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Grafen Oksitin Ksantin Oksidaz Aktivitesi Uzerine In Vitro Etkisinin incelenmesi
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Ozet: Grafen karbon atomlarinin altigen bir kafes seklinde diizenlenmesi ile olusan
iki boyutlu bir yapidir ve biyolojik sistemlerin de dahil oldugu cesitli uygulama
alanlarina sahiptir. Bu ¢alismada grafen oksitin (GO) piirin katabolizmasinda rol
alan ksantin oksidaz (KO) enzim aktivitesi iizerine in vitro etkisinin incelenmesi
amaglanmistir. GO' nun KO aktivitesi lizerine etkisini incelemek amaciyla 0.50,
1.00, 5.00 ve 10.00 ppm olmak iizere 4 farkli derisimde GO ¢ozeltisi KO tepkime
ortamina ilave edilmis ve 5 farkli substrat (hipoksantin) derisiminde aktivite
degerleri spektrofotometrik olarak belirlenmistir. Km ve Vmax degerleri
saptanmistir. KO' nun Vmax degeri 0.83 uM Urat/mgProtein/dakika, Km degeri
138.95 puM olarak hesaplanmistir. Tepkime ortamina 0.50, 1.00, 5.00, 10.00 ppm
GO eklendiginde KO enzimin sirasiyla %36.1, 72.3, 77.1 ve 84.3 oraninda inhibe
oldugu tespit edilmistir. Sonug olarak, GO derisimi arttikca enzimin hem Km hem
de Vmax degerlerinde dikkate deger bir azalma oldugu ve substrat derisimi artirsak
da enzim inhibisyonun devam ettigi tespit edilmistir. Bu da inhibisyon tipinin
unkompetetif oldugunu gostermektedir.
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Abstract: Graphene is a two-dimensional structure which consists of carbon atoms
arranged in a hexagonal lattice and has various application fields including
biological systems. In this study the in vitro effects of graphene oxide (GO) on the
activity of xanthine oxidase (X0) enzyme which plays a role in purine catabolism
was aimed to investigate. In order to examine the effect of GO on XO activity, 4
different concentrations GO solution including 0.50, 1.00, 5.00 and 10.00 ppm were
added to the XO reaction medium and activity values were determined
spectrophotometrically at 5 different substrate concentrations (hypoxanthine). Km
( Michaelis-Menten equation) and Vmax values were determined. Vmax amd Km
( Michaelis-Menten equation) values were calculated as 0.83 puM urate/mg
protein/min and 138.95 pM, respectively. When 0.50, 1.00, 5.00, 10.00 ppm GO
were added to the reaction medium, it was found that 36.1, 72.3, 77.1 and 84.3
percent of the XO enzyme activity was inhibited, respectively. In conclusion, a
remarkable reduction was determined in both Vmax and Km values of the enzyme
as the concentration of GO goes up and it was found that enzyme inhibition
remain unchanged even if we increase the substrate concentration. It showed that
the inhibition type is uncompetitive inhibition.

1. Giris

Karbon materyaller inorganik materyallere gore

biyolojik amagclar icin gilivenilir ve kullanish bir
karbon materyali olabilecegi distinilmustir [1].
Grafen, karbon atomunun  bal  petegi  orgiisi

