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Bu c¢alismada, sigan kalp ve akciger dokularinadan glukoz-6-fosfat dehidrogenaz
(G6PD), 6-fosfoglukonat dehidrogenaz (6PGD) ve glutatyon redilktaz (GR) enzimleri
tek kromatografik adimda, ortalama %92 verimle saflastirildi. Saflastirma prosediirii
homojenat hazirlama ve 2'5-ADP Sepharose 4B afinite kromatografisinden
olugmaktadir. Enzimlerin saflik dereceleri ve alt birimlerinin molekiil kiitleleri SDS-
PAGE ile, dogal hallerinin molekil kutleleri de Jel Filtrasyon kromatografisi ile
belirlendi. Kinetik ¢alismalar gercevesinde, enzimler i¢in optimum pH, iyonik siddet,
stabil pH, optimum sicaklik ve substratlar i¢in Ky ve Vmax degerleri, liriinler i¢in de K;
sabitleri ve inhibisyon tirleri tespit edildi. Bunlara ilaveten, kotinin ve bazi ilaglarin
sOzkonusu enzim aktiviteleri zerine in vitro etkileri arastirildi. ICsp degerleri ve K;

sabitleri en kiicuk olan levofloksasin ve furosemid igin in vivo ¢alisma yapildi.

2010, 162 sayfa
Anahtar Kelime: G6PD, 6PGD, GR, ilag, kotinin, inhibisyon



ABSTRACT
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PURIFCACATION AND CHARACTERIZATION OF GLUCOSE 6-PHOSPHATE
DEHYDROGENASE, 6-PHOSPHO GLUCONATE DEHYDROGENASE AND
GLUTATHIONE REDUCTASE ENZYMES FROM RAT LUNG AND HEART

TISSUES AND INVESTIGATION OF THE INHIBITION EFFECTS COTININ AND
SOME DURGS ON THE ENZYMES ACTIVITIES

Sevki ADEM

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

Supervisor: Prof. Dr. Mehmet CIFTCI

In this study, glucose-6-phosphate dehydrogenase (G6PD), 6-phosphogluconate
dehydrogenase (6PGD) and glutathione reductase (GR) enzymes from heart and lung
tissues of rat were purified in a single chromatographic step on the average yield of
92%. Purification procedure consists of preparing homogenates and 2',5'-ADP
Sepharose 4B affinity chromatography. Purity degree of enzymes and molecular
weights of subunits were determined by SDS-PAGE, and molecular weights of natural
states were determined by gel filtration chromatography. Whitin the framework of
kinetic studies optimum pH, ionic strength, optimum temprature and stable pH, for
enzymes; the Ky and Vmax Values for substrates; the types of inhibition and K; constant
for the products were determined. In addition, in vitro effects of cotinin and some drugs
on activities of enzyme in question were investigated. In vivo study was performed for

levofloxacin and furosemide whose ICsy and K; are the smallest.

2010, 162 pages
Keyword: G6PD, 6PGD, GR, drug, cotinin, inhibition
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1. GIRIS

1.1. Enzimler

Her bir canlinin, hayatin1 devam ettirmesi i¢in disaridan aldig1 besinleri kendi yapisina
uygun biyolojik molekiillere segici ve etkili bir sekilde doniistiirmesi gerekmektedir.
Canli organizmalarda, bu doniisiimiin meydana geldigi kimyasal reaksiyonlar
hizlandiran ve yan {irlin olusmaksizin %100'lik verim saglayan biyolojik katalizorlere
enzim denir. Enzimler proteinlerin en biiylik ve 6zellesmis seklidir. Katalitik aktivite
gosteren kiigiik bir RNA grubu disinda, biitiin enzimler protein yapisindadir (Nelson
and Cox 2004).

Enzimler hicre icindeki binlerce tepkimenin hizini ve 6zgiilliigiinii kendisini degisiklige
ugratmadan gerceklestirir. Enzimin etki ettiZi madde subsrat olarak adlandirilir.
Reaksiyon sonucu olusan maddeye iiriin denir. Uriin a¢i8a ¢iktiktan sonra enzim baska
bir subsrat molekiiliinii {irline doniistiirmek suretiyle ¢alismaya devam eder (Bhat 2000).

Enzimler hiicre iginde iiretilmelerine karsin hiicre diginda da aktivite gosterebilmektedir.

Biyolojik reaksiyonlarin katalizorii olan enzimlerin bazilar1 bu fonksiyonlarini protein
yapilar1 ile gergeklestirirken, bazilar1 ise yapilarinda bulunmayan ve kofaktdr denen
molekiillere ihtiyac duyarlar. Kofaktor metal iyonu (Mg*™, Fe*?, Zn*? vb.) olabilecegi
gibi koenzim denen kompleks organik molekiiller de (NAD*, FAD. Koenzim A)
olabilir. Baz1 enzimler her ikisine de ihtiya¢ duyar. Koenzimlerin ¢ogu vitaminlerden ve
Ozellikle B grubu vitaminlerinden tiiretilmisdir. Koenzimler proteinin denatiire olmasi
ile bozulmazlar ve defalarca kullanilabilirler. Kofaktorlii enzimlere holoenzim, enzimin

protein kismina ise apoenzim denir (Onat 1996).

Enzimlerin kinetik ozellikleri Michaelis-Menten esitliginde yer alan degerlerle ifade
edilir. Bu denklemdeki Ky, sabiti enzimin subsrata ilgisini ifade ederken, Vmax €nzimin

katalitik aktivitesini gosterir. Enzim aktivitesi "Enzim Unitesi" ile ifade edilir. "Enzim



Unitesi", 25°C'de ve optimal sartlarda 1 pumol subsrat1 bir dakikada iiriine déniistiiren
enzim miktar1 seklinde tanimlanir. Birim zamanin saniye oldugu uluslararasi 6lgi
birimine gore, saniyede 1 mol madde doniisiimiine sebep olan enzime 1 katal enzim
denir. "Spesifik aktivite" 1 mg protein basina enzim iinitesi olarak tanimlanmaktadir.
Spesifik aktivite enzim safligmin bir Olcilisiidir ve saflastirma basamaklarinda
maksimum ve sabit bir degere ulagsmasi ile enzimin saf hale geldigi anlasilir (Keha ve

Kiifrevioglu 2009).

Biyokimya tarihindeki bilimsel arastirma konularinin ¢ogunlugunu enzimler
olusturmaktadir (Keha ve Kiifrevioglu 2009). Enzimlerin saglikta, hastalikta, tanida ve
tedavide son derece 6nemli gorevleri ve katkilar1 bulunmaktadir. Enzimlerin niteliksel
ve niceliksel tayinleri yapilarak pek cok kalitsal bozuklugun ve hastaligin tanisi
konulmakta, hastaligin gelecegi ile ilgili ipuglar1 elde edilmektedir (Onat 1996).
Glinlimiizde yaklagik olarak 2000 kadar enzim tanimlanmis, birgogu saflastirilmas,
karakterize edilmis ve 200'den fazla enzim de kristallendirilmistir (Keha ve Kiifrevioglu

2009).

Inhibisyon, inhibitér denen maddeler tarafindan enzimlerin in vivo ve in vitro
aktivitelerinin azaltilmasi ya da tamamen yok edilmesidir. Bu maddeler, ¢ogunlukla
kiiglik molekiil yapisina sahip bilesikler ya da iyonlardir. Enzim inhibisyonu biyolojik
sistemlerde basli basina bir kontrol mekanizmasi olusturdugu i¢in 6nemlidir. Bir¢ok
kimyasal madde, ilag ve zehirli bilesikler de etkilerini bu yolla gosterirler (Keha ve

Kiifrevioglu 2009).

Inhibisyon, doniisiimsiiz ya da doniisiimlii olmak iizere ikiye ayrilir. Déniisiimsiiz
inhibisyonda inhibitér enzime ya kovalent baglanir ya da zor ayrilabilen bir kompleks

meydana gelir.

Doéniistimlii inhibisyonda enzim-inhibitor etkilesmeleri bir denge reaksiyonudur. Bu

inhibisyon yarigmali, yarigmasiz veya yar1 yarigsmali olabilir. Yarigmali inhibisyonda,



inhibitér ile substrat enzimin ayni aktif bdlgesine baglanmakta yarigirlar. Inhibisyon
etkisi, substrat konsantrasyonu arttik¢ca azalmaktadir. Yarigmali inhibisyonda Ky degeri
artar Vmax degismez. Yarigsmasiz inhibisyonda, inhibitér ile substrat enzimin farkli
bolgelerine baglandigindan genelde inhibisyon etkisi substrat konsantrasyonundan
bagimsizdir. Bu inhibisyonda Vg diiserken Ky degismez. Yar1 yarismali inhibisyonda,
inhibitor ES (enzim-substrat) kompleksine baglanir. Bu inhibisyonda Vmax Ve Ky azalir.
Inhibitér etkilerini genel olarak yarismali ve yarismasiz olarak kesin sinirlarla
birbirinden ayirmak miimkiin degildir. Genel olarak karisik inhibisyon goézlenir (Keha

ve Kiifrevioglu 2009).

Birden fazla polipeptid zincirinden meydana gelen ve allosterik enzimler olarak
adlandirilan enzimlerde de allosterik inhibisyon adi verilen inhibisyon olay1 gozlenir.
Bu inhibisyonda, inhibitorler enzimin aktif bolgesinden bagka bir kisma baglanirlar ve

Uc boyutlu yapiy1 degistirerek enzim aktivitesini etkilerler (Keha ve Kiifrevioglu 2009).

Enzimler, katalizledikleri reaksiyon tiplerine ve iiriine doniistiirdiikleri substratlara karsi
son derece spesifiktir. Bu biyolojik katalizorler tek bir kimyasal reaksiyonu ya da aym

tip benzer reaksiyonlari katalizler (Nelson and Cox 2004).

1.2. Pentoz Posfat Yolu

Pentoz yan yolu, heksoz mono fosfat yolu ya da fosfoglukonat oksidatif yolu olarak da
bilinmektedir. ilk kez 1931 yilinda Otto Warburg tarafindan ortaya atilmis ve tamam
Fritz Lipmann, Frank Dinckens, Bernard Horecker ve Efrahim Rocher isimli

biyokimyacilar tarafindan aydinlatilmistir (Keha ve Kiifrevioglu 2009).



1.2.1. Pentoz fosfat yolu tepkimeleri

Pentoz fosfat yolu oksidatif ve oksidatif olmayan olmak (izere iki asamadan olusur.
Sitozolde olusan bu metabolik yolun amaci indirgeyici biyosentez olaylar1 i¢cin NADPH
ve bir¢ok bilesigin yapisinda bulunan riboz-5-fosfat iiretmektir. Bu yolda; {i¢, dort, bes,
alti ve yedi karbonlu sekerler oksidatif olmayan reaksiyonlar serisi ile birbirlerine

dondstiiriiliir (Keha ve Kiifrevioglu 2009).
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Sekil 1.1. Pentoz fosfat yolu rekasiyonlar1 ve diger sentez yollari ile iligkisi
*(Tandogan 2004)

1.2.2. Pentoz fosfat yolunun metabolik 6nemi

Pentoz fosfat yolu alyuvarlar ve beyin doku hiicreleri gibi bazi hiicrelerde, temel enerji
kaynag1 olan glukozun oksidasyonu i¢in basvurulan glikolize alternatif bir oksidatif
yoldur (Lukens 1993; Thomas and Gillham 1983). Bu yolda hiicredeki glukozun %10'u
kullanilmaktadir (Beutler 1991; Lu and Comphell 1991).



Pentoz fosfat yolunun; hiicrede RNA, DNA ve nikleotid sentezi icin gerekli riboz-5-
fosfat ve indirgeyici biyosentez olaylar1 ic¢in indirgeyici giic olan NADPH'larn
sentezlemek gibi baslica iki islevi vardir (Krebs and Eggleston 1978). Ayrica, aromatik
aminoasit ve vitamin sentezinde gerekli eritroz-4-fosfat, bakteri hiicre duvarmin bir
bileseni olan sedoheptuloz-7-fosfat gibi fosforile karbohidratlar da bu yolda
sentezlenmektedir (Wood 1986).

NADPH hiicrede yag asidi, kolesterol, L-askorbik asit, nitrik oksit biyosentezi,
glutatyonun indirgenmesi, ila¢ ve ksenobiyotik detoksifikasyonu ve peroksitlerin
indirgenmesinde rol alir (Wood 1986; Nelson and Cox 2004). Eritrositlerde pentoz
fosfat yolu okside glutatyonun indirgenmesinde kullanilan NADPH'y1 saglar. Redikte
glutatyon (GSH) ve GSH-bagimli enzimler hiicreyi i¢ ve dis kaynakli toksik
bilesiklerden ve reaktif oksijen tiirlerinden korur (Siems et al. 2000). Fagositlerde
oksijen tiketimi ve H,0; olusumu fazla oldugundan pentoz fosfat yolunun aktivitesi de
fazladir (Borregaard et al. 1984). Ksenobiyotikler, glutatyon peroksidaz ve sitokrom
p450 detoksifikasyon sistemleri ile NADPH kullanilarak zararsiz hale getirilir
(Hollenberg 1992). NADPH'nin damar diiz kas hiicrelerinde iyon kanallarinin
aktivitesini kontrol ettigi 6ne siiriilmiistir. NADPH'nin azalmasi o6zellikle V-tipi
potasyum (K*) kanallarinin agilmasina ve damar genislemesine neden olur (Gupte et al.
2002). Sorbitol yolunun onemli enzimlerinden aldoz rediiktaz da NADPH kullanir
(Grunewald 1993). DNA sentezi icin ribonukleotidlerin (ribonikleotid rediktaz ile)
deoksiriboniikleotidlere donlismesini saglar. NADPH suda ¢6zlinmeyen birgok bilesik
icin de gereklidir. Diger {irlin riboz-5-fosfat; ATP. FAD, NAD", NADP* , DNA, RNA,
CoA yapisina girer (Keha ve Kiifrevioglu 2009).

1.2.3. Glukoz 6-fosfat dehidrogenaz ve 6-fosfoglukonat dehidrogenaz

Bu iki enzim birgok mikroorganizma, bitki ve hayvan hucrelerinde bulunur (Scott
1975). Sekil 1.2.'de belirtilen tepkimeleri katalizlerler. Cogunlukla sitoplazmada, ayrica

peroksizom, endoplazmik retikulum, lizozom, kloroplast ve mitokondri gibi ¢esitli



organellerde de bulunmaktadirlar (Antonenkov 1989; Bublitz and Steavenson 1988;
Oeser etal. 1973; Zaheer etal. 1967).

G6PD 6PGD
G6P » 6PG » R5P

N N

NADP+ NADPH NADP* NADPH

Sekil 1.2. G6PD ve 6PGD enzimlerinin katalizledigi reaksiyon

Pentoz fosfat yolunun amaglarindan biri olan NADPH f{iretimi bu iki enzimin
katalizledigi reaksiyonlarda gerceklesir. Bu iki enzimin eksikligi oraninda NADPH ve
riboz-5-fosfat eksikligi olusacaktir.

Glukoz 6-fosfat dehidrogenaz (G6PD) eksikligi insanlarda en sik goriilen enzim
eksikligidir. Diinya iizerinde yasayan 400 milyon insani etkilemektedir (Reclos et al.
1999). Eritrositlerde glukoz 6-fosfat dehidrogenazin ve 6-fosfoglukonat dehidrogenaz
kalitsal eksikligi ya da degisik varyantlarinin bulunmasi yeni dogan sarilidi, ilag
hassasiyeti, enfeksiyonlar sirasinda hemolitik anemi, favizm ve nonsferositik konjenital
hemolitik anemi gibi hastalik bulgulan ile yakindan ilgilidir (Beutler 1973, Ajmar
1979). Eksiklik favizm olarak da tamimlanmaktadir. Bakla ile beslenmeyi takiben
hemolitik anemi tablosu goriilmektedir. Kalitsal bir hastalik olan G6PD eksikligi X
kromozoma bagimlidir. Bu nedenle erkekleri ¢ok daha fazla etkilemektedir (Reclos et
al. 2000). Tiamin eksikliginde ortaya ¢ikan ve bellek kaybr ile kismi paralizin birlikte
goriildiigic. Wernicke-Karsokoff sendromu; pentoz fosfat yolundaki transketolaz

aktivitesindeki degisimlere de baglanmaktadir (Kutay 2002).

Bu enzimlerin eksikligi durumunda "uzamis yeni dogan sarilif1" problemi
gozlenmektedir. Mukoza membranlarinin ve diger viicut dokularinin dogum sonrasi
sararmasi yeni dogan sarilig1 olarak tanimlanir ve yeni doganlarda ¢ok sik rastlanir.
Sebebi 6PGD aktivitesinin karacigerde diisiik olmasidir. Sarilik genelde erken baglar

ve kisa slirede gecer. Devam etmesi durumunda 6PGD eksikliginin de olabilecegi



diistiniilmelidir. Béyle durumlarda ciddi ndrolojik komplikasyonlara sebebiyet verecek
sonuglar ortaya ¢ikabilir. Yeni dogan sariligr yani sira G6PD eksikligi olanlar belirli
kimyasallara maruz kaldiklarinda hemolitik anemi gelisir. Nedeni kirmizi kan
hiicrelerinin viicut ig¢inde oksijen tasima kapasitelerindeki azalmadir. Sonug¢ olarak
hemolitik krizde yorgunluk, sik nefes alma ve koyu renkli idrar ¢ikarma s6z konudur.
Baz1 okside edici ilaglar, enfeksiyonlar veya bakla ve bakla bitkisinin polenleri bu
anemi tablosuna sebebiyet verir. Bu ajanlar kirmizi kan hiicrelerinin i¢ine girdiklerinde
hemoglobin denatiire olur ve hemoglobinin oksijen tasima fonksiyonu bozulur. Normal
hiicrelerde NADPH'1 koenzim olarak kullanan enzimlerce zararli molekiiller etkisiz

hale getirilir.

1.2.4. Glutatyon rediktaz

Glutatyon bircok hayvan dokusunda, bitkide ve mikroorganizmada bolca bulunur ve
yaklasik olarak 125 yildan beri bilinmektedir. Yapist 1935 yilinda aydinlatilmistir
(Meister 1988). GSH eritrositlerde ve diger hiicrelerde bulunan onemli atipik bir
tripeptiddir. Ciinkii sistein amino asidinin amino grubu ile peptid bagi olusumunda L-

glutamik asitin y-karboksil grubu yer alir (Montgomery 1996).

Glutatyon okside ve rediikte olmak (izere iki formda bulunur (Sekil 1.3 ve 1.4). ilk
olarak 1888 yilinda Ray-Pailhade tarafindan maya hiicresinde bulunarak "filothion"
olarak adlandirilmistir. 1921'de Hopkins tarafindan saflastirilarak kristallendirilmis ve

bugiinkii ismi verilmistir (Zubay 1988; Agan 1990).

SlH
O  NH, H
HO—C——CH-CH2—CH2— Cc—N—CH-C——NH—— CH,— C—OH

(@]

Sekil 1.3. Indirgenmis glutatyon yapisi, GSH, (L-y-glutamil-L-sisteinil-glisin)
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Sekil 1.4. Okside glutatyonun yapisi, GSSG, 2(L-y-glutamil-L-sisteinil-glisin)

Glutatyon, hucrede ATP gerektiren iki ardisik reaksiyon ile sentezlenir. Bu
reaksiyonlari, y-glutamil sistein sentetaz (y-GSS) ve glutatyon sentetaz (GS) enzimleri
katalizler (Richman and Meister 1975; Toribio et al. 1996, Mistra and Griffith 1998).

Normal sartlarda indirgenmis glutatyon hiicrelere gore degismekle beraber 0,5-10 mM
diizeyinde bulunur. Eritrositlerde glutatyonun ¢ogu indirgenmis halde bulunur.
Eritrositlerde GSH yaklasik 2 mM gibi yiiksek konsantrasyonda bulunur. GSSG
konsantrasyonu ise 4 UM civarindadir. Insan eritrositlerinde GSH/GSSG oram1 yaklasik
500/1 ve yar1 omrii 4 giindiir (Kondo et al. 1980; Arrick and Nathan 1984; Shohet and
Beultler 1986; Cooper 1997).

Indirgenmis glutatyon enzimatik ya da enzimatik olmayan yollarla okside glutatyona
(GSSG) doniisiir. Bu dontistim 6zellikle peroksitlerin pargalanmasinda ve enzimatik

transhidrojenasyon sonucu ger¢eklesmektedir.

Glutatyon rediktaz, glutatyon disulfiti (GSSG) indirgeyerek glutatyona (GSH)

doniistiiren 6nemli bir antioksidan enzimdir (Meister 1988; Mannervik 1987).

Pentoz fosfat yoluyla NADPH'm olusumu, methemoglobinin indirgenmesini (oksijene

baglanmayan hemoglobinin Fe™ formu devamli olarak olusur) ve rediikte formda



glutatyon eldesini saglar. Glutatyon, drnegin aktif yiiziinde gerekli bir -SH grubu igeren
enzimler gibi molekiillerin rediikte sekilde olmalarini temin etmek igin bir indirgeyici
bilesik gibi fonksiyon goriir. Sonug¢ olarak glutatyonun redilkte formu GSH, NADPH
tarafindan rejenere edilerek GSSG'ye okside edilir. GSSG'nin NADPH kullanilarak
GSH'a doniistiigli reaksiyon glutatyon rediiktaz tarafindan katalizlenir (Montgomery
1996).
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Sekil 1.5. GSH'in biyokimyasal yolu
*(Meister 1988)

Eritrositlerde glutatyonun yiikseltgenmesi, ortamda olusan H;O, ve diger organik
peroksitlerin indirgenmesinde 6nemli rol oynamaktadir. Bu reaksiyonun enzimi,
glutatyon peroksidazdir. Okside glutatyonu indirgenmis forma ise glutatyon rediiktaz
doniistiirmekte ve yiiksek GSH/GSSG orani saglamaktadir. Bu doniisiim reaksiyonlari
glutatyon redoks g¢evrimi olarak adlandirilmaktadir (Fujiwara et al. 1989; Keha ve
Kiifrevioglu 2009).

Glutatyon, yapisinda bulunan -SH gruplar ile oksitleyici ajanlarin bozucu etkilerine
kars1t hiicreyi korumaktadir. Dolayisiyla glutatyonun diisiik konsantrasyonunda bazi

metabolik olumsuzluklar meydana gelebilir. Glutatyonun belirlenen gdrevlerinden
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bazilar1 sunlardir: Serbest radikallerin ve reaktif oksijen iirlinlerinin inaktivasyonu,
hemoglobin, spektrin gibi membran proteinlerini ve ¢esitli enzim proteinlerinin tiyol
gruplarinin korunmasi, ksenobiyotiklerin, baz1 antineoplastik ilaglarin ve bazi1 metabolik
son drinlerin konjugasyonla detoksifikasyonu, DNA ve protein sentezi, amino asit
transportu, insiilin gibi bazi proteinlerin distlfit baglarinin koparilmasi ve bdylece
proteinlerin  konformasyonunun degismesi, hiicre icerisinde sistein deposu olarak

bulunmasi ve bazi enzimlerin reaksiyonlarinda rol oynamasidir (Demir 1994; Knapen et
al. 1999).
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2. KAYNAK OZETLERI

Enzimler farkli kromatografik yontemlerle birgok biyolojik kaynaktan saflagtirilmis,
optimum pH, stabil pH, optimum iyonik siddet, optimum sicaklik, molekiil kiitlesi ve alt
birimlerinin tespiti, amino asit bilesimi ve farkli genetik varyantlarinin belirlenmesi gibi
caligmalar yapilmistir. Enzim subsratlarinin Ky ve Vpax degerleri ile iriinlerin K;
sabitleri ve inhibisyon tiirleri belirlenmistir. Biyolojik molekiiller, iyonlar ve ilaglarin
enzim aktivitesi iizerinde etkisini gdsteren birgok calisma yaymlanmistir. Ug enzim de
en verimli ve en hizli bir sekilde 2', 5'-ADP-Sepharose 4B afinite kromatografisi ile

saflagtiritlmistir. G6PD ve GR ayni1 kolondan ayr1 ayr saflastirilmistir (Erat 2004).

2.1. Glukoz 6-Fosfat Dehidrogenaz

Pentoz fosfat yolunun ilk enzimi olan glukoz 6-fosfat dehidrogenaz (EC 1.1.1.49;
G6PD) NADP" varhginda glukoz 6-fosfat bilesigini, 6-fosfoglukonata bilesigine
doniistiirlr. Reaksiyon sonucu birgok biyokimyasal reaksiyonda indirgeyici gic olarak
kullanilan NADPH olusur. Bu enzim hayvan dokularinda, bitkilerde ve
mikroorganizmalarda bulunur (Levy 1979). Enzim yesil bitkilerin sitozol ve
kloroplastlarinda, hayvan dokularinin da sitozol ve mitokondrilerinde bulunur (Oeser et

al. 1973; Ozols 1993)

Glukoz-6-fosfat (G6P) enzimin dogal substratidir. Bununla beraber 2-deoksiglukoz 6-
fosfat, 2-deoksi-2-floroglukoz-6-fosfat, 2-deoksi-2-kloroglukoz-6-fosfat, mannoz-6-
fosfat, 3-deoksiglukoz-6-fosfat gibi substrat analoglarimi da belli oranlarda
kullanabildigi belirtilmistir (Levy 1979).

Farkli kaynaklardan saflastirilan enzimim alt birimleri 50-75 kDa arasinda
degismektedir. Enzim yapisal olarak monomer, dimer, trimer, tetramer ve hekzomer

seklinde olabilecegi belirtilmistir. GGPD monomeri yaklasik 515 aminoasitten olusur.
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Enzim aktifligini genellikle dimerik yapida gosterir. Enzimin dimerik ya da tetramerik

formunu sicaklik, NADP’, NADPH,
etkilemektedir. Yiiksek pH ve iyonik kuvvet dimer, diisiik pH ve iyonik kuvvet ise

enzim konsantrasyonu gibi faktorler

tetramer olusumuna neden olur (Levy 1979).

