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BAZI ANTIBiYOTIKLERIN ASETILKOLIN ESTERAZ VE
GLUTATYON S-TRANSFERAZ ENZIM AKTIVITELERIi UZERINE
IN VITRO ETKILERININ ARASTIRILMASI

OZET

Glutatyon S-transferaz (GST; E.C. 2.5.1.18) izoenzimleri, hiicre i¢i Ve hiicre disi kaynakli
toksik bilesiklerin ve okside molekiillerin glutatyon (GSH) substratina baglanma
reaksiyonunu Kkatalizleyen 6nemli antioksidan enzimlerdir. Asetilkolin esteraz (AChE;
E.C. 3.1.1.7) sinapslarda bulunan bir noérotransmitter olan asetilkolin (ACh) substratinin
hidrolizini gergeklestirerek impuls iletimini sonuglandirir. Yiiksek lisans tezi olarak
sunulan bu ¢alisma iki agsamada gergeklestirildi. Calismanin ilk asamasinda, sitozolik GST
izoenzimi insan eritrosit dokularindan homojenat hazirlanmasi ve glutatyon-agaroz afinite
kromatografisi yontemi kullanilarak iki adimda 2,58 EU/ mg spesifik aktivite ve %14,7
verim ile 161,25 kat saflastirilirken, asetilkolin esteraz enzimi ticari olarak temin edildi.
Insan eritrosit dokularindan saflastirilan GST enziminin saflik derecesi SDS-PAGE
metodu ile tespit edildi.

Calismanin ikinci asamasinda, bakterilerin neden oldugu enfeksiyonlarin tedavisinde
kullanilan gentamisin siilfat, streptomisin siilfat, linkomisin, ampisilin ve klindamisin
antibiyotiklerinin insan eritrositlerinden saflagtirllan GST ve AChE enzim aktiviteleri
lizerine inhibisyon etkileri arastirildi. Inhibitdr etkisi gdsteren antibiyotikler igin cizilen
%Aktivite-inhibitdr konsantrasyonu grafiklerinden ICsp degerleri, Lineweaver- Burk
grafiklerinden K sabitleri bulundu. GST enzimi i¢in bulunan ICso degerleri gentamisin
silfat’in 0,0144 mM, streptomisin siilfat’in 0,231 mM, linkomisin’in 1,06 mM,
ampisilin’in 3,57 mM ve klindamisin’in 69,31 mM oldugu ve gentamisin siilfat’in 0,0195
mM, streptomisin siilfat’in 0,021 mM, linkomisin’in 0,85 mM, ampisilin’in 6,87 mM ve
klindamisin’in 66,80 mM K sabitleriyle inhibisyon etkisi gosterdigi tespit edildi. AChE
enzimi i¢in ICso degerleri gentamisin siilfat’in 0,0135 mM, streptomisin siilfat’in 0,099
mM, linkomisin’in 0,92 mM, klindamisin’in 0,94 mM ve ampisilin’in 3,01 mM oldugu
bulundu.

Anahtar Kelimeler: Glutatyon S-transferaz, saflastirma, asetilkolin esteraz, antibiyotik,
inhibisyon.



INVESTIGATION OF THE IN VITRO EFFECTS OF SOME
ANTIBIOTICICS ON ASETYLCHOLINE ESTERase AND
GLUTATHIONE S-TRANSFERase ENZYME ACTIVITIES

ABSTRACT

Glutathione S-transferase (GST; E.C. 2.5.1.18) isoenzymes are important antioxidant
enzymes that catalyze the binding reaction of intracellular and extracellular toxic
compounds and oxidized molecules to the glutathione (GSH) substrate. Acetylcholine
esterase (AChE; E.C. 3.1.1.7) catalysis the hydrolysis of acetylcholine (ACh) substrate, a
neurotransmitter found at synapses, resulting in impulse transmission. This study, which
was presented as a master's thesis, was carried out in two stages. In the first phase of the
study, the cytosolic GST isoenzyme was purified with a specific activity of 2.58 EU/mg,
with a yield of 14,7% and 161,25-fold using the homogenate preparation and glutathione-
agarose affinity chromatography method in two steps from human erythrocyte tissues,
while the acetylcholine esterase enzyme was commercially available. The purity of GST
enzyme from human erythrocyte tissues was determined by SDS-PAGE method.

In the second phase of the study, the inhibitory effects of Gentamicin sulfate, Streptomycin
sulfate, Lincomycin, Ampicillin and Clindamycin antibiotics, which are used in the
treatment of infections caused by bacteria in human medicine, on purified from human
erythrocytes GST enzyme and AChE enzyme activities were investigated. For antibiotics
showing inhibitory effect, 1Cso values were calculated from the %Activity-inhibitor
concentration graphs and Ki values were calculated from the Lineweaver-Burk graphs. The
IC50 values found for the GST enzyme were gentamicin sulfate 0,0144 mM, streptomycin
sulfate 0.231 mM, lincomycin 1.06 mM, ampicillin 3.57 mM and clindamycin 69.31 mM.
It was determined that it showed an inhibition effect with Ki constants of 0,0195 mM,
streptomycin sulfate with 0.021 mM, lincomycin with 0.85 mM, ampicillin with 6.87 mM
and clindamycin with 66.80 mM. IC50 values for the AChE enzyme were found to be
0,0135 mM for gentamicin sulfate, 0.099 mM for streptomycin sulfate, 0.92 mM for
lincomycin, 0.94 mM for clindamycin and 3.01 mM for ampicillin.

Keywords: Glutathione S-transferase, purification, acetylcholine esterase, antibiotic,
inhibition.



GIRIS

1.1. Enzimler

Kimyasal reaksiyonlar gerceklestiginde herhangi bir degisime ugramadan ve tepkimelerin
hizlart iizerinde arttirict etkileri olan maddelere katalizorler denir. Metabolizmadaki
reaksiyonlarin aktivasyon enerjilerini disiiriip hizlarini arttirma gorevinde bulunan bu
biyolojik katalizorler enzim olarak adlandirilmaktadir (Keha ve Kiifrevioglu, 2012).
Enzimler canlilarda hiicresel hayatin devamliliginin saglanmasi i¢in meydana gelen
biyokimyasal reaksiyonlarin %100 verimle ve yan iiriin olusmaksizin ger¢eklesmesinde rol
alirlar (Keha ve Kiifrevioglu, 2012). Canli organizmalardaki tiim metabolik reaksiyonlar
enzimler araciligiyla gergeklesmektedir (Ciftci, 2021). Enzimler substrat adi verilen
yapilara etki ederler (Comakli, 2011; Tuna, 2008). Tepkime sonrasinda substrat iiriine

doniislirken enzim ise tirlinden ayrilarak reaksiyona girdigi ilk haline doner.

Enzimler biyokimya tarihi boyunca bircok arastirmalara konu olmakla birlikte
biyokimyasal kataliz olaymim 1700’1i yillarin sonunda midede et Giriinlerinin sindirilmesi
kesfiyle baslayan enzim c¢alismalari 1800’1 yillarda ise nisastanin  sekere

dontistiiriilmesiyle devam etmistir ( Lehninger vd., 2005; Galip, 2019; Sayin, 2022).

Enzimi ilk kez Kiihne 1878 yilinda adlandirmistir. 1850 yilinda ise Louis Pasteur sekerin
alkole maya araciligiyla fermentlendigini saptamistir. Nobel 6diillii Richard Willstatter ve
bazi diger bilim adamlar1 poteinlerin enzimleri tasima gorevinde olduklarini ve kataliz
islemini tek baslarina yapamadiklarini iletmistir. 1926 yilinda ise Sumner tarafindan saf
protein olan iireaz enzimini ‘Jack Bean’ bitkisinden elde edilmistir (Keha ve Kiifrevioglu,
2012). Bir sindirim enzimi olan tripsin ve kimotripsin {izerinde yapilan ¢alismalar
sonucunda da bu iki enzimin saf protein oldugunu ispatlayan Northop ve Stanley 1946
yilinda Nobel kimya 6diiliinii almaya hak kazanmuslardir (Sayin, 2022; Nobel Lecture
1907).



Canli organizmalarda gergeklesen tepkimeler oldukga yiiksek bir kinetik kararliliga sahip
olup kendiliginden gerceklesemezler ve enzimlere ihtiya¢ duyarlar. Bu durum ise hiicre
igerisinde tiim reaksiyonlarin DNA tarafindan kontrol edilen enzimler tarafindan meydana

gelmesini saglamaktadir (Keha ve Kiifrevioglu, 2012).

Enzimler ortak birgok 6zellik gosterirler: Katalitik aktiviteye sahip RNA grubu disinda tiim
enzimler protein yapilidirlar ve bundan dolay1 da proteinlerle aymi ozellikler gosterirler
(Lehninger vd., 2005). Bir enzim defalarca kez ayni tiir tepkimeleri katalizleyebilir,
girdikleri tepkimelerin aktivasyon enerjisini disiiriir ve reaksiyonu hizli bir sekilde
dengeye ulastirma ¢abas1 gosterirler. Canli veya cansiz birgok ortamda bulunabilmelerine

ragmen ortamin asit veya alkali olmasindan etkilenirler (Sayin, 2022).

Enzimlerin biiylik molekiillii olmasi onlarin kolodyum zarlarindan ge¢isini imkéansiz hale
getirir. Belli bir sicaklik araliginda etki hizlar1 artarken sicakligin 40 °C’nin iizerine
cikmasi yapilarini bozup denatiire olmalarina neden olur. Tepkimelerin yiiksek sicaklik ve
yiiksek enerji diizeyi isteklerini enzimler asag1 ¢cekmeye calisirken reaksiyon hizlarini da
arttirarak zayif baglanma Ozelligi gosterirler. Aynt zamanda enzimler gerceklesen bu
reaksiyonlar sirasinda degisiklige ugrasalar bile tepkime bitince eski hallerine donerler

(Goziikara, 1997; Keha ve Kiifrevioglu, 2012; Sayin, 2022).

Enzimlerin basit protein yapilarinin yani sira protein olmayan gruplar1 da bulunmaktadir.
Bu gruplar prostetik grup veya koenzim olarak adlandirilir (Demirci, 2013). Mn, Mg, Zn,
Fe gibi metal kofaktorler ve NAD, FAD, CoA gibi molekiil yapili koenzimler prostetik
gruplar1 olusturur. Enzim kofaktdr kompleksi haloenzim olarak adlandirilir. Kofaktorii
bulunan proteine apoprotein, enzime de apoenzim denir. Organik yapidaki kofaktorler
koenzim, metal iyonlar1 ise aktivator veya anorganik kofaktor olarak adlandirilir (Sayn,
2022). Aktivatorler enzimlerin aktivitesini arttirmakla gorevlidirler. Koenzimler ise
cogunlukla B grubu olmak {izere vitaminlerden olugsmaktadir. Apoenzim, kataliz olayim
koenzim veya kofaktdr ile birlikte gerceklestirir (Demirci, 2013). Kimyasal reaksiyonlar1
koenzimler ve prostetik gruplar belirlerken substrati ise apoenzim belirler (Ozeris, 1993;

Sayin, 2022).



1.2. Enzimlerin Adlandirilmasi

Katalizledikleri tepkimenin adina ya da substratin sonuna —az ekinin getirilmesiyle
adlandirilmakta olan enzimler spesifik olduklar1 substrat ve tepkimeye gore
siiflandirilirlar (Demirci, 2013). Bu siniflandirma 6 gruptan oluismaktadir. Her grubun 4
ile 13 arasinda olmak iizere alt gruplar1 bulunmaktadir. “Uluslararas1 Biyokimya Dernegi
(International Union of Biochemistry-lUB) nin kesfettigi yeni adlandirmaya gore her
enzimin dort sayili bir numarasi vardir ve ‘EC’ kisaltmasi ile tanimlanir. EC numarasinda
ilk rakam reaksiyonun adini, ikinci rakam etkiledigi kimyasal grubu, {i¢iincii rakam alic1
grubunu, dordiinci rakam ise sira numarasini bildirir (Keha ve Kiifrevioglu, 2012).
Enzimlerin reaksiyon tiplerine ve mekanizmalarina gore 6 gruptan olusan siniflandirilmasi

sOyledir;

1. Oksidorediiktazlar: Yiikseltgenme-indirgenme tepkimelerinin katalizlendigi siniftir.

2. Transferazlar: Substratlar arasindaki hidrojen digindaki gruplarin transferini saglarlar.
3. Hidrolazlar: Bir su molekiiliiniin eklenmesiyle peptid, ester ve glikozid baglarinin
koparildig1 hidroliz reaksiyonlari sinifidir.

4. Liyazlar: Substratlarin gruplardan koparildigi ve yeni ¢ift baglarinin olusturuldugu
tepkimeleri katalizlerler.

5. Izomerazlar: Molekiillerde optik, yapisal ve geometrik degisiklikler yaparlar.
oksidasyon -rediiksiyon ve grup transferini saglarlar.

6. Ligazlar: ATP ve GTP gibi yiiksek enerjili molekiillerden fosfat baginin kopmasi ile

c¢ikan enerjiyle iki molekiiliin baglanmasini katalizlerler (Keha ve Kiifrevioglu 2012).

Ayni canli organizmalarda ayni reaksiyonu gergeklestirirken farkli fiziksel ve kimyasal
ozelliklere sahip enzimler de bulunmaktadir. Bu enzimlere izoenzimler ad1 verilmektedir.
[zoenzimler substrat, kofaktér ve inhibitdrlere karsi farkli ilgilere sahiptir. Birtakim
ozellikleri bulunmaktadir. Bunlar: Amino asit say1 ve siralarinin farkli olmasi, izoelektrik
noktalarmin farkli olmasi ve farkli genlere sahip olmasi 6zellikleridir. Karbonik anhidraz,
alkalen fosfataz, laktat dehidrogenaz ve glutatyon s-transferaz izoenzimlerin baslica
orneklerindendir (Sayin, 2022).



1.3. Enzim Inhibisyonu

Bazi bilesikler tarafindan enzim aktivitelerinin in vivo ve in vitro olarak azaltilmasi veya
tamamen yok edilmesi inhibisyon olarak adlandirilmaktadir (Comakl1, 2011). Inhibitér adi
verilen bu bilesikler diisiik molekiil agirliklt olup bazi iyonlar da Ornek verilebilir.
Déniistimli inhibisyon ve doniisiimsiiz inhibisyon olmak iizere ikiye ayrilir. Doniisiimsiiz
inhibisyon olayinda inhibitér enzimle kovalent baglanir. Vimax azalir, Knm degismez (Keha
ve Kiifrevioglu, 2012).

Dontistimlii inhibisyonda bir denge durumu vardir. Ve ii¢ baslikta incelenir. Yarigmali
inhibisyon, yar1 yarigmali inhibisyon ve yarismasiz inhibisyon olmak iizere. Yarismali
inhibisyonda inhibitor substrata baglanarak substratin enzimle baglanamamasina neden
olur. Enzimin Vmax degerinde degisiklik olmazken Ky artar. Yari yarismali inhibisyonda
inhibitor ES komleksine baglanarak tepkimenin hizini yavaslatir. Kompleksi bozarak iiriin
¢ikisini engeller (Y1lmaz, 2019). Yarismasiz inhibisyon tiiriinde inhibitor ve substrat farkli

bolgelere tutunur. Vmax azalirken Kv degismez.

