100-1000 olmalidir. Ayrica
glutatyon rediiktaz enziminin aktivitesi ve NADPH seviyeleri de uygun degerlerde
olmalidir. Oksidatif streste GSH, GSSG’ye doniisiir. Hiicrelerde yliksek miktarda GSSG
birikimi hiicre i¢in oldukea tehlikeli ve toksiktir. Bu ylizden GSSG birikiminin 6nlenmesi
gerekir. Dolayisiyla normal metabolizmada GSSG’nin NADPH koenzimi esliginde GR
tarafindan GSH’a indirgenmesi hayati bir 6neme sahiptir (Karagozoglu ve Ciftci, 2017;

Aksoy ve Kiransan, 2020).

Glutatyon rediiktaz enzimi ilk defa 1951°de bezelye ve bugday tohumlarinda
bulunmustur. 1955’te Racker mayadan kristal formda glutatyon rediiktaz enzimi ilk kez
izole etmistir. Daha sonralar1 yapilan caligmalarda glutatyon rediiktaz enziminin hemen
hemen tiim canli dokularinda bulundugu tespit edilmistir (Mapson and Goddard, 1951;
Conn and Vennesl and, 1951; Chang et al., 1978).

GR enziminin {i¢ yapisal alt birimleri vardir ve bunlar FAD, NADPH ve GSSG’dir.
Glutatyon rediiktazin aktif bolgesinde FAD ve disiilfiir mevcuttur. Katalitik boélgenin
NADPH tarafindan indirgenmesi esnasinda 1 FAD, 1 kiikiirt radikali ve bir tiyol(-SH)
molekiilii tiretir. Katalitik merkezin bir kism1i NADPH’e diger bir kismi ise GSSG’ye
baglanan iki parcaya ayrilir. Bu ayrimlar iki adimlik reaksiyonlara gergeklesir ve her bir
boliim proteinde ligand olmadigindan ¢dziiciilerle doldurulan derin bir cebe karsilik gelir.
Bu iki cep alt birim merkezinde bir araya gelirler ve bdylece substratin enzime
baglanmasiyla elektron transfer siirecinde zarar verebilecek molekiillere karsi reaksiyon
merkezi optimum sekilde korunur (Sekil 1.4) (Schulz et al., 1978; Worthington and
Rosemeyer, 1976; Pai and Schulz, 1982).
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Sekil 1.4. GR enziminin aktif bolgesi (Pai and Schulz, 1982)

Glutatyon rediiktaz eritrositlerde pentoz fosfat yolu siiresince metabolizmanin
diizenlenmesinde 6nemli bir enzimdir. Pentoz fosfat yolu alti karbonlu glukozun bes
karbonlu sekerlere doniistiigli anabolik bir yoldur. Karacigerde, bobrek iistii bezlerde, yag
dokusunda, gonadlarda ve eritrosit gibi NADPH’a ihtiya¢ duyulan dokularda oldukga
etkindir.

Pentoz fosfat yolun temel gorevleri:

Hiicreler i¢cinde meydana gelen indirgeyici biyosentez tepkimeleri i¢in NADPH {iretmek

Niikleotidler ve niikleik asit sentezinde kullanilmak tizere riboz-5’-fosfat saglamaktir.

Pentoz fosfat yolu oksidatif ve oksidatif olmayan iki fazdan olusur. Oksidatif fazda
NADPH, oksidatif olmayan fazda ise riboz-5- fosfat iiretilir.



Glukoz 6-P
Glutatvon Oksidatif
INADPH  _ 3 Oksidatif Faz Olmayan
l Faz
Yag as.ldt COs E
SENIEZL l
Riboz-53'-P +———
DNA BNA Protein Sentezi

11

Sekil 1.5. Pentoz fosfat yolunun metabolik rolleri (Beutler, 1969; Cabezas et al., 1999; Yarat ve ark., 2019)
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2. KAYNAK OZETLERI

Hiicre metabolizmasinda meydana gelen biyokimyasal tepkimeler olduk¢a karmasik bir
sekilde cereyan eder. Bu tepkimeler karmasik ve kompleks olsa bile her zaman dengeli
bir sekilde hiicrenin ihtiyaglarina gore sekillenir. Bazi olumsuz durumlarda (6rnegin
radikal olusumu vb.) bu denge bozulur ve hiicrede hasar meydana gelebilir. Canli
organizmalarda solunum yoluyla alinan oksijenin enerji metabolizmasinda 6nemi ¢ok
biiyiiktiir. Oksijen kullanan canlilarda serbest radikallerin olusumunu saglayan en 6nemli
kaynak O’dir. Molekiiler oksijen, bir elektronu eksik olan iki oksijen atomundan
meydana gelir. Metabolizmada molekiiler oksijenin biiyiik bir kism1 suya indirgenirken
diger kismu ise siiperoksit (O2") radikaline doniisiir. Hiicrede hem reaktif oksijen tiirleri
hem de reaktif nitrojen tiirleri yiiksek diizeyde oldugu zaman oksidatif stres meydana
gelir. Serbest radikallerin olusturdugu hiicresel hasarin dnlemesi i¢in savunma sistemi
vardir. Bu savunma sistemine antioksidan sistem denilir. Antioksidan mekanizmada
radikal madde miktarinin diisliriilmesi ve ortamdan uzaklastirilmasinin saglanmasi
gorevini Ustlenir. Antioksidan maddeler enzimatik olanlar ve enzimatik olmayanlar
seklinde iki grupta toplanir. Enzimatik grupta olan 6nemli enzimler siiperoksit dismutaz,
katalaz, glutatyon peroksidaz, glutatyon rediiktaz ve glutatyon s-transferaz; diger gruptaki

onemli maddeler ise glutatyon, vitamin E, vitamin C, NADH ve NADPH sayilabilir.

Rediikte glutatyon (GSH) hiicreler i¢in en énemli antioksidan molekiillerinden biridir ve
indirgeyici tiyol grubu bulundurmaktadir. Bu grup radikal maddelerin indirgenmesinde
cok onemli bir role sahiptir. Asir1 oksidatif stres sonucunda GSH diizeyi azalabilir ve bu

tiir durumlarda patolojik tablolarda goriilebilir (Aksoy, 2002; Vaskova et al.,2023).

1935 yilinda Mel-drum ve Tarrr tarafindan sican kanindan GSSG’nin indirgendigini ve
TPNH’in (NADPH) bir kofaktdr oldugunu gérmiislerdir. Ilk defa 1955 yilinda GR
enzimini Escherichia Coli bakterisinde saflastirilmistir. GR’nin saflastirmasinda DEAE-
Sephadex, Sephadex G-100, Hyroxyyapatite, Sephadex G-75, CM-seliiloz, Sephacryl S-
200, DEAE-Sepharose, 2', 5'-ADP Sepharose 4B afinite, Reactive Red-120-agaroz ve
Sephagryl S-300 kromatografiler yontemi kullanilmistir (Tandogan ve Ulusu, 2006).
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Glutatyon rediiktaz c¢ok Onemli bir antioksidan enzim oldugundan dolayr c¢esitli
memelilerin  eritrositlerinden, karacigerinden, bobrek korteksinden, beyninden,
bobreginden, Escherichia Coli, parazitler, bakteri, alg ve mayalar da dahil olmak tizere

bir¢cok canli dokusundan saflastirilmis ve karakterize edilmistir (Temel ve ark., 2018).

Glutatyon rediiktaz enzimi ilk defa kapsamli olarak 1967 yilinda Eschericha Coli
bakterisinden saflagtirilmistir. Yapilan ¢alisma sonucunda saflastirilan enzimin spesifik

aktivitesi 525 EU/mg. protein ve saflastirllma oranmin %80 oldugu gosterilmistir

(Williams et al., 1967).

Staal ve arkadaslar1 (1969), insan eritrosit GR enzimini kolon kromatografisi ile 47.000
kat saflastirmis ve jel filtrasyon kromatografisi (JFK) yontemiyle tabii molekiil kiitlesini
115 £4 kDa olarak tespit etmistir.

Barea ve Lee (1979) yaptiklar1 ¢alismada fare karacigeri GR enzimini amonyum stilfat
¢oktiirmesi8-(6-aminohekzil)-amino-2'-fosfoadenozin difosforiboz, N¢-(6-aminohekzil)-
adenozin ve 2| 5-bisfosfatsepharose kromatografi yontemlerini kullanilarak
saflastirmiglardir. Saflastirilan enzimin spesifik aktivitesi 158 EU/mg. protein ve molekiil

kiitlesi 105 kDa olarak bulunmustur.

Zanetti’nin (1979) yaptig1 calismada tavsan karacigeri GR enziminin SDS (Sodyum

dodesil siilfat) elektroforezi ile enzimin molekiil kiitlesini 56 kDa olarak bulunmustur.

