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OZET

Yiiksek Lisans Tezi
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Yil  :2019, Sayfa sayisi: 49
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Bu ¢alismada, ekmek mayasi (Saccharomyces cerevisiae) glutatyon rediiktazi
(GR) tlizerine bazi 2-aminotiyazol tiirevleri olan 4,4’- (disiilfandilbis(metilen)) bis
(tiyazol-2-amin) dihidrokloriir (DMTA) ve 2-amino-4- (klorometil) tiyazol
hidrokloriir (ACT)’in olan etkileri incelenmistir. GR enzimi, 0 dan 500 ppm’e degisen
2-aminotiyazol tiirevleri derisimlerine maruz birakilmistir. DMTA derisimlerinin
artist ile GR aktivitesinde nisbi bir diisiis gozlemlenmistir ACT derisimlerinin artis1 ile
GR aktivitesinde 6nemli bir istatiksel degisimin olmadigi gozlemlenmistir (p>0.05).
Sonug olarak, distilfit kopriisii iceren DMTA, GR {izerine nisbi inhibisyon yapmis,
disiilfit kopriisii igermeyen ACT ise GR lizerine inhibisyon yapmamustur.

Anahtar Kelimeler: Glutatyon Rediiktaz; 2-Aminotiyazol;, 4.,4’-
(Distilfandilbis(metilen)) bis (tiyazol-2-amin) Dihidrokloriir; 2-Amino-4- (klorometil)
tiyazol Hidrokloriir
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In this study, effects of some 2-aminothiazole derivatives such as 4,4’-
(disulfanediylbis(methylene)) bis(thiazol-2-amine) dihyrochloride (DMTA) and 2-
amino-4-(chloromethyl)thiazole hydrochloride (ACT) on glutathione reductase (GR)
from baker's yeast (Saccharomyces cerevisiae) were investigated. The GR enzyme was
exposed to 2-aminothiazole derivatives concentrations ranging from 0 to 500 ppm.
There was a relative decrease in GR activity with the increasing of DMTA
concentrations. It was observed that there was no significant statistical change in GR
activity with increasing ACT concentrations (p>0.05). As a result, DMTA containing
disulfide bridge had relative inhibition on GR, ACT without disulfide bridge did not
inhibit GR.

Key  Words:  Glutathione  Reductase;  2-Aminothiazole;  4,4’-
(Disulfanediylbis(methylene)) bis(thiazol-2-amine) Dihyrochloride; 2-Amino-4-
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BEYAN

“Bazi  2-Aminotiyazol Tiirevlerinin Etkisinde Glutatyon Rediiktaz
Aktivitesindeki Degisimlerin Belirlenmesi” baslikli tezimde caligmalarin tamamen
akademik kurallara ve etik degerlere sadik kalinarak yiiriitiildiigiinii ve yazimda
yararlandigim eserlerin kaynakcada gosterilenlerden olustugunu ayrica alintilardan

bilimsel etige uygun atif yaparak yararlanmis oldugumu beyan ederim.

Emine EROGLU CETIN
Imza



TESEKKUR

Bu calismanin gergeklestirilmesinde, degerli bilgilerini benimle paylasan,
kendisine ne zaman danigsam bana kiymetli zamanin1 ayirip sabirla ve biiyiikk bir
ilgiyle bana faydali olabilmek ic¢in elinden gelenden fazlasini sunan her sorun
yasadigimda yanina ¢ekinmeden gidebildigim, giiler yliziinii ve samimiyetini benden
esirgemeyen saygi deger danisman hocam Dr.Ogr.Uyesi Hasan KARADAG’a
sikranlarimi  sunuyor, c¢ok tesekkiir ediyorum. Yine c¢alismamda, 4,4’-
(distilfandilbis(metilen)) bis (tiyazol-2-amin) dihidrokloriir sentez maddesini
kendisinden aldigimiz degerli hocam Prof.Dr. Cumhur KIRILMIS’ a da tesekkiirlerimi
sunarim.

Tesekkiirlerin az kalacagi diger Kimya Boliimii hocalarima, bana {iniversite
hayatim boyunca kazandirdiklar1 her sey icin ve gelecekte s0z sahibi yapacak bilgilerle
donattiklar1 i¢cin hepsine teker teker tesekkiirlerimi sunuyorum.

Son olarak ¢alismam da bana olan giivenini benden esirgemeyen sevgili esime,
beni bu giinlere sevgi ve saygi kelimelerinin anlamlarii bilecek sekilde yetistirerek
getiren ve benden hi¢bir zaman destegini esirgemeyen bu hayattaki en biiyiik sansim

olan aileme sonsuz tesekkiir ederim.

Emine EROGLU CETIN
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SIMGELER VE KISALTMALAR

Simgeler

E : Enzim

ES : Enzim substrat kompleksi

I : Inhibitor

Km : Michaelis sabiti =(kitkz2)/k: (hiz sabiti)

pH : "Power of hydrogen” (hidrojenin giicii): hidrojen derisiminin
eksi logaritmasi

S : Substrat

P : Uriin

[S] : Substrat konsantrasyonu

U : Unite

U/mg : Spesifik aktivite

Vo : Baslangi¢ tepkime hiz1

Vmax : Maksimum hiz

Kisaltmalar

ACT : 2-Amino-4- (klorometil) tiyazol hidrokloriir

DMTA :4.4’- (Disiilfandilbis(metilen)) bis (tiyazol-2-amin) dihidrokloriir
GR : Glutatyon rediiktaz

GSH : Rediikte glutatyon

GSSG : Okside glutatyon

NADPH : B-Nikotinamid adenin diniikleotid 2’-fosfat rediikte
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1.GIRIS

Glutatyon rediiktaz (EC 1.8.1.7) (GR), bir antioksidan enzim olup, okside
glutatyonu (GSSG), B-Nikotinamid adenin diniikleotid 2’-fosfat rediikte (NADPH)

varliginda rediikte glutatyona (GSH) doniistiirtir [1].

GSSG+NADPH+H™ — 2 GSH+ NADP*

Heterosiklik halka sistemine sahip, 2-aminotiyazol tiirevleri, antiviral [2],
antimikrobial [3], antikanser [4] ve anti-inflamatuvar [5] aktivitelere sahiptir. Son
zamanlardaki arastirmalar, 2-aminotiyazol tiirevlerinin, kynurenine-3-hidroksilaz ve
siklin baglimli kinaz enzimlerine kars1 inhibitor olarak etki ettigi bildirilmistir [6].

Bu calismada kullandigimiz, 4,4’- (disiilfandilbis(metilen)) bis (tiyazol-2-
amin) dihidrokloriir (DMTA), Kirilmigs ve arkadaslar1 tarafindan sentezlenmis ve
yapist aydinlatilmis orijinal bir maddedir [7]. Bu madde yapisinda disiilfit kopriisii
iceren, bu yoniiyle GR’nin substrati olan GSSG’ye benzeyen, 2-aminotiyazol
tirevidir. 2-amino-4-(klorometil) tiyazol hidrokloriir (ACT) ise distlfit koprisi
icermeyen 2-aminotiyazol tlirevidir.

Bu ¢alismada 4,4’- (disiilfandilbis(metilen)) bis (tiyazol-2-amin) dihidrokloriir
ve 2-amino-4-(klorometil) tiyazol hidrokloriir’iin GR enzim aktivitesi iizerine olan

etkisi incelenmistir.
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2.ONCEKIi CALISMALAR

2.1. Enzimler

Canli organizmalardaki kimyasal reaksiyonlar1 hizlandirip, herhangi bir yan
irlin olmasma firsat vermeyen ve bdylece % 100 lik bir iiriin verimi saglayan
biyolojik katalizorlere “enzim” denir. Katalitik RNA molekiillerinin kiigiik bir grup
disinda biitiin enzimler protein yapisinda bulunmaktadir. Enzimler proteinlerin ¢ok
biiyiik bir kismin1 ve en 6zel grubunu olusturmaktadir [8].

Enzimlere ayn1 zamanda “maya” anlami da verilmektedir. insanlar aslinda ¢ok
eski zamanlardan beri enzimatik reaksiyonlardan faydalanmislardir. Ornegin sarap,
kimiz ve ekmek yapminda enzimlerden faydalanmiglardir. Ancak enzim ve enzimlerin
katalitik etkisinin ne oldugunu bilmeden yararlanmislardir [9].

Canlilar1 olusturan biyomolekiiller kinetik yonden c¢ok karalhidirlar ve
kendiliginden reaksiyon verme gibi bir durumlar1 yoktur. Bir hiicrede herhangi bir
kimyasal olayin gerceklesmesi enzimlere baglidir. Biyomolekiillerin kararligi sunlar1
saglamaktadir; bir hiicre iginde enzim yoksa bu reaksiyon vuku bulamaz ve
kendiliginden reaksiyonun gerceklesmesi miimkiin degildir. Bu su anlama
gelmektedir; enzimler protein yapisindadir ve olaylar DNA tarafindan
sifrelendiginden, hiicre i¢indeki tiim olaylar DNA seviyesinde diizenlenir ve kontrol
edilir. Enzimleri sadece katalizor 6zelligi ile nitelemenin eksik bir tanimdir. Bir
hiicreyi digerlerinden farkli kilan o6zelliklere ait bilgiler DNA tarafindan
aktarilmaktadir [8].

Enzimler, biyokimyasal olaylar1 yasamla bagdastiran kimyasal bir kopri
gorevindedir. Enzimler olmayimca, viicuttaki biyokimyasal olaylar ¢ok yavaslar ve
viicuda enerji saglanamaz. Bununla beraber viicuttaki metabolik ihtiyaglarin yerine
getirilmesi zorlaswr. Enzimlerle beraber biitiin biyokimyasal olaylar katalizlenir.
Dolayisiyla enzimlerin reaksiyonlar1 kat kat hizlandirdig1 sonucuna ulasilmaktadir
[10].