Ezimlerin kinetik Ozelliklerine Michaelis-Menten denklemindeki ifadelerle ulasilir.
Denklemde bulunan Km degeri enzimin substrata ilgisini gosterirken Vmax ise katalitik
aktivitenin gostergesidir. Enzim aktivitesi demek enzim {initesi demektir. Enzim Unitesi,
“25 °C’de optimal sartlarda 1 pmol substrat1 bir dakikada iirline doniistiiren enzim miktar1”
demektir. 1 katal enzim saniyede 1 mol madde doniistiiren enzimi ifade ederken spesifik
aktivite ise “1 mg protein basina enzim tnitesi” olarak ifade edilir (Keha ve Kiifrevioglu,

2012).

Inhibisyon cesidi ve Ki sabiti Lineweaver-Burk egrisi ile belirlenmektedir (Caglayan,
2017). Bu egride 1/V’ye kars1 1/[S] grafigi ti¢ farkl sabit inhibitér konsantrasyonuyla bes
farkli substrat konsantrasyonu belirlenererek birlesme noktalar1 degerlendirilir. KiVve Vmax
degerlerinin hesaplandigi formiiller su sekilde bulunur.

Yarismasiz inhibisyon grafiklerinde Ki, Vina' = Vinax / (1+[1]/K;) denklemi ile bulunur.
Yarismali inhibisyon grafiklerinde Ki, Km'= Kwm / (1+[1] / Ki) denkleminden yararlanilir.
Yar1 yarismali inhibisyon grafiklerinde ise Ki ve Vmax degeri,Vmax'= Vmax /(1+[1]/Ki) ve
Kwm'= Km /(1+[1]/K5) ile bulunur (Keha ve Kiifrevioglu, 2012).



Enzimlerin aktivitelerini etkileyen faktorler vardir bunlar: Substrat konsantrasyonu,
ortamda bulunan enzimlerin konsantrasyonu, pH, ortam sicakligi, iyonik siddet, kofaktor
kansantrasyonu, ortamdaki inhibitor ya da aktivatorlerin varligi olarak siralanirlar. Enzim
aktivitesinin ~ Ol¢lilmesi demek reaksiyonun hizinin  belirlenmesi  demektir.
Spektrofotometrik yontem ile genellikle 6l¢iiliir. Zamana bagl olarak substratin degisimi

veya uriin olugmasi ile 6l¢iim yapilmaktadir (Lehninger vd., 2005).

Enzimler kalitatif ve kantitatif tayinlerinin hesaplanabilmesiyle bir¢ok kalitsal hastaliklarin

teshis ve tedavisinde fayda saglamaktadir.(Keha ve Kiifrevioglu, 2012).

Enzimlerin saflastirilmasi olay1 ¢ok zor islemler olup ¢ok dikkat gerektirirler. Saflagtirma
islemleri sirasinda ise enzimin ¢oziintirliigiiniin farklilig1, molekiil biiyiikliigii, adsorbsiyon

davranislar1 ve elektrik yiiklerine bakilmalidir.

1.4. Eritrositler

Insan kani trombosit, 16kosit ve eritrosit hiicrelerinden olusmaktadir. Trombositler
damarlarin endotel biitiinligiinii saglayip damardan kanin sizmasmi onler. Lokositler
mikroorganizmalarin viicuda yayilmasini onler. 1665 yilinda eritrositleri ilk Malphigi
tanimladr ve 1673°te de Leewenhock ise kana kirmizi renginin eritrositlerden dolayi
oldugunu buldu. Eritrositler digtan bir membran ile sarili olup i¢ kisminda ise ag seklinde

stroma ve hemoglobin bulunmaktadir (Glivercin, 2006).

Hiicrelerin %50 -60’1 proteinden, %10-12’si lipidlerden ve geri kalan kismi da sudan
olusmaktadir. Eritrosit membrani, iire, HCO™3 ve OH" gibi baz1 metabolitler i¢in gegirgen
ozellik gosterirken, Na*, Ca*? ve K* gibi baz1 iyonlar ve inorganik fosfat icin aktif tasima
gereklidir. Eritrositlerin en 6nemli goérevi yapilarinda bulunan hemoglobinin dokulara
oksijen tasimasidir (Giivercin, 2006). Eritrositlerin 120 giinliik ortalama bir omiirleri

bulunmaktadir. Olgun hiicre ¢ekirdeksiz ve ¢ift i¢ biikey yapidadir (Tiirk, 2012).

Eritrositler gorevlerini yerine getirebilmek icin igyapilarini, membran aktivitelerini ve
sekillerini de koruyacak enerjiye gereksinim duyarlar. Gerekli olan bu enerji eritrositlere

glikoliz olayindan saglanir. Glukoz %90 anaerobik glikoliz ile harcanirken pentoz fosfat



yolu ile de harcanir. Pentoz fosfat yolu sonucunda olusan NADPH, okside glutatyonun
indirgenmesinde kullanilir. Bu tepkimeler sonucunda hiicre i¢inde yiiksek K* ve diisiik Na*
seviyeleri korunur, hemoglobin demiri indirgenir, hiicre i¢i ve membranlardaki tiyol (-SH)

gruplar1 oksidasyona kars1 korunur ve yapi biitiinliikleri saglanir (Giivercin, 2006).

1.5. Antibiyotikler

Alexander Fleming tarafindan 1928 yilinda kesfedilen antibiyotikler bakteri, virlis ve
mantar gibi hastalik yapici mikroorganizmalarin neden oldugu enfeksiyon hastaliklarini
tedavi etmede kullanilan kimyasal bilesiklerdir (Karaman, 2016). Karaman (2016)
tarafindan bildirildigine gore bakteriler ve bitkiler tarafindan dogal olarak ya da laboratuar
ortaminda yapay uretildigini ilk kez Diamiond (1951) ileri sirmiistiir. Louis pasteur 1857

yilinda sogan suyunun laktik asit bakterilerinin biiylimesini engelledigini kesfetmistir
(Burkholder, 1959).

Antibiyotikler bakteriyostatik ya da bakterisid olmak {izere iki sekilde etki ederler ve en
cok bilinen etki mekanizmalari soyledir:

1.Hiicre membran fonksiyonunu inhibe eden antibiyotikler,

2.Ribozom fonksiyonunu inhibe edenler antibiyotikler,

3.Niikleik asit sentezini inhibe edenler antibiyotikler,

4.Folat metabolizmasini inhibe edenler antibiyotikler,

5.Hiicre duvart sentezini inhibe eden antibiyotikler.

Savci (2016) tarafindan bildirildigine gore bakterilerin birkaginda etkili olan antibiyotikler
dar spektrumlu birkagindan fazla bakterilerde etkili olanlar genis spektrumlu antibiyotik
olarak adlandirildigini Dumitrescu (2011) ileri siirmiistiir. Bakterilerin duyarli olduklar
antibiyotikler o ilacin antimikrobiyal spektrumunu gosterir. Etki spektrumu dar olan
bakteriyostatik antibiyotikler bakterinin gelismesini ve {iiremesini engellerler.
Metronidazol, eritromisin, tetrasiklinler ve siilfonamidler bakteriyostatik etkili ilaglardir.
Savci (2016) tarafindan bildirildigine gore bakteriyi direkt 6ldiirerek cok etkili olan
bakterisid antibiyotiklere ise penisilinler, sefalosporin, vankomisin, aminoglikozidler ve

fluorokinolonlarin 6rnek oldugunu ilk kez Ciancio and Bourgault (1989) ileri siirmiistiir.



Kimyasal yapilar1 farkli olan antibiyotiklerin terapédtik davranislarinin da farkliligi bu
antibiyotiklerin de smiflandirilmasini  saglamistir.  Aminoglikozitler, B-laktamlar,
makrolidler, amfenikoller, linkozamidler, tetrasiklinler, Kkinolonlar, siilfonamidler,
glikopeptidler ve oksazolidinonlar kimyasal yapilarina gore ayrilan antibiyotikler sinifidir
(Burg, 2020).

Tiirkiye’de IMS Health (2002) verilerine gore yaygin bir sekilde penisilin sefalosporin
makrolid, aminoglikozid, tetrasiklin ve siilfonamid antibiyotikler kullanilmaktadir
(Karaman, 2016). B-laktam grubu antibiyotiklerine penisilinler, sefalosporinler,
monobaktamlar ve karbapenemler 6rnek verilebilir (Burg, 2020). Bu antibiyotikler hiicre
duvar: sentezini inhibe ederek bakterileri dldiiriicii etki gosterirler. Alexander Fleming
tarafindan 1928 yilinda kesfedilen penisilinler Howard Walter Florey ve Ernst Boris
Chainn tarafindan kullanima hazir hale getirilmistir. Boylelikle tip alaninda biiylik bir
gelisme yaratarak antibiyotik ¢agini baslatmislardir (Burg, 2020).

Makrolid grubu antibiyotik olan eritromisin ise bakteriyostatik etkili olup gram-pozitif
bakterilere yonelik genis spektrumludur (Burg, 2020). Tetrasiklinler ribozomlarin 30S alt
birimine baglanarak protin sentezini engellerler (Burg, 2020). Folik asit sentezi
inhibisyonunu gerceklestiren siilfonamidler ise bakteriyostatik etkiye sahip ilk
antimikrobiyal ila¢ grubundandir (Burg, 2020). Bir diger grup glikopeptitler ise hiicre
duvari sentezini inhibe eden antibiyotiklerden olmakla birlikte vankomisin en yaygin
kullanilan glikopeptit antibiyotiktir (Burg, 2020). Bakteriyostatik etki gdsteren
oksazolidinonlar gram-pozitif bakterilere karst son ¢are olarak kullanilan protein sentez

inhibitorleridir.

Kinolon grubu antibiyotikler sentetik olarak yapilan bakteriyostatik ila¢ grubudur. Ve daha
cok idrar yolu enfeksiyonlarinda kullanilir. Kinolon grubuna ait olan siprofloksasin en ¢ok
kullanilan antibiyotiklerdendir. CIPRO olarak bilenen ila¢ gram-pozitif ve gram-negatif
bakterilerde etkilidir. Bur¢ (2020) tarafindan bildirildigine gore etki alani genis olan
CIPRO birgok hastaligin tedavisinde kullanilmaktadir: Akciger enfeksiyonlari, orta kulak
iltihabi, idrar yolu enfeksiyonlar1 gibi daha bir¢cok enfeksiyonun tedavisinde 6nemli roli

bulundugunu ilk kez Senol (2002) ileri stirmiistiir.



Aminoglikozidler gram-negatif bakteri enfeksiyonlarinda giiclii etkilere sahiptirler. Bu
gruptaki ilaclar benzer kimyasal, fiziksel ve farmakolojik 6zellikler gosterirler. Amikasin,
gentamisin, netilmisin, streptomisin ve tobramisin bu grup ilaglardir. Aminoglikozidler,
bakterilerin 30S ribozomal alt birimine baglanarak translasyonu inhibe ederler.
Streptomyces veya mikromonospora tlirli mikroorganizmalardan elde edilirler

(Manavoglu, 2021).

Giliniimiizde neredeyse hayatimizin her alaninda karsilastigimiz antibiyotikler tiim diinyada
en ¢ok kullanilan ilaglar olmak iizere yerini almistir. Antibiyotikler en ¢ok karsimiza insan
ve hayvan sagligi, gida sektorii, hastaneler, ilag endiistrisi, sulak alanlardaki canlilarin
gelisimi ve bilimsel aragtirmalarda ¢ikar (Topal et al., 2015). Bu ilaglarin faydalar1 kadar
canllara yan etkileri de vardir. Ozellikle de gereksiz yere ve bilingsizce kullanimi

beraberinde bir¢ok saglik sorunlarini ortaya ¢ikarmaktadir.

1.6. Arastirmada Kullamilan Antibiyotikler

1.6.1. Gentamisin Siilfat

Gentamisin, gram negatif bakterilerin neden oldugu hastaliklarda etkilidirler.
Aminoglikozid grubundandir. Bakteri ribozomlarinin 30S ve 50S alt 13 birimlerine
baglanip protein sentezini inhibe ederler. Bakterisid etki yaparlar. Amikasinden sonra en
kuvvetli ve genis spektruma sahip antibiyotiktir. Plazma proteinlerine az baglanirlar. Polar

yapida olup lipofilik 6zellik gosterirler (Ayna vd., 2021).

1.6.2. Streptomisin siilfat

Streptomisin, aminoglikozid sinifina ait olup kesfedilen ilk antibiyotiktir. Bakterilerin 30S
alt birimlerine baglanarak onlarin protein sentezinin inhibe olmasina neden olur. Hem gram
pozitif hemde gram negatif bakterilere karsi etkilidirler. Bakterisid etki gosterirler.
Aktinomisetler grubundan olan Streptomycesgriseus’dan elde edilirler. Tiiberkiiloz,

bruselloz, veba, tularemi ve idrar yolu enfeksiyonlarinda kullanilirlar (Rossini vd., 1977).



1.6.3. Linkomisin

Linkozamid grubunun ilk iiyesidir. Streptomyceslincolnensis’ten elde edilmistir. 1962
yilinda elde edilen linkomisin bir amino seker ve bir amino asitten olusan bir yapiya sahip
amiddir. Etki mekanizmasi ve antibakteriyel spektrum 6zellikleri makrolid grubundan olan
eritromisin ile aynidir. Bakteriyostatik etkilidirler. Bakterilerin 50S ribozomal alt
kisimlarina baglanirlar. Gram pozitif anaerob ve gram negatif anaerop bakterilere karsi
etkilidirler. Mide—bagirsak duvarinda hizli emilirler. Doku ve viicut sivilarinda hizli dagilir
ancak beyin omurilige yeterli dagilamaz. Menenjit disinda bir¢ok hastaliklarda kullanilir

(Dalkilig, 2016).

1.6.4. Ampisilin

Bakteriyel enfeksiyonlara karst kullanilan B-laktam grubu antibiyotiktir. E.coli,
salmonella, shigella, proteusmiribalis gibi negatif basillerin suslarina kars1 bakterisid etkisi
bulunmaktadir. E.Coli gibi duyarli bakterilerin neden oldugu iiriner enfeksiyonlarda,
duyarl bakterilerin birgogunun neden oldugu akut otitismedia’da ve kronik bronsitte tercih
edilirler. Kristalize yapist suda gii¢ ¢oziinmesine neden olur. Organik ¢oziiclilerde ise
neredeyse hi¢ ¢Ozlinmez. Asit, baz ve penisilinaz enzim etkisiyle B-laktam halkasinin

gergin yapisindan hizli bir par¢alanma siireci gegirir (Tarhan, 1988).

1.6.5. Klindamisin

Linkozamid grubunun bir iiyesi ve linkomisinin yari sentetik tiirevi olup bir hidroksi
grubunun 7. Pozisyonundaki klor atomunun yer degistirilmesiyle olusur. Gram pozitif ve
anaerop mikroorganizmalara diisiik dozlarda bile etkilidirler. Bakterilerin 50S grubuna
baglanip etki gosterir (Donmez, 2011). S. pneumoniae, s. viridans, s. pyogenes, S. aureus,
b. fragilis, fusobacteriumspp peptococcusspp peptostreptococcus, c. perfringes gibi

mikroorganizmalara kars1 etkili olup b. fragilise kars1 en etkili olan antibiyotik grubudur.

