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1. GIRiS
1.1. Enzimler
Biyolojik kataliz 18.yilizyilin sonlarinda mide salgisinin et

sindirimi lizerine ¢alismasi ile kesfedildi. 1800’1lerdeki calismalar ise
bitki 6zleri ve tiikriik nisastanin sekere ¢evrilmesi ile ilerledi. Louis
Pasteur ise 1850’lerde fermentler tarafindan sekerin mayayla alkole
fermentlenmesinin  gergeklestigini  ortaya koydu.  Sonraki
calismalarda Eduard Buchner, sekerin maya Oziitleri tarafindan
alkole donistiirtildiigiinii 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 f{riinler olusturulmadan
hizlanmalarina sebep olurlar. Genel olarak enzimlerin Onemli
ozelliklerinden biri de katalizleme giicii ve spesifik olmalaridir.
Katalitik RNA’nin ufak bir grubu disinda hemen hemen enzimlerin
tamam1 protein yapisindadir (Keha ve Kiifrevioglu 2015). Bu
nedenle enzimin yapisindaki proteinin primer, sekonder, tersiyer ve
kuaterner yapisinin bozulmamasi énemlidir. Bu yap1 korunmazsa;
enzim aktivitesini yerine getiremez ve hiicrede biiyiilk metabolik
problemler ortaya cikar.

Yukarida da belirtildigi gibi enzimlerin bliyiikk ¢ogunlugu
protein yapisindadair ve bundan dolay1 enzimler prteinlerin tiim
ozelliklerine sahiptirler. Biiyiik yapilarindan dolay1r molekiiller
kolodyum zarindan gegemezler. Ist1 ve ortam pH’sma karst

duyarlidirlar ve denatiire olabilirler. 40°C’in  {izerindeki
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sicakliklarda genellikle denatiire olurlar. Ayrica enzimler, 0°C’den
40°C’ye dogru olan sicaklik arttiglarinda reaksiyon hizlarinin 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 iirline doniistiirdiigii substratin
mol sayisina " Turnover Sayis1’’ denir. Bu kavram katalizleme giicti
olarak ifade edilir. Enzimlerin bir kism1 katalizleme olayini kendileri
yapabilir. Bazilarinin ise “’Kofaktdr’” diye adlandirilan gruplara
gereksinimi vardir. Kofaktdr, 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 1siya dayanikli olan maddelerdir. Katalitik olarak aktif
olan enzim kofaktér 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 ¢ikabilmeleri, katalizledikleri
reaksiyon i¢in spesifik olmalari, reaksiyonlarin aktivsyon enerjilerin
diistirmeleri, reaksiyonlarin daha kisa stirede dengeye ulagsmalar1 ve
in vivo ortamda oldugu gibi in vitro ortamda da gorev yapabilmeleri

seklinde siralanabilir.

Giliniimiizde bir¢cok enzim tanimlanmis, ¢ok biiyilik bir kismi
saf halde elde edilip kinetik oOzellikleri incelenmis ve
kristallendirilmistir. Fakat yapilan ¢caligmalar daha tespit edilememis
enzimlerin varligin1 gostermektedir (Keha ve Kiifrevioglu 2015).

Enzimlerin, etkiledikleri ve fiirline c¢evrilen bilesikler

“Substrat” olarak adlandirlir. Enzimlerin bir kismi kendi
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substratlarinin  adinin  sonuna  “—az” son eki getirilerek
isimlendirilirken, bazilar1 da kesfedenlerin verdikleri isimle bilinir.
Ornegin; fosfataz, iireaz, tripsin ve pepsin gibi. Ancak bu isimler
cogunlukla enzimlerin islevleri hakkinda  yeterlibilgi
saglayamadigindan Uluslararasi Biyokimya Birligi (IUB) tarafindan
sistematik bir siniflandirma yapilmistir. Bu simiflandirmada her
enzim icin 4 rakamli enzim kod numarasi atanmistir. 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 siifa 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 reaksiyonlarimi katalizler.

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

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

Bu simiflandirmada 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’s1i, ortamin iyonik

siddeti, ortamda inhibitér veya aktivatorlerin varligi, ortamin
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sicakligi gibi faktorlerden etkilenebilir. Bu durum ¢ogunlukla
enzimin ve dolayisi ile reaksiyonlarin kontrol altinda tutulmas ile
ilgilidir.
1.1.1. Enzim Inhibisyonu

Enzim aktivitesinin bazi bilesikler tarafindan diisiiriilmesi
veya tamamen ortadan kaldirilmasi “inhibisyon” olarak adlandirilir.
Bu olaya neden olan bilesikler “inhibitor” olarak adlandirilir.
Genelde inhibitorler biiyilk olmayan molekiil kiitlesine sahip
bilesikler veya iyonlardir. Bu tip maddeler biyolojik sistemlerde
olumlu ya da olumsuz manada onemli etkilere sahiptirler. Ciinkii
baz1 ilag ve zehirli bilesikler fonksiyonlarini inhibisyon yolu ile
gerceklestirirler. Enzimatik inhibisyon, doniisiimlii ve dontisiimsiiz
olarak iki grupta siniflandirilir. 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, K (enzimin substrata ilgisini gosteren sabit)
sabit kalir. Donilistimlii inhibisyonda ise enzim ile inhibitor
etkilesmesi, bir denge reaksiyonu seklindedir. Enzim inhibitor
kompleksi nisbeten birbirine zayif ¢ekimlerle baglanirlar. Bu
inhibisyon tiirii yarigmali (kompetitif), yarismasiz (nonkompetitif)
ve yar1 yarigsmali (unkompetitif) inhibisyon seklinde {i¢ grupta
incelenir. Yarigmali (kompetitif) inhibisyonda inhibitr yap1 olarak
substrata benzer ve enzimin aktif bdlgesine baglanmak icin
substratla yaris halindedir. Boylece substratin enzimin aktif
bolgesine baglanma oram1 diisliriilmiis olur. Ancak substrat
konsantrasyonunun artirilmst ile inhibisyon etkisi ortadan
kaldirilabilir. Bu inhibisyon tipinde enzimin Vmax degeri
degismezken, Km degeri biiylir. Yine donilisiimlii bir tip olan
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yarigmasiz (nonkompetitif) inhibisyonda inhibitdr ve substrat enzim
molekiiliiniin farkli bolgelerine ayn1 anda baglanabilir. Bu tip
inhibisyonda enzimin turnover sayisi, yani katalitik aktivitesi azalir.
Burada substrat ve inhibitor ayni bdlgeye baglanmadiklarindan
herhangi  bir yarisma s6z konusu degildir.  Substrat
konsantrasyonunun artirilmasi ile enzimin inhibe edilme durumu
degismez. Bu durumda enzimlerin maksimum hiz degerleri
azalirken, Km denge sabitleri degisime ugramaz. Ciinkii yarismali
olmayan inhibisyonlarda enzimlerin substratlari ve kullanilan
inhibitorler li¢ 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 Km degeri kiigiiliir.

Lineer karisik tip inhibisyon adi verilen inhibisyon cesidi
yarismasiz olup doniisiimlii inhibisyon tipleri arasinda yer
almaktadir. Bu ¢esit inhibisyonlarda reaksiyonun denge sabitleri
degismektedir. Bununla beraber bir¢gok multi enzim sistemlerinde
otomatik diizenlenme kapasitesi yaratilmistir ve bu sitemlerde
otomatik inhibisyon meydana gelimektedir. Ornegin seri
tepkimelerin son triinii 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 ii¢ boyutlu yapinin
degismesi sonucu inhibisyon meydana gelir. Bu tip enzimlerin
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aktivitelerin arttiran veya azaltan maddelere “modiilator” denir. Bu

enzim kinetigi Michaelis—Menten kinetiginden farklilik gosterir.

Kinetik caligmalarda inhibisyon denge sabitlerinin (Kj)
belirlenmesinde en ¢ok kullanilan metod Lineweaver—Burk
metodudur (Sekil 1.1). Bu metotta inhibitorlerin derisimleri sabit
tutularak {i¢ farkli inhibitor ve bes farkli substrat konsantrasyonunda
aktiviteler o6l¢iiliir ve daha sonra 1/V-1/[S] grafikleri gizilir. 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. Adlandirilmas: ise y-glutamil-sisteinil- glisin seklinde
yapilmaktadir. Glutatyonun okside ve rediikte olmak tizere 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 gliniimiizde kullanilan ismi vermistir. Glutatyon baslica
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karacigerde sentezlenerek gerekli yerlere gonderilir. Baz1 bakteri ve
amipler hari¢ hemen hemen tiim canli hiicrelerde mevcuttur (Zubay
1988, Agan 1990, Erat, 2002).

