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ÖZET 

Yüksek Lisans Tezi 

TAVUK KARACĠĞERĠNDEN SORBĠTOL DEHĠDROGENAZ ENZĠMĠNĠN 

SAFLAġTIRILMASI VE BAZI AĞIR METALLERĠN ENZĠM AKTĠVĠTESĠ 

ÜZERĠNE ETKĠLERĠNĠN ĠNCELENMESĠ 

Musa AKKUġ 

Atatürk Üniversitesi 

Fen Bilimleri Enstitüsü 

Kimya Anabilim Dalı 

DanıĢman: Prof. Dr. ġükrü BEYDEMĠR 

Tavuk karaciğerinden sorbitol dehidrogenaz [L-Ġditol: NAD
+ 

oksidoredüktaz, EC 

1.1.1.14] saflaĢtırıldı. SaflaĢtırma; homojenatın hazırlanması, amonyum sülfat 

çöktürmesi, DEAE-Sephadex iyon değiĢim kromatografisi ve jel filtrasyon 

kromatografisi metotları ile gerçekleĢtirildi. SaflaĢtırma iĢlemi %3,65 verimle ve 

yaklaĢık 267 kat olarak gerçekleĢtirildi. SDS-PAGE yöntemi ile tavuk karaciğeri SDH 

enziminin alt birim molekül kütlesi 41,4 kDa olarak hesaplanırken aktif formunun mol 

kütlesi ise jel filtrasyon kromatografisi yöntemi ile 169 kDa olarak hesaplandı. Ayrıca 

tavuk karaciğeri SDH enziminin optimum pH ve optimum sıcaklık değerleri sırası ile 

9,0 ve 50OC olarak bulundu. Bu çalıĢmalarının yanısıra tavuk karaciğeri SDH enzim 

aktivitesi üzerine Pb
+2

, Cd
+2

, Ni
+2

, Zn
+2

, Ag
+
 ve Hg

+2 
ağır metal iyonlarının inhibisyon 

etkileri araĢtırıldı. Pb
+2

,
 
Cd

+2
, Ni

+2
, Zn

+2
, Ag

+
 ve Hg

+2 
için IC50 değerleri ve Zn

+2
,Hg

+2
 

ve Pb
+2

 için Ki sabitleri belirlendi. 

2012, 94 sayfa 

Anahtar Kelimeler: Sorbitol dehidrogenaz, tavuk karaciğeri, ağır metal, inhibisyon 
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ABSTRACT 

Master Thesis 

 

PURIFICATION OF SORBITOL DEHYDROGENASE FROM CHICKEN LIVER,  

AND INVESTIGATION EFFECTS OF SOME HEAVY METAL ON THE ENZYME 

ACTIVITY 

Musa AKKUġ 

Atatürk University 

Graduate School of Natural and Applied Sciences 

Department of Chemistry 

Supervisor: Prof. Dr. ġükrü BEYDEMĠR 

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
2+

,Cd
2+

, Ni
2+

, Zn
2+

, Ag
+
 ve Hg

2+
) on chicken liver SDH enzyme activity were 

investigated. For Pb
2+

, Cd
2+

, Ni
2+

, Zn
2+

, Ag
+
 and Hg

2+ 
IC50 values were calculated and 

for Zn
2+

,Hg
2+

 and Pb
2+

  metals Ki constants were determined from Lineweaver-Burk 

graphs. 

2012, 94 sayfa 

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

Canlı hücrelerde gerçekleĢen yapım ve yıkım tepkimelerinin hepsine birden 

metabolizma denir. Kimyasal tepkimenin baĢlayabilmesi ve devam etmesi için 

tepkimeye girecek moleküllerin aktivasyon enerjisi denilen enerji engelini aĢması 

gerekir. 

Aktivasyon enerjisi, bir kimyasal tepkimenin baĢlayabilmesi için gerekli olan en düĢük 

enerji miktarıdır. Aktivasyon enerjisi engelinin aĢılması katalizör kullanılmasıyla 

sağlanır. 

Kimyasal tepkimeye girecek moleküller hareket halindedir ve birbirleri ile 

çarpıĢmaktadır. Moleküllerin ısıtılması ile hareket enerjileri yükseltilir. Böylece 

moleküller birbirleri ile daha sık çarpıĢarak tepkimeye girmeleri kolaylaĢır. 

Ancak canlı sistemlerde kimyasal tepkimelerin çoğu hücrede meydana gelir. Hücrede 

kimyasal tepkimelerin olabilmesi için, enerji engeli biyolojik katalizör kullanılarak 

aĢılabilir. Canlı sistemlerdeki bu biyolojik katalizörlere enzim denir (Anonim 2012a). 

Enzimler canlı hücreler tarafından sentezlenen ve canlı organizmada kimyasal 

reaksiyonları hızlandıran, tepkime sonucunda hiçbir değiĢikliğe uğramadan çıkan ve 

aynı zamanda tam verim sağlayan biyolojik katalizörlerdir. Katalitik RNA molekülleri 

dıĢındaki bütün enzimler protein yapısındadır.  

Enzimlerin katalitik aktiviteleri, doğal protein konformasyonunun sağlamlılığına 

bağlıdır. Eğer enzim denatüre olursa veya alt birimlerine ayrılırsa katalitik aktivitesi 

kaybolur. Bu yüzden protein enzimlerinin birincil, ikincil, üçüncül ve dördüncül yapısı 

katalitik aktivite için esastır. Enzimlerin hızları turnover sayısı ile belirtilir. Turnover 

sayısı birim zamanda bir mol enzimin ürüne dönüĢtürdüğü substratın mol sayısı olarak 

http://www.diyadinnet.com/YararliBilgiler-1231&Bilgi=molek%C3%BCl
http://www.diyadinnet.com/YararliBilgiler-1231&Bilgi=molek%C3%BCl
http://www.diyadinnet.com/YararliBilgiler-1379&Bilgi=ile
http://www.diyadinnet.com/YararliBilgiler-1206&Bilgi=canl%C4%B1
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ifade edilmektedir. Turnover sayısı en yüksek olan enzim, 40.000.000 s
-1

 ile katalazdır 

(Fersht 1999).  

Bir kısım enzimler katalitik aktivite göstermek için amnioasit kalıntıları dıĢında 

kimyasal bir guruba ihtiyaç duymazlar. Diğerleri kofaktör olarak adlandırılan Fe
+2

, 

Mg
+2

, Mn
+2

 gibi bir veya daha fazla inorganik iyona ya da koenzim olarak adlandırılan 

kompleks organik veya metaloorganik moleküllere gereksinim duyarlar. Bir diğer kısım 

enzimler ise aktivite gösterebilmeleri için hem koenzime hem de bir veya daha fazla 

metal iyonuna ihtiyaç duyarlar. 

Protein yapısına çok sıkı hatta kovalent olarak bağlanan bir koenzim veya metal iyonu 

prostetik grup olarak adlandırılır. Metal iyonları ile veya koenzimiyle birlikte katalitik 

olarak aktif bir enzim, holoenzim olarak adlandırılırken bu gibi enzimlerin sadece 

protein kısmı apoenzim veya apoprotein olarak adlandırılmaktadır. Koenzimler, tiamin 

pirofosfat; aldehitler, koenzim A, açil grupları gibi özgül iĢlevsel gruplar için geçici 

taĢıyıcı olarak görev yaparlar. Koenzimler çoğunlukla diyet ile düĢük miktarlarda alınan 

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

Genel olarak enzimlerin özellikleri Ģu Ģekilde sıralanabilir; 

1. Enzimler genellikle renksizdirler, suda çözünürler 

2. Enzimlerin etki ettiği maddelere substrat denir. Reaksiyonsonunda meydana gelen 

maddeye ise ürün adı verilir. 

3.Enzim substrat iliĢkisi anahtar ile kilidin uyumuna benzer. 

4. Enzim molekülünde aktif bölge denilen özel bir bölüm vardır. Enzim 

substratına geçici olarak aktif bölgeden bağlanır ve substrat-enzim bileĢiği oluĢur. 

5. Daha sonra substrat ürüne veya ürünlere parçalanır. 

6. Enzimler ise reaksiyondan değiĢmeden çıktıkları için tekrar tekrarkullanılabilirler. 

7. Çok hızlı çalıĢırlar. Örneğin üre, enzim olmadan uzun zamanda parçalanırken, üreaz 
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enziminin varlığında saniyede 30 000 üre molekülü parçalanabilir. 

8. Her hücrede tepkime çeĢidi kadar enzim çeĢidi vardır. 

9. Enzimler takım halinde çalıĢırlar. Bir enzimin etki ettiği tepkimenin ürünü,baĢka bir 

enzimin substratını yapar. Örneğin, amilaz enzimi niĢastayı maltozaparçalar. OluĢan 

maltoz maltaz enziminin substratıdır. 

10.Enzimlerin bazıları tek substrata etki ederler yani spesifiktir. Örneğin, L-laktat 

dehidrogenaz enzimi laktik asidin yalnızca L-izomerine etki etmekte D-laktikasidi 

substrat olarak kullanmamaktadır. 

11.Bazı enzimler ise çeĢitli substratlara etki ederler yani daha az özgüldür. (Gıda 

teknolojisi M.E.B 2011) 

Birçok enzim, substratlarının adına veya aktivitelerini tanımlayan bir kelime ya da 

sözcük grubuna “az” son eki ekleyerek adlandırılır. Üreaz, amilaz, arjinaz, proteaz ve 

lipaz, substratı tanımlayan; DNA polimeraz, laktat dehidrojenaz ve adenilat siklaz, 

tepkimeyi tanımlayan adlandırmalardır. Üreaz, ürenin hidrolizini katalize eden; DNA 

polimeraz ise DNA‟nın sentezini katalize eden enzimdir. Pepsin, tripsin, amigdalin, 

pityalin, zimaz gibi, substratlarını veya aktivitelerini tanımlamayan, genel bir tanıma 

uymayan enzim isimleri de kullanılmıĢtır. KarıĢık isimlendirmelerin sonucu olarak 

bazen aynı enzim için iki veya daha fazla ad kullanılmıĢtır; bazen de iki farklı enzim 

için aynı ad kullanılmıĢtır. Böyle belirsiz anlamlılıklar ve yeni olarak keĢfedilen 

enzimlerin sürekli artan sayısı nedeniyle, uluslar arası anlaĢmalar vasıtasıyla, enzimlerin 

isimlendirilmesi ve sınıflandırılması için bir sistem benimsenmiĢtir. Uluslararası 

Biyokimya ve Moleküler Biyoloji Birliği (IUBMB) tarafından önerilen ve benimsenen 

sistematik adlandırmada enzimler, altı büyük sınıfa ayrılırlar, her sınıfın da katalizlenen 

reaksiyon tipine dayanan alt sınıfları vardır. 
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Çizelge 1.1. Enzim sınıfları ve katalizledikleri reaksiyon tipleri 

No  Enzim gurubu Katalizledikleri reaksiyon tipi 

1 Oksiredüktazlar Ġki substrat arasındaki redoks tepkimesini 

katalizler. 

2 Transferazlar 

Ġki substrat arasındaki hidrojen dıĢındaki 

gurupların transferini gerçekleĢtiren 

tepkimeyi katalizlerler. 

3 Hidrolazlar  

Su katılması suretiyle bağların 

parçalandığı hidroliz reaksiyonlarını 

katalize eden enzimlerdir 

4 Liyazlar  

Oksidasyon veya hidrolizden farklı bir 

mekanizma ile substratlardan bazı 

grupların uzaklaĢtırıldığı ve çift bağların 

oluĢturulduğu tepkimeleri katalizleyen 

enzimlerdir. 

5 Ġzomerazlar Molekül içindeki değiĢiklikleri 

katalizleyen enzimlerdir. 

6 Ligazlar 

Enerjice zengin bir bağın kopması ile 

ortaya çıkan enerji yardımıyla iki 

molekülün bağlanması reaksiyonlarını 

katalizleyen enzimlerdir. 

Enzimler genelde ya aynı reaksiyonu ya da aynı tip benzer reaksiyonları katalizlerler. 

Substratlara karĢı spesifiklikleri oldukça yüksektir, hatta bazı enzimlerin substrat 

özgüllükleri mutlaktır. Örneğin, proteolitik enzimler peptit bağlarının hidrolizini 

gerçekleĢtirirler. Bu enzimlerin substrat özgüllükleri birbirinden farklıdır. Tripsin 

sadece lisin veya arginin rezidülerinin karboksil grubu tarafındaki peptit bağlarını 
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parçalar. Kanın pıhtılaĢmasında görev alan trombin ise karboksil bileĢeni arginine ve 

amino grup bileĢeni glisin aminoasitine ait peptit bağını parçalamaktadır. Buradan 

anlaĢılacağı gibi trombinin substrat özgüllüğü yine bir proteolitik enzim olan tripsine 

göre daha fazladır. 

Birçok enzimin stero spesifiklik özelliği de vardır. Bazı enzimler substrat molekülünün 

D-formunu ürüne çevirirken, bir kısmı da L-formunu ürüne dönüĢtüren tepkimeyi 

katalizlemektedir. Örneğin, glutamat dehidrogenaz enzimi L-glutamat ve laktat 

dehidrogenaz enzimi de L-laktat üzerinde etkilidirler (Keha ve Küfrevioğlu 2005). 

Bununla birlikte, aynı canlı türünde aynı reaksiyonu katalizleyen ancak farklı kimyasal 

ve fiziksel özellikleri olan enzimler de vardır. Bu tip enzimlere izoenzim denir. 

Ġzoenzimlerin substratlarına, kofaktörlerine ve inhibitörlerine karĢı ilgileri farklıdır. 

Ġzoenzimlerin baĢlıca özellikleri arasında amino asit sayı ve sırasının farklı olması, 

izoelektrik noktalarının farklı olması, her bir izoenzimin farklı geninin olması ve 

elektroforetik hareketliliklerinin farklı olması sayılabilir. Ġzoenzimler farklı dokularda 

sınırlandırılmıĢ olabildiği gibi, bir hücrenin farklı subsellüler fraksiyonlarında da 

yerleĢebilirler (Devlin 2002). 

Enzimlerin bir dokudan saflaĢtırılması iĢlemi oldukça zor bir iĢlemdir. Enzimler 

genellikle protein yapısında oldukları için Ģartların değiĢmesinden çok hızlı bir Ģekilde 

etkilenebilirler. Bu yüzden bir çözeltideki enzim varlığı, enzimin etki ettiği substrat 

molekülü veya reaksiyon sonucu oluĢan ürün ya da enzimatik reaksiyona aracılık eden 

diğer parametreler üzerinden tespit edilmektedir 

Enzimlerin aktivitesini etkileyen faktörler; 

 Substart konsantrasyonu 

 Sıcaklık 

 pH 
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 Allosterik etkiler 

 Hormonlar 

 Ġyonik Ģiddet 

 Enzim konsantrasyonu 

 Ġnhibitör ve aktivitörlerin varlığı 

Ģeklinde sıralanabilir. 

Her enzim için aktivitelerin maksimum olduğu pH değerleri vardır. Bu değerlerin 

üzerinde ve altında aktivite düĢer. Bu pH derecesine "Optimum pH" denir. Örneğin, 

proteini parçalayan pepsin, midede pH‟nın 2,0 olduğu asidik ortamda maksimum 

çalıĢır; bunun aksine pankreastan salgılanan ve yine protein sindiriminde rol alan 

tripsin, ancak pH 8,5‟ da optimum olarak çalıĢabilir. Bir enzimin optimum pH‟sı normal 

hücre içi ortamı pH‟sı ile aynı değildir. Bu durum hücre içindeki enzim aktivitesinin 

kontrolünde pH-aktivite iliĢkisinin önemini göstermektedir. Genelde bir kimyasal 

reaksiyonun hızı sıcaklıkla artıĢ göstermektedir. Sıcaklık enzimli reaksiyonlarında 

hızlarının artıĢına sebep olan önemli bir faktördür, yani tepkime hızının yükselmesi, 

sıcaklıkla doğru orantılıdır. Bununla birlikte belli bir noktaya gelindiğinde enzim 

aktivitesinde bir düĢüĢ gözlenir. Bu durum yüksek sıcaklıkta enzimin üç boyutlu 

yapısının etkilendiğini yani enzimin denatüre olduğunu göstermektedir. Bir enzim için 

10
o
C‟lik sıcaklık değiĢiminin meydana getirdiği aktivite farklılığı Q10 değeriyle ifade 

edilir (Keha ve Küfrevioğlu 2005). 

Enzimlerin aktivitelerini pozitif yönde etkileyen bileĢiklere aktivatör adı verilir. 

Aktivatörleri iki grupta toplamak mümkündür. Birinci gruptakiler sadece substratla 

birleĢerek aktivatör rolü oynayan bileĢikler. Ġkinci gruptakiler ise serbest enzimle 

birleĢerek aktivatör rolü oynayan bileĢiklerdir (Gözükara 1989). 
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Enzimlerin hem invivo hem de invitro aktivitelerinin, bazı bileĢikler tarafından 

azaltılması ve hatta yok edilmesi olayına inhibisyon denir. Bu olaya sebep olan yani 

enzimle katalizlenen bir reaksiyonun hızını azaltan herhangi bir maddeye de inhibitör 

denilir.  Ġnhibitörler genellikle küçük molekül kütlesine sahip bileĢikler veya iyonlardır 

(Keha ve Küfrevioğlu 2007). Enzim aktivitesini inhibe eden madde veya faktörler 

aĢağıdaki Ģekilde sıralanabilir:  

•Substrat benzeri maddeler  

•Toksinler  

•Ġlaçlar  

•Metal kompleksleri  

Enzimatik aktivitenin inhibisyonu, biyolojik sistemlerde baĢlı baĢına bir kontrol 

mekanizması oluĢturduğundan önemli bir olaydır. Enzimler hemen hemen bütün 

hücresel süreçleri katalizlediğinden, enzim inhibitörlerinin bilinen en önemli 

farmakolojik ajanlar arasında olması tesadüfî değildir. Birçok ilaç ve zehirli bileĢikler 

etkilerini bu yolla gösterirler (Keha ve Küfrevioğlu 2007). Örneğin; aspirin 

(asetilsalisilat) bazı ağrı üreten süreçleri de içine alan pek çok süreçte yer alan 

prostaglandinlerin sentezindeki ilk basamağı katalizleyen enzimi inhibe eder.Enzim 

inhibitör çalıĢmaları ayrıca enzim mekanizmaları hakkında değerli bilgiler sağlamıĢtır 

ve bazı metabolik yolların tanımlanmasına yardımcı olmuĢtur (Lehninger 2005).  

Ġnhibisyon çalıĢmaları ne gibi faydalar sağlamaktadır?  

• Metabolik yollar hakkında bilgi  

• Ġlaç ve toksinlerin, etkilerini nasıl gösterdiğinin açıklanması  

• Enzim reaksiyon mekanizmalarının daha iyi aydınlatılması  

• Enzim aktivitelerinin düzenlenmesiyle kontrol sisteminde etkili olmaları  

• Substrat analogları kullanılarak önemli araĢtırmalar yapılması  
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Enzimatik inhibisyon iki grupta incelenir; 

a) DönüĢümsüz inhibisyon 

b) DönüĢümlü inhibisyon 

DönüĢümsüz inhibisyon‟da inhibitör enzime ya kovalent olarak bağlanır ya da zor 

ayrıĢabilen bir kompleks oluĢturur. DönüĢümsüz inhibisyonda Vmax (enzimatik 

reaksiyonda ulaĢılabilecek maksimum hız) azalır, KM ise (enzimin substrata olan ilgisini 

gösteren sabit) değiĢmeden kalır. 

DönüĢümsüz inhibisyonun aksine dönüĢümlü inhibisyonda enzim ile inhibitör 

etkileĢmesi bir denge reaksiyonu Ģeklindedir. 

DönüĢümlü inhibisyon üç grupta incelenir; 

a) YarıĢmalı (kompetitif) inhibisyon 

b) YarıĢmasız (nonkompetitif) inhibisyon 

c) Yarı yarıĢmalı (unkompetitif) inhibisyon 

Geri dönüĢümlü inhibisyon, dönüĢümsüz inhibisyonun aksine bir denge reaksiyonu 

Ģeklindedir. En sık karĢılaĢılan dönüĢümlü iki inhibisyon tipi yarıĢmalı ve yarıĢmasız 

inhibisyondur. 

DönüĢümlü inhibisyonun en basit tipi yarıĢmalı (kompetitif) inhibisyondur. YarıĢmalı 

inhibitör yapı itibariyle substrata benzer ve enzimin aktif bölgesine bağlanır. Böylece 

substratın enzime bağlanması önlenmiĢ olur. Fakat substrat konsantrasyonu artırılmakla 

inhibisyon etkisi ortadan kaldırılabilir. Yani enzimin Vmax değeri değiĢmezken, KM 

değeri artar. 
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Yine dönüĢümlü bir tip olan yarıĢmasız (nonkompetitif) inhibisyonda; inhibitör ve 

substrat enzim molekülüne aynı anda bağlanabilir. Bu durum bağlanmanın enzimin aynı 

bölgesine olmadığını gösterir. YarıĢmasız bir inhibitör etkisini; bir enzimin turnover 

sayısını, yani katalitik aktivitesini düĢürerek gösterir. Burada substrat ve inhibitör 

arasında yarıĢma söz konusu değildir. Substrat konsantrasyonu artırılmakla inhibisyon 

kaldırılamaz. Enzimin Vmax değeri azalırken, KM değeri sabit kalır. Substrat ve inhibitör 

farklı bölgelere bağlanabildiğinden, enzimin iki farklı inaktif kompleksi meydana gelir. 

