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Bu caligmada, o©nemli fonksiyonlarda gorev alan glutatyon rediiktaz (Glutatyon:
NADP* oksidorediiktaz, E.C. 1.8.1.7: GR) enzimi soya tohumundan saflagtrilmistir.
Saflagtrma  isleminde homojenatin  hazrlanmasinin  ardndan amonyum  stilfat
coktiirmesi ve afinite kromatografisi metodlart kullanilmustir.  Saflagtirilan  soya
glutatyon rediiktaz enzimi SDS poliakrilamid jel elektroforezinde yaklasik 75 kDa
molekill agrhginda tek bant seklinde goriintiilenmistir. Soya tohumu glitatyon
rediiktaz enzimi icin optimum iyonik siddet, pH ve substrat miktar1 arastrilmistir.
Enzimin optimum iyonk siddeti 300 mM Tris, optimum pH degeri 8.5 ve optimum
substrat miktar1 90 mM olarak bulunmustur. Dogada bulanan agr metallerden giimiis,
mangan, kadmiyum, bakr, ¢inko, nikel, krom, magnezyum ve baryum’un
saflagtirilmis soya tohumu glutatyon redilktaz enzim aktivitesi tiizerine inhibitdr
etkileri arastrilmistr. Bu agr metallerin  her birinin enzim aktivitesi tizerinde
inhibisyon etkisi gosterdigi tespit edilmistir ve Iso degerleri hesaplanmistir. Soya
tohumu GR enzimi i¢cin bu agr metallerin Iso degerleri srasiyla 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 belirlenmistir.
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ABSTRACT
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PURIFICATION OF GLUTATHIONE REDUCTASE ENZYME FROM
SOYBEAN (Glycine max L.) AND INVESTIGATION OF INHIBITION KINETICS
OF SOME HEAVY METALS
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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 purification.
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 onthe purificated soybean seed glutathione reductase enzyme
were investigated. Each of the heavy metals showed inhibitory effect on enzyme
activity. 1so 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.
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1. GIRIS

Enzimler, canh organizmalarda olusan biitin reaksiyonlarm 1hml kosullarda
gerceklesmesini  saglayan ve bu reaksiyonlar1 koordine eden protein yapisindaki
spesifik biyokatalizorlerdir. Tiim canh organizmalarda bulunan enzimler, hiicrede
gerceklesen binlerce biyokimyasal reaksiyonun katalizini canlihia zarar vermeden ve

cok hizli bir sekilde gerceklestirirler.

Biyolojik reaksiyonlarm katalizorii olan enzimlerin bazlar1 bu fonksiyonlarini
gerceklestirirken amino asit kalntilar1 disimda aktivite icin kimyasal gruplara ihtiyag
duymazken, bazlar1 ise yapilarinda bulunmayan ve kofaktér denen molekiillere
ihtiyag duyarlar. Kofaktor metal iyonu (Mg*?, Fe*2, Zn*2 vb.) olabilecegi gibi koenzim
denen kompleks organik molekiiller de (NAD; Nikotinamid adenin diniikleotid, FAD,;
Flavin adenin diniikleotid, Koenzim A) olabilir. Metal iyonlar1 ile veya koenzimiyle
birlikte katalitikk olarak aktif olan bir enzim holoenzim olarak adlandrilirken bu gibi

enzimlerin sadece protein kismu apoenzim veya apoprotein olarak adlandirilmaktadir.

Enzimlerin klasik kimyasal katalizatorlere kiyasla Onemli bir farki, sahip
olduklar1 6zgiinliikleridir. Enzimler hem katalizledikleri reaksiyon tipine hem de iiriine
doniistiirdiikleri substratlarma karsi son derece secicidirler. Ozgiinliigiin derecesi

enzimden enzime farkhlik gosterir.

Enzimler bir reaksiyonun hizin1 enzimatik olmayan bir reaksiyona kiyasla 10°-
1017 kat arttrabilmektedir (Radzicka & Wolfenden, 1995). Enzimlerin reaksiyon
hizma bu Olgiide fazla etkilemelerine imkan saglayan bashca etmenler; reaksiyon
ortaklarmin konum olarak birbirine yaklagmasi, substrat molekiiliiniin deformasyonu,
enzim reaktif gruplarn ortak etkilesmesi ve bazen substratn kovalent olarak
baglanmas1 olarak verilebilir.

Bir enzimin aktivitesi, o enzimin katalizledigi reaksiyonun hizinm bir lciistidiir.
Uluslararast Biyokimya Birligi Enzim Komisyonunun tanmladigi aktivite birimi
“Uluslararast Birim” Unite (U)’dir. Enzim Unitesi (EU), standart kosullar altnda
dakikada bir mikromol (umol) substrati {iriine doniistiren enzim miktaridir. Diger
aktivite birimleri ise spesifik aktivite, katalitik merkez aktivitesi ve molekiiler aktivite

(Turnover sayisi)’dir.



Enzim aktivitesinin  belirlenmesi ashnda enzimatik reaksiyonun hizinin
belirlenmesidir. Enzim aktivite Olglimiinde ya substratin zamana bagh azahs1 ya da
zamana bagh olarak iiriin olusumu Olgiiliir. Aktivite Olglimiinde genellikle absorbsiyon
fotometri yontemi (spektrofotometrik) kullanilmasinin yam sira, titrimetri, florimetri,

polarimetri ve kolorimetri gibi yontemler de kullanilmaktadir.

Enzimatik reaksiyonlarin hizz yani aktivitesi sicaklk, pH, enzim ve substrat
konsantrasyonu, iyonik siddet, aktivator ve inhibitérlerin varh@ gbi birgok
faktorlerden etkilenmektedir.

Enzimin katalizor olarak gorev aldig reaksiyonlarin hizin1 azaltan veya
durduran maddelere mhibitér ve olusturduklar1 etkiye inhibisyon denir. Enzim
aktivitesinin inhibisyonu biyolojik sistemlerde O6nemli bir kontrol mekanizmasidir.
Inhibisyon cabsmalar1 enzimlerin seciciligi, aktif merkezin fiziksel ve kimyasal yapisi
ve enzimatik reaksiyonun mekanizmasi hakkinda bilgi veren Onemli bir olaydir.
Inhibitdrler genel olarak tersinir (doniisiimlii) Ve tersinmez (doniisiimsiiz) olarak iki
baghk altinda toplanabilir. Tersinmez mhibitérler, enzim aktif merkezine kovalent
olarak baglanirlar, enzimin konformasyonunu degistirerek katalitik aktiviteyi
tamamen yok ederler. Tersinir inhibitdrlerde ise enzim ile mhibitér arasmda bir denge
kurulur. Bu inhibitdrlerin - olusturdugu dort tip inhibisyon mevcuttur. Bunlar;
yarismali, yarismasiz, yari yarismali ve karigik tip mhibisyonlardr (Yidirim vd,
2010).

Bir tripeptid olan glutatyon, hem prokaryot hem de 6karyot hiicrelerde, hiicre ici
serbest siilthidril gruplarinin biiyik bir bolimiinii olusturan ve protein yapisinda
olmayan Onemli bir tiyoldiir.

Glutatyon (GSH); glutamat (Glu), sistein (Cys) ve glisin (Gly) tarafindan
olusturulan diisik molekiil agwlikli bir tripeptididir. Glutatyonun yapismda bulunan
sistein amino asitinin siilfhidril (-SH) grubunu ihtiva etmesinden dolayr GSH olarak
kisaltilabilmektedir. Glutatyon okside (GSSG) ve rediikte (GSH) olmak {iizere iki
formda bulunur (Gill vd, 2013).

Indirgenmis glutatyon enzimatik ya da enzimatk olmayan yollarla okside
glutatyona (GSSG) doniigiir. Okside glutatyon bir glutatyon dimeridir ve oksidasyon
srasinda sistein siilthidril yan zncirleri arasmda bir disiilfit (S-S) bag ile olusturulur.



Bu doniisiim 6zellikle peroksitlerin parcalanmasinda ve enzimatik transhidrojenasyon

sonucu gerceklesmektedir.

Indirgenmis glutatyon antioksidatif reaksiyonlarda nemli gdrevler yaptigi icin
oksidasyona sebep olan serbest radikaller ile reaktif oksijen {iriinlerinin ve de
metabolizmadaki rollerinin  bilinmesi  gerekir. Enzimatik savunma sistemlerinde
stiperoksit dismutaz, katalaz, glutatyon perokidaz ve glutatyon rediiktaz gbi enzimler
rol oynamaktadir.

Glutatyon rediktaz (Glutatyon: NADP* oksidorediiktaz, E.C. 1.8.1.7: GR),
piridin nikleotid-disiilfid oksidorediikktazin bir tyesidir (Sekil 1.1.) (Taser & Ciftci,
2012). Glutatyon rediiktaz, okside glutatyonun (GSSG) rediikte glutatyona (GSH)
doniistiiriilmesini katalizleyen ve GSH/GSSG oranmin belirli bir seviyede kalmasini
saglayan Onemli bir enzimdir (Sekil 1.2.). Ancak reaksiyonun ger¢eklesmesi igin
NADPH’a ihtiyag vardr. Gerekli olan NADPH pentoz fosfat yolundan elde edilir.
Burada glukoz-6-fosfat dehidrogenaz (G6PD) enzimi ile glutatyon redikktaz enzimi
arasindaki iliski ortaya ¢ikar. G6PD enziminin c¢ahsmamasi, NADPH firetimini;
NADPH iretiminin azalmasi1 glutatyon rediktazin islerligini; GR aktivitesinin
diismesi de GSH olusumunu etkiler (Cifici vd, 2000; Keha & Kiifrevioglu, 2004). Bu
biyokimyasal siireg DNA biyosentezi, cesitli oksidatif stres tiplerine karst hiicrenin
korunmasi, reaktif oksijen tiplerinin ve serbest radikallerin detoksifikasyonunun yani

sira hiicre i¢i sinyal iletimi ve gen regiilasyonu i¢cin de gereklidir (Tunc vd, 2015).

Sekil 1.1. Glutatyon rediikktaz’m 3 boyutlu yapisi (Couto vd, 2016)



Glutatyon disiilfit (GSSG) NADPH 2*Glutatyon (GSH) NADP(+)

Sekil 1.2. Glutatyon rediiktaz tarafindan katalizlenen genel reaksiyon

GR enziminin Kkatalizledigi tepkime (Sekil 1.2.), hiicresel redoks durumunun
gostergesi  kabul edilen GSH/GSSG oranmin (~100:1) korunmasini saglar ve bu
nedenle biiylk Onem tasr (Meister, 1983; Wu vd, 2004).

Glutatyon redikktazn katalizledigi tepkimede NADPH koenzimine olan ihtiyag
hayvan ve bitki dokularmda bazi enzim sistemleri yoluyla saglamr. Bu sistemlerden
en iyi bilineni pentoz fosfat metabolik yoludur (Halliwell & Gutteridge, 2011).

Pentoz fosfat metabolik yolu, oksidatif ve oksidatif olmayan iki evreden olusur
(Cabezas vd, 1999). Oksidatif evre hiicrelerdeki NADPH’nin kaynagidir. Bu evredeki
tepkimelerde glukoz-6-fosfat molekiilii basma bir molekiil riboz-5-fosfat, bir molekiil
karbondioksit (CO2) ve iki molekiill NADPH olusur (Champe vd, 2007).

Oksidatif evrenin ik tepkimesini katalizleyen enzim glukoz-6-fosfat
dehidrogenazdir (G6PD). Tepkime glukoz-6-fosfat’m (G6P) 6-fosfo-D-glukonat’a
(6PG) donisiimiinii katalizler (Champe vd, 2007).

G6P + NADP* GPD___,  6PG+NADPH + H*

Oksidatif evrenin ikinci tepkimesi 6-fosfoglukonat dehidrogenaz (6PGD) ile
katalizlenir (Champe vd, 2007).

6PG + NADP* —_6PCD_, CO2 + NADPH + H* + Riboz-5-fosfat

Pentoz fosfat metabolik yolunun hizi, G6PD enzimine NADP+ saglanmasiyla
kontrol edilir. Glutatyon rediiktaz enziminin katalizledigi tepkimede NADPH’nin
okside olmasi ve buna bagh olarak [NADPH]/[NADP*] orannin diismesi durumunda
metabolik yolun hiz NADPH’yi yenileme yOniinde artmlr (Halliwell & Gutteridge,
2011).



Pentoz fosfat metabolik yolunun yam sra, malk enzimin katalizledigi malattan
piruvat olusumu tepkimesiyle de sitozolik NADPH iretilir (Aksoy, 2000).

Malat + NADP* __Malikenzim o Ppjrjjyat + CO2 + NADPH + H*

Glutatyon rediiktaz hayvanlarda, bakterilerde, mantarlarda ve bitkilerde bulunan
bir flavoprotein oksidorediiktazdir (Deng vd, 2015). Bitki glutatyon rediikktaz1 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) gbi ¢esitli bitkilerden birgok GR
saflagtirilmis ve karakterize edilmistir.

