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OZET

YENI BIR METODLA HYALURONIDAZ ENZIMININ
SAFLASTIRILMASI VE BAZI BILESIKLERIN BU ENZIiM UZERINE
ETKILERININ ARASTIRILMASI

DOKTORA TEZi
MUSTAFA OGUZHAN KAYA
BALIKESIR UNIVERSITESI FEN BILIMLERI ENSTITUSU
KiMYA ANABILIM DALI
(TEZ DANISMANI: PROF.DR. OKTAY ARSLAN)
BALIKESIR, AGUSTOS-2013

Hyaliironidaz enzimi, terapdtik ve cesitli tibbi alanlarda bir yayilma
faktorii olarak uygulanmaktadir. Genis substrat 6zgilligiinden dolay1, zincir
uzunluklar1 degisen glikozaminoglikan oligosakaritlerinin hazirlanmas1 gibi
glikoteknolojik uygulamalar i¢in olduk¢a Onemlidir. Ayrica sigir testis
hyaliironidazt (BTH) suni tohumlamada da o6nemli derecede etkili oldugu
bilinmektedir.

Bu calismada sigir testis hyaliironidazini saflastirmak igin yeni bir afinite
kromatografisi jeli sentezlenmistir. CNBr ile aktiflestirilen Sepharose-4B’ ye
uzanti kolu olarak L-tirozin baglanmistir. Olusan Sepharose-4B-I-tirozin yapisina
ligand olarak BTH enziminin spesifik bir inhibitérii olan m-anisidin
kenetlenmistir. Sonug olarak Sepharose-4B-I-tirozin-m-anisidin kimyasal yapisina
sahip afinite jeli elde edilmistir.

Amonyum siilfat ¢oktiirmesi ve afinite kromatografisi ile saflastirilan sigir
testis hyaliironidaz enzimi %16.95 verimle ve 881.78 saflastirma derecesi ile elde
edilmistir. Enzimin safligi SDS poliakrilamid jel elektroforezi ile kontrol edilmis
ve 55 kDa civarinda tek bant gézlenmistir.

Sigir testis hyaliironidazinin kinetik sabitleri (Ky Ve Vimax) hyaliironik asit
substrat olarak kullanilarak belirlenmistir. Linewear-Burk grafiginden elde edilen
Km Ve Vinax degerleri sirastyla 2.23 mM ve 19.85 U/mL olarak bulunmustur.

Bu ¢alismada, ticari antibiyotiklerin etken maddeleri olan kanamisin siilfat,
sodyum ampisilin, oksitetrasiklin, linkomisin-HCI, gentamisin siilfat, penisilin G-
potasyum, trimetoprim ve siilfametaksazol; Cu(OAc),.H,O, Cu(NOs),.3H.0,
CuSQO4.5H,0, CuCl,.2H,0, Hg(NOs),.H,O ve HQCl, agir metalleri ve 1,1-
dimetilpiperidinium kloriir, B-naftoksiasetik asit, giberallik asit etken maddeli
bazi kimyasallarin, saflastirilmis BTH tizerindeki in vitro etkisi belirlenmistir. S6z
konusu kimyasallardan giberallik asit etken maddesi, agir metallerden HgCl, ve
antibiyotik etken maddelerinden ise trimetoprim BTH enzimini en iyi inhibe eden
maddeler olarak saptanmistir.

ANAHTAR KELIMELER: Sigir testis hyaliironidaz (BTH), afinite
kromatografisi, antibiyotik, agir metal, inhibisyon



ABSTRACT

A NEW METHOD FOR THE PURIFICATION OF HYALURONIDASE
ENZYME AND INVESTIGATION THE EFFECTS OF SOME
COMPOUNDS ON THIS ENZYME

PH.D THESIS
MUSTAFA OGUZHAN KAYA
BALIKESIR UNIVERSITY INSTITUTE OF SCIENCE
CHEMISTRY
(SUPERVISOR: PROF.DR. OKTAY ARSLAN)
BALIKESIR, AUGUST 2013

Hyaluronidase enzyme is used as a spreading factor on therapeutic and
various medical fields. Because of wide substrate specificity it is quite important
for glucotechnological applications such as preparation of varying chain lengths
glycosaminoglycan oligosaccharides. Bovine testicular hyaluronidase is also
known to be substantially effective in the delivery of artificial insemination.

In this study, a new affinity chromatography gel for the purification of
bovine testicular hyaluronidase was synthesized. L-tyrosine was added as the
extension arm to the Sepharose-4B activated with CNBr. m-Anisidine, a specific
inhibitor of bovine testicular hyaluronidase enzyme, was clamped to the newly
formed Sepharose-4B-L-tyrosine as a ligand. As a result an affinity gel having the
chemical structure of Sepharose-4B-L-tyrosine-m-anisidine was obtained.

Bovine testicular hyaluronidase purified by ammonium sulfate
precipitation and affinity chromatography was obtained with %16.95 yield and
881.78 degree of purity. Purity of the enzyme was checked by using SDS
polyacrylamide gel electrophoresis and a single band was observed around 55
kDa.

Kinetic constants (Kyv and Vuax) for bovine testicular hyaluronidase were
determined by using hyaluronic acid as a substrate. Ky, and Vmax values obtained
from the Lineweaver-Burk graph were found to be 2.23 mM and 19.85 U/mL,
respectively.

The in vitro effects of some chemical and antibiotic active ingredients, and
heavy metals were determined on purified BTH enzyme. Antibiotic active
ingredients were kanamycin sulfate, sodium ampicillin, oxytetracycline,
lincomycin-HCI, gentamicin sulfate, penicillin G- potassium, trimethoprim and
sulfamethoxazole. Heavy metals were Cu(OAc),.H,0O, Cu(NO3),.3H.0,
CuS04.5H,0, CuCl,.2H,0, Hg(NO3)2.H,O and HgCl,. Some chemical active
ingredients were 1,1-dimethyl piperidinium chloride, p-naphthoxyacetic acid and
gibberellic acid. The best inhibiton effects shown by the compounds on BHT
enzyme were determined as trimethoprim, HgCl, and gibberellic acid,
respectively.

KEYWORDS: Bovine testicular hyaluronidase (BTH), affinity chromatography,
antibiotic, heavy metal, inhibition
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1. GIRIS

11 Hyaliironik Asit

Hyaliironat ve hyaliironan olarak da bilinen hyaliironik asit (HA) yiiksek
molekiil agirlikli, non-siilfat, dogrusal, dalsiz bir glikozaminoglikandir. 1lk olarak
Meyer ve Palmer tarafindan 1934 yilinda vitreus cisimciginden izole edilmistir ve
admi tronik asit iceren glassy (camli-camsi) anlamina gelen Yunanca hyalos
kelimesinden almustir. f-1,4-D glukronik asitle -1,3-N asetil-glukozamin zincir
halkastyla baglanan bir makromolekiildiir. Organizmada her yerde dagilmis olmasina

ragmen en yliksek oranda bag dokusunda bulunur.

Onceleri HA ekstraselliiler matriksin pasif, yapisal bir bileseni olarak
diisiiniilmekle birlikte, glinlimiizde hiicre migrasyonu ve morfogenezisin de iginde
bulundugu bazi biyolojik olaylarda dinamik olarak yer aldigi bilinmektedir. HA
aktif hiicre biiylime bolgelerinde lokalize olan spesifik reseptorlere de
baglanabilmektedir. Bu reseptorler, hiicre siklusunun ayrilma periyoduyla iligkilidir
ve boliinmeyen hiicrelerde hi¢ bulunmadig: bilinmektedir. Matriks polisakkariti olan
HA hiicre farklilasmasi, motilitesi ve hiicrelerin adherensi (baglanmasi) tizerinde ¢ok

onemli bir etkiye sahiptir.

HA’nin molekiil agirligi farkli doku ve sivilarda 1x10° ile 10" Da arasinda
degisiklik gostermektedir. Bu molekiiler agirlik sayesinde HA makromolekiiller i¢in
bir filtre olarak gorev yaparken ayni zamanda hiicre ylizey proteinlerine ve diger

matriks proteinlerine baglanabilmektedir.

Hyaluronan seviyesi, erigskin bireylere oranla fetusta daha yiiksektir.
Hyaluronanin fetal doku yaralanmasinin nispeten iyilesmesinde katkisi oldugu one
siriilmiistiir. Doku yaralanmasindan sonra yetiskin dokularin HA seviyesi 7 giin
sonra normal seviyeye donmesine karsin fetal dokularin yiiksek hyaluronan

seviyesinin 3 haftaya kadar koruduklar1 bilinmektedir.



Yapilan arastirmalar HA sentezinin birgok faktérden etkilendigini
gostermistir.  Bu faktorler arasinda hormonlar, enflamatuar ara bulucular

(mediatorler) ve biiylime faktorleri gibi ¢ok sayida degisken vardir.

Diger glukozaminoglikanlar golgi cisimciginde sentezlenirken HA, plazma
membraninin sitoplazmasinda sentezlenir. Ayrica hyaluronan nonsiilfat olmasi ve
proteinlere kovalent olarak baglama &zelligi ile de diger glukozaminoglikanlardan

farklidir.

Tiim dokularin ekstraselliiler matriksinde bulunan HA tiim tiirlerde ayni, basit
kimyasal yapiya sahiptir. Yapilan ¢aligmalarda tiim HA’ nin yaklasik olarak yarisinin
deride, "4’liik kisminin da iskelet ve eklemlerde oldugu, geri kalaninin ise kaslar ve
i¢ organlara esit miktarlarda dagilmis olarak bulundugu gosterilmistir. En yiiksek
HA derisimi gobek bagi, sinoviyal sivi, deri ve vitreus cisimcigi gibi bag dokularinda
bulunmaktadir. Akciger, bobrek, beyin ve kaslarda da kayde deger miktarlarda
bulunurken karacigerde az oranda bulunmaktadir.  En diisiik derisim kan
serumundandir. Serum HA seviyesinde patolojik artiglar olabilmektedir. Siroz,
romatoid artrit, skleroderma gibi enflamatuar durumlarda, cesitli kanser tiirlerinde

HA sentezinin arttig1 bilinmektedir.

Lokal metabolizma ile HA yikiminin %20-30 kadar1 deri ve eklemlerde, geri
kalan1 ise lenfatik yolla olmaktadir. HA’nin yarilanma omrii yarim giinle 2-3 giin
arasinda degismektedir. Kan dolasimina ulasan HA’nin yaklasik %85-90°1 hepatik
sinusidial hiicrelerde katabolizmaya ugratilir. Bobreklerde yaklasik %10 kadari

elimine edilir. Bununla birlikte, yalnizca %1-2 kadar1 idrarla birlikte atilir.

Tiim iyilesme ve rejenerasyon i¢in ¢ok onemli bir 6zellik olan suya baglanma
yetenegi HA’da oldukga yiiksek seviyededir. Polimere oranla 1000 kat daha fazla su
tutabilen oldukc¢a higroskopik bir yapiya sahiptir. Diger proteoglikanlarla karsilikli
etkilesimde bulunan bu makromolekiil, normal fizyolojik sartlar altinda tiim
dokularin ekstraselliiler matriksine stabilite, elastikiyet ve ylizey doldurucu yap1
ozelligi kazandirir. Boylece yara iyilesmesini daha iyi organize edebilmekte ve iyi

bir sekilde iyilesme saglayabilmektedir [1].
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Sekil 1.1: Glukronik asit ve N-asetil glukozamin

1.1.1 Olusumu ve Fizyolojik Onemi

Hyaluronan, tiim omurgalilarin doku ve viicut sivilarinda bulunmakla birlikte
baz1 streptokok soylarinin kapsiillerinde de mevcuttur. Ekstraselliiler matriksin bir

bileseni olarak hyaluronan bazi dokularda 6nemli bir bilesendir [1].

1.2 Hyaliironidazlar

“Hyaliironidaz” terimi Karl Meyer tarafindan 1941 yilinda, s6z konusu
enzimin HA’yt parcalamasindan dolayr bu ifadeyle tamitilmistir [2].
Hyaliironidazlarin kesfi, arastirmanin iki bagimsiz sonucudur. Memeli testis
ekstraklar1 ve diger dokular, bir “yayilma faktorii” olarak gorev gorebilirler. Oyleki,
anti-viral agsilar, boyalar ve toksinlerin enjeksiyonunun difiizyonunu kolaylastirict
madde icerdiklerini 1928 yilinda Duran-Reynals tarafindan gosterilmistir [3]. HA nin
g6z sivisindan (vitréz hiimor) ilk kez izole edilmesiyle [4] Meyer ve arkadaslari
tarafindan otolizatlarda ve pnomokoklarda HA’y1 parcalayan bir enzim tanimlandi
[5]. 1939 yilinda memeli testislerinden ekstrakte edilen yayilma faktoriiniin bir

enzim oldugu ve bu enzimin HA’y1 pargalayan enzim oldugu gosterilmistir [6].

Bunu izleyen yillarda hyaliironidazlar ¢ok sayida dokularda ve
organizmalarda tespit edildi. Ornegin bunlar bazi bakteriler (bakteriyofaj-bakteriyel
hyaliironidaz), patojenik fungi (Candida, Streptomisisler) ve omurgasiz hayvanlardir
(kabuklular, bdcekler). Omurgalilardaki hyaliironidazlar kertenkele ve yilan

zehrinde, testislerde, karaciger, bobrek ve lenfatik sistem gibi ¢esitli somatik



dokularda bulunmaktadir. Izole edilmis enzimlerin molekiiler kiitlesi, substrat

spesifikligi, optimum pH’s1 ve substrat bozunum mekanizmalari farklidir [7-10].

1.2.1 Hyaliironidazlarin Simiflandiriimasi

Hyaliironidazlar i¢in ilk siniflandirma semasi Karl Meyer tarafindan 1971
yilinda kurulmustur. Katalitik mekanizmalarina gore hyaliironidaz tiirleri li¢ ana

aileye ayrilmaktadir [11].
1) Memeli Hyaliironidazlar (EC 3.2.1.35)
2) Bakteriyal Hyaliironidazlar (EC 4.2.2.1)

3) Siiliik, diger parazit ve kabuklu Hyaliironidazlar (EC 3.2.1.36)

COOH CH,OH COOH CH,OH
(o] 0 0 O (o) (0]
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- Hyaliironik asit
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Sekil 1.2: Meyer’e gore Hyaliironidazlarin siniflandirilmasi [11]

Hyaliironidaz ~ gruplarindan ilki olan hyaliironat 4-glikanohidrolaz
(E.C.3.2.1.35) HA’y1 f-1,4-glikozidik baglarindan pargalayarak ana tiirlin olarak

tetrasakkaritlere dontistiiriir. Bu glikozidaz enzimleri hem hidrolitik ve hem de

4



transglikozidaz aktivitesi ile HA, kondroitin, kondroitin-4-ve-6-siilfat ve kiiglik
Ol¢iide dermatan siilfat1 pargalamaktadir. En iyi bilinen enzimler testis, lizozomal ve

ar1 zehiri hyaliironidazlaridir.

Ikinci tip hyaliironidazlar, siiliiklerin tiikiiriik bezlerinde ve kancali kurtlarda
meydana gelen hyaliironidazlardir. Hyaliironat 3-glikanohidrolazlar (EC 3.2.1.36)
HA’y1 B-1,3-glikozidik bagindan pargalayarak indirgen u¢ olan ve glukuronik asit

iceren seker fragmentlerini olusturur. Ana bozunma iiriinii yine tetrasakkaritlerdir.

Ucgiincii grup hyaliironidazlar, mikrobiyal hyaliironidazlar (4.2.2.1) yani
hyaliironat liyazlardir. Bunlar HA’y1 B-eliminasyon tepkimesi ile doymamis
disakkarit ~ 2-asetamid-2-deoksi-3-O-(p-D-gluko-4-enepyranosyluronik  asit)-D-
glukoz gibi ana tirlinlerine pargalar. Hyaliironat liyazlar, c¢esitli mikroorganizmalar;
ornegin Clostridium, Micrococcus, Streptococcus ve Streptomyces igeren suslardan

substrat spesifikligine gore izole edilmistir.

Meyer tarafindan kurulan hyaliironidazlarin smiflandirilmasi enzimler ve
tepkime tirtinlerinin biyokimyasal analizine dayaniyordu. Molekiiler genetik analizi,
alternatif olarak, hyaliironidazlarin amino asit dizisi homolojisine gore iki ana grup

altinda 6karyotlar ve prokaryotlar olarak toplanabilirligini gostermistir.

1.2.2 Okaryot Hyaliironidazlar:

1.2.2.1 Memeli Hyaliironidazlar: (EC 3.2.1.35)

Son yillarda, birbirine yaklasik % 40 benzer kimlige sahip alt1 hyaliironidaz
gen dizisi, insan genomunda tespit edilmistir. Ug gen (HYAL1, HYAL2 ve HYAL3)
3p21.3 kromozomu iizerinde Hyal-1, Hyal-2 ve Hyal-3 enzimlerini kodlamak i¢in
kiimelenmistir. Diger iki gen (HYAL4 and PH20 (SPAM1)), Hyal-4 vePH-20’yi
kodlamak i¢in ve pisddogen (yalancit s6zde gen) olarak ifade edilen (HYALP1)

benzer sekilde 7q31.3 kromozomu iizerinde kiimelenmistir.



1.2.2.1.1 Hyaliironidaz-1 (Hyal-1)

Hyal-1 ilk kez insan plazmasindan izole edilmistir.  Hyal-1 memeli
hyaliironidazlarinin i¢inde baskin olan hyaliironidazdir ve plazmada, idrarda, yiiksek
miktarda karacigerde, bobreklerde, dalakta ve kalpte bulunmaktadir. S6z konusu
enzim lizozomlarda lokalize olmustur ve asidik pH’larda aktiftir. HYAL 1 genindeki
mutasyonlar lizozomal diizensizlige sebep olur.  Ayrica, HYAL-1, timor
olusumunda rol oynar. HYAL1 (genelde LUCA1l diye bilinmektedir) timor
baskilayict gen olmaya adaydir dyleki tiitiin tabanli tlimorleri inaktive etmektedir.

Buna ek olarak Hyall tiimor hiicre dongiisiinii tesvik ettigi bulunmustur [12].

1.2.2.1.2 Hyaliironidaz-2 (Hyal-2)

HYAL-2 proteini yetiskin beyni disinda bir ¢ok dokuda tespit edilmistir [13].
S6z konusu enzim lizozomlara veya plazma membranina glikozilfosfatidilinositol
bagiyla lokalize olmustur. Hyal-1 enzimi gibi Hyal-2 enzimi de pH:4 ‘de optimum
atkiviteyi gostermektedir. Ancak Xenopus laevis’den izole edilen Hyal-2 fizyolojik
durumlar altinda, diigiik aktiviteler de gosterebilmektedir. Hyal-2 alisilmadik bir
substrat spesifikligine sahiptir [14]. Yiiksek molekiiler agirlikli HA’y1 20 kDa gibi
orta boyutlarda parcaciklara ayirir. HYAL-1 ile aymi sekilde, HYAL-2 proteini,
timor olusumunda yer almaktadir. Ya bir onkogen veya tiimor baskilayici gen iirtini
olarak islev gorebilir. HYAL-2 asir1 ekspresyonu fare astrositom hiicrelerinin
olusumunu hizlandirdig1 rapor edilmistir. Diger yandan Hyal-2 nin apoptozu

hizlandirdig: saptanmustir [15,16].

1.2.2.1.3 Hyaliironidaz-3 (Hyal-3)

Hyal-3 proteini hakkinda ¢ok az sey bilinmektedir. Genis 6lciide testislerde,
kemik iliginde bulunmakla birlikte kullanilmakta olan hyaliironidaz aktivite

metodlartyla herhangi bir aktivite gdzlemlenememistir [17].



1.2.2.1.4 Hyaliironidaz-4 (Hyal-4)

Hyal-4, kondroitinaz gibi goriinmektedir. Ciinkii kondroitin ve kondroitin
siilfata kars1 kesin bir spesifiklige sahipken HA’y1 parcalama yetenegine sahip
degildir. Bu substrat spesifikligi HYAL-1 ve PH-20 enzimlerine belirgin bir tezat
olusturur. Ciinkii her ikisi de HA ve kondroitin siilfat1 -yavas bir hizda- parcalarken

Hyal-4 de bu durum s6z konusu degildir [17].

1.2.2.1.5 Hyliironidaz-PH-20 (Hyal-PH-20)

PH-20 proteini, bir c¢ok fonksiyonlu bir protein oldugu bilinmektedir.
Triibner ve ark. sperm membran proteinleri ile ilgili genis bir literatiir taramasi
yapmistir. Buna gore spermatozoa membraninda spesifik antijenler (tirozin kinaz sp
95, proakrozin, PH-20, PH-30, sp 56, galaktoziltransferaz, spermadezinler,
progesteron reseptorii) ve baska somatik dokularda da bulunabilen, hiicre-hiicre yada
hiicre-matriks etkilesimini yiiriiten nonspesifik proteinler, veya matriks proteinleri,
(kollagen, fibronektin, laminin, adezyon molekiilleri) olmak iizere iki grup madde
yer alir. Adezyon molekiilleri 4 grupta incelenebilir: immiinoglobiilinler, kadherinler,

selektinler ve integrinler.