"

o] 5 CH O
N\ 4 & 7
@ C—CH—CH,—CH,—C—NH—HC—C——NH—CH,—C
7 | I I A

HO NH, © o OH
L ] 1 | | |
Glutamat Sistein Glisin

Sekil 1.2. Glutatyonun indirgenmis formu (L-y-glutamil-L-Sisteinil-
glisin)
(https://www.researchgate.net/publication/332774758_Current_Devel
opments_in_Antioxidant_Therapies_ for_Spinal_Cord_Injury)
HO ;g “\)OL OH
POy S e

é (@] (@]

8 3 =
N s

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) tanimi ilk
defa 1951 yilinda Uluslararas1 Biyokimya Birligi tarafindan
yapilmistir. Asagidaki reaksiyondan da goriildiigii gibi glutatyon
redilktaz enzimi metabolizmada ve in vitro sartlarda okside
glutatyon (GSSG) ve NADPH varliginda rediikte GSH olusmasina
sebep olur.
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GE
GS5G + NADPH ———— IGSH + NADP

GR enzimi hiicredeki GSH/GSSG oraninin korunmasinda rol
alir. Insan eritrositlerde bu 500/1°dir. Bu dengenin bozulmasi
durumunda eritrosit hiicreleri hemolize ugrayarak ciddi saglk
problemlerinin ortaya ¢ikmasina sebep olur (Taser, 2010). Glutatyon
rediiktaz enziminin normal sartlarda saglikli ¢alismasi durumunda
bu oran siirekli korunarak bu tir saglik problemlerinin ortaya
¢ikmasi 6nlenmis olur (Torinibo, 1996).

Glutatyon rediiktaz enzimi klinik biyokimyada maling tiimor
ve karaciger hastaliklariin tespit edilmesinde, genetik eksikliklerin
tespit edilmesinde ve riboflavin yetersizliginin Sl¢limiinde
kulanilmaktadir. Hiicre icinde 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 ¢ok eslenmemis elektron igceren atomik ya da
molekiiler yapidaki maddelere Serbest Radikal denir. Bu tiir
maddeler eslenmemis elektron bulundurduklarindan reaksiyon
istekleri son derece yliksektir. Bundan dolay1 kendi g¢evrelerinde
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,
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fagositik ve endotelyal hiicrelerdeki otooksidasyon reaksiyonlari,
enzimler ve aragidonik asit metabolizmasi, eksojen kaynaklar ise;
diyet faktorleri, pestisitler, sigara dumani, ilaglar, zararli 1sinlar,
organik ¢oziicliler ve ksenobiyotikler sayilabilir (Aksoy 2002).
Yukarida g¢esitleri 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  bazilar
metabolizmada sentezlenirken bazilarinin da diyetle disaridan
alinmas1 gerekmektedir (Fridovich 1999). Antioksdan olarak gorev
yapan baslica enzimler antioksidan enzimler olarak adlandirilir. En
onemlileri sliperoksit dismutaz, katalaz, peroksidaz, glutatyon S-
transferaz, glutatyon rediiktaz ve siiperoksit rediiktaz enzimleridir.
Enzim yapisinda olmayan antioksidan maddelerinden en 6nemli
olanlar ise AE ve C vitaminleri, proteinler (aloumin, 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 icermektedir. Bu ilag
C vitamini eksikliginin giderilmesinde kullanilir. C vitamini
eksikliginde skorbiit ve preskorbiitik hastaliklar1 meydana gelebilir.
Bu hastaligin belirtileri anemi, hareket kisitliligi, astenia,
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kanamalar, st ve alt ekstremitelerde agri, viicutta sislik, cilt
sorunlari, dig 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 igin
kullanilir. Anti-enflamatuar ve antibiyotik o6zelliklere sahiptir.
Ayrica solunum sistemi ve cilt enfeksiyonlarinin tedavisinde de
kullanilabilir. Tylosin de eritromisin gibi ribozomlarin 50S alt
birimine baglanarak protein tretimini 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 karsi 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 cok alerjik reaksiyon ve
romatizmal hastalikliklarin tedavisinde kullanilir. Ayrica astim, ilag
alerjisi, alerjik rinit, kurdesen, egzema, deri iltihab1 gibi deri
hastaliklari, kas romatizmasi1 ve akut romatizma tedavisinde de
kullanilabilir (Farmalist, 2005).

Beloc: Calismamizda kullanilan ampul formundaki ilag 1
mg/mL derisiminde metoprolol tartarat ihtiva etmektedir. Bu ilag
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kalp damar hastaliklar1, migren, yiiksek tansiyon gibi hastaliklarin
tedavisinde kullanilir (Farmalist, 2005).

Levofloksasin: Bu ¢alismada kullanilan levofloksasin 100
mL'lik inflizyon soliisyonu igeren flakonlarda bulunmaktadir ve 5
mg/mL derisime sahiptir. Akut siniizit, akut bronsit, pndmoni, akut
piyelonefrit, prostatit, Uriner sistem enfeksiyonlar1 ve deri
enfeksiyonlar1 tedavisinde kullanilmaktadir. Genellikle giinde tek
doz olmak tizere 10-14 giin arasinda 500 mg olarak intravendz olarak
uygulanir (Farmalist, 2005).
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2. KAYNAK OZETLERI

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

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

Literatiir kaynaklar1 incelendiginde glutatyon rediiktaz
enziminin farkli kaynaklardan saflagtirildigi, karakterize edildigi ve
amino asit dizilerinin ortaya cikarildigi 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 alanidir. Okside glutatyon igin baglayici alan, alt birimin
FAD alan1 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
olduk¢a fazladir. In vitro ortamda NADH diisiik bir afinite ile
elektron ve proton vericisi olarak kullanilabilir fakat NADPH
fizyolojik sartlarda aktiviteyi saglayan tek koenzimdir. Glutatyon
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rediiktazin katalizledigi tepkime dontigiimliidiir. Bu ters yonde
ilerlemenin gercklesmesi i¢in ortamda belirli bir kosantrasyonda
NADP* ve GSH olmalidir. Fizyolojik sartlarda tepkime tek yonliidiir
ve GR bu sekilde hiicre icinde GSH/GSSG oraninin yiiksek
kalmasini saglar (Douglas 1987, Agan, 1990).

GR, nispeten 1s1ya dayanikli bir enzimdir. Enzim i¢in en uygun
optimum pH ise 6,5-8,0 arasindadir (Agan, 1990).

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

basamaklar1 uygulanir (Worthington ve Rosemayer, 1976).

Farkli  dokulardan kromatografi  Oncesi, sonikasyon,
homojenizasyon, osmotik sok, organik ¢oziiciilerle muamele ve
deterjanlarla muamele gibi yontemler uygulanarak glutatyon
rediiktaz enzimi igeren ¢ozeltiler elde edilebilir (Toribio et al.1996).

Glutatyon rediiktaz enzimin kismi saflagtirilmasinda
kullanilan yontemlerden biri de amonyum siilfat ¢oktlirmesidir.
Insan eritrositlerinde %30-70 aras1 konsatrasyon en doygun aralik
olarak belirlenmigtir. Uygun bir ekstrat elde edilmesi igin
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 tizere iki izoenzimden olusur. Bu izoenzimler tek

gen tarafindan sifrelenmektedir. Insan ve fare GR enzimleri
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benzerlik gdstermekte 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 pmol/mg protein iken bu deger
timorli  hiicrelerde ise 1,07£0,11 pmol/mg protein olarak
ol¢tilmistiir (Yang et al. 2006).

Glutatyon rediiktaz enziminin katalizledigi tepkimede
NADPH siirekli azaldigindan dolay1 ve ayrica NADPH 340 nm’de
maksimum absorbsiyona sahip oldugundan enzim aktivitesi
NADPH’1n azalmasindan faydalanilarak o6l¢iilebilir. Bu calisma
kapsaminda bu ydéntem kullanilmistir. Ikinci bir ydntem ise
tepkimede olusan GSH miktar1 baz alinarak yapilan o6l¢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 saflagtirilmis ve enzim aktivitesi lizerine
gentamisin siilfat, tiyamfenikol, oflaksasin, levoflaksasin, sefepim
ve sefazolin antibiyotiklerinin inhibisyon etkisi arastirilmistir.
Arastirma sonucunda oflaksasin, levoflaksasin, sefepim ve sefazolin
antibiyotiklerinin enzimi yarismali bir sekilde inhibie ettigi
belirlenmistir (Erat ve Ciftci, 2003).

