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ARASTIRMA

Kuzu Karacigerinden Saflastirilan Sitozolik B-Glukozidaz
Aktivitesine Albendazol, Rikobendazol ve Eprinomektinin
inhibisyon Etkileri: in vitro ~

Albendazol (ABZ), rikobendazol (RBZ) ve eprinomektin (EPM) sigir, koyun ve kegilerde yaygin
olarak kullanilan antiparaziter ilaglardandir. ABZ karacijerde okside olarak RBZ aktif metabolite
dénlsur. Bu galismada, ABZ, RBZ ve EPM'nin karaciger enzimlerinden sitozolik B-glukozidaz
aktivitesine etkileri arastirildi. Bunun igin sitozolik B-glukozidaz kuzu karacigerinden saflastirildi.
Saflastirma islemi amonyum siilfat ¢oktiirme ve hidrofobik etkilesim kromatografisi yontemleriyle iki
asmada gerceklestirildi. Islemler sonunda enzimin %10.7 verimle 26.7 kat saflastirildig§i hesaplandi.
Saflastirilan enzim siilfat poliakrilamid jel elektroforezi (SDS-PAGE)de yaklasik 55 kDa’da tek bant
olarak gorintulendi.

ABZ, RBZ ve EPM'in saflastirilan kuzu karaciger sitozolik B-glukozidazina in vitro etkisi p/o-NPG
substratlari kullanilarak tespit edildi. ilaglarin inhibisyon etkisinin belirlenmesi igin % aktiviteye karsi
ilag konsantrasyonu grafigi kullanildi. Her iki substrat kullanilarak yapilan ¢calismada ABZ'iin enzim
aktivitesini degistirmedigi tespit edildi. EPM’in enzim aktivitesini distirdigi ancak etkisinin kuvvetli
olmadigi goruldi. RBZ'lin ise enzimi inhibe ettidi belirlendi. Enzim aktivitesini yariya dugiren RBZ
konsantrasyon degerlerinin p/o-NPG substratlari igin sirasiyla 4.8 ve 5.9 mM oldugu tespit edildi.
RBZ'iin hem p-NPG hem de o-NPG substratlari varliginda enzimi yarigmali olarak inhibe ettigi
belirlendi ve Ki degerlerinin sirasiyla 3.9x10°+0.3x10%ile 1.5x10°+0.1x107 oldugu hesaplandi.

Bu calismada ABZ ve EPM'’in kuzu karacider sitozolik B-glukozidazini inhibe etmezken RBZ'in
enzimi inhibe ettidi tespit edildi. Ancak ABZ'iin de in vivo ortamda ¢ok hizli bir sekilde RBZ'e
metabolize olmasi ABZ'Gn de enzim aktivitesini dolayli olarak olumsuz etkileyecegini
dustindirmektedir.

Anahtar Kelimeler: Kuzu karacigeri, $-glukozidaz, enzim saflastirma, antiparaziter ilag

Inhibitiory Effects of Albendazole, Ricobendazole and Eprinomectin on Purified
Cytosolic B-Glucosidase Activity Purified From Lamb Liver: An in vitro Study

Albendazole (ABZ), ricobendazole (RBZ) and eprinomectin (EPM) are commonly used antiparasitic
drugs in cattle, sheep and goats. ABZ is oxidized in the liver and converted to its active metabolite
RBZ. In this study, the effects of ABZ, RBZ and EPM were investigated on the cytosolic -
glucosidase activity of the liver enzymes. For this purpose, cytosolic B-glucosidase from lamb liver
was purified. Purification was performed in two phases by ammonium sulfate precipitation and
hydrophobic interaction chromatography methods. At the end of the procedures, it was calculated
that the enzyme was purified 26.7 folds with a yield of 10.7%. The purified enzyme was visualized
on SDS-PAGE as a single band at about 55kDa.

