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OZET

Doktora Tezi

NADPH - NADP* KULLANAN BAZI ENZIMLERIN KECi
KARACIGERINDEN SAFLASTIRILMASI, KARAKTERIZASYONU, ENZiM
AKTIVITESI UZERINE BAZI iILACLARIN VE KIMYASALLARIN
INHIBISYON ETKILERININ INCELENMESI

Muhammet Serhat OZASLAN

Atatiirk Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Kimya Anabilim Dali
Biyokimya Bilim Dal1

Danisman: Prof. Dr. Omer Irfan KUFREVIOGLU

Bu c¢aligmada kegi karaciger dokusundan glukoz-6-fosfat dehidrogenaz (G6PD), 6-
fosfoglukonat dehidrogenaz (6PGD) ve glutatyon rediiktaz (GR) enzimleri 2',5'-ADP
Sepharose 4B afinite kromatografi kullanilarak tek basamakda saflastirildi. Enzimlerin
saflik dereceleri ve alt birimlerinin molekiil kiitleleri sodyum dodesil siilfat poliakrilamid
jel elektroforezi (SDS-PAGE) ile gosterildi. Alt molekiil kiitleleleri GR i¢in 61,3 kDa,
6PGD i¢in 51,4 kDa ve G6PD i¢in 63,1 kDa olarak bulundu. Jel Filtrasyon kromatografisi
ile dogal hallerinin molekiil kiitleleri de sirasiyla 125,89 kDa, 100,02 kDa ve 63,09 kDa
olarak belirlendi. Kinetik ¢alismalar neticesinde, enzimler i¢in optimum pH, iyonik
siddet, stabil pH, optimum sicaklik ve substratlar i¢in Km ve Vmax degerleri tespit edildi.
Bunlara ilaveten, kiigiik bag hayvanlarda kullanilan Amoksisilin, Ampisilin, Neomisin,
Oksitetrasiklin, Penisilin G, Siilfadimidin ve Tilozin gibi bazi ilaglarin s6z konusu enzim
aktiviteleri tizerinde in vitro olarak belirlendi ve Ki degerleri 0,08 + 0,03; 15,24 + 2,97

mM araliginda inhibe etkileri hesplandi.

2018, 145 sayfa

Anahtar Kelimeler: Glukoz-6-fosfat Dehidrogenaz, 6-Fosfoglukonat Dehidrogenaz,

Gulutatyon rediiktaz, Saflastirma, Karakterizasyon, Inhibisyon



ABSTRACT

Ph. D. Thesis

PURIFICATION AND CHARACTERIZATION OF ENZYMES USING NADP* -
NADPH FROM GOAT LIVER AND INVESTIGATION OF INHIBITION
EFFECTS OF SOME DRUGS AND CHEMICALS

Muhammet Serhat OZASLAN

Atatiirk University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Chemistry
Biochemistry Department

Supervisor: Prof. Dr. Dr. Omer Irfan KUFREVIOGLU

Glutathione reductase (GR), 6- phosphogluconate dehydrogenase (6PGD) and glucose
6-phosphate dehydrogenase (G6PD) were purified separately in the single step from goat
liver using 2', 5'-ADP Sepharose 4B affinity chromatography. The purity of the enzymes
was showed by SDS-PAGE analysis. The subunit molecular weights was found 61.3 kDa
for GR, 51.4 kDa for 6PGD and 63.1 kDa for G6PD by sodium dodecyl sulfate
polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE) and.the molecular weights of the
enzymes were found as 125.89, 100.02 and 63.09 kDa by Sephadex G-100 gel filtration
chromatography, respectively Kinetic properties of enzymes including, optimum
temperature, optimum pH, stable pH, optimum ionic strength, Km and Vmax values were
evaluated for each enzyme The enzymes were inhibited by Amoxicillin, Ampicilin,
Neomycin, Oxytetracycline, Penicillin G, Sulfadimidine and Tylosin as in vitro with K;
values in the range of 0.08 + 0.03 ; 15.24 +2.97 mM.

2018, 145 page

Keywords: Glucose-6-phosphate dehydrogenase, 6-Phosphogluconate dehydrogenase,

Glutation reductase, Purification, Characterization, Inhibition
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SIMGELER ve KISALTMALAR DiZiNi

6PGA : 6-Fosfoglukonat

6PGD : 6-Fosfoglukonat dehidrogenaz

aa : Aminoasit

ADP : Adenozin difosfat

ATP : Adenozin trifosfat

BSA : “Bovine’” (s1g1r) serum albumin

cDNA : Komplamenter DNA

DNA : Deoksiriboniikleik asit

dNTP : Deoksiribontikleosid trifosfat

DTT : Ditiotreitol

E.C. : Enzim komisyon numarasi

E.coli : Escherichia coli

E.U. : Enzim Unitesi

EDTA : Etilendiamintetraasetik asit

G6PD : Glukoz 6-fosfat dehidrogenaz

GR . Glutatyon Rediiktaz

GSH : Indirgenmis glutatyon

GSSG : Yiikseltgenmis glutatyon

ICso : Maksimum hiz1 yariya diigiiren inhibitor konsantrasyonu

Kb : Kilobaz

kDa : Kilodalton

Ki : Inhibisyon katsayisi

Kwm : Enzimin aktif bolgelerinin yarisinin doldugu subsrat
konsantrasyonu

PFY : Pentoz fosfat yolu

MK : Molekiil kiitlesi

NADP* : Nikotinamid adenin diniikleotid fosfat (okside form)

NADPH : Nikotinamid adenin diniikleotid fosfat (rediikte form)

PAGE : Poliakrilamid jel elektroforezi
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1. GIRIS

Canliligin siirdiiriilmesinin iki temel kosulundan biri kimyasal reaksiyonlarin yiiksek
secicilik ve verimle biyolojik ortamda kataliz edilebilmesidir. Biyolojik katalizoérlerden
ilk olarak 18. yy’in sonlarinda etin sindirimi {izerine yapilmis olan ¢alismalarda
bahsedilmis, daha sonra 19. yy’de tiikiiriik ve ¢esitli bitki Oziitleriyle nisastanin sekere
doniisiim ¢aligmalart ile siirdiiriilmistiir (Lehninger et al. 2005; Giirdol ve Ademoglu
2010). 1835 yilinda Jons Jacob Berzelius, katalizorleri kimyasal tepkimeleri daha hizli ve
daha aktif hale getiren maddeler olarak tanimlanmistir (Ann-Sofie 2002).

1850’de maya hiicresi tarafindan sekerin alkole doniisme fermantasyonun maya
hiicrelerinde bulunan etmenlerinin etkisiyle meydana geldigini savunan Louis Pasteur
arastirmasinda, "Ferment" diye adlandirdigi bu etmenlerin sadece canli organizmalar
tarafindan islev gordiigiinti disiiniiyordu. “wikt:enzim” terimini ilk defa 1878'de Alman
fizyolog Wilhelm Kiihne kullandi. Sonraki yillarda ise enzim terimi canli olmayan
bilesikler (6rnegin pepsin) i¢in kullanilirken, canli yapilar tarafindan iiretilen kimyasal
aktiviteler i¢in de "ferment" terimi kullanilmistir. Daha sonra 1897’de Eduard Buchner
mayanin  sekeri alkole fermente ettigini ve fermantasyonunun hiicreden
uzaklastirimasiyla fonksiyona devam eden molekiiller tarafindan yiiriitiildiigiini kesfetti
(Lehninger et al. 2005). Sakkaroz sekerinin fermantasyonuna Sebep olan enzime
"zimnaz" ismi verildi (Nobel Lecture 1907). 1907'de Buchner "biyokimya ¢alismalar1 ve

hiicresiz fermantasyonun kesfi i¢in” Nobel Kimya Odiilii’ne layik goriildii.

Enzim niteligiyle ilgi yapilan ilk arastirmalara gére ¢ogu enzim etkinligi proteinlerle
iliskiliydi. Ancak Nobel odiillii Richard Willstétter’in da aralarinda bulundugu bazi
bilimciler proteinlerin enzimlerin birer tasiyicisi oldugunu ve bunun yaninda proteinlerin
kendi kendilerine kataliz yapmaktan yoksun olduklarini savunmuslardir. Lakin, James B.
Sumner ilk olarak 1926°da iireaz enziminin, daha sonra 1937°de de katalaz enziminin saf
protein yapisinda olduklarini gésterdi ve bu enzimleri kristallestirdi. Stanley ve Northrop
sindirim enzimlerinden “kimotripsin” ve “tripsin” ile ilgili yaptiklar1 arastirmalar

neticesinde saf enzimlerin protein yapisinda olduklarimi kesin olarak gosterdi. Bu


http://tr.wikipedia.org/wiki/19._y%C3%BCzy%C4%B1l
http://tr.wikipedia.org/wiki/Maya
http://tr.wikipedia.org/wiki/Alkol
http://tr.wikipedia.org/wiki/Louis_Pasteur
http://tr.wiktionary.org/wiki/enzim
http://tr.wikipedia.org/w/index.php?title=Wilhelm_K%C3%BChne&action=edit&redlink=1
http://tr.wikipedia.org/w/index.php?title=Pepsin&action=edit&redlink=1
http://tr.wikipedia.org/w/index.php?title=Zimnaz&action=edit&redlink=1
http://tr.wikipedia.org/wiki/Richard_Willst%C3%A4tter
http://tr.wikipedia.org/wiki/James_B._Sumner
http://tr.wikipedia.org/wiki/James_B._Sumner
http://tr.wikipedia.org/w/index.php?title=%C3%9Creaz&action=edit&redlink=1
http://tr.wikipedia.org/wiki/Katalaz
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calismalarindan dolayr bu {i¢ bilim adami 1946°da Nobel Kimya Odiiliine layik
goriildiiler(Nobel Lecture 1946).

Enzimler i¢in X-is1m1 kristalografisi arastirmalar1 ilk olarak David Chilton Phillips
onciiliigiinde bir grup arastirmaci tarafindan 1965’de “lizozim” igin gerceklestirildi
(Blake et al. 1965). Yapilan bu arastirma enzimlerin atomik diizeyde nasil ¢alistiginin

anlasilmasinin baslangici kabul edilmistir.

Enzimler canli hiicreler tarafindan sentezlenen ve canli metabolizmasindaki kimyasal
reaksiyonlart hizlandiran %100 iiriin verimi saglayan biyolojik katalizorlerdir.
Enzimlerin en 6nemli 6zellikleri katalizleme gii¢leri ve 6zglinliikleridir. Katalitik RNA
molekiillerinin kiigiik bir grubu hari¢ tutuldugunda biitlin enzimler protein yapisindadir.
Bu yiizden enzimin yapisindaki proteinin primer, sekonder, tersiyer ve kuaterner
yapisinin korunmasi enzimin aktivitesi agisindan ¢ok onemlidir. Eger enzim denatiire
olursa ya da aminoasitlerine kadar pargalanirsa aktivitesini kaybeder (Keha ve

Kiifrevioglu 2012).

Enzimlerin katalizleme giigleri ‘turnover sayist’ile ifade edilir ve birim zamanda bir mol
enzimin iriine doniistirdigi substratin mol sayisi olarak tanimlanmaktadir. Bazen
enzimler, katalizleme isini kendi baslarina yapabilirler. Bazen ise ‘kofaktdr’ denilen
gruplara ihtiyag duyarlar. Kofaktor, bir metal iyonu olabildigi gibi ‘koenzim’ denilen
kompleks bir organik bilesik de olabilir. Baz1 durumda da aktivite igin ikisi de gerekebilir.
Enzimler sicaklikla denatiire olurken, kofaktorler 1s1ya dayanikhdirlar. Katalitik olarak
aktif olan enzim-kofaktdr kompleksine ‘holoenzim’ adi verilir. Kofaktorsiiz proteine
‘apoprotein’, enzime ise ‘apoenzim’ denilmektedir. Apoenzim, katalitik olarak inaktiftir
(Keha ve Kiifrevioglu 2012).

Enzimler protein yapisinda oldugundan proteinlerin biitiin &zelliklerine sahiptirler.
Enzimler biiyilk molekiil yapisinda olup kolodyum zarlarindan gecemezler ve 1s1 ile
kolaylikla denatiire olmalarinin yaninda ortamin alkali veya asit olusuna karsi da

duyarlidirlar. 0°C ile 40°C arasinda sicaklik yiikselmesi, enzimin etki hizini artirmaktadir.


http://tr.wikipedia.org/w/index.php?title=David_Chilton_Phillips&action=edit&redlink=1

Ancak bu sicakliklarin {izerinde denatiirasyon goriliir (Goziikara 1997; Keha ve

Kiifrevioglu 2012).

Genel olarak enzimlerin 6zellikleri su sekilde siralanabilir;

1. Enzimlerin biiylik ¢ogunlugu protein yapisindadirlar.

2. Benzer tiirdeki reaksiyonlar enzimler tarafindan defalarca gergeklestirilebilir.
3. Bir enzim hep bir ¢esit veya ayni tiir benzer reaksiyonlari katalizler.

4. Enzimler katalizledikleri reaksiyonlarin aktivasyon enerjisini diisiiriirler.

5. Enzimler reaksiyonun kisa siirede dengeye ulasmasini saglarlar.

6. Enzimler hem canli hem de cansiz ortamda da gérev yapabilirler.

Canlilar1  olusturan biyomolekiiller kinetik yonden olduk¢a kararhidirlar ve
kendiliklerinden kolayca reaksiyon vermezler. Bu yiizden bir hiicrede olusabilecek olan
tiim kimyasal tepkimeler enzimler araciligiyla gerceklestirilmektedir yani kendiliginden
reaksiyonlar meydana gelmez. Enzimler DNA tarafindan sifrelendigi ve protein yapisinda
oldugu i¢in, bir hiicredeki tiim olaylar DNA seviyesinde diizenlenip, kontrol edilmektedir

(Keha ve Kiifrevioglu 2012).

Enzimlerin etki ettigi maddeler substrat olarak adlandirilir. Substratlar tirline doniistiikten
sonra lirlin ve enzim ayrilir. Enzimler reaksiyonlarin hizlarini artirmalarina ilaveten
hiicrede metabolik yollar i¢in 6nemli birgok reaksiyonun hizini diizenlerler (Dawn et al.
1996). Gliniimiizde 2000°den fazla farkli enzim bilinmektedir. Enzimlerin hem reaksiyon
spesifikligini hem de substrat spesifikligini dikkate alan bir siniflandirma gelistirilmistir.
Tiim enzimler enzim kataloguna, dort basamakli bir sayr olan EC numaras: altinda
girerler. Ik basamak 6 temel siniftan birine iiyeligi belirtir. Sonraki ikisi alt smiflar1 ve
alt-alt siniflar1 belirtir. Son basamak ise enzimin alt siniftaki sirasin1 gosterir. Alt1 temel
smifin her biri, ayn1 reaksiyon spesifikligine sahip enzimleri icerir (Koolman et al. 2003;

Keha ve Kiifrevioglu 2012).



1.1. Pentoz Fosfat Yolu

Pentoz fosfat yolu bazen fosfoglukonat oksidatif yolu, pentoz yan yolu veya heksoz
monofosfat yolu olarak da isimlendirilebilir. Bu reaksiyon serisinin aydinlatilmasinda ilk
adim, 1931 yilinda Otto Warburg tarafindan atilmis ve tamamu Fritz Lipmann, Frank
Dickens, Bernard Horecker ve Efraim Racker isimli biyokimyacilar tarafindan ortaya
konulmustur (Agrios 1997; Keha ve Kiifrevioglu 2012).

Pentoz fosfat yolunun (PFY) mikroorganizmalarda, bitkilerde ve hayvanlarda bulundugu
gosterilmistir (Levy 1979). PFY’da bulunan enzimler tiim dokularda, ¢ogunlukla sitozol
olmak iizere; endoplazmik retikulum, peroksizom, kloroplast, lizozom ve mitokondri gibi
cesitli organellerde de bulunmaktadir (Levy 1979; Schnarrenberger et. al. 1995). PFY,
yag asidi ve steroid sentezinin yogun oldugu bobrek {istii bezi, siit veren meme dokusu,
adipoz dokusunda, adrenal korteks ve karacigerde en yiiksek aktiviteye sahiptir. Ayrica;
akciger, beyin, bobrek, bagirsak mukozasinda da oldukga aktiftir. Yag sentezinin diisiik
oldugu kas gibi dokularda PFY’nun aktivitesi diisiiktiir (Cabezas et al. 1999). Pentoz
fosfat metabolik yolu eritrosit ve beyin hiicrelerin temel enerji kaynagi olan glukozun
oksidasyonu igin tek oksidatif yoldur (Thomas and Gilham 1983). Pentoz fosfat
metabolik yolu, glikoliz yoluna bir alternatif yol olarak diisiiniilse de her iki yolun
hiicredeki fonksiyonlar: ve hiicredeki ihtiya¢ alanlar1 farklidir. Glikoliz, daha ¢ok Krebs
dongiisii ile birlikte hiicre i¢i enerji gereksiniminin giderilmesinden sorumludur (Krebs
and Eggleston 1978). Bununla birlikte pentoz fosfat metabolik yolu iki 6zgiil islevi yerine
getiren iki farkli evreden olusur. Birinci evre, oksidatif ve geri doniisiimsiiz evredir;
G6P’yi pentoz fosfat’a ve CO2’e ¢evirirken NADP*’ nin NADPH’a indirgenmesini saglar.
Ikinci evre, oksidatif olmayan geri déniisiimlii evredir; pentoz fosfatlar1 glikolitik ara
tirlinlere dontismesini saglar (Nelson and Cox 2004). PFY*“deki reaksiyonlarin hizi ve
yonii, dongiideki ara iirlinlere olan gereksinime bagh olarak degisiklik gosterir (Berg et
al. 2006). PFY’nin bir diger islevi, RNA ve DNA’nin sentezlenmesi igin gerekli olan
riboz-5-fosfat’1 saglar. Hizli ¢ogalan tiimor hiicrelerinde PFY 'nun hiz1 yiiksektir. Ayrica,
vitamin ve aromatik amino asit sentezinde gerekli eritroz-4-fosfat, bakterilerin hiicre

duvarinin bir bileseni olan sedoheptuloz-7-fosfat gibi karbohidratlar da bu metabolik yol



ile sentezlenir. NADPH indirgeyici giic formunda kimyasal enerji tasir ve anabolik

tepkimelerde indirgeyici olarak kullanilir (Nelson and Cox 2004).

PFY iki evreden olusur (Nelson and Cox 2004) :

a. Oksidatif evre:

PFY’nun oksidatif evresi G6P’nin dehidrogenasyonuyla baslar. Reaksiyon G6PD
enzimiyle katalizlenir ve NADP* indirgenerek NADPH olusturulur. G6PD, PFY oksidatif

evresinde yer alan ilk ve hiz-kisitlayici bir enzim olup, G6P’1n 6-fosfoglukonolaktona

G6PD + NADP(P)* » 6-Fosfoglukonolakton + NAD(P)H + H*

donlisimiinii  katalizler (Nelson and Cox 2004). Bu tepkimede olusan 6-
fosfoglukonolakton, hizli ve geri-donilisiimsliz olarak 6zgiil bir laktonaz ile 6-
fosfoglukonata doniisiir. Takip eden tepkime ise 6-fosfoglukonat dehidrogenaz (6-PGD)
tarafindan katalizlenir (Murray et al. 2003).

6-Fosfoglukonat + NADP* —» Ribuloz-5-fosfat + CO, + NADPH + H*

Tepkimelerde kullanilan NADP*, proton ve elektron alicisidir ve sonug olarak iki mol
NADPH sentezlenir. Sentezlenen ketopentoz olan ribuloz-5-P’1n bir kism1 fosfopentoz
epimeraz ile ksiloz-5-fosfat’a doniisiirken bir kism1 da, fosfopentoz izomeraz enzimi ile
bir aldoz izomeri olan riboz-5-fosfat’a dontisiir. Bazi1 dokularda PFY bu noktada son

bulur (Nelson and Cox 2004) ve toplam tepkime asagida gosterildigi gibidir;
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Sekil 1.1. PFY’nin oksidatif boliimii

Bazi1 dokularda ise PFY bu noktada sonlanmaz ve oksidatif olmayan tepkimelerde seker

fosfatlar sentezlenir.

b. Oksidatif Olmayan Evre:

Oksidatif olmayan evrede 3, 4, 5, 6 ve 7 karbonlu seker fosfatlar1 sentezlenir. PFY’nin bu
evresinde oksidatif faz ile olusan ribuloz-5-fosfat, riboz-5-fosfat izomeraz enzimi ile
riboz-5-fosfat’a izomerize olur. Ayni zamanda ribuloz-5-fosfat epimeraz enzimiyle de
ksiluloz—5-fosfat’a geri doniisiimlii olarak epimerize olur. Riboz-5-fosfat, niikleotidlerin
ve niikleik asitlerin igerigine katilir (Nelson and Cox 2004). PFY’de oksidatif evrenin
aktivitesi her zaman oksidatif olmayan evrenin aktivitesinden daha yiiksektir. Clinkii
NADPH’a duyulan gereksinim, riboz-5-fosfata duyulan gereksinimden fazladir (Cabezas
1999). Oksidatif olmayan kademedeki tepkimeler tersinirdir. Bu sayede heksoz fosfatlar
ve pentoz fosfatlar birbirine doniistiiriilir. Boylece canlilar, NADPH ve pentoz
gereksinimlerini karsilamig olur ve PFY tepkimeleriyle glikoliz ara bilesikleri de

sentezlenmis olur (Sekil 2.2).
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Sekil 1.2. PFY’nin oksidatif olmayan bdliimii

G6P + 2NADP* + H,O ———» Ribuloz-5-fosfat + 2NADPH + H* + CO2
G6P + 2NAD+ + H20 ——» Ribuloz-5-fosfat + 2NADPH + H* + CO»

1.2. Glukoz 6-Fosfat Dehidrogenaz

Glukoz 6-fosfat dehidrogenaz (G6PD) o6zgiin olarak NADP*nin koenzim olarak
kullanildig1 bir reaksiyon ile glukoz 6-fosfati, 6-fosfoglukonata tersinmez olarak okside

eder. Pentoz fosfat yolu primer olarak glukoz 6-fosfat dehidrogenaz basamaginda

diizenlenir (Champe and Harvey 2007).
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Sekil 1.3.Glukoz 6-fosfat dehidrogenazin katalizledigi reaksiyon

Glukoz-6-fosfat dehidrogenaz enzimi, mayalarda (Noltmann et al. 1961), tek hiicrelilerde
(Ibraheem et al. 2005), bitkilerde (Gossling 1979) ve hayvansal dokularda (Ulusu and
Tandogan 2006) bulunur. Glukoz-6-fosfat dehidrogenaz monomeri yaklasik 515
aminoasidden olusur, mikrobiyal tiirlerde molekiil kiitlesi 50-60 kDa, memelilerde ise 58-
67 kDa arasinda degisiklik gostermektedir (Levy 1979).

Glukoz-6-fosfat dehidrogenaz enzimi, birbirlerine benzeyen ve birden fazla monomerden
olusan kompleks bir molekiildiir. G6PD’ nin, aktivite gosterebilmesi i¢in en az iki
monomerden olusmasi gerekmektedir. Bu enzimin monomerleri tek basina aktivite
gostermezken, monomerlerin birlesmesi sonucunda enzim aktif formunu kazanir
(Wrigley et al. 1972). G6PD enziminin alt birimleri protein derisimine, iyonik kuvvete

ve ortamin pH’sina bagl olarak degisik yapilarda bulunur (Yoshida 1966).

Enzim aktif olarak genellikle dimeriktir. Enzimin dimerik ya da tetramerik formunu
sicaklik, NADP*, NADPH ve H* konsantrasyonu, iyonik kuvvet ve yiiksek pH gibi ¢esitli
faktorler etkilemektedir. Yiiksek iyonik siddet ve yiiksek pH degerleri enzimin dimer
forma doniismesine neden olurken; tersine, diisiik pH, diisiik iyonik siddet ve ortamda
Mg?*ve Mn?" gibi iki degerlikli katyonlarin bulunmasi durumunda tetramer yapinin
olustugu belirtilmistir (Levy 1979). Buna ek olarak, G6PD enziminin Ph:6,0 altinda
tetramer formu baskin halde iken, pH:8,0 {izerinde dimer yapinin baskin oldugu
belirtilmistir (Au et al. 2000). Glukoz-6-fosfat ve NADPH , G6PD enzimini inaktif
haldeki monomer yapiya doniistiiriirken, stilfhidril grubu ve NADP*’nin varlig1 enzimi

aktif dimer yapiya doniistiirmektedir.

G6PD’in yapisinda G6P’mm enzime baglanma bdlgesinde, enzimin reaksiyonu



katalizlemesinde ve niikleotidin (NADP"’nin) baglanmasinda 9 adet aminoasit
kalintisinin bulundugu belirtilmistir (Camardella et al. 1988; Lee and Levy 1992; Jeffery
etal. 1993). 1994 yilinda L. Mesenteroides’ten elde edilen G6PD enziminin dimer yapida
oldugu ve her bir alt biriminde bir tane aktif bolge icerdigi belirtilmistir (Rowland et al.
1994). 1999-2000 yillarinda ise insandan saflastirilan bu enzimin tetramer yapida oldugu
gosterilmistir (Au et al. 2000).

Bakteri ve insan G6PD enziminin dimer yapisinda bulunan 57 aminoasit kalintisinin 31
tanesi hidrofobik karakterdedir. insan G6PD enziminin her alt biriminde enzimin
kararliliginin saglanmasi i¢in gerekli olan NADP* molekiilii bulunmaktadir. Bu NADP*
molekiiline ‘Yapisal NADP"™ denilmektedir. Enzimin yapisinda enzimin Kkatalitik
aktivitesi i¢in gerekli olan ‘Koenzim NADP* molekiili de vardir. Bu NADP*
molekiiliiniin, enzimdeki diniikleotid baglanma bolgesinde bulunan 41. aminoasit olan
glisin ve 42. aminoasit olan aspartik asit ile etkilesime girdigi tahmin edilmektedir.
“Yapisal NADP™ deki adenin molekiiliiniin Tirozin503 ve Arginin487 arasinda;
nikotinamid molekiiliiniin ise Triptofan509 ile Tirozin401 arasinda enzime baglandig
diisiiniilmektedir. “Yapisal NADP*™ molekiiliindeki 2'-fosfat grubu, Lizin238,
Arginin357, Lizin366 ve Arginin487 ile hidrojen bagi olustururken, bisfosfat grubu
Arginin370 ile etkilesim halindedir. Nikotinamid molekiiliindeki amid grubu ise
Arginin393 ve Aspartikasit421 ile etkilesim igindedir. Biitiin bu etkilesimler géz 6niinde
bulunduruldugunda, “Yapisal NADP*” nin ortamdan ayrilmasi durumunda enzimdeki alt
birimlerin hepsinde yapisal biitiinliigiin bozulabilecegi diigiiniilmektedir (Mason et al.

2007).

G6PD eksikliginde, oksidan ajanlarin detoksifiye edilmemesi sonucu olusan, hemolitik
anemi ile karakterize genetik bir hastalik goriilmektedir. G6PD eksikligi, insanlarda en
stk goriilen ve hastaliga neden olan bir enzim anomolisidir ve diinyada 200 milyondan
fazla kisiyi etkilemektedir. Bu eksiklik, en fazla OrtaDogu’da, tropikal Afrika ve Asya’da
ve Akdeniz Bolgesi’nde goriiliir. Bu X kromozomuna bagli enzim eksikligi G6PD’yi
kodlayan gendeki 400°den fazla farkli mutasyonun neden oldugu bir grup eksikliktir. Bu

mutasyonlarin sadece bazilar1 klinik bulgulara neden olur. G6PD eksikligi olan kisilerin
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cogunun hayat siireleri kronik hemolizden kaynaklanan komplikasyonlar nedeniyle
kisalir. G6PD eksikliginin bu olumsuz etkisi yagsamdaki bir avantaj ile dengelenmistir. Bu
da mutasyonlu kadin tasiyicilarda, falsiparum sitma’ya Karsi direncin artmis olmasidir.
G6PD aktivitesinin azalmast, hiicrenin NADPH olusturma yetenegini bozar. NADPH ise
rediikte glutatyon havuzunun siirdiiriilmesi i¢in mutlaka gereklidir. Bunun sonucunda,
hiicre i¢inde olusan serbest radikallerin ve peroksitlerin hiicresel detoksifikasyonlarinda
azalma olur. Glutatyon, hemoglobin dahil, proteinlerin siilfidril gruplarinin rediikte
durumda kalmalarina da yardimcidir. Bu stlfhidril gruplarin oksidasyonu sonucunda
denatiire proteinler olusur. Bunlar da ¢oziinmez kiitleler olusturarak eritrositlerin
membranlarina tutunurlar. Membran proteinlerinin daha ileri oksidasyonu ile eritrositler
rijit ve deforme edilemez hale gelirler. Bdylece eritrositler dolasimdan, karaciger ve dalak
makrofajlar tarafindan uzaklastirilirlar. G6PD eksikligi kisinin tiim hiicrelerinde
olmasina ragmen eritrositlerde daha agir seyreder. Ciinkii eritrositlerde NADPH iireten
tek yol pentoz fosfat yoludur. Diger dokular glutatyonu indirgenmis halde tutabilmek i¢in
alternatif NADPH {iretim kaynaklarina sahiptir (Champe and Harvey 2007).

1.3. 6-Fosfoglukonat Dehidrogenaz Enzimi

6-Fosfoglukonat dehidrogenaz (6PGD, E.C.1.1.1.44) enzimi, heksoz monofosfat yan
yolu olarak da bilinen pentoz fosfat metabolik yolunun ikinci oksidatif basamagin
katalizleyen 6nemli bir enzimdir ve bu tepkime sonucu D-ribuloz-5-fosfat, CO2, NADPH
ve H" olusur (Tandogan ve Ulusu 2005). (Sekil 1.3.)