2.1. Calismanin Amaci

Glutatyon rediiktaz enzimi flavoenzimlerin piridin-niikleotid

disiilfit oksidorediiktaz ailesinin bir {liyesidir ve metabolizmadaki
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indirgeyici biyosentez olaylarinda kullanilan NADPH molekiiliiniin
varliginda okside glutatyonu, radikal gidermede kullanilan
indirgenmis glutatyona doniislimiinii  saglayan ¢ok Onemli
antioksidan bir enzimdir. Yaptigimiz litaratiir taramalarinda
doktorlar tarafindan siklikla recete edilen askorbik asit, beloc,
tylosin, prednol ve levofloksasin ilaglarinin insan eritrosit glutatyon
rediiktaz enzimi iizerine etkilerinin incelenmedigi tespit edilmistir.
Dolayisiyla bu ¢alisma kapsaminda bu ilaglarin yukarida da 6nemi
belirtilen glutatyon rediiktaz enzimi {lizerine etkilerinin arastiritlmasi

amaglanmustir.
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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)

Sogutmal1 satrifiij: (HETTICH UNIVERSAL 320 R)
Spektrofotometre: (SHIMADZU/JASCO)

pH metre: (HANNA HI221)

Karistiricr (Vorteks): ( IKA MS3 BASIC) Karistiric: (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 SI134) 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 tamamlandi.

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¢iimiinde Kullamlan 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)

MgCl; alinarak 80 mL saf suda ¢oziildiikten sonra pH= 8,0’a
ayarland1 ve daha sonra toplam hacim saf su ile 100 mL’ye

tamamlanda.

1. 20 mM GSSG Cozeltisi: 0,0618 g GSSG alinarak toplam
hacim 5 mL olacak sekilde saf suda ¢oziildii.

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

3.3.4. Afinite Kolonunda Kullanilan Cézeltiler
1. Rejenerasyon tamponu 1 (0,1 M Na-asetat, 0,5 M NacCl,
pH=4)5) : 4,1 g Na-asetat ve 14,61 g NaCl alinip 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 NacCl,
pH=28.,5) : 6,05 g Tris ve 14,61 g NaCl alinip 250 mL suda
¢oziildii, pH= 8,5’¢ ayarlandiktan sonra toplam hacim saf
su ile 500 mL’ye tamamland.
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Dengeleme tamponu (50 mM KH2PO4, 1 mM EDTA, 1ImM
DTT, pH=6.0): 1,7 g KH2PO4, 0,073 g EDTA ve 0,0385 g
DTT alinarak 200 ml suda ¢oziildi ve pH=6,0’a
ayarlandiktan sonra saf su ile toplam hacim 250 mL’ye

tamamlandi.

. 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 karistmi 100 mL saf suda ¢ozildii ve
pH=6,0"a ayarlandiktan sonra toplam hacim saf su ile 125
mL’ye tamamlandi.

. Kolonunun yikanmasi i¢in kullanilan 2. tampon: (0,1 M
K-fosfat, 0,1 M KCI, pH=7,85): 1,7 g K-fosfat ve 1,225
KCI karisiminin hacmi saf su ile 100 mL’de ¢6ziildii.
pH’s1 7,85°e ayarlandiktan sonra toplam hacim saf su ile
125 mL’ye tamamlanda.

. Kolonunun yikanmasi i¢in kullanilan 3. tampon: (50 mM
KH2PO4, 1 mM EDTA, pH=7,85): 0,68 g KH2PO4 ve
0,0292 g EDTA alinip hacmi saf su ile 50 mL’de ¢6ziildii.
pH’s1 7,85’e ayarlandiktan sonra toplam hacim saf su ile
100 mL’ye tamamlandi.

. Elisyonu i¢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 ¢
NADPH almip 30 mL suda ¢ozildi ve pH=7,3’e

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

3.3.5. Elektroforez icin Kullanilan Cézeltiler

1.

1 M Tris-HCI (pH= 8,8): 6,055 g Tris alinip 25 mL suda
¢oziildii ve pH =8,8’e ayarlandiktan sonra son hacim saf su
ile 50 mL’ye tamamlandi.

1 M Tris-HCI (pH= 6,8): 6,055 g Tris alinip 25 mL suda
¢oziildii ve pH =6,8’e ayarlandiktan sonra son hacim saf su

ile 50 mL’ye tamamlanda.

%30 Akrilamid - 9%0,8 Bisakrilamid c¢ozeltisi: 15 g
akrilamid ve 0,4 g bisakrilamid alinarak toplam hacim saf
su ile 50 mL ‘ye tamamlandi.

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

tamamlandi.

%10’luk SDS: 2 g SDS alinip hacmi saf su ile 20 mL’ye

tamamlandi.

Yiriitme 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.

Numune tamponu: pH=8.0 olan 1 M Tris-HCI’den 0,5 mL,
%10’luk SDS’den 1 mL alinip tizerine %100’lik
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
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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 ¢6ziildii ve daha sonra toplam
hacim saf su ile 100 mL’ye tamamlandi.

10. Jel yikama c¢ozeltisi: 50 mL metanol, 10 mL asetik asit
alinarak toplam hacim saf su ile 100 mL’ye tamamlandi.
3.3.6. Diyaliz i¢in Kullamlan Cézeltiler

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  Coziinmesi Icin
Kullamilan Tampon:

1. 50 mM potasyum fosfat (pH: 7,5): 0,68 g potasyum fosfsat
alimnnnnarak 80 mL saf suda ¢oziildii ve pH’1 7,5’e ayarlanarak
toplam saf su ile 100 mL’ye tamamland.
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3.3.8. ilac 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 ¢oziildi ve belirli
oranlarda seyreltilerek kullanildi.

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

4. Levofloksasin: 5 mg/mL oraninda 100 mL'lik inflizyon
soliisyonu iceren flakonlar kullanildi.

5. Tylosin: 0,05 g alinarak toplam hacim saf su ile 2 mL’ye
tamamlandi.
3.4. GR Enziminin Aktivite Ol¢iimii
GR enzimin aktivitesi, enzimin katalizledigi

GR
GSSG + NADPH — » 2GSH + NADP™ tepkimede

Harcanan NADPH 340 nm’de maksimum absorbans verdiginden
dolay1, harcanan NADPH’1n 340 nm’deki absorbans azalis1 dikkate
almarak hesaplandi (Calberg ve Mannervik 1985). Aktivite
Olctimiinde i¢in kullanilan ¢oézeltiler ve miktarlar1 Tablo 3.2.1°de

gosterildi.
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Tablo 3.2.1. Aktivite élciimiinde kullanilan ¢ozeltiler ve miktarlari

Cozelti Numune (ul) |Kontrol (ul)
6,36 mM EDTA ve 100 mM MgCl, 200 200

iceren | M

Tris, (pH= 8,0)

20 mM GSSG 100 100

2 mM NADPH 100 100

Saf su 595 600

Enzim numunesi 5 -

Enzim iinitesi, EU/mL : AOD/6,22 x V1/Vex S¢ formiiliine
gore hesaplandi. Formiildeki simgeler;

EU: mL’deki enzim iinitesi

AOD : 1 dakikadaki absorbans degisimi

6,22 : 1 mM NADPH’1n olusturdugu absorbans degeri

Vr : Toplam kiivet hacmi

Ve : Enzim numunesinin hacmi Sg : Seyreltme faktorii

3.5. Protein Tayini
3.5.1. Kalitatif Protein Tayini

Calismalarimin ilgili asamalarinda kalitatif protein tayini
proteinlerin yapisinda yaklasik olarak 1/3 oraninda bulunan ve
aromatik 6zelliklere sahip olan triptofan ve tirozin amino asitlerinin
spektrofotometrik olarak 280 nm’de absorbans gdstermeleri esasina
gore tayin edildi (Segel 1968).

3.5.2. Bradford Yontemiyle Protein Tayini

Calismalarim esnasinda kantitatif protein tayini Bradford
metodu dikkate alinarak yapildi. Bu metot proteinlerin negatif ytiklii
Coomassie Brillant Blue G 250 boyas1 ile 595 nm’de absorbans
veren mavi renkli bir kompleksin olusumuna dayanmaktadir. Bu
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metodun hassasiyeti 1-100 pg arasindadir. Kompleksin olusumu
hizlidir ve yaklagik olarak 2 dk i¢inde tamamlanur.

