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OZET

Yiksek lisans Tezi

KOYUN KARACIGERINDEN SORBITOL DEHIDROGENAZ ENZIMININ
SAFLASTIRILMASI VE ENZIM AKTIVITESI UZERINE BAZI ILACLARIN
ETKILERININ INCELENMESI

Zuhal ALIM

Atatiirk Universitesi
Fen Bilimleri Enstitistu

Kimya Anabilim Dal1
Danisman: Dog. Dr. Siikrii BEYDEMIR

Sorbitol dehidrogenaz [L-iditol: NAD" oksidorediiktaz, EC 1.1.1.14] enzimi, koyun
karacigerinden saflastirildi. Saflastirma; homojenatin hazirlanmasi, amonyum siilfat
coktiirmesi, DEAE-Sephadex iyon degisim kromatografisi ve CM-Sephadex C-50 iyon
degisim kromatografisi yOntemleri ile yapildi. Saflastirilan enzimin verimi ve
saflagtirma katsayisi swrasiyla %1,38 ve 101,8 kat olarak bulundu. Enzimin safligini
kontrol etmek ve alt birim molekiil kiitlesini tespit etmek amaciyla SDS-poliakrilamid
jel elektroforezi yapildi ve enzimin alt birim molekiil kiitlesi 39,8 kDa olarak belirlendi.
Koyun karaciger dokusundaki SDH enziminin dogal halinin molekiil kiitlesi ise
Sephadex G-100 jel filtrasyon kolonu kullanilarak 151,2 kDa olarak belirlendi. Ayrica,
koyun karacigeri sorbitol dehidrogenaz enzim aktivitesi lizerine bazi ilaglarin etkileri
arastirildi. Inhibisyon etkisi gosteren ilaglardan dakarbazin, tiyokolsikosid, metotreksat,
furosemid, epirubisin HCIl, midazolam, dekspantenol, menadion, kalsiyum folinat,
gemsitabin HCI, okzaliplatin, lidokain HCI, teofilin etilendiamin icin 1Cso degerleri ve

tiyokolsikosid, metotreksat, furosemid, menadion ilaglar1 icin K sabitleri hesaplandi.
2010, 120 sayfa

Anahtar Kelimeler: Sorbitol dehidrogenaz, koyun karacigeri, ilag, inhibisyon



ABSTRACT

Master Thesis

PURIFICATION OF SORBITOL DEHYDROGENASE FROM SHEEP LIVER,
INVESTIGATION EFFECTS OF SOME DRUGS ON THE ENZYME

Zuhal ALIM

Atatilirk University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Chemistry

Supervisor: Assoc. Prof. Siikrii BEYDEMIR

Sorbitol dehydrogenase [L-Iditol: NAD" oksidoreductase, EC 1.1.1.14] enzyme was
purified from sheep liver. The purification was performed by preparation of
homogenates, ammonium sulphate precipitation, DEAE-Sephadex ion-exchange
chromatography and CM-Sephadex C-50 ion-exchange chromatography. For purified
enzyme; yield and purification fold were obtained as 1,38% and 101,8 respectively. To
check the purity and determine subunit molecular weights of enzyme, SDS-
polyacrylamide gel electrophoresis was performed which showed a single band and
MW of approximately 39,8 kDa for sheep liver SDH. The molecular weight of native
enzyme in sheep liver was estimated to be approximately 151,2 kDa by Sephadex G-
100 gel filtration chromatography. In addition, effects of some drugs on sheep liver
sorbitol dehydrogenase enzyme activity were investigated. 1Csy values were calculated
for the drugs dacarbazine, thiocolchicoside, methotrexate, furosemide, epirubicin
hydrochloride, midazolam, dekspanthenol, menadion, calcium folinat, gemsitabine
hydrochloride, oxaliplatin, lidokain hydrochloride, teofilin ethylenediamine which show
inhibition effects and K; values were calculated for the drugs thiocolchicoside,

methotrexate, furosemid, menadion.
2010, 120 pages

Keywords: Sorbitol dehydrogenase, sheep liver, drug, inhibition
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SIMGELER DiZiNi

3DG 3-deoksiglukoz

6PGD 6-fosfoglukonat dehidrogenaz
AGE Ileri glikasyon iiriinleri

AR Aldoz rediiktaz

BSA Bovine serum albumin
DHAP Dihidroksiaseton fosfat

DNA Deoksiriboniikleikasit

E Enzim

EC Enzim komisyon numarasi

El Enzim-inhibitdr kompleksi
ES Enzim-Substrat kompleksi
ESI Enzim-Substrat-Inhibitér kompleksi
EU Enzim iinitesi

F3p Fruktoz-3-fosfat

G6PD Glukoz-6-fosfat dehidrogenaz

GABA Gama-aminobiitirik asit

GAPDH  Gliseraldehit-3-fosfat dehidrogenaz
GR Glutatyon rediiktaz

GSH Indirgenmis glutatyon

GSSG Yiikseltgenmis glutatyon

HCA-I Insan karbonik anhidraz I izoenzimi
HCA-II Insan karbonik anhidraz II izoenzimi
HCA-IX  Insan karbonik anhidraz IX izoenzimi
HCA-XII  insan karbonik anhidraz XII izoenzimi

I Inhibitor

ICs Maksimum hiz1 yariya diisiiren inhibitdr konsantrasyonu
IUB Uluslararasi biyokimya birligi

K Enzim inhibitor kompleksinin ayrigma sabiti
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Nikotinamidadenindiniikleotit (yiikseltgenmis form)
Nikotinamidadenindiniikleotit (indirgenmis form)
Nikotinamidadenindiniikleotitfosfat (yilikseltgenmis form)
Nikotinamidadenindiniikleotitfosfat (indirgenmis form)
Nitrik oksit

Nitrik oksit sentaz

NADH-oksidaz

Poliakrilamid jel elektroforezi

Amonyum peroksidistilfat

Protein kinaz C

Riboniikleik asit

Serbest oksijen radikalleri

Devir/dakika

Substrat

Sorbitol dehidrogenaz

Sodyum dodesil stilfat

Triklor asetik asit

N,N,N’,N’-Tetrametilendiamin

Maksimum hiz

vil



Sekil 1.1.
Sekil 1.2.
Sekil 1.3.
Sekil 1.4.
Sekil 1.5.
Sekil 1.6.
Sekil 1.7.

Sekil 1.8.

Sekil 1.9.

Sekil 1.10.
Sekil 1.11.
Sekil 1.12.
Sekil 1.13.
Sekil 1.14.
Sekil 1.15.
Sekil 1.16.
Sekil 1.17.
Sekil 1.18.
Sekil 1.19.
Sekil 1.20.
Sekil 1.21.

Sekil 2.1.
Sekil 2.2.

Sekil 4.1.

SEKILLER DiZiNi

Proteinlerin saflastirilmasinda kullanilan iyon degisim kolon maddeleri ... 12

SDH enziminin aktif bolgesindeki ¢inko atomunun koordinasyonu .......... 16
SDH enziminin kuarterner yapisi ve enzimin bir alt biriminin yapist ...... 17
Hipergliseminin etkiledigi metabolik yollar............ccoocooiiiiiii, 20
Sorbitol (poliol) yolunun sematik goSterimi.........ccoocvveeieniiieeiiniiieeennnnee. 22
Glikoliz ve poliol yoluna giren glukozun akibeti...........cccocuveeeinniieennne. 23
Poliol yolu ve deneysel diabetik ndropatinin patogenetik mekanizmalari
arasindaki iliskinin sematik gOSterimi.........ccevvevvviiiiieeeeeiiiiiiieieeeeeeeeee 25
Aldoz rediiktaz ve glutatyon rediiktaz enzimlerinin NADPH

KUTIANIM YATIST..uutviiiiieeeeeeeiieeeee e e e e e e e e rareeeeeee e 27
Dakarbazin molekiikiiniin yapisal formiilii............ccccoviviieeeeennniiiiiieenenn. 30
Tiyokolsikosid molekiiliiniin yapisal formiilii .............ccceeeeeeevniiiiiinennnnnn. 30
Metotreksat molekiiliiniin yapisal formiilii...........ccccovviiiieeeennniiiiiiieee. 31
Furosemid molekiiliiniin yapisal formiilii............cccccoviiiieeeeennniiiiiieeeen. 31
Epirubisin HCI molekiiliiniin yapisal formula...............cccceeeviniiiiinnennnnnn. 32
Midazolam molekiiliiniin yapisal formiilii ...........ccccovviiiieeeeiiiiiiieeeee, 32
Dekspantenol molekiiliiniin yapisal formula ...........cccccceeveeeeiiiiiiiinennnnn. 33
Menadion Sodyumbisiilfit molekiiliiniin yapisal formula ......................... 34
Kalsiyum Folinat molekiiliiniin yapisal formula............ccccccoevviiininnennnnn. 34
Gemsitabin HCI molekiiliiniin yapisal formula..............cccoooeiviiieeennnnnnni. 35
Okzaliplatin molekiiliiniin yapisal formula.............ccccccoeeviiiiiiiiiiieneeeens 35
Lidokain HCI molekiiliiniin yapisal formula .............cccccoeeeeeiniiiiiiinnnnnn. 36
Teofilin Etilendiamin molekiiliiniin yapisal formula ...............ccccvveeeeennn. 36
Sorbitol dehidrogenaz inhibitérii SDI 158’in kimyasal yapist ................... 42
SDI 158 (CP- 166,572)’in insan SDH enziminin katalitik ¢inko atomuyla

Ve NADH 1le €tKIIeSIMI ...evvvviiiiiiiiiiiiiiiieiiiiiiiieeeieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeseeereeaanaaans 43
Bradford yontemiyle proteinlerin kantitatif tayininde kullanilan

standart Grafik..........cooveiiiiiiiiiiie e 73

viil



Sekil 4.2.

Sekil 4.3.

Sekil 4.4.

Sekil 4.5.

Sekil 4.6.

Sekil 4.7.

Sekil 4.8.
Sekil 4.9.

Sekil 4.10.
Sekil 4.11.
Sekil 4.12.
Sekil 4.13.
Sekil 4.14.

Sekil 4.15.
Sekil 4.16.
Sekil 4.17.
Sekil 4.18.
Sekil 4.19.
Sekil 4.20.

Sekil 4.21.

Sekil 4.22.

Koyun karacigeri sorbitol dehidrogenaz enzimi i¢in amonyum siilfat
doygunluk aralig: tespitine yonelik aktivite-coktiirme aralig1 grafigi.........
Koyun karacigeri sorbitol dehidrogenaz enziminin safliginin
SDS-PAGE’de elde edilen sonuCU..........ccoceeiriiiiiiiiiiiiiiiiiceiececee
SDS-poliakrilamid jel elektroforezi yontemiyle koyun karacigeri SDH
enziminin molekiil kiitlesi tayininde kullanilan standart grafik..................
Koyun karacigeri SDH enziminin aktif formunun molekiil kiitlesinin
tayini i¢in kullanilan jel filtrasyon kromatografisi grafigi...............cc........
Koyun karacigeri SDH enziminin aktif formunun molekiil kiitlesi

tayini i¢cin Sephadex G-100 kolon materyali kullanilarak yapilan jel
filtrasyon kromatografisi sonucu elde edilen standart grafik.....................
Koyun karacigeri SDH enzimi lizerine Dakarbazin ilacinin etkisi .............
Koyun karacigeri SDH enzimi lizerine Tiyokolsikosid ilacinin etkisi........
Koyun karacigeri SDH enzimi lizerine Metotreksat ilacinin etkisi.............
Koyun karacigeri SDH enzimi lizerine Furosemid ilacinin etkisi ..............
Koyun karacigeri SDH enzimi lizerine Epirubisin HCI ilacinin etkisi........
Koyun karacigeri SDH enzimi lizerine Midazolam ilacinin etkisi .............
Koyun karacigeri SDH enzimi lizerine Dekspantenol ilacinin etkisi..........
Koyun karacigeri SDH enzimi lizerine Mendion sodyumbisiilfit

HACININ ELKIST.c..eviiiiiiiiiiiciiice e
Koyun karacigeri SDH enzimi lizerine Kalsiyum folinat ilacinin etkisi.....
Koyun karacigeri SDH enzimi lizerine Gemsitabin HCl ilacinin etkisi......
Koyun karacigeri SDH enzimi lizerine Okzaliplatin ilacinin etkisi............
Koyun karacigeri SDH enzimi lizerine Lidokain HCI ilacinin etkisi..........
Koyun karacigeri SDH enzimi lizerine Teofilin etilendiamin ilacinin
CEKIST. ¢ttt
Koyun karacigeri SDH enzimi lizerine Tiyokolsikosid ilacinin etkisi
[I;]= 0,035 mM, [[,] = 0,106 mM, [I3]=0,177mM ......cccoceveiirnirannnnen.
Koyun karacigeri SDH enzimi tizerine Metotreksat ilacinin etkisi
[I;]=0,066 mM, [[,]=0,11 mM, [[3]=0,154 mM ........cccoeeriiiininnnnn.

Koyun karacigeri SDH enzimi {izerine Furosemid ilacinin etkisi

[I;]= 10,0303 mM, [I,] = 0,152 mM, [I3] = 0,303 mM

X



Sekil 4.23.

Sekil 5.1.
Sekil 5.2.
Sekil 5.3.
Sekil 5.4.

Koyun karacigeri SDH enzimi {izerine Mendion ilacinin etkisi

[I1]=0,0724 mM, [I,] = 0,362 mM, [I3] = 0,724 mM .......cccceervierniiannnnn. 93
Hiperglisemi ve endotelyal fonksiyon bozuklugu............cccoooviiiiiniiinn. 94
Poliol yolunun diyabetik komplikasyonlarla iligkisi.........cccocceeeeiniiiianni. 95
SDS-PAGE fOtOZrafl.....uuvviiiiieeiiiiiiiiee e e 102

SDH enziminin alt birim molekiil kiitlesini gosteren
SDS-PAGE fotografi ve enzimin aktif formunun molekiil kiitlesinin

belirlendigi log MK-K,, standart grafigi.........cccoocveeeiniiiiiiniiiiiiniee. 103



Cizelge 2.1.
Cizelge 3.1.

Cizelge 3.2.

Cizelge 3.3.

Cizelge 3.4.

Cizelge 3.5.

Cizelge 3.6.

Cizelge.3.7.

Cizelge 3.8.

Cizelge 3.9.

CiZELGELER DiZiNi

SDH enziminin saflastirildigi memeli dokulart ..., 38
Koyun karacigeri sorbitol dehidrogenaz enzimi iizerinde

Dakarbazin’in 1Cs¢ degerinin belirlenmesinde kullanilan ¢6zeltilerin
miktarlar1 ve bunlara karsilik gelen inhibitér konsantrasyonlari ........... 62
Koyun karacigeri sorbitol dehidrogenaz enzimi iizerinde
Tiyokolsikosid’in ICsp degerinin belirlenmesinde kullanilan ¢6zeltilerin
miktarlar1 ve bunlara karsilik gelen inhibitér konsantrasyonlari ........... 62
Koyun karacigeri sorbitol dehidrogenaz enzimi iizerinde

Metotreksat’ i 1Cso degerinin belirlenmesinde kullanilan ¢ozeltilerin
miktarlar1 ve bunlara karsilik gelen inhibitér konsantrasyonlari ........... 63
Koyun karacigeri sorbitol dehidrogenaz enzimi iizerinde

Furosemid’in ICsy degerinin belirlenmesinde kullanilan ¢ozeltilerin
miktarlar1 ve bunlara karsilik gelen inhibitér konsantrasyonlari ........... 63
Koyun karacigeri sorbitol dehidrogenaz enzimi iizerinde

Epirubisin HCI’in I1Csg degerinin belirlenmesinde kullanilan ¢ozeltilerin
miktarlar1 ve bunlara karsilik gelen inhibitor konsantrasyonlari ........... 64
Koyun karacigeri sorbitol dehidrogenaz enzimi iizerinde

Midazolam’in ICso degerinin belirlenmesinde kullanilan ¢ozeltilerin
miktarlar1 ve bunlara karsilik gelen inhibitér konsantrasyonlart. ........... 64
Koyun karacigeri sorbitol dehidrogenaz enzimi iizerinde
Dekspantenol’iin ICso degerinin belirlenmesinde kullanilan ¢6zeltilerin
miktarlar1 ve bunlara karsilik gelen inhibitor konsantrasyonlari ........... 65
Koyun karacigeri sorbitol dehidrogenaz enzimi iizerinde Menadion
Sodyumbisiilfit’in ICsy degerinin belirlenmesinde kullanilan ¢ozeltilerin
miktarlar1 ve bunlara karsilik gelen inhibitor konsantrasyonlart. ........... 65
Koyun karacigeri sorbitol dehidrogenaz enzimi iizerinde Kalsiyum
Folinat’m 1Csy degerinin belirlenmesinde kullanilan ¢ozeltilerin

miktarlar1 ve bunlara karsilik gelen inhibitor konsantrasyonlart. ........... 66

xi



Cizelge 3.10.

Cizelge 3.11.

Cizelge 3.12.

Cizelge 3.13.

Cizelge 3.14.

Cizelge 3.15

Cizelge 3.16

Cizelge 3.17

Cizelge.4.1.

Cizelge 4.2.

Cizelge 4.3.
Cizelge 4.4.

Koyun karacigeri sorbitol dehidrogenaz enzimi iizerinde Gemsitabin
HCI’in ICsp degerinin belirlenmesinde kullanilan ¢ozeltilerin miktarlar
ve bunlara karsilik gelen inhibitér konsantrasyonlari............ccccceeeeeee. 66
Koyun karacigeri sorbitol dehidrogenaz enzimi izerinde Okzaliplatin’in
ICsp degerinin belirlenmesinde kullanilan ¢6zeltilerin miktarlar: ve
bunlara karsilik gelen inhibitdr konsantrasyonlart...........ccccceeeeeennnnneee. 67
Koyun karacigeri sorbitol dehidrogenaz enzimi iizerinde Lidokain HCI’in
ICsp degerinin belirlenmesinde kullanilan ¢ozeltilerin miktarlar1 ve
bunlara karsilik gelen inhibitdr konsantrasyonlart...........cccceeeevevnnnnnen. 67
Koyun karacigeri sorbitol dehidrogenaz enzimi iizerinde Teofilin
Etilendiamin’in ICsy degerinin belirlenmesinde kullanilan ¢ozeltilerin
miktarlar1 ve bunlara karsilik gelen inhibitér konsantrasyonlari............ 68
Koyun karacigeri sorbitol dehidrogenaz enzimi iizerinde
Tiyokolsikosid’in K; degerlerinin belirlenmesinde kullanilan

cozeltilerin miktarlar1 ve bunlara karsilik gelen substrat ve inhibitor

KONSANtTASYONIATT ...vvviiieeeeeiiiiiiiecee e e e 69

. Koyun karacigeri sorbitol dehidrogenaz enzimi {izerinde Menadion

sodyumbisiilfit’in K; degerlerinin belirlenmesinde kullanilan
cozeltilerin miktarlar1 ve bunlara karsilik gelen substrat ve inhibitor

KONSANETASYONIATT ...vvviiieeeeeiiiiiiiceee e e e 70

. Koyun karacigeri sorbitol dehidrogenaz enzimi lizerinde Furosemid’in

Kj degerlerinin belirlenmesinde kullanilan ¢ozeltilerin miktarlar1 ve

bunlara karsilik gelen substrat ve inhibitor konsantrasyonlari

. Koyun karacigeri sorbitol dehidrogenaz enzimi lizerinde Metotreksat’in

Kj degerlerinin belirlenmesinde kullanilan ¢ozeltilerin miktarlar1 ve
bunlara karsilik gelen substrat ve inhibitér konsantrasyonlart. .............. 72
Koyun karacigeri SDH enzimi i¢in amonyum siilfat doygunluk araligi
tespitine yonelik aktivite-coktiirme araligi ¢izelgesi .........ceeeeeevennnnnnnen. 74
Koyun karacigeri sorbitol dehidrogenaz enziminin saflastirilmasi
basamaklar1
Dakarbazin ilacinin koyun karacigeri SDH aktivitesi iizerine etkisi ..... 79

Tiyokolsikosid ilacinin koyun karacigeri SDH aktivitesi lizerine etkisi 79

xii



Cizelge 4.5.
Cizelge 4.6.
Cizelge 4.7.

Cizelge 4.8.
Cizelge 4.9.

Cizelge 4.10.

Cizelge 4.11.

Cizelge 4.12.

Cizelge 4.13.

Cizelge 4.14.

Cizelge 4.15.

Cizelge 4.16.

Cizelge 4.17.

Cizelge 5.1.

Cizelge 5.2.

Metotreksat ilacinin koyun karacigeri SDH aktivitesi iizerine etkisi ..... 79
Furosemid ilacinin koyun karacigeri SDH aktivitesi iizerine etkisi ...... 80
Epirubisin HCI ilacinin koyun karacigeri SDH aktivitesi

UZETINE ELKIST ..eeeiiiiiiiiiiiiiieiii ettt 80
Midazolam ilacinin koyun karacigeri SDH aktivitesi lizerine etkisi ..... 80
Dekspantenol ilacinin koyun karacigeri SDH aktivitesi lizerine etkisi .. 81
Menadion sodyumbisiilfit ilacinin koyun karacigeri SDH aktivitesi
UZETINE ELKIST...eiiiiiiiiiiiiiiiieeii et 81
Kalsiyum folinat ilacinin koyun karacigeri SDH aktivitesi lizerine

EEKIST Lttt 81

Gemsitabin HCI ilacinin koyun karacigeri SDH aktivitesi lizerine

Okzaliplatin ilacinin koyun karacigeri SDH aktivitesi lizerine etkisi .... 82
Lidokain HCI ilacinin koyun karacigeri SDH aktivitesi iizerine etkisi... 82
Teofilin Etilendiamin ilacinin koyun karacigeri SDH aktivitesi
UZETINE ELKIST...eiiiiiiiiiiiiiiiieeii et 83
Koyun karacigeri sorbitol dehidrogenaz enzimi i¢in bulunan 1Csg
4 (515453 4 (<) U UPR SRR 90
Koyun karacigeri sorbitol dehidrogenaz enzimi i¢in bulunan K; degerleri
Ve NhIbISYON tIPIETT..ceiiiieeeiiiiiiiiiee e 93
Koyun karacigeri SDH enzim aktivitesini yariya diistiren ilag
konsantrasyonlar1 ve bu ilaglarin tipta kullanilan konsantrasyonlarinin
karsilastirtlmast ... 108
Koyun karaciger dokusu SDH enzimi i¢in yapilan ¢alismalarin toplu

0110 (61 F: 1§ 110

xiil



1. GIRIS

Enzimler canli hiicreler tarafindan sentezlenen ve canli metabolizmalarinda kimyasal
reaksiyonlar1 hizlandiran ve higbir yan iirtin olusturmadan %100 liik iriin verimi
saglayan biyolojik katalizorlerdir. Katalitik RNA molekiillerinin kiiclik bir grubu harig,
biitlin enzimler protein yapisindadir. Enzimlerin katalitik aktivite gosterebilmeleri {i¢
boyutlu yapilarin1 kazanmalarma baghdir. Denatiirasyona ugramis enzimlerin katalitik
aktivite gostermeleri olanaksizdir. Bu yiizden protein enzimlerinin birincil, ikincil,
iiclinciil ve dordiinciil yapis1 katalitik aktivite i¢in esastir. Enzimlerin katalizleme
giicleri, turnover sayisi ile ifade edilir. Turnover sayis1 birim zamanda bir mol enzimin
iirline dontistiirdiigli substratin mol sayisidir. Turnover sayisi en yliksek olan enzim,

40.000.000 s™ ile katalazdir (Fersht 1999).

Enzimler diger proteinler gibi, yaklasik olarak 12000’ den 1 milyona kadar degisen
molekiil kiitlesine sahiptirler. Bazi enzimler aminoasit kalintilar1 disinda aktivite igin
kimyasal gruplara ihtiya¢ duymazlar. Digerleri kofaktor olarak adlandirilan Fe, Mg+2,
Mn? veya Se gibi bir veya daha fazla inorganik iyona veya koenzim olarak adlandirilan
kompleks organik veya metaloorganik molekiillere gereksinim duyarlar. Bazi enzimler
ise aktivite gosterebilmeleri i¢in hem koenzime hem de bir veya daha fazla metal

iyonuna ihtiya¢ duyarlar.

Protein yapisina ¢ok siki hatta kovalent olarak baglanan bir koenzim veya metal iyonu
prostetik grup olarak adlandirilir. Metal iyonlar1 ile veya koenzimiyle birlikte katalitik
olarak aktif bir enzim, holoenzim olarak adlandirilirken bu gibi enzimlerin sadece
protein kismi apoenzim veya apoprotein olarak adlandirilmaktadir. Koenzimler, tiamin
pirofosfat; aldehitler, koenzim A, acil gruplar1 gibi 6zgiil islevsel gruplar i¢cin gecici
tastyici olarak gorev yaparlar. Koenzimler ¢ogunlukla diyet ile diisiik miktarlarda alinan
organik besinler olan vitaminlerden temin edilirler (Nelson and Cox 2005). Genel

olarak enzimlerin 6zellikleri su sekilde siralanabilir;



Enzimlerin biiylik cogunlugu protein yapisindadir.

Ayn tiir reaksiyonlar enzimler tarafindan defalarca gergeklestirilebilir.
Bir enzim daima bir ¢esit veya ayni tip benzer reaksiyonlar1 katalizler.
Katalizledikleri reaksiyonlarm aktivasyon enerjisini diisiirtirler.

Enzimler gerceklesecek reaksiyonun ¢abuk dengeye ulagsmasini saglarlar.

AN I A A

Enzimler in vivo ortamda oldugu gibi in vitro ortamda da gorev yaparlar.

Enzimlerin etki ederek triine doOniistiirdiikleri maddelere substrat denir. Enzimler
genelde ya substrat adinin sonuna “- az > eki getirilerek ya da ilk bulucularinin ortaya
attiklar1 isimlerle taminmaktadirlar. Ornegin, fosfataz, iireaz, lipaz, tripsin ve pepsin gibi.
Fakat bu isimler ¢ogu enzimlerin fonksiyonlar1 hakkinda eksik bilgi verdiginden
Uluslararas1 Biyokimya birligi (IUB) tarafindan sistematik bir siiflandirma yapilmistir.
Ayrica her bir enzim i¢in 4 rakamli enzim kod numarasi (E.C.) ongoriilmistiir (Yiiregir
1981; Keha ve Kiifrevioglu 2005). Bundan dolay1 enzimler katalizledikleri reaksiyon

tiplerine ve reaksiyon mekanizmalarina gore su sekilde smiflandirilmiglardir;

Oksidorediiktazlar: Iki substrat arasinda redoks (elektron transferi) tepkimelerini
katalizleyen enzimlerdir. Bu grup enzimler dehidrogenazlar, oksidazlar, rediiktazlar,

oksijenazlar, peroksidazlar olarak da anilan enzimlerdir.

Transferazlar: Iki substrat arasinda hidrojen disindaki gruplarin transferini
gergeklestiren enzimlerdir. Fosforil grubu transferini saglayan kinaz enzimleri bu

gruptandir.

Hidrolazlar: Ester, eter, peptid, glikozit, anhidrit, C-halojeniir veya P-N baglarinin bir
su molekiiliiniin katilmas1 suretiyle baglarmn parcalandigr hidroliz reaksiyonlarini
katalize eden enzimlerdir. Biitiin proteolitik enzimler ve lipaz, esteraz, fosfataz,

glikozidaz ve niikleaz gibi enzimler bu gruba dahildir.

Liyazlar: Oksidasyon veya hidrolizden farkli bir mekanizma ile substratlardan bazi

gruplarin uzaklastirildigr ve c¢ift baglarin olusturuldugu tepkimeleri katalizleyen



enzimlerdir. Hidratasyon ve dehidratasyon reaksiyonlarmi katalizleyen enzimler bu

gruptandir.

Izomerazlar: Geometrik, optik veya yapisal izomerlerin birbirine doniistiiriilmesini
katalizleyen enzimlerdir. Mutaz, rasemaz ve epimeraz 6zel adlariyla anilan enzimler bu

gruptandir.

Ligazlar: Enerjice zengin bir bagm kopmasi ile ortaya ¢ikan enerji yardimiyla iki

molekiiliin baglanmasi reaksiyonlarin katalizleyen enzimlerdir.

Enzimler substratlarina ve katalizledikleri reaksiyon tiplerine son derece spesifiktirler.
Genellikle bir enzim sadece bir kimyasal reaksiyonu veya ayni tip benzer reaksiyonlar1
katalizler. Substratlara kars1 spesifiklikleri oldukg¢a yiiksektir, hatta bazi enzimlerin
substrat ozgiilliikleri mutlaktir. Ornegin, proteolitik enzimler peptit baglarmin
hidrolizini gergeklestirirler. Bu enzimlerin substrat 6zgiilliikleri birbirinden farkhidir.
Tripsin sadece lisin veya arginin rezidiilerinin karboksil grubu tarafindaki peptit
baglarin1 parcalar. Kanin pihtilasmasinda goérev alan trombin ise karboksil bileseni
arginine ve amino bileseni glisin aminoasitine ait peptit bagmi parcalamaktadir.
Buradan anlagilacagi gibi trombinin substrat 6zgiilliigii yine bir proteolitik enzim olan

tripsine gore daha fazladur.

