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BAZI ILACLARIN INSAN ERITROSIT GLUTATYON REDUKTAZ
ENZIMIi UZERINE IN VITRO ETKILERININ INCELENMESI

OZET

Glutatyon rediiktaz enzimi hemen hemen biitiin canli hiicrelerde yiikseltgenmis olan
glutatyonu (GSSG) ozellikle NADPH f{iretiminde kullanilan indirgenmis glutatyona
(GSH) doniistiiren hayati 6neme sahip antioksidan bir enzimdir. Bu 6neminden dolay1
enzim bu tez kapsaminda insan eritrositlerinden 2', 5' ADP Sepharose-4B jelinin
kullanildig1 afinite kromatografisi yardimiyla saflastirildi. Saflagtirmanin olup olmadig:
SDS-PAGE ile kontrol edildi ve fotograflandi.Daha sonra saf glutatyon rediiktaz enzimi
kullanilarak bazi ilaglarin enzim fiizerindeki etkileri arastirildi. Bu kapsamda daha 6nce
calisilmamis askorbik asit, beloc, tylosin, prednol ve levofloksasin ilaglari tercih edildi.
Yapilan kinetik caligmalarda beloc ve prednolun calisilan konsantrasyon araliginda enzim
iizerinde herhangi bir etkilerinin olmadig1 tespit edildi. Tylosin ve levoflaksasin
ilaglarinin ise ¢alisilan derisim araliklarinda enzimi aktive ettikleri belirlendi. C vitamini
ile yapilan kinetik g¢aligmalarda ise enzimin Onemli derecede inhibisyona ugradigi
gozlendi. C vitamini i¢in ICsp degeri 115,5 mM, K sabiti ise 243,143+54,95 mM olarak
hesaplanda.

Anahtar Kelimeler: Glutatyon rediiktaz, insan eritrosit, inhibisyon.
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INVESTIGATION OF THE IN VITRO EFFECTS OF SOME DRUGS
ON HUMAN ERYTHROCYTE GLUTATHIONE REDUCTASE
ENZYME

ABSTRACT

Glutathione reductase enzyme is a vital antioxidant enzyme that converts oxidized
glutathione (GSSG) in almost all living cells into reduced glutathione (GSH), which is
especially used in NADPH production. Due to this importance, the enzyme was purified
from human erythrocytes within the scope of this thesis with the help of affinity
chromatography using 2', 5 ADP Sepharose-4B gel. Purification was checked by SDS-
PAGE and photographed.

Then, the effects of some drugs on the enzyme were investigated using pure glutathione
reductase enzyme. In this context, previously unstudied drugs such as ascorbic acid,
beloc, tylosin, prednol and levofloxacin were preferred. In the Kinetic studies, it was
determined that beloc and prednol did not have any effects on the enzyme in the
concentration range studied. It was determined that the drugs tylosin and levoflaxacin
activated the enzyme in the concentration ranges studied. In Kinetic studies conducted
with vitamin C, it was observed that the enzyme was significantly inhibited. The ICs
value for vitamin C was calculated as 115.5 mM, and the K; constant was calculated as
243.143+£54.95 mM.

Keywords: Glutathione Reductase, Human Erithrocytes, Inhibition.
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1. GIRIS

1.1. Enzimler

Biyolojik kataliz 18.ylizyilin sonlarinda mide salgisinin et sindirimi iizerine ¢aligmasi ile
kesfedildi. 1800’lerdeki calismalar ise bitki 6zleri ve tiikriik nisastanin sekere ¢evrilmesi
ile ilerledi. Louis Pasteur ise 1850’lerde fermentler tarafindan sekerin mayayla alkole
fermentlenmesinin gerceklestigini ortaya koydu. Sonraki ¢aligmalarda Eduard Buchner,
sekerin maya Oziitleri tarafindan alkole doniistiiriildiigiinii ve bu fermentelerin hiicreden
ayrildiginda bile islevine devam eden bazi molekiiller tarafindan saglandigini 1897°de
kesfetti. Daha sonra Fredic W. Kiihne bu molekiilleri enzim olarak isimlendirdi

(Lehninger et al. 2005).

Enzimler de diger proteinler gibi canli hiicrelerde sentezlenirler ve metabolizmadaki
kimyasal reaksiyonlarin kontrollii bir sekilde % 100 verimle yan iriinler olusturulmadan
hizlanmalarina sebep olurlar. Genel olarak enzimlerin 6nemli 6zelliklerinden biri de
katalizleme giicii ve spesifik olmalaridir. Katalitik RNA’nin ufak bir grubu disinda
hemen hemen enzimlerin tamami protein yapisindadir (Keha ve Kiifrevioglu 2015). Bu
nedenle enzimin yapisindaki proteinin primer, sekonder, tersiyer ve kuaterner yapisinin
bozulmamasi1 onemlidir. Bu yapt korunmazsa; enzim aktivitesini yerine getiremez ve

hiicrede biiyiik metabolik problemler ortaya ¢ikar.