Enzimler viicutta bir nevi ajan gorevindedirler. Biyokimyasal olaylarin viicutta

uyum igerisinde olmasini saglarlar [11].
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Enzimlerin gerektiginden ¢ok fazla ¢aligsmasi, eksik ¢aligmasi veya enzimlerin
hi¢ olmayis1 bircok hastaligin sebebidir. Buna Ornek olarak krabbe hastaligini
verebilir. Krabbe hastaligi, myelin kaplamay1 saglayan enzimin yetersizligi sonucunda
ortaya c¢ikan bir tlir hastaliktir. Yine enzim yetersizligi sonucunda ise sinirsel
bozukluklar meydana gelir [9].

Enzimler ayn1 zamanda canli hiicreler tarafindan meydana gelir ancak etkisini
gosterebilmek i¢in bir hiicrenin varligma gereksinim duymazlar. Bu maddeler 1siya ise
dayanikli olmayan maddelerdir. Bundan dolay1 labaratuvar ortaminda bir¢ok
reaksiyonun gerceklesebilmesi igin yiiksek bir 1siyla beraber belirli bir pH’ a
gereksinim duyarlar. Tiim kosullar labaratuvar ortaminda gerceklestirilse dahi yine de
belli bir siireye ihtiya¢ duyulur. Oysaki organizma kosullarinda bu boyle degildir,
isinin 37 derece civarinda olmasi yeterlidir. Ayn1 zamanda pH ise ndtr durumuna
yakindir. Boyle kosullarda tepkime gayet hizlidir [12].

Biitiin bu nedenleri goz 6niinde bulundurunca enzim tepkimelerinin yasam igin
son derece onemli tepkimeler oldugunu séylenebilir. Enzimler etkilerini her madde
tizerinde gostermezken sadece belirli bir madde tizerinde gostermektedir. Enzimler
katalize ettikleri tepkimeler sonucunda bazilar1 az bazilar1 ise daha fazla oranda tahrip
olurlar. Bu nedenle enzimlerin organizmada siirekli olarak sentez halinde olmalar1
gerekmektedir [12].

2.1.1. Enzimlerin Tarihgesi

Enzimlerin niteliklerinin ne oldugu bilinmemesine ragmen yazmin icadindan
¢ok &nce kullanilmaya baglanmustir. Ornegin enzimlerden haberdar olunmadan peynir
yapilmig, siit mayalanmig, sarap vb. yapilmistir. Sarabm iretimininde Yunanlilar
Bakiis’li kaynak olarak gosterirler. Bu tepkimeler enzimlerden meydana gelindigini o
donemler bilinmezken daha sonraki donemlerde kesfedilmistir. Ancak o donemlerde
bu reaksiyonlarin ger¢eklesmesinin canli organizmalar ile mimkiin olunacagi
saniliyordu. Pasteur Ozellikle canli organizmalarin sart oldugunu savunan bilim
adamlarindan biriydi. Bu nedenle eskiden fermantasyonlarin gerceklesebilmesi i¢in

sadece canli hiicrelere ihtiyag duyuldugu biliniyordu. Ancak Biichner yaptig1
3
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caligmalar ile Pasteur’un bu tezini ¢iirlitmiistiir. Enzim ismi ise ilk defa Kiihne
tarafindan bulunmus ve kullanilmaya baslanmistir [13].

Biyokimya tarihinde yapilan c¢aligmalarin biiyiik bir ¢ogunlugu enzimler
iizerine olmustur. 1760-1825 yillar1 arasinda kataliz olayi ile ilgili dnemli denemeler
yapilmistir. Bu denemeler midedeki enzimatik sindirim tlizerine yapilmistir. 1835
yilinda Isvegli bir kimyager belirli bir enzim iizerine ilk ¢alismay1 gerceklestirmistir
[8].

Enzimleri ilk defa 1833 yilinda Payen ve Petsoz tarafindan kullanmiglardir.
Alkol kullanarak malt ekstresinden nisastayr ayirt etmeyi basarmuglar ve buna
“diyastaz” admi vermiglerdir. Yaklasik ti¢ y1l sonra yani 1836 yilinda Schwan mide
suyundan “ pepsin”i elde etmeyi bagarmustir [9].

1926 yilinda ilk kristal halde bulunan iireaz enzimi Summer tarafindan
yalitilmustir. Northrop tarafindan Pepsin, Tripsin ve Simotripsin enzimleri kristal halde
elde edilmistir. Bu enzimlerin eldesi ise 1930 — 1936 yillar1 arasinda ger¢eklesmistir
[9].

1860 yilinda L. Pasteure adindaki bilim insani ise fermantasyon olaymin
yiriitiilmesinde enzimlerin yer aldigii deneyler ile ispatlamistir. Ancak, Pasteur
enzimlerin sadece canli hiicrelerin yapisinda oldugunu diisiinmiistiir [8].

Enzimoloji alaninda en 6nemli calismay1 J.B. Sumner gergeklestirmistir. Ureaz
enzimini “jack bean” bitkisinden elde etmistir. Enzimi “jack bean” bitkisinden
kristallendirdikten sonra protein yapisinda bir bilesik oldugunu ortaya koymustur.
Giiniimiizde ise yaklagik olarak 2000’e yakin enzim elde edilmistir. Bunlarin bir¢ogu
saf halde elde edilmis ve Kinetikleri incelenmistir. Geriye kalan ¢ok az bir kismina ise
kristallendirme yontemi uygulanmis ve elde edilmistir. Fakat tiim bunlara ragmen
yapilan genetik caligmalara gore heniiz varligi tespit edilmemis bir¢ok enzim
bulunmaktadir [8].

Giiniimiizde bulunan yaklasik olarak 2000’ e yakin enzimin 250 kadar kristal
halde bulunan enzimlerdir. Enzimoloji olarak adlandirilan kimya dali enzim ve
enzimler ile ugrasan bir kimya dalidir. Biyokimyanin giliniimiizde de halen ugrastig:

konularin baginda gelmekle beraber en 6nemlisidir [9].
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2.1.2. Enzimlerin Yapisi

Enzimler, canli hiicreler tarafindan sentezlenen protein yapisinda olan
maddelere verilen genel isimdir. Enzimlerin protein yapida olusu proteinlerin
karakteristik yapiya 0zgiil olmalarindan kaynaklanmaktadir. Genellikle enzimler
belirli maddeler arasinda bulunan tepkimelerin hi¢bir kimyasal degisime ugratmadan
meydana gelmesini veya hizinin degismesini saglar. Enzimlerin etki ettigi maddeler
genel olarak tek ve belirli olan maddelerdir. Enzimler bazi durumlar da birbirine ¢ok
benzeyen maddeler lizerinde etki yaratir. Ayni zamanda enzimlerin protein yapist etki
edecegi veya etki ettigi maddenin de seklini ortaya ¢ikarir. Enzimlerin pek azi
kendisinde mevcut halde bulunan protein ile etkili olabilirken biiyiik gogunlugu daha
etkili bir hale gegebilmesi igin ekstra bir maddeye ihtiya¢ duyarlar [9].

Enzimler basit ve konjuge olmak iizere iki sekilde bulunabilirler. Eger ki enzim
sadece protein yapida bulunuyorsa “basit” protein disinda farkli bir madde iceriyorsa
“konjuge” enzim ad1 verilir [14].

Yapilarinda sadece protein bulunduran enzimlere iireaz, pepsin gibi enzimler
ornek verilebilir. Baz1 enzimler ise organiktir fakat protein yapida olmayan prostetik
gruplar icerirler. Bu gibi enzimlere ise flavin nukleotidli enzimler, proksidaz ve katalaz
ornek olarak verilebilir. Baz1 enzimler ise koenzim igerir. Bunlara da nikotinamid
niikleotidli enzimler drnek olarak verilebilir [14].

Enzimler bir maddeye etki edecegi zaman veya bir tepkimenin seklini
degistirmek istedigi zaman ise bunu yapilarindaki proteinden faydalanarak yaparlar.
Cok az enzim kendisinde mevcut olarak bulunan protein yapilar: ile etkili olurlar.
Enzimlerin ¢ogunlugu daha etkili hale gecebilmeleri icin ek bir maddeye ihtiyag
duyarlar [12]. Konjuge protein yapili enzimler etkili olabilmeleri igin apoenzim
denilen kismina kuvvetle baglanmis olan gruba prostetik gruplara ihtiya¢ duyarlar. Bu
prostetik grup ise proteinlerden kolayca ayrilmaz [13]. Apoenzimlere 6rnek olarak
hidrolazlar, pepsin, tripsin vb. verilebilir. Baz1 enzimler ise proteinlere ilaveten bir
metal iyonu igerirler. Buna ise koenzim adi verilir. Koenzimlere ise 6rnek olarak

katalaz, peroksidaz vb. verilebilir [12].



2.ONCEKIi CALISMALAR Emine EROGLU CETIN

Enzimlerin bazi kismi ise sicaga dayanaksizdir. Bu sicaga dayanaksiz kisma “

apoenzim“ denir. Apoenzim ile beraber kofaktorlere ise “holoenzim * ad1 verilir [10].