Bagka bir ¢aligmada dana karaciger GR enzimi DEAE Sephadex, Sephadex G-200 ve 2',
5'-ADP Sepharose 4B kromatografileri yontemleriyle saflastirilmis ve molekiil kiitlesi

100 kDa olarak bulunmustur (Carlberg and Mannervik, 1981).

Carlberg ve Mannervik (1975) tarafindan yapilan bir diger bir ¢alismada sigan karacigeri
GR enzimi %20 verimle 5000 kat saflastirilmistir. Bu ¢alismada saf enzimin alt birim ve
tabii molekiil kiitleleri sirastyla 60 ve 125 kDa olarak hesaplanmustir.

Ayrica Agan ve Tezcan (1989), koyun beyin GR enzimini %40 verimle 11000 kat

saflastirmiglardir.  Amonyum siilfat ¢oktlirmesi, 1s1 denatiirasyonu ve 2', 5-ADP
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Sephorose 4B kromatografisi yontemleri kullanilmistir. Saflastirilan enzimin spesifik

aktivitesi 193 EU/mg. protein ve tabii molekiiler kiitlesi 116 kDa olarak bulunmustur.

At karacigeri GR enzimi N6-(6-aminohekzil)-adenozin-1'5'-bisfosfat Sepharose, Reactive
Red-120-agoroz afinite, DEAE-Sephadex ve Sephacryl-S-300 kromatografileri teknigini
kullanarak %47 verim ile 11174 kat saflagtirnlmistir. Bu saflastirilan enzimin tabii

molekiil kiitlesi 107 kDa olarak hesaplanmistir (Alfonso et al., 1993).

Ulusu ve arkadaslarinin (2005) yaptig1 bir baska calismada koyun karacigeri GR enzimi
2', 5'-ADP Sepharose 4B afinite kromatografisi ve jel filtrasyon kromatografisi ile
saflastirilmistir. Sonugta 47 EU/mg. protein spesifik aktivitesine sahip olan enzim %14,1
verimle 1477 kat saflastirilmis ve enzimin optimum pH’si, stabil pH’s1 ve optimum

sicaklig sirastyla 8,0, 5,5 ve 60°C olarak bulunmustur.

Erat ve arkadaslar1 (2005) tarafindan yapilan baska bir calismada tavuk karacigeri GR
enzimi 2',5'-ADP Sepharose 4B afinite ve Sephadex G-200 kromatografileri kullanilarak
%38 verimle 1714 kat saflastirilmistir. Ayn1 ¢alismada saflastirilan enzimin spesifik
aktivitesi 120 EU/mg. protein, molekiil kiitlesi 43 kDa, optimum pH’s1 7,0, stabil pH’s1
7,4, optimum iyonik siddeti 0,75 M Tris-HCI tamponu ve optimum sicakligir 50°C olarak

bulunmustur.

Ulusu ve Tandogan’in (2007) yaptig1 ¢alismada sigir karacigeri GR enzimi 2', 5-ADP
Sepharose 4B afinite ve DEAE-Sepharose Fast Flow kromatografileri kullanilarak %38,4
verim ile 5456 kat saflagtirllmistir. Saflastirilan enzimin spesifik aktivitesi 185,5 EU/mg.
protein, molekiil kiitlesi 55 kDa, optimum pH’s1 7,0 ve optimum sicakligi 50°C olarak

bulunmustur.

Ulusu ve Tandogan’1n (2010) yaptig1 diger bir ¢alismada sigir bobrek korteksi GR enzimi
2', 5'-ADP Sepharose 4B afinite, DEAE Fast Flow ve Sephadex G-200 jel filtrasyon
kromatografi yontemleri kullanilarak enzim %85 verim ile 34806 kat saflastirilmistir.
Saflastirilan enzimin spesifik aktivitesi 727 EU/mg. protein ve molekiil kiitlesi 56 kDa

olarak bulunmustur.
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Farkli bir kaynak olarak deve eritrosit GR enziminde iyon degisim ve 2'5'-ADP
Sepharose 4B afinite kromatografileri teknigini kullanilarak %43,3 verim ile 1547,4 kat
saflastirilmistir. Bu saflastirilan enzimin alt birim molekiil kiitlesi, tabii molekiil kiitlesi,
optimum pH’s1 ve optimum sicakligi sirasiyla 60, 105 kDa, 7,5 ve 50-55°C olarak
hesaplanmistir. Enzimin kinetik 6zelliklerine yonelik ¢alismanin sonucunda NADPH’in
ve GSSG’nin Km degerleri sirastyla 7,06 ve 35,5 uM olarak hesaplanmistir (Senaidy,
2010).

Tager ve Ciftci’nin (2012) yaptig1 ¢aligmada ise hindi karaciger GR enzimi 2', 5'-ADP
Sepharose 4B afinite kromatografisi kullanilarak %10,75 verim ile 2476 kat
saflastirilmistir. Saflastirilan enzimin spesifik aktivitesi 606,67 EU/mg. protein, molekiil
kiitlesi 65 kDa, optimum pH’s1 7,5, stabil pH’s1 8,5 ve optimum sicaklig1 40°C olarak

bulunmustur
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal

3.1.1. Kullanilan Kimyasal Maddeler

Hazirladigimiz ¢6zeltilerde kullanilan potasyum fosfat, etilen diamin tetraasetikasit
(EDTA), dithiothreitol (DTT), fenilmetilstilforilfloriir (PMSF), trihidroksimetil
aminometan  (Tris), magnezyum  kloriir,  B-nikotinamitadenindiniikleotidfosfat
(indirgenmis form) (NADPH), okside glutatyon (GSSG), indirgenmis glutatyon (GSH),
amonyum siilfat, sodyum asetat, sodyum kloriir, potasyum kloriir, hidroklorik asit,
sodyum hidroksit, akrilamid, N,N'- metilen bisakrilamid, amonyum persiilfat, sodyum
dodesil siilfat (SDS), brom timol mavisi, glisin, gliserin, trikloroasetikasit (TCA),
izopropanol, N,N,N',N'-tetrametil etilendiamin (TEMED), Coomassie Brilliant Blue R-
250, asetik asit, metanol, B-merkapto etanol, Coomassie Brilliant Blue G-250, etanol,
fosforik asit, bovine serum albiimin (BSA) Sigma Chemical Comp.ve E.Merc AG’den 2,
5' ADP-Sepharose 4B Pharmacia’dan temin edildi.

3.1.2. Yararlanilan Alet ve Cihazlar

Hassas terazi : Denver Instrument SI-234
Homojenizator : IKA T25 Digital Ultra-Turrax
Sogutmali Santrifiij - Hettich Universal 320R

pH metre : Thermo

Magnetik karistiricisi - IKA C-MAG HS7

Isitici tabla : IKAC-MAG HS7

Dijital termometre : IKA-ETS-D5

Otomatik pipet : Eppendorf

Spektrofotometre : Shimadzu

Peristaltik pompa : Shenchen

Elektroforez gii¢c kaynagi  : BIO-RAD
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Elektroforez tanki : BIO-RAD

Karigtirict (Vorteks) : Velp Scientifica SK-300
Calkalayici : Lab. Companion SK-300

Kar makinesi : Hoshizaki Ice Marker FM-80EE
Buzdolab1 : Argelik

3.1.3. Kullamlan Cozeltiler ve Hazirlanmalari

3.1.3.1. Homojenatin Hazirlanmasi i¢in Kullamlan Cézeltiler

1. 50 mM KH2PO4/ 1 mM EDTA/1 mM DTT /1 mM PMSF (pH: 7.0) = 1,02 g
KH2PO4, 0,0438 g EDTA, 0,0231 g DTT ve 0,0267g PMSF tartilip beherin icine
konuldu. Daha sonra meziir yardimiyla 120 mL saf suda ¢oziinlip pH’1 7,0’a ayarlanip

toplam hacim saf su 150 mL’ye tamamlandi.

3.1.3.2. Aktivite Ol¢iimii Icin Kullanilan Cozeltiler

1. 1 mM Tris/ 1 mM EDTA/ 1 mM MgCl. (pH:8.0) = 12,1407 g Tris, 0,1863 ¢
EDTA ve 0,9523 g MgCl; tartilip beherin i¢ine konuldu. Daha sonra meziir yardimiyla 80
mL saf suda ¢oziiniip pH 8,0°a ayarlanip toplam hacim saf su ile 100 mL’ye tamamlandi.
2. 20 mM GSSG Cozeltisi = 0,0623 g okside olan glutatyon tartilip saf su ile 5
mL’ye tamamlandi.

