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OZET

Yiiksek Lisans Tezi
TAVUK KARACIGERINDEN SORBITOL DEHIDROGENAZ ENZIMININ
SAFLASTIRILMASI VE BAZI AGIR METALLERIN ENZIM AKTIVITESI
UZERINE ETKILERININ INCELENMESI

Musa AKKUS

Atatiirk Universitesi
Fen Bilimleri Enstittisi
Kimya Anabilim Dali

Danisman: Prof. Dr. Siikrii BEYDEMIR

Tavuk karacigerinden sorbitol dehidrogenaz [L-Iditol: NAD® oksidorediiktaz, EC
1.1.1.14] saflastirildi. Saflagtirma; homojenatin hazirlanmasi, amonyum siilfat
coktirmesi, DEAE-Sephadex iyon degisim kromatografisi ve jel filtrasyon
kromatografisi metotlar1 ile gergeklestirildi. Saflastirma islemi %3,65 verimle ve
yaklasik 267 kat olarak gerceklestirildi. SDS-PAGE yontemi ile tavuk karacigeri SDH
enziminin alt birim molekiil kiitlesi 41,4 kDa olarak hesaplanirken aktif formunun mol
kiitlesi ise jel filtrasyon kromatografisi yontemi ile 169 kDa olarak hesaplandi. Ayrica
tavuk karacigeri SDH enziminin optimum pH ve optimum sicaklik degerleri sirasi ile
9,0 ve 50°C olarak bulundu. Bu g¢aligmalarinin yanisira tavuk karacigeri SDH enzim
aktivitesi iizerine Pb*?, Cd*?, Ni*?, Zn*?, Ag’ ve Hg+2 agir metal iyonlarinin inhibisyon
etkileri arastirildi. Pb*2, Cd*?, Ni*?, Zn*?, Ag’ ve Hg+2 icin ICsg degerleri ve ZnJrz,HgJ'2
ve Pb*? i¢in K sabitleri belirlendi.

2012, 94 sayfa

Anahtar Kelimeler: Sorbitol dehidrogenaz, tavuk karacigeri, agir metal, inhibisyon



ABSTRACT

Master Thesis

PURIFICATION OF SORBITOL DEHYDROGENASE FROM CHICKEN LIVER,
AND INVESTIGATION EFFECTS OF SOME HEAVY METAL ON THE ENZYME
ACTIVITY

Musa AKKUS

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

Supervisor: Prof. Dr. Siikrii BEYDEMIR

Sorbitol dehydrogenase [L-Iditol: NAD" oksidoreductase, EC 1.1.1.14] was purified
from chicken liver. Purification was performed by methods of preparation of
homogenates, ammonium sulphate precipitation, DEAE-Sephadex ion-exchange
chromatography and gel filtration chromatography. The purification was performed
with the yield of 3.65% and 267 fold. By the method of SDS-PAGE chicken liver SDH
enzyme’s subunit molecular weight was calculated as 41.4 kDa, SDH enzyme’s active
form molecular weight was calculated as 169 kDa via gel filtration chromatography.
Besides, optimal pH and optimal tempreature of the enzyme was observed as 9.0 and
50°C respectively. In addition to these studies, the effects of inhibition of heavy metal
ions (Pb?*,Cd**, Ni?*, Zn®*, Ag" ve Hg®") on chicken liver SDH enzyme activity were
investigated. For Pb?*, Cd?*, Ni?*, Zn?*, Ag* and Hg®" ICs, values were calculated and
for Zn?* Hg?* and Pb** metals K; constants were determined from Lineweaver-Burk

graphs.

2012, 94 sayfa

Keywords: Sorbitol dehydrogenase, chicken liver,heavy metal,inhibition
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1. GIRIS

Canli hiicrelerde gerceklesen yapim ve yikim tepkimelerinin hepsine birden
metabolizma denir. Kimyasal tepkimenin baslayabilmesi ve devam etmesi ig¢in
tepkimeye girecek molekiillerin aktivasyon enerjisi denilen enerji engelini asmasi

gerekir.

Aktivasyon enerjisi, bir kimyasal tepkimenin baslayabilmesi i¢in gerekli olan en diisiik
enerji miktaridir. Aktivasyon enerjisi engelinin asilmasi katalizér kullanilmasiyla

saglanir.

Kimyasal tepkimeye girecek molekiiller hareket halindedir ve birbirleri ile
carpismaktadir. Molekiillerin 1sitilmas1 ile hareket enerjileri yiikseltilir. Boylece

molekiiller birbirleri ile daha sik carpisarak tepkimeye girmeleri kolaylasir.

Ancak canli sistemlerde kimyasal tepkimelerin ¢ogu hiicrede meydana gelir. Hiicrede
kimyasal tepkimelerin olabilmesi i¢in, enerji engeli biyolojik katalizor kullanilarak

agilabilir. Canli sistemlerdeki bu biyolojik katalizorlere enzim denir (Anonim 2012a).

Enzimler canli hiicreler tarafindan sentezlenen ve canli organizmada kimyasal
reaksiyonlar1 hizlandiran, tepkime sonucunda higbir degisiklige ugramadan ¢ikan ve
ayni zamanda tam verim saglayan biyolojik katalizorlerdir. Katalitik RNA molekiilleri

disindaki biitlin enzimler protein yapisindadir.

Enzimlerin Katalitik aktiviteleri, dogal protein konformasyonunun saglamliligina
baghdir. Eger enzim denatiire olursa veya alt birimlerine ayrilirsa katalitik aktivitesi
kaybolur. Bu yiizden protein enzimlerinin birincil, ikincil, tiglinciil ve dordiinciil yapisi
katalitik aktivite icin esastir. Enzimlerin hizlar1 turnover sayisi ile belirtilir. Turnover

say1s1 birim zamanda bir mol enzimin iiriine doniistiirdiigli substratin mol sayist olarak


http://www.diyadinnet.com/YararliBilgiler-1231&Bilgi=molek%C3%BCl
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ifade edilmektedir. Turnover sayisi en yiiksek olan enzim, 40.000.000 s™ ile katalazdir

(Fersht 1999).

Bir kisim enzimler katalitik aktivite gdstermek i¢in amnioasit kalintilar1 disinda
kimyasal bir guruba ihtiya¢ duymazlar. Digerleri kofaktér olarak adlandirilan Fe®,
Mg*2, Mn*? gibi bir veya daha fazla inorganik iyona ya da koenzim olarak adlandirilan
kompleks organik veya metaloorganik molekiillere gereksinim duyarlar. Bir diger kisim
enzimler ise aktivite gosterebilmeleri i¢in hem koenzime hem de bir veya daha fazla

metal iyonuna ihtiyag¢ duyarlar.

Protein yapisina ¢ok siki hatta kovalent olarak baglanan bir koenzim veya metal iyonu
prostetik grup olarak adlandirilir. Metal iyonlari ile veya koenzimiyle birlikte katalitik
olarak aktif bir enzim, holoenzim olarak adlandirilirken bu gibi enzimlerin sadece
protein kism1 apoenzim veya apoprotein olarak adlandirilmaktadir. Koenzimler, tiamin
pirofosfat; aldehitler, koenzim A, agil gruplart gibi 6zgiil islevsel gruplar igin gecici
tasiyict olarak gorev yaparlar. Koenzimler ¢ogunlukla diyet ile diisiik miktarlarda alinan

organik besinler olan vitaminlerden temin edilirler (Nelson and Cox 2005).

Genel olarak enzimlerin 6zellikleri su sekilde siralanabilir;

1. Enzimler genellikle renksizdirler, suda ¢oziiniirler

2. Enzimlerin etki ettigi maddelere substrat denir. Reaksiyonsonunda meydana gelen
maddeye ise iiriin ad1 verilir.

3.Enzim substrat iliskisi anahtar ile kilidin uyumuna benzer.

4. Enzim molekiiliinde aktif bolge denilen 6zel bir boliim vardir. Enzim

substratina gecici olarak aktif bolgeden baglanir ve substrat-enzim bilesigi olusur.

5. Daha sonra substrat iiriine veya liriinlere parcalanir.

6. Enzimler ise reaksiyondan degismeden ¢iktiklari igin tekrar tekrarkullanilabilirler.

7. Cok hizli galisirlar. Ornegin iire, enzim olmadan uzun zamanda parcalanirken, {ireaz



enziminin varliginda saniyede 30 000 iire molekiilii pargalanabilir.

8. Her hiicrede tepkime ¢esidi kadar enzim ¢esidi vardir.

9. Enzimler takim halinde ¢alisirlar. Bir enzimin etki ettigi tepkimenin tiriinii,baska bir
enzimin substratin1 yapar. Ornegin, amilaz enzimi nisastayr maltozaparcalar. Olusan
maltoz maltaz enziminin substratidir.

10.Enzimlerin bazilar1 tek substrata etki ederler yani spesifiktir. Ornegin, L-laktat
dehidrogenaz enzimi laktik asidin yalmizca L-izomerine etki etmekte D-laktikasidi
substrat olarak kullanmamaktadir.

11.Baz1 enzimler ise ¢esitli substratlara etki ederler yani daha az Ozgiildiir. (Gida

teknolojisi M.E.B 2011)

Bir¢ok enzim, substratlarinin adina veya aktivitelerini tamimlayan bir kelime ya da
sozciik grubuna “az” son eki ekleyerek adlandirilir. Ureaz, amilaz, arjinaz, proteaz ve
lipaz, substrati tanimlayan; DNA polimeraz, laktat dehidrojenaz ve adenilat siklaz,
tepkimeyi tanimlayan adlandirmalardir. Ureaz, iirenin hidrolizini katalize eden; DNA
polimeraz ise DNA’nin sentezini katalize eden enzimdir. Pepsin, tripsin, amigdalin,
pityalin, zimaz gibi, substratlarin1 veya aktivitelerini tanimlamayan, genel bir tanima
uymayan enzim isimleri de kullanilmistir. Karigik isimlendirmelerin sonucu olarak
bazen ayni enzim i¢in iki veya daha fazla ad kullanilmistir; bazen de iki farkli enzim
icin aym1 ad kullanilmistir. Boyle belirsiz anlamliliklar ve yeni olarak kesfedilen
enzimlerin siirekli artan sayisi nedeniyle, uluslar aras1 anlagmalar vasitasiyla, enzimlerin
isimlendirilmesi ve smiflandirilmasi igin bir sistem benimsenmistir. Uluslararasi
Biyokimya ve Molekiiler Biyoloji Birligi (IUBMB) tarafindan 6nerilen ve benimsenen
sistematik adlandirmada enzimler, alt1 biiyiik sinifa ayrilirlar, her sinifin da katalizlenen

reaksiyon tipine dayanan alt siniflar1 vardr.



Cizelge 1.1. Enzim smiflar1 ve katalizledikleri reaksiyon tipleri

No Enzim gurubu

Katalizledikleri reaksiyon tipi

1 Oksirediiktazlar

Iki substrat arasindaki redoks tepkimesini

katalizler.

2 Transferazlar

Iki substrat arasindaki hidrojen disindaki
guruplarin  transferini  gergeklestiren

tepkimeyi katalizlerler.

3 Hidrolazlar

Su  katilmasi suretiyle ~ baglarin
parcalandigi  hidroliz  reaksiyonlarini

katalize eden enzimlerdir

4 Liyazlar

Oksidasyon veya hidrolizden farkli bir
mekanizma ile substratlardan  bazi
gruplarin uzaklastirildig1 ve cift baglarin
olusturuldugu tepkimeleri katalizleyen

enzimlerdir.

5 Izomerazlar

Molekiil i¢indeki degisiklikleri

katalizleyen enzimlerdir.

6 Ligazlar

Enerjice zengin bir bagin kopmasi ile
ortaya ¢ikan enerji yardimiyla iki
molekiiliin  baglanmas1 reaksiyonlarini

katalizleyen enzimlerdir.

Enzimler genelde ya ayni reaksiyonu ya da ayni tip benzer reaksiyonlar: katalizlerler.

Substratlara kars1 spesifiklikleri olduk¢a yiiksektir, hatta bazi enzimlerin substrat

ozgiilliikleri mutlaktir. Ornegin, proteolitik enzimler peptit baglarmin hidrolizini

gerceklestirirler. Bu enzimlerin substrat ozgiilliikleri birbirinden farklidir. Tripsin

sadece lisin veya arginin rezidiilerinin karboksil grubu tarafindaki peptit baglarini




parcalar. Kanin pihtilagsmasinda gorev alan trombin ise karboksil bileseni arginine ve
amino grup bileseni glisin aminoasitine ait peptit bagini pargalamaktadir. Buradan
anlagilacagi gibi trombinin substrat 6zgilliigii yine bir proteolitik enzim olan tripsine

gore daha fazladir.

Bir¢ok enzimin stero spesifiklik 6zelligi de vardir. Bazi enzimler substrat molekiiliiniin
D-formunu iiriine cevirirken, bir kism1 da L-formunu {irline doniistiiren tepkimeyi
katalizlemektedir. Ornegin, glutamat dehidrogenaz enzimi L-glutamat ve laktat
dehidrogenaz enzimi de L-laktat iizerinde etkilidirler (Keha ve Kiifrevioglu 2005).
Bununla birlikte, ayn1 canli tiiriinde ayn1 reaksiyonu katalizleyen ancak farkli kimyasal
ve fiziksel Ozellikleri olan enzimler de vardir. Bu tip enzimlere izoenzim denir.
Izoenzimlerin substratlarina, kofaktdrlerine ve inhibitorlerine karsi ilgileri farklidir.
Izoenzimlerin baslica &zellikleri arasinda amino asit sayr ve sirasinmn farkli olmast,
izoelektrik noktalarmin farkli olmasi, her bir izoenzimin farkli geninin olmasi ve
elektroforetik hareketliliklerinin farkli olmas1 sayilabilir. izoenzimler farkli dokularda
sinirlandirilmis olabildigi gibi, bir hiicrenin farkli subselliiler fraksiyonlarinda da

yerlesebilirler (Devlin 2002).

Enzimlerin bir dokudan saflastirilmasi islemi olduk¢a zor bir islemdir. Enzimler
genellikle protein yapisinda olduklart icin sartlarin degismesinden ¢ok hizli bir sekilde
etkilenebilirler. Bu yiizden bir ¢ozeltideki enzim varlhigi, enzimin etki ettigi substrat
molekiilii veya reaksiyon sonucu olugan iiriin ya da enzimatik reaksiyona aracilik eden

diger parametreler lizerinden tespit edilmektedir

Enzimlerin aktivitesini etkileyen faktorler;

e Substart konsantrasyonu
o Sicaklik
epH



o Allosterik etkiler

e Hormonlar

e iyonik siddet

¢ Enzim konsantrasyonu

e inhibitér ve aktivitorlerin varlig

seklinde siralanabilir.

Her enzim i¢in aktivitelerin maksimum oldugu pH degerleri vardir. Bu degerlerin
lizerinde ve altinda aktivite diiser. Bu pH derecesine "Optimum pH" denir. Ornegin,
proteini parcalayan pepsin, midede pH’nin 2,0 oldugu asidik ortamda maksimum
calisir; bunun aksine pankreastan salgilanan ve yine protein sindiriminde rol alan
tripsin, ancak pH 8,5’ da optimum olarak ¢alisabilir. Bir enzimin optimum pH’s1 normal
hiicre i¢i ortam1 pH’s1 ile ayn1 degildir. Bu durum hiicre i¢indeki enzim aktivitesinin
kontroliinde pH-aktivite iliskisinin Onemini gostermektedir. Genelde bir kimyasal
reaksiyonun hizi sicaklikla artig gostermektedir. Sicaklik enzimli reaksiyonlarinda
hizlarmin artigina sebep olan dnemli bir faktordiir, yani tepkime hizinin yilikselmesi,
sicaklikla dogru orantilidir. Bununla birlikte belli bir noktaya gelindiginde enzim
aktivitesinde bir dislis gozlenir. Bu durum yiiksek sicaklikta enzimin ii¢ boyutlu
yapisinin etkilendigini yani enzimin denatiire oldugunu gostermektedir. Bir enzim i¢in
10°C’lik sicaklik degisiminin meydana getirdigi aktivite farklihgr Qo degeriyle ifade
edilir (Keha ve Kiifrevioglu 2005).

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

birleserek aktivator rolii oynayan bilesiklerdir (Goziikara 1989).



Enzimlerin hem invivo hem de invitro aktivitelerinin, bazi bilesikler tarafindan
azaltilmasi ve hatta yok edilmesi olayina inhibisyon denir. Bu olaya sebep olan yani
enzimle katalizlenen bir reaksiyonun hizini azaltan herhangi bir maddeye de inhibit6r
denilir. Inhibitdrler genellikle kiiiik molekiil kiitlesine sahip bilesikler veya iyonlardir
(Keha ve Kiifrevioglu 2007). Enzim aktivitesini inhibe eden madde veya faktorler

asagidaki sekilde siralanabilir:

Substrat benzeri maddeler
*Toksinler

silaglar

*Metal kompleksleri

Enzimatik aktivitenin inhibisyonu, biyolojik sistemlerde basli basina bir kontrol
mekanizmasi olusturdugundan onemli bir olaydir. Enzimler hemen hemen biitiin
hiicresel siirecleri katalizlediginden, enzim inhibitorlerinin bilinen en Onemli
farmakolojik ajanlar arasinda olmasi tesadiifi degildir. Birgok ilag ve zehirli bilesikler
etkilerini bu yolla gosterirler (Keha ve Kiifrevioglu 2007). Ornegin; aspirin
(asetilsalisilat) bazi agr1 iireten silirecleri de icine alan pek cok siliregte yer alan
prostaglandinlerin sentezindeki ilk basamagi katalizleyen enzimi inhibe eder.Enzim
inhibitor ¢alismalar1 ayrica enzim mekanizmalar1 hakkinda degerli bilgiler saglamistir

ve bazi metabolik yollarin tanimlanmasina yardimci olmustur (Lehninger 2005).

Inhibisyon ¢aligmalari ne gibi faydalar saglamaktadir?

* Metabolik yollar hakkinda bilgi

» Tlag ve toksinlerin, etkilerini nasil gosterdiginin agiklanmasi

* Enzim reaksiyon mekanizmalarinin daha iyi aydinlatilmasi

* Enzim aktivitelerinin diizenlenmesiyle kontrol sisteminde etkili olmalari

* Substrat analoglar1 kullanilarak 6nemli arastirmalar yapilmasi



Enzimatik inhibisyon iki grupta incelenir;

a) Doniistimsiiz inhibisyon

b) Dontisiimlii inhibisyon

Doniisiimsiiz inhibisyon’da inhibitér enzime ya kovalent olarak baglanir ya da zor
ayrisabilen bir kompleks olusturur. Doniisiimsiiz inhibisyonda Ve (enzimatik
reaksiyonda ulasilabilecek maksimum hiz) azalir, Ky ise (enzimin substrata olan ilgisini

gosteren sabit) degismeden kalir.

Doniislimsiiz  inhibisyonun aksine doniisiimlii inhibisyonda enzim ile inhibitor

etkilesmesi bir denge reaksiyonu seklindedir.

Déniisiimlii inhibisyon ii¢ grupta incelenir;

a) Yarismali (kompetitif) inhibisyon
b) Yarismasiz (nonkompetitif) inhibisyon

C) Yar1 yarigmali (unkompetitif) inhibisyon

Geri doniistimli inhibisyon, doniisiimsiiz inhibisyonun aksine bir denge reaksiyonu
seklindedir. En sik karsilagilan dontistimlii iki inhibisyon tipi yarismali ve yarigmasiz

inhibisyondur.

Déniistimlii inhibisyonun en basit tipi yarismali (kompetitif) inhibisyondur. Yarismali
inhibitor yap: itibariyle substrata benzer ve enzimin aktif bolgesine baglanir. Boylece
substratin enzime baglanmasi dnlenmis olur. Fakat substrat konsantrasyonu artirilmakla
inhibisyon etkisi ortadan kaldirilabilir. Yani enzimin Vya degeri degismezken, Ky

degeri artar.



Yine doniisiimlii bir tip olan yarismasiz (nonkompetitif) inhibisyonda; inhibitér ve
substrat enzim molekiiliine ayn1 anda baglanabilir. Bu durum baglanmanin enzimin ayni
bolgesine olmadigin1 gosterir. Yarismasiz bir inhibitor etkisini; bir enzimin turnover
sayisini, yani katalitik aktivitesini diisiirerek goOsterir. Burada substrat ve inhibitor
arasinda yarigma s6z konusu degildir. Substrat konsantrasyonu artirilmakla inhibisyon
kaldirilamaz. Enzimin Vs degeri azalirken, Ky degeri sabit kalir. Substrat ve inhibitor

farkli bolgelere baglanabildiginden, enzimin iki farkli inaktif kompleksi meydana gelir.

