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ÖZET 

Yüksek Lisans Tezi 

SOYA BİTKİSİNDEN (Glycine max L.) GLUTATYON REDÜKTAZ ENZİMİNİN 
SAFLAŞTIRILMASI VE BAZI AĞIR METALLERİN İNHİBİSYON 

KİNETİĞİNİN İNCELENMESİ 

Gürkan BİLİR 

Ondokuz Mayıs Üniversitesi 

Fen Bilimleri Enstitüsü 
Tarımsal Biyoteknoloji Anabilim Dalı 

Danışman: Doç. Dr. Deniz EKİNCİ 

Bu çalışmada, önemli fonksiyonlarda görev alan glutatyon redüktaz (Glutatyon: 
NADP+ oksidoredüktaz, E.C. 1.8.1.7: GR) enzimi soya tohumundan saflaştırılmışt ır. 

Saflaştırma işleminde homojenatın hazırlanmasının ardından amonyum sülfat 
çöktürmesi ve afinite kromatografisi metodları kullanılmıştır. Saflaştırılan soya 
glutatyon redüktaz enzimi SDS poliakrilamid jel elektroforezinde yaklaşık 75 kDa 

molekül ağırlığında tek bant şeklinde görüntülenmiştir. Soya tohumu glutatyon 
redüktaz enzimi için optimum iyonik şiddet, pH ve substrat miktarı araştırılmışt ır. 

Enzimin optimum iyonik şiddeti 300 mM Tris, optimum pH değeri 8.5 ve optimum 
substrat miktarı 90 mM olarak bulunmuştur. Doğada bulanan ağır metallerden gümüş, 
mangan, kadmiyum, bakır, çinko, nikel, krom, magnezyum ve baryum’un 

saflaştırılmış soya tohumu glutatyon redüktaz enzim aktivitesi üzerine inhib itör 
etkileri araştırılmıştır. Bu ağır metallerin her birinin enzim aktivitesi üzerinde 

inhibisyon etkisi gösterdiği tespit edilmiştir ve I50 değerleri hesaplanmıştır. Soya 
tohumu GR enzimi için bu ağır metallerin I50 değerleri sırasıyla 0.00025 mM, 3.305 
mM, 0.0016 mM, 0.318 mM, 0.015 mM, 0.21 mM, 2.394 mM, 3.881 mM ve 1.576 

mM olarak belirlenmiştir. 

Ocak 2017, 61 sayfa 

Anahtar Kelimeler: Glutatyon redüktaz, Karakterizasyon, Saflaştırma, Soya, Ağır 
metaller 
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ABSTRACT 

Master’s Thesis 

PURIFICATION OF GLUTATHIONE REDUCTASE ENZYME FROM 
SOYBEAN (Glycine max L.) AND INVESTIGATION OF INHIBITION KINETICS 

OF SOME HEAVY METALS 

Gürkan BİLİR 

Ondokuz Mayis University 
Graduate School of Sciences 

Department of Agricultural Biotechnology 

Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Deniz EKİNCİ 

In this study, glutathione reductase (Glutathione: NADP+   oxireductase, E.C. 

1.8.1.7: GR), an enzyme involved in significant functions, has been isolated from 
soybean seeds. Following the preparation of the homogenate, ammonium sulphate 
precipitation and affinity chromatography methods were performed for purificat ion. 

Purificated soybean glutathione reductase enzyme was screened as a single band of 
about 75 kDa molecular weight in polyacrylamide gel electrophoresis. Optimum ionic 

strenght, pH and substrate amounts were examined for soybean seed glutathione 
reductase enzyme. These values were found to be 300 mM for optimum ionic strenght, 
8.5 for pH and 90 mM for Tris. Inhibitory effects of some of the common heavy metals 

in nature, namely silver, manganese, cadmium, copper, zinc, nickel, chromium, 
magnesium and barium on the purificated soybean seed glutathione reductase enzyme 
were investigated. Each of the heavy metals showed inhibitory effect on enzyme 

activity. I50 values of these heavy meatls were determinated as 0.00025 mM, 3.305 
mM, 0.0016 mM, 0.318 mM, 0.015 mM, 0.21 mM, 2.394 mM, 3.881 mM and 1.576 

mM, respectively. 

January 2017, 61 pages 

Keywords: Glutathione reductase, Characterization, Purification, Soybean, Heavy 

metals 
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1. GİRİŞ 

Enzimler, canlı organizmalarda oluşan bütün reaksiyonların ılımlı koşullarda 

gerçekleşmesini sağlayan ve bu reaksiyonları koordine eden protein yapısındak i 

spesifik biyokatalizörlerdir. Tüm canlı organizmalarda bulunan enzimler, hücrede 

gerçekleşen binlerce biyokimyasal reaksiyonun katalizini canlılığa zarar vermeden ve 

çok hızlı bir şekilde gerçekleştirirler.  

Biyolojik reaksiyonların katalizörü olan enzimlerin bazıları bu fonksiyonla r ını 

gerçekleştirirken amino asit kalıntıları dışında aktivite için kimyasal gruplara ihtiyaç 

duymazken, bazıları ise yapılarında bulunmayan ve kofaktör denen moleküllere 

ihtiyaç duyarlar. Kofaktör metal iyonu (Mg+2, Fe+2, Zn+2 vb.) olabileceği gibi koenzim 

denen kompleks organik moleküller de (NAD; Nikotinamid adenin dinükleotid, FAD; 

Flavin adenin dinükleotid, Koenzim A) olabilir. Metal iyonları ile veya koenzimiyle 

birlikte katalitik olarak aktif olan bir enzim holoenzim olarak adlandırılırken bu gibi 

enzimlerin sadece protein kısmı apoenzim veya apoprotein olarak adlandırılmaktadır. 

Enzimlerin klasik kimyasal katalizatörlere kıyasla önemli bir farkı, sahip 

oldukları özgünlükleridir. Enzimler hem katalizledikleri reaksiyon tipine hem de ürüne 

dönüştürdükleri substratlarına karşı son derece seçicidirler. Özgünlüğün derecesi 

enzimden enzime farklılık gösterir.  

Enzimler bir reaksiyonun hızını enzimatik olmayan bir reaksiyona kıyasla 105-

1017 kat arttırabilmektedir (Radzicka & Wolfenden, 1995). Enzimlerin reaksiyon 

hızına bu ölçüde fazla etkilemelerine imkân sağlayan başlıca etmenler; reaksiyon 

ortaklarının konum olarak birbirine yaklaşması, substrat molekülünün deformasyonu, 

enzim reaktif grupların ortak etkileşmesi ve bazen substratın kovalent olarak 

bağlanması olarak verilebilir. 

Bir enzimin aktivitesi, o enzimin katalizlediği reaksiyonun hızının bir ölçüsüdür. 

Uluslararası Biyokimya Birliği Enzim Komisyonunun tanımladığı aktivite birimi 

“Uluslararası Birim” Ünite (U)’dir. Enzim Ünitesi (EU), standart koşullar altında 

dakikada bir mikromol (µmol) substratı ürüne dönüştüren enzim miktarıdır. Diğer 

aktivite birimleri ise spesifik aktivite, katalitik merkez aktivitesi ve moleküler aktivite 

(Turnover sayısı)’dir. 
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Enzim aktivitesinin belirlenmesi aslında enzimatik reaksiyonun hızının 

belirlenmesidir. Enzim aktivite ölçümünde ya substratın zamana bağlı azalışı ya da 

zamana bağlı olarak ürün oluşumu ölçülür. Aktivite ölçümünde genellikle absorbsiyon 

fotometri yöntemi (spektrofotometrik) kullanılmasının yanı sıra, titrimetri, florimetr i, 

polarimetri ve kolorimetri gibi yöntemler de kullanılmaktadır. 

Enzimatik reaksiyonların hızı yani aktivitesi sıcaklık, pH, enzim ve substrat 

konsantrasyonu, iyonik şiddet, aktivatör ve inhibitörlerin varlığı gibi birçok 

faktörlerden etkilenmektedir. 

Enzimin katalizör olarak görev aldığı reaksiyonların hızını azaltan veya 

durduran maddelere inhibitör ve oluşturdukları etkiye inhibisyon denir. Enzim 

aktivitesinin inhibisyonu biyolojik sistemlerde önemli bir kontrol mekanizmasıd ır. 

İnhibisyon çalışmaları enzimlerin seçiciliği, aktif merkezin fiziksel ve kimyasal yapısı 

ve enzimatik reaksiyonun mekanizması hakkında bilgi veren önemli bir olaydır. 

İnhibitörler genel olarak tersinir (dönüşümlü) ve tersinmez (dönüşümsüz) olarak iki 

başlık altında toplanabilir. Tersinmez inhibitörler, enzim aktif merkezine kovalent 

olarak bağlanırlar, enzimin konformasyonunu değiştirerek katalitik aktiviteyi 

tamamen yok ederler. Tersinir inhibitörlerde ise enzim ile inhibitör arasında bir denge 

kurulur. Bu inhibitörlerin oluşturduğu dört tip inhibisyon mevcuttur. Bunlar; 

yarışmalı, yarışmasız, yarı yarışmalı ve karışık tip inhibisyonlardır (Yıldırım vd, 

2010). 

Bir tripeptid olan glutatyon, hem prokaryot hem de ökaryot hücrelerde, hücre içi 

serbest sülfhidril gruplarının büyük bir bölümünü oluşturan ve protein yapısında 

olmayan önemli bir tiyoldür.  

Glutatyon (GSH); glutamat (Glu), sistein (Cys) ve glisin (Gly) tarafından 

oluşturulan düşük molekül ağırlıklı bir tripeptididir. Glutatyonun yapısında bulunan 

sistein amino asitinin sülfhidril (-SH) grubunu ihtiva etmesinden dolayı GSH olarak 

kısaltılabilmektedir. Glutatyon okside (GSSG) ve redükte (GSH) olmak üzere iki 

formda bulunur (Gill vd, 2013). 

İndirgenmiş glutatyon enzimatik ya da enzimatik olmayan yollarla okside 

glutatyona (GSSG) dönüşür. Okside glutatyon bir glutatyon dimeridir ve oksidasyon 

sırasında sistein sülfhidril yan zincirleri arasında bir disülfit (S-S) bağı ile oluşturulur.  
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Bu dönüşüm özellikle peroksitlerin parçalanmasında ve enzimatik transhidrojenasyon 

sonucu gerçekleşmektedir. 

İndirgenmiş glutatyon antioksidatif reaksiyonlarda önemli görevler yaptığı için 

oksidasyona sebep olan serbest radikaller ile reaktif oksijen ürünlerinin ve de 

metabolizmadaki rollerinin bilinmesi gerekir. Enzimatik savunma sistemler inde 

süperoksit dismutaz, katalaz, glutatyon perokidaz ve glutatyon redüktaz gibi enzimler 

rol oynamaktadır. 

Glutatyon redüktaz (Glutatyon: NADP+ oksidoredüktaz, E.C. 1.8.1.7: GR), 

piridin nükleotid-disülfid oksidoredüktazın bir üyesidir (Şekil 1.1.) (Taser & Ciftci, 

2012). Glutatyon redüktaz, okside glutatyonun (GSSG) redükte glutatyona (GSH) 

dönüştürülmesini katalizleyen ve GSH/GSSG oranının belirli bir seviyede kalmasını 

sağlayan önemli bir enzimdir (Şekil 1.2.). Ancak reaksiyonun gerçekleşmesi için 

NADPH’a ihtiyaç vardır. Gerekli olan NADPH pentoz fosfat yolundan elde edilir. 

Burada glukoz-6-fosfat dehidrogenaz (G6PD) enzimi ile glutatyon redüktaz enzimi 

arasındaki ilişki ortaya çıkar. G6PD enziminin çalışmaması, NADPH üretimini; 

NADPH üretiminin azalması glutatyon redüktazın işlerliğini; GR aktivites inin 

düşmesi de GSH oluşumunu etkiler (Ciftci vd, 2000; Keha & Küfrevioğlu, 2004). Bu 

biyokimyasal süreç DNA biyosentezi, çeşitli oksidatif stres tiplerine karşı hücrenin 

korunması, reaktif oksijen tiplerinin ve serbest radikallerin detoksifikasyonunun yanı 

sıra hücre içi sinyal iletimi ve gen regülasyonu için de gereklidir (Tunc vd, 2015). 

 

Şekil 1.1. Glutatyon redüktaz’ın 3 boyutlu yapısı (Couto vd, 2016) 
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Şekil 1.2. Glutatyon redüktaz tarafından katalizlenen genel reaksiyon 

GR enziminin katalizlediği tepkime (Şekil 1.2.), hücresel redoks durumunun 

göstergesi kabul edilen GSH/GSSG oranının (∼100:1) korunmasını sağlar ve bu 

nedenle büyük önem taşır (Meister, 1983; Wu vd, 2004). 

Glutatyon redüktazın katalizlediği tepkimede NADPH koenzimine olan ihtiyaç 

hayvan ve bitki dokularında bazı enzim sistemleri yoluyla sağlanır. Bu sistemlerden 

en iyi bilineni pentoz fosfat metabolik yoludur (Halliwell & Gutteridge, 2011). 

Pentoz fosfat metabolik yolu, oksidatif ve oksidatif olmayan iki evreden oluşur 

(Cabezas vd, 1999). Oksidatif evre hücrelerdeki NADPH’nin kaynağıdır. Bu evredeki 

tepkimelerde glukoz-6-fosfat molekülü başına bir molekül riboz-5-fosfat, bir molekül 

karbondioksit (CO2) ve iki molekül NADPH oluşur (Champe vd, 2007).  

Oksidatif evrenin ilk tepkimesini katalizleyen enzim glukoz-6-fosfat 

dehidrogenazdır (G6PD). Tepkime glukoz-6-fosfat’ın (G6P) 6-fosfo-D-glukona t’a 

(6PG) dönüşümünü katalizler (Champe vd, 2007). 

G6P + NADP+                 G6PD              6PG + NADPH + H+ 

Oksidatif evrenin ikinci tepkimesi 6-fosfoglukonat dehidrogenaz (6PGD) ile 

katalizlenir (Champe vd, 2007). 