Idrar ve safra yolu ile viicuttan atilirlar (Tarhan, 1988). Afir bobrek ve karaciger
yetmezliginde doz ayarlama gereksinimi vardir. Suda ve etanolde ¢oziiliirken klindamisin

hidroklorid nétral Ph da az ¢oziiniirler. Linkomisinden daha fazla antibakteriyel 6zellik
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gosterirler. Anaerop enfeksiyonlarda ilk tercih edilmesi gereken antibiyotik grubudur.
Anaerop akciger enfeksiyonlarinda 6zellikle tercih edilebilir. Beta laktam antibiyotiklere
karsi alerjik olan hastalarda da kullanilabilir. Stafilokokosteomyelit, kalp kapak
hastalarinda, dis ¢cekim ve Oncesi tedavide, bakteriyel vaginozis oral kullanimi, akne
vulgaris, akne rozasea ‘da topikal kullanimi gibi genis kullanim alanlarina sahiptir (Aydin,

2007).

1.7. Glutatyon (GSH)

Glutatyon hiicrede en fazla bulunan tiyol olup protein yapili olmamakla birlikte bir¢ok
hiicresel savunma gorevinde bulunmaktadir (Schultz et al., 1997). Bir tripeptid olan GSH
tiim memeli organizmalarda bulunur. Iki peptid bag: iki amino grubu, iki karboksil grubu
ve bir tiyol grubu yapilidirlar (Comakli, 2011). GSH glutamik asit, sistein ve glisinden
olusmaktadir (Bayram, 2018).

Indirgenmis glutatyon (GSH) ve oksitlenmis glutatyon (GSSG) olmak iizere iki kisma
ayrilir. Eritrositlerde GSH/GSSG oran1 500 olan glutatyon kirmizi kan hiicrelerinde
bulunan sistein rezidiileri indirgeyerek siilthidril tamponu islevini saglarlar (Gtlivercin,

2006).

Glutatyonun sentezlenmesi ATP’nin harcandigi iki tepkime sonunda gergeklesir. Giivercin
(2006) tarafindan bildirildigine gére bu tepkimeler y-glutamil sistein sentetaz ve glutatyon
sentetaz enzimleri tarafindan katalize ugradigin ilk kez Toribio (1996) ileri siirmiistiir.
Ayn1 zamanda bir tripeptit olan glutatyon canli organizmalarda DNA sentezi, transport

islemi ve detoksifikasyon basta olmak tizere birgok énemli gorevde bulunur (Aksoy, 2018).

Glutatyon hiicrelerden toksik bilesenleri uzaklastirma ve siilthidril grubunun devamliligin
gerceklestirme konusunda 6nemli bir gorev lstlenmistir(Liebman ve Greenberg, 1988).
Galip (2019) tarafindan bildirildigne gore ayn1 zamanda molekiil kiitlesinin kiiciik olmasi
ve hidrofilik gruplarin fazlaligi sudaki ¢oziiniirligiinii attirirken molekiiler yapidaki

kararliligini ve savunmasini arttirdigini Kidd (1999) ve Kosower (1976) ileri stirmiistiir.
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Viicudumuzda bulunan toksik molekiiller, DNA ve proteinleri yok etmeye calisarak
hiicrenin oliimiine neden olurlar. Bu nedenle yasamin devam edebilmesi viicudumuzda
bulunan detoksifikasyon islemleri ile gerceklesir. Detoksifikasyon tepkimeleri iki fazda
gerceklesmektedir. Faz I boliimiinde yiikseltgenme, indirgenme ve hidroliz olaylari ile
substrata aktif gruplar baglanirken, faz II’de ise konjugasyon reaksiyonlar1 meydana
geldigini ilk kez Lee (2003) ileri siirmiistiir. Faz II tepkimelerinde en 6nemli goérevi

iistlenen enzimlerden biri ise Glutatyon S-transferazlardir.

Mitokondri, nukleus ve sitoplazmada bulunan glutatyon o6nemli bir antioksidandir
(Alscher, 1989). Hiicreleri oksidatif zararlardan serbest radikallerle ve peroksitlerle
reaksiyona girerek korurken siilfhidril gruplarini indirgeyerek ve demirin de ferréz halinde

kalmasini saglayarak enzimlerin inaktivasyonunu 6nler (Droog, 1997).

1.8. Glutatyon S-Transferaz (GST)

Glutatyon S-transferaz (GST; EC 2.5.1.18) enzimi tripeptit glutatyon (GSH) ile etkilesim
kurarak biyolojik mekanizmalarda bulunan elektrofilik ksenobiyotikleri uzaklagtirmakla
bir detoksifikasyon gorevine sahiptir (Balci vd., 2019). Endojen veya eksojen kaynakli
ksenobiyotiklerin eliminasyonunu saglayan glutatyon S-transferaz enzimi faz |l
detoksifikasyon reaksiyonlarinin en onemli enzim ailesinin tiyesidir(Hayes vd., 2005;

Halliwell, 2009; Mazzetti vd., 2015).

Ksenobiyotikler ii¢ asamada detoksifikasyon islemine tabi tutulurlar. Faz I detoksifikasyon
mekanizmasi viicutta yabanct maddelere karsi ilk savunma gorevinde bulunan sitokrom
P450 enzim sisteminden olugsmaktadir. Faz 1I’de faz I asamasi sonucunda olusan polar
molekiillerin konjugasyon tepkimeleri gergeklesir. Faz III’te suda daha fazla ¢oziinen polar
olmayan ve hiicreler tarafindan kolayca uzaklastirilabilen ksenobiyotikler olusur (Tiirkan
ve Atalar, 2018). Faz II’de Detoksifikasyon tepkimelerinde suda ¢oziiniir hale gelen son
iiriin olan merkaptiirik asit olusumunun ilk basamagi GST tarafindan gergeklestirilir

(Ttrkan ve Atalar, 2018).

Boyland ve arkadaslar1 GST izoenzimlerini ilk olarak sican karacigerinde tespit etmislerdir

(Tayst, 2018). GST en ¢ok insanlarda olmak iizere memeliler, bocekler, bakteriler, kuslar
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gibi bir¢ok canlilarda yaygin olarak bulunmakla birlikte karaciger, bobrek, akciger, dalak,
kas ve plasenta gibi organlardan ayristirilarak ¢alismalara konu olmustur (Aksoy, 2018).

Tays1 (2018) tarafindan bildirildigine gére GST substratlarinin ¢ogu hidrofilik 6zellik
gosterir ve elektrofilik merkezlere sahip olduklarini ilk kez Coskun (2007) ileri stirmiistiir.
GST enzimi tarafindan katalizlenen tepkimelerin ilk basamaginda hidrofobik elektrofiller
glutatotyona baglanir ve agiga ¢ikan merkaptiirik asit son {irtinii ile denge saglanir (Demir

Cay ve Yortk, 2022).

GST enziminin ¢aligmasi glutatyonun ortamda olmasina baglidir. Bu yiizden GSH
kosubstrat olarak da adlandirilmaktadir (Tays1, 2018). Enzimin temel gorevi glutatyonu ve
substrat1 aktif bolge tizerinde birbirine yakinlastirarak baglamak (Eaton and Bammler,
1999) ve siilthidril grubunu aktive edip glutatyonun elektrofilik substratla tepkimeye
girmesine neden olmaktir (Armstrong, 1997).

Insan GST enzimlerinin siniflandirilmalari izoelektrik noktalar1 baz alimarak Latin harfleri
ile gosterilmistir(Kamisaka vd., 1975). GST enzimleri {i¢ farkli alt aileden olusur. ilki
sitozolik alfa (a), mu (n), pi (n), sigma (o), teta (O), zeta ({), omega (®) ve ikincisi
mitokondriyel kappa (k) ve tigiinciisii mikrozomal enzimleridir (Khoshnaw, 2018; Orhan,
2018).

Sitozolik ve mitokondriyel GST’ler ii¢ boyutlu yapilari ile birbirlerine benzerlik gosterip
birlikte ¢oziinebilirler. Bu grup enzimlerin ¢ok sayida izoenzimleri bulunmakla birlikte
izoenzimlerin aminoasit dizilimleri ve izoelektrik noktalar1 birbirinden farklidir(Tuna,
2008). Memeli tiirlerde alfa, mii, pi, sigma, teta, omega ve zeta sitozolik GST’ler
bulunurken memeli olmayanlarda beta, delta, epsilon, lambda, pi, tau ve u sitozolik
GST’ler sinifi mevcuttur (Tuna, 2008). Mitokondriyel GST siifinda ise kappa bulunur.
MAPEG ailesinin iiyesi olan mikrozomal GST’ler ¢oziinebilir diger GST’lerden farkli
ozelliklere sahip olmakla birlikte eikozonoid iiretiminde gorevi bulunmaktadir (Tuna,
2008). Hayvanlarda bulunan GST enzimleri teta ve zeta iken omurgasiz hayvanlarda sigma
ve teta cok miktarda bulunur (Dixon vd., 2002). Bitkilerde en ¢ok bulunan GST enzimleri

ise pi, tau, teta, zeta ve lambda izoenzimleridir.
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GST enzimlerinin detoksifikasyon ve hiicre koruma gorevinden baska antikanser ilaglarin
gelistirilmesinde de biiyiik bir biyolojik 6nemi bulunmaktadir. GST enziminin Kinazlarla
etkilesimlerinin aydinlatilmasi ¢alismalar1 kanser tedavi modellerinin gelistirilmesine ve

timor patofizyolojisindeki gorevinin belirlenmesine yol agacaktir (Khoshnaw, 2018).

GST enzimlerinin koruma mekanizmalar1 ile organik hiperoksitlerin azaltilmasini ve
Ostrojenlerin metabolik redoks siireci ig¢erisinde bulunun serbest radikaller ile hiicreleri

oksitadif strese kars1 koruma gorevi vardir (Ge vd., 2015).

Dimerik yapidaki GST’ler 19 ile 23 arasi kDa molekiil kiitlesine sahiptirler. 200-240
aminoasit diziliminden olusan alt birimleri mevcuttur. Her alt birimi ise iki domainden
olusan bir polipeptid zincirinden olugsmaktadir. N-terminal domain bir beta tabaka ve {i¢
alfa heliks yapisinda olan 80 aminoasitten olusan GSH’nin baglanma bdlgesi (G bolgesi)
ve elektrofillerin baglanma bolgesi olan H bolgesinden olusur. C terminal domain ise 5

veya 6 alfa-heliksten olusmaktadir (Tuna, 2008).

Glutatyonun elektrofilik bilesiklerle konjugasyonu G ve H bolgeleriyle ger¢ceklesmektedir.
GST enzimlerinde G bolgesi GSH spesifikligi ile benzer olup H bolgesi ise tiim GST ‘lerde
farklilik gostermektedir. Comakli (2011) tarafindan bildirildigine gore Insan ve sigan GST
enzimlerinde aspartik asit, glutamik asit ve 16sin aminoasitleri ¢cok bulunurken triptofan ve
sistein ise sicanda az miktarda olup insanlarda hi¢ bulunmadiklarini ilk kez Fleischn vd.
(1976) ve Bas (2006) ileri stirmiistiir.

Cift¢i (2021) tarafindan bildirildigine gére GST enziminin in vitro olarak en ¢ok kullanilan
substrati olan 1-klor-2,4-dinitrobenzen (CDNB) indirgenmis glutatyon ile konjugasyon
reaksiyonu, GST aktivitesinin bulunmasinda 6nemli bir yerinin oldugunu ilk kez Art ve
Dere (2003) ile Bozkurt (2017) 6ne stirmiislerdir.

GST aktivitesi spektrofotometrik yontemle dl¢iiliir. Bu yontem Habig ve ark. ile Howie ve
ark. onerdigi indirgenmis glutatyonun CDNB substrat1 ile konjugasyonu sonrasinda olusan
bilesigin renk siddetinin dlgiilmesi esasi ile yapilir. Ikinci yontem ise immiinoradiyometrik

olgtimdiir (Howie vd., 1988).
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1.9. Asetilkolin Esteraz (AChE)

Asetilkolinesteraz enzimi (E.C.3.1.1.7) 1938 yilinda bir elektrik baliginin (Torpedo
marmoreta) elektrik organindan saflastiriimistir(Oztaskin et al., 2015). Asetilkolin viicutta
basta sinir hiicreleri ve kas hiicreleri olmak iizere, merkezi ve periferal, eritrositlerde,

karacigerde ve dalakta bulunur (Bingdl, 2016).

Kolinerjik sinir uglarinda bulunan kolin ve asetil koenzim A’nin kolin asetiltransferaz
enzimi tarafindan katalizlenerek tepkimeye girmesi ile asetilkolin sentezlenir (Arabaci,
2015).

Asetilkolin sinir impulslarinin sinapstan gegisini kolaylastirarak bir nérotransmitter madde
gorevi goriir (Demirci, 2013). Asetilkolin esteraz enzimi asetilkolini asetat ve koline
hidroliz ederek sinaptik bosluklarda olusan sinirsel impulsu sona erdirme gorevi gorir
(Schumacher et al., 1986). Asetilkolinin ¢ok fazla inaktive edilmesiyle de sinir iletimi

kesilir ve Alzheimer hastaligi ortaya ¢ikar (Demirci, 2013).

Goger (2014) tarfindan bildirildigine gére AChE enziminin sinir impulsu tagima gorevi
disinda sinir hiicreleri ve kas liflerinde olusan biyoelektriksel akimin da sorumlusu
olduklarin1 Wilson ve Nachmansohn (1954) ile Carlson (1992) ileri stirmiislerdir. Aktif
bolge ve katalitik mekanizma yoniiyle diger enzimlerden farkli 6zellikleri bulunmaktadir.
Enzimin ii¢ boyutlu yapist incelendiginde o-heliks ve P tabakalarindan olustugu
goriilmiistiir. Aktif merkezinde erin, Glutamat ve Histidin katalitik ti¢liisiiyle birlikte 14

aromatik rezidii tarafindan gevrelenmistir (Oakeshott vd., 1999).

Asetilkolinesteraz’in aktif bolgesindeki proteinin ¢ok az bir kismui bile substratin ¢cok az bir
konsantrasyonuyla tepkime girmesi yeterlidir. AChE tarafindan gerceklestirilen tepkimeler
iki basamakta gergeklesir. Goger (2014) tarafindan bildirildigine gore niikleofil olarak ilk
basamakta yer alan enzim ikinci basamakta giiglii bir pargalayici gorevi gordiigiini Demir

and Turkoglu (2005) ileri stirmiistiir.

AChE enziminin asetilkoline baglanmasiyla aktif merkezin ikinci bdlgesinde hidrolitik

reaksiyonlar gerceklesir. Bunun sonucunda ise asetilkolinin ester baglari kirilmaya
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ugrayarak asetat ve kolin agiga ¢ikar. Kolin presinaptik merkezdeki kolin toplama sistemi
tarafindan tutulurken asetat alt merkezdeki serin rezidiileri ile kovalent baglanarak

asetillenir. Bu asetil formu ile bir molekiil su reaksiyona girerek asetatin ayrilisini saglar

(\Vale, 1998).