Bu metotla kantitatif protein tayinin yapilabilmesi i¢in standart
grafige ihtiya¢ duyulur. Bu amagla 1 mL’sinde 1 mg standart sigir
alblimin proteini i¢gren ¢ozeltiden deney tiiplerine 10, 20, 30, 40, 50,
60, 70, 80, 90 ve 100 pL ¢o6zelti alinarak hacimleri saf su ile 0,1
mL’ye tamamland1 ve daha sonra iizerine beser mL Coomassie
Brillant Blue G 250 ¢ozetisi ilave dilerek vortekste karistirildi ve 10
dk inkiibasyon siiresinden sonra 595 nm’de absorbanslar dl¢tildii.
Kor olarak 0,1 mL enzim ¢ozeltisi kullanildi. Elde edilen veriler ile
pg protein degerlerine karsi absorbans degerleri bulunarak pg
protein- absorbans grafigi olusturuldu (standart grafik) (Bradford,
1976).

3.6. Insan Kaninin Temini ve Hemolizat Hazirlanmasi.

Deneyde kullanilan insan kani Bingdl Devlet Hastanesi Kan
Bankasindan temin edildi. Alinan kan soguk zincir kuralina gore
laboratuvara getirildi ve hemen kullanildi. Kan numuneleri 2’ser
mL’lik ependorf tiiplerine konarak 2500 rpm’de santrifiij edildi ve
siipenatant atildi. Boylece eritrosit peleti elde edilmis oldu. Elde
edilen eritrosit peletleri hacimlerinin 2 kat1 kadar 0,16 M KCl
cozetisi ile liger defa yikandi. Yikanmuis eritrosit peletleri daha sonra
hacmlerinin 5 kat1 kadar buzlu su ile muamele edilerek hemolizat
elde edildi. Daha sonra elde edilen hemolizat +4 °C’de 23.000 g’de
45 dk santrifiij edilerek hiicre zarlarinin ¢oktiiriilmesi saglandi.
Enzim saflastirilmasi ¢alismalarinda kullanilmak iizere siipernatant
damalikla dikkatli bir sekilde alinarak +4 °C’de muhafaza edildi
(Hunaiti ve Soud, 2000).
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3.7. Amonyum Siilfat Coktiirmesi ve Diyaliz
Elde edilen hemolizatta safsizliklarin azaltilmast ve daha

konsantre enzim numunesinin elde edilebilmesi icin amonyum stilfat
coktiirmesi gercgeklestirildi. Amonyum siilfat tuzu diger notral
tuzlarda da oldugu gibi diisiik derisimde proteinlerin ¢oziintirliigiinii
artirirken (salting in) yiiksek derisimlerde proteinleri ¢evreleyen su
molekiillerine kendilerine baglayarak proteinlerin ¢dkmesine sebep
olurlar (salting out). Amonyum siilfat tuzunun bu o&zelliginden
faydalanilarak hemolizatta %30-70 arasinda ¢oktlirme yapilarak GR
enzim molekiillerinin ¢ogunun ¢6kmesi saglandi (Erat, 2002).
Amonyum stilfat ¢oktiirmesi yapilirken karisima eklenen amonyum
stilfat miktarlar, gram (NH4)2SO4 = 1,77 X V X(S2-S1) / 3,54- S,
formiiliinde hesaplandi. Bu formiilde;

V: Enzim ¢dzeltisinin hacmi,
Si1: ’in kesri olarak amonyum siilfat doygunlugu

S2: 1’in kesri olarak istenen amonyum siilfat doygunlugunu
simgelemektedir.

Amonyum stilfat c¢oktlirmesi yapilirken numuneler tiipler
alindiktan sonra her defasinda 13.500 g’de +4 °C’de 15 dk santrifiij
islemi yapilarak ¢oktiirme islemi gerceklestirildi. Her bir
numunenin hem siipernatantinda hem de ¢okeltisinde enzim

aktivitesi tayin edilerek sonuglar kayit altina alindi.

Daha sonra enzimi igeren ¢Okelti minimum K-fosfat
tamponunda (50 mM, pH: 7,5) ¢oziildii. Elde edilen enzim ¢ozeltisi
diyaliz torbasina konarak 2 saat siire ile +4 °C’de 10 mM K-fosfat +
1 mM EDTA (pH: 7,5) tamponuna kars1 2 defa degistirilmek sureti
ile diyaliz islemi gerceklestirildi (Smith, 1988).
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3.8. Enziminin Afinite Kromotografisi ile Saflagtiriimasi

Amonyum siilfat ¢oktlirmesi sonucu kismen saflastirilmis olan
enzim numunesinden GR enziminin tam olarak saflastirilmasi i¢in
2', 5'-ADP sepharose 4B afinite jeli kullanildi. Bu amagla oncelikle
10 mL’lik kolon yatak hacmi i¢in 2 g kuru 2', 5'-ADP sepharose 4B
jeli tartilarak uygun bir behere konuldu. Daha sonra bu jel saf su ile
birka¢ defa yikanarak boya gibi safsizliklar elimine edildi ve bu
islemle beraber jel de sismis oldu. Daha sonra su trompu kullanilarak
jeldeki hava uzaklastirildi. Boylece je hazir hale getirildi.
Hazirlanmis olan bu jel 50 mM KH2POs + 1 mM EDTA + 1mM
DTT (pH: 6,0) tamponu i¢inde siispanse edildi. Siispanse edilen jel
daha once hazirlanmis olan 1x10 cm ebatlarindaki kapali sistem
olusturucu ve 50 mM KH2PO4 + 1 mM EDTA + 1mM DTT (pH:
6,0) tamponunu iceren sogutmali kolona pipet yardimiyla tatbik
edilerek kolona paketlendi. Kolondan daha sonra yeterli miktarda
dengeleme tamponu (50 mM KH2PO4, 1 mM EDTA, 1mM DTT,
pH: 6.0) ve yikama tamponu (0,1 M K-asetat, 0,1 M K-fosfat, pH=
6,0) gegirilerek kolonun dengelenmesi saglandi. Kolonun
dengelenmis oldugu eliiatin ve dengeleme tamponunun 280 nm’deki
absorbanslarinin karsilagtirilmasi sonucu tespit edildi. Daha sonra
dengelenmis olan kolona diyalize tabi tutulmus olan enzim
numunesi pipet vasitasiyla kolonun cidarlarina kii¢iik miktarlarda
tatbik edildi (Danner et al. 1977, Boggaram et al. 1979, Carlbeg and
mannervik 1981). Enzim numunesinin tatbikinden sonra kolon
sirastyla 25’ser mL 0,1 M K-asetat/0,1 M K-fosfat (pH: 7,85), 0,1
M K-fosfat/0,1 M KCI (pH=7,85) ve 50 mM KH2PO4/1 mM
EDTA (pH: 7.85) tamponlar ile yikandi. Yikama isleminin
tamamlandig1 son yikama tamponunun absorbans degerinin kore esit

ya da yakin (0,05 civarinda) olmasi durumundan anlagildi. Yikama
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isleminden sonra kolona tutunmus olan GR enzimi eliisyon tamponu
ile (50 MM KH2POs + 1 mM EDTA, 1ImM GSH ve 0,5 mM
NADPH, pH 7,3) eliie edildi. Eliisyonlar 1,5 mL’lik tiiplere alind1
ve aktivite degerleri spektrofotometrik olarak tespit edildi. Aktif
fraksiyonlar birlestirilerek kinetik calismalarda kullanilmak {izere
porsiyonlara boliinerek derin dondurucuda inkiibe edildi.

