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Baz1 Antibiyotiklerin Koyun Dalak Glutatyon S-Transferaz Enzimi Uzerine In Vitro
Etkilerinin Incelenmesi

Investigation of the In Vitro Effects of Some Antibiotics on Sheep Spleen Glutathione S-Transferase Enzyme

Omer Faruk CIFTCI!
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Glutatyon  S-transferazlar (GST) hicre igi
detoksifikasyon mekanizmasinda gorev alan multigen
ailesine sahip izoenzimlerdir. GST'ler, faz 11 sistemi ile
endojen ve cksojen kaynakli kimyasallarin toksik
etkisini azaltir. GST izoenzimleri tarafindan katalize
edilen reaksiyonlarda, indirgenmis glutatyonun (GSH)
tiyol grubu sayesinde ¢esitli elektrofillerle konjugasyon
olusturur. GST izoenzimleri hiicrede sitozol ya da
mikrozomlarda bulunabilir.

Bu ¢alisgmada koyun dalak dokusundan sitozolik
glutatyon S-transferaz enzimi, homojenat hazirlanmasi
ve glutatyon agaroz afinite kromatografisi kullanilarak
saflastirildi. Tkinci asamada saflastirilan GST enzimi
lzerine sefazolin sodyum, sefuroksim sodyum,
sefaperazon  sodyum,  ampisillin,  gentamisin,
klindamisin ve tylosin antibiyotiklerin in vitro etkileri
incelendi ve inhibisyon etkisi gdsteren antibiyotikler
icin 1Cso degerleri hesaplandi. Antibiyotiklerden
sefaperazon sodyum, sefazolin sodyum, sefuroksim
sodyum, klindamisin ve gentamisin, enzim aktivitesi
lzerinde inhibisyon etkisi gosterirken ampisillinin
aktivasyon etkisi gosterdigi tespit edildi. Tylosinin ise
0,545-5,45 mM araliginda enzim iizerinde herhangi
etkiye sahip olmadig belirlendi.

Anahtar  Kelimeler:  Antibiyotik, Enzim,
Glutatyon S-transferaz, Inhibisyon
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ABSTRACT

The multigene family of glutathione S-transferases
(GST) isoenzymes participates in the intracellular
detoxification process. With the phase Il system, GSTs
lessen the harmful effects of endogenous and external
substances. Due to the thiol group of reduced
glutathione, it conjugates with different electrophiles in
processes catalyzed by GST isoenzymes (GSH). The
cytoplasm or microsomes of the cell contain GST
isoenzymes.

In this study, the cytosolic glutathione S-transferase
enzyme was purified from sheep spleen tissue utilizing
homogenate preparation and glutathione agarose
affinity chromatography. The second phase involved
examining the in vitro effects of ampicillin, gentamicin,
clindamycin, cefazolin sodium, and tylosin antibiotics
on the purified GST enzyme and calculating 1Cso values
for those that showed inhibitory impact. Among these
antibiotics, cefaperazone sodium, cefazolin sodium,
cefuroxime sodium, gentamicin, and clindamycin
shown an inhibitory influence on enzyme activity, but
ampicillin displayed an activating effect. It was
determined that tylosin did not affect the enzyme in the
concentration range of 0.545-5.45 mM.

Keywords: Antibiotic, Enzyme, Glutathione S-
transferase, Inhibition.

Bu ¢alismada canli hayvan dokulart kullaniimadigindan etik kurul izin belgesi gerekli degildir.
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Glutatyon transferazlar (glutatyon S-
transferazlar veya GST'ler) c¢ok islevli
enzimlerdir. Bir dizi katalitik ve Kkatalitik
olmayan siirecte yer alan, faz Il hucresel
detoksifikasyon sistemi enzimleri olarak
kabul edilmektedir [1-4]. Cok gesitli polar
olmayan eksojen (kimyasal kanserojenler,
cevresel kirleticiler ve hatta antitumor ajanlar)
ve endojen bilesiklere glutatyonun (GSH)
nukleofilik baglanma reaksiyonunu katalize
ederler, bu bilesikleri suda ¢ozlndr urunler
haline getirirler ve boylece eliminasyonlarini
kolaylastirirlar [1, 5-7].