AChE enziminin 6nemli bir inhib6torii olan organofosfatli pestisitler enzimi inhibe ederek
sinir sistemini etkilerler (Arabaci, 2015). Islevi bozulan AChE enzimi sinaptik bosluklarda
asetilkolin birikmesine sebep olarak kas paralizi, nobet ve 6liim gibi sonuglar ortaya ¢ikarir

(Aldridge ve Reiner, 1969).

Alzheimer hastalifinin beyinde kolinerjik kavsak ve sinapslarda bulunan asetilkolinin
azalmasi sonucu olustugu tespit edilmistir. Ve buna yonelik olarak asetilkolinin AChE
enzimi inhibitorleri kullanilarak miktar1 arttirilmaya ¢alisilmistir (Daniel, 1987; Francis
vd., 1999).

Alzheimer hastaliginda basarili tek ilag grubu olan asetilkolin esteraz inhibitorleri
asetilkolini hidrolizleyen AChE enzimini inhibe ederek enzimin etkisinin azalmasiyla
hastalarin iizerinde olumlu etkileri goriilmeye baslanir. iki sinir hiicresi arasindaki iletisimi
saglayan bu norotransmitter asetilkolini hidroliz ettiginde sinirler arasindaki gec¢is sona
erer. Hafiza kayb ile ilgili hastaliklarda asetilkolin ¢ok hizli bir pargalanma siireci yasar.
Bu parcalanmay1 gerceklestiren enzimin inhibe edilmesi sinirler arasindaki gecisi tekrar
kuvvetlendirir. Asetilkolinesteraz ilaglarinin birtakim yan etkilerinin (hepatotoksisite ve
gastrointestinel) olmasi1 farkli ve daha dogal inhibitorlerin kullanilmasini 6ne ¢ikarmistir

(Bingol, 2016).
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2. KAYNAK OZETLERI

GST izoenzimleri iizerine ilk arastirmalar 1961 yilinda sigan karacigerinde kesfedilmesi
sonucu baslanmistir. Bu kesif sonrast GST izoenzimleri epoksit transferaz, asiltransferaz,
alkiltransferaz, alken transferaz ve aralkil transferaz olmak {izere bes ana grupta

siiflandirildi (Booth vd., 1961).

GST’ler iizerine yapilan daha sonraki arastirmalar GST izoenzimlerinin prokaryotlardan

Okaryotlara kadar tiim canlilarda bulundugunu gostermistir (Taysi, 2018).

GST izoenzimleri kesfedildikten sonra pek ¢ok hayvansal kaynaktan gesitli yontemlerle
saflagtirilarak karakterize edilmistir. Bu kaynaklar ve kullanilan yontemler; sigan
karacigerinden, amonyum siilfat ¢oktiirmesi, DEAE-seliiloz kolon kromatografisi, CM-
seliiloz katyon degisim kolon kromatografisi yontemleriyle (Pabst ve ark.,1974), sigir
karacigeri sitozoliinden orange-A agaroz afinite kromatografisi ve DEAE iyon degisim
kolon kromatografisi yontemleriyle (Asaoka ve ark.,1983), sigir beyninden kalsiyum fosfat
jeli, amonyum siilfat ¢6ktiirme metodu, DEAE seliiloz iyon degisim kolon kromatografisi
ve GSH-sepharose afinite kolon kromatografisi yontemleri ile (Young ve Briedis, 1989),
kahverengi alabaligin karaciger ve bobreklerinden, HPLC ve glutatyon agaroz afinite kolon
kromatografisi yontemleriyle (Novoa ve Valinas, 2001), tilapia (Oreochromis niloticus)
baliginin karaciger dokularindan, glutatyon-sefaroz afinite kolon kromatografisi
yontemiyle (Hamed ve ark., 2004), kefal balig1 karaciger dokularindan, anyon degisim
kolon kromatografisi yontemiyle (Martinez ve Lara, 1997), monopterus albus baligi
karaciger dokularindan, afinite kolon kromatografisi yontemiyle (Huang ve ark., 2008)

saflastirilmastir.

Arca ve ark. tarafindan GST izoenzimi E. coli bakteri ekstraktindan, DEAE-sephadeks
iyon degisim ve glutatyon agaroz afinite kolun kromatografisi kullanarak (Arca ve ark.,

1990) saflastirilmustir.
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GST izoenzimleri kesfedildikten sonra pek c¢ok insan dokusundan gesitli yontemlerle
saflagtirilarak karakterize edilmistir. Bu kaynaklar ve kullanilan yOntemler; insan
karacigerinden, amonyum siilfat tuz ¢oktiirmesi, DEAE-seliilloz anyon degisim kolon
kromatografisi, sephadex G-200 jel filtrasyon kolon kromatografisi, sephadex G-200 jel
filtrasyon kolon kromatografisi yontemleriyle (Awasthi ve ark., 1980), insan akcigerinden,
anyon ve Kkatyon kromatografisi yontemleriyle (Catherine ve ark., 1984), insan
karacigerinden, glutatyon-afinite kromatografisi ve kromatofokuslama yontemleriyle (Jagt
ve ark.,1985), insan trombositlerinden, amonyum siilfat tuz ¢oktiirmesi CM-seliiloz iyon
degisim ve Sephadex G-75 jel filtrasyon kromatografi yontemleriyle (Loscalzo ve
Freedman, 1986), insan bobreklerinden, epoksi baglanarak aktivasyon saglanan GSH-
Sepheroz-6B afinite kromatografisi yontemiyle (Singh ve ark., 1987), insan fetal
karacigerinden, afinite kromatografisi ve kromatofoklama yontemleri ile (Kashiwada ve
ark., 1991), insan plasentasindan, glutatyon-agaroz kolon kromatografisi yontemiyle (Celik
ve ark., 2003), insan serumundan, afinite kromatiografisi ile (Ttirkanoglu ve ark., 2005),
insan eritrosit dokularindan, glutatyon-agaroz afinite kolon kromatografisi kullanilarak
(Erat ve Sakiroglu., 2012), bildircin karaciger dokularindan, glutatyon-agaroz afinite kolon
kromatografisi yontemiyle (Taysi ve Temel, 2021), koyun dalak dokusundan, glutatyon-

agaroz afinite kolon kromatografisi yontemiyle (Yiiksel ve Temel, 2022) saflastirilmustir.

Ayni1 zamanda GST izoenzimleri {izerine ¢esitli ila¢ ve kimyasallarin etkileri arastirilmistir.
Cetinkaya ve ark., tarafindan yapilan bir calismada, sican GST enzimi iizerine
bromobenzen ve karbon tetrakloriiriin etkileri arastirilmistir. Calisma sonuglari karaciger
GST enzim aktivitesinde azalma serum GST aktivitesinde artma oldugunu gostermistir
(Cetinkaya vd., 1993). Insan eritrosit GST ve sigan karaciger GST izoenzim aktiviteleri
tizerine indometasinin in vitro etkilerininin arastirildig1 bir ¢alismada, indometasinin sigan
karacigeri GST enzimini inhibe ettigi, fakat insan eritrosit GST aktivitesinde bir artisa
neden oldugu rapor edilmistir (Orhan vd., 1994). Intraperitoneal olarak diklorvos
uygulanan siganlarda GST enzim aktivitesinin karacigerde diger dokulardan daha fazla
arttig1 gozlenmistir (Luty vd., 1998). Farkli bir ¢calismada tibbi bitkiler sinifina dahil edilen
thonningia sanguinea'dan izole edilen ve gii¢lii bir antioksidan olan thonningianin A'nin
(ThA), karaciger dokusu GST enzimi in vitro olarak inhibe ettigi rapor edilmistir (Gyamfi
ve arkadaslari, 2004). Cd*? ve Mn*2 agir metal iyonlarinin sican karacigeri GST enzim

aktivitesi iizerine etkilerinin arastirildig1 baska bir ¢alismada, CdCl, (2,5 mg.kg?) veya
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MnCl2 (2,0 mg.kg?)’iin GST enzim aktivitesini %36 oraninda artirdigi goriilmiistiir
Casalino ve ark., 2004). Cr*® metal iyonlariin insan eritrosit GST enzim aktivitesi lizerine
in vitro etkilerinin arastirldig1 bir ¢alismada, Cr*® metal iyonlarmin insan eritrosit GST
enzim aktivitesi lizerine herhangi bir etkisinin olmadigi rapor edilmistir. Farkli bir
calismada gokkusagi alabaligi eritrosit GST enzimi iizerine gentamisin, amikasin,
sefuroksim sodyum, ampisilin, ornidazol ve metranidazol gibi antibiyotiklerin inhibisyon
etkileri arastirilmistir. Calismanin sonuglar1 gentamisin, sefuroksim ve amikasinin
inhibitor etkisi gosterdigi ve sirastyla 0,568, 1,104 ve 7,637 mM ICso degerleriyle GST

enzimi inhibisyonuna neden olduklarini géstermistir (Comakli vd., 2011).

Insan eritrosit GST enzimi iizerine paklitaksel, siklofosfamid ve gemsitabin ilaglarmin
etkilerinin arastirildigi bir ¢aligmada, GST enzimini sirasiyla paklitaksel’in 0,23 mM,
siklofosfamid’in 5,75 mM ve gemsitabin’in 6,35 mM ICso degerleri ve 0,182 + 0,028 mM,
6,97 £ 0,49 mM ve 6,71 mM K; sabitleriyle inhibe ettikleri rapor edilmistir (Erat ve
Sakiroglu, 2012).

Tiirkan ve ark. Tarafindan yiiriitillen bir ¢alismada sefazolin; sefuroksim, sefaperazon
antibiyotiklerinin sican bobrek, karaciger ve kalp dokulari tizerindeki in vivo etkileri
arastirilmistir.  Arastirma sonuclart tiim dokularda GST aktivitesinin antibiyotik
gruplarinda 1. ve 3. saatlerde kontrol grubuna gore artarken, 5. ve 7. saatlerde istatistiksel
olarak anlamli bir sekilde distiigiinii gostermistir (Tirkan vd., 2019). Tiirkan ve ark.
Tarafindan yapilan bagka bir c¢alismada sefazolin, sefuroksim ve sefaperazon
antibiyotiklerinin beyin, g6z ve kas dokusu GST enzim aktivitelerini ilk ili¢ satte

inhibisyona ugrattigin1 gostermistir (Ttrkan vd., 2019).

Sican eritrosit dokusu GST enzim aktivitesi lizerine gentamisin, klindamisin, ampisilin ve
skopolamin antibiyotiklerinin etkilerinin arastirildigt bir ¢aligmada; gentamisin,
klindamisin, ampisilin ve skopolamin antibiyotiklerinin etkileri arastirilmig, gentamisin ve
klindamisin’in sirastyla 1,69 ve 6,9 mM ICsp ve 1,70 and 2,36 mM K; sabitleriyle inhibe

ettigi, ampisilin ve skopolaminin ise aktivator oldugu rapor edilmistir (Ayna vd., 2021).
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Alzheimer hastaligi, beyin hiicrelerinin zamanla islevini kaybetmesine bagli olarak hafiza
kayb1 ve genel manada biligsel fonksiyonlardaki azalma ile karakterize olan tibbi bir
durumdur. Alzheimer hastalig1 lizerine yapilan arastirmalar, hastaligin ilerlemesi esnasinda
en ¢ok azalma gosteren norotransmitterin asetilkolin oldugunu gostermektedir (Tu vd.,
2009). Giiniimiizde kesin bir tedavisinin olmamasina karsin hastaligin ilerlemesini
yavaslatmak icin kolinesteraz inhibitorleri kullanilmaktadir. Bu amagla kullanilan ilk ilag
takrin’dir. Takrin’in karaciger toksisitesine neden olmasindan dolayr kullanimi tercih
edilmemektedir. Suan kolinesteraz inhibitorii olarak doneprezil, rivastigmin ve galantamin

yaygin olarak kullanilmaktadir (Bing6l, 2016).

Literatiirde asetilkolinesteraz enzimi tizerine pekgok c¢alisma yapilmistir. Organofosforlu
bilesikler ve karbamat tlirevlerinin baliklar {izerindeki etkilerinin arastirildigir bir
caligmada, balik solungag, kas ve beyin dokusunda organofosforlu bilesikler ve karbamat
tiirevlerinin asetilkolinesteraz enzimi aktivitesini inhibe ettigi rapor edilmistir (Nec, 2008),
Yang ve ark. Tarafindan yapilan bir ¢alismada Huperzine A'nin, asetilkolinesteraz enzimini
geri doniislimlii olarak inbibe ettigi bulunmustur. Giil¢in ve ark. Tarafindan yapilan bir
calismada biberiye bitkisinde bol bulunan rosmarinik asidin asetilkolin esteraz enziminin

gliclii bir inhibitéri oldugu kesfedilmistir (Giilgin vd., 2016).

Sinefrin ve fenilefrin’in AChE enzimi {izerine etkilerinin arastirildigi bir ¢alismada sinefrin
ve fenilefrinin AChE enzimini sirasiyla 0,226 ve 0,302 uM ICso ve 0,169, 0,088 uM
ortalama K sabitleriyle yarigmali olarak inhibe ettigi rapor edilmistir (Taslimi vd., 2017).
Taslimi ve ark. tarafindan gergeklestirilen bir arastirmada, ¢oklu insan malignitelerinin
tedavisinde yaygin olarak kullanilan kemoterapotik olan siklofosfamid (CYP) ve cesitli
bitkilerde, propoliste ve balda bulunan bir flavonoid olan krisin (CH) uygulanan ratlarin
beyin, kalp, testis, karaciger ve bobrek dokularinda; karbonik anhidraz, aldoz rediiktaz,
paraoksonaz-1,a-glikosidaz, asetilkolinesteraz ve butirilkolinesteraz gibi bazi metabolik
enzim aktiviteleri lizerine etkileri arastirilmistir. Arastirma sonuglari, CH'nin CYP'nin
neden oldugu beyin, kalp, karaciger, testis ve bobrek toksisitesine karsi iyilestirici bir

etkisinin oldugunu gostermistir (Taslimi ve Mustafa, 2019).
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2.1. Cahymanin Amaci

Yapilan literatiir ¢caligmalarinda GST enziminin bir¢ok dokudan saflastirildigi ve bazi
antibiyotiklerinin AChE ve GST enzim aktiviteleri tizerine in vivo ve in vitro etkilerinin
arastirildig gortildi (Akkemik vd., 2012; M. Aksoy et vd., 2016; Ayna vd., 2021; Taysi ve
Temel, 2021). Ancak yaptigimiz literatlir taramasinda gentamisin siilfat, streptomisin
stilfat, linkomisin, ampisilin ve klindamisin antibiyotiklerinin insan eritrosit GST ve
AChE enzimleri iizerine etkilerinin arastirildigi bir ¢alismaya rastlanmadi. Bundan dolay1
bu ¢alisma kapsaminda gentamisin siilfat, streptomisin siilfat, linkomisin, ampisilin ve

klindamisin antibiyotiklerinin AChE ve GST enzim aktiviteleri iizerine inhibisyon

etkilerinin arastirilmas1 amaglandi.
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal

3.1.1. Cahismada Kullanilan Kimyasal Maddeler

Calismalarimizda kullanilan N,N,N’,N’-tetrametil etilendiamin (TEMED), Indirgenmis
glutatyon (GSH), etilen daimin tetra asetik asit (EDTA), sigir serum albiimin,
trihidroksimetilaminometan (Tris), sodyom Kkloriir, borik asit, sodyum asetat, glutatyon
agaroz afinite jeli, hidroklorik asit, sodyum hidroksit, potasyum fosfat, 1-kloro-2,4-
dnitrobenzen (CDNB), etanol, sodyum azotiir, Coomassie Brillant Blue G-250, brom timol
mavisi, fosforik asit, potasyum fosfat, potasyum kloriir, sodyum kloriir, B-merkapto etanol,
glisin, sodyum dodesil siilfat (SDS), akrilamid, bisakrilamid, amonyum persiilfat,
izopropnol, sephadex G-100, gliserol, asetik asit, metanol, trikloroasetik asit ve diger
kimyasallar ve numuneler Sigma-Aldrich Co. (St. Louis, MO) veya Merck’den

(Darmstadt, Germany) temin edildi.