6-Fosfoglukonat dehidrogenaz’in defektif varyantlari, ilk olarak 1964 yilinda Brewer ve
Dern tarafindan, siyah bir Amerikan ailesinde tanimlanmis ancak fertlerde hemolitik
anemi saptanilmamistir. Enzim eksikligi sonucu olusan kronik hemolitik anemi vakalari
ise daha sonraki yillarda rapor edilmistir (Corrons et al. 1996; Caprarri 2001). Enzim
eksikligi hiicrede 6-fosfoglukonat’in birikmesine, fosfoglukoz izomerazin ve glukoz
metabolizmasimin tiimiiyle inhibe olmasina bagl olarak toksik etki yaratmaktadir. Bu

nedenle kemoterapilerde hedef enzim olarak yararlanilabilir. Pentoz fosfat yolunun ilk
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enzimi olan glukoz-6-fosfat dehidrogenaz (G6PD)’1n, insan eritositlerini Plasmodium
falciparum enfeksiyonuna karsi korudugu bilinmektedir (Barrett 1997). Ayni sekilde
eritrosit 6PGD’si ve fosfoglukomutaz gibi enzimlerin degisik fenotiplerinin malaryaya

kars1 koruma sagladigi gosterilmistir (Bayoumi et al. 1986).

6PGD enziminin birbirinden bagimsiz iki esit koenzim baglanma bdlgesi vardir. Bir alt
birimden ayrilan NADPH, diger alt birime baglanir. Bu durum, her iki alt birimde
konformasyonel bir degisiklige sebep olur (Hanau et al. 1992). Her alt birimde katalitik
aktivite (Weisz et al. 1985) i¢in gerekli olan iki reaktif tiyol grubu vardir. Alt birimlerde
bulunan tiyol gruplarinin NADPH ve 6-PG tarafindan korundugu bildirilmektedir. Tiyol
gruplarmin  yavas reaksiyonu denatiirasyona sebep olarak protein yapisini

degistirebilmektedir (Silverberg and Dalziel 1973).

6-Fosfoglukonat dehidrogenazin aminoasit dizisi 20 farkli tiirde belirlenmis; iki tiir i¢in
kismi aminoasit dizisi ortaya ¢ikarilmistir (Dohnalek et al. 1998). 6PGD enziminin 400
aminositten olustugu tesbit edilmistir (Hutchison et al. 1984). Drosophila
melanogaster’de enzim 481 aminoasitten, kuzu karacigerinde ise 482 aminoasitten
olustugu ifade edilmistir (Bergamini et al. 1995). 6PGD, her mol enzim bagina sadece 4
stilfidril grubu igermekte ve yapisinda distilfit bagi bulunmamaktadir. Enzimin yapisinda
histidin, lisin, arginin, aspartik asit, serin, treonin, prolin, glisin, alanin, valin, tirozin,
izoldsin, glutamik asit, fenilalanin, triptofan aminoasitlerinin bulundugu tespit edilmistir

(Sosa-Saavedra et al. 2001; Silverberg and Dalziel 1973).

1.4. Glutatyon

Enzimatik olmayan savunma sisteminin bir pargasi olan glutatyon; glutamat, sistein ve
glisinden olusan bir tripeptiddir. Glutatyon, ilk olarak 1888 yilinda maya hiicresinde
tanimlanmistir, 1921°de Hopkins tarafindan saflagtirilarak kristallendirilmistir ve
bugiinkii ismi verilmistir (Zubay 1988; Acan 1990). Glutatyon, hiicrede ATP gerektiren

iki ardisik reaksiyon ile sentezlenir. Bu reaksiyonlar y-glutamil sistenil sentetaz. (y-GSS)
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ve glutatyon sentetaz (GS) enzimleri tarafindan katalizlenir (Richman and Meister 1975;
Toribio et al. 1996; Misra and Griffith 1998).

GSH sistemi antioksidan savunma sistemi, ksenobiyotik metabolizmasi ve epigenetik
DNA metilasyonunun kesisme noktasidir. Sistein rezidiisiinii yiikseltgeyen GSH, Reaktif
oksijen tiirleri’ni tutarak antioksidan olarak gorev yapar. Nikotinamid adenin diniikleotid
fosfat (indirgenmis form) (NADPH) gerekli reaksiyonla GR vasitasiyla GSH’in
oksidasyonu ile tekrar GSH’a doniisebilen glutatyon disiilfit (GSSG) olusur. Hiicre dis1
bosluktaki GSH y-glutamil transferaz aktivitesiyle sistein rezidiisiinii kaybeder ve sistein
GSH sentezinde kullanilmak {izere tekrar sitoplazmaya girer (Sekil 1.1). GSH/GSSG
orani siklikla hiicre i¢i redoks durumunun indikatorii olarak kullanilir. Ancak GSH ve
GSSG’nin konsantrasyonlarinin direkt 6l¢iimiiyle redoks potansiyeli (Eh) hesaplamak
icin Nernst esitligi kullanilabilir (Schafer and Buettner 2001; Jones 2002; Jones 2006;
Hansen et al. 2006). Daha once belirtildigine gore yiliksek negatif Eh degeri (oldukca
yiiksek indirgenmis redoks durumu) hiicre cogalmasiyla baglantilidir ve diisiik negatif Eh
degeri (oldukga yliksek yiikseltgenmis redoks durumu) farklilasma ve apoptosizle
baglantilidir (Smith et al. 2000; Schafer and Buettner 2001; Jones 2002). Ayrica GSH,
glutatyon peroksidaz, glutaredoksin ve glutatyon S-transferaz gibi GSH kullanan
antioksidan enzimler i¢in kofaktor olarak da gorev yapar (Sekil 1.1). Ek olarak GSH
protein fonksiyonlarini S-tiyolasyon veya S-glutatiyonilasyon ve protein disiilfit
karigiminin doniistimlii olusum (protein-SSG) vasitasiyla ayarlayabilir (Mieyal et al.
2008). Embriyonik gelismeler icin 6nemli igerik ile diger bir siire¢ GSH ve epigenik
programlama arasindaki etkilesmelerdir. GSH’daki sistein rezidiisii DNA ve histonlarin
metilasyonu i¢in bir kofaktor olarak gorev yapan S-adenozilmetiyoninin sentezi igin

kullanilan ayn1 homosistein havuzundan sentezlenir (Hitchler and Domann 2007).
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Sekil 1.4. Glutatyonun sentezi, geri kazanimi ve kullanim1 (Liang et al. 2011)

Glutatyonun tiyol gruplar1 potansiyel indirgeyici ajandir. Onemli bir antioksidan olarak
GSH ¢esitli elektrofilik bilesiklerin ve peroksitlerin detoksifikasyonunda rol alir.
Detoksifikasyona ek olarak GSH  glioksalaz ~ sistem, riboniikleotidlerin
deoksiriboniikleotidlere indirgenmesi, tiyosiilfid degisim reaksiyonlari ile protein ve gen
ekspresyonunun diizenlenmesi gibi diger hiicresel reaksiyonlarda da goérev alir

(Mullineaux and Creissen 1997).

Glutatyon hiicrede indirgenmis (GSH) ve ylikseltgenmis (GSSG) olarak bulunur (sekil
1.2 ve 1.3). Hiicrede optimum GSH/GSSG oranini saglamak hayatta kalmak i¢in son
derece onemlidir. GSH eksikligi hiicreyi oksidatif hasar riskine sokar. GSH dengesizligi
durumunda kanser, ndrodejeneratif bozukluklar, kistik fibroziz, HIV ve yaslanma gibi
patalojik bozukluklara rastlanabilir (Townsend et al. 2003). Yiiksek GSSG
konsantrasyonu protein sentezini de igeren bircok onemli enzimatik yolu inhibe eder
(Kondo et al. 1980; Deneke and Fanburg 1989; Vijayalingam et al. 1996; Akerlund et al
1997; Jenner and Olanow 1998). Glutatyonun hiicre dis1 (ektsraseliiler) konsantrasyonu
yaklagik 2-20 pumol/’diir (plazmada). Hiicresel redoks durumunun bir belirteci olan
[GSH]/[GSSG] oran1t normal fizyolojik kosullarda 10°dan biiyiiktiir (Griffith 1999).
GSH/GSSG hiicrenin antioksidatif kapasitesini belirleyen onemli bir redoks ciftidir.
Ancak bu deger NADPH/NADP" ve tiyoredoksining/tiyoredoksinygk. gibi diger redoks
ciftlerinden etkilenebilir (Jones 2002).
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Sekil 1.6. Rediikte glutatyonun yapisi, GSH

1.5. Glutatyon rediiktaz Enzimi

GR enzimi (E.C.1.8.1.7) ilk defa 1951°de tanimlanmistir. Bu enzim diisiik veya yiiksek
molekiil agirlikl disiilfiir substratlar: ile indirgenmis piridin niikleotidleri arasinda

elektron transferini katalizler.

GSSG + NADPH + H* __GR » 2GSH + NADP*

Glutatyon rediiktaz enziminin katalizledigi reaksiyonun bilinen en énemli hedeflerinden
biri hiicre ortamindaki GSH/GSSG oranin1 korumaktir. Bu oran eritrosit hiicrelerinde
yaklasik 500/1°dir. Bu oranin diismesi halinde eritrosit hiicreleri hemoliz olmaktadir
(Keha ve Kiifrevioglu 2012). Glutatyon peroksidaz enziminin katalizledigi, 6zellikle
hidroperoksitlerin detoksifikasyonu diger bazi bilesiklerin indirgenmesi sonucu GSSG

olustugu i¢in glutatyon rediiktaz hiicre i¢i glutatyon indirgeme olayinda merkezi bir role
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sahiptir. Glutatyon rediiktaz, GSH/GSSG oranini yiikselterek hiicre i¢i —-SH/-SS- oranini
korur (Toribio 1996).

Glutatyon rediiktaz enziminin Katalizledigi bu reaksiyonda kullanilan NADPH’in
kaynagi; NADP™ bagimli malat dehidrogenaz (eritrositler hari¢) ve pentoz fosfat yoludur
(Harvey et al. 2007). NADPH, indirgeyici biyosentez olaylarinda yaygin bir sekilde
kullanilan ve pentoz fosfat yolunun 6nemli bir Griintdir. Ayrica, oksidatif hasara karsi

hiicrenin korunmasinda temel teskil etmektedir (Levy 1979).

Indirgenmis glutatyon (GSH), ilag ve detoksifikasyonu ve hidrojen peroksitlerin
uzaklastirilmasi reaksiyonlarinda 6nemli bir role sahiptir. Bu rol 6zellikle karacigerde ¢ok
onemlidir. Ciinku detoksifikasyon olay: karaciger mikrozomlarinda bulunan sitokrom P-
450 sistemi tarafindan gerceklestirilir. Bu sistemin isleyisinde oksijen molekiiliine yeterli
miktarda elektron aktarilmazsa siiperoksit radikali (O2") veya peroksit (H202) olusur.
Hiicrede bu zararli iyonlar: zararsiz hale getirecek sistem mevcuttur. Siiperoksit dismutaz
ve katalaz enzimleri, hiicrede oksidatif strese sebep olan siiperoksit radikali ve peroksitin
suya doniismesine sebep olarak hiicre membran: proteinlerinin hasar gérmesini 6nlerler.
Bu enzimlerin fonksiyonu askorbik asit, indirgenmis glutatyon (GSH) ve K vitamini
tarafindan giiclendirilir. Glutatyon rediiktaz Kklinik kimyada karaciger ve kanser
hastaliklarinin belirlenmesinde, beslenmede, riboflavin yetersizliginin ¢6ziimiinde ve

bazi genetik eksikliklerin belirlenmesinde kullanilmaktadir (Beutler 1984).

1) Ampisilin Sodyum

Genis spektrumlu bir antibiyotik olan ampisilin penisilinin yar1 sentetik bir tiirevidir.
Kimyasal formiilii C16H18N3NaO4S olan bilesigin molekiil agirligr 371,387 g/mol’diir.
Ampisilin, bakteri hiicre duvarinin i¢inde bulunan spesifik penisilin baglama
proteinlerine (PBP'lere) baglanip bakteri hiicre duvari sentezinin son agamast olan ti¢iincii
asamay1 inhibe eder. Ampisilin, penisilin olarak bilinen organik bilesikler sinifina aittir.
Yapisinda iic adet halkali yap1 bulunmaktadir. Molekiil yapisi olarak aromatik
organoheterosiklik bir bilesiktir. Bu bilesik yapisal olarak 2. pozisyonda iki metil grubu
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tasiyan bir penam halkasi ve 6. pozisyonda bir amid grubu ile karakterize edilen penisilin

cekirdek yapist bulundurmaktadir (Anonymous 2018).

NH>

Sekil 1.7. Ampisilin sodyumun yapisi

2) Amoksisilin

Ampisilin'e benzer yapidaki genis spektrumlu bir yari1 sentetik antibiyotiktir. Amoksisilin
beta-laktamaz par¢alanmaya duyarlidir. Kimyasal formiilii C16H19N3OsS olan bilesigin
molekiil agirligi 365.404 g/mol, erime noktast 194°C ve suda ¢oziiniirliigi 3430 mg/L’dir.
Amoksisilin, bakteri hiicre duvarinda bulunan penisilin baglama proteini 1A'ya (PBP-1A)
baglanir. Penisilinler, laktam halkasini agarak penisiline duyarl transpeptidaz C-terminal
domainini agilatlandirir. Bu enzimin inaktivasyonu, iki dogrusal peptidoglikan dizisinin
bir ¢capraz baginin olusmasini engeller ve bakteri hiicre duvari sentezinin {iglincii ve son
asamasini inhibe eder. Amoksisilin, penisilinler olarak bilinen organik bilesikler sinifina
aittir. Molekiil yapisi olarak aromatik organoheterosiklik bir bilesiktir. Bu bilesik, yapisal
olarak 2. pozisyonda iki metil grubu tagiyan bir penam halkasi, benzen halkasina bagl bir
hidroksil grubu ve 6. pozisyonda bir amid grubu ile karakterize edilen penisilin ¢ekirdek
yapist bulundurmaktadir (Anonymous 2018).
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Sekil 1.8. Amoksisilinin yapisi

3) Penisilin G

Penisilin G (benzilpenisilin), duyarli bakterilerin neden oldugu enfeksiyonlar1 tedavi
etmek i¢in kullanilan dar spektrumlu antibiyotiktir. Kimyasal formiilii C16H1sN204S olan
bilesigin molekiil agirligi 334,39 r/mol, erime noktasi 214-217 °C ve suda ¢oziintirligii
210 mg/L’dir. Penisilin G bazi1 durumlarda duyarli organizmalara kars1 profilaktik olarak
kullanilabilir. Dogal penisilinler, Streptococcus pneumoniae, A, B, C ve G streptokoklar,
nonenterokoksik D grubu streptokoklar, viridans grubu streptokoklar ve penisilinaz
iretmeyen stafilokoklar gibi duyarli gram pozitif aerobik organizmalarin neden oldugu
birka¢ enfeksiyon icin segilecek ilaglardir. Dogal penisilinler ayn1 zamanda Bacillus
anthracis, Corynebacterium difteri ve Erysipelothrix rhusiopathiae gibi duyarli gram
pozitif aerobik basillere kars1 birinci veya ikinci basamak ajanlar olarak da kullanilabilir.
Dogal penisilinler gram negatif organizmalara kars1 sinirl etkinlige sahiptir; Bununla
birlikte, bazi durumlarda Neisseria meningitidis ve Pasteurellanin neden oldugu
enfeksiyonlarin tedavisinde kullanilabilirler. Genelde anaerobik enfeksiyonlari tedavi
etmek i¢in kullanilmazlar. Dayamiklilik kaliplari, yatkinlik ve tedavi esaslart bolgeler
arasinda degisir. Bakteriyel hiicre duvarmin iginde bulunan spesifik penisilin baglama
proteinlerine (PBP'ler) baglanarak, penisilin G, bakteri hiicre duvar sentezinin tiglincii ve
son asamasini engeller. Bu bilesik, dipeptitler olarak bilinen organik bilesik sinifina aittir.
Bunlar, bir peptid bag: ile katilan tam olarak iki amino asit dizisini i¢eren organik

bilesiklerdir (Anonymous 2018).
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Sekil 1.9. Penisilin G’nin yapisi

4) Oksitetrasiklin

Oksitetrasiklin, Aktinomycete streptomyces rimosus'tan izole edilmis ve ¢ok ¢esitli klinik
kosullarda kullanilan bir tetrasiklin analogudur. Kimyasal formiilii C22H24N20g olan
bilesigin molekiil agirligi 460,434 g/mol, erime noktas1 184,5°C ve suda ¢oziintirliigi 313
g/L’dir. Oksitetrasiklin, translasyonu inhibe ederek hiicre biiylimesini engeller. 30S
ribozomal alt-birimine baglanir ve amino-acil tRNA'nin ribozomun A bdlgesine
baglanmasini Onler. Oksitetrasiklin, lipofiliktir ve kolaylikla hiicre zar1 iginden gegebilir
veya bakteri zarindaki porin kanallar1 yoluyla pasif olarak difiize olur. Bu bilesik,
tetrasiklinler olarak bilinen organik bilesik sinifina aittir. Bunlar, bir¢ok hidroksi ve diger
gruplarla siibstitiie edilmis bir oktahidrotetetrasen-2-karboksamid iskeletine sahip
poliketidlerdir. Aromatik homopolisiklik bir bilesiktir (Anonymous 2018).
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Sekil 1.10. Oksitetrasiklinin yapisi



5) Neomisin Siilfat

Neomisin, Streptomyces fradiae tarafindan tiretilen bir neomisin bilesenidir. Neomisin
duyarli organizmalarin 30S ribozomuna baglanan bir bakterisit aminoglikozid
antibiyotiktir. Kimyasal formiilii C23H4sNsO17S olan bilesigin molekiil agirligs 712,722
gr/mol ve suda ¢Oziiniirliigli 6 mg/mL’dir. Baglanma, mRNA baglama ve alici tRNA
bolgelerini interfere eder ve fonksiyonel olmayan veya toksik peptitlerin tiretilmesine
neden olur. Neomisin gibi aminoglikozitler "geri doniisiimsiiz" spesifik 30S altbirim
proteinlerine ve 16S rRNA'ya baglanir. Ozellikle neomisin, 16S rRNA'nmn dért
niikleotidine ve protein S12'nin tek bir amino asidine baglanir. Bu, baglatma kompleksine
miidahale, mRNA'nin yanlis okunmasi, dolayisiyla yanlis amino asitlerin polipeptide

sokulmasiyla islevsiz veya toksik peptidlere ve polizomlarin islevsiz olmayan
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monozomlara ayrilmasina yol agar (Anonymous 2018).
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Sekil 1.11. Neomisin siilfatin yapisi




6) Siilfadimidin

Bir siilfanilamid anti-enfektif ajandir. Diger siilfonamidlere benzer bir antimikrobiyal etki
spektrumuna sahiptir. Kimyasal formiilii C12H14N4O2S olan bilesigin molekiil agirlig
278,33 g/mol, erime noktas1 198,5°C ve suda ¢oziiniirliigii 1500 mg/L’dir. Siilfonamidler,
tetrahidrofolik asit (THF) sentezinin bir ara maddesi olan dihidrofolat sentetaza
baglanmak ilizere PABA ile yarisarak pteridin ve p-aminobenzoik asidin (PABA)
dihidropteroik aside enzimatik olarak doniismesini engeller. THF, piirinlerin ve
dTMP'nin sentezi i¢in gereklidir ve sentezinin engellenmesi bakteriyel biiylimeyi
engeller. Bu bilesik, aminobenzensulfonamidler olarak bilinen organik bilesik sinifina

aittir. Bunlar, benzen halkasina baglanmis bir amin grubuna sahip bir benzensiilfonamid
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kismi igeren organik bilesiklerdir (Anonymous 2018).
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Sekil 1.12. Siilfadimidinin yapisi

7) Tilozin

Kimyasal formiilii C46H77NO17 olan bilesigin molekiil agirligi 916,112 g/mol’diir.

Tilozin, Streptomyces fradiae

tarafindan,

deoksiheksozsekerin sentezi yoluyla iiretilir (Anonymous 2018).

poliketid metabolizmasi
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Sekil 1.13. Tilozinin yapist
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2. KAYNAK OZETLERI

Enzimler farkli kromatografik yontemlerle bir¢ok biyolojik kaynaktan saflastiriimas,
optimum pH, stabil pH, optimum iyonik siddet, optimum sicaklik, molekiil kiitlesi ve alt
birimlerinin tespiti, amino asit bilesimi ve farkli genetik varyantlarinin belirlenmesi gibi
calismalar yapilmistir. Enzim subsratlarinin Km ve Vmax degerleri ile iirlinlerin Ki sabitleri
ve inhibisyon tiirleri belirlenmistir. Biyolojik molekiiller, iyonlar ve ilaclarin enzim
aktivitesi iizerinde etkisini gdsteren bircok calisma yayinlanmistir (Erat 2004). Ug enzim
de en verimli ve en hizli bir sekilde 2', 5-ADP-Sepharose 4B afinite kromatografisi ile

saflagtirllmistir. G6PD, 6PGD ve GR ayni kolondan ayr1 ayri saflagtirilmistir.

2.1. Glukoz 6-Fosfat Dehidrogenaz

Glukoz 6-fosfat dehidrogenaz (EC.1.1.1.49) enzimi, pentoz fosfat yolunun ilk ve Kkilit
enzimidir. Bu enzim bakteri, protozoa, mantar, sinek, balik, memelileri igeren genis bir
canli toplulugunda bulunmustur (Cacciaputi and Lessie 1977; Deutsch 1983; Fickenscher
and Scheibe 1986; Dikmen ve Yuregir 1989; Ninfali et al. 1990; Reuter 1990; Cristina et
al. 1990; Walter et al.1994; Aksoy 1997).

Glukoz 6-fosfat bilesigi, GEPD enzimi ve NADP" varliginda, 6-fosfoglukonat bilesigine
donistirilir. Reaksiyon sonucunda birgok biyokimyasal reaksiyonda indirgeyici gii¢
olarak kullanilan NADPH olusmaktadir. Bu enzim hayvan dokularinda, bitkilerde ve
mikroorganizmalarda bulunmaktadir (Levy 1979). Enzim yesil bitkilerin sitozol ve
kloroplastlarinda bulunurken, hayvan dokularinin da sitozol ve mitokondrilerinde

bulunur (Oeser et al. 1973; Ozols 1993).

Glukoz-6-fosfat (G6P) enzimin dogal substratidir. Bununla beraber 2-deoksiglukoz 6-
fosfat, 2-deoksi-2-floroglukoz-6-fosfat, 2-deoksi-2-kloroglukoz-6-fosfat, mannoz-6-
fosfat, 3-deoksiglukoz-6-fosfat gibi substrat analoglarini da belli oranlarda kullanabildigi
belirtilmistir (Levy 1979).



23

Farkli kaynaklardan saflastirilan enzimin alt birimleri 50—75 kDa arasinda degismektedir.
Enzim yapisal olarak monomer, dimer, trimer, tetramer ve hekzomer seklinde olabilecegi

belirtilmistir. G6PD monomeri yaklasik 515 aminoasitten olusmaktadir.

Enzim aktifligini genellikle dimerik yapida gostermektedir. Enzimin dimerik ya da
tetramerik formunu sicaklik, NADP*, NADPH, enzim konsantrasyonu gibi faktorler
etkilemektedir. Yiiksek pH ve iyonik kuvvet dimer, diisik pH ve iyonik kuvvet ise

tetramer olusumuna neden olmaktadir (Levy 1979).

Cizelge 2.1. Farkl tiirlere ait G6PD enziminin molekiil kiitleleri ve alt birim yapist

Alabalik eritrositi 66 Ciftci et al. 2004
Buffalo eritrositi 64 Ciftci et al. 2003
Kaz eritrositi 143 Beydemir et al. 2003
Kopek karacigeri 52,5 Ozer et al. 2002
Sigir lensi 69 Ulusu et al. 1999
Mikroorganizmalar 50-60 Levy 1979
Memelilerde 58-67 Levy 1979
Tavsan karacigeri 90 Ozols 1993

Fare karacigeri 121 David et al.1977
Sican karacigeri 130 David et al.1977
Sican meme bezleri 120 David et al.1977
Sigan eritrositler 131 David et al.1977
Domuz karacigeri 133 David et al.1977
Sigir eritrositi 114 David et al.1977
Insan karacigeri 118 David et al.1977

Enzimin optimum aktivite gosterdigi pH aralii 7-9,5 arasinda degismektedir. Bazi
optimum pH degerleri; sican karaciger ve bobreginde 9,4, kopek karacigerinde 7,8, kaz
eritrositinde 7,0, koyun karacigerinde 8, koyun bobreginde 7,4, olarak belirlenmistir
(Corpas et al. 1995; Ozer et al. 2002; Beydemir et al. 2003; Tiirkoglu et al. 2003;

Tandogan and Ulusu 2005). Enzimin stabil pH’s1 tavuk eritrositinde 8,0, kaz eritrositinde
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9,0, buffalo eritrositinde 9,0, gokkusagi alabalik eritrositinde 8,9 oldugu rapor edilmistir
(Yilmaz et al. 2002; Beydemir et al. 2003; Ciftci et al. 2003; Ciftci et al. 2004).

Sicaklik enzim aktivitelerini etkileyen onemli parametrelerden biridir. Hayvan kaynakli
G6PD enzimi genelde 60°C iizerinde aktivitesini tamamen kaybetmektedir. Yapilan
caligmalarda kaynaklara gére enzimin optimum aktivite gosterdigi sicakliklardan bazilari;
kaz eritrositlerinde 50°C, buffalo eritrositinde 60°C, koyun karacigeri 45-50°C, buzagi
bobregi 45°C olarak belirlenmistir (Beydemir et al. 2003; Ciftci et al. 2003; Tirkoglu et
al. 2003; Tandogan and Ulusu 2005).

Enzim subsrati olan NADP™ ve G6P i¢in Km Ve Vmax degerleri belirlenmistir. Katalizlenen
reaksiyonun tirtiinii olan NADPH i¢in Kjdegerleri ve inhibisyon tiirleri ile ilgili caligmalar

da yapilmistir.

Cizelge 2.2. Farkli tiirlere ait GOPD enziminin bazi kinetik 6zellikleri

Subsratlar
Enzim kaynag NADP* G6P Kaynak
KM Vmax KM Vmax
(mM)  (EU/mL)  (mM) (EU/mL)

Koyun karacigeri 0,0194 0,0223 0,176 0,0179 Tiirkoglu et al. 2003
Kaz eritrositi 0,0074 0,286 0,0243 0,28 Beydemir et al. 2003

Tavuk eritrositi 0,0496 0,24 0,171 0,0643 Yilmaz et al. 2002

Gokkusagi Alabaligt o
Eritrositi 0,166 0,275 0,50 1,352 Ciftci et al. 2004
Buffalo eritrositi 0,87 7,96 0,106 1,13 Ciftci et al. 2004

Enzim birgok kaynaktan farkli kromatografik yontemlerle saflastirilmistir. ilk olarak
1965 yilinda Yoshide tarafindan saflastirilmistir. DEAE seliiloz, DEAE-Sephadex, CM-
Sephadex, Sephadex G-200 ve hidroksiapatit kolonlar1 enzim saflastirmasinda siklikla
kullanilmustir. (Scott and Tatum 1971; Kanji et al. 1976). Ayrica Cibacron blue F3G-A
Sephadex, Procion Red HE-3B-Sepharose, Procion Yellow HE-3G, Matrex gel Orange
B, dye ligand afinite kolonu ve metal afinite kromotografisi olarak nikel-selat kolonu
kullanilarak da G6PD enzimini saflagtirnllmistir (Hey and Dean 1983; Johansson and
Joelsson 1987; Reuter et al. 1990; lyer et al. 2002). Bugiin enzimi en kisa zamanda ve en
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iyi verimle saflastirmak i¢in en ¢ok kullanilan 2', 5'-ADP-Sepharose 4B afinite
kromatografisi ilk kez De Flora ve arkadaslari tarafindan kullanilmis (Levy 1979) ve daha

sonralart modifiye edilerek bircok dokudan bu yontemle enzim saflastirilmistir.

Tedavi ve diger amaglar i¢in kullanilan birgok ilacin organizma tizerinde yan etkilerinin
oldugu ifade edilmistir (Hochster et al. 1972). Hatta bunlarin ¢ok ciddi rahatsizliklarla
sonuglandig1 belirtilmistir (Ciftci et al. 2000). ilaglarn enzim inhnibisyonu ile ilgili
birgok in vivo ve in vitro ¢alisma yapilmistir. William ve arkadaslari, G6PD enzim
eksikligi olan sahislarin eritrositlerinin asetanilid, metilenblue, naliksiiksinat, neptolan,
niridazol, nitrofurantion, pamaquin, pentaquin, fenilhidrazin, primaquin, sulfasitamid,
sulfapiridin, tolvidinblue, sulfometokzol, tiyozolsulfon, trinitro toluen gibi ilag ve
kimyasallardan dolay1r hemoliz oldugunu tespit etmislerdir (Williams et al. 1986). Ciftci
ve arkadaslart (2000) yaptiklart in vitro ¢alismada sodyum seftizoksim, sodyum
ampisilin, sodyum sefuroksim, sodyum sefozolin, sodyum sulperazon, streptomisin
stilfat, gentamisin siilfat ve netilmisin siilfat enzimi inhibe ettigi, in vivo ¢alismada da
sodyum sefuroksimin rat eritrositlerinde inhibisyona neden oldugunu belirtmislerdir. /n
vitro olarak insan eritrositinde, in vivo olarak da sican eritrositlerinde metamizol ve
magnezyum siilfatin inhibisyon etkisi belirtilmistir (Cift¢i et al. 2001) Koyun karacigeri
lizerine yapilan in vitro c¢alismada penisillin, sulbaktam, sefozilin, and amikasin
inhibisyona neden oldugu belirtilmistir (Ciftgi et al. 2002). Bazi siilfanamid tiirevlerinin
enzimi in vitro olarak inhibe ettigi belirtilmistir (Biilbiil ve Erat 2008). Gokkusagi
alabalik eritrositleri {izerine yapilan calismada tiamfenikol, amikasin, gentamisin ve
netilmisin ilaglarinin inhibisyon etkisini belirtilmistir (Erdogan et al. 2004). Beydemir
2002 yilinda koyun eritrositlerinde yaptigi bir c¢alismada gentamisin, amikasin ve

penisilinin inhibisyon etkisini rapor etmistir.