Insan spermatozoasinda bulunan bir diger membran proteini ise PH-20
glikozilfosfatidilinozitol (GPI)'dir. Hem plazma membraninda hem de i¢ akrozom
membraninda bulunur [18]. Bir fonksiyonu hyaliironidaz aktivitesi sayesinde
kumulus ooforusun (Gelisen Graaf folikiiliinde yumurtayr cevreleyerek folikiil
bosluguna dogru c¢ikint1 yapan granulos hiicreleri kiimesi) hyaliironik asit
komponentinin depolimerizasyonuyla penetrasyonudur. Diger fonksiyonu ise sperm-
zona pellusida etkilesimidir. Yapilan ¢aligmalar hyaliironidazin akrozomal
matriksten kaynaklanan ¢ozilinebilen bir enzim oldugunu ortaya koymustur. Cherr
PH-20'nin 64kDa ve 53kDa olmak iizere iki ayr1 molekiiler agirlikta formu
bulundugunu gostermistir. Plazma membrani ve i¢ akrozomal membranda normalde
64kDa formu bulunurken, akrozom tepkimesi sirasinda bu ¢oziinebilen durumdaki
53 kDa formuna dontisiir ve etkisini bu sekilde gosterir. PH-20’nin 53kDa’luk formu
ise sadece i¢ akrozom membraninda bulunur ve miktar1 64kDa'dan ¢ok daha azdir.

Coziinebilir durumda olan 53kDa PH-20'nin biyiik kismi akrozom tepkimesi
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sirasinda agiga cikan proteazlar, glikozidazlar ve fosfolipazlar tarafindan PH-20'nin
64kDa formu tarafindan yapilir. Major endoproteaz olan akrozin de i¢ akrozom
membraninda lokalize halde bulunur. Ming ise normal ve sperm mebranlar
¢ikarilmis spermatozoalar ile yaptigi ¢alismasinda PH-20 proteinini nétral pH'da
maksimum hyaliironidaz aktivitesi gosteren plazma membran1 kaynakli PH-20 ve
asidik pH'da maksimum hyaliironidaz aktivitesi gosteren i¢ akrozomal membran

kaynakli PH-20 olmak tizere iki formda incelemistir [19].

Spermi ¢evreleyen kumulusun penetrasyonu igin gerekli hyaliironidaz
aktivitesi akrozom igeriginde bulunmaktan ziyade plazma membranindan
kaynaklanir. Ciinkii eger sperm akrozom tepkimesini kumulusun diginda veya hemen
icinde tamamladiysa, plazma membrant harap olmus olacagindan kumulus
penetrasyonu gergeklesemez. Calismalar, akrozom tepkimesini tamamlamis bir
spermde hyaliironidaz aktivitesinin ancak %0.5'nin salinabildigini ortaya koymustur.
Geri kalam1 membrana bagli konumda bulunur. Insanda hyaliironidaz aktivitesi
gosteren tek enzim PH-20'dir. Ancak hyaliironidaz aktivitesi siirekli degildir.
Akrozom tepkimesini takiben kisa bir siire i¢in perizonal ortam akrozomal igerige
bagli olarak asidiktir ve bu nedenle i¢ akrozomal membran kaynakli ve asitte aktif 53
kDa-hyaliironidaz fonksiyon gorerek zonay1 penetre edebilir. Ama hemen arkasindan
akrozomal igerigin tilkkenmesi ile ortam yine notral pH'ya doner ve hyaliironidazin

proteolitik aktiviteside kaybolur.

Yumurta Hicre Membram
Fare

Kumulus | Zona {

Tabak: usid,
, Sperm hicresinin aktive abakast | pellusida

) JiEhes 3
edilmest

Kamgt Cekirdek Akromozom
(2)3permin zona pellusidaya baglanmast

G)Akrozomal tepkime

()3permin zona bélgesindeki
ektist —

(5)Sperm ve membranm
kaynagmast

Sekil 1.3: Dollenme olayinda hyaliironidazin 6nemi ve etkisi
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1.2.2.1.6 Sigir Testis Hyaliironidaz1 (BTH)

Memeli testis ekstraktlarinin hyaliironidaz aktivitesi i¢erdigi uzun zamandir
bilinmektedir [20]. Biiyiikbas ve kiigiikbas testis hyaliironidaz preparatlar1 yillardir
terapotik ve ¢esitli tibbi alanlarda bir yayilma faktorii olarak uygulanmaktadir [21].
1997 yilinda ana ¢6ziinebilir hyaliironidazin boga testis ekstraktlarinda bulundugu
tespit edilmis ve membrana bagli PH-20 enziminin bir pargasi oldugu anlagilmistir

[22].

BTH, HA’y1 p-1,4-glikozidik bagmndan parcalayabilen bir endo-
glikanohidrolazdir (EC 3.2.1.35). HA’ya ek olarak BTH ayni zamanda kondroitin,
kondroitin -4- ve kondroitin -6-siilfat ve kiiciik Ol¢liide de olsa dermatan siilfat

parcalayabilmektedir [23].

BTH’1in genis substrat 6zgiilliigiinden dolay1 , zincir uzunluklart degisen
glikozaminoglikan  oligosakkaritlerinin ~ hazirlanmasi  gibi  glikoteknolojik
uygulamalar i¢in ¢ok degerlidir [23]. Hyaliironidazlar ayn1 anda hidrolitik ve
transglikozilasyon faaliyetlerini gosterebilmektedir [24-27].

Transglikozilasyon hidrolizi i¢in daha uygun olan kosullar altinda ilerler.
HA’nin ticari BTH ile hidrolizi i¢in optimum kosullar pH:4.0 ve NaCl’iin
bulunmadigr ortamdir. Oysaki transglikozilasyon i¢in optimum kosullar, pH:7.0 ve
NaCl ‘iin yoklugudur [26-28].

BTH’m HA’y1 parcalama mekanizmas: oldukca karmasiktir. BTH aym
zamanda substratin pargalama ve uzama tepkimelerini sirasiyla hidroliz ve
transglikozilasyon tepkimeleriyle katalizler. Ciinkii oligosakaritler her iki tepkime
igin sirali substratlar olarak hareket edebilirler ve tepkime triinlerini, nasil
uretildiklerini tespit etmek zordur. HA’nin hyaliironidaz tarafindan pargalanma
mekanizmasi ve kinetigi daha 6nceleri kolorimetrik tepkimeler de dahil olmak iizere
kapiler bolge elektroforezi ve iyon ¢ifti HPLC gibi degisik metodlarla bulunmustur
[23,24,29-32].

BTH genellikle asidik ve notral pH’larda aktivite gosterebilmektedir.
Optimum BTH aktivitesi asidik pH ‘larda (pH 3.5 - 4.0) ve ayn1 zamanda zayif
asidik bolge ve noétral bolgede bulunmustur [33].



Hidrolize ek olarak BTH transglikozilasyon ters tepkimeleri de katalizler
(Sekil 1.4). BTH’in transglikozilasyon  aktivitesi pH degerine baghdir ve
inkiibasyon tamponu tuz igermektedir. Saitoh ve arkadaslarinin ¢aligmalar1 sonucu
transglikozilasyon tepkimesinin optimum pH’ s1 7.0 olarak bulunmustur.Oysa
hidroliz tepkimeleri pH<5.0 degerlerinde optimumdur. En yiiksek transglikozilasyon
aktivitesi NaCl yoklugunda gozlenmekle birlikte 0.5 M NaCl derisiminden yiiksek

derisimlerde neredeyse tamamen inhibe olmaktadir [34].

COOH CH,OH COOH CH,0H T
© 0 o o 0 @] 0
o |CoH @o FOH j\ﬁ_)l\ {,
HO (" HO I |
OH NHCOCH,  OH NHCOCH," 10-12500

Hyaliironik Asit

COOH CH,0H Hidroliz
(o] (@] (@] 0
Ho |REH "
HO _ v
OH NHcocH, N = 2-6
Hidroliz
(pH=5)
Tramnsglikezilasyon
(PH:T) COOH CH,OH
) : 0 0
o TR
H
l HO | — *
OH nHeocH, N = 1-4

Anafirim - N =2

Sekil 1.4: Hyaliironanin BTH ile par¢alanma mekanizmasi [35]
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Sekil 1.5: Sigir Testis Hyallironidazin Hidrofobik Rezidiilerinin Model Gosterimi (A) N- ve C-
terminal bolgelerin igerdigi hidrofobik aminoasitler (Siyah Bogeler) (B) N-terminal bolgesi aspartat
ve glutamat reziidiilerinin karsisinda bulunan korunmus aktif bolge (Siyah Bolgeler) [36]

1.2.2.1.7 An Zehri Hyaliironidaz

Art zehri hyaliironidazi (BVH), ar1 zehrinin 6nemli bir alerjeni olmakla
birlikte memeli hyaliironidazlarina 30 % benzerlik gosteren bir hyaliironat 4-
glikanohidrolazdir (E.C. 3.2.1.35). Sigir testis hyaliironidaz1 ve insan hyaliironidaz
ile karsilastirlldiginda C-Terminal bolgesindeki 120-150 aminoasit eksikligiyle
bilinmektedir [37]. Sigir testis hyaliironidazinda (BTH) oldugu gibi, art zehri
hyaliironidaz1 da HA’ ya ek olarak kondroitin siilfati parcalayabilmektedir. Allalouf
ve grubu tarafindan yapilan ¢alismalar BVH’ in pH-Aktivite profilinin, maksimum
aktivitenin pH:4.5 de gosterdigini ve notral pH larda da dikkate deger aktivitenin
oldugunu agiklamaktadir [38].
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Sekil 1.6: Ar1 zehri hyaliironidaz yapist [39]

HYA_BOVINE SFLWAWNAPVERCVNRREQLEPDLRLESVKGSEQKSAT 50
HYA BEE EFNVYWNVPTFMCHKYGLRFEEVSEKYGILONWMDKER 47
HYA BOVINE GQFITLFYADRLGYYPHIDEKTGKTVEG---GIPQLGNLKSHLEKAKNDL 97
HYA BEE GEEIAILYDP-—-GMFPALLKDPNGNVVARNGGVPQLGNLTKHLQVFRDHL 95
HYA BOVINE AYYIPNDSVG-LAVIDWENWRPTWARNWKPKDVYRDESVELVLOKNPQLS 146
HYA_BEE INQIPDKSFPGVGVIDFESWRPIFRQNWASLQPYKKLSVEVVRREHPFWD 145
HYA BOVINE FPEASKIAKVDFETAGKS FMOETLKLGKLLRPNHLWGYYLFPDCYNHNHN 196
HYA BEE DQRVEQEAKRRFEKYGQLFMEETLKAAKRMRPAANWGYYAYEYCYNLTEN 195
HYA BOVINE QPTYNGNCPDVEKRRNDDLEWLWKESTALFPSVYLNIRLKSTQNAALYVR 246
HYA BEE QP--SAQCEATTMQENDKMSWLFESEDVLLPSVYLRWNLTSGERVGLVG- 242
HYA BOVINE NRVQEAIRLSKIASVESPLPVFVYARPVETDGSSTYLSQGDLVNSVGEIV 296
HYA BEE GRVKEALRIARQMTTSRKK-VLPYYWYKYQDRRDTDLSRADLEATLRKIT 291
HYA BOVINE SLGASGIIMWGSLNLSLSVOSCMNLGTYLNTTLNPYIINVT, 346
HYA BEE DLGADGFIIWGSSDDINTKAKCLQFREYLNNELGPAVKRI 341
HYA_ BOVINE

HYA BEE

HYA BOVINE

HYA BFF

Sekil 1.7: BTH ve ar1 zehir hyaliironidazlarinin aminoasit dizi modeli.(Gri bdlgeler BTH ve ar1 zehir
hyaliironidazlari i¢in yapist aydinlatilamamis bolgelerdir.) [36]
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1.2.3 Prokaryot Hyaliironidazlar:

Mikroorganizmalarin ¢ok c¢esitli tiirleri hyaliironati pargalayabilen enzimler
iiretebilmektedir. Mikrobiyal hyaliironidazlar iizerinde ayrintili bakiglar Suzuki,
Hynes ve Walton tarafindan gergeklestirilmistir [40,41].

Bu giine kadar prokaryotlardan elde edilen gesitli hyaliironidazlarin aminoasit
dizileri belirlenmistir [42]. En iyi bilinen ve karakterize edilen bakteriyel
hyaliironidazlar Streptococcus pneumoniae ve Streptococcus agalactiae (grup B
streptococcus, GBS) hyaliironat liyazlardir [43-45]. Her iki enzimde HA’ y1 yiiksek
verimle, p-eliminasyon tepkimesiyle ana {irin olarak doymamis disakkrit olan 2-
asetamid-2-deoksi-3-O-(B-D-gluko-4-enpiranoziliironik  asit)-D-glukoz (ADiHA)

birimlerine doniistiiriir [46,47].

Asn429

HA2

A
r 5 ) 07 TNH
N GOOH - NV HA1 _OH
HO Q HN 7l o HO Q

Ho 2 T 3
HO o HO ||_|c)|-|1 HN ©OH
OH H r~

His479
Tyr488

Sekil 1.8: S. agalactiae’dan elde edilen Hyaliironat liyazin Hyaliironan1 pargalama mekanizmasi.
Hyaliironikasitin substrat olarak degerlendirilmesiyle disakkarit birimleri olarak HA1 ve HA2 , ayrica
Tyr488, His 479 ve Asn429’ nin zincir pozisyonunun sematik gosterimi [48]

1.2.4 Enzimin Substratlan

D-glukuronat genellikle hekzapiranoz halka yapisini olusturan bir karboksilik
asittir.  Hekzapiranozik  S-D-glukuronat formu glikozaminoglikanlardan olan

kondroitin siilfat, dermatan siilfat, heparin ve heparan siilfat ve hyaliironik asitte

bulunur [49].
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Sekil 1.9: D-glukuronatin kimyasal yapisi [49].

Tablo 1.1: Glikozaminoglikanlar (GAG) ve viicutta lokalize oldugu yerler

Hyaliironik Asit Cesitli bag dokularda, Deride, Kikirdak Dokuda, Sinoviyal
Sivida

Kondroitin Siilfat Kikirdak Dokuda , Deride, Kemikte, Korneada, Artelerde

Dermatan Siilfat Deride, Kan Damarlarinda, Kalpte,Kalp Kapaklarinda

Heparan Siilfat Akcigerlerde, Arterlerde, Hiicre Yiizeylerinde

Heparin Akcigerde, Karacigerde, Bazi Bagisiklik  Sistemi
Hiicrelerinde

Keratan Siilfat Kikirdak Dokuda, Korneada, Omur Disklerinde

1.2.4.1 Kondroitin Siilfat

Kondroitin = siilfat, tekrarlanan N-asetil-$-D-galaktozamin ($1,3) f-D-
glukuronat birimlerinin kendi aralarinda f(1,4) bagi yaparak olusturdugu bir
glikozaminoglikandir. Genellikle bir proteoglikan parcasi olarak proteinlere bagl
bulunmaktadir. Kondroitin siilfat, tipki deri ve kikirdak dokuda oldugu gibi bag
doku matriksinin 6nemli bir bilesenidir. Ayni zamanda hiicre yiizeyi, hiicre bazal
membrani lizerinde ve belirli hiicre ici graniillerde bulunan bir yapidir. Matriks

bolgelerinde ve membranlarda asil olarak reseptor gorevi géormektedir [49].

14




Sekil 1.10: Kondroitin siilfatin kimyasal yapisi [49].

OH OH

o—-137

+ nH,O0 ——— =

Kondroitin Siilfat n Kondroitin Stilfat Disakkarid

Sekil 1.11: Kondroitin siilfatin pargalanma tepkimesi [50].

Kondroitin-6-Siilfotransferaz CO,Na
CO,Na 2
2 on OH oH OSO;Na
o N TN SN
(6] o7 (6] o7
HO on NEAs HO OH NHAc

Sekil 1.12: Kondroitinin, kondroitin-6-siilfotransferaz enzimi yardimiyla kondroitin-6-siilfata
doniismesi [50].

1.2.4.2 Dermatan Siilfat

Dermatan siilfat, tekrarlanan disakkarit birimlerinin degisik sekillerde

kompozisyonu sonucu olusan siilfatlanmis glikozaminoglikanlardir. Dermatan siilfat
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bircok memeli dokularinda bulunmakla birlikte deride de baskin olarak bulunan bir
glikandir. Yapilan c¢alismalar sonucu dermatan ve dermatan siilfat
proteoglikanlarinin  kardiyovaskiiler hastaliklar, tiimérogenez, yara onarimi,

fibrozisde etkisinin oldugu tespit edilmistir [51-55].

?H
O:§:O
O OH
O O
O
HO O\
OH NH
0~ "OH 0
Sekil 1.13: Dermatan siilfatin kimyasal yapist [51].
OH R
OH
o o
Q OH
8]
Il
G—ﬁ—o “NH
0 o
LS. S
Ho
‘ﬁ 0
i HOW -8 0
Il
Ry OH 0 OH s}
Dermatan Siilfat n Dermatan Siilfat Disakkarit

Sekil 1.14: Dermatan siilfatin pargalanma tepkimesi [51].

1.2.4.3 Hyaliironik Asit

Hyaliironat, hyaliironan olarak da bilinen hyaliironik asit (HA) yiiksek
molekiil agirlikli, non-siilfat, lineer, dalsiz bir glikozaminoglikandir [56]. Bazi
biyolojik olaylarda dinamik olarak yer aldig1 bilinmektedir. HA’nin molekiil agirlig
farkl1 doku ve sivilarda 1x10° ile 10" Da arasinda degisiklik gostermektedir. Diger

glukozaminoglikanlar golgi cisimciginde sentezlenirken HA, plazma membraninin
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sitoplazmasinda sentezlenir. Ayrica hyaluronan nonsiilfat olmasi ve proteinlere

kovalent olarak baglama 6zelligi ile de diger glukozaminoglikanlardan farklidir [57].

COOH CH,0H COOH
OH o) OH
HO HO
OH HN\H/CH3 OH
| o
Hyaluronan

Sekil 1.15: Hyaliironan (Hyaliironik asit) kimyasal yapis1 [58]

HO

CH50H
O OH

1.2.5 Endo-Tip Glikozidazlarin Glikokonjiigeler Uzerine Etkileri

Endo-tip glikozidazlarin iki tipi vardir; biri karbohidratlarin baglandigi

bolgede ve glikokonjiigelerin temel parcgasi (peptid veya lipid) iizerinde etkinken, bir

digeri karbohidrat zincirinin i¢ kisminda yer alan ayri baglanti bolgesinde gorev

goriir [23,26,59].

1.2.5.1 N-glikan

(1) Endo-beta-N-asetilglukozaminidaz

2 Endo-beta-mannosidaz

1.2.5.2 O-glikan

Endo-alfa-N-asetilgalaktozaminidaz
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1.2.5.3 Proteoglikan

1) Endo-beta-ksilosidaz, endo- beta-galaktosidaz ve endo- beta-glukuronidaz

(2)  Testis hyaliironidazi, endo- beta-N-asetilhekzosaminidaz (Glikozaminoglikan

zincirinin i¢ kisminda gorev alir : hyaliironik asit ve kondroitin siilfat )

1.2.5.4 Glikolipid

(1)  Endoglikoseramidaz

N-Glikan O-Glikan
enido-f-mannondaz _
[ peptit peptit
|
.". C I!...I:".- o ™)
o0 5 YOl §F

A
endo-p-M-asetiglikozamimdaz

;

#

endo--asetlgalaktozamimdaz

Proteoglikan Glikolipid
hyalironidaz peEptit ¥
I.l endo-P-galaktondaz lipsied
: o= %
endo- p-ghiluronidaz / : et
b-g endo-p-ksilozidaz endoglkoserammdaz

Sekil 1.16: Glikokonjiigeler iizerinde etkin olan endo-tip-glikozidazlar [23,26,59]



&) '\'J'\.l
“@ o
OQ O OO I Yapilandimlmag DNA

Clikoridazlar b Hiiere Kiiliiri
tarafindan [
m]] ohidrat . ‘ ' Biyolojik akiiviteye sahip olmayan
rincin (\_’,J ——— harhohidrat zincirsiz rekombinant
"’UQQ protein

YapilandinInug u‘-‘%‘_& e a

karhohidrat zinciri b Karhohidrat zincirinin peptide
eklenmesi
o “O0000

Kathohidrat zincirine sahip

3. '
2
biyojik alativitesi olan
rekombinant protein

Sekil 1.17: Endo-Tip Glikozidazlar kullamilarak glikokonjiige sentezi [23,26,59]

Hyal-1 (57 kDa)

NH2({A)
FRGPLLP...