Bir baska doniisiimlii inhibisyon tipi, yar1 yarismali (unkompetitif) inhibisyondur. Bu
inhibisyon ¢esitinde; inhibitdr serbest enzime baglanamaz, sadece ES kompleksine
baglanir. Bunun ic¢in tek substratli sistemlerde, yari yarigmali inhibisyona seyrek

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

ESI kompleksi ortamda siirekli olarak var olacagindan, yar1 yarigmali inhibitor
varliginda Vmax azalir. ESI kompleksinin olusumu vasitasiyla; ES kompleksi ortamdan
stirekli ¢ekildiginden, enzim ve substrattan ES kompleksinin olusum dengesi daha fazla

saga kayar ve Ky degeri kiiciiliir (Segel 1975; Telefoncu 1986).

Yarismasiz (nonkompetitif) inhibisyonun &6zel bir tiirii olan lineer karisik tip inhibisyon,
dontisiimlii inhibisyon sinifina girer. Bu tiir inhibisyonda; E, S ve I’'nin baglanma denge

sabitleri farklilasmaktadir.

Bazi inhibitorler enzimin spesifik gruplariyla kovalent baglar olusturarak etki
gosterirler. Ornegin kursun, proteindeki sisteinin siilfidril yan zinciriyle kovalent baglar
olusturur. Agir metallerin baglanmasi yarismali olmayan inhibisyon gosterir (Lippincott
2007).

Bir¢ok multienzim sistemi, net reaksiyon hizlarim kendileri diizenleme kapasitesine

sahiptir. Bu sistemlerin ¢ogunda, seri reaksiyonlarn son {rlini belirli bir
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konsantrasyona ulastiginda; sistemin ilk enzimini veya dallanma noktasindaki enzimini
inhibe eder. Bu enzimlere allsoterik enzimler adi1 verilir. Bu olaya da feed-back (geri
besleme) inhibisyonu denir. Birden fazla polipeptid zinciri ihtiva eden allosterik
enzimlerde; inhibitorlerin enzime baglanmasiyla, degisik alt birimlerin baglanma
merkezleri arasindaki etkilesmelerle allosterik inhibisyon meydana gelir. Allosterik
enzimleri etkileyen bilesiklere modiilator ad: verilir (Stryer 1988).

Inhibisyon ¢esidinin ve ilgili K; sabitinin belirlenmesi i¢in en ¢ok basvurulan ydntem
Lineweaver-Burk egrileridir. Bu yontemde 1/V ye kars1 1/[S] grafigi en az ii¢ farkli
sabit inhibitér konsantrasyonunda ¢izilerek K; sabiti hesaplanir. K; sabitlerinin
bulunmasinin ikinci yontemi Dixon grafikleri yoludur. Bu yontemde en az iki sabit
substrat konsantrasyonunda 1/V-[I] grafigi cizilerek K; sabitleri bulunur (Telefoncu
1986).

Cesitli organizmalar kendilerine has proteinlere sahip olduklar1 gibi, her hiicre tipi de
birgok degisik protein ihtiva etmektedir. Bunun yaninda proteinler, biyolojik
aktivitelerini ancak belirli pH ve sicaklik sinirlarinda gosterebilirler. Bu sebeplerden
dolayr bir proteinin saf halde bir hiicre veya dokudan izolasyonu gii¢ bir istir. Bu
giicliiklere ragmen simdiye kadar bir¢ok protein saf olarak elde edilmistir. Binin
tizerinde enzim kismen saflastirilmis ve iki yiizden fazlasi saf kristal halde elde
edilmistir. Ayrica hicbir enzimatik aktivite gostermeyen yiizlerce protein cesitli
kaynaklardan yliksek saflik derecesinde izole edilmistir. Proteinler ii¢ boyutlu yapilari,
sicaklik, pH, yiizey gerilimi gibi bir¢cok faktdrden hizli bir sekilde etkilenerek kisa
stirede enzim aktivitelerini kaybedebilmektedirler. Bu nedenle enzim saflastiriimasi

deneyleri oldukga dikkat gerektiren ¢aligmalardir.
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Saflagtirma islemleri genelde enzimlerin;

1. Molekiil biiyiikliigii,

2. Coziintrliikleri farkliliklari,

3. Elektriksel yiik,

4. Adsorbsiyon davraniglarindaki farkliliklar esasina gore gerceklestirilmektedir (Keha

ve Kiifrevioglu 2005).

Proteinler genelde biiylikliik olarak birbirinden farklidir. Bu da bir proteini digerinden
ayirmayl kolaylastirir ve bu esasa dayali proteinleri ayirma metotlar1 diyaliz,

ultrafiltrasyon, yogunluk gradienti santrifiigasyonu ve jel filtrasyon kromatografisidir.

Bu durum, bir proteini diger proteinlerden ve kiiciik molekiillerden ayirmayr miimkiin
kilar. Jel filtrasyon kromatografisinde kolon materyali olarak Sepharose, Biogel gibi
polimerler yaninda yaygin olarak kullanilan ve bir karbonhidrat tiirevi olan Sephadex
polimeridir. Sephadex yapisinda fazla miktarda hidroksil grubu ihtiva etmesi dolayistyla
suya ve elektrolit cozeltilerine ilgisi fazladir. Bu teknikte kiiciik molekiil kiitleli
proteinler ve diger safsizliklar Sephadex’in porlarina takilirlar. Biiylik molekiil kiitleli
proteinler ise Sephadex’in porlarma takilmadan gegerler ve molekil kiitlelerinin
bliylikliik sirasina gore kolondan eliie edilirler. Bu da proteinlerin ayirimlari igin

oldukca avantajli bir durumdur.

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

gbzenek biiyiikligii de artar
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Cizelge 1.2. Jel filtrasyon kromatografisinde kullanilan bazi jellerin proteinleri ayirma
siirlari

Dolgu maddesi Ayirma siniri(molekiil
kiitlesi)

Sephadex G-10 0-700

Sephadex G-15 0-1.500

Sephadex G-25 1000-5000

Sephadex G-50 1500-30.000

Sephadex G-75 3000-80.000

Sephadex G-100 4000-150.000

Sephadex G-150 5000-300.000

Sephadex G-200 5000-600.000

Baz1 proteinler ve viriisler gibi daha biiyiik molekiillerin agardan elde edilen ve ndtral
bir polisakkarit olan agaroz jeli kullanilir. Jel filtrasyonda karigimlart ayirmada molekiil
biiyiikliikleri islem icin ayirt edici faktordiir Molekiiller biiyiidiik¢e ayrilma molekiil
biiyiikliigiinden ziyade molekiil kiitlesine gore olur. Ornegin; G-100 ve G-200 tipi
jellerde eliie etme hacmi yaklasik olarak molekiil kiitlesinin logaritmasi ile dogru
orantilidir. Bunlardan yararlanilarak biiyiik molekiillii bilesiklerin mesela proteinlerin

molekiil kiitleleri tayin edilebilir (Kiifrevioglu ve Cift¢i 2008).

Coziintirlik farliligit da proteinleri saflagtirmada kullanilan diger bir metottur.
Proteinlerin ¢oziiniirligi baslica pH, iyonik siddet, ¢oziiciiniin dielektrik 6zelligi ve

sicakliga baghidir. Bu esaslara dayali proteinleri ayirma metotlart:

e Izoelektrik ¢okelme
o Notral tuzlarla ¢oktiirme
e Coziictilerle fraksiyonlama

e Sicaklikla ¢oktiirmedir.
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pH proteinlerin ¢ogunun ¢oziiniirligiinii etkileyen bir parametredir. Degisik proteinlerin
iyonlasabilir R gruplar1 tagiyan aminoasitlerinin sayisi farkli oldugundan, izoelektrik
pH’lar1 da farklidir ve bundan dolay1 ¢ogu kez izoelektrik ¢okelme ile ayirt edilebilirler.
Proteinler ic¢in izoelektrik cokelme ortamdaki iyon igerigine gore degisir; clinki
proteinler belirli anyon ve katyonlar1 baglayabilirler. Eger bir protein ¢ozeltisi, H* ve
OH" disindaki kiiclik iyonlar1 uzaklagtirmak icin saf suya karsi diyaliz edilirse,
izoelektrik pH, izoiyonik pH’ da gerceklesir ve bu da proteine gore sabittir.

Notral tuzlar diisiik konsantrasyonlarda protein molekiillerinin ¢oziintirliigiinii artirirlar.
Bu olaya salting-in denir. MgCl, ve (NH4),SO, gibi iki degerlikli tuzlar, NaCl, NH4CI
ve KCI gibi tek degerliklilerden daha etkilidir. Notral tuzlarin bu 6zelligi, onlarin iyon
siddetlerine baghdir. Bu iyonlar protein molekiiliinde yan gruplarin ayrigmasini
modifiye ederler. Yeteri kadar yiiksek tuz konsantrasyonunda bir protein bir ¢ozeltiden
hemen hemen kantitatif olarak ¢okeltilebilir; yani yiiksek tuz konsantrasyonunda

proteinlerin ¢ozlnirliigii azalir ve hatta ¢okerler. Bu olaya salting-out ad1 verilir.

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

yiiklerin ¢ekimi artar ve proteinler kiimelenerek ¢okerler.

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

ayrilmasi islemleri daha ¢ok diisiik sicakliklarda gergeklestirilir.

Proteinlerin elektriksel yiiklerine gore ayrilmasi, polipeptid zincirlerindeki iyonlagabilir

yan gruplarin sayist ve cinsi ile belirlenen asit baz Ozelliklerine dayanmaktadir.
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Proteinler, aminoasit bilesiminde ve dizilisinde farklilik gosterdiklerinden, her protein
Ozel bir asit baz davranigina sahiptir. Elektriksel yiik farkina dayanan ayirma
metotlarindan biri olan iyon degisim kromatografisinde duran fazda bulunan ve
yerlerinden kolaylikla ayrilabilen iyonlar ¢evrelerindeki iyonlar ile yer degistirir. Bu
degisim sonucunda duran fazin fiziki goriiniimiinde degisme olmaz. Iyon degisim
kromatografisi ile basit inorganik ve organik iyonlar birbirlerinden ayrilabilecegi gibi
enzimler, hormonlar ve niikleik asitler gibi biyolojik 6nemi olan polielektrolitler de

ayrilabilir.

Iyon degisim kromatografisinde kullanilan materyaller, cogunlukla seliilozun sentetik
olarak hazirlanmis tiirevleridir. Dietilaminoetil selilloz (DEAE-Seliiloz), pH 7,0’da
pozitif yiiklii gruplar1 ihtiva eder ve bu yiizden bir anyon degistiricidir.

Proteinlerin DEAE-Seliiloz kolonlar1 tizerinde ayrilmasinda ve her bir komponentin
sirastyla eliisyonunda, azalan pH’l1 tamponlarin bir serisi veya artan iyonik siddetli tuz
cozeltilerinin bir serisi kullanilir. Bunlarin kolondan gecirilmesi sirasinda anyonik
proteinlerin baglanmasi azaltilir. Ciinkii pH nin diismesiyle birlikte, iyon degistiriciye
tutunan proteinlerin negatif yiiklii bolgeleri ndtral hale gelir. Yine iyonik siddetin
artmasiyla pozitif iyonlar proteinin negatif yiiklii bolgelerine baglanirlar; negatif iyonlar
ise, proteinlerle iyon degistiriciye baglanma hususunda yarisa girerler. Boylece
proteinler bu bolgeye daha yavas bir kuvvetle baglanirlar ve hatta koparlar. Eltiatlar
kiiclik fraksiyonlarda toplanarak gerekli analizler yapilir. Bu metodun 6nemli bir tarafi
da, iyon degisim kromatografisi ve jel filtrasyon kromatografisini kombine
edebilmesidir. Ornegin, DEAE-Sephadex kullanilarak proteinleri yiiklerine ve molekiil

biiyiikliiklerine gore ayirmak miimkiindiir.

Iyon degisim kromatografisi yontemiyle proteinlerin saflastirilmas: sirasinda kolonun
hazirlanmasi, dengelenmesi, numune tatbiki ve eliisyon islemleri jel filtrasyon

kromatografisindekine ¢ok benzer. En 6nemli fark eliisyon islemindedir. Genelde iki
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farkli eliisyon uygulanir: basamakli eliisyonda, kolondan proteinlerin eliisyonu sirasinda
degisik pH’l1 ve degisik iyonik siddetli ¢ozeltiler sirasiyla gegirilir. Bu yontem ¢ok
zaman alicidir. Gradientli eliisyonda ise bir gradient mikser kullanilir. Ellisyon
tamponunda bir pH gradienti olusturulur. Her protein izoelektrik pH’sina geldiginde
yiiksiizlesir ve duran faza tutunamayarak eliie edilir. Benzer durum iyonik siddet

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

Biyokimya alaninda giinlimiize kadar en cok arastirma yapilan konu enzimlerdir.
Giliniimiizde birgok enzim saflastirilmis, karakterize edilmis ve 200’den fazla enzim
dekristallendirilmistir. Enzimler sagliktan endiistriyel konulara kadar uygulama alani

bulmustur.

Kataliz olay: ile ilgili ilk denemeler 1760-1825 yillar1 arasinda midedeki enzimatik
sindirim {izerine yapilmistir. Belirli bir enzim {izerindeki ilk calisma 1860 yilinda
Pasteur tarafindan yapilmis ve fermantasyon olaymin enzimlerce yiiriitiildiiglinii ispat
etmistir. Bu ylizden enzimler i¢in “Ferment’’ terimi kullanilmistir. Buchner kardesler
1897°1i yillarda maya hiicrelerinde alkolik fermantasyonu katalize eden enzimleri elde
etmeyi basarmislardir. Bu bulus enzimlerin aktivite gostermeleri ic¢in hiicre iginde
bulunmalarinin sart olmadigini ortaya koymustur. Yapilan genetik ¢aligmalar ve hiicre
icindeki kimyasal reaksiyonlarin ¢esitliligi daha bircok enzimin kesfedilmedigini
gostermektedir. Biitlin canli hiicrelerde meydana gelen reaksiyonlar enzimlerle ilgilidir.
Enzimler canli hiicrelerde sentezlenir ve hiicre canliligini yitirdikten sonra uzun siire

etkili kalirlar.

1.1. Sorbitol Dehidrogenaz Enzimi

Poliol dehidrogenazlar genelde seker alkollerini sekerlere doniistiiriirler. Bu enzimler

katalitik seker alkollerini doniistiirmede ¢ok kullanigshidirlar. Ancak daha ¢ok karakterize
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poliol dehidrogenazlarin olumsuz kinetik 6zelliklerinden dolayr kullanimlari sinirhdir.

Sorbitol dehidrogenaz enzimi de bir poliol dehidrogenaz ailesi liyesidir.

Sorbitol dehidrogenaz (L-iditol: NAD" Oksidorediiktaz, EC 1.1.1.14) sorbitol yolu
olarak adlandirilan poliol yolunun iki enziminden biri olup sorbitol ve fruktoz

arasindaki dontisiimlii oksidasyon-rediiksiyon reaksiyonunu Kkatalizler.Ve koenzim
olarak NAD™’i kullanir (Lindstad et al. 1994).

Sorbitol Dehidrogenaz Aldoz Rediiktaz
Glukoz ——— Sorbitol ——"—Fruktoz
(7 x> (7 x>
NADPH NADP* NAD" NADH

Sekil 1.1. Poliol yolu ve enzimleri

SDH memeli alkol dehidrogenazlarini da igine alan orta zincirli dehidrogenaz/rediiktaz
protein familyasina dahil olan bir ¢inko enzimidir (Jornval et al.1984; Jeffery etal
1984).

Acik yap1 ve mekanistik olarak benzer olmalarina ragmen SDH ve ADH farkli ¢inko
icerikleri ile beraber bir¢ok ayirt edici Ozellikleri vardir. SDH tetramerik olmasina
karsin, memeli ADH dimeriktir. SDH her bir alt biriminde katalitik bélgede bulunan bir
¢inko atomu igerirken, ADH her bir alt biriminde iki tane ¢inko atomu
bulundurmaktadir. Biitlin bunlarla birlikte SDH ile ADH’larin substarlar1 da farklidir.
SDH sorbitol, Xlitol D-mannitol ve L-iditol gibi poliollerde aktivite gosterirken primer
alkollerde etkin degildir (Luque et al.1998).

Polioller C,H2(H20),,ya da alditoller; aldozlardan ya da ketonlardan, karbonil gurubu

nun indirgenmesi ile olusmus polifonksiyonel alkollerdir. Polioller karbon sayilarina
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gore tetritol, pentitol, hegzitol gibi adlandirilirlar bu sekilde adlandirilmalar1 onlarin
fizikokimyasal 6zellikleri ve karbon sayilarina gore olabilir. Bir¢ok poliol yaygin olarak
genis bitki ve hayvan filumlarindan ve daha yiiksek hayvanlardan bakterilere kadar
Ozellikle mantar algler ve bitkilerde bol miktarda bulunurlar (Touster et al.1962;
Brimacombe et al. 1972). Buna ragmen dogada n>6 olan uzun zincirli polioller
sentezlenmektedir. Bir¢ok poliol ve tiirevleri yaygin uygulamalar sayesinde
kesfedilmistir. Ornegin sorbitol ve xylitol dis saglign ve diyabet kontroliinden dolayi
yaygin olarak seker yerine kullanilan poliollerdir. Cesitli poliol esterleri patlayict madde
ve ilag olarak kullanilirlar (Lindstad et al. 1998).

Sorbitol dehidrogenaz enziminin memeli dokusunda aktif oldugu ilk kez 1942 yilinda
saptanmigtir (Breusch 1942). Bu g¢alismadan sonra SDH degisik memeli dokularinda

saflastirilmis ve karakterizasyon ¢aligsmalar1 yapilmistir.

Insan SDH enzimi homotetramer olup her bir alt birimi katalitik olarak aktiftir. Katalitik
bolgede His69, Cysd44, Glu70 ve bir su molekiili ile koordine olan bir ¢inko atomu
bulunmaktadir (Pauly et al. 2003).Aktif bolgedeki bu ¢inko atomunun fonksiyonu,
sorbitol ve fruktoz arasindaki doniisiimlii oksidasyon-rediiksiyon reaksiyonunun katalizi
Stiresince sorbitol hidroksilinin veya fruktoz karbonilinin oksijenini baglamaktir
(Jeffery et al. 1984; Eklund et al. 1985; Karlsson et al. 1989, 1995).SDH enziminin
izoenzimlerinin varligi bu giine kadar belirlenemistir. Enzimle ilgili kristalografik
arastirmalar devam etmektedir.Cinko atomu koordinasyonun geometrisi, substrat
baglanmasi icin iki serbest koordinasyon ile birlikte liganlar arasinda 90°/180° lik aginin
oldugu oktahedral bir yapidir. (Johansson et al. 2001). Enzimin dort alt biriminden
herbiri 355 rezidiiden olusur (Jeffery et al. 1984; Karlsson et al. 1989).
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Sekil 1.2. SDH enziminin aktif bolgesindeki ¢inko atomunun koordinasyonu (Johansson
et al. 2001)

Sekil 1.3. SDH enziminin kuarterner yapisi (Johansson et al.2001)

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

bulundugu katalitik bolgedir (Johansson et al. 2001).
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Sekil 1.4. SDH enziminin bir alt biriminin yapist (A: koenzim baglama bolgesi, B:
katalitik bolge) (Johansson et al.2001)

Sorbitol dehidrogenaz memeli dokularmnin ¢ogusunda bulunmakla beraber (Jeffery and
Jornvall 1984).0zellikle karaciger ve testis dokularinda bol miktarda bulunmaktadir.
Karaciger hasar1 ve diyabetik komplikasyonlarin tespitinde 6nemlilik arzetmektedir

(Asada and Galambos 1963; Hodgen and Sherins 1973).

Hepatosit staplazmasinda bulunan Sorbitol dehidrogenaz enzimi karaciger i¢in kismen
spesifiktir. (Anderson 1992; Turgut 1997). Normal durumda serumda bulunmayan
sorbitol dehidrogenaz enzimi karaciger harabiyeti halinde seruma gecerek yiiksek
aktivite gostermektedir. Bu nedenle serum SDH enzim aktivitesinde meydana gelen
degisiklikler, karaciger hastaliklarinin klinik teshisinde faydali olmaktadir (Dixon et al.
1987).

Sorbitol dehidrogenaz enzimi kan glikoz seviyesinin artmasi durumunda aktivite
gosterip kalp bobrek ve gbz hastaliklarinin gelisiminde 6nemli rol oynayan sorbitol
(poliol) yolunun iki enziminden biridir. Bu baglamda SDH enziminin diyabetteki roliinii
aciklamak i¢in birgok arastirma yapilmaktadir. (Obrosova et al. 1999; Nishikawa et al.
2000; Amano et al. 2003; Chu-Moyer et al. 2002).



