T.C.
BINGOL UNIiVERSITESI
FEN BIiLIMLERI ENSTITUSU

GLUTATYON REDUKTAZ ENZIMININ KOYUN DALAK
DOKUSUNDAN SAFLASTIRILMASI, KARAKTERIZASYONU VE
BAZI ANTIiBIYOTIiKLERIN ENZIM AKTiVITESi UZERINE
ETKILERININ ARASTIRILMASI

DOKTORA TEZI
CiGDEM COBAN

KiMYA ANABILIM DALI

TEZ DANISMANI
Prof. Dr. Mehmet CIFTCI

BINGOL 2022



ONSOZ

Doktora tez ¢alismam boyunca bilgi ve tecriibeleriyle beni yonlendiren, hosgoriisiinii, anlayisini,
babacanligini esirgemeyen ve 6grencisi olmamin ayricaligini her daim hissettigim degerli hocam

Sayin Prof. Dr. Mehmet CIFTCI’ye sonsuz saygilarimi ve tesekkiirlerimi sunuyorum.

Arastirmalarim boyunca gerek labaratuvar ¢alismalarinda gerekse her tiirlii sorumda bilgisinden
istifade ettigim, yardimlarini hi¢bir zaman esirgemeyen Sayin Do¢ Dr. Yusuf TEMEL hocama

degerli katkilarindan dolay: tesekkiirlerimi sunuyorum.

Hayattaki bircok zorluga ragmen bana inanip her tiirlii fedakarligi yapan, dualarini her daim

hissettigim canim annem ve babama biiyiik bir minnetle saygilarimi sunuyorum.

Tanmistigim ilk giinden itibaren her amimda &zellikle en zor zamanlarimda destegini hep
hissettigim, yanindayken daha giiglii kalabildigim, yapabileceklerime beni hep inandiran kiymetli
esim Mahmut COBAN’a cani1 goniilden tesekkiir ediyorum.

Varliklartyla her daim bana ilham kaynagi olan, masumiyetleriyle kim oldugumu ve gercek insan
kimligimi hatirlatan géziimiin nurlari, cennet kokulu yavrularim Cigdem Almin COBAN ve

Cigdem Mila COBAN’a hayatima kattiklar1 anlamlar i¢in ¢ok ama ¢ok tesekkiir ediyorum.
Ayrica bu calismada Bingdl Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Koordinasyon Birimi

(BUBAP)’ne BAP-FEF-2019.00.007 nolu proje ile sagladiklar1 maddi destekten dolay1 tesekkiir

ederim.

Cigdem COBAN
Bingol 2022

vii



ICINDEKILER

(0)\ 1] 0 7/ OO vii
SIMGELER VE KISALTMALAR LISTESI ....oooviiiiiececeeeeeeeeee e vii
SEKILLER LISTEST ..ottt en s iX
TABLOLAR LISTESI....cviiiiiit ittt ettt sttt a e ane s Xi
(074 238 MU Xiv
AB ST R A CT .ttt e e e e — e e e e e e —ra e e e e e n i —aaaas XV
Lo GERIS oottt ettt 1
L1 ENZIMIET ottt 1
I ] 111 7-1 5 Yo o OSSR STSRSTI 5
1.3. Glutatyon REAUKLAZ ........cceeiiiiiiiiiiiiiiice ettt 7
1.4. Calismada Kullanilan Antibiyotikler ve T1aglar ..........c.ccovveevieeeieneesceee e, 9
1.4. 0 AMOKSISTIIN Lo 10
i I V] (01 | o PSSP 10
I N 010 1 | 1 PSSR 11
1.4.4. Streptomisin STIAL........uuveiiiiiiiiiiii e 12
145, GONEAMISIN ...ciutieitiieiee sttt ettt sttt et e e et e et e e nbeeareeenree s 12
1.4.6. SEfUroKSIM SOOYUM .....couiiiiiiee e 13
1.4.7. Sefazolin SOAYUM .......ooiiiii e 14
1.4.8. SEfOPErazon SOUYUM ........oooiiiiiiiiee et 15
1.4.9. LINKOMISIN-HCI. ..ottt 15
1.4.10. KIINA@MISIN-HCI ....ooiiiiiiiiiiee et 16
14,01 NOVAMIZO ..ot 17
O A (0] (=741 PSPPSR 18
1.4.13. PreKOM-LiYO......oeeeiiie ettt e e 18

viii



2. KAYNAK OZETLERI ...ccovoeoeee oottt et et e e et e e ee e e veae s 20

3. MATERYAL VE YONTEM .....cooiiiiiieiitiieieeee ettt 28
B L MALEIYAL ... 28
3.1.1. Kullanilan Kimyasallar ...........ccccooiiiiiiiiiiiii e 28
3.1.2. Yararlanilan Alet ve Cihazlar ...........ccccoooiiiiiiiiiiiiiiei e 28
3.1.3. Kullantlan COZEIILET .........eeeeiiiiiiieiiiiiie et 29
3.1.3.1. Homojenatin Hazirlanmasinda Kullanilan Cozeltiler ...................cccoeo. 29
3.1.3.2. Aktivite Ol¢iimiinde Kullanilan COzeltiler ...........ccovevevvevieevereerereerenennen. 29
3.1.3.3. Afinite Kolonunda Kullanilan Cozeltiler..............ccoocveeiiiiiiiiiiiiinns 29
3.1.3.4. Elektroforez I¢in Kullanilan COzeltiler ...........ccoeeveveeveeevieeiereeeeeeveeeee 30
3.1.3.5. Bradford Yéntemiyle Protein Tayini i¢in Kullanilan Cozeltiler............... 31
3.1.3.6. Antibiyotik ve Tlaglarm Ana COZeItileri .........coveveveerereerieerereeeeeereeeen 31

R I €03 117<) oo B OO PO TP PPUTPP TP 32
3.2.1. Koyun Dalak Dokusunun TemINi........cceeiiireiiireiiiie e siee e seeeesneee e 32
3.2.2. Glutatyon Rediiktaz Enziminin Koyun Dalak Dokusundan Saflastirilmasi ....33
3.2.2.1. Homojenat Hazirlanmast ..........coouiiiiiiiiiiiiiniisiiiiiiiiieeee s 33
3.2.2.2. Enzim Aktivitesinin OICTIMEST ......cvcvviviiveiiiir e 33
3.2.2.3. Amonyum Siilfat Coktlirmesi ve DiyaliZ..........ccccvvvvviiiiiiiiiiiiiiiiiieeenns 34

3.224. 2, 5 ADP Sepharose-4B Afinite Kromatografisi ile Enzimin

N B b T B 10 1 0 13 PP 35
3.2.2.5. SDS-PAGE ile Enzim Safligmim Kontrolii..........ccccccevviiiiiiiiiiiiiiieenns 36
3.2.2.6. GR Enziminin Molekiil Kiitlesinin SDS-PAGE ile Tayini ...................... 37
3.2.3. Bradford Yontemiyle Protein Tayini .........cccceeriiiiieeiniieiieniiieee e 37
3.2.4. Karakterizasyon Caligmalart ...........cccoieiiiiiiiiiiiiice e 38
3.2.4.1. Optimum pH CaliSmalari..........cccoeiuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiie e 38
3.2.4.2. Optimum Iyonik Siddet Calismalart...............cccoeveveeveerereeenereieeesrerenenns 38
3.2.4.3. Stabil pH Caligmalari............cooiiiiiiiiiiiiiceiee e 39

3.2.4.4. Sicakhigin Enzim Aktivitesine Etkisinin Arastirilmasmna Yonelik
(721 1T 50 ¥ 1 -3 SRR 39

vii



3.2.4.5. GSSG ve NADPH Substratlar1 I¢in Ky sabitinin ve Vs Degerinin

Bulunmasma Yonelik Caligmalar ...........ccceeeiiiiiiiiiiiiieeee e 39
3.2.5. Enzim Aktivitesi Uzerine Bazi laglarin Etkilerinin Aragtirilmasi.................. 39
3.2.6. Koyun Dalak GR Enzim Aktivitesi Uzerine Inhibisyon Etkisi Gosteren Bazi
Hag: ve Antibiyotiklerin K; Sabitlerinin Bulunmasi............c.ccocceeniiiiiiiniiiin. 48

4. BULGULAR VE TARTISMA .....oiiiiiiii ittt a e 54
4.1. Kantitatif Protein Tayini I¢in Kullanilan Standart Protein Grafigi........................ o4
4.2. Koyun Dalak Dokusu GR Enziminin Saflastirilmasina Ait Bulgular.................... 55

4.2.1. Afinite Kromatografisi Bulgulart .............ccoooiiiii 55
4.2.2. Koyun dalak dokusundan saflastirilan GR enziminin SDS-PAGE ile Saflik ..57
KONETOI 1t e e 57
4.2.3. Saflastirilan GR Enziminin SDS-PAGE ile Alt Biriminin Molekiil Kiitlesinin
Belirlenmesine Yonelik BUulQUIAr.............ccoooveiiiiiiiiie e 58
4.3. Koyun Dalak Dokusundan Saflastirilan GR Enziminin Optimum Sartlarmnimn ....... 58
Belirlenmesine Yonelik Bulgular ............cocooiiiiiiiiiiiiiiceeiiiieee e 58
43.1 Koyun Dalak Dokusundan Saflastirilan GR Enzimi I¢in Optimum pH
Bulunmasma Yonelik Bulgular..........cccooooiiiiiiiiiiie e 58
4.3.2. Koyun dalak dokusundan saflastirilan GR enziminin optimum iyonik
siddetinin belirlenmesine yonelik SONUGIAr...........cccvvvvviieiiiiviiiiiiii e, 60
43.3. Koyun Dalak Dokusundan Saflastirilan GR Enzimi I¢in Stabil pH
Bulunmasma Yonelik Bulgular..........cccooooiiiiiiiiiiiiiii e 61
4.3.4. Koyun Dalak Dokusundan Saflastirlan GR Enzimi Uzerine Sicakligin
Etkisinin Belirlenmesine Yonelik Bulgular..........cccooooiiiiiiiiiiii 64
43.5. NADPH ve GSSG Substratlar1 Igin Ky Sabiti ve Vpax Degerinin
Belirlenmesine Yonelik Bulgular............cooooiiiiiiiii e 64

4.4. Inhibitor Etkisi Gosteren Ilaclar Icin ICsg Degerlerinin Belirlenmesine Yonelik
Belirlenmesine Yonelik Bulgular ... 66

4.5. Koyun dalak GR Enzimi Uzerine Inhibitor Etkisi Gésteren Bazi ilaglar I¢in K;...74

Sabitlerinin Belirlenmesine Yonelik Yapilan Calismalarin Bulgulart.......................... 74
5. SONUCLAR VE ONERILER .......cciitiiitit ettt ettt 78

viii



KAYNAKLAR
OZGECMIS ....



SIMGELER VE KISALTMALAR LIiSTESI

GR : Glutatyon rediiktaz

GSSH - Oksitlenmis glutatyon

GSH : Indirgenmis glutatyon

PMSF : Fenil metil siilfonil florid

Tris : Trihidroksimetil amino metan

TCA > Triklor asetik asit

DTT : Ditiyotreitol

PER : Amonyum per stilfat

BSA : Bovin serum albumin

EDTA : Etilendiamin tetra asetik asit

SDS : Sodyum dodesil siilfat

TEMED - N,N,N’,N’-tetrametilendiamin

PAGE : Poliakrilamid jel elektroforezi

NADP* "Nikotinamid adenin diniikleotid fosfat (okside form)
NADPH : Nikotinamid adenin diniikleotid fosfat (rediikte form)
Da : Dalton

EU/mL : 1 mL’deki enzim iinitesi say1s1

I : Inhibitor

1Cso - Maksimum hiz1 yariya diisiiren inhibitér konsantrasyonu
Ki - Enzim inhibitér kompleksinin ayrigma sabiti

kDa : Kilodalton

Mk -Molekiil kiitlesi
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R+ -QOransal hiz

Km : Michaelis-Menten sabit Vmax : Maksimum hiz
mL : Mili Litre

pL : Mikrolitre

mg : Mili gram

mM : Mili mola

Oy “Siiperoksit radikali

OH - Hidroksil radikali
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GLUTATYON REDUKTAZ ENZIMININ KOYUN DALAK DOKUSUNDAN
SAFLASTIRILMASI, KARAKTERIZASYONU VE BAZI ANTIiBiYOTIKLERIN
ENZIM AKTIVITESI UZERINE ETKILERININ ARASTIRILMASI

OZET

Bu caligmada antioksidan metabolizmasmin kilit enzimi olan Glutatyon rediiktaz (EC
1.8.1.7; GR, Glutatyon: NADP® oksidorediiktaz) enzimi koyun dalak dokusundan
saflastirildi. Bu islem %20-70 aras1 amonyum siilfat ¢oktiirmesi ve 2', 5'-ADP Sepharose
4B afinite kormatografisi uygulanarak gerceklestirildi. Neticede enzim %40,61 verimle
ve 1564,8 kat saflastirildi. SDS-PAGE ile enzimin saflik derecesi kontrol edilip
karakterizasyonu yapildi. Karekterizasyon c¢aligmalarinda; optimum pH : 8,0 ( KH,PO,
tamponu ), optimum iyonik siddet : 100 mM (KH,PO, tamponu), stabil pH : 7,0 (KH,PO4
tamponu), optimum sicaklik : 40°C, alt birim molekiil kiitlesi : 91 kDa olarak tespit
edildi. Ayrica enzimin GSSG ve NADPH substratlarina olan ilgisini belirlemek amaci ile
substratlari Ky sabiti ve Vmax degerleri tespit edildi. NADPH i¢in ; Ky sabiti : 0,0061
MM, Vmax degeri 0,259 EU/mL, GSSG icin ise, Ky sabiti : 0,351 mM, Vax degeri 0,604
EU/mL oldugu belirlendi. Bu sonuglara gére; GR enziminin substratlar1 olan NADPH’a
afinitesinin GSSG’ye olandan daha fazla oldugu tespit edildi. Ayrica koyun dalak GR
enzim aktivitesi iizerine bazi ilaclarm etkileri arastirildi. Ampisilin, streptomisin siilfat,
gentamisin, sefoperazone sodyum ve prekort-liyo’nun inhibisyon etkisi gosterdigi
belirlendi. Bu ilaglarin ICso (mM) degerleri; prekort-liyo :1,27 mM, ampisilin : 3,22 mM,
streptomisin siilfat : 7,95 mM, sefoperazon sodyum : 16,97 mM, gentamisin :17,20 Mm,
Ki sabitleri; ampisilin : 1,057 + 0,110, gentamisin : 20,770 + 8,169, streptomisin siilfat :
3,386 + 1,305, sefoperazon sodyum : 4,910 £ 0,960 ve precort-liyo : 0,466 + 0,387,
inhibisyon tiirleri ise; ampisilin ve gentamisin yarismasiz, streptomisin siilfat,
sefoperazon sodyum ve precort-liyo yarismali olarak tespit edilmistir.

Anahtar Kelimeler: Glutatyon rediiktaz, koyun, dalak, Kkarekterizasyon, ilaglar,
inhibisyon.
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PURIFICATION, CHARACTERIZATION OF GLUTATHION REDUCTASE
ENZYME FROM SHEEP SPLEN TISSUE AND INVESTIGATION OF THE
EFFECTS OF SOME CHEMICAL SUBSTANCES ON ENZYME ACTIVITY

ABSTRACT

In this study, the enzyme Glutathione reductase (Glutathione: NADP™ oxidoreductase,
EC 1.8.1.7; GR), which is the key enzyme of antioxidant metabolism, was purified from
sheep spleen tissue. Purification was carried out using 20-70% ammonium sulfate
precipitation and 2', 5'-ADP Sepharose 4B affinity chromatography. As a result, the
enzyme was purified in 40.61% yield and 1564.8 fold. The purity level of was checked
by SDS-PAGE and characterizated. In characterization studies; optimum pH: 8.0
(KH2PO4 buffer), optimum ionic strength: 100 mM (KH,PO, buffer), stable pH: 7.0
(KH,PO, buffer), optimum temperature: 40°C, subunit molecular mass: 91 kDa. In
addition, Ky constant and Vmax values of the substrates were determined in order to
determine the affinity of the enzyme to GSSG and NADPH substrates. For NADPH; Ky
constant: 0.0061 mM, Vmax Value was 0.259 EU/mL, for GSSG, Ky constant: 0.351 mM,
Vmax Value was 0.604 EU/mL. According to these results; It was determined that the
affinity of the GR enzyme to the NADPH substrate was higher than its affinity to the
GSSG substrate. In addition, the effects of some drugs on sheep spleen GR enzyme
activity were investigated. It was determined that ampicillin, streptomycin sulfate,
gentamicin, cefoperazone sodium and precort-lyo showed inhibitory effects. 1Cso values
of these drugs; precort-lyo: 1.27 mM, ampicillin: 3.22 mM, streptomycin sulfate: 7.95
mM, cefoperazone sodium: 16.97 mM, gentamicin: 17.20 mM, K; constants; ampicillin :
1.057 = 0.110, gentamicin : 20.770 £ 8.169, streptomycin sulfate : 3.386 + 1.305,
cefoperazone sodium : 4.910 = 0.960 and precort-lio : 0.466 + 0.387, inhibition types;
Ampicillin and gentamicin were determined as non-competitive, streptomycin sulfate,
cefoperazone sodium and precort-lyo were determined competitively.

Keywords: Glutathione reductase, sheep, spleen, characterization, drugs, inhibition.
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1. GIRIS

1.1. Enzimler

Canli organizmalarda protein tabiath biyolojik katalizorler (bazi katalitik RNA’lar
disinda) olarak tanimlanan enzimler, higbir yan iirlin olugmasmna firsat vermeden
hiicredeki biyokimyasal reaksiyonlar1 hizlandirirlar. Hiicrelerde tiim kimyasal olaylar
enzimler araciligi ile gergeklesir ve biyokimya alanindaki arastirmalarin  biiylik
cogunlugu enzimler ile ilgili arastirmalardir. Biyolojik kataliz olay1 ilk kez 1760 yilinda
midenin salgilariyla etin sindirimi {izerine yapilan ¢aligmalarda baglatilmistir. Sabit bir
enzim iizerindeki ilk calisma ise: 1835 yilinda diastas enzimi iizerine Isve¢li kimyager
olan S.S. Berzelius tarafindan yapildi. Arastirmaci bu enzimin nisastay: siilfirik asitten
daha yiiksek verimde hidrolizledigini gozlemledi. 1850’lerde Louis Pasteur mayanin
scker ile alkole fermentlenmesinin enzimler i¢in kullandigi “fermentler” ile
katalizlendigini vurgulamis ve yalnizca hiicre i¢inde bu islemin yapildigini zannetti.
Enzim arastirmalarindaki en biiyilik gelisme ise 1926-1936 yillar1 arasinda J.Northrop’un
baz1 enzimleri kristallendirip protein yapisinda oldugunu ortaya koymasiyla
gergeklesmistir (Keha ve Kiifrevioglu 2004). Bugiin yapilan genetik ¢alismalarda heniiz

tanimlanmamig birgok enzim olmasiyla beraber 2000°den fazla enzim tanimlanmaistir.

Enzimler katalizledikleri reaksiyonlarin aktivasyon enerjisini diisirmek suretiyle
hizlandirirlar. Enzimler bir reaksiyonun hizini 10° — 10" kat arttirabilmektedir (Radzicka
and Wolfenden, 1995). Enzimatik reaksiyonlarin hizlarinin belirlenmesi enzim
aktivitesinin belirlenmesi anlamina gelmektedir. Enzim aktivite Ol¢iimiinde genellikle
spektrofotometrik yontem kullanilir ve bu yontemle substratin zamana bagli azalist ya da
zamana bagl olarak iiriin olusumu ile aktivite hesaplanir. Enzimatik aktivitenin
etkilendigi bazi faktorler vardir. Bunlar; sicaklik, iyonik siddet, pH, enzim substrat

konsantrasyonu, inhibitorler ve aktivatorlerin varhgidir.



Enzim aktivitesinin azaltilmasi veya durdurulmasi olayma inhibisyon denir. Buna duruma
neden olan bilesik veya iyonlara inhibitdr denilmektedir. Enzim aktivitesinin inhibisyonu
metabolik olaylarda olduk¢a 6nemlidir. Ozellikle metabolizmanim kontrol noktalarinda
meydana gelebilecek bir inhibisyon metabolik bir bozuklugun diizeltilmesini saglayabilir.
Bu da bir¢cok ilacin fonksiyonunu enzim inhibitérii olarak bu yolla gerceklestirdigi
anlamma gelmektedir ve bu durum farmakolojide Onemli bir caligma sahasmi

olusturmustur (Kose vd. 2015).

Enzimatik inhibisyon doniisiimlii veya doniisiimsiiz olabilir. Doniisiimsiiz inhibitorler,
enzimin aktif merkezine kovalent olarak baglanabildikleri gibi zor ayrisan bir kompleks
de olusturabilirler. Doniisiimsiiz inhibitdrde reaksiyonda ulasilabilecek en yiliksek hiz
olan Vmax azalirken, enzimin substrata ilgisini ifade eden Ky sabit kalir. Doniistimlii
inhibisyonda ise enzimle inhibitér arasinda bir denge olusmakla birlikte yarigmali,
yarigsmasiz ve yart yarigsmali tipleri mevcuttur (Yidirim vd. 2010). Yarismal
inhibisyonda inhibitdr substrata benzedigi i¢in enzimin aktif bdlgesine baglananir ve
substratin enzime baglanmasmi Onler. Burada substratm konsantrasyonunu artirmak
suretiyle inhibisyon etkinligi ortadan kaldirilabilir. Bundan dolay1 Ky sabiti artarken Vmax
degeri degismez. Doniistimlii inhibisyonun diger bir tipi olan yarismasiz inhibisyonda ise
substrat ve inhibitor enzime ayni anda baglanabilir. Burada enzim ve substratin farkli
bolgelerde oldugunu anlasilir. Aslinda inhibitér ile substrat arasinda bir yarisma s6z
konusu olmayip enzimin katalitik aktivitesini diisiirmek suretiyle inhibisyon gerceklesir.
Enzimin Vpmax degeri azalir, Ky sabiti degismez. Inhibisyonun diger bir tipi olan yari
yarismali da ise; inhibitér madde serbest olarak enzime baglanmayip enzim-substrat
kompleksine baglanir ve ortamda bu kompleks devamli olacagindan dolay1r Vmax Ve Ky
azalir (Keha ve Kiifrevioglu 2004).

Inhibisyon tiplerini ve inhibisyon etkisi gdsteren maddeler icin hesaplanan K; sabitlerini
belirlemek amaciyla kullanilan yontem Lineweaver— Burk grafikleridir. Bu yontemde
enzim i¢in Ui¢ farkli sabit inhibitor konsantrasyonunda, en az bes farkli substrat
konsantrasyonu ile 1/V— 1/[S] degerleri belirlenerek her bir inhibitér i¢in Lineweaver—
Burk grafikleri ¢izilir. Kesim noktalarinda degerlendirmeler yapilir. Sekil 1.1, sekil 1.2 ve

sekil 1.3°de inhibitor tiplerini gosteren Lineweaver— Burk grafikleri verilmistir (Keha ve



Kiifrevioglu 2004). Ayrica; inhibisyonlara ait K; sabiti ve Vpax degerleri asagida
gosterilen formiillerden faydalanilarak bulunur.

Yarigmasiz inhibitor varliginda K; sabiti bulunurken

Vinax = Vimax! (1+[1]/K;) formiiliinden faydalanilir.

Yarigmali inhibitor varliginda K; sabiti bulunurken

Knm' = Kw / (1+[1]/ K;) formiiliinden faydalanilur.