GO6PD enzimi aktivitesi degisikligine dokusal farkliliklarin etkisi yaninda enzimin
biyokimyasal ve genetik yapisindaki degisiklikler de etki etmektedir(Luzatto and
Battistuzzi 1985; Cappellini et al. 1993). Bu yapisal degisiklikler sonucu olusan aktivite
distikligi ile birlikte ortaya ¢ikan durum G6PD enzim eksikligi ad1 altinda incelenmistir
(Aksoy 1997).
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Diinyada G6PD enzimi eksikliginden yaklagik 400 milyon insan etkilenmektedir. Bu
enzimin bugiine kadar diinyada yaklasik 400, Tiirkiye’de ise 20 ye yakin varyanti tespit
edilmistir. Tirkiye’deki varyantlariin biiyiik bir kism1 Cukurova ile Antalya bolgesinde
bulunmustur (Aksoy 1997).

1926 yilinda sitma tedavisinde kullanilmaya baslanan pamaquin, bazi hastalarda birkag
giin sonra ciddi belirtiler ortaya ¢ikarmistir. Idrar siyaha déniismiis, sarilikla beraber kan
hemoglobin seviyesi aniden diismiisti. Bu vakalar alyuvarlarin biiyiik o6l¢iide
tahribatindan dolay1 6liimle sonuglanmistir (Keha ve Kufrevioglu 2012). Kirmizi kan
hiicreleri aeorobik glikoliz lezyonlarina karsi ¢ok duyarlidir. Yine sitma tedavisinde
kullanilan bir ilag olan primaquine konsantrasyonuna bagimli degisimi bulunmustur

(Telefoncu ve Telefoncu 1989).

Mikami et al. (2015) yaptiklari ¢alismada Glukoz 6-fosfat dehidrogenaz (G6PD)
inhibitorleri olarak Rhodomelaceae yosunundan bromofenol, n-butil 2,3-dibromo-4,5-
dihidroksibenzil eter ve bilinen bromofenolleri izole etmislerdir. Bunlarlarin arasinda,
bromofenol dimerleri Leuconostoc mesenteroides ve Saccharomyces'e karsi daha giiglii
inhibitor etkisi gostermistir. S. cerevisiae G6PDs incelenen bromofenoller arasinda L.
mezenteroides G6PD'ye kars1 diarilmetan-tipi dimerlerden daha fazla oldugunu
bulmuslardir. Diger monomerlere gore dibenzil eter tipi dimerlerden daha diisiik ICso
degerleri vardir. Fakat S. cerevisiae G6PD'ye kars1 diarilmetan tipi dimerlerin inhibit6r
aktiviteleri dibenzil eter tipi dimerlerin o&zellikle 3-bromo-2- (2,3-dibromo-4,5-
dihidroksibenzil) -4,5- dihidroksibenzil metil eter, L. mesenteroides G6PD ile
karsilastirildiginda S. cerevisiae G6PD'yi segici olarak inhibe ettigi gézlemlenmstir.

Diger bir ¢alismada metoksiizobutilisonitril (MIBI), dietilen triamin pentaasetik asidin
DTPA, dimerkaptosiiksinik asit (DMSA) ve metilendifosfonat (MDP) insan eritrositi
Glikoz 6-fosfat dehidrojenaz (hG6PD) aktivitesi iizerine etkileri arastirilmistir. Bu
amagla, hG6PD 2’,5’ADP sefaroz-4B afinite jel kromatografisi yardimiyla % 51.43
verimle 557 kat saflagtirilmistir. MIBI, DTPA, DMSA ve MDPnin ICso degerleri
sirastyla 0.056, 0.172, 0.274 ve 0.175 mM olarak bulunmustur (Sahin et al. 2016).
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Veysel et al. (2015) yaptig1 bir caligmada gokkusagi alabalik karacigerinden 2°,5’-ADP-
sefaroz-4B afinite kromatografisi kullanilarak G6PD enzimi % 77 verim ile 1444 kat
saflagtirilmistir. Enzimin saflik kontrolii SDS-PAGE ile kontrol edilmis ve optimal sartlar

belirlenmistir. Enzim iizerine bazi iyonlarin inhibisyon etkisi incelenmistir.

Yapilan baska bir calismada, G6PD enziminin sigan eritrositinden 2’°,5’-ADP-sefaroz-
4B afinite kromatografisi kullanilarak 13.7 EU / mg spesifik aktivite %67,7 verimle 155,6
kat saflastinlmistir. Enzimin saflik kontrolii SDS-PAGE ile kontrol edilmis
belirlenmigtir. Alt birimlerinin molekiil kiitlesi yaklasik olarak 56.5 kDa olarak
belirlenmistir. Bazi iyonlarin inhibisyon etkisi incelenmistir. Daha sonra bazi metal
iyonlarinin enzimin aktivitesi tizerindeki inhibisyon etkilerini incelemek i¢in IC50 ve Ki

grafikleri ¢izilip inhibisyon tipleri belirlenmistir (Temel and Kogyigit 2017).

2.2. 6-Fosfoglukonat Dehidrogenaz

6-Fosfoglukonat dehidrogenaz 6PGD (E.C.1.1.1.44) NADP" varhiginda 6-fosfoglukonat
bilesigini D-ribuloz 5-fosfata doniistiiren pentoz fosfat yolunun tgiincii enzimidir.
Reaksiyon sonucu bir¢ok biyomolekiiliin yapisina giren riboz 5-fosfatin izomeri D-
ribuloz 5-fosfat ve bircok biyokimyasal reaksiyonda indirgeyici gii¢ olarak kullanilan
NADPH olusur. Enzimin o6nemi NADP”y1 NADPH’a indirgemesinden
kaynaklanmaktadir. Bir¢ok mikroorganizmada glukoz ve glukonat katabolik enzimi
olarak gorev alir (Yoshida et al. 1997). Enzim, glukoz 6-fosfatin, glikolitik ve

pentozfosfat yolu arasindaki dengesinin korunmasinda énemlidir (Del Mar et al. 1986).

Enzimin eksikliginde hemolitik anemi, retikulosit sayisinda eksiklik, sarilik ve
episodemik hemolitik olaylar tespit edilmistir. Enzimin eksikligi ile beraber piruvat kinaz
aktivitesi artmakta ve GSH seviyesinde ise azalma gozlenmektedir. Bu durum

eritrositlerin dmiirlerini kisaltmaktadir.

Yapilan bir ¢alismada glukoz-6-fosfat dehidrojenaz, 6-fosfoglukonat dehidrojenaz ve

glutatyon rediiktazin sigan kalbinden karakterizasyon ve saflarastirilmasi amaglanmustir.
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Enzimlerin saflastirilmas: 2 ', 5'-ADP sefaroz 4B afinite kromotografisi kullanilarak
yapilmustir. Saflastirilan enzimlerin alt birim ve dogal molekiil agirliklart SDS-PAGE ve
jel filtrasyonu ile analiz edildimis. Karakterizasyon ¢alismalari i¢in optimum sicaklik,
pH, kararli pH ve tuz konsantrasyonu gibi 6zellikler belirleyen deneyler yapilmistir,
furosemid, digoksin ve dopamin ilaglarinin inhibitor etkileri arastirilmistir. Her enzim
icin Substratlarin ve koenzimlerin Ky ve Vmax degerleri ile iiriin inhibisyonu tipleri ve Ki
degerleri belirlenmis. Elde edilen Kjve ICso degerlerine gore, furosemid, digoksin ve
dopamin, milimolar seviyesinde konsantrasyonlar da enzim aktiviteleri tizerine inhibitor

etkileri gostermistir (Adem 2016).

Enzimin koenzim spesifikligi; spesifik olarak NAD™ kullananlar, spesifik olarak NADP*
kullananlar, spesifik olmayanlar olmak tizere ii¢ farkli sekilde belirlenmistir (Ohara et al.
2004 ). Koenzim kullanimi tiire gore degismekle beraber memeliler ve mayalar genelde
NADP* spesifik, bakterilerde hem NADP* hem de NAD" spesifikligi belirlenmistir.

6-fosfoglukanat dehidrogenazin molekiil kiitlesi kaynagina gore 80-152 kDa, alt
birimlerinin molekiil kiitlesi ise 33-55 kDa arasinda degismektedir. Bazi canlilarda
homodimer, bazilarinda homotetramer bir yapiya sahiptir. insanda homodimer bir yapiya
sahip enzimin alt biriminin molekiil kiitlesi 53 kDa oldugu deneysel verilerle

gosterilmistir (Adem 2006).
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Cizelge 2.3. Farkl: tiirlere ait 6PGD enziminin molekiil kiitleleri ve alt birim yapis1

47 homodimer

Betts and Mayer

1975
120 52,5 homodimer Bianchi and
Bertrand 2001
140 32,8, tetramer Ohara et al. 2004
106 53 homodimer Pearse and
Rosemeyer1975
102 52 homodimer Proscal and
Holten 1972
105 53 homodimer Williamson et al.
1980
152 38 homotetramer Tsai and Chen
1998

Tiirline gore degismekle beraber enzimin optimum pH araligi 5,5-9,6 araliginda
degismektedir. Enzim aktivitesinin pH 7,6-9,2 araliginda arttigi, 9,3’ten sonra ise
aktivitesini kaybettigi bildirilmistir (Barenghi et al. 1987). Enzimin dogal halinin
optimum pH insan beyninde 8,6 (Weisz et al. 1985), sigan eritrositlerinde 7,0 (Beydemir
vd 2003) ve sigan bobrek korteksinde 8,0 (Corpas et al. 1995) olarak belirlenmistir.

Cizelge 2.4. Farkl tiirlere ait 6PGD enziminin baz1 kinetik 6zellikleri

Subsratlar
Enzim kaynagi NADP* 6PGA Kaynak
Kwm Ymax Kwm Ymax
(mM) (EU/mL) (mM) (EU/mL)
Tavuk o601 0027 00343 OO Erar 2005
karacigeri
. Beydemir et
Sican eritrositi 0,059 0,063 0,194 0,054 al. 2004
Sican i Ceyhan et al.
incebagirsak 0,053 0,595 2005
" Corpas et al.
Sican bobrek 0,056 - 0,049 - 1995
Sican karaciger 0,258 - 0,157 - Corpas et al.

1995
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G6PD ve 6PGD beraber olarak 2' 5'-ADP Sepharose 4B afinite ve DEAE Sepharose Fast
Flow iyon degistirici kolonlar kullanilarak saflastiriimiglardir. Enzimler iyon degisim
kolonundan tuz gradienti olusturularak eliie edilmislerdir (Ulusu et al. 1999). Enzim;
amonyum siilfat ¢oktiirmesi, yiiksek hizda santrifiij, DE-52 kolonu, SP-Sephadex, DEAE
selilloz, CM-selilloz, DEAE-Sephadex, CM-Sephadex, hidroksiapatit ve NADP®-
Sepharose, 2'5'-ADP-Sepharose 4B afinite kromatografisi, NADP*-Agaroz vb.

yontemlerle saflastirilmistir (Hanau et al. 1992).

ATP’nin 6-PG’a kars1 yarismali (Moritz et al. 2000), NADP* kars1 yarigmasiz (Cottreau
et al. 1975) inhibisyonu gozlenmesine Kkarsin, in vitro sartlarda ATP enzimi inhibe
etmesine ragmen in vivo sartlarda ATP’nin %80-90’1 Mg*2 ile kompleks olusturdugundan
dolayi inhibisyonu zayiflar (Moritz et al. 2000). Fruktoz-1,6-bisfosfatin ve eritroz 4-P’nin
Leuconostoc lactis 6PGD enzimini yarismali olarak inhibe ettigi belirtilmistir. Bu tiirde
I’er mM ATP, ADP, AMP, NADP", NADPH, asetilCoA, okzalasetat, glukoz-1-P,
fosfoenolpruvat ve glukoz-6P’m inhibisyon yaptig1 gézlenmemistir (Ohara et al. 2004).

Bazi metal iyonlarinin potansiyel inhibitor oldugu belirtilmis ve Roark and Brown (1996)
tarafindan Zn?*, Cu?* ve Cd?" inhibisyonlar1 tespit edilmistir (Sawa et al. 1985). Asetat
ve sodyum asetat inhibisyon etkisi gostermedigi i¢in diger anyonlarin etkileri
incelenirken sabit iyonik kuvvet olusturmakda kullanilabilir (Proscal and Holten 1972).
Ayrica enzim diisik Mg*? konsantrasyonunda aktive, yiiksek Mg*? konsantrasyonunda

ise inhibisyona ugramaktadir (Veronese et al. 1974).

Enzimin iirlin inhibisyonu ¢aligmalarinda NADPH ve ribuloz-5-fosfatin etkisi arastirilmig
ve NADPH’in NADP* baglanmasini yarigmali, 6-PG’nin baglanmasini yarigmasiz olarak
inhibe ettigi belirtilmistir (Kato et al. 1979). Ribuloz-5-fosfatin ise hem 6-PG hem de
NADP* baglanmasini yarigsmasiz olarak inhibe ettigi belirtilmistir. Fruktoz- 6-bisfosfatin
koyun karacigerinde 6-PG’ye kars1 yarigmali, NADP* ye kars1 yarigmasiz inhibisyona
neden oldugu belirtilmistir (Dyson and D’Orazio 1971). Bazi tiirlerde okzalasetat,
glukoz-6P, okzalat, fruktoz-6-P, fruktoz-1-P, glukoz-1,6 bisfosfat, PPi, Pi, Phi (fosfanat),
sitrat ve siilfatin inhibisyon etkisi gosterdigi belirtilmistir (Beitner and Nordenberg 1979).
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Sigan eritrositlerinde 2,500 + 0,866 mM, 0,052+ 0,007 mM, ve 0,070 + 0,007 mM
konsantrasyonlarinda ATP, NADPH ve NADH i¢in inhibisyon etkisi gosterdigi
belirtilmistir (Ciftci vd 2002).

Eritrosit 6PGD’si lizerinde yapilan ¢alismalarda metiergobazin maleat, piroksikam,
tenoksikam, tiyokolsikosid, menadion sodyum bisiilfit, fluorourasil, sisplatin
ketoprofenin enzimi inhibe ettigi, adrenalin, midazolam, fentanil, deksametazomna
bisulfit, pentoksifilinin de enzim tiizerinde etkisiz oldugu belirtilmistir (Akyuz 2004;
Ozabacigil 2005). Insan eritrositi iizerindeki calismalarinda; amikasin, ampisilin, sefepim
HCI, netilmisin, gentamisin sulfat, isepamisin, kloramfenikol, lavoflaksasin, ofloksasin,
penisilin, seftazidim pentahidrat, siprofloksasin ve sefotaksim sodyum teikoplanin enzimi
inhibe ettigi, sefazolin sodyumun aktive ettigi, sefriakson, meropenem, streptomisin
sulfatin etkisiz oldugu belirtilmistir (Akyuz 2004; Ozabacigil 2005). Sigan eritrositlerinde
yaptiklari enzimin ¢alismalarinda amikasin, ampisilin ve netilmisin siilfat’in enzimi
inhibe ettigini ve metamizol’un enzim aktivitesi tizerine etkisinin olmadigini tespit
etmiglerdir (Ciftci et al. 2002). Sigan eritrositlerinde melatonin hormonunun enzimi

inhibe ettigi ayrica tespit edilmistir (Gulcin and Beydemir 2004).

2.3. Glutatyon Rediiktaz

Glutatyon rediiktaz  (Glutatyon; NADP* oksidorediiktaz, E.C.1.8.1.7. GR)
flavoenzimlerin piridin-niikleotid disiilfit oksidorediiktaz ailesinin bir iiyesidir. Bu enzim
glutatyon  disiilfiti  (GSSG) indirgenmis  glutatyona  (y-L-glutamil-L-sisteinil
glisin;GSH)’a NADPH yada NADH’1 bir indirgeyici ajan gibi kullanarak indirgenmesini
katalizler (Miiller 1992; Giil et al. 2000).

Glutatyon rediiktaz, glutatyon disiilfitini siilfhidril formuna (GSH) NADPH bagimli
mekanizma ile indirgeyen hiicresel antioksidan sisteminin ¢ok onemli bir enzimidir.
Enzim 1935 yilindan itibaren bir¢ok hayvan, bitki ve mikrobiyal kaynaklardan
saflagtirilmis; yapisi, kinetik mekanizmasi ve molekiiler O6zellikleri tanimlanmaya

calisilmistir. Kinetik mekanizmasi sirali ping-pong/siralt hibrit modele uygundur. GR
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prostetik grup olarak iki FAD molekiili tagiyan homodimerik flavoproteindir ve FAD
gruplart NADPH ile indirgenir. Dimerik enzimin yaklasik mol kiitlesi 100-120 kDa
arasinda degisir. GR’nin stabilitesi ¢esitli organizmalarda incelenmis ve 1siya dayanikli

bir enzim oldugu bulunmustur (Tandogan ve Ulusu 2005).

GR’nin farkli kaynaklardaki mol kiitlesi 70-140 kDa arasinda degisir. Enzimin genellikle
birbirinin ayni1 olan iki alt birimden olustugu ve her bir alt birimine bir FAD’nin
baglandig1 tespit edilmistir. Insan eritrosit glutatyon rediiktaz enziminin yaklasik 132 kDa
oldugu belirlenmistir (Douglas 1987). Insan glutatyon rediiktaz enzimi 478 amino asitten
olusmustur. Insan GR enziminin, birbirinden ayrilmasi ¢ok zor olan, mitokondrial ve
sitoplazmik iki formu vardir. Bu iki izoenzim ¢ekirdekte tek genden kontrol edilmektedir.
Yapilan calismalarda insan ve fare genlerinin yiliksek oranda benzerlik gosterdigi tespit
edilmistir. Hem insan hem de fare glutatyon rediiktaz geninde 13 tane ekzon bdlgesi
oldugu belirlenmis 3' ve 5' uglarinda ufak birka¢ bdlge hari¢ genin tamaminin yapisi
belirlenmistir (George and Franke 1976; Tutic et al. 1990; Tamura et al. 1996; Becker et
al. 1998; Kelner and Montoya 2000).

Glutatyon rediiktaz, okside glutatyonu indirgenmis hale doniistiirtirken, NADPH’dan
gelen elektronlar okside glutatyonun disiilfiir bagina direkt olarak aktarilmaz. Once
FAD’ye aktarilir daha sonra alt birimdeki iki sistein arasinda bulunan disiilfiir kdpriisiine
transfer etmek suretiyle okside glutatyona aktarilmis olur. Her bir alt birim ii¢ tane yapisal
alan igerir. Bunlar FAD baglayici alan, NADPH baglayici alan ve ara yiiz alanidir. FAD
alan1 ve NADP™ alani birbirine benzer ve diger dehidrogenazlardaki niikleotid baglayici
alanlara da benzer. FAD ve NADP" izoalloksazin ve nikotinamid halkalar1 birbirine
gececek sekilde aralarinda baglanirlar. Okside glutatyon igin baglayici alan, bir alt
birimin FAD alani ile diger alt birimin ara yiiz alanindan meydana geldigi bilinmektedir.
Reaksiyonun asagidaki gibi iki basamakta gerceklestigi onerilmektedir (Siegel et al.
1998; Patel et al. 1998; Iribarne et al. 2000).

- E(S — S) + NADPH + H * — E(SH — HS) + NADP*
2 — E(SH — HS) + GSSG — E(S — S) + 2GSH
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[lk yar1 reaksiyonda, NADPH tarafindan enzimin indirgenmesi saglanir ve kararli bir hal
olan E(SH), formu olusur. ikinci yar1 reaksiyonda ise GSSG, E(SH). tarafindan
indirgenerek iki mol GSH olusur (Siegel et al. 1998).

Enzimin katalitik mekanizmasinda amino asit kalintilar1 da gorev yapar. GSSG’nin
baglandig1 bolgede Tyrl14 ve NADPH baglama bolgelerinde ise Tyr197 amino asitleri
bulunmaktadir. insan glutatyon rediiktazindaki bu bélgeler, diger tiirlerden elde edilen
enzimlerle karsilastirildiginda oldukga spesifik bolgelerdir. Tyr197 yiiksek dkaryotlardan
elde edilen biitiin glutatyon rediiktaz ve tiyoredoksin rediiktazlarda bulunur. Tyr114 ve
Tyrl97 enzim-substrat kompleksinin x-ray difraksiyon analizlerinde substrat aktif
bolgeye baglandigi zaman degisiklige ugradigi belirlenmistir. Enzim {izerinde Tyr197
yan zinciri flavin halkasinin iizerine dikey konumda bulunur. Bu diizenlenmenin
¢oziiclilerin girisini engelleyerek enzimi korudugu disiiniilmektedir. NADPH ile
baglanma Tyrl197’nin ana zincire dogru hareket etmesine ve OH grubunun 6,4 A°
hareketinden dolay1 Ca-Cp baglarinin ¢evresinde donmeye sebep olur. Enzim NADPH
kompleksinde flavin, nikotinamid ve Tyr197 halkalarinin hemen hemen paralel oldugu
belirlenmistir. Insan GR’sinin spektroskopik, kinetik ve katalitik nitelikleriyle ilgili
yapilan bir ¢aligmada aktif bolgelerdeki Tryl14 ve Tryl97 amino asitleri Leu ve Ser
aminoasitleriyle yerleri degistirildiginde enzimin kinetik 6zelliklerinin biiyiik 6lgiide
degistigi belirlenmistir. Sonug olarak aktif bolgedeki amino asitlerin aromatikliginin

enzimin kinetik 6zelliklerini etkiledigi belirlenmistir (Siegel et al. 1998).

Enzimin kendi substrati olan NADPH’a ilgisinin yiiksek oldugu belirlenmistir. GR’nin
katalizledigi reaksiyon doniistimliidiir. Fakat reaksiyonun ters yonde ilerlemesi i¢in
ortamda yiiksek konsantrasyonda GSH ve NADP* olmalidir. In vitro sartlarda NADH az
bir afinite ile elektron ve proton saglayici olarak kullanilabilirse de NADPH fizyolojik
sartlarda aktiviteyi saglayan tek koenzimdir. Fizyolojik sartlarda reaksiyon esas olarak
tek yonliidiir ve GR bu yolla hiicre icerisinde GSH/GSSG oraninin yiiksek tutulmasini
saglar (Douglas 1987; Acan 1990). GR enziminin aktivite Ol¢limii ya karigimdaki
NADPH’in azalmas1 ya da GSH’in olusmasi esasina dayanarak yapilmaktadir.

NADPH’1n oranmin azalmasina dayanan 6l¢iim 340 nm’de spektrofotometrik olarak
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takip edilerek aktivite belirlenir. GSH olusumuna dayanan yontemlerde ise 5,5’-ditiyo-
bis-[2-nitrobenzoik asit] (DTNB) kullanilir ve 412 nm’de spektrofotometrik olarak takip
edilir (Carlberg and Mannervik 1985; Toribio et al. 1996).

Enzimin aktivitesi 6l¢iilirken GSSG, NADPH, uygun pH’daki uygun tampon ve genelde
1/20 oraninda hemolizat veya homojenat kullanilmaktadir. NADH’ i Kwm degeri,
NADPH’in Kvm degerinden 17 kat daha biiyiikk oldugundan NADPH’1 kullanmak tercih
edilmektedir. Substrat olarak GSSG disinda CoASSG, CySSCy ve GSSO3zH molekiilleri
de kullanilabilmektedir. Bazi1 yayinlarda Ol¢ciim ortamina EDTA ve FAD’de
katilmaktadir. Aktivite 6l¢lim ortamina son eklenen madde bazi yaymlarda NADPH,
bazilarinda ise enzim Ornegidir. Enzim icin aktivite birimi lumol NADPH’mn
yiikseltgenmesine sebep olan enzim miktar1 olarak tanimlanmaktadir (Le Trang et al.

1983; McCallum and Barett 1995; Lamotte et al. 2000).

Glutatyon rediiktaz enzimi domuz eritrositi, siir eritrositi, sigan karacigeri, sigir
karacigeri, koyun beyni, koyun karacigeri gibi memeli kaynaklardan, mantar,
siyanobakteri gibi mikroorganizmalardan ve bugday, misir, bezelye ve ispanak gibi
bitkisel kaynaklardan saflastirilmis ve karakterize edilmistir (Carlberg and Mannervik
1975; Worthington 1975; Boggaram et al. 1979; Carlberg and Mannervik 1981; Acan ve
Tezcan 1989; McCallum and Barett 1995; Jiang et al. 1995; Mullineaux et al. 1996; Patel
et al. 1998; Lamotte et al. 2000; Erat et al. 2003; Ulusu 2005 ).

GR enziminin saflastirilmas1 caligmalarinda g¢ogunlukla kromatografi tekniklerden
yararlanilmis ve bir¢cok kromatografi teknigi kullanilmistir. Saflastirmada kullanilan
kromatografik teknikler basta afinite olmak iizere; iyon degisim kromatografisi,
hidrofobik etkilesim kromatografisi ve jel filtrasyon kromatografisidir (Brodelius et al.
1974; Mannervik et al. 1976).

Sigir karacigerinden GR enzimi 2',5' ADP-Sepharose 4B afinite kromatografisi ve
DEAE-Sepharose iyon degisim kromatografisi kullanilarak iki kromatografik basamakta

5456 kat ve %38,4 verimle saflastirilmistir. Saflastirilan sigir karaciger GR enziminin
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optimum sicaklig1 50°C, optimum pH’s1 7 olarak bulunmustur. Enzimin mol kiitlesi SDS-
PAGE ile 55 kDa olarak belirlenmistir. Enzimin kinetik 6zelliklerine yonelik ¢aligmanin
sonucunda ise NADPH icin Km degeri 0,063+£0,008 mM, GSSG icin Km degeri
0,154+0,015 mM olarak bulunmustur. GR enziminin iriin inhibisyonu incelenmis ve
sonucunda NADP*’nin K; sabiti 0,0434+0,003, GSH’in K; sabiti ise 8,506+0,563 olarak
bulunmustur. NADP*’nin inhibisyon tiiri yarigmali, GSH’1n inhibisyon tiirii yarismasiz

olarak tespit edilmistir (Ulusu ve Tandogan 2007).

Gokkusagi alabalik karacigerinden GR enzimi 2',5'-ADP Sepharose-4B afinite
kromatografisi ve Sephadex G-200 jel kromatografisi kullanilarak 1654 kat %41 verimle
saflastirilmistir. Saflastirilan enzimin optimal sartlar1 incelenmis ve optimum pH 8,0,
optimum iyonik siddet 50 mM Tris/HCI, optimum sicaklik 10°C ve stabil pH ise 8,0
olarak bulunmustur. Gokkusagr alabalik karacigeri GR enzimi i¢in yapilan
karekterizasyon ¢alismalarinin sonucunda ise GSSG i¢in Km degerinin 0,025 mM, Vimax
degerinin 0,089 EU/mL, NADPH i¢in Km degerinin 0,055 mM ve Vmax degerinin 0,143
EU/mL oldugu bulunmustur. Boylece enzimin GSSG’ye olan afinitesinin NADPH’a
olandan daha biiylik oldugu tespit edilmistir. Saflastirilan enzimin mol kiitlesi SDS-
PAGE ile 52 kDa olarak, jel filtrasyon kromatografisi ile ise yaklasik 105 kDa olarak
hesaplanmistir (Tekman et al. 2008).

Cizelge 2.5. Farkl tiirlere ait GR enziminin bazi kinetik 6zellikleri

Subsratlar
. - GSSG NADPH
Enzim kaynag K Vina K Vina Kaynak
(mM) (EU/mL) (mM) (EU/mL)
Balik karacigeri 0,025 0,098 0,055 0,143 Tekman et al.
2008

Sigir eritrosit 0,149 0,676 0,071 0,093 Erat 2002
Koyun karaciger 0,023 0255 0025 0,266 Uqunge; al.
Ulusu and

Sigir karaciger 0,154 - 0,063 - Tandogan

2007
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Yapilan baska bir ¢calismada glukoz 6-fosfat dehidrogenaz enzimi ve GR enzimi insan
eritrositlerinden 2'5'-ADP Sepharose-4B afinite kromatografisi kullanilarak tek
kademede saflastirilmistir. Kolondan 6nce G6PD 9150 kat ve %43 verimle daha sonra

GR enzimi 8600 kat ve %26 verimle gradientli eliisyonla saflagtirilmistir (Erat 2004).

Fare karacigerinden GR enzimi 8-amino-2'-fosfo-adenozin difosfoadenozin ve NG6-
adenozin 2',5'-bisfosfat-Sepharozkullanilarak birbirini izleyen iki afinite kromatografisi
teknigi kullanilarak %66 verimle 4700 kat saflastirilmistir. Saflastirilan enzimin mol
kiitlesi 105 kDa olarak bulunmustur. Alt biriminin mol kiitlesi ise 55 kDa olarak tahmin
edilmistir. Izoelektrik fokuslama sonucunda saf enzimin izoelektrik pH’s1 6,46+0,36
olarak tespit edilmistir. Enzimin kinetik 6zelliklerine yonelik ¢alismanin sonucunda ise
NADPH igin Km degeri 0,0059 mM, GSSG i¢in Km degeri 0,107 mM olarak
bulunmustur. NADP*’nin inhibisyon tiirii lineer yarismali, GSH’in inhibisyon tiirii

yarismasiz olarak tespit edilmistir (Lopez-Barea and Lee 1979).