3.9. SDS-Poliakrilamid Jel Elektroforezi (SDS-PAGE) ile
Enzim Safliginin Kontrolii

Enzim safliginin kontrol edilebilmesi i¢in Laemmli metoduna
gore SDS-Poliakrilamid Jel Elektroforezi yapildi (Laemmli 1970).
Bu is i¢in elektroforezde kullanilan 6zel cam plakalar dnce saf su ve
daha sonra alkol ile yikanarak temizlendi. Camlardan biri aralik
olusturucu bariyer icerdiginden iki cam arasinda bir aralik olusmus
oldu. Camlar daha sonra elektroforez aletinin sizdirmay1 6nleyen bir
stinger bulunduran jel dokme aparatina yerlestirildi. Bu arada taze
hazirlanmis olan %8’lik ayirma jeli (1 M Tris-HCI (pH: 8,8) den 5
mL, %30 Akrilamid-%0,8 Bisakrilamid ¢o6zeltisinden 4,4 mL,
%]10’luk amonyum persiilfat ¢ozeltisinden 0,1 mL , %10’luk
SDS’den 0,2 mL, %5°lik TEMED’den 0,1 mL ve saf sudan 3,13 mL
karistirilarak elde edilir) pipet vasitasiyla istte 2-3 cm kalincaya
kadar cam plakarin arasindaki bosluga dolduruldu ve hava kabarcigi
olusmasinin Onlenmesi icin jelin {izerine pipet ile bir miktar
izopropanol eklendi ve jel donduktan sonra iistteki propanol
dokiildii. Sonrasinda yine taze hazirlanmis %3’lik yigma jeli (1 M
Tris-HCI (pH: 6,8)’den 0,44 mL, %30 Akrilamid-%0,8 Bisakrilamid
cozeltisinden 0,8 mL, %10’luk amonyum persiilfat ¢ozeltisinden
0,03 mL, %10’luk SDS’den 0,03 mL,
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%5’lik TEMED’den 0,03 mL ve saf sudan 2,45 mL
karigtirilarak elde edildi) listte bos birakilan 2-3 cm’lik kisma pipet
yardimiyla hava kabarcigi kalmayacak sekilde eklendi. Ustteki
heniiz donmamis olan yigma jelinin i¢ine numune tatbik edilecek
olan kuyularin olusmasi i¢in tarak yerlestirildi. Jelin donmasindan
hemen sonra tarak dikkatlice ¢ikarilarak kuyular hazir hale getirildi.
Yigma ve ayirma jelleri boylece hazirlanmis oldu. Sonrasinda bu
jellerin bulundugu cam plakalar ilgili aparattan ¢ikarilarak
elektroforez tankina yerlestirildi. Elektroforez tankinin alt ve iist
kisimlart yiiriitme tamponu (boliim 3.1.3.4’de hazirlanis1 anlatildi)
ile dolduruldu. Daha sonra enzim 6rneginden 100 puL alindi ve her
iizerine bolim 3.1.3.4’de hazirlanist anlatilan 100 pL numune
tamponu ve 100 pL gliserol eklenip 10 dk kaynar su banyosunda
inkiibe edildi. Boylece denature olmus proteinler elektrofoez
tankinda yiirimeye hazir hale geldi. Bu karisimdan ortalama olarak
20 pg protein icerecek sekilde hazirlanmis enzim Ornekleri ve
standart protein numunesi kuyulara tatbik edildi. Tank kapagi
kapatilarak 6rnekler once 80 voltta 20 dakika boyunca yiiriitiildi.
Daha sonra akim 120 volt’a ¢ikartilarak numunelerin yaklasik olarak
iki saat boyunca yiiriitiildii mavi boyanin jelin alt kismima gelmesi
sonrast yiirlitme iglemi durduruldu. Yiiriitme islemi bitince akim
kesilerek, jel plakalar arasindan dikkatlice ¢ikartildi ve bolim
3.1.3.4°de ¢ozeltilerinin hazirlanis1 anlatilan sabitlestirme, boyama
ve yikama islemleri yapildi. SDS-PAGE jeli sabitlestirme
¢ozeltisinde yaklasik olarak 30 dakika bekletildikten sonra boyama
cozeltisinde 3 saat boyunca boyandi, boyanmis olan jel yikama
cozeltisine alinarak rengi agilip, protein bantlar1 belirginlesene kadar
(yaklasik 1 saat) yikandi. Daha sonra jelin fotografi ¢ekildi ve +4
°c’de muhafaza edildi.
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3.10. Kinetik Calismalar

Kinetik caligmalarda enzim aktivitesi iizerine beloc, prednol,
tylosin, levoflaksasin ve C vitamini maddelerinin etkileri ararstirildi.
Calismalarda oncelikle s6z konusu bilesikler i¢cin 6n denemeler
yapildi. Daha sonra uygun bu maddelerden derisimlerde enzimin
bulundugu ortama katilarak aktivite Olctimleri gerceklestirildi.
Aktivite dl¢timleri sonucu elde edilen aktivite degerleri ve illgili
derisimler kullanilarak % Aktivite-[Ila¢] grafikleri ¢izildi ve bu
grafiklerin yardimiyla her bir ilag i¢in ICso degerleri bulundu. Daha
sonra C vitamini i¢in 5 farkli substrat ve 3 sabit inhibitor
konsantrasyonunda Lineweaver-Burk grafigi ¢izilerek Kisabiti tespit
hesaplandi (Lineweaver and Burk 1934).

--37--



4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1. Amonyum Siilfat Coktiirmesine Ait Sonug¢lar

Amonyum siilfat ¢oktiirmesi, bolim 3.4'de anlatildig: sekilde
gergeklestirildi ve elde edilen sonuglar Tablo 4.1 ve Sekil 4.1°de
verildi.

Tablo 4.1. Amonyum siilfat ¢oktiirme sonuglar

% Amonyum Siilfat Siipernatant (EU/mL) Cokelti (EU/mL)
0-30 0,069 0,025
30-70 0,005 0,117
0,14 E Sipernatant El Cokelek
0,12
=
£ 0,1
=
2D 0,08
)
E 006
2
k]
< 0,04
0,02
|
n
0-30 30-70
Amonyum Siilfat Doygunlugu

Sekil 4.1. Insan eritrosit GR enziminin amonyum siilfat ¢coktiirmesi
sonuclari
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4.2. Kantitatif Protein Tayini Sonuglari

y =0,003x + 0,7291
R>=0,9391
1,1
€
1
; °
© 0,9 o
o °
g
S 0,8
o
80,7 ¢
<
0,6
0 20 40 60 80 100 120
pg protein

Sekil 4.2. Kantitatif protein tayini i¢in hazirlanan standart grafik

Calismanin her asamasinda yapilmasi gereken kantitatif
protein tayini Bradford yontemi ile belirlendi. Bolim 3.2.b'de
aciklandigr sekilde standart grafik hazirlandi ve Sekil 4.2°de
gosterildi.  Saflastirma  asamalarinda elde edilen enzim
numunelerindeki kantitatif protein tayini bu standart ¢izelgeye gore
hesaplanda.

4.3.2', 5" -ADP Sepharose-4B Afinite Kromatografisinin
Eliisyon Sonuclari
Amonyum siilfat ¢oktiirmesi sonucu elde edilen enzim
numunesinden GR enziminin tam olarak saflastirilmasi amacryla
numune 2', 5' -ADP Sepharose-4B afinite kromatografisi kolonuna
tatbik edildi. Daha sonra Boliim 3.5°te acgiklandigr sekilde enzim
elisyonu gerceklestirildi. Eliiatlarda ayr1 ayri aktivite Olglim
yapilarak sonuclar Sekil 4.3'te gdsterildi.
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Sekil 4.3. Insan eritrosit GR enziminin afinite kolonundan eliisyonu

4.4. Saflastirma Calismalarimin Sonuclan

Bu c¢alismada insan eritrositlerinden glutatyon rediiktaz
enzimi, hemojenat hazirlanmasi amonyum siilfat ¢oktiirmesi ve
glutatyon agaroz afinite kromatografisi sonrast 0,539 EU/mg
spesifik aktivitesine sahip enzim, %53,73 verimle 34,77 Kkat
saflastirildi. Saflastirma kademelerine ait sonuglar Tablo 4.4'de
gosterildi.
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Tablo 4.2. Saflastirma sonuglart

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

Tiirii Hacim [(EU/mL) |(mg/mL)|Protein |Aktivite [ Aktivite [Verim | Katsayis:
(mL) (mg) | (EU) |(EU/mg.p)

Homojenat | 24 0,117 7,536 180,872 2,808 | 0,0155 |100,0 1,0

Amonyum | 0182 6,606 | 66,06 | 1,820 | 00275 [64,80 1,77

siilfat

Afinite 3 0,503 0,933 2,799 | 1,509 0,539 |53,73 34,77

45. SDS-PAGE Yontemi ile GR Enziminin Saflik Kontrolii

Sonuclan

2',5'-ADP Sepharose-4B afinite kromatografisi ile elde edilen
enzimin safliginin kontrolii amaciyla boliim 3.6'da anlatildig: sekilde
SDS-PAGE gergeklestirildi ve elde edilen jelin fotografi ¢ekilerek
Sekil 4.4'te verildi.

Sekil 4.4. SDS-PAGE fotografi (1. kuyu: Standart proteinler (29

- 175 kDa), 2. kuyu: afinite kolonundan elde edilen GR enzimi).