Glutatyon rediiktaz enziminin fizyolojik pH’smin 7.5 oldugu bildirilmistir,
ancak enzimin optimum pH’1 organizmaya bagh olarak farkhlk gostermektedir (Al
Senaidy, 2010; Can vd, 2010). Tandogan & Ulusu (2007), gesitli tampon sisteminde,
enzim aktivitesinin pH'm:1 5.0 - 10.0 araliginda rapor etmislerdir. Willmore & Storey
(2007), GR'nin, pH 4.0 - 10.0 arasmda biraz daha genis c¢aph enzim aktivitesi
sergiledigini kamtlamustir.

Izoelektrik nokta (pI), molekiilin poztif ve negatif yikiiniin sifir oldugu,
elektrik alamnda molekiiliin hareket etmedigi pH derecesidir. Glutatyon rediiktaz
pI’smin insanda 6.75, fare karacigerinde 6.4, A. thaliana’da 4.8, bezelyede 5.4 olarak
bildirilmistir ve hayvansal dokularda bitkisel dokulara gore daha yiliksek oldugu rapor
edilmigtir (Kubo vd, 1993; Romero-Puertas vd, 2006).

GR aktivitesi sicakha bagh olarak degisirken, enzim 60°C'ye kadar optimum
aktivite sergilemekte daha sonra sicaklk arttikga enzim aktivitesi diismektedir (Ulusu
vd, 2005). Buna karsilik, koyun ve sigr karacigeri i¢in en yiiksek aktivitenin srastyla
60°C ve 50°C’de gerceklestigi  bildirilmistir (Ulusu & Tandogan, 2007). Bitki
sistemlerinde GR, yiiksek ve diisiik sicaklklara karsi oldukga direnglidir ve GR’nin
enzimatik aktivitesi 20°C ile 55°C arasmda gergeklestigi bildirilmistir (de Lamotte vd,
2000).

Cogu bitkide glutatyon rediiktazlar, monomer basma bir FAD igeren, 100 ie 150
kDa arasmda degisen molekiiler kiitleye sahip ve birkag istisna digmda yaklask 55
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kDa'lk altbirimler iceren homodimerik proteindir (Libreros-Minotta vd, 1992; Gill vd,

2013).

Cizelge 1.1. Baz bitkilerden saflagtrilan GR enziminin molekiiler agirliklar

Organizma

Konum

Molekiiler
Agirhik (kDa)

Kaynak

Pisum sativum L.

Brassica campestris L.

Arabidopsis thaliana

Nicotiana tabacum

Oryza sativa L.

Triticum durum

Kloroplast ve sitoplazma

Kloroplast

Mitokondri,  kloroplast

ve peroksizom

Kloroplast ve sitoplazma

Sitoplazma

Endosperm, sitoplazma
ve kloroplast

54-55

54

60

53-54

60

(Madamanchi vd,
1992; Mullineaux
vd, 1996)

(Pilon-Smits  vd,

2000; Lee vd,
2002; Kim wvd,
2009)

(Kubo wvd, 1993;
Sato vd, 2000)

(Creissen vd,
1992)

(Kaminaka  vd,
1998; Lee vd,
2002; Hong vd,
2009)

(de Lamotte vd,
2000; Lascano vd,
2001)

Glutatyon redikktazlarin ¢ogu kloroplastta bulunur

ancak bazlar1 sitozol,

mitokondri ve peroksizomlarda da bulunmustur. Glutatyon rediktaz kloroplastlarda,

sitozolde ve mitokondride bulunsa da, fotosentetik dokularda aktivitesinin %80'inden
fazlasinin kloroplastik izoform oldugu rapor edimistir (Edwards vd, 1990; Ashraf,
2009). Glutatyon rediiktazin yaralanma (Romero-Puertas vd, 2006), ozon (Kubo vd,
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1995), kuraklk (Contour-Ansel vd, 2006; Torres-Franklin vd, 2008), agr 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 diizenlendigi bildirilmistir (Deng vd, 2015).

Kuraklk, sicaklk, tuzluluk, ultraviyole (UV), iyonlastirict radyasyon, metal,
ozon ve patojen saldmis1 gibi gesith g¢evresel streslerle (abiyotikk ve biyotk) yetisen
bitkiler, diinya gida giivenligi icin ciddi tehditler olusturmaktadr (Suzuki vd, 2012).
Stres altnda reaktif oksijen tiirleri (ROT) tretimi, genetik stres ve hiicre Olimiiyle
sonuglanan ve iiriin verimi kaybma yol agan lipid, protein ve DNA da dahil olmak
tizere bir dizi hiicresel hedefe zarar veren genel bir semptomdur (Bray & West, 2005).
Bitkiler, hiicresel sistemde enzimatik ve enzimatkk olmayan antioksidanlarin
aktivasyonu yoluyla oksidatif stresle savasmak i¢in benzersiz savunma mekanizmalari
gelistrmislerdir (Foyer & Noctor, 2011). Glutatyon (GSH), 6nemli ve islevsel bir
sekilde diisiik molekiil agrhkli ¢oziniir antioksidandir ve bitkileri reaktif oksijen
tiirleri, ksenobiyotikler ve agr metaller gibi ¢evresel faktorlerden korumak igin 6nemli
bir rol oynamaktadir (Sytar vd, 2013).

Disiik reaktif oksijen tlirlerinin  seviyeleri, biiylime, hiicre dongiisii,
programlanmis hiicre Olimii, abiyotik stres tepkileri patojen savunma, sistemik
sinyalizasyon ve gelisme gibi hayati siirecleri diizenleyen ve koordine eden sinyal
molekdilleri olarak gorev yapmaktadwr. Oysaki reaktif oksijen tirleri ve bunlarin
reaksiyon {irlinlerinin yikkselen seviyeleri, oksidatif strese yol acacak kadar reaktif ve
toksiktir. Bu baglamda, bircok sayda rapor ve arastrma sonuncunda reaktif oksijen
tiirlerinin ve reaksiyon tirlinlerinin lipitlere, protemlere, karbonhidratlar ve nikleik
asitlere  oksidatif hasarda bulundugu ve bunun sonucunda hiicre isleyisine veya
Olimiine sebep oldugu dogrulanmistir. Bu nedenle, hiicre hayati metabolik islevierini
yerine getirmek icin, bitkilerde reaktif oksijen tiirlerinin iiretimi ve metabolizmas1 ile
reaksiyon triinlerinin dengesi iyi korunmalidir (Gechev vd, 2006; Gill & Tuteja, 2010;
Anjum vd, 2012; Gill vd, 2012).

Hiicrelerdeki dengenin bozulmasi sonucu oksidatif stres meydana getiren reaktif
oksijen tiirleri (ROT); genel olarak oksijenin (O2) uyarilmasiyla singlet oksijen (O2?)
olusmas1 ve srasiyla oksijene 1, 2 ya da 3 elektronun transferi sonucunda siiperoksit

(O27), hidrojen peroksit (H202) ve hidroksil radikali (OH") olusmaktadir (Halliwell &
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Gutteridge, 2011). Olusan bu reaktif oksijen tiirlerinin membran lipitleri, niikleik
asitleri ve proteinleri oksidatif ykima ugratarak, hiicre bilesenlerinin yapismi
bozduklart bilinmektedir (Davies, 1987; Wise & Naylor, 1987; Imlay & Linn, 1988;
McKersie & Lesheim, 2013).

Bu arada kismi rediiksiyonla da ¢ok sayida reaktif oksijen tiirleri olusmaktadir.
Meydana gelen bu reaktif ara {riinlerin hepsi radikal degildir. Olusan her oksijen
metaboliti i¢in serbest oksijen radikali demek yanhs bir smiflandrma olmaktadir.
Reaktif oksijen tiirleri olarak isimlendirmek hem Oz~ ve OH' gibi radikalleri hem de
H202, Ozt gibi reaktif fakat radikal olmayan tiirleri kapsamaktadr. H20: bir radikal
degildir, fakat kuvvetli bir oksidandr. O2?! bir radikal olmadig1 i¢in dogrudan zncir
reaksiyonlar baslatamamaktadr. Ama oksidan etkiye sahip oldugu bildirilmistir
(Halliwell & Gutteridge, 2011).

Glutatyon rediiktaz, reaktif oksijen tiirlerininin detoksifikasyonunda ve GSH
yenilenmesinde Onemli rol oynar ve bu olay bitkilerde abiyotk stres toleransini
saglamaktadir (Hasanuzzaman wvd, 2010; Hasanuzzaman vd, 2012). Artan GR
aktivitesi, stres toleransin1 saglar ve elektron tasima zincirinin 6nemli bilesenlerinin
redoks durumunu degistrme yetenegine sahiptir. Stres toleransim1 kazanmlmasinda
GR'nin 6nemli bir sekilde yer almasi, GSH'nin geri doniistimii ve bitki hiicresinde
GSH/GSSG oranmin korunmasi 6nemli rol oynamaktadir (Rao & Reddy, 2008; Pang
& Wang, 2010).

Siyanobakterilerde ve Brassica tiirlerinde glutatyon rediiktaz aktivitesinin
yiksek kloroplastik/mitokondriyal ekspresyonu, ozon, tuz, hidrojen peroksit,
sogukluk, absisik asit (ABA), i1 islem, agr metaller ve pestisitler gbi ¢esithi strese
kars1 fotoinhibisyon direncini arttrdigi ve toleransa katkida bulundugu gosterilmistir
(Lee vd, 2002; Kim vd, 2009). Tuz stresi, tuz toleransli transgenik bitki ile
karsilastirildiginda, hiicresel glutatyon seviyesini agikga tetikledigi; artan glutatyon
igeriginin, organizmayi oksidatif stresden korudugunu bildirilmistir (Ruiz &
Blumwald, 2002). Ayrica, kloroplastta glutatyon rediiktaz veya glutatyon sentezinin
asin ekspresyonu, antioksidan kapasitesini arttirdig1 ve kontrol ile karsilastrildiginda,
N. tabacum ve T. aestivum bitkilerinde, fotoinhibisyon faktorlere karst toleransi
artrdig1 bildirilmektedir (Foyer vd, 1995; Melchiorre vd, 2009).



Hiicrede GR ve GSH eksikligi oksidatif hasara yol agarak Alzheimer, Parkinson,
karaciger ve akciger hastaliklari, kistik fibrozis, orak hiicreli anemi, HIV, AIDS,
kanser, ateroskleroz, felg, sizofreni, epilepsi ve diyabet gibi bircok hastahga neden olur
(Townsend vd, 2003; Wu vd, 2004). GR eksikliginin en 6nemli belirtileri neonatal
sarillik, favizm ve hemolitik anemidir (Kamerbeek vd, 2007).

Fotosentez, fosforilasyon, hiicresel adezyon, metabolizma, antioksidan aktivite
gibi bir ¢ok hiicresel fonksiyonda adi gecen Zn*2, Cu*2, Ca*?, Mg*2, Mn*2 ve Fe*? gibi
metal iyonlar1 enzim aktivitesinde Onemli bir kofaktor gorevi gérmektedir (Engle vd,
2000; Faixova & Faix, 2002). Protein icindeki metal veya metal iyonlar1 aktiviteyi
arttrsa da, gesit metaller hiicre i¢i ve dis1 membranda ve proteinlerde toksik etkilere
neden olmaktadr. Ornegin, Cd*2, Ni*2, Hg2 ve Cu™ enzim aktivitesini giichi bir
sekilde inhibe etmektedir (Al-Senaidy, 2010). Glutatyon rediiktaz enzimi, GSSG
konsantrasyonu  diisik oldugunda metal iyonlarma oldukca duyarh oldugu
bilinmektedir (Garcia-Alfonso vd, 1993).

Metal iyonlari, GSH'nin gecici olarak tiikenmesine ve dier antioksidan
enzimlerin inhibisyonuna neden olan enzim aktivitesini etkilemektedir. Agr metaller
ve metal iyonlari, enzim-substrat ve kofaktdr afinitesini degistiren konformasyonel
degisiklikler iizerindeki etkisinden dolayr enzim aktivitesini etkilemektedir (Tandogan
& Ulusu, 2010).

Organik kirleticilerin  aksine agr metaller, mikroorganizmalar tarafindan
kimyasal veya biyolojik olarak parcalanamamaktadir. Bazi agr metaller, normal
seviyelerde mevcut olduklarimda bitki biiylimesi i¢in gereklidir; fakat fazla miktarda
bulunurlarsa, bitki biiylimesi {izerine toksik etkilere neden olmakta daha sonra verimin
diismesi veya bitki olimii ile sonuglanmaktadir (Rao & Reddy, 2008).

Agr metaller, yogunlugu sudan en az bes kat daha fazla olan kimyasal
elementler olarak adlandrilr ya da baska bir ifadeyle yogunlugu 5 g mi’den fazla
olan metaller i¢in kullanilan bir kavramdr (Kvesitadze vd, 2006). Kobalt, bakir, demir,
mangan, molibden, nikel ve ¢inko gbi bazi agr metal Ozelligi gosteren elementler
bitkiler i¢cin temel mikro besin elementlerindendir. Fakat yiiksek konsantrasyonda bitki
icin toksik etki yapmaktadrlar ve akut veya kronik zehirlenmelere yol agmaktadirlar
(Kvesitadze vd, 2006). Kadmiyum, kursun, krom, uranyum, civa, giimiiy ve altm gibi



diger agr metaller bitkiler icin esansiyel besin elementleri olmadigi gibi cok kiiciik
konsantrasyonlar1 bile toksik etkiler yapmaktadr (Lambers vd, 2008).

