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ÖZET 

Doktora Tezi 

 

KEÇİ (Capra aegagrus hircus) BÖBREĞİNDEN ALDOZ REDÜKTAZ VE 

SORBİTOL DEHİDROGENAZ ENZİMLERİNİN SAFLAŞTIRILMASI, 

KARAKTERİZASYONU İLE BAZI İLAÇ VE METALLERİN ENZİM  

AKTİVİTELERİ ÜZERİNE ETKİLERİNİN İNCELENMESİ 

 

Mahinur KIRICI 

 

Atatürk Üniversitesi 

Fen Bilimleri Enstitüsü 

Kimya Anabilim Dalı 

Biyokimya Bilim Dalı 

 

Danışman: Prof. Dr. Şükrü BEYDEMİR 

 

Hiperglisemi durumunda aktif olabilen poliol yolağı enzimleri Aldoz redüktaz (AR) 

(Alditol: NADP
+
 1- oksidoredüktaz, E.C. 1.1.1.21) ve Sorbitol dehidrogenaz (SDH) (L-

İditol: NAD
+
 oksidoredüktaz, EC 1.1.1.14) keçi (Capra aegagrus hircus) böbreğinden 

saflaştrıldı, karakterize edildi, bazı ilaç ve metallerin enzim aktiviteleri üzerine etkileri 

incelendi. AR enziminin saflaştırması; homojenat hazırlanması, amonyum sülfat 

çöktürmesi, DEAE-Sephadex iyon değişim kromatografisi, Sephadex G-100 jel 

filtrasyon kromatografisi ve 2', 5'-ADP Sepharose 4B afinite kromatografisi olmak 

üzere 5 basamakta gerçekleştirildi. SDH enziminin saflaştırma işlemi ise homojenatın 

hazırlanması, amonyum sülfat çöktürmesi, DEAE-Sephadex iyon değişim 

kromatografisi ve CM-Selüloz C-50 iyon değişim kromatografisi olmak üzere 4 

basamakta gerçekleştirildi. AR enzimi 2,73 EÜ/mg protein spesifik aktivite ile %0,14 

verimle, yaklaşık 35 kat saflaştırıldı. SDH enzimi ise 19,6 EÜ/mg protein spesifik 

aktivite ile %0,05 verimle, yaklaşık 124,05 kat saflaştırıldı. Enzimlerin saflık 

kontrollerini yapmak ve alt birim molekül kütlelerini tespit etmek için SDS-

poliakrilamid jel elektroforezi yapıldı. Her iki enzimin optimum pH, optimum iyonik 

şiddet, optimum sıcaklık, stabil pH’ları belirlendi. AR ve SDH enzimlerinin alt 

birimlerinin mol kütleleri ise SDS-PAGE ile sırasıyla 47 kDa ve 48,11 kDa olarak 

bulundu. Ayrıca iki enziminde substratları için KM ve Vmax değerleri belirlendi. Daha 

sonra keçi (Capra aegagrus hircus) böbrek AR enzimi ve SDH enzimi aktivitesi 

üzerine bazı ilaç ve metallerin inhibisyon etkileri incelendi. İnhibisyon gösteren ilaç ve 

metaller için Lineweaver-Burk grafikleri yardımıyla Ki sabitleri ve inhibisyon tipleri 

tespit edildi. 

2014, 174 sayfa  

Anahtar Kelimeler: Aldoz redüktaz, sorbitol dehidrogenaz, keçi böbreği, ilaç, metal, 

inhibisyon 
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ABSTRACT 
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PURIFICATION, CHARACTERIZATION OF ALDOSE REDUCTASE AND 

SORBITOL DEHYDROGENASE ENZYMES FROM GOAT (Capra aegagrus 

hircus) KIDNEY AND INVESTIGATION OF SOME DRUGS’AND METALS 

EFFECTS ON ENZYMES ACTIVITY 

 

 Mahinur KIRICI 

 

Atatürk University 

Graduate School of Natural and Applied sciences 

Deparment of Chemistry 

Branch of Biochemistry 

 

Supervisior: Prof. Dr. Şükrü BEYDEMİR 
 

In case of the polyol pathway hyperglycemia can be active enzymes; Aldose reductase 

(Alditol: NADP
+
 1- oxidoreductase, E.C. 1.1.1.21) and sorbitol dehydrogenase (L-

iditol: NAD
+
 oxidoreductase, EC. 1.1.1.14). The both enzyme were purified from goat 

(Capra aegagrus hircus) kidney, characterized and effects of some drugs and metals on 

these enzymes activities were investigated. The purification of AR consists of five 

steps; They were preparation of homogenate, ammonium sulphate precipitation, DEAE-

Sephadex ion exchange chromatography, Sephadex G-100 gel filtration 

chromatography and 2',5'-ADP Sepharose 4B affinity chromatography. The four steps 

of purification of SDH are preparation of homogenate, ammonium sulphate 

precipitation, DEAE-Sephadex ion exchange chromatography and CM-Cellulose C-50 

ion exchange chromatography. AR enzyme was obtained having a specific activity of 

2.73 EU/mg proteins with a yield of 0.14% and approximately 35 fold. SDH enzyme 

was obtained having a specific activity of 19.6 EU/mg proteins with a yield of 

0.05%and approximately 124.05 fold. SDS-PAGE was carried out to check the purity of 

both enzymes and to determine molecular weight of subunits. Optimal pH, optimal 

ionic strength, optimal temperature and stable pH were determined for both enzymes. 

The molecular weight of subunits determined by SDS-PAGE were calculated as; 47 

kDa and 48,11 kDa respectively. Besides, KM and Vmax values for each substrates of two 

enzymes were calculated. Then the effects of some antibiotics and metas on goat (Capra 

aegagrus hircus) kidney AR and SDH activities were examined. For drugs and metals 

that exhibit inhibitory effect, Ki constants were calculated and inhibition types were 

determined by using Lineweaver-Burk curves. 

2014, 174 pages 

Keywords: Aldose reductase, sorbitol dehydrogenase, goat kidney, drug, inhibition 
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1. GİRİŞ 

1.1. Diabetes Mellitus 

M.S. 2. yüzyılda Diabetes adı ilk kez Aretheaus tarafıdan Kapadokya’da kullanılmıştır. 

Yunancadan gelen Diabetes Mellitus, akıp giden anlamındaki dia+betes ve bal gibi tatlı 

anlamındaki Mellitus kelimelerinden türemiştir. Aretheaus, Diabetes adını çok fazla 

idrar yapan ve aşırı kilo kaybına uğrayan bireyleri sifonlu fıçıya benzettiği için 

kullanmış ve bu hastalara klinik tanı koymuştur. M.S. 5-6. yüzyıllarda Susruta ve diğer 

Hintli hekimler hasta kişilerin idrarlarının tatlı olduğunu ve bundan dolayı sineklerin, 

karıncaların ve diğer haşeratların idrara üşüştüğünü belirtmişler ve bu hastalığın iki 

tipinin olduğunu saptamışlardır. Bunlardan birinde, hastalar zayıf, genç ve genç yaşta 

öldükleri, diğerinde ise hastaların yaşlı ve şişman oldukları belirtilmiştir. Hastalığın 

M.S. 5-6. yüzyıllarındaki sınıflandırılmasının günümüzdeki Tip 1 ve Tip 2 diyabet 

sınıflandırılmasına benzemektedir (Başkal 2005). 

Yaşadığımız yüzyılda, diabetes mellitus ve onun gibi benzer risk faktörlerini taşıyan 

bulaşıcı olmayan, kronik hastalıklar önemli bir sağlık problemi oluşturmaktadır. 

Gelişmiş ve gelişmekte olan ülkelerin tümünde yaşam biçimindeki hızlı değişimle 

beraber özellikle tip 2 diyabetli hasta oranları hızla artmaktadır (Zimmet et al. 2001). 

2009 yılının sonu itibarıyla bütün dünyadaki diyabetli hasta nüfusu 285 milyon iken bu 

sayının 2030 yılına ulaştığımızda dünya diyabet nüfusunun 438 milyona ulaşması 

öngörülmektedir (IDF 2009). Bu artışın başlıca sebepleri nüfus artışı, yaşlanma ile 

kentleşmenin getirdiği yaşam biçimindeki değişim sonucu fiziksel inaktivitedeki ve 

obezitedeki artıştır (Sekikawa et al. 1997). 

Diabetes mellitus çoğu ülkede ölüme sebep olan hastalıklar içerisinde beşinci sırada yer 

almaktadır (Wild et al. 2004; IDF 2006). 
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Diabetes mellitus, genellikle çevresel etkenlerin ve kalıtımsal birleşimi ile oluşan 

metabolik bir bozukluk olup, glukozun hücre içine alınmasında rol alan insülinin 

sekresyonunda, etki mekanizmasında yada her ikisinde birden ortaya çıkan eksiklik 

sonucu karbohidrat, yağ ve protein metabolizmalarında görülmekte olan bozukluklar 

olarak tanımlanmaktadır. Bununla beraber DM, kronik hiperglisemi ile karakterize, 

çeşitli etiyolojik nedenlerle oluşan metabolik bir hastalıktır. Bu kronik hastalığın tüm 

organ ve sistemleri etkileyen, akut ve kronik komplikasyonları vardır. Bu 

komplikasyonlardan açlık hipoglisemisi veya postprandial hiperglisemi sorumludur. 

Kronik hiperglisemi, özellikle göz, böbrek, sinir, kalp ve kan damarları gibi çeşitli 

organlarda uzun dönemde hasarlanma, fonksiyon bozukluğu ve yetmezlik ile ilişkilidir 

(Arslan et al. 2003; Diabetes Care 2003; Anonymous 2003). 

Vücuttaki kan glukozunun regülasyonu çok sayıda kimyasal madde ve hormonun 

karmaşık etkileşmesi ile sağlanır (Rother 2007). Hücreler, enerjilerinin büyük bir 

kısmını glukozdan sağlar. Glukozun hücrelere girişi farklı yollarla olmaktadır. 

Hücrelerde granül halinde depo edilen insülin hormonu glukozun hücrelere girişinde en 

önemli etmendir. Glukoz oranının kanda yükselmesi ile kanda belirli oranda olan 

insülin hormonu artarak glukozun hücre içine girişini sağlar. Sağlıklı insanlarda kan 

glukozu uzun süre yüksek kalabilir, ancak 140 mg/dL üstüne çıkmaz (Anonymous 

2003). 

Diyabetes mellitusun akut ve kronik komplikasyonları aşağıda sınıflandırılmıştır 

(Arslan et al. 2003). 

A) Akut (metabolik) komplikasyonlar: 

-Diyabetik ketoasidoz 

-Hiperosmolor non-ketotik koma 

-Laktik asidoz koması 

-Hipoglisemi koması 
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B) Kronik (dejeneratif) komplikasyonlar: 

1) Makrovasküler komplikasyonlar: 

- Kardiyovasküler hastalıklar 

- Serebrovasküler hastalıklar 

- Periferik damar hastalığı 

2) Mikrovasküler komplikasyonlar: 

- Diyabetik nefropati 

- Diyabetik retinopati 

- Diyabetik nöropati (Arslan et al. 2003). 

Diyabet, kronik metabolik bir bozukluk olduğu gibi aynı zamanda da artmış bir 

oksidatif stres durumudur. Diyabette artmış serbest radikaller lipidler, proteinler ve 

nükleik asitlerle etkileşerek membran bütünlüğünün kaybına, proteinlerde yapısal veya 

fonksiyonel değişikliklere ve genetik mutasyonlara yol açmaktadır. Organizma bu 

zararlı radikallerin etkisiyle başa çıkabilmek için bazı enzimatik ve non enzimatik 

antioksidan defans sistemlerine sahiptir (Memişoğulları 2005). 

“Amerikan Diyabet Birliği” (American Diabetes Association, ADA) ve “Dünya Sağlık 

Örgütü” (World Health Organization, WHO) tarafından aşırı susama (polidipsi), aşırı 

idrara çıkma (poliüri), aşırı yeme (polifaji), glukozüri, ketonüri, açıklanamayan kilo 

kaybı ve kan-glukoz değerini diyabetin başlıca belirtileri olarak vurgulanmıştır 

(Anonymous 1999). Buna göre tokluk kan şekeri seviyesinin 200 mg/dl ve üzerinde 

olması, ya da en az sekiz saatlik açlıktan sonra plazma glukoz oranının 126 mg/dl ve 

üzerinde olması, diyabet tanısı için yeterli görülmüştür (Engelgau 2004; Anonymous 

2004a; Clee and Attie 2007). Bunun yanında, açlık kan glukoz oranı 100 mg/dl 

altındaysa veya şeker yüklemesinden sonraki 2. saatte ölçülen kan glukoz oranı 140 

mg/dl altında bulunan bireylerin normal kan glukoz oranlarına sahip oldukları 

belirtilmiştir (Anonymous 2003). 
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Diyabet hastalarının tedavisinde gerek oral antidiyabetiklerin düzenli kullanımı gerekse 

insülin kullanımı, hastaların yaşam sürelerini arttırmış olup bunun yanı sıra diyabet 

hastalarının ömür sürelerinin artmasına bağlı olarak oluşan kronik komplikasyonlar 

diyabetin çok önemli mortalite ve morbilite sebepleri arasındadır (Ertekin 2006). 

1.1.1. Diabetes mellitusun sınıflandırılması 

Amerikan Diyabet Birliği (ADA) raporuna göre, diyabetin etiyolojik sınıflandırılması 

aşağıdaki çizelgede yer almaktadır (Çizelge 2.2) (Anonymous 2005). 

Çizelge 1.1. Diabetes mellitusun etiyolojik sınıflandırılması (Anonymous 2005) 

I. Tip-1 diabetes mellitus 

1. İmmun nedenli 

2. İdiyopatik 

II. Tip-2 diabetes mellitus 

1. Periferik insülin direnci ön planda 

2. İnsülin sekresyon yetmezliği ön planda 

III. Gestasyonel diabetes mellitus 

IV. Diğer spesifik tipler 

A. β-hücre fonksiyonunun genetik 

defektleri 

1. Kromozom 20, HNF- 4α (MODY1) 

2. Kromozom 7, glukokinaz (MODY2) 

3. Kromozom 12, HNF- 1α (MODY3) ve 

diğerleri 

B. İnsülin fonksiyonunda genetik defektler 

1. Tip A insülin direnci 

2. Leprechaunism 

3. Rabson- Mendenhall sendromu ve 

diğerleri 

C. Ekzokrin pankreas hastalıkları 

1. Pankreatitler 

2. Travmal pankreatektomi 

3. Neoplazitler ve diğerleri 

D. Endokrinopatiler 

1. Akromegali 

3. Glukogonoma ve diğerleri 

E. İlaç ve kimyasal sebepler 

1. Vakor 

2. Pentamidin 

3. Nikotinik asit ve diğerleri 

F. Enfeksiyonlar 

1. Konjenital rubella 

2. Sitomegalovirus enfeksiyonu ve 

diğerleri 

G. Otoimmun diyabetin nadir formları 

1. Anti- insülin reseptör antikorları 

2. Stiff- man sendromu ve diğerleri 

H. Diğer genetik hastalıklar 

1. Down sendromu 

2. Klinifelter sendromu ve diğerleri 
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1997 yılında Amerikan Diyabet Birliği tarafından ve 1999 yılında Dünya Sağlık Örgütü 

tarafından tarafından bilimsel araştırmalara dayanarak diyabetin patofizyolojik 

özellikler zemininde Tip 1, Tip 2, diğer gestasyonel diyabet ve spesifik tipler olmak 

üzere 4 sınıfa ayrıldığı yayınlanmıştır (Diabetes Care 1997; WHO 1999). 

Diyabet vakalarının büyük çoğunluğu iki geniş etiyopatogenetik kategoriye ayrılır (1). 

Tip 1 diyabetin dahil olduğu birinci kategoride, mutlak insülin eksikliği ile sonuçlanan 

pankreas beta-hücrelerinin otoimmün aracılı yıkımı iken, tip 2 diyabetin dahil olduğu, 

çok daha yaygın olan diğer kategoride ise insülin direnci ve insülinin kompansatuar 

sekretuvar yanıtındaki yetersizliğin bir kombinasyonudur (Zimmet et al. 2001; 

Anonymous 2012). 

Tip 1 diyabet mutlak insülin eksikliğine yol açan pankreas beta hücre yıkımı ile 

karakterize olup, insülin vücutta olmadığı için yaşamı sürdürmek ve ketozisten 

korunmak için dışarıdan insülin desteğine ihtiyaç duyar. Bu nedenle diyabetin bu formu 

için insüline bağımlı diyabet tabiri kullanılmıştır. Her yaşta ortaya çıkabilmekle birlikte 

sıklıkla 30 yaş altında görülür. Tip 1 diyabetli hastalarda insülin eksikliği günlük 

enjeksiyonlarla telafi edilmektedir. Tip 1 diyabet, bu hastalığa genetik yatkınlığı olan 

kişilerde genellikle enfeksiyon, stres veya travma gibi bir olay sonrasında 

tetiklenmektedir. Diyabetli tüm bireylerin %5-10’unu oluşturmaktadır. Etyolojisi tam 

bilinmemekle birlikte genetik (%10) ve çevresel faktörlerin ortak etkisi ile 

gelişmektedir. Hastalık genellikle küçük yaş grupları ve gençlerde daha sık ortaya 

çıkması nedeniyle insüline bağımlı diyabet (IDDM) veya gençlik diyabet “Juvenil 

diyabet” olarak da tarif edilmiştir. Tip 1 DM de uzun dönemde görülen mikrovasküler 

komplikasyonları nefropati, retinopati ve nöropati oluşturmaktadır (Atkinson and 

Maclaren 1994; Yılmaz 2006; Anonymous, 2006; Diabetes Care 2007; Sperling 2008). 

Tip 1 DM da tanı sırasında hastalar sürekli açlık hissi, kilo kaybı,  ağız kuruluğu, çok su 

içme, sık idrara çıkma, bulanık görme, halsizlik ve yorgunluk gibi şikayetlerden 

yakınmaktadırlar. Hastalardaki bu yakınmalar genellikle teşhisin son birkaç gün ya da 

birkaç haftası içinde ortaya çıkmaktadır. Diyabetin bu tipi son yıllara kadar yalnızca 
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çocuklarda görülmekte iken günümüzde ise yetişkin yaşlarda da görülmeye başlamıştır. 

Bu tip diyabet olgularının yarısı 15 yaşın üzerinde ortaya çıkmaktadır. Erişkinlerde 

(genellikle 25 yaşından sonra) görülen tip 1 diyabet formu “LADA” (latent autoimmune 

diabetes in adult) olarak adlandırılmaktadır (Anonim 2011). 

Tip 2 DM hücreler üzerindeki etki bozukluğu (insülin direnci) ve insülin sekresyon 

bozukluğu (insülin yetmezliği) ile karakterize bir hastalıktır. Patogenezinde insülin 

salınımının azalması, karaciğerde glukoz yapımının artması, insüline karşı direnç 

oluşması ve yağ metabolizmasının bozulması rol oynar. Tip 2 DM diyabetli bireylerin 

%90’ını oluşturmaktadır. Daha önceden insüline bağımlı olmayan diyabet ya da erişkin 

diyabeti olarak isimlendirilirken, çocuklarda epidemik obezite ve inaktivite artışı 

göstermesinden dolayı tip 2 diabetes mellitus olarak değiştirilmiştir ve bu hastalık çok 

erken yaşlarda ortaya çıkmaya başlamıştır. Tip 2 diyabetli hastalarda tedaviye başlangıç 

olarak insülin direncini kıran oral anti-diyabetik ilaçlarla başlanır, istenen sonuca 

ulaşılamazsa insülin tedavisi uygulanır (Reaven et al. 1976; Olefsky et al. 1982; 

Anonymous 2006). 

Bu tip diyabet çoğunlukla obezite ve fiziksel inaktiviteye bağlı olarak görülmektedir. 

Hastalığa genetik olarak yatkın olan insanlarda yaşam tarzı ile tetiklenen insülin direnci 

ve zamanla azalan insülin sekresyonu görülmektedir (IDF 2003). 

Tip 2 DM hastalarda tanı tip 1 diyabetli hastalara benzemekle birlikte daha hafif 

gerçekleşmektedir. Bundan dolayı hastalık gerçek başlangıçtan yıllar sonra (ortalama 5 

yıl sonra) fark edilir, bazen oluşan komplikasyonları sebebiyle tanı konabilir. Genellikle 

tip 2 diyabet 40 yaşından sonra ortaya çıkar ve yaşlanmayla beraber görülme sıklığı 

artar. Son yıllarda çocukluk çağında obezitenin artmasıyla beraber çocuk ve adolesan 

çağda da tip 2 diyabet görülmektedir. Gelişmiş ülkelerde 15 yaş altında görülen diyabet 

vakalarının yarısına yakınının tip 2 diyabetli hastalar olduğu bildirilmektedir (Anonim 

2011). 
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Hastalığın erken dönemlerinde, kompanzasyon mekanizmasının devreye girmesi ile 

pankreas β hücrelerinden insülin salınımı artar. Bu evrede glukoz toleransı normale 

yakındır. Hastalığın sonraki dönemlerinde ise insüline karşı direnç gelişir ve pankreas 

hücreleri yetersiz kalır. Nihai olarak, insülin salınımı azalırken karaciğerde glukoz 

yapımı artmaya devam eder. Sonuçta açlık kan şekeri artar ve aşikar diyabet meydana 

gelir (Anonymous 2006). 

Diyabetik Nöropati 

Nöropati somatik ve otonom sinirleri etkileyen, diyabetik hastalarda çok sık rastlanan 

diyabetin kronik komplikasyonlarından birisi olup sadece DM zemininde gelişen bir 

hastalık olarak tanımlanmıştır (Ertekin 2006; Ropper and Brown 2006). Marchal De 

Calvi 1864 yılında diyabet sonucu periferik nöropatinin oluşabileceğini belirtmiştir 

(Thomas and Tomlinson 1993). Diyabetik nöropati otonomik ve somatik sinirlerde 

görülmektedir. Diyabetik nöropati omurilik ve merkezi sinir sistemini de etkilemektedir 

(Wessels 2006; Roubicek et al. 2009). Sinir kan akımını azaltan hiperglisemi endonöral 

hipoksi oluşturmakta ve oksitatif stresle sinir hücreleri ve membranlarında yıkıma sebep 

olmaktadır (Anonymous 1988; Ropper and Brown 2006). Diyabetlilerin %50-70’inde 

diyabetik nöropati gelişir. En sık görülen belirtiler ayaklarda (ve bazen ellerde) uyuşma, 

yanma, karıncalanma, ağrı ve güçsüzlüktür (WHO 1999). 

Amerikan Diyabet Kontrol ve Komplikasyonları Çalışması’nda, nöropati oluşumunun, 

diyabetin süresi, yaş, cinsiyet ve boy uzunluğu ile bağlantılı olduğu bulunmuştur (ileri 

komplikasyonları olan bireyler hariç) (DCCT 1988). Nöropati gelişimi 15-59 yaş arası 

DM’li hastaların %10’unda görülmektedir (Chase 1989; Güler et al. 1997). Bu 

hastalığın ileri evrelerinde duyu yitimi, el ve ayaklarda titremeler ve artan ağrılar 

gözlenmektedir (Boulton 1997; Boulton et al. 2005). 

Yasuda ve arkadaşları diyabetik nöropatinin patogenezinde, aldoz redüktaz enzimi 

aktivitesinin hiperglisemiye bağlı artışı, protein glikasyonu ve oksidatif stres olduğunu 

belirtmişlerdir (Yasuda et al. 2003). 
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Diyabetik Nefropati 

Glomerülar filtrasyonun azalmasıyla beraber gelişen proteinüri (mikroalbuminüri) ile 

karakterize bir komplikasyondur (Mogensen et al. 1983). Hastalık küçük kan 

damarlarının hasarı nedeniyle oluşur. Tip 1 diyabet hastalarında proteinürisi olanların 

olmayanlara göre 40 kat, tip 2 diyabet hastalarında ise 4 kat artan bir ölüm riskine sahip 

olduğu belirlenmiştir (Borch-Johnsen et al. 1985). Tip 1 diyabetlilerde diyabetik 

nefropati görülme oranı %30-40 iken, tip 2 diyabetlilerde bu oran %5 olarak tespit 

edilmiştir (Little et al. 2002; Güner 2005). Diyabetli hastalarda ölüm oranının 

%10’undan diyabete bağlı böbrek yetmezliği sorumludur (Humphrey et al. 1989; 

Forsblom et al. 1998). DNP’li hastaların %50-60’ını tip 2 diabetes mellituslu hastalarda 

diyabet tanısı konduğu anda bulunmaktadır. Diyabetik nefropati tip 1 diyabetik 

hastaların yaklaşık %30-40’ında tanıdan ortalama 20 yıl sonra ortaya çıkmaktadır. Çoğu 

ülkede son dönem böbrek yetmezliğine (SDBY) yol açan en önemli neden diyabetik 

nefropatidir ve diyaliz uygulanan hastaların büyük bir bölümünü diyabetliler 

oluşturmaktadır (Mogensen 1998; Parving 2001; Ramuzzi et al. 2002). ABD’de son 

dönem böbrek yetmezliğinin hastalarının %40’ını diyabetli hastalar oluştururken 

Türkiye’de ise böbrek yetmezliği nedenleri arasında %25’lik oranla ilk sırayı 

tutmaktadır (Powers 2005). 

Mikroalbuminüri olgusu; Diyabet süresi, yaş, glisemi oranı, diğer kardiyovasküler risk 

faktörlerinin bulunması (Hipertansiyon, sigara, hiperlipidemi ve erkek cinsiyet), etnik 

köken, böbrek hastalıkları, genetik hipertansiyon ve kardiyovasküler hastalığın 

varlığıyla alakalı olarak artar. 

Diyabetik Retinopati 

Diyabetin en sık karşılaşılan kronik mikrovasküler komplikasyonlarından biri olan 

diyabetik retinopati tüm dünyada görme kaybının önde gelen sebeplerindendir. Diyabet 

körlüğe neden olan ilk üç hastalık içinde yer almaktadır. Diyabetin bu komplikasyonu 

retinada meydana gelen geniş spektrumlu lezyonlar ile karakterize bir komplikasyondur 
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ve retinadaki küçük damarların uzun süreli hiperglisemiye bağlı hasarı sonucu gelişir 

(Fong et al. 2003). Tip 1 diyabetiklerde diyabet süresi 20 yılı aşkın olan hastaların 

neredeyse hepsinde, tip 2 diyabetiklerde ise hastaların  %77’sinde retinopati gelişir 

(Klein et al. 1984). Hastalık süresi 15 yıla ulaşan diyabetlilerin %2’sinde körlük ve 

%10’unda ciddi görme kaybı oluştuğu bildirilmiştir (WHO 1999). Dünya Sağlık 

Örgütüne göre diyabetik retinopati dünyadaki 37 milyon körlük vakasının %4,8’inden 

sorumludur (Resnikoff et al. 2004). 

Birleşmiş Milletler Ekonomik ve Sosyal Konseyi Sağlık Bakanları Deklarasyonu 

2009 

Bu deklarasyonda aşağıdaki unsurlara dikkat çekilmektedir: 

• Halen dünyada ikiyüzseksenbeş milyon diyabetli insan yaşamaktadır. 

• IDF 2009 sonu itibarı ile yılda dört milyona yakın kişinin diyabet nedeniyle 

kaybedildiğini bildirmiştir. 

• Ölümlerin %80’i gelişmekte olan ülkelerde gerçekleşmektedir. 

• Ölenlerin yarısı 70 yaşın altındadır. 

• Diyabete bağlı nedenlerle kaybedilen kişilerin %55’i kadındır. 

• DSÖ ve IDF önümüzdeki çeyrek yüzyıl içinde dünya genelinde diyabetli nüfusun 

ikiye katlanacağını öngörmektedirler. 

• Sağlıklı beslenme, düzenli fiziksel aktivite, normal kiloya ulaşılması, kilonun 

korunması ve sigara kullanımından uzak durulması ile diyabet önlenebilir veya ortaya 

çıkması geciktirilebilir (WHO 2006; Anonim 2011). 

1.2. Poliol (Sorbitol) Yolu 

Poliol yolağı, bu yolağın hız-sınırlayıcı enzimi olan aldoz redüktaz ve sorbitol 

dehidrogenaz enzimlerinden oluşmaktadır (Gleissner et al. 2007). Glukoz transportu 

için insülinden bağımsız lens, kan damarı, sinir, böbrek gibi dokularda hiperglisemi 

intraselüler glukoz artışına sebep olur. Artan intraselüler glukoz, aldoz redüktaz enzimi 
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ve kofaktörü NADPH aracılığı ile indirgenerek sorbitole dönüştürülür. Bir poliol olan 

sorbitol ise poliol yolağının ikinci enzimi sorbitol dehidrogenaz ile NAD
+
 kofaktörü 

yardımıyla yükseltgenerek fruktoza dönüştürülür (bu dokularda SDH düşük 

konsantrasyonda bulunur). Sonuç olarak insülinden bağımsız ve glukoz artışı olan 

dokularda sorbitol hücre membranından kolay geçemediğinden dolayı dokularda 

birikime sebep olur ve bunu izleyen fruktozun dönüşümü yavaştır (Martın et al. 1968; 

Greene et al. 1987; Murray and Mayes 1993). 

 

Şekil 1.1. Poliol (sorbitol) yolu (Alım and Beydemir 2012) 

Poliol yolağı enzimi olan AR enzimi aracılığıyla glukozun redüksiyonu, diyabete bağlı 

komplikasyonların gelişiminde önemli rol oynamaktadır (Kao et al. 1999; Srivastava et 

al. 2005). Bu yolakta hız-sınırlayıcı enzim olan AR, normalde toksik yapıdaki 

aldehitleri, inaktif alkollere indirgemektedir (Şekil 2.8) (Brownlee 2005). 

Normoglisemik durumlarda, hücresel glukoz glikoliz yolunda metabolize olur ve Krebs 

çemberi ile hücreler için enerji ve yapı taşlarına dönüştürülür (Keha ve Küfrevioğlu 

2009). Normoglisemik durumlarda poliol yolağında glukozun %3 metabolize olurken, 

hiperglisemi durumunda, glukozun %30’u metabolize olur ve glukozun %30’unun bu 

yolakta metabolize olması DM istenmeyen zararlı etkilerin oluşmasına sebep olmaktadır 

(Gonzalez et al. 1984). 
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Şekil 1.2. Hiperglisemi poliol yolağının aktivasyonunu arttırmaktadır (Brownlee 2005) 

Hiperglisemide, sorbitolün fruktoza oksidasyonu sırasında oluşan NADH hücre içi 

NADH/NAD+ oranını değiştirmekte ve diyabetik dokularda yalancı hipoksi oluşmasına 

sebep olmaktadır (Dunlop 2000). Oluşan yalancı hipoksi hücre içi çeşitli sinyal 

yolaklarını etkileyerek değişikliklere neden olmakta ve komplikasyonların gelişmesini 

sağlamaktadır. Poliol yolağı sonucu oluşan früktoz, glukozdan daha reaktiftir ve ileri 

glikasyon son ürünlerinin (AGEs) oluşumunu glukozdan daha etkili bir şekilde 

gerçekleştirmektedir (Khalifah et al. 1999). Enzimatik olmayan glikasyon yolağı sonucu 

oluşan ürünler proteinlere zarar vererek hücresel fonksiyonların kaybına ve AGEs 

oluşumuna neden olmaktadır (Szwergold et al. 2002). 