Substrate w

Coenzyme

Apoenzyme Colactor
Lprotein portion) (nenprotein portion)

Foloanzyme

(whale enzyma)

Sekil 2.1 Holoenzim [10]

Konjuge enzim aslinda haloenzim olarak bilinir. Bir enzim ve bir proteinin
bilesigidir. Apoenzim veya koenzim olarak da adlandirilabilir. Kofaktér ise bir
enzimin kataliz 0zelligi i¢in gerekli olan proteinsiz olan kisma verilen isimdir.
Ortamdan eger ki kofaktor kaldirilirsa apoenzim kismi herhangi bir iglev gérmez. Yani
apoenzim bir nevi kofaktore baghdir. Kofaktor, koenzim veya metal iyonundan olusur.
Kofaktor aslinda bir tastyicidir yani enzimlerin igini tagimak ile gdrevlidir. Mesela
substratin aktif bir bdlgeye baglanmasmi saglayabilir. Her enzim metal iyonu
gerektirmeyebilir ancak bazi aktif olan enzimler metal iyonu gerektirir [14].

Tipki diger proteinleri basit ve bilesik olarak isimlendirip gruplara ayirdigimiz
gibi enzimleri de basit ve bilesik olarak adlandirip gruplara ayiririz. Bazi enzimler
katalizleme fonksiyonlarini protein yapilariyla yerine getirebilir ancak bazilar1 ise
protein yapisinda olmayan “ kofaktor “ olarak isimlendirilen baz1 gruplara gereksinim
duyarlar. Kofaktor aslinda bir metal iyonudur ancak bir metal iyonu olabildigi gibi
“koenzim” adi verilen kompleks bir organik bilesik de olabilir. Bazi durumlarda
aktivite i¢in her ikisine de ihtiya¢ duyulabilir. Enzimler sicaklik ile denatiire

olabilirken kofaktorler sicaklik ile denatiire olmazlar ¢ilinkii sicakliga dayaniklilik

6



2.ONCEKIi CALISMALAR Emine EROGLU CETIN

saglarlar. Holoenzim adi verilen enzimler ise katalitik olarak aktif olan enzim —
kofaktor komplekslerden olusur. Kofaktorsiiz olan enzime apoenzim, proteine ise
apoprotein adi verilir. Apoenzimler, katalitik olarak eylemsizdirler. Bu bilesik veya
metal iyonlarina kars1 kofaktorlii enzimlerin farkli boyutlarda afiniteleri olabilir. Fakat
bu kofaktorler genelde diyaliz ile wuzaklastirilabilirken baz1 enzim-kofaktor
baglanmalar1 diyalizle dahi olsa uzaklastirilamayabilir. Ciinkii bu baglanmalari
kovalent yapida ve sikidir. Buna “sitokrom c¢” deki “hem” grubu enzimin peptid
zincirine kovalent bagla bagli olusu 6rnek olarak verilebilir. Enzime bazi koenzimler
gevsek olarak baghdir. Gevsek bagli olan koenzimler ile enzim arasindaki etkilesimler
enzim-substrat etkilisimine benzetilebilir. Tepkime gergeklestikten sonra enzimlerden
ayrilarak baska bir metabolizma olaylarinda yer almak isteyebilirler [8].

Koenzimler apoenzimleri aktif hale getirir. Ayn1 sebep ile kofaktor terimi de
kullanilir. Kofaktorler enzimlere ¢ok gevsek olarak baglanmistir. Cok kolay dializ
edilme ozelligine de sahiptirler. Buna 6rnek olarak NAD, NADP verilebilir. Her
kofaktor apoenzim ile kolay kolay parcalanmaz. Eger, kofaktor apoenzim ile kolay
kolay pargalanma 6zelligi géstermiyorsa buna “prostetik grup” adi verilir. Buna 6rnek

olarak suksinik dehidrogenazdaki Flavin Adenin Diniikleotid verilebilir [9].

2.1.3. Bir Gen Bir Enzim Hipotezi

Yasamsal olaylarin yer aldig1 hiicrenin i¢indeki enzimler protein yapisinda olan
molekiillerdir. Bu molekiiliin sentezinden sorumlu bir DNA bulunur bu DNA
pargasia gen denir. Genler sadece protein sentezinden sorumlu olmayip ayni zamanda
enzimlerin sentezinden de sorumludurlar. Her bir enzimin bir gen tarafindan
sifrelenmesine, bir gen bir polipeptit hipotezi denir. Meydana gelen bu enzimler
canlilardaki biyokimyasal olaylar1 katalizlemek ile sorumludur. Eger, herhangi bir
enzimin sentezinden gdrevli genin yapis1 bozulursa ve protein sentezi engellenecek
olursa, canlilarda da gesitli sorunlar ortaya ¢ikar. Meydana gelen bu sorun canlinin

yasamina engel olabilir [15].
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Genl Gen? Cien3
Enziml Enzim? Enzim3
A B C D

Sekil 2.2 Gen enzim iligkisi [15]

Ornek olarak Gen2’de herhangi bir mutasyon meydana gelirse asagidaki gibi
sorunlar ile karsilasilabilir;
1. Enzim2 durur ve ¢alismaz.
2. B maddesinin C maddesine doniismesi beklenemez.
3. B maddesi C maddesine doniismeyince ortamda C maddesi birikmeye baslar.
4. Tepkimenin devam etmesi i¢in ortama Enzim2 veya C maddesinin hazir olarak

verilmesi gerekmektedir [15].
2.1.4. Enzimlerin Adlandirilmasi ve Siniflandirilmasi

Enzimler 6nceleri “substrat” ad1 verilen bilesiklerin sonuna “az” eki getirilerek
adlandirilmislardir. Buna iireyi pargalayan enzime iireaz 6rnegi verilebilir. Bu isimler
substrat hakkinda bizlere bilgi verirken, baz1 enzimler hakkinda bizlere herhangi bir
bilgiyi vermemekteydi. Ornegin, pepsin, katalaz, tripsin vb. zamanla yapilan farkl
calismalar ile farkli enzimler de ortaya ¢ikinca sistematik bir adlandirilma ihtiyact
hissedildi. Bunun iizerine enzimler katalizledikleri reaksiyon mekanizmalari ve
reaksiyon tiplerine gore olusturulan uluslararasi komisyon tarafindan siniflandirilmaya
baslandi. Sistematik adlandirilmanin en Onemli birka¢ Ozelliklerini siralayacak
olursak:

1. Reaksiyonlar ve reaksiyonlari katalizleyen enzimler kendi aralarinda 6 gruba
ayrimustir.

2. Katalizlenen tepkimenin sonuna “az” eki getirilir.
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3. Tepkimenin dogasini agiklayacak ifadeler gerek duyuldugu takdirde parantez
icinde ve ismin sonuna yazilir.

4. Her bir enzime sistematik kod numarasi verilir [8].

2.1.4.1. Oksidorediiktazlar

Oksidasyon ve rediiksiyondan sorumlu olan enzimlerdir yani elektron transferi
yapmaktan sorumludurlar [10].

Oksidasyon yiikseltgenme, rediiksiyon ise indirgenme anlamlarina gelmekle
beraber bu reaksiyonlar1 katalizleyen enzimlerdir. Oksidazlar ile dehidrogenazler

substrat olarak, elektron verici ve hidrojen olarak kullanilabilirler [16].
Ayix + Binp Aip + Byix

Bir molekiilden H koparilir ise o molekiil yilikseltgenme 6zelligi gosterir. Eger
ki bir bagka molekiile H aktarimi olur ise o molekiil indirgenme 6zelligi géstermis olur

[16].

2.1.4.2. Transferazlar

Fonksiyonel olan gruplarin transferini yapmak ile sorumlu olan enzimdir [10].
Transferazlar molekiillerinde sadece H igermez. H ile beraber baska gruplar da icerir
[16].

Transferazlarin gérevi bir fonksiyon halinde bulunan enzimleri bir molekiilden

digerine aktarmaktir [11].

AB + C A+ BC

2.1.4.3. Hidrolazlar

Ester, eter, peptid gibi baglarina bir su molekiiliiniin katilmasiyla hidrolizi

katalizleyen enzim ¢esididir [8].
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Hidrolazlar degisik baglarin hidrolizini saglayip bu baglara su ekleyerek

koparilmasin1 saglar [16].

AB + H:0 AOH + BH

2.1.4.4. Liyazlar

Hidrolizlerden daha farkli bir mekanizma ile substratlardan gruplari

uzaklastirir. Cift baglarin olustugu tepkimeleri katalizler [8].

AB A+B

2.1.4.5. izomerazlar

Geometrik ve optik izomerik bilesiklere doniismesini saglayan enzimlere

verilen isimdir [16].

ABC ACB

2.1.4.6. Ligazlar

ATP gibi yliksek enerjili baglardaki fosfatlar1 hidrolize edip iki molekiiliin
birbirine baglanmasini katalize etmesini saglayan enzim c¢esididir. Ligazlar ayni
zamanda yiiksek enerjiye sahip olan fosfatlarm enerjisini kullanir. Kullandigi bu
yiiksek enerji sayesinde karbon ile C,0,S,N arasinda bag olusumunu katalizlemesini

saglayan enzimlerdir [16].

A +B+ATP AB + ADP + P

Bir¢ok enzim atomlari, elektronlar1 veya farkli gérevdeki gruplari katalizlemek

ile sorumludur [11].
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2.1.5. Enzimlerin Kinetigi

Enzim kinetigi baslig1 adi altinda daha ¢ok biyokimyasal tepkimelerin hizlarini

kantitatif olarak incelemekte ve buna etki eden faktorleri ele alip degerlendirmektir

[8].

