ATATURK UNIVERSITESI
FEN BILIMLERI ENSTITUSU

DOKTORA TEZI

KOYUN ERITROSITLERI VE GOZ LENSINDEN GLUKOZ-6-FOSFAT
DEHIDROGENAZ ENZIMININ SAFLASTIRILMASI,
KARAKTERIZASYONU, BAZI ILAC VE KIMYASAL MADDELERIN
INHIBISYON VEYA AKTIVASYON KINETIKLERININ
INCELENMESI

(2/460

Sitkrii BEYDEMIR

A

YOKSEXOGKETIM KURULY
. on MxaxEsd
KiM ILIM DALI

FRZURUM
2002

Her hakki sakhdir



ProfDr. O.irfan KUFREVIOGLU damismanliginda Siikrii BEYDEMIR tarafindan
hazirlanan bu ¢alisma 17/05/2002 tarihinde asagidaki jiiri tarafindan Kimya Anabilim

Dali’nda Doktora tezi olarak kabul edilmistir.

Bagkan: Prof. Dr. O.Irfan KUFREVIOGLU
Uye :Dog. Dr. Oktay ARSLAN

Uye :Dog. Dr. Barbaros NALBANTOGLU
Uye : Yrd. Dog .Dr. Mehmet CIFTCI

Uye : Yrd. Dog .Dr. Yasar DEMIR

Yukaridaki sonucu onaylarim
(Imza)

Dog¢.Dr. Umit DEMIR
Enstitii Miidiiri

Imza.

Imza

Imza :

Imza

%



OZET
Doktora Tezi

KOYUN ERITROSITLER] VE GOZ LENSINDEN GLUKOZ-6-FOSFAT
DEHIDROGENAZ ENZIMININ SAFLASTIRILMASI, KARAKTERIZASYONU,
BAZI ILAC VE KIMYASAL MADDELERIN INHIBISYON VEYA AKTIVASYON
KINETIKLERININ INCELENMESI

Siikrit BEYDEMIR

Atatiirk Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisti
Kimya Anabilim Dali

Damsman: Prof. Dr. 0. Irfan KUFREVIOGLU

Glukoz-6-fosfat dehidrogenaz (D-glukoz-6-fosfat: NADP" oksidorediiktaz, EC 1.1.1.49;
G6PD) koyun eritrositleri ve lensinden saflagtirildi. Saflastirma islemi, hemolizatin veya
homojenatin hazirlanmasi, amonyum siilfat ¢oktiirmesi ve 2', 5'-ADP Sepharose 4B
afinite kromatografisi olarak ii¢ basamaktan olugstu. Eritrosit ve lens G6PD enzimleri
sirasiyla % 37,1 ve % 66,8 verimle, spesifik aktiviteleri 4,64 ve 7,8 U/mg olarak elde
edildi. Bu iki enzim i¢in optimal pH, stabil pH, NADP" ve G6P substratlan igin Ky ve
Vmax degerleri belirlendi.

Tiim saflagtirma islemleri sonunda koyun eritrosit G6PD enzimi 1189,74 kat ve lens
G6PD enzimi 10.400 kat saflagtirildi. Jel filtrasyon kromatografisi yapilarak yaklagik
olarak koyun eritrosit G6PD’nuin MA’s1 119.662 dalton ve lens G6PD’nin MA’s1 56.099
dalton olarak belirlendi. SDS poliakrilamid jel elektroforezi (SDS-PAGE) ile koyun
eritrosit ve lens G6PD’nin alt birim MA’lan sirasiyla 66.880 dalton ve 54.957 dalton
olarak belirlendi. Enzim aktiviteleri spektrofotometrik olarak 340 nm’de Beutler
metoduna gore Sligtildil.

Ayrica, koyun eritrosit ve lens G6PD enzimlerinin akiviteleri {izerine baz ilaglarin in
vitro etkileri aragtirildi

2002, 135 sayfa

Anahtar kelimeler: Glukoz-6-fosfat dehidrogenaz, ilag, koyun, eritrosit, lens



ABSTRACT
Ph. D. Thesis

PURIFICATION AND CHARACTERIZATION OF GLUCOSE-6-PHOSPHATE
DEHYDROGENASE FROM SHEEP ERYTHROCYTES AND EYE LENS, AND
INVESTIGATION OF INHIBITION OR ACTIVATION KINETICS OF SOME
DRUGS AND CHEMICAL MATERIALS ON THESE ENZYMES

Stikrii BEYDEMIR

Atatiirk University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Chemistry

Supervisor: Prof. Dr. O. Irfan KUFREVIOGLU

Glucose-6-phosphate dehydrogenase (D-glucose-6-phosphate: NADP™ oxidoreductase,
EC 1.1.1.49; G6PD) was purified from sheep erythrocytes and lens. The purification
consisted of three steps, preparation of haemolysate or homogenate, ammonium
sulphate fractionation and 2', 5'-ADP Sepharose 4B affinity chromatography.
Erythrocytes and lens G6PD enzymes were obtained with a yield of 37.1 % and 66.8 %
having a specific activity of 4.64, and 7.8 U/mg proteins respectively. Optimal pH,
stable pH, Ky and Viax values for NADP* and glucose-6- phosphate (G6-P) substrates
were also determined for the two enzymes.

The overall purification was about 1189.74-fold for erythrocytes G6PD and 10,400-fold
for lens G6PD. Molecular weight of sheep erythrocytes and lens G6PD were determined
approximately as 119,662 dal and 56,099 dal, respectively by gel-filtration
chromatography. Subunit molecular weight of sheep erythrocytes and lens G6PD were
determined approximately as 66,880 dal and 54,957 dal, respectively by SDS
polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE). Enzymatic activity was
spectrofotometrically measured according to Beutler method at 340 nm.

In addition, in vitro effects of some medical drugs on sheep red blood cell and lens
G6PD enzymes activity were investigated.

2002 135 pages
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1.GIRIS

Enzimler, canli organizmalarda kimyasal reaksiyonlar1 hizlandiran ve hig¢bir yan iiriin
olusmasina firsat vermeden spesifik olarak % 100’litk bir verim saglayan biyolojik
katalizorlerdir. Proteinlerin en biiyiik ve en dzellesmis grubunu teskil ederler. Katalitik
RNA molekiillerinin kiigiik bir grubu hari¢ olmak iizere, biitiin enzimler protein
yapisindadir. Enzimlerin katalizleme giigleri, turnover sayisiyla ifade edilir. Turnover
sayisi, birim zamanda 1 mol enzimin iiriine dniigtiirdiigii substratin mol sayisidir.
Turnover sayisi en yiiksek olan enzim, 40.000.000 s ile katalazdir (Fersht 1999).

Bugiin bir ¢ok enzim tanimlanmug, biiyiik bir kismu saf halde elde edilip kinetikleri
incelenmis ve kristalledirilmistir. Ancak yapilan genetik ¢aligmalar daha tespit

edilmemis bir ¢ok enzimin varliim gostermektedir.

Enzimlerin tizerinde etkili olduklar1 ve iiriine doéniistiirdiikleri bilesiklere substrat adi
verilir. Baz1 enzimler substrat adinin sonuna -az son eki getirilerek adlandirilirken,
bazilar: da ilk bulucularinin ortaya attiklart isimlerle taninmaktadirlar. Fosfataz, {ireaz,
lipaz tripsin ve pepsin gibi. Fakat bu isimlerin ¢ogu enzimlerin fonksiyonlar1 hakkinda
eksik bilgi verdiginden uluslararasi biyokimya birligi (IUB) tarafindan sistematik bir
siniflandirma yapilmugtir. Ayrica her bir enzim igin 4 rakamli enzim kod numaras: (E.
C.) dngdrilmustiir (Yiregir 1981).

Enzimlerin aktivitelerini pozitif yonde etkileyen bilesiklere aktivatér adi verilir.
Genellikle enzim aktivatérleri kiiglik iyonlar veya fazla biiylik olmayan molekiillerdir.
Bunlar kofaktdrlerin aksine kataliz olayina her zaman katilmazlar. Aktivatorleri iki
grupta toplamak miimkiindiir. Birinci gruptakiler sadece substratla birleserek aktivator
rolii oynayan bilesikler. Ikinci gruptakiler ise serbest enzimle birleserek aktivator rolit
oynayan bilesiklerdir (Goziikara 1989).



Enzimlerin, baz1 bilegikler tarafindan hem in vivo hem de in vitro olarak aktivitelerinin
azaltilmasi1 ve hatta yok edilmesi olayina inhibisyon adi verilir. Buna sebep olan
bilesiklere de inhibitér denilir. Inhibitorier, genellikle kiigiik molekiil agirhgina sahip
bilesik veya iyonlardir.

Enzimatik aktivitenin inhibisyonu, biyolojik sistemlerde bagli bagina bir kontrol
mekanizmasi olusturur. Bu yiizden enzim inhibisyonu biiytik bir 6nem arzetmektedir.
Bir ¢ok ilag ve zehirli bilesik fonksiyonlarim1 bu yolla gerceklestirirler. Enzim etki
mekanizmalarinin incelenmesinde de inhibisyon olayindan faydalamilir (Keha ve
Kiifrevioglu 2000).

Enzimatik inhibisyon iki grupta incelenir;
a) Doniisiimsiiz inhibisyon
b) Doniigiimlii inhibisyon

Déniigiimsiiz inhibisyon’da inhibitér enzime ya kovalent olarak baglanir ya da zor
ayrigabilen bir kompleks olusturur. Sinir uyarillarnin iletilmesinde 6nemli bir rol
oynayan asetil kolin esteraz enziminin, sinir gaz: zehirleri tarafindan inhibisyonu buna
giizel bir 6rnektir. Bu gazlardan diizopropilflorofosfat, enzimin aktif blgesinde yer alan
serin amino asidiyle reaksiyona girerek, inaktif diizopropilfosfo-enzim 6lu$mrur.
Déniigiimsiiz inhibisyonda Ve (enzimatik reaksiyonda ulasilabilecek maksimum hiz)
azalir, Ky ise (enzimin substrata ilgisini gosteren sabit) degismeden kalir. Reaksiyon

semasi;
ky kj
E+ S =———2= ES——— E+ P
+ ky

I

El




seklinde yazilabilir (Segel 1975, Keha ve Kiifrevioglu 2000).

Doniigtimstiz  inhibisyonun aksine doniigiimlii inhibisyonda enzim ile inhibitor

etkilesmesi bir denge reaksiyonu seklindedir.

Déniigiimlii inhibisyon ii¢ grupta incelenir;
i) Yarismali (kompetitiv) inhibisyon
i) Yarigmasiz (nonkompetitiv) inhibisyon
iii)  Yar yarismali (unkompetitiv) inhibisyon

Déniigiimlii inhibisyonun en basit tipi yarigmali (kompetitiv) inhibisyondur. Yarigmali
inhibit6r yapi itibariyle substrata benzer ve enzimin aktif bolgesine baglamr. Boylece
substratin enzime baglanmasi 6nlenmis olur. Fakat subsrat konsantrasyonu artirilmakla
inhibisyon etkisi ortadan kaldirilabilir. Yani enzimin Vpe degeri degismezken, Ky
degeri artar. Yarigmali inhibit6r varlifinda reaksiyon semasi,;

k; k
E+ S—Y/—/—ES——> E+ P
+ k2
I
Ki
El

¥

seklinde yazilabilir (Segel 1975, Telefoncu 1986, Keha ve Kiifrevioglu 2000).

Yine déniislimlii bir tip olan yarigmasiz (nonkompetitiv) inhibisyonda; inhibitér ve
substrat enzim molekiiliine aym anda baglanabilir. Bu durum baglanmanin enzimin aym

bolgesine olmadigim gdsterir. Yarigmasiz bir inhibitor etkisini; bir enzimin turnover



sayisini, yani katalitik aktivitesini diislirerek gOsterir. Burada substrat ve inhibitor
arasinda yarigma soz konusu degildir. Substrat konsantrasyonu artirilmakla inhibisyon
kaldirilamaz. Enzimin V. degeri azalirken, Ky degeri sabit kalir. Substrat ve inhibitor
farkli bélgelere baglanabildiginden, enzimin iki farkli inaktif kompleksi meydana gelir:

EI ve ESI. Yarismasiz inhibitor varliinda reaksiyon semast;

K K
E+ S ——= ES——> E+ P
+ k2 +
I I

Ki

El + S =<——— ESI

seklinde yazilabilir (Telefoncu 1986, Keha ve Kiifrevioglu 2000).

Bir bagka doniigiimlii inhibisyon tipi, yar1 yariymali (unkompetitiv) inhibisyondur. Bu
inhibisyon ¢esidinde; inhibitor serbest enzime baglanamaz, sadece ES kompleksine
baglanir. Bunun i¢in tek substratll sistemlerde, yart yarigmali inhibisyona seyrek
rastlanir. Birden fazla substratli enzimlerde bu inhibisyon tipine daha sik rastlanir.

Reaksiyon semasi;

k ks
E+S—‘.—_———‘-__ES_——’E+P
k, +
I
Ki
ESI




seklinde yazilabilir. ESI kompleksi ortamda stirekli olarak var olacagindan, yari
yarismali inhibitér varliginda V.« azalir. ESI kompleksinin olusumu vasitasiyla; ES
ko;npleksi ortamdan siirekli g¢ekildiginden, enzim ve substrattan ES kompleksinin
olusum dengesi daha fazla saga kayar ve Ky degeri kigiiliir (Segel 1975, Telefoncu
1986).

Yarigmasiz (nonkompetitiv) inhibisyonun 6zel bir tiirii olan lineer karigik tiir inhibisyon,
déniisiimlii inhibisyon sinifina girer. Bu tiir inhibisyonda; E, S ve I’nin baglanma denge
sabitleri farklilagmaktadir (Segel 1975, Gilbert 1992).

El+ S =——— ESI

Birgok multienzim sistemi, net reaksiyon hizlarim kendileri diizenleme kapasitesine
sahiptir. Bu sistemlerin ¢ogunda, seri reaksiyonlarin son rlinii belirli bir
konsantrasyona ulastifinda; sistemin ilk enzimini veya dallanma noktasindaki enzimi
inhibe eder. Bu enzimlere allosterik enzimler adi verilir. Bu olaya da feed-back
inhibisyonu denir. Birden fazla polipeptid zinciri ihtiva eden allosterik enzimlerde;
inhibitorlerin enzime baglanmasiyla, degisik alt birimlerin baglanma merkezleri
arasindaki etkilesmelerle allosterik inhibisyon meydana gelir. Allosterik enzimleri
etkileyen bilesiklere modiilatér adi verilir. Homotropik allosterik enzimlerde; substrat,
bizzat pozitif modiilatér olarak etki yapar. Heterotropik allosterik enzimlerde ise; enzim,
substratlardan bagka bilesikler tarafindan etkilenmektedir. Bazi allosterik enzimler

homotropik-heterotropik karakterde olup, modiilatdrlerden birisi o enzimin substrati,



digerleri bagka bilesiklerdir. Allosterik enzimlerin kinetigi, Michaelis-Menten
kinetiginden farklihik gosterir (Stryer 1988).

Inhibisyon ¢esidinin ve ilgili K; sabitinin belirlenmesi igin en gok bagvurulan yontem
Lineweaver-Burk egrileridir. Bu yontemde 1/V ye karsi 1/[S] grafigi en az ii¢ farkli
sabit inhibitér konsantrasyonunda ¢izilir. Kesim noktalarindan degerlendirmeler yapulir.
K; sabitlerinin bulunmasinin ikinci yontemi Dixon grafikleri yoludur. Bu y&ntemde en
az iki sabit substrat konsantrasyonunda 1/V-[I] grafigi ¢izilerek kesim noktalarindan K;
sabitleri hesaplanir (Telefoncu 1986).

Pentoz fosfat metabolik yolu bazen pentoz yan yolu, heksoz monofosfat yolu veya
fosfoglukonat oksidatif yolu olarak da isimlendirilebilir. Bu reaksiyon serisinin
aydinlatilmasinda ilk adim, 1931 yilinda Otto Warburg tarafindan atilmig ve tamam
Fritz Lipmann, Frank Dickens, Bemnard Horecker ve Efraim Racker isimli
biyokimyacilar tarafindan ortaya konulmugtur (Agrios 1997, Keha ve Kiifrevioglu
2000).

Pentoz fosfat metabolik yolu eritrosit ve beyin hiicreleri gibi bazi hiicrelerin temel enerji
kaynag1 olan glukozun oksidasyonu i¢in tek oksidatif yoldur (Thomas and Gilham 1983,
Mathews and Van Holde 1990, Mayes 1991, Lukens 1993). Pentoz fosfat metabolik
yolu, glikoliz yoluna bir alternatif yol olarak diigiiniilse de her iki yolun hiicredeki
fonksiyonlan ve hiicredeki ihtiya¢ alanlari farklidir. Glikoliz, daha gok Krebs dongiisii
ile birlikte hiicre i¢i enerji gereksiniminin giderilmesinden sorumludur (Krebs and
Eggleston 1978). Bununla birlikte pentoz fosfat metabolik yolu, oksidatif ve
nonoksidatif olmak {izere iki agamada gergeklesir ve bu yolun hedefi indirgeyici olaylar
i¢in gerekli NADPH’1 iiretmek ve ATP, NAD', FAD, DNA, RNA gibi bilesikler i¢in

6n madde olan riboz-5-fosfat sentezlemektir. Bu olayin toplam reaksiyonu s6yledir:

Glukoz 6-fosfat+ 2NADP* + IO Riboz 5-fosfat+ 2NADPH+ 2H" + CO:



Pentoz fosfat metabolik yolu ayn1 zamanda iig, dort, bes, alt1 ve yedi karbonlu sekerlerin
oksidatif olmayan bir seri reaksiyonla birbirlerine donfistiiriilmesini de katalizler.
Bitkilerde pentoz fosfat yolunun bir bélimi, fotosentez olayr ile CO;’den glukozun
sentezlenmesinde de rol alir (Levy 1979, Keha ve Kiifrevioglu 2000). Pentoz fosfat
metabolik yolunun oksidatif ve nonoksidatif reaksiyonlar sekil 1.1’de gésterilmistir.



Glukoz
ATP
Heksokinaz
ADP
Glukoz 6-fosfat
NADP+
GIu}(oz 6-fosfat C
dehidrogenaz NADPH + H+
\}
6-Fosfoglukono-1,5-lakton Oksidatif
H,0 reaksiyonlar
Glukonolaktonaz C
H+
A\
6-Fosfoglukonat
NADP+
6-Fosfoglukona -
dehidro;
¢ cenidrogenaz \5 NADPH + H+
'\> co ,
Ribuloz 5-fosfat —_] —_—
Ribuloz 5-fosfat Ribuloz 5-fosfat
3-epimeraz l I izomeraz
Ksiluloz 5-fosfat Riboz 5-fosfat
———l Transketolaz
{ l Nonoksidatif
reaksiyonlar
Sedoheptuloz Gliseraldehid
7-fosfat 3-fosfat
Transketolaz Transaldolaz
Eritroz 4-fosfat
| /
Gliseraldehid Fruktoz 6-fosfat Fruktoz 6-fosfat |
3-fosfat

Sekil 1.1. Pentoz fosfat metabolik yolunun oksidatif ve nonoksidatif reaksiyonlar (Rawn
1989).



Glukoz-6-fosfat dehidrogenaz (D-Glukoz 6-fosfat: NADP" oksidorediiktaz, EC
1.1.1.49, G6PD), NADP™nin indirgenmesiyle birlikte glukoz 6-fosfat'm 6-
fosfoglukuno-1,5-laktona’a doniigmesini katalizleyen diizenleyici bir enzimdir. Bu
reaksiyon pentoz fosfat metabolik yolunun ilk ve hiz sinirlayict basamagidir (Shannon
et al 2000). Bu enzim NADP""ye kars1 son derece spesifiktir ve NAD" i¢in Ky degeri
NADP" igin olandan yaklasik 1000 misli fazladir. Bu reaksiyonun tirtinii C-1 karboksili
ile C-5 hidroksil grubu arasinda olusan bir molekiil i¢i estere sahip olan 6-fosfoglukuno-
1,5-laktondur. Bundan sonraki basamak 6-fosfoglukuno-1,5-laktonun laktonaz enzimi
katalizorliigiinde 6-fosfoglukonata hidrolizidir. Bu alt1 karbonlu seker daha sonra
oksidatif dekarboksilasyonla ribuloz-5-fosfata déniistir. Bu reaksiyonda koenzimi yine
NADP" olan 6-fosfoglukonat dehidrogenaz enzimi gérev alir. Riboz-5-fosfat

sentezindeki son basamak Ribuloz-5-fosfatin izomerlesme reaksiyonudur.

NADPH, indirgeyici biyosentez olaylarinda yaygin bir sekilde kullanilan ve pentoz
fosfat yolunun 6nemli bir {iriinidiir. Ayrica, oksidatif hasara karst hiicrenin

korunmasinda temel teskil etmektedir (Levy 1979). Uretilen NADPH’lar genel olarak;

e Yag asitlerinin sentezi,

e Steroidlerin sentezi,

¢ Baz aminoasitlerin sentezi,

o Indirgenmis glutatyon sentezi ve peroksitlerin ortadan kaldirilmasi,

o [lag detoksifikasyonu,

e DNA sentezi igin riboniikleotidlerin  deoksiriboniikleotidlere
doniismesi gibi birgok indirgeyici biyosentez olaylarinda kullamilirlar
(Bonsignore et al 1966, Wood 1986, Bonsignore and De Flora 1972).

Yukarda maddeler halinde belirttigimiz reaksiyonlar sonucu bir glukoz molekiilii bagina
iki NADPH ve bir riboz-5-fosfat meydana gelmektedir. Pentoz fosfat yoluna giren
glukoz 6-fosfat, hiicrenin NADPH, riboz-5-fosfat ve ATP ihtiyacina gore dort farkl
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sekilde reaksiyona girer (Mathews and Van Holde 1990, Lehninger 1993, Keha ve
Kiifrevioglu 2000).

1-Riboz-5-fosfata, NADPH’dan daha fazla ihtiya¢ varsa, glukoz 6-fosfatin ¢ogu
glikolizle fruktoz-6-fosfat ve gliseraldehid-3-fosfata ¢evrilir. Daha sonra transketolaz ve
transaldolaz enzimleriyle reaksiyonlarin doniigiimli islemesi sonucu bir molekiil

gliseraldehid-3-fosfat ve iki molekiil fruktoz-6-fosfat, {i¢ molekiil riboz-5-fosfata
d6niistiiriilir.

2- Riboz-5-fosfat ve NADPH ihtiyacimn egit oldugu durumda; pentoz fosfat yolunun
oksidatif reaksiyonlar1 devreye girmektedir. Bu reaksiyonlarin stokiyometrik denklemi
sOyledir.

Glukoz-6-fosfat+ 2NADP™ + HEO ———— Riboz-5-fosfat+ 2NADPH+ 2H' + CO:

3- NADPH’a riboz-5-fosfattan daha fazla ihtiya¢ oldugu durumda; glukoz-6-fosfat
tamamen CO,’ye yiikseltgenir ve bu da ii¢ grup reaksiyonla gergeklestirilir. Birincisinde
iki NADPH ve bir riboz-5-fosfat oksidatif olarak sentezlenir. Daha sonra riboz-5-fosfat,
transketolaz ve transaldolaz enzimleriyle fruktoz-6-fosfat ve gliseraldehid-3-fosfata
doniistiiriiliir. Son olarak da glukoneogenez reaksiyonlanyla gliseraldehid-3-fosfat ve
fruktoz-6-fosfattan glukoz-6-fosfat tekrar sentezlenir.

4- Riboz-5-fosfattan daha fazla NADPH’a ve bununla birlikte ATP’ye ihtiyac¢
duyuldugu durumda; glukoz-6-fosfat piruvata doniigiir. Riboz-5-fosfattan tiiretilen
fruktoz-6-fosfat ve gliseraldehid-3-fosfat glukoneogenez yerine glikoliz yoluyla
piruvata kadar yiikseltgenir. Bu arada NADPH ve ATP beraberce sentezlenmis olur
(Mathews and Van Holde 1990, Lehninger 1993, Keha ve Kiifrevioglu 2000).
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Glukoz-6-fosfat dehidrogenaz enzimi bir ¢ok hiicrede NADP"’nin indirgenmesine eslik
ederek glukoz 6-fosfatin (G6P) 6-fofoglukono-1,5-lakton’a doéniislimiini katalizleyen
diizenleyici bir enzimdir. Dolayisiyla, bu enzim ¢ogu hiicrede NADPH’1n tek kaynagi
olan pentoz fosfat metabolik yolunun ilk ve kilit enzimidir (Kanji et al 1976, Deutsch
1983, Kirkman and Gaetani 1986, Telefoncu ve Telefoncu 1989, Lehninger 1993,
Unlitkurt vd 1993, Keha ve Kiifrevioglu 2000, Shannon et al 2000,).

IIk defa Warburg tarafindan alyuvar ve bira mayasinda belirlenen bu enzim, bir ¢ok
indirgeyici biyosentez olaylarimin meydana gelmesinde, stilthidril gruplannin
stirekliliginin saglanmasinda, serbest radikallerin ve peroksitlerin detoksifikasyonunda
glrev alan indirgenmig glutatyonun olugumunda indirgeyici rol oynayan NADPH, temel
olarak pentoz fosfat metabolik yolunun ilk enzimi olan bu enzim tarafindan katalizlenen
glukoz 6-fosfat’in 6-fosfoglukono-1,5-lakton’a déniigiimii sirasinda elde edilmektedir
(sekil 1.2) (Yiiregir vd 1988, Ninfali et al 1990, Lehninger 1993, Lukens 1993, Unliikurt
vd 1993, Grossman et al 1995, Aksoy 1997, Champe and Harvey 1997, Keha ve
Kiifrevioglu 2000, Ozer et al 2001).