6PG + NADP+             6PGD          CO2 + NADPH + H+ + Riboz-5-fosfat 

Pentoz fosfat metabolik yolunun hızı, G6PD enzimine NADP+ sağlanmasıyla 

kontrol edilir. Glutatyon redüktaz enziminin katalizlediği tepkimede NADPH’nin 

okside olması ve buna bağlı olarak [NADPH]/[NADP+] oranının düşmesi durumunda 

metabolik yolun hızı NADPH’yi yenileme yönünde artırılır (Halliwell & Gutteridge, 

2011). 
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Pentoz fosfat metabolik yolunun yanı sıra, malik enzimin katalizlediği malattan 

piruvat oluşumu tepkimesiyle de sitozolik NADPH üretilir (Aksoy, 2000). 

Malat + NADP+       Malik enzim        Pirüvat + CO2 + NADPH + H+  

Glutatyon redüktaz hayvanlarda, bakterilerde, mantarlarda ve bitkilerde bulunan 

bir flavoprotein oksidoredüktazdır (Deng vd, 2015). Bitki glutatyon redüktazı ilk kez 

1951'de rapor edilmesinden sonra (Conn & Vennesland, 1951); Zea mays (Mahan & 

Burke, 1987), Pisum sativum (Creissen vd, 1992; Stevens vd, 1997), Arabidopsis 

thaliana (Kubo vd, 1993), Nicotiana tabacum (Creissen & Mullineaux, 1995), Oryza 

sativa (Kaminaka vd, 1998; Wu vd, 2013), Populus trichocarpa (Rouhier vd, 2006) 

ve Vigna unguiculata (Contour-Ansel vd, 2006) gibi çeşitli bitkilerden birçok GR 

saflaştırılmış ve karakterize edilmiştir. 

Glutatyon redüktaz enziminin fizyolojik pH’sının 7.5 olduğu bildirilmiş t ir, 

ancak enzimin optimum pH’ı organizmaya bağlı olarak farklılık göstermektedir (Al-

Senaidy, 2010; Can vd, 2010). Tandoğan & Ulusu (2007), çeşitli tampon sisteminde, 

enzim aktivitesinin pH'ını 5.0 - 10.0 aralığında rapor etmişlerdir. Willmore & Storey 

(2007), GR'nin, pH 4.0 - 10.0 arasında biraz daha geniş çaplı enzim aktivites i 

sergilediğini kanıtlamıştır. 

İzoelektrik nokta (pI), molekülün pozitif ve negatif yükünün sıfır olduğu, 

elektrik alanında molekülün hareket etmediği pH derecesidir. Glutatyon redüktaz 

pI’sının insanda 6.75, fare karaciğerinde 6.4, A. thaliana’da 4.8, bezelyede 5.4 olarak 

bildirilmiştir ve hayvansal dokularda bitkisel dokulara göre daha yüksek olduğu rapor 

edilmiştir (Kubo vd, 1993; Romero‐Puertas vd, 2006). 

GR aktivitesi sıcaklığa bağlı olarak değişirken, enzim 60ºC'ye kadar optimum 

aktivite sergilemekte daha sonra sıcaklık arttıkça enzim aktivitesi düşmektedir (Ulusu 

vd, 2005). Buna karşılık, koyun ve sığır karaciğeri için en yüksek aktivitenin sırasıyla 

60ºC ve 50ºC’de gerçekleştiği bildirilmiştir (Ulusu & Tandoğan, 2007). Bitki 

sistemlerinde GR, yüksek ve düşük sıcaklıklara karşı oldukça dirençlidir ve GR’nin 

enzimatik aktivitesi 20ºC ile 55ºC arasında gerçekleştiği bildirilmiştir (de Lamotte vd, 

2000). 

Çoğu bitkide glutatyon redüktazlar, monomer başına bir FAD içeren, 100 ile 150 

kDa arasında değişen moleküler kütleye sahip ve birkaç istisna dışında yaklaşık 55 
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kDa'lık altbirimler içeren homodimerik proteindir (Libreros-Minotta vd, 1992; Gill vd, 

2013). 

Çizelge 1.1. Bazı bitkilerden saflaştırılan GR enziminin moleküler ağırlıkları 

Organizma Konum 
Moleküler 

Ağırlık (kDa) 
Kaynak 

Pisum sativum L. Kloroplast ve sitoplazma 55 

(Madamanchi vd, 

1992; Mullineaux 

vd, 1996) 

Brassica campestris L. Kloroplast 54-55 

(Pilon‐Smits vd, 

2000; Lee vd, 

2002; Kim vd, 

2009) 

Arabidopsis thaliana 
Mitokondri, kloroplast 

ve peroksizom 
54 

(Kubo vd, 1993; 

Sato vd, 2000) 

Nicotiana tabacum Kloroplast ve sitoplazma 60 
(Creissen vd, 

1992) 

Oryza sativa L. Sitoplazma 53-54 

(Kaminaka vd, 

1998; Lee vd, 

2002; Hong vd, 

2009) 

Triticum durum 
Endosperm, sitoplazma 

ve kloroplast 
60 

(de Lamotte vd, 

2000; Lascano vd, 

2001) 

 

Glutatyon redüktazların çoğu kloroplastta bulunur ancak bazıları sitozol, 

mitokondri ve peroksizomlarda da bulunmuştur. Glutatyon redüktaz kloroplastlarda, 

sitozolde ve mitokondride bulunsa da, fotosentetik dokularda aktivitesinin %80'inden 

fazlasının kloroplastik izoform olduğu rapor edilmiştir (Edwards vd, 1990; Ashraf, 

2009). Glutatyon redüktazın yaralanma (Romero‐Puertas vd, 2006), ozon (Kubo vd, 
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1995), kuraklık (Contour-Ansel vd, 2006; Torres-Franklin vd, 2008), ağır metaller 

(Xiang & Oliver, 1998; Yannarelli vd, 2007; Le Martret vd, 2011), tuzluluk (Le 

Martret vd, 2011; Wu vd, 2013) ve jasmonik asit (Xiang & Oliver, 1998) gibi stres ve 

fitohormonlarla düzenlendiği bildirilmiştir (Deng vd, 2015). 

Kuraklık, sıcaklık, tuzluluk, ultraviyole (UV), iyonlaştırıcı radyasyon, metal, 

ozon ve patojen saldırısı gibi çeşitli çevresel streslerle (abiyotik ve biyotik) yetişen 

bitkiler, dünya gıda güvenliği için ciddi tehditler oluşturmaktadır (Suzuki vd, 2012).  

Stres altında reaktif oksijen türleri (ROT) üretimi, genetik stres ve hücre ölümüyle 

sonuçlanan ve ürün verimi kaybına yol açan lipid, protein ve DNA da dahil olmak 

üzere bir dizi hücresel hedefe zarar veren genel bir semptomdur (Bray & West, 2005). 

Bitkiler, hücresel sistemde enzimatik ve enzimatik olmayan antioksidanla r ın 

aktivasyonu yoluyla oksidatif stresle savaşmak için benzersiz savunma mekanizmala r ı 

geliştirmişlerdir (Foyer & Noctor, 2011). Glutatyon (GSH), önemli ve işlevsel bir 

şekilde düşük molekül ağırlıklı çözünür antioksidandır ve bitkileri reaktif oksijen 

türleri, ksenobiyotikler ve ağır metaller gibi çevresel faktörlerden korumak için önemli 

bir rol oynamaktadır (Sytar vd, 2013). 

Düşük reaktif oksijen türlerinin seviyeleri, büyüme, hücre döngüsü, 

programlanmış hücre ölümü, abiyotik stres tepkileri, patojen savunma, sistemik 

sinyalizasyon ve gelişme gibi hayati süreçleri düzenleyen ve koordine eden sinyal 

molekülleri olarak görev yapmaktadır. Oysaki reaktif oksijen türleri ve bunların 

reaksiyon ürünlerinin yükselen seviyeleri, oksidatif strese yol açacak kadar reaktif ve 

toksiktir. Bu bağlamda, birçok sayıda rapor ve araştırma sonuncunda reaktif oksijen 

türlerinin ve reaksiyon ürünlerinin lipitlere, proteinlere, karbonhidratlar ve nükleik 

asitlere oksidatif hasarda bulunduğu ve bunun sonucunda hücre işleyişine veya 

ölümüne sebep olduğu doğrulanmıştır. Bu nedenle, hücre hayati metabolik işlevler ini 

yerine getirmek için, bitkilerde reaktif oksijen türlerinin üretimi ve metabolizması ile 

reaksiyon ürünlerinin dengesi iyi korunmalıdır (Gechev vd, 2006; Gill & Tuteja, 2010; 

Anjum vd, 2012; Gill vd, 2012).  

Hücrelerdeki dengenin bozulması sonucu oksidatif stres meydana getiren reaktif 

oksijen türleri (ROT); genel olarak oksijenin (O2) uyarılmasıyla singlet oksijen (O2
1) 

oluşması ve sırasıyla oksijene 1, 2 ya da 3 elektronun transferi sonucunda süperoksit 

(O2
·-), hidrojen peroksit (H2O2) ve hidroksil radikali (OH·) oluşmaktadır (Halliwell & 
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Gutteridge, 2011). Oluşan bu reaktif oksijen türlerinin membran lipitleri, nükleik 

asitleri ve proteinleri oksidatif yıkıma uğratarak, hücre bileşenlerinin yapısını 

bozdukları bilinmektedir (Davies, 1987; Wise & Naylor, 1987; Imlay & Linn, 1988; 

McKersie & Lesheim, 2013). 

Bu arada kısmi redüksiyonla da çok sayıda reaktif oksijen türleri oluşmaktad ır. 

Meydana gelen bu reaktif ara ürünlerin hepsi radikal değildir. Oluşan her oksijen 

metaboliti için serbest oksijen radikali demek yanlış bir sınıflandırma olmaktadır. 

Reaktif oksijen türleri olarak isimlendirmek hem O2
·-

 ve OH· gibi radikalleri hem de 

H2O2, O2
1 gibi reaktif fakat radikal olmayan türleri kapsamaktadır. H2O2 bir radikal 

değildir, fakat kuvvetli bir oksidandır. O2
1 bir radikal olmadığı için doğrudan zincir 

reaksiyonlar başlatamamaktadır. Ama oksidan etkiye sahip olduğu bildirilmişt ir  

(Halliwell & Gutteridge, 2011). 

Glutatyon redüktaz, reaktif oksijen türlerininin detoksifikasyonunda ve GSH 

yenilenmesinde önemli rol oynar ve bu olay bitkilerde abiyotik stres toleransını 

sağlamaktadır (Hasanuzzaman vd, 2010; Hasanuzzaman vd, 2012). Artan GR 

aktivitesi, stres toleransını sağlar ve elektron taşıma zincirinin önemli bileşenler inin 

redoks durumunu değiştirme yeteneğine sahiptir. Stres toleransını kazanılmas ında 

GR'nin önemli bir şekilde yer alması, GSH'nin geri dönüşümü ve bitki hücresinde 

GSH/GSSG oranının korunması önemli rol oynamaktadır (Rao & Reddy, 2008; Pang 

& Wang, 2010). 

Siyanobakterilerde ve Brassica türlerinde glutatyon redüktaz aktivites inin 

yüksek kloroplastik/mitokondriyal ekspresyonu, ozon, tuz, hidrojen peroksit, 

soğukluk, absisik asit (ABA), ısıl işlem, ağır metaller ve pestisitler gibi çeşitli strese  

karşı fotoinhibisyon direncini arttırdığı ve toleransa katkıda bulunduğu gösterilmişt ir  

(Lee vd, 2002; Kim vd, 2009). Tuz stresi, tuz toleranslı transgenik bitki ile 

karşılaştırıldığında, hücresel glutatyon seviyesini açıkça tetiklediği; artan glutatyon 

içeriğinin, organizmayı oksidatif stresden koruduğunu bildirilmiştir (Ruiz & 

Blumwald, 2002). Ayrıca,  kloroplastta glutatyon redüktaz veya glutatyon sentezinin 

aşırı ekspresyonu, antioksidan kapasitesini arttırdığı ve kontrol ile karşılaştırıldığında, 

N. tabacum ve T. aestivum bitkilerinde, fotoinhibisyon faktörlere karşı toleransı 

artırdığı bildirilmektedir (Foyer vd, 1995; Melchiorre vd, 2009). 
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Hücrede GR ve GSH eksikliği oksidatif hasara yol açarak Alzheimer, Parkinson, 

karaciğer ve akciğer hastalıkları, kistik fibrozis, orak hücreli anemi, HIV, AIDS, 

kanser, ateroskleroz, felç, şizofreni, epilepsi ve diyabet gibi birçok hastalığa neden olur 

(Townsend vd, 2003; Wu vd, 2004). GR eksikliğinin en önemli belirtileri neonatal 

sarılık, favizm ve hemolitik anemidir (Kamerbeek vd, 2007). 

Fotosentez, fosforilasyon, hücresel adezyon, metabolizma, antioksidan aktivite 

gibi bir çok hücresel fonksiyonda adı geçen Zn+2, Cu+2, Ca+2, Mg+2, Mn+2 ve Fe+2 gibi 

metal iyonları enzim aktivitesinde önemli bir kofaktör görevi görmektedir (Engle vd, 

2000; Faixová & Faix, 2002). Protein içindeki metal veya metal iyonları aktiviteyi 

arttırsa da, çeşitli metaller hücre içi ve dışı membranda ve proteinlerde toksik etkilere 

neden olmaktadır. Örneğin, Cd+2, Ni+2, Hg+2 ve Cu+2 enzim aktivitesini güçlü bir 

şekilde inhibe etmektedir (Al-Senaidy, 2010). Glutatyon redüktaz enzimi, GSSG 

konsantrasyonu düşük olduğunda metal iyonlarına oldukça duyarlı olduğu 

bilinmektedir (Garcia-Alfonso vd, 1993). 