3. 2 mM NADPH Cozeltisti = 0,0083 g NADPH tartilip saf su ile 5 mL’ye

tamamlanda.

3.1.3.3. Afinite Kolonunda Gerekli Olan Cozeltiler

1. Afinite kolonunda rejenerasyon tampon 1 c¢ozeltisinin hazirlanist (0,1 M
CHsCOONa + 0,5 M NaCl pH:4,5) = 2,05 g sodyum asetat (CH3COONa) ve 7,305 ¢
NaCl tartilip beherin i¢ine konuldu. Daha sonra meziir yardimiyla 200 mL suda ¢6ziiniip
pH’14,5’e ayarlanip toplam hacim saf su ile 250 mL’ye tamamlandi.

2. Afinite kolonunda rejenerasyon tampon 2 ¢dzeltisinin hazirlanis1 (0,1 M Tris + 0,5

M NaCl pH:8,5) = 3,02 g Tris ve 7,305 g NaCl tartilarak beherin i¢ine konuldu. Daha



18

sonra meziir yardimiyla 200 mL suda ¢oziiniip pH’1 8,5’e ayarlanip toplam hacim saf su
ile 250 mL’ye tamamlandi.

3. Eliisyon tampon ¢ozeltisinin hazirlanisi (50 mM KH2POs + 1 mM EDTA + 1 mM GSH +
0,5 mM NADPH pH:7,3) = 0,34 g KH2PO4, 0,0146 g EDTA, 0,0307 g GSH ve 0,0207 g
NADPH tartilip beherin i¢ine konuldu. Daha sonra meziir yardimiyla 40 mL saf suda
¢oziiniip pH’s1 7,3’e ayarlanip toplam hacim saf su ile 50 mL’ye tamamlandi.

4. Yikama tamponu 1 ¢dzeltisinin hazirlanisi (50 mMKH2PO4+ 1 mM EDTA + ImMDTT
pH:7,3) = 3,400 g KH2POg4, 0,1464 EDTA ve 0,0773 g DTT tartilip beherin i¢ine
konuldu. Daha sonra meziir yardimiyla 450 mL saf suda ¢oziiniip pH’s1 7,3’e ayarlanarak
toplam hacim saf su ile 500 mL’ye tamamlandi.

5. Yikama tampon 2 ¢ozeltisinin hazirlanis1 (50 mM KH2PO4+ 1 mM EDTA + 1 mM DTT
+ 80 mM KCI pH:7,3) = 1,7005 g KH2PO4, 0,0736 g EDTA, 0,0385 g DTT ve 0,0745 ¢
KCI tartilip beherin igine konuldu. Daha sonra meziir yardimiyla 200 mL saf suda

¢oziiniip pH’s1 7,3’¢ ayarlanip toplam hacim saf su ile 250 mL’ye tamamlandi.

3.1.3.4. SDS-PAGE Elektroforez i¢cin Kullanilan Cézeltiler

1. 1 M Tris-HCI (pH: 8,8) = 6,0055 g Tris tartilip beherin i¢ine konuldu. Daha sonra meziir
yardimiyla 40 mL suda ¢6ziiniip pH’s1 8,8’¢ ayarlanip toplam hacim saf su ile 50 mL’ye
tamamlanda.

2. 1 M Tris-HCI (pH:6,8) = 6,0055 g Tris tartilip beherin i¢ine konuldu. Daha sonra meziir
yardimiyla 40 mL suda ¢6ziinlip pH’s1 6,8’e ayarlanip toplam hacim saf su ile 50 mL’ye
tamamlanda.

3. %30 Akrilamid-%0,8 Bisakrilamid Cozeltisi = 0,4 g bisakrilamid 15 g akrilamid tartilip
beherin i¢ine alinip 35 mL suda ¢6ziiniip toplam hacim saf su ile 50 mL’ye tamamlandi.

4. %]10’luk Amonyum Persiilfat Cozeltisi = 1 g amonyum persiilfat tartilip toplam hacim saf
su ile 10 mL’ye tamamlandi.

5. %10’luk SDS (Sodyum Dodesil Siilfat) Cozeltisi = 3 g SDS tartilip toplam hacim saf su
ile 30 mL’ye tamamlandi.

6. Yiiritme Tamponu = 6,04 g Tris ve 30,04 g glisin tartilip 1500 mL saf suda ¢oziindii.
Daha sonra %10’luk SDS’den 20 mL eklenip pH’s1 8,5’e ayarlanip toplam hacim saf su

ile 2 mL’ye tamamlandi.
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Numune Tamponu = 0,5 mL pH’st 6,8 olan 1 M Tris-HCI, 1mL %10’luk SDS, 1 mL
%100’lik gliserin, 1 mL %0,1’°lik bromtimol mavisinde ¢ozeltileri eklenerek ve iizerine 1
mL saf su ile 10 mL’ye tamamlandi.

Sabitlesme Cozeltisi = 10 mL TCA ¢d6zeltisinden, 50 mL izopropanol ¢ozeltisinden ve 40
mL saf su ilave edilerek toplam hacim saf su ile 100 mL’ye tamamlandi.

Jel Boyama Cozeltisi = 0,1 g Coomassie Brilant Blue R-250 reaktifi tartilip beherin igine
konulur ve 10 mL asetik asit ¢dzeltisi icinde ¢Oziiniir. Daha sonra bu ¢dzeltinin iizerine 50
mL metanol ve 40 mL saf su eklenerek hazirlanir.

Jel Yikama Cozeltisi = 10 mL asetik asit ¢ozeltisi, 50 mL metanol ¢ozeltisi ve 40 mL saf
su karistirilip hazirlanr.

Ayirma Jel Cozeltisi = 1 M Tris-HCI (pH:8,8) ¢ozeltisinden 5 mL, %30’luk akrilamid ve
%0,8’lik bisakrilamid ¢ozeltiden 4,4 mL, %10’luk SDS ¢ozeltisinden 200 uL., TEMED
¢ozeltisinde 130 uL, 3,30 mL saf su ve %10’luk amonyum persiilfat 100 uL eklenerek bir
beherin i¢inde hazirlandi.

Yigma Jel Cozeltisi = 1 M Tris-HCI (pH:6,8) ¢ozeltisinden 440 uL, %30’luk ve %0,8’lik
bisakrilamid ¢o6zeltiden 800 pL, %10’luk SDS ¢o6zeltiden 30 uL, TEMED c¢o6zeltiden 30
uL, 2,450 mL saf su ve %10’luk amonyum persiilfat ¢ozeltisinden 50 pL konularak bir

beherin i¢inde hazirlandi.

3.1.3.5. Bradford Yéntemiyle Protein Tayini icin Hazirlanan Cézeltiler

1. BSA (Bovine Serum Albumin) = 0,01 g BSA tartilip beherin i¢ine konulup tizerine 10 mL

saf su konularak hazirlanir.

2. Coomassie Brilant Blue G-250 Hazirlanig1 = 0,01 g CoomassieBrilant Blue G-250 tartilip

beherin i¢ine konulur. Daha sonra 5 mL etanol ¢ozeltisi alinarak ¢oziiniir sonra iizerine 10

mL fosforik asit eklenerek toplam hacim saf su ile 100 mL’ye tamamlanur.
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3.2. Yontem

3.2.1. Homojenatin Hazirlanmasi

Bingdl Et ve Siit Kurumundan temin edilen ve -20°C’de porsiyonlar halinde saklanan
koyun kalp dokusundan 5g alindi ve kiigiik pargalara ayrildi. Daha sonra 15 mL
homojenat tamponu ilave edilerek homojenizatorle siispanse edildi. Elde edilen
stispansiyon ependorf tiiplerine konularak 15.000xg’de +4°C’de 45 dakikada santrifiij
edildi. Daha sonra ¢okelek kismi atilarak siipernatant kismi kullanilmak tizere bir behere

alindi. Boylece homojenat hazirlanmis oldu.