4.6. Kinetik Calismalarin Sonuglari

Bolim 3.7°de anlatildigi gibi beloc, prednol, tylosin,
levoflaksasin ve C vitamini ilaglar igin kinetik ¢aligmalar yapildi.
Yapilan bu calismalarda beloc (3,5-4500 uM araliginda) ve
prednolun (5-53,55 mM araliginda) enzim aktivitesi {izerine
herhangi bir etki yapmadig1 tespit edildi. Tylosin ve levoflaksasin
ilaglar1 enzimi aktive ederken C vitamininin enzimi inhibe ettigi
gozlendi. Bolim 3.7°da anlatildig: gibi tylosin, levoflaksasin ve C
vitamini i¢in Tablo 4.3, Tablo 4.4 ve Tablo 4.5’de gosterildigi gibi
en az 5 farkli konsantrasyon kullanilarak %Aktivite-[Ilac] grafikleri
cizildi (Sekil 4.5, Sekil 4.6 ve Sekil 4.7). C vitamini igin ¢izilen
grafik yardimiyla ICsp degeri 115,5 mM olarak bulundu. Daha sonra
C vitamini i¢in Tablo 4.6’de gosterildigi gibi 5 farkli substrat ve 3
sabit inhibitdér konsantrasyonunda Lineweaver- Burk grafigi
cizilerek (Sekil 4.8) K sabiti 243,143 mM olarak hesaplandi. ICsg
degerleri ve K sabiti Tablo 4.6’de gosterildi.

Tablo 4.3. Tylosin ile yapilan kinetik ¢alismalarda kullanilan
¢ozeltiler ve inhibitor konsantrasyonlart

Saf |KH,PO, | GSSG NADPH [Enzim Tylosin Toplam Kiivetteki
Su 0,1M) |(20mM) (2 mM) |hacmi (uL) hacim (pL) tylosin
(uL) pH=8 (uL) (uL) (uL) konsant.

(nM)
500 [200 100 100 100 - 1000 -
495 200 100 100 100 5 1000 1,172
485 200 100 100 100 15 1000 3,517
455 200 100 100 100 45 1000 10,552
450 (200 100 100 100 50 1000 11,725
420 (200 100 100 100 30 1000 18,760
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Tablo 4.4. Levoflaksasin ile yapilan kinetik ¢calismalarda kullanilan

¢ozeltiler ve inhibitor konsantrasyonlart

Saf |KH,PO, | GSSG NADPH [Enzim Levoflaksasin| Toplam Kiivetteki
Su 0,1M) |(20mM) (2 mM) |hacmi (nL) hacim (pL) | levoflaksasin
(uL) pH=8 (uL) (uL) (uL) konsant.
(uM)
550 200 100 100 50 - 1000 -
540 200 100 100 50 10 1000 138
537 200 100 100 50 13 1000 179,4
535 200 100 100 50 15 1000 207
530 200 100 100 50 20 1000 276
420 200 100 100 50 30 1000 414
Tablo 4.5. Vitamin C ile yapilan kinetik ¢alismalarda kullanilan
¢ozeltiler ve inhibitor konsantrasyonlart
Saf |KH,PO, |GSSG NADPH [Enzim \Vitamin Toplam Kiivetteki
Su  |(0,1M) (20mM) (2mM)  |hacmi C (uL) hacim (pL) [Vitamin
(ML) |pH=8  |(uL) (uL) (nL)
Ckonsant.
(mM)
580 [200 100 100 20 - 1000 -
570 [200 100 100 20 10 1000 5,6
480 [200 100 100 20 100 1000 56
380 [200 100 100 20 200 1000 112
280 [200 100 100 20 300 1000 168
180 [200 100 100 20 400 1000 224

--43--




Tablo 4.6. Vitamin C icin Ki sabitinin belirlenmesinde kullanilan
¢ozelti miktarlari ve inhibitér konsantrasyonlart

Saf |KH,PO, |[Substrat [NADPH |Enzim [Kiivetteki [Toplam |Kiivetteki [Kiivetteki
Su  |0,1 M) |(GSSG) |2mM) |hacmi [inhibitér |hacim  [substrat inhibitor
(nL) |pH=8 (20 mM) |(nL) (uL) hacmi (uL) (GSSG) kons.
hacmi (nL) kons. (mM)
(nL) (mM)
670 200 10 100 20 - 1000 (0,2 -
655 [200 25 100 20 - 1000 [0,5 -
630 [200 50 100 20 - 1000 (1 -
580 [200 100 100 20 - 1000 2 -
530 200 150 100 20 - 1000 3 -
570 200 10 100 20 100 1000 (0,2 56
555 200 25 100 20 100 1000 0,5 56
530 [200 50 100 20 100 1000 (1 56
480 (200 100 100 20 100 1000 2 56
430 (200 150 100 20 100 1000 3 56
370 [200 10 100 20 300 1000 0,2 168
355 200 25 100 20 300 1000 (0,5 168
330 200 50 100 20 300 1000 [1 168
280 [200 100 100 20 300 1000 2 168
230 200 150 100 20 300 1000 3 168
270 200 10 100 20 400 1000 (0,2 224
255 [200 25 100 20 400 1000 [0,5 224
230 200 50 100 20 400 1000 [1 224
180 200 100 100 20 400 1000 2 224
130 200 150 100 20 400 1000 3 224
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Tablo 4.7. Vitamin C igin elde edilen ICso degeri ve Ki sabiti

flac 1Cso [1] (mM) Ki (mM) OrtalamaKi  Inhibisyon
(i) (mM) tiri
Vitamin | 1155 [11]= 56 mM Kii: 224,89
C [12]= 168 mM Kio: 304,90 243,143454,95 | Yarismasiz
[18]=224mM  Kis: 199,64
y = 10000278
200 R2=10,8701
160
°
120 °
2
=
= 80
N
AN
0 5 10 15 20

[Tylosin] uM

Sekil 4.5. Tylosin ilacinin GR enzimi iizerine etkisi
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Sekil 4.6. Levoflaksasin ilacinin GR enzimi iizerine etkisi
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Sekil 4.7. Vitamin C ilacinin GR enzimi tizerine etkisi

@ Kontrol

@ 11]=56mM
i [12]= 168 mM
0[3]=224mM y=0,7141x+6,1132
40 ¢ Rroposn

y=0,5045x-+4,4786
R2=0,9429
y=0,4315x+3,6093
R2=0,9623
y=0,3113x+2,89
R?=0,9198
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Sekil 4.8. Vitamin C igin 5 farkli substrat ve 3 sabit inhibitor
konsantrasyonunda ¢izilen Lineweaver-Burk grafigi

5. SONUCLAR VE ONERILER

Glutatyon rediiktaz enzimi (GR; EC: 1.8.1.4) bir flavo
enzimdir ve NADPH varliginda GSSG’nin GSH’a indirgenmesini
katalizler (Staal and Veagel 1969). Bu indirgenme olayinda biiyiik
bir rol oynayan NADPH ise pentoz fosfat yolunun oksidatif
reaksiyonlarinda gorev alan glukoz 6-fosfat dehidrogenaz (G6PD)
ve 6-fosfoglukonat dehidrogenaz (6PGD) enzimlerinin gorev yaptigi
reaksiyonlar sonucunda elde edilmektdir ( Ciftci vd. 2000).

Glutatyon rediiktaz enziminin katalizledigi bu 6nemli reaksiyon:

GSSG + NADPH + H"  ————> 2GSH + NADP" seklinde
gosterilir.
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Antioksidan bir enzim olarak bilinen glutatyon rediiktaz
yukarida verilen reaksiyondan da goriildiigii gibi GSH iiretimine
sebep olmaktadir. Uretilen bu GSH’in metabolizmada birgok
detoksifikasyon olaymnda gorev aldigi bilinmektedir. Ornegin;
eritrositlerde hemoglobindeki demir iyonunun Fe*? seklinde

korunmasi i¢in GSH zorunludur.

Kirmiz1 kan hiicrelerinde GSH/GSSG oran1 yaklasik olarak
500°diir. Bu oranin diismesi durumunda demir iyonu Fe*? seklinde
tutulamayacagindan dolay1 alyuvarlarin daha ¢cok hemolize maruz
kaldiklar tespit edilmistir. Kullanilan ilaglarin ve ksenobiyotiklerin
G6PD, 6PGD ve GR enzimlerini inhibe etmesi durumunda NADPH
ve GSH’1n miktarlar1 azalacagindan dolay eritrositlerin etkilenmesi
ve hemolizi s6z konusu olur (Keha ve Kiifrevioglu 2015).

GSH (indirgenmis glutatyon) metabolizmada enzimatik
yapida olmayan bir molekiil olarak gorev alir (Saez et al.1990). GSH
antioksidan bir molekiil olmakla beraber reaktif oksijen tiirlerinin
H202’ye doniistiiriilesi, diger peroksitlerin giderilmesi, siilthidril
gruplarinin indirgenmis halde korunmasi, viicuda giren ilag ve
kimyasallardan kalan ve atilimi zor olan ksenobiyotiklerin
detoksifikasyonu reaksiyonlarinda da substrat olarak gore alir
(Knapen at al.1990).