GSH tripeptidi, hicre i¢i ana antioksidan
metabolizmasmi olusturur. Hiicre farkli
lagmasi, htcrelerin ¢ogalmasi ve apoptoz
dahil olmak tizere ¢ok sayida hiicresel siirecte
onemli  bir rol oynar [8]. GSH
homeostazindaki bozukluklar basta kanser
olmak Uzere yaslanma ile ilgili hastaliklar,
kistik fibrozis, kardiyovaskiler hastaliklar,
inflamatuar, immunolojik, metabolik ve
norodejeneratif hastaliklar dahil pek ¢ok
hastaligin etiyolojisinde ya da ilerlemesinde
rol oynar [9, 10].

Antibiyotikler, bakteriyel enfeksiyonlara
kars1 gelistirilmis ilaglardir. Etki
mekanizmalar1  bakimidan,  bakterilerin
DNA, RNA, hiicre duvari veya protein
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GIRIS

sentezini inhibe ederek hticre 6limtine neden
olmalarina (bakterisidal ilaglar), sadece hiicre
blyUmesini engellemelerine (bakteriyostatik
ilaclar) ve etkiledikleri hiicresel bilesen veya
sisteme gore smiflandirilabilirler  [11].
Antibiyotikler, gegen yilizyilda bulasici
hastaliklar1 tedavi etmek igin yaygin olarak
kullanilmis  ve zaman icinde yasam
beklentisinin artmasina biiyiik 6l¢iide katkida
bulunmustur. Bununla birlikte son yillarda
yapilan arastirmalar antibiyotik kullaniminin,
bagirsak mikrobiyomundaki bakteri tiirlerinin
bilesimini etkileyerek mikrobiyal ekosistem
cesitliliginde degisikliklere neden olabildigini
[12], metabolizmada hayati reaksiyonlari
katalizleyen enzimlerin inhibisyonuna neden
oldugunu [13-15], gastrointestinal toksisite,
alerjik reaksiyonlar ve ¢esitli doku ve
organlarda toksisiteye neden oldugunu
gOstermektedir [12, 16].

Bu ¢alismanin amac1 hiicre ici antioksidan
mekanizmada cok onemli gorevler Ustlenen
GST enzimini koyun dalak dokusundan
saflastirarak, sefazolin sodyum, sefuroksim
sodyum, sefaperazon sodyum, ampisillin,
gentamisin, klindamisin ~ ve  tylosin
antibiyotiklerinin  GST enzim  aktivitesi
Uzerine in vitro etkilerini incelemektir.

MATERYAL VE METOT

Kullanilan Kimyasallar

GSH agaroz, GSH, 1-kloro-2,4-
dinitrobenzen (CDNB) ve diger kimyasallar
Sigma-Aldrich'ten (Taufkirchen, Almanya)
satin alindi.

Homojenatin Hazirlanmasi

Koyun dalak dokusu Bingél Et ve Balik
kurumundan soguk zincir kurallarmma gore
temin edildi. Laboratuvara getirilen dokular
kiicik parcalara bolindi. Bu parcalardan 5
gram doku alinarak havanda sivi azot ile toz
haline getirildi ve 10 mL, 50 mM Tris-HCI
(pH:7,5) tamponunda slspanse edildi.
Stispansiyon daha sonra 13.000 rpm’de bir
saat boyunca santrifuj edilerek doku ve hiicre

parcaciklarinin ¢6kmesi saglandi. Cokelti
atilarak Ustte kalan silipernatant damlalikla
dikkatli  bir sekilde almarak kinetik
calismalarda kullanilmak {izere muhafaza
altina alindi. Biitiin bu islemler 4 °C’de
gerceklestirildi [4, 5, 17].