cevresel ve biyolojik acilardan daha az zararh olarak
kabul edildiginden karbon ekosistemde en yaygin
elementlerden biridir. Karbon materyalleri arasindan
onemli bir toksisite problemi olmayan grafit giinliik
hayatimizda yiizlerce yildir kullanilmaktadir. Bu
nedenle grafitin tek katmani olan grafenin de
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seklindeki yapilarindan bir tanesine verilen isimdir
ve bilinen ilk iki boyutlu malzemedir. Bu 6zelligiyle
teknolojik uygulamalar hususunda olduk¢a ilgi
cekmektedir [2]. Grafen essiz elektronik ve optik
ozelliklerinden dolay: ultra yiiksek hizh transistorler,
saydam iletkenler gibi yeni elektronik materyallerin
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gelistirilmesinde arastirmacilar tarafindan
kullanilmaktadir. Grafenin son zamanlarda elektronik
ve kimyasal kullanim alanlarinin disinda biyomedikal
alanlarda da kullanim1 yayginlasmaktadir [1].
Grafenin okside bir tiirevi olan grafen oksit (GO)
olukca biiytik spesifik yiizey alanina (iki boyutlu yap1)
sahip olmasi, epoksit, hidroksil ve karboksil gruplari
gibi bir ¢ok islevsel grubu icermesi ve suda ytiksek
diizeyde ¢oziinir olmasindan dolay1 biyoaygitlar,
mikrobiyal saptama, hastalik teshisi, ila¢ tasiyici
sistemler gibi biyolojik sistemlerde potansiyel
kullanim alanina sahiptir [3]. Bunlara ek olarak
biiytlik spesifik ylizey alanina sahip olmasi nedeni ile
GO' nun enzim immobilizasyonu icin de ideal bir
matriks oldugu bildirilmekte ve bu konu ile ilgili son
zamanlarda artan sayida ¢alismalar yapilmaktadir [4,
5]. Buna ragmen c¢ok az sayida ¢alisma grafen ve GO'
nun enzimler, proteinler gibi biyomakromolekiiller
lizerine etkisini incelemistir.

Ksantin osksidaz (KO) hipoksantinin ksantine ve
daha sonra ksantinin de irik aside doniisimiini
katalize ederek piirin katabolizmasinda rol alan bir
enzimdir [6]. KO memelilerde karaciger, ince barsak
mukozasinda ve bobreklerde yiiksek diizeyde
bulunmaktadir. Ayrica, siitte de bol miktarda
bulundugundan KO saflastirilmasinda ve bu enzimle
ilgili calismalarda siit, en ¢cok tercih edilen enzim
kaynagidir [7-9]. Hidroksilaz ailesinin bir tiyesi olan
ve molibden iceren bir falvoenzim olan KO, piirin
yikiminin son iki basamagini katalizlemesinin yani
sira hiz belirleyici enzim olmasi nedeni ile piirin
metabolizmasinda olduk¢a dnemli bir yere sahiptir
[9, 10]. Genis substrat spesifitesine sahip bu enzim
katalizledigi tepkime lizerinden oksijeni indirgeyerek
hidrojen peroksit, sliperoksit gibi reaktif oksijen
tirleri (ROT) olusturabilmektedir. KO' nun nitriti
indirgeyerek nitrik oksit ve peroksinitrit gibi reaktif
nitrojen tirleri (RNT) olusumuna neden oldugu da
bilinmektedir. KO enziminin ROT ve RNT olusturma
ozelligi nedeni ile anti-mikrobiyal savunmada rol

aldign ileri siirtilmektedir. Arica KO' nun sit
sekresyonunda da rol aldig1 bildirilmektedir [11]. KO'
nun eksojen ve endojen  zenobiyotiklerin

katabolizmasinda da rol aldig1 bilinmektedir [12].
Canli sistemlere disaridan alinan yabanci kimyasal
maddeler, ilaglar ve metabolizma sirasinda endojen
olarak meydan gelen zenobiyotikler, toksik bilesikler
oldugundan zenobiyotik metabolizmas1 aracilig1 ile
toksik olmayan forma doniistirilerek viicuttan
atilimlar1 son derece o6nemlidir. KO enzimi hem
zenobiyotiklerin hem de piirin katabolizmasinda rol
almasi nedeni ile biyolojik sistemler icin énemli bir
yere  sahiptirr Bu  enzimin  aktivitesindeki
degisiklilikler metabolizmada da ¢esitli olumsuz
degisikliklere neden olacagindan olduke¢a 6nemlidir.
Bu nedenle c¢alismamizda piirin ve zenobiyotik
katabolizmasi ve siit olusumu gibi canli sistemler icin
hayati 6neme sahip olaylarda rol alan KO aktivitesine
son zamanlarda biyolojik sistemlerde kullanimi
gliindemde olan GO' nun in vitro etkisinin incelenmesi
amaglanmistir.
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2. Materyal ve Metot

