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Hiperglisemi durumunda aktif olabilen poliol yolagi enzimleri Aldoz rediiktaz (AR)
(Alditol: NADP" 1- oksidorediiktaz, E.C. 1.1.1.21) ve Sorbitol dehidrogenaz (SDH) (L-
iditol: NAD" oksidorediiktaz, EC 1.1.1.14) kegi (Capra aegagrus hircus) bébreginden
saflastrildi, karakterize edildi, baz1 ilag ve metallerin enzim aktiviteleri tizerine etkileri
incelendi. AR enziminin saflastirmasi; homojenat hazirlanmasi, amonyum siilfat
coktiirmesi, DEAE-Sephadex iyon degisim kromatografisi, Sephadex G-100 jel
filtrasyon kromatografisi ve 2', 5-ADP Sepharose 4B afinite kromatografisi olmak
lizere 5 basamakta gergeklestirildi. SDH enziminin saflastirma islemi ise homojenatin
hazirlanmasi, amonyum  siilfat ¢oktiirmesi, DEAE-Sephadex iyon degisim
kromatografisi ve CM-Selilloz C-50 iyon degisim kromatografisi olmak ftizere 4
basamakta gerceklestirildi. AR enzimi 2,73 EU/mg protein spesifik aktivite ile %0,14
verimle, yaklagik 35 kat saflastirildi. SDH enzimi ise 19,6 EU/mg protein spesifik
aktivite ile 90,05 verimle, yaklasik 124,05 kat saflagtirildi. Enzimlerin saflik
kontrollerini yapmak ve alt birim molekiil kiitlelerini tespit etmek i¢in SDS-
poliakrilamid jel elektroforezi yapildi. Her iki enzimin optimum pH, optimum iyonik
siddet, optimum sicaklik, stabil pH’lar1 belirlendi. AR ve SDH enzimlerinin alt
birimlerinin mol kiitleleri ise SDS-PAGE ile sirasiyla 47 kDa ve 48,11 kDa olarak
bulundu. Ayrica iki enziminde substratlar1 igin Ky Ve Vyax degerleri belirlendi. Daha
sonra keci (Capra aegagrus hircus) bobrek AR enzimi ve SDH enzimi aktivitesi
lizerine baz ilag ve metallerin inhibisyon etkileri incelendi. Inhibisyon gosteren ilag ve
metaller i¢cin Lineweaver-Burk grafikleri yardimiyla K; sabitleri ve inhibisyon tipleri
tespit edildi.

2014, 174 sayfa

Anahtar Kelimeler: Aldoz rediiktaz, sorbitol dehidrogenaz, kegi bobregi, ilag, metal,
inhibisyon



ABSTRACT

Ph. D. Thesis

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
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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, Ky 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, K; 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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SIMGELER ve KISALTMALAR DiZiNi

3DG 3-Deoksiglukoz

ADA American Diabetes Association
AGE Ileri Glikasyon Uriinleri

AKR1B10  Aldehit rediiktaz

ALR1 Aldehit rediiktaz

AR Aldoz rediiktaz

ARI Aldoz rediiktaz inhibitorii

ATP Adenozin trifosfat

BSA Bovine serum albumin

DAG Diagilgliserol

DHAP Dihidroksiaseton fosfat

DM Diabetes mellitus

DNA Deoksiribontikleikasit

E Enzim

EC Enzim komisyon numarasi

ECM Ekstraselliiler matriks

El Enzim-Inhibitér kompleksi

ES Enzim-Substrat kompleksi

ESI Enzim-Substrat-Inhibitér kompleksi
EU Enzim {initesi

F3P Fruktoz-3-fosfat

GAPDH Gliseraldehit-3-fosfat dehidrogenaz
GR Glutatyon rediiktaz

GSH Indirgenmis glutatyon

GSSG Yiikseltgenmis glutatyon

HNE Hekzanitroetan

I Inhibitér

ICs0 Maksimum hiz1 yartya diisiiren inhibitdr konsantrasyonu
IDF Uluslararasi1 Diyabet Federasyonu (International Diabetes Federation)



IUB Uluslararas1 Biyokimya Birligi

Ki Enzim inhibitor kompleksinin ayrigma sabiti

NAD* Nikotinamidadenin dintikleotit (yiikseltgenmis form)
NADH Nikotinamidadenin diniikleotit (indirgenmis form)
NADP* Nikotinamidadenin diniikleotitfosfat (yiikseltgenmis form)
NADPH Nikotinamidadenin diniikleotitfosfat (indirgenmis form)
NO Nitrik oksit

NOS Nitrik oksit sentaz

Nox NADH-oksidaz

P Uriin

PAGE Poliakrilamid jel elektroforezi

PER Amonyum peroksidisiilfat

PKC Protein kinaz C

RNA Riboniikleik asit

ROS Serbest oksijen radikalleri

rpm Devir/dakika

S Substrat

SDH Sorbitol dehidrogenaz

SDS Sodyum dodesil siilfat

TCA Triklor asetik asit

TEMED N,N,N’,N’-Tetrametilendiamin

TMG Tetrametilen glutarik asit

Tris Trihidroksimetil amino metan

V max Maksimum hiz

WHO Diinya Saglik Orgiitii (World Health Organization)
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1. GIRIS

1.1. Diabetes Mellitus

M.S. 2. ylizyilda Diabetes adi ilk kez Aretheaus tarafidan Kapadokya’da kullanilmistir.
Yunancadan gelen Diabetes Mellitus, akip giden anlamindaki dia+betes ve bal gibi tatl
anlamindaki Mellitus kelimelerinden tiiremistir. Aretheaus, Diabetes adin1 ¢ok fazla
idrar yapan ve asir1 kilo kaybina ugrayan bireyleri sifonlu figiya benzettigi igin
kullanmis ve bu hastalara klinik tan1 koymustur. M.S. 5-6. yiizyillarda Susruta ve diger
Hintli hekimler hasta kisilerin idrarlarmin tath oldugunu ve bundan dolay1 sineklerin,
karincalarin ve diger hageratlarin idrara usiistiiglinii belirtmisler ve bu hastaligin iki
tipinin oldugunu saptamislardir. Bunlardan birinde, hastalar zayif, gen¢ ve gen¢ yasta
oldiikleri, digerinde ise hastalarin yash ve sisman olduklari belirtilmistir. Hastaligin
M.S. 5-6. yiizyillarindaki simiflandirilmasiin giinimiizdeki Tip 1 ve Tip 2 diyabet
smiflandirilmasina benzemektedir (Baskal 2005).

Yasadigimiz yiizyilda, diabetes mellitus ve onun gibi benzer risk faktorlerini tagiyan
bulasict olmayan, kronik hastaliklar 6nemli bir saglik problemi olusturmaktadir.
Gelismis ve gelismekte olan iilkelerin tiimiinde yasam bi¢imindeki hizli degisimle

beraber 6zellikle tip 2 diyabetli hasta oranlari hizla artmaktadir (Zimmet et al. 2001).

2009 yiliin sonu itibariyla biitiin diinyadaki diyabetli hasta niifusu 285 milyon iken bu
saymnin 2030 yilina ulastigimizda diinya diyabet niifusunun 438 milyona ulagmasi
ongoriilmektedir (IDF 2009). Bu artisin baslica sebepleri niifus artisi, yaslanma ile
kentlegsmenin getirdigi yasam bigimindeki degisim sonucu fiziksel inaktivitedeki ve
obezitedeki artigtir (Sekikawa et al. 1997).

Diabetes mellitus ¢ogu iilkede 6liime sebep olan hastaliklar igerisinde besinci sirada yer

almaktadir (Wild et al. 2004; IDF 2006).



Diabetes mellitus, genellikle gevresel etkenlerin ve Kkalitimsal birlesimi ile olusan
metabolik bir bozukluk olup, glukozun hiicre igine alinmasinda rol alan insiilinin
sekresyonunda, etki mekanizmasinda yada her ikisinde birden ortaya g¢ikan eksiklik
sonucu karbohidrat, yag ve protein metabolizmalarinda goriilmekte olan bozukluklar
olarak tanimlanmaktadir. Bununla beraber DM, kronik hiperglisemi ile karakterize,
cesitli etiyolojik nedenlerle olusan metabolik bir hastaliktir. Bu kronik hastaligin tiim
organ ve sistemleri etkileyen, akut ve kronik komplikasyonlar1 vardir. Bu
komplikasyonlardan aclik hipoglisemisi veya postprandial hiperglisemi sorumludur.
Kronik hiperglisemi, 6zellikle goz, bobrek, sinir, kalp ve kan damarlart gibi ¢esitli
organlarda uzun donemde hasarlanma, fonksiyon bozuklugu ve yetmezlik ile iligkilidir

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

Viicuttaki kan glukozunun regiilasyonu c¢ok sayida kimyasal madde ve hormonun
karmagsik etkilesmesi ile saglanir (Rother 2007). Hiicreler, enerjilerinin biiyiik bir
kismimi glukozdan saglar. Glukozun hiicrelere girisi farkli yollarla olmaktadir.
Hiicrelerde graniil halinde depo edilen insiilin hormonu glukozun hiicrelere girisinde en
onemli etmendir. Glukoz oranmin kanda yiikselmesi ile kanda belirli oranda olan
insiilin hormonu artarak glukozun hiicre icine girisini saglar. Saglikli insanlarda kan
glukozu uzun siire yiiksek kalabilir, ancak 140 mg/dL istiine ¢ikmaz (Anonymous
2003).

Diyabetes mellitusun akut ve kronik komplikasyonlar1 asagida smiflandirilmigtir

(Arslan et al. 2003).

A) Akut (metabolik) komplikasyonlar:

-Diyabetik ketoasidoz
-Hiperosmolor non-ketotik koma
-Laktik asidoz komasi

-Hipoglisemi komasi



B) Kronik (dejeneratif) komplikasyonlar:

1) Makrovaskiiler komplikasyonlar:
- Kardiyovaskiiler hastaliklar
- Serebrovaskiiler hastaliklar

- Periferik damar hastalig1

2) Mikrovaskiiler komplikasyonlar:

- Diyabetik nefropati

- Diyabetik retinopati

- Diyabetik noropati (Arslan et al. 2003).

Diyabet, kronik metabolik bir bozukluk oldugu gibi ayni zamanda da artmis bir
oksidatif stres durumudur. Diyabette artmis serbest radikaller lipidler, proteinler ve
niikleik asitlerle etkileserek membran biitiinliiglinlin kaybina, proteinlerde yapisal veya
fonksiyonel degisikliklere ve genetik mutasyonlara yol agmaktadir. Organizma bu
zararlh radikallerin etkisiyle basa cikabilmek i¢in bazi enzimatik ve non enzimatik

antioksidan defans sistemlerine sahiptir (Memisogullar1 2005).

“Amerikan Diyabet Birligi” (American Diabetes Association, ADA) ve “Diinya Saglik
Orgiitii” (World Health Organization, WHO) tarafindan asir1 susama (polidipsi), asir1
idrara ¢ikma (poliiiri), asir1 yeme (polifaji), glukoziiri, ketoniiri, agiklanamayan kilo
kayb1 ve kan-glukoz degerini diyabetin baslica belirtileri olarak vurgulanmigtir
(Anonymous 1999). Buna gore tokluk kan sekeri seviyesinin 200 mg/dl ve iizerinde
olmasi, ya da en az sekiz saatlik acliktan sonra plazma glukoz oranmin 126 mg/dl ve
tizerinde olmasi, diyabet tanisi i¢in yeterli goriilmistiir (Engelgau 2004; Anonymous
2004a; Clee and Attie 2007). Bunun yaninda, aglik kan glukoz orani 100 mg/dl
altindaysa veya seker yiliklemesinden sonraki 2. saatte Olciilen kan glukoz orani 140
mg/dl altinda bulunan bireylerin normal kan glukoz oranlarina sahip olduklar

belirtilmistir (Anonymous 2003).



Diyabet hastalarinin tedavisinde gerek oral antidiyabetiklerin diizenli kullanim1 gerekse
insiilin kullanimi, hastalarin yasam siirelerini arttirmis olup bunun yani sira diyabet
hastalarinin omiir siirelerinin artmasina bagli olarak olusan kronik komplikasyonlar

diyabetin ¢ok 6nemli mortalite ve morbilite sebepleri arasindadir (Ertekin 2006).

1.1.1. Diabetes mellitusun siniflandirilmasi

Amerikan Diyabet Birligi (ADA) raporuna gore, diyabetin etiyolojik siniflandiriimasi
asagidaki cizelgede yer almaktadir (Cizelge 2.2) (Anonymous 2005).

Cizelge 1.1. Diabetes mellitusun etiyolojik siniflandirilmasi (Anonymous 2005)

I. Tip-1 diabetes mellitus
1. immun nedenli
2. Idiyopatik

I1. Tip-2 diabetes mellitus
1. Periferik insiilin direnci 6n planda
2. Insiilin sekresyon yetmezligi én planda

I11. Gestasyonel diabetes mellitus

IV. Diger spesifik tipler

A. B-hiicre  fonksiyonunun
defektleri

1. Kromozom 20, HNF- 40 (MODY1)

2. Kromozom 7, glukokinaz (MODY2)

3. Kromozom 12, HNF- 1o (MODY3) ve
digerleri

B. Insiilin fonksiyonunda genetik defektler
1. Tip A insiilin direnci

2. Leprechaunism

3. Rabson- Mendenhall
digerleri

C. Ekzokrin pankreas hastaliklari
1. Pankreatitler

2. Travmal pankreatektomi

3. Neoplazitler ve digerleri

D. Endokrinopatiler

1. Akromegali

genetik

sendromu ve

3. Glukogonoma ve digerleri

E. Ilag ve kimyasal sebepler

1. Vakor

2. Pentamidin

3. Nikotinik asit ve digerleri

F. Enfeksiyonlar

1. Konjenital rubella

2. Sitomegalovirus enfeksiyonu ve
digerleri

G. Otoimmun diyabetin nadir formlar
1. Anti- insiilin reseptor antikorlari

2. Stiff- man sendromu ve digerleri

H. Diger genetik hastaliklar

1. Down sendromu

2. Klinifelter sendromu ve digerleri




1997 yilinda Amerikan Diyabet Birligi tarafindan ve 1999 yilinda Diinya Saglk Orgiitii
tarafindan tarafindan bilimsel arastirmalara dayanarak diyabetin patofizyolojik
ozellikler zemininde Tip 1, Tip 2, diger gestasyonel diyabet ve spesifik tipler olmak

tizere 4 smifa ayrildigi yaymlanmistir (Diabetes Care 1997; WHO 1999).

Diyabet vakalarinin biiyiik cogunlugu iki genis etiyopatogenetik kategoriye ayrilir (1).
Tip 1 diyabetin dahil oldugu birinci kategoride, mutlak insiilin eksikligi ile sonuglanan
pankreas beta-hiicrelerinin otoimmiin aracili yikimi iken, tip 2 diyabetin dahil oldugu,
cok daha yaygin olan diger kategoride ise insiilin direnci ve insiilinin kompansatuar
sekretuvar yanitindaki yetersizligin bir kombinasyonudur (Zimmet et al. 2001;
Anonymous 2012).

Tip 1 diyabet mutlak insiilin eksikligine yol agan pankreas beta hiicre yikimi ile
karakterize olup, insiilin viicutta olmadigi igin yasami siirdiirmek ve ketozisten
korunmak i¢in disaridan insiilin destegine ihtiya¢ duyar. Bu nedenle diyabetin bu formu
i¢in insiiline bagimli diyabet tabiri kullanilmistir. Her yasta ortaya ¢ikabilmekle birlikte
siklikla 30 yas altinda goriiliir. Tip 1 diyabetli hastalarda insiilin eksikligi giinliik
enjeksiyonlarla telafi edilmektedir. Tip 1 diyabet, bu hastaliga genetik yatkinligi olan
kisilerde genellikle enfeksiyon, stres veya travma gibi bir olay sonrasinda
tetiklenmektedir. Diyabetli tiim bireylerin %5-10"unu olusturmaktadir. Etyolojisi tam
bilinmemekle birlikte genetik (%10) ve c¢evresel faktorlerin ortak etkisi ile
gelismektedir. Hastalik genellikle kiiglik yas gruplart ve genglerde daha sik ortaya
c¢ikmasi nedeniyle insiiline bagimli diyabet (IDDM) veya genglik diyabet “Juvenil
diyabet” olarak da tarif edilmistir. Tip 1 DM de uzun donemde goriilen mikrovaskiiler
komplikasyonlar1 nefropati, retinopati ve noropati olusturmaktadir (Atkinson and
Maclaren 1994; Yilmaz 2006; Anonymous, 2006; Diabetes Care 2007; Sperling 2008).

Tip 1 DM da tan1 sirasinda hastalar siirekli aglik hissi, kilo kaybi, agiz kurulugu, ¢ok su
icme, sik idrara ¢ikma, bulanik gorme, halsizlik ve yorgunluk gibi sikayetlerden
yakinmaktadirlar. Hastalardaki bu yakinmalar genellikle teshisin son birkag¢ giin ya da

birkag¢ haftasi i¢cinde ortaya ¢ikmaktadir. Diyabetin bu tipi son yillara kadar yalnizca



cocuklarda goriilmekte iken glinlimiizde ise yetiskin yaslarda da goriilmeye baslamistir.
Bu tip diyabet olgularinin yarist 15 yasin iizerinde ortaya ¢ikmaktadir. Eriskinlerde
(genellikle 25 yasindan sonra) goriilen tip 1 diyabet formu “LADA” (latent autoimmune

diabetes in adult) olarak adlandirilmaktadir (Anonim 2011).

Tip 2 DM hiicreler tizerindeki etki bozuklugu (insiilin direnci) ve insiilin sekresyon
bozuklugu (insiilin yetmezligi) ile karakterize bir hastaliktir. Patogenezinde insiilin
salmiminin azalmasi, karacigerde glukoz yapiminin artmasi, insiiline karsi direng
olugmasi ve yag metabolizmasinin bozulmasi rol oynar. Tip 2 DM diyabetli bireylerin
%90’1n1 olugturmaktadir. Daha dnceden instiline bagimli olmayan diyabet ya da erigkin
diyabeti olarak isimlendirilirken, ¢ocuklarda epidemik obezite ve inaktivite artist
gostermesinden dolayi tip 2 diabetes mellitus olarak degistirilmistir ve bu hastalik ¢ok
erken yaslarda ortaya ¢ikmaya baslamistir. Tip 2 diyabetli hastalarda tedaviye baslangi¢
olarak insiilin direncini kiran oral anti-diyabetik ilaglarla baslanir, istenen sonuca
ulagilamazsa insiilin tedavisi uygulanir (Reaven et al. 1976; Olefsky et al. 1982;

Anonymous 2006).

Bu tip diyabet ¢ogunlukla obezite ve fiziksel inaktiviteye bagli olarak goriilmektedir.
Hastaliga genetik olarak yatkin olan insanlarda yasam tarzi ile tetiklenen insiilin direnci

ve zamanla azalan insiilin sekresyonu goriilmektedir (IDF 2003).

Tip 2 DM hastalarda tan1 tip 1 diyabetli hastalara benzemekle birlikte daha hafif
gerceklesmektedir. Bundan dolay1 hastalik gergek baslangigtan yillar sonra (ortalama 5
yil sonra) fark edilir, bazen olusan komplikasyonlar1 sebebiyle tan1 konabilir. Genellikle
tip 2 diyabet 40 yasindan sonra ortaya c¢ikar ve yaslanmayla beraber goriilme siklig
artar. Son yillarda ¢ocukluk ¢aginda obezitenin artmasiyla beraber ¢ocuk ve adolesan
cagda da tip 2 diyabet goriilmektedir. Geligmis iilkelerde 15 yas altinda goriilen diyabet
vakalarinin yarisina yakininin tip 2 diyabetli hastalar oldugu bildirilmektedir (Anonim
2011).



Hastaligin erken donemlerinde, kompanzasyon mekanizmasinin devreye girmesi ile
pankreas P hiicrelerinden insiilin salinimi artar. Bu evrede glukoz toleransi normale
yakindir. Hastaligin sonraki donemlerinde ise insiiline karsi direng gelisir ve pankreas
hiicreleri yetersiz kalir. Nihai olarak, insiilin salinimi1 azalirken karacigerde glukoz
yapimi artmaya devam eder. Sonugta aglik kan sekeri artar ve agikar diyabet meydana
gelir (Anonymous 2006).

Diyabetik Noropati

Noropati somatik ve otonom sinirleri etkileyen, diyabetik hastalarda ¢ok sik rastlanan
diyabetin kronik komplikasyonlarindan birisi olup sadece DM zemininde gelisen bir
hastalik olarak tanimlanmistir (Ertekin 2006; Ropper and Brown 2006). Marchal De
Calvi 1864 yilinda diyabet sonucu periferik noropatinin olusabilecegini belirtmistir
(Thomas and Tomlinson 1993). Diyabetik ndropati otonomik ve somatik sinirlerde
goriilmektedir. Diyabetik néropati omurilik ve merkezi sinir sistemini de etkilemektedir
(Wessels 2006; Roubicek et al. 2009). Sinir kan akimini azaltan hiperglisemi endonéral
hipoksi olusturmakta ve oksitatif stresle sinir hiicreleri ve membranlarinda yikima sebep
olmaktadir (Anonymous 1988; Ropper and Brown 2006). Diyabetlilerin %50-70’inde
diyabetik noropati gelisir. En sik goriilen belirtiler ayaklarda (ve bazen ellerde) uyusma,
yanma, karincalanma, agr1 ve gligsiizliiktiir (WHO 1999).

Amerikan Diyabet Kontrol ve Komplikasyonlar1 Calismasi’nda, ndropati olusumunun,
diyabetin siiresi, yas, cinsiyet ve boy uzunlugu ile baglantili oldugu bulunmustur (ileri
komplikasyonlar1 olan bireyler hari¢) (DCCT 1988). Noropati gelisimi 15-59 yas arasi
DM’li hastalarin %10’unda gériilmektedir (Chase 1989; Giiler et al. 1997). Bu
hastaligin ileri evrelerinde duyu yitimi, el ve ayaklarda titremeler ve artan agrilar

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

Yasuda ve arkadaslar1 diyabetik néropatinin patogenezinde, aldoz rediiktaz enzimi
aktivitesinin hiperglisemiye bagl artisi, protein glikasyonu ve oksidatif stres oldugunu
belirtmislerdir (Yasuda et al. 2003).



Diyabetik Nefropati

Glomertilar filtrasyonun azalmasiyla beraber gelisen proteiniiri (mikroalbuminiiri) ile
karakterize bir komplikasyondur (Mogensen et al. 1983). Hastalik kiigiik kan
damarlariin hasar1 nedeniyle olusur. Tip 1 diyabet hastalarinda proteiniirisi olanlarin
olmayanlara gore 40 kat, tip 2 diyabet hastalarinda ise 4 kat artan bir 6liim riskine sahip
oldugu belirlenmistir (Borch-Johnsen et al. 1985). Tip 1 diyabetlilerde diyabetik
nefropati goriilme oran1 %30-40 iken, tip 2 diyabetlilerde bu oran %5 olarak tespit
edilmistir (Little et al. 2002; Giiner 2005). Diyabetli hastalarda 6lim oraninin
%10’undan diyabete bagli bobrek yetmezligi sorumludur (Humphrey et al. 1989;
Forsblom et al. 1998). DNP’li hastalarin %50-60"1m1 tip 2 diabetes mellituslu hastalarda
diyabet tanist kondugu anda bulunmaktadir. Diyabetik nefropati tip 1 diyabetik
hastalarin yaklasik %30-40’1nda tanidan ortalama 20 yi1l sonra ortaya ¢ikmaktadir. Cogu
tilkede son donem bdbrek yetmezligine (SDBY) yol acan en énemli neden diyabetik
nefropatidir ve diyaliz uygulanan hastalarin biliylk bir boliimiinii diyabetliler
olusturmaktadir (Mogensen 1998; Parving 2001; Ramuzzi et al. 2002). ABD’de son
dénem bdobrek yetmezliginin hastalarinin  %40°m1 diyabetli hastalar olustururken
Tiirkiye’de ise bobrek yetmezligi nedenleri arasinda %25°lik oranla ilk siray:

tutmaktadir (Powers 2005).

Mikroalbuminiiri olgusu; Diyabet siiresi, yas, glisemi orani, diger kardiyovaskiiler risk
faktorlerinin bulunmasi (Hipertansiyon, sigara, hiperlipidemi ve erkek cinsiyet), etnik
koken, bobrek hastaliklari, genetik hipertansiyon ve kardiyovaskiiler hastaligin

varligiyla alakali olarak artar.

Diyabetik Retinopati

Diyabetin en sik karsilagilan kronik mikrovaskiiler komplikasyonlarindan biri olan
diyabetik retinopati tiim diinyada gérme kaybinin énde gelen sebeplerindendir. Diyabet
korliige neden olan ilk {i¢ hastalik i¢inde yer almaktadir. Diyabetin bu komplikasyonu

retinada meydana gelen genis spektrumlu lezyonlar ile karakterize bir komplikasyondur



ve retinadaki kiigiik damarlarin uzun siireli hiperglisemiye bagli hasar1 sonucu gelisir
(Fong et al. 2003). Tip 1 diyabetiklerde diyabet siiresi 20 yili askin olan hastalarin
neredeyse hepsinde, tip 2 diyabetiklerde ise hastalarin %77 sinde retinopati gelisir
(Klein et al. 1984). Hastalik siiresi 15 yila ulasan diyabetlilerin %2’sinde korliik ve
%]10’unda ciddi goérme kaybi olustugu bildirilmistir (WHO 1999). Diinya Saglik
Orgiitiine gore diyabetik retinopati diinyadaki 37 milyon kérliik vakasinin %4,8’inden
sorumludur (Resnikoff et al. 2004).

Birlesmis Milletler Ekonomik ve Sosyal Konseyi Saghk Bakanlar1 Deklarasyonu
2009

Bu deklarasyonda asagidaki unsurlara dikkat ¢ekilmektedir:

* Halen diinyada ikiyiizseksenbes milyon diyabetli insan yasamaktadir.

* IDF 2009 sonu itibar1 ile yilda dort milyona yakin kisinin diyabet nedeniyle
kaybedildigini bildirmistir.

+ Oliimlerin %801 gelismekte olan iilkelerde gerceklesmektedir.

» Olenlerin yaris1 70 yasin altindadir.

* Diyabete bagli nedenlerle kaybedilen kisilerin %55°1 kadindir.

» DSO ve IDF 6niimiizdeki ¢eyrek yiizyil i¢inde diinya genelinde diyabetli niifusun
ikiye katlanacagin1 ongormektedirler.

» Saglikli beslenme, diizenli fiziksel aktivite, normal kiloya ulasilmasi, kilonun
korunmasi ve sigara kullanimindan uzak durulmas ile diyabet onlenebilir veya ortaya

cikmasi geciktirilebilir (WHO 2006; Anonim 2011).

1.2. Poliol (Sorbitol) Yolu

Poliol yolagi, bu yolagin hiz-sinirlayici enzimi olan aldoz rediiktaz ve sorbitol
dehidrogenaz enzimlerinden olugsmaktadir (Gleissner et al. 2007). Glukoz transportu
icin insiilinden bagimsiz lens, kan damari, sinir, bobrek gibi dokularda hiperglisemi

intraseliiler glukoz artisina sebep olur. Artan intraseliiler glukoz, aldoz rediiktaz enzimi
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ve kofaktoriit NADPH araciligi ile indirgenerek sorbitole doniistiiriiliir. Bir poliol olan
sorbitol ise poliol yolaginn ikinci enzimi sorbitol dehidrogenaz ile NAD" kofaktorii
yardimiyla ytkseltgenerek fruktoza doniistiiriilir (bu dokularda SDH distik
konsantrasyonda bulunur). Sonu¢ olarak insiilinden bagimsiz ve glukoz artis1 olan
dokularda sorbitol hiicre membranindan kolay ge¢emediginden dolayr dokularda
birikime sebep olur ve bunu izleyen fruktozun doniisiimii yavastir (Martin et al. 1968;
Greene et al. 1987; Murray and Mayes 1993).

O
0 o HO O HO
HO HO HO
on A% oH 7SDHT, oH
OH NADPH  NADF' OH NAD'Y  NADH OH
HO HO HO
Glukoz Sorbitol Fruktoz

Sekil 1.1. Poliol (sorbitol) yolu (Alim and Beydemir 2012)

Poliol yolagi enzimi olan AR enzimi araciligtyla glukozun rediiksiyonu, diyabete bagl
komplikasyonlarin gelisiminde 6nemli rol oynamaktadir (Kao et al. 1999; Srivastava et
al. 2005). Bu yolakta hiz-sinirlayict enzim olan AR, normalde toksik yapidaki
aldehitleri, inaktif alkollere indirgemektedir (Sekil 2.8) (Brownlee 2005).
Normoglisemik durumlarda, hiicresel glukoz glikoliz yolunda metabolize olur ve Krebs
¢emberi ile hiicreler igin enerji ve yapi taslarina doniistiiriiliir (Keha ve Kiifrevioglu
2009). Normoglisemik durumlarda poliol yolaginda glukozun %3 metabolize olurken,
hiperglisemi durumunda, glukozun %30’u metabolize olur ve glukozun %30 unun bu
yolakta metabolize olmasi1 DM istenmeyen zararl etkilerin olusmasina sebep olmaktadir

(Gonzalez et al. 1984).
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-—p Aldozrediiktaz =~

NADH

NAD*

Glutatyon
reduiktaz

Sekil 1.2. Hiperglisemi poliol yolaginin aktivasyonunu arttirmaktadir (Brownlee 2005)

Hiperglisemide, sorbitoliin fruktoza oksidasyonu sirasinda olusan NADH hiicre i¢i
NADH/NAD+ oranin1 degistirmekte ve diyabetik dokularda yalanci hipoksi olusmasina
sebep olmaktadir (Dunlop 2000). Olusan yalanci hipoksi hiicre i¢i ¢esitli sinyal
yolaklari etkileyerek degisikliklere neden olmakta ve komplikasyonlarin gelismesini
saglamaktadir. Poliol yolagi sonucu olusan friikktoz, glukozdan daha reaktiftir ve ileri
glikasyon son {riinlerinin (AGEs) olusumunu glukozdan daha etkili bir gsekilde
gergeklestirmektedir (Khalifah et al. 1999). Enzimatik olmayan glikasyon yolagi sonucu
olusan iriinler proteinlere zarar vererek hiicresel fonksiyonlarin kaybma ve AGEs

olusumuna neden olmaktadir (Szwergold et al. 2002).

Glukozun sorbitole doniisiim reaksiyonunu katalizleyen AR enzimi, ilk kez 1956 yilinda
Hers tarafindan, seminal kesede sperm hiicreleri icin enerji kaynagi olan fruktozun,
glukozdan olusumunu saglayan enzim olarak belirlendi (Hers 1956). Daha sonra poliol
yolunda olusan sorbitol diyabetik sican lensinde bulundu (Van Heyningen 1959). AR in
patojenik etkisi ve poliol yolu ile iliskisi Kinoshita tarafindan 1965 yilinda ilk kez lenste
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belirlendi ve bu c¢alismalar sorbitol birikimi, katarak olusumu ve osmotik stres
hipotezinin temelini olusturdu (Kinoshita 1965). AR tarafindan asir1 miktarda iiretilen
sorbitol hiicre membranindan ge¢cemez ve hiicre igerisinde birikir. Hiicre membranini
gecemeyen sorbitol osmotik stresin artmasina ve diyabetik katarakt komplikasyonuna

sebep olur (Kinoshita 1974).

