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OZET

INSAN ERITROSITLERINDEN GLUKOZ 6-FOSFAT
DEHIDROGENAZ ENZIMININ SAFLASTIRILMASI, BAZI
KUMARIN ve PESTISITLERIN ETKILERININ
ARASTIRILMASI

Ersin HOPA

Balikesir Universitesi, Fen Bilimleri Enstitiisii, Biyoloji Anabilim Dal
(Doktora Tezi / Tez Damismani : Doc. Dr. Selma SINAN)
Balikesir, 2010

Bu calismada genel metabolizma i¢in ¢ok 6nemli yere sahip olan Glukoz 6-
fosfat dehidrogenaz (D-glukoz-6-fosfat: NADP' oksidorediiktaz, EC 1.1.1.49;
G6PD) enzimi insan eritrositlerinden saflastirildi ve karakterize edildi. Saflastirma
islemi, amonyum siilfat ¢oktiirmesi ve 2', 5° ADP-Sepharose 4B afinite
kromatografisi olarak iki basamakta gerceklestirildi. Insan eritrosit G6PD enzimi
%33,65 verimle 7068,100 kat saflastirildi. Sodyum dodesilsiilfat poliakrilamid jel
(SDS-PAGE) elektroforezi ile G6PD enziminin molekiil agirligi yaklasik 59000-
60000 dalton arasinda oldugu belirlendi. G6PD enziminin NADP" ve glukoz 6-
fosfat (G6P) substratlar1 icin K, ve V. degerleri belirlendi. Enzim aktiviteleri
spektrofotometrik olarak 340 nm’de Beutler metoduna gore olgtildii.

Beslenme ve tedavi siireclerinde insan viicudu ile etkilesim igerisinde
bulunabilecek altis1 yeni yedi kumarin tiirevi ve Uicli herbisit ikisi insektisit bes
pestisitin enzim aktivitesi lizerine in vitro etkileri incelendi. Kumarin bilesiklerinin
isimleri, 6,7-dihidroksi-3-(2-metilfenil)-2H-kromen-2-on (OPC), 6,7-dihidroksi-3-(3
metilfenil)-2H-kromen-2-on (MPC), 6,7-dihidroksi-3-(4-metilfenil)-2H-kromen-2-on
(PPC) ,6,7dihidroksi-3-(2,5dimetoksifenil)-2H-kromen-2-on (DPC), 6,7-dihidroksi-
3-(3,4,5-trimetoksifenil)-2 H-kromen-2-on (TPC), 7,8-dihidroksi-3-(4-metilfenil)-2H-
kromen-2-on (FPC), Varfarin sodyum’dur.  Varfarin sodyum hari¢ kumarin
bilesiklerinin tamami G6PD enzimi aktivitesi ilizerine inhibisyon etkisi gosterdi.
Kumarin bilesikleri i¢cinde en etkili inbitoriin OPC oldugu belirlendi. Kumarin
bilesiklerinin inhibisyon mekanizmalar1 yarigsmali, yar1 yarigmali, yarismasiz ve
karisik tipte olarak tespit edildi. Calismada incelenen pestisitler glifosat,
deltamethrin, 2,4-D, diazinon, imazethapyr’dir. Pestisitlerin tamamimin enzim
aktivitesi iizerine inhibisyon etkisi gdsterdigi  belirlenmistir. Inhibisyon
mekanizmalarinin yar1 yarigsmali ve yarigmali tipte oldugu tespit edilmistir.

ANAHTAR SOZCUKLER: Glukoz 6-fosfat dehidrogenaz, kumarin, pestisit,
eritrosit, inhibisyon
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ABSTRACT

PURIFICATION OF GLUCOSE-6-PHOSPHATE
DEHYDROGENASE FROM HUMAN ERYTHROCYTES AND
INVESTIGATION OF THE EFFECTS OF SOME COUMARIN

AND PESTICIDES ON THE ENZYME

Ersin HOPA

Balikesir University, Institute of Science, Department of Biology
(PhD. Thesis / Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Selma SINAN)
Balikesir, Turkey, 2010

In this study, Glucose 6-phosphate dehydrogenase (D-glukoz-6-fosfat:
NADP" oksidoreductase, EC 1.1.1.49; G6PD) enzyme which is very important for
general metabolism was purified from human erythrocytes and characterized. The
purification prosess consists of two steps; ammonium sulfate fractionation and 2', 5’
ADP-Sepharose 4B affinity chromatography. Human erythrocyte G6PD enzyme
was purified 7068,100 fold in a yield of 33,65 %. Molecular weight of G6PD
enzyme were determined approximately between 59000-60000 dalton by sodyum
dodesilsulfate polyacrylamide gel (SDS-PAGE) elektrophoresis. Ky, and Vil values
for NADP" and glucose 6-phosphate (G6P) substrates of G6PD enzyme were
determined. Enzymatic activity was spectrofotometrically measured according to
Beutler method at 340 nm.

In vitro effects of six new coumarin derivatives of seven; three herbisite and
two insectisites that may be in interaction with human body throughout nutrition and
medical treatment, on enzyme activities were investigated. The name of coumarins
are 6,7-dihydroxy-3-(2-methylphenyl)-2H-chromen-2-one (OPC), 6,7-dihydroxy-3-
(3-methylphenyl)-2H-chromen-2-one  (MPC), 6,7-dihydroxy-3-(4-methylphenyl)-
2H-chromen-2-one (PPC), 6,7dihydroxy-3-(2,5-dimethoxyphenyl)-2H-chromen-2-
one (DPC), 6,7-dihydroxy-3-(3,4,5-trimethoxyphenyl)-2H-chromen-2-one (TPC),
7,8-dihydroxy-3-(4-methylphenyl)-2H-chromen-2-one  (FPC), Varfarin sodium.
Except of Varfarin sodium , all of them caused an inhibition effect on G6PD enzyme
activity. It was found that OPC is the most effective inhibitor in coumarin
compounds. Inhibiton mechanism of coumarin derivatives were determined as
competitive, uncompetitive, noncompetitive and mixed types. Investigated pesticides
in this study are gliphosate, deltamethrin, 2,4-D, diazinon, imazethapyr. All of them
indicated the inhibitory effects on the enzyme activity. Inhibition mechanism of them
were determined as uncompetitative and compatitative.

KEYWORDS: Glucose 6-phosphate dehidrogenase, coumarin, pesticide,
erythrocyte, inhibition
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1. GIRiS

Canli kimyasinin yiiksek derecedeki kompleksligi, en iist seviyedeki diizeni
bilim adamlar: tarafindan ilgiyle arastirilmakta ve her gecen giin ilging sonuglar
ortaya  ¢ikmaktadwr.  Canlilarin  biyokimyasinda  milyonlarca  reaksiyon
gergeklesmekte ve bu karmagsik olaylar maksimum ekonomi ilkesine uyularak

diizenlenmektedir.

Enzimler canlilarin yagamini siirdiirebilmesi i¢in gergeklesen biyokimyasal
reaksiyonlarn diizenleyicisi roliindedirler. Glukoz 6-fosfat dehidrogenaz (G6PD)
enzimi de canlilarda ¢ok onemli bir yeri olan pentoz fosfat metabolik yolunun (PFY)

ilk ve tek kilit enzimi roliindedir.

G6PD enzimi insan, hayvan, bitki, mantar, mikroorganizma gibi bir¢ok canli
metabolizmasinda bulunmaktadir. Insan eritrositlerinde bulunan G6PD enziminin
gorevini yapamamast PFY nun aksamasina, eritrositlerin hemolize ugramasina neden

olur. Bu durum canlinin doniisiimsiiz zarara ugramasina yol agabilir.

Son yillarda insan niifusunun artmasi, ilag, kozmetik ve gida gibi birgok
sanayinin gelismesine ve ¢esitlenmesine neden olmaktadir. Ozellikle metabolizmada
onemli fizyolojik fonksiyonlara sahip enzimlerin aktivitelerinin bu bilesiklerden ne
Olciide etkilendigi son derece Onemlidir. Calismamizda antikoagiilen, anti-
kanserojen, antibiyotik etkileri [1,2] ve biyolojik aktivite potansiyeli yiiksek oldugu
icin ila¢ sanayinde sik kullanilan kumarin tiirevlerinin G6PD enzim aktivitesi
iizerindeki etkisi arastirilmistir. S6z konusu kumarin tiirevleri onceleri bitkilerden
dogal olarak sentezlenirken, son yillarda labaratuvarlarda birgok tiirevi
sentezlenmektedir.  Arastrmamizda GO6PD enzimine etkileri incelenmis olan
kumarin tiirevleri Balikesir Universitesi Fen Edebiyat Fakiiltesi Organik Kimya
labaratuvarlarinda sentezlenen 6 yeni tiirevidir. Ayrica etken maddesi kumarin tiirevi

olan varfarin sodyum bilesiginin G6PD enzimi ilizerine aktivitesi ilizerine etkisi de



arastirilmistir.  Varfarin, oral yoldan etkili protrombinopenik bir antikoagulandir.
Trombo-embolik belirtilerle seyreden ¢esitli hastaliklarda, kanin pihtilasmasinda rolii
olan maddelerin karacigerdeki sentezini Onleyerek etkisini gosterir. Calismamizda
yiiksek verim elde etmek amaciyla tarim sanayinda ¢ok sik kullanilan bes farkli
pestisitin insan eritrositlerinde bulunan G6PD enziminin aktivitesi iizerine etkileri

incelenmistir. Bu calisma i¢in asagida belirtilen uygulamalar gergeklestirilmistir.

» Insan eritrositinden 2', 5’ ADP-Sepharose 4B Afinite Kromatografisi ile

Glukoz 6-Fosfat Dehidrogenaz enziminin saflastiriimasi

= Sodyum Dodesilsiilfat Poliakrilamid Jel (SDS-PAGE) -elektroforezi ile

safliginin kontrolii.

=  Optimum sartlarda enzimin substrata ilgisinin biyokimyasal ifadesi olan Ky,

ve Vmax degerlerinin bulunmasi

= Altis1 orijinal bir tanesi ila¢ etken maddesi olarak kullanilmakta olan yedi
kumarin tiirevinin ve {i¢ii herbisit, ikisi insektisit olmak iizere toplam bes

pestisitin saf enzim tizerindeki in vitro etkisi

» Inhibisyona neden olan kimyasal maddelerin inhibisyon mekanizmasmin

belirlenmesi

1.1 Eritrositler

Eritrositler, igerdikleri hemoglobin sayesinde dokular arasinda oksijen ve
karbondioksit tasiyicisi1 olarak gorev yapan kan hiicreleridir. Bu hiicreler kuarterner
yapida , 6zellesmis bir protein olan hemoglobini tagirlar ve gorevini yapabilmesi i¢in
uygun ortami saglarlar [3]. Normal kosullarda ortalama yasam siireleri 100-120

glindiir [4].



1.1.1 Eritrositlerin Yapisi ve Fonksiyonu

Bikonkav disk sekilli hiicreler olan eritrositlerin ¢aplar1 6-9 um, kalinliklar1
merkezi kisimlarinda 1pum, en kalin olduklar1 perifer kisimlarinda ise 2-2.5 pm’dir
[3].. Olgunlasmis insan eritrositleri ¢ekirdek, mitokondri, ribozom, endoplazmik
retikulum ve diger i¢ zar sistemlerini bulundarmazlar. Bu nedenle niikleik asit,
protein, fosfolipid veya karbohidrat sentezleyemezler. En 6nemli bilesenleri homojen
dagilim gosteren, kuru agirhiginin %90’ 11 olusturan hemoglobindir [5]. Eritrosit
hiicre zar1, Sekil 1.1° de goriildiigl gibi diger hiicre zarlarina benzer sekilde iki sirali
lipid matriks ve bunun icinde ya da sitoplazmik yiiziinde yerlesmis cesitli
proteinlerden olusmaktadir. Zarin dis yiizeyi ise karbohidrat birimlerini igerir [6].
Spektrin, eritrosit membraninin protein iskeletini olusturur. Cift tabakali lipid
membranin sitoplazmik yiiziinde yer alan bu protein hiicrenin yapisal biitiinliigliniin
stirdiirtilmesini saglar. Spektrin molekiilleri birbirine kisa aktin filamentleri, plazma
membranma ise ankirin kopriileri ile tutunmaktadwr. Deformabilitesi yiiksek
membran protein iskeletinin yapisina katkida bulunan diger proteinler band 3
proteini ve band 4.1 proteinleridir (Sekil 1.1). Eritrosit membrani yapisinda bulunan
Na-K pompast “Adenozin trifosfat” (ATP az) aktivitesiyle elektrokimyasal
gradiyente karst hiicre igine K', disma Na' iyonlarmm  aktarimmi
gerceklestirmektedir. Bu isleviyle membran potansiyeli, hiicre i¢i osmolarite ve

dolayli olarak da hiicre hacmi {izerinde etkili olmaktadir [7].
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Sekil 1.1 Eritrosit hiicre zarmin sitoplazmik yliziindeki proteinlerin sematik
gosterimi [7].



Eritrositlerin i¢indeki hemoglobin, dért tane Hem (Fe™ protoporfirin IX)
molekiiliiniin her birinin demirleriyle bir globin molekiiliiniin histidinlerine
baglanmalarindan olugsmus bilesiktir (Sekil 1.2) [8]. Sentezi polikromotofilik
eritroblastlarda baglar. Hemoglobin yiiksek konsantrasyonda oksijen baglama
yetenegine sahiptir. Ferréz (Fe™) sekildeki demir atomu geri doniisiimlii olarak

oksijen baglayabilmektedir [9].
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Sekil 1.2 Hemoglobin molekiiliiniin yapis1 [8]

1.1.2 Eritrositlerde Enerji Saglanmasi

Glukoz, eritrositlerin ihtiyag duydugu yakit ham maddesidir. Insiilinden
bagimsiz hiicreler olan eritrositlere glukoz girisi hiicre membraninda yer alan glukoz
tagtyict molekiiller (Glu T-1 ve Glu T-3) aracilig1 ile gergeklesir. Bu tagiyicilar diisiik
insiilin salgilanmasinda da hiicreye glukoz girisine olanak saglarlar [10]. Eritrosit
icine alinan glukoz; glikoliz ve PFY ile metabolize edilir. Olgun eritrositlerde
mitokondri ve diger sitoplazmik organeller olmadigi i¢in krebs siklusu ve oksidatif
fosforilasyon gerceklesemez. Bu hiicreler 120 giinlilk dmiirlerini stirdiirebilmeleri
icin gerekli enerjiyi glukozun aerobik kosullarda bile laktik aside kadar yikilmasini
saglayan glikoliz yoluyla saglarlar. Normal sartlarda eritrositteki glukozun %90°1
glikoliz (Embden- Meyerhof yolu) ile kullanilir. PFY glukozun oksidasyonu ig¢in
ikinci bir yoldur ve eritrosite alinan glukozun %10 kadar1 bu yolda kullanilarak

Nikotinamid adenin dintikleotid fosfat (NADPH) ve riboz 5-fosfat elde edilir [11,12].



1.1.3 Eritrositin Oksidasyondan Korunmasi

Yaglar, proteinler, niikleik asitler ve karbohidratlar gibi tiim hiicresel
bilesenler,reaktif oksijen metabolitlerine maruz kaldiklarinda, fizyolojik ve yapisal
hasara ugrayabilirler. Olusan radikaller, hiicre membraninin 6nemli bilesenleri olan
fosfolipidlerin oksidasyonuna yol agabilmekte, sonu¢ olarak membranm yapist ve
fonksiyonlar1 bozulmaktadir. Proteinlerin oksidasyonu ise proteolize duyarliligi
artirmaktadir [13]. Bu ciddi tehlike karsisinda canlida hiicresel savunma sistemleri
mevcuttur. Katalaz, siiperoksit dismutaz, glutatyon peroksidaz, glutatyon rediiktaz
gibi enzimler ile C vitamini, iirik asit, glutatyon, taurin, E vitamini (a-tokoferol), -
karoten ve bilirubin savunma sisteminde gorevliler olarak sayilan antioksidan

bilesiklerdir [8].

Hemoglobinin hem kismindaki iki degerlikli (ferr6z) demir atomlarmin ¢
degerlikli olan ferrik (Fe™) hale yiikseltgenmesiyle methemoglobin olusur. Bu
haliyle hemoglobin O, ve CO; tasiyamaz duruma gelir. Neticede fonksiyonel bir
anemi ortaya cikar. Bazi ilaglar (lidokain, siilfonamidler, dapson, klorokin,
primakin, fenasetin), hidrojen peroksit (H»O,) ve serbest radikaller gibi tirlinler
methemoglobin olusumuna neden olurlar [3]. Aslinda saglikli insanlarda da
methemoglobin olusur. Ancak bu oran sadece toplam hemoglobinin % 1,5’u
kadardir. Olusan methemoglobinlerin belli bir kismi bir dereceye kadar
engellenebilir. Methemoglobin, baslica NADPH’ a bagimli methemoglobin rediiktaz
olmak tizere , rediikte glutatyon ve askorbik asit tarafindan indirgenerek ferr6z
demirli hemoglobin haline doniistiiriiliir [3,14]. Oksidasyonun devam etmesi
durumunda geri doniisiimsiiz konformasyonel degisimlerle siilfhemoglobin ortaya
cikar. Hemoglobin denatiire olarak eritrosit icinde ¢oker. Siilthemoglobin ¢okelekleri
eritrosit hiicre membranindaki siilthidril gruplar1 ile disiilfit baglar1 yaparlar.
Membrana bagh goriilen bu c¢okmiis bilesenler “Heinz cisimcikleri” olarak

isimlendirilir [15].

Eritrositlerde peroksitlerin artis1 hemoglobinin methemoglobine doniistimiine,
membran lipidlerinin ve hiicre i¢in yasamsal Onemi olan enzim yapisindaki

proteinlerin oksidasyonuna neden olur. Eritrositlerde H,O,’nin yikiminda katalaz



enzimi aktif rol {stlenir. Katalaz enzimi yapisinda dort molekil NADPH
tasimaktadir. NADPH yoklugunda bu enzim aktivite gdsteremez. Indirgenmis
glutatyon molekiili NADPH ile yakindan ilgilidir. = GSH methemoglobinin
indirgenmesi yaninda katalaz enzimine de yardimci olur. GSH bu islevleri
gergeklestirirken  ylikseltgennecegi i¢in  hizli bir sekilde yenilenmesi yani
indirgenmesi gereklidir. Bu indirgenme olayinda NADPH’a ihtiya¢ vardir. Sonug
olarak eritrosit hiicre biitlinliigiiniin ve islevlerinin siirdiiriilebilmesi i¢in GSH’ye;
siirekli tiiketilen GSH’nin rejenerasyonu, methemoglobin rediiktaz sisteminin ve
katalaz enziminin islevi icin de NADPH’ye gereksinim vardir [14]. Eritrositte

NADPH olusumu i¢in tek kaynak ise pentoz fosfat metabolik yoludur [16].

1.2 Pentoz Fosfat Metabolik Yolu

Glukozun yikildig1 glikoliz yolu, sitrik asit devri ve oksidatif fosforilasyonda
amag, glukozdan enerji iiretmektir. Onemli bir metabolik yol olan PFY’nda ise
glukozun kullanilmasmin nedeni  metabolik enerjinin, bir baska formu olan

indirgeyici giiciin tiretilmesidir.

Pentoz fosfat metabolik yolu bazen pentoz yan yolu, heksoz monofosfat yolu
veya fosfoglukonat oksidatif yolu olarak da isimlendirilebilir. Bu reaksiyonun
aydmlatilmasinda ilk adim, 1931 yilinda Otto Warburg tarafindan atilmig ve tamami
Fritzz Lipmann, Frank Dickens, Bernard Horecker ve Efraim Racker isimli

biyokimyacilar tarafindan ortaya konulmustur [17,18].

Tim glukozun glikolitik yolla yikildig: iskelet kas1 ve beyin gibi dokularda
PFY ’nun aktivitesi diistiktiir. Bununla birlikte aktif yag asidi ve kolesterol sentezinin
oldugu karaciger, adrenal korteks ve siit iireten meme dokusunda glukoz

oksidasyonunun 6nemli bir kism1 PFY ile ger¢eklesmektedir [19,20].

PFY eritrosit ve beyin hiicreleri gibi bazi1 hiicrelerin temel enerji kaynagi olan
glukozun oksidasyonu i¢in tek oksidatif yoldur [21]. PFY glikoliz yoluna bir
alternatif olarak diisiiniilse de her iki yolun hiicredeki fonksiyonlar1 ve hiicredeki

ihtiyac alanlar1 farkhidir. Bu yolun en 6nemli tiriinleri NADPH ve riboz 5-fosfattir.



NADH ile ayn1 redoks potansiyeline sahip olan NADPH, farkli amaglar i¢cin
kullanilmaktadir. Mitokondride katabolik substralarin hidrojenleri, NAD ile elektron
transport zincirine tagimaktadir. Buna karsilik NADP* tarafindan tasman hidrojenler
sitoplazmada indirgen biyosentezlerde kullanilmaktadir [19,20]. PFY ile sentezlenen
riboz 5-fosfat ise canli metabolizmasi icin ¢ok 6nemli olan ATP, NAD", FAD",

DNA, RNA gibi bilesiklerin sentezlenmesinde gorev almaktadir.

PFY tepkimeleri ile sitoplazmada [NADPH] / [NADP* ] orani arttirilmaktadir.
Yemek sonrasinda karaciger hiicrelerindeki NADPH miktari, NADP: ile
karsilastirildiginda 50-100 kat daha fazla bulunmaktadiwr. Bu durum NAD- ile
karsilastirildiginda belirgin bir fark ortaya c¢ikmaktadir. Aerobik kosullarda NAD',
NADH miktarindan 100 kat daha fazladir. Bu nedenle hiicre indirgen biyosentezler
icin NADH yerine NADPH kullanmay1 tercih etmektedir [19,20].

PFY Sekil 1.3’te belirtildigi gibi oksidatif ve nonoksidatif olmak iizere iki
asamada gercgeklesir [22]. PFY’nun oksidatif béliimii G6PD enziminin glukoz-6-
fosfat1 (G6P) 6-Fosfoglukono-1,5-lakton’a doniistiirmesi ile baglamakta ve bir dizi
tersinmez (geri doniisiimsiiz) tepkime ile indirgen biyosentez tepkimelerinde

kullanilan NADPH iiretilmektedir. NADPH;

Yag asitlerinin biyosentezi ve zincir uzatma reaksiyonlarinda,

=  Steroidlerin biyosentezinde,

= Bazi aromatik aminoasidlerin biyosentezinde,

= QOkside glutatyonun (GSSG) indirgenmesinde,

=  DNA sentezi sirasinda riboniikleotidlerin deoksiriboniikleotidlere
doniistiiriilmesinde,

=  Norotransmitter sisteminde,

= Peroksitlerin, ilaglarin ve ksenobiyotiklerin detoksifikasyonunda,

=  Methemoglobinin hemoglobine doniisiimiinde,

=  Glukuronik asid yolunda,

= [ -askorbik asid sentezinde,

*  Hiicre zarmin biitiinliigliniin korunmasinda kullanilmaktadir [23-25].



Buna karsilik PFY’nun oksidatif olmayan boliimiindeki tersinir (geri
doniisiimlii) tepkimeler ile glikolitik ve glukoneogenik yollara baglant1 saglanmakta
ve riboz 5-fosfat tiretilmektedir [19,20]. Pentoz fosfat metabolik yolu ayn1 zamanda
ii¢, dort, bes, alt1 ve yedi karbonlu sekerlerin oksidatif olmayan bir seri reaksiyonla
birbirlerine doniistiiriilmesini de katalizler [18,26]. PFY’nun oksidatif ve

nonoksidatif reaksiyonlar1 Sekil 1.3°de gosterilmistir.
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1.2.1 Hiicre icinde G6P’1in Kullaniminin Kontrolii

Hiicrenin NADPH veya riboz-5-fosfata olan ihtiyacma goére PFY farkl
sekillerde caligmaktadir [28].

1) Hiicrenin riboz-5-fosfat gereksinminin daha fazla olmasi halinde
oksidatif yolun yam sira oksidatif olmayan yol tepkimelerinin ters yonde
kullanilmasi ile riboz-5-fosfat sentez edilmektedir. Bu durum 6zellikle iskelet
kas1 gibi glukoz-6-fosfataz aktivitesinin oldukca diisiik oldugu fakat buna
karsilik yeterli niikleotid konsantrasyonunun saglanmasi gereken dokularda

gecerlidir.

2) Riboz-5-fosfat ve NADPH gereksinimlerinin dengede oldugu
kosullarda ise oksidatif yol ve oksidatif olmayan reaksiyonlarda her iki iirlin

meydana gelmektedir [19,20].

3) Hiicrenin NADPH gereksiniminin daha fazla olmas: halinde oksidatif
ve oksidatif olmayan yollarda birlikte olusan fruktoz-6-fosfat ve gliseraldehit-
3-fosfat, glukoneogenik tepkimeler ile tekrar glukoz-6-fosfata ¢cevrilmektedir.
Bu durumda dongiisel bir yol izleyen metabolik yollarda bir glukoz

molekiiliinden CO2 ve NADPH elde edilmektedir [19,20].

4) Riboz S-fosfattan daha fazla NADPH’ a ve bununla birlikte ATP’ye
ihtiyac duydugu durumda; glukoz 6-fosfat pilirivata doniisiir. Riboz 5-
fosfattan tiiretilen fruktoz-6-fosfat ve gliseraldehit-3-fosfat glukoneogenez
yerine glikoliz yoluyla piirivata kadar yiikseltgenir. Bu arada NADPH ve

ATP berabarce sentezlenmis olur [28].

PFY ile iiretilen NADPH i indirgenme olaymdaki rolii nedeniyle yiiksek
oksijen parsiyel basmci altindaki hiicrelerde PFY aktif sekilde calismaktadir.
Yukarida bahsedilen PFY nun iirline bagh ihtiyaca gore diizenlenmesinin yaninda

kisa siireli diizenlemelerde G6PD, yiiksek [NADPH]/[NADP‘] orani ile inhibe

10



olmaktadir. NADPH kullanimindaki artig, PFYnun oksidatif béliimiiniin aktivitesini
arttirmaktadir [19,20,29].

1.3 G6PD Enzimi

1.3.1 G6PD Enziminin Onemi

Glukoz 6-fosfat dehidrogenaz (D-Glukoz 6-fosfat: NADP" oksidorediiktaz,
EC 1.1.1.49, G6PD), NADP ’nin indirgenmesiyle birlikte glukoz 6-fosfatn 6-
fosfoglukona-1,5-lakton’a donilismesini katalizleyen diizenleyici bir enzimdir. Bu

reaksiyon PFY nun ilk ve hiz siirlayici basamagidir [30].

Bu enzimin, NADP'-glukoz-6-fosfat dehidrogenaz, Zwischenferment, D-
glukoz-6-fosfat dehidrogenaz, glukoz-6-fosfat dehidrogenaz (NADP'), NADP'-
bagimli glukoz-6-fosfat dehidrogenaz, 6-fosfoglukoz dehidrogenaz, Entner-
Doudoroff enzim ve glukoz-6-fosfat 1-dehidrogenaz gibi isimleri de bulunmaktadir

[31].

Enzim 1931 yilinda Otto Warburg ve W.Chiristian tarafindan at
eritrositlerinde tanimlanmistir. 1936 yilinda kismen saflastirilmis ve c¢esitli
organizmalarda caligmalar yapilmistir. Lipman, Diskens,Horecker ve Racker

tarafindan PFY’da tanimlanmastir.

G6PD bakteri, protozoa, mantar, sinek, sigan, balik ve memeliler olmak iizere
genis bir canli toplulugunda bulunmaktadir. Cogunlukla sitoplazmada peroksizom,
endoplazmik retikulum, lizozom, kloroplast ve mitokondri gibi cesitli organellerde
de tespit edilmistir [32-35]. GO6PD enzimi G6P’m 6-fosfoglukono-1,5-laktona
dontistiigii reaksiyonu katalizler. G6PD ile katalizlenen reaksiyon termodinamik
acidan geri doniisiimlii olmasina ragmen, G6P’nin oksidasyonunun iiriinii olan D-
glukonolaktonun hizli bir sekilde hidroliziyle geri doniisiimsiiz hale gelmektedir. Bu
hidroliz pH bagimlhidir, pH 6,4 ve 28°C’de laktonun yar1 6mrii 24 dakika, pH 7,4’te
ise yaklasik 1,5 dakikadir [26]. G6PD aktivitesi beslenme, hormonlar ve 6zellikle
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NADPH konsantrasyonuna bagli olarak de§ismektedir [36]. Beslenmenin ve
hormonlarin enzim lizerinde uzun siireli etkisi kaba kontrol, NADP+/NADPH orani
ile kontrol ise kisa siireli ince kontroldiir [22]. Ayrica, “Epidermal Growth Factor”
ve “Platelet Growth Factor” hormonlar1 G6PD aktivitesini %25-27 oraninda
arttrmaktadir [37].  Aym sekilde “Nerve Growth Factor”iin G6PD, katalaz,
glutatyon peroksidaz gibi antioksidan enzimlerin sentezini uyararak hiicreyi H>O,’ye

kars1 korudugu diistiniilmektedir [38].