Glukozun sorbitole dönüşüm reaksiyonunu katalizleyen AR enzimi, ilk kez 1956 yılında 

Hers tarafından, seminal kesede sperm hücreleri için enerji kaynağı olan fruktozun, 

glukozdan oluşumunu sağlayan enzim olarak belirlendi (Hers 1956). Daha sonra poliol 

yolunda oluşan sorbitol diyabetik sıçan lensinde bulundu (Van Heyningen 1959). AR ın 

patojenik etkisi ve poliol yolu ile ilişkisi Kinoshita tarafından 1965 yılında ilk kez lenste 
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belirlendi ve bu çalışmalar sorbitol birikimi, katarak oluşumu ve osmotik stres 

hipotezinin temelini oluşturdu (Kinoshita 1965). AR tarafından aşırı miktarda üretilen 

sorbitol hücre membranından geçemez ve hücre içerisinde birikir. Hücre membranını 

geçemeyen sorbitol osmotik stresin artmasına ve diyabetik katarakt komplikasyonuna 

sebep olur (Kinoshita 1974). 

1.3. Aldoz Redüktaz Enzimi 

Sistematik adı alditol olan aldoz redüktaz (AR) enzimi aldoketo-redüktaz (AKR) süper 

ailesinin bir üyesidir. Aldoketo-redüktaz süper ailesi, 15 aile ve toplam olarak 151 

protein yapılı enzim içermektedir. Bu enzimler, substratları olan ketonlar ve alkanları, 

alkol ürünlerine indirgemektedirler (Jez et al. 1997; Jez and Penning 2001). Aldoz 

redüktaz enziminin kod numarası Uluslararası Biyokimya ve Moleküler Biyoloji Birliği 

(IUMBM) tarafından E.C.1.1.1.21 olarak belirlenmiştir. Aldoz redüktaz (alditol: 

NADP+ oksidoredüktaz, EC 1.1.1.21, ALR2) enzimi Nikotinamid adenin dinükleotid 

fosfat (NADPH) kofaktörüne bağlı olarak alifatik ve aromatik yapıdaki aldehitleri, 

streoidleri, monosakkaritleri, polisiklik aromatik hidrokarbonları ve isoflavonoidleri 

katalize etmektedir (Kumar and Reddy 2007). İlk defa Hers tarafından koyun plasentası 

ve seminal kesede belirlenen aldoz redüktaz, poliol yolunun ilk ve hız sınırlayıcı enzimi 

olup, NADPH kofaktörü aracılığı ile glukozun polihidroksilalkol olan sorbitole 

dönüşüm reaksiyonunu katalizlemektedir (Hers 1956) (Şekil 1.1). 

 

Şekil 1.3. Poliol yolağı (Petrash et al. 2004) 
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Substrat olarak alifatik ve aromatik aldehitleri kullanan aldoz redüktaz enzimi hücre içi 

temel substrat olarak glukoz ve galaktozu kullanır (Vander Jagt et al. 1995). Substrat 

olarak glukoz kullanıldığında sorbitol oluşurken galaktoz kullandığında ise galaktitol 

oluşur (Sekil 1.2). Fakat oluşan galaktitol, sorbitol dehidrogenaz enzimi için iyi bir 

substrat olmadığı için (Kinoshita et al. 1963) hipergilisemi durumunda galaktitol, 

sorbitolden daha hızlı birikir (Jedziniak et al. 1973). 

 

Sekil 1.4. Poliol yolağında substrat olarak galaktoz (Kinoshita et al. 1963; Gabbay et al. 

1966). 

Memeli overlarında galaktoz ve galaktoz metabolitlerinin birikimi hasara sebep 

olmaktadır (Liu et al. 2000). Galaktitol, overlarda ozmotik dengesizliğe ve GSH 

depolarının tükenmesine sebep olur ve sonuç olarak hasar oluşur. Hiperglisemide poliol 

yolağının artan aktivasyonu ile artan galaktitol üretimi bu hasarın oluşumuna katkı 

sağlar. Yapılan çalışmalarda, aldoz redüktaz inhibitörleri, galaktoza bağımlı toksiteyi 

önlediği belirtilmiştir (Meyer et al. 1992; Bery 1995). 

Monomerik bir protein olan insan aldoz redüktaz enzimi AKR1B1 geni tarafından 

kodlanıp 7q35 kromozomu üzerinde yer alır. Enzimin kütlesi 36 kDa olup, 315 amino 

asitten oluşur. X-Ray kristalliyografisi çalışmaları sonucu aldoz redüktaz enziminin üç 

boyutlu bir yapısının olduğunu gösterilmiş ve enzimin üç boyutlu yapısı Şekil 1.3’de 

verilmiştir. Sitozolik bir enzim olan aldoz redüktaz (ALR2) lens, retina, böbrek, böbrek 

üstü bezi ve çeşitli üreme organlarında çok miktarda dağılmış olarak bulunmaktadır 

(Srivastava et al. 2007). 
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Şekil 1.5. Aldoz redüktaz enziminin yapısı (Zhang et al. 2013) 

Tüm aldo-keto redüktaz süper ailesi gibi aldoz redüktaz enzimi de α/β fıçı modelinde 

olup enzimin aktif bölgesi fıçı yapının karboksil terminalinde yer almakta ve H1-α-

heliks, H2-α-heliks, ilmek A, B ve C yapıları da bu modele eşlik etmektedir (Wilson et 

al. 1992; Jez et al. 1997). Enzimin α/β fıçı yapısının karboksi-terminal ucunda yer alan 

aktif bölgesi 60A° genişliğinde ve 15A° derinliğindedir ve hidrofilik ve hidrofobik 

olmak üzere iki kısımdan oluşmaktadır (Bohren et al. 1992; Kim et al. 2006). Aldoz 

redüktaz enziminin aktif bölgesi Şekil 1.7’de görülmektedir. 
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Şekil 1.6. Aldoz redüktaz enziminin aktif bölgesi (Gabbay 2004). 

Enzimin aktif bölgesi yüksek derecede hidrofobik olup, aromatik kalıntılar (Trp20, 

Tyr48, Trp79, Trp111, Phe121, Phe122 ve Trp219), apolar kalıntılar (Val47, Pro218, 

Leu300 ve Leu301) ve polar kalıntılardan (Gln49, Cys298 ve His110) oluşmaktadır (El-

kabbani et al. 2004). Enzimin aktif bölgesinde yer alan Cys298’nin katalitik aktiviteyi 

kontrol ettiği yapılan bazı çalışmalar ile belirlenmiştir (Petrash et al. 1992). 

Nikotinamid adenin dinükleotid fosfat (NADPH) kofaktörü enzimin aktif bölgesine 

menteşe gibi bağlanır (Walsh 1979). Kofaktör yapısındaki nikotinamid halkası fıçının iç 

kısmında, Nikotinamid halkasındaki amid grubu da Gln184, Asn163 ve Ser162 

kalıntıları ile hidrojen bağı yaparken pirofosfat bölümü ise fıçının kenarında yer 

almaktadır (Rondeau et al. 1992; El-kabbani et al. 1998). Kofaktörün enzim üzerindeki 

kararlılığını, NADPH kofaktörünün adenozin halkasının 2'-fosfatı ile enzimin aktif 

bölgesinde bulunan Lys263 ve Arg269 kalıntıları arasında kurulan tuz köprüleri 

tarafından arttırılmaktadır. Fosfat gurubu tarafından kurulan bu tuz köprüleri, enzimin 

NADH yerine NADPH’ı tercih etme sebebini de ortaya koymaktadır (El-kabbani et al. 

1998). 

Normal koşullar altında, glikolitik yolda glukoz molekülü, glukoz için yüksek afiniteye 

sahip olan heksokinaz enzimi tarafından fosforillenerek glukoz 6-fosfata (G6-P) 

metabolize edilmektedir. Bu koşullarda AR enziminin glukoz için afinitesi çok düşük 
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olduğundan, fosforilize olmamış glukozun yaklaşık %3’ü poliyol yolağına katılarak 

sorbitole ve fruktoza metabolize olmaktadır. Oluşan sorbitol böbreklerde osmotik 

regülasyonu, fruktoz ise seminal vezikülerde sperm hücrelerinin enerji ihtiyacını 

karşılamaktadır (Yabe-Nishimura 1998; Balasubramanyam et al. 2002; Kumar and 

Reddy 2007). 

Hers tarafından 1956 yılında, sperm hücreleri için enerji kaynağı olan fruktozun seminal 

kesede poliol yolu ile glukozdan dönüşümü gösterilmiştir (Hers 1956). Glisemik 

olmayan durumda aldoz redüktaz enziminin poliol yolundaki rolü tam olarak 

bilinmemesine karşın, fare testisinde yüksek miktarda aldoz redüktaz mRNA’sı tespit 

edilmiş olup testis metabolizmasında enerji kaynağı üretiminde önemli bir rolü olduğu 

düşünülmektedir (Gui et al. 1995). 

Aldoz redüktaz enziminin katalizlediği bir reaksiyonla glukozun, sorbitole ve sonra da  

sorbitol dehidrogenaz enzimi aracılığı ile fruktoza hızlı dönüşmesiyle GSH düzeylerinin 

düşmesine, oksijen radikalleri (O
2-

·) oluşumunun artmasına, (Kashiwagi et al. 1994) 

lipit aldehit ve reaktif karbonil oluşumuna neden olmaktadır. Diğer taraftan da AR, 

reaktif karbonilleri ve lipit aldehitlerini detoksifiye ederek oksidatif stresi azaltmaktadır 

(Dunlop 2000). 

Normalde aldoz redüktaz enziminin işlevi toksik aldehidleri inaktif alkollere 

indirgemektir. Hücrelerde glukoz konsantrasyonu yükseldiğinde yani hiperglisemi 

durumunda aldoz redüktaz enzimi glukozun sorbitole dönüşüm reaksiyonunu katalizler. 

Daha sonra sorbitol, SDH enziminin katalizlediği reaksiyonla fruktoza yükseltgenir. 

Glukozun sorbitole indirgenmesi reaksiyonunda Aldoz redüktaz enzimi NADPH tüketir. 

NADPH tüketiminin artmasıyla glutatyon redüktaz enziminin aktivitesini azalmakta ve 

bunun sonucu olarak poliyol yolunun intraselüler oksidatif strese karşı duyarlılığı 

artmaktadır (Petrash 2004; Brownlee 2005). 

Poliol yolunun ilk ve hız sınırlayıcı enzimi olan aldoz redüktaz enziminin 

konsantrasyonu böbrek medullası, retina ve siyatik sinirler gibi dokularda daha 
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yüksektir. Uzun süre devam eden yüksek hiperglisemi durumunda, böbrek medullası, 

retina ve siyatik sinirler gibi dokuların mikrovasküler damarları etkilenerek bu 

dokuların fonksiyonel ve yapısal özelliklerinde farklılaşmalar meydana gelmekte 

(Riihimaa 2002) ve bunun sonucunda diyabetik nefropati, diyabetik retinopati, katarak 

ve diyabetik nöropati oluşumu gerçekleşmektedir (Tanimoto et al. 1998). 

Bir çok diyabetik komplikasyon, aldoz redüktaz enziminin aktivite artışı ile ilgilidir. 

(Sekil 1.4). Hiperglisemi sebebiyle poliol yolağının artan aktivitesiyle bazı dokularda 

önemli oranlarda sorbitol ve fruktoz birikimi oluşmaktadır (Lou and Kinosita 1967; 

Soulis-Liparota et al. 1995). 

  

Şekil 1.7. Poliol yolağının diyabetik komplikasyonlarla ilişkisi (Srivastava et al. 2005) 
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Doku AR miktarı (μg/mg protein) 

Böbrek (medulla)  29,3 

Siyatik sinirler  5,1 

Lens 2,8 

Testis 1,9 

Kalp 1,7 

Kornea 1,4 

Karaciğer 0,8 

Böbrek (korteks) 0,7 

Mide 0,7 

Dalak 0,7 

Akciğer 0,5 

İnce bağırsak 0,4 

Kolon  0,4 

Pek çok kanser hücresinde aldoz redüktaz enziminin fazla miktarda eksprese olduğu 

belirtilmiştir (Kang et al. 2005). Kolon kanserinin tipik özelliklerinden biri olan iCOX-2 

enziminin aşırı ekspresyonudur. iCOX-2 enzimi kolon epitel hücrelerinin kontrolsüz bir 

şekilde çoğalmasını sağlayan prostaglandinlerin, araşidonik asitten sentezini 

gerçekleştirmektedir. Kolon epitel hücrelerinde, COX-2’nin transkripsiyonel 

düzenlenmesi çeşitli büyüme faktörleri (TGF, IGF, VEGF, FGF) ve sitokinler (TNF-α) 

tarafından sağlanmaktadır. Bununla beraber, büyüme faktörleri ve sitokinler aldoz 

redüktaz enzimininde transkripsiyonunu aktive etmektedir (Tammali et al. 2006). TNF-

α gibi sitokinler de kolon kanserine yakalanma riskini arttırmaktadır. Aldoz redüktaz 

inhibisyonu, TNF-α uyarımlı PKC ve NF-kappaB’nin aktivasyonunu engellemektedir 

ve böylece COX-2 enzimi eksprese olamamaktadır. Bu durum AR enziminin, NF-

kappaB’nin aktivasyonu için gerekli olduğunu göstermektedir (Tammali et al. 2006; 

Tammali et al. 2007). 
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1.4. Sorbitol Dehidrogenaz Enzimi 

Sistematik adı L-İditol olan sorbitol dehidrogenaz (SDH) (L-İditol: NAD+ 

oksidoredüktaz, EC 1.1.1.14) enzimi koenzim olarak nikotinamid adenin dinükleotid 

(NAD
+
)’i kullanarak alkol ürünü olan ve hidrofilik özellik taşıyan sorbitolün fruktoza 

oksidasyon reaksiyonunu katalizler (Lindstad et al. 1994). Sorbitol dehidrogenaz enzimi 

dehidrogenaz/redüktaz protein ailesinin üyesi olan bir metaloenzimdir (Jeffery et al. 

1984; Jörnvall et al. 1984). 

Homotetramer yapıya sahip olan ve her alt birimde çinko atomu bulunduran insan SDH 

enziminin bütün alt birimleri katalitik aktiviteye sahiptir. Enzimin katalitik bölgesinde 

bir su molekülü ve His69, Cys44, Glu70 ile koordine olan bir çinko atomu yer 

almaktadır (Pauly et al. 2003). Sorbitol dehidrogenaz enziminin katalitik bölgesinde yer 

alan çinko atomunun görevi, sorbitol ve fruktoz arasındaki dönüşümlü yükseltgenme-

indirgenme reaksiyonunun katalizi boyunca sorbitol hidroksilinin veya fruktoz 

karbonilinin oksijenini bağlamaktır (Jeffery et al. 1984; Eklund et al. 1985; Karlsson et 

al. 1989, 1995). Katalitik bölgede yer alan çinko atomunun koordinasyonun geometrisi 

oktahedraldir (Johansson et al. 2001). Homotetramer olan SDH enziminin alt birimleri 

355 rezidüden oluşmakta ve (Jeffery et al. 1984; Karlsson et al. 1989) her alt birim 

koenzim bağlama bölgesi ve çinko atomunun bulunduğu katalitik bölge olmak üzere iki 

farklı bölgeye sahiptir (Jeffery et al. 1984; Karlsson et al. 1989; Johansson et al. 2001). 
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Şekil 1.8. Sorbitol dehidrogenaz enziminin aktif bölgesindeki çinko iyonunun 

koordinasyonu (Johansson et al. 2001) 

Poliol yolunun ilk basamağını katalizleyen aldoz redüktaz enzimi glukozun sorbitole 

dönüşümünü NADPH’a bağımlı olarak gerçekleştirir. Bu yolu kofaktör olarak NAD
+
’ı 

kullanan sorbitol dehidrogenaz enzimi sorbitolün fruktoza oksidasyonu reaksiyonunu 

katalizleyerek tamamlar ve poliol yolağında SDH enziminin katalizlediği reaksiyonla 

oluşturulan fruktoz, in vitro ortamda fosfokinaz aracılığı ile fruktoz 3-fosfata 

dönüştürülmekte ve bu molekülün hidroliziyle yeniden 3-deoksiglukoz (3-DG) 

oluşmasına neden olmaktadır. 3-deoksiglukoz ise AGE oluşumunda merkezi bir öncü 

olup hücresel hasara sebep olmaktadır (Szwergold et al. 1990; Brownlee 1992; Hamada 

et al. 1996; Yan et al. 2003). 
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Şekil 1.9. (A) Sıçan Sorbital dehidrogenaz enziminin kuarterner yapısı (Johansson et al. 

2001), (B) Enzimin dimer yapısı (Johansson et al. 2001) 

AR enzimi aromatik ve alifatik aldehitleri substrat olarak kullanır. Enzimin hücre içi 

temel substratı glukoz ve galaktozdur (Vander Jagt et al. 1995). Enzim glukozu substrat 

olarak kullandığında sorbitol, galaktozu kullandığında ise galaktitol oluşur. Fakat, 

oluşan galaktitol, SDH enzimi için iyi bir substrat değildir (Kinoshita et al. 1963). Bu 



22 

 

sebeple, hiperglisemi durumunda galaktitol, sorbitolden daha hızlı birikir (Jedziniak et 

al. 1973). 

Glukozun aldoz redüktaz enziminin katalizlediği bir reaksiyonla sorbitole indirgenmesi 

sırasında proton vericisi olarak NADPH kullanılması NADPH/NADP+ oranında 

azalmaya neden olmaktadır (Morrisey vd. 1999). Glutatyon redüktaz (GR) enzimi 

antioksidan savunma sisteminde görevli olan glutatyonu (GSH) indirgerken NADPH’e 

ihtiyaç duymaktadır. Poliol yolunda da NADPH’in kullanılması, GR enzimin 

aktivitesinde düşüşe ve hücrede oksidatif stresin artmasına sebep olmaktadır (Bravi et 

al. 1997; Yabe-Nishimura 1998). 

Aldoz redüktaz enzimi yüksek derecede eksprese edilmiş transgenik farelerde, redükte 

glutatyon miktarının düştüğü belirtilmiş olup, poliol yolunun antioksidan savunma 

sistemine olan zararları bu mekanizma ile açıklanmaktadır (Giugliano et al. 1996; 

Nishimura 1998; Nishikawa et al. 2000). Sorbitol dehidrogenaz aktivitesinin artmasıyla 

oluşan NADH, NADH-oksidaz (Nox) enziminin katalizlediği reaksiyonla serbest 

oksijen radikalleri (ROS) oluşmasına sebep olmaktadır (Tesfamariam 1994; Morre et al. 

2000). Serbest oksijen radikalleri, gliseraldehit-3-fosfat dehidrogenaz enziminin inhibe 

olmasına, AR enzim aktivitesi artışına ve poliol yoluna daha çok glukozun girişine 

sebep olmaktadır (Stevens et al. 2000). 

İlk kez sıçan karaciğerinden saflaştırılan ve hemen hemen birçok dokuda bulunan SDH 

enziminin en fazla olduğu doku karaciğer olup enzim çalışmalarında kaynak olarak 

kullanılmaktadır (Brakley 1951; Hoshi et al. 1996), (Çizelge 1.2). 
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Çizelge 1.2. Sıçan dokularındaki Sorbitol dehidrogenaz miktarı (Hoshi et al. 1996) 

Doku SDH miktarı (ünite/mg protein) 

Karaciğer 13,9±3,9 

Böbrek 12,1±1,4 

Testis 3,1±0,6 

İskelet kası 0,6±0,3 

Mide 4,8±1,5 

Akciğer 5,0±4,2 

Beyin 3,5±1,5 

Dalak 0,7±0,2 

SDH enzimi karaciğer için kısmen spesifik bir enzim olup hepatosit sitoplazmasında 

bulunmaktadır (Turgut 1997). Sağlıklı bireylerde serumda bulunmayan SDH enzimi 

karaciğer harabiyeti halinde hastalıklı bireylerde seruma geçerek yüksek aktiviteye 

sahip olmaktadır. Bundan dolayı karaciğer hastalıklarının teşhisinde, serum SDH enzim 

aktivitesinde meydana gelen değişiklikler faydalı olmaktadır (Dixon et al. 1987). 

Diyabetli hastalarda glukozun hücre içi konsantrasyonunun fizyolojik seviyenin üzerine 

çıkmasıyla AR enzimi aktif hale geçmekte, aldoz redüktaz enziminin aktivitesine bağlı 

olarak sorbitolün hücre içi konsantrasyonu artmakta bu durum elektrolit dengesizliğe ve 

osmotik strese sebebiyet vermektedir. Sorbitolün hücre içi konsantrasyonundaki bu 

artışın sebepleri AR enziminin SDH enzimine göre aktivitesinin daha yüksek olması, 

yani SDH’ın glukozun şeker alkolü olan sorbitolü fruktoza dönüştürme hızının düşük 

olması, sorbitolün metabolik olarak kullanılmaması ve sorbitolün polaritesinden dolayı 

difüzyonunun çok yavaş olmasıdır. Difüzyonu çok yavaş olan sorbitol hücre membranı 

dışına kolaylıkla çıkamaz dokularda birikir. Osmotik strese sebep olan sorbitol fazla 

miktarda suyun hücre içinde çekilmesine ve böylece hücre ödemine sebep olur. 

Sorbitolün kendisi bir doku toksini gibi hareket eder ve bu nedenle retinopati, nöropati, 

nefropati ve kalp hastalığına yol açar (Karasu vd 1990; Bukan vd 2004, Demopoulos et 

al. 2005; Srivastava et al. 2005). 
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Sorbitol dehidrogenaz enziminin aktivitesi enzimin aktif bölgesinde yer alan -SH grubu 

sebebiyle alkilleyici maddeler ve ağır metal iyonları tarafından geçici veya kalıcı olarak 

etkilenebilir. Enzimin aktif bölgesinde bulunan çinko (Zn) iyonu sebebiyle metal 

şelatlayıcı özelliğe sahip EDTA, eriokrom siyahı T, fenantrolinler gibi maddeler 

inhibisyona uğratırlar. Bu maddelerin ihibisyonu enzimin aktivitesinde kalıcı aktivite 

kaybına sebep olur. Ditiyotreitol ve 1-tiyosorbitol gibi alkaloidler enzimin substrat veya 

kofaktör bölgelerine bağlanarak enzimi tersinir olarak inhibe ederler (Kvernmo et al. 

1996; Lindstad and McKinley-McKee 1996) 

1.5. Deneysel Çalışmalarda Kullanılan İlaçlar 

Keçi böbreği aldoz redüktaz ve sorbitol dehidrogenaz enzimleri üzerine etkileri 

incelenen ilaçlarının özellikleri şöyledir: 

1.5.1. Sefuroksim 

Sefalosporin sınıfından olan sefuroksim ikinci kuşak antibiyotiktir. Sefalosporinler 

antibakteriyal etki mekanizmaları ve kimyasal yapı bakımından penisilinlere benzerler. 

Bu antibiyotik sınıfının ana çekirdeğini sefem türevi olan 7-aminosefalosporanik asid 

oluşturur. Sefuroksim, Neisseria’lara karşı (beta-laktamaz salgılayanlar dahil) ve 

H.influenzae’ye karşı (ampisilin’e rezistan olanlar dahil) güçlü etki gösterir. 

Sefuroksimin antistafilokokal etkinliği sefalotininkinden daha zayıf olup 

antipnömokokal etkinliği sefalotininkinden fazladır. Plazma proteinlerine az bağlandığı 

bilinmektedir (%33) (Kayaalp 2002). 
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Şekil 1.10. Sefuroksim’in molekül yapısı 

1.5.2. Sefazolin 

Plazma proteinlerine en fazla bağlanan sefalosporin olan sefazolin, birinci kuşak 

antibiyotik olup böbreklerden glomerüler filtrasyonla atılması sebebiyle parenteral 

olarak kullanılan birinci kuşak ilaçlar arasında eliminasyon yarılanma ömrü en fazla 

olanıdır (yaklaşık 1,5 saat). Bu sebeple cerrahideki profilaktik uygulamalarda diğer 

sefalosporinlere göre daha fazla tercih edilir. Sefazolin, sefalotine oranla stafilokokal 

beta-laktamaza daha fazla duyarlı olduğu belirtilmiştir (Kayaalp 2002). 

 

Şekil 1.11. Sefazolin’in molekül yapısı 
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1.5.3. Gentamisin 

Aminoglozid sınıfından olan gentamisin Micromonospora purpurea’dan elde edilir. 

Aminoglikozid sınıfından olan antibiyotikler içerisinde, spektrumu en geniş ve 

antibakteriyel etki gücü en yüksek olan antibiyotik amikasinden sonra, gentamisin olup, 

bu antibiyotik; streptomisin, kanamisin ve amikasin’den çok daha güçlüdür. Bakterisid 

etki yapan gentamisin özellikle Enterobacteriaceae grubu bakteriler ve Pseudomonas 

aeruginosa gibi gram-negatif basiller, penisilin ve metisiline dayanıklı Staph aureus 

suşları üzerine etkili olduğu belirtilmiştir (Kayaalp 2002). 

 

Şekil 1.12. Gentamisin’in molekül yapısı 

1.5.4. Amikasin 

Aminoglikozidler sınıfında yer alan ve semisentetik yöntemlerle elde edilen ilk türevdir. 

Semisentetik olan amikasin doğal bir antibiyotik olan kanamisin A’dan elde edilir. 

Yapısıyla ilgili bu özelliğinden dolayı; doğal aminoglikozidlerden olan gentamisin, 

kanamisin ve tobramisin gibi antibiyotikleri inaktif hale getiren bakteriyel enzimlere 

karşı dayanıklı olması sebebiyle en geniş spektrumlu aminoglikozittir (Kayaalp 2002). 
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Şekil 1.13. Amikasin’ın molekül yapısı 

1.5.5. Seftriakson 

Sefalosporinler sınıfından üçüncü kuşak antibiyotik olan seftriakson, pnömokok, 

meningokok, H.influenzae ve N.gonorrheaelere karşı etkilidir. B.fragilis, Pseudomonas, 

stafilokoklar ve enterekoklara karşı etkinliğinin olmadığı belirtilmemiş olup %90 

oranında plazma proteinlerine bağlanır (Kayaalp 2002). 

 

Şekil 1.14. Seftriakson’un molekül yapısı 
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1.5.6. Ampisilin 

Penisilinler, güçlü bakterisid etkileri yanında toksiteleri nisbeten düşük olan ve sık 

kullanılan doğal ve yarı sentetik antibiyotiklerdir. Ampisilin penisilin sınıfından olup 

geniş spektrumlu bir antibiyotiktir. Ampisilinin etki gücü pnömokoklara, neisserialara, 

grup A streptokoklara ve clostridiumlara karşı in vitro penisilin G’ye göre biraz daha 

düşük olup enterokoklara, viridans grubu streptokoklara ve Listeria monocytogenes’e 

karşı penisilin G’den biraz daha etkilidir. Gram-negatif bakterilerinden; E.coli, 

Haemophilus influenzae, Salmonella ve Shigella, gibi basillerin suşlarından beta 

laktamaz sentezlemeyenlere karşı ampisilin bakterisid etki gösterir. Ülkemizde izole 

edilen E.coli suşlarından yaklaşık %60-80’nin ampisilin’e dirençli olduğu belirtilmiştir 

(Kayaalp 2002). 

 

Şekil 1.15. Ampisilin’in molekül yapısı 

1.5.7. Linkomisin 

Linkozamidler sınıfında yer alan linkomisin dar spektrumlu doğal antibiyotiktir. 

Linkomisin; sübstitüe edilmiş prolin amino asidi ile kükürtlü amino-oktoz molekülünün 
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oluşturduğu, tıbbı kullanıma ilk giren linkozamiddir. Linkomisin yetersiz derecede 

BOS’a girebilir (Kayaalp 2002). 

 

Şekil 1.16. Linkomisin’in molekül yapısı 

1.5.8. Vankomisin 

Yapıca diğer antibiyotiklerin hiçbirine benzemez. Etki mekanizması penisilinlere göre 

farklıdır. Bakteride peptidoglikan zincirinin devamını kırar. Vankomisin, Streptomyces 

orientalis’den elde edilen kompleks bir glikopeptiddir. Suda çözünebilen stabil bir 

bileşiktir. Antibakteriyel spekturumu dardır. Esas olarak gram (+) kokları ve 

clostridiumlar üzerinde etkilidir (Kayaalp 2002). 
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Şekil 1.17. Vankomisin’in molekül yapısı 

1.5.9. Siprofloksasin 

Florokinolon sınıfından ilk kuşak antibiyotiktir. Sistemik enfeksiyonlara karşı çok sık 

kullanılan antibiyotiklerden biri olup pekçok patojen gram (+) bakteriler ve gram (-) 

bakteriler üzerinde etkilidir. Antibiyotiğin üzerinde bulunan 6 numaralı karbona bağlı 

flor gram (+) bakterilerine karşı, 8 numaralı karbona bağlı piperazin halkası ise gram (-) 

bakterilerine karşı etkinliği arttırır. Siprofloksasin salmonella, E-coli, klebsiella, shigella 

gibi bakteri türlerine karşı oldukça etkilidir (Kayaalp 2002). 
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Şekil 1.18. Siprofloksasin’in molekül yapısı 

1.5.10. Meropenem 

Meropenem bir β-laktam olup karbapenem alt sınıfındandır. Penisilin ve 

sefalosporinlere rezistan bakteri türlerinin çoğuna karşı etkilidir. Meropenem çok geniş 

spektrumlu bir antibiyotiktir ve birçok enfeksiyonun tedavisinde kullanılmaktadır. Diğer 

β-laktam antibiyotikler gibi bakteri hücre duvarı sentezini inhibe eder. 

 

Şekil 1.19. Meropenem’in molekül yapısı 
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1.5.11. Sefoperazon 

Sefalosporin sınıfından olan Sefoperazon üçüncü kuşak antibiyotik olup geniş 

spektrumludur. Sefalosporinler antibakteriyal etki mekanizmaları ve kimyasal yapı 

bakımından penisilinlere benzerler. Bu antibiyotik sınıfının ana çekirdeğini sefem türevi 

olan 7-aminosefalosporanik asid oluşturur. Sefalosporin sınıfında 1.kuşaktan 3.kuşağa, 

gram (+) etkinliği azalırken, gram (-) etkinliği artar. β-laktamazlara karşı daha dayanıklı 

olan Sefoperazon, Pseudo monas aeruginosa karşı etkinliği en yüksek iki 

sefalosporinden biridir. Enterobakterlere karşı da etkinliği yüksektir. 

 

Şekil 1.20. Sefoperazon Sodyum’un molekül yapısı 

1.5.12. Rifamisin 

Rifamisin semisentetik bir antibiyotiktir. Özellikle Staph.aureus, Staph.epidermidis, 

Strep.viridans ve Mycobacterium tuberculosis üzerinde çok küçük dozlarda bile 

etkilidir. Strep.pyogenes ve Strep.faecalis’in pek çok suşları ise rifamisinin yüksek 

konsantrasyonuna karşı hassastır. Gram negatif bakteriler genellikle rifamisin SV’nin 

10 mcg/ml’nin altındaki konsantrasyonlarına karşı hassas değildir. Rifamisin hassas 
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bakterilerin RNA polimeraz aktivitesini inhibe ederek bakterisid etki gösterir. Diğer 

antibiyotikler ile interaksiyona girmez. 

 

Şekil 1.21. Rifamisin’in molekül yapısı 
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2. KAYNAK ÖZETLERİ 

Hücreler, enerjilerinin büyük bir kısmını glukozdan sağlarlar. Glukozun hücreye girişi 

farklı yollarla olmaktadır. Pankreasın beta hücrelerinden salgılanan insülin hormonu, 

glukozun hücreye girişinde en önemli etmendir. Bu hormon, granüller halinde 

hücrelerde depolanır. İnsülin hormonunun kanda belirli düzeyde olması gerekir, insülin 

glukozun kanda yükselmesiyle artar ve glukozun hücre içine girmesini sağlar. Sağlıklı 

bireylerde kan glukoz seviyesi uzun süre yüksek olabilir, fakat hiçbir zaman 140 mg/dL 

üstüne çıkmaz. İnsülin hormonunun fonksiyonel yetmezliği sonucu oluşan diyabetin 

sebep olduğu komplikasyonlar bireylerde organ ve işlev kayıplarına sebep olarak 

bireylerin yaşam sürelerini ve yaşam kalitelerini düşüren ve sürekli tedavi ve kontrol 

isteyen bir hastalıktır (Yılmaz et al. 2000). 