Bir¢cok enzimin sterospesifiklik 6zelligi de vardir. Baz1 enzimler substrat molekiiliiniin
D-formunu iiriine ¢evirirken, bir kismi1 da L-formunu iirline doniistiiren tepkimeyi
katalizlemektedir. Ornegin, glutamat dehidrogenaz enzimi L-glutamat ve laktat
dehidrogenaz enzimi de L-laktat {lizerinde etkilidirler (Keha ve Kiifrevioglu 2005).
Bununla birlikte, ayn1 canli tiirlinde ayn1 reaksiyonu katalizleyen ancak farkli kimyasal
ve fiziksel Ozellikleri olan enzimler de vardir. Bu tip enzimlere izoenzim denir.
Izoenzimlerin substratlarina, kofaktdrlerine ve inhibitdrlerine karsi ilgileri farklidir.
izoenzimlerin baglica 6zellikleri arasinda amino asit say1 ve swrasmin farkli olmasi,
izoelektrik noktalarinin farkli olmasi, her bir izoenzimin farkli geninin olmasi ve

elektroforetik hareketliliklerinin farkli olmasi sayilabilir. Izoenzimler farkli dokularda



lokalize olabildigi gibi, bir hiicrenin farkl subselliiler fraksiyonlarinda da yerlesebilirler

(Devlin 2002).

Enzimlerin aktivitesi iizerinde etkili olan faktorler arasinda, substrat konsantrasyonu,
enzim konsantrasyonu, pH, sicaklik, allosterik etkiler, iyonik siddet, hormonlar,
inhibitor veya aktivatorlerin varligi sayilabilir. Her enzim i¢in aktivitelerin maksimum
oldugu pH degerleri vardir. Bu degerlerin lizerinde ve altinda aktivite diiser. Bu pH
derecesine "Optimum pH" denir. Ornegin, proteini pargalayan pepsin, midede pH’ nin
2,0 oldugu asidik ortamda maksimum calisir; bunun aksine pankreastan salgilanan ve
yine protein sindiriminde rol alan tripsin, ancak pH 8,5 da optimum olarak c¢aligabilir.
Bir enzimin optimum pH’s1 normal hiicre i¢i ortami pH’s1 ile ayn1 degildir. Bu durum
hiicre i¢indeki enzim aktivitesinin kontroliinde pH-aktivite iligkisinin Onemini
gostermektedir. Genelde bir kimyasal reaksiyonun hizi sicaklikla artis gostermektedir.
Sicaklik enzimli reaksiyonlarinda hizlarinin artisina sebep olan onemli bir faktordiir,
yani tepkime hizinin yiikselmesi, sicaklikla dogru orantilidir. Bununla birlikte belli bir
noktaya gelindiginde enzim aktivitesinde bir diisiis gozlenir. Bu durum yiiksek
sicaklikta enzimin ii¢ boyutlu yapisinin etkilendigini yani enzimin denatiire oldugunu
gostermektedir. Bir enzim igin 10°C’lik sicaklik degisiminin meydana getirdigi aktivite

farklilig1 Qo degeriyle ifade edilir (Keha ve Kiifrevioglu 2005).

Enzimlerin aktivitelerini pozitif yonde etkileyen bilesiklere aktivator adi verilir.
Aktivatorleri iki grupta toplamak miimkiindiir. Birinci gruptakiler sadece substratla
birleserek aktivatér rolii oynayan bilesikler. Ikinci gruptakiler ise serbest enzimle

birleserek aktivator rolii oynayan bilesiklerdir (Goziikara 1989).

Enzimlerin, baz1 bilesikler tarafindan hem in vivo hem de in vitro olarak aktivitelerinin
azaltilmast ve hatta yok edilmesi olaymna inhibisyon adi verilir. Buna sebep olan
bilesiklere de inhibitér denilir. Inhibitdrler, genellikle kiiciik mol kiitlelerine sahip
bilesik veya iyonlardir. Enzimatik aktivitenin inhibisyonu, biyolojik sistemlerde basli
basina bir kontrol mekanizmasi olusturur. Bir¢ok ilag ve zehirli bilesik fonksiyonlarini

bu yolla gerceklestirirler. inhibitdrler hem enzim etki mekanizmalarinm, hem de



metabolik yollarin aydmlatilmasinda biyokimyacilar i¢in ¢ok Onemlidir.(Keha ve

Kiifrevioglu 2005).

Enzimatik inhibisyon iki grupta incelenir;

a) Doniisiimsiiz inhibisyon

b) Doniistimlii inhibisyon

Doniisiimsiiz inhibisyon’da inhibitor enzime ya kovalent olarak baglanir ya da zor
ayrigabilen bir kompleks olusturur. Sinir uyarilarinin iletilmesinde onemli bir rol
oynayan asetil kolin esteraz enziminin, sinir gazi zehirleri tarafindan inhibisyonu buna
glizel bir Ornektir. DoOniisiimsiiz  inhibisyonda Vi (enzimatik reaksiyonda
ulasilabilecek maksimum hiz) azalir, Ky ise (enzimin substrata olan ilgisini gosteren

sabit) degismeden kalir. Reaksiyon semast;

E + P

=
B

EI

seklinde yazilabilir (Segel 1975; Keha ve Kiifrevioglu 2005).

Doniigiimsiiz  inhibisyonun aksine donilisimlii inhibisyonda enzim ile inhibitor

etkilesmesi bir denge reaksiyonu seklindedir.

Doéniisiimlii inhibisyon {i¢ grupta incelenir;



a) Yarismali (kompetitif) inhibisyon
b) Yarismasiz (nonkompetitif) inhibisyon
¢) Yari yarigsmali (unkompetitif) inhibisyon

Doéntistimlii inhibisyonun en basit tipi yarigsmali (kompetitif) inhibisyondur. Yarigmali
inhibitdr yap1 itibariyle substrata benzer ve enzimin aktif bdlgesine baglanir. Boylece
substratin enzime baglanmasi1 6nlenmis olur. Fakat substrat konsantrasyonu artirilmakla
inhibisyon etkisi ortadan kaldirilabilir. Yani enzimin Vi, degeri degismezken, Ky

degeri artar. Yarigmali inhibitor varliinda reaksiyon semast;
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seklinde yazilabilir (Segel 1975; Telefoncu 1986; Keha ve Kiifrevioglu 2005).

Yine doniistimlii bir tip olan yarigmasiz (nonkompetitif) inhibisyonda; inhibitér ve
substrat enzim molekiiliine ayn1 anda baglanabilir. Bu durum baglanmanin enzimin ayni
bolgesine olmadigini gosterir. Yarigmasiz bir inhibitér etkisini; bir enzimin turnover
sayisini, yani katalitik aktivitesini diisiirerek gosterir. Burada substrat ve inhibitor
arasinda yarigma séz konusu degildir. Substrat konsantrasyonu artirilmakla inhibisyon
kaldirilamaz. Enzimin Vmax degeri azalirken, KM degeri sabit kalir. Substrat ve
inhibitor farkli bolgelere baglanabildiginden, enzimin iki farkl inaktif kompleksi
meydana gelir: Enzim-Inhibitér kompleksi (EI) ve Enzim-Substrat-Inhibitér kompleksi

(ESI). Yarigmasiz inhibitor varliginda reaksiyon semast;
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seklinde yazilabilir (Telefoncu 1986; Keha ve Kiifrevioglu 2005).

Bir bagka doniisiimlii inhibisyon tipi, yar1 yarigmali (unkompetitif) inhibisyondur. Bu

inhibisyon ¢esitinde; inhibitdr serbest enzime baglanamaz, sadece ES kompleksine

baglanir. Bunun icin tek substrath sistemlerde, yari1 yarismali inhibisyona seyrek

rastlanir. Birden fazla substratli enzimlerde bu inhibisyon tipine daha sik rastlanir.

Reaksiyon semast,
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seklinde yazilabilir. ESI kompleksi ortamda siirekli olarak var olacagindan, yari

yarigmali inhibitor varhiginda V., azalir. ESI kompleksinin olusumu vasitasiyla; ES

kompleksi ortamdan siirekli cekildiginden, enzim ve substrattan ES kompleksinin

olusum dengesi daha fazla saga kayar ve Ky degeri kiiciiliir (Segel 1975; Telefoncu

1986).



Yarigsmasiz (nonkompetitif) inhibisyonun 6zel bir tiirii olan lineer karisik tiir inhibisyon,
doniisiimlii inhibisyon sinifina girer. Bu tiir inhibisyonda; E, S ve I’'nin baglanma denge
sabitleri farklilagmaktadir. Reaksiyon semas1 asagidaki gibidir; (Segel 1975; Gilbert
1992).
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Bir¢ok multienzim sistemi, net reaksiyon hizlarim1 kendileri diizenleme kapasitesine
sahiptir. Bu sistemlerin ¢ogunda, seri reaksiyonlarin son irlinii belirli bir
konsantrasyona ulastiginda; sistemin ilk enzimini veya dallanma noktasindaki enzimini
inhibe eder. Bu enzimlere allosterik enzimler adi verilir. Bu olaya da feed-back (geri
besleme) inhibisyonu denir. Birden fazla polipeptid zinciri ihtiva eden allosterik
enzimlerde; inhibitorlerin enzime baglanmasiyla, degisik alt birimlerin baglanma
merkezleri arasindaki etkilesmelerle allosterik inhibisyon meydana gelir. Allosterik
enzimleri etkileyen bilesiklere modiilator ad1 verilir. Homotropik allosterik enzimlerde;
substrat, bizzat pozitif modiilator olarak etki yapar. Heterotropik allosterik enzimlerde
ise; enzim, substratlardan baska bilesikler tarafindan etkilenmektedir. Baz1 allosterik
enzimler homotropik-heterotropik karakterde olup, modiilatérlerden birisi o enzimin
substrati, digerleri bagka bilesiklerdir. Allosterik enzimlerin kinetigi, Michaelis-Menten

kinetiginden farklilik gosterir (Stryer 1988).

Inhibisyon ¢esidinin ve ilgili Ki sabitinin belirlenmesi i¢in en ¢ok basvurulan ydntem
Lineweaver-Burk egrileridir. Bu yontemde 1/V ye kars1 1/[S] grafigi en az ii¢ farkh
sabit inhibitdr konsantrasyonunda cizilerek K; sabiti hesaplanir. K; sabitlerinin

bulunmasinin ikinci yontemi Dixon grafikleri yoludur. Bu yontemde en az iki sabit



substrat konsantrasyonunda 1/V-[I] grafigi cizilerek Ki sabitleri bulunur (Telefoncu

1986).

Cesitli organizmalar kendilerine has proteinlere sahip olduklar1 gibi, her hiicre tipi de
bircok degisik protein ihtiva etmektedir. Bunun yanmnda proteinler, biyolojik
aktivitelerini ancak belirli pH ve sicaklik sinirlarinda gosterebilirler. Bu sebeplerden
dolay1 bir proteinin saf halde bir hiicre veya dokudan izolasyonu gii¢ bir istir. Bu
giicliiklere ragmen simdiye kadar bir¢cok protein saf olarak elde edilmistir. Binin
iizerinde enzim kismen saflastirilmis ve iki yiizden fazlasi saf kristal halde elde
edilmistir. Ayrica hicbir enzimatik aktivite gostermeyen yiizlerce protein cesitli
kaynaklardan yiiksek saflik derecesinde izole edilmistir. Proteinler {ic boyutlu yapilari,
sicaklik, pH, yilizey gerilimi gibi bircok faktorden hizli bir sekilde etkilenerek kisa
sirede enzim aktivitelerini kaybedebilmektedirler. Bu nedenle enzim izolasyonu

deneyleri oldukca dikkat gerektiren ¢aligmalardir.
Saflastirma iglemleri genelde enzimlerin;

1. Molekiil biytikligii,

2. Coziniirlikleri farkliliklari,

3. Elektriksel yiik,

4. Adsorbsiyon davranislarindaki farkliliklar1 esasina gore gerceklestirilmektedir (Keha

ve Kiifrevioglu 2005).

Proteinlerin en ¢ok goze ¢arpan Ozellikleri biiytikliikleridir. Bu durum, bir proteini diger
proteinlerden ve kiiciik molekiillerden ayirmayr miimkiin kilar. Bu esasa dayali
proteinleri ayirma metodlar1 diyaliz, ultrafiltrasyon, yogunluk gradienti santrifligasyonu

ve jel filtrasyon kromatografisidir.

Genel adiyla disarilama kromatografisi adiyla bilinen jel filtrasyon kromatografisinde
kolon materyali olarak Sepharose, Biogel gibi polimerler yaninda yaygm olarak

kullanilan ve bir karbonhidrat tiirevi olan Sephadex polimeridir. Sephadex yapisinda



10

fazla miktarda hidroksil grubu ihtiva etmesi dolayisiyla suya ve elektrolit ¢ozeltilerine
ilgisi fazladir. Bu teknikte kiiclik molekiil kiitleli proteinler ve diger safsizliklar
Sephadex’in porlarma takilirlar. Biiylik molekiil kiitleli proteinler ise Sephadex’in
porlarina takilmazlar ve molekiil kiitlelerinin biiyiikliik sirasina gore kolondan eliie

edilirler. Bu da proteinlerin ayirimlari i¢in olduk¢a avantajli bir durumdur.

Jellerin 6zelliklerini belirlemede kullanilan temel terim “su kazanim degeri” dir. Bir
gram kuru jelin emebildigi su miktarina o jelin su kazanim degeri denir. Bu deger 10 ile
carpilarak jelin ticari admin sonuna yazilir. Ornegin Sephadex G-15 jelinin su kazanim
degeri 1,5 tur (1 g madde 1,5 g su emebilir). Bir jelin su kazanim degeri arttikca
gozenek biiyiikligii de artar.

Daha biiylik molekiillerin, mesela bazi proteinler ve virlislerin ayrilmasinda agardan
elde edilen ve ndétral bir polisakkarit olan agaroz jeli kullanilir. Jel filtrasyon
kromatografisinde karigimlarin ayrilmasinda karisimda bulunan maddelerin molekiil
biiyiikliikleri rol oynar. Molekiiller biiyiidiik¢e ayrilma molekiil biiyiikliiglinden ziyade
molekiil kiitlesine gore olur. Ornegin; G-100 ve G-200 tipi jellerde eliie etme hacmi
yaklagik olarak molekiil kiitlesinin logaritmasi ile dogru orantilidir. Bunlardan
yararlanilarak biiylik molekiillii bilesiklerin mesela proteinlerin molekiil kiitleleri tayin

edilebilir (Kiifrevioglu ve Cift¢i 2008).

Proteinlerin saflastirilmasinda kullanilan diger bir 6zellik de ¢oziiniirliik farkliligidir.
Proteinlerin ¢oziiniirliigii baslica pH, iyonik siddet, ¢oziiclinlin dielektrik 6zelligi ve
sicakliga baghdir. Bu esaslara dayali proteinleri ayirma metotlar1 izoelektrik ¢okelme,

notral tuzlarla ¢oktiirme, ¢oziiciilerle fraksiyonlama ve sicaklikla ¢oktiirmedir.

Cogu globuler proteinlerin ¢dziiniirligii, sistemin pH degerinden etkilenir. Degisik
proteinlerin iyonlasabilir R gruplar1 tasiyan aminoasitlerinin sayis1 farkli oldugundan,
izoelektrik pH’lar1 da farklhidir ve bu yiizden ¢ok defa birbirinden izoelektrik ¢okelme
ile ayrilabilirler. Her protein i¢in izoelektrik pH ortamin iyon muhtevasina gore kolayca

degisebilir; ciinkii proteinler belirli anyon ve katyonlar1 baglayabilirler. Eger bir protein
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¢ozeltisi, H" ve OH™ disindaki kiigiik iyonlar1 uzaklastirmak igin saf suya kars1 diyaliz

edilirse, izoelektrik pH, izoiyonik pH’ da gerceklesir ve bu da proteine gore sabittir.

Notral tuzlar diisiik konsantrasyonlarda protein molekiillerinin ¢éziiniirliigiinii artirirlar.
Bu olaya salting-in denir. MgCl, ve (NH4),SO4 gibi iki degerlikli tuzlar, NaCl, NH4ClI
ve KCI gibi tek degerliklilerden daha etkilidir. Noétral tuzlarin bu 6zelligi, onlarin iyon
siddetlerine baghdir. Bu 1iyonlar protein molekiilinde yan gruplarin ayrismasini
modifiye ederler. Yeteri kadar yiiksek tuz konsantrasyonunda bir protein bir ¢ozeltiden
hemen hemen kantitatif olarak ¢dokeltilebilir; yani yiiksek tuz konsantrasyonunda

proteinlerin ¢oziiniirligli azalir ve hatta ¢cokerler. Bu olaya salting-out ad1 verilir.

Suda ¢oziinebilen notral organik c¢oziiciilerin, 6zellikle etanol ve asetonun ilavesi, cogu
globuler proteinlerin sudaki ¢oziiniirliigiinii ¢okelme derecesine kadar azaltabilir. Bu
etkinin kantitatif arastirmalari, sabit pH ve sabit iyonik siddette ¢oziiniirliigiin ortamin
dielektrik sabitinin bir fonksiyonu oldugunu gostermistir. Etanol sudan daha kii¢iik bir
dielektrik sabitine sahip oldugundan sulu protein ¢ozeltisine etanolun ilavesiyle zit

yiiklerin ¢ekimi artar ve proteinler kiimelenerek ¢okerler.

Globuler proteinlerin ¢oziiniirliigiine etki eden bir baska faktor de sicakliktir. Genelde
coziiniirlikleri 0-40°C iizerinde azalir ve bircogu denatiire olur. Bu nedenle proteinlerin

ayrilmasi islemleri daha ¢ok diisiik sicakliklarda gerceklestirilir.

Proteinlerin elektriksel ytiklerine gére ayrilmasi, polipeptid zincirlerindeki iyonlasabilir
yan gruplarin sayist ve cinsi ile belirlenen asit baz 0Ozelliklerine dayanmaktadir.
Proteinler, aminoasit bilesiminde ve dizilisinde farklilik gosterdiklerinden, her protein
ozel bir asit baz davranisina sahiptir. Elektriksel ylik farkmma dayanan aymrma
metotlarindan biri olan iyon degisim kromatografisinde duran fazda bulunan ve
yerlerinden kolaylikla ayrilabilen iyonlar c¢evrelerindeki iyonlar ile yer degistirir. Bu
degisim sonucunda duran fazin fiziki goriiniimiinde degisme olmaz. Iyon degisim

kromatografisi ile basit inorganik ve organik iyonlar birbirlerinden ayrilabilecegi gibi
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enzimler, hormonlar ve niikleik asitler gibi biyolojik 6nemi olan polielektrolitler de

ayrilabilir.

Iyon degisim kromatografisinde kullanilan materyaller, cogunlukla seliilozun sentetik
olarak hazirlanmis tiirevleridir. Dietilaminoetil selilloz (DEAE-seliilloz), pH 7,0’da
pozitif yiiklii gruplar1 ihtiva eder ve bu yiizden bir anyon degistiricidir. Karboksimetil
seliilloz (CM-seliiloz) ise, notral pH’da negatif yiiklii gruplar ihtiva eder ve bir katyon
degistiricidir.

CHLCH Dietilatminoetil Seliloz

/NHCH;CH; o seliloz
CH=CHz
e E arbolosinetil Seliloz
o — CHoy— O Zeliloxs
[!:L

Sekil 1.1. Proteinlerin saflastirilmasinda kullanilan iyon degisim kolon maddeleri

Proteinlerin DEAE-seliiloz kolonlar1 lizerinde ayrilmasinda ve her bir komponentin
sirasiyla eliisyonunda, azalan pH’l1 tamponlarin bir serisi veya artan iyonik siddetli tuz
cozeltilerinin bir serisi kullanilir. Bunlarin kolondan ge¢irilmesi sirasinda anyonik
proteinlerin baglanmasi azaltilir. Ciinkii pH’ nin diismesiyle birlikte, iyon degistiriciye
tutunan proteinlerin negatif yiiklii bolgeleri notral hale gelir. Yine iyonik siddetin
artmastyla pozitif iyonlar proteinin negatif yiiklii bolgelerine baglanirlar; negatif iyonlar
ise, proteinlerle iyon degistiriciye baglanma hususunda yarisa girerler. Boylece
proteinler bu bolgeye daha yavas bir kuvvetle baglanirlar ve hatta koparlar. Eliiatlar
kiigiik fraksiyonlarda toplanarak gerekli analizler yapilir. Bu metodun 6nemli bir tarafi

da, 1iyon degisim kromatografisi ve jel filtrasyon kromatografisini kombine
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edebilmesidir. Ornegin, DEAE-Sephadex kullanilarak proteinleri yiiklerine ve molekiil

biiyiikliiklerine gore ayirmak miimkiindiir.

Iyon degisim kromatografisi yontemiyle proteinlerin saflastirilmas: sirasinda kolonun
hazirlanmasi, dengelenmesi, numune tatbiki ve eliisyon islemleri jel filtrasyon
kromatografisindekine ¢ok benzer. En 6nemli fark eliisyon islemindedir. Genelde iki
farkl eliisyon uygulanir: basamakli eliisyonda, kolondan proteinlerin eliisyonu sirasinda
degisik pH’l1 ve degisik iyonik siddetli ¢Ozeltiler sirasiyla gecirilir. Bu yontem cok
zaman alicidir. Gradientli eliisyonda ise bir gradient mikser kullanilir. Eliisyon
tamponunda bir pH gradienti olusturulur. Her protein izoelektrik pH’sina geldiginde
yiiksiizlesir ve duran faza tutunamayarak eliie edilir. Benzer durum iyonik siddet

gradienti olarak da uygulanabilir (Kiifrevioglu ve Cift¢i 2008).

Proteinlerin ayrilmasi i¢in kullanilan bir bagka yontem spesifik ligand esasina dayanan
afinite kromatografisidir. Bazi proteinler afinite kromatografisiyle ¢ok kere bir
basamakta ¢ok kompleks karisimlardan izole edilebilirler. Afinite kromatografisi bir
cesit adsorpsiyon kromatografisi olup, saflastirilmasi istenen molekiiliin, matriks adi
verilen bir kolon maddesine kovalent olarak immobilize edilmis bir komplementer
baglanma bilesigine spesifik ve tersinir baglandigr bir tekniktir. Matriks olarak
Sephadex, Sepharose, Biogel gibi farkli jeller kullanilabilir. Kullanilacak ligandin
saflagtirilacak madde i¢in spesifik ve tersinir baglanma afinitesi olmalidir. Kiiciik
ligandlar1 (enzim inhibitorleri gibi) dogrudan matrikse baglamak suretiyle hazirlanan
adsorbanlar, matriks ile liganda baglanan maddeler arasinda sterik engellemelerden
dolay1 kii¢iik ayirma kapasitesi gosterebilirler. Bu durumlarda uzanti kollari, etkili
baglanmay1 kolaylastrmak icin matriksle ligand arasina sokulurlar (Keha ve

Kiifrevioglu 2005).

Enzimoloji alaninda en 6nemli gelisme 1926 yilinda Summer’in {ireaz enzimini “Jack
Bean’ bitkisinden elde edip kristallendirdikten sonra protein yapisinda bir bilesik
oldugunu ortaya koymasidir (Keha ve Kiifrevioglu 2005). Northrop 1930 yilinda

pepsin’i saflastirarak karakterize etmeyi basarmistir. Bu arastirma sonucunda enzimlerin
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protein yapisinda oldugu herkes tarafindan kabul edilmeye baslanmistir (Goziikara

1989).

Biyokimya alaninda giinlimiize kadar en ¢ok arastrma yapilan konu enzimlerdir.
Giliniimiizde birgok enzim saflastirilmis, karakterize edilmis ve 200°den fazla enzim de
kristallendirilmistir. Enzimler sagliktan endiistriyel konulara kadar uygulama alani
bulmustur. Kataliz olay1 ile ilgili ilk denemeler 1760-1825 yillar1 arasinda midedeki
enzimatik sindirim {izerine yapilmistir. Belirli bir enzim tizerindeki ilk calisma 1860
yilinda Pasteur tarafindan yapilmis ve fermantasyon olaymin enzimlerce yiirtitiildiigiinti
ispat etmistir. Bu yiizden enzimler icin “Ferment’” terimi kullanilmistir. Buchner
kardesler 1897’11 yillarda maya hiicrelerinde alkolik fermantasyonu katalize eden
enzimleri elde etmeyi basarmislardir. Bu bulus enzimlerin aktivite gostermeleri igin
hiicre icinde bulunmalarinin sart olmadigmi ortaya koymustur. Yapilan genetik
calismalar ve hiicre igindeki kimyasal reaksiyonlarin gesitliligi daha bir¢ok enzimin
kesfedilmedigini gostermektedir. Biitiin canli hiicrelerde meydana gelen reaksiyonlar
enzimlerle ilgilidir. Enzimler canli hiicrelerde sentezlenir ve hiicre canliligini yitirdikten

sonra uzun sire etkili kalirlar.

1.1. Sorbitol Dehidrogenaz Enzimi

Sorbitol Dehidrogenaz (L-Iditol: NAD" oksidorediiktaz, EC 1.1.1.14) sorbitol yolunun
(poliol yolu) iki enziminden biridir ve koenzim olarak NAD"’i kullanarak sorbitol ve
fruktoz arasindaki doniisiimlii oksidasyon-rediiksiyon reaksiyonunu katalizler (Lindstad

et al. 1994).

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

Sorbitol  dehidrogenaz, memeli alkol dehidrogenazlarmi da icine alan
dehidrogenaz/rediiktaz protein ailesine dahil olan bir metalo enzimdir (Jeffery et al.
1984; Jornvall et al. 1984). Sorbitol dehidrogenaz ve alkol dehidrogenaz yapisal ve

mekanistik yakimliklarma ragmen ¢inko igerigi bakimindan farkhdirlar. Sorbitol
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dehidrogenazin her bir alt iinitesindeki aktif bolgesinde bir ¢inko atomu bulunurken
alkol dehidrogenazin her bir alt iinitesinde iki ¢inko atomu vardir. Ayni zamanda bu
enzimler kuarterner yapilart bakimindan da birbirlerinden farklidirlar. Sorbitol
dehidrogenaz tetramerik bir enzimken alkol dehidrogenaz dimerik bir enzimdir. Sorbitol
dehidrogenaz ve alkol dehidrogenaz’in substratlar1 da farklidir. SDH, sorbitol , xylitol,
O-mannitol ve L-iditol gibi poliollarm oksidasyonunu katalizlerken primer alkoller ig¢in

aktiviteye sahip degildir (Luque et al.1998).

Polioller (C,H2(H»0O),), karbonil grubunun indirgenmesi ile aldoz ve ketozlardan
tiiretilmis asiklik polifonksiyonel alkollerdir. Polioller, tetritoller, pentitoller, hekzitoller
gibi smiflandirilirlar ve fizikokimyasal Ozelliklerinden dolay:r basit karbonhidratlar
olarak kabul edilebilirler. Bircok poliol bitki ve hayvan familyasinda genis bir sekilde
dagilmistir, 6zellikle alg, mantar ve bitkilerde bol miktardadir ve bakterilerden yiiksek
hayvanlara kadar uzanan organizmalarda goriiliir. Buna ragmen dogada n>6 olan birkag
poliol goriiliir ve bu zamana kadar sentezlenen uzun zincirli polioller de sinirh
sayidadir. Birgok poliol ve tiirevlerinin kullamldig1 yaygin uygulamalar vardir. Ornegin
sorbitol ve xylitol, dis saglig1 ve diyabetik kontrol saglamak amaciyla besinlerde yaygin

olarak seker yerine kullanilir (Lindstad et al. 1998).

Poliollarin biyokimyasal oksidasyonu ile ilgili arastirmalar 19. yiizyilin ortalarinda
baslamistir. Ancak sorbitol dehidrogenaz enziminin memeli dokusunda aktif oldugu ilk
kez 1942 yilinda ortaya cikarilmistir (Breusch 1942). Bundan sonra ¢esitli memeli
dokularinda degisken derecelerde sorbitol dehidrogenaz aktivitesinin oldugu

gosterilmistir.

Memeli sorbitol dehidrogenaz enzimi homotetramerik bir enzimdir. Enzimin her bir alt
biriminde bir su molekiilii ve ii¢ protein ligandia (Cys44, His69, Glul55) bagl olan
katalitik bir ¢cinko atomu bulunmaktadir. Aktif bolgedeki bu ¢inko atomunun gorevi,
sorbitol ve fruktoz arasindaki dontisiimlii oksidasyon-rediiksiyon reaksiyonunun katalizi
stiresince sorbitol hidroksilinin veya fruktoz karbonilinin oksijenini baglamaktir (Jeffery

et al. 1984; Eklund et al. 1985; Karlsson et al. 1989, 1995). Aktif bolgedeki ¢inko
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atomu koordinasyonunun geometrisi, ligandlar arasinda 90°/180° ac¢inin oldugu
oktahedraldir (Johansson ef al. 2001). Enzimin dort alt biriminden herbiri 355 rezidiiden
olusur (Jeffery et al. 1984; Karlsson et al. 1989). Omurgalilarin ¢ogunda, bazi tiirlerde
allelik formlar sergileyen, yalniz bir SDH gen lokusu vardir (Op’t Hof et al. 1969;
Jeffery and Jornvall 1988; Frankel 1994). Sorbitol dehidrogenaz izoenzimlerine bugiine

kadar rastlanmamistir. Enzim tizerindeki kristalografik ¢aligmalar devam etmektedir.