COOH

Endo-Proteolizis

Hyal-1 (45 kDa)

NH2Z(A)
FRGPLLP...

Disiilfit

COOH

NH2(B)
-.RCKFEV

Sekil 1.18: Hyal-1°in endoproteolitik prosesinin sematik gosterimi [60].
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Endoproteolitik proses sonrasi iki adet fragment olusumu ve bunlarin N-
terminal bolgeleri gosterilmistir.  Muhetemelen 22 aminoasit rezidiisii distilfid

baglar1 ile proteinin geri kalan kismina baglanirlar [60].

1.2.6 Hyaliironidaz Dizilerinin Genomik Organizasyonlari

Insan Hyal-1 geninin dizisi HYAL-1 olarak nitelendirilir ve EST (expressed
sequence tag) bilgilerinden bu sekilde oldugu tespit edilmistir. Bu analize ek olarak
Plasmodium falciparum mikrobiyal genomuna ait bilgiler insan genomunda 6
paralog hyaliironidaz geninin bulundugu ve bunlarin yaklasik %40 benzer oldugu
aydmlatilmistir. Bu genler, bagl bir sekilde insan kromozomunun 3p21.3 ve 7q31.3
bolgelerinde tigerli gruplar halinde bulundugu tespit edilmistir [60].

3p21.3
Telomer <= HYAL3 HYAL1 HYAL2 |} Sentromer
7q31.3
HYALP1 HYAL4 SPAM1

Sekil 1.19: Hyaliironidaz geninin kromozomal dizilimi [60]
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Tablo 1.2: Hyaliironidaz genleri ve iirettikleri proteinler [60].

Gen Protein
HYAL1 Hyal-1
3p21.3 HYAL2 Hyal-2
HYAL3 Hyal-3
HYAL4 Hyal-4
7931.3 SPAM1 PH-20
HYALP1

6 kromozomal hyaliironidaz geninin belirtilen kromozomal bolgelerdeki
dizilimi ve onlara ait gen iiriinleri belirtilmistir. Kromozom 7’ de bulunan genlerin
dizilimi bilinmesine karsin bu dizilimin kromozomun sentromer ve telomer

bolgeleriyle olan iligkisi heniiz belirlenememistir [60].
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28 Arn Zehir Hyaliironidazi

+ 363
Hyaliironidaz-1 (Hyal-1)

I'm

——
“ PH-20 (SPAM1) -

' "

53
- Sinyal Dizisi - Hyaliironidaz Bolgesi
- EGF/Serrate/Xotch-gibi D Zona Pellucida baglanma bolgesi
bolgeler

Transmembran GPI baglanma + Ayrilma Bilgesi
noktasi ’

Sekil 1.20: Ar1 zehri hyaliironidazi, Hyal-1 (plazma hyaliironidazi) ve PH-20 (sperm hyaliironidazr)
nin varsayilan blgelerinin sematik gosterimi [60]

Ikincisi de SPAM1 (sperm adezyon molekiilii 1) olarak bilinmektedir. Ug
enzim arasindaki giiclii homoloji bdlgesi mavi ile belirtilmistir. Zona pellucida
baglama bolgesi, PH-20 i¢in karboksi bolgesinde meydana gelir. PH-20 ye benzer
sekilde, Hyal-1 de EGF gibi bolgeleri karboksi bolgesinde igermektedir [60].
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. Insan HYAL4

Insan HYALP1

Insan PH-20

Fare PH-20

Insan HYAL1

Fare Hyal-1

Insan HYALS3

Fare Hyal-3

Insan HYAL2

Fare Hyal-2

Sekil 1.21: Alt1 insan ve dort fare hyaliironidazinin filogenik analizi [60]
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Exon 2 (2496-2585)

HYAL1

107 593 1516 * 2773
1| | inren1 | Exon 1b Exon 3 |3679
Intron 3
Exon 1a
Exon 3 (3668-3757)
HYAL2
60 2178 3144 * 4174
1] [ | 4902
Exon1
Exon 3 (5748-5837)
HYAL3
256 3852 4760 *5954
1 em
Exon1 Intron 3
HYAL4 Exon3 (23049-24059) Exon 4
Exon 2 (2922-2984) +
518 4 31 5a7+

Exon 1

PH-20 Intron 2 {(4642-5113) Exon 4
100 3482 + 5203 +
1 | Exonz [N 10160
f 9601
Exon 1 Exon3

HYALP1 (pseudogene) Exon 3 (14813-15255)
893 Exon 2 (5199-5288)
Exon] | n

Sekil 1.22: Hyaliironidaz genlerinin genomik yapisi [60].

1.2.7 Kanser ve Hyaliironidazlar

Timor invazyonu ve metastatik yayilma mekanizmalarinda cesitli faktorler
gibi hyaliironidazlar da etkili oldugu tespit edilmistir. Hyaliironan seviyesi, timor
hiicrelerinin gelisimi ve kotii sonuglariyla iliskilidir. Asir1 hyaliironan {iretimi
bagimsiz biiylimeyi arttirdig1 tespit edilmistir. Hyaliironidaz aktivitesi kayb1 timor
gelisimi agisindan bir ¢ok adimlardan biri olarak sayilabilir. HYALI geni (LUng
CAncer-1, LUCA-1 olarak da bilinir) tiimor baskilayict aktivitesi ve homozigot
silinmesi fonksiyonuyla yeni bir tiimor baskilayici gen adayidir. Hemizigozite (Belli

bir 6zelligi belirleyen gen ¢iftinin sadece bir gen (allele) ‘ine sahip olma hali) veya
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iki allelden birinin kayb1 bircok agiz, bas, boyun ve akciger kanserinin bu bolgede
olugsmasina neden olur. Homozigot kayb1 kalan alel mutasyonlarinin gergeklesmesi
i¢cin gerekli olacaktir (her iki allel fonksiyon kayb1). Enzimler i¢in, dogada katalitik
olarak, bu iki alelden sadece birinin kayb1 zararli olmayacagi varsayilmaktadir ve
kalan allelin, hiicre i¢in yeterli diizeyde aktivite kaynagi olabilir. Her iki allelin
kayb1 veya homozigot kaybi bir etki uygulamak icin gerekli olacaktir. Bununla
birlikte, HYAL1 bolgesindeki herhangi bir mutasyon, kapsamli aramalar ragmen
kanser olusumundaki etkisi bulunamamuistir. Bu tiimor baskilayici genin (TSG) TSG
bolgesi icin uygulanabilir olmadigini gostermektedir. Ancak Stern R. ve grubu
tarafindan yapilan ¢alismalar sonucu HYAL1 gen iiriiniinii bastirict fonksiyona sahip
bir lezyon tespit edilmistir. HYALI icin mRNA mevcut olmasina ragmen ne
hyaliironidaz enzim aktivitesi ne de Hyal-1 proteini kanser hiicre hatlarinda tespit
edilememistir. Alisilmisin disinda biiyiik 5 'UTR korunmus bir intronun varligini
gostermektedir. Bu korunmus intron, dogru baglama metionin kodonunun ribozoma
baglanmasini 6nleyerek translasyonu bloke eder. Boyle bir genin kanser yayiliminin
baskilanmasinda ne kadar etkili oldugu bilinmemektedir. Ancak bu bulgu, kanser
gelisimi  slirecinde hyaliironidaz aktivite kaybmmin Onemini vurgulamaktadir.
Hyaliironidaz aktivite kaybi ve hyliironanca zengin ortam kanser hiicrelerinin
biliylimesini, hareketini ve metastazin1 uyarir.  Bu bilesenlerin tiimii kanser
olusumunun sebebidir. Kanser hiicreleri muhtemelen istenmeyen gen {iiriinlerinin
baskilanmasi i¢in olan mekanizmalarin genis bir boliimiine adapte olmustur.
Goriinlise gore timor baskilayict genler sadece genomik DNA da degil ayn1 zamanda
HYALI durumunda oldugu gibi ve mRNA diizeylerinde de meydana gelebilir. Bu

ayni zamanda 7q31.3 alaninda da TSG bolgesinin oldugu unutulmamalidir [60].

1.2.8 Enzimin Saflastirilmasi

Yapilan arastirmalar sonunda hyaliironidazlar ¢ok sayida dokularda ve
organizmalarda tespit edilmistir. Ornegin bunlar baz1 bakteriler (bakteriyofaj-
bakteriyel hyaliironidaz), patojenik fungi (Candida, Streptomisisler) ve omurgasiz
hayvanlardir (kabuklular, bocekler). Omurgalilardaki hyaliironidazlar kertenkele ve

yilan zehrinde, testislerde, karaciger, bobrek ve lenfatik sistem gibi ¢esitli somatik
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dokularda bulunmaktadir. Izole edilmis enzimlerin molekiiler kiitlesi, substrat

spesifikligi, optimum pH’s1 ve substrat bozunum mekanizmalari farklidir.

Bu ¢alismalarin yaninda sigir testis hyaliironidazi A. K. Barsukov ve grubu
tarafindan cesitli saflastirma teknikleri ile saflastirilmistir. S6z konusu enzim bahsi
gecen grup tarafindan afinite kromatografisi teknigiyle 40-42 kat saflastirildigi
belirtilmistir [61].

1.2.9 Agir Metaller Ve Cesitli iyonlarin Cevre Uzerine Etkileri

Cevre insanla birlikte tiim canli varliklar, cansiz varliklar ve canli varliklarin
eylemlerini etkileyen ya da etkileyebilecek fiziksel, kimyasal, biyolojik ve toplumsal
nitelikteki tiim etkenlerdir [62]. Ancak bu etkenlerin insanlarin niifus artisi,
teknolojik gelismeler ve tiiketim aligkanliklarina bagli olarak zarar gérmesi ve bu
zararin rahatsiz edici seviyelere ulagmasi sonucu kirlenmesi s6z konusudur. Boylece
cevre kirliligi ortaya ¢ikmaktadir. Cevre kirliligi gecici veya siirekli bir bigimde
canlilara zarar veren gaz, siv1 ve katt maddeler ile radyasyonun; cisim, sistem ve
cevrede meydana getirdigi olumsuz degisimlerdir. Bir baska deyisle hava, su ve
topragin fiziksel, kimyasal ve biyolojik 6zelliklerinde meydana gelen arzu edilmeyen
degisimlerdir [63]. Cevre kirligine neden olan ve gittikge daha biiyiik boyutlarda
tehlike olugturan etmenlerin basinda agir metaller ve ¢esitli iyonlar gelmektedir. Agir
metallerin ve gesitli iyonlarin (Ag,As, Cd, Cu, Fe, Ni, Pb, Zn, Mo, Co, Cr, NH,CI,
NH4F, CaCl,, ZnCl, gibi) toprak kirlenmesi ve ¢evreye yaptigi zararlar ¢ok 6nemli
giincel sorunlar haline gelmistir. Hizli sehirlesme, endiistrilesme, giibreleme ve
pestisit kullanimi, toprak ve su kaynaklarinda toksik metal kirliligi ile
sonuglanmaktadir. Toksik metallerin birikimindeki artma, ekosistemde dengesizlige
neden olmakta, toksik metallerin yiiksek miktarlarda ¢ogu habitatin canli gelisimi
boyunca birikmektedir. Bu durum biyolojik biiyiime siirecinde besin zinciri boyunca
transfer edilmekte ve biriktirilmektedir. Ayrica bu metallerin besin zincirindeki
yiiksek derigimi yasayan insan ve hayvan sagligini ¢esitli sekillerde tehdit etmesiyle
sonu¢lanmaktadir. Esansiyal olsun veya olmasin agir metallerin yiiksek derisimleri
mikroorganizmalar, bitkiler, hayvanlar ve insanlar1 igeren canlilar alemi icin toksik
etkisi bilinen bir gercektir [63,64]. Onemli bir kirletici grubu olusturduklar1 bilinen

agir metallerin ve iyonlarin; toksik ve kanserojen etkileri oldugu gibi, canhi
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organizmalarda birikmesi de s6z konusudur. Krom, civa, kursun, kadmiyum,
mangan, kobalt, nikel, bakir ve ¢inko gibi metaller dogada genellikle siilfiir, oksit,
karbonat ve silikat mineralleri seklinde bulunmaktadir. Bunlarin suda ¢6ziiniirliikleri
oldukga diisiiktiir. Cok kiigiik miktarlarda bile genellikle kuvvetli zehir etkisine sahip
olan agir metaller, kirlenmis sularda metal, katyon, tuz ve kismen anyon seklinde
bulunurlar [65]. Agir metaller ve gesitli iyonlar biyolojik dongii i¢inde en onemli
zararlarin bitkilerde meydana getirmektedir. Tohum ¢imlenmesi, ¢ikis, fide biiylime
ve gelisimi, bitkilerde biiyiime ve gelismede gerilikler, biyomas iiretiminin diismesi,
cicek ve meyve tutumunda azalma, verimde diigme ve iiriin kalitesinde bozulma bu
zararlardan bazilaridir. Bundan bagka agir metallerin ve ¢esitli iyonlarin
fotosentetik aktiviteyi sekteye ugratmasi, azot dongiisii ve baglanmasini bozmasi,
klorofil miktarin1 azaltmasi, enzim sistemlerinde bozulmalara yol agmasi; bitkilere
yararli diger elementlerin alimin1 engellemesi gibi hiicre i¢i mekanizmalarda da

olumsuz etkileri bulunmaktadir [66].

Genelde agir metallerin ve gesitli iyonlarin ¢evre agisindan yarattigi sorunlar;
insan, hayvan ve bitki sagligi ile su ekosistemleri {izerindeki etkileri agisindan

onemli olmaktadir.

Bakir (Cu); Bitkiler icin gerekli bir eser element olan bakir 6zellikle asit
karakterli topraklarda yiiksek derigsimlerde bulunur. Endiistride ¢ok yaygin olarak
kullanilan bu madde topraga havadan yagisla karismak suretiyle gecer. Fakat bakirin
toprakta ve bitkide asil birikmesi bakir siilfat olarak bazi meyve bahgelerinde pestisit
olarak kullanilmasiyla geger. Halk dilinde ‘g6z tas1’ olarak bilinen bakir siilfat gerek
kuru toz halinde ve daha yaygin olarak suda erimis halde baglara ve narenciye
bahgelerine spreyleme yoluyla piiskiirtiiliir. Daha sonra bu madde gerek piiskiirtiilme
aninda dogrudan gerekse daha sonra yagmur sulariyla yikanmak suretiyle topraga
gecer. Bakir siilfat topraktaki yararli mikroorganizmalar icinde toksik etki
yaptigindan topraktaki humus olusumunu kisitlayarak topragin organik bakimdan

fakirlesmesine neden olabilir [67].

Civa (Hg); Civa metalinin kesfi tam olarak bilinmemektedir. Bilinen en
onemli minerali zencefre (HgS) dir. Civa ¢ok ugucu bir element oldugundan oda
sicakliginda kolayca buharlasir. Zehirli bir element oldugu icin sicaklik arttik¢a

buharlagsma hiz1 artacagi icin tehlike boyutu da artar. Herhangi bir yiizeye civa
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dokiildiigli zaman tizerine toz kiikiirt dokiilmelidir ve olusan karisim temizlenirken
dikkat edilmelidir. HgS mineralinin kavrulmasiyla HgO elde edilir. Bu oksit

bilesiginin 1sitilmasi ile de elementel civa elde edilir [68].

1.2.10 Pestisitlerin insan ve Cevre Uzerine Etkileri

Pestisit deyimi, insektisit (bocek Oldiiriicii), herbisit (yabani ot dldiiriicii),
fungusit (kif oldiirticii), rodentisit (kemirgen 6ldiiriicii) vb. seklinde siniflandirilan
kimyasal maddelerin timiinii kapsamaktadir. Pestisitler, etkili maddelerinin

kokenlerine gore de gruplara ayrilabilir:
1. Inorganik maddeler
2. Dogal organik maddeler
a) Bitkisel maddeler
b) Petrol yaglari vb.
3. Sentetik organik maddeler
a) Kilorlu hidrokarbonlar
b) Organik fosforlular

c) Diger sentetik organik maddeler ( azotlu bilesikler, piretroidler)

Pestisitlerin kullanim1 ¢ok eski tarihlere dayanmaktadir. M.O. 1500’lere ait bir
papiriis iizerinde bit, pire ve esek arilarina karsi insektisitlerin hazirlanisina dair
kayitlar bulunmustur. 19.yy’da zararlilara karsi inorganik pestisitler kullanilmas,
1940’lardan sonra pestisit liretiminde organik kimyadan faydalanilmig, DDT ve diger
iyi bilinen insektisit ve herbisitler kesfedilmistir. Bugiline kadar 6000 kadar sentetik
bilesik patent almasina karsin, bunlardan 600 kadar1 ticari kullanim olanagi
bulmustur. Ulkemizde tarim1 yapilan kiiltiir bitkileri, sayilar1 200’{i asan hastalik ve
zararlinin tehdidi altinda olup yeterli savasim yapilmadigi icin toplam {iriiniin
yaklasik 1/3°1 kayba ugramaktadir. Bu kayiplarin 6nlenmesi bakimindan pestisitlerin

daha uzun willar biiyiik bir kullanim potansiyeline sahip olacagi kuskusuzdur.
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Formiilasyon olarak 30000 ton civarinda olan pestisit kullanimimmizda en yogun
kullanilan gruplar sirasiyla herbisitler, insektisitler, fungusitler ve yaglardir.

Bununla beraber, yogun ve bilingsiz pestisit kullaniminin sonucunda
gidalarda, toprak, su ve havada kullanilan pestisitin kendisi ya da doniisiim tirtinleri
kalabilmektedir. Hedef olmayan diger organizmalar ve insanlar iizerinde olumsuz
etkileri goriilmektedir. Pestisit kalintilarinin 6nemi ilk kez 1948 ve 1951 yillarinda
insan viicudunda organik klorlu pestisitlerin kalintilarinin bulunmasiyla anlasilmistir.
Pestisitlerin bazilar1 toksikolojik acidan bir zarar olusturmazken, bazilarinin
kanserojen, sinir sistemini etkileyici ve hatta mutasyon olusturucu etkiler
saptanmistir. Pestisit kalintilarinin en 6nemli kaynagi gidalardir. Bu nedenle 1960
yilinda FAO ve WHO “Pestisit Kalintilar1 Kodeks Komitesi”ni kurmuslar ve bu
komitenin ¢alismalart sonucu konu ile ilgili tanimlamalar yapilmis, bilimsel
arastirma verilerine dayanilarak gidalarda bulunmasina izin verilen maksimum
kalint1 degerleri saptanmistir. Ulkemizde de tarimsal iiriinlerde kullanilan
pestisitlerin gidalarda bulunmasi miisaade edilebilir maksimum miktarlar1 {iriin ve
ilag bazinda belirlenmistir. Bu bilgilere Tarim Bakanligiin Web sayfasindan

kolaylikla ulasmak miimkiindiir [69].

1.2.10.1 Pestisitlere Kars1 Dayaniklihik Olusumu

Savasimda kullanilan pestisitlere karst zararli ve hastaliklarin dayaniklilik
kazandiklar1 bilinmektedir. Dayanikliligin pratikteki anlami hastalik ve zararlilarin
daha once kendilerine karsi  basartyla uygulanan toksik maddelerden artik
etkilenmedikleridir. 1970’de dayanikli olarak saptanan tiir sayis1 244 iken, 1980°de
bu say1 428’e yiikselmistir. Tarimsal iirlin zararlilarinda meydana gelen cesitli
tipteki dayanikliliklar sonucunda pestisitin etkinligindeki azalmay1 agsmak i¢in daha
yiiksek dozlarda uygulama gerekmekte, bu da hem maliyetin artmasina ve {liriin
veriminde azalmalara yol agmakta, hem de iiriinde ve ¢evrede kalinti miktarinin ve

kirliligin artmasina neden olmaktadir.
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1.2.10.2 Hedef Olmayan Organizmalar Uzerine Etkisi

Hemen biitlin insektisitler spesifik olmadiklar1 icin sadece hedef
organizmalar1 6ldiirmez, omurgali ve omurgasiz diger organizmalar1 da etkilerler.
Zararh etkilerin siddeti, insektisitin ve formiilasyonun tipine, uygulama sekline ve

tarimsal arazinin tipine bagli olarak degismektedir. En genel yan etkiler sunlardir:

1. Arnilar, kuslar ve baliklar, mikroorganizmalar ve omurgasizlar gibi hedef

olmayan organizmalarda 6liimler,
2. Kus, balik ve diger organizmalarda lireme potansiyelinin azalmasi,

3. Hedef olmayan organizmalarda dayaniklilik olugmasi sonucu insanlara

hastalik tasiyan bocek ve parazitlerin kontrolden ¢ikmasi,

4. Ekosistemin yapisinin ve tirlerinin sayilarindaki degisme gibi uzun

donemli etkiler.

