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Kuzu Karaciğerinden Saflaştırılan Sitozolik β-Glukozidaz 
Aktivitesine Albendazol, Rikobendazol ve Eprinomektinin 

İnhibisyon Etkileri: in vitro * 

Albendazol (ABZ), rikobendazol (RBZ) ve eprinomektin (EPM) sığır,  koyun ve keçilerde yaygın 
olarak kullanılan antiparaziter ilaçlardandır. ABZ karaciğerde okside olarak RBZ aktif metabolite 
dönüşür. Bu çalışmada, ABZ, RBZ ve EPM’nin karaciğer enzimlerinden sitozolik β-glukozidaz 
aktivitesine etkileri araştırıldı. Bunun için sitozolik β-glukozidaz kuzu karaciğerinden saflaştırıldı. 
Saflaştırma işlemi amonyum sülfat çöktürme ve hidrofobik etkileşim kromatografisi yöntemleriyle iki 
aşmada gerçekleştirildi. İşlemler sonunda enzimin %10.7 verimle 26.7 kat saflaştırıldığı hesaplandı. 
Saflaştırılan enzim sülfat poliakrilamid jel elektroforezi (SDS-PAGE)’de yaklaşık 55 kDa’da tek bant 
olarak görüntülendi. 

ABZ, RBZ ve EPM’in saflaştırılan kuzu karaciğer sitozolik β-glukozidazına in vitro etkisi p/o-NPG 
substratları kullanılarak tespit edildi. İlaçların inhibisyon etkisinin belirlenmesi için % aktiviteye karşı 
ilaç konsantrasyonu grafiği kullanıldı. Her iki substrat kullanılarak yapılan çalışmada ABZ’ün enzim 
aktivitesini değiştirmediği tespit edildi. EPM’in enzim aktivitesini düşürdüğü ancak etkisinin kuvvetli 
olmadığı görüldü. RBZ’ün ise enzimi inhibe ettiği belirlendi. Enzim aktivitesini yarıya düşüren RBZ 
konsantrasyon değerlerinin p/o-NPG substratları için sırasıyla 4.8 ve 5.9 mM olduğu tespit edildi. 
RBZ’ün hem p-NPG hem de o-NPG substratları varlığında enzimi yarışmalı olarak inhibe ettiği 
belirlendi ve Ki değerlerinin sırasıyla 3.9x10

-5
±0.3x10

-5 
ile 1.5x10

-5
±0.1x10

-5 
olduğu hesaplandı.  

Bu çalışmada ABZ ve EPM’in kuzu karaciğer sitozolik β-glukozidazını inhibe etmezken RBZ’ün 
enzimi inhibe ettiği tespit edildi. Ancak ABZ’ün de in vivo ortamda çok hızlı bir şekilde RBZ’e 
metabolize olması ABZ’ün de enzim aktivitesini dolaylı olarak olumsuz etkileyeceğini 
düşündürmektedir. 

Anahtar Kelimeler: Kuzu karaciğeri, β-glukozidaz, enzim saflaştırma, antiparaziter ilaç 

Inhibitiory Effects of Albendazole, Ricobendazole and Eprinomectin on Purified 
Cytosolic β-Glucosidase Activity Purified From Lamb Liver: An in vitro Study 

Albendazole (ABZ), ricobendazole (RBZ) and eprinomectin (EPM) are commonly used antiparasitic 
drugs in cattle, sheep and goats. ABZ is oxidized in the liver and converted to its active metabolite 
RBZ. In this study, the effects of ABZ, RBZ and EPM were investigated on the cytosolic β-
glucosidase activity of the liver enzymes. For this purpose, cytosolic β-glucosidase from lamb liver 
was purified. Purification was performed in two phases by ammonium sulfate precipitation and 
hydrophobic interaction chromatography methods. At the end of the procedures, it was calculated 
that the enzyme was purified 26.7 folds with a yield of 10.7%. The purified enzyme was visualized 
on SDS-PAGE as a single band at about 55kDa. 