Tyr299

Sekil 1.2. SDH enziminin aktif bolgesindeki ¢inko atomunun koordinasyonu (Johansson
et al. 2001)

Sorbitol dehidrogenaz enziminin her bir alt birimi iki farkli bolgeye sahiptir. Bu
bolgelerden biri NAD ’m baglandig1 koenzim baglama bélgesi, digeri ise Zn atomunun

bulundugu katalitik bolgedir (Johansson et a/.2001).
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Sekil 1.3. SDH enziminin kuarterner yapisi (1) ve enzimin bir alt biriminin yapis1 (2)
* (A: koenzim baglama bolgesi, B: katalitik bolge) (Johansson et al.2001)

Sorbitol dehidrogenaz enzimi (SDH) memeli dokularmnin c¢ogunda bulunmaktadir
(Jeffery and Jornvall 1984). Enzim Ozellikle karaciger ve testis dokusunda bol
miktardadir ve bir¢ok yildan beri karaciger ve testis hastaliklarinda 6nemli bir tani
isaretcisi olarak kullanilmaktadir (Asada and Galambos 1963; Hodgen and Sherins
1973).

Karaciger, anatomik ve fonksiyonel olarak gastrointestinal kanal ve dolasim sistemi
arasinda yer alan, sindirim sisteminin ¢ok degisik fonksiyonlarma sahip olan kompleks
bir organidir. Bu nedenle organizmaya etki eden faktdrlerden karacigerin az veya ¢ok
etkilenmesi olasidir. Sorbitol dehidrogenaz enzimi hepatosit sitoplazmasinda
bulunmakta olup karaciger i¢in kismen spesifik olan bir enzimdir. Karaciger
hastaliklarinda aminotransferaz diizeylerine paralel bir seyir gdstermektedir ve serumda
stabil degildir (Anderson 1992; Turgut 1997). Normalde serumda bulunmayan sorbitol
dehidrogenaz enzimi karaciger harabiyeti halinde seruma gegerek yiiksek aktivite
gostermektedir. Bu nedenle serum SDH enzim aktivitesinde meydana gelen
degisiklikler, karaciger hastaliklarinin klinik teshisinde faydali olmaktadir (Dixon et al.
1987).

Sorbitol dehidrogenaz enzimi hiperglisemi durumunda aktif olan ve retinopati,
nefropati, ndropati gibi diyabetik komplikasyonlarin gelisiminde dnemli rol oynayan

poliol yolunun ikinci enzimidir. Bu enzimin diyabetik komplikasyonlarm ortaya
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cikmasimnda ve ilerlemesindeki roliinii agiklamak amaciyla c¢aligmalar yapilmistir
(Obrosova et al. 1999; Nishikawa et al. 2000; Amano et al. 2003; Chu-Moyer et al.
2002). SDH enzimi iizerinde yapilan caligmalar, dnemli bir saglik sorunu olan ve
diinyada 6lim nedenleri arasinda tiiglincii swrayr alan diyabetin komplikasyonlarinin
azaltilmasinda kullanilabilecek koruyucu ilaglarin gelistirilmesi bakimindan oldukca

Onemlidir.

1.2. Diabetes Mellitus

Diyabet, pankreastan insiilin hormonu sekresyonunun ve/veya insilin hormonu
etkilerinin mutlak veya goreceli azligit sonucu anormal karbohidrat ve yag
metabolizmas1 bozukluklarmma yol agan, cogunlukla hiperglisemi ile karakterize bir
kronik metabolizma hastaligidir (Report of the Expert Commitee on the Diagnosis and
Classification of the Diabetes Mellitus 2001; American Diabetes Association 2004).
Kan sekerinin normal degerler iizerine ¢ikmasi seklinde tanimlanan hiperglisemi
multisistemik tutulumla bircok organ sistemini etkileyebilmektedir. Diyabetikler iki
gruba ayrilabilir: insiiline-bagimli diabetes mellitus (Tip I) ve insiilinden-bagimsiz

diabetes mellitus (Tip 1I).

Tip 1 diyabette, insiilin salgilayan pankreasin adacik beta hiicrelerinin, genetik faktdorler,
insan lokosit antijeni ve cevresel nedenlerle, T-lenfosit ve makrofajlarin otoimmiin
saldiris1 sonucu harabiyeti meydana gelmektedir. Pankreastaki bu harabiyet sonucu, tip
1 diyabetli bireylerde insiilin sekresyonu yetersiz ya da tamamen yoktur. Buna bagl

olarak serum glukoz diizeyleri normalden yiiksektir.

Tip 1 diyabetin etiyolojisinde genetik, c¢evresel ve otoimmiin faktorler rol oynar.
Genetik yatkinlik, viriisler, fiziksel uyaricilar ve stres gibi dig etkenler hastaligi
tetikleyerek insiilin salgilayan pankreasin beta adacik hiicrelerine otoimmiin saldir1
baslatmaktadir. Bu harabiyetin patalojik goriiniimiine ‘instilitis’ denir. Tip 1 diyabet, 5-

10 yillik bir siirecin sonucunda ortaya ¢ikar (Haller ef al. 2005). Tip 1 diyabetli bireyler
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yasamlarini  siirdiirebilmek igin insiiline bagimli olduklarindan ‘Insiiline Bagiml

Diyabet’ olarak da bilinmektedir.

Insiilin yetersizligi ve/veya insiiline bagimh olan kas ve yag dokusu gibi periferik
dokularda, insiiline yanit verme yeteneginin azalmasi (insiilin direnci) tip 2 diyabet
gelisimine neden olur (Patricia et al. 2003). Diyabetik hastalarm % 90’1 tip 2
diyabetlidir. Insiilin direnci, tip 2 diyabette meydana gelen komplikasyonlarin en énemli

nedenidir (Gilligan and Spector 1984).

Normal sartlarda insiilin, plazmadaki glukozun, okside olarak enerji lretiminde
kullanmak veya glikojen seklinde depolanmak {izere kas ve yag dokusu gibi periferik
dokulara taginmasini saglar. Ayni1 zamanda, insiilin karacigerdeki glikojenoliz (glikojen
yikimi1) ve glukoneogenezi (glukoz yapimi) baskilayarak hepatik glukoz iiretimini

engeller (Donkin ef al. 1997).

Insiilin direncinin gelismesi durumunda, periferik dokularda direng olusarak kas ve yag
dokusundaki insiilin aracili glukoz kullanimi azalmakta, karacigerdeki glukoz
supresyonu bozulmaktadir. Insiilin direncine karsi, plazma glukoz diizeyinin
yilikselmemesi i¢in pankreas beta hiicrelerinde normalden 1,5-2 kat daha fazla insiilin
iiretilmektedir. Insiilin direncinde, pankreasm daha fazla calisarak normal glukoz
diizeyini saglanmasi, zamanla beta hiicrelerinde fonksiyon kaybma neden olmakta ve
buna bagl olarak insiilin sentezi azalarak tip 2 diyabet ortaya ¢ikmaktadir (Ferrannini et

al. 1987; Hollenbeck and Reaven 1987).

Tip 2 diyabette plazma glukoz diizeyinin yiikselmesi, hepatik glukoz supresyonunun
bozulmasindan kaynaklanir. Karacigerde glikojenoliz ve glukoneogenez ile glukoz
dretimi artar. Glukoneogenezdeki artisin hepatik insiilin direnci ve laktat gibi
prekiirsorlerin artisi ile ilgili oldugu ileri siirtilmiistiir (Mithieux et al. 1996). Buna bagh
olarak gelisen hiperglisemi endotelyal fonksiyon kayiplarindan sorumlu tutulmaktadir

(Hsueh and Law 1998; Jiang ef al.1999).
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Diyabet sonucu ortaya ¢ikan kronik hiperglisemi 6zellikle goz, bobrekler, sinir sistemi,
kalp ve damar sisteminde hasar ve fonksiyon bozuklugu meydana getirmektedir.
Hiperglisemi bazi metabolik yollarmn aktivitesini arttirarak ve bu metabolik yollarin
birbiriyle olan etkilesimlerini degistirerek bu diyabetik komplikasyonlara neden

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

Bu metabolik yollar; poliol yolu (Zimmet and Alberti 2001; Oates 2008), glukoz
oksidasyonu (Lipinski 2001; Ostenson 2001; Jakus and Rietbrock 2004), protein kinaz
C (PKC) aktivasyonu (Brownlee 2001), nonenzimatik glikasyon ve ileri glikasyon
iirtinleri (AGE) olusumudur (Chappey et al. 1997; Yamagishi and Takeuchi 2004).
(Sekil 1.4)

Hiperglisemi \

Poliol yolu Fruktoz!  Nonenzimatik » Serbest Oksije
................ > Glikasyon *

Radikalleri

DAG T"u.,.

B,PKC ¥ ™ Redoks Dengesinde Degisiklik
! Oksidatif

GSH Stres f

v
NO Sentezi ¢

Denatiire SOD ve
Yapisal Proteinler

v
Vaskiiler Fonksiyon Bozukluklari

nom— '

Diyabetik Komplikasyonlar

Sekil 1.4. Hipergliseminin etkiledigi metabolik yollar (Yabe-Nishimura 1998)
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1.3. Poliol Yolu (Sorbitol Yolu) ve Metabolik Onemi

Poliol yolu yada sorbitol yolu, hiperglisemi gibi belli sartlar altinda biiyiik rol oynadigi
varsayilan glikoliz metabolizmasinin kii¢ciik bir yoludur. Bu metabolik yol aldoz
rediiktaz ve sorbitol dehidrogenaz enzimlerini igermektedir. Lens, retina, eritrosit,
bobrek, plesanta, periferik sinirlerin schwann hiicreleri, vesica seminalis ve yumurtalik
hiicrelerinde bulunan aldoz rediiktaz, glukozu rediikleyerek sorbitol olusturur. Olusan
sorbitol, karaciger, yumurtalik, sperm, vesica seminalis hiicrelerinde bulunan sorbitol
dehidrogenaz enzimi vasitasiyla fruktoza oksitlenir. Vesica seminalislerde glukozun
fruktoza dontlistimiinii saglayan bu yol enerji kaynagi olarak fruktozu tercih eden sperm
hiicreleri i¢indir. Karacigerde ise sorbitolii fruktoza oksitleyen bu yol besinsel
sorbitoliin glikoliz veya glukoneogenez yollarina girebilen bir maddeye (fruktoza)
cevrilmesini saglar (Champe and Harvey 1997). Sorbitol yolu aktivitesi hiperglisemi

durumunda artar (Gabbay et al. 1966; O’brien 1982).
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Sekil 1.5. Sorbitol (poliol) yolunun sematik gosterimi

Normal dokuda glukoz hiicreye girer girmez glukoz-6-fosfat olusturmak {izere
hekzokinaz ile fosforillenir ve glikoliz yoluna girer. Aerobik kosullarda glikoliz
iirlinleri, elektron transport zinciri yoluyla enerji iiretmek lizere Krebs ¢evrimine dahil
olurlar. Anaerobik metabolizma ise laktat olusumu ile sonuglanir. Lens, retina, beyin,
sinirler, eritrosit, bobrek, karaciger, pankreas adaciklari, aort, kapiller damarlar hiicreye
glukoz girisi yoniinden ortak oOzellige sahiptirler; glukoz bu dokulardaki hiicrelere
instilinden bagimsiz olarak girebilmekte, hiicre i¢i glukoz konsantrasyonu dogrudan
dogruya kan glukoz konsantrasyonuna bagli olarak degismektedir. Bu ylizden
hiperglisemi durumlarinda intraselliiler glukoz yiikseldiginden, hekzokinaz satiire olur
ve glukoza ilgisi daha diisiik olan aldoz rediiktaz devreye girerek “poliol’” yoluna

yonelir (Cameron and Cotter 1997). (Sekil 1.6). Sorbitol yolu etkinliginin fizyolojik
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oneminin heniiz bilinmedigi bu dokular, diabetes mellitusun uzun silirede gelisen
retinopati, katarakt, noropati, nefropati ve ateroskleroz gibi komplikasyonlarmin

goriildiigli dokulardir (Yenigiin ve Altuntas 2001).

Hekzokinaz

Glukoz » Glukoz-6 Fosfat m » CO,

NADP"® NADPH

NAMADP* NAuADH

> Sorbitol > Fruktoz

Aldoz rediiktaz Sorbitol dehidrogenaz

Sekil 1.6. Glikoliz ve poliol yoluna giren glukozun akibeti (Gonza’'lez et al. 1984)

Sorbitol yolunun hiz kisitlayict enzimi olan aldoz rediiktaz (AR), sitozolik bir
oksidorediiktazdir. Glukoz da dahil olmak {izere ¢esitli karbonil bilesiklerini indirgeyen
NAD(P)" bagimli bir enzimdir. Substratlaridan olan glukoza ilgisi az oldugundan, kan
glukoz seviyesi fizyolojik diizeylerde kaldig1 siirece AR etkin olamamaktadir.
Hiperglisemi durumunda hiicre i¢i glukoz miktar1 fizyolojik seviyelerin iizerine ¢ikinca
AR aktif hale gecmektedir. Hiperglisemide AR enzim aktivitesi artarken SDH enzim
aktivitesi azalir. Bu durumda dokularda sorbitoliin fruktoza doniisiimii yavaglar.
Sorbitol metabolik olarak kullanilmadigi ve difiizyonu ¢ok yavas oldugu i¢in hiicre
membrani digina kolayca ¢ikamaz dokularda birikir ve osmotik etki gostererek hiicre
icine daha fazla miktarda suyun cekilmesine bdylece hiicre 6demine neden olur.
Sorbitoliin kendisi bir doku toksini gibi hareket eder. Bu nedenle retinopati, noropati,
nefropati ve kalp hastalig1 patogenezinden sorumlu tutulmaktadir (Karasu vd 1990;

Bukan vd 2004).
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Diyabetik retinopati, gézyast yapiminda ve kornea hassasiyetinde azalma, kornea
endotelinde  degisiklikler, yara iyilesmelerinde gecikme ve katarakt gibi

komplikasyonlarla kendini géstermektedir (Davidson 1991).

Van Heyningen, hipergliseminin indiikledigi poliol yolu ile yiiksek miktarda sorbitol ve
galaktitol olusumunun katarakt gelisimini stiimiile ettigini gostermistir. Glukozun
rediiksiyonu ile biriken sorbitol ozmotik artisa, membran permeabilitesinde
degisikliklere ve ardindan katarakt olusumuna neden olmaktadir (Van Heyningen

1959).

Diyabetik bireylerde korliigiin primer sebebi retinopatidir. Diyabetik retinopatide ise
major risk faktorii hiperglisemidir (DDCT Research Group 1993,1995; UKPDS
Research Group 1998). Lensde sorbitol birikimine bagl gelisen ozmotik stres nedeniyle

lentikiiler opasite olusur ve katarakt gelisir (Wyngaarden and Smith 1988).

Hipergliseminin sorbitol birikimine yol agmasi hiicreden hiicreye farklilik gdsterir. En
biiylik etki sinir vazo nervorumlarmmda ve bobrek bazal membranlarinda goriiliir

(Yenigiin ve Altuntas 2001).

Diyabetik noropati, diyabetin periferik ve otonom sinir sistemi iizerindeki
komplikasyonudur (Apfel 1999). Noropati prevalans: diyabetin siire ve siddetine bagli
olarak degismektedir. Diyabetik ndropatinin patogenezinde, hiperglisemiye bagli olarak
ortaya ¢ikan poliol yolu aktivasyonu onemli rol oynar. Hiperglisemi sonucu olusan
sorbitol birikimi, ozmotik etkilerle piridin niikleotitlerinin redoks durumunu degistirerek
(NADH/NAD") oraninda ve protein kinaz C’de artis) hiicre ici miyoinositol seviyesini
azaltr. Bu durum doku hasarina neden olur. Miyoinositol hem hayvansal hem de
bitkisel gidalarda bulunan 6 karbonlu polioldiir. Glukoz, miyoinositol tasiyicilarinin
kompetatif bir inhibitoriidiir. Bu nedenle hiicre i¢i miyoinositol seviyesindeki azalma
hiicre icindeki insiilin etki azlig1 ile paralel seyreder. Miyoinositol eksikligi Na-K
ATPaz aktivitesinde azalmaya yol agar. Miyoinositol transportu bu enzim iizerinden

oldugundan, azalmis miyoinositol geri alimi ve azalmis Na-K ATPaz aktivitesi,
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intraaksonal Na" birikimine neden olur. Bu durum periferik sinirlerde sinir iletim hizin1

yavaslatir (Greene et al. 1987,1990; Kilo ef al. 2000; Bozdemir 2001).

Hiperglisemi

l NADPH NADP"* NAD* NADH

QU

fGlukoz —>fSorbitol > v Fruktoz

Osmolitik etki I

Azalmig miyoinositol ——— > Na-K ATPaz ¢

| l

Bozulmus fosfoinositid dongiisii Sinir iletim hiz1 ¢

l

Norovaskiiler disfonksiyon

Sekil 1.7. Poliol yolu ve deneysel diabetik noropatinin patogenetik mekanizmalari
arasindaki iliskinin sematik gdsterimi

Diyabetin en 6nemli komplikasyonlarindan biri de diyabete bagli nefropati nedeniyle
gelisen bobrek yetmezligidir (Kimmelstiel and Wilson 1936). Nefropati sikli§1 diyabet
siiresi uzadikca artis gosterir. Diyabetin neden oldugu o6limlerin %10’u bobrek
yetmezliginden kaynaklanmaktadir (Humphrey et al. 1989; Forsblomet et al. 1998).

Diyabetik nefropatinin patogenezinde poliol yolu aktivasyonu 6nemli rol oynar.

Yapilan c¢aligmalarda, miyokardiyumda olusan iskemi sirasinda, poliol yolunun
miyokardiyal glukoz metabolizmasina etkileri incelenmis ve kardiyak AR aktivitesinin
iskemi sirasinda arttig1 gosterilmistir (Ramasamy et al. 1999; Hwang et al. 2002). Buna
bagh olarak miyokardiyumdaki NADH/NAD" orani artmakta, glikoliz ve ATP iiretimi
de azalmaktadir. Bu tablo iskemik hasara neden olmaktadir (Williamson et al. 1993).

Iskemi bilindigi gibi, organa yeterli miktarda kan temin edilememesidir. Bu da oksijen
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yetmezligine neden olmaktadir. AR’in inhibisyonu kalbi korumaktadir. AR

miyokardiyal iskemik hasarda anahtar rol oynamaktadir.

Sorbitol dehidrogenaz enziminin (SDH) aktiflesmesi sonucu olusan NADH, NADH-
oksidaz (Nox) enziminin etkisi ile serbest oksijen radikalleri (ROS) olusumuna neden
olur (Tesfamariam 1994; Morre et al. 2000). ROS, gliseraldehit-3-fosfat dehidrogenaz
enzim (GAPDH) inhibisyonuna neden olarak daha fazla glukozun poliol yolagma
yonelmesine ve AR aktivitesinin artmasina neden olmaktadir (Stevens et al. 2000).
Aldoz rediiktaz enzim aktivitesi i¢gin NADPH kullandigindan hiicre ici NADPH
tiiketimi artar. Glutatyon rediiktaz enzimi (GR), NADPH bagimli olarak, yiikseltgenmis
glutatyonun (GSSG) indirgenmis glutatyona (GSH) rediiksiyonunu saglayan enzimdir.
AR’ nin NADPH i¢cin K,, degeri, glutatyon rediiktaz enziminin NADPH i¢in K,
degerinden 10 kat daha diisiiktiir. Poliol yolaginda artan AR aktivitesiyle NADPH’1n
fazlaca tiiketilmesi, GSH nun {iretiminin azalmasina neden olur (Yeh and Ashton 1990).
Hiicre i¢i major antioksidan olan GSH nun azalmasi hiicrenin antioksidan kapasitesini
smirlar yani hiicrenin oksitleyici etkenlere kars1 korunma giicilinii azaltir ve bu durum
oksidatif strese neden olur (Lee and Chung 1999; Maritim ef al. 2003). Poliol yolagmin
antioksidan savunma sistemine zararli etkileri bu mekanizma ile agiklanmaktadir

(Giugliano et al. 1996; Nishimura 1998; Nishikawa ef al. 2000).
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Normal glukoz diizeyi

NADPH
Glukoz GSSG
AR GR
Sorbitol //_" GSH
NADP"
Hiperglisemi NADPH
Glukoz GSSG
AR GR
Sorbitol GSH
NADP"

Sekil 1.8. Aldoz rediiktaz ve glutatyon rediiktaz enzimlerinin NADPH kullanim yaris1
(Tomlinson et al. 1994)

Hiperglisemi durumunda sorbitol yolu aktivitesinin artmasindan dolay1 olusan hiicre i¢i
NADPH tiiketimi, GSH nun {iretiminin azalmasi disinda NO sentezini de etkiler. Nitrik
oksit sentaz enzimi (NOS), NADPH kullanarak arjininden nitrik oksit olusumunu
katalizlemektedir. Artan AR aktivitesiyle NADPH rezervlerinin tiikenmesine bagl
olarak endotelyal NO sentezi azalir (Tesfamariam 1994). Artan oksidatif strese bagl

olarak, NO’ in azalmas1 sonucu ateroskleroz gelisimi artmaktadir (Kurowska 2002).

Hiperglisemi durumunda, poliol yolagi aktivitesinin artmasi sonucu glukoz fruktoza
doniisiir. Sorbitoliin, SDH enzimi ile NAD" bagimli oksidasyonu sonucunda meydana
gelen fruktoz, fruktoz-3-fosfat (F3P) ve 3-deoksiglukoza (3DG) metabolize olur
(Grandhee and Monnier 1991; Lal. et al. 1995; Hamada et al. 2000). F3P ve 3DG’ un

her ikisi de glukozdan daha giiclii, non-enzimatik glikasyon prekiirsorleridir (Szwergold
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et al. 1990; Brownlee 1992; Hamada et al. 1996). Hiperglisemide, eritrosit, beyin,
bobrek, sinir ve lens gibi insiiline bagimli olmayan dokularda (Mueckler 1994) glukoz,
proteinlere non-enzimatik reaksiyonla baglanarak kontrolsiiz glikasyon reaksiyonlarina
neden olur. Glikasyon reaksiyonu sonucu olusan amadori iirlinlerinin glikooksidasyonu
ile imidazol ve pirol yapisinda ileri glikasyon iirtinleri (AGE) meydana gelir. AGE,
proteinlerin amino gruplar ile geri doniisiimsiiz capraz bag yaparak, proteinlerin yap1 ve
fonksiyonlarinda degisiklige neden olmaktadir. AGE bilesikleri, diyabetin kronik

komplikasyonlarinin ortaya ¢ikmasinda 6nemli rol oynar (Jakus and Rietbrock 2004).

Hiperglisemide artan poliol yolagi aktivasyonu sonucunda, sorbitoliin fruktoza
oksidasyonu ile sitozolik NADH/NAD" oram yiikselmektedir. Artan NADH miktart,
gliseraldehit-3-fosfat-dehidrogenaz enzimini (GAPDH) inhibe ederek trioz-fosfat
konsantrasyonunun artmasma neden olur (Baynes and Thorpe 1999; Dunlop 2000;
Garcia et al. 2001). Hiicre i¢i konsantrasyonu artan gliseraldehit-3-fosfat, trioz-fosfat
izomeraz enzimi ile dihidroksiaseton-fosfata (DHAP) doniisir. DHAP 1in gliserol-3-
fosfata rediiksiyonu NADH bagimlidi. NADH/NAD" oraninmn yiiksek olmasi,
DHAP’m rediiksiyonu yoluyla protein kinaz C (PKC) nin aktivatorii olan diagil gliserol
(DAG) olusumuna ve bunun sonucunda PKC yolagmin aktivitesinin artmasina neden
olmaktadir (Williamson et al. 1993; Garcia et al. 2001). PKC aktivasyonu, diyabetik

komplikasyonlarin ortaya ¢ikmasimda dnemli rol oynamaktadir (Xia ef al. 1994).

Ozetlemek gerekirse; Hiperglisemide artan poliol aktivitesi sonucu olusan sorbitol
birikimi, intraaksonal proteinlerin transport ve sentez hizinda azalmaya, sinir Na-K
ATPaz aktivitesinde azalmaya, proteinkinaz-C degisikligine, serbest oksijen radikal
olusumunun artigina, glikolipitlerin ve aminoasitlerin miyelin olusturma hizinda
azalmaya, anormal inositol lipid metabolizmasina, asir1 glikojen birikimine ve periferik

sinir glikolizasyonunun artmasina neden olur.

Diabetik sorbitol birikimi erken donemde aldoz rediiktaz inhibitorlert kullanilarak

onlenebilir (Yenigiin ve Altuntas 2001). Aldoz rediiktaz enzim inhibitorleri 6zellikle
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bobrek, periferal sinirler ve g6z mercegi gibi dokularda sorbitol birikimini baskilamak

icin gelistirilmistir (Constantino et al. 1999,2000).

On yildan fazla bir siiredir gelecek vadeden AR inhibitorlerinin bir¢ogu in vitro ve
hayvan modellerinde etkili sonuglar vermis olmasma karsin sadece biri (Epalrestat)
marketlerde yerini almistir. Ayrica son yillarda SDH inhibitérleri ile yapilan calismalar,
SDH’1n inhibisyonunun poliol metabolizmas: ile ilgili redoks bozukluklar1 diizelterek
diabetik komplikasyonlarin ortaya ¢ikmasini geciktirmede faydali olabilecegini ileri

siirmektedir (Kador ef al. 1998).

Bu tez ¢alismasinda, koyun karacigerinden sorbitol dehidrogenaz enzimi izole edilerek,
dakarbazin, tiyokolsikosid, metotreksat, furosemid, epirubisin HCI, midazolam,
dekspantenol, menadion sodyumbisiilfit, kalsiyum folinat, gemsitabin HCI, okzaliplatin,
lidokain HCI, teofilin etilendiamin ilaglarinin sorbitol dehidrogenaz enzim aktivitesi

iizerine etkileri incelenmistir.

1.4. Deneysel Cahsmada kullanilan ilaglar

Koyun karacigeri sorbitol dehidrogenaz enzimi iizerine etkileri incelenen ilaglarmnin

ozellikleri soyledir:

Dakarbazin: Antineoplastik ilaclar sinifina girer. Antineoplastik ilaglar ise genel etki
mekanizmalar1 veya kaynaklar1 g6z 6niinde bulundurarak 6 smifa ayrilirlar. Bir triazen
tiirevi olan dakarbazin antineoplastiklerin alkilleyici ilaclar sinifina girmektedir. Bu
ilacin ikili bir etki mekanizmas1 vardir: antimetabolit ilaglar gibi DNA sentezini inhibe
eder ve alkilleyici ajanlar gibi daha once sentezlenmis DNA’lar ile reaksiyona girer.
Viicutta esas olarak serbest metil radikali saliveren bilesiklere doniismek suretiyle
etkinlik kazandigina ve DNA molekiillerini metillemek suretiyle sitotoksik etki
yaptiklarina inanilmaktadir. Ayrica, RNA ve dolayisiyla protein sentezini de bozarlar.
Dakarbazin hodkin hastaligt (AGVD) kombinasyonu i¢inde malign melanoma,

yumusak doku sarkomlarinda kullanilmaktadir (Kayaalp 2002).
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Sekil 1.9. Dakarbazin molekiikiiniin yapisal formiilii

Tiyokolsikosid: Tiyokolsikosid, dogal bir glikozit olan kolsikosidin kiikiirt eklenerek
sentezlenmis tiirevidir. Farmakolojik olarak kas gevsetici etkiye sahip bir iirtindiir.
Spastik hipertonus durumunda oldugu gibi, merkezi sinir sisteminden kaynaklanan
kasilmalar1 azaltir veya ortadan kaldirir. Tiyokolsikosid, kaslarda pasif direnci azaltarak
rezidiiel spazmi Onler. Tiyokolsikosidin kas gevsetici etkisi, viseral kaslarda da goriiliir.
Tiyokolsikosidin etkisi merkezi sinir sistemi iizerinden gerceklesmektedir ve motor plak
paralizisi yapmaz. Tiyokolsikosidin kiirar benzeri etkisi bulunmamaktadir.
Tiyokolsikosid, spesifik bir gama-aminobiitirik asit (GABA) reseptorii agonistidir. Ayni1
zamanda glisinerjik agonist etkisi de s6z konusudur. Bu nedenle tiyokolsikosid istemli
kas hareketini engellememektedir ve herhangi bir solunum paralizisi riski
tasimamaktadir. Tiyokolsikosidin kardiyovaskiiler sistem {izerine herhangi bir olumsuz

etkisi bulunmamaktadir. (http://www.zentiva.com.tr/urun_dokuman/20080121160907-
1.pdf).
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Sekil 1.10. Tiyokolsikosid molekiiliiniin yapisal formiili

Metotreksat: Antineoplastik etkilidir. Trofoblastik tiimorler,lenfosorkom, meme, over
ve akciger kanseri, akut lenfoblastik cocuk losemisi ve psoriazisin kemoterapisinde

kullanilir. Agiz yoluyla, kas i¢ine, damar icine veya intratekal (beyni cevreleyen zar
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bolgesinin i¢ine) uygulanabilmektedir. Folik asidi tetrahidrofolik aside rediikleyen
dihidrofolat rediiktazt geri doniisiimlii olarak inhibe eder. Genellikle malignant
hiicreleri, kemik iligi, fetal hiicreler, yanak ve barsak mukozasi ve mesane hiicreleri gibi

cogalan dokular methotrexate’a daha duyarlidir (Kayaalp 2002).