1.2.10.2.1 insanlar Uzerine Etkileri

Pestisitlerin insanlarda belirli miktarlarda toksik olmalar1 nedeniyle
savasimda calisan herkesin bunlarin kullanimi sirasinda meydana gelebilecek
potansiyel zarardan sakinmalari gerekir. Insanlarin pestisitlere maruz kalmasi
mesleki zehirlenmeler veya kaza ile meydana gelebilmektedir. Her iki tiir

zehirlenmenin ana nedenleri:

1. Halkin bu konuda yeterli egitime sahip olmamasi ve pestisitlerin toksisite

potansiyellerinin bilinmemesi,
2. Uygun olmayan kosullarda depolama,
3. Kaza ile sagilma sonucu gidalarin kontamine olmasi,
4. Dikkatsiz yiikleme ve tagima,
5. Yikanmamis pestisit kaplarinin kullanimi,

6. Genel bakim ve atik degerlendirme islemleri
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Mesleki zehirlenmeler, iiretim, formiilasyon hazirlama, tasima, ylikleme ve
uygulama sirasinda deri ve solunum yoluyla maruz kalma (akut zehirlenme) olarak
tanimlanabilir. Daha ¢ok organik fosforlular ve karbamatlilar bu tip zehirlenmeye
neden olurlar. Bunlar viicutta kolin esteraz enzimini inhibe ederek asetil kolin
birikimine yol agarlar. Kaza ile meydana gelen zehirlenmelerde pestisitlerin yaprak
ve topraktaki kalintilart veya onlarin toksik doniisiim iiriinleriyle temas sonucu
hastaliklar meydana gelebilmektedir. Asir1 dozlarda alinmadik¢a organik klorlu
pestisitlerin insanlara akut zehirlilikleri enderdir. Bu bilesikler daha c¢ok kronik
zehirlenmeler meydana getirmektedir. Sinir sistemini etkiler ve karacigere zarar
verirler. Son yillarda ilaglarin besin maddelerindeki kalintilarinin insanlar i¢in kronik

toksisitesi iki sekilde ele alinmaktadir:

1. Kabul edilebilir giinliikk alim (Acceptable Daily Intake-ADI): Bir kisinin
bir glinde alabilecegi kabul edilebilir giinliik ila¢ miktarin1 mg/kg olarak
ifade eden degerdir.

2. Maksimum kalinti limitleri (Maximum Residue Limits-MRL): Gida
maddelerinde bulunmasina izin verilen en fazla ilag miktarini (ppm) ifade

eden degerdir.

“Codex Alimentarius”, USEPA (United States Environmental Protection
Agency) gibi kuruluslarin bu degerleri igeren listeleri mevcuttur. Bu miktarlar
tarimsal {riinlerin dis pazarlamasi1 bakimindan da 6nemlidir. Zira tolerans miktarini
asan degerlerde pestisit kalintisi tespit edilen tarimsal {iriinler alic1 tilkeler tarafindan

geri ¢evrilmektedir.

Pestisitlerin kalint1 yoluyla kronik toksisiteleri yaninda bazilarinin insanlarda
mutajenik, teratojenik ve kanserojen etkilerinin de oldugu son yillarda yapilan

calismalarla saptanmustir.

1.2.10.2.2 Cevre Uzerine Etkileri

Tarimsal alanlara, orman veya bahgelere uygulanan pestisitler havaya, su ve
topraga, oradan da bu ortamlarda yasayan diger canlilara gegcmekte ve doniisiime

ugramaktadir. Bir pestisitin ¢evredeki hareketlerini onun kimyasal yapisi, fiziksel
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ozellikleri, formiilasyon tipi, uygulama sekli, iklim ve tarimsal kosullar gibi faktorler

etkilemektedir.

Pestisitlerin piiskiirtiilerek uygulanmasi sirasinda bir kismi evaporasyon ve
dagilma nedeniyle kaybolurken, diger kismi bitki {izerinde ve toprak ylizeyinde
kalmaktadir. Havaya karigsan pestisit riizgarlarla taginabilir; yagmur, sis veya kar
yagistyla tekrar yeryliziine donebilir. Bu yolla hedef olmayan diger organizma ve

bitkilere ulasan pestisit, bunlarda kalint1 ve toksisiteye neden olabilir.

Toprak ve bitki uygulamalarindan sonra toprak yilizeyinde kalan pestisitler,
yagmur sular1 ile yiizey akis1 seklinde veya toprak igerisinde asagiya dogru yikanmak
suretiyle taban suyu ve diger su kaynaklarina ulasabilirler. Egim, bitki Ortiisii,
formiilasyon, toprak tipi ve yagis miktarina bagl olarak taginan pestisitler, bu sularda
balik ve diger omurgasiz su organizmalarinin dlmesine; bu organizmalardaki pestisit
kalintisinin insanlarin gida zincirine girmesi ve kontamine olmus sularin i¢ilmesiyle

kronik toksisitenin olugsmasina neden olurlar.

Topraga gegen pestisitler giines 1sinlarinin etkisiyle fotokimyasal bozunmaya,
bitki, toprak mikroorganizmalar1 ve diger organizmalarin etkisiyle biyolojik
bozunmaya ugramakta; toprak kati maddeleri (kil ve organik madde) tarafindan
adsorlanip desorplanmakta veya kimyasal bozunmaya ugramaktadirlar. Toprak i¢ine
gecmis pestisitler kapiller su vasitasiyla toprak yiizeyine tasinmakta ve buradan
havaya karigsabilmektedir. Topragin yapisi, kil tipi ve miktari, organik madde igerigi,
demir ve aliiminyum oksit igerigi, pH’s1 ve toprakta var olan baskin mikroorganizma
tiirleri tim bu olaylar etkileyen faktorlerdir. Toprakta pestisitin tutulmasiyla hareketi
ve biyolojik alimi engellenmekte ve gesitli sekillerde bozunmasi ile ya toksik
Ozelligini kaybetmekte ya da daha toksik metabolitlerine doniisebilmektedir.
Pestisitin kendisinin ya da toksik doniisiim tirlinlerinin hedef olmayan yerleri veya
organizmalar1 kontamine etmesi istenmediginden tiim bu olaylarin bilinmesi ve

incelenmesi onem tasimaktadir.

Bitki ve hayvan neslinin genetik yapisi lizerinde degisiklik caligmalari, tarim
alanlarinda gereksiz ya da gereginden fazla, bilingsizce ilag kullanilarak hedef

olmayan tiim canlilar tehlikeye atilmis olmaktadir [70].
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Pestisit kalintilarinin ¢ok diisiik diizeylerinin bile canli organizmalarda
birikim olusturarak gesitli hastaliklara neden oldugu bilinmektedir. Bu kalintilarin
cok yiiksek diizeyde olusturduklar1 zehirlenmeler ‘akut’, diisiik dozda olusturduklari
zehirlenmeler ‘kronik’ zehirlenmeler olarak adlandirilmaktadir. Bu etkiler uzun
donem sonunda insan ve hayvan viicut yaglarinda birikebilme o6zelligine sahip

olduklarindan agirlik agisindan ¢ok 6nemli problemler yaratabilir [71].

Pestisit kullaniminin tartisilmaz yararlarina karsin etkin denetimden yoksun
ve asirt miktarlarda uygulanmasi insan dahil hedef olmayan diger canlilarda
zehirlenmelere ve 6liimlere neden olmakta, ekosistemlerin ve besinlerin kirlenmesine
yol agmaktadir. Pestisitlerin yaygin olarak kullanilmasindan kisa siire sonra 1950' li
yillarda 6nce DDT nin daha sonra da kullanilan diger ilaglarin [72,73] insanlar ve
yabani yasamda hedef olmayan canlilara zararl etkileri ortaya konmaya baglanmistir.
Tarim ilaclarinin canlilar lizerindeki etkileri fetal yasamdan itibaren baslamaktadir
[74]. Bu ilaglar plasentadan fotiise gegmekte, bunun sonucunda disiikler,
hiperpigmente, hiperkeratatik ¢ocuk dogumlart goriilmektedir. Yapilan hayvan
deneylerinde ise radyoaktif isaretli ila¢ verilmesinden 5 saat sonra ilacin plasentaya
gectigi, fotiislin gdz, sinir sistemi ve karacigerinde yerlestigi gozlenmistir [74].
Pestisitlerden bir boliimii (Organofosfatli ve karbamatli insektisitler) de etkilerini
dogrudan dogruya periferal ve merkezi sinir sistemi {izerinde gOstererek
organizmanmn yasamini tehdit etmektedir. Ornegin parathion ve malathion
insektisitleri periferal sinir sistemini etkileyerek organizmada lakrimasyon, ishal,
titreme gibi belirtilerle etkisini ortaya koymaktadir [75,76]. Tarim ilaglarinin kanin
sekilli elemanlarina yani eritrosit ve 16kositlere olan zararli etkileri de yapilan hayvan
deneylerinde gozlenmistir.  Organofosforlu insektisitler eritrositlerin membran
ozelliklerini degistirerek eritrosit fonksiyonlarmi engellemektedir [77]. Diger bazi
pestisitler de eritrositlerin boyutlar1 ve yilizey sekillerinde bozulmalara neden
olmaktadir [78]. Eritrositlerde in vitro kosullarda yapilan bir deneyde ise eritrosit
antioksidan sistem enzimlerinin aktivitelerinin degistigi de gézlenmistir [79]. Diger
taraftan pestisitler asetilkolinesteraz enzimini inhibe etmekte, alt beyin kokiinde
solunum kontrol merkezlerinin baskilanmasi ile canlinin ¢liimiine neden olmaktadir.
[80]. Yine pestisitlerle yapilan deneylerde TCA enzimlerinin (malat dehidrogenaz,
stiksinat dehidrogenaz) inaktif oldugu bulunmustur [81]. Yapilan diger bir ¢alismada

da pestisitlerin karaciger ve kas bozulmalarina neden oldugu saptanmistir [82].
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Pestisitlerin, kullanildig1 tarim alanlarinda insanlar {izerine toksik etkileri ile ilgili

caligmalarda renal va hepatik toksisiteyi arttirdig1 saptanmistir [83].

1.2.10.3 Calismalarda Kullamilan Pestisitler Ve Kullamim Yerleri

1.2.10.3.1(1,1-dimetilpiperidinium kloriir)

Genel ad1 Mepikuat kloriir, kimyasal ad1 ise 1,1-Dimetilpiperidinium kloriir
olarak adlandirilir. Maddenin fiziksel hali sividir. Mepikuat kloriir’iin diinya
genelinde en yaygin kullanim alani pamuktur. Bunun disinda baz iilkelerde sogan,
sarimsak, patates ve bagda verimi artirmaya yonelik olarak kullanilmaktadir.
Pamugun erken c¢imlenme doneminde bitkilerin ortalama minimum 50 cm.
yiikseklige ulastig1r sartlarda yapraktan yapilmalidir. Baglarda ise ¢igeklenme
baslangicinda birinci, meyvelenme baslangicinda ikinci uygulama tavsiye
edilmektedir. Mepikuat kloriir’iin sagladig1 yararlar siralanacak olursa koyu yesil
yaprak rengi, bogum aralarinin kisalmasi ve buna bagli olarak derli toplu bir bitki
olusumu ve bdylece; bitkinin sira aralar1 daha ge¢ kapanir, giines 1s1nlar1 bitkiye daha
1yl niifuz eder ve alt dallardaki kozalara kadar ulasir, bitkinin alt kistmlarinda daha
1yi bir hava sirkiilasyonu olusur ve bdylece koza ciiriikliigii 6nemli dl¢lide azalir ve
hasere kontrolii ve miicadelesi daha basit ve etkili olarak yapilabilir. Bunlarin yam
sira daha az tarak ve elma dokimii, daha iri kozalar, kozalarin daha erken

olgunlagmasi, erken hasat ve toplam verimde artis gézlenmektedir [84].

Cl

CHy “CH,

Sekil 1.23: (1,1-dimetilpiperidinium kloriir) kimyasal yapist [84]
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1.2.10.3.2 p-Naftoksiasetik Asit

Kimyasal ad1 B-naftoksiasetikasit (BNOA) asit olan pestisit domateste; ¢igek
dokiimiinii 6nleyerek meyve baglamasini artirmak ve erken olgunlagsmayi tesvik

etmek ic¢in kullanilmakla birlikte cilek ve diger lizimsii bitkilerde; ¢igek tutumunu

O\)J\
OH

Sekil 1.24: -Naftoksiasetik asit kimyasal yapisi [85]

artirmaya yonelik kullanilmaktadir [85].

1.2.10.3.3 Giberallik Asit

Kimyasal ad1 giberallik asit olan pestisit, ¢ekirdeksiz liziimde; ¢ekirdeksizligi
tesvik, meyve ve salkim biiyiikliigiinii artirmak amaciyla kullanilmaktadir. Ayrica
giberallik asit govde biiylimesi, uzun giin bitkilerinde bolting, tohum ¢imlenmesini
tesvik, cimlenme sirasinda enzim diiretimi, meyve olusumu ve biiylimesi, dioik

bitkilerde erkekligi tesvik seklinde 6zetlenebilir [86].

Sekil 1.25: Giberallik asit kimyasal yapisi [86]
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1.2.11 Antibiyotiklerin insan Ve Cevre Uzerine Etkileri

Mikroorganizmalarca iiretilen veya yari/total kimyasal sentez yoluyla elde
edilmis, diisiik derisimlerde kullanildiginda diger mikroorganizmalarin biiylimesini

engelleyen kimyasallara antibiyotik denilmektedir [87].

1.2.11.1 ideal Bir Antimikrobiyal ilacin Ozellikleri

Ideal bir antibiyotikte aranan o6zellikler, mikroorganizmalara karsi segici
toksisite, mikrobisidal etki, kolay ¢oziiniir, uzun siire bozunmadan viicutta kalabilme,
antimikrobiyal diren¢ gelisimine neden olmayan, enfeksiyon bolgesine kolay
ulastirilabilen, uygun fiyat ve konak¢imin sagligint olumsuz etkilemeyen (alerji vb)
seklinde siralamak miimkiindiir. Fakat bu 6zelliklerin tiimiinii barindiran, ideal ilag

yapilan ¢alismalar sonucu bulunamamistir [87].

1.2.11.2 Antibiyotiklerin Secici Toksisiteleri

Antibiyotiklerin potansiyel hedefleri; hiicre duvari, niikleik asit sentezi,
protein sentezi, hiicre membran1 ve metabolik yollardir (Ornek: Folik asit sentezi)

[87].
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Penisilinler
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Aminoglikozitler inhibisyonu
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Streptomisin
Amikasin

Giraz inhibisyonu
RNA Polimeraz inhibisyonu

Kinolonlar, rifampin

Folik asit metabolizmasinin inhibisyonu

Silfonamidler
Trimetoprim

Hiicre Membrani

Polimiksinler

Sekil 1.26: Antibiyotiklerin potansiyel hedefleri [87]

1.2.11.3 Calismamizda Kullanilan Antibiyotikler

1.2.11.3.1 Gentamisin Siilfat

Gentamisin, bir aktinomiset olan Mikromonospora purpurea’dan elde edilen,
duyarli bakterilerin normal protein sentezini inhibe ederek etkisini goOsteren
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 kars1 da in vitro olarak etkilidir. Gentamisine kars1 bakteriyel
direng zor gelismektedir. Gentamisin hiicre duvari sentezini etkileyen antibiyotikler
ile kombine kullanildig1 zaman D grubu streptokok suslari iizerinde sinerjik bir etki
gostermektedir. Gentamisin intramiiskiiler yolla verilmesinden sonra kisa siirede (30-
60 dakika) en yiiksek plazma derisimlerine ulasir. Bobrek fonksiyonu normal

kisilerde gentamisinin yar1 omrii 2 saatten biraz fazladir [88].
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Sekil 1.27: Gentamisin siilfat bilesiginin molekiil sekli (0-2-amino-2-deoksi-D-glukopiraznozil-(1.4)-
O-[3-deoksi-3-(metilamino)-D-ksilopiranozil-(1 6)]-2-deoksi-D-streptamin.) [89]

Yapilan bir ¢aligmada, gentamisin siilfat antibiyotigi in vitro ortamda
glutatyon metabolizmasinda rol oynayan glutatyon rediiktaz enziminin aktivitesini
arttirdig1 tespit edilmistir [90]. Shigenobu tarafindan yapilan bir baska calismada
insan notrofil hiicrelerinde ve hiicre disinda in vitro ortamda NADPH oksidaz enzimi
tizerinde gentamisin siilfatin doza bagimli olarak inhibisyona neden oldugu
gosterilmistir [91]. Ayrica gentamisin siilfatin koyun g6z mercegindeki glikoz-6

fosfat dehidrogenaz enzimini de inhibe ettigi bulunmustur [92].

1.2.11.3.2 Sodyum Ampisilin

Bir aminopenisilanik asit tiirevi olan ampisilin genis bir spektruma sahip olup
gram (+) ve gram (-) aerob ve anerob mikroorganizmalara kars1 bakterisit etkilidir.
Bu etkisini bakterilerin hiicre duvart mukopeptit biyosentezini inhibe ederek gosterir.
Ampisilin beta-laktamazlara karsi dayanikli degildir; kolayca pargalandigindan
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. 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  duyarlidir. Anaerob mikroorganizmalardan, Clostridium tiirleri,
Peptococcus tiirleri, Peptostreptococcus tiirleri ve B. Fragilis dahil Bacteroides

tirlerine ampisilin etkilidir. Ampisilin intravendz ve intramiiskiiler uygulamadan
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sonra kanda yiiksek derisimler olusturur ve ortalama yarilanma siiresi saglam
bireylerde yaklagik 1 saattir. Uygulandiktan sonra ilk 8 saat i¢inde %75-85 oraninda
degismeden idrarla atilir [88, 89].

o H coNa
N_n—X  CHs
H2N \\\H H
Ih=n i
. H H

Sekil 1.28: Sodyum ampisilin bilesiginin molekiil sekli (Monosodyum (28, 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 | ve Il enzimi iizerinde ampisilinin inhibisyon etkisi tespit edilmistir [90].
Benzer sekilde insan eritrosit glikoz-6 fosfat dehidrogenaz enzimi {izerinde ampisilin

in vitro inhibisyon etkisi gostermistir [93].

1.2.11.3.3 Kanamisin Siilfat

Kanamisin, aminoglikozid yapisindaki antibiyotiklerden biridir. Etkili bir
antibiyotik olmasina karsin, toksik etkisi azdir. Kas igine enjekte edilebilecegi gibi
ag1z yoluyla da verilir. Fakat bu son yolda emilim iyi degildir. Kanamisin “Sepsis”
vakalarinda [viicuttaki cerahat yapici bakterilerin ve bunlarin zararli iriinlerinin
(toksinleri — zehirleri) kan yoluyla viicuda dagilmasi] Kullanilabilecegi gibi, agiz
yoluyla uygulanarak bagirsaklarin bakterilerden temizlenmesinde de yararlanilabilir.
Kanamisin, daha ¢ok isitme bozukluklarina yol agici etkiye sahiptir. Uzun siire
kanamisin kullanmak zorunda olan hastalarda ilacin 57 giinliik siirelerle kesilmesi
ve giinliik dozun azaltilmas: isitme kayiplarini 6nleme bakimindan yararlidir. Bu

onlem o6zellikle bobrek bozuklugu bulunan hastalarda gereklidir [94].
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Sekil 1.29: 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 siilfat) [94]

1.2.11.3.4 Penisilin G Prokain Ve Penisilin G Potasyum

Penisilinler g- laktam ve tiyazolidin halkalarinin karismasindan ortaya ¢ikmis
cift halka igeren bir 6- aminopenisilanik asid (6- APA) tiirevleridirler. 6- APA,
penisilinlerin amid bagindan, bir ¢ok bakteri ve mantarlarin olusturdugu amidaz
tarafindan katalize edilen hidrolizle ayrilir. 6- APA bazi gram negatif organizmalara

kars1 belirgin bir anti bakteriyel etkiye sahiptir.

Bakteriler penisilini gibi p-laktamoz (penisilinaz) fermentini salgiliyarak
parcalanmaktadirlar. Bu yolla antibakteriyel etkisi olmayan penisiloik asid

olusmaktadir.

Yapisinda bulunan agil gubunun penisilinin 6zellikleri iizerine derin etkileri
vardir. Mide suyuna direng, emilme, bakterilerin olusturdugu penisilinaza direng ve
anti bakteriyel spektrum ozelliklerinin tiimii biiyiik bir oranda bu grubun yapisina
bagimhidir. Tiyazolidin halkasina bagli bulunan karboksil grubunun bagka
maddelerle birlestirilmesi ile tuzlar olusturulabilir. Ornegin prokain veya benzatin ile
birlestirilmesi sonucu suda ¢ok az eriyen tuzlart araciligi ile paranteral

kullanildiklarinda uzun etkili penisilinler elde edilmistir [95-97].
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Sekil 1.30: Penisilinlerin 6- aminopenisilanik asid ve penisilok asid tiirevlerine doniisiimii [98]

Penisilin G’ nin ila¢ olarak kullanilan yalin sekli onun potasyum veya
sodyum tuzudur; bunlar kristal seklinde olduklarindan kristalize penisilin G adin1
alirlar. Suda fazla ¢oziindiiklerinden suda soliisyon halinde kullanilirlar; bu nedenle
akoz kristalize penisilin G diye de adlandirilirlar. Penisilin G 6- aminopenisilanik
asid’in benzil (CgHs- CH,-) tiirevidir; bu nedenle benzil penisilin diye de adlandirilir

[95-98].