In vitro effects of ABZ, RBZ, EPM on purified lamb liver B-glucosidase with using p/o-NPG
substrates were determined. % activity against drug concentration chart was used to determine the
inhibitory effects of drugs. ABZ did not change the enzyme activity as determined with both
substrates. EPM decreased the enzyme activity but its inhibition effect was not strong. RBZ was
determined that it inhibite the enzyme. It was determined RBZ concentration reducing by half the
enzyme activity for the substrates p/o-NPG were 4.8 and 5.9 mM, respectively. It was determined
that RBZ had competitive inhibition both against p/o-NPG substrates, and Ki values were
calculated as 3.9x10°°+0.3x10° and 1.5x10°+0.1x10°mM, respectively.

In this study, RBZ inhbited the enzyme while ABZ and EPM did not inhbit lamb liver cytosolic B-
glucosidase. However ABZ also be metabolized very rapidly to RBZ in vivo is thought to ABZ
indirectly affect the enzyme activity adversely.

Key Words: Lamb liver, B-glucosidase, enzyme purification, antiparasitic drug

Giris
B-glukozidazlar iki glikon rezidisi ya da bir karbohidrat ile aglikon rezidlleri
arasindaki B-glikozidik bagi hidroliz eden enzimlerdir. B-glukozidazlarin bakteri, mantar,

bitki ve hayvan dokularinda yer aldigi ve birgok biyolojik islevde anahtar rol oynadiklari
bilinmektedir (1). Bu enzimler Aile 1 ve Aile 3 glikozid hidrolazlar tyeleri arasinda
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siniflandiriimaktadir (2). Memeli dokularinda birkag gesit
B-glukozidaz tanimlanmistir. Bunlar intestinal laktaz
phlorizin hidrolaz (LPH), lizozomal B-glukozidaz (asit -
glukozidaz, glukoserebrosidaz, GBA1), non-lizozomal -
glukozidaz (GBA2) ve sitozolik B-glukozidaz (GBA3)dir
(3). LPH (EC.3.2.1.62/108) bagirsak epitel hiicrelerindeki
mikrovilluslarda bulunur ve bir tir sindirim enzimi
fonksiyonu goérir. LPH’nin diyetle alinan laktoz ve
glukozilseramidi hidrolize ettigi ve eksikliginde laktoz

intoleransi  goraldiagtd  bildirilmistir ~ (4).  Memeli
hicrelerinde bulunan lizozomal B-glukozidaz (EC
3.2.1.45) eksikliginde, lizozomal enzim eksikligi
hastaliklarindan  “Gaucher hastalidi” gorilmektedir.

Lizozomal B-glukozidaz lizozomun membraninda yer alir
ve glikolipitlerden glukozilseramidi (GlcCer) metabolize
eder (5, 6). Non-lizozomal B-glukozidazlarla ilgili
saflastirma ve identifikasyonlar 1990’larda yapilmasina
ragmen mekanizmalari ve fonksiyonlari son yillardaki
calismalarda ortaya konulmaktadir (5, 7-9). Non-
lizozomal GBA2, endoplazmik retikulum ve golginin
sitozolik yiizeyinde lokalizedir. integral membran proteini
degildir ve hiicre membranlariyla zayif baghdir. insanda
en c¢ok testis, beyin ve karacier dokularinda
rastlanmigtir. GBA2 eksikligi gorilen farelerde, ilgili
dokularda GlcCer birikimi gorilmustir (10, 11). Sitozolik
beta glikozidazin karacigerde ksenobiyotik bilesiklerin
detoksifikasyonunda gorevli oldugu belirtiimektedir.
Vicuda alinan ksenobiyotikler (dogal olarak olusan
glikozitler) bozulmadan bagirsaktan emilir ve karacigere
tasinirsa sitozolik beta-glikozidaz ile etkilesebilir. Bu
durumda enzim, bilesigin glikozit baglarini koparir ve
yukli  hale gegen maddelerin suda ¢6zunirliguni
arttirarak  vicuttan uzaklastinlmasini  saglar  (12).
Sitozolik beta-glukozidaz memeli bdbrek, karaciger,
dalak, bagirsak ve lenfositlerinde ¢ozinebilir protein
olarak bulunmaktadir. Optimum sartinin pH 6.5 civarinda
oldugu belirtilmistir (6). Sitozolik B-glukozidaz, piridoksin
5P-L-glukozid  molekilinin  piridoksine  hidrolizini
katalizler ve bu da vitamin B¢’'nin baskin aktif formudur
(13). LaMarco ve Glew (14) yaptiklari bir galismada
domuz karaciger sitozolik B-glukozidazinin bir bitki
fenolik glukozidi olan L-picein’i hidroliz  ettigini
belirtmislerdir. Daha sonraki ¢alismalarda da insanda ve
hayvanlarda diyetle alinan diger bitkisel glikozidler
Uzerine  sitozolik  B-glukozidazin  hidroliz  etkisi
gosterilmistir (15). insanlarda, diyetle yaygin olarak
alinan flavonoidlerin, basit fenolik bilegiklerin ve
siyanojenlerin glikozit turevlerine karsi yuksek aktivite
gostermesi  enzimin  ksenobiyotik metabolizmasinda
dnemli bir roli oldugunu disundirmektedir (6).