Yukarida da belirtildigi gibi enzimlerin biiyilk ¢ogunlugu protein yapisindadair ve
bundan dolay1 enzimler prteinlerin tiim o6zelliklerine sahiptirler. Biiyiik yapilarindan
dolayr molekiiller kolodyum zarindan gegemezler. Is1 ve ortam pH’simna Kkarsi
duyarlidirlar ve denatiire olabilirler. 40°C’1n {izerindeki sicakliklarda genellikle denatiire
olurlar. Ayrica enzimler, 0°C’den 40°C’ye dogru olan sicaklik arttislarinda reaksiyon
hizlarimin daha fazla artmalarina sebep olur. Sonraki sicakliklarda ise denatiirasyondan

dolay1 reaksiyon hizlarinda diisme s6z konusudur (Goziikara 1997; Keha ve Kiifrevioglu
2009).



Birim zamanda bir mol enzimin {iriine doniistiirdiigii substratin mol sayisina “’Turnover
Sayis1”’ denir. Bu kavram katalizleme giicli olarak ifade edilir. Enzimlerin bir kismi
katalizleme olayin1 kendileri yapabilir. Bazilarinin ise ‘’Kofaktér’” diye adlandirilan
gruplara gereksinimi vardir. Kofaktor, metal iyonu olabildigi gibi organik bir bilesikte
olabilir. Bu organik kompleks bilesige ‘’koenzim’’ denir. Baz1 durumlarda aktivite i¢in
her iki gruba da ihtiya¢ duyulur. Kofaktorler 1stya dayanikli olan maddelerdir. Katalitik
olarak aktif olan enzim kofaktor kompleksine ‘“holoenzim” adi verilir. Kofaktorsiiz
proteine apoprotein, enzime ise “apoenzim” denilir. Apoenzim, katalitik olarak inaktiftir

(Keha ve Kiifrevioglu 2015).

Enzimlerin genel 6zellikleri; ¢cogunlugunun protein yapisinda olmalari, reaksiyonlarada
degismeden cikabilmeleri, katalizledikleri reaksiyon i¢in spesifik olmalari, reaksiyonlarin
aktivsyon enerjilerin diislirmeleri, reaksiyonlarin daha kisa siirede dengeye ulagsmalar1 ve
in vivo ortamda oldugu gibi in vitro ortamda da gdrev yapabilmeleri seklinde

siralanabilir.

Giliniimiizde birgok enzim tanimlanmis, ¢ok biiyiik bir kismi saf halde elde edilip kinetik
ozellikleri incelenmis ve kristallendirilmistir. Fakat yapilan caligmalar daha tespit

edilememis enzimlerin varligini géstermektedir (Keha ve Kiifrevioglu 2015).

Enzimlerin, etkiledikleri ve iirline c¢evrilen bilesikler “Substrat” olarak adlandirlir.
Enzimlerin bir kismi1 kendi substratlarinin adinin sonuna “—az” son eki getirilerek
isimlendirilirken, bazilar1 da kesfedenlerin verdikleri isimle bilinir. Ornegin; fosfataz,
lireaz, tripsin ve pepsin gibi. Ancak bu isimler ¢ogunlukla enzimlerin islevleri hakkinda
yeterlibilgi saglayamadigindan Uluslararast Biyokimya Birligi (IUB) tarafindan
sistematik bir siniflandirma yapilmistir. Bu siniflandirmada her enzim ic¢in 4 rakamli
enzim kod numaras1 atanmigtir. Olusturulan siiflandirmaya gore enzimler alt1 ana sinifa

ayrilmistir.

Bu gruplar asagidaki gibidir.

1. Oksidorediiktazlar: Bu sinif enzimler oksidasyon- rediiksiyon reaksiyonlarinda
gorev alirlar.



2. Transferazlar: Bu sinifa giren enzimler ise iki molekiil arasinda bir atom veya
grubun transferine sebep olurlar.

3. Hidrolazlar: Hidroliz reaksiyonlarinda gorev alirlar.

4. Liyazlar: Substrattan hidroliz yolu disindaki bir yolla bir grubun ayrilmasinda
reaksiyonlarini katalizler.

5. Izomerazlar: Metabolizmadaki izomerizasyon reaksiyonlarinin
katalizlenmesinde bu enzimler gorev alir.

6. Ligazlar: ATP veya diger niikleotit tri fosfatin yikimi ile birlikte yeni bagin
sentezi gibi reaksiyonlarda gorev alirlar.

Bu smiflandirmada ki kriterler; enzimlerin katalizledikleri reaksiyon tipleri ve reaksiyon

mekanizmalarina goredir (Lehninger et al. 2005; Keha ve Kiifrevioglu 2015).

Enzimler metabolizmada olaganiistii katalizme vazifelerini yerine getirirlerken
aktiviteleri; ortamdaki substrat konsantrasyonu, ortamdaki enzim konstrasyonu, ortamin
pH’s1, ortamin iyonik siddeti, ortamda inhibitdr veya aktivatorlerin varligi, ortamin
sicakligr gibi faktorlerden etkilenebilir. Bu durum g¢ogunlukla enzimin ve dolayist ile

reaksiyonlarin kontrol altinda tutulmast ile ilgilidir.