20

1.2. Diabetes Mellitus

Diabetes mellitus (DM) insulinin tamamen veya kismi eksikligine bagli olarak gelisen
ve yiiksek kan sekeri (hiperglisemi) ile karakterize bir hastaliktir. Insiilin eksikliginin
yani sira insiiline kars1 gelisen direng, diabetes mellitus gelisiminde rol oynamakta ve
karbonhidrat, lipit ve protein metabolizmasini da etkilemektedir (Abou-Seif et al.2004;
Hasselbaink et al.2003). ki gesit diyabet hastalig1 olup bunlar tip1(insiiline bagiml1) ve
tip2(insiiline bagl olmayan) diye adlandirilmaktadir.

Tipl diabetes mellitus (DM) ¢ocukluk yas grubunda sik goriilen, T-hiicrelerinin aracilik
ettigi insiilin liretiminde gorev alan pankreasin beta hiicrelerinin sliregelen otoimmiin
veya otoimmiin disi nedenlerle harabiyeti sonucu gelisen insiilopeni ve hiperglisemi ile
karakterize kronik metabolik bir hastaliktir (Alemzadeh et al.2004; Fiallo-Scharer et
al.2004). Duyarl bireylerde T ve B hiicrelerinin aracilik ettigi immiin sistemin anormal
aktivasyonu sonucu gelisen bir instilitis tablosudur (Atkinson et al.2001, Haller et
al.2005). Tip 1 diyabetin etiyolojisinde genetik, ¢evresel ve otoimmiin faktorler rol
oynar. Genetik yatkinlik, viriisler, fiziksel uyaricilar ve stres gibi dis etkenler hastalig
tetikleyerek insiilin salgilayan pankreasin beta adacik hiicrelerine otoimmiin saldir
baslatmaktadir. Bu harabiyetin patolojik goriiniimiine ‘insiilitis’ denir. Tip 1 diyabetin,
5-10 yillik bir siirecin sonucunda ortaya ¢iktig1 bilinmektedir (Haller et al. 2005).

Eger insiilin hormonu var, ama miktar1 azsa veya dokularda insiiline kars1 direng varsa,
bu diyabete de"Tip 2 diyabet (insiiline bagimli olmayan diyabet)" denir. Genellikle 35
yasindan sonra goriiliir. Tipl diyabetli hastalar yasam boyu insiilin kullanmak
zorundadirlar. Tip 2 DM diyabetli hastalar ise diyet, egzersiz ve agizdan alinan ilaglarla
tedavi edilebilir. Gerekirse hastaligin ilerleyen donemlerinde insiilin kullanabilirler
(Anonim 2012b).



21

Diinyada yaklasik 151 milyon diabetes mellitus (DM) hastasi vardir. Bunlarin yaklasik
%97’si Tip 2 DM’dir (Amos et al. 2010).

Tip2 DM’li hastalarin tan1 konulmasindan ortalama sekiz yi1l 6nce diyabetik oldugu
distiniilmektedir (Haris et al. 1992). Tan1 aldiktan kisa bir siire sonra ise bir¢ogunda

mikroalbuminiiri ve asikar nefropati tespit edilir.

DM’nin komplikasyonlar1 mikrovaskiiler ve makrovaskiiler komplikasyonlar olarak
ikiye ayrilir. Mikrovaskiiler komplikasyonlari; retinopati, nefropati ve noropatidir.
Makrovaskiiler komplikasyonlar1 ise koroner kalp hastaligi, periferik damar hastaligi ve

serebrovaskiiler hastaliklardir (Kurt vd 2004).

Kontrol altina alinmamig ve yiiksek seyreden kan sekeri uzun vadede g¢esitli
komplikasyonlarin ortaya ¢ikmasina yol agmaktadir. Sismanlik (obesite) sikga tip-2 ile
birlikte olup kalp-damar hastaliklar1, bobrek yetmezligi ile sonuglanan nefropati, sinir
sistemi hastalig1 noropati, korliige kadar gotiiren retinopati ve ayak iilserleri gibi uzun
vade komplikasyonlar1 sonucu felg, kangren veya koroner hastaliklarin meydana

gelmesi riskini artirmaktadir (Sacks et al.1994).

Kan sekerinin yiiksek olmasi bazi metabolik yollarin aktivitesini artirarak ve bu
metabolik  yollarin  birbiriyle olan etkilesimlerini  degistirerek bu diyabetik
komplikasyonlara neden olmaktadir (UKPDS Research Group 1998; Temelkova-
Kurktschiev et al. 2000).

Bu metabolik yollar; poliol yolu (Zimmet and Alberti 2001; Oates 2008), glukoz
oksidasyonu (Lipinski 2001; Ostenson 2001; Jakus and Rietbrock 2004), protein kinaz
C (PKC) aktivasyonu (Brownlee 2001), nonenzimatik glikasyon ve ileri glikasyon
tiriinleri (IGU) olusumudur (Chappey et al. 1997; Yamagishi and Takeuchi 2004).
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Poliol yolu, glikozun sorbitole indirgendigi ve sorbitolun da fruktoza doniistiigi iki

adimli metabolik bir yoldur.

Bu metabolik yol aldoz rediiktaz ve sorbitol dehidrogenaz enzimlerini igermektedir.
Lens, retina, eritrosit, bobrek, plasenta, periferik sinirlerin schwann hiicreleri, vesica
seminalis ve yumurtalik hiicrelerinde bulunan aldoz rediiktaz, glukozu rediikleyerek
sorbitol olusturur. Olusan sorbitol, karaciger, yumurtalik, sperm, vesica seminalis
hiicrelerinde bulunan sorbitol dehidrogenaz enzimi vasitasiyla fruktoza oksitlenir.
Vesica seminalislerde glukozun fruktoza doniisiimiinii saglayan bu yol enerji kaynagi
olarak fruktozu tercih eden sperm hiicreleri i¢indir. Karacigerde ise sorbitolii fruktoza
oksitleyen bu yol besinsel sorbitoliin glikoliz veya glukoneogenez yollarina girebilen bir

maddeye (fruktoza) ¢evrilmesini saglar (Champe and Harvey 1997).

Poliol yolu diyabetik hiperglisemi de meydana gelen hiicresel toksisiteyi agiklayan en
onemli mekanizmadir. Kan sekeri artiginda poliol yolu aktiflesir ve hiicrede sorbitol ve

fruktoz birikimi meydana gelir.

OH
\\\\\\\\ OH (o]
HO HO
OH NADPH  NADP+ OH
\\/ NAD+ NADH
OH——> ~ 7 OH
AR HO SDH HO
Glukoz Sorbitol Fruktoz

Sekil 1.5. Sorbitol (poliol) yolu(Alim ve Beydemir 2012)

Sorbitol yolu lens, beyin, sinirler, eritrosit, bobrek, karaciger, pankreas adaciklari, aorta
ve kapiller damarlarda etkindir. Bu dokular hiicreye glukoz girisi yoniinden ortaktir. Bu
dokularda hiicreye glukozun girisi insiilinden bagimsiz oldugu icin hiicre i¢i glukoz

oranlar1 dogrudan dogruya kan glukozunun artisindan etkilenir. Kan glukoz oranlari
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normal oldugu siirece AR enzimi aktif olamaz ancak hiperglisemi de hiicre i¢i glukoz
oranlar1 artiginda Aldoz rediiktaz aktif olabilmekte ve poliol yolu islerlik
kazanmaktadir. Sorbitol yolu etkinliginin fizyolojik oneminin heniiz bilinmedigi bu
dokular, diyabetes mellitusun uzun siirede gelisen retinopati, katarakt, ndropati,
nefropati ve ateroskleroz gibi komplikasyonlarinin gelistigi, dokulardir (Yenigiin ve

Altuntas 2001).

AR cesitli karbonil gruplari indirgeyen NAD(P)" bagimli birenzim olup sorbitol
yolunun hiz kisitlayict enzimidir. Substratlarindan olan glukoza ilgisi az oldugundan,
hiicre i¢i glukoz seviyesi fizyolojik diizeylerde kaldig: siirece AR etkin olamamaktadir.
Hiperglisemi durumunda hiicre i¢i glukoz miktari fizyolojik seviyelerin iizerine ¢ikinca
AR aktif hale gegmektedir. Hiperglisemide AR enzim aktivitesi artarken SDH enzim
aktivitesi azalir. Bu durumda dokularda sorbitoliin fruktoza doniisiimii yavaslar.
Sorbitol metabolik olarak kullanilmadigi ve difiizyonu ¢ok yavas oldugu i¢in hiicre
membrant digina kolayca ¢ikamaz dokularda birikir ve osmotik etki gostererek hiicre
icine daha fazla miktarda suyun cekilmesine bdylece hiicre 6demine neden olur.
Sorbitoliin kendisi bir doku toksini gibi hareket eder. Bu nedenle retinopati, néropati,

nefropati ve kalp hastaligina yol agmaktadir (Karasu vd 1990; Bukan vd 2004).

Hipergliseminin hiicrelerde sebep oldugu poliol birikimi her hiicrede farklidir. En biiyiik
etki sinir vazo nervorumlarinda ve bobrek bazal membranlarinda goriiliir(Yenigiin ve
Altuntag 2001).Kan glukoz oraninin artmasi hiicre seviyesindeki Na-K pompasinin

calismasini ve Na-K ATP az enziminin etkisini azaltir.

Diyabette hem periferik sinir hiicresine giren hem de bu hiicrede sentezlenen
miyoinozitol miktarinda azalma olur. Miyoinozitolun hiicreye girisi Na™* bagimli ve
glukoz ile yarismali olmasi ve diyabette Na-K ATPaz aktivitesinde azalma ve kan
glukoz konsantrasyonunda artma olmasindan hiicreye giren miyoinozitol miktar1 azalir.

Bu azalma hiicre i¢indeki insiilin etki azlig1 ile paraleldir. Azalan miyoinositol glukozun
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sorbitole doniisme siirecini etkilemezken, sorbitolun fruktoza doniismesini yavaglatir.
Ve hiicre iginde sorbitol miktarin1 artigina neden olur. Sorbitol giiclii su ¢ekici 6zelligi
ile su alarak hiicre i¢inde ki su dejenerasyonuna sebep olur nikotin amid adenin
diniikleotittNADH)  yolu sorbitolu, sorbitol dehidrogenaz enzimi ile fruktoza
doniistiirmeye ¢alisan bir mekanizma olmasia ragmen bu yol hipergliseminin sebep
oldugu miyoinozitol eksikligi nedeniile yavaslar ve endotel néron hiicresinde sorbitol
birikimi devam eder (Yenigiin ve Altuntas 2001).Ayrica miyoinozitol eksikliginin
kendisi de Na-K ATPaz aktivitesinde azalmaya yol agar. Sinir Na-K ATPaz’in
membran fosfoinositidleri; muhtemelen protein kinaz C aracilifiyla kontrol edildigi
diisiiniilmektedir. Azalmis sinir miyoinositol konsantrasyonlari anormal fosfoinositidler
ile sonuglanir. Bu da azalmig Na-K ATPaz aktivitesine yol agar, miyoinositol transportu
bu enzim iizerinden oldugundan, azalmis miyoinositol geri alimi zorlasir. Ve azalmis
Na-K ATPaz aktivitesi, artmis intraaksonal Na birikimine neden olur. Bu durum sinir
impuls yayilimini, sodyuma bagli aminoasit geri alinimini ve diger fenomenleri etkiler.
Sodyumun paranodal bdlgede birikimi aksonal sismeye neden olur. Esas olarak miyelin
lamel terminallerinin aksondan ayrilmasina ve daha ileri yapisal degisikliklere yol acar

(Yenigiin ve Altuntas 2001).

Nefropati ile olusan bobrek yetmezligi diyabetin komplikasyonlar sonucunda ortaya
¢ikan bir durumdur.(Kimmelstiel and Wilson 1936). Diyabet siklig1 ile artis gdsteren
nefropati diyabetik komplikasyonlar sonucu meydana gelen Olimlerin onda birini
olusturur. (Humphrey et al. 1989; Forsblomet et al. 1998). Diyabetik nefropatinin

patogenezinde poliol yolu aktivasyonu 6nemli rol oynar.

Yapilan ¢alismalarda, miyokardiyumda olusan iskemi sirasinda, poliol yolunun
miyokardiyal glukoz metabolizmasina etkileri incelenmis, kardiyak AR aktivitesinin
iskemi sirasinda arttig1 gosterilmistir (Ramasamy et al. 1999; Hwang et al. 2002). Buna
bagli olarak miyokardiyumdaki NADH/NAD" oran1 artmakta, glikoliz ve ATP iiretimi

deazalmaktadir. Bu durum iskemik hasarin sebebidir.(Williamson et al. 1993). Bilindigi
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gibi iskemi, kanin yeterli oranda organlara verilememesidir. Bu durum oksijen
yetmezligini ortaya c¢ikarmaktadir. AR enzimin ininhibe edilmesi kalbi korumaktadir.

Bu enzim iskemik hasarda 6nemli rol oynamaktadir.

Sorbitol dehidrogenaz enziminin (SDH) aktiflesmesi ile olusan NADH, NADH-oksidaz
(Nox) enziminin etkisi ile serbest oksijen radikalleri (ROS) olusturur. (Tesfamariam
1994; Morre et al. 2000). ROS, gliseraldehit-3-fosfat dehidrogenaz enzim (GAPDH)
inhibisyonuna neden olarak daha fazla glukozun poliol yoluna yonelmesine ve AR
aktivitesinin artmasina neden olmaktadir (Stevens et al. 2000). Aldoz rediiktaz enzim
aktivite gostermek i¢in NADPH e ihitiya¢ duydugundan, hiicre i¢i NADPH tiiketimi
artar. Glutatyon rediiktaz enzimi (GR), NADPH bagimli olarak, yiikseltgenmis
glutatyonun (GSSG) indirgenmis glutatyona (GSH) rediiksiyonunu saglayan enzimdir.
AR’ nin NADPH i¢in K, degeri, glutatyon rediiktaz enziminin NADPH igin K,
degerinden 10 kat daha disiiktiir. Poliol yolaginda artan AR aktivitesiyle NADPH’n
fazlaca tiiketilmesi, GSH nun iiretiminin azalmasina neden olur (Yeh and Ashton 1990).
Hiicre i¢i major antioksidan olan GSH’nun azalmasi hiicrenin antioksidan kapasitesini
sinirlar yani hiicrenin oksitleyici etkenlere karst korunma giiclinli azaltir ve bu durum

oksidatif strese neden olur (Lee and Chung 1999; Maritim et al. 2003).

Hiperglisemi durumunda sorbitol yolu aktivitesinin artmasi ile olusan hiicre i¢i NADPH
tiikketimi, NO sentezini etkilemekle beraber GSH iiretimini de azaltir. Nitrik oksit sentaz
enzimi (NOS), NADPH kullanarak arjininden nitrik oksit olusumunu katalizlemektedir.
AR 1 artmasi ile beraber NADPH miktar1 azalir. Ve buna bagli olarak endotelyal NO
sentezi azalir (Tesfamariam 1994). Nihayetinde oksidatif stersin artmasi ile NO

azalmasi ateroskleroza sebebiyet verir (Kurowska 2002).

Poliol yolunun en 6nemli enzimi olan ve bu yolun aktivitesini sinirlayan aldoz rediiktaz
enzimi glikozu sorbitole doniistiiriirken, diger bir enzim olan sorbitol dehidrogenaz,

sorbitolii fruktoza gevirir. Sorbitol hiicre zarin1 gegemediginden hiicre i¢inde birikir.
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Sorbitol  birikimi, ozmotik etkilerle piridin niikleotidlerinin redoks durumunu
degistirerek (NADH/NAD" oraninda ve protein kinaz C’de artis) hiicre i¢i miyoinositol
seviyelerini azaltir. Bu durum doku hasarina nedenolur. Glukoz, proteinlerin amino
gruplarina nonenzimatik olarak baglanarak ‘“‘schiff-base” lriinleri olusturur ‘schiff-
base’ {rlinlerinden sonra daha stabil olan amadori firiinleri olusur (Dingervd
2002).Saatler igerisinde bu iirlinler kan glukoz konsantrasyonuna uygun olarak belirgin
bir seviyeye ulasir. Sonrasinda daha stabil erken glikasyon iiriinleri (EGU) olusur.
Hiperglisemiye uzun siireli maruz kalma Kkollajen, intraseliiler proteinler ve
niikleikasitler gibi stabil makromolekiillerde kiimiilatif ve giderek artan tarzda
irreversibl degisiklere neden olur. Erken glikasyon iiriinleri (EGU) ileri glikasyon
tiriinleri (IGU) ni olusturmak iizere birlesirler (Kurt vd 2004).

Glikoz +Protein<=>schiff-base «=Amadori turtinleri

l

Erken glikasyon iiriinleri(EGU)

l

Ileri glikasyon iiriinleri(IGU)

Sekil 1.6. leri glikasyon iiriinleri (IGU) olusumu

Hiperglisemi durumunda poliol yolunun aktive olmasi sonucu, sorbitoliin fruktoza
oksidasyonu ile sitozolik NADH/NAD® oram yiikselmektedir. NADH bu artis
glisealdehit-3-fosfat-dehidrogenaz (GAPDH) enzimini inhibe eder ve Trioz-fosfat
konsantrasyonunu artirir (Baynes and Thorpe 1999; Dunlop 2000; Garcia et al. 2001).
Hiicre igi konsantrasyonu artan gliseraldehit-3-fosfat, trioz-fosfat izomeraz enzimi ile
dihidroksiaseton-fosfata (DHAP) doniigiir. DHAP’in gliserol-3-fosfata rediiksiyonu
NADH bagimlidir. NADH/NAD artmasi, DHAP’m indirgenmesi ile protein kinaz C

(PKC)’nin aktivatorii olan diagilgliserol (DAG) olusumuna neden olur. Ve bu da poliol
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yolunun aktivatorii olan PKC yolunun aktivitesinin artmasina neden olur (Williamson et
al. 1993; Garcia et al. 2001). PKC aktivasyonu diyabetin sebebiyet verdigi
komplikasyonlarin ortaya ¢ikarir (Xia et al. 1994).

Diyabetik sorbitol birikimi erken donemde aldoz rediiktaz inhibitorleri kullanilarak
Onlenilebilir. Hiperglisemiye engel olacak glukoz regiilasyonu saglanamazsa olay geri
doniisiimsiiz oldugundan ndropati, retinopati, nefropati gelismesi onlenemez (Yenigiin

ve Altuntas 2001).

Aldoz rediiktaz NADPH kullandigindan, sorbitol yolunun etkinlesmesi ile hiicrenin
NADPH tiiketimi artar. Hiicrenin oksitleyici etkenlere karst korunmasinda gorevi olan
Indirgenmis glutatyonun olusumunu saglayan glutatyon rediikktaz da NADPH’1
kullandigindan, hiperglisemide mevcut NADPH’in aldoz rediiktaz ile glutatyon
rediiktaz rekabet ederler. Dolayisiyla, hiperglisemide etkinligi artan sorbitol yolunun
artan NADPH tiiketimi, hiicrenin oksitleyici etkenlere karsi korunma giiciinii azaltir.
Diyabetin kronik komplikasyonlarinin patogenezinde sorbitol yolunun 6nemini bu yolla
aciklayan arastirmacilar, hiicrede sorbitol birikiminin degil, NADPH tiiketimine neden
olan sorbitol olusumunun 6nemli oldugunu savunmaktadirlar (Yeniglin ve Altuntas
2001). Dolayist ile AR’ 1n inhibe olmasi sorbitol birikimini engelleyeceginden diyabetik

komplikasyonlarin ortaya ¢ikmasi bu yolla engellenebilir.

Ozetle, hiperglisemi sonucu olusan sorbitol birikimi:

e Intraaksonal proteinlerin transport ve sentez hizinda azalmaya

e Sinir Na*™-K* ATPaz aktivitesinde azalmaya

e Serbest oksijen radikal olusumunun artigina

e Glikolipitlerin ve aminoasitlerin miyelin olugturma hizinda azalmaya
¢ Anormal inositol lipid metabolizmasina

¢ Asini glikojen birikimine ve periferik sinir glikolizasyonunun artmasinaneden olur.
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Bu tez calismasinda tavuk karacigeri sorbitol dehidrogenaz enzim aktivitesi iizerine
Pb*, Cd*?, Ni*?, Zn*?, Ag* ve Hg'* iyonlarm inhibisyon etkileri incelenmis. Tavuk
karacigeri sorbitol dehidrogenaz enzim aktivitesinin optimum oldugu pH ve optimum

sicaklik degerleri 6l¢tilmiistiir.

1.3. Agirmetaller ve Cevresel Etkileri

Insanlar ¢ok eski zamanlardan bu yana metalleri isleyip kullanmaktadirlar. Ve bu
faaliyetler sonucunda dogal cevirimleri disinda degisik formlarda dogaya yayilmaya
baslamislardir. Sanayilesme ile birlikte agir metal igeren komiirlerin yakilmaya
baglanmasi, endiistri bolgelerindeki agir metal kirliligini asir1 boyutlara ulastirmis ve
agir metal kirliliginden kaynaklanan ilk tanimlanan zehirlenmeler Japonya’da ortaya

cikmistir (Kahvecioglu vd 2003).