2.1.5.1. Kimyasal Kinetik

Uriinleri olusturmak icin birbiriyle etkilesen molekiillerin sayilarna gore
smiflandirilmasma “kimyasal kinetik” adi verilir. Tepkimeye giren bir, iki ya da iig
molekiiliin Uriinleri meydana getiren reaksiyonlar1 farkli sekilde ve swrasmna gore
isimlendirilir. Bunlar sirastyla; monomolekiiller, bimolekiiller ya da termolekiiller
olarak adlandirilabilinir. Kimyasal reaksiyonlar bunun diginda derecelerine gore
siniflandirilir. Sifirinci, birinei, ikinci ve ligilincii olarak derecelendirilir. Bu sekilde
derecelendirilmesi aslinda tepkime hizlarma ka¢ farkli reaktant konsantrasyonunun
etki ettigini gozler Oniine serer. Birinci derece reaksiyonlarin hizi sadece bir gesit
reaktantin derisimi ile dogru orantilidir denilebilir. Buna o6rnek olarak A, P
reaksiyonunu verebiliriz. Bu reaksiyon hizina gore birim zamanda A’ nin kaybolmasi
ya da P’ nin olusma hizlar1 birbiri ile dogru orantiidir denilir [9]. Ikinci derece
tepkimelerinin hizlar1 iki reaktantin derisimine yada bir reaktant derisiminin ikinci bir
kuvvetine baghdir diyebiliriz. Ancak burada 6rnek olarak verilen A+B, P reaksiyonu
her zaman ikinci derece olmayabilir. Clinkii baz1 durumlarda birinci derecedenmis gibi
davranabilir. Bu su sekilde agiklanabilir; A’ nin derisimi yliksek iken B’nin derisimi
diisiik oldugu durumlarda bimolekiiler reaksiyonun hizi yalnizca B’nin derisimine
bagli olacagi i¢in bu reaksiyon birinci mertebedendir. Reaksiyon derecesi reaksiyonun
reaktant sayisina bagli olmayip reaksiyonun vuku buldugu sartlara dogrudan baglh
oldugu sonucuna varilir. Ugiincii dereceden reaksiyonlara birinci ve ikinci dereceden
reaksiyonlara rastlandigi gibi sik rastlanmaz. Hatta birgok katalizorlii reaksiyonlar

tigiincii dereceden sayilir [8].
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2.1.5.2. Kataliz Olay1

Enzimlerin kataliz olay1 siiresi boyunca kovalent baglar her zaman yeniden
diizenlenme 6zelligine sahiptirler. Ancak bazi gruplar gegici bir siireligine substrata
aktarilirlar. Bunun boyle olmasi aktivasyon enerjisini diisiiriir. Aktivasyon enerjisinin
diistiriilmesi olaymi ise soyle aciklanabilir; kurulan bazi baglar yikilan bazi baglardan
daha saglam olur ve serbest enerji acia cikar. Ag¢iga c¢ikan bu serbest enerji ise
aktivasyon enerjisinin diismesini saglamaktadir. Temel sebebi kovalent olmayan
baglardan saglanmasidir. Enzimatik olan reaksiyonlar1 enzimatik olmayan
reaksiyonlardan ayiran temel etken ise bir ES kompleksinin olusumudur. Bu
kompleksinin substrat ile enzim arasinda yap1y1 sabitleyen bazi etkenler vardir. Bunlar
ise hidrojen, hidrofobik-iyonik etkilesimler gibi bazi zayif etkilesimlerdir. Bu
etkilesimler gegis durumunda iken maksimum 6zelliktedir [8].

Katalizin temel sebebi ise ¢oklu zayif baglarin olusumu sirasinda meydana
¢ikan baglanma enerjisiyle aktivasyon enerjisin tahmin edilenlerden de ciddi olacak

sekilde diismesi olayidir [16].

2.1.5.3. Michaelis Menten Esitligi

Michealis Menten denkleminden faydalanarak tek substrathi olan enzimlerin
tepkime hizlarmin yine substrat konsantrasyonu arasindaki iliskiyi aciklamak i¢in
kantitatif olanaklarindan faydalanip aciklamak gerekir. Michealis Menten
denkleminde Vmax ve Km degerlerinin bilinmesi 6nemlidir. Vmax, ilgili olan
enzimin, belirli sartlar ve zaman dahilinde ilgili oldugu substrat ile tepkimeye girip
ulagabilecegi en yiiksek katalitik etkiye ulasmasi durumudur. Ayni zamanda bu
katalitik etki en yiiksek etkidir. Bu sekildeki bir tepkimede enzimatik olan aktivitenin
en yliksek diizeye ulagmis olan katalitik aktivitenin yar1 hizina ulagmasi sirasinda
substrat konsantrasyonunun belirlenmesi durumuna ise Km ad1 verilir. Bir nevi Km
Michaelis Menten denkleminin konsantrasyonu anlamina da geliyor denilebilir. Km
ozellikle tek substratli enzimler i¢in enzimlerin derigimine bagl degildir. Bu sebepten

otiirli dakika \ mol \ litre olarak tanimlanip ifade edilebilir [9].
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Michaelis Menten derisimini ¢ok basit olan bazi deneyler ile yaklasik
degerlerinin hesaplanma sansi bulunmaktadir. Bu sebeple enzim derisimini sabit
tutmak gerekmektedir. Ancak farkli olan baslangigtaki substrat derisimlerini
uygulamak sartiyla ilk baslardaki tepkimelerin hizlarin1 hesaplamak yeterli
olmamaktadir. Bu sebep ile baslangigtaki tepkime hizlari ile kullanilmis olan substrat
derisiminin grafige dokiilmesi sonucu enzimlerin Km degerinin bulunmasi kolaylasir.
Fakat her enzimin Km degeri benzerlik géstermeyip farklilagir. Bu substrattan
substrata degisir. Ayn1 zaman Km degerini 1s1 ve pH degerleri de etkiler. Bununla
beraber Vmax da substrat tiiriine gore 1s1 ve pH etkisine gore farklilik gosterir [9].

Enzimlerin genel olarak bircok 6zelligi Michaelis — Menten yodntemi
kullanilarak agiklanir. Bu yontem ile enzim (E) substratina (S) baglanarak enzim —
substrat kompleksi (ES) meydana gelir. Bu reaksiyon ise iiriinde meydana getirebilir

veya tekrardan E ve S meydana getirebilir [17].

ki k2
E+5S ES E+P
k1 ka

Bu denklemden yola ¢ikarak denklemdeki birinci kismi alinir ve kitle etkisi
kanunu uygulanir. Tepkimeye giren E ve S maddelerinin derisimleri, tepkimenin
sonucunda meydana gelen ES kompleksi derisime bdliinlip sabit olan bir deger
meydana ¢ikar [9].

Michaelis _ Menten esitligi bulunurken su 6nemli noktalara dikkat edilmelidir:
1. Substrat konsantrasyonu, enzimlerden ¢ok daha biiyiiktiir [10]
2. [ES] zaman icerisinde herhangi bir degisiklige ugramaz. Her zaman ES olusum

hiz1 yikim hizina esittir [10]

3. P (irtin) birikimi ¢ok olmaz. Bu nedenle E + P ‘den ES olusum ihtimali

tahminlerden dahi azdir [10]
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Michaelis Menten esitligi:

Vmax [S]

V=K 151

2.1.5.4. Lineweaver Burk esitligi

3

Hiperbolik egrilerden yiiksek diizeydeki substratlarda Vmax 1 kesin olarak
bulmak zordur. Bu nedenle Michaelis Menten esitligi ters c¢evrilerek gerekli

diizeltmeler yapilarak Linewear-Burk esitligi bulunur [10].
1\ V = Km\ Vmax.[S] + 1\ Vmax
2.1.6. Enzimlerin Spesifitesi

Enzimler 6zgiil olan maddelerdir. Fakat bu enzimlerin bu sekilde 6zgiil olusu
cok farkli degisiklikler gosterebilir. Ancak bir¢ok enzim farkli substrata etki eder.
Ornegin protein konusunda ismi gecen D-Amino Asit Oksidaz sadece "D"
konfigiirasyonuna etki eder ve amino asitleri okside eder. "L" konfigiirasyonu
gosterenlere etki yapmayabilir.  L-Laktat Dehidrogenaz sadece L-laktata etki
yapabilirler. Bazen de bazi durumlarda enzimler “grup spesifitesi “ etkisi
gosterebilirler. Ornek olarak "Heksokinaz"lar heksozlarin fosforilasyonunu ornek
olarak verebiliriz. Bazi enzimler ise bazi gruplar i¢in kesinlikle spesifktirler diyebiliriz.
Mesela bir heksokinaz yalnizca glikozun fosforulasyonunu saglar. Eger ki bunu
sagliyorsa “glukokinaz” ismi verilir, bu ise kesin olan bir grup 6zgiilliigii gosterir [9].

"Karboksipeptidaz'"lar1 incelendiginde, bunlarin peptit zincirlerinin C-terminal
uglarinda bulunan peptit baglarmi etkiledikleri goriiliir. Ancak bu her enzim igin
gecerli olmayabilir. Baz1 enzimler ise yalnizca spesifik yani 6zgiil olan enzimlere etki
ederler. Enzimlerin tamami degil ancak bir kismi belli bir grup iizerinden biitiin

maddelere etki etme 6zelligi gdsterirler. Buna 6rnek verecek olursak pepsinleri 6rnek
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olarak verebiliriz. Pepsinler midedeki biitiin proteinlere etki etme 0&zelliginde

bulunurlar [9].

2.1.7. Enzimlerin Aktivitesinin Inhibisyonu

Enzimlerin hem in vivo hem de in vitro etkinliklerinin, bazi bilesikler
tarafindan azaltilmasi veya tamamen yok edilmesine inhibisyon denir. Buna neden
olan bilesikler vardir. Neden olan bu bilesiklere de inhibitdr ismi verilir. Inhibitérler
aslinda kiiciik molekiil agirhigina sahip bilesiklerdir. Ayni zamanda iyonlardir
denilebilir [18].