In vitro effects of ABZ, RBZ, EPM on purified lamb liver β-glucosidase with using p/o-NPG 
substrates were determined. % activity against drug concentration chart was used to determine the 
inhibitory effects of drugs.  ABZ did not change the enzyme activity as determined with both 
substrates. EPM decreased the enzyme activity but its inhibition effect was not strong. RBZ was 
determined that it inhibite the enzyme. It was determined RBZ concentration reducing by half the 
enzyme activity for the substrates p/o-NPG were 4.8 and 5.9 mM, respectively. It was determined 
that RBZ had competitive inhibition both against p/o-NPG substrates, and Ki values were 
calculated as 3.9x10

-5
±0.3x10

-5 
and 1.5x10

-5
±0.1x10

-5
mM, respectively. 

In this study, RBZ inhbited the enzyme while ABZ and EPM did not inhbit lamb liver cytosolic β-
glucosidase. However ABZ also be metabolized very rapidly to RBZ in vivo is thought to ABZ 
indirectly affect the enzyme activity adversely. 

Key Words: Lamb liver, β-glucosidase, enzyme purification, antiparasitic drug 

Giriş  

β-glukozidazlar iki glikon rezidüsü ya da bir karbohidrat ile aglikon rezidüleri 
arasındaki β-glikozidik bağı hidroliz eden enzimlerdir. β-glukozidazların bakteri, mantar, 
bitki ve hayvan dokularında yer aldığı ve birçok biyolojik işlevde anahtar rol oynadıkları 
bilinmektedir (1).  Bu  enzimler  Aile  1  ve  Aile  3  glikozid  hidrolazlar  üyeleri  arasında  

                                                 
*
 6. Ulusal Veteriner Biyokimya ve Klinik Biyokimya Kongresi, 25-27 Haziran 2013, Kars/TÜRKİYE. 

 

Yazışma Adresi 
Correspondence 

Hatibe KARA 

Balıkesir Üniversitesi, 
Veteriner Fakültesi, 

Biyokimya Anabilim Dalı, 
Balıkesir - TÜRKİYE 

hatbertuk@yahoo.com 

ARAŞTIRMA 
F.Ü.Sağ.Bil.Vet.Derg. 
2016; 30 (2): 95 - 101 
http://www.fusabil.org 

mailto:kbozukluhan@hotmail.com


 
 
KARA H. ve Ark.                                  Kuzu Karaciğerinden Saflaştırılan Sitozolik β-Glukozidaz ….                     F.Ü. Sağ. Bil. Vet. Derg.  
 

 

96 

sınıflandırılmaktadır (2). Memeli dokularında birkaç çeşit 
β-glukozidaz tanımlanmıştır. Bunlar intestinal laktaz 
phlorizin hidrolaz (LPH), lizozomal β-glukozidaz (asit β- 
glukozidaz, glukoserebrosidaz, GBA1), non-lizozomal β-
glukozidaz (GBA2) ve sitozolik β-glukozidaz (GBA3)’dır 
(3). LPH (EC.3.2.1.62/108) bağırsak epitel hücrelerindeki 
mikrovilluslarda bulunur ve bir tür sindirim enzimi 
fonksiyonu görür. LPH’nin diyetle alınan laktoz ve 
glukozilseramidi hidrolize ettiği ve eksikliğinde laktoz 
intoleransı görüldüğü bildirilmiştir (4). Memeli 
hücrelerinde bulunan lizozomal β-glukozidaz (EC 
3.2.1.45) eksikliğinde, lizozomal enzim eksikliği 
hastalıklarından “Gaucher hastalığı” görülmektedir. 
Lizozomal β-glukozidaz lizozomun membranında yer alır 
ve glikolipitlerden glukozilseramidi (GlcCer) metabolize 
eder (5, 6). Non-lizozomal β-glukozidazlarla ilgili 
saflaştırma ve identifikasyonlar 1990’larda yapılmasına 
rağmen mekanizmaları ve fonksiyonları son yıllardaki 
çalışmalarda ortaya konulmaktadır (5, 7-9). Non-
lizozomal GBA2, endoplazmik retikulum ve golginin 
sitozolik yüzeyinde lokalizedir. İntegral membran proteini 
değildir ve hücre membranlarıyla zayıf bağlıdır. İnsanda 
en çok testis, beyin ve karaciğer dokularında 
rastlanmıştır. GBA2 eksikliği görülen farelerde, ilgili 
dokularda GlcCer birikimi görülmüştür (10, 11). Sitozolik 
beta glikozidazın karaciğerde ksenobiyotik bileşiklerin 
detoksifikasyonunda görevli olduğu belirtilmektedir. 
Vücuda alınan ksenobiyotikler (doğal olarak oluşan 
glikozitler) bozulmadan bağırsaktan emilir ve karaciğere 
taşınırsa sitozolik beta-glikozidaz ile etkileşebilir. Bu 
durumda enzim, bileşiğin glikozit bağlarını koparır ve 
yüklü hale geçen maddelerin suda çözünürlüğünü 
arttırarak vücuttan uzaklaştırılmasını sağlar (12). 
Sitozolik beta-glukozidaz memeli böbrek, karaciğer, 
dalak, bağırsak ve lenfositlerinde çözünebilir protein 
olarak bulunmaktadır. Optimum şartının pH 6.5 civarında 
olduğu belirtilmiştir (6). Sitozolik β-glukozidaz, piridoksin 
5P-L-glukozid molekülünün piridoksine hidrolizini 
katalizler ve bu da vitamin B6’nın baskın aktif formudur 
(13). LaMarco ve Glew (14) yaptıkları bir çalışmada 
domuz karaciğer sitozolik β-glukozidazının bir bitki 
fenolik glukozidi olan L-picein’i hidroliz ettiğini 
belirtmişlerdir. Daha sonraki çalışmalarda da insanda ve 
hayvanlarda diyetle alınan diğer bitkisel glikozidler 
üzerine sitozolik β-glukozidazın hidroliz etkisi 
gösterilmiştir (15). İnsanlarda, diyetle yaygın olarak 
alınan flavonoidlerin, basit fenolik bileşiklerin ve 
siyanojenlerin glikozit türevlerine karşı yüksek aktivite 
göstermesi enzimin ksenobiyotik metabolizmasında 
önemli bir rolü olduğunu düşündürmektedir (6).  