Benzimidazol tlrevi ilaglar, dislk konakgi toksisitesi
gostermeleri nedeniyle veteriner hekimlikte akciger
nematodu, tenya ve gastro-intestinal nematodlara karsi
oldukga sik kullanilan genis spektrumlu antelmentikler
arasindadir. Benzimidazollerin sdilfur iceren turevleri
(fenbendazol, oksfendazol, albendazol) 6zellikle akciger
ve gastro-intestinal nematodlara karsi en ¢ok tercih
edilen antelmentiklerdir (16). Albendazol (ABZ) biiytikbas
ve kiglkbas hayvanlarda oral uygulama sonrasi flavin
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ihtiva eden mono-oksijenaz sistemi etkisi ile karacigerde
hizli bir sekilde okside olur. ABZ’lin aktif metaboliti,
albendozol siilfoksid (ABZSO) ya da rikobendazol (RBZ),
plazmada anti-paraziter aktivite gosteren bir aktif molekiil
olarak tespit edilmistir. RBZ'Uin etkisini plazmada
dolasan, pek c¢ok doku ve organda difizyonunu
kolaylagtiran iyonik formu belirler.  Avermektinler
(ivermektin, abamektin, doramektin, eprinomektin)
toprakta yasayan mikroorganizmalardan Streptomyces
avermitilis’ in  fermentasyon Urunudirler.  Bunlar
makrosiklik lakton olarak adlandirilan kimyasal gruba
dahildirler. DUsUk konsantrasyonlarda dahi nematod ve
artropodlara kargi etkilidirler. Eprinomektin (EPM), 16
Uyeli avermektin ailesine ait bir makrosiklik laktondur.
Nematodlar ve Ostergia ostertagi larvalarina karsi gugli
bir etkiye sahiptir. EPM’nin buytk miktari safra ve digki
ile vUcuttan atilirken az bir kismi da idrar ve st ile
vicuttan uzaklastinimaktadir (17).

Albendazol ve onun metabolitleri ile avermektinlerin
toksik etkilerinin  farkli  calismalarda arastirildig
gorulmektedir (18-20). Baliharova ve ark. (20)'nin yapmis
olduklari galismada albendazol ve metabolitlerinin sigcan
ve koyun Kkaraciger dokularindaki sitokrom P450
aktivitesine etkileri in vitro olarak tespit edilmistir. Degisik
ilagc gruplarinin da memeli enzimleri Uzerine etkilerinin
arastinldigi gcalismalar literatirde mevcuttur. Adem ve
Ciftci (21)'nin yaptiklari ¢alismada, sigan kalbinden
saflagtinlan  glukoz  6-fosfat  dehidrogenaz, 6-
fosfoglukonat dehidrogenaz ve glutatyon rediktaz
enzimlerine, furosemid, dopamin ile digoksin ilaglarinin
inhbisyon etkileri belirlenmistir. Ekinci ve ark. (22)'nin,
saflastirdiklari insan karbonik anhidraz | ve 1l enzimlerine
bazi antibiyotiklerin etkilerini in vitro olarak belirledikleri
gorilmektedir. Van Goli inci kefali karaciger ve
eritrositlerinden saflastirilan glutatyon rediktaz enzimi
Uzerine bazi antibiyotiklerin etkisinin belirlendigi calisma
da literatirde yerini almaktadir (23).