Glukoz
Glukoz HUCRE
Glukoz 6-fosfat i
(G6-P) G6-P NADP+ 2GSH H,0,
Glukoz 6-fosfat Glutatyon Glutatyon
dehidrogenaz reduktaz peroksidaz
6-Fosfoglukono-1,5-lakton NADPH-+H+ GS-8G 2H,0

Sekil 1.2. Eritrositlerdeki G6PD metabolizmast

Pentoz fosfat metabolik yolu ile ilgili radyoaktif HC ile isaretlenmis glukoz ile yapilan
denemeler, bu yolun kas dokularindan ¢ok adipoz dokuda aktif oldugunu gostermisgtir.
Bu sonu¢ pentoz fosfat metabolik yolunun baslica roliintin, indirgeyici biyosentez

olaylarinda kullamlmak iizere, NADPH tiretmek oldugu iddiasim desteklemektedir.
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Ciinkii, yag dokusu hiicrelerinde asetil CoA dan yag asitlerinin biyosentezine de biiyiik
miktarda NADPH kullaniimaktadir (Wood 1986, Keha ve Kiifrevioglu 2000).

GSH/GSSG orami alyuvarlarda yaklasik 500 diir. Indirgenmis glutatyon (GSH), ilag
detoksifikasyonu ve hidrojen peroksitlerin uzaklastirilmasi reaksiyonlarinda 6nemli bir
role sahiptir. Bu rol 6zellikle karacigerde ¢ok dnemlidir. Ciinkii, detoksifikasyon olay1
karaciger mikrozomlarinda bulunan sitokrom P-450 sistemi tarafindan gerceklestirilir.
Bu sistemin igleyiginde oksijen molekiiliine yeterli miktarda elektron aktarilamazsa
sliperoksit radikali (O;) veya peroksit (H,O;) meydana gelir. Hiicrede bu zararh
iyonlar1 zararsiz hale getirecek sistem mevcuttur. Siiperoksit dismutaz ve katalaz
enzimleri, hiicrede oksidatif strese sebep olan sliperoksit radikali ve peroksit’in suya
déniismesine sebep olarak hiicre membram proteinlerinin hasar gérmesini Snlerler. Bu
enzimlerin fonksiyonu askorbik asit, indirgenmis glutatyon (GSH) ve K vitamini
tarafindan giiclendirilir.

Normal eritrosit hiicre yapisinin devami ve hemoglobindeki demir iyonunun +2 halinde
korunmasi i¢in GSH zorunludur. Diigikk seviyede GSH ihtiva eden alyuvarlarin daha
¢ok hemolize maruz kaldiklar1 tespit edilmesine ragmen sebepleri heniiz ortaya
konulmarmustir (Deutsch 1983, Yiiregir vd 1988, Lehninger 1993, Aksoy 1997, Keha ve
Kiifrevioglu 2000). GSH seviyesindeki diisme, lens proteinlerinin ¢6ziiniirliigiiniin
azalmasim tesvik edeceginden lenste 6nemli bir role sahiptir (Rathbun 1976, Augusteyn
1979).

Lens viicudda en fazla protein igerigine sahip olan ve tek hiicre tipinden meydana gelen
bir dokudur (Spector 1984). Lensteki toplam protein miktarimn yaklagik %90°nin
kristallinler icermektedir (Spector 1984, Jaffe and Horwitz 1995).

Lenste metabolizmada kullanilabilir glukozun %14’li pentoz fosfat metabolik yolu ile
kullanilir (Jaffe and Horwitz 1995). Bu yol pek ¢ok biyokimyasal reaksiyon i¢in kritik
bir 6neme sahip olan NADPH’1n iiretimi i¢in oldugu kadar niikleik asitlerin sentezi i¢in
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gerekli olan pentozlan {iretir (Jaffe and Horwitz 1995). NADPH’1n lensteki en 6nemli
gérevi okside glutatyonu (GSSG) indirgenmis glutatyona ¢evirerek lensin

opaklagmasini dnlemektir.

Glukoz-6-fosfat dehidrogenaz enzimi glukoz 6-fosfatin, 6-fosfoglukono &-laktona

oksidasyonunu katalizler;

Glukoz-6-fosfat+ 2NADP" + HeO ——— Rjboz-5-fosfat+ 2NADPH+ 2H* + CO:

Glukoz-6-fosfat dehidrogenaz enziminin aktivitesinin tayini i¢in yukaridaki reaksiyonda
goriildiigti gibi, reaksiyon sonunda olusan NADPH goz 6niine alinir. NADPH 340
nm’de absorbans verir. Dolayistyla enzimin aktivitesi 25°C’de NADP*"nin indirgenmesi
sonucu olusan, NADPH':n 340 nm’de absorbsiyon vermesiyle spektrofotometrik
metodla absorbsiyon artisi sonucu odlgiiliir. 1 mM NADP" indirgendiginde (1 ml
hacimde ve 1 cm 151k yolunda), spektrofometrede 340 nm dalga boyunda okundugunda
6,22 OD (optik dansite) verir. Yukaridaki reaksiyonlarda goriildiigii gibi glukoz-6-fosfat
dehidrogenaz enziminin katalizledigi reaksiyonda 1 mol substrat (G6P) reaksiyona
girdiginde, 1 mol NADPH olusur (Beutler 1971).

G6PD eksikliginden dolay1 heterozigotlarin eritrosit hiicreleri sitmaya sebep olan bir
parazit olan “Plasmodium falciparum”a karsi direnglidirler. Plasmodium falciparum
gelismesi i¢cin NADPH gerekir. Heterozigotlarin eritrosit hiicreleri kendi ihtiyaglarini
kargilayacak yeterli miktardaki NADPH’1 iretirler fakat sitma parazitinin optimum
gelisimi i¢in yeterli degildir (Rawn 1989). Pamakuin gibi sitma tedavisinde kullanilan
ilaglar eritrosit hiicrelerindeki NADPH’1n konsantrasyonunu daha da diigiiriir. Pamakuin
molekiil kismu yapisal olarak NADP™’nin nikotiamid halkasmna analogdur. Bu ilag,
pamakuinin piridin grubuna kendiliginden elektron transferiyle nonenzimatik olarak
indirgenir. G6PD eksikliginden dolay: diisiik konsantrasyonda NADPH’a sahip olan
kigilere pamakuin uygulandiginda, NADPH konsantrasyonu indirgenmis haldeki
glutatyonu (GSH) iiretemeyecek seviyeye diisecektir. BOylece eritrosit membran
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proeteinleri ve membran lipidlerinin oksidasyonu akut hemolitik anemi olarak bilinen
bir durumu ortaya ¢ikaran eritrosit hemolizini netice verir. Bu durum &liimle
sonuglanabilir (Rawn 1989).

Bu tez kapsaminda koyun eritrosit ve g6z lensi G6PD enzimi iizerindeki etkileri

aragtirilan ilaglar ve 6zellikleri agagida anlatilmugtir.

Sodyum ampisilin: Hem agizdan hem de parenteral uygulanabilen bir penisilin
tirevidir. Haemophilus influénzae, E.coli, Salmonella, Shigella, Proteus mirabilis gibi
gram-negatif basillerin suslarnin goguna kargi bakterisit etkinlik gosterir. Ancak,
sayllan gram-negatif basillerden son yillarda meydana gelen rezistans artmasi nedeniyle
ampisilinin terapotik tstlinliifi azalmaktadir. Avrupa iilkelerinde izole edilen E.coli
suslarmin tlimi {izerinden yaklagitk %40’1min ampisiline rezistans oldugu tespit
edilmistir.

Ampisilin mide-barsak kanalindan kismen (ortalama %40) absorbe edilir; absorbsiyonu
besinler tarafindan Onemli Ol¢lide azaltilmaz. Oral uygulandifinda doruk plazma
konsantrasyonuna yaklasik 2 saatte erisilir.

Ciddi enfeksiyonlarda yiiksek dozda ve parenteral (genellikle i.v.) verilmesi gerekir.
Ampisilinin menenjit tedavisinde yliksek dozda ve iv. kullamlmasi tavsiye
edilmektedir. Plazma proteinlerine ¢ok az (ortalama %20) baglanir. Absorbe edilen
dozun yaklagik yaris1 bobreklerden (glomeriiler filtrasyon ve tiibiiler salgilama
suretiyle) atilir; idrardaki konsantrasyonu ytiksektir. Kalan kisminin biiyiik bir béliimii
karacigerden safra icine itrah edilir ve az bir kismu metabolize edilir. Tikaniklik
olmadig; takdirde safradaki konsantrasyonu plazmadakinin 300 katina ¢ikabilir. Tiibiiler
salgilanmasini inhibe eden probenesid adli ilag ampisilin’in bobrekden itrahim bloke
eder, kandaki konsantrasyonunu yiikseltir ve atilimimi geciktirir. Ampisilinini yarilanma
Omrii 0,5-1 saattir (Kayaalp 1998).



15

Sefazolin sodyum: Antibakteriyel etkilidir. Bakterisid etkilerini hiicre duvan sentezini
inhibe ederek ggsterir. Plazma proteinlerine en fazla baglanan sefalosporin olmas: ve
bobreklerden esas itibariyle glomeriler filtrasyonla atilmasi nedeniyle, parenteral
kullanulan birinci kugak sefalosporinler arasinda eliminasyon yarilanma 6mrii en uzun
olamdir. Alt solunum yolu enfeksiyonlan, arpacik, {ist solunum yolu, lriner sistem
enfeksiyonlar, cilt ve yumusak doku enfeksiyonlar, safra yollar enfeksiyonlari, kemik,
eklem ve yumusak doku enfeksiyonlarinda endikedir.

Penisilinler ile sefalosporinler arasinda kismi ¢apraz duyarlilik olduguna dair klinik ve
laboratuar bulgulari mevcuttur. Her iki ilagla da anaflaktik sok dahil ciddi asin
duyarlilik reaksiyonlar: bildirilmistir (Kayaalp 1998).

Deksametazon: Kimyaca 9a-flouro-16a-metilprednizolon’dur. Oral veya paranteral
olarak kullanilir, Plazmadaki yanlanma 6mrii 3 saat kadardir. Plazma proteinlerine en
az baglanan bir .glukokortikoiddir. Glukokortikoidler, insiiline zit yonde etki yaparlar.
Karacigerde glukoneogenezi artirirlar. Bu olay, muhtemel olarak glukoneogenezde rol
oynayan piruvat karboksilaz, fruktoz 1-6 bisfosftaz ve glukoz 6-fosfatazi ve ayrica
amino asitleri piruvata doniistiiren transaminazlari indiiklemelerine; hiicrelerde protein
sentezini inhibe etmelerine; proteolizi artirmalari sonucu, glukogenik aminoasitleri
artirmalarina baglidir. Glukokortikoidler yag dokusu hiicrelerine, fibroblastlara ve
timositlere glukoz girigini azaltirlar. Glukoneogenezin artmasi ve glukoz girisinin
azalmasi gliseminin yiikselmesine neden olur. Glukokortikoid tiirii ilaglarin yan tesirler
¢ok fazla ve 6nemlidir (Kayaalp 1998).

Gentamisin siilfat: Micromonospota purpurea’dan elde edilir. Gergekte yapica
birbirine ¢ok benzeyen {i¢ gentamisin tlirlintin kansimindan ibrettir. Kitlesine gore,
streptomisin, kanamisin ve amikasinden glicliidiir. Aminoglikozid ilaglar iginde
spektrumu en genis ve antibakteriyel etki giicii en yiiksek olanlardan biridir. Bakterisid
etki yapar. Ozellikle Enterobacteriaceae grubu (E.coli, Klebsiella, Aerobacter vb.)
bakteriler ile Pseudomonas aeruginosa gibi gram-negatif basiller ve penisiline ve

metisiline dayamkli Staph, aureus suglari Uzerinde etkilidir. Antipsédomonal
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penisilinlerle kombine edildiginde, Proteus tiirleri ve pseudomonas lizerinde, sinerjizma
nedeniyle daha giiclii etkinlik gdsterir. Sayilan bakterilerin hepsi in vitro kosullarda
gentamisinin 6 pg/ml’den daha diisiikk konsantrasyonlar: ile inhibe edilirler. Bu
konsantrasyon serumda, bir kezlik mutad doz olan i.m. 1,5 mg/kg gentamisin ile elde

edilir. Plazma proteinlerine hemen hemen hig baglanmaz.

Kanda yaklagik %10 oraminda alyuvarlara baglamir; bu nedenle anemik hastalarda
kandaki serbest gentamisin konsantrasyonu biraz daha yiiksek olur. Viicutta
biyotransformasyona ugramadan bébreklerden itrah edilir ve idrarda serumdakinden 10-
100 kez daha yiiksek konsantrasyonlarda bulunur. Gentamisinin en 6nemli indikasyonu,
aerobik gram-negatif basillere (6zellikle Pseudomonas ve Proteus’lara) bagli sistemik
enfeksiyonlardir (Kayaalp 1998).

Amikasin siilfat: Aminoglikozidler arasinda yari-sentetik olarak yapilan ilk tiirevdir.
Dogal bir ilag olan kanamisin A’dan agilleme suretiyle elde edilir. Yapis: ile ilgili bu
Ozelligi nedeniyle; gentamisin, kanamisin ve tobramisin gibi dogal aminoglikozidleri
inaktive eden bakteriyel enzimlere dayanklidir ve bundan dolayi en genis spektrumlu
aminoglikoziddir.

Farmakolojik ve farmakokinetik 6zellikleri yoniinden kanamisin ile amikasin arasinda
yakin bir benzerlik vardir. Kanamisin gibi amikasin de i¢ kulakta &zellikle isitme
fonksiyonunu bozar. Gentamisin derecesinde nefrotoksik ve ototoksik etki gosterir.
Gentamisin ve tobramisinden farkli olarak, amikasin b6brek yetmezligi olgularinda
kanda penisilinlerle birlesmek suretiyle inaktive edilmez (Kayaalp 1998).

Vankomisin: Streptomices orientalis’den elde edilir. Yapica diger antibiyotiklerden hig
birine benzemez. Suda fazla ¢6ziinen stabil bir bilesiktir. Penisilinler gibi, bakteri hiicre
duvarinin sentezini bozar. Ancak etki mekanizmasi onlarinkinden farklidir. Vakomisin
bakteride agil-D-alanil-D-alanin’e baglanarak peptidoglikan zincirinin biyosentezini
bloke eder.
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Antibakteriyel spekturumu dardir. Esas olarak gram-pozitif kokuslan ve Clostridum’lari
etkiler. Penisilinler gibi, bélinmekte olan duyarli bakteriler tizerinde bakterisid etki
yapar. Staph. Aureus ve Staph. Epidermis bu ilaca en fazla duyarli olan kokus tiirleridir.
Metisiline-rezistan ve miiltipl-rezistan (hem metisiline- ve hem de gentamisine-rezistan)
stafilokok suslar1 {izerinde giiclii bakterisid etkinlik gosterir. Streptokoklardan grup A
beta-hemolitik streptokoklar ve Strep. pneumoniae de ¢ok duyarhidir. Strep. viridans
suslarinin vankomisin’e duyarlilig: degiskendir. Grup D streptokoklardan enterokoklar
bu ilacin bakterisid etkisine rezistandirlar; fakat vankomisin tarafindan ¢ogalmalari
inhibe edilir. Ayn1 gruptan non-enterokokal streptokoklar (Strep. bovis gibi) iizerinde
susa gore degisen bir derece bakterisid etkinlik gosterir. Clostridium tetani ve difficile
gib gram-pozitif anaerob basiller ve Corynebacterium tiirleri lizerinde de gigli
bakterisid etki yapar. Gram-negatif basillere ve bakteriler disindaki mikroorganizmalara
etkisizdir.

Mide-barsak kanalindan absorbe edilmez; sistemik infeksiyonlarin tedavisi igin sadece
paranteral (i.v.) kullamlir. Agizdan sadece, C. difficile veya stafilokoklara bagh
enterokolitlerde barsakta lokal etki olugturmak igin kullanilir. Plazma proteinlerine ¢ok
diisiik oranda (yaklasik %10) baglanir. Ser6z bosluklara ve menenjit varsa, BOS (beyin
omurilik sivis1) igine iyi niifuz eder. Bobreklerden itrah edilmek suretiyle elimine edilir.

Eliminasyon yarilanma $mrii, b6brek fonksiyonu normal kimselerde 6 saat kadardur.

Intraven6z verilisi yavas injeksiyon veya infiizyon seklinde yapilir. Aminoglikozidlerle
kombine kullamldiginda, dozu yanya diisiiriiliir. Sistemik ve lokal verildiginde yan

tesirlerini azaltmak i¢in intravendz soliisyonuna hidrokortizon ilave edilebilir.

Vankomisin, toksisitesi fazla olan bir antibiyotiktir. En ciddi yan tesiri nérotoksik
etkisine bagl isitme kaybidir; bazen vestibiiler siniri de bozabilir. Isitme kayb: yiiksek
dozla veya uzun siiren tedavi sirasinda meydana gelir ve irreversibl olabilir. Nefrotoksik
etkisi hafiftir ve bobrek bozuklugu seyrek goriilir. Injeksiyon yapilan vende
tromboflebit olugturabilir. Nadiren anafilaktik sok benzeri bir durum olusturabilir
(Kayaalp 1998).



18

Seftriakson: Ugiincii kusak sefalosporinlerdendir. Gram-negatif bakteri spektrumunun
niteligi bakimindan sefotaksim ve seftizoksim’e benzer, H. influenzae, N. gonorrheae,
menengokoklar ve pnémokoklara gok etkilidir. Pseudomonas, B. fragilis enterokoklar
ve stafilokoklara karsi etkinligi diisiiktiir. Plazma proteinlerine %95 baglanir. BOS’a
sefotaksim ve seftrizoksim kadar iyi sokulur. Kismen karacigerde metabolize edilmek
veya safraya itrah edilmek ve kismen de bSbreklerden glomeriiler filtrasyonla atilmak
suretiyle yavag elimine edilir. Eliminasyon yarilanma émri{i en uzun olan sefalosporindir
(8 saat). Bakteriyel menenjitte, alt solunum yolu infeksiyonlarinda, gonorenin gesitli
sekillerinde ve doz intervalinin uygunlugu nedeniyle duyarli bakterilere bagh
infeksiyonu olan ambulatuvar hastalarda tercihen kullanilir; tiyofa kars1 alternatif ilagtir.
Digerlerine gore sik diyare yapan bir sefalosporindir; bunda barsak mikroflorasini
bozmasimin katkis1 vardir. Nisbeten sik bir sekilde safra kesesinde ¢okelti (psodolitiazis,
“safra camuru”) yapar, bu bazen semptomatik olabilir (safra koligi, bulant1 ve kusma

gibi); tedavi bittikten sonra iki ay iginde ¢okelti kaybolur (Kayaalp 1998).

Dorzolamid: Glokom tedavisinde yan tesirleri pahasina, sadece sistemik olarak
kullanilir. Asetazolamid, soliisyon halinde géze damlatildifinda g6z igine penetrasyonu
yetersizdir. Bu indikasyonda kullamlmak tizere, gravimetrik etki giicii daha yiiksek olan
ve gbze lokal uygulandifinda processus cilaris’e yeterince sokulabilen dorzolamid
gelistirilmigtir. Sistemik yan tesirleri 6nemsiz derecededir. Bu ilag %2’lik soliisyon
halinde giinde 3 kez goze damlatilir. Tek bagina veya beta-blokdr soliisyonlariyla yeterli
sonug alinamayan glokom ve g6z hipertansiyonu olgularinda birlikte kullanilir (Kayaalp
1998).

Timolol maleat: Timolol maleat gbz damlas: olarak kullanilan bir ilagdir. Bu ilacin %
0,25-0,5’1ik soliisyonunun goze damlatilmasi normal deneklerde ve kronik agik-agili
glokom olgularinda goéz-i¢gi basmncim diiglirlir; aym etki afiz yolundan timolol
verildiginde de olusur. Karteolol, betaksolol ve levobunolol’nun oftalmik soliisyonu da
bu indikasyonda lokal kullanilir. Diger beta-blokdr ilaglarin sistemik uygulanmasi ile de
benzer sonuglar alinmigtir. Dar-acili glokomda belirgin bir etki géstermezler. Timolol

selektif-olamayan tipte bir beta-blokdrdiir.



19

Timolo!l soliisyonunun lokal uygulanmasi. agik agili glokomun standart tedavisi
sayllmaktadir. Bu ilag aym indikasyonda lokal kullanilan pilokarpin’e (%1-4’liik
soliisyon) gore biraz daha fazla, adrenalin’e (%0,5-2’lik soliisyon) gore ise belirgin
derecede fazla etkili bulunmugtur. G6ze lokal uygulandiginda goz-igi basincindaki
azalma 20 dakikada baslar ve 12-24 saat kadar stirer. Timolol soliisyonu giinde iki kez
damlatilmak suretiyle uygulanir. Sayilan beta-blokér-olmayan ilaglara gére diger bir
tistlinltigii, pupilla ¢apinda veya akomodasyonda belirgin degisiklik olusturmamasidir.
Uygulanan miktarlarin %80°e kadar varabilen bir kismn absorbe edilebilir.

Timolol ve diger beta-blokérlerin goz-i¢i basincim diigtirmeleri, processus ciliaris epitel
hiicrelerinde akdz hiimdr yapimini azaltmalari ile ilgilidir. Ak6éz hiimériin drenajim
etkilemezler. S6z konusu etkisi beta-reseptorlerin blokaj: ile ilgisi de kesin degildir.
[lging olarak adrenalin ve beta-mimetik (agonist) bir ilag olan salbumatol da gdz-igi
basincim diigiiriir; fakat bu etki iridokorneal agidaki beta-reseptérler araciligy ile

drenajin artirilmasina bagh olabilir.

Timolol maleat; lokal pilokarpin veya lokal adrenalin veye sistemik asetazolamid
tedavisi ile kombine uygulamirsa bu ilaglarin goz-igi basinci {izerindeki diistirticii
etkisini artirir. Timolol uygulanmasina baglandiginda, ilk 1-2 hafta i¢inde etkisinde hafif
bir azalma olur; bundan sonra 1-2 y1il boyunca uygulandiginda bile etkinlikte bir azalma
olmaz.

Timolol uygulanmas: seyrek olarak gézde yanma, fotofobi, gérme bulaniklig, kas agrisi
ve kizarma gibi lokal belirtilere neden olur. Yan tesir sikli1 pilokarpin veya adrenaline
gore daha diigiiktiir. Keratokonjonktivitis sikka yaptifr igin terkedilen praktolol’un
aksine, timolol g6z yas1 salgilanmasinda azalma yapmaz. Goézden absorbe edilerek
kardiyovaskiiler nitelikte sistemik etki olusturabilir. En ¢ok goriilen sistemik etkisi
bradikardidir; kan basincinda hafif diigme yapabilir. Bronsiyal astma, konjestif kalp
yetmezligi ve kalp bloku olan hastalarda sistemik etkileri sorun olusturabilir (Kayaalp
1998).
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Siklopentolat: Bu tiir ilaglar, sentetik olarak yapilan tersiyer amin tiirevieridir. Atropin
ve skopolamin gibi, amino alkollerin organik asitlerle yaptig1 esterlerdir. Bunlardan
homatropin, yapist bakimindan atropin’e en fazla benzeyen tiirevdir; tropin’in mandelik
asidle yaptig1 esterdir. Bazilar1 kuvaterner amin haline sokulmustur; bunlardan sonraki
gruba girerler.

Tersiyer amin yapisinda olmalari nedeniyle géze damlatildiklarinda g6z igine gabuk
niifuz ederler. SSS (santral sinir sistemi)’ne girebilirler. Parasempatolitik etkinlikleri
atropininkine gére zayiftir.

Bu ilaglardan siklopentolat ve homatropin gibileri sadece oftalmik soliisyon geklinde
lokal kullanilir. Atropin’e gore iistiinlilkleri, midriyatik ve sikloplejik etkilerinin ¢abuk
baglamasi ve kisa stirmesidir. G6zii tahris etmezler. G6ze damlatiidiklarinda genellikle
yarim saat sonra etkileri maksimuma erisir ve en fazla 24 saat stirer. Tropikamid bunlar
i¢inde en kisa etkili olamdir; yaptig1 midriyazis 20 dakika i¢inde maksimuma ersir ve 6-
12 saat kadar siirer. %0,5’lik sollisyonu siklopieji yapmaksizin sadece midriyazis
olusturur. Bu ilaglarin hepsinin etkinligi atropin’inkinden zayif oldugu i¢in, goéze
pilokarbin veya fizostigmin soliisyonu damlatmak suretiyle etkileri kolayca ortadan
kaldirlabilir (Kayaalp 1998).

Indometasin: Analjezik, antipiretik ve antiinflamatuvar etkisi olan bir ilagtir. Agizdan
alinan 50 mg indometasin, 600 mg aspirin ile agag1 yukar: esit derecede analjezi yapar.
Esit-analjezik dozu, aspirininkinden daha gli¢lii antiinflamatuvar ve antipiretik etki
gosterir. Yan tesirlerinin fazlalif1 nedeniyle ankilozan spondilit, osteoartrit ve romatoid
artrit gibi romatizmal hastaliklarda, akut gut artritinde, bursit, tendinit ve travmatik
sinovit gibi durumlarda kullamlmasi tavsiye edilir. llacin vazokonstriktdr etkisi de
vardir. Heniiz agiklanamayan nedenlerle kal¢a, diz ve omuz eklemleri gibi biiylik
eklemlerin primer osteoartritinde diger durumlarda oldugundan belirgin derecede daha
giiclii terapétik etkinlik gosterir. Romatoid artritte yiiksek dozda kullamilmas: gerekir,
etkinlik ve yan tesir indensi bakimindan aspirine gére bir tistiinliifi yoktur. Ankilozan
spondilitte aspirinden daha fazla terapstik etkinlik gdsterir; bu durumdaki etkinligi
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fenilbutazonunkine egittir. Akut gut artritinin tedavisinde ve kolsisine dayaniklilik
gostermeyen hastalarda giinde iki kez 25 mg gibi diisiik bir dozda nébetlerin
profilaksisinde kullanilir. Akut infeksiy6z diyarelerde kismi diizelme yapabilir; ancak bu

amagla kullanilmaz.