1.1.1. Enzim Inhibisyonu

Enzim aktivitesinin bazi bilesikler tarafindan diisiiriilmesi veya tamamen ortadan
kaldirilmast “inhibisyon” olarak adlandirilir. Bu olaya neden olan bilesikler “inhibitor”
olarak adlandirilir. Genelde inhibitérler biiyiik olmayan molekiil kiitlesine sahip bilesikler
veya iyonlardir. Bu tip maddeler biyolojik sistemlerde olumlu ya da olumsuz manada
onemli etkilere sahiptirler. Ciinkii bazi ila¢ ve zehirli bilesikler fonksiyonlarini inhibisyon
yolu ile gerceklestirirler. Enzimatik inhibisyon, doniisiimlii ve doniisiimsiiz olarak iki
grupta smiflandirilir. Doniisiimsiiz inhibisyonda enzimin en az bir fonksiyonel grubu
etkilenir. Inhibitdr, enzime ya kovalent olarak baglanir veya kolay ayrismayan bir yap1
meydana getirir. Bu tiir inhibisyonlarda Vmax (enzimatik reaksiyonda ulasilabilecek
maksimum hiz) azalir, Ky (enzimin substrata ilgisini goOsteren sabit) sabit kalir.
Doniigtimlii inhibisyonda ise enzim ile inhibitor etkilesmesi, bir denge reaksiyonu
seklindedir. Enzim inhibitor kompleksi nisbeten birbirine zayif ¢ekimlerle baglanirlar. Bu
inhibisyon tiiri yarismali (kompetitif), yarismasiz (nonkompetitif) ve yar1 yarismal

(unkompetitif) inhibisyon seklinde {i¢ grupta incelenir. Yarismali (kompetitif)



inhibisyonda inhibitdr yap1 olarak substrata benzer ve enzimin aktif bolgesine baglanmak
icin substratla yarig halindedir. Boylece substratin enzimin aktif bolgesine baglanma
orani diisiirlilmiis olur. Ancak substrat konsantrasyonunun artirilmsi ile inhibisyon etkisi
ortadan kaldirilabilir. Bu inhibisyon tipinde enzimin Vmax degeri degismezken, Ky degeri
biiyiir. Yine doniisiimlii bir tip olan yarismasiz (nonkompetitif) inhibisyonda inhibitor ve
substrat enzim molekiiliiniin farkli bolgelerine ayn1 anda baglanabilir. Bu tip
inhibisyonda enzimin turnover sayisi, yani katalitik aktivitesi azalir. Burada substrat ve
inhibitor ayn1 bolgeye baglanmadiklarindan herhangi bir yarisma s6z konusu degildir.
Substrat konsantrasyonunun artirilmasi ile enzimin inhibe edilme durumu degismez. Bu
durumda enzimlerin maksimum hiz degerleri azalirken, Ky denge sabitleri degisime
ugramaz. Ciinkii yarismali olmayan inhibisyonlarda enzimlerin substratlar1 ve kullanilan
inhibitorler ti¢ boyutlu yapidaki proteinin farkli bolgelerine baglandigindan iki ¢esit
kompleks meydana gelir. Inhibisyonun basaka bir tipi de yar1 yarismalidir. Bu tip
inhibisyonda dontisiimliidiir. Bu inhibisyon tipinde inhibisyona sebep olan madde direk
olarak enzime baglanamaz. Enzim substratala etkilestikten sonra enzim-substrat (ES)
ikilisine baglanir. Nadir olarak goriilen bu durumda maksimum hiz azalirken Ky degeri

kiiciliir.

Lineer karisik tip inhibisyon adi verilen inhibisyon ¢esidi yarismasiz olup doniisiimlii
inhibisyon tipleri arasinda yer almaktadir. Bu ¢esit inhibisyonlarda reaksiyonun denge
sabitleri degismektedir. Bununla beraber bir¢ok multi enzim sistemlerinde otomatik
diizenlenme kapasitesi yaratilmistir ve bu sitemlerde otomatik inhibisyon meydana
gelimektedir. Ornegin seri tepkimelerin son {iriinii belirli bir derisime geldiginde serinin
ilk enziminin ve dallanma noktasindaki enzimin inhibe edilmesine sebep olur. Bu ¢esit
enzimler allosterik enzim, inhibisyon tipi de “feed-back” inhibisyonu olarak adlandirilir.
Allosterik inhibisyonda gorev alan enzimler ¢ok sayida polipeptid igerirler ve inhibitor
enzime baglandiginda alt birimler etkilenerek {ic boyutlu yapmin degigsmesi sonucu
inhibisyon meydana gelir. Bu tip enzimlerin aktivitelerin arttiran veya azaltan maddelere

“modiilator” denir. Bu enzim kinetigi Michaelis—Menten kinetiginden farklilik gosterir.

Kinetik ¢aligmalarda inhibisyon denge sabitlerinin (K;j) belirlenmesinde en ¢ok kullanilan
metod Lineweaver—Burk metodudur (Sekil 1.1). Bu metotta inhibitorlerin derisimleri

sabit tutularak ii¢ farkli inhibitdr ve bes farkli substrat konsantrasyonunda aktiviteler



oOlgiilir ve daha sonra 1/V—1/[S] grafikleri ¢izilir. Bu grafiklerden faydalanilarak ilgili

parametreler hesaplanir (Keha ve Kiifrevioglu 2009).