Bu calismada kullanilan sodyum fosfat Merck
(Darmstadt, Germany), hipoksantin Sigma Aldrich
(Steinheim, Germany)' den temin edilmistir. Bu
calismada KO aktivite tayini i¢in enzim kaynag
olarak sigir siitlinden izole edilen saf KO enzimi de
Sigma Aldrich (Steinheim, Germany; X4875-40 UN)'
den tedarik edilmistir. Kullanilan kimyasal maddeler
analitik olarak uygun safliktadir.

2.1. GO sentezi

Bu ¢alismada kullanilan GO, Marcano ve ark.
tarafindan  Onerilen iyilestirilmis Hummers
yontemine uygun sekilde sentezlendi [13]. Bu
kapsamda gelistirilmis Hummers’ ydntemiyle GO
sentezi icin, 9:1 oraninda konsantre H2S04/H3PO4
(360:40 mL) karisimi, grafit pulcuklarnn (3.0 g) ve
KMnOs (18.0 g) karmsimina eklendi ve 35-40°C'a
kadar oldukca az bir sicaklikta yaklasik 5 saat
boyunca sonifikasyona tabi tutuldu. Tepkime yeniden
50°C’ a kadar 1sitilarak 12 saat boyunca karistirildi.
Ardindan tepkime oda sicakligina getirilerek % 30
H202 (3 mL) ile birlikte buz lizerine dokiildii. Filtre
edilen madde 4000 rpm’de yaklasik 4 saat boyunca
santrifiij edildi ve ardindan da silipernatant
dekantasyonla uzaklastirildi. Arda kalan kati
materyalin yikanmasi i¢in sirasiyla en az 2 kez 200 ml
su, 200 ml % 30 HCI ve 200 ml etanol kullanildi, her
bir yikamada, karisim U.S. Standart test eleginden
gecirildi ve santrifiij edilen (4000 rpm’de 4 saat
boyunca) filtrat ile polyester fiberden fitrelendi.
Stipernatant dekant edilerek wuzaklastirildi. Daha
sonra kalan materyal 0.45 pum gozenek boyutundaki
bir PTFE membran {zerinden filtrelendi. Filtre
lizerinde elde edilen kati oda sicakhiginda gece
boyunca vakum altinda kurutularak malzeme elde
edildi.

Elde edilen GO' den 5 mg tartilarak lizerine 100 mL
deiyonize su ilave edildi ve bu karisimi ¢oziintir hale
getirilmek lizere ultrasonik banyoda, oda sicakliginda
3-5 saat inkiibe edildi. Boylece 50 ppm dersiminde
GO stoku elde edildi.

2.2. Grafen oksitin karakterizasyonu

Elde edilen GO yapist igerisindeki fonksiyonel
gruplarin  tespiti icin Bruker Alpha Model
1003271/06 FTIR-ATR cihaz1 ile 400-4000 cm?
araliginda analiz yapilmistir. Grafit yapidan GO
yapiya gecisteki diizenli diizensiz yapilari, tabaka
sayllarimmi  ve kusurlart incelemek i¢cin Raman
spektroskopi analizi, numuneler ¢6ziicii kullanmadan
toz halinde lama ytiklenerek elde edilmistir. Grafit,
GO ve grafen plakalarinin grafitik yapilarinin
karakterize edilmesinde Raman spektroskopisinden
yararlanilmaktadir. Raman spektroskopisi sp2
hibritlestirilmis karbon ve allotroplarinin tabaka
sayilari, kusur tipleri ve yapilari hakkinda essiz bir
sekilde bilgi veren hizli bir tekniktir [14]. Raman
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spektrasi 532 nm/100 nW Nd. YAG lazer ile Renisaw
InVia marka Dispersive Raman mikroskobunda, 100-
3500 cm spektrum araliginda gerceklestirilmistir.
Sentez oOncesi ve sonrasi kristalin atomik ve
molekiler yapidaki degisiklikleri incelemek icin X-
1s1n1 kirimimi difraksiyonuyla (XRD) analiz edilmistir.
XRD analizleri dalga boyu A=0,154 nm olan CuKa
radyasyonu ile 40kV ve 30 mA altinda Rigaku marka
cihaz ile incelenmistir.