1.3.2 G6PD Enziminin Genetik Yapisi

G6PD geni 1986 yilinda klonlanmistir [39,40]. G6PD enzimini kodlayan gen
20114 bg (baz ¢ifti) uzunlugunda, 13 ekzon ve 12 intron bolgesinden olugmaktadir
(Sekil 1.4) ve X kromozomunun uzun kolu iizerinde 28 lokusuna yerlesmistir.
G6PD geni yaklagik 20 kb (kilo baz) , genin kodladigt mRNA ise 2269 bg
uzunlugundadir [41]. Enzimin monomeri 515 aa (amino asit) uzunlugundaki G6PD
enzimini, genin 1545 b¢ uzunlugundaki sifrelenen 22 bolgesi kodlamaktadir. En kisa
ekzon 38 b¢’ nden olusan 3. ekzon, en uzunu 771 bg’ den olusan 13. ekzondur. 2. intron
disindaki biitiin intronlarin uzunlugu 300 bg den kisadir. ikinci intron 11 kb,
uzunlugundadir. 2625 b¢ uzunlugundaki GO6PD mRNA’sindan ekzon 1’in tamami, ekzon
2'nin ilk 8 bg, ekzon 13’iin ilk 88 b¢ ve 3" ucundan 608 bg¢ proteine doniistiiriilmez
[40,41,43-48].

I 3| 5 T 9 1113
]

4 & H 1o 12

Sekil 1.4 G6PD enzimini kodlayan genin 12 intron 13 ekzon bolgesi [48]

1.3.3 G6PD Enziminin Biyomolekiiler Yapisi

G6PD bakteri, bitki, bocek, mantar, balik ve memelileri igeren genis bir canli
toplulugunda bulunmaktadir. Bu ylizden genis bir arastrma sahasi meydana

gelmistir.
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Tim dokularda bulunan enzim, ayni tip monomerlerin biraraya gelmesi ile
olusan, dimerik, tetramerik ve hekzamerik yapilar seklinde bulunabilir. Enzim
genellikle aktif olarak dimerik yap1 gosterir (Sekil 1.5) ve her alt birim iki molekiil
NADP  ile baglanmis sekilde yaklasik 59256 dalton molekiil agirligma sahiptir..

Enzimin dimerik ya da tetramerik formunu sicaklik, enzim, NADPH konsantrasyonu
gibi ¢esitli faktorler etkilemektedir. Yiiksek pH ve iyonik kuvvet dimer, diisiik pH ve
iyonik kuvvet ise tetramer olusumuna neden olur [26]. Monomerlerin amino asit
siralarinda tiirler aras1 benzerlik olmakla beraber primer, sekonder ve tersiyer yapilari
arasinda farkliliklar vardir. Primer yapisi bakteriden insana kadar %39’u korunmus
ve 64 amino asidi her tiirde aynidir. Enzimin amino ve karboksil uc¢larmdaki amino
asit dizileri i¢in kesin bir bilgi bulunmamaktadir. Bazi caligmalar, amino ucunda
glisin varligini, son ¢aligmalarda karboksil ucta ise 16sin amino asidinin bulundugunu

gostermektedir

Yapisal NADP"

Sekil 1.5 Aktif G6PD dimerinin {i¢ boyutlu modeli [49]

Insan G6PD’sinin her alt biriminde “Yapisal NADP" ad1 verilen ve enzimin
kararhlig1 icin gerekli olan NADP' molekiili bulunmaktadir. Ayrica enzimin
katalitik aktivitesi i¢in gerekli olan “Koenzim NADP"™ molekiilii vardir. Bu NADP"
molekiiliiniin, enzimdeki diniikleotid baglanma bélgesinde bulunan 41. aminoasit
olan Glisin 41 ve Aspartik asit 42 ile etkilesime girdigi tahmin edilmektedir.
“Yapisal NADP™ deki adenin molekiiliiniin Tirozin 503 ve Arginin 487 arasinda;
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nikotinamid molekiiliiniin ise Triptofan 509 ile Tirozin 401 arasinda enzime
baglandig1 diisiiniilmektedir. Bu “Yapisal NADP™ molekiiliindeki 2'-fosfat grubu
Arginin 487, Arginin 357, Lizin 238 ve Lizin 366 ile hidrojen bagi olustururken,
bisfosfat grubu Arginin 370 ile etkilesim halindedir. Nikotinamid molekiiliindeki
amid grubu ise Arginin 393 ve Aspartik asit 421 ile etkilesim i¢indedir. Biitiin bu
etkilesimler goz oniinde bulunduruldugunda, “Yapisal NADP™ nin ortamdan
ayrilmast durumunda enzimdeki alt birimlerin hepsinde yapisal biitiinliigiin

bozulabilecegi diisiiniilmektedir [50].

G6PD’nin molekiiler 6zellikleri Sekil 1.6°da belirtilmektedir.

G6PD Enziminin Molekiiler Ozellikleri {

4 !

S f« ff /

Protein

¢

G DNA lusu 18.5 kb NuklmR.NA 2269 Aminoasit sayis1 515
e i (;Ot't e 60 Molekiiler agirlik 59 265 Da

Zon Sayist odlanmayan bolge Aktif enzimin molekiillerinin alt birim
Kodlanan ekzonlar 12 L] Kodlanan bolge 1545

say1s1 2 veya 4

Her alt birimdeki NADP"’ya baglanan
molekiil sayis 1

Molekiiler spesifik aktivite 1 ITU/nmol

3’kodlanmayan bolge 655

Sekil 1.6 Insan G6PD Enziminin Molekiiler Ozellikleri

1.3.4 G6PD Enziminin Spesifik Ozellikleri

G6PD enziminin, substrati olan G6P’1, agik-zincir (Fischer formiilii) halinde
mi yoksa piranoz halkasi1 (Haworth formiilii) seklinde mi kullanildig1 arastirilmis ve
biitiin G6PD enzimlerinin substratin1 -D-glukopiranoz-6-fosfat seklinde kullandig:
tespit edilmistir. G6PD enziminin anomerik C atomu spesifitesi fizyolojik acidan
incelenmis, G6P’1 kullanan ¢esitli enzimlerin anomerik 6zgiilliigliniin birbirinden

farkli oldugu belirtilmistir [51].
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G6PD enziminin katalizledigi reaksiyonda, anomerik C atomundaki
hidrojenin dogrudan koenzim olan NADP" molekiiliindeki nikotinamid kalmntisina -
pozisyonundan tasindigi belirtilmistir. Bu olay ilk defa Stern ve Vennesland

tarafindan NADP-spesifik olan S. carlbergensis’te gosterilmistir [52].

Cesitli memeli dokularindan elde edilen G6PD enzimleriyle yapilan
calismalarda, hepsinin NADP" igin spesifik oldugu bildirilmekte iken sigan meme
bezlerinden ve bazi memeli dokularindan Levy (1961) tarafindan saflastirilan G6PD
enzimlerinin, yiiksek konsantrasyonlarda koenzim olarak NAD"1 kullanabildigi

tespit edilmistir [53] ve G6PD enzimleri 5 ana smifta toplanmigtir:

1. NADP"’ye Spesifik G6PD Enzimleri: Bu enzimler NAD' ile reaksiyon
vermezler [52,54-60].

2. NADP"yi Tercih Eden G6PD Enzimleri: Bu enzimler yiiksek
konsantrasyonda NADyi kullanabilirler, ancak fizyolojik kosullar altinda
NADP "yi tercih ederler [61,62].

3. Hem NADP"yi Hem de NAD"1 Kullanan G6PD Enzimleri: Bu
enzimler, fizyolojik kosullar altinda koenzim olarak her iki molekiilii de kullanirlar

[63-65].
4. NAD"1 Tercih Eden G6PD Enzimleri: Bu enzimler, hem NADyi hem
de NADP+’yi koenzim olarak kullanabilirler, fakat fizyolojik sartlarda sadece NAD"

ile reaksiyon verirler [66,67].

5. NAD"a Spesifik G6PD Enzimleri: Bu enzimler sadece NAD' ile

reaksiyona girerler [68].

G6PD enzimlerinin ¢ogunlugu bu gruplarin ilk {i¢line dahildir, sadece az bir

kisminin diger iki gruba ait oldugu belirtilmektedir [26].
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1.3.5 G6PD Enziminin Eksikligi

1.3.5.1 G6PD Enziminin Eksikliginin Metabolik Etkisi

Eritrositlerde NADPH olusumu hayati bir 6nem tasimaktadir. NADPH,
bir¢ok indirgeyici biyosentez olaylarinin meydana gelmesinde, siilfhidril gruplarmin
stirekliliginin saglanmasinda, serbest radikallerin ve peroksitlerin
detoksifikasyonunda gorev alan indirgenmis glutatyonun olusumunda indirgeyici rol
oynar [18].

Glukoz

|

Glukoz 6-fosfat

/ (G6-P) \
G6-P G6-P _ NADP™ _ ™S 2GSH - - Hy0,
2 ADP i \ /_, \\ /,- \ \ /
\ Glukolz—ﬁ—fosfat Glutatyon Glutatyon
GLIKOLITIK dehidrogenaz rediiktaz peroksidaz
YOL , e / .
T
R / \ - NADFH - ~ assGg 4] ~1y, 2 HhO
X \ 6-fosfo + H
2 ATP -| HMP 3 glukonat
i YOLU |7~
2 Laktat

Sekil 1.7 PFY ile glikolitik yolun baglantis1 ve hidrojen peroksidin glutatyon
araciligiyla indirgenmesi [69]

G6PD enzimi eksikligi oldugunda NADPH {iretimi 6nemli derecede azalir.
G6PD nin ¢ok 6nemli bir enzim oldugu bu olay ile ¢ok iyi anlasilmaktadir. NADPH
‘in eritrositlerdeki en Onemli rolii glutatyonu indirgemek oldugunu belirtmistik.
G6PD eksikligi olanlarda hemoliz yapan maddelerin verilmesi durumunda onlarin
kendisi veya metabolitleri hemolize karsi dayaniklili§i1 saglayan indirgenmis
glutatyonu(GSH) oksitleyerek (GSSG-okside glutatyon) inaktive ederler (Sekil 1.7).
Bunun sonucunda eritrositlerde hemoliz meydana gelir. Hemoliz olusumundan hemen
once eritrosit GSH diizeyi azalir ve GSSG artar. GSSG hiicreden disar1 ¢ikar ve

hiicre i¢i total GSH miktar1 azalir. Eritrosit membran proteinlerindeki siilfidril

16



gruplarmin oksidasyonu membran fonksiyonunu bozar ve dalakta, daha agir

durumlarda ise karacigerde de eritrositlerin erken yikimina neden olur [70].

G6PD eksigi olan bireyler kimyasal maddeye baglh oksidatif hemolize
duyarhdirlar. Pro-oksidatif 6zelligi olan Cin bitkisel ilaglarinin G6PD eksikligi olan
kan Ornekleri ilizerine bir calisma yapilmistir. Amag Cin’de yaygin olarak kullanilan
18 tane bitkisel ilacin G6PD enzimi lizerine pro oksidatif etkilerinin incelenmesidir.
Normal ve G6PD eksigi olan tiim kan ornekleri bitkisel ilaglarin sulu ekstraktlari ile
inkiibe edilmistir. GSH ve methemoglobin (MetHB) seviyeleri biyokimyasal
analizlerle tayin edilmistir. Rhizoma coptidis kontrol grubuna karsi G6PD eksigi
olan eritrositlerdeki GSH seviyesini belirgin bir seviyede azalttigi, MetHB seviyesini
arttirdigr gozlenmistir.  Dolaysiyla G6PD eksigi olan bireyler bu pro-oksidatif

bikilerin tiiketimini sinrlandirmalar1 gerektigi agiklanmistir [71].

G6PD eksikligi iizerine yapilan bir caligmada; yaslar1 0,5-6 arasinda degisen
1183 cocuktan kan ornekleri alinmis ve 3 cocukta enzim aktivitesi ve hemoglobin
oranmna bakilarak G6PD eksikligi tespit edilmistir. G6PD enziminin bazi kinetik
ozellikleri incelenmis, bunun sonucunda G6PD eksikligi olan bireylerde optimum pH
degerlerinin normal insanlardan daha yiliksek oldugu tespit edilmistir. Normal
insanlarda pH= 8 iken G6PD eksikligi olan kisilerde pH’ 1n 8,5 ile 9 arasinda oldugu
anlasilmistir.  Sicakligin enzim aktivitesine etkisi incelenmis, 0-60 °C arasinda
G6PD aktivitelerine bakilmistir. G6PD eksikligi olan kisilerde 40-45 °C arasinda
maksimum aktivite gozlenmistir. Dolayisiyla saglikli insanlara gore G6PD eksikligi
olan kisilerde enzimin sicakliga daha kararli oldugu goriilmiistiir. Bazi ilaglarin
inhibitor etkileri incelendiginde sodyum ceftizoxime hari¢ diger ilaglarin inhibitor
etkisine G6PD eksigi olan kisilerin direng gosterdigi gozlenmistir. Bu ilaglar
netilmicin, sodyum cefuroxime, streptomycin, metamizol’dir. Baz1 G6PD eksikligi

olan bireylerde streptomycin ve metamizoliin enzimi aktive ettigi gézlenmistir [72].
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1.3.5.2 G6PD Enziminin Eksikliginin Cografik Dagilim

G6PD eksikligi ilk olarak primakin alanlarda belirlendigi icin bu genetik
defekt onceleri “primakin duyarhiligi” seklinde isimlendirilmistir. Fava fasulyesi
yenildigi zaman ortaya ¢iktig1 i¢in bu hastaliga bazen favizm adi da verilmektedir
[73,74]. G6PD eksikligi esas olarak Afrika, Akdeniz bdlgesi, Orta Dogu,
Gilineydogu Asya, Katkas halklarinda ve onlarin soylarindan gelenlerde
goriilmektedir.[73,75]. Bazi kaynaklarda ise Ispanyol Yahudileri, Yunanlilar,
Cinliler, Filipinliler, Endonezyalilar ve Hintliler’de %5-40 oraninda bu enzimin

eksikliginin goriildigi belirlenmistir [76].

Tirkiye’de enzimin eksikligi daha ¢ok Cukurova ve Van’in Bagkale il¢esinde
olmak tizere bir¢ok farkli bolgede goriilmektedir. Tiirkiye’nin bati bolgesinde G6PD
enzim eksikligi lizerine yapilan bir ¢aligmada l6kositoz ve trombositoz kaniti
bulunmayan klinik olarak saglikli 1421 birey incelenmis ve G6PD aktivitesi
Olciilmiistiir. Bu calismanin amaci, G6PD eksikligi olan asemptomatik tasiyicilari
(bunlar genellikle G6PD esikliginin farkinda degillerdir) favizm hakkinda
bilgilendirmektir. Saglikli erkeklerde G6PD’nin normal degerleri 8,94+8,65 1U/g Hb
iken saglikli bayanlarda 9,16 £3,78 IU/g Hb olarak tespit edilmistir. Bayanlarda
siddetli ve orta siddetli GO6PD eksikliginin siklig1 sirasiyla %0,44 ve %6,07 iken
ekeklerde ise %7,24’tiir. Tim goriilme sikliklart icinde G6PD eksikligi fenotipi
%6,9 olarak tespit edilmistir.  Tiirkiye’nin bat1 bdlgesinde G6PD eksikligi
fenotipinin siklig1 oldukca yiiksek olmasmna ragmen, erkekler ve kadinlar arsinda
G6PD aktivitesi arasinda belirgin istatistiksel bir fark goriilmedigi belirtilmistir.
Calismada, sitmanin oldukca yaygin oldugu bilinen Tiirkiye’nin bu bdlgesinde
yasayan hastalara primakin gibi anti malarial ilaglar recete edilmeden 6nce G6PD

eksikliginin taranmasi gerekliligi vurgulanmigstir [77].

G6PD eksikligi iizerine yapilan bir bagska calismada, {ic boyutlu modelleme
yontemi ile G6PD’nin kristal yapisinda Alman soyunun 6 G6PD varyanti analiz
edilmistir.  Alman populasyonundaki tiim mutasyonlarn ya G6P, ya NADP"
birimlerinden birine yakm, ya da iki monomerin ara yiizeyinde olustugu

belirtilmistir. G6PDyancouver 1 1i¢ mutant aminoasidinden ikisi NADP ’nin baglama
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bolgesine yakin oldugu, G6PDaachen mutasyonu da ikinci NADP" birimine yakin
oldugu, G6PDwayn. mutasyonu G6P baglama bolgesine yakin oldugu belirtilmistir.
Bu mutasyonlarm G6P ve NADP' birimlerinin baglanmasmi etkileyebildigi,
GO6PDmunich, GO6PDrgiversige V€  GO6PDgastonia  mutasyonlarmnin  ise iki monomerin
araylizeyine yakm oldugu tespit edilmistir. G6PD  varyantlar1  diger
popiilasyonlardan gelen mutantlarla karsilastirilabilirler ve dogal seleksiyondan
kurtulan G6PD varyantlarinin nedeni tartigilabilir. Bu ¢alismada Alman orijinli alt1
G6PD varyant1 i¢inde yapisal modifikasyonun 1ii¢c boyutlu lokalizasyonu
incelenmistir. Ilging olan yagin akdeniz varyantlarinm higbirinin heniiz Almanya’da
bulunmamasidir. G6PD eksikligi avrupa boyunca dagilim gostermesine ragmen,
G6PD eksikliginden sorumlu Akdeniz mutantlarinin ni¢in Alman populasyonunda

bulunmadigi diistiniilmektedir [78].

Drousiotou ve arkadaslari, Kibris’ta iki farkli yetiskin populasyon grubunda
farkli yontem kullanarak G6PD eksikliginin sikligmi tayin etmislerdir.
Semikantitatif prosediirle toplam 391 6rnekten 196 erkek igerisinden 10 tanesinde
enzimin eksikligi gorilmiistir (%5,1). 195 disiden sadece 2 tanesinde enzim
eksikligi bulunmustur. Bunlardan bir tanesinin homozigot oldugu tespit edilmistir.
Kantitatif yontemde ise toplam 312 6rnek i¢inden 172 erkekten 11 tanesinde bu
enzimin eksikligi goézlenmistir (%6,4). 140 disiden 8 tanesinde enzimin kismi
eksikligi tespit edilmistir. Ayrica Kibris’Ii yetigkin erkeklerde G6PD eksikligi %6,4

olarak tespit edilmis ve 5 mutasyonun oldugu genetik heterojenlik goriilmiistiir [79].

Yapilan bir calismada G6PD eksikligi ile NEC hastalig1 (yeni dogan normal
alt1 bebeklerde goriilen barsaklardaki bir kisim dokularin hasar gérmesi) arasinda bir
iligki oldugu tespit edilmistir. Bu c¢alismada hastanenin yeni dogan bakim {initesinde
birka¢ bebekte G6PD enzim eksikligi goriilmiistiir. Ayni bebeklerin barsaklarindaki
doku hasarinda G6PD eksikliginin risk faktorii olusturdugu sonucuna varilmistir

[80].
Genetik bir rahatsizlik olan G6PD eksikliginin ayrica Eti Tirklerinde %11.4,

Cukurova bolgesinde %8,2, Kibrislilarda %3,5 oraninda dagilim gdsterdigi
belirtilmektedir [81].
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Diinya tizerindeki G6PD enzimi eksikliginin cografik dagilimi Sekil 1.8’de
belirtilmektedir.

2,
"2
3
[ 1<05% [ 7-9.9% v ﬁgﬂ}
C105-29% I 10 - 14.9%

[13-6.9% B 15 - 26%

Sekil 1.8 G6PD Enzimi Eksikliginin Diinya Uzerindeki Dagilimi [82]

1.3.6 Glukoz 6-fosfat dehidrogenaz Enziminin Saflastiriimasi

PFY’nun ilk ve diizenleyici enzimi olan G6PD 1931 yilinda Warburg ve
Christian tarafindan at eritrositlerinde kesfedilmis ve “Zwischenferment” adi

verilmistir [83].

G6PD enzimi saf olarak ilk kez 1936 yilinda Brewers mayasindan Noltmann,
Gubler ve Kuby tarafindan kristal yapida elde edilmis [84,85], daha sonra diger
memeli eritrositlerinde kesfedilmistir [86]. GO6PD enzimi insan eritrositlerinden
1961°de Marks ve arkadaslari; 1962°’de Kirkmann ve Hendrickson; 1963’te Chung
ve Langdon; 1965°te Luzzatto ve Allen tarafindan saflastirilmistir [87]. G6PD

enzimi, insan eritrositlerinden 1966 yilinda Yoshida tarafindan homojen halde ve en
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yiiksek saflik derecesine sahip olarak (258 000 kat) saflastirilmis ve spesifik
aktivitesi 750 U/mg protein olarak bulunmustur.[88].

Daha sonraki yillarda, cesitli bitki, hayvan ve mikroorganizmalardan bu
enzimin izolasyonu ve kinetik parametreleri lizerine ¢alismalar yapilmis, enzime ait

molekiiler, katalitik ve diizenleyici 6zelliklerine ait bilgiler elde edilmistir.

G6PD enziminin izolasyonu iizerine yapilan bir calismada, piring kamisi
hidrolizat1 iizerinde biyiitillen Candida guilliermondii’den G6PD enzimi elde
edilmistir. Bunun i¢in oncelikle Candida guilliermondii hiicrelerinin piring kamisi
hidrolizatinda kiiltiirii yapilmistir. Bunlar bilyeler kullanilarak vortex calkalamasi ile
parcalanmis ve hiicre siispansiyon konsantrasyonu ile islem zamaninin G6PD salimi
iizerine etkisi incelenmistir. Hiicre parcalama, hiicre i¢i enzimlerin
mikroorganizmalardan elde edilmesinde kullanilan 6nemli bir yontemdir [89,90]. Bu
calisma  diisiik  maliyetli  hemiseliilozik  hidrolizatlar  kullanilarak  C.
guilliermondii’den Onemli bir hiicre i¢i enzim olan G6PD’nin elde edilmesi
dolayisiyla ekonomik agidan bakildiginda oldukg¢a ilging sonuglar getirmistir.
Ustelik vortex ile ¢alkalamada bilyeler kullanilarak hiicre parcalanmasmda hizls,

basit ve cabuk cogalmay1 saglayan bir metot uygulanmistir [91].

Genellikle sitoplazmik bir enzim olan G6PD enziminin saflastirilmasinda
onceleri CM-seliiloz (karboksimetil), DEAE-seliiloz (dietilaminoetil) ile yapilan
kolon kromatografisi yontemleri kullanmilmistir [92]. Daha sonraki yillarda bu
yontemlere ilave olarak jel filtrasyon kromatografisi, hidroksiapatit kolon
kromatografisi, etanol ¢Oktiirmesi ve ultrasantrifigasyon metodlar1 uygulanmistir

[93-95].

Afinite kromatografisi yontemi icin 6zel ligandlarm gelistirilmesiyle G6PD
enzimi daha kisa siirede ve iyi bir yiizde verimle saflastirilabilmistir [96]. Afinite
kromatografisi ¢ok basamakli saflagtirma islemleri sirasinda enzim aktivitesinde
olusabilecek kayiplari ortadan kaldirmak ve ytiksek bir verim elde etmek i¢in ¢ok sik
kullanilan o6nemli bir saflasgtrma metodudur. Son yillarda G6PD enzimi

saflagtirilmas1 iizerine yapilan g¢alismalarda bizimde calismamizda kullandigimiz
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2', 5" ADP-Sepharose 4B afinite kromatografisi kullanilmaktadwr. Bu yontem ilk
olarak Flora ve arkadaslar1 tarafindan bulunmustur [97]. Bu yontemde ligand olarak

kullanilan metaryel G6PD’nin kuvvetli inhibitorii olan orto fosfattir.

G6PD enzimi protozoa [55], bakteri [58], mantar [98], sinek [99], sigan [100],
balik [101] ve memelilerin hemen hemen biitiin dokular1 olmak {izere genis bir canli
toplulugunda bulunmustur. Bunlara ek olarak tavsan karaciger mikrozomunda ve
kemik iliginde de bu enzimin oldugu tespit edilmistir [102]. G6PD enzimi ¢esitli
insan dokularindan elde edilmistir. Insan eritrositlerinden [87, 88,100,103-108],
insan beyni, trombositleri, bobrek ve karacigerinden [49, 111] ve insan
plasentasindan [108,109] saflastirilmis ve bu enzimin bazi kinetik 6zellikleri
incelenmistir. G6PD enzimi hayvan dokularindan koyun eritrositleri ve goz
lensinden [110], Van Goli baligindan (Chalcalburnus tarischii) [101], sigir
eritrositlerinden, adrenal korteksinden, lensinden [63, 109, 108], tavsan beyin
korteksinden, ince bagirsagindan, eritrositleri ve retikiilositlerinden [98,111], kaz
eritrositlerinden [112], laktasyondaki sigan meme bezlerinden [113,106,114], sican
karacigeri, bobregi, yumurtaliklar1 ve beyninden [115-121], fare bobreklerinden
[122,123], tavuk karacigerinden [124], domuz beyni, ince bagirsagr ve
karacigerinden [56, 105,125], kopek karacigerinden [126], farkli metotlarla
saflastirilarak kinetik 6zellikleri incelenmistir. Bitkilerden ise bezelye yapraklarindan
[127], patatesten [86,128], arpa ve arpa koklerinden [129,130,134], soya fasulyesi
yumrularindan [132], ispanaktan [34,133], muswr yapraklarindan [134], findik
(Corylus avellana L.) kotiledonlarindan [135], maydanoz (Petroselinum hortense)
yapraklarindan [136], seftaliden [137], tiitin yapraklarindan [138,139], arpa
yapraklarindan [140], soya fasulyesi yapraklarindan [141], bugday germinden [142]
farkli metodlarla saflastirilarak cesitli kinetik 6zellikleri incelenmistir. G6PD enzimi
mikroorganizmalardan da Saccaromyces carlsbergensis’den [85, 86], Aspergillus
aculetaus’tan [55], Trypanosoma brucei’den [56], Aspergillus niger ve Aspergillus
nidulans’tan [59], Acetobacter hansenii’den [60, 67], Pseudomonas multivorans’tan
[68], Candida utilis’ten [88], Hansenula mrakii’den [143], Neurospora crassa’dan
[144], Pseudomonas fluorescens’ten [145], Pseudomonas aeruginosa’dan [146],
Pseudomonas W6’dan [66,147], Escherichia coli’den [148,149], Drosophila

melanogaster’den [150], Macracanthorynchus hirudinaceus (Acanthocephala)’dan
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[151], Cryptococcus neoformans’tan [153], Saccharomyces cerevisiae’den
[153,154], Actinobacillus actinomycetemcomitans’tan [155], Methanoculleus
thermophilicus’tan [156], Bacillus stearothermophillus’dan [157], Plasmodium
berghei’den [158], Plasmodium falciparum’dan [159], Corynebacterium
glutamicum’dan [160], Eimeira stiedai’den [161], Mycobacterium smegmatis’ten
[156,162], Arthrobacter globiformis’ten [163], Leuconostoc mesenteroides’ten
[164,165] ve Penicillium duponti ve Penicillium notatum’dan [166] ¢esitli metotlarla

saflagtirilmisgtir.

G6PD enzimi iizerine bircok bilginin elde edilmesi, bircok farkl
organizmadan saflastirilmasi, enzimin uzun stiredir molekiiler yapis1 ile aktivitesi

iizerine arastirmalar yapildigini gostermektedir.

Ibraheem ve arkadaslari; bir hastanin enfekte olmus dilinde izole edilen
Aspergillus aculeatus adli mantardan G6PD enzimi saflagtirmislardir. Enzimin
spesifik aktivitesi 220 U/mg, molekiiler kiitlesi jel filtrasyon ile 105000+5000 dalton
ve alt iinitesi SDS-PAGE ile 52000£100 dalton olarak bulunmustur. Enzimin
pH=7,5’da K, degerleri NADP" i¢cin 6 uM ve G6P igin 75 uM olarak tespit
edilmistir. Enzimin lizerine sicakligin etkisi ile fosfofenolpriivat (PEP), adenozin
trifosfat (ATP), fruktoz-6-fosfat (F6P), cinko(II) ve kobalt(Il) iyonlarinin inhibisyon
etkisi incelenmistir. Arrhenius denklemi kullanilarak enzimin aktivitesine sicakligin
etkisi incelenmis, dogrusal egri elde edilmis ve aktivasyon enerjisi 13kcal/mol
olarak bulunmustur. Enzimin sabit sicaklik ¢calismasinda 55 °C de hizli bir sekilde
inaktive oldugu tespit edilmistir. Inaktivasyonun déniisiimsiiz ve dogrusal bir sekilde
oldugu (hiz sabiti 0.22 dakika” ) bulunmustur. Ayrica ¢inko(II) ve kobalt(II)

iyonlarmin enzimi inhibe ettikleri tespit edilmistir [54].