Agir metal tanimu fiziksel 6zellik agisindan yogunlugu 5 g/cm3’ten daha yiiksek olan
metaller i¢in kullanilir. Bu gruba Kursun, kadmiyum, krom, demir, kobalt, bakir, nikel,

civa ve ¢inko olmak tizere 60 tan fazla metal dahildir (Kahvecioglu vd 2003).

Agir metaller biyolojik proseslere katilma derecelerine gore yasamsal ve yasamsal
olmayan olarak siniflandirilirlar. Yasamsal olarak tanimlananlarin organizma yapisinda
belirli bir konsantrasyonda bulunmalar1 gereklidir ve bu metaller biyolojik reaksiyonlara
katildiklarindan dolay1 diizenli olarak besinler yoluyla alinmalari zorunludur. Ornegin
bakir hayvanlarda ve insanlarda kirmizi kan hiicrelerinin ve birgokoksidasyon ve

rediiksiyon prosesinin vazgegilmez pargasidir (Bigersson. et al. 1988).

Buna karsin yasamsal olmayan agir metaller ¢ok diisiik konsantrasyonda dahi fizyolojik
yapiy1 etkileyerek saglik problemlerine yol acabilmektedirler. Bu gruba en iyi 6rnek

kiikiirtlii enzimlere baglanan civadir (John et al. 1996).



29

Bu genel gosterimin aksine agir metaller canli bilinyelerde sadece konsantrasyonlarina
bagli olarak etki gostermezler, etki canli tiirline ve metal iyonunun yapisina baglidir
(¢coziiniirliik degeri, kimyasal yapisi, redoks ve kompleks olusturma yetenegi, viicuda

alinis sekline, ¢evrede bulunma sikligina, lokal pH degeri v.b.).

Kursun (Pb): Kursun insan faaliyetleri ile ekolojik sisteme en 6nemli zarar1 veren ilk
metal olma oOzelligi tasimaktadir. Kursun atmosfere metal veya bilesik olarak
yayildigindan ve her durumda toksik Ozellik tasidigindan (galisma ortaminda izin
verilen sinir 0,1mg/m3) cevresel kirlilik olusturan en énemli agir metaldir. Ozellikle
endiistriyel ve sehir merkezlerine yakin yerlerde yetisen yiyecekler; tahillar, baklagiller,
bahge meyveleri ve bir¢ok et lirlinii biinyesinde normal seviyelerin {izerinde kursun

bulundurur (Kahvecioglu vd 2003).

Kadmiyum (Cd): Kadmiyum ve ¢inko yerkiirede bir arada ve benzer yapilarda
bulunurlar. Bu iki metal insan viicudunda da benzer yapisal ve fonksiyonel ozellikler
gostermektedirler. Kadmiyum, énemli enzim ve organ fonksiyonlarinda ¢inkonun yerini
alabilmektedir. Ve bu fonksiyonlarin gerekli sekilde gergeklesmesini engellemektedir.
Zn ve Cd ‘nin viicut i¢indeki oranlar1 Cd zehirlenmesi Zn yetersizligiyle arttigindan ¢ok

onemlidir (Kahvecioglu vd 2003).

Kadmiyum diger agir metallerle icinde suda c¢oziinme 0Ozelligi en yiiksek olan
elementtir. Suda ¢oziinebilir 6zelliginden dolay1 Cd*? halinde bitki ve deniz canlilar
tarafindan biyolojik sistemlere alinir ve akiimiile olma 6zelligine sahiptir.
Viicudumuzda 40 mg’ a kadar kadmiyum bulunabilmektedir ve giinliik olarak da 40
png’a kadar kadmiyum viicuttan atilabilir. Bu seviyeler, kadmiyumun ¢ogunu topraktan
yani yiyecekler yoluyla almasi nedeniyle bolgelere gore degisiklik gosterebilmektedir.
Kadmiyum ve bilesikleri genellikle bobrekler ve karacigerde birikirler ve ilerleyen
yaslarla bobreklerdeki birikim yiiksek tansiyona da sebep olabilmektedir (Kartal vd
2004).



30

Civa (Hg): Civa bir¢ok sanayi dalinda kullanildig1 igin, gevresel kontaminasyon ile
balik ve deniz hayvanlarindan, yapisinda civa bulunan tarim ilaclarinin sik kullanimi
sonucu, tarim {rlinlerinin  yapisindan beslenme dongiisiine girerek  etkisini
gostermektedir. Yapilan ¢alismalar balik, et ve bazi siit iiriinlerinde yiiksek diizeyde
civa bulunabildigini géstermistir (Vural 1993; Concon et al.1988).Civanin bir canlidan
baska bir canliya aktarilmasinin incelendigi bir calismada, 8 ppm civa piiskiirtiilen
tohumlarla beslenen civcivlerin kaslarinda yaklasik 2 kat civa birikimi saptanirken, civa
ile kontamine olmus civcivlerle beslenen kir sansarlarinda 6 kat civa birikimi
saptanmustir (Vural 1993). Civa zehirlenmesi sonucu bobrek hasari olusmakla birlikte
titreme, disetleri iltihabi, psikolojik degisiklikler ile gebelerde diisiikk ya da bebekte

dogumsal anomaliler gézlenebilmektedir.

Nikel(Ni): Nikel’in bilinen biyolojik fonksiyonu olmamakla birlikte orta seviyede
zehirleyici 6zelligi vardir. Dogal yaymimi yaninda insan aktivitelerine bagli olarak
dogada bulunmaktadir. Nikelin organik formu, inorganik formundan daha zehirleyicidir.
Deriyi tahris etmesinin yaninda kalp-damar sistemine ¢ok zararli ve kanserojen bir
metaldir. Zararli etkilerine Gilinliik nikel alinimimin yaklasik yaris1i ekmek, icecek ve
tahillarin tiikketilmesiyle olmaktadir. Besinlerin giinliikk 150 pg’dan az nikel igermesi

tavsiye edilmektedir (Kartal vd 2004).

Cinko (Zn): Cinko metali ve bircok bilesigi diger agir metallerle karsilastirildiginda
diisiik zehirlilik etkisi gosterirler. Cinko tuzlarmin toksikligi ¢inkodan daha fazla,
yapisinda bulundugu bilesigin anyonik kisminin toksikligine baghidir Diger taraftan,
¢inko insanlar ve tiim bitki formlar1 ile hayvan yasamlari i¢in 6nemli ve yasamsal
elementlerden biridir (giinliikk doz 10 - 20 mg). Alkol dehidrojenaz, karbonik anhidraz
ve karboksipeptidaz gibi 70’den fazla metalo-enzim fonksiyonu igin koenzim bileseni
olarak gereklidir (Habashi 1997).
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Giimiis (Ag): Glimiis; metalik giimiis, glimiis nitrat ve giimiis siilfadiazin formlarinda
uzun yillardir yaniklarin, yaralarin ve ¢ok sayida bakteriyel enfeksiyonlarin tedavisinde
kullanilmaktadir (Rai et al. 2009). Glimiis'in, su dezenfeksiyonunda, yaniklarin ve
kronik iilserlerin tedavisinde kullaniminin milattan énce 1000’li yillara kadar uzandigi
bilinmektedir. Literatiirde, 1800’lii yillarda glimiisiin g6z damlast olarak kullanildigi,
daha sonra penisilinin bulunmasiyla beraber kullanimin azaldig1 ancak 1960’11 yillarda
%0,5’lik glimiis nitrat ¢cozeltisinin yanik tedavisinde tekrar yaygin olarak kullanilmaya
baslanildigindan bahsedilmektedir. Bu yillarda glimiisiin Staphylococcus aureus,
Pseudomonas aeruginosa ve Escherichia coli gibi bakterilere karsi etkinligi
kanitlanmistir. Metalik haldeki glimiis aslinda inert haldedir ancak ciltle temas ettiginde,
cilt iizerindeki nem ve yaranin s1vis1 onu iyonize hale getirmektedir. Iyonize giimiis son
derece reaktiftir. Doku proteinlerine baglanarak bakteriyel hiicre duvarinda ve daha
sonra da niikleer zarda yapisal degisiklere neden olarak mikroorganizmanin oliimiine

yol agmaktadir (Rai et al. 2009).

1997 yilinda yapilan bir ¢aligmada tiol (-SH) gruplar igeren aminoasitler ile icermeyen
aminoasitlere giimiis iyonlarimin etkisi incelenmistir. Calismada tiol grubu igeren
aminoasitlerde gliimiis iyonlarimin tiol gruplarina baglandiklari net bir sekilde

aciklanmistir (Liau et al. 1997)
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2. KAYNAK OZETLERI

Sorbitol dehidrogenaz (SDH) memeli dokulariin ¢ogusunda bulunur. Her bir alt birimi
38 kDa olan homotetramerik bir ¢inko enzimidir (lwata and Carper,1995).Aktif
bolgedeki bu ¢inko enziminin fonksiyonu, doniisiimlii reaksiyon siiresince sorbitol
hidroksilini veya fruktoz karbonilini baglamaktir (Jornvall et al. 1984; Eklund et al.
1985).

Sorbitol dehidrogenaz, koyun (Smith M.G.1962) ve insan dokular1 gibi pek ¢ok
dokulardan saflastirilmistir (O’Brien et al. 1982; Maret and Auld 1988; Baretto and
Bcutler 1975; Jedziniak et al. 1981).

Sorbitol, gida tatlandircist olarak kullanilan ve glukoz rediiksiyonu sonucu iiretilen bir
alkol sekeridir. Glukoz metabolizmasinda sorbitol (poliol) yolu 6nemlilik arzetmektedir
ancak oksidatif stersi artirdigi ve diyabet patogenezinde Onemli rol oynadigi

diistiniilmektedir (Chung et al. 2003; Jay et al. 2006).

Sorbitol yolu igin iki enzim gereklidir. Bu enzimler sorbitol dehidrogenaz ve aldoz
reduktaz'dir. Aldoz rediiktaz glukoz ve galaktozun sorbitole doniisimiinii katalizlerken,
sorbitol dehidrogenaz sorbitolun fruktoza doniisiimiinii saglar. Glukoz normal
miktarlarda iken aldoz rediiktaz enzimi aktif degildir. Hiperglisemi hallerinde ise aldoz
reduktaz enzimi uyarilir; glukoz, aldoz rediiktaz enzimi yoluyla sorbitole doniisiir
sorbitol de sorbitol dehidrogenaz enzimi vasitasiyla fruktoza doniistiiriiliir. Olusan
fruktoz enerji kaynagi olarak kullanilir. Hiperglisemi gibi normal olmayan sartlarda,
total glukozun neredeyse tigte biri poliol yolunda metabolize edilir. (Chung et al. 2003;
Gonzalez et al. 1984; Jay et al. 2006) ve iiretim fazlasi olan sorbitol ve fruktoz gibi

poliol {irlinleri ortaya ¢ikar (Balendiran and Rajkumar 2005).
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Sperm hiicreleri lizerine yapilan bir calismada; sperm hiicrelerinin seminal kesede,
enerji kaynagi olarak sorbitol yolunda, glukozun fruktoza doniistiirdigiinii
kanmitlanmistir (Hers 1956; Kador et al. 1986; Bhatnagar and Srivastava 1992). Fare
testisinde yiiksek miktarda AR mRNA’s1 tespit edilmis olup, fazla miktarda AR
enziminin testis metabolizmasinda 6nemli rolii oldugu disiiniilmektedir (Gui et al.
1995). Poliol yolagmin varligi daha sonra diyabetik sican lensinde de gosterilmistir
(Van Heyningen 1959).

Bir calismada diyabetik komplikasyonlarin patogenezinde 6énemli rol oynayan SDH in
poliol yolu i¢in 6nemini arastirmak amaci ile diyabetik olan ve diyabetik olmayan
siganlar iizerine arastirmalar yapilmistir Hem enzim igerigi hem de enzim aktivitesi
bobrek ve karacigerde ¢cok olmasina ragmen testiste enzim igeriginin fazla olmasina
karsin, aktivitesinin olmadigini saptanmigtir. SDH diyabetik karaciger proteininde bol
miktarda hem glikolize hem de nonglikolize formlar1 bulunmustur.Dahasi, saflagtirilmis
enzimin glukoz ya da fruktozla inkiibasyonu sonrasinda aktivitesinin belirgin bir sekilde
diistiigiinii gozlemlenmistir bu sonuglar glikasyonun diyabetik kosullar altinda karaciger

SDH aktivitesinin azalmasina neden oldugunu gostermektedir(Hoshi et al.1996).

Baska bir calismada shcwan hiicrelerindeki poliol aktivitesini arastirmak igin
hiperglisemik ve hiperglisemik olmayan sartlarda kiiltiirlii hiicrelerde aldoz rediiktaz
(AR) ve sorbitol dehidrogenaz (SDH) mRNA miktarlar1 yarismali RT-PCR teknigini
kullanilarak c¢alisma yapilmistir. Schwan hiicrelerindeki AR ve SDH mRNA’sinin
yiiksek (30mM) glukoz igerigine karsin degismedigini belirlemislerdir. RT-PCR sistemi
teknigi ile belirlenen AR mRNA s1 AR aktivitesi ile iligkili oldugu kadar kiiltiir Schwan
hiicrelerindeki hiperglisemik sartlarda biriken sorbitol miktar1 ile iliskili oldugunu
belirlenmistir, bu  ¢alismada  gelistirilen RT-PCR  sisteminin  diyabetik
komplikasyonlarin gozlendigi organlarda, sorbitol yolunun aktivitesinin artmasiyla

meydana gelen metabolik bozukluklarda aldoz rediiktaz ve sorbitol dehidrogenaz
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enzimlerinin roliinii belirlemede faydali olabilecegini belirlenmistir (Maekawa et al.

2001).

Tilton ve arkadaslarinin yaptigi c¢alismada, inhibe olan SDH enziminin sorbitol
birikimini artirmasina karsin yan etkileri olmadan bozulmus sinir iletimi ve sinirlerde,
aortta, gozle ilgili dokulardaki vaskiiler fonksiyon bozukluklarini igeren
komplikasyonlar1 azatligi gozlemlenmistir. Bu sonug, bu dokulardaki patogenezlerin
glukozun sorbitole indirgenmesinden ziyade SDH tarafindan katalizlenen sorbitoliin
fruktoza dontismesi ile daha yakindan iliskili oldugunu géstermistir. Bu nedenle yiiksek
NADH/NAD" oran ¢esitli diyabetik dokulardaki patogenezlerin en dnemli belirleyicisi
olarak goriiliir (Tilton et al. 1995).

Schwan hiicreleri ilizerine yapilan bir ¢alismada osmotik stres boyunca sorbitol
birikimini gézlemlemek i¢in, sorbitol dehidrogenaz inhibitorleri varhiginda ve
izoosmotik sartlar altinda c¢alismiglardir. Sorbitol dehidrogenaz inhibisyonunun
hiperglisemik sartlar altinda sorbitol birikimini artirdiini, izo osmotik sartlarda ise
sorbitol birikiminin +4°C sicaklikta veya ortamda guinidin varhginda meydana geldigini
gormiiglerdir. Sorbitol birikiminin izoosmotik sartlarin saglanmast ve SDH'n aktif

olabilmesi ile dnlenebilecegi sonucuna ulagmislardir (Mizisin et al. 1997).

Sigir beyni SDH enzimi {izerinde yapilan ¢aligmalarda spesifik bir aldoz rediiktaz enzim
inhibitorii oldugu diistiniilen (Kador et al. 1985) quercetin’in sigir beyni SDH enzimini
onemli Ol¢lide inhibe ettigi (Wiesinger and Hamprecht 1989) ve benzer inhibisyonun
insan beyni SDH enziminde de goézlendigi belirtilmistir (O’Brien et al. 1983). Bu
calismalar sonucunda arastirmacilar, AR inhibitorlerinin invivo sartlarda ilk olarak SDH
enzimi lizerinde denenmesinin iyi sonuglar dogurabilecegini belirtmislerdir (Wiesinger

and Hamprecht 1989).
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Invivo sartlarinda aktif olan sadece bir siif (piperazin pirimidinler) sorbitol
dehidrogenaz enzim inhibitorleri varligina ulasilmistir (Geisen et al. 1992). Bunun
disinda ditiyotreitol ve diger metal selatlayici tiyollar1 igeren ikinci bir siifin, SDH
enziminin katalitik ¢inko atomuyla etkileserek invitro sartlar altinda giiglii inhibit6r

etkisi gosterdigi belirlenmistir (Lindstad and McKinley-McKee 1996).

Geisen ve arkadaslart yaptiklart bir ¢aligma sonucunda 2-hidroksimetil- 4- 4(4-N,N,
dimetilaminstlfonil-1- piperazin) pirimidinin SDH’in ilk inhibitérii oldugunu

kanitlanmiglardir (Geisen et al. 1994) .

|
SO,NMe,

Sekil 2.1. Sorbitol dehidrogenaz inhibitérii SDI 158°in kimyasal yapist

SDH inhibitorii 2-hidroksimetil-4-4(4-N,N, dimetilaminsiilfonil-1-piperazin) pirimidin
(SDI 158)’in, AR enzimini zayif bir sekilde inhibe ettigi buna ragmen hekzokinaz,
glutatyon rediiktaz, glukoz-6-fosfat dehidrogenaz, laktat dehidrogenaz ve alkol
dehidrogenazi igeren diger bircok enzim aktivitesi lizerinde hicbir etkisinin olmadigi
gozlemlenmistir (Geisen et al. 1994; Tilton et al. 1995). Bundan dolay1 SDI 158,
spesifik bir SDH inhibitoriidiir.

Yapilan diger bir ¢alismalarda SDI 158’in (CP-166,572), enzimin ¢inko atomuyla ve
NADH’in nikotinamid halkasiyla eszamanli etkilestigi belirtilmistir. Ayrica bu



calismalarda SDI 158’in NAD", sorbitol ve NADH ile yar1 yarigmali inhibisyon tipi
sergiledigi gozlenmistir (Pauly et al. 2003).
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Sekil 2.2. SDI 158 (CP- 166,572)’in insan SDH enziminin katalitik ¢inko atomuyla ve
NADH ile etkilesimi (Pauly et al. 2003).

Sorbitol, poliol yolunun ilk triinii olup osmotik olarak aktiftir fakat hiicre zarindan
kolayca gecemedigi i¢in birikir (Lewis et al. 2001) ve ozmotik strese neden olur.
Ozmotik stres, sorbitol birikimi ile hiicrenin su igeriginin artmasi sonucu meydana
gelir.Bu durum redoks dengesinde bozulmaya sebep olur. Bu bozulma proteinlerin
¢ozlinirliiklerini degistirerek membran direncine zarar verir (Tornlinson 1989). Lensde
olusan ozmotik stres sonucu membran yapist bozulmaktadir (Kinoshita 1974; Brownlec
et al. 1984). Bozulan membran yapisi katarakt ile sonuglanir (Kinoshita 1965; Varma et
al. 1977; Lee and Chung 1999).

Yapilan bir diger ¢alismada, sorbitol dehidrogenaz ve aldoz rediiktaz inhibisyonun
diyabetik ve galaktosemik farelerde seker katarakt olusumuna etkileri karsilastirilmigtir
bu amagla hem sorbitol dehidrogenaz’in inhibitérlerin varliginda ve yoklugunda hem de
aldoz rediiktaz inhibitorlerinin varhiginda ve yoklugunda diyabetik ve galaktosemik
farelerde seker katarakt olusumunu goézlemlemislerdir. Yapilan bu c¢alisma sonucunda
sorbitol dehidrogenaz inhibitorlerinin diabetik farelerde katarakt olusumunu artirdigi

ancak galaktosemik farelerde katarakt olusumunu etkilemedigi gozlenmistir. Ayrica
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aldoz rediiktaz inhibitorlerinin hem diabetik hem de galaktosemik farelerde katarakt
olusumunu azaltigr gézlemlenmistir. Bu calismalar ile hiicre i¢i sorbitol birikimin
katrakta sebebiyet verdigi, aldoz rediiktaz enziminin inhibe olmasmin ise Kkatarakt

olusumu 6nleyebilecegi sonucuna ulasilmistir (Kador et al. 1998).
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3. MATERYAL ve METOD

3.1. Materyal

3.1.1. Kullanilan kimyasal maddeler

Deneysel ¢alismalarimizda kullandigimiz standart serum albiimin, N,N,N’,N’-tetrametil
etilendiamin (TEMED), diyaliz torbalari1 Sigma Chemical Comp.’den; sodyum
hidroksit, amonyum stilfat, sodyum kloriir,potasyum fosfat, hidroklorik asit, glisin,
sodyum azotiir, gliserin, potasyum fosfat, etanol, metanol, asetik asit, izopropanol,
akrilamid, N,N’-metilen bisakrilamid, coomassie brillant blue G-250,R-250, brom timol
mavisi, sodyum dodesil siilfat (SDS), DEAE-Sephadex, CM-Sephadex C-50, Sephadex
G-100, B-NAD", sorbitol, B-merkapto etanol ve diger kimyasal maddeler E. Merk

AG’den; temin edilmistir.