Diyabetin tarihçesi çok eskilere dayanmakta olup milattan önce 1500’lerde Mısır Ebers 

Papiruslarında çok fazla idrara çıkan ve yapılan idrarla şeker kaybeden hastalar için 

tanımlanmış bir hastalıktır. Aretheaus, M.S. 2.yüzyılda hastalığa diyabet ismini vermiş, 

Willis ise bu hastaların idrarlarının tatlı olması sebebiyle bal anlamına gelen Mellitus 

dan dolayı ‘Diabetes Mellitus’ ismini vermiştir (Frystyk et al. 2005). Chevreul ise 1915 

de idrarın tatlı olmasının sebebini idrarda bulunan ‘Glukoz’ un varlığından 

kaynaklandığını açıklamıştır. Claude-Bernard 19. yüzyılda glukozun karaciğerde 

glikojen olarak depo edildiğini belirtti. Paul Langerhans 1869’da pankreas adacık 

hücrelerinin varlığını belirtti (Kılınç 2015). 

İnsülin hormonunun biyosentezi preproinsülin ve proinsülinin ardışık olmak üzere 

parçalanarak sonunda aktif hormon ve C-peptid oluşması aşamalarını içerir. İnsülin 

sitozoldeki granüllerde toplanır ve uygun uyarı ile ekzositozla salınır. Proinsülin, 

organizma türüne göre 81 ila 86 aminoasitten meydana gelen tek bir polipeptid 

zincirinden oluşur. İnsülin hormonu 51 aminoasitten ve birbirine disülfit bağıyla bağlı 

Ave B olmak üzere iki polipeptid zincirinden meydana gelir. İnsülin hormonu 

karaciğerde ve daha az miktarda böbreklerde bulunan insülinaz enzimi aracılığı ile 
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yıkılır. Bu hormonun plazma ömrü yaklaşık olarak 6 dakikadır (Champe and Harvey 

1997; Keha ve Küfrevioğlu 2005). 

Oskar Minkowski ise 1889 yılında yapmış olduğu deneylerle diyabetten sorumlu olan 

organın pankreas olduğunu belirtti. Banting ve Best 1921 yılında insülin hormonunu 

buldular ve 1922 yılında Leonard Thompson adında diyabetli bir hastanın tedavisinde 

kullandılar. Oral antidiabetik ilaçlar 1955’de kullanılmaya başlandı. 1960 ve 1970’lerde 

yüksek oranda saflaştırılmış ve antikor oluşturmayan insulin tipleri geliştirilmiştir. 

Rekombinant DNA teknolojisiyle insülin üretimine 1980’li yıllarda başlanmıştır 

(Galloway 1994, Hatemi 1996; Erdoğan 1993). 

Diyabet, insülin hormonunun yokluğu, eksikliği veya etkisizliği sonucu oluşan, 

hiperglisemiyle karakterize multisistemik kronik bir metabolizma sendromudur (Abacı 

et al. 2007; Anonymous 2013; Kılınç 2015). Diyabet hastalarında hiperglisemi gibi 

durumlarda büyük rol oynadığı varsayılan poliol yolunun, glukoz metabolizmasının 

küçük bir yolu olduğu belirtilmektedir. Bu yol için sorbitol dehidrogenaz ve aldoz 

reduktaz enzimleri gerekmektedir. Poliol yolunda AR ve SDH enzimlerinin 

katalizlediği reaksiyonlarla glukozun sorbitole redüksiyonu ve sorbitolünde fruktoza 

oksidasyonu gerçekleşmektedir (Gabray 1973; Wyngaarden and Smith 1988). 

Diyabet teşhisi kan glukoz düzeyine göre yapılır. Aşağıdaki kriterlerden herhangi 

birinin varlığında hasta diyabetli kabul edilmektedir (Anonymous 2011). 

Teşhis kriterleri: 

I. Açlık kan glukoz seviyesi >126mg/dl. 

II. Çok fazla su tüketimi, çok idrara çıkma ve açıklanamayan kilo kayıpları gibi 

semptomları olan kişilerde rastgele bakılan venöz kan glukoz seviyesi >200mg/dl 

III. 75 gram oral glukoz tolerans testinde 2. saat kan glukoz seviyesi >200mg/dl 

IV. HbA1c düzeylerinin >6,5 
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Glukozun şeker alkolü olan sorbitol şekersiz tatlandırıcı yapımında kullanılmaktadır. 

Ağız yolu ile alınan sorbitol barsakta bakterilerin fermentasyonu sonucunda asetat ve H2 

ürünleri oluşur ve bu ürünler karın ağrısına sebep olabilmektedir. Sorbitol damar 

yolundan verildiğinde ise fruktoza dönüşmektedir (Muray et al. 1988). 

Kronik hiperglisemi, pankreasın beta hücrelerinin %90'dan fazlasının harap olması 

sonucu meydana gelir. Pankreasın beta hücrelerinde gerçekleşen bu harabiyet sonucu, 

tip 1 diyabetli bireylerde insulin hormonu sekresyonu ya yetersizdir ya da yoktur. 

Bunun sonucunda serum glukoz normalden daha yüksek olacaktır (İliçin et al. 2003) 

Genetik, çevresel ve otoimmün faktörler hastalığı tetikleyerek insülin salgılayan 

pankreasın beta adacık hücrelerine otoimmün saldırı başlatmaktadır ve tip 1 diyabet, 5-

10 yıllık bir sürecin sonucunda ortaya çıkmaktadır (Haller et al. 2005). ‘İnsüline 

Bağımlı Diyabet’ olarak bilinen Tip 1 diyabette, hastalar yaşamlarını devam 

ettirebilmek için insülin tedavisine ihtiyaç duymaktadırlar. 

İnsülin direncinin değişmesiyle, insüline bağımlı veya insülin eksikliği olan periferik 

dokularda tip 2 diyabet gelişir (Patricia et al. 2003). Tip 2 diyabetlilerde meydana gelen 

komplikasyonların en önemli sebebi insülin direncidir, (Gilligan and Spector, 1984). 

İnsülin hormonunun görevi kandaki glukozun enerji üretiminde kullanılması için kas 

dokusuna ve glikojen şeklinde depolanması içinde yağ dokusuna taşınmasını sağlamak 

ve karaciğerdeki glukoneogenezi ve glikojen yıkımını (glikojenoliz) baskılayarak 

hepatik glukoz oluşumunu engellemektir (Donkin et al. 1997). 

İnsüline cevap verme yeteneğinin azalmasıyla kas ve yağ dokusu gibi periferik 

dokularda insülin aracılı glukoz tüketimi düşmekte ve karaciğerdeki glukoz supresyonu 

bozulmaktadır. Bundan dolayı pankreas beta hücreleri dengeyi sağlamak için normalden 

1,5-2 kat daha çok insülin hormonu üretmekte bu da zamanla pankreas beta hücrelerinin 

fonksiyonlarını kaybetmelerine sebep olmaktadır. Sonuç olarak insülin hormonunun 

sentezi azalmakta ve tip 2 diyabet oluşmaktadır (Ferrannini et al. 1987; Hollenbeck and 

Reaven 1987). 
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Diyabetin sebep olduğu göz, deri, vasküler ve böbrek komplikasyonları ile yaşam 

kalitesi düşürerek, bireylerde fiziksel değişikliklerin yanısıra ruhsal ve sosyal sorunların 

oluşumuna neden olur (Choi et al. 2003). Bu sebeple Tip I ve Tip II diyabetiklerde 

glukoz seviyesini normal düzeyde tutabilmek için sürekli olarak çeşitli tedavi 

yöntemleri geliştirilmiştir. Artan diyabet süresi, komplikasyonların çeşitliliğini ve 

görülme sıklığını artırır. Bundan dolayı diabetin erken tanı ve tedavisi çok önemlidir 

(Choi et al. 2003). 

Glukoz girişi için karaciğer, böbrek, beyin, lens, retina, sinirler, pankreas adacıkları, 

aort, eritrosit, kapiller damar hücrelerinde insülin hormonuna gerek olmadığından 

dolayı, diabete bağlı hiperglisemi durumunda çok fazla oranda glukoz bu hücrelere 

girebilir. Glukoz konsantrasyonundaki artış ve yeterli miktardaki NADPH varlığında, 

aldoz redüktaz enzimi fazla miktarda sorbitol sentezine sebep olur. AR enzimi 

tarafından sentezlenen sorbitol, membranları kolayca geçemeyeceği için hücre 

içerisinde birikir. SDH enziminin olmadığı veya çok az olduğu böbrek, retina ve sinir 

hücrelerinde sorbitol artışı oldukça fazladır. Bunun sonucunda hücrelerde sorbitol 

birikimi gerçekleşir ve biriken bu sorbitol, hücrelerin su çekip şişmesine, osmotik strese 

sebep olur. Bu da redoks dengesinin bozulmasına ve bu bozulma da proteinlerin 

çözünürlükleri etkileyerek membran direncinin zarar görmesine sebep olur. Katarakt 

oluşumu osmotik stres sonucu lenste membran yapısının bozulmasından 

kaynaklanmaktadır. Diyabet hastalarında görülen, nöropati, nefropati ve retinopatiye 

sebep olan damarsal sorunlar buna bağlanabilir (Kinoshita 1965; Kinoshita 1974; 

Varma et al. 1977; Brownlec et al. 1984; Tornlinson 1989; Champe and Harvey 1997; 

Lee and Chung 1999). 

Diabetin sebep olduğu komplikasyonlar; akut ve kronik olmak üzere iki sınıfa ayrılır ve 

bu komplikasyonlar hastalarda morbidite ve mortalitenin en önemli sebebidir. Akut 

komplikasyonlar; laktik asidoz, ketoasidoz, hipoglisemi, koma ve nonketotik 

hiperosmolar komasından oluşur. Kronik komplikasyonlar; makrovasküler 

komplikasyonlar ve mikrovasküler komplikasyonlardır. Kardiyovasküler hastalıklar, 

periferik arter hastalıklar ve serebrovasküler hastalıklar makrovasküler komplikasyonlar 
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arasında yer almaktadır. Nefropati, diyabetik, nöropati ve retinopati ise mikrovasküler 

komplikasyonlar arasında yer almaktadır (Fishbein and Palumbo 1995; Wiernsperger 

and Bouskela 2003; Cheung et al. 2007; Juutilainen et al. 2007). 

Diabetik bireylerde hiperglisemi poliol yolağı, ileri glikasyon ürünleri (AGE), glukoz 

oksidasyonu, nonenzimatik glikasyon ve PKC aktivasyonu gibi yolakların aktivitesini 

artırarak ve bu yolakların birbiriyle olan etkileşmelerini değiştirerek makrovasküler ve 

mikrovasküler komplikasyonların oluşumunda büyük bir risk faktörü olup vasküler 

komplikasyon oluşumuna sebep olmaktadır. (UKPDS Research Group 1998; 

Kurktschiev et al. 2000; Lipinski 2001; Brownlee 2001; Yamagishi and Takeuchi 2004; 

Jakus and Rietbrock 2004; Oates 2008). 

Sağlıklı bireylerde kan glukoz miktarı belirli seviyede iken, aldoz redüktaz enziminin 

glukoza olan ilgisi düşüktür ve bundan dolayı enzim glukozu substrat olarak kullanmaz. 

Diyabetik hiperglisemi durumunda ise aldoz reduktaz enzimi uyarılarak; glukoz, aldoz 

redüktaz enzimi aracılığı ile sorbitole dönüştürülür ve sorbitol dehidrogenaz enzimi 

tarafından fruktoza dönüşür ve oluşan fruktoz enerji kaynağı olarak kullanılmaktadır. 

1956 yılında sperm hücrelerinin fruktozu enerji kaynağı olarak kullandığı Hers 

tarafından belirtilmiştir (Hers 1956) Yabe ve Nishimura diyabetik komplikasyonların 

patogenezinde aldoz redüktaz enziminin çok önemli bir rol oynadığını belirtmişlerdir 

(Yabe-Nishimura 1998). 

Hers tarafından 1956 yılında sperm hücrelerinin enerji kaynağı olarak, poliol yolağında 

glukozun aldoz redüktaz enzimi tarafından sorbitole redüksiyonu ve onu takip eden bir 

reaksiyonla sorbitol dehidrogenaz enziminin katalizlediği bir reaksiyonla oluşan 

sorbitolün fruktoza oksidasyonunu seminal kesede göstermiştir (Hers 1956). Yine 1959 

yılında Van Heyningen diyabetik sıçan lensinde de poliol yolağının varlığını belirtmiştir 

(Van Heyningen 1959). Aldoz redüktaz enzimi mRNA’sının fare testisinde yüksek 

miktarda olduğu tesbit edilmiştir (Gui et al. 1995). 
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Aldoz redüktaz enzimi poliol yolunun ilk enzimi olup alifatik ve aromatik aldehitleri 

substrat olarak kullanır. Enzimin hücre içi substratı glukoz ve galaktozdur (Vander Jagt 

et al. 1995). AR substrat olarak glukoz ve galaktozu kullandığında bunların şeker 

alkolleri olan sobitol ve galaktitol oluşur. Fakat galaktitol sorbitol dehidrogenaz için iyi 

bir substrat olmadığından hiperglisemi durumunda sorbitolden daha hızlı birikir 

(Kinoshita et al. 1963; Jedziniak et al. 1973). 

Aldo-keto redüktaz süper ailesinin üyesi olup sitozolik bir enzim olan aldoz redüktaz 

enziminin detoksifikasyon sistemlerinde görevli olduğu düşünülmekte olup (Vander 

Jagt et al. 1995), bu enzim steroid metabolizmasında görevlidir (Warren et al. 1993). 

Aynı zamanda lipid peroksidasyonunda oluşan orta ve uzun zincirli aldehitlerin ve 

glutatyon konjugatlarının redüksiyonundan sorumludur. Enzim, glutatyon 

konjugatlarının indirgenmesini sağlayarak glutatyonlanmış aldehitlerin reaktivitesini 

azaltmakta ve sonuç olarak savunma sistemine katkı sağlamaktadır (Srivastava et al. 

2005). 

Nishimura ve arkadaşları Schwann hücrelerinde eksprese olan aldoz redüktazın farklı 

tür ve dokularda aynı yapısal ve kinetik özelliğe sahip olduğunu belirtmiştir (Nishimura 

et al. 1990). Aldoz redüktaz enziminin insan dokularından lens, plasenta ve kas 

dokusundan izole edilmiş (Bohren et al. 1989) ve farklı dokularda bulunan bu enzim 

beyin, iskelet kası, lens ve karaciğerde yüksek oranda bulunduğu belirtilmiştir (Flynn et 

al. 1975; Wermuth et al. 1977). 

E.coli bakterisinin rekombinant aldoz redüktaz enzimi ile hücre kültürü veya doku aldoz 

redüktaz enziminin yapısal ve kinetik özelliklerinin aynı olduğu tespit edilmiştir 

(Nishimura et al. 1990; Petrash et al. 1992). İnsan ve sıçan aldoz redüktaz enziminin 

amino asit dizilişlerinde yüksek oranda benzerlik olduğu belirtilmiştir (Carper et al. 

1987; Fabre et al. 1994). Aldoz redüktaz enziminin dağılımının insan ve sıçan 

böbreğinde benzer olduğunu gösterilmiştir (Terubayashi et al. 1989). 
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Çeşitli insan dokularından izole edilen aldoz redüktaz enziminin dokulardaki 

konsantrasyonunun en fazla böbrek medullasında, siyatik sinirlerde ve lensde olduğu 

belirtilmiştir. Enzim konsantrasyonlarının, diyabetin sebep olduğu komplikasyonların 

hedefindeki dokularda yüksek olması, aldoz redüktaz enziminin oluşan bu 

komplikasyonlardan sorumlu olduğunu göstermektedir (Tanimoto et al. 1998). 

İnsülinden bağımsız dokulardan; sinir, lens, retina, vasküler ve glomerüler hücreler 

olmak üzere birçok dokuda farklı oranlarda eksprese olan aldoz redüktaz enzimi aldehit 

metabolizmasında görev yapan bir enzimdir. Diyabetli bireylerde glukozun poliol 

yolunda aldoz redüktaz enzimi aracılığı redüksiyonu, diabete bağlı komplikasyonların 

gelişiminde önem arz etmektedir. Aldoz redüktaz enziminin ekspresyonunun özellikle 

retinal hücrelerde yüksek olması, aldoz redüktaz enziminin diabetik retinopati 

oluşumunda önemli roller üstlendiğini ve bu enzimin aktivitesi üzerinde sıklıkla 

çalışıldığı belirtilmiştir (Srivastava et al. 2005; Obrosova and Kador 2011). 

Aldoz redüktaz enziminin artmasıyla sorbitolun fruktoza oksidasyonu ile artan NADH 

yalancı hipoksiye neden olur (Dunlop 2000). Bunun sonucunda NADH/NAD
+
 oranının 

artmasıyla gliseraldehit-3-fosfat dehidrogenaz enzimi inhibe olur ve bunun sonucunda 

gliseraldehit-3-P konsantrasyonu ve NADP miktarı artarak pentoz fosfat yolu aktive 

olur. Pentoz fosfat yolunun aktivasyonu ile AGE öncülü olan metilglioksal ve protein 

kinaz C’nin aktivatörü DAG oluşumunu arttıran trioz fosfat seviyesi de artmaktadır 

(Dunlop 2000; Garcia et al. 2001; Setter et al. 2003). 

Aldoz redüktaz enziminin beyin, kalp, kan damarları ya da iskelet kası gibi dokularda 

aşırı ekspresyonu, ozmotik regülasyon ve glukoz metabolizmasının dışında; vasküler 

inflamasyon (Rittner et al. 1999), restenoz (damar genişletilmesi) (Ruef et al. 2000), 

miyokardial iskemi (Shinmura et al. 2000), kalp yetmezliği (Yang et al. 2000) ve aşırı 

demir yükselmesi (Barisani et al. 2000) gibi durumlarla da ilgili olabileceği 

düşünülmektedir (Ramana et al. 2002). 
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Aldoz redüktaz enzimi diyabetik komplikasyonlar başta olmak üzere değişik kanser 

türlerinde (Lee et al. 2001; Saraswat et al. 2006), renal hastalıklarda (Hasuike et al. 

2002), ovaryum anormalliklerinde (Meyer et al. 1992) ve inflamasyonda (Yang et al. 

1998; Miller et al. 2005) çok önemli görevler üstlenmiştir. 

Van Heyningen, ilk kez 1959 yılında aldoz redüktaz enziminin diyabetik rat lenslerinde 

sorbitol ve galaktitol gibi poliolların birikmesine ve bundan dolayı da ozmotik dengenin 

değişmesine sebep olduğunu belirtmiştir (Van Heyningen 1959). Buna dayanarak 

yapılan deneyler sonucunda, aldoz redüktaz enziminin farmakolojik inhibitörlerinin, 

diyabetik ratlar ve galaktoza uygulanan tavşanlarda katarakt oluşumunu iyileştirdiği 

gösterilmiştir (Kinoshita et al. 1965; Varma et al. 1976). 

Aldoz redüktaz enziminin inhibitörleri yapısal olmak üzere üç gruba ayrılır (Oka et al. 

2000; Da Settimo et al. 2001; Kurono et al. 2001; Oka and Kato 2001) (Çizelge 2.6). 

Çizelge 2.1. Aldoz redüktaz enziminin inhibitörlerinin sınıflandırılması (Oka and Kato 

2001) 

Sınıflandırma İnhibitör Madde Kullanım Durumu 

1) Asetik asit 

bileşikleri 
Epalrestat Japonya’da kullanılmakta 

 Alrestatin Yan etkilerinden dolayı kullanılmamaktadır 

 Tolrestat Yan etkilerinden dolayı kullanılmamaktadır 

 Zenarestat Yan etkilerinden dolayı kullanılmamaktadır 

 Zopolrestat Yan etkilerinden dolayı kullanılmamaktadır 

 NZ-314 Yan etkilerinden dolayı kullanılmamaktadır 

2) Spirohidantiyonlar Sorbinal Yan etkilerinden dolayı kullanılmamaktadır 

 Fidarestat Japonya’daki satışları durdurulmuştur 

3) Suksinamid 
AS-3201 

(Ranirestat) 
ABD’de üçüncü faz denemelerindedir 
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Aldoz redüktaz enziminin aktif bölgesinde bulunan hidrofilik ve hidrofobik iki domain 

aracılığı ile inhibitör bağlanması gerçekleşmektedir. 

1) Hidrofilik domain hidrojen bağı kurabilmek için kofaktörün yakınında yer almakta ve 

belli bir diziden oluşmaktadır. 

2) Hidrofobik domain özgül cebi taşımaktadır (Urzhumtsev et al. 1997). 

Enzimin anyonik bölgesinde Tyr48, His110 amino asitleri ve NADP bulunmaktadır 

(Harrison et al. 1994). Anyonik bağlanma bölgesi ile yan yana olan özgül cep Trp111, 

Phe122, Leu300 ve Ser302 amino asitlerinden oluşmaktadır (Zandt et al. 2009). 

Bütün aldoz redüktaz inhibitörleri, fiziyolojik pH’da negatif yüke sahiptir. İnhibitörler, 

enzimin anyonik bağlanma bölgesine bu negatif yüklü kısımlar ile bağlanmaktadırlar. 

Bundan dolayı da NADPH’ın okside formu olan NADP
+
’yı inhibitörler tercih 

etmektedir (Podjarny et al. 2004). Enzimin aktif bölgesi, inhibitöre uyum sağlayabilmek 

için konformasyonel değişiklikler yapmaktadır Aldoz redüktaz inhibitörleri, enzimin 

aktif bölgesindeki hidrofobik bölge kalıntıları ile birçok van der Waals bağı 

kurmaktadırlar (Wilson et al. 1995; Steuber et al. 2008). 

Sorbitol dehidrogenaz enzimi poliol yolunun ikinci enzimi olup NAD
+
 kofaktörüne 

bağımlı olarak halkalı yapıda olmayan poliollerin oksidasyonundan sorumludur (Rehg 

and Torack 1977). Sorbitol dehidrogenaz enzimi poliol yolunu sorbitolun fruktoza 

dönüşüm reaksiyonunu katalizleyerek tamamlar. Hiperglisemi durumunda heksokinaz 

enzimlerinin doygunluğu sonucu hücre içerisindeki glukozun 1/3’i poliol yolunda 

metabolize olmaktadır (Kinoshita 1974; Kinoshita et al. 1983; Gonzales et al. 1984) 

Hiperglisemi şartlarında poliol yolunun artan aktivitesi sonucu glukoz fruktoza dönüsür. 

Sorbitolün NAD
+
 bağımlı sorbitol dehidrogenaz enzimi tarafından oksidasyonu 

sonucunda oluşan fruktoz, fruktoz-3- fosfat (F3P) ve 3-deoksiglukoza (3DG) dönüşür 

(Grandhee and Monnier 1991; Lal vd 1995; Hamada et al. 2000). Bu sonucunda, poliol 

yolunda 3-deoksiglukozun oluşabileceği gösterilmektedir (Tsukushi et al. 1999). F3P ve 
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3DG ileri glikasyon son ürünlerinin oluşumunda görev alırlar (Szwergold et al. 1990; 

Brownlee 1992; Hamada et al. 1996). 

Glukozun, sorbitole ve sonra da fruktoza hızla dönüşmesi GSH düzeyinin azalmasına 

sebep olmaktadır. Oluşan NADH, NADH oksidaz enzimi tarafından substrat olarak 

kullanılmakta (Lorenzi 2007) ve bu enzimin etkisiyle serbest oksijen radikalleri (ROS) 

oluşumunun artışına sebep olmaktadır (Kashiwagi et al. 1994). ROS ve NADH/NAD
+
 

oranındaki artış, gliseraldehit-3-fosfat dehidrogenaz enzim (GAPDH) inhibisyonuna 

neden olarak daha fazla glukozun poliol yolağına yönelmesine, gliseraldehit-3-P 

konsantrasyonunun ve aldoz redüktaz enzim aktivitesinin artışına sebep olmaktadır 

(Stevens et al. 2000). NADP miktarındaki artış ise pentoz fosfat yolunu aktive eder 

(Dunlop 2000; Setter et al. 2003). Konsantrasyonu artan trioz fosfatlar ise bir ileri 

glikasyon ürünü öncülü olan metiloglioksal ve Protein Kinaz C aktivasyonunu sağlayan 

hiperglisemi diaçil gliserol oluşumunu arttırmaktadır (Dunlop 2000; Setter et al. 2003). 

Diğer yönden de aldoz redüktaz enzimi, reaktif karbonilleri ve lipit aldehitlerini 

detoksifiye ederek oksidatif stresi azaltmaktadır (Dunlop 2000). 

SDH enziminin aktivitesi ilk kez 1942 yılında memeli dokusunda saptanmıştır (Breusch 

1942). Hemen hemen bütün canlılarda bulunan SDH enzimi Brakley tarafından 1951’de 

ilk kez fare karaciğerinden saflaştırılmış (Brakley 1951), bitkilerde ise elma, şeftali ve 

armut gibi meyve türlerinde incelenmiştir (Yamaguchi et al. 1994; Bianco et al. 1998). 

Enzimin sorbitol ve galaktitol’u içeren çeşitli asiklik poliolların oksidasyonunu 

katalizlediği belirtilmiştir (Brakley 1951). SDH enzimi sorbitolün kullanımında önemli 

bir rol izlerken, bitkilerde meyve gelişiminde karbon sağlamada anahtar rol üstlendiği 

belirtilmiştir (Oura et al. 2000) SDH enzimi Bacillus subtilis ve Gluconobacter gibi 

bakterilerde çalışılmıştır (Ng et al. 1992; Hosino et al. 2003) 

Barsak bölgesi hariç bütün memeli dokularında eksprese olduğu belirtilen sorbitol 

dehidrogenaz enzimi özellikle karaciğer ve testis dokularında bol miktarda 

bulunmaktadır (Jeffery et al. 1984; Estonius et al. 1993). Enzim, insan ve koyun (Smith 



44 

 

M.G.1962) dokuları gibi birçok dokudan saflaştırılmıştır (Baretto and Bcutler 1975; 

Jedziniak et al. 1981; O‟Brien et al. 1983; Maret and Auld 1988). 

Çizelge 2.2. SDH enziminin saflaştırıldığı memeli dokuları  

Enzim kaynağı  Kaynak 

Sıçan karaciğeri  (Brakley 1951) 

Domuz sperm kesesi  (Williams-Ashman et al.1957) 

Koyun karaciğeri  (Smith 1962) 

Sıçan beyni  (Rehg and Torack 1977) 

At karaciğeri  (Bailey et al. 1981) 

İnsan beyni  (O’Brien et al. 1982) 

Sığır beyni  (Wiesinger and Hamprecht 1987) 

İnsan karaciğeri  (Maret and Auld 1988) 

Sığır lensi  (Marini et al. 1997) 

Sıçanlarda yapılan bir çalışmada, karaciğer tümör hücrelerindeki aldoz redüktaz 

enziminin, karbonil metabolitlerinin (3-DG, gliseraldehit) işlevlerini baskılayarak 

hücrenin kontrolsüz bölünmesinin devamını sağladığı belirtilmişitr. Bundan dolayı 

karaciğerde tümör oluşumunda aldoz redüktaz enziminin ekspresyonundaki artışın, 

kanser hücrelerinin yok edilememesi ile ilişkili olabildiği düşünülmektedir (Jin et al. 

2006). 

Sorbitol dehidrogenaz enziminin inhibisyonu sonucu sorbitol birikimi artmıştır. Buna 

karşın bu çalışmada sorbitol birikiminin yan etkileri olmaksızın bozulan sinir iletimi ve 

sinirlerde, gözde ve aortla ilgili dokularda vasküler komplikasyomların azaldığı 

gözlenmiştir. Bunun sonucunda sinir, göz ve aortla ilgili dokularda oluşan 

patogenezlerin glukozun aldoz redüktaz enzimi aracılığı ile sorbitole redüksiyonundan 

ziyade sorbitolün, sorbitol dehidrogenaz enzimi tarafından fruktoza oksidasyonuyla 

daha çok ilişkili olduğu gösterilmişitr. Bu sebeple diyabetiklerde NADH/NAD+ 
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oranındaki artış diyabetik dokulardaki patogenezlerin çok önemli belirleyicisi olarak 

görülmektedir (Tilton et al. 1995). 

Quercetin’in spesifik bir aldoz redüktaz enzim inhibitörü olduğu düşünülmektedir 

(Kador et al. 1985). Sığır beyni sorbitol dehidrogenaz enzimi üzerine yapılan çalışmada 

quercetinin enzimi önemli oranda inhibe ettiği (Wiesinger and Hamprecht 1989) ve aynı 

inhibitörün insan sorbitol dehidrogenaz enzimi üzerinde de benzer oranda inhibisyon 

gösterdiği belirtilmiştir (O‟Brien et al. 1983). Yapılan bu denemeler sonucunda aldoz 

redüktaz enzimi inhibitörlerinin in vivo koşullarda ilk olarak sorbitol dehidrogenaz 

enzimi üzerine denenmesinin pozitif sonuçlar verebileceği belirtilmiştir (Wiesinger and 

Hamprecht 1989). 

Koyun karaciğeri sorbitol dehidrogenaz enzimi üzerine yapılan inhibiyon çalışmaları 

genellikle tiyollerin bu enzimin güçlü inhibitörleri olduğunu ve aldoz redüktaz 

inhibitörü olan sorbinilin koyun karaciğeri sorbitol dehidrogenaz enzimi üzerinde 

inhibisyon etkisi göstermediği belirtilmiştir. Fakat aldoz redüktaz inhibitörlerinden 

tolrestat, quercetin ve alrestatinin koyun karaciğeri sorbitol dehidrogenaz enzimi 

üzerinde inhibisyon etkisi gösterdiği belirtilmiştir (Lindstad and McKinley-McKee 

1996). 

Sorbitol dehidrogenaz enzim inhibisyonu üzerine yapılan çalışmalar; inhibisyonun 

hiperglisemi şartlarında ortaya çıkan poliol yolu aktivitesiyle ilişkili redoks 

bozukluklarını düzelterek diyabetin sebep olduğu komplikasyonların ortaya çıkmasını 

geciktirmede faydalı olabileceği belirtilmektedir (Kador et al. 1998). Bu nedenle güçlü 

ve etkili Sorbitol dehidrogenaz inhibitörleri geliştirmek amacıyla çalışmalar devam 

etmektedir (Lindstad and McKinley-McKee 1997). 

Hücre içi şartlarda sadece bir sınıf (piperazin pirimidinler) aktif sorbitol dehidrogenaz 

enzim inhibitörleri olduğu belirtilmiştir (Geisen et al. 1992). Bunun dışında ditiyotreitol 

ve diğer metal şelatlayıcı tiyolları içeren ikinci bir sınıfın, SDH enziminin katalitik 
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çinko atomuyla etkileşerek in vitro şartlar altında güçlü inhibitör etkisi gösterdiği 

belirlenmiştir (Lindstad and McKinley-McKee 1996). 

Sorbitol dehidrogenaz enziminin ilk inhibitörünün Geisen ve arkadaşları tarafından 

yapılan çalışmalar sonucunda 2-hidroksimetil- 4- 4(4-N,N, dimetilaminsülfonil-1- 

piperazin) pirimidin olduğunu kanıtlanmıştır (Geisen et al. 1994). 