Bitkiler icin gerekli olan ve ortamda uygun miktarlarda bulundugunda olumlu
ve Onemli etkiler yapan metaller, fazla miktarlarda bulundugunda bitkilerde
toksisiteye neden olabilmektedir (Steffens, 1990; Asri & Sonmez, 2006). Agir
metallerin bitki doku ve organlarinda asm1 birikimi strese neden olmakta, biiylime ve
gelisme, mineral besin almi, transpirasyon, fotosentez, enzim aktivitesi, klorofil
biyosentezi ve ¢imlenme gibi ¢ok sayida morfolojik ve fizyolojik olayr olumsuz yonde
etkilemektedir (Kennedy & Gonsalves, 1987; Ouzounidou, 1994; Giir vd, 2004).

Bitkilerde agr metal toksisitesinin biiyiime ve gelismede yavaslama, enzim
aktivitesinde bozulma, kokte hasar, depolama faaliyetlerinde bozulma, fotosentez
aktivitesinde gerileme, besin elementlerinin alminda yavaslama ve verimde diisme

gibi zararlara neden oldugu bilinmektedir (Yagd: vd, 2000).

Agr metallerin toksisitesi mikroorganizmalar ve bitkiler iizerinde biiylime ve
gelismede azalma seklinde kendini gosterirken, nsan ve hayvan saghgi lizerinde ise
cesitl zararlarla karakterize edimektedir. Ozellkle agr metaller merkezi sinir
sisteminin normal fonksiyonunu bozabilmektedir, kan igeriginde degisikliklere neden
olurlar ve akcigerler, bobrekler, karacifer ve diger organlarin isleyisini olumsuz yonde
etkilemektedir. Agr metallerin uzun siireli etkisi kanser gelisimine, alerjiye,
distrofiye, alzheimer ve parkinson gibi norolojik hastaliklara neden olabilmektedir
(Kvesitadze vd, 2006).

Giimiis (Ag), agr metal iyonlar1 arasnda yiliksek antibakteriyel aktivitesi olan
ve canh organizmalar lizerinde mmimum diizeyde toksisitesi olmasindan dolayr tipta
kullanilmaktadir (Schierholz vd, 1998). Antibakteriyel etkisini proteinlerin siilthidril
gruplar1 ile reaksiyona girerek zar gecirgenligini diislirdligi ve bunun sonucunda
bakteri hiicresinin Oliimiine neden oldugu bildirilmektedir (Durdn vd, 2010). Glimiisiin
toksisitesi sadece acik yaralarin tedavisinde yiikksek miktarda kullanilmasi durumunda
mavi deri hastalig1 (arjirizm) ortaya ¢iktigi bildirilmektedir. Giimiis alerjisine ilisk in
net bir bilgi yoktur (Ozcan, 2015). Bununla birlikte baz arastrmacilar yaptklari
cahsmalarda farkh boyutlardaki giimiis nanopartikiillerinin sigan karaciger hiicreleri

lizerine etkilerini incelemisler ve 24 saatlik bir siire ile giimii iyonlarina maruz kalan
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sican karaciger hiicrelerinde anormal boyut, hiicre kiiclimesi ve diizensiz sekil

oldugunu belirlemislerdir (Hussain vd, 2005).

Mangan (Mn) nehir, gol ve yer alt1 sularinda dogal olarak bulunur ve sudaki
bitkiler tarafindan bir miktar ahnarak birikebilmektedir. Insanlarda genellik Ie
karaciger, bobrek ve pankreasta birkim gostermektedir (Cahskan, 2005). Mangan
genc hayvanlarin kemik doku metabolizmasi, neklerde fertilizasyonun diizenlenmesi,
reprodiiksiyon ve santral sinir sistemi fonksiyonlar1 i¢in Onemli bir iz elementtir.
Bircok enzimin aktivatoridiir ve metalloenzimlerin 6nemli bir 6gesidir. Bagisik 11k
sisteminde fonksiyonu vardr ve ayrica beyin fonksiyonlarini etkilemektedir. Lipid ve
karbonhidrat metabolizmasina, hiicre fonksiyonlarina ve hiicre zarmin yapimina

katimaktadr (Arthington, 2000; Akin, 2004; Al-Qudah vd, 2010).

Kadmiyum (Cd) insan, hayvan ve bitkiler i¢in olduk¢a toksik etkili bir agr
metaldir. Bitki biinyesinde azot ve karbonhidrat metabolizmalarini degistirmesi
nedeniyle bircok fizyolojik degisiklige sebep olmaktadwr. Protemlerin —SH
gruplarindaki enzimleri maktive etmekte, protoklorofil rediktaz ile ammolevulinik
asit sentezini bozup fotosentezi engellemekte ve stomalarm kapanmasima,
transpirasyon ile su kaybmin azalmasina neden olmaktadir (Sheoran vd, 1990; Zengin
& Munzuroglu, 2005). Insanlarda diyabetik bdbrek komplikasyonlari, yiksek
tansiyon, osteoperozis, bobreklerde tas olusumu, 16semi, akciger, bobrek, idrar kesesi,
pankreas, gOgiis ve prostat gibi baz organlarda kanser gelisimine neden oldugu
yapilan baz arastrmalarda ortaya konmustur (Schwartz & Reis, 2000; Saffron, 2001).
Kadmiyum tiyollerle veya reaktif molekiillere karsi korunmada gorevli enzimlerle
reaksiyona girmelerinin bir sonucu olarak serbest radikallerin olusumunu tetikler.
Kadmiyumun plazma membranindaki siilfidril grubu gibi organik ligantlara

baglanmak sureti ile membranda yapisal lezyonlarin olusumunu tetikledigi
diigtiniilmek tedir (Malik, 2004).

Bakr (Cu) bitki biinyesinde enzim aktivasyonu, karbonhidrat ve lipid
metabolizmasinda yer almasi nedeniyle 6nemli bir elementtir (Asri & Sonmez, 2006;
Kacar & Katkat, 2006). Bakirm toksisitesi temel olarak serbest iyonlarla iligkilidir.
Bakir bir redoks metalidir ve hidroksil, peroksi ve alkoksi radikalleri gibi serbest
radikallerin olugsmasmi katalizler. Bu sebeple, hiicrede oksidatif strese neden olur

(Mazhoudi wvd, 1997). Bakrm membrandaki proteinlerin siilfidril gruplarina
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baglanarak  membrana zarar verdigi  bilinmektedir. Ayrica bakrm lipit
peroksidasyonunu da tetikledigi bilgiler arasmdadr (Chen vd, 2000). Bakir toksisitesi
genellikle bitki kok sistemlerinde agiga cikar ve bitki biinyesinde protein sentezi,
fotosentez, solunum, iyon almi ve hiicre membran stabilitesi gibi baz fizyolojik
olaylarm bozulmasma neden olur (Sossé vd, 2004; Asri & Sonmez, 2006). Herhangi
bir yolla viicuda alman fazla bakir, viicutta toksik etki olusturabilmektedir. Yiiksek
konsantrasyonlarda alman bakwr, hiperkupremiye neden olmaktadwr. Ayrica bakir
karaciger ve beyin dokularmda birikerek sinir sisteminin bozulmasi, gozlerde renk
halkalarinin olusmas1 gibi belirtilerle ortaya ¢ikan Wilsons hastahgma ve siroza yol
acmaktadr (Yiizbasi & Sezgin, 2002; Baysu Sozbilir & Baysu, 2008).

Cinko (Zn) msanlar ve tim bitki formlar1 ile hayvan yasamlar1 i¢cin 6nemli ve
yasamsal eser elementlerden biridir ve giinlik dozu 10 - 20 mg’dr. Cinkonun birgok
hiicresel proteini Ozellikle aktif merkezinde sistein bulunan enzimleri etkiledigi
bilinmektedir (Perry vd, 1997; Wu vd, 1999; Haase & Maret, 2003). Hiicrede ¢inko
derisiminin artmasi sonucu Ozellkle GR 6nemli Glciide etkilenmektedir. Cinko toksik
derisimlerde bulundugunda GR mhibisyonuna bagh olarak GSH derisiminde bir
azalma GSSG’de ise bir artis meydana gelmektedir (Walther vd, 2000). Cinko
astrositlerde GR’ yi inaktive ederek GSSG/GSH oranmin artmasma ve hiicre ici ROT
tiretimine neden olmaktadr (Bishop wvd, 2007). Cinko, bitkilerde de ¢ok gesitli ve
Onemli metabolik islevlere sahiptir. Protein ve karbonhidrat sentezine katimasinin
yam sra, enzim aktivasyonu, fotosentez, solunum ve biyolojik membran stabilitesi
tizerine etkileri nedeniyle iretilen {rlin miktar1 ve Kkalitesini direkt olarak

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

Nikel (Ni)’in alerjik ozelligi bulinmasinin yam swra akciger kanseri, cilt
hastalklari, astim, merkezi sinir sistemi bozukluklar1 gbi olumsuz etkiler neden
oldugu bildirilmistir (Garner, 2004; Costa vd, 2005). Redoks aktif bir metal olan nikel
peroksidasyona karsi koruyucu hiicresel antioksidan savunma mekanizmalarina zarar
vermektedir (Athar vd, 1987; Misra vd, 1990). Nikel hiicrede ROT iiretimini ve lipid
peroksidasyonunu arttrarak redoks dengeyi bozmaktadr Ve bunun sonucunda
hiicresel proteinlere zarar vermektedir (Shainkin-Kestenbaum vd, 1991). Bitkiler
tarafindan alnan nikel besin zncirine dahil olmakta ve yiksek diizeylerde nikel
canhlara zehir etkisi gostermektedir.
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Krom dogal olarak bir¢ok bitki, meyve, et ve mayanin yapismda bulundugu i¢in
msanlar kromun biiyiikk birr kismini bu yiyeceklerden alrlar (Cmar, 2008). Ana
materyale gore degismekle birlikte toprakta 5-100 ppm oranlarinda dogal olarak
bulunur. Bitkide kuru madde de 100 ppm bulunmasi bir¢ok yiksek bitki icin toksik
deger olarak kabul edilmektedir. Bitki biinyesinde toksik seviyeye ulasan kromun
bitkide etkiledigi ik fizyolojik olay tohum ¢imlenmesidir (Asri & Sonmez, 2006).
Krom viicutta birgok fizyolojik fonksiyona sahip olup karbonhidrat, yag ve
proteinlerin normal metabolizmasi i¢in esansiyel bir elementtir. Biyolojik olarak aktif
olan krom insiilinin kofaktoriidir (Noyan, 2003). Kolesterol, yag ve protein sentezi

icin hayati bir mineral olan krom, kan sekeri diizeyinin sabit kalmasini saglamaktadir.

Magnezyum (Mg), viicut agrhginin % 0.05°1 kadar bir miktarda bulunmasina
karsm viicudumuzdaki vyiizlerce enzim reaksiyonuna katimaktadir. Topraklardaki
magnezyum bitkiler tarafindan kullanilmaktadir. Magnezyum bitki diinyasinin
demiridir. Insanlardaki demir-hemoglobin iliskisine benzer sekilde, bitkilerde
magnezyum klorofil yapisma girer (Gormiis & Ergene, 2003). Besleyici cozeltilerde
makro element olarak bulunan magnezyum bitkiler i¢in olduk¢a onemli bir elementtir.
Fotosentez reaksiyonlarinda gorevli klorofil molekiiliiniin yapisinda ve birgok
enzimde kofaktor olarak yer alr. ATP iretiminde gorevlidir ve bitkilerin fosfor
alminda etkilidir.

Baryum’un suda ¢0ziinen baryum siilfir gbi bilesikleri zehirlidir.  Baryum
stilfat gibi suda ve asitte ¢Oziinmeyen baryum tuzlar1 normal kosullarda zehirsizdir.
Diisik dozlarda, baryum iyonlar1 bir kas uyarici olarak hareket eder ve yikksek dozlar
sinir sistemini etkiler ve kalp diizensizliklerine, titreme, zayiflik, kaygy, nefes darligi
ve felg olusturmaktadir. Bu toksisiteye, baryumun sinir sisteminin diizgiin isleyisi igin
kritik olan potasyum iyon kanallarin1 engellemesi neden oldugu bildirilmektedir.
Baryum kanserojen olmadigi ve biyolojik olarak birkim yapmadigi disiiniilmektedir
(Patnaik, 2003; Moore, 2012).

Bu ¢aligmada, besin ve ekonomik degeri yiiksek bir bitki olan soyadan glutatyon
rediiktaz (GR) enziminin varhgi ve kinetikk Ozellkleri cahsilmustir. Leguminosae
(baklagiller) familyasma dahil tek yillik bir bitki olan soya fasulyesi (Glycine max L.),
icerdigi %20 oranmndaki yagm yani sra yapisinda %40 oraninda protein, %35 oramnda

karbonhidrat, %5 orannda If, ¢esith mimeral ve vitaminler, lesitin, folk asit ve
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isoflavonlar gibi cesitli yararh molekiilleri bulundurmakta, bu dzelliklerinden dolay:
besin, yem ve endiistrinin farkh kollarinda birgok kullanim alanma sahiptir (Bakoglu
& Aycicek, 2005; Jenks vd, 2007; Sincik vd, 2008).