Cizelge 2.1. Farkl tiirlere ait GGPD enziminin molekul kitleleri ve alt birim yapisi

Enzim kavnas: Molekul kutlesi | Alt  birim  molekul Kavnak

ynag (kDa) kiitlesi (kDa) ve yapisi Y
Kaz eritrositi 143 73, dimer Beydemir et al. 2003
Buffalo eritrositi 64 64, monomer Ciftci et al. 2003
Sigir lensi 69 69, monomer Ulusu et al. 1999
Alabalik eritrositi 66 66, monomer Ciftci et al. 2004
Kopek karacigeri 52,5 52,6, monomer Ozer et al. 2002

Enzimin optimum aktivite gosterdigi pH aralign 7-9,5 arasinda degismektedir. Bazi
optimum pH degerleri; sican karaciger ve bobreginde 9,4, kopek karacigerinde 7,8, kaz
eritrositinde 7,0, koyun karacigerinde 8, koyun bobreginde 7,4, olarak belirlenmistir
(Corpas et al. 1995; Ozer et al. 2002; Beydemir et al. 2003; Tiirkoglu et al. 2003;
Tandogan and Ulusu 2005). Enzimin satabil pH’s1 tavuk eritrositinde 8,0, kaz
eritrositinde 9,0, buffalo eritrositinde 9,0, gokkusagi alabalik eritrositinde 8,9, oldugu
rapor edilmistir (Yilmaz et al. 2002; Beydemir et al. 2003; Ciftci et al. 2003; Ciftci et
al. 2004).

Sicaklik enzim aktivitelerini etkileyen 6nemli parametrelerden biridir. Hayvan kaynakli
G6PD enzimi genelde 60°C iizerinde aktivitesini tamamen kaybetmektedir. Yapilan
calismalarda kaynaklara gore enzimin optimum aktivite gosterdigi sicakliklardan
bazilar1; kaz eritrositlerinde 50°C, buffalo eritrositinde 60°C, koyun karacigeri 45-50°C,
buzag1 bobregi 45°C olarak belirlenmistir (Beydemir et al. 2003; Ciftci et al. 2003;
Tiirkoglu et al. 2003; Tandogan and Ulusu 2005).
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Enzim subsrati olan NADP® ve GG6P icin Ky ve Vmax degerleri belirlenmistir.
Katalizlenen reaksiyonun trint olan NADPH i¢in K; degerleri ve inhibisyon tiirleri ile

ilgili ¢alismalar da yapilmistir. Baz1 6rnekleri Cizelge 2.2°de verilmistir.

Cizelge 2.2. G6PD enziminin bazi kinetik 6zellikler

Subsratlar Uriin

Enzim kaynagi NADP coP NA,DPH Kaynak

Kwm Vmax Kwm Vmax Ki Inhibisyon

(mM) (EU/mI) (mM) (EU/mI) (mM) taru
Koyun karacigeri 0,0194 0,0223 0,176 0,0179 4,707 Yarigmasiz Turkoglu et al. 2003
Kaz eritrositi 0,0074 0,286 0,0243 0,28 0,144 Yarigmasiz Beydemir et al. 2003
Tavuk eritrositi 0,0496 0,24 0,171 0,0643 - Yarigmali Yilmaz et al. 2002
Gokkusagi 0,166 0,275 0,50 1,352 0,703 Yarigmasiz Ciftci et al. 2004
alabalik eritrositi
Buffalo eritrositi 0,87 7,96 0,106 1,13 - Yarigmali Ciftci et al. 2004

Enzim bircok kaynaktan farkli kromatografik yontemlerle saflastirilmistir. Ilk olarak
1965 yilinda Yoshide tarfindan saflastirilmistir. DEAE seliiloz, DEAE-Sephadex, CM-
Sephadex, Sephadex G-200 ve hidroksiapatit kolonlar1 enzim saflagtirmasinda siklikla
kullanilmistir. (Scott and Tatum 1971; Kanji et al. 1976). Ayrica Cibacron blue F3G-A
Sephadex, Procion Red HE-3B-Sepharose, Procion Yellow HE-3G, Matrex gel Orange
B, dye ligand afinite kolonu ve metal afinite kromotografisi olarak nikel-selat kolonu
kullanilarak da G6PD enzimini saflastirilmigtir (Reuter et al. 1990; Johansson and
Joelsson 1987; Hey and Dean 1983; lyer et al. 2002). Bu giin enzimi en kisa zamanda
ve en iyi verimle saflagtirmak igin en ¢ok kullanilan 2’, 5'-ADP-Sepharose 4B afinite
kromatografisi ilk kez De Flora ve arkadaslar1 tarafindan kullanilmis (Levy 1979) ve

daha sonralar1 modifiye edilerek birgok dokudan bu yontemle enzim saflastirilmistir.

Tedavi ve diger amaglar i¢in kullanilan bir¢ok ilacin organizma iizerinde yan etkilerinin
oldugu ifade edimistir (Hochster et al. 1972). Hatta bunlar ¢ok ciddi rahatsizliklara
sebebiyet verdigi belirtilmistir (Ciftci et al. 2000). ilaglarin enzim inhnibisyonu ile ilgili
bircok in vivo ve in vitro galisma yapilmistir. William ve arkadaglari, G6PD enzim

eksikligi olan sahislarin eritrositlerinin asetanilid, metilenblue, naliksuksinat, neptolan,
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niridazol, nitrofurantion, pamaquin, pentaquin, fenilhidrazin, primaquin, sulfasitamid,
sulfapridin, tolvidinblue, sulfometokzol, tiyozolsulfon, trinitro toluen gibi ilag ve
kimyasallardan dolay1 hemoliz oldugunu tespit etmislerdir (Williams et al. 1986). Ciftci
ve arkadaslart (2000) yaptiklar1 in vitro calismada sodyum seftizoksim, sodyum
ampisilin, sodyum sefuroksim, sodyum sefozolin, sodyum sulperazon, streptomisin
stlfat, gentamisin sulfat ve netilmisin silfat enzimi inhibe ettigi, in vivo ¢alismada da

sodyum sefuroksimin rat eritrositlerinde inhibisyona neden oldugunu belirtmislerdir.

In vitro olarak insan eritrositinde, in vivo olarak da sican eritrositlerinde metamizol ve
magnezyum siilfatin inhibisyon etkisi belirtilmistir (Cift¢i et al. 2001) Koyun karacigeri
izerine yapilan in vitro c¢alisgmada penisillin, sulbaktam, sefozilin, and amikasin
inhibisyona neden oldugu belirtilmistir (Ciftgi et al. 2002). Baz1 siilfanamid tiirevlerinin
enzimi in vitro olarak inhibe ettigi belirtilmistir (Biilbiil ve Erat 2007). Gokkusagi
alabalik eritrositleri lizerine yapilan ¢alismada tiamfenikol, amikasin, gentamisin ve
netilmisin ilaglarinin inhibisyon etkisini belirtilmistir (Erdogan et al. 2004). Beydemir
(2002) koyun eritrositlerinde yaptigi ¢alismada gentamisin, amikasin ve penisilinin

inhibisyon etkisini rapor etmistir.

2.2. 6-Fosfoglukonat dehidrogenaz

Pentoz fosfat yolunun uglincii enzimi olan 6-fosfoglukonat dehidrogenaz (E.C.1.1.1.44;
6PGD) NADP" varliginda 6-fosfoglukonat bilesigini D-ribuloz 5-fosfata doniistiiren bir
enzimdir. Reaksiyon sonucu bir¢ok biyomolekiiliin yapisina giren riboz 5-fosfatin
izomeri D-ribuloz 5-fosfat ve bir¢cok biyokimyasal reaksiyonda indirgeyici gii¢ olarak
kullanilan NADPH olusur. Enzim glukoz 6-fosfatin, glikolitik ve pentoz fosfat yolu

arasindaki dengesinin korunmasinda 6nemli bir rol oynamaktadir (Del Mar et al. 1986).

6PGD’nin dogal substrati 6-fosfoglukonat koenzimi NADP*’dir. Enzimin koenzime
olan ilgisi genelde substrati olan 6-fosfoglukonat’tan daha fazladir (Topham and
Dalziel 1986). Ayrica NADPH spesifik 6PGD‘nin insan eritrositi, kuzu karacigeri,
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Trypanosoma Brucei ve Candida utilis’ de substrat olarak 2-deoksi-6-fosfoglukonat ve
3-keto-6-fosfoglukonati kullanabildigi de c¢alismalarda rapor edilmistir (Hanau et al.
1992; Rippa et al. 1998).

Cizelge 2.3. Farkl tiirlere ait 6PGD enziminin molekiil kiitleleri ve alt birim yapisi

Enzim kaynagi

Molekal
kitlesi (kDa)

Alt  birim  molekul
kitlesi (kDa) ve yapisi

Kaynak

Koyun karacigeri 94 47, homodimer Betts and Mayer 1975
Sigan karacigeri 102 52, dimer Procsal and Holten 1972
Sican incebagirsak - 52, dimer Ceyhan et al. 2005
Tavsan annelik bezleri 104 52, dimer Betts and Mayer 1975
Leuconostoc lactis SHO-54 | 140 32,8, tetramer Ohara et al. 2004

6-fosfoglukanat dehidrogenazin molekiil kiitlesi kaynagma gore 80-152 kDa, alt
birimlerinin molekil kuitlesi ise 31-70 kDa arasinda degismektedir. Bazi canlilarda
homodimer, bazilarinda homotetramer bir yapiya sahiptir. Giliniimiizde bircok farkli
kaynaktan elde edilen enzimin amino asit dizisi belirlenmistir. Enzimlerin ortalama 400

civarinda amino asitten olustugu tespit edilmistir (Hutchison et al. 1984).

Enzimin optimum pH aralig1 5,5-10 araliginda degismekte olup aktivitesinin pH 7-9,2
araliginda arttig1, 9,3’ten sonra ise aktivitesini kaybettigi bildirilmistir (Barenghi et al.
1987). Enzimin dogal halinin optimum pH’s1; insan beyninde 8,6, sigan bobrek korteksi
ve karacigerinde 8,0, sigan eritrositlerinde 7,0, si¢an ince bagirsaginda 7,3 olarak
belirlenmistir (Weisz et al. 1985; Corpas et al. 1995; Beydemir et al. 2003; Ceyhan et
al. 2005). Enzimin stabil pH’s1 si¢an eritrositlerinde 8,0, tavuk karacigerinde 8,5

oldugu rapor edilmistir (Beydemir et al. 2003; Erat 2005).

Enzim aktivitesi sicaklikla degismektedir. Enzim aktivitesinin 20-30°C’de 30 dakikada
kaybolmadigi, 50°C de 20 dakika bekleme ile %85 aktivite kaybettigi ifade edilmistir.
Bazi optimum sicaklik degerleri; sigan eritrositlerinde 45°C ve sigan ince bagirsaginda

49,2°C olarak belirlenmistir (Beydemir et al. 2004; Ceyhan et al. 2005).
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Enzim subsrati olan NADP" ve 6PGA icin Ky Ve Vmax degerleri belirlenmistir.
Katalizlenen reaksiyonun trini olan NADPH i¢in K; degerleri ve inhibisyon tiirleri ile

ilgili ¢alismalar da yapilmustir.

Cizelge 2.4. Farkl: tiirlere ait 6PGD enziminin bazi kinetik 6zellikleri

Enzim Subsratlar Uriin
kaynagi NADP* 6PGA NADPH
] Kaynak

Km Vinax Kw Vinax Ki Inhibisyon

(mM) (EU/mI) (mM) (EU/mI) (mM) tard
Tavuk 0,6211 | 0,0273 0,0343 0,0317 3,244 £1,094 | Yarismal Erat 2005
karacigeri
Sigan 0,059 0,063 0,194 0,054 0,052 £ 0,007 | Yarismasiz Beydemir et al. 2004
eritrositi
Sigan 0,053 - 0,595 - 0,031 +0,003 Yarigmali Ceyhan et al. 2005
incebagirsak
Sigan bobrek 0,056 - 0,049 - 0,041 Yarigmali Corpas et al. 1995
Sican 0,258 - 0,157 0,021 Yarigmali Corpas et al. 1995
karaciger

Enzimin saflastirllmasinda karsilagilan problemler enzimin kararsizligi  ve
stabilizasyonudur. Aktivite kaybinin en aza indirilmesi i¢in genelde ¢aligmalar +4°C’de
yapilmaktadir. Tampona 2-merkaptoetanol, EDTA, NADP*, fenilmetilsulfonilflorir
ilavesiyle stabilizasyon saglanmistir (Toews et al. 1976; Carne 1982; Pearse and
Rosemeyer 1974). Bakteriyel kaynakli 6-PGD enzimler, hayvansal kaynakl
enzimlerden daha kararlidir (Menezes et al. 1989).

Enzim; amonyum siilfat ¢oktiirmesi, yiiksek hizda santrifiij, DE-52 kolonu, SP-
Sephadex, DEAE sellloz, CM-seliiloz, DEAE-Sephadex, CM-Sephadex, hidroksiapatit
ve NADP*-Sepharose, 2' 5'-ADP Sepharose 4B afinite kromatografisi, NADP*-Agaroz

vb. yontemlerle saflastirilmistir (Hanua et al. 2004).

Roark and Brown (1996) tarafindan yapilan ¢alismada bazi metal iyonlarinin potansiyel
inhibitér oldugu belirtilmis ve Zn*?, Cu*?, Cd*? inhibisyonlar tespit edilmistir. Bircok
anyon inhibisyon etkisi gosterir. Ancak asetat inhibisyon etkisi gostermediginden diger
anyonlarin etkileri incelenirken sabit iyonik siddet olusturmakta kullanilabilir (Proscal

and Holten 1972). Ayrica enzim aktivitesi diisik Mg konsantrasyonunda artarken,
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yiiksek Mg*? konsantrasyonunda ise diistiigii belirtilmistir (Veronese et al. 1974). Bazi
turlerde okzalasetat, glukoz-6P, okzalat, fruktoz-6-P, fruktoz-1-P, glukoz-1,6 bisfosfat,
PPi, Pi, Phi (fosfanat), sitrat ve siilfatin ibhibisyon etkisi gosterdigi belirtilmistir
(Beitner and Nordenberg 1979).

Insan eritrosit 6PGD’si {izerinde yapilan caligmalarda; metiergobazin maleat,
piroksikam, tenoksikam, tiyokolsikozid, menadion sodyum bisiilfit, fuluorourasil,
sisplatin, ketoprofenin enzimi inhibe ettigi, adranalin, midazolam, fentanil,
deksametazomna bisiilfit, pentoksifilinin de enzim iizerinde etkisiz oldugu Ozabacigil
(2005) tarfindan belirtilmistir. Akylz (2004) insan eritrosit 6PGD enzim uzerinde
amikasin, ampisilin, sefepim HCI, netilmisin, gentamisin silfat, isepamisin,
kloramfenikol, levofloksasin,  ofloksasin, penisilin, seftazidim  pentahidrat,
siprofloksasin, sefotaksim sodyum teikoplanin enzimi inhibe ettigi, sefazolin sodyumun
aktive ettigi, sefriakson, meropenem, streptomisin siilfatin etkisiz oldugu belitmistir.
Diger bir ¢aligmada vankomisin, sefuroksim sodyum, imipenem, ornidazol, klindamisin,
amoksisilin, metronidazol, larnoksikam ve tenoksikam ilaglarinin inhibisyon etkisi
gosterdigi, siilfanilasetamid, siilfanilamid, rifamisin ve linkomisin ilaglarinin inhibisyon
etkisi gdstermedigini rapor edilmistir (Adem 2006). Ciftci ve arkadaslar1 (2002) sigan
eritrositlerinde yaptiklar1 in vitro ¢aligmalarinda amikacin, ampisilin ve netilmisin
stilfat’in enzimi inhibe ettigini ve metamizol’iin enzim aktivitesi Uzerine etkisinin
olmadigini tespit etmislerdir. Bagka bir in vitro calismada ketotifen, dacarbazine,
meloxicam, furosemide, methotrexate, metochloropramide hydrochloride, ritodrine
hydroklorid, ve gadopentetic acid enzim aktivitesini inhibe ettigi belirtilmistir
(Akkemik et al. 2010). Bazi stilfanamid tdrevlerinin enzimi in vitro olarak inhibe ettigi
belirtilmistir (Biilbiil ve Erat 2007). Netilmisin siilfat ve sefepimin rat eritrositlerinde in
vivo inhibisyon etkisi rapor edilmistir (Akyiiz 2004). Yeni Zelanda albino tiirii tavsanlar
tizerinde yapilan in vivo c¢alismada 6PGD enzim aktivitesi iizerine; 1. Saatte
fluorourasil, ketoprofen ve piroksikam, 3. saatte fluorouracil, ketoprofen, piroksikam,
menadion sodyum bisulfit, sisplatin ve 5. saatte fluorouracil, sisplatin ilaglarinin enzim
aktivitesini 6nemli derecede inhibisyon etkisi gosterdigi rapor edilmistir (Ozabacigil
2005).
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2.3. Glutatyon Reduktaz

Glutatyon redilktaz (Glutatyon; NADP™ oksidoredilktaz, EC 1.8.1.7: GR) enzimi
glutatyon disiilfiti (GSSG) indirgenmis glutatyona (NADPH ya da NADH’1 bir
indirgeyici ajan gibi kullanarak) indirgenmesini katalizler (Muller 1992; Gil et al.
2000). Glutatyon rediiktaz bircok hayvan dokusunda, bitkide ve mikroorganizmada
bulunmaktadir. Yapis1 1935 yilinda aydinlatilmistir (Meister 1988).

Enzim bircok kaynaktan saflastirilmis ve karakterize edilmistir. Enzimin molekdl
kitlesi 70-140 kDa arasinda degismektedir. Genelde Ozdes iki alt birimden

olusmaktadir.

Cizelge 2.5. Farkli tiirlere ait GR enziminin molekdl kitleleri ve alt birim yapisi

Enzim kavnas: Molekul  kutlesi | Alt birim  molekdl Kavnak
ynag kDa kitlesi ve yapisi kDa Y
Sigan karacigeri 125 60 homodimer fg;l;)erg and  Mannever
Alabalik karacigeri 105 53 homodimer Tekman et al. 2008
Insan eritrositi 100 50 homodimer Worthington and
Rosemeyer 1974
Sigir eritrositi 118 58 homodimer Erat 2002
Si1gir beyni 116 64 homodimer Acan and Tezcan 1989

Enzimin optimum aktivite gosterdigi pH aralig1 kaynaktan kaynaga farklilik gosterdigi
Igin 6,5-9 arasinda bulunmustur. Bu deger; domuz eritrositleri igin 7,0, insan eritrositi
icin 8,0, Cyanobacterium anabaena sp. strain 7119 9,0, sigir eritrositleri i¢in 7,3, koyun
karacigeri 8,0, alabalik karacigeri i¢in de 8,0 olarak belirlenmistir. (Boggaram et al.
1979; Scott et al. 1963; Serrano et al. 1984; Erat et al. 2003; Ulusu et al. 2005; Tekman
et al. 2008). Stabil pH ile ilgili yapilan ¢aligmalarda sigir eritrositi 7,3, koyun karacigeri
5,5, alabalik karacigeri 8,0 olarak rapor edilmistir (Erat 2002; Ulusu et al. 2005;
Tekman et al. 2008).
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GR 1s1ya dayanikli bir enzim olarak bilinmektedir. Fare karacigerinde GSSG ile yapilan
olcimlerde 80°C’ye kadar aktivitesini korudugu belirtilmistir (Lopez and Lee 1979).
Optimum aktivite gdsterdigi bazi sicaklik degerleri sigir eritrositi 55°C, koyun
karacigeri 60°C, s1g1r karacigeri 55°C, alabalik karacigeri 10°C’dir (Erat 2002; Ulusu et
al. 2005; Ulusu and Tandogan 2007; Tekman et al. 2008)

Cesitli kaynaklardan enzim subsrati olan NADPH ve GSSG i¢in Ky ve Vnax degerleri
belirlenmistir. NADP" ve GSH icin K; degerleri ve inhibisyon tiirleri ile ilgili calismalar

da yapilmistir. Baz1 sonuglar ¢izelgede verilmistir.

Cizelge 2.6. Farkli tiirlere ait GR enziminin bazi kinetik 6zellikleri

Enzim Subsratlar Uriinler Kaynak
kaynagi GSSG NADPH GSH NADP*
Km Vinax Kwu Vinax Ki Inhibisyon | K; Inhibisyon
(mM) (EU/mI) (mM) (EU/mI) (mM) taru (mM) tard

Balik 0,025 0,098 0,055 0,143 10,17 Yarigmali 0,295 Yarigmali Tekman et

karacigeri al. 2008

Sigir eritrosit | 0,149 0,676 0,0714 0,0931 7,841 Yarigsmasiz 0,248 Yarigmali Erat 2002

Koyun 0,0239 0,255 0,0258 0,266 0,4055 Yarigmasiz 4,367 Yarigmali Ulusu et al.

karaciger 2005

Sigir 0,154 - 0,063 - 7,985 Yari 0,043 Yarigmali Ulusu and

karaciger yarismali Tandogan
2007

GR enziminin saflagtirllmast igin bir¢ok kromatografik teknik kullanilmistir. GR
saflastirilmasinda CM-sellloz, Sephacryl S-200, DEAE-Sephadex, Sephadex G-100,
hydroxyapatite, Sephadex G-75, and DEAE-Sepharose kolonlari kullanilmigtir
(Carlberg and Mannervik 1975; Carlberg and Mannervik 1981; Ulusu and Tandogan
2007). Enzim en hizli ve en yiiksek verimle 2°,5’-ADP-Sepharose 4B afinite kolonuyla
saflagtirillmaktadir. Ayrica hizli protein iyon kromatografisi (FPLC)-anyon degistirici,
and FPLC-hidrofobik etkilesim kromatografisi, Reactive Red-120-Agarose, Sephacryl
S-300 teknikleriyle de saflastirilmistir (Madamanchi et al. 1992; Garcia et al. 1993)
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Ilaglarin ve bazi iyonlarin GR enzimi iizerinde inhibitdr etkisi arastirilmistir. Yapilan in
vitro caligmalarda streptomisin siilfat, gentamisin siilfat, tiamfenikol, penisilin G,
teikoplanin ve ampisilin ilaglarinin insan GR enzimini az veya ¢ok aktive ettigi
belirlenmistir.  Metronidazol, ofloksasin, siproflaksasin, sefazolin  sodyum,
sefepim,meropenem, sefotaksim sodyum ve sefodizim disodyum ilaglarinin da az veya
cok inhibe ettigi belirlenmistir (Erat 2002). Sentiirk (2006) insan eritrositi {izerine
yaptig1 in vitro ¢alismada siilfanilasetamid, siilfanilamid, seftriakson sodyum, rifamisin
SV sulfat, vankomisin HCI, kloramfenikol sodyumsiksinat, sefuroksim sodyum,
imipenem, seftazidim pentahidrat, ornidazol, asetilsalisilikasit, Kklaridromisin,
lornoksikam, ketoprofen, diklofenak sodyum ve tenoksikam ilaglarinin inhibisyon etkisi
gosterdigi linkomisin, klindamisin, amoksisilin, amikasin siilfat ve metamizol sodyum
ilaglarinin aktivasyon etkisi gosterdigini belirtmistir. Insan eritrositi GR enzimi iizerine
Hg*, Cd*, Pb®*, Cu®*, Fe** and AI** iyonlarmm inhibisyon etkisi rapor edilmistir
(Coban et al. 2007). Acan ve Tezcan (1995) Cd** iyonunun Sigir beyininden
saflagtirdiklar1 GR enziminin aktivitesini inhibe ettigini bildirmislerdir. Alabalik
karacigerinden saflastirilan enzim aktivitesini Cd*2,Cu*?, Pb*2 Hg*? Fe+3 ve Al*3
metal iyonlariin in vitro olarak inhibe ettigi belirtilmistir (Tekman et al. 2008)
Ofloksasin, levofloksasin, sefsazolin ve sefepim antibiyotiklerinin tavuk karacigerinden
saflagtirilan GR enzimini inhibe ettigi belirtilmistir (Demir et al. 2006). Erat ve Ciftci
(2003) koyun karacigerinde oflaksasin, levdlaksasin, sefepim ve sefezolinin GR enzim
aktivitesini inhibe ettigini, thiamphenicol ve gentamisin ise enzim aktivitesini ¢ok az
inhibe ettigini belirtmislerdir. Baz1 stlfanamid ttirevlerinin enzimi in vitro olarak inhibe
ettigi belirtilmistir (Biilbiil ve Erat 2007). Insan eritrosit GR’sinde in vitro olarak
inhibisyon etkisi belirlenen cefotaxime ve cefodizime antibiyotiklerinin si¢an
eritrositlerinde yapilan in vivo c¢alismada herhangi bir inhibisyon etkisinin

belirlenmedigi rapor edilmistir (Erat et al. 2005).

Bu calismada Kkalp ve akcigerinden saflastirllan G6PD, 6PGD ve GR enzimlerinin

aktiviteleri Gizerine etkisi arastirilan ilaglar ve 6zellikleri asagidaki gibidir.


http://www.sciencedirect.com/science?_ob=ArticleURL&_udi=B6W89-4SBHX4G-1&_user=610102&_coverDate=08%2F31%2F2008&_rdoc=1&_fmt=high&_orig=search&_origin=search&_sort=d&_docanchor=&view=c&_acct=C000031788&_version=1&_urlVersion=0&_userid=610102&md5=4e287479fe68b7b02cd226c0b7652c10&searchtype=a#bbib10�

21

1. Furosemid: Furosemid farmakolojik o&zellikleri ve kimyasal yapisi ile diger
diiiretiklerden farkli, yeni ve kuvvetli bir ditiretiktir. Bu ilacin digerlerinden farkli tarafi
idrar atilmii ¢ok fazla artirmasi ve doz artirilmasi ile etkisinin artirilmasidir. Agiz
yoluyla alinan furosemid'in etkisi 1/2-1 saatte baglar, 1-2 saatte maksimuma erigir ve 6-
8 saat surer, 1.V. uygulamada 5 dakikada etkisini gdsterir, i.m. uygulama sonrasi etki
biraz daha ge¢ baslar. Oral biyoyararlilik %60-70 arasindadir. Furosemid'in %88'i
bobrek, %12'si safra yoluyla atilir. Ilacin cogu degismeden, pek az1 da glukuronid

seklinde ¢ikar. Klirensi 2 ml dk-1 kg-1' olup yarilanma 6mrii 2 saattir.

Furosemid, konjestif kalp yetmezligi, karaciger sirozu, akut ve kronik bobrek yetmezligi
ve nefrotik sendroma bagli 6demler, akciger ve beyin ddemi, hafif ve orta derecede
hipertansiyon vakalarinin tedavisinde yalniz basma veya diger antihipertansif ilaclarla
kombine olarak, agir hipertansiyon vakalar1 veya hipertansif krizlerin tedavisinde diger
ilaclara yardimei olarak, tedaviye cevap vermeyen ddem vakalarinin tedavisinde yalniz
basina veya tiazid veya aldosteron antogonistleriyle kombine olarak, hiperkalsemi
hallerinde kalsiyum atilimini arttirmak i¢in, akut bobrek yetmezliginde oligiiri tedavisi

ve ¢ikan idrar1 arttirmak i¢in kullanilir (Kayaalp 2002).