Deneysel incelemelerde ¢esitli endojen maddelerin yaptif1 kapiler permeabilite
artmasini  Onleyebildigi gosterilmigtir. S6z konusu etkiler hi¢ olmazsa kismen
prostaglandin sentezini inhibe etmesine baglidir. Ayrica sitotoksik nitelikteki aktif
oksijen radikallerini baglayarak inaktive eder. In vitro olarak fosfodiesteraz1 giiglii bir
sekilde inhibe eder ve intraseliller cAMP’nin konsantrasyonunu yiikseltir. cAMP’nin
polimorf ¢ekirdekli 16kositlerede ve makrofajlarda lizozom membranim stabilize ettigi
ve trombositlerde fosfolipidlerin arasidonik aside déniismesini inhibe ettigi bir varsayim
olarak ileri siiriilmiistir. Bu nedenle, indometasin’in hiicrelerde cAMP diizeyini
yiikseltmesi antiinflamatuvar etkisinin olugmasina katkida bulunabilir.

Apiz yoluyla alindiginda gastrointestinal kanaldan g¢abuk ve tam absorbe edilir.
Plazmada yarilanma 6mrii iki saat kadardir; fakat bu degerden beklenene gore daha
uzun etkinlik gosterir. Bunun nedeni kismen, dokularda toplanmasi ve plazmadan

kaybolan ilacin yerine dokudan plazmaya indometasin saltverilmesidir (Kayaalp 1998).

Sefepim: Beta-laktamaz enzim tiirlerine en dayamkli ve onlan pek indiiklemeyen
dérdiincti kusak sefalosporindir. Antibakteriyel spektrumu sefotaksiminkine benzer;
ancak Ps aeruginosa’ya karg1 daha etkili (seftazidime yaklagik esit)’dir. Streptokoklar ve
metisiline duyarli Staph. Aureus’a kargi seftazidimden daha etkilidir. Tamamuyla
bobrekten itrah edilir. Intravendz injeksiyon veya infiizyonla verilir (Kayaalp 1998).

Sefotaksim: Tipta ilk kullamlan tgiinci kusak sefalosporindir. Antibakteriyel
spektrumu sefoperazonunki kadar genis degildir. Aerobik gram-negatif basillerin
coguna (6zellikle E.coli ve Serratia’ya) ve Staph. Aureus’a karsi ¢ok etkilidir. Gram-

negatif enterik basillere, H. influenzae, N. menengitidis ve Strep. pneumoniae’ye bagl
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menenjite karsi etkilidir. Pseudomonas, enterokoklar ve B. fragilis’e kars: etkinligi
yetersizdir. Plazma proteinlerine % 40 oraninda baglamr; BOS igine yeterli derecede
niifuz eder. Karacigerde % 30-50’ye varan bir oranda metabolize edilir. Kalan kismi1 ve
metabolitleri biiyiik 6lgiide bobrekten itrah edilir. Yarilanma &mrii 1 saat kadardir. I.m.
injeksiyon veya i.v. injeksiyon ya da infiizyonla kullanilir (Kayaalp 1998).

Penisilin G: Penisilinler gliclii bakterisit etkileri yaninda toksisiteleri nispeten diigiik
olan ve sik kullanilan dogal veya yari-sentetik antibiyotiklerdir. Ilk bulunan ve kisa
araliklarla yeni tiirevlerinin tibbi kullanmima sunulmasi nedeniyle en hizla gelisme
gostermis olan antibiyotik grubunu olustururlar. Basta Penicillium notatum ve
chysogenum olmak tizere ¢esitli Penicillium (yesil renkli kiif mantarlari) tiirlerinden
ekstraksiyon ve saflagtirma suretiyle elde edilirler. Kiiltiir ortamina, 6zel substratlar
(prekiirsérler) katarak dogal olarak {iretilen bu penisilinlerden sadece iki tanesi,
penisilin G (benzilpenisilin) ve penisilin V (fenoksimetilpenisilin) klinikte kullamlmaya

elverisli olarak degerlerini korumusglardir; digerleri klinik kullanima girmemislerdir.

Penisilin G’nin ilag olarak kullanilan yalin sekli onun potasyum veya sodyum tuzudur;
bunlar kristal seklinde olduklarindan kristalize penisilin G adiu alirlar. Suda fazla
¢6ziindiiklerinden suda soliisyon halinde kullamlirlar; bu nedenle akdz kristalize
penisilin G olarakta adlandinlirlar. Yine pensilin G, benzilpenisilin seklinde de

adlandinlrr.

Penisilin G penisilinlerin en eskisidir. 1940’larin bagindan beri kullanilmaktadir. Belirli
baz1 bakterilerin yapti1 infeksiyonlarda baslangictaki etkinliini ve degerini hala
korumaktadir. Asadidaki bakteri tiirlerinin yaptig: infeksiyonlarda en tercih edilen
antibiyotiktir veya antibiyotiklerden biridir.

e Streptococcus pneumoniae
o Grup A sreptokoklar (Strep. pyogenes)

e Neisseria meningitidis
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e Gram-pozitif  basiller (Clostridium  perfiringens ve tetani,
Corynebacterium diphteriae, Bacillus antracis)

e Treponema pallidum (sifiliz etkeni) ve Leptospira

Grup B streptokoklar, Grup A tiiriine gére yaklagik 4 kez daha az duyarhdirlar. Step.
Pneumoniae’nin rezistans suglarinin (MIK > 1pg/ml) sayisi az da olsa giderek
yiikselmektedir. Strep. viridans genellikle ¢ok duyarlidir; ancak hasta yakin ge¢miste
penisilin tedavisi gérmiigse duyarhk azalabilir. Streptokokus faecalis (enterokoklar)’in
penisilin G’ye duyarhig: yukarida sayilan tiirlerinkinden azdir bu bakterinin yaptig1 ciddi
infeksiyonlarda (6zellikle endokardit’te), gentamisin gibi bir aminoglikozid
antibiyotikle birlikte kullanilmas1 gerekir.

Neisseria gonorrhoeae penisilin G’ye genellikle duyarlidir, Ancak bu bakterinin beta-
laktamaz salgilayan rezistan suslari da vardir. Staph. aureus suslarinin % 90°dan fazlas:
(hastane iginde yerlesmis yani nozokomiyal olanlar daha fazla olmak iizere) penisilin
G’ye rezistandir; bunun basta gelen nedeni s6z konusu tiirlerin beta-laktamaz
(penisilinaz) salgilamasidir. Aktinomigetlerden Actinomyces israelii duyarlidir, fakat
Nocardia asteroides rezistandir. Gram-negatif basiller (az sayida ve 6nemsiz istisnalar

diginda) penisilin G’ye duyarsizdir.

Penisilin G’nin 1 milyon {initesi 0,6 g’dir. Sodyum penisilin G, 1 milyon iinite bagina
1,7 mEq (39 mg) sodyum, potasyum penisilin G ise aym miktar basina 1,7 mEq (66
mg) potasyum igerir. Sodyum yiiklenmesine neden olmayan potasyum tuzu rutin olarak
kullanilir. Ancak bobrek yetmezligi olgularinda potasyum retansiyonu tehlikesi
nedeniyle, sodyum penisilin G yeglenir (Kayaalp 1998).

Adrenalin: Viicudda adrenal medullada sentezlenir ve oradan salgilanarak hormon
gorevi yapar. Kimyaca, R-1-(3, 4-dihidroksifenil)-2-metilaminoetanoldiir. Ila¢ olarak
sentez suretiyle tretilir ve suda ¢6ziinen hidrokloriir veya asid tartarat tuzu kullanilir.

Isikta bozundugu i¢in ampiilleri ve diger sollisyonlar isiktan muhafaza edilmelidir.
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Bozundugu zaman once adrenokroma doniisiir ve pembe renk alir; daha sonra
polimerize olarak kahverengi olur. Sadece renksiz soliisyonlar: kullanilmalidir.
Katekolaminler i¢inde en gok kullanilan ve ¢ok gesitli etkileri olan bir ilagtir. Deri altina
enjekte edilen adrenalin soliisyonu, yaptig1 vazokonstriksiyon nedeniyle nisbeten yavas
absorbe edilir; etkisi 5 dakikada bagslar. Intramiiskiiler injeksiyonu daha gabuk etki
olusturur.

Goze lokal uygulandifinda nisbeten sik bir gsekilde reaktif konjonktiva hiperemisi,
alerjik konjonktivit ve temas dermatiti yapabilir. Bazen paradoksik olarak gdz ici
basincim yiikseltir (Kayaalp 1998).

Lomefloksasin: Sistemik infeksiyonlara karsi kullamlan bir fluorokinolondur. Aym
zamanda gravimetrik etki giicii en yiiksektir. Agizdan tablet seklinde ve i.v. yoldan
infizyon soliisyonu seklinde kullamilir. Tiirkiye’de her iki seklide pazarlanmustir. Idrar
yolu infeksiyonlé.nnda, ve alt solunum yolu infeksiyonlarinda uygulanir. Strep.
pneumoniae’ye karst etkinligi digiktir. Ancak pnomokokal ve streptokokal
infeksiyonlarda penisilinler ve sefalosporinler fluorokinolonlara tercih edilirler.
Yarilanma &mrii 6-8 saattir (Kayaalp 1998).

Bu calismada koyun eritrositleri ve gtz lensinden glukoz-6-fosfat dehidrogenaz
enziminin afinite kromatografisi yontemi ile saflagtirilmas:, karakterizasyonu ve
enzimin baz: kinetik 6zelliklerinin belirlenmesi amaglanmigtir. Bunun yam sira, koyun
hastaliklarinda kullanilan bazi antibiyotiklerin ve insan g6z hastaliklarinda siklikla
damla halinde kullanilan ilaglarin G6PD enzimi iizerinde inhibisyon ve aktivasyon

kinetiklerinin incelenmesi amaglanmugtir.



25

2. KAYNAK OZETLERI

Glukoz-6-fosfat dehidrogenaz enzimi bakteri, protozoa, mantar, sinek, sigan, balik ve
memelilerin hemen hemen tiim dokular1 olmak tizere genis bir canli toplulugunda
bulunmustur. Buna ek olarak tavsan karaciger mikrozomunda ve kemik ilginde de bu
enzimin oldugu tespit edilmistir (Cacciapuoti and Lessie 1977, David et al 1977,
Deutsch 1983, Grigor 1984, Fickenscher and Scheibe 1986, Dikmen ve Yiiregir 1989,
Ninfali and Palma 1990, Reuter et al 1990, Delgado et al 1990, Walter et al 1994,
Aksoy 1997,).

G6PD’nin degisik canli ve dokulardaki molekiil biiytikliigii, birincil ve alt birim yapilar
ortaya konmus (Levy 1979, Luzzatto and Baattistuzzi 1985, Persico et al 1986, Yoshido
and Huang 1986, Vulliamy et al 1988, Iritani et al 1992, Ozols 1993, Jeffery et al 1993)
ve muhtemel ikincil yapt amino asit dizilisinden tahmin edilmis (Luzzatto and
Baattistuzzi 1985, Yoshido and Huang 1986, Jeffery et al 1993); enzimin spesifik
substrat ve koenzim baglanma bolgeleri dolayli olarak belirlenmistir (Persico et al 1986,
Yoshido and Huang 1986, Vulliamy et al 1988, Jeffery et al 1993). Degisik tiir
G6PD’larda aspartik asit + glutamik asit sayisinn lisin + histidin + arginin sayisindan
fazla olmasi enzime diisiik izoelektrik noktas1 kazandimgtir (Levy 1979). Ornegin; C.
Utilis, sigan meme bezi ve sigir lensi G6PD’lerinin izoelektrik pH’lan sirasiyla 6,16,
5,8 ve 5,14 dir (Nevadan et al 1974, Levy 1979, Ulusu vd 1997).

Birbirinin esi alt birimlerden olugan insan ve maya sitozolik G6PD enzimlerinin
asetillenmis amino uglarina sahip oldugu, tavsan mikrozomal G6PD’sinin ise

piroglutamat igerdigi bulunmugtur (Ozols 1993).

Enzim monomerinin molekiil agirligi, mikroorganizmalarda 50-60 k Dal, memelilerde
ise 58-67 k Dal olarak degerlendirilmistir (Levy 1979). Ornegin, insan GGPD monomeri
514 amino asit igerir ve molekiil agilig1 59 k Dal’ dur (Persico et al 1986). Tavsan
karaciger mikrozomal enziminin molekiil agirlifinin da 90 k Dal oldugu bulunmustur
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(Ozols 1993). Ayrica fare karacigerinde 121 k Dal, sigan meme bezlerinde 120 k Dal,
si¢an eritrositlerinde 131 k Dal, domuz karacigerinde 133 k Dal, sigir eritrositlerinde
114 k Dal, insan karacigerinde 118 k Dal ve sigir lensinde 64 k Dal olarak bulunmugtur
(Ulusu et al 1999).

G6PD’ler iizerinde yapilan ¢aligmalar, katalitik olarak aktif en kiiglik dérdiinciil yapinin
dimerik birim oldugu; monomerik yapilarin ise katalitik bir aktiviteye sahip
olmadiklarim gostermigtir (Bonsignore and De Flora 1972, Beutler 1978, Levy 1979,
Luzzatto and Baattistuzzi 1985, Yoshido and Huang 1986, Bautista et al 1992). Ayrnica
bu enzim yiiksek iyonik gii¢ (>0.1) ve alkali pH’da dimerik, diisiik pH (pH 5.5-6.5) ile
diisiik iyonik giigte ise belirgin olarak tetramerik yapidadir (Bonsignore and De Flora
1972, Olaniyi et al 1976, Levy 1979). Tetramer-dimer dengesini saglayan en &nemli
diizenleyici etkenin pH oldudu, in vivo olarak eritrosit i¢inde dimerik yapinin baskin
oldugu belirlenmistir (Bonsignore and De Flora 1972). Ayrica Mg ve diger +2 degerli
katyonlarin da yapiy1 tetramerik birime kaydirdigr (Bonsignore and De Flora 1972,
Levy 1979, Hirono et al 1989); pH’s1 6.0’dan daha diisiik iyonik gii¢lerde enzimin daha
yiiksek oligomerik yapilar olusturdugu belirlenmistir (David et al 1977, Yoshido and
Huang 1986, Ninfali et al 1990, Aksoy 1997). G6PD enziminin Kkatalizledigi
tepkimelerde substrat gorevi gérmesi ve enzimi kararli halde tutmasiyla NADP"’ mn
G6PD iizerinde iki fonksiyonunun oldugu ortaya gikarilmistir. Enzimin, kararhilig: i¢in
gerekli sikica bagli “yapisal NADP™ ve G6PD tepkimesinde indirgenme fonksiyonunu
goren gevsekge bagl “katalitk NADP™ ihtiva ettigi ileri siiriilmiistiir. “Yapisal
NADP"’nin enzimin her alt birimine yarnim veya bir molekiil olarak baglandip1 ortaya
atilmigtir (Hirono et al 1989).

Enzimin dordiinciil yapisi, bir ¢ok ligantlarin baglanmasindan sonra allosterik
etkilesiminin varhign ve metabolitler ile inhibisyonu nedeniyle G6PD enzimi “allosterik”
bir enzim gibi davranmaktadir (Bonsignore and De Flora 1972, Ninfali et al 1990).

G6PD’nin  katalizledigi tepkime, glukoz 6-fosfatin  bir nolu karbonun
dehidrogenasyonuyla baglar. Enzim simrli substrat spesifikligi gOsteriyor ise de 2-
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deoksi glukoz 6-fosfat, 3-deoksi glukoz 6-fosfat, galaktoz 6-fosfat ve glukoz gibi
substrat analoglarimi da kullanabilmektedir. Bu kullanim tabii substrat ile
karsilastinldifinda diisiik ilgi ve orandadir (Bonsignore and De Flora 1972, Levy 1979).
Enzimin 2dG6P ile Gal6P igin ilgisi normal substratina gére %4’den daha kiiciiktiir
(Luzzatto and Baattistuzzi 1985, Beutler 1990). Bikarbonat varliginda enzimin glukoz
kullaniminda belirgin bir artig gosterdigi ortaya konulmustur (Beutler 1978, Levy 1979).

Yapilan ¢aligmalarda memeli ve S.calbergasis kaynakli G6PD enzimlerinin spesifik
koenzimlerinin NADP" oldugu bulunmakla beraber; G6PD enzimlerinin kullaruldiklar:
koenzimlere gore 5 grupta toplandiklar belirlenmigtir (Levy 1979).

1. Spesifik olarak NADP" kullananlar,

2. NADP"y1 tercih edenler,

3. Hem NADP" hem de NAD" kullananlar,
4. NAD" tercih edenler,

5. Spesifik olarak NAD" kullananlar.

Normal insan G6PD’sinin NADP" kullandigi, NAD" kullanimimnin ¢ok diisiik oldugu
bulunmustur (Yoshida 1978). G6PD’nin kendisine spesifik koenzim yaninda desamino
NADP", 3-asetilpiridin adenin diniikleotid fosfat gibi NADP" analoglarmi da
kullanabildigi bulunmustur (Anonim 1967, Yoshida 1978).

NADPH ve ATP ile giiclii bir sekilde inhibe olan normal enzimin NADPH ig¢in K; sabiti
9 uM olarak bulunmustur (Beutler 1978, Levy 1979, Beutler 1990).

Sicaklik enzim aktivitesi {izerinde dnemli bir role sahiptir. Sicaklik reaksiyonun hizim
maksimum noktaya ulasincaya kadar arttirir. Fakat bu artis {irlinlerin meydana gelmesi
i¢in gerekli olan enerjiye sahip yeterli sayida molekiil olusuncaya kadar devam eder.
Daha sonra 1s1 artigt devam ederse, enzim denatiirasyonuna bagh olarak enzim aktivite

kaybeder ve reaksiyonun hizi diismeye baglar (Deutsch 1983, Telefoncu ve Telefoncu
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1989, Champe and Harvey 1997). Bu sebeple aktivite dlglimii esnasinda caligilan
sicaklik i¢in kontrol faktérii kullanilarak sicakligin belirli bir seviyede tutulmasi
zorunludur (Telefoncu ve Telefoncu 1989). Ornegin, sican lensi G6PD enzimi oda
sicakhiginda stabildir. Fakat sicaklik 37°C’ye ¢ikarildiginda enzim aktivitesini
kaybetmektedir (Cheng and Chylack 1977). Glukoz-6-fosfat dehidrogenaz enzimi,
karaciger, yag dokusu, adrenal korteks, tiroit, eritrosit, testis ve laktasyondaki meme
bezi gibi dokularda aktif oldugu halde, iskelet kasinda aktivitesi diigiiktiir (Bonsignore
and De Flora 1972, Levy 1979, Luzzatto and Baattistuzzi 1985, Mayes 1991).

Pentoz fosfat metabolik yolunun yam sira difer metabolik yollarin da kontrolii
agisindan 6nemli bir role sahip olan glukoz-6-fosfat dehidrogenaz enziminin kontrolti
fizyolojik sartlarda meydana gelmektedir (Levy 1979).

G6PD’nin steroidler tarafindan inhibe edildigi (Gordon et al 1995), bu inhibisyonun
yalmzca memeli G6PD'sinde etkin oldugu tesbit edilmigtir. Bu, NADP* ve G6P ile
unkompetitif bir inhibisyondur (Levy 1979). Calismalar, 17. ve 20. karbon atomunda
karbonil grubu ihtiva eden steroidlerin diisiik derisimleriyle bile enzim aktivitesini
engelledikleri ortaya konulmugtur. G6PD’ye steroid baglanmasimn genellikle
hidrofobik etkilesim ile gerceklestigi; polar gruplarin varlifinin ise baglanmay: azalttig
sonucuna varilmigtir (Levy 1979). NADPH/NADP® orammmin G6PD enzimi
aktivitesinin diizenlenmesinde en nemli etken olmasi yaninda NADPH’in NADP"’ya
kars1 kompetitiv bir inhibisyonu séz konusudur (Levy 1979). Insan trombositlerinden
saflastirilan G6PD ile yapilan ¢aliymada, NADPH’in NADP"ye kars1 kompetitiv bir
inhibisyona sahip oldugu gosterilmigtir (Kosow 1974). NADPH inhibisyonunun
dengelenmesinde de okside glutatyonun (GSSG) aktivatdr olarak gorev aldif
gosterilmigtir (Levy 1979).

G6PD enziminin aktivitesi ATP tarafindanda 6nemli dlgiide etkilenmektedir (Levy
1979). ATP’nin L.mesenteroides’den elde edilen G6PD enzimini inhibe ettigi ve bu
inhibisyonun fizyolojik Mg™ konsantrasyonunda ortadan kalktigi bulunmustur.
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ATP’nin G6PD izerindeki inhibisyon etkisi GO6P ile yansmali olarak
gerceklesmektedir. Bununla birlikte, AMP’nin sigan karacigerinde GSSG gibi G6PD
inhibisyonunu bozdugu ifade edilmistir. S6z konusu enzim ayn1 zamanda asetil-CoA ve
koenzim-A (CoA) tarafindanda inhibe edilmektedir ve bu inhibisyon ATP’nin meydana
getirdigi inhibisyona nazaran daha belirgin oldugu bulunmustur (Levy 1979, Olive and
Levy 1975).

G6PD’nin {izerine ¢evresel faktdrlerden 1s1, 1gik, agir metal iyonlarmin ve diger
modiilatSrlerin etkileri degisiktir (Anderson and Duggan 1976).

Farkli dokular ve organizmalardaki G6PD aktivitesi iizerine 1s1, 151k, agir metal iyonlari
gibi gevresel faktorlerin degisik etkileri vardir. Ornegin, soguga maruz birakilan geng
kertenkelelerin beyin G6PD aktivitesi kontrol grubuna nazaran yiiksek iken, diger yas
gruplarinda yasa bagl olarak bir azalma bulunmustur (Mishara and Patnaik 1993).
Ayrica, aglik siiresiyle orantili olarak G6PD aktivitesinde ¢ok degisiklikler saptanmugtir,
Sican karacigerinde s6z konusu enzimin aktivitesi aglikta %50 aktivite kaybina
ugrarken, a¢ birakilip yeniden beslenen siganlarin karaciferinde ya da gebelik ve
laktasyon dénemindeki sicanlarin meme bezinde, G6PD aktivitesinde 20-40 kat bir artis
tespit edilmigtir (Chang et al 1979). Isi, beslenme bigimi, aghk gibi etkenler ile
aktivitesinde boyle farkli degisiklik ve diizenlemeler olmasi G6PD enziminin “adaptif”
bir enzim oldugu inancim pekistirmeye katkida bulunmaktadir (Morelli et al 1978,
Luzzatto and Baattistuzzi 1985, Mishara and Patnaik 1993). Diger yandan insan eritrosit
G6PD aktivitesinde yaga bagh olarak azalma oldugu tespit edilmigtir (Orzalesi et al.
1981, Telefoncu ve Telefoncu 1989).

G6PD enziminin optimum pH’s1 gesitli tiirlerde belirlenmistir ve tiirden tiire 7,4 ile 9
arasinda degisen bir farklilik g6zlenmigtir (Deutsch 1983). Sigir adrenal korteksindeki
enzimin optimum pH’sinin 8-9 arasinda degismektedir (Kerns 1975). Sigan
karacigerinden elde edilen sitoplazmik G6PD enziminin optimum pH’st 7,5 olarak

belirlenmigtir. Mitokondri G6PD enziminin ise 7,5 ve 9 olmak tizere iki tane optimum
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olarak verilmektedir (Beutler 1971, Morelli et al 1978, Yiiregir et al 1994, Aksoy 1997).
Maydanozda optimum pH= 8 olarak belirlenmistir (Coban 2002).

Glukoz-6-fosfat dehidrogenaz enzimi aktivitesi degisikligine dokusal farkliliklarin etkisi
yaninda, enzimin biyokimyasal ve genetik yapisindaki degisiklikler de etki etmektedir
(Levy 1979, Maeda et al 1992, Cappellini et al 1993). Bu yapisal degisiklikler sonucu
meydana gelen aktivite diigiikltigii ile birlikte ortaya ¢ikan tablo “G6PD eksikligi” adi
altinda incelenmektedir (Aksoy 1997). G6PD eksikligi lensi de igine alan pek gok
dokuda goterilmigtir (Zinkham 1961, Pannacciulli et al 1966, Orzalesi et al 1976).
G6PD eksikligi ilk olarak bazi insanlarda sitmaya karsi primaquin’i kullandiklarinda
hemolitik aneminin gelismesine karg1 agir1 hassasiyetin sebebinin anlagilmasi igin
yapilan aragtirmalar sonucunda kesfedildi (Beutler 1994). Eritrositlerde diger pek gok
enzimin eksikligi bilinmesine ragmen, G6PD eksikligi sadece hematolojide degil aym
zamanda insan biyolojisinde de dnemli enzim defektlerinin en yaygin olanlardan biri
olarak bilinmektedir (Valentine et al 1985, Zenella et al 1989, Beutler 1994).

13 ekzon ve 12 introndan olusan G6PD geni insanda X kromozomunun Xq28
bolgesinde bulunur ve 100 kilobaz uzunlugundadir (Donald et al 1991, Beutler 1991).
Bu enzimin 442 varyanti oldugu tespit edilmis ve bununla ilgili olarak enzim
eksikliginin ¢ok sik olarak rastlanan genetik hastaliklara sebeb oldugu belirlenmistir.
S6z konusu enzimin eksikligi, pentoz fosfat metabolik yolunu etkileyen bir oksidatif
stres durumunda hemolitik anemiyi dogurur. Ornegin, Afrika’da G6PD eksikligi yliksek
oranda goriilmektedir (Coulibaly et al 2000).

