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Glutatyon Rediiktaz (GR) Enziminin Japon Bildircin
(Coturnix coturnix japanica) Eritrositlerinden Saflastiriimasi
ve Karakterizasyonu

Yusuf TEMEL! , Taner BOZKUS?, Yusuf KARAGOZOGLU?, Mehmet CIFTCJ

OZET: Glutatyon (y-L-glutamil-L-cysteinyl-glycine) organizmanin hiicre ici okside molekiillerin zararli
etkisinden korunmasinda gorevli diisiik molekiil agirlikli bir tiyoldiir. Glutatyon rediiktaz (GR) enzimi glutatyon
metabolizmasinda yer alan temel enzimdir. Bu ¢aligma kapsaminda GR enzimi japon bildircin eritrositlerinden
saflagtirilarak karakterize edilmistir. Saflagtirma islemi hemolizatin hazirlanmasi ve 2°,5°’-ADP Sepharose 4B
afinite kromatografisi olmak lizere 2 basamakta gerceklestirilmigtir. GR enzimi bildircin eritrositlerinden 33.75
EU m g! protein spesifik aktivite ile %46.2 verimle, 1 028 kat saflagtirilmigtir. Enzim safligi SDS-PAGE ile
kontrol edilmistir alt birimlerinin molekiil agirlig1 ayn1 yontemle 78.7 kDa olarak bulunmugtur. Daha sonra caligma
kapsaminda saflagtirilan enzimin karakteristik ve kinetik 6zellikleri tesbit edilmistir.
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ABSTRACT: Glutathione (y-L-glutamyl-L-cysteinyl-glycine) is a low molecular weight thiol which protects
organism from harmful effect of oxidized molecules in cell. Glutathione reductase (GR) is a key enzyme involved
in the glutathione metabolism. In the present study GR enzyme has been purified and characterized from Japanese
quail erythrocytes. The purification proses consisted of two steps, which include preparation of hemolysate, and
2’,5’-ADP Sepharose 4B afinity chromatography. The japanese quail erythrocytes GR enzyme had specific activity
of 33.75 EU m g"! proteins, with a yield of 46.2% and 1 028 purification fold. Enzyme purity and molecular weight
of subunits were determined by SDS-PAGE method as 78.7 kDa. Then, characteristics and kinetic properties of the
purified enzyme was determined.
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GIRIS

Prokaryotik ve okaryotik tiim hiicrelerde bulunan
glutatyon, tripeptid (y-glutamil-sisteinil-glisin) yapisinda
olan 6nemli bir tiyoldiir ve hiicre i¢i serbest siilthidril
gruplarinin biiyiik bir boliimiinii olusturmaktadir. ik olarak
1888 yilinda maya hiicresinde bulunduktan sonra 1921’de
Hopkins tarafindan saflagtinilarak karakterize edilmistir
(Acan, 1990). Glutatyon, yapisinda bulunan —SH gruplari
ile okside molekiillerin zararli etkilerine karsi hiicreyi
korumaktadir. Glutatyon’un baglica gorevleri sunlardir:
hiicre icindeki serbest radikallerin ve reaktif oksijen
tirlinlerinin zararsizlastirilmasi, hemoglobin ve spektrin gibi
membran proteinleri ve gesitli enzimlerin tiyol gruplarinin
korunmasi, DNA ve protein sentezi, ksenobiyotiklerin,
bazi antineoplastik ilaglarin ve bazi metabolik son
irlinlerin  konjugasyonla detoksifikasyonu, aminoasit
transportu, insiilin gibi bazi proteinlerin disiilfiir baglarinin
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koparilmasi ve boylece proteinlerin konformasyonlarinin

degismesi, hiicre icerisinde sistein deposu olarak
bulunmast ve bazi enzimlerin reaksiyonlarinda rol
oynamasidir. Ustlendigi bu dnemli gorevleri dolayistyla
hiicrede glutatyon’un diisiik konsantrasyonda bulunmasi
sonucunda bazi metabolik olumsuzluklar meydana
gelebilmektedir (Knapen et al., 1999). Glutatyon rediiktaz
(NADPH: GSSG oksidorediiktaz, EC 1.8.1.7) ilk defa
1951°de kesfedilmistir. Bu enzim diisiik veya yiiksek
molekiil agirhkh disiilfiir substratlar1 ile indirgenmis
piridin  niikleotidleri arasinda elektron transferini
katalizler.