Kimyasal ad1

CH, —
Benzil penisilin

Sekil 1.31: Penisilin G molekiil sekli [98]

Prokain — penisilin G, klemizol- penisilin G ve 6zellikle benzantin- penisilin
G suda c¢ok az c¢oOziiniirler. Etkilerinin uzun slirmesinin nedeni kas ic¢indeki
injeksiyon yerinde, siispansiyonu olusturan partikiillerden bilesigin yavas
saliverilmesi (yavas dissoliisyonu) ve bu nedenle yavas olarak absorbsiyonudur.
Absorbe edildikten sonra ester halindeki bilesik hidroliz edilir ve penisilin G serbest
(aktif) hale gelir. Prokain penisilin G’nin tek basina ya da kristalize penisilin G ile
kombine (takviyeli) olmak tizere iki tiirii bulunur [95-98].
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Sekil 1.32: Penisilin G Prokain [98]

O
NH H
= S CH,
N\><CH3
5 /

0///\6 K

+

Sekil 1.33: Penisilin G Potasyum molekiil sekli [98]

1.2.11.3.5 Siilfametoksazol Ve Trimetoprim

Siilfametoksazol  (4-Amino-N-(5-metil-3-izoksazolil) benzenesulfonamide,
N*-(5-Metilizoksazol-3-il)sulfanilamid) bir sulfonamid tirevidir ve veteriner
hekimliginde hastaliklarin sagaltiminda siklikla kullanilmakta olan siilfonamidler,
paraaminobenzensiilfonamid (siilfanilamid)’in sentetik tiirevleri olup, insan ve
hayvanlarda bakteriyel ve protozoal enfeksiyonlarin tedavisi ve dnlenmesi amaciyla
kullanilan ilk antibakteriyel ilaglardandir. Siilfonamidlerin antibakteriyel amacla
kullanilmaya baglanmasindan sonra, 6zellikle hayvanlarda goriilen hastaliklarin 6lim
ve yayllma hizinda goriilen diisiisler, bu ilaglarin genis bir sekilde kullanilmalarina
sebep olmustur. Yeni antibakteriyel ilaglarin kullanima girmesiyle kullanim alanlar
daralmasina ragmen, siilfonamidler halen veteriner hekimliginde ¢ok sik kullanilan
ilaglar arasinda yer alirlar. Giiniimiizde ¢ok sayida siilfonamid tiirevi sentezlenmis

olup, bunlardan sadece 25-30 kadari uygulama alani bulmustur [99-102].
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Siilfametoksazol beyaz-Kirli beyaz renkte, kokusuz, suda son derece az (0,3
mg/mL), alkolde de az (20 mg/mL) ¢6ziinen, pKa’s1t 5,6 olan kristal bir tozdur.

Siilfizomezol, siilfametoksizol diye de bilinir [101].

Trimetoprim  (2,4-diamino-5-(3,4,5-trimetoksibenzil) pirimidin) yapisina
sahip, beyaz veya sarimsi-beyaz renkte, aci, kokusuz, suda son derece az (4.4 pg/mL)
ve kloroformda da az (18 mg/mL) ¢oziinen, organik bazik (pKa 7.3) bir maddedir.
Laktat tuzu halinde suda 50 mg/mL miktarinda ¢6ziiniir [99,101].

0
IS—NH
O / \
H,N N\ : CH;

O

Sekil 1.34: Siilfametoksazol ((4-Amino-N-(5-metil-3-izoksazolil) benzenesulfonamide, N'-(5-
Metilizoksazol-3-il)sulfanilamid)) molekiil sekli [103]

NH,
HzNJ\N/ OCH,

OCH,

Sekil 1.35: Trimetoprim ((2,4-diamino-5-(3,4,5-trimetoksibenzil) pirimidin)) molekiil sekli [103]

1.2.11.3.6 Oksitetrasiklin

Oksitetrasiklin, tetrasiklin tiirevi bir antibiyotiktir. Etkilerine karsi direngli
bakteri suslar1 ortaya ¢ikmis olmakla beraber, iilkemizde veteriner hekimlikte, halen
en c¢ok kullanilan antibiyotikler arasindadir; bunun en Onemli sebebi etki

spektrumunun son derece genis olmasidir.

Oksitetrasiklin 1949 yilinda Finlav tarafindan Strep.rimosus kiiltiirlerinden
elde edilmistir. Asetat gruplarinin glutamik asitle birlestirilmesiyle sekillenen 4
halkali hidroksinaftasen cekirdegi ve buna bagli karboksamid grubu ihtiva eder

(Sekill.42).  Kimyasal olarak [(4S-(4a,400,50,500,6B,1200]-4-(dimetilamino)l-
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4,40,5,50,6,11,12a-0ktahid-ro-3,5,6,10-12,12a-hekzahidroksi-6-metil1,11-diokso-2-
naftasenekarboksamid]’dir [104].

Oksitetrasiklin amfoter bir maddedir; asit ve bazlarla tuzlar yapar. Sagaltimda
asitlerle yaptig1 tuzlan seklinde kullanilir. En ¢ok hidrokldriir tuzu seklinde bulunur.
Oksitetrasiklin hidrokloriir (terramisin) sar1 renkte, aci lezzetli, su ve organik
¢oziiclilerde serbestce ¢oziinen, kristalize tozdur; 10 mg/mL sulu ¢ozeltisi siddetli
asit (pH 2.5) tepkimelidir. pKa’s1 3.3, 7.3 ve 9.1°dir. Alkali sartlarda hidrolize ugrar
ve kloro-5-salisilik asit olusturur [105,106].

OH

Sekil 1.36: Oksitetrasiklin([(4S-(40,400,50,500,6B,1200]-4-(dimetilamino)1-,4,40,5,5a,6,11,12a-
oktahid-ro-3,5,6,10-12,12a-hekzahidroksi-6-metil1,11-diokso-2-naftasenekarboksamid]) [103]

1.2.11.3.7 Linkomisin

Linkomisin, linkozamidler grubunda yer alir. 1962’de Strep. lincolnensis
kiiltiirlerinden elde edilmistir. Sagaltimda hidrokloriir tuzu seklinde kullanilir [107].
Ilag agiz ve parenteral yollarla verilir. Ilag viicudun tiim doku ve sivilarmna etkili
yogunluklarda geger [108-110]. Linkozamidler bakterilerin 50S ribozomal alt
birimine baglanir ve protein sentezini bozarak etkir [108,111]. Etkisi genellikle Gram
pozitif bakterilere yoneliktir ve dar spektrumludur [107]. Ilag, basta Stafilokok ve
Streptokoklar olmak tizere, Gram pozitif bakterilerden ileri gelen solunum yollari,
yumusak doku, kemik iligi ve deri hastaliklarinda basariyla kullanilir. Sigirlarda,
linkomisin deri alt1 ve kas i¢i olarak giinde 1 sefer 20 mg/kg ve yavas deri alt1

enjeksiyon giinde 1-2 kez 20 mg/kg dozda uygulanir [109,110].
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Sekil 1.37: Linkomisin-HCI [103]
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2. MATERYAL VE YONTEMLER

2.1 MATERYALLER

2.1.1 Kullanilan Kimyasal Maddeler

Bu c¢alisma igin kullanilan; Sepharose 4-B, anisidin, L-tirozin, diyaliz
torbalari, Akrilamit, N,N,N’,N’-tetrametil etilendiamin(TEMED),N,N’- metilen
bisakrilamit, S-merkaptoetanol, SDS, Glisin, Coomassie Brillant Blue G-250 ve
Brom-timol mavisi, Hyaliironik asit, tris(hidroksimetil)aminometan HCI (Tris-HCI),
N-Asetil-Glukozamin, Ditioeritrol Sigma Chemical Comp.’den; Sodyum hidroksit,
Trihidroksi metil aminometan (Tris), Sodyum sitrat dihidat, Sitrik asit, Soydum
kloriir, Sodyum stilfat, Sodyum perklorat, Sodyum asetat, Hidroklorik asit, Asetik
asit, Stulfiirik 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.
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2.1.2 Kullanilan Alet Ve Cihazlar

Bu calismada agsagidaki alet ve cihazlardan yararlanilmistir.

Buz Makinesi

Buzdolab1

Calkalamal1 Inkiibator
Elektroforez

Elektronik Tart1

Etuv

Isitmali Manyetik Karistiric
Kromatografi Kolonu

pH Metre

Dijital Goriintiileme Sistemi
Saf su cihaz1

MikroSantrifiij

Santrifiij

SDS PAGE Aparatlar
Calkalayic

Elektroforez i¢in Gii¢ Kaynagi

Sicak su banyosu

Is1 kontrollii Calkalamal1 etiiv

UV visible Spektrofotometreler

Vorteks

Fiocchetti Frigoriferi Scientifici, Italya
Profilo, Tiirkiye

She-Lab, USA

Apelex, Ingiltere

Sartorious, Almanya

WTB, German, Niive, Tirkiye

Velp Scientifica, Ispanya

Sigma (1,5 cm ¢ap ve 10cm uzunluk)
WTW, Almanya

UVP, Ingiltere

Destilasyon 3.1 (Comecta Sa,)
Sigma Laborzentrifugen, Germany
Hettich Zentrifugen, Germany

Atto, Japonya

GFL, Almanya

Consort, Ingiltere

Elektro-mag, Tirkiye

GFL , Almanya

Heios o (Unicam), Metro Lab,

Elektromag, Tiirkiye

2.1.3 Kullamlan Cozeltiler ve Hazirlanmasi

Afinite jeli sentezinde kullanilan tamponlar

0.1M NaHCOj3; tamponu (pH 10.0); 8,401g (0.1 mol) NaHCO3 950 mL distile suda
coziilerek, IN NaOH ile pH’s1 10,0’a getirildi ve son hacim 1 L’ye tamamlandi.

0.2 M NaHCOj3; tamponu (pH 8.8); 8,401 g (0.1 mol) NaHCO3 450 mL distile suda
coziilerek, IN NaOH ile pH’1 8,8’¢ getirildi ve son hacim distile su ile 500 mL’ye

tamamlandi.
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0.01 M Nay;HPO, tamponu (pH 6.0); 1,42 g (0,01 mol) Na,HPO,4 950 mL distile
suda ¢oziilerek, 1N NaOH ile pH’s1 6.0’a getirildi ve son hacim distile su ile 1L ye

tamamlandi.

Ekstraksiyon (Testis hazirlama) tamponu; 8,20 g (0,1 mol) CH3COONa ve 8,77 g
(0,15 mol) NaCl 950 mL distile suda ¢oziilerek, 1M HCI ile pH’s1 5.4’¢ getirildi ve

son hacim distile su ile 1L’ye tamamlandi.

Afinite jelinin dengelenmesi i¢in kullanilan tampon ¢ozelti; 7,098 g (0,05 mol)
Na;HPO, 950 mL distile suda ¢oziilerek, IN NaOH ile pH’s1 7.0’a getirildi ve son

hacim distile su ile 1L’ye tamamlandi.

Afinite jeline baglanmus BTH enziminin eliisyonu icin kullanilan tampon
cozelti; 8,873 g (0,0625 mol) Na;,HPO, ve 7,305 g (0,125 mol) NaCl 200 mL distile
suda ¢6ziildii, 50 mM m-anisidin eklenerek 1N NaOH ile pH’s1 4.0’a getirildi ve son
hacim distile su ile 250 mL’ye tamamlandi.

Proteinlerin kantitatif tayininde kullanilan tampon ¢ozelti: 100 mg Coomassie
brillant blue G-250, 50 mL etanol de ¢6ziildii. Bu ¢6zeltiye 100 mL %95°1ik fosforik

asit ilave edildi. Cozeltinin son hacmi distile su ile 1L’ye tamamlandi.

Amonyum siilfat coktiirmesi sonucunda olusan c¢okelegin alindig1 tampon
cozelti: 7,098 g (0,05 mol) Na;HPO, 950 mL distile suda ¢oziilerek, 1N NaOH ile

pH’s1 7.0’a getirildi ve son hacim distile su ile 1L’ye tamamlandi.

Substrat ¢ozeltisi: 12,3 mM hyaliironik asit ¢ozeltisi; 5 mg hyaliironik asit ¢ozeltisi

1 mL saf suda ¢oziilerek kullanildi.

BTH aktivite ol¢ciimiinde kullamlan aktivite tampon c¢ozeltisi: 3,4 g (0,05 mol)
HCOONa ve 1,461 g (0,025 mol) NaCl 200 mL distile suda ¢oziilerek, IN NaOH ile

pH’s1 3,71 e getirildi ve son hacim distile su ile 250 mL’ye tamamlandx.
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SDS-PAGE elektroforezinde kullanilan numune tamponu;

0.5 M Tris-HCI (pH 6.8) 2,5 mL
% 10’luk SDS 4,0 mL
Gliserol 2,0mL
[-merkaptoetanol 1,0 mL
Bromfenol mavisi 0,01g

Distile su 0,5mL

SDS-PAGE elektroforezinde kullanilan tank tamponu;

Tris-HCI 39
Glisin 144 g
SDS- 1049

SDS-PAGE elektroforezinde kullanilan ayirma ve yigma jellerinin hazirlanisi;
SDS-PAGE elektroforezinde kullanilan jel karisimlarinin hazirlanisi ve kullanilan

miktarlar1 Cizelge 2.1°de verilmektedir.

SDS-PAGE elektroforezinde kullanilan renklendirme ¢ozeltisi; 0,66 g Coomassie
brillant blue G-250, 120 mL metanolde ¢6ziildii. Bu ¢ozeltiye 24 mL saf asetik asit

ve 120 mL distile su ilave edildi.

SDS-PAGE elektroforezinde kullamlan renk a¢ma c¢ozeltisi; Hacimce % 7,5
asetik asit, % 5 metanol ve % 87,5 mL distile su icermektedir. Bu amagla 75 mL

asetik asit ve 50 mL metanol, 875 mL saf su ile karistirildi.
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Tablo 2.1: SDS-PAGE elektroforezinde kullanilan jel karigimlarinin miktarlari.

Ayirma Jeli Yigma Jeli

%10 %3

Akril amid/Bis

Akril amid 159
Bis 0,4 g 16,65 mL 2,6 mL

Alinarak son hacim distile su ile
50 mL'ye tamamlanir.

Distile su 20,1 mL 12,2 mL

1.5 M tris-HCL (pH 8.8)

Tris-HCI 11.82

Alinarak pH 8.8 oluncaya kadar 12,5 mL _
0.1 M NaOH ilave edilerek son
hacim distile su ile 50 mL'ye
tamamlanir.

0.5 M Tris-HCI (pH 6.8)

Tris-HCI 3.94¢

Almarak pH 6.8 oluncaya kadar - smL
0.1 M NaOH ilave edilerek son
hacim distile su ile 50 mL'ye
tamamlanuir.

% 10 'luk SDS

D 1
SDS g 0,5 uL 200 ul

Alarak son hacim distile su ile
10 mL'ye tamamlanir.

TEMED 25 uL 20 pL

%10'luk amonyum persiilfat

Amonyum persiilfat Ig 750 Ll 400 ul
u H

Alarak son hacim distile su ile
10 mL'ye tamamlanir.
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2.2  YONTEMLER

2.2.1 Testis Orneginin Hazirlanmasi

Testis numuneleri, mezbahaneden kesim sonrasi taze alinarak kii¢iik pargalara
ayrilip ekstraksiyon tamponunda homojenize edilmistir. Homojenize edilen testis
ornegi 15000 rpm’de +4 °C’de 60 dakika santrifiij edilmistir. Santrifiij sonrast sivi

kisim alinarak ayni giin deneysel ¢alismalarda kullanilmistir.

2.2.2 Enzimin Aktivite Tayini

Hyaliironidaz enziminin aktivitesi spektrofotometrik olarak tayin edildi.
Aktivite 0l¢limii i¢in 0,05 mL enzim ¢ozeltisi alinip daha dnceden hazirlanmis olan
ImL tampon (200 mM sodyum format pH 3.71) + substrat (12,3 mM hyaliironik asit
¢Ozeltisi) ¢cozeltisine ¢abuk bir sekilde eklendikten sonra 232 nm’de 1 dakikadaki 37
°C’de absorbansta meydana gelen degisme okundu. Bu sekilde hyaliironik asitin N-
asetilglukozamine (NAG) enzimatik doniisiim hiz1 tespit edildi. Ayni islem enzim
olmadan tekrarlanarak aradaki fark enzim aktivitesi olarak belirlendi. 1 {inite

hyaliironidaz dakikada meydana gelen NAG’in pmol’i olarak tayin edildi.

2.2.3 Bradford Yontemiyle Kantitatif Protein Tayini

Amonyum stilfat c¢oktiirmesi sirasinda elde edilen ¢ozeltilerdeki protein
miktar tayinleri bu yontemle belirlendi. Bu yontem fosforik asitli ortamda
proteinlerin, Coomassie brillant blue G-250 reaktifi ile kompleks olusturmasi, olusan
kompleksin 595 nm’de maksimum absorbans gostermesi esasina dayanir [112]. Bu
yontemin diger protein tayini yoOntemlerinden {istiin tarafi, ¢ok kisa siirede
uygulanmasi, bozucu faktorlerin az olmasi, protein boya kompleksinin ¢ozeltilerde

uzun siire kalmasidir. Bu yontemin hassasiyeti 1-100 pg arasindadir.
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Protein tayini isleminde su yol izlendi: 1 mL’sinde 1 mg protein ihtiva eden
standart s1gir alblimin ¢dzeltisinden tiiplere 0, 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90 ve
100 pL alindi. 100mM Tris-HCI tamponu (pH:8,00) ile tiim tiiplerin hacimleri
0.1mL’ye tamamlandi. 5SmL Coomassie brillant blue G-250 reaktifi her bir tiipe ilave
edildi. Tupler vorteks ile karistirilarak 10 dakika sonra 595 nm’de 3 mL’lik
kiivetlerde kore karst absorbans degerleri okundu. Kor olarak 0,1 mL’lik 100 mM
Tris-HCI (pH:8,00) tamponu olan 1. tiip kullanildi. Okunan absorbans degerlerine
karsilik gelen ug protein degerleri ile standart grafik hazirlandi (Sekil 3.1).

Hazirlanacak enzim ¢ozeltilerinden 0,1’er mL 2 ayri tlipe alinarak {izerlerine
5’er mL Coomassie reaktifi ilave edildi. Vorteksde karistirildiktan 10 dakika sonra
595 nm’de absorbanslar1 l¢iildii. Iki dl¢iimiin ortalama absorbansina karsilik gelen

protein miktar1 standart gafik yardimiyla hesaplandi.
2.2.4 Enzimin Saflastirilmasi

2.2.4.1 Amonyum Siilfat Coktiirmesi

Amonyum siilfat, belirli doygunluk derecelerine gore belirli proteinlerin
cokelmesini saglayan 2 degerlikli, cok kullanilan bir tuzdur. Bu amagla literatiirden

bakilarak %40-60 amonyum siilfat ¢coktiirmesi asagida verilen formiille tespit edildi:

_L77xVx(S, - S,)
3.54-5,

g(NH4)2 SO,

V : Serum hacmi
S1: 1’in kesri seklinde mevcut amonyum siilfat doygunlugu

Sz : 1’in kesri seklinde istenilen amonyum siilfat doygunlugu
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2.2.4.2 Afinite Kromatogafisi ile Enzimin Saflastirilmasi

2.24.2.1 Sepharose 4B’nin Aktiflestirilmesi

10 mL Sepharose-4B jeli, saf su ile iyice yikanarak dekante edildi. Esit
hacimde distile su ile birlestirildi. Karistirllmakta olan jel siispansiyonuna 4 g
CNBr’in hepsi birden katildi. pH metre kullanilarak siispansiyonun pH’s1 4 M NaOH
ile hemen 11°¢ ¢ikarildi ve tepkime bu pH’da muhafaza edildi. Tepkimeye pH
degismeyene kadar devam edildi. (10-15 dakika) Cok miktarda buz siispansiyona
katild1 ve karigim bir buhner hunisine nakledildi. Daha sonra 250 mL sogutulmus 0,1
M Na;HCOj3 tamponu (pH 10,00) ile yikand1 (Sekil 2.1).