Benzimidazol türevi ilaçlar, düşük konakçı toksisitesi 
göstermeleri nedeniyle veteriner hekimlikte akciğer 
nematodu, tenya ve gastro-intestinal nematodlara karşı 
oldukça sık kullanılan geniş spektrumlu antelmentikler 
arasındadır. Benzimidazollerin sülfür içeren türevleri 
(fenbendazol, oksfendazol, albendazol) özellikle akciğer 
ve gastro-intestinal nematodlara karşı en çok tercih 
edilen antelmentiklerdir (16). Albendazol (ABZ) büyükbaş 
ve küçükbaş hayvanlarda oral uygulama sonrası flavin 

ihtiva eden mono-oksijenaz sistemi etkisi ile karaciğerde 
hızlı bir şekilde okside olur. ABZ’ün aktif metaboliti, 
albendozol sülfoksid (ABZSO) ya da rikobendazol (RBZ), 
plazmada anti-paraziter aktivite gösteren bir aktif molekül 
olarak tespit edilmiştir. RBZ’ün etkisini plazmada 
dolaşan, pek çok doku ve organda difüzyonunu 
kolaylaştıran iyonik formu belirler. Avermektinler 
(ivermektin, abamektin, doramektin, eprinomektin) 
toprakta yaşayan mikroorganizmalardan Streptomyces 
avermitilis’ in fermentasyon ürünüdürler. Bunlar 
makrosiklik lakton olarak adlandırılan kimyasal gruba 
dahildirler. Düşük konsantrasyonlarda dahi nematod ve 
artropodlara karşı etkilidirler. Eprinomektin (EPM), 16 
üyeli avermektin ailesine ait bir makrosiklik laktondur. 
Nematodlar ve Ostergia ostertagi larvalarına karşı güçlü 
bir etkiye sahiptir. EPM’nin büyük miktarı safra ve dışkı 
ile vücuttan atılırken az bir kısmı da idrar ve süt ile 
vücuttan uzaklaştırılmaktadır (17). 

Albendazol ve onun metabolitleri ile avermektinlerin 
toksik etkilerinin farklı çalışmalarda araştırıldığı 
görülmektedir (18-20). Baliharova ve ark. (20)’nın yapmış 
oldukları çalışmada albendazol ve metabolitlerinin sıçan 
ve koyun karaciğer dokularındaki sitokrom P450 
aktivitesine etkileri in vitro olarak tespit edilmiştir.  Değişik 
ilaç gruplarının da memeli enzimleri üzerine etkilerinin 
araştırıldığı çalışmalar literatürde mevcuttur. Adem ve 
Ciftci (21)’nin yaptıkları çalışmada, sıçan kalbinden 
saflaştırılan glukoz 6-fosfat dehidrogenaz, 6-
fosfoglukonat dehidrogenaz ve glutatyon redüktaz 
enzimlerine, furosemid, dopamin ile digoksin ilaçlarının 
inhbisyon etkileri belirlenmiştir. Ekinci ve ark. (22)’nın, 
saflaştırdıkları insan karbonik anhidraz I ve II enzimlerine 
bazı antibiyotiklerin etkilerini in vitro olarak belirledikleri 
görülmektedir. Van Gölü inci kefali karaciğer ve 
eritrositlerinden saflaştırılan glutatyon redüktaz enzimi 
üzerine bazı antibiyotiklerin etkisinin belirlendiği çalışma 
da literatürde yerini almaktadır (23).  