G6PD enzimi ilizerine yapilan bir ¢alismada, insan eritrositleriden G6PD
enzimi DEAE- seliilloz ve Fosfo-seliiloz yontemleriyle saflagtirilmis ve  Cd(Il),
Al(IIT) ve Ni(Il)’nin enzim {lizerine inhibisyon etkileri incelenmistir. Kismen
saflagtirilmis olan enzimin spesifik aktivitesi 1,4 U/mg protein olarak tespit
edilmistir. Cd(II) 1,5 mM konsantrasyona kadar artan bir bicimde enzim aktivitesini

inhibe ettigi ve 1,5 mM’da enzimin aktivitesinin %60’ m1 kaybettigi goriilmiistiir.
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InhibitdSr G6P substratina gore yar1 yarismali, NADP ’ye gore yarismasiz olarak
tespit edilmistir.  Siilfidril bilesiklerinin (Glutatyon (1,2 mM), B-Merkaptoetanol
(1,2mM), ditiyothreitol (1,25mM)) G6PD enzim aktivitesini Cd(II) inhibisyon
etkisine kars1 korudugu tespit edilmistir. AI(III)’{in inhibisyonunun NADP" ve G6P
degisken substratlaria karsi sirasiyla karisik tipte ve yarismali oldugu bulunmustur.
Ni(II) nin inhibisyon tipi, substrat NADP" oldugunda yarigmali, G6P oldugunda
karisiktir. Bu g¢alisma sonucunda metal iyonlarinin G6PD enzimini doniisiimsiiz

olarak inhibe ettigi tespit edilmistir [167].

Ozmen ve arkadaslari, baz1 antibiyotiklerin G6PD enzimi {izerine etkilerini
incelemislerdir. 1k olarak in vitro calisma igin insan eritrositlerinden G6PD
enzimini, amonyum siilfat ¢oktiirmesi ve 2', 5° ADP-Sepharose 4B afinite
kromatografisini kullanarak 9811 kez, %42 verimle saflastirmislardir. Safligin
kontrolii i¢in sodyum dodesil siilfat poliakrilamid jel elektroforezi (SDS-PAGE)
kullanilmis ve tek bir band elde edilerek enzimin insan eritrositlerinden saflastirildigi
anlasilmistir. Bu calismada saf G6PD enzimi {izerine 4 farkli antibiyotigin etkileri
arastirilmistir.  Bu  antibiyotiklerin  isimleri Isepamicin siilfat, meropenem,
klorofenikol, tiamfenikol glisinet hidroklorid’dir. Enzimi inhibe eden ilaglarm K;
degerleri ve inhibisyon tipleri tespit edilmistir. Isepamicin siilfat igin ICs50= 2.1 mM
ve Ki=1.7mM’drr. Tiamfenikol glisinet hidroklorid ise enzimi aktive etmis,
digerlerinin enzim aktivitesi iizerine etkileri goriilmemistir. Bunlara ek olarak
isepamisin siilfatin  fare eritrositlerindeki antioksidan enzimler ilizerine in vivo

etkileri incelenmistir [ 100].

Ciftei ve arkadaslari; Van Goli baliklarmin karacigerlerindeki G6PD enzimi
iizerine bazi ilaglarmn etkilerini incelemislerdir. 2', 5" ADP-Sepharose 4B afinite
kromatografisini kullanarak Van golii baliklarmin karacigerlerinden G6PD enzimini
899 kat ve %46.24 verimle saflastirmislardir. Saflastirilan G6PD enzimi aktivitesi
iizerine  vankomisin, siilfanil amid, siilfanil asetamid, nidazol, ciprofloxacin,
amoksilin ve potasyum permanganatin etkileri incelenmistir. Ilaglarin hepsinin
G6PD enzimi lizerine inhibisyon etkisi gdsterdigi tespit edilmistir. ICso degerleri
srrasiyla 1,88; 0,037; 0,032; 1,178; 2,26; 643,5; 0,0002 mM ve K; sabitleri de
srrastyla; 1,1810,148, 0,119+0,021, 0,0754+0,015, 1,15+0,21, 7,69+0,67, 1007+69
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ve 0,001+£0,00022 mM olarak bulunmus. Vankomizin ve nidazoliin yarigsmali,

digerlerinin ise yarigmasiz inhibitér olduklari tespit edilmistir [101].

Yapilan bir ¢calismada; mide asidinin artmasi sonucu kullanilan Omepirazol,
anestezik Ozelligi olan morfin siilfat, remifentamil, ketamine ve gram pozitif
bakterilerin neden oldugu enfeksiyonlara karsi antibiyotik etki gdsteren vankomisin
iceren ilaclarin insan eritrosit G6PD enzimi {izerine etkileri incelenmistir. G6PD
enzimini insan eritrositlerinden 2', 5" ADP-Sepharose 4B afinite kromatografisi ile
saflagtirmistir. 1Cso degerleri sirasiyla 3,24; 43,58; 97,6; 64,16 ve 0,903 mM olarak
bulunmustur. K; sabitleri sirasiyla omapirozol, morfin ve vankomisin i¢in 8,2240,55,
25,9346,82 ve 2,71+0,677 oldugu ve inhibisyon tiplerinin hepsinin yarigmasiz
oldugu tespit edilmistir [168].

G6PD enzimi iizerine yapilan bir calismada deniz tutmasi, mide bulantist ve
hastalardaki istifray1r azaltmak veya onlemek i¢in kullanilan anti-emetik 6zellikteki
bazi ilaglarin G6PD ve antioksidan enzim aktiviteleri tizerine etkileri incelenmistir.
Oncelikle G6PD enzimi insan eritrositlerinden 2, 5' ADP- Sepharose 4B afinite
kromatografisi ile 1026 kat, %51,3 verimle saflastirilmis ve 4 farkli anti-emetik
ozellik tasiyan ilacin etkisi incelenmistir. Bu ilaglar granisetron hidroklorid,
ondansetron hidroklorid, metokloropramide hidroklorid, trimethobenzamide
hidrokloridtir.  Granisetron hidroklorid, ondansetron hidroklorid enzimi inhibe
etmistir. Kj degerleri sirasiyla 5,05 ve 0,034 mM, ICsy degerleri ise sirasiyla 3,9 ve
0,036 mM’dir. Diger ilaglarin enzime etkisi goriilmemistir [ 169].

Yapilan bir ¢alismada, G6PD {izerine bazi sitotoksik kimyasallarin in vitro
etkileri arastirilmistir. G6PD enzimi insan eritrositlerinden amonyum siilfat
coktirmesi ve ardindan 2', 5 ADP-Sepharose 4B afinite kromatografisi ile
saflagtirilmigtir.  Saflastirilan enzim aktivitesi iizerinde arastirilan iki ilacin (2,4-
dihidroksi-5-floropirimidin ve sodyum 2-sulfaniletansulfonat) enzimi inhibe ettigi

belirlenmistir [170].
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1.4 G6PD Enzimi Uzerine Bazi Kumarin Tiirevleri ve Baz1 Pestisitlerin

In vitro Etkilerinin incelenmesi

G6PD enziminin organizma i¢in onemli olan pentoz fosfat yolunun ilk
basamagmi katalizlemesi; enzimin yasam siirecinde ¢ok Onemli bir role sahip
oldugunu, bununla beraber besin, ilag, kozmetik ve daha bir¢ok alanda kullanilan
cesitli maddelerin bu enzimi inhibe veya aktive etkilerinin arastirilmasimnin

gerekliligini gdzler Oniine sermektedir.

Bu c¢alismada, insan eritrositlerinde bulunan G6PD enzimi 2', 5 ADP-

Sepharose 4B Afinite kolonu ile saflastirilmis ve karakterize edilmistir.

Biyolojik aktivite potansiyeli yiiksek bir¢ok tiireve sahip yeni kumarinin
tiirevleri ve su an ilag¢ sanayiinde kullanilan ve insanlar tarafindan kolay ulasilabilen
etken maddesi varfarin sodyum kumarin tiirevi olan ilaci; tarimda sik kullanilan bazi
pestisitlerin  bu calismada insan eritrositlerindeki G6PD enziminin aktivitesi

iizerindeki inhibisyon veya aktivasyon etkileri incelenmistir.

1.4.1 Kumarin Tiirevleri

“Coumarin serbest halde ilk defa 1820 yilinda Vogel tarafindan tonka baklasi
(tonquin bean) adi verilen ve Giiney Amerika’da yetisen fabacceae familyasindan
dipteryx odarata (Coumarouna odarata) isimli agacm kurutulmus hos kokulu
tohumlarindan izole edilmistir. Bilesik ilk defa bu bitkiden izole edildiginden,
bitkinin cins adina dayanilarak “coumarin” adi verilmistir. Literatiirde “coumarin”
olarak anilan bu bilesik Tiirkce kaynaklarda “Kumarin” olarak yer almaktadir.
Kumarin ve kumarin tiirevlerine bitkilerde tek baslarma veya kombine halde yaygin
olarak rastlanmaktadir. Bu tiir bilesikler ¢esitli biyolojik aktiviteleri nedeniyle son
yillarda 6nem kazanmis dogal bilesiklerdir [171]. Kumarin bilesiginin kimyasal
yapist Strecker (1867) ve Fitting (1870) tarafindan aydinlatilmistir [172]. Bugiin
tonka baklas1 diginda, yaklasik 600 cins bitkiden kumarin tiirevleri elde edilmistir
[173].
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CoHeO; kapali formiilliine sahip kumarin (2H-kromen-2-on), pek ¢ok bitkide
bulunan bir kimyasal bilesiktir. Kumarin benzopironlarin grubuna girer ve benzen
ile a-piron halkasinin birlesmesinden meydana gelmistir ve agik kimyasal yapisi

Sekil 1.9°da belirtimektedir.

X

@) @)
Sekil 1.9 CoH¢O»’ nin agik kimyasal yapist

Kumarin hos kokusu sebebiyle parfiim sanayiinde ve hosa gitmeyen kokular1
maskelemek amaciyla kullanilmaktadir [174]. Gida sanayiinde yine hos kokusu
nedeniyle bir donem kullanilmis olsa da, hayvanlar iizerinde yapilan arastirmalarda
toksik 6zelligi bulundugundan dolayi, bu alanda kullanilmasindan vazgecilmistir
[174]. Kumarinlerin belki de en taninmis kullanim alanlari, kanama {izerindeki
antikoagiilan etkileridir. Baz1 kumarin tiirevleri ticari olarak oral antikoagiilan olarak
satilmaktadir. Antikoagiilan etkilerine [175,176] ilaveten, antibiyotik [177] ve
antikanser [178] etkileri nedeniyle de kumarinler birgok biyoloji ve ilag
arastirmalarinda kullanilmaktadir. Onemli bir biyoaktivite giiciine sahip olmasi
nedeniyle, son yillarda etkili farmakolojik degeri olan yeni tiir kumarin tiirevleri

sentezlenmektedir [179,180].

Calismamizda Universitemiz Organik kimya labaratuvarlarinda sentezlenmis
orjjinal alti kumarin tiirevinin G6PD enzimi {izerine inhibisyon veya aktivasyon
etkileri incelenmistir. Ayrica etken maddesi varfarin sodyum olan bir ilacin G6PD
enzimi aktivitesi lizerine in vitro etkileri incelenerek, karsilastirma yapilmistir. Daha
once belirttigimiz gibi kumarin organik maddesinin bir ¢ok tiirevi farkli alanlarda
kullanilmasi, gelecekte bizim calisti§imiz yeni kumarin tiirevlerinin de kullanim

alanlarinin dogmasina neden olacagi kanaatindeyiz.

Varfarin sodyum’un yaninda phenproumon, phenprogamma, phenpro-roti,

marcumar, phenpro abz ve acenoumarol kumarin tiirevleri igeren c¢esitli ilaclar
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bulunmaktadir. Ancak calismamizda bu ilaclar igerisinde en fazla kullanilan ve
ulasilmas1 en kolay olan, antikoagulan etkiye sahip varfarin sodyum igeren ilacin

G6PD enzimi iizerine in vitro etkileri incelenmistir.

Calismamizda kullanilan ilacin yapisinda varfarin sodyum bulunmaktadir.
Varfarin, 4-hidroksikumarin yapisinda, oral yoldan etkili protrombinopenik bir
antikoagulandir. Trombo-embolik belirtilerle seyreden cesitli hastaliklarda, kanin
pihtilasma mekanizmasinda rolii olan Faktor VII, IX, X ve II'nin karacigerdeki
sentezini Onleyerek etkisini gosterir. Bu sentezi onleme derecesi uygulanan doza
baghdr. Antikoagulan ilaglarin trombus iizerinde dogrudan etkileri olmadig: gibi,
iskemik doku harabiyetini de geri dondiiremezler. Tromboz olustuktan sonra,
antikoagulan tedavisi pihtilasmanin yayilmasini onlemek i¢in yapilir ve boylelikle

sekonder bir trombo-embolik komplikasyon 6nlenmis olur.

Varfarin agiz yolundan alindiktan sonra tamama yakini emilir ve 1-9 saatte
maksimal plazma konsantrasyonlarma ulasir. Varfarin yaklasik %97’si plazma
proteinlerine baglanir. Varfarin, genellikle 36-72 saat icinde hipoprotrombinemi
meydana getirir. Etkisi 4-5 giin devam eder. Boylelikle diiz ve uzun siireli bir cevap

egrisi gosterir [181].

Altis1 yeni, yedi kumarin tiirevinin kimyasal yapis1 ve bulgular kisminda

kullanacagimiz kisaltma isimleri asagida Cizelge 1.1°de belirtilmistir.
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Cizelge 1.1 Kumarin tiirevlerinin kimyasal yapisi, adlandirilmasi ve kisaltmalari

Kimyasal Maddenin Kimyasal Maddenin Kullanilan

Yapisi Ismi Kisaltma
6,7-dihidroksi-3-(2-metilfenil)-2 H- OPC
kromen-2-on
6,7-dihidroksi-3-(3-metilfenil )-2 H- MPC
kromen-2-on
6,7-dihidroksi-3-(4-metilfenil)-2 H- PPC
kromen-2-on
7,8-dihidroksi-3-(4-metilfenil)-2 H- FPC
kromen-2-on
6,7-dihidroksi-3-(2,5- DPC
dimetoksifenil)- 2H-kromen-2-on
6,7-dihidroksi-3-(3,4,5- TPC
trimetoksifenil)-2 H-kromen-2-on
Sodyum 2-okso-3-[(RS)-3-okso-1- Varfarin

fenilbiitil]-2 H-kromen-4-olat)
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1.4.2 Pestisitler

Insan niifusunun geometrik artis1 ve bunun karsisinda besin maddelerinin
aritmetik artis1, insanlarin besin gereksiniminin artmasma neden olmustur. Tarim
alanlarmin gittikce yerlesim alanlarma doniismesi, sorunu daha da arttirmaktadir.
Ureticiler hem ekonomik miicadelede geri kalmamak, hem de insanlarm besin
gereksinimlerini daha kisa siirede karsilayabilmek i¢in ¢esitli yollarla sentezlenen
hormon ve ilaglar1 kullanmaktadirlar. Ilaglara genel olarak pestisit denmektedir.
Pestisitler, ekonomik sekilde iiretilmeleri ve kolay kullanilabilirligi nedeniyle
iiretilmek istenen meyve ve sebzeleri bdoceklerin, yabanci otlarin ve daha bir¢ok
zararli etkenlerin olumsuz etkilerinden korumak amaciyla olduk¢a fazla

kullanilmaktadir.

Pestisitler tarim {irlinii zararlilariin kontroliinde kullanilan tiim kimyasallar:
kapsamaktadir. Genellikle aktif etkene gore smiflandirilan pestisitler, en genel
anlamda insektisitler-bocek oldiiriiciiler, akarisitler-akar oldirticiiler, fungusitler-
mantar Oldiirticiiler, herbisitler-ot oldiiriiciiler gruplarindan olusmaktadirlar.
Tiirkiye’de kullanilan ¢esitli pestisitlerin tiiketim miktarlarini % olarak kiyaslamak
gerekirse en fazla %47 ile insektisitlerin kullanildigi, bunu %24 ile herbisitlerin

izledigi ve %16°lik oranla da fungusitlerin yer aldig1 gézlenmistir [182].

Ureticilerin son yillarda pestisitleri bilingsizce ve asir1  kullanmalari
tiikketicilerin ciddi saglik sorunlariyla karsi karsiya kalmalarina neden olmaktadir.
Pestisitlerin bazilar1 toksikolojik ydnden bir zarar olusturmazken, bazilarmin
kanserojen, sinir sistemini etkileyici ve hatta mutasyon olusturucu etkileri oldugu

saptanmuistir.

Yapilan bir ¢alismada in vitro enzim analizleri i¢in Synechococcus sp.
PCC7942 hiicrelerinden elde edilen siipernatantin DDT varliginda ve yoklugunda
G6PD aktivitesi gozlemlenmis ve bunun icin farkli DDT konsantrasyonlarinda enzim
aktivitesinin zamana bagli olarak nasil degisiklik gosterdigi takip edilmistir.

Analizler sonucunda DDT’nin enzim aktivitesini etkiledigi ve bu etkinin 50 mM
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konsantrasyonda 30 dakika sonunda maksimuma ulasarak %51,22°lik bir azalmaya

neden oldugu belirlenmistir [ 183].

Calismamizda {i¢ herbisit, iki insektisit olmak {izere bes pestisitin insan
eritrositlerinden saflastirilmis G6PD enzimi aktivitesi iizerine inhibisyon veya

aktivasyon etkileri incelenmistir.

1.4.2.1 Herbisitler

1.4.2.1.1 (RS)-5-etil-2-(4-metil-5-0kso-2-imidazolin-2-il)=nikotinik asit

Genel ad1 Imazethapyr, kimyasal olarak ise (RS)-5-etil-2-(4-metil-5-0kzo-2-
imidazolin-2-il)=nikotinik asit diye adlandirilr. Kimyasal yapist Sekil 1.10’da
goriilmektedir. Maddenin fiziksel hali renksiz kristaldir. Etki sekli, yesil aksam ve
kokler tarafindan alinan secici sistematik herbisittir. Akut oral olarak etkir. Zehirlilik
derecesi cok yiiksek degildir. Arilarda ve baliklarda zehirlidir. Tirk Gida
Kodeksinde yer alan maksimum rezidii limiti (MRL) nohut i¢in 0,05 ppm’dir.
Toprak herbisitleri ile karistirilabilir. Dar yaprakli yabanci ot ilaglar1 ve
Sulphonylurea’ll ilaclarla karigmaz. Kullanim yerleri; nohutta ekim sonrasi ¢ikis
oncesinde, yabani hardal, horoz ibigi, kopek liziimii, fare kulagi, labada, kaz ayagi,
kirmizi mercimekte ise ekim dncesidir. Arap baklasi, coban taragi, tavsan kulagi, sar1
ipek c¢icegi, yumrulu ¢am ¢igegi, uzun siipiirge otu, mor malkomya, yabani hardal,
cayir akea cicegi, suriye geyik otu, taskesen otu, trakya hardali, lalemanti, pelemirde
ekim sonrasi ¢ikis Oncesidir. Yabani hardal, yumrulu ¢am ¢i¢egi, uzun siipiirge otu,

trakya hardali, ¢ayir ak¢a ¢icegi, yoncada ¢ikis sonrasidir [184].

CH,—CH,
" N
L
|
N
H,C——HC o/\
CH,

H;C

Sekil 1.10 (RS)-5-etil-2-(4-metil-5-okso-2-imidazolin-2-il)=nikotinik asit’in
kimyasal yapis1
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1.4.2.1.2 N-(fosfonometil)glisin

Genel ad1 Glifosat, kimyasal adi (IUPAC) ise N-(fosfonometil)glisin’dir.
Kimyasal yapis1 Sekil 1.11°de goriilmektedir. Maddenin fiziksel hali kokusuz beyaz
tozdur. Etki sekli yapraklar tarafindan almnan sistemik etkili seg¢ici olmayan
herbisittir. Akut oral olarak etkir. Zehirlilik derecesi ¢ok fazla olmayip arilar ve
baliklarda etkilidir. Tiirk Gida Kodeksinde yer alan maksimum rezidii limiti (MRL),
sert cekirdekli meyveler, findik, yumusak cekirdekli meyveler, turunggillerde 0.1
ppm’dir. Uziimde ise 0,02 ppm’dir. Kullanim yerleri; turunggiller, bag, findik,
meyve bahgeleri ve ekili olmayan alanlarda; yabani yulaf, yabani havug, kisir brom,
kus yemi, miirdiimiik, ballibaba, kanarya otu, tilki kuyrugu, yer feslegeni, diigiin
cicegi, turna gagasi, yabani fig, kus otu, yabani hardal, ebe giimeci, yabani yonca,
semiz otu, siitlegen, sirken, bambul otu, domuz pitragi, zincir pitragi, kirmizi kokli
tilki kuyrugu, kirpi dari, darican, horoz ibigi, yesil horoz ibigi, topalak, kopek disi

ayrigi, tarla sarmasigi, 1sirgan otu, pelin otu ve kaynastir [ 184].

(|)| ﬁ CH,
OH——C——CH,—NH—CH,—P——0 H,N"—CH

OH CH,

Sekil 1.11 N-(fosfonometil)glisin’in kimyasal yapis1

1.4.2.1.3 (2,4-diklorofenoksi)asetik asit

Genel ad1 2,4-D, kimyasal ad1 (IUPAC); (2,4-diklorofenoksi)asetik asit’tir.
Kimyasal yapis1 Sekil 1.12°de goriilmektedir. Maddenin fiziksel hali renksiz tozdur.
Tuz formiilasyonlar kokler, ester formiilasyonlar yapraklar tarafindan daha iyi alinir.
Akut oral olarak etkiler. Imazethapyr ve Glifosata gore yiiksek zehir etkisine sahiptir.
Ozellikle arilarda ve baliklarda zehirlidir. Gida Kodeksinde yer alan maksimum
rezidii limiti (MRL); hububatta 0,2 ppm, meyveler, ¢eltik ve misirda 0,05 ppm’dir.
Kullanim Yerleri; hububatta akhindiba, arap baklasi, at kuyrugu, coban cantasi,
coban degnegi, donbaba, diigiin ¢icegi, kdy go¢iirendir [184].
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O\)J\
OH

Cl Cl

Sekil 1.12 (2,4-diklorofenoksi)asetik asitin kimyasal yapisi

1.4.2.2 insektisitler

1.4.2.2.1 0-0-dietil 0-2-izopropil-6-metilpirimidin-4-il fosforotiyoat

Genel adi Diazinon olan, renksiz ve kokusuz bir kimyasal olup; tarimda koyu
kahverengi/yesil sivi formda kullanilmaktadir. Kimyasal yapist Sekil 1.13’de
belirtilmektedir.  Sudaki ¢oziinlirlighi zayiftr [185]. Mide ve solunum sistemine
etkilidir. Baliklara kars1 zehirlidir, buna karsin arilara ¢ok zehirlidir. Yapisi sivi ve
sar1 renklidir. Meyve, sebze, hububat ve pamuk iizerine kullanilir. Etkili oldugu
organizmalar; meyvelerde bulunan goéz kurdu, yaprak biti, aga¢ sar1 kurdu, dogu
meyve giivesi, armut kaplani, elma ag kurdu, elma pamuklu biti, kiraz sinegi,
tomurcuk tirtili, yaprak biiken (Rezidii limiti 0,2-0,3 ppm); sebzelerde kavun kizil
bocegi, lahana giivesi, sogan sinegi (Rezidii limiti 0,2 ppm); pamuk ve hububatta
kabuklu bit, yaprak biti (Rezidii limiti 0,1 ppm), ekin giivesidir (rezidii limiti
0,05ppm) [184].

CH;

HaC——HC

~

N \ / © \O—CHZ—CH3

H;C

Sekil 1.13 0-0-dietil 0-2-izopropil-6-metilpirimidin-4-il fosforotiyoat’in kimyasal
yapist
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1.4.2.2.2 (S)-a-siyano-3-fenoksibenzil (1R,2R)-3-(2,2- dibromovinil) -
2,2-dimetilsiklopropankarboksilat

Genel adi1 Deltamethrin olan maddenin fiziksel hali renksiz olup kristaldir.
Kimyasal yapis1 Sekil 1.14’de verilmektedir. Kontak ve mide etkili insektisittir.
Hizli etki gosterir. Arilara ve baliklara zehirlidir. Sinekler i¢in dldiiriicii etkisi vardir
[186]. Tirk Gida Kodeksinde yer alan maksimum rezidii limitiMRL) Bugday,
mercimek, misir, meyveler, zeytin, soya, aycicegi, pamuk tohumu, biber, domates,
havug, hiyar i¢in 0,5 ppm, marul, iziim i¢in 0,05 ppm, patates, sekerpancari i¢in 0,01
ppm Siit i¢in 0,02 ppm olarak bildirilmistir [184].

Zeytinde zeytin karakosnili, zeytin sinegi; bugdayda sline ve kimil; pamukta
cizgili yaprak kurdu i¢in kullanilmaktadir. Ayrica meyvede elma i¢ kurdu, elma ag
kurdu, testereli arilar, yaprak galeri giiveleri, armut yaprak piresi; bagda diirmece,
Salkim giivesi; sebzede beyaz sinek, yesil kurt, bozkurt, pis kokulu yesil bocek,
tohum bocegi, yaprak bitleri, yaprak pireleri, patateste patates bocegi; mercimek,
nohutta hortumlu bocek, mantolu bocek, yesil kurt; misirda kogan kurdu, hububatta
Stine, Hortumlu bocek, ekin kambur bocegi; zeytinde zeytin sinegi, zeytin giivesi,
zeytin kara kosnili; ayciceginde cayir tirtili; findikta kir tirtili; sekerpancarinda

pancar piresi, bozkurt, kalkan bocegi i¢in de kullanilmaktadir.

Br

C

e
|

@)

%ﬁ
e

Sekil 1.14 (S)-a-siyano-3-fenoksibenzil (1R,3R)-3-(2,2- dibromovinil) = 2,2-
dimetilsiklopropankarboksilat’m kimyasal yapis1
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Cizelge 1.2°de insan eritrositlerinden saflastirilmis olan G6PD enzimi

aktivitesi iizerine in vitro etkileri incelenmis olan bes farkli pestisitin kimyasal

yapilari, isimleri ve kullanilan kisaltmalar1 verilmistir.