Bir baĢka dönüĢümlü inhibisyon tipi, yarı yarıĢmalı (unkompetitif) inhibisyondur. Bu 

inhibisyon çeĢitinde; inhibitör serbest enzime bağlanamaz, sadece ES kompleksine 

bağlanır. Bunun için tek substratlı sistemlerde, yarı yarıĢmalı inhibisyona seyrek 

rastlanır. Birden fazla substratlı enzimlerde bu inhibisyon tipine daha sık rastlanır. 

ESI kompleksi ortamda sürekli olarak var olacağından, yarı yarıĢmalı inhibitör 

varlığında Vmax azalır. ESI kompleksinin oluĢumu vasıtasıyla; ES kompleksi ortamdan 

sürekli çekildiğinden, enzim ve substrattan ES kompleksinin oluĢum dengesi daha fazla 

sağa kayar ve KM değeri küçülür (Segel 1975; Telefoncu 1986). 

YarıĢmasız (nonkompetitif) inhibisyonun özel bir türü olan lineer karıĢık tip inhibisyon, 

dönüĢümlü inhibisyon sınıfına girer. Bu tür inhibisyonda; E, S ve I‟nın bağlanma denge 

sabitleri farklılaĢmaktadır. 

Bazı inhibitörler enzimin spesifik gruplarıyla kovalent bağlar oluĢturarak etki 

gösterirler. Örneğin kurĢun, proteindeki sisteinin sülfidril yan zinciriyle kovalent bağlar 

oluĢturur. Ağır metallerin bağlanması yarıĢmalı olmayan inhibisyon gösterir (Lippincott 

2007). 

Birçok multienzim sistemi, net reaksiyon hızlarını kendileri düzenleme kapasitesine 

sahiptir. Bu sistemlerin çoğunda, seri reaksiyonların son ürünü belirli bir 
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konsantrasyona ulaĢtığında; sistemin ilk enzimini veya dallanma noktasındaki enzimini 

inhibe eder. Bu enzimlere allsoterik enzimler adı verilir. Bu olaya da feed-back (geri 

besleme) inhibisyonu denir. Birden fazla polipeptid zinciri ihtiva eden allosterik 

enzimlerde; inhibitörlerin enzime bağlanmasıyla, değiĢik alt birimlerin bağlanma 

merkezleri arasındaki etkileĢmelerle allosterik inhibisyon meydana gelir. Allosterik 

enzimleri etkileyen bileĢiklere modülatör adı verilir (Stryer 1988). 

Ġnhibisyon çeĢidinin ve ilgili Ki sabitinin belirlenmesi için en çok baĢvurulan yöntem 

Lineweaver-Burk eğrileridir. Bu yöntemde 1/V ye karĢı 1/[S] grafiği en az üç farklı 

sabit inhibitör konsantrasyonunda çizilerek Ki sabiti hesaplanır. Ki sabitlerinin 

bulunmasının ikinci yöntemi Dixon grafikleri yoludur. Bu yöntemde en az iki sabit 

substrat konsantrasyonunda 1/V-[I] grafiği çizilerek Ki sabitleri bulunur (Telefoncu 

1986). 

ÇeĢitli organizmalar kendilerine has proteinlere sahip oldukları gibi, her hücre tipi de 

birçok değiĢik protein ihtiva etmektedir. Bunun yanında proteinler, biyolojik 

aktivitelerini ancak belirli pH ve sıcaklık sınırlarında gösterebilirler. Bu sebeplerden 

dolayı bir proteinin saf halde bir hücre veya dokudan izolasyonu güç bir iĢtir. Bu 

güçlüklere rağmen Ģimdiye kadar birçok protein saf olarak elde edilmiĢtir. Binin 

üzerinde enzim kısmen saflaĢtırılmıĢ ve iki yüzden fazlası saf kristal halde elde 

edilmiĢtir. Ayrıca hiçbir enzimatik aktivite göstermeyen yüzlerce protein çeĢitli 

kaynaklardan yüksek saflık derecesinde izole edilmiĢtir. Proteinler üç boyutlu yapıları, 

sıcaklık, pH, yüzey gerilimi gibi birçok faktörden hızlı bir Ģekilde etkilenerek kısa 

sürede enzim aktivitelerini kaybedebilmektedirler. Bu nedenle enzim saflaĢtırılması 

deneyleri oldukça dikkat gerektiren çalıĢmalardır. 
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SaflaĢtırma iĢlemleri genelde enzimlerin; 

1. Molekül büyüklüğü, 

2. Çözünürlükleri farklılıkları, 

3. Elektriksel yük, 

4. Adsorbsiyon davranıĢlarındaki farklılıkları esasına göre gerçekleĢtirilmektedir (Keha 

ve Küfrevioğlu 2005). 

Proteinler genelde büyüklük olarak birbirinden farklıdır. Bu da bir proteini diğerinden 

ayırmayı kolaylaĢtırır ve bu esasa dayalı proteinleri ayırma metotları diyaliz, 

ultrafiltrasyon, yoğunluk gradienti santrifügasyonu ve jel filtrasyon kromatografisidir. 

Bu durum, bir proteini diğer proteinlerden ve küçük moleküllerden ayırmayı mümkün 

kılar. Jel filtrasyon kromatografisinde kolon materyali olarak Sepharose, Biogel gibi 

polimerler yanında yaygın olarak kullanılan ve bir karbonhidrat türevi olan Sephadex 

polimeridir. Sephadex yapısında fazla miktarda hidroksil grubu ihtiva etmesi dolayısıyla 

suya ve elektrolit çözeltilerine ilgisi fazladır. Bu teknikte küçük molekül kütleli 

proteinler ve diğer safsızlıklar Sephadex‟in porlarına takılırlar. Büyük molekül kütleli 

proteinler ise Sephadex‟in porlarına takılmadan geçerler ve molekül kütlelerinin 

büyüklük sırasına göre kolondan elüe edilirler. Bu da proteinlerin ayırımları için 

oldukça avantajlı bir durumdur. 

Jellerin özelliklerini belirlemede kullanılan temel terim “su kazanım değeri” dir. Bir 

gram kuru jelin emebildiği su miktarına o jelin su kazanım değeri denir. Bu değer 10 ile 

çarpılarak jelin ticari adının sonuna yazılır. Örneğin Sephadex G-15 jelinin su kazanım 

değeri 1,5‟ tur (1 g madde 1,5 g su emebilir). Bir jelin su kazanım değeri arttıkça 

gözenek büyüklüğü de artar 
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Çizelge 1.2. Jel filtrasyon kromatografisinde kullanılan bazı jellerin proteinleri ayırma 

sınırları 

Dolgu maddesi  Ayırma sınırı(molekül 

kütlesi) 

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 

Bazı proteinler ve virüsler gibi daha büyük moleküllerin agardan elde edilen ve nötral 

bir polisakkarit olan agaroz jeli kullanılır. Jel filtrasyonda karıĢımları ayırmada molekül 

büyüklükleri iĢlem için ayırt edici faktördür Moleküller büyüdükçe ayrılma molekül 

büyüklüğünden ziyade molekül kütlesine göre olur. Örneğin; G-100 ve G-200 tipi 

jellerde elüe etme hacmi yaklaĢık olarak molekül kütlesinin logaritması ile doğru 

orantılıdır. Bunlardan yararlanılarak büyük moleküllü bileĢiklerin mesela proteinlerin 

molekül kütleleri tayin edilebilir (Küfrevioğlu ve Çiftçi 2008). 

Çözünürlük farlılığı da proteinleri saflaĢtırmada kullanılan diğer bir metottur. 

Proteinlerin çözünürlüğü baĢlıca pH, iyonik Ģiddet, çözücünün dielektrik özelliği ve 

sıcaklığa bağlıdır. Bu esaslara dayalı proteinleri ayırma metotları: 

 Ġzoelektrik çökelme 

 Nötral tuzlarla çöktürme 

 Çözücülerle fraksiyonlama  

 Sıcaklıkla çöktürmedir. 
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pH proteinlerin çoğunun çözünürlüğünü etkileyen bir parametredir. DeğiĢik proteinlerin 

iyonlaĢabilir R grupları taĢıyan aminoasitlerinin sayısı farklı olduğundan, izoelektrik 

pH‟ları da farklıdır ve bundan dolayı çoğu kez izoelektrik çökelme ile ayırt edilebilirler. 

Proteinler için izoelektrik çökelme ortamdaki iyon içeriğine göre değiĢir; çünkü 

proteinler belirli anyon ve katyonları bağlayabilirler. Eğer bir protein çözeltisi, H
+ 

ve 

OH
- 

dıĢındaki küçük iyonları uzaklaĢtırmak için saf suya karĢı diyaliz edilirse, 

izoelektrik pH, izoiyonik pH‟ da gerçekleĢir ve bu da proteine göre sabittir. 

Nötral tuzlar düĢük konsantrasyonlarda protein moleküllerinin çözünürlüğünü artırırlar. 

Bu olaya salting-in denir. MgCl2 ve (NH4)2SO4 gibi iki değerlikli tuzlar, NaCl, NH4Cl 

ve KCl gibi tek değerliklilerden daha etkilidir. Nötral tuzların bu özelliği, onların iyon 

Ģiddetlerine bağlıdır. Bu iyonlar protein molekülünde yan grupların ayrıĢmasını 

modifiye ederler. Yeteri kadar yüksek tuz konsantrasyonunda bir protein bir çözeltiden 

hemen hemen kantitatif olarak çökeltilebilir; yani yüksek tuz konsantrasyonunda 

proteinlerin çözünürlüğü azalır ve hatta çökerler. Bu olaya salting-out adı verilir. 

Suda çözünebilen nötral organik çözücülerin, özellikle etanol ve asetonun ilavesi, çoğu 

globuler proteinlerin sudaki çözünürlüğünü çökelme derecesine kadar azaltabilir. Bu 

etkinin kantitatif araĢtırmaları, sabit pH ve sabit iyonik Ģiddette çözünürlüğün ortamın 

dielektrik sabitinin bir fonksiyonu olduğunu göstermiĢtir. Etanol sudan daha küçük bir 

dielektrik sabitine sahip olduğundan sulu protein çözeltisine etanolun ilavesiyle zıt 

yüklerin çekimi artar ve proteinler kümelenerek çökerler. 

Globuler proteinlerin çözünürlüğüne etki eden bir baĢka faktör de sıcaklıktır. Genelde 

çözünürlükleri 0-40
0
C üzerinde azalır ve birçoğu denatüre olur. Bu nedenle proteinlerin 

ayrılması iĢlemleri daha çok düĢük sıcaklıklarda gerçekleĢtirilir. 

Proteinlerin elektriksel yüklerine göre ayrılması, polipeptid zincirlerindeki iyonlaĢabilir 

yan grupların sayısı ve cinsi ile belirlenen asit baz özelliklerine dayanmaktadır. 
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Proteinler, aminoasit bileĢiminde ve diziliĢinde farklılık gösterdiklerinden, her protein 

özel bir asit baz davranıĢına sahiptir. Elektriksel yük farkına dayanan ayırma 

metotlarından biri olan iyon değiĢim kromatografisinde duran fazda bulunan ve 

yerlerinden kolaylıkla ayrılabilen iyonlar çevrelerindeki iyonlar ile yer değiĢtirir. Bu 

değiĢim sonucunda duran fazın fiziki görünümünde değiĢme olmaz. Ġyon değiĢim 

kromatografisi ile basit inorganik ve organik iyonlar birbirlerinden ayrılabileceği gibi 

enzimler, hormonlar ve nükleik asitler gibi biyolojik önemi olan polielektrolitler de 

ayrılabilir. 

Ġyon değiĢim kromatografisinde kullanılan materyaller, çoğunlukla selülozun sentetik 

olarak hazırlanmıĢ türevleridir. Dietilaminoetil selüloz (DEAE-Selüloz), pH 7,0‟da 

pozitif yüklü grupları ihtiva eder ve bu yüzden bir anyon değiĢtiricidir.  

Proteinlerin DEAE-Selüloz kolonları üzerinde ayrılmasında ve her bir komponentin 

sırasıyla elüsyonunda, azalan pH‟lı tamponların bir serisi veya artan iyonik Ģiddetli tuz 

çözeltilerinin bir serisi kullanılır. Bunların kolondan geçirilmesi sırasında anyonik 

proteinlerin bağlanması azaltılır. Çünkü pH‟nın düĢmesiyle birlikte, iyon değiĢtiriciye 

tutunan proteinlerin negatif yüklü bölgeleri nötral hale gelir. Yine iyonik Ģiddetin 

artmasıyla pozitif iyonlar proteinin negatif yüklü bölgelerine bağlanırlar; negatif iyonlar 

ise, proteinlerle iyon değiĢtiriciye bağlanma hususunda yarıĢa girerler. Böylece 

proteinler bu bölgeye daha yavaĢ bir kuvvetle bağlanırlar ve hatta koparlar. Elüatlar 

küçük fraksiyonlarda toplanarak gerekli analizler yapılır. Bu metodun önemli bir tarafı 

da, iyon değiĢim kromatografisi ve jel filtrasyon kromatografisini kombine 

edebilmesidir. Örneğin, DEAE-Sephadex kullanılarak proteinleri yüklerine ve molekül 

büyüklüklerine göre ayırmak mümkündür. 

Ġyon değiĢim kromatografisi yöntemiyle proteinlerin saflaĢtırılması sırasında kolonun 

hazırlanması, dengelenmesi, numune tatbiki ve elüsyon iĢlemleri jel filtrasyon 

kromatografisindekine çok benzer. En önemli fark elüsyon iĢlemindedir. Genelde iki 
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farklı elüsyon uygulanır: basamaklı elüsyonda, kolondan proteinlerin elüsyonu sırasında 

değiĢik pH‟lı ve değiĢik iyonik Ģiddetli çözeltiler sırasıyla geçirilir. Bu yöntem çok 

zaman alıcıdır. Gradientli elüsyonda ise bir gradient mikser kullanılır. Elüsyon 

tamponunda bir pH gradienti oluĢturulur. Her protein izoelektrik pH‟sına geldiğinde 

yüksüzleĢir ve duran faza tutunamayarak elüe edilir. Benzer durum iyonik Ģiddet 

gradienti olarak da uygulanabilir (Küfrevioğlu ve Çiftçi 2008). 

Biyokimya alanında günümüze kadar en çok araĢtırma yapılan konu enzimlerdir. 

Günümüzde birçok enzim saflaĢtırılmıĢ, karakterize edilmiĢ ve 200‟den fazla enzim 

dekristallendirilmiĢtir. Enzimler sağlıktan endüstriyel konulara kadar uygulama alanı 

bulmuĢtur. 

Kataliz olayı ile ilgili ilk denemeler 1760-1825 yılları arasında midedeki enzimatik 

sindirim üzerine yapılmıĢtır. Belirli bir enzim üzerindeki ilk çalıĢma 1860 yılında 

Pasteur tarafından yapılmıĢ ve fermantasyon olayının enzimlerce yürütüldüğünü ispat 

etmiĢtir. Bu yüzden enzimler için “Ferment‟‟ terimi kullanılmıĢtır. Buchner kardeĢler 

1897‟li yıllarda maya hücrelerinde alkolik fermantasyonu katalize eden enzimleri elde 

etmeyi baĢarmıĢlardır. Bu buluĢ enzimlerin aktivite göstermeleri için hücre içinde 

bulunmalarının Ģart olmadığını ortaya koymuĢtur. Yapılan genetik çalıĢmalar ve hücre 

içindeki kimyasal reaksiyonların çeĢitliliği daha birçok enzimin keĢfedilmediğini 

göstermektedir. Bütün canlı hücrelerde meydana gelen reaksiyonlar enzimlerle ilgilidir. 

Enzimler canlı hücrelerde sentezlenir ve hücre canlılığını yitirdikten sonra uzun süre 

etkili kalırlar. 

1.1. Sorbitol Dehidrogenaz Enzimi 

Poliol dehidrogenazlar genelde Ģeker alkollerini Ģekerlere dönüĢtürürler. Bu enzimler 

katalitik Ģeker alkollerini dönüĢtürmede çok kullanıĢlıdırlar. Ancak daha çok karakterize 
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poliol dehidrogenazların olumsuz kinetik özelliklerinden dolayı kullanımları sınırlıdır. 

Sorbitol dehidrogenaz enzimi de bir poliol dehidrogenaz ailesi üyesidir. 

Sorbitol dehidrogenaz (L-Ġditol: NAD
+
 Oksidoredüktaz, EC 1.1.1.14) sorbitol yolu 

olarak adlandırılan poliol yolunun iki enziminden biri olup sorbitol ve fruktoz 

arasındaki dönüĢümlü oksidasyon-redüksiyon reaksiyonunu katalizler.Ve koenzim 

olarak NAD
+
‟i kullanır (Lindstad et al. 1994). 

 

 
 

 
 

 

ġekil 1.1. Poliol yolu ve enzimleri 

SDH memeli alkol dehidrogenazlarını da içine alan orta zincirli dehidrogenaz/redüktaz 

protein familyasına dahil olan bir çinko enzimidir (Jörnval et al.1984; Jeffery etal 

1984). 

Açık yapı ve mekanistik olarak benzer olmalarına rağmen SDH ve ADH farklı çinko 

içerikleri ile beraber birçok ayırt edici özellikleri vardır. SDH tetramerik olmasına 

karĢın, memeli ADH dimeriktir. SDH her bir alt biriminde katalitik bölgede bulunan bir 

çinko atomu içerirken, ADH her bir alt biriminde iki tane çinko atomu 

bulundurmaktadır. Bütün bunlarla birlikte SDH ile ADH‟ların substarları da farklıdır. 

SDH sorbitol, Xlitol D-mannitol ve L-iditol gibi poliollerde aktivite gösterirken primer 

alkollerde etkin değildir (Luque et al.1998). 

Polioller CnH2(H2O)n,ya da alditoller; aldozlardan ya da ketonlardan, karbonil gurubu 

nun indirgenmesi ile oluĢmuĢ polifonksiyonel alkollerdir. Polioller karbon sayılarına 

Glukoz Sorbitol Fruktoz 

Aldoz Redüktaz Sorbitol Dehidrogenaz 

NADPH NADP
+
 NADH NAD

+
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göre tetritol, pentitol, hegzitol gibi adlandırılırlar bu Ģekilde adlandırılmaları onların 

fizikokimyasal özellikleri ve karbon sayılarına göre olabilir. Birçok poliol yaygın olarak 

geniĢ bitki ve hayvan filumlarından ve daha yüksek hayvanlardan bakterilere kadar 

özellikle mantar algler ve bitkilerde bol miktarda bulunurlar (Touster et al.1962; 

Brimacombe et al. 1972). Buna rağmen doğada n>6 olan uzun zincirli polioller 

sentezlenmektedir. Birçok poliol ve türevleri yaygın uygulamalar sayesinde 

keĢfedilmiĢtir. Örneğin sorbitol ve xylitol diĢ sağlığı ve diyabet kontrolünden dolayı 

yaygın olarak Ģeker yerine kullanılan poliollerdir. ÇeĢitli poliol esterleri patlayıcı madde 

ve ilaç olarak kullanılırlar (Lindstad et al. 1998). 

Sorbitol dehidrogenaz enziminin memeli dokusunda aktif olduğu ilk kez 1942 yılında 

saptanmıĢtır (Breusch 1942). Bu çalıĢmadan sonra SDH değiĢik memeli dokularında 

saflaĢtırılmıĢ ve karakterizasyon çalıĢmaları yapılmıĢtır. 

Ġnsan SDH enzimi homotetramer olup her bir alt birimi katalitik olarak aktiftir. Katalitik 

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

bulunmaktadır (Pauly et al. 2003).Aktif bölgedeki bu çinko atomunun fonksiyonu, 

sorbitol ve fruktoz arasındaki dönüĢümlü oksidasyon-redüksiyon reaksiyonunun katalizi 

Süresince sorbitol hidroksilinin veya fruktoz karbonilinin oksijenini bağlamaktır 

(Jeffery et al. 1984; Eklund et al. 1985; Karlsson et al. 1989, 1995).SDH enziminin 

izoenzimlerinin varlığı bu güne kadar belirlenemiĢtir. Enzimle ilgili kristalografik 

araĢtırmalar devam etmektedir.Çinko atomu koordinasyonun geometrisi, substrat 

bağlanması için iki serbest koordinasyon ile birlikte liganlar arasında 90
o
/180

o 
lik açının 

olduğu oktahedral bir yapıdır. (Johansson et al. 2001).  Enzimin dört alt biriminden 

herbiri 355 rezidüden oluĢur (Jeffery et al. 1984; Karlsson et al. 1989). 
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ġekil 1.2. SDH enziminin aktif bölgesindeki çinko atomunun koordinasyonu (Johansson 

et al. 2001) 

 
 

ġekil 1.3. SDH enziminin kuarterner yapısı (Johansson et al.2001) 

Sorbitol dehidrogenaz enziminin her bir alt birimi iki farklı bölgeye sahiptir. Bu 

bölgelerden biri NAD
+
‟in bağlandığı koenzim bağlama bölgesi, diğeri ise Zn atomunun 

bulunduğu katalitik bölgedir (Johansson et al. 2001). 
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ġekil 1.4. SDH enziminin bir alt biriminin yapısı (A: koenzim bağlama bölgesi, B: 

katalitik bölge) (Johansson et al.2001) 

Sorbitol dehidrogenaz memeli dokularının çoğusunda bulunmakla beraber (Jeffery and 

Jörnvall 1984).Özellikle karaciğer ve testis dokularında bol miktarda bulunmaktadır. 