Anthelmentiklerin de içinde bulunduğu pek çok ilaç, 
enzimleri inhibe etmeleri ya da indüklemeleri sonucunda 
karaciğer enzim yapısını değiştirebilmektedirler. Bu 
çalışma kapsamında,  karaciğerde metabolize oldukları 
bilinen ABZ ve RBZ ile safra yoluyla vücuttan 
uzaklaştırılan EPM’nin, karaciğer enzimlerinden olan ve 
bitkisel kökenli glikozidlerin hidrolizinde görevli sitozolik 
β-glukozidaz aktivitesine in vitro etkileri araştırıldı. 

Gereç ve Yöntem 

Karaciğer Materyali: Çalışmada kullanılan kuzu 

karaciğer dokusu, mezbahada kesilen hayvanlardan 
alındı. Alınan doku örnekleri soğuk zincirde laboratuvara 
getirildi. Dokular kullanılana kadar küçük parçalar halinde  
-80 °C’de saklandı. 

Kimyasallar: p-NPG, o-NPG, Sepharose-4B, 1-

Naftilamin, L-tirozin, standart sığır serum albümin (BSA), 
EPM, RBZ, ABZ ve elektroforez kimyasalları Sigma 
Chemical’dan; sodyum hidroksit, amonyum sülfat, 
hidroklorik asit, sodyum dihidrojen fosfat,  sodyum 
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bikarbonat, sodyum fosfat, potasyum fosfat, kalsiyum 
klorür Merck firmasından temin edildi. 

Enzim Ekstraksiyonu: Enzim ekstraksiyonunda 

Bause ve ark. (24)’nın yöntemi kısmen değiştirilerek 
uygulandı. Kuzu karaciğeri küçük parçalara ayrıldıktan 
sonra ağırlığının iki katı hacimde 0.25 M sukroz ilave 
edildi. Örnek buz içerisinde 2 dakika homojenize 
edildikten sonra 12.000 g’de 30 dk santrifüj edildi. 
Santrifüj sonrası süpernatant saklandı ve pellet 2 katı 
kadar 0.25 M sükroz ile çözülerek tekrar 12000 g’de 
30dk santrifüj edildi. Süpernatantlar birleştirildi ve 21000 
g‘de 90 dk santrifüj edildi. Bu işlem sonrasında pellet 10 
mM fosfat tamponu, pH 6.5, ile çözüldü.  Elde edilen 
çözelti 21000 g’de 90 dk santrifüj edildi ve pellet 200 mM 
fosfat tamponunda çözülerek  +4 °C’de 30 dk bekletildi. 
Ardından 21000 g’de 90 dk santrifüj edildi ve süpernatant 
birinci ekstrakt olarak saklandı.  Pellete 200 mM fosfat 
tamponu ilave edilerek buzda bir saat bekletildi. Ardından 
21000 g’de 90 dk santrifüj edildi ve süpernatant ikinci 
ekstrakt olarak elde edildi. Her iki ekstrakt birleştirilerek 
ham ekstrakt olarak kullanıldı. 

Enzim Saflaştırma: Enzim saflaştırma işlemi Kara ve 

ark. (25)’nın yöntemine göre iki aşamada yapıldı. Birinci 
aşamada ham ekstrakta %80 doygunlukta amonyum 
sülfat çöktürmesi uygulandı ve 15000 rpm’de 30 dk 
santrüfüj edildikten sonra pellet minimum hacimde 
çözüldü. İkinci aşamada ise Sinan ve ark. (26)’nın 
yöntemine göre, laboratuvarda sentezlenen sepharoz-
4B-L-tirozin-1-naftilamin hidrofobik jeli kullanılarak 
hidrofobik etkileşim kromatografisi yöntemi uygulandı.  