Metal iyonları, GSH'nin geçici olarak tükenmesine ve diğer antioksidan 

enzimlerin inhibisyonuna neden olan enzim aktivitesini etkilemektedir. Ağır metaller 

ve metal iyonları, enzim-substrat ve kofaktör afinitesini değiştiren konformasyone l 

değişiklikler üzerindeki etkisinden dolayı enzim aktivitesini etkilemektedir (Tandogan 

& Ulusu, 2010). 

Organik kirleticilerin aksine ağır metaller, mikroorganizmalar tarafından 

kimyasal veya biyolojik olarak parçalanamamaktadır. Bazı ağır metaller, normal 

seviyelerde mevcut olduklarında bitki büyümesi için gereklidir; fakat fazla miktarda 

bulunurlarsa, bitki büyümesi üzerine toksik etkilere neden olmakta daha sonra verimin 

düşmesi veya bitki ölümü ile sonuçlanmaktadır (Rao & Reddy, 2008). 

Ağır metaller, yoğunluğu sudan en az beş kat daha fazla olan kimyasal 

elementler olarak adlandırılır ya da başka bir ifadeyle yoğunluğu 5 g ml-1’den fazla 

olan metaller için kullanılan bir kavramdır (Kvesitadze vd, 2006). Kobalt, bakır, demir, 

mangan, molibden, nikel ve çinko gibi bazı ağır metal özelliği gösteren elementler 

bitkiler için temel mikro besin elementlerindendir. Fakat yüksek konsantrasyonda bitki 

için toksik etki yapmaktadırlar ve akut veya kronik zehirlenmelere yol açmaktadır lar 

(Kvesitadze vd, 2006). Kadmiyum, kurşun, krom, uranyum, cıva, gümüş ve altın gibi 
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diğer ağır metaller bitkiler için esansiyel besin elementleri olmadığı gibi çok küçük 

konsantrasyonları bile toksik etkiler yapmaktadır (Lambers vd, 2008). 

Bitkiler için gerekli olan ve ortamda uygun miktarlarda bulunduğunda olumlu 

ve önemli etkiler yapan metaller, fazla miktarlarda bulunduğunda bitkilerde 

toksisiteye neden olabilmektedir (Steffens, 1990; Asri & Sönmez, 2006). Ağır 

metallerin bitki doku ve organlarında aşırı birikimi strese neden olmakta, büyüme ve 

gelişme, mineral besin alımı, transpirasyon, fotosentez, enzim aktivitesi, klorofil 

biyosentezi ve çimlenme gibi çok sayıda morfolojik ve fizyolojik olayı olumsuz yönde 

etkilemektedir (Kennedy & Gonsalves, 1987; Ouzounidou, 1994; Gür vd, 2004). 

Bitkilerde ağır metal toksisitesinin büyüme ve gelişmede yavaşlama, enzim 

aktivitesinde bozulma, kökte hasar, depolama faaliyetlerinde bozulma, fotosentez 

aktivitesinde gerileme, besin elementlerinin alımında yavaşlama ve verimde düşme 

gibi zararlara neden olduğu bilinmektedir (Yağdı vd, 2000). 

Ağır metallerin toksisitesi mikroorganizmalar ve bitkiler üzerinde büyüme ve 

gelişmede azalma şeklinde kendini gösterirken, insan ve hayvan sağlığı üzerinde ise 

çeşitli zararlarla karakterize edilmektedir. Özellikle ağır metaller merkezi sinir 

sisteminin normal fonksiyonunu bozabilmektedir, kan içeriğinde değişikliklere neden 

olurlar ve akciğerler, böbrekler, karaciğer ve diğer organların işleyişini olumsuz yönde 

etkilemektedir. Ağır metallerin uzun süreli etkisi kanser gelişimine, alerjiye, 

distrofiye, alzheimer ve parkinson gibi nörolojik hastalıklara neden olabilmekted ir  

(Kvesitadze vd, 2006). 

Gümüş (Ag), ağır metal iyonları arasında yüksek antibakteriyel aktivitesi olan 

ve canlı organizmalar üzerinde minimum düzeyde toksisitesi olmasından dolayı tıpta 

kullanılmaktadır (Schierholz vd, 1998). Antibakteriyel etkisini proteinlerin sülfhidr i l 

grupları ile reaksiyona girerek zar geçirgenliğini düşürdüğü ve bunun sonucunda 

bakteri hücresinin ölümüne neden olduğu bildirilmektedir (Durán vd, 2010). Gümüşün 

toksisitesi sadece açık yaraların tedavisinde yüksek miktarda kullanılması durumunda 

mavi deri hastalığı (arjirizm) ortaya çıktığı bildirilmektedir. Gümüş alerjisine ilişk in 

net bir bilgi yoktur (Özcan, 2015). Bununla birlikte bazı araştırmacılar yaptıklar ı 

çalışmalarda farklı boyutlardaki gümüş nanopartiküllerinin sıçan karaciğer hücreler i 

üzerine etkilerini incelemişler ve 24 saatlik bir süre ile gümüş iyonlarına maruz kalan 
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sıçan karaciğer hücrelerinde anormal boyut, hücre küçülmesi ve düzensiz şekil 

olduğunu belirlemişlerdir (Hussain vd, 2005). 

Mangan (Mn) nehir, göl ve yer altı sularında doğal olarak bulunur ve sudaki 

bitkiler tarafından bir miktar alınarak birikebilmektedir. İnsanlarda genellik le 

karaciğer, böbrek ve pankreasta birikim göstermektedir (Çalışkan, 2005). Mangan 

genç hayvanların kemik doku metabolizması, ineklerde fertilizasyonun düzenlenmesi, 

reprodüksiyon ve santral sinir sistemi fonksiyonları için önemli bir iz elementt ir. 

Birçok enzimin aktivatörüdür ve metalloenzimlerin önemli bir öğesidir. Bağışık l ık 

sisteminde fonksiyonu vardır ve ayrıca beyin fonksiyonlarını etkilemektedir. Lipid ve 

karbonhidrat metabolizmasına, hücre fonksiyonlarına ve hücre zarının yapımına 

katılmaktadır (Arthington, 2000; Akın, 2004; Al-Qudah vd, 2010). 

Kadmiyum (Cd) insan, hayvan ve bitkiler için oldukça toksik etkili bir ağır 

metaldir. Bitki bünyesinde azot ve karbonhidrat metabolizmalarını değiştirmes i 

nedeniyle birçok fizyolojik değişikliğe sebep olmaktadır. Proteinlerin –SH 

gruplarındaki enzimleri inaktive etmekte, protoklorofil redüktaz ile aminolevulinik 

asit sentezini bozup fotosentezi engellemekte ve stomaların kapanmasına, 

transpirasyon ile su kaybının azalmasına neden olmaktadır (Sheoran vd, 1990; Zengin 

& Munzuroğlu, 2005). İnsanlarda diyabetik böbrek komplikasyonları, yüksek 

tansiyon, osteoperozis, böbreklerde taş oluşumu, lösemi, akciğer, böbrek, idrar kesesi, 

pankreas, göğüs ve prostat gibi bazı organlarda kanser gelişimine neden olduğu 

yapılan bazı araştırmalarda ortaya konmuştur (Schwartz & Reis, 2000; Saffron, 2001). 

Kadmiyum tiyollerle veya reaktif moleküllere karşı korunmada görevli enzimle r le 

reaksiyona girmelerinin bir sonucu olarak serbest radikallerin oluşumunu tetikler. 

Kadmiyumun plazma membranındaki sülfidril grubu gibi organik ligantlara 

bağlanmak sureti ile membranda yapısal lezyonların oluşumunu tetikled iği 

düşünülmektedir (Malik, 2004). 

Bakır (Cu) bitki bünyesinde enzim aktivasyonu, karbonhidrat ve lipid 

metabolizmasında yer alması nedeniyle önemli bir elementtir (Asri & Sönmez, 2006; 

Kacar & Katkat, 2006). Bakırın toksisitesi temel olarak serbest iyonlarla ilişkilid ir. 

Bakır bir redoks metalidir ve hidroksil, peroksi ve alkoksi radikalleri gibi serbest 

radikallerin oluşmasını katalizler. Bu sebeple, hücrede oksidatif strese neden olur  

(Mazhoudi vd, 1997). Bakırın membrandaki proteinlerin sülfidril gruplar ına 
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bağlanarak membrana zarar verdiği bilinmektedir. Ayrıca bakırın lipit 

peroksidasyonunu da tetiklediği bilgiler arasındadır (Chen vd, 2000). Bakır toksisites i 

genellikle bitki kök sistemlerinde açığa çıkar ve bitki bünyesinde protein sentezi, 

fotosentez, solunum, iyon alımı ve hücre membran stabilitesi gibi bazı fizyolo j ik 

olayların bozulmasına neden olur (Sossé vd, 2004; Asri & Sönmez, 2006). Herhangi 

bir yolla vücuda alınan fazla bakır, vücutta toksik etki oluşturabilmektedir. Yüksek 

konsantrasyonlarda alınan bakır, hiperkupremiye neden olmaktadır. Ayrıca bakır 

karaciğer ve beyin dokularında birikerek sinir sisteminin bozulması, gözlerde renk 

halkalarının oluşması gibi belirtilerle ortaya çıkan Wilsons hastalığına ve siroza yol 

açmaktadır (Yüzbaşı & Sezgin, 2002; Bayşu Sözbilir & Bayşu, 2008). 

Çinko (Zn) insanlar ve tüm bitki formları ile hayvan yaşamları için önemli ve 

yaşamsal eser elementlerden biridir ve günlük dozu 10 - 20 mg’dır. Çinkonun birçok 

hücresel proteini özellikle aktif merkezinde sistein bulunan enzimleri etkilediği 

bilinmektedir (Perry vd, 1997; Wu vd, 1999; Haase & Maret, 2003). Hücrede çinko 

derişiminin artması sonucu özellikle GR önemli ölçüde etkilenmektedir. Çinko toksik 

derişimlerde bulunduğunda GR inhibisyonuna bağlı olarak GSH derişiminde bir 

azalma GSSG’de ise bir artış meydana gelmektedir (Walther vd, 2000). Çinko 

astrositlerde GR’ yi inaktive ederek GSSG/GSH oranının artmasına ve hücre içi ROT 

üretimine neden olmaktadır (Bishop vd, 2007). Çinko, bitkilerde de çok çeşitli ve 

önemli metabolik işlevlere sahiptir. Protein ve karbonhidrat sentezine katılmas ının 

yanı sıra, enzim aktivasyonu, fotosentez, solunum ve biyolojik membran stabilites i 

üzerine etkileri nedeniyle üretilen ürün miktarı ve kalitesini direkt olarak 

etkilemektedir (Asri & Sönmez, 2006; Rout & Das, 2009).  

Nikel (Ni)’in alerjik özelliği bulunmasının yanı sıra akciğer kanseri, cilt 

hastalıkları, astım, merkezi sinir sistemi bozuklukları gibi olumsuz etkiler neden 

olduğu bildirilmiştir (Garner, 2004; Costa vd, 2005). Redoks aktif bir metal olan nikel 

peroksidasyona karşı koruyucu hücresel antioksidan savunma mekanizmalarına zarar 

vermektedir (Athar vd, 1987; Misra vd, 1990). Nikel hücrede ROT üretimini ve lipid 

peroksidasyonunu arttırarak redoks dengeyi bozmaktadır ve bunun sonucunda 

hücresel proteinlere zarar vermektedir (Shainkin-Kestenbaum vd, 1991). Bitkiler 

tarafından alınan nikel besin zincirine dâhil olmakta ve yüksek düzeylerde nikel 

canlılara zehir etkisi göstermektedir. 
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Krom doğal olarak birçok bitki, meyve, et ve mayanın yapısında bulunduğu için 

insanlar kromun büyük bir kısmını bu yiyeceklerden alırlar (Çınar, 2008). Ana 

materyale göre değişmekle birlikte toprakta 5-100 ppm oranlarında doğal olarak 

bulunur. Bitkide kuru madde de 100 ppm bulunması birçok yüksek bitki için toksik 

değer olarak kabul edilmektedir. Bitki bünyesinde toksik seviyeye ulaşan kromun 

bitkide etkilediği ilk fizyolojik olay tohum çimlenmesidir (Asri & Sönmez, 2006). 

Krom vücutta birçok fizyolojik fonksiyona sahip olup karbonhidrat, yağ ve 

proteinlerin normal metabolizması için esansiyel bir elementtir. Biyolojik olarak aktif 

olan krom insülinin kofaktörüdür (Noyan, 2003).  Kolesterol, yağ ve protein sentezi 

için hayati bir mineral olan krom, kan şekeri düzeyinin sabit kalmasını sağlamaktad ır.  

Magnezyum (Mg), vücut ağırlığının % 0.05’i kadar bir miktarda bulunmasına 

karşın vücudumuzdaki yüzlerce enzim reaksiyonuna katılmaktadır. Topraklardaki 

magnezyum bitkiler tarafından kullanılmaktadır. Magnezyum bitki dünyasının 

demiridir. İnsanlardaki demir-hemoglobin ilişkisine benzer şekilde, bitkilerde 

magnezyum klorofil yapısına girer (Görmüş & Ergene, 2003). Besleyici çözeltilerde 

makro element olarak bulunan magnezyum bitkiler için oldukça önemli bir elementt ir. 

Fotosentez reaksiyonlarında görevli klorofil molekülünün yapısında ve birçok 

enzimde kofaktör olarak yer alır. ATP üretiminde görevlidir ve bitkilerin fosfor 

alımında etkilidir. 

Baryum’un suda çözünen baryum sülfür gibi bileşikleri zehirlidir.  Baryum 

sülfat gibi suda ve asitte çözünmeyen baryum tuzları normal koşullarda zehirsizd ir. 

Düşük dozlarda, baryum iyonları bir kas uyarıcı olarak hareket eder ve yüksek dozlar 

sinir sistemini etkiler ve kalp düzensizliklerine, titreme, zayıflık, kaygı, nefes darlığı 

ve felç oluşturmaktadır. Bu toksisiteye, baryumun sinir sisteminin düzgün işleyişi için 

kritik olan potasyum iyon kanallarını engellemesi neden olduğu bildirilmekted ir . 