2. Levofloksasin: Levofloksasin oral ve intraven6z uygulamaya mahsus, sentetik,
florokinolon tiirevi, genis spektrumlu bir antibakteriyeldir. Florokinolon antibakteriyel
ilag olan levofloksasin DNA-DNA giraz kompleksi ve topoizomeraz 1V (zerinda
etkilidir. Farmakokinetik a¢idan levofloksasinin oral ve intravendz yoldan
uygulanmasinin 6nemli bir fark bulunmamaktadir, bundan dolay1 oral ve intravendz
yolla uygulamalarda birinden digerine gegis yapilabilmektedir. Levofloksasin oral
yoldan uygulandiginda gastrointestinal sistem tarafindan hizla ve tamamen emilir ve
serum doruk konsantrasyonlarina ortalama 1 saat i¢inde ulasilir. Biyoyararlanimi
yaklagik %100°diir. Serum yarilanma Omrii 6-8 saat arasinda bulunmustur. Cok az
oranda metabolize olur ve atiliminin yaklagik %85°1 bdbrekler yoluyla gergeklesir.
Levofloksasin akciger dokularinada kolaylikla gecer ve konsantrasyonu serum

konsantrasyonundan fazladir.
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Levofloksasin akut siniizit, kronik bronsitin akut alevlenmesi, toplumda edinilmis
pnomoni, piyelonefrit dahil, komplikasyonlu Griner sistem enfeksiyonlari, prostatit, deri

ve yumusak doku enfeksiyonlart durumlarinda kullanilir (Kayaalp 2002).

3. Sefuroksim: Sefuroksim, antibiyotige hassas mikroorganizmalarin meydana getirdigi
enfeksiyonlarda etkilidir. Etkisini bakteri hiicre duvarini ihhibe ederek gostermektedir.
Sefuroksim im. uygulandiktan sonra ortalam 45 dakikada serum konsantrasyonu en
yiiksek seviyeye ulasir. Ilag 5,3 ve 8 saat kadar serumda varligin1 devam ettirir. Uygulan
dozun ortalama %89’u bobreklerden 8-6 saatlik bir siirede atilir. Sefuroksim serum
proteinlerine %50 oraninda baglanmaktadir. Sefuroksimin kullanildig1 enfeksiyonlarin
ise baslicalar1 sunlardir: Alt ve ist solunum yolllar1 enfeksiyonlari, iiriner sistem
enfeksiyonlari, deri ve yumusak doku enfeksiyonlari, kemik ve eklem enfeksiyonlari,
dogum ve jinekolojik enfeksiyonlarinda kullanilabilir. Enfeksiyonlarla olusabilecek risk
durumlarinda ameliyatlarda kullanilabilir. Dozaj ayarlamasi hastaligin durumuna gore

degismektedir (Kayaalp 2002).

4. Gentamisin: Gentamisin, micromonospora purpurea’dan dretilen aminoglikozid
grubundan bir antibiyotiktir. Gentamisin, bakteri hiicre ribozomlarinda 30S alt kismina
baglanarak protein sentezini inhibe ederek bakterisid etki gostermektedir. Gentamisin
stilfat sindirim kanalindan absorbe edilmediginden, parenteral yolla kullanilir. Kas igine
verildiginde, 30-60 dakikada serumda maksimum konsantrasyona ulasir. Genellikle
verilmesinden sonraki 24 saat icinde %70'i idrarla degismeden atilir. Gentamisin

yarilanma Omrii 1,5-4 saat arasinda degismektedir.

Gentamisin yeni dogan sepsisi, bakteriyel septisemi ve kalp kapakgiklarmin iltihabi,
idrar yollar1 enfeksiyonlari, santral sinir sistemi enfeksiyonlari (menenjit), solunum
sistemi enfeksiyonlari, intraabdominal enfeksiyonlar, deri, kemik, eklem ve yumusak

doku (yaniklar) enfeksiyonlarinda kullanilmaktadir (Kayaalp 2002).
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5. Sefazolin: Bakteri hiicre duvari sentezini inhibe ederek bakterisid etki gdosteren bir
sefalosporindir. Enjeksiyondan sonra kanda hizla yiiksek konsantrasyonlara ulasir.
Bobrek, karaciger ve akciger dokularina kolaylikla gecer. Yarilanma Omri i.m.
uygulamada yaklasik olarak 2 saattir. Safra ile yiiksek oranda atilir. Safra
konsantrasyonlari, serum konsantrasyonlarinin 5 katina kadar ¢ikabilir. Sefazolin
sodyum’un %90°dan fazlas:1 idrarda degismeden disar1 atilir. Ilk 6 saat %60, 24 saate

9090 oraninda idrarla atilir.

Sefazolin solunum yolu enfeksiyonlari, safra yollar1 enfeksiyonlari, peritonit, lenfanjit
ve lenfadenit, septisemi ve subakut bakteriyel endokardit, idrar yolu enfeksiyonlart,
kemik ve eklem enfeksiyonlari, deri ve yumusak doku enfeksiyonlari, jinekolojik

enfeksiyonlar, kulak, burun, bogaz enfeksiyonlarinda kullanilir (Kayaalp 2002).

6. Seftazidim: Seftazidim yar1 sentetik, beta-laktam, genis spetrumlu, parenteral
uygulanan, tglnci nesil sefalosporin grubunda bir antibiyotiktir. Antipsédémonal etki
giicii en yliksek olan iki sefalosporinden biridir. Seftazidim bakterilerin hiicre duvari
sentezinden sorumlu enzimleri inhibe ederek bakterisid etki gosterir. Gram-negatif ve
gram-pozitif organizmalar genellikle seftazidime duyarhdir. Seftazidim klinik agidan
o6nemli olanp -laktamazlara karsi énemli Olciide stabildir. Bu nedenle ampisiline ve
diger sefalosporinlere direncli suslar iizerinde de etkilidir (Kayaalp 2002). Ilacin
yarilanma omrii yaklasik olarak 2 saattir. Seftazidim i.v. ve i.m. uygulamadan sonraki 2
saate %50°’si1 idararla atilir ve devaminda 24 saat i¢inde bobreklerden %80-90 oraninda

atilir.

Seftazidim, alt solunum yolu enfeksiyonlari, deri ve yumusak doku enfeksiyonlari, idrar
yollar1 enfeksiyonlari, bakteriyel septisemi, kemik ve eklem enfeksiyonlari, jinekolojik
enfeksiyonlar, intraabdominal enfeksiyonlar, santral sinir sistemi enfeksiyonlarinda

kullanilir.

Tedaviden once enfeksiyona neden olan mikroorganizmalari ve onlarin seftazidime
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duyarligini tespit amaciyla bakteri kiiltiirleri i¢in Ornekler alinmasi tavsiye edilir.
Duyarli calismalarinin sonuglar1 alinmadan 6nce tedavi baslatilabilir. Ancak bu sonuglar

alindiktan sonra antibiyotik tedavisi bu sonuglara gore ayarlanmalidir (Kayaalp 2002).

7. Metilprednisol: Metilprednisolon sentetik ve flor icermeyen bir kortikosteroid olup
tiim kortikosteroidler gibi belirli dokulardaki hiicrelerin protein sentezini kontrol altinda
tutarak antienflamatuar ve antialerjik etki gosterir. Son senelerdeki c¢esitli klinik
caligmalar sok gibi akut durumlarda yiliksek dozda kortikosteroid uygulamasinin
yararini kanitlamaktadir. Metilprednizolon sodyum siiksinat uygulandiktan sonra siiratle
absorbe olur ve uzun sire etkisini gosterir. Plazma proteinlerine %95 oraninda
baglanir. Plazma yarilanma 6mrii 3,5 saat veya daha fazladir. Karacigerde metabolize
olan ilacin ana metaboliti; 2-beta-hydroxy-6-alfa-metilprednisolondur. Uygulanan doz

24 saat icinde aktif olmayan metebolitler halinde %85 ‘i idrarla ve %10’u diski ile atilir.

Ilag i.v. veya i.m. yolla kullanildiginda: Endokrin hastaliklari, romatizmal hastaliklar,
kollajen doku hastaliklari, deri hastaliklari, alerjik reaksiyonlar, g6z hastaliklari,
sindirim sistemi hastaliklar1, solunum sistemi hastaliklari, hematolojik hastaliklar,
tiimorle ilgili hastaliklar, 6demli reaksiyonlar, sinir sistemi hastaliklari, kardiyojenik

sok, septik sok, anaflaktik sok, hipovalemik sok, karisik sok durumlarinda endikedir.

8. Teikoplanin: Teikoplanin, aerob ve anaerob gram-pozitif mikroorganizmalara kars1
bakterisid etkinlige sahip yeni bir parenteral glikopeptid antibiyotiktir. Etki
mekanizmasi nedeniyle, teikoplanine direncli suslarin ortaya ¢ikma olasiligi distiktiir.
Intravendz ve intramiiskiiler yoldan uygulamay1 takiben, teikoplanin viicut dokularina
genis Olgliide dagilir. Eliminasyon hizi yavas oldugundan plazma yarilanma omri
yaklasik 150 saattir; atihmi bobrekler yoluyla gergeklesir. Teikoplanin oral yoldan
uygulandigi zaman absorbe edilmez. Giinde bir kez intravendz ya da intramuskuler

yoldan uygulanabilir.
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Gram-pozitif bakterilerin neden oldugu enfeksiyonlarin tedavisinde kullanilir. Bunlar:
Endokardit, septisemi, kemik ve eklem enfeksiyonlari, solunum yollar1 enfeksiyonlari,
deri ve yumusak doku enfeksiyonlari, idrar yollar1 enfeksiyonlar1 ve kronik ayaktan
periton diyalizi ile iligkili peritonit durumlarinda kullanilabilir. Teikoplanin, penisilinler
ya da sefalosporinlere kars1 alerjisi bulunan hastalardaki enfeksiyonlarin tedavisinde de
etkilidir. Ayrica gram-pozitif bakterilere bagli enfeksiyonlarn risk olusturacag:
hastalarda profilaksi amaciyla kullanilabilir. Clostridium difficile’nin neden oldugu

antibiyotikle iliskili ishal tedavisinde agiz yoluyla kullanilabilir.

9. Teofilin: Teofilin guclu bir bronkodilator olup, brons diiz kaslarint ve pulmoner
arter diiz kaslarin1 gevsetir. Merkezi sinir sistemini, solunum merkezini ve
miyokardi uyarir, daha az Olgiide sistemik rezistans azalmasi ve miyokard
stimiilasyonu sonucu organ perfiizyonu ve diiirezis fazlalagir. Mide sekresyonunu,
asit, pepsin ve gastrin salgisini, kanda katekolamin, renin ve serbest yag asitlerini
arttirir.  Plazma proteinlerine baglanma orant %60, yeni doganda ve sirozlu
hastalarda %40'tir. Yarilanma stiresi biiyiiklerde 9 saat, ¢ocuklarda 3,5 saat,
prematlrelerde 20-36 saattir. Karacigerde metebolize olan ila¢ %20 oraninda
degismeden idrarla atilir. Metabolitleri 3-metilksantin, 1-metiltrikasid ve 1,3-
dimetillrik asit olup prematire bebeklerde dnemli bir kismi kafeine doniistiiriiliir.
Brongiyal astim, kronik bronsit ve amfizeme bagli bronkospazm, sol kalp
yetmezliginin neden oldugu akciger 6demi ve gece ortaya ¢ikan solunum zorlugu

durumlarinda kullanilir.

10. Digoksin: Digoksin sodyum ve potasyumun hiicre igine girisini kontrol eden
sodyum-potasyum ATPazin bir inhibitoridir. Kalp glikozidlerinden olup digitalis
lanata bitkisinin yapraklarindan elde edilir. Oral ve iv. yolla verilir. Oral yola
kullanildiginda %60-70, iv. yolla kullanildiginda %100 oraninda absorbe olur. Oral
olarak alindiginda emilimi yavas oldugundan, uygulandiktan 1-3 saat icinde serum
konsantrasyonu en {ist seviyeye c¢ikar. Plazma proteinlerine baglanma orami yaklasik
olarak %25°dir. Yaklasik olarak %50-70 oraninda metabolize olmadan bobreklerden

atilir. %16’s1 3-B-digoksigenin, 3-keto-digoksigenin, diger glukoronidlere ve sulfat
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konjiigasyonlarina dondisiir.

Etiyolojisi ve ciddiyet derecesi ne olursa olsun, kronik kalp yetmezliginde, cerrahi
vakalarda, potansiyel ve gizli kalp yetmezligi, tasikardik disritmi ile beraber olan
belirgin veya latent kalp yetmezligi hallerinde, ¢ocuklarda kalp dekompansasyonunda
kullanilir (Kayaalp 2002).

11. Dopamin: En basit yapili katekolamin olan dopamin kisitli indikasyonlarda
kullanilir. En belirgin etkiyi kardiyovaskiiler sistemde yapar ve etkisi dozaja gore
degismektedir. Sadece iv. yolla kullanilir. Intravenéz kullanim sonrasinda dopaminin
eliminasyon yari-6mrii 5 dakikadan daha azdir. Ilag karaciger, plazma ve bobrekde
metabolitlerine donistiiriilerek etkisiz hale getirilir. %85'i 24 saat i¢inde idrarla atilir.
Akut konjestif kalp yetmezligi ve sok olgularinda, bobrek yetersizligi tehdidi, akut
pankreatit, kronik kalp ve bobrek hastaliklarinda akut yetersizlik tehdidi, ditiretik
tedavisinin etkisini artirmak ve desteklemek, PEEP uygulamali yapay solunumda
azalmis kalp ve bobrek fonksiyonlarini diizeltme, epidural anestezide kardiyovaskuler
fonksiyonu stabilize etmek icin antiaritmik ilaclar, barbituratlar, karbromal ve bébrek

yoluyla atilan diger ilaglarla akut zehirlenmelerde kullanilir (Kayaalp 2002).

12. Adrenalin: Adrenalin agiz yolunda kullanilmaz. Ciinkii bagirsak ¢eperinde ve
karacigerde bulunan enzimlerce inaktif hale getirilir. Adrenalinin diz kaslar Gzerine
etkisi, belirgin olarak brons kaslarinda goriiliir. Bu kas adrenalinin etkisiyle gevser
bronkospazm durumunda bu etki daha belirgin bicimde gozlenebilir. Adrenalin, mide-
barsak kaslarinin motilitesi iizerine inhibitér bir etki yaparak tonusu azaltir. Yalniz
ileokolik sfinkter ve dalak kapsull kontrakte olurlar. Keza pilomotor kaslar, adrenalinin
etkisiyle kasilir. Vezikanin bosalmasi iizerine adrenalinin inhibitor etkisi vardir.
Adrenalin, splanknik sahanin, derinin ve mukozalarin arteriollerini siddetle daraltir.
Deri kapilleri adrenalin etkisiyle daralir, fakat kas kapilleri genisler, venalar genellikle
daralir. Adrenalin kalp atimin1 hizlandirir kalp kasinin kontraktilitesini artirir. Kalbin
hem atim hacmi, hem atim sayis1 arttigindan dakika hacmi iki misline kadar, hatta daha

fazla yiikselir. Adrenalin etkisiyle koroner arterler genisler. Fakat tasikardi nedeniyle
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diastol kisaldigindan koroner akimi, bu damarlarin genislemesi dl¢iisiinde yiikselmez.

Cilinkii koronerler, kan1 aortadan kaslarin gevsemesi esnasinda alirlar (Kayaalp 2002).

13. Lidokain: Baslangi¢da lokal anestezik olarak ¢ikarilmis ve sonradan antiartmik
olarak da kullanilmaya baglanmistir. Dar spektrumlu bir antiarmik ila¢dir. Lidokain
karacigerden ilk gecisinde %70 oraminda inaktive olur. Intravendz bolus
enjeksiyonundan sonra lidokainin eliminasyon yarilanma siiresi ortalama 100 dakika
olup uzun sareli iv. infiizyonlarda bu 3 saati bulabilir. Iv. tek dozluk enjeksiyonundan
sonra etkisi derhal gorulir ve 10-20 dak siirer. Lidokain karacigerde N-dealkilasyonla
glisin ksilidid ve mono etil glisin ksilidide metabolize olur. Bu metabolitlerin
toksikolojik ve farmakolojik etkileri lidokaine benzer ama daha azdir. Idrarla 4-
hidroksi-2,6- dimetil anilin konjugesi seklinde atilir. Karaciger hastaliklarinda
lidokainin yarilanma siiresi 2-3 kat uzayabilir. Lidokain kolayca plasentaya ve
serebrospinal siviya geger. Ventrikiiler aritmilerde, enfarktiiste, kalp ameliyatlar
esnasinda mekanik tahriglerde, kalp kateterizasyonu ve angiokardiyografi gibi

diagnostik mudahalelerde kullanilir (Kayaalp 2002).

14. Metoprolol tartarat: Baslica bronslarda ve periferik damarlarda bulunan (2-
reseptorlerini etkilemek i¢in gereken dozdan daha diisiik dozlarda, esas olarak kalpte
bulunan B1-reseptorlerini etkiler. Metoprololiin hem membran stabilize edici etkisi hem
de parsiyel agonist etkisi (intrinsik sempatomimetik  aktivite)  yoktur.
Katekolaminlerin kalp {izerine olan uyarici etkilerini metoprolol azaltir veya inhibe
eder. Bunun neticesinde kalp atim hizi, kardiyak kasilma yetenegi ve kalp debisi azalir.
Metoprolol yiikselmis kan basincini diisiiriir. Kan basincinda egzersize karsi cevap
olarak olusan artiglar1 da azaltir. Karacigerde sitokrom p450 sistemi enzimleriyle buyuk
oranda metabolize olup oksidatif metabolizmasi1 genetik kontrol altindadir. Metebolitleri
meteprololiin etkisine katkis1 yoktur. Plazma konsantrasyonunun %10 proteinlere
baglanir. Yarilanma omrii ve idrarla atilim oran1 metabolizmanin faaliyetine baglhdir.
Hipertansiyon, angina pektoris, supraventrikiiler tasikardi dahil olmak iizere kalp ritim
bozukluklari, miyokard enfarktiisiiniin idame tedavisi, palpitasyonlu fonksiyonel kalp

hastaliklar1, migren proflaksisinde endikedir (Kayaalp 2002).
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15. Verapamil HCI: Kalsiyum iyonu inhibitoridir. Inhibisyon etkisini kalsiyum
kanallar1 bloke ederek ya da direkt kalsiyum iyonlari lizerine etkilidir. Oral yolla alinan
verapamilin %90°1 absorbe edilir. Biyoyararliligi, karacigerden gegerken inaktif hale
getirildigi i¢in %20-35 arasindadir. Bu nedenle oral doz, parenteral dozun 10 katidir.
Yarilanma omrii tek dozda 2,8—7,4 saat arasinda iken tekrarlanan ardisik dozlarda 4,5-

12,0 saat olarak belirlemistir. Plazma proteinlerine %90 oraninda baglanir.

[lacin oral formlari: Kronik koroner yetmezligi ve koroner spazmlar, infarktiis sonrasi
tedavi, supraventrikiiler tasikardinin gecirilmesi ve rekurrent supraventrikiiler tasikardi
olgularinda profilaksi, atrium fibrilasyonu, hizli iletimle birlikte atrium flatteri ve
ekstrasistoli gibi aritmilerde kullanilir. Enjeksiyon formlar: Kriz tarzinda kan basinci
yukselmeleri, akut koroner yetmezlik, halotan narkozu ya da halotan narkozunda
adrenalin uygulamasinda ektopik ritm bozukluklarinin tedavisi ve profilaksisi igin
kullanilir (Kayaalp 2002).

16. Kotinin: Sigara kullanim1, Diinya Saglik Teskilati (WHO) tarafindan, giiniimiizde
bir biyo-sosyo-psikolojik zehirlenme hali olarak tarif edilmektedir. Sigara aliskanligi,
bireylerin birbirlerini etkilemesiyle bir sosyal zehirlenme ve ortaya ¢ikardigi tolerans
hali, fizik ve psikolojik bagimlilik yapma o6zellikleri bakimimdan da bir psikolojik

zehirlenme durumudur (Kesim 2004).

Titlin  Uriinlerinin  kullannm1  ¢ok ciddi halk sagligi sorunlarina neden olabilir
(Anonymous 2004). Sigara kullannominin serbest radikalleri, reaktif nitrojenleri ve
reaktif oksijen tiirlerini arttirdig1 bilinmektedir. Farmakolojik olarak da ilaclarin etkisini
azaltic1 ya da toksin etkileri olabilir. Sigarada 4000'den fazla kimyasal bilesigin varlig1
belirlenmistir ve bunlarin en az 50 tanesi kanserojen 6zellik tasimaktadir (Hoffmann et

al. 1997).

Sigaranin yaygin kullanimi nikotinin bagimlilik yapan etkisinden kaynaklanmaktadir.

Nikotin; tatindn aktif alkaloitidir. Yarilanma omrii 1-4 saat arasi1 degismekte, ortalama
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olarak 2 saat siirmektedir. Bu farklilik nikotinin birgok dokudan yavas birakilmasindan
kaynaklanmaktadir (Benowitz et al. 1982). Nikotin Oncelikli olarak karacigerde
metabolize edilmekle beraber bdbrekler ve akciger de bu metabolik aktiviteye katkida

bulunur.

Nikotinin en 6nemli meteboliti ise kotinindir. Sigara ile alinan nikotinin %70-80'i
nikotin-kotinin metabolik yolu ile sitokrom P450 2A6 ve aldehit oksidaz enzimlerince
karacigerde, nikotinin bir metaboliti olan kotinine doniistiiriiliir (Brandange and
Lindblom 1979a; Gorrod and Hibberd 1982). Nikotinin kotinine doniisiimii bir karbon
oksidasyonudur (Benowitz et al. 1991). Bu doniisiim NADPH'a bagimlidir (Kyerematen
and Vesell 1991). Reaksiyonun birinci asamasi ile ilgili bircok ¢alisma yapilmis ve
CYP2A6 enzimince katalizlendigi kabul gormiistiir. 2. asamada aldehit oksidaz
sitozolik bir enzim olmasindan, reaksiyonun ise mikrozomlarda olusmasindan dolay1

tartisilmaktadir.

NP Ny "INt

' N CYF2AG N3 |oksidaz ™ N 0

L | | | |
CHs CHz CHz

N N N

Nikotin Nikotin A'G). Kotinin
iminyum iyonu

Sekil 2.1. insanda kotinin olusumu

Nikotinin memelilerdeki temel metaboliti olan kotininin, sigara igenlerin kanlarindaki
konsantrasyonu nikotine oranla on kat daha fazladir (Benovvitz et al 1987; Hofer et al
1992). Tiitlin irtinleri ve sigara kullanicilarinin kaninda ortalama 250-350 ug/L kotinin
bulunmaktadir (Benowitz 1986; Benovvitz and Jacob 1994; Hurt et al. 1993).
Metabolizmada temizlenme orani yiiksektir.

Cogu zaman kotinin, nikotin aliminin bir belirleyicisi olarak da kullanilmaktadir (Zevin et al
1997). Kotinin miktari idrarda ve serumda yapilan testlerle belirlenmektedir. idrardaki kotinin
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miktar1 serumdaki oranina nisbeten ¢ok daha fazladir. Serum kotinin seviyesi 10 ng/mL'den diisiik
ise kisinin sigara igmedigi, 10 ng/mL ile 100 ng/mL arasinda ise sigaray1 az tiikettigi veya pasif
icici, 300 ng/mL civarinda ise agir igici veya giinde 20 den fazla sigara ictiginin gostergesidir.
Idrarda 11 ng/mL ile 30 ng/mL aras1 az igici veya pasif igici, 500 ng/mL ya da iistii aktif igiciligin
bir gostergesidir.

Cizelge 2.7. Nikotinin idrarda bulunan temel metabolitleri ve bulunma yiizdeleri

Nikotinin Grede bulunan metabolitler % orani
Nikotin %8—10
Nikotin glukuronid %3-5
Nikotin N'-oksid %47
Nornikotin % 4-8
Nikotin izometonyum iyonu %4-10
Z 4-hidroksi-(3-pridil) butanoik asit %1-2
5| 4-oksi-(3-pridil) butanoik asit %1-2
= Kotinin %10-15
Norkotini %1-2
o p T Py
£ | [T e
? -g idroksikotinin glukuronid %7-9
¥ | Kotinin-N-oksid %?2-5
Kotinin glukuronid %12-17
5'-hidroksikotinin %1,2-1,6

*Neurath et al. 1987; Curvall et al. 1991; Byrd et al. 1992, 1995a,b; Benowitz et al. 1994; Neurath, 1994; Hecht et al.
1999b; Meger et al. 2002 and Jacob et al. 2006

Cizelge 2.7.'de goriildiigii gibi nikotin birgok farkli metabolite doniisiir. Fakat en fazla
%70-80 oraninda kotinine doniisiir. Nikotinin %70-80 oraninda kotinine doniismesine
karsilik ayni oranda idrarda tespit edilememektedir (Benowitz et al. 1994). Cinki

kotinin daha sonra 6 farkli metabolik iiriine daha dontisiir.
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Kotininin en buyuk metaboliti trans-3-hidrosikotinindir. Bu metabolitin olusum
reaksiyonu CYP2A6 tarafindan katalizlenmektedir (Murphy et al. 1999). Kotinin ve
trans-3-hidrosikotinin ~ konjligasyon  reaksiyonuna  ugrayarak  glukuronidinin
konjiigasyonlarina doniismektedirler (Byrd et al. 1992; Caldwell et al 1992). Trans-3-
hidroksikotinin idrarda en bol bulunan nikotin metabolitidir (Benowitz et al. 1994).
Yarilanma Oomri tiire gore degismekte ve kotinine benzerlik gostermektedir. Kalp
damarlari tizerinde nikotin gibi etki gostermemektedir (Benowitz and Jacob 2001). 3-
hidroksikotinin ve onun o-glukuronide konjligasyon uriini olan trans-3'-hidroksikotinin
glukuronid, idrarda nikotinin % 40-60 oraninda tespit edilmistir (Byrd et al. 1992;
Benowitz et al. 1994; Andersson et al. 1997; Hecht et al. 1999b). Plazma kotinin
seviyesi ile trans-3-hidroksikotinin seviyesi arasinda Onemli bir baglanti yoktur
(Benowitz et al. 1994).