3.2.2. Enzim Aktivitesinin Ol¢iimii

GR
Enzim aktivitesi GSSG + NADPH + H* ——— 2GSH + NADP* tepkimesine gore
NADPH miktarindaki azalma dikkate alinarak spektrofotometrede 340 nm’de 3 dk
boyunca 6lgiildii. Calismadal mL kuvartz kiivetler kullanildi.
Kor kiivet igin = 200 pL Tris-Cl tamponu + 100 L. GSSG + 100 uL NADPH + 600 uL
saf su, numune kiivet igin = 200 uL Tris-CI tamponu + 100 pL GSSG + 100 uL NADPH
+ 575 pL saf su + 25 pL enzim ¢ozeltisi kullanildi. Enzim {initesi hesaplamasi asagidaki
formiille hesaplanir.
EU/mL = (AOD / 6,22) x (V1 IVE) x Sf
EU /mL: 1 mL’deki enzim iinite sayisi
AOD: 1 dakikadaki absorbans degisimi
6,22: Ekstinksiyon katsayis1 (1 mM NADPH’1n olusturdugu absorbans say1si)
V1: Toplam kiivet hacmi
VE: Kiivete eklenen enzim numune hacmi

St: Seyreltme faktorii

3.2.3. Amonyum Siilfat Coktiirmesi ve Diyaliz

Amonyum siilfat su icinde yiiksek c¢oziiniirliige sahiptir ve proteinler denatiirasyona
ugramadan ¢okme gerceklesir. Sulu ortamda bulunan proteinlerin ¢evresi ii¢ boyutlu bir

sekilde bir hidrasyona ugrar. Yiiksek tuz konsantrasyonunda suyun yiizey gerilimi artar.
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Protein su ile temas yiizeyini azaltmak i¢in ylizey alanin1 kii¢iiltiir ve bunun sonucunda
protein ¢oker. Hazirladigimiz stipernatant kismi behere alindiktan sonra sirayla %0-20,
%20-30, %30-40, %40-50, %50-60 ve %60-70 araliginda ¢oktiirme yapildi. Her aralikta
asagidaki formiilii kullanilarak amonyum siilfat (NH4).SOsmiktar1 hesaplandi.

g(NH4)2S04= 1,77 x V % (S>-S1) (3.1)
3,54- S»

Burada;

V: Siipernatantin hacmini

Si: Baglangi¢ doygunluk yiizdesini

S2: Son doygunluk yiizdesini gostermektedir.

Her aralik i¢in amonyum siilfat miktar1 hesaplandiktan sonra magnetik karistirici ile azar
azar amonyum siilfat eklenmesi yapilarak ¢oziinmesi saglandi. Her aralik igin +4°C’de
10.000 xg’de 15 dakika santrifiij yapilarak ¢okelek ve siipernatantin aktivitelerine bakildi
ve enzimin ¢ékme aralig1 belirlendi. Coktiirme isleminden sonra behere 20 mL homojenat
tamponu alindi ve tizerine 180 mL saf su eklenerek 200 mL’ye tamamlandi. Daha sonra
elde edilen ¢okelek beherin icine konularak 2 saat siireyle diyaliz yapildi. Kiigiik molekiil

kiitleli molekiiller uzaklagtirildi.

3.2.4. 2", 5" ADP Sepharose-4B Afinite Kromatografisi ile Enzimin Saflastiriimasi

2', 5' ADP sepharose-4B afinite kromatografisi ile enzimin saflastirilabilmesi igin
oncelikle 2', 5 ADP sepharose-4B jeli ile paketlenmis ve dengelenmis olan kolon
sirastyla 45 mL0,1 M Sodyum asetat + 0,5 M NaCl pH: 4,5,45 mL 0,1 M Tris + 0,5 M
NaCl pH: 8,5 tamponlari ile rejenere edildi. Daha sonra kolon tekrara dengelem tamponu
ile dengelendi. Dengeleme sonrasi kolona enzim numunesi yiiklenerek yikama islemine
gecildi. Yikama islemi sirast ile 20 mL50 mM KH2POs + 1 mM EDTA + 1 mM DTT pH:
7,3 + 20 mL 50 mM KH:POs + 1 mM EDTA + 1 mM DTT + 80 mM KCI pH: 7,3
tamponlan ile gergeklestirildi. Yikama isleminin tamamlandig1 spektrofotometrede 280
nm’de eliiat ve yikama tamponlarinin absorbanslarinin yaklasik olarak esitlenmesinden

anlasildi. Kolonun yikama islemi yapildiktan sonra kolona eliisyon tamponu (50 mM
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KH2POs + 1 mM EDTA + 1 mM GSH + 0,5 mM NADPH pH: 7,3) tatbik edilerek enzim
eliie edildi. Eliiatlar 1,5 mL olacak sekilde tiiplere alind1 ve daha sonra her bir tiipteenzim
aktivitesi ol¢iildii. Aktif tiipler birlestirilerek aliqtiitlere ayrildi ve -20 °C’de inkiibasyona
birakildu.

3.2.5. SDS-PAGE Yontemi ile Enzim Safliginin Kontrolii

SDS-PAGE yontemi ile enzim safliginin kontrolii Laemmli metodu kullanilarak yapildi
(Laemmli, 1970). Bu metot proteinlerin elektriksel alanda yiiriitiillmesi ve molekiil
biiytikliiklerine gore ayrilmasi s6z konusudur. Bu is i¢in oncelikle Laemmli metoduna
gore %3’°lik yigma ve %8’lik ayirmay1 igeren bir SDS-PAGE jeli hazirlandi. Hazirlanan
ayirma jeli 20x10 cm ebadindaki elektroforez camlarinin arasina st taraf 1-2 cm kalana
kadar tatbik edildikten sonra kalan kisma yigma jeli tatbik edildi ve kuyularin olusmasi
icin tarak yerlestirildi. Jel donduktan sonra tarak c¢ikarildi. Boylece SDS-PAGE jeli

hazirlanmis oldu.

2', 5'ADP Sepharose-4B afinite kromatografisinde elde edilen eliisyon ¢ozeltilerini 100
pL alinarak numaralandirilmis tiiplere konulur ve iizerine 100 pL. numune tamponu ve 50
uL glisin eklenir. Daha sonra tiiplerin agizlarini kapatip su dolu bir beherin icerisinde
kaynatilir ve bdylece proteinler primer yapiya doniisiir. Olusturulan kuyulara denatiire
edilmis enzim ¢ozeltisinden 20 pL ve standart protein numunesinden de 10uL yiiklendi
ve camlar ilgili yere kondu. Daha sonra tanka yiiriitme tamponu ¢o6zeltisi eklenip
elektroforez hazir hale getirildi. Baglangigta 25 dk kadar 80 volt akim uygulandi ve daha
sonra proteinler tamamen yiirliyene kadar (yaklasik olarak 2 saat) akim miktar1 120 volta
c¢ikarildi. Islem sonunda akimi durdurup jel dikkatli bir sekilde plakalarin arasindan
cikarilarak jel sabitleyici ¢ozeltisine kondu. Jel sabitleyici ¢ozeltisine konulan jel
calkalama cihazinda 40 rpm’de yaklasik olarak 30 dakikada bekletildi. Daha sonra
cikarilip boyama c¢ozeltisine kondu ve sonra yaklasik olarak 40 rpm’de 2 saat kadar
bekletildi. Boyama isleminden sonra jel ¢ikarilip protein bantlart belirginlesene kadar

yikama ¢ozeltisi ile yikandi. Islem tamamlandiktan sonra yikanan jelin fotografi cekildi.
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3.2.6. SDS-PAGE ile Enzimin Molekiil Kiitlesinin Tayini

GR enziminin molekiil kiitlesini bulmak i¢in 35, 48, 63, 75, 100, 135, 180 ve 245 kDa
molekiil kiitlelerine sahip 8 adet standart proteinden olusan kit kullanildi. SDS-PAGE’de
elde edilen jel fotografi yardimiyla Ri-log My grafigi ¢izildi. Grafik yardimiyla elde

edilen dogru denklemi yardimiyla GR enziminin molekiil kiitlesi bulundu.

3.2.7. Bradford Yontemiyle Protein Tayini

Bradford yontemi bir ¢6zeltideki protein miktarinin bulunabilmesi igin gergeklestirilen en
onemli metotlardan biridir (Bradford, 1976). Bradford yonteminde eksi yiiklii olan
Coomassie Brilant Blue G-250 boyasinin siilfonik asit grubuyla proteindeki amino asidin
pozitif yiikk kism1 olan NH3* grubuna stabil bir sekilde baglanir. Olusan boya ve protein
kompleksi mavi renk verir. Protein konsantrasyonunu belirlemek iginde
spektrofotometrede 595 nm’de 6lgiim yapilir. Oncelikle standart grafiin hazirlanmasi
icin 10 mL’de 0,01 g bovine serum albiimin (BSA) ¢ozeltisi hazirland1 ve sirasiyla tiiplere
10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90 ve 100 uLL BSA ¢ozeltisi konuldu. Daha sonra her bir
tiipe 4,9 mL Coomassie Brilant Blue G-250 boyasi eklendi. Her tiipiin toplam hacmi 5
mL olacak sekilde saf su eklendi. Kor i¢in kullanilan tiipte 100 pL saf su ve 4,9 mL
Coomassie Brilant Blue G-250 boyasi diger tiiplere ise 10 kat seyreltilmis homojenat, 10
kat seyreltilmis amonyum siilfat ¢okeltisi ve 2, 5 ADP Sepharose 4B afinite
kromatografisinden elde edilen enzim ¢ozeltisi igin tiipler hazirlandi. Her bir tiip
vortekslenip 10 dakika boyunca inkiibasyona birakildi. Sonrasinda spektrofotometrede 3
mL’lik kiivetlerde kore karst 595 nm’de absorbans degerleri 6lgiildii. Elde edilen bu
degerlerle standart grafik ¢izildi ve bu grafikten elde edilen dogru denklemi yardimiyla

ilgili numunelerin protein miktarlari belirlendi.
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3.2.8. Enziminin Karakterizasyon Cahismalari

3.2.8.1. Optimum pH Cahsmasi

Bu is i¢in pH’lan 5,5, 6,0, 6,5, 7,0, 7,5 ve 8,0 KH2POg4ve pH’lar1 7,5, 8,0, 8,5 ve 9,0 Tris-
HCI tamponu ¢6zeltileri hazirlandi. Potasyum fosfat ve Tris-HCI tampon ¢ozeltilerinin

her birinin pH araligindaki enzim aktivitelerinin 6lgtimleri yapildi ve grafik edildi.