Baryum kanserojen olmadığı ve biyolojik olarak birikim yapmadığı düşünülmekted ir 

(Patnaik, 2003; Moore, 2012). 

Bu çalışmada, besin ve ekonomik değeri yüksek bir bitki olan soyadan glutatyon 

redüktaz (GR) enziminin varlığı ve kinetik özellikleri çalışılmıştır. Leguminosae 

(baklagiller) familyasına dâhil tek yıllık bir bitki olan soya fasulyesi (Glycine max L.), 

içerdiği %20 oranındaki yağın yanı sıra yapısında %40 oranında protein, %35 oranında 

karbonhidrat, %5 oranında lif, çeşitli mineral ve vitaminler, lesitin, folik asit ve 
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isoflavonlar gibi çeşitli yararlı molekülleri bulundurmakta, bu özelliklerinden dolayı 

besin, yem ve endüstrinin farklı kollarında birçok kullanım alanına sahiptir (Bakoğlu 

& Ayçiçek, 2005; Jenks vd, 2007; Sincik vd, 2008). 

Bu çalışmada, soya bitkisinin tohumundan glutatyon redüktaz (GR) enziminin 

saflaştırılması, enzim aktivitesinin üzerine bazı ağır metal iyonlarının inhibisyon 

etkilerinin incelenmesi amaçlanmıştır. 
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2. MATERYAL VE YÖNTEM 

2.1. Materyal 

Bu tez çalışmasında materyal olarak soya bitkisinin (Glycine max L.) tohumlar ı 

kullanılmıştır (Şekil 2.1.). 

 

Şekil 2.1. Çalışmada kullanılan soya tohumları 

2.1.1. Kullanılan kimyasal maddeler 

N,N,N',N'-tetrametil etilendiamin (TEMED), Ditiyotreitol (DTT), okside glutatyon 

(GSSG), triklor asetik asit (TCA), akrilamid, N,N’-metilen bisakrilamid,  brom timol 

mavisi, sodyum dodesil sülfat (SDS), amonyum persülfat, etilendiamintetraasetikas it 

(EDTA), trihidroksimetilaminometan (Tris), β-nikotinamidadenindinükleotidfosfat 

(redükte form) (NADPH), sodyum hidroksit, amonyum sülfat, hidroklorik asit, glis in, 

gliserin, potasyum fosfat (KH2PO4), potasyum asetat (CH3CO2K), potasyum klorür 

(KCl), sodyum asetat (C2H3NaO2), sodyum klorür (NaCl), etanol, metanol, asetik asit, 

izopropanol, 2’,5’ ADP-Sepharose 4B, coomassie brillant blue G-250, sıvı azot, 

standart protein (Biorad, 1610375), gümüş nitrat (Ag(NO3)), mangan nitrat 

(Mn(NO3)2), kadmiyum nitrat (Cd(NO3)2), bakır nitrat (Cu(NO3)2), çinko nitrat 

(Zn(NO3)2), nikel nitrat (Ni(NO3)2), krom nitrat (Cr(NO3)3), magnezyum nitrat 

(Mg(NO3)2) ve baryum klorür (BaCl2) bu tez çalışmasında kullanılan kimyasa l 

maddelerdir. 
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2.1.2. Yararlanılan alet ve cihazlar 

Çalışmalar esnasında aşağıdaki alet ve cihazlar kullanılmıştır. 

Çalkalayıcı  : Benchmark Incu-Shaker Mini 

Hassas Terazi  : Ohaus-Pioneer 

Soğutmalı santrifüj : Eppendorf Centrifuge 5804R, Thermo SL 16R 

Mini santrifüj  : Tomos micro santrifüj 

pH metre  : Thermo Scientific Orion Star A211 

Saf su cihazı  : Nüve Water Disteller ND12 

Spektrofotometre  : Shimadzu UV-1800 

Karıştırıcı (Vorteks) : Velp Scientific Orion Star A211 

Otomatik Pipet  : Gilson, Transferpette, ISOLAB, Thermo 

Manyetik karıştırıcı : Ika Topolıno S1 

Buzdolabı (+4ºC’) : Bosch KSU40623NE    

Derin dondurucu (-20ºC) : Bosch GSV33vW30 

Peristaltik pompa  : Gılson Mınıpuls 3 

Afinite kolunu  : Kapalı sistem oluşturucu ve soğutmalı (1x10), sigma (ABD) 

Elektroforez tankı : Bıo Rad (dikey) 

Güç kaynağı  : Bıo Rad Power Pac Basic 

Buz makinası  : Scotsman AF 80 

2.1.3. Kullanılan çözeltiler ve hazırlanması 

Çözeltilerin hazırlanması esnasında kullanılan su, saf ve deiyonize sudur. 

2.1.3.1. Aktivite ölçümünde kullanılan çözeltiler 

1. 1 M 100 ml Tris (pH=7.6) tampon çözeltisi: 12.11 g Tris alınarak 90 ml saf suda 

çözüldü. HCl ile pH’sı 7.6’ya ayarlandı ve saf su ile son hacmi 100 ml’ye tamamland ı.  
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2. 1 M 100 ml KH2PO4 (pH=7.6) tampon çözeltisi: 13.60 g KH2PO4 alınarak 80 ml saf 

suda çözüldü. pH’sı 7.6’ya ayarlandı ve saf su ile son hacmi 100 ml’ye tamamlandı. 

3. 2 mM 2 ml GSSG çözeltisi: 2.45 mg okside glutatyon (GSSG) alınarak bir miktar  

saf suda çözüldü ve saf su ile son hacmi 2 ml’ye tamamlandı. 

4. 2 mM 2 ml NADPH çözeltisi: 3.33 mg NADPH alınarak bir miktar saf suda çözüldü 

ve saf su ile son hacmi 2 ml’ye tamamlandı. 

2.1.3.2. Amonyum sülfat çökeltisinin çözünmesi ve diyaliz için kullanılan 

tamponlar 

1. 300 mM 100 ml Tris (pH=7.6) tampon çözeltisi: 3.63 g Tris alınarak 90 ml saf suda 

çözüldü. HCl ile pH’sı 7.6’ya ayarlandı ve saf su ile son hacmi 100 ml’ye tamamland ı.  

2. 100 mM 100 ml Tris (pH=7.6) diyaliz çözeltisi: 1.21 g Tris alınarak 90 ml saf suda 

çözüldü. HCl ile pH’sı 7.6’ya ayarlandı ve saf su ile son hacmi 100 ml’ye tamamland ı.  

2.1.3.3. Afinite kromatografisi kolonunda kullanılan çözeltiler 

1. 300 mM Tris/1 mM EDTA, 1mM DDT (pH=7.3) kolonun paketlenmesi ve 

dengelenmesi için kullanılan tampon: 3.63 g Tris, 0.292 g EDTA ve 0.152 g DTT 

alınarak 90 ml saf su ile çözüldü ve pH’sı 7.3’e ayarlandıktan sonra son hacmi 100 

ml’ye tamamlandı. 

2. 0.1 M K-asetat/0,1 M K-fosfat, (pH=7.85) numune tatbik ettikten sonra afinite 

kolonunun yıkanması için kullanılan 1.tampon: 0.98 g K-asetat ve 1.36 g K-fosfat 

karışımı 80 ml saf su ile çözüldü ve pH’sı 7.85’e ayarlandıktan sonra son hacmi 100 

ml’ye tamamlandı. 

3. 0.1 M K-fosfat/0.1 M KCl, (pH=7.85) numune tatbik edildikten sonra afinite 

kolonunun yıkanması için kullanılan 2.tampon: 1.36 g K-fosfat ve 0.74 g KCl karışımı 

80 ml saf su ile çözüldü ve pH’sı 7.85’e ayarlandıktan sonra son hacmi 100 ml’ye 

tamamlandı. 

4. 50 mM K-fosfat/1 mM EDTA, 1mM GSSG ve 0.5 mM NADPH, (pH=7.3) afinite 

jeline tutunmuş olan glutatyon redüktaz enziminin elüsyonu için kullanılan tampon: 
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0.34 g K-fosfat, 0.0146 g EDTA, 0.0310 g GSSG, 0.02075 g NADPH karışımı 45 ml 

su ile çözüldü ve pH’sı 7.3’e ayarlandıktan sonra son hacmi 50 ml’ye tamamlandı. 

5. 0.1 M Na-asetat/0.5 M NaCl (pH=4.5) afinite kolonunun rejenerasyonu için 

kullanılan tampon: 0.82 g Na-asetat ve 2.92 g NaCl karışımı 80 ml saf su ile çözüldü 

ve pH’sı 4.5’e ayarlandıktan sonra son hacmi 100 ml’ye tamamlandı. 

2.1.3.4. Elektroforez için kullanılan çözeltiler 

1. 1.5 M Tris-HCl (pH=8.8): 18.17 g Tris tartılarak 80 ml suda çözüldü ve pH’sı HCl 

ile yapıldıktan sonra son hacmi 100 ml’ye tamamlandı. 

2. 1 M Tris-HCl (pH=6.8): 12.11 g Tris tartılarak 80 ml suda çözüldü ve pH’sı HCl 

yapıldıktan sonra son hacmi 100 ml’ye tamamlandı. 

3. %30 Akrilamid-%0.8 Bisakrilamid çözeltisi: 15 g akrilamid, 0.4 g bisakrilamid ve 

34.6 g su karıştırılarak çözüldü. 

4. %10’luk amonyum persülfat çözeltisi: 0.1 g amonyum persülfat tartılarak su ile 1 

ml’ye tamamlandı. Her kullanım için taze olarak hazırlandı. 

5. %10’luk SDS: 1 g SDS, 9 g suda çözüldü. Her kullanım için taze olarak hazırland ı.  

6. Yürütme tamponu: 1.51 g Tris ve 7.51 g glisin tartılarak 450 ml suda çözüldü ve 

üzerine  %10’luk SDS’den 5 ml ilave edildi daha sonra pH’sı 8.3’e ayarlandı ve son 

hacmi 500 ml’ye tamamlandı. 

7. Numune tamponu: 1 M Tris-HCl (pH=8)’den 0.5 ml, %10’luk SDS’den 1 ml, 

%100’lük gliserinden 1 ml ve %0.1’lik bromtimol mavisinden 1 ml alınarak su ile son 

hacmi 10 ml’ye tamamlanarak stok halinde hazırlandı. Bu stok tampon kullanılmadan 

önce 950 μl stok tamponuna 50 μl β-merkaptoetanol ilave edilerek numune tamponu 

hazırlandı. 

8. Sabitleştirme çözeltisi: %50 izopropanol, %10 TCA ve %40 su olacak şekilde 

karıştırılarak hazırlandı. 

9. Jel boyama çözeltisi: 50 ml metanol, 10 ml asetik asit ve 40 ml su içerisinde 0.1 g 

Coomassie brillant blue R-250 reaktifinin çözülmesiyle hazırlandı. 

10. Jel yıkama çözeltisi: 50 ml metanol, 10 ml asetik asit ve 40 ml su karıştırılarak 

hazırlandı. 
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11. Ayırma jeli (%12): 2.5 ml 1.5 M Tris-HCl (pH=8.8), 4 ml %30 Akrilamid- %0.8 

bisakrilamid, 0.1 ml %10’luk SDS, 4 µl %100’luk TEMED, 0.1 ml %10’lik PER ve 

3.3 ml saf su karıştırıldı. 

12. Yığma jeli: 0.38 ml 1 M Tris-HCl (pH=6.8), 0.5 ml %30 Akrilamid- %0.8 

bisakrilamid, 30 µl %10’luk SDS, 3 µl %100’luk TEMED, 30 µl %10’lik PER ve 2.1 

ml saf su karıştırıldı. 

2.1.3.5. Kullanılan ağır metallerin stok çözeltileri 

1. 0.1 M 10 ml stok Ag(NO3) çözeltisi: 0.169 g Ag(NO3) tartılarak 10 ml saf su içinde 

çözülmesiyle hazırlandı. 

2. 0.11 M 10 ml stok Mn(NO3)2 çözeltisi: 0.196 g Mn(NO3)2 tartılarak 10 ml saf su 

içinde çözülmesiyle hazırlandı. 

3. 0.1 M 10 ml stok Cd(NO3)2 çözeltisi: 0.236 g Cd(NO3)2 tartılarak 10 ml saf su içinde 

çözülmesiyle hazırlandı. 

4. 0.1 M 10 ml stok Cu(NO3)2 çözeltisi: 0.187 g Cu(NO3)2 tartılarak 10 ml saf su içinde 

çözülmesiyle hazırlandı. 

5. 0.1 M 10 ml stok Zn(NO3)2 çözeltisi: 0.189 g Zn(NO3)2 tartılarak 10 ml saf su içinde 

çözülmesiyle hazırlandı. 

6. 0.1 M 10 ml stok Ni(NO3)2 çözeltisi: 0.182 g Ni(NO3)2 tartılarak 10 ml saf su içinde 

çözülmesiyle hazırlandı. 

7. 0.1 M 10 ml stok Cr(NO3)3 çözeltisi: 0.238 g Cd(NO3)3 tartılarak 10 ml saf su içinde 

çözülmesiyle hazırlandı. 

8. 0.1 M 10 ml stok Mg(NO3)2 çözeltisi: 0.148 g Mg(NO3)2 tartılarak 10 ml saf su 

içinde çözülmesiyle hazırlandı. 

9. 0.1 M 10 ml stok BaCl2 çözeltisi: 0.208 g BaCl2 tartılarak 10 ml saf su içinde 

çözülmesiyle hazırlandı. 
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2.2. Yöntem 

2.2.1. Soya tohumu glutatyon redüktaz enziminin aktivitesinin ölçümü 

GSSG + NADPH        GR          2GSH + NADP+ 

Glutatyon redüktaz enzim aktivitesinin belirlenmesi iki temel esasa dayanmaktad ır. 

Birincisi; yukarıdaki reaksiyonda reaksiyona giren NADPH 340 nm’de maksimum 

absorbans vermektedir. Reaksiyon ortamına katılan GR enzimi NADPH’ın azalmas ına 

sebep olmaktadır. Bu azalma spektrofotometrik olarak 340 nm’de takip edilmekted ir 

(Carlberg & Mannervik, 1985). 