Enzim Aktivitesi ve Protein Miktar Tayini: Kuzu 

sitozolik β-Glukozidaz enziminin aktivitesi fotometrik 
olarak tayin edildi.  Ürün olarak p-NP açığa çıkaran 
substrat için p-NP standart eğrisi kullanılırken, o-NP 
açığa çıkaran substratın aktivitesinin hesaplanmasında 
ise 420 nm molar ekstinksiyon (Є) katsayısı kullanıldı.  
Orto-nitrofenolün 420 nm’deki Є değeri 4.55 mM

-1
 cm

-1
 

(27) olarak alındı. Bir enzim ünitesi 1dakikada 1µmol p-
NP/o-NP açığa çıkaran enzim miktarı olarak 
tanımlanmıştır. Spektrofotometrik ölçümlerde Thermo 
Scientific well-plate okuyuculu fotometre kullanıldı.  

Kalitatif protein tayini 280 nm’de absorbans ölçümü 
ile belirlenirken kantitatif protein tayini Lowry ve ark. 
(28)’nın yöntemine göre yapıldı.   

SDS Poliakrilamid Jel Elektroforezi: Beta-

glukozidaz enziminin hidrofobik etkileşim kromatogafisi 
ile saflaştırılmasından sonra iki farklı akrilamid 
konsantrasyonunda; yığma jeli %3, ayırma jeli %10 
olacak şekilde, kesikli sodyum dodesil sülfat poliakrilamid 
jel elektroforezi (SDS-PAGE) Laemmli (29) tarafından 
belirtilen yöntemle yapılarak, enzimin saflık derecesi 
kontrol edildi. 

SDS-PAGE’de belirteç olarak molekül ağırlık 
standartları; (β-galaktosidaz (116.0 kDa), sığır serum 
albumin (66.2 kDa), yumurta albumini (45.0 kDa), laktat 

dehidrogenaz (35.0 kDa), REase Bsp98I (E.coli) (25.0 
kDa), β-laktoglobulin (18.4 kDa) ve lizozim (14.4 kDa) 
içeren standart protein çözeltisi kullanıldı.   

In vitro İnhibisyon Çalışmaları: ABZ,  RBZ ve 

EPM’in enzim aktivitesi üzerindeki in vitro etkisini 
belirlemek için para-nitrofenol β-D-glukopiranosid (p-
NPG) ve orto-nitrofenol β-D-glukopiranosid (o-NPG) 
substratları kullanıldı. Söz konusu kimyasalların 
inhibisyon etkisini gösteren IC50 değerinin 
belirlenmesinde % aktiviteye karşı çizilen ilaç 
konsantrasyonu grafiği çizildi ve grafik denkleminden 
IC50 değerleri hesaplandı. Enzimi inhibe ettiği belirlenen 
ilaçların inhbisyon tipleri Lineweaver–Burk grafikleri 
çizilerek tespit edildi. 

Bulgular 

Sitozolik β-glukozidaz, kuzu karaciğerinden, 
amonyum sülfat tuz çöktürmesi ve hidrofobik etkileşim 
kromatografisi yöntemleriyle iki aşamada saflaştırıldı. 
Yapılan işlemler sonunda enzimin %10.7 verimle 26.7 
kat saflaştırıldığı hesaplandı ve saflaştırma aşamalarına 
ait bilgiler Tablo 1’de verildi. Hidrofobik etkileşim 
kromatografisi aşamasında elüentler 2 mL’lik tüplere 
alınarak her bir tüpün enzim aktivitesi ile kalitatif protein 
miktarları belirlendi. Şekil 1’de verilen saflaştırma 
grafiğinde en yüksek enzim aktivitesinin 57-59. tüplerde 
olduğu görülmektedir. En yüksek enzim aktivitesi 
gösteren tüp SDS-PAGE’de yürütüldü ve Şekil 2’de 
gösterildiği gibi ~55 kDA’da tek bant olarak görüntülendi. 