1.3. Aldoz Rediiktaz Enzimi

Sistematik adi alditol olan aldoz rediiktaz (AR) enzimi aldoketo-rediiktaz (AKR) siiper
ailesinin bir tiyesidir. Aldoketo-rediiktaz siiper ailesi, 15 aile ve toplam olarak 151
protein yapili enzim igermektedir. Bu enzimler, substratlari olan ketonlar ve alkanlari,
alkol iiriinlerine indirgemektedirler (Jez et al. 1997; Jez and Penning 2001). Aldoz
rediiktaz enziminin kod numaras1 Uluslararas1 Biyokimya ve Molekiiler Biyoloji Birligi
(IUMBM) tarafindan E.C.1.1.1.21 olarak belirlenmistir. Aldoz rediiktaz (alditol:
NADP+ oksidorediiktaz, EC 1.1.1.21, ALR2) enzimi Nikotinamid adenin diniikleotid
fosfat (NADPH) kofaktoriine bagl olarak alifatik ve aromatik yapidaki aldehitleri,
streoidleri, monosakkaritleri, polisiklik aromatik hidrokarbonlar1 ve isoflavonoidleri
katalize etmektedir (Kumar and Reddy 2007). Ilk defa Hers tarafindan koyun plasentas:
ve seminal kesede belirlenen aldoz rediiktaz, poliol yolunun ilk ve hiz smirlayici enzimi
olup, NADPH kofaktorii araciligr ile glukozun polihidroksilalkol olan sorbitole
dontisiim reaksiyonunu katalizlemektedir (Hers 1956) (Sekil 1.1).

Glucose Sorbitol Fructose
0 HO HO
HOmm— HO sm— Sorbitol O
Aldose Re P 3 Dehydrogenase
s OH A on Dehydrogenas -
— - e —rrt .
HO m— = e o -H _‘
| —
0O / * y et OH | y' i OH
NADPH NADP+ ‘ NAD+ NADH
OH OH OH

Sekil 1.3. Poliol yolag: (Petrash et al. 2004)
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Substrat olarak alifatik ve aromatik aldehitleri kullanan aldoz rediiktaz enzimi hiicre igi
temel substrat olarak glukoz ve galaktozu kullanir (Vander Jagt et al. 1995). Substrat
olarak glukoz kullanildiginda sorbitol olusurken galaktoz kullandiginda ise galaktitol
olusur (Sekil 1.2). Fakat olusan galaktitol, sorbitol dehidrogenaz enzimi i¢in iyi bir
substrat olmadig1 i¢in (Kinoshita et al. 1963) hipergilisemi durumunda galaktitol,
sorbitolden daha hizli birikir (Jedziniak et al. 1973).

AR SD

GALAKTOZ °& = GALAKTITOL "2~ == FRUKTOZ

=
N >

NADPH NADP* NAD" NADH

Sekil 1.4. Poliol yolaginda substrat olarak galaktoz (Kinoshita et al. 1963; Gabbay et al.
1966).

Memeli overlarinda galaktoz ve galaktoz metabolitlerinin birikimi hasara sebep
olmaktadir (Liu et al. 2000). Galaktitol, overlarda ozmotik dengesizlige ve GSH
depolarinin tiikenmesine sebep olur ve sonug olarak hasar olusur. Hiperglisemide poliol
yolagimnin artan aktivasyonu ile artan galaktitol {iretimi bu hasarin olusumuna katki
saglar. Yapilan c¢alismalarda, aldoz rediiktaz inhibitorleri, galaktoza bagiml toksiteyi

onledigi belirtilmistir (Meyer et al. 1992; Bery 1995).

Monomerik bir protein olan insan aldoz rediiktaz enzimi AKRIB1 geni tarafindan
kodlanip 7q35 kromozomu {izerinde yer alir. Enzimin kiitlesi 36 kDa olup, 315 amino
asitten olusur. X-Ray kristalliyografisi calismalar1 sonucu aldoz rediiktaz enziminin ii¢
boyutlu bir yapisinin oldugunu gosterilmis ve enzimin ii¢ boyutlu yapis1 Sekil 1.3°de
verilmistir. Sitozolik bir enzim olan aldoz rediiktaz (ALR2) lens, retina, bobrek, bobrek
iistli bezi ve ¢esitli lireme organlarinda ¢ok miktarda dagilmis olarak bulunmaktadir

(Srivastava et al. 2007).
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Sekil 1.5. Aldoz rediiktaz enziminin yapisi (Zhang et al. 2013)

Tiim aldo-keto rediiktaz siiper ailesi gibi aldoz rediiktaz enzimi de o/f fi¢1 modelinde
olup enzimin aktif bolgesi fi¢1 yapiin karboksil terminalinde yer almakta ve H1-a-
heliks, H2-a-heliks, ilmek A, B ve C yapilari da bu modele eslik etmektedir (Wilson et
al. 1992; Jez et al. 1997). Enzimin o/f fi¢1 yapisinin karboksi-terminal ucunda yer alan
aktif bolgesi 60A° genisliginde ve 15A° derinligindedir ve hidrofilik ve hidrofobik
olmak tizere iki kisimdan olusmaktadir (Bohren et al. 1992; Kim et al. 2006). Aldoz

rediiktaz enziminin aktif bolgesi Sekil 1.7°de goriilmektedir.
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Sekil 1.6. Aldoz rediiktaz enziminin aktif bolgesi (Gabbay 2004).

Enzimin aktif bolgesi yiiksek derecede hidrofobik olup, aromatik kalintilar (Trp20,
Tyrd8, Trp79, Trplll, Phel2l, Phel22 ve Trp219), apolar kalintilar (Val47, Pro218,
Leu300 ve Leu301) ve polar kalintilardan (GIn49, Cys298 ve His110) olusmaktadir (El-
kabbani et al. 2004). Enzimin aktif bolgesinde yer alan Cys298’nin katalitik aktiviteyi
kontrol ettigi yapilan bazi ¢alismalar ile belirlenmistir (Petrash et al. 1992).
Nikotinamid adenin diniikleotid fosfat (NADPH) kofaktorii enzimin aktif bolgesine
mentese gibi baglanir (Walsh 1979). Kofaktdr yapisindaki nikotinamid halkasi fi¢inin i¢
kisminda, Nikotinamid halkasindaki amid grubu da GInl184, Asnl63 ve Serl62
kalintilar1 ile hidrojen bagi yaparken pirofosfat boliimii ise figinin kenarinda yer
almaktadir (Rondeau et al. 1992; El-kabbani et al. 1998). Kofaktoriin enzim tizerindeki
kararliligini, NADPH kofaktoriiniin adenozin halkasinin 2'-fosfati ile enzimin aktif
bolgesinde bulunan Lys263 ve Arg269 kalintilar1 arasinda kurulan tuz kopriileri
tarafindan arttirilmaktadir. Fosfat gurubu tarafindan kurulan bu tuz kopriileri, enzimin
NADH yerine NADPH’1 tercih etme sebebini de ortaya koymaktadir (El-kabbani et al.
1998).

Normal kosullar altinda, glikolitik yolda glukoz molekiilii, glukoz i¢in yiiksek afiniteye
sahip olan heksokinaz enzimi tarafindan fosforillenerek glukoz 6-fosfata (G6-P)

metabolize edilmektedir. Bu kosullarda AR enziminin glukoz i¢in afinitesi ¢ok diisiik
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oldugundan, fosforilize olmamis glukozun yaklasik %3’ poliyol yolagina katilarak
sorbitole ve fruktoza metabolize olmaktadir. Olusan sorbitol bobreklerde osmotik
regiilasyonu, fruktoz ise seminal vezikiilerde sperm hiicrelerinin enerji ihtiyacini
karsilamaktadir (Yabe-Nishimura 1998; Balasubramanyam et al. 2002; Kumar and
Reddy 2007).

Hers tarafindan 1956 yilinda, sperm hiicreleri icin enerji kaynagi olan fruktozun seminal
kesede poliol yolu ile glukozdan doniisiimii gosterilmistir (Hers 1956). Glisemik
olmayan durumda aldoz rediiktaz enziminin poliol yolundaki rolii tam olarak
bilinmemesine karsin, fare testisinde yiiksek miktarda aldoz rediiktaz mRNA’s1 tespit
edilmis olup testis metabolizmasinda enerji kaynag iiretiminde 6énemli bir rolii oldugu

diistiniilmektedir (Gui et al. 1995).

Aldoz rediiktaz enziminin katalizledigi bir reaksiyonla glukozun, sorbitole ve sonra da
sorbitol dehidrogenaz enzimi araciligi ile fruktoza hizli doniismesiyle GSH diizeylerinin
diismesine, oksijen radikalleri (O%*) olusumunun artmasma, (Kashiwagi et al. 1994)
lipit aldehit ve reaktif karbonil olusumuna neden olmaktadir. Diger taraftan da AR,
reaktif karbonilleri ve lipit aldehitlerini detoksifiye ederek oksidatif stresi azaltmaktadir

(Dunlop 2000).

Normalde aldoz rediiktaz enziminin islevi toksik aldehidleri inaktif alkollere
indirgemektir. Hiicrelerde glukoz konsantrasyonu yiikseldiginde yani hiperglisemi
durumunda aldoz rediiktaz enzimi glukozun sorbitole doniisiim reaksiyonunu katalizler.
Daha sonra sorbitol, SDH enziminin katalizledigi reaksiyonla fruktoza yiikseltgenir.
Glukozun sorbitole indirgenmesi reaksiyonunda Aldoz rediiktaz enzimi NADPH tiiketir.
NADPH tiiketiminin artmasiyla glutatyon rediiktaz enziminin aktivitesini azalmakta ve
bunun sonucu olarak poliyol yolunun intraseliiler oksidatif strese karsi duyarliligi

artmaktadir (Petrash 2004; Brownlee 2005).

Poliol yolunun ilk ve hiz sinirlayict enzimi olan aldoz rediiktaz enziminin

konsantrasyonu bdbrek medullasi, retina ve siyatik sinirler gibi dokularda daha
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yiiksektir. Uzun siire devam eden yiiksek hiperglisemi durumunda, bébrek medullast,
retina ve siyatik sinirler gibi dokularin mikrovaskiiler damarlar1 etkilenerek bu
dokularin fonksiyonel ve yapisal Ozelliklerinde farklilasmalar meydana gelmekte
(Riihimaa 2002) ve bunun sonucunda diyabetik nefropati, diyabetik retinopati, katarak

ve diyabetik noropati olusumu gergeklesmektedir (Tanimoto et al. 1998).

Bir ¢ok diyabetik komplikasyon, aldoz rediiktaz enziminin aktivite artis1 ile ilgilidir.
(Sekil 1.4). Hiperglisemi sebebiyle poliol yolaginin artan aktivitesiyle bazi dokularda
onemli oranlarda sorbitol ve fruktoz birikimi olusmaktadir (Lou and Kinosita 1967;
Soulis-Liparota et al. 1995).

[ Katarakt gelisimi ]

]

[ Hidrasy on ve membran hasar ]

!

[ Elektrolitdengesizligi ]

!

[ Ozmotik stres ]

Aldoz Reduktaz Sorbitol Dehidrocenaz
GLUKOZ lﬁb SORBITOL 0O ﬁ FRUKTOZ
NADPH _ NADP* NAD* NADH
- /

~

[ Redoks dengesizligi ]

-
ﬂ inorganik fosfat fazlalig:
[ Oksidatif stres ] ATP seviyelerinde diisme

ROS Biyvosentetik yolaklarda
ﬂ inhibisyon

Hiicre proliferasy onu, apoptosiz,
dokularda fonksiyon kaybive hasar

||

Nefropati, néropati, retinopati,
vaskiiler komplikasyonlar, katarakt

Sekil 1.7. Poliol yolaginin diyabetik komplikasyonlarla iligkisi (Srivastava et al. 2005)
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Doku AR miktar1 (ug/mg protein)
Bobrek (medulla) 29,3
Siyatik sinirler 51
Lens 2,8
Testis 1,9
Kalp 1,7
Kornea 1,4
Karaciger 0,8
Bobrek (korteks) 0,7
Mide 0,7
Dalak 0,7
Akciger 0,5
Ince bagirsak 0,4
Kolon 04

Pek ¢ok kanser hiicresinde aldoz rediiktaz enziminin fazla miktarda eksprese oldugu
belirtilmistir (Kang et al. 2005). Kolon kanserinin tipik 6zelliklerinden biri olan iCOX-2
enziminin asir1 ekspresyonudur. iCOX-2 enzimi kolon epitel hiicrelerinin kontrolsiiz bir
sekilde ¢ogalmasini saglayan prostaglandinlerin, aragidonik asitten sentezini
gerceklestirmektedir.  Kolon epitel hiicrelerinde, COX-2’nin transkripsiyonel
diizenlenmesi ¢esitli biiylime faktorleri (TGF, IGF, VEGF, FGF) ve sitokinler (TNF-a)
tarafindan saglanmaktadir. Bununla beraber, biiylime faktorleri ve sitokinler aldoz
rediiktaz enzimininde transkripsiyonunu aktive etmektedir (Tammali et al. 2006). TNF-
a gibi sitokinler de kolon kanserine yakalanma riskini arttirmaktadir. Aldoz rediiktaz
inhibisyonu, TNF-o uyarimli PKC ve NF-kappaB’nin aktivasyonunu engellemektedir
ve boylece COX-2 enzimi eksprese olamamaktadir. Bu durum AR enziminin, NF-
kappaB’nin aktivasyonu i¢in gerekli oldugunu gostermektedir (Tammali et al. 2006;
Tammali et al. 2007).
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1.4. Sorbitol Dehidrogenaz Enzimi

Sistematik adi L-Iditol olan sorbitol dehidrogenaz (SDH) (L-iditol: NAD+
oksidorediiktaz, EC 1.1.1.14) enzimi koenzim olarak nikotinamid adenin dintikleotid
(NAD")’i kullanarak alkol iiriinii olan ve hidrofilik 6zellik tasiyan sorbitoliin fruktoza
oksidasyon reaksiyonunu katalizler (Lindstad et al. 1994). Sorbitol dehidrogenaz enzimi
dehidrogenaz/rediiktaz protein ailesinin iiyesi olan bir metaloenzimdir (Jeffery et al.
1984; Jornvall et al. 1984).

Homotetramer yapiya sahip olan ve her alt birimde ¢inko atomu bulunduran insan SDH
enziminin biitiin alt birimleri katalitik aktiviteye sahiptir. Enzimin katalitik bolgesinde
bir su molekiilii ve His69, Cys44, Glu70 ile koordine olan bir ¢inko atomu yer
almaktadir (Pauly et al. 2003). Sorbitol dehidrogenaz enziminin katalitik bolgesinde yer
alan ¢inko atomunun gorevi, sorbitol ve fruktoz arasindaki doéniisiimlii yiikseltgenme-
indirgenme reaksiyonunun katalizi boyunca sorbitol hidroksilinin veya fruktoz
karbonilinin oksijenini baglamaktir (Jeffery et al. 1984; Eklund et al. 1985; Karlsson et
al. 1989, 1995). Katalitik bolgede yer alan ¢inko atomunun koordinasyonun geometrisi
oktahedraldir (Johansson et al. 2001). Homotetramer olan SDH enziminin alt birimleri
355 rezidiidden olusmakta ve (Jeffery et al. 1984; Karlsson et al. 1989) her alt birim
koenzim baglama bolgesi ve ¢inko atomunun bulundugu katalitik bolge olmak tizere iki

farkli bolgeye sahiptir (Jeffery et al. 1984; Karlsson et al. 1989; Johansson et al. 2001).
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Sekil 1.8. Sorbitol dehidrogenaz enziminin aktif bolgesindeki ¢inko iyonunun
koordinasyonu (Johansson et al. 2001)

Poliol yolunun ilk basamagini katalizleyen aldoz rediiktaz enzimi glukozun sorbitole
doniisiimiinii NADPH’a bagimli olarak gergeklestirir. Bu yolu kofaktdr olarak NAD™1
kullanan sorbitol dehidrogenaz enzimi sorbitoliin fruktoza oksidasyonu reaksiyonunu
katalizleyerek tamamlar ve poliol yolaginda SDH enziminin katalizledigi reaksiyonla
olusturulan fruktoz, in vitro ortamda fosfokinaz araciligi ile fruktoz 3-fosfata
dontistirilmekte ve bu molekiilin hidroliziyle yeniden 3-deoksiglukoz (3-DG)
olusmasina neden olmaktadir. 3-deoksiglukoz ise AGE olusumunda merkezi bir dncii
olup hiicresel hasara sebep olmaktadir (Szwergold et al. 1990; Brownlee 1992; Hamada
et al. 1996; Yan et al. 2003).
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Sekil 1.9. (A) Sican Sorbital dehidrogenaz enziminin kuarterner yapisi (Johansson et al.
2001), (B) Enzimin dimer yapis1 (Johansson et al. 2001)

AR enzimi aromatik ve alifatik aldehitleri substrat olarak kullanir. Enzimin hiicre ici
temel substrati glukoz ve galaktozdur (Vander Jagt et al. 1995). Enzim glukozu substrat
olarak kullandiginda sorbitol, galaktozu kullandiginda ise galaktitol olusur. Fakat,

olusan galaktitol, SDH enzimi igin iyi bir substrat degildir (Kinoshita et al. 1963). Bu
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sebeple, hiperglisemi durumunda galaktitol, sorbitolden daha hizli birikir (Jedziniak et
al. 1973).

Glukozun aldoz rediiktaz enziminin katalizledigi bir reaksiyonla sorbitole indirgenmesi
sirasinda proton vericisi olarak NADPH kullanilmast1 NADPH/NADP+ oraninda
azalmaya neden olmaktadir (Morrisey vd. 1999). Glutatyon rediiktaz (GR) enzimi
antioksidan savunma sisteminde gorevli olan glutatyonu (GSH) indirgerken NADPH’e
ihtiyag duymaktadir. Poliol yolunda da NADPH’in kullanilmasi, GR enzimin
aktivitesinde diistise ve hiicrede oksidatif stresin artmasina sebep olmaktadir (Bravi et

al. 1997; Yabe-Nishimura 1998).

Aldoz rediiktaz enzimi yiiksek derecede eksprese edilmis transgenik farelerde, rediikte
glutatyon miktarmin diistigii belirtilmis olup, poliol yolunun antioksidan savunma
sistemine olan zararlari bu mekanizma ile agiklanmaktadir (Giugliano et al. 1996;
Nishimura 1998; Nishikawa et al. 2000). Sorbitol dehidrogenaz aktivitesinin artmasiyla
olusan NADH, NADH-oksidaz (Nox) enziminin Katalizledigi reaksiyonla serbest
oksijen radikalleri (ROS) olusmasina sebep olmaktadir (Tesfamariam 1994; Morre et al.
2000). Serbest oksijen radikalleri, gliseraldehit-3-fosfat dehidrogenaz enziminin inhibe
olmasina, AR enzim aktivitesi artisina ve poliol yoluna daha ¢ok glukozun girisine

sebep olmaktadir (Stevens et al. 2000).

Ik kez sican karacigerinden saflastirilan ve hemen hemen bircok dokuda bulunan SDH
enziminin en fazla oldugu doku karaciger olup enzim ¢aligmalarinda kaynak olarak

kullanilmaktadir (Brakley 1951; Hoshi et al. 1996), (Cizelge 1.2).
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Cizelge 1.2. Sigan dokularindaki Sorbitol dehidrogenaz miktari (Hoshi et al. 1996)

Doku SDH miktari (iinite/mg protein)
Karaciger 13,9439

Bobrek 12,1+1,4

Testis 3,1+£0.,6

Iskelet kast 0,6+0,3

Mide 4,8+1,5

Akciger 5,0+4,2

Beyin 3,5+1,5

Dalak 0,7+0,2

SDH enzimi karaciger i¢in kismen spesifik bir enzim olup hepatosit sitoplazmasinda
bulunmaktadir (Turgut 1997). Saglikli bireylerde serumda bulunmayan SDH enzimi
karaciger harabiyeti halinde hastalikli bireylerde seruma gecerek yiiksek aktiviteye
sahip olmaktadir. Bundan dolay: karaciger hastaliklarinin teshisinde, serum SDH enzim

aktivitesinde meydana gelen degisiklikler faydali olmaktadir (Dixon et al. 1987).

Diyabetli hastalarda glukozun hiicre i¢i konsantrasyonunun fizyolojik seviyenin tizerine
cikmasiyla AR enzimi aktif hale gegmekte, aldoz rediiktaz enziminin aktivitesine baglh
olarak sorbitoliin hiicre i¢i konsantrasyonu artmakta bu durum elektrolit dengesizlige ve
osmotik strese sebebiyet vermektedir. Sorbitoliin hiicre i¢i konsantrasyonundaki bu
artisin sebepleri AR enziminin SDH enzimine gore aktivitesinin daha yiliksek olmasi,
yani SDH’1n glukozun seker alkolii olan sorbitolii fruktoza déniistiirme hizinin diisiik
olmasi, sorbitoliin metabolik olarak kullanilmamas1 ve sorbitoliin polaritesinden dolay1
difiizyonunun ¢ok yavas olmasidir. Difiizyonu ¢ok yavas olan sorbitol hiicre membrani
disina kolaylikla ¢ikamaz dokularda birikir. Osmotik strese sebep olan sorbitol fazla
miktarda suyun hiicre i¢inde ¢ekilmesine ve bdylece hiicre ddemine sebep olur.
Sorbitoliin kendisi bir doku toksini gibi hareket eder ve bu nedenle retinopati, noropati,
nefropati ve kalp hastaligina yol acar (Karasu vd 1990; Bukan vd 2004, Demopoulos et
al. 2005; Srivastava et al. 2005).
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Sorbitol dehidrogenaz enziminin aktivitesi enzimin aktif bolgesinde yer alan -SH grubu
sebebiyle alkilleyici maddeler ve agir metal iyonlar: tarafindan gegici veya kalici olarak
etkilenebilir. Enzimin aktif boélgesinde bulunan ¢inko (Zn) iyonu sebebiyle metal
selatlayic1 ozellige sahip EDTA, eriokrom siyahi T, fenantrolinler gibi maddeler
inhibisyona ugratirlar. Bu maddelerin ihibisyonu enzimin aktivitesinde kalic1 aktivite
kaybina sebep olur. Ditiyotreitol ve 1-tiyosorbitol gibi alkaloidler enzimin substrat veya
kofaktor bolgelerine baglanarak enzimi tersinir olarak inhibe ederler (Kvernmo et al.

1996; Lindstad and McKinley-McKee 1996)

1.5. Deneysel Cahsmalarda Kullanilan ilaglar

Keci bobregi aldoz rediiktaz ve sorbitol dehidrogenaz enzimleri iizerine etkileri

incelenen ilaglarmin 6zellikleri soyledir:

1.5.1. Sefuroksim

Sefalosporin sinifindan olan sefuroksim ikinci kusak antibiyotiktir. Sefalosporinler
antibakteriyal etki mekanizmalar1 ve kimyasal yap1 bakimindan penisilinlere benzerler.
Bu antibiyotik smifinin ana ¢ekirdegini sefem tiirevi olan 7-aminosefalosporanik asid
olusturur. Sefuroksim, Neisseria’lara karsi (beta-laktamaz salgilayanlar dahil) ve
H.influenzae’ye karsi (ampisilin’e rezistan olanlar dahil) giiglii etki gosterir.
Sefuroksimin  antistafilokokal etkinligi  sefalotininkinden daha zayif olup
antipnomokokal etkinligi sefalotininkinden fazladir. Plazma proteinlerine az baglandigi

bilinmektedir (%33) (Kayaalp 2002).



25

HO )

HoN

Sekil 1.10. Sefuroksim’in molekiil yapisi
1.5.2. Sefazolin

Plazma proteinlerine en fazla baglanan sefalosporin olan sefazolin, birinci kusak
antibiyotik olup bobreklerden glomeriiler filtrasyonla atilmasi sebebiyle parenteral
olarak kullanilan birinci kusak ilaglar arasinda eliminasyon yarilanma omrii en fazla
olanidir (yaklasik 1,5 saat). Bu sebeple cerrahideki profilaktik uygulamalarda diger
sefalosporinlere gore daha fazla tercih edilir. Sefazolin, sefalotine oranla stafilokokal

beta-laktamaza daha fazla duyarli oldugu belirtilmistir (Kayaalp 2002).
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Sekil 1.11. Sefazolin’in molekiil yapis1
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1.5.3. Gentamisin

Aminoglozid smifindan olan gentamisin Micromonospora purpurea’dan elde edilir.
Aminoglikozid sinifindan olan antibiyotikler igerisinde, spektrumu en genis ve
antibakteriyel etki giicli en yiiksek olan antibiyotik amikasinden sonra, gentamisin olup,
bu antibiyotik; streptomisin, kanamisin ve amikasin’den ¢ok daha giigliidiir. Bakterisid
etki yapan gentamisin 6zellikle Enterobacteriaceae grubu bakteriler ve Pseudomonas
aeruginosa gibi gram-negatif basiller, penisilin ve metisiline dayanikli Staph aureus

suslari iizerine etkili oldugu belirtilmistir (Kayaalp 2002).

HN—

OH O
HO NH,

OH NH;

Sekil 1.12. Gentamisin’in molekiil yapis1

1.5.4. Amikasin

Aminoglikozidler sinifinda yer alan ve semisentetik yontemlerle elde edilen ilk tiirevdir.
Semisentetik olan amikasin dogal bir antibiyotik olan kanamisin A’dan elde edilir.
Yapistyla ilgili bu 6zelliginden dolayi; dogal aminoglikozidlerden olan gentamisin,
kanamisin ve tobramisin gibi antibiyotikleri inaktif hale getiren bakteriyel enzimlere

kars1 dayanikli olmasi sebebiyle en genis spektrumlu aminoglikozittir (Kayaalp 2002).
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Sekil 1.13. Amikasin’in molekiil yapisi

1.5.5. Seftriakson

Sefalosporinler smifindan {iglincli kusak antibiyotik olan seftriakson, pnomokok,
meningokok, H.influenzae ve N.gonorrheaelere kars etkilidir. B.fragilis, Pseudomonas,
stafilokoklar ve enterekoklara karsi etkinliginin olmadigi belirtilmemis olup %90

oraninda plazma proteinlerine baglanir (Kayaalp 2002).
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Sekil 1.14. Seftriakson’un molekiil yapisi
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1.5.6. Ampisilin

Penisilinler, giiclii bakterisid etkileri yaninda toksiteleri nisbeten diisiik olan ve sik
kullanilan dogal ve yar1 sentetik antibiyotiklerdir. Ampisilin penisilin sinifindan olup
genis spektrumlu bir antibiyotiktir. Ampisilinin etki giicii pnomokoklara, neisserialara,
grup A streptokoklara ve clostridiumlara karsi in vitro penisilin G’ye gore biraz daha
diisiik olup enterokoklara, viridans grubu streptokoklara ve Listeria monocytogenes’e
kars1 penisilin G’den biraz daha etkilidir. Gram-negatif bakterilerinden; E.coli,
Haemophilus influenzae, Salmonella ve Shigella, gibi basillerin suslarindan beta
laktamaz sentezlemeyenlere karst ampisilin bakterisid etki gosterir. Ulkemizde izole
edilen E.coli suslarindan yaklasik %60-80’nin ampisilin’e direncli oldugu belirtilmistir

(Kayaalp 2002).

Sekil 1.15. Ampisilin’in molekiil yapisi

1.5.7. Linkomisin

Linkozamidler simifinda yer alan linkomisin dar spektrumlu dogal antibiyotiktir.

Linkomisin; siibstitlie edilmis prolin amino asidi ile kiikiirtlii amino-oktoz molekiiliiniin
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olusturdugu, tibbi kullanima ilk giren linkozamiddir. Linkomisin yetersiz derecede
BOS’a girebilir (Kayaalp 2002).
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Sekil 1.16. Linkomisin’in molekiil yapis1

1.5.8. Vankomisin

Yapica diger antibiyotiklerin hi¢gbirine benzemez. Etki mekanizmasi penisilinlere gore
farklidir. Bakteride peptidoglikan zincirinin devamini kirar. Vankomisin, Streptomyces
orientalis’den elde edilen kompleks bir glikopeptiddir. Suda ¢6ziinebilen stabil bir
bilesiktir. Antibakteriyel spekturumu dardir. Esas olarak gram (+) koklar1 ve

Clostridiumlar tizerinde etkilidir (Kayaalp 2002).
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Sekil 1.17. Vankomisin’in molekiil yapisi

1.5.9. Siprofloksasin

Florokinolon sinifindan ilk kusak antibiyotiktir. Sistemik enfeksiyonlara karsi ¢ok sik
kullanilan antibiyotiklerden biri olup pekgok patojen gram (+) bakteriler ve gram (-)
bakteriler lizerinde etkilidir. Antibiyotigin lizerinde bulunan 6 numarali karbona baglh
flor gram (+) bakterilerine karsi, 8 numarali karbona bagli piperazin halkasi ise gram (-)
bakterilerine karsi etkinligi arttirir. Siprofloksasin salmonella, E-coli, klebsiella, shigella

gibi bakteri tiirlerine kars1 oldukea etkilidir (Kayaalp 2002).



Sekil 1.18. Siprofloksasin’in molekiil yapis1
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1.5.10. Meropenem

Meropenem  bir

B-laktam olup karbapenem alt

sinifindandir.

Penisilin  ve

sefalosporinlere rezistan bakteri tiirlerinin ¢oguna karsi etkilidir. Meropenem ¢ok genis

spektrumlu bir antibiyotiktir ve bir¢ok enfeksiyonun tedavisinde kullanilmaktadir. Diger

B-laktam antibiyotikler gibi bakteri hiicre duvari sentezini inhibe eder.

H
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Sekil 1.19. Meropenem’in molekil yapisi
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1.5.11. Sefoperazon

Sefalosporin sinifindan olan Sefoperazon iiclincli kusak antibiyotik olup genis
spektrumludur. Sefalosporinler antibakteriyal etki mekanizmalari ve kimyasal yapi
bakimindan penisilinlere benzerler. Bu antibiyotik sinifinin ana ¢ekirdegini sefem tiirevi
olan 7-aminosefalosporanik asid olusturur. Sefalosporin sinifinda 1.kusaktan 3.kusaga,
gram (+) etkinligi azalirken, gram (-) etkinligi artar. B-laktamazlara kars1 daha dayanikl
olan Sefoperazon, Pseudo monas aeruginosa karst etkinligi en yiiksek iki

sefalosporinden biridir. Enterobakterlere kars1 da etkinligi yiiksektir.
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Sekil 1.20. Sefoperazon Sodyum’un molekiil yapisi

1.5.12. Rifamisin

Rifamisin semisentetik bir antibiyotiktir. Ozellikle Staph.aureus, Staph.epidermidis,
Strep.viridans ve Mycobacterium tuberculosis {izerinde ¢ok kiigiik dozlarda bile
etkilidir. Strep.pyogenes ve Strep.faecalis’in pek ¢ok suslart ise rifamisinin yiiksek
konsantrasyonuna karsi hassastir. Gram negatif bakteriler genellikle rifamisin SV’nin

10 mcg/ml’nin altindaki konsantrasyonlarina karsi hassas degildir. Rifamisin hassas
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bakterilerin RNA polimeraz aktivitesini inhibe ederek bakterisid etki gosterir. Diger
antibiyotikler ile interaksiyona girmez.