İkincisi ise aynı reaksiyonda ürün olarak ortaya çıkan GSH’ın 5,5’-ditiyobis(2-  

nitrobenzoik asit) (DTNB) ile reaksiyonu sonucu oluşturduğu bileşiğin 412 nm’de 

verdiği absorbansın spektrofotometrik olarak takip edilmesi esasına dayanır. GR 

enzimi GSH’ın zamanla artmasını sağlamakta, oluşan GSH da DTNB ile reaksiyona 

girerek absorbans artışına sebep olmaktadır (Goudsmit vd, 1988). 

Enzim aktivitesi Shimadzu UV-1800 spektrofotometrede NADPH’nin 

oksitlenmesine bağlı olarak, 340 nm’deki absorbans düşüşü takip edilerek izlend i. 

Spektrofotometrik ölçümler Kinetics rate’de 340 nm 3 dakika boyunca yapıldı. GR 

aktivite ölçümü için kontrol ve numune küvet içerikleri Çizelge 2.1’de gösterilmiştir. 

Çizelge 2.1. GR aktivite ölçümü için kontrol ve numune küveti içeriği 

      Kontrol Küveti Numune Küveti 

Stok aktivite 

ölçüm çözeltileri 

Hacim(μl) Konsantrasyon Hacim(μl) Konsantrasyon 

Saf Su 300 - 200 - 

50 mM Fosfat 
Tamponu (pH:7,4) 
 

500 50 mM 500 50 mM 

Homojenat - - 100 - 

Substrat (GSSG) 100 2 mM 100 2 mM 

Substrat (NADPH) 100 2 mM 100 2 mM 

Toplam 1000  1000  
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2.2.2. Soya tohumundan glutatyon redüktaz enziminin saflaştırılması ile ilgili 

yöntemler 

2.2.2.1. Homojenat hazırlanması 

Çalışmada kullanılan soya tohumları piyasadan temin edildi. Yaklaşık 3 g soya 

tohumu parçalayıcı (blender) yardımıyla toz haline getirildi. Toz halindeki soya 

havana alınıp üzerine sıvı azot dökülerek mekanik parçalamaya devam edildi. Numune 

50 ml’lik tüpe alınıp üzerine 40-45 ml 50 mM KH2PO4 (pH=7,6) tamponu ilave edildi. 

10.000 xg ve +4 ºC’de 10 dakika boyunca santrifüj edildi. Santrifüj sonunda pastör 

pipet ve filtre kâğıdı yardımıyla süpernatant kısmı süzülerek başka bir tüpe alındı. 

Böylece homojenat hazırlanmış oldu. 

2.2.2.2. Amonyum sülfat çöktürme ve diyaliz 

İlgili proteinin başka proteinlerden ayrılması işlemlerinde ya da proteinler in 

deriştirilmesi işlemlerinde kullanılan çöktürme olayı, proteinleri saflaştırma 

işlemlerinin birçoğunda kullanılmaktadır. Protein moleküllerinin yüzeylerindek i 

hidrofilik ve hidrofobik grupların dağılımı proteinlerin çeşitli çözücülerdek i 

çözünürlüğünü etkilemektedir. Bu özellikleri sayesinde proteinlere amaca uygun 

olarak pH, ısı, organik çözücüler, organik polimerler ve yüksek tuz derişikleri gibi 

farklı şekillerde çöktürme işlemleri yapılmaktadır. Bunlardan en çok tercih edilen 

yüksek tuz derişikleri ile çöktürmedir. 

Soya tohumundan hazırlanan homojenat için ayrı ayrı %0-40, %40-60 

aralıklarında amonyum sülfat çöktürmeleri yapıldı. Amonyum sülfat çöktürme işlemi 

için kullanılan katı (NH4)2SO4 yavaş yavaş katılarak manyetik karıştırıcı üzerinde ve 

buz içindeki homojenata eklendi. Katı amonyum sülfat miktarı, aşağıdaki formülle 

hesaplandı: 

g(NH4)2SO4=
1,77 ∗ 𝑉 ∗ (𝑆2 − 𝑆1)

3,54 − 𝑆1
 

V: Enzim çözeltisinin hacmi 

S1: 1’in kesri olarak çözeltideki amonyum sülfat doygunluğu 

S2: 1’in kesri olarak istenilen amonyum sülfat doygunluğu 
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Bütün bu işlemler +4°C’de gerçekleştirildi. Her defasında homojenatlar 5.000 

xg’de 15 dakika santrifüj edildi. Daha sonra süpernatant ayrı behere alındı ve 

çökelekler ise yeteri kadar 300 mM Tris (pH=7.6) tamponu ile çözülerek hem 

süpernatantta hem de çökelekte ayrı ayrı enzim aktivitesine bakıldı. Yapılan amonyum 

sülfat çöktürmesinin her aralığında işlemler tekrar edilip aktivite ölçümü yapılarak 

enzimin aktif olduğu aralık belirlendi. Bundan sonraki çalışmalarda çöktürme, 

belirlenen aralıkta yapıldı. 

Diyaliz, protein çözeltisinin tuzlardan arındırılması için yapılan işlemd ir. 

Osmotik basınç dengelenene kadar küçük moleküller membrandan serbestçe geçerler. 

Osmotik basınç dengeye ulaştığında ise moleküllerin dış tampona geçmesi durur. Buna 

istinaden membran içindeki tuzu tamamen uzaklaştırmak amacıyla, membran 

dışındaki tamponun birkaç kez değiştirilmesi gereklidir. 

Amonyum sülfat çöktürmesi sonucu elde edilen karışım diyaliz torbasına 

yerleştirildi ve 100 mM Tris (pH=7.5) tamponuna karşı 2 defa değiştirilerek, 2 saat 

süreyle diyaliz edildi (Smith vd, 1988). Diyaliz işlemi magnetik karıştırıcı üzerinde 

+4°C’de gerçekleştirildi ve daha sonra aktivite tayini Bölüm 2.2.1’de izah edildiği 

şekilde yapıldı. 

2.2.2.3. Afinite kolonunun hazırlanması ve soya tohumu glutatyon redüktaz 

enziminin saflaştırılması 

10 ml’lik yatak hacmi için 2 g kuru 2',5'-ADP Sepharose 4B jeli tartılarak, 400 ml 

destile su ile katı maddelerin giderilmesi için birkaç defa yıkandı. Yıkama esnasında 

jel şişirilmiş oldu. Şişirilmiş jelin havası su trombu kullanılarak vakum ile alındıktan 

sonra dengeleme tamponu (300 mM Tris/1 mM EDTA, 1mM DTT, pH=7.3) ilave 

edilerek jel süspanse edildi. Süspanse edilmiş jel, 1x10 cm’lik kapalı sistemden oluşa n 

soğutmalı kolona paketlendi. Jel çöktükten sonra peristaltik pompa yardımıyla yıkama 

ve dengeleme tamponu ile yıkandı. Kolonun dengelenmiş olduğu eluat ile tamponun 

280 nm’de absorbanslarının ve pH’larının eşitlenmesinden anlaşıldı. Böylece afinite 

kolonu hazırlanmış oldu. Belirlenen amonyum sülfat doygunluk aralığında çöktürülen 

numune, uygun tamponda çözülüp diyaliz edildikten sonra 2',5'- ADP sepharose 4B 

afinite kolonuna 2 ml uygulandı. Enzim çözeltisinin tamamı kolondan geçtikten sonra 

1. ve 2. yıkama tamponunu geçirmeye devam edilerek kolonun yıkanması sağlandı.  
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Kolon yıkandıktan sonra elüsyon tamponu (50 mM KH2PO4 /1 mM EDTA, 1mM 

GSSG ve 0.5 mM NADPH, pH=7.3) ile 1.5 ml’lik santrifüj tüplerine elüe edildi 

(Carlberg & Mannervik, 1981). Elüsyon tamponuna takiben dengeleme ve 

rejenerasyon tamponları kolona uygulandıktan sonra en son dengeleme tamponu 

eklenerek jeli koruma altına alınıp kolon kapatıldı. 

Elüsyonlar 1.5 ml’lik şekilde santrifüj tüplerine alındıktan sonra her birinde 

aktivite değerleri okundu. Bu çalışmayla elde edilen enzim örneklerinin saf olup 

olmadıklarını kontrol etmek amacıyla SDS-PAGE yapılarak elektroforez bantları elde 

edildi (Şekil 3.1.). 

2.2.2.4. Sodyum dodesil sülfat-poliakrilamid jel elektroforezi (SDS-PAGE) ile 

enzim saflığının kontrolü 

Enzimin saflığının kontrolünde ve alt birim molekül ağırlığının saptanmasında 

Laemmli (1970) tarafından önerilen SDS poliakrilamid jel elektroforezi yöntemi 

değiştirilerek kullanıldı. Bu işlem için elektroforez plakaları önce su ile sonra alkol ile 

yıkandı. Her iki kenarında aralık oluşturucu bir plaka ile düz bir plaka üst üste 

getirilerek kıskaçlarla tutturuldu. Sabitleştirilen plakalar, içerisinde sızdırmayı önleyen 

sünger ihtiva eden jel hazırlama kabinine konuldu. Önce ayırma jeli hazırlandı ve 

enjektörle plakaların arasına üst kesimde 1-5 cm kalıncaya kadar dolduruldu. İki saat 

jelin donması beklendi, ayırma jelinin katılaştığından emin olunduktan sonra yığma 

jeli hazırlandı. Jelin üst kısmındaki boşluğa dolduruldu ve numune kuyucuklar ının 

oluşması için tarak dikkatlice yerleştirildi. Yığma jelinin katılaşması beklenirken 

ıslatılmış süzgeç kâğıdı sistemin üzerine kapatıldı ve kuruması önlendi. Yığma jeli 

katılaştıktan sonra tarak dikkatlice çıkartılarak numune kuyuları belirlendi. Önce saf 

su, sonra da yürütme tamponuyla yıkandı ve jel plakalarla birlikte elektroforez tankına 

yerleştirildi. Elektroforez tankının alt ve üst kısmına yürütme tamponu dolduruldu. 

Saflaştırılmış enzim örneklerinden ve gliserinden toplam hacim 150 μl olacak şekilde 

1/1 oranında numune tamponu katıldı. 5 dakika kaynar su banyosunda inkübe edildi 

ve kuyucuklara yüklemek için hazır hale geldi.  Kuyucuklara enjektör yardımıyla 

numuneler yüklendi. Molekül ağırlığını belirlemek için standart proteinler in 

yürütülmesi gereklidir. Bu nedenle molekül ağırlıkları 10 kDa ile 250 kDa aralığında 

değişen standart proteinlerden oluşan kit (Biorad, 1610375) kullanıldı. Elektroforez 
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tankı (+) anot ve (-) katot kısımlarına dikkat ederek kapatıldı. 80 voltta numuneler jelin 

alt sınırına gelinceye kadar yürütüldü. Numunelerin takip edilmesi, numune 

tamponuna katılan brom timol mavisi yardımıyla anlaşıldı. Yürütme işlemi bittikten 

sonra akım kesilerek plakalar arasındaki jel dikkatlice çıkarıldı ve sabitleşt irme 

çözeltisine konuldu. Sabitleştirme çözeltisinde 20 dakika bekletilen jel, çıkarılarak 

boyama çözeltisi içine konuldu ve çalkalayıcı üzerinde bir gece bekletildi. Jel 

boyandıktan sonra çıkarılarak yıkama çözeltisine konuldu. Rengi açılıp, protein 

bantları belirginleşinceye kadar çalkalayıcı üzerinde yıkanan jel çıkarılarak fotoğrafı 

çekildi. 

2.2.3. Soya tohumu glutatyon redüktaz enziminin karakterizasyon çalışmaları 

2.2.3.1. Soya tohumundan saflaştırılan glutatyon redüktaz enzimi için optimum 

iyonik şiddetin belirlenmesine yönelik çalışmalar 

Tris ve potasyum fosfat (KH2PO4) tamponlarının 10 mM, 20 mM, 30 mM, 40 mM, 50 

mM, 100 mM, 200 mM, 300 mM, 400 mM, 800 mM ve 1 M derişiklikleri kullanılarak 

aktivite ölçümleri yapılmıştır. Tampon optimizasyonunda kullanılan kontrol ve 

numune küvet içerikleri Çizelge 2.2. ve Çizelge 2.3.’de gösterilmiştir. 
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Çizelge 2.2. Potasyum fosfat tampon optimizasyonu için kontrol ve numune küvet 
içerikleri 

Kontrol Küveti  Numune Küveti 

Stok aktivite  

ölçüm çözeltileri 
Hacim(μl) Konsantrasyon Hacim(μl) Konsantrasyon 

Saf Su 300 - 250 - 

KH2PO4 Tamponu (pH:7.6) 500 50 mM 500 Değişken 

Homojenat - - 50 - 

Substrat (GSSG)  100 2 mM 100 2 mM 

Substrat (NADPH) 100 2 mM 100 2 mM 

Toplam 1000  1000  

 

Çizelge 2.3. Tris tampon optimizasyonu için kontrol ve numune küvet içerikleri 

Kontrol Küveti  Numune Küveti 

Stok aktivite  

ölçüm çözeltileri 
Hacim(μl) Konsantrasyon Hacim(μl) Konsantrasyon 

Saf Su 300 - 250 - 

Tris Tamponu (pH:7.6) 500 50 mM 500 Değişken 

Homojenat - - 50 - 

Substrat (GSSG) 100 2 mM 100 2 mM 

Substrat (NADPH) 100 2 mM 100 2 mM 

Toplam 1000  1000  

2.2.3.2. Soya tohumundan saflaştırılan glutatyon redüktaz enzimi için optimum 

pH değerinin belirlenmesine yönelik çalışmalar 

Tampon optimizasyonu sonucunda her iki tamponda en yüksek aktivite gösteren 

tampon konsantrasyonları pH optimizasyonunda kullanıldı. Tris tamponu 7, 7.5, 8, 8.5, 

9, 9.5 ve 10 pH değerlerinde hazırlandı ve aktivite ölçümleri yapıldı. KH2PO4 tamponu 
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5, 5.5, 6, 6.5, 7, 7.5 ve 8 pH değerlerinde hazırlandı ve aktivite ölçümleri yapıldı. pH 

optimizasyonu için kontrol ve numune küvet içerikleri Çizelge 2.4. ve 2.5.’de 

gösterilmiştir. 