YY\[LOWIJ

Sekil 1.11. Metotreksat molekiiliiniin yapisal formiilii

Furosemid: Antiranilik tiirevi bir diliretiktir. Furosemid temelde yakimsal ve uzaksal
kanallarda degil ayn1 zamanda damar i¢indeki sodyum ve klorit geri emilimini inhibe
eder. Pediatrik ve yetiskinlerde kan ve stoplazmasina bagl kalbin eslik ettigi 6demlerde
karaciger sirozunda lenfolit sendromu iceren bobrek hastalarmin tedavisinde kullanilir.
Baslica yan etkileri sarilik, istahsizlik, gastrik rahatsizliklar, ishal, kabizlik, mide

bulantisi, kusma, bag donmesi, bas agrisi, hemolitik anemidir (Anonim 2009).
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Sekil 1.12. Furosemid molekiiliiniin yapisal formiilii

Epirubisin Hidrokloriir (Farmorubisin): Antineoblastik etkilidir. Meme karsinomu,
malign lenfoma, yumusak doku sarkomu, mide, karaciger, pankreas ve akciger
karsinomu ve over karsinomunda etkilidir ve antrasiklin smifindan bir antibiyotiktir.
Etki mekanizmasi maddenin DNA’ya baglanabilmesinden kaynaklanmaktadir. Hiicre
kiiltlirii caligmalari, farmorubisin’in siiratle hiicreye gectigini, niikleusta lokalize

oldugunu, niikleik asit sentezini ve mitozu inhibe ettigini gostermistir. Maddenin timiisii
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cikarilmis tiiysiiz farelere transplantasyonu yapilan bir ¢ok insan tiimoriine karsi da
(melanoma, meme, akciger, prostat ve over karsinomlar1) aktif oldugunu gostermistir

(http://www .kanser.org/toplum/kemo ilac.php.).

Sekil 1.13. Epirubisin HCI molekiiliiniin yapisal formiili.

Midazolam: Midazolam; premedikasyon, genel anestezi indiiksiyonu ve devami igin
kullanilan kisa etkili bir benzodiazepindir. Midazolamin metabolizmas1 ¢ogunlukla
sitokrom P4503A4 (CYP3A4) izozimi tarafindan ayarlanir. Bu izozimin inhibitor ve
uyaricilari midazolam ile ilag etkilesimine onderlik edebilir
(http://www.ilacrehberi.com). Belli karaciger enzimlerini (6zellikle sitokrom P 450 II1
A) inhibe eden bilesikler ile midazolam arasinda potansiyel bir etkilesim vardir. Bu
bilesikler midazolamin farmakokinetik o6zelliklerini etkiler ve sedasyon derecesini
ve/veya siiresini  degistirir. Alkol midazolamin sedatif etkisini artirabilir.
Antipsikotiklerle, hipnotiklerle, anksiyolitik/sedatiflerle, antidepresanlarla, narkotik
analjeziklerle, antiepileptik ilaclarla, anestetiklerle ve sedatif antihistaminiklerle beraber
uygulandiginda merkezi sinir sistemi lizerine etkiler artabilir

(http://www.ilaclar.gen.tr/610/demizolam-imiv-ampul/).

Sekil 1.14. Midazolam molekiiliiniin yapisal formiilii
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Dekspantenol: Dekstro-pantotenik asidin alkol seklidir. Dekspantenol, karacigerde D-
pantotenik aside doniislir. Pantotenik asit ise koenzim A’nin yapisina girer. Bu 6nemli
metabolik fonksiyonuna ragmen insanda eksikligine bagli belirli bir patolojik bozukluk
gosterilmemistir. Cilt ve mukozalarin iilser ve iltihap halleri ile giines yanigina karsi
kullanilmak {izere cikarimli pastil ve %2-5 ila¢ igeren cilt merhemi ve soliisyonu
seklinde dekspentanol mustahzerleri varsa da bunlarin spesifik bir terapotik degerlerinin

oldugu kanitlanmamistir. Lokal alerjik reaksiyonlara neden olabilir (Kayaalp 2002).

OH
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Sekil 1.15. Dekspantenol molekiiliiniin yapisal formiilii

Menadion Sodyumbisiilfit: Hipoprotrombinemi profilaksi ve tedavisinde endikedir.
Vitamin K, oral antikoagiilanlar, salisilatlar ve bazi antibiyotiklerin neden oldugu
hipoprotrombinemi dahil vitamin K eksikligi veya vitamin K aktivitesinin bozuklugu
sonucu faktor II, VII, IX ve X yapiminda bozuklugun ise karistig1 cesitli pihtilagsma
bozukluklarinin tedavi ve oOnlenmesinde endikedir. Glukoz-6-fosfat dehidrogenez
(G6PD) eksikliginde menadion ve tiirevleri hemoliz olusturabileceginden, dikkatle
kullanilmalhdir. Karaciger fonksiyon bozuklugunda, yiiksek miktarlarda kullanilmasi
fonksiyon bozuklugunu agirlastirabilecegi ic¢in, dikkatle kullanilmalidir. Kumarin
tiirevleri tarafindan karacigerde vitamin K aktivitesi inhibe edilebilir. Tedaviye verilen
cevabin ve ek vitamin K tedavisine gereksinimin belirlenmesi i¢in protrombin
zamaninin Ol¢iilmesi dnerilir. Kumarin ve indandion tiirevi antikoagiilanlarin etkileri K
vitamini tarafindan antagonize edilir. Ozellikle yiiksek dozda K vitamini kullanildiginda
oral antikoagiilanlara ge¢ici diren¢ olusmaktadir. (http://www.webarsiv.com/libavit-k-

ampul.html).
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Sekil 1.16. Menadion Sodyumbisiilfit molekiiliiniin yapisal formiilii

Kalsiyum Folinat: Metotreksat antidotu; sitostatik ilaclarin folik asit antagonistligi
etkisini ortadan kaldirmak i¢in endikedir. Orta veya yliksek doz metotreksat tedavisi
sirasinda kurtarma tedavisi olarak, metotreksat serum seviyesinin stirekli yiiksek oldugu
durumlar ile metotreksat atihlmmm yavaslamis oldugu vakalarda endikedir. ilacin
icerdigi maddelerden herhangi birine karst asir1 duyarlilik, pernisiydz anemi
(hematolojik remisyonlar olabilir) ve vitamin B12 eksikligi nedeniyle olan diger
anemilerde kontrendikedir. B12 vitamini eksikligi nedeniyle olan makrositik anemilerde
(pernisiydz anemi gibi) folik asit ve kalsiyum folinat kullanimi hematolojik
remisyonlara ve ayni zamanda ndrolojik bozukluklarin ilerlemesine sebep olabilir. Bir
folik asit antagonisti ile (trimetoprim, kotrimoksazol, metotreksat gibi) birlikte
verildiginde folik asit antagonistinin etkisi azalabilir veya tamamen nétralize olabilir.
Fenobarbital, pirimidon ve fenitoin gibi antiepileptiklerin etkisini azaltabilir.

(http://www.ilaclar.gen.tr/1653/leucovorin-tevaimiv-flakon/).
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Sekil 1.17. Kalsiyum Folinat molekiiliiniin yapisal formiili

Gemsitabin HCl: Gemsitabin murin ve insan timor hiicrelerini igeren c¢esitli
kiiltiirlerde anlaml1 sitotoksisite gosterir. DNA sentez doneminde (S-fazi) olan hiicreleri
oldiirerek ve belirli kosullarda hiicrelerin G1/S fazi sinirina ulagsmasini 6nleyerek hiicre

faz1 spesifitesi gosterir. Hiicre iginde niikleozid kinazlar yoluyla aktif difosfat ve
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trifosfat niikleozidlere metabolize eder ve DNA sentezini inhibe eder. Gemsitabin DNA
yapisma girdikten sonra uzayan DNA zincirlerine ek bir niikleotid eklenir. Bu
eklenmeden sonra daha ileri diizeyde DNA sentezinin tam bir inhibisyonu gerceklesir
ve daha sonra apoptozis olarak bilinen programli hiicre 6liim siirecini indiikler

(http://www .kanser.org/toplum/kemo _ilac.php).
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Sekil 1.18.Gemsitabin HCI molekiiliiniin yapisal formiilii

Okzaliplatin (Laktoz monohidrat): Damar yoluyla kisa siireli veya uzatilmis 120
saate kadar siirekli inflizyon seklinde uygulanabilmektedir. Sinir hasar1 (ellerde ve
ayaklarda bazen dudaklarda hissizlik ve karmcalanma) olabilir fakat genelde ilag
kesildikten sonra diizelir. Kanda 16kosit ve trombositlerde hafif diisiislere sebep olabilir.
Okzaliplatin atomunun 1,2 diaminosiklohekzan ve bir okzalat grubuyla kompleks
olusturdugu yeni platin esasli bilesik smifinin iiyesi olup okzaliplatin tek bir
enantiyomerdir ve etki mekanizmasi tam olarak anlasilamamis olmakla birlikte bu
konuda yapilan ¢aligmalar biyotransformasyona ugramis sulu okzaliplatin {iriinlerinin
DNA ile etkileserek inter ve intrastrand c¢apraz baglar olusturdugu ve bu sekilde DNA
sentezini bozarak sitotoksik ve antitimor etkilere yol actigimi gdstermistir

(http://www .kanser.org/toplum/kemo _ilac.php).

Ho -
Pt
. N
[ j ,,N/ o o
H>

Sekil 1.19. Okzaliplatin molekiiliiniin yapisal formiilii
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Lidokain HCI: Kalp cerrahisi, kalp kateterizasyonu ve akut miyokard infarktusu
sirasinda gelisen akut ventrikiiler aritmilerin 6nlenmesinde ve ortadan kaldirilmasinda
intravendz yoldan verilmek suretiyle basari ile ve sik kullanilan bir antiaritmiktir.
Lidokain’in otomotisite ile ilgili onemli bir elektrofizyolojik bir etkisi kinidin ve
prokainamid gibi spontan diyastatik depolarizasyonun hizini1 yavaslatmasidir. Bunun
taban sodyum akimimni azaltmasma ve potasyum akimini artirmasina bagli oldugu
sanilmaktadir. Yan etkileri; uyusukluk, paresteziler, ataksi, dizartri, nistagmus,

dezoriyanlasyon ve ajitasyondur (Kayaalp 2002).

CH?&) (CH?’ HCI
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Sekil 1.20. Lidokain HCI molekiiliiniin yapisal formiilii

Teofilin Etilendiamin: Aminocardol fosfodiesteraz inhibitoriidiir. Bronsiyal hava
yolunun ve kan damarlarinin, 6zellikle pulmoner damarlarin diiz kaslarmni genisletir.
Ayrica merkezi sinir sistemi (6zellikle respiratuvar), kalp ve iskelet kaslar1 iizerinde
stimulan etki yapar. Terapotik etkisinin sonucunda solunum iyilesirken, kalp atim hizi,
kalp debisi ve dilireaz artar. Terapotik serum seviyeleri 10 ile 20 pg/ml’dir. Plazma
yarilanma Oomrii ¢ocuklarda ve sigara icenlerde teofilin klirensinin artmasma bagli
olarak % 30-50 kisalir. Prematiire bebeklerde ve kalp yetmezligi, karaciger fonksiyon
bozuklugu, azalmis renal fonksiyonu ve solunum enfeksiyonlari olan hastalarda,plazma

klirensi azalir (http://www.saglikkutuphanesi.com/ilaclar/ Aminocardol).
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Sekil 1.21. Teofilin Etilendiamin molekiiliiniin yapisal formiilii
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2. KAYNAK OZETLERI

Sorbitol dehidrogenaz (L-iditol: NAD" oksidorediiktaz, EC 1.1.1.14) sorbitol yolunun
iki enziminden biridir ve nikotinamid adenin diniikleotid (NAD") ile beraber halkali

yapida olmayan poliollarin oksidasyonunu katalizler (Rehg and Torack 1977).

Asiklikpoliol + NAD" = Ketoz + NADH

Sorbitol dehidrogenaz enzimi her bir alt biriminde bir ¢inko metali igeren
homotetramerik bir enzimdir. Her bir alt birimdeki bu ¢inko metali enzimin katalitik
aktivite gostermesine yardim eder (Karlsson et al. 1995; Marini et al. 1997) ve ayni
zamanda enzimin aktif bolgesi ile tiyol inhibitorlerin etkilesiminde rol oynar (Lindstad

and McKinley-McKee 1996).

Sorbitol dehidrogenaz hayvanlarda, mikroorganizmalarda ve bitkilerde bulunan bir
enzimdir (Jeffery and Jornvall 1988). Enzim bagwrsak bdlgesi hari¢ biitlin memeli
dokularinda ekspresyon gosterir (Estonius et al. 1993). Sorbitolun metabolik
kullaniminda anahtar enzim olan sorbitol dehidrogenaz, meyvenin gelisimi boyunca

karbon saglamada da 6nemli rol oynar (Oura et al. 2000).

Enzim ilk kez sican karacigerinden saflastirilmis, sorbitol ve galaktitol’u iceren ¢esitli
asiklik poliollarmm oksidasyonunu katalizledigi gosterilmistir (Brakley 1951). Daha
sonraki yillarda enzim ¢esitli memeli dokularindan ve bazi bitki kaynaklarindan (Negm
and Loescher 1979; Doehlert 1987; Yamaquchi et al. 1994; Oura et al. 2000)

saflastirilmis ve karakterizasyon ¢alismalar1 yapilmistir.
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Cizelge 2.1. SDH enziminin saflastirildigi memeli dokular1

Enzim kaynagi Kaynak
Sican 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)

Koyun karacigeri sorbitol dehidrogenaz enziminin optimum pH’sinin sorbitoliin
fruktoza doniisiimii reaksiyonu i¢in 9,0-10,0 aralifinda, fruktozun sorbitole doniistimii

reaksiyonu i¢in 7,0-8,0 araliginda degistigi belirtilmistir (Smith 1962).

Koyun karacigeri sorbitol dehidrogenaz enziminin stabil pH araligini belirlemek i¢in
yapilan calismalarda, enzimin pH 5,0’m altinda ve pH 8,5-9,0’un {izerinde aktivite

kaybettigi bildirilmistir. (Reiersen et al. 1993).

Poliol, diabetik hiperglisemi gibi belirli sartlar altinda biiylik rol oynadig1 varsayilan,
glikoliz metabolizmasinin kiigiik bir yoludur. Sorbitol yolu i¢in iki enzim gereklidir.
Sorbitol dehidrogenaz ve aldoz reduktaz. Aldoz rediiktaz glukoz ve galaktozun sorbitole
dontlistimiinii katalizlerken, Sorbitol dehidrogenaz sorbitolun fruktoza doniisiimiinii
saglar. Glukoz normal miktarlarda iken aldoz rediiktaz enzimi tarafindan bir substrat
olarak secilmez. Hiperglisemi hallerinde ise aldoz reduktaz enzimi uyarilir; glukoz,
aldoz rediiktaz enzimi yoluyla sorbitole dontisiir. Sorbitol bir alkol sekeri olup, sorbitol
dehidrogenaz enzimi vasitasiyla fruktoza donistiiriiliir. Olusan fruktoz enerji kaynagi

olarak kullanilir.
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Normal sartlarda poliol yolagina giren glukoz, toplam glukozun % 0,1’inden azdir
(Vander Jagt et al. 1988; Petrash et al. 1992). Glukozun biiyiik bolimii hekzokinazlarla
fosforillenerek glukoz-6-fosfata doniisiir ve glikoliz reaksiyonu ile metabolize olur
(Beyer and Hutson 1986; Cardenas et al. 1998). Hiperglisemi durumunda ise glukoz
poliol yolagina yonelerek bu yolagin aktivitesini arttirir. Hiperglisemide total glukozun
1/3’1 poliol yolagi ile metabolize olmaktadir (Gonzales ef al. 1984). Sinir ve lens gibi
baz1 dokularda total glukozun %33’ poliol yolagi ile metabolize oldugu gdsterilmistir

(Cheng and Gonzalez 1986).

1956 yilinda Hers, sperm hiicrelerinin enerji kaynagi olarak, poliol yolag: ile glukozun
fruktoza doniisimiinii seminal kesede gostermistir (Hers 1956; Kador et al. 1986;
Bhatnagar and Srivastava 1992). Fare testisinde yliksek miktarda AR mRNA’s1 tesbit
edilmis olup, fazla miktarda AR enziminin testis metabolizmasinda énemli rolii oldugu
disiiniilmektedir (Gui ef al. 1995). Poliol yolaginin varligi daha sonra diyabetik sigan
lensinde de gosterilmistir (Van Heyningen 1959).

Hoshi ve arkadaslar1 poliol yolunun 6nemini agiklamak icin ¢esitli dokularda SDH
mRNA’smin ekspresyonunu arastirmiglardir. Normal ve diabetik sicanlar iizerinde
yaptiklar1 arastirmalar sonucunda SDH ekspresyonunun 6zellikle karaciger, bobrek ve
testis dokularinda ¢ok fazla seviyede, mide, beyin, akciger ve dalak dokularinda diisiik
seviyede, iskelet kasinda ise ¢ok diisiik seviyede oldugunu gozlemlemislerdir. Normal
siganlarin karaciger ve bobrek dokularmmda hem SDH ekspresyonunun hem de SDH
enzim aktivitesinin yliksek oldugunu ancak testis dokusunda SDH ekspresyonunun
yiiksek olmasina ragmen SDH enzim aktivitesinin yiiksek olmadigini belirlemislerdir.
Diabetik siganlarin karaciger dokusunda ise SDH enzim aktivitesinin diistiigiinii ancak
SDH ekspresyonunun arttigmi goézlemlemislerdir. Bu gézlemler sonucunda Diabetik
karaciger ve testis dokularindaki mRNA seviyeleri ve enzim aktivitesinde gozlenen bu
farkliliklarin diabetik sartlar altinda aktivasyonu artan poliol yolu ile agiklanabilecegini

belirtmiglerdir (Hoshi et al. 1992).
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Cesitli mekanizmalar, artan poliol aktivitesinin sinirsel fonksiyon bozukluklarina sebep
oldugunu 6ngdérmektedir. Varsayilan mekanizmalar hiicrelerde anormal sorbitol veya
fruktoz birikmesi veyahutta noral serbest miyoinositoldeki diisiisten kaynaklanan
durumlarin sebep oldugu osmotik stresi de icermektedir (Greene et al. 1992) Ayrica
redoks durumdaki degisimlerin 6zellikle NADH/NAD' oranindaki bozulmalarin
hiicrede oksidatif stresi artiran “pseudohypoxia” olarak adlandirilan duruma sebep
oldugu diisiiniilmektedir. (Williamson et al. 1993) Ayni zamanda NADPH/NAD'
oranindaki azalmalardan kaynaklanan metabolik dengesizlikler de oksidatif strese kars1
hassasiyeti artirir ve sinir iletim hizinda azalmaya neden olur (Cameron and Cotter

1993).

Periferal noropati, diyabette olusan depresyonun nedenlerinden biridir (Viinamak et al.
1995). Yapilan calismalar, moral bozuklugu ve poliol yolagmin aktivasyonu arasinda
iliski oldugunu vurgulamaktadir. Depresyon sirasinda serebrospinal sivida sorbitol
diizeylerinin yliksek oldugu tesbit edilmistir (Regenold ef al. 2000; Renegold et al.
2004).

Bir¢ok calisma, poliol yolunun ilk enzimi olan aldoz rediiktaz inhibitorlerinin deneysel
diabetik hayvanlarin periferal sinirlerindeki fonksiyonel, biyokimyasal ve yapisal
bozukluklar1 diizelttigini gostermistir (Yagthashi et al. 1990; Cameron and Cotter
1992).

Darmanin ve arkadaglar1 insan sorbitol dehidrogenaz enzimi icin ilk kristalizasyon
calismasmi yapmislardir. Boylece onlar insan SDH enziminin kristal yapisinin
bilinmesinin, enzimin katalitik mekanizmasinin ve enzimin substrat ve inhibitdrleri ile
olan etkilesiminin dogru bir sekilde aydinlatilmasinda 6nemli oldugunu ortaya
koymuslardir. Ayrica insan SDH, sican SDH ve memeli alkol dehidrogenazin kristal
yapilar1 arasindaki karsilastirmalarla  bu enzimlerin substrat ve inhibitor
spesifikliklerinin farkli olmasindan sorumlu aktif bolgeleri arasindaki farkli yapisal

ozellikler hakkinda onemli bilgilerin a¢iga c¢ikarilmasinda ve bu bilgilerin diabetik
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komplikasyonlarin tedavisi i¢in spesifik ilaclar gelistirilmesinde faydali olabilecegini

belirtmislerdir (Darmanin ef al. 2003).

Lindstad ve arkadaslar1 koyun karacigeri sorbitol dehidrogenaz enziminin substrat
spesifikligini belirlemek amaciyla ¢alismalar yapmiglardir. Bu caligmalar sonucunda
cesitli poliol substratlarmin, substrat spesifiklik sabitlerini ve maksimum hizlarini
belirlemiglerdir. Lindstat ve arkadaslar1 bu enzimin substrat spesifikliginin ila¢ tasarimi
icin bir dayanak oldugunu ciinkii substrat yapilarmin giiclii ve spesifik inhibitorlerin

sentezlenmesinde faydali olabilecegini belirtmislerdir (Lindstad ez al. 1998).

Koyun karacigeri sorbitol dehidrogenaz enzimi ile yapilan kinetik c¢aligmalarda
genellikle alifatik tiyollarn sorbitol dehidrogenaz enziminin gii¢lii inhibitorleri oldugu
ve aldoz rediiktaz inhibitdrlerinden sorbinil’in koyun karacigeri SDH enzimi iizerinde
inhibisyon etkisi olmadig1 goriilmiistiir. Diger aldoz rediiktaz inhibitorleri olan
alrestatin, tolrestat ve quercetin’in ise koyun karacigeri SDH enzimini inhibe ettigi ve
sorbitolle karisik inhibisyon tipi sergiledikleri belirlenmistir. Ayrica bu calismalarda,
ozellikle halo-alkoller (Hekzanol, Oktanol) ve deterjanlar (Tween 80, Triton N-101)
gibi baz1 bilesiklerin SDH enzimini aktive ettigi gosterilmistir (Lindstat et al. 1994).

Benzer bir calismada, siilfanilamid, siilfatiyazol, asetozolamid gibi ¢esitli
siilfonamidlerin, glutatyon ve dimetilsiilfoksit’in koyun karacigeri SDH enzim aktivitesi
iizerinde inhibitdr etkisi gostermedigi belirlenmistir (Lindstad and McKinley-McKee

1996).

Sigir beyni SDH enzimi {izerinde yapilan ¢aligmalarda spesifik bir aldoz rediiktaz enzim
inhibitorii oldugu diisiiniilen (Kador et al. 1985) quercetin’in sigir beyni SDH enzimini
onemli Olciide inhibe ettigi (Wiesinger and Hamprecht 1989) ve benzer inhibisyonun
insan beyni SDH enziminde de gozlendigi belirtilmistir (O’Brien et al. 1983). Diger
giiclii bir aldoz rediiktaz inhibitorii olan sorbinil’in ise sigir beyni SDH enzim aktivitesi

iizerinde etkisinin olmadig1 gézlenmistir. Bu gézlemler sonucunda arastirmacilar aldoz
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rediiktaz inhibitorlerinin herhangi bir in vivo islemden 6nce SDH enzimi lizerinde test

edilmesinin iyi olabilecegini vurgulamislardir (Wiesinger and Hamprecht 1989).

In vivo sartlar altinda aktif olan sadece bir siif (piperazin pirimidinler) sorbitol
dehidrogenaz enzim inhibitorleri tespit edilmistir (Geisen et al. 1992). Bunun disinda
ditiyotreitol ve diger metal selatlayici tiyollar iceren ikinci bir sinifin, SDH enziminin
katalitik ¢inko atomuyla etkileserek in vitro sartlar altinda giiclii inhibitor etkisi

gosterdigi belirlenmistir (Lindstad and McKinley-McKee 1996).

Ik sorbitol dehidrogenaz inhibitdrii 2-hidroksimetil- 4- 4(4- N,N, dimetilaminsiilfonil-
1- piperazin) pirimidin (Bu inhibitor cesitli kaynaklarda SDI 158, CP-166,572, WAY
135,706 olarak adlandirilmaktadir), Geisen ve arkadaslar1 tarafindan 1994 yilinda
saptandi (Geisen et al. 1994) ve bu calisma daha giiclii SDH inhibitorlerinin
sentezlenmesi ¢aligmalarini baslatt: (Mylari et al. 2001, 2002; Chu-Moyer et al. 2002).
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Sekil 2.1. Sorbitol dehidrogenaz inhibitorii SDI 158’°in kimyasal yapist

Diabetik sigan dokularinda yapilan c¢alismalarda sorbitol dehidrogenaz inhibitori
2-hidroksimetil-4-4(4-N,N, dimetilaminstilfonil-1-piperazin) pirimidin (SDI 158)’in
klinikte faydali etkilerinin oldugu gozlenmistir (Geisen ef al. 1994; Tilton ef al. 1995).

Sorbitol dehidrogenaz inhibitorii 2-hidroksimetil-4-4(4-N,N, dimetilaminsiilfonil-1-
piperazin) pirimidin (SDI 158)’in, aldoz rediiktaz enzimini zay1f bir sekilde inhibe ettigi
buna ragmen hekzokinaz, glutatyon rediiktaz, glukoz-6-fosfat dehidrogenaz, laktat

dehidrogenaz ve alkol dehidrogenazi iceren diger bircok enzim aktivitesi lizerinde higbir



etkisinin olmadig1 gozlemlenmistir (Geisen et al. 1994; Tilton et al. 1995). Bundan
dolay1 SDI 158, spesifik bir SDH inhibitortidiir.

Insan sorbitol dehidrogenaz enzimi iizerinde yapilan ¢alismalarda SDI 158’in (CP-
166,572), enzimin katalitik c¢inko atomuyla ve NADH’mn nikotinamid halkasiyla
eszamanlt etkilestigi belirtilmistir (Sekil 2.2.). Ayrica bu c¢alismalarda SDI 158’in
NAD", sorbitol ve NADH ile yar1 yarismali inhibisyon tipi sergiledigi gozlenmistir
(Pauly et al. 2003).
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Sekil 2.2. SDI 158 (CP- 166,572)’in insan SDH enziminin katalitik ¢inko atomuyla ve
NADH ile etkilesimi (Pauly ef al. 2003)

Yapilan calismalarda, sorbitol dehidrogenaz inhibisyonunun sorbitol birikimini
artirmasma ragmen ayni zamanda yan etkileri olmaksizin bozulmus sinir iletimi ve
sinirlerde, aortta, gozle ilgili dokulardaki vaskiiler disfonksiyonlar1 igeren c¢esitli
komplikasyonlar1 azalttig1 gézlemlenmistir. Bu sonug, bu dokulardaki patogenezlerin
glukozun sorbitole indirgenmesinden ¢ok SDH tarafindan katalizlenen sorbitoliin
fruktoza oksidasyonu ile daha yakindan iligkili oldugunu belirtmistir. Bundan dolay1
yiikksek NADH/NAD" oram cesitli diabetik dokulardaki patogenezlerin en &nemli
belirleyicisi olarak goriiliir (Tilton ef al. 1995).

Diyabetik sartlar altinda SDH miktarindaki degisim sitoplazmik NAD'/NADH oraninda
bir dengesizlik meydana getirir. Williamson ve arkadaglar1 sitoplazmik redoks

durumundaki degisimleri tanimlamak i¢in “pseudohypoxia” terimini bulmuslardir. Bu
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arastirmacilar ayn1 zamanda SDH’in inhibisyonunun, sitoplazmik redoks durumdaki
degisimleri diizeltebilecegini ve deneysel diabetlerde goriilen erken fonksiyonel
degisimleri etkileyebilecegini bildirmislerdir. Bu fonksiyonel degisimler damardaki
albumin dagiliminda, dokulardaki kan akis hizinda ve sinir iletim hizindaki
degisimlerdir (Williamson et al. 1993). Ayrica Geisen ve arkadaslar1 SDH
inhibisyonunun, diabetik siganlarda bobrek hiperfiltrasyon tizerindeki etkilerini
incelemislerdir (Geisen et al. 1994). Deneysel diabetlerde goriilen erken fonksiyonel
degisimlerin diabetik dokularda patolojik durumlara katki yapabilecek olmasindan
dolay1 bu ¢aligma diabetik komplikasyonlar alaninda SDH’in roliine yonelik yapilan
calismalari tesvik etmistir (Cameron ef al. 1997; Oates 2002).

Poliol yolunun iiriinii olan sorbitol ozmotik agidan aktif bir bilesiktir. Sorbitol hiicre
membranindan diflize olamadigi i¢in hiicrelerde birikerek (Lewis ef al. 2001) ozmotik
strese neden olur. Ozmotik stres 6zellikle retina, lens ve periferik sinirlerde ozmotik
hasara neden olmaktadir (Gabbay 1975). Ozmotik stres, sorbitol birikimi ile hiicrenin su
iceriginin artmasi sonucu meydana gelir. Redoks dengesindeki bozulma, proteinlerin
coziiniirlikklerini degistirerek membran direncine zarar verir (Tornlinson 1989). Lensde
sorbitol birkimine bagli ozmotik stres sonucu membran yapis1 bozulmaktadir (Kinoshita
1974; Brownlec ef al. 1984). Katarakt gelisiminin en 6nemli nedeni de budur (Kinoshita

1965; Varma et al. 1977; Lee and Chung 1999).

