KOYUN BEYNI GLUTATYON REDUKTAZININ
NADH ILE REAKSIYON MEKANIZMASI

M. Leyla ACAN, E. Ferhan TEZCAN

Hacettepe Universitesi Tip Fakiltesi Bivokimya Anabilim Dal

GZET
Keyun beyal plitalvon redikiazinmm NADH e
reaksivor mekanizmast incelendl. Enzimin NADIH
ile olan gbiivitesinin aym yarilarda NADPH e
alanm Tol -4 oldugu: pH optisamunun 6.8 den
S.2e kavdedey fosfar Tyonlarimn altiviteyi
ariteedidy périldi. Ayhi sartlarda NADPH il “ping
pong bi BY mekanizmasine (zleyen enzimin,
NADH {le olan Lineiih daveanigoan dilzenll meka-
nizataya uyduga; 0.0 Mosodyem fosfor, pH 6.8 ice-
rien erlamda Kmf‘-"r'lﬂff =i 0+4.3 UM wve
Kizgypy =207 8+ 4.2 pM oldugu bulunde. Bu bul-
grdar plutatyon reditklozn genel davegniginn "dal-
I mekanizma™va aydufu gheinigiing destellemel-

fedie

Awnahrar sfgethler: Glatatvon redikiaz, kovon

Beyer, NADRH, kinetik

SUMMARY

Reaction mechanism of sheep brain glitathione
reductase with NADH was investigated. It was
abserved that the activity af the enzyme with
NADH was 1-4% of the activity with .-".-'A..DPH; the
P oplimum was shifted from 6.8 1o 5.2; and
phosphale fons increased the activity. The kinelic
belavior of the enzyvme with NADH was fitted into
“ordered b BY mechanizm owith H";NJ’LDH'_
1011.0+1.3 uM and Ki=p 4 ny 2078442 uM
a miedivn which ceatained 0.0 M sodvem
phosphate, pll 6.8; the mechanism of the enzyme
with NADPH was “ping pong B W" at idemtical
gomditions, Thege findings suppeort the hypothesis
that e overall beliavior of plutathione rediiciase
v Chybrld  ping-peng  ordered” branched

michirnism,
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Glutatyon rediktaz (GSSGR) |[NAD (P) H:
okside glutatyon oksidorediiktaz, EC 1.6
4.21 okside glutatyonu (GS5G), redikte
nikotinamid adenin diniikleotid (fostat) [NAD
(P) HJ kullanarak glutatyona (GSH) indir-
geyen bir lavoenzimdir, Fizyolojik sartlarda
reaksivon tek yinliidiir. Bu sekilde GSSGR
hiicre iginde GSH/GSSG oraminin yiiksck

tutulmasim saflayarak hiicrenin oksijen radi -

kallerinden korunmasinda rol alir (1),

Enzimin dofal substrati NADPH'dir. Cesitli
kaynaklardan elde edilen enzimin, substrat
olarak NADPH'y1 kullandif zaman gister-
digi aktivitenin, NADH ile elde edilen
aktiviteden 20-100 kat daha fazla oldugu
hulunmusgtur (2-8).

NADPH'daki 2 fosfat grubu, insan alyuvan
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gnziminin aktil merkezindeki adenin cebi
olarak adlandinlan bélgede Arg-218, Arg
-224 ve His~21%un yan zincirlerine kuvvel-
le baglamur. Bu nedenle enzimin NADPH'ya
kargi afinitesi 60 kez fazla bulunmustur (8),
NADPH bagimh flavoenzimlerde NADPH
baglayan bilgenin (GlyXGIlyXXAlaXXX
Ala X000IXXGly) seklinde bir "consensus™
dizisine sahip oldufu gosterilmis (9); E.Coli
glutatyon rediktazimun niikleotid baglama
biilgesindeki amino asitier genetik mithendis-
lii yolu ile degistirilerek enzim NADH™w
tercih eder hale getirilmistir (107,

Daha Onceki galismamizda koyun beyni
GSSGR'sinin NADPH'yt substrat olarak
kullandiZinda, kinetik davramgimn dalli
mekanizmaya uydufu gdzlenmisti (11). Bu
calismada ise aym enzimin NADH ile giister-

diffi kinetik davrarnug incelenmektedir,
GEREC VE YONTEM

Gereg: Taze kovun beyinleri Ankara Et ve
Balik- Kurumu'na ait mezbahadan alindi.
Kullanilan biittin kimyasal bilegikler analitik
saflikta idi.

