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OZET

KSANTIN OKSIDAZ (XO) ENZIMININ SAFLASTIRILMASI iCiN YENI
BIiR AFINITE JELININ SENTEZI, SAFLASTIRILAN ENZIM ILE
TiYOSEMIKARBAZON TUREVLERININ BIYOTRANSFORMASYONU VE
BAZI ANTiBIYOTIiKLERIN ENZIiM UZERINDEKI ETKILERININ
ARASTIRILMASI

Serap BEYAZTAS
Balikesir Universitesi, Fen Bilimleri Enstitiisii

Kimya Anabilim Dah

(Doktora Tezi / Tez Danismani: Prof. Dr. Oktay ARSLAN)

Balikesir, 2010

Ksantin oksidaz (XO), piirin metabolizmasinda anahtar role sahiptir. Bunun
yaninda XO, NAD’nin rejenerasyonu, demir absorpsiyonu ve mobilizasyonu,
nitratlarin indirgenmesi gibi biyolojik fonksiyonlariyla dikkat ¢eken bu enzimi
saflagtirmak i¢in yeni bir afinite kromatografisi jeli sentezlenmistir. Afinite
kromatografisi jeli, CNBr ile aktive edilmis Sepharose-4B’ye uzanti kolu olarak L-
tirozin baglandiktan sonra, ligand olarak 4-aminobenzamidinin L-tirozine

kenetlenmesi sonucu sentezlenmistir.

Sentezlenen afinite jeli ile uygulanan afinite kromatografisi ve amonyum
siilfat ¢oktiirmesi yontemleri kullanilarak siitten XO enzimi saflagtirilmistir.
Saflastirilan XO enzimi SDS poliakrilamid jel elektroforezine uygulanarak yaklasik
150 kDa molekiil agirligina sahip tek bant elde edilmistir.

Klinikte yaygin olarak kullanilan Gentamisin siilfat, Sodyum ampisilin,
Sefazolin sodyum, Klaritromisin, Rifamisin SV, Klindamisin fosfat ve Kanamisin

stilfat antibiyotiklerin saflagtirillmis serum XO enzimi {izerindeki in vitro etkileri

i



belirlenmistir. Makrolid grubu antibiyotiklerden, Gentamisin siilfat ve Kanamisin
silfatin  XO enzimi iizerine etkisi incelendiginde Gentamisin siilfatin enzim
aktivitesini arttirdig1 fakat kanamisin siilfatin inhibisyon etkisi oldugu gozlenmistir.
Ayrica Sodyum ampisilin ve Rifamisin SV’nin de belirli bir aktivasyona sebep
oldugu goriilmektedir. Sefazolin sodyum, Klaritromisin ve Klindamisin fosfatin XO
enzimi lizerine inhibisyon etkisi oldugu gozlenmistir. Calisilan antibiyotikler
icerisinde 5,4x10~* mg/mL ICs degeriyle Sefazolin sodyum en giiclii inhibitor olarak
bulunmustur. Bu deger s6z konusu enzimin klasik inhibitdrleri i¢in bulunan degerlere

yakin bir degerdir.

Sepharose-4B-L-tirozin-4-aminobenzamidin yapili afinite jeli kullanilarak
saflagtirilan XO enziminin kinetik sabitleri (Ky ve Vmax ) ksantin ve orijinal olarak
sentezlenen tiyosemikarbazon bilesikleri substrat olarak kullanilarak belirlenmistir.
Ksantin substrat olarak kullanildiginda Lineweaver-Burk grafiklerinden elde edilen
Ky ve Vmax degerleri sirasiylal.7x10™* M ve 0,58 U/mL.dak olarak bulunmustur.
Literatiirde XO enzimi enziminin ksantin substratina kars1 Vmax ve Ky degerleri
tarafimizdan tespit edilen Vy.x ve Ky degerleri ile benzerlik gostermektedir.
Tiyosemikarbazon bilesiklerinin farkli pH tamponlart kullanilarak yapilan
caligsmalarda her bir bilesigin Ky ve Vmax degerleri belirlenmis ve bu bilesiklerinde

substrat olarak kullanilacagi bulunmustur.

Aragtirmamizda, ayrica  saflastirilan  enzimin, yeni  sentezlenen
tiyosemikarbazon tiirevleri {izerindeki etkisi incelenmistir. Orijinal olarak
sentezlenen tiyosemikarbazon bilesikleriyle yapilan biyotransformasyon isleminde,
ozellikle dortli halkada parcalanma gozlenmistir. Elde edilen sonuglarin sentetik
organik kimya agisindan 6nemli olabilecegi diisiinlilmiis ve biyotransformasyonda

kullanilmustir.

ANAHTAR SOZCUKLER: Ksantin oksidaz (XO), afinite kromatografisi,
Gentamisin siilfat, Sefazolin sodyum, Sodyum ampisillin, Klaritromisin, Klindamisin

fosfat, Rifamisin SV, tiyosemikarbazon tiirevleri, biyotransformasyon.
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ABSTRACT

SYNTHESIS OF A NOVEL AFFINITY GEL FOR PURIFICATION OF
XANTHINE OXIDASE (XO) ENZYME, BIOTRANSFORMATION OF
THIOSEMICARBAZONE DERIVATIVES VIA PURIFIED ENZYME AND
INVESTIGATIONS OF THE EFFECTS OF SOME ANTIBIOTICS
ON THE ENZYME

Serap BEYAZTAS
Balikesir University, Institute of Science, Department of Chemistry
(PhD. Thesis/Supervisor: Prof. Dr. Oktay ARSLAN)

Balikesir, Turkey, 2010

In this study, a novel affinity chromatography gel was synthesized for
purification of xanthine oxidase (XO) which has important physiological function in
purine metabolism with regeneration of NAD", absorption and mobilization of
ferrous and reduction of nitrate.The gel was synthesized with Sepharose-4B-L-
tyrosine and 4-aminobenzamidine as an affinity ligand. Sepharose-4B was activated

with CNBr and then L-tyrosine was added as a spacer arm.

Xanthine oxidase was precipitated with ammonium sulfate and purified with
synthesized affinity chromatography gel. On SDS-polyacyrilamide gel
electrophoresis, purified xanthine oxidase gave a single band on SDS-PAGE with

about weight of 150 kDa.

The effect of some antibiotics which is commonly used in clinical on purified
xanthine oxidase was determined in vitro. The name of antibiotics was Gentamycin
sulfate, Sodium ampicillin, Cefazolin sodium, Chlarithromycin, Rifamycin SV,

Clindamycin phosphate and Kanamycin sulfate. Macrolid group of antibiotics, the
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effects of Gentamycin sulfate and Kanamycin sulfate were determinated on purified
xanthine oxidase. Gentamycin sulfate increased xanthine oxidase enzyme activity but
kanamycin sulfate caused an inhibitory effect on xanthine oxidase enzyme activity.
In addition, sodium ampicillin and rifamycin SV caused activation on enzyme
activity. Cefazolin sodium, Chlarithromycin and Clindamicin phosphate indicated
inhibitory effect on xanthine oxidase enzyme activity. Cefazolin sodium is the most
effective inhibitor in studied antibiotics with the value of 5.4 x10™* mg/mL. This

value is close to the other values found for XO’s classical inhibitors.

The kinetic constants (Ky ve Vmax) of XO which was purified with the
structure of Sepharose-4B-L-tirozin-4-aminobenzamidine affinity gel were
determinated with xanthine and originally synthesized thiosemicarbazone derivates.
The values of Ky and Vmax are 1.7x10* M ve 0, 58 U/mL.min., respectively, that
using to xanthine as a substrate. The values are similar to other studies that used to
xanthine as a substrate. In this study, Ky and Vmax values for thiosemicarbazone
derivates were determinated by using different pH buffer solutions. The results

indicated that these compounds can be used as a substrate.

In this study, the effect of purified XO on original thiosemicarbazone
derivatives was examined. In biotransformation process via originally synthesized
thiosemicarbazone compounds, especially in quartet rings, a degradation was
observed. These results were important in synthetic organic chemistry and we used

these compounds in biotransformation.

KEY WORDS: Xanthine oxidase (XO), affinity chromatography, Gentamycin
sulfate, Cefazolin sodium, Sodium ampicillin, Chlarithromycin, Clindamicin
phosphate, Rifamycin SV, Kanamycin sulfate, thiosemicarbazone derivatives,

biotransformation.
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1. GIRIS

Ksantin oksidorediiktaz (XOR) enzimi ilk saflastirilan flavoproteinlerden
birisidir. Ayrica s6z konusu enzim molibden igeren dnemli proteinler arasindadir [1-
4]. XOR enziminin, ksantin oksidaz (XO; EC: 1.2.3.22) ve ksantin dehidrogenaz
(XDH; EC: 1.1.3.204) olmak {izere birbirine doniisebilen iki farkli yapiya sahiptir [4-
6]. Bu yapilardan XO, elektron alic1 olarak molekiiler oksijeni kullanmasi1 sonucu
reaktif oksijen tiirleri olusturmaktadir [6]. Bu nedenle 6zellikle klinik agidan XDH
formuna gore daha fazla ilgi gormektedir.

Ksantin oksidaz piirin metabolizmasinda anahtar role sahiptir [3,7]. Bu enzim
piirin yikimimin son iki basamagini katalizlemesinin yan1 sira hiz belirleyici enzim
olmas1 da metabolizma icin son derece énemlidir. Bunun yaminda XO, NAD ’nin
rejenerasyonu, demir absorpsiyonu ve mobilizasyonu, nitratlarin indirgenmesi gibi
biyolojik fonksiyonlariyla dikkat ¢cekmektedir [8- 20]. Ayrica XOR’1n ¢ok sayida
organik  bilesiklerin  hidroksilasyonunu  da  katalizlemesi bu  enzimin
biyotransformasyonda kullanma potansiyeline sahip oldugunu gostermektedir. Bu
durum bu enzimin endiistriyel 6nemini de artirmaktadir. Ksantin oksidorediiktaz
enziminin ticari olarak genis bir kullanim alani vardir. Ksantin, hipoksantin ve
inozinin belirlenmesinde, dolayisiyla guanin ve guanozinin saptanmasinda énemli bir
aractir [21- 22]. Buna ilaveten, guanaz ve niikleosit fosforilaz enzimlerinin aktivite
Ol¢timlerinde kullanilir [23].

Ksantin oksidaz, bakteriler de dahil olmak iizere incelenen tiim tiirlerde
saptanmustir [8, 13, 16]. Memeli dokularinda ¢ok genis bir dagilim gostermekle
birlikte en fazla karaciger, ince barsak mukozasinda ve bobreklerde bulunaktadir.
Ayrica s6z konusu enzim siitte bol miktarda bulundugu i¢in XO’1n saflagtirilmasinda
en ¢ok tercih edilen kaynaktir [7, 24] .

Ksantin oksidaz’in baz1 dokularda yiiksek seviyede olmasi doku hasari ve
ciddi hastaliklarla iliskilendirilmistir [25- 26]. Ciinkii sitotoksik oksijen metabolit
tiriinleri (H,O,, O, ve OH’), hiicrelerin oksidatif hasarina neden olduguna

inanilmaktadir [25]. Buna karsin reaktif oksijen tiirlerinin organizmaya verecegi



hasara kars1 XDH’in 6nemli antioksidan bir bilesik olan iirik asidin sentezinde

Onemli rolii bilinmektedir [27].

1.1. Arastirmanin Amaci

Arastirmamizi1 {ic ana baslikta toplamak miimkiindiir. Ik olarak yukarida
anlatildig1 gibi 6nemli fizyolojik fonksiyonlara sahip XO’1n saflastiriimasi i¢in yeni
bir afinite jeli sentezlenecektir. Bu sekilde biyotransformasyonda kullanma
potansiyeline sahip bu enzimin daha kisa silirede ve yiiksek saflikta elde edilmesinin
onemli olacagini diisiinmekteyiz.

Arastirmamizin ikinci boliimiinde saflastirilan enzimin klinikte yaygin olarak
kullanilan aminoglikozit grubu bazi antibiyotiklere karst ilgisi arastirilacaktir.
Onemli fizyolojik fonksiyona sahip bu enzimin aktivitesinin séz konusu
antibiyotiklerden nasil etkilendigi ortaya cikarilacaktir.

Arastirmamizin son boliimiinde ise, saflastirilan enzimin yeni sentezlenen
tiyosemikarbazon tiirevleri iizerindeki etkisinin arastirilmasi planlanmistir. Elde
edilecek sonuglarin sentetik organik kimya ac¢isindan dnemli olabilecegi gibi sz

konusu bilesiklerin substrat olarak kullanilabilecegini giindeme getirecektir.

1.2. Ksantin Oksidorediiktaz Enziminin Biyokimyasi

1.2.1 Ksantin Oksidorediiktaz Enziminin Yapisi

Ksantin oksidorediiktaz, hidroksilaz ailesinin bir iiyesidir (Sekil 1.1) [4].
Enzim, 300 kDa. agirliginda dimerik yapida oldugu saptanmistir. Her bir alt birim,
flavin kofaktorii baglanma goélgesinde molibden (Sekil 1.2)-demir igeren 1333- 1358
amino asit rezidiilerinden olusmus bir enzimdir [4- 5]. Memelilerde XOR, birbirine
donitisebilen iki formu bulunmaktadir. Bu izoformlardan birisi, elektron alicisi olarak
NAD" kulanan ksantin dehidrogenaz (XDH; EC: 1.1.3.204) (Sekil 1.3) ve elektron
alicis1 olarak O, kullanan ksantin oksidaz (XO; EC: 1.2.3.22)’d1r (Sekil 1.4)[6].
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Sekil 1.1 Ksantin oksidorediiktaz enziminin kristal yapis1 [28]
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Sekill.1.2 Molibden kofaktoriin yapisi [16]



Sekil 1.3 Ksantin dehidrogenaz enziminin molekiiler sekli [29]

Sekil 1.4 Ksantin oksidaz enziminin molekiiler sekli [30]

XDH ve XO enzimlerin biyolojik rollerinde farkliliklar belirlenmistir [31].

Her iki enzim formu, genis substrat aralifinda yiikseltgenme kapasitesi,
bakimindan ve biyiikliikleri, alt birim kompozisyonu ve kofaktor ihtiyact
bakimindan benzerlik gostermektedir [4]. Organizmalarda yapilan ¢alismalarda

XDH’1in birincil gen firiinii ve memeli dokularindaki bu enzimin baskin form



seklinde bulundugu saptanmistir [32-34]. Hiicresel mekanizmanin, XDH ve XO
formlarmin nispi doku seviyelerinin diizenlenmesinde XOR’in islevi heniiz
belirlenmemistir. Silthidril oksidasyonunun ya da proteolitik proseslerin sonucu

olarak XDH, XO’a doniisiir [4] (Sekil 1.5).
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Sekil 1.5 XDH enziminin XO enzimine doniismesi [28]
1.2.2 Ksantin Oksidorediiktaz Enziminin Substratlari
Ksantin oksidorediiktaz ¢ok sayida substratin oksidasyonunu katalizler [9, 35,

36]. Bunlardan bazilari, asetaldehit, piirin, hipoksantin, ksantin, 1-metilksantin,

NADH, allopurinol, pteridin, 6-tioksantin ve 2-hidroksipirimidindir. Bu substratlara



karst enzimin spesifitesini belirlemek degisik caligmalarda farkli okside edici
substratlarin kullanilmas1 ve farkli pH’larda ol¢iimler yapilmis olmasi nedeniyle
zordur. Ayrica XOR’1n oksijen, metilen mavisi ve 2,6-diklorofenol indofenol gibi
kimyasal boyalar, ferrisiyanid, NAD", kinonlar ve ¢ok sayida diger bilesiklerde séz

konusu enzimin substratlar1 arasindadir [16].

1.2.3 Ksantin Oksidorediiktaz Enziminin Dagihmi ve Fizyolojik Onemi

Ksantin oksidorediiktaz aktivitesi, bakterilerden insana kadar incelenen tiim
tiirlerde saptanmistir [8, 13, 16]. Memeli dokularinda aktivite genis bir dagilim
gostermektedir [8].

Insan dokularinda yapilan immuno-histokimyasal ¢alismalarda, sitozolik bir
enzim olan XOR’in karacigerde, ince barsak mukozasinda, siit salgilayan meme
bezlerinde, kalp, bobrek, beyin, aort, akciger, iskelet kasi, meme bezi ve barsaklarin
kiigiik damarlarin endotel hiicrelerinde [8,16, 37, 38, 39], anne siitiinde bulundugu
tespit edilmistir [40, 41]. Esas olarak sitoplazmik yerlesim gosteren enzimin
peroksizomlarinda da bulundugu bildirilmistir [16, 42].

Ksantin oksidorediiktaz enzimi; piirin metabolizmasinda plirin yikiminin son
iki basamagimi katalizler. Piirin katabolizmasinin hiz kisitlayict  enzimidir.
Hipoksantinin ksantine, ksantinin iirik asite doniislimiinii katalizlerken serbest
radikallerin olusumuna neden olur. Insanlarda iirat oksidaz enzimi bulunmadig1 igin
tirik asit, reaksiyonun son iirliniidiir [8, 16] (Sekil 1.6).

NADH oksidaz aktivitesinde, indirgeyici substratlarin ¢ogu Mo-co bdlgesi ile
etkilesirken, NADH elektronlarint FAD boélgesine aktarir. Redoks merkezlerindeki
hizli dengelemeyi takiben elektronlar genelde FAD bolgesinde NAD' veya
molekiiler oksijene gegerler [1, 9, 16 ].

In vivo ve in vitro galismalar XOR’m ince barsakta demir absorpsiyonu ve
karacigerde demir mobilizasyonu iizerinde 6nemli rol oynadigini géstermektedir [11,
12, 16]. Diyetle alinan demir, Fe™? formunda absorblanir ve mukozal hiicrelerde XO
tarafindan Fe™ formuna yiikseltgenir. Boylece XO, demirin transferrine baglanarak
mukoza hiicrelerinden transselliiler transportunu diizenler. XO’mn ferrooksidaz
aktivitesi seruloplazminden 1000 kat daha fazladir [10,16]. Karacigerde, XDH

ferritin demirinin indirgeyici salinimini uyararak demir metabolizmasin etkiler [16].
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Ksantin oksidorediiktaz ¢ok sayida N-heterosiklik ve aldehit substratlarin,
piridinlerin, pteridinlerin hidroksilasyonunu da katalizler [13, 16]. Ayrica ksantin
oksidorediiktazin, nitratlarin nitritlere ve nitrik oksite indirgenmesini katalizledigi
gosterilmistir [14] . Buna ilaveten XOR, glutatyonda oldugu gibi siilfidril gruplarinin
oksidasyonunu katalizler. Enzimin inorganik iyodiir ile proteinlerin iyodinasyonunu
katalizledigi de saptanmustir [15, 16].

Ksantin oksidorediiktazin hipoksantinin varliginda bakterisidal etkinlik
gosterdigi ve in vivo olarak bakteriyel enfeksiyonlara cevapta aktive oldugu uzun
zamandan beri bilinmektedir [18, 16]. Enzimin bu islevine serbest radikal

olusturabilme kapasitesi aracilik etmektedir. Bu etki yalnizca siiperoksit i¢in s6z



konusu degildir. Nitrit varliginda XOR tarafindan olusturulabilen peroksinitrit giiclii
bir bakterisidal ajandir [16, 19]. XOR’1n nitrit oksit olusturabilme yetenegi de goz
oniinde bulundurulursa peroksinitrit daha da Onem kazanmaktadir. Enzimin
bakterisidal rolii, anne siitlinde bulunmasina da bir agiklama getirmektedir.
Bakterisidal etkinligi ile XOR enzimi yeni doganin steril sindirim sistemini patojen
bakterilerden koruyucu etkinlige sahiptir [20]. Anne siitiindeki bu etkinlik sindirim
sistemi epitelinde bulunan XOR enzim aktivitesi ile de 06zdes ve birbirini

tamamlayicidir [16].

1.2.4 Ksantin Oksidorediiktaz Enziminin Etki mekanizmasi

XO, ksantinin iirik asite oksidasyonunu katalizlerken molekiiler oksijenin es
zamanl rediiksiyonuna da neden olmaktadir. Reaksiyon sirasinda, once ksantin
enzimin Mo-co bolgesine baglanir. Ksantin hizla iirata okside olurken ayni zamanda
Mo™ ve Mo™e indirgenir. Molibdenden bir elektronun transferi ile ilgili
reaksiyonlar sonrast Mo'™® degerlikli duruma gegerken FAD iki elektron alarak
indirgenir ve FADH, bunu takiben, molekiiler oksijen, FADH,’e baglanir ve iki
elektron alarak indirgenir [1, 16]. Indirgenen molekiiler oksijen serbestlesir ve
boylece iki elektron alarak indirgenmis olan enzim rejenere olarak eski haline

doniisiir [43, 44] (Sekil 1.7).
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Sekil 1.7 Ksantin oksidaz enziminin ksantin substratina karsi reaksiyon mekanizmasi [45, 46]



1.2.5 Ksantin Oksidorediiktaz Enziminin Hastaliklarla fliskisi

Ksantin oksidorediiktazin biyolojik islevlerini etkileyen baglica patolojiler
kalitsal ksantiniiri, hiperiirisemi, gut ve iskemi-reperfiizyon injiirisidir [16].

Bunlardan kalitsal ksantiniiri, ksantin oksidorediiktaz, aldehit oksidaz (AO)
ve siilfit oksidaz molibden kofaktor iceren enzimleridir. Kalitsal ksantiniiri bu
enzimlerin yetersizlikleri ile kendini gosteren ve otozomal resesif gegisli kongenital
bir bozukluktur. Klasik ksantiniiri tip I, klasik ksantiniiri tip II ve molibden kofaktor
eksikligi olmak iizere ii¢ tipi vardir [16].

Klasik ksantiniiri tip I, XOR genindeki mutasyonlar ile ortaya ¢ikar ve XOR
aktivitesi yoktur. Klasik ksantiniiri tip II, insan molibden kofaktdr siilfiiraz genindeki
mutasyonlar sonucunda ortaya c¢ikar ve hem XOR hem de AO’m aktiviteleri
yetersizdir [47, 48]. Molibden kofaktor eksikliginde Mo-co sentezini diizenleyen
genlerin defektleri ile ortaya ¢ikar [16, 49].

Ksantin oksidorediiktazin, iskemi reperfiizyon (IR) hasarinda anahtar role
sahip oldugu bulunmustur. Bu patalojik mekanizmanin merkezinde enzimin reaktif
oksijen tlirevleri (ROS) olusturma 6zelligi yatar [S0- 56]. Buna gore, iskemi olusan
dokuda ATP yikimma bagh hiicresel enerjetik yilk azalmasi sitolozik Ca™
konsantrasyonunu artirir. intraselliiler Ca™ artis1, Ca™ veya Ca™ kalmadulin bagimh
proteazlar1 aktive eder. Bu proteazlar, kismi proteoliz ile fizyolojik kosullarda
dokularda bulunan esas XOR formu olan XDH’1in XO’a doniisiimiine neden olur [16,
57]. Aym zamanda ATP yikimim1 takiben hiicrelerde hipoksantin birikir.
Reperflizyon fazinda, dokularda artmis olan hipoksantin, O, ve XO birlikte bol
miktarda siiperoksit ve hidrojen peroksit olusturur. Bu olusan serbest radikaller de
doku hasarina sebep olur [57- 62].