Grafit plakalarinin XRD sekilleri 26=26.5°"de siddetli
ve gliclii bir pik vermektedir, bu pik plakalar arasinda
normal grafit bosluguna denk gelen 0.334 nm
aratabaka boslugu (d=0,334 nm) oldugunu
vurgulamaktadir [15]. GO halinde ise iyi tanimlanmis,
cizgileri belli olan 26.5° yerine 20=10°'de pik aciga
¢ikmaktadir, boylece ara tabaka boslugunun (d=1.186
nm’ye) genisledigi goriilmektedir. Ara tabaka boslugu
yani d mesafesi arttikca pik yayvanlasmakta,
yayvanlasan pikin siddeti diismekte ve kristal boyutu
da azalmaktadir.

Hazirlanan GO nanomalzemenin kalitesini daha iyi
tanimlamak i¢in ise Ultraviyole-goriiniir (UV-vis)
absorpsiyon spektrasinda UV-Vis spektroskopisi
Olctimleri Shimadzu marka UVv-2600
Spektrofotometre ile gerceklestirilmistir.

UV-vis absorpsiyon spektrasinda 2 cesit karakteristik
pik aciga ¢ikmaktadir. Bunlardan ilki karbonil
gruplarinin n-m* gecislerine karsiik gelen ~300
nm’de bir omuzdur. Diger bir karakteristik 6zellik
~230 nm’de ag¢iga ¢ikmakta ve bir m-n* plazmon pike
karsilik gelmektedir [16, 17]. m-n* plazmon piki 2
cesit konjiige etkiye baglh olmaktadir: bir tanesi
nanometre-skalasindaki sp2 kiimelerle ilgilidir ve bir
digeri de C=C, C=0 ve C-O baglar gibi baglayici
kromofor birimlerinden kaynaklanmaktadir [16, 18].
GO’larin UV-vis spektralarindaki 230 nm’deki siddetli
pik ile tabaka sayisi ayirt edilebilmektedir. Az tabaka
GO (1-3 tabaka) tek bir pik gosterirken, ¢ok tabaka
GO (4-10 tabaka) bir omuz sergilemektedir. Tabaka
sayisl arttikea, ¢cok tabakali GO'nun omuzunun siddeti
azalmaya egilim gostermektedir. Kalin tabakali GO
icin (>10 tabaka) bir pik ya da omuz agiga
¢ikmamaktadir [16].

2.3. KO aktivite tayini

Worthington metoduna gore hipoksantinden olusan
iirat absorbansinin 290 nm dalga boyunda
okunmasiyla spektrofotometrik olarak tayin edildi
[19]. pH 7.5 ve 25°C’ de dakikada olusan 1 umol tirat
bir linite aktivite olarak belirlendi. KO enziminin
spesifik aktivite degerleri asagidaki esitlik yardimi ile
hesaplandi.

Unite/mg protein = AE/At
€.d.v.Cprotein

(1)
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e : Urik asitin Molar Sogurma Katsayisi:1.22 X
104 cm-1

V: Son hacim

Cprotein: Enzim derisimi (mg/ml)

AE / At: Birim zamanda (1 dk.) absorpsiyon farki
v: X0 enzimin hacmi

d: Isik yolu (cm)