Anthelmentiklerin de i¢inde bulundugu pek c¢ok ilag,
enzimleri inhibe etmeleri ya da indiklemeleri sonucunda
karaciger enzim yapisini degistirebilmektedirler. Bu
calisma kapsaminda, karacigerde metabolize olduklari
bilinen ABZ ve RBZ ile safra yoluyla vicuttan
uzaklastirlan EPM'nin, karaciger enzimlerinden olan ve
bitkisel kokenli glikozidlerin hidrolizinde gorevli sitozolik
B-glukozidaz aktivitesine in vitro etkileri arastirildi.

Gereg ve Yontem

Karaciger Materyali: Calismada kullanilan kuzu
karaciger dokusu, mezbahada kesilen hayvanlardan
alindi. Alinan doku Ornekleri soguk zincirde laboratuvara
getirildi. Dokular kullanilana kadar kiguk parcalar halinde
-80 °C’de saklandi.

Kimyasallar: p-NPG, o0-NPG, Sepharose-4B, 1-
Naftilamin, L-tirozin, standart sigir serum albimin (BSA),
EPM, RBZ, ABZ ve elekiroforez kimyasallari Sigma
Chemical'dan; sodyum hidroksit, amonyum siilfat,
hidroklorik asit, sodyum dihidrojen fosfat, = sodyum



Cilt: 30, Sayi: 2

bikarbonat, sodyum fosfat, potasyum fosfat, kalsiyum
klorr Merck firmasindan temin edildi.

Enzim Ekstraksiyonu: Enzim ekstraksiyonunda
Bause ve ark. (24)nin yontemi kismen degistirilerek
uygulandi. Kuzu karacigeri kiuglk parcalara ayrildiktan
sonra agirhdinin iki kati hacimde 0.25 M sukroz ilave
edildi. Ornek buz igerisinde 2 dakika homojenize
edildikten sonra 12.000 g'de 30 dk santrifij edildi.
Santriflij sonrasi stpernatant saklandi ve pellet 2 kati
kadar 0.25 M sukroz ile ¢ozullerek tekrar 12000 g’de
30dk santrifij edildi. Stipernatantlar birlestirildi ve 21000
g'de 90 dk santrifyj edildi. Bu islem sonrasinda pellet 10
mM fosfat tamponu, pH 6.5, ile ¢6zildi. Elde edilen
¢Ozelti 21000 g’de 90 dk santrifiij edildi ve pellet 200 mM
fosfat tamponunda ¢ozilerek +4 °C’de 30 dk bekletildi.
Ardindan 21000 g’de 90 dk santrifijj edildi ve slpernatant
birinci ekstrakt olarak saklandi. Pellete 200 mM fosfat
tamponu ilave edilerek buzda bir saat bekletildi. Ardindan
21000 g'de 90 dk santrifiij edildi ve sipernatant ikinci
ekstrakt olarak elde edildi. Her iki ekstrakt birlestirilerek
ham ekstrakt olarak kullanildi.

Enzim Saflagtirma: Enzim saflastirma islemi Kara ve
ark. (25)'nin yéntemine gore iki asamada yapildi. Birinci
asamada ham ekstrakta %80 doygunlukta amonyum
sulfat ¢oktirmesi uygulandi ve 15000 rpm’de 30 dk
santrifuj edildikten sonra pellet minimum hacimde
¢ozildi. Ikinci agamada ise Sinan ve ark. (26)nin
yéntemine gbre, laboratuvarda sentezlenen sepharoz-
4B-L-tirozin-1-naftilamin  hidrofobik jeli  kullanilarak
hidrofobik etkilesim kromatografisi ydntemi uygulandi.

Enzim Aktivitesi ve Protein Miktar Tayini: Kuzu
sitozolik B-Glukozidaz enziminin aktivitesi fotometrik
olarak tayin edildi. Uriin olarak p-NP agiga ¢ikaran
substrat igin p-NP standart egrisi kullanilirken, o-NP
acida cikaran substratin aktivitesinin hesaplanmasinda
ise 420 nm molar ekstinksiyon (€) katsayisi kullanildi.
Orto-nitrofenoliin 420 nm'deki € degeri 4.55 mM™* cm™
(27) olarak alindi. Bir enzim Unitesi 1dakikada 1pmol p-
NP/o-NP acida c¢ikaran enzim miktari olarak
tanimlanmistir. Spektrofotometrik dlgimlerde Thermo
Scientific well-plate okuyuculu fotometre kullanildi.

