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Ozet

Bu calismada, metabolizma igin olduk¢a 6nemli olan glukoz 6-fosfat dehidrogenaz enzimi (E.C.1.1.1.49;
G6PD), Capoeta umbla bobrek dokularindan saflastiriimistir. Saflastirma islemi, homojenatin hazirlanmasi,
amonyum siilfat ¢oktlirmesi ve 2’,5’-ADP Sepharose 4B afinite kromatografisi yontemleriyle gergeklestirilmistir.
Bu y&ntemler sonucunda, spesifik aktivitesi 11.26 EU/mg protein olan enzim, %22.7 verimle 402.14 kat olarak
saflastirllmistir. Enzim safligi sodyum dodesil silfat-poliakrilamid jel elektroforezi (SDS-PAGE) ile kontrol
edilmistir. Enzim aktivitesi spektrofotometre ile 340 nm’de Beutler metoduna goére olglilmustir. Ayrica bazi
antibiyotiklerin (ampisilin, gentamisin, penisilin G ve sefuroksim sodyum) C. umbla bobrek G6PD enzim aktivitesi
Uzerindeki etkileri incelenmistir. Kullanilan tim antibiyotiklerin enzim lizerine inhibisyon etkisi tespit edilmistir.
inhibisyon etkisi gésteren antibiyotikler icin 1Cso ve Ki degerleri hesaplanmistir. Sonug olarak, kullanilan
antibiyotikler arasinda gentamisinin, enzimi daha fazla inhibe ettigi belirlenmistir.

Anahtar kelimeler: Antibiyotik, Capoeta umbla, glukoz 6-fosfat dehidrogenaz, inhibisyon

Purification of Glucose 6-Phosphate Dehydrogenase Enzyme from Capoeta Umbla Kidney
Tissue and Examination of The Effects of Some Antibiotics On Enzyme Activity

Abstract

In this study, glucose 6-phosphate dehydrogenase (G6PD; EC 1.1.1.49) enzyme which is of great
importance for the metabolism was purified from Capoeta umbla kidney tissue. The purification was performed
by preparation of homogenates, ammonium sulphate precipitation and 2’,5'-ADP Sepharose 4B afinity
chromatography. As a result of these procedures, the enzyme having the specific activity of 11.26 EU/mg proteins
was purified 402.14-fold with a yield of 22.7 %. Enzyme purification was checked by performing sodium dodecyl
sulfate-polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE). Enzyme activity was determined with the Beutler metod
by using a spectrophotometer at 340 nm. Furthermore, the effects of some antibiotics (ampicillin, gentamicin,
penicillin G and sefuroxime sodium) were investigated on C. umbla kidney enzyme activity. All used antibiotics
indicated the inhibitory effects on the ezyme. ICso and Ki values were calculated for this antibiotics which show
inhibition effects. In conclusion, gentamicin inhibits the enzyme activity more than ampicillin, penicillin G and
sefuroxime sodium.

Key words: Antibiotic, Capoeta umbla, glucose 6-phosphate dehydrogenase, inhibition

Giris daha sansli bir bolgedir. Mevcut i¢ su potansiyelinin

Tirkiye i¢c su varligi yoéninden diinya %35’i ve tur zenginliginin %20’sine sahiptir (Akyurt
ortalamasinin altinda olmasina karsin, bulundugu ve ark., 1990). Bolgedeki mevcut tirlerin yalnizca
bolge itibari ile zengin sayilabilecek kaynaklara birkagl ekonomik anlamda avlanma
sahiptir. Dogu Anadolu Bodlgesi ise bu bakimdan kompozisyonuna girmekte (alabalik, inci kefali,
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yayin, aynali sazan, siraz (C. umbla), karabalik (C.
trutta) gibi) ve diger turler lizerinde ciddiyetle
durulmamaktadir. Mevcut tlrlerin gerek liretim ve
ekonomik potansiyelleri gerekse ekolojik bakimdan
onemleri de dikkate alindiginda bitln tlrlerin
¢alisgimasinin  gerekliligi  ortaya  ¢ikmaktadir.
Bununla beraber gelecekte hangi baliklarin daha
stratejik  noktalarda  kullanilabilecegi  heniz
bilinmediginden biyolojik zenginliklerimizin bir
bitin olarak ele alinip c¢alisiimasi kaginilmaz
olmaktadir (Glines, 2007).