Kador ve arkadaslari, diabetik ve galaktosemik farelerde seker katarakt olusumunda
aldoz rediiktaz ve sorbitol dehidrogenaz inhibisyonunun etkilerini karsilagtirmak
amaciyla sorbitol dehidrogenaz inhibitorlerinin varliginda ve yoklugunda, aldoz
rediiktaz inhibitorlerinin varhiginda ve yoklugunda galaktosemik ve diabetik farelerde
katarakt olusumunu goézlemlemislerdir. Bu calisma sonucunda sorbitol dehidrogenaz
inhibitorlerinin diabetik farelerde katarakt olusumunu hizlandirdig: ancak galaktosemik
farelerde katarakt olusumunda herhangi bir etkisinin olmadigi goézlenmistir. Ayrica
aldoz rediiktaz inhibitorlerinin hem diabetik hem de galaktosemik farelerde katarakt
olusumunu inhibe ettigi belirtilmistir. Bu gozlem sonuglar1 aldoz rediiktaz enzimi

tarafindan katalizlenen hiicre i¢i sorbitol birikiminin seker katarakt olusumunu baslattig
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ve aldoz rediiktaz inhibisyonu ile seker katarakt olusumunun engellenebilecegi

goriisiinii desteklemektedir (Kador ez al. 1998).

Szaflik ve arkadaslar1 tip II diyabetik retinopati ve sorbitol dehidrogenaz gen
polimorfizmi arasindaki iliskiyi arastirmislardir. Bu arastirmalar sonucunda SDH gen
polimorfizmi ile diyabetik retinopatinin ortaya ¢ikis1 arasinda bir iliski oldugunu ancak
SDH gen polimorfizminin tip II diyabetik retinopatideki roliinii belirlemek i¢in farkl
etnik popiilasyonlar ve daha genis gruplar iizerinde c¢alismak gerektigini

vurgulamislardir (Szaflik ef al. 2008).

Maekawa ve arkadaslari, yetiskin sigan siyatik sinirlerinden izole ettikleri schwann
hiicrelerinde aldoz rediiktaz ve sorbitol dehidrogenaz enzimlerinin ekspresyonunu ve
mRNA seviyelerini belirlemek i¢in yarigmali RT-PCR sistemini gelistirmislerdir. Bu
arastirmacilar hem AR hemde SDH mRNA’sinin schwann hiicrelerinde ekspresyon
gosterdigini buna ragmen SDH cDNA seviyesinin AR ¢cDNA seviyesinden ¢ok diisiik
oldugunu belirlemislerdir. Maekawa ve arkadaslari, bu caligmada gelistirdikleri RT-
PCR sisteminin diabetik komplikasyonlarin gozlendigi organlarda, sorbitol yolunun
aktivitesinin artmasiyla meydana gelen metabolik bozukluklarda aldoz rediiktaz ve
sorbitol dehidrogenaz enzimlerinin roliinii belirlemede faydali olabilecegini

belirtmislerdir (Maekawa et al. 2001).
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3. MATERYAL ve YONTEM

3.1. Materyal

3.1.1. Kullamilan kimyasal maddeler

Calismalarimizda kullanilan standart serum albiimin, N,N,N’,N’-tetrametil etilendiamin
(TEMED), diyaliz torbalar1 Sigma Chemical Comp.’den; sodyum hidroksit, amonyum
siilfat, sodyum kloriir, potasyum fosfat, hidroklorik asit, glisin, sodyum azotiir, gliserin,
potasyum fosfat, etanol, metanol, asetik asit, izopropanol, akrilamid, N,N’-metilen
bisakrilamid, coomassie brillant blue G-250,R-250, brom timol mavisi, sodyum dodesil
siilfat (SDS), DEAE-Sephadex, CM-Sephadex C-50, Sephadex G-100, B-NAD',
sorbitol, B-merkapto etanol ve diger kimyasal maddeler E. Merk AG’den; c¢alismada

kullanilan ilaglar ise piyasadan temin edilmistir.

3.1.2. Kullanilan alet ve cihazlar

Calismalar esnasinda asagidaki alet ve cihazlardan faydalanilmistir.

Masa santrifiijii : MSE Mistral 2000

Sogutmali santrifiij : HeraEUs Sepatech (Suprafuge 22)

Ultrasantrifiij : Beackman Coulter (Optima LE-SOK Ultracentrifuge)
Sogutmali santrifiij : Hermle Z 323 K(Germany)

Spektrofotometre : CHEBIOS s.r.I. (Optimum-one/UV-VIS)

pH metre : Schott pH-Meter CG840

Elektroforez tanki : BIO RAD (dikey)

Peristaltik pompa : Ismatec

Karistirici(Shaker) : GFL 3025

Karistirici(Vorteks) : Fisons whirlimixer

Hassas terazi : Gec avery (UK)
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Otomatik pipet : Eppendorf

Calkalayici : Midi Dual 14

Manyetik karistirici : Chilten Hotplate Magmetic Stirrer HSBI
Saf su cthazi : Barnstead Easy Pure UV/UF

Su banyosu : Clifton

Kar makinesi : Scotsman AF-20 (Authomatic ice machines)
Liyofilizator : Snijders

Gii¢ kaynagi : 1-Bio Rad Power Pac 3000

Buzdolaplari : Arcelik

Derin dondurucu (-20°C’ye kadar): Sanyo Medical Freezer
Derin dondurucu (-85°C’ye kadar): Sanyo Ultra Low

3.1.3. Kullanilan ¢ozeltiler ve hazirlanmasi

Cozelti hazirlamak amaciyla saf ve deiyonize su kullanilmistir. Ayrica bazi ¢ozeltilerde

kullanilan su sterilize edilerek deneyler gergeklestirilmistir.

Aktivite olciimiinde kullanilan ¢ozeltiler:

1. 71,5 mM Glisin/NaOH tampon ¢ozeltisi (pH=9,9): 0,54 g Glisin 90 ml saf suda
¢oziildi. 1 M NaOH ile pH=9,9’a getirildikden sonra toplam hacim saf su ile 100 ml ye
tamamlanda.

2. 4,7 mM B-NAD" ¢ozeltisi (Koenzim ¢ozeltisi): 0,0155 g BNAD" alind1 5 ml 71,5
mM pH=9,9 olan Glisin/NaOH tampon ¢6zeltisi i¢cinde ¢ozildii.

3. 100 mM sorbitol ¢ozeltisi (Substrat ¢ozeltisi): 0,182 g sorbitol alind1 10 ml 71,5
mM pH=9,9 olan Glisin/NaOH tampon ¢6zeltisi i¢cinde ¢ozildii.

Homojenat hazirlanirken kullanilan cozeltiler:

1. % 0.9 luk NaCl ¢ozeltisi: 0,9 gr NaCl alinip hacmi saf su ile 100 ml ye tamamland1.
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2. 5 mM KH,PO4 pH=7,0: 0,068 g KH,PO, yaklasik 90 ml saf suda ¢oziildi 1M
NaOH ile pH=7,0’ye getirildikden sonra son hacim saf su ile 100 ml ye tamamlandi.

Amonyum siilfat cokeltisinin ¢6ziinmesi ve diyaliz icin kullamlan tampon

cozeltiler:

1. (Amonyum siilfat ¢oktiirmesi sonucu olusan ¢okelegi ¢6zmek icin) 5 mM KH,PO4
Tamponu pH=7,9: 0,068 g KH,PO4 yaklasik 90 ml saf suda ¢oziildii 1M NaOH ile
pH=7,9’a getirildikden sonra son hacim saf su ile 100 ml ye tamamland:.

2. (Diyaliz i¢in) 5 mM KH,PO,4 tampon ¢ozeltisi (1 mM B-merkaptoetanol iceren),
(pH=7,9): 0,68 g KH,PO4 yaklasik 900 ml saf suda ¢oziildii. 1M NaOH ile pH=7,9’a
getirildikden sonra igerisine 72 pl B-merkaptoetanol katildi. Son hacim saf su ile 1000

ml’ ye tamamlandi.

DEAE-Sephadex iyon degisim kromatografisi ve diyaliz icin kullanilan tampon

cozeltiler:

1. 5 mM KH,PO4tampon ¢ozeltisi (pH=7,9): 0,68 g KH,PO, yaklagik 900 ml saf suda
¢oziildii. 1M NaOH ile pH=7,9’a getirildikden sonra son hacim saf su ile 1000 ml’ ye
tamamlanda.

2. 5 mM KH;PO4 tampon c¢ozeltisi (pH=6,2), (Diyalizde kullanilan tampon): 0,68 g
KH,PO4 yaklagik 900 ml saf suda ¢oziildii. 1M NaOH ile pH=6,2"¢ getirildikden sonra

icerisine 72 pl B-merkaptoetanol katildi. Son hacim saf su ile 1000 ml’ ye tamamlandi.

CM-Sephadex C-50 iyon degisim kromatografisi icin kullanilan tampon ¢ozeltiler:

1. 5 mM KH,;PO4tampon ¢ozeltisi (pH=6,2); 0,68 g KH,PO, yaklagik 900 ml saf suda

¢oziildii. 1M NaOH ile pH=6,2"¢ getirildikden sonra son hacim saf su ile 1000 ml’ ye

tamamlandi.
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Sephadex G-100 jel filtrasyon kromatografisi icin kullanilan ¢ozeltiler:

1. 50 mM KH,PO4 tampon ¢ozeltisi (pH=7,0), (Kolonun dengelenmesinde ve eliisyon
isleminde kullanilan ¢6zelti); 6,8 g KH,PO4 yaklasik 900 ml saf suda ¢ozildi. 1 M
NaOH ile pH=7,0"ye getirildikden sonra son hacim saf su ile 1000 ml’ye tamamlanda.

2. Standart protein ¢ozeltilerinin hazirlanisi:

a. Albumin; 20 mg albumin 1900 pl dengeleme tamponu i¢inde ¢oziildii ve icerisine
100 pl gliserol ilave edildi.

b. Alkol dehidrogenaz; 10 mg alkol dehidrogenaz 1900 pul dengeleme tamponu iginde
¢oziildii ve igerisine 100 pl gliserol ilave edildi.

¢. PB-Amilaz; 8 mg B-amilaz 1900 pl dengeleme tamponu i¢inde ¢oziildii ve igerisine

100 pl gliserol ilave edildi.

Elektroforez icin kullanilan ¢ozeltiler:

1. IM Tris-HCI (pH=8,8): 12,11 g Tris (0,1 mol) tartilarak 80 ml suda ¢oziildi, pH
ayar1 1M HCl ile yapildiktan sora 100 ml’ye tamamland.

2. 1 M Tris-HCI (pH=6,8):12,11 g Tris (0,1 mol) tartilarak 80 ml suda ¢6ziildi, pH
ayar1 1M HCI yapildiktan sonra 100 ml’ye tamamlandi.

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

4. %]10’luk amonyum persiilfat ¢ozeltisi: 1 g amonyum persiilfat tartilarak su ile 10
ml’ye tamamlandi.

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

6. Yiriitme tamponu: 1,51 g Tris (12,5 mmol) ve 7,51 g glisin (0,1 mol) tartilarak 450
ml suda ¢oziildii; %10°luk SDS’den 5 ml ilave edildi, pH=8,3’e ayarland1 ve toplam
hacim 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’liik gliserinden 1 ml ve %0,1°lik bromtimol mavisinden 1 ml almarak suyla 10
ml’ye tamamlandi. Bu tampona kullanilmadan 6nce 950 pl numune tamponundan 50 pl

olacak sekilde B-merkapto etanol ilave edildi.
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8. Sabitlestirme ¢ozeltisi (jelde yiiriitiilen proteinlerin sabitlestirilmesi i¢in kullanilan
cozelti): %50 izopropanol, %10 TCA ve %40 su olacak sekilde karistirilarak hazirland.
9. Jel boyama cozeltisi: 50 ml metanol, 10 ml asetik asit ve 40 ml su igerisinde 0,1 g
coomassie brillant blue R-250 reaktifinin ¢oziilmesiyle hazirlandi.

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

11. Coomassie brillant blue G-250 reaktifi (proteinlerin kantitatif tayininde kullanilan
cozelti): 100 mg coomassie brillant blue G-250, 50 ml %95’lik etanolde ¢6ziildii.Bu
cozeltiye %95°1ik 100 ml fosforik asit ilave edildi.Cozeltinin hacmi suyla 1L’ye
tamamlanda.

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

icerisinde ¢oziildii ve toplam hacim suyla 250 ml’ye tamamlandi.

Proteinlerin Kantitatif Tayininde Kullanilan Cozeltiler:

1. 100 mg coomassie brillant blue G-250, 50 ml % 95’lik etanolde ¢6ziildii. Bu
cozeltiye % 95°1ik 100 ml fosforik asit ilave edildi. Cozeltinin hacmi saf su ile 1 litreye
tamamlanda.

2. Standart serum albumin ¢6zeltisi (1 mg/ml; protein tayini i¢in kullanilan ¢ozelti): 1

mg standart serum albuminin 1 ml saf suda ¢dziilmesiyle hazirland.

flac ve kimyasal maddelerin stok cozeltileri:

1. Dakarbazin: 200 mg dakarbazin’in 20 ml steril suda ¢oziilmesiyle elde edildi (54,5
mM).

2. Tiyokolsikosid: 4 mg tiyokolsikosid’in 2 ml steril suda ¢oziilmesiyle elde edildi
(3,55 mM).

3. Metotreksat: 50 mg metotreksat’mn 5 ml steril suda ¢oziilmesiyle elde edildi (22
mM)

4. Furosemid: 20 mg furosemid’in 2 ml steril suda ¢oziilmesiyle elde edildi (30,3

mM).
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5. Epirubicin Hidrokloriir: 10 mg Epirubicin Hidrokloriir’in 5 ml steril suda
coziilmesiyle elde edildi (3,46 mM).

6. Midazolam: 5 mg midazolam’in 5 ml steril suda ¢oziilmesiyle elde edildi (3,06
mM).

7. Dekspantenol: 500 mg dekspantenol’un 2 ml steril suda ¢6ziilmesiyle elde edildi
(1,218 mM).

8. Menadion Sodyumbisiilfit: 20 mg menadion sodyumbisiilfit’in 2 ml steril suda
cOziilmesiyle elde edildi (36,2 mM).

9. Kalsiyum Folinat: 100 mg kalsiyum folinat’in 10 ml steril suda ¢oziilmesiyle elde
edildi (19,6 mM).

10. Gemsitabin HCIL: 200 mg gemsitabin’in 25 ml steril suda ¢oziilmesiyle elde edildi
(26,748 mM).

11. Okzaliplatin: 100 mg okzaliplatin’in 20 ml steril suda ¢oziilmesiyle elde edildi
(12,6 mM).

12. Lidokain HCI: 20 mg Lidokain HCI’in 1 ml steril suda ¢6ziilmesiyle elde edildi (74
mM).

1.1. Teofilin FEtilendiamin: 240 mg teofilin etilendiamin’in 10 ml steril suda ¢o

ziilmesiyle elde edildi (57 mM).

3.2. Yontemler

3.2. 1. Koyun karacigeri sorbitol dehidrogenaz enziminin aktivitesinin ol¢iimii

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

Reaksiyonuyla NAD" ‘nin indirgenmesi sonucu olusan absorbans artis1 340 nm’de ii¢
dakika siireyle Ol¢iildii. Bunun i¢in 1 ml’lik kuvartz kiivet igerisinde 50 mM
Glisin/NaOH tamponu (pH=9,9), 10 mM sorbitol, 470 pM NAD" ve enzim olacak
sekilde hazirland1 (Lindstad et al. 1992). 340 nm’de kore karsit absorbans degerleri
okundu. NADH’m milimolar ekstinksiyon katsayis1 aktivitenin hesaplanmas1 icin

kullanild1. Nikotinamid adenin diniikleotid (NAD"), sorbitol dehidrogenaz tarafindan



52

sorbitol varliginda indirgenir. NADH’1n olusum orani sorbitol dehidrogenaz aktivitesine
bagimli olup 340 nm’deki absorbans artis1 ile Olgiilebilir. Sorbitol dehidrogenaz

aktivitesinin iiniteleri dakika basina okside olan sorbitol’un mikro moliinii verir.

Enzim tinitesi hesaplanirken asagidaki formiil kullanildi.

. AO
EU/ml =

Bu formiilde yer alan simgeler asagida aciklandz;

EU/ml  : 1 ml’deki enzim iinitesi

AOD : Bir dakikadaki absorbans degisimi

6,22 : B-NADH °‘in 340 nm’deki milimolar ekstinksiyon katsayis1

Vr : Olgiimiin yapildig: toplam kiivet hacmi

Ve : Olgiimiin yapildig1 kiivete ilave edilen enzim numunesinin hacmi

3.2.2. Koyun karacigeri sorbitol dehidrogenaz enziminin saflastirilmasi

3.2.2.a. Koyun karaciger dokusunun temini ve homojenat hazirlanmasi

Deneyde kullanilan koyun karaciger dokusu taze olarak temin edildi. Doku 6rnegi kan
ve diger kirlilikleri elimine etmek i¢in % 0,9’luk NaCl ¢ozeltisi ile lic defa yikandi.
Doku homojenatini hazirlamak i¢in, ilk olarak doku kiigiik parcalara ayrildi. Daha sonra
swv1 azot i¢inde parcalanarak, 3 ml/g olacak sekilde 5 mM KH,PO4 (pH=7,0) tampon
cozeltisinin iginde homojenize edildi. Elde edilen homojenat siizge¢ kagidi kullanilarak
siizme iglemine tabi tutuldu. Bu islemden sonra siispansiyon 60 dakika 13000 rpm’de 2
defa santrifiij edildi. Santrifiij sonras1 ¢okelek atildi, siipernatant bir sonraki saflastirma

basamaginda kullanildi.
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3.2.2.b. Amonyum siilfat ¢oktiirmesi

Proteinler c¢ok degerlikli elektrolitler olduklar1 i¢in iyonlara benzer sekilde hareket
ederler. Yiksek tuz konsantrasyonlarinda, protein molekiillerini ¢evreleyen ve ¢oziiniir
halde tutan su molekiilleri, amonyum siilfat tuzundaki iyonlar tarafindan cekilir ve
proteinler c¢oker (salting-out). Gergeklestirilen amonyum siilfat ¢oktiirmesi deneyleri

proteinlerin bu 6zellikleri esasina dayanmaktadir.

Koyun karacigerinden elde edilen SDH enzim homojenati sirasiyla %0-20, %20-30,
%30-40, %40-50, %50-60, %60-70 araliklarinda kat1 amonyum siilfat ile ¢oktiiriildii.
coktiirme islemleri sirasinda 13000 rpm’de 20 dakika boyunca santrifiij yapildi. Her
defasinda c¢okelekte ve siipernatantda enzim aktivitesine bakildi. Biitlin bu islemler 4
°C’de gergeklestirildi. Amonyum siilfat ¢oktlirmesi sirasinda homojenata kati 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 karistirict ile yapildi. Kati amonyum siilfat miktar1 asagidaki

formiilden hesapland:.

1,77XVX(SZ—51)
3,54—S,

g(NH4)SO4=

V : Enzim ¢ozeltisinin hacmi
S; : 1’in kesri olarak ¢6zeltideki amonyum siilfat doygunlugu

S, : 1’in kesri olarak istenen amonyum siilfat doygunlugu

Bu islemler sonucunda SDH aktivitesinin tamaminin %30-70 araliginda c¢oktigi
belirlendi. Daha sonra saflastirma ¢alismasinda ilk basamak olarak %30-70 amonyum

stilfat kesitlemesi uyguland.

Once %30 doygunlukta amonyum siilfat ¢oktiirmesi yapildi. Numune santrifiij tiiplerine

konularak 13000 rpm’de 20 dakika santrifiij yapildi (boylece yabanci proteinlerin
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cokmesi saglandi). Daha sonra %70 doygunlukta amonyum siilfat c¢oktiirmesi
gerceklestirildi. Elde edilen numune 13000 rpm’de 20 dakika santrifiij edildi.
Stipernatant kismi atild1 ¢okelek ¢oziinebilecegi minimum fosfat tamponunda (5 mM
KH,PO4, pH=7,9) ¢6ziildii. Amonyum siilfat ¢oktiirmesi islemleri sirasinda ortamin

sicaklig1 buz banyosuyla diisiik tutulmaya ¢alisildi.

3.2.2.c. Diyaliz

Amonyum siilfat ¢oktiirmesi sonucu elde edilen numune diyaliz torbasina yerlestirilerek
iki saat siireyle diyaliz tamponuna (1mM pB-merkaptoetanol igeren, 5 mM KH,PO4
pH=7,9) kars1 2 defa diyaliz edildi. Diyaliz islemi, soguk ortamda gerceklestirildi.

3.2.2.d. Ultrasantrifiij

Diyaliz isleminden sonra numune igerisindeki c¢oziinmeden kalan safsizliklar
uzaklastirmak i¢in numune, 100000 g de 1 saat siireyle santrifiij edildi. Cokelek kismi1

atildi. Siipernatant kismi almarak bir sonraki saflagtirma basamaginda kullanildi.

3.2.2.e. DEAE-Sephadex iyon degisim kromatografisi

Calismada anyon degistirici olarak kullanilan DEAE-Sephadex iyon degisim reginesinin
once sisirilmesi gerekmektedir. Bu amacla 100-120 ml yatak hacmi elde edebilmek igin
5 g jel 100 ml destile suya konularak 80-90°C’de 5 saat siire ile bekletilerek sisirildi.
Sisirilmis jel 0,5 N 100 ml soguk HCI i¢inde 1 saat bekletildikten sonra 100 ml 0,5 N
NaOH ile notralize edildi. Jel materyalinden ¢oziinmiis gaz vakum yardimiyla
uzaklastirilip 3 cm’x30 cm ebadindaki kolona doldurulduktan sonra 5 mM KH,PO,
tamponu (pH=7,9) ile dengelendi. Kolonun akis hiz1 peristaltik pompa yardimiyla 15-20
ml/saat’e ayarlandi. Jel lizerindeki tampon seviyesi jel diizeyine indirilerek ultrasantrifiij
sonrast elde edilen enzim c¢ozeltisi pipet vasitasiyla kolona tatbik edildi. Sorbitol
dehidrogenaz enzimi DEAE-Sephadex kolon materyaline tutunmadigindan, kolonu

dengeleme isleminde kullanilan 5 mM KH,;PO,4 tamponu (pH=7,9) kullanilarak eliisyon
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islemi yapildi. Eliiatlar, kolon akis hizi 15 ml/saat’e ayarlanarak yaklasik 3 ml’lik
hacimler halinde tiiplere alindi. Her bir eliiatin 340 nm’de aktivitesine bakildi, aktivite
gosteren tiipler birlestirildi. Birlestirilen eliiat ¢ozeltileri, diyaliz torbasina yerlestirilerek
iki saat siireyle 1mM B-merkaptoetanol iceren, 5 mM KH,PO4 pH=6,2 olan tampona
kars1 diyaliz edildi. Boylece birlestirilen eliiat ¢ozeltisi CM-sephadex C-50 katyon
degisim kolonuna tatbik edilmek {lizere hazir hale getirildi. Birlestirilen eliiat ¢ozeltileri
ve kolona tatbik edilen numuneler i¢in Bradford metoduyla kantitatif protein tayini ve
aktivite tayinleri yapilarak spesifik aktiviteler hesaplandi ve saflastirma oranlari

belirlendi.

3.2.2.f. CM-Sephadex C-50 iyon degisim kromatografisi

Calismada kullanilan katyon degistirici CM-Sephadex C-50 iyon degisim reginesinin
oncelikle sigirilmesi gerekir. Bu amagla 100-120 ml yatak hacmi elde edebilmek icin 5
g jel 100 ml destile suya konularak 80-90 °C’de 5 saat siire ile bekletilerek sisirildi.
Sisirilmis jel 0,5 N 100 ml soguk HCI icinde 1 saat bekletildikten sonra 100 ml 0,5 N
NaOH ile notralize edildi. Jel materyalinden c¢Oziinmiis gaz vakum yardimiyla
uzaklastirilip 3cm®x30 cm ebadindaki kolona doldurulduktan sonra 5 mM KH,PO,
tamponu (pH=6,2) ile dengelendi. Kolonun akis hiz1 peristaltik pompa yardimiyla 15-20
ml/saat’e ayarlandi. Jel ilizerindeki tampon seviyesi jel diizeyine indirilerek DEAE-
Sephadex iyon degisim kolonundan toplanan ve diyaliz edilen enzim ¢6zeltisi pipet
vasitasiyla kolona tatbik edildi. Daha sonra 5 mM KH,PO, tamponu (pH=6,2) ile
yikama iglemi yapildi. Yikama islemine iistten ilave edilen yikama tamponunun pH ve

280 nm'deki absorbans degerleri esit oluncaya kadar devam edildi.

Yikama tamamlandiktan sonra eliisyon i¢in gradient mikserin kolona bagli olan ve bir
mekanik karistiric1 ile karigtirilan haznesine 250 ml 5 mM KH,PO4 tamponu (pH=6,2)
ve bu hazneye acilan diger hazneye ise 250 ml 1,5 M NaCl dolduruldu ve artan iyonik
siddetle lineer gradient eliisyonu basladi. Eliatlar, kolon akis hizi 15 ml/saat'e
ayarlanarak yaklasik 2 ml'lik hacimler halinde tiiplere alindi. Her bir eliiatin 340 nm'de

aktivitesine bakildi. Aktivite gosteren tiipler birlestirildi.
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Birlestirilen eliiat ¢ozeltileri ve kolona tatbik edilen numune i¢in Bradford metoduyla
kantitatif protein tayini ve aktivite tayinleri yapilarak spesifik aktiviteler hesaplandi ve

saflastirma oranlar1 belirlendi.

3.2.3. Bradford yontemi ile kantitatif protein tayini

Koyun karacigeri numunesinden hazirlanan homojenat, amonyum siilfat ¢oktiirmesi,
DEAE-Sephadex iyon degisim kromatografisi ve CM-Sephadex C-50 iyon degisim
kromatografisi ile saflastirilan enzim ¢ozeltilerindeki kantitatif protein miktar1 bu
yontemle belirlendi. Bu yontemde boya olarak kullanilan Coomassie brillant blue G-250
negatif bir yiikke sahiptir ve protein lizerindeki pozitif yiike baglanir. Boyanin kirmizi
(Amax=465 nm) ve mavi (Aynax=595 nm) formu mevcuttur. Proteinin baglanmasi, kirmizi
formun mavi forma doniislimiinii saglar. Bu yOntemin bozucu faktorlere girisimi
olduk¢a azdir ve hassasiyeti 1-100 pg arasindadir. Reaksiyon yiiksek oranda
tekrarlanabilir ve hizli cerayan eder, iki dakikada tamamlanir. renk stabilitesi iki saat’in

iizerinde devam edebilir (Bradford 1976).

Bu yOntem ile protein tayini yapabilmek icin standart bir grafige ihtiya¢ vardir. bu
amagla 1 ml’sinde 1 mg protein ihtiva eden standart sigir albumin ¢6zeltisinden tiiplere
10, 20,30, 40, 50, 60, 70, 80, 90 ve 100 ul konuldu. Saf su ile biitiin tiiplerin hacmi 0,1
ml’ye tamamlandi ve 5 ml Coomassie brillant blue G-250 ¢dzeltisi ilave edilip vorteks
ile karistirildi. 10 dakika inkiibe edildikten sonra 595 nm’de 3 ml’lik kiivetlerde kore
kars1 absorbans degerleri okundu. kor olarak 0,1 ml enzim numunesinin i¢inde
bulundugu tampondan ve 5 ml Coomassie brillant blue G-250 ¢ozeltisinden olusan
karisim kullanildi. Elde edilen sonuclardan absorbans degerlerine karsilik gelen pg

protein degerleri standart grafik haline getirildi.

Tiplere koyun karacigerinden elde edilen homojenattan ve adi gecen saflastirma
basamaklarindan elde edilen enzim numunelerinden 0,1 er ml konularak {izerine 5’er ml
Coomassie brillant blue G-250 reaktifi ilave edildi. Vorteks ile karistirildiktan sonra 10

dakika inkiibasyona birakildi. Sonra 595 nm’de absorbans degerleri okundu. Her bir
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numuneden iiger adet deneme yapilarak bu li¢ degerin aritmetik ortalamasindan gercek
deger tespit edildi. Elde edilen bu degerlere gore standart grafikten yararlanilarak
protein miktarlar1 belirlendi. Bu metodla saflastirilan enzim c¢ozeltilerinde ve

homojenatta protein tayini yapildi.

3.2.4. Sephadex G-100 jel filtrasyon kromatografisi kolonunun hazirlanmasi ve

koyun karacigeri SDH enziminin dogal halinin molekiil kiitlesinin tayini

Koyun karacigeri sorbitol dehidrogenaz enziminin dogal halinin molekiil kiitlesi
Andrews ve arkadaslarinin metodu ile belirlendi (Whitaker 1963; Andrews 1965;
Marshall 1970).

Jel filtrasyon kromatografisi ile molekiil kiitlelerinin tayini i¢cin dnceden 36 ml yatak
hacmi elde etmek i¢in 5 g Sephadex G-100, 150 ml saf su igine alindi. 90°C’de su
banyosunda bekletilerek polimer materyal (Sephadex G-100) sisirildi. Sisirilmis
materyalin i¢cindeki hava, su trompu kullanilarak vakumla uzaklastirildi. Sisirilmis ve
havasi uzaklastirilmis polimer materyali 50 mM’lik ve pH’st 7,0 olan KH;POg4
tamponuyla dolu kolona, i¢inde hava kabarcig1r kalmayacak sekilde paketlenerek ayni
tamponla dengeleme islemi yapildi. Kolonun dengelendigini tespit etmek i¢in, iistten
ilave edilen tamponla alttan alman tamponun pH ve 280 nm’de absorbans degerleri
araliklarla 6l¢iildii ve bu deger ayni oluncaya kadar dengeleme islemine devam edildi.