GO' nun KO enziminin kinetik davranisina karsi etkisi
incelemek tlizere 5 farkli substrat derisimine karsilik
aktivite degerleri hesaplandi. Daha sonra 1/Aktivite
‘ve karsi 1/derisim grafigi olan Lineweaver-Burk
grafigi ¢izildi. 0.50, 1.00, 5.00 ve 10.00 ppm
diizeyinde 4 farkl derisimde GO ¢ozeltisi KO tepkime
ortamina ilave edilerek yine 5 farkli substurat
derisimine karsilik aktivite degerleri elde edildi.
Aktivite deneyleri ticer kez tekrarlandi. Buradan elde
edilen verilerin ortalamasi alinarak Lineweaver-Burk
grafigine eklendi (Bkz. Sekil 5). Enzimin maksimum
hiz (Vmax) ve Michaelis Menten sabit (Km) degerleri
saptandi (Bkz. Tablo 1). Bu bulgular yardimiyla GO'
nun, KO enziminin aktivitesi lizerine in vitro etkisi
degerlendirildi. Ayrica, KO' nun 4 farkh GO
derisimindeki hesaplanan Vmax degerlerinin GO
yoklugundaki (inhibitorsiiz) tepkime ortamina gore
elde edilen Vmax degerinden ne kadar oranda azaldig:
% cinsinden hesaplanarak enzim aktvitesinin %
inhibisyon degerleri belirlendi (Bkz. Tablo 1).

3. Bulgular

GO' nun biyolojik sistemlerde de kullanilabilmesi
amaciyla daha az kimyasal ve zehirli gaz aciga ¢ikaran
bir yontem olan gelistirilmis Hummers’ yontemiyle
liretimi gerceklestirilmistir. Elde edilen
nanomalzemenin GO oldugunu kanitlamak amaciyla
Raman, XRD, UV-Vis ve FTIR Analizleriyle
karakterizasyonu yapilmistir.

3.1. Raman analizi

Sekil 3’'de Raman spektrumunda, grafit levhaciklar,
sirasiyla E2g vibrasyon modunun birinci derece
dagilimina ve ikinci derece 2 fonon modu dagilimina
denk gelen 1583 cmde siddetli bir G band1 ve 2723
cmV’de bir 2D bandi sergilemektedir. Ayrica 1356
cmV’de acgiga cikan zayif bir D-bandi da daha az
yapisal  kusurlara bagli olarak indiklenen
diizensizlige atfedilmektedir. Ancak, gelistirilmis
Hummers’ yontemiyle hazirlanmis GO sirasiyla 1356
cm! ve 1596 cm'de gili¢lii ve genis bir D-bandi ve G-
bandi sergilemektedir.

D ve G bandlarinin siddet orani Ip/Ic, sp3/sp? karbon
oraniyla temsil edilmekte ve bu orandaki bir artis, sp2
alanlan sayisinda bir artisa ancak hazirlanan GO'
larin grafitik alanlar olarak sp? kiimelerinin
oranlarinda bir azalmaya isaret etmektedir [20, 21].
Baska bir deyisle oksidasyondan kaynaklanan diizlem
ici sp? karbon atomlarinin indirgenmesine bagh
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olarak grafitik yapisal simetrinin yikilmasin1 ve
baglarin bozunmasini belirtmektedir. Spektumdan bu
oran grafit plakalan icin 0.05 olarak aciga cikarken
GO i¢in 0.913’e dogru bir artis géstermistir, bu da GO’
daki karbon kafesinin oksidasyon siirecine dayali
olarak bir derecede amorf bir karakter sergiledigi
gercegine dayandirabilmektedir [22, 23].
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BO0O
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Sekil 1. Grafit ve Hummers’ GO i¢cin Raman spektrumlari
3.2. XRD analizi

XRD analiz sonucuna gore grafitten GO’ ya gecerken
pikin siddeti azalmis, d-mesafesi degeri artmistir,
yani literatiirle uyumlu olarak kristal boyutunun
azaldigr gorilmektedir. Bu sonuclardan grafitik
plakalarnn basarili bir sekilde GO olarak az-tabakal
istiflenmis plakalar olarak eksfoliye edildigi
dogrulanmaktadir [22].
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Sekil 2. Grafit ve GO’nun XRD Spektrumlari
3.3. UV-Vis analizi