Dinyadaki mevcut omurgali hayvanlarin %
42'sini olusturan baliklarin, 40000 civarinda tird
oldugu ve bu sayinin %40 gibi buyik bir bolimuni
sazangillerin ~ (Cyprinidae)  olusturdugu ileri
surtlmektedir  (Celikkale, 1991). Cyprinidae
familyasina mensup Capoeta cinsi, Gliney Cin, Kuzey
Hindistan, Afganistan, Tirkistan, Aral Gold,
Ortadogu ve Anadolu'yu icermekte olup ¢ok genis
bir cografyada dagihm gostermektedir (Geldiay ve
Balik, 1996). Yapilan c¢alismalar sonucunda, C.
angorae, C. antalyensis, C. baliki, C. banarescui, C.
barroisi, C. caelestis, C. capoeta, C. bergamae, C.
damascina, C. ekmekciae, C. erhani, C. kosswigi, C.
mauricii, C. pestai, C. sieboldii, C. tinca, C. trutta ve
C. umbla olmak (zere ulkemiz i¢ sularinda 18
Capoeta tiri tespit edilmistir (Coban ve ark., 2013).
Bunlar iginde insanlar tarafindan fazlaca tiketilen
ve ekonomik degeri ylksek olan tirlerden biri C.
umbla’dir. C. umbla, basta Firat ve Dicle nehir
sisteminde olmak lizere Hazar goli, Murat nehri,
Karasu, Munzur suyu, Haman suyu, Batman suyu
gibi Dogu ve Gilneydogu Anadolu Bdlgesi’'ndeki
bircok akarsu ve gollere yayllmistir (Geldiay ve Balik,
1996).

Antioksidan savunma sisteminin 6nemli
enzimlerinden  biri  olan  glukoz  6-fosfat
dehidrogenaz enzimi (E.C.1.1.49; G6PD) pentoz
fosfat metabolik  yolunun ilk  basamagini
katalizleyen anahtar bir enzimdir. Bu enzim NADP*
varliginda glukoz 6-fosfatin, 6-fosfoglukonata
donlisimini saglar ve bunun sonucunda hicreler
icin son derece ©6nemli olan NADPH olusur.
Canhlarda NADPH olusumu igin pentoz fosfat
metabolik yolu olduk¢a ©6nemli olup G6PD
eksikliginde NADPH ciddi 6l¢lide azalir. NADPH’in bir
diger roli ise okside glutatyonun (GSSG)
indirgenmesini saglamaktir. Bu reaksiyon glutatyon
rediiktaz enzimi tarafindan katalizlenir. GSH,
serbest tiyol grubu ihtiva eden bir tripeptiddir.
Serbest tiyol grubu, proteinleri indirgenmis halde
tutarak silfidril tamponu goérevini gorir; ayni
zamanda hidrojen peroksit ve organik peroksitlerle
reaksiyona girerek detoksifikasyon olaylarinda rol
alir (Keha ve Kufrevioglu, 2004).
insan ve hayvan dokularinda antibiyotiklerin G6PD
enzimi Uzerine etkileri ile ilgili literatlirde birgok
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¢alisma bulunmasina ragmen (Ciftci ve ark., 2000;
Ciftci ve ark., 2002; Beydemir ve ark., 2003; Erdogan
ve ark., 2004), C. umbla bdbrek dokusunda bu enzim
Gzerine antibiyotiklerin etkileri ile ilgili herhangi bir
calismaya rastlanilmamistir. Bu eksigi gidermek
amaciyla gcalismamizda ulkemiz i¢ sularinda yogun
sekilde bulunan C. umbla bdbrek dokusundan,
onemli bir antioksidan enzim olan G6PD enzimi
saflastirilarak bazi antibiyotiklerin in vitro olarak
enzim Uzerine inhibisyon etkileri incelenmistir.