Bu ¢alismada, soya bitkisinin tohumundan glutatyon rediiktaz (GR) enziminin
saflagtirilmasi, enzim aktivitesinin {lizerine bazi agr metal iyonlarmin inhbisyon

etkilerinin incelenmesi amaglanmustir.
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2. MATERYAL VE YONTEM

2.1. Materyal

Bu tez gahsmasinda materyal olarak soya bitkisinin (Glycine max L.) tohumlar1
kullanilmugtir (Sekil 2.1.).

Sekil 2.1. Cahsmada kullanilan soya tohumlar1
2.1.1. Kullampllan 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 siilfat (SDS), amonyum persiilfat, etilendiamintetraasetikasit
(EDTA), trinidroksimetilaminometan (Tris), B-nikotnamidadenindiniikleotidfosfat
(rediikte form) (NADPH), sodyum hidroksit, amonyum siilfat, hidroklorik asit, glisin,
gliserin, potasyum fosfat (KH2PO4), potasyum asetat (CH3CO:2K), potasyum Kkloriir
(KCI), sodyum asetat (C2H3sNaO2), sodyum kloriir (NaCl), etanol, metanol, asetik asit,
izopropanol, 2’,5° ADP-Sepharose 4B, coomassie brillant blue G-250, siv1 azot,
standart protein (Biorad, 1610375), giimiis nitrat (Ag(NO3)), mangan nitrat
(MNn(NOs3)2), kadmiyum nitrat (Cd(NOs3)2), bakr nitrat (Cu(NOs)2), ¢inko nitrat
(Zn(NO3)2), nikel nitrat (Ni(NOs3)2), krom nitrat (Cr(NO3)z), magnezyum nitrat
(Mg(NO3)2) ve baryum klorir (BaClk) bu tez calismasinda kullanilan kimyasal
maddelerdir.
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2.1.2. Yararlanilan alet ve cihazlar

Cahsmalar esnasmda asagidaki alet ve cihazlar kullanilmistir.

Calkalayict : Benchmark Incu-Shaker Mini

Hassas Terazi : Ohaus-Pioneer

Sogutmali santrifiij : Eppendorf Centrifuge 5804R, Thermo SL 16R
Mini santrifijj : Tomos micro santrifiij

pH metre : Thermo Scientific Orion Star A211
Saf su cihaza : Niive Water Disteller ND12
Spektrofotometre : Shimadzu UV-1800

Karstirict (Vorteks) : Velp Scientific Orion Star A211
Otomatik Pipet : Gilson, Transferpette, ISOLAB, Thermo
Manyetik karstirici : Ika Topolmo S1

Buzdolab1 (+4°C”) : Bosch KSU40623NE

Derin dondurucu (-20°C) : Bosch GSV33wWW30

Peristaltik pompa : Gilson Mmipuls 3

Afinite kolunu : Kapali sistem olusturucu ve sogutmah (1x10), sigma (ABD)
Elektroforez tank1 : Bio Rad (dikey)

Gii¢ kaynag : Bio Rad Power Pac Basic

Buz makinas1 : Scotsman AF 80

2.1.3. Kullanillan c¢ozeltiler ve hazirlanmasi

Cozeltilerin hazrlanmasi esnasmda kullanilan su, saf ve deiyonize sudur.

2.1.3.1. Aktivite oOlciimiinde kullamlan c¢ozeltiler

1.1 M 100 ml Tris (pH=7.6) tampon ¢ozeltisi: 12.11 g Tris almarak 90 ml saf suda
¢oziildii. HClile pH’s1 7.6’ya ayarland1 ve saf suile son hacmi 100 ml’'ye tamamlandi.
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2.1 M 100 ml KH2PO4 (pH=7.6) tampon ¢ozeltisi: 13.60 g KH2PO4 almarak 80 ml saf
suda ¢ozildii. pH’s1 7.6’ya ayarland1 ve saf su ile son hacmi 100 ml’'ye tamamlandi.

3.2mM 2 ml GSSG c¢ozeltisi: 2.45 mg okside glutatyon (GSSG) almarak bir miktar
saf suda ¢ozildii ve safsu ile son hacmi 2 mI’ye tamamlandi.

4.2 mM 2 ml NADPH ¢ozeltisi: 3.33 mg NADPH alnarak bir miktar saf suda ¢ozildii

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

2.1.3.2. Amonyum siilfat cokeltisinin c¢coziinmesi ve diyaliz i¢cin kullamlan

tamponlar

1. 300 mM 100 ml Tris (pH=7.6) tampon ¢ozeltisi: 3.63 g Tris almarak 90 ml saf suda
¢oziildi. HClile pH’s1 7.6’ya ayarlandi ve saf suile son hacmi 100 ml'ye tamamland1.

2. 100 mM 100 ml Tris (pH=7.6) diyaliz ¢ozeltisi: 1.21 g Tris almarak 90 ml saf suda
¢ozildi. HClile pH’s1 7.6’ya ayarland1 ve safsuile son hacmi 100 mI'ye tamamland1.

2.1.3.3. Afinite kromatografisi kolonunda kullamlan ¢ozeltiler

1. 300 mM Tris/ mM EDTA, 1mM DDT (pH=7.3) kolonun paketlenmesi wve
dengelenmesi i¢in kullanilan tampon: 3.63 g Tris, 0.292 g EDTA ve 0.152 g DTT
almarak 90 ml saf su ile ¢ozildii ve pH’s1 7.3’e ayarlandiktan sonra son hacmi 100
ml’ye tamamlandi.

2. 0.1 M K-asetat/0,1 M K-fosfat, (pH=7.85) numune tatbik ettikten sonra afinite
kolonunun ykanmasi i¢in kullanilan 1.tampon: 0.98 g K-asetat ve 1.36 g K-fosfat
karismi 80 ml saf su ile ¢ozildii ve pH’s1 7.85’¢ ayarlandiktan sonra son hacmi 100
ml’'ye tamamlandi.

3. 0.1 M K-fosfat/0.1 M KCI, (pH=7.85) numune tatbik edildikten sonra afinite
kolonunun yikanmasi i¢in kullanilan 2.tampon: 1.36 g K-fosfat ve 0.74 g KCl karigimi1
80 ml saf su ile ¢ozildii ve pH’s1 7.85’e ayarlandiktan sonra son hacmi 100 ml’ye
tamamland1.

4.50 mM K-fosfat/l mM EDTA, 1mM GSSG ve 0.5 MM NADPH, (pH=7.3) afinite
jeline tutunmus olan glutatyon rediikktaz enziminin eliisyonu i¢in kullanilan tampon:
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0.34 g K-fosfat, 0.0146 g EDTA, 0.0310 g GSSG, 0.02075 g NADPH karigimi 45 ml
suile ¢ozildii ve pH’s1 7.3’e ayarlandiktan sonra son hacmi 50 mI’'ye tamamlandi.

5. 0.1 M Na-asetat/0.5 M NaCl (pH=4.5) afinite kolonunun rejenerasyonu igin
kullanilan tampon: 0.82 g Na-asetat ve 2.92 g NaCl karismi1 80 ml saf su ile ¢ozildii
ve pH’s1 4.5°e ayarlandiktan sonra son hacmi 100 ml'ye tamamland1.

2.1.3.4. Elektroforez icin kullamlan coézeltiler

1.1.5 M Tris-HCI (pH=8.8): 18.17 g Tris tartilarak 80 ml suda ¢oziildii ve pH’s1 HCI
ile yapildiktan sonra son hacmi 100 ml’ye tamamland1.

2.1 M Tris-HCI (pH=6.8): 12.11 g Tris tartilarak 80 ml suda ¢ozildi ve pH’s1t HC1
yapildiktan sonra son hacmi 100 mI'ye tamamlandi.

3. %30 Akrilamid-%0.8 Bisakrilamid ¢ozeltisi: 15 g akrilamid, 0.4 g bisakrilamid ve
34.6 g su karstirillarak ¢ozildii.

4. %10’luk amonyum persiilfat c¢ozeltisi: 0.1 g amonyum persiilfat tartilarak su ile 1
ml'ye tamamlandi. Her kullanim i¢in taze olarak hazrlandi.

5. %10’luk SDS: 1 g SDS, 9 g suda ¢ozildii. Her kullanim i¢in taze olarak hazrlandi.

6. Yiritme tamponu: 1.51 g Tris ve 7.51 g glisin tartlarak 450 ml suda ¢ozildii ve
tizerme %10’luk SDS’den 5 ml ilave edildi daha sonra pH’s1 8.3’e ayarland1 ve son
hacmi 500 ml'ye tamamlandt.

7. Numune tamponu: 1 M Tris-HCI (pH=8)’den 0.5 ml, %10’luk SDS’den 1 ml,
%100’lik gliserinden 1 ml ve %0.1°lik bromtimol mavisinden 1 ml almarak su ile son
hacmi 10 ml’ye tamamlanarak stok halinde hazrlandi Bu stok tampon kullanilmadan
once 950 ul stok tamponuna 50 ul B-merkaptoetanol ilave edilerek numune tamponu
hazirland1.

8. Sabitlestirme ¢Ozeltisi: %50 izopropanol, %10 TCA ve %40 su olacak sekilde
karistrilarak hazrland1.

9. Jel boyama ¢ozeltisi: 50 ml metanol, 10 ml asetik asit ve 40 ml su i¢erisinde 0.1 g
Coomassie brillant blue R-250 reaktifinin ¢oziilmesiyle hazirlandi

10. Jel ykama ¢ozeltisi: 50 ml metanol, 10 ml asetik asit ve 40 ml su karistrilarak
hazirland1.
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11. Ayrma jeli (%12): 2.5 ml 1.5 M Tris-HCI (pH=8.8), 4 ml %30 Akrilamid- %0.8
bisakrilamid, 0.1 ml %10’luk SDS, 4 ul %100’luk TEMED, 0.1 ml %10’lik PER ve
3.3 ml saf su karistrild1.

12. Yigma jeli 0.38 ml 1 M Tris-HCI (pH=6.8), 0.5 ml %30 Akrilamid- %0.8
bisakrilamid, 30 ul %10’luk SDS, 3 Wl %100’luk TEMED, 30 ul %10’lik PER ve 2.1
ml saf su karistirild1.

2.1.3.5. Kullamlan agir metallerin stok c¢ozeltileri
1.0.1 M 10 ml stok Ag(NQO3) ¢ozeltisi: 0.169 g Ag(NO3) tartlarak 10 ml saf su iginde
¢oOziilmesiyle hazirland1

2. 0.11 M 10 ml stok Mn(NO3)2 ¢ozeltisi: 0.196 g Mn(NO3) tartilarak 10 ml saf su
icinde ¢oziilmesiyle hazrlandi.

3.0.1 M 10 ml stok Cd(NO3)2 ¢ozeltisi: 0.236 g Cd(NO3)2 tartilarak 10 ml saf su iginde
¢Oziilmesiyle hazrlandi

4.0.1 M 10 ml stok Cu(NOs3)2 ¢ozeltisi: 0.187 g Cu(NO3): tartilarak 10 ml saf su iginde
¢Oziilmesiyle hazrlandi

5.0.1 M 10 ml stok Zn(NOs3)2 ¢ozeltisi: 0.189 g Zn(NO3):2 tartilarak 10 ml saf su iginde
¢Oziilmesiyle hazrlandi.

6. 0.1 M 10 ml stok Ni(NO3)2 ¢ozeltisi: 0.182 g Ni(NO3)q2 tartilarak 10 ml saf su iginde
¢Oziilmesiyle hazrlandi.

7.0.1 M 10 ml stok Cr(NOs3)3 ¢ozeltisi: 0.238 g Cd(NOs)startilarak 10 ml saf su iginde
¢Oziilmesiyle hazrlandi

8. 0.1 M 10 ml stok Mg(NO3)2 ¢ozeltisi: 0.148 g Mg(NO3)2 tartilarak 10 ml saf su
icinde ¢ozilmesiyle hazrlandi.

9. 0.1 M 10 ml stok BaClk ¢ozeltisi: 0.208 g BaCl; tartlarak 10 ml saf su iginde
¢oOziilmesiyle hazirlandi
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2.2. Yontem

2.2.1. Soya tohumu glutatyon rediiktaz enziminin aktivitesinin 6l¢iimii

GSSG + NADPH —CSR_,  2GSH + NADP*

Glutatyon rediiktaz enzim aktivitesinin belirlenmesi iki temel esasa dayanmaktadir.
Birincisi; yukaridaki reaksiyonda reaksiyona giren NADPH 340 nm’de maksimum
absorbans vermektedir. Reaksiyon ortamma katlan GR enzimi NADPH’mn azalmasina
sebep olmaktadr. Bu azalma spektrofotometrik olarak 340 nm’de takip edimektedir
(Carlberg & Mannervik, 1985).

Ikincisi ise aym reaksiyonda {iriin olarak ortaya ¢ikan GSH’m 5,5’-ditiyobis(2-
nitrobenzoik asit) (DTNB) ile reaksiyonu sonucu olusturdugu bilesigin 412 nm’de
verdigi absorbansin spektrofotometrik olarak takip edilmesi esasma dayanr. GR
enzimi GSH’m zamanla artmasmi saglamakta, olusan GSH da DTNB ile reaksiyona
girerek absorbans artisma sebep olmaktadr (Goudsmit vd, 1988).