Enzimin Saflastinlmasy: GSSGR, daha dnee
tarif edilen yiintem kismen defistirilerck sat-
lastinldi (12). Yiintem, %35-55 amonyum
siilfar kesiti, 65°C'de bir saat denatiirasyonu,
2.5-ADP Sepharose 4B afinite kromatografisi
basamaklarm igermekteydi. Afinile Kolonun-

dan dmek (-2 M uNaCl gradienti uygulana-

rak cliie edildi, Aktivite ghsteren [Taksiyonlar
birlestirilip, dializ ve konsantre edildikien
sonra dengylerde kullamldi. Bu sekilde saf-
lagirlan enzim 8meginin spesifik aktivitesi
148 U/mg olup 130 pg/ml protein igermek-
teydi,

Enzim Aktivitesinin $lglimi: Saflastima sira-
sinda aktiviteler 0.1 M sodyum foslat tampo-
nu (pH 6.8) iginde SmM EDTA, 0.1 mg/ml
sifir serum albumini, 1 mM GS5G. (.12
mM NADPH ve yeterli miktarda cnzim igenren
prtamda 37°C'de, NADPH'nin oksitlenmesi
340 nm'de spektrofotometrik olarak izlenerck
plgildil (12). Bir cnzim finitesi bu gartlarda
dakikada 1 mikromol NADPH'y1 oksitleyen

enzim miktan olarak fammlands,

NADH igeren ortamda pH'min enzim
aktivitesi dzerine olan etkisi aragnnhrken
defisik pH'larda (.1 M sodyum fosfat veya
sodyum sitrat tamponlart ve yukaridaki
aktivite dlctim ortammdan farkh olarak 0.12
mM NADPH yerine 0.12 mM NADH
kullamldi. Bu durumda bir enzim iinitesi,
dakikada bir mikromol NADH'yi oksitleyen

enzim miktan olarak tangmlandi,

Substrat olarak NADH kullamildifinda
GSSGRmin kinetik davramgini inceleye-
hilmek icin yapilan deneylerde aktivite ortam
0.1 M sodyum fosfat tampon, pH 6.8, 5 mM
EDTA, 0.1 mg/ml sigar serum albumini, 0.8
Lefml GSSGR ile degisen konsantrasyonlar-
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da GSSG ve NADH icermekteydi.

MNADPH ve NADH konsantrasyonlan spek-
trefotometrik olarak tayin edildi, Kinetik de-
neylerde LKB Ultraspec Plus, pH-aktivile
profili ¢alismalannda Beckman Model 25
spektrofotometresi kullanild), Protein miktar-
lan Bradford Ydnemi ile dlciildd ¢ 13).

Bulgulann analizi igin IBM uyumly kisisel
bilgisayarda Systat istatistik paket programi-
mn (Systat Inc,, linois, ABD) "nonlin" mo-
diild kullanldi.

BULGULAR

GSSGR'nin NADH ile gosterdigi aktivite
MNADPH'va pore oldukea disik bulundu,
Spesifik aktivitesi 148 U/mg olan enzim
drmeginin aktivitesi standan deney ortaminda
NADPH yerine ayni konsantrasyonda
NADH kullanilarak él¢iildiiginde 6.15 U/mg
olarak bulundu.NADPH substrat olarak
kullamildiginda 2.73U/mp spesifik aktivile
gasleren {imegin spesifik aktivitesi ise yine
standart deney sartlannda aym konsaniras-
yonda NADH kullamilarak 6lgiildiigiinde
0.032 U/mig olarak bulundu.

sekil Lkoyun beyni GSSGR'sinin NADH'
¥1 substrat olarak kullandigr reaksiyon igin
pH aktivite profilini géstermektedir, Sekil-
den, NADH substrat olarak kullanddigmda
aplimum pH'min 5.2 oldufu girilmekiedir,
Sekilde porildizd gibi fosfat tamponlu or-

lamda aktivie sodyum sitrath ortamdakine

10

goire dnemli dlglide vitksek bulundu.
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Sekil 1. NADH substrat olarak kullanild:-
Zinda koyun beyni GSSGR'si igin pH aktivite
profili; (o): 0.1 M sodyum fosfat ve () 0.1 M
sodyum siteat kullanilarak elde edilen degerler.