Bu giin diinyada G6PD enzimi eksikliginden 400 milyondan fazla insan
etkilenmektedir. Bu enzimin bu giine kadar diinyada yaklagik 400, Tiirkiye’de ise 20’ye
yakin varyant: tespit edilmistir. Ttirkiyedeki varyantlarin biiytik bir kismi Cukurova ile
Antalya bélgesinde bulunmustur (Aksoy 1997).
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Hemolitik anemi G6PD eksikliginin en Onemli gostergesidir. Hemoliz genelde ilag
alimi, enfeksiyon ve bakla yenmesine bagl olarak artar (Ulusu vd 1997). G6PD
eksikligi olan kisilerde katarakt riski artar, bu da indirgenmis glutatyon seviyesinin
diisiik olmasi ile agiklanabilir (Dwivedi et al 1987, Jaques et al 1988). G6PD
eksikliginin katarakt geligimi igin hazirlayici faktor oldugu 6ne siiriilmektedir (Orzalesi
et al 1984). Eritrositlerdeki eksiklik ile birlikte lensteki G6PD aktivitesinin azalmasimn
G6PD eksikligi olan insanlarda katarakta yol agabilecegi ifade edilmistir (Zinkham
1961, Orzalesi et al 1976). Kataraktlh 52 hastada yapilan bir ¢alismada, kataraktin bu
hastalarin %52’sinde G6PD eksikliginden kaynaklandigi belirlenmistir (Yiiregir et al
1989). G6PD’nin gozlin opaklagsmasimni Onlemede ve hiicrelerin gelisimi i¢in
vazge¢ilmez oldugu bilinmektedir (Kinoshita 1964, Ohrloff et al 1976).

G6PD enzimi insan eritrositlerinden ilk olarak 1965 yilinda Yoshida tarafindan
saflagtirilmigtir (David et al 1977). Enzim daha sonra sigan meme bezlerinden, sigir
eritrositlerinden * ve birkag insan dokusundan afinite kromatografisi vasitasiyla
saflagtirilmigtir (David et al 1977, Ninfali et al 1990). Ayrica at eritrositlerinden, domuz
karacigerinden, sigir g6z lensi, képek karacigerinden, fare Kkaracigerinden, sigan
karacigerinden, sigan adrenali, insan karacigerinden, insan plateletinden saflagtinlmigtir
(Bilgili 1992). Bundan bagka tavsan dokular1 arasinda G6PD enziminin tam bir
haritasim gikarmak amaciyla tavsanin farkli dokularindan bu enzim saflagtirilmig ve
baz 6zellikleri test edilmistir (Ninfali and Palma 1990). Bu amagla tavsan kemik iligi,
dalak, akciger, karaciger, bobrek, yag dokusu, beyin, kalp, kas, eritroblast, retikulosit ve
eritrosit hiicrelerinden G6PD saflastirilmustir (Ninfali and Palma 1990).

Yine sitmaya karg1 kullanilan ilaglardan birisi olan primaquinin G6PD iizerinde etkisine
bakilmig ve bu enzimi inhibe ettigi belirlenmistir (Telefoncu ve Telefoncu 1989).

Ciftgi ve arkadaglar tarafindan yapilan bir galigmada bazi antibiyotiklerin (seftrizoksim,
ampisilin, sefuroksim, sefazolin, sefaperazon, streptomisin, gentamisin siilfat ve
netilmisin) insan G6PD’sine etkileri aragtirilmig ve bu ilaglarin s6z konusu enzimi

inhibe ettikleri belirlenmigtir (Cift¢i et al 2000). Ayrica metamizol ve magnezyum
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stilfatin G6PD enzimini in vitro ve in vivo inhibe ettigi bulunmustur (Ciftci et al 2001).
Bununla birlikte maya G6PD enziminin dietilnitrozamin (Atalay ve Aker 1984).
tarafindan inhibe edildigi ve fare eritrosit G6PD enzimlerinin (Alicigiizel vd 1989), 2.4-
diklorofenoksiasetik asit tarafindan in vivo ve in vitro olarak inhibe edildigi

belirlenmistir.
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3. MATERYAL ve YONTEM

3.1. Materyal

3.1.1. Kullanilan Kimyasal Maddeler

Caligmamizda kullanilan N, N, N’, N'-tetrametil etilen diamin (TEMED), diyaliz
torbalart, NADP™ (Na* tuzu), standart serum albiimin, glukoz-6-fosfat (monosodyum
tuzu) Sigma Chemical Comp.'den; sodyum hidroksit, trihidroksimetil-aminometan
(Tris), amonyum siilfat, sodyum asetat, sodyum klorir, fosforik asit, glisin, sodyum
azotiir, hidroklorik asit, potasyum bifosfat, potasyum fosfat, sodyum fosfat, magnezyum
kloriir, gliserin, etanol, potasyum asetat, metanol, asetik asit, izopropanol E. Merck
AG’den; akrilamid, N,N'-metilen bisakrilamid, Coomassie Brillant Blue G-250, brom
timol mavisi, sodyum dodesil stilfat (SDS), amonyum per stilfat, §-merkapto etanol,
Sephadex G 200 Pharmacia’dan; 2',5'-ADP-Sepharose 4B Pharmacia’dan, ¢aligmada

kullamlan antibiyotikler ve degisik ilaglar ise piyasadan temin edildi.

3.1.2. Yararlanilan Alet ve Cihazlar

Caligmalar esnasinda agagidaki alet ve cihazlardan faydalamlmgtir.

Santrifiyj: [EC Clinical Centrifuge USA.

Sogutmali Santrifiij: Heraeus Sepatech

Spektrofotometre: SHIMADZU UV-VIS 1208 (Japan)

pH metre: Lab Star.

Elektroforez tanki: Hoefer, HSL

Peristaltik Pompa: Pharmacia Fine Chemicals, Uppsala (Isveg)

Kangtiric1: Vortex-Genie, Model K-55: GE, Sci. Ind. Inc. Spring field, Mass. 01103
(ABD).

Hassas terazi: Mettler Ha51 Gallenkamp
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Afinite kolonu: Kapal: sistem olugturucu ve sogutmali (1x10 cm) Sigma (ABD).
Kronometre: Hanhard, Elektronische Digital-Stoppuhr (Germany)

Otomatik pipetler: Socorex

Calkalayici: GFL

Magnetik karigtirici: IKA Combimag RCO.

3.1.3 Kullanilan Cizeltiler ve Hazirlanmasi

Aragtirma siiresince kullanilan ¢ozeltilerin kullanilis yerleri ve hazirlams sekilleri
asagidaki gibidir:

1. 1 M Tris-HCl/ 5SmM EDTA (pH= 8,0) (Eritrosit ve lens G6PD aktivitesi 6l¢limiinde
kullanilan tampon): 6,05 g (0,05 mol) Tris ve 0,0605 g (2,5x10'4 mol) EDTA alinarak
bir miktar saf suda ¢oziildii. Cézeltinin pH’s1 pH metre yardimiyla 1 M HCI ile titre
edilerek 8,0’a ayarlandi. C6zelti daha sonra saf suyla S0 ml’ye tamamland:.

2. 0,1 M MgCl, (Enzim aktivite 6l¢limiinde kullamlan aktivatér ¢ézeltisi): 0,475 g
MgCl (5107 mol) alinip hacmi saf su ile 50 ml’ye tamamlandi.

3. 2 mM NADP" (Enzimin aktivite 6lgtimiinde kullamlan ¢6zelti): 0,0765 g NADP*
(1x10* mol) alimp hacmi saf su ile 50 ml'ye tamamlandi.

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

5. 0,16 M KCI (Kanin yikanmast i¢in kullanilan ¢6zelti): 1,192 g KCI (0,016 mol) alimp
hacmi saf su ile 50 ml’ ye tamamlanda.
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6. | mM 2-ME igeren 10 mM Tris-HCI (pH= 7,6) (Lenslerin yikanmast ve
homojenizasyonu i¢in kullamlan tampon): 1x10™ mol 2-merkaptoetanol ve 0,121g Tris
(1x10° mol) alip bir miktar saf suda ¢oziildii. pH’s1 HCl ile 7,6’ya ayarlandi. Daha

sonra toplam hacim saf su ile 100 ml’ye tamamlandi.

7. 50 mM KH,PO4 (pH= 7,0) (Amonyum siilfat ¢6keltisinin ¢ozlinmesi i¢in kullanilan
tampon): 0,68 g KH,PO4 (5%x10 mol) aliip 80 ml saf suda ¢oziildii. pH’s1 NaOH ile

7,0’a ayarlandi. Daha sonra toplam hacimvsaf su ile 100 ml’ye tamamlandi.

8. (50 mM Potasyum asetat/ 50mM potasyum fosfat) (pH= 6,0) (Eritrosit
hemolizatindan elde edilen ¢6ziinmiis amonyum siilfat ¢okeleginin diyalizi igin
kullanilan tampon): 4,9 g potasyum asetat (5x107% mol) ve 6,8 g potasyum fosfat (5x107
mol) kangiminin hacmi saf su ile 800 ml’ye getirilip pH=6,0’a ayarlandiktan sonra
toplam hacim 11t’ye tamamlandi.

9. 100 mM Potasyum fosfat (pH= 7,0) (Lens homojenatindan elde edilen ¢6ziinmiis
amonyum siilfat ¢okeleginin diyalizi i¢in kullamlan tampon): 6,8 g potasyum fosfat
alinarak bir miktar saf suda ¢oziildi. pH’s1 7,0’a ayarlandiktan sonra saf su ile 500
ml’ye tamamlandi.

10. (0,1 M Potasyum asetat/ 0,1 M potasyum fosfat) (pH= 6,0) (Afinite kolonunun
dengelenme ve yikanmas igin kullanilan tampon): 9,8 g (0,1 mol) potasyum asetat ve
13,6 g (0,1 mol) potasyum fosfat karigtirildi ve 800 ml saf suda ¢6ziildii. Daha sonra
pH= 6,0’a ayarland: ve toplam hacim 1 It olacak sekilde saf su ilave edildi.

11. (0,1 M Potasyum asetat/ 0,1 M potasyum fosfat) (pH= 7,85) (Numuneyi tatbikten
sonra afinite kolonunun yikanmasi i¢in 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 ¢oziildii. Daha
sonra pH= 7,85"¢ ayarland: ve toplam hacim 1 It olacak sekilde saf su ilave edildi.
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12. (0,1 M Potasyum fosfat/ 0,1 M KCI) (pH= 7,85) (Numuneyi tatbikten sonra afinite
kolonunun yikanmas: igin kullanilan tampon): 13,6 g (0,1 mol) potasyumn fosfat ve 7,45
g (0,1 mol) KCl karistirildi ve 800 ml saf suda ¢6ziildii. Daha sonra pH= 7,85’

ayarland1 ve toplam hacim 1 It olacak sekilde saf su ilave edildi.

13. (80 mM Potasyum fosfat + 80 mM KCl + 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 KCi1 (4x10"2 mol), 0,1913 g
NADP" (2,5.104 mol) ve 1,21 g EDTA (5x10° mol) karistirildi. Daha sonra pH=7,85"¢
ayarlandi ve toplam hacim 500 m! olacak sekilde saf su ilave edildi.

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

15. (0,1 M Sodyum asetat/ 0,5M NaCl) (pH= 4,5) (Afinite kolonunun rejenerasyonu
i¢in 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 tamamland:.

16. % 0,02 lik NaN; ¢ozeltisi (Afinite kolonunun bakterilerden korunmas: igin
kullanilan ¢6zelti): 20 mg NaNj3 alinarak hacmi saf su ile 100 ml'ye tamamiandi.

17. 1 litre 0,1 M potasyum fosfat, % 10 gliserin (pH= 6,0) (Jel filtrasyon kolonunun
dengelenme ve yikanmasi i¢in kullamilan tampon): 13,6 g potasyum fosfat bir miktar saf
suda ¢oziilerek pH= 6,0’a getirildikten sonra saf su ile 900 ml ye tamamlandi. Daha
sonra 100 ml gliserin ilave edilerek 1 1t’ye tamamland.

18. 1 M Tris-HCI (pH= 7,2-8,9 araliinda) (Optimum pH ve stabil pH ¢aligmas: i¢in
kullanilan tampon ¢ozeltiler): 12,11 g (0,1 mol) Tris 80 ml saf su igerisinde ¢dziilerek 1
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M HCI ile istenen pH’ya kadar titre edildi ve daha sonra saf su ile 100 ml’ye

tamamliandi.

19. 1 M Potasyum fosfat pH= 4,9-8,0 araliginda (Optimum pH ve stabil pH ¢alimasi
icin kullamlan tampon g¢ozeltiler): 13,6 g (0,1 mol) potasyum fosfat 80 ml saf su
icerisinde ¢oziilerek istenen pH’ya kadar getirildi ve daha sonra saf su ile 100 ml’ye

tamamlanda.

20. SDS elektroforezinde kullanilan numune tamponu: 0,5 ml 1 M Tris-HCI (pH= 6,8),
Iml % 1 SDS ve 1 ml % 100'likk gliserin ve 1 ml % 0,1'lik brom timol mavisinin
karigtirilarak hacimlerinin saf su ile 10 ml'ye tamamlanmas: ile hazirlandi. Bu tampona
kullanilmadan 6nce 950 pl numune tamponunda 50 pl olacak sekilde B-merkapto etanol

ilave edildi.

21. SDS elektroforezinde kullanilan yiirtitme tamponu: 1,5 g Tris ve 7,2 g glisin 50 ml
suda ¢6ziildii. Daha sonra bunun {izerine 5 ml % 10’luk SDS ilave edilerek toplam
hacim saf su ile 500 ml'ye tamamlandi.

22. Coomassie Brillant Blue G-250 renk reaktifi (proteinlerin kantitatif tayininde
kullanilan ¢6zelti): 100 mg Coomassie Brillant Blue G-250, 50 ml % 95'lik etanolde
¢0ziildii. Bu ¢ozeltiye % 95'lik 100 ml fosforik asit ilave edildi. Cozeltinin hacmi saf su
ile 1 It’ye tamamlandu.

23. Boyama ¢ozeltisi (jelin boyanmas: i¢in kullamlan ¢dzelti): 100 ml ¢ozelti igin; 0,1 g
Coomassie Brillant Blue R-250, % 50 metanol, % 10 asetik asit, % 40 saf su olacak
sekilde yeteri kadar hazirlands.

24. Yikama ¢ozeltisi (jelin yikanmas: igin kullamlan ¢dzelti): % 50 metanol, % 10
asetik asit, % 40 saf su olacak sekilde yeteri kadar hazirlandi.
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25. Sabitlestirme ¢o6zeltisi (jeldeki proteinlerin sabitlestirilmesi i¢in kullanilan ¢ozelti):
% 50 izopropanol, % 10 TCA, % 40 saf su olacak sekilde yeteri kadar hazirland:.

26. % 0,04'liikk brom timol mavisi ¢dzeltisi: 0,1 g indikatoriin 16 ml 0,01 N NaOH

i¢inde ¢6ziindiikten sonra hacminin saf su ile 250 ml'ye tamamlanmasiyla hazirland:.

27. Standart serum albumin ¢ozeltisi (1 mg/ml; protein tayini i¢in kullamlan ¢6zelti): 25
mg standart serum albuminin 25 ml saf suda ¢6ziilmesiyle hazirlandi.

28. Koyun eritrosit G6PD enzimi i¢in kullanilan ilaglarin ana ¢ozeltileri.

Ilag Adx ’ Ilag Miktan (mg) ’ Coziicti Miktar
Gentamisin siilfat | 80 2 ml steril suyunda ¢dziildii
Sefazolin sodyum - i 1000 | 4 ml steril suyunda ¢bzild
Penisilin G potasyum 600 2 ml steril suyunda ¢6ziildii
Sefotaksim sodyum N 524 | 2 misteril suyunda ¢bzilldii
Ampisilin ’ 3 500 2 ml steril suyunda ¢6ziildii
Amikasin stilfat ‘ 500 2 ml steril suyunda ¢oziildi
Sofopim hidroklortr — e 1000 TS PrT———
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29. Koyun lensi G6PD enzimi i¢in kullanilan ilaglarin ana ¢zeltileri.

flag Ad E ila¢ Miktar1 (mg) Céziicii Miktar
Indomethacin | 5,0 5 ml steril suyunda ¢oziildi
Deksametazon 21-fosfat § 8,0 2 ml steril suyunda ¢6ziildi }
Lomefloksasin 3,0 1 ml steril suyunda ¢ozitlda
Siklopentolat hidrokloriir 18,6 5 ml steril suyunda ¢ozildii %
Dorzolamid hidrokloriir 100,0 5 ml steril suyunda ¢oziildii §
Timolol maleat 34,0 5 ml steril suyunda ¢oziild §
Adrenalin [(-) Epinefrin)] 8,0 1 ml steril suyunda ¢5zilldii i
Seftriakson disodyhm 1000 ‘ 3,5 ml steril suyunda ¢bziildi f
Sefazolin sodyum 1000 4 ml steril suyunda ¢oziildi E
Vankomisin hidrokloriir 500,0 10 ml steril suyunda ¢dzildii 1
Gentamisin siilfat 80,0 2 ml steril suyunda ¢oziildi

Siprofloksasin laktat:

100 ml steril suyunda ¢tziildi
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3.2. Yontemler

3.2.1 Koyun Eritrositlerinden ve Géz Lensinden G6PD Enziminin Saflastirnlmasi

ve Karakterizasyonu Cahgmalar Ile ilgili Yontemler

3.2.1.a. Kan Numunelerinin Temini ve Hemolizat Hazirlanmasi

Erzurum Et ve Balik Kurumu Kombinasindan EDTA’l1 kaplar iginde alinan taze koyun
kani, +4 °C’deki sartlarda laboratuara getirilerek giinliik olarak kullamld.

Taze kandan eritrositleri ayirmak amaciyla, kan numunesi 10 m!’lik 6 tiipe konuldu ve
15 dakika 2.500xg’de santrifiij edildi. Tiplerin tist kismindaki plazma ve lokosit
tabakalann bir damlalik vasitasiyla alindi. Daha sonra eritrositler 0,16 M’lik KCI
¢ozeltisi ile {i¢ defa yikandi. Her defasinda 2.500xg’de santrifiij edilerek siipernatant
atildi. Elde edilen eritrositler hacimlerinin bes kat1 buzlu su ile hemoliz edildi. Daha
sonra hiicre zarlanm uzaklastirmak i¢in +4 °C’de 10.000xg’de 20-30 dakika santriflij
yapildi. Damlalik vasitasiyla stipernatant atildi (Ninfali et.al. 1990). Boylece hemolizat
hazirlanmis oldu. Biitiin bu iglemler +4 °C’de gergeklestirildi.

3.2.1.b. Lens Numunelerinin Temini ve Homojenat Hazirlanmasi

Erzurum Et ve Balikk Kurumu Kombinasindan alinan taze koyun gézleri, +4 °C’deki
sartlarda laboratuvara getirilerek giinliik olarak kullanildi. Gézlerden dnce kornea, daha
sonra da iris tabakas1 ayrilarak lensler alindi. Elde edilen lens dokusu, 1 mM 2-ME (2-
merkaptoetanol) igeren 10 mM Tris-HCI (pH= 7,6) tamponu ile birka¢ kez yikanarak
cok kiiiik pargalara ayrildi. Daha sonra siv1 azot kullanilarak dokunun pargalanmasi
saglandi. Sonugta 3 ml/g olacak sekilde 1 mM 2-ME igeren 10 mM Tris-HCI (pH= 7,6)
tamponu ile homojenize edildi. Elde edilen ¢ozelti 4 °C’de 39.100xg’de 60 dakika
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santrifiij edildi. Siipernatant damlalikla dikkatli bir sekilde alindiktan sonra +4 °C’de
bekletildi (Pittalis et.al. 1992).

3.2.1.c. Amonyum Siilfat Ciktiirmesi ve Diyaliz

Proteinler ¢ok degerlikli elektrolitlerdir, bu yiizden iyonlara benzer gekilde hareket
ederler. Yeteri kadar yiiksek tuz konsantrasyonunda, bir protein bir ¢ozeltiden kantitatif
olarak ¢okeltilebilir. Bu olayin esasi, yiiksek tuz konsantrasyonlarinda, protein
molekiillerini gevreleyen ve ¢6ziiniir halde tutan su molekiillerinin tuzdaki iyonlar
tarafindan g¢ekilmesi ve proteinlerin ¢6kmesini saglamasidir. Proteinlerin ¢6kmesinde
molekiil agirhgl ve iyonik siddet etkilidir. Dolayisiyla degisik tuz konsantrasyonlarinda
degisik proteinler ¢oker (Keha ve Kiifrevioglu 2000, Lehninger 1993). Deney,
proteinlerin bu 6zelliklerinden faydalamlarak yapildi. Kan numunesi i¢in hazirlanan
hemolizat ve lens homojenati i¢in ayr1 ayn % 0-20, % 20-30, % 30-40, % 40-50, % 50-
60, % 60-70, % 70-80, % 80-90 araliklarinda amonyum siilfat ¢Gktiirmeleri yapildi.
Yapilan amonyum siilfat ¢6ktiirmesinin her aralifinda ¢okeltide ve siipernatantta Boliim
3.4’de anlatildigy sekilde aktivite oOl¢timii yapilarak enzimin aktif oldugu arahk
belirlendi. Bundan sonraki ¢aligmalar belirlenen aralikta yiiriitiildii. Biitiin bu islemler
+4 °C’de gergeklestirildi. Amonyum siilfat ¢Oktiirmesi sirasinda hemolizat ve
homojenata kat1 (NH4);SO4 yavas yavas katildi (+4 °C) ve her defasinda daha once
katilan (NH4)2SO4’1n ¢6ziinmiis olmasina dikkat edildi. Bu islem yaklagik 1 saat kadar
siirdii. Amonyum siilfatin kan hemolizati ve lens homojenatinda ¢oziinme islemi
magnetik karigtirict ile yapildi. Amonyum siilfatin hemolizat ve homojenat igerisindeki
¢Oziinme islemi bittikten sonra numuneler 5.000xg’de 15 dakika santrifijj edildi. Daha
sonra siipernatantlar ayr1 behere alindi ve ¢okelekler ise yeteri kadar 50 mM potasyum
fosfat tamponunda (pH= 7,0) ¢6ziilerek hem slipernatantta hem de ¢kelekte ayr ayn
enzim aktivitesine bakildi.

Coktiirme iglemleri sirasinda kullanilan kati amonyum stilfat miktarlan asagidaki

formiile gére hesaplandi:
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L77xV(S, - S;)

NH,),S0, =
g(NH,4),50, 3.54-5,

V = Cozeltinin hacmi
Si = I’in kesri seklinde mevcut amonyum siilfat doygunlugu

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

Amonyum siilfat ¢oktiirmesi sonucu elde edilen karigim diyaliz torbasina yerlestirildi ve
(50 mM potasyum asetat/50 mM potasyum fosfat) (pH= 7,0) tamponuna kars1 2 defa
degistirilerek, 2 saat stireyle diyaliz edildi (Ninfali et.al. 1990). Diyaliz iglemi magnetik
kanigtinic1 {izerinde buz dolabi iginde +4 °C’de gergeklestirildi ve daha sonra protein ve
aktivite tayini B6liim 3.3 ve Bolim 3.4 de izah edildigi sekilde yapildi.

3.2.1.d. 2,5 ADP-Sepharose 4B Afinite Kolonunun Hazirlanmasi, Koyun Eritrosit
Hemolizatinin Afinite Kolonuna Tatbiki ve G6PD’1n Eliisyonu

Afinite jeli hazirlamak i¢in, 10 ml’lik yatak hacmini olusturmak tizere 2 g kuru 2', 5'
ADP-Sepharose 4B kolon materyali tartildi ve 400 ml saf su igerisinde katk:
maddelerinin uzaklastiriimas1 i¢in birkag defa yikandi. Yikama esnasinda jel sisti.
Biitiin bu islemler laboratuar sartlarinda gergeklestirildi. Sigmis jelin havas1 alindiktan
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 edilmig jel (1x10)
cm’lik kapali sistem olusturucu ve sofutmali kolona paketlendi. Daha sonra kolona
paketlenmis jel, peristaltik pompa kullanilarak dengeleme tamponuyla yikand.
Dengeleme ve yikama, akis hizi 50 ml/saat olarak uygulandi (Ninfali et.al. 1990).
Kolonun dengelenmis oldugu eliiat ile iistten kolona uygulanan dengeleme tamponunun
280 nm’deki absorbansimn esitlenmesinden anlasildi. Bu sekilde afinite jeli ve kolonu
elde edilmis oldu. Amonyum siilfat ¢oktlirmesinden elde edilen 60 ml’lik
derisiklestirilmis 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
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sirastyla 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 KCV/ 0,1 M potasyum
fosfat (pH= 7,85) ¢ozeltileriyle yikandi. Akis hiz1 peristaltik pompa ile kontrol altinda
tutuldu. Bu sekilde enzimin biiyiik bir kismi jele tutunmus ve diger safsizliklar
uzaklastinlmig oldu. Daha sonra 80 mM potasyum fosfat + 80 mM KCl + 0,5 mM
NADP" + 10 mM EDTA (pH= 7,85) ¢ozeltisi kolondan gegirilerek enzim eliie edildi.
Eliisyonlar fraksiyon toplayicis: ile 2’ser ml’lik tiiplere alindi. Akis hizi peristaltik
pompa ile 20 ml/saat’a ayarland:. Biitiin bu islemler esnasinda sicaklik +4 °C’de sabit
tutuldu (Ninfali et.al. 1990, Morelli et.al. 1978). Her fraksiyonda enzim aktivitesine
bakild: ve aktivite gosteren fraksiyonlar birlestirildi. Ayrica hemolizat, amonyum siilfat
¢Oktiirmesi ve enzim g¢o6zeltisinde spesifik aktiviteler ayr1 ayri belirlenerek yiizde
saflagtirma hesapland1 (cizelge 4.3) (Ninfali et.al. 1990). Elde edilen enzim g¢6zeltisi
kinetik ¢caligmalarda kullanilmak {izere derin dondurucuda dondurularak saklandi.