']

P

OH OCN
|_| ]
|| (20°C, pH=11.0) - |
|—| + CNBr “HBr > |—|
] ]
|| L

]
1

Aktiflesmis Matriks

Sekil 2.1: Sepharose 4B’nin aktiflestirilmesi

2.2.4.2.2 L-tirozinin Baglanmasi

CNBr ile aktiflestirilmis matriks {izerine, 20 mL’sinde 15 mg tirozin igeren
0,1 M NaHCO3; tamponunun (pH 10,00) soguk ¢ozeltisi ilave edilerek 90 dk
karistirildi. Bundan sonra siispansiyon 16 saat 4°C’de bekletildi. Bu siirenin
bitiminde yikama suyu 280 nm’de absorbans vermeyinceye kadar bol su ile yikandu.
Boylece tepkimeye girmeyen tirozin tamamen uzaklastirilmis oldu. Yikama 100 mL
0,2 M NaHCOj3; tamponu (pH: 8,8) ile tekrarlandi. Tirozinle modifiye sepharose-4B
ayni tamponun 40 mL’si i¢ine alind1 (Sekil 2.2).
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COOH

NH
I N S N
|—| H |_| H }‘1
|—| H2N_\C_EZ‘Q—'OH m |_|
|—| (I:OOH |_|
- ] g
] |
- w

o HO — s
| =

Sepharose-4B-L-tirozin

Sekil 2.2: L-Tirozinin Baglanmasi

2.2.4.2.3 m-Anisidin Bilesiginin Baglanmasi

25 mg m-anisidin 0 °C civarinda 10 mL 1M HCI igerisinde ¢oziildii. 75 mg
NaNO; ihtiva eden 0 °C’deki 5 mL c¢ozelti, m-anisidin ¢ozeltisine damla damla
katildi. 10 dakika tepkimeden sonra diazolanmis bulunan m-anisidin, 40 mL
Sepharose-4B-L-tirozin siispansiyonuna ilave edildi. pH: 9,5’a ¢ikarilarak sabit
tutuldu ve 3 saat oda sicakliginda karistirildi. Daha sonra 1 L saf su ve ardindan 200
mL 0,01M Na;HPO4 (pH: 6,0) tamponu ile yikand1 ve ayni tamponda muhafaza
edildi (Sekil 2.3).
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D—OH D—OCN
- -
| (20°C, pH=11.0) ||
— + CNBr > —
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Aktiflesmis Matriks
NH COOH
D—OCN D—O-E—N—C
. T
| | N \ Hz (4°C,pH=10.0) | |
1 T O
— COOH —
|| || HO
| |
:_| H
HO ——— HO ——
| |
Sepharose-4B-L-tirozin
OCH; OCH;
NaNO, + Hq
[
|l
|
-
-
H

Sekil 2.3: m-anisidin bilesiginin baglanmasi
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2.2.4.3 Sodyum Dodesil Siilfat Poliakrilamid Jel Elektroforezi (SDS-
PAGE) ile Enzim Safliginin Kontrolii

Hyaliironidaz enziminin afinite kromatogafisi ile saflastirilmasindan sonra iki
farkli akrilamid derisiminde; yigma jeli % 3, ayirma jeli % 10 olacak sekilde kesikli
sodyum dodesil siilfat jel elektroforezi (SDS-PAGE) Laemli [113] tarafindan

belirtilen yontemle yapilarak enzimin saflik derecesi kontrol edildi.

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 ilizerine konuldu ve elektroforezin dokme aparatina sabitlendi.
Tablo 2.1°de belirtildigi sekilde hazirlanan ayirma jeli plakalar arasina {istten 2-3 cm
kalana kadar enjektorle dokiildii. Jel icerisinde hava kabarcigi kalmamasina dikkat
edildi. Jel ylizeyinin diizgiin olmasi i¢in n-biitanol ile ince bir tabaka olusturuldu.
Polimerizasyon tamamlandiktan sonra (1 gece) st yiizeydeki n-biitanol dokiildii.
Daha sonra cam plakalarin arasina tamamen doluncaya kadar polimerlesmis ayirma
jelinin tizerine y1gma jeli ilave edildi. Jel kasetindeki yiikleme jelinin {izerine tarak
dikkatlice yerlestirilerek jelin polimerlesmesi beklendi (30 dakika). Yiikleme jeli
polimerlestikten sonra tarak kuyucuklarin arasinin bozulmamasima dikkat edilerek
cikarildi. Kuyucuklar 6nce saf suyla sonra tank tamponuyla yikandi. Polimerize
jellerin bulundugu kaset elektroforez tankina yerlestirildi. Elektroforez tankinin alt

ve list kismina yiiriitme tamponu konuldu.

Afinite kromatogafisi sonucunda elde edilen fraksiyonlardan yiiksek aktivite
gosterenler birlestirildi. Elde edilen ¢6zelti toplam hacim 100 pL olacak sekilde 1:1
oraninda numune tamponuyla karistirildi. Standart protein ¢ozeltisi (PageRuler Plus
Prestained Protein Ladder #26619/20-Thermo fisher scientific)1:1 oraninda numune
tamponuyla karistir1ldi. Jele yiiklenecek numuneler 3 dakika 100 °C’de termoblok da
bekletildi. Numuneler sogutularak kuyucuklara yiiklendi. Elektroforez gii¢ kaynagina
baglanarak 80 volt’a ayarlandi. Proteinlerin jeldeki hareketini incelemeye yarayan
numune tamponu i¢indeki boyaya ait bant ayirma jeline ulastiginda voltaj 150 volt’a
yiikseltildi. Yiiriitme iglemine proteinler, jelin altina 1cm kalana kadar devam edildi.
Daha sonra akim kesilerek vyiirlitme durduruldu. Cam plakalar arasindaki jel
dikkatlice cikarildi yigma jeli kesilip ayrildiktan sonra protein bantlarini igeren

ayirma jeli renklendirme ¢ozeltisi i¢ine konuldu ve 1,5-2 saat kadar calkalayici
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lizerine birakildi. Daha sonra jel renklendirme ¢ozeltisinden c¢ikartilarak
renksizlestirme ¢ozeltisine kondu. Belirli araliklarla degistirmek suretiyle jelin zemin
rengi agilip protein bantlar1 belirginlesinceye kadar bu ¢ozelti icinde calkalandi. Jel
renksizlestirme ¢ozeltisinden ¢ikarildiktan sonra jel goriintiileme sistemi (UVP) ile

goriintii bilgisayara aktarildi.

2.2.5 Optimum Sartlarda Ky ve Vyax Degerlerinin Bulunmasi

Kvm Ve Vmax degerlerinin tespit edilmesi amaciyla optimum sartlarda
hyaliironik asit substratinin yedi farkli derisiminde enzim aktivitesi dlgtimii yapildi.

Her 6l¢iim iki defa tekrarlanarak, bulunan degerlerin ortalamasi alindi.

1/V ve 1/[S] degerleri bulunarak Lineweaver-Burk gafigi cizildi. Ky Ve Vmax

degerleri gafigin denklemlerinden yararlanilarak bulundu.

2.2.6 Baz Antibiyotikler i¢in ICsy degerlerini bulunmasi

Farkli antibiyotiklerin ICso degerlerini bulmak i¢in, optimum sartlarda
hyaliironik asit substratinin 12.3 mM sabit derisiminde ¢alisildi. Once antibiyotiksiz
ortamda enzim aktivitesi bulundu. Bu deger %100 aktivite olarak kullanildi. Degisik
antibiyotik derisimlerine karsilik gelen absorbanslar 232 nm’de kore karst okundu.
Elde edilen absorbans degerlerinden % aktiviteler hesaplandi. % Aktivite-[I]
gafikleri ¢izildi. Bu gafiklerden yararlanarak her bir antibiyotik i¢in 1Csq degerleri
hesaplanda.

2.2.7 Baz Pestisitler i¢in ICsg Degerlerini Bulunmasi

Farkli pestisitlerin 1Cso degerlerini bulmak i¢in, optimum sartlarda hyaliironik
asit substratinin 12.3 mM sabit derisiminde ¢alisildi. Once pestisitsiz ortamda enzim
aktivitesi bulundu. Bu deger %100 aktivite olarak kullamildi. Degisik pestisit

derisimlerine karsilik gelen absorbanslar 232 nm’de kore karsi okundu. Elde edilen
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absorbans degerlerinden % aktiviteler hesaplandi. % Aktivite —[Pestisit] gafikleri

cizildi. Bu gafiklerden yararlanarak her bir pestisit i¢cin ICsq degerleri hesaplandi.

2.2.8 Baz1 Agir Metaller ig:in ICsp Degerlerinin Bulunmasi

Farkli agir metallerin 1Csp degerlerini bulmak ig¢in, optimum sartlarda
hyaliironik asit substratinin 12,3 mM sabit derisiminde ¢alisildi. Once agir metallerin
olmadig1 ortamda enzim aktivitesi bulundu. Bu deger %100 aktivite olarak
kullanildi. Degisik agir metal derisimlerine karsilik gelen absorbanslar 232 nm’de
kore karsi okundu. Elde edilen absorbans degerlerinden % aktiviteler hesaplandi. %
Aktivite-[Agir metal] gafikleri ¢izildi. Bu gafiklerden yararlanarak her bir pestisit

icin ICsg degerleri hesaplandi.
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3. BULGULAR

3.1  Kantitatif Protein Tayini I¢cin Hazirlanan Standart Egri

Kantitatif protein tayininde Bradford yontemi kullanildi. Standart grafik
boliim 2.2.3’de agiklandigi gibi hazirlandi. Ekstraksiyon sonrasi elde edilen enzim
¢oOzeltisi ve saflastirma basamaklar1 sonundaki enzim ¢ozeltilerinin protein miktarlari
bu standart grafige gore belirlendi. Standart ¢ozeltideki mg proteine karsilik gelen

absorbans degerleri Sekil 3.1°de gosterilmistir.

y=6.417x+ 0.0191
0.6 + R? =0.9901

05 - A 4

0.4 -+
Abs.
0.2 -

0.1 -

O T T T T T 1
0 0.02 0.04 0.06 0.08 0.1 0.12

mg/ml

Sekil 3.1: Bradford yontemi ile protein miktariin tayin edilmesinde kullanilan standart grafik

3.2 Enzimin Saflastiriimasi

3.2.1 Amonyum Siilfat Coktiirmesi

S6z konusu enzim i¢in amonyum siilfat ¢oktiirme araligi literatiirde %40-60
olarak verildigi i¢in [35] deneysel calismada %40-60 amonyum siilfat ¢oktiirmei

yapilmustir.
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3.2.2 m-Anisidin Bilesiginin BTH enzimi iizerine pH-Aktivite Etkisi

Tablo 3.1: m-Anisidin Bilesiginin BTH enzimi {izerine pH-Aktivite (U/mL dak) Etkisi

Aktivite
pH AA (232 nm) (U/mL dak)
3 0.03 1.65
4 0.208 6.53
5 0.174 5.46
6 0.09 2.47
7 0.033 1.81
8 0.054 2.37
9 0.058 3.19
10 0.044 2.42
7 -
6 -
— 5 ]
=
&4
=
Z3
-
2 -
1 -
O T T T T T 1
0 2 4 6 8 10 12
pH

Sekil 3.2: m-Anisidin Bilesiginin %60 (NH,4),SO, ¢oktiirmesi sonrast BTH enzimi iizerine pH-
Aktivite Etkisi

3.2.3 Afinite Kromatografisi ile Enzimin Saflastiriimasi

Bolim 2.2.4.2 de belirtildigi sekilde hazirlanan afinite kromatografi kolonu
once 0.05 M Na;HPO,4 pH:7,0 tamponu ile dengelendi. Kolonun dengeleme islemi

bittikten sonra, jel tlizerindeki tampon ¢o6zeltisi jel seviyesine kadar indirildi.
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Amonyum siilfat ¢oktiirmesi sonucu elde edilen enzim ¢6zeltisi kolona tatbik edildi.
Kolon 0.05 M Na;HPO, pH:7,0 tamponu yikandi. Yikama islemi 280 nm’deki
absorbans sifir oluncaya kadar devam edildi. Kolondan 0.025 M Na;HPO, ve 0.5 M
NaCl, 50 mM me-anisidin igeren pH:4,0 eliisyon tamponu gegirildi ve eliisyon
cozeltisi 1,5 mL halinde tiiplere toplandi. Yikama ve eliisyon islemi 280 nm’deki
absorbans sifir oluncaya kadar devam edildi. 0.025 M Na,HPO, ve 0.5 M NaCl, 50
mM m-anisidin iceren pH:4,0 tamponu kor olarak kullanilarak her bir tiipte 280
nm’de Kkalitatif protein tayini ve 0.2 M HCOONa ve 0.1 M NaCl pH:3,7 tamponu
kullanilarak 232 nm’de aktivite tayini yapildi. Elde edilen degerlerin tiip numarasina
kars1 aktivite ve protein miktar1 grafigi ¢izildi (Tablo 3.2). Afinite kromatografisi
sonunda enzim aktivitesine rastlanan tiipler birlestirildi. Kolona tatbik edilen numune
ve birlestirilen eliiat ¢ozeltileri i¢in Bradford metoduyla kantitatif protein ve aktivite
tayinleri yapilarak spesifik aktiviteler ve saflagtirma oranlari tespit edildi. Sonuglar
(Tablo 3.3)’de verildi.

80 -+ - 25
70 _ == Aktivite-EU
60 +
50 +
Aktivite (EU/ml) 40 -
30 4
20
10
0

== Protein 280 nm 2

1.5 i
Protein
280nm

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19
Tup Sayisi

Tablo 3.2: Afinite kromatografisi kolonundan BTH enziminin saflastirma grafigi
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Tablo 3.3: Saflagtirma tablosu

Toplam Spesifik
Hacim Aktivite  Aktivite  Protein Toplam  Aptivite
Protein Saflastirma
Basamak (mL) (U/mL) (V) (mg/mL)  (mg) (U/mg) % Verim  Kat Sayisi
Sigir
Testisi 85 9.67 821.95 3.15 268 3.07 100 -
Amonyum
Siilfat
Coktiirmesi 6 17.8 106.8 4.73 28.39 3.76 12.99 1.23
Afinite
Kromatog-
rafisi 2 69.67 139.34 0.02 0.04 3317.62 16.95 881.78

3.2.4 Sentezlenen Afinite Jelinin FT-IR Spektrumlari

2.2.4.’te anlatilan prosediire gore tarafimizdan sentezlenen Sephorose-4B-L-
tirozin-m-anisidin yapisina sahip afinite jeli kullanildi. Ayrica jel sentezinin gesitli
asamalarinda FT-IR spektrumlari ¢ekildi ve asagida verildi (Sekil 3.3-3.4-3.5).
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Sekil 3.3: Sepharose-4B bilesiginin FT-IR spektrumu
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Sekil 3.4: Sepharose-4B-L-tirozin bilesiginin FT-IR spektrumu
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Sekil 3.5: Sepharose-4B-L-tirozin-m-anisidin bilesiginin FT- IR spektrumu
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3.2.5 BTH Enziminin SDS Poliakrilamid Jel Elektroforezi

Afinite kromatografisi kolonundan saflastirilan BTH enziminin safligini
kontrol etmek amaciyla bolim 2.2.4.3’de anlatildig1r sekilde hazirlanan SDS
poliakrilamid jel elektroforezine sigir testisinden saflastirilan BTH enzim numunesi

tatbik edildi. Protein bantlar1 igeren jellerin goriintiileri jel goriintiileme sistemi ile

bilgisayara aktarildi (Sekil 3.6).

250 kDa
130 kDa

100 kDa —— S

70kDa —~ ~

55 kDa S S — BTH
35kDa

27kDa ——

15 kDa

10kDa —

Sekil 3.6: Afinite kromatografisi ile saflagtirilan BTH enziminin SDS-polakrilamid jel elektroforezi
goruntusu.

3.3 Optimum Sartlarda K, ve V.« Degerlerinin Bulunmasi

Kwm Ve Vmax degerlerinin bulunmasi amaciyla, optimum sartlarda hyaliironik
asit substratinin degisen derisimlerinde enzim aktivitesi Olgiimleri yapildi. Her
Ol¢iim iki defa yapilarak bulunan degerlerin ortalamasi alindi. 232 nm’de Sl¢iilen
aktivite degerleri tepkime hizi (U/mL dakika) olarak alindi. 1/V ve 1/[S] degerleri
bulunarak Lineweaver-Burk grafikleri ¢izildi (Sekil 3.7). Grafikten yararlanarak Ky
degeri 2.23 mM ve Vs degeri 19.85 U/mLdakika olarak bulundu.
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Sekil 3.7: Saflastirilmus BTH enziminin hyaliironik asit substrati ile elde edilen Lineweaver-Burk
grafigi.
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Tablo 3.4: BTH enziminin hyaliironik asit substrat1 kullanilarak, Ky ve Vmax degerlerinin tespitinde kullanilan ¢ozeltilerin hacimleri, aktivite, 1/V ve 1/[S].

200 mM

Enzim Substrat Kiivetteki  Kiivetteki o
sodyum Cozeltisinin ¢ozeltisinin toplam Substrat AOD Aktivite ;
format Hacmi hacmi hacim Kons [S] (U/mL 1Vx10 18]
+saf su (232nm)  dak)
(nL) (pL) (nL) (nL) (mM)
975 25 0.3 0.023 5.055 197 3414
950 50 0.6 0.037 8.132 122 1707
925 75 0.9 0.048 10.549 9 1138
900 50 100 1050 1.2 0.063 13.846 72 853
850 150 1.8 0.094 20.659 48 569
800 200 2.3 0.113 24.835 40 426
750 250 3 0.14 30.769 32 341

66



3.4  Inhibisyona Sebep Olan Antibiyotiklerin ICs, Degerlerinin

Bulunmasi

Calismamizda kullandigimiz antibiyotiklerin ICsy degerlerini bulmak igin,
optimum sartlarda hyaliironik asit substratinin 12,3 mM sabit derisiminde ¢alisildi.
Substrat ¢ozeltisi her Ol¢iimde 0,225 mL hyaliironik asit alindi ve antibiyotik
cozeltilerinden ise degisik hacimlerde alinarak toplam 1,05mL’lik bir tepkime hacmi
olusturuldu. Once antibiyotiksiz ortamda enzim aktivitesi bulundu. Bu deger %100
aktivite olarak kullanildi. Daha sonra optimum pH ve sicaklikta 0,05 mL enzim
¢ozeltisi alinip daha dnceden hazirlanmis olan 1 mL tampon+substrat +antibiyotik+
saf su (400 pL)cozeltisine ¢abuk bir sekilde eklendikten sonra 232 nm’de bir
dakikada absorbansta meydana gelen degisme okundu. Elde edilen absorbans
degerlerinden % aktiviteler hesaplandi. % Aktivite-[I] grafikleri ¢izildi. Bu

grafiklerden yararlanarak her bir antibiyotik i¢in ICso degerleri hesaplandi.
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Tablo 3.5: BTH enzimi iizerinde inhibisyon etkisi gosteren kanamisin siilfat ve sodyum ampisilin’in ICsy degerlerinin bulunmasinda kullanilan ¢6zeltilerin miktarlari ve

bunlara karsilik gelen substrat, antibiyotik derigimleri ve elde edilen sonuglar

200 mM

Enzim Substrat Antibiyotik Kiivetteki
sodyum Cozeltisinin cozeltisinin Cozeltisinin Antibiyotik | AA Aktivite
format Antibiyotik Hacmi hacmi Hacmi Kons. (U/mL % Aktivite
+saf su (232nm) | dak)
(uL) (nL) (uL) (nL) [1] (mg/mL)
775 - - 0.731 160.66 100
765 10 0.058 0.712 156.48 97.40082
750 Kanamisin 25 0.146 0.67 147.25 91.65527
725 iilfat 50 225 50 0.291 0.612 13451 83.72093
700 75 0.435 0.51 112.09 69.76744
675 100 0.582 0.436 95.824 59.64432
575 200 1.164 0.314 69.011 42.95486
775 - - 0.731 160.66 100
765 10 0.037 0.726 159.56 99.31601
750 Sodyum 25 0.093 0.691 151.87 94.52804
725 ampisilin 50 225 50 0.185 0.607 133.41 83.03694
700 75 0.278 0.586 128.79 80.16416
675 100 0.371 0.531 116.7 72.64022
575 200 0.742 0.401 88.132 54.85636
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Sekil 3.8: Saflagtirilmis BTH enzimi iizerine 12.3 mM hyaliironik asit substrat1 derisiminde kanamisin
stilfat i¢in % aktivite-[I] grafigi
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Sekil 3.9: Saflagtirilmis BTH enzimi tizerine 12.3 mM hyaliironik asit substrati derisiminde sodium
ampisilin i¢in % aktivite-[I] grafigi
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Tablo 3.6: BTH enzimi iizerinde inhibisyon etkisi gosteren Oksitetrasiklin ve Linkomisin-HC1’in ICsy degerlerinin bulunmasinda kullanilan ¢6zeltilerin miktarlari ve bunlara
karsilik gelen substrat, antibiyotik derisimleri ve elde edilen sonuglar

200 mM Enzim Substrat Antibiyotik | Kiivetteki

:g?g:;in Antibiyotik ﬁi;zer:]l:iisinin E]i;iemltiisinin gi;zersll]tiisinin ﬁz’:?iyotik AA Aktivite % B
rsaf su . (232 nm) (U/mL dak) Aktivite
(uL) (uL) (hL) (uL) [1] (mg/mL)