GST Enziminin Saflastirilmasi

Enzim, GSH-agaroz afinite  kolon
kromatografisiyle saflastirildi. Baslangigta
kolon 10 mM fosfat tamponu, pH 7,4, 150
mM NacCl ile dengelendi ve homojenat kolona
yiiklendi ve dengeleme tamponu ile yikandi.
Bu adimlarin ardindan, GST enzimi, 10 mM
GSH iceren 50 mM Tris-HCI tamponu pH 9,0
ile eliie edildi [18].
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GST Enzim Aktivitesinin Hesaplanmasi

Enzim aktivitesi Habig ve arkadaslarinin
kullandig1 metoda gore yapildi [19].

In vitro Kinetik Calismalar

Caligmada  kullanilan  antibiyotiklerin
kiivet i¢ci etkileyici konsantrasyonlar1 6n
denemelerle  belirlenerek  s6z  konusu
konsantrasyon araliklarinda enzim aktiviteleri
hesaplandi. 1Cso grafigi hazirlamak amaciyla
inhibitérsiz ortamda 6lculen enzim aktivite
degeri %100 kabul edildi. Inhibitér etkisi
gOsteren antibiyotikler igin 1Cso degerlerini
belirlemek amaciyla bes farkli konsantrasyon
belirlenerek kinetik ¢aligmalar yapildi.

Bu konsantrasyon degerleri; sefazolin
sodyum icin 1,04, 2,08, 5,20, 10,40 ve 15,60
mM; sefuroksim sodyum igin 1,12, 2,24, 5,60,
11,2 ve 16,8 mM; sefaperazon sodyum igin
0,745, 1,49, 3,725. 7,45 ve 11,175 mM;

Arastirma Makalesi
Original Article

ampisillin icin 0,375, 0,75, 1,50, 3 ve 6 mM,;
gentamisin i¢in 7,3, 14,6, 36,5, 73, 109,5 ve
146 mM; klindamisin icin 2,94, 7,35, 14,7,
22,05 ve 29,4 mM; tylosin icin ise 0,45- 5,45
mM olarak belirlendi.

Elde edilen bu degerler ile % aktivite-
inhibitdr konsantrasyonu grafigi olusturuldu.

Bu grafigin denkleminden yararlanarak
inhibitore ait 1Cso degerleri hesaplandi.

Tesekkiir

Bu caligmada herhangi bir projeden maddi
destek alinmamustir.

Arastirmanin Etik Yonii

Calisma  kapsamimda canli  hayvan
kullanilmadigindan etik kurul izni gerekli
degildir.

BULGULAR VE TARTISMA

Bu calismada koyun dalak dokularindan
GST enzimi homojenatin hazirlanmasi ve
glutatyon-agaroz  afinite  kromatografisi
kullanilarak  saflastirildi.  Daha  sonra
saflastirilan  enzim  aktivitesi  {izerine
inhibisyon  etkisi  gdsteren  sefaperazon
sodyum, sefazolin sodyum, sefuroksim
sodyum,  klindamisin ~ ve  gentamisin
antibiyotikleri icin %Aktivite - [I] grafikleri
cizilerek Sekil 1, Sekil 2, Sekil 3, Sekil 4 ve
Tablo 1 gosterildi. S6z konusu grafiklerden
sefaperazon sodyum, sefazolin sodyum,
sefuroksim  sodyum,  klindamisin  ve
gentamisin antibiyotikleri igin 1Cso degerleri
siras1 ile 8,15 mM, 9,90 mM, 10,83 mM,
17,32 mM ve 99,02 mM olarak hesaplandi.
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Sekil 1. Sefazolin sodyum antibiyotiginin GST enzim
aktivitesi lizerindeki etki grafigi.

~192 ~



BUSAD 2023; 4(1): 190 - 196
BUSAD 2023; 4(1): 190 - 196

y = 100g0-084x
R2=0.9815

[N
o
o

o
o

% Aktivite (EU/mL)
Iy D
o o

N
o

o

0 5 10 15 20
[Sefuroksim sodyum] mM

Sekil 2. Sefuroksim sodyum antibiyotiginin GST
enzim aktivitesi tizerindeki etki grafigi.
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Sekil 3. Klindamisin antibiyotiginin GST enzim
aktivitesi lizerindeki etki grafigi.