Materyal ve Yontem
Balik materyali

ic sularimizda bulunan ve Kkaliteli gida
kaynagi olarak insanlar tarafindan ozellikle ig
Anadolu, Dogu Anadolu ve Gilineydogu Anadolu
Bolgesi'nde fazlaca tiliketilen C. umbla baliklar
calismada kullaniimistir. Balik materyali 6rnekleri,
Bingdl ili Geng ilcesi’'nden gecen Murat Nehri’nde
tek istasyondan alinmistir.

Homojenatin hazirlanmasi

Ortalama agirliklari yaklasik 200 g olan 10
adet balik soguk zincir kuralina gére laboratuvara
getirilerek bébrek dokulari hizli bir sekilde ¢ikariimis
ve bir kompozit olusturulmustur. Calismaya 24 saat
icinde baslanmis ve dokular ¢alismaya baslanacagi
sireye kadar -20 °C'de muhafaza edilmistir.
Hazirlanan kompozitten 10 g alinarak kan ve diger
kirlilikleri elimine etmek i¢in % 0.9’luk NaCl ile 3 defa
ytkanmistir. Doku homojenatlarini hazirlamak igin,
ilk olarak dokular ultra-turrax cihazi kullanilarak
parcalanmistir. Daha sonra sivi azot icinde
parcalanarak toz haline getirilmis ve 3 ml/g olacak
sekilde 50 mM KH2POs (pH 7.4) homojenat tampon
¢ozeltisi  icinde  homojenize  edilmistir.  Bu
sispansiyon 60 dakika 13000 rpm’de 2 defa
santriflij edilmis ve pelet atilarak, siipernatant daha
sonraki saflastirma basamaklarinda kullanilmistir
(Cam, 2011).

Enzim aktivitesinin él¢iimii

G6PD enziminin aktivitesi 25 °C’'de Beutler
metoduna gore 340 nm’de spektrofotometrede
Olgilerek belirlenmistir. Beutler yénteminde temel
nokta, spektrofotometrede 340 nm’de NADP*nin
indirgenmesinden  dolayr  olusan  NADPH’In
absorbans vermesidir (Beutler, 1971).

Amonyum siilfat ¢oktiirmesi ve diyaliz

C. umbla bobrek dokusundan elde edilen
G6PD enzim homojenati sirasiyla % 0-20, % 20-30,
% 30-40, % 40-50, % 50-60, % 60-70 ve % 70-80
araliklarinda kati amonyum stlfat ile
cokturalmistir. Coktlirme islemleri sirasinda 13000
rom’de 15 dakika boyunca santriflij yapilmistir. Her
defasinda c¢oOkelekte ve silipernatantda enzim
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aktivitesine bakilmistir. Amonyum siilfat ¢oktlirmesi
sirasinda homojenata kati amonyum silfat yavas
yavas katilmis ve her defasinda daha 6nce katilan
amonyum silfatin ¢6ziinmis olmasina dikkat
edilmistir.  Amonyum  silfatin  homojenatta
¢O6ziinme islemi buz banyosunda manyetik karistirici
ile yapilmistir. islem sonucunda, C. umbla bébrek
G6PD aktivitesinin tamaminin % 40-80 araliginda
¢oktugu belirlenmistir.

C. umbla bobrek homojenatina % 0-40
araliginda amonyum siilfat ¢oktiirmesi yapilmistir.
Numune santrifij tlplerine konularak 13000
rom’de 15 dakika santrifij edilmistir. Daha sonra
elde edilen homojenatta % 40-80 araliginda
amonyum sulfat ¢oktlirmesi gergeklestirilmistir.
Elde edilen numune 13000 rpm’de 15 dakika
santrifij edilmistir. Slpernatant kismi atilarak
¢cOkelek ¢Ozlnebilecegi minimum fosfat
tamponunda (50 mM KH2PQu4, pH 7.4) ¢6zUlmistir.
Amonyum silfat ¢oktirmesi islemleri sirasinda
ortam sicakligi buz banyosuyla disik tutulmaya
cahsilmistir. Amonyum silfat ¢oktirmesi sonucu
elde edilen numune diyaliz torbasina yerlestirilerek
bir saat stireyle diyaliz tamponuna (50 mM K-asetat
+ 50 mM K-fosfat, pH 7.5) karsl diyaliz edilmistir
(Ninfali ve Palma, 1990). Calismada enzimin
kullanildig biutin asamalar +4 °C'de
gerceklestirilmistir.