3.2.8.2. Optimum Iyonik Siddet Cahsmasi

Belirlenen optimum pH’da optimum iyonik derisiminin belirlenmesi i¢in 0,1, 0,2, 0,3,
04, 0,5, 0,6, 0,7, 0,8, 0,9, 1,0, 1,2 ve 1,4 M’lik KH2PO4 tampon ¢ozeltileri kullanilarak

enzim aktivitelerine bakildi.

3.2.8.3. Stabil pH Calismalari

Enziminin stabil pH’siin belirlenmesi i¢in pH’lar1 5,5, 6,0, 6,5, 7,0, 7,5 ve 8,0 KH2PO4
ve pH’lar1 7,5, 8,0, 8,5 ve 9,0 olan Tris-HCI ¢ozeltilerinden 150 pL alinip ependorf
tiiplerine konuldu ve her birinin tizerine 150 pL enzim ¢ozeltisi eklenerek 24 saatte bir, 6

glin boyunca aktivite dl¢iimii yapildi.

3.2.8.4. Optimum Sicakhik Calismasi

Enziminin optimum sicakliginin belirlenmesi i¢in 0°C ile 90°C araliginda 10’ar °C’lik

artirimlarla aktivite 6lgtimleri yapildi.
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3.2.8.5. NADPH VE GSSG Substratlar1 icin Km ve Vinax Degerlerinin Bulunmasina

Yonelik Calismalar

Enziminin substratlarinin Km ve Vmax degerlerinin bulunmasi i¢cin NADPH ve GSSG
substratlarinin 5 farkli konsantrasyonunda aktivite &lgiimleri yapildi. Oncelikle
substratlardan NADPH 1n konsantrasyonu sabit tutularak 5 farkli GSSG konsantrasyonu
Ol¢tim yapildi. Daha sonra ayni sekilde GSSG konsantrasyonu sabit tutularak 5 farkli
NADPH konsantrasyonu 0Ol¢iim gergeklestirildi ve Lineweark-Burk grafikleri elde

edilerek Km ve Vmax verileri elde edildi.



4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1. Amonyum Siilfat Coktiirmesine Yonelik Calisma Sonuclar:

26

Bolim 3.2.3°de agiklandigi gibi yapilan (NHs)2SOs ¢oktiirmesine yonelik elde edilen

sonuglar Tablo 4.1 ve Sekil 4.1°de gosterildi.

Tablo 4.1. Amonyum siilfat ¢oktiiriilmesinde elde edilen sonuglar

Amonyum Siilfat (%) Siipernatant (EU/mL) Cokelek (EU/mL)
0-20 0,064 -
20-30 0,042 -
30-40 0,053 0,025
40-50 0,042 0,035
50-60 0,032 0,074
60-70 0,013 0,068
70-80 0,012 -
0,08
-
£ 0,06
o
= 0,04
3
S 0,02 I I
< 0
0-20 20-30 30-40 40-50 50-60 60-70 70-80

%Amonyum siilfat

Siipernatant MW Cdkelti

Sekil 4.1. Amonyum siilfat ¢oktiiriilmesinde elde edilen veriler grafigi
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4.2.2', 5" ADP Serharose-4B Afinite Kromatografisi Aktivite Sonuclar:
Bolim 3.2.4’de izah edildigi sekilde 2', 5° ADP Serharose-4B afinite kromatografisi
esnasinda enzim eliisyonu gergeklestirildi ve eliiatlardaki sonuglar Tablo 4.2 ve Sekil

4.2’de gosterildi.

Tablo 4.2. Saflagtirma isleminde elde edilen tiipler ve aktivite verileri

Tiip Sayisi Aktivite (EU/mL)
1 0,002
2 0,001
3 0,003
4 0,000
5 0,006
6 0,084
7 0,142
8 0,070
9 0,013

10 0,029
11 0,015
12 0,000
13 0,007
14 0,007
15 0,004
16 0,003
17 0,000
18 0,002
19 0,002

N
o

0,002
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Absorbans (340 nm)
o
o
(o¢]

0 5) 10 15 20 25
Tip sayist

Sekil 4.2. 2', 5' ADP Serharose-4B afinite kromatografisinden elde edilen eliiatlar aktivite verileri grafigi

4.3. GR Enziminin Saflik Kontrolii ve Alt Biriminin Molekiil Kiitle Sonuclari

Bolim 3.2.5°te izah edildigi sekilde amonyum siilfat c¢oktiirmesi ve afinite
kromatografisinden elde edilen saf GR enziminin saflifi SDS-PAGE yontemiyle kontrol
edildi. Sonuglar Sekil 4.3’te verildi.

Sekil 4.3. Elde edilen SDS-PAGE fotografi (Protein Marker PS11(Standartlar): 35 kDa, 48 kDa, 63 kDa, 75
kDa, 100 kDa, 135 kDa, 180 kDa ve 245 kDa)
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Elektroforezde saflastirilan GR enzimin alt birimlerinin molekiil kiitlesinin bulunmasi

icin Sekil 4.3’teki veriler kullanilarak log Mk-R¢ grafigi ¢izildi. Cizilen grafik yardimiyla

saflagtirilan koyun kalp dokusundaki GR enziminin alt birimlerinin mol kiitlesi ~70 kDa

olarak bulundu (Sekil 4.4).

5,6 y = -1,0859x + 5,5438
R>=0,9948
52
=
o 4.8
o
—
44
4
0 0,2 0,4 0,6 0,8

Sekil 4.4. GR enzimin alt birimlerinin molekiil kiitlesinin bulunmas: ¢izilen log My-Rs grafigi (Saf enzim

igin Ry: 63)

Bolim 3.2.4’te anlatildigi sekilde 2', 5 ADP Serharose-4B afinite kromatografisi

esnasinda enzim saflastirilan enzimin saflastirma basamaklar1 ve bazi 6zelliklerinin

sonuglar1 Tablo 4.3’te gosterildi.

Tablo 4.3. Enzimin saflastirilmasi ile ilgili elde edilen tablo

Numune fiiri Toplam Aktivite  Protein Toplam Toplam  Spesifik Y%aVerim  Saflagtirma
hacim (EU/mL) (mg/ml) Protein Aktivite Aktivite Katsayis
(mL) (mg) (EC/me.
protein)
Homojenat 10 0.160 0.876 8,760 1,600 0,183 100 1
Amonyum
siilfat 2 0,614 0,568 1.136 1,228 1.080 76,75 5.9
coktiirmesi
Afinite 9 0.077 00144 01296 1,166 3,35 72.87 191

kromatografisi
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4.4, Kantitatif Protein Tayininde Kullanilan Standart Grafik

Bolim 3.2.7°de anlatildigi gibi saflagtirma esnasinda elde edilen numunelerde protein
tayinlerinin yapilabilmesi i¢in 6ncelikle BSA kullanilarak standart grafik elde edildi. Ilgili
veriler Tablo 4.4’te ve elde edilen grafikte Sekil 4.5’te gosterildi.

Tablo 4.4. Kantitatif protein tayini igin elde edilen absorbans degerleri

ug protein Absorbans
10 1,137
20 1,199
30 1,277
40 1,306
50 1,353
60 1,463
70 1,533
80 1,569
90 1,650
100 1,739
L8 1 v —0,0066x - 1.0617

g 16

14

g

7

212

1

1] 20 40 60 80 100 120
Mikrogram protein

Sekil 4.5. Kantitatif protein tayini i¢in elde edilen standart grafik
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45. Karakterizasyon Islemlerine Ait Sonuclar

4.5.1. Optimum pH Calismasinin Sonuclari

Bolim 3.2.8.1°de izah edildigi gibi farkli pH’larda 0,1 M KH2PO4 ve 0,1 M Tris-HCI
tamponlari kullanarak hesaplanan degerler Tablo 4.5, Tablo 4.6 ve Sekil 4.6’da gosterildi.