Çizelge 2.4. pH optimizasyonu (Tris) için kontrol ve numune küvet içerikleri 

    Kontrol Küveti  Numune Küveti 

Stok aktivite  

ölçüm çözeltileri 
Hacim(μl) Konsantrasyon Hacim(μl) Konsantrasyon 

Saf Su 300 - 250 - 

Tris (pH değişken) 500 300 mM 500 300 mM 

Homojenat - - 50 - 

Substrat (GSSG) 100 2 mM 100 2 mM 

Substrat (NADPH) 100 2 mM 100 2 mM 

Toplam 1000  1000  

 

Çizelge 2.4. pH optimizasyonu (KH2PO4) için kontrol ve numune küvet içerikleri 

    Kontrol Küveti  Numune Küveti 

Stok aktivite  

ölçüm çözeltileri 
Hacim(μl) Konsantrasyon Hacim(μl) Konsantrasyon 

Saf Su 300 - 250 - 

KH2PO4 (pH değişken) 500 300 mM 500 300 mM 

Homojenat - - 50 - 

Substrat (GSSG) 100 2 mM 100 2 mM 

Substrat (NADPH) 100 2 mM 100 2 mM 

Toplam 1000  1000  
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2.2.3.3. Soya tohumundan saflaştırılan glutatyon redüktaz enzimi için optimum 

substrat miktarının belirlenmesine yönelik çalışmalar 

Optimizasyon sonucu seçilen optimum tampon konsantrasyon ve optimum pH’daki 

tampon ile; 20 μl, 40 μl, 60 μl, 70 μl, 80 μl, 90 μl, 100μl, 120μl, 140μl NADPH substratı 

kullanılarak aktivite ölçümleri yapıldı. Yapılan ölçümlerde saf su ve NADPH 

substratının toplam hacmi 395 μl olacak şekilde ayarlandı. Substrat optimizasyonu için 

kontrol ve numune küvet içerikleri Çizelge 2.5.’de gösterilmiştir. 

Çizelge 2.5. Substrat optimizasyonu için kontrol ve numune küvet içerikleri 

    Kontrol Küveti  Numune Küveti 

Stok aktivite  

ölçüm çözeltileri 
Hacim(μl) Konsantrasyon Hacim(μl) Konsantrasyon 

Saf Su 300 - Değişken - 

Tris (pH: 8,5) 500 300 mM 500 300 mM 

Homojenat - - 5 - 

Substrat (GSSG) 100 2 mM 100 2 mM 

Substrat (NADPH) 100 2 mM Değişken 2 mM 

Toplam 1000  1000  

2.2.4. Soya tohumundan saflaştırılan glutatyon redüktaz enzimiyle ilgili yapılan 

kinetik çalışmalar 

2.2.4.1. Bazı metal iyonlarının soya tohumundan saflaştırılan glutatyon redüktaz 

enzimi aktivitesi üzerine inhibitör etkilerinin belirlenmesi 

Soya tohumu GR enzim aktivitesi üzerine bazı metal iyonlarının inhibitör etkiler ini 

belirlemek amacıyla Ag(NO3), Mn(NO3)2, Cd(NO3)2, Cu(NO3)2, Zn(NO3)2, Ni(NO3)2, 

Cr(NO3)3, Mg(NO3)2 ve BaCl2 çözeltileri stok olarak hazırlandı. Kullanılan metal 

iyonlarının farklı konsantrasyonlarını oluşturmak için stok çözeltiler seyreltild i. 

Yapılan ölçümlerde inhibisyonu incelenen çözelti ve suyun toplam hacmi 500 μl 

olacak şekilde ayarlandı. Her bir metal iyonunun küvetteki miktarı değiştirilerek ve 

farklı konsantrasyonları denenerek enzim aktivitesine etkileri spektrofotometre 
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yardımıyla 340 nm’de 3 dakika süreyle ölçüldü. GR enzimi için inhibitörlü ve 

inhibitörsüz ortamdaki aktivite ölçüm küvet içeriği Çizelge 2.6.’de gösterilmiştir. 

Çizelge 2.6. İnhibisyon etkileri ölçülürken kontrol ve numune küvet içerikleri 

    Kontrol Küveti  Numune Küveti 

Stok aktivite  

ölçüm çözeltileri 
Hacim(μl) Konsantrasyon Hacim(μl) Konsantrasyon 

Saf Su 310 - Değişken - 

300 mM Tris (pH: 8,5) 500 150 mM 500 150 mM  

Enzim numunesi - - 100 - 

Ağır metal çözeltisi - - Değişken Değişken 

2 mM GSSG 100 0.2 mM 100 0.2 mM 

2 mM NADPH 90 0.18 mM 90 0.18 mM 

Toplam 1000  1000  

2.2.4.2. İnhibitör etkisi gösteren metal iyonları için I50 değerlerinin belirlenmesi 

Bu çalışma kapsamında soya tohumunda afinite kramatografisiyle saflaştırılan GR 

enzimi aktivitesi üzerine etkileri araştırıldı. Enzimi inhibe eden Ag(NO3), Mn(NO3)2, 

Cd(NO3)2, Cu(NO3)2, Zn(NO3)2, Ni(NO3)2, Cr(NO3)3, Mg(NO3)2 ve BaCl2 kimyasa l 

maddeler için sabit substrat konsantrasyonunda beş farklı inhibitör konsantrasyonu 

kullanılarak % aktivite-[I] grafikleri çizilerek belirlendi (Şekil 3.2. – 3.10.). Bu 

grafiklerin eğri denklemlerinden yararlanılarak I50 (Enzim aktivitesini yarıya düşüren 

inhibitör konsantrasyonu) değerleri hesaplanmıştır. I50 değerleri belirlenirken 

kullanılan küvetteki çözeltilerin miktarları ve inhibitör konsantrasyonları Çizelge 2.7. 

– 2.15. ‘da gösterilmiştir. 
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Çizelge 2.7. Soya tohumundan saflaştırılan GR enzimi üzerinde Ag(NO3)’ın I50 

değerinin belirlenmesinde kullanılan çözeltilerin miktarları ve bunlara 
karşılık gelen substrat ve inhibitör konsantrasyonları 

Saf 

su 

(μl) 

Tampon 

TRİS 

(300 mM) 

(μl) 

Diyaliz 

sonrası 

enzim 

(μl) 

İnhibitör 

Ag(NO3) 

(μl) 

İnhibitör  

kons. 

(mM) 

GSSG 

(μl) 

NADPH 

(μl) 

Top. 

Hacim 

(ml) 

210 490 100 10 0.00010 100 90 1 

210 480 100 20 0.00020 100 90 1 

210 475 100 25 0.00025 100 90 1 

210 470 100 30 0.00030 100 90 1 

210 460 100 40 0.00040 100 90 1 

Çizelge 2.8. Soya tohumundan saflaştırılan GR enzimi üzerinde Mn(NO3)2’ın I50 

değerinin belirlenmesinde kullanılan çözeltilerin miktarları ve bunlara 
karşılık gelen substrat ve inhibitör konsantrasyonları 

Saf 

su 

(μl) 

Tampon 

TRİS 

(300 mM) 

(μl) 

Diyaliz 

sonrası 

enzim 

(μl) 

İnhibitör 

Mn(NO3)2 

(μl) 

İnhibitör  

kons. 

(mM) 

GSSG 

(μl) 

NADPH 

(μl) 

Top. 

Hacim 

(ml) 

210 490 100 10 1.1 100 90 1 

210 480 100 20 2.2 100 90 1 

210 470 100 30 3.3 100 90 1 

210 460 100 40 4.4 100 90 1 

210 450 100 50 5.5 100 90 1 
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Çizelge 2.9. Soya tohumundan saflaştırılan GR enzimi üzerinde Cd(NO3)2’ın I50 
değerinin belirlenmesinde kullanılan çözeltilerin miktarları ve bunlara 
karşılık gelen substrat ve inhibitör konsantrasyonları 

Saf 

su 
(μl) 

Tampon 

TRİS 

(300 mM) 

(μl) 

Diyaliz 

sonrası 
enzim 

(μl) 

İnhibitör 

Cd(NO3)2 

(μl) 

İnhibitör  

kons. 
(mM) 

GSSG 

(μl) 

NADPH 

(μl) 

Top. 

Hacim 
(ml) 

210 495 100 10 0.0005 100 90 1 

210 490 100 20 0.0010 100 90 1 

210 485 100 30 0.0015 100 90 1 

210 475 100 40 0.0020 100 90 1 

210 470 100 50 0.0030 100 90 1 

Çizelge 2.10. Soya tohumundan saflaştırılan GR enzimi üzerinde Cu(NO3)2’ın I50 

değerinin belirlenmesinde kullanılan çözeltilerin miktarları ve bunlara 
karşılık gelen substrat ve inhibitör konsantrasyonları 

Saf 

su 

(μl) 

Tampon 

TRİS 

(300 mM) 

(μl) 

Diyaliz 

sonrası 

enzim 

(μl) 

İnhibitör 

Cu(NO3)2 

(μl) 

İnhibitör  

kons. 

(mM) 

GSSG 

(μl) 

NADPH 

(μl) 

Top. 

Hacim 

(ml) 

210 495 100 5 0.05 100 90 1 

210 490 100 10 0.10 100 90 1 

210 480 100 20 0.20 100 90 1 

210 450 100 50 0.50 100 90 1 

210 425 100 75 0.75 100 90 1 

Çizelge 2.11. Soya tohumundan saflaştırılan GR enzimi üzerinde Zn(NO3)2’ın I50 

değerinin belirlenmesinde kullanılan çözeltilerin miktarları ve bunlara 
karşılık gelen substrat ve inhibitör konsantrasyonları 

Saf 

su 

(μl) 

Tampon 

TRİS 

(300 mM) 

(μl) 

Diyaliz 

sonrası 

enzim 

(μl) 

İnhibitör 

Zn(NO3)2 

(μl) 

İnhibitör  

kons. 

(mM) 

GSSG 

(μl) 

NADPH 

(μl) 

Top. 

Hacim 

(ml) 

210 495 100 5 0.005 100 90 1 

210 493 100 7 0.007 100 90 1 

210 490 100 10 0.010 100 90 1 

210 480 100 20 0.020 100 90 1 

210 460 100 40 0.040 100 90 1 
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Çizelge 2.12. Soya tohumundan saflaştırılan GR enzimi üzerinde Ni(NO3)2’ın I50 
değerinin belirlenmesinde kullanılan çözeltilerin miktarları ve bunlara 
karşılık gelen substrat ve inhibitör konsantrasyonları 

Saf 

su 
(μl) 

Tampon 

TRİS 

(300 mM) 

(μl) 

Diyaliz 

sonrası 
enzim 

(μl) 

İnhibitör 

Ni(NO3)2 

(μl) 

İnhibitör  

kons. 
(mM) 

GSSG 

(μl) 

NADPH 

(μl) 

Top. 

Hacim 
(ml) 

210 495 100 5 0.05 100 90 1 

210 490 100 10 0.10 100 90 1 

210 485 100 15 0.15 100 90 1 

210 480 100 20 0.20 100 90 1 

210 450 100 50 0.50 100 90 1 

Çizelge 2.13. Soya tohumundan saflaştırılan GR enzimi üzerinde Cr(NO3)3’ın I50 

değerinin belirlenmesinde kullanılan çözeltilerin miktarları ve bunlara 
karşılık gelen substrat ve inhibitör konsantrasyonları 

Saf 

su 

(μl) 

Tampon 

TRİS 

(300 mM) 

(μl) 

Diyaliz 

sonrası 

enzim 

(μl) 

İnhibitör 

Cr(NO3)3 

(μl) 

İnhibitör  

kons. 

(mM) 

GSSG 

(μl) 

NADPH 

(μl) 

Top. 

Hacim 

(ml) 

210 490 100 10 1.0 100 90 1 

210 480 100 20 2.0 100 90 1 

210 475 100 25 2.5 100 90 1 

210 470 100 30 3.0 100 90 1 

210 460 100 40 4.0 100 90 1 

Çizelge 2.14. Soya tohumundan saflaştırılan GR enzimi üzerinde Mg(NO3)2’ın I50 

değerinin belirlenmesinde kullanılan çözeltilerin miktarları ve bunlara 
karşılık gelen substrat ve inhibitör konsantrasyonları 

Saf 

su 

(μl) 

Tampon 

TRİS 

(300 mM) 

(μl) 

Diyaliz 

sonrası 

enzim 

(μl) 

İnhibitör 

Mg(NO3)2 

(μl) 

İnhibitör  

kons. 

(mM) 

GSSG 

(μl) 

NADPH 

(μl) 

Top. 

Hacim 

(ml) 

210 495 100 5 0.5 100 90 1 

210 490 100 10 1.0 100 90 1 

210 470 100 30 3.0 100 90 1 

210 450 100 50 5.0 100 90 1 

210 425 100 75 7.5 100 90 1 
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Çizelge 2.15. Soya tohumundan saflaştırılan GR enzimi üzerinde BaCl2’ün I50 
değerinin belirlenmesinde kullanılan çözeltilerin miktarları ve bunlara 
karşılık gelen substrat ve inhibitör konsantrasyonları 

Saf 

su 
(μl) 

Tampon 

TRİS 

(300 mM) 

(μl) 

Diyaliz 

sonrası 
enzim 

(μl) 

İnhibitör 

BaCl2 

(μl) 

İnhibitör  

kons. 
(mM) 

GSSG 

(μl) 

NADPH 

(μl) 

Top. 