Sekil 3’'de gorilen oOrnegin gosterdigi ancak c¢ok
siddetli olmayan omuzla, sentezlenen Hummers’ GO’

nun ¢ok tabakali GO oldugu sonucuna
ulasilabilmektedir.
3.0
25
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% 1.5
=
2
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T
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o 21;0 4(‘)0 S(‘)O 860 1000
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Sekil 3. GO'nun UV-Vis Spektrumu

3.4. FTIR analizi

Yansimasi Azaltilmis Fourier doniisimli kizilotesi
spektroskopisi  (FTIR-ATR), kullanilarak alinan
GO’nun FTIR absorpsiyon spektrasi Sekil 4’ de
goriilmektedir. GO' nun spektrumunda, O-H gerilme
titresimi ve absorplanmis su molekiillerine bagh
olarak ~3390 cm! civarinda da genis bir absorpsiyon
bandi gézlenmektedir [24, 25]. C=0 ve C-O gerilme
titresimine bagli olarak da 1740 ve 1372 cm'de
absorpsiyon bantlar1 a¢iga c¢ikmislardir [14, 24].
~1629 cm?Yde c¢ikan absorpsiyon bandi ise
oksitlenmemis sp? CC baglarindan C=C fonksiyonel
gruplarina atfedilmektedir [19, 26]. 1044 cm'deki
pik ise C-O bagina (alkoksi fonksiyonel grubu) denk
gelmektedir [27]. ~860 cm'de a¢iga ¢ikan ve epoksi
gruplarinin  varligini belirten ve deformasyon
titresimlerine uyan karakteristik bir bant da
goriilmektedir [24, 25].
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Sekil 4. GO'nun FTIR Spektrumu
3.5. GO' nun ko aktivitesi iizerine in vitro etkisi

KO enziminin Km ve Vmax degerlerini hesaplamak
amaciyla 11.70, 23.40, 35.00, 46.70, 58.30 uM olmak
tizere 5 farkhh hipoksantin derisiminde, enzim
aktivitesi olciilerek Lineweaver-Burk grafigi cizildi.
Bu grafikten KO' nun Vmax degeri 0.83 pM
Urat/mgProtein/dakika, Km degeri 138.95 uM olarak
belirlendi. GO" nun KO aktivitesi tlzerine etkisini
incelemek amaciyla bu bes substrat derisiminde
(11.70, 23.40, 35.00, 46.70, 58.30 pM) tepkime
ortamina 0.50, 1.00, 5.00, 10.00 ppm GO eklenerek
her bir GO derisimi icin KO aktivitesi Oolciiliip
Lineweaver-Burk egrileri elde edildi (Bkz. Sekil 5).

+Kontrol o
00,5 ppm Graten
&l ppem Grafen
=5 ppm Grafen
# 10 ppm Grafen

% 1 Unite/mg protein

8,00 -0,07 -0,08% -0,08 001 0,03 a,05 B,07 0,08

]
Sekil 5. KO aktivitesinin 5 farkli substrat (hipoksantin) ve 4
farkh GO derisimine bagh olarak degisiminin Lineweaver-
Burk grafigi ile incelenmesi
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Bu egriler yardimi ile her bir GO derisimi i¢in enzimin
goruniir Km degeri (inhibitor varhigindaki Km degeri)
ve Vmax derleri belirlendi (Bkz. Tablo 1). Tablo 1' de
de gorildigi gibi artan GO derisiminde enzimin hem
Km hem de Vmax degerlerinde dikkate deger bir
azalma tespit edildiginden GO' nun, enzimi
unkompetetif olarak inhibe ettigi saptanmistir (Bkz
Sekil 5).