Kolonun akig hiz1 10-15 ml/saat olarak ayarland:.

Molekiil kiitlesi tayininde kullanilacak olan standart grafigi elde edebilmek igin
kolondan once standart proteinler gecirildi. Standart olarak, blue dekstran; 2.000.000
Da, B-amilaz; 200.000 Da, alkol dehidrogenaz; 150.000 Da, albumin; 66.000 Da
standart proteinler ayr1 ayr1 kolona uygulandi. Daha sonra koyun karacigerinden elde

edilen enzim numunesi jel filtrasyon kolonuna uygulandi (Keha ve Kiifrevioglu 2005).

Eliisyon hacmi i¢in dengelenen kolonun, jel tizerindeki tampon ¢ozeltisi jel seviyesine

indirildi. Kolona her bir protein ¢ozeltisinden 2 ml tatbik edildi. Kolona uygulanan
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protein ¢Ozeltisi jel tarafindan tamamen emildikten sonra kolonun iistii eliisyon
tamponuyla (50 mM KH,PO4 pH=7,0) doldurularak, eliiatlar 1’er ml olacak sekilde
tiiplere toplandi. Eliisyon tamponu kor olarak kullanildi ve toplanan eliiatlarmm 280
nm’de absorbanslar1 Olgiilerek kaydedildi. Eliisyon islemine 280 nm’deki absorbans
degerleri1 0 oluncaya kadar devam edildi. 280 nm’de absorbans gdsteren tiiplerde
aktivite dl¢timleri yapildi. 280 nm’de kalitatif 6l¢ctim i¢in aliman absorbans degerleri tiip
sayisina karsi grafige gecirildi. Daha sonra enzimin molekiil kiitlesini belirlemek igin
her bir protein i¢in ayr1 ayr1 K,, degerleri ve Log MK degerleri hesaplandi. Log MK-K,,
grafigi bilgisayarda Excel programi yardimiyla ¢izildi. Son olarak koyun karacigeri
sorbitol dehidrogenaz enzimi icin K,, degeri belirlenerek grafik vasitasiyla enzimin

dogal halinin molekiil kiitlesi belirlendi.

Asagidaki formiil kullanilarak K,, degeri hesaplandi ve Log MK-K,, grafigi cizildi.

_Ve_VO

K., =
av Vt _ VO

V= Void hacim, V.= Eliisyon hacmi, V= Kolon yatak hacmi

3.2.5. Kalitatif protein tayini

Kalitatif protein tayini, proteinlerin yapisinda bulunan aromatik gruplara sahip tirozin
ve triptofan amino asitlerinin 280 nm’de maksimum absorbans gdstermesi esasina
dayanan Warburg metodu olarak bilinen yolla gerceklestirildi (Segel 1968). Sephadex
G-100 jel filtrasyon kromatografisi isleminden sonra esit hacimde alinmis olan biitiin
tiiplerde kalitatif protein tayini yapildi. Kuvarz kiivetler kullanilarak spektrofotometrede

absorbanslar1 280 nm’de kore karsi okundu.



59

3.2.6. Sodyum dodesil siilfat-poliakrilamid jel elektroforezi (SDS-PAGE) ile enzim

safliginin kontrolii

Enzim saflastirildiktan sonra %3-8 kesikli sodyum dodesilsiilfat poliakrilamid jel
elektroforezi (SDS-PAGE) Laemmli metoduna gore yapilarak enzimin saflik derecesi

kontrol edildi (Laemmli 1970).

Bunun icin elektroforez plakalar1 6nce su ile sonra alkol ile iyice yikandi. Her iki
kenarinda aralik olusturucu bir plaka ile diiz bir plaka iist iiste getirilerek kiskaglarla
tutturuldu. Sabitlestirilen plakalar, icerisinde sizdirmay1 dnleyen siinger ihtiva eden jel
hazirlama kabinine konuldu. Once ayirma jeli hazirland1 ve enjektdrle plakalarmn arasmna
iist kesimde 0,5 cm kalincaya kadar dolduruldu. iki saat jelin donmas1 beklendi, ayirma
jelinin katilagtigindan emin olunduktan sonra yigma jeli hazirlandi. Jelin iist kismidaki
bosluga dolduruldu ve numune kuyucuklarinin olusmasi i¢in tarak dikkatlice
yerlestirildi. Yigma jelinin katilasmasi beklenirken islatilmis siizge¢ kagidi sistemin
iizerine kapatildi ve kurumasi onlendi. Yigma jeli katilastiktan sonra tarak dikkatlice
¢ikartilarak numune kuyular1 belirlendi. Once saf su, sonra da yiiriitme tamponuyla
yikand1 ve jel plakalarla birlikte elektroforez tankina yerlestirildi. Elektroforez tankinin
alt ve tist kismina yliriitme tamponu dolduruldu. Enzim 6rnekleri yaklasik 20 pg protein
olacak sekilde hazirlandi. Toplam hacim 50 pl olacak sekilde 1/1 oraninda numune
tamponu katildi. Ug¢ dakika kaynar su banyosunda inkiibe edildi. Elektroforez tanki
kapatilarak alt tarafindan (+) anot, iist taraftan ise (-) katot yerlestirildi. Once 40 voltta
20 dakika yiiriitiildii ve 6rnek ayirma jeline kadar gelip yigildi. Sonra akim 80 volt’a
cikartilarak numunelerin jelin alt siniria gelmesine kadar yiiriitiildii. Numunelerin takip
edilmesi, numune tamponuna katilan brom timol mavisi yardimiyla anlasildi. Yiiriitme
islemi bittikten sonra akim kesilerek plakalar arasindaki jel dikkatlice cikarildi ve
sabitlestirme ¢ozeltisine konuldu. Sabitlestirme ¢ozeltisinde 20 dakika bekletilen jel,
cikarilarak boyama ¢dzeltisine konuldu ve calkalayici lizerinde 2 saat bekletildi. Jel
boyandiktan sonra ¢ikarilarak yikama ¢ozeltisine konuldu. Rengi acilip, protein bantlar:

belirginlesinceye kadar ¢alkalayici lizerinde yikanan jel ¢ikarilarak fotografi ¢ekildi.
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Ayirma jeli soyle hazirlandi: 3,75 ml 1M Tris-HCI (pH=8,8), 3,3 ml %30 Akrilamid-
%0,8 bisakrilamid, 0,15 ml %10’luk SDS, 0,1 ml %5’lik TEMED, 0,2 ml %1,5’lik PER

ve 2,35 ml saf su karistirildi.

Yigma jeli soyle hazirlandi: 0,31 ml 1 M Tris-HCl (pH=6,8), 0,3325 ml %30
Akrilamid-%0,8 bisakrilamid, 0,025 ml %10’luk SDS, 0,025 ml %5’lik TEMED, 0,05
ml %1,5’lik PER ve 1,84 ml saf su karistirildi. PER ¢6zeltisi taze hazirland1 ve
karistirildiginda hemen dokiildii.

3.2.7. Sodyum dodesilsiilfat-poliakrilamid jel elektroforezi (SDS-PAGE) ile

enzimin molekiil kiitlesi tayini

Laemmli (1970), metoduna gdére molekiil kiitlesi tayini su sekilde yapildi; standart
protein olarak fosforilaz (97,4 kDa), sigir serum albumini (66 kDa), ovalbumin (45
kDa), sigir eritrosit karbonik anhidrazi (29 kDa), sitokrom C (12,4 kDa) kullanild1.
elektroforez isleminden sonra standart proteinlerin R degerleri hesaplanarak log MK-R¢
standart grafigi ¢izildi. Daha sonra koyun karacigerinden elde edilen SDH enzimi igin
R degeri hesapland1 ve standart grafikte yerine konularak SDH enziminin log MK’s1

belirlendi. Bu degerin antilogaritmasi alinarak numunenin molekiil kiitlesi belirlendi.

Proteinlerin Ry degerleri;

formiili kullanilarak belirlendi.

X¢= Proteinin ytirlime mesafesi, Xyoy.= Boyanin yiiriime mesafesi
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3.2.8. Koyun karacigeri sorbitol dehidrogenaz enziminin aktivitesi iizerine baz ila¢

etkilerinin belirlenmesi

Koyun karacigeri sorbitol dehidrogenaz enzim aktivitesi lizerine bazi ilaglarin etkilerini
belirlemek amaciyla kiivet ortamima degisik konsantrasyonlarda ilag ilave edilerek
aktivite degerleri okundu. Kullanilan ilacin farkli konsantrasyonlarini olusturmak igin
stok cozeltiler seyreltildi. Kullanilan stok ¢dzelti hacmi gereken derisimi saglamadigi
zaman kiivete katilan tampon hacmi azaltilarak ilag konsantrasyonu arttirildi. Bu sekilde

gereken konsantrasyon ayarlanmig oldu.

3.2.9. inhibitér etkisi gosteren ilaclar icin ICsq ve K; degerlerinin belirlenmesine ait

cahismalar

Inhibitér calismalariyla ilgili farkli inhibitdr konsantrasyonunda aktivite o6lciimii
yapilarak inhibitor etkisi gosteren ilaglar belirlendi. Bu ilaglardan inhibisyon etkisi
yiiksek olanlarin %Aktivite-[I] olarak grafikleri c¢izildi, egrinin denkleminden ICsg

degerleri hesaplandi.

ICso degerleri hesaplanan bazi ilaclarin K; degerlerini belirlemek amaciyla koyun
karacigeri sorbitol dehidrogenaz enzim aktivitesini yariya diisiiren ila¢ konsantrasyonu
ile bu degerin altinda ve {istiinde iki sabit ilag konsantrasyonlarinda uygun bes substrat
konsantrasyonu ile aktivite Olglimleri yapildi. Calismalarda uygun bes farkli substrat
konsantrasyonu stok ¢ozelti kullanilarak 6n deneme ile belirlendi. Elde edilen degerlerle
her bir inhibitor icin Lineweaver-Burk grafikleri ¢izildi. Grafik denkleminde yarismali
inhibisyon i¢in egime esit olan Ky/Vmax(1+[1]/K;) ifadesinden, yarismasiz inhibisyon

icin Vinax=V ' max(1+[1J/K;) formiiliinden yararlamlarak K; degerleri belirlendi.
y g
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Cizelge 3.1. Koyun karacigeri sorbitol dehidrogenaz enzimi lizerinde Dakarbazin’in ICs
degerinin belirlenmesinde kullanilan ¢ozeltilerin miktarlar1 ve bunlara karsilik gelen inhibitor

konsantrasyonlar1

Tampon inhibitor Kiivetteki Toblam
Glisin/NaOH | Sorbitol | NAD" | Enzim " inhibitor op &
_ Hacmi hacim
pH=9,9 (ul) (ul) (ul) (ul) konsantrasyonu (ml)
(D) (mM)
780 100 100 20 0 0 1
777 100 100 20 3 0,016 1
775 100 100 20 5 0,027 1
773 100 100 20 7 0,038 1
770 100 100 20 10 0,0545 1
760 100 100 20 20 0,109 1

Cizelge 3.2. Koyun karacigeri sorbitol dehidrogenaz enzimi iizerinde Tiyokolsikosid’in ICs,
degerinin belirlenmesinde kullanilan ¢ozeltilerin miktarlar1 ve bunlara karsilik gelen inhibitor

konsantrasyonlari
Tampon e Kiivetteki
Glisin/_lPIaOH Sorbitol | NAD* | Enzim | 'TONOT | pnibigor | 0PI
pH=9,9 (ul) (ul) (ul) (ul) konsantrasyonu (ml)
(D) (mM)
780 100 100 20 0 0 1
775 100 100 20 5 0,017 1
770 100 100 20 10 0,035 1
760 100 100 20 20 0,071 1
750 100 100 20 30 0,106 1
730 100 100 20 50 0,177 1
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Cizelge 3.3. Koyun karacigeri sorbitol dehidrogenaz enzimi iizerinde Metotreksat’in ICs,
degerinin belirlenmesinde kullanilan ¢ozeltilerin miktarlar1 ve bunlara karsilik gelen inhibitor

konsantrasyonlar1
Tampon C e Kiivetteki
Glisin/NaOH | Sorbitol | NAD® | Enzim | [MMDIOr | pitor | Loplam
— Hacmi hacim
pH=9,9 (ul) (ul) (ul) (ul) konsantrasyonu (ml)
(u) (mM)
780 100 100 20 0 0 1
777 100 100 20 3 0,066 1
775 100 100 20 5 0,11 1
773 100 100 20 7 0,154 1
770 100 100 20 10 0,22 1
760 100 100 20 20 0,44 1

Cizelge 3.4. Koyun Kkaracigeri sorbitol dehidrogenaz enzimi iizerinde Furosemid’in ICs
degerinin belirlenmesinde kullanilan ¢ozeltilerin miktarlar1 ve bunlara karsilik gelen inhibitor

konsantrasyonlar1
e Kiivetteki
Tampon | g0 1itol | NAD' | Enzim | PPIOC | pibitgr | LoPlam
Glisin/NaOH Hacmi hacim
— (ul) (ul) (ul) konsantrasyonu
pH=9,9 (nD (ml)
(mM)

((11)]
780 100 100 20 0 0 1
779 100 100 20 1 0,0303 1
777 100 100 20 3 0,0909 1
775 100 100 20 5 0,152 1
773 100 100 20 7 0,212 1
770 100 100 20 10 0,303 1
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Cizelge 3.5. Koyun karacigeri sorbitol dehidrogenaz enzimi lizerinde Epirubisin HCI’in ICs
degerinin belirlenmesinde kullanilan ¢ozeltilerin miktarlar1 ve bunlara karsilik gelen inhibitor

konsantrasyonlar1
Tampon C Kiivetteki
Glisin/NaOH | Sorbitol | NAD® | Enzim | [PHPIOr | bibitor | LoPlam
-~ Hacmi hacim
pH=9,9 (ul) (ul) (ul) (ul) konsantrasyonu (ml)
(u) (mM)
780 100 100 20 0 0 1
730 100 100 20 50 0,173 1
705 100 100 20 75 0,260 1
680 100 100 20 100 0,346 1
630 100 100 20 150 0,519 1
580 100 100 20 200 0,692 1

Cizelge 3.6. Koyun Kkaracigeri sorbitol dehidrogenaz enzimi iizerinde Midazolam’mn ICs
degerinin belirlenmesinde kullanilan ¢ozeltilerin miktarlar1 ve bunlara karsilik gelen inhibitor

konsantrasyonlar1
Tampon C e Kiivetteki
Glisin/NaOH | Sorbitol | NAD* | Enzim | MO | S pipiggr | 1OPlam
_ Hacmi hacim
pH=9,9 (ul) (ul) (ul) (ul) konsantrasyonu (ml)
((11)] (mM)
780 100 100 20 0 0 1
730 100 100 20 50 0,153 1
680 100 100 20 100 0,306 1
580 100 100 20 200 0,612 1
480 100 100 20 300 0,918 1
430 100 100 20 350 1,071 1
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Cizelge 3.7. Koyun karacigeri sorbitol dehidrogenaz enzimi iizerinde Dekspantenol’iin ICs
degerinin belirlenmesinde kullanilan ¢ozeltilerin miktarlar1 ve bunlara karsilik gelen inhibitor
konsantrasyonlar1

Tampon Inhibitor Kiivetteki Toplam
| amp Sorbitol | NAD" | Enzim ; inhibitor P
Glisin/NaOH Hacmi hacim
— (ul) (ul) (ul) konsantrasyonu
pH=9,9 (nb) (ml)
(mM)
((11)]
780 100 100 20 0 0 1
730 100 100 20 50 0,0609 1
580 100 100 20 200 0,243 1
280 100 100 20 500 0,609 1
130 100 100 20 650 0,792 1
30 100 100 20 750 0,913 1
Cizelge 3.8. Koyun karacigeri sorbitol dehidrogenaz enzimi {izerinde Menadion

Sodyumbisiilfit’in ICsy degerinin belirlenmesinde kullamilan ¢ozeltilerin miktarlar1 ve bunlara
karsilik gelen inhibit6r konsantrasyonlari

Tampon Inhibitor Kiivetteki Toplam
Glisin/NaOH | Sorbitol | NAD" | Enzim . inhibitor P
-~ Hacmi hacim
pH=9,9 (ul) (ul) (ul) (ul) konsantrasyonu (ml)
(uD (mM)
780 100 100 20 0 0 1
770 100 100 20 10 0,362 1
760 100 100 20 20 0,724 1
750 100 100 20 30 1,086 1
740 100 100 20 40 1,448 1
730 100 100 20 50 1,810 1
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Cizelge 3.9. Koyun karacigeri sorbitol dehidrogenaz enzimi lizerinde Kalsiyum Folinat’in ICs
degerinin belirlenmesinde kullanilan ¢ozeltilerin miktarlar1 ve bunlara karsilik gelen inhibitor
konsantrasyonlar1

Tampon Inhibitor Kiivetteki Toplam
Glisin/NaOH | Sorbitol | NAD* | Enzim . inhibitr P
— Hacmi hacim
pH=9,9 (ul) (ul) (ul) (ul) konsantrasyonu (ml)
(u) (mM)
780 100 100 20 0 0 1
730 100 100 20 50 0,98 1
705 100 100 20 75 1,47 1
680 100 100 20 100 1,96 1
630 100 100 20 150 2,94 1
580 100 100 20 200 3,92 1

Cizelge 3.10. Koyun karacigeri sorbitol dehidrogenaz enzimi iizerinde Gemsitabin HCI’in ICs
degerinin belirlenmesinde kullanilan ¢ozeltilerin miktarlar1 ve bunlara karsilik gelen inhibitor
konsantrasyonlari

Tampon Inhibitor Kiivetteki Toplam
Glisin/NaOH | Sorbitol | NAD* | Enzim ; inhibitor P
_ Hacmi hacim
pH=9,9 (ul) (ul) (ul) (ul) konsantrasyonu (ml)
(u) (mM)
780 100 100 20 0 0 1
730 100 100 20 50 1,337 1
680 100 100 20 100 2,674 1
630 100 100 20 150 4,012 1
580 100 100 20 200 5,35 1
480 100 100 20 300 8,024 1
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Cizelge 3.11. Koyun karacigeri sorbitol dehidrogenaz enzimi iizerinde Okzaliplatin’in ICs
degerinin belirlenmesinde kullanilan ¢ozeltilerin miktarlar1 ve bunlara karsilik gelen inhibitor

konsantrasyonlar1
Tampon C Kiivetteki
Glisin/NaOH | Sorbitol | NAD® | Enzim | MPIOr | pitor | LoPlam
-~ Hacmi hacim
pH=9,9 (ul) (ul) (ul) (ul) konsantrasyonu (ml)
(u) (mM)
780 100 100 20 0 0 1
730 100 100 20 50 0,63 1
580 100 100 20 200 2,52 1
280 100 100 20 500 6,3 1
180 100 100 20 600 7,56 1
80 100 100 20 700 8,82 1

Cizelge 3.12. Koyun karacigeri sorbitol dehidrogenaz enzimi iizerinde Lidokain HCI’in ICs,
degerinin belirlenmesinde kullanilan ¢ozeltilerin miktarlar1 ve bunlara karsilik gelen inhibitor

konsantrasyonlari
Tampon C e Kiivetteki
Glisin/NaOH | Sorbitol | NAD® | Enzim | MMPIOr | ipicor | LOPlam
Hacmi hacim

pH=9,9 (ul) (ul) (ul) (ul) konsantrasyonu (ml)
(u) (mM)
780 100 100 20 0 0 1
730 100 100 20 50 3,7 1
580 100 100 20 200 14,8 1
480 100 100 20 300 22,2 1
280 100 100 20 500 37 1

0 100 100 20 780 57,7 1
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Cizelge 3.13. Koyun karacigeri sorbitol dehidrogenaz enzimi iizerinde Teofilin Etilendiamin’in
ICso degerinin belirlenmesinde kullanilan ¢ozeltilerin miktarlar1 ve bunlara karsilik gelen
inhibitor konsantrasyonlari

Tampon Inhibitor Kiivetteki Toplam
Glisin/NaOH | Sorbitol | NAD" | Enzim . inhibitor P
-~ Hacmi hacim
pH=9,9 (ul) (ul) (ul) (ul) konsantrasyonu (ml)
((11)) (mM)
780 100 100 20 0 0 1
730 100 100 20 50 2,85 1
380 100 100 20 400 22,8 1
180 100 100 20 600 34,2 1
80 100 100 20 700 39,9 1
0 100 100 20 780 44.5 1
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Cizelge 3.14. Koyun karacigeri sorbitol dehidrogenaz enzimi iizerinde Tiyokolsikosid’in K;
degerlerinin belirlenmesinde kullanilan ¢6zeltilerin miktarlar1 ve bunlara karsilik gelen substrat
ve inhibitér konsantrasyonlari

) =
= _ S =
! = 22 |£2 £
g = Z = = s = > S Q
2.z = = bt < E2S | 2ag| =4
=~ S + =) ~ 2| = E~= =
£E0 = S ~ = SE |2E£E| 2<% £ E
S | % < S ET |E5E| 858 2-
= 3 z = = § g o =2 &
2 = 5 S = 2 =
S = <
875 5 100 20 - - 0,5 1
865 15 100 20 - - 1,5 1
855 25 100 20 - - 2,5 1
845 35 100 20 - - 3,5 1
835 45 100 20 - - 4,5 1
865 5 100 20 10 0,035 0,5 1
855 15 100 20 10 0,035 1,5 1
845 25 100 20 10 0,035 2,5 1
835 35 100 20 10 0,035 3,5 1
825 45 100 20 10 0,035 4,5 1
845 5 100 20 30 0,106 0,5 1
835 15 100 20 30 0,106 1,5 1
825 25 100 20 30 0,106 2,5 1
815 35 100 20 30 0,106 3,5 1
805 45 100 20 30 0,106 4,5 1
825 5 100 20 50 0,177 0,5 1
815 15 100 20 50 0,177 1,5 1
805 25 100 20 50 0,177 2,5 1
795 35 100 20 50 0,177 3,5 1
785 45 100 20 50 0,177 4,5 1
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Cizelge 3.15. Koyun karacigeri sorbitol dehidrogenaz enzimi iizerinde Menadion
sodyumbisiilfit’in K; degerlerinin belirlenmesinde kullanilan ¢ézeltilerin miktarlar1 ve bunlara
karsilik gelen substrat ve inhibitér konsantrasyonlari

S =
=N - S =
I g S = S = =
= = _ —_ 5 = 5 = 5 =
s2 | £ g2 | g2 |2 |g5_|t:5_| %8
= an! — N -~ = = B F L2 = o~
5= 3 ; c= |E8S| 285 =
= Z 5 = 2 £ 3 £ 3 =
2 z = = o= v =
= 2 > o 2 S -t
& = 5 = =2 2 =
T = <
875 5 100 20 - - 0,5 1
865 15 100 20 - - 1,5 1
855 25 100 20 - - 2,5 1
845 35 100 20 - - 3,5 1
835 45 100 20 - - 4,5 1
873 5 100 20 2 0,0724 0,5 1
863 15 100 20 2 0,0724 1,5 1
853 25 100 20 2 0,0724 2,5 1
843 35 100 20 2 0,0724 3,5 1
833 45 100 20 2 0,0724 4,5 1
865 5 100 20 10 0,362 0,5 1
855 15 100 20 10 0,362 1,5 1
845 25 100 20 10 0,362 2,5 1
835 35 100 20 10 0,362 3,5 1
825 45 100 20 10 0,362 4,5 1
855 5 100 20 20 0,724 0,5 1
845 15 100 20 20 0,724 1,5 1
835 25 100 20 20 0,724 2,5 1
825 35 100 20 20 0,724 3,5 1
815 45 100 20 20 0,724 4,5 1
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Cizelge 3.16. Koyun karacigeri sorbitol dehidrogenaz enzimi iizerinde Furosemid’in K;
degerlerinin belirlenmesinde kullanilan ¢6zeltilerin miktarlar1 ve bunlara karsilik gelen substrat
ve inhibitér konsantrasyonlari

o} =
=N — S =
I = S = S = =
= = —~ o 3] = g = g o
== | £ | 2 | 2 | & |25_|z:2_| ¢
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= X = = - 2 = S
z = = 2 = 2 =
S < <
875 5 100 20 - - 0,5 1
865 15 100 20 - - 1,5 1
855 25 100 20 - - 2,5 1
845 35 100 20 - - 3,5 1
835 45 100 20 - - 4,5 1
874 5 100 20 1 0,0303 0,5 1
864 15 100 20 1 0,0303 1,5 1
854 25 100 20 1 0,0303 2,5 1
844 35 100 20 1 0,0303 3,5 1
834 45 100 20 1 0,0303 4,5 1
870 5 100 20 5 0,152 0,5 1
860 15 100 20 5 0,152 1,5 1
850 25 100 20 5 0,152 2,5 1
840 35 100 20 5 0,152 3,5 1
830 45 100 20 5 0,152 4,5 1
865 5 100 20 10 0,303 0,5 1
855 15 100 20 10 0,303 1,5 1
845 25 100 20 10 0,303 2,5 1
835 35 100 20 10 0,303 3,5 1
825 45 100 20 10 0,303 4,5 1
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Cizelge 3.17. Koyun karacigeri sorbitol dehidrogenaz enzimi iizerinde Metotreksat’n K;
degerlerinin belirlenmesinde kullanilan ¢6zeltilerin miktarlar1 ve bunlara karsilik gelen substrat
ve inhibitér konsantrasyonlari

o =
= - S =
I £ £E |£E £
m ;\ — —_— [} = =) £ =) o
g = Z = = s = > S Q
2= = = bt < E2S| 288 | =~
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S22 | % < S ET |58 g5E =2~
= S z = ‘= 3 g o Z &
2 = 5 S = 2 =
T = <
875 5 100 20 - - 0,5 1
865 15 100 20 - - 1,5 1
855 25 100 20 - - 2,5 1
845 35 100 20 - - 3,5 1
835 45 100 20 - - 4,5 1
872 5 100 20 3 0,066 0,5 1
862 15 100 20 3 0,066 1,5 1
852 25 100 20 3 0,066 2,5 1
842 35 100 20 3 0,066 3,5 1
832 45 100 20 3 0,066 4,5 1
870 5 100 20 5 0,11 0,5 1
860 15 100 20 5 0,11 1,5 1
850 25 100 20 5 0,11 2,5 1
840 35 100 20 5 0,11 3,5 1
830 45 100 20 5 0,11 4,5 1
868 5 100 20 7 0,154 0,5 1
858 15 100 20 7 0,154 1,5 1
848 25 100 20 7 0,154 2,5 1
838 35 100 20 7 0,154 3,5 1
828 45 100 20 7 0,154 4,5 1
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4. ARASTIRMA BULGULARI

4.1. Kantitatif Protein Tayini I¢cin Kullamlan Standart Grafik

Elde ettigimiz enzim c¢ozeltilerindeki kantitatif protein tayini Bradford yontemiyle
belirlendi. Standart grafik hazirlandi. Ham homojenat, amonyum siilfat c¢oktiirmesi,
DEAE-Sephadex iyon degisim kromatografisi ve CM-Sephadex C-50 iyon degisim
kromotagrafisi sonucu elde edilen enzim c¢ozeltilerindeki kantitatif protein tayini bu
standart grafikten faydalanilarak bulundu. Standart ¢ozeltilerin pg proteine karsilik
gelen absorbans degerleri Sekil 4.1°de gosterildi.

1.4 1
y=0.0119x + 0.0522

1.2 -
R2=0.9868 >

Absorbans (595 nm)

0 20 40 60 80 100 120
BSA (1g)

Sekil 4.1. Bradford yontemiyle proteinlerin kantitatif tayininde kullanilan standart
grafik

4.2. Koyun Karacigeri Sorbitol Dehidrogenaz Enziminin Saflastirilmasi Sonuclari

4.2.1. Amonyum siilfat ¢oktiirmesi sonuclari

Koyun karacigerinden elde edilen homojenat, ardisik olarak %0 ile %70 arasindaki

amonyum siilfat ¢oktiirmesi islemine (her seferinde doygunluk %10 artirilarak) tabi
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tutuldu. Sorbitol dehidrogenaz aktivitesi iceren proteinlerin %30 amonyum siilfat
doygunlugundan itibaren ¢Okmeye basladigi ve %70 doygunlugunda aktivitenin
tamaminin ¢oktiigii goriildii. Bundan sonraki saflastirma calismalarinda, saflastirma
isleminde ilk basamak olarak %30-%70 amonyum siilfat kesitlemesi uygulandi. Elde
edilen c¢okelek 13000 rpm de 20 dakika santrifiijlenerek ve 5 mM KH,PO4 pH:7,9

tamponunda tekrar ¢oziilerek bir sonraki isleme hazir hale getirildi.