Sekil 1.21. Rifamisin’in molekiil yapisi
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2. KAYNAK OZETLERI

Hiicreler, enerjilerinin biiyiik bir kismmi glukozdan saglarlar. Glukozun hiicreye girisi
farkli yollarla olmaktadir. Pankreasin beta hiicrelerinden salgilanan insiilin hormonu,
glukozun hiicreye girisinde en Onemli etmendir. Bu hormon, graniiller halinde
hiicrelerde depolanir. Insiilin hormonunun kanda belirli diizeyde olmasi gerekir, insiilin
glukozun kanda yiikselmesiyle artar ve glukozun hiicre i¢ine girmesini saglar. Saglikli
bireylerde kan glukoz seviyesi uzun siire yiiksek olabilir, fakat hicbir zaman 140 mg/dL
listiine ¢ikmaz. Insiilin hormonunun fonksiyonel yetmezligi sonucu olusan diyabetin
sebep oldugu komplikasyonlar bireylerde organ ve islev kayiplarina sebep olarak
bireylerin yasam siirelerini ve yasam kalitelerini diigiiren ve siirekli tedavi ve kontrol

isteyen bir hastaliktir (Y1ilmaz et al. 2000).

Diyabetin tarihgesi ¢cok eskilere dayanmakta olup milattan dnce 1500’ lerde Misir Ebers
Papiruslarinda ¢ok fazla idrara ¢ikan ve yapilan idrarla seker kaybeden hastalar igin
tanimlanmis bir hastaliktir. Aretheaus, M.S. 2.yiizyilda hastaliga diyabet ismini vermis,
Willis ise bu hastalarin idrarlarinin tatli olmasi sebebiyle bal anlamima gelen Mellitus
dan dolay1 ‘Diabetes Mellitus’ ismini vermistir (Frystyk et al. 2005). Chevreul ise 1915
de idrarin tath olmasinin sebebini idrarda bulunan ‘Glukoz’ un varligindan
kaynaklandigin1 agiklamigtir. Claude-Bernard 19. yiizyilda glukozun karacigerde
glikojen olarak depo edildigini belirtti. Paul Langerhans 1869’da pankreas adacik
hiicrelerinin varligini belirtti (Kiling 2015).

Insiilin hormonunun biyosentezi preproinsiilin ve proinsiilinin ardisik olmak {izere
parcalanarak sonunda aktif hormon ve C-peptid olusmasi asamalarmni igerir. Insiilin
sitozoldeki graniillerde toplanir ve uygun uyar1 ile ekzositozla salinir. Proinsiilin,
organizma tiirline gore 81 ila 86 aminoasitten meydana gelen tek bir polipeptid
zincirinden olusur. Insiilin hormonu 51 aminoasitten ve birbirine disiilfit bagiyla baglh
Ave B olmak iizere iki polipeptid zincirinden meydana gelir. Insiilin hormonu

karacigerde ve daha az miktarda bobreklerde bulunan insiilinaz enzimi araciligr ile
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yikilir. Bu hormonun plazma émrii yaklagik olarak 6 dakikadir (Champe and Harvey
1997; Keha ve Kiifrevioglu 2005).

Oskar Minkowski ise 1889 yilinda yapmis oldugu deneylerle diyabetten sorumlu olan
organin pankreas oldugunu belirtti. Banting ve Best 1921 yilinda insiilin hormonunu
buldular ve 1922 yilinda Leonard Thompson adinda diyabetli bir hastanin tedavisinde
kullandilar. Oral antidiabetik ilaglar 1955°de kullanilmaya baslandi. 1960 ve 1970’lerde
yiiksek oranda saflastirilmis ve antikor olusturmayan insulin tipleri gelistirilmistir.
Rekombinant DNA teknolojisiyle insiilin {iretimine 1980°1i yillarda baslanmigtir
(Galloway 1994, Hatemi 1996; Erdogan 1993).

Diyabet, insiilin hormonunun yoklugu, eksikligi veya etkisizligi sonucu olusan,
hiperglisemiyle karakterize multisistemik kronik bir metabolizma sendromudur (Abac1
et al. 2007; Anonymous 2013; Kiling 2015). Diyabet hastalarinda hiperglisemi gibi
durumlarda biiyiik rol oynadigi varsayilan poliol yolunun, glukoz metabolizmasinin
kiigiik bir yolu oldugu belirtilmektedir. Bu yol i¢in sorbitol dehidrogenaz ve aldoz
reduktaz enzimleri gerekmektedir. Poliol yolunda AR ve SDH enzimlerinin
katalizledigi reaksiyonlarla glukozun sorbitole rediiksiyonu ve sorbitoliinde fruktoza

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

Diyabet teshisi kan glukoz diizeyine gore yapilir. Asagidaki kriterlerden herhangi
birinin varliginda hasta diyabetli kabul edilmektedir (Anonymous 2011).

Teshis kriterleri:

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

II. Cok fazla su tiiketimi, ¢ok idrara ¢ikma ve agiklanamayan kilo kayiplar1 gibi
semptomlari olan kisilerde rastgele bakilan vendz kan glukoz seviyesi >200mg/dl

I11. 75 gram oral glukoz tolerans testinde 2. saat kan glukoz seviyesi >200mg/dI

IV. HbAlc diizeylerinin >6,5
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Glukozun seker alkolii olan sorbitol sekersiz tatlandirici yapiminda kullanilmaktadir.
Ag1z yolu ile alinan sorbitol barsakta bakterilerin fermentasyonu sonucunda asetat ve H;
tirlinleri olusur ve bu {iriinler karin agrisina sebep olabilmektedir. Sorbitol damar

yolundan verildiginde ise fruktoza doniismektedir (Muray et al. 1988).

Kronik hiperglisemi, pankreasin beta hiicrelerinin %90'dan fazlasinin harap olmasi
sonucu meydana gelir. Pankreasin beta hiicrelerinde gergeklesen bu harabiyet sonucu,
tip 1 diyabetli bireylerde insulin hormonu sekresyonu ya yetersizdir ya da yoktur.
Bunun sonucunda serum glukoz normalden daha yiiksek olacaktir (Iligin et al. 2003)
Genetik, c¢evresel ve otoimmiin faktorler hastaligi tetikleyerek insiilin salgilayan
pankreasin beta adacik hiicrelerine otoimmiin saldir1 baslatmaktadir ve tip 1 diyabet, 5-
10 yillik bir siirecin sonucunda ortaya ¢ikmaktadir (Haller et al. 2005). ‘Insiiline
Bagimli Diyabet’ olarak bilinen Tip 1 diyabette, hastalar yasamlarim1 devam

ettirebilmek i¢in insiilin tedavisine ihtiya¢ duymaktadirlar.

Insiilin direncinin degismesiyle, insiiline bagimli veya insiilin eksikligi olan periferik
dokularda tip 2 diyabet gelisir (Patricia et al. 2003). Tip 2 diyabetlilerde meydana gelen
komplikasyonlarin en 6nemli sebebi insiilin direncidir, (Gilligan and Spector, 1984).
Insiilin hormonunun goérevi kandaki glukozun enerji iiretiminde kullanilmasi igin kas
dokusuna ve glikojen seklinde depolanmasi i¢inde yag dokusuna taginmasini saglamak
ve karacigerdeki glukoneogenezi ve glikojen yikimimi (glikojenoliz) baskilayarak

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

Insiiline cevap verme yeteneginin azalmasiyla kas ve yag dokusu gibi periferik
dokularda insiilin aracili glukoz tiiketimi diismekte ve karacigerdeki glukoz supresyonu
bozulmaktadir. Bundan dolay1 pankreas beta hiicreleri dengeyi saglamak i¢in normalden
1,5-2 kat daha ¢ok insiilin hormonu tiretmekte bu da zamanla pankreas beta hiicrelerinin
fonksiyonlarmi kaybetmelerine sebep olmaktadir. Sonug¢ olarak insiilin hormonunun
sentezi azalmakta ve tip 2 diyabet olusmaktadir (Ferrannini et al. 1987; Hollenbeck and
Reaven 1987).
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Diyabetin sebep oldugu goz, deri, vaskiiler ve bobrek komplikasyonlar: ile yasam
kalitesi diisiirerek, bireylerde fiziksel degisikliklerin yanisira ruhsal ve sosyal sorunlarin
olusumuna neden olur (Choi et al. 2003). Bu sebeple Tip | ve Tip Il diyabetiklerde
glukoz seviyesini normal diizeyde tutabilmek igin siirekli olarak ¢esitli tedavi
yontemleri gelistirilmistir. Artan diyabet siiresi, komplikasyonlarin gesitliligini ve
goriilme sikligini artirir. Bundan dolayr diabetin erken tan1 ve tedavisi ¢ok onemlidir

(Choi et al. 2003).

Glukoz girisi i¢in karaciger, bobrek, beyin, lens, retina, sinirler, pankreas adaciklari,
aort, eritrosit, kapiller damar hiicrelerinde insiilin hormonuna gerek olmadigindan
dolay1, diabete bagli hiperglisemi durumunda ¢ok fazla oranda glukoz bu hiicrelere
girebilir. Glukoz konsantrasyonundaki artig ve yeterli miktardaki NADPH varliginda,
aldoz rediiktaz enzimi fazla miktarda sorbitol sentezine sebep olur. AR enzimi
tarafindan sentezlenen sorbitol, membranlar1 kolayca gecemeyecegi i¢in hiicre
icerisinde birikir. SDH enziminin olmadigi veya ¢ok az oldugu bobrek, retina ve sinir
hiicrelerinde sorbitol artisi oldukc¢a fazladir. Bunun sonucunda hiicrelerde sorbitol
birikimi gergeklesir ve biriken bu sorbitol, hiicrelerin su ¢ekip sismesine, osmotik strese
sebep olur. Bu da redoks dengesinin bozulmasina ve bu bozulma da proteinlerin
¢oziiniirliikleri etkileyerek membran direncinin zarar gérmesine sebep olur. Katarakt
olusumu osmotik stres sonucu lenste membran yapisinin  bozulmasindan
kaynaklanmaktadir. Diyabet hastalarinda goriilen, noropati, nefropati ve retinopatiye
sebep olan damarsal sorunlar buna baglanabilir (Kinoshita 1965; Kinoshita 1974;
Varma et al. 1977; Brownlec et al. 1984; Tornlinson 1989; Champe and Harvey 1997,
Lee and Chung 1999).

Diabetin sebep oldugu komplikasyonlar; akut ve kronik olmak iizere iki sinifa ayrilir ve
bu komplikasyonlar hastalarda morbidite ve mortalitenin en 6nemli sebebidir. Akut
komplikasyonlar; laktik asidoz, ketoasidoz, hipoglisemi, koma ve nonketotik
hiperosmolar  komasindan  olusur. Kronik komplikasyonlar;  makrovaskiiler
komplikasyonlar ve mikrovaskiiler komplikasyonlardir. Kardiyovaskiiler hastaliklar,

periferik arter hastaliklar ve serebrovaskiiler hastaliklar makrovaskiiler komplikasyonlar
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arasinda yer almaktadir. Nefropati, diyabetik, ndropati ve retinopati ise mikrovaskiiler
komplikasyonlar arasinda yer almaktadir (Fishbein and Palumbo 1995; Wiernsperger

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

Diabetik bireylerde hiperglisemi poliol yolagi, ileri glikasyon iiriinleri (AGE), glukoz
oksidasyonu, nonenzimatik glikasyon ve PKC aktivasyonu gibi yolaklarin aktivitesini
artirarak ve bu yolaklarin birbiriyle olan etkilesmelerini degistirerek makrovaskiiler ve
mikrovaskiiler komplikasyonlarin olusumunda biyiik bir risk faktorii olup vaskiiler
komplikasyon olusumuna sebep olmaktadir. (UKPDS Research Group 1998;
Kurktschiev et al. 2000; Lipinski 2001; Brownlee 2001; Yamagishi and Takeuchi 2004;
Jakus and Rietbrock 2004; Oates 2008).

Saglikli bireylerde kan glukoz miktar1 belirli seviyede iken, aldoz rediiktaz enziminin
glukoza olan ilgisi diisiiktiir ve bundan dolay1 enzim glukozu substrat olarak kullanmaz.
Diyabetik hiperglisemi durumunda ise aldoz reduktaz enzimi uyarilarak; glukoz, aldoz
rediiktaz enzimi araciligi ile sorbitole doniistiiriiliir ve sorbitol dehidrogenaz enzimi
tarafindan fruktoza doniisiir ve olusan fruktoz enerji kaynag: olarak kullanilmaktadir.
1956 yilinda sperm hiicrelerinin fruktozu enerji kaynagi olarak kullandigi Hers
tarafindan belirtilmistir (Hers 1956) Yabe ve Nishimura diyabetik komplikasyonlarin
patogenezinde aldoz rediiktaz enziminin ¢ok 6nemli bir rol oynadigini belirtmislerdir

(YYabe-Nishimura 1998).

Hers tarafindan 1956 yilinda sperm hiicrelerinin enerji kaynagi olarak, poliol yolaginda
glukozun aldoz rediiktaz enzimi tarafindan sorbitole rediiksiyonu ve onu takip eden bir
reaksiyonla sorbitol dehidrogenaz enziminin katalizledigi bir reaksiyonla olusan
sorbitoliin fruktoza oksidasyonunu seminal kesede gostermistir (Hers 1956). Yine 1959
yilinda Van Heyningen diyabetik si¢an lensinde de poliol yolaginin varligini belirtmistir
(Van Heyningen 1959). Aldoz rediiktaz enzimi mRNA’sinin fare testisinde yiiksek
miktarda oldugu tesbit edilmistir (Gui et al. 1995).
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Aldoz rediiktaz enzimi poliol yolunun ilk enzimi olup alifatik ve aromatik aldehitleri
substrat olarak kullanir. Enzimin hiicre i¢i substrati glukoz ve galaktozdur (Vander Jagt
et al. 1995). AR substrat olarak glukoz ve galaktozu kullandiginda bunlarin seker
alkolleri olan sobitol ve galaktitol olusur. Fakat galaktitol sorbitol dehidrogenaz i¢in iyi
bir substrat olmadigindan hiperglisemi durumunda sorbitolden daha hizli birikir

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

Aldo-keto rediiktaz siiper ailesinin {iyesi olup sitozolik bir enzim olan aldoz rediiktaz
enziminin detoksifikasyon sistemlerinde gorevli oldugu disiiniilmekte olup (Vander
Jagt et al. 1995), bu enzim steroid metabolizmasinda gorevlidir (Warren et al. 1993).
Ay zamanda lipid peroksidasyonunda olusan orta ve uzun zincirli aldehitlerin ve
glutatyon  konjugatlarinin  rediiksiyonundan ~ sorumludur.  Enzim, glutatyon
konjugatlarinin indirgenmesini saglayarak glutatyonlanmis aldehitlerin reaktivitesini

azaltmakta ve sonug olarak savunma sistemine katki saglamaktadir (Srivastava et al.
2005).

Nishimura ve arkadaglar1 Schwann hiicrelerinde eksprese olan aldoz rediiktazin farkli
tiir ve dokularda ayni yapisal ve kinetik 6zellige sahip oldugunu belirtmistir (Nishimura
et al. 1990). Aldoz rediiktaz enziminin insan dokularindan lens, plasenta ve kas
dokusundan izole edilmis (Bohren et al. 1989) ve farkli dokularda bulunan bu enzim
beyin, iskelet kasi, lens ve karacigerde yliksek oranda bulundugu belirtilmistir (Flynn et
al. 1975; Wermuth et al. 1977).

E.coli bakterisinin rekombinant aldoz rediiktaz enzimi ile hiicre kiiltiirii veya doku aldoz
rediiktaz enziminin yapisal ve kinetik Ozelliklerinin ayni oldugu tespit edilmistir
(Nishimura et al. 1990; Petrash et al. 1992). Insan ve sican aldoz rediiktaz enziminin
amino asit diziliglerinde yiliksek oranda benzerlik oldugu belirtilmistir (Carper et al.
1987; Fabre et al. 1994). Aldoz rediiktaz enziminin dagiliminin insan ve si¢an

bobreginde benzer oldugunu gosterilmistir (Terubayashi et al. 1989).
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Cesitli insan dokularindan izole edilen aldoz rediiktaz enziminin dokulardaki
konsantrasyonunun en fazla bobrek medullasinda, siyatik sinirlerde ve lensde oldugu
belirtilmistir. Enzim konsantrasyonlarinin, diyabetin sebep oldugu komplikasyonlarin
hedefindeki dokularda yiiksek olmasi, aldoz rediiktaz enziminin olusan bu

komplikasyonlardan sorumlu oldugunu géstermektedir (Tanimoto et al. 1998).

Insiilinden bagimsiz dokulardan; sinir, lens, retina, vaskiiler ve glomeriiler hiicreler
olmak iizere bircok dokuda farkli oranlarda eksprese olan aldoz rediiktaz enzimi aldehit
metabolizmasinda gérev yapan bir enzimdir. Diyabetli bireylerde glukozun poliol
yolunda aldoz rediiktaz enzimi araciligi rediiksiyonu, diabete bagli komplikasyonlarin
gelisiminde onem arz etmektedir. Aldoz rediiktaz enziminin ekspresyonunun ozellikle
retinal hiicrelerde yiiksek olmasi, aldoz rediiktaz enziminin diabetik retinopati
olusumunda Onemli roller iistlendigini ve bu enzimin aktivitesi lizerinde siklikla

calisildig1 belirtilmistir (Srivastava et al. 2005; Obrosova and Kador 2011).

Aldoz rediiktaz enziminin artmasiyla sorbitolun fruktoza oksidasyonu ile artan NADH
yalanci hipoksiye neden olur (Dunlop 2000). Bunun sonucunda NADH/NAD" oraninin
artmasiyla gliseraldehit-3-fosfat dehidrogenaz enzimi inhibe olur ve bunun sonucunda
gliseraldehit-3-P konsantrasyonu ve NADP miktar1 artarak pentoz fosfat yolu aktive
olur. Pentoz fosfat yolunun aktivasyonu ile AGE onciilii olan metilglioksal ve protein
kinaz C’nin aktivatorii DAG olusumunu arttiran trioz fosfat seviyesi de artmaktadir

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

Aldoz rediiktaz enziminin beyin, kalp, kan damarlar1 ya da iskelet kasi gibi dokularda
asirt ekspresyonu, ozmotik regiilasyon ve glukoz metabolizmasimin disinda; vaskiiler
inflamasyon (Rittner et al. 1999), restenoz (damar genisletilmesi) (Ruef et al. 2000),
miyokardial iskemi (Shinmura et al. 2000), kalp yetmezligi (Yang et al. 2000) ve asir1
demir yiikselmesi (Barisani et al. 2000) gibi durumlarla da ilgili olabilecegi
diistiniilmektedir (Ramana et al. 2002).
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Aldoz rediiktaz enzimi diyabetik komplikasyonlar basta olmak iizere degisik kanser
tirlerinde (Lee et al. 2001; Saraswat et al. 2006), renal hastaliklarda (Hasuike et al.
2002), ovaryum anormalliklerinde (Meyer et al. 1992) ve inflamasyonda (Yang et al.

1998; Miller et al. 2005) ¢ok 6nemli gorevler iistlenmistir.

Van Heyningen, ilk kez 1959 yilinda aldoz rediiktaz enziminin diyabetik rat lenslerinde
sorbitol ve galaktitol gibi poliollarin birikmesine ve bundan dolay1 da ozmotik dengenin
degismesine sebep oldugunu belirtmistir (Van Heyningen 1959). Buna dayanarak
yapilan deneyler sonucunda, aldoz rediiktaz enziminin farmakolojik inhibitérlerinin,
diyabetik ratlar ve galaktoza uygulanan tavsanlarda katarakt olusumunu iyilestirdigi

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

Aldoz rediiktaz enziminin inhibitorleri yapisal olmak {izere ii¢ gruba ayrilir (Oka et al.

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

Cizelge 2.1. Aldoz rediiktaz enziminin inhibitorlerinin siniflandirilmasi (Oka and Kato
2001)

Smiflandirma Inhibitér Madde Kullanim Durumu
1) Asetik asit
Epalrestat Japonya’da kullanilmakta
bilesikleri
Alrestatin Yan etkilerinden dolay1 kullanilmamaktadir
Tolrestat Yan etkilerinden dolay1 kullanilmamaktadir
Zenarestat Yan etkilerinden dolay1 kullanilmamaktadir
Zopolrestat Yan etkilerinden dolay1 kullanilmamaktadir
NZ-314 Yan etkilerinden dolay1 kullanilmamaktadir
2) Spirohidantiyonlar Sorbinal Yan etkilerinden dolay1 kullanilmamaktadir
Fidarestat Japonya’daki satislar1 durdurulmustur
) ] AS-3201
3) Suksinamid ) ABD’de ii¢iincii faz denemelerindedir
(Ranirestat)
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Aldoz rediiktaz enziminin aktif bolgesinde bulunan hidrofilik ve hidrofobik iki domain

araciligi ile inhibitdr baglanmasi ger¢eklesmektedir.

1) Hidrofilik domain hidrojen bag1 kurabilmek i¢in kofaktoriin yakininda yer almakta ve
belli bir diziden olusmaktadir.
2) Hidrofobik domain 6zgiil cebi tagimaktadir (Urzhumtsev et al. 1997).

Enzimin anyonik bdlgesinde Tyr48, His110 amino asitleri ve NADP bulunmaktadir
(Harrison et al. 1994). Anyonik baglanma bdolgesi ile yan yana olan 6zgiil cep Trpl11,
Phel122, Leu300 ve Ser302 amino asitlerinden olusmaktadir (Zandt et al. 2009).

Biitiin aldoz rediiktaz inhibitorleri, fiziyolojik pH’da negatif yiike sahiptir. inhibitérler,
enzimin anyonik baglanma bdlgesine bu negatif yiikli kisimlar ile baglanmaktadirlar.
Bundan dolayt da NADPH’in okside formu olan NADP®y:1 inhibitorler tercih
etmektedir (Podjarny et al. 2004). Enzimin aktif bolgesi, inhibitore uyum saglayabilmek
icin konformasyonel degisiklikler yapmaktadir Aldoz rediiktaz inhibitorleri, enzimin
aktif bolgesindeki hidrofobik bolge kalintilar1 ile bircok van der Waals bagi
kurmaktadirlar (Wilson et al. 1995; Steuber et al. 2008).

Sorbitol dehidrogenaz enzimi poliol yolunun ikinci enzimi olup NAD" kofaktériine
bagimli olarak halkali yapida olmayan poliollerin oksidasyonundan sorumludur (Rehg
and Torack 1977). Sorbitol dehidrogenaz enzimi poliol yolunu sorbitolun fruktoza
doniisiim reaksiyonunu katalizleyerek tamamlar. Hiperglisemi durumunda heksokinaz
enzimlerinin doygunlugu sonucu hiicre igerisindeki glukozun 1/3’i poliol yolunda

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

Hiperglisemi sartlarinda poliol yolunun artan aktivitesi sonucu glukoz fruktoza doniisiir.
Sorbitolin  NAD" bagimli sorbitol dehidrogenaz enzimi tarafindan oksidasyonu
sonucunda olusan fruktoz, fruktoz-3- fosfat (F3P) ve 3-deoksiglukoza (3DG) doniisiir
(Grandhee and Monnier 1991; Lal vd 1995; Hamada et al. 2000). Bu sonucunda, poliol
yolunda 3-deoksiglukozun olusabilecegi gosterilmektedir (Tsukushi et al. 1999). F3P ve
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3DG ileri glikasyon son iiriinlerinin olusumunda goérev alirlar (Szwergold et al. 1990;
Brownlee 1992; Hamada et al. 1996).

Glukozun, sorbitole ve sonra da fruktoza hizla doniismesi GSH diizeyinin azalmasina
sebep olmaktadir. Olusan NADH, NADH oksidaz enzimi tarafindan substrat olarak
kullanilmakta (Lorenzi 2007) ve bu enzimin etkisiyle serbest oksijen radikalleri (ROS)
olusumunun artisina sebep olmaktadir (Kashiwagi et al. 1994). ROS ve NADH/NAD"
oranindaki artis, gliseraldehit-3-fosfat dehidrogenaz enzim (GAPDH) inhibisyonuna
neden olarak daha fazla glukozun poliol yolagina yonelmesine, gliseraldehit-3-P
konsantrasyonunun ve aldoz rediiktaz enzim aktivitesinin artigina sebep olmaktadir
(Stevens et al. 2000). NADP miktarindaki artis ise pentoz fosfat yolunu aktive eder
(Dunlop 2000; Setter et al. 2003). Konsantrasyonu artan trioz fosfatlar ise bir ileri
glikasyon iiriinii 6nciilii olan metiloglioksal ve Protein Kinaz C aktivasyonunu saglayan
hiperglisemi diagil gliserol olusumunu arttirmaktadir (Dunlop 2000; Setter et al. 2003).
Diger yonden de aldoz rediiktaz enzimi, reaktif karbonilleri ve lipit aldehitlerini

detoksifiye ederek oksidatif stresi azaltmaktadir (Dunlop 2000).

SDH enziminin aktivitesi ilk kez 1942 yilinda memeli dokusunda saptanmistir (Breusch
1942). Hemen hemen biitiin canlilarda bulunan SDH enzimi Brakley tarafindan 1951°de
ilk kez fare karacigerinden saflastirilmis (Brakley 1951), bitkilerde ise elma, seftali ve
armut gibi meyve tiirlerinde incelenmistir (Yamaguchi et al. 1994; Bianco et al. 1998).
Enzimin sorbitol ve galaktitol’u igeren g¢esitli asiklik poliollarin oksidasyonunu
katalizledigi belirtilmistir (Brakley 1951). SDH enzimi sorbitoliin kullaniminda 6nemli
bir rol izlerken, bitkilerde meyve gelisiminde karbon saglamada anahtar rol {istlendigi
belirtilmistir (Oura et al. 2000) SDH enzimi Bacillus subtilis ve Gluconobacter gibi
bakterilerde calisilmistir (Ng et al. 1992; Hosino et al. 2003)

Barsak bolgesi hari¢ biitlin memeli dokularinda eksprese oldugu belirtilen sorbitol
dehidrogenaz enzimi ozellikle karaciger ve testis dokularinda bol miktarda

bulunmaktadir (Jeffery et al. 1984; Estonius et al. 1993). Enzim, insan ve koyun (Smith
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M.G.1962) dokular1 gibi birgok dokudan saflastirilmistir (Baretto and Bcutler 1975;
Jedziniak et al. 1981; O*Brien et al. 1983; Maret and Auld 1988).

Cizelge 2.2. SDH enziminin saflastirildigi memeli dokulari

Enzim kaynagi Kaynak

Si¢an karacigeri (Brakley 1951)

Domuz sperm kesesi (Williams-Ashman et al.1957)
Koyun karacigeri (Smith 1962)

Sican beyni (Rehg and Torack 1977)

At karacigeri (Bailey et al. 1981)

Insan beyni (O’Brien et al. 1982)

Sigir beyni (Wiesinger and Hamprecht 1987)
Insan karacigeri (Maret and Auld 1988)

Sigir lensi (Marini et al. 1997)

Sicanlarda yapilan bir g¢alismada, karaciger timor hiicrelerindeki aldoz rediiktaz
enziminin, karbonil metabolitlerinin (3-DG, gliseraldehit) islevlerini baskilayarak
hiicrenin kontrolsiiz bdliinmesinin devamini sagladigi belirtilmisitr. Bundan dolay:
karacigerde tlimor olusumunda aldoz rediiktaz enziminin ekspresyonundaki artisin,
kanser hiicrelerinin yok edilememesi ile iliskili olabildigi diisiiniilmektedir (Jin et al.

2006).

Sorbitol dehidrogenaz enziminin inhibisyonu sonucu sorbitol birikimi artmistir. Buna
karsin bu calismada sorbitol birikiminin yan etkileri olmaksizin bozulan sinir iletimi ve
sinirlerde, gozde ve aortla ilgili dokularda vaskiiler komplikasyomlarin azaldig:
gozlenmistir. Bunun sonucunda sinir, g6z ve aortla ilgili dokularda olusan
patogenezlerin glukozun aldoz rediiktaz enzimi araciligi ile sorbitole rediiksiyonundan
ziyade sorbitoliin, sorbitol dehidrogenaz enzimi tarafindan fruktoza oksidasyonuyla

daha cok iligkili oldugu gosterilmisitr. Bu sebeple diyabetiklerde NADH/NAD+
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oranindaki artis diyabetik dokulardaki patogenezlerin ¢cok dnemli belirleyicisi olarak

goriilmektedir (Tilton et al. 1995).

Quercetin’in spesifik bir aldoz rediiktaz enzim inhibitérii oldugu diistiniilmektedir
(Kador et al. 1985). Sigir beyni sorbitol dehidrogenaz enzimi lizerine yapilan ¢alismada
quercetinin enzimi 6nemli oranda inhibe ettigi (Wiesinger and Hamprecht 1989) ve ayn1
inhibitoriin insan sorbitol dehidrogenaz enzimi iizerinde de benzer oranda inhibisyon
gosterdigi belirtilmistir (O“Brien et al. 1983). Yapilan bu denemeler sonucunda aldoz
rediiktaz enzimi inhibitérlerinin in vivo kosullarda ilk olarak sorbitol dehidrogenaz
enzimi lizerine denenmesinin pozitif sonuglar verebilecegi belirtilmistir (Wiesinger and

Hamprecht 1989).

Koyun karacigeri sorbitol dehidrogenaz enzimi iizerine yapilan inhibiyon caligmalar
genellikle tiyollerin bu enzimin gili¢lii inhibitorleri oldugunu ve aldoz rediiktaz
inhibitorii olan sorbinilin koyun karacigeri sorbitol dehidrogenaz enzimi iizerinde
inhibisyon etkisi gostermedigi belirtilmistir. Fakat aldoz rediiktaz inhibitdrlerinden
tolrestat, quercetin ve alrestatinin koyun karacigeri sorbitol dehidrogenaz enzimi
tizerinde inhibisyon etkisi gosterdigi belirtilmistir (Lindstad and McKinley-McKee
1996).

Sorbitol dehidrogenaz enzim inhibisyonu fizerine yapilan caligmalar; inhibisyonun
hiperglisemi sartlarinda ortaya ¢ikan poliol yolu aktivitesiyle iligkili redoks
bozukluklarini diizelterek diyabetin sebep oldugu komplikasyonlarin ortaya ¢ikmasini
geciktirmede faydali olabilecegi belirtilmektedir (Kador et al. 1998). Bu nedenle giiglii
ve etkili Sorbitol dehidrogenaz inhibitorleri gelistirmek amaciyla caligmalar devam

etmektedir (Lindstad and McKinley-McKee 1997).

Hiicre ici sartlarda sadece bir sinif (piperazin pirimidinler) aktif sorbitol dehidrogenaz
enzim inhibitorleri oldugu belirtilmistir (Geisen et al. 1992). Bunun disinda ditiyotreitol

ve diger metal selatlayici tiyollar1 igeren ikinci bir sinifin, SDH enziminin katalitik
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cinko atomuyla etkileserek in vitro sartlar altinda giiclii inhibitor etkisi gosterdigi
belirlenmistir (Lindstad and McKinley-McKee 1996).