Karaciğer hasarı ve diyabetik komplikasyonların tespitinde önemlilik arzetmektedir 

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

Hepatosit staplazmasında bulunan Sorbitol dehidrogenaz enzimi karaciğer için kısmen 

spesifiktir. (Anderson 1992; Turgut 1997). Normal durumda serumda bulunmayan 

sorbitol dehidrogenaz enzimi karaciğer harabiyeti halinde seruma geçerek yüksek 

aktivite göstermektedir. Bu nedenle serum SDH enzim aktivitesinde meydana gelen 

değiĢiklikler, karaciğer hastalıklarının klinik teĢhisinde faydalı olmaktadır (Dixon et al. 

1987). 

Sorbitol dehidrogenaz enzimi kan glikoz seviyesinin artması durumunda aktivite 

gösterip kalp böbrek ve göz hastalıklarının geliĢiminde önemli rol oynayan sorbitol 

(poliol) yolunun iki enziminden biridir. Bu bağlamda SDH enziminin diyabetteki rolünü 

açıklamak için birçok araĢtırma yapılmaktadır. (Obrosova et al. 1999; Nishikawa et al. 

2000; Amano et al. 2003; Chu-Moyer et al. 2002). 
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1.2. Diabetes Mellitus 

Diabetes mellitus (DM) insulinin tamamen veya kısmı eksikliğine bağlı olarak geliĢen 

ve yüksek kan Ģekeri (hiperglisemi) ile karakterize bir hastalıktır. Ġnsülin eksikliğinin 

yanı sıra insüline karĢı geliĢen direnç, diabetes mellitus geliĢiminde rol oynamakta ve 

karbonhidrat, lipit ve protein metabolizmasını da etkilemektedir (Abou-Seif et al.2004; 

Hasselbaink et al.2003). Ġki çeĢit diyabet hastalığı olup bunlar tip1(insüline bağımlı) ve 

tip2(insüline bağlı olmayan) diye adlandırılmaktadır. 

Tip1 diabetes mellitus (DM) çocukluk yaĢ grubunda sık görülen, T-hücrelerinin aracılık 

ettiği insülin üretiminde görev alan pankreasın beta hücrelerinin süregelen otoimmün 

veya otoimmün dıĢı nedenlerle harabiyeti sonucu geliĢen insülopeni ve hiperglisemi ile 

karakterize kronik metabolik bir hastalıktır (Alemzadeh et al.2004; Fiallo-Scharer et 

al.2004).  Duyarlı bireylerde T ve B hücrelerinin aracılık ettiği immün sistemin anormal 

aktivasyonu sonucu geliĢen bir insülitis tablosudur (Atkinson et al.2001, Haller et 

al.2005). Tip 1 diyabetin etiyolojisinde genetik, çevresel ve otoimmün faktörler rol 

oynar. Genetik yatkınlık, virüsler, fiziksel uyarıcılar ve stres gibi dıĢ etkenler hastalığı 

tetikleyerek insülin salgılayan pankreasın beta adacık hücrelerine otoimmün saldırı 

baĢlatmaktadır. Bu harabiyetin patolojik görünümüne „insülitis‟ denir. Tip 1 diyabetin, 

5-10 yıllık bir sürecin sonucunda ortaya çıktığı bilinmektedir (Haller et al. 2005). 

Eğer insülin hormonu var, ama miktarı azsa veya dokularda insüline karĢı direnç varsa, 

bu diyabete de"Tip 2 diyabet (insüline bağımlı olmayan diyabet)" denir. Genellikle 35 

yaĢından sonra görülür. Tip1 diyabetli hastalar yaĢam boyu insülin kullanmak 

zorundadırlar. Tip 2 DM diyabetli hastalar ise diyet, egzersiz ve ağızdan alınan ilaçlarla 

tedavi edilebilir. Gerekirse hastalığın ilerleyen dönemlerinde insülin kullanabilirler 

(Anonim 2012b).  
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Dünyada yaklaĢık 151 milyon diabetes mellitus (DM) hastası vardır. Bunların yaklaĢık 

%97‟si Tip 2 DM‟dir (Amos et al. 2010). 

Tip2 DM‟li hastaların tanı konulmasından ortalama sekiz yıl önce diyabetik olduğu 

düĢünülmektedir (Haris et al. 1992). Tanı aldıktan kısa bir süre sonra ise birçoğunda 

mikroalbuminüri ve aĢikâr nefropati tespit edilir.  

DM‟nin komplikasyonları mikrovasküler ve makrovasküler komplikasyonlar olarak 

ikiye ayrılır. Mikrovasküler komplikasyonları; retinopati, nefropati ve nöropatidir. 

Makrovasküler komplikasyonları ise koroner kalp hastalığı, periferik damar hastalığı ve 

serebrovasküler hastalıklardır (Kurt vd 2004). 

Kontrol altına alınmamıĢ ve yüksek seyreden kan Ģekeri uzun vadede çeĢitli 

komplikasyonların ortaya çıkmasına yol açmaktadır. ġiĢmanlık (obesite) sıkça tip-2 ile 

birlikte olup kalp-damar hastalıkları, böbrek yetmezliği ile sonuçlanan nefropati, sinir 

sistemi hastalığı nöropati, körlüğe kadar götüren retinopati ve ayak ülserleri gibi uzun 

vade komplikasyonları sonucu felç, kangren veya koroner hastalıkların meydana 

gelmesi riskini artırmaktadır (Sacks et al.1994). 

Kan Ģekerinin yüksek olması bazı metabolik yolların aktivitesini artırarak ve bu 

metabolik yolların birbiriyle olan etkileĢimlerini değiĢtirerek bu diyabetik 

komplikasyonlara neden olmaktadır (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 

ürünleri (ĠGÜ) oluĢumudur (Chappey et al. 1997; Yamagishi and Takeuchi 2004). 
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Poliol yolu, glikozun sorbitole indirgendiği ve sorbitolun da fruktoza dönüĢtüğü iki 

adımlı metabolik bir yoldur. 

Bu metabolik yol aldoz redüktaz ve sorbitol dehidrogenaz enzimlerini içermektedir. 

Lens, retina, eritrosit, böbrek, plasenta, periferik sinirlerin schwann hücreleri, vesica 

seminalis ve yumurtalık hücrelerinde bulunan aldoz redüktaz, glukozu redükleyerek 

sorbitol oluĢturur. OluĢan sorbitol, karaciğer, yumurtalık, sperm, vesica seminalis 

hücrelerinde bulunan sorbitol dehidrogenaz enzimi vasıtasıyla fruktoza oksitlenir. 

Vesica seminalislerde glukozun fruktoza dönüĢümünü sağlayan bu yol enerji kaynağı 

olarak fruktozu tercih eden sperm hücreleri içindir. Karaciğerde ise sorbitolü fruktoza 

oksitleyen bu yol besinsel sorbitolün glikoliz veya glukoneogenez yollarına girebilen bir 

maddeye (fruktoza) çevrilmesini sağlar (Champe and Harvey 1997). 

Poliol yolu diyabetik hiperglisemi de meydana gelen hücresel toksisiteyi açıklayan en 

önemli mekanizmadır.  Kan Ģekeri artığında poliol yolu aktifleĢir ve hücrede sorbitol ve 

fruktoz birikimi meydana gelir.  
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ġekil 1.5. Sorbitol (poliol) yolu(Alım ve Beydemir 2012) 

Sorbitol yolu lens, beyin, sinirler, eritrosit, böbrek, karaciğer, pankreas adacıkları, aorta 

ve kapiller damarlarda etkindir. Bu dokular hücreye glukoz giriĢi yönünden ortaktır. Bu 

dokularda hücreye glukozun giriĢi insülinden bağımsız olduğu için hücre içi glukoz 

oranları doğrudan doğruya kan glukozunun artıĢından etkilenir. Kan glukoz oranları 



23 

 

 

 

 

normal olduğu sürece AR enzimi aktif olamaz ancak hiperglisemi de hücre içi glukoz 

oranları artığında Aldoz redüktaz aktif olabilmekte ve poliol yolu iĢlerlik 

kazanmaktadır. Sorbitol yolu etkinliğinin fizyolojik öneminin henüz bilinmediği bu 

dokular, diyabetes mellitusun uzun sürede geliĢen retinopati, katarakt, nöropati, 

nefropati ve ateroskleroz gibi komplikasyonlarının geliĢtiği¸ dokulardır (Yenigün ve 

AltuntaĢ 2001). 

AR çeĢitli karbonil grupları indirgeyen NAD(P)
+  

bağımlı birenzim olup sorbitol 

yolunun hız kısıtlayıcı enzimidir. Substratlarından olan glukoza ilgisi az olduğundan, 

hücre içi glukoz seviyesi fizyolojik düzeylerde kaldığı sürece AR etkin olamamaktadır. 

Hiperglisemi durumunda hücre içi glukoz miktarı fizyolojik seviyelerin üzerine çıkınca 

AR aktif hale geçmektedir. Hiperglisemide AR enzim aktivitesi artarken SDH enzim 

aktivitesi azalır. Bu durumda dokularda sorbitolün fruktoza dönüĢümü yavaĢlar. 

Sorbitol metabolik olarak kullanılmadığı ve difüzyonu çok yavaĢ olduğu için hücre 

membranı dıĢına kolayca çıkamaz dokularda birikir ve osmotik etki göstererek hücre 

içine daha fazla miktarda suyun çekilmesine böylece hücre ödemine neden olur. 

Sorbitolün kendisi bir doku toksini gibi hareket eder. Bu nedenle retinopati, nöropati, 

nefropati ve kalp hastalığına yol açmaktadır (Karasu vd 1990; Bukan vd 2004).  

Hipergliseminin hücrelerde sebep olduğu poliol birikimi her hücrede farklıdır. En büyük 

etki sinir vazo nervorumlarında ve böbrek bazal membranlarında görülür(Yenigün ve 

AltuntaĢ 2001).Kan glukoz oranının artması hücre seviyesindeki Na-K pompasının 

çalıĢmasını ve Na-K ATP az enziminin etkisini azaltır. 

Diyabette hem periferik sinir hücresine giren hem de bu hücrede sentezlenen 

miyoinozitol miktarında azalma olur. Miyoinozitolun hücreye giriĢi Na
+
‟ bağımlı ve 

glukoz ile yarıĢmalı olması ve diyabette Na-K ATPaz aktivitesinde azalma ve kan 

glukoz konsantrasyonunda artma olmasından hücreye giren miyoinozitol miktarı azalır. 

Bu azalma hücre içindeki insülin etki azlığı ile paraleldir. Azalan miyoinositol glukozun 
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sorbitole dönüĢme sürecini etkilemezken, sorbitolun fruktoza dönüĢmesini yavaĢlatır. 

Ve hücre içinde sorbitol miktarını artıĢına neden olur. Sorbitol güçlü su çekici özelliği 

ile su alarak hücre içinde ki su dejenerasyonuna sebep olur nikotin amid adenin 

dinükleotit(NADH)  yolu sorbitolu, sorbitol dehidrogenaz enzimi ile fruktoza 

dönüĢtürmeye çalıĢan bir mekanizma olmasına rağmen bu yol hipergliseminin sebep 

olduğu miyoinozitol eksikliği nedeniile yavaĢlar ve endotel nöron hücresinde sorbitol 

birikimi devam eder (Yenigün ve AltuntaĢ 2001).Ayrıca miyoinozitol eksikliğinin 

kendisi de Na-K ATPaz aktivitesinde azalmaya yol açar. Sinir Na-K ATPaz‟ın 

membran fosfoinositidleri; muhtemelen protein kinaz C aracılığıyla kontrol edildiği 

düĢünülmektedir. AzalmıĢ sinir miyoinositol konsantrasyonları anormal fosfoinositidler 

ile sonuçlanır. Bu da azalmıĢ Na-K ATPaz aktivitesine yol açar, miyoinositol transportu 

bu enzim üzerinden olduğundan, azalmıĢ miyoinositol geri alımı zorlaĢır. Ve azalmıĢ 

Na-K ATPaz aktivitesi, artmıĢ intraaksonal Na birikimine neden olur. Bu durum sinir 

impuls yayılımını, sodyuma bağlı aminoasit geri alınımını ve diğer fenomenleri etkiler. 

Sodyumun paranodal bölgede birikimi aksonal ĢiĢmeye neden olur. Esas olarak miyelin 

lamel terminallerinin aksondan ayrılmasına ve daha ileri yapısal değiĢikliklere yol açar 

(Yenigün ve AltuntaĢ 2001). 

Nefropati ile oluĢan böbrek yetmezliği diyabetin komplikasyonlar sonucunda ortaya 

çıkan bir durumdur.(Kimmelstiel and Wilson 1936). Diyabet sıklığı ile artıĢ gösteren 

nefropati diyabetik komplikasyonlar sonucu meydana gelen ölümlerin onda birini 

oluĢturur. (Humphrey et al. 1989; Forsblomet et al. 1998). Diyabetik nefropatinin 

patogenezinde poliol yolu aktivasyonu önemli rol oynar. 

Yapılan çalıĢmalarda, miyokardiyumda oluĢan iskemi sırasında, poliol yolunun 

miyokardiyal glukoz metabolizmasına etkileri incelenmiĢ, kardiyak AR aktivitesinin 

iskemi sırasında arttığı gösterilmiĢtir (Ramasamy et al. 1999; Hwang et al. 2002). Buna 

bağlı olarak miyokardiyumdaki NADH/NAD
+ 

oranı artmakta, glikoliz ve ATP üretimi 

deazalmaktadır. Bu durum iskemik hasarın sebebidir.(Williamson et al. 1993). Bilindiği 
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gibi iskemi, kanın yeterli oranda organlara verilememesidir. Bu durum oksijen 

yetmezliğini ortaya çıkarmaktadır. AR enzimin ininhibe edilmesi kalbi korumaktadır. 

Bu enzim iskemik hasarda önemli rol oynamaktadır. 

Sorbitol dehidrogenaz enziminin (SDH) aktifleĢmesi ile oluĢan NADH, NADH-oksidaz 

(Nox) enziminin etkisi ile serbest oksijen radikalleri (ROS) oluĢturur. (Tesfamariam 

1994; Morre et al. 2000). ROS, gliseraldehit-3-fosfat dehidrogenaz enzim (GAPDH) 

inhibisyonuna neden olarak daha fazla glukozun poliol yoluna yönelmesine ve AR 

aktivitesinin artmasına neden olmaktadır (Stevens et al. 2000). Aldoz redüktaz enzim 

aktivite göstermek için NADPH e ihitiyaç duyduğundan, hücre içi NADPH tüketimi 

artar. Glutatyon redüktaz enzimi (GR), NADPH bağımlı olarak, yükseltgenmiĢ 

glutatyonun (GSSG) indirgenmiĢ glutatyona (GSH) redüksiyonunu sağlayan enzimdir. 

AR‟ nin NADPH için Km değeri, glutatyon redüktaz enziminin NADPH için Km 

değerinden 10 kat daha düĢüktür. Poliol yolağında artan AR aktivitesiyle NADPH‟ın 

fazlaca tüketilmesi, GSH‟nun üretiminin azalmasına neden olur (Yeh and Ashton 1990). 

Hücre içi majör antioksidan olan GSH‟nun azalması hücrenin antioksidan kapasitesini 

sınırlar yani hücrenin oksitleyici etkenlere karĢı korunma gücünü azaltır ve bu durum 

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

Hiperglisemi durumunda sorbitol yolu aktivitesinin artması ile oluĢan hücre içi NADPH 

tüketimi, NO sentezini etkilemekle beraber GSH üretimini de azaltır. Nitrik oksit sentaz 

enzimi (NOS), NADPH kullanarak arjininden nitrik oksit oluĢumunu katalizlemektedir. 

AR ın artması ile beraber NADPH miktarı azalır. Ve buna bağlı olarak endotelyal NO 

sentezi azalır (Tesfamariam 1994). Nihayetinde oksidatif stersin artması ile NO 

azalması ateroskleroza sebebiyet verir (Kurowska 2002). 

Poliol yolunun en önemli enzimi olan ve bu yolun aktivitesini sınırlayan aldoz redüktaz 

enzimi glikozu sorbitole dönüĢtürürken, diğer bir enzim olan sorbitol dehidrogenaz, 

sorbitolü fruktoza çevirir. Sorbitol hücre zarını geçemediğinden hücre içinde birikir. 
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Sorbitol birikimi, ozmotik etkilerle piridin nükleotidlerinin redoks durumunu 

değiĢtirerek (NADH/NAD
+
 oranında ve protein kinaz C‟de artıĢ) hücre içi miyoinositol 

seviyelerini azaltır. Bu durum doku hasarına nedenolur. Glukoz, proteinlerin amino 

gruplarına nonenzimatik olarak bağlanarak “schiff-base” ürünleri oluĢturur  „schiff-

base‟ ürünlerinden sonra daha stabil olan amadori ürünleri oluĢur (Dinçervd 

2002).Saatler içerisinde bu ürünler kan glukoz konsantrasyonuna uygun olarak belirgin 

bir seviyeye ulaĢır. Sonrasında daha stabil erken glikasyon ürünleri (EGÜ) oluĢur. 

Hiperglisemiye uzun süreli maruz kalma kollajen, intraselüler proteinler ve 

nükleikasitler gibi stabil makromoleküllerde kümülâtif ve giderek artan tarzda 

irreversibl değiĢiklere neden olur.  Erken glikasyon ürünleri (EGÜ) ileri glikasyon 

ürünleri (ĠGÜ)‟ni oluĢturmak üzere birleĢirler (Kurt vd 2004).  

Glikoz +Protein       schiff-base    Amadori ürünleri 

 

Erken glikasyon ürünleri(EGÜ) 

 

Ġleri glikasyon ürünleri(ĠGÜ) 

ġekil 1.6. Ġleri glikasyon ürünleri (ĠGÜ) oluĢumu 

Hiperglisemi durumunda poliol yolunun aktive olması sonucu, sorbitolün fruktoza 

oksidasyonu ile sitozolik NADH/NAD
+
 oranı yükselmektedir. NADH bu artıĢ 

glisealdehit-3-fosfat-dehidrogenaz (GAPDH) enzimini inhibe eder ve Trioz-fosfat 

konsantrasyonunu artırır (Baynes and Thorpe 1999; Dunlop 2000; Garcia et al. 2001). 

Hücre içi konsantrasyonu artan gliseraldehit-3-fosfat, trioz-fosfat izomeraz enzimi ile 

dihidroksiaseton-fosfata (DHAP) dönüĢür. DHAP‟ın gliserol-3-fosfata redüksiyonu 

NADH bağımlıdır. NADH/NAD
+
artması, DHAP‟ın indirgenmesi ile protein kinaz C 

(PKC)‟nin aktivatörü olan diaçilgliserol (DAG) oluĢumuna neden olur. Ve bu da poliol 
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yolunun aktivatörü olan PKC yolunun aktivitesinin artmasına neden olur (Williamson et 

al. 1993; Garcia et al. 2001). PKC aktivasyonu diyabetin sebebiyet verdiği 

komplikasyonların ortaya çıkarır (Xia et al. 1994). 

Diyabetik sorbitol birikimi erken dönemde aldoz redüktaz inhibitörleri kullanılarak 

önlenilebilir. Hiperglisemiye engel olacak glukoz regülasyonu sağlanamazsa olay geri 

dönüĢümsüz olduğundan nöropati, retinopati, nefropati geliĢmesi önlenemez (Yenigün 

ve AltuntaĢ 2001). 

Aldoz redüktaz NADPH kullandığından, sorbitol yolunun etkinleĢmesi ile hücrenin 

NADPH tüketimi artar. Hücrenin oksitleyici etkenlere karĢı korunmasında görevi olan 

ĠndirgenmiĢ glutatyonun oluĢumunu sağlayan glutatyon redüktaz da NADPH‟ı 

kullandığından, hiperglisemide mevcut NADPH‟ın aldoz redüktaz ile glutatyon 

redüktaz rekabet ederler. Dolayısıyla, hiperglisemide etkinliği artan sorbitol yolunun 

artan NADPH tüketimi, hücrenin oksitleyici etkenlere karĢı korunma gücünü azaltır. 

Diyabetin kronik komplikasyonlarının patogenezinde sorbitol yolunun önemini bu yolla 

açıklayan araĢtırmacılar, hücrede sorbitol birikiminin değil, NADPH tüketimine neden 

olan sorbitol oluĢumunun önemli olduğunu savunmaktadırlar (Yenigün ve AltuntaĢ 

2001). Dolayısı ile AR‟ ın inhibe olması sorbitol birikimini engelleyeceğinden diyabetik 

komplikasyonların ortaya çıkması bu yolla engellenebilir. 

Özetle, hiperglisemi sonucu oluĢan sorbitol birikimi: 

 Ġntraaksonal proteinlerin transport ve sentez hızında azalmaya 

 Sinir Na
+
-K

+
 ATPaz aktivitesinde azalmaya 

 Serbest oksijen radikal oluĢumunun artıĢına 

 Glikolipitlerin ve aminoasitlerin miyelin oluĢturma hızında azalmaya 

 Anormal inositol lipid metabolizmasına 

 AĢırı glikojen birikimine ve periferik sinir glikolizasyonunun artmasınaneden olur. 
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Bu tez çalıĢmasında tavuk karaciğeri sorbitol dehidrogenaz enzim aktivitesi üzerine 

Pb
+2

, Cd
+2

, Ni
+2

, Zn
+2

, Ag
+ 

ve Hg
+2 

iyonların inhibisyon etkileri incelenmiĢ. Tavuk 

karaciğeri sorbitol dehidrogenaz enzim aktivitesinin optimum olduğu pH ve optimum 

sıcaklık değerleri ölçülmüĢtür. 