4. Tartisma ve Sonug¢

Grafenin bir tlrevi olan GO iki boyutlu yeni bir
karbon nanomateryaldir. Olduk¢a sira disi yapisal,
kimyasal mekanik, elektronik o6zelliklere sahip
olmasindan dolay1 son zamanlarda dikkatleri
cekmekte ve bir¢ok alanda farkli uygulamalar icin
biiyiik bir umut vaat etmektedir [26-28]. Grafen ve
GO viicut igerisinde bulunan iyonik sivilarda
bozulmayan ve amfifilik karakterde olmalarindan
dolay1 biyonik goz ve kulak vb. organ teknolojilerinin
gelistirilmesi gibi amagclar icin de gelecek yillarda
kullanilabilecekleri iddia edilmektedir [29, 30]. GO
hiicre goriintileme ve ilag tasiyict sistemlerin,
antibakteriyel etkiye sahip kompozitlerin
olusturulmasina yonelik de yogun bir sekilde
arastirllmaktadir [31-33]. Buna ragmen canli
sistemlere grafen ve GO uygulamalarinin,
biyouyumluluk ve biyolojik makromolekiiller iizerine
etkilerini  inceleyen  smirlh  sayida  ¢alisma
bulunmaktadir. Bu nedenle ¢alismamizda insanlarin
da dahil oldugu baz tiirlerde piirin katabolizmasinda
o6nemli bir role sahip olan KO enziminin kinetik
ozelliklerine  GO'" nun etkisi  incelenmistir.
Bilgilerimize kadar su ana kadar bu konuda herhangi
bir ¢alisma bulunmadigindan arastirmamiza ait
bulgular bu konuda ilk verileri olusturmaktadir.

GO, ylizeyinde farkli islevsel gruplar1 icermesi nedeni
ile, bu gruplarin ilag molekiiliine yiiksek bir ilgi ile
baglanmasi icin kullanilabileceginden, son
zamanlarda potansiyel bir ila¢ tasiyici adayi olarak da
goriilmektedir [34, 35]. Fakat ila¢g tasiyict bu
sistemlerin olusturulmasinda ilk asama grafen ve GO'
nun niikleik asitler, proteinler ve amino asitler gibi
biyolojik molekiiller ile nasil etkilestigi ve bu
molekiller lizerinde bir etki olusturup
olusturmadiginin belirlenmesi olmaldir.

GO' nun aminoasitler, DNA/RNA bazlari ile etkilesimi
sadece baz1 teorik ¢alismalarla incelenmistir. Bu
calismalarda GO' nun proteinler ve niikleobazlar ile
nankovalent olarak etkilesime girebilecegi iddia
edilmistir [36-39]. Bizim ¢alismamizda da bu iddiay
destekler sekilde artan GO derisiminin KO enzimini
unkompetetif olarak inhibe ettigi saptanmistir (Bkz.
Sekil 5). Artan GO derisiminde enzimin hem Km hem
de Vmax degerlerinde anlaml bir azalma goézlenmistir
(Bkz Tablo 1). GO' nun KO enzimi lizerine etkisi ile
ilgili cahsmamiz disinda baska bir veri bulunmasa da
GO' nun katalaz enzim aktivitesi lizerine etkisini
inceleyen Wei ve ark. tarafindan elde edilen veriler
bulgularimizla uyumludur. Wei ve ark. tarafindan
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tepkime ortamina eklenen 1 pg/ml' den 100 pg/ml'
ye kadar artan GO derisimi ile korale bir sekilde
katalaz enzim aktivitesinin  gittikce azaldigi
saptanmistir [3]. Bizim ¢alismamizda da 0.5 ppm gibi
diistik bir GO derisiminde bile KO enzim aktivitesinde
anlamh bir azalma go6zlemlendi ve GO derisimi
arttikca (1, 5, 10 ppm) enzim aktivitesinde giderek
daha biiyik bir azalma tespit edildi. Wei ve ark.
ayrica GO' nun zamana ve derisime bagl olarak
katalaz enziminde konformasyonel degisime neden
oldugunu gostermislerdir. GO' nun katalaz a-heliks
iceriginde azalmaya neden olurken [-tabaka
yapisindan artisa neden olarak enzimin ikincil ve
liclinciil yapisindan degisime yol agtif1 saptanmistir.