Yar1 yarigmali inhibitor varliginda K; sabiti ve Vmayx degeri bulunurken

Vinax = Vinax [(1+[11/Ki) ve Kn'= Ku/(1+[1])/K;) formiillerinden faydalanilir.

inhibitorlii inhibitorsiiz

N \ N

U Vmax

-1/Ky UKy [S]

Sekil 1.1. Yarismali bir inhibitoriin varliginda ve yoklugunda enzimatik reaksiyon hizinin Lineweaver—
Burk grafigi



1/v inhibitdrlii  inhibitorsiiz

/N

V' g

U Vmax

- 1/Ky UKy [S]

Sekil 1.2. Yar1 yarigmali bir inhibit6riin varliginda ve yoklugunda enzimatik reaksiyon hizinin Lineweaver—
Burk grafigi

/v inhibitérli inhibitérsiiz

\

i Vlmax

1V ax

UKy fs]

Sekil 1.3. Yarismasiz bir inhibitoriin varliginda ve yoklugunda enzimatik reaksiyon hizinin Lineweaver—
Burk grafigi



1.2. Glutatyon

Canli sistemlerde hiicrelerin canliliginin devam edebilmesi i¢in biyokimyasal olaylarin
dengeli ve diizenli yiiriitiilmesi gerekir. Biyokimyasal diizeninin bozulmasina sebep olan
sigara, alkol gibi baz1 zararli aligkanliklar, yeterli ve dengesiz beslenme gibi bazi
faktorler hiicrede oldukga reaktif olan siiperoksit, peroksit ve hidroksil radikallerinin
olusmasima sebep oldugundan hiicre hasarma yol agmaktadirlar. Bu radikaller 6zellikle
hiicre i¢in hayati 6nem arzeden protein, fosfolipit, DNA ve RNA gibi molekiillere
saldirirlar. Saglikli hiicrelerde metabolik reaksiyonlarin dengesi neticesinde antioksidan
sistemler devreye girerek bu radikallerin bertaraf edilmesini saglarlar. Reaktif oksijen
tiirlerine kars1 korunmada glutatyon peroksidaz, glutatyon rediiktaz, stiperoksit dismutaz,
katalaz, glutatyon S-transferaz gibi enzimatik veya glutatyon, vitamin E, vitamin C,
NADH ve NADPH gibi enzimatik olmayan maddelerin yer aldig1 sistemler devreye girer.
Ozellikle GSH (glutatyon) bir antioksidan molekiil olarak hiicrede dénemli bir yere

sahiptir.

Hem prokaryotik hem de 6karyotik hiicrelerde mevcut olan glutatyon, y-glutamin-sistein-
glisinden olusan, hiicre igindeki serbest —SH gruplarinin biiyiik bliimiinii olusturan bir
tiyoldiir. Hiicrede %99’dan fazlasi indirgenmis formda bulunur. Yapisinda y-glutamin-
sistein-glisin bulunmasindan dolayr GSH olarak kisaltilmaktadir. Varlig1 1888 yilinda ilk
olarak maya hiicrelerinde tespit edilmistir. Daha sonra 1921°de Hopkins saflastirma
islemi ile yapisini karakterize etmistir (Agan 1990). Glutatyonun yapisinda mevcut olan -
SH gruplar1 antioksidan etki yaparak hiicreyi korumaktadirlar. Ozellikle hiicrede
olusabilen siliperoksit radikali, siiperoksit dismutaz enzimi araciliiyla yar1 radikal olan
hidrojen peroksite doniistiiriiliir. Bu asamadan sonra pentoz fosfat yolu ve malik enzim
basamaginda liretilen NADPH koenzim molekiiliiniin varliginda glutatyon rediiktaz
enzimi glutatyonu indirgen forma dondstiriir. Glutatyon molekiilii indirgen forma
dontisiirken yapisindaki —SH grubunda H’ni hidrojen perokside aktararak bu radikalin
parcalanip suya ve oksijene doniistimiinii gergeklestirir. Glutatyon hiicrede olusan reaktif
oksijen tiirleri ve diger radikallerin zararlarinin giderilmesinden baska hiicrede sistein
deposu halinde bulunup bazi enzimlerin ve spektrin gibi hiicre zar1 proteinlerinin —SH
gruplarinin korunmasmda ve bazi enzimlerin metabolik reaksiyonlarinda gérev yapar.

Ayrica DNA ve protein sentezinde, bazi metabolik son iriinlerin ve ilaglarin



detoksifikasyonunun gerceklestirilmesinde, aminoasitlerin taginmasinda, disiilfit baglar1
iceren insiilin gibi bazi proteinlerin disiilfit yapilarmm koparilmasinda da gorevlidir
(Demir 1994, Knapen vd. 1999). Bu 6nemli gorevlerden dolayi hiicre iginde glutatyonun
konsantrasyonunun azalmast sonucu metabolizmada bozukluklar meydana gelmektedir
(Knapen vd. 1999). Glutatyonun rediikte (GSH) ve okside (GSSH) formlar1 sekil 1.4 ve
sekil 1.5°de gosterilmistir.

HS
O
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Sekil 1.4. Rediikte glutatyonun molekiilii (Taser 2010)

o NH,

HO“\./\/"\V/\. \./\./

.

/S

.JN\.
)i
O

O

i f

O
L \\‘/‘\V/”\_ N,/"‘\

T
N
j—
/ C

HO y
NH,

Sekil 1.5. Okside glutatyonun molekiilii (Taser 2010)

GSH biyosentezinden y-glutamil dongiisii sorumlu olmasinin yani sira bu dongii GSH’in
metabolik ve katalitik aktivitesinin gergeklesmesinde ve sisteinin hiicreler arasi
aktariminda olduk¢a 6nemlidir. GSH sentezlenmesinde bazi enzimler gorev yapar. Bunlar
asagidaki reaksiyonlarda gosterildigi gibi y-glutamilsistein sentetaz ve GSH sentetazdir

(Meister A. 1995).

y-glutamilsistein sentetaz

L- Glutamat + L- Sistein + ATP  ———» y-Glutamil sistein + ADP + Pi



Glutatyon sentetaz
L- Glutamil + L- Glisin+ ATP  ———» y-Glutatyon + ADP + Pi

1.3. Glutatyon Rediiktaz

NADP* oksidorediiktaz olarak adlandirilan glutatyon rediiktaz ( E.C. 1.8.1.7; GR),
oksidorediiktazlar grubundandir (Taser ve Ciftci 2012). Glutatyon rediiktaz, asagidaki
reaksiyona gore okside glutatyonun (GSSG) rediikte glutatyona (GSH) doniistiiriilmesini
katalizleyen ve GSH/GSSG oraninin belirli bir seviyede kalmasini saglayan 6nemli bir

enzimdir.

GR
GSSG + NADPH +H* — 2 GSH + NADP*

Eritrosit hiicrelerinde GSH/GSSG orani1 yaklasik 500/1°dir. Bu oranin eritrosit
hiicrelerinde diismesi hemolize neden olur. GR’nin katalizledigi reaksiyonun meydana
gelmesi i¢in pentoz fosfat yolundan temin edilen NADPH’a ihtiya¢ vardir. Pentoz fosfat
yolu oksidatif ve oksidatif olmayan reaksiyonlar1 igeren kisimlarda incelenir. Oksidatif
kisminda oksitlenen her glukoz 6-fosfat molekiiliinden ribuloz 5-fosfat, CO, ve iKi
molekiil NADPH olusur. Yolun bu kismui 6zellikle, NADPH bagimli steroid sentezinin
aktif oldugu adrenal korteks ve glutatyonu indirgenmis halde tutmak i¢cin NADPH
gereken eritrositlerde onemlidir (Keha ve Kiifrevioglu 2010). Kisaca pentoz fosfat
yolunun hiicrede iki 6nemli islevi vardir. Bunlardan ilki; riboz-5-fosfat1 sentezlemektir.
Bu seker RNA, DNA ve niikleotid sentezinde igin gereklidir. Digeri ise; indirgeyici
biyosentez olaylarinda indirgeyici gii¢ gorevi géren NADPH'lar1 sentezlemektir (Krebs
ve Eggleston 1978). Olusan NADPH organizmada bir H" vericisi olarak gorev alir.
NADPH ihtiyacinin fazla oldugu karaciger, yag dokusu, bobrek iistii bezi, gonadlar,
eritrositler gibi dokularda pentoz fosfat yolu araciligi ile birgok indirgeyici biyosentez
olaylar1 ger¢eklesmektedir. Bunlar genel olarak; yag asitlerinin sentezi, peroksitlerin
ortadan kaldirilmasi, bazi aminoasit sentezi, indirgenmis glutatyon sentezi, ilag
detoksifikasyonu, ve DNA sentezi i¢in riboniikleotidlerin deoksiriboniikleotidlere

doniismesi sayilabilir (Levy 1979). Asagidaki reaksiyonlarda goriildiigii gibi pentoz



fosfat yolunun ilk enzimi olan glukoz-6-fosfat dehidrogenaz (G6PD) enzimi ile glutatyon

rediiktaz enzimi baglantilidir.

G6PD
Glukoz 6-fosfat + NADP* _—, 6- fosfoglukonat + NADPH + H

GR
GSSG++NADPH+H _ , 2GSH + NADP"

Yukaridaki formiillerden de anlagilacagi gibi, NADPH iiretimindeki bir azalma G6PD
enziminin ¢alismamasini gosterir. Bu durum GR’ninde ¢alismasini olumsuz etkiler.
GR’ninde ¢alismasindaki olumsuzlukta GSH olusumunu dogrudan etkilemektedir (Ciftci
vd. 2000, Keha ve Kiifrevioglu 2004). NADPH sayesinde olusturulan GSH molekiilii ve
buna bagli enzimler hiicreyi reaktif oksijenler gibi toksiklerden korur (Siems vd. 2000).
Sonu¢ olarak NADPH’in kullanilmasiyla GSSG'nin GSH'a doniistiigii reaksiyon GR
tarafindan katalizlenir (Montgomery 1996). Bu biyokimyasal siirec DNA biyosentezi,
cesitli oksidatif stres tiplerine karsi hiicrenin korunmasi, reaktif oksijen tiplerinin ve
serbest radikallerin detoksifikasyonunun yani sira hiicre i¢i sinyal iletimi ve gen
regiilasyonu i¢in de gereklidir (Tunc vd. 2015). Sekil 1.6’da glutatyon rediiktaz enziminin

antioksidan sistemle baglantis1 gosterilmektedir.

Kronik hastaliklar:

Diyabet

Kalp Damar hastaliklari

Kanser

de novo
Metabolizma sen!.ez
Enfeksiyon :
Zenobiyoti = '
enobiyotikler _ SOD = % ;
ilaclar ﬂD:> 0, H,0, » ROOH \ / JG’(’H‘\ /NADPH
Kimyasal bilesikler e , o
uv Katalaz GPx Glutatyon G6PD
Iyonize raclyasyon / GST Rediiktaz 6PGD
Hava kirliligi +2 ROH/ \*GSSG NADPT
Hp0 +

H,0

Sekil 1.6. Glutatyon rediiktazin antioksidan savunma sistemindeki énemi (Tandogan Ereser 2010)



Bu tez caligmasmin amaci, hiicrede glutatyon metabolizmasinin diizenlenmesinde ve
buna bagl olarak antioksidan sistemin isleyisinde dnemli etkisi olan ve ¢esitli hayvansal
dokulardan saflagtirilip karekterizasyonu yapilan glutatyon rediiktaz enziminin
koyundalagindan saflastirilip karakterizasyonunu gergeklestirmek ve enzim lizerine bazi

antibiyotik ve ilaclarin etkilerini arastirmaktir.

1.4. Cahsmada Kullanilan Antibiyotikler ve flaclar

Tablo 1.1. Tez kapsaminda GR enzim aktivitesi {izerine etkileri arastirilan ilaglar ve dahil oldugu smiflar

Ilac isimleri

Simiflar

Amoksisilin Penisilin (Antibiyotik)
Tylosin Makrolid (Antibiyotik)
Ampisilin Penisilin (Antibiyotik)

Streptomisin Siilfat

Aminoglikozid (Antibiyotik)

Gentamisin

Aminoglikozid (Antibiyotik)

Sefuroksim sodyum

Sefalosporin (Antibiyotik)

Sefazolin Sodyum

Sefalosporin (Antibiyotik)

Sefoperazon Sodyum

Sefalosporin (Antibiyotik)

Linkomisin-HCI Linkozamid (Antibiyotik)
Klindamisin-HCI Linkozamid (Antibiyotik)
Novamizol Antiinflamatuvar
Ketojezik Antiinflamatuvar

Prekort-Liyo

Kortikosteroid

Antibakterial ila¢ grubu i¢inde Ozel bir yeri olan antibiyotikler, bakteri, fungus ve
aktinomisetler ~ gibi ~ mikroorganizmalar  tarafindan  sentezlenen ve  baska
mikroorganizmalarm sentezini durduran veya Olmelerine sebep olan kimyasal
maddelerdir. Biitiin diinyada kemoterapotikler olarakta bilinen antibiyotikler, genis veya
dar spektrumlu olabilir. Bir kisim kemoterapotikler bazi bakteri tiirlerine karsi etkili
olmalarmdan dolay1 bunlar dar spektrumlu kemoterapétikler olarak adlandirilirlar. Genis

spektrumlu kemoterapétikler 6zellikle bakteri tiirlerine karsi etkilidir (Kayaalp 2002).



10

Antibakteriyel ilaglardan ¢ok yonlii etkinin elde edilmesi i¢in ilacin etki spektrumunun,
etki seklinin, bakteri tiirlerindeki direng¢ durumunun ve viicutta ugradigr metabolik

degisiklikler gibi ilacin ¢ok yonlii analizinin iyi yapilmas1 gerekmektedir.

1.4.1 Amoksisilin

Amoksisilin, ampisilinin analogu olup fenil yan zinciri iizerine bir hidroksil grubu
ilavesiyle olusan, gram negatif ve gram pozitif mikroorganizmalara kars1 bakterisid etki
gosteren penisilin tiiriidiir. Amoksisilin plazma proteinlerine penisilin G ve V’ ye gore
cok az baglanir. Absorbe edilen dozun biiyiik bolimii degismeden bobreklerden geri
atilir. Amoksisilin veteriner hekimlikte duyarli enfeksiyonlara karsi sik kullanilir.
Ozellikle ¢ocuklarda akut otitit media, iiriner enfeksiyonlar, bakteriyel menenjit ve diger
indikasyonlarda kullanilmaktadir. Cocuklarda otitmedia tedavisinde penisilin V’ye gore

daha etkili bulunmustur (Kayaalp 2002). Acik formiilii sekil 1.7°de gosterilmistir.

—N

O
Z
\_/
«km n L
\\\““$<m

HO g
OH

3y

Sekil 1.7. Amoksisil molekiiliiniin yapisal formiilii (https://tr.wikipedia.org/wiki/Amoksisilin)

1.4.2. Tylosin

Makrolid bir antibiyotik olan tylosin streptomyces fradiae kiiltlirlerinden elde edilir. Bu
ilag veteriner hekimlikte yaygin olarak kullanilir. Ila¢ duyarli bakterilerin ribozomlarmnin
508 alt birimine doniisiimlii baglanarak ribozomlarda olusan peptit zincirinin uzamasini
Onler ve bakteri hiicresinin protein sentezlemesini engeller. Tylosin ve diger makrolitler
genellikle sadece bakterisid etki gosterirler. Penisilin G ninkine benzer sekilde en giiclii
etkinliklerini gram- pozitif kokus ve basillere karsi gosterirler. E.coli gibi bazi

enterobacteriaceae tiirleri makrolitlere dogal rezistan gosterirler. Yani ilacin sitoplazmaya


https://tr.wikipedia.org/wiki/Amoksisilin
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gecip ribozomlara ulagmasi gerekirken kalin olan hiicre ¢eperi dis duvarmni agamazlar.
Gram pozitif bakterilere gore sitoplazmaya girme oran1 100 kat daha diistiktiir. Ayrica
plazma proteinlerine de baglanmazlar (Kayaalp 2002). Tylosinini a¢ik formilii sekil

1.8’de gosterilmistir.

Sekil 1.8. Tylosin molekiiliiniin yapisal formiilii (https://stringfixer.com/tr/Tylosin)

1.4.3. Ampisilin

Bakteriyel enfeksiyonlara kars1 kullanilmis olan penisilin tiirii ilk ilagtir. Ozellikle E.coli,
salmonella, shigella, proteusmiribalis gibi negatif basillerin suslarina karsi1 bakterisid etki
gosterir. E.Coli gibi duyarli bakterilerin neden oldugu {iriner enfeksiyonlarda, duyarh
bakterilerin birgogunun birlikte neden oldugu akut otitismedia’da ve kronik bronsitte
kullanilir. Pnomokoklara ve meningokoklarm sebep oldugu menenjitte ampisilin,
penisilinle beraber esit klinik etkiye sahip oldugu belirlenmis olmakla beraber penisilin G
tercih edilmektedir. Menenjit gibi ciddi enfeksiyonlarda yiiksek dozda ve injeksiyonla
verilmesi gerekmektedir. Ampisilin yaklagik %215-28 oraninda serum proteinlerine

baglanir. (Kayaalp 2002). Yapisal formiilii sekil 1.9°da verilmistir.

Sekil 1.9. Ampisilin molekiiliiniin yapisal formiilii (https://tr.wikipedia.org/wiki/Ampisilin)
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1.4.4. Streptomisin Siilfat

Streptomisin, aminoglikozid smifina ait ilk kesfedilen antibiyotik olup bakterilerin 30S
alt birimlerine doniisiimsiiz baglanarak onlarin protein sentezinin baslama asamasinin
durdurulmasmna ve mRNA kodlarinin yanlis okunmasina ve kismende anormal
proteinlerin  sentezlenmesine neden olur. Aminoglikozidler streptomyces veya
mikromonospora tlirii mikroorganizmalardan elde edilen dogal veya yar1 sentetik
maddelerdir. Hem gram pozitif hemde gram negatif etkinligi gii¢lii olup hizli bakterisid
etki yapmaktadir. Streptomisin, aktinomisetler grubundan olan Streptomyces griseus’dan
elde edilmistir. Tiberkiiloz (verem) tedavisinde kullanilan ilk ila¢ olmakla beraber
ripampisin, pirazinamid ve etambutol gibi ilaglarm c¢ikisiyla kullanimi 6nemini
kaybetmistir. Ayrica bruselloz, veba, tularemi ve E.coli’ye bagl idrar infeksiyonlarda da
kullanilir. Terapotik indeksleri kiiglik olmas1 sebebiyle toksisiteyi dnlemek i¢in plazma
ilac diizeylerinin incelenmesi gerekmektedir. Ayrica plazma proteinlerine baglanimlar1 az

miktarda olmaktadir (Kayaalp 2002). Yapisal formiilii sekil 1.10’da gosterilmistir.

Sekil 1.10. Streptomisin Siilfat molekiiliiniin yapisal formiilii (https://tr.taylrrenee.com/zdorove/113347-
streptomicina-sulfat-instrukciya-po-primeneniyu-analogi-i-otzyvy.html)

1.4.5. Gentamisin

Gentamisin, gram negatif bakterilerin neden oldugu 6nemli hastaliklarin tedavisinde
kullanilir. Ozellikle pseudomonas aeruginosa basilleri, enterobacteriaceae gruplari ve
staph. aureus suglar1 lizerinde etkili olan gentamisin micromonosporo purpurea’dan elde
edilen aminoglikozid bir antibiyotiktir. Sayilan bakteriler iizerinde yiiksek etkiye sahip
olup 6 pg /mL ‘den daha disiik konsantrasyonda bakteri ribozomlarinin 30S ve 50S alt

birimlerine baglanip protein sentezini inhibe ederler. Bu baglanma irreversibl oldugundan
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dolayr hizli bakterisid etki yaparlar. Aminoglikozidler icinde etken giici amikasinden
sonra en kuvvetli ve spektromu en genis olandir. Plazma proteinlerine baglanma oranlar1
diisiiktiir. Fizikokimyasal olarak fazla polar yapiya sahip olmalari nedeniyle lipofilik
ozellikleri olduk¢a azdir. Bundan dolayr mide-bagirsak kanalindan c¢ok az absorbe
edilirler. Ayrica polar Ozellikleri nedeniyle bakteri hiicrelerine pasif difiizyonla
giremezler. Porin kanallarini asarak periplazmik araliga girerle ve hiicre igine transfer
edilirler. Transfer islemi enerji gerektirir. Bundan dolayr anaerob bakterilerde

etkisizdirler (Kayaalp 2002). Yapisal formiilii sekil 1.11°de gosterilmistir.

NHz

MNH=
OH
(9]
o
H?'f':l "3: HO| ¢
HaC

R

_NH OH
HsC

Sekil 1.11. Gentamisin molekiiliniin yapisal formiilii (https://tr.tnjchem.com/gentamicin-sulfate-cas-1405-
41-0_p310.html)

1.4.6. Sefuroksim sodyum

Sefuroksim sodyum, in vitro miikemmel aktiviteye sahip, bir¢ok enterobakteriyel
ozellikle H. influenzae ve neisseria’ya karsi gelistirilmis, enjekte edilebilir ikinci kusak,
yar1 sentetik bir sefalosporin antibiyotiktir. Ayrica yapisinda sefem tiirevi olan 7-
aminosefalosporanik asid (7-ASA) bulunduran, penisiline yakinlik gésteren beta-laktam
tirevi ikinci kusak sefalosporin grubundan bir antibiyotiktir. 7-amino grubu birinci kusak
sefalosporinlere gore daha polardir. Bundan dolay1 antibakterial spektrumlar1 daha
genistir. Beyin omirilik sivisina fazlaca girerken mide-bagirsak kanalindan emilimleri
yetersizdir. Ayrica plazma proteinlerine az miktarda baglanir. Sefuroksim, c¢ocuklada
menenjit, ¢ocuklarda ve bebeklerde pnemoni, orta kulak iltihabi, eklem ve idrar yolu
enfeksiyonlar1 ve Lyme hastalig1 yer alir (Kayaalp 2002). Yapisal formiilii sekil 1.12°de

verilmistir.
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Sekil 1.12. Sefuroksim sodyum molekiiliiniin yapisal formiili (https://www.chemwhat.info.tr/sefuroksim-
sodyum-kas-56238-63-2/)

1.4.7. Sefazolin Sodyum

Sefazolin sodyum plazma proteinlerine en fazla baglanan ve biiyiik boliimii bobrekten az
bir kism1 da karacigerden safra igine atilan birinci kugsak sefalosporindir. Yarilanma émrii
birinci kusak ilaglar arasinda en uzun olandwr. Bundan dolay1 cerrahide diger
sefalosporinlere gore tercih edilir. Dar spektrumlu bir antibiyotik olup 6zellikle gram-
pozitif bakterilerin sebep oldugu solunum yolu, safra yolu, idrar yolu enfeksiyonlari ile
yumusak doku ve deri enfeksiyonlar1 ayrica kemik ve eklem enfeksiyonlarinin
tedavisinde intramiiskiiler ya da intravenéz kullanilir. Ayrica perioperatifprofilaksi
(ameliyat oncesi koruma 6nlemleri i¢in)’de de kullanilir (Kayaalp 2002). Yapisal formiilii

sekil 1.13’de verilmistir.

Sekil 1.13. Sefazolin Sodyum molekiiliiniin yapisal formiilii (https://www.chemwhat.info.tr/sefazolin-usp-
5afs%C4%B1z1%C4%B1k-e-cas-25953-19-95/)



15

1.4.8. Sefoperazon Sodyum

Sefoperazon Sodyum, Enterobacteriaceae grubu gram-negatif basillere karsi giiglii
bakterisid aktiviteye sahip yar1 sentetik, genis spektrumlu, beta-laktamaz direngli, ti¢lincii
nesil sefalosporin antibiyotiktir. BOS igine sizamazken plazma proteinlerine %90
oraninda baglanir. Bundan dolayr menenjit tedavisinde kullanilmaz. Diger
sefalosporinlerden farkli olarak biiyiik bir kismu karacigerden safra icine atilir.
Sefoperazon sodyum, bakteri hiicre duvar1 sentezini inhibe eder ve boylece bakteri hiicre
duvarlarmin bir bileseni olan peptidoglikan birimlerinin ¢apraz baglanmas: i¢in gerekli
olan son transpeptidasyon asamasina miidahale eder. Bu durum hiicre duvari stabilitesinin
azalmasma ve hiicre lizisine neden olur. Cerrahi infeksiyonlarda, hastanede gelisen
pnéomonilerde ve cilt yumusak doku infeksiyonlarinda 6nemli etkiye sahip olup tifo’ya

kars1 da kullanilabilir (Kayaalp 2002). Yapisal formiilii sekil 1.14’de verilmistir.