Afinite kolonunun hazirlanmasi

10 ml’lik yatak hacmi icin 2 g kuru 2',5'-ADP
Sepharose 4B jeli tartilarak, 400 ml destile su ile kati
maddelerin  uzaklastirilmasi igin birka¢ defa
ytkanmistir. Yikama esnasinda jel sismistir. Sisirilmis
jelin havasi su trompu kullanilarak vakum ile
alindiktan sonra dengeleme tamponu (0.1 M K-
asetat + 0.1 M K-fosfat, pH 6.0) ilave edilerek jel
siispanse edilmistir. Slispanse edilmis jel, 1x10
cm’lik kapali sistemden olusan sogutmali kolona
paketlenmistir. Jel ¢oktiikten sonra peristaltik
pompa yardimiyla dengeleme tamponu kullanilarak
ytkanmistir. Dengeleme ve yikamada akis hizi 50
ml/h absorbansinin esitlenmesinden anlasiimistir.
Boylece afinite kolonu numunenin yiklenmesi igin
hazir hale getirilmis oldu (Cam, 2011).

Numunenin dfinite kolonuna tatbiki ve G6PD’nin
eliisyonu

Amonyum siilfat ¢coktirmesinden elde edilen
derisiklestirilmis numune, 0.1 M K-asetat + 0.1 M K-
fosfat (pH 6.0) tamponu ile dengelenmis kolona
tatbik edilmistir. Daha sonra kolon sirasiyla 25 mi
0.1 M K-asetat + 0.1 M K-fosfat (pH 6.0), 25 ml 0.1
M K-asetat + 0.1 M K-fosfat (pH 7.85) ve 25 ml 0.1
M KCl + 0.1 M K-fosfat (pH 7.85) cozeltisiyle
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ytkanmistir. Dengeleme ve yikama hizi 50 ml/h’e
ayarlanmistir. Akis hizi perilstaltik pompa ile kontrol
altinda tutulmustur. Boylece enzimin bulylk bir
kismi  jele tutunmus ve diger safsizliklar
uzaklastirilmistir. Daha sonra 80 mM K-fosfat + 80
mM KCI + 0.5 mM NADP* + 10 mM EDTA (pH 7.85)
¢Ozeltisi kolona uygulanarak enzim ellie edilmistir.
Elisyonlar 1 ml olacak sekilde ependorf tilplere
alinmis ve herbirinde aktivite ayri ayr 6lgilmustir.
BlUtin bu islemler esnasinda sicaklik +4 °C'de
kontrol altinda tutulmustur (Ninfali ve Palma, 1990).
Sodyum dodesil siilfat-poliakrilamid  jel
elektroforezi (SDS-PAGE)

Enzim saflastirildiktan sonra % 3-8 kesikli
SDS-PAGE Laemmli (1970) metoduna gore yapilarak
enzimin saflik derecesi kontrol edilmistir (Sekil 1).

Protein miktarinin hesaplanmasi

Protein  miktarinin  6lcimi  Bradford
metoduna goére 595 nm’de spektrofotometre
kullanilarak yapilmistir. Olciimde bovin serum
alblimin proteini standart olarak kullaniimistir
(Bradford, 1976).