Gut hastaligi, genellikle erkeklerde goriilen ve eklemler ile bdbreklerin
ozellikle etkilendigi bu hastalikta goriilen en 6nemli biyokimyasal degisiklik serum
iirat diizeyinin artmasidir. Ozellikle eklemlerde yiiksek miktarda sodyum iirat
kristallerinin birikmesi enflamasyon, agri ve artrit genislemesine yol agmaktadir.
Akut artrit ataklar1 ile baslayan ve kronik gut artritine dogru ilerleyen hastalik, ilk
olarak genellikle ayak basparmaginda ortaya ¢ikmakta ve zamanla diger eklemlere
yayilmaktadir. Urat konsantrasyonunun artmasmna bagl olarak bobrek tiibiillerinde

hasara neden olmaktadir [63, 64].
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Insanlarda piirin metabolizmasimin son iiriinii olan ve suda az ¢dziinen iirik
asidin pKa degeri 5.75 civarindadir. Zayif asit olan iirik asit, fizyolojik pH degerinde
(pH=7.4) % 98 oraninda iyonize olmakta ve monosodyum iirata gevrilmektedir. Urik
aside gore daha fazla ¢dziinen monosodyum fiiratin viicut sivilarindaki ¢oziiniirliigii
6,4 mg/dL kadardir. Ozelikle eklemler ve kulak memesi gibi yumusak dokularda
biriken monosodyum iirat, polimorf cekirdekli lokosit ve makrofajlarin artis1 ile
siddetli enflamasyona neden olmaktadir. Lokositlerde c¢ogunlukla anaerobik
glikolizin kullanilmas: ile artan laktat konsantrasyonu, ortamm pH degerinin
azalmasina yol agmaktadir. Asit ortamda liratlar, tuz olmayan ve daha fazla ¢6zlinen
yapilara doniistiiklerinden {irat kristallerinin ¢okelmesi kolaylasmaktadir. Idrar
genellikle asit oldugundan gutta gdzlenen mesane tasi olusumunda hiperiirisemi
onemli rol oynamaktadir [63, 64].

Sicaklik, monosodyum iiratin ¢oziiniirliigiinii etkileyen bir baska etkendir.
Sicakligin azalmasi ile monosodyum iiratin ¢dziiniirliigii azalmaktadir. Bu nedenle
eklem ici sicaklig1 daha diisiik olan eklemler daha kolay etkilenecegi i¢in gut ataklari
oncelikle periferik eklemlerde (ayak basparmaginda) baslamaktadir [63].

Gutta biyokimyasal mekanizma heniiz anlasilamamistir. Ozellikle primer
gutta lratin asir1 Uretimine neden olan genetik bir kusurun rol oynadigi
bildirilmektedir. Lesch-Nyhan sendromunda oldugu gibi bazi1 gutlu hastalarda, Inozin
monofosfat (IMP) ve GMP kurtarma yolundaki hipoksantin-guanin fosforibozil
transferazin kismen eksikliginin bulundugu gosterilmistir. Bu enzim eksikliginde
kurtarma yolu ile IMP ve GMP sentezi azaldig1 i¢in guanin ve hipoksantinin iirik
aside yikilmasi hiperiirisemiye yol agmaktadir. Bu arada kurtarma yoluna katilmadigi
icin konsantrasyonu artan S5-fosforibozil 1-pirofosfat (PRPP), de nova piirin
biyosentezini uyarmaktadir. De nova sentezin atmasi daha ¢ok yikim ve daha yiiksek
irik asit diizeyi anlamina gelmektedir. Ancak bu hastalikta goriilen enzim eksikligi,
Lesch-Nyhan sendromundaki norolojik belirtilerin ortaya ¢ikmasina yol acacak kadar
asirt degildir [63].

Aktif fosforibozilpirofosfat sentetaz diizeyinin anormal sekilde yiikseldigi
bazi1 gut hastalarinda, genetik IR nedene bagli olarak enzimin allosterik kontroliiniin
bozuldugu gosterilmistir. Bu durumda PRPP sentezini artmasi, de nova plirin
sentezini arttirmaktadir. Sonugta bu hastalarda piirin katabolizmas1 artmakta damar

tirik asit konsantrasyonu yiikselmektedir [10].
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Kalitsal bir bozukluk olan tip I glikojen depo hastaligi (Von Gierke hastalig),
primer gut hastaligit nedenleri arasinda bulunmaktadir. Glukoz 6-fosfotaz
aktivitesinin bozuldugu bu hastalikta artan Glukoz 6-fosfat diizeyi pentoz fosfat
yolunun aktivitesini artirmaktadir. Bu yolun aktivitesinin artmast sonucu
konsantrasyonu ylikselen riboz fosfat, hiicresel PRPP diizeyinin artmasina yol
acmaktadir. Buna baglh olarak artan de nova piirin niikleotid sentezi, piirin
katabolizmasinin hizlanmasina ve hiperiirisemiye bagli gut goriilmesine neden
olmaktadir [63].

Hipertiirisemi olusturarak primer guta yol acan bir diger kalitsal bozuklukta
ise glutatyon rediiktaz aktivitesinin artmasina bagli olarak hiicresel NADP" diizeyi
cok artmaktadir. NADP" artis1 ile aktivitesi artan pentoz fosfat yolunda riboz fosfat
sentezi hizlanmakta ve tip I glikojen depo hastaliginda oldugu gibi gut olusmaktadir.
Ayrica Lesch-Nyhan sendromu, kanser ve kronik bobrek yetmezligi gibi baska
hastaliklara bagl olarak sekonder gut gelisebilmektedir [63].

Gut hastaliginin  tedavisinde niikleoprotein igerigi zengin besinlerin
kisitlanmasinin yani sira, serum iirat diizeyinin azalmasina yol agan ilaglar
kullanilmaktadir. Ksantin oksidazi inhibe eden ve bir hipoksantin analogu olan
allopiirinol, tedavide yaygin sekilde kullanilmaktadir [63].

Ksantin oksidaz i¢in Once substrat olarak davranan bu bilesik, daha sonra
inhibisyon etkisi yapmaktadir. Ksantin oksidazin allopiirinolii hidroksillemesi ile
olusan alloksantin, ksantin oksidazin aktif merkezine baglanarak inhibe etmektedir.
Boylece iirik asit olusumu azalmakta, ¢oziintirliigii iirik aside oranla daha fazla olan
hipoksantin ve ksantinin serum diizeyleri artmaktadir. Serum diizeyleri artan
hipoksantin ve ksantin, hiperiirisemide oldugu gibi sorunlara neden olmamaktadir.
Tedavide ayrica idrarla {irat atilmini kolaylastiran iirikoziirik ilaglar yararl
olmaktadir. Gut agrilarinin ve ataklarinin azaltilmasinda bir alkaloid olan kolsisinden
yararlanilmaktadir. Yiiksek konsantrasyonlarda sitozolik mikrotiibiilleri depolimerize
eden kolsisinin diisiik konsantrasyonlarda benzer etkisi bulunmamaktadir. Diisiik
kolsisin konsantrasyonlarinda olusan tiibiilin-kolsisin kompleksi, mikrotiibiillere
baglanarak biiyltimesini 6nlemektedir [63, 64].

Antioksidan etkisi bulunan fiirat olduk¢a reaktif ve zararli olan serbest

radikallere kars1 (hidroksil, siiperoksit, singlet oksijen) koruyucu bir etki
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gostermektedir. Uratin bu antioksidan etkisinin en az askorbik asit kadar oldugu
bilinmektedir [63].

Lesch-Nyhan Sendromu, X-bagli resesif kalitsal bir bozukluk olan bu
hastalik, 2-3 yaslarinda norolojik belirtilerle ortaya ¢ikmaktadir. El ve ayak
parmaklar1 ile dudaklarini isirarak kendi kendilerine zarar veren bu cocuklarin
saldirgan davraniglar baskalarina da yonelik olabilmektedir. Bu hastalarda ayrica
zeka geriligi ve spastik kusurlar da goriilmektedir [63].

Kurtarma yollarinda IMP ve GMP sentezi i¢in gerekli olan hipoksantin-
guanin fosforibozil transferaz aktivitesinin eksik olmasi veya bulunmamasi bu
hastaliktaki en ©Onemli biyokimyasal kusurdur. Enzimin eksikliginde guanin ve
hipoksantinin katabolizmasinin artmasindan otiirii {irik asit diizeyi yiikselmektedir.
Yine PRPP artisina bagli olarak de nova piirin sentezi artmaktadir. Urik asit diizeyi
artan hastalarda normal yasam devam etmekte, ileri yaglarda gut ortaya ¢ikmaktadir.
Bu enzimin eksikligi ile norolojik belirtiler arasindaki iliski heniiz tam olarak
anlagilamamistir. Normal kosullarda beyindeki hipoksantin-guanin fosforibozil
transferaz diizeyi ise de daha disiiktiir. Bu nedenle beyin IMP ve GMP sentezi i¢in
kurtarma yollarina daha ¢ok bagimlidir. Bu hastalikta iirik asit yapimii azaltan
allopiirinol de nova piirin sentezini azaltmadig1 i¢in norolojik sorunlarin ortadan
kalkmasina yardimci olamamaktadir [63, 64].

Piirin niikleozid fosforilaz eksikligi, otozomal resesif olarak kalitilan
hastalikta T lenfositlerinde fonksiyon bozuklugu oldugu halde, B lenfositlerin
fonksiyonlar1 normaldir. Piirin niikleozid fosforilaz eksikligine bagli olarak piirin
niikleotidlerin katabolizmas1 yavasladig1 icin {irik asit sentezi azalmis, guanozin,
dedoksiguanozin, inozin ve dedoksiinozin diizeyleri ise artmistir. Eritrositlerde
ozellikle dGTP birikmektedir. dGTP ve ADP molekiillerinden olusan dADP,
riboniikleotid rediiktazin bilinen en giliclii inhitdéri olan dATP molekiiliine
cevrilmektedir. UDP molekiiliiniin indirgenerek CDP olusturmasi, dGTP tarafindan
inhibe edilmektedir [63, 64].

Hipoiirisemi, iirat sentezinin azalmasina veya atiliminin artigina bagli olarak
goriilen nadir bir bozukluktur. Kalitsal ksantin oksidaz eksikliginde, siddetli
karaciger hastaliginda ve Fanconi sendromu gibi renal tiibiiler bozukluklarda
hipotirisemi goriilebilmektedir. Allopiirinol ile asir1 tedavi ve Tirikoziirik ilag

kullanimi1 sonrasinda hipoiirisemi ortaya ¢ikmaktadir [63].
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1.3 Biyotransformasyon

Biyotransformasyon, biyolojik sistemlerin veya enzimlerin katalizor olarak
kullanilmastyla gergeklestirilen kimyasal doniistim reaksiyonlariyla endiistriyel
oneme sahip bilesiklerin elde edilmesi olarak tanimlanir. Biyotransformasyon
reaksiyonlarinda biyolojik sistemlerin dogal yasam alanlarinda dogal substratlari
tizerinde gerceklestirdikleri biyosentezden farkli olarak, dogal substratlar1 olmayan
molekiiller iizerinde meydana getirdikleri doniistimler s6z konusudur [65].

Glinlimiizde 6nemi giderek artan biyoteknolojik ¢alismalarin ¢ok dnemli bir
alanin1 olusturan biyotransformasyon, Ilag¢ etken maddeleri iiretimi, koku maddeleri
tiretimi, gida katki maddesi liretimi, enerji iiretimi, antibiyotik iiretimi, amino asit
tiretimi gibi pek ¢ok kullanim alani disinda toksik endiistriyel atiklarin yikimi, atik
sularin temizlenmesi ve geri kazanilmasi gibi ¢evre sorunlarinin giderilmesi amaciyla
da uygulanabilmektedir [65].

Biyotransformasyon alanindaki ilk uygulamayi, Pasteur tarafindan 1858
yilinda P. Glaucum bakteri kiiltiirii ile DL-amonyum tartarattan L-amonyumun, D-
enantiyomerinin se¢imli yikimi ile elde edilmesi olusturmaktadir. Yine 1864 yilinda
Pasteur tarafindan yapilan ¢alismada, etanoliin Acetobacter aceti ile asetik aside
dontisiimii gergeklestirilmistir. Bu caligma biyotransformasyon alaninda literatiirde
yayinlanan ilk caligmadir. Bu ¢alismalar 1886’da Brown tarafindan genisletilmis ve
etanoliin oksidasyonunu da gerceklestiren Bacterium aceti olarak adlandirilan
mikroorganizma ile propanol propiyonik aside yiikseltgenmistir. Bu ¢alisma ayni
organizma ile mannitoliin  fruktoza ve dekstrozun  glukonik  aside
biyotransformasyonu ile ilgili Berthelot tarafindan daha once yapilan ¢aligmalarin
devamidir. Bununla birlikte daha onceki calismalarin ¢ogunda saf kiiltiirlerin
eksikligi s6z konusudur. 1874’te Dumas tarafindan yapilan bir c¢alismada
Saccharomyces cerevisiae ile silfiiriin hidrojen siilfiire indirgendigi belirtilmistir.
Bunu 1898’de Windisch tarafindan furfuralin, furfuril alkole indirgenebileceginin
aciklanmasi izlemistir. Bu yiizyilin baslarinda S. cerevisiae maya kiiltliriiniin
kullaninmina dayanan pek c¢ok biyotransformasyon c¢alismasi gergeklestirilmistir.
Ozellikle Liebig ve Neuberg tarafindan gerceklestirilen bu biyotransformasyonlarin
bazilar1 1. Diinya savasi sliresince aseton, gliserol ve biitanoliin mikrobiyolojjk

olarak iiretimine yoneliktir. 1921°de Neuberg tarafindan maya ile kiral asetoin
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kondenzasyonu gelistirilmistir. Fermantasyon ortamina benzaldehidin ilave edilmesi
ile asetaldehit kondenzasyonu gerceklestirilmis ve sonucgta ketol olusmustur. Bu
1934°te bir alkaloid olan epedrinin ticari sentezine temel olusturmustur. Yine
1930’larda vitamin C’nin sentezi endiistriyel uygulamalarda yararl bir gelismedir.
Modern uygulamalarin temelini steroid hormonlarin mikrobiyal transformasyonu
olusturmustur. Buna en iyi 6rnek dehidroizoandrosteron ve testesteron arasindaki
doniistim reaksiyonudur. 1937 yilinda S. cerevisiae ile gergeklestirilen bu
doniigiimiin ilk asamasinda, s6z konusu maya Kkiiltiir dehidroizoandrosteronu
androsterodiona oksitlemis, daha sonra da C-17’de bulunan keto grubu secimli ve
sterospesifik olarak testosteron vermek iizere alkole indirgenmistir [65- 70]. 1952
yilinda ise Murray tarafindan R. arrhizus fungal kiltiirii ile progesteronun 11.
pozisyonuna bir hidroksil grubunun G- konumunda sterospesifik olarak ilavesi
gerceklestirilerek 11G-hidroksiprogesteron molekiilii sentezlenmistir [65, 68, 70]
(Sekil 1.8).

COMe

COMe
HO/,

Rhizopus arrhizus

Progestron 1 1-o Hidroksiprogesteron

Sekil 1.8 Progesteronun mikrobiyal biyotransformasyonu [65, 68]

Bu c¢alismay1 takiben androstrenedionun bakteriyal biyotransformasyonu ile
cesitli steroid hormonlarin eldesi gergeklestirilmistir. ilag etken maddesi iiretiminde
onemli bir gelisme, P. chryssogenum tarafindan iiretilen dogal penisilinin B-laktam,
ampisilin ve amoksilin gibi yar1 sentetik penisilinlerin etken maddesi olan 6-
aminopenisillanik aside transformasyonunun kesfedilmesidir. Ila¢ etken maddesi
ozelligine sahip molekiillerin icerdigi fonksiyonel gruplarin stereokimyasi, ilaglarin
etkinligi bakimindan ¢ok onemlidir. Genellikle yararli etkileri bir enantiyomerde
bulunan bu molekiillerin hazirlanmasinda ¢ogu zaman giincel kimyasal yontemler

yetersiz  kalmaktadir. Ozellikle 1960’lardaki talidomit felaketiyle diger
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enantiyomerlerin yan etki hatta zehir kaynagi olabilecegi anlasilmistir. Bu nedenle
spesifik enantiyomerin iiretimi ila¢ endiistrisinde 6nemlidir. Biyotransformasyonla
tek enantiyomerin secimli liretimi daha kolay gerceklestirilmistir. Pseudomonas
putida, bu amag i¢in kullanilan mikroorganizmalardan biridir [65, 70].

Gegmisteki  spesifik enzim uygulamalari, hazir enzim sistemlerine
ulagilamamas1 nedeniyle kisith iken, genetik miihendislik ve yeni gelistirilen DNA
teknikleriyle bir organizmadan digerine genetik bilgi transferine olanak saglanmis ve

bu sinirlama ortadan kaldirilmistir [65].

1.3.1 Biyotransformasyon ve Enzimler

Biyotransformasyon reaksiyonlar1 enzimlerle gergeklesir. Bu enzimler izole

enzimler ya da biitiin hiicre sistemlerinde bulunan enzimlerdir [49].

1.3.2 Enzimatik Reaksiyonlarin Avantajlar

Enzimatik bir reaksiyon, enzimsiz ger¢eklesen ayni reaksiyona gore 10°-10"
kat daha hizlidir. Bu deger kimi zaman 10'? diizeyine de ulasabilir ki bu kimyasal
katalizorlerin ulasamayacagi bir hiz1 ifade eder. Kimyasal bir katalizér islevini
gerceklestirmesi igin genellikle % 0,1-1 mol araligina ihtiya¢ duyarken enzimatik bir
reaksiyonda bu oran % 10°—10"* diizeyine diiser. Bu da enzimleri oldukga etkili kilar
[65].

Enzimatik reaksiyonlar pH 5-8 (genellikle pH 7) ve 20—40°C (genellikle
30°C) kosullarinda gerceklesir. Bu 1limli kosullar sayesinde istenmeyen yan
reaksiyonlar minimum diizeye indirgenir [65, 70].

Enzimlerin ¢alisma kosullar1 benzer ya da ayni oldugundan tek bir ortamda
cesitli biyokatalitik reaksiyonlar gerceklestirilebilir. Multienzim sistemleriyle ardisik
reaksiyonlar gerceklestirilebilmesi reaksiyon prosesini kolaylastirir [65].

Enzimler bu oOzellikleri ile dogal substratlari olmayan sentetik substratlar
tizerinde de etkili olabilirler. Ayrica siklikla sulu ortamda caligmay1 gerektirmezler.

Bu da organik coziiciilerin kullanilmasini gerektiren durumlar i¢in bir avantajdir [65,

68].
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Tim katalizorler gibi enzimler de bir reaksiyonu hizlandirir, ancak
reaksiyonun termodinamik dengesi yoniinde etkileri olmadigindan bazi enzim
katalizli reaksiyonlar her iki yonde de gerceklesebilir. Ayrica organik reaksiyonlarin
hemen her tipine karsilik gelen bir enzimatik reaksiyon vardir. Ornegin; ester, amid,
lakton, laktam, eter, asit anhidrit, epoksit ve nitrillerin hidrolizi ya da sentezi, alkan,
alken, aromatik, alkol, aldehit ve keton, siilfid ve siilfoksitlerin yiikseltgenmesi ya da
indirgenmesi, halojenasyon ve dehalojenasyon, alkilasyon ve dealkilasyon,
izomerizasyon, alkiloin ve aldol reaksiyonlar1 gibi [65, 66].

Kimyasal seg¢icilik, fonksiyonel grubun bir tek tipi lizerine secicilik gosteren
enzimlerin bu 6zelligi sayesinde reaksiyon verimli ve yan {iriin olasilig1 diisiik olarak
gerceklesir [65]. Bolgesel secicilik, kompleks ii¢ boyutlu yapilart sayesinde enzimler
ayni substrat molekiiliin farkli bdolgelerindeki fonksiyonel gruplara segicilik
gosterirler [65]. Enantiyomer secicilik, Enzimlerin substrattaki kiral segiciligidir.
Ozellikle enantiomerik olarak istenen {iriiniin hazirlanmasinda ¢ok &nemli bir
ozelliktir [65].

Organik sentez yoOntemleriyle gergeklestirilmesi ¢ok zor ya da imkansiz
reaksiyonlar enzimatik olarak kolayca gerceklestirilebilir

Enzimatik  reaksiyonlarin  sagladigi  6nemli  avantajlar  nedeniyle,
biyotransformasyon uygulamalar1 giincel kimyasal reaksiyonlarla karsilagtirildiginda
Onemli istiinliiklere sahiptir. Bunlardan baglicalar1 asagida siralanmistir [65].

Ilaglarin, zirai kimyasallarin ve gida katki maddeleri gibi gesitli kimyasallarmn
hazirlanmasinda,

e Enzimatik reaksiyonlarla dogal olarak ya da kimyasal olarak sentezlenmis

cesitli bilesiklerin 6zel modifikasyonlarinin hazirlanmasinda,

e Yapi etki iligkilerinin arasgtirilmasi i¢in tiirevlerin hazirlanmasinda,

e Biyolojik sistemlerde metabolizma ¢alismalarinin agiklanmasinda,

¢ Biyolojik sentez caligmalar1 ve biyolojik sistemlerin taklit edilmesinde,

e Biyodegredasyonda (cevre, ekoloji, geri doniisiim, biokiitle, biyoenerji
konularinda) 6n plana ¢ikmaktadir. Ayrica bu oOzellikleri ile biyotransformasyon

reaksiyonlart daha ekonomik ve ¢evre dostu olarak nitelendirilirler [65].
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1.3.3

Biyotransformasyonda Kullanilan Enzim Sistemleri

Biyotransformasyon reaksiyonlar1 temel olarak biitiin hiicre sistemleri ya da izole

enzim

sistemleri ile gerceklestirilir. Biitiin hiicre sistemleri kapsaminda

degerlendirilen biyokatalizdrler sunlardir [65],

Mikroorganizmalar,
Canli bitki, bitki doku ve hiicre kiiltiirleri,
Canl1 hayvan, hayvan doku ve hiicre kiiltiirleri,

Insan metabolizmas1 [65].

1.3.4 Biyotransformasyonda Reaksiyon Tipleri

Asagida siralanan reaksiyon tipleri, biyotransformasyonlarin neredeyse tiim

sentetik reaksiyonlara esdeger reaksiyonlar1 yapabilecegini gdstermektedir [65].

Oksidasyon (hidroksilasyon, epoksidasyon, dehidrojenasyon, Baeyer Villiger
oksidasyonu, kismi oksidatif degradasyon),

Rediiksiyon (aldehitlerin, ketonlarin, karboksilik asitlerin, heteroatomlarin
indirgenmesi, ¢ifte baglarin halojenasyonu),

Hidrolitik reaksiyonlar (esterlerin, C-N ve epoksitlerin hidrolizi, C=C
baglarina su girisi, N-demetilasyon),

Katililm ve kondenzasyon, (ester ve amit baglarinin olusumu, asikloin
kondenzasyonu, C=C baglarina amonyak ilavesi, birlesme reaksiyonlar),
[zomerizasyon,

Yeni C-C baglarinin olusumu,

Yeni heteroatomlarin ilavesi [65, 68].