Genel olarak kotinin plazma seviyesinin %25-28 oranindadir, fakat bu oran bireysel
farkliliklarda 6nemli oranda degismektedir. Trans-3-hidroksikotinin nikotine maruz
kalmanin bir 6l¢iisii olabilecegi onerilmis fakat nikotinin idrardaki en yliksek metaboliti
olmasindan dolayi, Oncelikli olarak idrarda yapilacak Ol¢limlerde kullanilabilir.
Kotininin trans-3-hidroksikotinine doniisiimii insanda biiylik oranda sec¢imli bir
doniistimdiir. Cilinkii idrarda cis-3-hidroksikotinin %5'den daha az oranda tespit edilistir
(Jacob et al. 1990; Voncken et al. 1990). Idrarda nikotin ve kotininin konjiigasyon
rtinleri arasinda N- glukuronide olmasina karsilik, 3-hidroksikotinin sadece O-
glukuronidinine rastlanmistir (Byrd et al. 1994). 3-hidroksikotinin N-glukuronidin insan
karacigerinde onemli oranda tespit edilmis fakat idrarda tespit edilememistir (Kuehl and
Murphy, 2003b). Bunun sebebi 3-hidroksikotinin N-glucuronide ya stabil degil ya da

var olan yontemlerle tespit edilemeyecek kadar az olmasindandir.

Kotininin insan viicudundaki yarilanma 0mrii yaklasik olarak 16-20 saat oldugundan,
sigara kullanimindan birka¢ giin, hatta bir hafta iginde bile idrarda ve serumda tespit
edilebilir. Bu 6zelliginden dolayi sigara ile ilgili ¢alismalarda, sigaraya maruz kalmanin
bir Olgiisii olarak kullanilir. Kandaki nikotin orani birkag¢ saatlik sigara kullanimim

belirtirken; kotinin orani bir haftalik sigara miktarin1 ifade eder (Benowitiz 1983).
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Kotinin plazma konsantrasyonu ile tiikiiriik ve idrar konsantrasyonlar1 arasinda bir
korelasyon bulundugu icin degerler birbirinin yerine kullanilabilir (Benowitz 1996;
Zevin et al. 2000). Serum nikotini ve idrar/tukiirik kotinin orani NRP dozunun bir
gostergesi olarak kullanilir. Ayrica kotininin sigaranin sebep oldugu bir¢ok hastalikta da

belirte¢ olarak kullanilmas1 amaciyla ¢alismalar yapilmistir.

Mentollii sigara kotininin yarilanma Omriinii daha da uzatmaktadir. Ciinkii mentol,
kotininin enzimatik metabolizmasi ile yarigma halindedir (Ahijevych et al. 2002).
Yapilan bazi caligmalarda mentol ve onun ile ilgili bazi bilesiklerin nikotin

metabolizmasini inhibe ettigi belirtilmistir (MacDougall et al .2003).

Kotinin nikotinden daha az polardir. Viicut sivist ile tiim bedene dagilir. Farelere
kotinin verilmis ve en yiiksek konsantrasyon bdbrekte, onu takiben karaciger ve
akcigerde bulunmustur. Beyin kotinin seviyesi kandaki seviyesinden yiiksek

bulunmustur (Gabrielsson and Bondesson 1987).

Kotininin farelerde (Dar et al. 1993, 1994; Erenmemisoglu and Tekol 1994), sicanlarda
(Risner et al. 1985; Goldberg et al. 1989), kedilerde (Yamamoto and Domino 1965),
kopeklerde (Risner et al. 1985), sincap maymunlarinda (Risner et al. 1985; Takada et
al. 1989), insanlarda (Keenan et al. 1994) aktif oldugu belirtilmistir. Ayn1 zamanda
memelilerde nikotinden farkli davranigsal etkilere yol actig1 da belirtilmistir. (Risner et
al. 1985; Goldberg et al. 1989). Nikotin ve kotininin, prolaktin ve aldosteronun sigan
serumundaki konsantrasyonlarim1 farkli sekillerde etkiledikleri rapor edilmistir.

(Andersson et al. 1993).

Kotinin biyolojik acidan inaktif olarak tanimlanmis ve farmakolojik olarak bazi etkilere
sahip oldugu belirtilmistir (Benowitz 1996; Herzig et al. 1998). inaktifligi daha ¢ok
tizerinde calisilmamis olmasindan ve aktifliginin nikotin ile karsilagtirilmasindan
kaynaklanmaktadir. Ornegin kotinin, nikotin reseptdrii iizerinde etkisizdir; fakat steroid

hormonlarinin da bulundugu bir grup enzim sistemi tzerinde etkilidir (Benowitz 1994).
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Kotininin metabolizma {izerinde nikotine benzer ve farkli etkilere sahip oldugu
bilinmektedir. Kotininin hiicresel seviyede de bazi etkileri oldugu belirtilmistir.
Kotininin hafiza yapici ve sinir hiicrelerinin 6lmesini engelleyici etkisinin bulundugu
belirtilmis. Literatlrde kotinin ve mnikotinin Alzheimer, Sizofren ve Parkinson
hastaliklarinin etkilerini azaltici etkilere sahip olabilecekleri belirtilmistir (McKie and
Robin 2004). Kotininin merkezi sinir sistemi iizerinde nikotinin etkisini artirict yonde

rol oynadig1 belirtilmistir (Keenan et al. 1994).

Kotinin ayrica nikotine zit etkiye sahip oldugu bulunmustur. Oncelikle fare ve tavsan
bagirsak diiz kaslarinda rahatlatici etkisi gozlenmistir (Kim et al. 1968). Kotininin
sicanlarda tirozin hidroksilasyonunu ikincil olarak azaltan katekalain etkisini azalttig1
belirtilmistir (Eneroth et al. 1977). Aym1 grup si¢an beyninde hidroksitriptaminin
turnover sayisinin, kotinin tarafindan nikotin gibi azaltildigi rapor edilmistir. Kotininin
merkezi sinir sistemi lizerindeki etkisinin nikotinin asetil kolin reseptoriinden bagimsiz
bir béliimiinde oldugu tahmin edilmektedir. Kotinin farelerde antinosiseptif bir bilesik

olarak nikotini taklit ettigi belirtilmistir.

Sigara icen ve igmeyen insanlarin karacigerinde biyopsi yoluyla sitokrom P-450
enzimlerinden olan ERDE (7-etoksiresorufin o-dietilaz), AHH (aril hidrokarbon
hidroksilaz), CH (kumarin 7-hidroksilaz) ve ECDE (7-etoksikumarin o-dietilaz) plazma
kotinin konsantrasyonu olgllerek aktivitesine bakilmistir. ERDE aktivitesi sigara
icenlerde Oonemli Ol¢lide yiiksek, AHH, CH ve ECDE aktivitelerinde bir degisim
gozlenmemistir. Ayrica ERDE aktivitesi ile plazma kotinin konsantrasyonu arasinda bir

iliski gozlenmedigi belirtilmistir (Pelkonen et al. 1986).

Hamilelik siiresince sigara igen annelerin gébek bagi kaninda kotinin seviyesi ile
antioksidan enzim sistemindeki superoksit dismutaz, katalaz, glutatyon peroksidaz ve
rediiktaz enzim aktivitelerine bakilmis ve negatif bir etki gézlenmistir (Chelchowska et
al. 2006). Kotinin ve nikotinin farelerin adrenelin hiicrelerinde aldesteron sentezini
inhibe ettikleri belirtilmistir (Skovvronski and Feldman 1994).
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Gunumuzde en c¢ok karbonmonoksit, tiyosiyanat, nikotin ve kotinin gibi emilim
belirtecleri iizerinde g¢alisilmaktadir. Kotinin belirteg olarak kullanilmasindan dolay1
onun saflastirilmasi biiylik 6nem kazanmis ve bu amacla bir¢ok calisma yapilmistir.
Kotinin saflagstirma calismalar1 idrarda, kanda, tiikiiriikte, terde, diskida, sagta, tirnakta
vb. viicut kisimlarinda farkli kistaslar esas alinarak yapilmistir (Kleina et al. 2004;
Benovvitz et al. 2002,1997; Dimich et al. 1997). Kotinini saflastirmak igin,
radioimmunoassay (Zuccaro et al. 1997), enzim imminoassay (Langone et al. 1988;
Kuo et al. 2002), gaz kromatografisi (GC) (Gorrod and Jocob 1999; Jacob et al. 2002),
gaz kromatografisi ile kiitle spektroskopisi (GC-MS) (Gorrod and Jocob 1999; Man et
al. 2006), HPLC (Gorrod and Jocob 1999), LC-MS-MS (Moyer et al. 2002; Gray et al.
2008), tiipde kati-fazli mikroekstraksiyon (SPME) (Eisert and Pawliszyn 1997) ve
SPME/LC-MS (Kataoka et al. 2009) gibi teknikler uygulanmustir.
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3. MATERYAL ve YONTEM

3.1. Materyal

3.1.1. Kullanilan kimyasal maddeler

Calismalarimizda kullanilan standart serum albimin, N,N,N’,N’-tetrametil etilendiamin
(TEMED), diyaliz torbalari, B-nikotinamidadenindintkleotidfosfat (indirgenmis form)
(NADPH), B-nikotinamidadenindiniikleotidfosfat (Na tuzu) (NADP"), okside glutatyon
(GSSG), indirgenmis glutatyon (GSH), 6-fosfoglukonat (mono Na tuzu), glukoz 6-
fosfat (mono Na tuzu) ve etilendiamintetraasetikasit (EDTA) Sigma Chemical
Comp.’den; triklor asetik asit, sodyum hidroksit, trihidroksimetilaminometan (Tris),
potasyum Kklorlr, sodyum klorlr, sodyum asetat, hidroklorik asit, glisin, fosforik asit,
sodyum azotir, gliserin, potasyum fosfat, potasyum bisfosfat, potasyum asetat,
potasyum Klortr, etanol, metanol, asetik asit, sodyum asetat, izopropanol E. Merck
AG’den; akrialmid, N,N’-metilen bisakrilamid, Coomassie Brillant Blue G-250, brom
timol mavisi, sodyum dodesil sulfat (SDS), sephadex-G150 ve 2', 5' ADP-Sepharose 4B

Pharmacia’dan temin edilmistir.

3.1.2. Yararlanilan alet ve cihazlar

Calismalar esnasinda asagidaki alet ve cihazlardan faydalanilmistir.

Sogutmali santriflj : Herrmle Z 323 K

Spektrofotometre : Shimadzu UVmini 1240
pH metre : Sehott pH-Meter CG840
Elektroforez tanki : BIO RAD (dikey)
Peristaltik pompa . Ismatec

Karigtirict (Shaker) : GFL 3025
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Karigtiric1 (Vorteks) @ Fisons whirlimixer

Hassas terazi : Gec Avery

Afinite kolonu : Kapal1 sistem olusturucu ve sogutmali (1x10), Sigma
Otomatik pipet : Eppendorf

Calkalayici : Midi Dual 14

Magnetik karistirict : Chilten Hotplate Magmetic Stirrer HSBI

Saf su cihazi : Barnstead Easy Pure UV/UF

Su banyosu : Clifton

Gli¢ kaynagi : 1-Bio Rad Power Pac 3000 2-Apparatus Corporation EC 135
Buzdolaplari : Siemens

Derin dondurucu : Sanyo Madical Freezer

3.1.3. Kullanilan cozeltiler ve hazirlanmasi

Cozelti hazirlamak amaciyla kullanilan su, saf sudur.

Homojenat hazirlanmasi icin kullamlan ¢ozelti
1. 20 mM Tris-HCIl + 2 mM DDT + 1mM EDTA (pH=7,5): 0,605 g Tris-HCI, 0,017 g
DDT, 0,073 g EDTA alinarak bir miktar saf suda ¢6ziindii. pH’s1 0,1 M HCI ile

ayarlandi. Hacmi saf su ile 250 ml’ye tamamlandi.

Aktivite ol¢iimiinde kullanmilan ¢ozeltiler:

1.1 M Tris-HCI + 5mM EDTA (pH= 8,0): 0,06057 g (5 mmol) Tris ve 0,0292 g (0,1
mmol) EDTA alinarak 90 ml destile suda ¢ozildi. 0,1 M HCI cozeltisi ile pH 8,0’a
ayarlandi. Daha sonra toplam hacim su ile 50 ml’ye tamamlandi.

2. 0,1 M MgCl,: 0,475 g (5 mmol) alinip bir miktar saf suda ¢oziindiikten sonra hacim
50 ml’ye tamamlandi.

3. 6 mM 6PGA: 0,091 g (0,3 mmol) 6PGA alinip bir miktar suda ¢oziildii. Hacmi su ile

50 ml’ye tamamlandi.
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4. 6 mM G6P: 0,091 g (0,3 mmol) G6P alinip bir miktar suda ¢oziildii. Hacmi su ile 50
ml’ye tamamlandi.

5. 2mM NADP* Cozeltisi: 0,0765 g NADP* (0,1 mmol) almarak bir miktar suda
¢oOziildii. Hacim suyla 50 ml’ye tamamlandi.

6. 20 mM GSSG Cozeltisi: 61,88 mg okside glutatyon (0,1 mmol) alinarak bir miktar
suda ¢ozuldd, toplam hacim suyla 5 ml’ye tamamland.

7. 2mM NADPH Cozeltisi: 8,3 mg NADPH (9,9x10° mmol) alimarak hacmi suyla 5

ml’ye tamamlandi.

Diyaliz ve amonyum siilfat ¢okeltisinin ¢oziinmesi i¢in kullanilan tampon:

1. 50 mM KH,PO, (Amonyum stlfat ¢okeltisinin ¢ozinmesi igin): 0,68 g KHPO4
(5x10° mol) alinip 80 ml suda ¢oziildii. pH’s1 0,1 M KOH ile 7,5’¢ ayarlandi. Daha
sonra toplam hacim su ile 100 ml’ye tamamland.

2. 10 mM Tris-HCI + 1 mM EDTA (Diyaliz ¢ozeltisi): 1,211 g Tris, 0,29225 g EDTA
alinarak 975 ml suda ¢6ziildii, pH’s1 0,1 M HCI ile 7,5’¢ ayarland1 ve toplam hacim 1

L’ye tamamlanda.

Afinite kromatografisi kolonunda kullanilan ¢ozeltiler:

1. 50 mM KH,PO, + 1 mM EDTA + 1mM DTT, pH=7,3 (Kolonun paketlenmesi,
yikanmas1 ve dengelenmesi i¢in kullanilan tampon): 6,8 g KH,POy4, 0,292 g EDTA ve
0,152 g DTT alinarak 950 ml suda ¢6ziildii. pH’s1 0,1 M KOH 7,3’e ayarlandiktan sonra
1 L’ye tamamlandi.

2. 50 mM KH;PO4 + 80 mM KCI + 1 mM EDTA + 1mM DTT, pH=7,3 (Kolonun
yikanmasi i¢in kullanilan tampon): 6,8 g KH,POy4, 0,292 g EDTA, 0,298 KCI ve 0,152
g DTT almarak 950 ml suda ¢oziildii. pH’s1 0,1 M KOH 7,3’e ayarlandiktan sonra 1
L’ye tamamlanda.

3. 80 mM KH,PO4+ 10 mM EDTA + 80 mM KCI + 0,5 mM NADP* (Afinite jeline
tutunmus olan glukoz 6-fosfat dehidrogenaz enziminin eliisyonu igin kullanilan
tampon): 0,544 g KH,PO,, 0,121g EDTA, 0,298 KCI ve 0,1913 g NADP" karisimi1 40
ml suda ¢6zuldu. pH’s1 0,1 M KOH 7,8’¢ ayarlandiktan sonra toplam hacim 50 ml’ye

tamamlandi.
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4. 80 mM K-fosfat + 10 mM EDTA + 80 mM KCI + 5 mM NADP" (Afinite jeline
tutunmus olan 6-fosfoglukonat dehirogenaz enziminin eliisyonu igin kullanilan
tampon): 0,544 g K-fosfat, 0,121g EDTA, 0,298 KCI ve 0,1913 g NADP" karisimi 40
ml suda ¢6zildi pH’s1 0,1 M KOH 7,85’¢ ayarlandiktan sonra toplam hacim 50 ml’ye
tamamlandi.

5. 50 mM K-fosfat + 1 mM EDTA + 1mM GSH + 0,5 mM NADPH (Afinite jeline
tutunmus olan glutatyon rediiktaz enziminin eliisyonu i¢in kullanilan tampon): 0,34 g
K-fosfat, 0,0146 g EDTA, 0,0307 g GSH, 0,02075 g NADPH karistmi1 45 ml suda
¢oziildi. pH’s1 0,1 M KOH ile 7,3’e ayarlandiktan sonra toplam hacim su ile 50 ml’ye
tamamlandi.

6. 0,1 M Na-asetat + 0,5 M NaCl (Afinite kromatografisi kolonunun rejenerasyonu igin
kullanilan tampon): 4,1 g Na-asetat (50 mmol) ve 14,61 g NaCl (0,25 mol) alinip suda
¢ozildi, pH= 4,5’e ayarlandi ve toplam hacim suyla 500 ml’ye tamamlandi.

7.0,1 M Tris + 0,5 M NaCl (Afinite kromatografisi kolonunun rejeneresyonu igin) 6,05
g Tris ve 14,61 g NaCl bir miktar suda ¢6zundukten sonra pH’s1 0,1 M HCI ile 8,5’
ayarlandi. Daha sonra hacim suyla 500 ml’ye tamamlandi.

8. % 0,02’lik NaNj; ¢ozeltisi (Kromatografi kolon meteryallerini bakterilerden korumak
icin): 10 mg NaN3 alinarak 50 ml suda ¢oziildii.

Elektroforez icin kullanilan ¢ozeltiler:

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

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

3. %30 Akrilamid %0,8 Bisakrilamid ¢ozeltisi: 15 g akrilamid, 0,4 g bisakrilamid
alinarak hacmi su ile 50 ml’ye tamamlanda.

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

5. %10’luk SDS: 1 g SDS’nin hacmi su ile 10 ml’ye tamamlanda.
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6. Yirtutme tamponu: 1,51 g Tris (12,5 mmol) ve 7,51 g glisin (0,1 mol) tartilarak 450
ml suda ¢ozildi %210°luk SDS’den 5 ml ilave edildi, pH 0,1 M HCI ile 8,3’¢ ayarlandi
ve toplam hacim 500 ml’ye tamamland.

7. Numune tamponu: 1 M Tris-HCI (pH= 8)’den 0,5 ml, %10’luk SDS’den 1 ml,
%1001k gliserinden 1 ml ve %0,1’lik bromtimol mavisinden 1 ml alinarak suyla 10
ml’ye tamamlandi. Bu tampona kullanilmadan 6nce 950 pl numune tamponundan 50 pl
olacak sekilde B-merkaptoetanol ilave edildi.

8. Sabitlestirme ¢ozeltisi (Jelde yiiriitiilen proteinlerin sabitlestirilmesi i¢in kullanilan
cozelti): %50 izopropanol, %10 TCA ve %40 su olacak sekilde karistirilarak hazirlandu.
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. Antikoagulant ¢ozelti: 26,3 g Na-sitrat (dihidrat) (115,35 mmol), 3 g sitrik asit
(15,62 mmol), 31,9 g glukoz (monohidrat) (177 mmol), 2,2 g NaH,PO4.H,O (15,94
mmol) ve 0,35 g adenin (2,6 mmol) tartilarak suda ¢oziildii ve saf su ile 1 L’ye
tamamlandi.

12. %0,04°1tk brom timol mavisi ¢ozeltisi: 0,1 indikator 0,01 M 16 ml NaOH igerisinde

¢6zindu ve toplam hacim saf suyla 250 ml’ye tamamlandi.

Ayirma jeli

1M Tris-HCI (pH=8,8) 5ml
%30 Akrilamid-%0,8 bisakrilamid 4,4 ml
%10’luk SDS 0,2ml
%5’lik TEMED 0,13 ml
Saf su 3,13 ml
PER kati
Yigma jeli

1M Tris-HCI (pH=6,8) 0,41 ml
%30 Akrilamid-%0,8 bisakrilamid 0,800 ml
%10’luk SDS 0,03 ml
%5’lik TEMED 0,03 ml
Saf su 2,45 ml

PER kati
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Jel filtrasyon kromatografi kolonunda kullanilan tampon:
1. 50 mM Tris-HCI, 100 mM KCI (pH=7,5): 6,055 g Tris (50 mmol), 7,45 g KCI (100
mmol) alinarak 950 ml suda ¢oziildii. pH=7,5’e ayarlandiktan sonra toplam hacim 1

L’ye tamamlanda.

Proteinlerin kantitatif tayininde kullanilan ¢ozelti
1. Coomassie Brillant Blue G-250 reaktifi: 100 mg Coomassie Brillant Blue G-250, 50
ml %95’lik etanolde ¢6ziuldi. Bu cozeltiye %95’lik 100 ml fosforik asit ilave edildi.

Cozeltinin hacmi suyla 1 L’ye tamamlandi.

flag ve kimyasal maddelerin stok ¢ozeltileri

Adrenalin: 0,5 mg adrenalin bir miktar saf suda ¢ozip hacim saf su ile 1 ml’ye
tamamlandi (0,002 M).

Digoksin: 0,5 mg digoksin bir miktar saf suda ¢6zip hacim saf su ile 2 ml’ye
tamamlandi. (0,0003 M)

Dopamin: 100 mg dopamin bir miktar saf suda ¢6zup hacim saf su ile 5 ml tamamlandi.
(0,10 M).

Furosemid: 20 mg furosemid bir miktar saf suda ¢ozlp hacim saf su ile 2 ml’ye
tamamlandi (0,030 M).

Gentamisin: 40 mg metilprednisol bir miktar saf suda ¢ozip hacim saf su ile 2 ml’ye
tamamlandi (0,053 M).

Kotinin: 248 mg kotinine 0,752 ml saf su ile 1 ml hacme ulasildi (1,4 M).
Levofloksasin: 500 mg levoflaksasin bir miktar saf suda ¢6zip hacim saf su ile 100
ml’ye tamamlandi (0,010 M).

Lidokain: 100 mg lidokain bir miktar saf suda ¢6ziup hacim saf su ile 5 ml’ye
tamamlandi (0,08 M).

Metilprednisol: 40 mg metilprednisol bir miktar saf suda ¢6zup hacim saf su ile 2 ml’ye
tamamlandi (0,053 M).

Metoprolol tartarat: 5 mg metoprolol tartarat bir miktar saf suda ¢ézlip hacim saf su ile
5 ml’ye tamamlandi (0,0014 M)
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Sefazolin: 1 g Sefazolin bir miktar saf suda ¢6zip hacim saf su ile 4 ml’ye tamamlandi.
(0,55 M).

Seftazidim: 1 g seftazidim bir miktar saf suda c¢ozip hacim saf su ile 3 ml’ye
tamamlandi. (0,60 M)

Sefuroksim: 750 mg sefuroksim bir miktar saf suda ¢ozlp hacim saf su ile 6 ml’ye
tamamlandi (0,29 M)

Teikoplanin: 400 mg teikoplanin bir miktar saf suda ¢6zip hacim saf su ile 3 ml’ye
tamamlandi (0,07 M).

Teofilin: 240 mg teofilin bir miktar saf suda ¢6zip hacim saf su ile 10 ml’ye
tamamlandi (0,13 M).

Verapamil HCI: 5 mg verapamil HCI bir miktar saf suda ¢6zlp hacim saf su 2 ml’ye ile
tamamlandi.(0,005 M).

3.2. Yontem

3.2.1. Sican dokularindan enzimlerin saflastirilmasi calismalar:

3.2.1.a. Homojenatin hazirlanmasi

Calismalarda kullanilan siganlar Atatiirk Universitesi Tibbi Deneysel Uygulama ve
Arastirma Merkezinden (ATADEM) saglandi. Eter ile anestezi edilen si¢anlarin
boyunlarinin arkasindan bastirmak suretiyle hayatlar1 sonlandirildi. Karin boslugu
diklemesine kesilerek agildi ve dokular alindi. Dokular kullanilincaya kadar -80°C’de
bekletildi.

Sican dokulart 6nce kiigiik pargalara boliinerek havan icine alindi ve {izerine sivi azot
dokdlerek un haline gelinceye kadar 6giitiildii. Elde edilen pargalanmis hiicre peleti 2
hacim 20 mM Tris-HCI, 2 mM DTT, 1 mM EDTA igeren soguk ¢ozelti i¢inde siispanse
edildi. Daha sonra suspansiyon 13.000 rpm’de +4°C sicaklikta 15 dakika santrifij
edildi ve alttaki ¢okelti atildi.
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3.2.1.b. 2', 5" ADP Sepharose 4B afinite kromatografisi

10 mP’lik yatak hacmi icin 2 g kuru 2', 5-ADP Sepharose 4B jeli tartildi ve 400 ml
destile su ile kati maddelerin uzaklastirilmasi icin birka¢ defa yikandi. Yikama
esnasinda jel sisirilmis oldu. Sisirilmis jelin havasi su trombu kullanilarak vakum ile
alind1 ve paketleme tamponu ilave edilerek jel siispanse edildi. Siispanse edilmis jel,
1x10 cm’lik kapali sistemden olusan sogutmali kolona paketlendi. Jel ¢oktlikten sonra
peristaltik pompa yardimiyla yikama ve dengeleme tamponu ile yikandi. Kolonun
dengelenmis oldugu, eluat ile tamponun 280 nm’de absorbanslarinin ve pH’larinin

esitlenmesinden anlasildi. Boylece afinite kolonu hazirlanmis oldu.

Hazirlanan homojenat 2', 5-ADP sepharose 4B afinite kolonuna uygulandi. Enzim
¢Ozeltisinin tamami kolondan gegirildikten sonra yikama islemi yapildi. Yikama
isleminden sonra dengeleme tamponu gecirildi ve bu tamponun ge¢mesi
spektrofotometrede takip edilerek absorbans degerlerinin kore esit olmasiyla
durduruldu. Kolon yikandiktan sonra; sirayla G6PD, 6PGD ve GR eliisyon ¢ozeltileri
gecirilerek enzimler 1,5 ml’lik tiiplere ayr1 ayr1 alindi. Her bir tiipdeki enzimlerin
aktivitelerine bakilarak enzim tnitesi-tiip sayisi grafigi hazirlandi (Danner et al. 1977;

Boggaram et al. 1979; Carlbeg and Mannervik 1981).

Afinite sonrasi enzim 6rneklerinin saflik kontrolii i¢in SDS-PAGE yapildi.

3.2.2. SDS- Poliakrilamid jel elektroforezi ile enzim safliginin belirlenmesi

Afinite kolonundan alinan numunelerin saf olup olmadiginin kontrolii %3-10 kesikli
sodyum dodesilsulfat poliakrilamid jel elektroforezi (SDS-PAGE) ile Laemmli
tarafindan anlatildig1 gibi yapildi. Standart olarak molekiil kiitlesi belirli olan karbonik
anhidraz (29.000), yumurta albimin (45.000), ve BSA (66.000) proteinleri kullanildu.
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Elektroforez plakalar1 dnce su, sonra alkol ile iyice yikandi. Plakalari birlestiren
mikalara vazelin ince tabaka halinde siiriildii. Iki cam plaka birbiri iistiine konuldu ve
kiskaclarla tutturularak jel hazirlama cihazina yerlestirildi. Ayirma jeli hazirlanarak
plakalar arasina pipetle bir tabaka olusacak sekilde ilave edildi. Jel donduktan sonra iiste
y1gma jel ilave edildi. Jel donmadan dikkatlice tarak yerlestirildi. Jel tamamen donunca
tarak dikkatlice ¢ikarildi. Olusan jel plakalarla beraber elektroforez tankina yerlestirildi.