Cizelge 1.2 G6PD enzimi iizerine in vitro ¢alisma yapilan pestisitlerin kimyasal

yapisi, adlandirilmasi ve kullanilan kisaltmalar

Kimyasal Maddenin Kimyasal Maddenin Kullanilan
Yapisi Ismi Kisaltma
(|)| ﬁ TH3 N-(fosfonametil) glisin ~ Glifosat
OH——C——CH,—NH—CH,—P——0 H,N"—CH
OH CH,
o} (2,4-diklorofenoksi) 2,4-D
asetik asit
o)
OH
Cl Cl
AN CH,—CH; 5-ctil-2-[(RS)-4- Imazethapyr
H\ N\ izopropil-4-metil-5-
N P okso-2-imidazolin-2-
o I il]nikotinik asit
N /c
H,C——HC 0/ \
CH,
H,C
CHgz 0, O-dietil O-2- Diazinon
i il-6-
HoC He izopropi
S metilprimidin-4-il
N \ O — C H I — C H 3
D P/ fosforotiyoat

HaC
Br
Br (|3 ©
\HC \\_O

O\';llllll
A\

(S)-a-siyano-3-

fenoksibenzil (1R,3R)-

3-(2,2-dibromovinil)-
2,2dimetilsiklopropan
karboksilat

Deltamethrin
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2. MATERYAL VE METOTLAR
2.1 MATERYALLER

2.1.1 Kullanilan Kimyasal Maddeler

Deneysel calismalarimizda kullanilan N, N, N’, N’-tetrametil etilen daimin
(TEMED), diyaliz torbalari, NADP" (Na' tuzu), standart serum albumin, glukoz-6-
fosfat (monosodyum tuzu) Sigma Chemical Comp’den; sodyum hidroksit,
trihidroksimetil- aminometan(Tris), amonyum siilfat, sodyum asetat, sodyum kloriir,
fosforik asit, glisin, sodyum azit, hidroklorik asit, potasyum bifosfat, potasyum
fosfat, sodyum fosfat, magnezyum kloriir, gliserin, etanol, potasyum asetat, metanol,
asetik asit, izopropanol Merck AG’den; akrilamid, N,N’-metilen bisakrilamid,
NayCOs3, CuSO4, NaK-Tartarat, Folin fenol ayiraci, sigir serum Albumini (BSA),
brom timol mavisi, sodyum dodesil siilfat (SDS), amonyum per siilfat, b- merkapto
etanol, 2’,5’-ADP-Sepharose 4B Pharmacia’dan, G6PD enzimi aktivitesi {lizerine
etkileri incelenecek olan kumarin tiirevleri (6,7-dihydroksi-3-(2-metilfenil)-2H-
kromen-2-on, 6,7-dihidroksi-3-(3 metilfenil)-2H-kromen-2-on, 6,7-dihidroksi-3-(4-
metilfenil)-2H-kromen-2-on, 7,8-dihidroksi-3-(4-metilfenil)-2H-kromen-2-on
6,7dihidroksi-3(2,5dimetoksifenil)-2 H-kromen-2-on, 6,7-dihidroksi-3-(3,4,5-
trimetoksifenil)-2/-kromen-2-on) Balikesir Universitesi Fen-Edebiyat Fakiiltesi
Organik Kimya Laboratuvarlarinda sentezlenerek; Varfarin sodyum kumarin tiirevi
iceren ilag eczanelerden; pestisitler ( N-(fosfonametil) glisin, (2,4-diklorofenoksi)
asetik asit, 5-etil-2-[(RS)-4-izoproil-4-metil-5-okso-2-imidazolin-2-il]nikotinik asit,
0,0-dietil  O-2-izopropil-6-metilprimidin-4-11  fosforotiyoat,  (S)-a-siyano-3-
fenoksibenzil (1R,3R)-3-(2,2-dibromovinil)-2,2dimetilsiklopropankarboksilat) tarim

ilac1 satilan merkezlerden temin edilmistir.
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2.1.2 Kullanilan Alet ve Cihazlar

Calismalar esnasinda asagidaki alet ve cihazlardan faydalanilmistir

Sogutmal santrifiij
Sogutmall Ultrasantrifiij
Multi Santrifiij

(Falkon santrifiijii)

PH metre
UV-Spektrofotometre
(Plaka okuyuculu)
Manyetik karistirict
Peristaltik pompa
Hassas Terazi

Otomatik pipetler
Elektroforez Sistemi
Kromatogafi Kolonu
Vorteks

Buz makinesi
Calkalayict

Jel Goriintiileme Sistemi
HPLC

Kronometre

Sigma 3K15
Hettich EBA 12R
Thermo IEC

Hana pH 211 Microprocessor
Biotek Power Wave XS

Torrey Pines Scientific

Atta SJ1211

Sartorius BL 210S

Hi-Tech ve Finipipette

Hoefer, HSI

Sigma (1 cm ¢ap ve 10 cm uzunluk)
Fisons Whirli Mixer

Fiocchetti AF 10

GFL

Gel Doc-H Imaging System (UVP)
Agilent 1100 Series

Hanhard,  Electronisch  Digital-
Stoppurhr (Germany)
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2.1.3 Kullanilan Cozeltiler ve Hazirlanmasi

Calisma siiresince kullanilan ¢ozeltilerin kullanilis yerleri ve hazirlanis

sekilleri asagidaki belirtilmistir:

1. I M tris-HCI / 5SmM EDTA (pH=8,0) (Eritrosit ve lens G6PD aktivitesi
olciimiinde kullanilan tampon): 6,05 g (0,05 mol) Tris ve 0,0605 g (2,5x10™* mol)
EDTA alinarak bir miktar saf suda ¢6ziindii. Cozeltinin pH’s1 pH metre yardimiyla 1
M HCI ile titre edilerek 8,0’a ayarlandi. Cozelti daha sonra saf suyla 50 mL’ye

tamamlandi.

2. 0,1 M MgCl; (Enzim aktivite élciimiinde kullanilan aktivite ¢ozeltisi):
0,475 g MgCl, (5x10° mol) alinip hacmi saf su ile 50 mL’ye tamamland.

3. 2 mM NADP" (Enzimin aktivite ¢oziimiinde kullanilan koenzim): 0,0765
g NADP" (1x10™* mol) alinip hacmi saf su ile 50 mL’ye tamamlandu.

4. 6 mM G6P (Enzimin aktivite olciimiinde kullanilan substrat ¢ozeltisi):
0,091 g glukoz-6-fosfat (3x10 mol) alinip hacmi saf su ile 50 mL’ye tamamlandi.

5. 50 mM KH,PO«pH=7,0) (Amonyum siilfat ¢okeltisinin ¢oziilmesi igin
kullamilan tampon): 0,68 g KH,PO, (5x10°mol) alinip 80 mL saf suda ¢oziildii.
pH’s1 NaOH ile 7,0’a ayarlandi. Daha sonra toplam hacim saf su ile 100 mL’ye

tamamlandi.

6. (50 mM Potasyum asetat/50 mM potasyum fosfat) (pH=6,0) (Eritrosit
hemolizatindan elde edilen ¢oziinmiis amonyum siilfat ¢okeleginin diyalizi igin
kullamilan tampon): 4,9 g potasyum asetat (5x107 mol) ve 6,8 g potasyum fosfat
(5x107 mol) karisimmm hacmi saf su ile 800 mL’ye getirilip pH=6,0’a ayarlandiktan

sonra toplam hacim 1 L’ye tamamlandi.

7. (0,1 M Potasyum asetat/ 0,1 M Potasyum fosfat) (pH=6,0)

(Afinitekolonunun dengelenme ve yikanmast icin kullanilan tampon): 9,8 g (0,1
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mol) potasyum asetat ve 13,6 (0,1 mol) potasyum fostat karistirildi ve 800 mL saf
suda ¢oziindii. Daha sonra pH=6,0’a ayarland1 ve toplam hacim 1 L olacak sekilde

saf su ilave edildi.

8. (0,1 M Potasyum asetat/ 0,1 M Potasyum fosfat) (pH=7,85) (Numuneyi
tatbikten sonra afinite kolonunun yikanmast icin kullanilan tampon): 9,8 g (0,1
mol) potasyum asetat ve 13,6 g (0,1 mol) potasyum fosfat karistirildi ve 800 ml saf
suda ¢oziindii. Daha sonra pH=7,85’e ayarland1 ve toplam hacim 1 L olacak sekilde

saf su ilave edildi.

9. (0,1 M Potasyum fosfat/ 0,1 M KCl) (pH=7,85) (Numuneyi tatbikten
sonra afinite kolonunun yikanmasi igin kullanilan tampon): 13,6 g (0,1 mol)
potasyum fosfat ve 7,45 g (0,1 mol) KCI karistirildi ve 800 mL saf suda ¢oziindii.
Daha sonra pH=7,85’e ayarland1 ve toplam hacim 1 L olacak sekilde saf su ilave

edildi.

10. (80 mM Potasyum fosfat + 80 mM KCI + 0,5 mM NADP" + 10 mM
EDTA ) (pH= 7,85 ) (Afinite jeline tutunmus olan glukoz-6-fosfat dehidrogenaz
enziminin eliisyon tamponu): 5,44 g potasyum fosfat (4x107 mol), 2,98 g KCl
(4x107 mol), 0,1913 g NADP" (2,5.10" mol) ve 1,21 g EDTA (5x10” mol)
karistirildi. Daha sonra pH=7,85¢ ayarlandi ve toplam hacim 500 ml olacak sekilde

saf su ilave edildi.

11. (0,1 M Tris/ 0,5M NaCl) (pH= 8,5) (Afinite kolonunun rejenerasyonu
icin hazirlanan tampon): 6,05g Tris (0,05 mol ) ve 14,61g NaCl (0,25 mol) alinarak
pH= 8,5 ayarlandi. Toplam hacim saf ile 500 mL’ye tamamlandu.

12. (0,1 M Sodyum asetat/ 0,5M NaCl ) (pH=4,5) (Afinite kolonunun
rejenerasyonu icin hazirlanan tampon): 4,1 g sodyum asetat (0,05 mol) ve 14,61 g
NaCl (0,25 mol) alinarak pH=4,5’e¢ ayarlandi. Toplam hacim saf su ile 500 ml’ye

tamamlandi.
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13. % 0,02 lik NaN; ¢ozeltisi (Afinite kolonunun bakterilerden korunmasi
icin kullanilan c¢ozelti): 20 mg NaN; almarak hacmi saf su ile 100 ml’ye

tamamlandi.

14. SDS Elektroforezinde kullanilan ayirma ve yigma Jeli: 15g Akril amid,
0,4 g Bis alinarak son hacim saf su ile 50mL’ye tamalanarak Akril amid/bis
hazirlandi. Ayirma jeli i¢in 16,65 mL, yigma jeli i¢in 2,6 mL kullanmildi. Ayirma jeli
icin Tris-HCI’den 11,82 g alinarak pH=8,8 oluncaya kadar 0,1 M NaOH ilave edildi,
son hacim saf su ile 50 mL’ye tamamlanarak 1,5 M Tris-HCI (pH=8,8) hazirlandi.
12,5 mL kullanildi. Tris-HCI 3,94 g alinarak pH 6,8 oluncaya kadar 0,1 M NaOH
ilave edildi, son hacim saf su ile 50 mL'ye tamamlanarak 0,5 M Tris-HCI (pH 6,8)
hazirlandi. Yigma jeli i¢in SmL kullanildi. SDS 1g alinarak son hacim saf su ile 10
mL'ye tamamlandi (%10’luk SDS). Aywrma jeli i¢in 0,5 pL, yigma jeli i¢in 200 pL
kullanildi. %10'luk amonyum persiilfat i¢in amonyum persiilfattan 1g alinarak son
hacim saf su ile 10 mL'ye tamamlandi. Ayirma jeli i¢cin 150 pL, yigma jeli i¢in 400
pL kullanildi

15. SDS elektroforezinde kullanilan numune tamponu: 0,5 mL 1 M Tris-
HCI (pH=6,8), 1 mL %1 SDS ve 1 mL %100’liik gliserin ve 5 mL % 0,1’lik brom
timol mavisinin karistirilarak hacimlerinin saf su ile 10 mL’ye tamamlanmasi ile
hazirlandi. Bu tampon kullanilmadan 6nce 950 pL numune tamponunda 50 pL

olacak sekilde B-merkaptoetanol ilave edildi.

16. SDS elektroforezinde kullanilan yiiriitme tamponu: 1,5 g Tris ve 7,2 g
glisin 50 mL suda ¢oziildi. Daha sonra bunun {izerine 5 mL % 10’luk SDS ilave

edilerek toplam hacim saf su ile 500 mL’ ye tamamland:.

17. Boyama ¢ozeltisi (SDS jelinin boyanmasi icin kullanilan ¢ozelti): 100
mL ¢ozelti i¢in; 0,1 g Coomassie Brillant Blue R-250, %50 metanol, %10 asetik asit,
%40 saf su olacak sekilde hazirlandi.

18. Yikama ¢ozeltisi (SDS jelinin boya a¢mada kullanilan ¢ozelti ): % 50

metanol, %10 asetik asit, %40 saf su olacak sekilde yeteri kadar hazirlandi.
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19. Proteinlerin kantitatif tayininde kullanilan ¢ozeltiler:

Fenol ayract : Folin-fenol ve distile sudan bire bir oranda alinarak
hazirlandi

Aytrag¢ A ¢ % 2’lik Na,CO3 0.1 M NaOH‘da ¢oziildii.

Ayira¢ B : %1 NaK tartarat distile suda ¢oziildi

Ayrag¢ C ¢ % 0,5’1lik CuSOy distile suda ¢oziildii.

Aywra¢ D : 48 mL A ayrracindan, ImL B ayiracindan, 1mL C

ayrracindan konulup hazirlandi.
Sigir Serum

Albumini (BSA) : 5 mg 5 ml suda ¢oziilerek taze olarak hazirland1.

2.2 METOTLAR

2.2.1 insan [Eritrositlerinden G6PD Enzimin Saflastirlmasi ve

Inhibisyonu Calismalan ile ilgili Metodlar

2.2.1.1 Kan Numunelerinin Temini ve Hemolizat Hazirlanmasi

Etilen diamin tetra asetikasit (EDTA) iceren tiiplere alinan taze insan kani,
+4°C ‘deki sartlarda laboratuvara getirilerek giinliik olarak kullanildi. Taze kandan
eritrositleri ayrrmak amaciyla, kan numunesi 10 dakika 5000 rpm’de santrifiij edildi.

Serum ve eritrositler birbirinden ayrildi ( Sekil 2.1).
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Sekil 2.1 a) EDTA’l tiipteki insan kani b) eritrositleri ayirmak i¢in santrifiij
yapilmig EDTA’] tiip

Tiplerin tist kismimdaki plazma ve l6kosit tabakalar: bir damlalik vasitasiyla
alimdi. Elde edilen eritrositler hacimlerinin bes kat1 buzlu saf su ile hemoliz edildi
(Sekil 2.2).

(a) (b} ()

Sekil 2.2 a) Hipotonik ortamdaki eritrosit b) eritrositin su almasi ¢) eritrositin
hemolizi

Daha sonra hiicre zarlarini uzaklastrmak icin +4 ‘C’de 15 000 rpm’de 30
dakika santrifij yapildi. Damlalik vasitasiyla silipernatant alindi [97]. Bdylece

hemolizat hazirlanmis oldu. Biitiin bu islemler +4 "C’de gerceklestirildi.

2.2.1.2 Amonyum Siilfat Coktiirmesi ve Diyaliz

Proteinler ¢cok degerlikli elektrolitlerdir. Bu ylizden iyonlara benzer sekilde
hareket ederler. Yeteri kadar yiiksek tuz konsantrasyonunda, protein molekiilleri bir
cozeltiden kantitatif olarak ¢okeltilebilir. Bu olay, yiiksek tuz konsantrasyonlarinda,

protein molekiillerini ¢evreleyen ve ¢oziiniir halde tutan su molekiillerinin tuzdaki
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iyonlar tarafindan g¢ekilmesi ve proteinlerin ¢okmesini saglamasidir. Proteinlerin
cokmesinde molekiil agirligi ve iyonik siddet etkilidir. Dolayisiyla degisik tuz
konsantrasyonlarinda degisik proteinler ¢oker [18,187]. Amonyum siilfat
coktiirmesi, proteinlerin bu 6zelliklerinden faydalanilarak yapildi. Kan numunesi
icin hazirlanan hemolizat icin once % 30-0, daha sonra %30-70 araliklarinda
amonyum siilfat ¢oktiirmesi yapildi. Biitiin bu islemler +4 °C’de gergeklestirildi.
Amonyum siilfat ¢oktiirmesi sirasinda hemolizat ve homojeneta kati (NHy)>,SO4
yavas yavas katildi (+4 °C) ve her defasinda daha once katilan (NH4),SO4’1n
¢Ozlinmiis olmasma dikkat edildi. Bu islem yaklasik bir buguk saat siirdii. Amonyum
siifatin kan hemolizat1 igerisindeki ¢ozlinme islemi magnetik karistirici ile yapildi.
Amonyum siilfatin hemolizat icerisindeki ¢6ziinme islemi bittikten sonra numuneler
15000 rpm’de 30 dakika santrifiij edildi. Daha sonra siipernatant behere alindi ve
cokelek ise yeteri kadar 50 mM potasyum fosfat tamponunda (pH=7,0) c¢oziilererek
coktiirme iglemleri swrasinda kullanilan kati amonyum siilfat miktarlar1 asagidaki

formiile gore hesaplandi:

1.77xVAS, - S,)

g\NH,), S0, =

(NH,), S0, 354-5,

V = (Cozeltinin hacmi

S; = 1’in kesri seklinde mevcut amonyum siilfat doygunlugu
S, = 1’in kesri seklinde istenilen amonyum siilfat doygunlugu

Amonyum siilfat ¢oktiirmesi sonucu elde edilen numune diyaliz torbasina
yerlestirildi ve (50mM potasyum asetat/ 50 mM Potasyum fosfat) (pH=7,0)
tamponuna karsi, 12 saat siireyle diyaliz edildi [44]. Diyaliz islemi magnetik

karistirici tizerinde +4 °C’de gergeklestirildi. (Sekil 2.3)
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Tampon gizeltisi:
L 30 mM Potasyum asetat/50 mM Potasyum fosfat (pEH-G)

Amonyum siilfat ¢ktiirmesi sonucu
L elde edilen numuns

Diyaliz torbasi i
ucundan kistiricy
ile kapatilo
Eanstirict bar

Sekil 2.3 Amonyum siilfat c¢oktiirmesinden sonra numuneye uygulanan diyaliz
asamasi

Diyaliz islemi ile ortamdaki iyonlardan izole edilen numune afinite kolonuna

tatbik edilmek i¢in +4 °C’de muhafaza edildi.

2.2.1.32,5, ADP-Sepharose 4B Afinite Kolonunun Hazirlanmasi, insan
Eritrosit Hemolizatinin Afinite Kolonuna Tatbiki ve G6PD’nin Eliisyonu

Afinite jeli hazirlamak i¢in, 10 mL’lik yatak hacmini olusturmak lizere 2 g
kuru 2', 5" ADP-Sepharose 4B kolon materyali tartildi ve 400 mL saf su igerisinde
katkir maddelerinin uzaklastirilmasi i¢in birka¢ defa yikandi. Yikama esnasinda jel
sisti. Biitiin bu iglemler laboratuvar sartlarinda gergeklestirildi. Sigmis jelin havasi
alimdiktan hemen sonra %25 dengeleme tamponu (0,1 M Potasyum asetat/ 0,1 M
Potasyum fosfat pH=6,0) ve %75 jel olacak sekilde, jel siispanse edildi. Siispanse
edilmis jel (1x10) cm’lik kapali ceketli kolona paketlendi.
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Daha sonra kolona paketlenmis jel, peristaltik pompa kullanilarak dengeleme
tamponuyla yikandi. Dengeleme ve yikama, akis hiz1 50 mL/saat olarak uygulandi
[98]. Kolonun dengelenmis oldugu eliiat ile iistten kolona uygulanan dengeleme
tamponunun 280 nm’deki absorbansinin esitlenmesinden anlagildi. Amonyum stilfat
coktiirmesinden elde edilen derisiklendirilmis numune, 0,1 M Potasyum asetat/0,1 M
Potasyum fosfat (pH=6,0) tampon ¢ozeltisiyle dengelenmis olan afinite kolonuna
tatbik edildi. Daha sonra kolon sirasiyla 25 mL 0,1 M Potasyum asetat/0,1 M
potasyum fosfat (pH=6,0) 25 mL 0,1 M potasyum asetat/0,1 M potasyum fosfat
(pH=7,85) ve 0,1 M KCl/ 0,1 M Potasyum fosfat (pH=7,85) ¢ozeltiyle yikandi. Akis
hiz1 peristaltik pompa ile kontrol altinda tutuldu. Bu sekilde enzimin biiytik bir kism1
jele tutunmus ve diger safsizliklar uzaklastirilmis oldu. Daha sonra 80 mM
potasyum fosfat + 80 mM KCl + 0,5 mM NADP' + 10 mM EDTA (pH=7,85)
eliisyon ¢ozeltisi ile kolona tutunmus olan enzim eliie edildi. Sekil 2.4’ te afinite

kromatografisi ile saflastirma basamaklar1 gosterilmektedir.

Eliisyonlar fraksiyon toplayicis1 ile 1,5 mL’lik tiiplere alindi. Akis hizi
peristaltik pompa ile 20 ml/saat’e ayarlandi. Biitiin bu islemler sirasinda sicaklik +4
‘C’de sabit tutuldu [97]. Her fraksiyonda enzim aktivitesine bakildi, en yiiksek
aktivite gosteren tiipten 100uL ayrildi ve aktivite gosteren fraksiyonlar birlestirildi.
Hemolizat, amonyum siilfat ¢oktlirmesi sonucu elde edilen ¢dzelti, en yiiksek aktivite
gosteren elliet ve aktivite gosteren tiiplerin birlestirilmesi sonucu olusan havuz
cOzeltinin aktiviteleri ayr1 ayr1 belirlendi [97]. Bu yoOntemle biiyilkk oranda

saflastirilmis olan G6PD enzimi in vitro dl¢timlerde kullanidi.

45



_‘,/ \-\__ Anshtzr.

| | Istenen
\ | protein

Ligant

Fiey
P
Polimer

wataga bagh
et

¥

Istensn proteine &

fizgiil, polimer bagl =

ligan igeren kolona |

protein kangmu ?

ilave edilmistir Al ]
1 23 4065
Istenmeyen
proteinler
yikanp 0
kolondan
uzaklagtmlr E !

3 4 5

Istenen protein
ligant ¢ozeltisiyle
siizdirilir

Sekil 2.4 Afinite kromatografisi ile protein saflastirma asamalar1 [187]

2.2.1.4 Sodyum dodesilsiilfat-Poliakrilamid jel elektroforezi (SDS-
PAGE) ile Enzim Saflhiginin Kontrolii

Insan eritrosit G6PD enzimi 2', 5' ADP-Sepharose 4B afinite kromatografisi
ile saflastirildiktan sonra enzimin safligi, %0,1 SDS ihtiva eden sirasiyla %3 ve %10
akrilamid konsantrasyonunda yigma ve yliriitme jeli ile kesikli SDS-PAGE yapilarak
kontrol edildi [188]. Bu islemin basinda elektroforez icin kullanilan cam plakalar

once su, sonra alkol ile iyice yikandi. Cam plakalar1 birlestiren mikalara (spacer)
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ince bir tabaka halinde vazelin siiriildii. ki cam plaka birbiri {istiine konuldu ve 6zel
naylon kaplarmna yerlestirilerek jel hazirlama cihazina konuldu. Daha sonra cam
plakalar aralik olusturucu mikalarin bulundugu kisimlardan kiskaclarla dikkatlice
sikistirildi. Ayirma jeli hazirlanarak plakalar arasina enjektorle dokiildii. Ortamda
hava olmamasina dikkat edildi. Jel yiizeyinin diizgiin olmasi i¢in % 0,1 ‘lik SDS ile
ince bir tabaka olusturuldu. Polimerlesinceye kadar (yaklasik yarim saat) beklendi.
Polimerlestikten sonra tistiindeki %0,1’lik SDS alindi. Daha sonra plakalarin iist
kismma tarak yerlestirildi ve yigma jel taragin yanindan iist ylizeye kadar ilave
edildi. Taragin tstiine nemli siizge¢ kagidi konularak bir gece bekletildi. Sonraki
giin tarak dikkatlice ¢ikarilarak plakalar elektroforez tankina yerlestirildi. Olusan
bosluklar isaretlenerek jelin iistli once saf su, sonra da yliriitme tamponu ile yikandu.
Elektroforez tankmin alt ve iist kismina yiirtitme tamponu konuldu. Numuneler her
birinde 10 pg protein olacak sekilde hazirlandi. Toplam hacim 100 uL olacak
sekilde 1/1 oraninda numune tamponu katildi. 3 dakika kaynar su banyosuna inkiibe
edildi. Numuneler sogutularak, elektroforeze ¢ok ince bir enjektdr yardimiyla
uygulandi. Tank kapagi kapatilarak alt tarafindan (+) kablo (anot), iistten (-) kablo
(katot) yerlestirildi. Once 80 voltta numuneler ayrrma jeline gelinceye kadar
yiiriitiildii. Daha sonra akim 150 volta ayarlanarak 4-5 saat oda sicakliginda tatbik
edildi. Akim kesilerek, cam plakalar arasindaki jel dikkatlice ¢ikarildi. Bu yiiriitme
tamponu tekrar kullanilmak iizere saklandi. Daha sonra renklendirme c¢ozeltisi
iistiinii Ortiinceye kadar eklendi. 45 dakika kadar ¢alkalayici tizerinde birakildi. Sonra
renklendirme c¢ozeltisinden c¢ikarilarak, renk a¢ma c¢ozeltisine alindi.  Belirli
araliklarla degistirilmek suretiyle jelin zemin rengi acilip, protein bantlari

belirginlesinceye kadar 1-2 giin bu ¢6zelti i¢inde ¢alkalandi.

Yikama ¢ozeltisi, aktif karbon tizerinden gecirilerek tekrar tekrar kullanildi.
Jel yikama c¢ozeltisinden c¢ikarildiktan sonra fotografi c¢ekildi.  Elektroforezde
kullanilan renklendirme ¢o6zeltisi; % 0,1 Coomassie Brillant Blue R-250, %50
metanol, %10 asetik asit, %40 saf su ile hazirlandi. Yikama c¢ozeltisi ise; %50

metanol, %10 asetik asit, %40 saf sudan ibarettir.
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2.2.2 Protein tayini

2.2.2.1 Kalitatif Protein Tayini

Kalitatif protein tayini, proteinlerin yapisinda bulunan aromatik gruplara
sahip tirozin ve triptofan amino asitlerinin 280 nm’de maksimum absorbans
goOstermesi esasma dayanan Warburg Metodu olarak bilinen yolla gergeklestirildi.
Kromatografi islemlerinden sonra esit hacimde alinmis olan biitiin tiiplerde kalitatif
protein tayini yapildi. Kuvarz kiivetler kullanilarak UV-Vis spektrofotometrede
absorbsanslar1 kore karsi okundu. Bununla birlikte 2', 5" ADP-Sepharose 4B afinite
kolonundan alman fraksiyonlarda eliisyon islemi sirasinda NADP" kullanildigindan

ve NADP" 280 nm’de proteinlerin absorbansmi maskeledigi i¢in sonug alinamadi.

2.2.2.2 Lowry Yontemiyle Kantitatif Protein Tayini

Amonyum stilfat ¢oktiirmesi sirasinda elde edilen c¢ozeltilerdeki protein
miktar tayinleri bu yontemle belirlendi. Bu yontem alkali kosullar altinda biiiret
reaksiyonu ve aromatik aminoasitlerin Cu™ katalizli oksidasyonundan sonra, ayiracta
bulunan fosfomolibdik, fosfotungisdik asiti ile heteropolimolibden mavisine
indirgenmeyi iceren Folin- Ciocalteu reaksiyonun bir kombinasyonudur. Ozetle
deneyin prensibi alkali ortamda proteinlerin peptid baglarinin ve tirozin
aminoasitinin yan grubunun bakir ile kompleks olusturmasina dayanir [189]. Koyu
mavi renk olusumu karakteristiktir ve 600 nm dalga boyunda absorbans verir. Bu
yontem Bradford yontemine gore daha duyarlidir.  Hassasiyet araligi 5-100
pg/mL‘dir. Ayrica triptofan ve tirozin igerigi fazla olan proteinlerin miktar tayini

icin avantajlidir. Ciinkii ayirag, bu aminoasitlere daha yiiksek hassasiyet gosterir.

Protein tayini isleminde su yol izlendi: 1 mL’sinde 1 mg protein iceren
standart sigir albiimin ¢6zeltisinden tiiplere 0, 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90, 100
pL alindi. Her tiipe 2 mL D aywracindan eklendi. 10 dakika oda sicakliginda inkiibe
edildi. Her tiipe 0,2 mL folin-fenol ¢ozeltisinden eklenip vorteks ile zaman

kaybetmeden karistirildi ve 30 dakika oda sicakliginda inkiibe edildi. 600 nm’de
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kore kars1 absorbans degerleri okundu. Okunan absorbans degerlerine karsilik gelen

mg protein degerleri ile standart grafik hazirlandi (Sekil 3.2).

Saflagtirma basamaklarinda kantitatif protein tayini yapilacak numuneler i¢in
de standart egri hazirlanirken uygulanan metot uygulanmistir. Olgiimlerin ortalama

absorbansina karsilik gelen protein miktar: standart grafik yardimiyla hesaplanda.

2.2.3 Glukoz-6-fosfat Dehidrogenaz Enziminin Aktivite Tayini

Enzim aktivitesi UV-Vis spektrofotometrede 25 °C’de Beutler metoduna gore
yapild. Bu metot nikotiamid adenin diniikleotid fosfat’'m (NADP")
indirgenmesinden dolay1 olusan NADPH 1 340 nm’de absorbans vermesi esasina

dayanir.

G6PD enziminin aktivite Ol¢limiinde kontrol ve numune kiivetinin
hazirlanmasinda kullanilan kimyasal maddeler ve miktarlar1 sirasiyla Cizelge 2.1 ve

2.2’de verilmistir.

Cizelge 2.1 Kontrol kiivetinin hazirlanmasinda kullanilan kimyasal maddeler ve
miktarlar1

Kimyasal maddeler 1 mP’lik kiivet icin kullanmilan miktar (uL)
IM Tris-HCH5mM EDTA pH=8,0 100

0,1 M MgCl, 100

2mM NADP* 100

Enzim 50

Saf su 650

Toplam 1000
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Cizelge 2.2 Numune kiivetinin hazirlanmasida kullanilan kimyasal maddeler ve
miktarlar1

Kimyasal maddeler 1 mP’lik kiivet icin kullanmilan miktar (uL)
IM Tris-HCH5mM EDTA pH=8,0 100

0,1 M MgCl, 100

2mM NADP" 100

6mM Go6P 100

Enzim 50

Saf su 550

Toplam hacim 1000

Belirtilen ¢ozeltiler kiivetlere yerlestirildikten sonra hizli bir sekilde 25 °C’de,
numunedeki 1 dakika icerisindeki absorbans artiglar1 kaydedildi. Daha sonra

asagidaki formiil kullanilarak mL bagina enzim aktivitesi hesaplandi;

A=(A0D\6,22)x(V\VE )

A = mL basina enzim {initesi (EU) sayis1

AOD =340 nm’de optik dansitenin dakika basina degisimi

Ve =kiivet hacmi

Vi = kiivetteki saf enzim ¢ozeltisinin hacmi

6,22 =1 mM NADP ’nin indirgendigi kabul edildiginde kullanilan katsay1 (mM
ekstinksiyon katsayis1)

Saflagtirma tablosu elde etmek i¢in amonyum siilfat ¢oktiirme islemleri
sonucu elde edilen numune ile hemolizat saf su ile seyreltildigi i¢in bir dakika
icerisinde elde edilen 340 nm’deki absorbans farki ile seyreltme faktorii carpildi.