Sorbitol dehidrogenaz enziminin ilk inhibit6riiniin Geisen ve arkadaglar1 tarafindan
yapilan c¢alismalar sonucunda 2-hidroksimetil- 4- 4(4-N,N, dimetilaminsiilfonil-1-

piperazin) pirimidin oldugunu kanitlanmistir (Geisen et al. 1994).

Uzun zamandir yapilmakta olan ¢alismalar; SDH enziminin inhibisyonu, hiperglisemi
durumunda aktif hale gelen poliol mekanizmas: ile ilgili redoks bozukluklarim
diizelterek diyabetin sebebiyet verdigi komplikasyonlarin ortaya ¢ikmasini geciktirmede
yararli olabilecegini gostermektedir (Kador et al. 1998). Bu sebeple bir¢cok arastirmaci
giicli ve etkili SDH inhibitorleri gelistirmek i¢in ¢aligmaktadir (Lindstad and
McKinley-McKee 1997).
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3. MATERYAL ve YONTEM

3.1. Materyal

3.1.1. Kullanilan kimyasal maddeler

Cizelge 3.1. Calismada kullanilan kimyasallar ve temin edildigi firmalar

2', 5" ADP-sepharose 4B Pharmacia
Akrilamid Sigma
Amonyum persiilfat Sigma
Amonyum Siilfat 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 Torbalar1 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
[zopropanol E.Merc AG
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Cizelge 3.1. (devam)

Jel filtrasyon i¢in Molekiil kiitlesi Standartlari 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/peqglab
Sephadex G-100 Sigma
Sephadex G-100 E.Merc AG
Sodyum dodesil siilfat (SDS) E.Merc AG
Sodyum Fosfat E.Merc AG
Sodyum hidroksit Riedel de Haen
Sodyum Kloriir E.Merc AG
Sorbitol E.Merc AG
Trihidroksimetilaminometan (Tris) Sigma

Triklor asetik asit (TCA) Riedel de Haen
[-merkapto etanol Fluka
B-merkapto etanol E.Merc AG
B-NAD* E.Merc AG
NADPH Sigma

NADP* Sigma

Calismamizda kullanilan diger kimyasallar Sigma Chemical Comp.’den ya da E.Merc

AG’den, temin edilmistir.

3.1.2. Yararlanilan alet ve cihazlar

Calismalar esnasinda asagidaki alet ve cihazlardan faydalanilmistir.



Sogutmali satrifiij
Spektrofotometre
pH metre
Elektroforez tanki
Peristaltik pompa
Karstiricr (Shaker)
Karistiric1 (Vorteks)
Hassas terazi
Afinite kolonu
Otomatik pipet
Calkalayici
Magnetik karistirici
Saf su cihazi

Su banyosu

Kar makinesi

Gii¢ kaynagi
Buzdolaplari
(-20°C’ye kadar)
(-85°C’ye kadar)
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: Hermle Z 323 K (Germany)

: Beckman coultur

: Sehott pH-Meter CG840

: BIO RAD (dikey)

. Ismatec

: GFL 3025

: Fisons whirlimixer

. Gec avery

: Kapal1 sistem olusturucu ve sogutmali (1x10), sigma (ABD)
: Eppendorf

: Midii Dual 14

: Chilten Hotplate Magmetic Stirrer HSBI

: Barnstead Easy Pure UV/UF

: Nive

: Scotsman AF-20

: 1-Bio Rad Power Pac 3000 2-Apparatus Corporation EC 135
: Siemens Derindondurucu

: Sanyo Madical Freezer

: Sanyo Ultra Low

3.1.3. Kullanilan cozeltiler ve hazirlanmasi

AR enzimi i¢in aktivite 6lciimiinde kullanilan ¢ozeltiler:

1. pH=5,5 olan 1 M Na-fosfat tampon ¢ozeltisi: 6 gram NaH,PO, tartildi ve 40 ml saf

suda ¢0ziildii sonrasinda pH=5,5"e ayarland1 ve toplam hacim saf su ile 50 ml’ye

tamamlandi.

2. 0,11 mM NADPH ¢ozeltisi: 0,0045 gram NADPH tartild1 ve 5 ml saf suda ¢oziildii.
3. 4,7 mM DL-gliseraldehit ¢ozeltisi: 0,021 gram DL-gliseraldehit tartildi ve 10 ml saf

suda ¢ozildi.
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SDH enzimi icin aktivite dl¢iimiinde kullanilan cozeltiler:

1. pH=9,5 olan 100 mM Glisin/NaOH tamponu: 0,75 gram Glisin 90 ml saf suda
¢oOziildii. 1 M NaOH ile pH=9,5’¢ ayarlandiktan sonra toplam hacim saf su ile 100 ml ye
tamamlandi.

2. 4,7 mM B-NAD" ¢odzeltisi: 0,0155 g B.NAD" tartildi ve pH=9,5 olan 100 mM 5 ml
Glisin/NaOH tampon ¢ozeltisinde ¢oziildii.

3. 100 mM sorbitol ¢6zeltisi: 0,182 g sorbitol tartildi ve pH=9,5 olan 100 mM 10 ml

olan Glisin/NaOH tampon ¢6zeltisinde ¢oziildii.

AR enzimi icin homojenatin hazirlanmasinda kullanilan ¢ozeltiler

pH=7,4 olan 10 mM Na-fosfat tamponu: 1,2 gram NaH,PO, tartild1 ve yaklasik 900 ml
saf suda ¢oziildii. pH= 7,4’e getirildikten sonra toplam hacim saf su ile 1000 ml’ye

tamamlandi.

SDH enzimi icin homojenat hazirlanmasinda kullanilan cozeltiler

pH= 7,0 olan 5 mM K-fosfat: 0,068 gram KH,PQO, tartildi. 90 ml saf suda ¢oziildii.

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

AR enziminin diyalizinde kullanilan ¢ozelti

pH=7,4 olan 5 mM [-merkaptoetanol igeren 10 mM Na-fosfat tamponu: 1,2 gram
NaH,POj, tartildi ve yaklasik 900 ml saf suda ¢oziildii. Icerisine 72 ul p-merkaptoetanol
eklendi ve pH= 74’e getirildikten sonra toplam hacim saf su ile 1000 ml’ye

tamamlandi.
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SDH enziminin diyalizinde kullanilan ¢ozelti

1. pH=7,9 olan 5 mM K-fosfat tampon ¢ozeltisi, (Amonyum siilfat ¢oktiirmesi sonrasi
yapilan diyalizde kullanilan tampon): 0,68 gram KH;POy4 tartildi ve yaklagik 900 ml saf
suda ¢ozildi. 1 M NaOH ile pH=7,9’a getirildikten sonra igerisine 72 ul [-
merkaptoetanol eklenerek son hacim saf su ile 1000 ml’ye tamamlandi.

2. pH=6,2 olan 5 mM K-fosfat tampon c¢ozeltisi, (DEAE-Sephadex iyon degisim
kromatografisi sonrasi yapilan diyalizde kullanilan tampon): 0,68 gram KH;PO,
yaklasik 900 ml saf suda ¢6ziildii. 1M NaOH ile pH=6,2"ye getirildikten sonra igerisine

72 ul B-merkaptoetanol eklenerek son hacim saf su ile 1000 ml’ye tamamlandi.

AR icin hazirlanan DEAE-Sephadex iyon degisim kromatografisinde kullanilan

cozeltiler

pH=7,4 olan 10 mM Na-fosfat tamponu, (DEAE-Sephadex iyon degisim kolonunun
dengelenmesi ve yikanmasi i¢in kullanilan tampon): 1,2 gram NaH,PO, tartildi ve
yaklasik 900 ml saf suda ¢oziildii. pH= 7,4’e getirildikten sonra toplam hacim saf su ile
1000 ml’ye tamamlandi.

AR icin hazirlanan Sephadex G-100 jel filtrasyon kromatografisinde kullanilan

cozeltiler

pH=7,4 olan 10 mM Na-fosfat tamponu, (Sephadex G-100 jel filtrasyon kolonunda
kullanilan tampon): 1,2 gram NaH,PO, tartilarak yaklasik 900 ml saf suda ¢oziildii.

pH= 7,4’e getirildikten sonra toplam hacim saf su ile 1000 mI’ye tamamlandi.
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AR icin hazirlanan afinite kolonunda kullanilan ¢o6zeltiler:

1. pH=7,4 olan 10 mM Na-fosfat tamponu, (2’5’ ADP-Sepharose afinite kolonunun
dengelenmesi ve yikanmasi i¢in kullanilan tampon): 1,2 gram NaH,PO, tartild1 ve
yaklasik 900 ml saf suda ¢ozildii. pH=7,4’e getirildikten sonra toplam hacim saf su ile
1000 mI’ye tamamlandi.

SDH icin hazirlanan DEAE-Sephadex iyon degisim kromatografisinde kullanilan

cozeltiler

pH=7,9 olan 5 mM K-fosfat tampon ¢ozeltisi: 0,68 gram KH,PO, tartildi ve yaklasik
900 ml saf suda ¢6ziildii. 1M NaOH ile pH=7,9’a ayarlandiktan sonra son hacim saf su

ile 1000 m1’ye tamamlandi.

SDH i¢in hazirlanan CM-Sephadex C-50 iyon degisim kromatografisinde

kullanilan ¢ozeltiler

pH=6,2 olan 5 mM K-fosfat tampon ¢ozelti: 0,68 gram KH,PQOy, tartildi ve yaklasik 900
ml saf suda ¢oziildii. 1M NaOH ile pH=6,2’ye ayarlandiktan sonra son hacim saf su ile

1000 ml’ye tamamlandi.

SDH i¢in hazirlanan Sephadex G-100 jel filtrasyon kromatografisinde kullamlan

cozeltiler

pH=6,2 olan 5 mM K-fosfat tampon ¢6zeltisi: 0,68 gram KH,POy, tartildi ve yaklasik
900 ml saf suda ¢oziildii. 1M NaOH ile pH=6,2"ye getirildikten sonra son hacim saf su

ile 1000 m1’ye tamamlandi.
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Proteinlerin kantitatif tayininde kullanilan cozeltiler:

1. 100 mg Coomassie brillant blue G-250, 50 ml %95’lik etanolde ¢oziildii. Bu
cozeltiye %95°lik 100 ml fosforik asit ilave edilerek ¢ozeltinin toplama hacmi saf su ile
1 litreye tamamlandi.

2. Standart serum albumin ¢ozeltisi (1 mg/ml; protein tayini i¢in kullanilan ¢ozelti): 1

mg standart serum albuminin 1 ml saf suda ¢oziildii.

Elektroforez icin kullanilan c¢ozeltiler:

1. pH=8,8 olan 1M Tris-HCI: 12,11 gram Tris (0,1 mol) tartildi ve 80 ml saf suda
¢oziildii ve 1M HCI ile pH=8,8’¢ ayarlandiktan sonra toplam hacim saf su ile 100 ml’ye
tamamlandi.

2. pH=6,8 olan 1 M Tris-HCI:12,11 gram Tris (0,1 mol) tartild1 ve 80 ml saf suda
¢oziildii ve 1M HCI ile pH=6,8’e ayarlandiktan sonra toplam hacim saf su ile 100 ml’ye
tamamlandi.

3. %30 Akrilamid-%0,8 Bisakrilamid ¢ozeltisi: 15 gram akrilamid, 0,4 gram
bisakrilamid ve 34,6 gram saf su karigtirilarak ¢oziildii.

4. %10’luk amonyum persiilfat ¢ozeltisi: 1 gram amonyum persiilfat tartilarak saf su ile
10 mI’ye tamamlandi.

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

6. Yiiriitme tamponu: 1,51 gram Tris (12,5 mmol) ve 7,51 gram glisin (0,1 mol)
tartilarak 450 ml saf suda ¢oziildii; %10’luk SDS’den 5 ml ilave edildi, pH=8,3’e
getirildi ve toplam hacim saf su ile 500 ml’ye tamamlandi.

7. Numune tamponu: 1 M Tris-HCI (pH=8,0)’den 0,5 ml, %10’luk SDS’den 1 ml,
%100’ lik gliserinden 1 ml ve %0,1’lik brom timol mavisinden 1 ml alinarak saf su ile
10 ml’ye tamamlandi. Bu tampona kullanilmadan 6nce 950 pl numune tamponundan 50
ul olacak sekilde B-merkaptoetanol ilave edildi.

8. Sabitlestirme ¢ozeltisi (jelde yiiriitiillen proteinlerin sabitlestirilmesi i¢in kullanilan
cozelti): %50 izopropanol, %10 TCA ve %40 saf su olacak sekilde karistirilarak

hazirlandi.
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9. Jel boyama ¢ozeltisi: 50 ml metanol, 10 ml asetik asit ve 40 ml saf su igerisinde 0,1
gram Coomassie brillant blue R-250 reaktifinin ¢6ziilmesiyle hazirlandi.

10. Jel yikama ¢ozeltisi: 50 ml metanol, 10 ml asetik asit ve 40 ml saf su karigtirilarak
elde edildi.

11. Coomassie brillant blue G-250 reaktifi (proteinlerin kantitatif tayininde kullanilan
¢ozelti): 100 mg coomassie brillant blue G-250, 50 ml %95’lik etanolde ¢oziildii. Bu
cozeltiye %95°lik 100 ml fosforik asit ilave edildi ve ¢dzeltinin toplam hacmi saf su ile
1000 ml’ye tamamlandi.

12. %0,04’lik brom timol mavisi ¢ozeltisi: 0,1 gram indikatér 16 ml 0,01 M NaOH

icerisinde ¢oziildii ve toplam hacim saf su ile 250 ml’ye tamamlandi.

Calismada kullanilan antibiyotiklerin hazirlanmasi

1. 0,314 M Gentamisin siilfat ¢ozeltisi: 150 mg gentamisin siilfat tartilip, hacim saf su
ile 1 ml’ye tamamlandi.

2. 0,18 M Seftriakson Disodyum 3,5 H,0: 1 g Seftriakson Disodyum 3,5 H,0 tartilip,
hacim saf su ile 10 ml’ye tamamlandi. Daha sonra 100 kat seyreltildi.

3. 0,0345 M Vankomisin HCI: 1 g Vankomisin HCI tartilip, hacim saf su ile 20 ml’ye
tamamlandi. Daha sonra 20 kat seyreltildi.

4. 0,294 M Sefuroksim Sodyum: 250 mg Sefuroksim Sodyum tartilip, hacim saf su ile 2
ml’ye tamamlandi. Daha sonra 10 kat seyreltildi.

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

6. 0,737 M Linkomisin HCI: 600 mg Linkomisin HCI tartilip, hacim saf su ile 2 ml’ye
tamamlandi.

7. 0,073 M Amikasin Siilfat: 100 mg Amikasin Siilfat tartilip, hacim saf su ile 2 ml’ye
tamamlandi.

8. 6 mM Siprofloksasin: 400 mg Siprofloksasin tartilip, hacim saf ile 10 ml’ye
tamamlandi. Daha sonra 10 kat seyreltildi.

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

Daha sonra 5 kat seyreltildi.
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10. 0,013 M Meropenem: 500 mg meropenem tartilip, hacim saf su ile 100 ml’ye
tamamlandi. Daha sonra 4 kat seyreltildi.
11. 0,15 M Sefoperazon: 1g sefoperazon tartilip, hacim saf su ile 10 ml’ye tamamlandi.

Daha sonra 4 kat seyreltildi.

3.2. Yontem

3.2.1. AR enziminin aktivite 6l¢iimii

Kullanilan ¢ozeltiler:

1. pH=5,5 olan 0,8 M Na-fosfat tamponu,
2.0,11 mM NADPH ¢ozeltisi
3. 4,7 mM DL-gliseraldehit ¢ozeltisi

1986 yilinda Cerelli ve arkadaslar1 tarafindan aldoz rediiktaz enziminin aktivite 6l¢iim
prosediirii gelistirildi ve prosediir modifiye edilerek bu caligma yapildi. Reaksiyon
ortami, 0,25 ml Na-fosfat tamponu, 0,1 ml NADPH, 0,45 ml saf su {izerine 0,1 ml izole
edilen enzim ve 0,1 ml DL-gliseraldehit ilavesi ile toplam hacim 1 ml’ye tamamlanarak
hazirlandi. Hazirlanan kiivete DL-gliseraldehit ilavesi ile reaksiyon baglatildi. Oda
sicakliginda ve spektrofotometre kullanilarak 340 nm’de 3 dakika boyunca NADPH
konsantrasyonundaki azalma takip edildi ve sonrasinda lineer olan absorbans degerler
aralig1 belirlenip, ef8im hesaplamalar1 yapildi. Enzim aktivitesinin U/L cinsinden

hesaplanmasi i¢in egim degerleri, asagidaki formiile uygulanarak hesaplandi.

U/L=AAxV(L)x1000 (umol/dk /L™

At=v(L)ex d

AA = Test tliptindeki absorbans farki
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At = Zaman (dakika)

AA/At =Egim

¢ = Ekstinsiyon Katsayis1 (3.4x102 mmol'lxmm'l)
d =Isik 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 gore, spektrofotometre ile 280 nm’de
proteinlerin yapisin1 olusturan aromatik gruplara sahip aminoasitlerden tirozin,
fenilalanin ve triptofan amino asitlerinin maksimum absorbansinin 6l¢iilmesi ile bulunur
(Segel 1968). Kromatografik yontemlerle elde edilen fraksiyonlar esit hacimlerde

alinarak 280 nm de absorbanslar1 kore kars1 okunarak belirlendi.

3.2.2.b. Kantitatif protein tayini

Bradford metoduna gore kantitatif protein miktar1 kegi bobreginden elde edilen
homojenat, amonyum siilfat ¢oktiirmesi, DEAE-Sephadex iyon degisim kromatografisi
ve CM-Seliiloz C-50 iyon degisim kromatografisi ile saflagtirilan enzim ¢ozeltileri igin
belirlendi. Negatif ylike sahip, proteinler iizerindeki pozitif yiiklere baglanan, kirmizi
(Amax=465 nm) ve mavi (Amax=595 nm) formlar1 bulunan Coomassie brillant blue G-
250 bu yontemde boya olarak kullanildi. Proteinin boyaya baglanmasi kirmiz1 formun
mavi forma donlismesini saglamaktadir. Uygulanan bu yontemin bozucu etkilere karsi
hassasiyeti oldukga diistiktiir (1-100 ug arasi). Yapilan bu reaksiyon hizli cereyan eder,
yiikksek oranda tekrarlanir ve iki dakika gibi kisa bir siirede tamamlanir. Kantitatif

protein tayini prosediirii;
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Tayin iglemleri su prosediire gore gergeklestirildi: 1 ml’sinde 1 mg protein ihtiva eden
standart sigir albumin ¢ozeltisinden tiiplere 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90 ve 100 ul
alind1 ve saf su ile tiiplerin toplam hacimleri 100 pl’ye tamamlandi. Coomessie brillant
blue G-250 c¢ozeltisinden 5 ml ilave edildi ve vorteksle karistirildi. 10 dakikalik
inkiibasyon sonrast 3 ml’lik cam kiivetlerde 595 nm’de kore karsi absorbans degerleri
okundu. 0,1 ml enzim numunesinin i¢inde bulundugu tampon ile 5 ml Coomessie
brillant blue G-250 ¢ozeltisinden olusan karisim kor olarak kullanildi. Yapilan ¢alisma
sonucunda standart grafik absorbans degerlerine karsilik gelen pg protein degerleri ile
yapildi. Saflagtirma isleminin biitiin safhalarinda ortamdaki protein miktarini bulmak
icin numunelerde 20 kat veya daha cok seyreltme yapildi. Elde edilen seyreltilmis
cozeltilerden ayr tiiplere sirasiyla 50, 100 ve 200 pl alinarak {izerlerine 5’er ml
Coomessie brillant blue G-250 eklendi. Numuneler vorteksle karistirildi ardindan 10
dakika inkiibe edildi ve sonra 595 nm’de absorbans degerleri dl¢iildii. Bu islemler 3 kez
tekrarland1 ve 3 ayr1 Ol¢limiin aritmetik ortalamasi alinarak standart grafikten protein

miktarlar1 bulundu (Bradford 1976).

3.2.3. Kec¢i bobrek AR enziminin saflastirilmasi

3.2.3.a. Homojenatin hazirlanmasi

Homojenat hazirlamak igin, -80°C’de saklanmis olan dokular tartildi. Daha sonra sivi
azot kullanilarak dondurma-¢ézme teknigi ile pargalandi ve agirliklarinin (gr) 3 kati
oraninda 5 mM B-merkaptoetanol iceren pH’1 7,4 olan 10 mM Na-fosfat tamponu ile
homojenize edildi. Elde edilen homojenat, +4°C’de 13,500g’de 30 dakika santrifiij

edildi. Siipernatant saflastirma islemlerinde kullanmak i¢in +4°C’de sakland.

3.2.3.b. Amonyum siilfat ¢oktiirmesi

Cok degerlikli elektrolit olan proteinler, iyonlara benzer bir sekilde hareket ederler. Su
molekiilleri, yliksek tuz konsantrasyonunda, protein molekiillerini ¢evreler ve ¢oziiniir

halde kalmasmi saglarlar. Bu su molekiilleri amonyum siilfat tuzundaki iyonlar
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tarafindan cekilir ve proteinlerin ¢okmesine sebep olurlar (salting-out). Amonyum siilfat

¢Oktiirmesi salting-out esasina dayanmaktadir.

Amonyum siilfat ¢otiirmesinde; keci bobreginden elde edilen homojenat sirasiyla %0-
20, %20-30, %30-40, %40-50, %50-60, %60-70 ve %70-80 araliklarinda kati amonyum
stilfat ile ¢oktiirildii. Amonyum siilfat tuzunun homojenatta ¢oziinme islemi manyetik
karistirici ile buz banyosunda yapildi. Coktiirme islemi yapildiktan sonra homojenat 30
dakika,+4°C, 13.500g’de santrifiij edildi. Santrifiij isleminden sonra elde edilen peletler,
homojenat tamponu i¢inde ¢oziildii ve aktivite 6l¢iimii yapildi. Her defasinda ¢okelekte
ve siipernatantda enzim aktivitesine bakildi ve ¢oktiirme araligi bulundu. Katt amonyum

stilfat miktar1 asagidaki formiilden hesaplandi.

m: Kullanilacak amonyum stilfat miktar1 (g)
V: Enzim ¢ozeltisinin hacmi (ml)
S1: I’in kesri olarak ¢6zeltideki amonyum siilfat doygunlugu

S2: 1’in kesri olarak istenen amonyum siilfat doygunlugu

Yapilan islemler sonucu AR enziminin aktivitesinin %20-70 araliginda ¢oktiigii tespit
edildi. Daha sonra saflastirma islemlerinde %20-70 amonyum siilfat araligi uygulandi.
Elde edilen numune 30 dakika 13000 g’de santrifiij edildi. Stipernatant atilarak ¢okelek
¢ozilinebilecegi minimum fosfat tamponunda (5 mM K-fosfat, pH=7,9) ¢6ziildi. Yapilan

biitiin islemler buz banyosunda gerceklestirildi.

3.2.3.c. Diyaliz

Amonyum siilfat ¢oktiirmesi sonucu elde edilen numune +4°C’de diyaliz torbasinda iki
saat slireyle diyaliz tamponuna (5 mM B-merkaptoetanol iceren, 10 mM Na-fosfat
pH=7,4) kars1 2 kez diyaliz edildi.
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3.2.3.d. DEAE-Sephadex iyon degisim kromatografisi

DEAE-Sephadex iyon degisim reginesinin ¢alismada anyon degistirici olarak
kullanilabilmesi i¢in Once sisirilmesi gerekmektedir. 100-120 ml yatak hacmi
olusturabilmek igin 5 gram jel 100 ml saf suda 80-90°C’de 5 saat siire ile bekletilerek
sigirildi. Sisirilen jel daha sonra 0,5 N 100 ml soguk HCI igerisinde 1 saat bekletildi ve
sonra 100 ml 0,5 N NaOH ile nétralize edildi. Jelde ¢oziinmiis olan gazlar su trompu
yardimiyla uzaklastirildi. 3x2x30 cm boyutundaki kolona tatbik edildikten sonra 10 mM
Na-fosfat tamponu (pH=7,4) ile dengelendi. Kolonun akis hiz1 peristaltik pompa ile 15-
20 ml/saat’e ayarlandi. Diyaliz sonrasi elde edilen enzim ¢ozeltisi jel {istiindeki tampon
seviyesi jel seviyesine getirildikten sonra pipet yardimi ile kolona tatbik edildi.
Saflastirma islemi esnasinda kolon 0,5 L dengeleme tamponuyla yikanip 20 mM ile 500
mM arasindaki NaCl gradienti ile eliisyon gerceklestirildi. Boylelikle AR enzimi
DEAE-Sephadex kolonu ile saflastirilmis oldu. Her bir eliatin 340 nm’de aktivitesine
bakilarak aktiviteye sahip olan tiipler birlestirildi ve diyaliz torbasina yerlestirilerek iki
saat siireyle +4°C 5 mM [-merkaptoetanol igeren, 10 mM Na-fosfat pH=7,4 olan
tamponuna karsi diyaliz edildi. Birlestirilen eliiat ¢ozeltileri boylece jel filtrasyon
kolonuna tatbik edilmek iizere hazir hale getirilmis oldu. Kolona tatbik edilen
numuneler ve birlestirilen eliiat ¢ozeltilerinin Bradford metoduyla kantitatif protein
tayini ve aktivite tayinleri yapildi ve spesifik aktiviteler hesaplanarak saflastirma

oranlar1 belirlendi.

3.2.3.e. Sephadex G-100 jel filtrasyon kromatografisi

Sephadex G-100 kolona tatbik edilmeden once sisirilmesi gerekmektedir. Bunun igin
jelden 5 g alinarak 200 ml saf suda 1 gece boyunca oda sicaklifinda bekletilerek
sigirildi.  Sigirilmis jelin i¢inde bulunan hava kabarciklar1 vakum yardimiyla
uzaklastirildi. Sisirilmis ve havasi alinmis jel pH=7,0 olan 200 mM Na- fosfat
tamponuyla dolu kolona paketlendi. Kolonu dengelemek amaciyla pH=7,4 olan 10 mM
Na-fosfat tamponu kullanildi ve kapali sistem olusturuldu. Peristaltik pompa yardimai ile

kolon akis hizi 3 ml/saat’e ayarlandi. Kolonun dengelendigini; dengeleme tamponu
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kolondan uzun siire gectikten sonra iistten ilave edilen tampon ile alttan akan tamponun
pH degerinin ve 280 nm’de absorbansinin ayni oldugu anda anlasilir. Dengelenen
kolona numunenin paketlenebilmesi i¢in dncelikle kolon lizerindeki kapali sistem agild1
ve jelin iizerinde birikmis tamponun jel seviyesine gelmesi beklendi. Tampon orani jel
seviyesine geldiginde iyon degisim kolonundan elde edilen numune 0,25 ml gliserol ile
karistirildiktan sonra jelin iizerine tatbik edildi. Numune tatbikinden sonra numunenin
jel seviyesine gelmesi beklendi ve numune jel seviyesine geldikten sonra tampon ilave
edildi. Stok tampon ¢ozelti ile kapali sistem olusturuldu ve sabit hizla akis saglandi.
Eltiatlar alind1 ve alinan her bir eliiatin 280 nm deki absorbans degerlerin bakilip eliiat
ve kor olarak kullanilan eliisyon tamponunun absorbans fark: sifir olana kadar eliiatlar

alind1 ve sonuglar kaydedildi.

3.2.3.f. 2', 5'-ADP Sepharose 4B afinite kolonunun hazirlanmasi ve Keci bobrek

AR enziminin saflastirilmasi

2', 5'-ADP Sepharose 4B afinite kolonu hazirlamak i¢in, 2 gram jel 10 ml’lik yatak
hacmine sahip kolon hazirlamak i¢in tartildi. Jel kat1 maddelerin uzaklastirilmast i¢in
400 ml saf su ile birka¢ kez yikandi ve yikama sonucunda jel sisirilmis oldu. Sisirilen
jelin havasi vakum ile alindi. Jel havasi alindiktan sonra 5 mM B-merkaptoetanol i¢ceren
10 mM Na-fosfat tamponu (pH=7,4) ile siispanse edildi. Daha sonra jel 1x10 cm’lik
kolona paketlendi ve kolona sogutmali kapali sistem kuruldu. Kolon peristaltik pompa
yardimi ile Na-fosfat tamponuyla yikanarak dengelendi. Kolonun dengelendigini
anlamak ic¢in eliiat ile tampon ¢ozeltinin pH degerinin ve 280 nm’de absorbanslarinin
esitligi dikkate alindi ve bdylece kolon hazirlanmis oldu. Numune dengelenmis olan
kolona paketlendi. Sonrasinda kolon 5 mM B-merkaptoetanol iceren pH=7,4 olan 10
mM Na-fosfat tamponu ile yikandi. Yikama islemine 280 nm’deki absorbans degeri
sifir oluncaya kadar siirdiiriildii. Daha sonra 0,2-2,5 mM NaCl gradientli Na-fosfat

tampon ¢ozeltisi ile eliisyon yapildi ve AR enzimi elde edilmis oldu.
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3.2.4. Sodyum dodesil siilfat-poliakrilamid jel elektroforezi (SDS-PAGE) ile AR

enzim safligimin kontrolii

Laemmli metoduna gore saflastirilan enzimin saflik derecesini belirlemek i¢in %3-8
kesikli sodyum dodesilsiilfat poliakrilamid jel elektroforezi (SDS-PAGE) yapildi ve
enzimin saflik derecesi belirlenmis oldu (Laemmli 1970). Bunun icin oOncelikle
elektroforez plakalar1 6nce saf su ile yikandi daha sonra da alkol ile yikandi. Plaklar
yikandiktan sonra her iki kenarinda aralik olusturucu bir plakayla diiz bir plaka iist {iste
getirilerek kiskaglarla tutturuldu. Plakalar sabitlestirildikten sonra, igerisinde sizdirmay1
onleyen siinger ihtiva eden jel hazirlama kabinine konuldu. Ayirma jeli hazirlandiktan
sonra, jel enjektor yardimiyla plakalarin iist kisminda 0,5 cm yer kalacak kadar sekilde
dolduruldu ve jelin donmast i¢in belirli bir siire beklendi. Ayirma jeli katilagtiktan sonra
yigma jeli hazirlandi ve jelin iist kisminda kalan bosluga dolduruldu. Numune
kuyularinin olusturulmasi i¢in tarak dikkatlice yerlestirildi. Jelin kurumasini engellemek
icin 1slak siizge¢ kagidi sistem iizerine kapatildi ve yigma jelinin katilasmasi beklendi.
Yigma jeli katilastiktan sonra tarak dikkatlice ¢ikartildi ve numune kuyular1 olusturuldu.
Once jel saf su, daha sonra da yiiriitme tamponuyla yikandiktan sonra plakalarla birlikte
elektroforez tankina yerlestirildi. Tankin alt ve iist kisimlar1 yliriitme tamponuyla
dolduruldu. Enzim 6rnekleri yaklasik olarak 20 pg protein igerecek sekilde hazirlandi.
Toplam hacim 50 pl olacak sekilde 1/1 oraninda numune tamponu katilarak {i¢ dakika
kaynar su banyosunda bekletildi. Elektroforez tanki iist tarafa katot (-), alt tarafa anot
(+) gelecek sekilde yerlestirilerek kapatildi. Ornekler 6ncelikle akim 80 volta getirilerek
20 dakika boyunca yiiriitiildii ve 6rneklerin ayirma jeline kadar gelip y18ilmasi saglandi.
Daha sonra akim 120 volta getirildi ve boya jelin alt kismina gelinceye kadar yiiriitiildii.
Numune tamponunda bulunan brom timol mavisi numunelerin takip edilebilmesi i¢in
yardimcidir. Yiriitme islemi bittikten sonra elektrik akim kesildi ve plakalar arasindaki
jel dikkatle ¢ikarildi ve sonra 20 dakika sabitlestirme ¢ozeltisine konuldu. Bu islemden
sonra jel ¢ikarilarak boyama c¢dozeltisine konuldu ve calkalayicida 2 saat siireyle
bekletildi. Boyama islemi tamamlandiktan sonra c¢ikarilan jel yikama c¢dozeltisine
konuldu. Yikama tamponunda rengi agilan ve protein bantlar1 belirginlesen jel tampon

coOzeltiden ¢ikarilarak fotografi ¢ekildi.
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Ayirma jelinin hazirlanmasi: pH=8,8 olan 1M 5 ml Tris-HCI, 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 karistirildi.