775 - - 0.731 160.66 100

765 10 0.046 0.431 94.725 58.96033
750 25 0.115 0.343 75.385 46.92202
725 Oksitetrasiklin | 50 225 50 0.230 0.14 30.769 19.15185
700 75 0.345 0.113 24.835 15.45828
675 100 0.460 0.106 23.297 1450068
575 200 0.921 0.091 20 12.4487
775 - - 0.731 160.66 100

765 10 0.046 0.599 131.65 81.94254
750 25 0.115 0.581 127.69 79.48016
725 Linkomisin-HCI | 50 225 50 0.231 0.45 98.901 61.55951
700 75 0.346 0.383 84.176 52.39398
675 100 0.461 0.253 55.604 34.61012
575 200 0.922 0.142 31.209 19.42544
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Sekil 3.10: Saflastirilmis BTH enzimi iizerine 12.3 mM hyaliironik asit substrati derisiminde
oksitetrasiklin igin % aktivite-[1] grafigi
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Sekil 3.11: Saflastirilmis BTH enzimi iizerine 12.3 mM hyaliironik asit substrati derisiminde
Linkomisin-HCl igin % aktivite-[I] grafigi
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Tablo 3.7: BTH enzimi iizerinde inhibisyon etkisi gosteren Gentamisin siilfat ve Penisilin G-Potasyum’un ICsy degerlerinin bulunmasinda kullanilan ¢6zeltilerin miktarlari ve

bunlara karsilik gelen substrat, antibiyotik derigimleri ve elde edilen sonuglar

200 mM

Enzim Substrat Antibiyotik Kiivetteki
sodyum Cozeltisinin cozeltisinin Cozeltisinin Antibiyotik AA Aktivite
format Antibiyotik Hacmi hacmi Hacmi Kons. (U/mL dak) % Aktivite
+saf su (232 nm)
(uL) (hL) (hL) (uL) [1] (mg/mL)
775 - - 0.43 94.51 100
770 5 0.256 0.417 91.65 96.97674
765 Gentamisin 50 995 10 0.512 0.404 88.79 93.95349
760 siilfat 15 0.768 0.225 49.45 52.32558
755 20 1.024 0.174 38.24 40.46512
750 25 1.280 0.081 17.8 18.83721
775 - - 0.43 94.51 100
770 5 0.626 0.137 30.11 31.86047
765 Penisilin G- 50 995 10 1.252 0.028 6.154 6.511628
760 Potasyum 15 1.878 0.021 4.615 4.883721
755 20 2.504 0.017 3.736 3.953488
750 25 3.130 0.009 1.978 2.093023
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Sekil 3.12: Saflastirilmis BTH enzimi iizerine 12.3 mM hyaliironik asit substrati derisiminde
Gentamisin-Siilfat i¢in % aktivite-[1] grafigi
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Sekil 3.13: Saflastirilmis BTH enzimi iizerine 12.3 mM hyaliironik asit substrati derisiminde Penisilin
G-Potasyum igin % aktivite-[I] grafigi
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Tablo 3.8: BTH enzimi {izerinde inhibisyon etkisi gosteren Trimetoprim ve Siilfametaksazol un 1Csy degerlerinin bulunmasinda kullanilan ¢ozeltilerin miktarlar1 ve bunlara
karsilik gelen substrat, antibiyotik derisimleri ve elde edilen sonuglar

200 MM Enzim Substrat Antibiyotik Kiivetteki N

sodyum Cozeltisinin | cozeltisinin | Cozeltisinin | Antibiyotik | AA Aktivite |
format Antibiyotik : . : (U/mL .
esaf o Hacmi hacmi Hacmi Kons. (232 nm) o) Aktivite
(nL) (nL) (nL) (nL) [1] (mg/mL)

775 - - 0.43 9451 100

770 5 0.200 0.075 16.48 17.44186
765 Trimetoprim 50 225 10 0.400 0.063 13.85 14.65116
760 15 0.600 0.055 12.09 12.7907
755 20 0.800 0.052 8.791 12.09302
750 25 1.000 0.036 7.912 8.372093
775 - - 0.43 9451 100

770 5 1.000 0.075 16.48 17.44186
765 Stilfametaksazol 50 225 10 2.000 0.063 13.85 14.65116
760 15 3.000 0.055 12.09 12.7907
755 20 4.000 0.052 11.43 12.09302
750 25 5.000 0.036 7.912 8.372093
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Sekil 3.14: Saflastirilmis BTH enzimi iizerine 12.3 mM hyaliironik asit substrati derisiminde
Trimetoprim i¢in % aktivite-[I] grafigi
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Sekil 3.15: Saflastirilmis BTH enzimi iizerine 12.3 mM hyaliironik asit substrati derisiminde
Siilfametaksazol i¢in % aktivite-[I] grafigi
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Tablo 3.9: Calismada kullanilan antibiyotikler ve 1Csy degerleri (mg/mL)

Antibiyotik 1C5o MM
Kanamisin siilfat 3.326
Sodyum ampisilin 5.541
Oksitetrasiklin 0.632
Linkomisin-HCI 1.596
Gentamisin siilfat 0.093
Penisilin G-Potasyum 2.065
Trimetoprim 0.032
Stilfametaksazol 0.160

3.5  Inhibisyona Sebep Olan Iyonlarin 1Csy Degerlerinin Bulunmasi

Calismamizda kullandigimiz iyonlarin 1Csg degerlerini bulmak i¢in, optimum
sartlarda hyaliironik asit substratinin 12,3 mM sabit derisiminde ¢alisildi. Substrat
¢ozeltisi her olgiimde 0,225 mL hyaliironik asit alindi ve iyon ¢ozeltilerinden ise
degisik hacimlerde alinarak toplam 1,05mL’lik bir tepkime hacmi olusturuldu. Once
iyon igermeyen ortamda enzim aktivitesi bulundu. Bu deger %100 aktivite olarak
kullanild1. Daha sonra optimum pH ve sicaklikta 0,05 mL enzim ¢ozeltisi alinip daha
onceden hazirlanmig olan 1 mL tampon+substrat+iyon+saf su (400 pL)c¢ozeltisine
cabuk bir sekilde eklendikten sonra 232 nm’de bir dakikada absorbansta meydana
gelen degisme okundu. Elde edilen absorbans degerlerinden % aktiviteler hesaplandi.

% Aktivite-[I] grafikleri ¢izildi. Bu grafiklerden yararlanarak her bir agir metal i¢in

ICs0 degerleri hesaplandi.
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Tablo 3.10: BTH enzimi iizerinde inhibisyon etkisi gosteren Cu(OAc),.H,O ve Cu(NO3z),.3H,0’un ICsy degerlerinin bulunmasinda kullanilan ¢ozeltilerin miktarlar1 ve
bunlara karsilik gelen substrat, iyon derisimleri ve elde edilen sonuglar

200

mM

Enzim Substrat Iyon )
sodvum Kiivetteki Iyon
y Cozeltisinin | ¢ozeltisinin | Cozeltisinin K AA Aktivite

i ons. .
format Iyon Hacmi hacmi Hacmi (UlmL dak) % Aktivite
+saf su (232 nm)

L L L [1] (mg/mL)

(uL) (nL) (nL) (nL)
775 - - 0.744 163.52 100
765 10 0.020 0.683 150.11 91.80108
750 cuoA o |50 pot 25 0.050 0.644 141.54 86.55914
725 U(OAC)2 Hy 50 0.100 0.602 132.31 80.91398
700 75 0.150 0.564 123.96 75.80645
675 100 0.200 0.482 105.93 64.78495
575 200 0.400 0.251 55.165 33.73656
775 - 0.744 163.52 100
765 10 0.024 0.739 162.42 99.32796
750 CuNo 3H-0 | 50 - 25 0.060 0.701 154.07 94.22043
725 U(NOs)2.3H 50 0.120 0.638 140.22 85.75269
700 75 0.180 0.596 130.99 80.10753
675 100 0.240 0.552 121.32 74.19355
575 200 0.480 0.288 63.297 38.70968
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Sekil 3.16: Saflastirilmis BTH enzimi iizerine 12.3 mM hyaliironik asit substrati derisiminde
Cu(OAC),.H,0 igin % aktivite-[1] grafigi
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Sekil 3.17: Saflastirilmis BTH enzimi iizerine 12.3 mM hyaliironik asit substrati derisiminde
Cu(NO3)2.3H,0 i¢in % aktivite-[1] grafigi
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Tablo 3.11: BTH enzimi tizerinde inhibisyon etkisi gosteren CuSO4.5H,0 ve CuCl,.2H,0 *nun 1Csy degerlerinin bulunmasinda kullanilan ¢ozeltilerin miktarlar1 ve bunlara
karsilik gelen substrat, iyon derigimleri ve elde edilen sonuglar

200 mM

Enzim Substrat | Iyon . .
sodyum Cozeltisini | ¢cozeltisinin | Cozeltisinin Kivetteki Iyon AA Aktivite
format Iyon nHacmi | hacmi Hacmi Kons. % Aktivite

(U/mL dak)

+saf su 1] (mg/mL) (232 nm)
(nL) (pL) (rL) (nL)
775 - - 0.602 132.31 100
765 10 0.025 0.592 130.11 98.33887
750 25 0.062 0.531 116.7 88.20598
725 CuSO45H,0 | 50 225 50 0.125 0.503 11055 83.55482
700 75 0.190 0.484 106.37 80.39867
675 100 0.250 0.459 100.88 76.24585
575 200 0.05 0.387 85.055 64.28571
775 - 0.602 132.31 100
765 10 0.017 0.59 129.67 98.00664
750 25 0.043 0.535 117.58 88.87043
725 CuCl22H,0 | 50 225 50 0.085 0.503 11055 83.55482
700 75 0.128 0.481 105.71 79.90033
675 100 0.170 0.455 100 75.5814
575 200 0.340 0.413 90.769 68.60465
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Sekil 3.18: Saflastirilmis BTH enzimi iizerine 12.3 mM hyaliironik asit substrati derisiminde
CuS0,.5H,0 i¢in % aktivite-[I] grafigi

100 4
- y=1.9273x2- 15.469x + 99.519
<) R?=0.983
80 -
=
- il
* -
Z 6o
=
=
40 -
20 -
O T T T T T T T T T 1
0 0.5 1 1.5 25 3 35 a5 5
[CuCL.2H,O](mM)

Sekil 3.19: Saflastirilmis BTH enzimi iizerine 12.3 mM hyaliironik asit substrati derisiminde
CuCl,.2H,0 igin % aktivite-[I] grafigi
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Tablo 3.12: BTH enzimi iizerinde inhibisyon etkisi gosteren Hg(NO3),.H,O ve HQCl, ’nun ICsy degerlerinin bulunmasinda kullanilan ¢6zeltilerin miktarlar1 ve bunlara
karsilik gelen substrat, iyon derigsimleri ve elde edilen sonuglar

200 mM Enzim Substrat | iyon . .

sodyum Cozeltisini | cozeltisinin | Cozeltisinin Kivetteki Iyon AA Aktivite

format Iyon nHacmi | hacmi Hacmi Kons. % Aktivite
(U/mL dak)

+saf su 1] (mg/mL) (232 nm)

(nL) (pL) (rL) (nL)

775 - - 0.602 13231 100

765 10 0.034 0.522 114.73 86.71096

750 25 0.085 0.435 95.604 72.25914

725 Hg(NOs).H0 | 50 225 50 0.170 0.332 72.967 55.1495

700 75 0.255 0.259 56.923 43.02326

675 100 0.340 0.17 37.363 28.2392

575 200 0.680 0.159 34.945 26.41196

775 - 0.602 13231 100

765 10 0.027 0.58 127.47 96.34551

750 25 0.068 0.504 110.77 83.72093

725 HgCl 50 225 50 0.135 0.405 89.011 67.27575

700 75 0.202 0.176 38.681 29.23588

675 100 0.270 0.158 34.725 26.24585

575 200 0.540 0.147 32.308 24.4186
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Sekil 3.20: Saflastirilmis BTH enzimi iizerine 12.3 mM hyaliironik asit substrati derisiminde
Hg(NOs3),.H,0 igin % aktivite-[I] grafigi
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Sekil 3.21: Saflagtirilmis BTH enzimi tizerine 12.3 mM hyaliironik asit substrati derisiminde HgCl,
icin % aktivite-[1] grafigi
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Tablo 3.13: Calismada kullanilan iyonlar ve 1Csq degerleri (mg/mL)

Iyonlar ve Agir Metaller ICs0mM
Cu(OAQ),.H,0 3.309
Cu(NO3)2.3H,0 3.761
CuS04.5H,0 5.865
CuCl,.2H,0 6.490
Hg(NOs).Hz0 1.292
HgCl, 1313

3.6  Inhibisyona Sebep Olan Pestisitlerin 1Cso Degerlerinin Bulunmasi

Calismamizda kullandigimiz pestisitlerin  1Cso  degerlerini bulmak igin,
optimum sartlarda hyaliironik asit substratinin 12.3 mM sabit derisiminde ¢alisildi.
Substrat ¢ozeltisi her Olgiimde 0.225 mL hyaliironik asit alindi ve pestisit
¢ozeltilerinden ise degisik hacimlerde alinarak toplam 1.05mL’lik bir tepkime hacmi
olusturuldu. Once pestisit igermeyen ortamda enzim aktivitesi bulundu. Bu deger
%100 aktivite olarak kullanildi. Daha sonra optimum pH ve sicaklikta 0.05 mL
enzim ¢Ozeltisi almip daha Onceden hazirlanmis olan 1 mL tampon+substrat+
pestisit+saf su (400 uL)gozeltisine ¢abuk bir sekilde eklendikten sonra 232 nm’de bir
dakikada absorbansta meydana gelen degisme okundu. Elde edilen absorbans
degerlerinden % aktiviteler hesaplandi. % Aktivite-[I] grafikleri ¢izildi. Bu

grafiklerden yararlanarak her bir pestisit i¢in ICso degerleri hesaplandi.
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Tablo 3.14: BTH enzimi iizerinde inhibisyon etkisi gosteren 1,1-dimetilpiperidinium kloriir ve B-naftoksiasetik asit ’in 1Csq degerlerinin bulunmasinda kullanilan ¢6zeltilerin
miktarlari ve bunlara karsilik gelen substrat, iyon derigimleri ve elde edilen sonuglar

200 mM Enzim Substrat Pestisit . _

sodyum Cozeltisinin cozeltisinin Cozeltisinin Kuv_e t.tekl AA Aktivite %

format | Kimyasal Hacmi hacmi Hacmi Pestisit Kons. (U/mL o
Aktivite

+saf su (1] (mg/mL) (232nm) | dak)

(nL) (rL) (pL) (nL)

775 - - 0.152 33.407 100

770 11- 5 0.250 0.144 31.648 94.73684

765 dimetilpiperidinium | 50 925 10 0.500 0.13 28571 85.52632

760 Kloriir 15 0.750 0.119 26.154 78.28947

755 20 1.000 0.101 22.198 66.44737

750 25 1.250 0.089 19.56 58.55263

775 - - 0.254 55.82 100

770 5 0.253 0.21 46.15 66.92913

765 B-naftoksiasetik asit | 50 995 10 0.506 0169  |37.14 66.53543

760 15 0.759 0.121 26.59 65.74803

755 20 1.012 0.091 20 35.82677

750 25 1.265 0.081 17.8 31.88976
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Sekil 3.22: Saflastirilmus BTH enzimi tizerine 12.3 mM hyaliironik asit substrati derisimlerinde 1,1-
dimetilpiperidinium kloriir i¢in % aktivite-[1] grafigi
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Sekil 3.23: Saflagtirtlmis BTH enzimi {izerine 12.3 mM hyaliironik asit substrati derisiminde B-
naftoksiasetik asit i¢in % aktivite-[I] grafigi
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Tablo 3.15: BTH enzimi {izerinde inhibisyon etkisi gosteren Giberallik Asit ’in ICsy degerlerinin bulunmasinda kullanilan ¢6zeltilerin miktarlart ve bunlara karsilik gelen
substrat, iyon derisimleri ve elde edilen sonuglar

200 mM Enzim Substrat Pestisit Kiivetteki

sodyum Cozeltisinin cozeltisinin Cozeltisinin el AA Aktivite %

format | Kimyasal Hacmi hacmi Hacmi Pestisit Kons. (U/mL -
232 nm) Aktivite

+saf su [I] (mg/mL) ( dak)

(nL) (rL) (pL) (nL)

775 - - 0.254 55.82 100

770 5 0.100 0.167 36.7 65.74803

765 Giberallik Asit 50 925 10 0.200 0.143 3143 | 56.29921

760 15 0.300 0.13 28.57 51.1811

755 20 0.400 0.105 23.08 41.33858

750 25 0.500 0.087 19.12 34.25197
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Sekil 3.24: Saflastirilmis BTH enzimi lizerine 12.3 mM hyaliironik asit substrati derisiminde
Giberallik Asit i¢in % aktivite-[I] grafigi

Tablo 3.16: Calismada kullanilan pestisitler ve 1Csy degerleri (mg/mL)

Kimyasallar ICsomM
1,1-dimetilpiperidinium kloriir 9.079
p-naftoksiasetik asit 3.534
Giberallik Asit 0.718
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4. TARTISMA VE SONUC

Aragtirmamizi dort ana baslikta toplamak miimkiindiir. Ik olarak BTH’mn
saflagtirilmast i¢in yeni bir afinite jeli sentezlenmistir. Arastirmamizin ikinci
boliimiinde saflastirilan enzimin klinikte yaygin olarak kullanilan aminoglikozit
grubu bazi antibiyotiklere karsi ilgisi arastirilmistir. Arastirmamizin iglincii
boliimiinde ise, saflastirilan enzimin cevre kirliligine neden olan etkenlerden biri
pestisitlere karsi afinitesi arastirilmistir.  Dordiincli boliimiinde ise yine cevre
Kirliligine neden olan ve gittik¢e daha biiyiik boyutlarda tehlike olusturan etmenlerin
basinda gelen agir metaller ve gesitli iyonlarin s6z konusu enzim iizerindeki etkileri

belirlenmistir.

BTH enziminin daha ekonomik ve hizli bir sekilde saflagtirilmasi gereklidir.
Ciinkii enzimin genis substrat spesifikligine sahip olmasi, preperatif organik kimya
acisindan 6nemlidir. BTH enzimine, son yillarda birgok klinik ¢alismalarda oldukca
yogun bir ilgi duyuldugu bilinmektedir. Ayrica bu enzimin, ¢aligmamizin en énemli
hedeflerinden olan suni tohumlama c¢alismalarinda kanser c¢alismalarinda ve
endiistriyel alanda Oneminin de olmasi daha pratik saflastirma metotlarinin

gerekliligini ortaya koymaktadir [114].

Bu arastirmada, enzim kaynagi olarak kullanilan testis ornekleri sigirlardan
temin edilmistir. S6z konusu enzimin suni tohumlamada son derece etkili oldugu
bilindiginden ve sigirlarin da bitkilerle beslendigi gz 6niinde bulundurularak pestisit
etken maddeleri ve agir metallerin ¢alismamizda son derece 6nemli unsurlar oldugu
planmis ve bu bilesiklerin kullanilmasina karar verilmistir. Ayrica hayvanlarda suni
tohumlamada olusabilecek patolojik durumlarin Onlenmesi ve hastalik tedavisi
amaciyla klinikte yaygin olarak kullanilan aminoglikozit grubu bazi antibiyotiklere

kars1 s6z konusu enzimin ilgisi arastirilmistir.

Sonug olarak, yukarida bahsi gegen tim kimyasal yapilarin suni tohumlama
ve fertilizasyonda onemli bir etkisinin oldugunu diisiindigiimiiz BTH aktivitesi

tizerine in vitro etkileri incelenmistir.
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BTH enziminin saflastirilmasi igin Sepharose 4B-L-tirozin-m-anisidin
kimyasal yapisina sahip jel sentezlenmistir. Bu amagla matriks olarak Sepharose-4B
secilmistir. Agaroz yapisina sahip bu jel, 1yi akis 6zelligine sahip olmasinin yaninda
hidrofilik karakteri amacimiza son derece uygundur. Ayrica hidroksil gruplari

icermesi aktiflestirmenin kisa siirede ve kolayca gergeklestirilmesini saglamaktadir.