Sekil 1.1. Lineweaver-Burk Grafigi (Keha ve Kiifrevioglu 2009)

1.1.2. Glutatyon

Glutatyon, glutamat yan zincirinin karboksil grubu ile sistein aminoasidinin amin grubu
arasinda gama peptit bagi iceren bir tripetitdir. Adlandirilmasi ise y-glutamil-sisteinil-
glisin seklinde yapilmaktadir. Glutatyonun okside ve rediikte olmak tiizere iki formu
mevcuttur (Sekil 1.2 ve 1.3). Ray-Pailhade 1988 yilinda glutatyonu maya hiicrelerinde
kesfederek ‘‘filothion’” seklinde isimlendirmistir. Daha sonra Hopkins 1921°de
glutatyonu saflastirarak gilinlimiizde kullanilan ismi vermistir. Glutatyon baslica
karacigerde sentezlenerek gerekli yerlere gonderilir. Bazi bakteri ve amipler hari¢c hemen

hemen tiim canli hiicrelerde mevcuttur (Zubay 1988, Ac¢an 1990, Erat, 2002).

i
Q ¥ CH, (o}
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Glutamat Sistein Glisin

Sekil 1.2. Glutatyonun indirgenmis formu (L-y-glutamil-L-Sisteinil-glisin)
(https://www.researchgate.net/publication/332774758_Current_Developments_in_Antioxidant_Therapies_
for_Spinal_Cord_Injury)
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Sekil 1.3. Glutatyonun yiikseltgenmis formu 2(L-y-glutamil-L-Sisteinil-glisin)
(https://www.scientificlabs.co.uk/product/G4501-100MG)

1.1.3. Glutatyon Rediiktaz

Glutatyon rediiktaz enziminin (GR; E.C.1.8.1.7) tanimu1 ilk defa 1951 yilinda Uluslararasi
Biyokimya Birligi tarafindan yapilmistir. Asagidaki reaksiyondan da goriildiigii gibi
glutatyon rediiktaz enzimi metabolizmada ve in vitro sartlarda okside glutatyon (GSSG)

ve NADPH varliginda rediikte GSH olusmasina sebep olur.

GR
G55G +NADPH ——— 2GSH + NADP*

GR enzimi hiicredeki GSH/GSSG oranimin korunmasinda rol alir. Insan eritrositlerde bu
500/1°dir. Bu dengenin bozulmasi durumunda eritrosit hiicreleri hemolize ugrayarak
ciddi saglik problemlerinin ortaya ¢ikmasina sebep olur (Taser, 2010). Glutatyon
rediiktaz enziminin normal sartlarda saglikli ¢alismasi durumunda bu oran siirekli

korunarak bu tiir saglik problemlerinin ortaya ¢ikmasi énlenmis olur (Torinibo, 1996).

Glutatyon rediiktaz enzimi klinik biyokimyada maling tlimor ve karaciger hastaliklarinin
tespit edilmesinde, genetik eksikliklerin tespit edilmesinde ve riboflavin yetersizliginin
Ol¢timiinde kulanilmaktadir. Hiicre i¢cinde GR ve GSH eksikliginde oksidatif hasar
meyana gelmektedir. Dolayisiyla GR ve GSH eksikligi akciger ve karaciger hastaliklari,
parkinson, alzheimer, diyabet, hemipleji (felg), HIV, AIDS, epilepsi gibi bir¢ok hastaliga
neden olabilir (Erat, 2002).

1.2. Serbest radikaller

Bir veya birden c¢ok eslenmemis elektron igeren atomik ya da molekiiler yapidaki

maddelere  Serbest Radikal denir. Bu tiir maddeler eslenmemis elektron



bulundurduklarindan reaksiyon istekleri son derece yiiksektir. Bundan dolay1r kendi
cevrelerinde bulunan diger maddelerle etkileserek o maddelerrin bozulmasina sebep
olurlar. Ornegin bu kapsamda lipitleri, niikleik asitleri ve proteinleri oksitleyerek

yapilarinin bozulmasina neden olurlar (Stadtman, 2002).

Serbest radikaller endojen ve eksojen kaynaklar olarak ikiye ayrilir. Endojen kaynaklar
arasinda; redoks reaksiyonlari, mitokondriyal elektron transport zinciri, oksidatif
reaksiyonlar, fagositik ve endotelyal hiicrelerdeki otooksidasyon reaksiyonlari, enzimler
ve aragidonik asit metabolizmasi, eksojen kaynaklar ise; diyet faktorleri, pestisitler, sigara
dumani, ilaglar, zararl iginlar, organik ¢oziiciiler ve ksenobiyotikler sayilabilir (Aksoy
2002). Yukarida cesitleri verilen serbest radikallerin metabolizmada olusturdugu oksidan
maddeler ile metabolizmadaki antioksidan maddeler arasindaki dengenin bozulmasi
durumunda ¢ok fazla reaktif oksijen tiirleri olusur ve bu durum oksidatif hasara sebep

olur. Olusan bu oksidatif hasar da oksidatif stresi olusturur (Diindar ve Aslan, 1989).