In Vitro olarak antibiyotiklerin etkisi

inhibitér olarak ampisilin, gentamisin,
penisilin G ve sefuroksim sodyum antibiyotikleri
kullanilmistir.  inhibitér uygulanan ve inhibitér
uygulanmayan c¢alismalarda  substrat (G6-P)
konsantrasyonlari, 0.03, 0.06, 0.09, 0.15 ve 0.27
mM olarak uygulanmistir. ICso degerini hesaplamak
icin  bes farkh  inhibitér  konsantrasyonu
belirlenmistir. Belirlenen ICso degerleri ampisilin igin
1,5,7.5, 8.5 ve 10 mM; gentamisin icin 0.063, 0.084,
0.143,0.168 ve 0.21 mM; penisilinigin 1.5, 2.25, 4.8,
5.4 ve 6 mM; sefuroksim sodyum icin 0.74, 1.03,
1.48, 1.77 ve 2.21 mM’dir. Her bir antibiyotik igin 5
farkli inhibitér konsantrasyonunda % Aktivite-
[Antibiyotik]  grafikleri  (Sekil 2) cizilmistir.
Antibiyotik uygulanmayan kivetin aktivitesi % 100
kabul edilmis ve % 50 inhibisyona neden olan
antibiyotik konsantrasyonu (ICso), % Aktivite-
[Antibiyotik] grafiklerinden hesaplanmistir.

ICso degerleri hesaplanan antibiyotiklerin K;
degerlerini belirlemek amaciyla C. umbla bobrek
G6PD enzim aktivitesini yariya disliren antibiyotik
konsantrasyonu ile bu degerin altinda ve Ustlinde iki
sabit antibiyotik konsantrasyonu alinarak, uygun
bes substrat konsantrasyonu ile aktivite ol¢limleri
yapilmistir. Calismalarda uygun bes farklh substrat
konsantrasyonu stok ¢ozelti kullanilarak 6n deneme
ile belirlenmistir. Elde edilen degerlerle her bir
inhibitor icin Lineweaver-Burk grafikleri (Sekil 3)
cizilmistir. Grafik denkleminde yarismali inhibisyon
icin egime esit olan Esitlik 1 formillinden,
yarismasiz inhibisyon igin Esitlik 2 formuiliinden
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yararlanilarak Ki degerleri belirlenmistir (Cam,
2011).
KM/Vmax=(1+[/]/Kl) (Esitlik 1)
Vmax:Vlmax( 1+[/]/K/) (E§It|lk 2)

Bu esitliklerde; Km, Michaelis-Menten sabiti;
Vmax, Maksimum hiz; 1, inhibitér; Ki, Enzim inhibitdr
kompleksinin ayrisma sabiti; V'max, Inhibitériin
maksimum hizini ifade etmektedir.

Bulgular ve Tartisma

G6PD enzimi insandan, hayvanlardan,
bitkilerden ve mikroorganizmalardan
saflastirilmistir (Beydemir ve ark., 2003; Esposito ve
ark., 2005; Ibraheem ve ark., 2005; Wei-Fu ve ark.,
2007). Ayrica enzimin saflastirma islemleri ok farkli
yontemlerle yapilmaktadir. Bununla beraber en ¢ok
kullanilan yéntem bu calismada da kullaniimis olan
2’,5'-ADP Sepharose 4B afinite kromatografisi
yontemidir. Bu yontemle enzim, kisa siirede, en az
masrafla ve yilksek verimle saflastirilabilmektedir
(Keha ve Kiifrevioglu, 2004).

Bircok arastirmaci tarafindan bakteriyel balik
patojenlerine karsi antibiyotiklerin antibakteriyel
etkileri arastirilmistir (Akinbowale ve ark., 2006;
ispir ve ark., 2013). Antibiyotiklerin cogu canli
dokularinda enzim sistemi lzerine aktivator ya da
inhibitor olarak etki eder (Jacobasch ve Rappoport,
1996; Ciftci ve ark., 2002). Pek ¢ok antibiyotik in vivo
ve in vitro olarak ayni etkiyi gosterirken, 6zellikle
enzim aktiviteleri lizerine  farkh etkiler
gostermektedir (Beydemir ve ark., 2000). Bununla
beraber, baliklarda G6PD enzimi ve diger enzimler
Gzerine antibiyotiklerin etkileri ile ilgili bazi
calismalar mevcut olmasina ragmen yeterli dizeyde
degildir (Erdogan ve ark., 2004; Comakli ve ark.,
2011). Ayrica, insanlar ve birgok hayvan tiirinde
enzim aktiviteleri lzerine antibiyotiklerin etkileri
arastinlmistir (Ciftci ve ark., 2000; Cift¢i ve ark.,
2002; Erat ve ark., 2003; Erat ve ark., 2005).