Saflaştırma sonucunda yüksek enzim aktivitesi 
gösteren tüpler birleştirilerek saf enzim olarak kullanıldı. 
Saf kuzu karaciğer sitozolik β-glukozidazına antiparaziter 
ilaçların etkileri incelendiğinde, Şekil 3’de gösterilen p-
NPG ve o-NPG substratları varlığındaki % Aktivite-
İnhibtör konsantrasyonu grafiklerine bakılarak ABZ’ün 
enzim aktivitesini etkilemediği belirlendi. ABZ’ün 
metaboliti olan RBZ aktif maddesinin söz konusu enzimi 
inhibe ettiği, p-NPG ve o-NPG substratları varlığında IC50 
değerlerinin sırasıyla 4.8 mM ve 5.9 mM olduğu tespit 
edildi. RBZ’ün saf enzim üzerine etkisini gösteren % 
Aktivite-İnhibtör konsantrasyonu grafikleri Şekil 4’de 
görülmektdir. Avermektin grubu ilaçlardan EPM’in kuzu 
karaciğer sitozolik β-glukozidaz enzim aktivitesini 
düşürdüğü ancak aktiviteyi %50’nin altına düşürecek 
kadar etki etmediği Şekil 5’de verilen grafiklerde 
görülmektedir.   

Kuzu karaciğerinden saflaştırılan sitozolik β-
glukozidaz aktivitesini etkileyen RBZ’ün p-NPG ve o-
NPG substratları varlığında enzimi yarışmalı olarak 
inhibe ettiği Şekil 6’da gösterilmektedir.  İnhibitör etkisi 
gösteren RBZ’ün Ki değerlerinin p-NPG ve o-NPG 

substratları için sırasıyla 3.9x10
-5

±0.3x10
-5

mM
 
ile 1.5x10

-

5
±0.1x10

-5 
mM

 
olduğu bulundu. Antiparaziter ilaçların p/o-

NPG substratları varlığındaki enzim aktivitesine etkileri 
Tablo 2’de özetlendi. 

https://www.google.com.tr/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=5&cad=rja&uact=8&ved=0ahUKEwjkutL90aHKAhUEECwKHUCaBVEQFggnMAQ&url=https%3A%2F%2Fen.wikipedia.org%2Fwiki%2FLineweaver%25E2%2580%2593Burk_plot&usg=AFQjCNE7qJZ5-vOFbvqTKjB9deZpEC8tQA&bvm=bv.111396085,d.bGg
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Tablo 1. Kuzu karaciğer sitozolik β-glukozidazının saflaştırma tablosu 

Basamak 
Hacim 
(mL) 

Aktivite 
(U/mL) 

Toplam 
Aktivite 
(U/mL) 

Protein 
Miktarı 

(mg/mL) 

Toplam 
Protein 

(mg) 

Spesifik 
Aktivite 
(U/mg) 

% 
Verim 

Saflaştırma 
Derecesi 

Ham Ekstrakt 7 4.06 28.42 2.01 14.1 2.02 100 1 

Amonyum Sülfat Çöktürmesi 1.85 7.44 13.77 2.68 4.96 2.78 48.4 1.37 

Hidrofobik Etkileşim Kromatografisi 1.5 2.02 3.03 3.04 0.06 53.72 10.7 26.7 

 

 
Şekil 1. Kuzu karaciğer sitozolik β-glukozidazınının 

hidrofobik etkileşim kromotografisi ile saflaştırılmasını 
gösteren grafik.  

 

Şekil 2. Hidrofobik etkileşim kromatografisi ile 

saflaştırılan kuzu karaciğer sitozolik β-glukozidazının 
SDS-PAGE jel görüntüsü. 1: Protein belirteç. 2, 3, 4: 

Yüksek enzim aktivitesi gösteren farklı elüsyon tüpleri  

 
Şekil 3. ABZ’ün kuzu karaciğer sitozolik β-glukozidaz 

aktivitesine etkisi,  

a. p-NPG substratı kullanılarak çizilen % aktivite- ABZ 

konsantrasyonu grafiği  

b. o-NPG substatı kullanılarak çizilen % aktivite- ABZ 

konsantrasyonu grafiği 

 

Şekil 4. RBZ’ün kuzu karaciğer sitozolik β-glukozidaz 

aktivitesine etkisi,   
a. p-NPG substratı kullanılarak çizilen % aktivite- RBZ 

konsantrasyonu grafiği 
b. o-NPG substatı kullanılarak çizilen % aktivite- RBZ 

konsantrasyonu grafiği 

 