Kalitatif protein tayini 280 nm’de absorbans &lgimi
ile belirlenirken kantitatif protein tayini Lowry ve ark.
(28)'nin yontemine gore yapildi.

SDS Poliakrilamid Jel Elektroforezi: Beta-
glukozidaz enziminin hidrofobik etkilesim kromatogafisi
ile saflastirimasindan sonra iki farkli akrilamid
konsantrasyonunda; yigma jeli %3, ayirma jeli %10
olacak sekilde, kesikli sodyum dodesil suilfat poliakrilamid
jel elektroforezi (SDS-PAGE) Laemmli (29) tarafindan
belirtilen yontemle yapilarak, enzimin saflik derecesi
kontrol edildi.

SDS-PAGE’'de belite¢ olarak molekil agirlik
standartlan; (B-galaktosidaz (116.0 kDa), sigir serum
albumin (66.2 kDa), yumurta albumini (45.0 kDa), laktat
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dehidrogenaz (35.0 kDa), REase Bsp98I (E.coli) (25.0
kDa), B-laktoglobulin (18.4 kDa) ve lizozim (14.4 kDa)
iceren standart protein ¢dzeltisi kullanildi.

In vitro Inhibisyon Caligmalan: ABZ, RBZ ve
EPMin enzim aktivitesi Uzerindeki in vitro etkisini
belirlemek icin para-nitrofenol B-D-glukopiranosid (p-
NPG) ve orto-nitrofenol B-D-glukopiranosid (0-NPG)

substratlan  kullanildi.  S6éz  konusu  kimyasallarin
inhibisyon etkisini gOsteren ICs0 degerinin
belirenmesinde %  aktiviteye karsi ¢izilen ilag

konsantrasyonu grafigi cizildi ve grafik denkleminden
ICso degerleri hesaplandi. Enzimi inhibe ettigi belirlenen
ilaglarin inhbisyon tipleri Lineweaver—Burk grafikleri
cizilerek tespit edildi.

Bulgular

Sitozolik B-glukozidaz, kuzu karacigerinden,
amonyum silfat tuz ¢oktirmesi ve hidrofobik etkilesim
kromatografisi yontemleriyle iki asamada saflastirlidi.
Yapilan iglemler sonunda enzimin %10.7 verimle 26.7
kat saflastirildigi hesaplandi ve saflastirma asamalarina
ait bilgiler Tablo 1'de verildi. Hidrofobik etkilesim
kromatografisi agsamasinda eliuentler 2 mL’lik tlplere
alinarak her bir tlpln enzim aktivitesi ile kalitatif protein
miktarlari belirlendi. Sekil 1'de verilen saflastirma
grafiginde en yliksek enzim aktivitesinin 57-59. tlplerde
oldugu gorulmektedir. En yuksek enzim aktivitesi
gOsteren tip SDS-PAGE’de vyuratiuldid ve Sekil 2'de
gosterildigi gibi ~55 kDA'da tek bant olarak goértintilendi.

Saflastirma sonucunda yilksek enzim aktivitesi
gOsteren tlpler birlestirilerek saf enzim olarak kullanildi.
Saf kuzu karaciger sitozolik 3-glukozidazina antiparaziter
ilaglarin etkileri incelendiginde, Sekil 3'de gosterilen p-
NPG ve 0-NPG substratlari varhidindaki % Aktivite-
inhibtér konsantrasyonu grafiklerine bakilarak ABZ’{in
enzim aktivitesini  etkilemedigi  belirlendi. ABZ’Gn
metaboliti olan RBZ aktif maddesinin s6z konusu enzimi
inhibe ettigi, p-NPG ve 0-NPG substratlari varliginda ICs
degerlerinin sirasiyla 4.8 mM ve 5.9 mM oldugu tespit
edildi. RBZ'Un saf enzim Uzerine etkisini gdsteren %
Aktivite-Inhibtér konsantrasyonu grafikleri Sekil 4'de
gobrulmektdir. Avermektin grubu ilaglardan EPM’in kuzu
karaciger sitozolik (B-glukozidaz enzim aktivitesini
disirdigd ancak aktiviteyi %50’nin altina disirecek
kadar etki etmedigi Sekil 5'de verilen grafiklerde
gorilmektedir.