Uzun zamandır yapılmakta olan çalışmalar; SDH enziminin inhibisyonu, hiperglisemi 

durumunda aktif hale gelen poliol mekanizması ile ilgili redoks bozukluklarını 

düzelterek diyabetin sebebiyet verdiği komplikasyonların ortaya çıkmasını geciktirmede 

yararlı olabileceğini göstermektedir (Kador et al. 1998). Bu sebeple birçok araştırmacı 

güçlü ve etkili SDH inhibitörleri geliştirmek için çalışmaktadır (Lindstad and 

McKinley-McKee 1997). 
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3. MATERYAL ve YÖNTEM 

3.1. Materyal 

3.1.1. Kullanılan kimyasal maddeler 

Çizelge 3.1. Çalışmada kullanılan kimyasallar ve temin edildiği firmalar 

2ʹ, 5ʹ ADP-sepharose 4B Pharmacia 

Akrilamid Sigma 

Amonyum persülfat Sigma 

Amonyum Sülfat E.Merc AG 

Asetik Asit E.Merc AG 

Brom timol mavisi Sigma 

CM-Sephadex E.Merc AG 

Coomessie Brillant Blue G-250 Sigma 

Coomessie Brillant Blue R-250 Sigma 

DEAE Sephadex E.Merc AG 

Diyaliz Torbaları sigma 

DL-Gliseraldehit sigma 

Etanol Sigma 

Etilendiamintetraasetikasit (EDTA) Fluka 

Gliserin E.Merc AG 

Gliserol Sigma Chemical Comp. 

Metanol E.Merc AG 

Glisin E.Merc AG 

Glutaraldehit Sigma 

Hidroklorik Asit E.Merc AG 

İzopropanol E.Merc AG 
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Çizelge 3.1. (devam) 

Jel filtrasyon için Molekül kütlesi Standartları Sigma 

N,,N’- metilen bisakrilamid Sigma 

N,N,N,N’-tetrametil etilendiamin (TEMED) Sigma 

Potasyum fosfat Riedel de Haen 

Potasyum Fosfat E.Merc AG 

Protein Marker BioRad 0375 

Protein Marker V peqGOLD/peqlab 

Sephadex G-100 Sigma 

Sephadex G-100 E.Merc AG 

Sodyum dodesil sülfat (SDS) E.Merc AG 

Sodyum Fosfat E.Merc AG 

Sodyum hidroksit Riedel de Haen 

Sodyum Klorür E.Merc AG 

Sorbitol E.Merc AG 

Trihidroksimetilaminometan (Tris) Sigma 

Triklor asetik asit (TCA) Riedel de Haen 

β-merkapto etanol Fluka 

β-merkapto etanol E.Merc AG 

β-NAD
+
 E.Merc AG 

NADPH Sigma 

NADP
+
 Sigma 

Çalışmamızda kullanılan diğer kimyasallar Sigma Chemical Comp.’den ya da E.Merc 

AG’den, temin edilmiştir. 

3.1.2. Yararlanılan alet ve cihazlar 

Çalışmalar esnasında aşağıdaki alet ve cihazlardan faydalanılmıştır. 
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Soğutmalı satrifüj : Hermle Z 323 K (Germany) 

Spektrofotometre : Beckman coultur 

pH metre  : Sehott pH-Meter CG840 

Elektroforez tankı : BIO RAD (dikey) 

Peristaltik pompa : Ismatec 

Karıştırıcı (Shaker) : GFL 3025 

Karıştırıcı (Vorteks) : Fisons whirlimixer 

Hassas terazi  : Gec avery 

Afinite kolonu             : Kapalı sistem oluşturucu ve soğutmalı (1x10), sigma (ABD) 

Otomatik pipet : Eppendorf 

Çalkalayıcı  : Midıi Dual 14 

Magnetik karıştırıcı : Chilten Hotplate Magmetic Stirrer HSBI 

Saf su cihazı  : Barnstead Easy Pure UV/UF 

Su banyosu  : Nüve 

Kar makinesi  : Scotsman AF-20 

Güç kaynağı  : 1-Bio Rad Power Pac 3000 2-Apparatus Corporation EC 135 

Buzdolapları  : Siemens Derindondurucu 

(-20°C’ye kadar) : Sanyo Madical Freezer 

(-85°C’ye kadar) : Sanyo Ultra Low 

3.1.3. Kullanılan çözeltiler ve hazırlanması 

AR enzimi için aktivite ölçümünde kullanılan çözeltiler: 

1. pH=5,5 olan 1 M Na-fosfat tampon çözeltisi: 6 gram NaH2PO4 tartıldı ve 40 ml saf 

suda çözüldü sonrasında pH=5,5’e ayarlandı ve toplam hacim saf su ile 50 ml’ye 

tamamlandı. 

2. 0,11 mM NADPH çözeltisi: 0,0045 gram NADPH tartıldı ve 5 ml saf suda çözüldü. 

3. 4,7 mM DL-gliseraldehit çözeltisi: 0,021 gram DL-gliseraldehit tartıldı ve 10 ml saf 

suda çözüldü. 
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SDH enzimi için aktivite ölçümünde kullanılan çözeltiler: 

1. pH=9,5 olan 100 mM Glisin/NaOH tamponu: 0,75 gram Glisin 90 ml saf suda 

çözüldü. 1 M NaOH ile pH=9,5’e ayarlandıktan sonra toplam hacim saf su ile 100 ml ye 

tamamlandı. 

2. 4,7 mM β-NAD
+
 çözeltisi: 0,0155 g β-NAD

+ 
 tartıldı ve pH=9,5 olan 100 mM 5 ml 

Glisin/NaOH tampon çözeltisinde çözüldü. 

3. 100 mM sorbitol çözeltisi: 0,182 g sorbitol tartıldı ve pH=9,5 olan 100 mM 10 ml 

olan Glisin/NaOH tampon çözeltisinde çözüldü. 

AR enzimi için homojenatın hazırlanmasında kullanılan çözeltiler 

pH=7,4 olan 10 mM Na-fosfat tamponu: 1,2 gram NaH2PO4 tartıldı ve yaklaşık 900 ml 

saf suda çözüldü. pH= 7,4’e getirildikten sonra toplam hacim saf su ile 1000 ml’ye 

tamamlandı. 

SDH enzimi için homojenat hazırlanmasında kullanılan çözeltiler 

pH= 7,0 olan 5 mM K-fosfat: 0,068 gram KH2PO4 tartıldı. 90 ml saf suda çözüldü. 

pH=7,0’a getirildikten sonra toplam hacim saf su ile 100 ml’ye tamamlandı. 

AR enziminin diyalizinde kullanılan çözelti 

pH=7,4 olan 5 mM β-merkaptoetanol içeren 10 mM Na-fosfat tamponu: 1,2 gram 

NaH2PO4 tartıldı ve yaklaşık 900 ml saf suda çözüldü. İçerisine 72 µl β-merkaptoetanol 

eklendi ve pH= 7,4’e getirildikten sonra toplam hacim saf su ile 1000 ml’ye 

tamamlandı. 
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SDH enziminin diyalizinde kullanılan çözelti 

1. pH=7,9 olan 5 mM K-fosfat tampon çözeltisi, (Amonyum sülfat çöktürmesi sonrası 

yapılan diyalizde kullanılan tampon): 0,68 gram KH2PO4 tartıldı ve yaklaşık 900 ml saf 

suda çözüldü. 1 M NaOH ile pH=7,9’a getirildikten sonra içerisine 72 µl β-

merkaptoetanol eklenerek son hacim saf su ile 1000 ml’ye tamamlandı. 

2. pH=6,2 olan 5 mM K-fosfat tampon çözeltisi, (DEAE-Sephadex iyon değişim 

kromatografisi sonrası yapılan diyalizde kullanılan tampon): 0,68 gram KH2PO4 

yaklaşık 900 ml saf suda çözüldü. 1M NaOH ile pH=6,2’ye getirildikten sonra içerisine 

72 µl β-merkaptoetanol eklenerek son hacim saf su ile 1000 ml’ye tamamlandı. 

AR için hazırlanan DEAE-Sephadex iyon değişim kromatografisinde kullanılan 

çözeltiler 

pH=7,4 olan 10 mM Na-fosfat tamponu, (DEAE-Sephadex iyon değişim kolonunun 

dengelenmesi ve yıkanması için kullanılan tampon): 1,2 gram NaH2PO4 tartıldı ve 

yaklaşık 900 ml saf suda çözüldü. pH= 7,4’e getirildikten sonra toplam hacim saf su ile 

1000 ml’ye tamamlandı. 

AR için hazırlanan Sephadex G-100 jel filtrasyon kromatografisinde kullanılan 

çözeltiler 

pH=7,4 olan 10 mM Na-fosfat tamponu, (Sephadex G-100 jel filtrasyon kolonunda 

kullanılan tampon): 1,2 gram NaH2PO4 tartılarak yaklaşık 900 ml saf suda çözüldü. 

pH= 7,4’e getirildikten sonra toplam hacim saf su ile 1000 ml’ye tamamlandı. 
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AR için hazırlanan afinite kolonunda kullanılan çözeltiler: 

1. pH=7,4 olan 10 mM Na-fosfat tamponu, (2’5’ ADP-Sepharose afinite kolonunun 

dengelenmesi ve yıkanması için kullanılan tampon): 1,2 gram NaH2PO4 tartıldı ve 

yaklaşık 900 ml saf suda çözüldü. pH=7,4’e getirildikten sonra toplam hacim saf su ile 

1000 ml’ye tamamlandı. 

SDH için hazırlanan DEAE-Sephadex iyon değişim kromatografisinde kullanılan 

çözeltiler 

pH=7,9 olan 5 mM K-fosfat tampon çözeltisi: 0,68 gram KH2PO4 tartıldı ve yaklaşık 

900 ml saf suda çözüldü. 1M NaOH ile pH=7,9’a ayarlandıktan sonra son hacim saf su 

ile 1000 ml’ye tamamlandı. 

SDH için hazırlanan CM-Sephadex C-50 iyon değişim kromatografisinde 

kullanılan çözeltiler 

pH=6,2 olan 5 mM K-fosfat tampon çözelti: 0,68 gram KH2PO4 tartıldı ve yaklaşık 900 

ml saf suda çözüldü. 1M NaOH ile pH=6,2’ye ayarlandıktan sonra son hacim saf su ile 

1000 ml’ye tamamlandı. 

SDH için hazırlanan Sephadex G-100 jel filtrasyon kromatografisinde kullanılan 

çözeltiler 

pH=6,2 olan 5 mM K-fosfat tampon çözeltisi: 0,68 gram KH2PO4 tartıldı ve yaklaşık 

900 ml saf suda çözüldü. 1M NaOH ile pH=6,2’ye getirildikten sonra son hacim saf su 

ile 1000 ml’ye tamamlandı. 
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Proteinlerin kantitatif tayininde kullanılan çözeltiler: 

1. 100 mg Coomassie brillant blue G-250, 50 ml %95’lik etanolde çözüldü. Bu 

çözeltiye %95’lik 100 ml fosforik asit ilave edilerek çözeltinin toplama hacmi saf su ile 

1 litreye tamamlandı. 

2. Standart serum albumin çözeltisi (1 mg/ml; protein tayini için kullanılan çözelti): 1 

mg standart serum albuminin 1 ml saf suda çözüldü. 

Elektroforez için kullanılan çözeltiler: 

1. pH=8,8 olan 1M Tris-HCl: 12,11 gram Tris (0,1 mol) tartıldı ve 80 ml saf suda 

çözüldü ve 1M HCl ile pH=8,8’e ayarlandıktan sonra toplam hacim saf su ile 100 ml’ye 

tamamlandı. 

2. pH=6,8 olan 1 M Tris-HCl:12,11 gram Tris (0,1 mol) tartıldı ve 80 ml saf suda 

çözüldü ve 1M HCl ile pH=6,8’e ayarlandıktan sonra toplam hacim saf su ile 100 ml’ye 

tamamlandı. 

3. %30 Akrilamid-%0,8 Bisakrilamid çözeltisi: 15 gram akrilamid, 0,4 gram 

bisakrilamid ve 34,6 gram saf su karıştırılarak çözüldü. 

4. %10’luk amonyum persülfat çözeltisi: 1 gram amonyum persülfat tartılarak saf su ile 

10 ml’ye tamamlandı. 

5. %10’luk SDS: 1 gram SDS, 9 gram saf suda çözülerek elde edildi. 

6. Yürütme tamponu: 1,51 gram Tris (12,5 mmol) ve 7,51 gram glisin (0,1 mol) 

tartılarak 450 ml saf suda çözüldü; %10’luk SDS’den 5 ml ilave edildi, pH=8,3’e 

getirildi ve toplam hacim saf su ile 500 ml’ye tamamlandı. 

7. Numune tamponu: 1 M Tris-HCl (pH=8,0)’den 0,5 ml, %10’luk SDS’den 1 ml, 

%100’lük gliserinden 1 ml ve %0,1’lik brom timol mavisinden 1 ml alınarak saf su ile 

10 ml’ye tamamlandı. Bu tampona kullanılmadan önce 950 µl numune tamponundan 50 

µl olacak şekilde β-merkaptoetanol ilave edildi. 

8. Sabitleştirme çözeltisi (jelde yürütülen proteinlerin sabitleştirilmesi için kullanılan 

çözelti): %50 izopropanol, %10 TCA ve %40 saf su olacak şekilde karıştırılarak 

hazırlandı. 
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9. Jel boyama çözeltisi: 50 ml metanol, 10 ml asetik asit ve 40 ml saf su içerisinde 0,1 

gram Coomassie brillant blue R-250 reaktifinin çözülmesiyle hazırlandı. 

10. Jel yıkama çözeltisi: 50 ml metanol, 10 ml asetik asit ve 40 ml saf su karıştırılarak 

elde edildi. 

11. Coomassie brillant blue G-250 reaktifi (proteinlerin kantitatif tayininde kullanılan 

çözelti): 100 mg coomassie brillant blue G-250, 50 ml %95’lik etanolde çözüldü. Bu 

çözeltiye %95’lik 100 ml fosforik asit ilave edildi ve çözeltinin toplam hacmi saf su ile 

1000 ml’ye tamamlandı. 

12. %0,04’lük brom timol mavisi çözeltisi: 0,1 gram indikatör 16 ml 0,01 M NaOH 

içerisinde çözüldü ve toplam hacim saf su ile 250 ml’ye tamamlandı. 

Çalışmada kullanılan antibiyotiklerin hazırlanması 

1. 0,314 M Gentamisin sülfat çözeltisi: 150 mg gentamisin sülfat tartılıp, hacim saf su 

ile 1 ml’ye tamamlandı. 

2. 0,18 M Seftriakson Disodyum 3,5 H20: 1 g Seftriakson Disodyum 3,5 H20 tartılıp, 

hacim saf su ile 10 ml’ye tamamlandı. Daha sonra 100 kat seyreltildi. 

3. 0,0345 M Vankomisin HCl: 1 g Vankomisin HCl tartılıp, hacim saf su ile 20 ml’ye 

tamamlandı. Daha sonra 20 kat seyreltildi. 

4. 0,294 M Sefuroksim Sodyum: 250 mg Sefuroksim Sodyum tartılıp, hacim saf su ile 2 

ml’ye tamamlandı. Daha sonra 10 kat seyreltildi. 

5. 0,55 M Sefozolin Sodyum: 1 g Sefozolin Sodyum tartılıp, hacim saf su ile 4 ml’ye 

tamamlandı. 

6. 0,737 M Linkomisin HCl: 600 mg Linkomisin HCl tartılıp, hacim saf su ile 2 ml’ye 

tamamlandı. 

7. 0,073 M Amikasin Sülfat: 100 mg Amikasin Sülfat tartılıp, hacim saf su ile 2 ml’ye 

tamamlandı. 

8. 6 mM Siprofloksasin: 400 mg Siprofloksasin tartılıp, hacim saf ile 10 ml’ye 

tamamlandı. Daha sonra 10 kat seyreltildi. 

9. 0,715 M Ampisilin: 1 gr ampisilin tartılıp, hacim saf su ile 4 ml’ye tamamlandı. 

Daha sonra 5 kat seyreltildi. 
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10. 0,013 M Meropenem: 500 mg meropenem tartılıp, hacim saf su ile 100 ml’ye 

tamamlandı. Daha sonra 4 kat seyreltildi. 

11. 0,15 M Sefoperazon: 1g sefoperazon tartılıp, hacim saf su ile 10 ml’ye tamamlandı. 

Daha sonra 4 kat seyreltildi.  

3.2. Yöntem 

3.2.1. AR enziminin aktivite ölçümü 

Kullanılan çözeltiler: 

1. pH=5,5 olan 0,8 M Na-fosfat tamponu, 

2. 0,11 mM NADPH çözeltisi 

3. 4,7 mM DL-gliseraldehit çözeltisi 

1986 yılında Cerelli ve arkadaşları tarafından aldoz redüktaz enziminin aktivite ölçüm 

prosedürü geliştirildi ve prosedür modifiye edilerek bu çalışma yapıldı. Reaksiyon 

ortamı, 0,25 ml Na-fosfat tamponu, 0,1 ml NADPH, 0,45 ml saf su üzerine 0,1 ml izole 

edilen enzim ve 0,1 ml DL-gliseraldehit ilavesi ile toplam hacim 1 ml’ye tamamlanarak 

hazırlandı. Hazırlanan küvete DL-gliseraldehit ilavesi ile reaksiyon başlatıldı. Oda 

sıcaklığında ve spektrofotometre kullanılarak 340 nm’de 3 dakika boyunca NADPH 

konsantrasyonundaki azalma takip edildi ve sonrasında lineer olan absorbans değerler 

aralığı belirlenip, eğim hesaplamaları yapıldı. Enzim aktivitesinin U/L cinsinden 

hesaplanması için eğim değerleri, aşağıdaki formüle uygulanarak hesaplandı. 

U/L=ΔAxV(L)x1000 (μmol/dk
-1

/L
-1

) 

Δt= v(L) ε x d 

ΔA = Test tüpündeki absorbans farkı 
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Δt = Zaman (dakika) 

ΔA/Δt = Eğim 

ε = Ekstinsiyon Katsayısı (3.4x102 mmol
-1

xmm
-1

) 

d = Işık Yolu (10 mm) 

V(L) = Total Hacim 

v(L) = Enzim Hacmi 

3.2.2. Protein tayini 

3.2.2.a. Kalitatif protein tayini 

Kalitatif protein tayini Warburg metoduna göre, spektrofotometre ile 280 nm’de 

proteinlerin yapısını oluşturan aromatik gruplara sahip aminoasitlerden tirozin, 

fenilalanin ve triptofan amino asitlerinin maksimum absorbansının ölçülmesi ile bulunur 

(Segel 1968). Kromatografik yöntemlerle elde edilen fraksiyonlar eşit hacimlerde 

alınarak 280 nm de absorbansları köre karşı okunarak belirlendi. 

3.2.2.b. Kantitatif protein tayini 

Bradford metoduna göre kantitatif protein miktarı keçi böbreğinden elde edilen 

homojenat, amonyum sülfat çöktürmesi, DEAE-Sephadex iyon değişim kromatografisi 

ve CM-Selüloz C-50 iyon değişim kromatografisi ile saflaştırılan enzim çözeltileri için 

belirlendi. Negatif yüke sahip, proteinler üzerindeki pozitif yüklere bağlanan, kırmızı 

(λmax=465 nm) ve mavi (λmax=595 nm) formları bulunan Coomassie brillant blue G-

250 bu yöntemde boya olarak kullanıldı. Proteinin boyaya bağlanması kırmızı formun 

mavi forma dönüşmesini sağlamaktadır. Uygulanan bu yöntemin bozucu etkilere karşı 

hassasiyeti oldukça düşüktür (1-100 μg arası). Yapılan bu reaksiyon hızlı cereyan eder, 

yüksek oranda tekrarlanır ve iki dakika gibi kısa bir sürede tamamlanır. Kantitatif 

protein tayini prosedürü; 
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Tayin işlemleri şu prosedüre göre gerçekleştirildi: 1 ml’sinde 1 mg protein ihtiva eden 

standart sığır albumin çözeltisinden tüplere 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90 ve 100 μl 

alındı ve saf su ile tüplerin toplam hacimleri 100 μl’ye tamamlandı. Coomessie brillant 

blue G-250 çözeltisinden 5 ml ilave edildi ve vorteksle karıştırıldı. 10 dakikalık 

inkübasyon sonrası 3 ml’lik cam küvetlerde 595 nm’de köre karşı absorbans değerleri 

okundu. 0,1 ml enzim numunesinin içinde bulunduğu tampon ile 5 ml Coomessie 

brillant blue G-250 çözeltisinden oluşan karışım kör olarak kullanıldı. Yapılan çalışma 

sonucunda standart grafik absorbans değerlerine karşılık gelen μg protein değerleri ile 

yapıldı. Saflaştırma işleminin bütün safhalarında ortamdaki protein miktarını bulmak 

için numunelerde 20 kat veya daha çok seyreltme yapıldı. Elde edilen seyreltilmiş 

çözeltilerden ayrı tüplere sırasıyla 50, 100 ve 200 μl alınarak üzerlerine 5’er ml 

Coomessie brillant blue G-250 eklendi. Numuneler vorteksle karıştırıldı ardından 10 

dakika inkübe edildi ve sonra 595 nm’de absorbans değerleri ölçüldü. Bu işlemler 3 kez 

tekrarlandı ve 3 ayrı ölçümün aritmetik ortalaması alınarak standart grafikten protein 

miktarları bulundu (Bradford 1976). 

3.2.3. Keçi böbrek AR enziminin saflaştırılması 

3.2.3.a. Homojenatın hazırlanması 

Homojenat hazırlamak için, -80°C’de saklanmış olan dokular tartıldı. Daha sonra sıvı 

azot kullanılarak dondurma-çözme tekniği ile parçalandı ve ağırlıklarının (gr) 3 katı 

oranında 5 mM β-merkaptoetanol içeren pH’ı 7,4 olan 10 mM Na-fosfat tamponu ile 

homojenize edildi. Elde edilen homojenat, +4°C’de 13,500g’de 30 dakika santrifüj 

edildi. Süpernatant saflaştırma işlemlerinde kullanmak için +4°C’de saklandı. 

3.2.3.b. Amonyum sülfat çöktürmesi 

Çok değerlikli elektrolit olan proteinler, iyonlara benzer bir şekilde hareket ederler. Su 

molekülleri, yüksek tuz konsantrasyonunda, protein moleküllerini çevreler ve çözünür 

halde kalmasını sağlarlar. Bu su molekülleri amonyum sülfat tuzundaki iyonlar 
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tarafından çekilir ve proteinlerin çökmesine sebep olurlar (salting-out). Amonyum sülfat 

çöktürmesi salting-out esasına dayanmaktadır. 

Amonyum sülfat çötürmesinde; keçi böbreğinden elde edilen homojenat sırasıyla %0-

20, %20-30, %30-40, %40-50, %50-60, %60-70 ve %70-80 aralıklarında katı amonyum 

sülfat ile çöktürüldü. Amonyum sülfat tuzunun homojenatta çözünme işlemi manyetik 

karıştırıcı ile buz banyosunda yapıldı. Çöktürme işlemi yapıldıktan sonra homojenat 30 

dakika,+4°C, 13.500g’de santrifüj edildi. Santrifüj işleminden sonra elde edilen peletler, 

homojenat tamponu içinde çözüldü ve aktivite ölçümü yapıldı. Her defasında çökelekte 

ve süpernatantda enzim aktivitesine bakıldı ve çöktürme aralığı bulundu. Katı amonyum 

sülfat miktarı aşağıdaki formülden hesaplandı. 

NO O

COOH

Alrestatin  

m: Kullanılacak amonyum sülfat miktarı (g) 

V: Enzim çözeltisinin hacmi (ml) 

S1: 1’in kesri olarak çözeltideki amonyum sülfat doygunluğu 

S2: 1’in kesri olarak istenen amonyum sülfat doygunluğu 

Yapılan işlemler sonucu AR enziminin aktivitesinin %20-70 aralığında çöktüğü tespit 

edildi. Daha sonra saflaştırma işlemlerinde %20-70 amonyum sülfat aralığı uygulandı. 

Elde edilen numune 30 dakika 13000 g’de santrifüj edildi. Süpernatant atılarak çökelek 

çözünebileceği minimum fosfat tamponunda (5 mM K-fosfat, pH=7,9) çözüldü. Yapılan 

bütün işlemler buz banyosunda gerçekleştirildi. 

3.2.3.c. Diyaliz 

Amonyum sülfat çöktürmesi sonucu elde edilen numune +4°C’de diyaliz torbasında iki 

saat süreyle diyaliz tamponuna (5 mM β-merkaptoetanol içeren, 10 mM Na-fosfat 

pH=7,4) karşı 2 kez diyaliz edildi. 
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3.2.3.d. DEAE-Sephadex iyon değişim kromatografisi 

DEAE-Sephadex iyon değişim reçinesinin çalışmada anyon değiştirici olarak 

kullanılabilmesi için önce şişirilmesi gerekmektedir. 100-120 ml yatak hacmi 

oluşturabilmek için 5 gram jel 100 ml saf suda 80-90°C’de 5 saat süre ile bekletilerek 

şişirildi. Şişirilen jel daha sonra 0,5 N 100 ml soğuk HCl içerisinde 1 saat bekletildi ve 

sonra 100 ml 0,5 N NaOH ile nötralize edildi. Jelde çözünmüş olan gazlar su trompu 

yardımıyla uzaklaştırıldı. 3x2x30 cm boyutundaki kolona tatbik edildikten sonra 10 mM 

Na-fosfat tamponu (pH=7,4) ile dengelendi. Kolonun akış hızı peristaltik pompa ile 15-

20 ml/saat’e ayarlandı. Diyaliz sonrası elde edilen enzim çözeltisi jel üstündeki tampon 

seviyesi jel seviyesine getirildikten sonra pipet yardımı ile kolona tatbik edildi. 

Saflaştırma işlemi esnasında kolon 0,5 L dengeleme tamponuyla yıkanıp 20 mM ile 500 

mM arasındaki NaCl gradienti ile elüsyon gerçekleştirildi. Böylelikle AR enzimi 

DEAE-Sephadex kolonu ile saflaştırılmış oldu. Her bir elüatın 340 nm’de aktivitesine 

bakılarak aktiviteye sahip olan tüpler birleştirildi ve diyaliz torbasına yerleştirilerek iki 

saat süreyle +4°C 5 mM β-merkaptoetanol içeren, 10 mM Na-fosfat pH=7,4 olan 

tamponuna karşı diyaliz edildi. Birleştirilen elüat çözeltileri böylece jel filtrasyon 

kolonuna tatbik edilmek üzere hazır hale getirilmiş oldu. Kolona tatbik edilen 

numuneler ve birleştirilen elüat çözeltilerinin Bradford metoduyla kantitatif protein 

tayini ve aktivite tayinleri yapıldı ve spesifik aktiviteler hesaplanarak saflaştırma 

oranları belirlendi. 

3.2.3.e. Sephadex G-100 jel filtrasyon kromatografisi 

Sephadex G-100 kolona tatbik edilmeden önce şişirilmesi gerekmektedir. Bunun için 

jelden 5 g alınarak 200 ml saf suda 1 gece boyunca oda sıcaklığında bekletilerek 

şişirildi. Şişirilmiş jelin içinde bulunan hava kabarcıkları vakum yardımıyla 

uzaklaştırıldı. Şişirilmiş ve havası alınmış jel pH=7,0 olan 200 mM Na- fosfat 

tamponuyla dolu kolona paketlendi. Kolonu dengelemek amacıyla pH=7,4 olan 10 mM 

Na-fosfat tamponu kullanıldı ve kapalı sistem oluşturuldu. Peristaltik pompa yardımı ile 

kolon akış hızı 3 ml/saat’e ayarlandı. Kolonun dengelendiğini; dengeleme tamponu 
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kolondan uzun süre geçtikten sonra üstten ilave edilen tampon ile alttan akan tamponun 

pH değerinin ve 280 nm’de absorbansının aynı olduğu anda anlaşılır. Dengelenen 

kolona numunenin paketlenebilmesi için öncelikle kolon üzerindeki kapalı sistem açıldı 

ve jelin üzerinde birikmiş tamponun jel seviyesine gelmesi beklendi. Tampon oranı jel 

seviyesine geldiğinde iyon değişim kolonundan elde edilen numune 0,25 ml gliserol ile 

karıştırıldıktan sonra jelin üzerine tatbik edildi. Numune tatbikinden sonra numunenin 

jel seviyesine gelmesi beklendi ve numune jel seviyesine geldikten sonra tampon ilave 

edildi. Stok tampon çözelti ile kapalı sistem oluşturuldu ve sabit hızla akış sağlandı. 

Elüatlar alındı ve alınan her bir elüatın 280 nm deki absorbans değerlerin bakılıp elüat 

ve kör olarak kullanılan elüsyon tamponunun absorbans farkı sıfır olana kadar elüatlar 

alındı ve sonuçlar kaydedildi. 

3.2.3.f. 2', 5'-ADP Sepharose 4B afinite kolonunun hazırlanması ve Keçi böbrek 

AR enziminin saflaştırılması 

2', 5'-ADP Sepharose 4B afinite kolonu hazırlamak için, 2 gram jel 10 ml’lik yatak 

hacmine sahip kolon hazırlamak için tartıldı. Jel katı maddelerin uzaklaştırılması için 

400 ml saf su ile birkaç kez yıkandı ve yıkama sonucunda jel şişirilmiş oldu. Şişirilen 

jelin havası vakum ile alındı. Jel havası alındıktan sonra 5 mM β-merkaptoetanol içeren 

10 mM Na-fosfat tamponu (pH=7,4) ile süspanse edildi. Daha sonra jel 1x10 cm’lik 

kolona paketlendi ve kolona soğutmalı kapalı sistem kuruldu. Kolon peristaltik pompa 

yardımı ile Na-fosfat tamponuyla yıkanarak dengelendi. Kolonun dengelendiğini 

anlamak için elüat ile tampon çözeltinin pH değerinin ve 280 nm’de absorbanslarının 

eşitliği dikkate alındı ve böylece kolon hazırlanmış oldu. Numune dengelenmiş olan 

kolona paketlendi. Sonrasında kolon 5 mM β-merkaptoetanol içeren pH=7,4 olan 10 

mM Na-fosfat tamponu ile yıkandı. Yıkama işlemine 280 nm’deki absorbans değeri 

sıfır oluncaya kadar sürdürüldü. Daha sonra 0,2-2,5 mM NaCl gradientli Na-fosfat 

tampon çözeltisi ile elüsyon yapıldı ve AR enzimi elde edilmiş oldu. 
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3.2.4. Sodyum dodesil sülfat-poliakrilamid jel elektroforezi (SDS-PAGE) ile AR 

enzim saflığının kontrolü 

Laemmli metoduna göre saflaştırılan enzimin saflık derecesini belirlemek için %3-8 

kesikli sodyum dodesilsülfat poliakrilamid jel elektroforezi (SDS-PAGE) yapıldı ve 

enzimin saflık derecesi belirlenmiş oldu (Laemmli 1970). Bunun için öncelikle 

elektroforez plakaları önce saf su ile yıkandı daha sonra da alkol ile yıkandı. Plaklar 

yıkandıktan sonra her iki kenarında aralık oluşturucu bir plakayla düz bir plaka üst üste 

getirilerek kıskaçlarla tutturuldu. Plakalar sabitleştirildikten sonra, içerisinde sızdırmayı 

önleyen sünger ihtiva eden jel hazırlama kabinine konuldu. Ayırma jeli hazırlandıktan 

sonra, jel enjektör yardımıyla plakaların üst kısmında 0,5 cm yer kalacak kadar şekilde 

dolduruldu ve jelin donması için belirli bir süre beklendi. Ayırma jeli katılaştıktan sonra 

yığma jeli hazırlandı ve jelin üst kısmında kalan boşluğa dolduruldu. Numune 

kuyularının oluşturulması için tarak dikkatlice yerleştirildi. Jelin kurumasını engellemek 

için ıslak süzgeç kağıdı sistem üzerine kapatıldı ve yığma jelinin katılaşması beklendi. 