bilinen en 6nemli hedeflerinden biri hiicre ortamindaki

GR enziminin katalizledigi reaksiyonun
indirgenmis glutatyon/yiikseltgenmis glutatyon (GSH/
GSSG) oranim korumaktir. Bu oran eritrosit hiicrelerinde
yaklasik  500/1°dir. Bu halinde
eritrosit hiicreleri hemolize ugramaktadir (Keha ve
Kiifrevioglu, 2010).

oranin  diismesi

0,
SOD
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Sekil 1. Glutatyonun tripeptidinin ve glutatyon rediiktaz enziminin hiicredeki rolii.

Antioksidan bir enzim olan glutatyon peroksidaz
(GPx) enziminin katalizledigi reaksiyonlarda, 6zellikle
hidroperoksitlerin detoksifikasyonu ve diger bazi
bilesiklerin indirgenmesi sonucu GSSG olustugu i¢in
glutatyon rediiktaz hiicre ici glutatyon indirgeme-
yiikseltgeme olayinda merkezi bir role sahiptir.
Glutatyon rediiktaz, GSH/GSSG oranini yiikselterek
hiicre i¢i —SH/-SS oranin1 korur (Toribio et al., 1996).
Ayni zamanda GR enziminden klinik olarak karaciger
ve kanser hastaliklarinin teshisinde,
riboflavin yetersizliginin ol¢iimiinde ve bazi genetik
bozukluklarin
(Beititler, 1969).

beslenmede,

belirlenmesinde  yararlanilmaktadir
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Daha o6nce yapilan calismalarda GR enzimi
prokaryotik ve oOkaryotik pek ¢ok kaynaktan
saflagtirilarak karakterize edilmigstir. Bu kaynaklart;
sican karacigeri,

domuz eritrositi, sigir eritrositi,

sifir karacieri, koyun beyni, koyun karacigeri
gibi memeli dokulari, gokkusagi alabaligi ve hindi
karaciger dokusu, mantarlar, siyanobakteri gibi
mikroorganizmalar, bugday, misir, bezelye ve 1spanak
gibi bitkisel kaynaklar olusturmaktadir (Worhington
and Rosemeyer, 1976; Boggaramand and Brobjer,
1979; Carlberg and Mannervik, 1981; Acan ve Tezcan,

1989; McCallum and Barrett, 1995; Jiang et al., 1995;
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Mullineaux et al., 1996; Patel et al., 1998; Lamotte
etal., 2000; Erat, 2002; Ulusu ve ark., 2005; Ulusu ve
Tandogan, 2007; Tekman et al., 2008; Taser and Ciftci,
2012). Saflagtirilan kaynaklarda GR enziminin molekiil
kiitlesi 70-140 kDa arasinda degistigi, homodimerik
bir enzim oldugu ve her bir alt birimine bir FAD’nin
baglandigi rapor edilmistir (Douglas, 1987). Son olarak
Taher tarafindan yapilan calismada GR enzimi bildircin
karaciger dokularindan saflagtirilarak karakterize
edilmis ve enzimin alt birimlerinin molekiil kiitlesi 59

kDa olarak hesaplanmigtir (Taher, 2017).

Bu calismanin amaci hiicre i¢i glutatyon
metabolizmasinin diizenlenmesinde, hiicrenin okside
molekiillerin zararlarina karg: korunmasinda, DNA ve
protein sentezinde, aminoasit transportunda Onemli
gorevler lstlenen glutatyon rediiktaz enziminin
bildircin eritrosit dokusundan saflastirilmasi ve enzime

ait karakteristik 6zelliklerinin belirlenmesidir.