Sekil 1.14. Sefoperazon Sodyum molekiiliiniin yapisal formili (https://www.sigmaaldrich.com/TR/en
/substance/cefoperazonesodiumsalt6676562893203)

1.4.9. Linkomisin-HCI

Linkozamid grubu dar spektrumlu antibiyotiklerden olup tibbi kullanima ilk giren
Streptomyces lincolnensis’ten elde edilen, dogal bir antibiyotiktir. Bakterilerin protein
sentezini onlarin 50S ribozomal alt iinitelere baglanmak suretiyle inhibe eder. Esas
itibariyle gram-pozitif ve gram-negatif anaerob patojen bakterilerin kars1 etkili olup
etkinligin biiylik boliimiinii gram-pozitif bakteri tiirleri olusturur. Linkomisinin mide-
bagirsak duvarindan emilimi klindamisin gibi tama yakim ve hizli bir sekilde olur. Plazma
proteinlerine baglanmaz. BOS’a ise yetersiz derecede girer. Linkomisin alt ve st

solunum yolu enfeksiyonlarinda, penisilin allerjisi bulunanlarda penisilin alternatifi
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olarak, dis kaynakli infeksiyonlarda, akciger absesi, c¢esitli yumusak deri
enfeksiyonlarinda, kemik ve eklem enfeksiyonlarinda ve iilserde kullanilir ancak klinik
uygulamalarda klindamisin tercih edilir (Kayaalp 2002). Yapisal formiili sekil 1.15°de

verilmistir.

HO,,

(0]
L

W
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\

Sekill.15. Linkomisin-HCI molekiiltiniin yapisal formili (https://www.istockphoto.com/tr/vekt%C3%B6r
/lincosamides-structures-of-lincomycin-clindamycin-antibiotic-gm474710692-65024001)

1.4.10. Klindamisin-HCI

Klindamisin, lincomisin molekiiliine bir hidroksil gubu yerine bir klor atomu
baglanmasiyla olusan linkozamid grubu antibiyotiktir. Klindamisin ile linkomisin
arasindaki bu farklilik klindamisinin bagirsaktan daha kolay absorbe edilmesine ve
bakterisid etkisinin daha giiglii olmasina olanak saglar. Dar spektrumlu antibiyotik olan
klindamisin, gram pozitif tiirlerin ¢oguna ve bazi patojen bakterilerin gram negatif
anaerob tiirlerine karsi etkili olup onlarm 50S ribozomal alt birimlerine baglanmak
suretiyle inhibe ederler. Kemik veya eklem enfeksiyonlari, pelvis inflamatuar hastalik,
strep bogaz, pndmoni, orta kulak enfeksiyonlar1 ve endokardit dahil olmak tizere bir dizi
gram-pozitif kokuslarin yaptigi bakteriyel enfeksiyon tedavisinde kullanilan penisiline
alternatif bir ilagtir. En 6nemli kullanim yeri ise Bacteroides fragilis’ in neden oldugu
karm i¢i ve pelvis infeksiyonlaridir. Bacteroides fragilis bu enfeksiyonlara aerobik gram-
negatif basillerle birlikte sebep olur. Klindamisinin mide-bagirsak duvarindan emilimi

hizli olup besinlerle alindiginda yarar1 6nemli derecede azalir. %90 oraninda plazma


https://www.istockphoto.com/tr/vekt%C3%B6r
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proteinlerine baglandigindan dolay: Iltihap hiicrelerine ve viicut sivilarina iyi niifus eder.
Ancak menenjitte bile BOS igerisine yeterli giremez (Kayaalp 2002). Yapisal formiili
sekil 1.16’de verilmistir.

Chs~g Cl
HO Q CH,
HO 5 HN__O
N-CHa
CHy

Sekil 1.16. Klindamisin molekiiliiniin yapisal formiilii (https://neurologystatus.ru/tr/klindamicin-opisanie-
klindamicin---instrukciya-po-primeneniyu-forma-vypuska.html)

1.4.11. Novamizol

Novamizolun, pirazolon tirevi olan piramidon molekiiliiniin degistirilmesiyle
olusturulmus metamizol etken meddesine sahip bir ilagtir. Antiinflamatuvar ilag
grubundan olup giiclii analjezik, antipiretik, antiromatizmal ve diisiik antiiflamatuvar
etkinlige sahiptir. Agizdan alindiginda mide suyu icerisinde hizli bir sekilde ¢oziiliir ve
mide-bagirak duvarindan absorbe edilir. Plazma proteinlerine baglanmaz. ila¢ oldukca
hizl1 bir sekilde emilir, mss’deki agr1 merkezlerini etkiler ve agr1 esigini yiikselterek agri
kesici etkinligini gosterir. Suda kolaylikla ¢oziiliir. Metabolitin biiyiik bir kismi bobrekten
atilr. Novamizol, aminopirine ve propifenazona benzerlik gosteren yan etkileri
mevcuttur. Kemik iligi depresyonu, su ve tuz rotasyonu, gastroenteropati yan etkileri

arasinda gosterilmektedir (Kayaalp 2002). Yapisal formiili sekil 1.17°de verilmistir.
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Sekil 1.17. Metamizol molekiiliintin yapisal formiilii (https://tr.wikipedia.org/wiki/Metamizol)

1.4.12. Ketojezik

Etken maddesi ketoprofen olan ketojezik, fenilpropiyonik asit ( profen) grubuna bagli
antiinflamatuvar, analjezik, antipiretik, etkili bir ila¢tir. Ketoprofen, siklooksijenaz
(COX) enzimlerini baskilayarak agrili dokuda prostaglandinlerin sentezini engellemek
suretiyle antienflamatuar etki yapar. Gruptaki diger ilaglar gibi gastrointestinal sistemde
bozukluk, kemik iligi depresyonu, akut akciger 6demi, laterji ve unutkanlik yapabilir.
Ketojezik %99 oraninda plazma proteinlerine baglanir (Kayaalp 2002). Yapisal formiilii

sekil 1.18’de verilmistir.

Sekil 1.18. Ketoprofen molekiiliiniin yapisal formiilii (https://tr.wikipedia.org/wiki/Ketoprofen)

1.4.13. Prekort-Liyo

Prekort-Liyo etkin maddesi bir kortikosteroid olan metilprednisolon sodyum siiksinattir.
Bu etken madde bazi dokularda hiicrelerin protein sentezini kontrol altinda tutar.

Kortikosteroidler genel olarak adrenal korteks tarafindan salgilanan steroid yapili
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aldesteron ve kortizol gibi protein tabiatli hormonlar1 etkilerler. Kortikosteroidler akut

iltihap olayini da inhibe etmelerinden dolay: antiinflamatuvar etki gosterirler. Ozellikle

iltihap alaninda iltihap hiicrelerini ve diger proteinleri eriterek lokositlerin bu alana

girmelerini kolaylastirir. Kortikosteroidler, karacigerde glukojeni artirmak suretiyle

glukoz metabolizmasinda rol oynarlar. Bu durum protein sentezini inhibe etmelerinin bir

sonucudur. Ayrica bag dokusu ve ¢izgili kaslar basta olmak iizere bir¢ok yerde protein

yikimmma sebep olurlar. Kortikosteroidler yag hiicrelerine glukoz girisini azaltmak

suretiyle lipolizi yani yag asidi ve gliserol ¢ikigin1 artirirlar.

Bu durum vyag

metabolizmasinda da etkili oldugunu gosterir (Kayaalp 2002). Yapisal formiilii sekil

1.19°de verilmistir.
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Sekil 1.19. Metilprednisolon molekiiliiniin yapisal formiilii (https://tr.bossgoo.com/member_tianfu-
chem/fine-chemical/methylprednisolone-cas-83-43-2-57187180.html)



2. KAYNAK OZETLERI

Prokaryotik ve Okaryotik hiicrelerde bulunan glutatyon rediiktaz enzimi bir¢ok farkl
kaynaktan saflastirilmis olup giiniimiizde halen Ozellikleri hakkinda caligmalar
yapilmaktadir. Yapist 1935 yilinda belirlenmis olan enzimin, ilk olarak Meldrum ve Tarr
(1935) tarafindan deney yoluyla, kanda GSSG’nin indirgenme reaksiyonunu
gerceklestirdigi ve NADPH’in bu reaksiyonda kofaktor oldugu saptanmustir. Ayrica
Miiller tarafindan da (1992) GR enziminin NADPH’1 bir indirgeyici olarak kullanip
okside glutatyonu indirgenmis glutatyona katalizledigi tespit edilmistir.

GR enziminin aktivite 6l¢iimii karisimdaki NADPH’1n azalmasi veya GSH’1in olugmasi
esasina dayanarak yapilmaktadir. NADPH oraninin azalmasma dayanan aktivite ol¢tim
340 nm’de spektrofotometrik olarak belirlenir. GSH olusumuna dayanan yontemlerde ise
5,5"-ditiyo-bis-[2-nitrobenzoik asit] (DTNB) kullanilarak 412 nm’de spektrofotometede
belirlenir (Carlberg and Mannervik 1985, Toribio et al. 1996).

Yapilan karakterizasyon caligmalarinda GR enziminin 1siya dayanikli oldugu ortaya
koyulmustur. Buna gore; GSSG ile yapilan 6l¢iimlerde fare karaciger GR enzimi 80°C’ye
kadar aktivitesini korudugu belirtilmistir (Lopez and Lee 1979). Ayrica GR enziminin;
sigir eritrosit icin 55°C, koyun karaciger i¢in 60°C, sigir karacigeri icin 55°C, alabalik
karacigeri i¢in 10°C olarak optimum aktivite gosterdigi sicaklik degerleri yapilan
arastirmalarda tespit edilmistir (Erat 2002, Ulusu vd. 2005, Ulusu ve Tandogan 2007,
Tekman vd. 2008).

GR enziminin en O6nemli gorevi hiicreyi oksidatif strese kars1 korumaktir. Hiicrelerin
hayati metabolik islevlerini yerine getirebilmeleri i¢in, reaktif oksijen tiirlerinin tiretimi
ve metabolizmasi ile reaksiyon iirlinlerinin dengesinin iyi korunmasi gereklidir (Gechev

et al.2006, Gill and Tuteja 2010, Anjum et al. 2012, Gill et al, 2012). Hiicrelerdeki
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dengenin bozulmasi sonucu oksidatif stres meydana getiren reaktif oksijen tiirleri (ROS);
genel olarak oksijenin (O2) uyarilmasi sonucunda siiperoksit (O, "), hidrojen peroksit
(H205) ve hidroksil radikali (OH") olusmaktadir (Halliwell and Gutteridge 2011). Olusan
bu reaktif oksijen tiirlerinin membran lipitleri, niikleik asitleri ve proteinleri oksidatif
yikima ugratarak, hiicre bilesenlerinin yapisint bozduklar1 bilinmektedir (Davies 1987,
Wise and Naylor 1987). Hasanuzzaman ve arkadaslarinin (2012) yaptigi ¢aligmalarda
GR, reaktif oksijen tiirlerininin detoksifikasyonunda ve GSH yenilenmesinde 6nemli rol
oynadigin1 ve bu durumun hiicrelerde stres toleransinin saglandigmi gostermislerdir.

Ayrica Hasanuzzaman GR enziminin saflastirilmasi i¢in farkli teknikler kullanmastir.

Antioksidan enzimlerin aktiviteleri lizerine yapilan bir ¢alismada giiney Asya sazaninin
beyin, solungag, karaciger ve kas dokularinda incelemeler yapilmistir. 24, 48, 72 ve 96
saatlik zaman dilimlerinde endosiilfan LDsy (toksik maddenin %50 oOldiiriicii dozu)
seviyesinde baliklarin sularma katilarak verilmistir. Ullah vd. (2015) yaptig1 bu ¢alisma

sonucuna gore; zamanla orantili olarak GR ve GSH seviyelerinde artis gézlenmistir.

Basta afinite kromatografisi olmak {iizere iyon degisim, jel filtrasyon, hidrofobik
etkilesim kromatografisi, GR enzimini saflastirmak i¢in kullanilan tekniklerdir (Brodelius
et al. 1974, Mannervik et al. 1976). Ayrica GR saflastirilmasinda kullanilan kolonlar,
CM-seliiloz, dekstran S-200, DEAE-dekstran, dekstran G-100, hidroksiapatit, dekstran G-
75, ve DEAE-Sepharose’dur (Carlberg and Mannervik 1981, Ulusu ve Tandogan 2007).
bu kolonlardan 2'5-ADP-Sepharose 4B afinite kolonu enzimi en hizli ve en yiiksek
verimle saflastirmaktadir (Carlberg and Mannervik 1975, Carlberg and Mannervik 1981,
Ulusu ve Tandogan 2007). Bunlarin yan1 sira Reactive Red-120-Agarose, Sephacryl S—
300, FPLC-hidrofobik etkilesim kromatografisi ve hizli protein iyon kromatografisi
(FPLC)-anyon degistirici ile de saflagtirma gergeklestirilmistir (Madamanchi et al. 1992,
Garcia et al. 1993).

Saflagtirma islemi ise; ilk olarak Asnis (1955) tarafindan Escherichia coli’den
yaptlmigtir. Daha sonraki yillarda ise; Cyanobacterium anabaena, insan alyuvarlari,
sican karacigeri, sigir eritrositi, koyun karacigeri, alabalik karacigeri, sigir beyni gibi

bakteri ve memeli olmak {izere bircok canlidan farkli saflastirma yontemleri kullanilarak
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saflagtirilmistir (Boggaram et al.1979, Scott et al. 1963, Serrano et al. 1984, Erat vd.
2003, Ulusu vd. 2005, Tekman vd.2008).

Koyun dalak dokusundan saflastirilan enzimlerden biri adenozin deaminazdir. Kavutgu
(1995) yaptig1 ¢alismasinda adenozin deaminaz enzimini koyun dalagindan saflastirilarak
enzimin bir takim karakteristik ve kinetik 6zelliklerini incelemistir. Saflagtirma
isleminden sonra ilk olarak substratiyla enzimin Michaelis-Menten ve Lineweaver-Burk
grafikleri ¢izmis ve Ky degerini 106 uM bulmustur. Daha sonra sicaklik ve pH’in enzim
aktivitesi lizerine etkilerini arastirmistir. Sonugta optimum pH araligmin 6.0-7.4 oldugu,
optimum sicaklik araligmin 35-50 °C oldugunu tespit etmistir. Daha sonraki ¢aligmalarda
Na-sakkarin, magnezyum dimetil glioksim, sistein, histidin ve kafein gibi kimyasallarin
enzimin inhibisyon kinetigine etkileri incelenmistir. Kinetik caligmalar neticesinde ise;
Dimetil glioksiminin GR enzimini yarigmasiz, histidin'in yarigmali, sistein'in yar1
yarigsmali olarak inhibe ettigi tespit etmistir. Ayrica kafein, Na-sakkarin ve magnezyumun

enzimin aktivitesi tizerinde etkisinin bulunmadigmi da belirlemistir.

Buzagi karacigerinden saflastirilan GR enzimin PAGE’de yiiriitiilmesi sonucu biiylik bir
band ve onu takip eden kii¢iik bir band oldugu belirlenmistir. Bu ¢alismada, ultrasantrifiij
ile enzimin mol kiitlesinin 100 kDa civarinda, iki alt birimli, prostetik grup 1 FAD/alt
birim, izoelektrik pH’s1 6,1, Kp degeri GSSG i¢in 101+7mM, NADPH i¢in 21+1 mM,
optimum pH 7,0 olarak belirlenmis ve ayrica enzimin amino asit dizilimi ortaya
cikarilmustir. Buzagi karacigerinden elde edilen GR, domuz ve insan eritrositinden elde
edilen enzim ile kinetik ve elektroforetik 6zellikleri agisindan benzerlik gostermektedir

(Carlberg and Mannervik 1981).

Sigir karacigerinden 2', 5' ADP-Sepharose 4B afinite kromatografisi ile DEAE-Sepharose
iyon degisim kromatografisi kullanilarak GR enzimini %38,4 verimle 5456 Kkat
saflagtirilmistir. Saflagtirilan sigir karacier GR enziminin optimum sicakligr 50 °C,
optimum pH’s1 7 olarak bulunmustur. Enzimin mol kiitlesi SDS-PAGE ile 55 kDa olarak
belirlenmistir. Enzimin kinetik 6zelliklerine yonelik ¢alismanin sonucunda ise NADPH
icin Ky degeri 0,063+0,008 mM, GSSG i¢in bu deger 0,154+0,015 mM olarak

bulunmustur. GR enziminin iiriin inhibisyonu incelenmis ve sonucunda NADP"’nmn K;
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sabiti 0,043+0,003, GSH’mn Ki sabiti ise 8,506+0,563 olarak bulunmustur. NADP"’nin
inhibisyon tiirii yarigsmali, GSH’in inhibisyon tiirii yarismasiz olarak tespit edilmistir

(Ulusu ve Tandogan 2007).

Gokkusagi alabalik karacigerinden GR enzimi 2, 5-ADP Sepharose-4B afinite
kromatografisi ve jel filtrasyon kromatografisi kullanilarak %41 verimle 1654 Kat
saflastirilmistir. Enzimin optimum pH’s1 8,0, optimum sicakliklig1 10 °C, optimum iyonik
siddeti 50 mM Tris/HCI ve stabil pH ise 8,0 olarak bulunmustur. Gokkusagi alabalik
karacigeri GR enzimi i¢in yapilan karekterizasyon calismalarinin sonucunda ise GSSG
icin Ky degerinin 0,025 mM, Vpax degerinin 0,089 EU/ml, NADPH i¢in Ky degerinin
0,055 MM ve Vpa degerinin 0,143 EU/mL oldugu bulunmustur. Bdylece enzimin
GSSG’ye olan ilgisinin NADPH’a olandan daha biiyiikk oldugu tespit edilmistir.
Saflastirilan enzimin mol kiitlesi jel filtrasyon kromatografisi ile yaklasik 105 kDa, SDS-
PAGE ile 52 kDa olarak hesaplanmistir (Tekman vd. 2008).

Gokkusagi alabalig1 karacigerinde GR enzimi saflastirilmasi {izerine yapilan baska bir
calisma, Ekinci ve Sentiirk (2013) tarafindan gerceklesmistir. Arastirmacilar enzim
iizerine Mn*2, Cr*3, Sn* Co™, Mg", Ca™, Fe™ ve Zn' metal iyonlarinin etkilerini

incelemislerdir. Mg+2 iyonu disindaki iyonlarin enzimi inhibe ettigi belirlenmistir.

Enzimler iizerine yapilan kinetik caligmalarda cesitli ilaglarin enzim aktivitesi iizerine
etkisi incelenmistir. ilaglar enzimlerle etkilesime girerek onlar1 inhibe veya aktive
edebilirler. Yapilan arastirmalarda bazi ilaglarin enzimleri in vivo ve in vitro olarak farkl

etkiledigi tespit edilmistir (Beydemir vd. 2000, Erat vd. 2005).

Glutatyon rediiktaz enzim aktivitesi lizerine bir¢ok kimyasal maddenin etkilerini
inceleyen ¢alismalar gergeklesmistir. Bizim ¢alismamizda enzim aktivitesi lizerine
amoksisilin, tylosin, ampisilin, streptomisin siilfat, gentamisin, sefuroksim sodyum,
sefazolin sodyum, sefaperazon sodyum, linkomisin, ve klindamisin antibiyotikleri ile

novamizol, ketojezik ve prekort-liyo ilaglar1 kullanilmistir.

Yapilan aragtirmalarda insan eritrosit GR enzimini bazi molekiillerin inhibe ettigi

belirlenmistir. Bu molekiil -COOH, -CONH;, -CONHCHs;, -CONHCH,CH; gibi
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yapilarin 2-(5-nitrofurilvinil)-quinolin bilesiginin 4 nolu karbonuna takilarak tiiretilen
molekiildiir. Bagka bir ¢alismada da nitro grubu ihtiva eden bilesiklerin (nitrofurantion, 5-
nitro-2-froik asit, 5-nitroindol ve 2, 4, 6-trinitrobenzensiilfonat gibi )’de enzimi inhibe
ettigi belirlenmistir (McCallum and Barett 1995, Grellier et al. 2001).

Ayrica insan eritrosit GR enzimi aktivitesi lizerine bazi antibiyotik ilaglarin etkisi de
aragtirtlmigtir.  Bu  antibiyotiklerden bazilar1 sefotaksim sodyum, meropenem,
streptomisin siilfat, penisilin G, teikoplanin, gentamisin siilfat, ampisilin, siproflaksasin,
sefazolin sodyum, ofloksasin, sefepim, metronidazol, sefodizim disodyum ve
tiamfenikol’dur. Yapilan in vitro calismalarda insan GR enzimini aktive eden
antibiyotiklerin; tiamfenikol, penisilin G, streptomisin siilfat, gentamisin siilfat,
teikoplanin ve ampisilin oldugu tespit edilmistir. Enzimi aktivitesini inhibe eden
antibiyotikler ise metronidazol, ofloksasin, siproflaksasin, sefazolin sodyum, sefepim,
meropenem, sefotaksim sodyum ve sefodizim disodyum’dur. Bu ilaglardan K; sabitleri ve
ICso degerleri belirlenenler sefotaksim ve sefodizimin’dir. Sefodizim igin ICs 1,682 mM
ve K; 0,7446+0,2216 Mm, sefotaksim i¢in ICs¢ 12,179 mM ve K; 6,5123+4,1139 mM,
olarak belirlenmistir (Erat 2002, Erat vd. 2005).

Insan eritrosit hiicrelerinden saflastirilan GR enzimi iizerine yapilan baska bir inhibisyon
calismasida Sentiirk vd. (2009) enzim {izerime bazi analjezik ve anastetik ilaglarla
yapilmustir. Bu ilaglar diklofenak sodyum, ketoprofen, lornoxicam, tenoxicam, etomidate,
morphine ve propofol ilaclaridir. Arastirma sonucunda Propofol yarigsmasiz inhibisyon

gosterirken digerlerinin yarigmali inhibisyon gosterdigi belirlenmistir.

Melatonin hormonu ile yapilan bir calismada hormonun insan eritrositlerinden
saflastirilan GR enzim aktivitesi lizerine etkileri incelenmistir. Erat ve Cift¢i’nin (2006 )
yaptiklari bu ¢aligmada % 24 verimle, 5.823 kat saflastirilan enzimin aktivitesi 0.02 mM
melatonin tarafindan aktive ettigi, 0.08 mM da ise inhibe ettigi tespit edilmistir.

Sigir eritrositleri ile yapilan bir ¢aligmada ise Erat vd. (2003) GR enzimini amonyum
stilfat ile kismi olarak ¢oktiiriip, afinite kromatografisi (2',5'-ADP Sepharose 4B) ve jel
filtrasyon kromatografisi (sephadex G-200) yontemlerini de kullanilarak tam saflastirma

yapmuglardir.  Saflastirilan enzim aktivitesi {izerine; streptomicin siilfat, gentamisin
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stilfat, netilmisin, teicoplanin, thiamfenikol, ampisillin, sefotaxim ve sefodizim enzim
antibiyotiklerinin etkilerini arastirmiglardir. Arastrma neticesinde sefotaxim ve
sefodizim, enzimi inhibe ederken digerleri aktive etmistir. Inhibitdrlere ait olan

inhibisyon ¢esidinin ise yarismali oldugu belirlenmistir.

Tavuk karacigerinden elde edilen GR enzimi lizerine bazi antibiyotiklerin inhibisyon
etkisi arastirilmstir. %35 verim ile 1636 kat saflastirilan enzim iizerine ofloksasin,
levofloksasin, sefsazolin, sefepim ilaglarinin inhibisyon etkisi incelenmistir.
Levofloksasin, ofloksasin, ve sefazolin’in yarigmasiz, sefepim’in ise yar1 yarigmali
inhibisyon etkisi gosterdigi tespit edilmistir (Demir vd. 2006). Ayrica koyun
karacigerinden %18,76 verimle 1850 kat saflastirilan GR enzimi {izerine gentamisin
stilfat, tiyamfenikol, oflaksasin, levoflaksasin, sefepim ve sefazolin ilaglarinin inhibisyon
etkisi incelenmistir. Oflaksasin, levoflaksasin, sefepim ve sefazolin antibiyotiklerinin

enzimi yar1 yarigmali olarak inhibe ettigi ortaya konulmustur (Erat ve Ciftci 2003).