1.3. Ağırmetaller ve Çevresel Etkileri 

Ġnsanlar çok eski zamanlardan bu yana metalleri iĢleyip kullanmaktadırlar. Ve bu 

faaliyetler sonucunda doğal çevirimleri dıĢında değiĢik formlarda doğaya yayılmaya 

baĢlamıĢlardır. SanayileĢme ile birlikte ağır metal içeren kömürlerin yakılmaya 

baĢlanması, endüstri bölgelerindeki ağır metal kirliliğini aĢırı boyutlara ulaĢtırmıĢ ve 

ağır metal kirliliğinden kaynaklanan ilk tanımlanan zehirlenmeler Japonya‟da ortaya 

çıkmıĢtır (Kahvecioğlu vd 2003). 

Ağır metal tanımı fiziksel özellik açısından yoğunluğu 5 g/cm
3
‟ten daha yüksek olan 

metaller için kullanılır. Bu gruba KurĢun, kadmiyum, krom, demir, kobalt, bakır, nikel, 

cıva ve çinko olmak üzere 60 tan fazla metal dâhildir (Kahvecioğlu vd 2003). 

Ağır metaller biyolojik proseslere katılma derecelerine göre yaĢamsal ve yaĢamsal 

olmayan olarak sınıflandırılırlar. YaĢamsal olarak tanımlananların organizma yapısında 

belirli bir konsantrasyonda bulunmaları gereklidir ve bu metaller biyolojik reaksiyonlara 

katıldıklarından dolayı düzenli olarak besinler yoluyla alınmaları zorunludur. Örneğin 

bakır hayvanlarda ve insanlarda kırmızı kan hücrelerinin ve birçokoksidasyon ve 

redüksiyon prosesinin vazgeçilmez parçasıdır (Bigersson. et al. 1988). 

Buna karĢın yaĢamsal olmayan ağır metaller çok düĢük konsantrasyonda dahi fizyolojik 

yapıyı etkileyerek sağlık problemlerine yol açabilmektedirler. Bu gruba en iyi örnek 

kükürtlü enzimlere bağlanan cıvadır (John et al. 1996). 
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Bu genel gösterimin aksine ağır metaller canlı bünyelerde sadece konsantrasyonlarına 

bağlı olarak etki göstermezler, etki canlı türüne ve metal iyonunun yapısına bağlıdır 

(çözünürlük değeri, kimyasal yapısı, redoks ve kompleks oluĢturma yeteneği, vücuda 

alınıĢ Ģekline, çevrede bulunma sıklığına, lokal pH değeri v.b.). 

KurĢun (Pb): KurĢun insan faaliyetleri ile ekolojik sisteme en önemli zararı veren ilk 

metal olma özelliği taĢımaktadır. KurĢun atmosfere metal veya bileĢik olarak 

yayıldığından ve her durumda toksik özellik taĢıdığından (çalıĢma ortamında izin 

verilen sınır 0,1mg/m
3
) çevresel kirlilik oluĢturan en önemli ağır metaldir.  Özellikle 

endüstriyel ve Ģehir merkezlerine yakın yerlerde yetiĢen yiyecekler; tahıllar, baklagiller, 

bahçe meyveleri ve birçok et ürünü bünyesinde normal seviyelerin üzerinde kurĢun 

bulundurur (Kahvecioğlu vd 2003). 

Kadmiyum (Cd): Kadmiyum ve çinko yerkürede bir arada ve benzer yapılarda 

bulunurlar. Bu iki metal insan vücudunda da benzer yapısal ve fonksiyonel özellikler 

göstermektedirler. Kadmiyum, önemli enzim ve organ fonksiyonlarında çinkonun yerini 

alabilmektedir. Ve bu fonksiyonların gerekli Ģekilde gerçekleĢmesini engellemektedir. 

Zn ve Cd „nin vücut içindeki oranları Cd zehirlenmesi Zn yetersizliğiyle arttığından çok 

önemlidir (Kahvecioğlu vd 2003). 

Kadmiyum diğer ağır metallerle içinde suda çözünme özelliği en yüksek olan 

elementtir. Suda çözünebilir özelliğinden dolayı Cd
+2 

halinde bitki ve deniz canlıları 

tarafından biyolojik sistemlere alınır ve akümüle olma özelliğine sahiptir. 

Vücudumuzda 40 mg‟ a kadar kadmiyum bulunabilmektedir ve günlük olarak da 40 

µg‟a kadar kadmiyum vücuttan atılabilir. Bu seviyeler, kadmiyumun çoğunu topraktan 

yani yiyecekler yoluyla alması nedeniyle bölgelere göre değiĢiklik gösterebilmektedir. 

Kadmiyum ve bileĢikleri genellikle böbrekler ve karaciğerde birikirler ve ilerleyen 

yaĢlarla böbreklerdeki birikim yüksek tansiyona da sebep olabilmektedir (Kartal vd 

2004). 
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Civa (Hg): Civa birçok sanayi dalında kullanıldığı için, çevresel kontaminasyon ile 

balık ve deniz hayvanlarından, yapısında civa bulunan tarım ilaçlarının sık kullanımı 

sonucu, tarım ürünlerinin yapısından beslenme döngüsüne girerek etkisini 

göstermektedir. Yapılan çalıĢmalar balık, et ve bazı süt ürünlerinde yüksek düzeyde 

civa bulunabildiğini göstermiĢtir (Vural 1993; Concon et al.1988).Civanın bir canlıdan 

baĢka bir canlıya aktarılmasının incelendiği bir çalıĢmada, 8 ppm civa püskürtülen 

tohumlarla beslenen civcivlerin kaslarında yaklaĢık 2 kat civa birikimi saptanırken, civa 

ile kontamine olmuĢ civcivlerle beslenen kır sansarlarında 6 kat civa birikimi 

saptanmıĢtır (Vural 1993). Civa zehirlenmesi sonucu böbrek hasarı oluĢmakla birlikte 

titreme, diĢetleri iltihabı, psikolojik değiĢiklikler ile gebelerde düĢük ya da bebekte 

doğumsal anomaliler gözlenebilmektedir. 

 

Nikel(Ni): Nikel‟in bilinen biyolojik fonksiyonu olmamakla birlikte orta seviyede 

zehirleyici özelliği vardır. Doğal yayınımı yanında insan aktivitelerine bağlı olarak 

doğada bulunmaktadır. Nikelin organik formu, inorganik formundan daha zehirleyicidir. 

Deriyi tahriĢ etmesinin yanında kalp-damar sistemine çok zararlı ve kanserojen bir 

metaldir. Zararlı etkilerine Günlük nikel alınımının yaklaĢık yarısı ekmek, içecek ve 

tahılların tüketilmesiyle olmaktadır. Besinlerin günlük 150 µg‟dan az nikel içermesi 

tavsiye edilmektedir (Kartal vd 2004). 

Çinko (Zn): Çinko metali ve birçok bileĢiği diğer ağır metallerle karĢılaĢtırıldığında 

düĢük zehirlilik etkisi gösterirler. Çinko tuzlarının toksikliği çinkodan daha fazla, 

yapısında bulunduğu bileĢiğin anyonik kısmının toksikliğine bağlıdır Diğer taraftan, 

çinko insanlar ve tüm bitki formları ile hayvan yaĢamları için önemli ve yaĢamsal 

elementlerden biridir (günlük doz 10 - 20 mg). Alkol dehidrojenaz, karbonik anhidraz 

ve karboksipeptidaz gibi 70‟den fazla metalo-enzim fonksiyonu için koenzim bileĢeni 

olarak gereklidir (Habashi 1997). 
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GümüĢ (Ag): GümüĢ; metalik gümüĢ, gümüĢ nitrat ve gümüĢ sülfadiazin formlarında 

uzun yıllardır yanıkların, yaraların ve çok sayıda bakteriyel enfeksiyonların tedavisinde 

kullanılmaktadır (Rai et al. 2009). GümüĢ'ün, su dezenfeksiyonunda, yanıkların ve 

kronik ülserlerin tedavisinde kullanımının milattan önce 1000‟li yıllara kadar uzandığı 

bilinmektedir. Literatürde, 1800‟lü yıllarda gümüĢün göz damlası olarak kullanıldığı, 

daha sonra penisilinin bulunmasıyla beraber kullanımın azaldığı ancak 1960‟lı yıllarda 

%0,5‟lik gümüĢ nitrat çözeltisinin yanık tedavisinde tekrar yaygın olarak kullanılmaya 

baĢlanıldığından bahsedilmektedir. Bu yıllarda gümüĢün Staphylococcus aureus, 

Pseudomonas aeruginosa ve Escherichia coli gibi bakterilere karĢı etkinliği 

kanıtlanmıĢtır. Metalik haldeki gümüĢ aslında inert haldedir ancak ciltle temas ettiğinde, 

cilt üzerindeki nem ve yaranın sıvısı onu iyonize hale getirmektedir. Ġyonize gümüĢ son 

derece reaktiftir. Doku proteinlerine bağlanarak bakteriyel hücre duvarında ve daha 

sonra da nükleer zarda yapısal değiĢiklere neden olarak mikroorganizmanın ölümüne 

yol açmaktadır (Rai et al. 2009). 

1997 yılında yapılan bir çalıĢmada tiol (-SH) grupları içeren aminoasitler ile içermeyen 

aminoasitlere gümüĢ iyonlarının etkisi incelenmiĢtir. ÇalıĢmada tiol grubu içeren 

aminoasitlerde gümüĢ iyonlarının tiol gruplarına bağlandıkları net bir Ģekilde 

açıklanmıĢtır (Liau et al. 1997) 
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2. KAYNAK ÖZETLERĠ 

Sorbitol dehidrogenaz (SDH)  memeli dokularının çoğusunda bulunur. Her bir alt birimi 

38 kDa olan homotetramerik bir çinko enzimidir (Iwata and Carper,1995).Aktif 

bölgedeki bu çinko enziminin fonksiyonu, dönüĢümlü reaksiyon süresince sorbitol 

hidroksilini veya fruktoz karbonilini bağlamaktır (Jörnvall et al. 1984; Eklund et al. 

1985). 

Sorbitol dehidrogenaz, koyun (Smith M.G.1962) ve insan dokuları gibi pek çok 

dokulardan saflaĢtırılmıĢtır (O‟Brien et al. 1982; Maret and Auld 1988; Baretto and 

Bcutler 1975; Jedziniak et al. 1981). 

Sorbitol, gıda tatlandırcısı olarak kullanılan ve glukoz redüksiyonu sonucu üretilen bir 

alkol Ģekeridir. Glukoz metabolizmasında sorbitol (poliol) yolu önemlilik arzetmektedir 

ancak oksidatif stersi artırdığı ve diyabet patogenezinde önemli rol oynadığı 

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

Sorbitol yolu için iki enzim gereklidir. Bu enzimler sorbitol dehidrogenaz ve aldoz 

reduktaz'dır. Aldoz redüktaz glukoz ve galaktozun sorbitole dönüĢümünü katalizlerken, 

sorbitol dehidrogenaz sorbitolun fruktoza dönüĢümünü sağlar. Glukoz normal 

miktarlarda iken aldoz redüktaz enzimi aktif değildir. Hiperglisemi hallerinde ise aldoz 

reduktaz enzimi uyarılır; glukoz, aldoz redüktaz enzimi yoluyla sorbitole dönüĢür 

sorbitol de sorbitol dehidrogenaz enzimi vasıtasıyla fruktoza dönüĢtürülür. OluĢan 

fruktoz enerji kaynağı olarak kullanılır. Hiperglisemi gibi normal olmayan Ģartlarda, 

total glukozun neredeyse üçte biri poliol yolunda metabolize edilir. (Chung et al. 2003; 

Gonzalez et al. 1984; Jay et al. 2006) ve üretim fazlası olan sorbitol ve fruktoz gibi 

poliol ürünleri ortaya çıkar (Balendiran and Rajkumar 2005). 
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Sperm hücreleri üzerine yapılan bir çalıĢmada; sperm hücrelerinin seminal kesede, 

enerji kaynağı olarak sorbitol yolunda, glukozun fruktoza dönüĢtürdüğünü 

kanıtlanmıĢtır (Hers 1956; Kador et al. 1986; Bhatnagar and Srivastava 1992). Fare 

testisinde yüksek miktarda AR mRNA‟sı tespit edilmiĢ olup, fazla miktarda AR 

enziminin testis metabolizmasında önemli rolü olduğu düĢünülmektedir (Gui et al. 

1995). Poliol yolağının varlığı daha sonra diyabetik sıçan lensinde de gösterilmiĢtir 

(Van Heyningen 1959). 

Bir çalıĢmada diyabetik komplikasyonların patogenezinde önemli rol oynayan SDH ın 

poliol yolu için önemini araĢtırmak amacı ile diyabetik olan ve diyabetik olmayan 

sıçanlar üzerine araĢtırmalar yapılmıĢtır Hem enzim içeriği hem de enzim aktivitesi 

böbrek ve karaciğerde çok olmasına rağmen testiste enzim içeriğinin fazla olmasına 

karĢın, aktivitesinin olmadığını saptanmıĢtır. SDH diyabetik karaciğer proteininde bol 

miktarda hem glikolize hem de nonglikolize formları bulunmuĢtur.Dahası, saflaĢtırılmıĢ 

enzimin glukoz ya da fruktozla inkübasyonu sonrasında aktivitesinin belirgin bir Ģekilde 

düĢtüğünü gözlemlenmiĢtir bu sonuçlar glikasyonun diyabetik koĢullar altında karaciğer 

SDH aktivitesinin azalmasına neden olduğunu göstermektedir(Hoshi et al.1996). 

BaĢka bir çalıĢmada shcwan hücrelerindeki poliol aktivitesini araĢtırmak için 

hiperglisemik ve hiperglisemik olmayan Ģartlarda kültürlü hücrelerde aldoz  redüktaz 

(AR) ve sorbitol dehidrogenaz (SDH) mRNA miktarları yarıĢmalı RT-PCR tekniğini 

kullanılarak çalıĢma yapılmıĢtır. Schwan hücrelerindeki AR ve SDH mRNA‟sının 

yüksek (30mM) glukoz içeriğine karĢın değiĢmediğini belirlemiĢlerdir. RT-PCR sistemi 

tekniği ile belirlenen AR mRNA sı AR aktivitesi ile iliĢkili olduğu kadar kültür Schwan 

hücrelerindeki hiperglisemik Ģartlarda biriken sorbitol miktarı ile iliĢkili olduğunu 

belirlenmiĢtir, bu çalıĢmada geliĢtirilen RT-PCR sisteminin diyabetik 

komplikasyonların gözlendiği organlarda, sorbitol yolunun aktivitesinin artmasıyla 

meydana gelen metabolik bozukluklarda aldoz redüktaz ve sorbitol dehidrogenaz 
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enzimlerinin rolünü belirlemede faydalı olabileceğini belirlenmiĢtir (Maekawa et al. 

2001). 

Tilton ve arkadaĢlarının yaptığı çalıĢmada, inhibe olan SDH enziminin sorbitol 

birikimini artırmasına karĢın yan etkileri olmadan bozulmuĢ sinir iletimi ve sinirlerde, 

aortta, gözle ilgili dokulardaki vasküler fonksiyon bozukluklarını içeren 

komplikasyonları azatlığı gözlemlenmiĢtir. Bu sonuç, bu dokulardaki patogenezlerin 

glukozun sorbitole indirgenmesinden ziyade SDH tarafından katalizlenen sorbitolün 

fruktoza dönüĢmesi ile daha yakından iliĢkili olduğunu göstermiĢtir. Bu nedenle yüksek 

NADH/NAD
+
 oranı çeĢitli diyabetik dokulardaki patogenezlerin en önemli belirleyicisi 

olarak görülür (Tilton et al. 1995). 

Schwan hücreleri üzerine yapılan bir çalıĢmada osmotik stres boyunca sorbitol 

birikimini gözlemlemek için, sorbitol dehidrogenaz inhibitörleri varlığında ve 

izoosmotik Ģartlar altında çalıĢmıĢlardır. Sorbitol dehidrogenaz inhibisyonunun 

hiperglisemik Ģartlar altında sorbitol birikimini artırdığını, izo osmotik Ģartlarda ise 

sorbitol birikiminin +4
0
C sıcaklıkta veya ortamda guinidin varlığında meydana geldiğini 

görmüĢlerdir. Sorbitol birikiminin izoosmotik Ģartların sağlanması ve SDH'ın aktif 

olabilmesi ile önlenebileceği sonucuna ulaĢmıĢlardır (Mizisin et al. 1997). 

Sığır beyni SDH enzimi üzerinde yapılan çalıĢmalarda spesifik bir aldoz redüktaz enzim 

inhibitörü olduğu düĢünülen (Kador et al. 1985) quercetin‟in sığır beyni SDH enzimini 

önemli ölçüde inhibe ettiği (Wiesinger and Hamprecht 1989) ve benzer inhibisyonun 

insan beyni SDH enziminde de gözlendiği belirtilmiĢtir (O‟Brien et al. 1983). Bu 

çalıĢmalar sonucunda araĢtırmacılar, AR inhibitörlerinin invivo Ģartlarda ilk olarak SDH 

enzimi üzerinde denenmesinin iyi sonuçlar doğurabileceğini belirtmiĢlerdir (Wiesinger 

and Hamprecht 1989). 
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İnvivo Ģartlarında aktif olan sadece bir sınıf (piperazin pirimidinler) sorbitol 

dehidrogenaz enzim inhibitörleri varlığına ulaĢılmıĢtır (Geisen et al. 1992). Bunun 

dıĢında ditiyotreitol ve diğer metal Ģelatlayıcı tiyolları içeren ikinci bir sınıfın, SDH 

enziminin katalitik çinko atomuyla etkileĢerek invitro Ģartlar altında güçlü inhibitör 

etkisi gösterdiği belirlenmiĢtir (Lindstad and McKinley-McKee 1996). 

Geisen ve arkadaĢları yaptıkları bir çalıĢma sonucunda 2-hidroksimetil- 4- 4(4-N,N, 

dimetilaminsülfonil-1- piperazin) pirimidin'in SDH‟ın ilk inhibitörü olduğunu 

kanıtlanmıĢlardır (Geisen et al. 1994) . 

N

N

N

N

SO2NMe2

HO

 
 

ġekil 2.1. Sorbitol dehidrogenaz inhibitörü SDI 158‟in kimyasal yapısı 

SDH inhibitörü 2-hidroksimetil-4-4(4-N,N, dimetilaminsülfonil-1-piperazin) pirimidin 

(SDI 158)‟in, AR enzimini zayıf bir Ģekilde inhibe ettiği buna rağmen hekzokinaz, 

glutatyon redüktaz, glukoz-6-fosfat dehidrogenaz, laktat dehidrogenaz ve alkol 

dehidrogenazı içeren diğer birçok enzim aktivitesi üzerinde hiçbir etkisinin olmadığı 

gözlemlenmiĢtir (Geisen et al. 1994; Tilton et al. 1995). Bundan dolayı SDI 158, 

spesifik bir SDH inhibitörüdür. 

Yapılan diğer bir çalıĢmalarda SDI 158‟in (CP-166,572), enzimin çinko atomuyla ve 

NADH‟ın nikotinamid halkasıyla eĢzamanlı etkileĢtiği belirtilmiĢtir. Ayrıca bu 
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çalıĢmalarda SDI 158‟in NAD
+
, sorbitol ve NADH ile yarı yarıĢmalı inhibisyon tipi 

sergilediği gözlenmiĢtir (Pauly et al. 2003). 

 
ġekil 2.2. SDI 158 (CP- 166,572)‟in insan SDH enziminin katalitik çinko atomuyla ve 

NADH ile etkileĢimi (Pauly et al. 2003). 

Sorbitol, poliol yolunun ilk ürünü olup osmotik olarak aktiftir fakat hücre zarından 

kolayca geçemediği için birikir (Lewis et al. 2001) ve ozmotik strese neden olur. 

Ozmotik stres, sorbitol birikimi ile hücrenin su içeriğinin artması sonucu meydana 

gelir.Bu durum redoks dengesinde bozulmaya sebep olur. Bu bozulma proteinlerin 

çözünürlüklerini değiĢtirerek membran direncine zarar verir (Tornlinson 1989). Lensde 

oluĢan ozmotik stres sonucu membran yapısı bozulmaktadır (Kinoshita 1974; Brownlec 

et al. 1984). Bozulan membran yapısı katarakt ile sonuçlanır (Kinoshita 1965; Varma et 

al. 1977; Lee and Chung 1999). 