Enzim aktivitesi Shimadzu UV-1800 spektrofotometrede NADPH’nin
oksitlenmesine bagh olarak, 340 nm’deki absorbans diistisii takip edilerek izlendi.
Spektrofotometrik  Slciimler Kinetics rate’de 340 nm 3 dakika boyunca yapid. GR

aktivite Ol¢iimii i¢in kontrol ve numune kiivet igerikleri Cizelge 2.1°de gosterilmistir.

Cizelge 2.1. GR aktivite Olgtimii i¢cin kontrol ve numune kiiveti igerigi

Kontrol Kiiveti Numune Kiiveti
Stok aktivite Hacim(pl) Konsantrasyon = Hacim(pl) Konsantrasyon
ol¢iim ¢ozeltileri
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 2mM
Substrat (NADPH) 100 2mM 100 2mM
Toplam 1000 1000
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2.2.2. Soya tohumundan glutatyon rediiktaz enziminin saflastinlmasi ile ilgili

yontemler

2.2.2.1. Homojenat hazirlanmasi

Calsmada kullanilan soya tohumlar1 piyasadan temin edildi. Yaklasik 3 g soya
tohumu pargalayict (blender) yardimiyla toz haline getirildi. Toz halindeki soya
havana alnip tizerine sv1 azot dokiilerek mekanik parcalamaya devam edildi Numune
50 mP'lik tiipe almip tizerine 40-45ml 50 MM KH2PO4 (pH=7,6) tamponu ilave edildi.
10.000 xg ve +4 °C’de 10 dakika boyunca santrifiij edildi. Santriflij sonunda pastor
pipet ve filtre kagidi yardmiyla siipernatant kismu siizilerek baska bir tiipe alindi.

Boylece homojenat hazirlanmis oldu.

2.2.2.2. Amonyum siilfat ¢oktiirme ve diyaliz

Ilgili proteinin baska proteinlerden ayrimas1 islemlerinde ya da proteinlerin
deristirilmesi  iglemlerinde  kullanillan  ¢oktirme olayl, proteinleri saflagtirma
islemlerinin  bircogunda  kullanilmaktadir. Proten molekiillerinin yiizeylerindeki
hidrofilk ve hidrofobik gruplarin  daglimi proteinlerin  ¢esitli  ¢oziicillerdeki
¢coziinlirliigiinii  etkilemektedir. Bu Ozellkleri sayesinde proteinlere amaca uygun
olarak pH, 151, organik c¢d&ziciiler, organik polimerler ve yikksek tuz derisikleri gibi
farkh sekillerde c¢oktirme islemleri yapimaktadir. Bunlardan en ¢ok tercih edilen
yikksek tuz derisikleri ile ¢oktiirmedir.

Soya tohumundan hazrrlanan homojenat i¢cin ayr1 ayri %0-40, %40-60
aralklarinda amonyum siilfat ¢oktiirmeleri yapildi. Amonyum siilfat ¢oktirme islemi
icin kullanilan kati (NH4)2SO4 yavas yavas katilarak manyetik karistirict {izerinde ve
buz i¢cindeki homojenata eklendi. Kati amonyum siilfat miktari, asagidaki formiille

hesaplandt:

(NH.)1S04 = 1,77 «V = (§2 — S1)
B = T s st
V. Enzim ¢ozeltisinin hacmi

S1: I’in kesri olarak ¢ozeltideki amonyum siilfat doygunlugu

S2: I’in kesri olarak istenilen amonyum siilfat doygunlugu
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Biitiin bu islemler +4°C’de gergeklestirildi. Her defasmda homojenatlar 5.000
xg’de 15 dakika santrifiij edildi. Daha sonra silipernatant ayri behere alndi ve
cokelekler ise yeteri kadar 300 mM Tris (pH=7.6) tamponu ile c¢ozilerek hem
stipernatantta hem de ¢okelekte ayr1 ayri enzim aktivitesine bakildi. Yapilan amonyum
stifat ¢oktlirmesinin her arali@inda islemler tekrar edilip aktivite Olciimii yapilarak
enzimin aktif oldugu aralk belirlendi. Bundan sonraki calgmalarda ¢dktiirme,
belirlenen aralkta yapild.

Diyaliz, protein ¢Ozeltisinin tuzlardan armdmrilmasi igin yapilan islemdir.
Osmotik basing dengelenene kadar kiiclik molekiiller membrandan serbestge gecerler.
Osmotik basmg dengeye ulastiginda ise molekiillerin dis tampona gegmesi durur. Buna
istraden membran i¢cindeki tuzu tamamen uzaklastirmak amaciyla, membran

dismdaki tamponun birka¢ kez degistirilmesi gereklidir.

Amonyum siilfat ¢oktiirmesi sonucu elde edilen karisim diyaliz torbasia
yerlestirildi ve 100 mM Tris (pH=7.5) tamponuna kars1 2 defa degistirilerek, 2 saat
stireyle diyaliz edildi (Smith vd, 1988). Diyaliz islemi magnetik karistric1 {izerinde
+4°C’de gerceklestirildi ve daha sonra aktivite taymi Bolim 2.2.1°de izah edildigi
sekilde yapildi

2.2.2.3. Afinite kolonunun hazrlanmas1 ve soya tohumu glutatyon rediiktaz

enziminin saflastinlmasi

10 mP'lik yatak hacmi i¢gin 2 g kuru 2',5'-ADP Sepharose 4B jeli tartilarak, 400 ml
destile su ile kati maddelerin giderilmesi i¢in birka¢ defa yikandi. Yikama esnasinda
jel sisirilmis oldu. Sisirilmis jelin havasi su trombu kullanilarak vakum ile alndiktan
sonra dengeleme tamponu (300 mM Tris/l mM EDTA, 1mM DTT, pH=7.3) ilave
edilerek jel siispanse edildi. Siispanse edilmis jel, 1x10 cm’lik kapah sistemden olusan
sogutmali kolona paketlendi. Jel ¢coktiikten sonra peristaltik pompa yardimiyla yikama
ve dengeleme tamponu ile yikandi Kolonun dengelenmis oldugu eluat ile tamponun
280 nm’de absorbanslarmin ve pH’larinin esitlenmesinden anlasildi. Boylece afinite
kolonu hazirlanmis oldu. Belirlenen amonyum siilfat doygunluk araliginda ¢oktiiriilen
numune, uygun tamponda ¢Oziliip diyaliz edildikten sonra 2',5'- ADP sepharose 4B
afinite kolonuna 2 ml uygulandi. Enzim ¢6zeltisinin tamanu kolondan gegtikten sonra

1. ve 2. ykkama tamponunu gecirmeye devam edilerek kolonun yikanmasi saglandi.
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Kolon ykandiktan sonra elisyon tamponu (50 mM KH2PO4 /1 mM EDTA, 1mM
GSSG ve 0.5 mM NADPH, pH=7.3) ile 1.5 ml'lik santrifiij tiiplerine elie edildi
(Carlberg & Mannervik, 1981). Eliisyon tamponuna takiben dengeleme ve
rejenerasyon tamponlar1 kolona uygulandiktan sonra en son dengeleme tamponu

eklenerek jeli koruma altma almip kolon kapatildi.

Elisyonlar 1.5 ml'lik sekilde santrifiij tiiplerine alndiktan sonra her birinde
aktivite degerleri okundu. Bu cahsmayla elde edilen enzim orneklerinin saf olup
olmadiklarini kontrol etmek amaciyla SDS-PAGE yapilarak elektroforez bantlar1 elde
edildi (Sekil 3.1.).

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

enzim safigimin kontrolii

Enzimin safiginin  kontrolinde wve alt birim molekil agrhginin saptanmasinda
Laemmli (1970) tarafindan Onerilen SDS poliakrilamid jel elektroforezi yontemi
degistirilerek kullanildi. Bu islem i¢in elektroforez plakalari once su ile sonra alkol ile
yikkandi. Her ki kenarmda aralk olusturucu bir plaka ile diiz bir plaka iist {ste
getirilerek kiskaglarla tutturuldu. Sabitlestirilen plakalar, igerisinde sizdrmayi onleyen
siinger ihtiva eden jel hazrlama kabinine konuldu. Once ayrma jeli hazrlandi ve
enjektdrle plakalarin arasma iist kesimde 1-5 cm kalncaya kadar dolduruldu. Iki saat
jelin donmasi beklendi, ayrma jelinin katilastigindan emin olunduktan sonra yigma
jeli hazrlandi. Jelin iist kismindaki bosluga dolduruldu ve numune kuyucuklarinin
olusmas1 i¢in tarak dikkatlice yerlestirildi. Yigma jelinin katlasmasi1 beklenirken
slatilmis  siizgeg kagidi sistemin iizerine kapatidi ve kurumasi Onlendi. Yigma jeli
katilastiktan sonra tarak dikkatlice ¢ikartlarak numune kuyular1 belirlendi. Once saf
su, sonra da yiiriitme tamponuyla yikandi ve jel plakalarla birlikte elektroforez tankina
yerlestirildi. Elektroforez tankmmn alt ve Uist kismina yiiriitme tamponu dolduruldu.
Saflagtirilmis enzim 6rneklerinden ve gliserinden toplam hacim 150 ul olacak sekilde
1/1 oranmda numune tamponu katildi 5 dakika kaynar su banyosunda inkiibe edildi
ve kuyucuklara yiklemek i¢in hazr hale geldi Kuyucuklara enjektor yardimiyla
numuneler yikklendi.  Molekiil agrhgmi belirlemek i¢in standart protemlerin
yiriitiilmesi gereklidir. Bu nedenle molekiil agrlhklar1 10 kDa ile 250 kDa araliginda
degisen standart proteinlerden olusan kit (Biorad, 1610375) kullanildi. Elektroforez
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tank1 (+) anot ve (-) katot kisimlarina dikkat ederek kapatildi. 80 voltta numuneler jelin
alt smrma gelinceye kadar yiritildi. Numunelerin takip edilmesi, numune
tamponuna katilan brom timol mavisi yardmuyla anlagildi Yiiriitme islemi bittikten
sonra akm kesilerek plakalar arasmdaki jel dikkatlice c¢ikariddi ve sabitlestirme
cozeltisine konuldu. Sabitlestirme ¢ozeltisinde 20 dakika bekletilen jel, ¢ikarilarak
boyama c¢ozeltisi i¢cine konuldu ve ¢alkalayic1 tizerinde bir gece bekletidi Jel
boyandiktan sonra c¢ikarilarak ykama c¢Ozeltisine konuldu. Rengi aciip, protein
bantlar1 belirginlesinceye kadar ¢alkalayic1 iizerinde ykanan jel ¢ikarilarak fotografi
cekildi.

2.2.3. Soya tohumu glutatyon rediiktaz enziminin karakterizasyon ¢alismalan

2.2.3.1. Soya tohumundan saflastinlan glutatyon rediiktaz enzimi i¢in optimum

iyonik siddetin belilenmesine yonelik ¢alismalar

Tris ve potasyum fosfat (KH2POa)tamponlarinin 10 mM, 20 mM, 30 mM, 40 mM, 50
mM, 100 mM, 200 mM, 300 mM, 400 mM, 800 mM ve 1 M derisiklikleri kullanilarak
aktivite Olctimleri  yapilmistir. Tampon optimizasyonunda kullanilan kontrol ve
numune kiivet icerikleri Cizelge 2.2. ve Cizelge 2.3.’de gosterilmistir.
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Cizelge 2.2. Potasyum fosfat tampon optimizasyonu i¢in kontrol ve numune kiivet
icerikleri

Kontrol Kiiveti Numune Kiiveti

Stok aktivite ) )
Hacim(ul) Konsantrasyon Hacim(ul) Konsantrasyon
olciim cozeltileri

Saf Su 300 - 250 -
KH,PO, Tamponu (pH:7.6) 500 50 mM 500 Degisken
Homojenat - - 50 -
Substrat (GSSG) 100 2 mM 100 2 mM
Substrat (NADPH) 100 2mM 100 2mM
Toplam 1000 1000

Cizelge 2.3. Tris tampon optimizasyonu i¢in kontrol ve numune kiivet igerikleri

Kontrol Kiiveti Numune Kiiveti

Stok aktivite ) '
Hacim(pl) Konsantrasyon Hacim(pl)  Konsantrasyon
Olciim ¢ozeltileri

Saf Su 300 - 250 -
Tris Tamponu (pH:7.6) 500 50 mM 500 Degisken
Homojenat - - 50 -
Substrat (GSSG) 100 2mM 100 2mM
Substrat (NADPH) 100 2 mM 100 2 mM
Toplam 1000 1000

2.2.3.2. Soya tohumundan saflastinlan glutatyon rediiktaz enzimi icin optimum

pH degerinin belilenmesine yonelik calismalar

Tampon optimizasyonu sonucunda her ki tamponda en yiiksek aktivite gosteren
tampon konsantrasyonlar1 pH optimizasyonunda kullanildi. Tris tamponu 7,7.5, 8, 8.5,
9,9.5 ve 10 pH degerlerinde hazrrland1 ve aktivite Olgiimleri yapidi KH2PO4tamponu
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5,55,6,6.5,7, 7.5 ve 8 pH degerlerinde hazrland1 ve aktivite Olgltimleri yapidi. pH

optimizasyonu i¢in kontrol ve numune kiivet igerikleri Cizelge 2.4. ve 2.5.°de

gosterilmistir.