3.1.2. Kullanilan alet ve cihazlar

Calismalar sirasinda asagidaki alet ve cihazlardan faydalanilmistir.

Masa santrifiiji : MSE Mistral 2000

Sogutmali santrifiij : HeraEUs Sepatech (Suprafuge 22)

Ultrasantrifiij : Beackman Coulter (Optima LE-SOK
Ultracentrifuge)

Sogutmali santrifiij : Hermle Z 323 K(Germany)

Spektrofotometre : CHEBIOS s.r.1. (Optimum-one/UV-VIS)

pH metre : Schott pH-Meter CG840

Elektroforez tanki : BIO RAD (dikey)

Peristaltik pompa : Ismatec



Karigtirici(Shaker)
Karstirici(Vorteks)
Hassas terazi
Otomatik pipet
Calkalayici
Manyetik karistirici
Saf su cihazi

Su banyosu

Kar makinesi

Gli¢ kaynagi
Buzdolaplari
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: GFL 3025

: Fisons whirlimixer

: Gec avery (UK)

: Eppendorf

: Midi Dual 14

: Chilten Hotplate Magmetic Stirrer HSBI
: Barnstead Easy Pure UV/UF

: Clifton

: Scotsman AF-20 (Authomatic ice machines)
: 1-Bio Rad Power Pac 3000

. Arcelik

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

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

3.1.3. Kullanilan ¢o6zeltiler ve hazirlanmasi

Aktivite Ol¢iimiinde kullanilan ¢ozeltiler:

1. 200 mM Glisin/NaOH tampon ¢6zeltisi (pH=9,9): 1,5 g Glisin 90 ml saf suda
¢oziildii. 1 M NaOH ile pH=9,9’a getirildikden sonra toplam hacim saf su ile 100 ml ye

tamamlandi.

2. 4,7 mM B-NAD" ¢bzeltisi (Koenzim ¢dzeltisi): 0,0156 g B.NAD" alindi 5 ml saf su

iginde ¢oziildi

3. 100 mM sorbitol ¢ozeltisi (Substrat ¢dzeltisi): 0,182 g sorbitol alind1 10 ml saf su

i¢inde i¢inde ¢oziildii.

Homojenat hazirlanirken kullanmilan cozeltiler:

4. % 0.9 luk NaCl ¢ozeltisi: 0,9 gr NaCl alinip hacmi saf su ile 100 ml ye tamamlandi.
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5. 50 mM Tris/HCI (2ul B-Merkaptoetanol) pH=7,6: 0,6 g Tris yaklasik 90 ml saf suda
¢oziildii 1M HCI ile pH=7,6’ye getirildikden sonra son hacim saf su ile 100 ml ye

tamamlanda.

Amonyum siilfat cokeltisinin ¢oziinmesi ve diyaliz icin kullanilan tampon

cozeltiler:

1. Amonyum siilfat ¢coktiirmesi sonucu olusan ¢okelegi ¢cozmek icin

50 mM Tris/HCI2mM B-Merkaptoetanol)  pH=7,6: 0,6 g Tris yaklasik 90 ml saf suda
¢ozildi. 1M HCI ile pH=7,6’ye getirildikden sonra son hacim saf su ile 100 ml ye
tamamlandi.

2. (Diyaliz igin) 50 mM Tris/HClI (2mM p-Merkaptoetanol) pH=7,6: 6.055 g Tris
yaklasik 900 ml saf suda ¢oziildii. i¢ine 144pul B-Merkaptoetanol katildiktan sonra 1M
HCI ile pH=7,6ye getirilip son olarak ¢6zelti hacmi 1000ml ye tamamlandi.

DEAE-Sephadex iyon degisim kromatografisi ve diyaliz icin kullanilan tampon

cozeltiler:

1. 50 mM Tris/HCltampon ¢ozeltisi (pH=7,9): 6,055g Tris yaklagik 900 ml saf suda
¢oziildi. IM HCI ile pH=7,9’a getirilip daha sonra son hacim saf su ile 1000 ml’ ye
tamamlandi.

2. Diyalizde kullanilan pH:7,6 olan tampon ¢ozeltisi: 6,055 g Tris yaklasik 900 ml saf
suda c¢ozildi. 1M HCIl ile pH=7,6 ya getirildikden sonra igerisinel44 pl f-

merkaptoetanol katildi. Son hacim saf su ile 1000 ml’ ye tamamlandi.

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

1. 50 mM Tris/HCltampon ¢ozeltisi(pH=7,5), (Kolonun dengelenmesinde ve eliisyon
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isleminde kullanilan ¢6zelti);6,055 g Tris yaklasik 900 ml saf suda ¢oziildii.1M HCl ile
pH=7,5 e getirildikden sonra son hacim saf su ile 1000 ml’ye tamamlandi.

2. Standart protein ¢dzeltilerinin hazirlanisi:

a. Albumin; 20 mg albumin 1900 ul dengeleme tamponu iginde ¢o6ziildii ve igerisine
100 pl gliserol ilave edildi.

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

C. B-Amilaz; 8 mg B-amilaz 1900 ul dengeleme tamponu iginde ¢oziildii ve igerisine

100 pl gliserol ilave edildi.

Optimum pH belirlemek i¢in kullanilan tamponlar:

1. pH: 5,0 olan 200 mM KH;PO,4 tamponunu hazirlamak igin:3,48g KH,PO, alind1 90
ml saf suda ¢oziildiikten sonra 1M NaOH ile pH:5,0 olacak sekilde ayraland1 daha sonra
saf su ile hacim 100 ml’ye tamamlandi.

2. pH: 5,5 olan 200 mM KH,PO,4 tamponunu hazirlamak i¢in:3,489 KH,PQO, alindi 90
ml saf suda ¢oziildiikten sonra 1M NaOH ile pH:5,5 olacak sekilde ayralandi Daha
sonra saf su ile hacim 100 ml’ye tamamlandi.

3. pH:6,0 olan 200 mM KH,POstamponunu hazirlamak igin:3,489 KH,PO4 alind1 90 ml
saf suda ¢ozildiikten sonra 1M NAOH ile pH:6,0 olacak sekilde ayralandi daha sonra
saf su ile hacim 100 ml’ye tamamland.

4. pH: 6,5 olan 200 mM KH,PO, tamponunu hazirlamak i¢in: 3,489 KH,PO, alind1 90
ml saf suda ¢o6ziildiikten sonra 1M NaOH ile pH:6,5 olacak sekilde ayralandi. Daha
sonra saf su ile hacim 100 ml’ye tamamlandi.

5. pH: 7,0 olan 200 mM KH,PO4tamponunu hazirlamak igin: 3,489 KH,PO4 alindi 90
ml saf suda ¢oziildiikten sonra 1M NaOH ile pH:7,0 olacak sekilde ayarlandi daha sonra
saf su ile hacim 100 ml’ye tamamlanda.

6. pH: 7,5 olan 200 mM KH,PO, tamponunu hazirlamak i¢in: 3,489 KH,PO, alind1 90
ml saf suda ¢oziildiikten sonra 1M NaOH ile pH:7,5 olacak sekilde ayralandi. Daha
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sonra saf su ile hacim 100 ml’ye tamamlandi.

7. pH: 8,0 olan 200 MM KH,PO tamponunu hazirlamak i¢in:3.48g KH,PO,4 alindi 90 ml
saf suda ¢oziildiikten sonra 1M NaOH ile pH:8,0 olacak sekilde ayralandi. Daha sonra
saf su ile hacim 100 ml’ye tamamlandi.

8. pH: 7,5 olan 200 mM Tris/HCltamponunu hazirlamak i¢in: 2,42g Trisalind1 90 ml saf
suda ¢ozildiikten sonra 1M HCI ile pH: 7,5 olacak sekilde ayarlandi. Daha sonra saf su
ile hacim 100 ml’ye tamamlandi.

9. pH: 8,0 olan 200 mM Tris/HCltamponunu hazirlamak i¢in: 2,42¢ Trisalindi 90 ml saf
suda ¢oziildiikten sonra 1M HCI ile pH:8,0 olacak sekilde ayarlandi. Daha sonra saf su
ile hacim 100 ml’ye tamamlandi.

10. pH: 8,5 olan 200 mM Tris/HCltamponunu hazirlamak igin: 2,42¢g Trisalindi. 90 ml
saf suda ¢oziildiikten sonra 1M HCI ile pH:8,5 olacak sekilde ayarlandi daha sonra saf
su ile hacim 100 ml’ye tamamlandi.

11. pH:9,0 olan 200 mM Tris/HCltamponunu hazirlamak igin: 2,42g Trisalindi 90 ml
saf suda ¢oziildiikten sonra 1M HCI ile pH:9,0 olacak sekilde ayarlandi. Daha sonra saf
su ile hacim 100 ml’ye tamamlandi.

12. pH: 9,0 olan 200 mM Glisin/NaOH tamponunu hazirlamak i¢in: 1,5g Glisinalind1 90
ml saf suda ¢oziildiikten sonra 1M NaOH ile pH:9,0 olacak sekilde ayarlandi. Daha
sonra saf su ile hacim 100 ml’ye tamamlandi.

13. pH:9,5 olan 200 mM Glisin/NAOH tamponunu hazirlamak i¢in: 1,5g Glisinalindi
90 ml saf suda ¢6ziildiikten sonra 1M NaOH ile pH:9,5 olacak sekilde ayarlandi . Daha
sonra saf su ile hacim 100 ml’ye tamamlandi.

14. pH:10,0 olan 200 mM Glisin/NaOH tamponunu hazirlamak i¢gin: 1,5g Glisinalindi
90 ml saf suda ¢6ziildiikten sonra 1M NaOH ile pH:10,0 olacak sekilde ayarlandi. Daha
sonra saf su ile hacim 100 ml’ye tamamlandi.

15. pH: 10,5 olan 200 mM Glisin/NaOH tamponunu hazirlamak igin: 1,5g Glisinalind1
90 ml saf suda ¢oziildiikten sonra 1M NaOH ile pH:10,5 olacak sekilde ayarlandi. Daha

sonra saf su ile hacim 100 ml’ye tamamlandi.
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Elektroforez icin kullanilan ¢ozeltiler:

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

2. 1 M Tris-HCI1 (pH=6,8):12,11 g Tris (0,1 mol) tartilarak 80 ml suda ¢ozildi, pH
ayart 1M HCI yapildiktan sonra 100 ml’ye tamamlandi.

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

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

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

6. Yiriitme tamponu: 1,51 g Tris (12,5 mmol) ve 7,51 g glisin (0,1 mol) tartilarak 450
ml suda ¢oziildli; %10’luk SDS’den 5 ml ilave edildi, pH=8,3’e ayarlandi ve toplam
hacim 500 ml’ye tamamlandi.

7. Numune tamponu: 1 M Tris-HCI (pH=8,0)’den 0,5 ml, %10’luk SDS’den 1 ml,
%1001tk 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-merkapto etanol ilave edildi.

8. Sabitlestirme ¢ozeltisi (jelde yiiriitiilen proteinlerin sabitlestirilmesi i¢in kullanilan
¢ozelti): %50 izopropanol, %10 TCA ve %40 su olacak sekilde karistirilarak hazirlandu.
9. Jel boyama c¢ozeltisi: 50 ml metanol, 10 ml asetik asit ve 40 ml su igerisinde 0,1 g
coomassie brillant blue R-250 reaktifinin ¢6ziilmesiyle hazirlandi.

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

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

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

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

Proteinlerin Kantitatif Tayininde Kullanilan Cozeltiler:

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

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

mg standart serum albuminin 1 ml saf suda ¢6ziilmesiyle hazirlandi.

Calismalarimizda kullanilan agir metallerin stok cozeltileri:

1. ImM AgNO; hazirlamak ig¢in: 0,0845 AgNO; alinip Sml saf su da ¢o6ziildii. Daha
sonra bu ¢ozeltiden 10ul alinip 1000 kat seyreltildi.

2. 2 mM Hg(NO3),<H,0 hazirlamak igin: 0,00343 Hg(NO3),<H2O alinip 5ml saf suda
¢oziildii daha sonra bu ¢ozeltiden 10ul alinip ImM a seyreltildi.

3. 100 mM NiSOg4 hazirlanmak igin: 0,077g NiSO4 alinip 5ml saf suda ¢6ziildii.

4. 100 Mm Zn(NO3), x6H,0 hazirlamak igin: 0,148g Zn(NO3), x6H,0 alinip 5ml saf
suda ¢oziildii.

5. 100 mM Cd(NOs3), x4H,0 hazirlamak i¢in: 0,154g Cd(NOs), x4H,0 alinip 5 ml saf
su da ¢oziildii.

6. ImM Pb(NO3), hazirlamak igin: 0,0202 g Pb(NO3), alinip 5ml saf su da ¢oziildii.

Daha sonra bu ¢ozeltiden 100ul alinip 10ml ye tamamlandi.



45

3.2. Metod
3.2.1. Tavuk karacigeri sorbitol dehidrogenaz enziminin aktivitesinin él¢iimii

Fruktozun sorbitole déniisiimlii olan reaksiyonunda NAD™‘nin indirgenmesi ile olusan
absorbans artis1 340 nm’de li¢ dakikalik siireyle oOl¢iildii birer dakika arayla sonuglar
kaydedildi. Bunun i¢in 1 mI’lik kuvartz kiivet icerisinde 50 mM Glisin/NaOH tamponu
(pH=9,9), 10 mM sorbitol, 470 uM NAD" ve enzim olacak sekilde hazirland1 (Lindstad
et al. 1992). 340 nm’de saf sudan olusan kore karsi absorbans degerleri okundu.Aktivite
hesaplamak i¢cin NADH’in milimolar ekstinksiyon katsayis1 kullanildi. sorbitol
dehidrogenaz (SDH) nikotinamid adenin diniikleotid (NAD™)’i, ortamda sorbitol
oldugunda indirger. NADH’in olusmum miktar1 SDH aktivitesine bagli olup 340
nm’deki absorbans artisi ile Olgiilebilir. Sorbitol dehidrogenaz aktivitesinin {initeleri

dakika basina okside olan sorbitol’un mikro moliinii verir.
Enzim {initesi hesaplamak i¢in asagidaki denklem kullanildu.

EU _AOD _ Vq

w622 v O
EU/ml  : 1 ml’deki enzim iinitesi
AOD : Bir dakikadaki absorbans degisimi
6,22 : B-NADH ‘in 340 nm’deki milimolar ekstinksiyon katsayisi
V7 : Olgiimiin yapildig1 toplam kiivet hacmi

Ve : Olgiimiin yapildig1 kiivete ilave edilen enzim numunesinin hacmi
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3.2.2. Tavuk karacigeri sorbitol dehidrogenaz enziminin saflastirilmasi

3.2.2.a. Tavuk karaciger dokusunun temini ve homojenat hazirlanmasi

Deneyde kullanidgimiz tavuk karacigeri taze olarak temin edildi. Dokudan kan ve diger
Kirlilikleri uzaklastirmak igin % 0,09 luk NaCl ¢0zeltisi ile yikandi. Homojenati
hazirlamak izotonik NaCl ile yikanan doku, kii¢iik parcalara ayrildi. Sonrasinda havana
konulan doku {izerine siv1 azot ilave edilip ¢ok kii¢lik parcalara ayrilana kadar havanda
doviildii. Sonra 2ml/g olacak sekilde tizerine S0mM Tris/HCI (2mM B-merkaptoetanol)
(pH:7,6) tamponu ile homojenize edildi. Elde edilen homojenat siizge¢ kagidi
kullanilarak siizme islemine tabi tutuldu. Bu islemden sonra siispansiyon 20 dakika
13000 rpm’de santrifiij edildi. Santriflij sonras: ¢okelek atildi, siipernatant bir sonraki

saflastirma basamaginda kullanildi.

3.2.2.b. Amonyum siilfat ¢oktiirmesi

Yeteri kadar yiiksek tuz konsantrasyonunda, bir protein bir ¢ozeltiden hemen hemen
kantitatif olarak ¢okeltilebilir; yani yiiksek tuz konsantrasyonunda proteinlerin
¢coziinlirliigli azalir ve hatta ¢okerler. Bu olaya salting-out adi verilir. Salting-out’un
fizikokimyasal prensibi olduk¢a komplekstir; yiksek tuz konsantrasyonunda
hidratasyon suyu protein molekiiliinden uzaklastirilir ve bdylece c¢oziintirliik azalir

(Keha ve Kiifrevioglu 2007).

Her bir protein farkli iyonik siddette ¢okelme gosterdiginden, bu yolla proteinler
birbirlerinden ayrilabilirler. Salting-out sirasinda proteinler denatiire olmazlar ve uygun
bir ortamda tekrar ¢ozelti fazina alinabilirler. Bu maksatla cogunlukla suda iyi ¢6ziintip,
cok yiiksek iyonik siddet gosterebilen amonyum siilfat kullanilir (10 g suda yaklasik
71,5 g (NH4)2SO, ¢oziinebilir (Keha ve Kiifrevioglu 2007). Coziindiigiinde pH‘y1

degistirmeyen tuzlara nétral tuz denir. Ornegin NaCl, suda ¢oziindiigiinde Na™ hidroliz
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olmaz ve ortamin pH‘sim1 da degistirmediginden notral bir tuzdur. (NH4),SO, ise
normalde asidik bir tuzdur. Fakat amonyum siilfat, suda ¢ok iyi ¢oziinmesi ve ortamin

pH ‘simi da fazla degistirmemesi nedeniyle nétral tuz sinifina alinmastir.

Tavuk karacigerinden elde edilen SDH enzim homojenati literatiir taramasi sonucu elde
edilen bilgiler 15181nda %0-35 ve %35-60 araliklarinda kat1 amonyum siilfat kullanarak
¢oktiirmesi yapildi (Karacaoglan ve Ozer 2005). Yine aym literatiirde sorbitol
dehidrogenaz enziminin %35-60 araliginda ¢oktiigiinii bildigimizden, birinci aralikta
20 dk 13000 rpm de santrifiij yapildiktan sonra ¢okelek atilip silipernatant ile tekrar
amonyum siilfat ¢oktiirmesi yapildi. Tekrar 20dk 13000 rpm de santrifiij edildi. Daha
sonra ikinci aralikta siipernatant atilip ¢okelek az miktarda pH: 7,6 olan Tris/HCI (2mM
B-merkaptoetanol) ile ¢6ziildii. Biitiin bu islemler soguk ortamda gerceklestirildi.Ayrica
amonyum siilfat ¢oktlirmesi boyunca her defasinda bir 6nceki amonyum siilfatin
¢oziinmesine dikkat edildi. Amonyum siilfatin homojenatta ¢oziinme islemi buz
banyosunda manyetik karistirict ile yapildi. Kati amonyum siilfat miktar1 asagidaki

formiilden hesaplandi.

1.77XVX (S5 _S1)
3,54—S,

g(NH4)SO4 =

V  Enzim ¢6zeltisinin hacmi
S:1  I’in kesri olarak ¢dzeltideki amonyum siilfat doygunlugu

Sz 1’in kesri olarak istenen amonyum stilfat doygunlugu

3.2.2.c. Diyaliz

Cokelek, az miktarda pH: 7,6 Tris/HCI (2mM B-merkaptoetanol) ile ¢oziildiikten sonra
2 saat boyunca ayni1 tampona kars1 diyaliz edildi. Diyaliz islemi sonrasinda homojenat

diger islemlerde kullanilmak {izere diyaliz torbasindan ¢ikarildi.
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3.2.2.d. Ultrasantrifiij

Diyaliz isemine tabi tutuluan numune bu basamaktan sonra,icerisindeki ¢éziinmeden
kalan safsizliklar1 uzaklastirmak icin, 100000 g de 1 saat siireyle santrifiij edildi.
Cokelek kismi atildi. Siipernatant kismi alinarak bir sonraki saflastirma basamaginda

kullanildi.