Hacim 
(ml) 

210 495 100 5 0.5 100 90 1 

210 490 100 10 1.0 100 90 1 

210 485 100 15 1.5 100 90 1 

210 480 100 20 2.0 100 90 1 

210 470 100 30 3.0 100 90 1 
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3. BULGULAR 

3.1. Soya Tohumu GR Enziminin Saflaştırılması Sonuçları 

3.1.1. Amonyum sülfat çöktürmesi sonuçları 

Soya tohumundan GR enzimini saflaştırmak için bölüm 2.2.2.1.’da anlatıldığı gibi 

hazırlanan homojenat bölüm 2.2.2.2.’da anlatıldığı gibi sırasıyla %0-40 ve %40-60 

aralıklarında amonyum sülfat çöktürmesi yapıldı (Erat, 2004). Elde edilen çökelek 

optimum tampon (300 mM Tris) çözeltisinde çözülerek bir sonraki işleme hazır hale 

getirildi. Bölüm 2.2.1.’de anlatıldığı gibi yapılan aktivite ölçümleri sonucunda en 

yüksek aktivite gösteren değer %40-60 amonyum sülfat doygunluğunda yakalandı.  

Daha sonra numune diyaliz edilip tekrar aktivite ölçümü yapıldı. 

3.1.2. Afinite kromatografisi sonuçları 

Diyaliz edilen numune afinite kolonuna tatbik edildi. Uygun tamponla elüsyon sonucu 

elde edilen elüatların aktivite değerleri ölçüldü. 

3.2. Soya Tohumundan Saflaştırılan GR Enziminin Sodyum Dodesil Sülfat-

Poliakrilamid Jel Elektroforezi (SDS-PAGE) İle Saflık Kontrolü 

Soya tohumundan elde edilen GR enzimi numunelerinin, homojenat, amonyum sülfat 

çökeleği ve afinite kromatografisi sonucu elde edilen elüatlardaki enzimlerin saflığını 

kontrol etmek için SDS-PAGE yöntemi kullanıldı. Bu amaçla bölüm 2.2.2.4.’da 

anlatılan elektroforez sistemi kurularak enzim numuneleri sırayla kuyulara uyguland ı 

ve yürütüldü. Elde edilen bantları ve standart proteini gösteren fotoğraf Şekil 3.1.’de 

gösterildi. Glutatyon redüktaz enzimi SDS poliakrilamid jel elektroforezinde yaklaşık 

75 kDa molekül ağırlığında görüntülendi. 
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Şekil 3.1. SDS-PAGE yöntemi ile soya tohumu glutatyon redüktaz enziminin alt birim 
molekül ağırlığının belirlenmesi 1: Standart Proteinler, 2: Homojenat, 3: 

Amonyum sülfat çökürme (%40-60, çökelek), 4: Diyaliz sonrası, 5: Afinite 
Kromatografisi  

3.3. Soya Tohumundan Saflaştırılan GR Enziminin Optimum Şartlarının 

Belirlenmesi Yönelik Sonuçlar 

3.3.1. Soya tohumundan saflaştırılan GR enziminin optimum iyonik şiddetin 

belirlenmesine yönelik sonuçlar 

Soya tohumu GR enzim aktivitesi için en uygun iyonik şiddetin belirlenmesi amacıyla 

önceki çalışmalarla uygunluğu belirlenen Tris ve KH2PO4 tamponlarının değişik 

konsantrasyonlardaki çözeltileri bölüm 2.2.3.1.’da anlatıldığı gibi hazırlandı. Farklı 

Tris ve KH2PO4 konsantrasyonlarında aktivite ölçümleri yapıldı. Elde edilen değerler 

çizelge 3.1. ve 3.2.’de gösterildi. Yapılan çalışmalar sonucu soya tohumu GR enzimi 

için en uygun iyonik şiddetin 300 mM Tris tamponu olarak tespit edildi. 

Çizelge 3.1. Soya tohumu GR enzimi optimum iyonik şiddet için Tris tampon çözeltis i 

kullanılarak yapılan aktivite ölçüm sonuçları 

[mM] 10 20 30 40 50 100 200 300 400 800 1000 

% Aktivite 19.1 31.3 40 34.8 53.0 79.1 87.8 100 67.6 60.9 55.6 
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Çizelge 3.2. Soya tohumu GR enzimi optimum iyonik şiddet için KH2PO4 tampon 
çözeltisi kullanılarak yapılan aktivite ölçüm sonuçları 

[mM] 10 20 30 40 50 100 200 300 400 800 1000 

% Aktivite 39.4 48.1 56.7 66.3 72.1 83.7 90.4 100 94.2 94.2 91.3 

3.3.2. Soya tohumundan saflaştırılan GR enziminin optimum pH değerinin 

belirlenmesine yönelik sonuçlar 

Soya tohumu GR enzimi optimum pH’sı bölüm 2.2.3.2.’de anlatıldığı şekilde; pH‘sı 

7.5-9.0 aralığında 300 mM Tris ve pH‘sı 5.5-8.0 aralığında 300 mM potasyum fosfat 

tampon çözeltileri kullanılarak enzimin gösterdiği aktiviteler spektrofotometrik olarak 

belirlendi. Elde edilen değerler çizelge 3.3. ve 3.4.’de gösterilmiştir. Soya tohumu GR 

enzimi için optimum pH, 300 mM Tris pH=8.5 tamponu olarak belirlendi. 

Çizelge 3.3. Soya tohumu GR enzimi optimum pH değeri için Tris (300 mM) tampon 
çözeltisi kullanılarak yapılan aktivite ölçüm sonuçları 

pH 7.0 7.5 8.0 8.5 9.0 9.5 10.0 

%Aktivite 36.9 29.8 53.6 100.0 89.3 96.4 42.9 

Çizelge 3.4. Soya tohumu GR enzimi optimum pH değeri için KH2PO4 (300 mM) 
tampon çözeltisi kullanılarak yapılan aktivite ölçüm sonuçları 

pH 5 5.5 6.0 6.5 7.0 7.5 8.0 

%Aktivite - - - 31.0 45.5 63.6 100.0 

3.3.3. Soya tohumundan saflaştırılan GR enziminin optimum substrat miktarının 

belirlenmesine yönelik sonuçlar 

Soya tohumu GR enzimi optimum substrat miktarı bölüm 2.2.3.3.’de anlatıld ığı 

şekilde; 20 – 140 µl miktar aralığında optimum pH’daki optimum tampon çözeltis i 

kullanılarak aktivite ölçümü yapıldı. Elde edilen değerler çizelge 3.5.’de gösterilmişt ir.  

Soya tohumu GR enzimi için optimum substrat miktarı 300 mM Tris (pH=8.5) 

tamponunda 90 µl olarak belirlendi. 
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Çizelge 3.5. Soya tohumu GR enzimi optimum substrat miktarı için 300 mM Tris 
(pH=8.5) tampon çözeltisi kullanılarak yapılan aktivite ölçüm sonuçları 

NADPH (µl) 20 40 60 70 80 90 100 120 140 

% Aktivite  60.0 58.6 53.4 65.7 78.6 100.0 72.9 67.1 70.0 

3.4. Soya Tohumundan Saflaştırılan GR Enzimi Aktivitesi Üzerine Bazı Metal 

İyonlarının İnhibitör Etkilerinin Sonuçları 

Soya tohumundan elde edilen diyaliz numunesinde bulunan GR enzimi aktivites i 

üzerine Ag(NO3), Mn(NO3)2, Cd(NO3)2, Cu(NO3)2, Zn(NO3)2, Ni(NO3)2, Cr(NO3)3, 

Mg(NO3)2 ve BaCl2 metal iyonlarının etkilerini belirlemek amacıyla bu metallerin stok 

çözeltileri hazırlandı ve soya tohumu GR enzim aktivitesi üzerine etkileri araştırıld ı. 

Araştırma sonucunda elde edilen inhibisyon etkileri Çizelge 3.6. – 3.14.’de 

gösterilmiştir. Ayrıca metallerin farklı konsantrasyonlarına karşı bulunan % aktivite 

değerleri kullanılarak hazırlanan % aktivite grafikleri şekil 3.2. – 3.10.’da ve 

hesaplanan I50 değerleri Çizelge 3.15.’de gösterilmiştir. 
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Çizelge 3.6. Gümüş’ün soya tohumu GR enzim aktivitesi üzerine etkisi 

Konsantrasyon (mM) % Aktivite  

0.00000 100.00 

0.00010 97.14 

0.00020 78.57 

0.00025 50.00 

0.00030 41.42 

0.00040 27.14 

 

Şekil 3.2. Gümüş’ün soya tohumu GR enzim aktivitesi üzerine etkisi 

Çizelge 3.6.’da verilen deneysel sonuçlara göre 0.0001 ile 0.0004 mM aralığındak i 

konsantrasyonlarda Ag+ ağır metalinin, 0.18 mM NADPH substratı varlığındaki % 

Aktivite-[I] grafiği Şekil 3.2.’deki gibi çizilmiştir. Grafikteki doğru denkleminden 

yararlanarak soya glutatyon redüktaz enzim aktivitesi üzerine Ag+ ağır metalinin I50 

değeri 0.00025 mM olduğu bulunmuştur. 
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Çizelge 3.7. Mangan’ın soya tohumu GR enzim aktivitesi üzerine etkisi 

Konsantrasyon (mM) % Aktivite  

0.0 100.00 

1.1 67.74 

2.2 65.59 

3.3 48.38 

4.4 36.55 

5.5 25.80 

 

Şekil 3.3. Mangan’ın soya tohumu GR enzim aktivitesi üzerine etkisi 

Çizelge 3.7.’de verilen deneysel sonuçlara göre 1.1 ile 4.4 mM aralığındak i 

konsantrasyonlarda Mn+2 ağır metalinin, 0.18 mM NADPH substratı varlığındaki % 

Aktivite-[I] grafiği Şekil 3.3.’deki gibi çizilmiştir. Grafikteki doğru denkleminden 

yararlanarak soya glutatyon redüktaz enzim aktivitesi üzerine Mn+2 ağır metalinin I50 

değeri 3.305 mM olduğu bulunmuştur. 
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Çizelge 3.8. Kadminyum’un soya tohumu GR enzim aktivitesi üzerine etkisi 

Konsantrasyon (mM) % Aktivite  

0.0000 100.00 

0.0005 71.42 

0.0010 61.42 

0.0015 42.85 

0.0020 38.57 

0.0030 25.71 

 

Şekil 3.4. Kadminyum’un soya tohumu GR enzim aktivitesi üzerine etkisi 

Çizelge 3.8.’de verilen deneysel sonuçlara göre 0.0005 ile 0.003 mM aralığındak i 

konsantrasyonlarda Cd+2 ağır metalinin, 0.18 mM NADPH substratı varlığındaki % 

Aktivite-[I] grafiği Şekil 3.4.’deki gibi çizilmiştir. Grafikteki doğru denkleminden 

yararlanarak soya glutatyon redüktaz enzim aktivitesi üzerine Cd+2 ağır metalinin I50 

değeri 0.0016 mM olduğu bulunmuştur. 
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Çizelge 3.9. Bakır’ın soya tohumu GR enzim aktivitesi üzerine etkisi 

Konsantrasyon (mM) % Aktivite  

0.00 100.00 

0.05 62.85 

0.10 58.57 

0.20 48.57 

0.50 34.28 

0.75 28.24 

 

Şekil 3.5. Bakır’ın soya tohumu GR enzim aktivitesi üzerine etkisi 

Çizelge 3.9.’da verilen deneysel sonuçlara göre 0.05 ile 0.75 mM aralığındak i 

konsantrasyonlarda Cu+2 ağır metalinin, 0.18 mM NADPH substratı varlığındaki % 

Aktivite-[I] grafiği Şekil 3.5.’deki gibi çizilmiştir. Grafikteki doğru denkleminden 

yararlanarak soya glutatyon redüktaz enzim aktivitesi üzerine Cu+2 ağır metalinin I50 

değeri 0.318 mM olduğu bulunmuştur. 
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Çizelge 3.10. Çinko’nun soya tohumu GR enzim aktivitesi üzerine etkisi 

Konsantrasyon (mM) % Aktivite  

0.000 100.00 

0.005 70.00 

0.007 64.28 

0.010 45.71 

0.020 28.57 

0.040 18.57 

 

Şekil 3.6. Çinko’nun soya tohumu GR enzim aktivitesi üzerine etkisi 

Çizelge 3.10.’da verilen deneysel sonuçlara göre 0.005 ile 0.04 mM aralığındak i 

konsantrasyonlarda Zn+2 ağır metalinin, 0.18 mM NADPH substratı varlığındaki % 

Aktivite-[I] grafiği Şekil 3.6.’deki gibi çizilmiştir. Grafikteki doğru denkleminden 

yararlanarak soya glutatyon redüktaz enzim aktivitesi üzerine Zn+2 ağır metalinin I50 

değeri 0.015 mM olduğu bulunmuştur. 
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Çizelge 3.11. Nikel’in soya tohumu GR enzim aktivitesi üzerine etkisi 

Konsantrasyon (mM) % Aktivite  

0.00 100.00 

0.05 84.28 

0.10 70.00 

0.15 54.28 

0.20 35.71 

0.50 14.28 

 

Şekil 3.7. Nikel’in soya tohumu GR enzim aktivitesi üzerine etkisi 

Çizelge 3.11.’de verilen deneysel sonuçlara göre 0.05 ile 0.5 mM aralığındak i 

konsantrasyonlarda Ni+2 ağır metalinin, 0.18 mM NADPH substratı varlığındaki % 

Aktivite-[I] grafiği Şekil 3.7.’deki gibi çizilmiştir. Grafikteki doğru denkleminden 

yararlanarak soya glutatyon redüktaz enzim aktivitesi üzerine Ni+2 ağır metalinin I50 

değeri 0.21 mM olduğu bulunmuştur. 
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Çizelge 3.12. Krom’un soya tohumu GR enzim aktivitesi üzerine etkisi 

Konsantrasyon (mM) % Aktivite  

0.0 100.00 

1.0 74.28 

2.0 70.00 

2.5 42.85 

3.0 31.42 

4.0 21.42 

 