Cizelge 1. C. umbla bébrek G6PD enziminin saflastirilma basamaklari

Toplam Toplam Toplam spesifik
_— Aktivite  Protein p. p P . aktivite  Saflagtirma %
Numune tiru - hacim  aktivite protein .. .
(EU/ml)  (mg/ml) (EU/mg katsayist  Verim
(ml) (EU) (mg) )
protein)
Homojenat 0.274 9.78 31 8.494  303.18 0.028 1 100
Amonyum
Glf
| sutat. 0462 142 2772 852  0.033 118 326
¢Oktlirmesi ve
diyaliz
2'5'- ADP Sepharose-
4B afinite 0.642 0.057 1.926 0.171 11.26 402.14 22.7
kromatografisi
Calisma sonucunda Cizelge 1’'de goruldigu Maddelerin  enzim {izerine inhibisyon

gibi balik bobrek dokusundan G6PD enzimi, spesifik
aktivitesi 11.26 EU/mg protein ve % 22.7 verimle
402.14 kat saflastinlmistir.  Benzer yontem
kullanilarak vyapilan c¢alismalarda arastirmacilar
farkli canlilardan G6PD enzimini farkli oranlarda
saflastirmiglardir. Ornegin; Ciftci ve ark. (2002)
koyun karacigerinden spesifik aktivitesi 11.76
EU/mg protein ve % 35.72 verimle 1.913 Kkat;
Beydemir ve ark. (2003) insan eritrositlerinden 97.6
EU/mg protein ve % 39 verimle 9760 kat; Beydemir
ve ark. (2005) gokkusagi alabahg (Oncorhynchus
mykiss) eritrositlerinden spesifik aktivitesi 16.7
EU/mg protein ve % 60.6 verimle 1.852 kat; Ciftgi ve
ark. (2007) inci kefali (Chalcalburnus tarischii)
baligindan 34.16 EU/mg protein ve % 46.24 verimle
899 kat olarak G6PD enzimini saflastirmislardir.
Ayrica enzim safligi SDS-PAGE yapilarak kontrol
edilmis ve tek bant gézlenmistir (Sekil 1).
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etkilerini gdstermek amaciyla en uygun parametre
Ki degeriyken, bazi arastirmacilar ICso degerini de
kullanmiglardir. Bu calismamizda antibiyotiklerin
etkilerinin daha iyi belirlenmesi ve anlasiimasi
amaciyla her iki deger yani Ki ve ICso degerleri

hesaplanmistir. inhibisyon etkisi  gbsteren
antibiyotiklerin  1Cso  degerleri %  Aktivite-
[Antibiyotik]  grafikleri  (Sekil ~2) cizilerek

hesaplanirken, Ki degerleri Lineweaver-Burk
grafikleri (Sekil 3) cizilerek hesaplanmistir.
Calismada C. umbla bobrek dokusu G6PD
enzimine uygulanan ampisilin, gentamisin, penisilin
G ve sefuroksim sodyum igin ICso degerleri sirasiyla
7.97, 0.14, 4.31, 1.41 mM olarak hesaplanmistir.
Ayrica Kidegerleri ve inhibisyon tipleri, ampisilin igin
5.275 = 1.346 mM ve yarismasiz; gentamisin igin
0.041 £0.027 mM ve yarismali; penisilin G igin 2.231
1 0.414 mM ve yarismasiz; sefuroksim sodyum icin
0.578 + 0.097 mM ve vyarismasiz olarak
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belirlenmistir. Ki ve ICso degerleri gostermektedir ki
inhibitor etkisi en yiksek antibiyotik gentamisindir.
Gentamisini sirasiyla sefuroksim sodyum, penisilin
G ve ampisilin izlemektedir (Cizelge 2).