Elektroforez tankinin alt ve {list kismina yiiriitme tamponu konuldu.

Numuneler her birinde 20[_f protein (BSA esdeger) olacak sekilde hazirlandi. Toplam
hacim 100[] olacak sekilde 1/1 oraninda numune tamponu konuldu. 3 dakika kaynar su
banyosunda inkiibe edildi. Numuneler sogutularak, jeldeki yerine ince bir enjektorle
tatbik edildi. Tank kapagi kapatilarak ‘‘anot’’ ve ‘‘katot’” kablolar1 yerlestirildi. Once
80 voltta 25 dakika, daha sonra 120 volta ayarlanarak 2,5 saat oda sicakliginda yiiriitme
islemi gerceklestirildi. Akim kesilerek, cam plakalar arasindaki jel dikkatlice ¢ikarildi.
Plakalar arasindan c¢ikarilan jel 30 dakika sabitlestirmede, 2 saat boyamada ve 30
dakikada yikama c¢ozeltilerinin i¢inde karistiricinin {izerinde bekletildi. Daha sonra

suyun i¢ine alinan jelin, fotografi ¢ekildi.

Elektroforez sirasinda kullanilan yiiriitme tamponu, boyama ve sabitlestirme ¢ozeltileri
tekrar kullanilmak {iizere kaplarma alindi. Yikama ¢ozeltisi ise aktif karbondan

gecirilerek kabina alindi.

Molekdil katlesinin belirlenmesi; molekil katleleri belli standartlar ile bilinmeyen
proteinlerinin ayni jelde yiiriitiilmesiyle belirlenir. Molekil kutlesi hesaplamada
proteinin yiiridiigii uzakligin boyanin yiiriidiigii uzaklia oranmi ifade eden ve
alikoyma veya yavaslatma faktorii (retardation factor) olarak adlandirilan Ry degeri esas
alinir. Standartlarin Ry degerleri belirlenir. LogMA-Rs degeri grafigi cizilerek bu

garafikten Rt degeri belli enzimin veya proteinin molekiil kiitlesi hesaplanr.
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3.2.3. Jel filtrasyon kolonunun hazirlanmasi ve enzimlerin molekiil Kkiitlelerinin

belirlenmesi

Jel filtrasyon kromatografisi ile enzimler molekiil biiyiikliigiine gore ayrilirlar. Ayirma
islemi proteinlerin kolon dolgu maddesi olan recine porlarinin iginden farkli hizlarla
ge¢mesi esasina dayanir. Afinite kromatografisi sonucu elde edilen enziminlerin
elektroforezde yiiriitiilmesi ile tek bantlar elde edildi. Bu enzimlerin dogal yapilart ve
molekil bayukluklerinin - belirlenmesi igin jel filtrasyon kromatografisi kolonu
hazirlandi. Kolon materyali olarak Sephadex G-150’den 5 g’1 tartilarak 200 ml saf su
icersine konuldu. 90 °C’de 4 saat bekletilerek sisirildi. Sisirilmis polimer materyalin
icerisinde bulunan hava kabarciklart su trombu kullanilarak vakumla alindi. Sisirilmis
ve havasi uzaklastirilmis jel pH’s1 7,5 olan 0,05 Tris-HCI ve 0,1 M KCI tamponuyla
dolu kolona yavagca paketlendi ve kolonun dengelenmesi yine ayni tampon ile yapildi.
Kolonun akis hiz1 peristaltik pompayla 15 ml/saat’e ayarlandi. Kolonun dengelenmesi
Ustten verilen tomponla alttan alinan tamponun 280 nm’de absorbansi ile pH degerinin
ayni olmasiyla anlasildi. Kolona numune tatbiki 1,9 ml protein ¢6zeltisine 0,1 ml de
gliserol eklenerek yapildi. Tatbik edilen numune emildikten sonra (zerine pipetle
dikkatli bir sekilde yiritme tamponu eklendi. Protein tatbik edilmesiyle 0,5 ml’lik
hacimlerle kolondan eliisyonlar alindi. Her bir numune kolondan gegirildikten sonra
kolon dengelenerek bir sonraki numune gecirildi. Enzimler kolondan elie edilirken 280
nm’de NADP® proteinlerin absorbansini maskeledigi icin 340 mn’de aktivite

Olcimleriyle elusyon takip edildi.

Molekiil kiitlelerinin hesaplanmasinda asagidaki protokol takip edilmistir.

1. Kolon dengelendikten sonra kolonun void hacminin (V,) belirlenmesi igin blue
dekstran gecirildi.

2. Devaminda molekiil kiitleleri belli standartlar molekiil kiitleleri birbirine uzak olanlar
ikiserli olarak kolona tatbik edildi. Her bir numune igin eliisyon hacmi (V) belirlendi.

3. Standartlar kolondan gegirildikten sonra molekul katlelerini  bilmedigimiz protein
cozeltileri kolona tatbik edip ayni sekilde eliisyonlar alind1 ve V. degerleri belirlendi.

4. Standartlarin ve numunelerin Ky, degerleri asagidaki formiile gére hesaplandi.
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Kav =

V=Jelin yatak hacmi.

V,=Void hacim (Blue Dekstranla belirlendi).

V=ElUsyon hacmi.

5. Degerler hesaplandiktan sonra logMA-K,, degerleri grafigi c¢izildi. Elde edilen

grafikteki formilden K, degerleri belirlenen proteinlerin molekiil kiitleleri hesaplandi.

3.2.4. Enzim aktivitelerinin dl¢tlmesi

Glukoz 6-fosfat dehidrogenaz enzimininm aktivitesi spektrofotometrede 37°C'de
Beutler metoduna gore Olciildi. Bu metod glukoz 6-fosfat varliginda NADP 'nin
indirgenmesinden dolayr olusan NADPH''n 340 nm'de absorbans vermesi esasina
dayanir. Aktivite 6lgtimleri her numune i¢in 3 kez tekrarlandi (Beutler 1971). Kuvet
icerigi Cizelge 3.1’de verilmistir.

Cizelge 3.1. G6PD enziminin aktivite 6l¢tim kiiveti igerigi

e Kontrol kiveti Numune kuveti
Stok ¢Ozeltiler
Hacim (pl) Hacim (ul)

1 M Tris-HCI, 5 mM EDTA

0,1 M MgCl, (pH= 8) 200 200

2 mM NADP* 100 100
Saf su 660 560
Enzim Ornegi 40 40

10 dakika inklibasyon
G6P | - | 100

6-Fosfoglukonat dehidrogenaz enziminin aktivitesi spektrofotometrede 37°C'dc Bcutler
metoduna goOre Olculdi. Bu metod 6-fosfoglukonat varliginda NADP"nin
indirgenmesinden dolayr olusan NADPH''n 340 nm'de absorbans vermesi esasina
dayanir. Aktivite 6l¢iimleri her numune i¢in 3 kez tekrarlandi (Beutler 1971). Kivet

igerigi Cizelge 3.2°de verilmistir.
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Cizelge 3.2. 6PGD enziminin aktivite 6lcim Kkiveti igerigi

Stok cozeltiler Kontrol kiveti Numune kiveti
Hacim (pl) Hacim (ul)

1 M Tris-HCI, 5 mM EDTA,

0,1 M MgCl, (pH= 8) 200 200
2 mM NADP” 100 100
Saf su 660 560
Enzim 6rnegi 40 40

10 dakika inkiibasyon
6PGA | - | 100

Glutatyon rediktaz enziminin aktivite dl¢limiinde spektrofotometrik metod kullanildi.
Carlberg and Mannervik'in tanimladigr gibi 1 ml’lik kiivetlerle yapildi (Carlberg and
Mannervik 1985). Bu metod GSSG varliginda NADPH’n ylkseltgenmesinden dolay1
azalan NADPH'm 340 nm'de absorbans vermesi esasina dayanir. 1 dakikalik zaman

araliklarinda absorbans azalisi kaydedildi. Kiivet icerigi Cizelge 3.3’de verilmistir.

Cizelge 3.3. GR enziminin aktivite 6l¢tim kiivet igerigi

Stok cozeltileri Kontrpl kiveti Numur_me kiveti
Hacim (pl) Hacim(ul)

1mM Tris-HCI,

5mM EDTA (pH= 8) 200 200

20 mM GSSG 100 100
2mM NADPH 100 100

Su 600 570
Enzim numunesi - 30

Enzim iinitesi hesaplamalarinda asagidaki formiil kullanildi.

AOD VT
EU/mI= X X S¢
6,22 Ve

Burada yer alan simgeler asagida aciklandi;

EU/mI : 1 ml’deki enzim Unitesi
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AOD : Bir dakikadaki absorbans degigimi

6,22 : Ekstinksiyon katsayis1

Vr : Olgiimiin yapildig1 toplam kiivet hacmi

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

Sk : Seyreltme faktorii (seyreltilen 6rnek icin kullanilir)

3.2.5. Kantitatif protein tayini

Homojenat, amonyum siilfat ¢oktiirmesi ve afinite kromatografisi ile saflastirilan enzim
cozeltilerindeki protein miktar1 bu yontemle belirlendi. Bu yontemde boya olarak
kullanilan Coomassie Brillant Blue G-250 negatif bir yike sahiptir ve protein
tizerindeki pozitif yiikke baglanir. Boyanin kirmiziA max= 465nm) ve mavi (Apax= 595
nm) formu mevcuttur. Proteinin baglanmasi1 sonucu kirmizi form mavi forma doniisiir.
Reaksiyon hiz1 yiiksektir ve iki dakikada tamamlanir. Renk stabilitesi iki saat’in
Uzerinde devam edebilir (Bradford 1976). Bu yontemin bozucu faktérlere hassasiyeti

cok azdir (1-100 pg arasi).

Bu yontem ile protein tayini yapabilmek icin standart bir grafik gereklidir. Bu amagcla 1
ml’sinde 1 mg protein ihtiva eden standart sigir albiimin ¢dzeltisinden tuplere 10, 20,
30, 40, 50, 60, 70, 80, 90 ve 100 pl alind1. Saf su ile biitiin tiiplerin hacmi 0,1 ml’ye
tamamlandi ve 5 ml Coomassie Brillant Blue G-250 ¢ozeltisi ilave edilip vorteks ile
karistirildi. 10 dakika inkiibe edildikten sonra 595 nm’de 3 ml’lik kiivetlerde kore karsi
absorbans degerleri okundu. Kor olarak, 0,1 ml enzim numunesinin i¢inde bulundugu
tampondan ve 5 ml Coomassie Brillant Blue G-250 ¢ozeltisinden olusan karigim
kullanildi. Absorbans degerlerine karsilik gelen pg protein degerleri standart grafik

haline getirildi.

Homojenat, amonyum siilfat ¢oktiirmesi ve afinite kromatografisi ile saflastirilan enzim
cozeltilerindeki enzim numunelerinden 0,1 ml alinarak tuplere konuldu ve tizerine 5’er

ml Coomassie Brillant Blue G-250 reaktifi ilave edildi. Vorteks ile karistirildiktan sonra
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10 dakika inkiibasyona birakildi. Sonrasinda 595 nm’de absorbans degerleri okundu.
Her bir numune i¢in tiger adet deneme yapilarak bu ii¢ degerin aritmetik ortalamasi
alindi. Standart grafikten yararlanilarak, elde edilen bu degerlere gore protein miktarlar

belirlendi.

3.2.6. Sican dokularindan saflastirllan enzimlerin karakterizasyon ve Kkinetik
calismalar

3.2.6.a. Enzimlerin optimum pH’larinin belirlenmesi

Enzimlerin optimum pH’larini belirlemek amaciyla 25 mM H3PO,4 -25 mM H3BO; ile
pH 5-10 aras1 0,5 artigla tampon ¢ozeltiler hazirlandi. Her bir pH’da enzim aktivelerine
bakildi. Belirlene optimum pH’da ayni tuz konsantrasyonunda Tris-HCl ve fosfat
tamponlari ile de aktivitelerine bakildi. Aktivite dlgiimlerinde en iyi aktivite gosteren

tamponlarla ¢aligmalara devam edildi.

3.2.6.b. Enzimlerin optimum iyonik siddetlerinin belirlenmesi

Enzimlerin optimum aktivite sagladigi iyonik siddetin belirlenmesi igin belirlenen
optimum pH’da 10, 25, 50, 10, 25, 50, 100, 200, 400, 800, 1000 mM Tris-HCI veya
fosfat tamponlar1 kullanilarak belirlendi. Olgiilen degerlerle enzim aktivitesi-kiivet ici

konsantrasyon grafikleri ¢izildi.

3.26.c. MgCl, ve EDTA’mmn enzimlerin aktiviteleri iizerindeki etkilerinin
belirlenmesi

Belirlenen optimum pH ve iyonik siddette enzimlerin optimum EDTA ve MgCl,
konsantrasyonlar1 belirlendi. Optimum EDTA 0,5, 1, 2,5, 5 ve 10 mM’lik EDTA
tamponlar1 kullanarak enzimlerin aktivitelerine bakildi. Enzimlerin optimum MgCl,

konsantrasyonlarinin belirlenmesi amaciyla da 25, 50, 100, 250, 500, 1000 mM MgCl,
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¢ozeltisinde enzimlerin aktivitelerine bakildi. Olgiilen degerlerle enzim aktivitesi-Kivet

ici konsantrasyon grafikleri ¢gizildi.

3.2.6.d. Enzimlerin optimum sicakhiklarinin belirlenmesi

Enzimlerin optimum sicakliklarini belirlenmesi amaciyla enzim hari¢ diger aktivite
cOzeltileri 0-90°C arasinda 10°C artigla 1sitildi ve her 10°C’de aktiviteleri 6lculdi.
Enzim aktivitesi-sicaklik grafikleri ¢izildi.

3.2.6.e. Stabil pH’nin belirlenmesi

Stabil pH’y1 belirlemek amaciyla fosfat 5,5, 6, 6,5, 7, 7,5, 8 ve Tris-HCI 7,5, 8, 8,5, 9
tamponlar1 hazirlandi. 0,5 ml enzim 0,5 ml bu tamponlardan olmak iizere ependorf
tiiplerine alindi. 12 saat arayla aktivite dlgiimleri yapildi. Enzim aktivitesi-saat grafigi

cizilerek sonuglar degerlendirildi.

3.2.6.f. Enzimlerin Ky, Ve Vax degerlerinin belirlenmesi

Enzimlerin K, ve Vma degerlerinin belirlenmesi amaciyla subsratlarin 100 kat
seyreltilmis ¢ozeltilerinden 5 farkli konsantrasyonu ile aktivite 6l¢limii yapildi. Elde
edilen degerlerle Lineweaver-Burk grafigi c¢izildi. Grafikten yararlanarak Ky ve Vmax
degerleri belirlendi. NADP" ve G6P icin G6PD, NADP* ve 6PG igin 6PGD, NADPH ve
GSSG igin GR enzimlerinde Ky, ve Vmax degerleri belirlendi.

3.2.6.9. Urlinlerin enzimler tizerinde inhibisyon etkisinin belirlenmesi

Enzimlerin Kkatalizledigi reaksiyonlarla olusan iriinlerin, enzim aktivitesi Uzerinde
inhibisyon etkisini belirlemek i¢in 5 farkli iiriin konsantrasyonu ile aktivite {izerindeki

etkisine bakildi. Olusan degerlerle % aktivite-iiriin konsantrasyonu grafigi ¢izildi.
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Grafik yardimiyla enzim aktivitesini %50 diisiiren konsantrasyon degeri belirlendi
Inhibisyon seklini ve K; sabitini belirlemek amaciyla 5 farkli subsrat konsantrasyonunda
iirlinlerin 2 sabit konsantrasyonu ile aktivite dl¢iimleri yapildi. Elde edilen sonuglarla
Lineweaver-Burk grafigi cizildi. Bu grafiklerin yardimiyla inhibisyon tiiri ve K;

sabitleri belirlendi.

3.2.7. Sican akciger ve kalp dokularindan saflastirnlan G6PD, 6PGD, GR

enzimlerinin aktivitesi iizerine bazi ilaclarin in vitro etkilerinin belirlenmesi

[laglarm enzimlerin aktivitesi Uzerindeki etkilerini belirlemek amaciyla kiivet ortamina
farkl1 konsantrasyonlarda ila¢ katilarak aktivite degerleri okundu. Ilaglarin inhibisyon
etkileri mimkiin olan en yiksek konsantrasyonlarda 6n denemelerle belirlendi. 1Cs
degerlerin belirlenmesi icin % aktivite-[l] inhibitér konsantarasyonu grafigi ¢izilerek

belirlendi. Bu amagla 5 farli inhibitor konsantarasyonuyla aktivite 6l¢timleri yapildi.

Bu ilaclardan inhibisyon etkisi gosterenlerin K; degerlerini belirlemek amaciyla
enzimlerin aktivitesini yariya diisiiren ilag konsantrasyonu ile bu degerin altinda ve
ustiinde iki sabit ilag konsantrasyonlarinda uygun bes substrat konsantrasyonu ile
aktivite olglimleri yapildi. Bu substrat konsantrasyonlar1 6n denemelerle belirlendi. Elde
edilen degerlerle her bir inhibitdr i¢in Lineweaver-Burk grafikleri c¢izildi. Bu
grafiklerden inhibisyon tiri belirlendi. Grafik denkleminden inhibisyon tlrline gore

asagidaki formiillere gore K; sabitleri belirlendi.

I
max

Yarismasiz inhibisyon i¢in Vo= —T
1+ Ul

Ki

K'y
Yarigmalr inhibisyon i¢in Ky=—Tm
1+ E(L]

Akcigerden saflastirilan G6PD, 6PGD, GR enzimlerinin aktivitesi Uzerinede furosemid,

gentamisin, levofloksasin, sefazolin, seftazidim, sefuroksim, metilprednisol,
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teikoplanin, teofilin ilaglarin ve kotininin inhibisyon etkisine bakildi. Kalpden
saflagtirlan G6PD, 6PGD, GR enzimlerin aktivitesi (zerine de digoksin, dopamin,
furosemid, adrenalin, lidokain, metoprolol tartarat, verapamil HCI ilaglarinin inhibisyon

etkilerine bakild:.

3.2.8. Sican dokularinda G6PD, 6PGD, GR enzimlerinin aktivitesi iizerine bazi

ilaclarin in vivo etkilerinin belirlenmesi

Furosemid ve levofloksasin ilaglarinin in vivo etkilerini arastirmak amaciyla agirliklar
140-175 g arasinda olan 18 adet si¢an tizerinde galisilmistir. Deney hayvanlar1 Atatirk
Universitesi Tibbi Deneysel Uygulama ve Arastirma Merkezinden (ATADEM) temin
edildi. Her bir ilag i¢in 6’sar si¢can denek olarak kullanildi. 6 siganda kontrol amaciyla

kullanildi.

Hayvanlara verilecek ilag dojazlar asagidaki formiile gore belirlendi. Bu formiilde Km
her canl igin viicut agirhginin (kg), kapladigi vucut yiizey alanmna (m?) bélinmesiyle
hasaplanan bir sabittir. Bu formiille insanlar i¢in kullanilan ila¢ dojazlarinin hayvanlar

icin karsiligi hesaplanabilmektedir (Reagan-Shaw et al. 2007).

Km

. H

ID = HDx—
I Km

ID(mg/kg)= Insan dozu

HD(mg/kg)= Hayvan dozu

H Km= Hayvan i¢in bulunan sabit (150 g bir si¢an i¢in 6)

[ Km= Insan i¢in bulunan sabit (60 kg bir insan igin 37)

Belirlenen ilag dozajlari, her iki ila¢ iginde 10 mg/kg olacak sekilde hayvanlara
intraperitoneal olarak uygulandi. ilaglarin yarilanma 6mrii ve dokulardaki maksimum
doza ulagma zamanlar1 esas alinarak, hayvanlarin hayatlar1 23 dakika sonra sona

erdirildi. Dokular hizli bir sekilde alinip fizyolojik serumla yikandiktan sonra -80 °C’de
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donduruldu. Aktivite dl¢iimleri yapilacagi zaman sivi azotla un haline gelinceye kadar

pargalanip homojenat hazirland1 ve aktivite tayinleri yapildi.

Sonuglarin istatistiki analizi SPSS istatistik programi kullanilarak yapildi. Bu amagla
varyans analizi (ANOVA) yapilmistir. Gruplar endiisiik 6nemlilik farkina (LSD) gore
degerlendirilmisitir. Sonuclar ortalamaxSD olarak verildi ve p degeri 0.05’den kiiguk

oldugunda inhibisyon etkisinin istatistiksel olarak anlamli oldugu kabul edildi.

Tez kapsaminda yapilan ¢alismalar icin; Atatiirk Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel
Etik Kurulunun 27.08.2010 tarih ve 8 sayili oturumunun 28 no’lu karari ile arastirmanin

Etik Kurallara uygun oldugu yoniinde Etik Kurulu Karar1 verilmistir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI

4.1. Kantitatif Protein Tayini I¢in Kullamlan Standart Grafik

Enzim c¢ozeltilerinin kantitatif protein tayini Bradford yontemiyle belirlendi. Grafik
bolim 3.2.5’de belirtildigi gibi yapildi. Homojenat ve afinite kromatografisi sonucu
elde edilen enzim cozeltilerindeki kantitatif protein tayinin bu standart grafikten
faydalanilarak bulundu. Standart cozeltilerin pg proteine karsilik gelen absorbans

degerleri sekil 4.1°de gosterildi.
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Sekil 4.1. Kantitatif protein tayininde kullanilan standart grafik

4.2.2', 5" ADP Sepharose 4B Afinite Kromatografisi Saflastirma Sonuclar:

Hazirlanan homojenat siiziildiikten sonra afinite kolonuna tatbik edildi. Yikama islemi
tamamlandiktan sonra sirastyla G6PD, 6PGD ve GR eliisyon ¢ozeltileri ile eliisyon
yapildi. Eldatlar ependorf tiiplerine 1,5 ml’lik hacimlerle alindi. Eluatlarda 340 nm’de

enzim aktiviteleri olgildi ve aktivite gosteren tipler birlestirildi. Enzim Unitesi-tup
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sayist grafikleri asagida verilmistir. Saflagtirma basamaklar1 ve saflastirma degerleri

cizelgeler halinde verilmistir.

4.2.1. Sican akcigerinden G6PD, 6PGD ve GR enzimlerinin 2*, 5* ADP Sepharose

4B afinite karomatografisi sonuclar

Afinite kolonundan yapilan eliisyonun sonucu ve saflastirma basamaklarinin sonuglari

asagida verilmistir.
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Sekil 4.2. Sigan akciger G6PD, 6PGD ve GR enzimlerinin 2', 5'-ADP Sepharose 4B

afinite kromatografisi ile saflastirilmasi grafigi.
*Kolon 1x10 cm, jel yiiksekligi 5 cm, eliisyon hiz1 20 ml/saat ve fraksiyon hacmi 1,5 ml.
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Cizelge 4.1. Sigan akcigeri G6PD enziminin saflastirilmas1 basamaklari

Saflagtirma Toplam | Aktivite | Toplam | Protein | Spesifik % Saflagtirma

basamaklari hacim | (EU/ml) aktivite | miktar1 | aktivite | verim katsayisi
(ml) (EU) (mg/ml) | (EU/mQ)

Homojenat 16 0,92 14,75 2,95 0,31 100 1

Afinite 6 236 | 1415 | 0013 | 181,38 | 9593 | 580,50

kromatografisi

Cizelge 4.2. Sigan akcigeri 6PGD enziminin saflastirilmasi1 basamaklari

Saflagtirma Toplam | Aktivite | Toplam | Protein | Spesifik % Saflagtirma

basamaklari hacim | (EU/ml) | aktivite | miktar1 | aktivite | verim katsayis1
(ml) (EV) (mg/ml) | (EU/mg)

Homojenat 16 0,50 8,06 2,95 0,171 100 1

Afinite | 45 1,61 723 | 0012 | 133,976 | 89,8 784,6

kromatografisi

Cizelge 4.3. Sigan akcigeri GR enziminin saflagtirilmasi basamaklari

Saflastirma Toplam | Aktivite | Toplam | Protein | Spesifik % Saflastirma

basamaklari hacim | (EU/mI) | aktivite | miktar1 | aktivite | verim katsayis1
(ml) (EU) | (mg/ml) | (EU/mg)

Homojenat 16 0,110 1,758 2,96 0,04 100 1

Afinite | 5 0370 | 1,664 | 00106 | 34,88 | 94,66 | 939,90

kromatografisi
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4.2.2. Sigan kalbinden G6PD, 6PGD ve GR enzimlerinin 2', 5' ADP Sepharose 4B

afinite karomatografisi sonuclar:

Afinite kolonundan yapilan eliisyonun sonucu ve saflagtirma basamaklarinin sonuglari

asagida verilmistir.

1t 6PGD GR
= 0,8
£
0
= 0,6
L
= x
x 04
<
£ b
3 02 . \
Xy X

Tlp sayist

Sekil 4.3. Sigan kalp G6PD, 6PGD ve GR enzimlerinin 2', 5'-ADP Sepharose 4B afinite

kromatografisi ile saflagtirilmasi grafigi.
*Kolon 1x10 cm, jel yiksekligi 5 cm, eliisyon hiz1 20 ml/saat ve fraksiyon hacmi 1,5 ml.
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Cizelge 4.4. Sigan kalbi G6PD enziminin saflastirilmasi basamaklari

Saflagtirma Toplam | Aktivite | Toplam | Protein | Spesifik % Saflagtirma

basamaklari hacim | (EU/ml) aktivite | miktar1 | aktivite | verim katsayisi
(ml) (EU) (mg/ml) | (EU/mQ)

Homojenat 22 0,075 1,651 3,400 0,022 100, 1

Afinite | ¢ 0252 |1511 0007 |[3816 |91,55 | 1729

kromatografisi

Cizelge 4.5. Sigan kalbi 6PGD enziminin saflastirilmasi basamaklari

Saflagtirma Toplam | Aktivite | Toplam | Protein | Spesifik % Saflagtirma

basamaklari hacim | (EU/ml) | aktivite | miktar1 | aktivite | verim katsayis1
(ml) (EV) (mg/ml) | (EU/mg)

Homojenat 22 0,145 3,183 2,870 0,050 100 1

Afinite | ¢ 0482 |2894 0008 |61,83 909 |1226

kromatografisi

Cizelge 4.6. Sigan kalbi GR enziminin saflastirilmasi basamaklari

Saflastirma Toplam | Aktivite | Toplam | Protein | Spesifik % Saflastirma

basamaklari hacim | (EU/mI) | aktivite | miktar1 | aktivite | verim katsayis1
(ml) (EU) | (mg/ml) | (EU/mg)

Homojenat 22 0,118 2,594 3,4 0,035 100 1

Afinite | ¢ 0407 |2444 0004 |101,822 |9421 | 2936,36

kromatografisi
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4.3. SDS-Poliakrilamid Jel Elektroforezi Sonuclari

Afinite kromatografisi sonucu elde edilen enzimlerin safliginin kontroli amaciyla SDS-

poliakrilamid jel elektroforezi yapildi.