Yığma jeli katılaştıktan sonra tarak dikkatlice çıkartıldı ve numune kuyuları oluşturuldu. 

Önce jel saf su, daha sonra da yürütme tamponuyla yıkandıktan sonra plakalarla birlikte 

elektroforez tankına yerleştirildi. Tankın alt ve üst kısımları yürütme tamponuyla 

dolduruldu. Enzim örnekleri yaklaşık olarak 20 μg protein içerecek şekilde hazırlandı. 

Toplam hacim 50 μl olacak şekilde 1/1 oranında numune tamponu katılarak üç dakika 

kaynar su banyosunda bekletildi. Elektroforez tankı üst tarafa katot (-), alt tarafa anot 

(+) gelecek şekilde yerleştirilerek kapatıldı. Örnekler öncelikle akım 80 volta getirilerek 

20 dakika boyunca yürütüldü ve örneklerin ayırma jeline kadar gelip yığılması sağlandı. 

Daha sonra akım 120 volta getirildi ve boya jelin alt kısmına gelinceye kadar yürütüldü. 

Numune tamponunda bulunan brom timol mavisi numunelerin takip edilebilmesi için 

yardımcıdır. Yürütme işlemi bittikten sonra elektrik akım kesildi ve plakalar arasındaki 

jel dikkatle çıkarıldı ve sonra 20 dakika sabitleştirme çözeltisine konuldu. Bu işlemden 

sonra jel çıkarılarak boyama çözeltisine konuldu ve çalkalayıcıda 2 saat süreyle 

bekletildi. Boyama işlemi tamamlandıktan sonra çıkarılan jel yıkama çözeltisine 

konuldu. Yıkama tamponunda rengi açılan ve protein bantları belirginleşen jel tampon 

çözeltiden çıkarılarak fotoğrafı çekildi. 
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Ayırma jelinin hazırlanması: pH=8,8 olan 1M 5 ml Tris-HCl, 4,4 ml %30 Akrilamid-

%0,8 bisakrilamid, 0,2 ml %10’luk SDS, 0,130 ml %5’lik TEMED, 0,2 ml %10’luk 

PER ve 3,13 ml saf su karıştırıldı. 

Yığma jelinin hazırlanması: 0,410 ml 1 M Tris-HCl (pH=6,8), 0,4 ml %30 Akrilamid-

%0,8 bisakrilamid, 0,03 ml %10’luk SDS, 0,03 ml %5’lik TEMED, 0,05 ml %10’luk 

PER ve 2,45 ml saf su karıştırıldı. PER çözeltisi taze hazırlandı ve karışıma eklenerek 

jel hazırlandı. 

3.2.5. AR enzimi için karakterizasyon çalışmaları 

3.2.5.a. AR enzimi için optimum pH belirlenmesine yönelik çalışmalar 

Aldoz redüktaz enziminin optimum pH'sını belirlemek için pH'ları 5,0, 5,5, 6,0, 6,5, 7,0, 

7,5 ve 8,0 olan 0,8 M Na-fosfat, Tris-HCl ve Glisin/NaOH tamponları hazırlandı. 

Hazırlanan her bir tampon çözeltisi için ayrı ayrı enzim aktiviteleri ölçüldü (Soyut and 

Beydemir 2008). 

3.2.5.b AR enzimi için optimum iyonik şiddetin belirlenmesine yönelik çalışmalar 

Aldoz redüktaz enziminin optimum aktivite sağlayan iyonik şiddetinin belirlenmesi için 

enzimin optimum pH belirlendikten sonra belirlenen bu optimum pH’da 10, 25, 50, 100, 

200, 400, 600, 800, 1000 mM Na-Fosfat tamponları hazırlandı ve optimum iyonik 

şiddet belirlendi. 

3.2.5.c. AR enzimi için optimum sıcaklığın belirlenmesine yönelik çalışmalar 

Aldoz redüktaz enziminin optimum sıcaklığını belirlemek amacıyla ısıtmalı soğutmalı 

su banyosu kullanıldı. Aktivite ölçümünde kullanılan tampon çözelti ve substrat 
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karışımından oluşan küvet içeriği ilgili sıcaklığa getirilen su banyosunda bekletildi. 0°C 

ile 60°C arasında 10’ar °C aralıklarla aktivite ölçümü yapıldı (Demir et al. 2009). 

3.2.5.d. AR enzimi için stabil pH belirlenmesine yönelik çalışmalar 

Aldoz redüktaz enzimin stabil pH'ını belirlemek için pH'ları 5.0, 5.5, 6.0, 6.5, 7.0, 7.5 

ve 8.0 olan Na-fosfat tamponları kullanıldı. Hazırlanan bu pH'lardaki tampon 

çözeltilerinin 2ml’si 1ml enzim çözeltisi ile karıştırılarak +4°C’de saklandı ve 4 gün 

boyunca 24 saat arayla yapılan aktivite ölçümüyle enzimin stabil olduğu pH bulundu 

(Soyut et al. 2008). 

3.2.5.e. DL-Gliseraldehit substratı için KM ve Vmax değerlerinin belirlenmesine 

yönelik çalışmalar 

DL-Gliseraldehit substratı için keçi böbrek dokusundan elde edilen AR enziminin KM 

ve Vmax değerlerinin bulunması için 5 farklı DL-gliseraldehit konsantrasyonu hazırlandı 

ve optimum şartlarda aktivite ölçümleri yapıldı. Elde edilen değerlerle Lineweaver-Burk 

grafiği çizildi ve bu grafikten KM ve Vmax değerleri hesaplandı. 

3.2.6. Keçi böbrek AR enziminin aktivitesi üzerine bazı ilaç ve metallerin 

etkilerinin belirlenmesi 

Aldoz redüktaz enzim aktivitesi üzerine bazı ilaç ve metallerin etkilerini belirlemek için 

küvet ortamına farklı konsantrasyonlarda ilaç ve metal çözeltileri ilave edildi ve aktivite 

değerleri okundu. Kullanılan ilacın ve metal çözeltilerinin farklı konsantrasyonlarını 

oluşturmak için stok çözeltiler seyreltildi. Kullanılan stok çözelti hacmi gereken 

konsantrasyonu sağlamadığında küvete ilave edilen tampon hacmi azaltıldı, ilaç veya 

metal çözelti konsantrasyonu arttırıldı ve bu şekilde gerekli olan konsantrasyon 

ayarlanmış oldu. 
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3.2.6.a. İnhibisyon etkisi gösteren ilaç ve metaller için IC50 ve Ki değerlerinin 

belirlenmesine yönelik çalışmalar 

İnhibisyon etkisi gösteren ilaç ve metaller, farklı inhibitör konsantrasyonlarında aktivite 

ölçümü yapılarak belirlendi. Bu ilaç ve metallerden yüksek inhibisyon etkisine sahip 

olanların %Aktivite-[I] grafikleri çizildi ve eğrinin denkleminden IC50 değerleri 

hesaplandı. IC50 değerleri hesaplanan bazı ilaç ve metallerin Ki değerlerini belirlemek 

için keçi böbreği AR enzim aktivitesini yarıya düşüren ilaç veya metal konsantrasyonu 

ile bu değerin üstünde ve altında iki sabit ilaç veya metal konsantrasyonlarında uygun 

beş substrat konsantrasyonu ile aktivite ölçümleri yapıldı. Çalışmalarda kullanılan ve 

uygun olan beş farklı substrat konsantrasyonu stok çözelti kullanılarak ön deneme ile 

belirlendi. Elde edilen sonuçlarla her bir inhibitör için Lineweaver-Burk grafiği çizildi. 

Grafik denkleminde yarışmalı inhibisyon için eğime eşit olan KM/Vmax(1+[I]/Ki) 

ifadesinden, yarışmasız ve yarı yarışmalı inhibisyon için Vmax=VImax(1+[I]/Ki) 

formülünden yararlanılarak Ki değerleri belirlendi. 

3.2.7. Keçi böbrek SDH enziminin aktivitesinin ölçümü 

D-sorbitol + NAD
+
 ⇌ D-fruktoz + NADH + H

+
 

Sorbitolün fruktoza yükseltgenme reaksiyonu sırasında NAD
+
 ‘nin NADH 

indirgenmesiyle oluşan absorbans artışı 340 nm’de 3 dk süreyle ölçüldü. Bu ölçüm için 

1 ml’lik kuvartz küvet içeriği; 50 mM Glisin/NaOH tamponu (pH=10,0), 10 mM 

sorbitol, 470 μM NAD
+
 ve enzim olarak hazırlandı (Lindstad et al. 1992) ve 340 nm’de 

köre karşı absorbans değerleri ölçüldü. NADH’ın milimolar ekstinksiyon katsayısı 

aktivite hesabı için kullanıldı. SDH enzimi Nikotinamid adenin dinükleotidi (NAD
+
) 

sorbitol varlığında indirger. NADH’ın oluşum oranını 340 nm’deki absorbans artışı ile 

ölçebiliriz ve bu oran SDH enziminin aktivitesine bağlıdır. SDH enzim ünitesi dakika 

başına okside olan sorbitolün mikromol cinsinden değerini verir. Enzim ünitesi 

hesaplanmasında aşağıdaki formül kullanıldı. 
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Bu formüldeki simgeler aşağıda açıklandı; 

EÜ/ml: 1 ml’deki enzim ünitesi 

ΔOD: Bir dk absorbans değişimi 

6,22 : β-NADH ‘ın 340 nm’deki milimolar ekstinksiyon katsayısı 

VT: Ölçümün yapıldığı toplam küvet hacmi 

VE: Ölçümün yapıldığı küvete ilave edilen enzim numunesinin hacmi 

3.2.8. Protein tayini 

3.2.8.a. Kalitatif protein tayini 

Kalitatif protein tayini, Warburg metoduna göre 280 nm’de proteinlerin yapısında yer 

alan fenilalanin, tirozin ve triptofan gibi aromatik gruplara sahip olan amino asitlerin 

maksimum absorbans göstermesi esasına dayanarak gerçekleştirildi (Segel 1968). 

Sephadex G-100 jel filtrasyon kromatografisi işlemi sonrası eşit hacimde alınan tüm 

tüpler için kalitatif protein tayini yapıldı. 280 nm’de spektrofotometrede kuvarz küvetler 

kullanılarak absorbans ölçümü köre karşı gerçekleştirildi. 

3.2.8.b. Kantitatif protein tayini 

Kantitatif protein tayini keçi böbreği numunesinden elde edilen homojenat, amonyum 

sülfat çöktürmesi, DEAE-Sephadex iyon değişim kromatografisi, CM-Sephadex C-50 

iyon değişim kromatografisi ve sephadex G-100 jel filtrasyon kromatografisi ile 

saflaştırılan enzim çözeltilerindeki kantitatif protein miktarlarını ölçmek için kullanıldı. 

Negatif yüke sahip olan Coomassie brillant blue G-250 bu yöntemde boya olarak 

kullanıldı. Bu boya sahip olduğu negatif yükten dolayı proteinlerin üzerinde yer alan 

pozitif yüklere bağlanırlar. Coomassie brillant blue G-250’nin kırmızı (λmax=465 nm) 
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ve mavi (λmax=595 nm) olmak üzere iki formu bulunmaktadır. Proteinin boyaya 

bağlanması, kırmızı formun mavi forma dönüşmesini sağlamaktadır. Bu yöntemde 

bozucu faktörlerin etkisi oldukça düşüktür ve hassasiyeti 1-100 μg arasındadır. 

Reaksiyon yüksek oranda tekrarlanabilir, hızlı cerayan eder ve iki dakika gibi kısa bir 

sürede tamamlanır. İki saatin üzerinde renk stabilitesi devam edebilmektedir (Bradford 

1976). Bu yöntemle protein tayini yapabilmek amacıyla standart grafiğe ihtiyaç vardır. 

Bu nedenle 1 ml’sinde 1 mg protein olan standart sığır albümin çözeltisinden tüplere 10, 

20,30, 40, 50, 60, 70, 80, 90 ve 100 μl konuldu. Saf su ile tüplerin hacimleri 0,1 ml’ye 

tamamlandı ve Coomassie brillant blue G-250 çözeltisinden 5 ml tüplere ilave edilerek 

vorteks yardımıyla karıştırıldı. 10 dakikalık inkübasyon sonrası köre karşı absorbans 

değerleri 595 nm’de 3 ml’lik küvetlerde okundu. 0,1 ml enzim numunesinin içinde 

bulunduğu tampon ve 5 ml Coomassie brillant blue G-250 çözeltisinden oluşan karışım 

kör olarak kullanıldı. Standart grafik, elde edilen absorbans değerlerine karşılık gelen 

μg protein değerleri ile elde edildi. Keçi böbreğinden elde edilen homojenat ve 

saflaştırma basamaklarının her birinden elde edilen enzim numunelerinden 0,1 er ml 

tüplere konuldu ve üzerine 5’er ml Coomassie brillant blue G-250 ilave edildi. 

Vorteksten sonra 10 dakika inkübe edildi. Daha sonra 595 nm’de absorbans değerleri 

ölçüldü. Bütün numunelerden üçer deneme yapıldı. Bu üç değerin aritmetik ortalaması 

gerçek değer olarak belirlendi ve bu değerlere göre standart grafik yardımı ile protein 

miktarları tespit edildi. Saflaştırılan enzim çözeltileri ve homojenatta protein tayini bu 

metoda göre yapıldı. 

3.2.9. Keçi böbrek SDH enziminin saflaştırılması 

3.2.9.a. Homojenat hazırlanması 

Deneyde kullanılan keçi böbrek dokusu taze olarak temin edildi. %0,9’luk NaCl 

çözeltisi, doku örneğinden kan ve diğer kirlilikleri uzaklaştırmak amacıyla ile üç defa 

kullanıldı. Homojenat hazırlamak için, ilk olarak doku küçük parçalar haline getirildi. 

Sonra sıvı azot içerisinde parçalanarak, 3 ml/g olacak şekilde pH=7,0 olan 5 mM K-

fosfat tampon çözeltisi içerisinde homojenize edildi ve homojenat süzgeç kağıdı 
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yardımı ile süzüldü. Yapılan bu işlem sonrası süspansiyon 13000 rpm’de 60 dakika 2 

kez santrifüj edildi. Santrifüj sonrasında çökelek atıldı ve süpernatant bir sonraki 

saflaştırma basamağında kullanıldı. 

3.2.9.b. Amonyum sülfat çöktürmesi 

Proteinler çok değerlikli elektrolitler oldukları için iyonlara benzer şekilde hareket 

ederler. Yüksek tuz konsantrasyonlarında, protein moleküllerini çevreleyen ve çözünür 

halde tutan su molekülleri, amonyum sülfat tuzundaki iyonlar tarafından çekilir ve 

proteinler çöker (salting-out). Gerçekleştirilen amonyum sülfat çöktürmesi deneyleri 

proteinlerin bu özellikleri esasına dayanmaktadır. Keçi böbreğinden elde edilen SDH 

enzim homojenatı sırasıyla %0-20, %20-30, %30-40, %40-50, %50-60, %60-70 

aralıklarında katı amonyum sülfat ile çöktürüldü. Çöktürme işlemleri sırasında 13000 

rpm’de 20 dakika boyunca santrifüj yapıldı. Her defasında çökelekte ve süpernatantda 

enzim aktivitesine bakıldı. Bütün bu işlemler 4°C’de gerçekleştirildi. Amonyum sülfat 

çöktürmesi sırasında homojenata katı amonyum sülfat yavaş yavaş katıldı ve her 

defasında daha önce katılan amonyum sülfatın çözünmüş olmasına dikkat edildi. 

Amonyum sülfatın homojenatta çözünme işlemi buz banyosunda manyetik karıştırıcı ile 

yapıldı. Katı amonyum sülfat miktarı aşağıdaki formülden hesaplandı. 

 

V: Enzim çözeltisinin hacmi 

S1: 1’in kesri olarak çözeltideki amonyum sülfat doygunluğu 

S2: 1’in kesri olarak istenen amonyum sülfat doygunluğu 

Bu işlemler sonucunda SDH aktivitesinin tamamının %40-70 aralığında çöktüğü 

belirlendi. Daha sonra saflaştırma çalışmasında ilk basamak olarak %40-70 amonyum 

sülfat kesitlemesi uygulandı. Önce %40 doygunlukta amonyum sülfat çöktürmesi 

yapıldı. Numune santrifüj tüplerine konularak 13000 rpm’de 30 dakika santrifüj yapıldı 
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(böylece yabancı proteinlerin çökmesi sağlandı). Daha sonra %70 doygunlukta 

amonyum sülfat çöktürmesi gerçekleştirildi. Elde edilen numune 13000 rpm’de 20 

dakika santrifüj edildi. Süpernatant kısmı atıldı çökelek çözünebileceği minimum fosfat 

tamponunda (5 mM K-fosfat, pH=7,9) çözüldü. Amonyum sülfat çöktürmesi işlemleri 

sırasında ortamın sıcaklığı buz banyosuyla düşük tutulmaya çalışıldı. 

3.2.9.c. Diyaliz 

Diyalizde, amonyum sülfat çöktürmesi sonucu edinilen numune +4°C’de diyaliz 

torbasında diyaliz tamponuna (5 mM β-merkaptoetanol içeren, 10 mM Na-fosfat 

pH=7,4) karşı iki saat süreyle 2 kez diyaliz edildi. 

3.2.9.d. DEAE-Sephadex iyon değişim kromatografisi 

DEAE-Sephadex iyon değişim reçinesinin çalışmada anyon değiştirici olarak 

kullanılabilmesi için önce şişirilmesi gerekmektedir. 100-120 ml yatak hacmi 

oluşturabilmek için 5 gram jel 100 ml saf suda 80-90°C’de 5 saat süre ile bekletilerek 

şişirildi. Şişirilen jel daha sonra 0,5 N 100 ml soğuk HCl içerisinde 1 saat bekletildi ve 

sonra 100 ml 0,5 N NaOH ile nötralize edildi. Jelde çözünmüş olan gazlar su trompu 

yardımıyla uzaklaştırıldı. 3 cm 2x30 cm boyutundaki kolona tatbik edildikten sonra 5 

mM K-fosfat tamponu (pH=7,9) ile dengelendi. Kolonun akış hızı peristaltik pompa ile 

15-20 ml/saat’e ayarlandı. Diyaliz sonrası elde edilen enzim çözeltisi jel üstündeki 

tampon seviyesi jel seviyesine getirildikten sonra pipet yardımı ile kolona tatbik edildi. 

Saflaştırma işlemi esnasında kolon 0,5 L dengeleme tamponuyla yıkanıp 20 mM ile 500 

mM arasındaki NaCl gradienti ile elüsyon gerçekleştirildi. Böylelikle AR enzimi 

DEAE-Sephadex kolonu ile saflaştırılmış oldu. Her bir elüatın 340 nm’de aktivitesine 

bakılarak aktiviteye sahip olan tüpler birleştirildi ve diyaliz torbasına yerleştirilerek iki 

saat süreyle +4°C 5 mM β-merkaptoetanol içeren, 5 mM K-fosfat pH=6,2 olan 

tamponuna karşı diyaliz edildi. Birleştirilen elüat çözeltileri böylece jel filtrasyon 

kolonuna tatbik edilmek üzere hazır hale getirilmiş oldu. Kolona tatbik edilen 

numuneler ve birleştirilen elüat çözeltilerinin Bradford metoduyla kantitatif protein 
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tayini ve aktivite tayinleri yapıldı ve spesifik aktiviteler hesaplanarak saflaştırma 

oranları belirlendi. 

3.2.9.e. CM-Sephadex C-50 iyon değişim kromatografisi 

CM-Sephadex C-50 iyon değişim reçinesinin çalışmada anyon değiştirici olarak 

kullanılabilmesi için önce şişirilmesi gerekmektedir. 100-120 ml yatak hacmi 

oluşturabilmek için 5 gram jel 100 ml saf suda 80-90°C’de 5 saat süre ile bekletilerek 

şişirildi. Şişirilen jel daha sonra 0,5 N 100 ml soğuk HCl içerisinde 1 saat bekletildi ve 

sonra 100 ml 0,5 N NaOH ile nötralize edildi. Jelde çözünmüş olan gazlar su trompu 

yardımıyla uzaklaştırıldı. 3 cm 2x30 cm boyutundaki kolona tatbik edildikten sonra 5 

mM K-fosfat tamponu (pH=6,2) ile dengelendi. Kolonun akış hızı peristaltik pompa ile 

15-20 ml/saat’e ayarlandı. DEAE Sephadex iyon değişim kolonundan toplanan ve 

diyaliz edilen enzim çözeltisi, jel üstündeki tampon seviyesi jel seviyesine getirildikten 

sonra pipet yardımı ile kolona tatbik edildi. Saflaştırma işlemi esnasında kolon 0,5 L 5 

mM K-fosfat tamponu (pH=6,2) ile yıkanıp elüsyon için gradient mikserin kolona bağlı 

olan ve bir mekanik karıştırıcı ile karıştırılan haznesine 250 ml 5 mM K-fosfat tamponu 

(pH=6,2) ve bu hazneye açılan diğer hazneye ise 250 ml 1,5 M NaCl dolduruldu ve 

artan iyonik şiddetle lineer gradient elüsyonu başladı. Böylelikle SDH enzimi CM-

Sephadex kolonu ile saflaştırılmış oldu. Her bir elüatın 340 nm’de aktivitesine bakılarak 

aktiviteye sahip olan tüpler birleştirildi ve diyaliz torbasına yerleştirilerek iki saat 

süreyle +4°C 5 mM β-merkaptoetanol içeren, 5 mM K-fosfat pH=6,2 olan tamponuna 

karşı diyaliz edildi. Birleştirilen elüat çözeltileri böylece jel filtrasyon kolonuna tatbik 

edilmek üzere hazır hale getirilmiş oldu. Kolona tatbik edilen numuneler ve birleştirilen 

elüat çözeltilerinin Bradford metoduyla kantitatif protein tayini ve aktivite tayinleri 

yapıldı ve spesifik aktiviteler hesaplanarak saflaştırma oranları belirlendi. 

3.2.9.f. Sephadex G-100 jel filtrasyon kromatografisi 

Sephadex G-100 kolona tatbik edilmeden önce şişirilmesi gerekmektedir. Bunun için 

jelden 5 g alınarak 200 ml saf suda 1 gece boyunca oda sıcaklığında bekletilerek 
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şişirildi. Şişirilmiş jelin içinde bulunan hava kabarcıkları vakum yardımıyla 

uzaklaştırıldı. Şişirilmiş ve havası alınmış jel pH=7,0 olan 200 mM Na- fosfat 

tamponuyla dolu kolona paketlendi. Kolonu dengelemek amacıyla 5 mM K-fosfat 

tamponu kullanıldı ve kapalı sistem oluşturuldu. Peristaltik pompa yardımı ile kolon 

akış hızı 3 ml/saat’e ayarlandı. Kolonun dengelendiğini; dengeleme tamponu kolondan 

uzun süre geçtikten sonra üstten ilave edilen tampon ile alttan akan tamponun pH 

değerinin ve 280 nm’de absorbansının aynı olduğu anda anlaşılır. Dengelenen kolona 

numunenin paketlenebilmesi için öncelikle kolon üzerindeki kapalı sistem açıldı ve jelin 

üzerinde birikmiş tamponun jel seviyesine gelmesi beklendi. Tampon oranı jel 

seviyesine geldiğinde iyon değişim kolonundan elde edilen numune 0,25 ml gliserol ile 

karıştırıldıktan sonra jelin üzerine tatbik edildi. Numune tatbikinden sonra numunenin 

jel seviyesine gelmesi beklendi ve numune jel seviyesine geldikten sonra tampon ilave 

edildi. Stok tampon çözelti ile kapalı sistem oluşturuldu ve sabit hızla akış sağlandı. 

Elüatlar alındı ve alınan her bir elüatın 280 nm deki absorbans değerlerin bakılıp elüat 

ve kör olarak kullanılan elüsyon tamponunun absorbans farkı sıfır olana kadar elüatlar 

alındı ve sonuçlar kaydedildi. 

3.2.10. Sodyum dodesil sülfat-poliakrilamid jel elektroforezi (SDS-PAGE) ile SDH 

enzim saflığının kontrolü 

Laemmli metoduna göre saflaştırılan enzimin saflık derecesini belirlemek için %3-8 

kesikli sodyum dodesilsülfat poliakrilamid jel elektroforezi (SDS-PAGE) yapıldı ve 

enzimin saflık derecesi belirlenmiş oldu (Laemmli 1970). Bunun için öncelikle 

elektroforez plakaları önce saf su ile yıkandı daha sonra alkol ile yıkandı. Plaklar 

yıkandıktan sonra her iki kenarında aralık oluşturucu bir plakayla düz bir plaka üst üste 

getirilerek kıskaçlarla tutturuldu. Plakalar sabitleştirildikten sonra, içerisinde sızdırmayı 

önleyen sünger ihtiva eden jel hazırlama kabinine konuldu. Ayırma jeli hazırlandıktan 

sonra, jel enjektör yardımıyla plakaların üst kısmında 0,5 cm yer kalacak şekilde 

dolduruldu ve jelin donması için belirli bir süre beklendi. Ayırma jeli katılaştıktan sonra 

yığma jeli hazırlandı ve jelin üst kısmında kalan boşluğa dolduruldu. Numune 

kuyularının oluşturulması için tarak dikkatlice yerleştirildi. Jelin kurumasını engellemek 
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için ıslak süzgeç kağıdı sistem üzerine kapatıldı ve yığma jelinin katılaşması beklendi. 

Yığma jeli katılaştıktan sonra tarak dikkatlice çıkartıldı ve numune kuyuları oluşturuldu. 

Önce jel saf su, daha sonra da yürütme tamponuyla yıkandıktan sonra plakalarla birlikte 

elektroforez tankına yerleştirildi. Tankın alt ve üst kısımları yürütme tamponuyla 

dolduruldu. Enzim örnekleri yaklaşık olarak 20 μg protein içerecek şekilde hazırlandı. 

Toplam hacim 50 μl olacak şekilde 1/1 oranında numune tamponu katılarak üç dakika 

kaynar su banyosunda bekletildi. Elektroforez tankı üst tarafa katot (-), alt tarafa anot 

(+) gelecek şekilde yerleştirilerek kapatıldı. Örnekler öncelikle akım 80 volta getirilerek 

20 dakika boyunca yürütüldü ve örneklerin ayırma jeline kadar gelip yığılması sağlandı. 

Daha sonra akım 120 volta getirildi ve boya jelin alt kısmına gelinceye kadar yürütüldü. 

Numune tamponunda bulunan brom timol mavisi numunelerin takip edilebilmesi için 

yardımcıdır. Yürütme işlemi bittikten sonra elektrik akım kesildi ve plakalar arasındaki 

jel dikkatle çıkarıldı ve sonra 20 dakika sabitleştirme çözeltisine konuldu. Bu işlemden 

sonra jel çıkarılarak boyama çözeltisine konuldu ve çalkalayıcıda 2 saat süreyle 

bekletildi. Boyama işlemi tamamlandıktan sonra çıkarılan jel yıkama çözeltisine 

konuldu. Yıkama tamponunda rengi açılan ve protein bantları belirginleşen jel tampon 

çözeltiden çıkarılarak fotoğrafı çekildi. Ayırma jelinin hazırlanması: pH=8,8 olan 1M 5 

ml Tris-HCl, 4,4 ml %30 Akrilamid-%0,8 bisakrilamid, 0,2 ml %10’luk SDS, 0,130 ml 

%5’lik TEMED, 0,2 ml %10’luk PER ve 3,13 ml saf su karıştırıldı. Yığma jelinin 

hazırlanması: 0,410 ml 1 M Tris-HCl (pH=6,8), 0,4 ml %30 Akrilamid-%0,8 

bisakrilamid, 0,03 ml %10’luk SDS, 0,03 ml %5’lik TEMED, 0,05 ml %10’luk PER ve 

2,45 ml saf su karıştırıldı. PER çözeltisi taze hazırlandı ve karışıma eklenerek jel 

hazırlandı. 

3.2.11. SDH enzimi için karakterizasyon çalışmaları 

3.2.11.a. SDH enzimi için optimum pH bulunmasına yönelik çalışmalar 

SDH enziminin optimum pH'sını belirlemek için pH'ları 5.0, 5.5, 6.0, 6.5, 7.0, 7.5, ve 

8.0 olan 0.2 M Na-fosfat, pH'ları 7.5, 8.0, 8.5 ve 9.0 olan 0.2 M Tris/HCl ve pH'ları 9.0, 

9.5, 10.0 ve 10.5 olan 0.2 M Glisin/NaOH tamponları hazırlandı ve uygun substrat 
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çözeltisi ile her bir tampon çözelti için ayrı ayrı enzim aktiviteleri ölçüldü (Soyut and 

Beydemir 2008). 

3.2.11.b. SDH enzimi için optimum iyonik şiddetin belirlenmesine yönelik 

çalışmalar 

SDH enziminin optimum aktivite sağlayan iyonik şiddetinin belirlenmesi için enzimin 

optimum pH belirlendikten sonra belirlenen bu optimum pH’da 20, 40, 60, 80, 160, 240, 

480, 640, 800 mM Glisin/NaOH tamponları hazırlandı ve optimum iyonik şiddet 

belirlendi. 

3.2.11.c. SDH enzimi için optimum sıcaklığın belirlenmesine yönelik çalışmalar 

SDH enziminin optimum sıcaklığını belirlemek amacıyla ısıtmalı soğutmalı su banyosu 

kullanıldı. Aktivite ölçümünde kullanılan tampon çözelti ve substrat karışımından 

oluşan küvet içeriği ilgili sıcaklığa getirilen su banyosunda bekletildi. 0°C ile 60°C 

arasında 10 ar °C aralıklarla aktivite ölçümü yapıldı (Demir et al. 2009). 

3.2.11.d. SDH enzimi için stabil pH belirlenmesine yönelik çalışmalar 

SDH enzimin stabil pH'ını belirlemek için pH'ları 5.0, 5.5, 6.0, 6.5, 7.0, 7.5, 8.0, 8.5, 

9.0, 9.5, 10.0 ve 10.5 olan Na-fosfat, Glisin/NaOH ve Tris/HCI tamponları kullanıldı. 

Hazırlanan bu pH'lardaki tampon çözeltilerinin 2ml’si 1ml enzim çözeltisi ile 

karıştırılarak +4°C’de saklandı ve 4 gün boyunca 24 saat arayla yapılan aktivite 

ölçümüyle enzimin stabil olduğu pH bulundu (Soyut et al. 2008). 
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3.2.11.e. Sorbitol substratı için KM ve Vmax değerlerinin belirlenmesine yönelik 

çalışmalar 

Sorbitol substratı için keçi böbrek dokusundan elde edilen SDH enziminin KM ve Vmax 

değerlerinin bulunması için 5 farklı sorbitol konsantrasyonu hazırlandı ve optimum 

şartlarda aktivite ölçümleri yapıldı. Elde edilen değerlerle Lineweaver-Burk grafiği 

çizildi ve bu grafikten KM ve Vmax değerleri hesaplandı. 

3.2.12. Keçi böbrek SDH enziminin aktivitesi üzerine bazı ilaçların etkilerinin 

belirlenmesi 

Keçi böbreği SDH enzim aktivitesi üzerine bazı ilaçların etkilerini belirlemek amacıyla 

küvet ortamına değişik konsantrasyonlarda ilaç ilave edilerek aktivite değerleri okundu. 

Kullanılan ilacın farklı konsantrasyonlarını oluşturmak için stok çözeltiler seyreltildi. 