Yapilan litaratiir taramalarinda enzim kinetigi calismalar1 i¢in siganlar oldukca fazla
kullanilmistir. Bu c¢aligmalarin  birinde Adem’in (2011) sigan kalp ve akciger
dokularindan G6PD, 6PGD ve GR enzimlerini saflastirpp bu enzimlerin aktiviteleri
lizerine bazi ilaglarin etkileri arastirilmustir. Adem’in bu c¢alismasinda sefuroksim,
metilprednisol, teikoplanin furosemid, gentamisin, seftazidim, digoksin, dopamin,
furosemidin, Adrenalin, lidokain, metoprolol tartarat, verapamil HCI, levofloksasin,
sefazolin ve kotin ilaglarin1 enzimlerin aktiviteleri lizerine olan etkilerini incelemistir. Bu
ilaglardan sefazolin, seftazidim, sefuroksim furosemid, gentamisin, levofloksasin,
metilprednisol, teikoplanin sigan akciger dokusu GR enzimini inhibe etmistir. Digoksin,
dopamin, furosemidin ise si¢can kalp dokusu GR enzimini inhibe etmistir. Ayrica
adrenalin, lidokain, metoprolol tartarat, verapamil HCI ilaglarmin ise her iki dokudan da

saflastirilan GR enzimi lizerine inhibisyonu gozlenmemistir.

Sicanlarla yapilan baska bir calismada, sicanlarin kas, kalp, akciger, testis, bobrek, mide,
beyin ve karaciger dokularunda nikotin ve nikotint+E vitamininin GR aktivitesi iizerine
etkisi arastirilmistir. Arastrma sonucuna gore nikotin beyin dokusu hari¢ diger

dokulardaki GR enzim aktivitesini inhibe ettigi, beyin dokusu GR enzimini ise aktive
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ettigi belirlenmistir. E vitamini takviye edildiginde ise testis dokusu hari¢ GR

aktivitesindeki nikotin kaynakli inhibisyonun engellendigi bulunmustur (Erat vd. 2007).

Budak vd. (2014) yaptiklar1 bir g¢alismada, sicanlarm icme suyuna FeClsx6H,0
(0,87;3;30 ve 300 ppm konsantrtasyonunda) karistirmig 100. glin sonunda si¢anlarin
karaciger dokularmdan GR enzim aktiviteleri incelenmistir. Kontrol gruplariyla

kiyaslandiginda enzim aktivitesinde 6nemli oranda azalmalar saptanmistir.

Baska bir caligmada Ray vd. (2014) sicanlardan izole ettikleri hepatositleri arsenik 10 pM
(As203) ile muamele etmislerdir. 1, 2, 4 ve 6 saat boyunca yaptiklar1 aktivite

Olciimlerinde GR enziminde azalis tespit etmislerdir.

Goriildiigii gibi enzimler ilag ve kimyasal maddelerden etkilenmektedirler. Ozellikle
giiniimiizde sik¢a kullanilan antibiyotiklerin genlerin ekspresyonu iizerine etkileri de
arastrma konusu olmustur. Genlerde meydana gelebilecek genetik bozukluklarin yol
actig1 hastaliklarda dokulardaki spesifik enzimin eksikliginden kaynakli olabilecegi
arastirilmistir. Bu nedenle hastalik tanisi i¢in bazi doku orneklerindeki belirli enzimlerin
ayrica kan plazmasi ve eritrositlerdeki bazi enzimlerin aktivitelerinin 6l¢iilmesi 6nemlidir

(Lehninger et al. 2007).

Yapilan ¢aligmalarda GR ve GSH eksikligine bagl olarak ortaya ¢ikan oksidatif stress
Alzheimer, ateroskleroz, felg, epilepsi, Parkinson, orak hiicre anemisi, HIV, kanser,
karaciger ve akciger rahatsizliklari, AIDS ve diyabet gibi bir¢ok hastaliklara yol
acmaktadir (Townsend et al. 2003, Wu et al, 2004). GR eksikliginin en belirgin
rahatsizliklar1 neonatal sarilik, favizm ve hemolitik anemi oldugunu Kamerbeek ve

arkadaslar1 yaptiklari caligmalarla ortaya koymuslardir (Kamerbeek et al. 2007).

Antioksidan sistemler, ilaglar, beslenme ve oksidadif stres gibi nedenlerden dolay1
bozulmasma bagli olarak hiicre yaslanmasi {izerine yapilan caligmalarda eritrosit
hiicreleri model olarak kullanilmistir. Bu hiicrelerin yaslanmas: lipid peroksidasyon
indikatorii olan malondialdehid (MDA) artis1 belirlemistir (Stocks J et al. 1972).
GSH/GSSG dengesinin bozulmasma neden olan bu durum glutatyon baglantili

enzimlerin (Glutatyon rediiktaz, Glutatyon-S transferaz, Glukoz-6-fosfat Dehidrogenaz,
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Glutatyon Peroksidaz, y-Glutamil sistein sentataz) azalmasiyla kendini gostermistir

(Mieyal JJ et al. 1991).

Yapilan litaratiir taramalarinda antioksidan sistemin 6nemli bir pargasi olan glutatyon
molekiilii calismalarinda eksojen toksinlere direk maruz kaldigindan dolay1 karaciger
dokusu arastirilmistir. Bu organ hiicreleri olan hepatositler GSH’n en fazla depolandig:
hiicrelerdir. Yapilan hayvansal deneylerde GSH biyosentezini inhibe etmek ig¢in
butiyonin, sulfoksimin, asetaminofen ve bromobenzen gibi g¢esitli ksenobiyotikler
kullanilmaktadir. Bunlara maruz kalan hepatositlerde GSH tiikenmekte ve karaciger
hasarlar1 ortaya c¢ikmaktadwr. Bu durumu diizeltmek iginde glutatyon kaynaklarinin

artirilmasi gerektigi belirtilmistir (Atamer vd. 2000).



3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal

3.1.1. Kullanilan Kimyasallar

Arastirmamizda  kullamilmak  iizere; indirgenmis formu NADPH olan -
nikotinamidadenindiniikleotidfosfat, okside formu NADP* olan B-
nikotinamidadenindiniikleotidfosfat, indirgenmis glutatyon (GSH), oksideglutatyon
(GSSG@G), standart protein olarak serum albiimini, kisaca TEMED olarak adlandirilan
N,N,N’,N’-tetrametil etilendiamin, sodyum bikarbonat ve etilendiamintetraasetikasit
(EDTA), amonyum siilfat, hidroklorik asit, sodyum kloriir, glisin, sodyum hidroksit,
fosforik asit, asetik asit, gliserin, potasyum fosfat, potasyum kloriir, etanol, metanol,
potasyum bisfosfat, sodyum asetat, izopropanol Sigma Chemical Comp.’den,
trihidroksimetilaminometan (Tris), sodyum asetat, potasyum asetat E.Merc AG’den temin
edilmistir. Ayrica bu kimyasallardan farkli olarak kullandigimiz akriamid, N,N’-metilen
bisakrilamid, brom timol mavisi, amonyum persiilfat, Coomessie Brillant Blue G-250, -
merkapto etanol, sodyum dodesilsiilfat (SDS) ve dithiothreitol (DTT) Acros
Organics’den, 2', 5'-ADP-Sepharose 4B Pharmacia’dan temin edilmistir.

3.1.2. Yararlanilan Alet ve Cihazlar

Elektroforez tanki: BIO RAD (dikey)

Sogutmali satrifiij: (HETTICH UNIVERSAL 320 R)
Spektrofotometre: (SHIMADZU/JASCO)

pH metre: (HANNA HI221)

Karistiric1 (Vorteks): (IKA MS3 BASIC)

Karistirict (Shaker): Termal N11340

Otomatik pipet: EPPENDORF
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Magnetik karistirict (IKAC-MAG HS7)
Saf su cihazi: GFL 2004

Peristaltik pompa: (ATTA SJ1220)

Su banyosu: Termal H11960/ Niive
Homojenizator: IKA

Hassas terazi: (PRECISA /DENVER S134)
Derin dondurucu: (-20)

3.1.3. Kullamilan Cozeltiler

3.1.3.1. Homojenatin Hazirlanmasinda Kullanilan Cozeltiler

1. 2,04 g KH2PO4, 0,1116 g EDTA, 0,0462 g DTT ve 0,052 g PMSF karisimi1 (50 mM
KH,PO4s/ 1 mM EDTA/ 1 mM DTT/ 1 Mm PMSF (pH=8)) alinip 200 mL saf suda

¢oOziildii ve pH=8’e ayarlandiktan sonra son hacim saf su ile 300 mL’ye tamamlandu.

3.1.3.2. Aktivite Olciimiinde Kullanilan Cézeltiler

1. 0,1 M KH,PO4 (pH=8): 0,34 g KH,PO, tartilarak 40 mL saf suda ¢6ziildiikten sonra
pH=8¢ ayarland1 ve toplam hacim 25 mL olacak sekilde saf suda ¢oziildii.

2. 20 mM GSSG Cozeltisi: 0,0618 g okside glutatyon (GSSG) alinarak toplam hacim 5
mL olacak sekilde saf suda ¢oziildii.

3. 2 mM NADPH Cozeltisi: 0,0087 g NADPH alinarak hacmi saf suyla 6 mL’ye

tamamlandi.
3.1.3.3. Afinite Kolonunda Kullanilan Cozeltiler
1. Afinite kolonunun rejenerasyonu i¢in kullanilan tampon (0,1 M Na-asetat, 0,5 M NaCl,

pH=4,5) : 41 g Na-asetat ve 14,61 g NaCl alinip 250 mL suda ¢oziildii, pH=4,5"¢

ayarlandiktan sonra toplam hacim saf su ile 500 mL’ye tamamlanda.
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2. Afinite kolonunun rejenerasyonu icin kullanilan tampon (0,1 M Tris/ HCI, 0,5 M
NaCl, pH=8,5) : 6,05 g Tris ve 14,61 g NaCl alinip 250 mL suda ¢oziildii, pH=8,5’¢
ayarlandiktan sonra toplam hacim saf su ile 500 mL’ye tamamlandi.

3. Kolonun paketlenmesi ve dengelenmesi igin kullanilan tampon (50 mM KH,POq,, 1
mM EDTA, 1ImM DTT, pH=6): 1,7 g KH;POy4, 0,073 g EDTA ve 0,0385 g DTT alinarak
200 ml suda ¢oziildii ve pH=6,0’a ayarlandiktan sonra saf su ile toplam hacim 250 mL’ye
tamamlandi.

4. Numune tatbik ettikten sonra afinite kolonunun yikanmasi i¢in kullanilan 1. tampon:
(0,1 M K-asetat, 0,1 M K-fosfat, pH=6,0) : 1,225 g K-asetat ve 1,7 g K-fosfat karigimi
100 ml saf suda ¢6ziildii ve pH=6,0"a ayarlandiktan sonra toplam hacim saf su ile 125
mL’ye tamamlandi.

5. Numune tatbik ettikten sonra afinite kolonunun yikanmasi i¢in kullanilan 2. Tampon:
(0,1 M K-fosfat, 0,1 M KCI, pH=7,85): 1,7 g K-fosfat ve 1,225 KCI karisimmin hacmi
saf su ile 100 mL’de ¢6ziildii. pH’s1 7,85°e ayarlandiktan sonra toplam hacim saf su ile
125 mL’ye tamamlandi.

6. Numune tatbik ettikten sonra afinite kolonunun yikanmasi i¢in kullanilan 3. Tampon:
(50 mM KH,PO4, 1 mM EDTA, pH=7): 0,68 g KH,PO,4 ve 0,0292 g EDTA alinip hacmi
saf su ile 50 mL’de ¢oziildi. pH’s1 7,85°e ayarlandiktan sonra toplam hacim saf su ile 100
mL’ye tamamlandu.

7. Afinite jeline tutunmus olan glutatyon rediiktaz enziminin eliisyonu i¢in kullanilan
tampon (50 mM K-fosfat, 1 mM EDTA, 1 mM GSH ve 0,5 mM NADPH, pH=7,5): 0,34
g K-fosfat, 0,015 g EDTA, 0,0307g GSH ve 0,021 g NADPH alinip 30 mL suda ¢oziildi

ve pH=7,3’¢ ayarlandiktan sonra toplam hacim saf su ile 50 mL’ye tamamland1.

3.1.3.4. Elektroforez icin Kullanilan Cézeltiler

1. 1 M Tris-HCI (pH=8,8): 6,055 g Tris almip 25 mL suda ¢6ziildii ve pH =8,8’¢
ayarlandiktan sonra son hacim saf su ile 50 mL’ye tamamlanda.
2. 1 M Tris-HCI (pH=6,8): 6,055 g Tris alinip 25 mL suda ¢ozildii ve pH =6,8"¢
ayarlandiktan sonra son hacim saf su ile 50 mL’ye tamamlandi.
3. %30 Akrilamid-%0,8 Bisakrilamid ¢ozeltisi: 15 g akrilamid ve 0,4 g bisakrilamid

alinarak toplam hacim saf su ile 50 mL ‘ye tamamlandi.
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4. %10’luk amonyum perstilfat ¢ozeltisi:1 g amonyum persiilfat alinarak toplam hacim
saf su ile 10 mL’ye tamamlandi.

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

6. Yirttme tamponu: 6,04 g Tris ve 30,04 g glisin alinarak 1000 mL saf suda ¢oziildii.
Daha sonra %10’luk SDS’den 20 mL ilave edildi ve pH=8,3’e ayarlandiktan sonra son
hacim saf su ile 2 L’ye tamamland.

7. Numune tamponu: pH=8 olan 1 M Tris-HCIl’den 0,5 mL, %10’luk SDS’den 1 mL
alinip tizerine %100’liik gliserinden 1 mL ilave edildi. Daha sonra %0,1’lik bromtimol
mavisinden 1 mL alinarak eklendi ve son hacim saf suyla 10 mL’ye tamamlandu.
Olusturulan bu karigimdan 950 pL alinip {izerine 50 mL [-merkaptoetanol ilave edildi.
Boylece numune tamponu hazirlanmis oldu.

8. Jelde vyiiriitiilen proteinlerin sabitlestirilmesi i¢in kullanilan ¢dzelti: Izopropanol’den 50
mL, TCA’dan 10 mL alinip toplam hacim saf su ile 100 mL’ye tamamlandu.

9. Jel boyama ¢ozeltisi: 50 mL metanol, 10 mL asetik asit ve 30 mL su karistirilarak
icerisine 0,1 g coomassie brillant blue R-250 reaktifi eklenip ¢oziildii ve daha sonra
toplam hacim saf su ile 100 mL’ye tamamland.

10. Jel yikama ¢ozeltisi: 50 mL metanol, 10 mL asetik asit alinarak toplam hacim saf su

ile 100 mL’ye tamamland1.

3.1.3.5. Bradford Yontemiyle Protein Tayini i¢cin Kullanilan Cézeltiler

Coommassie Brillant Blue ¢ozeltisi: %95°lik etanolden 50 mL alinip iizerine 100 mg
Coommassie Brillant Blue G-250 reaktifi eklenerek ¢6ziilerek hazirlandi. Bu ¢ozeltiye
%95’lik fosforik asitten 100 mL ilave edildi. Toplam hacim saf su ile 1000 mL’ye

tamamlanarak ¢ozelti karanlik ortamda muhafaza edildi.

3.1.3.6. Antibiyotik ve Ilaclarin Ana Cézeltileri

1. Amoksisilin: 0,01 g amoksisilin alind1 ve toplam hacim 1,2 mL olacak sekilde saf
suda ¢oziildi (22,80 mM).

2. Tylosin: 0,01g tylosin alind1 ve toplam hacim 1 mL olacak sekilde saf suda ¢ozildii
(9,38 mM).
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3. Ampicilin: 0,01 g ampisilin alind1 ve toplam hacim 1,5 mL olacak sekilde saf suda
¢ozildi (19,08 mM).

4. Streptomisin Siilfat: 0,01 g streptomisin siilfat alindi ve toplam hacim 0,05 mL
olacak sekilde saf suda ¢oziildii (34,38 mM).

5. Gentamisin: 0,08 g gentamisin alind1 ve toplam hacim 2 mL olacak sekilde saf suda
¢ozlldi (83,75 mM).

6. Cefuroksim sodyum: 0,01 g cefuroksim sodyum alindi1 ve toplam hacim 0,05 mL
olacak sekilde saf suda ¢6ziildii (448,02 mM).

7. Sefazolin Sodyum: 0,01 g sefazolin sodyum alindi ve toplam hacim 0,05 mL olacak
sekilde saf suda ¢oziildii (419,72 mM).

8. Sefoperazone Sodyum: 0,01 g sefoperazon sodyum alindi ve toplam hacim 0,3 mL
olacak sekilde saf suda ¢6ziildii (49,92 mM).

9. Linkomisin- HCI: 0,6 g linkomisin alind1 ve toplam hacim 2 mL olacak sekilde HCI
de ¢oziildii (737,93 mM).

10. Novamizol: 1 g metamizol sodyum alindi ve toplam hacim 2 mL olacak sekilde saf

suda ¢oziildii (1499,97 mM).

11.Ketojezik: 0,1 g ketoprofen alindi ve toplam hacim 2 mL olacak sekilde saf suda

¢ozildii (196,63 mM).

12.Prekort-Liyo: 0,02 g metilprednisolon alindi ve toplam hacim 3 mL olacak sekilde

saf suda ¢ozildii (17,80 mM).

13.Klindamisin- HCI: 0,6 g klindamisin alind1 ve toplam hacim 2 mL olacak sekilde

HCI’de ¢6ziildii (705,91 mM).

3.2. Yontem

3.2.1. Koyun Dalak Dokusunun Temini

Bing6l ili Kombine Et ve Siit Kurumundan soguk zincir kurallarina goére temin edilip
laboratuvarda belirli parcalara boliinerek -20°C” de saklandi ve deney calismalarinda

kullanildi.
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3.2.2. Glutatyon Rediiktaz Enziminin Koyun Dalak Dokusundan Saflastirilmasi

3.2.2.1. Homojenat Hazirlanmasi

15 g dalak dokusu kiigiik parcalar halinde dograndi ve 45 mL’lik 50 mM KH,PO, (pH
7,5) tamponu icinde siispanse edildi. Daha sonra 13.000xg de 1 saat santrifiij edilip

cokelti atilarak homojenat olusturuldu.

3.2.2.2. Enzim Aktivitesinin Ol¢iilmesi

340 nm’de spektrofotometrik olarak GR enziminin aktivite 6l¢timii yapildi. Carlberg ve
Mannervik'in (1985) tanimladigi bu yontemde, okside glutatyon (GSSG)’un bulundugu
ortamda NADPH’n yiikseltgenmesine bagl olarak azalan NADPH miktar1 ile aktivite
belirlendi. Aktivitenin belirlenmesi i¢in 0,1 M KH,PO,4 (pH 8,0) tamponu, 20 mM GSSG
¢ozeltisi, 2 mM NADPH ¢ozeltisi hazirlandi ve 1000 pL’lik kiivete 200 pl. KH,PO4
tamponu, 100 pL GSSG ¢ozeltisi, 100 pL NADPH ¢o6zeltisin, 20 pLL homojenat ve 580
uL’de saf su konarak 340°nm’de spektrofotometrik olarak ol¢iim yapildi ve aktivite

Olciildii. Bu degerlere gore 0. ve 3. dakikalar arasindaki absorbans farki degerleri
kaydedildi.

Asagidaki formiil kullanilarak enzim tinitesi degerleri hesaplandi.

EU/mL = ( AOD/3/6,22) x (V1/Vg ) x SF

Formiilde kullanilan simgelerin ifade ettigi anlamlar asagida aciklands,
EU/mL: 1 mL’deki enzim iinitesi sayis1

AOD: 340 nm’de dlgiilen bir dakikadaki absorbans degisimi

6,22: Ekstinksiyon katsayisi

V1: Toplam kiivet hacmi

VEe: Olgiimiin yapildig1 kiivetteki saf enzim numunesinin hacmi

SF: Seyreltilen 6rnekler i¢in kullanilan seyreltme faktorii



34

3.2.2.3. Amonyum Siilfat Coktiirmesi ve Diyaliz

Suda oldukga yiiksek oranda ¢oziinme 6zelligine sahip olan amonyum siilfat tuzu ile
proteinlerin kismi ¢oktiirme isleminde protein molekiillerinin hidrofilik ve hidrofobik
yiizeyleri ile kaynaklanan etkilesim s6z konusudur. Proteinlerin etrafinda bulunan su
molekiilleri, amonyum siilfat gibi yiiksek tuz konsantrasyonunda buradaki iyonlar
tarafindan ¢ekilir. Suyun g¢ekilmesiyle onlara tutunan proteinler ¢okerler (salting-out).
Proteinlerin bu 6zelliklerine dayanarak ¢oktiirme islemi gerceklestirildi. Hazirlanmis olan
homojenat i¢in 6n denemelerle amonyum siilfat ¢oktiirmesi yapildi. Bunun i¢in sirasiyla
% 0 - %20, %20 - %30, %30 - %40, %40 - %50, %50 - %60, %60 ve %70 araliklarinda
coktiirme yapildi ve enzimin hangi aralikta ¢oktiigii tespit edildi. Homojenata kati
amonyum siilfat ((NH4)2SO,) yavas yavas eklenerek manyetik karistirici ile ¢dziinmesi
saglandi. Asagidaki formiil kullanilarak ¢ozeltiye katilacak olan amonyum siilfat tuzunun

miktar1 hesaplandi.