1.3.5 Biyotransformasyon Reaksiyonlarim Etkileyen Faktorler

Biyotransformasyon reaksiyonlarinin katalizorleri canli sistemler ve enzimler

oldugundan bu reaksiyonlarin gergeklesmesi icin gerekli sartlar kimyasal

reaksiyonlara oranla daha c¢esitli ve hassas olabilmektedir. Biyotransformasyon

reaksiyonlarini etkileyen onemli faktorler arasinda besiyerinin bilesimi, materyalin

toksisitesi ve konsantrasyonu (tolerans araligi % 0,1-10>), ortam sicaklig1 (degisim
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limiti £2°C), calkalama hiz1 (rpm), zaman (saat-ay), oksijen miktari, pH (genellikle
notr) ve mikroorganizma susunun kokeni sayilabilir. Yine biyotransformasyonda
materyalin antimikrobiyal etkisi ve bu etkinin goriildiigli konsantrasyon dikkat
edilmesi gereken Onemli faktorler arasindadir [65]. Ayrica enzimlerle
biyotransformasyon yapildiginda; enzimlerin dayanikliligi, ortam sartlar1 (pH, iyonik

siddet, sicaklik uv vb.) 6nemlidir.

1.4 Tiyosemikarbazon Tiirevleri

Tiyosemikarbazonlar, tiyosemikarbazidlerin uygun aldehitler veya ketonlar ile
kondezsasyonundan elde edilen bilesiklerin sinifin1 olustururlar [71]

Kondenzasyon i¢in kullanilan aldehit veya ketonun cinsine bagli olarak
tiyosemikarbazonlar metal iyonlar1 ile monodentat (tek disli), bidentat (iki disli) ve
multidentat (cok disli) selatlar olusturabilir. Meydana gelen kompleksler renklidir ve
bu oOzelliklerinden dolayr metal iyonlarinin segici ve hassas olarak tayininde
kullanilir [71].

Tiyosemikarbazon bilesiklerinin temel ¢ikis maddeleri hidrazin ve
rodaniirlerdir. ilk defa 1896 yilinda Martin Freund tarafindan hidrazin rodanidin
termik parcalanmasindan diistik bir verimle elde edilmistir. Sonralar1 degisik usiiller
gelistirilerek ¢esitli iilkelerde patentler alinmistir. Ornegin; bir Alman patentinde
hidrazin siilfat ¢ozeltisi K,CO; ve CO, ile muamele edilerek, potasyum rodaniirle
reaksiyona sokulmakta ve yliksek verim saglandigi bildirilmektedir. 1954 yilinda
yayinlanan bir arastirmada hidrazin hidratin, potasyum rodaniirle geri sogutucu
altinda kaynatilarak % 56,6’lik bir verimle tiyosemikarbazid elde edildigi
yazilmaktadir. Ayrica organik fazlarda reaksiyon ortami diisiinlilmiis, toluen ve
glikolmonometil eter gibi ¢oziiciiler icinde sentez ¢aligmalar1 yapilmis ve patentleri
alimmustir. Gelistirilen son regetelerde, aseton ve diger ketonlarin katalizor etkisinden
faydalanilmaktadir. Reaksiyonda dnce aseton tiyosemikarbazon olusur ve bunun sulu

ortamda kolayca hidrolizi ile madde elde edilir (Sekil 1.9 ) [72].
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Sekil 1.9 Tiyosemikarbazon sentezi ve su ile hidrolizi [72]

Tiyosemikarbazon genis tedavi edici 6zelligi olan bilesik sinifina aittir. Bu
sinifin birgok {iyesi antineoplastik, anti-inflatuar, tuberkulosik, anti-HIV aktiviteleri
gostermektedir. Kanser hiicrelerine kars1 sitotoksik aktivitesi hala arastirma
konusudur [72- 74]. Karbonil bilesiklerinin HN-Z seklindeki amonyak tiirevleri ile
verdigi karbonil-imin bilesikleri genellikle kararli bilesiklerdir ve bunlarin ¢ogu
kolay kristallenip, kesin erime noktasi gosterirler. Aldehid veya ketonlar1 tanimak
icin kullanilirlar. Bu amag i¢in kullanilan baz1 bilesikler ve reaksiyonlar1 asagida

verilmigtir (Sekil 1.10) [71, 72].

R R
i -H,0 /N
(R) H(R) OH
hidroksilamin oksim
R R\
=0 + HN—NH, —>= =N
/ -H,0 ey \
H(R) H(R) NH-,
hidrazin hidrazon
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Sekil 1.10 Karbonil kondenzasyon bilesiklerinin reaksiyonlari [72]

Semikarbazon ve oksim olusum mekanizmasi (Sekil 1.11) ayrintili bir sekilde
arastirilmistir. Bu reaksiyonlar asit ile katalizlenmekte ve belirli pH ta irlin olusumu
maksimuma ulasmaktadir. Jenks ve digerlerine gore (1959,1962) gozlenen optimum
pH, asit konsantrasyonu ile hiz belirleyen basamaktaki gecisin degisimindendir.

Asagidaki mekanizmayi inceledigimizde (Z = -NHCONH; veya -OH) [ 72]:
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Sekil 1.11 Semikarbazon ve oksim olusum mekanizmasi [72]

Jencks, UV ve IR calismalari ile gostermistir ki pH=7 de (I) olusumu hizlidir
ve asidiklik artmaktadir. Asidiklik arttik¢a reaksiyonun genel orani artmakta, ¢iinkii
hiz belirleyen basamak olan dehidrasyon basamaginin orani artmaktadir (OH’1in
protonlanmasi yiiziinden). Asidikligin artmasiyla Z-NH,’ nin konjuge asidine yani Z-
NH;’e doniismesiyle Z-NH, konsantrasyonu azalmakta, katilma basamag: gittikge
yavaglamaktadir. Ardindan azot iizerindeki ortaklanmamis elektronlar niikleofilik
Ozelliklerini kaybederler. Bu yiizden yeterli derecede yiiksek asidiklikte katilma

basamagi o kadar yavaslar ki reaksiyonun hiz belirleyen basamagi haline gelir [72].
1.4.1 Geometrik izomerlik

Semikarbazonlar ve tiirevleri birbirine kolayca doniisebilen geometrik izomer
yapilar1 halinde bulunurlar. izomerizm, genellikle syn-anti, E/Z, cis-trans halindedir
ve C=N ¢ift baglarindan kaynaklanmaktadir. Literatiire gére imin bagi iceren
bilesikler dimetil siilfoksid ¢ozeltisinde yiiksek yiizdeyle E izomeri, daha az polar
¢Oziiciide molekiil i¢i hidrojen baglar1 nedeniyle Z izomeri halinde bulunmaktadirlar
(Sekil 1.12 ). Cok nadir olarak, stereoizomer semikarbazon yapilari birbirinden

ayrilmaktadir [72].
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Sekil 1.12 Semikarbazon bilesiklerinin izomerleri [72]

Tiyosemikarbazid iizerinde ii¢ ayr1 azot atomu bulunmaktadir. Her bir azot
atomu lizerinde de ortaklanmamus elektron ¢iftleri bulunmasina ragmen yalniz bir
azot atomu karbonil grubuna saldirir. 1 ve 2 numarali azot atomlari iizerinde bulunan
elektronlar karbonil grubu ile delokalize oldugundan bu atomlar niikleofilik
Ozelliklerini kismen kaybederler. 3 Numarali azot atomunda ise boyle bir
delokalizasyon soz konusu olmadigindan tiyosemikarbazid bu azot atomu ile

karbonil gruplarina saldirir (Sekil 1.13) [72].

i SH SH
HoN ,L HoN ,L
SHEH)LMTH; NN PN Sy

NH, "NH

Sekil 1.13 Tiyosemikarbazid {izerindeki azot atomlarinin 6zelligi [72]
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1.4.2 Tiyosemikarbazonlarin Biyolojik Aktiviteleri

Tiiberkiiloz, herkes tarafindan bilinen 6nemli bulasict hastaliklardan biridir.
Diinya niifusunun (1,86 milyon insan) yaklasik % 32’si tiiberkiiloz enfeksiyonu
kapmistir. Her yil yaklasitk 8 milyon tiiberkiiloz bulastirilmis insanlar, aktif
tiiberkiilozu gelistirmekte ve bunlarin iki milyonu bu hastalik yiiziinden 6lmektedir.
Son on yilda tiiberkiiloza yakalanma orani devamli olarak artmakta ve bu artisa
paralel olarak HIV viriisii artis gostermektedir. Tiiberkiiloz ve HIV arasinda o kadar
dramatik bir iligki vardir ki tiiberkiiloz tanis1 konulan hastalarin 2/3’tinde HIV pozitif
cikmaktadir. Buna ilaveten bir¢ok c¢alisma tiiberkiilozun HIV viriisiiniin
ilerlemesinde kofaktdr oldugunu ortaya koymustur. Tiiberkiiloz hastaligina miidahale
hastaligin alisila gelmis ilaglara kars1 gosterdigi diren¢ nedeniyle gittikce komplike
bir hal almaktadir. Tiiberkiilozun coklu ilaglara karsi gosterdigi direncin artmasi
sadece tedavi problemine neden olmamakta ayn1 zamanda masraflar1 da artmaktadir.
Bu nedenle hali hazirdaki tedavi problemi i¢in yeni ilaglar gerekmektedir [72, 73]. p-
Asetaminobenzaldehid tiyosemikarbazonun (Tibion) (Sekil 1.14) anti-tuberkulostatik
aktivitesi nedeniyle bir c¢ok tiyosemikarbazon biyolojik aktiviteleri igin

sentezlenmektedir [72—75].

]

NH_ /
- - '{'-. ¥ NH
i A\ ;} ~F HNH)\HNHE

::.]
p-asetaminobenzaldehid tivosemikarbazon (Tibion)
Sekil 1.14 p-Asetaminobenzaldehid tiyosemikarbazonun molekiil sekli [71]
2-Thenaldehid tiyosemikarbazon tuberkulosa karsi in vifro olarak yiiksek
derecede etki gostermektedir. Bunlara ek olarak 2-asetothienon, 2-propiothienon, 2-

butirothienon ve 2,5- dimethyl-3-asetothienon tiyosemikarbazonlari i¢inde in vitro

testleri Anderson tarafindan denenmis ve 2-propiothienon tiyosemikarbazon en
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milkemmel korumay1 gostermistir. Daha sonraki calismada tuberkulos ile agilanmis
farelerde 2-thenaldehid tiyosemikarbazonun zayif bir etki gosterdigi ortaya ¢ikmustir.
Diger bir ¢alismada Hamre ve calisma arkadaslar1 vaccinia viriis ile asilanmis civeiv
ve fare embriyosunda p-aminobenzaldehid tiyosemikarbazonun oliimi erteledigini
gostermiglerdir. Bu gozlem diger bir c¢alismada, Thompson, Price ve Minton,
benzaldehid tiyosemikarbazonun, embriyonik dokuda vaccinia viriisiin ¢gogalmasini
engelledigi  belirtilmekte fakat benzen ¢ekirdeginin para pozisyonundaki
substitusyonu virostatik aktiviteyi azalttigini ifade etmektedirler [72- 82].
Riboniikleotid rediiktaz, yasayan tiim hiicrelerde bulunmakta ve
deoksiriboniikleosid trifosfatin sentezinde hiz belirleyen basamaginda katalizor
olarak rol almaktadir. Riboniikleotid difosfatin rediiktazin inhibe edilmesi molekiil
icinde deoksiribosid trifosfatin seviyesini diisiirdiigiinden, onemli derecede DNA
biyosentezinin bloke edilmesinde etkilidir. Tiimor biiyiime orani ve riboniikleotit
rediiktazin spesifik aktivitesi arasinda ilgi ¢ekici bir iliski mevcuttur. Bu nedenle
riboniikleotid difosfat rediiktazin inhibe edilmesi kansere karsi miicadelede oldukc¢a
yararlidir.  Sartorelli ve arkadaslari bir¢ok heterosiklik  karboksaldehid
tiyosemikarbazonu, riboniikleotid difosfat rediiktazini inhibe etmek igin
sentezlediler. Bunlar arasinda en etkili madde 3-aminopiridin-2-karboksaldehid
tiyosemikarbazondur [72, 77]. Ilaveten aromatik aldehid tiyosemikarbazonlar
insanlarda bir hiicreli protozoal parazitlerin neden oldugu sitma, Chagas ve uyku
hastaliginin tedavisinde kullanilmaktadir [72, 73, 79]. Tiyosemikarbazon ve metal
kompleksleri kimyasal yapilar1 ve biyolojik 6zellikleri nedeniyle bir¢ok ¢aligmanin
ilgi odag1 olmuslardir. Tiyosemikarbazon genellikle tiyon formunda bulunmaktadir
fakat ¢ozelti icinde cok yonlii selat olusturabilmesi icin tiyon ve tiyol (Sekil 1.15 )
yapisinin dengede oldugu karisim halindedir. Bu kompleksler genellikle ya ana grup
metal ya da degisik degerlikte gec¢is metal iyonlar igerirler. Tiyosemikarbazonlar
genellikle metal iyonu ile ya notr tiyon veya anyonik tiyolat formunda N,S-donor

veya N,N-donor gibi davranarak 4 veya 5 iiyeli selat halkasi olustururlar [71, 72].
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Sekil 1.15 Tiyon ve Tiyol molekiil sekli [72]

Yapilarinda yer alan kiikiirt ile hidrazin kismindaki azot atomlari, metallerle
bag yaparak kararli, koyu renkli kompleksleri olustururlar, bunlarda
spektrofotometrik bulgular i¢in idealdir. HPLC ayirimlar1 ve bulgular i¢in bazi metal
iyon ligandlar1 kullanilmaktadir, bunlar; 2-pikonaldehid-4-fenil-3-tiyosemikarbazon,
2-tiyofenaldehid-4-fenil-3- tiyosemikarbazon, 2-asetilpiridin-4-fenil-3-
tiyosemikarbazon,  glioksal  ditiyosemikarbazon,  gilioksal  bis(4-fenil-3-
tiyosemikarbazo) ve diasetil bis(4-dimetilamino-fenil)-3- tiyosemikarbazondur [72,
73]. Farelerin kanlarindaki asirt demir N-heterosiklik tiyosemikarbazonlarla selat
olusturarak iyilestirici etki sergilemektedir [73].

Tiyosemikarbazon ve schiff bazi tiirevleri; antiviral, antimalarial, antifungal
ve antibakteriyel Ozelliklerinden dolayr birgok hastalikta tedavi edici olarak
kullanilmaktadir [73- 76]. Tiyosemikarbazon tiirevlerinin DNA ve RNA sentezini
inhibe edici etkileri nedeniyle antineoplastik amagla da kullanildiklar1 [77], ayrica
antitiroid aktivite gosterdikleri de belirtilmektedir [78, 79]. Wiliams ve arkadaglar
[80] 4-metil-5-amino-1- formilkinolin tiyosemikarbazon (MAIQ)’nun bazi karaciger
enzimlerini in vitro olarak inhibe ettigini bildirmislerdir.

Tiyosemikarbazon-metal komplekslerinin aktif oksijen tiirleri gibi toksik
etkiler olusturdugu da ileri siiriilmiistiir [81]. Tiimdr gelisiminin inhibisyonunda
tiyosemikarbazon-¢cinko bilesiklerinin iliskisini aragtiran bazi caligsmalar, bazi
inorganik ¢inko ve kompleks bilesiklerinin antitiimdr etkilerinin oldugunu
bildirmislerdir [72].

Ratlarda tiyosemikarbazon tiirevi Schiff bazi olan 4 -(1-fenil-1-metil
siklobiitil-3-i1)-2-(2- hidroksibenziliden hidrazino) tiyazol ile ¢inko ve bakir
komplekslerinin oksidatif stres ilizerine etkileri arastirilmis ve ligandin oksidatif stres
olusturmadigi, bakir-ligand kompleksinin oksidatif stres olusturdugu, ¢inko-ligand

kompleksinin ise bir antioksidan gibi davrandigi rapor edilmistir [81-83].
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Antitiimor ilag aragtirmasi L. Brockman ve arkadaslarinin 2-formilpridin
tiyosemikarbazonun farelerde L1210, L4946 l16semiye karst aktif oldugunun
bulunmasiyla baslamistir [84]. 1-formilizoquinolinin 22 tane tiyosemikarbazon tiirevi
sentez edilip hiicre kiiltiiriiniin in vivo’da fare tiimor sisteminin bir¢oguna karsi test
edilmistir. Baglica test tiimorleri ve L1210 16semi, Sarcoma 180, L-5178Y losemidir
[85]. Degerlendirme dahilinde in vitro’da insan tiimorii orijinli riboniikleosit difosfat
rediiktaz (RDR) enzimine karst genis c¢apta a-(N)- formilheteroaromatik
tiyosemikarbazon tiirevlerinin inhibisyon siirekliligi gosterdigi ve L1210 16semi
hiicre kiiltiirtiniin in vivo da fare neoplazmasmin biiylimesinde inhibitér olarak
kullanildig1 French ve arkadaslar1 tarafindan yapilan ¢alismalarda belirlenmistir [86].
Shijun ve arkadaslart 30 tane Schiff baz1 hidroksisemikarbaziti (Ar-
CH=NNHCONHOH) sentez edip L1210 murine 16semi hiicrelerine kars1 test edip ve
17 tanesin L1210 hiicrelerine karsi1 hidroksi iireden daha fazla inhibitor aktivitesinin

oldugunu tespit ettiler [87].

1.5 Calismamizda Kullanilan Antibiyotikler

1.5.1 Gentamisin Siilfat

Gentamisin (Sekil 1.16), bir aktinomiset olan Mikromonospora purpurea’dan
elde edilen, duyarli bakterilerin normal protein sentezini inhibe ederek etkisini
gosteren bakterisid etkili bir aminoglikozid antibiyotigidir. Gentamisin, E. coli,
indol pozitif ve negatif Proteus tirleri Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella-
Enterobacter-Serratia grubu tiirleri Citrobacter tiirleri ve penisilin ve metisiline
direngli Staphylococcus tiirleri de dahil genis etki spektrumuna sahiptir. Ayrica
Shigella ve Salmonella tiirlerine karst da in vitro olarak etkilidir. Gentamisine karsi
bakteriyel diren¢ zor gelismektedir. Gentamisin hiicre duvar1 sentezini etkileyen
antibiyotikler ile kombine kullanildigi zaman D grubu streptokok suslari iizerinde
sinerjik bir etki gostermektedir. Gentamisin intramiiskiiler yolla verilmesinden sonra
kisa siirede (30-60 dakika) en yiiksek plazma konsantrasyonlarina ulasir. Bobrek

fonksiyonu normal kisilerde gentamisinin yar1 0mrii 2 saatten biraz fazladir [88].
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Sekil 1.16 Gentamisin siilfat bilesiginin molekiil sekli (0-2-amino-2-deoxy-D-
glucopyranosyl-(1.4)-O-[3-deoxy-3-(methylamino)-D-xylopyranosyl-(1 6)]-2-deoxy-
D-streptamine.) [89]

Yapilan bir ¢alismada, gentamisin siilfat antibiyotigi in vitro ortamda glutatyon
metabolizmasinda rol oynayan glutatyon rediiktaz enziminin aktivitesini arttirdigi
tespit edilmistir [90]. Shigenobu tarafindan yapilan bir baska calismada insan
notrofil hiicrelerinde ve hiicre disinda in vitro ortamda NADPH oksidaz enzimi
lizerinde gentamisin siilfatin doza bagimli olarak inhibisyona neden oldugu
gosterilmigtir [91].  Ayrica gentamisin siilfatin koyun géz mercegindeki glikoz-6

fosfat dehidrogenaz enzimini de inhibe ettigi bulunmustur [92].

1.5.2. Sefazolin Sodyum

Sefazolin sodyum (Sekil 1.17) bakteri hiicre duvari sentezini inhibe ederek
bakterisid etki gdsteren bir sefalosporindir. Sefazolin sodyum enjeksiyondan sonra
kanda hizla yiiksek konsantrasyonlara ulasir. Bobrek, karaciger ve akciger dokularina
kolaylikla geger. Sefazolin sodyum intramiiskiiller uygulandiktan 1 saat sonra
serumda maksimum konsantrasyona ulasir ve bu diizey en etkili oldugu andir.
Sefazolin sodyumun serum yarilanma Omrii intramiiskiiler uygulamada yaklasik 2
saattir. Sefazolin sodyumun % 90’dan fazlasi idrarda degismeden disar1 atilir.
Sefazolin sodyum Staphylococcus aureus, (penisilaz T{reten suslar dahil)
Staphylococcus epidermidis (metisiline direngli stafilokoklar hari¢) A grubu beta

hemolitik streptokoklar ve diger streptokok suslari, Streptococcus pneumoniae,
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Escherichia coli, Proteus mirabilis, Klebsiella tiirleri Enterobacter aerogenes,

Haemophilus influenza’ya kars1 duyarlidir [88, 89].
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Sekil 1.17 Sefazolin sodyum bilesiginin molekiil sekli ((6R,7R)-3-(5-metil-1,3,4-
tiyadizol-2-siilfanilmetil)-8-okso-7-[2-(1H-tetrazol-1-il) asetilamino]-5-tiya-1-
azabisiklo [4.2.0]okt-2ene-2-karboksilat) [89]

Sefazolin sodyum ile yapilan in vitro bir ¢alismada koyun karacigerinden
saflagtirllan  glikoz 6-fosfat dehidrogenaz enzimi {izerinde giiclii inhibisyon
gosterirken [93], koyun goéziinden salinan glikoz-6 fosfat dehidrogenaz enzimi
tizerinde aktivasyonuna neden olmaktadir [92]. Benzer sekilde sefazolin sodyum
antibiyotigi insan eritrositlerinden saflastirilan Karbonik anhidraz 1 ve II enzimi
tizerinde gili¢lii bir inhibisyon etkisi gostermistir [94]. Sefazolin sodyumun
bulundugu sefalosporinler ana antibiyotik grubunda bulunan sefatoksim antibiyotigi
sigir eritrositlerinden saflagtirilan Glutatyon rediiktaz enzimi {izerinde yarigmali bir

inhibisyon gdostermistir [89, 90].
1.5.3. Sodyum Ampisilin

Bir aminopenisilanik asit tiirevi olan ampisilin (Sekil 1.18) genis bir
spektruma sahip olup gram (+) ve gram (-) aerob ve anerob mikroorganizmalara
kars1 bakterisit etkilidir; bu etkisini bakterilerin hiicre duvari mukopeptit
biyosentezini inhibe ederek gosterir. Ampisilin beta-laktamazlara karsi dayanikli
degildir; kolayca parcalandigindan etkisiz bir duruma gelir. Ampisilin beta-laktamaz
salgilayan ve salgilamayan Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis,
Staphylococcus  saprophyticus ile  Staphylococcus  faecalis,  Streptococcus

pneumoniae, Streptococcus pyogenes ve Streptococcus viridans’a in vitro etkilidir.
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Ayrica gram (-) mikroorganizmalardan, beta-laktamaz salgilayan ve salgilamayan
Haemophilus influenzae, Branhamella catarrhalis, Escherichia coli, Klebsiella,
Proteus mirabilis, Neisseria gonorrhoeae ve Proteus vulgaris, Providencia rettgeri,
Providencia  stuartii, Morganella morganii ampisiline duyarhdir. Anaerob
mikroorganizmalardan, Clostridium tiirleri, Peptococcus tiirleri, Peptostreptococcus
tiirleri ve B. Fragilis dahil Bacteroides tirlerine ampisilin etkilidir. Ampisilin
intravendz ve intramiiskiiler uygulamadan sonra kanda yiiksek konsantrasyonlar
olusturur ve ortalama yarilanma siiresi saglam bireylerde yaklasik 1 saattir.
Uygulandiktan sonra ilk 8 saat iginde %75-85 oraninda degismeden idrarla atilir [88,
89].