66 kDa. e
45 kDa .

6PGD G6ePD GR

Sekil 4.4. Sigan akcigerinden saflagtirllan G6PD, 6PGD VE GR enzimlerinin SDS-

PAGE fotografi
* Standtartlar yumurta albtimin (45,000 Da), ve BSA (66,000 Da) kullanildi.

Cizelge 4.7. Sigan akcigerinden saflastirllan G6PD, 6PGD ve GR enzimlerinin SDS-
PAGE sonucu elde edilen molekdl kitleleri

R¢ degeri Molekuil Kiitlesi (Da)
Yumurta albumin (standart) | 0,483 45,000
BSA (standart) 0,333 66,000
G6PD (akciger) 0,348 63,540
6PGD (akciger) 0,425 52,251
GR  (akciger) 0,353 62,735
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48 | y =-1,108x + 5,189

4 1 1
0,3 04 0,5
Rf

Sekil 4.5. Sigcan akcigerinden saflagtirilan G6PD, 6PGD ve GR enzimlerinin SDS-PAGE
sonucu molekdl kitlelerini bulmak igin cizilen logMA-R¢ degeri grafigi

y =-1,217x + 5,207
48 +
< 46 F
=
S 44 -
-
42 +
4 1 1 1
0,3 0,4 0,5 0,6
Rf

Sekil 4.6. Sican kalbinden saflastirilan G6PD, 6PGD ve GR enzimlerinin SDS-PAGE sonucu
molekul kitlelerini bulmak icin cizilen logMA-R¢ degeri grafigi
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Sekil 4.7. Sican kalbinden saflastirilan G6PD, 6PGD ve GR enzimlerinin SDS-PAGE
fotografi.

*Standtartlar karbonik anhidraz (29,000 Da), yumurta albiimin (45,000 Da), ve BSA (66,000 Da)
kullanild1.

Cizelge 4.8. Sican kalbinden saflastiritlan G6PD, 6PGD ve GR enzimlerinin SDS-PAGE
sonucu elde edilen molekil katleleri

Rt degeri Molekiil Ktlesi (Da)
BSA (standart) 0,333 66,000
Yumurta albimin (standart) 0,433 45,000
Karbonik anhidraz (standart) 0,620 29,000
G6PD (kalp) 0,311 67,250
6PGD (kalp) 0,311 55,402
GR  (kalp) 0,341 61,830

4.4. Jel Filtrasyon Kromatografisi Sonuclar:

Enzimlerin dogal hallerinin molekiil kiitlelerinini belirlemek icin jel filtrasyon
kromatografisi yapildi. Bu amagla kolondan gecirilen standartlarin elisyonunu gosteren
sekil asagida verilmistir. Elisyon grafiginde, grafigin net goriilmesi amaciyla, sadece
standartlarin en yogun geldigi hacimler alindi. Standartlarin ve numunelerin Kjy

degerleri ile hesaplana molekl kitleleri Cizelge 4.8’de verilmistir.
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Sekil 4.8. Jel filtrasyon kromatografisi yontemi ile enzimlerin molekil kitlelerini tespit
etmek amaciyla kullanilan standartlarin kolondan eliisyon grafigi.

*Void hacim icin Blue Dekstran (A: 2,000 kDa. Standart olarak B-amilaz (B: 200 kDa), alkol
dehidrogenaz (C:150 kDa), bovin serum albimin (D: 66 kDa) ve karbonik anhidraz (E: 29 kDa)
kullanildt.

5,4
° y = -1,863x + 5,426

51 ¢
<
2 48 ¢
o
|

45 +

4,2 1 1 1 1 1

0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6
Kav

Sekil 4.9. Jel filtrasyon kromatografisi ile molekiil kitlesi tayini yapmak icin
olusturulan logMA-K,, grafigi.



62

Cizelge 4.9. Sigan kalp ve akcigerinden saflastirilan G6PD, 6PGD ve GR enzimlerinin
jel filtrasyon sonucu molekdl kitleleri

Protein ve Enzimler Kav degeri Molek
Kitlesi (kDa)

B-amilaz (standart) 0,081 200
Alkol dehidrogenaz (standart) 0,118 150
Albumin (standart) 0,326 66
Karbonik anhidraz (standart) 0,518 29
Akciger GR 0,183 121
Akciger 6PGD 0,212 107
Akciger G6PD 0,159 134
Kalp GR 0,183 121
Kalp 6PGD 0,193 116
Kalp G6PD 0,159 134
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4.5. Enzimlerin Optimum Sartlarinin, Ky ve Vi Degerlerinin Belirlenmesi ve

Uriin inhibisyon Calismalarinin sonuglar

Calismalar bolim 3.2.6°de belirtildigi sekliyle yapildi. Calismalarin sonucu elde edilen

sekiller ve toplu sonuglar ¢izelge halinde asagida verilmistir.

4.5.1. Sican akcigerinden saflastirilan enzimler

45.1.a. Sican akcigerinden saflastirllan G6PD enzimi icin elde edilen Kinetik

calismalarin sonuclari

0,55

0,40

Enzim Aktivite(EU/mI)

o
N
(6}

o
&)1
o
o
Ul
\l
~
Ul
oo

85 9 95 10

Sekil 4.10. Sican akcigerinden saflagtirllan G6PD enziminin optimum pH’sinin
belirlenmesine yonelik aktivite élglimlerinin sonucunu gosteren grafik
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Sekil 4.11. Sican akcigerinden saflastirilan GO6PD igin iyonik siddetin belirlenmesi
amaciyla cizilen grafik
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Sekil 4.12. Sican akcigerinden saflastirilan G6PD enziminin aktivite hesaplamasinda
kullanilan optimum EDTA konsantrasyonunun belirlenmesi icin ¢gizilen grafik
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Sekil 4.13. Sican akcigerinden saflastirilan G6PD enziminin aktivite hesaplamasinda
kullanilan optimum MgCl, konsantrasyonunun belirlenmesi igin gizilen grafik
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Sekil 4.14. Sican akcigerinden saflagtirllan G6PD enziminin optimum sicakliginin
belirlenmesi icin cizilen grafik
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Sekil 4.15. Sican akcigerinden saflagtirllan G6PD enziminin stabil pH’smin
belirlenmesi icin cizilen grafik

Cizelge 4.10. Sigan akcigeri G6PD enziminin optimum sartlarinin belirlenmesine
yonelik ¢aligmalarin sonuglari

Optimum pH Tris-HCI pH=8
Iyonik siddet i¢in tuz konsantrasyonu Tris-HCI 160 mM
Optimum sicaklik 55°C

Stabil pH Fosfat pH=6
Optimum EDTA konsantrasyonu 0,1 mM
Optimum MgCl, konsantrasyonu 20 mM

Cizelge 4.11. Sigan akcigeri G6PD enziminin subsratlari i¢in bulunan Ky ve V' max
degerleri

Substratlar Kuv (MmM) Vmax (EU/mI)
NADP* 0,0053 0,446
G6P 0,028 0,431
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Sekil 4.16. Sican akciger G6PD enziminin Ky ve Vpax degerlerini bulmak igin 5 farkli
G6P derisimi kullanilarak ¢izilen grafik.

15 y = 0,012x + 2,242

12

v
©

-200 300 800
1/[NADP* ] mM-

Sekil 4.17. Sigan akciger G6PD enziminin Ky ve Vpyax degerlerini bulmak igin 5 farkl
NADP" derisimi kullanilarak cizilen grafik.
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Sekil 4.18. Sigan akcigerinden saflastirilan G6PD enziminde NADPH igin K sabitinin
bulunmasina yonelik ¢izilen Lineweaver-Burk grafigi

Cizelge 4.12. Sican akcigeri 6PGD enziminin Grlnleri igin bulunan K; ve inhibisyon
taru

Ortalama K; | inhibisyon

Urlin [1l (mM) | Ki(mM) (mM) tiirii
NADPH (Vmax) 8’% 8’832 0,027+0,002 | Yar1 Yarigmali
0,1 0,030

0,030£0,0001 | Yar1 Yarigsmali

NADPH (Kwm) 02 0.030
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45.1.b. Sican akcigerinden saflastirnlan 6PGD enzimi icin elde edilen kinetik

calismalarin sonuclar
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Sekil 4.19. Sican akcigerinden saflagtirilan 6PGD enziminin optimum pH’sinin
belirlenmesine yonelik aktivite 6l¢limlerinin sonucunu gosteren grafik
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Sekil 4.20. Sican akcigerinden saflagtirllan 6PGD i¢in iyonik siddetin belirlenmesi
amaciyla cizilen grafik
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Sekil 4.21. Sican akcigerinden saflastirilan 6PGD enziminin aktivite hesaplamasinda
kullanilan optimum EDTA konsantrasyonunun belirlenmesi i¢in gizilen grafik
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Sekil 4.22. Sican akcigerinden saflastirilan 6PGD enziminin aktivite hesaplamasinda
kullanilan optimum MgCl,konsantrasyonunun belirlenmesi icin ¢izilen grafik
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Sekil 4.23. Sican akcigerinden saflagtiritlan 6PGD enziminin optimum sicakliginin
belirlenmesi icin cizilen grafik
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Sekil 4.24. Sican akcigerinden saflagtirllan 6PGD enziminin stabil pH’smin
belirlenmesi icin cizilen grafik
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Cizelge 4.13. Sican akcigeri 6PGD enziminin optimum sartlarinin belirlenmesine
yonelik ¢aligmalarin sonuglart

Optimum pH Tris-HCI pH=8
Iyonik siddet igin tuz konsantrasyonu | Tris-HCI 5-40 mM
Optimum sicaklik 40°C

Stabil pH Tris-HCI pH=8,5
Optimum EDTA konsantrasyonu 0,1 mM

Optimum MgCl, konsantrasyonu 20 mM

Cizelge 4.14. Sigan akcigeri 6PGD enziminin subsratlari icin bulunan Ky ve V' max
degerleri

Substratlar Kv (MmM) V max (EU/mI)

NADP* 0,030 1,398

6PGA 0,092 0,397
80 y =0,232x + 2,515
60

3| 0
20
-55 45 145 245 345

1/[6PGA] mM-1

Sekil 4.25. Sigan akciger 6PGD enziminin Ky ve Vpax degerlerini bulmak igin 5 farkl
6PGA derisimi kullanilarak ¢izilen grafik.
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Sekil 4.26. Sican akciger 6PGD enziminin Ky ve Vyax degerlerini bulmak igin 5 farkli
NADP™ derisimi kullanilarak cizilen grafik.
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Sekil 4.27. Sigan akcigerinden saflastirilan 6PGD enziminde NADPH i¢in K| sabitinin
bulunmasina yonelik ¢izilen Lineweaver-Burk grafigi

Cizelge 4.15. Sican akcigeri 6PGD enziminin Grlnleri igin bulunan K; ve inhibisyon
taru

Ortalama K; | Inhibisyon
(mM) tard

0,147+0,05 | Yarismasiz

Uriin [1] (MM) | Ki(mM)

0,16 0,183
0,26 0,111

NADPH
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45.1.c. Sican akcigerinden saflastirlan GR enzimi igin elde edilen Kkinetik

calismalarin sonuclar
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Sekil 4.28. Sican akcigerinden saflastirilan GR enziminin optimum pH’sinin
belirlenmesine yonelik aktivite 6l¢limlerinin sonucunu gosteren grafik
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Sekil 4.29. Sican akcigerinden saflastirilan GR igin iyonik siddetin belirlenmesi
amaciyla ¢izilen grafik
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Sekil 4.30. Sican akcigerinden saflastirilan GR enziminin aktivite hesaplamasinda
kullanilan optimum EDTA konsantrasyonunun belirlenmesi i¢in ¢izilen grafik
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Sekil 4.31. Sican akcigerinden saflastirilan GR enziminin aktivite hesaplamasinda
kullanilan optimum MgClI, konsantrasyonunun belirlenmesi icin cizilen grafik
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Sekil 4.32. Sican akcigerinden saflagtirlan GR enziminin optimum sicakliginin

belirlenmesi icin ¢izilen grafik
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Sekil 4.33. Sican akcigerinden saflastirilan GR enziminin stabil pH’sinin belirlenmesi

icin cizilen grafik




7

Cizelge 4.16. Sigan akcigeri GR enziminin optimum sartlarinin belirlenmesine yonelik
calismalarin sonuglari

Optimum pH Tris-HCI pH=8,5
Iyonik siddet i¢in tuz konsantrasyonu | Tris-HCI 80 mM
Optimum sicaklik 60°C

Stabil pH Fosfat pH =7,0
Optimum EDTA konsantrasyonu 0,5 mM
Optimum MgCI, konsantrasyonu 20 mM

Cizelge 4.17. Sigan akcigeri GR enziminin subsratlar1 i¢in bulunan Ky ve V max
degerleri

Substratlar Km (MM) V max (EU/mI)
NADPH 0,020 0,125
GSSG 0,230 0,263

y =0,166x + 7,984

80
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Sekil 4.34. 5 farkli NADPH derisimi kullanilarak sigan akcigerinden saflastirilan GR
enzimi icin cizilen grafik.
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Sekil 4.35. 5 farkli GSSG derisimi kullanilarak sigan akcigerinden saflastirilan GR
enzimi igin ¢izilen grafik.
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Sekil 4.36. Sican akcigerinden saflastirilan GR enziminde NADP" icin K; sabitinin
bulunmasina yonelik ¢izilen Lineweaver-Burk grafigi



79

50 | e Kontrol
15 mM GSH
A25 mM GSH

40

30

v

20

-10 10 30 50
1/[GSSG] mM-L

Sekil 4.37. Sigan akcigerinden saflastirilan GR enziminde GSH i¢in K sabitinin
bulunmasina yonelik ¢izilen Lineweaver-Burk grafigi

Cizelge 4.18. Sigan akcigeri GR enziminin Grdnleri igin bulunan K; ve inhibisyon tiiri

. _ Ortalama K; | Inhibisyon
Urin [1] (mM) Ki (mM) (MM) tiirii
15 17,45
GSH o5 1587 16,66+1,11 | Yarigsmasiz
+ 0,4 0,564
NADP 0.8 0,498 0,531+0,04 | Yarismasiz
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4.5.2. Sican kalbinden saflastirilan enzimler

45.2.a. Sican Kkalbinden saflastirllan G6PD enzimi icin elde edilen Kkinetik

calismalarin sonuclari
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Sekil 4.38. Sican kalbinden saflastirilan G6PD enziminin optimum pH’sinin
belirlenmesine yonelik aktivite élglimlerinin sonucunu gosteren grafik
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Sekil 4.39. Sican kalbinden saflastirilan G6PD enziminin optimum iyonik siddetin
belirlenmesine yonelik aktivite 6lglimlerinin sonucunu gosteren grafik
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Sekil 4.40. Sican kalbinden saflagtirrllan G6PD enziminin optimum EDTA
konsantrasyonunun belirlenmesine yo6nelik aktivite Ol¢cimlerinin sonucunu goésteren
grafik
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Sekil 4.41. Sican kalbinden saflastirilan G6PD enziminin optimum MgCl, konsantrasyonunun
belirlenmesine yonelik aktivite dlciimlerinin sonucunu gdsteren grafik
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Sekil 4.42. Sican kalbinden saflastirilan G6PD enziminin optimum sicakliginin
belirlenmesine ydnelik aktivite 6lglimlerinin sonucunu gosteren grafik
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Sekil 4.43. Sican kalbinden saflastirilan G6PD enziminin stabil pH’sinin belirlenmesine
yonelik aktivite 6l¢imlerinin sonucunu gosteren grafik
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Cizelge 4.19. Sican kalbi G6PD enziminin optimum sartlarinin belirlenmesine yonelik
calismalarin sonuglari

Optimum pH Fosfat pH=7,5
Iyonik siddet i¢in tuz konsantrasyonu 40 mM Fosfat
Optimum sicakl 45°C

Stabil pH Tris-HCI pH =9,0
Optimum EDTA konsantrasyonu 0,5mM
Optimum MgCl, konsantrasyonu 100 mM

Cizelge 4.20. Sican kalbi G6PD enziminin subsratlart igin bulunan Ky ve V' max
degerleri

Substratlar Kuv (MM) V max (EU/mI)
NADP* 0,005 0,241
G6PA 0,031 0,158

y =0,199x + 6,322
120

80

VAV

40

b

-100 0 100 200 300 400 500 600
1/[G6P] mM-1

Sekil 4.44. 5 farkli G6PA derisimi kullanilarak sican kalbinden saflastirilan G6PD
enzimi igin ¢izilen grafik.
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y =0,024x + 4,143

50
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v

-250 250 750 1250 1750
1/[NADP*] mM-1

Sekil 4.45. 5 farkli NADP" derisimi kullanilarak sican kalbinden saflastirilan G6PD
enzimi igin ¢izilen grafik.

¢ Kontrol
0,06 mM NADPH
40,1 mM NADPH
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Sekil 4.46. Sigan kalbinden saflastiritlan G6PD enziminde NADPH i¢in K; sabitinin
bulunmasina yonelik ¢izilen Lineweaver-Burk grafigi

Cizelge 4.21. Sigan kalbi G6PD enziminin Grlnleri igin bulunan K; ve inhibisyon turi

- _ Ortalama K; | Inhibisyon
Uriin [1] (mM) Ki (mM) (mM) tiirii

0,06 0,070
NADPH 01 0.056 0,063%0,009 | Yarismasiz
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45.2.b. Sican kalbinden saflastirllan 6PGD enzimi icin elde edilen Kkinetik

calismalarin sonuclar

o
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/

o
w

Enzim Aktivitesi (EU/ml)
o o
[EN N

5 55 6 65 7 75 8 85 9 95
pH

o
o

Sekil 4.47. Sican kalbinden saflastirilan 6PGD enziminin optimum pH’sinin
belirlenmesine yonelik aktivite élglimlerinin sonucunu gosteren grafik
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Sekil 4.48. Sican kalbinden saflastirilan 6PGD enziminin optimum iyonik siddetin
belirlenmesine yonelik aktivite 6lglimlerinin sonucunu gosteren grafik
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Sekil 4.49. Sigan kalbinden saflastirilan 6PGD enziminin optimum EDTA konsantrasyonunun
belirlenmesine yonelik aktivite dl¢iimlerinin sonucunu gosteren grafik
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Sekil 4.50. Sican kalbinden saflastirilan 6PGD enziminin optimum MgCIl, konsantrasyonunun
belirlenmesine yonelik aktivite dl¢iimlerinin sonucunu gosteren grafik
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Sekil 4.51. Sigan kalbinden saflastirllan 6PGD enziminin optimum sicakliginin
belirlenmesine yonelik aktivite élglimlerinin sonucunu gosteren grafik
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Sekil 4.52. Sican kalbinden saflastirilan 6PGD enziminin stabil pH’sinin belirlenmesine
yonelik aktivite 6l¢imlerinin sonucunu gosteren grafik



88

Cizelge 4.22. Sigan kalbi 6PGD enziminin optimum sartlarinin belirlenmesine yonelik
caligsmalarin sonuglari

Optimum pH Fosfat pH=7,5
Iyonik siddet i¢in tuz konsantrasyonu Fosfat 5 mM
Optimum sicaklik 50°C

Stabil pH Fosfot pH =7,0
Optimum EDTA konsantrasyonu 0,125 mM
Optimum MgCl, konsantrasyonu 20 mM

Cizelge 4.23. Sican kalbi 6PGD enziminin subsratlart i¢cin bulunan Ky ve V max

Substratlar Km (MM) Vmax (EU/mI)
NADP* 0,0031 0,141
G6PA 0,051 0,475

40 + y = 0,108x + 2,102

30
2| 20

10

U()/ 1 1 1
-50 50 150 250 350
1/[6PGA] mM-L

Sekil 4.53. 5 farkli 6PGA derisimi kullanilarak sican kalbinden saflastirilan 6PGD
enzimi icin cizilen grafik.
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30 y= 0,022x + 7,075
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Sekil 4.54. 5 farkli NADP" derisimi kullanilarak sigan kalbinden saflastirilan 6PGD
enzimi icin cizilen grafik.

¢ Kontrol

80 r
= 0,08 mM NADPH

60 0,16 mM NADPH
2
- 40
20
%ﬂ 1 1 1 1
-25 -5 15 35 55 75 95

1/[6PGA] mM-L

Sekil 4.55. Sican kalbinden saflagtirilan 6PGD enziminde NADPH igin K;sabitinin
bulunmasina yonelik ¢izilen Lineweaver-Burk grafigi



Cizelge 4.24. Sigan kalbi 6PGD enziminin Grlnleri igin bulunan K; ve inhibisyon turi

90

_ _ Ortalama K; | Inhibisyon
Urln [1] (mM) Ki (mM) (mM) tiirii

0,08 0,114
NADPH 0.16 0,083 0,099+0,02 | Yarismasiz

45.2.c.

calismalarin sonuclari

Sican Kkalbinden saflastirllan GR enzimi

icin elde edilen Kinetik

Enzim Aktivitesi (EU/mI)
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0,00
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12

Sekil 4.56.

Sican kalbinden

saflagtirllan GR  enziminin optimum pH’simin

belirlenmesine yonelik aktivite 6lglimlerinin sonucunu gosteren grafik
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Sekil 4.57. Sican kalbinden saflagtirllan GR enziminin optimum iyonik siddetin
belirlenmesine yonelik aktivite élglimlerinin sonucunu gosteren grafik
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Sekil 4.58. Sigcan kalbinden saflastirilan GR enziminin optimum EDTA konsantrasyonunun
belirlenmesine yonelik aktivite dl¢ciimlerinin sonucunu gdsteren grafik
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Sekil 4.59. Sican kalbinden saflagtirilan GR enziminin optimum MgCl, konsantrasyonunun
belirlenmesine yonelik aktivite dlguimlerinin sonucunu gosteren grafik
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Sekil 4.60. Sigan kalbinden saflagtirllan GR enziminin optimum sicakliginin
belirlenmesine yonelik aktivite élglimlerinin sonucunu gosteren grafik
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Sekil 4.61. Sican kalbinden saflastirilan GR enziminin stabil pH’sinin belirlenmesine
yonelik aktivite 6l¢imlerinin sonucunu gosteren grafik

Cizelge 4.25. Sigan kalbi GR enziminin optimum sartlarinin belirlenmesine yonelik
caligmalarin sonuglari

Optimum pH Fosfat pH=8
Iyonik siddet i¢in tuz konsantrasyonu | Fosfat 40 mM
Optimum sicaklik 65°C

Stabil pH Fosfat pH =7,5
Optimum EDTA konsantrasyonu 0,5mM
Optimum MgCl, konsantrasyonu 50 mM

Cizelge 4.26. Sigan kalbi GR enziminin subsratlari i¢in bulunan Ky ve V max degerleri

Substratlar Kv (MM) V max (EU/mI)
NADPH 0,012 0,145
GSSG 0,037 0,998
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y =0,084x + 6,882
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1/[NADPH] mM-L

Sekil 4.62. 5 farkli NADPH derisimi kullanilarak sican kalbinden saflastirilan GR
enzimi igin ¢izilen grafik
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Sekil 4.63. 5 farkli GSSG derisimi kullanilarak si¢an kalbinden saflastirilan GR enzimi
icin cizilen grafik.
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60 . @Kontrol
m0.2mM NADP+
A 0.6 mM NADP+

-30 20 70 120 170 220 270
1/[NADPH] mM-!

Sekil 4.64. Sican kalbinden saflastirilan GR enziminde NADP® icin K; sabitinin
bulunmasina yonelik ¢izilen Lineweaver-Burk grafigi
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m S mM GSH
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Sekil 4.65. Sican kalbinden saflastirilan GR enziminde GSH i¢in K; sabitinin
bulunmasina yonelik ¢izilen Lineweaver-Burk grafigi

Cizelge 4.27. Sigan kalbi GR enziminin urunleri igin bulunan K; ve inhibisyon tir(

- _ Ortalama K; | Inhibisyon

Urln [1] (mM) Ki (mM) (MM) tiiri

GSH ?2 éiés 11,33+2,61 | Yarismasiz
N 0,2 0,212

NADP 0.6 0.288 0,250+0,053 | Yarismasiz
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4.6. Ilaclarm Etkilerinin Belirlenmesine Ait Calismalarin Sonuclar

Ilaglarin hazirlandig1 stok ¢ozeltileri kullanilarak; akcigerden saflastirilan G6PD, 6PGD,
GR enzimlerinin aktivitesi Uzerinede furosemid, gentamisin, levofloksasin, sefazolin,
seftazidim, sefuroksim, metilprednisol, teikoplanin, teofilin ilaglarin ve Kotininin,
kalpden saflastirilan G6PD, 6PGD ve GR enzimlerin aktivitesi tzerinede de digoksin,
dopamin, furosemid, adrenalin, lidokain, metoprolol tartarat, verapamil HCI ilaglarinin
inhibisyon etkilerine bakild1. Ilaglarm inhibisyon etkisi gosterip gostermedigi,
inhibisyon etkisi gosterenlerin 1Csy degeri, inhibisyon etkisi giicli olanlar icinde K;
sabitleri belirlendi. Bu caligmalara ait grafikler ilerleyen sayfalarda verilmistir.