Tablo 4.5. 0,1 M KH2PO,4tamponu kullanilarak farkli pH’larda 6lgiilen aktivite degerleri

pH Altivite (EU/mL)
5.5 0,142
6.0 0,144
6.5 0,070
7.0 0,012
7.5 0,012
8.0 0,016

Tablo 4.6. 0,1 M Tris-HCI tamponu kullanarak tamponu ile farkli pH’larda 6lgiilen aktivite degerleri

pH Aktivite (EU/mL)
7,5 0.110
8,0 0,019
8,5 0,012
9.0 0,014
0,16
% 0,12
o
< 0,08
S 0,04
0
5 6 7 g 9 10
pH

——Fosfat Tamponu ~ —@— Tris-HCI Tamponu

Sekil 4.6. Koyun kalp dokusunda GR enzimi i¢in yapilan optimum pH ¢aligmasimin sonucunu yonelik pH-
Aktivite grafikleri



4.5.2. Stabil pH Cahsmasinin Sonuclari
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Bolim 3.2.8.3’de anlatildigi gibi koyun kalp dokusunda GR enziminin stabil pH’sini
bulmak i¢in pH’lar1 5,5, 6,0, 6,5, 7,0, 7,5, ve 8,0 olan 0,1 M KH2PO4 ve pH’lar1 7,5, 8,0,
8,5 ve 9,0 olan Tris-HCI tampon ¢ozeltileri kullanilarak elde edilen veriler Tablo 4.7,
Tablo 4.8, Sekil 4.7 ve Sekil 4.8°te gosterildi.

Tablo 4.7. Stabil pH ¢alismast i¢in 0,1 M KH,PO4tamponu kullanilarak elde edilen enzim aktivitesi verileri

Zaman pH=353 pH=6,0 pH=65 pH=7.0 pH=7.5 pH=8.0
(Saat) (EU/mL) (EUmL) (EUmL) (EUmL) (EUmL) (EU/mL)
0 0,008 0,007 0,012 0,008 0,011 0,015
24 0,001 0,004 0,004 0,008 0,010 0,007
48 0,004 0,006 0,005 0,005 0,009 0,007
72 0,004 0,004 0,005 0,008 0,006 0,007
96 0,004 0,003 0,002 0,006 0,006 0,009
120 0,004 0,002 0,002 0.006 0,007 0,007
0.016 —8—pH:55
—e—pH. 6,0
0.014 pH: 6.5
—8—pH: 7.0
~ 0,012 —e—pH:7.5
4 -
? 0o | pH: 8.0
:5 \\\
E 0,008 : "y \/i\\
é 0,006 )@,( . o
0,0‘0‘4 - -\'\‘ . »
0.002 e
0
0 20 40 60 30 100 120 140
Zaman (Saat)

Sekil 4.7. Stabil pH ¢alismast i¢in 0,1 M KH2PO4 tamponu kullanilarak elde edilen enzim aktivitesi verileri

grafigi



Tablo 4.8. Stabil pH ¢alismast i¢in 0,1 M Tris-HCI tamponu kullanilarak elde edilen enzim aktivitesi

verileri

Zaman pH=175 pH=8.0 pH=85 pH=9.0
(Saat) Alctivite Altivite Alctivite Alctivite
(EU/mL) (EU/mL) (EU/mL) (EU/mL)
0 0.008 0,009 0,014 0,013
24 0,003 0.007 0,011 0.010
48 0,009 0.005 0.010 0,006
72 0.003 0,009 0,007 0,007
96 0,006 0.007 0.008 0,008
120 0,003 0,008 0,006 0,003
0,016 —e—pH: 7.5
0,014 —a—pH: 8.0
0,012 pH-8.3
g —8—pH: 9,0
£ om
pd
2 0,008
8" "
-5 0,006
< 0,004
0,002
0
0 50 100 150
Zaman (Saat)
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Sekil 4.8. Stabil pH ¢aligsmasi i¢in 0,1 M Tris-HCI tamponu kullanilarak elde edilen enzim aktivitesi verileri

grafigi
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4.5.3. Optimum Iyonik Siddet Cahsmasinin Sonuglari

Boliim 3.2.8.2°de izah edildigi gibi koyun kalp dokusunda GR enziminin optimum iyonik
siddetini belirlemek i¢in optimum pH’da (pH: 6,0) potasyum fosfat tamponunu farkli

konsantrasyonunda aktiviteler 6l¢iildii. Sonuglar Tablo 4.9 ve Sekil 4.9’da gosterildi.

Tablo 4.9. Optimum iyonik siddetin hesaplanmasi i¢gin KH,PO,4 tamponunun ¢esitli derisimlerinde elde
edilen aktivite verileri

KHoPO4 (mM) Aktivite (EU/mL)

20 0,023
40 0,027
60 0,035
80 0,037
100 0,033
120 0,035
140 0,037
160 0,038
180 0,036
200 0,038
240 0,045
280 0,042
0,05

A

2004

-

g

L

=

£ 0,03

<

0,02
0 50 100 150 200 250 300
KH,PO, (mM)

Sekil 4.9. Optimum iyonik siddetin hesaplanmasi i¢in KH2PO4 tamponunun gesitli derisimlerinde elde
edilen aktivite 6l¢iim sonuglar1 grafigi
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Bolim 3.2.8.4’te anlatildigi gibi koyun kalp dokusunda GR enziminin optimum

sicakliginin belirlenmesi i¢in 0°C-90°C arasinda her 10°C’de bir aktivite Olglimleri

yapildi. Elde edilen sonuglar Tablo 4.10 ve Sekil 4.10°da gosterildi.

Tablo 4.10. Optimumum sicaklik i¢in optimum pH’da elde edilen aktivite verileri tablosu

0,12 -

=
=] =
o0 —

=
=
(=]

Aktivite (EU/mL)

Sicaklik (°C) Aktivite (EU/mL)

0 0,019
10 0,026
20 0,033
30 0,046
40 0,047
50 0,056
60 0,077
70 0,107
80 0,106
90 0,080

Sekil 4.10. Optimum sicaklik i¢in optimum pH’da elde edilen aktivite-sicaklik grafigi

20

40 60

Sicaklik (°C)

g0

100
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4.5.5. NADPH ve GSSG Substratlarin Km ve Vmax Degerlerinin Sonuclari

Bolim 3.2.8.5’te izah edildigi gibi GSSG ve NADPH substratlart icin Km ve Vmax
degerlerinin belirlenmesi i¢in GSSG’nin sabit konsantrasyonda ve 5 farkli NADPH
konsantrasyonda aktivite Olgtimleri yapildi. Elde edilen sonuglar ile 1/NADPH-1/V
(Lineweaver-Burk) grafigi ¢izildi. Sonuglar Tablo 4.11 ve Sekil 4.11°de gosterildi.

Benzer sekilde NADPH’n sabit konsantrasyonunda ve GSSG 5 farkli konsantrasyonda
aktivite olgtimleri yapildi. Elde edilen sonuglarla 1/GSSG-1/V (Lineweaver-Burk) grafigi
cizildi. Sonuglar Tablo 4.12 ve Sekil 4.12°de gosterildi.

Tablo 4.11. NADPH substratinin Ky Ve Vmax degerlerinin bulunmasi igin elde edilen veriler

NADPH (mM)  1/NADPH (mM) v Y
0,25 4 0,050 200

0,50 2 0,013 76,923

1 1 0,018 55,555
15 0,666 0,025 40

2 05 0,028 35,714

y =46,338x + 5,9593

R?=0,9671
250
200 [

150
2
—

100

.
50
8
-1 0 1 2 3 4 5

1/[NADPH] mM

Sekil 4.11. NADPH substratinin Ky ve Vmax degerlerinin belirlenmesi igin ¢izilen Lineweaver-Burk
grafigi



Tablo 4.12. GSSG substratinin Ky ve Vmax degerlerinin bulunmast igin elde edilen veriler

[GSSG] (MM)  1/[GSSG] (MM) v Y
0,2 5,0 0,008 125
0,5 2,0 0,012 83,33
1 1,0 0,018 55,555
2 0,50 0,028 35,714
4 0,25 0,030 33,333
140 y = 19,385x + 32,663
R2=0,9597
120 ®
100
o
80
3
60
40 ®
20
-3 -2 -1 ” 0 1 2 3 4 5 6
1/[GSSG] mM

Sekil 4.12. GSSG substratinin Ky ve Vmax degerlerinin bulunmast i¢in ¢izilen Lineweaver-Burk grafigi