Yigma jelinin hazirlanmasi: 0,410 ml 1 M Tris-HCI (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 karistirildi. PER ¢6zeltisi taze hazirlandi ve karisima eklenerek

jel hazirlanda.

3.2.5. AR enzimi icin karakterizasyon ¢alismalari

3.2.5.a. AR enzimi i¢in optimum pH belirlenmesine yonelik calismalar

Aldoz rediiktaz enziminin optimum pH'sini belirlemek i¢in pH'lar1 5,0, 5,5, 6,0, 6,5, 7,0,

7,5 ve 8,0 olan 0,8 M Na-fosfat, Tris-HCI ve Glisin/NaOH tamponlar1 hazirlandi.

Hazirlanan her bir tampon ¢ozeltisi i¢in ayr1 ayr1 enzim aktiviteleri 6l¢iildii (Soyut and

Beydemir 2008).

3.2.5.b AR enzimi i¢in optimum iyonik siddetin belirlenmesine yonelik calismalar

Aldoz rediiktaz enziminin optimum aktivite saglayan iyonik siddetinin belirlenmesi i¢in
enzimin optimum pH belirlendikten sonra belirlenen bu optimum pH’da 10, 25, 50, 100,
200, 400, 600, 800, 1000 mMM Na-Fosfat tamponlari hazirlandi ve optimum iyonik
siddet belirlendi.

3.2.5.c. AR enzimi i¢in optimum sicakhi@in belirlenmesine yonelik calismalar

Aldoz rediiktaz enziminin optimum sicakligini belirlemek amaciyla 1sitmali sogutmali

su banyosu kullanildi. Aktivite Olglimiinde kullanilan tampon ¢6zelti ve substrat
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karisimindan olusan kiivet igerigi ilgili sicakliga getirilen su banyosunda bekletildi. 0°C

ile 60°C arasinda 10’ar °C araliklarla aktivite 6lgtimii yapildi (Demir et al. 2009).

3.2.5.d. AR enzimi icin stabil pH belirlenmesine yonelik calismalar

Aldoz rediiktaz enzimin stabil pH'in1 belirlemek i¢in pH'lar1 5.0, 5.5, 6.0, 6.5, 7.0, 7.5
ve 8.0 olan Na-fosfat tamponlari kullanildi. Hazirlanan bu pH'lardaki tampon
¢ozeltilerinin 2ml’si 1ml enzim ¢dzeltisi ile karistirilarak +4°C’de saklandi ve 4 giin

boyunca 24 saat arayla yapilan aktivite 6l¢iimiiyle enzimin stabil oldugu pH bulundu

(Soyut et al. 2008).

3.2.5.e. DL-Gliseraldehit substrati icin Ky ve Vi degerlerinin belirlenmesine

yonelik calismalar

DL-Gliseraldehit substrati i¢in kegi bobrek dokusundan elde edilen AR enziminin Ky
ve Vmax degerlerinin bulunmasi igin 5 farkli DL-gliseraldehit konsantrasyonu hazirlandi
ve optimum sartlarda aktivite 6l¢timleri yapildi. Elde edilen degerlerle Lineweaver-Burk

grafigi cizildi ve bu grafikten Ky ve Vmax degerleri hesaplandi.

3.2.6. Ke¢ci bobrek AR enziminin aktivitesi iizerine bazi1 ila¢ ve metallerin

etkilerinin belirlenmesi

Aldoz rediiktaz enzim aktivitesi iizerine bazi ilag ve metallerin etkilerini belirlemek i¢in
kiivet ortamina farkli konsantrasyonlarda ilag ve metal ¢6zeltileri ilave edildi ve aktivite
degerleri okundu. Kullanilan ilacin ve metal ¢ozeltilerinin farkli konsantrasyonlarini
olusturmak ic¢in stok cozeltiler seyreltildi. Kullanilan stok c¢ozelti hacmi gereken
konsantrasyonu saglamadiginda kiivete ilave edilen tampon hacmi azaltildi, ilag veya
metal ¢oOzelti konsantrasyonu arttirildi ve bu sekilde gerekli olan konsantrasyon

ayarlanmis oldu.
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3.2.6.a. Inhibisyon etkisi gosteren ila¢ ve metaller icin ICsy ve K; degerlerinin

belirlenmesine yonelik ¢alismalar

Inhibisyon etkisi gosteren ilag¢ ve metaller, farkl1 inhibitdr konsantrasyonlarinda aktivite
Olctimii yapilarak belirlendi. Bu ilag ve metallerden yiiksek inhibisyon etkisine sahip
olanlarin %Aktivite-[I] grafikleri ¢izildi ve egrinin denkleminden ICsy degerleri
hesaplandi. ICsp degerleri hesaplanan bazi ilag ve metallerin K; degerlerini belirlemek
icin keci bobregi AR enzim aktivitesini yariya diisiiren ilag veya metal konsantrasyonu
ile bu degerin {iistiinde ve altinda iki sabit ila¢ veya metal konsantrasyonlarinda uygun
bes substrat konsantrasyonu ile aktivite ol¢limleri yapildi. Calismalarda kullanilan ve
uygun olan bes farkli substrat konsantrasyonu stok ¢ozelti kullanilarak 6n deneme ile
belirlendi. Elde edilen sonuglarla her bir inhibitor i¢in Lineweaver-Burk grafigi ¢izildi.
Grafik denkleminde yarismali inhibisyon igin egime esit olan Km/Vmax(1+[1]/Kji)
ifadesinden, yarismasiz ve yart yarismali inhibisyon i¢in Vma=Vinmax(1+[1]/K5)

formiiliinden yararlanilarak K; degerleri belirlendi.

3.2.7. Keg¢i bobrek SDH enziminin aktivitesinin dl¢iimii

D-sorbitol + NAD" = D-fruktoz + NADH + H*

Sorbitoliin  fruktoza yiikseltgenme reaksiyonu sirasinda NAD® ‘nin NADH
indirgenmesiyle olusan absorbans artis1 340 nm’de 3 dk siireyle ol¢iildii. Bu 6l¢iim igin
I ml’lik kuvartz kiivet igerigi; 50 mM Glisin/NaOH tamponu (pH=10,0), 10 mM
sorbitol, 470 pM NAD" ve enzim olarak hazirland (Lindstad et al. 1992) ve 340 nm’de
kore karsi absorbans degerleri Ol¢iildi. NADH’in milimolar ekstinksiyon katsayisi
aktivite hesab1 icin kullanildi. SDH enzimi Nikotinamid adenin diniikleotidi (NAD")
sorbitol varliginda indirger. NADH’1n olusum oranini1 340 nm’deki absorbans artisi ile
Olgebiliriz ve bu oran SDH enziminin aktivitesine baglhidir. SDH enzim {initesi dakika
basina okside olan sorbitoliin mikromol cinsinden degerini verir. Enzim {initesi

hesaplanmasinda asagidaki formiil kullanildi.
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) AOD V;
EU/ml = X —XSg
6,22 Vg

Bu formiildeki simgeler asagida agiklandi;

EU/ml: 1 ml’deki enzim iinitesi

AQOD: Bir dk absorbans degisimi

6,22 : B-NADH ‘in 340 nm’deki milimolar ekstinksiyon katsayisi
V7: Olgiimiin yapildig: toplam kiivet hacmi

Ve: Ol¢iimiin yapildig: kiivete ilave edilen enzim numunesinin hacmi

3.2.8. Protein tayini

3.2.8.a. Kalitatif protein tayini

Kalitatif protein tayini, Warburg metoduna gore 280 nm’de proteinlerin yapisinda yer
alan fenilalanin, tirozin ve triptofan gibi aromatik gruplara sahip olan amino asitlerin
maksimum absorbans gostermesi esasina dayanarak gerceklestirildi (Segel 1968).
Sephadex G-100 jel filtrasyon kromatografisi islemi sonrasi esit hacimde alinan tiim
tiipler icin kalitatif protein tayini yapildi. 280 nm’de spektrofotometrede kuvarz kiivetler

kullanilarak absorbans 6l¢liimii kore karsi gergeklestirildi.

3.2.8.b. Kantitatif protein tayini

Kantitatif protein tayini keci bobregi numunesinden elde edilen homojenat, amonyum
stilfat ¢oktiirmesi, DEAE-Sephadex iyon degisim kromatografisi, CM-Sephadex C-50
iyon degisim kromatografisi ve sephadex G-100 jel filtrasyon kromatografisi ile
saflastirilan enzim ¢ozeltilerindeki kantitatif protein miktarlarini1 6lgmek igin kullanildi.
Negatif yiike sahip olan Coomassie brillant blue G-250 bu yontemde boya olarak
kullanildi. Bu boya sahip oldugu negatif yiikten dolay1 proteinlerin lizerinde yer alan

pozitif yiiklere baglanirlar. Coomassie brillant blue G-250’nin kirmizi (Amax=465 nm)
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ve mavi (Amax=595 nm) olmak tizere iki formu bulunmaktadir. Proteinin boyaya
baglanmasi, kirmizi formun mavi forma doniismesini saglamaktadir. Bu yontemde
bozucu faktorlerin etkisi oldukga diigiiktiir ve hassasiyeti 1-100 pg arasindadir.
Reaksiyon yiiksek oranda tekrarlanabilir, hizli cerayan eder ve iki dakika gibi kisa bir
siirede tamamlanir. Iki saatin {izerinde renk stabilitesi devam edebilmektedir (Bradford
1976). Bu yontemle protein tayini yapabilmek amaciyla standart grafige ihtiya¢ vardir.
Bu nedenle 1 ml’sinde 1 mg protein olan standart sigir albiimin ¢6zeltisinden tiiplere 10,
20,30, 40, 50, 60, 70, 80, 90 ve 100 pul konuldu. Saf su ile tiiplerin hacimleri 0,1 ml’ye
tamamlandi ve Coomassie brillant blue G-250 ¢ozeltisinden 5 ml tiiplere ilave edilerek
vorteks yardimiyla karistirildi. 10 dakikalik inkiibasyon sonrasi kore karsi absorbans
degerleri 595 nm’de 3 ml’lik kiivetlerde okundu. 0,1 ml enzim numunesinin iginde
bulundugu tampon ve 5 ml Coomassie brillant blue G-250 ¢ozeltisinden olusan karisim
kor olarak kullanildi. Standart grafik, elde edilen absorbans degerlerine karsilik gelen
pug protein degerleri ile elde edildi. Kegi bobreginden elde edilen homojenat ve
saflastirma basamaklarinin her birinden elde edilen enzim numunelerinden 0,1 er ml
tiiplere konuldu ve {lizerine 5’er ml Coomassie brillant blue G-250 ilave edildi.
Vorteksten sonra 10 dakika inkiibe edildi. Daha sonra 595 nm’de absorbans degerleri
Olctildii. Biitiin numunelerden ticer deneme yapildi. Bu ii¢ degerin aritmetik ortalamasi
gercek deger olarak belirlendi ve bu degerlere gore standart grafik yardimi ile protein
miktarlar tespit edildi. Saflagtirilan enzim ¢ozeltileri ve homojenatta protein tayini bu

metoda gore yapildi.

3.2.9. Kec¢i bobrek SDH enziminin saflastirilmasi

3.2.9.a. Homojenat hazirlanmasi

Deneyde kullanilan kegi bobrek dokusu taze olarak temin edildi. %0,9’luk NaCl
coOzeltisi, doku 6rneginden kan ve diger kirlilikleri uzaklagtirmak amaciyla ile ii¢ defa
kullanildi. Homojenat hazirlamak i¢in, ilk olarak doku kiiciik parcalar haline getirildi.
Sonra siv1 azot igerisinde parcalanarak, 3 ml/g olacak sekilde pH=7,0 olan 5 mM K-

fosfat tampon ¢ozeltisi igerisinde homojenize edildi ve homojenat siizge¢ kagidi
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yardimi ile siiziildii. Yapilan bu islem sonrast siispansiyon 13000 rpm’de 60 dakika 2
kez santrifiij edildi. Santrifiij sonrasinda ¢okelek atildi ve siipernatant bir sonraki

saflagtirma basamaginda kullanildi.

3.2.9.b. Amonyum siilfat coktiirmesi

Proteinler ¢ok degerlikli elektrolitler olduklari i¢in iyonlara benzer sekilde hareket
ederler. Yiiksek tuz konsantrasyonlarinda, protein molekiillerini ¢evreleyen ve ¢oziiniir
halde tutan su molekiilleri, amonyum siilfat tuzundaki iyonlar tarafindan g¢ekilir ve
proteinler ¢oker (salting-out). Gergeklestirilen amonyum siilfat ¢oktiirmesi deneyleri
proteinlerin bu ozellikleri esasina dayanmaktadir. Ke¢i bobreginden elde edilen SDH
enzim homojenati sirasiyla %0-20, %20-30, %30-40, %40-50, %50-60, %60-70
araliklarinda kat1 amonyum siilfat ile ¢oktiiriildii. Coktlirme islemleri sirasinda 13000
rpm’de 20 dakika boyunca santrifiij yapildi. Her defasinda ¢dkelekte ve siipernatantda
enzim aktivitesine bakildi. Biitiin bu iglemler 4°C’de gergeklestirildi. Amonyum stilfat
coktiirmesi sirasinda homojenata katt amonyum siilfat yavas yavas katildi ve her
defasinda daha once katilan amonyum siilfatin ¢ozlinmiis olmasina dikkat edildi.
Amonyum siilfatin homojenatta ¢oziinme islemi buz banyosunda manyetik karistirici ile

yapildi. Kati amonyum siilfat miktar1 asagidaki formiilden hesaplandi.

1,77xVx(S, — S,)
3,54 — S,

E(NHa_L]: 30, =

V: Enzim ¢ozeltisinin hacmi
Si1: 1’in kesri olarak ¢ozeltideki amonyum stilfat doygunlugu

S2: 1’in kesri olarak istenen amonyum siilfat doygunlugu

Bu islemler sonucunda SDH aktivitesinin tamaminin %40-70 aralifinda coktigi
belirlendi. Daha sonra saflagtirma c¢alismasinda ilk basamak olarak %40-70 amonyum
siilfat kesitlemesi uygulandi. Once %40 doygunlukta amonyum siilfat ¢oktiirmesi

yapildi. Numune santrifiij tiiplerine konularak 13000 rpm’de 30 dakika santrifiij yapildi
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(bOylece yabanci proteinlerin ¢dkmesi saglandi). Daha sonra %70 doygunlukta
amonyum siilfat ¢oktiirmesi gerceklestirildi. Elde edilen numune 13000 rpm’de 20
dakika santrifiij edildi. Siipernatant kismi atild1 ¢okelek ¢oziinebilecegi minimum fosfat
tamponunda (5 mM K-fosfat, pH=7,9) ¢6ziildii. Amonyum siilfat ¢oktiirmesi islemleri

sirasinda ortamin sicaklig1 buz banyosuyla diisiik tutulmaya ¢aligildi.

3.2.9.c. Diyaliz

Diyalizde, amonyum siilfat ¢oktlirmesi sonucu edinilen numune +4°C’de diyaliz
torbasinda diyaliz tamponuna (5 mM B-merkaptoetanol iceren, 10 mM Na-fosfat

pH=7.4) kars1 iki saat siireyle 2 kez diyaliz edildi.

3.2.9.d. DEAE-Sephadex iyon degisim kromatografisi

DEAE-Sephadex iyon degisim reginesinin ¢alismada anyon degistirici olarak
kullanilabilmesi i¢in Once sisirilmesi gerekmektedir. 100-120 ml yatak hacmi
olusturabilmek i¢in 5 gram jel 100 ml saf suda 80-90°C’de 5 saat siire ile bekletilerek
sisirildi. Sisirilen jel daha sonra 0,5 N 100 ml soguk HCI igerisinde 1 saat bekletildi ve
sonra 100 ml 0,5 N NaOH ile nétralize edildi. Jelde ¢6ziinmiis olan gazlar su trompu
yardimiyla uzaklastirildi. 3 cm 2x30 cm boyutundaki kolona tatbik edildikten sonra 5
mM K-fosfat tamponu (pH=7,9) ile dengelendi. Kolonun akis hizi peristaltik pompa ile
15-20 ml/saat’e ayarlandi. Diyaliz sonras1 elde edilen enzim ¢d6zeltisi jel tstiindeki
tampon seviyesi jel seviyesine getirildikten sonra pipet yardimi ile kolona tatbik edildi.
Saflagtirma islemi esnasinda kolon 0,5 L dengeleme tamponuyla yikanip 20 mM ile 500
mM arasindaki NaCl gradienti ile eliisyon gerceklestirildi. Boylelikle AR enzimi
DEAE-Sephadex kolonu ile saflastirilmis oldu. Her bir eliiatin 340 nm’de aktivitesine
bakilarak aktiviteye sahip olan tiipler birlestirildi ve diyaliz torbasina yerlestirilerek iki
saat siireyle +4°C 5 mM B-merkaptoetanol iceren, 5 mM K-fosfat pH=6,2 olan
tamponuna karsi diyaliz edildi. Birlestirilen eliiat c¢ozeltileri boylece jel filtrasyon
kolonuna tatbik edilmek iizere hazir hale getirilmis oldu. Kolona tatbik edilen

numuneler ve birlestirilen eliiat ¢ozeltilerinin Bradford metoduyla kantitatif protein
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tayini ve aktivite tayinleri yapildi ve spesifik aktiviteler hesaplanarak saflagtirma

oranlar1 belirlendi.

3.2.9.e. CM-Sephadex C-50 iyon degisim kromatografisi

CM-Sephadex C-50 iyon degisim reginesinin calismada anyon degistirici olarak
kullanilabilmesi igin Once sisirilmesi gerekmektedir. 100-120 ml yatak hacmi
olusturabilmek i¢in 5 gram jel 100 ml saf suda 80-90°C’de 5 saat siire ile bekletilerek
sisirildi. Sisirilen jel daha sonra 0,5 N 100 ml soguk HCI igerisinde 1 saat bekletildi ve
sonra 100 ml 0,5 N NaOH ile nétralize edildi. Jelde ¢oziinmiis olan gazlar su trompu
yardimiyla uzaklastirildi. 3 cm 2x30 cm boyutundaki kolona tatbik edildikten sonra 5
mM K-fosfat tamponu (pH=6,2) ile dengelendi. Kolonun akis hiz1 peristaltik pompa ile
15-20 ml/saat’e ayarlandi. DEAE Sephadex iyon degisim kolonundan toplanan ve
diyaliz edilen enzim ¢ozeltisi, jel tistiindeki tampon seviyesi jel seviyesine getirildikten
sonra pipet yardimi ile kolona tatbik edildi. Saflastirma islemi esnasinda kolon 0,5 L 5
mM K-fosfat tamponu (pH=6,2) ile yikanip eliisyon i¢in gradient mikserin kolona bagh
olan ve bir mekanik karistirici ile karistirilan haznesine 250 ml 5 mM K-fosfat tamponu
(pH=6,2) ve bu hazneye agilan diger hazneye ise 250 ml 1,5 M NaCl dolduruldu ve
artan iyonik siddetle lineer gradient eliisyonu basladi. Boylelikle SDH enzimi CM-
Sephadex kolonu ile saflagtiritlmis oldu. Her bir eliiatin 340 nm’de aktivitesine bakilarak
aktiviteye sahip olan tiipler birlestirildi ve diyaliz torbasina yerlestirilerek iki saat
stireyle +4°C 5 mM B-merkaptoetanol iceren, 5 mM K-fosfat pH=6,2 olan tamponuna
kars1 diyaliz edildi. Birlestirilen eliiat ¢ozeltileri boylece jel filtrasyon kolonuna tatbik
edilmek tizere hazir hale getirilmis oldu. Kolona tatbik edilen numuneler ve birlestirilen
eliat ¢ozeltilerinin Bradford metoduyla kantitatif protein tayini ve aktivite tayinleri

yapild1 ve spesifik aktiviteler hesaplanarak saflagtirma oranlari belirlendi.

3.2.9.f. Sephadex G-100 jel filtrasyon kromatografisi

Sephadex G-100 kolona tatbik edilmeden once sisirilmesi gerekmektedir. Bunun igin

jelden 5 g alinarak 200 ml saf suda 1 gece boyunca oda sicaklifinda bekletilerek
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sigirildi.  Sigirilmig jelin iginde bulunan hava kabarciklart vakum yardimiyla
uzaklastirildi.  Sisirilmis ve havasi alinmig jel pH=7,0 olan 200 mM Na- fosfat
tamponuyla dolu kolona paketlendi. Kolonu dengelemek amaciyla 5 mM K-fosfat
tamponu kullanild1 ve kapali sistem olusturuldu. Peristaltik pompa yardimi ile kolon
akis hiz1 3 ml/saat’e ayarlandi. Kolonun dengelendigini; dengeleme tamponu kolondan
uzun siire gegtikten sonra iistten ilave edilen tampon ile alttan akan tamponun pH
degerinin ve 280 nm’de absorbansinin ayni oldugu anda anlasilir. Dengelenen kolona
numunenin paketlenebilmesi i¢in dncelikle kolon iizerindeki kapali sistem agild1 ve jelin
tizerinde birikmis tamponun jel seviyesine gelmesi beklendi. Tampon orani jel
seviyesine geldiginde iyon degisim kolonundan elde edilen numune 0,25 ml gliserol ile
karistirildiktan sonra jelin iizerine tatbik edildi. Numune tatbikinden sonra numunenin
jel seviyesine gelmesi beklendi ve numune jel seviyesine geldikten sonra tampon ilave
edildi. Stok tampon ¢o6zelti ile kapali sistem olusturuldu ve sabit hizla akis saglandi.
Eltiatlar alind1 ve alinan her bir eliiatin 280 nm deki absorbans degerlerin bakilip eliiat
ve kor olarak kullanilan eliisyon tamponunun absorbans farki sifir olana kadar eliiatlar

alind1 ve sonuglar kaydedildi.

3.2.10. Sodyum dodesil siilfat-poliakrilamid jel elektroforezi (SDS-PAGE) ile SDH

enzim safligimin kontrolii

Laemmli metoduna gore saflagtirilan enzimin saflik derecesini belirlemek icin %3-8
kesikli sodyum dodesilstilfat poliakrilamid jel elektroforezi (SDS-PAGE) yapildi ve
enzimin saflik derecesi belirlenmis oldu (Laemmli 1970). Bunun i¢in Oncelikle
elektroforez plakalar1 once saf su ile yikandi daha sonra alkol ile yikandi. Plaklar
yikandiktan sonra her iki kenarinda aralik olusturucu bir plakayla diiz bir plaka {ist {iste
getirilerek kiskaglarla tutturuldu. Plakalar sabitlestirildikten sonra, i¢erisinde sizdirmay1
Onleyen siinger ihtiva eden jel hazirlama kabinine konuldu. Ayirma jeli hazirlandiktan
sonra, jel enjektdr yardimiyla plakalarin iist kisminda 0,5 cm yer kalacak sekilde
dolduruldu ve jelin donmasi i¢in belirli bir siire beklendi. Ayirma jeli katilastiktan sonra
yigma jeli hazirlandi ve jelin iist kisminda kalan bosluga dolduruldu. Numune

kuyulariin olusturulmasi icin tarak dikkatlice yerlestirildi. Jelin kurumasini engellemek
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icin 1slak stizgec¢ kagidi sistem {izerine kapatildi ve yigma jelinin katilagmasi beklendi.
Yi1gma jeli katilastiktan sonra tarak dikkatlice ¢ikartildi ve numune kuyulari olusturuldu.
Once jel saf su, daha sonra da yiiriitme tamponuyla yikandiktan sonra plakalarla birlikte
elektroforez tankina yerlestirildi. Tankin alt ve iist kisimlar1 yiiriitme tamponuyla
dolduruldu. Enzim 6rnekleri yaklagik olarak 20 pg protein igerecek sekilde hazirlandi.
Toplam hacim 50 pl olacak sekilde 1/1 oraninda numune tamponu katilarak {i¢ dakika
kaynar su banyosunda bekletildi. Elektroforez tanki iist tarafa katot (-), alt tarafa anot
(+) gelecek sekilde yerlestirilerek kapatildi. Ornekler 6ncelikle akim 80 volta getirilerek
20 dakika boyunca yiiriitiildii ve 6rneklerin ayirma jeline kadar gelip yigilmasi saglandi.
Daha sonra akim 120 volta getirildi ve boya jelin alt kismina gelinceye kadar yiiriitiildii.
Numune tamponunda bulunan brom timol mavisi numunelerin takip edilebilmesi i¢in
yardimcidir. Yiriitme islemi bittikten sonra elektrik akim kesildi ve plakalar arasindaki
jel dikkatle ¢ikarildi ve sonra 20 dakika sabitlestirme ¢ozeltisine konuldu. Bu islemden
sonra jel cikarilarak boyama c¢ozeltisine konuldu ve calkalayicida 2 saat siireyle
bekletildi. Boyama islemi tamamlandiktan sonra c¢ikarilan jel yikama ¢ozeltisine
konuldu. Yikama tamponunda rengi agilan ve protein bantlar1 belirginlesen jel tampon
cozeltiden cikarilarak fotografi ¢ekildi. Ayirma jelinin hazirlanmasi: pH=8,8 olan 1M 5
ml Tris-HCI, 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 karigtirildi. Yigma jelinin
hazirlanmasi: 0,410 ml 1 M Tris-HCI (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 kanistirildi. PER ¢6zeltisi taze hazirlandi ve karisima eklenerek jel

hazirlandi.

3.2.11. SDH enzimi i¢in karakterizasyon ¢calismalar

3.2.11.a. SDH enzimi icin optimum pH bulunmasina yonelik calismalar

SDH enziminin optimum pH'sin1 belirlemek igin pH'lar1 5.0, 5.5, 6.0, 6.5, 7.0, 7.5, ve
8.0 olan 0.2 M Na-fosfat, pH'lar1 7.5, 8.0, 8.5 ve 9.0 olan 0.2 M Tris/HCI ve pH'lar1 9.0,
9.5, 10.0 ve 10.5 olan 0.2 M Glisin/NaOH tamponlar1 hazirland1 ve uygun substrat
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cozeltisi ile her bir tampon ¢ozelti i¢in ayr1 ayr1 enzim aktiviteleri 6l¢iildii (Soyut and

Beydemir 2008).

3.2.11.b. SDH enzimi icin optimum iyonik siddetin belirlenmesine yonelik

calismalar

SDH enziminin optimum aktivite saglayan iyonik siddetinin belirlenmesi i¢in enzimin
optimum pH belirlendikten sonra belirlenen bu optimum pH’da 20, 40, 60, 80, 160, 240,
480, 640, 800 mM Glisin/NaOH tamponlari hazirlandi ve optimum iyonik siddet

belirlendi.

3.2.11.c. SDH enzimi i¢in optimum sicakhgin belirlenmesine yonelik ¢alismalar

SDH enziminin optimum sicakligini belirlemek amaciyla 1sitmali sogutmali su banyosu
kullanildi. Aktivite Ol¢iimiinde kullanilan tampon ¢o6zelti ve substrat karisimindan
olusan kiivet igerigi ilgili sicakliga getirilen su banyosunda bekletildi. 0°C ile 60°C
arasinda 10 ar °C araliklarla aktivite 6l¢timii yapildi (Demir et al. 2009).

3.2.11.d. SDH enzimi icin stabil pH belirlenmesine yonelik ¢caliymalar

SDH enzimin stabil pH'in1 belirlemek i¢in pH'lar1 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 tamponlar1 kullanildi.
Hazirlanan bu pH'lardaki tampon c¢ozeltilerinin 2ml’si 1ml enzim ¢ozeltisi ile
kanigtirilarak +4°C’de saklandi ve 4 giin boyunca 24 saat arayla yapilan aktivite

Ol¢limilyle enzimin stabil oldugu pH bulundu (Soyut et al. 2008).
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3.2.11.e. Sorbitol substrati icin Ky ve Vi« degerlerinin belirlenmesine yonelik

calismalar

Sorbitol substrati i¢in kegi bobrek dokusundan elde edilen SDH enziminin Ky Ve Vmax
degerlerinin bulunmasi i¢in 5 farkli sorbitol konsantrasyonu hazirlandi ve optimum
sartlarda aktivite Ol¢iimleri yapildi. Elde edilen degerlerle Lineweaver-Burk grafigi

cizildi ve bu grafikten Ky ve Vyax degerleri hesaplandi.

3.2.12. Kec¢i bobrek SDH enziminin aktivitesi iizerine bazi ilaglarin etkilerinin

belirlenmesi

Kegi bobregi SDH enzim aktivitesi lizerine bazi ilaglarin etkilerini belirlemek amaciyla
kiivet ortamina degisik konsantrasyonlarda ilag ilave edilerek aktivite degerleri okundu.
Kullanilan ilacin farkli konsantrasyonlarini olusturmak igin stok ¢ozeltiler seyreltildi.
Kullanilan stok ¢o6zelti hacmi gereken derisimi saglamadigi zaman kiivete katilan
tampon hacmi azaltilarak ila¢ konsantrasyonu arttirildi. Bu sekilde gereken

konsantrasyon ayarlanmis oldu.

3.2.12.a. Inhibisyon etkisi gosteren ila¢ ve metaller icin ICs, ve K; degerlerinin

belirlenmesine yonelik ¢alismalar

Inhibisyon etkisi gosteren ilag ve metaller, farkli inhibitér konsantrasyonlarinda aktivite
Olclimii yapilarak belirlendi. Bu ilag ve metallerden yliksek inhibisyon etkisine sahip
olanlarin %Aktivite-[I] grafikleri ¢izildi ve egrinin denkleminden ICso degerleri
hesaplandi. ICsp degerleri hesaplanan bazi ilag ve metallerin K; degerlerini belirlemek
icin kegi bobregi AR enzim aktivitesini yariya diisliren ilag veya metal konsantrasyonu
ile bu degerin {istiinde ve altinda iki sabit ila¢c veya metal konsantrasyonlarinda uygun
bes substrat konsantrasyonu ile aktivite 6l¢timleri yapildi. Calismalarda kullanilan ve
uygun olan bes farkli substrat konsantrasyonu stok ¢ozelti kullanilarak 6n deneme ile
belirlendi. Elde edilen sonuglarla her bir inhibitor i¢in Lineweaver-Burk grafigi ¢izildi.