Kuzu karacigerinden saflagtirilan sitozolik -
glukozidaz aktivitesini etkileyen RBZ'Gin p-NPG ve o-
NPG substratlari varliginda enzimi yarismal olarak
inhibe ettigi Sekil 6'da gdsteriimektedir. inhibitér etkisi
gosteren RBZ'Un Ki degerlerinin p-NPG ve 0-NPG
substratlari icin sirasiyla 3.9x10°+0.3x10°mM ile 1.5x10"
°+0.1x10"> mM oldugu bulundu. Antiparaziter ilaglarin p/o-
NPG substratlar varligindaki enzim aktivitesine etkileri
Tablo 2'de 6zetlendi.
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Tablo 1. Kuzu karaciger sitozolik B-glukozidazinin saflastirma tablosu

. . Toplam Protein Toplam  Spesifik o
Basamak F{ﬁfll_r)n A(‘IL(J;::]/E;‘\ Aktivite Miktari Protein Aktivite Veﬁm Sggfgég's‘?a
(U/mL)  (mg/mL) (mg) (U/mg)
Ham Ekstrakt 7 4.06 28.42 2.01 14.1 2.02 100 1
Amonyum Siulfat Coktirmesi 1.85 7.44 13.77 2.68 4.96 2.78 48.4 1.37
Hidrofobik Etkilesim Kromatografisi 15 2.02 3.03 3.04 0.06 53.72 10.7 26.7
25 - 1M Amonyum siilfat ~ 09 120 4 Rikobendazol - pNPG 120 - Rikobendazol - oNPG
—&— 280 nm Protein A B
T 08 100 &
2 107
80
+ 0,6 .E £
ST tosg £ 60
% 14 T ”-45 2 40 4 A
- 1038
20 1
0,5 T+ 02
- 00 (] T T 1 o T T d
0 + ? " | ' ; ; 2 0 0 0,01 0,02 0,03 o 0,01 0,02 0,03
1 11 21 3 41 51 61 71 81 LT UL
bidiiaa Sekil 4. RBZ'iin kuzu karaciger sitozolik B-glukozidaz
Sekil 1. Kuzu Kkaraciger sitozolik B-glukozidazininin aktivitesine etkisi,

hidrofobik etkilesim kromotografisi ile saflagtiriimasini
gosteren grafik.

4 3 2 1
MW, kDa
116.0

662

450

-
@
ES

Sekil 2.

Hidrofobik
saflastinlan kuzu karaciger sitozolik B-glukozidazinin
SDS-PAGE jel goriintiisti. 1: Protein belirteg. 2, 3, 4:
Yiksek enzim aktivitesi gdsteren farkl ellisyon tiipleri

etkilesim  kromatografisi ile

Albendazol - pNPG Albendazol - oNPG
g * A 100 ¢
*
e —— s * o
.
s, ¢ 80 -
o v
S e £ 60 4
E Z
< Ed
L} R 4
20 20
0 T T T | 0 T T 1
0 0,1 0,2 0,3 0,4 0 01 0,2 03 0,4
[jmm [1] mm

Sekil 3. ABZ'iin kuzu karaciger sitozolik B-glukozidaz
aktivitesine etkisi,

a. p-NPG substrati kullanilarak gizilen % aktivite- ABZ
konsantrasyonu grafigi

b. 0o-NPG substati kullanilarak gizilen % aktivite- ABZ
konsantrasyonu grafigi
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a. p-NPG substrati kullanilarak cizilen % aktivite- RBZ
konsantrasyonu grafigi
b. o-NPG substati kullanilarak gizilen % aktivite- RBZ
konsantrasyonu grafigi
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Sekil 5. EPM’in kuzu karaciger sitozolik B-glukozidaz
aktivitesine etkisi,