3.1.2. Kullanilan Alet ve Cihazlar

Calismalar sirasinda kullanilan alet ve cihazlar sunlardir:

Sogutmali santrifiij : Universal 320 R, Hettich
Spektrofotometre : UV-1800, Shimadzu CC-10
pH metre : Thermo Orion 3 Star
Homojenizator : KAT25

Elektroforez tanki : Bio Rad

Elektroforez gii¢ kaynagi  : EC 300 XL

Peristaltik pompa - ATTA SJ-120
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Karistiric : SK-300

Vorteks : Velp Scientifica SK-300
Hassas terazi : Denver Instrument SI-234
Kar makinesi : Hoshizaki Ice

Otomatik pipet : Transferpette, Eppendorf
Calkalayici : Lab.Companion SK-300
Derin dondurucu : Vestel NF 64012 (-20)
Saf su cihazi : MP Minipure

3.1.3. Kullanilan Cozeltiler ve Hazirlanmasi

3.1.3.1. Aktivite Ol¢iimiinde Kullamlan Cozeltiler

1. “KH2POs Tampon ¢ozeltisi (0,1 M, pH:6,5)”: 0,68 g KH2PO4 ve 0,014 g EDTA hassas
terazi ile olgiilerek 30 mL saf suda ¢6ziildii. pH 6,5 a ayarlanarak son hacim saf su ile 50

mL’ye tamamlandi.

2.“20 mM GSH ¢ozeltisi”: 0,03 g indirgenmis glutatyon alinarak bir miktar saf suda

¢ozildi ve son hacim saf su ile 5 mL’ye tamamlandi.

3. “25 mM CDNB ¢ozeltisi”: 0,025 g 1-kloro 2,4 dinitrobenzen alinarak bir miktar %95°1ik

etanol ¢ozeltisinde ¢6ziildii ve son hacim etanol ile 5 mL’ye tamamlandi.

3.1.3.2. Eritrositlerin Yikanmasinda Kullanilan Cozeltiler

1. 0,154 M NaCl: 9,009 g (0,154 mol) alinarak hacim saf su ile 1 L’ ye tamamlandi.

2.0,16 M KCI: 11,92 g KCI (0,16 mol) alinarak saf su ile son hacmi 1 L’ye tamamlandi.
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3.1.3.3. Hemolizat Cozeltisinin Hazirlanmasi

1. 0,789 g EDTA bir miktar saf suda ¢oziilerek icerisine 0,05 ml B-merkaptoetanol ilave

edilerek pH:7,0’ye ayarlandi. Son hacim saf su kullanilarak 1 mL’ye tamamlandi.

3.1.3.4. Affinite Kolonunda Kullanilan Cozeltiler ve Hazirlanmasi

1.“10 mM KH2PO4 ve 150 mM NaCl, (pH:7,4) (Affinite kolonunu yikamak ve
dengelemek i¢in kullanilan ¢ozelti)”: 0,4 g KH2PO4 ve 2,61 g NaCl alinarak 200 ml saf

suda ¢oziildii ve pH: 7,4” e ayarlanarak son hacim saf su ile 250 mL’ye tamamlandi.

2.2,5 mM, 5 mM ve 10 mM ¢ozeltisi iceren 50 mM Tris-HCI Tamponu (pH: 9,5)
(Affinite jeline tutunan GST enziminin eliisyon tamponu)”: 50 mM Tris-HCI ¢ozeltisi (pH:
9,5) igerisinde GSH katis1 ¢oziindiiriilerek 10 mM’lik GSH ¢6zeltisi hazirlandi. Hazirlanan
GSH ¢ozeltisi ile 4 tiipten olusan gradient olusturuldu ve sirasiyla diisiik konsantrasyondan

baslanarak affinite kolonuna yiiklendi.

3.“0,5M NaCl e 0,1 M H3BOs pH: 8,5 (Borat tampon) (Affinite kolonunu rejenere etmek
icin kullanilan tampon)”: 0,2 g HsBOs3 ve 2,92 g NaCl tartilarak 80 mL saf suda ¢oziiliip

pH: 8,5 e ayarlandi. ve son hacim saf su ile 100 mL’ye tamamlandi.

4.0,1 M NaCH3COO ve 0,5 M NaCl, pH:4,5 (Asetat tampon) (Affinite kolonunu rejenere
etmek icin kullanilan ikinci tampon)”: 0,82 g NaCH3COO ve 2,92 g NaCl tartilarak 80 mL
saf suda coziildii ve pH: 4,5 olarak ayarlandiktan sonra son hacim saf su ile 100 mL’ye

tamamlandi.

5. “%0,02 NaNs ¢ozeltisi (Kolon materyallerini bakterilerden korumak i¢in kullanilan

cozelti)”: 20 mg NaNs alinarak saf suda ¢6ziildii ve hacim saf su ile 100 mL’ye tamamlanda.

3.1.3.5. Protein Tayininde Kullanilan Cozeltiler

1. “Boyama Cozeltisi (Coomassie Brillant Blue)”: Coomassie Brillant Blue G-250

reaktifinden 100 mg alinarak %95°lik 50 mL etanol’de ¢dziildii. Hazirlanan ¢ozeltiye
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100 mL %95’lik fosforik asit eklendi. Karisgimin son hacmi saf su ile 1000 mL’ ye

tamamlandi ve karanlik ortamda muhafaza edildi.

2. “Si1gir serum albiimin ¢6zeltisi”: 10 mg sigir serum albumin protein alindi1 ve son hacim

saf su ile 10 mL’ye tamamlandi.

3.1.3.6. Elektroforez icin Kullanilan Céozeltiler

1.“1 M Tris-HCI (pH: 8,8)”: 12,11 g Tris tartilarak 70 M1 saf suda ¢oziildii. pH:8,8’¢

ayarlanarak son hacim saf su ile 100 mL’ye tamamlandi.

2. “1 M Tris-HCI (pH: 6,8)”: 6,055 g Tris tartilarak 35 mL saf suda ¢oziildii. pH: 6,8 olarak

ayarlandiktan sonra son hacmi saf su ile 50 mL’ ye tamamlandi.

3. “%30 akrilamid-%0,8 bisakrilamid ¢ozeltisi”: 0,4 g bisakrilamid ile 15 g akrilamid
hassas terazi ile tartilarak 34,6 mL saf suda ¢6ziildii. Son hacim saf su ile 50 mL’ye

tamamlanda.

4. “%10’luk SDS ¢o6zeltisi”: 1 g SDS 9 mL saf su igerisinde ¢6ziildiikten sonra son hacim

10 mL’ye tamamlandi.

5. “%10’luk amonyum persiilfat ¢ozeltisi”: 1 g amonyum persiilfat 8 mL saf suda ¢oziilerek

son hacim 10 mL’ye tamamlanda.

6. Yiriitme tampon: 1,51 g Tris ve 7,51 g glisin tartilip alinarak 450 mL saf suda ¢6ziildii.
%10’luk SDS’den 5 mL alinarak ¢ozeltiye eklendi. pH: 8,3’e ayarlanip hacim saf su ile
500 mL’ye tamamlandi.

7. Numune tampon: 1 M Tris-HCI (pH: 6,8)’den 0,65 mL %0, 1°lik bromtimol mavisinden
1 mL %10’luk SDS’den 1 mL ve %100°liik gliserinden 1 mL alinarak hacim saf su ile 10
mL’ye tamamlandi. Tampona kullanilmadan 6nce 950 pL numuneye karst 50 pL B-

merkapto etanol eklenmistir.
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8. “Sabitlestirme ¢0zeltisi”: Proteinlerin jel igerisinde yliriitiiliirken sabitlestirilmesi i¢in 50
mL izopropanol’den ve 10 mL TCA’dan alinarak son hacim saf su ile 100 mL’ye

tamamlanda.

9. “Jel boyama ¢ozeltisi”: 10 mL asetik asit ve 0,1 g Coomassie Brillant Blue R-250 reaktifi

¢oziindirtlerek tizerlerine 50 mL metanol ve 40 ml saf su eklendi.

10. Jel yikama ¢6zeltisi: 10 mL asetik asit, 50 mL metanol ve 40 mL saf suda ¢6ziilerek

hazirlandi.

Bromtimol mavisi ¢o6zeltisi (%0,1): 16 mL, 0,01 M NaOH igerisinde 0,1 g bromtimol

mavisi ¢6ziildii son hacim saf su ile 100 mL’ye tamamlandi.

3.1.3.7. Kullanilan Antibiyotik Cozeltilerinin Hazirlanmasi

1. Gentamisin siilfat: 0,01 g gentamisin alindi ve toplam hacim 1 mL olacak sekilde saf

suda ¢ozildii.

2. Ampisilin: 0,01 g ampisilin alinarak toplam hacim 8 mL olacak sekilde saf suda

¢oziildii.

3. Klindamisin: 0,01 g Klindamisin alinarak son hacim saf su ile 1 mL’ye tamamlandi.

4. Linkomisin-HCI: 0,01 g linkomisin alind1 ve son hacim saf su ile I mL’ye tamamlandi.

5. Streptomisin siilfat: 0,01 g streptomisin siilfat alinarak toplam hacim 1 mL olacak

sekilde saf suda ¢oziildii.
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3.2. Yontem

3.2.1. GST Enziminin Aktivite Olciimii

Glutatyon S-transferaz izoenzimleri glutatyon molekiilii ile aromatik elektrofilik 6zellik
gosteren 1-kloro-2,4-dinitrobenzen (CDNB) molekiiliiniin konjugasyonu reaksiyonunu
katalizler. CDNB substrati reaksiyona girdiginde dinitrobenzen S-glutatyon (DNB-SG)
molekiilii olusur ve bu molekiil 340 nm dalga boyunda maksimum absorbsiyon gosterir.
Dalga boyundaki bu absorbans degisiminden GST enziminin aktivite Olglimii
gerceklestirilir. Aktivite 6l¢timiiniin gergeklestirilmesi igin toplam hacmi 1 mL olan quvarz
kiivetler kullanildi. Kiivet igerigi Tablo 3.2.1° de gosterildi. Spektrofotometrede ti¢ dakika
boyunca absorbans degerleri 6l¢iildii ve sonuglar kaydedildi (Habig vd., 1974).

Tablo 3.2.1. GST enzim aktivitesinin spektrofotometrik 6l¢iimiinde kullanilan kiivet igerigi (Tays1, 2018)

Kiivet icerigi Standart Numune
0,5 M aktivite tamponu 200 pL 200 uL
25 mM CDNB 20 uL 20 uL
20 mM GSH 50 uL 50 uL
Saf su 730 uL 720 uL
Enzim numunesi - 10 uL

3.2.2. Protein Tayini

3.2.2.1. Kalitatif Protein Tayini

Comakli (2011) tarafindan bildirildigine gére enzimlerde bulunan proteinlerin yapisindaki
triptofan ve tirozin aminoasitlerinin 280 nm 1s1ikta maksimum absorbans gdstermeleri ile
kalitatif protein tayini yapilmasini Segel (1968) 6ne stirmiistiir. Bu metod ile saflagtirmanin
her agsamasinda olmak iizere kromatografi islemlerinde esit hacimde fraksiyonlar toplandi.
Alinan fraksiyonlar kuvarz kiivetlere konularak spektrofotometre yardimiyla absorbanslar

kore kars1 okundu.
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3.2.2.2. Bradford Y ontemiyle Protein Tayini

Glutatyon agaroz afinitesi ile saflastirilan enzim ¢ozeltisi ve hemolizattaki protein
miktarlar1 Bradford yontemiyle bulundu. Bu yonteme gore Coomassie Brillant Blue G-250
reaktifi proteine baglanarak 595 nm 1g1kta maksimum seviyede absorbans gosterir. Protein
izerinde bulunan pozitif yiik ile boyada bulunan negatif yiik hizli bir sekilde baglanarak
kompleks olusturur. Protein ile boyanin baglanmasi sonucunda boya iizerinde bulunan
kirmizi form mavi forma doniisiir. 1-100 mg hassasiyetinde bir protein tayini yontemine
sahiptir (Bradfort, 1976). Reaksiyon tekrarlanabilir ve iki dk gibi kisa bir siirede ise

tamamlanabilir.

Bradfort protein tayininde hazirlanan sigir serum albiimin proteini ¢6zeltisi (1 mg protein
1 mL’de olacak sekilde) 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90 ve 100 mL hacimlerinde tiiplere
konuldular. Sonrasinda tiiplerin hacmi saf su ile 100 mL’ye tamamlandi. Uzerlerine 4900
mL coomassie brillant blue G-250 reaktifi eklenerek tiipler vorteks ile karistirildi.
Karistirma isleminden sonra 10 dakika kadar tiipler inkiibeye birakildi. 10 dk siireden sonra
tiipler sirastyla 595 nm’de 3 mL’lik kiivetler kullanilarak kore kars1 alblimin ¢dzeltilerinin
absorbans degerleri 6l¢iildii. Kor tamponunda ise 100 mL saf su ve 4900 mL renklendirme
reaktifi kullanildi. Olgiim sonucunda elde edilen degerlere karsilik mg protein degerleri
bulunarak standart grafik olusturuldu. Numune c¢alismalar1 i¢in 100 kat seyreltilmis
eritrosit hemolizati1 ve affinite kromatografisi ile saflastirilan enzim numunelerinden de
ayni sekilde tlipler hazirlanarak vorteks ile karistirildiktan sonra 10 dk inkiibasyona
birakildi. Sonrasinda tekrar 595 nm’de absorbans degerlerine bakildi. 3 defa tekrarlanan bu

Ol¢limlerin aritmetik ortalamasi alinarak standart grafik ile protein miktarlar tayin edildi.