1.3. Antioksidanlar

Hiicrelerde oksidatif ajanlar1 zararsiz hale getiren maddeler antioksidan olarak
adlandirilir. Bu maddelerin bazilar1 metabolizmada sentezlenirken bazilarimin da diyetle
disaridan alinmasi gerekmektedir (Fridovich 1999). Antioksdan olarak gorev yapan
baslica enzimler antioksidan enzimler olarak adlandirilir. En Onemlileri siiperoksit
dismutaz, katalaz, peroksidaz, glutatyon S-transferaz, glutatyon rediiktaz ve stiperoksit
rediiktaz enzimleridir. Enzim yapisinda olmayan antioksidan maddelerinden en 6nemli
olanlar ise AJE ve C vitaminleri, proteinler (albumin, transferin, bilirubin, ferritin),
hormonlar (melatonin, serotonin), fenolik bilesikler (polifenoller, flavonoitler), iirik asit,

lipoik asit ve rediikte glutatyondur (Fridovich 1999, Giilgin, 2005).

1.4. Kinetik Cahsmalarda Kullanilan laclar

Askorbik asit: Calismada kullanilan askorbik asit ampul formunda olup 5 mL’sinde 0,5 g
askorbik asit igermektedir. Bu ilag C vitamini eksikliginin giderilmesinde kullanilir. C
vitamini eksikliginde skorbiit ve preskorbiitik hastaliklart meydana gelebilir. Bu

hastaligin belirtileri anemi, hareket kisithiligi, astenia, kanamalar, {ist ve alt



ekstremitelerde agri, viicutta sislik, cilt sorunlari, dis eti problemleri ve dis yitimi gibi
olumsuzluklardir. Ayrica gingival kanama, yara onarimi, cerrahi opeasyonlar, kronik
enfeksiyon, ates, enterik hastaliklari, malabsorbsyon bozukluklari, hemodiyaliz, peritonal
diyaliz, gastrektomi ve tiitiin kullaniminda C vitamini takviyesi yapilmasi gerekebilir

(Farmalist, 2005).

Tylosin: Tylosin, daha ¢ok hayvanlarda kolit tedavisi i¢in kullanilir. Anti-enflamatuar ve
antibiyotik 06zelliklere sahiptir. Ayrica solunum sistemi ve cilt enfeksiyonlarinin
tedavisinde de kullanilabilir. Tylosin de eritromisin gibi ribozomlarin 50S alt birimine
baglanarak protein liretimini engelledigi belirlenmistir. Dolayisiyla bakteriyostatik bir
antibiyotiktir. Tylosin ayrica immiinomodiilator etkilere de sahip olabilir. Tylosin hem
gram-pozitif ve hem de gram-negatif mikroorganizmalar, mikoplazma, spiroketlere ve
vibrio’ya kars1 etkilidir. Tylosin ilacini dozaji genelde 42 giine kadar her 8-12 saatte bir
kilogram basina 10-20 mg’dir (https://www.veteriner.blog/2018/06/tylosin/).

Prednol: Calismamizda kullanilan prednoliin derisimi 40 mg/2 mL metilprednizolondur.
Bu ilag sistemik glukokortikoid tedavisi alan hastalarda kullanilir. Acil tedavi durumunda
glukokortikoidler damar yolu ile uygulanabilir. Prednol daha ¢ok alerjik reaksiyon ve
romatizmal hastalikliklarin tedavisinde kullanilir. Ayrica astim, ilag alerjisi, alerjik rinit,
kurdesen, egzema, deri iltihab1 gibi deri hastaliklari, kas romatizmasi ve akut romatizma

tedavisinde de kullanilabilir (Farmalist, 2005).

Beloc: Calismamizda kullanilan ampul formundaki ilag 1 mg/mL derisiminde metoprolol
tartarat ihtiva etmektedir. Bu ila¢ kalp damar hastaliklari, migren, yiiksek tansiyon gibi
hastaliklarin tedavisinde kullanilir (Farmalist, 2005).

Levofloksasin: Bu c¢alismada kullanilan levofloksasin 100 mL'lik infiizyon soliisyonu
iceren flakonlarda bulunmaktadir ve 5 mg/mL derisime sahiptir. Akut siniizit, akut
bronsit, pndmoni, akut piyelonefrit, prostatit, iiriner sistem enfeksiyonlar1 ve deri
enfeksiyonlar1 tedavisinde kullanilmaktadir. Genellikle giinde tek doz olmak tizere 10-14

giin arasinda 500 mg olarak intraven6z olarak uygulanir (Farmalist, 2005).



2. KAYNAK OZETLERI

Glutatyon rediiktaz (GR) enzimi, [Glutatyon: NADP" oksidorediiktaz (EC 1.8.1.7)]
okside glutatyonun rediikte glutatyona doniisiimiinii saglayan, flavo protein disiilfiir

oksidorediiktaz ailesinin bir iiyesidir (Calberg ve Mannervik 1981, Rendon et al. 1986).

Literatiir kaynaklar1 incelendiginde glutatyon rediiktaz enziminin farkli kaynaklardan
saflagtirlldigl, karakterize edildigi ve amino asit dizilerinin ortaya c¢ikarildigi
goriilmektedir. Insan eritrositeleri ve E. Coli’den elde edilen glutatyon rediiktaz
enziminin yapist x-ray kristalografisi yardimiyla belirlenmistir. Glutatyon rediiktaz
enzimi genellikle dimerik bir yapiya sahiptir ve her alt birim bir FAD bulundurur
(Danielson et al. 1999).