Cikan sonug¢ formiilde aynen uygulanarak enzim iiniteleri hesaplandi.
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2.2.4 NADP' ve G6P Substratlar icin K, ve V. Degerlerinin

Bulunmasina Yonelik Cahsmalar

NADP" i¢in K, ve Vmx degerleri hesaplanirken sabit G6P
konsantrasyonunda 5 farkli NADP" konsantrasyonu kullanilarak optimum sartlarda
aktivite dl¢iimii yapildi. Ayni sekilde G6P igin Ky, ve Vi degerleri, sabit NADP"
konsantrasyonunda 5 farkli G6P konsantrasyonu kullanilarak optimum sartlarda
aktivite 6l¢iimii yapildi. Daha sonra hem NADP" hem de G6P igin Lineweaver-Burk
grafigi ¢izildi. Grafikten Ky, ve Vmax degerleri bulundu.

2.2.5 Kumarin Tiirevlerinin ve Bazn Pestisitlerin Insan
Eritrositlerinden 2', 5 ADP-Sepharose 4B Afinite Kromatografisi ile

Saflastirilan G6PD enzimi iizerine in vitro Etkilerinin incelenmesi

Bu calismada Balikesir Universitesi Fen Edebiyat Fakiiltesi Organik Kimya
labaratuvarlarinda sentezlenen yeni alt1 farkli kumarin tiirevi, antikoagulan 6zelligi
olan etken maddesi olarak varfarin sodyum kumarin tlirevini igeren ilacin, Uicl
herbisit ikisi insektisit olarak tarim alaninda ¢ok fazla kullanilan bes farkl pestisitin
insan eritrositlerinden saflastirilan G6PD enzimi aktivitesi lizerine etkileri arastirildi.
Kinetik 6l¢timler i¢in Beutler metodu kullanildi [190]. Enzimi inhibe eden maddeler
icin sabit substrat konsantrasyonunda farkli inhibitér konsantrasyonu kullanilarak

ICsp degerleri % Aktivite-[1] grafikleri ¢izilerek belirlendi.

2.2.6 Insan Eritrosit G6PD Enzimi icin Inhibitor Etkisi Gosteren

Kumarin Tiirevleri ve Baz1 Pestisitlerin Inhibisyon Tiplerinin Bulunmas:

Yeni sentezlenmis olan 6,7-dihidroksi-3-(2-metilfenil)-2 H-kromen-2-on, 6,7-
dihidroksi-3-(3-metilfenil)-2H-kromen-2-on,  6,7-dihidroksi-3-(4-metilfenil)-2 H-kromen-2-
on, 7,8-dihidroksi-3-(4-metilfenil)-2H-kromen-2-on, 6,7-dihidroksi-3-(2,5-dimetoksifenil)-
2H-kromen-2-on, 6,7-dihidroksi-3-(3,4,5-trimetoksifenil)-2H-kromen-2-on, Sodyum 2-okso-
3-[(RS)-3-okso-1-fenilbiitil]-2H-kromen-4-olat);  herbisit olarak kullanilan N-

(fosfonometil)glisin ve (2,4-diklorofenoksi)asetik asit etken maddelere sahip iki
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farkl1 pestisitin inhibisyon tipleri ve K; degerleri tespit edilmistir. K; degerleri tespit
edilirken Bolim 2.2.5’te belirtildigi gibi % Aktivite-[I] grafigi c¢izildikten sonra,
enzimin aktivitesini %50 nin asagisma ve %50’nin yukarisina denk gelen uygun iki
inhibitor konsantrasyonu tespit edilmistir. Bu sabit iki konsantrasyon ile farklt G6P
konsantrasyonlar1 segilerek 1/V ve 1/[S] degerleri hesaplanarak Lineweaver-Burk

grafikleri ¢izilmis, K; degerleri hesaplanmustir.
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3. BULGULAR

3.1 Insan Eritrosit Glukoz 6-Fosfat Dehidrogenaz Enziminin 2', 5'
ADP-Sepharose 4B Afinite Kromatografisi ile Saflastirnlmasi ve

Karakterizasyonu

3.1.1 Amonyum Siilfat Coktiirmesi

Boliim 2.2.1.2°de belirtildigi gibi insan eritrosit G6PD enzimi i¢in daha dnce
belirlenen % 30-70 amonyum siilfat ¢oktiirme araligi kullanilmistir. Coktiirme
sonunda 50 mM KH,PO4 (pH=7,0) tamponu kullanilarak ¢oziilen ¢okelegin toplam
aktivitesi 5,04 U/ml, toplam protein miktar1 391,125 mg/ml olarak belirlenmis, ylizde
verimi 68,18 ve saflastirma katsayis1 1,200 olarak tespit edilmistir (Cizelge 3.1).

Cokelegin ¢oziilmesiyle elde edilen numune afinite kolona tatbik edilmistir.

3.1.2 2,5 ADP-Sepharose 4B Afinite Kromatografisi ile G6PD
Enzimin Saflastirnimasi

Boliim 2.2.1.3°de belirtildigi gibi amonyum siilfat ¢oktiirmesi sonunda elde
edilen numune 50 mM Potasyum asetat/50 mM potasyum fosfat (pH=6,0)
tamponuna kars1 diyaliz edildikten sonra 2’, 5" ADP-Sepharose 4B Afinite kolonuna
tatbik edildi. Kolonun yikanmasi i¢in 25’er mL 0,1 M Potasyum asetat/ 0,1 M
Potasyum fosfat (pH=6,0), 0,1 M Potasyum asetat/ 0,1 M Potasyum fosfat
(pH=7,85), 0,1 M Potasyum fosfat/ 0,1 M KCI (pH=7,85) tamponlar1 gegirildikten
sonra 80 mM Potasyum fosfat + 80 mM KCI + 0,5 mM NADP' + 10 mM EDTA
(pH= 7,85 ) tamponu kolondan gegirilerek eliisyon islemi ger¢eklestirildi. Yikama
ve eliisyon islemlerinde kolondan alinan numuneler 1,5 mL’lik tiiplere yerlestirildi.

Boliim 2.2.3°de belirtildigi gibi her bir eliiatin 340 nm’de aktivite tayini yapildi.
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Ayrica yiiksek aktivite gosteren tiipler bilestirilerek havuz olusturuldu ve aktivite
tayini yapildi. Bolim 2.2.2.2°de belirtildigi gibi 6nceden 500 pL ayrilmis olan
hemolizat, amonyum siilfat ¢oktiirmesi sonucu elde edilen numune, en yliksek
aktivite gosteren tiip ve sonradan olusturulan eliiat havuzunun kantitatif protein
tayinleri yapildi. Tiip numaralarina gore aktivite ve protein miktarlar1 Sekil 3.1°de
gosterilmektedir. Toplam 79 tiip ile kolondan once safsizliklar ardindan G6PD
enzimi eliie edildi. Ilk asama olarak kolona tatbik edilmis diyaliz sonras1 numunede
enzim ile bereber safsizliklar bulunmaktadir. Safsizliklarin  kolondan
uzaklastirilmast i¢cin ilk olarak 0,1 M Potasyum asetat/ 0,1 M Potasyum fosfat
(pH=6,0) yikama tamponu kolondan gecirildi ve 20 tiip bu yikama islemi sonucu
alindi. Ardindan 0,1 M Potasyum asetat/ 0,1 M Potasyum fosfat (pH=7,85) ve 0,1 M
Potasyum fosfat/ 0,1 M KCI) (pH=7,85) yikama tamponlar1 kolondan gecirilerek
toplam 60 tiip alindi. 61.tiipten itibaren 80 mM Potasyum fosfat + 80 mM KCI + 0,5
mM NADP' + 10 mM EDTA (pH= 7,85 ) eliisyon tamponu kolondan gegirilerek

61 .tiipten itibaren enzim kolondan eliie edimeye baslandu.

Cizelge 3.1°de goriildigi gibi aktivitesi en yliksek olan tiipte G6PD enzimi
insan eritrositlerinde %233,65 verimle, 7068,100 kat saflagtirilmistir.  Kinetik
calismalar i¢cin aktivitesi yiiksek 4 tiipiin birlestirilmesi sonucu olusturulan havuzda

G6PD enzimi insan eritrositlerinde %81,41 verimle 4845,400 kat saflagtirilmistir.
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Cizelge 3.1 Insan Eritrosit GGPD Enziminin Saflagtirma Tablosu

Hacim  Aktivite Toplam Protein Toplam Spesifik % Verim Saflastirma
(ml) (U/ml) Aktivite (U/ml) Miktar: Protein Aktivite Derecesi
(mg/ml) (mg/ml) (U/mg)

Hemolizat 77 0,096 7,392 9,510 732,270 0,0100 100 1
Amonyum Siilfat 35 0,144 5,04 11,175 391,125 0,012 68,18 1,200
Coktiirmesi
2', 5 ADP-Sepharose 4B 1,5 1,659 2,488 0,0235 0,0352 70,681 33,65 7068,100
Afinite Kromatografisi
2', 5" ADP-Sepharose 4B 6 1,003 6,018 0,0207 0,1242 48,454 81,41 4845,400

Afinite Kromatografisi




3.1.3 Kantitatif Protein Tayini I¢in Kullamlan Standart Grafik

Saflagtirma basamaklarinda kantitatif protein tayini i¢in Lowry metodu
kullanilmistir. Lowry metodu kantitatif diger protein tayinlerinden oldukca hassas
olup hassasiyet araligr 5-100 pg/ml’dir. S6z konusu yOntemle protein miktar
tayininde sigir serum albiimin proteini standart olarak kullanmilmistir.  Standart
cozeltideki mg proteine karsilik gelen absorbans degerleri asagidaki grafikte
gosterilmistir. Sekilde gorildiigii gibi regresyon katsayist 0,9955 olarak
belirlenmistir. S6z konusu grafigin dogru denkleminden ilgili absorbansa karsilik

gelen mg protein miktar1 tespit edilmistir ve sonuglar Sekil 3.2°de grafik halinde

verilmistir.
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. R =09955
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Sekil 3.2 Lowry yontemiyle proteinlerin kantitatif tayininde kullanilan standart
grafik
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3.1.4 Eritrosit G6PD Enziminin Sodyum dodesilsiilfat-Poliakrilamid jel
(SDS-PAGE) Elektroforezi

Afinite kolonundan saflastirilan G6PD enziminin safligin1 kontrol etmek
amactyla bolim 2.2.1.4°de anlatildigr  sekilde hazirlanan (SDS-PAGE)
elektroforezine enzim numunesi tatbik edildi. Protein bantlar1 igeren jellerin

goriintiileri jel goriintiileme sistemi ile bilgisayara aktarildi (Sekil 3.3).

116.0

6. 2

45.0
25.0

25.0
184

14.4

Sekil 3.3 Afinite kromatografisi ile saflastirilan G6PD enziminin SDS-polakrilamid
jel elektroforezi. Molekiil agirlik standartlari; (B-galaktosidaz (118,0kDa), sigir
serum albumin (79,0 kDa), yumurta albumini (47,0 kDa), karbonik anhidraz (33,0
kDa), B-laktoglobulin (25,0 kDa) ve Lizozim (19,5 kDa)
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3.1.5 Eritrosit G6PD Enziminin NADP" ve G6P Substarlan icin K, ve

Vmax Degerlerinin Hesaplanmasi

Insan eritrosit G6PD enziminin NADP" ve G6P substratlari icin K, ve V.,
degerleri boliim 2.2.4’te anlatildig1 sekilde tespit edildi. Sekil 3.4 ve Sekil 3.5°te
goriildigi gibi enzimin iki ayr1 substrati i¢in Lineweaver-Burk grafikleri ¢izildi.

Elde edilen K,, ve V..., degerleri Cizelge 3.2°de belirtilmektedir.

uv 35 - y = 0,0513x+0,3623
R’ =0,9943

1/[S]

Sekil 3.4 Sabit G6P degerinde farkli NADP' Konsantrasyonlarmda K ve Vi
Grafigi

y = 0,1138x+0,5135
w37 R’ =0,9984

2,59

-10 -5 0 5 10 15 u[s] 20

Sekil 3.5 Sabit NADP" degerinde farkl1 G6P Konsantrasyonlarinda Ky, ve Viax
Grafigi
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Cizelge 3.2°de goriildiigli gibi enzimin K,, degeri daha diisiikk olan
NADP ye ilgisi, G6P’den daha yiiksektir. Yine katalitik etkinlik olarak bilinen
Vmax/ Km oran1 da NADP’nin, G6P’ye gore yiiksek oldugu tespit edilmistir.
Calismamizda NADP" substrat gibi degerlendirilmistir. Ciinkii koenzim kullanan

enzimlerde koenzim substrat gibi davranmaktadir.

Cizelge 3.2 G6PD enziminin NADP" ve G6P substratlar1 i¢in Ky, ve Vinax degerleri

Substrat K, (mM) Vinax (EU/ml) | Vo (EU/mD/K,,(mM)
NADP' 0,141 2,76 19,57
G6P 0,221 1,94 8,77
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3.2 Kumarin Tiirevleri ve Baz1 Pestisitlerin G6PD Enzimi Uzerine

Etkileri

Insan eritrosit G6PD enzimine in vitro etkilerini incelemek i¢in Boliim
2.2.5°de belirtildigi sekilde kumarin tiirevleri ve bazi pestisitlerin stok cozeltileri

hazirlanarak Cizelge 3.3’de belirtilmistir.

G6PD enzimi aktivitesini %50’ye indiren inhibitdr konsantrasyonlarini tespit
etmek icin 1Csy caligmasi yapilmis olan 7 kumarin tiirevinin ¢alismada kullanilan
konsantrasyon degerleri, aktivite ve % aktivite degerleri Cizelge 3.5-3.11°de
belirtilmig, Sekil 3.7-3.13’de sonuglar grafik seklinde verilmistir. G6PD enzimine
inhibisyon etkisi gdsteren kumarin tiirevlerinin inhibisyon tipi ¢alismasi yapilmastir.
Cizelge 3.13-3.18’de G6PD enzimine inhibisyon etki gosteren kumarin tiirevlerinin
kullanilan konsantrasyonlari, substrat konsantrasyonlari ve kullanilan ¢ozeltilerin
miktarlart belirtilmis, 1/[S] ve 1/V hesaplamalar1 yapilarak Lineweaver-Burk

grafikleri Sekil 3.14-3.19°da gosterilmistir.

G6PD enziminin aktivitesini %50’ye indiren inhibitér konsantrasyonlarini
tespit etmek iizere 1Csy galismast yapilmis, 5 pestisitin - kullanilan konsantrasyon
degerleri, aktivite ve % aktivite degerleri Cizelge 3.20-3.24°de belirtilmistir. Sekil
3.20-3.24’de sonuclar grafik seklinde verilmektedir. 1Cso degerleri tespit edilen
pestisitlerin inhibisyon tipleri belirlenmistir. Cizelge 3.26 ve Cizelge 3.27°de ICsg
degerler1 tespit edilen pestisitlerin inhibisyon tipi ¢alismasinda kullanilan
konsantrasyonlari, substrat konsantrasyonlari ve kullanilan ¢ozeltilerin miktarlar
belirtilmis, 1/[S] ve 1/V hesaplanarak c¢izilen Lineweaver-Burk grafikleri Sekil 3.25
ve Sekil 3.26’da gosterilmistir.
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Cizelge 3.3 Calisilan Kimyasal Maddelerin Stok Konsantrasyonlar1

Kimyasal Madde Stok Cozelti
Konsantrasyonu (M)

OPC 0,0671
MPC 0,0365
PPC 0,0509
DPC 0,0291
TPC 0,0123
FPC 0,0446
Varfarin 0,001
Glifosat 0,104
2,4-D 0,226
Imazethapyr 0,00346
Diazinon 0,00304
Deltamethrin 0,0004948

3.2.1 Kumarin Tiirevlerinin G6PD enzimi Uzerine In Vitro Etkileri

3.2.1.1 1ICs9 Calismalan

Kumarin tiirevleri dimetil siilfo oksit (DMSO) ile farkli konsantrasyonlarda
cOzililmiistir. DMSO’nun kuvvetli bir ¢oziicii oldugu goz 6niinde bulundurularak
once DMSO’nun G6PD enzimini hangi konsantrasyonlarda ne kadar inhibe ettigi
tespit edildi. Cizelge 3.4’de kullanilan DMSO miktarlari, absorbans farklari, aktivite
degerleri ve % Aktivite degerleri verilmektedir. Sekil 3.6 ‘da [DMSO]- % Aktivite
grafigi goriilmektedir. Bu elde edilen bilgilerden yola ¢ikilarak 6zellikle DMSO’
nun G6PD enzimine etki etmedigi veya goz ardi edilecek derecede az etki ettigi
konsantrasyonlar1 araliklar1 kumarin tiirevlerinin 1Csy ¢alismalarinda kullanilmastir.
DMSO ve 7 kumarin tiirevinin 1Csy ¢alismalarinda tampon olarak 100°er pL Tris-
HCI, MgCl,, NADP" ve G6P kullanilmistir. Cizelge 3.12°de 7 kumarin tiirevinin

farkli konsantrasyonlarda % Aktivite degisimleri toplu olarak goriilmektedir.
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Cizelge 3.4 Insan Eritrosit G6PD Enzimi Uzerine DMSO ile Yapilan Calismalarda
Kullanilan Konsantrasyonlar, 340 nm’ de Olgiilen 1 dakikalik Absorbans Farklari,
Aktivite ve Buna Karsilik Gelen % Aktivite Sonuclar1

Enzim(uL) [DMSO] (M) Fark(AOD) Aktivite % AKktivite
50 - 0,294 0,948 100,00
50 0,140 0,296 0,951 100,30
50 0,351 0,289 0,929 98,36
50 0,702 0,285 0,916 96,66
50 1,404 0,279 0,897 94,97
50 2,106 0,236 0,758 80,24
50 2,808 0,177 0,569 60,03
50 3,510 0,108 0,347 36,63
50 4,212 0,043 0,138 14,58
50 4914 0,000 0,000 0

Cizelge 3.4’de belirtildigi gibi DMSO’nun 1,404 M konsantrasyonuna gelinceye
kadar G6PD enziminin % Aktivite degerinde fazla degisiklik goriilmemektedir.
Kumarin tiirevlerinin 6zellikle, DMSO’nun 0 ile 1,404 M konsantrasyonuna denk

gelen hacimlerinde ¢oziilmesine dikkat edildi.

120 1 y = 3,5531% - 4,4603x + 101,73
R’ = 0,988

% Aktivite

[DMSO| M

Sekil 3.6 Insan eritrosit G6PD enzimi igin fakli DMSO konsantrasyonlarda elde
edilen % Aktivite-[DMSO] Grafigi
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Boliim 2.2.5’te belirtildigi gibi kumarin tiirevlerinden OPC 0,134x10™ M ile

5,36x10* M konsantrasyonlar1 arasinda G6PD enzimi iizerine etkileri incelenmis,

absorbans farklari, aktivite ve % aktivite sonuglar1 Cizelge 3.5°te belirtilmistir.

Cizelge 3.5 insan Eritrosit G6PD Enzimi Uzerine OPC ile Yapilan Calismalarda
Kullanilan Konsantrasyonlar, 340 nm’ de Olgiilen 1 dakikalik Absorbans Farklari,
Aktivite ve Buna Karsilik Gelen % Aktivite Sonuglari

Enzim(pL) [OPC]x10-4 (M) | Fark(AOD) Aktivite % Aktivite
50 - 0,155 0,498 100
50 0,134 0,131 0,421 84,58
50 0,336 0,126 0,405 81,35
50 0,671 0,120 0,385 77,48
50 1,34 0,111 0,357 71,67
50 2,01 0,095 0,305 61,34
50 3,35 0,077 0,247 49,71
50 4,02 0,069 0,221 44,55
50 4,69 0,031 0,099 20,01
50 5,36 0,029 0,093 18,72

ICso degerini hesaplamak icin aktivite ortamindaki OPC konsantrasyonuna karsilik %

Aktivite grafigi ¢izilmistir. Sekil 3.7°de gosterilen grafikten enzim aktivitesini %50

azaltan OPC konsantrasyonu IC50=3,05x104 M olarak tespit edilmistir.

120 4

100 ¢

3
=1
I

% Aktivite
D
(=]

y=-0,1416x - 12,576x+ 89,694
R’ =09575

[OPCIx10™* M

Sekil 3.7 insan eritrosit G6PD enzimi i¢in fakli OPC konsantrasyonlarda elde edilen
% Aktivite-[OPC] Grafigi
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Yeni 6 kumarin tiirevinden MPC’nin 5 farkli konsantrasyonunda G6PD
enzimi lizerine 1Csy calismast Bolim 2.2.5’de anlatildig1 sekilde uygulanmustir.
MPC’nin 3,65x104 M ile 8,76)(104 M konsantrasyonlar1 arasinda G6PD enzimi
iizerine etkileri incelenmis, absorbans farklari, aktivite ve % aktivite sonuglari

Cizelge 3.6’te belirtilmistir

Cizelge 3.6 Insan Eritrosit G6PD Enzimi Uzerine MPC ile Yapilan Calismalarda
Kullanilan Konsantrasyonlar, 340 nm’de Olgiilen 1 dakikalik Absorbans Farklari,
Aktivite ve Buna Karsilik Gelen % Aktivite Sonuglar1

Enzim(pL) [MPC]. x10-4 (M) Fark (AOD) | Aktivite % Aktivite
50 - 0,443 1,39 100

50 3,65 0,422 1,35 97,1

50 5,47 0,303 0,97 69,78

50 6,93 0,290 0,93 66,9

50 8,03 0,212 0,68 48,92

50 8,76 0,123 0,39 28,05

Sekil 3.8’de belirtildigi gibi MPC’nin farkli konsantrasyonlarma karsilik gelen %
Aktivite sonuglar1 grafik seklinde gosterilmektedir. MPC’nin enzimin aktivitesini

yartya indiren konsantrasyonu ICsp=7,69x10 M olarak tespit edilmistir

120 7 y=-1,1663x +2,4583x+ 100,19
R’ =0,9583

% Aktivite

20 A

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

[MPCIx10™ M

Sekil 3.8 insan eritrosit G6PD enzimi i¢in faklt MPC konsantrasyonlarda elde edilen
% Aktivite-[MPC] Grafigi
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DPC’nin 1.145x10* M ile 5,82x10* M konsantrasyonlar1 arasmda G6PD
enzimi tizerine 1Csy ¢aligmasi yapilirken kullanilan 5 farkli inhibitér konsantrasyonu,

absorbans farklari, aktivite ve % aktivite sonuglar1 Cizelge 3.7°de belirtilmistir.

Cizelge 3.7 insan Eritrosit G6PD Enzimi Uzerine DPC ile Yapilan Calismalarda
Kullanilan Konsantrasyonlar, 340 nm’ de Olgiilen 1 dakikalik Absorbans Farklari,
Aktivite ve Buna Karsilik Gelen % Aktivite Sonuglar1

Enzim(pL) [DPC]x10-4 (M) Fark (AOD) | Aktivite % Aktivite
50 - 0,356 1,446 100

50 1,145 0,269 0,864 75,57

50 2,91 0,254 0,819 71,55

50 4,36 0,186 0,600 52,48

50 5,23 0,157 0,506 44

50 5,82 0,127 0,409 30,67

Sekil 3.9°da verilen [DPC]-% Aktivite grafiginden anlasildig1 gibi enzimin aktivitesi
%50’nin altina inmektedir. GO6PD enziminin aktivitesini %50’ye indiren DPC

konsantrasyonu IC5024,48x104 M olarak tespit edilmistir

120 - y = -0,3292¢ - 8,5712x+95,123
R’ =0,9526
100 +
80
*
2 *
z
£ 60
<
N
*
40
*
20
0
0 1 2 3 4 5 6 7
[DPCJx10™* M

Sekil 3.9 Insan eritrosit G6PD enzimi igin fakli DPC konsantrasyonlarda elde edilen
% Aktivite-[DPC] Grafigi
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Bolim 2.2.5’te belirtildigi gibi kumarin tiirevlerinden FPC 2.67x10* M ile
8,92x10* M konsantrasyonlar1 arasinda G6PD enzimi iizerine etkileri incelenmis,

absorbans farklari, aktivite ve % aktivite sonuglar1 Cizelge 3.8’de belirtilmistir

Cizelge 3.8 Insan Eritrosit G6PD Enzimi Uzerine FPC ile Yapilan Calismalarda
Kullanilan Konsantrasyonlar, 340 nm’ de Olgiilen 1 dakikalik Absorbans Farklari,
Aktivite ve Buna Karsilik Gelen % Aktivite Sonuglar1

Enzim(pL) [FPC]x10-4 (M) Fark (AOD) | Aktivite % Aktivite
50 - 0,270 0,868 100
50 2,67 0,209 0,672 77,4
50 3,12 0,187 0,601 69,2
50 3,56 0,170 0,546 62,9
50 5,35 0,141 0,453 52,2
50 7,14 0,118 0,379 43,2
50 8,92 0,071 0,228 26,2

Cizelge 3.8’de belirtildigi gibi FPC 7,14x10” mM’dan itibaren G6PD enziminin
aktivitesini % 50°nin altina indirmeye baslamigtir.  Sekil 3.10°da bu sonug

goriilmektedir. FPC’nin IC50=5,67X104 M olarak tespit edilmistir

v =02302% - 10,061x+ 99,648
120 R’ =0,9867
100 4
2 80 1 .
=
% 60 .
NS
40 .
20
0
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
[FPCIx10™* M

Sekil 3.10 insan eritrosit G6PD enzimi i¢in fakli FPC konsantrasyonlarda elde edilen
% Aktivite-[FPC] Grafigi
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PPC’nin enzim iizerine yapilan ICsy ¢alismasinda 6,62x104 M ile 12,7)(10'4
M arasindaki 5 farkli konsantrasyon, absorbans farklari, aktivite ve % aktivite

sonuglar1 Cizelge 3.9’te belirtilmistir.

Cizelge 3.9 Insan Eritrosit G6PD Enzimi Uzerine PPC ile Yapilan Calismalarda
Kullanilan Konsantrasyonlar, 340 nm’ de Olgiilen 1 dakikalik Absorbans Farklari,
Aktivite ve Buna Karsilik Gelen % Aktivite Sonuglar1

Enzim(pL) [PPC]x10-4 (M) Fark (AOD) | Aktivite % Aktivite
50 - 0,312 1,003 100

50 6,62 0,212 0,682 68,05

50 7,1 0,183 0,588 58,62

50 7,63 0,149 0,479 47,75

50 9,67 0,096 0,311 31,02

50 12,7 0,016 0,051 5,08

PPC’nin enzim lizerine gosterdigi inhibisyon etkisi [PPC]-% Aktivite grafigi
seklinde Sekil 3.11°de goriilmektedir. Enzimin aktivitesini yariya indiren PPC’nin

konsantrasyonu IC5027,90x104 M olarak belirlenmistir.

120 y =-0,2844x" - 4,0687x+100,7
R =0,0822

% Aktivite

[PPCIx10™* M

Sekil 3.11 Insan eritrosit G6PD enzimi i¢in fakli PPC konsantrasyonlarda elde edilen
% Aktivite-[PPC] Grafigi
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Bolim 2.2.5’te belirtildigi gibi TPC’nin enzim {izerine 1Csy ¢alismasi
4,38x10* M ile 18,75x10% M konsantrasyonlar1 arasinda gerceklestirilmistir.
Calismada elde edilen absorbans farklari, aktivite ve % aktivite sonuglar1 Cizelge

3.10°da belirtilmistir.

Cizelge 3.10 Insan Eritrosit G6PD Enzimi Uzerine TPC ile Yapilan Calismalarda
Kullanilan Konsantrasyonlar, 340 nm’de Olgiilen 1 dakikalik Absorbans Farklari,
Aktivite ve Buna Karsilik Gelen % Aktivite Sonuglar1

Enzim(pL) [TPC]x10-4 (M) Fark (AOD) | Aktivite % Aktivite
50 - 0,223 0,717 100

50 4,38 0,148 0,475 66,24

50 7,50 0,110 0,353 49,23

50 11,25 0,093 0,299 41,70

50 18,75 0,066 0,212 29,50

G6PD enziminin aktivitesini, TPC’nin farkli konsantrasyonlarda % olarak hangi
oranlarda diistirdiigii Sekil 3.12°de grafik seklinde belirtilmektedir. TPC’nin enzim

aktivitesini %50’ye indiren konsantrasyonu ICs;=7,89x10™* M olarak tespit edilmistir

120 2
y =0,2338% - 8,027x+ 98,679
2
R =0,991

100 4 0,9915
o 801
z
= *
< 60
N

*
40 A ®
20 A
0 ;
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20
[TPCIx10™* M

Sekil 3.12 insan eritrosit G6PD enzimi i¢in fakli TPC konsantrasyonlarda elde edilen
% Aktivite-[TPC] Grafigi

69




Boliim 2.2.5°te belirtildigi gibi varfarin sodyum kumarin tiirevi igeren ilacin
0,05x104 M ile 3,50x104M konsantrasyonlar1 arasinda G6PD enzimi iizerine 1Cs
calismas1 yapilmis ve ¢alismada elde edilen absorbans farklari, aktivite ve %

aktivite sonuglar1 Cizelge 3.11°de belirtilmistir.