MATERYAL VE YONTEM

Kimyasallar

Yapilan c¢alismalarda  kullamilan (NADPH),
(NADP*), (GSSG), (GSH), (TEMED), sodyum

bikarbonat ve (EDTA) Sigma Chem. Comp.’den.
2’,5’ADP-Sepharose = 4B Pharmacia’dan  diger
kimyasallar E.Merc AG’den temin edildi.

Kan temini ve hemolizatin hazirlanmasi

Calismada, Bingol Universitesi Ziraat Fakiiltesi
ciftliginde yetistirilen bildircinlardan taze kan 6rnekleri
gorevliler yardimiyla temin edildi. Alinan taze kan
15 dakika 2 500 x g’de santrifiij edildi. Tiiplerin {ist
kisminda kalan plazma ve l6kosit tabakasi damlalikla
dikkatli bir sekilde alindi. Tiiplerin altinda kalan
eritrosit peleti 0.16 M (izotonik) KCl ¢ozeltisi ile ii¢ defa
yikandi. Her defasinda 2 500 x g’de 15 dakika santrifiij
edildi. Elde edilen eritrositler hacimlerinin 5 kati
kadar buzlu su ile hemoliz edildi. Hemolizat icerisinde
bulunan eritrosit hiicre zarlarini uzaklagtirmak icin
+4°C’de 10 000 x g’de 30 dakika santrifiij yapildi. Ust
kisimdaki hemolizat sonraki ¢aligmalarda kullanilmak
tizere damlalikla dikkatli bir sekilde alindiktan sonra
cokelek kismi uzaklagtirildi. Boylece hemolizat elde
edildi (Hunaiti and Soud, 2000)
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Afinite kolonunun hazirlanmasi ve bildircin
eritrosit GR enziminin saflagtirilmasi

2 g kuru 2’,5’-ADP sepharose 4B jeli tartildi ve
400 ml deiyonize su ile safsizliklarin uzaklagtirilmasi
icin birkag defa yikandi (10 ml’lik kolon yatak
hacmi icin). Yikama esnasinda jel sigirilmis oldu.
Sisirilmig jelin havasi su trombu kullanilarak vakum
ile alindiktan sonra dengeleme tamponu (50 mM
KH,PO,, I mM EDTA, 1mM DTT, pH 7.3) ilave
edilerek jel siispanse edildi. Siispanse edilmis jel, 1 x
10 cm’lik kapali sistemden olusan sogutmali afinite
kromatografisi kolonuna paketlendi. Jel c¢oktiikten
sonra peristaltik pompa kullanilarak dengeleme
tamponu ile yikandi. Kolonun dengelenmis olduguna
eluat ile tamponun 280 nm’de absorbanslarinin ve
pH’larimin esitlenmesi sonucu karar verildi. Boylece
afinite kolonu hazirlanmis oldu. Hazirlanan hemolizat
2’.,5’- ADP- sepharose 4B afinite kolonuna uygulandi.
Enzim c¢ozeltisinin tamami kolondan gectikten sonra
kolondan 0.4 M KH, PO, tamponu (pH 7.3) gegirilerek
yikandi. Bu yikama, spektrofotometrede takip edilerek
absorbans degerlerinin kore esit olmasiyla belirlendi.
Kolon yikandiktan sonra GR enzimi eliisyon tamponu
(50 mM KH,PO,, 1 mM EDTA, 1 mM GSH ve 0.5 mM
NADPH, pH 7.3) ile afinite kolonundan eliie edildi
(Carlberg and Mannervik, 1981).

GR enziminin aktivitesinin 6l¢iimii

GR enziminin aktivite Ol¢limiinde reaksiyona
giren NADPH’in 340 nm’de maksimum absorbans
vermesi esasindan yararlanildi. GR enzimi katalizledigi
reaksiyonda NADPH’1n azalmasina sebep olmaktadir.
Bu azalma spektrofotometrik olarak 340 nm’de takip
edilerek enzim aktivitesi belirlendi (Carlberg and
Mannervik, 1981).