Insan eritrosit glutatyon rediiktaz enzimi yaklasik olarak 50 kilodaltonluk alt birimlere
sahiptir. GR, okside glutatyonu indirgenmis formuna doniistiiriirken, ilk olarak
NADPH’dan gelen elektronlar FAD’ye transfer edilir. Sonrasinda alt birimdeki 2 sistein
arasinda bulunan disiilfiir kopriisiine transfer edilerek okside glutatyona aktarilir. Alt
birimler 3 tane yapisal alan bulundurur. Bu yapisal alanlar: FAD ve NADPH baglayici
alanlar olup, diger alan ise ara yiiz alamidir. Okside glutatyon i¢in baglayici alan, alt
birimin FAD alani ile diger bir alt brimin ara yiiz alaninda meydana gelmektedir.
Reaksiyon iki basamakta gergeklesir (Siegel et al.1998, Patel et al. 1998, Iribarne et al.
2000).

Glutatyon rediiktaz enziminin NADPH substratina afinitesi oldukg¢a fazladir. /n vitro
ortamda NADH diisiik bir afinite ile elektron ve proton vericisi olarak kullanilabilir fakat
NADPH fizyolojik sartlarda aktiviteyi saglayan tek koenzimdir. Glutatyon rediiktazin
katalizledigi tepkime doniisiimliidir. Bu ters yonde ilerlemenin gercklesmesi igin
ortamda belirli bir kosantrasyonda NADP® ve GSH olmalidir. Fizyolojik sartlarda
tepkime tek yonliidiir ve GR bu sekilde hiicre i¢cinde GSH/GSSG oranimnin yiiksek
kalmasini saglar (Douglas 1987, A¢an, 1990).
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GR, nispeten 1s1ya dayanikli bir enzimdir. Enzim i¢in en uygun optimum pH ise 6,5-8,0
arasindadir (Ag¢an, 1990).

Insan eritrost hiicrelerinden GR enzimini elde etmek igin heparinli veya EEDTA’l1 tiipler
kullanilir. Tipler santrifiij edilerek plazma ve lokosit tabakalari birbirinden ayrlr.
Mevcut eritrosit hiicreleri yikama yapilarak temizlenir. Sonrasinda uygun tampon ¢ozelti
veya soguk saf su ile hemoliz edildikten sonra saflastirma basamaklar1 uygulanir

(Worthington ve Rosemayer, 1976).

Farkli dokulardan kromatografi oncesi, sonikasyon, homojenizasyon, osmotik sok,
organik coziiclilerle muamele ve deterjanlarla muamele gibi yontemler uygulanarak

glutatyon rediiktaz enzimi igeren ¢ozeltiler elde edilebilir (Toribio et al.1996).

Glutatyon rediiktaz enzimin kismi saflastirilmasinda kullanilan yontemlerden biri de
amonyum siilfat ¢oktiirmesidir. Insan eritrositlerinde %30-70 arasi konsatrasyon en
doygun aralik olarak belirlenmistir. Uygun bir ekstrat elde edilmesi i¢in ultrasantrifiij
(100.000xg’de) yontemi uygulanmistir. Elde edilen niimuneyi kramatografik kolonlara
tatbik etmek ve konsantre etmek amaciyla aseton ve alkol ile muamele sonrasin da ise

liyofilizasyon yontemleri uygulanabilir (Toribo et al. 1996)

478 amino asitten olusan insan GR enzimi mitokondrial ve sitozolik olmak iizere iki
izoenzimden olusur. Bu izoenzimler tek gen tarafindan sifrelenmektedir. Insan ve fare
GR enzimleri benzerlik gostermekte ve her biri 13 adet ekzon icermektedir. Insan GR
geninin hemen hemen tamaminin yapisi ortaya konmustur (George and Franke 1976;

Tutic et al. 1990; Tamura et al. 1996; Becker et al. 1998; Kelner and Montoya, 2000).

Yapilan bir calismada saglikli hiicrelerde insan GR enziminin ortalama aktivitesi
5,63+0,58 pumol/mg protein iken bu deger tiimorlii hiicrelerde ise 1,07+0,11 umol/mg
protein olarak olgtilmiistiir (Yang et al. 2006).

Glutatyon rediiktaz enziminin katalizledigi tepkimede NADPH siirekli azaldigindan

dolay1 ve ayrica NADPH 340 nm’de maksimum absorbsiyona sahip oldugundan enzim
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aktivitesi NADPH’in azalmasindan faydalanilarak olgiilebilir. Bu tez kapsaminda bu
yontem kullanilmustir. Ikinci bir yontem ise tepkimede olusan GSH miktar1 baz aliarak
yapilan 6l¢iim metodudur. Bu metotta ise 5, 5’-ditiyo-bis-[2-nitrobenzoik asit] (DTNB)
kullanilir ve 412 nm’de spektrofotometrede artan DTNB miktar1 dikkate alinir (Carlberg
and Mannervik 1985; Toribio et al.1996).

Koyun karacigeri GR enzimi ile yapilan bir ¢alismada enzim %18,76 verimle 1850 kat
saflastirllmis ve enzim aktivitesi iizerine gentamisin siilfat, tiyamfenikol, oflaksasin,
levoflaksasin, sefepim ve sefazolin antibiyotiklerinin inhibisyon etkisi arastirilmistir.
Arastirma sonucunda oflaksasin, levoflaksasin, sefepim ve sefazolin antibiyotiklerinin

enzimi yarigmali bir sekilde inhibie ettigi belirlenmistir (Erat ve Ciftci, 2003).