Yapılan bir diğer çalıĢmada, sorbitol dehidrogenaz ve aldoz redüktaz inhibisyonun 

diyabetik ve galaktosemik farelerde Ģeker katarakt oluĢumuna etkileri karĢılaĢtırılmıĢtır 

bu amaçla hem sorbitol dehidrogenaz‟ın inhibitörlerin varlığında ve yokluğunda hem de 

aldoz redüktaz inhibitörlerinin varlığında ve yokluğunda diyabetik ve galaktosemik 

farelerde Ģeker katarakt oluĢumunu gözlemlemiĢlerdir. Yapılan bu çalıĢma sonucunda 

sorbitol dehidrogenaz inhibitörlerinin diabetik farelerde katarakt oluĢumunu artırdığı 

ancak galaktosemik farelerde katarakt oluĢumunu etkilemediği gözlenmiĢtir. Ayrıca 
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aldoz redüktaz inhibitörlerinin hem diabetik hem de galaktosemik farelerde katarakt 

oluĢumunu azaltığı gözlemlenmiĢtir. Bu çalıĢmalar ile hücre içi sorbitol birikimin 

katrakta sebebiyet verdiği, aldoz redüktaz enziminin inhibe olmasının ise katarakt 

oluĢumu önleyebileceği sonucuna ulaĢılmıĢtır (Kador et al. 1998). 
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3. MATERYAL ve METOD 

3.1. Materyal 

3.1.1. Kullanılan kimyasal maddeler 

Deneysel çalıĢmalarımızda kullandığımız standart serum albümin, N,N,N‟,N‟-tetrametil 

etilendiamin (TEMED), diyaliz torbaları Sigma Chemical Comp.‟den; sodyum 

hidroksit, amonyum sülfat, sodyum klorür,potasyum fosfat, hidroklorik asit, glisin, 

sodyum azotür, 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 sülfat (SDS), DEAE-Sephadex, CM-Sephadex C-50, Sephadex 

G-100, β-NAD
+
, sorbitol, β-merkapto etanol ve diğer kimyasal maddeler E. Merk 

AG‟den; temin edilmiĢtir. 

3.1.2. Kullanılan alet ve cihazlar 

ÇalıĢmalar sırasında aĢağıdaki alet ve cihazlardan faydalanılmıĢtır. 

Masa santrifüjü : MSE Mistral 2000 

Soğutmalı santrifüj : HeraEÜs Sepatech (Suprafuge 22) 

Ultrasantrifüj : Beackman Coulter (Optima LE-SOK 

Ultracentrifuge) 

Soğutmalı santrifüj : Hermle Z 323 K(Germany) 

Spektrofotometre : CHEBĠOS s.r.l. (Optimum-one/UV-VIS) 

pH metre : Schott pH-Meter CG840 

Elektroforez tankı : BIO RAD (dikey) 

Peristaltik pompa : Ġsmatec 
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KarıĢtırıcı(Shaker) : GFL 3025 

KarıĢtırıcı(Vorteks) : Fisons whirlimixer 

Hassas terazi : Gec avery (UK) 

Otomatik pipet : Eppendorf 

Çalkalayıcı : Midi Dual 14 

Manyetik karıĢtırıcı : Chilten Hotplate Magmetic Stirrer HSBI 

Saf su cihazı : Barnstead Easy Pure UV/UF 

Su banyosu : Clifton 

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

Güç kaynağı : 1-Bio Rad Power Pac 3000 

Buzdolapları : Arçelik 

Derin dondurucu (-20ºC‟ye kadar) : Sanyo Medical Freezer 

Derin dondurucu (-85ºC‟ye kadar) : Sanyo Ultra Low 

3.1.3. Kullanılan çözeltiler ve hazırlanması 

Aktivite ölçümünde kullanılan çözeltiler: 

 

1. 200 mM Glisin/NaOH tampon çözeltisi (pH=9,9): 1,5 g Glisin 90 ml saf suda 

çözüldü. 1 M NaOH ile pH=9,9‟a getirildikden sonra toplam hacim saf su ile 100 ml ye 

tamamlandı. 

2. 4,7 mM β-NAD
+
 çözeltisi (Koenzim çözeltisi): 0,0156 g β-NAD

+ 
 alındı 5 ml saf su 

içinde çözüldü 

3. 100 mM sorbitol çözeltisi (Substrat çözeltisi): 0,182 g sorbitol alındı 10 ml saf su 

içinde içinde çözüldü. 

 

Homojenat hazırlanırken kullanılan çözeltiler: 

 

4. % 0.9 luk NaCl çözeltisi: 0,9 gr NaCl alınıp hacmi saf su ile 100 ml ye tamamlandı. 
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5. 50 mM Tris/HCl (2µl β-Merkaptoetanol) , pH=7,6: 0,6 g Tris yaklaĢık 90 ml saf suda 

çözüldü 1M HCl ile pH=7,6‟ye getirildikden sonra son hacim saf su ile 100 ml ye 

tamamlandı. 

 

Amonyum sülfat çökeltisinin çözünmesi ve diyaliz için kullanılan tampon 

çözeltiler: 

 

1.  Amonyum sülfat çöktürmesi sonucu oluĢan çökeleği çözmek için  

50 mM Tris/HCI(2mM β-Merkaptoetanol) , pH=7,6: 0,6 g Tris yaklaĢık 90 ml saf suda 

çözüldü.1M HCI ile pH=7,6‟ye getirildikden sonra son hacim saf su ile 100 ml ye 

tamamlandı. 

2. (Diyaliz için) 50 mM Tris/HCl (2mM β-Merkaptoetanol) , pH=7,6: 6.055 g Tris 

yaklaĢık 900 ml saf suda çözüldü. Ġçine 144µl β-Merkaptoetanol katıldıktan sonra 1M 

HCl ile pH=7,6‟ye getirilip son olarak çözelti hacmi 1000ml ye tamamlandı. 

DEAE-Sephadex iyon değiĢim kromatografisi ve diyaliz için kullanılan tampon 

çözeltiler: 

1. 50 mM Tris/HCltampon çözeltisi (pH=7,9): 6,055g Tris yaklaĢık 900 ml saf suda 

çözüldü. 1M HCl ile pH=7,9‟a getirilip daha sonra son hacim saf su ile 1000 ml‟ ye 

tamamlandı. 

2. Diyalizde kullanılan pH:7,6 olan tampon çözeltisi: 6,055 g Tris yaklaĢık 900 ml saf 

suda çözüldü. 1M HCl ile pH=7,6 ya getirildikden sonra içerisine144 µl β-

merkaptoetanol katıldı. Son hacim saf su ile 1000 ml‟ ye tamamlandı. 

Sephadex G-100 jel filtrasyon kromatografisi için kullanılan çözeltiler: 

 

1. 50 mM Tris/HCltampon çözeltisi(pH=7,5), (Kolonun dengelenmesinde ve elüsyon 
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iĢleminde kullanılan çözelti);6,055 g Tris yaklaĢık 900 ml saf suda çözüldü.1M HCl ile 

pH=7,5 e getirildikden sonra son hacim saf su ile 1000 ml‟ye tamamlandı. 

2. Standart protein çözeltilerinin hazırlanıĢı: 

a. Albumin; 20 mg albumin 1900 µl dengeleme tamponu içinde çözüldü ve içerisine 

100 µl gliserol ilave edildi. 

b. Alkol dehidrogenaz; 10 mg alkol dehidrogenaz 1900 µl dengeleme tamponu içinde 

çözüldü ve içerisine 100 µl gliserol ilave edildi. 

c. β-Amilaz; 8 mg β-amilaz 1900 µl dengeleme tamponu içinde çözüldü ve içerisine 

100 µl gliserol ilave edildi. 

Optimum pH belirlemek için kullanılan tamponlar: 

1. pH: 5,0 olan 200 mM KH2PO4 tamponunu hazırlamak için:3,48g KH2PO4 alındı 90 

ml saf suda çözüldükten sonra 1M NaOH ile pH:5,0 olacak Ģekilde ayralandı daha sonra 

saf su ile hacim 100 ml‟ye tamamlandı. 

2. pH: 5,5 olan 200 mM KH2PO4 tamponunu hazırlamak için:3,48g KH2PO4 alındı 90 

ml saf suda çözüldükten sonra 1M NaOH ile pH:5,5 olacak Ģekilde ayralandı Daha 

sonra saf su ile hacim 100 ml‟ye tamamlandı. 

3. pH:6,0 olan 200 mM KH2PO4tamponunu hazırlamak için:3,48g KH2PO4 alındı 90 ml 

saf suda çözüldükten sonra 1M NAOH ile pH:6,0 olacak Ģekilde ayralandı daha sonra 

saf su ile hacim 100 ml‟ye tamamlandı. 

4. pH: 6,5 olan 200 mM KH2PO4 tamponunu hazırlamak için: 3,48g KH2PO4 alındı 90 

ml saf suda çözüldükten sonra 1M NaOH ile pH:6,5 olacak Ģekilde ayralandı.  Daha 

sonra saf su ile hacim 100 ml‟ye tamamlandı. 

5. pH: 7,0 olan 200 mM KH2PO4tamponunu hazırlamak için: 3,48g KH2PO4 alındı 90 

ml saf suda çözüldükten sonra 1M NaOH ile pH:7,0 olacak Ģekilde ayarlandı daha sonra 

saf su ile hacim 100 ml‟ye tamamlandı. 

6. pH: 7,5 olan 200 mM KH2PO4 tamponunu hazırlamak için: 3,48g KH2PO4 alındı 90 

ml saf suda çözüldükten sonra 1M NaOH ile pH:7,5 olacak Ģekilde ayralandı. Daha 
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sonra saf su ile hacim 100 ml‟ye tamamlandı. 

7. pH: 8,0 olan 200 mM KH2PO4tamponunu hazırlamak için:3.48g KH2PO4 alındı 90 ml 

saf suda çözüldükten sonra 1M NaOH ile pH:8,0 olacak Ģekilde ayralandı.  Daha sonra 

saf su ile hacim 100 ml‟ye tamamlandı. 

8. pH: 7,5 olan 200 mM Tris/HCltamponunu hazırlamak için: 2,42g Trisalındı 90 ml saf 

suda çözüldükten sonra 1M HCl ile pH: 7,5 olacak Ģekilde ayarlandı. Daha sonra saf su 

ile hacim 100 ml‟ye tamamlandı. 

9. pH: 8,0 olan 200 mM Tris/HCltamponunu hazırlamak için: 2,42g Trisalındı 90 ml saf 

suda çözüldükten sonra 1M HCl ile pH:8,0 olacak Ģekilde ayarlandı. Daha sonra saf su 

ile hacim 100 ml‟ye tamamlandı. 

10. pH: 8,5 olan 200 mM Tris/HCltamponunu hazırlamak için: 2,42g Trisalındı. 90 ml 

saf suda çözüldükten sonra 1M HCl ile pH:8,5 olacak Ģekilde ayarlandı daha sonra saf 

su ile hacim 100 ml‟ye tamamlandı. 

11. pH:9,0 olan 200 mM Tris/HCltamponunu hazırlamak için: 2,42g Trisalındı 90 ml 

saf suda çözüldükten sonra 1M HCl ile pH:9,0 olacak Ģekilde ayarlandı. Daha sonra saf 

su ile hacim 100 ml‟ye tamamlandı. 

12. pH: 9,0 olan 200 mM Glisin/NaOH tamponunu hazırlamak için: 1,5g Glisinalındı 90 

ml saf suda çözüldükten sonra 1M NaOH ile pH:9,0 olacak Ģekilde ayarlandı. Daha 

sonra saf su ile hacim 100 ml‟ye tamamlandı. 

13. pH:9,5 olan  200 mM  Glisin/NAOH tamponunu hazırlamak için: 1,5g Glisinalındı 

90 ml saf suda çözüldükten sonra  1M NaOH ile pH:9,5 olacak Ģekilde ayarlandı . Daha 

sonra saf su ile hacim 100 ml‟ye tamamlandı. 

14. pH:10,0 olan 200 mM Glisin/NaOH tamponunu hazırlamak için: 1,5g Glisinalındı 

90 ml saf suda çözüldükten sonra 1M NaOH ile pH:10,0 olacak Ģekilde ayarlandı. Daha 

sonra saf su ile hacim 100 ml‟ye tamamlandı. 

15. pH: 10,5 olan 200 mM Glisin/NaOH tamponunu hazırlamak için: 1,5g Glisinalındı 

90 ml saf suda çözüldükten sonra  1M NaOH ile pH:10,5 olacak Ģekilde ayarlandı. Daha 

sonra saf su ile hacim 100 ml‟ye tamamlandı. 
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Elektroforez için kullanılan çözeltiler: 

1. 1M Tris-HCl (pH=8,8): 12,11 g Tris (0,1 mol) tartılarak 80 ml suda çözüldü, pH 

ayarı 1M HCl ile yapıldıktan sora 100 ml‟ye tamamlandı. 

2. 1 M Tris-HCl (pH=6,8):12,11 g Tris (0,1 mol) tartılarak 80 ml suda çözüldü, pH 

ayarı 1M HCl yapıldıktan sonra 100 ml‟ye tamamlandı. 

3. %30 Akrilamid-%0,8 Bisakrilamid çözeltisi: 15 g akrilamid, 0,4 g bisakrilamid ve 

34,6 g su karıĢtırılarak çözüldü. 

4. %10‟luk amonyum persülfat çözeltisi: 1 g amonyum persülfat tartılarak su ile 10 

ml‟ye tamamlandı. 

5. %10‟luk SDS: 1 g SDS, 9 g suda çözülerek elde edildi. 

6. Yürütme tamponu: 1,51 g Tris (12,5 mmol) ve 7,51 g glisin (0,1 mol) tartılarak 450 

ml suda çözüldü; %10‟luk SDS‟den 5 ml ilave edildi, pH=8,3‟e ayarlandı ve toplam 

hacim 500 ml‟ye tamamlandı. 

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

%100‟lük gliserinden 1 ml ve %0,1‟lik bromtimol mavisinden 1 ml alınarak suyla 10 

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

olacak Ģekilde β-merkapto etanol ilave edildi. 

8. SabitleĢtirme çözeltisi (jelde yürütülen proteinlerin sabitleĢtirilmesi için kullanılan 

çözelti): %50 izopropanol, %10 TCA ve %40 su olacak Ģekilde karıĢtırılarak hazırlandı. 

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

coomassie brillant blue R-250 reaktifinin çözülmesiyle hazırlandı. 

10. Jel yıkama çözeltisi: 50 ml metanol, 10 ml asetik asit ve 40 ml su karıĢtırılarak elde 

edildi. 

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

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

çözeltiye %95‟lik 100 ml fosforik asit ilave edildi. Çözeltinin hacmi suyla 1L‟ye 

tamamlandı. 
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12. %0,04‟lük brom timol mavisi çözeltisi: 0,1 g indikatör 16 ml 0,01 M NaOH 

içerisinde çözüldü ve toplam hacim suyla 250 ml‟ye tamamlandı. 

 

Proteinlerin Kantitatif Tayininde Kullanılan Çözeltiler: 

 

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

çözeltiye % 95‟lik 100 ml fosforik asit ilave edildi. Çözeltinin hacmi saf su ile 1 litreye 

tamamlandı. 

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

mg standart serum albuminin 1 ml saf suda çözülmesiyle hazırlandı. 

ÇalıĢmalarımızda kullanılan ağır metallerin stok çözeltileri: 

1. 1mM AgNO3 hazırlamak için: 0,0845 AgNO3 alınıp 5ml saf su da çözüldü. Daha 

sonra bu çözeltiden 10µl alınıp 1000 kat seyreltildi. 

2. 2 mM Hg(NO3)2×H2O hazırlamak için: 0,00343 Hg(NO3)2×H2O alınıp 5ml saf suda 

çözüldü daha sonra bu çözeltiden 10µl alınıp 1mM a seyreltildi. 

3. 100 mM NiSO4 hazırlanmak için: 0,077g NiSO4 alınıp 5ml saf suda çözüldü. 

4. 100 Mm Zn(NO3)2 ×6H2O hazırlamak için: 0,148g Zn(NO3)2 ×6H2O alınıp 5ml saf 

suda çözüldü. 

5. 100 mM Cd(NO3)2 ×4H2O hazırlamak için: 0,154g Cd(NO3)2 ×4H2O alınıp 5 ml saf 

su da çözüldü. 

6. 1mM Pb(NO3)2 hazırlamak için: 0,0202 g Pb(NO3)2 alınıp 5ml saf su da çözüldü. 

Daha sonra bu çözeltiden 100µl alınıp 10ml ye tamamlandı. 
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3.2. Metod 

3.2.1. Tavuk karaciğeri sorbitol dehidrogenaz enziminin aktivitesinin ölçümü 

Fruktozun sorbitole dönüĢümlü olan reaksiyonunda NAD
+
„nin indirgenmesi ile oluĢan 

absorbans artıĢı 340 nm‟de üç dakikalık süreyle ölçüldü birer dakika arayla sonuçlar 

kaydedildi. Bunun için 1 ml‟lik kuvartz küvet içerisinde 50 mM Glisin/NaOH tamponu 

(pH=9,9), 10 mM sorbitol, 470 µM NAD
+
 ve enzim olacak Ģekilde hazırlandı (Lindstad 

et al. 1992). 340 nm‟de saf sudan oluĢan köre karĢı absorbans değerleri okundu.Aktivite 

hesaplamak için NADH‟ın milimolar ekstinksiyon katsayısı kullanıldı. sorbitol 

dehidrogenaz (SDH) nikotinamid adenin dinükleotid (NAD
+
)‟i, ortamda sorbitol 

olduğunda indirger. NADH‟ın oluĢmum miktarı SDH aktivitesine bağlı olup 340 

nm‟deki absorbans artıĢı ile ölçülebilir. Sorbitol dehidrogenaz aktivitesinin üniteleri 

dakika baĢına okside olan sorbitol‟un mikro molünü verir. 

Enzim ünitesi hesaplamak için aĢağıdaki denklem kullanıldı. 

 

EÜ/ml   : 1 ml‟deki enzim ünitesi 

ΔOD   : Bir dakikadaki absorbans değiĢimi 

6,22    : β-NADH „ın 340 nm‟deki milimolar ekstinksiyon katsayısı 

VT  : Ölçümün yapıldığı toplam küvet hacmi 

VE  : Ölçümün yapıldığı küvete ilave edilen enzim numunesinin hacmi 
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3.2.2. Tavuk karaciğeri sorbitol dehidrogenaz enziminin saflaĢtırılması 

3.2.2.a. Tavuk karaciğer dokusunun temini ve homojenat hazırlanması 

Deneyde kullanıdğımız tavuk karaciğeri taze olarak temin edildi. Dokudan kan ve diğer 

kirlilikleri uzaklaĢtırmak için % 0,09 luk NaCl çözeltisi ile yıkandı. Homojenatı 

hazırlamak izotonik NaCl ile yıkanan doku, küçük parçalara ayrıldı. Sonrasında havana 

konulan doku üzerine sıvı azot ilave edilip çok küçük parçalara ayrılana kadar havanda 

dövüldü. Sonra 2ml/g olacak Ģekilde üzerine 50mM Tris/HCl (2mM β-merkaptoetanol) 

(pH:7,6)  tamponu ile homojenize edildi. Elde edilen homojenat süzgeç kâğıdı 

kullanılarak süzme iĢlemine tabi tutuldu. Bu iĢlemden sonra süspansiyon 20 dakika 

13000 rpm‟de santrifüj edildi. Santrifüj sonrası çökelek atıldı, süpernatant bir sonraki 

saflaĢtırma basamağında kullanıldı. 

3.2.2.b. Amonyum sülfat çöktürmesi 

Yeteri kadar yüksek tuz konsantrasyonunda, bir protein bir çözeltiden hemen hemen 

kantitatif olarak çökeltilebilir; yani yüksek tuz konsantrasyonunda proteinlerin 

çözünürlüğü azalır ve hatta çökerler. Bu olaya salting-out adı verilir. Salting-out‟un 

fizikokimyasal prensibi oldukça komplekstir; yüksek tuz konsantrasyonunda 

hidratasyon suyu protein molekülünden uzaklaĢtırılır ve böylece çözünürlük azalır 

(Keha ve Küfrevioğlu 2007). 

Her bir protein farklı iyonik Ģiddette çökelme gösterdiğinden, bu yolla proteinler 

birbirlerinden ayrılabilirler. Salting-out sırasında proteinler denatüre olmazlar ve uygun 

bir ortamda tekrar çözelti fazına alınabilirler. Bu maksatla çoğunlukla suda iyi çözünüp, 

çok yüksek iyonik Ģiddet gösterebilen amonyum sülfat kullanılır (10 g suda yaklaĢık 

71,5 g (NH4)2SO4 çözünebilir (Keha ve Küfrevioğlu 2007). Çözündüğünde pH„yı 

değiĢtirmeyen tuzlara nötral tuz denir. Örneğin NaCl, suda çözündüğünde Na
+ 

hidroliz 
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olmaz ve ortamın pH„sını da değiĢtirmediğinden nötral bir tuzdur. (NH4)2SO4 ise 

normalde asidik bir tuzdur. Fakat amonyum sülfat, suda çok iyi çözünmesi ve ortamın 

pH „sını da fazla değiĢtirmemesi nedeniyle nötral tuz sınıfına alınmıĢtır. 

Tavuk karaciğerinden elde edilen SDH enzim homojenatı literatür taraması sonucu elde 

edilen bilgiler ıĢığında %0-35 ve %35-60 aralıklarında katı amonyum sülfat kullanarak 

çöktürmesi yapıldı (Karacaoğlan ve Özer 2005). Yine aynı literatürde sorbitol 

dehidrogenaz enziminin  %35-60 aralığında çöktüğünü bildiğimizden, birinci aralıkta 

20 dk 13000 rpm de santrifüj yapıldıktan sonra çökelek atılıp süpernatant ile tekrar 

amonyum sülfat çöktürmesi yapıldı.Tekrar 20dk 13000 rpm de santrifüj edildi. Daha 

sonra ikinci aralıkta süpernatant atılıp çökelek az miktarda pH: 7,6 olan Tris/HCl (2mM 

β-merkaptoetanol)  ile çözüldü. Bütün bu iĢlemler soğuk ortamda gerçekleĢtirildi.Ayrıca 

amonyum sülfat çöktürmesi boyunca her defasında bir önceki amonyum sülfatın 

çözünmesine dikkat edildi. Amonyum sülfatın homojenatta çözünme iĢlemi buz 

banyosunda manyetik karıĢtırıcı ile yapıldı. Katı amonyum sülfat miktarı aĢağıdaki 

formülden hesaplandı. 

g(NH4)SO4 =  

 

V Enzim çözeltisinin hacmi 

S1 1‟in kesri olarak çözeltideki amonyum sülfat doygunluğu 

S2  1‟in kesri olarak istenen amonyum sülfat doygunluğu 

 

3.2.2.c. Diyaliz 

Çökelek, az miktarda pH: 7,6 Tris/HCl (2mM β-merkaptoetanol) ile çözüldükten sonra 

2 saat boyunca aynı tampona karĢı diyaliz edildi. Diyaliz iĢlemi sonrasında homojenat 

diğer iĢlemlerde kullanılmak üzere diyaliz torbasından çıkarıldı. 
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3.2.2.d. Ultrasantrifüj 

Diyaliz iĢemine tabi tutuluan numune bu basamaktan sonra,içerisindeki çözünmeden 

kalan safsızlıkları uzaklaĢtırmak için, 100000 g de 1 saat süreyle santrifüj edildi. 