Benzer sekilde Erdogan ve ark. (2004)
gentamisinin  gokkusagl alabaligi eritrositinden
saflastirlan  G6PD  enzimini inhibe ettigini

belirlemislerdir. Comakl ve ark. (2011) gentamisin
sulfat ve sefuroksim sodyumun gokkusagi alabaligi
eritrositlerinden saflastirilan glutatyon S-transferaz
enzimini inhibe ettigini ve ampisilinin ise inhibe

etmedigini belirtmiglerdir. Ekinci (2009)
sefuroksimin  insan  serumundan saflastirilan
paraoksonaz 1 enzimini inhibe ettigini belirtmistir.

Bunun yaninda Erat ve ark. (2005) ampisilin,
gentamisin  silfat ve penisilin  G'nin  insan
eritrositlerinden saflastirilan glutatyon rediktaz
enzimini aktive ettigini belirlemistir. Ayrica Erat ve
ark. (2003) gentamisin silfat ve ampisilinin sigir
eritrositinden  saflastirilan  glutatyon rediiktaz
enzimini inhibe etmedigini belirtmislerdir.

250 kxDa
130 kDa
105 D=

TO KD
SO xDa
35 kKDa

26 Da
20 kKDa

IS kKDa

T KDa

Sekil 1. C. umbla bobrek dokusundan saflastirilan G6PD enziminin SDS-PAGE bandlari (1: Bobrek; 2: Standart

Proteinler)
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Sekil 2. C. umbla bobrek G6PD enzimi igin bes farkli antibiyotik konsantrasyonunda elde edilen % Aktivite-

[Antibiyotik] grafigi
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Cizelge 2. C. umbla bobrek G6PD enzimi igin ICso, Ki degerleri ve inhibisyon tipleri

Antibiyotikler ICs0 (MM) Ki (mM) inhibisyon tipi
Ampisilin 7.97 5.275+1.346 Yarigmasiz
Gentamisin 0.14 0.041 £ 0.027 Yarismali
Penisilin G 431 2.231+0.414 Yarigsmasiz
Sefuroksim sodyum 1.41 0.578 £ 0.097 Yarismasiz
25
 Kontrol 70 * Kontrol
o[Amp!S!I!n]: 5mM 60 | ® [Gentamisin]= 0,063 MM
20 [Ampisilin]= 8 mM [Gentamisin]= 0,143 mM
X[Ampisilin]= 10 mM x[Gentamisin]= 0,168 mM
15
2
2 3
10
5
= -10 0 10 20 30 40
3 2 7 12 17 22 27 32 37 1/[G-6P]
1/[G-6P]
45 * Kontrol
40 ® [Penisilin G]= 2,25 mM 7
- * Kontrol
[Penisilin G]= 4,8 mM . i =
35 || [penisilin GJ= 6 mM 6 {iiﬂiﬁm iﬁﬂyyﬂﬁzﬂé m
30 y 5 x [Sefuroksim sodyum]=1,77 mM
25 > 4
3
. / /
2
P P
-15 5 5 15 25 35 45 -10 0 10 20 30 40
1/[G-6P] 1/[G-6P]

Sekil 3. C. umbla bobrek G6PD enzimi icin 3 sabit antibiyotik ve 5 farkl substrat konsantrasyonlarinda cizilen

Lineweaver-Burk grafikleri

Sonug ve Oneriler

GuUnUmuzde balik hastaliklarinin tedavisinde
antibiyotikler yogun bir sekilde kullaniimaktadir.
Antibiyotiklerin kullanimi sirasinda dozu ¢ok iyi
ayarlanmalidir. Yapilan ¢alismalarda gorildaga gibi
antibiyotiklerin ¢ok kiiciik miktarlari bile balk
metabolizmasina zarar vermektedir. Ayrica fazla
kullanilan antibiyotikler balik viicudunda birikerek
besin  zinciri yoluyla insanlara da zarar
verebilmektedir.
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