GSSG + NADPH > 2GSH + NADP*

Protein tayini

Kantitatif protein tayini Bradford metoduna gore
yapild1 (Bradford, 1976). Standart protein olarak sigir
serum alblimin kullanild.

SDS-PAGE ile enzim safliginin kontrolii

Enzim saflagtirildiktan sonra %3-8 kesikli sodyum
dodesilsiilfat poliakrilamid jel elektroforezi (SDS-
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PAGE) Laemmli metoduna gore yapilarak enzimin
saflik derecesi kontrol edildi (Laemmli, 1970).

Optimum iyonik siddetin belirlenmesi

Bildircin eritrositlerinden saflastirilan GR enzimi
icin optimum aktivite saglayan iyonik siddetinin
belirlenmesi amaciyla 1mM EDTA iceren 10, 25, 50,
100, 200, 400, 800, 1 000 mM KH,PO, (pH 7.5)
tamponlar1 kullanildi.

Bildircin  eritrositlerinden  saflagtirillan ~ GR
enziminin optimum pH’sin1 belirlemek amaciyla
75-90 pH’s1 araliginda olan 400 mM Tris-HCI
ve pH's1 5.5-8.0 aralifinda olan 400 mM KH,PO,
kullanildz.

aktiviteler spektrofotometrik olarak belirlendi.

tampon c¢ozeltileri Enzimin gosterdigi

Stabil pH belirlenmesi

Bildircin eritrosit GR enziminin stabil pH® simi
belirlemek amaciyla pH ‘lart 7.5, 8.0, 8.5, ve 9.0
araliginda 400 mM Tris-HCl ve pH ‘lar15.5,6.0,6.5,7 .0,
7.5, 8.0 aralifinda 400 mM KH, PO, tampon ¢ozeltileri
kullanildi. Belirtilen pH’lardaki tampon ¢ozeltilerinin
2 mL si 1 mL enzim ¢ozeltisi ile karigtirilarak +4°C’de
muhafaza edildi. 6 giin boyunca 24 saat arayla yapilan
aktivite 6l¢iimiinde enzimin stabil oldugu pH belirlendi.

Optimum sicakhi@in belirlenmesine yonelik
calismalar
Bildircin  eritrosit GR  enziminin  optimum

sicakligini belirlemek amaciyla 0°C ile 90°C arasinda
10 ar °C araliklarla enzim aktivitesi spektrofotometrik
olarak olciildii.

Molekiil agirhgimin belirlenmesi

GR enziminin alt birimlerinin molekiil kiitleleri
(SDS-PAGE) Laemmli  yontemiyle  belirlendi
(Laemmli, 1970). Standart protein olarak 120 kda E.
Coli B-galaktozidaz, 85 kda sigir serum albumin, 50
kda tavuk yumurtasi ovalbumin, 35 kda sigir eritrosit
karbonik anhidraz kullanildi.

Kinetik calismalar

Bildircin eritrosit GR enziminin GSSG ve NADPH
substratlar1 i¢in K, ve V__ Degerlerini belirlemek
icin sabit GSSG konsantrasyonunda NADPH’in
5 farkhi aktivite
yapildi.
grafigi c¢izildi. Bu grafikten yararlanarak NADPH

konsantrasyonlariyla Olctimleri
Elde edilen degerlerle Lineweaver-Burk

icin K, ve V_ degerleri belirlendi. Aym gekilde
NADPH’in sabit konsantrasyonunda GSSG’nin 5
farkli konsantrasyonlariyla aktivite dl¢timleri yapilarak
Lineweaver-Burk grafigi olugturuldu ve GSSG igin K,
ve V_ degerleri hesaplandi. Aktivite 6l¢limleri optimal
sartlarda gerceklestirildi (Lineweaver and Burk, 1934).