3.2.2.e. DEAE-Sephadex iyon degisim kromatografisi

Calismamiz i¢in anyon degistirici olarak kullanilan DEAE-Sephadex iyon degisim
reginesinin once sisirilmesi gerekmektedir. Bu amagla 100-120 ml yatak hacmi elde
edebilmek i¢in 5 g jel 100 ml destile suya konularak 80-90°C’de 5 saat siire ile
bekletilerek sisirildi. Sisirilmis jel 0,5 N 100 ml soguk HCI iginde 1 saat bekletildikten
sonra 100 ml 0,5 N NaOH ile notralize edildi. Jel materyalinden ¢oziinmiis gaz vakum
yardimiyla uzaklastirilip kolona doldurulduktan sonra 50mM Tris/HCltamponu
(pH=7,9) ile dengelendi. Kolonun akis hizi peristaltik pompa yardimiyla 15-20
ml/saat’e ayarlandi. Jel lizerindeki tampon seviyesi jel diizeyine indirilerek ultrasantrifiij
sonras1 elde edilen enzim c¢ozeltisi pipet vasitasiyla kolona tatbik edildi. Sorbitol
dehidrogenaz enzimi DEAE-Sephadex kolon materyaline tutunmadigindan, kolonu
dengeleme isleminde kullanilan 50mM Tris/HCItamponu (pH=7,9) kullanilarak eliisyon
islemi yapildi. Eliatlar, kolon akis hiz1 15 ml/saat’e ayarlanarak yaklasik 3 ml’lik
hacimler halinde tiiplere alindi. Her bir eliiatin 340 nm’de aktivitesine bakildi, aktivite
gosteren tiipler birlestirildi. Birlestirilen eliiat ¢ozeltileri, diyaliz torbasina yerlestirilerek
iki saat siireyle 2mM B-merkaptoetanol igeren, SOMm Tris/HCItamponu (pH=7,9) kars1
diyaliz edildi.
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3.2.2.f. Sephadex G-100 jel filtrasyon kromatografisi kolonunun hazirlanmasi
tavuk karacigeri SDH enziminin saflastirilmasi ve tavuk karacigeri SDH enziminin

dogal halinin molekiil kiitlesinin tayini

Kolon materyali olarak kullanilan sephadex G-100 den 5 g alinip 200 ml su da 90 °C de
4 saat bekletilerek sisirildi. Sisirilmis polimer materyalin igerisinde bulunan hava
kabarciklart su trombu kullanilarak vakumla alindi. Sisirilmis ve havasi uzaklastirilmis
jel pH’s1 7,5 olan 50 mM Tris/HCI tamponuyla dolu kolona aktarildi ve paketlendi.
Kolonu dengelemek i¢in yine ayni tampon kullanildi. Kolonun akis hiz1 peristaltik
pompayla 3 ml/saat’e ayarlandi. Dengeleme tamponu kolondan uzun siire gegirilerek
ilave edilen tampon ile alttan akan tamponun 280 nm’de absorbansi ile pH degerinin
ayni oldugu anda kolonun dengelendigi anlasildi. Dengelenmis kolona numunelerin
tatbiki icin kolonun iizerindeki kapali sistem agild1 ve jelin lizerinde birikmis tamponun
emilmesi beklendi. Tampon orani jel seviyesine indiginde iyon degisim kolonundan
eliie edilip 0,125 ml gliserol ile karigtirilan enzim numunesi jelin iizerine tatbik edildi.
Numune tatbik edildikten sonra numunenin jel seviyesine inmesi beklendi ve daha sonra
tampon ilave edildi. Stok tampon ¢6zelti ile kapali sistem olusturularak sabit hizla akis
saglandi. Daha sonra altan eliiatlar alinmaya baslandi ve alinan eliatlarda 340 nm

absorbans degerlerine bakilip absorbans degeleri sifir olana kadar eliiatlar alind1 ve
kaydedildi.

Molekiil kiitlesi tayininde kullanilacak olan standart grafigi elde edebilmek icin
kolondan 6nce standart proteinler gegirildi. Standart olarak, blue dekstran; 2.000.000
Da, B-amilaz; 200.000 Da, alkol dehidrogenaz; 150.000 Da, albumin; 66.000 Da
standart proteinler ayri ayr1 kolona uygulandi. Sonra Tavuk karacigerinden elde edilen

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

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

indirildi. Kolona her bir protein ¢ozeltisinden 2 ml tatbik edildi. Kolona uygulanan
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protein ¢ozeltisi jel tarafindan tamamen emildikten sonra kolonun iistii eliisyon
tamponuyla (50 mMTris/HCI pH=7,5)doldurularak, eliiatlar 1’er ml olacak sekilde
tiiplere toplandi. Eliisyon tamponu kor olarak kullanildi ve toplanan eliiatlarin 280
nm’de absorbanslar Olgiilerek kaydedildi. Eliisyon islemine 280 nm’deki absorbans
degerleri 0,05 oluncaya kadar devam edildi. 280 nm’de absorbans gosteren tiiplerde
aktivite dlglimleri yapildi. 280 nm’de kalitatif 6l¢lim i¢in alinan absorbans degerleri tiip
sayisina karsi grafige gecirildi. Daha sonra enzimin molekiil kiitlesini belirlemek i¢in
her bir protein i¢in ayr1 ayr1 K,y degerleri ve Log MK degerleri hesaplandi. Log MK-Kj,
grafigi ¢izildi. Daha sonra tavukkaracigeri sorbitol dehidrogenaz enzimi i¢in K,y degeri

belirlenerek grafik vasitasiyla enzimin dogal halinin molekiil kiitlesi belirlendi.

Asagidaki formiil kullanilarak K,y degeri hesaplandi ve Log MK-K,, grafigi ¢izildi.

Ve—Vp

K.. =
av V=V,

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

3.2.3. Optimum sicakhk

Bilindigi iizere enzimlerin aktiviteleri sicaklikla degismektedir. Baz1 sicakliklarda diisiik
aktivite gosteren enzimler sicakligin belli bir degeri gegmesi ile enzimlerin ii¢ boyutlu
yapilar1 bozularak denatiire olabilirler. Belirli sicakliklarda maksimum aktivite gosteren
enzimler i¢in bu sicaklik degeri o enzim ig¢in optimum sicakliktir. Bu calismada,
optimum sicaklik 6lgiiliirken su banyosu istenilen sicaklik degerlerine ayarlandi. 10’ar
°C’lik sicaklik artislarinda aktivite degerleri olciildii ve enzimin maksimum aktivite

gosterdigi sicaklik degeri hesaplanda.
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3.2.4. Optimum pH

Cogu enzimin aktivitesinin optimum oldugu bir pH degeri vardir.Bu degerin dncesinde
ve sonrasinda aktivite genelde diistiktiir. Bu ¢alismada da tavuk karacigeri SDH enzim

aktivitesinin hangi pH da optimum oldugunu belirlemek igin;

pH:5,0 ile 8,0 arasinda 0,5’er birimlik artigla potasyum fosfat tamponu,

pH:7,5 ile 9,0 arasinda 0,5‘er birimlik artigla Tris-HCI tamponu,

pH: 9,0 ile 10,5 arasinda 0,5‘er birimlik artisla Glisin/NaOH tamponu hazirlandi.
Hazirlanan tamponlar aktivite Ol¢limiinde kullanilan tamponun yerine kullanildi. Ve
yapilan Olglimler sonucunda enzimin maksimum aktivite gosterdigi pH degeri

hesaplandi.

3.2.5. Bradford yontemi ile kantitatif protein tayini

Tavuk karacigeri numunesinden hazirlanan homojenat, amonyum siilfat ¢oktiirmesi,
DEAE-Sephadex iyon degisim kromatografisi ve jel filtrasyon kromatografisi ile
saflastirilan enzim c¢ozeltilerindeki kantitatif protein miktar1 bu yontemle belirlendi.
Kullanilan Coomassie brillant blue G-250 negatif bir yiike sahiptir ve protein iizerindeki
pozitif yiikke baglanir. Boyanin kirmizi (Amax=465 nm) ve mavi (Amax=595 nm) formu
mevcuttur. Proteinin baglanmasi, kirmizi formun mavi forma doniisiimiinii saglar. Bu
yontemin bozucu faktorlere girisimi oldukca azdir ve hassasiyeti 1-100 pg arasindadir.
Reaksiyon biiyiik oranda tekrarlanabilir ve hizlidir renk stabilitesi 2 saat devam eder.
(Bradford 1976).

Bu metodla yapilan tayin i¢in bir standart grafik ¢izilir.Bunun i¢in 1 mg/ml olacak
sekilde standart sigir albumin ¢ozeltisinden tiiplere 10, 20,30, 40, 50, 60, 70, 80, 90 ve
100 pl konuldu. Biitiin tiiplerin hacmi 0.1ml ye tamamland1 ve 5 ml Coomassie brillant
blue G-250 ¢ozeltisi eklenip vorteksle karigtirildi. 10 dakika inkiibe edildikten sonra
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595 nm’de 3 ml’lik kiivetlerde kdre kars1 absorbans degerleri okundu. Kor olarak 0,1 ml
enzim numunesinin i¢inde bulundugu tampondan ve 5 ml coomassie brillant blue G-250
¢oOzeltisinden olusan karisim kullanildi. Elde edilen sonuglardan absorbans degerlerine

karsilik gelen pg protein degerleri standart grafik haline getirildi.

Tiiplere tavuk karacigerinden elde edilen homojenattan ve yukarida bahsedilen
saflastirma basamaklarindan elde edilen enzim numunelerinden 0,1 er ml konularak
tizerine S5’er ml coomassie brillant blue G-250 reaktifi ilave edildi. Vorteks ile
karistirildiktan sonra 10 dakika inkiibasyona birakildi. Sonra 595 nm’de absorbans
degerleri okundu. Her bir numuneden iicer adet deneme yapilarak bu {i¢ degerin
aritmetik ortalamasindan gercek deger tespit edildi. Elde edilen bu degerlere gore
standart grafikten yararlanilarak protein miktarlar1 belirlendi. Bu metodla saflastirilan

enzim ¢ozeltilerinde ve homojenatta protein tayini yapildi.

3.2.6. Kalitatif protein tayini

Kalitatif protein tayini, proteinlerin yapisinda bulunan aromatik gruplara sahip tirozin
ve triptofan amino grup asitlerinin 280 nm’de maksimum absorbans gostermesi esasina
dayanan Warburg metodu olarak bilinen yolla gergeklestirildi (Segel 1968). Sephadex
G-150 jel filtrasyon kromatografisi isleminden sonra esit hacimde alinmis olan biitiin
tiiplerde kalitatif protein tayini yapildi. Kuvarz kiivetler kullanilarak spektrofotometrede

absorbanslar1 280 nm’de kore karsi okundu.

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

safliginin kontrolii

Laemmli metoduna goére saflastirilan enzim %3-8 kesikli sodyum dodesilsiilfat
poliakrilamid jel elektroforezi (SDS-PAGE) gore yapilarak enzimin saflik derecesi
kontrol edildi (Laemmli 1970). Jelde g¢ikabilecek herhangi bir safsizliga karsin
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elektroforez plakalar1 saf su ve alkolle yikandi. Sabitlestirilen plakalar, igerisinde
sizdirmay1 dnleyen siinger ihtiva eden jel hazirlama kabinine konuldu. Once ayirma jeli
hazirlandi ve enjektorle plakalarin arasina iist kesimde 0,5 cm kalincaya kadar
dolduruldu. Iki saat jelin donmasi beklendi. Ayirma jelinin katilastigindan emin
olunduktan sonra yigma jeli hazirlandi. Jelin iist kismindaki bosluga dolduruldu ve
numune kuyucuklarinin olusmast i¢in tarak dikkatlice yerlestirildi. Yigma jeli
katilastiktan sonra tarak dikkatlice ¢ikartilarak numune kuyular belirlendi. Once saf su,
sonra da yiirliitme tamponuyla yikandi ve jel plakalarla birlikte elektroforez tankina
yerlestirildi. Elektroforez tankinin alt ve {ist kismina yiiriitme tamponu dolduruldu.
Enzim o6rnekleri yaklagik 20 pg protein olacak sekilde hazirlandi. Toplam hacim 50 pl
olacak sekilde 1/1 oraninda numune tamponu katildi. Ug dakika kaynar su banyosunda
inkiibe edildi. Elektroforez tanki kapatilarak alt tarafindan (+) anot, Ust taraftan ise (-)
katot yerlestirildi. Once 40 voltta 20 dakika yiiriitiildii ve drnek ayirma jeline kadar
gelip y1&1ldi. Sonra akim 80 volt’a ¢ikartilarak numunelerin jelin alt sinirina gelmesine
kadar yiiriitiildii. Numunelerin takip edilmesi, numune tamponuna katilan brom timol
mavisi yardimiyla anlasildi. Yiriitme islemi bittikten sonra akim kesilerek plakalar
arasindaki jel dikkatlice ¢ikarildi ve sabitlestirme ¢ozeltisine konuldu. Sabitlestirme
cozeltisinde 20 dakika bekletilen jel, cikarilarak boyama c¢ozeltisine konuldu ve
calkalayict iizerinde 2 saat bekletildi. Jel boyandiktan sonra c¢ikarilarak yikama
cozeltisine konuldu. Rengi agilip, protein bantlar1 belirginlesinceye kadar calkalayici

tizerinde yikanan jel ¢ikarilarak fotografi ¢ekildi.

Ayirma jeli hazirlarken: 3,75 ml 1M Tris-HCI (pH=8,8), 3,3 ml %30 Akrilamid-%0,8
bisakrilamid, 0,15 ml %10’luk SDS, 0,1 ml %5’lik TEMED, 0,2 ml %1,5’lik PER ve
2,35 ml saf su karistirildi.

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

hemen dokuldi.

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

enzimin molekiil kiitlesi tayini

Molekiil kiitlesi tayininde standart protein olarak; domuz myosin (200 kDa), E.colimy
B-galaktosidaz (116 kDa), fosforilaz (97,4 kDa), sigir serum albumini (66 kDa),
ovalbumin (45 kDa), sigir eritrosit karbonik anhidrazi (29 kDa) kullanildi. Elektroforez
isleminden sonra standart proteinlerin R degerleri hesaplanarak log MK-R; standart
grafigi ¢izildi. Daha sonra tavuk karacigerinden elde edilen SDH enzimi igin R¢ degeri
hesaplandi ve standart grafikte yerine konularak SDH enziminin log MK’s1 belirlendi.

Bu degerin antilogaritmasi alinarak numunenin molekiil kiitlesi belirlendi.

Proteinlerin R¢ degerleri;
Xe

Rf =
Xboya

Formiilii kullanilarak belirlendi.Xe= Proteinin yiiriime mesafesi, Xpoya= Boyanin ytirtime

mesafesi

3.2.9. Tavuk Kkaracigeri sorbitol dehidrogenaz enziminin aktivitesi iizerine bazi

agir metallerin etkilerinin belirlenmesi

Tavuk karacigeri sorbitol dehidrogenaz enzim aktivitesi {izerine bazi agir metallerin
etkilerini belirlemek amaciyla kiivet ortamina degisik konsantrasyonlarda agirmetal
cozeltisi ilave edilerek aktivite degerleri okundu. Kullanilan agirmetalin farkli

konsantrasyonlarini olusturmak igin stok ¢ozeltiler seyreltildi.
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3.2.10. Inhibitor etkisi gosteren ilaglar icin ICsy ve K; degerlerinin belirlenmesine

ait calismalar

Inhibitér calismalartyla ilgili farkli inhibitdr konsantrasyonunda aktivite &l¢iimii
yapilarak inhibitor etkisi gosteren agir metaller belirlendi. Bu metallerden inhibisyon
etkisi yiiksek olanlarin %Aktivite-[I] olarak grafikleri ¢izildi, egrinin denkleminden ICsg

degerleri hesaplandi.

ICsp degerleri hesaplanan bazi agir metallerin K; degerlerini belirlemek amaciyla, tavuk
karacigeri sorbitol dehidrogenaz enzim aktivitesini yartya diisiiren metal cozeltisi
konsantrasyonunaltinda ve istiinde iki deger belirlendi. Bu sabit metal
konsantrasyonlarinda uygun bes substrat konsantrasyonu ile aktivite dlgtimleri yapildi.
Calismalarda uygun bes farkli substrat konsantrasyonu stok ¢ozelti kullanilarak 6n
deneme ile belirlendi. Elde edilen degerler ile her bir inhibitor i¢in Lineweaver-Burk

grafikleri ¢izildi.

Cizelge 3.1. Tavuk karacigeri sorbitol dehidrogenaz enzimi iizerinde Kursun'un ICsy degerinin
belirlenmesinde kullanilan ¢6zeltilerin - miktarlar1 ve bunlara karsilik gelen inhibitor
konsantrasyonlari
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Cizelge 3.6. Tavuk karacigeri sorbitol dehidrogenaz enzimi tizerinde Cinko'nun ICsy degerinin

belirlenmesinde kullanilan ¢d6zeltilerin  miktarlar1 ve bunlara karsilik gelen inhibitor
konsantrasyonlari
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St 2 St = = = P~ = = —~ = = s=
Z|E0E| & |2 |ES|ECE|S |ECE |ESS|EE9CE
530 (250 100 {100 (O 50 20 |10 470 0 1
510 (250 100 {100 (20 50 20 |10 470 2 1
480|250 100 | 100 (50 50 20 |10 470 5 1
470 (250 100 | 100 (60 50 20 |10 470 6 1
450 (250 100 {100 (80 50 20 |10 470 8 1
4301250 100 | 100 (100 |50 20 |10 470 10 1

Cizelge 3.7. Tavuk karacigeri sorbitol dehidrogenaz enzimi iizerinde Kursun'nun K; degerlerinin
belirlenmesinde kullanilan ¢6zeltilerin miktarlar1 ve bunlara karsilik gelen substrat ve inhibitor
konsantrasyonlari

£ 2 2 | &
L = = 2, S, 'S
2| 82| 2| g | 2| |g.8 |z & | £
SI8sF | E | 2| F |EE5_|Ezi_| &
Sl Eal | £| 9| S |22 |2885|2825] 3=
i|S0R| 8| 2| &8 | EZ|EELE|Eg2E RE
625 | 250 5 100 | 20 - - 0,5 1
615 | 250 15 100 |20 - - 1,5 1
605 | 250 25 100 |20 - - 2,5 1
595 | 250 35 100 | 20 - - 3,5 1
585 | 250 45 100 | 20 - - 4,5 1
620 | 250 5 100 |20 5 0.005 0,5 1
610 | 250 15 100 |20 5 0,005 1,5 1
600 | 250 25 100 | 20 5 0,005 2,5 1
590 | 250 35 100 | 20 5 0,005 3,5 1
580 | 250 45 100 |20 5 0,005 4,5 1
615 | 250 5 100 |20 10 0,01 0,5 1
605 | 250 15 100 | 20 10 0,01 1,5 1
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Cizelge 3.7 (Devam)

595 | 250 25 100 | 20 10 0,01 2,5 1
585 | 250 35 100 |20 10 0,01 3,9 1
575 | 250 45 100 |20 10 0,01 4,5 1
610 | 250 5 100 | 20 15 0,015 0,5 1
600 | 250 15 100 | 20 15 0,015 1,5 1
590 | 250 25 100 |20 15 0,015 2,5 1
580 | 250 35 100 |20 15 0,015 3,9 1
570 | 250 45 100 | 20 15 0,015 4,5 1

Cizelge 3.8. Tavuk karacigeri sorbitol dehidrogenaz enzimi tlizerinde Cinko'nun K; degerlerinin
belirlenmesinde kullanilan ¢6zeltilerin miktarlar1 ve bunlara karsilik gelen substrat ve inhibitor
konsantrasyonlari

ot 5 >

- _ E 5 5 | £
~ oF | = - = | £ = § = ? S
2lgss |z | 2| 28 |f5f |fz: |t
EIEET | £ | o | § 2. 2485|2585 2=
g | SGE| & | 2 | 5 |EZ| BECE |EgC8E|RE
625 | 250 5 100 20 - - 0,5 1
615 | 250 15 100 20 - - 15 1
605 | 250 25 100 20 - - 2,5 1
595 | 250 35 100 20 - - 3,5 1
585 | 250 45 100 20 - - 45 1
605 | 250 5 100 20 20 2 0,5 1
595 | 250 15 100 20 20 2 15 1
585 | 250 25 100 20 20 2 2,5 1
575 | 250 35 100 20 20 2 3,5 1
565 | 250 45 100 20 20 2 45 1
565 | 250 5 100 20 60 6 0,5 1
555 | 250 15 100 20 60 6 15 1
545 | 250 25 100 20 60 6 2,5 1
535 | 250 35 100 20 60 6 3,5 1
525 | 250 45 100 20 60 6 45 1
525 | 250 5 100 20 100 10 0,5 1
515 | 250 15 100 20 100 10 15 1
505 | 250 25 100 20 100 10 2,5 1
495 | 250 35 100 20 100 10 3,5 1
485 | 250 45 100 20 100 10 45 1
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Cizelge 3.9. Tavuk karacigeri sorbitol dehidrogenaz enzimi iizerinde Civa'nin K; degerlerinin
belirlenmesinde kullanilan ¢ozeltilerin miktarlar1 ve bunlara karsilik gelen substrat ve inhibitor
konsantrasyonlari

ot > >

22 12 |2 |2 |2 |z.&8 |z g |2
. |853 |E |° |F|f |Egs_ |Ezc_ s
2=l E2l | £ |Q |8 T 2223 | 2825 2o
SZ|SGE & |5 |5 |E3 |8ESE [§38E |PE
625 | 250 5 100 |20 |- i 0,5 1
615 250 15 100 20 - - 1,5 1
605 250 25 100 20 - - 25 1
595 | 250 35 100 |20 |- i 35 1
585 | 250 45 100 |20 |- i 45 1
620 250 5 100 20 5 0,5 0,5 1
610 250 15 100 20 5 0,5 1,5 1
600 | 250 25 100 |20 |5 0,5 25 1
590 | 250 35 100 |20 |5 0,5 35 1
580 250 45 100 20 5 0,5 45 1
610 250 5 100 20 15 1,5 0,5 1
600 | 250 15 100 |20 |15 |15 15 1
590 | 250 25 100 |20 |15 |15 25 1
580 250 35 100 20 15 1,5 3,5 1
570 250 45 100 20 15 15 45 1
595 | 250 5 100 |20 |30 |3 0,5 1
585 | 250 15 |100 |20 |30 |3 15 1
575 250 25 100 20 30 3 25 1
565 250 35 100 20 30 3 3,5 1
555 | 250 45 100 |20 |30 |3 45 1
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4. ARASTIRMA BULGULARI

4.1. Kantitatif Protein Tayini I¢cin Kullanilan Standart Grafik

Deneysel ¢alismalar sonucu elde ettigimiz enzim c¢ozeltisindeki kantitatif protein
miktar1 Bradford yontemi ile belirlendi. Standart grafik hazirlandi. Ham homojenat,
amonyum siilfat ¢oktiirmesi, DEAE-Sephadex ve iyon degisim kromatografisi sonucu
elde edilen enzim c¢ozeltilerindeki kantitatif protein tayini bu standart grafikten
faydalanilarak bulundu. Standart cozeltilerin pg proteine karsilik gelen absorbans

degerleri Sekil 4.1°de gosterildi.