Şekil 3.8. Krom’un soya tohumu GR enzim aktivitesi üzerine etkisi 

Çizelge 3.12.’de verilen deneysel sonuçlara göre 1.0 ile 4.0 mM aralığındak i 

konsantrasyonlarda Cr+3 ağır metalinin, 0.18 mM NADPH substratı varlığındaki % 

Aktivite-[I] grafiği Şekil 3.8.’deki gibi çizilmiştir. Grafikteki doğru denkleminden 

yararlanarak soya glutatyon redüktaz enzim aktivitesi üzerine Cr+3 ağır metalinin I50 

değeri 2.394 mM olduğu bulunmuştur. 
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Çizelge 3.13. Magnezyum’un soya tohumu GR enzim aktivitesi üzerine etkisi 

Konsantrasyon (mM) % Aktivite  

0.0 100.00 

0.5 83.56 

1.0 68.49 

3.0 49.31 

5.0 35.61 

7.5 27.39 

 

Şekil 3.9. Magnezyum’un soya tohumu GR enzim aktivitesi üzerine etkisi 

Çizelge 3.13.’de verilen deneysel sonuçlara göre 0.5 ile 7.5 mM aralığındak i 

konsantrasyonlarda Mg+2 ağır metalinin, 0.18 mM NADPH substratı varlığındaki % 

Aktivite-[I] grafiği Şekil 3.9.’deki gibi çizilmiştir. Grafikteki doğru denkleminden 

yararlanarak soya glutatyon redüktaz enzim aktivitesi üzerine Mg+ ağır metalinin I50 

değeri 3.881 mM olduğu bulunmuştur. 
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Çizelge 3.14. Baryum’un soya tohumu GR enzim aktivitesi üzerine etkisi 

Konsantrasyon (mM) % Aktivite  

0.0 100.00 

0.5 78.08 

1.0 64.38 

1.5 43.83 

2.0 36.98 

3.0 17.80 

 

Şekil 3.10. Baryum’un soya tohumu GR enzim aktivitesi üzerine etkisi 

Çizelge 3.14.’de verilen deneysel sonuçlara göre 0.5 ile 3.0 mM aralığındak i 

konsantrasyonlarda Ba+2 ağır metalinin, 0.18 mM NADPH substratı varlığındaki % 

Aktivite-[I] grafiği Şekil 3.10.’deki gibi çizilmiştir. Grafikteki doğru denkleminden 

yararlanarak soya glutatyon redüktaz enzim aktivitesi üzerine Ba+ ağır metalinin I50 

değeri 1.576 mM olduğu bulunmuştur. 
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Çizelge 3.15. Soya tohumu GR enzimi için metal iyonlarına ait I50 değerleri 

İnhibitör I50 (mM) 

Mg+2 3.881 

Mn+2 3.305 

Cr+3 2.394 

Ba+2 1.576 

Cu+2 0.318 

Ni+2 0.21 

Zn+2 0.015 

Cd+2 0.0016 

Ag+ 0.00025 
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4. TARTIŞMA 

Glutatyon (GSH) birçok önemli fonksiyona sahiptir. Örneğin, ksenobiyotikle r in 

detoksifikasyonunda yer alan ve izomerizasyon reaksiyonlarında bir kofaktör görevi 

gören bir antioksidandır. Glutatyon, proteinlerin sentezinde ve bozunmasında, 

enzimlerin düzenlenmesinde, deoksiribonükleik asit (DNA) öncülleri olan 

deoksiribonükleotid oluşumunda ve hücrelerin serbest radikallere ve reaktif oksijen 

türlerine karşı korunmasında önemli bir role sahiptir. Glutatyon redüktaz (GR), 

glutatyon disülfürün (GSSG), NADPH pahasına indirgenmesini katalize eder. 

Glutatyon redüktaz enzimi GSH/GSSG oranını yüksek tutarak protein ve DNA 

biyosentezinin yanı sıra reaktif oksijen türlerinin detoksifikasyonu gibi hücrenin 

birkaç hayati fonksiyonunun devamlılığını sağlar (Çakmak vd, 2011). 

Glutatyon redüktaz enzimi üzerine bu öneminden dolayı çok sayıda çalışma 

yapılmış, birçok kaynaktan saflaştırılmış ve biyokimyasal özellikleri incelenmişt ir.  

Okside glutatyonun indirgenmesini katalizleyen ve glutatyon redüktaz olarak 

adlandırılan enzimin varlığı 1951’de bezelye ve buğday tohumlarında (Conn & 

Vennesland, 1951; Mapson & Goddard, 1951), 1952’de hayvan dokularında 

gösterilmiştir (Rall & Lehninger, 1952). Enzimin doğası ve özellikleri üzerine ilk 

detaylı çalışma ise 1963 yılında çimlenmiş bezelyelerde gerçekleştirilmiştir (Mapson 

& Isherwood, 1963).  Bunun dışında Ricinus communis endosperminde (Klapheck vd, 

1990) ve bitki köklerinde sitozol ve mitokondride enzim aktivitesine rastlanmışt ır  

(Bielawski & Joy, 1986). Bazı kaynaklardan elde edilen enzimin aminoasit dizilimi ve 

aktif bölgeleri belirlenmiştir. İnsan, fare, bazı bitki ve bakteri hücrelerinden GR 

cDNA'ları elde edilmiş ve bazı biyokimyasal çalışmalar yapılmıştır (Jiang vd, 1995). 

Bu çalışmada, tüm organizmalarda önemli işlevi olan glutatyon redüktaz enzimi 

soya tohumundan saflaştırılmış ve bazı karakteristik özellikleri incelenmişt ir. 

Saflaştırma işleminde amonyum sülfat çöktürmesi ve ardından afinite kromotografis i 

yöntemleri uygulanmıştır. Saflaştırılan enzimin kinetik özellikleri incelenmiş ve bazı 

ağır metallerin enzim aktivitesi üzerine etkileri belirlenmiştir. 

Soya tohumundan toplam GR enzimi saflaştırılması için ilk önce homojenat 

hazırlama işlemi gerçekleştirilmiştir. Daha sonra literatür bilgilerine dayanılarak %0-
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60 aralığında amonyum sülfat çöktürmesi ve diyaliz yaptıktan sonra numune 2',5'-

ADP Sepharose 4B afinite kolonuna tatbik edilmiştir. Saflaştırma işlemi sırasında 

sıcaklık kontrol altında tutularak tüm işlemler +4 oC’de gerçekleştirilmiştir. Bu şekilde 

aktivite kaybı mümkün olduğunca engellenmiştir. 

Elde edilen soya tohumu homojenatlarına %0-40, %40-60 aralıklar ında 

amonyum sülfat çöktürmeleri yapılarak GR enziminin %40-60 aralığında çöktüğü 

belirlenmiştir. Amonyum sülfat çöktürmesi yıllardır bilim insanları tarafından 

kullanılan kısmi saflaştırma yöntemidir. Bu yöntem aracılığıyla numune içerisindek i 

birçok safsızlıklar giderilir ve proteinler daha derişik hale getirilir. Afinite 

kromatografisinden önce amonyum sülfat çöktürmesi yapılması kolonuna tatbik 

edilecek çözeltideki GR konsantrasyonunun yüksek olması bakımından önemlid ir. 

Sığır ve insan eritrositlerinden elde edilen GR enzimi için amonyum sülfat çöktürme 

aralığı %30-70, koyun beyni için %35-55 ve koyun karaciğeri için %0-60 olarak 

bulunmuştur. Amonyum sülfat çöktürmesi yapıldıktan sonra diyalizin yapılmas ı 

afinite kromatografisinden önce ortamdaki iyonların uzaklaştırılması açısından 

önemlidir (Acan & Tezcan, 1989; Erat, 2002; Ulusu vd, 2005). 

2',5'-ADP Sepharose 4B afinite jelinin NADPH bağımlı enzimleri bağlayabilme 

özelliğine sahip olduğu bilinmektedir. Afinite kolonuna bağlanan glukoz-6-fosfat 

dehidrogenaz ve 6-fosfoglukonat dehidrogenaz gibi enzimlerin giderilmesi saflaştırma 

işleminde saflık oranının ve veriminin artmasını sağlamaktadır. Ogus & Ozer (1998), 

örneği afinite kolonuna yükledikten sonra enzim ile bağlı reçineyi kolon çıktısında 280 

nm’deki absorbans 0.01’in altına düşene kadar 400 mM KP (pH 7.4) tamponu ile 

yıkadıklarında GR enzimi dışındaki diğer enzimlerden kurtulduklarını belirtmişlerd ir. 

Bu çalışmada da afinite kolonuna diyaliz numunesi yüklendikten sonra kolona tutunan 

G6PD ve 6PGD gibi enzimlerin uzaklaştırılması amacıyla bölüm 2.1.3.3.’da belirt ilen 

0.1 M K-asetat/0,1 M K-fosfat (pH=7.85) ve 0.1 M K-fosfat/0.1 M KCl (pH=7.85) 

yıkama tamponları ile yıkama yapıldı. Afinite kolunundan GR’ nin elüsyonu için 0.5 

mM NADPH (pH=7.3) içeren elüsyon tamponu kullanıldı. 

Soya tohumu GR’sinin molekül ağırlığını saptayabilmek için SDS poliakrilamid 

jel elektroforezi yöntem kullanıldı (Şekil 3.1.). Çeşitli dokularda glutatyon redüktaz 

ile yapılan çalışmalarda glutatyon redüktaz enziminin çoğunlukla dimerik yapıda ve 

alt birim molekül ağırlığının yaklaşık 41-70 kDa arasında olduğu belirtilmekted ir  
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(Ogus & Tezcan, 1981; Acan & Tezcan, 1989; Ogus & Ozer, 1998; Gutterer vd, 1999; 

Willmore & Storey, 2007). Enzimin saflığının kontrolünde ve altbirim molekül 

ağırlığının saptanmasında Laemmli (1970) tarafından önerilen SDS poliakrilamid jel 

elektroforezi yönteminin değiştirilmiş şekli kullanıldı. SDS poliakrilamid jeli ile alt 

birim molekül ağırlığı yaklaşık 75 kDa olarak hesaplandı. 

Yapılan işlemlerle enzimin optimum iyonik şiddeti 300 mM Tris tamponu olarak 

tespit edildi. Literatürde sığır eritrosit GR enzimi için optimum iyonik şiddet 435 mM 

fosfat tamponu, koyun karaciğeri için 50 mM Tris olarak bulunmuştur (Erat, 2002; 

Ulusu vd, 2005). 

Farklı türlerden saflaştırılan GR’lerin optimum pH’sının 6.5-8.5 aralığında 

olduğu rapor edilmiştir (Açan, 1990; Öğüs & Özer, 1991; Ogus & Ozer, 1998; 

Willmore & Storey, 2007; Tekman vd, 2008). Çalışmamızda da soya tohum GR’sinin 

optimum pH’si 8.5 olarak saptandı. 

Glutatyon redüktazın katalizlediği tepkimede, GSSG birinci substrat, koenzim 

NADPH ise ikinci substrat olarak belirtilmektedir. Soya tohumu GR enzimi için 

optimum NADPH miktarı yapılan ölçümler sonucunda 90 µl olarak bulunmuştur. 

Çevremizde bulunan ağır metallerin biyolojik sistemler için yaşamsal önemi 

bulunmaktadır. Organizmanın ağır metal iyonlarına devamlı olarak maruz kalması 

hücrede antioksidan enzimlerin inhibisyonuna ve oksidatif hasara bağlı olarak 

hastalıklara neden olmaktadır. 

Soya tohumundan saflaştırılan glutatyon redüktaz enzimi üzerine bazı metal 

iyonlarının inhibisyon etkisi incelendi. Bu amaçla Ag(NO3), Mn(NO3)2, Cd(NO3)2, 

Cu(NO3)2, Zn(NO3)2, Ni(NO3)2, Cr(NO3)3, Mg(NO3)2 ve BaCl2 maddeleri ile çalışıld ı. 

Bu çalışmada kullanılan tüm metal iyonlarının soya tohumu glutatyon redüktaz 

enziminin üzerine etkisi incelendiğinde, bu iyonların enzimi derişime bağlı olarak 

inhibe ettiği belirlenmiştir (Şekil 3.2. - 3.10.). Soya tohumundan saflaştırılan glutatyon 

redüktaz enzimi için I50 değerleri küçükten büyüğe doğru 

Ag<Cd<Zn<Ni<Cu<Ba<Cr<Mn<Mg şeklindedir (Çizelge 3.15.). 
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5. SONUÇ 

Bu çalışmada, soya tohumu GR’nin metal iyonları ile inhibe olduğu saptandı. GR 

hücrede antioksidan savunma sisteminin önemli bir enzimidir. GR aktivitesinin çeşitli 

ağır metallerle inhibisyonu organizmada olumsuz fizyolojik ve biyokimyasal etkiler 

yaratarak birçok patolojik durumun ortaya çıkışında etkin rol oynar. 

Sonuç olarak çalışmamızda soya tohumu glutatyon redüktaz (GR) enzimi, 2’,5’-

ADP Sepharose 4B afinite kromatografisi ile saflaştırılmış, enzimin saflığı ve alt 

biriminin molekül ağırlığı SDS-PAGE ile tespit edilmiş, enzimin bazı kinetik 

özellikleri belirlenmiş, çeşitli ağır metallerin enzim aktivitesine etkileri incelenmişt ir.  

Soya tohumundan saflaştırılan GR enzimi hayati öneme sahip olan GSH/GSSG 

oranını kontrol altında tuttuğu için GR enzimini inhibe ederek bu dengeyi bozabilecek 

olan bu metallerin kullanımında son derece dikkatli olunmalı ve kullanımı kontrollü 

olmalıdır. Bu çalışma, özellikleri bakımından besin ve ekonomik değeri yüksek bir 

bitki olan soya bitkisinin tohumundan GR enziminin saflaştırılması, karakterizasyonu, 

yapısal ve kinetik özellikleri aydınlatılmaya çalışılması bakımından bir ilk çalışmad ır. 

Elde ettiğimiz sonuçların glutatyon redüktazın, soya tohumundaki işlevinin 

aydınlatılmasına katkıda bulunacağını umuyoruz. Çalışmamızın, bundan sonra 

yapılacak glutatyon redüktaz enzimi ile ilgili çalışmalara yardımcı olacağı 

düşüncesindeyiz. 
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