Cizelge 4.1. Koyun karacigeri SDH enzimi i¢in amonyum siilfat doygunluk araligi
tespitine yonelik aktivite-coktiirme aralig ¢izelgesi

Amonyum siilfat arahg: (%) 0-20 | 20-30 | 30-40 | 40-50 | 50-60 | 60-70
Siipernatant Aktivite (EU/ml) | 0,409 | 0,396 | 0,313 | 0,222 [0,131 |0
Cokelti Aktivite (EU/ml) 0 0 0,241 | 0,452 | 0,150 |0,078

0,5 1
0,45 A
0,4 A
0,35 1
0,3 1
0,25 A1
0,2 1
0,15 A
0,1 1
0,05 1

¥ Siipernatant
& Cokelek

Aktivite (EU/ml)

% 0-20 % 20-30 % 30-40 %40-50 % 50-60 % 60-70

Cokme Arahg

Sekil 4.2. Koyun karacigeri sorbitol dehidrogenaz enzimi i¢in amonyum siilfat
doygunluk aralig1 tespitine yonelik aktivite-¢coktiirme aralig1 grafigi

4.2.2. Koyun karacigeri sorbitol dehidrogenaz enziminin DEAE-Sephadex iyon

degisim kromatografisi ile saflastirilmasi sonuclari

Amonyut siilfat ¢oktiirmesi ve diyaliz sonrasi enzim, anyon degistirici DEAE-Sephadex

iyon degisim reginesi ile eliie edildi. Eliiat ¢ozeltileri ve kolona tatbik edilen numune
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icin Bradford metoduyla kantitatif protein tayini ve aktivite tayinleri yapilarak spesifik
aktiviteler hesaplandi, saflastirma oranlar1 belirlendi ve bu oranlar Cizelge 4.2.’de

verildi.

4.2.3. Koyun karacigeri sorbitol dehidrogenaz enziminin CM-Sephadex C-50 iyon

degisim kromatografisi ile saflastirilmasi sonuclar

DEAE-Sephadex iyon degisim kromatografisi sonrasi elde edilen numune CM-
Sephadex C-50 iyon degisim kolonuna tatbik edildi. Kolona adsorbe olan protein artan
iyonik siddetle lineer gradient ile eliie edildi. Eliiat ¢cozeltileri i¢in Bradford metoduyla
kantitatif protein tayini ve aktivite tayinleri yapilarak spesifik aktiviteler hesaplandi,

saflastirma oranlar1 belirlendi ve bu oranlar Cizelge 4.2’de verildi.

Koyun karacigeri sorbitol dehidrogenaz enziminin saflastirilmasi calismalarinda
uygulanan her bir yontem sonunda elde edilen 6rneklerde protein ve aktivite degerleri

belirlenerek saflastirma tablosu olusturuldu (Cizelge 4.2.).

Cizelge 4.2. Koyun karacigeri sorbitol dehidrogenaz enziminin saflagtiriimasi
basamaklar1

Aktivite Topl'a ™ | Protein Topla'm Top.la}m Spe's lflk Verim | Saflagtirma
Saflastirma (EU/ml) hacim (mg/ml) protein | aktivite | aktivite (%) Katsavisi

basamag (ml) g (mg) (EU) | (EU/mg) ° o
Homojenat 0,305 42 35,27 1481,34 12,81 0,00864 100 1
(NH,),80,
¢oktiirmesi ve 0,565 12 32,8 393,6 6,78 0,0172 52,9 1,9
diyaliz
DEAE-Sephadex
anyon degisim 0,354 17,5 9,39 164,3 6,195 0,0377 48,4 4,36
kromatografisi
CM-Sephadex C-50
katyon degisim 0,0589 3 0,067 0,201 0,177 0,88 1,38 101,8
kromatografisi
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4.3. Koyun Karacigeri Sorbitol Dehidrogenaz Enziminin SDS-PAGE ile Saflik

Kontrolii

Koyun karacigerinden elde edilen sorbitol dehidrogenaz enzimi numunelerinin,
homojenat, amonyum siilfat ¢cokelegi, DEAE-Sephadex iyon degisim ve CM-Sephadex
C-50 iyon degisim kromatografisinden elde edilen eliiatlardaki enzimlerin safligmni
kontrol etmek icin kesikli SDS-PAGE yontemi kullanildi. Bu amagla elektroforez
sistemi kurularak enzim numuneleri sirayla kuyulara uygulandi ve yiiriitiildii. Elde
edilen bantlar1 gosteren fotograf Sekil 4.3'de gosterildi. Koyun karacigerinden
saflastirilan sorbitol dehidrogenaz enziminin molekiil kiitlesi log MK-Ry grafigi
cizilerek bu grafikten hesaplandi (Sekil 4.4).

Sekil 4.3 Koyun karacigeri sorbitol dehidrogenaz enziminin safliinin SDS-PAGE’de elde
edilen sonucu. *(2 ve 6: standart proteinler: Fosforilaz (97,4 kDa), sigir serum albumini (66 kDa),
ovalbumin (45 kDa), sigir eritrosit karbonik anhidrazi (29 kDa), sitokrom C (12,4 kDa). 1,3,4,5: CM
Sephadex C-50 iyon degisim kromatografisi sonucu elde edilen saf SDH enzimi)
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Sekil 4.4. SDS-poliakrilamid jel elektroforezi yontemiyle koyun karacigeri SDH
enziminin molekiil kiitlesi tayininde kullanilan standart grafik (SDH i¢in R=0,277)

4.4. Koyun Karacigeri SDH Enziminin Aktif Formunun Molekiil Kiitlesinin
Sephadex G-100 Jel Filtrasyon Kromatografisi ile Belirlenmesine Ait Sonuclar

Koyun karacigeri SDH enziminin aktif formunun molekiil kiitlesi, Boliim 3.2.4’de
anlatildig1 sekilde jel filtrasyon kromarografisi islemi ile belirlendi Sonuglar Sekil
4.5-4.6’da verildi. Bu islem esnasinda; Blue dextran (2000 kDa) kolona uygulandi.
Daha sonra B-amilaz (200 kDa), alkol dehidrogenaz (150 kDa), albumin (66 kDa)
standart proteinleri sirasiyla kolona uygulandi. Daha sonra log MK-Kav grafigi

cizilerek, SDH enziminin aktif formunun molekiil kiitlesi tespit edildi (Sekil 4.6).
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Sekil 4.5. Koyun karacigeri SDH enziminin aktif formunun molekiil kiitlesinin tayini
icin kullanilan jel filtrasyon kromatografisi grafigi

2.45 4
y=-1.7465x +2.4171
2.35 A R2>=0.9288
.
2.25 A1

log MK
N

0 0.05 0.1 0.15 0.2 0.25 0.3 0.35

Kav

Sekil 4.6. Koyun karacigeri SDH enziminin aktif formunun molekiil kiitlesi tayini igin
Sephadex G-100 kolon materyali kullanilarak yapilan jel filtrasyon kromatografisi sonucu elde
edilen standart grafik (SDH i¢in Kav=0,136)

4.5. Koyun Karacigeri Sorbitol Dehidrogenaz Enzimi Uzerine Baz ilaclarin

Etkilerinin Belirlenmesine Ait Calisma Sonuclar

Koyun karacigeri sorbitol dehidrogenaz enzim aktivitesi lizerine bazi ilaglarin etkilerini
belirlemek amaciyla bu bilesiklerin stok ¢ozeltileri hazirlandi. Bu ¢6zeltilerden degisik
konsantrasyonlarda c¢ozeltiler hazirlanarak koyun karacigeri sorbitol dehidrogenaz
enzim aktivitesi lizerine etkileri arastirildi. Calismalar sonucu elde edilen inhibisyon

etkileri Cizelge 4.3-4.15’da verildi. Ayrica konsantrasyona karst % aktivite olarak
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olusturulan grafikler Sekil 4.7- 4.19°da ve bu grafiklerden elde edilen 1Csy degerleri
Cizelge 4.16°da verildi.

Cizege 4.3. Dakarbazin ilacinin koyun karacigeri SDH aktivitesi lizerine etkisi

Konsantrasyon (mM) % AKktivite
0,000 100,0
0,016 84,4
0,027 61,6
0,038 38,9
0,055 16,9
0,109 5,02

Cizelge 4.4. Tiyokolsikosid ilacinin koyun karacigeri SDH aktivitesi iizerine etkisi

Konsantrasyon (mM) % Aktivite
0,000 100,0
0,017 90,9
0,035 66,14
0,071 44,7
0,106 30,2
0,177 10,16

Cizelge 4.5. Metotreksat ilacinin koyun karacigeri SDH aktivitesi lizerine etkisi

Konsantrasyon (mM) % Aktivite
0,000 100,0
0,066 89,8
0,11 55,1
0,154 29,8
0,22 5,06
0,44 3,17
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Cizelge 4.6. Furosemid ilacinin koyun karacigeri SDH aktivitesi lizerine etkisi

Konsantrasyon (mM) % Aktivite
0,000 100,0
0,0303 80,9
0,0909 65,4
0,152 49,8
0,212 41,8
0,303 17,6

Cizelge 4.7. Epirubisin HCI ilacinin koyun karacigeri SDH aktivitesi iizerine etkisi

Konsantrasyon (mM) % Aktivite
0,000 100,0
0,173 71,34
0,26 59,6
0,346 52,4
0,519 27
0,692 17,11

Cizelge 4.8. Midazolam ilacinin koyun karacigeri SDH aktivitesi iizerine etkisi

Konsantrasyon (mM) % Aktivite
0,000 100,0
0,153 63,87
0,306 55,5
0,612 41,4
0,918 26,76
1,071 25,2
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Cizelge 4.9. Dekspantenol ilacinin koyun karacigeri SDH aktivitesi lizerine etkisi

Konsantrasyon (mM) % Aktivite
0,000 100,0
0,0609 96,6
0,243 81,8
0,609 494
0,792 36,6
0,913 28,6

Cizelge 4.10. Menadion sodyumbisiilfit ilacinin koyun karacigeri SDH aktivitesi
iizerine etkisi

Konsantrasyon (mM) % Aktivite
0,000 100,0
0,362 90,6
0,724 57,3
1,086 46,3
1,448 29,5
1,81 20,1

Cizelge 4.11. Kalsiyum folinat ilacinin koyun karacigeri SDH aktivitesi lizerine etkisi

Konsantrasyon (mM) | % Aktivite
0,000 100,0

0,98 87,5

1,47 61,9

1,96 50,6
2,94 28,99
3,92 15,23
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Cizelge 4.12. Gemsitabin HCl ilacinin koyun karacigeri SDH aktivitesi lizerine etkisi

Konsantrasyon (mM) % Aktivite
0,000 100,0
1,3374 89
2,6748 78
4,0122 61
5,35 45
8,0244 28,9

Cizelge 4.13. Okzaliplatin ilacinin koyun karacigeri SDH aktivitesi lizerine etkisi

Konsantrasyon (mM) % Aktivite
0,000 100,0
0,63 90,23
2,52 75,84
6,3 55
7,56 42,7
8,82 38,56

Cizelge 4.14. Lidokain HCl ilacinin koyun karacigeri SDH aktivitesi lizerine etkisi

Konsantrasyon (mM) % Aktivite
0,000 100,0
3,7 85,66
14,8 75,92
22,2 61,33
37 46,4
57,72 39
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Cizelge 4.15. Teofilin Etilendiamin ilacinin koyun karacigeri SDH aktivitesi tizerine
etkisi

Konsantrasyon (mM) % AKktivite
0,000 100,0
2,85 98,4
22,8 61,5
34,2 57,4
39,9 51,6
44,46 453
120

y= 100e27-43x

% Aktivite
N
[}

0 0.02 0.04 0.06 0.08 0.1 0.12

[Dakarbazin] (mM)

Sekil 4.7. Koyun karacigeri SDH enzimi lizerine Dakarbazin ilacinin etkisi
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120

= -12.32x
100 4 y=100e
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[Tiyokolsikosid] (mM)

Sekil 4.8. Koyun karacigeri SDH enzimi {izerine Tiyokolsikosid ilacinin etkisi

120
100 - y =100¢8-627x

80 A

40 A

% Aktivite

20 A

0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5

[Metotreksat] (mM)

Sekil 4.9. Koyun karacigeri SDH enzimi {izerine Metotreksat ilacinin etkisi
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[Furosemid] (mM)

Sekil 4.10. Koyun karacigeri SDH enzimi iizerine Furosemid ilacinin etkisi

120
100 4 y = 100e-2:401x
80 A

60 A *

% Aktivite
.

20 A

0 T T T
0 0.2 0.4 0.6 0.8
[Epirubisin HCI] (mM)

Sekil 4.11. Koyun karacigeri SDH enzimi tizerine Epirubisin HCI ilacinin etkisi
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Sekil 4.12. Koyun karacigeri SDH enzimi tizerine Midazolam ilacinin etkisi

120
y= 1006-1,277x
100 . ¢

60 A

40 A

% Aktivite
13

2

[Dekspantenol] (mM)

Sekil 4.13. Koyun karacigeri SDH enzimi iizerine Dekspantenol ilacinin etkisi
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Sekil 4.14. Koyun karacigeri SDH enzimi iizerine Menadion Sodyumbisiilfit ilacinin
etkisi

120

100 - y = 100e-0-426x

80 1

% Aktivite
.

40 A

[Kalsiyum Folinat] (mM)

Sekil 4.15. Koyun karacigeri SDH enzimi iizerine Kalsiyum Folinat ilacinin etkisi
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Sekil 4.16. Koyun karacigeri SDH enzimi iizerine Gemsitabin HCI ilacinin etkisi

120
=100e0-107x
100 Y
80 A

60 1
*

% Aktivite

20 A

[Okzaliplatin] (mM)

Sekil 4.17. Koyun karacigeri SDH enzimi iizerine Okzaliplatin ilacinin etkisi
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Sekil 4.18. Koyun karacigeri SDH enzimi iizerine Lidokain HCI ilacinin etkisi
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100 4 y =100g0.017x
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Sekil 4.19. Koyun karacigeri SDH enzimi iizerine Teofilin Etilendiamin ilacinin etkisi
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Cizelge 4.16. Koyun karacigeri sorbitol dehidrogenaz enzimi i¢in bulunan 1Cs, degerleri

flaglar ICso (mM)
Dakarbazin 0,025
Tiyokolsikosid 0,056
Metotreksat 0,081
Furosemid 0,137
Epirubisin HCI 0,291
Midazolam 0,492
Dekspantenol 0,548
Menadion Sodyumbisiilfit 0,848
Kalsiyum Folinat 1,62
Gemsitabin HCI 4,86
Okzaliplatin 6,54
Lidokain HCI 38,33
Teofilin Etilendiamin 41,17
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4.6. Koyun Karacigeri Sorbitol Dehidrogenaz Enzimi Uzerine Inhibitor Etkisi
Gosteren Baz llaclar icin K; Degerlerinin Belirlenmesine Ait Calismalarin

Sonuglan

Koyun karacigeri SDH enzimi aktivitesi {izerine giiclii inhibisyon etkisi gosteren ve
elimizde mevcut olan Tiyokolsikosid, Metotreksat, Furosemid, Menadion
Sodyumbisiilfit ilaglar1 i¢in K; degerlerini belirlemek amaciyla sabit 3 uygun ilag
konsantrasyonu ve 5 substrat konsantrasyonu belirlenerek aktivite degerleri 6l¢tildii. Bu
degerlerden Lineweaver-Burk grafikleri ¢izildi, y ekseni iizerinde kesisen dogrularin
olusturdugu grafigi veren inhibitdr yarigmali, x ekseni iizerinde kesisen dogrularin
olusturdugu grafigi veren inhibitdr ise yarigmasiz oldugu icin, elde edilen grafiklerdeki
her bir dogrunun denkleminden K; degerleri hesaplandi. Sonuglar Sekil 4.20 -4.23 ile
Cizelge 4.17°de verildi.

¢ Kontrol 457

= [1]1:0,035 mM 40
A[1]2:0,106 mM 35 1
®[113:0,177 mM 30 A
25 - D)
20 -
15

-1.3 -0.3 0.7 1.7 2.7
1/[Sorbitol]

1A%

Sekil 4.20. Koyun karacigeri SDH enzimi iizerine Tiyokolsikosid ilacinin etkisi
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+ Kontrol 14 1
®[1]1:0,066 mM 12
A[1]2:0,11 mM
[1]3:0,154mM 101
S I
6 -
° A
f — T T )
-1.5 0.5 0.5 1.5 2.5
1/[Sorbitol]

Sekil 4.21. Koyun karacigeri SDH enzimi iizerine Metotreksat ilacinin etkisi

¢ Kontrol 35 -
m[I]1:0,0303 mM 30 -
A[1]:0,152 mM
®[1]3:0,303 mM 25 1
20 A
<
= 15 1

0.75 1.75 2.75
1/[Sorbitol]

Sekil 4.22. Koyun karacigeri SDH enzimi iizerine Furosemid ilacinin etkisi
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¢ Kontrol 16 1
14 -
W[I]1:0,0724 mM
12 A
A[I]2:0,362mM
10 1
®[1]3:0,724mM =
— 8 -
6
' %
o .
-1.5 -0.5 0.5 1.5 2.5
1/[Sorbitol]

Sekil 4.23. Koyun karacigeri SDH enzimi iizerine Menadion Sodyumbisiilfit ilacinin
etkisi

Cizelge 4.17. Koyun karacigeri sorbitol dehidrogenaz enzimi i¢in bulunan K; degerleri
ve inhibisyon tipleri

ICs 1] K; Ortalama Ki inhibisyon
ilaglar (mM) | (mM) | (mM) (mM) Tipi

0,035 | 0,0493

Tiyokolsikosid 0,056 | 0,106 | 0,0346 | 0,0336+0,0162 Yarismasiz
0,177 | 0,0169
0,066 0,147

Metotreksat 0,081 0,11 0,162 | 0,1310+0,04139 Yarismasiz
0,154 | 0,0843
0,0303 | 0,242

Furosemid 0,137 | 0,152 0,195 | 0,2333+0,03482 Yarismasiz
0,303 0,263
Menadion 0,0724 | 0,279

Sodyumbisiilfit 0,848 0,362 0,498 | 0,3277+0,15196 Yarismasiz
0,724 0,206
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5. TARTISMA ve SONUC

Diyabet, glinlimiizde ¢ok sik goriilen bir metabolik hastaliktir. Diinyada 180 milyondan
fazla insan1 etkileyen diyabet, Tiirkiye’de ve diinyada 6liim nedenleri arasinda ii¢lincii
siray1 alan onemli bir saglik sorunudur. 2025 yilinda diyabet goriilme sikliginin hizla
artarak ikiye katlanacagi tahmin edilmektedir (Sicree et al. 2003). Diyabette vaskiiler
komplikasyonlarin gelisiminde major risk faktorii hiperglisemidir. Hiperglisemi bazi
metabolik yollarin aktivitesini artirir. Bu metabolik yollarin aktivasyonu sonucu olusan
oksidatif stres endotel fonksiyon bozukluklarina yol agmakta ve bunun sonucunda pek
cok vaskiiler komplikasyon olusmaktadir. (UKPDS Research Group 1998; Temelkova-
Kurktschiev et al. 2000).

Hiperglisemi
Poliol yolu Glukoz AGE
aktivasyonu otoksidasyonu akthaSyonu olusumu
l 4
Antioksidan
savunma
Oksidatif stres

v v v

Endotel Fonksiyon Bozuklugu

Sekil 5.1. Hiperglisemi ve endotelyal fonksiyon bozuklugu (UKPDS Research Group
1998; Temelkova-Kurktschiev et al. 2000)
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Poliol yolu, glukozu sorbitole doniistiiren aldoz rediiktaz ve sorbitolii fruktoza
doniistiiren sorbitol dehidrogenaz enzimlerini iceren ve hiperglisemi durumunda
aktifleserek retinopati, ndropati, nefropati, ateroskleroz gibi diabetik komplikasyonlarin.
gelisiminde rol oynayan 6nemli bir metabolik yoldur (Kinoshita and Nishimura 1988;

The Diabetes Control and Complication Trials Group 1993).

Katarakt gelisimi

Hidrasyon ve membran hasar1

T

Elektrolit dengesizligi

Osmotik stres

Aldoz rediikraz T Sorbitol dehidrogenaz
Glukoz ........................... » Sorbltol .................................... > Fl“uktOZ
NADPH <" ™ NADP"* NAD'<” ®-NADH
Redoks dengesizligi
v

Oksidatif stres Inorganik fosfat fazligi ATP

l seviyelerinde diisme
ROS Biyosentetik yolaklarda
Inhibisyon

Hiicre proliferasyonu, apoptosiz,
Dokularda fonksiyon kaybi1 ve hasar

Nefropati, néropati, retinopati
vaskiiler komplikasyonlar, katarakt

Sekil 5.2. Poliol yolunun diyabetik komplikasyonlarla iliskisi (Srivastava et al. 2005)
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Sorbitol dehidrogenaz enzimi (SDH), hiperglisemi durumunda aktif olan poliol yolunun
ikinci enzimidir ve NAD"y1 koenzim olarak kullanarak sorbitoliin fruktoza

dontistimiinii katalizler (Mylari et al. 2003).

Sorbitol dehidrogenaz enzimi beyin, lens, eritrosit, karaciger gibi biitlin memeli
dokularinda bulunur (Jedziniak ef al. 1981; O’Brien et al. 1983) ve 6zellikle karaciger
hastaliklar1 i¢in 6nemli bir tani isaret¢isidir. Normalde serum SDH diizeyi tespit
edilemeyecek diizeylerdedir. SDH diizeyinin yiikselmesi karacigerde parankimal hiicre
hasar1 oldugunu gosterir. Akut enfeksiydoz hepatitler, toksik hepatitler, hipoksik
karaciger hasari, siroz, primer ve sekonder karaciger malignitelerinde serum SDH
diizeyi artar  (http://www.spitall.com/hastalik-belirtileri/sorbitol-dehidrogenaz-sdh-
iditol-dehidrogenaz-tahlili).

Lens, retina, beyin, sinirler, eritrosit, bobrek, karaciger, pankreas adaciklari, aort,
kapiller damarlarda hiicrelere glukoz girisi i¢in insiiline gerek olmadigindan, kontrol
edilmemis diabet gibi hiperglisemi durumlarinda biiyiik miktarlarda glukoz bu
hiicrelerin i¢ine girebilir. Artmis glukoz konsantrasyonu ve yeterli NADPH varliginda,
aldoz rediiktaz fazla miktarda sorbitol sentezlenmesine neden olur. Sorbitol glukoz gibi
membranlar1 kolayca gegcemez ve hiicre icinde hapsolur. Sorbitol dehidrogenaz
enziminin yok oldugu veya az oldugu retina, bobrek ve sinir hiicrelerinde bu artig
coktur. Sonugta sorbitol bu hiicrelerde birikir, su ¢ekerek hiicre sismesine neden olur.
Diabette goriilen katarakt olusumu, noropati, nefropati ve retinopatiye yol agan

damarsal sorunlar bu duruma baglanabilir (Champe and Harvey 1997).

Goriildiigii gibi poliol yolu canlilar i¢in hayati 6nem tagimaktadir. Bu nedenle bu yolun
enzimlerinden biri olan sorbitol dehidrogenaz enzimi {izerinde yapilan c¢aligmalar,
enzimin metabolizmadaki ve diyabetik komplikasyonlarin etiyolojisindeki roliini
belirlemek ayrica diyabetik komplikasyonlarin azaltilmasinda etkili olabilecek koruyucu
laglarin  gelistirilmesi bakimindan olduk¢a ©Onemlidir. Dolayisiyla yaptigimiz bu

calismanin 6nemi gayet agiktir.
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Hiperglisemi durumunda aktivitesi artan poliol yolu ile kornea, bobrek, kalp gibi ¢esitli
dokularda ortaya c¢ikan diabetik komplikasyonlar arasindaki iliskiyi aciklamak igin
arastrmacilar, bu yolun enzimleri olan aldoz rediiktaz ve sorbitol dehidrogenaz
enzimleri {izerinde ¢ok sayida ¢alisma yapmuglar ve bazi arastirmacilar bu enzimlerin
gen polimorfizmleri ile diabetik komplikasyonlar arasindaki iligkiyi arastirmislardir

(Maekawa et al. 2001; Szaflik et al. 2008).

Bu caligmalarin yam sira ¢esitli kaynaklardan SDH enzimini saflagtirma ¢alismalar1 da
yapilmistir. Sorbitol dehidrogenaz enzimi ilk kez sican karacigerinden saflastirilmis
(Brakley 1951), daha sonraki yillarda enzim c¢esitli memeli dokularmdan (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
bazi bitki kaynaklarmdan (Negm and Loescher 1979; Doehlert 1987; Yamaquchi et al.
1994; Oura et al. 2000) saflastirilmis ve karakterizasyon ¢alismalar1 yapilmastir.

Bilindigi gibi enzimleri saflastrmak olduk¢a zor bir islemdir. Enzimler protein
yapisindaki makromolekiiller olduklarindan sartlarin de§igsmesine karst oldukca
hassastirlar, bu yiizden bir ¢6zeltideki enzim varli§i, enzimin etki ettigi substrat
molekiilii veya reaksiyon sonucu olusan iiriin ya da enzimatik reaksiyona aracilik eden
diger parametreler iizerinden tespit edilmektedir. Enzimlerin aktivitesi lizerinde etkili
olan faktorler arasinda, substrat konsantrasyonu, enzim konsantrasyonu, pH, sicaklik,
allosterik etkiler, iyonik siddet, hormonlar ve bazen amino asitler, inhibitor veya

aktivatorlerin varligi sayilabilir.

Sorbitol dehidrogenaz enzimini memeli dokularindan saflastirmak olduk¢a giic
olmustur. Bunun sebebi sorbitol dehidrogenazin kararsiz bir enzim olmasi ve
stabilitesinin olmamasidir. Enzimin bu 6zelligi saflastirma isleminin yapildig1 pek ¢ok
calismada gozlemlenmistir (Smith 1962; Rehg and Torack 1977; O’Brien et al. 1982;
Karacaoglan and Ozer 2005).
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Sorbitol dehidrogenaz enziminin saflastirilmasinda bugiine kadar cok degisik
kromatografik yontemler kullanilmistir. Ornegin sigir lensinden sorbitol dehidrogenaz
enzimi, DE-52, amonyum siilfat ¢oktiirmesi, Affi Blue, 2.DE-52, S-200, Bio Sil Sec 250
yontemleri kullanilarak alt1 basamakli bir prosesle %16 verimle, 3x10* kat
saflagtirilabilmistir ve sigir lensi SDH enziminin her bir alt biriminin molekiil kiitlesi 39
kDa, enzimin aktif formunun molekiil kiitlesi ise 156 kDa olarak bulunmustur. (Marini

et al. 1997).

Sican beyninden sorbitol dehidrogenaz enzimi, amonyum siilfat ¢oktiirmesi ve DEAE-
selilloz, CM-seliiloz kromatografisi yontemleri kullanilarak %13,6 verimle 700 kat

kismen saflastirilmistir (Rehg and Torack 1977).

O’Brien ve arkadaglar1 insan beyninden sorbitol dehidrogenaz enzimini, protamin siilfat
coktiirmesi, amonyum siilfat ¢coktiirmesi, DEAE-Seliiloz, CM-Seliiloz, Matrex Red A-
gel, ultrafiltrasyon teknikleri ile toplam 6 basamakta %35,5 verimle 690 kat kismen
saflagtirabilmislerdir. Bu c¢alismada insan beyni sorbitol dehidrogenaz enziminin
ozellikle sulu soliisyonda (1 ml’de 1 mg’dan daha az protein oldugunda) stabilitesinin
olmadig1 bu nedenle saflastirma islemlerinin miimkiin oldugunca hizli tamamlanmasi

gerektigi belirtilmistir (O’Brien et al. 1982).

Sigir beyninden sorbitol dehidrogenaz enzimi, amonyum siilfat ¢oktiirmesi ve DE-52,
CM-52, Blue sepharose CL-6B, Green Sepharose 4B, Sephadex G-200 kromatografisi
yontemleri kullanilarak alt1 basamakta %6 verimle 3008 kat saflastirilmistir. Sigir beyni
SDH enziminin molekiil kiitlesi SDS-PAGE’de 39 kDa olarak belirlenirken, jel
filtrasyon kromatografisi ile enzimin dogal halinin molekiil kiitlesi 155 kDa olarak

bulunmustur (Wiesinger and Hamprecht 1989).

Darmanin ve arkadaslar1 insan SDH enzimini kodlayan gen bdlgesini karaciger cDNA
kiitliphanesinden izole edip prokaryotik ekpresyon vektoriine takmiglar ve Escherichia
coli BL21’e transfer etmislerdir. Daha sonra elde ettikleri bakteriden insan sorbitol

dehidrogenaz enzimini, amonyum siilfat ¢oktiirmesi, anyon degisim kromatografisi (Q-
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Sepharose kolon) ve boya afinitesi (Green-18 kolon) yontemlerini kullanarak 23 kat
saflastirabilmislerdir. Saflastirilan homotetramerik SDH enziminin bir alt {initesinin

molekiil kiitlesi SDS-PAGE ile 37 kDa olarak tespit edilmistir (Darmanin et al. 2003).

Karacaoglan ve Ozer, tavuk karacigerinden sorbitol dehidrogenaz enzimini
saflastirrken amonyum siilfat ¢oktiirmesi ve Polybuffer Exchanger 94 kromatografisi
yontemini kullanmis ancak kromatografik islemler sirasinda enzim aktivitesinde dnemli
bir kayip gdzlendiginden saflastirma islemlerinden vazge¢mistir (Karacaoglan and Ozer

2005).

Bu ¢alismada koyun karacigeri SDH enziminin farkli kromatografik metotlar denenerek

saflagtirilmasi ve bazi ilaglarin bu enzim {izerine etkilerinin belirlenmesi amaglanmaistir.