Şekil 5. EPM’in kuzu karaciğer sitozolik β-glukozidaz 

aktivitesine etkisi,   
a. p-NPG substratı kullanılarak çizilen % aktivite- EPM 

konsantrasyonu grafiği 
b. o-NPG substatı kullanılarak çizilen % aktivite- EPM 

konsantrasyonu grafiği 

 

Şekil 6. Kuzu karaciğer sitozolik β-glukozidaz enzimini 

inhibe eden RBZ’ün farklı substratlarda inhibisyon 
tiplerini belirten Lineweaver–Burk grafikleri 
a. p-NPG substratı kullanılarak çizilen Lineweaver–Burk 

grafiği 
b. o-NPG substatı kullanılarak çizilen Lineweaver–Burk 

grafiği 

https://www.google.com.tr/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=6&cad=rja&uact=8&ved=0ahUKEwiD7Mf2rcXLAhWDESwKHeRjBOkQFggpMAU&url=https%3A%2F%2Fen.wikipedia.org%2Fwiki%2FLineweaver%25E2%2580%2593Burk_plot&usg=AFQjCNE7qJZ5-vOFbvqTKjB9deZpEC8tQA&sig2=B5biHLGGwyN9Mfp3DzVj_Q&bvm=bv.116954456,d.bGg
https://www.google.com.tr/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=6&cad=rja&uact=8&ved=0ahUKEwiD7Mf2rcXLAhWDESwKHeRjBOkQFggpMAU&url=https%3A%2F%2Fen.wikipedia.org%2Fwiki%2FLineweaver%25E2%2580%2593Burk_plot&usg=AFQjCNE7qJZ5-vOFbvqTKjB9deZpEC8tQA&sig2=B5biHLGGwyN9Mfp3DzVj_Q&bvm=bv.116954456,d.bGg
https://www.google.com.tr/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=6&cad=rja&uact=8&ved=0ahUKEwiD7Mf2rcXLAhWDESwKHeRjBOkQFggpMAU&url=https%3A%2F%2Fen.wikipedia.org%2Fwiki%2FLineweaver%25E2%2580%2593Burk_plot&usg=AFQjCNE7qJZ5-vOFbvqTKjB9deZpEC8tQA&sig2=B5biHLGGwyN9Mfp3DzVj_Q&bvm=bv.116954456,d.bGg
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Tablo 2. p-NPG ve o-NPG substratları varlığında antiparaziter ilaçların kuzu karaciğer sitozolik β-glukozidazına 

inhbisyon etkileri 

Antiparaziter 
IC50 İnhibisyon Tipi Ki 

p-NPG o-NPG p-NPG  o-NPG p-NPG o-NPG 

RBZ 4.8 mM 5.9 mM Yarışmalı  Yarışmalı 3.9x10
-5
 ± 0.3x10

-5
 1.45x10

-5
 ± 0.11x10

-5
 

ABZ – – Etkisiz Etkisiz – – 

EPM – – Zayıf inhibitör Zayıf inhibitör – – 

 
Tartışma 

Sitozolik β-glukozidazın farklı memeli dokularından 
iyon değişim kromatografisi ve hidrofobik etkileşim 
kromatografisi yöntemleri ile saflaştırıldığı görülmektedir 
(30-32). Bu çalışmada da hidrofobik etkileşim 
kromatografisi kullanılarak enzim 26.7 kat ve %10.7 
verimle saflaştırılmıştır. Aynı hidrofobik jel kullanılarak 
farklı kaynaklardan β-glukozidaz enzimlerinin 
saflaştırıldığı görülmektedir (25, 33, 34). Şekil 1’de 
görülen saflaştırma grafiğinde enzimin tuz gradienti 
bittikten sonra kolondan gelmesi proteinin hidrofobik 
özellikleri hakkında bilgi sunmaktadır. Farklı memeli 
dokularından saflaştırılan sitozolik β-glukozidazların 53-
55 kDa aralığında olduğu belirtilmiştir (3, 6, 30, 35). 
Çalışmamızda SDS-PAGE ile görüntülenen kuzu 
karaciğer sitozolik β-glukozidazın molekül ağırlığı farklı 
çalışmalarla uyumlu olarak yaklaşık 55 kDa olarak 
belirlendi.   