0,8 -

0,7 -
€ 06 -
o 0,5 A
» 04 1
£ 03 A
302 -

0,1 -

O T T T T T 1
0 20 40 60 80 100 120

BSA (ug)

Sekil 4.1. Bradford yontemiyle proteinlerin kantitatif tayininde kullanilan standart
grafik
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4.2. Tavuk Karacigeri Sorbitol Dehidrogenaz Enziminin Saflastirma Sonuglari

4.2.1. Tavuk karacigeri sorbitol dehidrogenaz enziminin DEAE-Sephadex iyon

degisim kromatografisi ile saflastirilmasi sonuglari

Enzim amonyum siilfat ¢oktliirmesi ve diyaliz iseminden sonra, anyon degistirici DEAE-
Sephadex iyon degisim reginesi ile eliie edildi. Eliiat ¢ozeltileri ve kolona tatbik edilen
numune i¢in Bradford metoduyla kantitatif protein tayini ve aktivite tayinleri yapilarak
spesifik aktiviteler hesaplandi, saflagtirma oranlar1 belirlendi, bu oranlar Cizelge.4.1. de

verildi.

4.2.2. Tavuk karacigeri sorbitol dehidrogenaz enziminin jel filtrasyon (sephadex

G-100)kromatografisi ile saflastirma sonugclari.

Amonyum siilfat ¢oktiirmesi, diyaliz sonrasi ve DEAE Sephadex iyon degisim
kromotografisisonrasi enzim jel filtrasyon kolonuna tatbik edildi. Eliiat ¢ozeltileri ve
kolona tatbik edilen numune i¢in Bradford metoduyla kantitatif protein tayini ve aktivite
tayinleri yapilarak spesifik aktiviteler hesaplandi, saflastirma oranlari belirlendi, bu

oranlar Cizelge 4.1°de verildi.
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Cizelge 4.1.Tavuk karacigeri sorbitol dehidrogenaz enziminin saflagtirma basamaklari

: . SE

~ S £ | =2
R = i = > : v <
£ ﬁ 2 = 5 g B < 5 g _ 9
£= g || cB | |eg |g» |8
g5 £ |2£|85 |28 |22 g5 |&% €

7] hv] ] - : =
& 2 < |RE|EE [R5 |22 |88 |32 |3
Homojenat 0,468 | 29 39,5 | 1145,5 | 13,572 | 0,0118 1 100
(NH,4),SO, 0,571 | 85 29,6 251,6 485 | 0,0193 | 1,64 35,7
¢oktiirmesi ve diyaliz
DEAE-Sephadex A- | 0,300 | 14 0,372 | 5,208 4,2 0,806 68,3 | 30,98
50
Jel Filtrasyon 0,198 | 25 0,063 | 0,157 | 0,495 | 3,152 | 266,95 | 3,65

(Sephadex G-100)

4.2.3. Tavuk karacigeri sdh enziminin aktif formunun molekiil kiitlesinin sephadex

G-100 jel filtrasyon kromatografisi ile belirlenmesine ait sonug¢lari

Tavuk karacigeri SDH enziminin aktif formunun molekiil kiitlesi jel filtrasyon

kromatografisi yontemi ile belirlendi. Bu islem esnasinda; kolonun void hacmini

belirlemek i¢in kolondan dnceBlue dextran (2000 kDa) proteini gegirildi. Daha sonra f3-
amilaz (200 kDa), alkol dehidrogenaz (150 kDa), albumin (66 kDa) ve karbonik
anhidraz (29 kDa) standart proteinleri sirasiyla kolona uygulandi. Her proteinin eliisyon
hacmi 280 nm'de kore kars1 absorbans okunarak belirlendi (Sekil 4.2.)Daha sonra log

MK-Ka grafigi cizilerek, SDH enziminin aktif formunun molekiil kiitlesi tespit edildi

(Sekil 4.3).
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—e— Absorbans

0,16 0,08 | —o— Aktivite

0,14 0,07
~ 0,12 0,06
e =
S o1 005 E
§ 0,08 0,04 E
» 006 003 <
c -
§ 0,04 0,02 E
S 0,02 001 X
o <
< 0 0

1 35 7 9111315171921 232527
Tiip Sayisi

Sekil 4.2. Tavuk karacigeri SDH enziminin aktif formunun molekiil kiitlesinin tayini
icin kullanilan jel filtrasyon kromatografisi grafigi

2,5

y=-1,6297x + 2,4611
R?=0,998

2,1 A

1,9 -

Log MK

1,5 ~

13

0,08 0,28 0,48 0,68

av

Sekil 4.3. Tavuk karacigeri SDH enziminin aktif formunun molekiil kiitlesi tayini i¢in Sephadex
G-100 kolon materyali kullanilarak yapilan jel filtrasyon kromatografisi sonucu elde edilen
standart grafik (SDH i¢in Kav=0,1428)



65

4.3. Tavuk Karacigeri Sorbitol Dehidrogenaz Enziminin SDS-PAGE ile Saflik

Kontrolii

Tavuk karacigerinden elde edilen sorbitol dehidrogenaz enzimi numunelerinin,
homojenat, amonyum siilfat ¢okelegi, DEAE-Sephadex iyon degisimve jelfiltrasyon
kromatografisinden elde edilen eliiatlardaki enzimlerin safligin1 kontrol etmek ig¢in
kesikli SDS-PAGE yontemi kullanildi. Bu amagla elektroforez sistemi kurularak enzim
numuneleri sirayla kuyulara uygulandi ve yliriitiildii. Elde edilen bantlar1 gosteren
fotograf asagidaki sekildegosterildi. Tavukkaracigerinden saflastirilan  sorbitol
dehidrogenaz enziminin molekiil kiitlesi log MK-R; grafigi cizilerek bu grafikten

hesaplandi.

Sekil 4.4. Saflagtirma sonucu elde edilen SDS-PAGE fotografi

(4.standart proteinler: domuz myosin (200 kDa), E.colimy B-galaktosidaz (116 kDa), fosforilaz (97,4
kDa), sigir serum albumini (66 kDa), ovalbumin (45 kDa), sigir eritrosit karbonik anhidrazi (29 kDa)
1.DEAE-sephadex,2 ve 3.sephadex G-100)
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2,36 - y=-2,0019x + 2,526
o R2=0,9614
2,16 -
v
= 1,96
(@)
o
-
1,76 -
1,56 -
1,36 T T T T
0,15 0,25 0,35 0,45 0,55

Sekil 4.5. SDS-poliakrilamid jel elektroforezi yontemiyle tavuk karacigeri SDH

enziminin molekiil kiitlesi tayininde kullanilan standart grafik
(SDH igin R=0,454)

4.4. Tavuk Karacigeri Sorbitol Dehidrogenaz Enziminin Optimum pH

Calismalarina Ait Bulgular

Tavuk karacigeri sorbitol dehidrogenaz enzimi i¢in optimum pH caligmasi bolim
3,2,4'de anlatildig1 sekilde, pH5,0-8,0 araliginda 0,2 M potasyum fosfat, pH 7,5-9,0 0,2
M Tris/HCI tamponu ve pH 9,0-10,5 0,2 M Glisin/NaOH tampon ¢ozeltileri
kullanilarak gerceklestirildi. Tavuk karacigeri sorbitol dehidrogenaz enzimi igin

optimum pH, 0,2 M Glisin/NaOH pH=9,0 tamponu olarak belirlendi.

Cizelge 4.2. 0,2 M Tris/HCltamponunun farkli pH'larda tavuk karacigeri
sorbitoldehidrogenaz enzimi aktivitesine etkisi

pH Aktivite(EU/ml)
7.5 0.466
8,0 0.495
8,5 0.509
9,0 0.603
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Cizelge 4.3. 0,2 M Glisin/NaOH tamponunun farkli pH larda tavuk karacigeri sorbitol
dehidrogenaz enzimi aktivitesine etkisi

pH Aktivite(Eii/ml)
9,0 0.981
9,5 0.908
10,0 0.780
10,5 0.771

Cizelge 4.4. 0,2 M potasyum fosfat tamponunun farkli pH'larda tavuk karacigeri
sorbitol dehidrogenaz enzimi aktivitesine etkisi

pH Aktivite (EU/ml)
5,0 0.385
55 0.458
6,0 0.281
6,5 0.297
7,0 0.362
7.5 0.490
8,0 0.506
1,2
—@— Fosfat
1 —O— Tris/HCl
E 08 ‘\‘\ —&— Glisin/NaOH
b —aA
0
> 0,6 O
= 0
é .,——‘././
0,2
O T T T T
6 7 8 9 10 11
pH

Sekil 4.6. Tavuk karacigeri sorbitol dehidrogenaz enzimi i¢in Optimum pH grafigi



4.4. Tavuk Karacigeri Sorbitol Dehidrogenaz Enziminin

Calismalarina Ait Bulgular

Tavuk karacigeri sorbitol dehidrogenaz enziminin optimum sicaklifin1 belirlemek
amaciyla dijital su banyosu kullanilarak 20°C ile 80°C arasinda 10°C sicaklik farki
olusturularak, enzimin optimum pH'sinda spektrofotometrik 6l¢iimler gergeklestirildi.

Tavuk karacigeri sorbitol dehidrogenaz enzimi igin optimum sicaklik 50°C olak

belirlendi(Sekil 4.7, Cizelge 4.5).

Cizelge 4.5. Tavuk karacigeri sorbitol dehidrogenaz enzimi i¢in Optimum sicaklik

belirleme sonuglar
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Sicaklik °C Aktivite(EU/mI)
30 0,745
40 0,882
50 1,224
60 0,346
70 0,318
80 0,128

Optimum Sicakhk

14

1,2

~ 1
£
=)
83
N

i) 0,6
=

v 04
<

0,2

0

0.8 ./o/

e
20 30 40 50 60 70 80

Sicaklik (°C)

90

Sekil 4.7. Tavuk karacigeri sorbitol dehidrogenaz enziminin optimum sicaklik grafigi
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45. Tavuk Karacigeri Sorbitol Dehidrogenaz Enzim Aktivitesi Uzerine Baz

Agirmetallerin Etkilerine Ait Sonuclarin Belirlenmesi

Tavuk karacigeri sorbitol dehidrogenaz enzim aktivitesi tizerine agir metallerin
etkilerini incelemek amaci ile farkli konsantarsyonlarda farkli metal ¢ozeltileri
hazirland1 ve enzim aktivitesi lizerine inhibisyon etkileri incelendi. Enzim aktivitesini
yartya diisiiren metal konsantrasyonlarint belirlemek i¢in metallerin  farkl
konsantrasyonlarina karsi % aktivite grafikleri ¢izilerek ICso degerleri belirlendi

(Cizelge 4.6-4.11, Sekil 4.8-4.13),

Cizelge 4.6. Tavuk karacigeri sorbitol dehidrogenaz enzimi aktivitesi lizerine farkli
konsantrasyonlarda kursuniyonunun etkisi

%Aktivite(Eii/ml) | Inhibitér (mM)
100 0,0

80,5 0,005

70,87 0,01

51,5 0,015

35,5 0,02

12,8 0,03

Cizelge 4.7. Tavuk karacigeri sorbitol dehidrogenaz enzimi aktivitesi lizerine farkli
konsantrasyonlarda Kadmiyum iyonunun etkisi

%Aktivite(Eii/ml) | Inhibitér (mM)
100 0,0

86,45 0,0005

72,9 0,002

53,6 0,007

34,84 0,01

19,03 0,0125
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Cizelge 4.8. Tavuk karacigeri sorbitol dehidrogenaz enzimi aktivitesi tizerine farkl
konsantrasyonlarda Nikel iyonununetkisi

% Aktivite(Eii/ml) | Inhibitor (mM)
100 0,0

79,7 5,0

66,14 20,0

50,88 35,5

30,4 36,5

20,3 50,0

Cizelge 4.9. Tavuk karacigeri sorbitol dehidrogenaz enzimi aktivitesi tizerine farkli
konsantrasyonlarda Giimiis iyonunun etkisi

%Aktivite(Eii/ml) | Inhibitor (mM)
100 0,0

89,2 0,01

58,12 0,015

47,21 0,02

40,37 0,03

11,48 0,05

Cizelge 4.10. Tavuk karacigeri sorbitol dehidrogenaz enzimi aktivitesi iizerine farkli
konsantrasyonlarda Civa iyonunun etkisi

%Aktivite(Eii/ml) | Inhibitér (mM)
100 0,0

79,9 0,005

59,6 0,01

41,9 0,015

33,87 0,02

22,1 0,03
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Cizelge 4.11. Tavuk karacigeri sorbitol dehidrogenaz enzimi aktivitesi lizerine farkli
konsantrasyonlarda Cinko iyonunun etkisi

%Aktivite(Eii/ml) | Inhibitor (mM)
100 0,0
69,5 2,0
64,43 5,0
49,5 6,0
46,4 8,0
39,2 10,0
120
y= 100e-58,71x
100 R?=0,9222
o 80 -
>
T 60 -
<
S 40 -
20 -
0 ; : :
0 0,01 0,02 0,03
Pb(NO,), [mM]

Sekil 4.8. Tavuk karacigeri sorbitol dehidrogenaz aktivitesi lizerine 5 farkl Pb*?
konsantrasyonunda elde edilen %Aktivite-[Pb*?] grafigi
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120

y= 100e—117,5x
R?=0,947

100

%0 Aktivite
3

0 T T T T T T
0 0,002 0,004 0,006 0,008 0,01 0,012

Cd(NO,),x4H,0 [MM]

Sekil 4.9. Tavuk karacigeri sorbitol dehidrogenaz aktivitesi iizerine 5 farkli Cd*?
konsantrasyonunda elde edilen %Aktivite-[Cd*?] grafigi

120

100 y = 100e-0.028x
R?=0,8933

80 -

60 -

% Aktivite

20 ~

0 T T T T T
0 10 20 30 40 50

NiSO, [MM]

Sekil 4.10. Tavuk karacigeri sorbitol dehidrogenaz aktivitesi iizerine 5 farkli Ni*?
konsantrasyonunda elde edilen %Aktivite-[Ni*?] grafigi
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120
y= 100e»38,72x
100 R?=0,9362
@ 80 -
>
£ 60 -
<
S 40 4
20 -
(]
0 T T T T T
0 0,01 0,02 0,03 0,04 0,05 0,06
Ag(NO;) [mM]

Sekil 4.11. Tavuk karacigeri sorbitol dehidrogenaz aktivitesi {iizerine 5 farkli
Ag’konsantrasyonunda elde edilen %Aktivite-[Ag*] grafigi

120
y= 100e-52,29x
100 R?=0,9914
80 -

% Aktivite
3

40 A
20 1
0 T T T T T T
0 0,005 0,01 0,015 0,02 0,025 0,03 0,035
Hg(NO;),xH,0 [mM]

Sekil 4.12. Tavuk karacigeri sorbitol dehidrogenaz aktivitesi iizerine 5 farkli Hg"
konsantrasyonunda elde edilen %Aktivite-[Hg*?] grafigi
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120
100 y = 100g70.09%
R>=0,9192
80 A

% Aktivite
D
o

40

20

O T T T T T
0 2 4 6 8 10 12

Zn(NO,),x6H,0 [mMM]

Sekil 4.13. Tavuk karacigeri sorbitol dehidrogenaz aktivitesi iizerine 5 farkhi Zn*?
konsantrasyonunda elde edilen %Aktivite-[Zn*?] grafigi

Cizelge 4.12. Tavuk karacigeri sorbitol dehidrogenaz enzim aktivitesi {izerine metal
iyonlar1 ile yapilan ¢alismalar sonucunda elde edilen ICsodegerleri

Agirmetaller ICs50 (MM)
Cd(NO3),x4H,0 0,006
Pb(NO3), 0,012
Hg(NO3)2XH20 0,013
Ag(NO3) 0,018
Zn(NO3),x6H,0 7,07
NiSO,4 35

4.6. Tavuk Karacigeri Sorbitol Dehidrogenaz Enzimi Uzerine Inhibitér Etkisi
Gosteren Baz1 agirmetaller icin K; Degerlerinin Belirlenmesine Ait Calismalarin

Sonuglar

Tavuk karacigeri SDH enzimi aktivitesi lizerine Onemli oranda inhibisyon etkisi

gosteren Pb(NOs),, HQ(NOs3)2xH20, Zn(NOs3),x6H,0O metallerinin - K; degerlerini
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belirlemek i¢in sabit 3 uygun metal iyonu konsantrasyonu ve 5 farkli substrat
konsantrasyonunda aktivite degerleri 6l¢iildii. Elde edilen bu degerlerden lineweaver-

burk grafikleri ¢izildi ve K;degerleri hesaplandi.

+ Kontrol
10 + M [1]1=0,005mM
A [1]12=0,01 mM

8 1 ® [113=0,015mM
6 A [ )
4 -

Fal
r T— U T T 1

-15 -0,5 0,5 15 25
1/[Sorbitol] mM-1

1/V(EU?)

Sekil 4.14. Tavuk karacigeri sorbitol dehidrogenaz aktivitesi iizerine kursun iyonunun
etkisi

+ Kontrol

= [1]1=2 mM
A [112=6 mM
¢ [113=10 mM

1/V (EU-1)

1/[sorbitolJmM-!

Sekil 4.15. Tavuk karacigeri SDH enzimi {izerine ¢inkoiyonunun etkisi
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< Kontrol
= [|]1=0,005 mM
4 [112=0,015 mM
5 ® [(]3=0,03mM
o
>
S~
-
-1 0 1 2 3

1/[sorbitol]mM-!

Sekil 4.16. Tavuk karacigeri SDH enzimi {izerine civa iyonunun etkisi

Cizelge 4.13. Tavuk karacigeri sorbitol dehidrogenaz enzimi i¢in bulunan K;j degerleri
ve inhibisyon tipleri

1Csp [n K; Ortalama K;
(mM) | (mM) | (mM) (mM) Inhibisyon tipi
0,005 | 0,0124
Pb(NOs), 0,006 0,01 0.0209 | 0,18033+0,04879 Yarigmasiz
0,015 | 0,0208
0,005 | 0,0038
Hg(NO;),xH,0O 0,013 0,015 | 0,0093 | 0,07033+0,00287 Yarigmasiz
0,03 0,008
o [ K, Ort:;1<lgma K Ort}ell_zlima Inhltli)[l)siyon
(mM) | (mM) | (mM ! (mM) !
2 2,079 16,66 .
Zn(NO3)x6H,0 | 7,07 | 6 2152 | 2,1120,037 | 16,57 | 16:013+1,043 | Karisik tip
10 2,105 14,81
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5. TARTISMA ve SONUC

Poliol yolu, glukozu sorbitole doniistiren aldoz rediiktaz ve sorbitolii fruktoza
dontistiiren sorbitol dehidrogenaz enzimlerini igeren ve hiperglisemi durumunda
aktifleserek retinopati, néropati, nefropati, ateroskleroz gibi diabetik komplikasyonlarin
gelisiminde rol oynayan dnemli bir metabolik yoldur (Kinoshita and Nishimura 1988;
The Diabetes Control and Complication Trials Group 1993).

Sorbitol yolu lens, beyin, sinirler, eritrosit, bobrek, karaciger, pankreas adaciklari, aorta
ve kapiller damarlarda etkindir. Bu dokular hiicreye glukoz girisi yoniinden ortak
ozellige sahiptirler; glukoz bu dokulardaki hiicrelere insiilinden bagimsiz olarak
girebilmekte, hiicre i¢i glukoz konsantrasyonu dogrudan dogruya kan glukoz

konsantrasyonuna bagl olarak degismektedir.