37
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5. SONUCLAR VE ONERILER

Serbest radikaller dis orbitallerinde bir ya da daha fazla eslesmemis elektron bulunduran
atom veya molekiiller olarak tanmimlanir. Eslesmemis elektron igeren atom veya
molekiiller baska maddeler ile kolaylikla tepkimeye girebilirler. Bu tiir atom ve
molekiiller serbest radikal olarak adlandirilir. Serbest radikalleri detoksifiye edebilen ve
olusturduklart hasar1 giderebilen maddelere antioksidan maddeler denir. Organizmada
olusan radikaller ile antioksidan maddeler arasinda bir dengenin olmas1 gerekir. Bu denge
bozuldugu takdirde oksidatif stres gergeklesebilir. Oksidatif stres hiicre i¢inde hem
lipitlerin membran yapisini hem de enzimlerin yapisini bozar. Ayni1 zamanda proteinlerin
peptit bagin1 da etkiler ve DNA ile tepkimeye girerek DNA’daki zincirin kirilmasina
neden olabilirler. Oksidatif stresin olugsmasi sonucunda dokuda hasar, kanser olusumu,
Parkinson, Alzheimer, kardiyovaskiiler rahatsizliklar ve diyabet gibi hastaliklar
gelisebilir. Bu konularla ilgili ¢ok sayida ¢alismalar yapilmistir (Demir ve Yorik, 2022;
Sies, 1991; Gutteridge, 1995).

Glutatyon (GSH) hiicre i¢inde 6nemli bir antioksidan molekiildiir. Bu molekiil hiicre
dongiisiiniin diizenlenmesi, gen ekspresyonu ve bagisiklik fonksiyonu gibi bir¢cok hayati
olayda rol oynar. Bir tripeptit olan glutatyon, yapisinda bulundurdugu -SH (tiyol) grubu
sayesinde antioksidan mekanizmada 6nemli bir role sahiptir.

GR
GSSG+NADPH+H" — 5 2GSH + NADP*

Yukaridaki reaksiyonda goriildiigii gibi glutatyon mekanizmasinda ¢ok dnemli bir role
sahip olan glutatyon rediiktaz (E.C 1.8.1.7), NADPH varliginda okside glutatyonu
(GSSQ) indirgenmis glutatyona (GSH) doniistimiinii saglar. Hiicre icinde GSH/GSSG
orant da ¢ok onemlidir. Oksidatif stresin artmasiyla GSSG miktar1 yilikselir ve sonug
olarak bu oranin azalmasina neden olur. Bu durum da hiicreler icinde radikal madde
sayisinin artmast s6z konusudur (Dudak ve ark., 2023; Karadag, 2019; Carlberg and
Mannervik, 1985)
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Calismamizda koyun kalp dokusundan GR enziminin saflastirilmasi i¢in %30-70 arasinda
amonyum siilfat c¢oktlirmesi yapildi (Sekil 4.1, Tablo 4.1). Yapilan literatiir
arastirmalarinda koyun beyni GR enzimi i¢in %35-55(Acan and Tezcan, 1989), tavuk
karacigeri GR enzimi i¢in %30-70 (Erat et al., 2005), fare karacigeri GR enzimi i¢in
%40-80 (Lopez Barea and Lee, 1979), koyun karacigeri GR enzimi igin %0-70 (Ulusu et
al., 2003) ve s1g1r eritrosit GR enzimi i¢in %30-70 (Erat et al., 2003) olarak bulunmustur.
Goriindiigli gibi koyun kalp dokusu GR enzimi i¢in buldugumuz bu sonug ile Erat ve
arkadaslarinin tavuk karacigerinde ve sigir eritrositlerinde bulduklar1 doygunluk araligi

ile aynidir. Ancak diger caligmalarda bulunan sonugtan farklidir.

Sonraki asamada ise koyun kalp dokusu GR enziminin saflastirilmast i¢in 2', 5'-ADP
Sepharose 4B afinite kromatografi yontemi kullanildi. 2', 5'-ADP Sepharose 4B afinite
kromatografisi substratit NADPH olan enzimleri daha kolay baglama yetenegine sahiptir.
2', 5'-ADP Sepharose 4B afinite kromatografisi ile saflagtirma yapilirken Tablo 4.3’ten
elde edilen eliiatlar ve eliiatlarin enzim aktivesi Tablo 4.2 ve Sekil 4.2°de gosterilmistir.
Ayrica elde edilen saflastirma sonuclar1 Tablo 4.3’te gosterilmistir. Tablo 4.3’ten
goriindiigii gibi 5,35 EU/mg. protein spesifik aktivitesine sahip GR enzimi % 72,87
verimle 191 kat saflastirildi.

Ulusu ve Tandogan (2007), 2', 5'-ADP Sepharose 4B afinite kromatografisi ve DEAE
Sepharose Fast Flow kromatografisi kullanarak sigir karacigerinde 185 EU/mg. protein
spesifik aktivitesine sahip GR enzimini %38,4 verimle 5456 kat saflastirmislardir.
Yapilan bir baska calismada ise Ulusu ve arkadaglar1 tarafindan (2003) 2', 5'-ADP
Sepharose 4B afinite kromatografisi ve Sephadex G-200 Jel kromatografisi yontemlerini
kullanilarak 47,27 EU/mg. protein spesifik aktivitesine sahip koyun karacigeri GR enzimi
%14,1 verimle 1477 kat saflagtirilmistir. Ulusu ve Tandogan (2010) yaptiklar1 baska bir
caligmada 2', 5'-ADP Sepharose 4B afinite kromatografisi ve DEAE Sepharose kolon
kromatografisi kullanarak 727 EU/mg. protein spesifik aktivitesine sahip sigir bdbrek
korteksi GR enzimini %85 verimle 34806 kat saflastirmistir.

Enzimin saflik derecesinin kontrol edilmesi ve alt birimlerinin molekiil kiitlesinin
bulunmasi i¢in SDS-PAGE yontemi kullanildi. Elde edilen jel fotografi Sekil 4.3’te

gosterildi. Sekil 4.3’te goriildiigii gibi birinci kolonda tek bant mevcuttur ve bu da
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enzimin saf olarak elde edildigini gostermektedir. Ayrica Sekil 4.3.’teki jel fotografindan
faydalanilarak log Mk-Rf grafigi ¢izildi. Cizilen grafik yardimi ile koyun kalp dokusu GR
enziminin alt birimlerinin molekiil kiitlesi 70 kDa olarak bulundu (Sekil 4.4). Literatiir
arastirmalarina gore sigir karacigeri (Ulusu ve Tandogan, 2007) i¢in GR enzimin mol
kiitlesi 55 kDa, sigan bobregi (Can et al., 2010) i¢in GR enzimin mol kiitlesi 53 kDa,
hindi karacigeri (Tager and Ciftci, 2012) i¢in GR enziminin mol kiitlesi 65 kDa, tavuk
karacigeri (Erat et al., 2005) i¢cin GR enzimini mol kiitlesi 45 kDa ve sigir eritrosit (Erat
et al., 2003) i¢in GR enziminin mol kiitlesi 66 kDa olarak bulunmustur. Tarafimizdan
bulunan molekiil kiitlesi degeri Taser ve Ciftci’nin (2012) hindi karacigeri GR enzimi,
Erat ve arkadaglart (2003) sigir eritrosit GR enziminin mol kiitlelerine yakin bir
degerdedir. Ulusu ve Tandogan’nin (2007) si8ir karacigeri GR enzimi, Erat ve arkadaglari
(2005) tavuk karacigeri GR enzimi ve Can ve arkadaslar1 (2010) sican bobregi GR enzimi
icin buldugu degerden farklidir.

Karakterizasyon g¢alismalarinda enzimin optimum pH’sinin bulunabilmesi i¢in 0,1 M
KH2PO. (pH: 5,5, 6,0, 6,5, 7,0, 7,5 ve 8,0) ve 0,1 M Tris-HCI (pH: 7,5, 8,0, 8,5 ve 9,0)
tamponlari ile parantez iginde verilen pH’larda aktiviteler 6l¢iildii ve Tablo 4.5, Tablo 4.6
ve Sekil 4.6°da gosterildi. Sekil 4.6°dan goriindiigii gibi en yiiksek aktivite KH2POa
tamponunda pH: 6,0 olarak elde edildi. Dolayisiyla enzimin optimum pH’s1 6,0 olarak
kabul edildi. Yapilan literatiir taramasinda sigir eritrosit GR enziminin optimum pH’s1 7,3
(0,05 M KH:PO+ tamponundan) (Erat et al., 2003), koyun karacigeri GR enziminin
optimum pH’s1 8,0 (0,05 M Tris-HCI tamponundan) (Ulusu et al., 2005), tavuk
karacigeri GR enziminin optimum pH’s1 7,0 (0,075 M Tris-HCI tamponundan) (Erat et
al., 2005), hindi karacigeri GR enziminin optimum pH’st 7,5 (0,1 M KH2PO4
tamponunda) (Taser ve Ciftci, 2012) ve sigir bobrek korteksi GR enziminin optimum
pH’s1 ise 7,2 (0,1 M KH:POs4 tamponunda) (Tandogan ve Ulusu, 2010) olarak
bulunmustur. Gorlindiigii gibi tarafimizdan bulunan koyun kalp dokusu GR enziminin
optimum pH’s1 s6z konusu literatiirlerde verilen optimum pH’lardan farklidir. Bu farklilik
koyun kalp dokusu GR enziminin sozii edilen enzimler ile izoenzim olma ihtimali ile

agiklanabilir.