ABZ ve RBZ’ün çeşitli hayvan türleri ve insanlardaki 
teratojenik etkilerini araştıran çalışmalar bulunmaktadır 
(36-39). Gebe koyun ve sıçanlarda yapılan bir 
çalışmada; yaklaşık 10 mg/kg doz ABZ’ün embriyotoksik 
ve teratojenik etkiye neden olduğu, bunun da sebebinin 
ABZ’ün hızlı bir şekilde sülfoksite dönüştürülmesi ve 
annenin dokularına göre kanda daha yüksek 
konsantrasyonlarda bulunması olduğu şeklinde 
açıklanmıştır (36).  Benzer şekilde Gokbulut ve ark. 
(40)’nın eşeklerde yaptıkları çalışmada da yine benzer 
şekilde ABZ’ün plazmada tespit edilmese de onun 
sülfoksit ve sülfon metabolitlerinin ağızdan ABZ 
uygulamasını takiben plazmada ortaya çıktığı 
belirtilmiştir. ABZ‘ün plazmada tespit edilmese de 
(insanda tespit edilme sınırı olan 0.02 µg/mL’ın altında 
(41) RBZ ile tedavinin teratojenik etkiyi arttırdığı farklı 
çalışmalarda ortaya koyulmuştur (38, 42). İlginç bir 
şekilde insan kolorektal adenokarsinom hücre soyunda 
(ASO HT-29) ise ABZ’ün RBZ’e göre 20 kat daha fazla 
sitotoksik olduğu bulunmuştur (39) Carlsson ve ark. 
(18)’nın zebra balığında yaptıkları çalışmada da ABZ’ün 
RBZ’e göre 100 kat daha fazla embriyotoksik etki 

gösterdiği belirtilmiştir. Albendazolün fare, sıçan, tavşan 
ve koyunlarda kraniofasial ve kemik kusurlarına neden 
olduğu gösterilmiş ve yine benzimidazollere maruz kalan 
zebra balığı embriyolarında da benzer etkiler gözlendiği 
açıklanmıştır (19). Yapmış olduğumuz çalışmada ABZ’ün 
ilgili enzim aktivitesini hem p-NPG hem de o-NPG 

substratları varlığında değiştirmediği görülmüştür. Ancak 
ABZ’ün karaciğerde metabolize olduktan sonra oluşan 
aktif metaboliti RBZ’ün kuzu karaciğer sitozolik β-
glukozidaz enzim aktivitesini inihibe ettiği ve her iki 
substrata karşı inhibisyon tipinin yarışmalı olduğu tespit 
edilmiştir. Bu sonuç RBZ’ün teratojenik etkisinin ABZ’e 
göre daha yüksek olduğunu ortaya koyan sonuçlara 
benzerlik göstermektedir. RBZ’ün karaciğerde oluştuğu 
düşünülürse ksenobiyotik metabolizmasında görevli 
sitozolik β-glukozidazı inhibe etmesi olumsuz olarak 
değerlendirilebilir.  

Bu çalışma sonucunda, RBZ’ün kuzu karaciğer 
sitozolik β-glukozidaz aktivitesini düşürdüğü ve enzimi 
yarışmalı tipte inhibe ettiği bulunmuştur. ABZ’ün ise 
enzim aktivitesini değiştirmediği tespit edilse de in vivo 
ortamda ABZ’ün çok hızlı bir şekilde RBZ’e dönüşmesi 
ABZ’ün de enzimi dolaylı olarak inhibe edebileceğini 
düşündürmektedir. Avermektinlerden EPM’in ise 
saflaştırılmış kuzu karaciğer sitozolik β-glukozidaz 
aktivitesini düşürdüğü ancak enzim aktivitesinde %50’lik 
bir kayba sebep olmadığı görülmüştür. Eksojen kaynaklı 
bitki glikozitlerinin yıkımında ve ksenobiyotik 
metabolizmasında görevli olan sitozolik β-glukozidazı 
inhibe eden/edebilecek RBZ ve ABZ’ün kullanımında, 
ilgili enzim aktivitesi açısından EPM’e göre daha dikkatli 
olunması gerektiği sonucuna varılmıştır. Yapılan 
çalışmalarda teratojenik ve embriyotoksik etkilerine 
dikkat çekilen ABZ ve RBZ’ün, karaciğer enzimleri 
açısından da araştırılması gerektiği düşünülmektedir. 
Özellikle ABZ’ün karaciğerde metabolize olması, ABZ 
metabolitlerinin karaciğer enzimlerine etkisini akla 
getirmektedir. Bu çalışmanın benzer çalışmalara örnek 
olacağı kanaatine varılmıştır. 
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