Arastirmamizda CNBr aktivasyon metodu kullanilmistir. CNBr, Sepharose-
4B iizerindeki hidroksil gruplartyla tepkimeye girerek oldukca reaktif siyanat
esterlerini olusturur. S6z konusu esterler, niikleofilik ataklara kars1 duyarli olduklari

icin primer amin gruplariyla iliman sartlarda tepkime 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
kullanilmasini saglamaktadir. Bu amagla literatiirde karbodiimid bilesiklerinin de
kullanildigi bildirilmektedir [115]. Karbodiimid ile aktiflestirilmis matrikse primer
amin grubunun baglanmasi ile amid bagi olusmaktadir. Bu bag kromatografi
islemlerinde dayaniklidir. Fakat aktiflestirilme sirasinda jel, pH 4,5’da 24 saat siire
ile karnistirllmaktadir.  Bu islem kromatografi sirasinda jelin akis ozelliklerini
olumsuz yonde etkilemektedir [115]. Bir baska aktiflestirme isleminde epoksi
bilesiklerinden yararlanilmistir [116]. 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
yapisini  etkilememesine ragmen uzun siire karigtirma islemleri, polisakkarit
partikiillerinin fiziksel yapisinin deformasyonuna sebep olabilir. Sonug¢ olarak,
hazirlanacak afinite jelinin akis oOzellikleri olumsuz yonde etkilenecektir.
Calismamizda kullanilan CNBr ile aktiflestirme islemi sadece 5 dakikada
gerceklestirilmektedir. Boylece jelin fiziksel yapisindaki deformasyon sakincalari

ortadan kaldirilmis oldu.

Afinite kromatografisinde dnemli konulardan birisi de ligant ve uzanti kolu
secimidir. Genel olarak molekiil agirligit 5000’in altinda olan ve nispeten kiiciik
ligantlarin kullanilmas1 6nemli bir problem olan sterik engeli ortaya c¢ikarmaktadir.
Aragtirmamizda kullandigimiz ligantin molekiil agirliginin son derece diisiik olmasi

uzanti kolu kullanilmasini zorunlu hale getirmistir. Bu amagla L-tirozin uzant1 kolu
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olarak kullanilmigtir. Literatiirde genel olarak diisiik molekiil agirligina sahip
ligantlar i¢in 6-8 atom uzunlugunda uzanti kollar1 kullanilmigtir. Uzant1 kolunun
uzunlugu, kritik bir degerdir. Kisa uzant1 kollar1 sterik engelden dolay: ligantla hedef
molekiil arasindaki baglanmay1 zayiflatacak ve verimi diisiirecektir. Gereginden uzun
olmasit durumunda nonspesifik etkilesmelerle saflagtirma derecesini diislirdiigl
saptanmistir [117]. Tarafimizdan kullanilan L-tirozin molekiiliiniin boyutunun uygun
olmasi yaninda, hidrofil karakteri, kolon igerisindeki olasi hidrofobik etkilesmeyi

azaltmaktadir.

Aragtirmamizda m-anisidin bilesigi ligant olarak se¢ilmistir. Bu bilesik
enzimin spesifik inhibitoridiir. Afinite tekniginde saflagtirma derecesinin yiiksek
olmasi, segilecek ligantin spesifikligine ve baglanma derecesine biiylik oranda
baglidir. 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 yiiksek oldugu durumlarda ise, liganta bagli hedef molekiilii
¢ogu durumda eliie etmek i¢in daha sert eliisyon kosullart gerekmektedir. Bu

kosullarda hedef proteinin denatiire oldugu saptanmustir.

Aragtirmamizda enzim kaynagi olarak sigir testis  kullanilmigtir.
Hyaliironidazlar ¢cok sayida dokularda ve organizmalarda tespit edilmistir. Ornegin
bunlar, bazi bakteriler (bakteriyofaj-bakteriyel hyaliironidaz), patojenik fungi
(Candida, Streptomisisler) ve omurgasiz hayvanlardir ( kabuklular, bdcekler).
Omurgalilardaki hyaliironidazlar kertenkele ve yilan zehrinde, testislerde, karaciger,

bobrek ve lenfatik sistem gibi ¢esitli somatik dokularda bulunmaktadir [118-121].

Yukarida da bahsedildigi iizere bir¢ok dokuda yaygin olarak bulunmasina
ragmen memeli testislerinde oldukga bol bulunmasi, kolay ulasilabilirligi, taze olarak
calisilma avantajlar1 gibi nedenlerden dolay1 enzim kaynagi olarak sigir testisi tercih
edilmistir. On saflastirma teknigi olarak uygulamasi oldukca kolay olan amonyum

stilfat ¢oktiirme islemi uygulanmastir.

Arastirmamizda BTH enzimini sigir testisinden saflagtirmak igin afinite
kromatografisi teknigini uygulamadan 6nce 6n saflastirma islemi yapilmistir. Bu
amacla amonyum siilfat ¢oktiirme islemi yapilmistir. Amonyum siilfat ¢oktiirme

araligi, BTH i¢in % 40-60 oldugu literatiirde bildirilmistir [35].
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Tarafimizdan sentezlenen afinite jeli kullanilarak, saflastirma islemi (0.025 M
Na,HPO, ve 0.5 M NaCl, 50 mM m-anisidin igeren pH:4.0) eliisyon tamponu

kullanilarak gerceklestirilmistir.

pH= 4.0 ve 50 mM m-anisidin, 0.5 M NaCl iyonik sidette en yiiksek
saflagtirma derecesi 881.78 olarak tespit edilmistir. Bu deger literatiirle bulunan
degerle karsilastirildign zaman oldukca yiiksektir. Ornegin sigir testis dokusundan
s0z konusu enzim, amonyum siilfat ¢oktiirmesi ve afinite kromatografisi yontemleri
kullanilarak 40-42 kat saflastirma islemi yapilmistir [61] (Tablo:4:1). Oysa
tarafimizdan sentezlenen afinite jeli kullanilarak sadece iki basamak sonucunda

881.78 kat saflastirma derecesi elde edilmistir.
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Tablo 4.1: Hyaliironidazin = Siilfat

Immunoafinite Kromatografisi,
Kromatografisi ile saflagtirma sonuglar1 [61].

Coktiirmesi, Afinite Kromatografisi (Sepharose Blue),

Anyon Degisim Kromatografisi ve Diglama (Exclusion)

Saflastirma Spesifik Saflastirma | % Protein Bilesimi
Basamag1 Aktivite Katsay1si Verim
(U/mg)

Siilfat 1-14 1 100 Agirliklart 10-250 kDa araliginda

Coktlirmesi olan 17 farkl protein
vardir.Bunlardan B-glukuronidaz
ve  B-N-asetil-glukozaminidaz
tespit edilebilmistir.

Afinite 42-59 40-42 3-97 | Agirliklart 10-160 kDa araliginda

Kromatografisi olan proteinler vardir. Bunlardan

(Sepharose Blue) B-glukuronidaz ve [B-N-asetil-
glukozaminidaz tespit
edilebilmistir.

Immunoafinite 2940-3157 | 2255-2870 | 2-69 | Agirliklart 10-160 kDa araliginda

Kromatografisi olan proteinler vardir. Bunlardan
B-glukuronidaz ve [B-N-asetil-
glukozaminidaz tespit
edilebilmistir ve 90 kDa
agirliginda  belirgin  bir bant
gbzlenmistir.

Anyon Degisim | 4450-4735 | 3382-4305 | 2-37 90 kDa agirhiginda belirgin

Kromatografisi bliylik bir bant gozlenmistir ve
10-160 kDa araliginda proteinler
oldugu bulunmus ve [-N-asetil-
glukozaminidaz tespit
edilebilmigtir.

Diglama 6708-8523 | 6087-7749 |2 90 kDa agirhiginda kiiciik bir

(Exclusion) bant goézlenmistir ve 90 kDa

Kromatografisi

ustlindeki ~ proteinler  tespit

edilmistir.
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Enzimin safliginin kontrolii icin SDS-PAGE uygulanmigtir. Arastirmamizda,
saflastirilan enzim i¢in SDS-PAGE uygulanmistir. Molekiil agirligi 55 kDa’dan daha
yiiksek oldugu bulunmus ve tahmin edilen BTH enzimi tek bant olarak SDS-PAGE
jelinde gozlenmistir. Bu deger literatiirle uygunluk gostermektedir. BTH’1n molekiil
agirh@gin1 SDS-PAGE ile Hoechstetter J. ve arkadaslar1 58 kDa’dan biiyiik olarak
belirlemislerdir [35].

Calismamizin bu boliimiinde sigir testisinden saflagtirilan BTH enzimi
tizerinde Kanamisin siilfat, Sodyum ampisilin, Oksitetrasiklin, Linkomisin-HCI,
Gentamisin siilfat, Penisilin G-Potasyum, Trimetoprim ve Siilfametaksazol
antibiyotiklerinin in vitro etkisi incelenmistir. Bu amagla 6zellikle antibiyotik olarak
kullanilan molekiiller suda ¢6ziinmedikleri igin eczaneden ve veteriner Kliniklerinden
flakon seklinde enjekte edilebilen formlar1 se¢ilmistir.  Bu antibiyotiklerin
secilmesinin en 6nemli nedeni klinikte ve veterinerlik calismalarinda oldukca sik bir
sekilde kullanilmasidir. Giris boliimiinde ayrintili bir sekilde belirtildigi gibi énemli
fizyolojik fonksiyonlara sahip bu enzim iizerine s6z konusu antibiyotiklerin nasil
etkili oldugunun saptanmasinin Onemli oldugu diislincesindeyiz.  Ayrica bu
antibiyotiklerin gesitli ¢alismalarda [122] semenlerden elde edilen hyaliironidazlarin
motilite (hareketliligi) ve bakteriyolojik ataklara kars1 etkisinin arastirilmasina dair
bilgilere ulasmamiza ragmen BTH enzimi iizerindeki etkilerin hakkinda literatiirde
herhangi bir bilgiye rastlanmamis olmasi ¢alismanin orjinalligini daha da arttirdigi
kanisindayiz. Inhibisyona neden olan antibiyotiklerin inhibisyon etkisi ICso degerleri
bulunarak verilmistir. Baz1 arastirmacilarin inhibisyon etkisini tespit etmek i¢in ICsg
degerini kullandiklar1 bilinmektedir. Bu amagla substrat derisimleri sabit tutularak,
degisik antibiyotik derisimlerinde, yiizde aktiviteler belirlenmekte ve daha sonra
grafik yolu ile % 50 inhibisyona sebep olan antibiyotik derisimi hesaplanmaktadir.
Bu yontem, ICso degerleri sigir testis orneklerinden saflastirilan BTH enzimi igin
tespit edilmistir. S6z konusu antibiyotiklerin, saf enzim iizerinde c¢alisilmasi
sonuglarin giivenirliligi agisindan o6nemli oldugu diisiincesindeyiz. Ciinkii saf
olmayan herhangi bir biyolojik sivida uygulanan bilesiklerin, istenilen enzimle

etkilesmesi diger nonspesifik proteinler tarafindan engellenebilir.

Calisilan antibiyotikler igerisinde 0.032 mM (0.009 mg/mL) ICsy degeriyle
Trimethoprim en giiclii inhibitor olarak bulunmustur. Diger bilesiklerin Kanamisin

stlfat, Sodyum ampisilin, Oksitetrasiklin, Linkomisin-HCI, Gentamisin siilfat,
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Penisilin G-Potasyum ve Siilfametaksazol ¢alisilan derisimlerde enzimi belirli 6l¢iide
inhibe ettigi gozlenmistir. Elde edilen Trimethoprim antibiyotiginin inhibisyon
Ozelligini semen hyaliironidaz1 {izerine in vitro ve in vivo olarak calisilan baska

calisma da desteklemektedir [122].

Literatiirde s6z konusu antibiyotikler ile yapilan in vivo ¢alismalarda da bazi
enzimler iizerinde inhibisyon etkisi gosterdikleri belirtilmektedir. Gentamisin siilfat,
sicanlara kas igine uygulandiktan 3 saat sonra eritrositlerde bulunan Karbonik
anhidraz enzim aktivitesi tizerinde onemli bir inhibisyon etkisi gosterdigi tespit
edilmistir [116]. Benzer sekilde penisilin grubu antibiyotiklerinden sodyum
ampisilin de sican eritrositlerinde bulunan Karbonik anhidraz enzim aktivitesi
tizerinde 3 saat sonunda inhibisyona neden oldugu bildirilmektedir [123]. Sodyum
ampisilin antibiyotigi i¢in elde edilen sonuglardan farkli olarak; yapilan bir
calismada, sicanlara uygulanan sodyum ampisilin uygulandiktan 2,4 ve 6 saat
sonunda 6-fosfaglukonat dehidrogenaz enzim aktivitesi lizerinde herhangi bir etkisi
olmadigi gosterilmistir [124]. Ayrica Gentamisin siilfat ve Sodyum ampisilin serum
fPON1 enzimi iizerinde Onemli bir inhibisyona sebep oldugu karaciger fPONI1
enzimi tizerinde ayni etkiyi gostermedigi saptandigi belirtilmektedir [89]. Yukarida
belirtilen antibiyotiklerin, karacigerde bulunan herhangi bir enzim aktivitesi iizerine

etkisi konusunda in vivo bir ¢alismaya rastlanmamustir [89].

BTH enzimi lizerindeki etkisi incelenen antibiyotiklerden Sodyum ampisilin
in vitro enzim aktivitesi tizerinde inhibisyon etkisi oldugu bulunmustur. Yapilan
aragtirmalarda, Sodyum ampisilin antibiyotiginin saflagtirilmig ksantin oksidaz (XO)
enzimi lizerindeki in vitro etkisi incelenmis ve aktivasyon etkisi oldugu bulunmusken
[125] insan Karbonik anhidraz ve Glukoz 6 fosfataz enzimleri iizerinde inhibisyon

etkisi gosterdigi bulunmustur [126, 127].

Glinlimiizde bilingsizce kullanilan ve giderek artan antibiyotik kullanimi
insan neslinin daha zayif ve bakterilerin daha gii¢lii olmalarina neden oldugu
bildirilmektedir [128]. Bunun nedeni antibiyotik belirli dozda ve belirli siire
kullanildiginda ancak etki edebildigi, mikroorganizmalar1 yok etmektedir.
Bilingsizce kullanim sonucu s6z konusu mikroorganizmalar kullanilan antibiyotige

direng gelistirmekte ve daha etkili antibiyotiklere ihtiya¢ duyulmaktadir. Ayrica
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antibiyotiklerin viicuda alindiktan 2-12 saat arasinda degisen bir siire sonra

maksimum etki gosterdikleri bilinmektedir [128].

Calismamizda segtigimiz agir metallerin ve bazi pestisitlerin sigir testisinden
saflastirilan BTH enzimi {izerindeki in vitro etkisi arastirilmustir. Inhibisyona neden
olan metal ve pestisitlerin inhibisyon etkisi 1Cso degerle verilmistir. Bu amagla
substrat derisimleri sabit tutularak, degisik inhibitor derisimlerinde, yiizde aktiviteler
belirlenmis ve daha sonra grafik yolu ile % 50 inhibisyona sebep olan inhibitdr

derisimi hesaplanmustir.

Farkli agir metal ve pestisitlerin 1Csy degerlerini bulmak igin optimum
sartlarda hyaliironik asit substratinin 12.3 mM sabit derisiminde ¢alisildi. Elde edilen
sonuclar Tablo 3:13 ve Tablo 3:16’da verildi.

Uygulanan iyon ve agir metaller iginde, 1.313 mM (0.356 mg/mL) gibi ¢ok
diisiik derisimde aktiviteyi % 50 azaltmasi ile HgCl, en kuvvetli inhibitér olarak
tespit edilmistir. Literatiirde bu agir metallerin ve iyonlarin hyaliironik asit substrati
kullanilarak BTH enzimi igin inhibisyon degerleri ile ¢alismamiz sonucunda elde

edilen degerlerin uyumlu olmasi dikkate deger oldugu diisiincesindeyiz [129].

Calismamizda adi gegen pestisitlerin BTH enzimi iizerine etkileri ile ilgili
caligmaya literatiirde rastlanmamustir. Uygulanan pestisit etken maddelerinin iginde,
0.718 mM (0.249 mg/mL) gibi ¢ok diisiik derisimde aktiviteyi % 50 azaltmasi ile
Giberallik asit etken maddesine sahip Agro-Gibb ticari isimli kimyasal en kuvvetli
inhibitor olarak tespit edilmistir. Bu amagla substrat derisimleri sabit tutularak,
degisik antibiyotik derisimlerinde, yiizde aktiviteler belirlenerek ve daha sonra grafik
yolu ile % 50 inhibisyona sebep olan pestisit etken maddelerinin  derisimi
hesaplanmistir. S6z konusu pestisit etken maddelerinin, saf enzim iizerinde
calisilmasi sonuclarin giivenirliligi agisindan 6nemli oldugu diislincesindeyiz. Cilinkii
saf olmayan herhangi bir biyolojik sivida uygulanan bilesiklerin, istenilen enzimle

etkilesmesi diger nonspesifik proteinler tarafindan engellenebilir.

BTH enzimi {izerine yukarida belirttigimiz sonuglarimizin yaninda literatiirde
diger enzimler ilizerine agir metal, iyon ve pestisitlerin yapilan pek ¢ok calismada
inhibisyonuna neden oldugu bulunmustur. Ornegin insan karacigerinden saflastirilan
PONI enzimi iizerinde EDTA bilesiginin, Mg*?, Co*™, Ba™, La™, zn*?, Cu*?, Hg"
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gibi metallerin ve p-hidroksiciva benzoatin inhibisyon etkisi gosterdigi
bildirilmektedir [130].

A. Pla ve arkadaslarmin yaptig1 bir c¢alismada fare Kkaracigerinden
saflagtirllmis PON1 ve PON3 f{izerinde bazi metal iyonlarinin inhibisyon etkisi
incelenmistir. Yapilan bu ¢alismada Co, Cu, Mn, ve Hg nin inhibisyon tipleri tespit
edilmis olup PONI i¢in Hg’'nin PON3 i¢in Cu’in en kuvvetli inhibitér oldugu
bulunmustur [131].

Gencer N. ve arkadaslarinin yaptigi bir ¢calismada 4 pestisitin (Purtapyr ((RS)-
5-etil-2-(4-izopropil-4-metil-5-0kzo-2-imidazolin-2-yl) nikotinik asit), Practicur (Propil-
3-(dimetilamino), Agroform (2,4-Diklorofenoksiasetik asit dimetilamin) ve Roundup
(N-(Fosfonometil) glisin)) serum PON1Q ve R izoenzim aktiviteleri iizerine etkisi
arastirilmig ve bu bilesiklerin hepsinin farkli derecede inhibisyon etkisi gosterdigi

saptanmistir [132].

Sepharose-4B-L-tirozin-m-anisidin yapili afinite jeli kullanilarak saflagtirilan
BTH enziminin kinetik sabitleri (Ky ve Vmax ) hyaliironik asit bilesigi substrat
olarak kullanilarak belirlenmistir. Lineweaver-Burk grafiklerinden elde edilen Ky, ve
Vmax degerleri hyaliironik asit substrat olarak kullamldiginda sirasiyla 2.23x10° M
ve 19.85 U/mLdak olarak bulunmustur. Literatiirde BTH enziminin hyaliironik asit
substratina karst Vmax ve Ky degerleri tarafimizdan tespit edilen Vmax Ve Ky

degerleri ile benzerlik gostermektedir [35,129,133].
Sonug olarak yapilan ¢aligmalarda asagidaki bulgular elde edilmistir.

v' Sigir testisinden BTH enzimini saflagtirmak igin Sepharose 4B-L-tirozin —m-
anisidin  kimyasal yapisina sahip yeni bir afinite kromatografisi jeli

sentezlenmistir.

v' Sepharose 4B-L-tirozin-m-anisidin yapisina sahip afinite jeli kullanilarak sigir
testisinden BTH enzimini yiiksek verimde ve yapilan literatiir aragtirmasinda
daha Once yapilan caligmalardan yiiksek saflagtirma derecesinde enzim

saflastirilmistir.
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v’ Sepharose 4B-L-tirozin —m-anisidin kimyasal yapisina sahip yeni afinite
kromatografisi jelinin farkli pH’larda ve iyonik siddette kolon sartlart

arastirilarak calismamizda kullanilan tamponlarin kriterleri bulunmustur.

v" Amonyum siilfat ¢oktiirmesi ve afinite kromatografisi yontemi ile saflastirilan
BTH enzimi SDS-PAGE elektroforezinde yaklasik 55 kDa molekiil agirliginda
tek bant elde edilmistir.

v" Yaygm olarak kullanilan aminoglikozit grubu antibiyotiklerden Gentamisin
stilffat ve Kanamisin siilfat, penisilin grubu Sodyum ampisilin, Penisilin G-
Potasyum ve diger antibiyotik tiirlerinden olan OKksitetrasiklin, Linkomisin-
HCI, Trimetoprim ve Siilfametaksazol antibiyotiklerinin BTH enzim

aktivitesini in vitro olarak farkli diizeylerde etkiledigi saptanmuistir.

v S6z konusu antibiyotikler Sepharose 4B-L-tirozin —m-anisidin yapisina sahip
afinite jeli ile saflagtirilan BTH enzim aktivitesi iizerine in vitro olarak yapilan
calismalarda; Gentamisin siilfat, Kanamisin siilfat, Sodyum ampisilin, Penisilin
G-Potasyum, Oksitetrasiklin, Linkomisin-HClI, Trimetoprim ve

Siilfametaksazol antibiyotiklerinin inhibisyon etkisi gosterdigi saptanmustir.
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