Yaptigimiz c¢alismada, koyun karacigeri SDH enzimi sadece 1ii¢ basamakta
saflagtirilmistir. Saflastrma islemi amonyum siilfat ¢oktiirmesi (30-70%), DEAE
Sephadex anyon degisim kromatografisi ve CM Sephadex C-50 katyon degisim
kromatografisi yOontemleri ile gerceklestirilmistir. Bu yontemler kullanilarak SDH
enzimi koyun karacigerinden 0,88 EU/mg spesifik aktivite, %1,38 verimle 101,8 kat
saflagtirilmustir.  Biitlin saflastrma islemleri sirasinda sicaklik +4°C’de tutulmasi
gerektiginden islemler soguk ortamda gerceklestirilmistir. Bdylece sicagm sebep
olacagi enzim aktivitesindeki kaybin oniine gecilmistir. Calismamizda SDH enziminin
saflagtirilmasi, yukarida belirtilen ¢alismalarla kiyaslandiginda daha az basamakta ve

daha kisa siirede gerceklestirilmistir.

Amonyum siilfat ¢oktiirmesi 6zellikle spesifik afinitesi bilinmeyen enzimler i¢in uzun
zamandan beri bilim adamlar1 tarafindan kullanilan kismi saflastrma yontemidir. Bu
yontem yardimiyla numune igerisindeki bir¢ok safsizlik uzaklastirilmis olur ve
proteinler daha derisik halde elde edilirler. Bu nedenle kromatografik islemler dncesi
amonyum siilfat ¢oktlirmesi uygulanmasi enzimin derisiklestirilmesi acgisindan biiyiik
oneme sahiptir (Ninfali et al. 1990). Bundan dolay1 ¢alismamizda koyun karacigeri

SDH enzimi i¢in amonyum siilfat coktiirme araligi belirlendi (%30-70). Bdoylece
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homojenattaki bir¢ok safsizlik uzaklastirilarak enzimin derisik hale getirilmesi saglandi.
Amonyum siilfat ¢oktiirmesi sonrasi diyaliz islemi gerceklestirildi. Boylece diisiik

molekiil kiitleli maddeler ve tuzlar enzim ¢6zeltisinden uzaklastirildi.

Ultrasantrifiij, bir sollisyon i¢indeki protein, niikleik asit gibi makromolekiillerin
ayrilmasinda hatta plazmit, DNA, mitokondrial DNA veya kromozomal DNA’nin
ayrilmasinda kullanilan yiiksek devirli santrifiijdiir. Calismamizda ultrasantrifiij, diyaliz
islemi sonrasinda enzim ¢ozeltisi icindeki ¢dziinmeden kalan safsizliklar1 uzaklagtirmak
amaciyla kullanild1 ve boylece enzim ¢ozeltisi berraklastirilarak kromatografik islemler
icin hazir hale getirildi. Yapilan bu islem saflastirma isleminin ileriki safhalarinda
kullanilan matriksin tikanmasin1 6nlemek ve matriksten maksimum performans

saglamak a¢isindan oldukca onemlidir.

Calismamizda, Rehg and Torack (1977) tarafindan sigan beyninden SDH enziminin
saflagtirilmasinda kullanilan yontem modifiye edilerek koyun karaciger dokusundan
SDH enzimi kolon kromatografisi yontemleri kullanilarak saflagtirilmistir. Saflastirma
islemlerinde DEAE Sephadex ve CM Sephadex C-50 iyon degisim kromatografisi
yontemleri birlikte kullanilmistir. iyon degisim kromatografisi, proteinleri iizerlerinde
tasidiklar1 net yiiklere gore aywran kromatografi yontemidir. Kolon pozitif (anyon
degistirici) veya negatif (katyon degistirici) yiiklii baglayici gruplar iceren regineyle
doldurulur. Protein karisimi diisiik iyonik siddetli bir tamponla kolon boyunca tasinir.
Bu tamponun pH’s1 hedef proteinin regineye baglanmasimi tesvik edecek degere sahip
olmalidir. Eger tampon pH’s1 proteinin izoelektrik pH’sindan daha kii¢lik tutulursa
proteinin yiikii pozitif olur ve bir katyon degistirici ile baglanir. Bunun tersine tampon
pH’s1 proteinin izoelektrik pH’sindan daha kiigiik tutulursa proteinin yiikii negatif olur
ve bir anyon degistirici ile baglanarak kolonda tutulur. Baglanmayan proteinler,
kolondan ilk olarak ¢ikarlar. Iyonik giicii yada pH’s: farkli bir tampon kolondan
gecirilerek bagli proteinlerin yiikii degistirilir ve kolondan ayrilmasi saglanir. Iyon
degisim kromatografisinde proteinin yiiksek tuz konsantrasyonu igerikli tamponlarda
olmas1 arzu edilmez. Bu nedenle calismamizda kromatografik islemler sirasinda

oldukea diisiik tuz konsantrasyon igerikli tampon ¢ozeltiler kullanilda.
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Calismamizda, SDH enziminin litaratiirde belirtilen izoelektrik pH’s1 (pI=7,3) (Lindstad
and McKinley-Mckee 1996) ve stabil pH araligi1 (pH 5,0-9,0) (Reiersen ef al. 1992) goz
oniinde bulundurularak DEAE Sephadex kolonunda pH=7,9’da ve CM Sephadex C-50
kolonunda pH=6,2de ¢alisildi. pH 7,9°’da SDH enzimi DEAE Sephadex kolonuna
baglanmadi ve kolonu dengelemekte kullanilan tampon ile eliie edildi. SDH enziminin
pH=7,9’da  DEAE Sephadex kolonuna baglanmamasina sebep olarak, ortamda
PH=7,9’da DEAE Sephadex kolonuna SDH proteininden daha kuvvetle baglanan
proteinlerin varlig1 goriildii. Boylece sorbitol dehidrogenaz enzimi kolona baglanan
diger proteinlerden ayrilmis oldu. Bu basamakta SDH enzimi %48,4 verimle 4,36 kat
saflagtirild1 (Cizelge 4.2.). pH 6,2’de SDH enzimi CM Sephadex C-50 kolonuna
baglandi ve enzim artan tuz gradienti kullanilarak kolondan eliie edildi. Bu basamakta
sorbitol dehidrogenaz enzimi % 1,38 verimle yaklasik 102 kat saflastirildi. Enzim
safligi SDS-PAGE kullanilarak kontrol edildi. Jelde tek bandin gozlenmesi ile koyun
karacigerinden elde edilen SDH enziminin saf oldugu ispatland1 (Sekil 4.3.) Enzimin
diisiik verimle saflastirilmasinin sebebi kolon kromatografisi ¢alismalarimiz sirasinda
enzimin ¢ok hizli bir sekilde aktivite kaybetmesidir. Bu sonug sistein rezidiilerine sahip
olan SDH enziminin oksidasyona kars1 hassas olmasi ve enzimin kuarterner yapisinin

hassas olmasi ile agiklanabilir.

Deneysel caligmalarimiz sirasinda ayrica, koyun karacigerinden SDH enzimini
saflagtirmak amaciyla DEAE Sephadex adimindan sonra elde edilen enzim ¢ozeltisi %
40-80 amonyum siilfat islemi ile derisiklestirildikten sonra jel filtrasyon kromatografisi
yontemi de denendi. Bu yontemle koyun karacigerinden SDH enzimi %2,08 verimle
36,7 kat kismen saflastirildi. Enzim safligt SDS-PAGE ile kontrol edildiginde jelde
SDH proteinine ait belirgin bir bantla birlikte baz1 safsizliklarm oldugu gozlendi (Sekil
5.3).
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Sekil 5.3. SDS-PAGE fotografi *(1: Standart proteinler: (sigir serum albumin (66 kDa), Ovalbumin
(45 kDa) , 2: Jel filtrasyon kromatografisi sonucu elde edilen SDH enzim numunesi)

Koyun karaciger dokusundan elde edilen homojenat, amonyum siilfat ¢oktiirmesi
sonucu elde edilen enzim ¢ozeltisi ve her kromatografik iglem sonrasi elde edilen enzim
numunelerindeki protein miktarlar1 Bradford yontemiyle Sekil 4.1°de verilen standart
grafikten kantitatif olarak belirlendi. Bircok protein hemen hemen ayni sonug egrilerini
verdiginden, yontem genis bir kullanim alanina sahiptir. Bu yontem, az zaman almasi,
daha az reaktif gerektirmesi ve hassasiyetinin diger protein tayin metotlarina nazaran

daha iyi olmas1 (1-100 pg) sebebiyle avantajli bir yontemdir (Bradford 1976).

Calismamizda koyun karacigerinden elde edilen SDH enziminin alt birim molekiil
kiitlesinin belirlenmesinde SDS-PAGE metodu kullanildi. Sekil 4.3’de verildigi gibi
koyun karacigerinden elde edilen enzim numunesi ile birlikte standart protein
numuneleri SDS-PAGE’de ayn1 zamanda yiiriitiildii. Log MK-R¢ standart grafigi ¢izildi
ve Sekil 4.4°de verildi. Daha sonra koyun karaciger dokusundan elde edilen enzim
numunesinin R¢ degeri hesaplanarak standart grafikten koyun karacigeri SDH enziminin
alt birim molekiil kiitlesi hesaplandi. SDH enziminin aktif formunun molekiil kiitlesinin
belirlenmesi amaciyla da Sephadex G-100 jel filtrasyon kromatografisi yapildi
Kolondan standart proteinler birer birer gegirildikten sonra log MK-K,, standart grafigi
cizildi ve Sekil 4.6’da verildi. Daha sonra koyun karacigerinden elde edilen enzim

numunesi kolondan gegirilerek K,, degeri belirlendi ve standart grafikten SDH
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enziminin aktif formunun molekiil kiitlesi belirlendi. Litaratiirde koyun karacigeri SDH
enziminin homotetramerik bir enzim oldugu, enzimin her bir alt biriminin molekiil
kiitlesinin 38 kDa, toplam molekiil kiitlesinin ise 152 kDa oldugu rapor edilmistir
(Lindstad and Mckinley-Mckee 1996). Calismamizda SDH enziminin alt birim molekiil
kiitlesini 39,8 kDa, aktif formunun molekil kitlesini ise 151,2 kDa olarak belirledik.
(Sekil 5.3). Bu sonucglardan goriildiigii gibi calismamizda koyun karaciger SDH enzimi
icin hesapladigimiz alt birim ve tabii molekiil kiitleleri ile litaratiirde SDH enzimi igin
verilen mol kiitleleri uygunluk gostermektedir. Buradan anlasilacagi gibi koyun

karaciger SDH enzimi tetramerik bir yapiya sahiptir.

y=-1,746x + 2,417

2,45 - R2=10,928
2,35 7 $.200 kDa
2,25 7 SDH
é 2,15 ®50 kDa
o 2,05 -
2 1,95 -
1,85 - o 66kDa
1,75
0 0,1 0,2 0,3 0,4
Kav

Sekil 5.4. SDH enziminin alt birim molekiil kiitlesini gosteren SDS-PAGE fotografi ve enzimin
aktif formunun molekiil kiitlesinin belirlendigi log MK-K,, standart grafigi (SDH i¢in K,,:
0,136)

Enzimlerin, baz1 bilesikler tarafindan hem in vivo hem de in vitro olarak aktivitelerinin
azaltilmast ve hatta yok edilmesi olaymna inhibisyon adi verilir. Buna sebep olan
bilesiklere de inhibitdr denilir. Inhibitérler, genellikle kiigiik molekiil kiitlesine sahip
bilesik veya iyonlardir. Enzimatik aktivitenin inhibisyonu, biyolojik sistemlerde basli
basma bir kontrol mekanizmasi olusturur (Keha ve Kiifrevioglu 2004). Ornegin
niikleotit sentezinin inhibitorleri (6rn, antikanser ajanlar) ve c¢inko ihtiva eden
anjiyotensin doniistliriicii enzimin inhibitorleri (6rn, tiyol kaptopril) kan basmcinin

azaltilmast ve hipertansiyonun tedavisinde kullanilmaktadir (Ondenti and Cushman
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1982). Bu ylizden enzim inhibisyonu biiylik bir 6nem arzetmektedir. Bir¢ok ila¢ ve
zehirli bilesik fonksiyonlarin1 bu yolla gergeklestirirler. Enzim etki mekanizmalarimin
incelenmesi caligmalarinda da inhibisyon olaymndan faydalanilir (Keha ve Kiifrevioglu

2004).

Bir¢ok kimyasal madde, canli metabolizmasinda diisiik dozlarda da olsa enzim
aktivitesini etkileyerek veya spesifik aktivitesinde inhibisyona yol agarak enzimleri
etkilerler. Laboratuvarlarda birgok farkli enzimin ilaglarla etkilesimi ile ilgili giinlimiize
dek pek ¢ok calisma yapilmistir. Ornegin karbonik anhidraz, glukoz 6-fosfat
dehidrogenaz, 6-fosfoglukonat dehidrogenaz, glutatyon rediiktaz gibi bir¢ok enzim
cesitli kaynaklardan saflastirilmis, tizerinde tibbi uygulamalarda ¢ok yaygin kullanilan
ilaglarin inhibisyon ve aktivasyon etkileri incelenmistir (Beydemir et al. 2000,2002;

Ciftei et al. 2002; Ekinci et al. 2007).

Son yillarda yapilan ¢calismalar SDH inhibitorlerinin hiperglisemi durumunda aktiflesen
poliol metabolizmas1 ile 1ilgili redoks bozukluklar1 diizelterek diyabetik
komplikasyonlarin ortaya ¢cikmasini geciktirmede faydali olabilecegini ileri siirmektedir
(Kador et al. 1998). Bu da daha giiclii SDH inhibitorlerinin sentezlenmesi ¢aligmalarini
tesvik etmistir (Mylari et al. 2001,2002; Chu-Moyer et al. 2002). Bu nedenle bugiin
bircok arastirmaci giiclii ve spesifik SDH inhibitorleri gelistirmek i¢in ¢alismaktadir
(Lindstad and McKinley-McKee 1997)

SDH inhibitorlerine olan ilginin ¢esitli sebepleri vardir. Bu sebeplerden ilki, SDH-
NAD" kompleksine baglanan substrat benzeri inhibitdrler enzimin aktif bdlgesi ile bu
bolgeye baglanan substrat molekiilii arasindaki etkilesimi tanimlamayir amacglayan
yapisal calismalarda faydal olabilir. Ikincisi, giiclii ve spesifik SDH inhibitdrleri bu
enzimin fizyolojik roliiniin belirlenmesinde faydali olabilir. Son olarak SDH
inhibitorleri diyabetik komplikasyonlarin azaltilmasinda koruyucu ila¢ gelistirmek

bakimindan 6nemli olabilir (Lindstad and Mckinley-Mckee 1996).
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SDH inhibitorlerinin 6nemi ve yapilan literatiir arastirmalar1 sonucunda koyun
karacigeri SDH enzimi iizerinde yapilan ¢alismalarda, enzimin tibbi ilaglarla etkilesimi
iizerine gerceklestirilmis cok az sayida calisma olmasi gbz oOniinde bulundurularak
calismamizda koyun karacigeri SDH enzimi lizerinde tibbi uygulamada yaygin olarak

kullanilan ilaglarin in vitro sartlarda inhibisyon etkileri incelenmistir.

Calismada segilen ilaglarin koyun karacigeri SDH enzimi iizerinde etkilerinin

arastirildigi hicbir literatiirde rastlanmamustir.

Genel olarak ila¢ ve kimyasal maddelerin enzimler iizerindeki inhibisyon etkileri 1Csg
(enzimin aktivitesini %50 inhibe eden ila¢ konsantrasyonu) degeri olarak verilmektedir.
Kinetik caligmalarimiz sirasinda enzim aktivitesini inhibe eden ilaglarin 1Csy degerleri
de belirtilmistir. Bilindigi gibi ICsy degeri kii¢iik olan inhibitoriin inhibisyon etkisi daha
yiiksektir. Bu sonuglara gore ¢alismamizda kullanilan ilaglarin koyun karacigeri SDH
enzimi lizerine inhibisyon etkilerinin biiyiikten kiigiige dogru siralamasi; dakarbazin >
tiyokalsikosit>metotreksat> furosemid> epirubisin HCI> midazolam> dekspantenol>
menadion sodyumbisiilfit> kalsiyum folinat> gemsitabin HCI > okzaliplatin> lidokain
HCI> teofilin etilendiamin seklindedir. Bu sonuglara gore koyun karacigeri SDH
enzimi iizerinde en gii¢lii inhibisyon etkisine sahip olan ila¢ dakarbazindir (ICs(:0,025

mM).

Dakarbazin piirin bazlarmin sentezinde Oncii molekiill olan 5-aminoimidazol-4-
karbokzamid yapisinda bir sitostatik antineoplastik ilagtir. (http://www.sanofi-
aventis.com.tr/urunler/Deticene 200 MG_RR.pdf) Trofoblastik tiimorler, lenfosorkom,
meme, over ve akciger kanseri, akut lenfoblastik cocuk losemisinde kullanilan
metotreksat (ICs0:0,081 mM) ve ovaryum, bas, beyin, akciger, testis kanserleri
tedavisinde kullanilan epirubisin HCl (1Cs0:0,291 mM) koyun karacigeri SDH enzim
aktivitesi lizerinde gii¢lii inhibisyon etkisi gdsteren diger antineoplastik ilaclardir.
Calismamizda kullanilan diger antineoplastik etkiye sahip olan kalsiyum folinat (ICsy:

1,62 mM), gemsitabin (ICso: 4,86 mM) ve okzaliplatin (ICsp: 6,54 mM) ilaclarinin
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koyun karacigeri SDH enzim aktivitesi izerinde dakarbazin, metotreksat ve epirubisin

HCl’den daha zayif inhibisyon etkisi gosterdikleri saptanmustir.

Kinetik caligmalarda kullandigimiz dakarbazin, kalsiyum folinat, metotreksat,
epirubisin HCI, gemsitabin HCI, ve okzaliplatin kemoterapi tedavisinde kullanilan
antikanser etkili ilaglardir. Yapilan bir c¢alismada bu ilaglardan metotreksat,
farmorubisin, gemsitabin ve okzaliplatinin tiimor iligkili HCA-IX, HCA-XII
izoenzimleri ve sitozolik karbonik anhidraz HCA I ve HCA 1I izoenzimleri iizerindeki
inhibisyon etkileri in vitro sartlarda incelenmistir (Ozensoy 2006). Bu calismada
metotreksat, farmorubisin, gemsitabin ve okzaliplatinin ilaglarmin dort karbonik
anhidraz izoenzimi i¢in belirlenen 1Csy degerleri ile kendi ¢alismamizda bu ilaglarin
SDH i¢in belirlenen 1Csy degerleri karsilastirildiginda metotreksat (ICso; SDH:0,081,
CA-I: 6,15, CA-II: 2,72, CA-IX: 1,26, CA-XII: 5,36 mM) ve epirubisin HCI’in (IC50;
SDH:0,291, CA-I: 10,74, CA-II: 2,87, CA-IX: 1,56, CA-XII: 3,62 mM) HCA-IX, HCA-
XII, HCA I ve HCA 1I izoenzimlerine gére SDH enzimi i¢in daha giiclii inhibisyon
etkisi gosterdigi, gemsitabinin en kuvvetli inhibisyonu HCA-IX ve HCA 11 (ICsp;
SDH:4,86, CA-I: 7,24, CA-II: 3,25, CA-IX: 3,09, CA-XII: 5,10 mM) iizerinde
gosterdigi ve okzaliplatin (ICso. SDH:6,54, CA-I: 2,92, CA-II: 2,65, CA-IX: 2,35, CA-
XII: 3,04 mM) ilacinin koyun karacigeri SDH enzimi iizerindeki inhibisyon etkisinin

daha az oldugu goriilmiistiir.

Lindstad ve Mckinley-Mckee tarafindan koyun karacigeri SDH enzimi iizerinde yapilan
kinetik ¢alismalarda, enzim-NAD-inhibitér ve enzim-NADH-inhibitér komplekslerinin
olusumuna bagl olarak sorbitol ile karisik inhibisyon tipi gosteren 6-tiyoinozin ve 6-
tiyoguanozin gibi tiyoniikleosid tiirevi antikanser ilaclarmin SDH enziminin giiglii

inhibitorleri oldugu gozlenmistir (Lindstad and Mckinley-Mckee 1996).

Yapilan bir c¢alismada, dakarbazin, tiyokolsikosid, metotreksat, furosemid ve
dekspantenol ilaclarinin insan eritrosit G6PD enzimi iizerine etkileri in vitro sartlarda
incelenmistir (Akkemik 2009). Bu calismada elde edilen sonuglarla bizim sonuglarimiz

karsilastirildiginda, dakarbazin (ICso: SDH:0,025, G6PD: 0,021 mM) ve tiyokolsikosid
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(ICsp: SDH:0,056, G6PD:0,056 mM) ilaclarmin G6PD ve SDH enzimleri {izerinde
benzer inhibisyon etkisi gosterdikleri, metotreksat (ICso:SDH:0,081, G6PD:0,114 mM)
ve furosemid (ICso: SDH:0,137, G6PD:0,315 mM) ilaglarmin ise koyun karacigeri SDH
enzimi iizerinde daha giiclii inhibisyon etkisine sahip oldugu goriilmiistiir. Ayrica koyun
karacigeri SDH enzim aktivitesi lizerine inhibisyon etkisi gosteren dekspantenol ilacinin
G6PD enzim aktivitesi lizerine hi¢ etki yapmadigi gozlenmistir. Benzer bir ¢aligmada
dakarbazin, furosemid, metotreksat, dekspantenol, teofilin etilendiamin ve lidokain HCI
ilaglarinin insan eritrosit 6PGD enzimi iizerine etkileri in vitro sartlarda incelenmistir.
(Akkemik 2009). Bu c¢alismanin sonuglarina bakildiginda, dakarbazin ilacinin koyun
karacigeri SDH enzimine gore 6PGD enzimi (ICsp: 0,012 mM) lizerinde daha giiclii
inhibisyon etkisine sahip oldugu, metotreksat (ICso:SDH 0,081, 6PGD:0,142 mM)
ilacinin koyun karacigeri SDH enzimi iizerinde daha gii¢lii inhibisyon etkisi gosterdigi,
furosemid (ICso:SDH:0,137, 6PGD:0,125 mM) ilacinin 6PGD ve SDH enzimlerini
benzer oranda inhibe ettigi goriilmiistiir. Ayrica sorbitol dehidrogenaz enzim aktivitesi
iizerinde zayif inhibisyon etkisine sahip olan dekspantenol, teofilin etilendiamin,

lidokain HCl ilaglarinin 6PGD enzimi iizerine etki etmedigi saptanmistir.

Calismamizda kullandigimiz ilaglar i¢in belirledigimiz ICsy degerleri ile bu ilaglarin
tibbi uygulamada kullanilan konsantrasyonlar1 karsilastirildiginda, bu ilaglarin tibbi
uygulamada kullanilan konsantrasyonlardan ¢ok daha diisiik konsantrasyonlarda SDH
enzimi lizerinde inhibitor etkisi gosterebilme ozelligine sahip olduklar1 gozlenmistir
(Cizelge 5.1). Elde edilen bulgularin, 6zellikle bu ilaglar1 kullanan hastalar i¢in 6nemli

sonuglar dogurabilecegi diistiniilmektedir.
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Cizelge 5.1. Koyun karacigeri SDH enzim aktivitesini yariya diisiiren ilag
konsantrasyonlar1 ve bu ilaglarin tipta kullanilan konsantrasyonlarinin karsilastirilmasi

. Tibbi uygulamada
Ilaclar I1Cso (mM) kullanilan ilag
konsantrasyonlar1 (mM)

Dakarbazin 0,025 54,5
Tiyokolsikosid 0,056 3,55
Metotreksat 0,081 22
Furosemid 0,137 30,3
Epirubisin HCI1 0,291 3,46
Midazolam 0,492 3,06
Dekspantenol 0,548 1,218
Menadion sodyumbisiilfit 0,848 36,2
Kalsiyum Folinat 1,62 19.6
Gemsitabin HCI 4,86 26,748
Okzaliplatin 6,54 12,6
Lidokain HCI 38,33 74
Teofilin Etilendiamin 41,17 57

Calismamizda koyun karacigeri SDH enzimi lizerinde yiiksek inhibisyon etkisi gosteren
tiyokolsikosit, menadion sodyumbisiilfit, furosemid ve metotreksat ilaglar1 i¢cin K;
sabitlerinin belirlenmesi isleminde Lineweaver-Burk grafikleri kullanildi (Segel 1975,
Telefoncu 1986). Sonuglarm hassas bulunabilmesi icin her inhibitorli ¢alisma i¢in ¢
farkli inhibitér konsantrasyonunda 1/V ve 1/[S] degerleri elde edilmistir (Sekil 4.20-
4.23). Grafik ¢iziminde Microsoft-Excel programindan faydalanmilmistir. K; degerlerine
gore yapilan siralama 1Csg degerleri ile ilgili yapilan siralama ile aynidir. Tiyokolsikosid
ilact i¢in {i¢ sabit inhibitor konsantrasyonunda hesaplanan K; sabitlerinin ortalamasi
0,0336+0,0162 mM, metotreksat icin 0,1310+0,04139 mM, furosemid i¢in
0,2333+0,03482 mM, menadion i¢in 0,3277+0,15196 mM olarak bulundu. Cizilen
Lineweaver-Burk grafikleri yardimiyla K; sabitleri hesaplanarak inhibitorlerin
inhibisyon tipleri belirlenmistir. Buna gore tiyokolsikosid, metotreksat, furosemid ve
menadion ilaglarmin SDH enzimini yarigsmasiz olarak inhibe ettikleri bulunmustur. Bu
inhibitérler enzimin aktif bolgesi disinda bir bolgeye baglanir ve enzimin turnover

sayisini, yani katalitik aktivitesini diisiirerek inhibitor etkisi gosterirler.
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Yukarida da sayilan bir¢ok literatiirde diyabetik komplikasyonlarin olusumunda ve
ilerlemesinde SDH enziminin roliinii belirlemek ayrica diyabetik komplikasyonlara
kars1 koruyucu ilag gelistirmek i¢in daha kapsamli inhibisyon ¢alismalar1 yapilarak
spesifik ve giiclii SDH inhibitorlerinin belirlenmesi gerektigi ifade edilmektedir. Bu
bilgiler g6z oniine alindiginda bu tez kapsaminda yapilan ¢alismalarin 6nemi daha iyi

anlasilmaktadir.

Sonug olarak bu tez kapsaminda;

1. Koyun karacigerinden sorbitol dehidrogenaz enziminin  saflastirilmasi
gerceklestirilmistir.

2. Calisma sonucunda koyun karacigeri SDH enzimi % 1,38 verimle yaklasik 102 kat
saflagtirilabilmistir. Enzimin saflig1 elektroforezle kontrol edilerek tek bant
gozlenmistir.

3. Koyun karacigeri SDH enzimi {izerine bazi ilaglarin inhibisyon etkileri
incelenmistir. Bu amacla dakarbazin, tiyokolsikosid, metotreksat, furosemid, epirubisin
HCIl, midazolam, dekspantenol, menadion sodyumbisiilfit, kalsiyum folinat, gemsitabin
HCI, okzaliplatin, lidokain HCI, teofilin etilendiamin ihtiva eden ilaglarin enzim tizerine
inhibisyon etkileri incelenmistir.

4. SDH enzimi lzerinde inhibisyon etkisi gosteren dakarbazin, tiyokolsikosid,
metotreksat, furosemid, farmorubisin, midazolam, dekspantenol, menadion
sodyumbisiilfit, kalsiyum folinat, gemsitabin HCI, okzaliplatin, lidokain HCI, teofilin
etilendiamin etken maddeleri icin ICsy ve tiyokolsikosid, metotreksat, furosemid,
menadion sodyumbisiilfit etken maddeleri i¢in K; degerleri hesaplanmis ve inhibisyon
tipleri belirlenmistir.

5. Elde edilen biitiin sonuclar asagidaki ¢izelgede 6zetlenmistir (Cizelge 5.2).
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Cizelge 5.2. Koyun karaciger dokusu SDH enzimi i¢in yapilan ¢aligmalarin toplu
sonuglari

SDH enziminin saflastirilmasi ile ilgili sonuclar

Spesifik Aktivite EU/ml 0,88
Saflastirma Katsayisi 101,8
Verim %1,38
Molekiil kiitlesi tayini (kDa)
SDS-PAGE metodu ile 39,8
Jel filtrasyon kromatografisi ile 151,2
Kinetik cahismalar
flaclar ICso (mM)
Dakarbazin 0,025
Tiyokolsikosid 0,056
Metotreksat 0,081
Furosemid 0,137
Epirubisin HCI 0,291
Midazolam 0,492
Dekspantenol 0,548
Menadion sodyumbisiilfit 0,848
Kalsiyum folinat 1,62
Gemsitabin HCI 4,86
Okzaliplatin 6,54
Lidokain HCI 38,33

Teofilin etilendiamin 41,17

flaclar Ort?;?;/ln;l Ki inhibisyon Tipi

Tiyokolsikosid 0,0336+0,0162 Yarigsmasiz
Metotreksat 0,1310+0,04139 Yarismasiz
Furosemid 0,2333+0,03482 Yarismasiz
1s\(/)[(e1;3(111:0blilsiilﬁ ¢ 0,3277+0,15196 Yarigsmasiz
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