BULGULAR VE TARTISMA

Bu calisma kapsaminda glutatyon rediiktaz
enzimi bildircin eritrosit dokularindan, hemolizatin
hazirlanmasi1 ve 2’, 5° ADP Sepharose-4B afinite
kromatografisi yontemi kullanilarak 33.75 EU m g
spesifik aktivite ile % 46.2 verimle tek adimda 1 028
kat saflagtirildi. Bu yontemle kisa zamanda ve yiiksek
saflikta enzim elde edildi. Enziminin saflik derecesi
SDS-PAGE yontemiyle kontrol edildi (Sekil 2) ve

sonuglar cizelge 1°de verildi.

Cizelge 1. Bildircin eritrositlerinden saflastirilan GR enziminin saflagtirma basamaklari

Toplam .. . Toplam | Toplam Spesifik
S};laﬂ:jrt:g?la Hacim (I:ZAIIJ{ t:I:’lItfl) (nll’r(::legl) Aktivite | Protein Aktivite Vevl/";im SIa{f::E:r:;a
8 (mL) 8 ED) | (mg | EUmg Y
Hemolizat 8 0.292 8.303 2.336 66.4 0.035 100 1
2’,5"-ADP 3 0.360 0.010 1.08 0.032 33.75 46.2 1028
sepharose 4B
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Sekil 2. Afinite kolonundan eliie edilen bildircin eritrosit GR enziminin SDS-PAGE ile saflik kontrolii *1. kuyu: Standart proteinler (120 kda
E. Coli B-galaktozidaz, 85 kda sigir serum albumin, 50 kda tavuk yumurtasi ovalbumin, 35 kda sidir eritrosit karbonik anhidraz) 2. kuyu:

Afinite kolonundan eliie edilen saf GR enzimi.

birimlerinin  mol kiitlesinin
SDS-PAGE  fotografindan
yararlanilarak her bir standart protein ve GR enzimi
icin R, degerleri hesaplanarak Log MA - R, grafigi
cizildi. Bu grafik kullanilarak Laemmli metoduna gére

enzimin alt birimlerinin molekiil kiitlesi yaklasik olarak

Enzimin alt

hesaplanmas1  icin

0 02 04 0,6 08 1
Rf

78.7 kDa olarak belirlendi (Sekil 3). Bildircin eritrosit
GR enzim aktivitesi i¢in en uygun iyonik siddet 400
mM KH,PO, (Sekil 4), optimum pH, 400 mM KH,PO,
tamponu pH 7.5 (Sekil 5), optimum sicaklik 60 °C
(Sekil 6), stabil pH, 400 mM KH,PO, tamponu pH 6.0
(Sekil 7 / Sekil 8) olarak belirlendi.

0,25

Aktivite (EU m L)
(]

s £ 9

[ W o

o
=
W

0 500
KH,PO, (mM)

1000

Sekil 3. Bildircin eritrosit GR enziminin SDS-PAGE sonucu molekiil kiitlesini bulmak igin ¢izilen LogMA-R, grafigi. Sekil 4. Degisik
konsantrasyonlardaki KH, PO, tampon ¢ozeltileri kullanilarak bildircin eritrosit GR enzimi i¢in yapilan iyonik siddet - aktivite grafigi.

v a -

== 50 mM K-fosfat

02 =50 mM Tris/HCl

~0.16

= k._./l
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£004

< 0
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038

04
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Sekil 5. Bildircin eritrosit GR enzimi igin yapilan optimum pH ¢aligmasinin sonucuna yonelik  pH - aktivite grafigi Sekil 6. Bildircin eritrosit
GR enziminin optimum sicakligin1 belirlemek i¢in ¢izilen sicaklik-aktivite grafigi.
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Sekil 7. GR enzimi igin farkli pH’lardaki 400 mM KH, PO, tampon ¢ozeltisi kullanilarak elde edilen stabil pH grafigi Sekil 8. GR enzimi
icin farkli pH’lardaki 400 mM Tris/HCI tampon ¢6zeltisi kullanilarak elde edilen stabil pH grafigi.