Cizelge 3.11 insan Eritrosit G6PD Enzimi Uzerine Varfarin ile Yapilan Calismalarda
Kullanilan Konsantrasyonlar, 340 nm’de Olgiilen 1 dakikalik Absorbans Farklari,
Aktivite ve Buna Karsilik Gelen % Aktivite Sonuglar

Enzim (uL) [Varfarinlxlo-"- Fark Aktivite % Aktivite
M) (AOD)
50 - 0,245 0,790 100
50 0,05 0,238 0,768 97,20
50 0,10 0,235 0,758 95,94
50 0,25 0,239 0,770 97,46
50 0,50 0,233 0,750 94,93
50 1,00 0,231 0,745 94,30
50 1,50 0,229 0,739 93,34
50 2,00 0,283 0,913 115,56
50 2,50 0,258 0,832 105,31
50 3,00 0,261 0,840 106,32
50 3,50 0,269 0,868 109,87

Sekil 3.13°de verilen [Varfarin]-% Aktivite grafiginde goriildiigii gibi ilacin 10 farkh
konsantrasyon degerinde enzim aktivitesi lizerinde Onemli bir aktivasyon veya

inhibisyon etkisi tespit edilmemistir.

120 ~

100 e /\’—_—.//‘

—

80 A

60 -

% Aktivite

40

20 A

0 0,5 1 1.5 2 2,5 3 3,5 4

[Varfarin]x1 0*Mm

Sekil 3.13 insan eritrosit G6PD enzimi igin farkli Varfarin konsantrasyonlarinda elde
edilen % Aktivite-[Varfarin] Grafigi
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IL

Cizelge 3.12 Insan Eritrosit G6PD enzimi iizerine 7 farkli kumarin tiirevinin farkli konsantrasyonlarda % aktivite degisimleri

Kimyasal CmM) [% | CmM)|[% |CmM)|[% |CmM)|[% |CmM)|[% |CmM)|% |CmM)|% |CmM)|% |CmM)]|% | CmM)]| %
madde AKt. AKt. AKt. AKt. AKt. AKt. AKt. AKt. AKt. AKt.
OPC 0,134 | 845 |0336 | 81,3 0,671 |77,4 1,34 71,6 | 2,01 61,3 | 3,35 49,7 [ 4,02 445 [ 4,69 20 | 536 18,7 | - -
MPC 3,65 97 |547 69,7 | 6,93 66,9 | 8,03 489 | 8,76 28 |- - - - - - - - - -
PPC 6,62 68 | 7.1 58,6 | 7,63 47,7 19,67 31 | 127 5 - - - - - - - - - -
FPC 2,67 774 | 3,12 69,2 | 3,56 62,9 | 5,35 522 | 7,14 432 8,92 262 | - - - - - - - -
DPC 1,14 75,5 | 2,91 71,5 | 4,36 52,4 523 44 582 30,6 | - - - - - - - - - -
TPC 438 66,2 | 7,50 492 [ 11,25 41,7 | 18,75 295 |- - - - - - - - - - - -
Varfarin 0,05 97,2 | 0,1 95,9 | 0,25 97,4 0,50 94,9 | 1,00 943 [ 1,50 93,3 | 2,00 115 |25 105 |3 106 | 3,5 109




3.2.1.2 G6PD Enzim Aktivitesi Uzerinde inhibisyon Etkisi Gosteren
Kumarin Tiirevlerinin Inhibisyon Mekanizmasi

Arastirmamizda insan eritrositlerinden saflastirilan G6PD enzim aktivitesi
iizerinde inhibisyon etkisi gosteren OPC, MPC, DPC, PPC, FPC ve TPC kumarin
tiirevlerinin s6z konusu enzim {iizerindeki inhibisyon mekanizmasi belirtilmistir.
Ayni zamanda inhibisyon etkisi gdsteren bilesigin enzim veye enzim-substrat
kompleksinden ayrilma katsayis1 olarak bilinen K; degerleri hesaplanmistir.
Calismada Once inhibitorsiiz farkli G6P konsantrasyonlarinda enzimin % Aktivite
degerleri ayr1 ayr1 hesaplandi, ardindan enzimin aktivitesini % 50’nin alt1 ve iistiinde
kumarin tiirevlerinin belirli konsantrasyon degerleri alimarak bu degerler sabit olmak
kaydiyla farklit G6P konsantrasyonlarinda enzimin % aktivitesindeki degisimler, her
kumarin tiirevi icin ayri ayri tespit edildi. Sonuglarin Lineweaver-Burk grafikleri

cizildi.

Cizelge 3.13, Cizelge 3.14, Cizelge 3.15, Cizelge 3.16, Cizelge 3.17, Cizelge
3.18’de c¢alismada kullanilan tampon c¢ozeltilerin hacimleri, enzim hacmi,saf su
miktari, kullanilan sabit kumarin tiirevlerinin ayr1 ayr1 konsantrasyonlar1 ve farkli
substrat konsantrasyonlar1 belirtilmistir. Sekil 3.14, Sekil 3.15, Sekil 3.16, Sekil
3.17, Sekil 3.18, Sekil 3.19° da, elde edilen sonuglarin 1/S- 1/V grafikleri

hesaplanarak Lineweaver-Burk grafikleri verilmektedir.
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Cizelge 3.13 Insan eritrosit G6PD enzimi iizerine OPC nin K; degerlerinin tespitinde

kullanilan ¢ozeltilerin miktarlari

ve bunlara karsilik gelen substrat ve inhibitor

konsantrasyonlar1
Tris- MgCl | NADP' | Enzim | Safsu | Sub Kiivet | Kiivetteki
HCI(1M) (0,1 M) | 2m M) | Hacmi | (uL) | strat teki | inhibitor
EDTA(SmM) | (uL) (uL) (uL) coz. Substr | kons.
(uL) Hacmi | at (mM)
(L) kons.
(mM)
643 7 0,042 | -
642 8 0,048 | -
641 9 0,054 |-
640 10 0,06 -
635 15 0,09 -
630 20 0,12 -
625 25 0,15 -
620 30 0,18 -
610 40 0,24 -
638,1 |9 0,054
637,1 |10 0,06
632,1 |15 0,09
617,1 |30 0,18 0,19
100 100 100 50 607.1 | 40 0.24
572,1 |75 0,45
547,1 | 100 0,6
638,09 | 6 0,036
637,09 | 7 0,042
635,09 | 9 0,054
634,09 | 10 0,06
629,09 | 15 0,09
619,09 | 25 0,15 | 0,401
614,09 | 30 0,18
604,09 | 40 0,24
594,09 | 50 0,3
569,09 | 75 0,45
544,09 | 100 0,6

73




Cizelge 3.13’de  belirtildigi gibi G6PD substrati olan G6P’nin  farkh
konsantrasyonlarina karsi, OPC’nin 0.190 mM ile 0,401 mM olarak iki farkh
konsantrasyonunun enzim aktivitesi tizerine etkileri incelenmistir. Sekil 3.14’de
belirtildigi gibi inhibitér konsantrasyonu arttirildiginda K, degerinde bir farklilik
olmadigl, V. degerinin ise azaldigir goriilmektedir. OPC’nin K,, ilizerinde bir
degisime neden olmamasi, OPC’nin enzim aktif bolgesine baglanmadigini ve

yarigmasiz bir inhibitér oldugunu gostermektedir.

OPC

/v

20 -10 0 10 20 30 40 50
1/1S]

Sekil 3.14 insan Eritrosit G6PD enzimi iizerine OPC nin etkisi [I;]= 1,9x10™*M, [L]
=4,01x10* M
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Cizelge 3.14 Insan eritrosit G6PD enzimi iizerine MPC nin K; degerlerinin tespitinde
ve bunlara karsilik gelen substrat ve inhibitor

kullanilan ¢ozeltilerin miktarlari

konsantrasyonlar1
Tris-HCI MgCl NADP" | Enzim | Saf su | Substrat | Kiivetteki | Kiivet
(amM 0,1 M) | 2mM) | Hacmi | (uL) c0z. Substrat | teki
EDTA (uL) (uL) (uL) Hacmi kons. inhibi
(5SmM) (uL) (mM) tor
(uL) Kkons.
(mM)

643 7 0,042 -

641 9 0,054 _

640 10 0,06 -

620 30 0,18 -

550 100 0,6 -

621 10 0,06

611 20 0,12 0.69
100 100 100 50 581 50 0,3

556 75 0,45

531 100 0,6

621 5 0,03

601 25 0,15

576 |50 0.3 0,87

551 75 0,45

526 100 0,6

75




Cizelge 3.14’de  belirtildigi gibi GO6PD  substrati olan G6P’nin  farkh
konsantrasyonlarina karsi, MPC’nin 0,690 mM ile 0,870 mM olarak iki farkl
konsantrasyonunun enzime olan etkileri incelenmistir. Sekil 3.15’de belirtildigi gibi
inhibitor konsantrasyonu arttirildiginda K, artarken, Vp.x degerinde azalma
goriilmektedir. Bu sonugtan MPC’nin G6PD enzimi tizerine karisik inhibisyon etki
gosterdigi anlagilmaktadir. Bu tip inhibisyon tipleri yar1 yarigsmali inhibisyon tipine
benzer.  Inhibitdr enzime serbest olarak baglanabildigi gibi, enzim-substrat
kompleksine de baglanabilir. Ancak yar1 yarismalidan en 6nemli farki enzim-
substrat konsantrasyonuna inhibitér baglandiginda enzim tam inaktif degil, kismi

aktivite gosterebilecek durumdadir.

MPC

1/v
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Sekil 3.15 insan Eritrosit G6PD enzimi tizerine MPC nin etkisi [I;]= 6,9x10* M,
[L]=8,7x10* M
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Cizelge 3.15 Insan eritrosit G6PD enzimi iizerine PPC nin K; degerlerinin tespitinde
ve bunlara karsilik gelen substrat ve inhibitor

kullanilan ¢ozeltilerin miktarlari

konsantrasyonlar1
TrissHC1 | MgCl | NADP® | Enzim | Saf | Substrat | Kiivetteki | Kiivet
(aM 0,1 M) | 2mM) Hacmi | su ¢OZ. Substrat | teki
EDTA (uL) (L) (L) (uL) | Hacmi kons. inhibito
(SmM) (uL) (mM) r kons.
(uL) (mM)
640 10 0,06 -
635 15 0,09 -
600 50 0,3 -
550 100 0,6 -
634 2 0,012
100 100 100 50
621 15 0,09
0,71
586 50 0,3
536 100 0,6
633 2 0,012
628 8 0,048
0,76
621 15 0,09
536 100 0,6
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Cizelge 3.15’de  belirtildigi gibi G6PD substrati olan G6P’nin  farkh
konsantrasyonlarina karsi, PPC’nin 0.710 mM ile 0,760 mM olarak iki farkli
konsantrasyonunun enzime olan etkileri incelenmistir. Sekil 3.16’da belirtildigi gibi
inhibitor konsantrasyonu arttirildiginda Ky, ve Vmax degerlerinin ikisinin de azaldigi
goriilmektedir. Bu sonuglarla PPC’nin G6PD enzimine kars1 yar1 yarigsmali inhibitor
oldugu tespit edilmistir. Yar1 yarigsmali inhibitorler enzime ancak enzim-substrat
kompleksi olustugunda baglanabilirler. Buna gore inhibitér varhiginda devamli
Enzim —substrat kompleksi uzaklastigi icin K,, azalirken ortamda siirekli enzim-

substrat-inhibitdr kompleksi olacagindan V.« da diiser.

25 30
1/1S]

Sekil 3.16 insan Eritrosit G6PD enzimi iizerine PPC nin etkisi [I;]= 7,1x10* M, [L]
=7,6x10* M
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Cizelge 3.16 Insan eritrosit G6PD enzimi iizerine FPC nin K; degerlerinin tespitinde
kullanilan ¢6zeltilerin miktarlar1 ve bunlara karsilik gelen

Tris-HCl1 | MgCl NADP" | Enzim | Saf su | Substrat | Kiivetteki Kiivet
(amM 0,1 M) | (2mM) | Hacmi | (uL) c0z. Substrat teki
EDTA (uL) (uL) (uL) Hacmi kons. inhibitor
(5SmM) (uL) (mM) kons.
(uL) (mM)
648 2 0,012 -
647 3 0,018 -
646 4 0,024 -
643 7 0,042 -
641 9 0,054 -
640 10 0,06 -
620 30 0,18 -
550 100 0,6 -
640,02 | 2 0,012
639,02 | 3 0,018
100 100 100 50 636.02 16 0.036
635,02 | 7 0,042 0,35
634,02 | 8 0,048
633,02 | 9 0,054
542,02 | 100 0,6
632,47 | 2 0,012
631,47 | 3 0,018
628,47 | 6 0,036
625,47 | 9 0,054 0,692
619,47 | 15 0,09
594,47 | 40 0,24
534,47 | 100 0,6
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Cizelge 3.16’da belirtildigi gibi G6PD substrati olan G6P’nin  farkh
konsantrasyonlarina karsi, FPC’nin 0,350 mM ile 0,692 mM olarak iki farkl
konsantrasyonunun enzime olan etkileri incelenmistir. Sekil 3.17°de belirtildigi gibi
inhibitor konsantrasyonu arttirildiginda K, artarken, Vp.x degerinde azalma
goriilmektedir. Bu sonuctan FPC’nin de MPC’de oldugu gibi G6PD enzimi iizerine
karisik inhibisyon etkisi gdsterdigi anlasilmaktadir. Inhibitdr enzime serbest olarak
baglanabildigi gibi, enzim-substrat kompleksine de baglanabilir. Enzim-substrat
kompleksine inhibitdr baglandiginda yar1 yarismalidan farkli olarak kismi aktivite

gosterebilir.

FPC

1/v
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Sekil 3.17 insan Eritrosit G6PD enzimi iizerine FPC nin etkisi [I;]= 3,5x10™* M,
[LL] = 6,92x10* M
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Cizelge 3.17 Insan eritrosit G6PD enzimi iizerine DPC’nin K; degerlerinin tespitinde
ve bunlara karsilik gelen substrat ve inhibitor

kullanilan ¢ozeltilerin miktarlari

konsantrasyonlar1
Tris- MgCl NADP® | Enzim | Safsu | Substrat | Kiivetteki | Kiivetteki
HCI (0,1 M) | (2mM) | Hacmi | (uL) coz. Substrat Inhibitor
(aM) (uL) (uL) (UL Hacmi Kons. Kons.
EDTA (uL) (mM) (mM)
(5SmM)
(nL)
643 7 0,042 -
635 15 0,09 -
600 50 0,3 -
550 100 0,6 -
635 5 0,03
100 100 100 50 630 10 0,06
615 25 0,15
0,15
590 50 0,3
565 75 0,45
540 100 0,6
627 5 0,03
622 10 0,06
607 25 0,15
0,50
582 50 0,3
557 75 0,45
532 100 0,6

81




Cizelge 3.17°de  belirtildigi gibi GO6PD substrati olan G6P’nin  farkh
konsantrasyonlarina karsi, DPC’nin 0,150 mM ile 0,500 mM olarak iki farkl
konsantrasyonunun enzime olan etkileri incelenmistir. Sekil 3.18’de belirtildigi gibi
inhibitor konsantrasyonu arttirildiginda Ky, ve Vmax degerlerinin ikisinin de azaldigi
goriilmektedir. Bu sonuglarla DPC’nin G6PD enzimine kars1 yar1 yarismali inhibitor
oldugu tespit edilmistir. Yar1 yarigmali inhibitor 6zelligi gosteren DPC G6PD
enzimine ancak Enzim-Substrat kompleksi olustugunda baglanabilir.  DPC
bilesiginin enzime substrat baglanmasi ile olusan li¢c boyutlu yapisinda meydana
gelen degisimden sonra baglanabildigini Sekil 3.18’deki Lineweaver-Burk

grafiginden anlasilmaktadir.

DPC

30 40

1/1S]

Sekil 3.18 insan Eritrosit G6PD enzimi iizerine DPC nin etkisi [[;]= 1,5x10™* M, [L1]
=5,04x10" M
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Cizelge 3.18 Insan eritrosit G6PD enzimi iizerine TPC’nin K; degerlerinin tespitinde

kullanilan ¢ozeltilerin miktarlari

ve bunlara karsilik gelen substrat ve inhibitor

konsantrasyonlar1
Tris- MgCl | NADP" | Enzim | Safsu | Substrat | Kiivetteki | Kiivetteki
HCI 0,1M) | 2mM) | Hacmi | (uL) Coz. Substrat | Inhibitor
(aM) (uL) (uL) (uL) Hacmi Kons. Kons.
EDTA (UL (mM) (mM)
(SmM)
(nL)

625 25 0,15 -

600 50 0,3 -

575 75 0,45 -

550 100 0,6 -

617,13 | 10 0,06
100 100 100 50

577,13 | 50 0,3

0,06048

552,13 | 75 0,45

527,13 | 100 0,6

566,37 | 25 0,15

541,37 | 50 0,3

0,2019
516,37 | 75 0,45
491,37 | 100 0,6
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Cizelge 3.18’de belirtildigi gibi GO6PD substrati olan G6P’nin  farkh
konsantrasyonlarina karsi, TPC’nin 0,06048 mM ile 0,2019 mM olarak iki farkl
konsantrasyonunun enzime olan etkileri incelenmistir. Sekil 3.19°da goriildiigli gibi
inhibitér konsantrasyonu arttikca K, artarken V., degismemektedir. Bu sonug
TPC’nin inhibisyon tipinin yarigmali oldugunu gdstermektedir. TPC’nin yarigmali
bir inhibitér olmas1 G6PD enzimine substratin baglandig1 yerden yani enzimin aktif
bolgesinden baglandigini gostermektedir. TPC kumarin bilesiginin aktif merkeze
uygun ve bu bolgeye baglanmada substrat ile yarig halinde oldugu inhibisyon
mekanizmasindan goriilmektedir. Bu cesit inhibisyonlarda substrat

konsantrasyonunun arttirilmasimnin s6z konusu inhibitdriin inhibisyon etkisini azalttig1

bilinmektedir.
TPC
/v 97 oK
8 - a[I1]
m [12]
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Sekil 3.19 insan Eritrosit G6PD enzimi iizerine TPC nin etkisi [I;]= 6,048x10™ M,
[] =2,019x10" M
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Cizelge 3.19°da OPC, MPC, DPC, PPC, FPC, TPC’nin ICsy degerleri,
inhibisyon tipleri ve K; degerleri belirtilmektedir. Cizelgeden de anlasildigi gibi
OPC kumarin tiirevinin ICsy degeri en diisik olan bilesik olarak, G6PD enzim

aktivitesi tizerinde en kuvvetli inhibitor etkisi gosterdigi tespit edilmistir.

Cizelge 3.19 Insan eritrositlerinden saflastirilan G6PD enzimi igin 6 farkli kumarin
tirevinin 1Csy degerleri, 2 farkli sabit inhibitér konsantrasyonlarinda Lineweaver-
Burk grafiklerinden bulunan K; degerleri ve inhibisyon tipleri

Kumarin Tiirevleri | ICso Degerleri (M) | Inhibisyon Tipi K; Degerleri(M)

OPC 3,05x107 Yarigsmasiz 13,7x10™

MPC 7,69x10™ Karisik 7,34x10™
2,69x10™

PPC 7,90 x10™ Yari Yarismali 8,35x10™

FPC 5,67 x10™* Karisik 4,996x107
8,129x10™

DPC 4,48 x10™ Yar1 Yarigmal 4,19x10™

TPC 7,89 x10™ Yarigmali 3,18x107

3.2.2 Pestisitlerin G6PD Enzim Aktivitesi Uzerine In Vitro Etkileri

3.2.2.1 1ICsp Cahismlan

G6PD enzimine in vitro etkileri incelenen pestisitlerden , Glifosat, 2,4-D ve
Imazethapyr (herbisitler) saf su ile seyreltilmislerdir. Diazinon ve Deltamethrin
(insektisitler) ise DMSO ile c¢oziilmiistiir. Cizelge 3.25’de 5 pestisitin farkl

konsantrasyonlarinda enzimin aktivitesinin %  aktivite degisimi  birlikte

verilmektedir.

Bolim 2.2.5te agiklandigi gibi herbisitlerden Glifosat 208x10* M ile
416x10™ M konsantrasyonlar1 arasinda G6PD enzimi lizerine etkileri incelenmis,
absorbans farklari, aktivite ve % aktivite sonuclar1 Cizelge 3.20°de belirtilmistir. [I]-

% Aktivite sonuglar1 Sekil 3.20°de grafik seklinde verilmistir.
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Cizelge 3.20 Insan Eritrosit G6PD Enzimi Uzerine Glifosat ile Yapilan Calismalarda
Kullanilan Konsantrasyonlar, 340 nm’ de Olgiilen 1 dakikalik Absorbans Farklari,
Aktivite ve Buna Karsilik Gelen % Aktivite Sonuglar1

Enzim (uL) [Glifosat]x10'4 (M) Fark (AOD) Aktivite % Aktivite
50 - 0,105 0,337 100

50 208 0,082 0,263 78,04

50 312 0,060 0,192 56,90

50 338 0,040 0,128 37,09

50 364 0,032 0,102 30,26

50 416 0,021 0,067 20,00

Cizelge 3.20°de belirtildigi gibi Glifosat 338x10™* M’dan itibaren G6PD enziminin
aktivitesini % 50’nin altina indirdigi tespit edilmistir. Sekil 3.20°de G6PD enziminin
aktivitesini %350’ye indiren konsantrasyonu IC50=323,5x104 M olarak tespit

edilmistir

120 7 y =-0,0004x" - 0,025x+ 100,4
R®=0976

40 4

20 A

0 50 100 150 200 250 300 350 400 450
[Glifosat]x10™ M

Sekil 3.20 insan eritrosit G6PD enzimi i¢in fakli Glifosat konsantrasyonlarda elde
edilen % Aktivite-[ Glifosat] Grafigi
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2,4-D’nin enzim tizerine yapilan ICso ¢alismasinda 113x107 M ile 565x10™
M arasindaki 8 farkli konsantrasyon, absorbans farklari, aktivite ve % aktivite

sonuglar1 Cizelge 3.21’te belirtilmistir.

Cizelge 3.21 Insan Eritrosit G6PD Enzimi Uzerine 2,4-D ile Yapilan Calismalarda
Kullanilan Konsantrasyonlar, 340 nm’ de Olgiilen 1 dakikalik Absorbans Farklari,
Aktivite ve Buna Karsilik Gelen % Aktivite Sonuglar1

Enzim (uL) | [2,4-D]x10-4(M) Fark (AOD) Aktivite % Aktivite
50 - 0,152 0,488 100

50 113 0,130 0,418 85,65

50 226 0,113 0,363 74

50 248 0,113 0,363 74

50 293 0,098 0,315 64

50 339 0,083 0,266 54

50 390 0,076 0,244 50

50 452 0,059 0,189 38

50 565 0,024 0,077 15,8

Sekil 3.21°de belirtildigi gibi 2,4-D’in farkli konsantrasyonlarina karsilik gelen %
Aktivite sonuclar1 grafik seklinde gosterilmektedir. 2,4-D’in enzimin aktivitesini

yartya indiren konsantrasyonu ICso=384x10™* M olarak tespit edilmistir

120 y =-0,0001%" - 0,089x +99,27]
R = 0,994

100 ¢

% Aktivite
P =) )
3 3 3
| |

33
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I
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[2,4-D]x10™* M

Sekil 3.21 insan eritrosit G6PD enzimi i¢in farkli 2,4-D konsantrasyonlarda elde
edilen % Aktivite-[2,4-D] Grafigi
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Herbisitlerden Imazethapyr’in 7 farkli konsantrasyonunda G6PD enzimi
izerine ICsyp c¢aligmast Bolim 2.2.5’de anlatildigi sekilde uygulanmustir.
imazethapyr’in 3,46x10* M ile 1903x10* M konsantrasyonlar1 arasinda G6PD
enzimi iizerine etkileri incelenmis, absorbans farklari, aktivite ve % aktivite sonuclar1

Cizelge 3.22°de belirtilmistir

Cizelge 3.22 Insan Eritrosit G6PD Enzimi Uzerine Imazethapyr ile Yapilan
CalismalardaKullanilan Konsantrasyonlar, 340 nm ‘de Olgiilen 1 dakikalik
Absorbans Farklari, Aktivite ve Buna Karsilik Gelen % Aktivite Sonuglar1

Enzim(uL) | [imazethapyr]x10- Fark (AOD) Aktivite % Aktivite
4wy

50 - 0,366 1,179 100

50 3,46 0,382 1,230 104,32

50 34,6 0,386 1,243 105,42

50 692 0,353 1,135 96,26

50 1038 0,306 0,984 83,46

50 1384 0,252 0,812 68,94

50 1730 0,181 0,584 49,53

50 1903 0,138 0,445 37,82

Imazethapyr’i saf su ile gesitli oranlarda seyrelterek enzime etkisine bakildiginda
sonu¢ elde edilemediginden hi¢ seyreltmeden enzime etkisine bakildi. Cizelge
3.22°de belirtildigi gibi ¢ok yiiksek konsantrasyonda G6PD enziminin aktivitesini

%50’nin altma indirebildigi i¢in Iso degeri hesaplanmadi.

120 - y =-2E-05x +0,0015x + 103,27
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Sekil 3.22 Insan eritrosit G6PD enzimi i¢in fakl Imazethapyr konsantrasyonlarda
elde edilen % Aktivite-[Imazethapyr] Grafigi
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Insektisitlerden Diazinon 0,608x10* M ile 6,380x10* M konsantrasyonlar1 arasinda
G6PD enzimi aktivitesi lizerine etkileri Bolim 2.2.5’te belirtildigi gibi incelenmis,

absorbans farklari, aktivite ve % aktivite sonuglar1 Cizelge 3.23’te belirtilmistir.

Cizelge 3.23 Insan Eritrosit G6PD Enzimi Uzerine Diazinon ile Yapilan
Calismalarda Kullanilan Konsantrasyonlar, 340 nm’ de Olgiilen 1 dakikalik
Absorbans Farklari, Aktivite ve Buna Karsilik Gelen % Aktivite Sonuglar1

Enzim (uL) [Diazinon]x10'4 (M) | Fark (AOD) Aktivite % Aktivite
50 - 0,6532 2,100 100

50 0,608 0,6322 2,032 96,78

50 3,040 0,5569 1,950 93,03

50 5,160 0,5518 1,774 84,47

50 5,770 0,5159 1,658 78,98

50 6,080 0,4511 1,450 69,06

50 6,380 0,4326 1,391 66,23

Boliim 1.3.6.2.2°de diazinonun Tiirk Gida Kodeksinde yer alan maksimum rezidii
limitleri (MRL) belirtilmektedir. 1Csy ¢aligmasinda kullanilan Diazinon miktarlar1
MRL’den c¢ok vyiiksek konsantrasyonda olmasi (Cizelge 3.23) ve belirli bir
konsantrasyondan sonra ¢alismada kullanilan ImL’lik kiivetlerde bulanikligin
gerceklesmesi enzimin aktivitesinin %50’nin altina inmesini engellemistir.  Sekil

3.23’te sonuglar grafik halinde verilmektedir.

1201 y =-1,0991% +2,3894x + 97,837
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Sekil 3.23 Insan eritrosit G6PD enzimi i¢in fakli Diazinon konsantrasyonlarda elde
edilen % Aktivite-[Diazinon] Grafigi
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Bolim 2.2.5’te agiklandig: gibi insektisitlerden Deltamethrin 0,76x10™ M ile
1,52x10™ M konsantrasyonlar1 arasmda G6PD enzimi iizerine etkileri incelenmis,
absorbans farklari, aktivite ve % aktivite sonuclar1 Cizelge 3.24’°te belirtilmistir. [I]-

% Aktivite sonuglar1 Sekil 3.24°da grafik seklinde verilmistir.

Cizelge 3.24 Insan Eritrosit G6PD Enzimi Uzerine Deltamethrin ile Yapilan
Calismalarda Kullanilan Konsantrasyonlar, 340 nm’ de Olgiilen 1 dakikalik
Absorbans Farklari, Aktivite ve Buna Karsilik Gelen % Aktivite Sonuglari

Enzim (uL) [Deltamethrin]x10'4 Fark Aktivite % Aktivite
(M) (AOD)

50 - 0,653 2,100 100

50 0,76 0,587 1,89 90,07

50 0,91 0,494 1,59 76,13

50 1,14 0,422 1,36 64,76

50 1,52 0,363 1,17 56,03

Bolim 1.3.6.2.2°de belirtilenTiirk Gida Kodeksinde yer alan maksimum rezidii
limitleri (MRL) g6z Oniinde bulunduruldugunda ICsy c¢aligmasinda kullanilan
Deltamethrin konsantrasyonlarinin  ¢ok yiiksek oldugu anlasilmaktadir. Ayrica
Deltamethrin’in 1,52x10™* M’dan daha derisik ¢ozeltisi hazirlanarak 1 mL’lik kuvars
kiivet i¢ine aktarildiginda ¢ozeltide bulaniklik olmasi nedeniyle ICso degeri

bulunamamistir (Sekil 3.24).