Yukarida anlatilan metabolik olaylardan da anlasildigi gibi
antioksidan metabolizmada son derece Onemli olan glutatyon
rediiktaz enzimi fen bilimlerinin her alaninda ¢alisan bilim insanlari
tarafindan  6nemsenmis ve calistlmistir.  Ornegin;  insan
eritrositlerinden (Martingten and Rosemeyer 1979), domuz
eritrositlerinden (Boggaram et al. 1979), dana karacigerinden
(Calberg and Mannervik 1981), buzagi karacigerinden (Le Trang et
al. 1983), koyun beyninden (A¢an and Tezcan 1989), birgok

--48--



bakteriden (Jiyang et al. 1995), ¢ok sayida bitkiden (Halliwell and
Foyer 1978, Belawski and Joy 1986, Mahan and Burke 1987,
Madamanchi et al. 1992, Lamotte et al. 2000) saflastirilarak
biyokimyasal 6zellikleri incelenmistir. Saflastirilan enzimin amino
asit dizilimi ve aktif kisimlar1 belirlenmistir (Douglas 1987, Krauth-
Siegel et al. 1998). Ayrica insan, fare ve bazi bakteri hiicrelerinden
GR cDNA’lar elde edilmis ve bazi molekiiler ¢alismalar yapilmistir
(Jiang et al. 1995).

Insan eritrosit GR enziminin yapist ile ilgili yapilan
caligmalarda enzimin genelde homodimer oldugu ve her alt birimin
478 adet aminoasitten olustugu ve alt birimler arasinda disiilfid bag:
olusturan aminoasidin 90. sirada bulunan sistein aminoasidi oldugu
belirlenmistir. Enzimin aktif merkezindeki aminoasitlerin tespiti
caligmalarinda yapilan ¢aligmalar sonucu arginin, tirozin, ve histidin
aminoasitlerinin bulundugu tespit edilmistir (Douglas 1987).

Degisik kaynaklardan elde edilen glutatyon rediiktaz enzimleri
ile yapilan kinetik caligmalarda bir¢ok ilag ve kimyasal
kullanilmistir.  Genellikle arsenik igeren bilesiklerin enzim
inhibisyonuna sebep oldugu da goriilmiistiir (Styblo and Thomas
1995, McCallum and Barett 1995, Styblo et al. 1997).

Ayrica FErat tarafindan yapilan doktora tez c¢aligmasinda
sefotaksim sodyum, sefodizim disodyum ve metronidazolun gibi
antibiyotiklerin insan ve sigir eritrosit GR enzimini inhibe ettigi
bulunmustur (Erat 2002).

Amonyum Siilfat Coktiirmesi

2', 5" ADP sepharose 4B afinite kromotografisi kolonuna
yiiklenecek enzim ¢ozeltisinde enzim molekiillerinin
konsantrasyonunun yiiksekligi saflastirmanin verimliligi agisindan
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son derece onemlidir. Bundan dolay1 afinite kolonuna yiiklenecek
karistmdan  safsizliklarin ~ giderilmesi i¢in amonyum stilfat
coktiirmesi yapildi. Bilindigi gibi ¢ok degerlikli elektrolitler olan
proteinler yiiksek tuz konsantrasyonunda su molekiillerini
kaybederler ve ¢okerler (salting-out). Oncelikle %0 - %30 amonyum
stilfat doygunluk araliginda ¢oktiirme islemi uygulanmis ¢okelekte
aktivite kontrolii yapilarak aktivitenin diisiik oldugu tespit edilmistir.
Daha sonra %30-70 araliginda ¢oktiirme yapilmistir (Erat 2002).

Elde edilen bu ¢oktiirme aralig literatiirdeki diger calismalarla
paralellik gostermektedir. Ornegin; koyun beyni GR enzimi igin
bulunan ¢oktiirme araligi %35-55, bildircin karacigeri i¢in %0-60
olarak bulunmustur (A¢an and Tezcan 1989).

Kantitatif Protein Tayini

Calismanin her asamasinda yapilan kantitatif protein tayini
Bradford yontemi kullanilarak yapildi. Bu yontemin esasi
Coomassie Brillant Blue G-250 boyasinin proteinlerle kompleks
olusturmasi esasina dayanir. Negatif yiiklii Coomassie Brillant Blue
G-250 boyast, ortamda bulunan pozitif yiikli protein molakiillerine
baglanarak bir kompleks olusturur. Coomassie Brillant Blue G-250
boyas1 kirmizi renkte iken Amax= 465 nm dalga boyunda ve mavi
renkte iken ise Amax= 595 nm dalga boyunda iki farkli yapida
bulunur. Bu boyanin proteinlerle olan tepkimesi sonucu kirmizi renk
mavi renge doniigiir. Ortamda bulunan protein molekiilleri bu boya
ile ¢ok hizli bir sekilde kompleks bir yapt olusturma kabiliyetine
sahiptirler. Bu islemler sonucunda olusan protein-boya kompleksi
595 nm’de maksimum absorbans gosterdiginden dolay1
spektrofotometrede kantitatif protein tayini 595 nm’de yapildi. Bu

yontemin hassaiyet sinirlar1 1-100 mg araliginda oldugundan islem
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cok hassas ve saglikli bir sekilde yapilabilmektedir. Bu amagla
oncelikle 1 mL’sinde 1 mg BSA igeren ¢ozeltiden tiiplere 10, 20, 30
,40, 50, 60, 70, 80, 90, 100 puL konuldu. Daha sonra saf su ile tiim
tiiplerin hacmi 0,1 mL’ye tamamland1 ve her bir tiipiin i¢ine 5 mL
renklendirme reaktifi ilave edilip vorteks ile karigtirildi ve 10 dk
inkiibe edildi. Daha sonra her bir tiiplin absorbansi 595 nm’de
Olciildii. Elde edilen verilerle standart grafik ¢izildi (Sekil 4.2) ve bu
standart grafik yardimiyla tiim asamalardaki kantitatif protein tayini
gergeklestirildi (Bradford, 1976).

2',5' -ADP Sepharose-4B Afinite Kromatografisinden Eliisyon

Sekil 4.3’ten goriindiigli gibi amonyum siilfat ¢oktiirmesi
sonucu elde edilen numunenin 2', 5-ADP Sepharose-4B afinite
kromatografisine tatbik edilerek enzimin eliisyonu gergeklestirildi
ve eliiatlar 0,5’ser mL’lik 20 adet tiipte topland1. Sekilde goriindigi
gibi enzim aktivitesinin ¢ok diisiik oldugu tiipler 1., 2., 3., 10., 11,,
12., 13, 14., 15,, 16., 17., 18., 19. ve 20. tiiplerdir. Dolayisiyla bu
tiiplerdeki numuneler isleme alinmadi. Ancak 4., 5., 6., 7., 8. ve 9.
tipler enzim aktivitesinin yliksek oldugu tiipler tespit edildi. Daha
sonra bu tiipler kinetik ve SDS- PAGE c¢alismalarinda kullanilmak
tizere -20 °C’de inkiibe edildi.

Saflastirma Sonug¢lar:

2', 5 -ADP Sepharose-4B afinite kromatografisi ile
saflagtirllan GR enziminin spesifik aktivitesi, % verimi ve
saflastirma katsayisinin heaplanmasi1 igin saflagtirma tablosu
cizilerek Tablo 4.1’de gosterildi. Tablo 4.1’den goriindiigli gibi
0,539 EU/mg.protein spesifik aktivitesine sahip olan GR enzimi %
53,73 verimle 34,77 kat saflagtirllmistir. Afinite kromatografisi
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enzim ya da protein saflastirma calismalarinda bilim insanlari
tarafindan siklikla kullanilmaktadir. Ciinkii afinite kromatografisi
iyon degisim kromatorafisi, ansorbsiyon kromatografisi vb.
kromatografi c¢esitlerine gore kisa zamanda biiylik bir verimle
saflastirmaya izin verdiginden arastirmacilar i¢in biiyiik bir avantaj
saglamaktadir. Ayrica kulanilan kimyasal madde ve malzeme daha
az olacagindan ekonomik avantaj da saglamaktadir. Bu avantajlarin
yani sira saflagtirma siiresinin diger metotlara gére ¢cok daha az
olmasi enzimin aktifligini muhafaza etmesi bakimindan da
onemlidir. Bu avantajlar dikkate alinarak bu ¢alismda 2', 5' -ADP
Sepharose-4B afinite kromatografisi kullanildi. Bu jel genellikle
NADPH/NADP" molekiiliinii substrat olarak kullanan enzimleri geri
doniisiimlii olarak baglamaktadir. Glutatyon rediiktaz enzimi de
NADPH moliikiiliinii substrat olarak kullandigindan dolay1 bu jele
ilgisi vardir ve bircok calismada bu jel kullanilarak enzim
saflastirilmistir. Yapilan literatiir arastirmasinda bir bosluk var ¢ok
bilim insaninin bu jeli kullanak NADPH bagimli bazi enzimleri
saflagtirarak karakterize ettikleri goriinmektedir.