2.1. Cahismanin Amaci

Glutatyon rediiktaz enzimi flavoenzimlerin piridin-niikleotid disiilfit oksidorediiktaz
ailesinin bir iiyesidir ve metabolizmadaki indirgeyici biyosentez olaylarinda kullanilan
NADPH molekiiliiniin varliginda okside glutatyonu, radikal gidermede kullanilan
indirgenmis glutatyona doniisiimiinii saglayan c¢ok oOnemli antioksidan bir enzimdir.
Yaptigimiz litaratiir taramalarinda doktorlar tarafindan siklikla recete edilen askorbik asit,
beloc, tylosin, prednol ve levofloksasin ilaglarinin insan eritrosit glutatyon rediiktaz
enzimi lizerine etkilerinin incelenmedigi tespit edilmistir. Dolayisiyla bu tez kapsaminda
bu ilaglarin yukarida da onemi belirtilen glutatyon rediiktaz enzimi tlizerine etkilerinin

arastirilmasi amaglanmistir.
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Kimyasallar

SDS-PAGE c¢alismalarinda kullanilan protein standartlari, Applied Biological Materials
Inc (Ricmond, BC. Canada), GSSG, CDNB, GSH, EDTA, TEMED, elektroforez
kimyasallari, diger kimyasal ve numuneler Sigma-Aldrich Co. (St. Louis, MO) veya

Merck’den (Darmstadt, Germany) temin edildi.

3.2. Yararlanilan Alet ve Cihazlar

Elektroforez tanki: BIO RAD (dikey)
Sogutmal satrifiij: (HETTICH UNIVERSAL 320 R)
Spektrofotometre: (SHIMADZU/JASCO)
pH metre: (HANNA HI221)

Karistirier (Vorteks): ( IKA MS3 BASIC)
Karistirict (Shaker): Termal N11340
Otomatik pipet: EPPENDORF

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

Peristaltik pompa: (ATTA SJ1220)

Su banyosu: Termal H11960/ Niive
Homojenizator: IKA

Hassas terazi: (PRECISA /DENVER SI34)

Derin dondurucu: (-20)

3.3. Kullanilan Cozeltiler ve Hazirlanmasi

Kullanilan ¢ozeltileri hazirlamak i¢in kullanilan su, deiyonize su ve saf sudur.

Cozeltilerin bir kismindaki su sterilize edilmistir.
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3.3.1. Hemolizatin Hazirlanmasinda Kullanilan Cozeltiler

1. 0,789 g EDTA (2,699 mmol) bir miktar suda ¢oziildii ve daha sonra 0,05 ml B-
merkaptoetanol ilave edildi, pH= 7,0’a ayarlandi ve toplam hacim saf suyla 250 mL’ye

tamamlanda.

3.3.2. Eritrositlerin Yikanmasinda Kullanilan Cozeltiler

1. 11,92 g (0,16 M) KCl alind1 ve hacmi saf su ile 1000 mL’ye tamamlandi.

3.3.3. Aktivite Ol¢ciimiinde Kullanilan Cézeltiler

1. 1 M Tris (pH= 8,0): 12,14 g Tris, 0,186 g (6,36 mM) EDTA ve 0,952 g (100 mM)
MgCI; alinarak 80 mL saf suda ¢o6ziildiikten sonra pH= 8,0’a ayarlandi ve daha sonra
toplam hacim saf su ile 100 mL’ye tamamlandi.

2. 20 mM GSSG Cozeltisi: 0,0618 g GSSG alinarak toplam hacim 5 mL olacak sekilde
saf suda ¢ozildii.

3. 2 mM NADPH Cozeltisi: 8,3 mg NADPH alinarak hacmi saf suyla 5 mL’ye

tamamlandi.

3.3.4. Afinite Kolonunda Kullanilan Cozeltiler

1. Rejenerasyon tamponu 1 (0,1 M Na-asetat, 0,5 M NaCl, pH=4,5) : 4,1 g Na-asetat ve
14,61 g NaCl almip 250 mL suda ¢oziildii, pH= 4,5’e ayarlandiktan sonra toplam hacim
saf su ile 500 mL’ye tamamlandi.

2. Rejenerasyon tamponu 2 (0,1 M Tris/ HCI, 0,5 M NaCl, pH= 8,5) : 6,05 g Tris ve
14,61 g NaCl alinip 250 mL suda ¢oziildii, pH= 8,5’e ayarlandiktan sonra toplam hacim

saf su ile 500 mL’ye tamamlandi.

3. Dengeleme tamponu (50 mM KH,PO,4, 1 mM EDTA, 1mM DTT, pH= 6.0): 1,7 g
KH,PO,, 0,073 g EDTA ve 0,0385 g DTT alinarak 200 ml suda ¢oziildii ve pH=6,0"a

ayarlandiktan sonra saf su ile toplam hacim 250 mL’ye tamamlandi.
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4. Kolonunun yikanmasi i¢in kullanilan 1. tampon: (0,1 M K-asetat, 0,1 M K-fosfat, pH=
7,85) : 1,225 g K-asetat ve 1,7 g K-fosfat karisimi1 100 mL saf suda ¢oziildii ve pH=6,0"a

ayarlandiktan sonra toplam hacim saf su ile 125 mL’ye tamamlanda.