GR-1 ve GR-II olarak belirlenmis iki glutatyon rediiktaz sigir siliyer cisimden DEAE
agarose iyon degisim kromatografisi ve Sephacryl S-200 jel filtrasyon kromatografisi
kullanilarak saflastirilmistir. GR-I’in mol kiitlesi jel filtrasyon ile yaklagik 140 kD oldugu
ve iki alt birimden olustugu bulunmustur. Ote yandan GR-1Iin 670 kDa’den daha biiyiik
mol kiitlesiyle agregat olarak olustugu goriilmistiir. GR-I’in alt biriminin yaklasik 45 kDa
oldugu SDS-PAGE ile tespit edilmistir. GR-I’in izoelektrik pH’sinin 5,8 GR-II’nin
izoelektrik pH’smin 6,4 oldugu belirlenmistir. NADPH i¢in Km degerleri GR-I enzimi
i¢in 0,022 mM, GR-II enzimi i¢in 0,084 mM oldugu, GSSG substrati igin Km degeri ise
GR-I enzimi i¢in 0,011 mM, GR-II enzimi i¢in 0,098 mM oldugu bulunmustur (May and
Hitoshi 1997).

Farkli kaynaklardan elde edilen GR enzimlerinin aktif formlarmin dimer olduklar
belirlenmistir. Tetramer yapida enzim oldugu da bilinmektedir, fakat bu yap1 aktif
olmayan ya da daha az aktif formdur. Insan eritrosit GR enziminin yiiksek NADPH
konsantrasyonunda inhibe oldugu belirlenmistir. Bu durum dimer yapidaki enzimin

tetramer yapiya doniismesiyle agiklanmaktadir (Rendon et al. 1986).



37

Buzagi karacigerinden saflastirilan enzimin PAGE’de yliriitiilmesi sonucu biiyiik bir bant
ve onu takip eden kiigiik bir bant oldugu belirlenmistir. Kii¢iik bandin disiilfiir baglarinin
olusturdugu agregasyondan (kiimelenme) kaynaklandig distiniilmistiir. 0,2 M GSH ile
On inkiibasyona tabi tutuldugunda kiiciik band gozlenmemistir. Bu c¢aligmada
ultrasantrifiij ile enzimin mol kiitlesinin 100 kDa iki alt birimli, prostetik grup 1FAD/alt
birim, izoelektrik pH’s1 6,1, Km degeri GSSG i¢in 101+7uM, NADPH i¢in 21£1uM,
optimum pH=7,0 olarak belirlenmistir ve bu enzimin amino asit dizilimi de belirlenmistir.
Buzagi karacigerinden elde edilen GR, domuz ve insan eritrositinden elde edilen enzim
ile kinetik ve elektroforetik ozellikleri agisindan benzerlik gosterdigi tespit edilmistir

(Carlberg and Mannervik 1981).

llaglarin ve bazi iyonlarin GR enzimi iizerinde inhibitdr etkisi arastirilmistir. Insan
eritrositlerinden saflastirilan GR enzimi ile yapilan in vitro ¢alismalar incelendiginde
streptomisin siilfat, gentamisin siilfat, tiamfenikol, penisilin G, teikoplanin, ampisilin,
linkomisin, klindamisin, amoksisilin, amikasin siilfat ve metamizol sodyum ilaglarinin
GR enzimini aktive ettigi, metronidazol, ofloksasin, siproflaksasin, sefazolin sodyum,
sefepim, meropenem, sefotaksim sodyum ve sefodizim disodyum, siilfanilasetamid,
siilfanilamid, seftriakson sodyum, rifamisin SV siilfat, vankomisin HCI, kloramfenikol
sodyumsiiksinat, sefuroksim sodyum, imipenem, seftazidim pentahidrat, ornidazol,
asetilsalisilikasit, klaridromisin, lornoksikam, ketoprofen, diklofenak sodyum,
tenoksikam, meloksikam, feniramidol HCI ve gadopentetik asit ilaglarinin ise inhibisyona
sebep oldugu belirlenmistir (Erat 2002; Sentiirk 2006; Karaman et al. 2012). Ofloksasin,
levofloksasin, sefsazolin ve sefepim antibiyotiklerinin tavuk karacigerinden saflastirilan
GR enzimini inhibe ettigi belirtilmistir (Demir et al. 2006). Koyun karacigerinde
oflaksasin, levoflaksasin, sefepim ve sefezolinin GR enzim aktivitesini inhibe ettigini,
thiamphenicol ve gentamisin ise enzim aktivitesini ¢ok az inhibe ettigini belirtmislerdir

(Erat and Ciftci 2003).

Sican akciger ve kalp dokularindan saflastirilan glukoz 6-fosfat dehidrogenaz (G6PD), 6-
fosfoglukonat dehidrogenaz (6PGD) ve glutatyon rediiktaz (GR) enzimlerinin aktiviteleri

tizerine bazi ilaglarn in vivo ve in vitro etkileri incelenmis ve su sonuglar bulunmustur;



38

furosemid, gentamisin, levofloksasin, sefazolin, seftazidim, sefuroksim, metilprednisol,
teikoplanin ilaglart akciger dokusu G6PD, 6PGD ve GR enzimlerini inhibe etmistir.
Kotininin yiiksek konsantarasyonlarda G6PD ve 6PGD enzimlerini aktive ederken, GR
enzimini inhibe ettigi tespit edilmistir. Sigan kalp dokusundan saflastirilan G6PD, 6PGD
ve GR enzimlerin aktivitesi iizerine de digoksin, dopamin, furosemidin inhibisyon etkisi
tespit edilmistir. Adrenalin, lidokain, metoprolol tartarat, verapamil HCI ilaglarinin
inhibisyon etkisi gézlenmemis. Levofloksasin ilacinin her iki dokudaki {i¢ enzimin
aktiviteleri tizerinde in vivo etkisi arastirilmis ve ilacin enzimlerin aktiviteleri tizerinde
etkisi tespit edilmemistir. Furosemidin kalpte ii¢ enzim iizerinde in vivo olarak etkisi
gozlenmezken, akcigerde G6PD enzimini aktive ettigi, GR enzimini inhibe ettigi, 6PGD

enzimi lizerinde de herhangi bir etkisi tespit edilmemistir (Adem 2011).

Gortildigi gibi enzimler ilag ve ¢esitli kimyasal maddelerden etkilenmektedirler. Bazi
maddeler enzimleri inhibe ederken bazilar1 aktive eder. Bazilarinin da enzim aktiviteleri
tizerinde etkileri yoktur. Bazi aktivator ve inhibitor maddeler ayni zamanda ilag olarak da
kullanilmaktadir. Ancak giiniimiizde c¢okca kullanilan antibiyotiklerin genlerin
ekspresyonu iizerine etkileri fazla arastiilmamustir. Ornegin yaptigimiz literatiir
taramalarinda gentamisin (aminoglikozid grubu), amoksisilin (penisilin grubu) ve
sefazolin sodyum (sefalosporin grubu) antibiyotiklerinin G6PD, 6PGD ve GR gibi 6nemli
enzimlerin ekspresyonu tizerine etkileri ¢alisilmamistir (Sertie et al. 1996; Kola and
Hertzog 1997; Kayaalp 2002; Cankaya et al. 2007). Ancak 6zellikle kalitimsal genetik
bozukluklar gibi baz1 hastaliklarda dokulardaki bir veya daha fazla enzimin eksikligi veya
tam yoklugu s6z konusu olabilir; anormal sartlar, spesifik bir enzimin asir1 aktivitesi
nedeniyle olusmus olabilir. Bu nedenle kan plazmasindaki, eritrositlerdeki veya doku
orneklerindeki belli enzimlerin aktivitelerinin Olg¢iilmesi, hastaliklarin tanis1 igin

onemlidir (Lehninger et al. 2007).

Oksidadif stresin plankton (Tigriopus japonicus) GR’1 {izerine etkisinin arastirildigi bir
calismada, numuneler H20;, agir metal ve farkli tuzluluk seviyelerine maruz
birakilmigtir. Oksidatif stres ile alakali GR geni klonlanmis ve sekans analizi yapilmistir.

T.J GR cDNA simin 458 amino asidi kodlayan “open reading frame” igeren 1526 bp’den
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olustugu ve enzimin molekiil kiitlesinin 49,6 kDa oldugu bulunmustur. T.J. GR’sinin
kurbaga (Xenopus laevis) ve flarial parazit (Onchocerca volvulus) GR’si ile biiyiik
benzerlik gosterdigi belirlenmistir. FAD baglanma bélgesi, piridin niikleotid-distilfit
oksido rediiktaz birinci siif aktif bolgesi ve NADPH baglanma motifi gibi spesifik
motifin T.J. GR’nin anlaml1 amino asit sekansinda korundugunu tespit edilmistir (Seo et
al. 2006).

Yapilan bir ¢alismada; nikotin ve nikotin+E vitamininin siganlarin kas, kalp, akciger,
testis, bobrek, mide, beyin ve karaciger dokularunda GR aktivitesi {izerine in vivo ve in
vitro etkileri incelenmistir. Nikotin (0,5 mg/kg; ip) karaciger, akciger, kalp, mide, bobrek
ve testiste sirastyla ~ %61,5; ~ %65; ~ %70,5; ~%72,5; ~ %64 ve ~ %71,5 oraninda
GR’yi inhibe etmistir. Beyinde ise ~ %11,8 aktivasyon etkisi gostermistir. E vitamini
destegi GR aktivitesindeki nikotin kaynakli inhibisyonu testis dokusu hari¢ diger
dokularda engellemistir. /n vitro ¢alismalada ise in vivo calismalara paralel sonuglar
goriilmis, karaciger, akciger, kalp, mide, bobrek ve testiste nikotinin inhibisyon etkisi
gOriilmiis, nikotin+E vitamini birlikte incelendiginde testis hari¢ diger dokularda

inhibisyon etkisi ortadan kalkmistir (Erat et al. 2007).

Yapilan bir bagka ¢alismada gruplara ayrilan siganlara ginseng (100 mg/kg), sisplatin (7,5
mg/kg) ve ginseng+tsisplatin (100 mg/kg, 7,5 mg/kg) intraperitonal olarak uygulanmais,
alian bobrek dokularinda GST, CAT, SOD ve GPx aktiviteleri dl¢tlilmiistiir. Sisplatin
uygulanan grupta s6z konusu enzimlerin aktiviteleri azalmig. Sisplatinle birlikte ginseng
uygulanan grupta bobregin oksidatif stresten korundugu GST, CAT, SOD ve GPx

aktivitelerinin arttig1 goriilmiistiir (Yousef and Hussien 2015).

Yapilan bir baska calismada su perilerine asetonda ¢oziilen malatyon (0,5; 0,75; 1; 4
pg/uL) ve klorpirfost (0,08; 0,12; 0,16 ve 0,28 pg/ul) uygulanmistir. Klorpirofost
uygulanan gruplarda glutatyon peroksidaz (GPx) ve glutatyon S-transferaz (GST)
aktiviteleri de§ismemis, malatyon uygulanan gruplarda ise GPx aktivitesi azalmis, GST
aktivitesi artmistir. Her iki kimyasalin uygulandig1 gruplarda GR aktivitesi azalmistir
(Wu et al. 2011).
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Insan hepatoma hiicreleri (HepG2 hiicreleri) %5°lik (v:v) 1s1-inaktive fetal sigir serumla,
100 pg/mL streptomisin ve 100 unit/mL penisilin ile desteklenmis Dulbecco modifiye
Ecgle ortaminda biiylitiilmiistiir. Hidrojenperoksit kaynakli apoptotik siire¢ boyunca
GSSG igerigi ve GR aktivitesindeki degisiklikleri tespit etmek icin HepG2 hiicreleri 24
saat boyunca 0,5 mM hidrojenperoksit ile inkiibe edilmistir. GSH/GSSG oran1 24 saat
inkiibasyonda onemli derecede azalmistir. Benzer sekilde HepG2 hiicrelerinin GR
aktivitesi hidrojenperoksit kaynakli apoptozis siiresince onemli dl¢iide azalmistir. GR
aktivitesindeki azaligin hidrojenperoksite maruz kalan HepG2 hiicrelerinin yar1 kantitatif
RT-PCR ile belirlenmis GR mRNA seviyesindeki azalistan kaynaklandigi bulunmustur.
Bu sonuglar hidrojenperoksit kaynakli oksidatif stresin HepG2 hiicrelerinin GR
aktivitesini mRNA diizeyinde asag1 dogru diizenledigini ve bunun sonucunda apoptotik

stiregte hiicrede GSSG birikimi gergeklestigini gostermistir (Kim et al. 2010).

Budak et al. (2014a)’iin yaptiklari bir caligmada siganlarin igme suyuna FeClsx6H20
(0,87;3;30 ve 300 ppm konsantrasyonunda) karigtirmis 100. giin sonunda si¢anlarin
karacigerlerinden hazirlanan homojenatlarda GPx, GST ve GR enzimlerinin aktiviteleri
Ol¢iilmiistiir. Tim gruplar kontrol gruplariyla kiyaslandiginda 0,87 ppm
konsantrasyonunda her ii¢ enzimin de aktivitesinin karacigerde 6nemli l¢lide azaldigi
goriilmustiir. Dort farklt demir konsantrasyonda da mRNA seviyeleri incelenmis, GST ve

GR’nin mRNA seviyesinin degismedigi, GPx’in ise baskilandig1 goriilmiistiir.

Yapilan bir deneyde 4 gruba ayrilan wistar siganlara nikotin, nikotin+hcG ve
nikotin+taurin uygulanmistir. Alinan testis dokularinda nikotin uygulanan grupta
kontrolle kiyaslaninca antioksidan enzimler olan GPx, GR, GST, G6PD ve y-GT
aktivitelerine bakilmistir. S6z konusu enzimlerin tiimiiniin aktivitesinin 6onemli 6l¢iide
azaldiklart gorilmiistiir (p<0,05). Nikotin ile birlikte taurin verilen grupta ise kontrolle

kiyaslandiginda enzim aktivitelerinin korundugu goriilmiistiir (Jana et al. 2010).

Yapilan bir baska ¢alismada 20-24 g agirligindaki albino erkek fareler kullanilmis. T-2
toksin 1 mL DMSO’da ¢oziilmiis ve ihtiya¢ duyulan konsantrasyona PBS tamponuyla
seyreltilmistir. Farelere T-2 toksin 1LD50 (5,61 pg/kg viicut agirligr) ve 2LD50 (11,2
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pg/kg viicut agirligl) olmak tizere iki farkli dozda i.p. olarak 7 giin boyunca enjekte
edilmistir. Kontrol grubuna ise sadece PBS verilmistir. Farelerin sakrifiye edilmesinden
sonra alan karaciger dokularinda GR, GST, GPx, SOD, CAT aktivitesi, GSH miktar1
ve s0z konusu enzimler i¢in Real-Time PCR analizleri gerceklestirilmistir. GSH
seviyesine bakildiginda 1LD50 dozunda GSH seviyesinde artis, 2LD50 dozunda ise
onemli azalis gorilmistiir. Her iki dozda da kontrolle kiyaslandiginda GR aktivitesinde
bir degisiklik goriilmemistir. GPx ve CAT aktiviteleri her iki dozda da artmus, i SOD
aktivitesi ise 1LD50 dozunda degismezken 2LD50 dozunda 6nemli Ol¢iide azalmistir.
Enzimlerin gen ekspresyon profilini bakildiginda su sonuglar goriilmiistiir; 1LD50
dozunun aksine, 2L.D50 dozajinda Gpx, Gst, Gr, Cat ve Sod’un gen ekspresyon seviyeleri

baskilanmis, azalmigtir (Chaudhari et al. 2009).

Yapilan bir calismada agirligi 180-210 g arasinda degisen sicanlara 1s1 ile inaktive edilmis
Mycobacterium tuberculosis mineral yagda %0,5°lik konsantrasyonda hazirlanarak arka
ayaklarindan enjekte edilmistir. 21. glin sonunda karakteristik lezyon goriilen sicanlar
deneyler i¢in segilmistir. Kontrol grubuna ise sadece mineral yag enjekte edilmistir.
Sicanlardan alinan karaciger dokular1 antioksidan enzimlerin aktiviteleri ve glutatyon
miktar1 6l¢iilmek iizere muhafaza edilmis, uygulama grubu kontrolle kiyaslandiginda
SOD ve GR aktivitelerinde degisiklik goriilmezken, CAT ve GPx aktivitelerinde diisiis
G6PD aktivitesinde ise 6nemli dlgiide artig goriilmiistiir. Glutatyon tayini yapildiginda ise
GSH igeriginin azalmasi ve GSSG igeriginin artmast sonucu GSH/GSSG oraninin énemli

olglide azaldig1 gortilmistiir (Comar et al. 2013).

Yapilan bir ¢alismada farelere asitlestirilmis (0,2 M HCI ile pH:4,0) fizyolojik serum,
kontrol grubuna ise sadece fizyolojik serum verilmistir. Karaciger dokular1 alinarak
antioksidan enzimlerin aktiviteleri O6l¢iilmiistiir. Karaciger GSH miktarlarinin yasa
bagimli olup olmadigi arastirilmak i¢in geng fareler ve yeni siitten kesilmis farelerde GSH
ve GSSG tayini yapilmistir. Sonuglara géore GSH miktar1 geng farelerde yeni siitten
kesilenlere gore oldukca diisiik bulunmus (p<0,001), ancak GSSG miktarlarinda 6nemli
degisiklik goriilmemistir. Sonuglar geng farelerde yeni siitten kesilenlere gore GR

aktivitesinin 6nemli 6l¢lide yiiksek oldugunu (p<0,001) gostermistir. Ayrica Western
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Blot sonuglarina gére de GR proteininin miktar1 gen¢ farelerde ¢ok yiiksek ¢ikmuistir.
Ancak gen ekspresyon analizinde Gr geninin ekspresyonunda dnemli bir degisiklik
goriilmemistir (Liang et al. 2011). Sonuglara gére 24 saat tuzlu ¢6zelti ile muamele
sonucunda karaciger GSH miktar1 yeni siitten kesilen farelerde 6nemli 6l¢lide azalmistir
(p<0,01). Ancak geng farelerde GSH miktar1 azalmistir (p<<0,01) ve bu yeni siitten kesilen
farelere kiyasla onemli Olglide yiiksektir (p<0,001). 24 saat uygulamanin sonucunda
GSSG miktart ise geng farelerde daha yiiksektir (p<0,01). GR aktivitesine bakildiginda
ise kontrol grubuyla kiyaslandiginda 24 saat uygulamadan sonra yeni siitten kesilen
grupta (p<0,05) ve geng farelerde (p<0,001) GR aktivitesi artmistir. Dahas1 GR aktivitesi
yeni siitten kesilen farelere kiyasla her zaman diliminde 6nemli dlgiide yiiksektir (p<0,05
O.saat; p<0,01 8. Saat; p<0,001 24.saat). Tiim bu sonuglardan gen¢ farelerin tuzlu
¢ozeltinin toksik metabolitlerine karsi antioksidan enzimler iiretebildigi, ancak yeni
stitten kesilen farelerin dogustan antioksidan enzim aktivitelerine bagli olarak uygun tepki
gosteremedikleri ve bu durumun geng farelerde de siddetli karaciger hasarina neden

olabildigi diisiiniilmektedir (Liang et al. 2011).

Ullah et al. 2015 yaptiklari bir ¢aligmada endosiilfanin giiney Asya sazaninin beyin,
solungac, karaciger ve kas dokularinda antioksidan enzimlerin aktivitelerini
incelemislerdir. Endostilfan Lp50 (toksik maddenin %50 6ldiiriicti dozu) seviyesinde 24,
48, 72 ve 96 saatlik zaman dilimlerinde baliklarin sularina katilarak verilmistir.
Endosiilfan uygulanan baliklarin incelenen tiim dokularinda zamanla orantili olarak GR,
GST, CAT ve GPx aktivitelerinin ve GSH seviyelerinin 6nemli 6l¢iide arttig1 goriilmiistiir

(p<0,05).

Yapilan bir baska ¢alismada siganlara igme sularina katilarak 0,87; 3; 30; 300 ppm
konsantrasyonlarinda demir 4 ay boyunca verilmistir. Uygulama sonunda bdbrek
dokularinda G6PD, 6PGD, GR, GST ve GPx aktivitelerine ve gen ekspresyonlarina ve
GSH seviyesine bakilmistir. GSH seviyesinin demirin tiim konsantrasyonlarinda énemli
Olciide azaldig1 goriilmiistiir. Gen ekspresyonu sonuglarina bakildiginda G6PD, 6PGD ve

GPx’in 0,87 ppm demir konsantrasyonunda ekspresyonunun arttig1 goriilmiistiir.
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G6PD’nin ve GST’nin diger konsantrasyonlarda ekspresyonu degismezken, 6PGD ve
GPx ekspresyonu baskilanmistir. GR’nin ekspresyonunda onemli bir degisiklik
goriilmezken, GR aktivitesinin tiim konsantrasyonlarda azaldig1 goriilmiistiir. 6PGD’nin
aktivitesinin hicbir demir konsantrasyonunda degismedigi, GPx aktivitesinin arttig1,
G6PD ve GST aktivitesinin ise azaldig1 goriilmiistiir. Aktivite 6lglimlerinin sonucunda
ekspresyon analizi ile koordineli bir degisiklik olmadig1 rapor edilmistir (Budak et al.
2014Db).

Bansal et al. 2005’un yaptiklar1 ¢alismada Wistar albino si¢anlara N-nitrosodietilamin
(NDEA), NDEA+E vitamini ve E vitamini (200 mg/kg viicut agirligi) i.p. olarak 7, 14 ve
21 giin boyunca uygulanmistir. Uygulama sonrasina karaciger siiperoksit dismutaz
(SOD), katalaz (CAT), GPx, GR ve GST aktiviteleri 6l¢lilmiistiir. SOD aktivitesinin
NDEA, NDEA+E vitamini ve E vitamini uygulanan gruplarda 6nemli bir degisiklik
gostermedigi bulunmustur. CAT aktivitesinin NDEA uygulanan tiim gruplarda azaldig1
ancak NDEA+E vitamini uygulanan gruplarda 14. ve 21. giin sonunda aktivitenin
korundugu goriilmiistiir. GPx ve GST aktivitesinin ise hem NDEA uygulanan tiim
gruplarda hem de NDEA+E vitamini uygulanan tiim gruplarda arttig1 goriilmiistiir. GR
aktivitesi NDEA uygulanan gruplarda 14. ve 21. giin sonunda azaldigi, NDEA+E

vitamini uygulanan gruplarda ise aktivitesinin korundugu rapor edilmistir.

Yapilan bir bagka ¢alismada sigcanlara CCls 0,064 mL/100 g dozlarinda uygulanmistir.
12, 36, 70, 96, 110 ve 125 saat sonra hayvanlar sakrifiye edilmis ve karaciger dokular
toplanmistir. GPx ve GR enzimlerinin aktiviteleri, gen ve protein ekspresyonlari
Olclilmiistiir. Sonuclara gore GPx ve GR aktivitesinde maksimum artisin 96 saatlik
uygulama sonucu oldugu rapor edilmistir. GPx’in spesifik aktivitesinin 96 saat sonunda
kontrolle kiyasla 2,5 kat arttig1, GR’nin aktivitesinin ise 2,1 kat arttig1 goriilmiistiir. Gen
ekspresyon analizinde ise 96 saat uygulama sonunda Gr geninin ekspresyonun 3 kat
artarken GPx geninin ekspresyonunu 2,5 kat arttigi bulunmustur. Western Blot analizi
sonucuna gore ise hepatik GPx ve Gr proteinlerinin ekspresyonu CCls uygulamasi

sonucunda 6nemli 6l¢iide artmistir (p<0,05) (Iskusnykh et al. 2013).
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Ray et al. (2014) yaptiklar1 calismada siganlardan kolagenaz sindirim metoduyla
hepatositleri izole etmisler ve %10’luk fetal sigir serumla destekli kiiltiir ortamina
aktarmiglardir. Kiiltlir ortamina aktarilan hepatositler 1, 2, 4 ve 6 saat boyunca 37°C’de
10 uM As20s3 ile muamele edilmistir. GR aktivitesi 6l¢iildiigiinde As2O3 uygulamasi ile
GR aktivitesinde 6onemli azalis goriilmiistiir (p<0,05). Ayrica GSSG ve NADPH icin Km
ve Vmax degerlerinde kontrolle kiyaslandiginda azalis goriilmiistiir. Ekspresyon analizi
yapildiginda ise GR’nin 1 saat arsenik uygulamasiyla gen ekspresyonunun indiiklendigi

ve giderek dnemli ol¢iide arttig1 goriilmiistiir.

Yaptigimiz bu ¢caligsmada kiiciikbas hayvanlar tizerinde kullanilan ilaglarin, keci karaciger
dokusundan saflastirilan G6PD, 6PGD ve GR enzimlerinin aktivitesi tizerine kinetik
ozellikleri ve baz1 ilaglarin inhibisyon etkileri incelenmistir. Yapilan literatiir
arastirmalarina gore yukarda bahsi gecen enzimler {izerine ilaglarin ¢alismamiza 6zgiin

bir degeri katmisir.
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3. MATERYAL ve YONTEM

3.1. Materyal

3.1.1. Kullanilan kimyasal maddeler

Calismalarda kullandigimiz standart serum albiimin, TEMED (N,N,N’,N’-tetrametil
etilendiamin), NADPH (B-nikotinamid adenin diniikleotidfosfat) (Na tuzu) (NADPY),
Coomassie Brillant Blue G-250, okside glutatyon (GSSG), indirgenmis glutatyon (GSH),
6-fosfoglukonat (mono Na tuzu), glukoz 6-fosfat (mono Na tuzu) ve
etilendiamintetraasetikasit (EDTA) Sigma Chemical Comp.’den; trikloroasetik asit,
trihidroksimetilaminometan (Tris), sodyum asetat, sodyum hidroksit, potasyum kloriir,
hidroklorik asit, asetik asit, sodyum kloriir, glisin, fosforik asit, sodyum azotiir, potasyum
fosfat, potasyum bisfosfat, gliserin, potasyum asetat, etanol, potasyum kloriir, metanol,
sodyum asetat, izopropanol E. Merck AG’den; akrialmid, brom timol mavisi, N,N’-
metilen bisakrilamid, sodyum dodesil siilfat (SDS), Sephadex-G100 ve 2', 5 ADP-

Sepharose 4B ise Pharmacia’dan temin edilmistir.

3.1.2. Yararlanilan alet ve cihazlar

Calismalar sirasinda gerekli olan alet ve cihazlardan asagida siralanmustir.

Spektrofotometre : Beckman Coultur

pH metre : Thermo Orion Star 211

Elektroforez tanki : BIO RAD (Dikey)

Peristaltik pompa . Ismatec

Sogutmali satrifiij : Hermle Z 323 K (Germany)

Afinite kolonu : (1x10), Sigma (ABD) sogutmali ve kapali sistem olusturucu
Karistirict (Vorteks) D IKA

Hassas terazi . Gec avery

Karistirici (Shaker) : GFL 3025

Otomatik pipet : Eppendorf
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Calkalayici : Midi Dual 14
Magnetik karistirict . Wisestir WSH 20-A
Saf su cihazi : Direct-Q 8UV

Su banyosu : Niive

Kar makinesi : Scotsman AF-20
Gii¢ kaynagi : MS mojor sciense
Buzdolaplari : Indesit

Derin dondurucu (-80°C) : Thermo Medical Freezer 8800 Series

3.1.3. Kullanilan ¢ozeltiler ve hazirlanmalari

Calismalarimizdaki ¢6zeltileri hazirlamak i¢in saf su kullanildi.

3.1.3.a. Homojenat hazirlanmasi icin kullanilan cozelti

1.1mM EDTA +2 mM DDT+20 mM Tris/HCI (pH=7,5) : 1,3 g Tris-HCI, 0,037 g DDT,
0,146 g EDTA alinarak bir miktar saf suda ¢6ziindii. pH’s1 0,1 M HCI ile ayarlandi.

Hacmi saf su ile 500 mL’ye tamamlandi.

3.1.3.b. Aktivite dl¢iimiinde gerekli olan ¢ozeltiler:

1.1 M Tris/HCI + 5 mM EDTA (pH= 8,0): 0,121 g (5 mmol) Tris ve 0,058 g (0,1 mmol)
EDTA aliarak 95 mL destile suda ¢oziindiiriildi. 0,1 M HCI ¢6zeltisi ile pH 8,0 yapildi.
Toplam hacim su ile 100 mL’ye tamamlandi.

2. 6 mM 6PGA: 0,091 g (0,3 mmol) 6PGA alinip bir miktar suda ¢6ziildii. Son hacmi 50
mL olana kadar saf su ilave edildi.

3. 0,1 M MgCl2: 0,47575 g (5 mmol) alinip bir miktar saf suda ¢oziindiikten sonra son
hacmi 50 mL olana kadar saf su ilave edildi.

4.6 mM G6P: 0,091 g (0,3 mmol) G6P alinip bir miktar suda ¢6ziildi. Son hacmi 50 mL

olana kadar saf su ilave edildi.
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5.2 mM NADP™ Cozeltisi igin: 0,153 g NADP* (0,1 mmol) tartilarak bir miktar saf suda
¢Oziindirildi. Son hacmi 1 L olana kadar saf su ilave edildi.

6. 2 mM NADPH Cozeltisi icin: 16,6 mg NADPH (9,9x10° mmol) aliarak hacmi suyla
10 mL’ye tamamlandi.

7. 20 mM GSSG Cozeltisi: 123,76 mg GSSG (0,1 mmol) tartilarak bir miktar saf suda
¢Oziindi. Son hacmi 10 mL olana kadar saf su ilave edildi.