Grafik denkleminde yarigmali inhibisyon igin egime esit olan Km/Vmax(1+[1]1/K;)
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ifadesinden, yarismasiz ve yart yarismali inhibisyon i¢in Vma=Vinax(1+[1]/K;)

formiiliinden yararlanilarak K; degerleri belirlendi.
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4. ARASTIRMA BULGULARI

4.1. Kantitatif Protein Tayini I¢cin Kullanilan Standart Grafik

Bradford metodu ile elde ettigimiz enzim c¢ozeltilerindeki Kkantitatif protein tayini
yapildi. Standart grafik boliim 3.2.2.b’de anlatildig1 sekilde hazirlandi. Homojenat, iyon
degisim, jel filtrasyon ve afinite kromatografisi sonucu elde edilen enzim ¢ozeltilerinin
kantitatif protein tayini bu standart grafikten faydalanilarak bulundu. Standart

cozeltilerin pg proteine karsilik absorbans degerleri Sekil 3.1°de gosterildi.
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Sekil 4.1. Bradford yontemiyle proteinlerin kantitatif tayininde kullanilan standart
grafik

4.2. Keci Bobreginden Aldoz Rediiktaz Enziminin saflastirilmasi

4.2.1. Amonyum siilfat ¢coktiirmesi

Amonyum siilfat ¢oktiirmesi boliim 3.2.3.b’de anlatildig gibi yapildi. Coktiirme araligi
her seferinde ¢okelek ve silipernatantta enzim aktivitesine bakilarak %20-%70 olarak
belirlendi. Amonyum siilfat ¢oktiirme islemi buz banyosunda manyetik karistirict ile

yapildi.
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Sekil 4.2. Keci bobrek AR enziminin amonyum siilfat ¢oktiirme araligini gosteren
grafik

4.2.2. Diyaliz

Diyaliz islemi bolim 3.2.3.c’de anlatildig1r sekilde gergeklestirildi. Uygun diyaliz

tamponu uygulanan yonteme gore her seferinde degistirildi.

4.2.3. DE-52 Seliiloz iyon degisim kromatografisi sonuclari

Boliim 3.2.3.d’de anlatildig1 gibi DE-52 seliiloz iyon degisim kromatografisi yapildi.
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Sekil 4.3. Iyon degisim kromatografisi sonuclarini gdsteren eliisyon grafigi

4.2.4. DE-52 seliiloz iyon degisim kromatografisi sonuclari

Boliim 3.2.3.d’de anlatildig1 gibi DE-52 seliiloz iyon degisim kromatografisi yapildi.
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Sekil 4.4. Iyon degisim kromatografisi sonuglarini gdsteren eliisyon grafigi
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4.2.5. Jel filtrasyon kromatografisi sonuclari

Boliim 3.2.3.c.’de anlatildigi gibi jel filtrasyon kromatografisi yapildi.
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Sekil 4.5. Jel filtrasyon kromatografisi sonuglarin1 gosteren eliisyon grafigi

4.2.6.2',5'-ADP Sepharose 4B afinite kromatografisi sonuglari

Bolim 3.2.3.f.°de anlatildigi gibi 2', 5-ADP Sepharose 4B afinite kromatografisi
yapildi.
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Sekil 4.6. 2', 5'-ADP Sepharose 4B afinite kromatografisi sonuglarin1 gosteren grafik

Cizelge 4.1. Keci bobregi aldoz rediiktaz enziminin saflastirma sonuglari

Spesifik

Toplam| Toplam | Toplam | | e | Saflagtirma

Saflastirma Aktivite | Protein

- Hacim | Aktivite | Protein - %\Verim
basamaklari (EU/ml) | (mg/ml) . (EU/mg | Katsayisi
m) | €0) | (mg) |
Homojenat 0,206 2,65 25 515 | 66,25 | 0,078 1 100
(NH,4),SO, ve
D4i5aliz4 0,273 2,64 8,5 2,32 | 22,44 0,1 1,3 33,9
1.DEAE iyon
Degisim 0,392 2,63 7 2,75 18,4 0,15 1,9 27,8
Kromatografisi
2.DEAE iyon
Degisim 0,256 2,01 6,5 1,67 131 0,27 3,47 19,8

Kromatografisi

Jel filtrasyon
kromatografisi 0,166 | 0442 5 083 | 221 | 0,375 4,8 3,34

Afinite

kromatografisi 0,06 0,022 4 0,24 | 0,088 | 2,73 35 0,14
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4.2.7. Keci bobreginden aldoz rediiktaz enziminin SDS-PAGE ile saflik kontrolii

Kegi bobregi aldoz rediiktaz enziminin 2', 5-ADP Sepharose 4B afinite sonucunda elde
edilen eliiatlarin safligin1 kontrol etmek i¢in SDS-PAGE yo6ntemi kullanildi. Bu sebeple
boliim 3.2.4°de anlatildig: gibi elektroforez sistemi kuruldu ve enzim numuneleri sirayla
kuyulara yiiklenerek yiiriitiildii. Elde edilen bantlar1 gosteren fotograf Sekil 4.7°de

gosterildi.

250 kDa
150 kDa
100 kDa

70 kDa
50 kDa

40 kDa

30 kDa
20 kDa

15 kDa
10 kDa

5 kDa

Sekil 4.7. Kegi bobreginden saflastirilan aldoz rediiktaz enziminin SDS-PAGE ile saflik

kontrolii
*1. kuyu standart proteinler (*1. kuyu standart proteinler (Thermo scientific PageRuler Broad Range
Unstained Protein Ladder 26630), 2. ve 3. kuyu Ke¢i bobreginden saflastirilan aldoz rediiktaz enzimi.
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4.2.8. Keci bobrek aldoz rediiktaz enziminin SDS-PAGE ile mol Kiitlesinin

belirlenmesine yonelik sonuclar

Daha sonra SDS-PAGE’te yiiriitiilen saf enzimin fotografi ¢ekildi (Sekil 4.8) Standart
proteinler ve enzim i¢in jelde yiiridiikleri mesafeler ol¢giilerek Ry degerleri hesaplandi.
log MK-R; degerleri ile grafik ¢izildi (Sekil 4.7). Grafikten faydalanarak kegi bobregi

aldoz rediiktaz enziminin mol kiitlesi ise yaklasik 47 kDa olarak hesaplandi.

6 y =-1,7065x + 5,405
] R2=0,9556
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Sekil 4.8. SDS-PAGE sonucu ¢izilen log MA-R¢ grafigi

4.3. Keci Bobreginden SDH Enziminin Saflastirilmasi

4.3.1. Amonyum siilfat ¢coktiirmesi

Bolim 3.2.9.b.’de anlatildig1 gibi amonyum siilfat ¢oktlirmesi yapildi. Her defasinda
cokelekte ve siipernatantta enzim aktivitesine bakilarak ¢oktiirme araligr %40-%60
olarak belirlendi. Amonyum siilfatin homojenatta ¢éziinme islemi buz banyosunda

manyetik karistiric ile yapildi.
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Sekil 4.9. Keci bobrek SDH enziminin amonyum siilfat ¢oktliirme araligini gosteren
fik ’
grafi

4.3.2. Diyaliz

Boliim 3.2.9.c.’de anlatildig1 gibi diyaliz islemi gerceklestirildi. Uygun diyaliz tamponu

kullanilan yonteme gore her defasinda degistirildi.

4.3.3. DEAE-Sephadex iyon degisim kromatografisi sonuclari

DEAE- sephadex iyon degisim kromatografisi boliim 3.2.9.d.’de anlatildig: gibi yapildu.
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Sekil 4.10. DEAE-Sephadex iyon degisim kromatografisi sonuglarini gosteren eliisyon
grafigi

4.3.4. CM-Seliiloz iyon degisim kromatografisi sonuclari

CM-Seliiloz iyon degisim kromatografisi Boliim 3.2.9.e’de anlatildig1 gibi yapildi.
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Sekil 4.11. CM-Seliiloz iyon degisim kromatografisi sonuglarim1 gosteren eliisyon
grafigi
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4.3.5. Jel Filtrasyon kromatografisi sonuclari

CM-Seliiloz iyon degisim kromatografisi Bolim 3.2.9.f.’de anlatildig:1 gibi yapildi.
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Sekil 4.12. Keci bobregi Jel filtrasyon kromatografisi sonuglarini gosteren eliisyon
grafigi

Cizelge 4.2. Ke¢i bobregi SDH enziminin saflagtirma sonuglari

Toplam | Toplam | Toplam Spesifik
Saflastirma Aktivite | Protein Hacim | Aktivite | Protein Aktivite [Saflastirmal %Verim
basamaklari EU/Mml) | (mg/ml) (ml) E0) (mg) (EU/mg | Katsayisi 0
g protein)
Homojenat 0,221 | 1,398 30 6,63 | 41,94 | 0,158 1 100
(NH4),SO,4
Coktiirmesi ve 0,460 0,94 7 3,22 6,58 0,49 3,1 15,69
Diyaliz
DE}?E‘YO“Degis.im 0,508 | 0,254 5 254 | 127 2 12,66 | 3,02
romatografisi
Coliyon degisiim | 316 | 0185 | 25 | 098 | 046 | 213 | 134 1,1
romatografisi
Jel filtrasyon
Kromatografisi 0,216 | 0,011 2 0,432 | 0,022 19,6 124,05 0,05




85

4.3.6. Keci bobrek SDH enziminin SDS-PAGE ile saflik kontrolii

Saflastirma islemleri sonucu ke¢i bobregi SDH enziminin safligin1 kontrol etmek igin
SDS-PAGE yontemi kullanildi. Bu amagla Boliim 3.2.10°da izah edilen elektroforez
sistemi kurularak enzim numuneleri sirayla kuyulara uygulandi ve elektrik alanda

yiritildi. Elde edilen bantlar1 gosteren fotograf Sekil 4.12°de gosterildi.

Sekil 4.13. Kegi bobreginden saflastirllan SDH enziminin SDS-PAGE ile saflik

kontrolii
*1. kuyu standart proteinler (Thermo scientific PageRuler Broad Range Unstained Protein Ladder 26630),
4. kuyu Kegi bobreginden saflastirilan SDH enzimi.
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4.3.7. Ke¢i bobrek SDH enziminin SDS-PAGE ile mol Kkiitlesinin belirlenmesine

yonelik sonug¢lar

Elde edilen saf enzim SDS-PAGE’te yiiriitiildiikten sonra fotografi ¢ekildi (Sekil 4.12)
Standart proteinlerin ve enzimin jelde yiiriidiikleri mesafeler olciilerek Rf degerleri
hesaplandi. Log MK-R; degerleri ile grafik ¢izildi (Sekil 4.13). Grafikten faydalanarak
keci bobregi SDH enziminin mol kiitlesi yaklasik 48,11 kDa olarak hesaplandi.
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Sekil 4.14. SDS-PAGE sonucu ¢izilen log MA-R¢ grafigi

4.4. Keci bobregi Aldoz Rediiktaz Enziminin Karakterizasyon Calismalar ile Tlgili

Sonuclar

4.4.1. Keci bobrek aldoz rediiktaz enzimi i¢in optimum pH bulunmasma yonelik

sonuclar

Keg¢i bobreginden saflastirilan aldoz rediiktaz enzimi i¢in optimum pH bélim 3.2.5.a’da
anlatildigr sekilde; pH'lar1 5,0, 5.5, 6,0, 6,5, 7,0, 7,5 ve 8,0 olan 800 mM Na-fosfat

tampon c¢ozeltileri kullanilarak spektrofotometrik olarak belirlendi (Sekil 4.14 ve
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Cizelge 4.3). Kegi bobreginden saflastirilan aldoz rediiktaz enzimi igin optimum pH=6,0
olarak belirlendi.

Cizelge 4.3. 800 mM Na-fosfat tamponu kullanilarak ke¢i bobreginden saflastirilan
aldoz rediiktaz enziminin optimum pH’s1 i¢in yapilan aktivite 6l¢iim sonuglari

pH Aktivite (EU/ml)
5 0,241
5,5 0,253
6 0,238
6,5 0,233
7 0,175
75 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

03 —@&— Na-Fosfat
’ —aA— Tris/HCI
—m— Glisin/NaOH
0,25
0,2
g 0,15
D 7
LL
0,1
0,05 ‘\‘\\/\-/I
0
5 6 7 8 9 10 11
pH

Sekil 4.15. Keci bobreginden saflastirilan aldoz rediiktaz enzimi i¢in yapilan optimum
pH ¢aligsmasinin sonucu ¢izilen Aktivite-pH grafigi
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4.4.2. Ke¢ci bobrek aldoz rediiktaz enziminin optimum iyonik siddetinin

belirlenmesine yonelik sonuclar

Ke¢i bobreginden saflastirilan aldoz rediiktaz enzim aktivitesi i¢in en uygun iyonik
siddetin belirlenmesi amaciyla daha Once yapilan ¢alismalarda uygunlugu belirlenen
Na-fosfat tamponunun optimum pH’daki degisik konsantrasyonlardaki c¢dozeltileri
Boliim 3.2.5.b’de anlatildigi gibi hazirlandi. Farkli Na-fosfat konsantrasyonlarinda
aktivite ol¢timleri yapilarak Na-fosfat konsantrasyonu ile aktivite degerlerinden olusan
grafik cizildi. Yapilan ¢alismalar sonucu Keci bobreginden saflastirilan aldoz rediiktaz
enzim i¢in en uygun iyonik siddetin 900 mM Na-fosfat (pH=6,0) tamponu olarak tespit
edildi (Sekil 4.15 ve Cizelge 4.4).

Cizelge 4.4. Keci bobreginden saflastirilan aldoz rediiktaz enziminin optimum iyonik siddet i¢in
Na-fosfat (pH=6,8) tampon ¢ozeltisi kullanilarak yapilan aktivite 6lgiim sonuglart

[Na-fosfat] (mM) Aktivite (EU/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
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Sekil 4.16. Degisik konsantrasyonlardaki Na-fosfat (pH=6,8) tampon ¢dzeltileri kullanilarak
Keci bobreginden saflastirilan aldoz rediiktaz enzimi igin ¢izilen iyonik siddet-aktivite grafigi

4.4.3. Keci bobrek aldoz rediiktaz enzimi i¢in optimum sicaklik belirlenmesine

yonelik calisma sonug¢lari

Keci bobreginden saflastirilan aldoz rediiktaz enziminin optimum sicakligini belirlemek
tizere optimum pH ve uygun iyonik siddete sahip 200 mM Na-fosfat (pH=5,5) tampon
¢ozeltisi kullanildi. 0°C ile 60°C arasinda her 10°C’de bir olmak iizere boliim 3.2.5.¢’de
anlatildig1 sekilde aktivite ol¢limleri yapildi. Elde edilen sonuglar Sekil 4.16’da ve
Cizelge 4.5’de gosterildi. Bu galismalar sonucu optimum sicaklik 30°C olarak tespit
edildi.

Cizelge 4.5. Keci bobreginden saflastirilan aldoz rediiktaz enziminin optimum sicaklig
i¢in sicaklik aktivite 6l¢iim sonuglari

Sicaklik (°C) Aktivite (EU/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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Sekil 4.17. Kegi bobreginden saflastirilan aldoz rediiktaz enziminin optimum sicakligini
belirlemek i¢in ¢izilen sicaklik-aktivite grafigi

4.4.4. Keci bobrek aldoz rediiktaz enzimi icin stabil pH belirlenmesine yonelik

calisma sonuclari

Kec¢i bobreginden saflastirilan aldoz rediiktaz enziminin stabil pH’sin1 belirlemek {izere
Boliim 3.2.5.d’de anlatildig: gibi stabil pH caligmasi yapildi. Elde edilen sonuglar Sekil
4.17°de gosterildi. Bu ¢aligmalar sonucu stabil pH=7,5 olarak tespit edildi.

0,12
—8—pH=5,0
01 pH=5,5
£ 008 pH=6,0
i
= 0,06 pH=6,5
£
£ 0,04 —®-pH=70
< —@—pH=7,5
0,02
—e—pH=8,0
0
0 20 40 60 80
Zaman (saat)

Sekil 4.18. Degisik pH’lardaki Na-fosfat tampon ¢ozeltisi kullanilarak kegi bobrek AR
enzimi i¢in elde edilen stabil pH grafigi
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4.4.5. Keci bobrek aldoz rediiktaz enzimi icin Ky ve Vpyax degerlerinin

belirlenmesine yonelik ¢calisma sonug¢lar:

Ke¢i bobreginden saflastirilan aldoz rediiktaz enziminin Ky ve Vmax degerlerini
belirlemek iizere Bolim 3.2.5.e’de anlatildigi gibi Ky-Vmax calismasi yapildi. Elde
edilen sonuglar Sekil 4.18de gosterildi. Bu ¢alismalar sonucu Ky 0,18 mM ve Vpax
0,106 EU/mI olarak tespit edildi.
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Sekil 4.19. Ke¢i bobreginden saflagtirilan aldoz rediiktaz enziminin igin 5 farkli DL-
gliseraldehit konsantrasyonunda ¢izilen Lineweaver-Burk grafigi

4.5. Keci Bobrek SDH Enziminin Karakterizasyon Cahsmalari ile Tlgili Sonuclar

4.5.1. Ke¢i bobrek SDH enzimi i¢cin optimum pH bulunmasina yonelik sonuclar

Keg¢i bobreginden saflagtirilan SDH enzimi ig¢in optimum pH bdlim 3.2.11.a.’da
anlatildig1 sekilde; pH’lar1 5,0, 5.5, 6,0, 6,5, 7,0, 7,5 ve 8,0 olan 40 mM Na-fosfat,
pH’lan1 7,5, 8,0, 8,5 ve 9,0 olan 40 mM Tris/HCI, pH’lar1 9,0, 9,5, 10,0 ve 10,5 olan 40
mM Glisin/NaOH tampon c¢ozeltileri kullanilarak spektrofotometrik olarak belirlendi
(Sekil 4.19 ve Cizelge 4.6). Keci bobreginden saflastirilan SDH enzimi i¢in optimum
pH Glisin/NaOH tamponunda 9,5 olarak belirlendi.



92

Cizelge 4.6. 40 mM Na-fosfat, Tris/fHCI ve Glisin/NaOH tamponlar1 kullanilarak kegi
bobreginden saflastirilan SDH enziminin optimum pH’s1 i¢in yapilan aktivite 6l¢im sonuglari

pH Aktivite (EU/ml)
5 0,004
55 0,018
6 0,029
6,5 0,044
7 0,076
75 0,107
75 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

0,24

0,2
= 0,16 ./-\-/.
£
S —@— Na-Fosfat
Y 012
_}‘;3 —a— Tris/HCI
£ 008 o
< —m— Glisin/NaOH

0,04

0
5 6 7 8 9 10 11

pH

Sekil 4.20. Keci bobreginden saflagtirllan SDH enzimi i¢in yapilan optimum pH
calismasinin sonucu ¢izilen Aktivite-pH grafigi
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4.5.2. Ke¢i bobrek SDH enziminin optimum iyonik siddetinin belirlenmesine

yonelik sonug¢lar

Kegi bobreginden saflastirllan SDH enzim aktivitesi i¢in en uygun iyonik siddetin
belirlenmesi amaciyla Onceki caligmalarla uygunlugu belirlenen Glisin/NaOH
tamponunun optimum pH’daki degisik konsantrasyonlardaki c¢ozeltileri bolim
3.2.11.b’de anlatildig1 gibi hazirlandi. Farkli glisin konsantrasyonlarinda aktivite
Olctimleri yapilarak glisin konsantrasyonu ile aktivite degerlerinden olusan grafik
¢izildi. Yapilan galigmalar sonucu kegi bobreginden saflagtirllan SDH enzimi igin en
uygun iyonik siddetin 25 mM glisin/NaOH (pH=9,5) tamponu olarak tespit edildi (Sekil
4.20 ve Cizelge 4.7).

Cizelge 4.7. Ke¢i bobreginden saflastirilan SDH enziminin optimum iyonik siddeti i¢in
Glisin/NaOH (pH=9,5) tampon ¢ozeltisi kullanilarak yapilan aktivite 6l¢iim sonuglari

[Glisin/NaOH] (mM) Aktivite (EU/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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Sekil 4.21. Degisik konsantrasyonlardaki Glisin/NaOH (pH=9,5) tampon ¢ozeltisi kullanilarak
kec¢i bobreginden saflagtirilan SDH enzimi igin ¢izilen iyonik siddet-aktivite grafigi

4.5.3. Kec¢i bobregi SDH enzimi i¢in optimum sicakhik belirlenmesine yonelik

calisma sonuclari

Keci bobreginden saflastirilan SDH enziminin optimum sicakligini belirlemek {izere
optimum pH ve uygun iyonik siddete sahip 25 mM Glisin/NaOH (pH=9,5) tampon
¢ozeltisi kullanildi. 0°C ile 80°C arasinda her 10°C’de bir olmak iizere bolim
3.2.11.c’de anlatildig1 sekilde aktivite Ol¢limleri yapildi. Elde edilen sonuglar Sekil
4.21’de ve Cizelge 4.8’de gosterildi. Bu calismalar sonucu optimum sicaklik 50°C
olarak tespit edildi.

Cizelge 4.8. Keci bobreginden saflastirilan SDH enziminin optimum sicaklifi icin
sicaklik-aktivite 6l¢iim sonuglari

Sicaklik (°C) Aktivite (EU/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




95

0,12

0,1
0,08
0,06

0,04

Aktivite (EU/mlI)

0,02

0 10 20 30 40 50 60 70
Sicaklik (°C)

Sekil 4.22. Keci bobreginden saflastirllan SDH enziminin optimum sicakligin
belirlemek i¢in ¢izilen sicaklik-aktivite grafigi

4.5.4. Keci bobregi SDH enzimi icin stabil pH belirlenmesine yonelik calisma

sonuclari

Keg¢i bobreginden saflastirilan SDH enziminin stabil pH’sini belirlemek {izere boliim
3.2.11.d.’de anlatildig1 gibi stabil pH c¢alismasi yapildi. Elde edilen sonuglar Sekil 4.22,
4.23 ve 4.24’°te gosterildi. Bu ¢alismalar sonucu stabil pH=10,5 olarak tespit edildi.

—e—pH=9,0

02 | pH=9,5
016 \ pH=10,0
= b\ pH=10,5
S~
2 012 ~So
g D
S 0,08
x
<

0,04

0
0 10 20 30 40 50 60 70 80
Zaman (saat)

Sekil 4.23. Degisik pH’lardaki Glisin/NaOH tampon ¢6zeltisi kullanilarak keg¢i bobrek
SDH enzimi i¢in elde edilen stabil pH grafigi
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4.5.5. Kec¢i bobrek SDH enzimi icin Ky Ve Vax degerlerinin belirlenmesine yonelik

calisma sonuclari

Ke¢i bobreginden saflastiritlan SDH enziminin Ky ve Vmax degerlerini belirlemek {izere
boliim 3.2.11.e.’de anlatildig1 gibi Ky-Vimax calismasi yapildi. Elde edilen sonuglar Sekil
4.25te gosterildi. Bu galismalar sonucu Ky 2,8 mM ve Vi 0,49 EU/mI olarak tespit
edildi.

6 y =5,7262x + 2,0471
5

X 4

>

(=]

£ 3

=

>

S 2
1
0

-0,6 -0,4 -0,2 0 0,2 0,4 0,6 0,8
1/Sorbitol

Sekil 4.24. Kegi bobreginden saflastirilan SDH enziminin igin 5 farkli sorbitol
konsantrasyonunda ¢izilen Lineweaver-Burk grafigi

4.6. Keci Bobrek Aldoz Rediiktaz Enzim Aktivitesi Uzerine Baz1 Antibiyotiklerin

Etkilerinin Belirlenmesine Yonelik Calismalar

Bazi bilesikler tarafindan enzimlerin hem in vivo hem de in vitro olarak aktivitelerinin
azaltilmas1 ve yok edilmesine inhibisyon denir. Buna neden olan bilesiklere ise inhibitor

adi verilir (Nelson and Cox 2005; Keha ve Kiifrevioglu 2009).

Yarigsmali inhibisyonda yapi itibariyle inhibitdr substrata benzemekte ve enzimin aktif
bolgesine baglanarak substratin enzime baglanmasin1 Onlemektedir. Fakat enzime

donilisiimlii  baglanan inhibitoriin substrat konsantrasyonu artirildigi  durumlarda
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inhibitorlerin inhibisyon etkisi ortadan kaldirilabilir. Bagka bir sdylemle enzimin Vmax
degeri degismezken Ky degerinde artis gozlenir (Segel et al. 1975; Telefoncu 1986;
Keha ve Kiifrevioglu 2009). Yarismasiz inhibisyonda ise inhibitor ile substrat arasinda
enzimin aktif bolgesine baglanma hususunda bir yaris soz konusu degildir. Ciinkii
inhibitor enzimin farkli bir bolgesine baglanmaktadir. Enzimin V. degeri azalirken
Kwm degeri sabit kalir. Substrat ve inhibitér enzimin farkli bolgelerine baglanabilmesi ile
enzimin EI ve ESI olarak iki farkli inaktif kompleksi meydana gelir (Telefoncu 1986;
Keha ve Kiifrevioglu 2009). Grafik denkleminde yarismali inhibisyon i¢in Kyl=
Kwm.(1+[1)/K;)  ifadesinden, yarismasiz ve yart yarigsmali inhibisyon igin

Vmax|=Vmax/ (1+[1}/K;) formiiliinden yararlanilarak K; degerleri belirlendi.

Bu calisma kapsaminda keci bobreginden saflastirilan aldoz rediiktaz enzim aktivitesi

lizerine bazi antibiyotiklerin inhibisyon etkisi in vitro sartlarda arastirilmustir.

Cizelge 4.9. Keci bobregi aldoz rediiktaz enzim aktivitesi {izerine Sefuroksim
Sodyum’un etkisi

%AKktivite [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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y= 100e—0,106><

120
R?=0,9846

100
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%Aktivite

40
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0 2 4 6 8 10 12
[Sefuroksim sodyum] mM

Sekil 4.25. Sefuroksim Sodyum’un ke¢i bobrek aldoz rediiktaz enzim aktivitesi lizerine
etkisi

Cizelge 4.10. Keci bobregi aldoz rediiktaz enzim aktivitesi iizerine 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
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y= 100e-25,32x

120
R?=0,9888

100
80

60

%Aktivite
°
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0 0,01 0,02 0,03 0,04 0,05 0,06 0,07
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Sekil 4.26. Seftriakson’un Ke¢i bobrek aldoz rediiktaz enzim aktivitesi lizerine etkisi

Cizelge 4.11. Keg¢i bobregi aldoz rediiktaz enzim aktivitesi iizerine Amikasin Siilfat’in
etkisi

%Aktivite [Amikasin Siilfat] mM
100 0
77,51 0,02
65 0,04
54,57 0,05
38,05 0,09

17,84 0,15
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y - 100e—11,34x

120
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Sekil 4.27. Amikasin Siilfat’in ke¢i bobrek aldoz rediiktaz enzim aktivitesi iizerine
etkisi

Cizelge 4.12. Keci bobrek aldoz rediiktaz enzim aktivitesi lizerine 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
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y= 100e-0,277x
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Sekil 4.28. Sefazolin’in ke¢i bobrek aldoz rediiktaz enzim aktivitesi lizerine etkisi

Cizelge 4.13. Kegi bobrek aldoz rediiktaz enzim aktivitesi {izerine Gentamisin siilfat’in
etkisi

[Gentamisin Siilfat]

%Aktivite mM
100 0
79,78 1
53,93 3,9
46,82 4
31,46 5,9

20,22 8
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Sekil 4.29. Gentamisin siilfat’in keg¢i bobrek aldoz rediiktaz enzim aktivitesi iizerine
etkisi

Cizelge 4.14. Keci bobrek aldoz rediiktaz enzim aktivitesi lizerine 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
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y= 100e-0,982x
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Sekil 4.30. Vankomisin’in Keci bobrek aldoz rediiktaz enzim aktivitesi tizerine etkisi

Cizelge 4.15. Keci bobrek aldoz rediiktaz enzim aktivitesi lizerine 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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Sekil 4.31. Ampisilin’in ke¢i bobrek aldoz rediiktaz enzim aktivitesi lizerine etkisi

Cizelge 4.16. Keci bobrek aldoz rediiktaz enzim aktivitesi {izerine 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




105

y= looe—2,776x
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Sekil 4.32. Siprofloksasin’in ke¢i bobrek aldoz rediiktaz enzim aktivitesi lizerine etkisi

Cizelge 4.17. Keci bobrek aldoz rediiktaz enzim aktivitesi lizerine Meropenem’in etkisi

%Aktivite [Meropenem] mM
100 0
80,45 1,6
65,64 2,5
51,36 49
40,91 6,5

30 8,1
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y= 100e0:144x
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Sekil 4.33. Meropenem’in Kegi bobrek aldoz rediiktaz enzim aktivitesi tizerine etkisi

Cizelge 4.18. Kec¢i bobrek aldoz rediiktaz enzim aktivitesi lizerine 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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Sekil 4.34. Sefoperazon sodyum’un Kegi bobrek aldoz rediiktaz enzim aktivitesi lizerine
etkisi

Cizelge 4.19. Keci bobrek aldoz rediiktaz enzim aktivitesi tizerine CoCl,.H,O’nun etkisi

%AKktivite [CoCl2.H,O0]l 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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Sekil 4.35. CoCl,.H,0’1n kegi bobrek aldoz rediiktaz enzim aktivitesi tizerine etkisi

Cizelge 4.20. Keci bobrek aldoz rediiktaz enzim aktivitesi lizerine FeSO4’1n 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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Sekil 4.36. FeSO,’1n keci bobrek aldoz rediiktaz enzim aktivitesi {izerine etkisi

Cizelge 4.21. Ke¢i bobrek aldoz rediiktaz enzim aktivitesi tizerine MgCly,’{in etkisi

%Aktivite [MgCl;] 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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Sekil 4.37. MgCl,’tin kegi bobrek aldoz rediiktaz enzim aktivitesi tizerine etkisi

Cizelge 4.22. Kec¢i bobrek aldoz rediiktaz enzim  aktivitesi {izerine
Zn(CH3C00),.H,0’1n etkisi

%Aktivite [Zn(CchOO)zHQO] 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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Sekil 4.38. Zn(CH3C0O0),.H,0’mn kegi bobrek aldoz rediiktaz enzim aktivitesi iizerine
etkisi

25 @ Kontrol
A[11]=2,1
20 M [2]=6,3
*[13]=8,4
15
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1/ DL-Gliseraldehit

Sekil 4.39. Keci bobrek AR enzimi iizerine Sefuroksim’in Lineweaver-Burk grafigi



112
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Sekil 4.40. Kegi bobrek AR enzimi iizerine Seftriakson Sodyum’un Lineweaver-Burk
grafigi
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Sekil 4.41. Kegi bobrek AR enzimi iizerine Amikasin Silfat’in Lineweaver-Burk
grafigi
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Sekil 4.42. Keci bobrek AR enzimi iizerine Sefazolin’in Lineweaver-Burk grafigi
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Sekil 4.43. Ke¢i bobrek AR enzimi lizerine Gentamisin Silfat’in Lineweaver-Burk
grafigi
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Sekil 4.44. Keci bobrek AR enzimi lizerine Vankomisin’in Lineweaver-Burk grafigi

30 ® Kontrol
A[11]=524 mM
25
. W [12]= 24,46 mM
20 #[13]=52,41 mM
*

2 15

—
10

-10 -5 0 5 10 15

1/DL-Gliseraldehit

Sekil 4.45. Kegi bobrek AR enzimi lizerine Ampisilin’in Lineweaver-Burk grafigi




115

25 ® Kontrol
* A[11]=0,21
20 W [12]=0,24
#[13]=0,27
15
> *
o
10 N
5
-8 3 2 7 12
1/DL-Gliseraldehit

Sekil 4.46. Keci bobrek AR enzimi iizerine Siproflaksasin’in Lineweaver-Burk grafigi
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Sekil 4.47. Keci bobrek AR enzimi {izerine Meropenem’in Lineweaver-Burk grafigi
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Sekil 4.48. Kegi bobrek AR enzimi tizerine Sefoperazon Sodyum’un Lineweaver-Burk
grafigi
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Sekil 4.49. Kegi bobrek AR enzimi tizerine CoCly. 6H,0’1n Lineweaver-Burk grafigi
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Sekil 4.50. Keci bobrek AR enzimi iizerine FeSO4’1in Lineweaver-Burk grafigi
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Sekil 4.51. Kegi bobrek AR enzimi iizerine Zn(CH3COO),.6H,0’1n Lineweaver-Burk
grafigi



Cizelge 4.23. Kegi bobrek AR enzimi i¢in bulunan ICsy degerleri, K; sabitleri ve

inhibisyon tiirleri

118

Antibiyotik Tiirii ICso (MM) Ortalama K;(mM) | Inhibisyon Tiirii
Sefuroksim 6,54 7,52+ 1,41 Yarismasiz
Seftriakson 0,0274 0,018+0,009 Yarismal
Amikasin Siilfat 0,061 0,017+0,002 Yarismasiz
Sefzolin 25 1,73+0,18 Yarigsmasiz
Gentamisin Siilfat 3,483 0,84+0,13 Yarismali
Vankomisin 0,706 0,19+0,054 Yarismali
Ampisilin 24,755 16,06+7,59 Yarigsmasiz
Siproflaksasin 0,25 0,103+0,03 Yarigsmali
Meropenem 4,814 1,660,066 Yarismali
Sefoperazon 0,858 0,46+0,24 Yarigsmali
Sodyum
Linkomisiin Yeterli inhibison - -

yok
Metal Tiirii ICso (MM) Ortalama K; (mM) Inhibisyon Tiirii
CoCl,. 6H,0 0,000445 0,00019+0,0004 Yarismasiz
FeSO, 0,0286 0,00264+0,00081 Yarigsmali
MgCl, 1,007 - -
Zn(CH;C00),.H,O | 0,084 0,017+0,002 Yarigsmali

yok

CacCl, Yeterli inhibison - -
yok

CuSQO,.5H,0 Yeterli inhibison - -
yok

KCI Yeterli inhibison - -
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4.7. Keci Bobrek SDH Enzim Aktivitesi Uzerine Baz1 Antibiyotiklerin Etkilerinin

Belirlenmesine Yonelik Calismalar

Bu ¢alisma kapsaminda keci bobreginden saflastirilan SDH enzim aktivitesi iizerine

bazi antibiyotiklerin inhibisyon etkisi in vitro sartlarda arastirilmastir.