GR enziminin GSSG ve NADPH substratlari i¢in
K,, ve V__ degerlerini belirlemek i¢in Lineweaver-
Burk grafikleri cizildi. Bu grafiklerden yararlanarak
NADPH igin K, degeri 0.047 mM ve V__ degeri 1.45

EU m L olarak; GSSG igin ise, K, degeri 0.025 mM
ve Vmax degeri 0.092 EU m L olarak tespit edildi.
Aktivite Olgiimleri optimal sartlarda gerceklestirildi
(Sekil 9 / Sekil 10).

r LV T T T T T 1

-40 20 0 20 40 60 80 100 120

1 [NADPH] m M-!

30 -

-60 40 -20 O 20 40 60
1[GSSG] m M*!

Sekil 9. NADPH igin K, ve V_degerlerinin belirlenmesi Sekil 10. GSSG i¢in K, ve V__degerlerinin belirlenmesi grafigi.

Antioksidan, okside molekiilleri ve serbest
radikallerihiicre hasarinaneden olmadan zararsizlagtiran
molekiillere denir. Viicudumuzda gerceklesen redoks
reaksiyonlart sonucunda kararsiz ve yiiksek aktiviteye
sahip serbest radikaller olugabilmektedir. Bu tiir
molekiiller dengeye ulagabilmek i¢in makromolekiillere
(proteinler, lipidlerve DNA gibi) saldirirlar ve hiicrelere
zarar veren zincir baglatabilirler

(Deepali et al., 2013).

reaksiyonlarini
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Antioksidan savunma sistemleri, serbest radikal
olusumunu Onleyerek ya da okside molekiilleri
indirgeyerek viicudun oksidatif stresten korumasini
saglar (Genestra, 2007). Iki cesit antioksidan savunma
sistemi vardir. Bunlarin ilki; siiperoksit dismutaz,
katalaz, peroksidaz  gibi
olusturdugu enzimatik antioksidanlardan, ikincisi ise
askorbik asid (Vitamin C), tokoferoller (Vitamin E) ve
karotenoidler gibi diyetle alinan enzimatik olmayan

glutatyon enzimlerin

Igdir Uni. Fen Bilimleri Enst. Der. / Igdur Univ. J. Inst. Sci. & Tech.
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antioksidanlardan  olusur. Glutatyon enzimatik
olmayan bir antioksidandir, viicutta aminoasitlerden
sentezlenebildiginden diyetle alinmasi zorunlu
degildir (Valko et al., 2007). Glutatyon rediiktaz,
tiyoredoksin rediiktaz ve lipoamid dehidrogenaz’1
da iceren piridin niikleotid disiilfid oksidorediiktaz
ailesine mensup bir flavoenzimdir (Bohme et al.,
2000; Temel ve ark., 2017). GR enzimi, hiicre ici
redoks dengesinin saglanmasinda, protein ve diger
makro molekiillerin okside molekiillerin zararlarina
kars1 korunmasinda ve glutatyon bagimli antioksidan

sistem icin anahtar rol oynar (Kanzok et al., 2001).

GRenzimikegfedildikten sonrahiicrede iistlendigi
fonksiyonlar1 ve metabolizma agisindan 6nemini
belirlemek icin cesitli kaynaklardan saflastirilarak
karakterize edilmistir. Daha 6nce yapilan ¢caligmalarda
GR enziminin saflagtirilmasinda DEAE-Sephadeks
A-50, CM-Sephadeks C-50 gibi farkli iyon degisim
kromatografi metodlari,Sephadeks G-200 jel filtrasyon
kromatografisi, GSSG-NH(CH,),NH-agaroz jel,
GSSG(N)-sTT-selilloz matriks, ADP-agaroz ve
2°,5’-ADP Sepharose-4B afinite kromatografisi gibi
farkli yontemler kullanmiglardir (Harding, 1973;
Worthington and Rosemeyer, 1976; Mannervik et
al., 1976; Connell and Mullet, 1986; Adem and
Ciftci, 2016).
glutatyon rediiktaz enzimi, 2’, 5> ADP Sepharose-

Bu calismada bildircin eritrosit

4B afinite kromatografisi kullanilarak tek adimda ve
cok kisa siirede yiiksek saflikta elde edilmistir. Bu
yontem 6nceki yontemlerle karsilastirildiginda daha
ekonomik ve etkilidir.