3.2.3. Eritrosit Temini ve Hemolizat Hazirlanmasi

Insan eritrositleri Bingdl Devlet Hastanesi Kan Merkezi’nden taze olarak antikoagiilanli
tiiplerle temin edildi. Alinan kanlar laboratuvara getirilerek hemen ¢alisulmaya baslandi.
Kanlar tiiplerden damlalik araciligiyla santrifiijleme islemi i¢in ependorf tiiplerine alindu.
Baslangigta 15 dakika olacak sekilde 2500 rpm’ de santrifiij edildi. Santrifiijden alinan
tiiplerin tizerinde olan plazma ve 16kosit kismi1 damlalikla dikkatli bir sekilde alinip tiiplerin

alt kisminda kalan eritrosit peleti 0,16 M KCI ¢ozeltisi ile iic defa yikanma islemine
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tutuldu. Her defasinda 2500 rpm’de 15 dakika santrifiij islemi yapildi. Tiiplerdeki plazma
tekrar alindiktan sonra hacimlerinin 1/5 oraninda hemolizat ¢6zeltisi eritrosit peletine
eklenip 5 dk beklendi. Eritrosit igerisindeki hiicre zarlarin1 ayirmak igin ise 4 °C’de 13.500
rpm’de 30 dakika santrifiijleme yapildi. Ust kisma ¢ikan hemolizat damlalikla alindiktan
sonra ¢aligmalarda kullanilmak iizere 4°C’de buzdobina kaldirildi. Siipernatant ve ¢oken

kisim ise atildi.

3.2.4. GST Enziminin Afinite Kromotografisi Kullanilarak Saflastirilmasi

Affinite kolonunu hazirlamak tizere 10 m1’lik yatak i¢in 10 ml glutatyon-agaroz jeli kolona
yiiklendi. Sonrasinda dengeleme tamponu (0,05 M K-fosfat pH:7,4 1 mM EDTA)
hazirlanip yiiklenerek jel slispanse edildi. Siispanse edilen jel sogutmali kolona yiiklendi.
Coken jel peristaltik pompa araciligiyla yikama ve dengeleme tamponu ile rejenere edildi.
Eluat ve tamponun absorbanslarinin ve pH’larinin esitlenmesi ile kolonun dengelenmesi
anlagilmis olundu. Hazirlanan glutatyon agaroz affinite kolonuna onceden hazirlanan
hemolizat yiiklendi. Hemolizat kolondan gegirildikten sonra, 280 nm’de eliisyonlardaki
absorbans farki 0,05 olana dek kolon dengeleme tamponuyla yikandi. Dengelenen
kolondan sonra gradientli eliisyon yapilarak enzim saflagtirildi. Eliisyon tamponu ise 2,5
mM, 5 mM, 10 mM ve 20 mM GSH igeren 50 mM Tris-HCI (pH: 9,5) ¢ozeltisinin
gradientinden olusturuldu. Eltatlar 1,5 mL halinde tiiplere alinarak 340 nm’deki
absorbanslarina bakilarak aktivite tayini yapildi. Aktivitesi yiiksek olan eliisyonlar
birlestirilerek kinetik c¢alismalar ve SDS-PAGE i¢in derin dondurucuda inkiibasyona
birakildi.

3.2.5. SDS-Poliakrilamid Jel Elektroforezi (SDS-PAGE) ile Enzim Safligimin
Kontrolii

Saflastirilan enzimin saflik derecesi Laemmli yontemi kullanilarak %3-15 kesikli sodyum
dodesilsiilfat poliakrilamid jel elektroforezi (SDS-PAGE) ile kontrol edildi (Taysi, 2018).
Bu metotda once elektroforez plakalari saf su ve alkol le yikanarak temizlendi. Diiz bir
plaka ile iki kenarda aralik olusturan bir plaka iist iiste yerlestirilerek kiskaglarla sabitlendi.
Birbirine sabitlestirilen plakalar jel hazirlama kabinine yerlestirildi. Ilk olarak hazirlanan
ayirma jeli plakalarin arasin1 dolduracak sekilde iist kisimdan 5 cm kalinliginca pipetler

yardimiyla dolduruldu.
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Ayirma jelinin katilagsmasi beklenerek bu arada yigma jeli hazirlandi. Daha sonra katilasan
ayirma jelinin {izerine yine list kistmdan olacak sekilde yigma jeli eklenerek kalan bosluk
dolduruldu ve numune kuyucuklarinin olusmasini saglayan tarak adi verilen parga dikkatli
bir sekilde yerlestirildi. Yigma jelinin de katilasmasi beklendi. Katilasmasi tamamlanan
y1gma jelinden tarak ¢ikartilarak numune kuyulari olusturuldu. Olusan kuyular 6nce saf su
ile sonra ise yiiriitme tamponuyla yikandi. 100 pL enzim, 100 uL numune tamponu ve 50
pL gliserin ile enzim ornekleri hazirlandi. Hazirlanan numuneler 10 dk kaynar su
banyosunda inkiibe edildikten sonra enzim Ornekleri ve standart protein kuyucuklara
dikkatlice yiiklenmeye baslandi. Jel plakalart da elektroforez tankina yerlestrildikten sonra
tanka belirlenen hacimde yliriitme tamponu eklendi. Elektroforez tanki kapatilip iist
tarafina - (katot) alt kismina ise + (anot) yerlestirildi. Kuyularda bulunan numunelerin ilk

olarak 80 volt gerilimde 30 dk ytiriitiilerek ayirma jeline gelerek yi1gilmasi saglandi.

Sonrasinda ise 120 volt ile calistirllarak numunelerin jelin alt tarafina gelene kadar
yiiriitiildii. Numuneler numune tamponuna eklenen brom timol mavisi sayesinde takip
edildi. Elektroforez islemi bittikten sonra akim kesildi ve plakalar arasindaki jeller
dikketlice ¢ikarilarak dnceden hazirlanan sabitlestirme ¢ozeltisene konuldu. Jeller 30 dk
bekletilerek proteinlerin sabitlesmesi saglandi. Sabitlestirme isleminden alinan jeller
boyama cozeltisine konularak calkalayici araciligiyla 2 saat siiresince boyama islemi
tamamlanmasi saglandi. Boyanan jeller alinarak yikama ¢ozeltisine konuldu. Calkalayict
iizerinde renklerinin acgilmasi ve protein bantlarinin belirginlesmesi beklenen jeller daha

sonra ¢ikarilarak fotograflandi.

Tablo 3.2.5. Hazirlanan elektroforez jelleri

Ayirma jeli Yigma jeli

1 M Tris-HCI pH: 8,8, 5 mL 1 M Tris-HCI pH: 6,8 440 uL

%30’1luk akrilamid ve %0,5’lik %30’1uk akrilamid ve %0,8’lik bisakrilamid
bisakrilamid 4,4 mL 800 nuL

%10’luk SDS 200 uL %10’Tuk SDS 30 pL

TEMED 130 puL TEMED 30 pL.

Saf su 3,130 mL Saf su 2,450 mL

%10’luk PER 100 pL %10’luk PER 30-50 pL
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3.2.6. Kinetik Calismalar

Insan eritrosit dokularindan glutatyon agaroz afinite kromatografisi kullanilarak
saflastirilan GST enzim aktivitesi ve AChE enzim aktivitesi ilizerine gentamisin siilfat,
streptomisin siilfat, linkomisin, ampisilin ve klindamisin antibiyotiklerinin inhibisyon
etkileri arastirildi. Her bir antibiyotik i¢in en az 5 farkli inhibitdr konsantrasyonu
kullanilarak % Aktivite-[inhibitdr konsantrasyonu] grafikleri olusturuldu. Bu grafik
denklemlerinden yararlanarak GST ve AChE enzimlerini inhibe eden herbir antibiyotik
icin enzim aktivitesini %50 oraninda diisiiren inhibitdr konsantrasyonu olan ICso degerleri
hesaplandi. Ayni zamanda GST enzim aktivitesinde inhibisyona neden olan herbir
antibiyotik i¢in 5 farkli CDNB konsantrasyonu ve 3 farkli sabit inhibitér konsantrasyonu
kullanilarak Lineaweaver-Burk grafikleri olusturuldu. S6z konusu grafiklerden
yararlanarak inhibisyon tiirli ve K sabitleri hesaplandi. Tiim ¢alismalar optimum kosullar

altinda gerceklestirildi.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

Bu calisma kapsaminda sitoplazmik GST enzimi insan eritrosit dokularindan saflastirildi.
Analizler i¢in kullanilan kan 6rnekleri Bing6l Devlet Hastanesi Kan Merkezi’nden temin
edildi. Temin edilen taze kan 6rnekleri 10 mL hacimli EDTA’l1 tiiplere alindi. Alinan
kanlar 2500 rpm’de 30 dk boyunca santrifiij edildi, eritrosit ve plazmalar ayrildi ve daha
sonra elde edilen eritrosit hiicreleri kendilerinin 5 kati1 hacminde deiyonize su ile hemoliz
edildi. Hazirlanan hemolizatta GST enziminin aktivite 6l¢iimii boliim 3.2.1°de anlatildig:
sekliyle gerceklestirildi. Aktivite gbzlenen hemolizat 6rneginden boliim 3.2.4°te agiklanan

sekliyle glutatyon-agaroz kolonu kullanilarak GST enzimi saflastirildi.

4.1. Kantitatif Protein Tayini Sonuclar:

Hazirlanan hemolizatta ve glutatyon-agaroz afinitesi sonucu elde edilen saf enzim
numulerinin icerdigi kantitatif protein miktar1 Bradford yontemi kullanilarak tespit edildi.
595 nm dalga boyunda s1g1r serum albiimin proteini kullanilarak spektrofotometrik yontem
ile standart grafik hazirlandi. Hemolizat ve glutatyon agaroz afinite kromatografisi sonucu
saflastirilan GST enzim numunelerindeki kantitatif protein tayini bu standart grafik
kullanilarak belirlendi. Spektrofotometrik yontemle hazirlana standart grafik ve sigir serum
alblimin ¢ozeltilerindeki pg proteinine karsilik gelen absorbans degerleri Sekil 4,1°de

gosterildi.
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Sekil 4.1. Insan eritrosit GST enzimi kantitatif protein tayini i¢in sigir serum albiimin proteini kullamlarak
hazirlanan standart grafik

4.2. Insan Eritrosit GST Enziminin Glutatyon-Agaroz Afinite Kromatografisi
Kullanilarak Saflastirilmasina ait Sonuclar

Glutatyon agaroz jeli GST enzimin saflagtirilmasi i¢in dizayn edilmistir ve GST enzimi ile
spesifik baglanma gerceklestirir. Insan eritrosit dokularindan GST enziminin
saflastirilmas1 amaciyla hazirlanan hemolizat numunesi glutatyon-agaroz afinite kolonuna
yliklendi. Afinite kolonuna yiiklenen hemolizattan GST enziminin saflastirilmast Bolim
3.2.4’te agiklandig1 gibi GSH substrati kullanilarak gradientli eliisyon ile gerceklestirildi.
Afinite kolonundan elde edilen eliiatlardaki GST enzimlerinin aktivite dl¢iim sonuglari
Sekil 4.2°te gosterildi.
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Sekil 4.2. Insan eritrosit GST enziminin glutatyon-agaroz afinite kolonundan eliisyonu

4.3. Insan Eritrosit GST Enzimine Ait Saflastirma Sonuclar

Bu calismada insan eritrosit dokularindan Glutatyon S-transferaz enzimi, hemolizat
hazirlanmas: ve glutatyon agaroz afinite kromatografisi kullanilarak 2,58 EU/mg spesifik
aktivite ve %14,7 verimle 161,25 kat saflagtirildi. Saflastirma islemi glutatyon-agaroz
kolonunun 50 mm Tris-HCI ve (1,25 ile 10 mM konsantrasyon araliginda GSH, pH: 9,5)
tamponu ile eliisyonu sonucu gergeklestirildi. Eltiatlar fraksiyon toplayici vasitasiyla 1,5
mL lik eppendorf tiiplerinde toplandi ve 280 nm’de absorbanslar1 ve 340 nm’de enzim
aktiviteleri belirlendi. Elde edilen saf enzim ve hemolizat i¢in Bradford yontemi ile
proteyin tayini gerceklestirildi ve uygulanan saflastirma basamaklar1 sonucu saflastirma
verimi ve kag kat saflastirma gergeklestirildigi hesaplandi. Saflastirma kademeleri ve bu

kademelerde elde edilen sonuglar Tablo 4.1°de gosterildi.
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Tablo 4.1. Insan eritrosit dokusu GST enzimine ait saflastirma sonuglari

Numune Toplam | Aktivite |Protein | Toplam | Toplam | Spesifik | % Saflastirma

Tiirii Hacim |[(EU/mL) | (mg/mL) | Protein | Aktivite [ Aktivite | Verim | Katsayisi
(mL) (mg) [(EU) [(EU/mg)

Hemolizat 5 0,611 37,30 186,5 |3,055 0,016 100,00 1,00

GSH-agaroz

Afinite kolon|1,50 0,130 0,116 0,174 10,450 2,58 14,7 |161,25

kromatografisi

4.4. SDS-PAGE Yontemi ile GST Enziminin Saflik Kontrolii

Bu ¢alismada insan eritrosit dokularindan sitozolik GST enzimi hemolizat hazirlanmasi ve
afinite kromatografisi kullanilarak iki farkli saflastirma prosesi kullanilarak saflagtirildi.
Glutatyon-agaroz kromatografisi sonrasi elde edilen eliiatlardaki GST enziminin safliginin
kontrolii i¢in bolim 3.2.5’te anlatildigi sekilde SDS-PAGE metodundan yararlanildi.
Elektroforez sisteminde enzim Ornekleri ve standart proteinler kuyulara sirayla
uygulanarak yiiriitiildii. Saf enzim ve standart proteinlerin bantlarin1 gosteren fotograf Sekil

4.4'te verilmistir.