Caligmalarla ilgili toplu sonuclar cizelgeler halinde verilmistir.
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4.6.1. Sican akcigerden dokusundan saflastirilan G6PD, 6PGD ve GR enzimleri

iizerine bazi ilaglarin in vitro etkilerinin sonuglari

100

% Aktivite Kaybi
a1 ~
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0 0,05 0,1 0,15
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Sekil 4.66. Sigan akciger G6PD enzimi Uizerine levofloksasin ilacinin % aktivite-[1]
grafigi
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Sekil 4.67. Sigan akciger 6PGD enzimi Uizerine levofloksasin ilacinin % aktivite-[1]
grafigi
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Sekil 4.68. Sigan akciger GR enzimi izerine levofloksasin ilacinin % aktivite-[I] grafigi
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Sekil 4.69. Sigan akciger G6PD enziminde levofloksasin i¢in 5 farkli subsrat
konsantrasyonunda ¢izilen Lineweaver-Burk grafigi
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Sekil 4.70. Sigan akciger 6PGD enziminde levofloksasin i¢in 5 farkli subsrat
konsantrasyonunda ¢izilen Lineweaver-Burk grafigi
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Sekil 4.71. Sican akciger GR enziminde levofloksasin igin 5 farkli subsrat
konsantrasyonunda cizilen Lineweaver-Burk grafigi
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Sekil 4.72. Sigan akciger G6PD enzimi Uzerine furosemid ilacinin % aktivite-[I] grafigi
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Sekil 4.73. Sigan akciger 6PGD enzimi Uzerine furosemid ilacinin % aktivite-[I] grafigi
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Sekil 4.74. Sigan akciger GR enzimi izerine furosemid ilacinin % aktivite-[I] grafigi
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Sekil 4.75. Sican akciger G6PD enziminde furosemid igin 5 farkli subsrat
konsantrasyonunda ¢izilen Lineweaver-Burk grafigi
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Sekil 4.76. Sican akciger 6PGD enziminde furosemid igin 5 farkli subsrat
konsantrasyonunda cizilen Lineweaver-Burk grafigi
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Sekil 4.77. Sican akciger GR enziminde furosemid

konsantrasyonunda cizilen Lineweaver-Burk grafigi

icin 5 farkh

subsrat
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Sekil 4.78. Sigan akciger G6PD enzimi Uzerine seftazidim ilacinin % aktivite-[I] grafigi
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Sekil 4.79. Sigan akciger 6PGD enzimi Uzerine seftazidim ilacinin % aktivite-[I] grafigi
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Sekil 4.80. Sigcan akciger GR enzimi zerine seftazidim ilacinin % aktivite-[I] grafigi
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Sekil 4.81. Sican akciger G6PD enziminde seftazidim ic¢in 5 farkli subsrat
konsantrasyonunda ¢izilen Lineweaver-Burk grafigi
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Sekil 4.82. Sican akciger 6PGD enziminde seftazidim ig¢in 5 farkli subsrat
konsantrasyonunda ¢izilen Lineweaver-Burk grafigi
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Sekil 4.83. Sican akciger GR enziminde seftazidim igin 5 farkli subsrat
konsantrasyonunda ¢izilen Lineweaver-Burk grafigi
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Sekil 4.84. Sigan akciger G6PD enzimi izerine sefuroksim ilacinin % aktivite-[1]
grafigi
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Sekil 4.85. Sigan akciger 6PGD enzimi Uzerine sefuroksim ilacinin % aktivite-[1]
grafigi
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Sekil 4.86. Sigan akciger GR enzimi izerine sefuroksim ilacinin % aktivite-[I] grafigi
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Sekil 4.87. Sigan akciger G6PD enziminde sefuroksim igin 5 farkli subsrat
konsantrasyonunda ¢izilen Lineweaver-Burk grafigi
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Sekil 4.88. Sigcan akciger 6PGD enziminde sefuroksim igin 5 farkli subsrat
konsantrasyonunda ¢izilen Lineweaver-Burk grafigi
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Sekil 4.89. Sigcan akciger GR enziminde sefuroksim igin 5 farkli subsrat
konsantrasyonunda ¢izilen Lineweaver-Burk grafigi
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Sekil 4.90. Sigan akciger G6PD enzimi (izerine gentamisin ilacinin % aktivite-[I] grafigi

100
y = 100e0:12
> 75
N
3]
Z 50 |
=
<
N 25 |
0 1 1 1
0 5 10 15
[Gentamisin] (mM)

Sekil 4.91. Sigan akciger 6PGD enzimi (izerine gentamisin ilacinin % aktivite-[I] grafigi
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Sekil 4.92. Sigan akciger GR enzimi izerine gentamisin ilacinin % aktivite-[I] grafigi
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Sekil 4.93. Sigan akciger G6PD enziminde gentamisin igin 5 farkli subsrat
konsantrasyonunda ¢izilen Lineweaver-Burk grafigi
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Sekil 4.94. Sican akciger 6PGD enziminde gentamisin igin 5 farkli subsrat

konsantrasyonunda cizilen Lineweaver-Burk grafigi
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Sekil 4.95. Sican akciger GR enziminde gentamisin

konsantrasyonunda ¢izilen Lineweaver-Burk grafigi

icin 5 farkh

subsrat
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Sekil 4.96. Sigan akciger G6PD enzimi Uzerine sefazolin ilacinin % aktivite-[I] grafigi
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Sekil 4.97. Sigan akciger 6PGD enzimi Uzerine sefazolin ilacinin % aktivite-[I] grafigi
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ekil 4.98. Sigan akciger enzimi Uzerine sefazolin ilacinin % aktivite-[I] grafigi
Sekil 4.98. S kciger GR enzimi Uzeri fazolin il % aktivite-[I] grafigi
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Sekil 4.99. Sican akciger G6PD enziminde sefazolin igin 5 farkh
konsantrasyonunda ¢izilen Lineweaver-Burk grafigi

subsrat
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Sekil 4.100. Sican akciger 6PGD enziminde sefazolin ig¢in 5 farkli subsrat
konsantrasyonunda ¢izilen Lineweaver-Burk grafigi
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Sekil 4.101. Sican akciger GR enziminde sefazolin igin 5 farkli subsrat
konsantrasyonunda ¢izilen Lineweaver-Burk grafigi
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Sekil 4.102. Sigcan akciger G6PD enzimi Uzerine metilprednisol ilacinin % aktivite-[l]
grafigi
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Sekil 4.103. Sican akciger 6PGD enzimi tzerine metilprednisol ilacinin % aktivite-[1]
grafigi
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Sekil 4.104. Sigan akciger GR enzimi tUzerine metilprednisol ilacinin % aktivite-[l]
grafigi
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Sekil 4.105. Sican akciger G6PD enzimi tzerine teikoplanin ilacinin % aktivite-[1]
grafigi
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Sekil 4.106. Sigcan akciger 6PGD enzimi Uzerine teikoplanin ilacinin % aktivite-[1]
grafigi
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Sekil 4.107. Sigan akciger GR enzimi Uzerine teikoplanin ilacinin % aktivite-[I] grafigi
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Sekil 4.108. Sican akciger G6PD enzimi tzerine teofilin ilacinin % aktivite-[I] grafigi
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Sekil 4.109. Sican akciger 6PGD enzimi tzerine teofilin ilacinin % aktivite-[I] grafigi
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Sekil 4.110. Sigan akciger GR enzimi tzerine teofilin ilacinin % aktivite-[I] grafigi
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Sekil 4.111. Si¢an akciger G6PD enzimi tzerine kotininin % aktivite-[I] grafigi



120

y =0,430x + 100

% Aktivite Kayb1

O 1 1
0 50 100 150
[Kotinin] (mM)

Sekil 4.112. Sigan akciger 6PGD enzimi tzerine kotininin % aktivite-[I] grafigi

100 ¢ y = 100g-0.004x

~
(6]
T

% Aktivite kaybi
a1
o

N
(@]
T

0 1 1 1
0 100 200 300

[Kotinin] (mM)

Sekil 4.113. Sigan akciger GR enzimi Uzerine kotininin % aktivite-[I] grafigi
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4.6.1. Sican kalp dokusundan saflastirilan G6PD, 6PGD ve GR enzimleri Gzerine

baz ilaglarin in vitro etkilerinin sonuglar:
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Sekil 4.114. Sican kalp G6PD enzimi Uzerine digoksin ilacinin % aktivite-[I] grafigi
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Sekil 4.115. Sigan kalp 6PGD enzimi Uzerine digoksin ilacinin % aktivite-[1] grafigi



Sekil 4.116. Sigcan kalp GR enzimi uzerine digoksin ilacinin % aktivite-[I] grafigi
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4.117. Sican kalp G6PD enziminde digoksin

konsantrasyonunda cizilen Lineweaver-Burk grafigi

icin 5 farkh

subsrat
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Sekil 4.118. Sican kalp 6PGD enziminde digoksin

konsantrasyonunda ¢izilen Lineweaver-Burk grafigi

icin 5 farkh
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Sekil 4.119. Sigan kalp GR enziminde digoksin igin 5 farkli subsrat konsantrasyonunda
cizilen Lineweaver-Burk grafigi
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Sekil 4.120. Sigan kalp G6PD enzimi Uzerine furosemid ilacinin % aktivite-[1] grafigi
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Sekil 4.121. Si¢an kalp 6PGD enzimi Uzerine furosemid ilacinin % aktivite-[I] grafigi
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Sekil 4.122. Si¢an kalp GR enzimi tizerine furosemid ilacinin % aktivite-[I] grafigi
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Sekil 4.123. Sigan kalp G6PD enziminde furosemid igin 5 farkli
konsantrasyonunda cizilen Lineweaver-Burk grafigi

subsrat
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Sekil 4.124. Sican kalp 6PGD enziminde furosemid igin 5 farkli subsrat
konsantrasyonunda ¢izilen Lineweaver-Burk grafigi
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Sekil 4.125. Sican kalp GR enziminde furosemid i¢in 5 farkli subsrat
konsantrasyonunda ¢izilen Lineweaver-Burk grafigi



127

y = 100011

100

% Aktivite Kaybi1
a1 ~
o (€]

N
ol
T

[Dopamin] (mM)

Sekil 4.126. Sigan kalp G6PD enzimi Uzerine dopamin ilacinin % aktivite-[I] grafigi
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Sekil 4.127. Sigan kalp 6PGD enzimi Uzerine dopamin ilacinin % aktivite-[I] grafigi
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Sekil 4.128. Sigcan kalp GR enzimi Uzerine dopamin ilacinin % aktivite-[I] grafigi
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Sekil 4.129. Sigan kalp G6PD enziminde dopamin igin 5 farkli subsrat
konsantrasyonunda ¢izilen Lineweaver-Burk grafigi
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Sekil 4.130. Sigan kalp 6PGD enziminde dopamin

konsantrasyonunda ¢izilen Lineweaver-Burk grafigi

icin 5 farkh
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Sekil 4.131. Sigan kalp GR enziminde dopamin i¢in 5 farkli subsrat konsantrasyonunda

cizilen Lineweaver-Burk grafigi
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Sekil 4.132. Sigan kalp G6PD enzimi Uzerine adrenalin ilacinin % aktivite-[I] grafigi
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Sekil 4.133. Sigan kalp 6PGD enzimi Uzerine adrenalin ilacinin % aktivite-[I] grafigi
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Sekil 4.134. Sican kalp GR enzimi Uzerine adrenalin ilacinin % aktivite-[I] grafigi
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Sekil 4.135. Sican kalp G6PD enzimi tzerine metoprolol tartarat ilacinin % aktivite-[l]
grafigi
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Sekil 4.136. Sican kalp 6PGD enzimi tUzerine metoprolol tartarat ilacinin % aktivite-[I]
grafigi
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Sekil 4.137. Sican kalp GR enzimi Uzerine metoprolol tartarat ilacinin % aktivite-[I]
grafigi
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Sekil 4.138. Sigan kalp G6PD enzimi tzerine verapamil HCI ilacinin % aktivite-[l]
grafigi
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Sekil 4.139. Sican kalp 6PGD enzimi Uzerine verapamil HCI ilacinin % aktivite-[I]
grafigi
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Sekil 4.140. Sican kalp GR enzimi uzerine verapamil HCl ilacinin % aktivite-[1] grafigi
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Sekil 4.141. Sican kalp G6PD enzimi tzerine lidokain ilacinin % aktivite-[I] grafigi
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Sekil 4.142. Sigan kalp 6PGD enzimi Uzerine lidokain ilacinin % aktivite-[I] grafigi
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Sekil 4.143. Sican kalp GR enzimi Uzerine lidokain ilacinin % aktivite-[I] grafigi
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Cizelge 4.28. llaglarin sican akcier ve kalp dokulari G6PD enzimleri

etkilerinin sonuglari

Uzerine

DOKU Etkin madde ICs Ortalam K; Inhibisyon
(mM) MM) tard
Levofloksasin 0,07 0,07 £0,03 Yarismasiz
Furosemid 0,13 0,17+0,05 Yarismasiz
Seftazidim 1,90 2,03+1,18 Yarismasiz
Sefuroksim 8,15 7,21+3,63 Yarismasiz
.~ Gentamisin 17,34 22,06+3,38 Yarigsmali
AKCIGER Sefazolin 34,65 40,11421,12 | Yarismasiz
Metilprednisol 23,10 - -
Teikoplanin 27,72 - -
Teofilin Etkisiz
Kotinin Aktive etti
Digoksin 0,09 0,13+0,01 Yarigmasiz
Furosemid 0,15 0,17+0,02 Yarismasiz
Dopamin 6,13 10,26+1,49 Yarigsmali
KALP Adrenalin Aktive etti
Lidokain Etkisiz
Metoprolol tartarat | Aktive etti
Verapamil HCI Aktive etti

Cizelge 4.29. Ilaglarin sican akciger ve kalp dokular1 6PGD enzimleri tizerine

etkilerinin sonuglari

DOKU Etkin madde I1Cs Ortalam K; Inhibisyon
(mM) MM) tard
Levofloksasin 0,07 0,08+0,03 yarigmasiz
Furosemid 0,14 0,17+0,05 yarismasiz
Seftazidim 1,93 1,79+0,91 yarismasiz
Gentamisin 5,77 7,03£1,74 yarismali
o Sefuroksim 9,24 15,64+7,48 yarigmasiz
AKCIGER Sefazolin 46,20 77,59+34,87 yarigmasiz
Teikoplanin 16,50 - -
Metilprednisol 27,72 - -
Teofilin 138 - -
Kotinin Aktive etti
Digoksin 0,14 0,18+0,09 yarigmasiz
Furosemid 0,17 0,17+0,08 yarismasiz
Dopamin 12,83 5,59+1,69 yarigmali
KALP Adrenalin Aktive etti
Lidokain Aktive etti
Metoprolol tartarat | Aktive etti
Verapamil HCI Etkisiz
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Cizelge 4.30. Ilaglarm sigan akciger ve kalp dokular1 GR enzimleri tizerine etkilerinin
sonugclart.

Etkin madde ICs Ortalam K; Inhibisyon
DOKU (mM) | mM) turii

Levofloksasin 0,02 0,03+0,01 Yarismasiz

Furosemid 0,08 0,08+0,03 Yarismasiz

Seftazidim 0,68 0,91+0,42 Yarismasiz

Sefuroksim 1,56 1,57+0,31 Yarismasiz

o Gentamisin 30,13 43,37+17,91 Yarismasiz

AKCIGER e pzolin 28.88 | 26042240 | Yarismali

Teikoplanin 24,75 -

Metilprednisol 36,48 -

Teofilin 115

Kotinin 173

Furosemid 0,09 0,10+0,01 Yarismasiz

Digoksin 0,22 0,25+0,08 Yarigmasiz

Dopamin 23,90 4,90+1,10 Yarismal
KALP Adrenalin Aktive etti

Lidokain Etkisiz

Metoprolol tartarat | Aktive etti

Verapamil HCI Aktive etti

4.7. Tlaclarm in vivo etkilerinin sonuclar

In vitro olarak yapilan ¢alismada akciger enzimleri {izerinde en fazla inhibisyon etkisi
gosteren levofloksasin ve furosemid, kalp enzimleri Uzerinde en fazla inhibisyon etkisi
goOsteren furosemid in vivo ¢alismada tercih edildi. Siganlarin i¢ organlarini almak igin

ilag verildikten 25 dakika sonra eterle uyutulmasini takiben 6tenazi uygulandi.

Akciger ve kalp dokularaindan homojenat hazirlandiktan sonra aktivite tayinleri yapildi.
Her bir 6lcim 3 kez tekrarlandi. Sonuglar Cizelde 4.31°da verilmistir. Furosemid ve
levofloksasinin hem akciger, hem de kalpte enzim aktivitesi (zerine etkilerine

bakilmistir.



138

Cizelge 4.31. Sigan kalp ve akciger dokularinda furosemid ve levofloksasinin in vivo
aktivite 6lglimlerinin ortalamasi, standart sapmasi ve p degerleri sonuglari

Enzim X+ SD (n=6) p
Kontrol 0,500 +0,031 -

G6PD (akciger) | Furosemid 0,584+0,023 0,000
Levofloksasinin | 0,510+0,039 0,591
Kontrol 0,650+0,038 -

6PGD (akciger) | Furosemid 0,617+0,021 0,098
Levofloksasinin | 0,603+0,035 0,025
Kontrol 0,309+0,014 -

GR (akciger) Furosemid 0,232+0,120 0,000
Levofloksasinin | 0,305+0,018 0,605

G6PD (Kalp) Kontrol | 0,062+0,007 -
Furosemid 0,067+0,008 0,236
Levofloksasinin | 0,062+0,007 0,920
Kontrol 0,120+0,018 -

6PGD(kalp) Furosemid 0,126+0,011 0,376
Levofloksasinin | 0,113+0,012 0,344
Kontrol 0,058+0,005 -

GR (kalp) Furosemid 0,057+0,008 0,798
Levofloksasinin | 0,055+0,002 0,522

* Istatistiki sonuclarla gore p<0,05 bulunanlar 6nemli, p<0,01 ¢ok 6nemli, p>0,05 anlamsiz olarak
degerlendirilmektedir.

Test sonucuna gore, sigan akciger dokusu GR ve G6PD enzimlerinin sonuglari ¢ok
onemli (p<0,01) bulunmustur. ilaglarin diger enzimler iizerindeki etkilerinde

istatistiksel olarak kontrolden 6nemli farkliliklar tespit edilememistir (p>0.05).
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5. TARTISMA ve SONUC

G6PD, 6PGD ve GR enzimleri canli metebolizmanin 6nemli enzimlerindendir.
Metebolizma igin gerekli indirgeyici molekil olan NADPH ve bir¢ok biyomolekilin
yapitast olan riboz-5-fosfat, G6PD ve 6-PGD enzimlerinin katelizledigi reaksiyonlar
sonucu olusur. Glutatyon rediktaz (GR), glutatyon disilfiti (GSSG) indirgeyerek

glutatyona (GSH) doniistiiren antioksidan bir enzimdir.

So6zi edilen enzimlerin Ggl de 2', 5-ADP Sepharose 4B afinite kolonuyla birgok
dokudan saflastirilmistir. Erat (2004) yaptig1 ¢calismada insan eritrositlerinden G6PD ve
GR enzimlerini aym Kkolondan ayr1 ayr1 saflastirmayr basarmistir. Bu c¢alisma
kapsaminda sigan kalp ve akciger dokularindan G6PD, 6PGD ve GR enzimleri 2', 5'-
ADP Sepharose 4B afinite kolonu kullanilarak ayni homojenattan sirayla saflagtirildi.
Saflastirma basamaklar1; homojenat hazirlama ve afinite kromatografisi olmak Uzere iKi
basamaktan ibarettir. Saflastirma islemleri homojenat hazirlama dahil yaklasik olarak 5
saat surmekte ve sonugta ¢ enzim kolondan eliic edilebilmektedir. Bu islemler
sonucunda ortalama verim %92 gibi yiksek bir deger olarak belirlenmistir. Elusyon
islemi G6PD, 6PGD ve GR enzimlerinin ellisyon ¢ozeltileri sirayla kolondan gecirilerek
yapilmistir. Bir 6nceki enzim tamamem kolondan alindiktan sonra digerinin eliisyonuna
gecilmistir. Eliisyon islemi her bir enzim igin 340 nm’de spektrofotometrik olarak takip
edilmistir. Bu saflagtirma yonteminin avantajlar1 enzimlerin denatlire 0lma oraninin az
olmasi, saflastirma siiresinin kisaligi, daha az kimyasal kullanilmasi, ¢ok hizli ve
yiiksek verimle saflastirma yapilmasidir. S6z0 edilen enzimlerin saflik derecesi SDS-
poliakrilamid jel elektroforezi ile kontrol edilmistir. Elektroforez sonucunda G6PD,
6PGD ve GR i¢in tek bantlar elde edilmistir.

Saflagtirma basamaklarinda, sicakligin kontrol altinda tutmak ve aktivite kaybim
azaltmak i¢in daima kar ile sogutma yapilmistir. Cozeltilerdeki protein miktart mg
seviyesinde Brodfard yontemiyle belirlenmistir. Bu yontem hassasiyeti, daha az zaman

almasi ve az reaktif gerektirdigi i¢in tercih edilmistir.
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G6PD ve 6PGD enzimlerinin aktivite olgtimleri Beutler, GR enziminin aktivite 6lgimu
Carlberg ve Mannervik metodlarina gére oda sartlarinda yapilmistir. Aktivite G6PD ve
6PGD enzimlerinde ortamdaki NADPH olusumuyla, GR iginde azalmasiyla
Olcilmuistiir. Enzimlerin saflastirilmasinda, karakterizasyon islemlemlerinde, kinetik
calismalarinda, ilaglarin ICsy degerleri ile K; sabitlerinin belirlenmesinde bu yontem

kullanilmstir.

Sican akciger ve kalp dokularindan sirayla G6PD, 6PGD ve GR enzimleri
saflagtirnldiktan ~ sonra,  karakterizasyon islemleri ile kinetik  ¢alismalari

gerceklestirilmistir.

GO6PD enzimi; akcigerden %95 verimle 580 kat, kalpten %91 verimle 1729 kat
saflastirma yapildi. Spesifik aktiviteleri sirasiyla 181 ve 38 EU/mg protein olarak

hesaplanmastir.

Enzimin saflik derecesi ve alt birim molekdl kitlesi SDS-PAGE ile belirlenmistir. SDS-
PAGE jeli Uzerinde enzimin R; degeri belirlenmistir. Bu deger kullanilarak
satandartlarla cizilen grafikten elde edilen enzimlerin alt birim molekul kutleleri
belirlenmistir. Buna gore akciger G6PD enziminin Ry degeri ve molekiil kiitlesi 0,348 ve
63,54 kDa olarak, kalp icin ise 0,311 ve 67 kDa olarak belirlenmistir. Jel filtrasyon
sonrast her iki dokudan saflastirilan G6PD enzimlerinin K,, degerleri ve dogal
hallerinin molekil kitleleri 0,159 ve 134 kDa olarak esit bulunmustur. Kaz eritrositinde
alt birim molekiil kiitlesi 73 kDa, dogal halinin ise 143 kDa olarak belirtilmistir
(Beydemir et al. 2003). Enzimlerinin dogal hallerinin molekiil kitleleri, kaz eritrosit
G6PD ile benzerdir.

G6PD enziminin optimum pH’st sigan akciger dokusunda 8,0 (Tris-HCI), kalp
dokusundanda ise 7,5 (fosfat) olarak bulunmustur. Belirlenen degerler literatlrde

belirlenen aralikta olup, akciger igin bulunan deger koyun karacigeri i¢in bulunan
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degerle, kalp i¢in bulunan deger de koyun bobreginde bulunan degerle benzerlik
gostermektedir (Tiirkoglu et al. 2003; Tandogan and Ulusu 2005).

Optimum tuz konsantrasyonlari si¢an akciger dokusunda Tris-HCI i¢in 160 mM, sigan

kalp dokusunda fosfat i¢in 40 mM fosfat olarak belirlenmistir.

G6PD enziminin aktivite c¢ozeltilerinde kullanilan EDTA igin yapilan optimum
konsantrasyon ¢aligmalarinda 1 mM’a kadar ¢alisilmig ve aktivite (izerine ¢ok az etkili
oldugu goriilmiistir. G6PD enziminin aktivitesinin en iyi oldugu EDTA
konsantrasyonlar: sigan akciger dokusu icin 0,1 mM, si¢an kalp dokusu i¢in de 0,5 mM
olarak belirlenmistir. MgCl, i¢in yapilan ¢alismada sican kalp dokusu igin 100 mM,

sigan akciger dokusu i¢in de 20 mM olarak belirlenmistir.

G6PD enziminin optimum aktivite gosterdigi sicaklik degerleri akciger dokusunda
55°C, kalp dokusunda ise 45°C olarak belirlenmistir. Sicaklikla enzim aktivitesinin 3
katma kadar ¢ikt1g1 goézlenmisdir. Her iki kaynaktan da 60°C (zerinde enzimin hemen
denatiire oldugu tespit edilmistir. Kalp dokusu i¢in bulunan deger buzagi bobregi icin
bulunan degerle benzerlik gosterirken, akciger dokusu icin bulunan deger literatiirde
bulunan degerler araligindadir (Beydemir et al. 2003; Ciftci et al. 2003; Tiirkoglu et al.
2003; Tandogan and Ulusu 2005).

Sican akciger ve kalp dokularindan G6PD enzimi ¢in yapilan stabil pH ¢alismalarinda
stabil pH’lar sirasiyla fosfat tamponunda 6,0 ve Tris-HCl tamponunda 9 olarak
belirlenmistir. Akciger i¢in belirlenen deger literatiir ile benzerlik gostermezken, kalp
dokusu i¢in bulunan deger buffalo eritrositi ve kaz eritrosit G6PD enzimleri igin elde
edilen degerlerle aynidir (Beydemir et al. 2003; Ciftci et al. 2003).

Sican akciger dokusundan saflastirilan G6PD enzimi i¢in yapilan kinetik ¢aligmalarda
G6P ve NADP" substratlari i¢in hesaplanan Ky sabitleri sirasiyla 0,028 ve 0,0053 mM;
Vmax degerleri ise 0,431 ve 0,466 EU/ml olarak hesaplanmistir. Sigan kalp dokusundan
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saflastirilan G6PD enzimi icin ise G6P ve NADP" substratlar i¢in hesaplanan Ky
sabitleri sirastyla 0,031 ve 0,005 mM; Viax degerleri ise 0,158 ve 0,241 EU/m olarak
bulunmustur. Ky sabitlerinde goriildiigi gibi her iki dokudan saflastirilan G6PD
enziminin NADP*’ya olan ilgisi G6P’ye gore daha yiiksektir. Ciinkii Ky sabiti daha
diisiiktiir. Bu durum literatiirle uygunluk gostermektedir (Yilmaz et al. 2002; Beydemir
et al. 2003; Tiirkoglu et al. 2003).

Bu ¢alismada si¢an kalp ve akciger dokularindan saflastiritlan G6PD enzimin aktivitesi
tizerinde NADPH’1n inhibisyon etkisi de arastirilmistir. NADPH kalp dokusu G6PD’si
izerinde yarigmasiz olarak inhibisyon etkisi gosterirken, akciger dokusu G6PD enzimi
Uzerinde yar1 yarigsmali olarak inhibisyon etkisini gostermisti. NADPH’ i enzim
lizerinde yar1 yarigsmali inhibisyon etkisi daha 6nce rapor edilmemistir. NADPH’1n K;
sabitleri sigan kalp ve akciger dokularinda sirasiyla 0,063 ve 0,0285 olarak Lineweaver-

Burk grafigikleri ile belirlenmistir.