3.2.1.e. Koyun Go6z Lensi Homojenatimmn 2', §' ADP-Sepharose 4B Afinite
Kolonuna Tatbiki ve G6PD’n Eliisyonu

Afinite jeli; B6liim 3.2.1.d’de anlatildii sekilde hazirlandi. Amonyum siilfat
¢oktiirmesinden elde edilen 3 ml’lik derigiklestirilmis numune 0,1 M potasyum asetat/
0,1 M potasyum-fosfat (pH= 6,0) tampon ¢o6zeltisiyle dengelenmis olan afinite
kolonuna tatbik edildi. Diger iglemler Boliim 3.2.1.d’deki gibi yapildi. Her fraksiyonda
enzim aktivitesine bakildi ve aktivite gosteren fraksiyonlar birlestirildi. Aynca
homojenat, amonyum siilfat ¢oktiirmesi ve enzim ¢ozeltisinde spesifik aktiviteler ayn
ayni belirlenerek yiizde saflagtirma hesapland: (gizelge 4.4) (Ninfali et.al. 1990). Elde
edilen enzim ¢6zeltisi kinetik ¢alismalarda kullamimak iizere derin dondurucuda
dondurularak sakland:.



3.2.1.f. Sodyum Dodesilsiilfat-Poliakrilamid Jel Elektroforezi (SDS-PAGE) ile

Enzim Safliginin Kontrolii

Koyun eritrosit ve gz lensi G6PD enzimi 2', 5' ADP-Sepharose 4B afinite
kromatografisi ile saflastirildiktan sonra enzimin saflig1, % 0,1 SDS ihtiva eden sirasiyla
% 4 ve % 10 akrilamid konsantrasyonunda y1gma ve yiiriitme jeli ile kesikli SDS-PAGE
yapilarak kontrol edildi (Laemmli 1970).

Bu iglemin basinda elektroforez i¢in kullanilan cam plakalar 6nce su, sonra alkol ile
iyice yikandi. Cam plakalar birlestiren mikalara (spacer) ince bir tabaka halinde vazelin
stiriildii. Iki cam plaka birbiri iistiine konuldu ve &zel naylon kaplarina yerlestirilerek jel
hazirlama cihazina konuldu. Daha sonra cam plakalar aralik olusturucu mikalarin
bulundugu kisimlardan kiskaglarla dikkatlice sikistirildi. Ayirma jeli hazirlanarak
plakalar arasina enjektérle dokiildid. Ortamda hava olmamasina dikkat edildi. Jel
yiizeyinin diizgiin olmast ig¢in % 0,1’luk SDS ile ince bir tabaka olusturuldu.
Katilagincaya kadar (yaklagik yarim saat) beklendi. Katilagtiktan sonra {istiindeki %
0,1'luk SDS alindi. Daha sonra plakalarin iist kismina tarak yerlestirildi ve yigma jel
taragin yanindan iist yiizeye kadar ilave edildi. Taragin {istiine nemli siizge¢ kagidi
konularak bir gece bekletildi. Sonraki giin tarak dikkatlice ¢ikarilarak plakalar
elektroforez tankina yerlestirildi. Olusan bosluklar isaretlenerek jelin {istii nce saf su,
sonra da yiiriitme tamponu ile yikandi. Elektroforez tankinin alt ve iist kismina ytiriitme
tamponu konuldu. Numuneler her birinde 20 pg protein olacak sekilde hazirland:.
Toplam hacim 100 pl olacak sekilde 1/1 oraninda numune tamponu katildi. 3 dakika
kaynar su banyosunda inkiibe edildi. Numuneler sogutularak, elektroforeze ¢ok ince bir
enjektor yardimiyla uygulandi. Tank kapagi kapatilarak alt tarafindan (+) kablo (anot),
iistten (-) kablo (katot) yerlestirildi. Once 80 voltta yarim saat bekletildi. Daha sonra
akim 150 volta ayarlanarak 4-5 saat oda sicakliginda tatbik edildi. Akim kesilerek, cam
plakalar arasindaki jel dikkatlice ¢tkarildi. Bu yiirlitme tamponu tekrar kullamilmak
{izere saklandi ve sabitlestirme ¢ozeltisinde (% 50 izopropanol + % 10 TCA + % 40 saf
su) 15 dakika bekletildi. Daha sonra sabitlestirme ¢&zeltisinden ¢ikarilan jel 6zel kabina
konularak, renklendirme ¢6zeltisi {istiinii ortlinceye kadar eklendi. 45 dakika kadar



45

calkalayic1 tizerinde birakildi. Sonra renklendirme ¢ozeltisinden gikarilarak, yikama
¢Ozeltisine alindi. Belirli araliklarla degistirilmek suretiyle jelin zemin rengi acilip,

protein bantlar1 belirginlesinceye kadar 1-2 giin bu ¢6zelti iginde galkalandi.

Yikama ¢ozeltisi, aktif karbon iizerinden gegirilerek tekrar tekrar kullanildi. Jel yikama
¢ozeltisinden ¢ikarildiktan sonra  fotografi g¢ekildi. Elektroforezde kullanilan
renklendirme ¢ozeltisi; % 0,1 Coomassie Brillant Blue R-250, % 50 metanol, % 10
asetik asit, % 40 saf su ile hazirlandi. Yikama ¢6zeltisi ise; % 50 metanol, % 10 asetik
asit, % 40 saf sudan ibarettir.

Ayirma jeli s6yle hazirlandi: 15 ml 1| M Tris-HCI (pH= 8,8), 10,66 ml % 30'luk
akrilamid -% 0,8'lik bisakrilamid, 0,61 ml % 1'lik SDS, 0,4 ml % 5'lik TEMED
(N,N,N’ ,N'-tetrametil etilen diamin) ve 11,94 ml su karigtirildi. Bu karigtmin iizerine en
son olarak 0,8 ml % 1,5'luk amonyum persiilfat (NH4);S;05 (PER) ilave edildi. Burada
kullanilan PER kullanilmadan hemen 6nce taze olarak hazirlandi.

Yigma jeli hazirlanmas: sirasinda 1 M’lik Tris-HCI (pH= 6,8)'den 1,24 ml, % 30’luk
akrilamid- % 0,8'lik bisakrilamid’den 1 ml, % 10’luk SDS'den 0,1 ml, % 5’lik
TEMED’den 0,1 ml ve saf sudan 7,36 ml alinarak karigtirildi. Son olarak yine gilinliik
hazirlanmis % 1,5’ luk PER'den 0,2 ml ilave edildi.

3.2.1.g. Sodyum Dodesilsiilfat-Poliakrilamid Jel Elektroforezi (SDS-PAGE) ile
Enzimin Molekiil Agirhg Tayini

Koyun eritrosit ve goz lensi G6PD enzimi 2', 5' ADP-Sepharose 4B afinite
kromatografisi ile saflagtirildiktan sonra enzimin molekil agirhgt SDS-PAGE ile su
sekilde tayin edildi; standart protein olarak; kreatin fosfokinaz 81 k Dal, bovin serum
albumin 66 k Dal, ovalbumin 45 k Dal, karbonik anhidraz 29 k Dal ve sitokrdm ¢ 12,4 k
Dal kullanildi. Elektroforez isleminden sonra fotograftan standart proteinlerin Ry
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degerleri (R= X / Xpoyas Xboya= boyammn yliriime mesafesi, Xe= proteinin yiiriime
mesafesi) formiilii ile belirlendi. Ayrica her bir proteinin MA’sinin logaritmasi alindi ve
log MA-Rf standart grafigi ¢izildi. Daha sonra koyun eritrosit ve géz lensi enzim
numunelerinin R¢ degeri bulunarak standart grafikte yerine konuldugunda numunelerin
ayn ayn log MA’lan bulundu ve antilogaritmalan alinarak hem koyun eritfosit G6PD
hem de lens G6PD enzimlerinin molekiil agirliklar: tespit edildi.

3.2.1.h. Koyun Eritrosit ve Goz Lensi G6PD Enzimlerinin Molekiil Agirhklarmm

Jel Filtrasyon Kromatografisi Vasitasiyla Bulunmasi

&

Koyun eritrosit ve gbz lensi G6PD enzimlerinin molekiil agirhiklar1 Andrews ve
arkadaglarinin metodu ile belirlendi (Andrews 1964, Whitaker 1963, Marshall 1970).
212 ml yatak hacmi elde etmek igin 7 g Sephadex G-200, 150 ml saf su igine alindi. 90
°C’de su banyosunda bekletilerek polimer materyal (Sephadex G-200) sisirildi.
Sisirilmis materyalin igindeki hava, su trompu kullanilarak vakumla uzaklagtirildi.
Sisirilmis ve havasi uzaklagtinlmis polimer materyali % 10’luk gliserinli pH’s1 6,0 olan
0,1 M potasyum fosfat tamponuyla dolu kolona, igcinde hava kabarcidi olmayacak
sekilde aktarildi. Aynm1 tamponla dengeleme islemi yapildi. Kolonun dengelendigini
tespit i¢in, iistten ilave edilen tamponla alttan alinan tamponun pH ve 280 nm’de
absorbans degerleri araliklarla &lgiildii, bu defer aym oluncaya kadar dengeleme
islemine devam edildi ve kolonun akis hiz1 15-20 ml/saat olarak ayarland.

Koyun eritrosit ve lens G6PD enziminin molekiil afirh@ tespit etmek iizere jel
filtrasyon kolonundan o¢nce standart proteinler gegirildi. Bu islem su sekilde
gerceklestirildi; Ik olarak kolondan Blue dextran (2000 k Dal) gegirilerek void hacim
hesaplandi. Daha sonra sirasiyla f-amilaz (200 k Dal), alkol dehidrogenaz (150 k Dal),
bovin serum albumin (66 k Dal), sitokrom ¢ (12,4 k Dal) standart proteinleri ayri ayn

kolona uygulandi. Son olarak her bir numune jel filtrasyon kolonuna tatbik edildi.
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Eliisyon iglemi i¢in dengelenen kolonun, jel iizerindeki tampon ¢ozeltisi jel seviyesine
indirildi. Kolona her bir protein ¢dzeltisinden 2 ml tatbik edildi. Kolona tatbik edilen
protein ¢ozeltisi jel tarafindan tamamen emildikten sonra {izerine birkag ml eliisyon
tamponu % 10°luk gliserinli 0,1 M potasyum fosfat (pH= 6,0) ilave edilerek tekrar jele
emdirildi. Daha sonra kolonun iistii eliisyon tamponuyla doldurularak, eliiatlar 1,67 ser
ml olacak sekilde tiiplere toplandi. Ellisyon tamponu kér olarak kullamldi ve toplanan
eltatlarin 280 nm de absorbanslar1 Slgiilerek kaydedildi. Eliisyon iglemine 280 nm’deki
absorbans degerleri sifir oluncaya kadar devam edildi. 280 nm’de absorbans gosteren
tiiplerde aktivite olglimleri yapildi. 280 nm’de kalitatif Sl¢iim i¢in alinan absorbans
degerleri ve 340 nm’de alinan aktivite degerleri tiip sayisina karg: grafige gegirildi ve
daha sonra bu enzimin mol agirligim belirlemek igin her bir protein i¢in ayr1 ayrn (Kqy =
Ve— Vo / Vi—V,, Vo= void hacim, V.= eliisyon hacmi, V= kolon yatak hacmi) formiilii
kullanilarak K,y degerleri ve molekiil agirliginin logaritmasi hesaplandi. Log MA-K,y
grafigi bilgisayar yardimiyla ¢izildi. Koyun eritrosit ve lens G6PD enzimlerinin K,y
degerleri tespit edilerek grafik denklemi vasitasiyla molekiil agirliklar: bulundu.

3.3. Protein Tayini

3.3.1. Kalitatif Protein Tayini

Kalitatif protein tayini, proteinlerin yapisinda bulunan aromatik gruplara sahip tirozin
ve triptofan amino asitlerinin 280 nm’de maksimum absorbans géstermesi esasina
dayanan Warburg metodu olarak bilinen yolla gergeklestirildi (Segel 1968).
Kromatografi islemlerinden sonra esit hacimde alinmis olan biitlin tiiplerde kalitatif
protein tayini yapildi. Kuvarz kiivetler kullamlarak spektrofotometerede absorbanslart
kore karsi okundu. Bununla birlikte 2', 5" ADP-Sepharose 4B afinite kolonundan alinan
fraksiyonlarda eliisyon islemi sirastnda NADP" kullanildigindan ve NADP* 280 nm’de
proteinlerin absorbansim maskeledigi igin sonug almamadi. Sephadex G-200 ile yapilan

jel filtrasyon kromatografisinde proteinlerin kalitatif tayini bu metodla belirlendi.
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3.3.2. Bradford Yoéntemi ile Protein Tayini

Hazirlanan hemolizat, amonyum siilfat ¢oktiirmesi ile elde edilen enzim ¢ozeltisi ve 2',
5' ADP-Sepharose 4B afinite kromatografisi yontemiyle saf halde elde edilen enzim
¢ozeltilerindeki kantitatif protein miktar1 bu metod vasitasiyla belirlendi. Bu yéntemde
boya olarak kullanilan Coomassie brillant blue G-250, negatif bir yiikke sahiptir ve
protein lizerindeki pozitif yiike baglanir. Boyanin kirmizi (Amax= 465 nm) ve mavi
(Amax= 595 nm) formu mevcuttur. Proteinin baglanmasi, kirmiz1 formun mavi forma
doniigiimiinii saglar. Bradford yonteminin diger kantitatif protein tayin metodlarina gore

avantajl taraflari ise;

Kisa siirede uygulanabilirligi,
Fazla miktarda bozucu faktoriin bulunmamasi,

e Protein-boya kompleksinin ¢ozeltilerde uzun stire kalabilmesi,

e Her bir ¢aligma i¢in baska bir standart egrinin gerekmemesi,

e Bu yontemin hassasiyetinin 1-100 pg arasinda olmasidir (Bradford

1976).

Tayin iglemleri su prosediire gore gergeklestirildi: 1 ml’sinde 1 mg protein ihtiva edecek
sekilde standart sigir albumin standart protein ¢ozeltisi olarak hazirlandi. Bu ¢6zeltiden
deney tiiplerine 0, 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90 ve 100 ul aktarildi. Saf su ile tiim
tiiplerin hacmi 0,1 ml’ye tamamlandi. Daha sonra her bir tiipe 5 ml Coomassie Brillant
Blue G-250 reaktifi ilave edildi. Vortex kullamlarak tiipler icerisindeki ¢ozeltilerin
karigmasi saglandi ve protein-boya kompleksinin tam olarak saglanabilmesi igin 10
dakika inkiibasyona birakildi. Bu iglemlerden sonra, 3 ml’lik kiivetler kullanilarak
spektrofotometreyle 595 nm’de kore karst absorbans degerleri okundu. Kér olarak, 0,1
ml ayn1 tampon ve 5 ml renklendirme reaktifinden olusan karigim kullanildi. Absorbans
degerlerine kargilik gelen pg protein degerleri standart grafik halinde verildi (sekil 4.1).

Numune ¢alismalar igin, 20 kat seyreltilmis eritrosit hemolizati ve lens homojenati, her
iki materyalin amonyum siilfat ¢okeltisi numunesi ve saf enzim ¢6zeltilerinden ¢ ayn
tiipe sirasiyla 50, 50 ve 200’er ! alinarak {izerlerine 5’er ml renklendirme reaktifi ilave
edildi. Vorteks ile kanstirtlip 10 dakikalik bir inkiibasyondan sonra 595 nm’de
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absorbans degerleri okundu. Bu islem 3 defa tekrarlanarak 3 ayr ol¢limiin aritmetik

ortalamasi alinip standart grafikten yararlanilarak protein miktarlar belirlendi.

3.4. Glukoz-6-fosfat Dehidrogenaz Enziminin Aktivite Tayini

Enzim aktivitesi spektrofotometrede 25 °C’de Beutler metoduna gére yapildi. Bu metod
nikotiamidadenin diniikleotidfosfat’in (NADP") indirgenmesinden dolay1 olusan
NADPH’1n 340 nm’de absorbans vermesi esasina dayanir. Absorbansi 6lgiilen NADPH,
G6PD enziminin viicutta fizyolojik olarak katalizledigi asagidaki reaksiyonda meydana
gelmektedir.

Glukoz-6-P + NADP* _G6PD __, 6-Fosfoglukonat-8-lakton + NADPH + H"

Tayin iglemleri i¢in agagidaki prosediir uygulandi:

_ Kontrol Kiiveti (Kdr) |

| 3mllikkiiveticin |  Imllik kivetigin |

1M Tris-HCIl + 5 mM EDTA (pH= 8,0) | 250 pl | 100 pl |
0,1 M MgCl, | 250 ul f 100 pl |
S e i T o0 |
e | o |
saf su I 1700 ul f 650 wl f
“Toplam | 2500l | 1000w |
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Numune Kiiveti

3ml’lik kilvet icin Iml’lik kitvet igin

| %

1 M Tris-HC! + 5 mM EDTA (pH= 8,0) | 250 i ] 100 pl
0,1 M MgCl, | 250 pl | 100 ul
2 mM NADP* | 250 ul | 100 pl
Enzim | 50 ul | 50 ul

saf su i 1450 pl | 550 ul
6 mM Glukoz 6-fosfat i 250 ul B 100 ul
Toplam ; 2500 pl B 1000 pl

Cizelgelerde belirtilen ¢ozeltiler kiivetlere konduktan sonra 25 °C’de 10 dakika inkiibe
edilerek, numunedeki absorbans artiglar1 5 dakika siireyle 15 saniyede bir kaydedildi
(Beutler 1971).

Daha sonra agagidaki formiil kullanilarak ml bagina enzim {initesi hesaplandi.

AOD < Ve
6,22 Vg

A =

seklinde olur.
A = ml basina enzim {initesi (EU) say1si.
AOD = 340 nm’de optik dansitenin dakika basina degisimi.
V¢ = kiivet hacmi.
Vg = kiivetteki saf enzim ¢dzeltisinin hacmi.
622 = 1 mM NADP"nin indirgendigi farzedildiginde kullamlan katsay:
(milimolar ekstinksiyon katsayist).

Eger enzim seyreltilerek kullamlirsa yukandaki formiilden ¢ikan A degeri seyreltme
faktérii (f) ile carpalir.

Saf enzimin ve amonyum siilfat ¢Oktiirmesi aktivite tayininde hemolizat veya
homojenat yerine, saf enzim ¢ozeltileri ve amonyum siilfat ¢oktiirmesinden elde edilen

¢6zelti kullanuldi. Diger islemler aynen uygulandi.
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3.5. Koyun Eritrositleri ve Goz Lensinden Saflagtirllan G6PD Enzimleri ile Mlgili
Yapilan Kinetik Caligmalar

3.5.1. Glukoz-6-fosfat Dehidrogenaz Enzimi I¢in Yapilan Optimum pH Cahsmas:

Optimum pH ¢alismasy; pH’s1 7,2, 7,5, 8,0, 8,5, 9 araliginda 1 M Tris-HCI ve pH’s
4,9, 6,0, 7,0, 7,5, 8,0 araliginda 1 M potasyum fosfat tampon ¢o6zeltilerinde eritrosit ve
lens G6PD enzimlerinin gosterdigi aktiviteler spektrofotometrik olarak olgtildii.
Sonuglar ¢izelgelerde ve % Aktivite-pH grafikleri halinde gosterildi (gizelge 4.5-4.8)
(sekil 4.11-4.14).

3.5.2. Glukoz-6-fosfat Dehidrogenaz Enziminin Stabil Oldugu pH’nmn

Bulunmasma Yonelik Calismalar

Enzimlerin stabil oldugu pH’y1 tespit etmek i¢in pH’lan1 7,5, 8,0, 8,5 ve 8,9 olan Tris-
HCI tamponu ve pH’lan 4,9, 6,0, 7,0 ve 8,0 olan potasyum fosfat tamponu kullamidi.
Belirtilen pH’lardaki tampon ¢ozeltilerinin 2 ml’si ile 1 ml enzim ¢6zeltisi karigtirilarak
4 °C’de muhafaza edildi. 8 saat arayla yapilan aktivite dlgiimiinde enzimin stabil oldugu
pH belirlendi. Inkiibasyon siiresine karsilik aktivite degerleri grafikler halinde

gosterildi.
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3.5.3. NADP' ve Glukoz-6-fosfat Substratlar1 I¢in Ky ve Vpa Degerlerinin

Bulunmasina Yoénelik Caliymalar

NADP" icin Ky ve Vina degerleri, sabit glukoz-6-fosfat (G6P) konsantrasyonunda 5
farkli NADP" konsantrasyonu kullanilarak optimum sartlarda aktivite dlgtimii yapildi.
Aynt sekilde G6P igin Ky ve Vimax degerleri, sabit NADP™ konsantrasyonunda 5 farkls
G6P konsantrasyonu kullamlarak optimum sartlarda aktivite 6l¢limii yapildi. Daha
sonra hem NADP* hem G6P igin Lineweaver-Burk grafigi hazirlandi ve bu grafikten
Ky ve Viax degerleri bulundu.

3.5.4. ATP, ADP, NADH, NADPH ve Cesitli Ilaclarin Koyun Eritrosit ve Goz

Lensi Glukoz-6-fosfat Dehidrogenaz Enzimi Uzerine Etkilerinin Incelenmesi

Metabolizmanin isleyisinde Onemli yer tutan ATP, ADP, NADH, NADPH
molekiillerinin ve cesitli hastaliklarin tedavisinde tipta siklikla kullanilan baz ilaglarin
koyun eritrositlerinden saflagtirilan G6PD enzimi tizerine ve ayrica g6z hastaliklarnin
tedavisinde siklikla kullanilan baz1 ilag ve gbz damlalarimn lensden saflagtirtlan G6PD
enzimi tizerine etkileri aragtirildi. Bu ¢aligmada, kinetik 6lgtimler igin Beutler metodu
kullanildi (Beutler 1971). Enzimi inhibe eden kimyasal maddeler ve ilaglar i¢in sabit
substrat konsantrasyonunda beg farkl1 inhibitSr konsantrasyonu kullanilarak Iso degerleri
(enzimin aktivitesini yartya diigiiren inhibitSr konsantrasyonu) % aktivite-[I] grafikleri

cizilerek belirlendi.

3.5.5. Koyun Eritrosit Glukoz-6-fosfat Dehidrogenaz Enzimi I¢in Inhibitér Etkisi

Gisteren Cegitli Ilaclarin K; Sabitlerinin Bulunmasi

Inhibitsr ¢alismalan icin, Bsliim 4.2.9°da anlatildig gibi 6n denemeyle koyun eritrosit
glukoz-6-fosfat dehidrogenaz enzimini inhibe eden gentamisin siilfat, penisilin G
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potasyum ve amikasin ilaglar1 kullamldi. Eritrosit igin yapilan tiim ¢aligmalarda

kullanilan inhibitorlerin stok konsantrasyonlar ¢izelge 4.15°de verilmistir.

Calismalarda en uygun bes farkli substrat konsantrasyonu substrat stok g¢ozeltileri
kullanilarak 6n ¢aligmayla belirlendi. Yine aym sekilde her bir substrat konsantrasyonu
i¢in en uygun l¢ farkli sabit inhibitér konsantrasyonu inhibitér stok c¢ozeltileri

kullanilarak 6n ¢aligmayla tespit edildi.

Spektrofotometrenin  hassasiyet smurlari iginde absorbans degerinin o6lgildigi
konsantrasyonlar diger deneylerde de kullamldi. Inhibitér ¢aligmalan igin kullamlan
¢ozeltilerin miktarlar1 ve bunlara kargilik gelen substrat ve inhibitér konsantrasyonlari
cizelge (4.44-4.46)’da verilmisgtir.

Daha sonra koyun eritrositlerinden saflagtinlan glukoz-6-fosfat dehidrogenaz enzimi
icin. ti¢ farkli sabit inhibitér konsantrasyonunda V-[S] degerleri belirlenerek her bir
inhibitor i¢in ayr1 ayn Lineweaver-Burk grafikleri gizilerek K; degerleri tayin edilmisgtir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI

4.1. Kantitatif Protein Tayini i¢in Kullanilan Standart Grafik

Eritrosit hemolizati, lens homojenati, amonyum siilfat ¢6ktiirmesi ve saf enzim
¢ozeltilerindeki kantitatif protein miktar1 Bradford ydntemiyle tayin edildi. Standart
grafik Boliim 3.3.2°de anlatildip1 gibi hazirlandi. Hemolizat, homojenat, amonyum
stilfat ¢oktlirmesi ve saf enzim ¢Gzeltilerindeki kantitatif protein miktar1 bu standart
grafikten faydalanilarak bulundu. Standart ¢6zeltilerin pg proteine karsilik gelen
absorbans degerleri yekil 4.1°de gosterildi. .