Enzimin reaksiyon mekanizmasmu belirlemek
igin NADH sabit substrat olarak kabul edilip
G550 konsantrasyonu degistirilerek ve daha
sonra GSSG sabit substrat olarak kabul edilip
MADH konsantrasyonu degistirilerck enzim
aktivilesi aleildi,

Ozellikle GSSG konsantrasyonu yiikseldikge
kuvvetli bir substral inhibisyon giizlendi ve
konkav Linewcaver -Burk cfirileri elde edil-
di.

Egri uydurma (curve fitting) yontemi ile
¢izilmis sabit NADH konsantrasyonlannda
/[GSSG|'ye karst /v graligi Sckil 2'de ve
I/INADH|'ya kargi 1/v grafigi Sckil 3'de
girilmektedir, Bu yontemle ¢clde editen kine-

tik sabitler Tablo I'de verilmistir,
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Sekil 2. Sabit NADH konsantrasyonlannda
Systat paket programi ile teshil edilen en uygun
1/v-1/[GSSG] efrisi; NADH konsantrasyonlar:
(A1 79,3 pM, (+); 108.2 pM, {o): 156.1 pM.

Sekil 3. Sabit GSSG konsantrasyonlannda
Sysiat paket programi ile tesbit edilen en uygun
I/ v-1 [NADH] efirisi; GS5G konsantrasyonlar:
(o) 20 uM, (+): 25 uM, (A): 30 pM, (@) 35
LML, (00 40 uM,
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Tablo 1. Koyun beyni glutatyon rediiktaz

icin hiz egitligi ve kinetik sabitler

. e R
i K gy RSSOV NADH] $ Ky [GSSGIHNADHT® (G536

EKinetik sabitler:

Vin= 56.2+1.8 U/ma
Kmy,m= 1011L0+1.3 uM
Kigs  207.8+44.2 uM
Kmgegn=  116.9+27.7 pM*

* Kaynak 11'deki defer kallamlmagtr.
TARTISMA

Cesitli kaynaklardan elde edilen GSSGR'nin
dogal substraimn NADPH oldufu fakat
NADH'y1 substrat olarak kullanabildigi bilin-
mektedir (1-8), Sunulan ¢alismada, koyun
beyni GSSGR'sinin NADH'y1 substrat ola-
rak kullandifindy, kinetik davramsinin hangi
"bi bi" mekanizmasina uydufu arastirlong-

lir,

Yapilan 6n deneylerde, NADPH ya da
NADH kullamlirak, koyun beyni GSSG
tmeklerinin aktiviteleri dleiildii@tinde,
NADH ile elde edilen spesifik aktivitelerin
NADPH icin bulunan aktivitelerin % 1-4'0
kadar oldufu gizlendi, Difier kaynaklardan
elde edilen GSSGR dmekleri igin de benzer
bulgular elde edilmistir.Omek olarak insan al-

yuvar cnzimi igin bu deffier %5 (2),insan lensi
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epzimi tgin %1 (5), Buglena gracilis 4 igin
G318, donix kestane yumurnasiadan ¢lde

edilen enzim igin 951'den azdir (7).