Diyabet, giinlimiizde ¢ok sik goriilen bir metabolik hastaliktir. Diinyada 180 milyondan
fazla insan1 etkileyen diyabet, Tiirkiye’de ve diinyada 6liim nedenleri arasinda ii¢lincii
siray1 alan onemli bir saglik sorunudur. Hiperglisemi poliol yolu gibi bazi metabolik
yollarin aktivitesini artirir. Bu metabolik yollarin aktivasyonu sonucu olusan oksidatif
stres endotel fonksiyon bozukluklarina yol agmakta ve bunun sonucunda pek ¢ok
vaskiiler komplikasyon olusmaktadir. (UKPDS Research Group 1998; Temelkova-
Kurktschiev et al. 2000). Lens, retina, beyin, sinirler, eritrosit, bobrek, karaciger,
pankreas adaciklari, aort, kapiller damarlarda hiicrelere glukoz girisi i¢in insiiline gerek
olmadigindan, kontrol edilmemis diabet gibi hiperglisemi durumlarinda biiyiik
miktarlarda glukoz bu hiicrelerin igine girebilir. Artmis glukoz konsantrasyonu ve
yeterli NADPH varliginda, aldoz rediiktaz fazla miktarda sorbitol sentezlenmesine
neden olur. Sorbitol glukoz gibi membranlar1 kolayca gecemez ve hiicre iginde
hapsolur. Sorbitol dehidrogenaz enziminin yok oldugu veya az oldugu retina, bobrek ve
sinir hiicrelerinde bu artis ¢oktur. Sonugta sorbitol bu hiicrelerde birikir, su ¢ekerek

hiicre sismesine neden olur. Diabette goriilen katarakt olusumu, néropati, nefropati ve
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retinopatiye yol acan damarsal sorunlar bu duruma baglanabilir (Champe and Harvey
1997).

Katarak Olusumu
A

Hiperglisemi

Osmotik stres
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Oksidatif Stres

Sekil 5.1. Oksidatif stres ve sorbitol yolu arasindaki iliski (Alim ve Beydemir 2012)

Hiperglisemi durumunda aktivitesi artan poliol yolu ile kornea, bobrek, kalp gibi ¢esitli
dokularda ortaya cikan diabetik komplikasyonlar arasindaki iligkiyi agiklamak ig¢in
aragtirmacilar, bu yolun enzimleri olan aldoz rediiktaz ve sorbitol dehidrogenaz
enzimleri lizerinde ¢ok sayida ¢alisma yapmislar ve bazi arastirmacilar bu enzimlerin
gen polimorfizmleri ile diabetik komplikasyonlar arasindaki iligkiyi arastirmiglardir

(Maekawa et al. 2001; Szaflik et al. 2008).
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Bilindigi iizere enzimlerin saflastirilmast islemi pek de kolay olmayan bir siirectir.
Protein yapisindaki makromolekiiller olarak bilinen enzimler sartlarin varyasyonlaria
gore oldukga hassastirlar. Dolayisiyla enzimlerin aktviteleri tizerine pek ¢ok parametre
etkin olabilmektedir. Bunlar genel olarak: pH, sicaklik, enzim ve substrat
konsantrasyonlari, iyonik siddet, allosterik etkiler, hormonlar aktivatér ve inhibitorlerin

varlig1 seklinde siralanabilir.

Sorbitol dehidrogenaz enzimi bir¢ok dokudan saflastirilmis ve karakterize edilmistir.
Sorbitol dehidrogenaz enzimini memeli dokularindan saflastirmak oldukca gii¢
olmustur. Bunun sebebi sorbitol dehidrogenazin kararsiz bir enzim olmasi ve
stabilitesinin olmamasidir. Enzimin bu 6zelligi saflastirma isleminin yapildig1 pek ¢ok
caligmada gozlemlenmistir (Smith 1962; Rehg and Torack 1977; O’Brien et al. 1982;
Karacaoglan and Ozer 2005).

Enzimlerin, baz1 bilesikler tarafindan hem invivo hem de invitro olarak aktivitelerinin
azaltilmasi ve hatta yok edilmesi olayma inhibisyon adi verilir. Buna sebep olan
bilesiklere de inhibitdr denilir. Inhibitérler, genellikle kiigiik molekiil kiitlesine sahip
bilesik veya iyonlardir.

Enzimatik aktivitenin inhibisyonu, biyolojik sistemlerde basli basina bir kontrol
mekanizmasi olusturur. Bu yiizden enzim inhibisyonu biiylik bir 6nem arzetmektedir.
Bir¢ok ilag ve zehirli bilesik fonksiyonlarini bu yolla gergeklestirirler. Enzim etki
mekanizmalarinin incelenmesi ¢alismalarinda da inhibisyon olayimndan faydalanilir

(Keha ve Kiifrevioglu 2005).

Agir metaller yer kabugunda dogal olarak bulunurlar. Bozulmaz ve yok edilemezler.
Kiiciik bir miktara kadar viicudumuza gidalar, igme suyu ve hava yolu ile girerler. iz

elementler gibi baz1 agir metaller (6rnegin bakir, selenyum, ¢inko) insan viicudunun
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metabolizmasini  siirdiirmek  i¢in  gereklidirler.  Bununla  birlikte  yiliksek

konsantrasyonlarda toksik olabilirler (Anonim 2012c).

Agir metaller biyobirikime neden olduklari igin tehlikelidirler. Biyobirikim; zamanla
biyolojik bir organizmada bir kimyasal konsantrasyonunun, kimyasalin dogadaki
konsantrasyonuyla karsilastirildiginda artmasi demektir. Bilesikler herhangi bir
zamanda canli biinyesinde birikebilirler ve onlarin viicuda alinmalarive depolanmasi,

metabolize edilmelerinden veya atilmalarindan daha hizlidir.

Metallerin toksisitesi birka¢ mekanizma ile ortaya ¢ikabilir;

* Enzimler gibi biyomolekiillerde gerekli fonksiyonel gruplar1 bloke ederek

* Biyomolekiillerdeki gerekli metal iyonlariyla yer degistirerek

* Biyomolekiillerin, 6zellikle enzimlerin ve poliniikleotidlerin, aktif konformasyonlarini
modifiye ederek

* Biyomembranlarin biitiinliiglinii bozarak

Cevremizde ¢esitli sekillerde bulunan agir metallerin kolay kolay bozulmamasi ve yok
edilememesi bu c¢aligmanin Onemini ortaya koymaktadir. Ciinkii havaya, topraga,
nehirlere ve denizlere karigan atiklar igerisinde bulunan veya bulunabilecek agir
metaller insanlarin en fazla tiikettikleri et lirtinleri gibi bir¢cok besin maddesi vasitasiyla
viicudumuza girmekte ve atilamayarak biyobirikime sebep olmaktadir. Bunun sonuglari
ise giiniimiizde tartisilmaz boyuttadir. Bu yiizden giiniimiizde 6zellikle agir metallerin
enzim aktiviteleri lizerine etkilerinin incelendigi ¢alismalar olduk¢a 6dnemlidir (Soyiit ve

Beydemir 2008).

Calisma Oncesi ve c¢alisma esnasinda yapilan literatiir taramalar1 sonucunda agikca
goriilmiistiir ki; tavuk karaciger dokusundan sorbitol dehidrogenaz enzimi 2005 yunda

Karacaoglan ve Ozer tarafindan saflastirilmaya calisilmistir. Fakat enzimin stabil
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olmamast ve aktivite kayiplarindan dolayr saflastirma isleminden vazgegilmistir
(Karacaoglan ve Ozer 2005). Calismamizda tavuk karacigeri dokusu kullanilarak SDH

enziminin saflastirilmasi Cizelge 4.1 ve Sekil 4.4’te goriildiigii sekilde basarilmistir.

Yaptigimiz ¢alismada, tavuk Kkaracigeri SDH enzimi sadece ii¢ basamakta
saflagtirillmistir. Saflagtirma islemi amonyum siilfat ¢oktiirmesi (35-60%) (Karacaoglan
ve Ozer), DEAE Sephadex anyon degisim kromatografisi ve Sephadex G-100 jel
filtrasyon kromatografisi yontemleri ile gergeklestirilmistir. Bu yontemler kullanilarak
SDH enzimi tavuk karacigerinden 3,152 EU/mg spesifik aktivite, %3,65 verimle
yaklasik 267 kat saflastirilmistir. Biitiin saflastirma islemleri sirasinda sicaklik +4°C’de
tutulmasi gerektiginden islemler soguk ortamda gergeklestirilmistir. Boylece sicagin

sebep olacagi enzim aktivitesindeki kaybin oniine gecilmistir.

Amonyum siilfat ¢oktiirmesi 6zellikle spesifik afinitesi bilinmeyen enzimler i¢in uzun
zamandan beri bilim adamlar tarafindan kullanilan kismi saflastirma yontemidir. Bu
yontem yardimiyla numune igerisindeki birgok safsizlik uzaklastirilmis olur ve
proteinler daha derigik halde elde edilirler. Bu nedenle kromatografik islemler dncesi
amonyum siilfat ¢oktlirmesi uygulanmasi enzimin derisiklestirilmesi agisindan biiyiik
oneme sahiptir (Ninfali et al. 1990). Bundan dolay1 ¢alismamizda tavuk karacigeri SDH
enzimi i¢in %35-60 araliginda amonyum siilfat ¢oktiirme islemi yapildi (Karacaoglan ve
Ozer). Boylece homojenattaki bircok safsizlik uzaklastirilarak enzimin derisik hale
getirilmesi saglandi. Amonyum siilfat ¢oktlirmesi sonrasi diyaliz islemi gergeklestirildi.

Boylece diisiik molekiil kiitleli maddeler ve tuzlar enzim ¢ozeltisinden uzaklastirildi.

Tavuk karacigerinden sorbitol dehidrogenaz enziminin saflastirilmasi islemlerinde
DEAE Sephadex ve Sephadex G-100 jel filtrasyon kromatografisi yontemleri birlikte
kullanilmistir. Iyon degisim kromatografisi, proteinleri iizerlerinde tasidiklar1 net
yiiklere gore ayiran kromatografi yontemidir. Kolon pozitif (anyon degistirici) veya

negatif (katyon degistirici) ylklii baglayici gruplar iceren recineyle doldurulur. Protein
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karisimi diisiik iyonik siddetli bir tamponla kolon boyunca taginir. Bu tamponun pH’s1
hedef proteinin regineye baglanmasini tesvik edecek degere sahip olmalidir. Eger
tampon pH’s1 proteinin izoelektrik pH’sindan daha kiigiik tutulursa proteinin yiiki
pozitif olur ve bir katyon degistirici ile baglanir. Bunun tersine tampon pH’s1 proteinin
izoelektrik pH’sindan daha kii¢iik tutulursa proteinin yiikii negatif olur ve bir anyon
degistirici ile baglanarak kolonda tutulur. Baglanmayan proteinler, kolondan ilk olarak
cikarlar. Iyonik giicii ya da pH’s1 farkli bir tampon kolondan gegirilerek baglh
proteinlerin yiikii degistirilir ve kolondan ayrilmasi saglanir. Iyon degisim
kromatografisinde proteinin yiiksek tuz konsantrasyonu igerikli tamponlarda olmasi
arzu edilmez. Bu nedenle ¢alismamizda kromatografik islemler sirasinda oldukga diisiik

tuz konsantrasyon igerikli tampon ¢ozeltiler kullanildi (Alim 2010).

Calismamizda, SDH enziminin litaratiirde belirtilen izoelektrik pH’s1 (pI=7,3) (Lindstad
and McKinley-Mckee 1996) ve stabil pH aralig1 (pH 5,0-9,0) (Reiersen et al. 1992) g6z
oniinde bulundurularak DEAE Sephadex kolonunda pH=7,9’da ¢alisildi. pH 7,9°da
SDH enzimi DEAE Sephadex kolonuna baglanmadi ve kolonu dengelemekte kullanilan
tampon c¢ozelti ile eliie edildi. SDH enziminin pH=7,9’da DEAE Sephadex kolonuna
baglanmamasina sebep olarak, ortamda pH=7,9’da DEAE Sephadex kolonuna SDH
proteininden daha kuvvetle baglanan proteinlerin varligi goriildii. Boylece sorbitol
dehidrogenaz enzimi kolona baglanan diger proteinlerden ayrilmis oldu. Iyon degisim
kolonundan elde edilen ve SDH enzim aktivitesinin oldugu eliiatlar Sephadex G 100 jel
filtrasyon kolonuna yiiklendi ve molekiil biyiikligi farkliligi esasina dayanilarak diger
proteinlerden ayrildi. Enzim safligi SDS-PAGE kullanilarak kontrol edildi. Jelde tek
bandin gozlenmesi ile tavuk karacigerinden elde edilen SDH enziminin saf oldugu
ispatlandi (Sekil 4.4)) Enzimin diisik verimle saflastirilmasinin sebebi kolon
kromatografisi ¢alismalarimiz sirasinda enzimin ¢ok hizli bir sekilde aktivite

kaybetmesidir.
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Calismamizda tavuk karacigerinden elde edilen SDH enziminin alt birim molekiil
kiitlesinin belirlenmesinde SDS-PAGE metodu kullanildi. Sekil 4.4°de verildigi gibi
tavuk karacigerinden elde edilen enzim numunesi ile birlikte standart protein
numuneleri SDS-PAGE’de ayn1 zamanda yiriitiildi. Log MK-R¢ standart grafigi ¢izildi
ve Sekil 4.5’de verildi. Daha sonra tavuk karaciger dokusundan elde edilen enzim
numunesinin R¢ degeri hesaplanarak standart grafikten tavuk karacigeri SDH enziminin
alt birim molekiil kiitlesi hesaplandi. Tavuk karacigeri SDH enziminin aktif formunun
molekiil kiitlesinin belirlenmesi amaciyla da Sephadex G-100 jel filtrasyon
kromatografisi yapildi. Kolondan standart proteinler birer birer gegirildikten sonra log
MK-K,y standart grafigi ¢izildi ve Sekil 4.3’da verildi. Daha sonra tavuk karacigerinden
elde edilen enzim numunesi kolondan gegirilerek K, degeri belirlendi ve standart
grafikten SDH enziminin aktif formunun molekiil kiitlesi belirlendi. Litaratiirde g¢esitli
dokulardan izole edilen SDH enziminin homotetramerik bir enzim oldugu rapor
edilmistir (Lindstad and Mckinley-Mckee 1996; Alim ve Beydemir 2012).
Calismamizda SDH enziminin alt birim molekiil kiitlesini 41,4 kDa, aktif formunun
molekiil kiitlesini ise 169 kDa olarak belirledik (Sekil 4.3.). Bu sonuglardan goriildigi
gibi calismamizda tavuk karaciger SDH enzimi i¢in hesapladigimiz alt birim ve tabii
molekil kiitleleri ile litaratiirde SDH enzimi i¢in verilen mol kiitleleri uygunluk

gostermektedir.

Her enzim i¢in birim zamanda substratin1 en fazla degisiklige ugrattigi belirli bir
sicaklik vardir. Bu sicaklifa o enzimin optimum sicakligi denir. Tavuk karacigerinden
saflastirilan SDH enzim aktivitesinin optimum oldugu sicaklik degerlerinin belirlenmesi
amactyla dijital su banyosu kullamlarak 20°C ile 80°C arasinda 10°C sicaklik farki
olusturularak gergeklestirildi ve tavuk karacigeri sorbitol dehidrogenaz enzimi igin
optimum sicaklik 50°C olarak belirlendi. Ayrica tavuk karacigeri sorbitol dehidrogenaz
enzimi i¢in optimum pH c¢alismasi farkli pH'larda tampon ¢ozeltiler kullanilarak 0,2 M

Glisin/NaOH pH=9,0 tamponu olarak belirlendi.
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Uzun zamandir yapilmakta olan c¢alismalar; SDH‘ninhibe olmasi hiperglisemi
durumunda aktif hale gelenpoliol mekanizmasi ile ilgili redols bozukluklarini diizelterek
diyabetin sebebiyet verdigi komplikasyonlarin ortaya ¢ikmasini gegiktirmede yararli
olabilecegini gostermektedir (Kador et al. 1998). Bu sebeple birgok arastirmaci gii¢lii ve
etkili SDH inhibitorleri gelistirmek i¢in ¢alismaktadir (Lindstad and McKinley-McKee
1997).

Sorbitol dehidrogenaz enziminin inhibitorlerine bu denli ilgi gosterilmesinin g¢ok

nedenleri vardir. Bunlar:

¢ Diyabetik komplikasyonlarin azaltilmasinda ve hatta yok edilmesinde etkili olabilecek
koruyucu ilag tasarimlari i¢in faydali olabilir.

¢ SDH-NAD" kompleksine baglanan substrat benzeri inhibitorler enzimin aktif bolgesi
ile bu bolgeye baglanan substrat molekiilii arasindaki etkilesimi tanimlamay1 amaclayan
yapisal ¢aligmalarda faydali olabilir.

eSon olarak giiclii ve ¢ok 6zel SDH inhibitorleri bu enzimin fizyolojik roliiniin
belirlenmesinde faydali olabilir (Lindstad and Mckinley-Mckee 1996).

Yapilan literatiir taramasinda tavuk karacigeri sorbitol dehidrogenaz enzimi iizerine
metal iyonlarmim inhibisyon etkisine dair ¢aligmalara rastlanilmamistir. Bu sebeple
caligmamizda tavuk karacigerinden elde edilen sorbitol dehidrogenaz enzim aktivitesi

lizerine bazi metallerin inhibisyon etkileri in vitro sartlarda incelendi.

Kimyasal maddelerin enzim aktiviteleri {lizerine inhibisyon etkileri genel olarak ICsg
kavrami ile ifade edilmektedir (enzim aktivitesini yariya diigliren inhibitor
konsantrasyonu) ICs diisiik olan inhibitoriin etkisi daha yiiksektir bu baglamda
yaptigimiz ¢alismada sorbitol dehidrogenaz enzim aktivitesi lizerine inhibisyon etkisi
gosteren metallerin inhibisyon etkileri sirast ile;
Cd(NO3)2x4H,0 >Pb(NO3), >Hg(NO3),xH,0 >Ag(NO3)>Zn(NO3),x6H,0 >NiSO,4
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seklindedir. Ayrica Pb(NOgz)2 Hg(NO3),xH,0, Zn(NO3),x6H,0 i¢in K; degerleri ve
inhibisyon tipleri Lineweaver-Burk grafiklerinden belirlendi.

Sonug olarak bu tez kapsaminda;

1. Tavuk karacigerinden sorbitol dehidrogenaz enzimi saflastirilmistir.

2. Calisma neticesinde sorbitol dehidrogenaz enzimi %3,65 verimle ve yaklasik 267 kat
saflastirilmistir. Enzimin safligiSDS-PAGE ile kontrol edilmistir.

3. Tavuk karacigeri sorbitol dehidrogenaz enziminin optimum sicaklik ve optimum pH
degerleri hesaplanmustir.

4. Tavuk karacigeri sorbitol dehidrogenaz enzimi aktivitesi tizerinekadmiyum, kursun,
cwva, glimiig, ¢inko ve nikel iyonlarinin inhibisyon etkileri incelenmistir ve 1Csgo
degerleri hesaplanmustir.

5. Tavuk karacigeri Sorbitol dehidrogenaz enzimi iizerine inhibisyon etkisi
gosterenkadmiyum, kursun, civa, giimiis, ¢inko ve nikel iyonlarinin ICsq degerleri, civa
¢inko ve kursun iyonlarmin K; degerleri ve inhibisyon tipleri Lineweaver-Burk
grafiklerinden belirlenmistir.

6. Tavuk karacigeri sorbitol dehidrogenaz ile ilgili yaptigimiz tim ¢aligmalar Cizelge

5.1°de verilmistir.
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Cizelge 5.1. Tavuk karaciger dokusu SDH enzimi i¢in yapilan calismalarin toplu
sonugclari

SDH enziminin saflastirilmasi ile ilgili sonuclar

Spesifik Aktivite EU/ml 3,152
Saflagtirma Katsayisi 266,95
Verim %3,65
Molekiil kiitlesi tayini (kDa)
SDS-PAGE metodu ile 41,4
Jel filtrasyon kromatografisi ile 169
Optimum pH 9,0
Optimum sicaklik( °C) 50
Kinetik calismalar
Agirmetaller ICs50 (MM)
Cd(NOs),x4H,0 0,006
Pb(NO3), 0,012
Hg(NO3)2xH0 0,013
Ag(NO)s 0,018
Zn(NO3),x6H,0 7,07
Ni(SO.) 35
Agirmetaller Ortalama K; (mM) Inhibisyon Tipi
Hg(NO3),xH,O 0,07033+0,00287 Yarigsmasiz
Pb(NO3), 0,18033+0,04879 Yarigmasiz
Zn(NO3),x6H,0 Ortalama K; | Ortalama Kj*
(mM) (mM) Karigik Tip
2,112+0,037 16,013+1,043
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