Formiilde kullanilan simgelerin ifade ettigi anlamlar asagida agiklands,

g(NH4)2SO, = 1,77 x V x (S2-S1)/ 3,54 - S2
V: Enzim ¢ozeltisinin hacmi
S1: 1’in kesri olarak ¢6zeltideki amonyum siilfat doygunlugu

S2: 1’in kesri olarak istenen amonyum siilfat doygunlugu

Her defasinda tuzlu homojenatlar 15 dakika boyunca 5.000xg’de santrifiij edildi.
Santrifiij sonrasi siipernatant ayr1 bir erlene alindi, pelet ise ¢oziinene kadar homojenat
tamponu ile muamele edildi ve siipernatant ile pelette ayr1 ayr1 enzim aktivitesine bakildi.
Yapilan amonyum siilfat ¢oktiirmesinin her araliginda islemler tekrar edilip aktivite
Ol¢limii yapildi ve enzimin aktif oldugu aralik belirlendi. Coktiirme sonrasi olusan ¢ozelti
pH=7,5’e ayarlanan diyaliz tamponu (10 mM K-fosfat, 1 mM EDTA) ile 2 saat boyunca
2 defa degistirilerek dializ edildi (Simith 1987).
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3.2.2.4. 2", 5" ADP Sepharose-4B Afinite Kromatografisi ile Enzimin Saflagtiriimasi

Amonyum siilfat ile kismi olarak c¢oktiiriilen enzim numunesinin tam olarak
saflagtirilmast igin 2' , 5' ADP Sepharose-4B afinite kromatografisi uygulandi. Burada
oncelikle afinite kolonu hazirlandi. Bunun igin; 2', 5'-ADP sepharose 4B jeli kuru olarak
2 ¢ tartilarak alindi. Bu miktar 10 mL’lik yatak hacmi i¢in yeterli olan miktardi. Daha
sonra bu jelden safsizliklarin uzaklastirilmast igin 400 mL destile su ile birka¢ defa
yikand1 ve bu esnada jel sisirilmis oldu. Sisirilmeden kaynakli olusan hava ise su trompu
kullanilarak vakumlama yontemiyle alindi ve jele dengeleme tamponu (50 mM KH;POy4/1
mM EDTA, ImM DTT, pH:6,0) eklenerek silispansiyon yapildi. Hazirlanan jel kolona
paketlendi. Bunun i¢in 1x10 cm’lik kapali sistemden olusan sogutmali kolon kullanildi ve
jelin ¢okmesi igin beklenildi. Kolondan daha sonraki asamalarda peristaltik pompa
yardimiyla bolim 3.1.3.3’de anlatilan yikama ve dengeleme tamponlar1 gegirildi.
Kolonun dengelenmis oldugu kolondan gegirilen tampon ile eliatin 280 nm’de
absorbanslarmim esitlenmesine bakilarak kolonun hazirlandigi anlasildi (Danner et al.
1977, Boggaram et al. 1979, Carlbeg and mannervik 1981). Amonyum siilfat ¢oktiirmesi
sonrast en yiksek aktivitenin oldugu %20 - %70 araligindaki 13 mL amonyum siilfat
coktiirmesinden elde edilen enzim numunesi kolona tatbik edildi. Daha sonra kolon
yikama c¢ozeltileri ile yikandi. Burada {i¢ ayr1 yikama c¢ozeltileri hazirlandi ve her
birinden sirayla 25’er mL alinarak kolon yikandi. Kolon ilk olarak 0,1 M K-asetat/0,1 M
K-fosfat (pH=7,85) tamponu ile yikandi. Daha sonra yikama i¢in 0,1 M K-fosfat/0,1 M
KCI (pH=7,85) tamponu kullanildi. Son olarak 50 mM KH,PO,/1 mM EDTA (pH=7)
tamponu ile yikandi. Yikama islemi spektrofotometrede takip edilerek belirlendi. Yikama
islemine absorbans degerlerinin kore esit ya da yakin (0,05 civarinda) olana kadar devam
edildi. Kolonun yikanmasindan sonra kolona yiiklenen eliisyon tamponu (50 mM
KH2PO4/1 mM EDTA, 1mM GSH ve 0,5 mM NADPH, pH 7,3) ile enzim eliie edildi.
Eliisyonlar 1,5 mL’lik eppendorf tiiplerine alinip aktivite degerlerine bakildi. Elde

ettigimiz enzim drneklerinin SDS-PAGE yontemiyle saf olup olmadiklar1 kontrol edildi.
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3.2.2.5. SDS-PAGE ile Enzim Safliginin Kontrolii

SDS-PAGE Laemmali metoduna gore yapildi (Laemmali 1970). Bu metoda gore
oncelikle elektroforez plakalar1 su ve alkol yardimiyla yikandi. Daha sonra iki plaka iist
iiste gelecek sekilde konulup kiskaclarla tutturuldu ve sizdirmayi onleyen bir slinger
bulunduran jel hazirlama kabinine konuldu. Bu plakalardan biri aralik olusturucu diger
ise diiz bir plakaydi. Diger taraftan %8’lik ayirma jeli hazirland1 (ayirma jeli hazirlarken
1 M Tris-HCI (pH=8,8)’ den 5 mL, %30 Akrilamid-%0,8 Bisakrilamid ¢6zeltisinden 4,4
mL, %10’luk amonyum persiilfat ¢ozeltisinden 0,1 mL , %10’luk SDS’den 0,2 mL,
%35’lik TEMED’den 0,1 mL ve saf sudan 3,13 mL karistirilarak elde edilir) ve enjektorle
istte 2-3 cm kalincaya kadar plakalara dolduruldu, hemen ardindan hava kabarcigi
olusmasimi 6nlemek amaciyla plakalara izopropanol eklendi. Daha sonra jelin donmas1
beklendi. Jelin katilagmis oldugundan emin olunduktan sonra iistteki propanol dokiildii ve
%3’lik yigma jeli hazirlandi (yigma jeli hazirlarken 1 M Tris-HCI (pH=6,8)’ den 0,44
mL, %30 Akrilamid-%0,8 Bisakrilamid ¢6zeltisinden 0,8 mL, %]10’luk amonyum
persiilfat ¢ozeltisinden 0,03 mL , %10’luk SDS’den 0,03 mL, %S5’lik TEMED’den 0,03
mL ve saf sudan 2,45 mL karistirilarak elde edildi). 2-3 cm bosluk olan kisma doldurulup
hava kabarcig1r olmamasina dikkat edildi. Hemen ardindan numune tatbik edilecek olan
kuyularin olusmasi i¢in tarak yerlestirildi. Katilagsma igleminden sonra tarak dikkatlice
cikartilarak kuyular numune yiiklemeye hazir hale getirildi. Daha sonra jel plakalari
iizerinde bulunduklari jel hazirlama kabiniyle beraber elektroforez tankina yerlestirildi.
Tankin alt ve ist kismi yiiriitme tamponu (bolim 3.1.3.4’de hazirlanis1 anlatildi) ile
dolduruldu. Yaklasik 20 ug protein olacak sekilde enzim Ornekleri hazirlandi. Enzim
orneklerinden 100’er puL alind1 ve her birinin iizerine 100 pL numune tamponu (bdlim
3.1.3.4’de hazirlanis1 anlatildi) ve 100 pL gliserol ekleyip 10 dk kaynar su banyosunda
inkiibe edildi. Boylece denature olmus proteinler elektrofoez tankinda yliriimeye hazir
hale geldi. Olusan kuyulardan birine 6nce SmL protein standardi sonraki kuyulara inkiibe
edilen enzimden 20 pL eklendi ve tank kapagi kapatilarak alt tarafindan (+) anot kablo,
iist taraftan ise (-) katot kablo yerlestirildi. Ornekler 6nce 80 voltta 20 dakika boyunca
yiriitiildii. Daha sonra akim 120 volt’a ¢ikartilarak numunelerin iki saat boyunca yiiriiyiip
jelin alt kismina gelmeleri saglandi. Yiiriitme islemi bitince akim kesilerek, jel plakalar
arasindan dikkatlice ¢ikartildi ve boliim 3.1.3.4’de hazirlanis1 anlatilan sabitlestirme,

boyama ve yikama ¢0zeltilerine calkalayici lizerinde sirasiyla birakildi. Sabitlestirme



37

cozeltisinde yaklasik 30 dakika, boyama ¢ozeltisinde 3 saat ve yikama ¢dzeltisinde rengi
acilip, protein bantlar1 belirginlesene kadar (yaklasik 1 saat) bekletildi. Yikanan jel
cikarilarak fotografi ¢ekildi.

3.2.2.6. GR Enziminin Molekiil Kiitlesinin SDS-PAGE ile Tayini

Saflastirilan enzimin muhtemel alt biriminin molekiil kiitlesini hesaplamak i¢in 175 kDa,
130 kDa, 95 kDa, 70 kDa, 62 kDa, 51 kDa, 42 kDa, 29 kDa, 22 kDa, 14 kDa ve 10,5 kDa
molekiil kiitlesine sahip 11 standart protein kullanildi. Her bir standart proteinin Ry
degerini hesaplamak i¢in saflastirilan GR enzimi ile yapilan elektroforez sonucu elde
edilen jel fotografi kullanildi. Daha sonra R¢-log Mk standart grafigi ¢izildi. Daha sonra
ayni jel fotografiyla goriintiilenen GR enziminin Rf degeri hesaplandi ve elde edilen
deger grafik formiiliinde yerine konularak ¢ikan sonucun log Mk degeri bulundu. Bulunan
degerin antilogaritmasi alindi ve GR enziminin molekiil alt biriminin kiitlesi belirlendi.

Proteinlerin Rt degerleri asagidaki formiilden hesaplandi.

Ri = X/ Xboya

Xe: Proteinin yiiriime mesafesi,

Xboya: Boyanin yiiriime mesafesi

3.2.3. Bradford Yontemiyle Protein Tayini

Homojenat, 2', 5' ADP-Sepharose 4B anfinite kromatografisi yontemiyle saflastirilan
enzim ¢ozeltisi ve amonyum siilfat ¢okeltisindeki protein miktar1 Bradford yontemiyle
belirlendi. Bu yontemde proteinler lizerindeki pozitif yiike baglanmak iizere negatif bir
ylike sahip olan Coomassie Brillant Blue G-250 kullanildi. 2 dakika gibi kisa bir siirede
bu boya proteinlere baglanir. Proteinin ve boyanmn olusturdugu kompleks 595 nm’ de
maksimum absorbans gosterir. Bu yontemin bozucu faktorlere hassasiyeti olduk¢a azdir
(1-100 pg arasi). Ayrica iki saat’in iizerinde protein boya kompleksi kalabilir (Bradford
1976).
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Homojenati, 2', 5' ADP-Sepharose 4B anfinite kromatografisi yontemiyle saflastirilan
enzim ¢ozeltisini ve amonyum siilfat ¢okeltisindeki protein miktarlarin1 belirlemek igin
standart bir grafige ihtiya¢ vardir. Standart grafik olusturmak i¢in standart sigir albumin
(1 mL’sinde 1 mg protein bulunduran) ¢6zeltisi hazirlandi. Tiiplere son hacim saf su ile
100 pL olacak sekilde hazirlanan standart sigir alblimin ¢6zeltisinden sirasiyla 10, 20, 30,
40, 50, 60, 70, 80, 90 ve 100 uL eklendi ve her bir tiipteki karisimin tizerine 4900 uL
Coomassie Brillant Blue G-250 c¢ozeltisi ilave edilip vortekslendi ve 10 dakika
reaksiyonun gerceklesmesi i¢in bekletildi. Ardindan 3 mL’lik kiivetlerde 595 nm’de
absorbans degerleri kore kars1 okundu. Kor olarak, toplami 5000 uL olan (100 uL saf su
ve 4900 puL Coomassie Brillant Blue G-250) ¢6zelti kullanildi. Sonug olarak standart
grafik icin absorbans degerlerine karsilik gelen pg protein degerleri belirlendi (Sekil
4.1). Daha sonra elde edilen enzim numunelerinden (koyun dalak dokusu
homojenatindan, amonyum siilfat ¢okeltisinden ve afinite kromatografisinden) 0,1 mL,
tiplere konularak tizerine 4900 pL. Coomassie Brillant Blue G-250 reaktifi katildi.
Vorteks ile karistirilip 10 dakika bekletildi. Son olarak bunlarinda 595 nm’de absorbans
degerleri okundu. Elde edilen bu sonuglara gore standart grafikten faydalanilarak protein

miktarlar1 belirlendi.

3.2.4. Karakterizasyon Calismalar

3.2.4.1. Optimum pH Cahsmalan

Koyun dalak dokusundan saflastirilan glutatyon rediiktaz enziminin optimum pH'sini
tespit etmek i¢in pH'lar1 7, 7.5, 8,0, 8,5 ve 9,0 olan Tris-HCI ve pH'lar1 5, 5,5, 6,0, 6,5,
7,0, 7,5 ve 8,0 olan fizyolojik pH’ya yakin tamponlama kapasitesine sahip KH,PO4
tamponlar1 hazirlandi. Bu farkli pH’larda ayr1 ayr1i enzim aktivitelerine bakild1 ve

sonuglar degerlendirerek optimum pH belirlendi.
3.2.4.2. Optimum Iyonik Siddet Calismalar
Optimum iyonik siddetin belirlenmesi i¢in belirlenen optimum pH’da 0,01, 0,02, 0,04,

0,06, 0,08, 0,1, 0,2, 0,4, 0,5, 0,8 ve 1 M KH,PQO4 tamponlar1 kullanilarak sirasiyla aktivite

Olclimlerine bakildi.
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3.2.4.3. Stabil pH Cahsmalan

Koyun dalak dokusundan saflastirilan glutatyon rediiktaz enziminin stabil pH degerini
tespit edebilmek i¢in pH'lar1 5, 5,5, 6, 6,5, 7,0, 7,5 ve 8,0 olan KH,PO4 ve pH'lar1 7, 7,5,
8,0, 8,5 ve 9,0 olan Tris-HCI tamponlar1 hazirlandi. Bu tampon ¢ozeltilerinin 2 mL’sine
ImL enzim ¢ozeltisi eklenerek 24 saat araliklariyla 7 giin boyunca dlgtimler yapildi ve

enzimin stabil pH’s1 belirlendi.

3.2.4.4. Sicakhgin Enzim Aktivitesine Etkisinin Arastirilmasina Yonelik Cahsmalar

Koyun dalak dokusundan saflastirilan glutatyon rediiktaz enzimine sicakligm etkisini
tespit etmek amaciyla 10’ar °C araliklarla 0°C ile 90°C arasinda aktivite Olgtimleri

yapild1.

3.2.45. GSSG ve NADPH Substratlann icin Ky sabitinin ve Vpya Degerinin
Bulunmasina Yonelik Cahsmalar

Koyun dalak dokusundan glutatyon rediiktaz enziminin substratlarinin Ky sabiti ve Vax
degerinin belirlenmesi i¢in enzimin substrati olan GSSG ve NADPH’1n bulundugu 5 ayr1
konsantrasyonda  aktivite  Olciimleri  yapildi.  Oncelikle NADPH’m  sabit
konsantrasyonunda GSSG’nin 5 farkli konsantrasyonunda da 6lgiim yapildi. Ayn1 sekilde
sabit GSSG konsantrasyonunda NADPH’in 5 farkli konsantrasyonunda Sl¢iimler yapildi
ve ¢ikan sonuglara gore Lineweaver-Burk grafigi ¢izildi (Lineweaver ve Burk 1934).
Sonugta NADPH ve GSSG i¢in Ky sabiti ve Vmax degeri belirlendi.

3.2.5. Enzim Aktivitesi Uzerine Bazi ilaclarin Etkilerinin Arastirllmasi

Koyun dalak dokusundan saflastirilan glutatyon rediiktaz enzim aktivitesi lizerine bazi
ilaglarmin etkilerini incelemek amaciyla farkli konsantrasyonlarda ilaclar alinarak kiivet
ortamma eklendi. Bu ilaglardan bazilarmimn inhibisyon etki gosterdigi farkli inhibitor
konsantrasyonlarinda 6n denemeler yapilarak belirlendi ve miimkiin olan en yiiksek
inhibitor konsantrasyonuna kadar denemeler yapildi. Elde edilen sonuglarla % Aktivite-

[1] grafigi ¢izilerek ICso degeri hesaplandi. Aktivite dl¢iimlerinde kullanilan ¢ozelti
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miktarlar1 ile ilaglarm konsantrasyonlari ayri ayri olmak iizere Tablo 3.1- 3.13’de

gosterildi.

Tablo 3.1. Koyun dalak GR enzimi iizerine amoksisilin antibiyotigi ile yapilan ¢aligmalarda kullanilan
¢ozelti miktarlar1 ve bunlara karsilik gelen inhibitor konsantrasyonlari

Saf Su | KH,PO, | GSSG NADPH | Enzim | Amoksisilin | Toplam Kiivetteki
ML) 101 M) | @omM) | @mM) | Hacmi | (22,80 mM) | Hacim Q’;‘n"s‘gf"”
pH=8 (nL) (nL) (nL) Hacmi (uL) | (pL) (mM)
580 | 200 100 100 20 : 1000 §
575 | 200 100 100 20 5 1000 0,114
570 | 200 100 100 20 10 1000 0,228
560 | 200 100 100 20 20 1000 0,456
530 | 200 100 100 20 50 1000 1,140
280 | 200 100 100 20 100 1000 2,280
430 | 200 100 100 20 150 1000 3,420
380 | 200 100 100 20 200 1000 4,560
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Tablo 3.2. Koyun dalak GR enzimi iizerine tylosin antibiyotigi ile yapilan ¢aligmalarda kullanilan ¢ozelti

miktarlar1 ve bunlara karsilik gelen inhibitér konsantrasyonlart

Saf Su | KH,PO, GSSG NADPH | Enzim Tylosin Toplam | Kiivetteki
(nL) . . Tylosin
(0,1 M) (20 mM) | (2 mM) | Hacmi (9,38 mM) | Hacim Konsant.
pH=8 (nL) (uL) (L) Hacmi (nL) (mM)
(uL)

580 200 100 100 20 - 1000 -

570 200 100 100 20 10 1000 0,0938

565 200 100 100 20 15 1000 0,1407

560 200 100 100 20 20 1000 0,1876

555 200 100 100 20 25 1000 0,2345

550 200 100 100 20 30 1000 0,2814

Tablo 3.3. Koyun dalak GR enzimi iizerine ampisilin antibiyotigi ile yapilan ¢alismalarda kullanilan ¢6zelti

miktarlar1 ve bunlara karsilik gelen inhibitér konsantrasyonlari

Saf Su | KH,PO, GSSG NADPH | Enzim Ampisilin Toplam Kiivetteki
(ML) | 0.1 m) @ mM) | @mM) | Hacmi | (19,08 mM) | Hacim | AmPisilin
' ' Konsant.
pH=8 (uL) (L) | (L) Hacmi (uL) | (uL) (mM)

580 200 100 100 20 - 1000 -

575 200 100 100 20 5 1000 0,0954
570 200 100 100 20 10 1000 0,1908
560 200 100 100 20 20 1000 0,3816
530 200 100 100 20 50 1000 0,9540
505 200 100 100 20 75 1000 1,4310
480 200 100 100 20 100 1000 1,9080
380 200 100 100 20 200 1000 3,8160
330 200 100 100 20 250 1000 4,7700
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Tablo 3.4. Koyun dalak GR enzimi {izerine streptomisin siilfat antibiyotigi ile yapilan galigmalarda
kullanilan ¢6zelti miktarlar1 ve bunlara karsilik gelen inhibitér konsantrasyonlari

Saf Su | KH,0, GSSG NADPH | Enzm | Streptomisn | Toplam Kiivetteki
ML) T o1m) |[@omM) | @mM) | Hacmi | siilfat Hacim (uL) f‘iti{feaﬂtom's”
pH=8 (nL) (pL) (pL) (34,38 mM) Konsant.
Hacmi (pL) (mM)
580 200 100 100 20 - 1000 -
575 200 100 100 20 5 1000 0,1719
570 200 100 100 20 10 1000 0,3438
530 200 100 100 20 50 1000 1,7190
480 200 100 100 20 100 1000 3,4380
430 200 100 100 20 150 1000 5,1570
380 200 100 100 20 200 1000 6,8760
350 200 100 100 20 230 1000 7,9100
330 200 100 100 20 250 1000 8,6000
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Tablo 3.5. Koyun dalak GR enzimi iizerine gentamisin antibiyotigi ile yapilan g¢alismalarda kullanilan
¢ozelti miktarlar1 ve bunlara karsilik gelen inhibitor konsantrasyonlar1

Saf Su | KH,PO, | GSSG NADPH | Enzim Gentamisin | Toplam Kiivetteki

ML) 1 01M) | @mM) | @mM) | Hacmi | (83,75 mM) | Hacim Egggﬂ's'”
pH=8 | (uL) (nL) (nL) Hacmi (uL) | (pL) (mM)

580 200 100 100 20 - 1000 -

575 200 100 100 20 5 1000 0,42

570 200 100 100 20 10 1000 0,84

560 200 100 100 20 20 1000 1,68

530 200 100 100 20 50 1000 4,19

480 200 100 100 20 100 1000 8,38

430 200 100 100 20 150 1000 12,56

380 200 100 100 20 200 1000 16,76

330 200 100 100 20 250 1000 20,94
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Tablo 3.6. Koyun dalak GR enzimi iizerine cefuroksim sodyum antibiyotigi ile yapilan caligmalarda
kullanilan ¢ozelti miktarlar1 ve bunlara kargilik gelen inhibitor konsantrasyonlart

Saf Su | KH,O, | GSSG NADPH Enzm | Cefuroksm Toplam | Kiivetteki

(hL) (0,1 M) | (20 M) (2 mM) Hacmi | sodyum hacim ;?;S%(Sim
pH=8 | (uL) (pL) (pL) (448,02 mM) | (uL) Konsant.

Hacmi (pL) (mM)

580 200 100 100 50 - 1000 -

579 200 100 100 50 1 1000 0,44802

578 200 100 100 50 2 1000 0,89604

576 200 100 100 50 4 1000 1,79208

574 200 100 100 50 6 1000 2,68812

572 200 100 100 50 8 1000 3,58416

570 200 100 100 50 10 1000 4,48020

Tablo 3.7. Koyun dalak GR enzimi lizerine sefazolin sodyum antibiyotigi ile yapilan calismalarda
kullanilan ¢6zelti miktarlar1 ve bunlara karsilik gelen inhibitér konsantrasyonlari

Saf Su KH,PO, GSSG (20 | NADPH Enzim Sefazolin Toplam Kiivetteki
(nL) . . Sefazolin
(0,1 M) mM) (2mMm) Hacmi Sodyum Hacim Sodyum
pH=8 (nL) (nL) (nL) (419,72 mM) | (nL) Konsant.
Hacmi (uL) (mM)
580 200 100 100 50 - 1000 -
579 200 100 100 50 1 1000 0,41972
578 200 100 100 50 2 1000 0,83944
576 200 100 100 50 4 1000 1,67888
574 200 100 100 50 6 1000 2,51832
572 200 100 100 50 8 1000 3,35776
570 200 100 100 50 10 1000 4,19720
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Tablo 3.8. Koyun dalak GR enzimi iizerine sefoperazon sodyum antibiyotigi ile yapilan c¢aligmalarda
kullanilan ¢ozelti miktarlar1 ve bunlara kargilik gelen inhibitor konsantrasyonlart

Saf Su | KH,PO, | GSSG NADPH Enzim | Sefoperazon | Toplam Kiivetteki
(hL) 0,1 M) | (20 mM) | (2 mM) Hacmi | Sodyum Hacim (uL) ggg(;;)uer;aon
pH=8 (nL) (nL) (nL) (49,92 mM) Konsant.