Sekil 1.18 Sodyum ampisilin bilesiginin molekiil sekli (Monosodyum (2S, 5R, 6R)-
6-[(2R)-2-amino-2-fenilasetilamino]-3,3-dimetil-7-okso-4-tiyo-1-aza bisiklo [3.2.0]
heptan-2-karboksilat) [89]

Yapilan bir in vitro ¢alismada insan eritrositlerinden izole edilen karbonik
anhidraz I ve II enzimi ilizerinde ampisilinin inhibisyon etkisi tespit edilmistir [90].
Benzer sekilde insan eritrosit glikoz-6 fosfat dehidrogenaz enzimi tlizerinde ampisilin

in vitro inhibisyon etkisi gostermistir [95].

1.5.4. Klaritromisin

Klaritromisin (Sekil 1.19) bir semi-sentetik makrolid antibiyotiktir.
Klaritromisin ve metaboliti 14-OH Kklaritromisin viicut dokularina ve sivilarina
kolayca dagilir. Yiiksek intraseliller konsantrasyonundan dolayi, doku
konsantrasyonlari, serum konsantrsyonlarindan daha ytiksektir. Klaritromisin, duyarl

bakterinin 50S ribozom alt iinitelerine baglanarak antibakteriyel etkisini gosterir ve
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protein sentezini inhibe eder. Klaritromisin in vitro olarak bir¢ok aerob ve anaerob
gram-pozitif ve gram-negatif organizmalar olan Staphylococcus aureus,
Streptococcus pneumoniae, Streptococcus pyogenes, Haemophilus influenza,
Moraxella (Branhamella) catarrhalis, Heliobacter pylori, Listeria monocytogenes,
Bordetella pertussis, Pasteurella multocida ve Propianibacterium acnes’e karsi
etkilidir. Ayrica myobacterium avium kompleks organizmalarina da etkilidir.
Klaritromisinin ortalama terminal faz plazma yar1 6mrii doza bagimli olup 2,1 ila 4,5

saat arasinda degismektedir [88, 89].

CH;

Sekil 1.19 Klaritromisin bilesiginin molekiil sekli [89]

Makrolid grubunda yer alan klaritromisin antibiyotigi  karaciger
metabolizmasinda 6nemli bir yeri olan P-450 enzimlerinden CYP3A enziminin
doniistimsiliz inhibitoriidiir [96, 97]. Klaritromisin ile CYP1A2, CYP2C9 ve
CYP2D6 enzimlerinin substratlar1 arasinda bir iliski oldugu tespit edilmis [98, 99] ve
klaritromisinin in vivo ortamda insanlar lizerinde yapilan bir ¢alismada CYP1AZ2,

CYP2C9 ve CYP2D6 enzimlerinin inhibe ettigi gosterilmistir [100].

1.5.5 Rifamisin SV

Rifamisin SV (Sekil 1.20) yiiksek bakterisid etkiye sahip bir antibiyotiktir. /n

vitro antimikrobiyel etki diger antibiyotiklere kars1 direngli olsalar bile, gram pozitif
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mikroorganizmalar {izerinde ¢ok diisiik konsantrasyonlarda ve gram-negatif
mikroorganizmalar {izerinde daha yiiksek konsantrasyonlarda kendini gosterir.
Antibakteriyel spektrumu Myobacterium tuberoculosis’i de kapsar. Rifosin rifamisin
grubu haricinde diger antibiyotiklerle ¢apraz direng olusturmaz. Klinik deneyler
Rifosin’in gram-pozitif mikroorganizmalarin (stafilokok, streptokok, pnomokok ve
benzerleri) neden oldugu enfeksiyonlar ile gram-negatif mikroorganizmalarin neden
oldugu bazi enfeksiyonlarin tedavisinde ozellikle etkili oldugunu gostermistir.
Rifosin’in  safrada yiliksek konsantrasyona ulagmast onu safra kesesi
enfeksiyonlarinin tedavisinde 6zellikle kullanilmasi gereken bir ilag haline getirir.
Rifosin intramuskiiler uygulamadan 6 saat sonra organizmada maksimum etki

seviyesine ulasir [88, 89].

Sekil 1.20 Rifamisin SV bilesiginin molekiil sekli [89]

Calismamizda kullandigimiz rifosin grubundan rifamisin SV antibiyotiginin
yapilan bir ¢alismada DNA polimeraz enziminin giiclii inhibitérii oldugu tespit
edilmistir [100]. Ayrica Rifamisin SV tiirevlerinin insan nétrofil hiicrelerinin

fonksiyonunu inhibe ettigi gosterilmistir [101].
1.5.6. Klindamisin Fosfat

Klindamisin fosfat (Sekil 1.21), in vivo kosullarda hizla hidroliz olarak
antibakteriyel etkiye sahip klindamisine doniisiir. Klindamisin, makrolidlere benzer

sekilde bakteri ribozomlarinin 50S alt birimine baglanarak, protein sentezinin ilk
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asamasini inhibe eder. Temel olarak bakteriyostatik olmakla birlikte, yiiksek
konsantrasyonlarda duyarli suslara karsi bakterisid etki gosterir. Klindamisin, su
mikroorganizmalar karsi in vitro olarak etkilidir; Aerob gram pozitif koklardan;
Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis, streptokoklar ve pnomokoklar.
Anaerob gram negatif basillerden; Bacteroides tiirleri ve Fusobacterium tiirleri.
Anaerob gram pozitif spor yapmayan basillerden; Propionibacterium, Eubacterium
ve Actinomyces tlrleri. Anaerob ve mikroaerofilik gram pozitif koklardan
Peptococcus tiirleri, Peptostreptococcus tiirleri ve mikroaerofilik streptokoklar.

Clostridium perfiringens suslarinin ¢ogu klindamisine duyarlidir [88, 89].

Sekil 1.21 Klindamisin fosfat bilesiginin molekiil sekli (Metil 7-klor-6,7,8-trideoksi-
6-[(2S, 4R)-1-metil-4-propilpiyrolidin-2-karboksamido]-1-L-treo-a-D-galakto-
oktapiyranosit 2-dihidrojen fosfat) [89]

Klindamisin fosfat intramiiskiiler yoldan uygulandiginda, serumdaki en
yiiksek aktif klindamisin konsantrasyonlarina erigkinlerde 3 saat i¢inde ulagilir. Aktif

klindamisinin serumdaki yarilanma siiresi 3 saattir [89].

1.5.7 Kanamisin Siilfat

Kanamisin (Sekil 1.22), aminoglikozid yapisindaki antibiyotiklerden biridir.
Etkili bir antibiyotik olmasma karsin, toksik etkisi azdir. Kas igine enjekte
edilebilecegi gibi agiz yoluyla da verilir. Fakat bu son yolda emilim iyi degildir.
Kanamisin “Sepsis” vakalarinda (viicuttaki cerahat yapici bakterilerin ve bunlarin

zararli irlnlerinin (toksinleri — zehirleri) kan yoluyla viicuda dagilmasi)
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kullanilabilecegi gibi, agiz yoluyla uygulanarak bagirsaklarin bakterilerden
temizlenmesinde de yararlanilabilir. Kanamisin, daha ¢ok isitme bozukluklarina yol
acic1 etkiye sahiptir. Uzun siire kanamisin kullanmak zorunda olan hastalarda ilacin
5—7 giinliik siirelerle kesilmesi ve giinliik dozun azaltilmasi isitme kayiplarini dnleme
bakimindan yararhidir. Bu onlem o6zellikle bobrek bozuklugu bulunan hastalarda

gereklidir [102].
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Sekil 1.22 Kanamisin siilfat bilesiginin molekiil sekli (3-Amino-3-deoksi-a-
D-glukopironozil-(1—6)-[ 6-amino-6-deoksi- a-D-glukopironozil-(1—4)]-2-deoksi-
D-streptamin stilfat) [102]

34


http://www.saglik.im/bobrekler/

2. MATERYAL VE METOD

2.1 MATERYAL

2.1.1 Kullanilan Kimyasal Maddeler

Bu calisma i¢in kullanilan; Sepharose 4-B, Siilfonamit, L-trozin, p-nitrofenil
asetat, diyaliz torbalari, Akrilamit, N,N,N’,N’-tetrametil
etilendiamin(TEMED),N,N’- metilen bisakrilamit, - merkaptoetanol, SDS, Glisin,
Coomassie Brillant Blue G-250, Coomassie Brillant Blue R-250, Fenol red ve Brom-
timol mavisi, Ksantin, Etilendiamintetra asetik asit (EDTA),
tris(hidroksimetil)aminometan HCI (Tris-HCI), Allopurinol, Benzamidin, Ditioeritrol
Sigma Chemical Comp.’den; Sodyum hidroksit, Trihidroksi metil aminometan
(Tris), Sodyum sitrat dihidat, Sitrik asit, Soydun kloriir, Sodyum siilfat, Sodyum
perklorat, Sodyum asetat, Hidroklorik asit, Asetik asit, Siilfiirik asit, Fosforik asit,
Sodyum azotiir, Sodyum nitrat, Sodyum tiyosiyanat ve Sodyum siyaniir Merck
A.G’den; Metanol, Etanol, Amonyum persiilfat ve Dekstroz Riel de Haen A.G’den

temin edildi.

2.1.2 Kullanilan Alet ve Cihazlar

Cizelge 2.1 Calismada Kullanilan Laboratuar Geregleri

Kullanilan Gereg Modeli

Buz Makinesi Fiocchetti Frigoriferi Scientifici, italya
Buzdolab1 Profilo, Tiirkiye

Calkalamali1 Inkiibator She-Lab, USA

Elektroforez Apelex, Ingiltere

Elektronik Tart1 Sartorious, Almanya

Etiv WTB, German, Niive, Tiirkiye
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Isitmali Manyetik Karistirici Velp Scientifica, Ispanya
Kromatografi Kolonu Sigma (1,5 cm ¢ap ve 10cm uzunluk)
pH Metre WTW, Almanya

Dijital Gériintiileme Sistemi UVP, Ingiltere

Saf su cihaz1 Destilasyon 3.1 (Comecta Sa,)
MikroSantrifiij Sigma Laborzentrifugen, Germany
Santrifiij Hettich Zentrifugen, Germany
SDS PAGE Aparatlari Atto, Japonya

Calkalayici GFL, Almanya

Elektroforez i¢in Giig¢ Kaynagi Consort, Ingiltere

Sicak su banyosu Elektro-mag, Tiirkiye

Is1 kontrollii Calkalamalr etiiv GFL , Almanya

UV visible Spektrofotometreler Heios a (Unicam), Metro Lab,
Vorteks Elektromag, Tiirkiye

2.1.3 Kullanilan Cozeltiler ve Hazirlanmasi

2.1.3.1 Afinite jeli sentezinde kullanilan tamponlar

2.1.3.1.1 0,1 M NaHCOs;, pH 10,0: 8.401 g NaHCO:s tartildi ve 950 mL destile suda
coziilerek, 1 M NaOH ile pH’s1 10,0’a getirildi ve son hacim destile suile 1 L’ye

tamamlandi.

2.1.3.1.2. 0.2 M NaHCOs, pH 8.8: 8.401 g NaHCOs tartild1 ve 450 mL destile suda
coziilerek, 1 M NaOH ile pH’s1 8.8’¢e getirildi ve son hacim destile su ile 500 mL’ye

tamamlandi.
2.1.3.1.3. 0.05 M Tris-SOs4, pH 7.5: 6.055 g Tris-base tartild1 ve 950 mL destile

suda coziilerek, 1 M NaSQy ile pH’s1 7.5’ getirildi ve son hacim destile su ile 1 L’ye

tamamlandi.
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2.1.3.2. Afinite Kromatografisinin Uygulanmasinda Kullanilan Tamponlar1

2.1.3.2.1 Dengeleme Tamponu: 2,9220 g NaCl ve 3,7535 g glisin tartildi ve 450 mL
suda ¢oziildi. 4 M NaOH ile pH’st 9’a ayarlanarak toplam hacim 500 mL’ye

tamamlanda.

2.1.3.2.2 Jel Yikama Tamponu: 1,8768 g glisin tartildi ve 220 mL suda ¢oziildi. 4 M
NaOH ile pH’s1 9’a ayarlanarak toplam hacim 250 mL’ ye tamamlandi.

2.1.3.2.3 Eliisyon Tamponu: 1,4610 g NaCl, 1,8768 g glisin ve 0,9788 g benzamidin
dihidrokloriir tartildi ve 220 mL suda ¢6ziildii. 4 M NaOH ile pH’s1 9’a ayarlanarak

toplam hacim 250 mL’ ye tamamlandi.

2.1.3.3 Ksantin Oksidaz Enzim Aktivitesi I¢in Kullanllan Tamponlar

2.1.3.3.1 Aktivite Tamponu (0,15 M pH 7,6 Tris-HCI) : 1,8126 g Tris-HCI tartild1
ve 80 mL suda ¢o6ziildi. pH’st 7,6’ya ayarlanir ve toplam hacim 100 mL’ ye
tamamlandi.

2.1.3.3.2 Substrat Cozeltisi: 0,01521 g ksantin tartild1 ve 80 mL destile su ile ¢oziliir
500 pL 4 M NaOH eklenir ve 100 mL’ ye tamamlanir.

2.1.3.4 SDS-PAGE Elektroforezinde Kullamlan Tamponlar

Cizelge 2.2 SDS-PAGE eclektroforezinde kullanilan numune tamponu:

Kimyasal Madde Miktar
0.5 M Tris-HCI (pH:6.8) 2.5 mL
% 10’Iuk SDS 4.0 mL
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Gliserol 2.0 mL
B-merkaptoetanol 1.0 mL
Bromfenol mavisi 0.0l g

Destile su 0.5 mL

Cizelge 2.3 SDS-PAGE elektroforezinde kullanilan yiiriitme tamponu:

Kimyasal Madde Miktar
Tris-HCI 30g
Glisin 144 ¢
SDS 10g
Destile su ile son hacim 1L’ye tamamlanir

Cizelge 2.4 SDS-PAGE elektroforezinde kullanilan ayirma

ve yigma jellerinin

hazirlanisi:
Ayirma Jeli Yigma Jeli
% 10 % 3

Akrilamid/Bis (% 30)

Akrilamid 15 g

Bisakrilamid 0.4 g 16.65 mL 2.6 mL
Son hacim destile su ile 50 mL’ye

tamamlanir.

Destile su 20.1 mL 12.2 mL

1.5 M Tris-HCI (pH:8.8)
Tris-HCI 11.82 g
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pH:8.8 oluncaya kadar 0.1 M NaOH
ilave edilerek son hacim destile su ile

50 mL’ye tamamlanir.

12.5mL

0.5 M Tris-HCI (pH:6.8)
Tris-HCI 39¢g
pH:6.8 oluncaya kadar 0.1 M NaOH

ilave edilerek son hacim destile su ile

50 mL’ye tamamlanir.

5mL

% 10’luk SDS
SDS lg
Son hacim destile su ile 10 mL’ye

tamamlanir.

0.5 mL

200 pL

TEMED

25 uL

20 uL

% 10’luk amonyum persulfat

Amonyum persiilfat 1g
Son hacim destile su ile 10 mL’ye

tamamlanir.

750 pL

400 pL

Cizelge 2.5 SDS-PAGE elektroforezinde kullanilan renklendirme ¢ozeltisi:

Kimyasal Madde Miktar
Coomassie Brillant blue R-250 0.66 g
Metanol 120 mL
Glasiyal asetik asit 24 mL
Destile su 120 mL
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Cizelge 2.6 SDS-PAGE elektroforezinde kullanilan renk a¢cma c¢ozeltisi: % 7.5

asetik asit, % 5 metanol ve % 87.5 mL destile su

Kimyasal Madde Miktar
Metanol 50 mL
Glasiyal asetik asit 75 mL
Destile su 875 mL
2.2 YONTEMLER

2.2.1 Ksantin Oksidorediiktaz Enzimi Cozeltisinin Hazirlanmasi

Taze, islem gormemis siit +4 °C’de buzdolabinda bir gece bekletildi.
Hacimce %3 oraninda toluen ve hacimce %2 olacak sekilde 0.1 M. EDTA’dan
eklendi ve blender ile 30 dakika boyunca muamele edildi. Bu siirenin sonunda
sicaklik ytikseldi ve sicaklik +4 °C’ye gelinceye kadar buzdolabinda bekletildi.
Tekrar 30 dakika boyunca blender ile muamele edildi ve sicaklik +4 °C’ye gelinceye
kadar buzdolabinda bekletildi [103]. Blender ile islem gormiis siite %38’lik
amonyum siilfat ¢oktlirmesi yapildi ve arkasindan +4 °C’de 45 dakika boyunca
15000 rpm’de ve santrifiij yapilarak, siispansiyonda iiste biriken yagimsi kisim atildi.
Daha sonra %50 amonyum siilfat eklendi ve +4 °C’de 45 dakika boyunca 15000
rpm’de santrifiij yapildi. Usteki siipernanant atildi ve altta kalan c¢okelek 0,1 M
pH=7.6 Tris-HCI ‘den her tiipe 1 mL olacak sekilde eklendi ve ¢okelegin ¢oziilmesi

saglandi.
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2.2.2 Ksantin Oksidorediiktaz Enziminin Aktivite Tayini

XOR’mn aktivitesi Massey Metoduna gore 37 °C’de ksantinin iirik asit
olusumu esnasinda 295 nm’de absorbans artisinin spektrofotometrik olarak ol¢iimii
ile tayin edilecek (€ 200=9,5 mM ' cm ') [104]. Reaksiyon karistmi pH=7,6, 50 mM
Tris-HCI tamponu ve 0.1 mM ksantin ve enzim igermektedir. 1 tinite XO’1n, 1 pmol

ksantini 1 dakikada iirik aside doniistiiren enzim miktaridir [104].

2.2.3 Bradford Yontemiyle Kantitatif Protein Tayini

Saflastirma basamaklarinda elde edilen c¢ozeltilerdeki protein miktarlari,
Bradford yontemi kullanilarak tayin edilmistir. Bu yontem fosforik asitli ortamda
proteinlerin, Coomassie Brillant Blue G-250 reaktifi ile kompleks olusturmasi,
olusan kompleksin 595 nm dalga boyunda maksimum absorbans gdstermesi esasina
dayanir. Bu yontemin diger protein tayini yontemlerinden istiin tarafi, ¢cok kisa
stirede uygulanmasi, bozucu faktorlerin az olmasi, protein boya kompleksinin

¢oOzeltilerde uzun siire kalmasidir. Bu yontemin hassasiyeti 1-100 pg arasindadir.

ImL’sinde Img protein ihtiva eden standart sigir albiimin ¢6zeltisinden
tiiplere 0, 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90 ve 100 ul alindi. Tiiplerin hacimleri
100mM Tris-HCI tamponu (pH:8.00) kullanilarak 0,1 mL’ye tamamlandi. SmL
Coomassie brillant blue G-250 reaktifi her bir tiipe ilave edildi. Tiipler vorteks ile
karistirilarak 10 dakika sonra 595nm’de 3ml’lik kiivetlerde kore karsi absorbans
degerleri okutuldu. Kor olarak 0,1 mL’lik 100mM Tris-HCI (pH:8.00) tamponu olan
1. tiip kullanildi. Okunan absorbans degerlerine karsilik gelen pg protein degerleri ile
standart grafik hazirlandi.

Hazirlanan enzim ¢ozeltilerinden 0,1° er ml 2 ayn tiipe alinarak iizerlerine
5’er ml Coomassie reaktifi ilave edildi. Vortekste karigtirildiktan 10 dakika sonra
595 nm’de absorbanslar1 6lgiildii. Tki 6l¢iimiin ortalama absorbansina karsilik gelen

protein miktar1 standart grafik yardimiyla hesaplandi [105].
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2.2.4 Enzimin Saflastirilmasi
2.2.4.1 Amonyum Siilfat Coktiirmesi
Amonyum siilfat, belirli doygunluk derecelerine gore belirli proteinlerin

¢okmesini saglayan 2 degerlikli, cok kullanilan bir tuzdur. Oncelikle, kullanilacak

amonyum siilfat konsantrasyonu agagida verilen formiille tespit edildi:

_L77xvx(S, - S,)
3.54-5,

g(NH,), SO,

V: Blender ile iglem gdrmiis siit hacmi,
Si: 1’in kesri seklinde mevcut amonyum siilfat doygunlugu,

Sy: I’in kesri seklinde istenilen amonyum siilfat doygunlugu
2.2.4.2 Afinite kromatografisi ile enzimin saflagtirilmasi

Afinite jeli, Sepharose 4B kati destek materyali {izerinde hazirlanmistir.
Sepharose 4B’nin serbest —OH gruplar literatiirde daha ¢ok CNBr ile
aktiflestirilmistir. Bu calismada da ayni1 yontem kullanilarak Sepharose 4B afinite
jelinin CNBr ile aktiflestirilmesinden sonra, tirozin kovalent olarak baglandi. Daha
sonra 4-amino benzamidin dihidrokloriir diazolanarak L-tirozine kenetlendirildi
[106]. Burada afinite jelinin; uzanti kolunu L-tirozin, enzimi spesifik olarak baglayan
kismini da 4 amino benzamidin dihidro kloriir olusturur. Benzamidin XOR enziminin

spesifik bir inhibitoriidiir.
2.2.4.2.1 Sepharose-4B’nin aktiflestirilmesi
20 mL Sepharose 4B jeli destile su ile iyice yikanarak dekante edildi. Esit

hacimdeki destile su ile birlestirilek bir siispansiyon elde edildi. Karistirilmakta olan

stispansiyona 4 g toz haline getirilmis CNBr katildi. pH-metre kullanilarak
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stispansiyonun pH’1 4 M NaOH ile hemen 11 degerine ¢ikarilarak reaksiyon bu pH
degerinde sabit tutuldu. Reaksiyona pH degismeyinceye kadar devam edildi (10-15
dakika). Cok miktarda buz siispansiyona katildi ve karisim bir buncher hunisine
nakledildi. Daha sonra 250 mL soguk 0,1 M NaHCO; tampon ¢ozeltisi (pH=10) ile
yikandi ve bir behere aktarildi [106].

2.2.4.2.2 L-Tirozinin baglanmasi

CNBr ile aktiflestirilmis matriks tizerine 20 mL’sinde 8 mg tirozin igeren 0,1
M NaHCO; tamponunun (pH=10) soguk ¢d6zelti behere ilave edilerek yavasca
karistirilan siispansiyon 90 dakika boyunca karistirildi. Bundan sonra siispansiyon,
4°C’de 16 saat siiresince bekletildi. Bu siirecin sonunda jel, yikama suyu 280 nm
dalga boyunda absorbans vermeyinceye kadar bol su ile yikandi. Boylece reaksiyona
girmeyen tirozin tamamen ortamdan uzaklastirilmis oldu. Yikama 100 mL 0,2 M
NaHCO; tamponu (pH=8,8) ile tekrarlandi. Tirozin takili jel ayni tamponun 40
mL’si i¢ine alind1 [106].