Cizelge 2.4. pH optimizasyonu (Tris) i¢in kontrol ve numune kiivet igerikleri

Kontrol Kiiveti

Numune Kiiveti

Stok aktivite

slciim cézeltileri Hacim(ul) Konsantrasyon Hacim(ul) Konsantrasyon
Saf Su 300 - 250 -

Tris (pH degisken) 500 300 mM 500 300 mM
Homojenat - . 50 -

Substrat (GSSG) 100 2mM 100 2mM

Substrat (NADPH) 100 2mM 100 2mM

Toplam 1000 1000

Cizelge 2.4. pH optimizasyonu (KH2PO4) i¢in kontrol ve numune kiivet igerikleri

Kontrol Kiiveti

Numune Kiiveti

Stok aktivite

Hacim(ul) Konsantrasyon Hacim(ul) Konsantrasyon
ol¢iim ¢ozeltileri
Saf Su 300 - 250 -
KH,PO, (pH degisken) 500 300 mM 500 300 mM
Homojenat - - 50 -
Substrat (GSSG) 100 2 mM 100 2 mM
Substrat (NADPH) 100 2mM 100 2mM
Toplam 1000 1000
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2.2.3.3. Soya tohumundan saflastinlan glutatyon rediiktaz enzimi i¢in optimum

substrat miktarimn belirlenmesine yonelik cahsmalar

Optimizasyon sonucu segilen optimum tampon konsantrasyon ve optimum pH’daki
tampon ile; 20 ul, 40 ul, 60 pl, 70 pl, 80 ul, 90 pl, 100ul, 120ul, 140l NADPH substrati
kullanilarak aktivite Olclimleri yapidi. Yapilan Olglimlerde saf su ve NADPH
substratmin toplam hacmi 395 ul olacak sekilde ayarlandi Substrat optimizasyonu i¢in
kontrol ve numune kiivet igerikleri Cizelge 2.5.’de gosterilmistir.

Cizelge 2.5. Substrat optimizasyonu i¢in kontrol ve numune kiivet igerikleri

Kontrol Kiiveti Numune Kiiveti

Stok aktivite _ )
Hacim(pl)  Konsantrasyon Hacim(pl) Konsantrasyon

olciim ¢ozeltileri

Saf Su 300 - Degisken -

Tris (pH: 8,5) 500 300 mM 500 300 mM
Homojenat - - 5 -
Substrat (GSSG) 100 2mM 100 2mM
Substrat (NADPH) 100 2 mM Degisken 2 mM
Toplam 1000 1000

2.2.4. Soya tohumundan saflastinlan glutatyon rediiktaz enzimiyle ilgili yapilan

kinetik cahsmalar

2.2.4.1. Bazn metal iyonlannmin soya tohumundan saflastinlan glutatyon rediiktaz

enzimi aktivitesi iizerine inhibitor etkilerinin belirlenmesi

Soya tohumu GR enzim aktivitesi lizerine bazi metal iyonlarinin inhibitor etkilerini
belirlemek amaciyla Ag(NO3), Mn(NO3z)2, Cd(NO3)2, Cu(NO3z)2,Zn(NO3z)2, Ni(NOs3)z,
Cr(NO3)3, Mg(NO3)2 ve BaChk ¢ozeltileri stok olarak hazrlandi Kullanilan metal
iyonlarinin  farkh konsantrasyonlarim1 olusturmak icin stok c¢ozeltiler seyreltildi.
Yapilan Olglimlerde inhibisyonu incelenen ¢ozelti ve suyun toplam hacmi 500 pl
olacak sekilde ayarlandi. Her bir metal iyonunun kiivetteki miktar1 degistirilerek ve

farkli  konsantrasyonlar1 denenerek enzim aktivitesine etkileri spektrofotometre
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yardimiyla 340 nm’de 3 dakika siireyle Olclidii. GR enzimi icin inhibitdrli ve
mhibitorsiiz ortamdaki aktivite Olciim kiivet icerigi Cizelge 2.6.’de gOsterilmistir.

Cizelge 2.6. Inhibisyon etkileri dlciilirken kontrol ve numune kiivet icerikleri

Kontrol Kiiveti Numune Kiiveti

Stok aktivite ) )
Hacim(ul)  Konsantrasyon Hacim(ul)  Konsantrasyon

olciim c¢ozeltileri

Saf Su 310 - Degisken -

300 mM Tris (pH: 8,5) 500 150 mM 500 150 mM
Enzim numunesi - - 100 -

Agrr metal ¢ozeltisi - - Degisken  Degisken
2 mM GSSG 100 0.2 mM 100 0.2 mM
2mM NADPH 90 0.18 mM 90 0.18 mM
Toplam 1000 1000

2.2.4.2. Inhibitor etkisi gosteren metal iyonlan icin Iso degerlerinin belirlenmesi

Bu ¢ahsma kapsammnda soya tohumunda afnite kramatografisiyle saflastirilan GR
enzimi aktivitesi tizerine etkileri arastirildi. Enzimi inhibe eden Ag(NO3s), Mn(NO3)z,
Cd(NO3)2, Cu(NO3)2, Zn(NOs)2, Ni(NOs)2, Cr(NOs)3, Mg(NOs)2 ve BaCk kimyasal
maddeler i¢in sabit substrat konsantrasyonunda bes farkh mhibitér konsantrasyonu
kullanilarak % aktivite-[I] grafikleri ¢izilerek belirlendi (Sekil 3.2. — 3.10.). Bu
grafiklerin egri denklemlerinden yararlanilarak Iso (Enzim aktivitesini yartya distliren
nhibitér konsantrasyonu) degerleri hesaplanmistr. Iso degerleri belirlenirken
kullanilan kiivetteki ¢ozeltilerin miktarlar1 ve inhibitér konsantrasyonlar1 Cizelge 2.7.
—2.15. ‘da gosterilmistir.
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Cizelge 2.7. Soya tohumundan saflastwrilan GR enzimi iizerinde Ag(NO3)’'m Iso
degerinin belirlenmesinde kullanilan ¢ozeltilerin miktarlar1 ve bunlara
karsilik gelen substrat ve inhibitor konsantrasyonlari

Saf  Tampon Diyaliz  Inhibitér Inhibitor GSSG NADPH  Top.

su TRIiS sonras1  Ag(NO:s) kons. (ul) (ul) Hacim
1 enzim 1 mM ml
W) ooy EEM D (M) (m)
(n)
(b
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

Cizelge 2.8. Soya tohumundan saflastirilan GR enzimi tizerinde Mn(NO3)2’m Iso
degerinin belirlenmesinde kullanilan ¢ozeltilerin miktarlar1 ve bunlara
karsiik gelen substrat ve mhibitér konsantrasyonlari

Saf ~ Tampon Diyaliz  Inhibitor Inhibitor GSSG NADPH  Top.

su TRIiS sonrasi  Mn(NOs):  kons. (nl) (nl) Hacim
1 enzim 1 mM ml
WD oo mny @) (M) (mi)
(nl)
()
210 490 100 10 11 100 90 1
210 4380 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 55 100 90 1
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Cizelge 2.9. Soya tohumundan saflastirilan GR enzimi {izerinde Cd(NO3z)2’m Iso
degerinin belirlenmesinde kullanilan ¢ozeltilerin miktarlar1 ve bunlara
karsiik gelen substrat ve mhibitér konsantrasyonlari

Saf ~ Tampon Diyaliz  Inhibitor Inhibitor GSSG NADPH  Top.

su TRiS sonras1 Cd(NOs):  kons. (nl) (nl) Hacim
1 enzim 1 mM ml
(ub) (300 mM) Z; (1)) (mM) (mi)
(nl)
(ub
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

Cizelge 2.10. Soya tohumundan saflagtirilan GR enzimi iizerinde Cu(NO3)2’m Iso
degerinin belirlenmesinde kullanilan ¢ozeltilerin miktarlar1 ve bunlara
karsiik gelen substrat ve mhibitdr konsantrasyonlari

Saf ~ Tampon Diyaliz  Inhibitor Inhibitor GSSG NADPH  Top.
su TRIS sonras1  Cu(NOs3).  kons. (n1) (nl) Hacim

1 enzim 1 mM ml

(ul) (300 mM) 1 (ul) (mM) (ml)
(nD
(ub

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

Cizelge 2.11. Soya tohumundan saflastrilan GR enzimi iizerinde Zn(NOz)2’m Iso
degerinin belirlenmesinde kullanilan ¢ozeltilerin miktarlar1 ve bunlara
karsiik gelen substrat ve inhibitor konsantrasyonlari

Saf  Tampon Diyaliz  Inhibitér Inhibitor GSSG NADPH  Top.

su TRIiS sonras1  Zn(NO3),  kons. (ul) (ul) Hacim
1 enzim 1 mM ml
W) ooy EEM D (M) (m)
(n)
(b
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

30



Cizelge 2.12. Soya tohumundan saflastirilan GR enzimi {izerinde Ni(NO3)2’m Iso

degerinin belirlenmesinde kullanilan ¢ozeltilerin miktarlar1 ve bunlara
karsiik gelen substrat ve mhibitér konsantrasyonlari

Saf ~ Tampon Diyaliz  Inhibitor Inhibitor GSSG NADPH  Top.
su TRiS sonrast  Ni(NOs). kons. (nl) (nl) Hacim
1 enzim 1 mM mi
(nh (300 mM) 1 (nh (mM) (mli)
(ul)
((LL))
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

Cizelge 2.13. Soya tohumundan saflastirilan GR enzimi tizerinde Cr(NO3)3’m Iso

degerinin belirlenmesinde kullanilan ¢ozeltilerin miktarlar1 ve bunlara
karsiik gelen substrat ve mhibitdr konsantrasyonlari

Saf ~ Tampon Diyaliz  Inhibitor Inhibitor GSSG NADPH  Top.
su TRiS sonrast  Cr(NOs); kons. (n1) (nl) Hacim
1 enzim 1 mM mi
(nl) (300 mM) 1 (nl) (mM) (mli)

(1
(nD)
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

Cizelge 2.14. Soya tohumundan saflastrilan GR enzimi tizerinde Mg(NO3)2’m Iso

degerinin belirlenmesinde kullanilan ¢ozeltilerin miktarlar1 ve bunlara
karsiik gelen substrat ve inhibitor konsantrasyonlari

Saf  Tampon Diyaliz  Inhibitér Inhibitor GSSG NADPH  Top.
su TRIiS sonrasi  MQg(NOs).  kons. (ul) (ul) Hacim
1 enzim 1 mM mi
M o0y oM W) (mM) (mi)

(1)
(b
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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Cizelge 2.15. Soya tohumundan saflagtrilan GR enzimi iizerinde BaCk’iin Iso
degerinin belirlenmesinde kullanilan ¢ozeltilerin miktarlar1 ve bunlara
karsiik gelen substrat ve mhibitér konsantrasyonlari

Saf ~ Tampon Diyaliz  Inhibitor Inhibitor GSSG NADPH  Top.

su TRiS sonrasi BaCl: kons. (nl) (nl) Hacim

1 enzim 1 mM ml
(nb) (300 mM) zi (1)) (mM) (mi)

(nD
(ub

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

32



3. BULGULAR
3.1. Soya Tohumu GR Enziminin Saflagtinimas1 Sonuclan

3.1.1. Amonyum siilfat ¢oktiirmesi sonuclan

Soya tohumundan GR enzimini saflagtrmak icin bolim 2.2.2.1.°da anlatildig1 gibi
hazirlanan homojenat bolim 2.2.2.2.°da anlatildig1 gbi srasiyla %0-40 ve %40-60
araliklarinda amonyum siilfat ¢oktiirmesi yapildi (Erat, 2004). Elde edilen ¢okelek
optimum tampon (300 mM Tris) ¢ozeltisinde ¢oziilerek bir sonraki igleme hazir hale
getirildi. Bolim 2.2.1.°de anlatildig1 gbi yapilan aktivite Olclimleri sonucunda en
yiksek aktivite gosteren deger %40-60 amonyum siilfat doygunlugunda yakalandi.

Daha sonra numune diyaliz edilip tekrar aktivite Ol¢timii yapildi

3.1.2. Afinite kromatografisi sonuclan

Diyaliz edilen numune afinite kolonuna tatbik edildi. Uygun tamponla eliisyon sonucu
elde edilen eliiatlarin aktivite degerleri Olgiildii.