Sekil 4.3. SDS-PAGE fotografi (1. ve 2. kuyu insan eritrosit GST enzimi 3. kuyu: standart proteinler)
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4.5. GST ve AChE Enzim Aktiviteleri Uzerine Bazi Antibiyotiklerin Inhibisyon
Etkilerinin Belirlenmesiyle Ilgili Yapilan Calisma Sonuclar:

4.5.1. Insan Eritrosit Dokusu GST Enzim Aktivitesi Uzerine Gentamisin Siilfat,
Streptomisin Siilfat, Linkomisin, Ampisilin ve Klindamisin Antibiyotiklerinin
Inhibisyon Etkileri

Insan eritrosit dokularindan glutatyon agaroz afinite kromatografisi kullanilarak
saflastirilan  GST enzim aktivitesi tlizerine gentamisin siilfat, streptomisin siilfat,
linkomisin, ampisilin ve klindamisin antibiyotiklerinin inhibisyon etkileri arastirildi. Her
bir antibiyotik i¢cin en az 5 farkli inhibitér konsantrasyonu kullanilarak % Aktivite-
[inhibitor konsantrasyonu] grafikleri olusturuldu. Bu grafik denklemlerinden yararlanarak
GST enzimini inhibe eden her bir antibiyotik i¢in enzim aktivitesini %50 oraninda diisiiren
inhibitdr konsantrasyonu olan ICsp degerleri hesaplandi. Ayni zamanda GST enzim
aktivitesinde inhibisyona neden olan her bir antibiyotik i¢in 5 farkli CDNB konsantrasyonu
ve 3 farkli inhibitor konsantrasyonu kullanilarak Lineaweaver-Burk grafikleri olusturuldu.
S6z konusu grafiklerden yararlanarak inhibisyon tiirii ve Ki sabitleri hesaplandi. Sonuglar

Sekil 4,4 — 4,13 ve Tablo 4.2°de verildi.
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Sekil 4.4. Insan eritrosit GST enzim aktivitesi {izerine farkli gentamisin siilfat konsantrasyonlarda gizilen (%)
Aktivite-[Gentamisin siilfat] grafigi
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Sekil 4.5. Insan eritrosit GST izoenzimi kullamlarak 5 farkli substrat konsantrasyonu ve 3 farkli gentamisin

stilfat konsantrasyonu ile olusturulan Lineweaver-Burk grafigi
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Sekil 4.6. Insan eritrosit GST enzim aktivitesi iizerine farkl1 streptomisin siilfat konsantrasyonlarda gizilen

(%) Aktivite -[ Streptomisin siilfat] grafigi
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Sekil 4.7. Insan eritrosit GST izoenzimi kullanilarak 5 farkli substrat konsantrasyonu ve 3 farkli streptomisin

stilfat konsantrasyonu ile olusturulan Lineweaver-Burk grafigi
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Sekil 4.8. Insan eritrosit GST enzim aktivitesi {izerine farkli linkomisin konsantrasyonlarda cizilen
Aktivite -[ Linkomisin] grafigi

(%)
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Sekil 4.9. insan eritrosit GST izoenzimi kullamlarak 5 farkli substrat konsantrasyonu ve 3 farkli linkomisin
konsantrasyonu ile olusturulan Lineweaver-Burk grafigi
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Sekil 4.10. Insan eritrosit GST enzim aktivitesi iizerine farkli ampisilin konsantrasyonlarda gizilen
(%) Aktivite -[ Ampisilin] grafigi
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Sekil 4.11. insan eritrosit GST izoenzimi kullanilarak 5 farkl1 substrat konsantrasyonu ve 3 farkli ampisilin
konsantrasyonu ile olusturulan Lineweaver-Burk grafigi
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Sekil 4.12. Insan eritrosit GST enzim aktivitesi iizerine farkli klindamisin konsantrasyonlarda cizilen
(%) Aktivite -[ Klindamisin] grafigi
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Sekil 4.13. Insan eritrosit GST izoenzimi kullanilarak 5 farkl1 substrat konsantrasyonu ve 3 farkli klindamisin
konsantrasyonu ile olusturulan Lineweaver-Burk grafigi

Tablo 4.2. Insan eritrosit GST enzimi aktivitesi iizerinde inhibisyon etkisi gdsteren antibiyotiklerin IC50, Ki
degerleri ve inhibisyon tiirleri

Inhibitér ICso Ortalama Ki (mM)  Inhibisyon tiirii
Gentamisin siilfat 0,0144 mM 0,0195+ 9,44 Yarismasiz
Streptomisin siilfat 0,231 mM 0,124 + 44,58 Yarigsmasiz
Linkomisin 1,06 mM 0,85+ 0,47 Yarigsmasiz
Ampisilin 3,57 mM 6,87 £1,88 Yarigsmasiz
Klindamisin 69,31 mM 66,80 + 48,63 Yarigsmasiz

452. AChE Enzim Aktivitesi Uzerine Gentamisin Siilfat, Streptomisin Siilfat,
Linkomisin, Ampisilin ve Klindamisin Antibiyotiklerinin Inhibisyon Etkileri

Sigma-Aldrich Chem. Comp. dan ticari olarak temin edilen AChE enzim aktivitesi tizerine
gentamisin  siilfat, streptomisin siilfat, linkomisin, ampisilin ve klindamisin
antibiyotiklerinin inhibisyon etkileri arastirildi. Her bir antibiyotik i¢in en az 5 farkli
inhibitor konsantrasyonu kullanilarak % Aktivite-[inhibitor konsantrasyonu] grafikleri
olusturuldu. Bu grafik denklemlerinden yararlanarak AChE enzimini inhibe eden her bir
antibiyotik i¢in enzim aktivitesini %50 oraninda diisiiren inhibitér konsantrasyonu olan

ICso degerleri hesaplandi. Sonuglar Sekil 4,14 — 4,19 ve Tablo 4.3’te verildi.
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Sekil 4.14. AChE enzim aktivitesi tizerine farkli gentamisin siilfat konsantrasyonlarda gizilen
(%) Aktivite -[Gentamisin siilfat] grafigi
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Sekil 4.15. AChE enzim aktivitesi iizerine farkli streptomisin siilfat konsantrasyonlarda gizilen
(%) Aktivite -[Streptomisin siilfat] grafigi
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Sekil 4.16. AChE enzim aktivitesi tizerine farkli linkomisin konsantrasyonlarda cizilen (%) Aktivite -
[Linkomisin] grafigi
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Sekil 4.17. AChE enzim aktivitesi tizerine farkli ampisilin konsantrasyonlarda g¢izilen (%) Aktivite -
[Ampisilin] grafigi
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Sekil 4.18. AChE enzim aktivitesi iizerine farkli klindamisin konsantrasyonlarda c¢izilen (%) Aktivite -
[Klindamisin] grafigi

Tablo 4.3. AChE enzimi aktivitesi {izerinde inhibisyon etkisi gdsteren antibiyotiklerin ICso ve R? degerleri

Inhibitor ICso R?
Gentamisin siilfat 0,0135 Mm 0,95
Streptomisin siilfat 0,099 Mm 0,93
Linkomisin 0,92 Mm 0,96
Ampisilin 3,01 Mm 0,97

Klindamisin 0,94 Mm 0,96
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5. SONUC VE ONERILER

Yiiksek lisans tezi olarak sunulan bu ¢alisma iki asamada gergeklestirilmistir, caligmanin
ilk asamasinda insan eritrosit dokularindan sitozolik GST enzimi glutatyon-agaroz afinite
kromatografisi kullanilarak saflagtirilmis, AChE enzimi ise ticari olarak temin edilmistir.
Calismanin ikinci asamasinda insan eritrosit dokularindan saflastirilan sitozolik GST ve
ticari olarak temin edilen AChE enzim aktiviteleri {izerine gentamisin siilfat, streptomisin
stilfat, linkomisin, ampisilin ve klindamisin antibiyotiklerinin inhibisyon etkileri

arastirilmistir.

Oksidasyon islemi, iki atom arasindaki elektron transferidir ve aerobik yasamin ve
metabolizmamizin énemli bir boliimiinii olusturur. Elektron akisi kesildiginde, serbest
radikaller ve reaktif oksijen tiirleri (ROS) ortaya ¢ikabilir. ROS, ozon (O3), hidrojen
peroksit (H20), singlet oksijen (10,) gibi serbest radikal olmayan tiirleri ve hidroksil
radikalleri (OH*), siiperoksit anyon radikalleri (O*2), peroksil radikalleri (ROO"),
hidroperoksil radikalleri (HOO¢) gibi serbest radikal olmayan tiirleri igerir Serbest radikal,
bir veya daha fazla eslesmemis elektron igeren bir molekiil veya molekiiler fragman olarak
tanimlanabilir. Molekiiler oksijenden tiiretilen bu radikaller, canli organizmalarda bulunan

tirlerin en 6nemli sinifini temsil eder.

Serbest radikaller, canli hiicreler tarafindan patofizyolojik ve biyokimyasal siirecler
sirasinda meydana gelebilecegi gibi cevresel kirleticiler, radyasyon, kimyasallar ve
toksinler nedeniyle de olusabilir. ROS farkli sekillerde ortaya ¢ikabilir. ROS, X-1sinlart,
UV 15181 ve y-1g1nlari, metal katalizli reaksiyonlarda, iltihaplanma siirecinde makrofajlar ve
notrofiller tarafindan tretilebilir (Topal vd., 2016). Antioksidan maddeler oksitlenmis
substratlardan daha diisiik konsantrasyonda bulunsa bile substratlarin oksidasyonunu
onleyen veya geciktiren bir bilesiklerdir. Antioksidanlar hiicreyi serbest radikallerin ve
ROS’un olumsuz etkilerinden koruyan ozelliklere sahiptirler. Saglikli hiicreler uygun
prooksidan-antioksidan dengesine sahiptir. Bu denge, ROS iiretimi asir1 derecede
arttiginda veya antioksidanlarin etkinlikleri azaldiginda prooksidanlara dogru

degistirilebilir. Bu asama oksidatif stres olarak adlandirilir (De Koning vd., 2005).
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Insan beyni viicut agirligmin yaklasik %2'sini olustururken, toplam oksijenin yaklasik
%?20'sini tliketir ve bu oksijenin yaklagik %90'1 mitokondriler tarafindan ATP iiretmek i¢in
kullanilir. Fakat mitokondride tiiketilen oksijenin bir kismi su yerine reaktif oksijen
tiirlerine dontistlriiliir. Mitokondriyal islev bozuklugunda, elektron tagima zincirinden
elektronlarin sizmasi ve ardindan oksijenin siiperoksite indirgenmesi sonucunda reaktif
oksijen tiirlerine doniisiim orani artabilir. Bu genel mekanizma, oksidatif stres, parkinson,
huntington ve alzheimer hastaliklar1 dahil olmak tizere mitokondriyal kusurlarin bildirildigi
norodejeneratif bozukluklar i¢in Onerilen baslica patojenik mekanizmadir. Bu tiir
hastalardan alinan numunelerde lipid peroksidasyonu, DNA ve diger proteinlerde hasar
tespit edilmistir (Richter, 1992).

Glutatyon (GSH, y-glutamil-sisteinil-glisin) hiicreleri, hiicre i¢i ve hiicre dis1 kaynaklar
tarafindan olusturulan serbest radikaller, peroksitler ve agir metaller gibi reaktif oksijen
tiirlerinin  toksik etkilerine karsi koruyan tripeptid yapisindaki bir antioksidandir.
Hiicredeki ana gorevi antioksidan olarak gorev yapmak olan GSH’a pek ¢ok kritik hiicresel
islev i¢in de ihtiya¢ duyulmaktadir. Bu islevler arasinda; hiicrenin tiyol-redoks durumunun
korunmasi ve diizenlenmesi, hiicre proliferasyonu ve farklilagmasi, apoptotik hiicre 6liimii
de dahil olmak iizere hiicre Oliimiinde, yapisal ve metabolik proteinlerin dinamik,
posttranslasyonel diizenlenmesi, hiicre i¢i sistemlerinde sinyallesme ve metabolik yollarin
diizenlenmesi gibi pekcok kritik islev sayilabilir. Normal kosullar altinda, hiicresel GSH
seviyeleri iki ana mekanizma tarafindan kontrol edilir. Bu mekanizmalar hiicre i¢i sentez,
beslenme durumu gibi hiicre i¢i GSH seviyelerini artiran mekanizma ve hiicre dis1 ihrag
mekanizmasi. Bununla birlikte GSH seviyeleri, tiyol redoks durumunu degistiren,
glutatyon S-konjugatlari veya komplekslerinin olusumu, hormonal/stres diizeyleri,
gelisimsel varyasyonlar, gebelik ve egzersiz gibi fizyolojik durumlardan da etkilenir.
Uygun GSH seviyeleri ve oksidasyon durumunun siirdiiriilmesi, bir dizi kritik hiicre islevi
icin de 6nemlidir. GSH eksikligi hiicreyi oksidatif strese karsi savunmasiz duruma getirir.
Oksidatif stres sonucu ortaya ¢ikan hasar bir¢ok hastalik durumunun baslamasinda ve

ilerlemesinde dnemli bir adim oldugu diisiiniilmektedir.

Yiiksek GSH seviyeleri ise antioksidan kapasiteyi ve oksidatif strese karst direnci arttirir
(Ballatori vd., 2009; Gill vd., 2013). GSSG, GSH’m okside formudur. GSSG, pentoz fosfat

yolaginin oksidatif reaksiyonlarinda G6PD ve 6PGD enzimleri tarafindan katalizlenen
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reaksiyonlar sonucu iiretilen NADPH’larin sagladigi elektronlar vasitasiyla glutatyon
rediiktaz enzimi tarafindan GSH’a indirgenir ( Akkemik vd., 2011; Adem ve Ciftci, 2012;
Karaman vd., 2020; Temel vd., 2020).

Hiicresel GSH diizeylerinden etkilenen bu 6nemli hiicresel siirecler géz Oniine alinarak
yapilan arastirmalar GSH’1n bir dizi insan hastaliginin etiyolojisinde ve/veya ilerlemesinde
rol oynadigini géstermektedir. GSH metabolizmasinin bozulmasi basta kanser olmak iizere
cesitli metabolik hastaliklar, yaglanma, kistik fibrozis, inflamatuar hastaliklar, immiin
hastaliklar ve kardiyovaskiiler hastaliklar, metabolik ve ndrodejeneratif hastaliklara neden
olabilmektedir. Dogustan gelen GSH metabolizmas: ile ilgili tiim hastaliklarda merkezi
sinir sistemi islev bozuklugu gozlemlenmistir, bu da beynin GSH homeostazindaki
degisikliklere 6zellikle duyarli oldugunu diisiindiiriir ( Townsend ve Tew, 2003; Ballatori
vd., 2009; Isik vd., 2015).

Detoksifikasyon, hiicre i¢i ve hiicredisi kaynakli toksinleri temizlemek igin kullanilan bir
terimdir. Viicudumuzdaki detoksifikasyon siirecleri iic asamada gerceklesir. ilk asama,
toksinleri daha az zararli hale getirmek i¢in karacigerdeki enzim sistemlerinin (Sitokrom
P450) reaksiyonlarimi igerir. Ikinci asamada, toksinler suda ¢oziinebilir hale getirilir.
Ugiincii asama ise toksinlerin viicuttan atilmasi igin bagirsaklarda ve bobreklerdeki
stirecleri igermektedir. GST izoenzimleri faz II hiicresel detoksifikasyon reaksiyonlarini
katalizleyen ¢ok islevli bir enzim siifidir. GST'ler zara bagli mikrozomal ve sitozolik aile

tiyeleri olmak tizere iki farkl: siiper aile tiyesine ayrilir.