Cizelge 4.24. Kegi bobregi sorbitol dehidrogenaz enzim aktivitesi {izerine Sefuroksim
Sodyum’un etkisi

%AKktivite [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

y= 1ooe—4,568x

120
R?=0,9779

100

o]
o
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20

0 002 004 006 008 01 012 014 016 0,18
[Sefuroksim Sodyum] mM

Sekil 4.52. Sefuroksim Sodyum’un keci bobrek sorbitol dehidrogenaz enzim aktivitesi
tizerine etkisi
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Cizelge 4.25. Ke¢i bobregi sorbitol dehidrogenaz enzim aktivitesi iizerine
Seftriakson’un etkisi

06 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
120 y= 100e27,57x
R?=0,9666
100
o« 80
b= °
2
£ 60 ®
g
> 40 L
20
0
0 0,005 0,01 0,015 0,02 0,025 0,03 0,035
[Seftriakson Sodyum] mM

Sekil 4.53. Seftriakson sodyum’un kegi bobrek sorbitol dehidrogenaz enzim aktivitesi
tizerine etkisi
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Cizelge 4.26. Kegi bobregi sorbitol dehidrogenaz enzim aktivitesi iizerine Amikasin
Siilfat’in etkisi

%Aktivite [Amikasin Siilfat] mM
100 0
73,25 0,037
60,17 0,55
49,79 0,66
45,66 0,73
34,44 11
120 y = 100e0:993
R?=0,985
100
g 80 o
2
£ 60
g
> ®
40
20
0
0 0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2
[Amikasin Siilfat] (mM)

Sekil 4.54. Amikasin Silfat’in kegi bobrek sorbitol dehidrogenaz enzim aktivitesi
tizerine etkisi
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Cizelge 4.27. Kegi bobrek sorbitol dehidrogenaz enzim aktivitesi tizerine 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
120 y = 100e°0.0%
R*=0,9748
100
80
2
s
£ 60 )
$ °
40
20
0
0 2 4 6 8 10 12 14
[Sefazolin Sodyum] mM

Sekil 4.55. Sefazolin’in keci bobrek sorbitol dehidrogenaz enzim aktivitesi {izerine
etkisi
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Cizelge 4.28. Keci bobrek sorbitol dehidrogenaz enzim aktivitesi {izerine
Siprofloksasin’in etkisi

%AKktivite [Siprofloksasin] mM
100 0
58,35 0,24
53,05 0,27
49,21 0,28
45,48 0,29
43,35 0,31

y= 100e-2,536x

120
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100
80

60 °

%Aktivite

40

20

0 0,05 0,1 0,15 0,2 0,25 0,3 0,35
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Sekil 4.56. Siprofloksasin’in Kegi bobrek sorbitol dehidrogenaz enzim aktivitesi lizerine
etkisi
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Cizelge 4.29. Keci bobrek sorbitol dehidrogenaz enzim aktivitesi {izerine
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
120 y= 1006-0,142x
R?=0,9789
100
80
2 o
2 60
4 ()
20
0
0 1 2 3 4 5 6 7 8
[Meropenem] mM

Sekil 4.57. Meropenem’in kegi bobrek sorbitol dehidrogenaz enzim aktivitesi iizerine
etkisi
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Cizelge 4.30. Keci bobrek sorbitol dehidrogenaz enzim aktivitesi {izerine 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
120 y= 100e4:353x
R2=0,9794
100
80
[<5)
= (d
2
£ 60 °
g
S
40
20
0
0 0,05 0,1 0,15 0,2 0,25
[Sefoperazon Sodyum] mM

Sekil 4.58. Sefoperazon Sodyum’un kegi bobrek sorbitol dehidrogenaz enzim aktivitesi
lizerine etkisi
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Cizelge 4.31. Keci bobrek sorbitol dehidrogenaz enzim aktivitesi iizerine 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

y = looe—44,59x

120
R?=0,9876

100

60

%Aktivite

40

20

0 0,005 0,01 0,015 0,02 0,025
[Rifamisin Sodyum] mM

Sekil 4.59. Rifamisin Sodyum’un keg¢i bobrek sorbitol dehidrogenaz enzim aktivitesi
tizerine etkisi
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Cizelge 4.32. Keci bobrek sorbitol dehidrogenaz enzim aktivitesi {izerine
CoCl,.H,O’nun etkisi

%Aktivite [CoCl.H, 0]l MM
100 0
68,54 0,0003
60,41 0,00036
49,73 0,00045
40,46 0,00054
36,81 0,0006
120 y = 100e-1581x
R?2=0,9721
100
2 80
= ®
£ 60 °
g
o 40
20
0
0 0,0001 0,0002 0,0003 0,0004 0,0005 0,0006 0,0007
[CoCl,.6H,0] mM

Sekil 4.60. CoCl,.H,0O’un kegi bobrek sorbitol dehidrogenaz enzim aktivitesi iizerine
etkisi
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Cizelge 4.33. Kegi bobrek sorbitol dehidrogenaz enzim aktivitesi lizerine FeSOs’in
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
120 y= 100e778/94x
R2=0,9718
100
Q 80
=
£ 60
< °
> 40 ° o
20
0
0 0,005 0,01 0,015 0,02 0,025
[FeSO,.7H,0] mM

Sekil 4.61. FeSO,4’1n kegi bobrek sorbitol dehidrogenaz enzim aktivitesi lizerine etkisi
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Cizelge 4.34. Keci bobrek sorbitol dehidrogenaz enzim aktivitesi tizerine MgCl,’tin
etkisi

%Aktivite [MgCl;] mM
100 0
76,29 0,7
65,43 1
50,29 15
42 1,7
36,29 2
120 y = 100e-0,484x
R?=0,9811
100
@ 80 °
= °
£ 60
g
> 40
20
0
0 0,5 1 1,5 2 2,5
[MgCl,] mM

Sekil 4.62. MgCl,’iin keci bobrek sorbitol dehidrogenaz enzim aktivitesi iizerine etkisi
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Cizelge 4.35. Keg¢i bobrek sorbitol dehidrogenaz enzim aktivitesi iizerine
Zn(CH3C00),.H,0’1n etkisi

%0 Aktivite [Zn(CH3C00),.H,0] mM
100 0
73,57 0,08
62,84 0,12
50,55 0,17
35,62 0,23
29,82 0,27
120 y = 100e 4333
R2=0,9898
100
g ® °
=
£ 60 ®
<£ ®
> 40
20
0
0 0,05 0,1 0,15 0,2 0,25 0,3
[Zn(CH,;CO0),.H,0] MM

Sekil 4.63. Zn(CH3CO0),.H,O’1n kegi bobrek sorbitol dehidrogenaz enzim aktivitesi
lizerine etkisi
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30 ® Kontrol
A [11]=0,11
25
W [12]=0,15
20 ¢ [13]=0,16

v

15

10

5
- —

0,4 0,2 0 0,2 0,4 0,6
1/Sorbitol

Sekil 4.64. Keci bobrek SDH enzimi tizerine Sefuroksim Sodyum’un Lineweaver-Burk
grafigi

30 @ Kontrol
A 0,018
25
W0,025
20 0,027
2
—
15
> /‘/r://://'é:
0
-0,4 -0,2 0 0,2 0,4 0,6
1/Sorbitol

Sekil 4.65. Ke¢i bobrek SDH enzimi tizerine Seftriakson Sodyum’un Lineweaver-Burk
grafigi
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25 @ Kontrol
A[11]=0,37
20 M [12]=0,66
& [13]=1,1
> 15
S~
—
*
10 u
5 /‘
el
-0,4 0,2 0 0,2 0,4 0,6
1/Sorbitol

Sekil 4.66. Keci bobrek SDH enzimi iizerine Amikasin Siilfat’in Lineweaver-Burk
grafigi

® Kontrol
16 A[I1]=0,01
14 W [12]=0,017
12 * [13]=0,02

v
o

-0,6 0,4 0,2 0 0,2 0,4 0,6
1/Sorbitol

Sekil 4.67. Keci bobrek SDH enzimi iizerine Sefazolin’in Lineweaver-Burk grafigi
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18 @ Kontrol

16 A [11]=0,27
14 W [12]=0,28
12 < [13]=0,31

10

D

-0,4 -0,2

o

0,2 0,4 0,6
1/Sorbitol

Sekil 4.68. Keci bobrek SDH enzimi iizerine Siproflaksasin’in Lineweaver-Burk grafigi

25 ® Kontrol

A331
20 w411

¢49
15

10

v
@
.
.

5
-0,5 -0,3 -0,1 0,1 0,3 0,5 0,7

1/Sorbitol

Sekil 4.69. Keci bobrek SDH enzimi iizerine Meropenem’in Lineweaver-Burk grafigi
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250

200

.
150 |
@ Konro
2 .
— A[I11]=0,14
100 ®
W [2]=0,16
#[13]=0,19
50
=
0,3 -0,2 0,1 0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6

1/Sorbitol

Sekil 4.70. Kegi bobrek SDH enzimi iizerine Sefoperazon Sodyum’un Lineweaver-Burk
grafigi

18

@ Kontrol
16 A0,01
14 m0,017
12 0,02

10

0,4 0,2

o

0,2 0,4 0,6
1/Sorbitol

Sekil 4.71. Kegi bobrek SDH enzimi iizerine Rifamisin Sodyum’un Lineweaver-Burk
grafigi
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40 @ Kontrol
35 40,0003
30 W 0,00045
#0,0006
25
> 20
— .
15
10 .
5
]

-0,4 -0,2 0 0,2 0,4 0,6

1/Sorbitol

Sekil 4.72. Ke¢i bobrek SDH enzimi {iizerine CoCl,. 6H,O’nun Lineweaver-Burk
grafigi

40 ® Kontrol

35 A[I1]=0,27
MW [12]=0,28
¢ [13]=0,31

30

25

v

20
15
10

5

7

-0,5 0,3 0,1 0,1 0,3 0,5 0,7
1/Sorbitol

Sekil 4.73. Ke¢i bobrek SDH enzimi tizerine Zn(CH3COQ),.6H,0’1n Lineweaver-Burk
grafigi
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Cizelge 4.36. Kegi bobrek SDH enzimi i¢in bulunan ICsg degerleri, K; sabitleri ve
inhibisyon tiirleri

Antibiyotik Tiirii ICso (MM) Ortalama K;(mM) | Inhibisyon Tiirii
Sefuroksim 0,15 7,52+ 1,41 Yarigmasiz
Seftriakson 0,025 0,075+0,038 Yarismal
Amikasin Siilfat 0,7 0,62+0,25 Yarismasiz
Sefazolin 13,86 0,013+0,0075 Yarismal
Rifamisin Sodyum 0,016 0,031+0,027 Yarigmasiz
Siproflaksasin 0,27 0,54+0,39 Yarigsmasiz
Meropenem 4,88 3,5+4,2 Yarigsmali
Sefoperazon 0,16 0,067+0,074 Yarigmali
Sodyum
Gentamisin Yeterli inhibison | - -

yok
Vankomisin Aktivasyon - -
Ampisilin Aktivasyon - -
Metal Tiirii ICso (MM) Ortalama K;(mM) | Inhibisyon Tiirii
CoCl,. 6H,0 0,00044 0,00018+0,0003 Yarigsmali
FeSO, 0,009 - -
MgCl, 1,43 - -
Zn(CH;C00),.H,O | 0,16 0,14+0,13 Yarismal
CacCl, Yeterli inhibison | - -

yok
CuSQO,.5H,0 Yeterli inhibison | - -

yok
KCI Yeterli inhibison | - -

yok
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5. TARTISMA ve SONUC

Aldoz rediiktaz, poliol yolunun ilk ve hiz smirlayic1 enzimi olup, NADPH kofaktorii
araciligr ile glukozun polihidroksilalkol olan sorbitole doniisiim reaksiyonunu
katalizlemektedir (Hers 1956). Aldoz rediiktaz (alditol: NADP+ oksidorediiktaz, EC
1.1.1.21, ALR2) enzimi nikotinamid adenin diniikleotid fosfat (NADPH) kofaktoriine
bagli olarak alifatik ve aromatik yapidaki aldehitleri, streoidleri, monosakkaritleri,

polisiklik aromatik hidrokarbonlar1 ve isoflavonoidleri katalize etmektedir (Kumar and

Reddy 2007).

Aldoz rediiktaz ezniminin poliol yolu disinda bircok metabolik yolakla iliskili oldugu
bilinmektedir. Bunlar; kanser (Lee et al. 2001), kardiyovaskiiler hastaliklar (Ramasamy
et al. 1999), renal yetmezlik (Jiang et al. 2006), inflamasyon (Ramana et al. 2006), over
anomalileri (Meyer et al. 1992), depresyon olarak siralanabilir (Regenold et al. 2000).
Enzimin bu diizenleyici etkileri, enzim {izerine olan inhibisyon calismalarinin degerini
arttirmaktadir. Aldoz rediiktaz inhibitorleri kolon kanseri, romatoit artirit gibi bir ¢ok
hastaligin tedavisinde kullanilmaktadir (Srivastava et al. 2005; Ramana and Srivastava
2006; Tammali 2007). Aldoz rediiktaz enzim inhibitorleri {izerine son yillarda bir¢ok
calisma yapilmis olup, bu ¢alismalarin ¢ogunda farmokinetik problemler, yan etkiler ve
diisiik inhibisyon belirtilmistir (Costantino et al. 1997; Costantino 1999; El-Kabbani et
al. 2004).

Diyabet olduk¢a sik goriilen metabolik bir sendromdur ve bu hastalik noropati,
nefropati, retinopati, katarakt ve ateroskleroza bagli olarak artan miyokardiyal enfarktiis
ve inme riski gibi bir¢ok dejeneratif komplikasyon ile iligkili olup tip I ve tip II
diyabette de bu patolojilere rastlamak miimkiindiir. Bu komplikasyonlarin kontrolii ve
Onlenmesi diabet hastalarinin yasam kalitesi ve oliim oranlari i¢in oldukca ciddi ve

onemli terapotik problemdir (Hanefeld et al. 1996; Viberti 2005).
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Diyabetli hastalarda ¢ok sik goriilen ve kronik komplikasyonlardan biri olan diabetik
retinopati biitiin diabetiklerin %90’mndan daha fazlasinda hayatlarinin herhangi bir
doneminde goriilmektedir (Kempen et al. 2004; Roy et al. 2004; Hirai et al. 2011).
Yasadigimiz yiizyilda retinopati hastaliginin tedavisinde kullanilan yontemlerin az
olmasi, diyabetli bireylerin fazlalif1 ve retinopatinin patofizyolojisinin tam anlamiyla

belirlenememis olmasi saglik sektorii iizerinde biiyiik etkilere sahiptir.

Hiperglisemi diyabette vaskiiler komplikasyonlarin gelismesinde temel risk faktoriidiir.
Hiperglisemi durumunda bazi metabolik yolaklarin aktivitesi artarken bu yolaklarin
aktivitesi sonucu olusan oksidatif stres, endotel fonksiyon bozukluklarina sebep
olmaktadir. Bunun sonucunda ise pek c¢ok wvaskiiler komplikasyon olusmaktadir.

(UKPDS Research Group 1998; Temelkova-Kurktschiev et al. 2000).

Diinya niifusunun yaklasik %35-7’sinde diyabet goriilmektedir ve bu hastaligin neden
oldugu makrovaskiiler ve mikrovaskiiler komplikasyonlarin ekonomiye maliyeti giin
gectikge artmaktadir (Gugliucei 2000). 2002 yilinda ABD’de yapilan bir ¢alismada
sadece diabet sonucu olusan komplikasyonlarin saglik sistemine maliyetinin yaklagik

132 milyar dolar oldugu belirtilmistir (Setter et al. 2003).

2003 yil1 itibar ile diinyada 180 milyondan fazla insani etkilemekte olan ve énemli bir
saglik sorunu olan diabetin sebep oldugu 6liim nedenleri, Tiirkiye ve diinyada {icilincii
sirada yer almaktadir. 2003 Diinya Saglik Orgiitii verilerine gére (World Health
Organization (WHO)), diyabet goriilme sikliginin 2025 yilinda hizla artarak diyabetik

birey sayisinin 300 milyon civarinda olacagini 6ngoriilmektedir (Sicree et al. 2003).

Aldoz rediiktaz enzimi ve poliol yolu, diabetin kronik komplikasyonlarinin olusumunda
onemli bir yer tutmaktadir. Poliol yolunun aktivitesi hiperglisemi durumunda artar. Bu
yolun aktivitesinin artmasiyla glukozun 1/3°i (Gonzalez et al. 1984; Yabe-Nishimura
1998) bu yolakta metabolize olur ve bunun sonucunda diabette istenmeyen sonuglarin
olusmasma sebebiyet verir. Aldoz rediiktaz enziminin farkli canlilarda ve farkl

dokularda cesitli fonksiyonel 6zelliklere sahip olmasi, enzimin fizyolojik 6zellikleri
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tizerinde tartismalarin devam etmesine sebep olmaktadir. Aldoz rediiktaz enzimi
seminal vezikiilerde sperm hiicrelerinin enerji ihtiyacini karsilamak i¢in fruktoz
tiretiminden sorumluyken (Kobayashi et al. 2002; Frenette et al. 2004), bobreklerde
osmotik regiilasyonun diizenlenmesinde gorevli olan sorbitol iiretiminden sorumludur
(Garcia-Perez and Burg 1991). Enzim lipid aldehitlerin ve onlarin GSH konjugatlarinin
glukozdan daha etkili bir sekilde metabolize olmasi (Srivastava et al. 1999; Srivastava
et al. 2005) ve aldoz rediiktaz enziminin antioksidan savunmasinda 6nemli bir yere

sahip oldugu diisiiniilmektedir.

DL-gliseraldehit sican lensi aldoz rediiktaz enziminin substrati olup, Ky degeri 0,08
mM iken, yine DL-gliseraldehit icin sigan lensi ALR1 enziminin Ky degeri 6,2 mM’dir
(Sato and Kador 1989). Hiperglisemi durumunda, aldoz rediiktaz enziminin substrati
olan heksoz ve trioz sekerler karsilastirildiginda, trioz sekerlerin Ky degerleri heksoz
sekerlere oranla daha diisiik oldugu saptanmistir. Bu sebeple aldoheksozlardan olusan
triozlar, diisik Ky degerlerine sahip olduklari i¢in aldoz rediiktaz enzimi i¢in ¢ok iyi

substratlardir (Jagt et al. 1995) (Cizelge 5.1).

Cizelge 5.1. Sigan lensi AR ve ALR1 enzimleri igin gesitli substratlar ve Ky degerleri
(Sato and Kador 1989)

Substrat Sican lens ALR1 Sican lens AR
Km (MM) Kwm (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 rediikaz enzimi baz1 fizyolojik ve ksenobiyotik aldehitlerin NADPH bagimh
rediiksiyonunu  katalizlemektedir. Izokortizol ~ ve  izokortikosteron  gibi

izokortikosteroidler aldoz rediikaz enziminin en iyi substratlardir (Km<1 puM). Bunlar
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biyojenik aldehitlerinde i¢inde bulundugu aromatik ve arilalkilaldehitler takip eder
(Km=37 uM). Aldozlara karsi aktivite gliseradehit ile en yliksektir ve sekerdeki karbon

sayisinin artmasiyla aktivitenin azaldigi bildirilmistir (Wermuth et al. 1982).

Aldoz rediiktaz inhibitdrleri {i¢ smifa ayrilmaktadirlar. Bunlar karboksilik asit grubu
tastyanlar, siklik imid grubu tasiyanlar ve siilfonil nitrometan tiirevleridir (Rogniaux et
al. 1999; Wang et al. 2007). Inhibitdrlerin polar uclari ile aktif bolge kalintilari
arasindaki etkilesimler enzim-inhibitér kompleksinin kararliliginda 6nemli rol
oynamaktadir. Siklik imid sinifina dahil olan minalrestatin flor atomunun ve fidarestatin
karbamoil grubunun karboksilat fonksiyonel grubu ile yerdegistirmesi sonucu enzim-

inhibitor kompleksinin net baglanma enerjisi artmaktadir (Darmanin et al. 2004).

Kopekler iizerinde gerceklestirilen bir calismada sorbinilin aldoz rediiktaz enzimini
inhibe etmesi sonucu diabetik noropatiyi engelleyebildigi fakat nefropati, retinopati ve
kaslarda bazal membran kalinlagsmasini engelleyemedigi belirtilmistir (Engerman et al.
1994). Ayni zamanda sorbinil inhibitoriiniin diyabetik ndropatide sorbitol birikimi ve

miyoinositol azalisin1 engelleyerek pozitif sonuglar verdigi belirtilmistir (Bertimattera et
al. 1996).

Ponalrestat ve tolrestat gibi aldoz rediiktaz inhibitorleri ile yapilan ¢alismalar sonucunda
retinopatiyi engelleyemedigi belirtilmistir (Chung and Chung 2005). Tiamin tiirevi olan
benfotiamin diabetik retinopatide basarili bir aldoz rediiktaz inhibitoriidiir. Pentoz fosfat
yolunu aktive eden benfotiamin, serbest radikal olusumunu engellemektedir.
Mitokondrial ROS seviyesinin diismesi sonucu PKC yolunun aktivasyonunu da 6nledigi
belirtilmektedir (Hammes et al. 2003). Yine ayn1 grup bir inhibitér olan zenalrestatla
yapilan ¢aligmalar sinir iletim hizinda belirgin diizeyde diizelmeler oldugu saptanmistir

(Greene et al. 1999).

Diyabetik ve galaktosemik fareler tiizerine yapilan bir calismada AR ve SDH
inhibisyonun katarakt olusumuna etkileri incelenmistir. Bu ama¢ dogrultusunda SDH

inhibitorleri ve AR inhibitdrlerinin hem varliginda hemde yoklugunda diyabetik ve
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galaktosemik farelerde katarakt olusumu gozlenmistir. Bu c¢alismanin sunucunda,
diabetik ve galaktosemik farelerde AR inhibitdrlerinin katarakt olusumunu azalttigi
saptanmustir. Ayrica, diabetik farelerde SDH inhibitorlerinin katarakt olusumunu
arttirdig1 fakat galaktosemik farelerde ise katarakt olusumunu etkilemedigi belirtilmistir.
Yapilan ¢alisma sonucunda hiicrelerde sorbitol birikiminin katarakta sebep oldugu, AR
enziminin inhibe edilmesi ise katarakt olusumunu engelleyebilecegini ortaya

koymaktadir (Kador et al. 1998).

SDH enziminin niikleosit ve niikleotidler tarafindan inhibisyonu sonucu enzimin
aktivitesini en fazla Guanosine-2,3-di-P inhibe ettigi (Kj=1,0 mM) ve bu inhibisyonun

yarigsmasiz bir inhibisyon oldugu bildirilmistir (Lindstad et al. 2013).

Flavonoid olan rutin ve quercetin aldoz rediiktaz enzimini inhibe ettigi bilinmektedir.
Yani siilfat iyonlar1 aldoz rediiktaz enziminin aktivitesini stimiile eder. Modifiye tiyol
reaktiflerinden iyodoasetat ve 4-hidroksicivabenzoat zamana bagimli inaktivasyona
sebep olur. 5,9 izoelektrik noktaya sahip olan aldoz rediiktaz enzimi tiyol reaktiflerinin
etkisiyle izoelektrik nokta 5,1’¢ degismektedir (Wermuth et al. 1982).

Aldoz rediiktaz enziminin spesifik inhibitorii oldugu diisiiniilen Quercetin’in (Kador et
al. 1986) SDH enzimi iizerine yapilan inhibisyon g¢alismalar1 sonucunda insan beyni
SDH enzimini 6nemli dl¢iide inhibe ettigi (O’Brien et al. 1983) ve benzer sekilde
quercetin’in, si@ir beyni SDH enzimini inhibe ettigi bildirilmistir (Wiesinger and
Hamprecht 1989).

Deneysel diabetik hayvanlar {iizerine yapilan bir diger ¢alismada aldoz rediiktaz
inhibitorlerinin periferal sinirlerin fonksiyonel, biyokimyasal ve yapisal bozukluklarinm

diizelttigi belirtilmistir (Yagihashi et al. 1990; Cameron and Cotter 1992).

Aldoz rediiktaz inhibitorii olan zenarestat ile yapilan bir ¢alismada, sinir iletim hizini
olumlu yonde etkiledigi bildirilmis olup (Setter et al. 2003), baska bir ARI’i olan

regenistein lens proteinlerinin zarar goérmesini engelleyerek katarakt olusumunu
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engelledigi ve poliol yolagmin neden oldugu oksidatif stresi engelleyerek GSH

seviyesinin artmasina sebep oldugu belirtilmistir (Kim et al. 2008).

Bir bagka ARI’li olan tiazolil tiazolidinedionun yeni tiirleri ile fare bobregi aldoz
rediiktaz inhibisyonu {izerine yapilan bir ¢alismada, Tiazolun C2 pozisyonunda
piperidin bulunan bilesigin, ayni1 pozisyonda 4—klorobenzilsiilfanil bulunan bilesikten

¢ok daha iyi inhibisyon etkisine sahip oldugu belirtilmistir (Bozdag et al. 2007).

Curcumin’in anologlar1 iizerine yapilan bir ¢alismada, analogun fenolik halkasinin p-
hidroksil gruplarinin aldoz rediiktaz enzimini 6nemli Gl¢iide inhibe ettigi, o-hidroksil
gruplarinin enzim ile ¢ok siki etkilesmesi sonucu inhibibe ettigi bildirilmistir (Du et al.
2006).

Sican lens aldoz rediiktaz ve insan rekombinant aldoz rediiktaz enzimi iizerine
flavonoidlerin etkileri incelenmis ve ¢alismanin sonucunda flavonoidlerin aldoz
rediiktaz enzimini Onemli Olglide inhibe ettigi ve flavonoidlerin diabetik

komplikasyonlarin engellenmesinde etkili olabilecegi belirtilmistir (Jung et al. 2008).

Protokatekuik asidin diabetik farelerde aldoz rediiktaz ve sorbitol dehidrogenaz
enzimlerinin mRNA ekpresyonlar1 ve onlarin aktiviteleri tizerine etkileri incelenmis ve
protokatekuik asidin enzimlerin mRNA ekpresyonlar1 ve aktivitelerini azalttigi, sonug
olarakta diyabetik komplikasyonlarin azaltilmasinda etkili olabilecegi bildirilmistir (Lin
etal. 2011).

Aldoz rediiktaz inhibitorii oldugu rapor edilen ellagic asit diyabetik ratlarda lens, siyatik

sinirler ve eritrositlerde sorbitol birikimini engelledigi bildirilmistir (Ueda et al. 2004).

Anti diyabetik etkilere sahip oldugu bildirilen ve fenolik bir bilesik olan kafeik asitin
glisemik kontroller igin kullanilabilecegi belirtilmistir (Jung et al. 2006).
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Diabetik sigan aldoz rediiktaz enzimi iizerine yapilan bir ¢caligmada ponalrestatin enzim
aktivitesini belirgin bir sekilde distirdiigii bildirilmistir (Soulis-Liparota et al. 1995).
Karboksilik asit grubu tagiyan ve aldoz rediiktaz inhibitorii olan ponalrestat anlamli bir
etkiye sahip olmayip klinik agidan 6nemli bir yan etkiye sahip olmadig1 belirtilmistir
(Miyamoto 2002). Aldoz rediiktaz inhibitorii olan NZ-314, ponalrestat ile ayni siniftan
olup siyatik sinirlerdeki kan akisini ve motor sinir iletimini arttirdigi bildirilmigtir
(Miyamoto 2002). Asano ve arkadaglarinin yapmis oldugu bir ¢alismada fidarestatin
sinir kan akisin1 ve sinir hiicrelerinde biriken sorbitol diizeyini normal seviyeye getirdigi

bildirilmistir (Asano et al. 2002).