Çökelek kısmı atıldı. Süpernatant kısmı alınarak bir sonraki saflaĢtırma basamağında 

kullanıldı. 

3.2.2.e. DEAE-Sephadex iyon değiĢim kromatografisi 

ÇalıĢmamız için anyon değiĢtirici olarak kullanılan DEAE-Sephadex iyon değiĢim 

reçinesinin önce ĢiĢirilmesi gerekmektedir. Bu amaçla 100-120 ml yatak hacmi elde 

edebilmek için 5 g jel 100 ml destile suya konularak 80-90
0
C‟de 5 saat süre ile 

bekletilerek ĢiĢirildi. ġiĢirilmiĢ jel 0,5 N 100 ml soğuk HCl içinde 1 saat bekletildikten 

sonra 100 ml 0,5 N NaOH ile nötralize edildi. Jel materyalinden çözünmüĢ gaz vakum 

yardımıyla uzaklaĢtırılıp kolona doldurulduktan sonra 50mM Tris/HCltamponu 

(pH=7,9) ile dengelendi. Kolonun akıĢ hızı peristaltik pompa yardımıyla 15-20 

ml/saat‟e ayarlandı. Jel üzerindeki tampon seviyesi jel düzeyine indirilerek ultrasantrifüj 

sonrası elde edilen enzim çözeltisi pipet vasıtasıyla kolona tatbik edildi. Sorbitol 

dehidrogenaz enzimi DEAE-Sephadex kolon materyaline tutunmadığından, kolonu 

dengeleme iĢleminde kullanılan 50mM Tris/HCItamponu (pH=7,9) kullanılarak elüsyon 

iĢlemi yapıldı. Elüatlar, kolon akıĢ hızı 15 ml/saat‟e ayarlanarak yaklaĢık 3 ml‟lik 

hacimler halinde tüplere alındı. Her bir elüatın 340 nm‟de aktivitesine bakıldı, aktivite 

gösteren tüpler birleĢtirildi. BirleĢtirilen elüat çözeltileri, diyaliz torbasına yerleĢtirilerek 

iki saat süreyle 2mM β-merkaptoetanol içeren, 50Mm Tris/HCItamponu (pH=7,9)  karĢı 

diyaliz edildi.  
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3.2.2.f. Sephadex G-100 jel filtrasyon kromatografisi kolonunun hazırlanması 

tavuk karaciğeri SDH enziminin saflaĢtırılması ve tavuk karaciğeri SDH enziminin 

doğal halinin molekül kütlesinin tayini 

Kolon materyalı olarak kullanılan sephadex G-100 den 5 g alınıp 200 ml su da 90 
o
C de 

4 saat bekletilerek ĢiĢirildi. ġiĢirilmiĢ polimer materyalin içerisinde bulunan hava 

kabarcıkları su trombu kullanılarak vakumla alındı. ġiĢirilmiĢ ve havası uzaklaĢtırılmıĢ 

jel pH‟sı 7,5 olan 50 mM Tris/HCl tamponuyla dolu kolona aktarıldı ve paketlendi. 

Kolonu dengelemek için yine aynı tampon kullanıldı. Kolonun akıĢ hızı peristaltik 

pompayla 3 ml/saat‟e ayarlandı. Dengeleme tamponu kolondan uzun süre geçirilerek 

ilave edilen tampon ile alttan akan tamponun 280 nm‟de absorbansı ile pH değerinin 

aynı olduğu anda kolonun dengelendiği anlaĢıldı.  DengelenmiĢ kolona numunelerin 

tatbiki için kolonun üzerindeki kapalı sistem açıldı ve jelin üzerinde birikmiĢ tamponun 

emilmesi beklendi. Tampon oranı jel seviyesine indiğinde iyon değiĢim kolonundan 

elüe edilip 0,125 ml gliserol ile karıĢtırılan enzim numunesi jelin üzerine tatbik edildi. 

Numune tatbik edildikten sonra numunenin jel seviyesine inmesi beklendi ve daha sonra 

tampon ilave edildi. Stok tampon çözelti ile kapalı sistem oluĢturularak sabit hızla akıĢ 

sağlandı. Daha sonra altan elüatlar alınmaya baĢlandı ve alınan elüatlarda 340 nm 

absorbans değerlerine bakılıp absorbans değeleri sıfır olana kadar elüatlar alındı ve 

kaydedildi. 

Molekül kütlesi tayininde kullanılacak olan standart grafiği elde edebilmek için 

kolondan önce standart proteinler geçirildi. Standart olarak, blue dekstran; 2.000.000 

Da, β-amilaz; 200.000 Da, alkol dehidrogenaz; 150.000 Da, albumin; 66.000 Da 

standart proteinler ayrı ayrı kolona uygulandı. Sonra Tavuk karaciğerinden elde edilen 

enzim numunesi jel filtrasyon kolonuna uygulandı (Keha ve Küfrevioğlu 2005). 

Elüsyon hacmi için dengelenen kolonun, jel üzerindeki tampon çözeltisi jel seviyesine 

indirildi. Kolona her bir protein çözeltisinden 2 ml tatbik edildi. Kolona uygulanan 
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protein çözeltisi jel tarafından tamamen emildikten sonra kolonun üstü elüsyon 

tamponuyla (50 mMTris/HCl pH=7,5)doldurularak, elüatlar 1‟er ml olacak Ģekilde 

tüplere toplandı. Elüsyon tamponu kör olarak kullanıldı ve toplanan elüatların 280 

nm‟de absorbansları ölçülerek kaydedildi. Elüsyon iĢlemine 280 nm‟deki absorbans 

değerleri 0,05 oluncaya kadar devam edildi. 280 nm‟de absorbans gösteren tüplerde 

aktivite ölçümleri yapıldı. 280 nm‟de kalitatif ölçüm için alınan absorbans değerleri tüp 

sayısına karĢı grafiğe geçirildi. Daha sonra enzimin molekül kütlesini belirlemek için 

her bir protein için ayrı ayrı Kav değerleri ve Log MK değerleri hesaplandı. Log MK-Kav 

grafiği çizildi. Daha sonra tavukkaraciğeri sorbitol dehidrogenaz enzimi için Kav değeri 

belirlenerek grafik vasıtasıyla enzimin doğal halinin molekül kütlesi belirlendi. 

AĢağıdaki formül kullanılarak Kav değeri hesaplandı ve Log MK-Kav grafiği çizildi. 

 

Vo= Void hacim Ve= Elüsyon hacmi, Vt= Kolon yatak hacmi 

3.2.3. Optimum sıcaklık 

Bilindiği üzere enzimlerin aktiviteleri sıcaklıkla değiĢmektedir. Bazı sıcaklıklarda düĢük 

aktivite gösteren enzimler sıcaklığın belli bir değeri geçmesi ile enzimlerin üç boyutlu 

yapıları bozularak denatüre olabilirler. Belirli sıcaklıklarda maksimum aktivite gösteren 

enzimler için bu sıcaklık değeri o enzim için optimum sıcaklıktır. Bu çalıĢmada, 

optimum sıcaklık ölçülürken su banyosu istenilen sıcaklık değerlerine ayarlandı. 10‟ar 

o
C‟lik sıcaklık artıĢlarında aktivite değerleri ölçüldü ve enzimin maksimum aktivite 

gösterdiği sıcaklık değeri hesaplandı. 
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3.2.4. Optimum pH 

Çoğu enzimin aktivitesinin optimum olduğu bir pH değeri vardır.Bu değerin öncesinde 

ve sonrasında aktivite genelde düĢüktür. Bu çalıĢmada da tavuk karaciğeri SDH enzim 

aktivitesinin hangi pH da optimum olduğunu belirlemek için; 

pH:5,0 ile 8,0 arasında 0,5‟er birimlik artıĢla potasyum fosfat tamponu, 

pH:7,5 ile 9,0 arasında 0,5„er birimlik artıĢla Tris-HCl tamponu, 

pH: 9,0 ile 10,5 arasında 0,5„er birimlik artıĢla Glisin/NaOH tamponu hazırlandı. 

Hazırlanan tamponlar aktivite ölçümünde kullanılan tamponun yerine kullanıldı. Ve 

yapılan ölçümler sonucunda enzimin maksimum aktivite gösterdiği pH değeri 

hesaplandı. 

3.2.5. Bradford yöntemi ile kantitatif protein tayini 

Tavuk karaciğeri numunesinden hazırlanan homojenat, amonyum sülfat çöktürmesi, 

DEAE-Sephadex iyon değiĢim kromatografisi ve jel filtrasyon kromatografisi ile 

saflaĢtırılan enzim çözeltilerindeki kantitatif protein miktarı bu yöntemle belirlendi. 

Kullanılan Coomassie brillant blue G-250 negatif bir yüke sahiptir ve protein üzerindeki 

pozitif yüke bağlanır. Boyanın kırmızı (λmax=465 nm) ve mavi (λmax=595 nm) formu 

mevcuttur. Proteinin bağlanması, kırmızı formun mavi forma dönüĢümünü sağlar. Bu 

yöntemin bozucu faktörlere giriĢimi oldukça azdır ve hassasiyeti 1-100 µg arasındadır. 

Reaksiyon büyük oranda tekrarlanabilir ve hızlıdır renk stabilitesi 2 saat devam eder. 

(Bradford 1976). 

Bu metodla yapılan tayin için bir standart grafik çizilir.Bunun için 1 mg/ml olacak 

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

100 µl konuldu. Bütün tüplerin hacmi 0.1ml ye tamamlandı ve 5 ml Coomassie brillant 

blue G-250 çözeltisi eklenip vorteksle karıĢtırıldı. 10 dakika inkübe edildikten sonra 
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595 nm‟de 3 ml‟lik küvetlerde köre karĢı absorbans değerleri okundu. Kör olarak 0,1 ml 

enzim numunesinin içinde bulunduğu tampondan ve 5 ml coomassie brillant blue G-250 

çözeltisinden oluĢan karıĢım kullanıldı. Elde edilen sonuçlardan absorbans değerlerine 

karĢılık gelen µg protein değerleri standart grafik haline getirildi. 

Tüplere tavuk karaciğerinden elde edilen homojenattan ve yukarıda bahsedilen 

saflaĢtırma basamaklarından elde edilen enzim numunelerinden 0,1 er ml konularak 

üzerine 5‟er ml coomassie brillant blue G-250 reaktifi ilave edildi. Vorteks ile 

karıĢtırıldıktan sonra 10 dakika inkübasyona bırakıldı. Sonra 595 nm‟de absorbans 

değerleri okundu. Her bir numuneden üçer adet deneme yapılarak bu üç değerin 

aritmetik ortalamasından gerçek değer tespit edildi. Elde edilen bu değerlere göre 

standart grafikten yararlanılarak protein miktarları belirlendi. Bu metodla saflaĢtırılan 

enzim çözeltilerinde ve homojenatta protein tayini yapıldı. 

3.2.6. Kalitatif protein tayini 

Kalitatif protein tayini, proteinlerin yapısında bulunan aromatik gruplara sahip tirozin 

ve triptofan amino grup asitlerinin 280 nm‟de maksimum absorbans göstermesi esasına 

dayanan Warburg metodu olarak bilinen yolla gerçekleĢtirildi (Segel 1968). Sephadex 

G-150 jel filtrasyon kromatografisi iĢleminden sonra eĢit hacimde alınmıĢ olan bütün 

tüplerde kalitatif protein tayini yapıldı. Kuvarz küvetler kullanılarak spektrofotometrede 

absorbansları 280 nm‟de köre karĢı okundu. 

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

saflığının kontrolü 

Laemmli metoduna göre saflaĢtırılan enzim %3-8 kesikli sodyum dodesilsülfat 

poliakrilamid jel elektroforezi (SDS-PAGE) göre yapılarak enzimin saflık derecesi 

kontrol edildi (Laemmli 1970). Jelde çıkabilecek herhangi bir safsızlığa karĢın 
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elektroforez plakaları saf su ve alkolle yıkandı. SabitleĢtirilen plakalar, içerisinde 

sızdırmayı önleyen sünger ihtiva eden jel hazırlama kabinine konuldu. Önce ayırma jeli 

hazırlandı ve enjektörle plakaların arasına üst kesimde 0,5 cm kalıncaya kadar 

dolduruldu. Ġki saat jelin donması beklendi. Ayırma jelinin katılaĢtığından emin 

olunduktan sonra yığma jeli hazırlandı. Jelin üst kısmındaki boĢluğa dolduruldu ve 

numune kuyucuklarının oluĢması için tarak dikkatlice yerleĢtirildi. Yığma jeli 

katılaĢtıktan sonra tarak dikkatlice çıkartılarak numune kuyuları belirlendi. Önce saf su, 

sonra da yürütme tamponuyla yıkandı ve jel plakalarla birlikte elektroforez tankına 

yerleĢtirildi. Elektroforez tankının alt ve üst kısmına yürütme tamponu dolduruldu. 

Enzim örnekleri yaklaĢık 20 µg protein olacak Ģekilde hazırlandı. Toplam hacim 50 µl 

olacak Ģekilde 1/1 oranında numune tamponu katıldı. Üç dakika kaynar su banyosunda 

inkübe edildi. Elektroforez tankı kapatılarak alt tarafından (+) anot, üst taraftan ise (-) 

katot yerleĢtirildi. Önce 40 voltta 20 dakika yürütüldü ve örnek ayırma jeline kadar 

gelip yığıldı. Sonra akım 80 volt‟a çıkartılarak numunelerin jelin alt sınırına gelmesine 

kadar yürütüldü. Numunelerin takip edilmesi, numune tamponuna katılan brom timol 

mavisi yardımıyla anlaĢıldı. Yürütme iĢlemi bittikten sonra akım kesilerek plakalar 

arasındaki jel dikkatlice çıkarıldı ve sabitleĢtirme çözeltisine konuldu. SabitleĢtirme 

çözeltisinde 20 dakika bekletilen jel, çıkarılarak boyama çözeltisine konuldu ve 

çalkalayıcı üzerinde 2 saat bekletildi. Jel boyandıktan sonra çıkarılarak yıkama 

çözeltisine konuldu. Rengi açılıp, protein bantları belirginleĢinceye kadar çalkalayıcı 

üzerinde yıkanan jel çıkarılarak fotoğrafı çekildi. 

Ayırma jeli hazırlarken: 3,75 ml 1M Tris-HCl (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 karıĢtırıldı. 

Yığma jeli hazırlarken: 0,31 ml 1 M Tris-HCl (pH=6,8), 0,3325 ml  %30 Akrilamid-

%0,8 bisakrilamid, 0,025 ml %10‟luk SDS, 0,025 ml  %5‟lik TEMED, 0,05 ml %1,5‟lik 
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PER ve 1,84 ml saf su karıĢtırıldı. PER çözeltisi taze hazırlandı ve karıĢtırıldığında 

hemen döküldü. 

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

enzimin molekül kütlesi tayini 

Molekül kütlesi tayininde standart protein olarak; domuz myosin (200 kDa), E.colimy 

β-galaktosidaz (116 kDa), fosforilaz (97,4 kDa), sığır serum albumini (66 kDa), 

ovalbumin (45 kDa), sığır eritrosit karbonik anhidrazı (29 kDa) kullanıldı. Elektroforez 

iĢleminden sonra standart proteinlerin Rf değerleri hesaplanarak log MK-Rf standart 

grafiği çizildi. Daha sonra tavuk karaciğerinden elde edilen SDH enzimi için Rf değeri 

hesaplandı ve standart grafikte yerine konularak SDH enziminin log MK‟sı belirlendi. 

Bu değerin antilogaritması alınarak numunenin molekül kütlesi belirlendi. 

Proteinlerin Rf değerleri; 

 

Formülü kullanılarak belirlendi.Xe= Proteinin yürüme mesafesi, Xboya= Boyanın yürüme 

mesafesi 

3.2.9. Tavuk karaciğeri sorbitol dehidrogenaz enziminin aktivitesi üzerine bazı 

ağır metallerin etkilerinin belirlenmesi 

Tavuk karaciğeri sorbitol dehidrogenaz enzim aktivitesi üzerine bazı ağır metallerin 

etkilerini belirlemek amacıyla küvet ortamına değiĢik konsantrasyonlarda ağırmetal 

çözeltisi ilave edilerek aktivite değerleri okundu. Kullanılan ağırmetalin farklı 

konsantrasyonlarını oluĢturmak için stok çözeltiler seyreltildi. 
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3.2.10. Ġnhibitör etkisi gösteren ilaçlar için IC50 ve Ki değerlerinin belirlenmesine 

ait çalıĢmalar 

Ġnhibitör çalıĢmalarıyla ilgili farklı inhibitör konsantrasyonunda aktivite ölçümü 

yapılarak inhibitör etkisi gösteren ağır metaller belirlendi. Bu metallerden inhibisyon 

etkisi yüksek olanların %Aktivite-[I] olarak grafikleri çizildi, eğrinin denkleminden IC50 

değerleri hesaplandı. 

IC50 değerleri hesaplanan bazı ağır metallerin Ki değerlerini belirlemek amacıyla, tavuk 

karaciğeri sorbitol dehidrogenaz enzim aktivitesini yarıya düĢüren metal çözeltisi 

konsantrasyonunaltında ve üstünde iki değer belirlendi. Bu sabit metal 

konsantrasyonlarında uygun beĢ substrat konsantrasyonu ile aktivite ölçümleri yapıldı. 

ÇalıĢmalarda uygun beĢ farklı substrat konsantrasyonu stok çözelti kullanılarak ön 

deneme ile belirlendi. Elde edilen değerler ile her bir inhibitör için Lineweaver-Burk 

grafikleri çizildi. 