Hacmi (pL) (mM)

580 200 100 100 50 - 1000 -

575 200 100 100 50 5 1000 0,2496

570 200 100 100 50 10 1000 0,4992

560 200 100 100 50 20 1000 0,9984

530 200 100 100 50 50 1000 2,4960

480 200 100 100 50 100 1000 4,9920

430 200 100 100 50 150 1000 7,488

380 200 100 100 50 200 1000 9,984

280 200 100 100 50 300 1000 14,976

180 200 100 100 50 400 1000 19,968
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Tablo 3.9. Koyun dalak GR enzimi tizerine linkomisin-HCI antibiyotigi ile yapilan galigmalarda kullanilan
¢ozelti miktarlar1 ve bunlara karsilik gelen inhibitor konsantrasyonlar1

Saf Su | KH,P, | GSSG NADPH | Enzim | Linkomisin-HCI | Toplm Kiivetteki
ML) 01 M) | @omM) | @mM) | Haemi | (737,93 mM) Hacim h‘g‘l‘om's'”'
pH=8 (pL) (pL) (pL) Hacmi (pL) (pL) Konsant.
(mM)
580 200 100 100 50 - 1000 -
575 200 100 100 50 5 1000 3,68965
570 200 100 100 50 10 1000 7,37930
560 200 100 100 50 20 1000 14,75860
530 200 100 100 50 50 1000 36,89650
480 200 100 100 50 100 1000 73,79300
430 200 100 100 50 150 1000 110,69000
380 200 100 100 50 200 1000 147,58600
280 200 100 100 50 300 1000 221,37900

Tablo 3.10. Koyun dalak GR enzimi iizerine novamizol ilaci ile yapilan ¢aligmalarda kullanilan ¢6zelti
miktarlari ve bunlara karsilik gelen inhibit6r konsantrasyonlari

Saf Su KH,PO, | GSSG NADPH Enzim Novamizol Toplam | Kiivetteki

ML) 101 M) | omM) | @mM) | Hacmi | (1499.97 mM) | hacim Eg‘r’]";‘?n'tzo'
pH=8 | (uL) (nL) (L) Hacmi (uL) | (L) | (MM)

580 200 100 100 50 - 1000 -

578 200 100 100 50 2 1000 2,3

576 200 100 100 50 4 1000 4,6

574 200 100 100 50 6 1000 6,9

572 200 100 100 50 8 1000 9,2

570 200 100 100 50 10 1000 11,5
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Tablo 3.11. Koyun dalak GR enzimi {iizerine ketojezik ilaci ile yapilan c¢alismalarda kullanilan ¢ozelti
miktarlar1 ve bunlara karsilik gelen inhibitér konsantrasyonlart

Saf Su | KH,PO, GSSG NADPH Enzim Ketojezik Toplam | Kiivetteki
ML) L o1m) [ @omMm) | @mM) | Hacmi | (196,63 mM) | Hacim ﬁg;"sjaeﬁ{k
pH=8 (nL) (pL) (nL) Hacmi (uL) | (nL) (mM)

580 | 200 100 100 50 : 1000 :

578 | 200 100 100 50 2 1000 | 0,39326
576 | 200 100 100 50 4 1000 | 0,78652
574 | 200 100 100 50 6 1000 | 117978
572 | 200 100 100 50 8 1000 | 157304
570 | 200 100 100 50 10 1000 | 1,96630

Tablo 3.12. Koyun dalak GR enzimi iizerine prekort-liyo ilaci ile yapilan ¢aligmalarda kullanilan ¢ozelti
miktarlari ve bunlara karsilik gelen inhibitér konsantrasyonlari

Saf Su KH,PO, GSSG NADPH | Enzim Prekort-Liyo | Toplam Kiivetteki
ML)\ o1M) | @omM) | @mM) | Hacmi | (17,80 mM) | Hacim i'{sgort'
pH=8 (nL) (nL) (nL) Hacmi (uL) (pL) Konsant.
(mM)
580 200 100 100 20 - 1000 -
575 200 100 100 20 5 1000 0,089
570 200 100 100 20 10 1000 0,178
560 200 100 100 20 20 1000 0,356
530 200 100 100 20 50 1000 0,890
480 200 100 100 20 100 1000 1,780
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Tablo 3.13. Koyun dalak GR enzimi {iizerine klindamisin-HCI antibiyotigi ile yapilan galigmalarda
kullanilan ¢6zelti miktarlar1 ve bunlara karsilik gelen inhibitér konsantrasyonlari

Saf Su | KH,PO, | GSSG NADPH | Enzim | Klindamisin- | Toplam Kiivetteki
ML) | 01 M) | (20mM) | @mM) | hacmi | HCI (705,91 | Hacim (uL) l’_("(':’:dam's'”'
pH=8 (nL) (pL) (pL) mM) Hacmi konsant.
mM
(hL) (mM)
580 200 100 100 20 - 1000 -
575 200 100 100 20 5 1000 3,53
570 200 100 100 20 10 1000 7,06
560 200 100 100 20 20 1000 14,12
530 200 100 100 20 50 1000 35,30
480 200 100 100 20 100 1000 70,60
430 200 100 100 20 150 1000 105,90
380 200 100 100 20 200 1000 141,20
180 200 100 100 20 400 1000 282,40
- 200 100 100 20 580 1000 409,43

3.2.6. Koyun Dalak GR Enzim Aktivitesi Uzerine Inhibisyon Etkisi Gosteren Bazi
Ila¢ ve Antibiyotiklerin K; Sabitlerinin Bulunmasi

Inhibisyon calismalar1 icin kullandigimiz ilaglar iginden prekort-liyo, ampisilin,
streptomisin  siilfat, gentamisin ve cefoperazon sodyum koyun dalak dokusundan
saflastirilan GR enzimini inhibe ettigi tespit edildi. K; sabitlerini belirlemek amaciyla 6n
denemeler yapilarak en uygun bes substrat konsantrasyonu belirlendi ve en uygun ii¢
inhibitor konsantrasyonu her substrat konsantrasyonu i¢in hazirlandi. Tablo 3.14-3.18” de
gosterilen ¢ozelti miktarlari, inhibitdr ve substrat konsantrasyonlar: kullanilarak

spektrofotometrede absorbans degerleri 6l¢iiliip sonuclar kaydedildi.
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Tablo 3.14. Koyun dalak GR enzimi ilizerine ampisilin antibiyotiginin K; sabitinin belirlenmesinde
kullanilan ¢6zelti miktarlar1 ve bunlara karsilik gelen substrat ve inhibitér konsantrasyonlari

Saf Su | KH,PO, | Substrat | NADPH | Enzim | Kiivetteki | Toplam | Kiivetteki | Kiivetteki
(nL) (0,1M) | (GSSG) | (2 mM) | Hacmi | inhibitér | Hacim | Substrat | inhibitor
pH=8 (20 mM) | (uL) (nL) Hacmi (nL) (GSSG) Kons.

Hacmi (uL) Kons. (mM)
(pL) (mM)

677,5 | 200 2,5 100 20 - 1000 0,05 |-

670 200 10 100 20 - 1000 0,2

655 200 25 100 20 - 1000 0,5

580 200 100 100 20 - 1000 2

480 200 200 100 20 - 1000 4

527,5 | 200 2,5 100 20 150 1000 0,05 |2.862

520 200 10 100 20 150 1000 0,2 2,862

505 200 25 100 20 150 1000 0,5 2,862

430 200 100 100 20 150 1000 2 2,862

330 200 200 100 20 150 1000 4 2,862

477,5 | 200 2,5 100 20 200 1000 0,05 | 3,816

470 200 10 100 20 200 1000 0,2 3,816

455 200 25 100 20 200 1000 0,5 3,816

380 200 100 100 20 200 1000 2 3,816

280 200 200 100 20 200 1000 4 3,816

427,5 | 200 2,5 100 20 250 1000 0,05 | 4,770

420 200 10 100 20 250 1000 0,2 4,770

405 200 25 100 20 250 1000 0,5 4,770

330 200 100 100 20 250 1000 2 4,770

230 200 200 100 20 250 1000 4 4,770
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Tablo 3.15. Koyun dalak GR enzimi iizerine streptomisin siilfat antibiyotiginin K; sabitinin belirlenmesinde
kullanilan ¢6zelti miktarlar1 ve bunlara karsilik gelen substrat ve inhibitdr konsantrasyonlari

Saf Su | KH,PO, | Substrat | NADPH | Enzim Kiivetteki | Toplam | Kiivetteki | Kiivetteki
(nL) (0,1 M) | (GSSG) | (2 mM) | Hacmi | inhibitor | Hacim | Substrat | inhibitor
pH=8 (20 mM) | (pL) (nL) Hacmi (nL) (GSSG) Kons.
Hacmi (nL) Kons. (mM)
(nL) (mM)
647,5 | 200 2,5 100 50 - 1000 0,05 |-
640 200 10 100 50 - 1000 0,2 -
625 200 25 100 50 - 1000 0,5 -
550 200 100 100 50 - 1000 2 -
450 200 200 100 50 - 1000 4 -
497,5 | 200 2,5 100 50 150 1000 0,05 | 5,157
490 200 10 100 50 150 1000 0,2 5,157
475 200 25 100 50 150 1000 0,5 5,157
400 200 100 100 50 150 1000 2 5,157
300 200 200 100 50 150 1000 4 5,157
4475 | 200 2,5 100 50 200 1000 0,05 |6,876
440 200 10 100 50 200 1000 0,2 6,876
425 200 25 100 50 200 1000 0,5 6,876
350 200 100 100 50 200 1000 2 6,876
250 200 200 100 50 200 1000 4 6,876
397,5 | 200 2,5 100 50 250 1000 0,05 | 8,600
390 200 10 100 50 250 1000 0,2 8,600
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375 200 25 100 50 250 1000 0,5 8,600
300 200 100 100 50 250 1000 2 8,600
200 200 200 100 50 250 1000 4 8,600

Tablo 3.16. Koyun dalak GR enzimi {izerine gentamisin antibiyotiginin K; sabitinin belirlenmesinde
kullanilan ¢6zelti miktarlar1 ve bunlara karsilik gelen substrat ve inhibitér konsantrasyonlari

Saf Su | KH,PO, | Substrat | NADPH | Enzim Kiivetteki | Toplam | Kiivetteki | Kiivetteki
ML) 1 01M) |(GSSG) | (@ mM) | Hacmi | inhibitér | Hacim | Substrat | inhibitér
pH=8 (20 mM) | (nL) (nL) Hacmi (nL) (GSSG) Kons.

Hacmi (nL) Kons. (mM)
(nL) (mM)

647,5 | 200 2,5 100 50 - 1000 0,05 |-

640 200 10 100 50 - 1000 0,2

625 200 25 100 50 - 1000 0,5

550 200 100 100 50 - 1000 2

450 200 200 100 50 - 1000 4

497,5 | 200 2,5 100 50 150 1000 0,05 | 12,56

490 200 10 100 50 150 1000 0,2 12,56

475 200 25 100 50 150 1000 0,5 12,56

400 200 100 100 50 150 1000 2 12,56

300 200 200 100 50 150 1000 4 12,56

4475 | 200 2,5 100 50 200 1000 0,05 | 16,76

440 200 10 100 50 200 1000 0,2 16,76

425 200 25 100 50 200 1000 0,5 16,76
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350 200 100 100 50 200 1000 2 16,76
250 200 200 100 50 200 1000 4 16,76
397,5 | 200 2,5 100 50 250 1000 0,05 | 20,94
390 200 10 100 50 250 1000 0,2 20,94
375 200 25 100 50 250 1000 0,5 20,94
300 200 100 100 50 250 1000 2 20,94
200 200 200 100 50 250 1000 4 20,94

Tablo 3.17. Koyun dalak GR enzimi iizerine prekort-liyo ilacinin Kj sabitinin belirlenmesinde kullanilan

¢ozelti miktarlar1 ve bunlara kargilik gelen substrat ve inhibitor konsantrasyonlar

Saf Su | KH,PO, | Substrat | NADPH | Enzim Kiivetteki | Toplam | Kiivetteki | Kiivetteki
(hL) (0,1 M) | (GSSG) | (2 mM) | Hacmi | inhibitor | Hacim | Substrat | inhibitor
pH=8 (20 mM) | (pnL) (nL) Hacmi (nL) (GSSG) Kons.

Hacmi (nL) Kons. (mM)
(nL) (mM)

677,5 | 200 2,5 100 50 - 1000 0,05 |-

670 200 10 100 50 - 1000 0,2

655 200 25 100 50 - 1000 0,5

580 200 100 100 50 - 1000 2

480 200 200 100 50 - 1000 4

642,5 | 200 2,5 100 50 5 1000 0,05 | 0,089

635 200 10 100 50 5 1000 0,2 0,089

620 200 25 100 50 5 1000 0,5 0,089

545 200 100 100 50 5 1000 2 0,089
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445 200 200 100 50 5 1000 4 0,089
627,5 | 200 2,5 100 50 20 1000 0,05 | 0,356
620 200 10 100 50 20 1000 0,2 0,356
605 200 25 100 50 20 1000 0,5 0,356
530 200 100 100 50 20 1000 2 0,356
430 200 200 100 50 20 1000 4 0,356
547,5 | 200 2,5 100 50 100 1000 0,05 | 1,780
540 200 10 100 50 100 1000 0,2 1,780
525 200 25 100 50 100 1000 0,5 1,780
450 200 100 100 50 100 1000 2 1,780
350 200 200 100 50 100 1000 4 1,780

Tablo 3.18. Koyun dalak GR enzimi iizerine sefaperazon sodyum ilacinin K; sabitinin belirlenmesinde
kullanilan ¢6zelti miktarlar1 ve bunlara karsilik gelen substrat ve inhibitér konsantrasyonlari

Saf Su | KH,PO, | Substrat NADPH | Enzim | Kiivetteki | Toplam | Kiivetteki | Kiivetteki
(hL) (0,1 M) | (GSSG) (2 mM) | Hacmi | inhibitér | hacim | Substrat | inhibitor
pH=8 (20 mM) (nL) (nL) Hacmi (nL) (GSSG) Kons.

Hacmi (nL) Kons. (mM)
(nL) (mM)

647,5 | 200 2,5 100 50 - 1000 0,05 |-

640 200 10 100 50 - 1000 0,2

625 200 25 100 50 - 1000 0,5

550 200 100 100 50 - 1000 2

450 200 200 100 50 - 1000 4
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547,5 | 200 2,5 100 50 100 1000 0,05 |4,992
540 200 10 100 50 100 1000 0,2 4,992
525 200 25 100 50 100 1000 0,5 4,992
450 200 100 100 50 100 1000 2 4,992
350 200 200 100 50 100 1000 4 4,992
4475 | 200 2,5 100 50 200 1000 0,05 |9,984
440 200 10 100 50 200 1000 0,2 9,984
425 200 25 100 50 200 1000 0,5 9,984
350 200 100 100 50 200 1000 2 9,984
250 200 200 100 50 200 1000 4 9,984
2475 | 200 2,5 100 50 400 1000 0,05 | 19,968
240 200 10 100 50 400 1000 0,2 19,968
225 200 25 100 50 400 1000 0,5 19,968
150 200 100 100 50 400 1000 2 19,968
50 200 200 100 50 400 1000 4 19,968




4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1. Kantitatif Protein Tayini I¢cin Kullamlan Standart Protein Grafigi

Calismamizin tiim asamalarinda Bradford yontemiyle belirlenen kantitatif protein tayini
kullanildi. Protein tayinini yapabilmek i¢in Oncelikle Coomassie Brillant Blue G-250
cozeltisi ve standart si@ir albiimin ¢6zeltisinden yararlanilarak standart grafik igin
absorbans degerlerine karsilik gelen pg protein degerleri belirlendi. Homojenat,
amonyum siilfat ve afinite kromatografisi sonucu elde edilen enzim orneklerindeki
kantitatif protein tayini bu standart grafikten faydalanilarak bulundu. Sekil 4.1’de standart

cozeltilerin pg proteine karsilik gelen absorbans degerleri gosterildi.
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Sekil 4.1. Bradford yontemiyle proteinlerin kantitatif tayininde kullanilan standart Grafik
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4.2. Koyun Dalak Dokusu GR Enziminin Saflastirilmasina Ait Bulgular

4.2.1. Afinite Kromatografisi Bulgulan

Amonyum siilfat sonrasi siipernatantta aktivitenin olmadigi ve pelette maksimum
aktivitenin oldugu homojenat araligi %20 - %70 olarak tespit edildi. Tespit edilen bu
homojenat 2', 5-ADP sepharose 4B afinite kolonuna yiiklendi. Aktivite sonuglari
hesaplanarak Sekil 4.2 ve Tablo 4.1°de gosterildi.

Tablo 4.1. Koyun dalak dokusu GR enziminin 2', 5'-ADP Sepharose 4B afinite kolonundan eliisyon
verilerini gosteren tablo

Tiip sayisi Aktivite (EU/mL)

1 0

2 0

3 0,351
4 1,171
5 1,117
6 0,745
7 0,397
8 0,155
9 0,053
10 0
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Sekil 4.2. Koyun dalak dokusu GR enziminin 2', 5'-ADP Sepharose 4B afinite kolonundan eliisyon grafigi

Homojenat, amonyum siilfat ¢okeltisi ve saf enzimde Bradford yontemiyle proteinlerin

kantitatif tayininde kullanilan standart grafikten yararlanarak protein tayini, toplam

protein tayini, spesifik aktivite, verim yiizdesi ve saflastirma kat sayis1 hesaplandi. Bu

degerler Tablo 4.2°de gosterildi.

Tablo 4.2. Glutatyon rediiktaz enziminin saflastirma basamaklari

Toplam . . Toplam Spesifik
Saflastirma . Aktivite Protein . Toplam . . Saflastirma
Hacim N Protein . Aktivite %Verim
Basamagi (EU/mL) (mg/mL) Aktivite . Kat say1st
(mL) (mg) (EU/mg protein)
Homojenat 25 0,523 40,85 1021 13,075 0,0128 100 1
Amonyum
stilfat
13 0,689 52,94 688 8,957 0,0130 68,50 1,0156
¢Oktiirmesi
%(40-50)
Afinite
Kromatogra 9 0,590 0,02945 0,26505 5,31 20,03 40,61 1564,8
fisi
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4.2.2. Koyun dalak dokusundan saflastirilan GR enziminin SDS-PAGE ile Safhk
Kontrolii

Koyun dalak dokusundan elde edilen GR enzimi numunelerini 6nce amaoyum siilfat
¢oktlirmesi ve daha sonra afinite kolonuna uygulandiktan sonra SDS-PAGE yontemi ile
enzimin saflik derecesi kontrol edildi. Bunun i¢in boliim 3.2.2.5°de anlatilan elektroforez
sistemi kuruldu ve enzim numuneleri sirayla kuyulara uygulanarak yiiriitiildii. Elde edilen

bantlarin fotografi Sekil 4.3’de gosterildi.

Sekil 4.3. GR enzimi i¢in elde edilen SDS-PAGE fotografi. 1. kuyu: standart protein (175 kDa, 130 kDa,
95 kDa, 70 kDa, 62 kDa, 51 kDa, 42 kDa, 29 kDa, 22 kDa, 14 kDa ve 10,5 kDa), 2. ve 3. kuyu: Afinite
kolonundan alinan saf GR enzimi
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4.2.3. Saflastinlan GR Enziminin SDS-PAGE ile Alt Biriminin Molekiil Kiitlesinin
Belirlenmesine Yonelik Bulgular

Koyun dalak GR enziminin muhtemel alt biriminin molekiil kiitlesini tayin etmek igin
boliim 3.2.2.6’da anlatildig1 gibi enzim SDS-PAGE’de yiiriitiildii ve bantlarin fotograf
gorlintiisii Sekil 4.3’de gosterildi. Fotograftan yararlanilarak standart proteinlerin ve
enzimin Rf degeri ol¢lildi. Daha sonra Sekil 4.4’de gosterildigi gibi logMk-R¢ grafigi
cizildi. Grafik denkleminden yararlanilarak koyun dalak GR enziminin mol kiitlesi 91
kDa olarak hesaplandi.

5,5
5,3
y =-1,4156x + 5,238
5,1
4,9

4,7

Log My

4,5
4,3
4,1

3,9

Sekil 4.4. Saflagtirilan GR enzimi i¢in Log My/R¢grafigi

4.3. Koyun Dalak Dokusundan Saflastirilan GR Enziminin Optimum Sartlarinin
Belirlenmesine Yonelik Bulgular

4.3.1 Koyun Dalak Dokusundan Saflastinlan GR Enzimi Icin Optimum pH
Bulunmasina Yonelik Bulgular

Koyun dalak dokusundan saflastirilan GR enziminin optimum pH’st 1.3.1°de anlatildig:
gibi pH*s1 5-8 araliginda 0,1 M potasyum fosfat ve pH‘s1 7-9 araliginda 0,1 M Tris-HCI
tamponlar1 kullanilarak spektrofotometrik olarak enzimin gosterdigi aktiviteler belirlendi
(Sekil 4.5 ve Tablo 4.3-4.4). Koyun dalak dokusundan saflastirilan GR enziminin
optimum pH*‘s1 0,1 M KH,PO, pH= 8,0 tamponu olarak belirlendi.
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Tablo 4.3. 0,1 M potasyum fosfat tamponu kullanilarak koyun dalak dokusu GR enziminin optimum pH’s1

icin yapilan aktivite 6l¢iim sonuglart

pH Aktivite (EU/mL)
5 0,103
55 0,080
6 0,126
6,5 0,206
7 0,208
7,5 0,211
8 0,220

Tablo 4.4. 0,1 M Tris-HCI tamponu kullanilarak koyun dalak dokusu GR enziminin optimum pH’s1 i¢in
yapilan aktivite dl¢iim sonuglari

pH Aktivite (EU/mL)
7 0,194
7,5 0,198
8 0,194
8,5 0,171
9 0,165
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—4— K-fosfat == Tris/HCl
0,25
0,2
H —u
> 0,15
w
g
= 01
<
<
0,05
0
4 5 6 7 8 9 10
pH

Sekil 4.5. Koyun karaciger dokusu GR enzimi i¢in yapilan optimum pH ¢alismasinin sonucunu gosteren
pH- Aktivite grafigi

4.3.2. Koyun dalak dokusundan saflastirllan GR enziminin optimum iyonik
siddetinin belirlenmesine yonelik sonuclar

Koyun dalak dokusundan saflasgtirilan GR enziminin optimum iyonik siddetini belirlemek
icin Onceki ¢aligmalarda pH=8,0 olarak uygunlugu belirlenen potasyum fosfat
tamponunun farkli konsantrasyonlardaki cozeltileri boliim 3.2.3.2°de anlatildigi gibi
hazirland1 ve aktivite olgtimleri her bir konsantrasyon i¢in yapilarak elde edilen degerler
ile KH,PO, konsantrasyonundan olusan grafik ¢izildi. Koyun dalak dokusu GR enziminin
en uygun iyonik siddetinin 0,1 M KH;PO4 pH=8 tamponu olarak tespit edildi (Sekil 4.6
ve Tablo 4.5).

Tablo 4.5. Koyun dalak dokusu GR enziminin optimum iyonik siddet i¢in KH,PO, tampon c¢ozeltisi
kullanilarak yapilan aktivite 6l¢iim sonuglari

[KH,PO,] [ 001 [002 [004 [006 [008 [01 0.2 04 05 038 1
(M)

Aktivite [ 0,130 [ 0,189 | 0,170 | 0,189 [ 0,203 | 0,234 | 0,216 | 0,206 | 0,186 | 0,150 | 0,138
(EU/mL)
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0,25

0,20

0,15

0,10

Aktivite(EU/mL)

0,05

0,00
0,00 0,20 0,40 0,60 0,80 1,00 1,20

[KH,PO,] M

Sekil 4.6. Degisik konsantrasyonlardaki KH,PO,4 tampon ¢ozeltileri kullanilarak koyun dalak dokusunun
GR enzimi igin yapilan iyonik siddet-aktivite grafigi

4.3.3. Koyun Dalak Dokusundan Saflastinlan GR Enzimi i¢in Stabil pH
Bulunmasina Yonelik Bulgular

Koyun dalak dokusu GR enziminin stabil pH’sin1 tespit etmek i¢in pH'lar1 5,0, 5,5, 6, 6,5,
7,0, 7,5 ve 8,0 olan 0,1 M KH,PO, ve pH'lar1 7,0, 7.5, 8,0, 8,5 ve 9,0 olan 0,1 M Tris-
HCI tamponlar1 hazirlandi. Spektrofotometrik olarak enzimin gosterdigi aktiviteler
belirlendi (Tablo 4.6- 4.7). Sekil 4.7 ve 4.8’de goriindiigii gibi 7 giin boyunca 6lgiilen
aktiviteler ve aktivitelerin korunurlugu dikkate alindiginda stabil pH’nin Sekil 4.7°de

cizilen ve pH’s1 7,0 K-fosfat tamponu oldugu gériinmektedir.
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Tablo 4.6. Koyun dalak dokusu GR enzimi i¢in 0,1 M KH,PO, kullanilarak yapilan stabil pH ¢aligmasinin

sonuglarma yonelik tablo

Zaman(h)

Zaman | (pH=5,0) | (pH=55) | (pH=6,0) (PH=6,5) | (pH=7,0) (PH=7,5) | (pH=8,0)
(Saat) | Aktivite Aktivite Aktivite Aktivite Aktivite Aktivite Aktivite
(EUmL) | (EU/mL) | (EU/mL) (EU/mL) | (EU/mL) (EU/mL) | (EU/mL)
0 0,123 0,123 0,117 0,109 0,093 0,093 0,123
24 0,099 0,088 0,104 0,072 0,075 0,091 0,085
48 0,061 0,083 0,107 0,107 0,096 0,099 0,077
72 0,088 0,096 0,075 0,104 0,085 0,096 0,064
96 0,085 0,077 0,077 0,091 0,085 0,066 0,061
120 0,042 0,037 0,080 0,064 0,112 0,056 0,077
144 0,061 0,075 0,085 0,080 0,093 0,075 0,077
0,14 L
ok —+—Ph=5,5
2 01
£ 0 —#—Ph=5,5
2 0,08
1 —#&— Ph=6
£ 0,06
= Ph=6,5
Z 0,04
—¥—Ph=7
0,02
0 —o—Ph=7,5
0 20 40 60 100 120 140 160 Ph=8

Sekil 4.7. Degisik pH’lardaki KH,PO,4 tampon ¢ozeltisi kullanilarak koyun dalak dokusu GR enzimi igin
elde edilen stabil pH grafigi
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Tablo 4.7. Koyun dalak dokusu GR enzimi igin 0,1 M Tris-HCI kullanilarak yapilan stabil pH ¢alismasinin
sonuglarma yonelik tablo

50

100
Zaman(h)

150

200

Zaman (PH=7,0) (PH=7.5) (PH=8,0) (PH=8,5) (PH=9,0)
(Saat) Aktivite Aktivite Aktivite Aktivite Aktivite
(EU/mL) (EU/mL) (EU/mL) (EU/mL) (EU/mL)
0 0,109 0,107 0,101 0,107 0,101
24 0,093 0,075 0,099 0,080 0,075
48 0,088 0,072 0,093 0,048 0,099
72 0,091 0,077 0,091 0,088 0,096
96 0,077 0,064 0,080 0,077 0,056
120 0,037 0,058 0,080 0,077 0,064
144 0,045 0,064 0,077 0,077 0,053
0,12
0,1
2008 —o— Ph=7
S
%’, 0,06 —#—Ph=7,5
5 Ph=8
£ 0,04
< Ph=8,5
0,02 —%— Ph=9
O T T T 1

Sekil 4.8. Degisik pH’lardaki Tris/HCI tampon ¢ozeltisi kullanilarak koyun dalak dokusu GR enzimi i¢in

elde edilen stabil pH grafigi
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4.3.4. Koyun Dalak Dokusundan Saflastirllan GR Enzimi Uzerine Sicakhigin
Etkisinin Belirlenmesine Yonelik Bulgular

Koyun dalak GR enziminin optimum sicakligini belirlemek amaciyla bolim 2.2°de
anlatildig1 gibi 0°C ile 90°C arasinda her 10°C’de bir olmak iizere aktivite Ol¢iimleri
yapildi. Elde edilen degerler Sekil 4.9°de ve Tablo 4.8’de gosterildi. Sonug olarak enzim
aktivitelerinin en yiiksek oldugu sicaklik 40°C olarak tespit edildi.