Ornegin Erat (2002) bu metotla 46,875 EU/mg.protein spesifik
aktivitesine sahip insan ve 75,301 EU/mg.protein spesifik
aktivitesine sahip sigir eritrosit GR enzimleri sirasi ile %28 verimle
4817,5 kat ve %12,86 verimle 31375,5 kat saflagtirmistir. Yine
Sarkat Salim (2017) yaptig1 tez calismasinda bu metotla 22,75
EU/mg.protein spesifik aktivitesine sahip bildircin karacigeri GR
enzimini %13,6 verimle 142,18 kat saflastirmistir. Ilaveten Isik
(2023) Isik ve Soydan, 2023 olmal1 arkdaki kaynakcaya gore iskorpit
balig1 karaciger dokusu GR enzimini 10,479 EU/mg protein spesifik
aktivitesine sahip GR enzimini %28,3 verimle 25,9 kat saflasmistir.
Goriildugii gibi bu ¢alisma kapsaminda elde edilen spesifik aktivite
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yapilan bu ¢alismalarla kiyaslandiginda diistik bir degere sahiptir.
Ancak elde edilen % verim ve saflagtirma katsayisi bu ¢alismalarda
elde edilen degerlere yakindir.

SDS-PAGE ile Enzim Safliginin Kontrolii

Saflastirilan GR enziminin saflik derecesi SDS-PAGE ile
belirlendi. Sekil 4.4’ten goriindiigli gibi birinci kuyuda molekiil
kiitleleri bosluk koy 29 ile 175 kDa arasinda degisen 8 adet standart
protein bantlar1 ve ikinci kuyuda afinite kromatografisi sonucu elde
edilen saf GR enziminin bandi bulunmaktadir. Sekilden de
goriindiigii gibi saf enzimin yiiklendigi kuyuda tek bant elde
edilmistir. Elde edilen bu tek bant enzimin tam olarak saflagtirilmig
oldugunu ve molekiil kiitlesinin yaklasik olarak 58 kDa civarinda
oldugunu géstermektedir. Bu molekiil kiitlesi literatiir ile tam olarak

uygunluk gostermektedir.

Kinetik Calismalar

Bu calisma kapsaminda ¢okc¢a recgete edilen beloc, prednol,
tylosin, levoflaksasin ve C vitamini ilaglarinin insan eritrosit GR
enzim aktivitesi lizerine etkilerinin belirlenmesi igin kinetik
caligmalar yapildi. Yapilan bu kinetik ¢alismalarda beloc 3,5-4500
uM, prednol 5-53,55 mM, tylosin 1,172-18,76 uM, levoflaksasin
138-414 pM ve C vitamini 5,6-224 mM kiivet konsantrasonlarinda
calisildi (Tablo 4.5, 4.6, 4.7). Bu konsantrasyon araliklari ilgili dalga
boyunda spektrofotometrenin hasassiyet sinirlari iginde oldugundan
dolay1 tercih edildi. Yapilan kinetik calismalar sonucunda beloc ve
prednol s6z konusu derisim araliklarinda enzim aktivitesi lizerinde
herhangi bir aktivasyon ya da inhibisyon etkisi gostermedikleri tespit
edildi.

--53--



Tylosin ve levoflaksasin ilaglarimin ise ilgili derisim
aralilarinda enzimi aktive ettikleri tarafimizdan tespit edildi (Tablo
4.3 ve 4.4, Sekil 4.5 ve 4.6). olacakSekil 4.5’den olacak goriindiigii
gibi kontrol aktivitesi (ilagsiz) 100 iken tylosin 1,172 pM’da
aktiviteyi 113,9’a; 10,552 uM’da 130,2’ye; 18,76 uM’da 165’e
cikarmaktadir. Bu sonuclara gore 18,76 uM’lik tylosin aktiviteyi
100°den 165°e cikarmustir. Sekil 4.6’da nolacak goriindiigii gibi
kontrol aktivitesi (ilagsiz) 100 iken levoflaksasin 138 uM’da
aktiviteyi 120,8’e; 207 uM’da 189,5%¢; 414 uM’da 241,6’ya
cikarmaktadir. Bu sonuglara gore 414 pM’lik levoflaksasin
aktiviteyi 100’den 241,6’ya cikarmistir. Dolayisiyla tylosin ve

levoflaksasin enzimi 6nemli dercede aktive etmistir denilebilir.

Tablo 4.5 ve Sekil 4.7°den olacak goriindiigii gibi C vitamini
kontrol aktivitesi (ilagsiz) 100 iken ¢ vitamini 5,6 mM’da aktiviteyi
95’e; 112 mM’da 60’a; 224 mM’da 18,9’a dislrmiistiir. Bu
sonuglara gore 224 mM’lik ¢ vitamini aktiviteyi 100’den 18,9’ya
indirmistir. Bilindigi gibi biyokimya ve ilgili bilim sahalarinda
inhibisyon dereceleri 1Cso degeri ve K; sabitleri ile ifade
edilmektedir. Dolayisiyla Sekil 4.3 grafiginde elde edilen grafik
denklemi yardimiyla toplam aktivitenin yarisinin inhibisyonuna
sebep olan inhibitor konsantrasyonu (ICso degeri) 115,5 mM olarak
hesaplanmistir. Ayrica ¢ vitamini i¢in Kj sabitinin bulunmasina
yonelik calismalarda ICsp degerinin bulundugu konsantrasyon
araliklar1 dikkate alinanarak 3 sabit inhibitor ve 5 farkli substrat
konsantarsyonunda Lineweaver-Burk grafigi c¢izilerek (Sekil
4.8)olacak c vitamini i¢in K sabiti 243,143+54,95 mM olarak
bulundu ve ayrica inhibisyonun yarigsmasiz oldugu da grafikten
anlasildi. Dolayisiyla ¢ vitamini i¢in yapilan kinetik caligmalarda
elde edilen 1Cso degeri ve K sabiti dikkate alindiginda C vitamininin
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eritrosit GR enzimi i¢in 6nemli bir inhibitérii oldugu ve enzimi
inhibe ederken enzimin aktif boélgesi disindaki bir bolgeye
baglandig1 (yarismasiz) tarafimizdan tespit edilmistir.

Literatiire bakildiginda GR enzimi ile ilgili bircok bilimsel
calismanin yapildigi goriilmektedir. Ornegin; s6z konusu enzim
iskorpit balig1 solunga¢ dokusundan saflagtirilip enzim aktivitesi
tizerine Ni*?, Zn*? ve Cd*? katyonlarmmn etkisi arastirilmis ve bu
katyonlarin enzimi inhibe ettigi bulunmustur (Isik ve Soydan 2023).
Yapilan bagka bir ¢aligmada koyun dalak dokusu GR enzimi {izerine
diklofenak sodyumun etkisi arastirilmis ve enzimi inhibe ettigi tespit
edilmistir (Coban, 2022). Diger bir arastirmada sdz konusu enzim
insan eritrositlerinden saflastirilmis ve enzim aktivitesi {izerine
sefotaksim sodyum ilacinin etkisi arastirillmis ve sefotaksim
sodyumun enzimi inhibe ettigi ortaya konmustur (Erat, 2001).
Ayrica Coban ve arkadaslari insan eritrosit GR enzimi iizerine Cd*?,
Pb*2, Hg*?, Fe*3, Cu' ve AI™® katyonlarmin etkisini arastirarak
tamaminin enzim {izerinde inhibisyon etkisine sahip olduklarim
bulmuslardir (Coban, 2007). Sentiirk ve arkadaslar1 tarafindan
yapilan baska bir calismada bazi salisik asit tlirevlerinin insan
eritrosit GR enzimi {izerine etkileri arastirilmis ve bu tiirevlerin
enzimi inhibe ettigi goriilmiistiir (Sentilirk, 2007). Coban ve Ciftci
tarafindan sunulan tam metin bildiride MgCl,, CaCl,, NaCl ve
CH3COONHg4 bilesiklerinin koyun dalak dokusu GR enzimini inhibe
ettikleri tespit edilmistir (Coban et al. 2022).
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