Enzim i¢in stabil pH’nin belirlenmesi amaciyla 0,1 M KH:POs4 ve 0,1 M Tris-HCI

tamponlar1 kullanilarak 6 gilin boyunca 24 saatte bir enzim aktivitesi dl¢lildii ve elde
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edilen aktivite degerleri Tablo 4.7, Tablo 4.8, Sekil 4.7 ve Sekil 4.8’de gosterildi. Sekil
4.7 ve Sekil 4.8’den goriildiigli gibi enziminin aktivitesinin 6 glin boyunca en ¢ok
korundugu pH, pH: 8,0 (0,1 M KH2PO. tamponundan) olarak goriinmektedir. S6z konusu
enzimin stabil pH’s1 hindi karacigeri (Taser ve Ciftci, 2012), sigir eritrosit (Erat et al.,
2003), tavuk karacigeri (Erat et al. 2005) ve koyun karacigerinde (Ulusu et al., 2005)
sirastyla 8,5, 7,3, 7,4 ve 5,5 olarak hesaplanmistir. Bu sonuglara gore koyun kalp dokusu
GR enziminin stabil pH’s1 hindi karacigerinin pH’smma yakin bir degerdeyken

digerlerinden farklidur.

Koyun kalp dokusunda optimum iyonik siddetin bulunabilmesi i¢in 20-280 mM KH2POx
araliginda (Tablo 4.9) enzim aktivitesi Ol¢iildii ve elde edilen sonucglar Sekil 4.9°da
gosterildi. Sekil 4.9’dan goriindiigli gibi enzimin maksimum aktivite gosterdigi KH>PO4
derisimi 240 mM’dir. Dolayisiyla enzimin optimum iyonik siddeti 240 mM KH2POs
olarak kabul edildi.

Daha once yapilan g¢alismalarda sigir eritrosit GR enzimi i¢in 435 mM (KH2POs
tamponunda) (Erat et al., 2003), tavuk karacigeri i¢in 750 mM (Tris-HCI tamponunda)
(Erat et al., 2005), koyun karacigerinde 50 mM (Tris-HCI tamponundan) (Ulusu et al.,
2005) ve hindi karacigerinde 100 mM (KH2PO. tamponunda) (Taser ve Ciftci, 2012)
olarak tespit edilmistir. Buldugumuz sonu¢ bu sonuglarla karsilastirdiginda farkli bir

sonu¢ oldugu goriilmektedir.

Koyun kalp dokusu GR enziminin optimum sicakliginin belirlenmesi amaci ile 0-90°C
araliginda 10’ar °C araliklarla enzim aktivitesi olgiildii ve Tablo 4.10 ve Sekil 4.10’da
gosterildi. Sekil 4.10’dan goriildiigii gibi en yiiksek enzim aktivitesi 70°C elde edildi.
Dolayisiyla enzimin optimum sicakligi 70°C olarak kabul edildi. Literatiir taramalarinda
sigir bobrek korteksi (Tandogan ve Ulusu, 2010), tavuk karacigeri (Erat et al., 2005),
koyun karacigeri (Ulusu et al. 2005), sigir karacigeri (Tandogan ve Ulusu, 2007) ve sican
bobregi (Can et al., 2010) GR enzimleri i¢in elde edilen optimum sicaklik degerleri sirasi
ile 50, 50, 60, 50 ve 65°C olarak bulunmustur. Goriildiigii gibi tarafimizdan bulunan
koyun kalp dokusu GR enziminin optimum sicaklig1 yukarida siralanan optimum sicaklik
degerlerinden daha yliksektir ve genelde beklenmeyen bir sonugtur. Bu durum s6z konusu

enzimin diger enzimlerin bir izoenzimi oldugu fikrini kuvvetlendirmektedir.
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Enzimin substratlar1 olan NADPH ve GSSG substratlarinin Ky ve Vmax degerlerinin
hesaplanabilmesi icin ¢izilen Lineawear-Burk grafiklerinden yararlanildi. NADPH igin
Kwm degeri 7,776 mM, Vmax degeri 0,1678 EU/mL (Tablo 4.11 ve Sekil 4.11); GSSG igin
ise Km degeri 0,593 mM, Vmax degeri ise 0,0306 EU/mL (Tablo 4.12 ve Sekil 4.12)
olarak hesaplandi. Elde edilen Km degerlerine gore enzimin GSSG’ye olan ilgisinin
NADPH’a gore daha fazla oldugu sonucuna varildi. S6z konusu enzimin substratlar i¢in
daha 6nce yapilan ¢alismalarda cesitli sonuglar elde edilmistir. Ornegin fare karacigeri
GR enzimi i¢in (Lopez Borea and Lee, 1979) elde edilen NADPH ve GSSG’ye ait Km
degerleri sirasiyla 5,9 ve 107 uM’dir. Yapilan bir diger ¢caligmada si8ir eritrosit (Erat et
al., 2003) GR enziminin NADPH substrat1 igin Km degeri 71,4 mM, Vmax degeri ise
0,9314 EU/mL; GSSG substrat1 i¢in elde edilen Ku degeri 149,7 mM, Vmax degeri ise
0,6766 EU/mL’dir. Yine Erat ve arkadaslar1 (2005) tarafindan tavuk karacigerinde yapilan
bir calismada NADPH ve GSSG substratlari i¢in elde edilen Ky ve Vmax degerleri
sirastyla 0,1252 mM, 0,1542 mM ve 1,2656 EU/mL, 0,6677 EU/mL olarak bulunmustur.
Yapilan bir diger ¢aligmada Ulusu ve arkadaglar1 (2005) koyun karacigeri GR enziminin
substratlart olan NADPH ve GSSG i¢in Km ve Vmax degerleri sirasiyla 0,0258 mM,
0,0239 mM ve 0,266 EU/mL, 0,255 EU/mL olarak tespit edilmistir. S6z konusu enzim ile
hindi karacigerinde yapilan (Taser ve Ciftci, 2012) diger bir calismada NADPH ve GSSG
substratlar1 i¢in elde edilen Km ve Vmax degerleri ise sirasiyla 0,170 mM, 0,030 mM ve
0,550 EU/mL, 0,228 EU/mL olarak verilmistir.

Yukarida belirtildigi gibi tarafimizdan saflastirilan GR enziminin GSSG*ye olan ilgisinin
biiyiik olmas1 durumu koyun karacigeri (Ulusu et al., 2005) GR enzimi ve hindi karaciger
(Taser ve Ciftci, 2012) GR enzimi i¢in de s6z konusudur. Ancak fare karacigeri (Lopez
Borea and Lee, 1979), sigir eritrositleri (Erat et al., 2003) ve tavuk karacigeri (Erat et al.,
2005) GR enzimlerinin ilgilerinin NADPH’a daha fazla yatkin oldugu gortinmektedir.
Yine tarafimizdan bulunan Vmax degerleri yukarida verilen soz konusu literatiirlerdeki

Vmax degerleri ile benzerlik gostermektedir.
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Sonug olarak tez ¢alismasinda koyun kalp dokusundaki GR enziminin;

Amonyum siilfat ¢oktlirme aralig1 %30-70,

2', 5 ADP Sepharose 4B afinite kromatografisi ile 5,35 EU/mg. protein spesifik
aktivitesine sahip GR enzimi %72,82 verimle 191 kat saflastirilmistr.

Alt birim molekiil kiitlesi 70 kDa

Optimum pH, 0,1 M KH2PO4 tamponundan 6,0

Stabil pH, 0,1 M KH2PO4 tamponundan 8,0

Optimum iyonik siddet, 0,1M KH2PO4 tamponundan 240 mM

Optimum sicaklik 70°C

NADPH i¢gin Km degeri 7,776 mM ve Vmax degeri 0,1678 EU/mL

GSSG igin Km degeri 0,593 mM ve Vmax degeri 0,0306 EU/mL olarak bulunmustur.
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