Absorbans (595 nm)
o [=] - -
@ ®w =2 N &

o
P

0 20 40 60 80 100 120
mikrogram Protein

Sekil 4.1. Bradford yontemiyle proteinlerin kantitatif tayininde kullamlan standart

grafik
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4.2. Koyun Eritrosit ve Goz Lensinden Glukoz-6-Fosfat Dehidrogenaz Enziminin

Saflagtirtlma, Karakterizasyon ve Kinetik Caliyma Sonuclar:

4.2.1. Amonyum Siilfatla Ciktiirme Basamaklan ve Sonuglan

Calismamizda, koyun eritrositi ve gtz lensi G6PD’sinin hangi amonyum siilfat
doygunlugunda tamamen ¢oktiiglinii belirlemek amaciyla % 0-20, % 20-30, % 30-40, %
40-50, % 50-60, %60-70 doygunluk araliklarinda ¢oktirme yapildi. S6z konusu
enzimin koyun eritrositinde % 50-60 ve gbz lensinde % 0-30 amonyum siilfat
doygunlugunda ¢oktiigii belirlendi. Bununla ilgili amonyum siilfat sonuglar1 Boliim
3.2.1.c’de anlatildid1 gibi hesaplandi. Her bir ¢oktiirme basamaginda olusan ¢okelek,
50 mM potasyum fosfat (pH= 7,0) tamponunda ¢oziildii. Hem c¢&kelekte hem de
siipernatantta enzim aktivitesine bakildi. Bdylece enzimin ¢oktiigii amonyum siilfat
doygunluk aralid1 tespit edilmis oldu (gizelge 4.1 ve ¢izelge 4.2) (sekil 4.2 ve sekil 4.2).
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Cizelge 4.1. Koyun eritrosit G6PD enzimi i¢in amonyum siifat doygunluk aralig:
tespitine yonelik ¢izelge

% Doygunluk | %030 | %30-40 | %40-50 | %50-60 @ % 60-70
| Aktivite (EU/ml)(gokelek) 0 0,000 0,003 | 0088 00009
Cokelek hacmi (ml) 10 30 |45 60 32
Cokelek toplam aktivite | 0 . 0003 1 00135 ¢ 528 0,028
Aktivite (EU/mI) (siipernatant) | 0,04 | 0,038 | 0,036 | 00002 : 0,000015
Stipernatant hacmi (ml) L1716 | 174 | 171 171 1713
Silpernatanttaki toplam aktivite | 7,04 | 6612 | 6,156 | 00342 | 00026

0,09}
= 0,06
E
g
2
2
e .
< (,034

0-30C 0-30S 30-40C 30-40S 40-50C 40-50S 50-60C 50-60S 60-70C 60-70 S
Coktiirme Aralig

Sekil 4.2. Koyun eritrosit G6PD enzimi i¢in amonyum siilfat doygunluk aralig: tespitine
yonelik Aktivite-Coktiirme Aralig: grafigi
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Cizelge 4.2. Koyun goz lensi G6PD enzimi i¢in amonyum siilfat doygunluk araligi

tespitine yonelik ¢izelge

% Doyguniuk | %0-30 | %30-40 | %40-50 | % 50-60 | % 60-70 |
Aktivite (EU/ml)(¢okelek) [ 0,15 | 00015 | 0,0008 | 0,00005 0
Cokelek hacmi (ml) é 5 4 § 5 5 4
Cokelek toplam aktivite ] 0,575 | 0,006 | 0004 | 0,00025 0
Aktivite (EU/ml) (sipernatant) |  0,00032 | 0,0002 | 0,00005 | 0 0
Siipernatant hacmi (ml) | 15 ; 16 | 16 | 15 14
Stipernatanttaki toplam aktivite |  0,0048 | 00032 | 0,0008 | 0 0

0,12 ’l

|

!

009y I g

= . ‘

a3] \ i

o 0064 (1 |
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0031 b ]
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\ 0-30C 0-30S 3040C 30-40S 40-50C 40-50S 50-60C 50-60S 60-70C 60-70S [
i Coktiirme Aralig: |
|

§

Sekil 4.3. Koyun lens G6PD enzimi i¢in amonyum siilfat doygunluk aralig: tespitine

yonelik Aktivite-Coktiirme Aralif1 grafigi
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4.2.2. Glukoz-6-Fosfat Dehidrogenaz Enziminin 2', 5' ADP-Sepharose 4B Afinite
Kromatografisi ile Saflagtirilma Kademeleri

% 50-60 amonyum siilfat doygunluk araliginda ¢oktiiriilen koyun eritrosit glukoz-6-
fosfat dehidrogenaz enzimi 50 mM potasyum asetat/ 50mM potasyum fosfat (pH= 6,0)
tamponuna karsi ve % 0-30 amonyum stilfat doygunluk aralifinda ¢oktliriilen lens
G6PD’si 100 mM potasyum fosfat (pH= 7,0) tamponuna kars1 diyaliz edildikten sonra
2', 5' ADP-Sepharose 4B kolonuna tatbik edildi. Her bir eliiatin 340 nm’de aktivite
tayinleri yapildi. Aktivite gosteren tiipler birlestirilerek Aktivite-Tiip sayisi grafigi
¢izildi (sekil 4.4 ve sekil 4.5). Koyun eritrosit ve lens glukoz-6-fosfat dehidrogenaz
enzimi 2', 5' ADP-Sepharose 4B afinite kromatografisi ile saflagtiriimas: sirasinda elde
edilen, yiizde verim ve saflagtirma katsayilan1 sirasiyla gizelge 4.3 ve ¢izelge 4.4°de
verilmigtir.
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Sekil 4.4. Koyun eritrosit glukoz-6-fosfat dehidrogenaz enziminin 2', 5' ADP-Sepharose
4B afinite kromatografisi ile saflagtirilmasi grafigi
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Sekil 4.5. Koyun lens glukoz-6-fosfat dehidrogenaz enziminin 2', 5' ADP-Sepharose 4B
afinite kromatografisi ile saflagtirilmas: grafigi
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Cizelge 4.3. Koyun eritrosit glukoz-6-fosfat dehidrogenaz enziminin saflastiriima

basamaklar
" «ieisr. | Toplam | Protein | Toplam |: Toplam | Spesifik | Saflagtir |
: I)S;t:ﬁ:a:::] &ktt;/‘;tl‘; hacim | miktar | protein | aktivite | aktivite fgrzi(: ma
? (m) | (mg) || (mg) | (EU/mD) ] (EU/mg)]| katsayisi |
Hemolizat | 0,064 176 16,2 x2837,12 11,264 0,0039 100 1
Amonyum |,
siilfat :
coktiirmesi 0,088 60 591 354,6 5,28 0,014 | 46,87 3,58
(% 50-60) :
| 2’5°-ADP | }
 SepharosedB 1 4509 |l 20 | 0045 | 090 | 418 | 464 | 371 | 118974
~ afinite : _
‘ Kromatografisi |

Cizelge 4.4. Koyun lens glukoz-6-fosfat dehidrogenaz enziminin saflastiriima

basamaklar:
" «veiosc | Toplam | Protein | Toplam |, Toplam | Spesifik | ,. . | Saflastir
:::;?:g;;::l &%‘l‘;ﬁ; hacim | miktan | protein | aktivite || aktivite tfrzi?: . ma
3 (D) | (ng) | (mg) | EU/mD]| (FUmg)| | katsayisi |
Homo 00117 || 57 156 | 5772 | 0,6669 | 0,00075 | 100 |
omojenat :
Amonyum || i
siilfat ¢ 0,118 5 7,06 | 21,48 | 0,590 } 00164 | 8846 | 21,86
¢oktilrmesi : L
(% 0-30) ?
- 2’5-ADP | . ‘
Sepharose 4B | 0,193 | 3 - 0,0248 | 0,0744 | 0,579 7.8 86,82 10.400
. afinite , 5 ‘
ldomatograﬁs“i‘
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4.2.3. Sodyum Dodesilsiilfat-Poliakrilamid Jel Elektroforez (SDS-PAGE) Sonucu

2', 5" ADP-Sepharose 4B afinite kromatografisinden saf olarak elde edilen G6PD enzimi
ve standart proteinler, B6lim 3.2.1.f°de anlatildig1 sekilde hazirlanan kesikli SDS-
poliakrilamid jel elektroforezine tatbik edildi. Daha sonra elde edilen alt birim
bantlarinin fotografi ¢ekildi. Koyun eritrosit G6PD enzimi alt biriminin molekiil agirlig
log MA-R; grafigi cizilerek 66.880 dalton ve koyun lens G6PD enziminin molekiil
agirhig1 aym grafikten 54.957 dalton oldugu tespit edildi (sekil 4.6, 4.7).

Sekil 4.6. Afinite kromatografisiyle saflagtirnlan koyun eritrosit ve goz lensi glukoz-6-
fosfat dehidrogenaz enziminin SDS-poliakrilamid jel elektroforezi fotografi ((1)
standart proteinler (kreatin fosfokinaz 81 k Dal, bovin serum albumin 66 k Dal,
ovalbumin 45 k Dal, karbonik anhidraz 29 k Dal ve sitokrom ¢ 12,4 k Dal), (2) ve (3)
Koyun eritrosit G6PD ve (4) Koyun goz lensi G6PD)
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Sekil 4.7. SDS-poliakrilamid jel elektroforezi yontemiyle alt birimlerin molekiil agirhg:
tayininde kullanilan standart grafik

4.2.4. Koyun Eritrositlerinden ve G6z Lensinden Saflastinlan G6PD Enziminin
Molekiil Agirhgmm Sephadex G-200 Jel Filtrasyon Kromatografisi Ile

Belirlenmesi

Koyun eritrosit ve lens G6PD enziminin molekiil agirhign B6liim 3.2.1.h.’de anlatildig1
sekilde kolon materayali olarak Sephadex G-200 jeli ile jel filtrasyon kromarografisi
yapildi ve sonuglar sekil 4.8 ve gekil 4.9°de verildi. Bu islem esnasinda; Blue dextran
(2000 k Dal) kolona uygulandi. Daha sonra $-amilaz (200 k Dal), alkol dehidrogenaz
(150 k Dal), bovin serum albumin (66 k Dal), sitokrom ¢ (12,4 k Dal) standart
proteinleri sirastyla kolona uygulandi. Daha sonra eritrosit G6PD enzimin molekiil
agirhiginin log MA-K,y grafigi gizilerek 119.662 dalton ve lens G6PD enzimin molekiil
agirhgimn 56.099 dalton oldugu tespit edildi (sekil 4.10).
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Sekil 4.8. Koyun eritrosit G6PD enziminin molekiil agirligr tayini i¢in kullamlan
standart jel filtrasyon kromatografisi grafigi

0,25

0,2

0,15 -

Absorbans (280 nm)

Tiip sayst

Sekil 4.9. Koyun lens G6PD enziminin molekiil agirlig: tayini i¢in kullamlan standart
jel filtrasyon kromatografisi grafigi
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Sekil 4.10. Koyun eritrosit ve lens G6PD’1n molekiil agirlig1 tayini i¢in Sephadex G-
200 kolon materyali kullamilarak yapilan jel filtrasyon kromatografisi sonucu elde

edilen standart grafik

4.2.5. Glukoz-6-Fosfat Dehidrogenaz Enzimi i¢in Optimum pH’m Belirlenmesi

Koyun eritrosit ve lens G6PD enzimlerinin optimum pH’lar Béliim 3.5.1°de anlatildi:
sekilde; pH’s1 7,2-9 araliginda 1 M Tris-HCl ve pH’s1 4,9-8,0 aralifinda 1 M potasyum
fosfat tampon ¢6zeltileri kullanilarak enzimin gosterdigi aktiviteler spektrofotometrik
olarak belirlendi. (cizelge 4.5-4.8, sekil 4.11-4.14). Koyun eritrosit ve lens G6PD’1 igin
optimum pH’lar 1 M Tris-HCI pH= 8,0 tamponu olarak belirlendi.

Cizelge 4.5. 1 M Tris-HCI tampon ¢6zeltisi kullamlarak koyun eritrosit glukoz-6-fosfat
dehidrogenaz enziminin optimum pH’s1 i¢in yapilan aktivite 6l¢iim sonuglar:

1M Tris-HCl |
pH J: Aktivite (EU/mI) |
= — o |
7,5 | 0,0267 |
R | 00267 |
9,0 | 0,0192 |
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Cizelge 4.6. 1 M potasyum fosfat tampon ¢ozeltisi kullanilarak koyun eritrosit glukoz-
6-fosfat dehidrogenaz enziminin optimum pH’s1 igin yapilan aktivite 6l¢lim sonuglart

£
i
i

1M Potasyum fosfat

pH | Aktivite (EU/ml)

4,9 | 0,0155 !
6,0 | 0,0193 ?
7,0 | 0,0220 |
7,5 } 0,0257 |
8,0 i 0,0241 §

Cizelge 4.7. 1 M Tris-HCI tampon ¢ozeltisi kullanilarak koyun g6z lensi glukoz-6-
fosfat dehidrogenaz enziminin optimum pH’s1 i¢in yapilan aktivite Slgtim sonuglar:

1M Tris-HCl |

. : | Aktivite (EU/ml) |
i i 0,037 !
Y | 0,048 |
e | 0,041 B

Cizelge 4.8. 1 M potasyum fosfat tampon ¢zeltisi kullanilarak koyun goz lensi glukoz-

6-fosfat dehidrogenaz enziminin optimum pH’s1 igin yapilan aktivite §lglim sonuglar

1M Potasyum fosfat |

_pH | Aktivite (EU/mI) i

49 | 0,023 |

0 = 0,056 |

70 | - 0,044 |

7.5 | 0,052 |

TR | o043 |
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Sekil 4.11. 1 M Tris-HCI tampon ¢6zeltisi kullanilarak koyun eritrosit glukoz-6-fosfat
dehidrogenaz enziminin optimum pH’s1 i¢in yapilan aktivite 6l¢iim sonuglart
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Sekil 4.12. 1 M Potasyum fosfat tampon ¢6zeltisi kullanilarak koyun eritrosit glukoz-6-
fosfat dehidrogenaz enziminin optimum pH’s1 i¢in yapilan aktivite 6l¢tim sonuglari
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Sekil 4.13. 1 M Tris-HCl tampon ¢6zeltisi kullamlarak koyun lensi glukoz-6-fosfat
dehidrogenaz enziminin optimum pH’s1 i¢in yapilan aktivite dl¢iim sonuglari
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0,04 1
0,03
0,02

.
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Sekil 4.14. 1 M Potasyum fosfat tampon ¢dzeltisi kullanilarak koyun lensi glukoz-6-
fosfat dehidrogenaz enziminin optimum pH’s1 i¢in yapilan aktivite 6l¢tim sonuglar
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4.2.6. Glukoz-6-fosfat Dehidrogenaz Enziminin Stabil Oldugu pH’in Belirlenmesi

Koyun eritrosit ve lens G6PD enzimlerinin stabil pH’lar1 Bo6liim 3.5.2°de anlatildig:
sekilde; pH’lan 7.5, 8,0, 8,5 ve 8,9 olan Tris-HCI tamponu ve pH’lar1 4,9, 6,0, 7,0 ve
8,0 olan potasyum fosfat tamponu kullamilarak enzimin gosterdigi aktiviteler
spektrofotometrik olarak belirlendi. (¢izelge 4.9-4.12, sekil 4.15-4.18). Koyun eritrosit

.....

olarak belirlendi.

Cizelge 4.9. Koyun eritrosit G6PD enziminin stabil pH’s1 igin 1 M Tris-HC] tampon
¢ozeltisi kullanilarak yapilan aktivite dlglim sonuglar

. @H=79) (pH=8,0) (PH=8,5) (Bh= )
Zaman © Aktivite (EU/ml) | Aktivite (EU/ml) | Aktivite (EU/mli) (EU/ml)

0. saat v 0,0016 0,0021 0,0033 : 0,0024

~ 8.saat : 0,0018 0,0025 0,0038 0,0027

16. saat 0,0012 0,0013 :; 0,0032 0,0017

24.sat | 0,0009 00009 | 00035 | 00013

Cizelge 4.10. Koyun eritrosit G6PD enziminin stabil pH’s: i¢in 1 M potasyum fosfat
tampon ¢6zeltisi kullamilarak yapilan aktivite 6lg¢tim sonuglan

(EH=49) | (pH=6,0) Aktivite (ﬁ: 7,0) (?Alf ?;0)

Zaman | Aktivite (EU/ml) | (EU/mI) | vite tivite
| | ___(EU/mI) (EU/mI)
O.sat | 00020 | 0,0021 0,023 0,0023
S.saat | 00005 | 0,001 00013 0,0019
16.saat | 0,001 0,0007 0,0009 0,0013
24.saat | 0 : 0,0002 0,0001 0,0006
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Cizelge 4.11. Koyun lens G6PD enziminin stabil pH’s1 i¢in 1 M Tris-HCI tampon
¢ozeltisi kullanilarak yapilan aktivite 6l¢iim sonuglar

Zaman Aktivite (EU/ml) (EU/m]) (EU/ml) (EU/mI)
0. saat 0,0104 0,0110 0,012 0,0110
8. saat 0,00144 0,00464 0,00754 0,00448
16. saat 0,00096 0,00512 0,00824 0,00304
24. saat 0 0,00208 0,00788 0,00288

Cizelge 4.12. Koyun lens G6PD enziminin stabil pH’s: i¢gin 1 M potasyum fosfat
tampon ¢ozeltisi kullanilarak yapilan aktivite 6l¢tim sonuglar

(pH=4,9) (pH= 6,0) Aktivite (1"\‘::. 7.0) G 59
Zaman | Aktivite (EU/ml) (EU/ml) tivite Aktivite
(EU/mI) (EU/mi)
0. saat 0,0017 0,0013 0,0060 0,0048
8. saat 0,0008 0,0009 0,00512 0,00496
16. saat 0,00128 0,00128 0,00448 0,0040
24. saat 0,00048 0 0,0008 0,0013
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Sekil 4.15. Degisik pH’lardaki 1 M Tris-HCI tampon g¢6zeltisi kullanilarak koyun
eritrosit glukoz-6-fosfat dehidrogenaz enzimi igin yapilan stabil pH grafigi
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Sekil 4.16. Degisik pH’lardaki 1 M potasyum fosfat tampon ¢zeltisi kullanilarak koyun
eritrosit glukoz-6-fosfat dehidrogenaz enzimi i¢in yapilan stabil pH grafigi
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Sekil 4.17. Degisik pH’lardaki 1 M Tris-HC] tampon ¢ozeltisi kullanilarak koyun lensi
glukoz-6-fosfat dehidrogenaz enzimi igin yapilan stabil pH grafigi
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Sekil 4.18. Degisik pH’lardaki 1 M potasyum fosfat tampon ¢&zeltisi kullanilarak koyun
lensi glukoz-6-fosfat dehidrogenaz enzimi igin yapilan stabil pH grafigi



72

4.2.7. NADP" ve Glukoz-6-fosfat Substratlar1 igin Ky ve Vg Degerlerinin

Belirlenmesi

Koyun eritrosit ve lens glukoz-6-fosfat dehidrogenaz enzimleri i¢in ayr1 ayr1t NADP" ve
G6P substratlar: ile Ky ve Viax galigmasi, BSlim 3.5.3°de anlatildig: sekilde yapildi.
Daha sonra koyun eritrosit ve lensi ile ilgili hem NADP®, hem G6P igin ayr ayn
Lineweaver-Burk grafikleri hazirland1 ve bu grafiklerden Ky ve Vmax degerleri bulundu.
Bu degerler ¢izelge 4.13 ve ¢izelge 4.14°de verildi (sekil 4.19-4.22).

P-V.V.

- LUV
T }
o 120 - }
< ‘
Zz
2
40
2
T G‘ T T "
-90000 -40000 10000 60000 110000 |

1/[S] [NADP] mM"

Sekil 4.19. Koyun eritrosit G6PD enzimi i¢in sabit glukoz-6-fosfat (G6-P)
konsantrasyonunda 5 farkli NADP" konsantrasyonunda Lineweaver-Burk grafigi
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Sekil 4.20. Koyun eritrosit G6PD enzimi igin sabit NADP" konsantrasyonunda 5 farkli
glukoz-6-fosfat (G6-P) konsantrasyonunda Lineweaver-Burk grafigi
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Sekil 4.21. Koyun lens G6PD enzimi igin sabit glukoz-6-fosfat (G6-P)
konsantrasyonunda 5 farkli NADP* konsantrasyonunda Lineweaver-Burk grafigi
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Sekil 4.22. Koyun lens G6PD enzimi igin sabit NADP" konsantrasyonunda 6 farkli

glukoz-6-fosfat (G6-P) konsantrasyonunda Lineweaver-Burk grafigi

Cizelge 4.13. Eritrosit G6PD’sinin NADP" ve G6P substratlan igin Ky ve Vi

degerleri
Substrat Kum (mM) Vinax (EU/mI)
NADP" 1,23x 10° 1,23 x 1072
- G6P 3,6x107 '59x 107

Cizelge 4.14. Lens G6PD’sinin NADP" ve G6P substratlari i¢in Ky ve Vinax degerleri

Y TS T
NADP* 2,23x 10" 4,55x 10"
G6P 1,83x 10 T 1,54x 10"
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42.8. ATP, ADP, NADH NADPH ve Cesitli Ilaclarm Glukoz-6-fosfat

Dehidrogenaz Enzimi Uzerine Etkilerinin Sonuglar

Koyun eritrosit ve lens glukoz-6-fosfat dehidrogenaz enzimleri i¢in Bolim 3.5.4°de
anlatildig: sekilde, bazi onemli kimyasal maddeler ve tedavide siklikla kullanilan
ilaglarin stok ¢ozeltileri hazirlanarak ¢izelge 4.15 ve gizelge 4.16’da verildi. Koyun
eritrosit ve lens G6PD enzimi iizerine inhibisyon veya aktivasyon etkisi gOsteren
kimyasal madde ve ilaglar ile ilgili konsantrasyonlar ve % aktivite degerleri eritrosit ve
lens i¢in sirasiyla gizelge 4.28 ile ¢izelge 4.43’de verildi. Ayrica eritrosit ve lens G6PD
enzimi {izerine inhibisyon veya aktivasyon etkisinin belirlenmesinde kullamlan
kimyasal madde ve ilaglar i¢in ¢6zelti miktarlart ve bunlara karsilik gelen kimyasal
madde ve ila¢ konsantrasyonlar1 eritrosit ve lens i¢in sirasiyla ¢izelge 4.17-4.27 ve
cizelge 4.29-4.42°de verildi. Daha sonra G6PD enzimi {izerinde inhibisyon veya
aktivasyon etkileri aragtirildi. Eritrosit G6PD enzimi i¢in elde edilen sonuglar sekil
4.23-4.33, lens G6PD enzimi i¢in elde edilen sonuglar sekil 4.34-4.47°de verilmigtir.

Cizelge 4.15. Koyun eritrosit glukoz-6-fosfat dehidrogenaz enzimi lizerine inhibisyon
veya aktivasyon etkisi gOsteren kimyasal madde ve ilaglarin stok ¢6zelti
konsantrasyonlari

» 'Kibmyééabl’ Madde Tart ~ Stok Cﬁiélti Konsantrasyonu(mM) I
ATP 3,51 ’
1o
5,0
e ST
Setazolin sodyum T T Tas00.
~ Penisilin G potasyum 806,4
Setoraksim sodyum — = 75
Ampisilin 7154
PR, ————— : . e T
Sefepim hidrokloriir ' ' 208,0
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Cizelge 4.16. Koyun lens glukoz-6-fosfat dehidrogenaz enzimi {izerine inhibisyon veya
aktivasyon etkisi gdsteren kimyasal madde ve ilaglarin stok ¢6zelti konsantrasyonlari

Kimyasal Madde Tiirii g Stok Cﬁzelti Konsantrasyonu(mM)
ATP | 3,51
ADP 1,615
NADH 1,0 1
Indomethacin 2,79 )
Deksametazon 21-fosfat disodyum 7,74
T e e : T
' Siklopentolat hidroklorilr 609,0
S e Iy
R e R i
- Adrenalin [(-) Epinefrin] 43,6 ;
Sefriakion disodyam e Y A Y o
Sefazolin sodyum 524,0
I o B T N
Gentamisin silfat ” 84,0
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Cizelge 4.17. Koyun eritrosit G6PD enzimi {izerine ATP ile yapilan ¢aligmalarda
kullanilan ¢6zelti miktarlari ve bunlara karsilik gelen ATP konsantrasyonlar

Tris-HCI : ¢
(IM) E Glukoz Kivette |
Saf EDTA MgCl, | NADP" | Enzim 6-fosfat | TOPIAM ATP ki ATP |
su (5mM) 0,1M) (2mM) Hacmi (6 mM) Hacim Hacmi ; Konsant :
() | PH=8,0)) (uD (uD) (uh (ul) (1D (uh) | rasyonu
(ub) (mM)
570 100 100 100 30 100 1000 0 -
520 | 100 100 100 30 100 1000 50 g 0,175
470 100 100 | 100 30 100 1000 100 0,35
- 370 100 | 100 100 30 100 1000 200 0,7
e e s e = ! e
170 100 100 100 30 100 | 1000 400 1,4 }
70 100 100 100 30 100 1000 500 } 1,75

Cizelge 4.18. Koyun eritrosit G6PD enzimi iizerine ADP ile yapilan caligmalarda
kullanilan ¢6zelti miktarlar1 ve bunlara karsihik gelen ADP konsantrasyonlar

Tris-HCI |
aM ~ Kivetteki
Saf | EDTA | MgClh | NADP* | Enzim | ?lf‘;';‘f’:t Toplam | PP | ADP
©osu (5mM) | (0,IM) (2mM) Hacmi §. © ~Hacim i . Konsantra
(D | (H=8,0)|. (uD D ) | (Lnf)'l) ) (ub) syonu
570 100 | 100 100 30 100 1000 0 -
- 470 100 100 100 30 100 1000 100 0,161
e e T T e 70 | ooz |
i i
270 100 100 100 30 100 1000 300 0,483
70 100 | 100 | 100 30 100 | 1000 500 | 0,805
0 1000 | 100 | 100 30 100 1000 570 0,920
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Cizelge 4.19. Koyun eritrosit G6PD enzimi tizerine NADH ile yapilan ¢alismalarda
kullamlan ¢6zelti miktarlari ve bunlara karsilik gelen NADH konsantrasyonlar

© Tris-HCI | : :
- (IM) Glukoz Kivetteki
Saf EDTA MgCl, | NADP’ Enzim 6-fosfat Toplam | NADH NADH
su (5mM) (0,1M) (2mM) Hacmi (6 mM) Hacim Hacmi | Konsantra
(ul) . (pH=8) (ub) (u) (ud) (ul) (ul) (ub syonu |
. (uh (mM) |
570 © 100 % 100 100 | 30 { 100 [ 1000 0 -
520 . 100 100 100 30 100 1000 1 50 ! 0,05 |
) i
470 ; 100 100 | 100 30 | 100 | 1000 100 0,1
440 100 100 100 30 | 100 | 1000 130 0,13
¥ j! e T S e e = ! o1s
370 100 100 | 100 30 100 | 1000 200 02 |