2.2.4.2.3 4-aminobenzamidinin Kenetlenmesi

20 mg 4-aminobenzamidin dihidrokloriir, 0 °C civarinda 10 mL 1 M HCI
igerisinde ¢oziildii. 75 mg NaNO,; ihtiva eden 0 °C’deki 5 mL ¢ozelti, benzamidin
¢Ozeltisine damla damla katildi. 10 dakika reaksiyondan sonra diazolanmis olarak
bulunan benzamidin 40 mL Sepharose 4B-L-Tirozin siispansiyonuna ilave edildi.
pH=9,5 degerine ¢ikarilarak sabit tutuldu ve 3 saat oda sicakliginda karistirildi. Daha
sonra 1 L destile su ve 200 mL 0,05 M Tris-SO4 (pH=7,5) tamponu ile yikand1 ve
ayn1 tampon igerisinde saklandi (Sekil 2.1).

43



H
H.N— é g: OH
CHaHs : COOH

H9.5
P N
OH

NH _H

n H | H,
_O—C-N—C—C OH

:> COOH

“oH N=N

CNyH;

Sekil 2.1 Afinite jeli sentezinin sematik gosterimi

2.2.4.3 Sodyum Dodesil Siilfat Poliakrilamid Jel Elektroforezi (SDS-PAGE) ile

Enzim Safliginin Kontrolii

Afinite kromatografisi ile saflastirilan enzimin safligi SDS-PAGE ile kontrol
edildi. Bu amagla iki farkli akrilamid konsantrasyonunda; yigma jeli % 3, ayirma jeli
% 10 konsantrasyonlarinda olacak sekilde kesikli sodyum dodesil siilfat jel

elektroforezi (SDS-PAGE) Laemelli tarafindan belirtilen yontem uygulandi [107].
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Bu amagla elektroforez cam plakalar1 once su, sonra etil alkol ile iyice
temizlendi. Daha sonra plakalar arasina plastik aralik olusturucusu yerlestirilerek iki
cam plaka birbiri lizerine konuldu ve kiskaclarla tutturularak jel hazirlama cihazina
yerlestirildi. Cizelge 2.18’te belirtildigi gibi hazirlanan ayirma jeli plakalar arasina
tistten 2-3 cm kalana kadar enjektorle dokiildi. Jel igerisinde hava kabarcigi
kalmamasina dikkat edildi. Jel ylizeyinin diizgiin olmasi1 i¢in n-biitanol ile ince bir
tabaka olusturuldu. Polimerizasyon tamamlandiktan sonra (yaklasik 15 dakika) {ist
yilizeydeki n-biitanol uzaklastirildi. Daha sonra cam plakalarin arasi tamamen
doluncaya kadar polimerlesmis ayirma jelinin {izerine yigma jeli ilave edildi. Jel
kasetindeki yiikleme jelinin {izerine tarak dikkatlice yerlestirilerek jelin
polimerlesmesi beklendi (yaklasik 30 dakika). Yiikleme jeli polimerlestikten sonra
tarak, kuyucuklarin arasinin bozulmamasina dikkat edilerek ¢ikarildi. Kuyucuklar
Once saf suyla sonra tank tamponuyla yikandi. Polimerize jellerin bulundugu kaset
elektroforez tankina yerlestirildi. Elektroforez tankinin alt ve iist kismina yiiriitme
tamponu konuldu.

Afinite kromatografisi sonucunda elde edilen fraksiyonlardan toplam hacim
100 uL olacak sekilde 1:1 oraninda numune tamponuyla karistirildi. Jele yiiklenecek
numuneler 3 dakika kaynar su banyosunda bekletildi. Numuneler sogutularak
enjektorle kuyucuklara yiiklendi. Elektroforez gii¢ kaynagina baglanarak 80 volta
ayarlandi.  Proteinlerin jeldeki hareketini incelemeye yarayan numune tamponu
icindeki boyaya ait bant yiikleme jelinden ayirma jeline vardiginda voltaj 200 volta
cikartildi. Bromfenol mavisinden kaynaklanan mavi bant jelin altina 0.5 cm kalana
kadar yiiritiildiikten sonra akim kesilerek yiiriitme durduruldu. Cam plakalar
arasindaki jel dikkatlice ¢ikarildi yigma jel ayrildiktan sonra protein bantlarini igeren
ayirma jeli renklendirme c¢ozeltisi i¢cine konuldu ve 1-1.5saat kadar galkalayici
tizerinde birakildi. Daha sonra jel renklendirme ¢ozeltisinden ¢ikarilarak renk agma
cozeltisine konuldu. Belirli araliklarla degistirmek suretiyle jelin zemin rengi agilip
protein bantlar belirginlesinceye kadar bu ¢ozelti i¢inde calkalandi. Jel, renk agma

cozeltisinden ¢ikarildiktan sonra fotografi ¢ekildi.
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2.2.5 Enzimin Kinetik Sabitlerinin Belirlenmesi

Ky ve Vimax degerlerinin tespit edilmesi amaciyla optimum sartlarda XOR,
ksantin substratinin altt farkli substrat konsantrasyonlarindaki enzim aktivitesi
Olciimii yapildi. Her olglim iki defa tekrarlanarak, bulunan degerlerin ortalamasi
alindi.

Buna dayali olarak, 1/V ve 1/[S] degerleri bulunarak Lineweaver-Burk
grafikleri ¢izildi [108, 109]. Kv ve Vmax degerleri grafigin denklemlerinden

yararlanilarak bulundu.

2.2.5.1 Tiyosemikarbazon Bilesikleri Kullanilarak Enzimin Kinetik Sabitlerinin

Belirlenmesi

KM ve Vi degerlerinin bulunmasi amaciyla, optimum sartlarda orijinal
olarak sentezlenen tiyosemikarbazon bilesikleri (Sekil 2.2 ) substrat olarak kullanildi
ve substratin degisen konsantrasyonlarinda enzim aktivitesi dl¢ltimleri yapildi. Her
Olciim iki defa yapilarak bulunan degerlerin ortalamasi alindi. 295 nm’de OSlgiilen
aktivite degerleri reaksiyon hizi (U/ml dak) olarak alindi. 1/V ve 1/[S] degerleri
bulunarak Linewear-Burk grafikleri ¢izildi. Grafikten yararlanarak Ky degerleri ve
Vmax degerleri U/mldak olarak bulundu.

Aktivite 6l¢timiinii farkli pH’larda hazirlanan Tris-HCI tamponlar1 kullanarak

yapildi (Cizelge 3.16-3.26 ) ve grafikler elde edildi.

(Z2)-1((Z)-7(4-chlorobenzylidene)bicyclo[3.2.0]hept-2-en-6-
ylidene)thiosemicarbazide

Mtc
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(Z)-1((Z)-7(4-methoxybenzylidene)bicyclo[3.2.0]Thept-2-en-6-
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(2)-1-((Z)-7-(4-metilbenzylidene)bicyclo[3.2.0Thept-2-en-6-
ylidene)thiosemicarbazide

4Mtc

(2)-1-((Z)-7-(4-bromobenzylidene)bicyclo[3.2.0]hept-2-en-6-
ylidene)thiosemicarbazide

Btc

Sekil 2.2 Tiyosemikarbazon Bilesiklerin Molekiil Sekilleri

2.2.5.2 Ksantin Bilesigi Kullanilarak Enzimin Kinetik Sabitlerinin Belirlenmesi

Ky ve Vi degerlerinin bulunmasi amaciyla, optimum sartlarda ksantin

substratinin degisen konsantrasyonlarinda enzim aktivitesi Ol¢timleri yapildi. Her

Olciim iki defa yapilarak bulunan degerlerin ortalamasi alindi. 295 nm’de OSlgiilen
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aktivite degerleri reaksiyon hizi (U/ml dak) olarak alindi. 1/V ve 1/[S] degerleri
(Cizelge 3.27 ) bulunarak Linewear-Burk grafikleri ¢izildi.

2.2.6 I1Cs9 Degerlerinin Bulunmasi

2.2.6.1 Mo ve Fe iyonlarimin Enzim Aktivitesine Etkisi

Calismamizda kullandigimiz bilesikler enzimin yapisinda bulunan Fe ve Mo
iyonlarini igermektedir. Afinite etkisini arastirmak i¢in, optimum sartlarda ksantin
substratinin 0,1 mM sabit konsantrasyonunda c¢alisildi. Substrat ¢ozeltisi her 6lglimde
0.5 mL alind1 ksantin ve Fe ve Mo iyonlarin1 igeren ¢ozeltilerinden ise degisik
hacimlerde alinarak toplam 1.005 ml’lik bir reaksiyon hacmi olusturuldu. Once Fe ve
Mo iyonlarini icermeyen ortamda enzim aktivitesi bulundu. Bu deger %100 aktivite
olarak kullanildi. Daha sonra optimum pH ve sicaklikta 0.07 mL enzim ¢0zeltisi
alind1 ve tampon, substrat, ve Fe veya Mo iyonlarini igeren ¢ozelti ortami olusturuldu
bu ortam cabuk bir sekilde olusturulduktan sonra 295 nm’de bir dakikada
absorbansta meydana gelen degisme okundu (Cizelge 3.2-3.5 ). Elde edilen
absorbans degerlerinden % aktiviteler hesaplandi. % Aktivite-[A] grafikleri ¢izildi.

2.2.6.2 Antibiyotiklerin Ksantin Oksidaz Enzimi Uzerine Afinite Etkisinin

Arastirillmasi

Inhibisyon ¢aligmalarinda klinik amach kullamlan antibiyotikler kullanilds.
Bu inhibitorlerin ICsy degerlerinin belirlenmesi amaciyla substrat konsantrasyonu
sabit tutulmak suretiyle farkli konsantrasyonlarda inhibitor ¢ozeltileri kullanilarak

enzim aktiviteleri belirlendi.

Calismamizda kullandigimiz antibiyotiklerin (Sekil 2.3) ICso degerlerini
bulmak i¢in, optimum sartlarda ksantin substratinin 0,1 mM sabit konsantrasyonunda
calisildi. Substrat ¢ozeltisi her Olclimde 0.5 mL alindi ksantin ve antibiyotik
coOzeltilerinden ise degisik hacimlerde alinarak toplam 1.005 mL’lik bir reaksiyon

hacmi olusturuldu. Once antibiyotiksiz ortamda enzim aktivitesi bulundu. Bu deger
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%100 aktivite olarak kullanildi. Daha sonra optimum pH ve sicaklikta 0.07 mL
enzim ¢Ozeltisi alindi ve tampon, substrat, antibiyotik ve enzim c¢ozeltisi ortami
olusturuldu bu ortam ¢abuk bir sekilde olusturulduktan sonra 295 nm’de bir dakikada
absorbansta meydana gelen degisme okundu (Cizelge 3.6-3.12). Elde edilen
absorbans degerlerinden % aktiviteler hesaplandi. % Aktivite-[I] grafikleri ¢izildi. Bu
grafiklerden yararlanarak her bir antibiyotik i¢in ICsy degerleri hesaplandi ( Cizelge
3.13).
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Sekil 2.3 Ksantin Oksidaz Enzimi Uzerine Etkisi Arastirilan
Antibiyotiklerin Molekiil Sekilleri

2.2.7 Enzim Inaktivasyon Calismasi

Ksantin oksidaz enziminin sicaklia bagimli denatlirasyon 06zelligini
belirlemek amaciyla; 45°C, 50°C, 65°C ve 60 °C’lerde 15, 30, 45 ve 60 dakika
siireyle inkiibasyonu sonrast korudugu aktivite degerleri, 0,1 mM ksantin substrati
kullanarak, standart aktivite 6l¢iim kosullarinda saptandi.

Her bir sicakliktaki bekleme siiresi sonunda yapilan 6l¢iimlerden elde edilen
aktivite degerleri hesaplandi. Farkli sicaklik derecelerinde inkiibasyon siiresi-aktivite

grafigi ¢izildi.
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2.2.8 Kolon Kapasitesine pH’1n Etkisi

Saflastirma islemi daha Once tarafimizdan sentezlenen Sephorose-4B-L-
tirozin-4-aminobenzamidin yapisina sahip afinite jeli ile asagidaki sekilde farkli
pH’lardaki tampon ¢ozeltiler (pH=9, pH=8, pH=7, pH=6 ve pH=5) kullanilarak
gerceklestirilmistir.

Saflastirma isleminde dengeleme tamponu olarak 0,1 M glisin/ 0,1 M NaCl
pH=9,0 ¢ozelti kullanilmistir. Yikama islemi 0,1 M pH= 9,0 glisin tamponu ile
gergeklestirildi. ve diger proteinlerin ortamdan uzaklagtirilmasi saglandi. Eliisyon
tamponu olarak igerisinde 25 mM benzamidin i¢eren 0,1 M glisin/ 0,1 M NaCl
pH=9,0 tamponu kullanildi. Eliiatlar 2 mL’lik fraksiyonlar halinde toplanmis her bir

fraksiyona aktivite 6l¢iimii ve protein miktar tayini yapilmstir.

2.2.9 Kolon Kapasitesine iyonik Siddetin Etkisi

Saflastirma islemi daha Once tarafimizdan sentezlenen Sephorose-4B-L-
tirozin-4-aminobenzamidin yapisina sahip afinite jeli ile gerceklestirildi. Saflagtirma
isleminde farkli konsantrasyonlarda Na,SO, ¢ozeltisi (0,1 M, 0,5 M ve 1,0 M)

kullanilmistir

Saflagtirma isleminde 0,1 M Na,SO4 kullanilmistir. Dengeleme tamponu 0,1
M glisin/ 0,1 M Na,SO4 pH=9,0 ¢dzeltisi kullanildi. Yikama 0,1 M pH= 9,0 glisin
tamponu ile gerceklestirildi. Eliisyonda, icerisinde 25 mM benzamidin i¢eren 0,1 M
glisin/ 0,1 M NaSO, pH=9,0 tamponu kullanildi. Eldatlar 2 mL’lik fraksiyonlar
seklinde toplanmis ve her bir fraksiyona aktivite Olglimii ve protein miktar tayini

yapilmigtir.
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2.2.10 Tiyosemikarbazon Tiirevlerinin Sentezi

Tiyosemikarbazon bilesiklerin sentezi Gaziosmanpasa Universitesi Fen-
edebiyat Fakiiltesi Organik Kimya A.B.D 6gretim {iyesi Dog. Dr. Mustafa CEYLAN

ve grubu tarafindan asagidaki prosediir kullanilarak sentezlenmistir ( Sekil 2.4 ).

0
0
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Refluks | py N—n# NH,
S
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4

X = 4-Br, 4-Cl, 4-CH,, 4-OCH,

Sekil 2.4 Tiyosemikarbazon bilesiklerinin sentezi
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2.2.11 Ksantin Oksidaz Enzimi kullanilarak Tiyosemikarbazon Bilesiklerinin

Biyotransformasyonu

Transformasyon isleminde kullanilan ksantin oksidaz enzimi daha once
sentezlenme yontemi anlatilan Sephorose-4B-L-tirozin-4-aminobenzamidin yapisina
sahip afinite jeli ile siitten saflastirllmistir. Saflastirilan ksantin oksidaz enzimi
lizerine tiyosemikarbazon bilesikleri ilave edildi ve 37°C ve 200 rpm’de 4 saat
inkiibasyona birakildi. Daha sonra enzimle etkilesen tiyosemikarbazon bilesiklerinin
transformasyonu sonucu olusan triinlerin ?C-NMR, 'H-NMR ve IR spektrumlar

alind1 ve spektrumlar ekler boliimiinde verildi.
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3. BULGULAR

3.1. Kantitatif Protein Tayini I¢cin Hazirlanan Standart Egri

Kantitatif protein tayininde bradford yontemi kullanildi. Standart grafik
bolim 2.2.5 aciklandig1 gibi hazirlandi. Cesitli basamaklardan sonra siitten elde
edilen enzim c¢ozeltisi ve saflastirma basamaklart sonundaki enzim ¢d6zeltilerinin

protein miktarlar1 bu standart grafige gore belirlendi..

Okunan absorbans degerlerine karsilik gelen pg protein degerleri ile standart

grafik hazirlandi (Sekil 3.1) .

Iki &lgiimiin ortalama absorbansina karsilik gelen protein miktar1 standart

grafik yardimiyla hesaplandi.

06 - y = 0,0049x + 0,0644
Absorbans R = 0,9957
(595 nm) 0,5 -

04 -
03 -
02 -

0,1

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

mg. protein

Sekil 3.1. Bradford yontemi ile protein miktarinin tayin edilmesinde kullanilan

standart grafik
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3.2. Enzimin Saflastirilmasi

3.2.1 Ksantin Oksidorediiktaz Enziminin Hazirlanmasi

Taze, islem gormemis siit +4 °C’de buzdolabinda bir gece bekletildi.
Hacimce %3 oraninda toluen ve hacimce %?2 olacak sekilde 0.1 M. EDTA’dan

eklendi ve blendir ile 30 dakika boyunca muamele edildi.

3.2.2 Amonyum Siilfat Coktiirmesi

Blender ile islem gdrmiis siite %38’lik amonyum siilfat ¢oktiirmesi yapildi ve
45 dakika boyunca 15000 rpm’de ve +4 °C’de santrifiij yapildi. Santrifiij isleminden
sonra Uste biriken yagimsi kisim atildi. Altta kalan siipernananta %50 amonyum
stilfat ¢oktiirmesi ve 45 dakika boyunca 15000 rpm’de ve +4 °C’de santrifiij yapildi.
Usteki siipernanant atildi ve altta kalan ¢okelek 0,1 M pH=7.6 Tris-HCI ‘den her tiipe

1 mL olacak sekilde eklendi ve ¢okelegin ¢oziilmesi saglandi.

3.2.3 Ksantin Oksidorediiktaz Enziminin Saflastirilmasi

Saflastirma isleminde dengeleme tamponu olarak 0,1 M glisin/ 0,1 M NaCl
pH=9,0 ¢obzelti kullanildi. Yikama iglemi 0,1 M pH= 9,0 glisin tamponu ile
gerceklestirildi. ve diger proteinlerin ortamdan uzaklagtirilmasi saglandi. Ellisyon
tamponu olarak igerisinde 25 mM benzamidin igeren 0,1 M glisin/ 0,1 M NaCl
pH=9,0 tamponu kullanildi. Eliiatlar 2 mL’lik fraksiyonlar halinde toplanmis her bir

fraksiyona aktivite 6l¢iimii ve protein miktar tayini yapildi (Sekil 3.2 ).
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280 nm

Tup sayisi

Aktivite (EU/mML)

Sekil 3.2 XOR Enziminin Sepharose 4B-L-Tirozin-Benzamidin jeli ile

saflagtirma grafigi

Cizelge 3.1 Saflagtirma tablosu

Protein Toplam Spesifik
Basama Hacim Aktivite Toplam Saflastirma
Miktar1 Protein Aktivite % Verim
k (ml) (U/mL) Aktivite (U) Derecesi
(mg/mL) (mg) (U/mg)
Siit 125 65,80 8225,45 4,15 518,75 15,85 100 -
Amonyu
m Siilfat
22,5 135,99 3059,87 4,38 98,55 31,04 37,2 1,95
Coktiir
mesi
Afinite
Kromat 3,0 561,90 1685,71 0,011 0,033 51082,22 20,49 1645,69
ografisi
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3.3.1 Sentezlenen Afinite Jelinin FT-IR Spektrumlar

2.2.4.’te anlatilan prosediire gore tarafimizdan sentezlenen Sephorose-4B-L-
trozin-4 aminobenzamidin yapisina sahip afinite jeli kullanildi. Ayrica jel sentezinin

cesitli agamalarinda FT-IR spektrumlari ¢ekildi ve asagida verildi (Sekil 3.3-3.5).

94,12 _

93,5 |
93,0 |
92,5 ]
2168
92,0 |
91,5 |
91,0 ] 1039
1714

90,5 |

668
%T 90,0 |
89,5 |4
89,0 |
88,5 |
88,0 |
87,5 ] 3445

$7.0 | S + CNBr

418

86,35 ]

4000,0 3600 3200 2800 2400 2000 1800 1600 1400 1200 1000 800 600
cm-1

Sekil 3.3 Sephorose-4B- CNBr aktiflestirilmesi sonucu elde edilen bilesigin FT-IR
spektrumu
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98,9
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4000,0 3600 3200 2800 2400 2000 1800 1600 1400 1200 1000 800 600 400,0
cm-1

Sekil 3.4. Sephorose-4B- CNBr- L-tirozin bilesiginin FT-IR spektrumu
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70 J
65 |
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4000,0 3600 3200 2800 2400 2000 1800 1600 1400 1200 1000 800 600 400,0
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Sekil 3.5. Sephorose-4B- CNBr- L-tirozin-benzamidin bilesiginin FT- IR
spektrumu
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3.4. SDS-PAGE ile Enzim Safliginin Kontrolii

XO enziminin saflik kontrolii, yigma jeli %3, ayirma jeli %10
konsantrasyonlarinda olacak sekilde kesikli sodyum dodesil siilfat jel elektroforezi

ile Laemelli tarafindan belirtilen yontemle yapildi (Sekil 3.6).

kDa
150 Kda

—— - {150
—— — 450
— — 350
— — 00

— — 154
— — 144

Sekil 3.6 Afinite kromatografisi ile saflagtirrlan XOR enzimininSDS-PAGE
gorilintlisii. Molekiil agirlik standartlar1  B-galaktosidaz (116.0kDa), sigir serum
albumin (66,2.kDa), yumurta albumini (45.0 kDa), laktat dehidrogenaz (35,0 kDa),
endoniikleaz (25.0 kDa), B-laktoglobulin (18.4 kDa) ve Lizozim (14.4 kDa)

3.5. Mo ve Fe Iyonlarimin Enzim Aktivitesine Etkisi

Calismamizda kullandigimiz bilesikler enzimin yapisinda bulunan Fe ve Mo
iyonlarini igcermektedir . Afinite etkisini aragtirmak i¢in, optimum sartlarda ksantin
substratinin 0,1 mM sabit konsantrasyonunda calisildi. Elde edilen absorbans
degerlerinden % aktiviteler hesaplandi. % Aktivite-[A] grafikleri ¢izildi. (Sekil 3.7-
3.10).
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% Aktivite

140 - *®

y=-0,0026 + 0,8241x+ 107,53
60 - R?=0,0227

o T T T T 1
(0] 50 100 150 200 250

[AIX10-6

Sekil 3.7 1x10™ M stok FeCls bilesiginin % 50’lik (NH4),SO4 ¢oktiirmesi
sonrasi etkisi