120 y =-10993x - 14,294x + 100,87]
R’ = 09364

% Aktivite
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Deltamethrin]x1 0"4 M
[ |

Sekil 3.24 Insan eritrosit G6PD enzimi icin fakli Deltamethrin konsantrasyonlarda
elde edilen % Aktivite-[Deltamethrin] Grafigi
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Cizelge 3.25 Insan Eritrosit GO6PD enzimi iizerine 5 farkl pestisitin farkli konsantrasyonlarda % Aktivite degisimi

Kimyasal CmM) [% | CmM)|[% |CmM)|[% |CmM)|[% |CmM)|[% |CmM)|% |CmM)|% |CmM)|% |CmM)]|% | CmM)]| %
madde AKt. AKt. AKt. AKt. AKt. AKt. AKt. AKt. AKt. AKt.
Glifosat 208 78 | 312 56,9 | 338 37 | 364 30,2 | 416 20 |- - - - - - - - - -
2,4-D 113 85,6 | 226 74 | 248 74 293 64 | 339 54390 50 | 452 38 | 565 158 | - - - -
fmazethapyr | 3,46 104 | 34,6 105 | 692 96 | 1038 |83 | 1384 |68 |1730 |49 |[1903 |37 |- - - - - -
Diazinon 0,60 96 | 3,04 93 [5,60 84 [5,77 78 | 6,08 69 | 6738 66 | - - - - - - - -
Deltamethrin | 0,76 90 | 0,91 76 | 1,14 64 | 1,52 56 | - - - - - - - - - - -




3.2.2.2 G6PD Enzim Aktivitesi Uzerinde inhibisyon Etkisi Gosteren

Pestisitlerin inhibisyon Mekanizmasinin Belirlenmesi

Enzim aktivitesini % 50’ nin asagisina indiren Glifosat, 2,4-D’nin K; degeri
ve inhibisyon tipi hesaplandi. Calismada Once inhibitorsiiz farkli G6P
konsantrasyonlarinda enzimin % Aktivite degerleri ayr1 ayr1 hesaplandi, ardindan
enzimin aktivitesini % 50°nin alt1 ve istiinde Glifosat ve 2,4-D’nin konsantrasyon
degerleri almarak bu degerler sabit olmak kaydiyla farkli G6P konsantrasyonlarinda
enzimin % aktivitesindeki degisimler, her pestisit i¢cin ayri tespit edildi. Sonuglarin

Lineweaver-Burk grafikleri ¢izildi ve pestisitlerin inhibisyon tipleri belirlendi.

G6PD enzimi tuzerine Deltamethrin ve Diazinon maddeleri ICsg
calismalarinda belirli konsantrasyonlardan sonra 1mL’lik kuvars kiivette bulanikliga
yol agmistir. Bu durumda saglikli absorbans degerleri elde edilemeyeceginden,
maddelerin enzime uygulanan konsantrasyon miktarlar1 aktiviteyi % 50’nin altina

indirmemistir. Bu pestisitler i¢in inhibisyon tipleri belirlenememistir.

Cizelge 3.26 ve Cizelge 3.27°de Glifosat ve 2,4-D’nin inhibisyon tipini
belirlemek i¢in kullanilan tampon ¢ozeltilerin hacimleri, enzim hacmi, saf su miktari,
kullanilan  pestisitlerin  iki  farkli  konsantrasyonlar1 ve farkli  substrat
konsantrasyonlar1 belirtilmistir. Sekil 3.25 ve Sekil 3.26° da sonuglarm 1/S-1/V’leri

hesaplanarak Lineweaver-Burk grafikleri ¢izilmistir.
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Cizelge 3.26 Insan eritrosit G6PD enzimi iizerine Glifosat’m K; degerlerinin
tespitinde kullanilan ¢ozeltilerin miktarlari
inhibitér konsantrasyonlar1

ve bunlara karsilik gelen substrat ve

Tris-HC1 | MgCl | NADP' | Enzim | Saf | Substrat | Kiivetteki | Kiivet
(am 0,1 (ZmM) | Hacmi | su coz. Substrat teki
EDTA M) (uD) (u (u) | Hacmi kons. inhibitor
(5mM) (ub () (mM) kons.
(1)) (mM)
646 4 0,024 -
642 8 0,048 -
635 15 0,09 -
625 25 0,15 -
610 40 0,24 -
550 100 0,6 -
342 8 0,048
100 100 100 50 335 15 0,09
325 25 0,15 31,2
310 40 0,24
250 100 0,6
317 8 0,048
310 15 0,09
300 25 0,15 50,1
285 40 0,24
225 100 0,6
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Cizelge 3.26’da belirtildigi gibi G6PD’nin  substratt olan G6P’nin farkli
konsantrasyonlarina karsi, Glifosat’m 31,2 mM ile 50,1 mM olarak iki farkli
konsantrasyonunun enzime olan etkileri incelenmistir. Sekil 3.25’te goriildiigii gibi
inhibitor konsantrasyonu arttirildiginda Ky, ve Vmax degerlerinin ikisinin de azaldigi
goriilmektedir. Bu sonuclarla Glifosat’in G6PD enzimine karsi yari1 yarigmali
inhibitor oldugu tespit edilmistir. Glifosat G6PD enzimine ancak enzim-substrat
kompleksi olustugunda baglanabilir. Boyle bir ortamda substrat miktari

arttirildiginda inhibisyon etkisi de artmaktadir.

Glifosat

/v 207 ok
A (1]
u[12]

-40 -30 -20 -10

1/IS]

Sekil 3.25 insan Eritrosit G6PD enzimi iizerine Glifosat nin etkisi [I;]= 3,12x107 M,
[] =5,01x107 M
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Cizelge 3.27 Insan eritrosit G6PD enzimi iizerine 2,4-Dnin K; degerlerinin tespitinde
ve bunlara karsilik gelen substrat ve inhibitor

kullanilan ¢ozeltilerin miktarlari

konsantrasyonlar1
Tris-HCl1 | MgCl | NADP® | Enzim | Safsu | Substr | Kiivetteki | Kiivetteki
(am 0,1 (2mM) | Hacmi | (uL) at ¢oz. | Substrat | inhibitor
EDTA M) (uL) (uL) Hacmi | kons. kons.
(SmM) (uL) (uL) (mM) (mM)
(nL)

646 4 0,024 -

644 6 0,036 -

642 8 0,048 -

635 15 0,09 -

620 30 0,18 -

600 50 0,3 -

550 100 0,6 -

516 4 0,024
100 100 100 50 514 6 0,036

500 20 0,12 29,3

490 30 0,18

470 50 0,3

420 100 0,6

444 6 0,036

435 15 0,09

420 30 0,18 452

400 50 0,3

350 100 0,6
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olan G6P’nin farkli
olarak iki farkl

Cizelge 3.27°de G6PD’nin  substrati

konsantrasyonlarina karsi, 2,4-D’ in 29,3 mM ile 45,2 mM

belirtildigi gibi
konsantrasyonunun enzime olan etkileri incelenmistir. Sekil 3.26’da belirtildigi gibi
inhibitor konsantrasyonu arttirildiginda K,,, artmakta, V. 1se degismemektedir. 2,4-
D G6PD enzimine kars1 yarigmali inhibisyon etkisi gdstermektedir. 2,4-D’in molekiil
yapisint G6PD enziminin substratin baglanma bolgesi olan aktif bolgeye uygundur .
Inhibitér konsantrasyonu arttikga enzim-substrat kompleksinin gergeklesmesi
zorlasacagi i¢cin K, degeri artarken; substrat miktar1 arttirildiginda inhibisyon etkisi

kaldirilacagindan V¢ degeri degismez.

2,4-D
v 70 K

u [12]
60 amn
50

]
40 -
30
20
10
20 -10 0 10 20 30 40 50
1/[S]

Sekil 3.26 Insan Eritrosit G6PD enzimi iizerine 2,4-Dnin etkisi [11]22,93)(10'2’ M,
[] =4,52x10° M

Inhibisyon tipi calismasinda Lineweaver-Burk grafikleri cizilen 2,4-D’in
yarigmali, Glifosat’in yar1 yarigsmali oldugu tespit edilmistir.

Cizelge 3.28°de 2,4-D ve Glifosat’in ICsy degerleri,inhibisyon tipleri ve K;

degerler1 belirtilmektedir

Cizelge 3.28 Insan eritrositlerinden saflastirilan G6PD enzimi igin 2 farkli pestisitin
Iso degerleri, 2 farkli sabit inhibitdor konsantrasyonlarinda Lineweaver-Burk
grafiklerinden bulunan K; degerleri ve inhibisyon tipleri

Pestisitler ICsy Degerleri Inhibisyon Tipi K Degerleri
Glifosat 323,5x10™ Yar1 Yarigmal 1,345x10™
2,4-D 384x10™ Yarismali 8,459x107
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4. TARTISMA VE SONUC

Glukoz-6-fosfat ~ dehidrogenaz  (G6PD)  (D-glukoz-6-fosfat; NADP"
oksidorediiktaz, E.C 1.1.1.49) pentoz fosfat metabolik yolunun (PFY) ilk ve kontrol
enzimidir [191]. G6PD enzimi glukoz-6-fosfatin 6-fosfoglukonalaktona doniistimiinii
NADP" varliginda doniisiimsiiz olarak kataliz etmektedir. Glukoz canli
metabolizmasinda genellikle ATP iiretmek amaciyla kullanilmaktadir. Ornegin
glikoliz ve  sitrik asit metabolik yollarinda glukoz daha basit molekiilere
doniistiirtiliirken asil amag¢ olan ATP’nin tretildigi goriilmektedir. Ancak canlinin
yasamini siirdiirebilmesi i¢in ATP’nin yaninda farkli birgok 6zellesmis molekiillere
de ihtiyact vardir. G6PD enziminin ilk reaksiyonunu katalizleyen PFY canlilik i¢in
gerekli 6zellesmis molekiillerden Nikotinamid adenin diniikleotid (NADPH) ve riboz
S-fosfat’1 sentezleyen yoldur. Bu metabolik yola giren glukozun katabolik sonu
alisilmisin disinda ATP iiretimi degil, bir¢ok biyosentez reaksiyonlarinda indirgeyici
giic olan NADPH’m ve DNA, RNA, ATP, NAD", FAD" gibi énemli molekiillerin 6n

maddesi olan riboz 5-fosfatin sentezlenmesidir.

G6PD enzimi PFY ’nda ilk reaksiyon olan Glukoz 6 fosfat’1 6-fosfoglukonata
katalizlerken NADP’nin NADPH’a indirgenmesi c¢ok oOnemli bir katabolik
mekanizmadir. Ciinkiit NADPH’ 1 gorevi sadece indirgeyici biyosentez degil, bunun
yaninda siilthidril gruplarinin stirekliliginin saglanmasinda, serbest radikallerin ve
peroksitlerin detoksifikasyonunda gorev alan indirgenmis glutatyonun olusumunda

da indirgeyici rol oynamaktadir.

PFY bir¢ok farkli canlilarda, kas, yag, kan gibi bircok farkli dokularda
gerceklesmektedir. Bu metabolik yolun kilit enzimi olan G6PD’de ¢ok genis bir
canli toplulugunda bulunmaktadir. G6PD enzimi protozoa [55], bakteri [58], mantar
[98], sinek [99], sigan [100], balik [101] ve memelilerin hemen hemen biitiin
dokular1 olmak iizere genis bir canli toplulugunda bulunmustur. Bunlara ek olarak

tavsan karaciger mikrozomunda ve kemik iliginde de bu enzimin oldugu tespit
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edilmistir [102]. G6PD enzimi cesitli insan dokularindan elde edilmistir. insan
eritrositlerinden [87,100, 103-108], insan beyni, trombositleri, bdbrek ve
karacigerinden [49, 111] ve insan plasentasindan [108] saflastirilmis ve bu enzimin

bazi kinetik 6zellikleri incelenmistir.

G6PD enziminin hayati bir dneme sahip olmasi, eksikliginin de o denli
onemli bir sorun oldugunu gozler oniine sermektedir. 1950’11 yillarda antimalaryal
ilag primakinin kullanilmasiyla hastalarda olusan ¢esitli semptomlarin arastirilmasi,
G6PD enzimi eksikliginin kesfine sebep olmustur [192]. G6PD enziminin eksikligi
genetik anormallik, yas ve alinan diyete bagli olabilmektedir. G6PD eksikligi yaygin
olarak goriilen bir enzim hastaligi oldugu i¢in klinik, populasyon dagilimi,
biyokimyasal karakteri, molekiiler biyolojisi iizerine sayisiz ¢alismalar yapilmistir ve

halen yapilmaktadir [193].

Calismamizda insan eritrositlerinden hayati 6nemi olan G6PD enzimi
saflastirildi ve enzim aktivitesi lizerine ¢esitli kumarin tiirevleri ve ¢esitli pestisitlerin

inhibisyon veya aktivasyon kinetikleri incelendi.

Daha once belirtildigi gibi G6PD enzimi insan viicudunun farkl dokularinda
gorev yapmaktadir. Bu calismada cesitli pestisit ve kumarin tiirevlerinin 6zellikle
insan kanindaki G6PD enziminin aktivitesi iizerine etkilerinin incelenmesinin 6nemli
nedenleri bulunmaktadir. Insan niifusu zamanm ilerlemesiyle hizla artmaktadr.
Niifusun artig1 gereksinimlerin de artmasina neden olmaktadir. Bu ihtiyaglarin en
onde gelenlerinden ikisinden bahsetmek gerekirse beslenme ve saghk ile ilgili
ihtiyaglar akla gelmektedir. Insanlar yeterli beslenemeden saglikli yasayamazlar.
Yeterli ve dengeli beslenme meyve ve sebzelerden gerektigi kadar faydalanabilmekle
olur. Yerlesim alanlarinin tarmm alanlarmim yerlerini isgal etmeye baglamasi
beslenme ihtiyacini tehlikeye sokmaktadir. Ureticiler bu sorunu ¢dzmek igin
hormon, zirai ilaclarla kullanarak kisa siirede daha fazla iiriin elde etme yoluna
basvurmaktadirlar. Bu gelisme insan metabolizmasinin 6zellikle ¢ok cesitli zirai
ilaglarla yani pestisitlerle etkilesim icerisinde olmasina neden olmustur. Insan kanma
karisabilen bu c¢esitli pestisitlerin hayati 6neme sahip olan G6PD enzimine etkilerinin

incelemeye deger bir konu oldugunu diistinmekteyiz.

98



Gilintimiizde artis gosteren ¢esitli saglik sorunlar1 da ayni beslenme sorunu
gibi c¢oziilmeye calisilmaktadir. Bu ylizden ila¢ sanayi genellikle ham maddesi
bitkiler olan ¢esitli ilaglar tiretmektedir. Fakat ihtiyaglara cevap verilebilmesi igin
bitkilerin yaninda labaratuvarlarda sentezlenen birgok kimyasal madde de ilag¢ etken
maddesi olarak kullanilmaktadwr.  Bu cesitliligin  zenginlesmesi beraberinde
maddelerin yan etki sorununu da getirmektedir. Calismamizda ilag hammaddesi
olarak su an kullanilan kumarin maddesinin heniiz ila¢ yapiminda kullanilmamis
ancak kullanilmas1 muhtemel olarak diisiindiigiimiiz alt1 yeni kumarin tiirevinin insan
eritrositinde bulunan G6PD enzimine etkileri incelenmistir. Eritrosit G6PD’sinin
calisilmasinin bir diger nedeni ise PFY’nun ilk reaksiyonunu G6PD enzimi
katalizlerken olusan NADPH iiretiminin eritrositler i¢in hayati énem tasimasidir.
NADPH eritrositlerde GSH metabolizmasinda rol oynamaktadir. Oksijen ve tiirevleri
hemoglobini inaktif hemoglobine (methemoglobin) doniistiirmekte ve ayrica
molekiiler oksijen, membran lipitlerinden aktivitesi yiiksek peroksitler olusmaktadir.
Cok az miktarda glukozun kullanildigi PFY’nda iiretilen NADPH, eritrositin

oksidatif hasara kars1 korunmasinda kullanilmaktadir [14, 16]

Calismamizda G6PD enziminin insan eritrositlerinden saflagtirma c¢alismasi
iki basamakta gerceklestirildi. Birinci basamakta insan kanindan elde edilen
hemolizata amonyum siilfat ¢oktiirmesi uygulandi. Ikinci basamakta ise amonyum
siilfat ¢oktiirmesi sonucu elde edilen numune afinite kolonuna tatbik edildi. Bu
islemleri gerceklestirirken kan, hemolizat, amonyum siilfat ¢oktiirme sonrasi numune
ve kolona tatbik edildiginde kolonun bulundugu ortam 4°C de tutulmasma &zen
gosterildi. Bu uygulamay1 yaparak sicakligin sebep olacagi enzim aktivitesindeki

kayip engellenmis oldu.

Saflagtirma ¢aligmasmin ilk basamagi olarak uygulanan amonyum siilfat
coktiirmesi uzun bir zamandir bilim adamlar1 tarafindan uygulanmaktadir. Bu islem
enzimin kismi saflastirilmasi icin yapilir. Amonyum siilfat ¢oktiirmesi yapilarak
hemolizat icerisindeki  safsizliklarin  ortadan kalkmast ve numunenin
derisiklestirilmesi saglanir. Calismamizda insan eritrosit hemolizati i¢in %30-%70

araliginda amonyum siilfat c¢oktiirmesi yapilarak numune bir¢cok safsizliktan
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uzaklastirilmis oldu ve enzimin bulundugu numune derisiklestirilmis oldu. %30-
%70 araligin1 segmemizin nedeni insan eritrositlerinden G6PD saflastirilmasi iizerine
yapilan farkli caligmalarda %35-%65 ve %30-%70 ¢oktiirme araliginin secilmesidir.
[72,104,106,168,170]. Farklh caligmalarin ¢ogunda %35-%65 amonyum siilfat
coktiirme araligmin kullanilmasma karsin, bizim calismamizda %30-%70 deger
araligmm uygulanmasmin nedeni daha genis bir alani degerlendirebilmekti.
Uygulamanim sonucunda %68,18 verimle, 1,277 kat kismi olarak saflagtirma yapildi.
Yapilan farkli G6PD saflastirma caligmalarinda uygulanan amonyum siilfat
coktiirmeleri deger araliklar1t mantarda % 15-% 65 [54], gokkusagi alabaliginda %40-
%65 [194] , kazda %40-%60 [116], tavsan akcigerinde %20-%65 [102] ve tavsan
dalaginda % 0-%55 [102], koyun eritrositlerinde %50-%60, koyun lensinde %0-
%30’dur [110]. Literatiirdeki bu degerlerin g¢alismamizdaki amonyum stilfat
coktiirme araligindan farkli olmasinin nedeni farkli canlilardaki G6PD enziminin

yapisal farkliliklarindan kaynaklanmaktadir.

Amonyum siilfat c¢oktiirme islemi gerceklestirildikten sonra elde edilen
derisiklestirilmis ¢ozelti diyaliz edildi. 2’ 5° ADP- Sepharose 4B afinite jelinin
yapisinda bulunan 5 karbonlu riboz sekerinin 2. ve 5. karbonuna bagli olan fosfat
molekiillerinde eksi yiiklii oksijen atomlar1 bulunmaktadir. Afinite jelindeki bu
fosfatlar enzime yliksek ilgisi olan yapilardir. Amonyum siilfat ¢oktiirme isleminden
sonraki numuneye diyaliz islemi uygulanmaz ise amonyum (NH;") molekiilii eksi
yiiklii oksijen atomlarina baglanir ve bu bolgeler kapali olacagi i¢in G6PD enziminin

diger safsizliklardan ayrilabilmesi saglikli olarak gergeklestirilemez.

Diyaliz edilen ¢ozelti, Boliim 2.2.1.3’te belirtildigi gibi hazirlanmis olan 2° 5’
ADP Sepharose-4B Afinite kolonuna tatbik edildi. Afinite kromatografisi bir¢cok
saflagtirma metodlarma gore oldukca avantajli bir yontem oldugu icin ve uzun
zamandir GO6PD enzimi saflastrmasit iizerine yapilan c¢aligmalarda bu
kromatografinin kullanilmasi1 bizimde bu yontemi segmemize neden olmustur [96].
Afinite kromatografisi, saflastirilacak olan proteinleri baglanma o6zelliklerine gore
ayirir. Kolonda tutulan protein 6zel bir ligand tarafindan kolondan alinarak

saflagtirma gerceklesmis olur [187].
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Daha o6nceki yillarda G6PD saflastirmasina yonelik ¢calismalarda CM-Seliiloz,
DEAE-seliiloz ile yapilan kolon kromatografisi yontemleri kullanilmistir [92].
Ilerleyen zamanlarda bu yontemlere ek olarak jel filtrasyon kromatografisi,
hidroksipatit kolon kromatografisi, etanol c¢oktiirmesi ile ultrasantrifigasyon
metodlar1 uygulanmistir [93-95].  Afinite kromatografisi yontemi i¢in ozel
ligandlarin gelistirilmesiyle G6PD enzimi daha kisa siirede daha iyi bir yiizde
verimle saflastirilmistir [96]. Afinite kromatografisi ile G6PD enziminin
saflagtirilmasi isleminde ¢esitli absorban metaryelleri kullanilmaktadir. Bunlar; 8-
(6-aminohekzil) amino-2’-fosfoadenozin difosforiboz, 8-(6-aminohekzil) amino-
2°,5’-ADP, 8-(6-aminohekzil) amino-NADP" N°-(6-aminohekzil) amino-2’, 5'-ADP
metaryelleri bunlara Ornektir [195]. Son yillarda G6PD enzimi, 2’ 5 ADP
Sepharose-4B afinite kromatografisi ile yiiksek verimle saflastirilmaktadir. Bu
yontem ilk kez Flora ve arkadaslari tarafindan uygulanmistir [97]. Bu yontemde

ligand olarak G6PD’nin kuvvetli inhibitorii olan orto fosfat gorev yapmaktadir [110].

Flora ve arkadaglar1 G6PD enzimini saflastirirken dénce DEAE-Sephadex, Py,
ardindan 2’ 5" ADP- Sepharose 4B afinite kromatografisini sirayla uygulamis ve
enzimi saflastirmistir [97]. Ug basamak uygulandig1 i¢in zaman ekonomik olarak
kullanilamamistir. Ayrica sicaklifinda enzime olan etkisi enzimin aktivitesinde
kayiplara neden olmustur. Bu ¢alismada ilk iki basamagm yerine amonyum siilfat
coktiirmesi uygulandi. Derisik halde olan ¢ozelti 2" 5' ADP- Sepharose 4B afinite
kolonuna tatbik edildi. Toplam bir buguk giinliik bir siire sonunda saflastirma islemi
gerceklestirilmis oldu. Cizelge 3.1°de goriildiigii gibi hemolizat, amonyum siilfat
coktiirmesi sonucu olusan derisiklestirilmis ¢6zelti ve afinite kromatografisi sonucu
elde edilen ¢ozeltinin spesifik aktiviteleri, % verimleri ve saflastirma katsayilari
tespit edilmistir. Saflastirma tablosunu hazirlarken 6zellikle Afinite koloundan elde
edilen 1,5 mL’lik tiiplerden en yiiksek aktiviteye sahip olan ile, kinetik ¢aligmalarda
kullanmak i¢in aktivitesi yiiksek goriilen 4 tiipiin karistirilmas: sonucu olusturulan
enzim havuzunun spesifik aktiviteleri, % verimleri ve saflastirma katsayilar1 Cizelge
3.1 de belirtilmistir. Afinite kolonundan elde edilen en yiiksek aktiviteye sahip olan
1,5mL’lik tiipteki enzim 70,681 EU/mg spesifik aktivite ile %33,65 verimle,
7068,100 kat saflastirilmistir. Kinetik ¢alismalarda kullanilmak tizere hazirlanan 4
tiipten olusan (6 mL) havuzdan G6PD enzimi 48,454 EU/mg spesifik aktivite ile
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%81,41 verimle 4845,400 kat saflastirilmistir.  Goriildiigi gibi hacim arttik¢a
aktivitesi diisiik olan enzimlerinde havuza eklenmesi sonucu spesifik aktivite ve
saflagtirma katsayis1 diismekte ancak % verim artmaktadir. Bunun nedeni de
kolondan eliie edilmis olan G6PD enzimlerinin hepsinin % verim hesabima dahil

edilebilmis olmasidir.

Yapilan c¢alismalarda insan eritositlerinden G6PD enzimi 114,7 EU/mg
spesifik aktivite ile %28 verimle 13654 kat [106], 62,96 EU/mg spesifik aktivite ile
%28,33 veimle 2248 kat [168], 61,44 EU/mg spesifik aktivite ile % 56 verimle
13356 kat [72], 22,9 EU/mg spesifik aktivite ile %43 verimle 9150 kat [104], % 42,4
verimle 9110 kat [170], saflastirilmistir. Calismamizda elde ettigimiz %33 verimle
7068,100 kat saflastirma sonucumuz Erat’in sonuglarina benzerlik gdstermektedir.
Ayrica spesifik aktivite degerimiz olan %70,681 Ozmen ve arkadaslarmin sonucuna
yakin oldugu gorilmiistiir. Ancak saflastirma katsayisi oldukca yiiksek oldugu tespit
edilen caligmalarda verimin diisiik oldugu goriilmektedir. Calismamizda da

saflastirma katsayimizin diisiik oldugu basamakta % verimin arttig1 goriilmektedir.

Farkli canlilarin G6PD enzimlerinin spesifik aktivite, % verim ve saflagtirma
katsayilarma bakilacak olursa; koyun eritrositinin spesifik aktivitesi 4,64 EU/mg,
%37,1 verimle 1189,74 kat [110]; tavuk eritrositinden 20,862 EU/mg spesifik
aktivite ile %54,68 verimle, 9150 kat [196]; Gokkusagi alabaliginin eritrositinden
14,51 EU/ mg spesifik aktivite ile %70,40 verimle, 1271,19 kat [194]; domuz
karacigerinden 1,24 EU/mg spesifik aktivite ile %40 verimle, 1000 kat [197]; kopek
karacigerinden 130 EU/mg spesifik aktivite ile %18 verimle, 2000 kat [130]
saflagtirilmistir.  Goriildiigii gibi insan eritrosit G6PD enzimini saflagtirarak elde
edilen spesifik aktivite sonucu kopek karacigeri hari¢ diger elde edilen sonucglardan
daha ytiksektir. Arastirmamizda elde edilen % verim degeri Gokkusagi
alabaligindan diisiik, kopek karacigerinden yiiksek, digerler sonuglara benzerlik
gostermektedir. Genellikle karacigerden yapilan saflastirma islemlerinde elde edilen
% verimin ¢alismamizda elde ettigimiz degerden diisiik olmasmin nedeni, dokudan

enzimlerin izolasyonunun daha gii¢ olmasindandir.
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Insan eritrosit hemolizatinda, amonyum siilfat ¢oktiirmesi uygulandiktan
sonra elde edilen enzim ¢ozeltisinde ve 2" 5 ADP-Sepharose 4B Afinite
kromatografisinden elde edilen saf enzim c¢ozeltisinde protein miktarlar1 Lowry
yontemiyle Sekil 3.2°de verilen standart grafikten kantitatif olarak belirlendi. Bu
yontem alkali kosullar altinda biiiret reaksiyonu ve aromatik aminoasitlerin Cu™
katalizli oksidasyonundan sonra, ayiragta bulunan fosfomolibdik, fosfotungisdik asiti
ile heteropolimolibden mavisine indirgenmeyi igeren Folin- Ciocalteu reaksiyonun
bir kombinasyonudur [189]. Koyu mavi olusu karakteristiktir ve 600 nm dalga
boyunda absorbans verir. Yontem Bradford yontemine gore yaklasik yiiz kat
duyarhidir. G6PD enziminin saflastirilmasina dayali bir ¢ok ¢alismada [72, 104,168,
170] saflastirma tablosu olusturmak i¢in gerceklestirilen protein miktar1 iglemi

genellikle Bradford yontemiyle yapilmistir.

Afinite kolonunda elde edilen saf enzim ¢dzeltisi i¢in kalitatif protein tayini
yapilamadi. Kalitatif protein tayini, proteinin yapisinda bulunan aromatik gruplara
sahip triozin ve triptofan amino asitlerinin 280 nm’de maksimum absorbans
gostermesi esasina dayanmaktadir. G6PD enziminin eliisyonu icin NADP' ‘nin
kullanilmas1 280 nm’de proteinlerin absorbansmin maskelenmesine neden oldugu

icin afinite basamaginda proteinlerin kalitatif tayini belirlenememistir.