NADH igeren ortamdi, pH'min enzim aktivi-
tesi dzerine olan etkisi incelendifinde jse

(ekil 1) optimum pH 5.2 clarak saptand.
Buna kargihk NADPH il clde cdilen opti-
mum pH 6.8 idi (14). Benzer gekilde, NADH
igeren arandi, Euslen gracilis z'den eide
cdilen GSSGR igin optimum pH, 3.7 (6),
deniz Kestane yumurtast enziml igin ise 6:(7)
olarik bulunmustur, Substratlara ball ola-
rak, optimum pH'larda gozlenen ba farkhlik,
NADPH deki adenine badl nbozun 2-fostat
grubuna it protonun, pH yiikseldikee, disso-
siva olarak, insan nlyuvar eozimi Igin gdste-
rlen NADPH baglanma biflgesindek] Arp-
218, Arg-234 vie His-219 (e inleraksiyana

sirmesingdon RaynukTaabitin (8.

ekl Vae goraldigil eitn, Tosfat tampono
winde coimin akiivitesinin sitmt tanponu
necepran fnemii Sloude armasy da Tosts
anyonunun NADPH baglanma bolpesindeki
arpninler v histidinde internlsivonn giisrek,
mghiemelen NMADPH KD 2 fostar grob-
fur ghiFevion kismen dstlenmesine bagly ila-
Bt Saul ve Weeper (3) #ie Wonbhitegion «¢
Rosemeyer (4) de yapuklan galismilandy
Histitin eneim aktbvitesing annmhgon gosle-
inislendir

Substrar ofarsk NADH kallndu i, opi-

muny PHWN 5.2 Dlargk saplanmagieg -

men, hulgulan dahy tnce NADEPH iz yaptii-
iy caligmi sonuglan (11 e Karsdastur-
bilmek {gin kinctik deneylerde aktiviteler
NADPH ile elde edilen optimum pH'du. yani
pH= 6.8'de Gledidii.

NADH igeren ortamida koyun beyni GS5CR
sinin kinetik davranigi bulabilmek igin ya-
mlan deneyler sonunda, diha tinceki galis-
mamizda saptachifiinie GSSG inhiblsyonunn
(11} bagh olarak, konkay Lineweaver-Burk
efiilen eldeedildi ve ofn uyduana yintenuy-
le bu noktalardan gegen en uygun dofirular
gizildi. Sekil 2 ve Sckil 3'de gorldipi aibi
e uydurma yiintemiyle glde edilen dogrula
Iive 1/IGSSG] ya da J/[NADH] eksenler
tizerinde degil, bunlarm disinda hirer nokia-
di kesismektedider, Bu da enzimin binetis
davrnmgmin dilzenli mekanizmaya uyahi-
leeeBine wurel eder (15). Reneysel bulgulinn
en iyl nydidu nz csithinesaptayabilmes (oo
enkugik kareler yinremi ile noulibeer rea

yor analizi yaprldl Mannere |10 (18) iy

siplesine gihie, kureker toplam) ve slanidi
sapmas en dilglik olan ve anlumly piem ci-
fefer elde edilen dilzenlt {ordermd tr bid
mekanfzmusmg alt hiz oxitli&i en wveun
reaksivon oekanizman olark-kabl edilun
athil ve Veeper (2] ile Worhtneisn g
Rosemeyer (4) de insan alyuviare enzimi 1 o

ditzents mekarznayy Sncmmizlertin

Dt dinceki caligmantizda enzimin NADM

¥ substrt Olnsik kullandi@inda “plog o0
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bi bi" mekanizmasing, NADP™'nin iiriin inhi-
bisyonu incelendifinde ise diizenli mekaniz-
maya "ordered bi " uydufu gizlenerek ko-
yunt beyni plutatyon rediktazinm kinetik
davramgimin Mannervik taralindan dnerilen
(17) dall reaksiyon mekanizmasina (hybrid
ping. pong-ordered) wydugu ileri stiriil-
miigtii (11). NADPH ile olan reaksiyvonun
ping pong, NADH ile olamin ise diizenli
mekanizmayi izlemesi de bu giinligii destekle-

mektedir,

Diizenli mekanizmaya ait hiz esitlifinden
vararlamlarak ve NADH badlanmasimn enzi-
min G350 ye olan alinitesini defistimmedifi
varsayilarak (G550 igin Km deferi olarak
daha Gneeki gahiymada bulunan 1169 uM
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