Ote yandan GO neden oldugu katalaz aktivitesindeki
azalmanin tamamen enzimin ii¢ boyutlu yapisindaki
degisimden kaynaklanmadigi bildirilmistir [3]. Wei
ve ark. yaptiklar1 ¢alisma ve bizim calismamiza ait
veriler goz oniine alindiginda GO proteinler iizerine
negatif etkilere sahip olabilir ve biyolojik sistemlere
uygulanmalarinin cesitli olumsuz etkileri olabilir.
Ayrica KO' nun pirinlerin ve canllar i¢in toksik
bilesikler olan zenobiyotiklerin katabolizmasinda rol
almasi nedeni ile GO' nun bu enzim izerinde
olusturacagi inhibitor etki bu gibi metabolik olaylarin
da sekteye ugramasina neden olabilir. Ozellikle
zenobiyotik metabolizmasindaki aksakliklar, bu
bilesiklerin viicuttan atilamayarak birikmesine ve
toksik etkilerinin artmasina sebep olabilir. Nitekim
konuyu farkli agidan ele alan bazi ¢alismalarda GO'
nun hiicre kiiltiirlerinde ve deney hayvanlarinda doza
ve zamana bagh olarak toksik etikler yarattigi [40,
41], insan eritrosit hiicrelerinde hemolitik etki
gosterdigi belirlenmistir [41]. Bununla birlikte, GO’
nun hiicreler lizerinde sitotoksik etki olusturmadigi
ve antibakteriyel 6zelliklere sahip oldugunu gosteren
calismalar da bulunmaktadir. [42, 43].

Ayrica, KO katalizledigi tepkime sonucu siiperoksit
anyonu ve hidrojen peroksit olusumuna neden
oldugundan, KO inhibitdérleri ROT' larin rol aldig:
hastaliklarda oksidatif hasar1 baskilamak amaciyla da
tedavide kullanilmaktadir [44]. Bu bilgiler 1s181nda
GO' nun antioksidan etki yaratarak hiicreler icin
oksidatif hasara karst olumlu yonde etkiler
olusturabilecegi de diisiiniilebilir. Bu goriisle uyumlu
olarak GO' nun antioksidan o6zellige sahip oldugunu
bildiren ¢alismalar bulunmaktadir [45]. Fakat, GO'
nun KO aktivitesini inhibe ederek antioksidan etki
yaratarak oksidatif hasara karst olumlu etki
olusturmasinin organizma lehine olabilmesi i¢in bu
molekiliin spesifik olarak sadece bu enzimi inhibe

etmesi ile daha miimkiin olabilecegini
diisinmekteyiz. GO' nun proteinler ve enzimlerin ii¢
boyutlu  yapilarina  kiimilatif etkisi  dikkate

alindiginda spesifik bir etkinin pek miimkiin olmadig:

anlagilmaktadir. GO' nun organizmaya etkilerini
inceleyen ilave calismalara gerektigini
diisiinmekteyiz.
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Tablo 1. KO enziminin 4 farkli GO derisiminde ve GO icermeyen aktivite ortamindaki elde edilen Km, Vmax degerleri ve

inhibisyon yiizdeleri
GO yoklugunda GO varhiginda
Vmax Vmax
Km . [GO] Goriinir Km )
(uM Urat/mg (uM Urat/mg % inhibisyon
(uM) . . (ppm) (uM) ) .
Protein/dakika) Protein/dakika)

0.50 107.37 0.53 36.1
1.00 29.70 0.23 72.3
138.95 0.83 5.00 24.01 0.19 77.1
10.00 11.16 0.13 84.3

Sonuc¢ olarak GO, KO enzimini unkompetetif olarak
inhibe etmektedir. KO enzim aktivitesinde 0.50 ppm
gibi kiiciik bir GO derisimde bile dikkate deger bir
azalma goriilmektedir. Bu nedenle GO' nun proteinler
ve hatta diger bazi makromolekiiller iizerine olumsuz
etkileri olabilir. Dolayisiyla grafen ve GO' nun
biyolojik sistemlere uygulanmadan once, daha ileri
calismalarla etkileri degerlendirilmelidir.
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