a. p-NPG substrati kullanilarak gizilen % aktivite- EPM
konsantrasyonu grafigi

b. o-NPG substati kullanilarak cgizilen % aktivite- EPM
konsantrasyonu grafigi
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Sekil 6. Kuzu karaciger sitozolik B-glukozidaz enzimini
inhibe eden RBZ'in farkli substratlarda inhibisyon
tiplerini belirten Lineweaver—Burk grafikleri

a. p-NPG substrati kullanilarak gizilen Lineweaver—Burk
grafigi

b. o-NPG substati kullanilarak cizilen Lineweaver—Burk
grafigi
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Tablo 2. p-NPG ve o-NPG substratlari varliginda antiparaziter ilaglarin kuzu karaciger sitozolik B-glukozidazina

inhbisyon etkileri

Antiparaziter 1Cso Inhibisyon Tipi Ki

p-NPG 0-NPG p-NPG 0-NPG p-NPG 0-NPG
RBZ 4.8mM 5.9 mM Yarigmali Yarigmali 3.9x10° £ 0.3x10°  1.45x10° + 0.11x10°
ABZ - - Etkisiz Etkisiz - -
EPM - - Zay/f inhibitor Zay/f inhibitor - -
Tartisma gosterdigi belirtilmistir. Albendazoliin fare, sigan, tavsan

Sitozolik B-glukozidazin farkhh memeli dokularindan
iyon degisim kromatografisi ve hidrofobik etkilesim
kromatografisi yontemleri ile saflastirildigi gorilmektedir
(30-32). Bu c¢alismada da hidrofobik etkilesim
kromatografisi kullanilarak enzim 26.7 kat ve %10.7
verimle saflagtinimigtir. Ayni hidrofobik jel kullanilarak
farkh kaynaklardan B-glukozidaz enzimlerinin
saflastinldigi  goérilmektedir (25, 33, 34). Sekil 1'de
gorulen saflagtirma grafiginde enzimin tuz gradienti
bittikten sonra kolondan gelmesi proteinin hidrofobik
Ozellikleri hakkinda bilgi sunmaktadir. Farkli memeli
dokularindan saflastirilan sitozolik -glukozidazlarin 53-
55 kDa araliginda oldugu belirtilmistir (3, 6, 30, 35).
Calismamizda SDS-PAGE ile gorintilenen kuzu
karaciger sitozolik B-glukozidazin molekdl agirhgi farkli
caligmalarla uyumlu olarak yaklasik 55 kDa olarak
belirlendi.

ABZ ve RBZ'iin gesitli hayvan tirleri ve insanlardaki
teratojenik etkilerini arastiran calismalar bulunmaktadir
(36-39). Gebe koyun ve sicanlarda yapilan bir
calismada; yaklasik 10 mg/kg doz ABZ’Gin embriyotoksik
ve teratojenik etkiye neden oldudu, bunun da sebebinin
ABZ'Uin hizli bir sekilde sulfoksite donudsturilmesi ve
annenin  dokularina goére kanda daha yuksek
konsantrasyonlarda  bulunmasi  oldugu  seklinde
aciklanmigtir (36). Benzer sekilde Gokbulut ve ark.
(40)nin eseklerde yaptiklar calismada da yine benzer
sekilde ABZ'lGn plazmada tespit ediimese de onun
sulfoksit ve sulfon metabolitlerinin  agizdan ABZ
uygulamasini  takiben plazmada ortaya c¢iktigi
belirtiimistir. ABZ'Un plazmada tespit edilmese de
(insanda tespit edilme sinirn olan 0.02 pg/mL’in altinda
(41) RBZ ile tedavinin teratojenik etkiyi arttirdigi farkh
calismalarda ortaya koyulmustur (38, 42). llging bir
sekilde insan kolorektal adenokarsinom hucre soyunda
(ASO HT-29) ise ABZ'in RBZ’e gbre 20 kat daha fazla
sitotoksik oldugu bulunmustur (39) Carlsson ve ark.
(18)’'nin zebra baliginda yaptiklari ¢galismada da ABZ’Uin
RBZ'e gore 100 kat daha fazla embriyotoksik etki
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