Tablo 4.8. Koyun dalak GR enziminin optimum sicakligi igin sicaklik aktivite 6l¢iim sonuglari gizelgesi

Sicakhk |0 10 20 30 40 50 60 70 80
‘O

Aktivite |0,248 [0,250 [0428 0463 [0534 [0395 [0372 [0,344 [0,00
(EU/mL)

0,6

0,5

Aktivite (EU/LI)
€
€

0 10 20 30 40 50 60 70 80
Sicaklik (°C)

Sekil 4.9. Koyun dalak dokusu GR enziminin optimum sicakligi i¢in sicaklik aktivite 6l¢iim sonuglar
grafigi

4.3.5. NADPH ve GSSG Substratlan Icin Ky Sabiti ve Vpmax Degerinin
Belirlenmesine Yonelik Bulgular

Koyun dalak GR enziminin substratlar1 olan GSSG ve NADPH i¢in Ky sabiti ve Vmax
degerini belirlemek amaciyla boliim 2.3.2°de anlatildig gibi dncelikle NADPH n 5 farkl
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konsantrasyonunda sabit GSSG konsantrasyonu igin aktivite dlglimleri yapildi. Elde
edilen sonuglarla 1/[NADPH]-1/V Lineweaver-Burk grafigi ¢izildi vee NADPH i¢in Ky
sabiti ve Vmax degeri bu grafikten faydalanilarak belirlendi. Ayni sekilde GSSG’nin 5
farkli konsantrasyonunda sabit NADPH konsantrasyonu igin aktivite dl¢iimleri de yapilip
olusturulan 1/[GSSG]-1/V Lineweaver-Burk grafigi ile GSSG i¢in Ky sabiti ve Vmax
degeri hesaplandi (Tablo 4.9, Sekil 4.9 ve 4.10). Hesaplamalar neticesinde NADPH igin
K sabiti 0,0061 mM ve Vax degeri 0,259 EU/mL, GSSG igin ise, Ky sabiti 0,351 mM
ve Vmax degeri 0,604 EU/mL olarak belirlendi. Bu sonuglara gore; GR enzimin NADPH
substratina olan afinitesinin GSSG substratina olan afinitesinden daha fazla oldugu tespit
edildi.

Tablo 4.9. Koyun dalak dokusu GR enzimi i¢in Ky sabiti ve Vmax degerinin bulunmasma yonelik elde
edilen GSSG denemeleri ve aktivite degerleri

[GSSG] 0,02 0,05 0,1 0,2 0,3 0,4
(mM)
AK’givite 0,032 0,085 0,133 0,206 0,254 0,292
(EU/mL)
35 y=0,5813x + 1,6535
30
25
>
= 20
15
Q
10
5
-10 0 10 20 30 40 50 60
1/[GSSG] mM

Sekil 4.10. GSSG igin Ky sabiti Ve V,x degerinin belirlenmesi grafigi
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Tablo 4.10. Koyun dalak dokusu GR enzimi igin Ky sabiti ve Vs« degerinin bulunmasina yonelik NADPH
derigim tablosu

[NADPH] | 0,002 0,01 0,02 0,03 0,04 0,05
(mM)

Aktivite 0,066 0,099 0,198 0,262 0,308 0,321
(EU/mL)

y =0,0895x + 0,9738

10
8
> 6
~
—
4
2
0
-40 -20 0 20 40 60 80 100 120

1/[NADPH] mM

Sekil 4.11. NADPH i¢in Ky, sabiti ve V.« degerinin belirlenmesi grafigi

4.4. Inhibitér Etkisi Gosteren ilaclar icin ICso Degerlerinin Belirlenmesine Yonelik
Belirlenmesine Yonelik Bulgular

Farkli c¢oziiciilerde c¢6zmek suretiyle stok c¢ozeltileri hazirlanan ilaglarin  farkl
konsantrasyonlari, kiivet ortamma eklenerek koyun dalak dokusundan saflagtirilan GR
enzim aktivitesi {izerine etkileri arastirildi. Oncelikle aktivite dl¢iimleri yapilarak Boliim
3.2.2.2°de gosterilen formiilden her bir inhibitor konsantrasyonu i¢in enzim iinitesi
hesaplandi. Enzim {initelerinden yararlanarak yiizde aktiviteler hesaplandi ve % Aktivite-
[I] grafikleri ¢izildi. Bunun {izerine; ampisilin, streptomisin siilfat, gentamisin,
cefoperazone sodyum ve prekort-liyo’nun inhibisyon etkisi gosterdigi, amoksisilin,
tylosin, sefuroksim sodyum, sefazolin sodyum, linkomisin, novamizol, ketojezik ve

klindamisin ilaglarin ise enzim iizerinde Onemli bir aktivasyon ya da inhibisyon
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gostermedikleri belirlendi (Sekil 4.12-4.24). Ayrica ICso degerleri egim denkleminden
hesaplandi (Tablo 4.11).

120

y = 102,69e0.223x
R?=0,9262

100

80

% Aktivite

60

40

20 A

0 T T T T
0 1 2 3 4 5

[Ampisilin] mM

Sekil 4.12. Ampisilin’in koyun dalak GR enzimi {izerine etkisi

120

y = 102,430,098
R%?=0,8662

100

80 A

% Aktivite

60 -

40 A
*

20 A

0 T T T T
0 2 4 6 8

[Streptomisin Siilfat] mM

Sekil 4.13. Streptomisin siilfat’in koyun dalak GR enzimi iizerine etkisi



120

100

80

% Aktivite

60

40

20

y = 99,549¢70,043x
R?=0,9473

10 15 20
[Gentamisin] mM

Sekil 4.14. Gentamisin’in koyun dalak GR enzimi {izerine etkisi

120

100

80

% Aktivite

60

40

20

y = 95,345¢0,03%
R?>=10,989

10 15
[Sefoperazon sodyum] mM

20

Sekil 4.15. Sefoperazon sodyum’un koyun dalak GR enzimi {izerine etkisi
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% Aktivite
3

0 0,5 1
[Prekort-liyo] mM

y = 88,596 0455
R*>=0,892

15 2

Sekil 4.16. Prekort-liyo’nun koyun dalak GR enzimi iizerine etkisi

[Amoksisilin] mM

120 y = 2,8798x + 90,513
R2=0,4162
‘ b
100 &
%___________—o///"
L 2 L 2
80 -
=
=
£ 60
<
X
40
20 -
0 T
0 1 2 3 4

Sekil 4.17. Amoksisilin’in koyun dalak GR enzimi {izerine etkisi
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y = 99,486¢0:09%
R?=0,3523
100 & — > — — -4
80
a
=
X 60 -
<
S
40
20 A
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0 0,05 0,1 0,15 0,2 0,25 0,3
[Tylosin tetrat] mM

Sekil 4.18. Tylosin’in koyun dalak GR enzimi {izerine etkisi

120

100 ©

80

60 -

% Aktivite

40 ~

20 +

y = 91,087e0019x
R2= 02226

2 3
[Sefuroksim sodyum] mM

Sekil 4.19. Sefuroksim sodyum’un koyun dalak GR enzimi {izerine etkisi
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y = 100,14e-0.012x

R2=0,2764

*
100 *—’.\ﬁ

% Aktivite
(o))
o

40 ~

20

[Cefazolin sodyum] mMm

Sekil 4.20. Cefazolin sodyum’un koyun dalak GR enzimi iizerine etkisi

120
y = 101,37e-6E-04x
L 2 'S R2=0,4766
80
p=
=
X 60
<
°\°
40 -
20 -
0 T T T T
0 50 100 150 200
[Linkomisin-HCI mM

Sekil 4.21. Linkomisin-HCI’'nin koyun dalak GR enzimi {izerine etkisi
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40
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y = 99,905¢-0,015%
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[Metamizol sodyum] mM
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Sekil 4.22. Metamizol’un koyun dalak GR enzimi {izerine etkisi

120

100 ¢

y = 92,375e-0,033x

R?=0,0966

*

!

80

!

% Aktivite

60

!

40

!

20

*

0,5

1
[Ketoprofen] mM

15

Sekil 4.23. Ketojezik’in koyun dalak GR enzimi iizerine etkisi
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120
y = 93,043e-6E-04x
100 R*=0,9042
80
s
E 60
S
40 -
20
0 ‘ ‘ ‘
0 100 200 300 400
[Klindamisin] mM
Sekil 4.24. Klindamisin’in koyun dalak GR enzimi iizerine etkisi
Tablo.4.11. Bazi ilaglar i¢in bulunan IC50 degerler
Tlac 1Cs0 (MM)
Prekort-liyo 1,27
Ampisilin 3,22
Streptomisin siilfat 7,95
Cefoperazon sodyum 16,97
Gentamisin 17,20
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4.5. Koyun dalak GR Enzimi Uzerine Inhibitor Etkisi Gosteren Baz ilaclar icin K;
Sabitlerinin Belirlenmesine Yonelik Yapilan Calismalarin Bulgulan

Koyun dalak dokusundan saflastirilan GR enzim aktivitesi {izerine inhibitor etki gosteren
ampisilin, streptomisin siilfat, gentamisin, Cefoperazon sodyum ve prekort-liyo
ilaclarinin K sabitlerinin bulunmasi i¢in dncelikle inhibitorsiiz ortamda V-[S] degerleri
bulundu. Bunun i¢in GR enziminin 5 farkli substrat konsantrasyonunda aktivitelerine
bakildi. Daha sonra enzim aktivitesini yariya diisliren ilag konsantrasyonu ile bu degerin
altinda ve tstliinde 2 sabit ila¢ konsantrasyonu olmak flizere toplam 3 farkli sabit
konsantrasyonda substrat konsantrasyonuna bagli olarak aktiviteler Olglildii. Her bir
aktivite degerleri enzim TUnitesine ¢evrilerek 1/V ve 1/[S] degerleri hesaplandi. Bu
sonuclarla Lineweaver-Burk grafikleri ¢izildi (Sekil 4.25-4.29). X ekseni iizerinde
kesisen dogrular1 gosteren grafik yarismasiz inhibisyonu, y ekseni lizerinde kesisen
dogrular1 gésteren grafik ise yarismali inhibisyonu belirtmektedir. Grafiklerdeki her bir
dogrunun denkleminden asagidaki formiilleden yararlanarak K; sabitleri hesaplandi ve

inhibisyon tiirleri tespit edildi. Sonuclar Tablo 4.12°de gosterildi.

Yarismali inhibisyonda:  Ky' = Ky (1+[1] / K)

Yarismasiz inhibisyonda: V'max = Vmax / (1+[1] / K;)

kontrol 22
[i11]=2,862 mM
[12]=3,816 mM
[13]=4,770 mM
12
>
~
—
7
2
-5 0 5 10 15 20
-3

1/[GSSG](mM) L

Sekil 4.25. Koyun dalak GR enzimi {izerine ampisilin ilacinin etkisi
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60
B [I11]=12,56 mM

50
A [I2]=16,76 mM

40

% [13]=20,94 mM

1/V

0
-15 -10 -5 0 5 10 15 20 25
- 1/[GSSG]MM-
Sekil 4.26. Koyun dalak GR enzimi {izerine gentamisin ilacinin etkisi
80
@ kontrol
70
B [I1]=5,157 mM -
A [12]=6,876 mM <
% [13]=8,600 mM
0
-12 -7 -2 3 8 13 18 23

1/[GSSG]MML

Sekil 4.27. Koyun dalak GR enzimi iizerine streptomisin siilfat ilacinin etkisi
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X
@ kontrol
50
M [11]=4,992 mM
A [12]=9,984 mM 40
% [I13]=19,968 mM

-20

-10 0 10 20 30

1/[GSSGIMM?

Sekil 4.28. Koyun dalak GR enzimi {izerine sefoperazon sodyum ilacinin etkisi

40
# kontrol

= (11]=0,089 mM »
(120,356 Mm 30
% [13]=1,780 mM

-10

1/[GSSG]MM 1

Sekil 4.29. Koyun dalak GR enzimi iizerine precort-liyo ilacinin etkisi

76
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Tablo.4.12. GR enzimi i¢in bulunan ki sabitleri ve inhibisyon tipleri

Inhibitor [17 (mM) Ki (mM) Ortalama K; (mM) | Inhibisyon tiirii
Ampisilin [11] = 2,862 mM, | [I1] = 1,172 mM, 1,057 £ 0,11 Yarigmasiz
[12] = 3,816 mM, | [I2] = 1,048 mM,
[13] = 4,770mM. | [I3] = 0,951 mM.
Gentamisin [11] = 12,56 mM, | [I1] = 28,55 mM, 20,770 £ 8,17 Yarismasiz
[12] = 16,76 mM, | [I2] = 21,50 mM,
[13] = 20,94mM. | [I3] = 12,26 mM
Streptomisin [11] = 5,157 mM, | [I1] = 4,83 mM, 3,386 £ 1,31 Yarigsmali
siilfat [12] = 6,876 mM, | [I2] = 3,04 mM,
[13] = 8,600 mM. | [I3] = 2,29mM.
Sefoperazon [11] = 4,992 mM, | [I1]] = 3,88 mM, 4,910 £ 0,96 Yarigsmali
sodyum [12] = 9,984 mM, | [I2] = 5,07 mM,
[13] =19,968 mM. | [I3] = 578 mM
Precort-liyo [11] = 0,089 mM, | [I1]] = 0,19 mM, 0,466 £ 0,39 Yarigsmali
[12] = 0,356 mM, | [I2] = 0,30 mM,
[13] = 1,780 mM | [I3] = 0,91 mM




5. SONUCLAR VE ONERILER

Oksidorediiktazlar (NADP" oksidorediiktaz) enzim grubuna ait olan GR enzimi ( E.C.
1.8.1.7; GR), indirgenmis piridin niikleotidleri ile disiilfiir substratlar1 arasinda elektron

transferini katalizlemektedir.

GR
GSSG + NADPH +H" —— 2 GSH + NADP*

Katalizledigi reaksiyonda GR enzimi okside glutatyonu (GSSG), hiicrede %99’dan
fazlas1 indirgenmis formda bulunan rediikte gulutatyon (GSH) molekiiliine doniistiirerek
hiicre i¢indeki biyokimyasal olaylarin dengeli ve diizenli yiiriitiilmesinde biiyiik rol
oynayan glutatyon metabolizmasi i¢in olduk¢a 6nemli bir enzimdir. Bu metabolizmada
GSH/GSSG oraninin belirli bir seviyede kalmasi hiicre i¢in hayati 5nem arzeder. Ornegin
eritrositlerde bu oran 500/1°’dir ve bu degerde diisiis olmasi hemolize yol agmaktadir
(Keha ve Kiifrevioglu 2010). Ayrica Erat (2002)’1n doktora tez ¢alismasinda bildirdigine
gore GR inhibisyonu veya eksikligi bu oranin diismesine neden oldugu i¢in bazi anemi

hastaliklarinm enzim ile ilgili oldugu vurgulanmaktadir (Ozer A 1985).

Bagka bir ¢alismada; antioksidan sistemlerin ilaglar, beslenme ve oksidadif stres gibi
nedenlerden dolay1r bozulmasina bagli olarak hiicre yaslanmasinda eritrosit hiicreleri
model olarak kullanilmistir. Bu hiicrelerin yaslanmasimi lipid peroksidasyon indikatorii
olan malondialdehid (MDA) artis1 belirlemistir (Stocks J et al. 1972). GSH/GSSG
dengesinin bozulmasina neden olan bu durum glutatyon baglantili enzimlerin (Glutatyon
rediiktaz, Glukoz-6-fosfat Dehidrogenaz, Glutatyon Peroksidaz, Glutatyon-S transferaz,

y-Glutamil sistein sentataz) azalmasiyla kendini gostermistir (Mieyal JJ et al. 1991).
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GR’nin {iriinii olan GSH molekiiliiniin en 6nemli gorevi oksidatif strese karsi hiicreyi
korumaktir. Cesitli sebeplerden dolayr hiicrelerde oksidatif stresin meydana getiren

reaktif oksijen tiirleri (ROS); genel olarak oksijenin (O3) uyarilmasi sonucunda stiperoksit

(O2"), hidrojen peroksit (H,0O,) ve hidroksil radikali (OH") olusmaktadir (Halliwell and
Gutteridge 2011). Olusan bu reaktif oksijen tiirlerinin membran lipitleri, niikleik asitleri
ve proteinleri oksidatif yikima ugratarak, hiicre bilesenlerinin yapismi bozduklari
bilinmektedir (Davies 1987, Wise ve Naylor 1987). Yapilan ¢aligmalarda oksidatif
stresten dolay1 bozulan hiicre bilesenlerinin GR’nin {irtinii olan GSH molekiiliiniin

yenilenmesiyle stres toleransmnin saglandigi gosterilmistir (Hasanuzzaman vd. 2012).

Ayrica GR ve GSH eksikligine bagli olarak ortaya ¢ikan oksidatif stress Alzheimer,
ateroskleroz, felg, epilepsi, Parkinson, orak hiicre anemisi, HIV, kanser, karaciger ve
akciger rahatsizliklari, AIDS ve diyabet gibi birgok hastaliklara da yol agmaktadir
(Townsend et al. 2003, Wu et al. 2004).

Bilinen bu 06nemlerinden dolayi, GR enzimi i¢in tarafimizdan yapilan litaratiir
arastirmalarinda enzimin birgok canli dokusundan saflastirildigi, kinetik ve
karakterizasyon oOzelliklerinin arastirildigi ve enzim aktivitesi ilizerine birgok ilag ve
kimyasal maddenin etkilerinin incelendigi tespit edildi. Ancak koyun dalak dokusu GR
enzimi hakkinda herhangi bir ¢alismaya rastlanmadi. Dolayisiyla bu tez ¢alismasinda
koyun dalak dokusundan GR enziminin saflastirilmasi, karakterizasyonu ve bazi ilaglarin

enzim lizerine etkileri arastirildi

Glutatyon rediiktaz enziminin aktivite Olglimii Carlberg ve Mannervik'in (1985)
tanimladig1 yontemle 340 nm’de spektrofotometrik olarak 6lgiildii. Bu yontemde okside
glutatyon (GSSG)’un bulundugu ortamda NADPH’in yiikseltgenmesine bagli olarak
azalan NADPH miktari ile aktivite belirlendi.

GR enziminin aktivite 6l¢limii NADPH’1n azalmasmin yani sira GSH’1n olusmasi esasina
dayanarak da yapilmaktadir. GSH olusumuna dayanan yontemlerde 5,5'-ditiyo-bis-[2-
nitrobenzoik asit] (DTNB) kullanilarak 412 nm’de spektrofotometrede belirlenir
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(Carlberg and Mannervik 1985, Toribio et al. 1996). Ancak labaratuvar sartlarimizin
NADPH’in yiikseltgenmesine bagli olarak azalan NADPH miktar1 ile aktivite

belirlenmesine daha miisait oldugundan dolay1 bu yontem kullanild.

Enzimin aktivitesi Olgililirken uygun pH’daki uygun tampon ile beraber enzmin
substratlar1 olan GSSG ve NADPH kullanilmaktadir. Bazen GSSG disinda CoASSG,
CySSCy ve GSSO3H molekiilleride kullanilabilmektedir. Kiivet ortamina son eklenen
madde genelde enzim Ornegidir. Bazen Ol¢iim ortamma EDTA ve FAD’de
eklenmektedir. Aktivite birimi olarak 1pmol NADPH in yiikseltgenmesine neden olan
enzim miktar1 olarak tanimlanmaktadir (Le Trang et al. 1983; McCallum and Barett
1995; Lamotte et al. 2000)

Calismamizin sonraki asamasinda koyun dalak dokusundan GR enziminin saflastirilmasi
islemine gecilmistir. Bunun icin ilk 6nce amonyum stilfat ¢oktiirmesi yontemiyle kismi
olarak saflastirma yapilmistir. Enzimin afinite kolonuna yiiklenmesinden 6nce amonyum
stilfat yonteminin uygulanmasi proteinlerin daha derisik hale doniismesi, bir¢ok
safsizligin giderilmesi dolayisiyla GR konsantrasyonunun yiiksek olmasi bakimindan
onemlidir (Ulusu ve Tandogan 2007). Amonyum siilfat c¢oktiirmesinde hazirlanan

homojenat ile denemeler yapilarak GR enziminin %20-70 aras1 ¢oktiigii tespit edilmistir.

Yapilan litaratiir ¢alismalarinda insan ve sigir eritrositlerinden saflastirilan GR enzimi
icin amonyum siilfat ¢oktiirme araligi %30-70 olarak ( Erat 2002), koyun beyninde
saflastirilan GR enziminin amonyum siilfat araligi %35-55 olarak (Acan ve Tezcan 1989)
ve koyun karacigerinden saflastirilan GR enziminin ise amonyum siilfat aralig1 %0-60
olarak bulunmugtur ( Ulusu vd. 2005). Ayrica soya tohumundan saflastirilan GR
enziminin %40-60 araliginda ¢oktiigi belirlenmistir (Bilir 2017). Calisgmamizda bulunan
amonyum siilfat ¢okme araligi litaratiirle uygunluk icinde oldugu tespit edildi. GR
enzimini amonyum siilfat ¢oktlirmesiyle daha konsantre hale getirdikten sonra ortamdaki
iyonlarin uzaklastirilmasi icin yaklasik 2 saat boyunca diyaliz islemi gerceklestirildi

(Acan ve Tezcan 1989, Erat 2002, Ulusu vd. 2005).

Sonraki asamada kismi olarak saflastirilan GR enzimini tam olarak saflastirabilmek igin

NADPH bagimli enzimleri baglayabilme 6zelligine sahip oldugu bilinen ve bu enzimlerin
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saflagtirilmasinda en sik kullanilan yontem olan 2', 5'-ADP Sepharose 4B afinite
kormatografisi uygulandi. Bu ydntem ile ¢ok hizli ve yiiksek verimde saflagtirma
yapilmaktadir (Tandogan ve Ulusu 2008). Ayrica bu yontemde daha az kimyasal
kullanilmas1 ve kullanilan materyallerin tekrar kullanilabilmesi, tek seferde saflagtirma

yapilmasi ve yliksek hacimde madde tatbik edilmesi agisindanda avantaj s6z konusudur.