Enzimi aktive eden ampisillin icin cizilen
%AKktivite - [Ampisillin] grafigi ise Sekil 4’de
gosterildi. Tylosinin antibiyotigi 0,545-5,45
mM aralifinda enzim {iizerinde herhangi
etkiye sahip olmadigindan herhangi bir grafik
cizilmedi.
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Sekil 4. Ampisillin antibiyotiginin GST enzim
aktivitesi lizerindeki etki grafigi.

Tablo 1. Antibiyotiklerin GST enzim aktiviteleri
Uzerine etkileri

Antibiyotik Etki ICs0(MM)
Sefaperazon inhibisyon 8,15
sodyum
Sefazolin sodyum inhibisyon 9,90
Sefuroksim
sodyum Inhibisyon 10,83
Klindamisin inhibisyon 17,32
Gentamisin inhibisyon 99,02
Ampisilin aktivasyon i
Tylosin etkisiz -

GST izoenzimleri indirgenmis glutatyonun
(GSH) tiyol grubunun baska bir substratin
elektrofilik bolgesine baglanma reaksiyonunu
katalize eder. GST’ler bir¢ok bilesigin
detoksifikasyonunu saglayan ¢ok fonksiyonlu
enzimlerdir. Detoksifikasyon reaksiyonlari
sonucu olusan yeni bilesik daha az toksiktir ve
vucuttan kolayca atilir [20]. Detoksifikasyon
reaksiyonlar1 sonucu yukseltgenen
glutatyonun rejenerasyonu pentoz fosfat yolu
oksidatif reaksiyonlar1 sonucu Uretilen
NADPH’1 kullanan glutatyon rediiktaz enzimi
tarafindan gerceklestirilir [21, 22].

GST enzimi ile ilgili daha Once farkh
caligmalar yapilmig ve enzime ait ¢ok sayida
inhibitér ve aktivator tespit edilmistir.
Ozellikle ilaglarla yapilan kinetik ¢aligmalar
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dikkat cekmektedir. Ornegin Balci ve
arkadaslar1 bazi pestisitlerin yaban mersini
GST enzimi Uzerine etkilerini incelenmis ve
bu pestisitlerin enzimi dnemli derecede inhibe
ettiklerini tespit etmislerdir [20]. Yine Ahmed
ve arkadaslart da bildircin  kalbinden
saflagtirllan GST enzimi ilizerine bazi metal
iyonlarinin etkilerini incelemis ve bu metal
iyonlarindan Cd?*, Cu?* ve Ag* iyonlarmin
enzimi inhibe ettiklerini bulmuslardir [23].
Temel ve arkadaslari da  bildircin
karacigerinden saflastirilan GST iizerine bazi

onemli  organik  Dbilesiklerin  etkilerini
aragtirmig ve bu organik bilesiklerin GST
enzimini inhibe ettiklerini ortaya

koymuslardir [4]. Temel ve Taysi tarafindan
yapilan bir arastirmada civa (II) kloriiriin
sigan eritrosit GST enzimini in vivo olarak
inhibe ettigi ve borik asidin bu inhibisyon
derecesini azalttigi rapor edilmistir [3]. Temel
ve Taysi tarafindan yapilan baska bir
calismada GST enzimi bildircin
karacigerinden  glutatyon-agaroz  afinite
kromatografisi ile saflastirilarak karakterize
edilmis ve Ag*, Cd?*, Ni%*, Zn?*, ve AI®* gibi
metal iyonlarinin enzim aktivitesini inhibe
ettigi belirlenmistir [3]. Yapilan baska bir
calismada ise Tiirkan ve arkadaslari
tarafindan albino cinsi sicanlarda karaciger,
kalp kas1 ve bobrek GST enzimleri iizerine
sefuroksim  ve  sefaperazon  sodyum
antibiyotiklerinin in vivo etkileri incelenmis
ve bu antibiyotiklerin s6z konusu enzim
aktivitesini ila¢ uygulamasindan ozellikle
yedi saat sonra diislirdiigii ortaya ¢ikarilmistir
[15]. Comakli ve arkadaslar1 tarafindan
yapilan calismada GST enzimi alabalik
eritrositlerinden saflastirilmis ve gentamisin,
amikasin, sefuroksim sodyum, ampisillin,
ornidazol ve metranidazol antibiyotiklerinin
enzim  Uzerindeki in vitro etkilerine
bakilmistir. Caligmada gentamisin, amikasin,
sefuroksim sodyum antibiyotiklerinin enzimi
inhibe ettikleri tespit edilmis ve ICso degerleri
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siras1 ile 0,568, 7,637 ve 1,104 mM olarak
hesaplanmistir.  Ampisilin, ornidazol ve
metranidazol antibiyotiklerinin enzim
Uzerinde herhangi bir etki gostermedikleri
bulunmustur [24]. Ayna ve arkadaslari
tarafindan yapilan baska bir ¢aligmada ise
gentamisin ve klindamisin antibiyotiklerinin
sican eritrosit dokusundan saflagtirilan GST
enzimini sirastyla 1.69 ve 6.9 mM ICsove 1,70
ve 2,36 mM Ki degerleriyle inhibe ettigini
belirlemiglerdir [25].