Bazi1 maddeler enzimler ile iliski kurma 6zelligine sahiptirler ancak buna
ragmen substrat gibi hareket etme Ozelliginden yoksundurlar. Bir diger deyis ile
enzimler bu maddelerin baska bir iiriine doniismesine engel olur. Fakat bu birlesme
sebebi ile enzimin kendisi de katalitik gorevini yerine getirmekte zorlanir [9].

Inhibisyon ayn1 zamanda enzimlerin yapisal dzelliklerinin incelenmesinde ¢ok
biiyiik rol oynar, ayn1 zamanda enzimlerin katalitik etkisinin incelenmesini de saglar.
Hiicre igerisinde bulunan metabolik olan olaylara rehberlik eder. Biyolojik olan
sistemlerin de aynmi1 zamanda kontrol mekanizmasimi saglar. Enzim Kkatalizinin
inhibisyonu bir¢ok zehirli bilesik tarafindan ortaya ¢ikabilir [16].

Kimyasallarin bir ¢cogu enzim aktivitesini engellemektedir. Bu kimyasallar dogal
olabilecegi gibi sentetikte olabilirler. Etki mekanizmalarma gore inhibitorler iki farkl

gruba ayrilmaktadir. Bunlar ;
1. Geri doniisiimsiiz (irreversible) inhibitorler,
2. Doniisiimlii ( reversibl ) inhibitorler
» Yarismali (competitive) inhibitorler,

» Yarismasiz (non-competitive) inhibitorler

» Yari yarismali ( uncompetitive ) inhibitorler,
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Enzim inhibit6rleri hem yavaslatir hem de reaksiyonu durduran molekiillerdir.
Bu ve buna benzer sebeplerden 6tiirii inhibitorlerin yapimi farmakolojik olarak ¢ok
biiyiik bir 6neme sahiptir. Ornek verecek olursak aspirin, agr1 siirecinde sorumlu

molekiillerin iiretimindeki enzimi inhibe etmekten sorumludur [16].

2.1.7.1. Geri Doniisiimsiiz inhibitorler

Doéntistimsiiz inhibitorler enzimlere kovalent bag ile baglanan reaksiyonlardir.
Doénitistimsiiz inhibitorler enzimlerin sadece aktif bolgesine baglanmakla kalmaz
enzimlerin farkli bolgelerine de baglanirlar ve baglandig1 bolgeyi ise engellerler [8].
Bu tiir inhibisyonlar diger gruplara gore enzimlere siki sik1 baglilik gostermektedir.
Ayrica ayrigsma gosterirken ¢ok yavastirlar. Bunlara 6rnek olarak ise sinir gazlarmin

asetil kolin esteraza etkileri verilebilir [10].

2.1.7.2. Déniisiimlii inhibitérler

Bu inhibitorler doniisiimsiiz inhibitorlerin aksine enzimlerle gegicide olsa bir
denge kurmak isterler. Bu kurmak istedikleri dengeye ise “inhibisyon dengesi” ismi
verilir [8]. Bu tiir doniisiimlii inhibisyonlarda substrat derisiminin ya da inhibitore

oranla enzim derisiminin arttirilmasi ile enzim inhibitor iliskisi tersine gevrilir [16].

2.1.7.2.1. Yarismah inhibitorler

Yarigmali inhibitorler enzim tizerine baglanirken enzimin iizerine substrat ile
ayni yere ¢ok aktif olarak baglilik gosterirler. Bu baglanma esnasinda S ile yarigma
gosterirler. Bu sebepten Otiirii doniisiimlii inhibitorlerde hiz, S ve I derisimi ile
baglidirlar. S artig1 ile doniisiimlii inhibisyonunu geri gevirme sansi yakalanir. Bununla
birlikte bu Vmax’a kadar ¢ikarilabilir [10].

Yarismali inhibisyonda, enzimin etki yaptig1 substratlar vardir ve bu substrata
cok benzeyen bir madde bulunur. Bu diger madde, enzimin "Aktif Yerini" iggal eder.

Bu isgal ile enzimin asil substrati ile iliski kurmasina karsi tedbir alir. Yarigmali
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inhibisyonda inhibitér madde molekiilleri baz1 enzim molekiillerini isgal eder. Bu
molekiilleri isgal ederek enzimin katalitik etkisinin yavaglamasini saglarlar. Buna
ornek olarak "Suksinik Dehidrogenaz" in "Malonik asit"le inhibisyonunu verebiliriz.
Suksinik asit sitrik asit siklusu dizisinde suksinik dehidrogenaz enziminin katalitik
etkisi ile ¢cok kolay bir sekilde fumarik aside doniisii saglanabilir. Ancak ortamda
malonik asidin bulunmasi1 ve formiil yapi1 benzerligi gostermesi sebebi ile bu
donilistimiin yavaglamasina neden olur. Yarigsmali inhibitorlerde enzimin inhibitor ile
baglanmasi doniistimliidiir. Ve bu doniisiim ile substrat derisiminin ¢ogaltilmasi
saglanir. Bu ¢ogalma ile tiim iliskiler ayrilir. Fakat bu arada bir de "Unkompetitif
inhibitdrler" den bahsetmek miimkiin olabilir. Unkompetitif Inhibitorde Enzim,
Substrat ve Inhibitdr arasinda aslinda iglii bir iliski vardir ve doniisiimlii degildir. Bu
inhibisyon dogrudan enzim —substrat kompleksine baglilik gostermis olur. Bu durum
genelde iki substrathi enzim derisiminde g6zlenir [9].

Yarigmali inhibitorler kovalent bag yapmazlar, enzime ise doniisiimlii olacak
sekilde baglanma o6zelligi gosterirler. Yarismali inhibitorler substrat ile benzerlik
gosterirler. Substrata benzedikleri i¢in enzime baglanmak i¢in adeta substrat ile
yarisirlar. Eger ki ortamda substrat derisimi daha ¢ok ise yarigmali inhibitoriin ortama
baglanma sans1 azalacaktir. Bunun tersi olarak ortamda substrat derisimi daha az ise

yarismali inhibitoriin ortama baglanma sansi artacaktir [16].

2.1.7.2.2. Yarismasiz Inhibitorler

Yarigsmasiz inhibitorler ve substratlar enzime ayni anda baglanir. Ve bu
baglanma enzimin ayn1 bdlgesinde olmaz. Bundan da anlasilacag: iizere substratlar ve
inhibitorler arasinda herhangi bir yarigma s6z konusu olmaz [8]. Bu tiir inhibitorlerin
substratin derisimi ile iliski gostermez. Hem substrat hem de inhibisyon olan madde
ayni anda enzime baglanir. Inhibisyonun enzimin aktif yeri disinda herhangi bir yere
baglanmis ise, o enzimin molekiillerinin substrat ile tepkimeye girme hizinda bir
azalma goriliir. Oysaki yarigmali inhibitorlerde, sadece tepkimeye giren enzim

molekiillerinin sayisinda bir azalma s6z konusu olur.
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Yarigmasiz inhibitoriin en sik goriilen sekli, inhibisyonun, enzimin aktif yeri
diginda kalan katalitik etkisi vardir. Bu etki ile ilgili ayrica, {i¢ buyutluluk seklinin
korunmas1 yoniinden 6nemli olan fonksiyonel guruplarindan birisi ile doniisiimli bir
sekilde birlesmesi haline verilen isimdir.  Fakat bazi enzimler yapilarinda
fonksiyonlar1 icin esas olan —SH gruplar1 bulundururlar. Enzimin normal sekilde
gorev yapabilmesi i¢cin —SH gruplarinin bozulmamasi gerekir. —SH gruplarinin
metal iyonlar1 tarafindan yarigsmasiz bir sekilde inhibe edilmesi gerekir. Bununla
birlikte enzimin normal katalitik etkisini siirdiirmesine engel olmus olur. Bu ¢esit agir
metallere ornek olarak Ag*, Hg* verilebilir [9].

Yarigmasiz inhibitorler enzimlere baglanirken kovalent bag yapmadan
doniisiimlii olarak baglanma 6zelligi gosterirler. Yarismasiz inhibitorlerin yarigsmali
inhibitorlerden ayrilan bazi yonleri vardir. Bu farklar sunlardir; inhibitore fazla
substrat eklenmesi yarismasiz inhibitorlerin enzimlerden ayrilmasi s6z konusu
degildir. Bunlar substrata benzeme gibi bir yonleri bulunmaz ve aktif bolge disinda
baska bir yere baglanirlar. Aktif bolge disinda baska bir yere baglanarak enzimin

aktivitesinde bir azalma goriiliir [16].

2.1.7.2.3. Yar1 Yarismah inhibitorler

Yar1 yarigmali inhibisyonda inhibitor serbest olan enzime baglanmayip sadece
ES kopleksine baglanir. Inhibitér varliginda ortamdan siirekli olarak ES kompleksi
uzaklastirilir. Fakat ES kompleksi siirekli olarak varligini korur [8].

2.1.8. Enzimlerin Aktivitesini Etkileyen Faktorler

Enzimler tarafindan katalize ugrayan tepkimelerin hizin1 etkileyen bir takim
faktorler bulunur. Bu faktorler arasinda pH, 1s1, 151k ve diger fiziksel faktorler ile
beraber enzim derisimini, substrat derisimini, zaman, tepkime iirlinleri, ortamdaki
cesitli iyonlarm varligi, hormonlarin ve diger biyokimyasal faktorlerin etkisini saymak

miimkiindiir [18].
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2.1.8.1. Ortam pH”1

Ortamin pH ‘ina enzimlerin reaksiyon hizi baghdir. Enzimlerin etkisinin fazla
olmasi belli bir pH araligina baghdir. Enzim aktivitelerinin en fazla oldugu pH’ a ise
“enzimlerin optimum pH*1 ad1 verilir [18].