3.1.3.c. Afinite kromatografisi kolonu i¢in gerekli olan ¢ozeltiler:

1. 50 mM KHPOs + 1 mM DTT + 1 mM EDTA, pH=7,3 (Afinite kolonun
paketlenebilmesi, dengelenebilmesi ve yikanabilmesi i¢in gerekli olan tampon): 0,292 g
EDTA, 6,8 g KH2PO4 ve 0,152 g DTT alindi1 950 mL saf suda ¢6ziildii. pH’s1 0,1 M KOH
7,3’e ayarlandiktan sonra 1 L’ye tamamlanda.

2.1 mM EDTA + 1mM DTT + 50 mM KH2PO4 + 80 mM KCI + pH=7,3 (Kolonun
yikanmasi i¢in kullanilan tampon): 0,292 g EDTA, 0,152 g DTT, 6,8 g KH2PO4 ve 0,298
KCI alinarak 950 mL suda ¢6ziildii. pH’s1 0,1 M KOH 7,3’e ayarlandiktan sonra 1 L’ye
tamamlandi.

3. 01 M M K-fosfat /0,1 K-asetat, pH=7,65 (Numune tatbik ettikten sonra afinite
kolonunun yikanmasi i¢in kullanilan 3.tampon): 9,8 g K-asetat (0,1 mol) ve 13,6 g K-
fosfat (0,1 mol) karisimi1 800 mL destile suda ¢oziildii. pH’s1 7,85’e ayarlandiktan sonra
toplam hacim 1L’ye tamamlandi.

4. 10 mM EDTA + 0,5 mM NADP* + 80 mM KCI + 80 mM KH2PO4 (Afinite jeline
tutunmus olan glukoz 6-fosfat dehidrogenaz enziminin eliisyonu i¢in kullanilan tampon):
0,242g EDTA, 1,088 g KH2PO4, 0,6 KCI ve 0,381 g NADP* karigimi 90 mL suda
cozildi. pH’st 0,1 M KOH 7,8’e ayarlandiktan sonra toplam hacim 100 mL’ye
tamamlandi.

5.10 mM EDTA + 80 mM KCI + 80 mM K-fosfat + 2 mM NADP* (Numune tatbikinden
sonra afinite kolonuna tutunmus olan 6-fosfoglukonat dehirogenaz enziminin eliisyonu
i¢in gerekli tampon): 1,088 g potasyum fosfat, 0,242 g EDTA, 0,6 KCl ve 0,382 g NADP*
karisimi 90 mL suda ¢oziildii pH’s1 0,1 M KOH ile 7,85’e ayarlandiktan sonra toplam

hacim 100 mL’ye tamamlandi.
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6. 50 mM potasyum fosfat + 1 mM EDTA + 1 mM GSH + 0,5 mM NADPH (Afinite
jeline tutunmus olan glutatyon rediiktaz enziminin afinite kolonundan eliisyonu igin
kullanilan tampon): 0,7 g K-fosfat, 0,032 g EDTA, 0,06 g GSH, 0,040 g NADPH karisimi1
90 mL saf suda ¢oziildii. pH’s1 0,1 M KOH ile pH metrede 7,3’¢ ayarlandiktan sonra
toplam son hacmi 100 mL olana kadar saf su ilave edildi.

7. 0,5 M NaCl + 0,1 M Na-asetat (Afinite kromatografisi kolonunun rejenerasyonu igin
kullanilan tampon): 8,2 g Na-asetat (50 mmol) ve 29,2 g NaCl (0,25 mol) alinip suda
¢ozildi, pH= 4,5e ayarlandi ve son hacmi 1 L olana kadar saf su ilave edildi.

8.0,5M NaCl + 0,1 M Tris (Afinite kromatografisi kolonunun rejeneresyonu igin) 12,1
g Tris ve 29,2 g NaCl bir miktar suda ¢oziindiikten sonra pH’s1 0,1 M HCI ile 8,5’¢

ayarlandi. Daha sonra hacim suyla 1 mL’ye tamamlandi.

3.1.3.d Elektroforez icin gerekli olan ¢ozeltiler:

1.1 M Tris-HCI (pH=6,8): 12,11 g Tiris tartilarak 80 mL suda ¢6ziildii, pH ayar1 0,1 M
HClI ile yapildiktan sonra son hacmi 100 mL olana kadar saf su ilave edildi.

2.1 M Tris-HCI (pH= 8,8): 12,11 g Tris tartilarak 80 mL saf suda ¢6ziildii, pH ayar1 0,1
M HCl ile yapildiktan sonra son hacmi 100 mL olana kadar saf su ilave edildi.

3. %0,8 Bisakrilamid - %30 Akrilamid ¢ozeltisi: 15 g akrilamid, 0,4 g bisakrilamid
aliarak son hacmi 50 mL olana kadar saf su ilave edildi.

4. %10’luk amonyum persiilfat ¢ozeltisi: Amonyum persiilfattan 1 g tartilarak son hacmi
saf su ile 10 mL’ye tamamlandi.

5. %10’luk SDS: SDS’den 1 g tartilarak son hacmi saf su ile 10 mL’ye tamamlandi.

6. Yiiriitme tamponu: 3 g Tris (12,5 mmol) ve 15 g glisin (0,1 mol) tartilarak 900 mL saf
suda ¢oziildi %10’luk SDS’den 10 mL ilave edildi, pH 0,1 M HCl ile 8,3’e ayarlandi ve
toplam son hacmi 1 L olana kadar saf su ilave edildi.

7. Numune tamponu: 0,5 mL %10’luk SDS’den, 1 mL%100’lik gliserinden 1 mL 1 M
Tris-HCI (pH= 8)’den ve %0,1’lik bromtimol mavisinden 1 mL alinarak saf suyla 10
mL’ye tamamlandi. Bu tampon kullanilmadan 6nce 950 pL numune tamponunda 50 pL

olacak sekilde B-merkaptoetanol eklendi.
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8. Sabitlestirme c¢ozeltisi: %50 izopropanol, %10 TCA ve %40 su olacak sekilde
karigtirilarak hazirlandu.

9. Jel boyama ¢ozeltisi: 10 mL asetik asit 50 mL metanol ve 40 mL su igerisinde 0,1 g
Coomassie Brillant Blue R-250 reaktifinin ¢oziilmesiyle hazirlandi.

10. Jel yikama ¢6zeltisi: 10 mL asetik asit 50 mL metanol, ve 40 mL su karistirilarak elde
edildi.

3.1.3.e. Protein tayini icin gerekli olan ¢ozeltiler (Bradford yontemi )

1. Coommassie Brillant Blue ¢o6zeltisi: 50 mL %95’lik etanolde igerisine 0,1 ¢
Coommassie Brillant Blue G-250 boyar maddesi ilave edilerek ¢oziildii. Daha sonra
cozeltiye %95°1ik 100 mL fosforik asit eklendi. Cozeltinin son hacmi 1 L olana kadar saf

su ilave edildi.

3.1.3.f. Jel filtrasyon kromatografi kolonunda kullanilan tampon:

1. 50 mM Tris-HCI, 100 mM KCI (pH:7,5) (kolonun paketlenmesi, dengelenmesi ve
standartlarin ¢6ziilmesi i¢in kullanilan tampon): 6,055 g Tris, 7,45 g KCl alinarak 900 ml
saf suda ¢oziildi. pH 7,5’e ayarlandiktan sonra toplam hacim saf su ile 1 L’ye

tamamlandi.

3.1.3.g. Ila¢ ve kimyasal maddelerin stok ¢ozeltileri

Amoksisilin: 150 mg amoksisilin bir miktar saf suda ¢6ziip hacim saf su ile 1 mL’ye
tamamlandi.

Ampisilin: 100 mg ampisilin bir miktar saf suda ¢oziip hacim saf su ile 1 mL’ye
tamamlandi.

Tilozin: 50 mg tilozin bir miktar saf suda ¢6ziip hacim saf su ile 1 mL’ye tamamlandi.
Oksitetrasiklin: 200 mg oksitetrasiklin bir miktar saf suda ¢6ziip hacim saf su ile 1 mL’ye

tamamlanda.
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Neomisin: 500 mg neomisin bir miktar saf suda ¢ozlip hacim saf su ile 5 mL’ye
tamamlandi.
Siilfadimidin: 160 mg siilfadimidin bir miktar saf su ile ¢oziiliip hacmi saf su ile 1 mL’ye
tamamlandi.

Penisilin G: 200 mg penisilin G saf su ile 1 mL hacme ulasildi

3.2. Yontem

3.2.1. Kegi karaciger dokusundan enzimlerin saflastirilmasi calismalari

3.2.1.a. Homojenatin hazirlanmasi

Kegi karaciger dokular1 dnce kiigiik parcalara boliinerek havan igine alindi ve lizerine s1vi
azot dokiilerek un goriiniimi haline gelinceye kadar ogiitiildii. Agirliginin 3 kati kadar
homojenat tamponuyla muamele edilip 4°C’de 13000xg’de 60 dakika santrifiij yapildi.

Stipernatant kismi1 alindu.

3.2.1.b. 2", 5" ADP Sepharose 4B afinite kromatografisi

10 mL’lik yatak hacmi i¢in 2 g kuru 2', 5'-ADP Sepharose 4B jeli tartilarak bir behere
alindi. Jel materyali kati maddelerin uzaklastirilmasi i¢in yaklagik 500 mL saf su ile
birkag kez yikandi. Jel yikama esnasinda sisirilmis oldu. Sisirilen jelin havasi su trombu
yardimiyla alindi ve paketleme tamponu eklenerek jel siispanse edildi. Siispanse edilen
jel, 1x10 cm’lik kapali sistemden olusan sogutmali kolona dikkatli bir sekilde paketlendi.
Jel kolon i¢inde ¢oktiikten sonra peristaltik pompa kullanarak énce yikama sonra da
dengeleme tamponu ile yikandi. Kolonun dengelendigi, 280 nm’de eluat ile tamponun
absorbanslarinin veya pH’lariin esitlenmesinden anlasildi. Boylelikle afinite kolonu
hazirlandi. 3.2.1.a. kisminda anlatildigi gibi hazirlanan homojenat 2', 5'-ADP Sepharose-
-4B- afinite kolonuna aktarildi. Enzim ¢ozeltisinin hepsi kolondan gegtikten sonra

saflagtirma islemine yikama islemiyle devam edildi. Yikama isleminden sonra bir siire
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kolondan dengeleme tamponu gegirildi ve bu tampon kolondan gegerken toplanan
eliiatlardan spektrofotometrede absorbans degeri korle esit oldugu zaman dengeleme
isleminin bittigi anlasildi. Kolonun yikanmasi bittikten sonra; sirayla G6PD, 6PGD ve
GR enzimlerinin eliisyon ¢ozeltileri gegirildi ve enzimler 1,5 mL’lik tiiplere topland1. Her
bir tiipteki enzimlerin aktivitelerine bakilarak enzim tnitesi-tiip sayisi grafigi hazirlandi
(Danner et al. 1977; Boggaram et al. 1979; Carlbeg and Mannervik 1981). Afinite sonrasi
enzim Orneklerinin saflik kontrolii icin SDS-PAGE yapildi.

3.2.1.c. SDS-PAGE ile enzimlerin safliginin kontrolii

Saflagtirilan enzim, Laemmli metodu uygulanarak %3-8 kesikli sodyum dodesilstilfat
poliakrilamid jel elektroforezi (SDS-PAGE) yapildi (Laemmli 1970). Bylece enzimin
saflik derecesi kontrol edilmis olundu. islem su seklide gerceklestirildi;

Elektroforezde kullanilan camlar basta su ile daha sonrada alkol ile temiz bir sekilde
yikandi. Elektroforez camlar1 st iiste getirildi ve 0zel kiskaglarla sabitlestirildi.
Kiskaglarla sabitlenen camlar plakalar, sizdirmay1 engelleyen siinger bulunduran jel
hazirlama standina yerlestirildi. Oncelikle ayirma jeli ¢dzeltisi hazirland: ve plakalarm
arasinda kalan bosluga dikkatli bir sekilde 0,6 cm kalana kadar dolduruldu. Plakalar
arasindaki jelin donmasi i¢in kisa bir siire beklenildi. Ayirma jelinin dondugundan emin
olduktan sonra yi1gma jeli hazirland1 ve donan ayirma jelinin iistiine pipetle dikkatli bir
sekilde dolduruldu. Numuneleri yiiklemek igin kuyucuklarin olusmasi nedeniyle
elektoforez i¢in 6zel taraklar cam plakalara dikkatli bir sekilde yerlestirildi. Yigma jeli
de donduktan sonra taraklar dikkatli bir bi¢cimde kuyucuklar1 bozmadan yavasca
cikartildi. Tutuculardan ¢ikarilan i¢inde jel bulunan cam plakalar elektroforez tankina
0zel cam plaka tutuculara sabitlendi ve bu da tanka yerlestirildi. Elektroforez tankina

yiirlitme tamponu dolduruldu.

100 puL enzim Ornegi, 100 pL numune tamponu, 100 pL gliserolden olusan enzim
numunesi 5 dakika boyunca kaynar su banyosunda inkiibasyona birakildi. Daha sonra bu

numuneler ve standart protein dikkatli bir sekilde jeldeki kuyucuklara 10 pL yiiklendi.
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Elektroforez tanki kapatildi. 30 dk 80 voltta jel yiiriitiildii. Daha sonra akim 120 volt’a
getirildi ve boya jelden akana kadar jel yiiriitiildii. Numunelerin yiirlimesinin takibi,
numune tamponunda bulunan brom timol mavisi reaktifi ile yapildi. Yiiriitme islemi
tamamlandiktan sonra akim kesildi. Plakalar arasinda bulunan jel dikkatli bir sekilde
cikarildi ve jel derhal sabitlestirme ¢ozeltisine alindi. 20 dakika sabitlestirme ¢ozeltisinde
shaker ile karistirilan jel, 20 dk sonunda sabitlestirme ¢dzeltisinden ¢ikarildi ve boyama
cozeltisine alindi. Jel, 1 gece ¢alkalayicida ¢alkalandi. Boyama islemi tamamlandiktan
sonra boya ¢ozeltisinden ¢ikarilan jel son olarak yikama ¢ozeltisine alindi. Jelin rengi
acilip, protein bantlari jelde iyice belirgin olana kadar jel shaker ile ¢alkalandi. Yikama

islemi ardindan goriintiileme cihazina alinan jelin fotografi ¢ekildi.

Cizelge 3.1. Elektroforez jellerinin hazirlanmasi

Yigma jeli Ayirma jeli

5mL 1 M Tris-HCI pH:8,8 0,41 mL 1 M Tris-HCI pH:6,8

6,53 mL %30’luk akrilamid- %0,8 0,8 mL %30’luk Akrilamid- %0,8
bisakrilamid bisakrilamid

0,2 mL % 10’lik SDS 0,03 mL % 10’1ik SDS

0,13 mL %5’lik TEMED 0,03 mL %10’lik TEMED

1 mL saf su 2,45 mL saf su

0,2 mL %10’luk PER 0,07 mL %5’1lik PER

3.2.1.d. Jel filtrasyon kolonunun hazirlanmasi ve enzimlerin molekiil Kiitlelerinin

belirlenmesi

Jel filtrasyon kromatografisi ile enzimler molekiil biiyiikliigiine gore ayrilirlar. Ayirma
islemi proteinlerin kolon dolgu maddesi olan regine porlarinin i¢inden farkli hizlarla
gecmesi esasina dayanir. Afinite kromatografisi sonucu elde edilen enzimlerin
elektroforezde yiiriitiilmesi ile tek bantlar elde edildi. Bu enzimlerin dogal yapilar1 ve
molekiil bityiikliiklerinin belirlenmesi igin jel filtrasyon kromatografisi teknigi kullanilda.
Sephadex G-150 kolon materyali olarak kullanildi. 5 g kolon materyali tartildi ve 200 mL

saf suya eklendi. 4 saat 90°C’de bekletildi ve jelin sismesi saglandi. Sisirilen polimer
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materyalde bulunan hava kabarciklari su trombu yardimiyla giderildi. Sisirilen ve havasi
uzaklastirilan jel pH’s1 7,5 olan 0,05 Tris-HCI ve 0,1 M KCI tamponu ile doldurulan
kolona dikkatli bir sekilde paketlendi. Daha sonra kolon yine ayn1 dengeleme tamponu
kullanilarak dengelendi. Peristaltik pompa kullanarak kolonun akis hizi 15 mlL/saat’e
ayarlandi. Kolonun dengelenmesi {istten verilen tamponla alttan alinan tampon ¢6zeltinin
280 nm’de absorbansi ve pH degerinin ayni olmastyla anlagildi. Kolona numune tatbiki
1,9 mL protein ¢6zeltisine 0,1 mL de gliserol eklenerek yapildi. Tatbik edilen numune
emildikten sonra iizerine pipetle dikkatli bir sekilde yiiriitme tamponu eklendi. Protein
tatbik edilmesiyle 0,5 mL’lik hacimlerle kolondan eliisyonlar alindi. Her bir numune
kolondan gegirildikten sonra kolon dengelenerek bir sonraki numune gegirildi. Enzimler
kolondan eliie edilirken 280 nm’de NADP™ proteinlerin absorbansini maskeledigi i¢in

340 mn’de aktivite dl¢limleriyle eliisyon takip edildi.

Molekiil kiitlelerinin hesaplanmasinda asagidaki protokol takip edilmistir.

1. Kolon dengelendikten sonra kolonun void hacminin (Vo) belirlenmesi igin blue
dekstran gecirildi.

2. Devaminda molekiil kiitleleri belli standartlar molekiil kiitleleri birbirine uzak olanlar
ikigerli olarak kolona tatbik edildi. Her bir numune i¢in eliisyon hacmi (Ve) belirlendi.

3. Standartlar kolondan gecirildikten sonra molekiil kiitlelerini bilmedigimiz protein
cozeltileri kolona tatbik edip ayn1 sekilde eliisyonlar alind1 ve Ve degerleri belirlendi.

4. Standartlarin ve numunelerin Kay degerleri asagidaki formiile gore hesaplandi.

5. Degerler hesaplandiktan sonra logMk-Kay degerleri grafigi ¢izildi. Elde edilen
grafikteki formiilden Kay degerleri belirlenen proteinlerin molekiil kiitleleri hesaplandi.

Kav degerlerinin hesaplanmasinda asagidaki formiil kullanild.

Vo= Void hacim, Ve= Eliisyon hacmi, Vi= Kolon yatak hacmi
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3.2.1.e. Enzim aktivitelerinin ol¢iilmesi

Glukoz 6-fosfat dehidrogenaz enzimi igin aktivite dlgtimii 37°C'de spektrofotometrik
olarak Beutler metoduna gore olgiildii. Bu yontemin esasi; glukoz 6-fosfat varliginda
NADP™nin indirgenmesiyle olusan NADPH'!n 340 nm'de absorbans vermesi esasina
dayanmaktadir. Aktivite Ol¢imleri her numune icin 3 kez tekrarlandi (Beutler 1971).

Kiivet igerigi Cizelge 3.2°de verilmistir.

Cizelge 3.2. G6PD enziminin aktivite 6l¢iim kiiveti icerigi

Stok cozeltiler Kontrol kiiveti Numune kiiveti
Hacim (pL) Hacim (pL)
1M Tris-HCI, 5mM EDTA
0,1 M MgCl2 (pH= 8) & 200
2 mM NADP* 100 100
Saf su 660 560
Enzim 6rnegi 40 40
10 dakika inkiibasyon
G6P - 100

6-Fosfoglukonat dehidrogenaz enziminin aktivitesi spektrofotometrede 37°C'de Beutler
metoduna gore 6lgiildii. Bu metod 6-fosfoglukonat varliginda 340 nm'de NADP™"'nin
indirgenmesiyle olusan NADPH’in absorbans vermesi esasina dayanir. Aktivite
Olctimleri her numune i¢in 3 kez tekrarlandi (Beutler 1971). Kiivet icerigi Cizelge 3.3’de

verilmistir.

Cizelge 3.3. 6PGD enziminin aktivite 6l¢iim kiiveti icerigi

Stok ¢ozeltiler Kontrol kiiveti Numune kiiveti
Hacim (pL) Hacim (pL)
1 M Tris-HCI, 5 mM
EDTA 0,1 M MgCl2 200 200
(pH=8,0)
2 mM NADP* 100 100
Saf su 660 560
Enzim ornegi 40 40
10 dakika inkiibasyon

6PGA - 100
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Glutatyon rediiktaz enziminin aktivite dl¢limiinde spektrofotometrik metod kullanildi.
Carlberg and Mannervik'in tanimladig gibi 1 mL’lik kiivetlerle yapildi. Bu metod GSSG
varhiginda 340 nm'de NADPH’in yiikseltgenmesinden dolayr azalan NADPH'm
absorbans vermesi esasina dayanir. 1 dakikalik zaman araliklarinda absorbans azalisi

kaydedildi. Kiivet i¢erigi Cizelge 3.4’de verilmistir.

Cizelge 3.4. GR enziminin aktivite 6l¢tim kiivet icerigi

Stok ¢ozeltiler Kontrol kiiveti Numune kiiveti
Hacim (pL) Hacim (pL)

1 M Tris-HCI, 5 mM

EDTA 0,1 M MgCl2 200 200

(pH=8,0)

2 mM NADP* 100 100

20 mM GSSG 100 100

Saf su 660 560

Enzim 6rnegi - 30

Enzim {initesi hesaplamalarinda asagidaki formiil kullanildi.

. AOD Vp
EU/ml = —= X

— X
6,22 Vg S

Burada yer alan simgeler asagida agiklandi;

EU/mL : 1 mL’deki enzim iinitesi

AOD : Bir dakikadaki absorbans degisimi

6,22 : Ekstinksiyon katsayist

V7 : Olgiimiin yapildig: toplam kiivet hacmi

Ve : Ol¢iimiin yapildig: kiivete ilave edilen enzim numunesinin hacmi

Sk : Seyreltme faktorii (seyreltilen 6rnek icin kullanilir)
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3.2.1.f. Kantitatif protein tayini

Kantitatif protein miktari tayini Bradford (1976) metodu ile gerceklestirildi. Homojenatta
ve saflastirilan enzimde bulunan protein miktari tayin edildi. Coomassie Brillant Blue G-
250 bu teknikte boya olarak kullanilan bir reaktiftir. Bu reaktif yapisinda negatif yiik
bulundurur. Protein ise bulundurdugu pozitif yiikten kaynakli olarak boyanin negatif
yiikiine baglanir. Boyanin 465 nm’de kirmizi ve 595 nm’de mavi olmak iizere iki formu
bulunmaktadir. Proteinin boyaya baglanmasi ile kirmizi form mavi forma doniisiir.
Teknigin hassasiyeti ¢ok kiiciik (1-100 pg) seviyelerdedir. Mevcut reaksiyon biiyiik
oranda tekrarlanabilmekte ve hizli bir sekilde vuku bulmaktadir.

Protein tayini i¢in uygulanan prosediir su sekildedir;

a) 1 mL’de 1 mg protein bulunduran BSA ¢6zeltisinden tiiplere 10, 20, 30, 40, 50, 60,
70, 80, 90 ve 100 pL konuldu.

b) Tiplerin hacimleri saf su kullanarak 100 uL tamamlandi ve her bir tiipe 4900 uL
Coommassie Brillant Blue G-250 ¢ozeltisinden eklenerek tiip vorteks ile karigtirildi.

c) 10 dakika karanlikta inkiibasyona birakilan tiiplerden 595 nm’de 3 ml’lik kiivetlerde
kore kars1 absorbans bakildi.

d) Sonugta elde edilen absorbans degerlerine kars1 gelen pg protein miktarlari ile standart
bir grafik ¢izildi.

e) 10 dakika karanlikta inkiibasyona birakilan tiiplerden 595 nm’de 3 mL’lik kiivetlerde
kore kars1 absorbans bakildi. Yapilan islem gilivenilirlik agisindan 3 kez tekrarlandi ve bu
3 Ol¢iimiin aritmetik ortalamasi alinarak onceden ¢izilen standart grafik yardimiyla

homojenatta ve saflastirilan enzimde bulunan protein miktarlari tayin edildi.
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3.2.3. Kec¢i Karaciger Dokusundan Saflastirllan Enzimlerin Karakterizasyon ve

Kinetik Calismalari

3.2.3.a. Kec¢i karaciger dokusundan saflastirillan G6PD, 6PGD ve GR enzimleri icin

optimum pH’larimin belirlenmesine yonelik ¢calismalar

Keci karacigerinden saflastirilan G6PD, 6PGD ve GR enzimleri i¢in optimum pH’sin1
belirlemek i¢in pH’s1 5,0-8,0 araliginda degisen K-fosfat ve 7,0-9,0 arasinda degisen Tris-
HCI tamponlar1 kullanildi. Daha sonra uygun substrat ¢ozeltisi ile her bir tamponda ayr1

ayr1 enzim aktivitesi bakildu.

3.2.3.b. Kegi karaciger dokusundan saflastirllan G6PD, 6PGD ve GR enzimleri i¢in

optimum iyonik siddetlerinin belirlenmesine yonelik ¢alismalar

Kegi karacigerinden saflagtirllan G6PD, 6PGD ve GR enzimleri igin optimum aktivite
gosterdigi iyonik siddetin belirlenmesi amaciyla 1 mM EDTA igeren 5, 10, 25, 50, 100,
200, 400, 800, 1000 mM Tris/HCI (pH:8,0) sirayla aktivite 6l¢timii yapildi.

3.2.3.c. Kegi karaciger dokusundan saflastirnlan G6PD, 6PGD ve GR enzimleri i¢in

optimum sicakhiklarinin belirlenmesine yonelik calismalar

Kegi karacigerinden saflastirilan G6PD, 6PGD ve GR enzimleri optimum sicakligini
belirlemek amaciyla 0°C - 70°C arasinda 10°C artan araliklarla enzimin aktivite l¢imii

yapildi.

3.2.3.d. Kegi karaciger dokusundan saflastiritlan G6PD, 6PGD ve GR enzimleri i¢in

stabil pH’ larinin bulunmasina yonelik ¢alismalar

Kegi karacigerinden saflastirilan G6PD, 6PGD ve GR enzimlerinin stabil kaldig: pH’y1
belirlemek i¢in pH’lar1 5,0-8,0 araliginda degisen fosfat tamponu ve pH’lar1 7,0-9,0
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araliginda degisen Tris-HCI tamponlarindan yararlanildi. Bu pH’lardaki tamponlarin 1
mL’sine 1 mL enzim karistirilarak +4°C’de konuldu ve 24 saat arayla toplamda 5 giin

boyunca enzimin aktivite 6l¢limlerinde stabil oldugu pH belirlendi.

3.2.3.e. Keci karaciger dokusundan saflastirillan G6PD, 6PGD ve GR enzimleri

substratlari icin Km ve Vmax degerlerinin bulunmasina yonelik ¢caliymalar

Glukoz 6 Fosfat Dehidrogenaz Enzimi i¢in;

Kegi karacigerinden saflastirilan G6PD enziminin G6P ve NADP™ substratlari igin Km ve
Vmax degerlerini belirlemek igin sabit G6P konsantrasyonunda NADP* nin bes farkli
konsantrasyonlariyla aktivite bakildi. Sonuglarla Lineweaver-Burk grafigi ¢izildi. Bu
grafikten yararlanarak NADP" i¢in Km ve Vmax degerleri belirlendi. Ayni sekilde
NADP*’nin sabit konsantrasyonunda G6P’nin 5 farkli konsantrasyonlariyla aktivite
Ol¢iimleri yapilarak Lineweaver-Burk grafigi olusturuldu ve G6P i¢in Km Ve Vmax
degerleri hesaplandi. Aktivite 6l¢limleri optimal sartlarda gerceklestirildi (Lineweaver

and Burk 1934).

6-Fosfoglukonat Dehidroenaz Enzimi i¢in;

Kegi karacigerinden saflastirilan 6PGD enziminin 6PGA ve NADP™* substratlari i¢in Km
ve Vmax degerlerini belirlemek i¢in sabit 6PGA konsantrasyonunda NADP* nin bes farkli
konsantrasyonlariyla aktivite bakildi. Sonuglarla Lineweaver-Burk grafigi ¢izildi. Bu
grafikten yararlanarak NADP" i¢in Kim Ve Vmax degerleri belirlendi. Ayni sekilde NADP*
nin sabit konsantrasyonunda 6PGA’nin 5 farkli konsantrasyonlariyla aktivite dl¢timleri
yapilarak Lineweaver-Burk grafigi olusturuldu ve 6PGA i¢in Km Ve Vmax degerleri
hesaplandi. Aktivite 6l¢iimleri optimal sartlarda gerceklestirildi (Lineweaver and Burk

1934).
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Glutatyon Rediiktaz Enzimi i¢in;

Kegi karacigerinden saflastirilan GR enziminin GSSG ve NADPH substratlari igin Ky ve
Vmax degerlerini belirlemek i¢in sabit GSSG konsantrasyonunda NADPH’cin bes farkli
konsantrasyonlariyla aktivite bakildi. Sonuglarla Lineweaver-Burk grafigi ¢izildi. Bu
grafikten yararlanarak NADPH i¢in Km ve Vmax degerleri belirlendi. Aynmi sekilde
NADPH 1n sabit konsantrasyonunda GSSG’ in 5 farkli konsantrasyonlariyla aktivite
Olctimleri yapilarak Lineweaver-Burk grafigi olusturuldu ve GSSG i¢in Km Ve Vmax
degerleri hesaplandi. Aktivite 6l¢limleri optimal sartlarda gerceklestirildi (Lineweaver

and Burk 1934).

3.2.4. Tlaclarin enzimler iizerinde inhibisyon etkisinin belirlenmesi

Enzimlerin katalizledigi reaksiyonlarla olusan {riinlerin, enzim aktivitesi lizerinde
inhibisyon etkisini belirlemek i¢in 5 farkli {iriin konsantrasyonu ile aktivite iizerindeki

etkisine bakildi. Olusan degerlerle % aktivite-iiriin konsantrasyonu grafigi ¢izildi.