Çizelge 3.1. Tavuk karaciğeri sorbitol dehidrogenaz enzimi üzerinde KurĢun'un IC50 değerinin 

belirlenmesinde kullanılan çözeltilerin miktarları ve bunlara karĢılık gelen inhibitör 

konsantrasyonları 
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530 250 100 100 0 50 20 10 470 0 1 

525 250 100 100 5 50 20 10 470 0,005 1 

520 250 100 100 10 50 20 10 470 0,01 1 

515 250 100 100 15 50 20 10 470 0,015 1 

510 250 100 100 20 50 20 10 470 0,02 1 

500 250 100 100 30 50 20 10 470 0,03 1 
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Çizelge 3.2. Tavuk karaciğeri sorbitol dehidrogenaz enzimi üzerindeKadmiyum'un IC50 

değerinin belirlenmesinde kullanılan çözeltilerin miktarları ve bunlara karĢılık gelen inhibitör 

konsantrasyonları. 
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530 250 100 100 0 50 20 10 470 0 1 

525 250 100 100 5 50 20 10 470 0,0005 1 

510 250 100 100 20 50 20 10 470 0,002 1 

460 250 100 100 70 50 20 10 470 0,007 1 

430 250 100 100 100 50 20 10 470 0,01 1 

405 250 100 100 125 50 20 10 470 0,0125 1 

 

Çizelge 3.3. Tavuk karaciğeri sorbitol dehidrogenaz enzimi üzerindeNikel'inIC50 değerinin 

belirlenmesinde kullanılan çözeltilerin miktarları ve bunlara karĢılık gelen inhibitör 

konsantrasyonları 

S
a
f 

su
(µ

l)
 

T
a
m

p
o
n

 

G
li

si
n

/N
a
O

H
 

p
H

=
9
,9

(µ
l)

 

S
o
rb

it
o
l(

µ
l)

 

N
A

D
+
(µ

l)
 

Ġn
h

ib
it

ö
rH

a
cm

i(
µ

l)
 

K
ü

v
et

te
k

i 
T

a
m

p
o
n

 

K
o
n

sa
n

tr
a
sy

o
n

(m
M

) E
n

zi
m

(µ
l)

 

K
ü

v
et

te
k

i 
S

o
rb

it
o
l 

K
o
n

sa
n

tr
a
sy

o
n

u
 

(m
M

) 

K
ü

v
et

te
k

i 
 N

A
D

+
 

K
o
n

sa
n

tr
a
sy

o
n

u
 

(µ
M

) 

K
ü

v
et

te
k

i 
Ġn

h
ib

it
ö
r 

K
o
n

sa
n

tr
a
sy

o
n

u
 

(m
M

) 
T

o
p

la
m

 H
a
ci

m
 (

m
l)

 

530 250 100 100 0 50 20 10 470 0 1 

480 250 100 100 50 50 20 10 470 5 1 

330 250 100 100 200 50 20 10 470 20 1 

175 250 100 100 355 50 20 10 470 35,5 1 

165 250 100 100 365 50 20 10 470 36,5 1 

30 250 100 100 500 50 20 10 470 50 1 
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Çizelge 3.4. Tavuk karaciğeri sorbitol dehidrogenaz enzimi üzerindeGümüĢ'ün IC50 değerinin 

belirlenmesinde kullanılan çözeltilerin miktarları ve bunlara karĢılık gelen inhibitör 

konsantrasyonları 
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515 250 100 100 15 50 20 10 470 0,015 1 

510 250 100 100 20 50 20 10 470 0,02 1 

500 250 100 100 30 50 20 10 470 0,03 1 

480 250 100 100 50 50 20 10 470 0,05 1 

 

Çizelge 3.5. Tavuk karaciğeri sorbitol dehidrogenaz enzimi üzerindeCiva'nın IC50 değerinin 

belirlenmesinde kullanılan çözeltilerin miktarları ve bunlara karĢılık gelen inhibitör 

konsantrasyonları 
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530 250 100 100 0 50 20 10 470 0 1 

525 250 100 100 5 50 20 10 470 0,005 1 

520 250 100 100 10 50 20 10 470 0,01 1 

515 250 100 100 15 50 20 10 470 0,015 1 

510 250 100 100 20 50 20 10 470 0,02 1 

500 250 100 100 30 50 20 10 470 0,03 1 
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Çizelge 3.6. Tavuk karaciğeri sorbitol dehidrogenaz enzimi üzerinde Çinko'nun IC50 değerinin 

belirlenmesinde kullanılan çözeltilerin miktarları ve bunlara karĢılık gelen inhibitör 

konsantrasyonları 
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530 250 100 100 0 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 

430 250 100 100 100 50 20 10 470 10 1 

 

Çizelge 3.7. Tavuk karaciğeri sorbitol dehidrogenaz enzimi üzerinde KurĢun'nun Ki değerlerinin 

belirlenmesinde kullanılan çözeltilerin miktarları ve bunlara karĢılık gelen substrat ve inhibitör 

konsantrasyonları 
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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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Çizelge 3.7 (Devam) 

595 250 25 100 20 10 0,01 2,5 1 

585 250 35 100 20 10 0,01 3,5 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 3,5 1 

570 250 45 100 20 15 0,015 4,5 1 

 

Çizelge 3.8. Tavuk karaciğeri sorbitol dehidrogenaz enzimi üzerinde Çinko'nun Ki değerlerinin 

belirlenmesinde kullanılan çözeltilerin miktarları ve bunlara karĢılık gelen substrat ve inhibitör 

konsantrasyonları 
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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 

605 250 5 100 20 20 2 0,5 1 

595 250 15 100 20 20 2 1,5 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 4,5 1 

565 250 5 100 20 60 6 0,5 1 

555 250 15 100 20 60 6 1,5 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 4,5 1 

525 250 5 100 20 100 10 0,5 1 

515 250 15 100 20 100 10 1,5 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 4,5 1 
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Çizelge 3.9. Tavuk karaciğeri sorbitol dehidrogenaz enzimi üzerinde Cıva'nın Ki değerlerinin 

belirlenmesinde kullanılan çözeltilerin miktarları ve bunlara karĢılık gelen substrat ve inhibitör 

konsantrasyonları 
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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 0,5 0,5 1 

610 250 15 100 20 5 0,5 1,5 1 

600 250 25 100 20 5 0,5 2,5 1 

590 250 35 100 20 5 0,5 3,5 1 

580 250 45 100 20 5 0,5 4,5 1 

610 250 5 100 20 15 1,5 0,5 1 

600 250 15 100 20 15 1,5 1,5 1 

590 250 25 100 20 15 1,5 2,5 1 

580 250 35 100 20 15 1,5 3,5 1 

570 250 45 100 20 15 1,5 4,5 1 

595 250 5 100 20 30 3 0,5 1 

585 250 15 100 20 30 3 1,5 1 

575 250 25 100 20 30 3 2,5 1 

565 250 35 100 20 30 3 3,5 1 

555 250 45 100 20 30 3 4,5 1 
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4. ARAġTIRMA BULGULARI 

4.1. Kantitatif Protein Tayini Ġçin Kullanılan Standart Grafik 

Deneysel çalıĢmalar sonucu elde ettiğimiz enzim çözeltisindeki kantitatif protein 

miktarı Bradford yöntemi ile belirlendi. Standart grafik hazırlandı. Ham homojenat, 

amonyum sülfat çöktürmesi, DEAE-Sephadex ve iyon değiĢim kromatografisi sonucu 

elde edilen enzim çözeltilerindeki kantitatif protein tayini bu standart grafikten 

faydalanılarak bulundu. Standart çözeltilerin µg proteine karĢılık gelen absorbans 

değerleri ġekil 4.1‟de gösterildi. 

 

ġekil 4.1. Bradford yöntemiyle proteinlerin kantitatif tayininde kullanılan standart 

grafik 
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4.2. Tavuk Karaciğeri Sorbitol Dehidrogenaz Enziminin SaflaĢtırma Sonuçları 

4.2.1. Tavuk karaciğeri sorbitol dehidrogenaz enziminin DEAE-Sephadex iyon 

değiĢim kromatografisi ile saflaĢtırılması sonuçları 

Enzim amonyum sülfat çöktürmesi ve diyaliz iĢeminden sonra, anyon değiĢtirici DEAE-

Sephadex iyon değiĢim reçinesi ile elüe edildi. Elüat çözeltileri ve kolona tatbik edilen 

numune için Bradford metoduyla kantitatif protein tayini ve aktivite tayinleri yapılarak 

spesifik aktiviteler hesaplandı, saflaĢtırma oranları belirlendi, bu oranlar Çizelge.4.1. de 

verildi. 

4.2.2. Tavuk karaciğeri sorbitol dehidrogenaz enziminin jel filtrasyon (sephadex 

G-100)kromatografisi ile saflaĢtırma sonuçları. 

Amonyum sülfat çöktürmesi, diyaliz sonrası ve DEAE Sephadex iyon değiĢim 

kromotografisisonrası enzim jel filtrasyon kolonuna tatbik edildi. Elüat çözeltileri ve 

kolona tatbik edilen numune için Bradford metoduyla kantitatif protein tayini ve aktivite 

tayinleri yapılarak spesifik aktiviteler hesaplandı, saflaĢtırma oranları belirlendi, bu 

oranlar Çizelge 4.1‟de verildi. 
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Çizelge 4.1.Tavuk karaciğeri sorbitol dehidrogenaz enziminin saflaĢtırma basamakları 
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Homojenat 0,468 29 39,5 1145,5 13,572 0,0118 1 100 

(NH4)2SO4 

çöktürmesi ve diyaliz 

0,571 8,5 29,6 251,6 4,85 0,0193 1,64 35,7 

DEAE-Sephadex A-

50 

0,300 14 0,372 5,208 4,2 0,806 68,3 30,98 

Jel Filtrasyon 

(Sephadex G-100) 

0,198 2,5 0,063 0,157 0,495 3,152 

 

266,95 3,65 

4.2.3. Tavuk karaciğeri sdh enziminin aktif formunun molekül kütlesinin sephadex 

G-100 jel filtrasyon kromatografisi ile belirlenmesine ait sonuçları 

Tavuk karaciğeri SDH enziminin aktif formunun molekül kütlesi jel filtrasyon 

kromatografisi yöntemi ile belirlendi. Bu iĢlem esnasında; kolonun void hacmini 

belirlemek için kolondan önceBlue dextran (2000 kDa) proteini geçirildi. Daha sonra β-

amilaz (200 kDa), alkol dehidrogenaz (150 kDa), albumin (66 kDa) ve karbonik 

anhidraz (29 kDa) standart proteinleri sırasıyla kolona uygulandı. Her proteinin elüsyon 

hacmi 280 nm'de köre karĢı absorbans okunarak belirlendi (ġekil 4.2.)Daha sonra log 

MK-Kav grafiği çizilerek, SDH enziminin aktif formunun molekül kütlesi tespit edildi 

(ġekil 4.3). 
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ġekil 4.2. Tavuk karaciğeri SDH enziminin aktif formunun molekül kütlesinin tayini 

için kullanılan jel filtrasyon kromatografisi grafiği 

 

ġekil 4.3. Tavuk karaciğeri SDH enziminin aktif formunun molekül kütlesi tayini için Sephadex 

G-100 kolon materyali kullanılarak yapılan jel filtrasyon kromatografisi sonucu elde edilen 

standart grafik (SDH için Kav=0,1428) 
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4.3. Tavuk Karaciğeri Sorbitol Dehidrogenaz Enziminin SDS-PAGE ile Saflık 

Kontrolü 

Tavuk karaciğerinden elde edilen sorbitol dehidrogenaz enzimi numunelerinin, 

homojenat, amonyum sülfat çökeleği, DEAE-Sephadex iyon değiĢimve jelfiltrasyon 

kromatografisinden elde edilen elüatlardaki enzimlerin saflığını kontrol etmek için 

kesikli SDS-PAGE yöntemi kullanıldı. Bu amaçla elektroforez sistemi kurularak enzim 

numuneleri sırayla kuyulara uygulandı ve yürütüldü. Elde edilen bantları gösteren 

fotoğraf aĢağıdaki Ģekildegösterildi. Tavukkaraciğerinden saflaĢtırılan sorbitol 

dehidrogenaz enziminin molekül kütlesi log MK-Rf grafiği çizilerek bu grafikten 

hesaplandı. 

 

ġekil 4.4. SaflaĢtırma sonucu elde edilen SDS-PAGE fotoğrafı 
(4.standart proteinler: domuz myosin (200 kDa), E.colimy β-galaktosidaz (116 kDa), fosforilaz (97,4 

kDa), sığır serum albumini (66 kDa), ovalbumin (45 kDa), sığır eritrosit karbonik anhidrazı (29 kDa) 

1.DEAE-sephadex,2 ve 3.sephadex G-100) 
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ġekil 4.5. SDS-poliakrilamid jel elektroforezi yöntemiyle tavuk karaciğeri SDH 

enziminin molekül kütlesi tayininde kullanılan standart grafik  
(SDH için Rf=0,454) 

4.4. Tavuk  Karaciğeri  Sorbitol  Dehidrogenaz  Enziminin  Optimum  pH 

ÇalıĢmalarına Ait Bulgular 

Tavuk karaciğeri sorbitol dehidrogenaz enzimi için optimum pH çalıĢması bölüm 

3,2,4'de anlatıldığı Ģekilde, pH5,0-8,0 aralığında 0,2 M potasyum fosfat, pH 7,5-9,0 0,2 

M Tris/HCl tamponu ve pH 9,0-10,5 0,2 M Glisin/NaOH tampon çözeltileri 

kullanılarak gerçekleĢtirildi.  Tavuk karaciğeri sorbitol dehidrogenaz enzimi için 

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

Çizelge 4.2. 0,2 M Tris/HCltamponunun farklı pH'larda tavuk karaciğeri 

sorbitoldehidrogenaz enzimi aktivitesine etkisi 

pH Aktivite(EÜ/ml) 

7,5 0.466 

8,0 0.495 

8,5 0.509 

9,0 0.603 
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Çizelge 4.3. 0,2 M Glisin/NaOH tamponunun farklı pH larda tavuk karaciğeri sorbitol 

dehidrogenaz enzimi aktivitesine etkisi 

pH Aktivite(Eü/ml) 

9,0 0.981 

9,5 0.908 

10,0 0.780 

10,5 0.771  

Çizelge 4.4. 0,2 M potasyum fosfat tamponunun farklı pH'larda tavuk karaciğeri 

sorbitol dehidrogenaz enzimi aktivitesine etkisi 

pH Aktivite (EÜ/ml) 

5,0 0.385 

5,5 0.458 

6,0 0.281 

6,5 0.297 

7,0 0.362 

7,5 0.490 

8,0 0.506 
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ġekil 4.6. Tavuk karaciğeri sorbitol dehidrogenaz enzimi için Optimum pH grafiği 
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4.4. Tavuk Karaciğeri Sorbitol Dehidrogenaz Enziminin  Optimum Sıcaklık 

ÇalıĢmalarına Ait Bulgular 

Tavuk karaciğeri sorbitol dehidrogenaz enziminin optimum sıcaklığını belirlemek 

amacıyla dijital su banyosu kullanılarak 20
o
C ile 80

o
C arasında 10

o
C sıcaklık farkı 

oluĢturularak, enzimin optimum pH'sında spektrofotometrik ölçümler gerçekleĢtirildi. 

Tavuk karaciğeri sorbitol dehidrogenaz enzimi için optimum sıcaklık 50
o
C olak 

belirlendi(ġekil 4.7, Çizelge 4.5). 

Çizelge 4.5. Tavuk karaciğeri sorbitol dehidrogenaz enzimi için Optimum sıcaklık 

belirleme sonuçları 

Sıcaklık 
o
C Aktivite(EÜ/ml) 

30 0,745 

40 0,882 

50 1,224 

60 0,346 

70 0,318 

80 0,128 
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ġekil 4.7. Tavuk karaciğeri sorbitol dehidrogenaz enziminin optimum sıcaklık grafiği 
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4.5. Tavuk Karaciğeri Sorbitol Dehidrogenaz Enzim Aktivitesi Üzerine Bazı 

Ağırmetallerin Etkilerine Ait Sonuçların Belirlenmesi 

Tavuk karaciğeri sorbitol dehidrogenaz enzim aktivitesi üzerine ağır metallerin 

etkilerini incelemek amacı ile farklı konsantarsyonlarda farklı metal çözeltileri 

hazırlandı ve enzim aktivitesi üzerine inhibisyon etkileri incelendi. Enzim aktivitesini 

yarıya düĢüren metal konsantrasyonlarını belirlemek için metallerin farklı 

konsantrasyonlarına karĢı % aktivite grafikleri çizilerek IC50 değerleri belirlendi 

(Çizelge 4.6-4.11, ġekil 4.8-4.13). 

Çizelge 4.6. Tavuk karaciğeri sorbitol dehidrogenaz enzimi aktivitesi üzerine farklı 

konsantrasyonlarda kurĢuniyonunun etkisi 

%Aktivite(Eü/ml) Ġnhibitör (mM) 

100 0,0 

80,5 0,005 

70,87 0,01 

51,5 0,015 

35,5 0,02 

12,8 0,03 

Çizelge 4.7. Tavuk karaciğeri sorbitol dehidrogenaz enzimi aktivitesi üzerine farklı 

konsantrasyonlarda Kadmiyum iyonunun  etkisi 

%Aktivite(Eü/ml) Ġnhibitör (mM) 

100 0,0 

86,45 0,0005 

72,9 0,002 

53,6 0,007 

34,84 0,01 

19,03 0,0125 

 
 



70 

 

 

 

 

Çizelge 4.8. Tavuk karaciğeri sorbitol dehidrogenaz enzimi aktivitesi üzerine farklı 

konsantrasyonlarda Nikel iyonununetkisi 

%Aktivite(Eü/ml) Ġnhibitör (mM) 

100 0,0 

79,7 5,0 

66,14 20,0 

50,88 35,5 

30,4 36,5 

20,3 50,0 
 

Çizelge 4.9. Tavuk karaciğeri sorbitol dehidrogenaz enzimi aktivitesi üzerine farklı 

konsantrasyonlarda GümüĢ iyonunun etkisi 

%Aktivite(Eü/ml) Ġnhibitör (mM) 

100 0,0 

89,2 0,01 

58,12 0,015 

47,21 0,02 

40,37 0,03 

11,48 0,05 

 

Çizelge 4.10. Tavuk karaciğeri sorbitol dehidrogenaz enzimi aktivitesi üzerine farklı 

konsantrasyonlarda Civa iyonunun etkisi 

%Aktivite(Eü/ml) Ġnhibitör (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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Çizelge 4.11. Tavuk karaciğeri sorbitol dehidrogenaz enzimi aktivitesi üzerine farklı 

konsantrasyonlarda Çinko iyonunun  etkisi 

%Aktivite(Eü/ml) Ġnhibitör (mM) 

100 0,0 

69,5 2,0 

64,43 5,0 

49,5 6,0 

46,4 8,0 

39,2 10,0 
 

 

ġekil 4.8. Tavuk karaciğeri sorbitol dehidrogenaz aktivitesi üzerine 5 farklı Pb
+2

 

konsantrasyonunda elde edilen %Aktivite-[Pb
+2

] grafiği 
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ġekil 4.9. Tavuk karaciğeri sorbitol dehidrogenaz aktivitesi üzerine 5 farklı Cd
+2

 

konsantrasyonunda elde edilen %Aktivite-[Cd
+2

] grafiği 

 

ġekil 4.10. Tavuk karaciğeri sorbitol dehidrogenaz aktivitesi üzerine 5 farklı Ni
+2

 

konsantrasyonunda elde edilen %Aktivite-[Ni
+2

] grafiği 
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ġekil 4.11. Tavuk karaciğeri sorbitol dehidrogenaz aktivitesi üzerine 5 farklı 

Ag
+
konsantrasyonunda elde edilen %Aktivite-[Ag

+
] grafiği 

 

ġekil 4.12. Tavuk karaciğeri sorbitol dehidrogenaz aktivitesi üzerine 5 farklı Hg
+2 

konsantrasyonunda elde edilen %Aktivite-[Hg
+2

] grafiği 
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ġekil 4.13. Tavuk karaciğeri sorbitol dehidrogenaz aktivitesi üzerine 5 farklı Zn
+2 

konsantrasyonunda elde edilen %Aktivite-[Zn
+2

] grafiği 

Çizelge 4.12. Tavuk karaciğeri sorbitol dehidrogenaz enzim aktivitesi üzerine metal 

iyonları ile yapılan çalıĢmalar sonucunda elde edilen IC50değerleri 

Ağırmetaller  IC50 (mM) 

Cd(NO3)2x4H2O          0,006 

Pb(NO3)2          0,012 

Hg(NO3)2xH2O           0,013 

Ag(NO3)          0,018 

Zn(NO3)2x6H2O          7,07 

NiSO4          35 

 

4.6. Tavuk Karaciğeri Sorbitol Dehidrogenaz Enzimi Üzerine Ġnhibitör Etkisi 

Gösteren Bazı ağırmetaller Ġçin Ki Değerlerinin Belirlenmesine Ait ÇalıĢmaların 

Sonuçları 

Tavuk karaciğeri SDH enzimi aktivitesi üzerine önemli oranda inhibisyon etkisi 

gösteren Pb(NO3)2, Hg(NO3)2xH2O, Zn(NO3)2x6H2O metallerinin Ki değerlerini 
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belirlemek için sabit 3 uygun metal iyonu konsantrasyonu ve 5 farklı substrat 

konsantrasyonunda aktivite değerleri ölçüldü. Elde edilen bu değerlerden lineweaver-

burk grafikleri çizildi ve Ki değerleri hesaplandı.  
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ġekil 4.14. Tavuk karaciğeri sorbitol dehidrogenaz aktivitesi üzerine kurĢun iyonunun 

etkisi 
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ġekil 4.15. Tavuk karaciğeri SDH enzimi üzerine çinkoiyonunun etkisi 
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ġekil 4.16. Tavuk karaciğeri SDH enzimi üzerine civa iyonunun etkisi 

Çizelge 4.13. Tavuk karaciğeri sorbitol dehidrogenaz enzimi için bulunan Ki değerleri 

ve inhibisyon tipleri 

 
IC50 

(mM) 

[I] 

(mM) 

Ki 

(mM) 

Ortalama Ki 

(mM) 

 

Ġnhibisyon tipi 

Pb(NO3)2 0,006 

0,005 0,0124 

0,18033±0,04879 

 

YarıĢmasız 0,01 0.0209 

0,015 0,0208 

Hg(NO3)2xH2O 0,013 

0,005 0,0038 

0,07033±0,00287 

 

YarıĢmasız 0,015 0,0093 

0,03 0,008 

 
IC50 

( mM) 

[I] 

(mM) 

Ki 

(mM) 

Ortalama 

Ki 

 

Ki' 

(mM) 

Ortalama 

Ki' 

Ġnhibisyon 

tipi 

Zn(NO3)2x6H2O 7,07 

2 2,079 

2,112±0,037 

16,66  

16,013±1,043 

 

KarıĢık tip 6 2,152 16,57 

10 2,105 14,81 
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5. TARTIġMA ve SONUÇ 

Poliol yolu, glukozu sorbitole dönüĢtüren aldoz redüktaz ve sorbitolü fruktoza 

dönüĢtüren sorbitol dehidrogenaz enzimlerini içeren ve hiperglisemi durumunda 

aktifleĢerek retinopati, nöropati, nefropati, ateroskleroz gibi diabetik komplikasyonların 

geliĢiminde rol oynayan önemli bir metabolik yoldur (Kinoshita and Nishimura 1988; 

The Diabetes Control and Complication Trials Group 1993). 

Sorbitol yolu lens, beyin, sinirler, eritrosit, böbrek, karaciğer, pankreas adacıkları, aorta 

ve kapiller damarlarda etkindir. Bu dokular hücreye glukoz giriĢi yönünden ortak 

özelliğe sahiptirler; glukoz bu dokulardaki hücrelere insülinden bağımsız olarak 

girebilmekte, hücre içi glukoz konsantrasyonu doğrudan doğruya kan glukoz 

konsantrasyonuna bağlı olarak değiĢmektedir. 