Katalitik bir olay esnasinda E, S ve kofaktorlerin tepkimeye girebilmesi i¢in
baz1 kimyasal grularma sahip olmasi gerekmektedir. Bu kimyasal gruplar ise iyonize
ve aniyonize gruplardir. Bunlarin disinda u¢ pH’lar enzimlerin denatiire olmasina

sebep olurlar [10].

2.1.8.2. Sicakhk

Enzim tepkimelerinin hizi ayn1 zamanda sicaklikla da artis gosterir. Baglarda
sicakligm her 10 °C artig gdstermesi enzim aktivitesinin % 100 artmasma sebebiyet
verir. Her 10 °C'lik 1s1 artista tepkimenin hizinda meydana gelebilecek olan artisa "o
reaksiyonun 1s1 katsayis1" ad1 verilir. Ancak her enzimin belli bir sicaklig1 vardir ve bu
belirli olan sicaklik agilmasi gerekmektedir. Bu sicaklik asildiktan sonra ise enzimler
de tipki diger proteinler gibi denatiire olur. Denatiire olduktan sonra ise etkilerini
yitirirler [18].

Tim kimyasal tepkimelerin hiz1 sicaklik olunca artig gdsterir. Enzim bulunan
tepkimeler bu genel olan kuraldan farkli bir davranis gostermesi s6z konusu olamaz.
Sicakligin artist ile enzimatik olan tepkimenin hizinda da artis gozlenir. Ancak bu
sicaklik 50-60 derecenin iizerine ¢iktig1 takdirde aktivite de azalma meydana gelir.
Boyle bir durumun meydana gelmesi ise enzimlerin yapisinda meydana gelen

denatiirasyondan dolay1 olur [8].

2.1.8.3. Zaman

Enzimlerde baslangi¢ siireci olarak hiz yiiksek 6zelliklerde goriiliir. Ancak
bunun sonucu olarak olusan irlinler tepkimenin hizinda bir azalma gosterir

(Enzimler). Herhangi bir enzim tarafindan katalizlenme &zelligi gosteren tepkime
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yiirlirken tepkimenin hizin1 giderek diisiiriir. Bunun asil sebebi tepkime devam
ediyorken meydana gelen iriinlerin kendi aralarinda reaksiyona girerek tersi olan
yonde tepkime olusturmasidir. Olusan bu tepkimeler ile enzimin zamanla inaktive
olur, tepkimenin inhibe eden maddelerin olusur ve substrat tiikkenir. Bu gibi faktorlerin
etkilerinin ortadan kaldirmak gerekir ve bunun i¢in enzim ¢alismalar1 genellikle
tepkimenin baglangi¢ asamasinda meydana gelir (ilk 1-3 dakika) [18].

Enzimlerin hizmin zamanla diismesinin genel sebebi iriinlerin tersi yonde
hareket etmesidir ancak bunu engellemek i¢in bir takim ¢alismalarda bulunulmustur.
Yapilan g¢alismalara gore enzimlere etki eden faktorleri ortadan kaldirmak icin
enzimler iizerindeki caligmalar da substratlara rastlanmistir. Bu substratlarin yaklagik
olarak % 10 kadar1 harcanir. Harcanan substratta ise tepkimenin baslangi¢c degerine

rastlanir [12].

2.1.8.4. Substrat

Substrat konsantrasyonu ile enzim tepkime hizinin arasinda dogru oranti
vardir. Ortamda yer alan enzim konsantrasyonunun sabit bir sekilde kalmasi ile
beraber diger kosullarinda de§ismemesi durumunda substrat derisiminde artig
gbzlenir. Subsrtatn artmasi ile enzimatik olan tepkimelerin de hizinda degisiklikler
meydana gelir. Baglangicta substrat miktarmin artmasi durumunda tepkimenin hizinda
ilk durumda cok biiylik bir artis meydana gelir. Ancak substrat ilevesi olursa ve bu
devam ederse eger, bu ¢ok biiylik olan artis zamanla yavaslar. Yavaslamasi durumunda
daha sonra sabit bir diizeyde kalir. Boyle bir durumun meydana gelme sebebi ise enzim
molekiilleri diisiik substrat derisimin de substrat ile tam olarak birlesmemesinden
kaynaklanir. Ayni zamanda enzim molekiillerinin yiizeyinde birgok aktif olan yer bos
kalir ancak belirli bir diizeye gelen derisimde substratin ilavesi ile o bosta kalan yerler
substrat ile dolmaya baglar. Substrat ile dolan yerler sayesinde enzim tam kapasite ile
calismaya baslar. Bunun sonucu olarak enzim katalitik olan gdrev smirmin en {ist
diizeyine ulagmis olur. Tim bunlardan yola c¢ikarak enzimlerin tepkimesinde

substratlarin artmasi ile ¢ok farkli reaksiyon tepkimeleri meydana gelir [12].
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2.1.8.5. Enzim Konsantrasyonu

Ortamda ¢ok fazla miktarda substrat bulunmas1 halinde enzimi miktarinda artig
gosterildikge substrat enzim ile dogru orantili olacak sekilde artig gostermis olur [10].
Enzim miktar1 ka¢ katina ¢ikarilirsa ¢ikarilsin tepkimenin hizi da ayni oranda artig
gosterir. Ancak bu durum tepkimenin baslangici i¢in gegerli olur. Tepkimenin devami
esnasinda ise inhibe edici Ozelliklere sahip nedenler ve ayni zamanda substratin
azalmasi ile birlikte hiz azalma gosterir. Bu ve buna benzer nedenler s6z konusu

olmadig1 takdirde hiz daima yiiksektir [12].

2.1.8.6. Su

Enzim tepkimelerinin gerceklesmesi icin diger faktorler ile beraber ortamda
ayni zamanda bir miktar suyun da bulunmasi gerekmektedir. Cilinkii ortamda buluna
molekiillerin birbirine ¢arparak hareket olmasi gerekmektedir. Bunun i¢in ise ortamda
bir miktarda olsa sivinin bulunmasi lazim ve bu siviy1 karsilayacak olan ise sudur.
Bunlara 6rnek olarak tohumlar1 verebiliriz. Tohumlarda su miktar1 az oldugu

durumlarda tepkimeler gergeklesirken minimal seviyede olurlar [19].

2.2. Glutatyon Rediiktaz Enzimi

Glutatyon rediiktaz (EC 1.8.1.7) (GR), bir antioksidan enzim olup, okside
glutatyonu (GSSG), NADPH (B-Nikotinamid adenin diniikleotid 2’-fosfat rediikte)
varhiginda rediikte glutatyona (GSH) doniistiiriir [1].

GSSG+NADPH+H™ — 2 GSH+ NADP*

Gerekli olan NADPH, hayvan ve bitki dokularinda ¢esitli enzim sistemleri
tarafindan saglanir. Fakat en iyi bilineni oksidatif pentoz fosfat yoludur [20]. Bu yolun

ilk enzimi, glukoz-6-fosfat dehidrojenaz’dir.
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glukoz-6-fosfat + NADPT — 4 6-fosfoglukonat + NADPH + H*

ikinci enzimi, 6-fosfoglukonat dehidojenaz enzimidir.

6-fosfoglukonat + NADPT — CO; + NADPH + H' + ribuloz 5-fosfat

Glutatyon rediiktaz, iki protein altiinitesi icerir [21]. Her biri aktif bolgesinde
flavin (FAD) icerir. NADPH, FAD’1 indirger ve elektronlarini aktif bolgedeki iki
sistein artig1 arasindaki disiilfit kopriisiine (-S-S-) aktarir. iki —-SH grubu olusur ve
GSSG ile reaksiyona girer ve GSSG’y1 2GSH’a indirger ve tekrar sisteinler arasindaki

distilfit kopriisii olusur.

2.3.Tiyazol

Tiyazol veya 1,3-tiyazol azot ve kiikiirt atomu i¢eren besli halka yapisina sahip
heterosiklik bilesiktir (Sekil 2.3). Tiyazoliin kendisi piridin benzeri bir kokuya sahip
soluk sar1 bir sivi olup molekiiler formiilii Cz3H3NS'dir [22]. Tiyazol halkasi, vitamin

tiaminin (B1) bir bileseni olarak dikkate degerdir.

Sekil 2.3 Tiyazol’un yapisi

2.4. 2-Aminotiyazol

2-Aminotiyazol, bir tiyazol ¢ekirdegine sahip olan heterosiklik bir amindir
(Sekil 2.4). Ayn1 zamanda bir siklik izotiyoiire olarak da kabul edilebilir. Piridine
benzer bir kokuya sahiptir ve suda, alkollerde ve dietil eterde ¢6ziiniir. Genel olarak

kiikiirt ilaclari, biyositler, mantar oldiiriiciiler, boyalar ve kimyasal reaksiyon
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hizlandiricilari dahil birgok bilesigin sentezi i¢in bir baglangi¢ noktasi olarak kullanilir.
2-Aminotiyazol, hipertiroidizm tedavisinde tiroid inhibitorii olarak kullanilabilir ve
antibakteriyel aktiviteye sahiptir. Alternatif olarak, bilesigin asit tartrat tuzu
kullanilabilir. Prion enfekte noroblastom hiicre hatlar1 kullanan son caligmalar,
aminotiyazoliin prion hastaliklar1 igin terapotik bir ilag olarak kullanilabilecegini

gostermistir [23].