3.2. Soya Tohumundan Saflastinlan GR Enziminin Sodyum Dodesil Siilfat-
Poliakrilamid Jel Elektroforezi (SDS-PAGE) ile Safik Kontrolii

Soya tohumundan elde edilen GR enzimi numunelerinin, homojenat, amonyum siilfat
cokelegi ve afinite kromatografisi sonucu elde edilen eliiatlardaki enzimlerin sathgini
kontrol etmek i¢in SDS-PAGE yontemi kullanildi Bu amagla bolim 2.2.2.4.°da
anlatilan elektroforez sistemi kurularak enzim numuneleri swrayla kuyulara uygulandi
ve ylriitildii. Elde edilen bantlar1 ve standart proteini gosteren fotograf Sekil 3.1.’de
gosterildi. Glutatyon rediiktaz enzimi SDS poliakrilamid jel elektroforezinde yaklasik
75 kDa molekiil agrhiginda goriintiilendi.
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Sekil 3.1. SDS-PAGE yontemi ile soya tohumu glutatyon rediiktaz enziminin alt birim
molekiil agrligimin belirlenmesi 1: Standart Proteinler, 2: Homojenat, 3:
Amonyum siilfat ¢okiirme (%40-60, ¢okelek), 4: Diyaliz sonrasi, 5: Afinite
Kromatografisi

3.3. Soya Tohumundan Saflastinlan GR Enziminin Optimum Sartlarinin

Belirlenmesi Yonelik Sonuglar

3.3.1. Soya tohumundan saflastinlan GR enziminin optimum iyonik siddetin

belirlenmesine yonelik sonuclar

Soya tohumu GR enzim aktivitesi i¢in enuygun iyonk siddetin belirlenmesi amaciyla
onceki cahgmalarla uygunlugu belirlenen Tris ve KH2POgs tamponlarinin  degisik
konsantrasyonlardaki c¢ozeltileri bolim 2.2.3.1.’da anlatildig1r gbi hazrlandi. Farkh
Tris ve KH2PO4 konsantrasyonlarinda aktivite Olgtimleri yapildi. Elde edilen degerler
cizelge 3.1.ve 3.2.°de gosterildi. Yapilan ¢alismalar sonucu soya tohumu GR enzimi
icin en uygun iyonik siddetin 300 mM Tris tamponu olarak tespit edildi.

Cizelge 3.1. Soya tohumu GR enzimi optimum iyonik siddet i¢in Tris tampon ¢ozeltisi
kullanilarak yapilan aktivite 6lgiim sonuglart

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

% Aktivite 19.1 313 40 348 530 791 878 100 676 609 556
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Cizelge 3.2. Soya tohumu GR enzimi optimum iyonik siddet icin KH2PO4 tampon
cozeltisi kullanilarak yapilan aktivite Olgiim sonuglari

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

% Aktivite 394 481 56.7 663 721 837 904 100 942 942 913

3.3.2. Soya tohumundan saflastinlan GR enziminin optimum pH degerinin

belirlenmesine yonelik sonuclar

Soya tohumu GR enzimi optimum pH’s1 bolim 2.2.3.2.°de anlatildig1 sekilde; pH‘s1
7.5-9.0 arahginda 300 mM Tris ve pH‘s1 5.5-8.0 araliginda 300 mM potasyum fosfat
tampon ¢ozeltileri kullanilarak enzimin gosterdigi aktiviteler spektrofotometrik olarak
belirlendi. Elde edilen degerler ¢izelge 3.3. ve 3.4.’de gosterilmistir. Soya tohumu GR
enzimi i¢in optimum pH, 300 mM Tris pH=8.5 tamponu olarak belirlendi.

Cizelge 3.3. Soya tohumu GR enzimi optimum pH degeri i¢in Tris (300 mM) tampon
cozeltisi kullanilarak yapilan aktivite 6l¢iim sonuglari

pH 7.0 7.5 8.0 8.5 9.0 9.5 10.0

%AKktivite 36.9 29.8 53.6 100.0 89.3 96.4 42.9

Cizelge 3.4. Soya tohumu GR enzimi optimum pH degeri icin KH2PO4 (300 mM)
tampon ¢ozeltisi kullanilarak yapilan aktivite Olglim sonuglar

pH 5 5.5 6.0 6.5 7.0 7.5 8.0

%AKktivite - - - 31.0 45.5 63.6 100.0

3.3.3. Soya tohumundan saflastinlan GR enziminin optimum substrat miktarinin

belirlenmesine yonelik sonuglar

Soya tohumu GR enzimi optimum substrat miktar1 bolim 2.2.3.3.’de anlatild1§1
sekilde; 20 — 140 pl miktar arahi@inda optimum pH’daki optimum tampon ¢ozeltisi
kullanilarak aktivite Olciimii yapildi Elde edilen degerler cizelge 3.5.’de gosterilmistir.
Soya tohumu GR enzimi i¢in optimum substrat miktar1 300 mM Tris (pH=8.5)
tamponunda 90 pl olarak belirlendi.
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Cizelge 3.5. Soya tohumu GR enzimi optimum substrat miktart icin 300 mM Tris
(pH=8.5) tampon ¢ozeltisi kullanilarak yapilan aktivite Olgiim sonuglari

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

% Aktivite 60.0 586 534 657 786 1000 729 671 70.0

3.4. Soya Tohumundan Saflastinlan GR Enzimi Aktivitesi Uzerine Bazm Metal

Iyonlarinin Inhibitor Etkilerinin Sonuclan

Soya tohumundan elde edilen diyaliz numunesinde bulunan GR enzimi aktivitesi
tizerine  Ag(NO3), Mn(NOs3)2, Cd(NO3)2, Cu(NO3z)2, Zn(NO3)2, Ni(NO3)2, Cr(NO3)s,
Mg(NO3)2 ve BaCk metal iyonlarmnin etkilerini belirlemek amaciyla bu metallerin stok
coOzeltileri hazrland1 ve soya tohumu GR enzim aktivitesi ilizerine etkileri arastirild1.
Arastrma sonucunda elde edilen mhbisyon etkileri Cizelge 3.6. — 3.14.’de
gosterilmistir. Ayrica metallerin farkh konsantrasyonlarina karsi bulunan % aktivite
degerleri kullanilarak hazrlanan % aktivite grafikleri sekil 3.2. — 3.10.°da wve
hesaplanan lso degerleri Cizelge 3.15.°de gosterilmistir.
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Cizelge 3.6. Giimiis’iin soya tohumu GR enzim aktivitesi {izerine 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
120 -
100 ¢t
80 T2
i <
= R W
'Y 60 - -~
< = o
S e
40 ~
20
0 T T T T 1
0,00000 0,00010 0,00020 0,00025 0,00030 0,00040
[Ag] (mM)

Sekil 3.2. Giimiis’iin soya tohumu GR enzim aktivitesi tizerine etkisi

Cizelge 3.6.°da verilen deneysel sonuglara gore 0.0001 ile 0.0004 mM araligindaki
konsantrasyonlarda Ag* agr metalinin, 0.18 mM NADPH substrati varhgidaki %
Aktivite-[1] grafigi Sekil 3.2.’deki gibi ¢izilmistir. Grafikteki dogru denkleminden
yararlanarak soya glutatyon rediiktaz enzim aktivitesi lizerine Ag* agr metalinin Iso
degeri 0.00025 mM oldugu bulunmustur.
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Cizelge 3.7. Mangan’in soya tohumu GR enzim aktivitesi {izerine etkisi

Konsantrasyon (mM) % Aktivite
0.0 100.00
11 67.74
2.2 65.59
33 48.38
4.4 36.55
5.5 25.80
120 1
100
80 - Tes o
) - .o
= e
v 60 A = -
< Sl
S Sen
40 - -. -
20 A TS
0 T T T T 1
0,0 11 2,2 3,3 4,4 5,5
[Mn*2] (mM)

Sekil 3.3. Mangan’in soya tohumu GR enzim aktivitesi lizerine etkisi

Cizelge 3.7.’de verilen deneysel sonuglara gore 1.1 ile 4.4 mM araligindaki
konsantrasyonlarda Mn*? agr metalinin, 0.18 mM NADPH substrati varhgindaki %
Aktivite-[1] grafigi Sekil 3.3.’deki gibi c¢izilmistir. Grafikteki dogru denkleminden
yararlanarak soya glutatyon rediiktaz enzim aktivitesi iizerine Mn*? agr metalinin Iso

degeri 3.305 mM oldugu bulunmustur.
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Cizelge 3.8. Kadminyum’un soya tohumu GR enzim aktivitesi iizerine 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
120 -
100
80 - -
3 <
= <
V4 60 A -~ -
< S~
o\o -~
40 - <
20 - =
0 T T T T 1
0,0000 0,0005 0,0010 0,0015 0,0020 0,0030
[Cd*2] (mM)

Sekil 3.4. Kadminyum’un soya tohumu GR enzim aktivitesi iizerme etkisi

Cizelge 3.8.°de verilen deneysel sonuglara gore 0.0005 ile 0.003 mM araligindak i
konsantrasyonlarda Cd*? agr metalinin, 0.18 mM NADPH substrati varhgindaki %
Aktivite-[1] grafigi Sekil 3.4.’deki gibi c¢izilmistir. Grafikteki dogru denkleminden

yararlanarak soya glutatyon rediiktaz enzim aktivitesi tizerine Cd*? agr metalinin Iso

degeri 0.0016 mM oldugu bulunmustur.
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Cizelge 3.9. Bakr’m soya tohumu GR enzim aktivitesi iizerine 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
120 -
100
g0 T =L
49 T~ -
= S~
X 60 - - -
< = -~
S -
40 - S,
20 1
0 T T T T 1
0,00 0,05 0,10 0,20 0,50 0,75

[Cu*?] (mM)

Cizelge 3.9.°da verilen deneysel sonuglara gore 0.05 ile 0.75 mM araligindaki
konsantrasyonlarda Cu*? agr metalinin, 0.18 mM NADPH substrati varhgindaki %
Aktivite-[1] grafigi Sekil 3.5.’deki gibi ¢izilmistir. Grafikteki dogru denkleminden

yararlanarak soya glutatyon rediiktaz enzim aktivitesi tizerine Cu*? agr metalinin Iso

Sekil 3.5. Bakrr’'m soya tohumu GR enzim aktivitesi {izerine etkisi

degeri 0.318 mM oldugu bulunmustur.
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Cizelge 3.10. Cinko’nun soya tohumu GR enzim aktivitesi tizerine 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
120 -
100
80 NS ~
o
=
v 60 4 -~ <
< ~——
S -
40 -
20 1 1
0 T T T T 1
0,000 0,005 0,007 0,010 0,020 0,040
[Zn*2] (mM)

Cizelge 3.10.°da verilen deneysel sonuglara gore 0.005 ile 0.04 mM araligindaki
konsantrasyonlarda Zn*? agr metalinin, 0.18 mM NADPH substrati varhgindaki %
Aktivite-[1] grafigi Sekil 3.6.’deki gibi ¢izilmistir. Grafikteki dogru denkleminden
yararlanarak soya glutatyon rediiktaz enzim aktivitesi lizerine Zn*? agr metalinin Iso

degeri 0.015 mM oldugu bulunmustur.

Sekil 3.6. Cinko’nun soya tohumu GR enzim aktivitesi tizerine etKisi
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Cizelge 3.11. Nikel'n soya tohumu GR enzim aktivitesi lizerine 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
120 -
100 ..
80 N
i
= s
X 60 A = ~
< ~
S
40
20 1 ~
0 T T T T 1
0,00 0,05 0,10 0,15 0,20 0,50
[Ni*2] (mM)

Cizelge 3.11.°de verilen deneysel sonuglara gore 0.05 ile 0.5 mM araligindaki
konsantrasyonlarda Ni*? agr metalinin, 0.18 mM NADPH substrati varhgindaki %
Aktivite-[1] grafigi Sekil 3.7.’deki gibi c¢izilmistir. Grafikteki dogru denkleminden
yararlanarak soya glutatyon rediiktaz enzim aktivitesi iizerine Ni*? agr metalinin Is

degeri 0.21 mM oldugu bulunmustur.