Kullanılan stok çözelti hacmi gereken derişimi sağlamadığı zaman küvete katılan 

tampon hacmi azaltılarak ilaç konsantrasyonu arttırıldı. Bu şekilde gereken 

konsantrasyon ayarlanmış oldu. 

3.2.12.a. İnhibisyon etkisi gösteren ilaç ve metaller için IC50 ve Ki değerlerinin 

belirlenmesine yönelik çalışmalar 

İnhibisyon etkisi gösteren ilaç ve metaller, farklı inhibitör konsantrasyonlarında aktivite 

ölçümü yapılarak belirlendi. Bu ilaç ve metallerden yüksek inhibisyon etkisine sahip 

olanların %Aktivite-[I] grafikleri çizildi ve eğrinin denkleminden IC50 değerleri 

hesaplandı. IC50 değerleri hesaplanan bazı ilaç ve metallerin Ki değerlerini belirlemek 

için keçi böbreği AR enzim aktivitesini yarıya düşüren ilaç veya metal konsantrasyonu 

ile bu değerin üstünde ve altında iki sabit ilaç veya metal konsantrasyonlarında uygun 

beş substrat konsantrasyonu ile aktivite ölçümleri yapıldı. Çalışmalarda kullanılan ve 

uygun olan beş farklı substrat konsantrasyonu stok çözelti kullanılarak ön deneme ile 

belirlendi. Elde edilen sonuçlarla her bir inhibitör için Lineweaver-Burk grafiği çizildi. 

Grafik denkleminde yarışmalı inhibisyon için eğime eşit olan KM/Vmax(1+[I]/Ki) 
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ifadesinden, yarışmasız ve yarı yarışmalı inhibisyon için Vmax=VImax(1+[I]/Ki) 

formülünden yararlanılarak Ki değerleri belirlendi. 
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4. ARAŞTIRMA BULGULARI 

4.1. Kantitatif Protein Tayini İçin Kullanılan Standart Grafik 

Bradford metodu ile elde ettiğimiz enzim çözeltilerindeki kantitatif protein tayini 

yapıldı. Standart grafik bölüm 3.2.2.b’de anlatıldığı şekilde hazırlandı. Homojenat, iyon 

değişim, jel filtrasyon ve afinite kromatografisi sonucu elde edilen enzim çözeltilerinin 

kantitatif protein tayini bu standart grafikten faydalanılarak bulundu. Standart 

çözeltilerin μg proteine karşılık absorbans değerleri Şekil 3.1’de gösterildi. 

 

Şekil 4.1. Bradford yöntemiyle proteinlerin kantitatif tayininde kullanılan standart 

grafik 

4.2. Keçi Böbreğinden Aldoz Redüktaz Enziminin saflaştırılması 

4.2.1. Amonyum sülfat çöktürmesi 

Amonyum sülfat çöktürmesi bölüm 3.2.3.b’de anlatıldığı gibi yapıldı. Çöktürme aralığı 

her seferinde çökelek ve süpernatantta enzim aktivitesine bakılarak %20-%70 olarak 

belirlendi. Amonyum sülfat çöktürme işlemi buz banyosunda manyetik karıştırıcı ile 

yapıldı. 
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Şekil 4.2. Keçi böbrek AR enziminin amonyum sülfat çöktürme aralığını gösteren 

grafik 

4.2.2. Diyaliz 

Diyaliz işlemi bölüm 3.2.3.c’de anlatıldığı şekilde gerçekleştirildi. Uygun diyaliz 

tamponu uygulanan yönteme göre her seferinde değiştirildi. 

4.2.3. DE-52 Selüloz iyon değişim kromatografisi sonuçları 

Bölüm 3.2.3.d’de anlatıldığı gibi DE-52 selüloz iyon değişim kromatografisi yapıldı. 
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Şekil 4.3. İyon değişim kromatografisi sonuçlarını gösteren elüsyon grafiği 

4.2.4. DE-52 selüloz iyon değişim kromatografisi sonuçları 

Bölüm 3.2.3.d’de anlatıldığı gibi DE-52 selüloz iyon değişim kromatografisi yapıldı. 

 

Şekil 4.4. İyon değişim kromatografisi sonuçlarını gösteren elüsyon grafiği 
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4.2.5. Jel filtrasyon kromatografisi sonuçları 

Bölüm 3.2.3.c.’de anlatıldığı gibi jel filtrasyon kromatografisi yapıldı. 

 

Şekil 4.5. Jel filtrasyon kromatografisi sonuçlarını gösteren elüsyon grafiği 

4.2.6. 2', 5'-ADP Sepharose 4B afinite kromatografisi sonuçları 

Bölüm 3.2.3.f.‘de anlatıldığı gibi 2', 5'-ADP Sepharose 4B afinite kromatografisi 

yapıldı. 

0

0,02

0,04

0,06

0,08

0,1

0,12

0,14

0,16

0,18

0,2

0 5 10 15 20 25 30 35

A
k

ti
v

it
e 

(E
U

/m
l)

 

Tüp Sayısı 



79 

 

 

Şekil 4.6. 2', 5'-ADP Sepharose 4B afinite kromatografisi sonuçlarını gösteren grafik 

Çizelge 4.1. Keçi böbreği aldoz redüktaz enziminin saflaştırma sonuçları 

Saflaştırma 

basamakları 

Aktivite 

(EÜ/ml) 

Protein 

(mg/ml) 

Toplam 

Hacim 

(ml) 

Toplam 

Aktivite 

(EÜ) 

Toplam 

Protein 

(mg) 

Spesifik 

Aktivite 

(EÜ/mg 

protein) 

Saflaştırma 

Katsayısı 
%Verim 

Homojenat 0,206 2,65 25 5,15 66,25 0,078 1 100 

(NH4)2SO4 ve 

Diyaliz 
0,273 2,64 8,5 2,32 22,44 0,1 1,3 33,9 

1.DEAE İyon 

Değişim 

Kromatografisi 
0,392 2,63 7 2,75 18,4 0,15 1,9 27,8 

2.DEAE İyon 

Değişim 

Kromatografisi 
0,256 2,01 6,5 1,67 13,1 0,27 3,47 19,8 

Jel filtrasyon 

kromatografisi 
0,166 0,442 5 0,83 2,21 0,375 4,8 3,34 

Afinite 
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0,06 0,022 4 0,24 0,088 2,73 35 0,14 
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4.2.7. Keçi böbreğinden aldoz redüktaz enziminin SDS-PAGE ile saflık kontrolü 

Keçi böbreği aldoz redüktaz enziminin 2', 5'-ADP Sepharose 4B afinite sonucunda elde 

edilen elüatların saflığını kontrol etmek için SDS-PAGE yöntemi kullanıldı. Bu sebeple 

bölüm 3.2.4’de anlatıldığı gibi elektroforez sistemi kuruldu ve enzim numuneleri sırayla 

kuyulara yüklenerek yürütüldü. Elde edilen bantları gösteren fotoğraf Şekil 4.7’de 

gösterildi. 

 

Şekil 4.7. Keçi böbreğinden saflaştırılan aldoz redüktaz enziminin SDS-PAGE ile saflık 

kontrolü 
*1. kuyu standart proteinler (*1. kuyu standart proteinler (Thermo scientific PageRuler Broad Range 

Unstained Protein Ladder 26630), 2. ve 3. kuyu Keçi böbreğinden saflaştırılan aldoz redüktaz enzimi. 

5 4 3 2

  

1  

5 kDa 

10 kDa 

15 kDa 

20 kDa 

 

 

 

30 kDa 

40 kDa 

50 kDa 

70 kDa 

100 kDa 

150 kDa 

250 kDa 



81 

 

4.2.8. Keçi böbrek aldoz redüktaz enziminin SDS-PAGE ile mol kütlesinin 

belirlenmesine yönelik sonuçlar 

Daha sonra SDS-PAGE’te yürütülen saf enzimin fotoğrafı çekildi (Şekil 4.8) Standart 

proteinler ve enzim için jelde yürüdükleri mesafeler ölçülerek Rf değerleri hesaplandı. 

log MK-Rf değerleri ile grafik çizildi (Şekil 4.7). Grafikten faydalanarak keçi böbreği 

aldoz redüktaz enziminin mol kütlesi ise yaklaşık 47 kDa olarak hesaplandı. 

 

Şekil 4.8. SDS-PAGE sonucu çizilen log MA-Rf grafiği 

4.3. Keçi Böbreğinden SDH Enziminin Saflaştırılması 

4.3.1. Amonyum sülfat çöktürmesi 

Bölüm 3.2.9.b.’de anlatıldığı gibi amonyum sülfat çöktürmesi yapıldı. Her defasında 

çökelekte ve süpernatantta enzim aktivitesine bakılarak çöktürme aralığı %40-%60 

olarak belirlendi. Amonyum sülfatın homojenatta çözünme işlemi buz banyosunda 

manyetik karıştırıcı ile yapıldı. 
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Şekil 4.9. Keçi böbrek SDH enziminin amonyum sülfat çöktürme aralığını gösteren 

grafik 

4.3.2. Diyaliz 

Bölüm 3.2.9.c.’de anlatıldığı gibi diyaliz işlemi gerçekleştirildi. Uygun diyaliz tamponu 

kullanılan yönteme göre her defasında değiştirildi. 

4.3.3. DEAE-Sephadex iyon değişim kromatografisi sonuçları 

DEAE- sephadex iyon değişim kromatografisi bölüm 3.2.9.d.’de anlatıldığı gibi yapıldı. 
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Şekil 4.10. DEAE-Sephadex iyon değişim kromatografisi sonuçlarını gösteren elüsyon 

grafiği 

4.3.4. CM-Selüloz iyon değişim kromatografisi sonuçları 

CM-Selüloz iyon değişim kromatografisi Bölüm 3.2.9.e’de anlatıldığı gibi yapıldı. 

 

Şekil 4.11. CM-Selüloz iyon değişim kromatografisi sonuçlarını gösteren elüsyon 

grafiği 
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4.3.5. Jel Filtrasyon kromatografisi sonuçları 

CM-Selüloz iyon değişim kromatografisi Bölüm 3.2.9.f.’de anlatıldığı gibi yapıldı. 

 

Şekil 4.12. Keçi böbreği Jel filtrasyon kromatografisi sonuçlarını gösteren elüsyon 

grafiği 

Çizelge 4.2. Keçi böbreği SDH enziminin saflaştırma sonuçları 

0

0,01

0,02

0,03

0,04

0,05

0,06

0,07

0,08

0,09

0 5 10 15 20 25 30 35

A
kt

iv
it

e
 (

EU
/m

l)
 

Tüp Sayısı 

Saflaştırma 

basamakları 

Aktivite 

(EÜ/ml) 

Protein 

(mg/ml) 

Toplam 

Hacim 

(ml) 

Toplam 

Aktivite 

(EÜ) 

Toplam 

Protein 

(mg) 

Spesifik 

Aktivite 

(EÜ/mg 

protein) 

Saflaştırma 

Katsayısı 
%Verim 

Homojenat 0,221 1,398 30 6,63 41,94 0,158 1 100 

(NH4)2SO4 

Çöktürmesi ve 

Diyaliz 

0,460 0,94 7 3,22 6,58 0,49 3,1 15,69 

DEAE İyon Değişim 

Kromatografisi 
0,508 0,254 5 2,54 1,27 2 12,66 3,02 

CM iyon değişim 

Kromatografisi 
0,316 0,185 2,5 0,98 0,46 2,13 13,4 1,1 

Jel filtrasyon 

Kromatografisi 
0,216 0,011 2 0,432 0,022 19,6 124,05 0,05 
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4.3.6. Keçi böbrek SDH enziminin SDS-PAGE ile saflık kontrolü 

Saflaştırma işlemleri sonucu keçi böbreği SDH enziminin saflığını kontrol etmek için 

SDS-PAGE yöntemi kullanıldı. Bu amaçla Bölüm 3.2.10’da izah edilen elektroforez 

sistemi kurularak enzim numuneleri sırayla kuyulara uygulandı ve elektrik alanda 

yürütüldü. Elde edilen bantları gösteren fotoğraf Şekil 4.12’de gösterildi. 

 

Şekil 4.13. Keçi böbreğinden saflaştırılan SDH enziminin SDS-PAGE ile saflık 

kontrolü 
*1. kuyu standart proteinler (Thermo scientific PageRuler Broad Range Unstained Protein Ladder 26630), 

4. kuyu Keçi böbreğinden saflaştırılan SDH enzimi. 

4 3 2 1 
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4.3.7. Keçi böbrek SDH enziminin SDS-PAGE ile mol kütlesinin belirlenmesine 

yönelik sonuçlar 

Elde edilen saf enzim SDS-PAGE’te yürütüldükten sonra fotoğrafı çekildi (Şekil 4.12) 

Standart proteinlerin ve enzimin jelde yürüdükleri mesafeler ölçülerek Rf değerleri 

hesaplandı. Log MK-Rf değerleri ile grafik çizildi (Şekil 4.13). Grafikten faydalanarak 

keçi böbreği SDH enziminin mol kütlesi yaklaşık 48,11 kDa olarak hesaplandı. 

 

Şekil 4.14. SDS-PAGE sonucu çizilen log MA-Rf grafiği 

4.4. Keçi böbreği Aldoz Redüktaz Enziminin Karakterizasyon Çalışmaları ile İlgili 

Sonuçlar 

4.4.1. Keçi böbrek aldoz redüktaz enzimi için optimum pH bulunmasına yönelik 

sonuçlar 

Keçi böbreğinden saflaştırılan aldoz redüktaz enzimi için optimum pH bölüm 3.2.5.a’da 

anlatıldığı şekilde; pH'ları 5,0, 5,5, 6,0, 6,5, 7,0, 7,5 ve 8,0 olan 800 mM Na-fosfat 

tampon çözeltileri kullanılarak spektrofotometrik olarak belirlendi (Şekil 4.14 ve 

y = -1,635x + 5,3852 

R² = 0,9684 
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Çizelge 4.3). Keçi böbreğinden saflaştırılan aldoz redüktaz enzimi için optimum pH=6,0 

olarak belirlendi. 

Çizelge 4.3. 800 mM Na-fosfat tamponu kullanılarak keçi böbreğinden saflaştırılan 

aldoz redüktaz enziminin optimum pH’sı için yapılan aktivite ölçüm sonuçları 

pH Aktivite (EÜ/ml) 

5 0,241 

5,5 0,253 

6 0,238 

6,5 0,233 

7 0,175 

7,5 0,147 

7,5 0,074 

8 0,103 

8 0,056 

8,5 0,031 

9 0,01 

9 0 

9,5 0,066 

10 0,034 

10,5 0,053 

 

 

Şekil 4.15. Keçi böbreğinden saflaştırılan aldoz redüktaz enzimi için yapılan optimum 

pH çalışmasının sonucu çizilen Aktivite-pH grafiği 
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4.4.2. Keçi böbrek aldoz redüktaz enziminin optimum iyonik şiddetinin 

belirlenmesine yönelik sonuçlar 

Keçi böbreğinden saflaştırılan aldoz redüktaz enzim aktivitesi için en uygun iyonik 

şiddetin belirlenmesi amacıyla daha önce yapılan çalışmalarda uygunluğu belirlenen 

Na-fosfat tamponunun optimum pH’daki değişik konsantrasyonlardaki çözeltileri 

Bölüm 3.2.5.b’de anlatıldığı gibi hazırlandı. Farklı Na-fosfat konsantrasyonlarında 

aktivite ölçümleri yapılarak Na-fosfat konsantrasyonu ile aktivite değerlerinden oluşan 

grafik çizildi. Yapılan çalışmalar sonucu Keçi böbreğinden saflaştırılan aldoz redüktaz 

enzim için en uygun iyonik şiddetin 900 mM Na-fosfat (pH=6,0) tamponu olarak tespit 

edildi (Şekil 4.15 ve Çizelge 4.4). 

Çizelge 4.4. Keçi böbreğinden saflaştırılan aldoz redüktaz enziminin optimum iyonik şiddet için 

Na-fosfat (pH=6,8) tampon çözeltisi kullanılarak yapılan aktivite ölçüm sonuçları 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 [Na-fosfat] (mM) Aktivite (EÜ/ml) 

100 0,23 

200 0,276 

300 0,248 

400 0,222 

500 0,255 

600 0,241 

700 0,237 

800 0,257 

900 0,287 

1000 0,256 



89 

 

 

Şekil 4.16. Değişik konsantrasyonlardaki Na-fosfat (pH=6,8) tampon çözeltileri kullanılarak 

Keçi böbreğinden saflaştırılan aldoz redüktaz enzimi için çizilen iyonik şiddet-aktivite grafiği 

4.4.3. Keçi böbrek aldoz redüktaz enzimi için optimum sıcaklık belirlenmesine 

yönelik çalışma sonuçları 

Keçi böbreğinden saflaştırılan aldoz redüktaz enziminin optimum sıcaklığını belirlemek 

üzere optimum pH ve uygun iyonik şiddete sahip 200 mM Na-fosfat (pH=5,5) tampon 

çözeltisi kullanıldı. 0°C ile 60°C arasında her 10°C’de bir olmak üzere bölüm 3.2.5.c’de 

anlatıldığı şekilde aktivite ölçümleri yapıldı. Elde edilen sonuçlar Şekil 4.16’da ve 

Çizelge 4.5’de gösterildi. Bu çalışmalar sonucu optimum sıcaklık 30°C olarak tespit 

edildi. 

Çizelge 4.5. Keçi böbreğinden saflaştırılan aldoz redüktaz enziminin optimum sıcaklığı 

için sıcaklık aktivite ölçüm sonuçları 

Sıcaklık (°C) Aktivite (EÜ/ml) 

0 0,043 

10 0,049 

20 0,046 

30 0,063 

40 0,059 

50 0,021 

60 0,012 
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Şekil 4.17. Keçi böbreğinden saflaştırılan aldoz redüktaz enziminin optimum sıcaklığını 

belirlemek için çizilen sıcaklık-aktivite grafiği 

4.4.4. Keçi böbrek aldoz redüktaz enzimi için stabil pH belirlenmesine yönelik 

çalışma sonuçları 

Keçi böbreğinden saflaştırılan aldoz redüktaz enziminin stabil pH’sını belirlemek üzere 

Bölüm 3.2.5.d’de anlatıldığı gibi stabil pH çalışması yapıldı. Elde edilen sonuçlar Şekil 

4.17’de gösterildi. Bu çalışmalar sonucu stabil pH=7,5 olarak tespit edildi. 

 

Şekil 4.18. Değişik pH’lardaki Na-fosfat tampon çözeltisi kullanılarak keçi böbrek AR 

enzimi için elde edilen stabil pH grafiği 

0

0,01

0,02

0,03

0,04

0,05

0,06

0,07

0 10 20 30 40 50 60 70 80

A
k

ti
v
it

e 
(E

Ü
/m

l)
 

Sıcaklık (°C) 

0

0,02

0,04

0,06

0,08

0,1

0,12

0 20 40 60 80

A
kt

iv
it

e
 (

EÜ
/m

l)
 

Zaman (saat) 

pH=5,0

pH=5,5

pH=6,0

pH=6,5

pH=7,0

pH=7,5

pH=8,0



91 

 

4.4.5. Keçi böbrek aldoz redüktaz enzimi için KM ve Vmax değerlerinin 

belirlenmesine yönelik çalışma sonuçları 

Keçi böbreğinden saflaştırılan aldoz redüktaz enziminin KM ve Vmax değerlerini 

belirlemek üzere Bölüm 3.2.5.e’de anlatıldığı gibi KM-Vmax çalışması yapıldı. Elde 

edilen sonuçlar Şekil 4.18’de gösterildi. Bu çalışmalar sonucu KM 0,18 mM ve Vmax 

0,106 EU/ml olarak tespit edildi. 

 

Şekil 4.19. Keçi böbreğinden saflaştırılan aldoz redüktaz enziminin için 5 farklı DL-

gliseraldehit konsantrasyonunda çizilen Lineweaver-Burk grafiği 

4.5. Keçi Böbrek SDH Enziminin Karakterizasyon Çalışmaları ile İlgili Sonuçlar 

4.5.1. Keçi böbrek SDH enzimi için optimum pH bulunmasına yönelik sonuçlar 

Keçi böbreğinden saflaştırılan SDH enzimi için optimum pH bölüm 3.2.11.a.’da 

anlatıldığı şekilde; pH’ları 5,0, 5,5, 6,0, 6,5, 7,0, 7,5 ve 8,0 olan 40 mM Na-fosfat, 

pH’ları 7,5, 8,0, 8,5 ve 9,0 olan 40 mM Tris/HCl, pH’ları 9,0, 9,5, 10,0 ve 10,5 olan 40 

mM Glisin/NaOH tampon çözeltileri kullanılarak spektrofotometrik olarak belirlendi 

(Şekil 4.19 ve Çizelge 4.6). Keçi böbreğinden saflaştırılan SDH enzimi için optimum 

pH Glisin/NaOH tamponunda 9,5 olarak belirlendi. 

y = 5,7262x + 2,0471 
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Çizelge 4.6. 40 mM Na-fosfat, Tris/HCl ve Glisin/NaOH tamponları kullanılarak keçi 

böbreğinden saflaştırılan SDH enziminin optimum pH’sı için yapılan aktivite ölçüm sonuçları 

pH Aktivite (EÜ/ml) 

5 0,004 

5,5 0,018 

6 0,029 

6,5 0,044 

7 0,076 

7,5 0,107 

7,5 0,13 

8 0,141 

8 0,102 

8,5 0,109 

9 0,121 

9 0,185 

9,5 0,191 

10 0,159 

10,5 0,173 

 

Şekil 4.20. Keçi böbreğinden saflaştırılan SDH enzimi için yapılan optimum pH 

çalışmasının sonucu çizilen Aktivite-pH grafiği 
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4.5.2. Keçi böbrek SDH enziminin optimum iyonik şiddetinin belirlenmesine 

yönelik sonuçlar 

Keçi böbreğinden saflaştırılan SDH enzim aktivitesi için en uygun iyonik şiddetin 

belirlenmesi amacıyla önceki çalışmalarla uygunluğu belirlenen Glisin/NaOH 

tamponunun optimum pH’daki değişik konsantrasyonlardaki çözeltileri bölüm 

3.2.11.b’de anlatıldığı gibi hazırlandı. Farklı glisin konsantrasyonlarında aktivite 

ölçümleri yapılarak glisin konsantrasyonu ile aktivite değerlerinden oluşan grafik 

çizildi. Yapılan çalışmalar sonucu keçi böbreğinden saflaştırılan SDH enzimi için en 

uygun iyonik şiddetin 25 mM glisin/NaOH (pH=9,5) tamponu olarak tespit edildi (Şekil 

4.20 ve Çizelge 4.7). 

Çizelge 4.7. Keçi böbreğinden saflaştırılan SDH enziminin optimum iyonik şiddeti için 

Glisin/NaOH (pH=9,5) tampon çözeltisi kullanılarak yapılan aktivite ölçüm sonuçları 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 [Glisin/NaOH] (mM) Aktivite (EÜ/ml) 

100 0,142 

200 0,161 

300 0,172 

400 0,177 

500 0,148 

600 0,130 

700 0,185 

800 0,125 

900 0,117 

1000 0,181 
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Şekil 4.21. Değişik konsantrasyonlardaki Glisin/NaOH (pH=9,5) tampon çözeltisi kullanılarak 

keçi böbreğinden saflaştırılan SDH enzimi için çizilen iyonik şiddet-aktivite grafiği 

4.5.3. Keçi böbreği SDH enzimi için optimum sıcaklık belirlenmesine yönelik 

çalışma sonuçları 

Keçi böbreğinden saflaştırılan SDH enziminin optimum sıcaklığını belirlemek üzere 

optimum pH ve uygun iyonik şiddete sahip 25 mM Glisin/NaOH (pH=9,5) tampon 

çözeltisi kullanıldı. 0°C ile 80°C arasında her 10°C’de bir olmak üzere bölüm 

3.2.11.c’de anlatıldığı şekilde aktivite ölçümleri yapıldı. Elde edilen sonuçlar Şekil 

4.21’de ve Çizelge 4.8’de gösterildi. Bu çalışmalar sonucu optimum sıcaklık 50°C 

olarak tespit edildi. 

Çizelge 4.8. Keçi böbreğinden saflaştırılan SDH enziminin optimum sıcaklığı için 

sıcaklık-aktivite ölçüm sonuçları 

Sıcaklık (
o
C) Aktivite (EÜ/ml) 

0 0,061 

10 0,080 

20 0,096 

30 0,097 

40 0,111 

50 0,075 

60 0,045 

70 0,020 
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Şekil 4.22. Keçi böbreğinden saflaştırılan SDH enziminin optimum sıcaklığını 

belirlemek için çizilen sıcaklık-aktivite grafiği 

4.5.4. Keçi böbreği SDH enzimi için stabil pH belirlenmesine yönelik çalışma 

sonuçları 

Keçi böbreğinden saflaştırılan SDH enziminin stabil pH’sını belirlemek üzere bölüm 

3.2.11.d.’de anlatıldığı gibi stabil pH çalışması yapıldı. Elde edilen sonuçlar Şekil 4.22, 

4.23 ve 4.24’te gösterildi. Bu çalışmalar sonucu stabil pH=10,5 olarak tespit edildi. 

 

Şekil 4.23. Değişik pH’lardaki Glisin/NaOH tampon çözeltisi kullanılarak keçi böbrek 

SDH enzimi için elde edilen stabil pH grafiği 
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4.5.5. Keçi böbrek SDH enzimi için KM ve Vmax değerlerinin belirlenmesine yönelik 

çalışma sonuçları 

Keçi böbreğinden saflaştırılan SDH enziminin KM ve Vmax değerlerini belirlemek üzere 

bölüm 3.2.11.e.’de anlatıldığı gibi KM-Vmax çalışması yapıldı. Elde edilen sonuçlar Şekil 

4.25’te gösterildi. Bu çalışmalar sonucu KM 2,8 mM ve Vmax 0,49 EU/ml olarak tespit 

edildi. 

 

Şekil 4.24. Keçi böbreğinden saflaştırılan SDH enziminin için 5 farklı sorbitol 

konsantrasyonunda çizilen Lineweaver-Burk grafiği 

4.6. Keçi Böbrek Aldoz Redüktaz Enzim Aktivitesi Üzerine Bazı Antibiyotiklerin 

Etkilerinin Belirlenmesine Yönelik Çalışmalar 

Bazı bileşikler tarafından enzimlerin hem in vivo hem de in vitro olarak aktivitelerinin 

azaltılması ve yok edilmesine inhibisyon denir. Buna neden olan bileşiklere ise inhibitör 

adı verilir (Nelson and Cox 2005; Keha ve Küfrevioğlu 2009). 

Yarışmalı inhibisyonda yapı itibariyle inhibitör substrata benzemekte ve enzimin aktif 

bölgesine bağlanarak substratın enzime bağlanmasını önlemektedir. Fakat enzime 

dönüşümlü bağlanan inhibitörün substrat konsantrasyonu artırıldığı durumlarda 

y = 5,7262x + 2,0471 
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inhibitörlerin inhibisyon etkisi ortadan kaldırılabilir. Başka bir söylemle enzimin Vmax 

değeri değişmezken KM değerinde artış gözlenir (Segel et al. 1975; Telefoncu 1986; 

Keha ve Küfrevioğlu 2009). Yarışmasız inhibisyonda ise inhibitör ile substrat arasında 

enzimin aktif bölgesine bağlanma hususunda bir yarış söz konusu değildir. Çünkü 

inhibitör enzimin farklı bir bölgesine bağlanmaktadır. Enzimin Vmax değeri azalırken 

KM değeri sabit kalır. Substrat ve inhibitör enzimin farklı bölgelerine bağlanabilmesi ile 

enzimin EI ve ESI olarak iki farklı inaktif kompleksi meydana gelir (Telefoncu 1986; 

Keha ve Küfrevioğlu 2009). Grafik denkleminde yarışmalı inhibisyon için KMI= 

KM.(1+[I]/Ki) ifadesinden, yarışmasız ve yarı yarışmalı inhibisyon için 

VmaxI=Vmax/(1+[I]/Ki) formülünden yararlanılarak Ki değerleri belirlendi. 

Bu çalışma kapsamında keçi böbreğinden saflaştırılan aldoz redüktaz enzim aktivitesi 

üzerine bazı antibiyotiklerin inhibisyon etkisi in vitro şartlarda araştırılmıştır. 