Cizelge 4.20. Koyun eritrosit G6PD enzimi iizerine NADPH ile yapilan g¢aligmalarda
kullanilan ¢6zelti miktarlart ve bunlara karsilik gelen NADPH konsantrasyonlari

Tris-HCI
(IM) Glukoz Kiivetteki
Saf EDTA MgCl, | NADP' Enzim 6-fosfat | Toplam ;| NADPH NADPH
su (SmM) 0,1M) (2mM) Hacmi (6 mM) ¢ Hacim Hacmi | Konsantra
M) | (pH=8,0)| (uD @ Wy | @y | (D (uh syonu
570 j 100 | 100 100 ;30 . 100 | 1000 0 ; -
501 00 11001 Too f e o0 1000 P 025 f
470 100 100 100 30 | 100 | 1000 100 0,5
570 T e 100 0 v | 000 200 :
o 5o 1 00 1 0o 0 1o0 000 200 3 %
0 ! 100 100 100 30 100 J 1000 { 570 | 285
i H
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Cizelge 4.21. Koyun eritrosit G6PD enzimi tizerine Gentamisin siilfat ile yapilan
¢aligmalarda kullanilan ¢zelti miktarlar1 ve bunlara karsilik gelen gentamisin siilfat

konsantrasyonlari

Tris-HCI |
(M Glukoz | - Kavetteki
Saf | EDTA | MgCl, | NADP* | Enzim UKOZ ' Toplam | ilag llag
g 6-fosfat | ; :
su (5mM) 0,1M) 2mM) Hacmi (6 mM) | Hacim Hacmi ! Konsantra
(uh) | (pH=8,0)| () (uD) (uh () G (uD) syonu |
) - (mM) |
1450J 250 250 250 50 250 J 2500 0 3 -
1440 | 250 | 250 250 _} 50 250 J 2500 10 0,336 |
1350J 250 250 250 | 50 250 2500 J 100 J 336 |
s R s R I S0 EE S J 5" 200 P
1150 250 250 250 50 250 2500 J 300 } 7,75 |
.10,5,.” == e e } o } w0 | Bar |

950 | 250 250 | 250 50 | 250 12500 1 500 | 168

i
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Cizelge 4.22. Koyun eritrosit G6PD enzimi {izerine Sefazolin sodyum ile yapilan
¢alismalarda kullanilan ¢6zelti miktarlar ve bunlara karsilik gelen Sefazolin sodyum

konsantrasyonlari
| Tris-HC! | r
(1IM) Glukoz Kivetteki
Saf EDTA MgCl, | NADP® | Enzim Toplam [lag flag
6-fosfat N
su (5mM) (0,1M) (2mM) Hacmi (6 mM) Hacim Hacmi | Konsantra
) | (pH=8,0). (u) 1y (uh (ul) (Y (ul) syonu
() (mM)
1450 250 250 250 50 250 2500 0 -
1440 | 250 | 250 | 250 50 | 250 2500 10 220 |
E i
1400 250 250 250 50 250 2500 50 ? 11
1356 | 250 | 250 | 250 50 250 2500 100 22
1250 250 250 250 50 250 2500 200 44
1150 | 250 250 1250 50 250 | 2500 | 300 | 66
i
1050 | 250 250 250 50 250 2500 400 88

Cizelge 4.23. Koyun eritrosit G6PD enzimi {izerine Penisilin G potasyum ile yapilan
caligmalarda kullanilan ¢6zelti miktarlar1 ve bunlara karsilik gelen Penisilin G potasyum

konsantrasyonlari
Tris-HCl
(IM) Glukoz | Kiivette
Saf | EDTA | MgClL | NADP® | Enzim 6fosfar | TOPIAM [ oo i killag
su | (GmM) | (OIM) | @mM) | Haomi | o | Hacim 9( ) Konsant
@) | GH=80). @) | @) | @ | TAT | b ¥ | rasyomu
1450 | 250 250 250 50 250 2500 0 -
1440 | 250 { 250 | 250 50 250 2500 10 3,22
1420 | 250 | 250 250 50 250 2500 30 9,66 |
T e " — o " o
1380 | 250 | 250 | 250 50 | 250 2500 70 22,54 |
1350 | 250 250 250 50 250 2500 100 32,2
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Cizelge 4.24. Koyun eritrosit G6PD enzimi {izerine Sefotaksim sodyum ile yapilan
¢alimalarda kullamilan ¢6zelti miktarlar1 ve bunlara karsilik gelen Sefotaksim sodyum

konsantrasyonlari
Tris-HCI ‘; | j ;
(M) | ' Glukoz g Kilvetteki |
Saf | EDTA | MgClL, | NADP" | Enzim | 6-fosfat | TOPlam [tag | llag |
su (SmM) | (0,IM) | (2mM) | Hacmi | (6 mM) Hacim Hacmi | Konsantra |
@) | GH=80) b | @ | @ | S| @ | @ | sy |
(uh) | | _ (@M
1450{ 250 250 J 250 JI 50 ; 250 2500 ] 0 | - |
1440 250 i 250 | 250 ‘ 50 | 250 2500 10 § 2,3 i
1420 250 250 250 50 250 2500 30 | 69
j
1400 | 250 250 | 250 50 250 2500 50 11,5
1375 250 250 250 50 250 2500 75 17,25
1350 | 250 250 | 250 50 250 2500 100 | 23
i

Cizelge 4.25. Koyun eritrosit G6PD enzimi iizerine Ampisilin ile yapilan ¢aligmalarda
kullanilan ¢6zelti miktarlar1 ve bunlara kargilik gelen Ampisilin konsantrasyonlar:

T s T
(M) Glukoz Kiivetteki
Saf | EDTA | MgClL, | NADP" | Enzim 6-fosfat | TOPIAM fag flag
L osu (5mM) i (0,IM) (2mM) Hacmi (6 mM) Hacim Hacmi | Konsantra
(D) | (PH=8,0); (uD (ub) (uD) (ul) ] (nD) syonu
' @y | (mM)
1450 250 250 250 50 250 2500 0 -
e — T T 0 = 5
1350 250 Ji 250 | 250 ji 50 j 250 2500 100 28,6
1050 250 | 250 250 50 250 2500 400 ; 114,4
950 | 250 | 250 | 250 ( 50 250 | 2500 550 | 1574
750 250 250 250 50 250 2500 700 200,2
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Cizelge 4.26. Koyun eritrosit G6PD enzimi iizerine Amikasin ile yapilan ¢alismalarda
kullamlan ¢ozelti miktarlar1 ve bunlara karsilik gelen Amikasin konsantrasyonlar:

Tris-HCI
(1IM) Glukoz ) Kiuvetteki

Saf EDTA MgCl, | NADP' | Enzim 6-fosfat Toplam Tlag Tlag

su (5mM) 0,1M) (2mM) Hacmi | (6 mM) Hacim Hacmi | Konsantra

M) | ®eH=8,0)| (u) (uD (uh (ul) (u) (uD syonu

1450 250 | 250 250 50 250 2500 0 - [
© 1440 250 250 250 50 250 2500 I 10 i 1,7

T S T e R o R, }

1250 250 250 250 50 250 2500 200 34

T e Mo % T | me | am | &

i
850 | 250 | 250 | 250 | 50 1250 2500 600 | 102 |
750 250 250 250 50 | 250 2500 700 119

Cizelge 4.27. Koyun eritrosit G6PD enzimi tizerine Sefepim hidrokloriir ile yapilan
¢alismalarda kullamlan ¢6zelti miktarlari ve bunlara kargilik gelen Sefepim hidroklortir
konsantrasyonlari

Tris-HCI
. (M) Glukoz Ktivetteki
Saf | EDTA | MgCl, | NADP" | Enzim 6-fosfat | ToPlam Tlag Ilag
©osu (mM) | (0,1IM) (2mM) Hacmi (6 mM) Hacim Hacmi | Konsantra
M) | (pH=8,0)| (b (u) (n) (D) (u) (uh syonu
1450 250 250 250 50 250 2500 0 -
1440 | 250 J 25 | 250 | 50 l 250 J 2500 10 083 !
1400 [ 250 250 250 50 250 2500 ‘ 50 | 4,16
1350 | 250 | 250 | 250 | 50 | o250 | 2500 100 8,32
i i i
1250 250 250 250 50 250 2500 1 200 | 16,6
!
1150 250 250 250 50 250 2500 300 24,9
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Sekil 4.23. Koyun eritrosit G6PD enzimi igin 6 farklit ATP konsantrasyonunda elde
edilen % Aktivite-[ATP] grafigi

120
100 ¢

% Aktivite
=N
S

40 -
20 +
0 T .
0 0,0002 0,0004 0,0006 0,0008 0,001
[ADP] mM

Sekil 4.24. Koyun eritrosit G6PD enzimi i¢in 5 farkli ADP konsantrasyonunda elde
edilen % Aktivite-]ADP] grafigi
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Sekil 4.25. Koyun eritrosit G6PD enzimi igin 5 farkli NADH konsantrasyonunda elde
edilen % Aktivite-[NADH] grafigi
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Sekil 4.26. Koyun eritrosit G6PD enzimi i¢in 5 farkli NADPH konsantrasyonunda elde
edilen % Aktivite-[]NADPH] grafigi
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Sekil 4.27. Koyun eritrosit G6PD enzimi i¢in 6 farkli ilag konsantrasyonunda elde
edilen % Aktivite-[Gentamisin stilfat] grafigi
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Sekil 4.28. Koyun eritrosit G6PD enzimi igin 6 farkli ila¢ konsantrasyonunda elde
edilen % Aktivite-[Sefazolin sodyum] grafigi
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Sekil 4.29. Koyun eritrosit G6PD enzimi igin 5 farkl ila¢ konsantrasyonunda elde
edilen % Aktivite-[Penisilin G potasyum] grafigi
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Sekil 4.30. Koyun eritrosit G6PD enzimi i¢in 5 farkh ilag konsantrasyonunda elde
edilen % Aktivite-[Sefotaksim sodyum] grafigi



89

120
100 &

80

60 -

% Aktivite

40 -

20 1

0 50 100 150 200
[Ampisilin] mM

Sekil 4.31. Koyun eritrosit G6PD enzimi igin 5 farkl: ilag konsantrasyonunda elde
edilen % Aktivite-[Ampisilin] grafigi
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Sekil 4.32. Koyun eritrosit G6PD enzimi i¢in 6 farkli ilag konsantrasyonunda elde
edilen % Aktivite-[Amikasin] grafigi
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Cizelge 4.29. Koyun lens G6PD enzimi {izerine ATP ile yapilan ¢aligmalarda kullanilan
¢ozelti miktarlar: ve bunlara karsilik gelen ATP konsantrasyonlar

! Tris-HC1

(1M) Glukoz | | Kivetteki
Saf | EDTA | MgCl, | NADP' | Enzim | fzt . Toplam | ATP | ATP
su | (SmM) | (OIM) | (@mM) | Hami | | Hacim | Hacmi | Konsantra
M) | (pH=8,001 (1D (1D (uD) @y | @ (u) | syonu

(1)) L (mM)
580 100 ( 100 00 | 20 | oo | 1000 0 | -
530 ] 100 100 f 100 20 100 } 1000 50 | 0175
480 | 100 100 0 | 20 | 100 1000 | 100 0,351
380 100 100 100 20 100 1000 200 0,702
280 100 100 100 20 | 100 1000 300 { 1,05
180 100 100 | 100 20 100 1000 | 400 1,4
80 100 100 100 20 | 100 1000 500 1,75

Cizelge 4.30. Koyun lens G6PD enzimi lizerine ADP ile yapilan ¢aligmalarda kullanilan
¢Ozelti miktarlar1 ve bunlara karsilik gelen ADP konsantrasyonlar

Tris-HCI
(M) Glukoz Kitvetteki
Saf | EDTA | MgCl, | NADP* | Enzim | 6fostar | Toplam | ADP ADP
- su (5mM) (0,1M) (2mM) Hacmi | 6 Hacim Hacmi | Konsantra
C(ub | (pPH=8,00{ (uD (ny () (’;ﬂl) D ub (b syonu
580 100 | 100 100 200 | 100 1000 0 -
480 100 | 100 100 20 100 1000 100 § 0,161
™ T T e e e O e T
- 280 100 100 100 20 | 100 1000 300 0,484
e T T T T T T 0 = e v
80 | 100 100 ] 100 20 100 E 1000 500 0,807
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Cizelge 4.31. Koyun lens G6PD enzimi iizerine NADH ile yapilan ¢alismalarda
kullanilan ¢ozelti miktarlar1 ve bunlara karsilik gelen NADH konsantrasyonlan

Tris-HCI | i
Saf | EDTA | MgCh | NADP" | Enzim | ~o % | Toplam ; NADH = NADH |
su | (SmM) | (OIM) | (@mM) = Haemi | nfM) | Hacim | Hacmi = Konsantra |
) | (PH=8,0); (1D My (D (D) G R N (1) syonu .
I i ; (mM)
580 § 100 | 100 00 | 20 { 100 | 1000 0 -
i j o ;
530 100 | 100 (00 20 00 | 1000 | S0 | 005
430 | 100 | 100 100 20 | 100 1000 150 0,15
380 100 | 100 100 20 | 100 1000 200 0.2
330 100 | 100 | 100 | 20 100 1000 250 | 025

Cizelge 4.32. Koyun lens G6PD enzimi {izerine indomethacin ile yapilan galigmalarda
kullanilan ¢6zelti miktarlar1 ve bunlara karsilik gelen Indomethacin konsantrasyonlari

Tris-HCI |-

(aM) | Glukoz . Kitvetteki
Saf | EDTA | MgCl, | NADP® | Enzim 6-fosfar | TOPlam llag Ilag
su (5mM) 0,IM) (2mM) Hacmi (6 mM) Hacim Hacmi | Konsantra
) | pPH=8,0); (u) (nh (1 () (u) (u) syonu

(ub (mM)
580 100 100 100 20 100 1000 ' 0 -
50 100 ,,,,,,,, 100 .............. 100 20 e 100 1000 T X
515 100 | 100 100 | 20 | 100 1000 65 | 018
o 00 100 00 { Y j o0 { 1000 = 0194 g
505 100 - 100 100 20 J 100 1000 75 0,2
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Cizelge 4.33. Koyun lens G6PD enzimi iizerine Deksametazon 21-fosfat disodyum ile
yapilan c¢aligmalarda kullamlan ¢6zelti miktarlart ve bunlara karsihk gelen
Deksametazon 21-fosfat disodyum konsantrasyonlari

| Tris-HCI | ! 5 ;
My | Glukoz . Kuvetteki
Saf EDTA MgCl, | NADP® Enzim 6-fosfat Toplam llag flag
su (5mM) 0,1M) 2mM) Hacmi (6 mM) Hacim Hacmi | Konsantra !
D | (pH=8,0)  (u) (ub) (ub) (ul) (ul) (ub syonu
(1)) (mM)
580 100 100 100 20 100 1000 0 -
530 100 | 100 100 J 20 100 1000 | S0 0385 |
- 480 100 100 100 20 100 1000 100 0,77
380 | 100 100 100 20 100 | 1000 200 1,54
180 100 100 100 20 100 1000 400 3,08
10 100 100 100 20 100 1000 570 4,38

Cizelge 4.34. Koyun lens G6PD enzimi lizerine Lomefloxacin ile yapilan ¢aligmalarda
kullanilan ¢6zelti miktarlari ve bunlara kargilik gelen Lomefloxacin konsantrasyonlarn

| Tris-HCI
(IM) Glukoz | _ Kuvetteki
Saf | EDTA | MgCl, | NADP" | Enzim | 6-fosfat | LOPlAm Ilag Ilag
su (5mM) (0,1M) (2mM) Hacmi (6 mM) * Hacim Hacmi | Konsantra
D | (pH=8,00} (uD (uD (1Y) I (uD) ny syonu
) (b (mM)
e P — 5 — 00 = -
¢ 530 100 100 100 20 100 1000 50 3,85
480 | 100 | 100 100 20 100 | 1000 100 0,77
380 100 100 100 20 100 1000 200 1,54
80 100 100 100 20 100 1000 500 3,85




94

Cizelge 4.35. Koyun lens G6PD enzimi iizerine Siklopentolat hidrokloriir ile yapilan
caligmalarda kullamlan ¢ozelti miktarlari ve bunlara karsilik gelen Siklopentolat

hidrokloriir konsantrasyonlar:
| Tris-HCI |
1Y) Glukoz | Kiivetteki |
Saf EDTA | MgCl, | NADP" | Enzim 6-fosfat | TOPlam [lag llag |
su (5mM) 0,1M) (2mM) Hacmi (6 mM) Hacim Hacmi | Konsantra |
(uD | (pH=8,0); (uD (ub (uh) (ul) (ub) (ub) syonu |
() —— (mM) |
580 100 100 100 20 100 1000 0| -
530 | 100 | 100 100 20 100 1000 50 30
480 100 100 100 20 100 1000 00 | 60
380 | 100 100 100 20 100 1000 200 120
180 100 100 100 20 100 1000 400 240
e e e s = — J — pr e

Cizelge 4.36. Koyun lens G6PD enzimi {izerine Dorzolamid hidrokloriir ile yapilan
caligmalarda kullanilan ¢6zelti miktarlart ve bunlara karsihk gelen Dorzolamid

hidroklortir konsantrasyonlari
Tris-HCI |
Saf | EDTA | MgCl, | NADP" | Enzim G-fosfat | LoPlam flag [lag
. su (5mM) | (0,1M) (2mM) Hacmi (6 mM) . Hacim Hacmi ;| Konsantra
) | eH=8,0) (D) (uD) G (uh) (D syonu
Z @) | (mM)
o w00 |0 | | T o - i :
0 o 1 e 1 " o | 0w = v %
480 100 100 100 20 100 | 1000 200 | 11,08
380 | 100 100 | 100 2 | 100 | 1000 300 16,62
- 280 100 100 100 20 100 1000 400 22,16
e T e s — — p— , popn
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Cizelge 4.37. Koyun lens G6PD enzimi iizerine Timolol maleat ile yapilan ¢alismalarda
kullanilan ¢6zelti miktarlar1 ve bunlara karsilik gelen Timolol maleat konsantrasyonlar

; Tris-HCI -
- aM P | Kiivetteki :
| Saf | EDTA = MgCh | NADP' | Enzim | OPN%2 Toplam | flag | flag |
su | (5mM) 0,1M) (2mM) @ Hacmi (6 mM) Hacim | Hacmi | Konsantra |
() | (pH=8,0); (uD M) ¢ b (ub) [(T1Y I B (1)) | syomu
) | | __(mM)
580 | 100 | 100 o0 | 20 l 100 I 100 | o0 | )
560 | 100 100 00 | 20 | 100 oo | 20 | 0314
530 | 100 100 100 20 | 100 | 1000 | 50 0785 |
480 | 100 | 100 100 20 | 100 1000 100 1,57
430 | 100 100 100 20 | 100 o0 | 150 | 235
410 100 | 100 | 100 20 | 100 | 1000 170 267 |

Cizelge 4.38. Koyun lens G6PD enzimi {izerine Adrenalin ile yapilan ¢aligmalarda
kullamlan ¢6zelti miktarlar1 ve bunlara karsilik gelen Adrenalin konsantrasyonlart

Tris-HC] | ;
( 1 M) Glukoz : . Kﬁyetteki
Saf EDTA | MgCl, | NADP" Enzim 6-fosfat | Toplam Ilag Ilag

. su (5mM) (0,1M) (2mM) Hacmi | (6 mM) Hacim Hacmi ;| Konsantra
(D | (PH=8,0)} (uD) (uh GV (ul) (uD (u) | syonu

, W | | (mM)
580 100 | 100 100 20 | 190 | 1000 0 -
w T S — " pyr
530 | 100 | 100 | 10 | 20 | 100 | 1000 0| 218 |
480 100 | 100 100 20 | 100 1000 J 100 4,36
o o S R A o R B P R

280 100 | 100 100 20 - 100 ¢ 1000 300 13,08
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Cizelge 4.39. Koyun lens G6PD enzimi iizerine Seftriakson disodyum ile.yapllan
calismalarda kullamlan ¢6zelti miktarlan ve bunlara kargsilik gelen Seftriakson

disodyum konsantrasyonlar
Tris-HCI |
(IM) Glukoz | Kivette |
Saf EDTA = MgClL, { NADP" | Enzim G-fosfar | TOPlAM |y o omii Killag
su | (SmM) | (OIM) | (@mM) | Haemi | o | Hacim g(ul) | Konsant
() | (pH=8,0); (uD) (ub) (uh (ul) (ul) | rasyonu
(ub |__(mM)
580 100 100 100 20 100 1000 0 E -
30| 100 | 100 | 100 | 20 100 | 1000 501 012 )
480 100 100 100 20 100 1000 | 100 0,24
380 | 100 100 | 100 20 100 1000 200 0,48
280 100 100 100 20 100 1000 300 0,72
10 100 100 100 20 100 1000 570 1,37

Cizelge 4.40. Koyun lens G6PD enzimi {izerine Sefazolin sodyum ile yapilan
¢alismalarda kullamlan ¢6zelti miktarlar ve bunlara karsilik gelen Sefazolin sodyum

konsantrasyonlari
Tris-HCI
( 1 M) Gluk 0z KﬁYette
Saf EDTA | MgCl, | NADP® | Enzim 6-fosfat | TOPlam |y o 1 Killag
su (5mM) 0,1M) (CmM) Hacmi (6 mM) Hacim q(pl) Konsant
C(u) | PH=8,0)| (uD )] (uh (ul) oy rasyonu
I__©D S N— - (mM)
580 100 100 100 20 100 1000 0 -
560 | 100 100 wo | 20 100 1000 20 10
- 530 100 100 100 20 100 1000 50 25
510 | 100 00 | 100 | 20 100 1000 70 35
480 100 100 100 20 100 1000 100 50
TR T ” — — -




Cizelge 4.41. Koyun lens G6PD enzimi iizerine Vankomisin hidrokloriir ile yapilan
¢alismalarda kullanilan ¢ozelti miktarlari ve bunlara karsihik gelen Vankomisin

97

hidrokloriir konsantrasyonlari
Tris-HCI :
(1M) Glukoz Kiivette |
Saf | EDTA | MgCl, | NADP' | Enzim | JoC% | Toplam | ;0 .| killag |
su | (SmM) | ©IM) | (mM) | Hami | 0| Hacim 9(}11) Konsant |
(ul) | (pH=38,0) (D (ub ny (ul) ny rasyonu |
ub _ . (mM) |
580 l 100 100 100 20 100 1000 0 -
530 | 100 | 100 100 20 j 100 1000 50 168 |
- 480 I 100 100 100 20 100 1000 100 3,36
380 100 100 100 20 100 1000 200 6,73
280 100 100 100 20 100 1000 300 10
o | 100 | 100 | 100 20 100 | 1000 570 16,8

Cizelge 4.42. Koyun lens G6PD enzimi iizerine Gentamisin siilfat ile yapilan
¢aligmalarda kullanilan ¢ozelti miktarlar1 ve bunlara karsilik gelen Gentamisin siilfat

konsantrasyonlari :
Tris-HCI |
Saf EDTA MgCl, | NADP* | Enzim 6-fosfat | Toplam | ; Hacmi ki Ilag
su | (smM) | OIM) | (mM) | Haemi | Lo\ | Hacim q(ul) Konsant
(WD) | (pH=80)| (u) (uh) GV (1D rasyonu
580 100 100 100 20 | 100 | 1000 0 -
530 100 | 100 | 100 20 100 1000 50 419 |
- 480 100 100 100 20 100 1000 100 8,28
430 | 100 | 100 | 100 20 100 1000 150 12,5
335 100 | 100 100 20 | 100 1000 225 18,8
280 | 100 | 100 | 100 20 | 100 1000 300 25,14
180 100 | 100 | 100 20 100 1000 400 33,5 |
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Sekil 4.38. Koyun lens G6PD enzimi igin 5 farkh ilag konsantrasyonunda elde edilen %
Aktivite-[Deksametazon 21-fosfat disodyum] grafigi
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[Lomefloxacin] mM

Sekil 4.39. Koyun lens G6PD enzimi i¢in 5 farkli ilag konsantrasyonunda elde edilen %
Aktivite-[Lomefloxacin] grafigi
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o9 — 9 o— °

100 @
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60 -
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40
20 1

0 50 100 150 200 250 300
[Siklopentolat hidroklorir] mM

Sekil 4.40. Koyun lens G6PD enzimi i¢in 5 farkli ilag konsantrasyonunda elde edilen %
Aktivite-[Siklopentolat hidrokloriir] grafigi
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%Aktivite

0 0,5 1 1,5 2 2,5

[Timolol maleat] mM

Sekil 4.41. Koyun lens G6PD enzimi i¢in 5 farkli ilag konsantrasyonunda elde edilen %
Aktivite-[Timolol maleat] grafigi

120
100 o - o \
80 - °
60 1
40 -
20 -

0 T T T T T
0 5 10 15 20 25 30

[Dorzolamid hidroklortir] mM

% Aktivite

Sekil 4.42. Koyun lens G6PD enzimi i¢in 5 farkli ila¢ konsantrasyonunda elde edilen %
Aktivite-[Dorzolamid hidrokloriir] grafigi
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%Aktivite

0 2 4 6 8 10 12 14
[Adrenalin] mM

Sekil 4.43. Koyun lens G6PD enzimi i¢in 5 farkl ilag konsantrasyonunda elde edilen %
Aktivite-[Adrenalin] grafigi
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]
§ 60

40 .