Sekil 3.7. Nikel'in soya tohumu GR enzim aktivitesi {izerine etkisi
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Cizelge 3.12. Krom’un soya tohumu GR enzim aktivitesi iizerine 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
120 -
100 <.
80 o~
) S
= S
T 60 - TS
< ) T
S o~
40 - So~
20 A TSRS
0 T T T T 1
0,0 1,0 2,0 2,5 3,0 4,0
[Cr3] (mM)

Sekil 3.8. Krom’un soya tohumu GR enzim aktivitesi iizerine etkisi

Cizelge 3.12.°de verilen deneysel sonuglara gore 1.0 ile 4.0 mM araligindaki
konsantrasyonlarda Cr*3 agr metalinin, 0.18 mM NADPH substrati varhgindaki %
Aktivite-[1] grafigi Sekil 3.8.’deki gibi c¢izilmistir. Grafikteki dogru denkleminden
yararlanarak soya glutatyon rediiktaz enzim aktivitesi iizerine Cr*® agr metalinin Iso
degeri 2.394 mM oldugu bulunmustur.
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Cizelge 3.13. Magnezyum’un soya tohumu GR enzim aktivitesi iizerine 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
120 1
100 ‘w,
80 s
) IS
2 T
X 60 T -~
< o~
S ~
40 RPN
20 =
0 T T T T 1
0,0 0,5 1,0 3,0 5,0 7,5
[Mg2] (mM)

Sekil 3.9. Magnezyum’un soya tohumu GR enzim aktivitesi {izerine etkisi

Cizelge 3.13.°de verilen deneysel sonuglara gore 0.5 ile 7.5 mM araligindaki
konsantrasyonlarda Mg*? agr metalinin, 0.18 mM NADPH substrati varhgindaki %
Aktivite-[T] grafigi Sekil 3.9.’deki gibi ¢izilmistir. Grafikteki dogru denkleminden
yararlanarak soya glutatyon rediiktaz enzim aktivitesi tizerine M@* agr metalinin Iso
degeri 3.881 mM oldugu bulunmustur.
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Cizelge 3.14. Baryum’un soya tohumu GR enzim aktivitesi tizerine etkisi

Konsantrasyon (mM) % Aktivite
0.0 100.00
0.5 78.08
1.0 64.38
15 43.83
2.0 36.98
3.0 17.80
120 -
100 <.
80 - s
) s
s e
X 60 A ~
< S
S RN
40 ~. .
20 R
0 T T T T 1
0,0 0,5 1,0 1,5 2,0 3,0
[Ba*?] (mM)

Sekil 3.10. Baryum’un soya tohumu GR enzim aktivitesi ilizerine etkisi

Cizelge 3.14.°de verilen deneysel sonuglara gore 0.5 ile 3.0 mM araligindaki
konsantrasyonlarda Ba*? agr metalinin, 0.18 mM NADPH substrati varhgindaki %
Aktivite-[1] grafigi Sekil 3.10.’deki gibi ¢izilmistir. Grafikteki dogru denkleminden
yararlanarak soya glutatyon rediiktaz enzim aktivitesi ilizerine Ba* agr metalinin Iso

degeri 1.576 mM oldugu bulunmustur.
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Cizelge 3.15. Soya tohumu GR enzimi i¢in metal iyonlarina ait Iso degerleri

Inhibitor Iso (MM)
Mg*2 3.881
Mn*2 3.305
Cr+3 2.394
Ba*2 1.576
Cu*? 0.318
Ni+2 0.21
Zn*+2 0.015
Cd*2 0.0016
Ag* 0.00025
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4. TARTISMA

Glutatyon (GSH) birgok 6nemli fonksiyona sahipti. Ornegin, ksenobiyotiklerin
detoksifikasyonunda yer alan ve izomerizasyon reaksiyonlarinda bir kofaktér gorevi
goren bir antioksidandir. Glutatyon, proteinlerin sentezinde ve bozunmasinda,
enzimlerin  diizenlenmesinde, deoksirboniikleik asit (DNA) oOnciilleri  olan
deoksirboniikleotid olusumunda ve hiicrelerin serbest radikallere ve reaktif oksijen
tirlerine  karst korunmasinda oOnemli bir role sahipti. Glutatyon rediiktaz (GR),
glutatyon  disiilfiiriin - (GSSG), NADPH pahasma indirgenmesini katalize eder.
Glutatyon rediiktaz enzimi GSH/GSSG oranmi yiksek tutarak protein ve DNA
biyosentezinin yam swa reaktif oksijen tiirlerinin detoksifikasyonu gbi hiicrenin

birka¢ hayati fonksiyonunun devamliligmi saglar (Cakmak vd, 2011).

Glutatyon rediiktaz enzimi iizerme bu 6neminden dolayr c¢ok sayida calisma
yapimis, bircok kaynaktan saflastrilmis ve biyokimyasal Ozellikleri incelenmistir.
Okside glutatyonun indirgenmesini  katalizleyen ve glutatyon rediiktaz olarak
adlandrilan enzimin varhgr 1951°de bezelye ve bugday tohumlarinda (Conn &
Vennesland, 1951; Mapson & Goddard, 1951), 1952’de hayvan dokularinda
gosterilmistir (Rall & Lehninger, 1952). Enzimin dogas1 ve Ozellkleri {izerine ilk
detayh calisma ise 1963 yilinda ¢imlenmis bezelyelerde gerceklestirilmistir (Mapson
& Isherwood, 1963). Bunun disnda Ricinus communis endosperminde (Klapheck vd,
1990) ve bitki koklerinde sitozol ve mitokondride enzim aktivitesine rastlanmistir
(Bielawski & Joy, 1986). Bazi kaynaklardan elde edilen enzimin aminoasit dizilimi ve
aktif bolgeleri beliflenmistir. Insan, fare, bazi bitki ve bakteri hiicrelerinden GR
cDNA'lart elde edilmis ve bazi biyokimyasal galismalar yapimustir (Jiang vd, 1995).

Bu ¢aliymada, tiim organizmalarda Onemli islevi olan glutatyon rediiktaz enzimi
soya tohumundan saflastrilmis ve baz karakteristik Ozellikleri incelenmistir.
Saflastrma igleminde amonyum siilfat ¢oktiirmesi ve ardmdan afinite kromotografisi
yontemleri uygulanmistir. Saflagtirilan enzimin kinetikk Ozellkleri incelenmis ve bazi

agr metallerin enzim aktivitesi lizerine etkileri belirlenmistir.

Soya tohumundan toplam GR enzimi saflagtrilmasi icin ik Once homojenat
hazirlama islemi gerceklestirilmistir. Daha sonra literatiir bilgilerine dayanilarak %0-
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60 arahginda amonyum siilfat ¢oktiirmesi ve diyaliz yaptiktan sonra numune 2',5'-
ADP Sepharose 4B afinite kolonuna tatbik edilmistir. Saflastrma iglemi srasinda
sicaklk kontrol altmda tutularak tiim iglemler +4 °C’de gergeklestirilmistir. Bu sekilde
aktivite kayb1 miimkiin oldugunca engellenmistir.

Elde edilen soya tohumu homojenatlarma %0-40, %40-60 aralklarinda
amonyum siilfat ¢oktiirmeleri yapilarak GR enziminin %40-60 araliginda ¢oktiigii
belirlenmistir. Amonyum siilfat ¢oktiirmesi yillardir  bilim insanlar1 tarafindan
kullanilan kismi saflastrma yontemidir. Bu yontem aracihiiyla numune igerisindeki
birgok safSizliklar giderilir ve proteinler daha derisik hale getirilir. Afinite
kromatografisinden Once amonyum siilfat ¢Oktiirmesi yapimasi kolonuna tatbik
edilecek ¢ozeltideki GR konsantrasyonunun yikksek olmasi bakimndan Onemlidir.
Sigr ve msan eritrositlerinden elde edilen GR enzimi i¢in amonyum siilfat ¢oktiirme
arali@i %30-70, koyun beyni i¢cin %35-55 ve koyun karacigeri i¢cin %0-60 olarak
bulunmustur. Amonyum siilfat ¢oktlirmesi yapildiktan sonra diyalizin yapilmasi

afinite kromatografisinden o©nce ortamdaki iyonlarm uzaklastirilmasi agisindan
onemlidir (Acan & Tezcan, 1989; Erat, 2002; Ulusu vd, 2005).

2',5'-ADP Sepharose 4B afinite jelnin NADPH bagimli enzimleri baglayabilme
Ozelligine sahip oldugu bilinmektedir. Afinite kolonuna baglanan glukoz-6-fosfat
dehidrogenaz ve 6-fosfoglukonat dehidrogenaz gibi enzimlerin giderilmesi saflastirma
isleminde saflk oranmm ve veriminin artmasmi saglamaktadwr. Ogus & Ozer (1998),
Ormegi afinite kolonuna yiikledikten sonra enzim ile bagh re¢ineyi kolon ¢iktisinda 280
nm’deki absorbans 0.01°in altma diisene kadar 400 mM KP (pH 7.4) tamponu ile
yikadiklarinda GR enzimi digindaki diger enzimlerden kurtulduklarmi belirtmislerdir.
Bu calsmada da afinite kolonuna diyaliz numunesi yiiklendikten sonra kolona tutunan
G6PD ve 6PGD gibi enzimlerin uzaklastirilmas1 amaciyla bolim 2.1.3.3.’da belirtilen
0.1 M K-asetat/0,1 M K-fosfat (pH=7.85) ve 0.1 M K-fosfat/0.1 M KCI (pH=7.85)
yikkama tamponlar1 ile yikkama yapildi Afinite kolunundan GR’ nin eliisyonu i¢cin 0.5
mM NADPH (pH=7.3) igeren eliisyon tamponu kullanild.

Soya tohumu GR’sinin molekiil agrhigmi saptayabilmek i¢cn SDS poliakrilamid
jel elektroforezi yontem kullanildi (Sekil 3.1.). Cesitli dokularda glutatyon rediiktaz
lle yapian cahsmalarda glutatyon rediiktaz enziminin ¢ogunlukla dimerik yapida ve
alt brim molekiil agrhginin yaklasik 41-70 kDa arasmda oldugu belirtilmektedir
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(Ogus & Tezcan, 1981; Acan & Tezcan, 1989; Ogus & Ozer, 1998; Gutterer vd, 1999;
Willmore & Storey, 2007). Enzimin safigmm kontrolinde ve altbirim molekiil
agrligmin saptanmasinda Laemmli (1970) tarafindan Onerilen SDS poliakrilamid jel
elektroforezi yonteminin degistirilmis sekli kullanildi. SDS poliakrilamid jeli ile alt
birim molekiil agrhigi yaklasik 75 kDa olarak hesaplandi.

Yapilan islemlerle enzimin optimum iyonik siddeti 300 mM Tris tamponu olarak
tespit edildi. Literatiirde sigir eritrosit GR enzimi i¢in optimum iyonik siddet 435 mM
fosfat tamponu, koyun karacigeri igin 50 mM Tris olarak bulunmustur (Erat, 2002;
Ulusu vd, 2005).

Farkh tiirlerden saflagtirilan GR’lerin  optimum pH’smin  6.5-8.5 arah§inda
oldugu rapor edimistir (Agan, 1990; Ogiis & Ozer, 1991; Ogus & Ozer, 1998;
Willmore & Storey, 2007; Tekman vd, 2008). Calismamizda da soya tohum GR’sinin
optimum pH’si 8.5 olarak saptand.

Glutatyon redikktazin katalizledigi tepkimede, GSSG birinci substrat, koenzim
NADPH ise ikinci substrat olarak belirtilmektedir. Soya tohumu GR enzimi i¢in
optimum NADPH miktar1 yapilan Olgiimler sonucunda 90 pl olarak bulunmustur.

Cevremizde bulunan agr metallerin biyolojik sistemler i¢in yasamsal Onemi
bulunmaktadr. Organizmanin agr metal iyonlarma devamli olarak maruz kalmasi
hiicrede antioksidan enzimlerin inhibisyonuna ve oksidatif hasara bagh olarak

hastaliklara neden olmaktadrr.

Soya tohumundan saflastirilan glutatyon rediikktaz enzimi {izerine baz metal
iyonlarinin inhibisyon etkisi incelendi. Bu amagla Ag(NO3z), Mn(NO3)2, Cd(NO3z),
Cu(NO3)2, Zn(NOs3)2, Ni(NO3)2, Cr(NOs3)3, Mg(NOs3)2 ve BaCl, maddeleri ile galisildi.
Bu caligmada kullanilan tiim metal iyonlarinin soya tohumu glutatyon rediktaz
enziminin tzerine etkisi incelendiginde, bu iyonlarmn enzimi derisime bagh olarak
inhibe ettigi belirlenmistir (Sekil 3.2. - 3.10.). Soya tohumundan saflagtirilan glutatyon
rediiktaz enzimi icin Iso degerleri kiiciikten bliylige dogru
Ag<Cd<Zn<Ni<Cu<Ba<Cr<Mn<Mg seklindedir (Cizelge 3.15.).
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5. SONUC

Bu calsmada, soya tohumu GR’nin metal iyonlar1 ile inhibe oldugu saptand. GR
hiicrede antioksidan savunma sisteminin 6nemli bir enzimidir. GR aktivitesinin ¢esitli
agr metallerle inhibisyonu organizmada olumsuz fizyolojik ve biyokimyasal etkiler
yaratarak bircok patolojik durumun ortaya cikisinda etkin rol oynar.

Sonug olarak ¢alismamizda soya tohumu glutatyon rediiktaz (GR) enzimi, 2°,5°-
ADP Sepharose 4B afinite kromatografisi ile saflastwrilmis, enzimin safigi ve alt
biriminin  molekiil agrhigi SDS-PAGE ile tespit edimis, enzimin baz Kinetik
ozellikleri belirlenmis, c¢esitli agr metallerin enzim aktivitesine etkileri incelenmistir.
Soya tohumundan saflastirilan GR enzimi hayati O6neme sahip olan GSH/GSSG
oranmt Kontrol altmda tuttufu icin GR enzimini inhibe ederek bu dengeyi bozabilecek
olan bu metallerin kullaniminda son derece dikkatli olunmali ve kullanimi kontrolli
olmaldir. Bu ¢ahsma, ozellkleri bakmundan besin ve ekonomik degeri yikksek bir
bitki olan soya bitkisinin tohumundan GR enziminin saflastirilmasi, karakterizasyonu,
yapisal ve kinetik Ozellikleri aydmlatilmaya cahsilmas1 bakimmdan bir ik ¢aligmadir.
Elde ettigimiz sonuclarin glutatyon rediiktazin, soya tohumundaki islevinin
aydmlatilmasina katkida bulunacagmi umuyoruz. Cabsmamizin, bundan sonra
yapillacak glutatyon rediiktaz enzimi ile ilgili ¢ahsmalara yardimci olacagi

diisiincesindeyiz.
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