102
% Aktivite

Sekil 3.8 1x107 M stok FeCl; bilesiginin % 50°lik (NH4),SO4 ¢oktiirmesi
sonrast diyaliz yapildiktan sonra etkisi
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Cizelge 3.2. Ksantin oksidaz enzimi iizerine 1x10™ M stok FeCls bilesiginin % 50’lik (NH4),SO4 ¢oktiirmesi sonrast etkisi
¢Ozelti miktarlar1 ve bunlara karsilik gelen substrat, FeCl; ¢6zeltisi konsantrasyonlar1 ve elde edilen sonuglar

pH=7,6
Enzim Substrat FeCls Kiivetteki
S0 mMTris | Cigeltisinin | ¢ozeltisinin | Cozeltisinin FeCls AOD Aktivite v Aktivite
tamponu Hacmi hacmi Hacmi Kons. . (295 nm) (U/ml dak)
@b (D) (D) (1D [A] (M)x10
435 - - 0,185 276,67 100
425 10 9,95 0,206 308,08 111,35
415 20 19,90 0,224 335 121,08
405 30 29,85 0,259 387,34 140
395 70 500 40 39,80 0,266 397,81 143,78
385 50 49,75 0,273 408,28 147,57
335 100 99,50 0,288 430,71 155,68
285 150 149,25 0,310 463,62 167,57
235 200 199,00 0,322 481,56 174,05
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Cizelge 3.3. Ksantin oksidaz enzimi iizerine 1x10~ M stok FeCls bilesiginin % 50’lik (NH4),SO4 ¢oktiirmesi sonrasi diyaliz

yapildiktan sonra etkisi ¢ozelti miktarlar1 ve bunlara karsilik gelen substrat, FeCls ¢6zeltisi konsantrasyonlar1 ve elde edilen

sonuglar
pH=7,6
Enzim Substrat FeCls Kiivetteki
S0 mMTris | Cggeltisinin | ¢ozeltisinin | Cozeltisinin FeCls AOD Aktivite v Aktivite
tamponu Hacmi hacmi Hacmi Kons. . (295 nm) (U/ml dak)

b (1)) (D) (D) [A] (M)x10
435 - - 0,067 100,20 100
425 10 9,95 0,059 88,24 88
415 20 19,90 0,061 91,23 91
405 30 29,85 0,061 91,23 91
395 70 500 40 39,80 0,057 85,24 85
385 50 49,75 0,062 92,72 93
335 100 99,50 0,065 97,21 97
285 150 149,25 0,059 88,24 88




% Aktivite 250 -

200 - .
L 2 ¢ o
.
150 - *
100 ¢ y=-0,0033% + 1,0536x+ 111,06
R?=0,9127
50 -
O T T T T 1
0 50 100 150 200 250

[Ax10-6

Sekil 3.9 1x107 M stok MoOs bilesiginin % 50°1lik (NH4),SO4 ¢oktiirmesi
sonrasi etkisi

9% Aktivite 290

L J

200 - .
150 -~ *

100 <

y=-0,015x + 2,8311x+ 94,378
50 - R?=0,9607
O T T T T T 1
0 20 40 60 80 100 120

[Alx10-6

Sekil 3.10 1x10° M stok MoOs bilesiginin % 50’lik (NH4),SO4 ¢oktiirmesi
sonrasi diyaliz yapildiktan sonra etkisi
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Cizelge 3.4 Ksantin oksidaz enzimi {izerine 1x10° M stok MoO; bilesiginin % 50°lik (NHy4),SO4 ¢oktlirmesi sonrasi
etkisi ¢ozelti miktarlar1 ve bunlara karsilik gelen substrat, MoOs bilesiginin konsantrasyonlar1 ve elde edilen sonuglar

pH=7,6
Enzim Substrat MoOs Kiivetteki
S0 mMTris | Cigeltisinin | ¢ozeltisinin | Cozeltisinin MoO; AOD Aktivite v Aktivite
tamponu Hacmi hacmi Hacmi Kons. p (295 nm) (U/ml dak)
@ (D) (D) (1)) [A] (M)x10
435 - - 0,164 24527 100
425 10 9,95 0,196 293,12 119,51
415 20 19,90 0,212 317,05 129,27
405 30 29,85 0,233 348,46 142,07
395 70 500 40 39,80 0,265 396,32 161,58
385 50 49,75 0,273 408,28 166,46
335 100 99,50 0,282 421,74 171,95
285 150 149,25 0,303 453,15 184,76
235 200 199,00 0,320 478,57 195,12




99

Cizelge 3.5 Ksantin oksidaz enzimi iizerine 1x10” M stok MoO; bilesiginin % 50’lik (NH4),SO4 ¢oktlirmesi sonrasi
diyaliz yapildiktan sonra etkisi ¢6zelti miktarlar1 ve bunlara karsilik gelen substrat, MoO; bilesiginin konsantrasyonlari
ve elde edilen sonuglar

pH=7,6
) Enzim Substrat MoO; Kiivetteki
S0 mM Tris | Cggeltisinin | cozeltisinin | Cozeltisinin MoO; AOD Aktivite % Aktivite
tamponu Hacmi hacmi Hacmi Kons. . (295 nm) (U/ml dak) ?
(D) (n) () [A] (M)x10
(uD)
435 - - 0,055 82,25 100
425 10 9,95 0,066 98,70 120
415 20 19,90 0,079 118,15 143,36
405 0 500 30 29,85 0,081 121,14 147,27
395 40 39,80 0,105 157,03 190,90
385 50 49,75 0,114 170,49 207,27
335 100 99,50 0,124 185,45 225,45




3.6 Spektrofotometre Sicakliginin Enzim Aktivitesi Uzerine Etkisi

Boliim 2’de anlatildigr sekilde islem yapildi ve elde edilen absorbans
degerlerinden enzim aktiviteleri hesaplandi. Sicaklik-aktivite grafigi cizildi. (Sekil

3.11)

.. 450
Aktivite

350 -
300 -
250
200 -
150
100
50 -
0 \ \ \ \ \ \ \

32 34 36 38 40 42 44 46

Sicaklik (00)

Sekil 3.11 Farkli sicakliklara ayarlanmis spektrofotometre ile enzim
aktiviteleri 6l¢iim degerleri

3.7 Enzim Inaktivasyon Calismasi

Bolim 2’de anlatildigi sekilde islem yapildi ve elde edilen absorbans
degerlerinden enzim aktiviteleri hesaplandi. Farkli sicaklik derecelerinde

inkiibasyon siiresi-aktivite grafigi cizildi. (Sekil 3.12)
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Aktivite ——Y(45°C)
—= {(50°C)
W55°C)

—(60°C)

0 10 20 30 40 50 60 70
Sure (dakika)

Sekil 3.12 Farkli sicakliklarda ve farkli siirelere maruz birakilmig XO
enziminin aktivite 6l¢lim grafigi

3.8 Antibiyotiklerin Ksantin Oksidaz Enzimi Uzerine Afinite Etkisinin

Arastirillmasi

Bolim 2’de anlatildigi sekilde islem yapildi ve elde edilen absorbans
degerlerinden % aktiviteler hesaplandi. % Aktivite-[I] grafikleri ¢izildi. (Sekil 3.13-
3.19) Bu grafiklerden yararlanarak her bir antibiyotik i¢in ICsy degerleri hesaplandi
( Cizelge 3.14).

250 4
=-57, 2 +209,73x + 97
% Aktivite (U) y =-57,085x2 + 200,73 + 97,339
200 4 *
150 - *
100 ¢
50 1
0 : : : ‘ ‘ ‘ ‘ |
0] 01 0,2 03 0,4 05 0,6 07 08
[Al (myimD)

Sekil 3.13 Saflastirilmis Ksantin oksidaz enzimi tizerine
Gentamisin siilfat antibiyotiginin % aktivite-[ A] grafigi
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Cizelge 3.6 Ksantin oksidaz enzimi iizerinde afinite etkisi gosteren gentamisin siilfatin ¢ozelti miktarlar1 ve bunlara karsilik

gelen substrat, antibiyotik konsantrasyonlar1 ve elde edilen sonuglar

pH=7,6 Enzim Substrat | Antibiyotik | uvetteki
SOmMTris | dibiyotik | Coreltisinin | gozeltisinin | Cizeltisinin A“;g’;lys"t‘k AOD Aktivite | o

tamponu Haclmi haclmi Haclmi Al ) (295 nm) (U/ml dak)
) (ul) (nl) (1LY (mg/ml)x107
435 - - 0,180 269,19 100
430 5 3,64 0,189 282,66 105
425 10 7,27 0,193 288,64 107,22
415 Gentamisin 20 14,54 0,236 352,95 131,11
405 Siilfat 70 500 30 21,82 0,258 385,85 143,33
395 40 29,10 0,267 399,31 148,33
385 50 36,37 0,282 421,74 156,66
365 70 50,92 0,364 54437 202,22
335 100 72,74 0,389 581,76 216,11




120

y =-0,736x? - 5,6443x + 101,94
R =0,9904

% Akdivite (U)
100 4

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9

[[x10-4 (my/m)

Sekil 3.14 Saflastirilmis Ksantin oksidaz enzimi {izerine
Sefazolin sodyum antibiyotiginin % aktivite-[I] grafigi (ICs¢= 5.40x10"* mg/mL)

% Akivite (U)

y=-0,1232¢ + 7,5842x+ 100,44

O T T T T T T 1
0] 2 4 6 8 10 12 14

[A (mg/mL)

Sekil 3.15 Saflastirilmis Ksantin oksidaz enzimi iizerine
Sodyum ampisilin antibiyotiginin % aktivite-[A] grafigi
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Cizelge 3.7 Ksantin oksidaz enzimi lizerinde afinite etkisi gosteren sefazolin sodyum ¢ozelti miktarlart ve bunlara karsilik

gelen substrat, antibiyotik konsantrasyonlar1 ve elde edilen sonuglar

H=7,6 .. .
P ) Enzim Substrat Antibiyotik Alfl ltlivbfittzglk
50 mM Tris e . Cozeltisinin | ¢ozeltisinin | Cozeltisinin y AOD Aktivite o ..
Antibiyotik . . . Kons. %o Aktivite
tamponu Hacmi hacmi Hacmi (] (295 nm) (U/ml dak)
(uD) (uD) (u) 4
(n) (mg/ml)x10
435 - - 0,258 385,85 100
434 1 1,15 0,245 366,41 94,96
433 2 2,3 0,230 343,97 89,15
432 Sefazolin 3 3,45 0,193 288,64 74,81
431 70 500 4 4,59 0,148 221,34 57,36
Sodyum
430 5 5,74 0,105 157,03 40,7
429 6 6,89 0,084 125,62 32,56
428 7 8,04 0,022 32,90 8,53




L

Cizelge 3.8 Ksantin oksidaz enzimi {lizerinde afinite etkisi gosteren Sodyum ampisilin ¢ozelti miktarlar1 ve bunlara karsilik

gelen substrat, antibiyotik konsantrasyonlar1 ve elde edilen sonuglar

H=7,6
50p M Tri Enzim Substrat Antibiyotik Kiivetteki
m ris e e Cozeltisinin | c¢ozeltisinin | Cozeltisinin | Antibiyotik AOD Aktivite o ..
Antibiyotik Hacmi hacmi Hacmi Kons. (295 nm) (U/ml dak) 7o Aktivite
tamponu
wl) () (ul) () [A] (mg/ml)
1)
435 - - 0,216 323,03 100
430 5 0,65 0,228 340,98 105,55
425 10 1,36 0,249 372,39 115,28
415 Sodyum 20 2,71 0,256 382,86 118,52
405 o 70 500 30 4,07 0,273 408,28 126,39
ampisilin
395 40 5,42 0,282 421,74 130,55
385 50 6,78 0,327 489,04 151,39
365 70 9,50 0,358 535,40 165,74
335 100 13,57 0,386 577,28 178,70




120 -

y=-15,313% - 2,3355x + 97,237
% Aktivite (U) _
100 4 R?>=0,9787
*
80 - .

60 1
40
20 -

0 05 15 2

[T (mg/mL)

Sekil 3.16 Saflastirilmis Ksantin oksidaz enzimi iizerine
Klaritromisin antibiyotiginin % aktivite-[I] grafigi (ICso= 1.68 mg/mL)

200
% Adivite (U)

0 -|

y=-0,1293% + 6,1192x + 100,45

10

15 20 25
[AA0-3 (mg/mL)

Sekil 3.17 Saflastirilmis Ksantin oksidaz enzimi iizerine
Rifamisin SV antibiyotiginin % aktivite-[A] grafigi
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Cizelge 3.9 Ksantin oksidaz enzimi iizerinde afinite etkisi gosteren Klaritromisin ¢ézelti miktarlar1 ve bunlara karsilik gelen
substrat, antibiyotik konsantrasyonlar1 ve elde edilen sonuglar

pH=7,6
50 mM Tri Enzim Substrat Antibiyotik Kiivetteki
mivL 1118 e Cozeltisinin | ¢ozeltisinin | Cozeltisinin | Antibiyotik AOD AKktivite o ..
tamponu Antibiyotik Hacmi hacmi Hacmi Kons. (295 nm) (U/ml dak) 7o Aktivite

) (ul) (nl) (D) (1] (mg/ml)
435 - - 0,266 397,81 100
430 5 0,23 0,256 382,86 96,24
428 0,32 0,242 361,92 90,98
425 10 0,46 0,240 358,93 90,22
420 Klaritromisin 70 500 15 0,68 0,237 354,44 89,1
415 20 0,91 0,226 337,99 84,96
410 25 1,14 0,208 311,07 78,19
405 30 1,37 0,166 248,26 62,41
395 40 1,82 0,112 167,50 42,10
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Cizelge 3.10 Ksantin oksidaz enzimi iizerinde afinite etkisi gésteren Rifamisin SV ¢ozelti miktarlar1 ve bunlara karsilik gelen
substrat, antibiyotik konsantrasyonlar1 ve elde edilen sonuglar

pH=7,6 .. .
) Enzim Substrat Antibiyotik ;fl ltlivsittsglk
50 mM Tris Antibivogik | Cozeltisinin | cozeltisinin | Cozeltisinin Kmfs AOD Aktivite v Aktivite

tamponu y Hacmi hacmi Hacmi A] ) (295 nm) (U/ml dak) 0
435 - - 0,201 314,06 100
434 1 2,29 0,230 343,97 114,43
433 2 4,58 0,247 369,40 122,88
432 3 6,86 0,285 426,23 141,79
431 Rifamisin SV 70 500 4 9,15 0,292 436,70 145,27
430 5 11,44 0,304 454,64 151,24
429 6 13,73 0,316 472,59 157,21
428 7 16,01 0,338 505,49 168,16
425 10 22,87 0,347 518,95 172,63




% Aktivite (U) 120
100 y=8,1428¢ - 42 476x+ 95,273
R?=0,9526
80 4
60 -
*
40
20
0 T T T T T T . ,
o 02 04 06 08 1 12 14 16
[ (mg/mL)

Sekil 3.18 Saflastirilmis Ksantin oksidaz enzimi iizerine
Klindamisin fosfat antibiyotiginin % aktivite-[I] grafigi (ICsp= 1.39 mg/mL)

% Aktivite (U) 120 -

100 + y = 34,234x? - 73,8%4x + 85,671
R =0,8354

* - —
20 -
0 T T T T T T T 1
0] 0,2 04 0,6 0,8 1 1,2 1,4 1,6
[ (mg/mL)

Sekil 3.19 Saflastirilmis Ksantin oksidaz enzimi {izerine
Kanamisin siilfat antibiyotiginin % aktivite-[I] grafigi (ICso= 1.49 mg/mL)
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Cizelge 3.11 Ksantin oksidaz enzimi iizerinde afinite etkisi gosteren Klindamisin fosfat ¢ozelti miktarlar1 ve bunlara karsilik

gelen substrat, antibiyotik konsantrasyonlari ve elde edilen sonuglar

PH=T.6 Enzim Substrat | Antibiyotik | [cuvetteki
SOmMTris | ibiyotik | Sozeltisinin | gozeltisinin | Cizeltisinin A“;g’)‘lfs"“k AOD Aktivite | o

tamponu Haclmi haclmi Haclmi (] ) (295 nm) (U/ml dak)
b (D (D) (D) (mg/m)x107
435 - - 0,284 424,73 100
430 5 3,42 0,269 402,30 94,72
425 10 6,84 0,259 387,34 91,10
415 20 13,69 0,251 375,38 88,38
405 Klindamisin 30 20,53 0,247 369,40 86,97
395 fosft 70 500 40 27,37 0,233 348,46 82,04
385 50 34,22 0,221 330,51 77,82
365 70 47,90 0,211 315,56 74,30
335 100 68,43 0,208 311,07 73,24
285 150 102,65 0,186 278,17 65,5
235 200 136,90 0,140 209,37 49,29
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Cizelge 3.12 Ksantin oksidaz enzimi {izerinde afinite etkisi gosteren kanamisin siilfat ¢ozelti miktarlar1 ve bunlara karsilik

gelen substrat, antibiyotik konsantrasyonlari ve elde edilen sonuglar

pH=7,6
50 mM Tri Enzim Substrat Antibiyotik Kiivetteki
mivL 1118 e Cozeltisinin | ¢ozeltisinin | Cozeltisinin | Antibiyotik AOD AKktivite o ..

tamponu Antibiyotik Hacmi hacmi Hacmi Kons. (295 nm) (U/ml dak) 7o Aktivite

@b (ul) (nl) (uD) (1] (mg/ml)
1)

435 - - 0,448 670,00 100
430 5 0,05 0,350 523,44 78,12
425 10 0,1 0,328 490,53 73,21
415 20 0,2 0,301 450,16 67,19
405 Kanamisin 70 500 30 0,3 0,278 415,76 62,05
395 stilfat 40 0,4 0,270 403,79 60,27
385 50 0,5 0,255 381,36 56,92
365 70 0,7 0,244 364,91 54,46
335 100 1 0,230 343,97 51,34
285 150 1,5 0,220 329,02 49,11




Cizelge 3.13 Inhibitorlerin XO enzimi tizerindeki ICsy degerleri

Inhibitér ICsy Degerleri (mg/mL)

Gentamisin siilfat Aktive etti

Sefazolin Sodyum 5.40x10™

Sodyum Ampisilin Aktive etti

Klaritromisin 1.68

Rifamisin SV Aktive etti

Klindamisin Fosfat 1.39

Kanamisin Siilfat 1.49

3.9 Kolon Kapasitesine pH’1n Etkisi

Saflagtirma islemi daha Once tarafimizdan sentezlenen Sephorose-4B-L-
Trozin-Benzamidin yapisina sahip afinite jeli ile asagidaki sekilde farkli pH’lardaki

tampon ¢ozeltiler kullanilarak gergeklestirilmistir.

Boliim 2°de anlatildigr lizere islem yapildi ve eliatlar 2 mL’lik fraksiyonlar
halinde toplandi her bir fraksiyona aktivite dl¢limii ve protein miktar tayini yapildi ve

saflagtirma grafikleri ¢izildi (Sekil 3.20- 3.24).

pH=9

protein 280 nm) 07 T T 80 Aktivite (WML
0,6 - 700 gakika)

05 -

04 -

03"

02

01-

0.

1234567 8 910111213141516171819
tup sayisi

Sekil 3.20 Ksantin oksidaz enziminin pH=9 tamponlar1 kullanilarak elde edilen
saflagtirma grafigi
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protein (280 nm)

0,2 1

0,15

0,1

0,05

0,25 +

pH=8

12 345 6 7 8 91011121314 1516

tup sayisi

180" Aptivite (UL
140 dakika)
120

100

Sekil 3.21 Ksantin oksidaz enziminin pH=8 tamponlar1 kullanilarak elde edilen

saflagtirma grafigi

protein (280 nm) 0.3+
0,25

pH=7

1 2 3 45 6 7 8 9101112 1314 15

tUp sayisi

+ 200

+ 180
160
140

Aktivite
(UWmLdakika)

Sekil 3.22 Ksantin oksidaz enziminin pH=7 tamponlar1 kullanilarak elde edilen

saflastirma grafigi
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pH=-6
protein 280 nm) 0,9 —+ T 80Akti\,1'te (Umd
087 70 dakika)
0,7 &0
0,6 - | g5
0,5+
' - 40
04
03 0
02 - 20
0,1 + 10
0 - - 0
1 3 5 7 9 11 13 15 17 19 21 23 25 27 29
tUp sayisi

Sekil 3.23 Ksantin oksidaz enziminin pH=6 tamponlar1 kullanilarak elde edilen
saflagtirma grafigi

pH=5
protein (280 nm) . .
0.2 60 Axtiite (UimL
02 L 50 dakika)
- 40
0,15 -
- 30
0,1
- 20
0,05 + - 10
O ALA IAJALA LA LA LA LA LA LALALALA 0
1 3 5 7 9 11 13 15 17 19 21 23 25 27
tlp sayisl

Sekil 3.24 Ksantin oksidaz enziminin pH=5 tamponlar1 kullanilarak elde edilen
saflagtirma grafigi

Farkli pH tamponlariyla saflagtirilmis ksantin oksidaz enziminin pH-spesifik

aktivite grafigi asagida verilmistir ( Sekil 3.25).
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Spesifik aktivite 20
(UWmg protein)

Sekil 3.25 pH- Aktivite grafigi

3.10 Kolon Kapasitesine Iyonik Siddetin Etkisi

Saflagtirma islemi daha Once tarafimizdan sentezlenen Sephorose-4B-L-

Trozin-Benzamidin yapisina sahip afinite jeli ile gergeklestirildi.

Boliim 2°de anlatildig: sekilde islem yapildi ve eliiatlar 2 mL’lik fraksiyonlar
seklinde toplandi ve her bir fraksiyona aktivite Ol¢limii ve protein miktar tayini

yapild1 ve saflastirma grafikleri ¢izildi (Sekil 3.26- 3.28).
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0,25 + — 250
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0,15 - | 150
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0- -0

1 3 5 7 9 11 1315 17 19 21 23 25
tUp sayisi

Sekil 3.26 Ksantin oksidaz enziminin 0,1 M Na,SO, tuzu kullanilarak hazirlanan
tamponlarla elde edilen saflagtirma grafigi

protein 280 nm) 08 T 7 180 givite (WL
07 - 160  dakika)

0,6 B 140

120
0,5

04 -
03 -
0,2 -

1 3 5 7 9111315171921 2325 27
tup sayisi

Sekil 3.27 Ksantin oksidaz enziminin 0,5 M Na,SO, tuzu kullanilarak hazirlanan
tamponlarla elde edilen saflastirma grafigi
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aktivite (WmL
dakika)

protein (280 nm) 061

0,5

04 -

0,3

0,2 1

0,1

COUBERNNE KRS & Y

135 7 9111315171921232527 2931
tlp sayisi

Sekil 3.28 Ksantin oksidaz enziminin 1,0 M Na,SO, tuzu kullanilarak hazirlanan
tamponlarla elde edilen saflastirma grafigi

3.11 Tiyosemikarbazon Tiirevlerinin NMR Goriintiileri

Orijinal olarak sentezlenen tiyosemikarbazon bilesiklerinin NMR

spektrumlar1 asagida verildi ( Sekil 3.29-3.36 ).