Onceki
halinin molekiill agirliginin 70-150 kDa olacag:

calismalarda GR enziminin dogal
rapor edilmistir (Harding, 1973). Bildircin eritrosit
GR enziminin molekiil agirligin1 hesaplamada SDS-
PAGE yontemi kullanilmig enzimin alt birimlerinin
molekiil agirlig1 78.7 kDa olarak hesaplanmigtir. Bu
sonug¢ Onceki calismalarla benzerlik arz etmektedir.
GR enzimi i¢in optimum pH farkli kaynaklarda
6.5-9 arasinda degismektedir. Bildircin GR enzimi
i¢in optimum pH, KH,PO, tamponu pH 7.5 olarak
bulunmustur. Bildircin GR enzimi i¢in yapilan stabil
pH calismalarinda farkli kaynaklar icin enzimin
pH 5.5-9 araliginda stabil oldugu rapor edilmistir
(Tekman et al., 2008; Tager and Ciftci, 2012; Taher,
2017). Bildircin GR enzimi i¢in stabil pH, KH,PO,

Cilt/ Volume: 7, Say1/ Issue: 3, 2017

Saflagtirilmasi ve Karakterizasyonu

tamponu pH 8.0 olarak hesaplandi. Bildircin GR
enziminin optimum sicaklig1 60 °C olarak bulundu. Bu
sonug Onceki calismalarla benzerlik arz etmektedir.
GR enzimi iyonik giddet farkli
kaynaklarda 40-600 mM arasinda degismektedir.
Bildircin GR enzimi icin optimum iyonik siddet
400 mM KH,PO, tamponu olarak belirlendi. Bu
sonug¢ sigir eritrositlerinden saflastirilan GR enzimi
ile benzerlik arz etmektedir (Erat ve ark., 2003).
Bildircin GR enzimi i¢in yapilan kinetik calismalar
sonucu NADPH substrati i¢in K, degeri 0.047 mM
ve Vmax degeri 1.45 EU m L' olarak belirlendi.
GSSG substrati igin ise, K, degeri 0.025 mM ve
Vmax degeri 0.092 EU m L' olarak tespit edildi.
Sonuglar karsilagtirildiginda GR enzimin GSSG

icin optimum

substratina olan afinitesinin NADPH substratina olan
afinitesinden daha fazla oldugu tespit edildi.

SONUC

Glutatyon hiicre igerisinde; serbest radikallerin
ve reaktif oksijen {iriinlerinin zararsizlagtirilmasi,
DNA ve protein sentezi, ksenobiyotiklerin, bazi
antineoplastik ilaglarin detoksifikasyonu, aminoasit
transportu, bazi proteinlerin disiilfiir baglarinin
koparilmasi hiicre icgerisinde sistein deposu olarak
bulunmast ve bazi enzimlerin reaksiyonlarinda rol
oynamasi gibi 6nemli gorevleri yiiriiten bir tiyoldiir.
Glutatyon rediiktaz enzimi

hiicre ici glutatyon

metabolizmasinin  diizenlenmesinde merkezi rol
istlenmektedir. Bu calisma kapsaminda glutatyon
rediiktaz enzimi japon bildircin eritrositlerinden 2°,
5’ ADP Sepharose-4B afinite kromatografisi yontemi
kullanilarak 33.75 EU m g spesifik aktivite ile % 46.2
verimle tek adimda 1 028 kat saflastirildi. Daha sonra
saf enzime ait karakterizasyon 6zellikleri belirlendi.
Elde edilen sonuglarin metabolik acidan biiyiik 6nem
arz eden glutatyon rediiktaz enzimi iizerine bundan
sonra yapilacak ¢aligmalar i¢in yol gosterici olacagi
diisiiniilmektedir.
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