S

\ >/NH2

N
Sekil 2.4 2-Aminotiyazol’un yapisi

2.5. 4,4’- (Disiilfandilbis(metilen)) bis (tiyazol-2-amin) Dihidrokloriir

4,4’- (distlfandilbis(metilen)) bis (tiyazol-2-amin) dihidrokloriir (DMTA),
Kirilmig tarafindan sentezlenmis ve Kirilmis ve arkadaslari1 tarafindan yapisi
aydmlatilmis orijinal bir maddedir [7]. Yapisinda disiilfit kopriisii igeren, bu yoniiyle
GR’nin substrati olan GSSG (Sekil 2.5)’ye benzeyen, 2-aminotiyazol tiirevidir (Sekil
2.6). (CgH10N4S4.2HCI, MW= 290,46 + 72,92 = 363,38 g/mol).

NH>
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H
HO M OH
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Sekil 2.5 Okside glutatyon’un (GSSG) yapist
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H—CI

o et

Sekil 2.6 4,4°- (Disiilfandilbis(metilen)) bis (tiyazol-2-amin) dihidrokloriir’iin yapis1
2.6. 2-Amino-4- (klorometil) tiyazol Hidrokloriir

2-Amino-4- (klorometil) tiyazol hidrokloriir (ACT)) ise disilfit kopriisii
icermeyen 2-aminotiyazol tiirevidir (Sekil 2.7). (C4HsCIN2S.HCI,
MW=148,61+36,46=185,07 g/mol).

el

Sekil 2.7 2-Amino-4- (klorometil) tiyazol hidrokloriir’iin yapisi
2.7. 2-Aminotiyazol’lerin Enzim Aktivitesine Etkisi

Literatiire baktigimizda, DMTA ve ACT'nin GR aktivitesi lizerine etkileri
konusunda dogrudan bir ¢alisma bulunmamustir. Bununla birlikte, 2-aminotiyazol
tirevlerinin veya tiyazol tiirevlerinin diger enzim aktiviteleri iizerindeki etkileri
lizerine ¢aligmalar bulunmustur. Mesela, 2-aminotiyazol tiirevleri, kinurenin-3-
hidroksilaz ve sikline bagimli kinaz enzimlerine karsi inhibitér gorevi goriir [6].
Ayrica, 2-aminotiyazol-4-karboksamid bilesigi, serin / treonin protein kinaz (CHK1)
inhibitorlerinin yeni bir sinifin1 olugturmustur [24]. Baska bir ¢alismada, 10 pM'lik bir
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konsantrasyonda (4 - ((4- (4-klorofenil) -2-tiyazolil) amino) fenol bilesigi) sfingosin
kinaz i¢in deney kosullarinda ilimli bir inhibitérdiir (% 15-25 inhibisyon) [25].
Baska bir calisma, 3- (5- (4- (benziloksi) -3-metoksifenil) -1- (4- (4-bromofenil)
tiyazol-2-il) -4,5-dihidro-1H-pirazol-3-il) -2H -kromen-2-on'un potansiyel bir

tirozinaz inhibitorii oldugu gosterilmistir [26].
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3. MATERYAL ve YONTEM

3.1. Materyal

3.1.1. Kullanilan Kimyasallar

4,4’- (Disiilfandilbis(metilen)) bis (tiyazol-2-amin) dihidrokloriir (DMTA),
Kirilmis tarafindan sentezlenmis ve kullanilmistir [7]. 2-Amino-4- (klorometil) tiyazol
hidrokloriir (ACT) (SYX00295), Okside glutatyon (G4501), B-Nikotinamid adenin
diniikleotid 2’-fosfat rediikte (N1630), Glutatyon rediiktaz (G3664), sigir serum
albumin, sodyum hidroksit (NaOH), hidroklorik asit (HCI), sodyum karbonat
(Na2C0s3), sodyum kloriir (NaCl), bakir IT siilfat pentahidrat (CuSO4.5H20), Folin-
Ciocalteu, potasyum hidrojen fosfat (K2HPO4), potasyum dihidrojen fosfat (KH2POs),
saf su ve trisodyum sitrat dihidrat (NasCsHs07.2H20), Sigma-Aldrich’ten almmustir.

Analitik saflikta Kimyasallar kullanilmistir.
3.1.2. Deneylerde Kullamlan Cihazlar

UV-1800 UV-VIS Shimadzu Scientific  Instruments Inkiibatorlii
Spektrofotometre, Thermo Scientific Orion 2-Star Benchtop pH Metre, Regal Cool
4542A NF No Frost Buzdolabi, Velp Scientifica Vortex (Girdap Karistirict), Protech
Etiiv, Ohaus Adventurer Pro Elektrikli Analitik Terazi.
3.2. Yontem
3.2.1. Kullamilan Cozeltiler
Fosfat Tamponu (100 mM, pH=7,6) : 3,865 g KH2PO4ve 12,471 g KoHPO, saf suda

¢Ozliniip saf su ile 1L’ ye yakin tamamlanir. IM HCI ve 1M NaOH ile ¢6zeltinin pH’

siin 7,6 olmas1 saglanir ve daha sonra iizeri saf su ile 1L’ ye tamamlanr.
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1M HCI c¢ozeltisi: % 37’lik stok HCI’den saf su {izerine 8,3 mL HCL (stok, derisik)
eklenip saf su ile 100 mL’ye tamamlanr.

1M NaOH c¢ozeltisi: 4 g NaOH alinip saf su ile 100 mL’ye tamamlanir.

Glutatyon Rediiktaz (GR) Cozeltisi (~10 U/mL) (0,026 mg/mL.): 500 U’likten 100-
300 U /mg’liktan 150 pLL GR alinip tiipte bulunan 7350 pL fosfat tamponun (100 mM,
pH=7,6) tizerine eklenir. Veya 50 puL stok GR alip tizerine 2450 pL fosfat tamponun
(100 mM, pH=7,6) iizerine eklenir.

Serum Fizyolojik (% (w/v) 0,9 NaCl): 0,9 g NaCl tartilarak {izeri saf su ile 100
mL’ye tamamlanir.

Standart Protein Cozeltisi (0,5 mg/mL): 0,025 g sigir albiimini tartilir ve tizeri serum
fizyolojik ile yavasca karistirilarak (kopiirmemesi i¢in) 50 mL’ye tamamlanir. Veya
% 30 albuminden 83,3 pL alinip 50 mL’lik balon jojede yarisindan fazlasi serum
fizyolojik ile dolu olan ¢ozeltiye eklenir. Yavasca karistirilarak (kopiirmemesi igin)

yine serum fizyolojik ile 50 mL’ye tamamlanur.

3.2.2. 2-Aminotiyazol Tiirevlerinin Enzim Aktivitesine Etkisi

DMTA ve ACT maddeleri saf su i¢inde hazirlanmistir. 0,0100 g madde
alinarak tizerine 2 mL saf su eklenmistir. Boylece 5000 ppm (mg/L) etken madde
¢ozeltisi hazirlanmistir. Bu etken maddeden 0, 25, 50, 100, 250, 500 ppm
derigimlerinde ve yaklagik 0,026 mg protein/mL derisiminde 700 pL GR enzim
¢ozeltisi oda sicakliginda (25 °C) 10 dk etkilestirilmistir. Kontrolde 300 pL saf su ve
700 uL GR enzim ¢6zeltisi etkilestirilmistir [27]. Bu etkilesimden sonra GR aktivitesi
37 °C’de 340 nm’de Ol¢lilmiistiir.

3.2.3. Protein Tayini

Glutatyon rediiktaz’m protein igerigi Lowry ve ark (1951) tarafindan 6nerilen

yonteme gore belirlenmistir [28]. Protein tayini i¢in asagidaki islemler uygulanmistir.

27



3.MATERYAL ve YONTEM Emine EROGLU CETIN

1) Cozelti A: Bu ¢ozelti i¢in 2 g Na2CO3 ve 0,1 M NaOH (0,4 g) ¢oziilerek saf su ile
100 mL’ye tamamlanmigtir.

2) Cozelti B: 0,5 g. CuS04.5H20 ve % 1°lik tri sodyum sitrat. 2 H2O (1 g) ¢6ziilerek
saf su ile 100 mL’ye tamamlanmustir.

3) Cozelti C: 50 mL A ¢ozeltisi ile 1 mL B ¢ozeltisi karistirilarak hazirlanmistir.
(Kullanilacagi an hazirlanmasma dikkat edilmistir.)

4) Folin-Ciocalteu Cozeltisi: Folin-Ciocalteu saf su ile 1:1 oraninda seyreltilerek
hazirlanmistir.

5) Standart Protein Cozeltisi: 1 mL’sinde 0,5 mg sigir albiimini olacak sekilde %
0,9’luk NaCl (serum fizyolojik) ¢6zeltisinde hazirlanmistir.

6) Standart Protein Grafiginin Cizimi: 6 adet deney tiipii alinarak tiiplere sirasiyla
standart protein ¢ozeltisinden (0,5 mg/mL) 0; 25; 50; 125; 250; 500 uL eklenip serum
fizyolojik ile 0,5 mL’ye tamamlanmustir. Bu tiiplerin protein derisimleri sirasiyla 0;
0,025; 0,05; 0,125; 0,25; 0,5 mg/mL’ye karsilik gelir. Her tiipe 2,5 ml C ¢6zeltisi ilave
edilip, 10 dakika oda sicakliginda bekletildikten sonra her tiipe 1:1 oraninda
seyreltilmis Folin-Ciocalteu ¢ozeltisinden 0,25 mL eklenmistir. 30 dakika oda
sicakliginda bekletilip tiip iceriklerinin absorbanslar1 koére karst 750 nm’de
okunmustur. Okunan bu absorbanslar standart protein derisimlerine karsi grafige

gecirilmistir (Sekil 3.1).
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Sekil 3.1 Standart protein grafigi

3.2.4. Glutatyon Rediiktaz Aktivitesinin Olciilmesi

Prensip: GR aktivitesi, NADPH’m NADP*a yiikseltgenmesi esnasindaki absorbans

degisminin 340 nm’de okunmasina gore belirlenir [29].