Diyabet, günümüzde çok sık görülen bir metabolik hastalıktır. Dünyada 180 milyondan 

fazla insanı etkileyen diyabet, Türkiye‟de ve dünyada ölüm nedenleri arasında üçüncü 

sırayı alan önemli bir sağlık sorunudur. Hiperglisemi poliol yolu gibi bazı metabolik 

yolların aktivitesini artırır. Bu metabolik yolların aktivasyonu sonucu oluĢan oksidatif 

stres endotel fonksiyon bozukluklarına yol açmakta ve bunun sonucunda pek çok 

vasküler komplikasyon oluĢmaktadır. (UKPDS Research Group 1998; Temelkova-

Kurktschiev et al. 2000). Lens, retina, beyin, sinirler, eritrosit, böbrek, karaciğer, 

pankreas adacıkları, aort, kapiller damarlarda hücrelere glukoz giriĢi için insüline gerek 

olmadığından, kontrol edilmemiĢ diabet gibi hiperglisemi durumlarında büyük 

miktarlarda glukoz bu hücrelerin içine girebilir. ArtmıĢ glukoz konsantrasyonu ve 

yeterli NADPH varlığında, aldoz redüktaz fazla miktarda sorbitol sentezlenmesine 

neden olur. Sorbitol glukoz gibi membranları kolayca geçemez ve hücre içinde 

hapsolur. Sorbitol dehidrogenaz enziminin yok olduğu veya az olduğu retina, böbrek ve 

sinir hücrelerinde bu artıĢ çoktur. Sonuçta sorbitol bu hücrelerde birikir, su çekerek 

hücre ĢiĢmesine neden olur. Diabette görülen katarakt oluĢumu, nöropati, nefropati ve 
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retinopatiye yol açan damarsal sorunlar bu duruma bağlanabilir (Champe and Harvey 

1997). 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

ġekil 5.1. Oksidatif stres ve sorbitol yolu arasındaki iliĢki (Alım ve Beydemir 2012) 

Hiperglisemi durumunda aktivitesi artan poliol yolu ile kornea, böbrek, kalp gibi çeĢitli 

dokularda ortaya çıkan diabetik komplikasyonlar arasındaki iliĢkiyi açıklamak için 

araĢtırmacılar, bu yolun enzimleri olan aldoz redüktaz ve sorbitol dehidrogenaz 

enzimleri üzerinde çok sayıda çalıĢma yapmıĢlar ve bazı araĢtırmacılar bu enzimlerin 

gen polimorfizmleri ile diabetik komplikasyonlar arasındaki iliĢkiyi araĢtırmıĢlardır 

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

NOx 

Hiperglisemi 

 
Glukoz     
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Bilindiği üzere enzimlerin saflaĢtırılması iĢlemi pek de kolay olmayan bir süreçtir. 

Protein yapısındaki makromoleküller olarak bilinen enzimler Ģartların varyasyonlarına 

göre oldukça hassastırlar. Dolayısıyla enzimlerin aktviteleri üzerine pek çok parametre 

etkin olabilmektedir. Bunlar genel olarak: pH, sıcaklık, enzim ve substrat 

konsantrasyonları, iyonik Ģiddet, allosterik etkiler, hormonlar aktivatör ve inhibitörlerin 

varlığı Ģeklinde sıralanabilir.  

Sorbitol dehidrogenaz enzimi birçok dokudan saflaĢtırılmıĢ ve karakterize edilmiĢtir. 

Sorbitol dehidrogenaz enzimini memeli dokularından saflaĢtırmak oldukça güç 

olmuĢtur. Bunun sebebi sorbitol dehidrogenazın kararsız bir enzim olması ve 

stabilitesinin olmamasıdır. Enzimin bu özelliği saflaĢtırma iĢleminin yapıldığı pek çok 

çalıĢmada gözlemlenmiĢtir (Smith 1962; Rehg and Torack 1977; O‟Brien et al. 1982; 

Karacaoğlan and Özer 2005). 

Enzimlerin, bazı bileĢikler tarafından hem invivo hem de invitro olarak aktivitelerinin 

azaltılması ve hatta yok edilmesi olayına inhibisyon adı verilir. Buna sebep olan 

bileĢiklere de inhibitör denilir. Ġnhibitörler, genellikle küçük molekül kütlesine sahip 

bileĢik veya iyonlardır.  

Enzimatik aktivitenin inhibisyonu, biyolojik sistemlerde baĢlı baĢına bir kontrol 

mekanizması oluĢturur. Bu yüzden enzim inhibisyonu büyük bir önem arzetmektedir. 

Birçok ilaç ve zehirli bileĢik fonksiyonlarını bu yolla gerçekleĢtirirler. Enzim etki 

mekanizmalarının incelenmesi çalıĢmalarında da inhibisyon olayından faydalanılır 

(Keha ve Küfrevioğlu 2005). 

Ağır metaller yer kabuğunda doğal olarak bulunurlar. Bozulmaz ve yok edilemezler. 

Küçük bir miktara kadar vücudumuza gıdalar, içme suyu ve hava yolu ile girerler. Ġz 

elementler gibi bazı ağır metaller (örneğin bakır, selenyum, çinko) insan vücudunun 
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metabolizmasını sürdürmek için gereklidirler. Bununla birlikte yüksek 

konsantrasyonlarda toksik olabilirler (Anonim 2012c). 

Ağır metaller biyobirikime neden oldukları için tehlikelidirler. Biyobirikim; zamanla 

biyolojik bir organizmada bir kimyasal konsantrasyonunun, kimyasalın doğadaki 

konsantrasyonuyla karĢılaĢtırıldığında artması demektir. BileĢikler herhangi bir 

zamanda canlı bünyesinde birikebilirler ve onların vücuda alınmalarıve depolanması, 

metabolize edilmelerinden veya atılmalarından daha hızlıdır. 

Metallerin toksisitesi birkaç mekanizma ile ortaya çıkabilir;  

• Enzimler gibi biyomoleküllerde gerekli fonksiyonel grupları bloke ederek 

• Biyomoleküllerdeki gerekli metal iyonlarıyla yer değiĢtirerek 

• Biyomoleküllerin, özellikle enzimlerin ve polinükleotidlerin, aktif konformasyonlarını 

modifiye ederek 

• Biyomembranların bütünlüğünü bozarak 

Çevremizde çeĢitli Ģekillerde bulunan ağır metallerin kolay kolay bozulmaması ve yok 

edilememesi bu çalıĢmanın önemini ortaya koymaktadır. Çünkü havaya, toprağa, 

nehirlere ve denizlere karıĢan atıklar içerisinde bulunan veya bulunabilecek ağır 

metaller insanların en fazla tükettikleri et ürünleri gibi birçok besin maddesi vasıtasıyla 

vücudumuza girmekte ve atılamayarak biyobirikime sebep olmaktadır. Bunun sonuçları 

ise günümüzde tartıĢılmaz boyuttadır. Bu yüzden günümüzde özellikle ağır metallerin 

enzim aktiviteleri üzerine etkilerinin incelendiği çalıĢmalar oldukça önemlidir (Söyüt ve 

Beydemir 2008). 

ÇalıĢma öncesi ve çalıĢma esnasında yapılan literatür taramaları sonucunda açıkça 

görülmüĢtür ki; tavuk karaciğer dokusundan sorbitol dehidrogenaz enzimi 2005 yıında 

Karacaoğlan ve Özer tarafından saflaĢtırılmaya çalıĢılmıĢtır. Fakat enzimin stabil 

http://www.lenntech.com/heavy-metals.htm
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olmaması ve aktivite kayıplarından dolayı saflaĢtırma iĢleminden vazgeçilmiĢtir 

(Karacaoğlan ve Özer 2005). ÇalıĢmamızda tavuk karaciğeri dokusu kullanılarak SDH 

enziminin saflaĢtırılması Çizelge 4.1 ve ġekil 4.4‟te görüldüğü Ģekilde baĢarılmıĢtır. 

Yaptığımız çalıĢmada, tavuk karaciğeri SDH enzimi sadece üç basamakta 

saflaĢtırılmıĢtır. SaflaĢtırma iĢlemi amonyum sülfat çöktürmesi (35-60%) (Karacaoğlan 

ve Özer), DEAE Sephadex anyon değiĢim kromatografisi ve Sephadex G-100 jel 

filtrasyon kromatografisi yöntemleri ile gerçekleĢtirilmiĢtir. Bu yöntemler kullanılarak 

SDH enzimi tavuk karaciğerinden 3,152 EÜ/mg spesifik aktivite, %3,65 verimle 

yaklaĢık 267 kat saflaĢtırılmıĢtır. Bütün saflaĢtırma iĢlemleri sırasında sıcaklık +4
o
C‟de 

tutulması gerektiğinden iĢlemler soğuk ortamda gerçekleĢtirilmiĢtir. Böylece sıcağın 

sebep olacağı enzim aktivitesindeki kaybın önüne geçilmiĢtir.  

Amonyum sülfat çöktürmesi özellikle spesifik afinitesi bilinmeyen enzimler için uzun 

zamandan beri bilim adamları tarafından kullanılan kısmi saflaĢtırma yöntemidir. Bu 

yöntem yardımıyla numune içerisindeki birçok safsızlık uzaklaĢtırılmıĢ olur ve 

proteinler daha deriĢik halde elde edilirler. Bu nedenle kromatografik iĢlemler öncesi 

amonyum sülfat çöktürmesi uygulanması enzimin deriĢikleĢtirilmesi açısından büyük 

öneme sahiptir (Ninfali et al. 1990). Bundan dolayı çalıĢmamızda tavuk karaciğeri SDH 

enzimi için %35-60 aralığında amonyum sülfat çöktürme iĢlemi yapıldı (Karacaoğlan ve 

Özer). Böylece homojenattaki birçok safsızlık uzaklaĢtırılarak enzimin deriĢik hale 

getirilmesi sağlandı. Amonyum sülfat çöktürmesi sonrası diyaliz iĢlemi gerçekleĢtirildi. 

Böylece düĢük molekül kütleli maddeler ve tuzlar enzim çözeltisinden uzaklaĢtırıldı. 

Tavuk karaciğerinden sorbitol dehidrogenaz enziminin saflaĢtırılması iĢlemlerinde 

DEAE Sephadex ve Sephadex G-100 jel filtrasyon kromatografisi yöntemleri birlikte 

kullanılmıĢtır. Ġyon değiĢim kromatografisi, proteinleri üzerlerinde taĢıdıkları net 

yüklere göre ayıran kromatografi yöntemidir. Kolon pozitif (anyon değiĢtirici) veya 

negatif (katyon değiĢtirici) yüklü bağlayıcı gruplar içeren reçineyle doldurulur. Protein 
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karıĢımı düĢük iyonik Ģiddetli bir tamponla kolon boyunca taĢınır. Bu tamponun pH‟sı 

hedef proteinin reçineye bağlanmasını teĢvik edecek değere sahip olmalıdır. Eğer 

tampon pH‟sı proteinin izoelektrik pH‟sından daha küçük tutulursa proteinin yükü 

pozitif olur ve bir katyon değiĢtirici ile bağlanır. Bunun tersine tampon pH‟sı proteinin 

izoelektrik pH‟sından daha küçük tutulursa proteinin yükü negatif olur ve bir anyon 

değiĢtirici ile bağlanarak kolonda tutulur. Bağlanmayan proteinler, kolondan ilk olarak 

çıkarlar. Ġyonik gücü ya da pH‟sı farklı bir tampon kolondan geçirilerek bağlı 

proteinlerin yükü değiĢtirilir ve kolondan ayrılması sağlanır. Ġyon değiĢim 

kromatografisinde proteinin yüksek tuz konsantrasyonu içerikli tamponlarda olması 

arzu edilmez. Bu nedenle çalıĢmamızda kromatografik iĢlemler sırasında oldukça düĢük 

tuz konsantrasyon içerikli tampon çözeltiler kullanıldı (Alım 2010). 

ÇalıĢmamızda, SDH enziminin litaratürde belirtilen izoelektrik pH‟sı (pI=7,3) (Lindstad 

and McKinley-Mckee 1996) ve stabil pH aralığı (pH 5,0-9,0) (Reiersen et al. 1992) göz 

önünde bulundurularak DEAE Sephadex kolonunda pH=7,9‟da çalıĢıldı. pH 7,9‟da 

SDH enzimi DEAE Sephadex kolonuna bağlanmadı ve kolonu dengelemekte kullanılan 

tampon çözelti ile elüe edildi. SDH enziminin pH=7,9‟da DEAE Sephadex kolonuna 

bağlanmamasına sebep olarak, ortamda pH=7,9‟da DEAE Sephadex kolonuna SDH 

proteininden daha kuvvetle bağlanan proteinlerin varlığı görüldü. Böylece sorbitol 

dehidrogenaz enzimi kolona bağlanan diğer proteinlerden ayrılmıĢ oldu. Ġyon değiĢim 

kolonundan elde edilen ve SDH enzim aktivitesinin olduğu elüatlar Sephadex G 100 jel 

filtrasyon kolonuna yüklendi ve molekül büyüklüğü farklılığı esasına dayanılarak diğer 

proteinlerden ayrıldı. Enzim saflığı SDS-PAGE kullanılarak kontrol edildi. Jelde tek 

bandın gözlenmesi ile tavuk karaciğerinden elde edilen SDH enziminin saf olduğu 

ispatlandı (ġekil 4.4.) Enzimin düĢük verimle saflaĢtırılmasının sebebi kolon 

kromatografisi çalıĢmalarımız sırasında enzimin çok hızlı bir Ģekilde aktivite 

kaybetmesidir.  
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ÇalıĢmamızda tavuk karaciğerinden elde edilen SDH enziminin alt birim molekül 

kütlesinin belirlenmesinde SDS-PAGE metodu kullanıldı. ġekil 4.4‟de verildiği gibi 

tavuk karaciğerinden elde edilen enzim numunesi ile birlikte standart protein 

numuneleri SDS-PAGE‟de aynı zamanda yürütüldü. Log MK-Rf standart grafiği çizildi 

ve ġekil 4.5‟de verildi. Daha sonra tavuk karaciğer dokusundan elde edilen enzim 

numunesinin Rf değeri hesaplanarak standart grafikten tavuk karaciğeri SDH enziminin 

alt birim molekül kütlesi hesaplandı. Tavuk karaciğeri SDH enziminin aktif formunun 

molekül kütlesinin belirlenmesi amacıyla da Sephadex G-100 jel filtrasyon 

kromatografisi yapıldı. Kolondan standart proteinler birer birer geçirildikten sonra log 

MK-Kav standart grafiği çizildi ve ġekil 4.3‟da verildi. Daha sonra tavuk karaciğerinden 

elde edilen enzim numunesi kolondan geçirilerek Kav değeri belirlendi ve standart 

grafikten SDH enziminin aktif formunun molekül kütlesi belirlendi. Litaratürde çeĢitli 

dokulardan izole edilen SDH enziminin homotetramerik bir enzim olduğu rapor 

edilmiĢtir (Lindstad and Mckinley-Mckee 1996; Alım ve Beydemir 2012). 

ÇalıĢmamızda SDH enziminin alt birim molekül kütlesini 41,4 kDa, aktif formunun 

molekül kütlesini ise 169 kDa olarak belirledik (ġekil 4.3.). Bu sonuçlardan görüldüğü 

gibi çalıĢmamızda tavuk karaciğer SDH enzimi için hesapladığımız alt birim ve tabii 

molekül kütleleri ile litaratürde SDH enzimi için verilen mol kütleleri uygunluk 

göstermektedir.  

Her enzim için birim zamanda substratını en fazla değiĢikliğe uğrattığı belirli bir 

sıcaklık vardır. Bu sıcaklığa o enzimin optimum sıcaklığı denir. Tavuk karaciğerinden 

saflaĢtırılan SDH enzim aktivitesinin optimum olduğu sıcaklık değerlerinin belirlenmesi 

amacıyla dijital su banyosu kullanılarak 20
o
C ile 80

o
C arasında 10

o
C sıcaklık farkı 

oluĢturularak gerçekleĢtirildi ve tavuk karaciğeri sorbitol dehidrogenaz enzimi için 

optimum sıcaklık 50
o
C olarak belirlendi. Ayrıca tavuk karaciğeri sorbitol dehidrogenaz 

enzimi için optimum pH çalıĢması farklı pH'larda tampon çözeltiler kullanılarak 0,2 M 

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



84 

 

 

 

 

Uzun zamandır yapılmakta olan çalıĢmalar; SDH„ıninhibe olması hiperglisemi 

durumunda aktif hale gelenpoliol mekanizması ile ilgili redols bozukluklarını düzelterek 

diyabetin sebebiyet verdiği komplikasyonların ortaya çıkmasını geçiktirmede yararlı 

olabileceğini göstermektedir (Kador et al. 1998). Bu sebeple birçok araĢtırmacı güçlü ve 

etkili SDH inhibitörleri geliĢtirmek için çalıĢmaktadır (Lindstad and McKinley-McKee 

1997). 

Sorbitol dehidrogenaz enziminin inhibitörlerine bu denli ilgi gösterilmesinin çok 

nedenleri vardır. Bunlar: 

 Diyabetik komplikasyonların azaltılmasında ve hatta yok edilmesinde etkili olabilecek 

koruyucu ilaç tasarımları için faydalı olabilir. 

 SDH-NAD
+
 kompleksine bağlanan substrat benzeri inhibitörler enzimin aktif bölgesi 

ile bu bölgeye bağlanan substrat molekülü arasındaki etkileĢimi tanımlamayı amaçlayan 

yapısal çalıĢmalarda faydalı olabilir. 

 Son olarak güçlü ve çok özel SDH inhibitörleri bu enzimin fizyolojik rolünün 

belirlenmesinde faydalı olabilir (Lindstad and Mckinley-Mckee 1996). 

Yapılan literatür taramasında tavuk karaciğeri sorbitol dehidrogenaz enzimi üzerine 

metal iyonlarının inhibisyon etkisine dair çalıĢmalara rastlanılmamıĢtır. Bu sebeple 

çalıĢmamızda tavuk karaciğerinden elde edilen sorbitol dehidrogenaz enzim aktivitesi 

üzerine bazı metallerin inhibisyon etkileri in vitro Ģartlarda incelendi. 

Kimyasal maddelerin enzim aktiviteleri üzerine inhibisyon etkileri genel olarak IC50 

kavramı ile ifade edilmektedir (enzim aktivitesini yarıya düĢüren inhibitör 

konsantrasyonu)  IC50 düĢük olan inhibitörün etkisi daha yüksektir bu bağlamda 

yaptığımız çalıĢmada sorbitol dehidrogenaz enzim aktivitesi üzerine inhibisyon etkisi 

gösteren metallerin inhibisyon etkileri sırası ile; 

Cd(NO3)2x4H2O Pb(NO3)2 Hg(NO3)2xH2O Ag(NO3) Zn(NO3)2x6H2O NiSO4 
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Ģeklindedir.  Ayrıca Pb(NO3)2, Hg(NO3)2xH2O, Zn(NO3)2x6H2O için Ki değerleri ve 

inhibisyon tipleri Lineweaver-Burk grafiklerinden belirlendi. 

Sonuç olarak bu tez kapsamında; 

1. Tavuk karaciğerinden sorbitol dehidrogenaz enzimi saflaĢtırılmıĢtır. 

2. ÇalıĢma neticesinde sorbitol dehidrogenaz enzimi %3,65 verimle ve yaklaĢık 267 kat 

saflaĢtırılmıĢtır. Enzimin saflığıSDS-PAGE ile kontrol edilmiĢtir. 

3. Tavuk karaciğeri sorbitol dehidrogenaz enziminin optimum sıcaklık ve optimum pH 

değerleri hesaplanmıĢtır. 

4. Tavuk karaciğeri sorbitol dehidrogenaz enzimi aktivitesi üzerinekadmiyum, kurĢun, 

cıva, gümüĢ, çinko ve nikel iyonlarının inhibisyon etkileri incelenmiĢtir ve IC50 

değerleri hesaplanmıĢtır.  

5. Tavuk karaciğeri sorbitol dehidrogenaz enzimi üzerine inhibisyon etkisi 

gösterenkadmiyum, kurĢun, cıva, gümüĢ, çinko ve nikel iyonlarının IC50 değerleri, civa 

çinko ve kurĢun iyonlarının Ki değerleri ve inhibisyon tipleri Lineweaver-Burk 

grafiklerinden belirlenmiĢtir. 

6. Tavuk karaciğeri sorbitol dehidrogenaz ile ilgili yaptığımız tüm çalıĢmalar Çizelge 

5.1‟de verilmiĢtir. 
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Çizelge 5.1. Tavuk karaciğer dokusu SDH enzimi için yapılan çalıĢmaların toplu 

sonuçları 

SDH enziminin saflaĢtırılması ile ilgili sonuçlar 

Spesifik Aktivite EÜ/ml 3,152 

SaflaĢtırma Katsayısı 266,95 

Verim %3,65 

Molekül kütlesi tayini (kDa) 

SDS-PAGE metodu ile 41,4 

Jel filtrasyon kromatografisi ile 169 

Optimum pH  9,0 

Optimum sıcaklık( 
o
C)

 50 

Kinetik çalıĢmalar 

Ağırmetaller  IC50 (mM) 

Cd(NO3)2x4H2O 0,006 

Pb(NO3)2 0,012 

Hg(NO3)2xH2O 0,013 

Ag(NO)3 0,018 

Zn(NO3)2x6H2O 7,07 

Ni(SO4)                                 35 

Ağırmetaller Ortalama Ki (mM) Ġnhibisyon Tipi 

Hg(NO3)2xH2O 0,07033±0,00287 YarıĢmasız 

Pb(NO3)2 0,18033±0,04879 YarıĢmasız 

Zn(NO3)2x6H2O Ortalama Ki 

(mM) 

Ortalama Ki' 

(mM) 

 

KarıĢık Tip 

2,112±0,037 16,013±1,043 
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