Grafik yardimiyla enzim aktivitesini %50 diisiiren konsantrasyon degeri belirlendi
Inhibisyon seklini ve Ki sabitini belirlemek amaciyla 5 farkli substrat konsantrasyonunda
ilaglarin 3 sabit konsantrasyonu ile aktivite bakildi. Sonuglarla Lineweaver-Burk grafigi

cizildi. Bu grafiklerin yardimiyla inhibisyon tiirii ve Ki sabitleri belirlendi.
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4. ARASTIRMA BULGULARI

4.1. Kantitatif Protein Tayini I¢cin Kullanilan Standart Grafik

Elde ettigimiz enzim c¢ozeltilerindeki kantitatif protein tayini Bradford ydntemiyle
belirlendi. Standart grafik boliim 3.2.1.b’de anlatildig1 gibi hazirlandi. Homojenat, ve
afinite kromatografisi sonucu elde edilen enzim ¢ozeltilerindeki kantitatif protein tayini
bu standart grafikten faydalanilarak bulundu. Standart ¢ozeltilerin pg proteine karsilik
gelen absorbans degerleri Sekil 4.1°de gosterildi.

0,9
0,8
0,7
0,6
0,5
0,4
0,3
0,2
0,1

0

y =0,0078x
R>=0,9941

Absorbans (595 nm)

0 20 40 60 80 100 120
ug protein

Sekil 4.1. Bradford yontemiyle proteinlerin kantitatif tayininde kullanilan standart grafik

4.2. Afinite kromatografisi sonuclari

Hazirlanan homojenat siiziildiikten sonra 2°,5’-ADP Sepharose 4B afinite kolonuna
tatbik edildi. Yikama islemi tamamlandiktan sonra sirasityla G6PD, 6PGD ve GR eliisyon
cozeltileri ile eliisyon yapildi. Eliatlar ependorf tiiplerine 1,5 ml’lik hacimlerle alindi.

Eliiatlarda 340 nm’de enzim aktiviteleri 6l¢iildii ve aktivite gdsteren tiipler birlestirildi.
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Enzim iinitesi-tiip afinite sayis1 grafikleri Sekil 4.2.a, Sekil 4.2.b ve Sekil 4,2,c’de

verilmigtir. Saflagtirma basamaklari ve saflagtirma degerleri ¢izelgeler halinde verilmistir.

0,5
0,45
0,4
0,35

o
w

0,25

Aktivite (EU/mL
o
N

o
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()]

o
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0,05

0 2 4 6 8 10 12 14
Tip Sayisi

Sekil 4.2. Kegi karaciger G6PD enziminin 2°,5’-ADP Sepharose 4B afinite kolonundan
elisyon grafigi

0,6

Aktivite (EU/mL)
o o o o
N w SN ol

o
[N

0 2 4 6 8 10 12 14
Tiip Sayist

Sekil 4.3. Kegi karaciger 6PGA enziminin 2°,5’-ADP Sepharose 4B afinit kolonundan
eliisyon grafigi
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10

Tiip sayis1

15 20

Sekil 4.4. Kegi karaciger dokusundan saflastirilan GR enziminin 2°,5’-ADP Sepharose
4B afinite kolonundan eliisyon grafigi

Cizelge 4.1. Keci karaciger dokusundan saflastirilan G6PD enziminin saflastirilmasi

basamaklari

Numune tiiri
Homejenat

Afinite
kromatografisi

Cizelge 4.2
basamaklari

Numune tiirii
Homojenat

Afinite
kromatografisi

Alftivite
(EU/mL)

0,250

0,456

Toplam
hacim
(mL)

15

15

Protein
(mg/mL)

135,70

0,06

Toplam
protein

(mg)
20355

0,0945

Toplam = Spesifik % Saflagtirma
aktivite ak}ivite verim = Kkatsayisi
(EU/mg)
3,75 0,0018 100 1
0,68 7,1960 18,13 3997,65

. Ke¢i Karaciger dokusundan saflastirilan 6PGD enziminin saflastirilmasi

Aktivite
(EU/mL)

0,380

0,520

Toplam
hacim
(mL)

15

15

Protein
(mg/mL

135,70

0,025

Toplam
protein

(mg)
2035,50

0,038

Toplam = Spesifik % Saflastirm
aktivite  aktivite | verim | a katsayisi
(EU/mg)
5,70 0,0028 100 1
0,78 20,8 13,68 7428,57
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Cizelge 4.3. Kec¢i Karaciger dokusundan saflastirilan GR enziminin saflastirilmasi
basamaklari

Aktivite Toplam = Protein = Toplam = Toplam = Spesifik % Saflastirma

Numune tiirii | (EU/mL) hacim  (mg/mL) protein  aktivite  aktivite = verim Kkatsayisi
(mL) (mg) (EU/mg)

Homojenat 0,39 15 13,97 209,55 5,85 0,02 100 1

Afinite

kromatografisi 1,78 3 0,029 0,08 5,34 61,38 91,28 2192,14

4.3. Ke¢i Karaciger Dokusundan Saflastirllan G6PD ve 6PGD Enzimlerinin SDS-
PAGE ile Saflik Kontrolii

Kegi Karacigerinden elde edilen G6PD ve 6PGD enzimlerinin 2°,5’-ADP Sepharose 4B
afinite  kromatografisinden elde edilen eliiatlardaki enzimlerin safligin1 kontrol etmek
icin SDS-PAGE yontemi kullanildi. Elde edilen bantlar1 gosteren fotograf Sekil 4.3°te

gosterildi.

180 kDa
130 kDa

100 kDa
70 kDa
55 kDa

45 kDa
35 kDa

25 kDa

15 kDa

} p
@

e e i g Ny, BT TN il — i il VN D

Sekil 4.5. 2°,5’-ADP Sepharose 4B afinite kromatografisinden saflastirilan G6PD ve

6PGD enzimlerinin SDS- PAGE ile saflik kontrolii
*1. kuyu: standart proteinler 2. kuyu afinite kolonundan eliie edilen G6PD enzimi 3. Kuyu afinite
kolonundan eliie edilen 6PGD enzimi.
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4.4. Keci Karaciger Dokusundan Saflastirllan GR Enziminin SDS-PAGE ile Saflik
Kontrolii

Ke¢i Karacigerinden elde edilen GR enziminin 2°,5’-ADP Sepharose 4B afinite
kromatografisinden elde edilen eliiatlardaki enzimlerin safligini kontrol etmek i¢in SDS-

PAGE yontemi kullanildi. Elde edilen bantlar1 gosteren fotograf Sekil 4.4’te gosterildi.

) -

180 kDa
130 kDa

100 kDa
70 kDa

55 kDa

45 kDa

35 kDa

D 25kDa

—— 15kDa

Sekil 4.6.2°,5’-ADP Sepharose 4B afinite kromatografisinden saflastirilan GR enziminin
SDS- PAGE ile saflik kontrolii

*1. kuyu: standart proteinler 2. kuyu afinite kolonundan eliie edilen GR enzimi.

45. Ke¢i Karaciger dokusundan saflastirllan G6PD, 6PGD enzimlerinin alt

birimlerinin SDS-PAGE ile molekiil kiitlesinin belirlenmesi sonuglari

Afinite kolonundan alinan enzimler SDS-PAGE’de yiiriitiildiikten sonra fotograflari
cekildi (Sekil 4.3 ve Sekil 4.4). Standart proteinlerin ve enzimlerin jelde yuridiikleri
mesafeler Olgiilerek Rf degerleri hesaplandi. Enzimler i¢in Rf degerleri-log Ma grafigi

cizildi (Sekil 4.5.a ve Sekil 4.5.b). Grafikten faydalanarak ke¢i karaciger G6PD enziminin
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monomer oldugu bulundu. kegi karaciger 6PGD dimer oldugu bulundu. Ke¢i Karaciger
GR dimer oldugu bulundu. Molekiil agirliklari ise yaklasik G6PD igin 63,1 kDa, 6PGD
icin 51,4 kDa, GR i¢in 61,3 kDa olarak hesaplandi.

2,5

1,5

Log MA

0,5

0 0,2 0,4 0,6 0,8 1
Rf

Sekil 4.7. G6PD ve 6PGD enzimleri igin SDS-PAGE sonucu ¢izilen R¢- log Ma grafigi

2,5

1,5

log M,

0,5

0 0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2

av

Sekil 4.8. GR enzimi i¢in SDS-PAGE sonucu ¢izilen R¢- log Ma grafigi
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4.6. Jel filtrasyon kromatografisi ile ke¢i karaciger G6PD, 6PGD ve GR enzimlerinin

tabii molekiil kiitlesi tayinini sonuclar:

Enzimin molekiil agirligin1 bulmak igin, jel filtrasyon kolonundan 6nce blue dekstran
sonra standart proteinler daha sonra ise afinite kolonundan eliie edilen en yiiksek aktiviteli
tiip Bolim 3.3.1.d’de anlatildigr sekilde gecirildi. Eliie edilen numunelerde 280 nm’de
absorbans Ol¢iimii yapilarak Sekil 4.6’deki grafik ¢izildi. Standart proteinler i¢in Kay
degerleri hesaplandi ve elde edilen sonuglar dogrultusunda Sekil 4.8’deki Ka-log Ma
grafigi cizildi. G6PD, 6PGD ve GR enzimlerinin eliisyon isleminden sonra tiip sayisina

kars1 340 nm’de aktivite degerleri grafigi ¢izildi.

2.5 #2000 000 Da
F» = 200 000 ve 66 000 Da
[ 150 000 ve 29 000 Da
2 [ *— 443 000 Da
| |
6 ||
g 15 @
3 1P
= (T
o [ 7 I -
= 1 [ I.'| I|"'._I - .' -
= f .". | = \ M
= I e & [
‘!: - |I ,' ! » |
0.5 * | A
'. . .
v ry, g "
o | RArnntregeaoaepeeth Qe sieggzsomiialy
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Tiip Sayis1

Sekil 4.9. Jel filtrasyon kolonundan alinan standart proteinlerin tiip sayisina karsilik 280
nm’deki absorbans degerleri
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Sekil 4.10. Jel filtrasyon kolonundan alinan enzimlerinin eliisyon grafigi

y = -2,1265x + 2,5596
2= (,9432

0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6

av

Sekil 4.11. Jel filtrasyon kromotografisi sonucu ¢izilen Kay- l0g Ma grafigi
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Cizelge 4.4. Keci karacigerinden saflagtirilan G6PD, 6PGD ve GR enzimlerinin SDS-PAGE ve
Jel filtrasyon kromotografisi sonucu elde edilen molekiil kiitleleri ve alt birimleri

63,09 Monomer
100,02 Homodimer
125,89 Homodimer

4.7. Ke¢i Karaciger dokusundan saflastirillan G6PD, 6PGD ve GR enzimlerinin

karakterizasyon ¢calismalarinin sonuglari

4.7.1. Kegci karaciger dokusundan saflastirilan G6PD, 6PGD ve GR enzimleri igin

optimum pH bulunmasina yonelik sonuclar

4.7.1.a. Keci karaciger dokusundan saflastirilan G6PD enzimi i¢cin optimum pH

bulunmasina yonelik sonuclar

Kegi karaciger G6PD enzimi optimum pH’s1 boliim 3.2.3.a° da anlatildig: sekilde; pH’s1
7,0-9,0 araliginda 100 mM Tris-HCI ve pH’s1 5,0-8,0 aralifinda 100 mM potasyum fosfat
tamponu kullanilarak enzim aktiviteleri belirlendi (Cizelge 4.5-4.6) ve optimum pH
grafigi cizildi (Sekil 4.9). Kegi karaciger G6PD enzimi i¢in optimum pH, 100 mM Tris-
HCI pH=8,0 tamponu olarak belirlendi.
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Cizelge 4.5. 100 mM potasyum fosfat tamponu kullanilarak kegi karaciger G6PD
enziminin optimum pH’sini1 belirlemek i¢in yapilan aktivite 6l¢iim sonuglari.

pH Aktivite (EU/mL)
5,0 0,034
55 0,069
6,0 0,093
6,5 0,135
7,0 0,177
75 0,138
8,0 0,166

Cizelge 4.6. 100 mM Tris/HCI tamponu kullanilarak kegi karaciger G6PD enziminin
optimum pH’sin1 belirlemek i¢in yapilan aktivite 6l¢lim sonuclari.

pH Aktivite (EU/mL)
7,0 0,184
7,5 0,177
8,0 0,211
8,5 0,180
9,0 0,177
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100 mM K-Fosfat
0,25 100 mM Tris/HCI

Aktivite (EU/mL)
o
H

o
o
(82}

o

pH

Sekil 4.12. Kegi karaciger G6PD enzimi i¢in yapilan optimum pH ¢alismasinin sonucuna
yonelik pH-Aktivite grafigi

4.7.1.b. Keci karaciger dokusundan saflastirilan 6PGD enzimi icin optimum pH

bulunmasina yonelik sonuclar

Kegi karaciger 6PGD enzimi optimum pH’s1 boliim 3.2.3.a” da anlatildigr sekilde; pH’s1
7,0-9,0 araliginda 100 mM Tris/HCI ve pH’s1 5,0-8,0 araliginda 100 mM potasyum fosfat
tamponu kullanilarak enzim aktiviteleri belirlendi (Cizelge 4.7-4.8 ) ve optimum pH
grafigi ¢izildi (Sekil 4.10). Keci karaciger 6PGD enzimi i¢in optimum pH, 100 mM Tris-
HCI pH=8,0 tamponu olarak belirlendi.
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Cizelge 4.7. 100 mM potasyum fosfat tamponu kullanilarak kegi Karaciger 6PGD
enziminin optimum pH’sin1 belirlemek i¢in yapilan aktivite 6l¢iim sonuglart.

pH Aktivite (EU/mL)
5,0 0,031
5,5 0,041
6,0 0,048
6,5 0,065
7,0 0,076
75 0,107
8,0 0,125

Cizelge 4.8. 100 mM Tris/HCI tamponu kullanilarak kegi karaciger 6PGD enziminin
optimum pH’sin1 belirlemek i¢in yapilan aktivite dl¢lim sonuclari.

pH Aktivite (EU/mL)
7,0 0,106
75 0,110
8,0 0,129
8,5 0,103
9,0 0,090
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100 mM K-Fosfat

0,14 100 mM Tris/HCI
0.12
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0,08
0,06
0,04
0,02

Aktivite (EU/mL)

pH

Sekil 4.13. Keci karaciger 6PGD enzimi i¢in yapilan optimum pH ¢aligmasinin sonucuna
yonelik pH-Aktivite grafigi

4.7.1.c. Keci karaciger dokusundan saflastirilan GR enzimi i¢cin optimum pH

bulunmasina yonelik sonuclar

Kegi karaciger GR enzimi optimum pH’s1 boliim 3.2.3.a’ da anlatildig: sekilde; pH’s1 7,0-
9,0 araliginda 100 mM Tris-HCI ve pH’s1 5,0-8,0 araliginda 100 mM potasyum fosfat
tamponu kullanilarak enzim akttiviteleri belirlendi (Cizelge 4.9-4.10) ve optimum pH
grafigi ¢izildi (Sekil 4.11). Keci karaciger GR enzimi igin optimum pH, 100 mM Tris-
HCI pH=8,0 tamponu olarak belirlendi.
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Cizelge 4.9. 100 mM potasyum fosfat tamponu kullanilarak keci karaciger GR enziminin
optimum pH’sini belirlemek icin yapilan aktivite 6l¢iim sonuclari.

pH Aktivite (EU/mL)
5,0 0,052
5,5 0,072
6,0 0,062
6,5 0,079
7,0 0,076
7,5 0,083
8,0 0,114

Cizelge 4.10. 100 mM Tris/HCI tamponu kullanilarak ke¢i Karaciger GR enziminin
optimum pH’sin1 belirlemek i¢in yapilan aktivite 6l¢lim sonuclari.

pH Aktivite (EU/mL)
7,0 0,044
7,5 0,052
8,0 0,104
8,5 0,093
9,0 0,062
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100 mM K-Fosfat
100 mM Tris/HCI

o
o
(op]

Aktivite (EU/mL)
o
o
S

0,02

pH

Sekil 4.14. Kegi karaciger GR enzimi i¢in yapilan optimum pH ¢alismasinin sonucuna
yonelik pH-Aktivite grafigi

4.7.2. Keg¢i karaciger dokusundan saflastirnlan G6PD, 6PGD ve GR enzimleri i¢in

optimum iyonik siddet bulunmasina yonelik sonuglar

4.7.2.a. Keci karaciger dokusundan saflastirilan G6PD enzimi optimum iyonik

siddetinin belirlenmesine yonelik sonuclar

Keci karaciger G6PD enzim aktivitesi i¢in en uygun iyonik siddetin belirlenmesi
amaciyla onceki caligmalarla uygunlugu belirlenen Tris tamponunun optimal pH’daki
degisik konsantrasyonlardaki ¢ozeltileri boliim 3.2.3.b.’de anlatildigr gibi hazirlandi.
Farkli Tris/HCI konsantrasyonlarinda aktivite Olclimleri yapilarak  Tris/HCl
konsantrasyonu ile aktivite degerlerinden olusan grafik ¢izildi. Yapilan ¢caligmalar sonucu
G6PD enzimi i¢in optimum iyonik siddetin 0,025 M Tris/HC] pH=8,0 tamponu oldugu
tespit edildi (Sekil 4.12 ve Cizelge 4.11).



75

Cizelge 4.11. Ke¢i Kkaraciger G6PD enziminin optimum iyonik siddeti i¢in Tris/HCI
tamponu kullanilarak yapilan aktivite 6l¢lim sonuglari

[Tris/HCI]
(M)
Aktivite
(EU/mL)

1 0,8 0,4 0,2 0,1 | 0,05 | 0,025 | 0,01 | 0,005

0,138 | 0,166 | 0,177 | 0,180 | 1,187 | 0,194 | 0,204 | 0,187 | 0,152

0,25

o
= o
3 V)

Aktivite (EuU/mL)
o
=

0,05

0 0,2 0,4 0,6 0,8 1
Iyonik Siddet

Sekil 4.15. Degisik konsantrasyonlardaki Tris/HCI tamponu kullanilarak keg¢i karaciger
G6PD enzimi i¢in yapilan iyonik siddet-aktivite grafigi

4.7.2.b. Keci karaciger dokusundan saflastirllan 6PGD enzimi optimum iyonik

siddetinin belirlenmesine yonelik sonug¢lar

Keci karaciger 6PGD enzim aktivitesi i¢in en uygun iyonik siddetin belirlenmesi
amactyla onceki ¢aligmalarla uygunlugu belirlenen Tris tamponunun optimal pH’daki
degisik konsantrasyonlardaki ¢ozeltileri boliim 3.2.3.b.’de anlatildigr gibi hazirlandi.
Farkli Tris/HCI konsantrasyonlarinda aktivite Olglimleri yapilarak  Tris/HCI1

konsantrasyonu ile aktivite degerlerinden olusan grafik ¢izildi. Yapilan ¢caligmalar sonucu
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6PGD enzimi i¢in optimum iyonik siddetin 0,02 M Tris/HCl pH=8,0 tamponu oldugu
tespit edildi (Sekil 4.13 ve Cizelge 4.12).

Cizelge 4.12. Kegi Karaciger 6PGD enziminin optimum iyonik siddeti i¢in Tris/HCI
tamponu kullanilarak yapilan aktivite 6l¢lim sonuglari

[T”(?\//I'?C'] 1 08 | 04 | 02 | 01 | 0050025/ 001 | 0,005
Aktivite
(B | 0:048 | 0.062 | 0065 | 0,069 | 0,052 | 0,052 | 0,034 | 0,027 | 0,020
0,08
0,07
0,06
|
£ 0,05
5
D 004
g
£ 003
< 002
0,01
0
0 0.2 0.4 0.6 0.8 1 1.2

Iyonik Siddet

Sekil 4.16. Degisik konsantrasyonlardaki Tris/HCI tamponu kullanilarak kegi karaciger
6PGD enzimi i¢in yapilan iyonik siddet-aktivite grafigi

4.7.2.c. Keci karaciger dokusundan saflastirilan GR enzimi optimum iyonik

siddetinin belirlenmesine yonelik sonuclar

Kegi karaciger GR enzim aktivitesi i¢in en uygun iyonik siddetin belirlenmesi amaciyla
onceki calismalarla uygunlugu belirlenen Tris tamponunun optimal pH’daki degisik
konsantrasyonlardaki ¢ozeltileri boliim 3.2.3.b.’de anlatildigi gibi hazirlandi. Farkli

Tris/HCI konsantrasyonlarinda aktivite dl¢timleri yapilarak Tris/HCI konsantrasyonu ile
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aktivite degerlerinden olusan grafik ¢izildi. Yapilan ¢alismalar sonucu GR enzimi igin
optimum iyonik siddetin 0,05 M Tris/HCI pH=8,0 tamponu oldugu tespit edildi (Sekil
4.14 ve Cizelge 4.13).

Cizelge 4.13. Kegi karaciger GR enziminin optimum iyonik siddeti igin Tris/HCI
tamponu kullanilarak yapilan aktivite 6l¢lim sonuglari

[Trl(?\//r)'cﬂ 1| 08 | 04 | 02 | 01 |005]0025| 001 |0,005

Alg-tivite
(EU/mL)

025 029 | 0,17 | 0,20 | 0,61 | 0,59 | 0,47 | 0,28 | 0,27

0,7
0,6
0,5
0,4
0,3
0,2

Aktivite (EU/mL)

0,1

0 0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2
Iyonik Siddet

Sekil 4.17. Degisik konsantrasyonlardaki Tris/HCI tamponu kullanilarak kegi karaciger
GR enzimi i¢in yapilan iyonik siddet-aktivite grafigi
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4.7.3. Keg¢i karaciger dokusundan saflastirllan G6PD, 6PGD ve GR enzimleri i¢in

optimum sicaklik bulunmasina yonelik sonuclar

4.7.3.a Keci karaciger dokusundan saflastirilan G6PD enzimi i¢in optimum sicakhk

belirlenmesine yonelik sonuclar

Kegi karaciger G6PD enzimi igin optimum sicakligini belirlemek iizere optimum pH ve

uygun iyonik siddete sahip (pH 8,0 100 mM) Tris/HCI tamponu kullanildi. 0°C ile 70°C

arasinda her 10°C’de bir olmak iizere bolim 3.2.3.c’de anlatildig1 sekilde aktivite

Olgtimleri yapildi. Elde edilen sonuglar, Sekil 4.15’de ve Cizelge 4.14’de gosterildi. Bu

calismalar sonucu optimum sicaklik 55°C olarak tespit edildi.

Cizelge 4.14. Kegi karaciger G6PD enziminin optimum sicakligi i¢in aktivite dlgiim

sonugclari
S'Ef(‘:‘)l‘k 0 | 10 | 20 | 30 | 40 | 50 | 5 | 60 | 70
AKEIVIte | 599 | 0,247 | 0,237 | 0,342 | 0,381 | 0,485 | 0,510 | 0,238 | 0,012
(EU/mL) 3 ) H k) H H 1 El 1
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Aktivite (Eu/mL)
o
w

0,1

0 20 40 60 80
Optimum Sicaklik °C

Sekil 4.18. Kegi karaciger G6PD enziminin optimum sicaklhigi igin sicaklik-aktivite
6l¢iim sonuglar1 gosteren grafik

4.7.3.b. Keci karaciger dokusundan saflastirilan 6PGD enzimi i¢in optimum sicakhik

belirlenmesine yonelik sonuc¢lar

Kegi karaciger 6PGD enzimi i¢in optimum sicakligini belirlemek tizere optimum pH ve
uygun iyonik siddete sahip (pH 8,0 100 mM) Tris/HCI tamponu kullanildi. 0°C ile 70°C
arasinda her 10°C’de bir olmak iizere boliim 3.2.3.c’de anlatildig1 sekilde aktivite
Ol¢timleri yapildi. Elde edilen egriler Sekil 4,16°da ve Cizelge 4.15°de gosterildi. Bu

caligmalar sonucu optimum sicaklik 60 °C olarak tespit edildi.

Cizelge 4.15. Kegi karaciger G6PD enziminin optimum sicakligi i¢in aktivite 6l¢iim
sonuglari

S‘Efé‘)"k 0 | 10 | 20 | 30 | 40 | 50 | 60 | 70
Aktivite
(EU/m1) | 0:069 | 0.087 | 0,087 | 0102 | 0111 | 0,125 | 0,080 | 0,042
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0,14
0,12
T 01
E
@ 0,08
I
= 0,06
X
<
0,04
0,02
0

0 20 40 60 80
Optimum Sicaklik °C

Sekil 4.19. Keci karaciger 6PGD enziminin optimum sicakligi icin sicaklik-aktivite
6lctim sonuglart gosteren grafik.

4.7.3.c. Keci karaciger dokusundan saflastirilan GR enzimi i¢in optimum sicakhik

belirlenmesine yonelik sonuclar

Kegi karaciger GR enzimi igin optimum sicakligini belirlemek {izere optimum pH ve
uygun iyonik siddete sahip (pH 8,0 100 mM) Tris/HCI tamponu kullanildi. 0°C ile 70°C
arasinda her 10°C’de bir olmak iizere boliim 3.2.3.c’de anlatildig1 sekilde aktivite
Olctimleri yapildi. Elde edilen sonuglar, Sekil 4.17°de ve Cizelge 4.16’da gosterildi. Bu

caligmalar sonucu optimum sicaklik 50 °C olarak tespit edildi.

Cizelge 4.16. Keci karaciger GR enziminin optimum sicakligt igin aktivite 6l¢lim
sonuglari

S‘?fé‘)"k 0 | 10 | 20 | 30 | 40 | 50 | 60 | 70
Aktivite
(EU/mi | 0169 | 0.187 | 0,187 | 0202 | 0221 | 0,245 | 0,00 | 0,050
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0,3

0,25

o
N

0,15

Aktivite ( EU/mL)
o
=

0,05

0 10 20 30 40 50 60 70 80
Optimum Sicaklik 0C

Sekil 4.20. Kegi karaciger GR enziminin optimum sicakligi i¢in sicaklik-aktivite 6l¢iim
sonuclar1 gosteren grafik

4.7.4. Kegi karaciger dokusundan saflastirllan G6PD, 6PGD ve GR enzimleri icin

stabil pH bulunmasina yonelik sonuglar

4.7.4.a. Keci karaciger dokusundan saflastirillan G6PD enzimi icin stabil pH

bulunmasina yonelik sonuglar

Kegi karacigeri G6PD enziminin stabil pH’s1 boliim 3.2.3.d’de anlatildig: sekilde; pH’lar1
7,0-9,0 araliginda degisen 100 mM Tris/HCl ve pH’lar1 5,0-8,0 araliginda 100 mM
potasyum fosfat tampon ¢ozeltileri kullanilarak enzimin aktiviteleri spektrofotometrik
olarak belirlendi (Sekil 4,18-4.19 ve Cizelge 4.17- 4.18). Kegi karaciger G6PD enzimi
icin stabil pH, 100 mM fosfat tamponunda pH 6,0 olarak belirlendi.



Cizelge 4.17. Kegi karaciger G6PD enzimi i¢in 100 mM KH2PO4 tamponu kullanilarak
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yapilan stabil pH ¢alismasinin sonuglari

Aktivite | Aktivite | Aktivite | Aktivite | Aktivite | Aktivite
Giin | (EU/mL) | (EU/mL) | (EU/mL) | (EU/mL) | (EU/mL) | (EU/mL)
(pH=5,5) | (pH=6,0) | (pH=6,5) | (pPH=7,0) | (pH=7,5) | (pH=8,0)
0 0,317 0,324 0,300 0,285 0,201 0,187
1 0,287 0,306 0,293 0,251 0,143 0,094
2 0,213 0,265 0,212 0,200 0,133 0,079
3 0,126 0,248 0,181 0,160 0,069 0,062
4 0,094 0,192 0,081 0,071 0,052 0,034
5 0,357 0,208 0,163 0,041 0,052 0,009
pH=5,5
035 pH=6,0
0,3 ¢ pH=6,5
go,zs pH=7,0
=) H=75
a 0,2 ——D
- pH=8,0
= 0,15
2
% 01
0,05
0
0 1 2 3 4 5 6

Zaman (giin)

Sekil 4.21. Degisik pH’lardaki KH2PO4 tampon ¢ozeltisi kullanilarak kegi Karaciger
G6PD enzimi i¢in elde edilen stabil pH-zaman grafigi



Cizelge 4.18. Kegi karaciger G6PD enzimi i¢in 100 mM Tris/HCI tamponu kullanilarak
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yapilan stabil pH ¢alismasinin sonuglari

Aktivite | Aktivite | Aktivite | Aktivite Aktivite
Giin (EU/mL) | (EU/mL) | (EU/mL) | (EU/mL) | (EU/mL)
(pH=7,0) | (pH=7,5) | (pPH=8,0) | (pH=8,5) | (pH=9,0)
0 0,354 0,525 0,497 0,427 0,535
1 0,275 0,575 0,536 0,383 0,756
2 0,239 0,465 0,423 0,335 0,666
3 0,102 0,286 0,169 0,205 0,326
4 0,075 0,108 0,172 0,170 0,166
5 0,069 0,097 0,061 0,022 0,019
0,7 pH=7,0
06 pH=7,5
H=8,0
05 ¢ P
- —
pH=8,5
§ 04 |
= —e—pH=9,0
£ 03
z
% 02
0,1
0
0 1 2 3 4 5 6

Zaman (giin)

Sekil 4.22. Degisik pH’lardaki Tris/HCI tampon ¢ozeltisi kullanilarak kegi Karaciger
G6PD enzimi i¢in elde edilen stabil pH-zaman grafigi
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4.74.b. Keci karaciger dokusundan saflastirllan 6PGD enzimi icin stabil pH

bulunmasina yonelik sonuclar

Keci karacigeri 6PGD enziminin stabil pH’s1 3.2.3.d’de anlatildig1 sekilde; pH’lar1 7,0-
9,0 araliginda degisen 100 mM Tris/HCI ve pH’lar1 5,0-8,0 araliginda 100 mM potasyum
fosfat tampon c¢ozeltileri kullanilarak enzimin aktiviteleri spektrofotometrik olarak
belirlendi (Sekil 4.20-4.21 ve Cizelge 4.19- 4.20). Kegi karaciger G6PD enzimi i¢in stabil
pH, 100 mM fosfat tamponunda pH 7,5 olarak belirlendi.