5. Kolonunun yikanmasi igin kullanilan 2. tampon: (0,1 M K-fosfat, 0,1 M KClI,
pH=7,85): 1,7 g K-fosfat ve 1,225 KCI karisiminin hacmi saf su ile 100 mL’de ¢oziildii.

pH’s1 7,85°¢ ayarlandiktan sonra toplam hacim saf su ile 125 mL’ye tamamlandi.

6. Kolonunun yikanmasi i¢in kullanilan 3. tampon: (50 mM KH,PO,;, 1 mM EDTA,
pH=7,85): 0,68 g KH2,PO,4 ve 0,0292 g EDTA alinip hacmi saf su ile 50 mL’de ¢oziildii.

pH’s1 7,85°e ayarlandiktan sonra toplam hacim saf su ile 100 mL’ye tamamlandi.

7. Eliisyonu ig¢in kullanilan tampon (50 mM K-fosfat, 1 mM EDTA, 1 mM GSH ve 0,5
mM NADPH, pH=7,3): 0,34 g K-fosfat, 0,015 g EDTA, 0,0307g GSH ve 0,021 g
NADPH alinip 30 mL suda ¢oziildii ve pH=7,3¢ ayarlandiktan sonra toplam hacim saf

su ile 50 mL’ye tamamlandi.

3.3.5. Elektroforez I¢in Kullamlan Cézeltiler

1. 1 M Tris-HCI (pH= 8,8): 6,055 g Tris alinip 25 mL suda ¢oziildi ve pH =8,8’e

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

2. 1 M Tris-HCI (pH= 6,8): 6,055 g Tris alimip 25 mL suda ¢ozildii ve pH =6,8"¢

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

3. %30 Akrilamid - %0,8 Bisakrilamid ¢ozeltisi: 15 g akrilamid ve 0,4 g bisakrilamid

alinarak toplam hacim saf su ile 50 mL ‘ye tamamlandu.

4. %10’luk amonyum persiilfat ¢ozeltisi:1 g amonyum persiilfat alinarak toplam hacim

saf su ile 10 mL’ye tamamlandi.

5. %10’luk SDS: 2 g SDS alinip hacmi saf su ile 20 mL’ye tamamlanda.
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6. Yiirlitme tamponu: 6,04 g Tris ve 30,04 g glisin alinarak 1000 mL saf suda ¢oziildii.
Daha sonra %10’luk SDS’den 20 mL ilave edildi ve pH=8,3’e ayarlandiktan sonra son

hacim saf su ile 2 L’ye tamamlandi.

7. Numune tamponu: pH= 8.0 olan 1 M Tris-HCI’den 0,5 mL, %10’luk SDS’den 1 mL
aliip tizerine %100’liik gliserinden 1 mL ilave edildi. Daha sonra %0,1’lik bromtimol
mavisinden 1 mL alinarak eklendi ve son hacim saf suyla 10 mL’ye tamamlandi.
Olusturulan bu karisimdan 950 pL alinip tizerine 50 mL B-merkaptoetanol ilave edildi.

Boylece numune tamponu hazirlanmis oldu.

8. Jelde yiiriitiilen proteinlerin sabitlestirilmesi i¢in kullanilan ¢ozelti: 50 mL izopropanol,

10 mL TCA alinip toplam hacim saf su ile 100 mL’ye tamamlandi.

9. Jel boyama ¢ozeltisi: 50 mL metanol, 10 mL asetik asit ve 30 mL su karistirilarak
icerisine 0,1 g Coomassie Brillant Blue R-250 reaktifi eklenip ¢oziildii ve daha sonra

toplam hacim saf su ile 100 mL’ye tamamlandu.

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

ile 100 mL’ye tamamlandi.

3.3.6. Diyaliz i¢in Kullamilan Cozeltiler

1. 10 mM Tris-HCI/1 mM EDTA (pH: 7,5): 1,211 g Tris, 0,29225 g EDTA alinarak 975 mL saf
suda ¢oziildii ve pH 7,5’a ayarlandl ve daha sonra toplam 1000 mL’ye tamamlandi.

3.3.7. Amonyum Siilfat Cokeltisinin Céziinmesi I¢in Kullamlan Tampon:

1. 50 mM potasyum fosfat (pH: 7,5): 0,68 g potasyum fosfsat alinnnnnarak 80 mL saf

suda ¢0ziildii ve pH’1 7,5’e ayarlanarak toplam saf su ile 100 mL’ye tamamlandi.
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3.3.8. Tla¢ ve Kimyasal Maddelerin Stok Cozeltileri:

1. Beloc: 5 mg beloc igeren 5 mL’lik hazir soliisyon belirli oranlarda seyreltilerek
kullanildi.

2. Prednol: 40 mg prednol 2 mL saf suda ¢oziildii ve belirli oranlarda seyreltilerek
kullanildi.

3. Vitamin C: 5 mL’de 0,5 g vitamin C igeren hazir soliisyon belirli oranlarda
seyreltilerek ku