Çizelge 4.9. Keçi böbreği aldoz redüktaz enzim aktivitesi üzerine Sefuroksim 

Sodyum’un etkisi 

%Aktivite [Sefuroksim Sodyum] mM 

100 0 

81,58 2,1 

61,84 4,2 

46,84 6,3 

42,63 8,4 

34,21 10,5 
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Şekil 4.25. Sefuroksim Sodyum’un keçi böbrek aldoz redüktaz enzim aktivitesi üzerine 

etkisi 

Çizelge 4.10. Keçi böbreği aldoz redüktaz enzim aktivitesi üzerine Seftriakson 

sodyum’un etkisi 

%Aktivite 
[Seftriakson Sodyum] 

mM 

100 0 

88 0,003 

74 0,01 

55 0,02 

46 0,03 

23 0,06 

 

y = 100e-0,106x 
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Şekil 4.26. Seftriakson’un Keçi böbrek aldoz redüktaz enzim aktivitesi üzerine etkisi 

Çizelge 4.11. Keçi böbreği aldoz redüktaz enzim aktivitesi üzerine Amikasin Sülfat’ın 

etkisi 

%Aktivite [Amikasin Sülfat] mM 

100 0 

77,51 0,02 

65 0,04 

54,57 0,05 

38,05 0,09 

17,84 0,15 

y = 100e-25,32x 
R² = 0,9888 
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Şekil 4.27. Amikasin Sülfat’ın keçi böbrek aldoz redüktaz enzim aktivitesi üzerine 

etkisi 

Çizelge 4.12. Keçi böbrek aldoz redüktaz enzim aktivitesi üzerine Sefazolin’in etkisi 

%Aktivite [Sefazolin] mM 

100 0 

80,86 0,44 

72,52 0,87 

54,25 1,75 

30,03 4,37 

16,09 6,74 

 

y = 100e-11,34x 
R² = 0,9967 
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Şekil 4.28. Sefazolin’in keçi böbrek aldoz redüktaz enzim aktivitesi üzerine etkisi 

Çizelge 4.13. Keçi böbrek aldoz redüktaz enzim aktivitesi üzerine Gentamisin sülfat’ın 

etkisi 

%Aktivite 
[Gentamisin Sülfat] 

mM 

100 0 

79,78 1 

53,93 3,5 

46,82 4 

31,46 5,5 

20,22 8 
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Şekil 4.29. Gentamisin sülfat’ın keçi böbrek aldoz redüktaz enzim aktivitesi üzerine 

etkisi 

Çizelge 4.14. Keçi böbrek aldoz redüktaz enzim aktivitesi üzerine Vankomisin’in etkisi 

%Aktivite [Vankomisin] mM 

100 0 

80,67 0,3 

64,05 0,5 

56,95 0,6 

48,48 0,7 

43,57 0,8 

y = 100e-0,199x 
R² = 0,993 
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Şekil 4.30. Vankomisin’in keçi böbrek aldoz redüktaz enzim aktivitesi üzerine etkisi 

Çizelge 4.15. Keçi böbrek aldoz redüktaz enzim aktivitesi üzerine Ampisilin’in etkisi 

%Aktivite [Ampisilin] mM 

100 0 

86,93 3,49 

57,98 17,47 

52,27 24,46 

36,36 34,94 

24,09 52,41 
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Şekil 4.31. Ampisilin’in keçi böbrek aldoz redüktaz enzim aktivitesi üzerine etkisi 

Çizelge 4.16. Keçi böbrek aldoz redüktaz enzim aktivitesi üzerine Siprofloksasin’in 

etkisi 

%Aktivite [Siprofloksasin] mM 

100 0 

69,2 0,15 

60,76 0,21 

51,57 0,24 

45,06 0,27 

41,63 0,3 
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Şekil 4.32. Siprofloksasin’in keçi böbrek aldoz redüktaz enzim aktivitesi üzerine etkisi 

Çizelge 4.17. Keçi böbrek aldoz redüktaz enzim aktivitesi üzerine Meropenem’in etkisi 

%Aktivite [Meropenem] mM 

100 0 

80,45 1,6 

65,64 2,5 

51,36 4,9 

40,91 6,5 

30 8,1 
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Şekil 4.33. Meropenem’in keçi böbrek aldoz redüktaz enzim aktivitesi üzerine etkisi 

Çizelge 4.18. Keçi böbrek aldoz redüktaz enzim aktivitesi üzerine Sefoperazon 

Sodyum’un etkisi 

%Aktivite [Sefoperazon sodyum] mM 

100 0 

89,75 0,1 

79,49 0,2 

69,48 0,4 

44,52 1 

20,22 2 
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Şekil 4.34. Sefoperazon sodyum’un keçi böbrek aldoz redüktaz enzim aktivitesi üzerine 

etkisi 

Çizelge 4.19. Keçi böbrek aldoz redüktaz enzim aktivitesi üzerine CoCl2.H2O’nun etkisi 

%Aktivite [CoCl2.H2O] mM 

100 0 

59,5 0,00038 

56,5 0,00039 

51,5 0,00042 

49,5 0,00044 

46,5 0,00045 
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Şekil 4.35. CoCl2.H2O’ın keçi böbrek aldoz redüktaz enzim aktivitesi üzerine etkisi 

Çizelge 4.20. Keçi böbrek aldoz redüktaz enzim aktivitesi üzerine FeSO4’ın etkisi 

%Aktivite [FeSO4] mM 

100 0 

78,01 0,0132 

70,31 0,0165 

55,67 0,0257 

51,09 0,0263 

45,79 0,0296 
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Şekil 4.36. FeSO4’ın keçi böbrek aldoz redüktaz enzim aktivitesi üzerine etkisi 

Çizelge 4.21. Keçi böbrek aldoz redüktaz enzim aktivitesi üzerine MgCl2’ün etkisi 

%Aktivite [MgCl2] mM 

100 0 

74,23 0,53 

53 1,05 

42,31 1,26 

32,85 1,68 

26 1,79 
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Şekil 4.37. MgCl2’ün keçi böbrek aldoz redüktaz enzim aktivitesi üzerine etkisi 

Çizelge 4.22. Keçi böbrek aldoz redüktaz enzim aktivitesi üzerine 

Zn(CH3COO)2.H2O’ın etkisi 

%Aktivite [Zn(CH3COO)2.H2O] mM 

100 0 

70 0,05 

52,2 0,07 

45,28 0,09 

38,36 0,11 

34,59 0,14 
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Şekil 4.38. Zn(CH3COO)2.H2O’ın keçi böbrek aldoz redüktaz enzim aktivitesi üzerine 

etkisi 

 

Şekil 4.39. Keçi böbrek AR enzimi üzerine Sefuroksim’in Lineweaver-Burk grafiği 
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Şekil 4.40. Keçi böbrek AR enzimi üzerine Seftriakson Sodyum’un Lineweaver-Burk 

grafiği 

 

Şekil 4.41. Keçi böbrek AR enzimi üzerine Amikasin Sülfat’ın Lineweaver-Burk 
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Şekil 4.42. Keçi böbrek AR enzimi üzerine Sefazolin’in Lineweaver-Burk grafiği 

 

Şekil 4.43. Keçi böbrek AR enzimi üzerine Gentamisin Sülfat’ın Lineweaver-Burk 

grafiği 
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Şekil 4.44. Keçi böbrek AR enzimi üzerine Vankomisin’in Lineweaver-Burk grafiği 

 

Şekil 4.45. Keçi böbrek AR enzimi üzerine Ampisilin’in Lineweaver-Burk grafiği 
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Şekil 4.46. Keçi böbrek AR enzimi üzerine Siproflaksasin’in Lineweaver-Burk grafiği 

 

Şekil 4.47. Keçi böbrek AR enzimi üzerine Meropenem’in Lineweaver-Burk grafiği 
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Şekil 4.48. Keçi böbrek AR enzimi üzerine Sefoperazon Sodyum’un Lineweaver-Burk 

grafiği 

 

Şekil 4.49. Keçi böbrek AR enzimi üzerine CoCl2. 6H2O’ın Lineweaver-Burk grafiği 
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Şekil 4.50. Keçi böbrek AR enzimi üzerine FeSO4’ın Lineweaver-Burk grafiği 

 

Şekil 4.51. Keçi böbrek AR enzimi üzerine Zn(CH3COO)2.6H2O’ın Lineweaver-Burk 

grafiği 
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Çizelge 4.23. Keçi böbrek AR enzimi için bulunan IC50 değerleri, Ki sabitleri ve 

inhibisyon türleri 

Antibiyotik Türü IC50 (mM) Ortalama Ki (mM) İnhibisyon Türü 

Sefuroksim 6,54 7,52± 1,41 Yarışmasız 

Seftriakson 0,0274 0,018±0,009 Yarışmalı 

Amikasin Sülfat 0,061 0,017±0,002 Yarışmasız 

Sefzolin 2,5 1,73±0,18 Yarışmasız 

Gentamisin Sülfat 3,483 0,84±0,13 Yarışmalı 

Vankomisin 0,706 0,19±0,054 Yarışmalı 

Ampisilin 24,755 16,06±7,59 Yarışmasız 

Siproflaksasin 0,25 0,103±0,03 Yarışmalı 

Meropenem 4,814 1,66±0,066 Yarışmalı 

Sefoperazon 

Sodyum 

0,858 0,46±0,24 Yarışmalı 

Linkomisiin Yeterli inhibison 

yok 

- - 

Metal Türü IC50 (mM) Ortalama Ki (mM) İnhibisyon Türü 

CoCl2. 6H2O 0,000445 0,00019±0,0004 Yarışmasız 

FeSO4 0,0286 0,00264±0,00081 Yarışmalı 

MgCl2 1,007 - - 

Zn(CH3COO)2.H2O 0,084 0,017±0,002 Yarışmalı 

CaCl2 Yeterli inhibison 

yok 

- - 

CuSO4.5H2O Yeterli inhibison 

yok 

- - 

KCl Yeterli inhibison 

yok 

- - 
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4.7. Keçi Böbrek SDH Enzim Aktivitesi Üzerine Bazı Antibiyotiklerin Etkilerinin 

Belirlenmesine Yönelik Çalışmalar 

Bu çalışma kapsamında keçi böbreğinden saflaştırılan SDH enzim aktivitesi üzerine 

bazı antibiyotiklerin inhibisyon etkisi in vitro şartlarda araştırılmıştır. 

Çizelge 4.24. Keçi böbreği sorbitol dehidrogenaz enzim aktivitesi üzerine Sefuroksim 

Sodyum’un etkisi 

%Aktivite [Sefuroksim Sodyum] mM 

100 0 

74,9 0,08 

62,77 0,11 

54,46 0,13 

49,77 0,15 

46,23 0,16 

 

 

 

 

Şekil 4.52. Sefuroksim Sodyum’un keçi böbrek sorbitol dehidrogenaz enzim aktivitesi 

üzerine etkisi 

y = 100e-4,568x 
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Çizelge 4.25. Keçi böbreği sorbitol dehidrogenaz enzim aktivitesi üzerine 

Seftriakson’un etkisi 

%Aktivite 
[Seftriakson Sodyum] 

mM 

100 0 

73,67 0,014 

63,67 0,018 

56,67 0,022 

48,89 0,025 

41,78 0,029 

 

 

 

 

Şekil 4.53. Seftriakson sodyum’un keçi böbrek sorbitol dehidrogenaz enzim aktivitesi 

üzerine etkisi 

  

y = 100e-27,57x 
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Çizelge 4.26. Keçi böbreği sorbitol dehidrogenaz enzim aktivitesi üzerine Amikasin 

Sülfat’ın etkisi 

%Aktivite [Amikasin Sülfat] mM 

100 0 

73,25 0,037 

60,17 0,55 

49,79 0,66 

45,66 0,73 

34,44 1,1 

 

 

 

Şekil 4.54. Amikasin Sülfat’ın keçi böbrek sorbitol dehidrogenaz enzim aktivitesi 

üzerine etkisi 

  

y = 100e-0,993x 
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Çizelge 4.27. Keçi böbrek sorbitol dehidrogenaz enzim aktivitesi üzerine Sefazolin 

sodyum’un etkisi 

%Aktivite [Sefazolin Sodyum] mM 

100 0 

60,76 11 

58,62 11,5 

55,71 11,8 

51,86 12,5 

49,52 13 

 

 

 

 

Şekil 4.55. Sefazolin’in keçi böbrek sorbitol dehidrogenaz enzim aktivitesi üzerine 

etkisi 
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Çizelge 4.28. Keçi böbrek sorbitol dehidrogenaz enzim aktivitesi üzerine 

Siprofloksasin’in etkisi 

%Aktivite [Siprofloksasin] mM 

100 0 

58,35 0,24 

53,05 0,27 

49,21 0,28 

45,48 0,29 

43,35 0,31 

 

 

 

Şekil 4.56. Siprofloksasin’in keçi böbrek sorbitol dehidrogenaz enzim aktivitesi üzerine 

etkisi 
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Çizelge 4.29. Keçi böbrek sorbitol dehidrogenaz enzim aktivitesi üzerine 

Meropenem’in etkisi 

%Aktivite [Meropenem] mM 

100 0 

69,5 3 

59,5 4 

49,98 4,5 

43,29 5,5 

37,94 7 

 

 

 

Şekil 4.57. Meropenem’in keçi böbrek sorbitol dehidrogenaz enzim aktivitesi üzerine 

etkisi 
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Çizelge 4.30. Keçi böbrek sorbitol dehidrogenaz enzim aktivitesi üzerine Sefoperazon 

Sodyum’un etkisi 

%Aktivite [Sefoperazon Sodyum] mM 

100 0 

71,04 0,09 

58,55 0,14 

47,49 0,16 

44,4 0,19 

38,22 0,21 

 

 

 

Şekil 4.58. Sefoperazon Sodyum’un keçi böbrek sorbitol dehidrogenaz enzim aktivitesi 

üzerine etkisi 

  

y = 100e-4,353x 
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Çizelge 4.31. Keçi böbrek sorbitol dehidrogenaz enzim aktivitesi üzerine Rifamisin 

Sodyum’un etkisi 

%Aktivite [Rifamisin Sodyum] mM 

100 0 

80,72 0,006 

68,35 0,01 

45,85 0,017 

38,9 0,02 

36,55 0,023 

 

 

 

Şekil 4.59. Rifamisin Sodyum’un keçi böbrek sorbitol dehidrogenaz enzim aktivitesi 

üzerine etkisi 
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Çizelge 4.32. Keçi böbrek sorbitol dehidrogenaz enzim aktivitesi üzerine 

CoCl2.H2O’nun etkisi 

%Aktivite [CoCl2.H2O] mM 

100 0 

68,54 0,0003 

60,41 0,00036 

49,73 0,00045 

40,46 0,00054 

36,81 0,0006 

 

 

  

Şekil 4.60. CoCl2.H2O’un keçi böbrek sorbitol dehidrogenaz enzim aktivitesi üzerine 

etkisi 
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Çizelge 4.33. Keçi böbrek sorbitol dehidrogenaz enzim aktivitesi üzerine FeSO4’ın 

etkisi 

%Aktivite [FeSO4] mM 

100 0 

75,87 0,004 

48,54 0,008 

39,98 0,01 

35,13 0,015 

20,39 0,02 

 

 

 

Şekil 4.61. FeSO4’ın keçi böbrek sorbitol dehidrogenaz enzim aktivitesi üzerine etkisi 
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Çizelge 4.34. Keçi böbrek sorbitol dehidrogenaz enzim aktivitesi üzerine MgCl2’ün 

etkisi 

%Aktivite [MgCl2] mM 

100 0 

76,29 0,7 

65,43 1 

50,29 1,5 

42 1,7 

36,29 2 

 

 

  

Şekil 4.62. MgCl2’ün keçi böbrek sorbitol dehidrogenaz enzim aktivitesi üzerine etkisi 
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Çizelge 4.35. Keçi böbrek sorbitol dehidrogenaz enzim aktivitesi üzerine 

Zn(CH3COO)2.H2O’ın etkisi 

%Aktivite [Zn(CH3COO)2.H2O] mM 

100 0 

73,57 0,08 

62,84 0,12 

50,55 0,17 

35,62 0,23 

29,82 0,27 

 

 

   

Şekil 4.63. Zn(CH3COO)2.H2O’ın keçi böbrek sorbitol dehidrogenaz enzim aktivitesi 

üzerine etkisi 

y = 100e-4,333x 
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Şekil 4.64. Keçi böbrek SDH enzimi üzerine Sefuroksim Sodyum’un Lineweaver-Burk 

grafiği 

 

Şekil 4.65. Keçi böbrek SDH enzimi üzerine Seftriakson Sodyum’un Lineweaver-Burk 

grafiği 
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Şekil 4.66. Keçi böbrek SDH enzimi üzerine Amikasin Sülfat’ın Lineweaver-Burk 

grafiği 

 

Şekil 4.67. Keçi böbrek SDH enzimi üzerine Sefazolin’in Lineweaver-Burk grafiği 
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Şekil 4.68. Keçi böbrek SDH enzimi üzerine Siproflaksasin’in Lineweaver-Burk grafiği 

 

Şekil 4.69. Keçi böbrek SDH enzimi üzerine Meropenem’in Lineweaver-Burk grafiği 
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Şekil 4.70. Keçi böbrek SDH enzimi üzerine Sefoperazon Sodyum’un Lineweaver-Burk 

grafiği 

 

Şekil 4.71. Keçi böbrek SDH enzimi üzerine Rifamisin Sodyum’un Lineweaver-Burk 
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Şekil 4.72. Keçi böbrek SDH enzimi üzerine CoCl2. 6H2O’nun Lineweaver-Burk 

grafiği 

 

Şekil 4.73. Keçi böbrek SDH enzimi üzerine Zn(CH3COO)2.6H2O’ın Lineweaver-Burk 

grafiği 
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Çizelge 4.36. Keçi böbrek SDH enzimi için bulunan IC50 değerleri, Ki sabitleri ve 

inhibisyon türleri 

Antibiyotik Türü IC50 (mM) Ortalama Ki (mM) İnhibisyon Türü 

Sefuroksim 0,15 7,52± 1,41 Yarışmasız 

Seftriakson 0,025 0,075±0,038 Yarışmalı 

Amikasin Sülfat 0,7 0,62±0,25 Yarışmasız 

Sefazolin 13,86 0,013±0,0075 Yarışmalı 

Rifamisin Sodyum 0,016 0,031±0,027 Yarışmasız 

Siproflaksasin 0,27 0,54±0,39 Yarışmasız 

Meropenem 4,88 3,5±4,2 Yarışmalı 

Sefoperazon 

Sodyum 

0,16 0,067±0,074 Yarışmalı 

Gentamisin Yeterli inhibison 

yok 

- - 

Vankomisin Aktivasyon - - 

Ampisilin Aktivasyon - - 

Metal Türü IC50 (mM) Ortalama Ki (mM) İnhibisyon Türü 

CoCl2. 6H2O 0,00044 0,00018±0,0003 Yarışmalı 

FeSO4 0,009 - - 

MgCl2 1,43 - - 

Zn(CH3COO)2.H2O 0,16 0,14±0,13 Yarışmalı 

CaCl2 Yeterli inhibison 

yok 

- - 

CuSO4.5H2O Yeterli inhibison 

yok 

- - 

KCl Yeterli inhibison 

yok 

- - 
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5. TARTIŞMA ve SONUÇ 

Aldoz redüktaz, poliol yolunun ilk ve hız sınırlayıcı enzimi olup, NADPH kofaktörü 

aracılığı ile glukozun polihidroksilalkol olan sorbitole dönüşüm reaksiyonunu 

katalizlemektedir (Hers 1956). Aldoz redüktaz (alditol: NADP+ oksidoredüktaz, EC 

1.1.1.21, ALR2) enzimi nikotinamid adenin dinükleotid fosfat (NADPH) kofaktörüne 

bağlı olarak alifatik ve aromatik yapıdaki aldehitleri, streoidleri, monosakkaritleri, 

polisiklik aromatik hidrokarbonları ve isoflavonoidleri katalize etmektedir (Kumar and 

Reddy 2007). 

Aldoz redüktaz ezniminin poliol yolu dışında birçok metabolik yolakla ilişkili olduğu 

bilinmektedir. Bunlar; kanser (Lee et al. 2001), kardiyovasküler hastalıklar (Ramasamy 

et al. 1999), renal yetmezlik (Jiang et al. 2006), inflamasyon (Ramana et al. 2006), over 

anomalileri (Meyer et al. 1992), depresyon olarak sıralanabilir (Regenold et al. 2000). 

Enzimin bu düzenleyici etkileri, enzim üzerine olan inhibisyon çalışmalarının değerini 

arttırmaktadır. Aldoz redüktaz inhibitörleri kolon kanseri, romatoit artirit gibi bir çok 

hastalığın tedavisinde kullanılmaktadır (Srivastava et al. 2005; Ramana and Srivastava 

2006; Tammali 2007). Aldoz redüktaz enzim inhibitörleri üzerine son yıllarda birçok 

çalışma yapılmış olup, bu çalışmaların çoğunda farmokinetik problemler, yan etkiler ve 

düşük inhibisyon belirtilmiştir (Costantino et al. 1997; Costantino 1999; El-Kabbani et 

al. 2004).  

Diyabet oldukça sık görülen metabolik bir sendromdur ve bu hastalık nöropati, 

nefropati, retinopati, katarakt ve ateroskleroza bağlı olarak artan miyokardiyal enfarktüs 

ve inme riski gibi birçok dejeneratif komplikasyon ile ilişkili olup tip I ve tip II 

diyabette de bu patolojilere rastlamak mümkündür. Bu komplikasyonların kontrolü ve 

önlenmesi diabet hastalarının yaşam kalitesi ve ölüm oranları için oldukça ciddi ve 

önemli terapötik problemdir (Hanefeld et al. 1996; Viberti 2005). 
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Diyabetli hastalarda çok sık görülen ve kronik komplikasyonlardan biri olan diabetik 

retinopati bütün diabetiklerin %90’ından daha fazlasında hayatlarının herhangi bir 

döneminde görülmektedir (Kempen et al. 2004; Roy et al. 2004; Hirai et al. 2011). 

Yaşadığımız yüzyılda retinopati hastalığının tedavisinde kullanılan yöntemlerin az 

olması, diyabetli bireylerin fazlalığı ve retinopatinin patofizyolojisinin tam anlamıyla 

belirlenememiş olması sağlık sektörü üzerinde büyük etkilere sahiptir.  

Hiperglisemi diyabette vasküler komplikasyonların gelişmesinde temel risk faktörüdür. 

Hiperglisemi durumunda bazı metabolik yolakların aktivitesi artarken bu yolakların 

aktivitesi sonucu oluşan oksidatif stres, endotel fonksiyon bozukluklarına sebep 

olmaktadır. Bunun sonucunda ise pek çok vasküler komplikasyon oluşmaktadır. 

(UKPDS Research Group 1998; Temelkova-Kurktschiev et al. 2000). 

Dünya nüfusunun yaklaşık %5-7’sinde diyabet görülmektedir ve bu hastalığın neden 

olduğu makrovasküler ve mikrovasküler komplikasyonların ekonomiye maliyeti gün 

geçtikçe artmaktadır (Gugliucci 2000). 2002 yılında ABD’de yapılan bir çalışmada 

sadece diabet sonucu oluşan komplikasyonların sağlık sistemine maliyetinin yaklaşık 

132 milyar dolar olduğu belirtilmiştir (Setter et al. 2003). 

2003 yılı itibarı ile dünyada 180 milyondan fazla insanı etkilemekte olan ve önemli bir 

sağlık sorunu olan diabetin sebep olduğu ölüm nedenleri, Türkiye ve dünyada üçüncü 

sırada yer almaktadır. 2003 Dünya Sağlık Örgütü verilerine göre (World Health 

Organization (WHO)), diyabet görülme sıklığının 2025 yılında hızla artarak diyabetik 

birey sayısının 300 milyon civarında olacağını öngörülmektedir (Sicree et al. 2003). 

Aldoz redüktaz enzimi ve poliol yolu, diabetin kronik komplikasyonlarının oluşumunda 

önemli bir yer tutmaktadır. Poliol yolunun aktivitesi hiperglisemi durumunda artar. Bu 

yolun aktivitesinin artmasıyla glukozun 1/3’ü (Gonzalez et al. 1984; Yabe-Nishimura 

1998) bu yolakta metabolize olur ve bunun sonucunda diabette istenmeyen sonuçların 

oluşmasına sebebiyet verir. Aldoz redüktaz enziminin farklı canlılarda ve farklı 

dokularda çeşitli fonksiyonel özelliklere sahip olması, enzimin fizyolojik özellikleri 
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üzerinde tartışmaların devam etmesine sebep olmaktadır. Aldoz redüktaz enzimi 

seminal vezikülerde sperm hücrelerinin enerji ihtiyacını karşılamak için fruktoz 

üretiminden sorumluyken (Kobayashi et al. 2002; Frenette et al. 2004), böbreklerde 

osmotik regülasyonun düzenlenmesinde görevli olan sorbitol üretiminden sorumludur 

(Garcia-Perez and Burg 1991). Enzim lipid aldehitlerin ve onların GSH konjugatlarının 

glukozdan daha etkili bir şekilde metabolize olması (Srivastava et al. 1999; Srivastava 

et al. 2005) ve aldoz redüktaz enziminin antioksidan savunmasında önemli bir yere 

sahip olduğu düşünülmektedir. 

DL-gliseraldehit sıçan lensi aldoz redüktaz enziminin substratı olup, KM değeri 0,08 

mM iken, yine DL-gliseraldehit için sıçan lensi ALR1 enziminin KM değeri 6,2 mM’dir 

(Sato and Kador 1989). Hiperglisemi durumunda, aldoz redüktaz enziminin substratı 

olan heksoz ve trioz şekerler karşılaştırıldığında, trioz şekerlerin KM değerleri heksoz 

şekerlere oranla daha düşük olduğu saptanmıştır. Bu sebeple aldoheksozlardan oluşan 

triozlar, düşük KM değerlerine sahip oldukları için aldoz redüktaz enzimi için çok iyi 

substratlardır (Jagt et al. 1995) (Çizelge 5.1). 

Çizelge 5.1. Sıçan lensi AR ve ALR1 enzimleri için çeşitli substratlar ve KM değerleri 

(Sato and Kador 1989) 

Substrat 
Sıçan lens ALR1 Sıçan lens AR 

KM (mM) KM (mM) 

DL-Gliseraldehit 6,2 0,08 

D-Glukuronat 6,1 19,2 

L-Gulonat 10,0 - 

D-Ksiloz 749 13,5 

D-Glukoz >2000 204 

D-Galaktoz >2000 83 

Aldoz redükaz enzimi bazı fizyolojik ve ksenobiyotik aldehitlerin NADPH bağımlı 

redüksiyonunu katalizlemektedir. İzokortizol ve izokortikosteron gibi 

izokortikosteroidler aldoz redükaz enziminin en iyi substratlardır (Km˂1 µM). Bunları 
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biyojenik aldehitlerinde içinde bulunduğu aromatik ve arilalkilaldehitler takip eder 

(Km=3
-15

 µM). Aldozlara karşı aktivite gliseradehit ile en yüksektir ve şekerdeki karbon 

sayısının artmasıyla aktivitenin azaldığı bildirilmiştir (Wermuth et al. 1982). 

Aldoz redüktaz inhibitörleri üç sınıfa ayrılmaktadırlar. Bunlar karboksilik asit grubu 

taşıyanlar, siklik imid grubu taşıyanlar ve sülfonil nitrometan türevleridir (Rogniaux et 

al. 1999; Wang et al. 2007). İnhibitörlerin polar uçları ile aktif bölge kalıntıları 

arasındaki etkileşimler enzim-inhibitör kompleksinin kararlılığında önemli rol 

oynamaktadır. Siklik imid sınıfına dahil olan minalrestatın flor atomunun ve fidarestatın 

karbamoil grubunun karboksilat fonksiyonel grubu ile yerdeğiştirmesi sonucu enzim-

inhibitor kompleksinin net bağlanma enerjisi artmaktadır (Darmanin et al. 2004). 

Köpekler üzerinde gerçekleştirilen bir çalışmada sorbinilin aldoz redüktaz enzimini 

inhibe etmesi sonucu diabetik nöropatiyi engelleyebildiği fakat nefropati, retinopati ve 

kaslarda bazal membran kalınlaşmasını engelleyemediği belirtilmiştir (Engerman et al. 

1994). Aynı zamanda sorbinil inhibitörünün diyabetik nöropatide sorbitol birikimi ve 

miyoinositol azalışını engelleyerek pozitif sonuçlar verdiği belirtilmiştir (Bertimattera et 

al. 1996). 

Ponalrestat ve tolrestat gibi aldoz redüktaz inhibitörleri ile yapılan çalışmalar sonucunda 

retinopatiyi engelleyemediği belirtilmiştir (Chung and Chung 2005). Tiamin türevi olan 

benfotiamin diabetik retinopatide başarılı bir aldoz redüktaz inhibitörüdür. Pentoz fosfat 

yolunu aktive eden benfotiamin, serbest radikal oluşumunu engellemektedir. 

Mitokondrial ROS seviyesinin düşmesi sonucu PKC yolunun aktivasyonunu da önlediği 

belirtilmektedir (Hammes et al. 2003). Yine aynı grup bir inhibitör olan zenalrestatla 

yapılan çalışmalar sinir iletim hızında belirgin düzeyde düzelmeler olduğu saptanmıştır 

(Greene et al. 1999). 

Diyabetik ve galaktosemik fareler üzerine yapılan bir çalışmada AR ve SDH 

inhibisyonun katarakt oluşumuna etkileri incelenmiştir. Bu amaç doğrultusunda SDH 

inhibitörleri ve AR inhibitörlerinin hem varlığında hemde yokluğunda diyabetik ve 
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galaktosemik farelerde katarakt oluşumu gözlenmiştir. Bu çalışmanın sunucunda, 

diabetik ve galaktosemik farelerde AR inhibitörlerinin katarakt oluşumunu azalttığı 

saptanmıştır. Ayrıca, diabetik farelerde SDH inhibitörlerinin katarakt oluşumunu 

arttırdığı fakat galaktosemik farelerde ise katarakt oluşumunu etkilemediği belirtilmiştir. 

Yapılan çalışma sonucunda hücrelerde sorbitol birikiminin katarakta sebep olduğu, AR 

enziminin inhibe edilmesi ise katarakt oluşumunu engelleyebileceğini ortaya 

koymaktadır (Kador et al. 1998). 

SDH enziminin nükleosit ve nükleotidler tarafından inhibisyonu sonucu enzimin 

aktivitesini en fazla Guanosine-2,3-di-P inhibe ettiği (Kİ=1,0 mM) ve bu inhibisyonun 

yarışmasız bir inhibisyon olduğu bildirilmiştir (Lindstad et al. 2013). 

Flavonoid olan rutin ve quercetin aldoz redüktaz enzimini inhibe ettiği bilinmektedir. 

Yani sülfat iyonları aldoz redüktaz enziminin aktivitesini stimüle eder. Modifiye tiyol 

reaktiflerinden iyodoasetat ve 4-hidroksicivabenzoat zamana bağımlı inaktivasyona 

sebep olur. 5,9 izoelektrik noktaya sahip olan aldoz redüktaz enzimi tiyol reaktiflerinin 

etkisiyle izoelektrik nokta 5,1’e değişmektedir (Wermuth et al. 1982). 

Aldoz redüktaz enziminin spesifik inhibitörü olduğu düşünülen Quercetin’in (Kador et 

al. 1986)  SDH enzimi üzerine yapılan inhibisyon çalışmaları sonucunda insan beyni 

SDH enzimini önemli ölçüde inhibe ettiği (O’Brien et al. 1983) ve benzer şekilde 

quercetin’in, sığır beyni SDH enzimini inhibe ettiği bildirilmiştir (Wiesinger and 

Hamprecht 1989). 

Deneysel diabetik hayvanlar üzerine yapılan bir diğer çalışmada aldoz redüktaz 

inhibitörlerinin periferal sinirlerin fonksiyonel, biyokimyasal ve yapısal bozukluklarını 

düzelttiği belirtilmiştir (Yagihashi et al. 1990; Cameron and Cotter 1992). 

Aldoz redüktaz inhibitörü olan zenarestat ile yapılan bir çalışmada, sinir iletim hızını 

olumlu yönde etkilediği bildirilmiş olup (Setter et al. 2003), başka bir ARI’ü olan 

regenistein lens proteinlerinin zarar görmesini engelleyerek katarakt oluşumunu 
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engellediği ve poliol yolağının neden olduğu oksidatif stresi engelleyerek GSH 

seviyesinin artmasına sebep olduğu belirtilmiştir (Kim et al. 2008). 

Bir başka ARI’ü olan tiazolil tiazolidinedionun yeni türleri ile fare böbreği aldoz 

redüktaz inhibisyonu üzerine yapılan bir çalışmada, Tiazolun C2 pozisyonunda 

piperidin bulunan bileşiğin, aynı pozisyonda 4−klorobenzilsülfanil bulunan bileşikten 

çok daha iyi inhibisyon etkisine sahip olduğu belirtilmiştir (Bozdag et al. 2007). 

Curcumin’in anologları üzerine yapılan bir çalışmada, analogun fenolik halkasının p-

hidroksil gruplarının aldoz redüktaz enzimini önemli ölçüde inhibe ettiği, o-hidroksil 

gruplarının enzim ile çok sıkı etkileşmesi sonucu inhibibe ettiği bildirilmiştir (Du et al. 

2006). 

Sıçan lens aldoz redüktaz ve insan rekombinant aldoz redüktaz enzimi üzerine 

flavonoidlerin etkileri incelenmiş ve çalışmanın sonucunda flavonoidlerin aldoz 

redüktaz enzimini önemli ölçüde inhibe ettiği ve flavonoidlerin diabetik 

komplikasyonların engellenmesinde etkili olabileceği belirtilmiştir (Jung et al. 2008). 

Protokatekuik asidin diabetik farelerde aldoz redüktaz ve sorbitol dehidrogenaz 

enzimlerinin mRNA ekpresyonları ve onların aktiviteleri üzerine etkileri incelenmiş ve 

protokatekuik asidin enzimlerin mRNA ekpresyonları ve aktivitelerini azalttığı, sonuç 

olarakta diyabetik komplikasyonların azaltılmasında etkili olabileceği bildirilmiştir (Lin 

et al. 2011). 

Aldoz redüktaz inhibitörü olduğu rapor edilen ellagic asit diyabetik ratlarda lens, siyatik 

sinirler ve eritrositlerde sorbitol birikimini engellediği bildirilmiştir (Ueda et al. 2004). 

Anti diyabetik etkilere sahip olduğu bildirilen ve fenolik bir bileşik olan kafeik asitin 

glisemik kontroller için kullanılabileceği belirtilmiştir (Jung et al. 2006). 
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Diabetik sıçan aldoz redüktaz enzimi üzerine yapılan bir çalışmada ponalrestatın enzim 

aktivitesini belirgin bir şekilde düşürdüğü bildirilmiştir (Soulis-Liparota et al. 1995). 