Cizelge 4.19. Kegi karaciger 6PGD enzimi i¢in 100 mM KH2PO4 tamponu kullanilarak
yapilan stabil pH calismasinin sonuglari

Aktivite | Aktivite | Aktivite | Aktivite | Aktivite | Aktivite

Giin | (EU/ml) | (EU/ml) | (EU/ml) | (EU/ml) | (EU/ml) | (EU/ml)

(pH=5,5) | (pH=6,0) | (pH=6,5) | (pH=7,0) | (PH=7,5) | (pH=8,0)
0 0,317 0,294 0,300 0,285 0,231 0,187
1 0,287 0,266 0,293 0,251 0,173 0,124
2 0,213 0,225 0,212 0,200 0,143 0,109
3 0,126 0,208 0,181 0,160 0,090 0,062
4 0,094 0,132 0,081 0,071 0,072 0,034
5 0,048 0,085 0,026 0,021 0,012 0,009
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—o—pH=5,5
0,35 pH=6,0
0,3 pH=6,5
g 0,25 pH=7,0
’EJ 0,2 —e—pH=75
2 0,15 —o—pH=8,0
>
g 0,1
0,05
0
0 1 2 3 4 5 6

Zaman (giin)

Sekil 4.23. Degisik pH’lardaki KH2PO4 tampon ¢ozeltisi kullanilarak kegi Karaciger
6PGD enzimi i¢in elde edilen stabil pH-zaman grafigi

Cizelge 4.20. Keg¢i karaciger 6PGD enzimi i¢in 100 mM Tris/HCI tamponu kullanilarak
yapilan stabil pH ¢alismasinin sonuglari

Ak.’givite Ak"givite Ak.’givite Akfgivite Akfivite
Giin (EU/ml) (EU/ml) (EU/ml) (EU/ml) (EU/ml)
(pH=7,0) (pH=7,5) (pH=8,0) (pH=8,5) (pH=9,0)
0 0,354 0,497 0,525 0,427 0,475
1 0,275 0,536 0,575 0,383 0,406
2 0,239 0,423 0,465 0,335 0,366
3 0,102 0,319 0,386 0,205 0,193
4 0,075 0,212 0,238 0,147 0,136
5 0,069 0,061 0,097 0,022 0,019




86

0.7 —e—pH=7,0
06 pH=7,5
H=8,0
~05 P
£ pH= 8,5
3 04 e pH= 90
it
= 0,3
<
<0,2
0,1 e
0
0 1 2 3 4 5 6

Zaman (giin)

Sekil 4.24. Degisik pH’lardaki Tris/HCI tampon ¢ozeltisi kullanilarak Kegi Karaciger
6PGD enzimi i¢in elde edilen stabil pH-zaman grafigi

4.7.4.c. Keci karaciger dokusundan saflastirillan GR enzimi icin stabil pH

bulunmasina yonelik sonuglar

Kegi karacigeri GR enziminin stabil pH’s1 3.2.3.d’de anlatildig: sekilde; pH’lar1 7,0-9,0
araliginda degisen 100 mM Tris-HCI ve pH’lar1 5,0-8,0 araliginda 100 mM potasyum
fosfat tampon ¢ozeltileri kullanilarak enzimin aktiviteleri spektrofotometrik olarak
belirlendi (Sekil 4.22-4.23 ve Cizelge 4.21- 4.22). Kegi karaciger GR enzimi igin stabil
pH, 100 mM fosfat tamponunda pH 7,5 olarak belirlendi.



Cizelge 4.21. Keci karaciger GR enzimi i¢in 100 mM KH2POs tamponu kullanilarak
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yapilan stabil pH ¢alismasinin sonuglari

Aktivite | Aktivite | Aktivite | Aktivite | Aktivite | Aktivite
Giin | (EU/ml) | (EU/ml) | (EU/ml) | (EU/ml) | (EU/ml) | (EU/ml)
(PH=5,5) | (pPH=6,0) | (pPH=6,5) | (pPH=7,0) | (PH=7,5) | (PH=8,0)
0 0,227 0,381 0,333 0,285 0,231 0,187
1 0,198 0,366 0,293 0,251 0,173 0,124
2 0,183 0,283 0,232 0,222 0,143 0,109
3 0,132 0,208 0,181 0,146 0,090 0,062
4 0,108 0,162 0,141 0,091 0,072 0,034
5 0,059 0,085 0,066 0,051 0,032 0,019
pH=5,5
0,45 pH=16,0
0,4 pH=6,5
~035 | pH=7,0
£ 03 | —e—pH=7,5
= 0,25
| pH=8,0
o 02|
% 0,15
< 01
0,05
0
0 1 2 3 4 5 6

Zaman (glin)

Sekil 4.25. Degisik pH’lardaki KH2PO4 tampon ¢6zeltisi kullanilarak kegi karaciger GR
enzimi i¢in elde edilen stabil pH-zaman grafigi
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Cizelge 4.22. Kegi karaciger GR enzimi i¢in 100 mM Tris/HC1 tamponu kullanilarak
yapilan stabil pH ¢alismasinin sonuglari

Aktivite | Aktivite | Aktivite | Aktivite | Aktivite
Giin (EUmL) | (EU/mL) | (EU/mL) | (EU/mL) | (EU/mL)
(pH=7,0) | (pH=7,5) | (pH=8,0) | (pH=8,5) | (pH=9,0)
0 0,384 0,382 0,276 0,316 0,321
1 0,295 0,346 0,243 0,275 0,243
2 0,269 0,323 0,231 0,216 0,222
3 0,162 0,219 0,192 0,143 0,178
4 0,135 0,202 0,132 0,123 0,136
5 0,092 0,084 0,097 0,062 0,029
pH=7,0
pH=7,5
0,45
’ H=8,0
0,4 P
_.0,35 pH=8,5
£ 03 | —e—pH=9,0
=}
W 0,25
2 0.2
>
£ 0,15
< o1
0,05
0
0 1 2 3 4 5 6
Zaman (glin)

Sekil 4.26. Degisik pH’lardaki Tris/HCI tampon ¢6zeltisi kullanilarak kegi karaciger GR
enzimi i¢in elde edilen stabil pH-zaman grafigi
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4.7.5. Keg¢i karaciger dokusundan saflastirllan G6PD, 6PGD ve GR enzimleri i¢in

kinetik caliymalara yonelik sonuclar

4.75.a NADP* ve G6P substratlan icin Km ve Vmax degerlerinin belirlenmesine

yonelik sonug¢lar

Kegi karaciger G6PD enziminin NADP* ve G6P substratlari igin Km Ve Vmax degerlerini
belirlemek i¢in boliim 3.2.3.e’de anlatildigi gibi sabit G6P konsantrasyonunda NADP™*
nin 5 farkli konsantrasyonlariyla aktivite 6l¢iimleri yapildi. Elde edilen degerlerle 1/]
NADP*]-1/V Lineweaver-Burk grafigi ¢izildi. Bu grafikten yararlanarak NADP™ igin Km
ve Vmax degerleri belirlendi. Ayni sekilde NADP*nin sabit konsantrasyonunda G6P’in 5
farkli konsantrasyonlariyla aktivite 6lgtimleri yapilarak 1/[G6P]-1/V Lineweaver-Burk
grafigi olusturuldu ve GO6P icin Km Ve Vmax degerleri hesaplandi. Bu calismalar
sonucunda NADP* icin Km degeri 0,08 mM ve Vimax degeri 1,02 EU/ml olarak; G6P i¢in
ise, Km degeri 0,09 mM ve Vmax degeri 0,4 EU/ml olarak tespit edildi. Aktivite dlgiimleri
optimal sartlarda gerceklestirildi. Elde edilen sonuglar Cizelge 4.23-4.24 ve Sekil 4.24-
4.25’de gosterildi.

Cizelge 4.23. Kegi karaciger dokusu G6PD enziminin NADP* substrati i¢in Km Ve Vmax
degerlerinin bulunmasina yonelik calisma sonuglari

[NADP*] (mM) 250 (125 83 | 6,2 | 50
Aktivite (EU/mL) 90 (60|54 | 45| 38
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Sekil 4.27. G6P i¢cin Km Ve Vmax degerlerinin belirlenmesi i¢in kullanilan grafik

Cizelge 4.24. Kegi karaciger dokusu G6PD enziminin G6P substrati igin Km Ve Vmax
degerlerinin bulunmasina yonelik ¢calisma sonuglari

[G6P] (mM) 250 1,25 | 0,83 | 0,62 | 0,50
Aktivite (EU/mL) | 4,80 | 3,64 | 264 | 2,23 | 2,03

9 y = 0,2312x + 2,4841
3 R2=0,9485 4
.
6
5

2 4
3
1
-

-15 -5 5 15 25 35

1/G6P

Sekil 4.28. G6P i¢in Km Ve Vmax degerlerinin belirlenmesi i¢in kullanilan grafik.
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4.7.5.b. NADP* ve 6PGA substratlar: icin Km ve Vmax degerlerinin belirlenmesine

yonelik sonug¢lar

Kegi karaciger 6PGD enziminin NADP* ve 6PGA substratlari i¢in Km ve Vmax degerlerini
belirlemek i¢in boliim3.2.3.e’de anlatildig1 gibi sabit 6PGA konsantrasyonunda NADP*
nin 5 farkli konsantrasyonlariyla aktivite dl¢timleri yapildi. Elde edilen degerlerle 1/]
NADP*]-1/V Lineweaver-Burk grafigi ¢izildi. Bu grafikten yararlanarak NADP™ igin K
ve Vmax degerleri belirlendi. Ayni sekilde NADP nin sabit konsantrasyonunda 6PGA’nin
5 farkli konsantrasyonlariyla aktivite 6lgtimleri yapilarak 1/[6PGA]-1/V Lineweaver-
Burk grafigi olusturuldu ve 6PGA i¢in Km Ve Vmax degerleri hesaplandi. Bu calismalar
sonucunda NADP* i¢in K degeri 0,36 MM ve Vmax degeri 0,102 EU/ml olarak; 6PGA
i¢in ise, Km degeri 0,37 mM ve Vmax degeri 0,11 EU/ml olarak tespit edildi. Aktivite
Olctimleri optimal sartlarda gergeklestirildi. Elde edilen sonuglar Cizelge 4.25-4.26 ve
Sekil 4.26-4.27°de gosterildi.

Cizelge 4.25. Kegi karaciger dokusu 6PGD enziminin NADP™ substrati i¢in Km Ve Vimax
degerlerinin bulunmasina yonelik ¢calisma sonuglari

[NADP*] (mM) | 250 | 125| 8,3 | 62 | 5,0
Aktivite (EU/mL) | 96,0 |57,6|37,9 | 32,7 | 24,4
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Sekil 4.29. 6PGD i¢in Km Ve Vmax degerlerinin belirlenmesi i¢in kullanilan grafik

Cizelge 4.26. Kegi karaciger dokusu 6PGD enziminin 6PGA substrat1 i¢in Km Ve Vimax
degerlerinin bulunmasina yonelik ¢calisma sonuglari

[6PGA] (mM) | 250 | 125 | 83 | 62 | 5,0
Aktivite (EU/mL) | 90,0 | 46,4 | 379 | 29,3 | 236
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Sekil 4.30. 6PGA icin Km Ve Vmax degerlerinin belirlenmesi i¢in kullanilan grafik

4.7.5.c. NADPH ve GSSG substratlar i¢cin Km ve Vmax degerlerinin belirlenmesine

yonelik sonuclar

Kegi karaciger GR enziminin NADPH ve GSSG substratlari i¢in Km Ve Vmax degerlerini
belirlemek i¢in boliim3.2.3.e’de anlatildig1 gibi sabit GSSG konsantrasyonunda NADPH
m 5 farkl konsantrasyonlariyla aktivite olglimleri yapildi. Elde edilen degerlerle 1/]
NADPH]-1/V Lineweaver-Burk grafigi ¢izildi. Bu grafikten yararlanarak NADPH i¢in
Km ve Vmax degerleri belirlendi. Ayni sekilde NADPH 1n sabit konsantrasyonunda
GSSG’nin 5 farkli konsantrasyonlariyla aktivite Olgtimleri yapilarak 1/[GSSG]-1/V
Lineweaver-Burk grafigi olusturuldu ve GSSG igin Km Ve Vmax degerleri hesaplandi. Bu
calismalar sonucunda NADPH igin Km degeri 0,25 MM Ve Vmax degeri 1,009 EU/ml
olarak; GSSG icin ise, Km degeri 0,92 mM ve Vimax degeri 0,67 EU/ml olarak tespit edildi.
Aktivite 0l¢timleri optimal sartlarda gergeklestirildi. Elde edilen sonuglar Cizelge 4.27-
4.28 ve Sekil 4.28-4.29°da gosterildi.
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Cizelge 4.27. Kegi karaciger dokusu GR enziminin NADPH substrati i¢in Km Ve Vmax
degerlerinin bulunmasina yonelik ¢calisma sonuglari

[NADPH] (mM) 250 | 125( 83 | 6,2 | 50
Aktivite (EU/mL) 72 | 41129 | 25|23

8 y = 0,2478x + 0,991
7 R = 0,9982
6
5
2 4
3
2
1
5
5 0 5 10 15 20 25 30
1/NADPH

Sekil 4.31. GR icin Km ve Vmax degerlerinin belirlenmesi i¢in kullanilan grafik

Cizelge 4.28. Kegi karaciger dokusu GR enziminin GSSG substrati i¢in Km Ve Vmax
degerlerinin bulunmasina yonelik caligma sonuglari

[GSSG] (mM) 25 | 125 | 083 | 062 | 05
Aktivite (EU/mL) | 48 | 3,6 2,6 2,2 2,0
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Sekil 4.32. GR i¢in Km Ve Vmax degerlerinin belirlenmesi i¢in kullanilan grafik

Cizelge 4.29. Keci karaciger G6PD enzimi i¢in karakterizasyon sonuglari

Calisma tipi Sonug¢

Optimum pH 8,0 (Tris/HCI)
Optimum iyonik siddet 25 mM (Tris/HCI)
Optimum sicaklik 55°C

Stabil pH 6,0 (KH2PO4)
G6P i¢in Km 0,09 mM

G6P i¢cin Vmax 0,4 EU/mL
NADP* i¢in Km 0,08 mM

NADP* i¢inVmax 1,02 EU/mL
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Cizelge 4.30. Keci karaciger 6PGD enzimi i¢in karakterizasyon sonuglari

Calisma tipi Sonug¢

Optimum pH 8,0 (Tris/HCI)
Optimum iyonik siddet 200 mM (Tris/HCI)
Optimum sicaklik 50°C

Stabil pH 7,5 (Tris/HCI)
6PGA i¢inKw 0,37 mM

6PGA i¢inVmax 0,11 EU/mL
NADP* ign Km 0,36 mM

NADP* i¢in Vmax 0,102 EU/mL

Cizelge 4.31. Keci karaciger GR enzimi i¢in karakterizasyon sonuglari

Calisma tipi Sonug¢

Optimum pH 8,0 (Tris/HCI)
Optimum iyonik siddet 50 mM (Tris/HCI)
Optimum sicaklik 50°C

Stabil pH 7,5 (Tris/HCI)
GSSG igin Km 0,92 mM

GSSG i¢inVmax 0,67 EU/mL
NADPH i¢in Km 0,25 mM

NADPH i¢in Vmax 1,009 EU/mL
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4.8. Ke¢i Karaciger Dokusundan Saflastirllan G6PD, 6PGD ve GR Enzimleri
Uzerine Baz1 Ila¢ Etken Maddelerinin Etkilerinin Belirlenmesine Yénelik Kinetik

Cahismalarin Sonuclar:

4.8.1. Ke¢i karaciger dokusundan saflastirllan G6PD, 6PGD ve GR Enzimleri
Uzerine inhibisyon etkisi gosteren ila¢ etken maddeleri icin ICso ve Ki degerlerinin

belirlenmesine yonelik ¢calismalarin sonuclar

Ilaglarin hazirlandig: stok ¢ozeltileri kullanilarak; keci karaciger dokusundan saflastirilan
G6PD, 6PGD, GR enzimleri i¢cin Amoksisilin, Ampisilin, Neomisin, oksitetrasiklin,
penisilin G, siilfadimidin ve tilozin ilag etken maddelerinin enzimlerin aktiviteleri lizerine
inhibisyon etkilerine bakild:. flaglarin inhibisyon etkisi gdsterip gostermedigi, inhibisyon
etkisi gosterenlerin ICso degeri, inhibisyon etkisi gii¢lii olanlar ig¢inde K; sabitleri
belirlendi. Bu calismalara ait grafikler ilerleyen sayfalarda verilmistir. Calismalarla ilgili

toplu sonugclar ¢izelgeler halinde verilmistir.

Calisilan ilag¢ etken maddeleri arasinda keci karaciger G6PD, 6PGD ve GR enzimleri
izerine inhibisyon etkisi gosterenler i¢in boliim 3.2.4°de anlatildig1 gibi en az 5 farkh
inhibitér konsantrasyonunda aktiviteleri ol¢iildii. %Aktivite-[I] degerleri gdsteren

grafikleri ¢izildi ve bu grafiklerden ICso degerleri hesaplandi.
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Sekil 4.33. Kegi karacigerinden G6PDenzimi {izerine Amoksisilin ilacinin inhibisyon
etkisini gosteren grafik
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Sekil 4.34. Keci karacigerinden 6PGD enzimi iizerine Amoksisilin ilacinin inhibisyon
etkisini gosteren grafik
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Sekil 4.35. Kegi karacigerinden GR enzimi iizerine Amoksisilin ilacinin inhibisyon
etkisini gosteren grafik
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Sekil 4.36. Amoksisilin ilacinin keci karaciger G6PD aktivitesi lizerine etkisi
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Sekil 4.37. Amoksisilin ilacinin kegi karaciger 6PGD aktivitesi tizerine etkisi
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Sekil 4.38. Amoksisilin ilacinin kegi karaciger GR aktivitesi lizerine etkisi
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Sekil 4.39. Keg¢i karacigerinden G6PD enzimi iizerine Ampisilin ilacinin inhibisyon
etkisini gosteren grafik
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Sekil 4.40. Kegi karacigerinden 6PGD enzimi iizerine Ampisilin ilacinin inhibisyon
etkisini gosteren grafik
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Sekil 4.41. Kegi karacigerinden GR enzimi lizerine Ampisilin ilacinin inhibisyon etkisini
gosteren grafik
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Sekil 4.42. Ampisilin ilacinin kegi karaciger G6PD aktivitesi tizerine etkisi
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Sekil 4.43. Ampisilin ilacinin kegi karaciger 6PGD aktivitesi iizerine etkisi
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Sekil 4.44. Ampisilin ilacinin keci karaciger GR aktivitesi iizerine etkisi
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Sekil 4.45. Keci karacigerinden G6PD enzimi iizerine Neomisin ilacinin inhibisyon
etkisini gosteren grafik
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Sekil 4.46. Keci karacigerinden 6PGD enzimi iizerine Neomisin ilacinin inhibisyon
etkisini gosteren grafik
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Sekil 4.47. Keci karacigerinden GR enzimi tizerine Neomisin ilacinin inhibisyon

etkisini gosteren grafik
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Sekil 4.48. Neomisin ilacinin keci karaciger GO6PD aktivitesi iizerine etkisi
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Sekil 4.49. Neomisin ilacinin ke¢i karaciger 6PGD aktivitesi iizerine etkisi
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Sekil 4.50. Neomisin ilacinin keci karaciger GR aktivitesi iizerine etkisi
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Sekil 4.51. Keci karacigerinden G6PD enzimi lizerine Oksitetrasiklin ilacinin inhibisyon
etkisini gosteren grafik
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Sekil 4.52. Keg¢i karacigerinden 6PGD enzimi tizerine Oksitetrasiklin ilacinin inhibisyon
etkisini gosteren grafik
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Sekil 4.53. Keci karacigerinden GR enzimi tizerine Oksitetrasiklin ilacinin inhibisyon
etkisini gosteren grafik
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Sekil 4.54. Oksitetrasiklin ilacinin keci karaciger G6PD aktivitesi iizerine etkisi
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Sekil 4.55. Oksitetrasiklin ilacinin kegi karaciger 6PGD aktivitesi lizerine etkisi
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Sekil 4.56. Oksitetrasiklin ilacinin keci karaciger GR aktivitesi iizerine etkisi
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Sekil 4.57. Keci karacigerinden G6PD enzimi iizerine Penisilin-G ilacinin inhibisyon
etkisini gosteren grafik
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Sekil 4.58. Keci karacigerinden 6PGD enzimi iizerine Penisilin-G ilacinin inhibisyon
etkisini gosteren grafik
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Sekil 4.59. Keci karacigerinden GR enzimi {iizerine Penisilin-G ilacinin inhibisyon
etkisini gosteren grafik
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Sekil 4.60. Penicilin-G ilacinin kegi karaciger GOPD aktivitesi tizerine etkisi
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Sekil 4.61. Penicilin-G ilacinin kegi karaciger 6PGD aktivitesi tizerine etkisi
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Sekil 4.62. Penicilin-G ilacinin kegi karaciger GR aktivitesi iizerine etkisi
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Sekil 4.63. Kegi karacigerinden G6PD enzimi iizerine Siilfadimidin ilacinin inhibisyon
etkisini gosteren grafik
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Sekil 4.64. Keg¢i karacigerinden 6PGD enzimi tizerine Siilfadimidin ilacinin inhibisyon
etkisini gosteren grafik
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Sekil 4.65. Keci karacigerinden GR enzimi iizerine Siilfadimidin ilacinin inhibisyon
etkisini gosteren grafik
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Sekil 4.66. Siilfadimidin ilacinin kegi karaciger G6PD aktivitesi lizerine etkisi



e Kontrol
34 mM

5,1 mM
® 6,8 mM

3

115

16
14
12
10

8
6
4
2
=

-1

\%

1/6PGD

Sekil 4.67. Siilfadimidin ilacinin kegi karaciger 6PGD aktivitesi {izerine etkisi
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Sekil 4.68. Siilfadimidin ilacinin kegi karaciger GR aktivitesi lizerine etkisi
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Sekil 4.69. Kegi karacigerinden G6PD enzimi {izerine Tilozin ilacinin inhibisyon etkisini
gosteren grafik
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Sekil 4.70. Kegi karacigerinden 6PGD enzimi iizerine Tilozin ilacinin inhibisyon etkisini
gosteren grafik
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Sekil 4.71. Kegi karacigerinden GR enzimi iizerine Tilozin ilacinin inhibisyon etkisini
gosteren grafik
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Sekil 4.72. Tilozin ilacinin keg¢i karaciger GO6PD aktivitesi iizerine etkisi
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Sekil 4.73. Tilozin ilacinin ke¢i karaciger 6PGD aktivitesi lizerine etkisi
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Sekil 4.74. Tilozin ilacinin keci karaciger GR aktivitesi iizerine etkisi
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Cizelge 4.32. Kegi karaciger G6PD enzimi i¢in inhibisyon etkisi gosteren ilaglara ait ICso
ve Ki degerleri ve inhibisyon tipleri

Ilac¢

ICso

Ki

Ki Ortalama

Inhibisyon
Tipi

Amoksisilin

1,145 (mM)

0,82 (MM)

1,43 (mM)

2,05 (MM)

0,89+0,30

Yarismali

Ampisilin

0,411 (mMM)

0,17(mM)

0,53 (MM)

0,89 (MM)

0,51 +0,13

Yarismasiz

Neomisin

2,257 (MM)

1,09 (mM)

1,63 (mMM)

1,90 (mM)

2,56+0,53

Yarismasiz

Oksitetrasiklin

0,101 (MM)

0,08 (MM)

0,13 (MM)

0,17 (MM)

4,33 £ 0,85

Yarismasiz

Penisilin-G

1,160 (M)

0,56 (MM)

1,12 (mM)

1,68 (mM)

0,147+0,02

Yarigsmal

Siilfadimidin

1,661 (MM)

1,52 (mM)

2,29 (MM)

3,05 (MM)

3,22+0,23

Yarismali

Tilozin

0,412 (mM)

0,38 (MM)

0,43 (MM)

0,54 (MM)

0,49+0,06

Yarigmali
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Cizelge 4.33. Kegi karaciger 6PGD enzimi i¢in inhibisyon etkisi gosteren ilaglara ait ICso
ve Ki degerleri ve inhibisyon tipleri

Ilac¢

ICso

Ki

Ki Ortalama

Inhibisyon
Tipi

Amoksisilin

5,372 (mMM)

2,73 (mM)

4,09 (MM)

9,55 (MM)

15,24 £2,97

Yarismasiz

Ampisilin

1,287 (mM)

0,89 (MM)

1,78 (mM)

2,67 (mM)

1,59 £ 0,22

Yarismali

Neomisin

2,257 (MM)

1,04 (mM)

2,08 (MM)

3,12 (MM)

2,56+0,50

Yarismasiz

Oksitetrasiklin

0,074 (MM)

0,05 (MM)

0,08 (MM)

0,11 (MM)

0,08 0,03

Yarismasiz

Penisilin-G

2,106 (NM)

1,94 (mM)

2,42 (mM)

2,91 (mM)

6,76 £ 2,13

Yarismasiz

Siilfadimidin

3,915 (MM)

3,44 (MM)

5,17 (MM)

6,89 (MM)

7,92+1,30

Yarigsmali

Tilozin

0,444 (mMM)

0,36 (MM)

0,45 (mM)

0,54 (MM)

0,48+0,10

Yarigmali
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Cizelge 4.34. Keci karaciger GR enzimi i¢in inhibisyon etkisi gosteren ilaclara ait ICso
ve Kidegerleri ve inhibisyon tipleri

Ilac¢

ICso

Ki

Ki Ortalama

Inhibisyon
Tipi

Amoksisilin

5,13 (MM)

2,73 (MM)

4,09 (mM)

6,82 (MM)

5,12+ 1,83

Yarismali

Ampisilin

0,24 (MM)

0,11 (mM)

0,29 (MM)

0,41 (mM)

0,32+0,15

Yarigmal

Neomisin

1,07 (mM)

0,62 (MM)

1,25 (mM)

1,88 (mMM)

1,28+0,32

Yarismasiz

Oksitetrasiklin

0,059 (mM)

0,03(mM)

0,06 (MM)

0,08 (MM)

0,75+ 0,06

Yarismali

Penisilin-G

2,78 (MM)

1,79 (mM)

2,69 (MM)

3,58 (MM)

3,42 £0,49

Yarismasiz

Siilfadimidin

1,192 (MM)

0,765 (MM)

1,528 (MM)

2,290 (MM)

2,83+0,80

Yarigsmal

Tilozin

0,422 (MM)

0,21 (mM)

0,43 (MM)

0,54 (MM)

0,36+0,06

Yarismasiz
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5. TARTISMA ve SONUC

G6PD enzimi niikleik asit sentezi, bes karbonlu seker, cesitli biyosentez ve
detoksifikasyon tepkimeleri igin gerekli NADPH’1 saglayan pentoz fosfat yolunun ilk ve
kilit enzimidir. G6PD eksikligi halinde bir¢cok klinik tablo olusmaktadir. Bu enzim
eksikliginden dolayr bugiin diinyada 400 milyon civarinda insan olumsuz yonde
etkilenmektedir (Segel 1968; Stryer 1985; Telefoncu 1986; Lehninger 2005; Keha ve
Kiifreviolu 2012).

GO6PD aktivitesinin azalmast, hiicrenin NADPH olusturma yetenegini bozar. NADPH ise
rediikte glutatyon havuzunun siirdiiriilmesi i¢in mutlaka gereklidir. Bunun sonucunda,
hiicre i¢inde olusan serbest radikallerin ve peroksitlerin hiicresel detoksifikasyonlarinda
azalma olur. Glutatyon, hemoglobin dahil, proteinlerin siilfhidril gruplarmin rediikte
durumda kalmalarmida saglar. Bu siilthidril gruplarinin oksidasyonlar1 sonucunda
denatiire proteinler olusur. Bu denatiire proteinler ¢oziinmez kiitleler (bunlara Heinz
cisimcikleri de denir) olusturarak eritrositlerin membranlarma tutunurlar. Membran
proteinlerinin daha ileri oksidasyonu ile eritrositler rijit ve deforme edilemez (sekillerini
degistirmez) hale gelirler. Boylece eritrositler dolagiminda, karaciger ve dalak
makrofajlar tarafindan uzaklastirilirlar. G6PD eksikligi, olan sahislarda eritrositler diger
hiicrelere gore daha ¢ok etkilenir, ¢linkii burada NADPH f{ireten tek yol pentoz fosfat
yoludur. Diger dokular, glutatyonu indirgenmis halde tutabilmek i¢in alternatif NADPH
tiretim kaynaklarina (NADP* bagimli malat dehidrogenaz gibi) sahiptir. Eritrosit niikleus
ve ribozomu bulunmadiginda enzimi tekrar elde edemez. Bu nedenle, eritrositler diisiik
stabiliteli enzim varyantlarina kars1 6zellikle savunmasizdirlar (Lippincott and Lippincott
2007).

G6PD mutasyonlarindan birine sahip kisilerin bircogu klinik bulgular gostermez. Ancak
GO6PD eksikligi olan bazi hastalar oksidan ilaglarla tedavi edildiklerinde veya agir bir
enfeksiyona yakalandiklarinda hemolitik anemi gériilebilir (Lippincott and Lippincott
2007).