Ayrraglar:

1-100mM Potasyum Fosfat Tamponu: (pH=7,6)
K:HPOs 12,471 ¢

KH2PO4 3,865 ¢

Saf su ile 1000 mL’ye tamamlanir.

2-Giinliikk Tampon
ImM GSSG ve 0.12 mM NADPH’1n tampon i¢inde ¢oziilmesiyle hazirlanir.
0.0165 g GSSG + 0.0027 g NADPH 27 mL 100 mM potasyum fosfat tamponu iginde

¢Oziiliir.

Yontem: GR aktivitesi i¢in iki kiivet alinmig ve ¢izelge 3.1°de gosterilen ayiraglar

konmustur.
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Cizelge 3.1 Glutatyon rediiktaz yontemi

Cozeltiler Kor (pL) Ornek (pL)
Saf su 100 -

Giinliik tampon 900 900

Ornek - 100

Calkalanir ve 37 °C’de 340 nm’de 0. ve 5. dk. kore kars1 absorbans degerleri 6l¢iiliir.
Hesaplama:

oD Vit

GR Aktivitesi (UmL)= 290 » _
t 6.22xV0

AOD=Zamana bagl absorbans farki

t= Zaman

V= Toplam hacim

Vs=Ornek hacmi

6,22= 1 cm’lik 151k yolunda Inmol NADPH’1n verdigi absorbans degeri

GR Spesifik Aktivitesi (U/mg protein) = GR Aktivitesi / Protein Miktar1
3.2.5. Istatistik

Veriler ortalama =+ standart sapma olarak gosterilmistir. Her bir 2-aminotiyazol
tirevi etkisinde derigimler arasindaki aktivite diizeylerini kargilagtirmak igin, tek yonli
varyans analizi (ANOVA), ardindan Student Newman-Keuls'un testi uygulanmistir.

SPSS in 22 siiriim istatistik yazilimi1 (SPSS Inc., Chicago, IL, ABD) kullanilmistir.

Farkliliklar, p < 0.05 ise istatistiksel olarak anlamli olarak kabul edilmistir.
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4. BULGULAR ve TARTISMA

4.1. Bulgular

4.1.1. 4,4- (Disiilfandilbis(metilen)) bis (tiyazol-2-amin) Dihidrokloriir’iin
Glutatyon Rediiktaz ile Etkilesimi

DMTA’nin 0°dan 500 ppm’e kadar hazirlanan ¢ozeltilerinin GR {izerine
etkisi Ol¢iilmiistiir. Enzim aktivite ve standart sapma degerleri Cizelge 4.1°de

verilmistir. Aktivite-derisim grafigi ise Sekil 4.1°de gosterilmistir.

Cizelge 4.1 Farkli DMTA derisimlerinin GR aktivitesi iizerine etkisi

Derisim (ppm) Aktivitetstandart sapma(U/mg)
0 208+32
25 197+152
50 200+9?
100 203+32
250 194+£10°
500 18692

Veriler aritmetik ortalama + standart sapma seklinde verilmistir. Cizelgedeki “a” harfi kontrole gore

aktivite diizeyleri arasinda istatistiksel ayrim olmadigini géstermektedir (p > 0.05, n=3).
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Sekil 4.1 DMTA’nin GR aktivitesi {lizerine etkisi

Cizelge 4.1 ve Sekil 4.1 incelendiginde DMTA derisimi artarken GR enzim
aktivitesinde, hafif bir diisiisiin oldugu fakat kontrol grubuyla karsilastirildiginda,
istatistiksel agidan 6nemli bir degisimin olmadigi goriilmektedir (p>0.05, n=3).
DMTA’nn 25, 50, 100, 250 ve 500 ppm etkisinde GR enzim aktivitesindeki yiizde
degisimler sirasiyla -5,29 ; -3,85; -2,40 ; -6,73 ve -10,58 oldugu hesaplanmuistir.

4.1.2. 2-Amino-4- (klorometil) tiyazol Hidrokloriir’iin Glutatyon Rediiktaz ile
Etkilesimi

ACT’nin 0’dan 500 ppm’e kadar hazirlanan ¢ozeltilerinin GR iizerine etkisi
Olciilmiistiir. Enzim aktivite ve standart sapma degerleri Cizelge 4.2°de verilmistir.

Aktivite-derigim grafigi ise Sekil 4.2°de gosterilmistir.
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Cizelge 4.2 Farkli ACT derisimlerinin GR aktivitesi lizerine etkisi

Derisim (ppm) Aktivitetstandart sapma(U/mg)
0 20482
25 206+122
50 204+112
100 203+6?
250 199+52
500 204+32

Veriler aritmetik ortalama + standart sapma seklinde verilmistir. Cizelgedeki “a” harfi kontrole gore

aktivite diizeyleri arasinda istatistiksel ayrim olmadigin1 géstermektedir (p> 0.05, n=3).

250

200 M F ®

150

100

Aktivite (U/mg)

50

0 100 200 300 400 500 600
Derisim (ppm)

Sekil 4.2 ACT’nin GR aktivitesi lizerine etkisi

Cizelge 4.2 ve Sekil 4.2 incelendiginde ACT derisimi artarken GR enzim
aktivitesinde, kontrol grubuyla karsilagtirildiginda, istatistiksel agisisindan 6nemli bir
degisimin olmadig1 goriilmektedir (p>0.05, n=3). ACT’nin 25, 50, 100, 250 ve 500
ppm etkisinde GR enzim aktivitesindeki ylizde degisimler sirasiyla +0,98 ; 0,00 ; -0,49
; -2,45 ve 0,00 oldugu hesaplanmustir.
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4.2. Tartisma

DMTA ve ACT'min GR aktivitesi ilizerine etkileri konusunda literatiire
baktigimizda, simdiye kadar dogrudan bir ¢aligma bulunmamaistir. Bununla birlikte, 2-
aminotiyazol tiirevlerinin veya tiyazol tiirevlerinin diger enzim aktiviteleri iizerindeki
etkileri tlizerine caligmalar bulunmustur. 2-aminotiyazol tiirevleri, kinurenin-3-
hidroksilaz ve sikline bagimli kinaz enzimlerine karsi inhibitor olarak gorev yaptigi
rapor edilmistir [6]. Ayrica, 2-aminotiyazol-4-karboksamid bilesigi, serin / treonin
protein kinaz (CHK1) inhibitorlerinin yeni bir smifin1 olusturmustur [24]. Baska bir
calismada, 10 uM'lik bir konsantrasyonda (4 - ((4- (4-klorofenil) -2-tiyazolil) amino)
fenol bilesigi) sfingosin kinaz i¢cin deney kosullarinda ilimli bir inhibitor oldugu
bildirilmistir (% 15-25 inhibisyon) [25]. Baska bir ¢alisma, 3- (5- (4- (benziloksi) -3-
metoksifenil) -1- (4- (4-bromofenil) tiyazol-2-il) -4,5-dihidro-1H-pirazol-3-il) -2H -
kromen-2-on'un potansiyel bir tirozinaz inhibitorii oldugu rapor edilmistir [26].

Yapilan ¢alismada, GR aktivitesi tizerine baz1 2-aminotiyazol tiirevleri olan
DMTA, ve ACT’in olan etkileri incelenmistir.

DMTA yapisinda disiilfit kopriisii icermektedir, GR’nin substrat1 olan GSSG
ise disiilfit kopriisii icermektedir. DMTA inhibisyon yapabilecek potansiyeldedir.
Yapilan deneyler sonucunda, DMTA’nin 500 ppm etkisinde GR enzim aktivitesindeki
yizde -10,58 gibi nisbi derecede bir inhibisyon yaptigi hesaplanmistir. Canli
hiicrelerde boyle bir inhibisyonun olusmast durumunda GSH olusamayacaktir.
Dolayisiyla insan hiicrelerinde, uygun fonksiyonlarin korunmasinda ve oksidatif
stresin Onlenmesinde bir eksiklik olusacagini diisiinmekteyiz. Fakat, ACT’ nin GR
enzim aktivitesinde, kontrol grubuyla karsilastirildiginda, istatistiksel agisisindan
onemli bir degisiklik yapmadig: tespit edildi. ACT maddesinin DMTA’ya goére GR

tizerinde etkinliginin daha zayif oldugunu diisiinmekteyiz.
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5. SONUCLAR ve ONERILER

5.1. Sonuclar

1) DMTA derisimi artarken GR enzim aktivitesinde, hafif bir disiisiin oldugu
gbzlemlenmistir.

2) DMTA’nin 500 ppm etkisinde GR enzim aktivitesindeki yiizde -10,58 gibi 1liml1
derecede bir inhibisyon oldugu belirlenmistir.

3) ACT derigimi artarken GR enzim aktivitesinde 6nemli bir degisimin olmadigi
gbzlemlenmistir.

4) ACT’nin 6nemli bir inhibisyon yapmadigi belirlenmistir.

5.2. Oneriler

1) Farkli sentez maddelerin GR enzimi tizerine etkileri arastirilabilir.

2) Caligilan 2-aminotiyazol tiirevlerinin GR enzimi disinda diger enzimler iizerine
etkileri arastirilabilir.

3) Sentez maddelerin etkilerinin degerlendirilmesinde in vitro ¢alismanmn yaninda in

Vivo galigmalarda yapilabilir.
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