6PGD enzimi; sican akciger dokusundan %90 verimle yaklasik 784 kat, kalp
dokusundan %91 verimle yaklasik 1226 kat saflastirilmuistir. Spesifik aktiviteleri
sirastyla 133,9 ve 61,8 EU/mg protein olarak hesaplanmistir. Enzim ayn1 afinite kolonu

kullanilarak %78 verimle sigan ve insan eritrositlerinden saflastirildigi belirtilmektedir

(Beydemir et al. 2004; Adem 2006).

2', 5-ADP Sepharose 4B afinite kolonundan e¢liisyonla aliman 6PGD enzim
numunelerinin, SDS-PAGE’de tek bantlar1 elde edilmistir. Jel lzerinde Ry degerleri
belirlenerek, standarlarla ¢izilen grafige gore molekiil kiitleleri hesaplanmistir. R
degerleri ve molekiil kiitleleri sican akciger dokusunda 0,425 ve 52,25 kDa; kalp
dokusunda ise 0,311 ve 55,40 kDa olarak hesaplanmistir. Jel filtrasyon sonrasinda
enzimlerin K, degerleri ve molekil Kkitleleri sigan akciger dokusunda 0,212 ve 107
kDa, sigan kalp dokusunda 0,193 ve 116 kDa olarak hesaplanmistir. SDS-PAGE ve jel
filtrasyon sonuglari beraber degerlendirildiginde enzimin her iki dokuda da homodimer
yapida oldugu anlasilmaktadir. Sigan akciger ve kalp dokular1 6PGD enzimlernin

molekiil kiitlesi ve yapisi i¢in bulunan degerler, diger dokulardan saflastirilan 6PGD
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sonuglartyla benzerlik gostermektedir (Procsal and Holten 1972; Ceyhan et al. 2005;
Betts and Mayer 1975).

6PGD enziminin en iyi aktivite gosterdigi pH degerleri si¢an akciger dokusunda 8,0
(Tris-HCI), kalp dokusunda 7,5 (fosfat) olarak belirlenmistir. 6PGD enziminin akciger
dokusunda belirledigimiz deger sican bdbrek ve karacigeri dokulari icin belirlenen
degerle aymidir (Corpas et al. 1995). Kalp dokusundan saflastirilan 6PGD igin
belirlenen optimum pH ise, sigan ince bagirsak dokusu 6PGD enzimi icin bulunan
degere yakindir (Ceyhan et al. 2005)

Optimum tuz konsantrasyonlar1 sigan akciger dokusunda Tris-HCI igin 5-40 mM
araliginda iken, si¢an kalp dokusunda fosfat i¢in 5 mM olarak belirlenmistir. Bu veriler
enzimin diisiik tuz konsantrasyonlarinda aktivitesinin fazla oldugunu gostermektedir.

Bu durum literatiirle benzerlik gdstermektedir (Weisz et al. 1985)

MgCl, ve EDTA sigan akciger dokusu 6PGD enziminin aktivitesi Uzerinde inhibisyon
etkisi gostermis, yiiksek konsantrasyonlarda inhibisyon etkisi artmistir. Sican kalp
dokusundan saflastirilan enzim {iizerine de EDTA 0,2 mM’da ¢ok az bir aktivite artisi
saglarken yiksek konsantrasyonlarada inhibisyon etkisi artmistir. MgCl, ise enzim
aktivitesini diistirmiistiir. Bu durum literatiirle farklilik gostermektedir (Veronese et al.
1974).

6PGD enziminin optimum aktivite gosterdigi sicaklik degerleri sigan akciger dokusunda
40°C, sigan kalp dokusunda ise 50°C olarak belitlenmistir. Sicaklikla enzim
aktivitesinin artis gosterdigi gozlenmistir. Enzimin her iki kaynakta da 60°C uzerinde
hemen denatiire olduguda tespit edilmistir. Enzimin akciger dokusunda belirlenen
optimum sicaklik degeri, sican eritrositi ile; kalp dokusu i¢in belirlenen deger de sigan
ince bagisak dokusunda bulunan degerlerle aymidir (Beydemir et al. 2004; Ceyhan et al.
2005).
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Sican akciger ve kalp dokularindan saflastirilan 6PGD enzimi igin yapilan stabil pH
caligmalarinda stabil pH’lar sirasiyla Tris-HCI tamponunda 8,5 ve fosfat tamponunda
7,0 olarak belirlenmistir. Sigan akciger dokusu i¢in belirlenen degeri literatirle
benzerlik gostermektedir (Erat 2005).

Sican akciger dokusundan saflagtirilan 6PGD enzimi igin yapilan kinetik ¢aligmalarda
6PGA ve NADP" subsratlar1 igin hesaplanan Ky sabitleri sirasiyla 0,092 ve 0,030 mM;
Vmax degerleri ayn1 sira ile 0,397 ve 1,398 EU/mI olarak tespit edilmistir. Sigan kalp
dokusundan saflastirilan 6PGD enzimi i¢in yapilan kinetik ¢alismalarda ise 6PGA ve
NADP™ subsratlar1 i¢in hesaplanan Ky, sabitleri sirastyla 0,051 ve 0,0031 mM; Vax
degerleri aynm1 sira ile 0,475 ve 0,141 EU/mI olarak tespit edildi. Ky sabitlerinde
goriildiigii gibi her iki dokudan da saflastirilan 6PGD enzimlerin NADP™’ya olan ilgisi
6PGA’ya gore daha fazladir. Cilinkii Ky degeri daha kiigiiktiir. Bu durum literatirle
benzerlik gostermektedir (Corpas et al. 1995; Ceyhan et al. 2005).

Bu c¢alismada sican kalp ve akciger dokularindan saflastirilan 6PGD enzimlerinin
aktivitesi Uzerinde NADPH’in inhibisyon etkisi arastirilmistir. NADPH enzimleri
yarismasiz olarak inhibe etmistir. Lineweaver-Burk grafikleri cizilerek bulunan K;
sabitleri sigan akciger dokusunda 0,147 mM ve kalp dokusunda ise 0,099 mM olarak
bulunmustur. NADPH’in inhibisyon sekli literatiirle benzerlik gostermektedir
(Beydemir et al. 2004)

GR enzimi sigan akciger dokusundan %94 verimle yaklasik 939 Kkat, kalpten %94
verimle yaklasik 2936 kat saflastirilmistir. Spesifik aktiviteleri sirasiyla 34,88 ve 101,82
EU/mg protein olarak hesaplanmistir. Her iki dokudan da enzim yiiksek verimle elde
edilmistir. Enzim daha 6nce ayni afinite kolonuyla %50°nin altinda bir verimle
saflagtirilmigken bu c¢alismada verim %90’nin iizerine ¢ikmistir (Erat 2004; Tekman et
al. 2008). Verimin yiiksek olmasmin nedeni enzimlerin stabil pH’larinda ¢aligilmis
olmasi, saflasgtirma isleminin kisa siirede yapilmasi ve saflagtirmanin tek basamakta

yapilmis olamasidir.
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Afinite sonrasi elde edilen GR enzim numuneleri ile yapilan SDS-PAGE’de tek bantlar
elde edilmistir. Sigan akciger dokusundan saflastiritlan GR enziminin R¢ degerleri ile bu
degere gore molekiil kiitlesi sirasiyla 0,35 ve 62,73 kDa; kalp dokusu GR i¢in R; degeri
ve molekul kitlesi ise 0,34 ve 61,83 kDa olarak hesaplanmustir. Jel filtrasyon sonras,
her iki dokudan saflagtirilan GR enzimi i¢in K, degerleri 0,183 ve molekul kutleleri
121 kDa olarak hesaplanmistir. SDS-PAGE ve jel filtrasyon sonuglarina gére enzimin
dogal yapis1t homodimer oldugu goriilmektedir. Enzimlerin molekiil kiitleleri ve yapilari
literatiirle benzerlik gostermektedir (Carlberg and Mannever 1975; Acan and Tezcan
1989; Erat 2002).

GR enziminin optimum pH’s1 sigan akciger dokusunda 8,5 (Tris-HCI tamponunda) ve
sigan kalp dokusunda 8,0 (fosfat tamponunda) olarak belirlenmistir. Bulunan degerler
literatiirle benzerlik gostemektedir (Scott et al. 1963; Ulusu et al. 2005; Tekman et al.
2008). GR enzimlerinin optimum aktivite gosterdikleri tuz konsantrasyonlari sigan
akciger dokusu i¢in Tris-HCI tamponunda 80 mM ve sigan kalp dokusu icin ise fosfat
tamponunda 40 mM fosfat olarak belirlenmistir. Optimum tuz konsantrasyonu igin
cizilen sekiller incelendiginde aktivite 6lcimlerinde tuz konsantrasyonun GR igin ¢ok

onemli oldugu ortaya ¢ikmaktadir.

Sigan kalp ve akciger dokularindan saflastirilan GR enzimleri igin yapilan stabil pH
calismalarinda stabil pH’lar fosfat tamponunda sirasiyla 7,5 ve 7,0 olarak belirlenmistir.
Her iki doku i¢in bulunan degerler sigir eritrositi GR igin bulunan degere yakindir (Erat
2002).

Sican kalp ve akciger dokularindan saflastirilan GR enzimlerinin aktiviteleri iizerinde
MgCl, ve EDTA’nin etkisini arastirilmistir. MgCl, enzimlerin aktivitelerini ¢cok az
artirirken konsantrasyonu arttiginda ise inhibisyona neden oldugu tespit edilmistir.
EDTA, sigan akciger dokusunda GR enziminin aktivitesini 6zellikle 0,5 mM’dan sonra
inhibe ettigi bulunmustur. EDTA, sican kalp dokusu GR enzim aktivitesini ise arttirmis

ve en uygun konsantrasyonu 0,5 mM olarak tespit edilmistir.
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Optimum sicaklik degerleri her iki dokudan saflastirilan GR enzimi igin 65°C’dir. GR
1sitya dayanikli bir enzim oldugu belirtilmistir (Lopez and Lee 1979). Akciger GR
enziminin aktivitesi sicakligin artmasiyla oda sartlarinda olgiilen degerin 10 kat1 kadar
artmistir. Enzimlerin aktivitelerini 80°C’ye kadar vyilksek seviyede koruduklar
gorilmistiir. Elde edilen sonuglar literatiirle uygunluk gostermektedir (Lopez and Lee
1979; Ulusu et al. 2005).

Sican akciger dokusundan saflastirlilan GR enzimi i¢in yapilan kinetik ¢alismalarda
GSSG ve NADPH subsratlart igin hesaplanan Ky degerleri sirasiyla 0,23 ve 0,020 mM;
Vmax degerleri aym sirayla 0,263 ve 0,125 EU/ml olarak bulunmustur. Sican kalp
dokusundan saflastirilan GR subsratlart GSSG ve NADPH i¢in hesaplanan Ky degerleri
sirastyla 0,037 ve 0,012 mMM; Vax degerleri ayni sirayla 0,998 ve 0,145 EU/mI olarak
bulunmustur. Her iki dokuda, subsratlar icin hesaplanan Ky sabitlerinden goriildiigii
gibi, GR enziminin NADPH’a olan ilgisi GSSG’a olandan daha fazladir. Clnki Ky
degerleri daha diisiiktiir. Bu durum ve bulunan degerlerin bazilari literatiirle uygunluk
gostermektedir (Ulusu et al. 2005; Tekman et al. 2008).

Enzimin katalizledigi reaksiyonun iiriinleri olan NADP" ve GSH molekillerinin enzim
aktivitesi lzerindeki etkileri arastirilmis ve her iki dokudan saflastirilan enzimleri
yarismasiz olarak inhibe ettigi belirlenmistir. GSH igin K; sabiti sican akciger
dokusunda 11,33 mM ve sigan kalp dokusunda ise 16,66 mM olarak bulunmustur.
NADP™ icin K; sabiti ise sican akciger ve kalp dokularinda sirastyla 0,250 ve 0,531 mM
olarak tespit edilmistir. GSH i¢in akciger dokusunda bulunan K; degeri balik karacigeri
icin bulunan degere benzerlik gostermektedir (Tekman et al. 2008). Akciger dokusunda
NADP™ icin hesaplanan K; degeri sigir eritrosit enzimi igin bulunan degere ¢ok yakindir
(Erat 2002).

flaglarin sozkonusu enzim aktivitelerini inhibe ettigi birgok in vitro ve in vivo
calismayla rapor edilmistir (Ciftci et al. 2000; Akyiiz 2004; Erat ve Ciftci 2003; Sentiirk
2006). Bu ¢alismamizda sigan akciger ve kalp dokularindan saflagtirilan G6PD, 6PGD,

GR enzimlerinin aktiviteleri Gzerine, tedavi siirecinde ilgili dokular1 hedef alan ilaglar
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calistlmustir. flag ve kimyasallarin inhibisyon etkileri ICso degeri ve K; sabitleriyle
belirlenmektedir. Bu degerler diisiik ise inhibisyon etkisi fazla, biiyilk ise azdir.
Oncelikle ilaglarin ICsq degerleri belirlenmis ve bu degeri diisiik bulunan bazi ilaglarn
Ki sabitleri ve inhibisyon tiirliniin belirlenmesine yonelik ¢alismalar yapilmistir.
llaglarin K; sabitleri ve inhibisyon tirleri Lineweaver-Burk grafigikleri cizilerek

belirlenmistir.

Calismalarda si¢an akcigerinden saflagtirnlan G6PD, 6PGD, GR enzimlerinin
aktiviteleri izerine bazi ilaglarin inhibisyon ve aktivasyon etkisi incelendi. Bu amagla
furosemid, gentamisin, levofloksasin, sefazolin, seftazidim, sefuroksim, metilprednisol,
teikoplanin ve teofilin ilaglar1 ¢alisildi. Ayrica nikotinin bir metaboliti olan kotininin

enzimlerin aktiviteleri Uzerine etkisine bakildi.

Yapilan in vitro calismalarda levofloksasinin si¢can akciger dokusundan saflastirilan
G6PD, 6PGD ve GR enzimlerinin aktivitesi uzerinde inhibisyon etkisi gosterdigi tespit
edilmistir. 1Csp degerleri sirayla 0,07, 0,07 ve 0,02 mM olarak; K; sabitleri ayn1 sirayla
0,07+0,03, 0,08+0,03 ve 0,03+0,01 mM olarak hesaplanmistir. Levofloksasin U¢ enzimi
de yarismasiz olarak inhibe etmistir. Levofloksasinin insan eritrosit 6PGD ve tavuk
karaciger dokusu GR iizerinde yarismasiz, koyun karaciger GR tizerinde yarigmali etkisi

rapor edilmistir (Akyiliz 2004; Demir 2006; Erat ve Ciftci 2003).

Furosemidin sigan akciger dokusundan saflastiritlan G6PD, 6PGD ve GR enzimlerinin
aktivitesi iizerinde inhibisyon etkisi gostermistir. ICso degerleri sirayla 0,13, 0,14 ve
0,08 mM olarak; K; sabitleri ayni sirayla 0,17+0,05, 0,17+£0,05 ve 0,08+0,03 mM olarak
hesaplanmistir. Furosemidin i¢ enzimi de yarigmasiz olarak inhibe etmistir. Furosemid
insan eritrosit 6PGD enzimini yarismasiz olarak inhibe etkigi rapor edilmistir. Bulunan

degerler literatiirle benzerlik géstermektedir (Akkemik et al. 2010).

Akciger dokusundan saflastirilan G6PD, 6PGD ve GR enzimleri iizerinde inhibisyon
etkisi gosteren ilaglardan biri de seftazidimdir. 1Csq degerleri sirayla 1,90, 1,93 ve 0,68
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mM olarak; K; sabitleri ayni1 sirayla 2,03+1,18, 1,79+0,91 ve 0,91+0,42 mM olarak
hesaplanmistir. Seftazidim enzimleri yarismasiz olarak inhibe ettigi tespit edilmistir.
Seftazidimin, insan eritrosit 6PGD ve GR enzimlerinin aktivitesi izerinde inhibisyon

etkisi gosterdigi literatiirde rapor edilmistir (Akytliz 2004; Sentiirk 2006).

Sefuroksim sican akciger dokusundan saflastirilan G6PD, 6PGD ve GR enzimlerinin
aktivitelerini yarigmasiz olarak inhibe ettigi bulunmustur. Bulunan 1Csq degerleri sirayla
8,15, 9,24 ve 1,56 mM olarak; K; degerleri aymi sirayla 7,21+3,63, 15,64+7,48 ve
1,57+0,31 mM olarak hesaplanmistir. Sefuroksimin insan eritrosit G6PD enzimini in
vivo ve in vitro, 6PGD ve GR enzimlerini in vitro olarak inhibe ettigi literatiirde rapor
edilmistir (Ciftci et al. 2000; Adem 2006; Sentiirk 2006).

Akciger dokusundan saflastirilan G6PD, 6PGD ve GR enzimlerinin aktivitesi
gentamisin tarafindan inhibe edilmistir. 1Csy degerleri sirayla 17,34, 5,77 ve 30,13 mM
olarak; K; degerleri aymi sirayla 22,06+3,38, 7,03+1,74 ve 43,37+17,91 mM olarak
hesaplanmistir. Gentamisin G6PD ve 6PGD enzimlerini yarigmali, GR enzimini
yarismasiz olarak inhibe etmistir. Gentamisinin koyun ve balik eritrositlerinden
saflagtiritlan G6PD enzimini yarismasiz olarak inhibe ettigi rapor edilmistir (Erdogan et
al. 2004; Beydemir et al. 2002). Akyiiz (2004) yaptig1 calismada gentamisinin insan

eritrosit 6PGD enzim aktivitesini inhibe ettigini belitmistir.

Sefazolin sican akciger dokusundan saflastirilan enzimlerden G6PD ve 6PGD
yarismasiz, GR enzimini de yarigmali olarak inhibe etmistir. 1Cso degerleri sirayla
34,65, 46,20 ve 28,88 mM; K; degerleri aymi sirayla 40,114+21,12, 77,59+£34,87 ve
26,04+2,40 mM olarak hesaplanmistir. Sefazolinin G6PD ve GR enzimleri {izerine
inhibisyon etkisi literatiirde belirtilmistir (Ciftci et al. 2000; Beydemir et al. 2002; Erat
ve Ciftci 2003). Akyiz (2004) insan eritrosit 6PGD enzimini, sefazolinin inhibe

etmedigini belirtmistir.
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Teikoplanin ve metilprednisol sican akciger dokusundan saflastirilan G6PG, 6PGD ve
GR enzimlerini inhibe etmistir. Teikoplanin i¢in hesaplanan 1Csy degerleri sirasiyla
27,72, 16,50 ve 24,75 mM; metilprednisol icin hesaplanan ICsy degerleri ayni sira ile
23,10, 27,72 ve 36,48 mM olarak bulunmustur. Teofilin enzimlerden 6PGD ve GR
enzimlerini yuksek konsantrasyonda inhibe ederken, G6PD enzimi Uzerinde inhibisyon
etkisi gotermemistir. Teofilin i¢in belirlenen 1Csy degerleri 6PGD igin 138 mM, GR igin
de 115 mM olarak hesaplanmigtir. Teikoplaninin 6PGD (zerine inhibisyon etKkisi
literatiirle benzerlik gostermektedir (Akytiz 2004)

Kotinin literatiirde biyolojik olarak inaktif bir molekil olarak tarif edilmekle beraber,
bunu destekleyecek yeterince c¢alisma yapilmadigi belirtilmektedir (Benowitz 1996).
Sican akciger dokusunda saflagtirdigimiz enzimler iizerinde, kotininin in vitro olarak
diisiik konsantrasyonlarda etkisiz oldugu, yliksek konsantrasyonlarda G6PD ve 6PGD
aktivitesini artirdigi, GR aktivitesini diislirdiigii tespit edilmistir. Kotininin GR igin
hesaplanan 1Csy degeri 173 mM olarak bulunmustur. Giinde 20 adet sigara igen birinin
serum kotinin seviyesi 0,001 mM oldugu distiniildiginde, ¢alisilan konsantrasyonlarin
yiiksekligi ve kotininin in vivo olarak bu enzimler iizerine ne kadar az etkili olabilecegi
hakkinda fikir vermektedir.

Ayrica sigan kalp dokusundan saflastirilan G6PD, 6PGD ve GR enzimlerinin
aktiviteleri izerine bazi ilaglarin inhibisyon ve aktivasyon etkisi incelendi. Bu amacla
digoksin, dopamin, furosemid, adrenalin, lidokain, metoprolol tartarat ve verapamil HCI

ilaglar1 ¢alisildi.

Digoksin ve furosemid sigan kalp dokusundan saflastirilan G6PD, 6PGD ve GR
enzimlerini yarismasiz olarak inhibe ettigi bulunmustur. Digoksin i¢in hesaplanan ICs
degerleri sirayla 0,09, 0,14 ve 0,22 mM; K; sabitleri ayn1 sirayla 0,13+0,01, 0,18+0,09
ve 0,25+0,08 mM olarak tespit edilmistir. Furosemid i¢in hesaplanan ICsy degerleri de
sirayla 0,15, 0,17 ve 0,01 mM; K; sabitleri ise aynm sirayla 0,17+0,02, 0,17+0,08 ve
0,11+0,01 mM olarak hesaplanmistir. Digoksin ve furosemidin inhibisyon etkisi
literatiirle benzerlik gostermektedir (Ciftci 1998; Akkemik 2010)
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Dopamin sigan kalp dokusundan saflastirilan G6PD, 6PGD ve GR enzimlerini yarigsmali
olarak inhibe ettigi belirlenmistir. 1Csp degerleri sirayla 6,13, 12,18 ve 23,90 mM; K;
sabitleri ayni sirayla 10,26+1,49, 5,59+1,69 ve 4,90+1,10 mM olarak bulunmustur.

Sican kalp dokusundan saflastirilan G6PD, 6PGD ve GR enzimlerini adrenalin ve
metoprolol tartarat aktive ederken, lidokain ayni dokudan saflastrilan 6PGD ve GR’yi
aktive G6PD enzimine etki etmedigi tespit edilmistir. Verapamil HCI ayn1 dokudan
saflastsrslan G6PD ve GR enzimlerini aktive ederken, 6PGD enziminin aktivitesi

uzerinde herhangi bir etkisinin olmadigi gozlenmistir.

Akcigerden saflastirilan {i¢ enzimimin aktivitesini in vitro olarak en fazla inhibe eden
levofloksasin ve furosemid, kalp enzimlerinde ise furosemid olmustur. Bu nedenle in
vivo ¢alismada bu ilaglarlar tercih edilmistir. Yapilan c¢alismanin sonucunda her iki
ilacin da, istatistiki verilerle anlamli olarak (p>0,05 oldugundan) kalp enzimleri Gzerine
herhangi bir etkisi tespit edilmemistir. Akciger enzimlerinden 6PGD iizerinde de
ilaglarin inhibisyon etkisi tespit edilmemistir. Furosemidin akciger G6PD enzimini %16
oraninda aktive ettigi, GR enzimini %20 oraninda inhibe ettigi tespit edilmistir.
Levofloksasinin, sigan kalp ve akciger dokularindaki G6PD, 6PGD ve GR enzimleri

Uzerine inhibisyon etkisi tespit edilmemistir.

Sonug olarak ¢alisma kapsaminda metebolizma i¢in olduk¢a 6nemli (¢ enzim olarak
bilinen G6PD, 6PGD ve GR sigan akciger ve kalp dokularindan saflastirilip karakterize
edildi. Bu galisma Sprague—Dawley tiirii si¢anlar {izerinde yiiriitilmustir. Enzimlerin
optimum pH, optimum iyonik siddet, optimum EDTA ve MgCl, konsantrasyonu, stabil
pH ve enzimin optimum aktivite gosterdigi sicaklik gibi 6zellikleri belirlenmistir. Ayn1
zamanda enzim-subsrat arasindaki ilginin bir gostergesi olan Ky, sabitleri ve Vmax
degerleri Lineweaver-Burk grafigikleriyle belirlenmistir. Enzimlerin katelizledigi
reaksiyonlarin iriinlerinin enzim aktivitesi lizerinde etkisi incelenerek, uUrinlerin

inhibisyon tird ve K; sabitleri Lineweaver-Burk grafigiklerinden hesaplanmistir. Her t¢
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enzim de 2', 5'-ADP Sepharose 4B afinite kolon kromatografisi kullanilarak, ayn1 anda

sirayla saflastirilmistir.

Bazi ilaglarin saflastirilan enzimler iizerine inhibitor etkileri arastirilmistir. Segilen
ilaclar dokularda olusan rahatsizliklarin tedavisi igin kullanilan ilaglar olmasina dikkat
edilmistir. Sigan akciger dokusu G6PD, 6PGD ve GR enzimlerinin aktivitesi izerinede
furosemid, gentamisin, levofloksasin, sefazolin, seftazidim, sefuroksim, metilprednisol,
teikoplanin, teofilin ilaglarin ve kotininin etkileri arastirilmistir. Sigan akciger dokusu
G6PD, 6PGD, GR enzimlerini iv vitro olarak inhibe eden furosemid, gentamisin,
levofloksasin, sefazolin, seftazidim, sefuroksim, metilprednisol, teikoplanin igin 1Csg
degerleri hesaplanmistir. Metilprednisol ve teikoplanin hari¢ diger ilaglarin K; sabitleri

ve inhibisyon tiirleri belirlenmistir.

Nikotinin ana meteboliti olan kotininin si¢can akciger dokusundan saflastirilan G6PD,
6PGD ve GR enzimlerinin aktivitesi {izerine etkisi arastirilmigtir. YUksek
konsantarasyonlarda G6PD ve 6PGD enzimlerini aktive ederken, GR enzimini inhibe

ettigi tespit edilmistir.

Sican kalp dokusundan saflastirilan G6PD, 6PGD ve GR enzimlerin aktivitesi izerine
de digoksin, dopamin, furosemidin inhibisyon etkisi tespit edilmis ve ilaglar i¢in 1Cs
degerleri, K; sabitleri ve inhibisyon tiirii belirlenmistir. Adrenalin, lidokain, metoprolol
tartarat, verapamil HCI ilaglarinin inhibisyon etkisi gézlenmemis, bazilarinin enzim

aktivitesini artirdig1 belirlenmistir.

Levofloksasin ilacinin her iki dokudaki i¢ enzimin aktiviteleri Uzerinde in vivo etkisi
aragtirtlmis ve ilacin enzimlerin aktiviteleri Uzerinde etkisi tespit edilmemistir.
Furosemidin kalpte ¢ enzim (zerinde in vivo olarak etkisi gozlenmezken, akcigerde
G6PD enzimini aktive ettigi, GR enziminide inhibe ettigi, 6PGD enzimi (zerinde de

herhangi bir etkisi tespit edilmemistir.
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