123

G6PD eksikliginin bazi formlari, 6rnegin Akdeniz varyanti, Akdeniz bdlgesinin bir besin
maddesi olan baklanin hemolitik etkilerine ¢ok duyarlidir. Favizm olarak adlandirilan
bakla yenmesi sonucu goriilen hemolitik etki G6PD eksikligi olan kisilerin tiimiinde
goriilmez fakat favizmi olan hastalarin tiimiinde G6PD eksikligi vardir. Enfeksiyon
G6PD eksikliginde hemolizin agiga c¢ikmasina neden olan en Onemli faktordiir.
Enfeksiyona karsi meydana gelen inflamatuar cevap makrofajlarda serbest radikallerin
olusumuyla sonuglanir ve bunlar eritrositlerin i¢ine difiize olarak oksidatif harabiyete
neden olurlar. G6PD eksikligi ile dogan bebeklerde dogumdan bir ila dort giin sonra yeni
dogan sarilig1 goriilebilir (Lippincott and Lippincott 2007).

Siklikla kullanilan ve G6PD eksikligi olan hastalarda hemolitik anemiye sebep olan
ilaglar vardir: antibiyotikler (6rnegin, sulfametaksozol ve kloramfenikol), antimalaryal
ilaglar (6rnegin, primakain) ve antipiretikler (6rnegin, asetanilid) (Lippincott and
Lippincott 2007).

G6PD geninin klonlanmas ve komplamenter DNA sekansimin belirlenmesi G6PD
eksikligine neden olan mutasyonlarmin tanimlanmasi saglamistir. Bu gene ait 300°den
fazla mutasyon veya mutasyon kombinasyonlar bulunmustur. Bu da bugiine kadar
tanimlanan ¢ok c¢esitli biokimyasal varyantlari agiklar. Bu DNA degisiklerin ¢ogu
‘misense’ ve nokta mutasyonaridir. Hem G6PD A™ hem de G6PD Akdeniz, mutant
enzimleri temsil ederler. Bunlarin her ikisinde de normal varyantlarindan bir amino asit
farklidir. Biiyiik delesyonlar veya gen yapisini kaydiran mutasyonlara rastlanmamustir.
Boyle mutasyonlarda G6PD aktivitesi hi¢ bulunmayacagi igin, 6liimciil olacag: ileri

stirtilmektedir (Lippincott and Lippincott 2007).

Canl1 organizmalarda direkt veya indirekt antioksidan etki gosteren birgok enzimler
bulunmaktadir. 6PGD bu enzimlerden biridir. (Reiter et al. 1997; Jakobasch et al. 1996).
Bu enzim, eritrositlerde yiiksek miktarda bulunmaktadir (Dallocchio et al. 1985). Enzim
eksikliginde glutatyon eksikligi meydana gelir. Dolayisiyla hiicrede olusan peroksitlerin
ve Fe*3 “iin indirgenememesinden dolay, olusan radikaller hiicre zarindaki yaglara zarar

verip hiicrenin pargalanmasina neden olabilir (Soysal ve Bakan 1984).
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Glutatyon rediiktaz, hiicreleri serbest radikallerin olumsuz etkilerine kars1 koruyan hiicre
ici antioksidan sistemin kilit enzimlerinden biridir. Bu enzim diisiik veya yiiksek molekiil
agirhikli disilfiir substratlart ile indirgenmis piridin niikleotidleri arasinda elektron

transferini katalizler (Torinibo 1996).

Enzimin Kkatalizledigi reaksiyonun friinii olan indirgenmis glutatyon, Glutatyon
peroksidaz katalizliginde hidrojen peroksidin suya doniisiimiinii saglayarak hidrojen
peroksidi etkisiz hale getirir. Bu reaksiyon sonucu olusan okside glutatyon tekrar rediikte
glutatyona doniigsmelidir ki vazifesini devam ettirebilsin. Bu doniisiim ise GR enzimi
katalizliginde gerceklesir. Bu nedenle GR enzimi hiicre i¢cinde GSH/GSSG oraninin

korunmasinda son derece 6nemli bir géreve sahiptir.

Glutatyon, yapisinda bulunan —SH gruplari ile oksitleyici ajanlarin bozucu etkilerine karsi
hiicreyi korumaktadir. Dolayisiyla glutatyonun diisiik konsantrasyonunda bazi1 metabolik
olumsuzluklar meydana gelebilir. Glutatyonun goérevlerini serbest radikallerin etkisiz
hale getirilmesi, ¢esitli proteinlerin tiyol gruplarinin korunmasi, ksenobiyotiklerin ve bazi
ilaclarin zehirsizlestirilmesi seklinde siralayabiliriz. Glutatyon rediiktaz klinik kimyada
karaciger ve kanser hastaliklarinin belirlenmesinde, beslenmede, riboflavin
yetersizliginin 6l¢limiinde ve bazi genetik eksikliklerin belirlenmesinde kullanilmaktadir

(Beutler 1984).

Sonu¢ olarak G6PD, 6PGD ve GR enzimleri canli metebolizmanin 6nemli
enzimlerindendir. Metebolizma i¢in gerekli indirgeyici molekiil olan NADPH ve bir¢ok
biyomolekiiliin yapitasi olan riboz-5-fosfat, G6PD ve 6-PGD enzimlerinin katalizledigi
reaksiyonlar sonucu olusur. Glutatyon rediiktaz (GR), okside glutatyonu (GSSG)

indirgeyerek glutatyona (GSH) doniistiiren antioksidan bir enzimdir.

Sozii edilen enzimlerin tigli de 2', 5'-ADP Sepharose 4B afinite kolonuyla birgok dokudan
saflastirilmistir. Erat tarafindan 2004 yilinda yaptig1 bir ¢alismada insan eritrositlerinden

G6PD ve GR enzimlerini ayni1 kolondan ayr1 ayri saflastirmay1 basarmistir.
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Bu calisma kapsaminda kegi karaciger dokularindan G6PD, 6PGD ve GR enzimleri 2',
5'-ADP Sepharose 4B afinite kolonu kullanilarak ayni homojenattan sirayla saflagtirild.
Saflastirma basamaklari; homojenat hazirlama ve afinite kromatografisi olmak tizere iki
basamaktan ibarettir. Saflastirma islemleri homojenat hazirlama dahil yaklasik olarak 5
saat siirmekte ve sonugcta li¢ enzim kolondan eliie edilebilmektedir. Eliisyon islemi G6PD,
6PGD ve GR enzimlerinin eliisyon ¢dzeltileri sirayla kolondan gegirilerek yapilmistir.
Bir 6nceki enzim tamamem kolondan alindiktan sonra digerinin eliisyonuna gegilmistir.
Eliisyon islemi her bir enzim i¢in 340 nm’de spektrofotometrik olarak takip edilmistir.
Bu saflastirma yonteminin avantajlar1 enzimlerin denatiire olma oraninin az olmasi,
saflagtirma siiresinin kisalig1, daha az kimyasal kullanilmasi, ¢ok hizl1 ve yiliksek verimle
saflastirma yapilmasidir. S6zii edilen enzimlerin saflik derecesi SDS-poliakrilamid jel
elektroforezi ve jel filtrasyon kromotgrafisi ile kontrol edilmistir. Elektroforez sonucunda
G6PD, 6PGD ve GR i¢in tek bantlar elde edilmistir.

Saflagtirma basamaklarinda, sicakligin kontrol altinda tutmak ve aktivite kaybini
azaltmak icin daima kar ile sogutma yapilmistir. Cozeltilerdeki protein miktar1 mg
seviyesinde Brodfard yontemiyle belirlenmistir. Bu yontem hassasiyeti, daha az zaman

almasi ve az reaktif gerektirdigi icin tercih edilmistir.

Keci karaciger dokularindan sirayla G6PD, 6PGD ve GR enzimleri saflastirildiktan sonra,

karakterizasyon iglemleri ile kinetik ¢aligmalar1 gergeklestirilmistir.

G6PD enzimi; keci karacigerden %18,3 verimle 3997,65 kat, saflastirma yapilmustir.
Spesifik aktivitesi 7,196 EU/mg protein olarak hesaplanmistir. G6PD enzimi igin, boliim
3.2.1.c ‘de anlatildig1 gibi enzimin saflik derecesi belirlenmis ve alt birim molekiil
kiitlesini belirleten SDS-PAGE jel elektroforezi yapilmigtir. Eliisyonla alinan G6PD
enzimi numunelerinin SDS-PAGE’ de tek bantlar1 elde edilmistir. Jelden elde edilen
fotograf yardimiyla enzimin Log Ma-Rs grafigi ¢izilerek, standarlarla ¢izilen grafige gore
molekiil kiitleleri hesaplanmistir. Bulunan deger kullanilarak standartlarla c¢izilen
grafikten elde edilen enzimlerin alt birim molekiil kiitleleri belirlenmistir. Buna gore

karaciger G6PD enziminin molekiil kiitlesi 63,1 kDa olarak belirlenmistir. Jel filtrasyon
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sonrast karaciger dokusundan saflastirilan G6PD enziminin Kay degeri ve dogal halinin
molekiil kiitlesi 0,35 ve 63,09 kDa olup monomer yapida oldugu belirlenmistir. Bufalo
eritrositinde alt birim molekiil kiitlesi 64 kDa (Ciftci et al. 2003) ve alabalik eritrositinde
alt birim molekiil kiitlesi 66 kDa (Ciftci et al. 2004), olarak belirtilmistir. Enzimlerinin
dogal hallerinin molekiil kiitleleri, bufalo ve alabalik eritrositleri G6PD ile benzerdir.

G6PD enziminin optimum pH’st ke¢i karaciger dokusunda 8,0 (Tris-HCI) olarak
bulunmustur. Belirlenen degerler literatiirde belirlenen aralikta olup, koyun karacigeri

icin bulunan degerle benzerlik gostermektedir (Tiirkoglu et al. 2003; Tandogan and Ulusu
2005).

Optimum iyonik siddet i¢in keg¢i karaciger dokusunda Tris-HCI igin 25 mM, olarak

belirlenmistir. Litaratiirdeki benzer ¢alismalara benzememektedir (Tekman et al. 2008).

G6PD enzimi sicaklikla enzim aktivitesinin oda sartlarinda ki aktivitesinin yaklagik 2
katina kadar ¢iktigi gézlemlenmistir ve 55°C de optimumdur 70°C {izerinde enzimin
hemen denatiire oldugu tespit edilmisti. Kegi karaciger dokusu ig¢in bulunan deger
literatiirde bulunan degerlerden farklilik gostermektedir (Beydemir et al. 2003; Ciftci et
al. 2003; Tirkoglu et al. 2003; Tandogan and Ulusu 2005).

Kegi karaciger dokusundan G6PD enzimi igin yapilan stabil pH ¢alismalarinda stabil pH
fosfat tamponunda 6,0 olarak belirlenmistir. Literatiir ile benzerlik géstermemektedir,

(Y1ilmaz et al. 2002; Beydemir et al. 2003; Ciftci et al. 2003; Ciftci et al. 2004).

Keci karaciger dokusundan saflastirilan G6PD enzimi i¢in yapilan kinetik ¢aligmalarda
G6P ve NADP™ substratlari i¢in hesaplanan K sabitleri sirasiyla 0,09 ve 0,08 mMM; Vmax
degerleri ise 0,4 ve 1,02 EU/mL olarak bulunmustur. Km sabitlerinde goriildiigii gibi
saflagtirilan G6PD enziminin NADP*’ya olan ilgisi G6P’ye gore daha yiiksektir. Ciinkii
Kwm sabiti daha diistiktiir. Bu durum literatiirle uygunluk gostermektedir (Yilmaz et al.

2002; Beydemir et al. 2003; Tiirkoglu et al. 2003; Ciftci 2004 et al.).
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6PGD enzimi; kegi karacigerden %13,68 verimle 7428,57 kat saflastirildi. Spesifik
aktivitesi 20,8 EU/mg protein olarak hesaplanmistir. Enzim ayni afinite kolonu

kullanilarak %78 verimle sican ve insan eritrositlerinden saflastirildig1 belirtilmektedir

(Beydemir et al. 2004; Adem 2006).

2'5'-ADP Sepharose 4B afinite kolonundan eliisyonla alman 6PGD enzim
numunelerinin, SDS-PAGE’de tek bantlar1 elde edilmistir. Jelden elde edilen fotograf
yardimiyla enzimin Log Ma-Rf grafigi ¢izilerek, standarlarla gizilen grafige gore molekiil
kiitleleri hesaplanmistir. Bulunan degerler kullanilarak standartlarla ¢izilen grafikten elde
edilen enzimlerin alt birim molekiil kiitleleri belirlenmistir. Buna gore karaciger 6GPD
enziminin molekiil kiitlesi 51,4 kDa olarak belirlenmistir. Jel filtrasyon sonrasi karaciger
dokusundan saflagtiritlan 6PGD enziminin Kay degeri ve dogal hallinin molekiil kiitlesi
0,25 ve 100,02 kDa olarak hesaplanmistir. SDS-PAGE ve jel filtrasyon sonuglar1 beraber
degerlendirildiginde enzimin her iki dokuda da homodimer yapida oldugu
anlagilmaktadir. Kec¢i karaciger dokusundan saflastirilan 6PGD enziminin molekiil
kiitlesi ve yapist i¢in bulunan degerler, litaratiirde diger dokulardan saflastirilan 6PGD
enzimi sonuglariyla benzerlik gostermektedir (Procsal and Holten 1972; Betts and Mayer
1975; Ceyhan et al. 2005).

6PGD enziminin en iyi aktivite gosterdigi pH degerleri kegi karaciger dokusunda 8,0
(Tris-HCI) olarak belirlenmistir. 6PGD enzimi i¢in belirledigimiz deger litaratiirde

yapilan diger ¢alismalarda belirlenen degerlerle degerle aynidir (Corpas et al. 1995).

Optimum iyonik siddet keci karaciger dokusunda Tris-HCI i¢in 200 mM olarak
belirlenmistir. Bu veriler enzimin yiiksek tuz konsantrasyonlarinda aktivitesinin fazla

oldugunu gostermektedir.

6PGD enziminin optimum aktivite gosterdigi sicaklik degerleri keci karaciger dokusunda
50°C olarak belirlenmistir. Sicaklikla enzim aktivitesinin artis gosterdigi gézlenmistir.
Enzimin 60°C iizerinde denatiire oldugu da tespit edilmistir. Enzimin keg¢i karaciger

dokusundan belirlenen optimum sicaklik degeri litaratiirde daha once c¢alisilan ince
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bagirsak dokusunda bulunan degerlerle aynidir (Beydemir et al. 2004; Ceyhan et al.
2005).

Keci karaciger dokusundan saflastirllan 6PGD enzimi ig¢in yapilan stabil pH
calismalarinda stabil pH Tris-HCI tamponunda 7,5 olarak belirlenmistir. Literatiirle
benzerlik gostermemektedir (Erat 2005).

Kegi karaciger dokusundan saflastirilan 6PGD enzimi i¢in yapilan kinetik ¢alismalarda
6PGD ve NADP* subsratlar1 igin hesaplanan Kwm sabitleri sirasiyla 0,37 ve 0,036 mM;
Vmax degerleri ayni sira ile 0,110 ve 0,102 EU/mL olarak tespit edilmistir. K sabitlerinde
gorildiigi gibi her iki dokudan da saflastirilan 6PGD enzimlerin NADP"’ya olan ilgisi
6PGA’ya gore daha fazladir. Ciinkii Km degeri daha kiigiiktiir. Bu durum literatiirle
benzerlik gostermektedir (Corpas et al. 1995; Ceyhan et al. 2005).

GR enzimi ke¢i karaciger dokusundan %91,28 verimle yaklastk 2192,14 Kat,
saflastirilmustir. Spesifik aktivitesi 61,38 EU/mg protein olarak hesaplanmustir. Kegi
karaciger dokusundan saflastirilan enzim yiiksek verimle elde edilmistir. Enzim daha
once ayni afinite kolonuyla %50°nin altinda bir verimle saflagtirllmisken bu calismada
verim %90’nin {izerine ¢ikmistir (Erat 2004; Tekman et al. 2008). Verimin yiiksek
olmasiin nedeni enzimlerin stabil pH’larinda ¢alisilmis olmasi, saflagtirma isleminin

kisa siirede yapilmasi ve saflagtirmanin tek basamakta yapilmis olmasidir.

Afinite sonrasi elde edilen GR enzim numuneleri ile yapilan SDS-PAGE’de tek bantlar
elde edilmistir. Kegi karaciger dokusundan saflastirilan GR enzimi jelden elde edilen
fotograf yardimiyla enzimin Log Ma-Rf grafigi ¢izilerek, standarlarla ¢izilen grafige gore
molekiil kiitleleri hesaplanmistir. Molekiil kiitlesi 61,3 kDa olarak hesaplanmistir. Jel
filtrasyon sonrasi, karaciger dokusundan saflastirilan GR enzimi i¢in Kay degeri ve dogal
hallinin molekiil kiitlesi 0,2 ve 125,89 kDa olarak hesaplanmistir. SDS-PAGE ve jel
filtrasyon sonuglarina gore enzimin dogal yapist homodimer oldugu goriilmektedir.
Enzimlerin molekiil kiitleleri ve yapilar literatiirle benzerlik gostermektedir (Carlberg

and Mannever 1975; Acan and Tezcan 1989; Erat 2002).
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GR enziminin optimum pH’s1 kegi karaciger dokusunda 8,0 (Tris-HCI tamponunda)
olarak belirlenmistir. Bulunan degerler literatiirle benzerlik gostermektedir (Scott et al.
1963; Ulusu et al. 2005; Tekman et al. 2008).

GR enziminin optimum aktivite gosterdigi optimum tuz konsantrasyonu ¢alismamizda
Tris-HCI tamponunda 50 mM olarak belirlenmistir. Optimum tuz konsantrasyonu igin
cizilen sekil incelendiginde aktivite dlglimlerinde tuz konsantrasyonun GR enzimi igin

¢ok 6nemli oldugu ortaya ¢ikmaktadir.

Keci karaciger dokusundan saflastirilan GR enzimi i¢in yapilan stabil pH calismalarinda
stabil pH Tris/HCI tamponunda 7,5 olarak belirlenmistir. Calismamizda bulunan bu deger

s1gir eritrositi GR i¢in bulunan degere yakindir (Tekman et al. 2008).

Optimum sicaklik degerleri saflastirilan GR enzimi igin 50°C’dir. Literatiirde GR

enziminin 1siya dayanikli bir enzim oldugu belirtilmistir (Lopez and Lee 1979).

Kec¢i karaciger dokusundan saflastirilan GR enzimi i¢in yapilan kinetik ¢alismalarda
GSSG ve NADPH substratlart igin hesaplanan Km degerleri sirasiyla 0,92ve 0,25 mM;
Vmax degerleri aym sirayla 0,67 ve 1,009 EU/mL olarak bulunmustur. Calismamizda,
substratlar i¢in hesaplanan Km sabitlerinden goriildiigii gibi, GR enziminin NADPH’a
olan ilgisi GSSG’a olandan daha fazladir. Clink{i Km degerleri daha diistiktiir. Bu durum
ve bulunan degerlerin bazilar literatiirle uygunluk gostermektedir (Ulusu et al. 2005;

Tekman et al. 2008).

Ilaglarin s6z konusu enzim aktivitelerini inhibe ettigi bircok in vitro ve in vivo calismayla
rapor edilmistir (Ciftci et al. 2000; Akyiiz 2004; Erat ve Ciftci 2003; Sentiirk 2006). Bu
calismamizda ke¢i karaciger dokusundan saflastirilan G6PD, 6PGD, GR enzimlerinin
aktiviteleri lizerine, kii¢iikbas hayvanlarda kullanilan ve tedavi siirecinde ilgili dokuyu

hedef alan ilaglarla ¢alisilmustir.



130

[lag ve kimyasallarm inhibisyon etkileri ICso degeri ve K sabitleriyle belirlenmektedir.
Bu degerler diisiik ise inhibisyon etkisi fazla, biiyiik ise azdir. Oncelikle ilaclarin ICso
degerleri belirlenmis ve bu degeri diisiik bulunan bazi ilaglarin K; sabitleri ve inhibisyon
tiiriiniin belirlenmesine yonelik ¢alismalar yapilmustir. ilaglarin K sabitleri ve inhibisyon

tiirleri Lineweaver-Burk grafigikleri cizilerek belirlenmistir.

Yaptigimiz ¢calismalarimizda, kegi karaciger dokusundan saflastirilan G6PD, 6PGD, GR
enzimlerinin aktiviteleri lizerine baz ilaglarin inhibisyon ve aktivasyon etkisi incelendi.
Bu amagcla amoksisilin, ampisilin, neomisin, oksitetrasiklin, penisilin G, siilfadimidin ve

tilozin caligildu.

Yapilan in vitro galismalarda amoksisilinin kegi karaciger dokusundan saflagtirilan
G6PD, 6PGD ve GR enzimlerinin aktivitesi tizerinde inhibisyon etkisi gosterdigi tespit
edilmistir. ICso degerleri sirayla 1,145, 5,372 ve 5,130 mM olarak; K; sabitleri ayni1 sirayla
0,89+0,30, 15,24 + 2,97 ve 5,12 + 1,83 mM olarak hesaplanmigtir. Amoksisilin G6PD ve
GR enzimlerinde yarigmali 6PGD enzimin de yarismasiz olarak inhibe etmistir. Daha
once yapilan caligmalarda Van Goli baligi karaciger G6PD ve insan eritrosit 6PGD
enzimleri tizerinde amoksisilin in vitro etkileri incelenmis ve bu enzimleri inhibe ettigi,
insan eritrosit GR enzimini de aktive ettigi belirlenmistir (Ciftci et al. 2006; Adem and
Ciftci 2007; Sentiirk et al. 2008). Amoksisilinin insan eritrosit 6PGD ve tavuk karaciger
dokusu GR enzimleri iizerinde yarigsmasiz, koyun karaciger GR enzimi iizerinde ise
yarigmali inhibisyon etkisi rapor edilmistir (Akyiiz 2004; Demir 2006; Erat ve Ciftci
2003).

Ampisilinin kegi karaciger dokusundan saflastirilan G6PD, 6PGD ve GR enzimlerinin
aktivitesi lizerinde inhibisyon etkisi gostermistir. 1Cso gegerleri sirayla 0,411, 1,287 ve
0,240 mM olarak, K; sabitleri de ayni sirayla 0,89+0,30, 15,24 + 2,97 ve 0,32+0,15 mM
olarak hesaplanmistir. Ampisilin, 6PGD ve GR enzimlerinde yarismali, G6PD enzimi
igin ise yarigmasiz olarak inhibe etmistir. Ampisilin insan eritrosit G6PD ve enzimlerinin
inhibe etkigi rapor edilmistir. Ampisilin insan eritrosit GR enziminin inhibisyonu

gozlemlenmemistir. Bulunan degerler literatiirle 6PGD ve GR enzimleri i¢in benzerlik
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gostermektedir. GR enzimi igin ise ¢alismamizda literatiirden farkli olarak inhibisyon

etkisi gozlemlenmistir. (Ciftci 1998 Ciftci et al. 2002 Erat 2002 Akyiiz et al. 2004).

Keci karaciger dokusundan saflagtirilan G6PD, 6PGD ve GR enzimleri {izerinde
inhibisyon etkisi gosteren ilaglardan biri de Neomisindir. ICsg degerleri sirayla 1,90, 1,93
ve 0,68mM olarak; K;j sabitleri ayn1 sirayla 2,03+1,18, 1,79+0,91 ve 0,91+£0,42 mM olarak
hesaplanmistir. Seftazidim enzimleri yarigmasiz olarak inhibe ettigi tespit edilmistir.
Seftazidimin, insan eritrosit 6PGD ve GR enzimlerinin aktivitesi lizerinde inhibisyon

etkisi gosterdigi literatlirde rapor edilmistir (Akytiz 2004; Sentiirk 2006).

Oksitetrasiklin kegi karaciger dokusundan saflastirilan G6PD, 6PGD ve GR enzimlerini
yarismasiz olarak inhibe ettigi bulunmustur. Bulunan ICso degerleri sirayla 8,15, 9,24 ve
1,56 mM olarak, Ki degerleri ayni sirayla 7,21+3,63, 15,64+7,48 ve 1,57+0,31 mM olarak
hesaplanmustir. Sefuroksimin insan eritrosit GBPD enzimini in vivo ve in vitro, 6PGD ve
GR enzimlerini in vitro olarak inhibe ettigi literatiirde rapor edilmistir (Ciftci et al. 2000;
Adem 2006; Sentiirk 2006).

Penisilin G kegi karaciger dokusundan saflastirilan G6PD, 6PGD ve GR enzimlerini
yarigmasiz olarak inhibe ettigi bulunmustur. Bulunan ICsp degerleri sirayla 1,16, 2,10 nM
2,78 mM olarak, Ki degerleri ayni sirayla 0,147+0,02, 6,76 + 2,13 ve 3,42 = 0,49 mM
olarak hesaplanmustir. Penisilin G insan eritrosit G6PD , 6PGD ve GR enzimlerini inhibe
ettigi literatiirde rapor edilmistir (Akyiiz et al. 2004; Sentiirk 2006)

Keci karaciger dokusundan saflastirilan G6PD, 6PGD ve GR enzimleri iizerinde
inhibisyon etkisi gosteren ilaglardan biri de Siilfadimidindir. 1Csg degerleri sirayla 1,66,
3,91 ve 1,19 mM olarak; K sabitleri ayni sirayla 3,22+0,23, 7,92+1,30 ve 2,83+0,80 mM
olarak hesaplanmistir. Siilfadimidin enzimleri yarigmali olarak inhibe ettigi tespit

edilmistir.

Keci karaciger dokusundan saflagtirilan G6PD, 6PGD ve GR enzimleri {izerinde
inhibisyon etkisi gosteren ilaglardan biri de Tilozindir . ICso degerleri sirayla 0,42, 0,44
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ve 0,41 mM olarak; K sabitleri ayn1 sirayla 0,49+0,06, 0,48+0,10 ve 0,36+0,06mM olarak

hesaplanmistir. Tilozin G6PD ve 6PGD enzimlerini yarismalt GR enzimini ise yarismasiz

olarak inhibe ettigi tespit edilmistir. Kiling 2011 yilinda yaptig1 bir ¢alismada tilozinin

hCAI enzimi igin esteraz aktivitesinde artis goriiriiken hCAII enzimi i¢in esteraz

aktivitesinde azalig gormiistiir. Bu iki enzim i¢in hidrataz aktivitesinde ise inhibe ettigi

gbzlemlenmistir.

Sonug olarak ¢alisma kapsaminda metabolizma i¢in oldukc¢a 6nemli ii¢ enzim olarak

bilinen G6PD, 6PGD ve GR keg¢i karaciger dokusundan saflastirilip karakterize edildi.

Calismamizda enzimlerin optimum pH, optimum iyonik siddet, konsantrasyonu, stabil

pH ve enzimin optimum aktivite gosterdigi sicaklik gibi Kinetik 6zellikleri belirlenmistir.

Cizelge 5.1. G6PD, 6PGD ve GR enzimleri i¢in karakterizasyon toplu sonuglari

Caligia tipi G6PD Enzim I¢in 6PGA Enzimi i¢in GR Enzimi i¢in
19 P! Sonuc¢lar Sonuclar Sonuclar
Optimum pH 8,0 (Tris/HCI) 8,0 (Tris/HCI) 8,0 (Tris/HCI)

Optimum iyonik
siddet

25 mM (Tris/HCI)

200 mM (Tris/HCI)

50 mM (Tris/HCI)

Optimum sicaklik 55°C 50°C 50°C

Stabil pH 6,0 (KH2PO4) 7,5 (Tris/HCI) 7,5 (Tris/HCI)
G6P icin K 0,09 mM - -

G6P icin Vimax 0,4 EU/mL - -

6PGA i¢cin Km - 0,37 MM

6PGA igin Vmax - 0,11 EU/mL

NADP* i¢in Ky 0,08 mM 0,36 mM -

NADP* i¢inV max 1,02 EU/mL 0,102 EU/mL -

GSSG igin Km - - 0,92 mM
GSSG igin Vmax - - 0,67 EU/mL
NADPH igin Km - - 0,25 mM
NADPH igin Vmax - - 1,009 EU/mL
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Ayni zamanda enzim-subsrat arasindaki ilginin bir gostergesi olan Kwm sabitleri ve Vmax
degerleri Lineweaver-Burk grafigikleriyle belirlenmistir. Enzimlerin katelizledigi
reaksiyonlarin {riinlerinin enzim aktivitesi lizerinde etkisi incelenerek, {iriinlerin
inhibisyon tirii ve K; sabitleri Lineweaver-Burk grafigiklerinden yararlanilarak
hesaplanmistir. (Cizelge 3.32; Cizelge 3.33; Cizelge 3.34)

Her ii¢ enzim de 2', 5'-ADP Sepharose 4B afinite kolon kromatografisi kullanilarak, ayni
anda sirayla saflastirilmistir. Bazi ilaglarin saflastirilan enzimler {izerine inhibitor etkileri
arastiritlmistir. Segilen ilaglar dokuda olusan rahatsizliklarin tedavisi i¢in kullanilan ilaglar
olmasma dikkat edilmistir. Kegi karaciger dokusu G6PD, 6PGD ve GR enzimlerinin
aktivitesi tizerine de amoksisilin, ampisilin, neomisin, oksitetrasiklin, penisilin G,
stilfadimidin ve tilozinin etkileri arastirilmistir. Kegi karaciger dokusu G6PD, 6PGD, GR
enzimlerini in vitro olarak inhibe eden amoksisilin, ampisilin, neomisin, oksitetrasiklin,
penisilin G, siilfadimidin ve tilozin i¢in ICsp degerleri hesaplanmistir. (Cizelge 3.32;

Cizelge 3.33; Cizelge 3.34)
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