84



¢8

DMSO

12 11 10 9 8 7 6 5

Sekil 3.29 Btc bilesiginin 'H-NMR spektrumu
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DMSO

180

Sekil 3.30 Btc bilesiginin *C- NMR spektrumu
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Sekil 3.31 Ctc bilesiginin 'H-NMR spektrumu
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Sekil 3.32 Ctc bilesiginin *C- NMR spektrumu
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Sekil 3.33 4Mtc bilesiginin 'H-NMR spektrumu
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Sekil 3.34 4Mtc bilesiginin *C- NMR spektrumu
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'Sekil 3.35 Mtc bilesiginin 'H-NMR spektrumu
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Sekil 3.36 Mtc bilesiginin BC-NMR spektrumu
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3.11.1 Tiyosemikarbazon Tiirevlerinin Ksantin Oksidaz Enzimi Uzerine Afinite

Etkisinin Arastirilmasi

Bolim 2’de anlatildigir gibi iglemler yapildi ve elde edilen absorbans
degerlerinden % aktiviteler hesaplandi. % Aktivite-[A] grafikleri ¢izildi. (Sekil 3.37-
3.40)

% Aktivite

y =-0,0071x2 + 3,5472x + 95,773

[AIX10-5

Sekil 3.37 Mtc maddesinin XOR enzimi ile % Aktivite-[A] grafigi

% Aktivite

*
y =-0,1217x? + 6,3029x + 104,29

0 T T T T 1
0 5 10 15 20 25

[A]X10-5

Sekil 3.38 Ctc maddesinin XOR enzimi ile % Aktivite-[A] grafigi
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Cizelge 3.14 Ksantin Oksidaz enzimi {izerine gosteren tiyosemikarbazon bilesiklerinin afinite etkisinin belirlenmesinde
kullanilan ¢dzeltilerin miktarlar1 ve bunlara karsilik gelen substrat, tiyosemikarbazon bilesiklerinin konsantrasyonlar1 ve elde
edilen sonuglar

pH=7,6 . . . . .
50 mM Enzim | Substrat | Tiyosemikarbazon | Kiivetteki AOD | Aktivite |
. . . Cozeltisinin | cozeltisinin Cozeltisinin Tiyosemikarbazon %o
Tris Tiyosemikarbazon . . . (295 (U/ml .
tamponu Hacmi hacmi Hacmi Kons. nm) dak) Aktivite

b (u) (u) (u) [A] (M x10°)
435 - - 0,078 116,65 100
434 1 4,87 0,084 125,62 107,69
433 Mic maddesi 70 500 2 9,75 0,122 182,45 122,41
432 3 14,63 0,184 275,18 156,89
430 5 24,38 0,197 294,62 175,56
435 - - 0,182 272,19 100
434 1 4,28 0,246 367,90 135,16
433 2 8,56 0,279 417,25 153,3
432 Ctc maddesi 70 500 3 12,83 0,290 | 433,70 159,34
431 4 17,11 0,315 471,09 173,08
430 5 21,39 0,340 508,48 186,81




% Altivite 300

250 -

y =-0,3086x? + 14,115x + 109,84

100 ¢ 5
NN
-H m
50 41
L< >—CHs
O T T T T 1
0] 5 10 15 20 25
[A]X10-5
Sekil 3.39 4Mtc maddesinin XOR enzimi ile % Aktivite-[A] grafigi
% Aktivite 290 |
200 -
150 1 y =-0,17x2 +7,7563x + 104,11
100 4 ,
N - JLNH;
* g
O T T T T T 1
0] 5 10 15 20 25 30
[A]X10-5

Sekil 3.40 Btc maddesinin XOR enzimi ile % Aktivite-[A] grafigi
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Cizelge 3.15 Ksantin Oksidaz enzimi iizerine gosteren tiyosemikarbazon bilesiklerinin afinite etkisinin belirlenmesinde
kullanilan ¢dzeltilerin miktarlar1 ve bunlara karsilik gelen substrat, tiyosemikarbazon bilesiklerinin konsantrasyonlar1 ve elde
edilen sonuglar

pH=7,6 . . . . .
50 mM Enzim | Substrat | Tiyosemikarbazon | Kiivetteki AOD | Aktivite |
. . . Cozeltisinin | cozeltisinin Cozeltisinin Tiyosemikarbazon %o
Tris Tiyosemikarbazon . . . (295 (U/ml .
tamponu Hacmi hacmi Hacmi Kons. nm) dak) Aktivite

b (u) (u) (u) [A] (M x10°)
435 - - 0,132 197,41 100
434 1 3,98 0,241 360,42 182,57
433 2 7,96 0,257 384,35 194,7
432 4Mtc maddesi 70 500 3 11,94 0,301 | 450,16 | 228,03
430 5 19,90 0,358 535,40 271,21
435 - - 0,216 323,03 100
434 1 4,78 0,313 468,10 144,91
433 Bic maddesi 70 500 2 9,55 0,352 526,43 162,96
432 3 14,33 0,378 565,31 175
430 5 23,88 0,419 626,63 193,98




3.12.2 Tiyosemikarbazon Bilesiklerinin Kinetik Sabitlerinin Belirlenmesi

3.12.2.1 Optimum sartlarda K,, ve V,,x Degerlerinin Bulunmasi

Boliim 2°de anlatildigi gibi islemler yapildi ve  aktivite ol¢limiinii farkl
pH’larda hazirlanan Tris-HCI tamponlar1 kullanarak yapildi ve asagida grafikler elde
edildi (Sekil 3.41-3.51).

pH=9 tamponu kullanilarak yapilan ol¢iimlerde dikkate deger veriler elde

edilemedi.

0,05 - y =2E06x +0,0044
0,045 -
0,04 -
0,035 -
0,03 -
0,025 -
0,02 -
0,015 -
0,01 -

s

Sekil 3.41 pH=8 Tris-HCI tamponu ve substrat olarak
Mtc maddesi  kullanilarak kinetik sabitlerinin belirlenmesi icin elde edilen grafik
(Vmax = 277.78 U/ml.dak , Ky=5 x10™*M)

97



86

Cizelge 3.16 Ksantin Oksidaz enziminin pH=8 Tris-HCI tamponu ve substrat olarak Mtc maddesi kullanilarak K., ve Vax
degerlerinin  tespitinde kullanilan ¢6zeltilerin hacimleri,aktivite, 1/V ve 1/[S].

pH=7,6
Enzim Substrat Kiivetteki  Kiivetteki
50 mM
Cozeltisinin c¢ozeltisinin toplam Substrat AOD Aktivite 3
Tris 1/vVx10r 1/[S]
Hacmi hacmi hacim Kons [S] 295 nm) (U/ml dak)
tamponu s
(u) (u) (uD) (MD)x10
(1)
934 1 4,87 0,016 23,81 42 20533,88
933 2 9,75 0,020 30,30 33 10256,41
932 3 14,63 0,033 50 20 6835,27
70 1005
931 4 19,50 0,051 76,92 13 5128,2
930 5 24,38 0,083 125 8 4101,72




1/V x10-3

y =0,0002x + 1,7496

5000 10000

15000 20000 25000 30000

US|

Sekil 3.42 pH=8 Tris-HCI tamponu ve substrat olarak
Ctc maddesi kullanilarak kinetik sabitlerinin belirlenmesi i¢in elde edilen grafik
(Vmax = 0,57 U/ml.dak , Ky=1.063 x10™*M)

0,035
0,03
0,025
0,02
0,015

0,01

y =9E07x + 0,009

Sekil 3.43 pH=8 Tris-HCI tamponu ve substrat olarak
4Mtc maddesi kullanilarak kinetik sabitlerinin belirlenmesi i¢in elde edilen
grafik (Vmax = 111,11 U/ml.dak , Ky=1 x10"M)
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Cizelge 3.17 Ksantin Oksidaz enziminin pH=8 Tris-HCI tamponu ve substrat olarak Ctc maddesi kullanilarak K;, ve Vax
degerlerinin tespitinde kullanilan ¢ozeltilerin hacimleri,aktivite, 1/V ve 1/[S].

pH=7,6
Enzim Substrat Kiivetteki  Kiivetteki
50 mM
Cozeltisinin ¢ozeltisinin toplam Substrat AOD Aktivite 3
Tris 1/Vx10~ 1/1S]
Hacmi hacmi hacim Kons [S] (295 nm) (U/ml dak)
tamponu 5
(u) (u) (u) (M)x10
(nb)
934 1 4,28 0,116 173,61 5,76 23364,48
933 2 8,56 0,187 279,33 3,58 11682,24
932 3 12,83 0,205 306,75 3,26 7794,23
70 1005
931 4 17,11 0,232 347,22 2,88 5844,53
930 5 21,39 0,252 377,36 2,65 4675,08
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Cizelge 3.18 Ksantin Oksidaz enziminin pH=8 Tris-HCI tamponu ve substrat olarak 4Mtc maddesi kullanilarak Ky, ve Vmax
degerlerinin tespitinde kullanilan ¢ozeltilerin hacimleri,aktivite, 1/V ve 1/[S].

pH=7,6
Enzim Substrat Kiivetteki  Kiivetteki
50 mM
Cozeltisinin c¢ozeltisinin toplam Substrat AOD Aktivite 3
Tris 1/vx10° 1/1S]
Hacmi hacmi hacim Kons [S] (295 nm) (U/ml dak)
tamponu 5
(1)) (D (nD (M)x10
(1LY
934 1 3,98 0,022 33 30 25125,63
933 2 7,96 0,028 41,67 24 12562,81
932 3 11,94 0,037 55,55 18 8375,21
70 1005
931 4 15,92 0,061 90,90 11 6281,41




0,06 -
w y = 2E.06x +0,0026
005 -
004 -
0,03 - o

0,02 | s

0,01 .

US|

Sekil 3.44 pH=8 Tris-HCI tamponu ve substrat olarak
Btc maddesi kullanilarak kinetik sabitlerinin belirlenmesi i¢in elde edilen
grafik (Vmax = 384,61 U/ml.dak, Ky=1 x10°M)

6 -
1NVx10-3
y =0,0003x +1,2203
-10000 - 10000 15000 20000
S

Sekil 3.45 pH=7 Tris-HCI tamponu ve substrat
olarak Mtc maddesi kullanilarak kinetik sabitlerinin belirlenmesi i¢in elde
edilen grafik (Vmax = 0,819 U/ml.dak, Ky=2,32 x10™*M)
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Cizelge 3.19 Ksantin Oksidaz enziminin pH=8 Tris-HCI] tamponu ve substrat olarak Btc maddesi kullanilarak Ky, ve Vpax
degerlerinin tespitinde kullanilan ¢ozeltilerin hacimleri,aktivite, 1/V ve 1/[S].

pH=7,6
Enzim Substrat Kiivetteki  Kiivetteki
50 mM
Cozeltisinin ¢ozeltisinin toplam Substrat AOD Aktivite 3
Tris 1/Vx10~ 1/1S]
Hacmi hacmi hacim Kons [S] (295 nm) (U/ml dak)
tamponu 5
(u) (u) (u) (M)x10
(nb)
934 1 4,78 0,013 20 51 20920,5
933 2 9,55 0,022 33,33 30 10471,2
932 3 14,33 0,031 45,45 22 6978,39
70 1005
931 4 19,10 0,045 66,67 15 5235,6
930 5 23,88 0,074 111,11 9 4187,6
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Cizelge 3.20 Ksantin Oksidaz enziminin pH=7 Tris-HCI tamponu ve substrat olarak Mtc maddesi kullanilarak K, ve Vax
degerlerinin tespitinde kullanilan ¢ozeltilerin hacimleri,aktivite, 1/V ve 1/[S].

pH=7,6
Enzim Substrat Kiivetteki  Kiivetteki
50 mM
Cozeltisinin ¢ozeltisinin toplam Substrat AOD Aktivite 3
Tris 1/Vx10~ 1/1S]
Hacmi hacmi hacim Kons [S] (295 nm) (U/ml dak)
tamponu 5
(u) (u) (u) (M)x10
(nb)
933,5 1,5 6,50 0,127 191 5,22 15395,14
933 2 9,75 0,147 220 4,55 10256,41
932,5 2,5 11,70 0,191 286 3,5 8545,84
70 1005
932 3 14,63 0,225 336 2,97 6835,27
931 4 19,50 0,257 385 2,6 5128,2

S0l




y =0,0014x +0,7798

5000 10000 15000 20000 25000

s

Sekil 3.46 pH=7 Tris-HCI tamponu ve substrat olarak
Ctc maddesi kullanilarak kinetik sabitlerinin belirlenmesi i¢in elde edilen
grafik (Vmax = 1,28x10~ U/ml.dak, Ky=1,79 x10°M)

18 -
1/Vvx10-3
16 -

14

10 - 2

y =0,0006x +0,2302

N B O
I I I I

N g

Sekil 3.47 pH=7 Tris-HCI tamponu ve substrat olarak
4Mtc maddesi kullanilarak kinetik sabitlerinin belirlenmesi icin elde edilen
grafik (Vmax = 5,32x10~ U/ml.dak, Ky=3,22 x10°M)
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Cizelge 3.21 Ksantin Oksidaz enziminin pH=7 Tris-HCI tamponu ve substrat olarak Ctc maddesi kullanilarak K;, ve Viax
degerlerinin tespitinde kullanilan ¢ozeltilerin hacimleri,aktivite, 1/V ve 1/[S].

pH=7,6
Enzim Substrat Kiivetteki  Kiivetteki
50 mM
Cozeltisinin c¢ozeltisinin toplam Substrat AOD Aktivite 3
Tris 1/vVx10r 1/[S]
Hacmi hacmi hacim Kons [S] 295 nm) (U/ml dak)
tamponu s
(ul) (u) (uD) (MD)x10
(1)
934 1 4,28 0,021 31,25 32 23364,48
933 2 8,56 0,033 50 20 11682,24
932 3 12,83 0,051 76,92 13 7794,23
70 1005
931 4 17,11 0,082 122,70 8,15 5844,53
930 5 21,39 0,106 158,73 6,3 4675,08
928 7 29,95 0,156 233,10 4,29 33389




Cizelge 3.22 Ksantin Oksidaz enziminin pH=7 Tris-HCI tamponu ve substrat olarak 4Mtc maddesi kullanilarak K, ve Vinax
degerlerinin tespitinde kullanilan ¢ozeltilerin hacimleri,aktivite, 1/V ve 1/[S].

LOT

pH=7,6
Enzim Substrat Kiivetteki  Kiivetteki
50 mM
Cozeltisinin ¢ozeltisinin toplam Substrat AOD Aktivite 3
Tris 1/vx10° 1/S]
Hacmi hacmi hacim Kons [S] (295 nm) (U/ml dak)
tamponu 5
(uD (D (1)) (M)x10
(uD)
934 1 3,98 0,045 66,67 15 25125,63
933 2 9,55 0,067 100 10 10469,01
932 3 11,94 0,137 204,92 4,88 8375,21
70 1005
931 4 13,65 0,179 268,10 3,73 7328,31
930 5 15,92 0,204 304,75 3,26 6281,41
929 6 19,90 0,236 353,36 2,83 5025,12




1/Vx10-3

16 -
14 1
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Sekil 3.48 pH=7 Tris-HCI tamponu ve substrat olarak
Btc maddesi kullanilarak kinetik sabitlerinin belirlenmesi i¢in elde edilen

grafik (Vmax = 2x107 U/ml.dak, Ky=3,95x10"*M)

1NVx10-3 45

4

y =0,0002x +0,9942

5000

10000

15000 20000

25000

S

Sekil 3.49 pH=6 Tris-HCI tamponu ve substrat olarak
Mtc maddesi kullanilarak kinetik sabitlerinin belirlenmesi i¢in elde edilen

108

grafik (Vmax = 1x1 0~ U/ml.dak, Ky=2,01x10"M)
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Cizelge 3.23 Ksantin Oksidaz enziminin pH=7 Tris-HCI tamponu ve substrat olarak Btc maddesi kullanilarak Ky, ve Vpax
degerlerinin tespitinde kullanilan ¢ozeltilerin hacimleri,aktivite, 1/V ve 1/[S].

pH=7,6
Enzim Substrat Kiivetteki  Kiivetteki
50 mM
Cozeltisinin ¢ozeltisinin toplam Substrat AOD Aktivite 3
Tris 1/Vx10~ 1/1S]
Hacmi hacmi hacim Kons [S] (295 nm) (U/ml dak)
tamponu 5
(u) (u) (u) (M)x10
(nb)
934 1 4,78 0,037 55,5 18 20920,5
933 2 9,55 0,067 100 10 10471,2
932 3 14,33 0,077 115,21 8,68 6978,39
70 1005
931 4 19,10 0,100 149,48 6,69 5235,6
930 5 23,88 0,180 269,54 3,71 4187,6
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Cizelge 3.24 Ksantin Oksidaz enziminin pH=6 Tris-HCI tamponu ve substrat olarak Mtc maddesi kullanilarak K, ve Vpax
degerlerinin tespitinde kullanilan ¢ozeltilerin hacimleri,aktivite, 1/V ve 1/[S].

pH=7,6
Enzim Substrat Kiivetteki  Kiivetteki
50 mM
Cozeltisinin ¢ozeltisinin toplam Substrat AOD Aktivite 3
Tris 1/vx10° 1/S]
Hacmi hacmi hacim Kons [S] (295 nm) (U/ml dak)
tamponu 5
(1)) (D (1)) (M)x10
(uD)
934 1 4,87 0,163 243,90 4,1 20533,88
933,5 1,5 6,49 0,190 284,09 3,52 15395,14
933 70 2 1005 9,75 0,224 335,57 2,98 10256,41
932,5 2,5 11,70 0,318 476,19 2,1 8545,84




18 -
1/Vx10-3

Sekil 3.50 pH=6 Tris-HCI tamponu ve substrat olarak
Ctc maddesi kullanilarak kinetik sabitlerinin belirlenmesi i¢in elde edilen
grafik (Vmax = 0,32x107 U/ml.dak, Ky=9,03x10°M)

1NVx10-3 45 1

3,5

y =0,0003x +0,1681
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-2000 0 2000 4000 6000 8000 10000 12000 14000
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Sekil 3.51 pH=6 Tris-HCI tamponu ve substrat olarak
4Mtc maddesi kullanilarak kinetik sabitlerinin belirlenmesi i¢in elde edilen
grafik (Vmax = 5,95x107 U/ml.dak, Ky=2x10>M)
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Cizelge 3.25 Ksantin Oksidaz enziminin pH=6 Tris-HCIl tamponu ve substrat olarak Ctc maddesi kullanilarak K, ve Vpax
degerlerinin tespitinde kullanilan ¢ozeltilerin hacimleri,aktivite, 1/V ve 1/[S].

pH=7,6
Enzim Substrat Kiivetteki  Kiivetteki
50 mM
Cozeltisinin ¢ozeltisinin toplam Substrat AOD Aktivite 3
Tris 1/vx10° 1/S]
Hacmi hacmi hacim Kons [S] (295 nm) (U/ml dak)
tamponu 5
(1)) (D (1)) (M)x10
(uD)
934 1 2,14 0,044 66 15 46728,96
933 2 4,28 0,067 100,20 9,98 23364,48
932,5 2,5 5,71 0,082 122,70 8,15 17523,36
70 1005
932 3 8,56 0,098 146,63 6,82 11682,24
931 4 10,27 0,117 175,13 5,71 9738,23

930 5 12,83 0,152 227,27 4,4 7794,23
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Cizelge 3.26 Ksantin Oksidaz enziminin pH=6 Tris-HCI tamponu ve substrat olarak 4Mtc maddesi kullanilarak K, ve Vpax
degerlerinin tespitinde kullanilan ¢ozeltilerin hacimleri,aktivite, 1/V ve 1/[S].

pH=7,6
Enzim Substrat Kiivetteki  Kiivetteki
50 mM
Cozeltisinin ¢ozeltisinin toplam Substrat AOD Aktivite 3
Tris 1/vx10° 1/S]
Hacmi hacmi hacim Kons [S] (295 nm) (U/ml dak)
tamponu 5
(uD (D (1)) (M)x10
(uD)
933 2 7,96 0,169 252,52 3,96 12562,81
932 3 11,94 0,228 341,30 2,93 8375,21
931 4 15,92 0,341 510,20 1,96 6281,41
70 1005
928 6 19,90 0,382 571,42 1,75 5025,12




pH=6 Tris-HCI tamponu ve substrat olarak Btc maddesi kullanilarak yapilan

deneylerde anlamli veriler elde edilememistir.

Km ve Vimax degerlerinin bulunmasi amaciyla, optimum sartlarda ksantin
substratinin degisen konsantrasyonlarinda (Cizelge 3.28) enzim aktivitesi 6l¢iimleri
yapildi ve Linewear-Burk grafikleri ¢izildi. Grafikten yararlanarak Ky degeri

1.7x10™* M ve Vinax degeri 0,58 U/ml.dak olarak bulundu (Sekil 3.52).

y = 0,0003x + 1,7241
35 R = 0,9968

2000 4000 6000
1[S]

Sekil 3.52 Saflastirilmis ksantin oksidaz enziminin ksantin substrati
ile elde edilen Linewear-Burk grafigi.
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Cizelge 3.27 Ksantin Oksidaz enziminin ksantin substratt kullanilarak, K, ve V. degerlerinin tespitinde kullanilan
¢oOzeltilerin hacimleri,aktivite, 1/V ve 1/[S].

Sl

pH=7,6
Enzim Substrat Kiivetteki  Kiivetteki
50 mM
Cozeltisinin ¢ozeltisinin toplam Substrat AOD Aktivite 3
Tris 1/vx10° 1/S]
Hacmi hacmi hacim Kons [S] (295 nm) (U/ml dak)
tamponu 3
(ul) (ul) ()  (mM)x10
(uD)
835 100 9,95 0,146 218,35 4,58 10050
735 200 19,90 0,202 302,1 33 5025
635 300 29,85 0,228 340,98 2,9 3350
70 1005
535 400 39,80 0,262 391,83 2,5 2512
435 500 49,75 0,285 426,23 2,3 2010

335 600 59,70 0,293 438,20 2,2 1675




XO enzimi i¢in substrat olarak kullanilan orijinal olarak sentezlenen
tiyosemikarbazon bilesiklerinin  farkli pH’larda elde edilen Ky degerlerinin grafigi

asagida verildi (Sekil 3.53).
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Sekil 3.53 pH-Ky grafigi

XO enzimi i¢in substrat olarak kullanilan orijinal olarak sentezlenen
tiyosemikarbazon bilesiklerinin  farkli pH’larda elde edilen Ky/Vmax degerlerinin

grafigi asagida verildi (Sekil 3.54).
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4. TARTISMA VE SONUC

Arastirmamizi {i¢c ana baslikta toplamak miimkiindiir. Ilk olarak XO’m
saflastirilmast i¢cin yeni bir afinite jeli sentezlenmistir. Arastirmamizin ikinci
boliimiinde saflagtirilan enzimin klinikte yaygin olarak kullanilan aminoglikozit
grubu bazi antibiyotiklere karsi ilgisi aragtirilmigtir. Arastirmamizin son boliimiinde
ise, saflagtirilan enzimin yeni sentezlenen tiyosemikarbazon tiirevleri {lizerindeki
etkisi arastirilmistir.

Ksantin oksidaz enziminin daha ekonomik ve hizli bir sekilde saflastiriimasi
gereklidir. Cilinkii enzimin genis substrat spesifikligine sahip olmasi, preperatif
organik kimya acisindan onemlidir. XO enziminin, son yillarda bir¢ok organik
sentezlerde kullanildigi bilinmektedir. Ayrica bu enzimin endiistriyel dneminin de
olmas1 daha pratik saflagtirma metotlarinin gerekliligini ortaya koymaktadir [46].

Ksantin oksidaz enziminin saflastirilmasi i¢in Sepharose 4B-L-tirozin-4-
aminobenzamidin kimyasal yapisina sahip jel sentezlenmistir. Bu amagla matriks
olarak Sepharose 4B se¢ilmistir. Agaroz yapisia sahip bu jel, iyi akis 6zelligine
sahip olmasinin yaninda hidrofilik karakteri amacimiza son derece uygundur. Ayrica
hidroksil  gruplart  igermesi  aktiflestirmenin  kisa slirede ve kolayca
gerceklestirilmesini saglamaktadir.