Bu c¢alismada sefaperazon sodyum,
sefazolin  sodyum, sefuroksim sodyum,
klindamisin ve gentamisin antibiyotikleri i¢in
ICs0 degerleri sirast ile 8,15 mM, 9,90 mM,
10,83 mM, 17,32 mM ve 99,02 mM olarak
hesaplandi. Bu ICso degerlerine gore enzim
Uzerinde en etkin inhibitdr sefaperazon
sodyum olurken diger antibiyotiklerin etkinlik
strast sefazolin sodyum, sefuroksim sodyum,
klindamisin ve gentamisin olarak tespit edildi.
Ampisilin antibiyotiginin ise GST enzimini
aktive ettigi tespit edildi. Ampisilinin
aktivasyon etkisini kimyasal yapisinda yer
alan  nukleofilik/bazik  karakterli —NH:
grubunun GSH’daki tiyoalkol grubunda (-SH)
bulunan asidik hidrojeni uzaklastirarak
kiikiirt’iin niikleofilik aktivitesini artirdigi ve
bu sekilde GSH’1 aktive ederek okside

molekiillere  baglanmasim1  kolaylastirma
mekanizmasiyla gerceklestirdigi
disiintilmektedir. Bu c¢alisma  sonugclari

literatlirde farkli dokulardan saflastirilan GST
enzim  aktiviteleri  {izerine  arastirilan
antibiyotiklerin sonuclar1 ile paralellik arz
etmektedir.
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SONUC VE ONERILER

Sunulan bu ¢alismada, koyun dalak
dokusundan sitozolik GST izoenzimi afinite
kromatografisi  ile  saflagtirllmig  ve
sefaperazon sodyum, sefazolin sodyum,
sefuroksim sodyum, klindamisin, gentamisin,
ampisilin antibiyotiklerinin in vitro etkileri
arastirilmistir. Calismanin sonuglari,
sefaperazon sodyum, sefazolin sodyum,
sefuroksim  sodyum,  Kklindamisin  ve
gentamisin  antibiyotiklerinin  enzimatik
aktiviteyi sirasi ile 8,15 mM, 9,90 mM, 10,83
mM, 17,32 mM ve 99,02 mM ICso degerleri
ile inhibe ettigini ortaya koydu. Ampisilin

antibiyotiginin ise enzim {lizerine aktivator
olarak etki ettigini gosterdi.

Sefaperazon sodyum, sefazolin sodyum,
sefuroksim  sodyum,  klindamisin  ve
gentamisin antibiyotiklerinin gerek insan ve
gerekse hayvan tedavilerinde kullanilmast
durumunda bu calismada elde edilen 1Cso
degerlerinin dikkate alinarak dozajlarmin iyi
ayarlanmas1 gerektigi degerlendirilmektedir.
Bu caligmanin sonuglar1 insan ve veteriner
hekimlikte GST enzimi {izerine yapilacak
calismalar i¢in yol gosterici olacaktir.
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