GST izoenzimleri hiicresel substratlar1 olan GSH’in kimyasal kanserojenler, ¢evresel
kirleticiler ve antitiimér ajanlar gibi farkli gesitteki hiicre dis1 etmenler ve metabolik
reaksiyonlar sonucu olusan hiicre i¢i bilesiklere niikleofilik baglanmasi reaksiyonlarini
katalizlerler. GST izoenzimleri hiicre iginde yiiriittiikkleri bu 6nemli gorevlerinin yanisira
hidrofobik bilesiklerin hiicre i¢i baglanmasi ve tasinmast dahil olmak iizere
ksenobiyotiklerin ve endojen bilesiklerin metabolizmasi, 16kotrienlerin, prostaglandinlerin
ve steroid hormonlarinin sentezindeki temel reaksiyonlarin katalizi, tirozinin bozunmasi ve
hiicre sinyalinin diizenlenmesi gibi reaksiyonlarda da gorev almaktadir (Townsend ve Tew,
2003; Pljesa-Ercegovac vd., 2018 ).
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Bu ¢alismada metabolizma ag¢isindan 6nemi yukarida vurgulanan GST enzimi, insan
eritrosit dokularindan glutatyon-agaroz afinite kromatografisi kullanilarak saflastiriimasi
ile insan ve hayvan hekimliginde kullanilan baz1 antibiyotiklerin enzim aktivitesi tizerine
inhibisyon etkilerinin incelenmesi amaglanmistir. Bu amagla insan kani 6nce 2500 rpm’de
santrifiij edilerek plazma ve lokosit hiicreleri uzaklastirilmig ve eritrosit dokusu elde
edilmistir. Elde edilen eritrositler deiyonize su ile hemoliz edilerek 13500 rpm’de santrifiij
edilerek hemolizat clde edilmistir. Elde edilen hemolizattan glutatyon-agaroz afinite
kromatografisi kullanilarak tek adimda GST enzimi saflagtirilmistir. Daha 6nceki
calismalarda GST enzimi; sigan karacigerinden, insan karacigerinden (Simons ve Wander,
1977; Jagt, 1985), insan trombositlerinden (Loscalzo ve Freedman, 1986), sigir
karacigerinden (Asaoka, 1984), E Coli’den (lizuka ve ark.,1989), kefal balig
karacigerinden (Martinez ve Lara, 1997), Atlantik somunu ve kahverengi alabalik
karaciger ve bobrek dokulari (Novoa ve Valinas, 2001), maruldan (Hee ve Joong, 2005),
insan eritrositlerinden (Erat ve Sakiroglu, 2012), Van goli baliginin karacigerinden
(Ozaslan, 2014) bildircin karacigerinden (Taysi ve Temel, 2021) ve koyun dalak
dokusundan (Yiiksel ve Temel, 2022) saflastirilmistir. Bu saflastirma islemleri sirasinda,
amonyum siilfat ¢oktlirmesi, anyon degisim kromatografisi metodu (DEAE-seliiloz),
katyon degisim kromatografisi metodu (CM-selilloz kromatografisi), jel filtrasyon
kromatografisi, orange-A agaroz afinite kromotografisi, Sepheroz-6B’ye baglanmis GSH
afinite kolon kromatografisi, GSH-sepharose afinite kromatografisi gibi metodlar
kullanilmigtir. Bu ¢aligmada kapsaminda kullanilan glutatyon-agaroz afinite kolon
kromatografisi hem diger yontemlere gore az zaman almasi hemde yiiksek saflikta enzim
elde edilmesinden dolay1 daha etkili ve avantajlidir ( Tiirkan, 2015; Temel vd., 2017; Balci
vd., 2019; Taysi ve Temel, 2021; Yiiksel ve Temel, 2022).

Alzheimer hastaligi (AH), beyin hiicrelerinin zamanla 6liimiine bagli olarak hafiza kaybi,
bunama (demans) ve genel anlamda biligsel fonksiyonlarin azalmasi seklinde gelisen tibbi
bir bozukluktur. Alzheimer hastaliginin nedeni heniiz kesin olarak belirlenememistir,
ancak yaslanma, genetik faktorler ve ¢evresel faktorler gibi bir dizi faktoriin rol oynadigi
diisiiniilmektedir. Alzheimer hastaliginda, beyinde amiloid plaklar1 ve tau proteinleri ad1
verilen anormal protein birikir. Bu proteinler, beynin sinir hiicreleri arasinda iletisimi
bozarak hafiza, diisiinme ve davranig bozukluklarina neden olur. Alzheimer hastaliginin

glinimiizde kesin bir tedavisi yoktur, ancak hastaligin ilerlemesini yavaslatabilecek ilaglar
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kullanilmaktadir. Alzheimer hastalifindaki beyin hasari, asetilkolin iiretimini azaltirken,
asetilkolin esteraz enzim aktivitesini artirir. Bu nedenle, Alzheimer hastaliginin tedavisinde
kullanilan ilaglar arasinda asetilkolin esteraz inhibitorleri de yer almaktadir (Sensi vd.,
2018) .

Asetilkolin, bir ndrotransmitterdir ve beyindeki sinir hiicreleri arasinda iletisimi saglar.
Asetilkolin, kolin asetiltransferaz adi verilen bir enzim yardimiyla asetil-koenzim A ve
kolinden sentezlenir. Sinir impulslarin1 néron boyunca ilerlemesi sonucunda, aksonlarda
asetilkolin norotransmitter substrati salinir. Asetilkolinin, viicutta birgok onemli islevi
vardir. Kas hareketinde, diisiinmede, ¢alisma belleginde ve diger birgok beyin islevinde
gorev almaktadir. Asetilkolin esteraz, sinaptik bosluklarda asetilkolinin pargalanmasina
neden olan bir enzimdir (Gulgin vd., 2017; Taslimi vd., 2017).

Alzheimer hastaliginin baslangi¢c agsamalarinda beyinde norén ve akson kaybi ile birlikte
asetilkolin (ACh) seviyesinin diismesi ger¢eklesir. Bu durum sinir impulslarinin iletimini
daha gii¢ hale getirir. Impuls iletiminin devami i¢in sinapslarda ya ndrotransmitter miktar
artirllmali ya da mevcut seviyenin korunmasi saglanmalidir. Bu yaklasimlarin baslicalari
arasinda kolinesteraz norotransmitterlerinin yikimina neden olan asetilkolin esteraz
(AChE) ve butirilkolin esteraz (BChE) enzimlerinin inhibisyonu gelmektedir. Giinimiizde
bu amagla takrin, donepezil, galantamin ve rivastigmin gibi ilaglar kullanilmaktadir (Isik

vd., 2015; Gulgin vd., 2017; Taslimi vd., 2017; Taslimi ve Mustafa, 2019).

Antibiyotikler, bakteriyel enfeksiyonlari tedavi etmek igin gelistirilmis insan ve hayvan
hekimliginde kullanilan ilaglardir. Antibiyotikler, bakterilerin hiicre duvar1 sentez
reaksiyonlarint inhibe edebilirler, hiicre duvarini parcalayabilirler ya da bakterilerin
biiylimesini ve ¢ogalmasini durdurarak etki gosterirler. Ancak, antibiyotikler canlilar
iizerinde Ishal, bulanti, kusma, mide agrisi, bas agrisi, alerjik reaksiyonlar gibi baz1 yan
etkilere neden olabildikleri gibi, bilingsiz kullanimlar1 karaciger hasari, bobrek hasari, kan
hiicrelerinde azalma, kalp damar sistemleri {lizerinde hasarlara neden olabilmektedir.
Antibiyotiklerin yan etkileri, kisinin yasi, genel saghik durumu ve aldigi antibiyotigin
tirtine gore degisir (Oscarson, 2003; Poole, 2004; EI-Shaboury vd., 2007; Hastal vd., 2008;
Hutchings vd., 2019).
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Yapmis oldugumuz bu c¢alismada insan eritrositlerinden afinite kromatogtafisi ile
saflastirilan GST enzim aktivitesi iizerine; Gentamisin siilfat, streptomisin siilfat,
linkomisin, ampisilin ve klindamisin antibiyotiklerinin inhibisyon etkileri arastirildi. Insan
eritrosit GST enzim aktivitesi iizerinde inhibisyona neden olan antibiyotikler i¢in 6ncelikle
en az 5 farkli inhibitor konsantrasyonu ile %Aktivite-[inhibitdr konsantrasyonu] grafikleri
olusturulmus ve bu grafiklerden yararlanilarak enzim aktivitesini %50 oraninda inhibe
eden inhibitér konsantrasyonu olan 1Cso degerleri hesaplandi. ICso degerleri sirasiyla
gentamisin siilfat i¢in 0,0144 mM, streptomisin stilfat i¢in 0,231 mM, linkomisin i¢in
1,06 mM, ampisilin i¢in 3,57 mM, klindamisin i¢in 69,31 mM olarak hesaplandi. Daha
sonra insan eritrosit GST enzimi inhibisyonuna neden olan s6z konusu antibiyotikler i¢in
5 farkli substrat ve 3 farkli inhibitér konsantrasyonu kullanilarak Lineawever-Burk
grafikleri olusturulmus ve bu grafikler yardimiyla ortalama K; sabitleri hesaplandi.
Ortalama Ki sabitleri sirasiyla gentamisin siilfat i¢in 0,0195+ 9,44 mM, streptomisin siilfat
icin 0,124 + 44,58 mM, linkomisin i¢in 0,85 = 0,47 mM, ampisilin i¢in 6,87 = 1,88 mM,
klindamisin i¢in 66,80 + 48,63 mM olarak hesaplandi. S6z konusu antibiyotiklerin
tamaminin insan eritrosit GST enzimini yarismasiz olarak inhibe ettigi belirlendi.. ICso ve
Ki sabitleri analiz edildiginde insan eritrosit GST enzimi inhibisyonuna neden olan en etkili
antibiyotigin en diisiik ICso ve Kjsabitine sahip olan yani en diisiik konsantrasyonda enzim

inhibisyonuna neden olan gentamisin siilfat oldugu tespit edildi.

Daha 6nce yapilan ¢alismalarda; rat eritrosit dokusundan saflastirilan GST enzim aktivitesi
lizerine gentamisin, klindamisin, ampisilin ve skopolamin antibiyotiklerinin etkileri
arastirilmig, gentamisin ve klindamisin’in sirasiyla 1,69 ve 6,9 mM ICso ve 1,70 ve 2,36
mM K; sabitleriyle inhibe ettigi, ampisilin ve skopolaminin ise aktivatér oldugu rapor
edilmistir (Ayna vd., 2021). Farkli bir ¢alismada gokkusagi alabaligi eritrositlerinden
saflastirilan GST enzimi {lizerine gentamisin, amikasin, sefuroksim sodyum, ampisilin,
ornidazol ve metranidazol gibi antibiyotiklerin inhibisyon etkileri arastirilmistir.
Calismanin sonuglari gentamisin, sefuroksim ve amikasinin inhibitor etki gosterdigi ve
sirasiyla 0,568, 1,104 ve 7,637 mM ICso degerleriyle GST enzimi inhibisyonuna neden
olduklar1 rapor edilmistir (Comakli vd., 2011). Tiirkan ve ark. Tarafindan yapilan bir
caligmada sefazolin, sefuroksim, sefoperazon gibi sefalosporin grubu antibiyotiklerin

bobrek, karaciger ve kalp gibi farkli rat dokular tizerindeki in vivo etkileri arastirilmistir.
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Arastirma sonuglar1 tim dokularda GST aktivitesinin antibiyotik gruplarinda 1. ve 3.
saatlerde kontrol grubuna gore artarken, 5. ve 7. saatlerde istatistiksel olarak anlamli bir
sekilde diistiigiinti gostermistir (Tiirkan vd., 2019). Yine Tiirkan ve ark. Tarafindan yapilan
baska bir arastirmada sefazolin, sefuroksim ve sefoperazon antibiyotiklerinin beyin, géz ve
kas dokusu GR ve GST enzim aktiviteleri iizerine in vivo etkileri incelenmistir. Calisma
sonuclari s6z konusu antibiyotikleri ilk ii¢ saatte GST enzim aktivitesi lizerinde inhibisyona

neden oldugunu géstermistir (Tiirkan vd., 2019).

Yapmis oldugumuz bu galismanin devaminda AChE enzim aktivitesi lizerine gentamisin
stilfat, streptomisin siilfat, linkomisin, ampisilin ve klindamisin antibiyotiklerinin
inhibisyon etkileri arastirildi. AChE enzim aktivitesi tizerinde tizerinde inhibisyona neden
olan antibiyotikler i¢in oncelikle en az 5 farkli inhibitdr konsantrasyonu ile %Aktivite-
[inhibitor konsantrasyonu] grafikleri olusturuldu ve bu grafiklerden yararlanilarak enzim
aktivitesini %50 oraninda inhibe eden inhibitér konsantrasyonu olan ICsg degerleri
hesaplandi. 1Cso degerleri sirastyla gentamisin siilfat i¢in 0,0135 mM, Streptomisin stilfat
icin 0,099 mM, linkomisin i¢in 0,92 mM, ampisilin i¢in 3,01 mM, klindamisin igin 0,94
mM olarak hesaplandi. Elde edilen 1Cso degerleri analiz edildiginde AChE enzimi
inhibisyonuna neden olan en etkili antibiyotigin en diisiik ICso degerine sahip olan yani en
diisiik konsantrasyonda enzim inhibisyonuna neden olan gentamisin siilfat oldugu tespit
edildi.

Daha once yapilan ¢aligmalarda bazi antibiyotiklerinin AChE ve GST enzim aktiviteleri
tizerine in vivo ve in vitro etkileri arastirilmistir. Tiirkan ve ark. Tarafindan yapilan bir
calismada, sefoperazon sodyum, sefuroksim ve sefazolin antibiyotiklerinin GST ve AChE
enzim aktiviteleri tizerine in vivo ve in vitro etkileri incelenmistir. Arastirma sonuglari
sefoperazon sodyum, sefuroksim ve sefazolin antibiyotiklerinin GST enzimini sirasiyla
0,1392+0,02, 1,5179+0,33 ve 1,006+ 0,11 mM K; sabitleriyle, AChE enzimini ise sirasiyla
0,3010+0,07, 0,3561+0,09 ve 0,3844+0,04 mM K sabitleriyle in vitro olarak inhibe
etmistir. Ayn1 zamanda sefoperazon sodyum, sefuroksim ve sefazolin antibiyotiklerinin
her iki enzim aktivitesini de in vivo olarak inhibe ettigini géstermistir (Tiirkan vd., 2019).
Thi Tu ve ark. Tarafindan yapilan farkli bir ¢alismada siyah kaplan karidesinde (Penaeus
monodon) kolinesteraz aktivitesi (ChE) iizerine, Vietnam ciftliklerinde yaygin olarak

kullanilan 2 antibiyotik (enrofloksasin, furazolidon) ve 2 pestisit (endosulfan,
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deltamethrin)’in etkisi aragtirllmistir. Aragtirma sonuglar1 enrofloksasin veya furazolidon
ile beslenen karideslerin kaslarindaki AChE aktivitesinin 6nemli 6l¢iide etkilenmedigi,
furazolidon ile beslenen karideslerin solungaglarinda ise 6nemli Slgiide (%28'e kadar)

diistiigti gézlemlendi (Tu vd., 2009).

Sonug olarak, bu ¢alisma kapsaminda gentamisin siilfat, Streptomisin siilfat, linkomisin,
ampisilin ve klindamisin antibiyotiklerinin AChE ve GST enzim aktiviteleri iizerine
inhibisyon etkileri arastirildi. Calismanin sonuglari insan hekimliginde yaygin olarak
kullanilan bu antibiyotiklerin hem AChE hem de GST in vitro enzim aktiviteleri lizerinde
diisiik konsantrasyonlarda bile etkili inhibitorler oldugunu gostermektedir. Giiniimiizde
farmakolojik ¢aligmalar multifonksiyonel ilaglar iizerinde yogunlagsmaktadir. Bu ¢calismada
elde edilen sonuglar, s6z konusu antibiyotikler iizerine ileride yapilacak biyokimyasal,
fizyolojik ve farmakolojik ¢aligmalar i¢in yol gdsterici olacagi basta kanser ve Alzheimer
olmak {izere bir¢ok metabolik hastaliklarin teshis ve tedavisinde dnemli katki sunacagi

degerlendirilmektedir.
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