Karboksilik asit grubu taşıyan ve aldoz redüktaz inhibitörü olan ponalrestat anlamlı bir 

etkiye sahip olmayıp klinik açıdan önemli bir yan etkiye sahip olmadığı belirtilmiştir 

(Miyamoto 2002). Aldoz redüktaz inhibitörü olan NZ-314, ponalrestat ile aynı sınıftan 

olup siyatik sinirlerdeki kan akışını ve motor sinir iletimini arttırdığı bildirilmiştir 

(Miyamoto 2002). Asano ve arkadaşlarının yapmış olduğu bir çalışmada fidarestatın 

sinir kan akışını ve sinir hücrelerinde biriken sorbitol düzeyini normal seviyeye getirdiği 

bildirilmiştir (Asano et al. 2002). 

ARI’ü olan fidarestatın karbamoil grubunun karboksilat fonksiyonel grubu ve diğer 

ARI’ü ve siklik imid sınıfından olan minalrestat, yapısındaki flor atomu ile yer 

değiştirmesi sonucu enzim-inhibitor kompleksinin net bağlanma enerjisinin arttığı 

gösterilmiştir (Darmanin et al. 2004). 

Fakat, aldoz redüktaz inhibitörlerinin görevleri bunlarlada sınırlı değildir. ARİ’leri ile 

ilgili son yıllarda yapılan çalışmalarda, inhibitörlerin göğüs, karaciğer, serviks, kolon ve 

ovaryum kanserleri gibi kanser türlerinin tedavisinde iyileştirici ajan olarak görev aldığı 

gösterilmiştir (Jin et al. 2006; Saraswat et al. 2006; Tammali 2006; Alexiou et al. 

2009). 
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M olarak bulunmuştur (Hayman and Kinoshita 1965). 

Bektaşi üzümü ekstratının sıçan lensi ve insan rekombinant AR’ı inhibe ettiği belirtilmiş 

olup IC50 değerleri sırasıyla 0,72 mg/ml ve 0,88 mg/ml olarak tespit edilmiştir. 

İnhibisyonun sebebinin Bektaşi üzümündeki hidratize tannoidinden kaynaklandığı ispat 

edilmiştir ve Tannoidin’in sıçan lens ve insan rekombinant AR için IC50 değerleri 6 

µg/ml ve 10 µg/ml olarak belirtilmiştir (Suryanarayana et al. 2004). 

AR’nin etkili inhibitörü olan Tetrametilen glutarik asit. Jedziniak and Kinoshita 

tarafından yapılan bir çalışmada 10
−3

 M Tetrametilen glutarik asit ile karıştırılan 

enzimin aktivite göstermediğini belirlemişlerdir. Bir gece boyunca enzim inhibitor 

karışımı diyaliz edilmiş ve enzimin aktivitesinin % 60’ının geri kazanıldığı 

belirtilmiştir. Böylece Tetrametilen glutarik asitin enzime geri dönüşümsüz olarak 

bağlanmadığı gösterilmiştir. Tetrametilen glutarik asit için Ki değerleri 1,0
−1

,2x10
−5

 M 

olarak bulunmuş olup inhibisyon tipi yarı yarışmalı olduğu tespit edilmiştir. Bu 

çalışmada AR enziminin bu reaksiyon sonucu oluşan ürün tarafından inhibisyonu da 

incelenmiştir. 

Gliseraldehit + TPNH  Gliserol + TPN+ 

Ürünlerden gliserol inhibisyon etkisi göstermezken, TPN
+
 belirgin bir şekilde enzimi 

inhibe ettiği gösterilmiştir. TPN
+
 için Ki değeri 7,5x10

-5
 mM ve inhibisyon tipi 

yarışmalı olduğu tespit edilmiştir (Jedziniak and Kinoshita 1971). 

Aldoz redüktaz I ve aldoz redüktaz II enzimleri James ve Flynn tarafından tavşan 

kasından saflaştırılmış ve karakterize edilmiştir. Yapılan çalışma sonucu iki enziminde 

monomer olduğu SDS-PAGE ve Jel filtrasyon sonuçlarına göre belirtilmiş olup 

enzimlerin molekül kütleleri sırasıyla 40,2 kDa ve 41,5 kDa olarak tespit edilmişitir. 

Aldoz redüktaz I ve aldoz redüktaz II enzimlerinin her ikisinin de geniş substrat 

spesivitesine sahip olduğu bildirilmiştir. Aldo şekerler için Aldoz redüktaz I’in KM 
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değeri tavşan lens aldoz redüktaz ile aynıdır. Alrestatin ve Sorbinil gibi ticari aldoz 

redüktaz inhibitörleri aldoz redüktaz I ve aldoz redüktaz II enzimlerini inhibe eder. 

Aldoz redüktaz I enzimi için optimum pH 6,5 iken aldoz redüktaz II enzimi için ise 7,0 

olarak bulunmuştur. Bu iki enzim p-nitrobenzaldehite yüksek afinite gösterirler. Aldoz 

redüktaz I’in p-nitrobenzaldehit için KM sabiti 0,06±0,013 mM, Vmax değeri 12±3 

nmol/dk iken aldoz redüktaz II enziminin p-nitrobenzaldehit için KM sabiti 0,041±0,002 

mM, Vmax değeri 81±2 nmol/dk olarak belirtilmiştir. Her iki enzim de HgCl2 ve p-

klorocivabenzoat tarafından inhibe edilmiştir Fakat aldoz redüktaz II’nin daha çok 

inhibisyona uğradığı görülmüştür (James and Flynn 1982). 

Enzimler protein yapısında oldukları için ortam şartlarının değişmesine karşı çok hassas 

olduklarından enzim saflaştırma çalışmaları zor gerçekleşen işlemlerdir. Çözelti 

içerisindeki enzimlerin varlığı, enzimin etki ettiği substrat, enzimin katalizlediği 

reaksiyon sonucu oluşan ürün veya enzimin katalizlediği reaksiyona etki eden diğer 

paramatrelerle tespit edilebilmektedir. Enzimlerin aktivitelerine etki eden faktörler, 

enzim konsantrasyonu, substrat konsantrasyonu, pH, sıcaklık, iyonik şiddet, hormonlar, 

allosterik etkiler ve bazen de inhibitör, aktivatör veya amino asitler olabilir. 

Koyun karaciğerinden saflaştırılan sorbitol dehidrogenaz enzimi yaklaşık olarak 14,4 

EÜ/mg protein spesifik aktivite ile saflaştırılmıştır. Enzimin optimum pH’sı sorbitolün 

fruktoza yükseltgenme reaksiyonu için 9,0-10,0 aralığında iken fruktozun sorbitole 

indirgenme reaksiyonu için 7,0-8,0 aralığında değiştiği gösterilmiştir (Smith 1962). 

Reiersen ve arkadaşları tarafından koyun karaciğeri SDH enziminin stabil pH aralığını 

belirlemek için yapılan çalışmada, enzimin pH=5,0’ın altında ve pH=8,5-9,0’un 

üzerinde aktivite kaybettiğini bildirilmiştir (Reiersen et al. 1994). 

Wiesinger ve Hamprecht tarafıdan sığır beyni sorbitol dehidrogenaz enzimi, amonyum 

sülfat çöktürmesi ve DE-52, CM-52, Blue sepharose CL-6B, Green Sepharose 4B, 

Sephadex G-200 kromatografisi teknikleri ile 6 basamakta %6 verimle 3008 kat 

saflaştırılmıştır. Bu çalışma ile sığır beyni SDH enziminin molekül kütlesi SDS-
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PAGE’de 39 kDa olarak belirlendi. Enzimin doğal halinin molekül kütlesi jel filtrasyon 

kromatografisi ile 155 kDa olarak belirlenmiştir (Wiesinger and Hamprecht 1989). 

Tavuk karaciğeri sorbitol dehidrogenaz enzimi saflaştırma çalışmalarında amonyum 

sülfat çöktürmesi ve Polybuffer Exchanger 94 kromatografisi yöntemleri kullanmış olup 

yapılan çalışma sırasında enzim aktivitesinde önemli bir kayıp gözlendiği için 

saflaştırma işlemlerinden vazgeçilmiştir (Karacaoğlan and Özer 2005). 

İnsan SDH enzimini kodlayan gen bölgesini Darmanin ve arkadaşları tarafından 

karaciğer cDNA kütüphanesinden izole edilip prokaryotik ekpresyon vektörüne 

takılarak Escherichia coli BL21’e transfer edilmiştir. Yapılan işlemler sonrası elde 

edilen bakteriden insan sorbitol dehidrogenaz enzimi, amonyum sülfat çöktürmesi, 

anyon değişim kromatografisi (Q99 Sepharose kolon) ve boya afinitesi (Green-18 

kolon) teknikleri ile 23 kat saflaştırmışlar ve saflaştırılan homotetramerik SDH 

enziminin bir alt biriminin molekül kütlesi SDS-PAGE kullanılarak 37 kDa olduğu 

bildirilmiştir (Darmanin et al. 2003). 

Tez çalışmamızda, keçi böbrek AR enzimi beş basamakta saflaştırılmıştır. Saflaştırma 

işlemi amonyum sülfat çöktürmesi (%20-70), DEAE Sephadex iyon değişim 

kromatografisi, jel filtrasyon kromatografisi ve 2', 5'-ADP Sepharose 4B afinite 

kromatografisi teknikleri kullanılarak yapılmıştır. Bu tekniklerle AR enzimi keçi 

böbreğinden 2,73 EÜ/mg spesifik aktivite, %0,14 verimle yaklaşık 35 kat 

saflaştırılmıştır. Yapılan bütün işlemler sırasında sıcaklık +4°C’de olması gerektiğinden 

işlemler soğuk bir ortamda gerçekleştirilmiştir. Böylece sıcaklık değişimlerinin sebep 

olacağı enzimin aktivite kaybının önüne geçilmiştir. 

Spesifik afinitesi bilinmeyen enzimler için amonyum sülfat çöktürmesi kısmi bir 

saflaştırma yöntemidir. Amonyum sülfat çöktürmesi numune içerisindeki safsızlıklar 

giderilerek proteinlerin daha derişik halde elde edilmesini sağlar. Bu nedenle 

kromatografik işlemler öncesinde bu işlemin yapılması enzimin daha derişik hale 

getirilmesi açısından önemlidir. Bu sebeple yaptığımız çalışmada keçi böbrek AR 
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enzimi için %20-70 aralığında amonyum sülfat çöktürmesi gerçekleştirildi. Amonyum 

sülfat çöktürmesi sonrasında ise diyaliz işlemi yapıldı. Böylece düşük molekül kütleli 

maddeler ve tuzlar ortamdan uzaklaştırılmış oldu. 

Keçi böbrek AR enziminin saflaştırılması işlemlerinde DEAE Sephadex, Jel filtrasyon 

ve 2', 5'-ADP Sepharose 4B afinite kromatografisi ve iyon değişim kromatografisi 

yapılmıştır. Bu iyon değişim kromatografisi, proteinleri taşıdıkları net yüklere göre 

ayırmaktadır. İyon değişim reçinesinin çalışmada pozitif (anyon değiştirici) veya negatif 

(katyon değiştirici) yüklü bağlayıcı gruplar paketlenir. Protein karışımı kolon boyunca 

düşük iyonik şiddetli tamponla yürütülür. Kullanılan bu tamponun pH’sı, hedef 

proteinin reçineye tutunmasını sağlayacak bir değere sahip olmalıdır. Tampon pH’sı 

proteinin izoelektrik pH’sından küçük olursa proteinin yükü negatif olur ve bir anyon 

değiştirici ile bağlanarak kolona tutunur. Bunun tersine tamponun pH’sı proteinin 

izoelektrik pH’sından daha büyük olursa proteinin yükü pozitif olur ve bir katyon 

değiştiriciyle bağlanır. Kolona bağlanmayan proteinler, tampon çözelti vasıtası ile 

kolondan öncelikli olarak akarlar. Kolona bağlanan proteinlerin, pH’sı veya iyonik gücü 

farklı bir tampon aracılığı ile yükü değiştirilerek kolondan ayrılması sağlanır. Bu 

kromatografi çeşitinde proteinin yüksek tuz konsantrasyonuna sahip tamponlarda 

olması istenmemektedir. Bu sebeple çalışmamızda kromatografik çalışmalar süresince 

düşük tuz konsantrasyonunda tampon çözeltiler kullanıldı (Alım 2010). 

Yaptığımız bu çalışmada, AR enzimi, Bohren ve arkadaşları tarafından rapor edildiği 

şekliyle izoelektrik pH’sı (pH=6,2) (Bohren et al. 1991) göz önünde alınarak DEAE 

Sephadex kolonunda pH=7,4’de çalışıldı. AR enzimi pH=7,4’de DEAE Sephadex 

kolonuna bağlanmadı ve enzim kolonu dengelemek için kullanılan tampon çözelti ile 

birlikte elüe edildi. Bunun sebebi ise, pH=7,4’de DEAE Sephadex kolonuna AR 

proteininden daha kuvvetli bağlanan proteinlerin varlığı olarak tahmin edilmektedir. 

Böylelikle enzim kolona bağlanan diğer proteinlerden ayrılmış oldu. DEAE-Sephadex 

iyon değişim kolonundan elüe edilen ve AR enzim aktivitesi bulunan elüatlar protein 

büyüklüğü esasına göre ayırım yapan jel filtrasyon kolonuna yüklendi ve ayrım 

sağlandı. Jel filtrasyon kromatografisi sonucu elde edilen ve AR aktivitesi gösteren 



149 

 

elüatlar birleştirilerek 2', 5'-ADP Sepharose 4B afinite kolonuna yüklendi. Afinite 

kolonuna tutunan enzimler elüe edildi ve enzimin saflığı SDS-PAGE ile kontrol edildi. 

Keçi böbreğinden elde edilen AR enziminin saflığı SDS-PAGE’de tek bant gözlenmesi 

ile ispatlanmış oldu (Şekil 4.7). 

Yaptığımız bu çalışmada SDS-PAGE metodu ile keçi böbreğinden elde edilen AR 

enziminin alt birim molekül kütlesinin belirlenmesi için kullanıldı. Şekil 4.7’de verildiği 

gibi standart protein numuneleri ile beraber keçi böbreğinden elde edilen enzim 

numunesi SDS-PAGE’de yürütüldü ve Log MA-Rf standart grafiği çizilerek Şekil 

4.8’de verildi. Keçi böbrek dokusundan elde edilen AR enziminin Rf değeri hesaplandı 

ve standart grafikten enzimin alt birim molekül kütlesi hesaplandı. Yaptığımız 

çalışmada keçi böbreği AR enziminin alt birim molekül kütlesi 47 kDa olarak 

belirlendi. 

Her bir enzimin birim zamanda substratını en fazla ürüne dönüştüren belirli sıcaklık 

vardır. Bu sıcaklığa o enzimin optimum sıcaklığı denir. Keçi böbreğinden saflaştırılan 

AR enziminin optimum aktiviteye sahip olduğu sıcaklığının belirlenmesi için dijital su 

banyosu kullanıldı. Ölçümler 0°C ile 60°C arasında 10°C sıcaklık farkı oluşturularak 

gerçekleştirildi ve keçi böbrek AR enzimi için optimum sıcaklık 30°C olarak belirlendi. 

Keçi böbrek AR enzimi için optimum pH’sının belirlenmesi için farklı pH'larda tampon 

çözeltiler kullanıldı ve optimum pH 200 mM Na-fosfat pH=5,5 tamponu olarak 

belirlendi. Enzimin optimum iyonik şiddetinin belirlenmesi için, farklı 

konsantrasyonlarda Na-fosfat tampon çözeltileri kullanıldı ve optimum iyonik şiddet 

900 mM olarak tespit edildi. Keçi böbrek AR enziminin stabil pH’sı ise, farklı pH’larda 

Glisin/NaOH, Na-fosfat ve Tris/HCl tamponları kullanılarak pH=7,5 (Na-fosfat) olarak 

belirlendi. 

Son zamanlarda yapılan çalışmalar; SDH‘ın inhibe olmasının hiperglisemi durumunda 

aktif hale gelen poliol mekanizması ile ilgili redoks bozuklukları düzelterek diyabetin 

sebebiyet verdiği komplikasyonların ortaya çıkışını geçiktirmede etkili olabileceğini 

göstermektedir (Kador et al. 1998). Bu nedenden dolayı birçok araştırmacı güçlü ve 
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etkili SDH inhibitörleri geliştirmek için çalışmaktadır (Lindstad and McKinley-McKee 

1997). 

Yukarıda da belirtildiği üzere poliol yolu canlılar için çok önemli bir yer işgal 

etmektedir. Bu nedenle AR ve SDH enzimleri için yapılan çalışmalar bu enzimlerin 

sebep oldukları diyabetik komplikasyonların geciktirilmesi ve/veya önlenmesi açısından 

hayati önem arz etmektedir. Bu durum, yaptığımız çalışmanın önemini ciddi bir şekilde 

ortaya koymaktadır. Özellikle poliol yolunun hız-sınırlayıcı enzimi olan AR için yapılan 

inhibisyon çalışmaları oldukça önemlidir. 

Sorbitol dehidrogenaz enziminin saflaştırma çalışmaları pek çok kaynaktan yapılmıştır. 

Enzim ilk kez sıçan karaciğerinden saflaştırılmış olup (Brakley 1951), sonraki yıllarda 

faklı memeli dokularından (Williams-Ashman et al. 1957; Smith 1962; Reng and 

Torack 1977; Bailey et al. 1981; O’Brien et al. 1983; Wiesinger and Hamprecht 1987; 

Maret and Auld 1988; Marini et al. 1997) ve çeşitli bitki kaynaklarından (Negm and 

Loescher 1979; Doehlert 1987; Yamaquchi et al. 1994; Oura et al. 2000) saflaştırma ve 

karakterizasyon işlemleri yapılmıştır. 

Memeli dokularından sorbitol dehidrogenaz enziminin saflaştırılması oldukça zor bir 

işlemdir. Bunun en büyük sebebi ise enzimin kararsız olması ve stabil olmamasından 

kaynaklanmaktadır. Saflaştırma işlemi yapılan bir çok çalışmada enzimin bu özelliği 

gözlenmiştir (Smith 1962; Rehg and Torack 1977; O’Brien et al. 1983; Karacaoğlan 

and Özer 2005). 

Bugüne kadar sorbitol dehidrogenaz enziminin saflaştırılmasında birçok kromatografik 

teknik kullanılmıştır. Örneğin Sorbitol dehidrogenaz enzimi sıçan beyninden, amonyum 

sülfat çöktürmesi ve DEAE-selüloz, CM-selüloz kromatografisi yöntemleri kullanılarak 

Rehg ve Torack tarafından 1977 yılında %13,6 verimle 700 kat kısmen saflaştırılmıştır 

(Rehg and Torack 1977). 
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O’Brien ve arkadaşları tarafından yapılan bir çalışmada, insan beyni sorbitol 

dehidrogenaz enzimi, protamin sülfat çöktürmesi, amonyum sülfat çöktürmesi, DEAE-

Selüloz, CM-Selüloz, Matrex Red A-gel, ultrafiltrasyon teknikleri kullanılarak 6 

basamakta %5,5 verimle 690 kat kısmi olarak saflaştırılmıştır (O’Brien et al. 1983). 

Sorbitol dehidrogenaz enziminin saflaştırılması işlemlerinde pek çok kromatografik 

yöntem kullanılmıştır. Sığır lensi sorbitol dehidrogenaz enzimi, %16 verimle, 3x10
4
 kat 

saflaştırılmış olup saflaştırma işlemlerinde DE-52, amonyum sülfat çöktürmesi, Affi 

Blue, 2.DE-52, S-200, Bio Sil Sec 250 teknikleri kullanılarak altı basamakta saflaştırma 

gerçekleştirilmiştir. Saflaştırılan enzimin her bir alt birimi 39 kDa, enzimin aktif 

formunun molekül kütlesi ise 156 kDa olarak belirlenmiştir (Marini et al. 1997). 

Yaptığımız çalışmada keçi böbrek dokusundan SDH enzimi Çizelge 4.2 ve Şekil 4.12’te 

gösterildiği şekilde saflaştırılmıştır. 

Yaptığımız çalışmada, keçi böbrek SDH enzimi dört basamakta saflaştırılmış olup 

saflaştırma işlemlerinde amonyum sülfat çöktürmesi (%40-60) (Karacaoğlan ve Özer), 

DEAE Sephadex iyon değişim kromatografisi CM-selüloz iyon değişim kromatografisi 

ve jel filtrasyon kromatografisi teknikleri uygulanmıştır. Bu yöntemlerle SDH enzimi 

keçi böbreğinden 19,6 EÜ/mg spesifik aktivite, %0,05 verimle yaklaşık 124,05 kat 

saflaştırılmıştır. 

Bu çalışmada keçi böbrek SDH enzimi için %40-60 aralığında amonyum sülfat 

çöktürmesi yapılmış olup bu işlem sonrasında diyaliz işlemi gerçekleştirilmiştir. 

Böylelikle düşük molekül kütleli maddeler ve tuzlar ortamdan uzaklaştırılmış oldu. 

Keçi böbrek SDH enziminin saflaştırılması işlemlerinde DEAE Sephadex, CM-Selüloz 

iyon değişim kromatografisi ve jel filtrasyon kromatografisi teknikleri kullanılmıştır. Jel 

filtrasyon kromatografisi, sabit fazda proteinlerin molekül büyüklüklerine göre yürüme 

hızlarına göre ayrımını sağlayan kromatografik bir yöntemdir. 
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Yaptığımız çalışmada, SDH enzimi, önceden rapor edilen şekilde izoelektrik pH’sı 

(pI=7,3) (Lindstad and McKinley-Mckee 1996) ve stabil pH aralığı (pH 5,0-9,0) 

(Reiersen et al. 1992) göz önünde bulundurularak DEAE Sephadex kromatografisinde 

pH=7,9’da çalışıldı. SDH enzimi pH=7,9’da DEAE Sephadex kolonuna bağlanmadı ve 

bunun sonucunda dengeleme tampon ile beraber elüe oldu. pH=7,9’da SDH enziminin 

DEAE Sephadex kolonuna bağlanmamasının nedeni, ortamda DEAE Sephadex 

kolonuna SDH enziminden daha kuvvetli bağlanan proteinlerin varlığından 

kaynaklandığı tahmin edilmektedir. Bu yöntemle enzim kolona tutunan diğer 

proteinlerden ayrılmış oldu. SDH enzim aktivitesi olan ve DEAE-Sephadex iyon 

değişim kolonundan elde edilen elüatlar CM-Sephadex iyon değişim kolonuna 

yüklendi. Kolona tutunan enzimler elüe edildikten sonra aktivite gösteren tüpler 

birleştirildi ve jel filtrasyon kolonuna tatbik edildi. Jel filtrasyon sonucu elde edilen 

enzimin saflığı SDS-PAGE kullanılarak kontrol edildi. Keçi böbreğinden elde edilen 

SDH enziminin saflığı SDS-PAGE’de tek bant gözlenmesi ile kanıtlanmış oldu (Şekil 

4.12). SDH enzimin düşük verimle saflaştırılmasının nedeni, kromatografi işlemleri 

sırasında enzimin hızlı bir şekilde aktivite kaybetmesidir. 

Yaptığımız bu çalışmada SDS-PAGE metodu keçi böbreğinden elde edilen SDH 

enziminin alt birim molekül kütlesinin belirlenmesi için kullanıldı. Şekil 4.11’de 

verildiği gibi standart protein numuneleri ile beraber keçi böbreğinden elde edilen 

enzim numunesi SDS-PAGE’de yürütüldü ve log MA-Rf standart grafiği çizilerek Şekil 

4.13’de verildi. Keçi böbrek dokusundan elde edilen SDH enziminin Rf değeri 

hesaplandı ve standart grafikten enzimin alt birim molekül kütlesi hesaplandı. 

Yaptığımız çalışmada keçi böbreği SDH enziminin alt birim molekül kütlesini 48,11 

kDa olarak belirlendi. 

Keçi böbreğinden saflaştırılan SDH enziminin optimum aktiviteye sahip olduğu 

sıcaklığının belirlenmesi için dijital su banyosu kullanıldı. 0°C ile 60°C arasında 10°C 

sıcaklık farkı oluşturularak gerçekleştirildi ve keçi böbrek SDH enzimi için optimum 

sıcaklık 40°C olarak belirlendi. Keçi böbrek SDH enzimi için optimum pH’sının 

belirlenmesi için farklı pH'larda tampon çözeltiler kullanıldı ve optimum pH 25 mM 
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Glisin/NaOH pH=9,5 tamponu olarak belirlendi. Enzimin optimum iyonik şiddetinin 

belirlenmesi için, farklı konsantrasyonlarda Glisin/NaOH tampon çözeltileri kullanıldı 

ve optimum iyonik şiddet 700 mM olarak belirlendi. Keçi böbrek SDH enziminin stabil 

pH’sı ise, farklı pH’larda Glisin/NaOH, Na-fosfat ve Tris/HCl tamponları kullanılarak 

pH=10,5 (Glisin/NaOH) olarak belirlendi. 

Bilindiği üzere enzim aktivitesini yarıya düşüren inhibitör konsantrasyonu IC50 

değeridir. Çalışmamızda AR enzim inhibisyonu IC50 değerleri hesaplanarak belirlendi. 

Çalışmamızda en yüksek inhibisyonu IC50 değeri 0,0274 mM olan seftriakson 

antibiyotiği göstermiştir. Seftriakson bileşiğinden yola çıkılarak daha güçlü AR 

inhibitörleri sentezlenebilir. Bu bileşiği IC50 değerleri sırasıyla 0,061 ve 0,25 mM olan 

amikasin sülfat ve siproflaksasin bileşikleri izlemektedir. AR enzimi aktivitesi üzerine 

çalışılan inhibitörlerin inhibisyon büyüklükleri büyükten küçüğe doğru sıralaması; 

seftriakson> amikasin sülfat> siprofloksasin> vankomisin > sefoperazon > sefazolin > 

meropenem > sefuroksim > ampisilin şeklindedir. Metallerde ise en yüksek inhibisyonu 

IC50 değeri 0,000445 mM olan Co
+2

 iyonu göstermiştir. Bu metali IC50 değerleri 

sırasıyla 0,0286 olan FeSO4 izlemektedir.  

AR enzimi aktivitesi üzerine kullanılan bütün inhibitörler SDH enzimi üzerine de 

çalışıldı. Çalışmamızda en yüksek inhibisyonu IC50 değeri 0,016 mM olan rifamisin 

sodyum antibiyotiği göstermiştir. Bu bileşiği IC50 değerleri sırasıyla 0,025 ve 0,15 mM 

olan seftriakson ve sefuroksim sodyum bileşikleri izlemektedir. Poliol yolunun iki 

enzimi üzerine de inhibisyon etkisi gösteren bileşikler arasında en iyi inhibisyon etkisini 

seftriakson bileşiği göstermiştir (AR için IC50 değeri 0,0274 mM ve SDH için IC50 

değeri 0,025 mM). Seftriakson bileşiği referans alınarak ve bu bileşik üzerinde bazı 

modifikasyonlar denenerek poliol yolunun tamamını inhibe eden inhibitörler 

sentezlenebilir. SDH enzimi aktivitesi üzerine çalışılan inhibitörlerin inhibisyon 

büyüklükleri büyükten küçüğe; rifamisin sodyum > seftriakson > sefuroksim > 

sefoperazon sodyum > siproflaksasin > amikasin sülfat >  meropenem > sefazolin 

şeklinde sıralanmaktadır. Buradan rifamisin sodyum bileşiğinin güçlü bir SDH 

inhibitörü olduğu sonucu çıkarılabilir. 
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Çizelge 5.2. Keçi böbreğinden AR enziminin saflaştırılması ile ilgili toplu sonuçlar 

AR enziminin saflaştırılması ile ilgili sonuçlar 

Spesifik Aktivite (EÜ/ml) 2,73 

Saflaştırma Katsayısı 35 

Verim %0,14 

Molekül kütlesi tayini (SDS-PAGE 

metodu ile) (kDa) 
47 

KM (mM) 0,18 

Vmax (EU/ml) 0,106 

Optimum pH 5,5 

Optimum iyonik şiddet (mM)  900 

Optimum sıcaklık (
o
C)

 
30 

Stabil pH 7,5 

Çizelge 5.3. Keçi böbreğinden SDH enziminin saflaştırılması ile ilgili toplu sonuçlar 

SDH enziminin saflaştırılması ile ilgili sonuçlar 

Spesifik Aktivite (EÜ/ml) 19,6 

Saflaştırma Katsayısı 124,05 

Verim %0,05 

Molekül kütlesi tayini (SDS-PAGE 

metodu ile) (kDa) 
48,11 

KM (mM) 2,8 

Vmax (EU/ml) 0,49 

Optimum pH 9,5 

Optimum iyonik şiddet (mM)  700 

Optimum sıcaklık (
o
C)

 
40 

Stabil pH 10,5 
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Çizelge 5.4. Keçi böbrek AR enzimi için bulunan IC50 değerleri Ki sabitleri ve 

inhibisyon türleri 

Antibiyotik Türü IC50 (mM) Ortalama Ki (mM) İnhibisyon Türü 

Sefuroksim 6,54 7,52± 1,41 Yarışmasız 

Seftriakson 0,0274 0,018±0,009 Yarışmalı 

Amikasin Sülfat 0,061 0,017±0,002 Yarışmasız 

Sefzolin 2,5 1,73±0,18 Yarışmasız 

Gentamisin Sülfat 3,483 0,84±0,13 Yarışmalı 

Vankomisin 0,706 0,19±0,054 Yarışmalı 

Ampisilin 24,755 16,06±7,59 Yarışmasız 

Siproflaksasin 0,25 0,103±0,03 Yarışmalı 

Meropenem 4,814 1,66±0,066 Yarışmalı 

Sefoperazon 

Sodyum 

0,858 0,46±0,24 Yarışmalı 

Linkomisin Yeterli inhibison 

yok 

- - 

Metal Türü IC50 (mM) Ortalama Ki (mM) İnhibisyon Türü 

CoCl2. 6H2O 0,000445 0,00019±0,0004 Yarışmasız 

FeSO4 0,0286 0,00264±0,00081 Yarışmalı 

MgCl2 1,007 - - 

Zn(CH3COO)2.H2O 0,084 0,017±0,002 Yarışmalı 

CaCl2 Yeterli inhibison 

yok 

- - 

CuSO4.5H2O Yeterli inhibison 

yok 

- - 

KCl Yeterli inhibison 

yok 

- - 
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Çizelge 5.5. Keçi böbrek SDH enzimi için bulunan IC50 değerleri Ki sabitleri ve 

inhibisyon türleri 

Antibiyotik Türü IC50 (mM) Ortalama Ki (mM) İnhibisyon Türü 

Sefuroksim 0,15 7,52± 1,41 Yarışmasız 

Seftriakson 0,025 0,075±0,038 Yarışmalı 

Amikasin Sülfat 0,7 0,62±0,25 Yarışmasız 

Sefazolin 13,86 0,013±0,0075 Yarışmalı 

Rifamisin Sodyum 0,016 0,031±0,027 Yarışmasız 

Siproflaksasin 0,27 0,54±0,39 Yarışmasız 

Meropenem 4,88 3,5±4,2 Yarışmalı 

Sefoperazon 

Sodyum 

0,16 0,067±0,074 Yarışmalı 

Gentamisin Yeterli inhibison 

yok 

- - 

Vankomisin Aktivasyon - - 

Ampisilin Aktivasyon - - 

Metal Türü IC50 (mM) Ortalama Ki (mM) İnhibisyon Türü 

CoCl2. 6H2O 0,00044 0,00018±0,0003 Yarışmalı 

FeSO4 0,009 - - 

MgCl2 1,43 - - 

Zn(CH3COO)2.H2O 0,16 0,14±0,13 Yarışmalı 

CaCl2 Yeterli inhibison 

yok 

- - 

CuSO4.5H2O Yeterli inhibison 

yok 

- - 

KCl Yeterli inhibison 

yok 

- - 
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