ARI’l olan fidarestatin karbamoil grubunun karboksilat fonksiyonel grubu ve diger
ARI’U ve siklik imid smifindan olan minalrestat, yapisindaki flor atomu ile yer
degistirmesi sonucu enzim-inhibitor kompleksinin net baglanma enerjisinin arttig

gosterilmistir (Darmanin et al. 2004).

Fakat, aldoz rediiktaz inhibitdrlerinin gérevleri bunlarlada smirli degildir. AR’ leri ile
ilgili son yillarda yapilan ¢aligmalarda, inhibitorlerin gogiis, karaciger, serviks, kolon ve
ovaryum kanserleri gibi kanser tiirlerinin tedavisinde iyilestirici ajan olarak gorev aldigi
gosterilmistir (Jin et al. 2006; Saraswat et al. 2006; Tammali 2006; Alexiou et al.
2009).
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Sekil 5.1. Aldoz rediiktaz inhibitorlerinden bazilarinin molekiil yapilari.

Buzagi lensi AR enzimi 310 EU/mg spesifik aktiviteyle saflastirilmis olup enzimin, DL-
gliseraldehit, D-eritroz, D-ksiloz, D-riboz, D-arabinoz, L-arabinoz, D-glukoz, D-

galaktoz, D- glukuronolakton, sodyum-D-glukuronat ve subsratlar1 igin Ky, sabitleri
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sirayla 3x107°, 2x107°, 4x10™, 5x10°, 7x10°, 2x10%, 4x107% 7x107? 2x10?, 7x10™,
4x10™M olarak bulunmustur (Hayman and Kinoshita 1965).

Bektasi tiziimii ekstratinin si¢an lensi ve insan rekombinant AR’1 inhibe ettigi belirtilmis
olup ICsy degerleri sirastyla 0,72 mg/ml ve 0,88 mg/ml olarak tespit edilmistir.
Inhibisyonun sebebinin Bektasi iiziimiindeki hidratize tannoidinden kaynaklandig1 ispat
edilmistir ve Tannoidin’in si¢an lens ve insan rekombinant AR i¢in ICsy degerleri 6

ug/ml ve 10 pg/ml olarak belirtilmistir (Suryanarayana et al. 2004).

AR’nin etkili inhibitorii olan Tetrametilen glutarik asit. Jedziniak and Kinoshita
tarafindan vyapilan bir calismada 10° M Tetrametilen glutarik asit ile karistirilan
enzimin aktivite gostermedigini belirlemislerdir. Bir gece boyunca enzim inhibitor
karisimi  diyaliz edilmis ve enzimin aktivitesinin % 60’min geri kazanildigi
belirtilmistir. Boylece Tetrametilen glutarik asitin enzime geri doniisiimsiiz olarak
baglanmadig1 gosterilmistir. Tetrametilen glutarik asit icin K; degerleri 1,0 *,2x10™> M
olarak bulunmus olup inhibisyon tipi yari yarigsmali oldugu tespit edilmistir. Bu
calisgmada AR enziminin bu reaksiyon sonucu olusan iriin tarafindan inhibisyonu da

incelenmistir.

Gliseraldehit + TPNH— Gliserol + TPN+

Uriinlerden gliserol inhibisyon etkisi gostermezken, TPN" belirgin bir sekilde enzimi
inhibe ettigi gosterilmistir. TPN i¢in K; degeri 7,5x10° mM ve inhibisyon tipi
yarismali oldugu tespit edilmistir (Jedziniak and Kinoshita 1971).

Aldoz rediiktaz 1 ve aldoz rediiktaz II enzimleri James ve Flynn tarafindan tavsan
kasindan saflastirilmis ve karakterize edilmistir. Yapilan ¢alisma sonucu iki enziminde
monomer oldugu SDS-PAGE ve Jel filtrasyon sonuglarmma goére belirtilmis olup
enzimlerin molekiil kiitleleri sirasiyla 40,2 kDa ve 41,5 kDa olarak tespit edilmisitir.
Aldoz rediiktaz 1 ve aldoz rediiktaz II enzimlerinin her ikisinin de genis substrat

spesivitesine sahip oldugu bildirilmistir. Aldo sekerler i¢in Aldoz rediiktaz I’'in Ky
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degeri tavsan lens aldoz rediiktaz ile aynidir. Alrestatin ve Sorbinil gibi ticari aldoz
rediiktaz inhibitorleri aldoz rediiktaz I ve aldoz rediiktaz Il enzimlerini inhibe eder.
Aldoz rediiktaz I enzimi i¢in optimum pH 6,5 iken aldoz rediiktaz Il enzimi i¢in ise 7,0
olarak bulunmustur. Bu iki enzim p-nitrobenzaldehite yiiksek afinite gosterirler. Aldoz
rediiktaz I’in p-nitrobenzaldehit i¢in Ky sabiti 0,06£0,013 mM, Ve degeri 1243
nmol/dk iken aldoz rediiktaz Il enziminin p-nitrobenzaldehit i¢in Ky sabiti 0,041+0,002
MM, Vimax degeri 81+2 nmol/dk olarak belirtilmistir. Her iki enzim de HgCl, ve p-
klorocivabenzoat tarafindan inhibe edilmistir Fakat aldoz rediiktaz II’nin daha c¢ok

inhibisyona ugradigi goriilmiistiir (James and Flynn 1982).

Enzimler protein yapisinda olduklari i¢in ortam sartlarinin degismesine karsi cok hassas
olduklarindan enzim saflagtirma caligmalar1 zor gerceklesen islemlerdir. Cozelti
icerisindeki enzimlerin varligi, enzimin etki ettigi substrat, enzimin katalizledigi
reaksiyon sonucu olusan iiriin veya enzimin katalizledigi reaksiyona etki eden diger
paramatrelerle tespit edilebilmektedir. Enzimlerin aktivitelerine etki eden faktorler,
enzim konsantrasyonu, substrat konsantrasyonu, pH, sicaklik, iyonik siddet, hormonlar,

allosterik etkiler ve bazen de inhibitdr, aktivatdr veya amino asitler olabilir.

Koyun karacigerinden saflastirilan sorbitol dehidrogenaz enzimi yaklasik olarak 14,4
EU/mg protein spesifik aktivite ile saflastirilmistir. Enzimin optimum pH’s1 sorbitoliin
fruktoza yiikseltgenme reaksiyonu i¢in 9,0-10,0 araliginda iken fruktozun sorbitole

indirgenme reaksiyonu i¢in 7,0-8,0 aralifinda degistigi gosterilmistir (Smith 1962).

Reiersen ve arkadaslari tarafindan koyun karacigeri SDH enziminin stabil pH araligini
belirlemek i¢in yapilan c¢alismada, enzimin pH=5,0’in altinda ve pH=8,5-9,0’un

tizerinde aktivite kaybettigini bildirilmistir (Reiersen et al. 1994).

Wiesinger ve Hamprecht tarafidan sigir beyni sorbitol dehidrogenaz enzimi, amonyum
stilfat ¢oktiirmesi ve DE-52, CM-52, Blue sepharose CL-6B, Green Sepharose 4B,
Sephadex G-200 kromatografisi teknikleri ile 6 basamakta %6 verimle 3008 kat

saflastirilmistir. Bu calisma ile sigir beyni SDH enziminin molekil kiitlesi SDS-
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PAGE’de 39 kDa olarak belirlendi. Enzimin dogal halinin molekiil kiitlesi jel filtrasyon
kromatografisi ile 155 kDa olarak belirlenmistir (Wiesinger and Hamprecht 1989).

Tavuk karacigeri sorbitol dehidrogenaz enzimi saflastirma calismalarinda amonyum
siilfat coktiirmesi ve Polybuffer Exchanger 94 kromatografisi yontemleri kullanmis olup
yapilan calisma sirasinda enzim aktivitesinde Onemli bir kayip gozlendigi igin

saflastirma islemlerinden vazgecilmistir (Karacaoglan and Ozer 2005).

Insan SDH enzimini kodlayan gen bdlgesini Darmanin ve arkadaslari tarafindan
karaciger c¢cDNA kiitiiphanesinden izole edilip prokaryotik ekpresyon vektoriine
takilarak Escherichia coli BL21’e transfer edilmistir. Yapilan islemler sonrasi elde
edilen bakteriden insan sorbitol dehidrogenaz enzimi, amonyum siilfat ¢oktiirmesi,
anyon degisim kromatografisi (Q99 Sepharose kolon) ve boya afinitesi (Green-18
kolon) teknikleri ile 23 kat saflastirmislar ve saflastirilan homotetramerik SDH
enziminin bir alt biriminin molekiil kiitlesi SDS-PAGE kullanilarak 37 kDa oldugu
bildirilmistir (Darmanin et al. 2003).

Tez galismamizda, keci bobrek AR enzimi bes basamakta saflagtirilmistir. Saflastirma
islemi amonyum siilfat ¢oktlirmesi (%20-70), DEAE Sephadex iyon degisim
kromatografisi, jel filtrasyon kromatografisi ve 2', 5-ADP Sepharose 4B afinite
kromatografisi teknikleri kullanilarak yapilmistir. Bu tekniklerle AR enzimi keci
bobreginden 2,73 EU/mg spesifik aktivite, %0,14 verimle yaklasitk 35 Kat
saflastirilmistir. Yapilan biitiin islemler sirasinda sicaklik +4°C’de olmasi gerektiginden
islemler soguk bir ortamda gerceklestirilmistir. Boylece sicaklik degisimlerinin sebep

olacag1 enzimin aktivite kaybinin oniine gecilmistir.

Spesifik afinitesi bilinmeyen enzimler i¢in amonyum siilfat ¢oktiirmesi kismi bir
saflastirma yontemidir. Amonyum siilfat ¢oktiirmesi numune igerisindeki safsizliklar
giderilerek proteinlerin daha derisik halde elde edilmesini saglar. Bu nedenle
kromatografik islemler oncesinde bu islemin yapilmasi enzimin daha derisik hale

getirilmesi agisindan Onemlidir. Bu sebeple yaptigimiz calismada keci bobrek AR
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enzimi i¢in %20-70 araliginda amonyum siilfat ¢oktiirmesi gerceklestirildi. Amonyum
stilfat coktlirmesi sonrasinda ise diyaliz islemi yapildi. Boylece diisikk molekiil kiitleli

maddeler ve tuzlar ortamdan uzaklastirilmis oldu.

Keci bobrek AR enziminin saflastirilmasi islemlerinde DEAE Sephadex, Jel filtrasyon
ve 2', 5-ADP Sepharose 4B afinite kromatografisi ve iyon degisim kromatografisi
yapilmistir. Bu iyon degisim kromatografisi, proteinleri tagidiklar1 net yiiklere gore
ayirmaktadir. Iyon degisim recinesinin ¢alismada pozitif (anyon degistirici) veya negatif
(katyon degistirici) yiiklii baglayici gruplar paketlenir. Protein karigimi kolon boyunca
diisiik iyonik siddetli tamponla yiiritilir. Kullanilan bu tamponun pH’si, hedef
proteinin recgineye tutunmasini saglayacak bir degere sahip olmalidir. Tampon pH’s1
proteinin izoelektrik pH’sindan kiigiik olursa proteinin yiikii negatif olur ve bir anyon
degistirici ile baglanarak kolona tutunur. Bunun tersine tamponun pH’s1 proteinin
izoelektrik pH’sindan daha biiyiik olursa proteinin yiikii pozitif olur ve bir katyon
degistiriciyle baglanir. Kolona baglanmayan proteinler, tampon c¢ozelti vasitast ile
kolondan 6ncelikli olarak akarlar. Kolona baglanan proteinlerin, pH’s1 veya iyonik giicii
farkli bir tampon araciligr ile yiikii degistirilerek kolondan ayrilmasi saglanir. Bu
kromatografi cesitinde proteinin yiiksek tuz konsantrasyonuna sahip tamponlarda
olmas1 istenmemektedir. Bu sebeple calismamizda kromatografik caligmalar siiresince

diisiik tuz konsantrasyonunda tampon ¢ozeltiler kullanildi (Alim 2010).

Yaptigimiz bu ¢alismada, AR enzimi, Bohren ve arkadaslar1 tarafindan rapor edildigi
sekliyle izoelektrik pH’s1 (pH=6,2) (Bohren et al. 1991) g6z 6niinde alinarak DEAE
Sephadex kolonunda pH=7,4’de c¢alisildi. AR enzimi pH=7,4’de DEAE Sephadex
kolonuna baglanmadi ve enzim kolonu dengelemek i¢in kullanilan tampon ¢ozelti ile
birlikte eliie edildi. Bunun sebebi ise, pH=7,4’de DEAE Sephadex kolonuna AR
proteininden daha kuvvetli baglanan proteinlerin varlig1 olarak tahmin edilmektedir.
Boylelikle enzim kolona baglanan diger proteinlerden ayrilmis oldu. DEAE-Sephadex
iyon degisim kolonundan eliie edilen ve AR enzim aktivitesi bulunan eliiatlar protein
biiyiikliigii esasina gore aymrim yapan jel filtrasyon kolonuna yiiklendi ve ayrim

saglandi. Jel filtrasyon kromatografisi sonucu elde edilen ve AR aktivitesi gosteren
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eliatlar birlestirilerek 2', 5'-ADP Sepharose 4B afinite kolonuna yiiklendi. Afinite
kolonuna tutunan enzimler eliie edildi ve enzimin safligit SDS-PAGE ile kontrol edildi.
Keci bobreginden elde edilen AR enziminin safligit SDS-PAGE’de tek bant gézlenmesi
ile ispatlanmis oldu (Sekil 4.7).

Yaptigimiz bu c¢alismada SDS-PAGE metodu ile kegi bobreginden elde edilen AR
enziminin alt birim molekiil kiitlesinin belirlenmesi i¢in kullanildi. Sekil 4.7°de verildigi
gibi standart protein numuneleri ile beraber ke¢i bobreginden elde edilen enzim
numunesi SDS-PAGE’de yiiriitiildii ve Log MA-R¢ standart grafigi cizilerek Sekil
4.8’de verildi. Kegi bobrek dokusundan elde edilen AR enziminin Rt degeri hesaplandi
ve standart grafikten enzimin alt birim molekiil kiitlesi hesaplandi. Yaptigimiz
caligmada ke¢i bobregi AR enziminin alt birim molekiil kiitlesi 47 kDa olarak

belirlendi.

Her bir enzimin birim zamanda substratini en fazla iiriine dontistliren belirli sicaklik
vardir. Bu sicakliga o enzimin optimum sicakligr denir. Kegi bobreginden saflastirilan
AR enziminin optimum aktiviteye sahip oldugu sicakliginin belirlenmesi i¢in dijital su
banyosu kullanildi. Olgiimler 0°C ile 60°C arasinda 10°C sicaklik farki olusturularak
gergeklestirildi ve kegi bobrek AR enzimi i¢in optimum sicaklik 30°C olarak belirlendi.
Kec¢i bobrek AR enzimi i¢in optimum pH’sinin belirlenmesi i¢in farkli pH'larda tampon
¢ozeltiler kullanildi ve optimum pH 200 mM Na-fosfat pH=5,5 tamponu olarak
belirlendi. Enzimin optimum iyonik siddetinin  belirlenmesi icin, farkh
konsantrasyonlarda Na-fosfat tampon ¢ozeltileri kullanildi ve optimum iyonik siddet
900 mM olarak tespit edildi. Keci bobrek AR enziminin stabil pH’s1 ise, farkli pH’larda
Glisin/NaOH, Na-fosfat ve Tris/HCI tamponlari kullanilarak pH=7,5 (Na-fosfat) olarak

belirlendi.

Son zamanlarda yapilan ¢alismalar; SDHin inhibe olmasinin hiperglisemi durumunda
aktif hale gelen poliol mekanizmasi ile ilgili redoks bozukluklar diizelterek diyabetin
sebebiyet verdigi komplikasyonlarin ortaya ¢ikisini geciktirmede etkili olabilecegini

gostermektedir (Kador et al. 1998). Bu nedenden dolay1 bir¢ok arastirmaci giiclii ve
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etkili SDH inhibitorleri gelistirmek i¢in ¢aligmaktadir (Lindstad and McKinley-McKee
1997).

Yukarida da belirtildigi iizere poliol yolu canlilar i¢cin ¢ok Onemli bir yer isgal
etmektedir. Bu nedenle AR ve SDH enzimleri i¢in yapilan ¢alismalar bu enzimlerin
sebep olduklar diyabetik komplikasyonlarin geciktirilmesi ve/veya dnlenmesi agisindan
hayati 6nem arz etmektedir. Bu durum, yaptigimiz ¢alismanin 6nemini ciddi bir sekilde
ortaya koymaktadir. Ozellikle poliol yolunun hiz-sinirlayici enzimi olan AR i¢in yapilan

inhibisyon ¢alismalar1 olduk¢a 6nemlidir.

Sorbitol dehidrogenaz enziminin saflastirma calismalar1 pek ¢ok kaynaktan yapilmistir.
Enzim ilk kez sican karacigerinden saflastirilmis olup (Brakley 1951), sonraki yillarda
fakli memeli dokularindan (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 ¢esitli bitki kaynaklarindan (Negm and
Loescher 1979; Doehlert 1987; Yamaquchi et al. 1994; Oura et al. 2000) saflagtirma ve

karakterizasyon islemleri yapilmistir.

Memeli dokularindan sorbitol dehidrogenaz enziminin saflastirilmasi olduk¢a zor bir
islemdir. Bunun en biiyiik sebebi ise enzimin kararsiz olmasi ve stabil olmamasindan
kaynaklanmaktadir. Saflastirma islemi yapilan bir ¢cok calismada enzimin bu 6zelligi
gozlenmistir (Smith 1962; Rehg and Torack 1977; O’Brien et al. 1983; Karacaoglan
and Ozer 2005).

Bugiine kadar sorbitol dehidrogenaz enziminin saflastirilmasinda birgok kromatografik
teknik kullamlmistir. Ornegin Sorbitol dehidrogenaz enzimi sican beyninden, amonyum
stilfat coktlirmesi ve DEAE-seliiloz, CM-seliiloz kromatografisi yontemleri kullanilarak
Rehg ve Torack tarafindan 1977 yilinda %13,6 verimle 700 kat kismen saflastirilmistir
(Rehg and Torack 1977).
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O’Brien ve arkadaglar1 tarafindan yapilan bir ¢alismada, insan beyni sorbitol
dehidrogenaz enzimi, protamin siilfat ¢oktiirmesi, amonyum siilfat ¢oktiirmesi, DEAE-
Seliiloz, CM-Seliilloz, Matrex Red A-gel, ultrafiltrasyon teknikleri kullanilarak 6
basamakta %35,5 verimle 690 kat kismi olarak saflagtirilmistir (O’Brien et al. 1983).

Sorbitol dehidrogenaz enziminin saflastirilmasi islemlerinde pek c¢ok kromatografik
yontem kullanilmistir. Sigir lensi sorbitol dehidrogenaz enzimi, %16 verimle, 3x10* kat
saflagtirilmis olup saflagtirma islemlerinde DE-52, amonyum siilfat ¢oktiirmesi, Affi
Blue, 2.DE-52, S-200, Bio Sil Sec 250 teknikleri kullanilarak alt1 basamakta saflagtirma
gerceklestirilmistir. Saflastirilan enzimin her bir alt birimi 39 kDa, enzimin aktif

formunun molekiil kiitlesi ise 156 kDa olarak belirlenmistir (Marini et al. 1997).

Yaptigimiz calismada keci bobrek dokusundan SDH enzimi Cizelge 4.2 ve Sekil 4.12°te
gosterildigi sekilde saflastiriimistir.

Yaptigimiz calismada, ke¢i bobrek SDH enzimi dort basamakta saflastirilmis olup
saflagtirma islemlerinde amonyum siilfat ¢oktiirmesi (%40-60) (Karacaoglan ve Ozer),
DEAE Sephadex iyon degisim kromatografisi CM-seliiloz iyon degisim kromatografisi
ve jel filtrasyon kromatografisi teknikleri uygulanmistir. Bu yontemlerle SDH enzimi
kegi bobreginden 19,6 EU/mg spesifik aktivite, %0,05 verimle yaklasik 124,05 kat

saflagtirilmistir.

Bu calismada keci bobrek SDH enzimi icin %40-60 araliginda amonyum siilfat
¢oktiirmesi yapilmig olup bu islem sonrasinda diyaliz islemi gergeklestirilmistir.

Boylelikle diistik molekiil kiitleli maddeler ve tuzlar ortamdan uzaklastirilmis oldu.

Ke¢i bobrek SDH enziminin saflastirilmasi islemlerinde DEAE Sephadex, CM-Seliiloz
iyon degisim kromatografisi ve jel filtrasyon kromatografisi teknikleri kullanilmigtir. Jel
filtrasyon kromatografisi, sabit fazda proteinlerin molekiil biiyiikliiklerine gore yiiriime

hizlarina gore ayrimini saglayan kromatografik bir yontemdir.
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Yaptigimiz c¢aligmada, SDH enzimi, dnceden rapor edilen sekilde izoelektrik pH’s1
(p1=7,3) (Lindstad and McKinley-Mckee 1996) ve stabil pH araligi (pH 5,0-9,0)
(Reiersen et al. 1992) gz oniinde bulundurularak DEAE Sephadex kromatografisinde
pH=7,9’da calisildi. SDH enzimi pH=7,9’da DEAE Sephadex kolonuna baglanmadi ve
bunun sonucunda dengeleme tampon ile beraber eliie oldu. pH=7,9’da SDH enziminin
DEAE Sephadex kolonuna baglanmamasimin nedeni, ortamda DEAE Sephadex
kolonuna SDH enziminden daha Kkuvvetli baglanan proteinlerin varligindan
kaynaklandigr tahmin edilmektedir. Bu yoOntemle enzim kolona tutunan diger
proteinlerden ayrilmis oldu. SDH enzim aktivitesi olan ve DEAE-Sephadex iyon
degisim kolonundan elde edilen eliiatlar CM-Sephadex iyon degisim kolonuna
yiiklendi. Kolona tutunan enzimler eliie edildikten sonra aktivite gdsteren tiipler
birlestirildi ve jel filtrasyon kolonuna tatbik edildi. Jel filtrasyon sonucu elde edilen
enzimin safligit SDS-PAGE kullanilarak kontrol edildi. Ke¢i bobreginden elde edilen
SDH enziminin safligi SDS-PAGE’de tek bant gozlenmesi ile kanitlanmis oldu (Sekil
4.12). SDH enzimin disiik verimle saflagtirilmasinin nedeni, kromatografi islemleri

sirasinda enzimin hizli bir sekilde aktivite kaybetmesidir.

Yaptigimiz bu g¢alismada SDS-PAGE metodu keg¢i bobreginden elde edilen SDH
enziminin alt birim molekil kiitlesinin belirlenmesi i¢in kullanildi. Sekil 4.11°de
verildigi gibi standart protein numuneleri ile beraber ke¢i bobreginden elde edilen
enzim numunesi SDS-PAGE’de yiiriitiildii ve 10g Ma-Rs standart grafigi ¢izilerek Sekil
4.13°de wverildi. Ke¢i bobrek dokusundan elde edilen SDH enziminin Rf degeri
hesaplandi ve standart grafikten enzimin alt birim molekiil kiitlesi hesaplandi.
Yaptigimiz ¢aligmada keci bobregi SDH enziminin alt birim molekiil kiitlesini 48,11

kDa olarak belirlendi.

Kec¢i bobreginden saflastirilan SDH enziminin optimum aktiviteye sahip oldugu
sicakliginin belirlenmesi icin dijital su banyosu kullanildi. 0°C ile 60°C arasinda 10°C
sicaklik farki olusturularak gergeklestirildi ve ke¢i bobrek SDH enzimi i¢in optimum
sicaklik 40°C olarak belirlendi. Kegi bobrek SDH enzimi i¢in optimum pH’simin

belirlenmesi icin farkli pH'larda tampon ¢ozeltiler kullanildi ve optimum pH 25 mM
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Glisin/NaOH pH=9,5 tamponu olarak belirlendi. Enzimin optimum iyonik siddetinin
belirlenmesi i¢in, farkli konsantrasyonlarda Glisin/NaOH tampon ¢ozeltileri kullanildi
ve optimum iyonik siddet 700 mM olarak belirlendi. Ke¢i bobrek SDH enziminin stabil
pH’s1 ise, farkli pH’larda Glisin/NaOH, Na-fosfat ve Tris/HCI tamponlar1 kullanilarak
pH=10,5 (Glisin/NaOH) olarak belirlendi.

Bilindigi tiizere enzim aktivitesini yariya diisiiren inhibitér konsantrasyonu ICsg
degeridir. Calismamizda AR enzim inhibisyonu ICsg degerleri hesaplanarak belirlendi.
Calisgmamizda en yiiksek inhibisyonu ICsy degeri 0,0274 mM olan seftriakson
antibiyotigi gostermistir. Seftriakson bilesiginden yola c¢ikilarak daha gilicli AR
inhibitorleri sentezlenebilir. Bu bilesigi 1Cso degerleri sirasiyla 0,061 ve 0,25 mM olan
amikasin siilfat ve siproflaksasin bilesikleri izlemektedir. AR enzimi aktivitesi ilizerine
calisilan inhibitorlerin inhibisyon biiyiikliikleri biiyiikten kiiclige dogru siralamasi;
seftriakson> amikasin siilfat> siprofloksasin> vankomisin > sefoperazon > sefazolin >
meropenem > sefuroksim > ampisilin seklindedir. Metallerde ise en yiiksek inhibisyonu
ICso degeri 0,000445 mM olan Co*? iyonu gostermistir. Bu metali 1Csp degerleri
sirastyla 0,0286 olan FeSO, izlemektedir.

AR enzimi aktivitesi iizerine kullanilan biitiin inhibitérler SDH enzimi iizerine de
calisildi. Calismamizda en yiiksek inhibisyonu ICsy degeri 0,016 mM olan rifamisin
sodyum antibiyotigi gostermistir. Bu bilesigi 1Cso degerleri sirasiyla 0,025 ve 0,15 mM
olan seftriakson ve sefuroksim sodyum bilesikleri izlemektedir. Poliol yolunun iki
enzimi lizerine de inhibisyon etkisi gosteren bilesikler arasinda en 1yi inhibisyon etkisini
seftriakson bilesigi gostermistir (AR i¢in 1Csp degeri 0,0274 mM ve SDH i¢in ICsg
degeri 0,025 mM). Seftriakson bilesigi referans alinarak ve bu bilesik {lizerinde bazi
modifikasyonlar denenerek poliol yolunun tamamini inhibe eden inhibitorler
sentezlenebilir. SDH enzimi aktivitesi iizerine calisilan inhibitrlerin inhibisyon
biyiikliikleri biiyiikten kiigtige; rifamisin sodyum > seftriakson > sefuroksim >
sefoperazon sodyum > siproflaksasin > amikasin siilfat > meropenem > sefazolin
seklinde siralanmaktadir. Buradan rifamisin sodyum bilesiginin gii¢lii bir SDH

inhibitorii oldugu sonucu ¢ikarilabilir.
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Cizelge 5.2. Keci bobreginden AR enziminin saflagtirilmasi ile ilgili toplu sonuglar

AR enziminin saflagtirilmasi ile ilgili sonuclar

Spesifik Aktivite (EU/ml) 2,73
Saflastirma Katsayisi 35
Verim %0,14

Molekiil kiitlesi tayini (SDS-PAGE

metodu ile) (kDa) 47
Km (mM) 0,18
Vmax (EU/mMI) 0,106
Optimum pH 55
Optimum iyonik siddet (mM) 900
Optimum sicaklik (°C) 30
Stabil pH 7,5

Cizelge 5.3. Ke¢i bobreginden SDH enziminin saflastirilmasi ile ilgili toplu sonuglar

SDH enziminin saflastirilmasi ile ilgili sonuclar

Spesifik Aktivite (EU/ml) 19,6
Saflastirma Katsayisi 124,05
Verim %0,05
Molekﬁl_ kiitlesi tayini (SDS-PAGE 4811
metodu ile) (kDa) ’
Km (MM) 2,8
Vimax (EU/mMI) 0,49
Optimum pH 9,5
Optimum iyonik siddet (mM) 700
Optimum sicaklik (°C) 40

Stabil pH 10,5




Cizelge 5.4. Kegi bobrek AR enzimi i¢in bulunan ICsy degerleri K; sabitleri ve

inhibisyon tiirleri
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Antibiyotik Tiirii ICso (MM) Ortalama K;(mM) | Inhibisyon Tiirii
Sefuroksim 6,54 7,52+ 141 Yarismasiz
Seftriakson 0,0274 0,018+0,009 Yarismal
Amikasin Siilfat 0,061 0,017+0,002 Yarismasiz
Sefzolin 25 1,73+0,18 Yarigsmasiz
Gentamisin Siilfat 3,483 0,84+0,13 Yarismali
Vankomisin 0,706 0,19+0,054 Yarismali
Ampisilin 24,755 16,06+7,59 Yarigsmasiz
Siproflaksasin 0,25 0,103+0,03 Yarigsmali
Meropenem 4,814 1,660,066 Yarismali
Sefoperazon 0,858 0,46+0,24 Yarigsmali
Sodyum
Linkomisin Yeterli inhibison - -

yok
Metal Tiirii ICso (MM) Ortalama K;(mM) | Inhibisyon Tiirii
CoCl,. 6H,0 0,000445 0,00019+0,0004 Yarismasiz
FeSO, 0,0286 0,00264+0,00081 Yarigsmali
MgCl, 1,007 - -
Zn(CH;C00),.H,O | 0,084 0,017+0,002 Yarismal

yok

CacCl, Yeterli inhibison - -
yok

CuSQO,.5H,0 Yeterli inhibison - -
yok

KCI Yeterli inhibison - -




Cizelge 5.5. Kegi bobrek SDH enzimi i¢in bulunan ICsy degerleri K; sabitleri ve

inhibisyon tiirleri
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Antibiyotik Tiirii ICso (MM) Ortalama K;(mM) | Inhibisyon Tiirii
Sefuroksim 0,15 7,52+ 1,41 Yarigmasiz
Seftriakson 0,025 0,075+0,038 Yarigmal
Amikasin Siilfat 0,7 0,62+0,25 Yarismasiz
Sefazolin 13,86 0,013+0,0075 Yarigsmali
Rifamisin Sodyum 0,016 0,031+0,027 Yarigmasiz
Siproflaksasin 0,27 0,54+0,39 Yarigsmasiz
Meropenem 4,88 3,5+42 Yarigmali
Sefoperazon 0,16 0,067+0,074 Yarigmal
Sodyum
Gentamisin Yeterli inhibison | - -

yok
Vankomisin Aktivasyon - -
Ampisilin Aktivasyon - -
Metal Tiirii ICso (MM) Ortalama K;(mM) | Inhibisyon Tiirii
CoCl,. 6H,0 0,00044 0,00018+0,0003 Yarismal
FeSO, 0,009 - -
MgCl, 1,43 - -
Zn(CH;C00),.H,O | 0,16 0,14+0,13 Yarismal

yok

CacCl, Yeterli inhibison - -
yok

CuSQO,.5H,0 Yeterli inhibison - -
yok

KCI Yeterli inhibison - -
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