Diyaliz asamasindan sonra elde edilen ¢ozelti Afinite kolonuna uygulandiktan
sonra bolim 3.1.2°de belirtildigi gibi yikama iglemleri gerceklestirildi. Yikama
islemi basladiginda kolondan gelen eliientler 1,5 mL’lik tiiplere alinmaya basland1 ve
enzim kolondan eliie edilinceye kadar bu calisma devam etti. Alinan her bir tiip i¢in
25°C’de 340 nm’de spektrofotometrede Beutler metoduna gore aktivite tayini yapildi
[190]. Verimin %10 arttirilmasi i¢in eliisyona EDTA katild1 [97].

Aktivite ol¢limleri yapilan tiiplerin ayrica Lowry yontemiyle kantitatif protein
miktarlar1 da belirlendi. Sekil 3.1°de toplam 79 tiipiin 340 nm’de ki aktivite degerleri
ve 600 nm’de protein miktarlar1 belirtilmektedir. Goriildiigii gibi ilk 21 tiipte aktivite
pek goriilmezken protein miktarlar: en fazla bu tliplerde goriilmektedir. 21.tiipten
sonra protein miktar1 hizli bir sekilde diisiis gostermektedir. Bu da ilk yikama

isleminde safsizliga neden olan proteinlerin kolondan temizlendigini géstermektedir.
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68.tlipten sonra hizli bir sekilde protein miktarinin ve aktivitenin yiikseldigi
goriilmektedir. Bu sonugta afinite kolonu tarafindan yikama islemleri gergeklesirken
tutulan G6PD enziminin eliisyon tamponu tarafindan kolondan eliie edildiginin
ispatidir. 75. tiipten itibaren protein miktar1 ve aktivitede yine diisiis goriilmekte ve

bu da artik kolonda G6PD enziminin bittigini gdstermektedir (Sekil 3.1).

Beutler metodu ile aktivite tayini, Lowry metodu ile kantitatif protein miktar1
tayini G6PD enzimi i¢in yapildiktan sonra enzimin safligini kontrol etmek i¢in
sodyum dodesilsiilfat poliakrilamid jel elektroforezi (SDS-PAGE) yapildi. Bu
uygulamanin sonucunda jelde tek band gozlendi. SDS-PAGE uygulamasinda normal
elektroforez yapilirken ilave olarak SDS katilmaktadir. SDS, ¢ok yiiksek eksi yiike
sahip oldugu icin ayrilmasi istenen proteinlerin etrafini bu yiiklerle ¢evrelendiginden
ayrilma olayr molekiillerin yiikleri ile degil, sadece molekiil agirliklarma gore
gerceklesmektedir. Bu calismada bu yontemi uygulayarak literatiirde belirtilen
G6PD molekiil agirlig: ile karsilastirma yapildi. Sekil 3.3°de goriildiigii gibi jeldeki
tek bandm, molekiil agirliklar1 bilinen standart proteinlerin jelde yerlestikleri
bolgelere gore kiyaslama yapilarak molekiil agirligi tahmin edildi. G6PD enzimine
ait olan jeldeki tek bant molekiil agirliklar1 66200 ile 45000 dalton olan iki standart
bant arasma karsilik geldigi goriilmektedir. Enzimin bulundugu bdlge yaklasik
59000 ile 60000 dalton arasinda oldugu tespit edilmistir. G6PD enzimi insan
eritrositlerinde aktif olarak dimer yapida bulunmaktadir ve literatiirde 120000 dalton
olarak belirtilmektedir [198]. SDS-PAGE elektroforez uygulamasi ile dimer yapidaki
G6PD enziminin alt birimleri ayrilarak tek band olusturmaktadir. Calisma sonucu
buldugumuz molekiil agirlig: literatiirdeki bilgilere uygunluk gostermektedir. Ayrica
insan eritrositlerindeki G6PD enziminin saflastirilmas: {izerine yapilan bir ¢ok
calismada SDS-PAGE elektroforezi yontemi uygulanmig ve elde edilen jel
gortintiilerinde G6PD enziminin altbiriminin molekiil agirhiginin tek band seklinde
59000-60000 dalton arasinda oldugu belirtilmistir [72,106,168,170].

G6PD  enziminin saflastirilmasmin  ardindan  kinetik  6zelliklerinin
belirlenmesi i¢in Lineweaver-Burk grafiginden yararlanarak enzimin substrata
ilgisini ifade eden K, sabiti ve enzimin katalitik giiclinli gosteren Vyax degeri tespit
edilmistir.. G6PD enziminin dogal substrati D-glukoz-6-fosfattir. Ancak enzim 2-

deoksiglukoz-6- fosfat, 2-deoksi-2-floroglukoz-6-fosfat, 2-deoksi-2-kloroglukoz-6-
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fosfat, mannoz-6- fosfat, 3-deoksiglukoz-6-fosfat gibi substrat analoglarini da belirli
oranlarda kullanabilmektedir. Bu enzimle ilgili olarak yapilan biitiin ¢calismalarda, D-
glukoz-6- fosfat i¢in en yiikksek V. ve en disiik K, degeri bulunmustur [26].
PFY’nun ilk reaksiyonunu katalizleyen G6PD enzimi G6P’1 6-fosfoglukanolakton’a
cevirirken NADP’yi koenzim olarak kullanmaktadir. Koenzim kullanan enzimli
reaksiyonlarda koenzim susbtrat olarak degerlendirilmektedir. Bundan dolay:

calismada G6PD enziminin iki substrati i¢in Ky, ve Vinax degerleri tespit edilmistir.

Insan eritrosit G6PD enziminde NADP" icin Ky, degeri 0,141 mM iken, G6P
icin K, degeri 0,221 mM olarak tespit edilmisti. NADP" i¢in K,, degeri ile G6P
icin K., degeri karsilastirildiginda, enzimin NADP’ye kars1 olan afinitesi G6P’ye
gore daha yiiksek oldugu goriilmektedir. GO6PD enzimi iizerine yapilan baska bir
calismada insan eritrosit G6PD enziminin G6P i¢in K, degeri 0,5mM, NADP" icin
ise 0,210 mM olarak tesit edilmistir [72]. Bu ¢alismada da enzimin NADP’ye olan
afinitesi G6P’den daha kuvvetli olarak goriilmektedir. Yapilan bagka bir ¢alismada
insan plasental G6PD enziminin NADP" i¢in K., degerini 20+10uM ve G6P igin K,
degeri ise 40£10uM olarak tespit edilmistir [199]. Farkli canlilar iizerine yapilan
calismalara bakildiginda koyun eritrosit G6PD enziminde NADP" i¢in K,, degeri
1,23x10°, G6P icin ise 3,6x107 [110]; Aspergillus aculeatus adli mantarin G6PD
enziminde NADP" i¢in K,, degeri 6x1pM ve G6P igin 75+6uM [54] olarak
belirtilmektedir. Farkli ¢alismalardan elde edilen sonuglara bakildiginda
calismamizda elde edilen G6P ve NADP" i¢in K, degerleri insan eritrositlerindeki
G6PD enzimi iizerine yapilan diger calismaya uygunluk gdstermektedir. Koyun
eritrosit ve Aspergillus aculeatus mantarmdan saflastirilmis G6PD enziminin NADP"
ve GO6P i¢in K, degerleri ise ¢galismamizda elde edilen degerlerden kiigiiktiir. Farkli
canlilarda bulunan G6PD enzimlerinin genetik ve biyomolekiiler yap:1 bakimindan
benzer yanlarina olmasma ragmen birbirlerinden farklilik gosterirler. Bu farklilik

substrata ilginin 6l¢iisii olan K, degerinde de goriilmektedir.
Arastrmamizda saflastirilmis ve karakterize edilmis olan insan eritrosit

G6PD enziminin aktivitesi lizerine altis1 yeni yedi kumarin tiirevi ve bes pestisit

olmak tizere on iki kimyasal maddenin etkileri incelenmistir.
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Saflastirilmis enzim aktivitesi iizerine in vitro etkileri incelenmis olan yeni
kumarin tiirevleri Balikesir Universitesi Fen Edebiyat Fakiiltesi Organik Kimya
Labaratuvarlarindan temin edilmis ve sz konusu bilesiklerin safliklar1 erime noktasi
ve ince tabaka kromatografisi ile analiz edilmistir. Yapilar1 IR, NMR spektrumlar1
ile aydmlatilmistir. Bunlara ek olarak bir kumarin tiirevi varfarin sodyumu, etken

maddesi olarak iceren ilacin enzim aktivitesi lizerine etkisi belirlenmistir.

Kumarin tiirevlerinin G6PD enzimi aktivitesini %50 oraninda azaltan
konsantrasyonlar1 olan 1Csy degerleri belirlenmistir. Yeni kumarin tiirevleri olan 6,7-
dihidroksi-3-(2-metilfenil)-2H-kromen-2-on’nin ~ (OPC) IC50=3,05x104, 6,7-
dihidroksi-3-(3-metilfenil)-2H-kromen-2-on’nin  (MPC) IC50=7,69x104, 6,7-
dihidroksi-3-(4-metilfenil)-2H-kromen-2-on’un  (PPC) 1C50=7,90 X104, 7,8-
dihidroksi-3-(4-metilfenil)-2H-kromen-2-on’un  (FPC) 1Csy=5,67 X104, 6,7-
dihidroksi-3-(2,5-dimetoksifenil)- 2H-kromen-2-on’un (DPC) 1Csy=4,48 x104, 6,7-
dihidroksi-3-(3,4,5-trimetoksifenil)-2 H-kromen-2-on’un(TPC) 1C50=7,89 x10™

olarak tespit edilmistir

Bu sonuglarla yeni kumarin tiirevlerinin altisinin da G6PD enzimi iizerine
inhibisyon etkisi gosterdikleri anlasilmaktadir. Kumarin tiirevlerinin 1Csy degerleri
kiigiikten biiyiige dogru sirasiyla OPC, DPC, FPC, MPC, TPC, PPC gelmektedir.
OPC diger kumarin tiirevlerine gore 1Csy’si en diisiik olanidir. Bu sonu¢ OPC’nin
digerlerine gore kuvvetli inhibitér oldugunu gostermektedir. PPC, MPC ve TPC’nin
ICsp’leri birbirine ¢ok yakindir ve OPC ile beraber FPC ve DPC’den daha yiiksektir.
Bu sonu¢ PPC, MPC ve TPC’nin digerlerine gore zayif inhibitdr olduklarini

gostermektedir.

G6PD enziminin aktivitesi lizerine etkileri incelen 6 yeni kumarin tiirevinin
de potansiyel inhibitér olduklar1 goriilmektedir. Gelecekte ilag hammaddesi olmasi
muhtemel alti yeni kumarin tirevinin kullanilma asamasinda dozlarinin
ayarlanmasmda dikkat edilmesi gerektigi kanaatindeyiz. Ozellikle kuvvetli inhibitdr
olarak belirlenen OPC’nin ila¢ sanayinde kullanilirken miktar belirlenmesi sirasinda

titizlik gosterilmesi gerektigini diistinmekteyiz.
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Calismamizda etken maddesi varfarin sodyum kumarin tiirevi olan ilacin
G6PD enzimi iizerine etkisi incelendiginde enzim aktivitesi lizerine belirgin bir
degisikligin goriilmedigi tespit edilmistir. Varfarin sodyum’un kimyasal yapisina
bakildiginda enzim aktivitesine inhibisyon etkisi gosteren 6 yeni kumarin tiirevinin
kimyasal yapisindan ¢ok farkli oldugu gorilmektedir [200]. Bu sonug¢ varfarin
sodyum bilesiginin kimyasal yapisinin enzimin aktif bolgesine veya substratin

baglanmadig1 farkli bir bolgesine tutunmasi i¢in uygun olmadigmi gostermektedir.

Literatiirde kumarin tiirevlerinin insan eritrosit G6PD enzimi aktivitesi
iizerine 1Csp calismasi goriilmemektedir. Ancak insan metabolizmasinda 6nemli
gorevleri olan farkli enzimlerin aktivitesi {izerine bazi kumarin tiirevlerinin etkisi
incelenmistir. Yapilan bir ¢alismada insan karbonik anhidraz I (hCA-I) ve insan
karbonik anhidraz II (hCA-II) enzimlerinin aktivitesi lizerine bizim ¢alismamizda da
incelenen 6,7-dihidroksi-3-(2-metilfenil)-2H-kromen-2-on (DPC), 6,7-dihidroksi-3-
(3-metilfenil)-2H-kromen-2-on (OPC), 6,7-dihidroksi-3-(4-metilfenil)-2H-kromen-2-
on (MPC), 6,7-dihidroksi-3-(2,5-dimetoksifenil)- 2H-kromen-2-on (PPC) adli 4
kumarin tiirevinin ICso degerleri tespit edilmistir [201]. hCA-I’in esteraz aktivitesi
iizerine OPC’nin diger kumarin tiirevlerine gore kuvvetli inhibisyon etkisi gosterdigi
ICsp degerlerinden anlasilmaktadir. Bu sonuclarin ¢alismamzidaki OPC’nin G6PD
enzimi i¢in de en kuvvetli inhibisyon etkisi gdsterdigi sonucunu desteklemektedir.
hCA-I ve hCA-II enzimleri i¢in 4 kumarin tiirevinin ICsy degerlerine genel olarak
bakildiginda, bizim calismamizda G6PD enzimi i¢in kullanilan ayni kumarin
tiirevlerinin 1Csy degerlerine gore diisiik konsantrasyonda olduklar1 goriilmektedir.
Bu tespit ile kullanilan kumarin tiirevlerinin G6PD enzimi iizerinde hCA enzimine

gore daha zayif inhibisyon etkisi gosterdigi anlasilmaktadir.

Ayrica arastirmamizda insan G6PD enzimi iizerine inhibisyon etkisi gésteren
kumarin tiirevlerinin inhibisyon tipleri ve K; degerleri belirlenmistir. Bu islemi
gerceklestirirken her inhibitérlii  c¢alisma icin  iki farkli sabit inhibitor
konsantrasyonlarinda 1/V ve 1/S degerleri hesaplanarak Lineweaver-Burk grafikleri

cizilmistir (Sekil 3.14-Sekil 3.19).
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Enzim aktivitesi lizerinde inhibisyon etkisi gdsteren kumarin tiirevlerinden
OPC’nin yarismasiz, TPC’nin yarigmali, PPC’nin ve DPC’nin yar1 yarigmali,
MPC’nin ve FPC’nin karigik inhibitor olduklar1 tespit edilmistir.

Kumarin tiirevlerinin kimyasal yapilarinda ki farkliliklar inhibisyon tiplerinin
de farklilagsmasma neden olmaktadwr. OPC, MPC ve PPC kumarinlerin yapilar1
arasindaki fark fenil halkasindaki metil gruplarmin farkli konumlarda olmasmdan
kaynaklanmaktadir. Metil grubu OPC’de 2 konumunda, MPC’de 3, PPC de ise 4
konumunda yer almaktadir. Fenil halkasinin 2 konumunda metil grubunun olmasi
OPC’nin G6PD enzimine aktif bdlgeden degil farkli bir bélgeden baglanmasina
neden olabilecegini diistinmekteyiz. Metil grubunun 2 yerine 3 konumunda
baglanmas1 sadece kumarin tiirevinin yapisini degil enzime etki etme mekanizmasini
da degistirmekte, enzime hem aktif bolge hem de aktif olmayan farkl: bir bolgeden
baglanabilme yetenegi kazandirdigi ve PPC’de ise metil grubu 4 konumunda yer
alarak enzime ancak enzim-substrat kompleksi gerceklestiginde baglanabilecek
yapiya doniistiidiigii diistiniilmektedir. DPC ve TPC’nin kimyasal yapilarina
bakildiginda fenil halkalarinin farkli konumlarinda farkli sayida metoksi gruplarmin
bulundugu goriilmektedir. DPC’nin fenil halkasinin 2 ve 5 konumunda metoksi
grubunun bulunmasi enzime enzim-substrat kompleksi olustugunda baglanabilmesini
saglarken, metoksi grubunun fenil halkasmnin 3,4 ve 5 konumunda bulunmasi
enzimin sadece aktif bolgesinden baglanabilmesine neden oldugu kanaatindeyiz.
FPC yapisma bakildigimda PPC’de oldugu gibi 4 konumunda metil grubu
bulunmaktadir. Ancak hidroksil gruplarindan bir tanesinin farkli konumda yer aldig1
goriilmektedir. Bu yapisal degisiklik FPC’nin enzime hem substrat gibi
baglanabilmesine hem de aktif bolgeden baglanabilmesine sebep oldugunu

disiinmekteyiz.

G6PD enzimi aktivitesi lizerinde inhibisyon etkisi gosteren pek cok bilesigin
inhibisyon mekanizmasi aydinlatilmistir. Yapilan bir caligmada, insan eritrositleriden
G6PD enzimi saflastirilmis ve Cd(II), AL(IIT) ve Ni(II)’nin enzim lizerine inhibisyon
etkileri incelenmistir. AI(III)’ iin inhibisyon tipinin G6P substrat1 kullanildiginda
yarismali oldugu, Ni(I) nin inhibisyon tipinin ise, karigik inhibisyon tipi gosterdigi

belirtilmistir. Sonug¢ olarak metal iyonlarmmin G6PD enzimini doniistimli olarak
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inhibe ettigi bu calisma sonucunda tespit edilmistir [167]. Yapilan bir baska
calismada Isepamicin siilfate, meropenem, klorofenikol, tiamfenikol glisinet
hidroklorid adli antibiyotik tiirlerinin G6PD enzimi {izerine etkileri incelenmistir.
Calisma sonucunda Isepamicin siilfat’in inhibisyon tipi yarismali ve Ki=1,7 mM,
Tiamfenikol glisinet hidroklorid ise enzimi aktive etmistir. Diger antibiyotikler ise
enzime herhangi bir etki gostermemistir. Bir baska calismada Omepirazol, morfin
siilfat, remifentamil, ketamine, vankomisin ilaglarmnin insan eritrosit G6PD enzimi
iizerine etkileri incelenmistir.  K; degerleri sirasiyla omapirozol, morfin ve
vankomisin i¢in 8,22+0,55 mM, 25,934+6,82 mM ve 2,710,677 mM oldugu ve
inhibisyon tiplerinin hepsinin yarigmasiz oldugu tespit edilmistir [168]. Magnezyum
siilfat ve metamizol’iin G6PD enzimi iizerine etkileri incelenen bir ¢alismada iki
maddenin de yar1 yarigmali oldugu tespit edilmis ve K; degerleri metamizol ig¢in
6,35x10°M, magnezyum siilfat icin ise 1,32x10°M oldugu belirtilmistir [202].
Veriler karsilastirildiginda 6 yeni kumarin tiirevinin de K; degerlerinin insan eritrosit
G6PD enzimini inhibe eden isepamicin siilfat, omepirazol, morfin siilfat,
remifentamil, ketamine, vankomisin, magnezyum siilfat ve metamizol’iin K;
degerlerinden daha diisiik oldugu goriilmektedir. Bu sonuglar 6 yeni kumarin
tiirevinin G6PD enziminin katalitik aktivitesine gosterdigi inhibisyon etkisinin, diger

maddelere gore daha kuvvetli oldugunu gostermektedir.

Insan eritrosit G6PD enzimi iizerine ii¢ii herbisit ikisi insektisit olmak iizere
bes farkli pestisitin in vitro etkileri incelenmistir. Calismamizda 6zellikle herbisit ve

insektisit olarak farkli amacla kullanilan pestisitler se¢ilmistir.

Herbisit olan N-(fosfonametil) glisin (Glifosat), (2,4-diklorofenoksi) asetik
asit (2,4-D), 5-etil-2-[(RS)-4-izopropil-4-metil-5-okso-2-imidazolin-2-il]nikotinik
asit (Imazethapyr) adl ilaglarm G6PD enzim aktivitesi {izerinde % 50 inhibisyon
etkisi gosterdigi konsantrasyonlar1 belirlenmistir. Calismada herbisitler belirli
oranlarda saf su ile seyreltilmislerdir. Ug¢ herbisitin de G6PD enzimi {izerine
inhibisyon etkisi gosterdikleri belirlenmistir. Glifosat’in 1Csy degeri 323x10% M,
2,4-D’in ICso degeri 384x10™ M olarak tespit edilmistir. imazethapyrin farkl
konsantrasyonlarda G6PD enzimi iizerine etkileri incelenirken diger herbisitlerin

konsantrasyonlarina yakin miktarlar kullanilmig, ancak enzime herhangi bir etki
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gostermedigi belirlenmistir. Ilag digerlerinde uygulandig1 gibi seyreltme islemi
gergeklestirmeden derisik halde enzime uygulandiginda ancak inhibisyon etkisi
gostermeye  baglamistir. ICso c¢alismasnda Imazethapyr’den 0,1730 M
kullanildiginda enzimin % aktivitesinin yariya indigi tespit edilmistir. Ancak bu
konsantrasyondaki enzim aktivitesinin saglikli olmadigini diistindiigiimiizden ICs

degeri hesaplanmamuistir.

ICsp degerleri tespit edilen glifosat ve 2,4-D insan eritrosit G6PD enziminin
aktivitesi lizerine gosterdikleri inhibisyon etki diizeylerinin birbirine yakin olduklar1
goriilmektedir. Literatiirde insan eritrosit G6PD‘nin aktivitesi iizerine bu pestisitlerin
ICsp calismasma rastlanmasa da farkli canlilarin G6PD enzim aktivitesi iizerine
cesitli pestisitlerin etkileri lizerine ¢esitli ¢aligmalar bulunmaktadir. Yapilan bir
calismada sig1ir lenfosit hiicreleri lizerine Glifosattan artan konsantrasyonlarda 6 saat
muamele edilmistir. Glifosat uygulanan hiicrelerin G6PD enzim aktivite tayini
yapilmis ve artan glifosat miktarma bagl olarak aktivitede istatistiksel olarak anlamli
bir diisiis gozlenmistir [203]. Bizim g¢alismamizda glifosatin konsantrasyonu 20,8
mM’dan itibaren devamli yiikseltildiginde G6PD enziminin aktivitesi diisiis
gostermistir. Calismamizda elde ettigimiz sonu¢ kaynagi farkli olmasma ragmen

literatiir ile uygunluk gostermektedir.

Calismamizda ayrica ICsy degerleri tespit edilen herbisitlerden glifosat ve 2,4-
D’in inhibisyon mekanizmalar1 incelenmistir.  Glifosatin inhibisyon tipinin yar1
yarismali oldugu ve K; degerinin 1,345x107, 2,4-D’in ise yarismali ve K; degerinin
8,459x107 olugu tespit edilmistir. K; degeri enzim ile inhibitdriin birbirinden
ayrilma katsayisin1 gosterdigi icin 2,4-D’in Glifosat’a gore zayif inhibitér oldugu,

yani enzime daha ilgili oldugu diisiiniilmektedir.

0,0-dietil 0-2-izopropil-6-metilprimidin-4-il fosforotiyoat (Diazinon), (S)-a-
siyano-3-fenoksibenzil (1R,3R)-3-(2,2-dibromovinil)-2,2dimetilsiklopropan
karboksilat(Deltamethrin) adli insektisitlerin insan eritrosit G6PD enzimi aktivitesi
iizerine etkileri incelenirken herbisitler gibi saf suda ¢oziinmedikleri i¢in kumarin
tirevlerini ¢ézerken DMSO kullanildi.  Deltamethrin’in 1,52x10® M’dan daha

derisik ¢ozeltisi hazirlanarak 1 mL’lik kuvars kiivet i¢cine aktarildiginda ¢ozeltide
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bulaniklik olmasi nedeniyle ICsy degeri bulunamamustir (Sekil 3.24). Diazinon’da
6,380x10” M’dan daha yiiksek konsantrasyonu ImL’lik kiivete ekledigimizde
¢ozeltide Deltamethrinde oldugu gibi bulaniklik meydana gelmistir. Iki insektisitin
de ICsp degerleri tespit edilemedi, ancak G6PD enzimine inhibisyon etkisi

gosterdikleri belirlenmistir.

Literatiirde ¢alismada kullanilan insektisitlerin  insan eritrosit G6PD
enziminin aktivitesi tiizerine etkilerinin incelenmesi ile ilgili bir arastirmaya
rastlanmamistir. Ancak farkli canlilarin G6PD enziminin aktivitesi iizerine
insektisitlerin etkisi ile 1ilgili ¢alismalar bulunmaktadir. Yapilan bir calismada
gokkusag1 alabaliginin kanindan saflagtirimis G6PD enziminin aktivitesi {izerine
Deltamethrin’in etkisi arastirilmistir.  1Csp degeri 0,63 mM, inhibisyon tipi
yarigsmasiz ve K; degeri 1,84+0,33 mM olarak tespit edilmistir [194]. Insan eritrosit
G6PD enziminin aktivitesini Deltamethrin 0,152 mM konsantrasyon ile %56’ya
indirmekte, gokkusagi baliginin G6PD enziminin aktivitesi ise Deltamethrin 0,63
mM’la %50’ye indirnektedir.  Buradan Deltamethrinin insan eritrosit G6PD
enzimine daha kuvvetli inhibisyon etki gosterdigi goriilmektedir. Bolim 1.4.2.2.2°de
belirtildigi gibi baliklarda Deltamethrin zehir etkisine sahiptir. Elde edilen bu
sonuclar insan G6PD aktivitesi i¢in de Deltamethrin’in potansiyel bir inhibitor

oldugunu gostermektedir.

Bolim 1.4.2.1 ve Bolim 1.4.2.2°de belirtildigi gibi caliymada kullanilan
herbisitlerin ve insektisitlerin bitkilere uygulama isleminden sonra iizerinde
biraktiklar1 kalmtilarin miktari, belirli bir diizeyi asmamasi i¢in Tiirk Gida Kodeksi
Maksimum Rezidii Limiti (MRL) olarak isimlendirilmis bir smirla belirlenmistir.
Calismamizda kullanilan herbisitlerin ve insektisitlerin bitkilerde birakabilecekleri
kalint1 limiti 0,02 ile 0,5 ppm arasinda degismektedir. Kalmnt1 limitleri, ¢alismada
G6PD enzimi aktivitesi iizerine etkileri incelenen herbisitlerin konsantrasyonlarindan
diisiik goriilmektedir. Ancak bitkilerin son ilaglama tarihinden sonra ve hasat 6ncesi
yapilan ilaglamalar, ilaglamalarda uygun tekniklerin kullanilmamasi, bu islemin
deneyimli elemanlarla yapilmamasi, tireticinin kalint1 diizeyi konusunda bilgisizligi

gibi birgok faktor MRL’de belirtilen smirlarm agimina neden olabilmektedir.
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Sonug olarak yapilan ¢aligmalarda asagidaki bulgular elde edilmistir.

Insan eritrosit G6PD enzimi 2’ 5" ADP-Sepharose 4B Afinite kromatografisi ile

saflagtirilmistir.

Saflastirilan insan eritrosit G6PD enzimi SDS-PAGE elektroforezinde yaklasik
59-60 kDa molekiil agirliginda tek bant olarak elde edilmistir.

Altis1 yeni, yedi kumarin tiirevinin ve {i¢ herbisit, iki insektisit olmak {lizere bes
pestisitin insan eritrosit G6PD enziminin aktivitesi iizerine in vitro etkileri

incelenmistir.

Alt1 yeni kumarin tiirevi olan OPC, MPC, PPC, DPC, TPC ve FPC’nin G6PD
enzim aktivitesi lizerine inhibisyon etkisi gosterdikleri, Varfarin sodyum etken
maddesi olan ilacin enzim aktivitesini etkilemedigi belirlenmistir. Enzime
inhibisyon etkisi gosteren kumarin tiirevlerinin inhibisyon tipleri belirlenmis;
OPC’nin yarismasiz, TPC’nin yarigmali, PPC ve DPC’nin yar1 yarismali, MPC
ve FPC’nin karisik tipte olduklar1 tespit edilmistir.

Pestisitler Glifosat, 2,4-D, Imazethapyr, Deltamethrin ve Diazinon’un G6PD
enzim aktivitesi lizerine inhibisyon etkisi gdsterdigi belirlenmistir. Inhibisyon
mekanizmalar1 incelenen pestisitlerden Glifosatin yar1 yarismali, 2,4-D’nin

yarigmali tipte inhibitor olduklar: tespit edilmistir.
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EKLER

EK.A 6,7-dihidroksi-3-(2-metilfenil)kumarinin IR ve NMR Spektrumlar1
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EK.B 6,7-dihidroksi-3-(3-metilfenil)kumarinin IR ve NMR Spektrumlar1
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EK C 6,7-dihidroksi-3-(4-metilfenil)kumarinin IR ve NMR Spektrumlari
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EK D 7,8-dihidroksi-3-(4-metilfenil)kumarinin IR ve NMR Spektrumlari
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EK E Kumarin Tiirevi Bilesiklerin Ince Tabaka Kromatogramlari ve Erime
Noktalar1

Ince Tabaka Molekiil Yapisi Kisaltma E.N (°C)
kromatogrami

HO

OPC 242

HO

HO 0 0 MPC 211
O Z

PPC 257-258
‘ FPC 227-228
L]
DPC 286-289
TPC 253-255
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