Afinite jeline tutulan proteinler eliisyon ¢ozeltisiyle kolondan eliie edildikten sonra 340
nm’de spektrofotometrik olarak enzim aktiviteleri takip edildi. Saflastirma islemleri
yapilirken enzim aktivitesinde kayip olmamasi igin sicaklik yaklasik +4°C’ de kontrol
altinda tutularak islemler gerceklestirildi. 2', 5'-ADP Sepharose 4B afinite kormatografisi
sonuclarina gore Bradford yontemi kullanilarak proteinlerin kantitatif tayini yapildi (Sekil
4.1). Neticede GR enzimi yaklasik olarak %40,61 verimle ve 1564,8 kat saflastirildi.

Yapilan litaratiir calismalari ile elde edilen degerlerin uyumlu oldugu gézlemlendi.

Litaratiir c¢alismalar1 incelendiginde kullanilan 2', 5 ADP-Sepharose 4B afinite
kromatografisi ile sigir karacigerinden GR enzimi  %38,4 verimle 5456 Kkat
saflastirilmistir (Ulusu ve Tandogan 2007). Ayrica Gokkusagi alabalik karacigerinden
GR enzimi 2', 5'-ADP Sepharose-4B afinite kromatografisi ile 1654 kat %41 verimle
saflagtirilmistir (Tekman vd. 2008). Baska bir ¢alismada melatonin hormonunun insan
eritrositlerinden saflastirilan GR enzim aktivitesi {lizerine etkileri incelenmistir. Bu
calismada enzim % 24 verimle, 5.823 kat saflastirilmistir (Erat ve Cifici 2006). Demir
vd. (2006) tavuk karacigerinden elde edilen GR enzimi iizerine bazi antibiyotiklerin
inhibisyon etkisini arastirdiklar1 c¢aligmalarinda enzimi %35 verim ile 1636 kat
saflastirmiglardir. Temel vd. (2017) GR enzimini bildircin eritrositlerinden %46.2
verimle, 1028 kat saflastirilmistir. Ayrica bagka bir inhibisyon ¢aligmasinda GR enzimi
koyun karacigerinden %18,76 verimle 1850 kat saflastirilmistir (Erat ve Ciftci 2003).
Hindi karacigerinde ise %10,74 verimle ve 2476 kat GR enziminin saflastirilmasi
gerceklesmistir (Taser 2010). Giiller (2015)’in yaptig1 ¢alismada GR enzimi fare bobrek
dokusundan %27,136 verimle 43,74 kat, fare karaciger dokusundan ise %8,659 verimle
1725,73 kat saflagtirilmistir.

Saflastirma isleminin ardindan enzimin saflik derecesini kontrol etmek ve muhtemel alt

biriminin molekiil kiitlesini belirlemek amaciyla Laemmli (1970) tarafindan Onerilen
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SDS- poliakrilamid jel elektroforez yontemi uygulandi. Jel fotografi ile tek bant elde
edilerek enzimin saf oldugu belirlendi (Sekil 4.3). Fotograftan yararlanilarak standart
proteinlerin ve enzimin Ry degeri 6l¢iildi ve log Mk-Rys grafigi cizildi (Sekil 4.4). Grafik
denkleminden yararlanilarak koyun dalak GR enziminin alt birim molekiil kiitlesi 91 kDa

olarak hesaplandi.

Literatlir kaynaklar1 arastirildiginda saflastirilan GR enziminin muhtemel alt birim
molekiil kiitlesinin belirlenmesi ile ilgili bazi ¢alismalarin oldugu goriinmektedir. Buzag:
karacigerinden saflastirilan GR enzimin PAGE’de yiiriitiilmesi sonucu biiyiik bir band ve
onu takip eden kiiciik bir band oldugu belirlenmistir. Bu calismada jel filtrasyon
kromatografisi ile enzimin mol kiitlesinin 100 kDa civarinda oldugu tespit edilmistir
(Carlberg and Mannervik 1981). Gokkusag: alabalik karacigerinden GR enzimi 2', 5'-
ADP Sepharose-4B afinite kromatografisi ile saflastirilmis ve enzimin alt birim molekiil
kiitlesi 52 kDa olarak belirlenmistir (Tekman vd. 2008). Sican akciger ve Kkalp
dokusundan saflastirilan GR enziminin molekiiler kiitlesi sirasiyla 62,73 kDa ve 61,83
kDa olarak hesaplanmistir (Adem 2011). Hindi karacigerinden saflastirilan GR enziminn
alt birim molekiil kiitlesi ise 65 kDa olarak tespit edilmistir (Taser 2010). Baska bir
calismada Temel vd. (2017) Bildircin eritrositlerinden saflastirdiklart GR enziminin

molekiil kiitlesini 78,8 kDa olarak belirlemislerdir.

Giiller (2015)’in fare bobrek ve karaciger GR enzimi iizerine SDS-PAGE ile yaptigi
calismasinda enzimin alt birim molekiiler kiitlesini 120 kDa ile 85 kDa arasinda (yaklasik
88 kDa) oldugunu tespit etmistir. Ayrica Ulusu vd. (2003) koyun karacigerinden
saflastirip karekterizasyonunu yaptiklart GR enziminin molekiiler kiitlesini yaklagik 90
kDa civarinda oldugunu belirlemislerdir. Koyun karaciger GR enzimi {izerine yapilan
baska bir ¢alismada Erat ve Cifi¢i (2003) enzimin muhtemel alt birimini 90 kDa civarinda
oldugunu tespit etmislerdir. Ayrica Harding (1973) GR enziminin molekiil kiitlesinin 70-
150 kDa arasinda olacagmi rapor etmistir. Douglas (1987) tarafindan da bazi
kaynakladan saflagtirilan enzimin molekiil kiitlesinin 70-140 kDa arasinda degisecegini
belirtmistir. Yaptigimiz ¢aligma neticesinde koyun dalak GR enziminin muhtemel alt
birim molekiil kiitlesinin yaklagik olarak 91 kDa oldugu tespit edildi. Yukaridaki litaratiir
kaynaklarindan o6zellikle koyun karacigeri iizerine yapilan caligmalarla buldugumuz

sonucun benzer oldugu goriilmektedir.
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Koyun dalak dokusundan saflagtirilan GR enziminin karakterizasyon arastirmalarmnda
enzimin optimum pH’st 0,1 M KH,PO4 pH= 8,0 tamponu olarak belirlendi. Degisik
tirlerden saflastirilan GR’lerin optimum pH’smin 7-8.5 araliginda oldugu yapilan
litaratlir ¢aligmalariyla belirlenmistir. Tekman vd. (2008) Gokkusagr alabalik
karacigerinden saflastirilan enzimin optimum pH’y1 8,0 olarak bulmustur. Sigir eritrosit
GR enziminin optimum pH degeri ise pH: 7,3 olarak bulmustur (Erat 2002). Sigir
karaciger GR enziminin optimum pH’s1 ise 7 olarak bulmustur (Ulusu ve Tandogan
2007). Hindi karaciger Optimum pH fosfat tamponunda 7,5 olarak bulunmustur (Taser
2010). Ayrica soya tohum GR’sinin optimum pH’si 8.5 olarak saptanmistir (Bilir 2017).

Koyun dalak dokusundan saflastirilan GR enziminin optimum iyonik siddetini belirlemek
icin Onceki c¢alismalarda pH=8,0 olarak uygunlugu belirlenen potasyum fosfat
tamponunun degisik konsantrasyonlardaki c¢oOzeltileri hazirlandi  ve her bir
konsantrasyonda  aktivite Olglimleri yapilip aktivite degerleri ile KH;PO4
konsantrasyonundan olusan grafik ¢izildi (Sekil 4.6). Koyun dalak dokusu GR enziminin
en uygun iyonik siddetinin 100 mM KH,PO, pH=8 tamponu olarak tespit edildi.
Inceledigimiz litaratiir calismalarinda koyun karacigeri i¢cin 50 mM Tris tamponu ve sigir
eritrositinden saflastirilan GR enzimi i¢in optimum iyonik siddet 435 mM fosfat tamponu
olarak bulunmustur (Erat 2002; Ulusu vd, 2005). Hindi karacigerinde optimum iyonik
siddet 100 mM olarak bulunmustur (Taser 2010). Ayrica Tekman vd. (2008) Gokkusagi
alabalik karacigerinden saflastirilan enzimin optimum iyonik siddet 50 mM Tris/HCI

olarak tespit etmistir.

GR enziminin stabil pH’y1 bulmak i¢in farkli pH’larda 0,1 M KH,PO,4 ve 0,1 M Tris-HCI
tamponlar1 hazirlandi ve 7 giin boyunca 6lgiilen aktiviteler ve aktivitelerin korunurlugu
dikkate alindiginda stabil pH’ nin 7,0 K-fosfat tamponu oldugu belirlendi (Sekil 4.7). Bu
pH’nin litaratiirle uyumlu oldugu yapilan incelemelerde belli olmustur. Sigir eritrosit GR
enziminin stabil pH’st 7,3 olarak bulunmustur. (Erat 2002). Gokkusagi alabalik
karacigerinden GR enzimi stabil pH’s1 8,0 olarak bulunmustur (Tekman vd. 2008).
Ayrica hindi karacigerinden saflagtirilan GR enziminin stabil pH 8,5 olarak tespit
edilmistir (Taser 2010).
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Koyun dalak GR enziminin optimum sicakligin1 belirlemek amaciyla 0°C ile 90°C
arasinda her 10°C’de bir olmak tiizere aktivite 6l¢iimleri yapildi. Caligmalar sonucu enzim
aktivitelerinin en yiiksek oldugu sicaklik 40°C olarak tespit edildi (Sekil 4.9).
Kaynaklarda GR enziminin optimum aktivite gosterdigi bazi sicaklik degerleri soyledir;
sigir eritrosit icin 55°C, koyun karaciger i¢in 60°C, sigir karacigeri i¢in 55°C, alabalik
karacigeri i¢in 10°C olarak tespit edilmistir (Erat 2002, Ulusu vd. 2005, Ulusu ve
Tandogan 2007, Tekman vd. 2008). Hindi karacigerinde buldugumuz sonugla uyumlu
olarak 40°C bulunmustur (Taser 2010). Koyun dalaginda optimum sicaklik araliginin 35-
50 °C oldugunu tespit edilmistir (Kavutgu 1995).

Koyun dalak GR enziminin GSSG ve NADPH substratlarina olan ilgisini belirlemek
amaci ile substratlarin Ky sabiti ve Vyax degerleri tespit edildi. Vmax degeri, enzim
bolgesinin substrat ile tam doygunluga gecince katalizin ulasabilece§i en yliksek hiz
olarak tanimlanmaktadir. Ky degeri ise; enzim- substrat iliskisinin bir 6lgiitii olup
enzimin substrata olan ilgisini yansitmaktadir. Ky’si diisiik olan bir enzim substratina
yiiksek ilgi gosterirken Ky’si yliksek olan enzim ise substratina zayif baglandigini yani

diisiik ilgi gosterdigini yansitir.

Koyun dalak GR enziminin substratlar1 olan GSSG ve NADPH i¢in Ky sabiti ve Viax
degerini belirlemek amaciyla Oncelikle NADPH’in 5 farkli konsantrasyonunda sabit
GSSG konsantrasyonu igin aktivite Olglimleri yapildi. Elde edilen sonuglarla
1/[NADPH]-1/V Lineweaver-Burk grafigi ¢izildi ve¢© NADPH igin Ky sabiti ve Vmax
degeri bu grafikten faydalanilarak belirlendi. Ayni1 sekilde GSSG’nin 5 farkli
konsantrasyonunda sabit NADPH konsantrasyonu i¢in aktivite Glgimleri de yapilip
olusturulan 1/[GSSG]-1/V Lineweaver-Burk grafigi ile GSSG i¢in Ky sabiti ve Vpax
degeri hesaplandi. Hesaplamalar neticesinde NADPH i¢in Ky sabiti 0,0061 mM ve Vax
degeri 0,259 EU/mL, GSSG igin ise, Ky sabiti 0,351 mM ve Vpax degeri 0,604 EU/mL
olarak belirlendi. Bu sonuglara gore; GR enzimin NADPH substratma olan afinitesinin

GSSG substratina olan afinitesinden daha fazla oldugu tespit edildi.

Ulusu ve Tandogan (2007) GR enzim ¢alismalarinin sonucunda NADPH i¢in Ky sabiti
0,063+0,008 mM, GSSG icin Ky sabiti 0,154+0,015 mM olarak bulmuslardir. Bu

calismada enzimin NADPH substratina olan ilgisinin GSSG substratina olandan daha



85

fazla oldugu tespit edilip calismamizla uyumlu oldugu gozlenmektedir. Ayrica
calismamizla uyumlu olan baska bir yayin da sigir eritrosit GR enziminde Ky ve Vax
degerlerini siras1 ile NADPH i¢in 0,0714 mM ve 0,0931 EU/mL, GSSG igin 0,149 mM
ve 0,676 EU/mL, bulunmustur (Erat 2002). Taser (2010)’in hindi karaciger GR enzimi
icin yaptig1 kinetik ¢alismalarda NADPH i¢in Ky sabiti 0,170 mM ve Vpma degeri 0,55
EU/mL olarak; GSSG igin, Ky sabiti 0,03 mM ve Ve degeri 0,228 EU/mL olarak tespit
edilmistir. Gokkusag1 alabaligit GR enzimi i¢in yapilan karakterizasyon c¢aligmalarinda
Tekman vd. (2008) NADPH i¢in Ky sabitini ve Vmax degerini sirasiyla 0,055 mM ve
0,143 EU/mL, GSSG i¢in Ky sabitini ve Vpax degerini sirasiyla 0,025 mM ve 0,089
EU/mL olarak bulmustur.

Koyun dalak dokusundan saflastirilan GR enziminin karakterizasyon islemleri
tamamlanarak enzim aktivitesi iizerine bazi ilaglarin etkisi incelendi. Farkli ¢oziiciilerde
cozmek suretiyle stok c¢ozeltileri hazirlanan 13 ilactan 5 tanesi GR enzim aktivitesi
iizerine inhibisyon etkisi gosterdi. Bu ilaclar; ampisilin, streptomisin siilfat, gentamisin,
Sefoperazone sodyum ve prekort-liyo’dur. 7 tanesinin ise enzim iizerinde 6nemli bir
aktivasyon ya da inhibisyon gostermedikleri belirlendi. Bunlar; amoksisilin, tylosin,
sefuroksim sodyum, sefazolin sodyum, linkomisin, novamizol, ketojezik ve
klindamisin’dir (Sekil 4.12-4.24). ilaglarin enzim iizerinde inhibisyon etkileri ICso (MM)
degeri olarak belirlenmektedir. Bu degerler e§im denkleminden hesaplanarak gosterildi.
Buna gore inhibisyon etkisi gosteren 5 tane ilacin enzim aktivitesi iizerine inhibisyon
etkilerinin biiyiikten kii¢iige dogru siralanisi prekort-liyo (1,27 mM), ampisilin (3,22
mM), streptomisin siilfat (7,95 mM), sefoperazon sodyum (16,97 mM) ve gentamisin
(17,20 mM)’dir. Calistigimiz ilaglar icerisinde diisiik konsantrasyonda enzim aktivitesini
yartya diisiiren dolayisiyla inhibisyon etkisi en biiyiik olan ilag prekot-liyo’dur. Ayrica
inhibisyon etkisi gosteren bu ilaglar1 6n denemelerle belirlenen en uygun 5 substratta
once inhibitorsiiz ortamda daha sonra da 3 farkli sabit ila¢ konsantrasyonunda
aktivitelerine bakilip K; sabitleri ve inhibisyon tipleri belirlendi. Buna gore; K; sabitleri
ampisilin i¢in 1,057 £ 0,110, gentamisin i¢in 20,770 + 8,169, streptomisin siilfat i¢in
3,386 = 1,305, sefoperazon sodyum icin 4,910 = 0,960 ve precort-liyo i¢cin 0,466 =+
0,387’dir. Inhibisyon tiirleri ise; ampisilin ve gentamisin yarismasiz, streptomisin siilfat,

sefoperazon sodyum ve precort-liyo yarigmali olarak tespit edilmistir.
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Yaptigimiz litartiir arastirmalarinda GR enzim aktivitesi lizerine bazi ilaglarin etkilerinin
incelendigi tespit edildi. Bu caligmalardan biri, insan eritrosit GR enzimi {izerine
yapilmistir. Enzim {izerine kullanilan antibiyotikler; sefotaksim sodyum, meropenem,
streptomisin siilfat, penisilin G, teikoplanin, gentamisin siilfat, ampisilin, siproflaksasin,
sefazolin sodyum, ofloksasin, sefepim, metronidazol, sefodizim disodyum ve
tiamfenikol’dur. Bu ilaglardan streptomisin siilfat, gentamisin, ampisilin ve sefazolin
sodyum ilaglar1 ¢alismamizdaki ilaglarin aynisidir. Calismada tiamfenikol, penisilin G,
teikoplanin, streptomisin siilfat, gentamisin siilfat ve ampisilin ilaglarmin insan eritrosit
GR enzimini aktive ettigi belirlenip enzimi aktivitesini inhibe eden antibiyotiklerin ise
metronidazol, ofloksasin, siproflaksasin, sefazolin sodyum, sefepim, meropenem,
sefotaksim sodyum ve sefodizim disodyum oldugu tespit edilmistir. Bu ilaglardan K;
sabitleri ve 1Cs degerleri belirlenenler sefotaksim ve sefodizimin’dir. Sefodizim igin ICsg
1,682 mM ve K; 0,7446+0,2216 Mm, sefotaksim i¢in ICsp 12,179 mM ve K;
6,5123+4,1139 mM, olarak belirlenmistir (Erat 2002, Erat vd. 2005).

Insan eritrosit hiicrelerinden saflastirilan GR enzimi iizerine yapilan baska bir inhibisyon
calismasida enzim {izerine bazi analjezik ve anastetik ilaclarla yapilmistir. Bu ilaglar
diklofenak sodyum, ketoprofen, lornoxicam, tenoxicam, etomidate, morphine ve propofol
ilaglart olup c¢alistigimiz ilaglardan bazilar1 antiinflamatuvar ila¢ gruplarindan
oldugundan bu c¢alismaya benzerlik gostermektedir. Calisma neticesinde propofol
yarismasiz inhibisyon goOsterirken digerlerinin  yarismali inhibisyon gdsterdigi

belirlenmistir (Sentiirk vd. 2009).

Adem (2011)’de yaptig1 calismasinda sefuroksim, metilprednisol, teikoplanin furosemid,
gentamisin, seftazidim, digoksin, dopamin, furosemidin, adrenalin, lidokain, metoprolol
tartarat, verapamil HCI, levofloksasin, sefazolin ve kotin ilaglarmi GR enzim aktivitesi
lizerine olan etkilerini incelemistir. Bu ilaclardan sefazolin, seftazidim, sefuroksim
furosemid, gentamisin, levofloksasin, metilprednisol, teikoplanin sigan akciger dokusu
GR enzimini inhibe etmistir. Digoksin, dopamin, furosemidin ise si¢an kalp dokusu GR
enzimini inhibe etmistir. Ayrica adrenalin, lidokain, metoprolol tartarat, verapamil HCI
ilaclarinin ise her iki dokudan da saflastirilan GR enzimi {izerine inhibisyonu

gbzlenmemistir.
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Ayrica GSH molekiilii iizerinde yapilan ¢alismalarin ¢ogunlugu, eksojen toksinlere direk
maruz kaldigindan dolayr karaciger dokusu olmustur. Karaciger hiicreleri olan
hepatositlerde GR enzimini dolayisiyla GSH biyosentezini inhibe etmek i¢in butiyonin,
sulfoksimin, asetaminofen ve bromobenzen gibi ¢esitli kimyasal maddeler kullanilmistir.
Bunlara maruz kalan hepatositlerde GSH tiikenmekte ve karaciger hasarlar1 ortaya
cikmaktadir (Atamer vd. 2000). Karaciger GR enzimi {izerinde yapilan farkli bir
caligmada tavuk karacigeri kullanilmistir. Enzim tizerine ofloksasin, levofloksasin,
sefsazolin, sefepim ilaglarinin inhibisyon etkisi incelenmistir. Ofloksasin, levofloksasin
ve sefazolin’in yarismasiz, sefepim’in ise yar1 yarigsmali inhibisyon etkisi gosterdigi tespit
edilmistir (Demir vd. 2006). Koyun Kkaraciger GR enzimi {izerine iSe gentamisin siilfat,
tiyamfenikol, oflaksasin, levoflaksasin, sefepim ve sefazolin ilaglarinin inhibisyon etkisi
incelenmistir. Oflaksasin, levoflaksasin, sefepim ve sefazolin antibiyotiklerinin enzimi

yar1 yarismali olarak inhibe ettigi ortaya konulmustur (Erat ve Ciftci 2003).
Sonuc olarak;
GR enzimi, pentoz fosfat yolu ve malik enzim basamaginda elde edilen NADPH
varliginda GSSG’nin indirgenmesini katalizleyerek GSH molekiiliiniin olugsmasini saglar.
Boylece antioksidan metabolizmasi i¢in kilit enzim gorevini goriir. Bu ¢alismada GR
enzimi koyun dalak dokusundan %20-70 araliginda amonyum siilfat ¢oktiirmesi ve 2', 5'-
ADP Sepharose 4B afinite kormatografisi ile yaklasik olarak %40,61 verimle 1564,8 kat
saflastirildi. Saflik kontrolii SDS-PAGE ile yapildi.
Koyun dalak GR enziminin karakterizasyon ¢alismalarmin sonuglari;

» Optimum pH : 8,0 ( KH,PO,4tamponu )

»  Optimum iyonik siddet : 100 mM (KH;PO4 tamponu)

> Stabil pH : 7,0 (KH,PO,4tamponu)

> Optimum sicaklik : 40°C
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» Alt birim molekiil kiitlesi ;: 91 kDa

» NADPH igin ; Ky sabiti : 0,0061 Mm, Vax degeri 0,259 EU/mL

> GSSG icin ise, Ky sabiti: 0,351 Mm, Viax degeri 0,604 EU/mL

ICs0 (MM) degerlerti;

» Prekort-liyo :1,27 mM, Ampisilin : 3,22 mM, Streptomisin siilfat : 7,95 mM,
Sefoperazon sodyum : 16,97 mM , Gentamisin :17,20 Mm

K; sabitleri;

» Ampisilin : 1,057 + 0,110, Gentamisin : 20,770 + 8,169, Streptomisin siilfat :
3,386 + 1,305, Sefoperazon sodyum : 4,910 + 0,960 ve precort-liyo : 0,466 +
0,387

Inhibisyon tiirleri;

» Ampisilin ve gentamisin yarigmasiz, streptomisin siilfat, sefoperazon sodyum ve

precort-liyo yarismali olarak tespit edildi.

Sonuc olarak sunlar onerilebilir;

Yapilan litaratiir taramalarinda enzimlerin ila¢ ve kimyasal maddelerden etkilendikleri
goriilmektedir. Kullanilan ilaglarin bir¢ogu metabolizmada ©Onemli gorevleri olan
diizenleyici enzimler lizerine etki etmektedir. Bu enzimlerin aktivitesinde meydana
gelebilecek bir inhibisyon hiicre metabolizmasindaki her hangi bir sorunun
giderilmesinde yada hiicrede patojen bir mikroorganizmanin yol ag¢tigi durumun
diizeltilmesinde rol oynayabilir. Bu agidan bakildiginda hedefi GR enzimi olan tedaviler
icin buldugumuz sonuglar yol gosterici olabilir. Ayrica yaptigimiz ¢alismada inhibisyon
etkisi gosteren ilaglarmn konsantrasyonlarini diisiirdiiglimiiz zaman enzim aktivitesi

lizerine inhibisyon etkilerinin de azaldigi, konsantrasyonu artirdigimizsa ise inhibisyon
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etkinin arttig1 goriilmektedir. Bundan dolayr GR tedavilerinde ampisilin, gentamisin,
streptomisin siilfat, sefoperazon sodyum ve precort-liyo kullanim dozlarinin kontrollii
olmas1 gerekmektedir. Ozellikle yarismasiz inhibisyona yol agan ampisilin ve gentamisin

kullaniminda daha dikkatli davranilmasi fayda saglayacaktir.
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