Arastirmamizda CNBr aktivasyon metodu kullanilmistir. CNBr, Sepharose
4B tizerindeki hidroksil gruplariyla reaksiyona girerek oldukca reaktif siyanat
esterlerini olusturur. S6z konusu esterler, niikleofilik ataklara kars1 duyarli olduklari
i¢cin primer amin gruplartyla iliman sartlarda reaksiyon verirler.

Arastirmamizda kullandigimiz aktivasyon prosediirii oldukca kisa siirede
gerceklesmektedir. Ayrica islem sonucunda elde edilen afinite jellerinin kimyasal
stabilitesinin yiiksek olmasi, farkli eliisyon kosullarinda giivenli bir sekilde
kullanilmasii saglamaktadir. Bu amagla literatiirde karbodiimid bilesiklerinin de
kullanildig: bildirilmektedir [110]. Karbodiimid ile aktiflestirilmis matrikse primer
amin grubunun baglanmasi ile amid bagi olusmaktadir. Bu bag kromatografi

islemlerinde dayaniklhidir. Fakat aktiflestirilme sirasinda jel, pH 4,5°da 24 saat siire
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ile karistirllmaktadir. Bu islem kromatografi sirasinda jelin akis Ozelliklerini
olumsuz yonde etkilemektedir [110]. Bir baska aktiflestirme isleminde epoksi
bilesiklerinden yararlanilmistir [115]. Kromatografi islemlerinde gayet dayanikli
olan bu yapilar, 16 saat aktiflestirme ve 16 saat ligand baglama siiresi olmak {izere
toplam 32 saatte ger¢eklesmektedir. pH’nin 10 civarinda olmasi, jelin kimyasal
yapisint etkilememesine ragmen uzun siire karistirma islemleri, polisakkarit
partikiillerinin fiziksel yapisinin deformasyonuna sebep olabilir. Sonug olarak,
hazirlanacak hidrofobik jelin akig ozellikleri olumsuz yonde etkilenecektir.
Calismamizda kullanilan CNBr ile aktiflestirme islemi sadece 5 dakikada
gerceklestirilmektedir. Bdylece jelin fiziksel yapisindaki deformasyon sakincalari
ortadan kaldirilmis oldu.

Afinite kromatografisinde dnemli konulardan birisi de ligant ve uzant1 kolu
secimidir. Genel olarak molekiil agirligi 5000’in altinda olan ve nispeten kiigiik
ligantlarin kullanilmas1 énemli bir problem olan sterik engeli ortaya ¢ikarmaktadir.
Arastirmamizda kullandigimiz ligantin molekiil agirliginin son derece diisiik olmasi
uzanti kolu kullanilmasini zorunlu hale getirmistir. Bu amagla L-tirozin uzant1 kolu
olarak kullanilmistir. Literatiirde genel olarak diisiik molekiil agirligina sahip
ligantlar icin 6-8 atom uzunlugunda uzanti kollar1 kullanilmistir. Uzanti kolunun
uzunlugu, kritik bir degerdir. Kisa uzanti kollar1 sterik engelden dolayi ligantla hedef
molekiil arasindaki baglanmay1 zayiflatacak ve verimi diistirecektir. Gereginden uzun
olmasit durumunda nonspesifik etkilesmelerle saflastirma derecesini diistirdigi
saptanmustir [ 108]. Tarafimizdan kullanilan L-tirozin molekiiliiniin boyutunun uygun
olmas1 yaninda, hidrofil karakteri, kolon igerisindeki olasi hidrofobik etkilesmeyi
azaltmaktadir.

Arastirmamizda 4-aminobenzamidin bilesigi ligant olarak secilmistir. Bu
bilesik enzimin spesifik inhibitoriidiir. Afinite tekniginde saflastirma derecesinin
yiiksek olmasi, secilecek ligantin spesifikligine ve baglanma derecesine biiyiik
oranda baghdir. Ligantin, hedef molekiile baglanma derecesi teknigin uygulanmasi
acisindan Onemlidir. Baglanma derecesi diisiik oldugu durumlarda hedef molekiil
yikama islemi sirasinda safsizliklarla birlikte gelmekte ve verim diismektedir.
Baglanma derecesi ¢ok yliksek oldugu durumlarda ise, liganta bagli hedef molekiilii
cogu durumda eliie etmek icin daha sert eliisyon kosullar1 gerekmektedir. Bu

kosullarda hedef proteinin denatiire oldugu saptanmustir.
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Ksantin oksidaz enzimi, karacigerde, ince barsak mukozasinda, siit salgilan
meme bezlerinde, kalp, bobrek, beyin, aort, akciger, iskelet kas1 ve barsaklarin kii¢iik
damarlarin endotel hiicrelerinde [8,16, 37, 38, 39], anne siitiinde bulundugu tespit
edilmistir [40, 41]. Esas olarak sitoplazmik yerlesim gosteren enzimin
peroksizomlarinda gibi bir¢ok dokuda bulunmasina ragmen siitte olduk¢a bol
bulunmaktadir. Bu nedenle enzim kaynag: olarak siit tercih edilmistir. On saflastirma
teknigi olarak uygulamasi olduk¢a kolay olan amonyum siilfat ¢oktlirme islemi
uygulanmaigtir.

Aragtirmamizda XO enzimini sigir siitinden saflastirmak igin afinite
kromatografisi teknigini uygulamadan once on saflastirma islemi yapilmistir. Bu
amagla amonyum siilfat ¢oktliirme islemi yapilmistir. Amonyum siilfat ¢oktiirme
araligl, XO i¢in % 38-50 oldugu literatiirde bildirilmistir [103]. Proteinlerinin
organik coziiciiler ile ¢oktiiriilmesi yontemi de tercih edildigi bildirilmektedir fakat
farkli organik ¢oziiciilerle yapilan calismamizda XO enzim aktivitesinin ¢ok biiyiik

oranda diistiigli gdzlenmistir (Cizelge 4.1).

Cizelge 4.1 Ksantin oksidaz enziminin organik ¢oziiciilerle ¢oktiirme sonrasi
enzim aktiviteleri

Organik Coziiciiler Aktiviteler (Toplam EU)
Siipernatant Cokelek

Etil alkol 1452,88 160,21
Aseton 790,42 1559,64
Kloroform 512,71 1.02
(NH4)2SO4 ¢cOktlirmesi 14015,29
sonrasi enzim
Saf enzim 15254,57

Tarafimizdan sentezlenen afinite jeli kullanilarak, saflagtirma islemleri farkli
pH ve iyonik siddetlerde (25 mM benzamidin i¢eren 0,1 M glisin/ 0,1 M Na,;SOy, 25
mM benzamidin i¢eren 0,1 M glisin/ 0,5 M Na,SO4 ve 25 mM benzamidin igeren 0,1
M glisin/ 1,0 M NaSOy) eliisyon tamponu kullanilarak gergeklestirilmistir. Elde
edilen sonuglar (Sekil 3.20-3.24) en uygun pH degerinin 9,0 oldugu saptanmustir.

Enzimin s6z konusu inhibitore karsi afinitesinin yiiksek pH’larda fazla oldugu
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bilinmektedir. Elde ettigimiz sonug bu literatiir bilgisi ile uyumlu haldedir. Enzimin
denatiirasyon riski diisiiniilerek s6z konusu pH’tan daha yiiksek degerlerde ¢alisma
yapilmamistir. Farkli iyonik siddetlerde elde edilen bulgular kisminda verilmistir
(Sekil 3.26-3.28). En uygun iyonik siddet degerinin ise 0,1 M Na,SO4 oldugu
saptanmistir.

pH= 9,0 ve 0,1 M NaCl iyonik sidette en yiiksek saflagtirma derecesi 1645
olarak tespit edilmistir. Bu deger literatiirle bulunan degerle karsilastirildigi zaman
oldukea yiiksektir. Ornegin fare karaciger dokusundan sz konusu enzim, amonyum
stilfat ¢oktiirme, Sephadex-G25 ile jel filtrasyonu, HTP kolonu ve son olarak Q-
Sepharose iyon degistirici kromatografisi teknikleri ard arda uygulanmis ve 1167 kat
saflagtirma islemi yapilmistir. Oysa tarafimizdan sentezlenen afinite jeli kullanilarak
sadece iki basamak sonucunda 1645 kat saflastirma derecesi elde edilmistir [112].
Ayrica literatiirde %50 amonyum siilfat ¢oktiirmesinden sonra fare karaciger
dokusundan Benzamidin-Sepharose afinite jeliyle yapilan XO enziminin
saflastirilmasinda enzim 199 kat saflastirilmistir [113]. Siitten %38-50 amonyum
stilfat ¢oktiirmesinden sonra DEAE-Sepharose kolonuyla saflagtirma yapildiginda
328 kat saflastirma elde edilmistir [103].

Enzimin safliginin kontrolii icin SDS-PAGE uygulanmistir. Arastirmamizda,
saflagtirilan enzim i¢in SDS-PAGE uygulanmistir. Molekiil agirligt 116 kDa’dan
daha yiiksek oldugu bulunmus ve tahmin edilen XO enzimi tek bant olarak SDS-
PAGE jelinde gozlenmistir. Bu deger literatiirle uygunluk gostermektedir. XO’1in
molekiil agirligini SDS-PAGE ile McManaman ve arkadaglar1 yaklasik 150 kDa
olarak native elektroforez ile 150 KDa’dan biiylik olarak belirlemislerdir [113].
Cinkii enzimin yapist homodimer yapida oldugu deneysel caligmalarla
dogrulanmistir [112].

Calismamizin bu boliimiinde siitten saflastirllan XO enzimi iizerinde
Gentamisin siilfat, Sodyum ampisilin, Sefazolin sodyum, Kanamisin siilfat,
Klaritromisin, Rifamisin SV ve Klindamisin fosfat antibiyotiklerinin in vitro etkisi
incelenmistir. Bu antibiyotiklerin se¢ilmesinin en 6nemli nedeni klinikte olduke¢a sik
bir sekilde kullanilmasidir. Giris boliimiinde ayrintili bir sekilde belirtildigi gibi
onemli fizyolojik fonksiyonlara sahip bu enzim iizerine s6z konusu antibiyotiklerin
nasil etkili oldugunun saptanmasinin 6nemli oldugu diisiincesindeyiz. Ayrica bu

antibiyotiklerin XO enzimi lizerindeki etkilerin hakkinda literatiirde herhangi bir
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bilgiye rastlanmamis olmasi ¢aligmanin orijinalligini daha da arttirdigi kanisindayiz.
Inhibisyona neden olan antibiyotiklerin inhibisyon etkisi ICsy degerleri bulunarak
verilmistir. Baz1 aragtirmacilarin inhibisyon etkisini tespit etmek icin 1Csy degerini
kullandiklar1 bilinmektedir. Bu amagla substrat konsantrasyonlar1 sabit tutularak,
degisik antibiyotik konsantrasyonlarinda, yilizde aktiviteler belirlenmekte ve daha
sonra grafik yolu ile % 50 inhibisyona sebep olan antibiyotik konsantrasyonu
hesaplanmaktadir. Bu yontem, ICso degerleri siitten saflastirilan XO enzimi i¢in
tespit edilmistir. S6z konusu antibiyotiklerin, saf enzim {izerinde c¢alisilmasi
sonuclarin giivenirliligi agisindan 6nemli oldugu diisiincesindeyiz. Ciinkii saf
olmayan herhangi bir biyolojik sivida uygulanan bilesiklerin, istenilen enzimle
etkilesmesi diger nonspesifik proteinler tarafindan engellenebilir.

Calisilan antibiyotikler igerisinde 5,4x10™* mg/mL ICs, degeriyle Sefazolin
sodyum en gii¢lii inhibitdr olarak bulunmustur. Bu deger s6z konusu enzimin klasik
inhibitorleri i¢in bulunan degerlere yakindir. Diger bilesiklerin Klaritromisin,
Klindamisin fosfat ve Kanamisin siilfat calisilan konsantrasyonlarda enzimi belirli
Ol¢iide inhibe ettigi gozlenmistir. Ancak Gentamisin siilfat, Sodyum ampisilin ve
Rifamisin SV ise s6z konusu enzim lizerinde aktivasyon etki saptanmistir. Elde
edilen Sefazolin sodyum antibiyotiginin inhibisyon 6zelligini grubumuzca PON
enzimi lzerine in Vvitro olarak c¢alisilan baska calisma da desteklemektedir [89].
Literatiirde Sefazolin sodyum antibiyotiginin, énemli fizyolojik fonksiyonlar1 olan
Glikoz 6-fosfat dehidrogenaz, Karbonik anhidraz I ve II ve Glutatyon rediiktaz
enzimleri tizerinde in vitro ortamda gii¢lii inhibisyona neden oldugu tespit edilmistir
[90, 94, 114]. Antibiyotik uygulanmis farelerden elde edilen karaciger PON1 enzim
aktivitelerinin ise farkli sekilde etkilendigi saptadigi belirtilmistir. Kloramfenikol,
klaritromisin, rifamisin SV ve klindamisin fosfat serum fPON1 enzimi iizerinde
onemli bir etki gostermedigi, karaciger fPON1 enzimi iizerinde inhibisyon etkisi
gozlendigi belirtilmektedir. Ayrica Gentamisin siilfat, Sodyum ampisilin ve
Sefazolin sodyum serum fPONI1 enzimi iizerinde Onemli bir inhibisyona sebep
oldugu karaciger fPONI enzimi lizerinde ayni etkiyi gostermedigi saptandigi
belirtilmektedir [89].

Literatiirde s6z konusu antibiyotikler ile yapilan in vivo ¢alismalarda da bazi
enzimler tizerinde inhibisyon etkisi gdsterdikleri belirtilmektedir. Gentamisin siilfat,

siganlara kas i¢ine uygulandiktan 3 saat sonra eritrositlerde bulunan Karbonik
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anhidraz enzim aktivitesi iizerinde 6nemli bir inhibisyon etkisi gosterdigi tespit
edilmistir [115]. Benzer sekilde penisilin grubu antibiyotiklerinden sodyum
ampisilin de sigan eritrositlerinde bulunan Karbonik anhidraz enzim aktivitesi
tizerinde 3 saat sonunda inhibisyona neden oldugu bildirilmektedir [203]. Sodyum
ampisilin antibiyotigi i¢in elde edilen sonuglardan farkli olarak; yapilan bir
calismada, si¢anlara uygulanan sodyum ampisilin uygulandiktan 2,4 ve 6 saat
sonunda 6-fosfaglukonat dehidrogenaz enzim aktivitesi lizerinde herhangi bir etkisi
olmadig1 gosterilmistir [114]. Ayrica sefalosporinler grubunda yer alan Sefazolin
sodyum benzeri bir antibiyotik olan Sodyum sefuroksim bilesiginin Glikoz 6-fosfat
dehidrogenaz enzim aktivitesini sicanlara uygulandiktan 2.5 saat sonunda inhibe
ettigi tespit edilmistir [116]. Yukarida belirtilen antibiyotiklerin, karacigerde
bulunan herhangi bir enzim aktivitesi lizerine etkisi konusunda in vivo bir ¢alismaya
rastlanmamustir [89 ].

Rifamisin antibiyotigi saf hPON1 enzim aktivitesi {lizerinde herhangi bir
inhibisyon etkisi gézlenmedigi belirtilmistir. Benzer sekilde in vivo ¢alismada serum
fPON1 enzimi iizerinde anlamli bir inhibisyon gostermedigi, karaciger fPON1 enzim
aktivitesi tizerinde kontrol grubu ile karsilastirildigina anlamli bir inhibisyona neden
olugu belirtilmigitr. Ayn1 antibiyotigin DNA polimeraz enzimi iizerinde giiclii
inhibisyon etkisi gosterdigi ve insan notrofil hiicrelerinin fonksiyonlarini inhibe ettigi
bilinmektedir [100, 101]. PONI enzimi iizerinde in vivo etkisi arastirilan bir bagka
calismada klasik enzim indiikleyicisi olarak bilinen fenobarbital ile yapilmistir.
Sicanlarda yapilan bu ¢alismada kas i¢ine uygulanan fenobarbital, serumdaki hPON1
enzim aktivitesinde bir degismeye neden olmaz iken, karaciger hPONI1 enzim
aktivitesinde ve miktarinda 6nemli bir artisa neden olmustur [117].

XO enzimi tizerindeki etkisi incelenen antibiyotiklerden Sodyum ampisilin in
vitro enzim aktivitesi {lizerinde aktivasyon etkisi oldugu bulunmustur. Yapilan
aragtirmalarda, Sodyum ampisilin antibiyotiginin saflastirilmis insan Karbonik
anhidraz ve Glukoz 6 fosfataz enzimleri iizerinde inhibisyon etkisi gosterdigi
bulunmustur [95, 96].

Giliniimiizde bilingsizce kullanilan ve giderek artan antibiyotik kullanimi
insan neslinin daha zayif ve bakterilerin daha gii¢clii olmalarina neden oldugu
bildirilmektedir [88]. Bunun nedeni antibiyotik belirli dozda ve belirli siire

kullanildiginda ancak etki edebildigi, mikroorganizmalar1 yok etmektedir.
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Bilingsizce kullanim sonucu s6z konusu mikroorganizmalar kullanilan antibiyotige
direng gelistirmekte ve daha etkili antibiyotiklere ihtiya¢ duyulmaktadir. Ayrica
antibiyotiklerin viicuda alindiktan 2-12 saat arasinda degisen bir siire sonra
maksimum etki gosterdikleri bilinmektedir [88].

Sepharose-4B-L-tirozin-4-aminobenzamidin yapili afinite jeli kullanilarak
saflagtirilan XO enziminin kinetik sabitleri (Ky ve Vmax ) ksantin ve orijinal olarak
sentezlenen tiyosemikarbazon bilesikleri substrat olarak kullanilarak belirlenmistir.
Lineweaver-Burk grafiklerinden elde edilen Ky ve Vmax degerleri ksantin substrat
olarak kullanildiginda sirastylal.7x10™* M ve 0,58 U/mldak olarak bulunmustur.
Literatiirde XO enzimi enziminin ksantin substratina kars1 Vmax ve Ky degerleri
tarafimizdan tespit edilen Vyax ve Ky degerleri ile benzerlik gostermektedir [35].
Tiyosemikarbazon bilesiklerinin farkli pH tamponlart kullanilarak yapilan
caligsmalarda her bir bilesigin Ky ve Vmax degerleri belirlenmis ve bu bilesiklerinde
substrat olarak kullanilacagi bulunmustur. pH 5 ve 9 tamponlar1 kullanilarak yapilan
calismalarda anlamli sonuglar elde edilememistir. pH=8 Tris-HCl tamponu
kullanilarak yapilan ¢aligmalarda, substrat olarak Mtc maddesi kullanilarak elde
edilen kinetik sabitler Vmax = 277.78 U/mldak, Ky= 5 x104 M, substrat olarak Ctc
maddesi kullanilarak elde edilen kinetik sabitler Vmax = 0,57 U/mldak, Ky=1.063
x10* M, 4Mtc maddesi kullanilarak elde edilen kinetik sabitler Vmax = 111,11
U/mldak , Ky=1 x10* M ve 4Mtc maddesi kullanilarak elde edilen kinetik sabitler
Vmax = 111,11 U/mldak , Ky=1 x10™* M’dir. pH=7 Tris-HCI tamponu kullanilarak
Mtc maddesi i¢in Vmax = 0,819 U/mldak, Ky=2,32 x10* M, Ctc i¢cin Vmax =
1,28){10'3 U/mldak, Ky=1,79 x107 M, 4Mtc maddesi icin Vmax = 5,32)(10'3
U/mldak, Ky=3,22 x107 M, ve Btc maddesi igin Vmax = 2x107 U/mldak,
Kn=3,95x10 M’dir. pH=6 Tris-HC] tamponu ve tiyosemikarbazon bilesikleri igin,
Mtc maddesi icin Vmax = 1x10” U/mldak, Ky=2,01x10™* M, Ctc maddesi i¢in Vmax
= 0,32)(10'3 U/mldak, Ky=9,03x10° M ve 4Mtc maddesi icin Vmax = 5,95)(10'3
U/mldak, Ky=2x107 M’dir. Fakat pH=6 Tris-HCI tamponu ve substrat olarak Btc
maddesi kullanilarak yapilan deneylerde anlamli veriler elde edilememistir. Bu
degerler XO enzimi i¢in, ksantin substrati kullanilarak elde edilen kinetik sabitlerle
uyum gostermektedir.

Orijinal olarak sentezlenen tiyosemikarbazon bilesikleriyle yapilan

biyotransformasyon isleminde, 6zellikle dortli halkada parcalanma gézlenmistir. Bu

123



halka parcalanmasi biyotransformasyon sonucu olusan iriiniin ekler boliimiinde

verilen '"H-NMR, *C-NMR ve IR spektrumlariyla desteklenmektedir.

Sonug olarak yapilan ¢aligmalarda asagidaki bulgular elde edilmistir.

v

Siitten XO enzimini saflastirmak i¢in  Sepharose 4B-L-tirozin 4-
aminobenzamidin kimyasal yapisina sahip yeni bir afinite kromatografisi jeli

sentezlenmistir.

Sepharose-4B-L-tirozin-4-aminobenzamidin  yapisina  sahip  afinite jeli
kullanilarak siitten XO yiiksek verimde ve yapilan literatiir aragtirmasinda daha
once vyapilan c¢aligmalardan yiliksek saflagtirma derecesinde enzim
saflastirilmistir.

Sepharose 4B-L-tirozin 4-aminobenzamidin kimyasal yapisina sahip yeni
afinite kromatografisi jelinin farkli pH’larda ve iyonik siddette kolan sartlari

incelenmistir.

Amonyum siilfat ¢oktiirmesi ve afinite kromatografisi yontemi ile saflastirilan
XO enzimi SDS-PAGE elektroforezinde yaklagik 150 kDa molekiil agirliginda
tek bant elde edilmistir.

Yaygin olarak kullanilan aminoglikozit grubu antibiyotiklerden Gentamisin
siilfat ve Kanamisin siilfat, sefalosporinler grubundan Sefazolin sodyum,
penisilin grubu Sodyum ampisilin, makrolid grubu olan Klaritromisin,
aminosalisilik asit tiirevi olan Rifamisin SV ve linkozamid grubundan
Klindamisin fosfat gibi antibiyotiklerin XO enzim aktivitesini in vitro olarak

farkl diizeylerde etkiledigi saptanmustir.

S6z konusu antibiyotikler Sepharose-4B-L-tirozin-4-aminobenzamidin yapisina
sahip afinite jeli ile saflastirilan XO enzim aktivitesi iizerine in Vvitro olarak
yapilan c¢aligmalarda; Gentamisin siilfat, Sodyum ampisilin ve Rifamisin
SV’nin enzim aktivitesini arttirdig1 fakat Sefazolin sodyum, Kanamisin siilfat,

Klaritromisin ve Klindamisin fosfatin inhibisyon etkisi gdsterdigi saptanmustir.
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v' XO enzimi, Sepharose 4B-L-tirozin 4-aminobenzamidin kimyasal yapisina
sahip afinite kromatografisi jeliyle saflastirilmis ve enziminin substrat
spesifikligi  diisiik oldugundan biyotransformasyonda kullanilabilecegi

diisiiniilmiis ve termal denatiirasyonu incelenmistir.
v Orijinal olarak sentezlenen tiyosemikarbazon tiirevlerinin

biyotransformasyonu incelenmis ve daha once organik sentez caligmalarinda

sentezlenmemis bilesiklerin sentezi gergeklestirilmistir.
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