20

0 ‘ r
0 0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2 1,4
[Sefiriakson disodyum] mM

Sekil 4.44. Koyun lens G6PD enzimi igin 5 farkl: ilag konsantrasyonunda elde edilen %
Aktivite-[Seftriakson disodyum)] grafigi
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0 20 40 60 80
[Sefazolin sodyum] mM

Sekil 4.45. Koyun lens G6PD enzimi i¢in 5 farkli ila¢ konsantrasyonunda elde edilen %
Aktivite-[Sefazolin sodyum] grafigi

120
100 y=0,2571x*- 7,7153x + 98,949| |

80 -
60 -
40
20

% Aktivite

0 5 10 15 20 |
[Vankomisin hidrokloriir] mM 1

Sekil 4.46. Koyun lens G6PD enzimi i¢in 5 farkli ilag konsantrasyonunda elde edilen %
Aktivite-[Vankomisin hidrokloriir] grafigi
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[Gentamisin sitlfat}] mM

Sekil 4.47. Koyun lens G6PD enzimi i¢in 6 farkli ilag konsantrasyonunda elde edilen %
Aktivite-[Gentamisin stilfat] grafigi
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4.2.9. G6PD Enzimini Inhibe Eden ilaglar I¢in K; Sabitleri Bulunmasma Yonelik

Yapilan Calismalarin Sonuglan

Degisik ilaglarin K; sabitlerinin bulunmasi i¢in, Once inhibitSrsiiz ortamda V-[S]
degerlerinin bulunmas: gerekiyordu. Bu amagla G6PD enziminin substrat
konsantrasyonuna bagli olarak aktiviteleri bulundu. Daha sonra gentamisin siilfat
penisilin G potasyum ve amikasin ilaglar i¢in 3 farkl sabit inhibitér konsantrasyonunda
aktiviteler substrat konsantrasyonuna bagli olarak hesaplandi. 1/V ve 1/[S] degerleri
hesaplanarak Lineweaver-Burk grafikleri ¢izildi.

Cizelge 4.44. Koyun eritrosit G6PD enzimi iizerine gentamisin siilfat’in K; degerlerinin
tespitinde kullanilan ¢6zeltilerin miktarlar1 ve bunlara kargilik gelen substrat ve
inhibit6r konsantrasyonlari

is-HC Substrat . .
I e et O e R CCE el R
EDTA 0,iM) | (2mM) | Hacmi | Hacim

(uh . kons kons |
(5mM) (uD 1y (1)) hacmi (mM) (mM) } (ml)

(ub) | , (Y ,

250 | 250 | 250 | s0 | 1690 10 | 0,024 | — 1 25 |

250 | 250 | 250 | 50 | 1680 | 20 | 0,048 | — i 25 |

250 | 250 | 250 | s0 | 1670} 30 | 0072 | - 1 25 |
50 | 20 | 250 | s | 10| 0 | omz | — | 25 ]
250 | as0 | 250 1 50 | 1620 | s | o2 | — | 25 ]

250 ] 250 | 250 | so | 1se0] 10 | 0024 | 336 | 25 |
50 | 250 | 250 | 50 | 1ss0| 20 | ooss | 336 | 25 ]

250 | 250 | 250 | s0 J 1570} 30 | 0072 | 336 | 25 |
250 ] 250 | 250 | s0 | 1550 50 | 0420 | 336 | 25 |
250 | 250 | 250 | 50 | 15201 8 | 0,192 | 336 | 25 |

250 ] 250 | 250 | s0 ] 1390 10 | 0024 | 1008 | 25 |
s | 20 | 250 | s | 1380 | 20 | ooss | 008 | s |
250 | 250 | 250 | 50 ] 1370 30 | 0072 | 1008 | 25 |

250 | 250 | 250 | s0 | 1350 s0 | 04120 | 1008 | 25 |

250 | 250 | 250 | 50 | 1320 8 | 04192 | 1008 | 25 |

250 | 250 | 250 | 50 ] 1190 10 | 0024 | 168 | 25 |

250 | 250 | 250 | 50 | 1180 20 | 0048 | 1680 | 25 |

250 | 250 | 250 | s0 | u70f 30 | 0072 | 168 | 25 |

250 | 250 | 250 | s0 | 1150] s0 | 04120 | 168 | 25 |

250 | 250 | 250 | s0 | 1120] 8 | 0,192 | 168 | 25 |
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Cizelge 4.45. Koyun eritrosit G6PD enzimi lizerine Penisilin G potasyum’un K;
degerlerinin tespitinde kullanilan ¢ozeltilerin miktarlan ve bunlara karsilik gelen
substrat ve inhibitdr konsantrasyonlarn

Tris-HCI | | [ Substrat

Kiivetteki

; ! + . .. | tvetteki §

ASor i a’;gl% ‘ 1212‘:‘“?\};) ERZIM | Saf su 96?3:‘“% Ksubstral: | inhibitor | Eaf’c'f‘;‘
Gmo |GG |6 WD | pgomi | Koms | kems et
@) | | Gp | @ | @M |
250 | 250 | 250 | s0 | 1690 | 10 | 0024 | -~ | 25 |
250 | 250 | 250 | s0 ] 1680 ] 20 | 0,048 | — | 25 |
250 | 250 | 250 | s0 | 1670 ] 30 | 0,072 | — | 25 |
250 | 250 | 250 | s0 | 1es0] s0 | 0420 | -~ | 25 |
250 ] 250 | 250 ] s0 | 1620] 80 | 0192 | -~ ] 25 |
0250 | 250 | 250 | s0 ] 1675] 10 | 0024 | 48 | 25 |
250 | 250 | 250 | s0 | 1665 20 | 0048 | 48 | 25 |
250 | 250 | 250 | s0 ] 1655 ] 30 | 0072 | 48 | 25 |
250 | 250 | 250 | 50 [ 1635 | 50 | 04120 | 48 | 25 |
250 | 250 | 250 | s0 | 1605 8 | 0,192 | 48 | 25 |
250 ] 250 | 250 | 50 ] 165s5) 10 | o024 | 11,30 | 25 |
250 | 250 | 250 | 50 | 1645] 20 | 0048 | 1130 | 25 |
250 | 250 | 250 | 50 | 1635] 30 | 0072 | 11,30 | 25 |
250 | 250 | 250 | 50 | 1615) s0 | o420 | 11,30 | 25 |
250 ] 250 | 250 | s0 | 1585] 80 | 0192 | 1130 | 25 |
250 | 250 | 250 | s0 | 1620 10 | 0024 | 2258 | 25 |
250 | 250 | 250 | 50 | 1610 | 20 | 0048 | 2258 | 25 |
250 ] 250 | 250 | 50 ] 1600 ). 30 | 0072 | 2258 | 25 |
250 | 250 | 250 | s0 | 1580 ] 50 | o120 | 2258 | 25 |
a0 | s 20 | s | 1550 s0 | o | onss | 25 |
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Cizelge 4.46. Koyun eritrosit G6PD enzimi lizerine Amikasin’in K; degerlerinin
tespitinde kullamlan ¢&zeltilerin miktarlan ve bunlara karsihik gelen substrat ve
inhibit6r konsantrasyonlar

T?TB%CI | MeCl, | NADP* Enzimi Sg:eslttr:: Kavetteki | Kavetteki | ).,
EDTA | (0,IM) | (2mM) Hacmi | Saflsu; nin | S"l‘(bsmt “’ﬁ‘b‘w’ | Hacim |
GmM) | (b | @) | & WD haomi | oW | o } (mD) |
@ | % @ | | é
100 | 100 | 100 | 17 | 663 : 20 | 012 | — | 25 |
100 | 100 | 100 | 17 | 653 1 30 | 018 | - | 25 |
100 | 100 | 100 | 17 | 6331 50 | 030 | — | 25 |
0 | 0 | 0 | 7 | e | e | os | — | 25
o0 | 00 | 100 7 | e B 1 os ] = | 25 |
100 | 100 | 100 | 17 | 613 [ 20 | o012 | 854 | 25 |
o0 | 100 | w0 | 17 | e | 30 | ous | ssa | 25 |
100 | 100 | 100 | 17 | 583§ 50 | 030 | 854 | 25 |
o0 100 | w00 |1 ] s s | ose | ssk ) 25 ]
100 | 100 | 100 | 17 ] 550 ] 8 | o050 | 854 | 25 |
100 | 100 | 100 | 17 ] 5381 20 | o012 | 2120 | 25 |
100 | 100 | 100 | 17 | 5281 30 | 018 | 2120 | 25 |
100 | 100 | 100 | 17 | s08 { s0 | 030 | 2120 | 25 |
100 | 100 | 100 | 17 | 498 ! 60 | 036 | 2120 | 25 |
Y | o AP a e ST
100 ] 100 | 100 | 17 | 463 ] 20 | 012 | 3416 | 25 |
ol o e T . — . TEIEYE
100 | 10 | 100 | 17 ] 433 ] 50 | 030 ] 3416 | 25 |
100 | 100 | 100 | 17 | 43 ] 6 | 036 | 3416 | 25 |
00 0| o0 ] w0 | | s | saie | 25 ]
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Inhibitér olarak kullamlan ilaglarin inhibisyon tipleri nonkompetitiv oldugundan;

formiilii kullanmildi. Elde edilen K; degerleri ¢izelge 4.47°de verilmistir.

W.VN

SUV

250 Gentamisin siilfat [LL

1/V (mM NADPH/dk)"

*-10 0 10 20 30 40 50 |

1/[S] mM”

Sekil 4.48. Koyun eritrosit G6PD enzimi {izerine Gentamisin siilfat ilacinin etkisi [I;]=
3,35x 10° M, [L]= 10,08 x 10° M, [I5]= 16,8 x 10° M
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Penisilin G potasyum

acn

|
0L

],
[Kl

1/V (mM NADPH/dk)”

50

1/[S]mM”

Sekil 4.49. Koyun eritrosit G6PD enzimi iizerine Penisilin G potasyum ilacimin etkisi
[]=4,83x 10° M, [L]=11,3x 10° M, [5]=22,57x 10> M

Amikasin |

7. V.N

JUU | - [Ilj
400 [Ili

[

300

200

100 -

1/V (mM NADPH/dk)"
—
fra 3

-2 2 4 6 8

o

1 1/[S] mM’”

Sekil 4.50. Koyun eritrosit G6PD enzimi iizerine Amikasin ilacinin etkisi [I;]= 8,54 x
103 M, [L]=21,2x 103 M, [13]= 34,16 x 10° M
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Cizelge 4.47. Koyun eritrositlerinden saflagtirilan G6PD enzimi i¢in 3 farkli sabit
inhibit6r konsantrasyonlarinda Lineweaver-Burk grafiklerinden bulunan K; degerleri ve

inhibisyon tipleri

. f Ortalama K .
Inhibitdr Cinsi I} M 5 KiM Degerleri Inhibisyon Tipi
335x10° | 164x10* |
: — , -
Gentamisin siilfat 10,08 x 10 { 401 x 10 I 3,08 x 10* M Yarigmasiz
16,80x10° | 360x10* |
483x10° | 728x10° |
isili 11,30 x 10° 5,89x 107
Penisilin G - ’ > I asx10°m Yarigmasiz
potasyum 22,57x 10 } 9,29 x 10° {
854x10° | 926x107 |
-3 -3
Amikasin- 21,20x 10~ ’ _12,80x 10° | 12,25x 10° M Yarigmasiz
34,16x10° | 1470x10° |
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5. TARTISMA

Glukoz 6-fosfat dehidrogenaz (D-Glukoz 6-fosfat: NADP* oksidorediiktaz, EC 1.1.1.49,
G6PD), pentoz fosfat metabolik yolunun ilk basamagini katalizleyen kilit enzimdir
(Grunwald and Hill 1976, Cift¢i et al 2001). Hemen hemen tiim memeli dokularinda,
bitkilerde ve mikroorganizmalarda bulunmasi, pentoz fosfat yolunun ilk enzimi olmasi
ve enzimin katalizledigi reaksiyonda NADP*’nin indirgenmesiyle iiriin olarak meydana
gelen NADPH’1n birgok indirgeyici biyosentez ve gesitli detoksifikasyon olaylarinda
onemli bir fonksiyonunun bulunmasi enzimin 6nemini ortaya koymaktadir. Bu sebeple
hakkinda ¢ok sayida aragtrma mevcuttur. Ornegin tavsan karacigerinde, fare
karacigerinde, sigan karacigerinde, domuz karacigerinde, insan karacigerinde, insan
eritrositlerinde ve sigir lensi gibi bir ¢ok canli dokusundan enzim saflastirilip
karakterize edilmistir (Hizi and Yagil 1974, Grunwald and Hill 1976, Kanji et al 1976,
Shreve and Levy 1977, Ozols 1993, Ulusu et al 1999, Cift¢i et al 2001). Ayrica bu
' enzim birgok bakteriden, maydanoz ve lahana gibi halk arasinda 6nemli gida maddeleri
olarak tiiketilen bitkilerden de saflastirthp karakterize edilmigtir (Coban et al 2002).

G6PD eksikligi eritrosit hiicreleri ve lensi de igine alan tiim dokularda bulunur (Meloni
et al 1990). Bu enzimin eksikligi genetik anormallik, yas ve alinan diete bagli olabilir
(Yiiregir vd 1994, Jaffe and Horwitz 1995) . Eritrosit hiicrelerinde bir ¢ok enzim
eksikligi ile ilgili bilgiler bulunmasina ragmen (Valentine et al 1985, Zanella et al
1989, Valentine and Paglia 1990, Beutler 1995) G6PD eksikligi sadece hematolojik
olarak degil, aym zamanda canlmun tiim biyolojisinde en yaygim olarak hala
gecerliligini korumaktadir (Beutler 1994). G6PD eksikligi olan kisilerde kronik
hemolizin sebep oldugu komplikasyonlar yliziinden yasam siiresi kisalir. Bu giin
diinyada G6PD enzimi eksikliginden 400 milyondan daha fazla insan etkilenmektedir.
Bu enzimin bu giine kadar diinyada yaklasik 400, Ttirkiye’de ise 20’ye yakin varyant
tespit edilmigtir. Tiirkiyedeki varyantlarin biiylik bir kismi Cukurova ile Antalya
bolgesinde bulunmugtur (Aksoy 1997). G6PD eksikligi lenste de Snemli sonuglar
dogurmaktadir. Katarakt ameliyatlari artik 1smnla gergeklestirildiginden direkt olarak
insandan g6z lensini temin etmek miimkiin olmadigindan denemeler hayvan lenslerinde

gerceklestirildi. Eritrosit hiicreleri ve lens hiicreleri arsindaki sitolojik ve metabolik bir
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benzerlik, vardir bu nedenle eritrosit hiicrelerinde enzim eksikligi olan insanlarda
katarakt olustugu tespit edilmistir (Orzalesi et al 1981). Lens hiicrelerinde G6PD
eksikligi niikleik asit sentezi igin gerekli olan ribozlarin iiretiminin azalmasi ve lens
proteinlerinin yenilenmesinin azalmasina yol agar (Gldsser 1976). Bu sebeplerden
dolay1 gozde katarakt riski artar. Orzalesi ve arkadaglarimin farkli yas gruplarinda
yaptiklar1 bir ¢aligmada, eritrosit hiicrelerindeki G6PD eksikligi ile katarakt arasinda bir
iliski saptamiglardir, bu ¢alismada 40-50 yas grubunun % 37’si, 51-60 yas grubunun %
67’si, 61-70 yas grubunun % 71’inde enzim eksikliginden dolayr meydana gelen
katarakta bagl korlik tespit edilmistir (Orzalesi et al 1981). Degisik hastaliklar i¢in
kullamlan baz ilaglar ve antibiyotikler enzimi inhibe etmektedirler. Ozellikle ilaglarin
kanla temaslar1 lense gore daha ¢abuk oldugundan enzim eksiklii olan hastalarda

hemolitik anemiye sebep olurlar (Beutler 1994).

Goriildiigii gibi G6PD enzimi canlilar i¢in hayati bir 6nem tagimaktadir ve inhibisyonu
durumunda ¢ok ciddi saghik problemleri ortaya ¢ikmaktadir. Dolayisiyla yaptigimiz bu
caligmanin 6nemli oldugu agiktir.

G6PD enzimi ilk olarak Warburg ve Christensen tarafindan bulunduktan sonra farkl
kaynaklardan degisik yontemler kullanilarak bir ¢ok kez saflastinlmisgtir (Levy 1979,
Bautista et al 1992).

Bu ¢aligmada koyun eritrosit ve gtz lensi G6PD enziminin afinite kromatografisi ile
saflagtirilmasi, karakterizasyonu enzimin bazi kinetik 6zelliklerinin belirlenmesi ve bazi
kimyasal madde ve ilaglarin bu enzimler iizerine etkileri belirlenmeye ¢alistimistir. Bu
amagla 6ncelikle Erzurum Et ve Balik Kurumu Kombinasindan taze koyun kam ve

koyun gézleri temin edildi.

Enzimin saflagtirilmas: iglemi iki basamakta gergeklestirildi; i) her iki kaynaktan elde
edilen hemolizat ve homojenat numuneleri i¢in ayr1 ayr1 amonyum siilfat ¢oktiirmesi, ii)
her iki kaynaktan elde edilen numuneler i¢in ayn ayr1 afinite kromatografisi. Biitlin

saflagtirma islemleri sirasinda sicaklik +4 °C’de tutulmas: gerektiginden iglemler soguk
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oda kullamlarak gerceklestirildi. Boylece sicagin sebep olacag: enzim aktivitesindeki
kaybin 6niine ge¢ilmis oldu.

Amonyum siilfat ¢oktlirmesi uzun zamandan beri gesitli bilim adamlar1 tarafindan
kullamilan kismi saflastirma metodudur. Bu metod vasitasiyla numune igerisindeki bir
¢ok safsizliklar elimine edilir ve proteinler daha derisik halde elde edilir. Afinite
kromatografisi isleminden 6nce amonyum siilfat ¢oktiirmesi igleminin yapilmasi,
kromatografi isleminden 6nce enzimin derigiklestirilmesi agisindan da biiyiik bir 6neme
sahiptir (Ninfali et al 1990). Bundan dolay: eritrosit hemolizat: igin % 50-60 ve lens
homojenat1 i¢in % 0-30 aralifinda amonyum siilfat ¢oktlirmesi yapilarak bir ¢ok
safsizhk uzaklagtirilmis oldu ve enzim derigiklestirildi. sekil 4.2 ve sekil 4.3°de
gosterildigi gibi enzim aktivitesi hem eritrosit hemolizati hem de lens homojenat:
belirtilen doygunluk araliklarinda en yiiksektir. Bu sekilde enzim derisik halde elde
edilmis oldu. Ninfali ve Palma tarafindan tavsan akciferi ve dalaginda yapilan bir
calismada G6PD’nin akciger igin % 20-65, dalak igin %0-55 amonyum siilfat
doygunlugunda ¢oktiigii belirlenmistir (Ninfali and Palma 1990). Insan eritrosit G6PD
icin tespit edilen ¢okme aralif1 ise (% 35-65) dir (Cift¢i et al 2001). Ayrica Corpas ve
arkadaslan tarafindan sigan karacigeri ve bébrek-korteks sitozoliinde G6PD enzimi %
40-55 amonyum siilfat doygunlugunda ¢6ktiigii bulunmugtur. (Corpas et al 1995). Bu
¢alismada, eritrosit hemolizat1 ve lens homojenati i¢in buldugumuz ¢6kme araliklar
biitlin bu degerlerden farkl bir araliktur.

Amonyum siilfat ¢6ktiirmesi igleminden sonra elde edilen enzim ¢6zeltisi diyaliz edildi.
Boylece enzim ¢dzeltisinden iyonlar uzaklagtirildi ve kolona tatbik edilecek enzimin
kolona tutunmas: kolaylastirild.

Onceleri G6PD’nin saflagtirilmasi igin CM-selilloz (karboksimetil), DEAE-seliiloz
(dietilaminoetil) ile yapilan kolon kromotografisi yontemleri kullanilmistir (Kuby and
Noltmann 1966). Daha sonraki yillarda yapilan galigmalarda, yukaridaki y6ntemlere
ilave olarak, jel filtrasyon kromatografisi, hidroksiapatit kolon kromatografisi, etanol
¢Oktiirmesi ile ultrasantrifiigasyon metodlar: uygulanmistir (Nevadan et al 1974, Julian
and Reithel 1975, Kerns 1975, Ujita and Kimura 1975). Afinite kromotografisi yontemi
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i¢in ligantlarin gelistiﬁhnesiyle birlikte G6PD enzimi zaman almadan ve daha iyi bir
ylizde verimle saflagtirilabilmistir (Flora et al 1975). Afinite kromotografisi ile bu
enzimin saflagtinlmas: igleminde gesitli adsorban materyaller kullanilmaktadir; 8-(6-
aminohekzil) amino-2’-fosfoadenozin difosforiboz, 8-(6-aminohekzil) amino-2', 5'-
ADP, 8-(6-aminohekzil) amino-NADP*, ve N°-(6-aminohekzil) amino-2', 5-ADP
materyalleri gibi (Lee 1975). Afinite kromotografisi, ¢ok basamakli saflagtirma
islemleri esnasinda enzim aktivitesinde meydana gelen 6nemli kayiplart elimine etmek
ve enzimi yiiksek bir verimle elde etmek igin kullanilan en onemli saflagtirma
metodudur. Son yillarda, G6PD enzimi, 2', 5' ADP-Sepharose 4B afinite kromatografisi
ile yliksek bir verimle saflagtirilmigtir. Bu y6ntem ilk defa Flora ve arkadaglan
tarafindan ortaya konulmustur (Ninfali et al 1990). Burada ligant olarak kullamlan
materyal G6PD’nin kuvvetli bir inhibitérii olan orto fosfattir.

Flora ve arkadaslari G6PD enzimini sirasiyla DEAE-Sephadex, P; ve 2', 5' ADP-
Sepharose 4B afinite kromatografisi olmak fizere; saflagtirma islemini ii¢ basamakta
gergeklestirmiglerdir (Ninfali et al 1990). Bu {i¢ basamagin uygulama siiresi uzun
oldugundan dolay1 sicaklifa karsi ¢ok hassas bir enzim olan G6PD aktivitesinde Snemli
kayiplara yol agmaktadir. Bu sebepten dolay:1 galismamizda ilk iki basamak yerine
amonyum siilfat ¢oktiirmesi yapildi ve elde edilen derigik enzim ¢ozeltisi 2', 5' ADP-
Sepharose 4B afinite kolonuna uygulandi. Boylece ¢izelge 4.3 ve ¢izelge 4.4’de
gosterildigi 7-8 saat gibi daha kisa bir siirede spesifik aktivitesi 4,64 (EU/mg) olan
koyun eritrosit G6PD enzimini % 37,1 verimle, 1189,74 kat; ve spesifik aktivitesi 7,8
(EU/mg) olan koyun g6z lensi G6PD enzimini % 66,8 verimle, 10.400 kat saflastirildi.
114,7 (EU/mg) spesifik aktivitesine sahip insan eritrosit G6PD enzimi % 28 verimle
13.654 kat (Ciftci et al 2000); 20,862 (EU/mg) spesifik aktivitesine sahip tavuk eritrosit
G6PD enzimi % 54.68 verimle 9,150 kat (Yilmaz et al 2002); 1,24 (EU/mg) spesifik
aktivitesine sahip domuz karaciger G6PD enzimi % 40 verimle 1000 kat (Kanji et al
1976); 2,64 (EU/mg) spesifik aktivitesine sahip sifir lensinden % 13,7 verimle 19.700
kat (Ulusu et al 1999); 130 (EU/mg) spesifik aktivitesine sahip képek karacigerinden %
18 verimle 2000 kat (Ozer et al 2001). Gériildiigii gibi hem koyun eritrosit hem de lens
G6PD’si igin elde ettigimiz spesifik aktivite degerleri domuz karaciger ve sigir lensi
G6PD enzimlerinin spesifik aktivite degerlerinden yliksek ancak insan eritrosit, tavuk
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eritrosit ve kopek karacifer G6PD enzimlerinin spesifik aktivite degerlerinden daha
distiktiir. Koyun eritrosit i¢in % verim, insan eritrositlerinden, sigir lensinden ve képek
karacigerinden elde edilenden daha yiiksektir. Tavuk eritrositleri ve domuz karacigeri
icin elde edilen % verim ile yakindir. Lensten elde ettigimiz % verimin bunlarin
hepsinden daha yiiksek oldugu goriilmektedir. Eritrosit igin elde edilen saflagtirma
katsayisi insan eritrosit, tavuk eritrosit, sigir lensi G6PD enzimleri igin bulunan
saflagtirma katsayisi ile kargilagtinldiginda daha kiigliktiir. Bununla birlikte domuz
karaciger ve kopek karaciger G6PD enzimleri i¢in elde edilen degere yakindir.

Eritrosit hemolizat1 ve lens homojenatinda, amonyum siilfat ¢6ktiirmesi sonucu elde
edilen enzim ¢6zeltisinde ve 2', 5' ADP-Sepharose 4B afinite kromatografisinden eliie
edilen saf enzim ¢6zeltisinde protein miktarlar1 Bradford yontemiyle sekil 4.1°de verilen
standart grafikten kantitatif olarak belirlendi. Bu y6ntemde boya olarak kullamlan
Coomassie brillant blue G-250, negatif bir yiike sahiptir ve protein tizerindeki pozitif
yike baglanir. Boyanin kirmizi (Amax= 465 nm) ve mavi (Aps= 595 nm) formu
mevcuttur. Proteinin baglanmasi, kirmizi formun mavi forma doniiglimiinii saglar.
Birgok protein hemen hemen aymi sonug egrilerini verdiginden, yontem genis bir
kullanim alanina sahiptir. Bu ydntem, az zaman almasi, daha az reaktif gerektirmesi ve
hassasiyetinin diger protein tayin metotlarina nazaran daha iyi olmasi (1-100 pg)

sebebiyle avantajli bir yontemdir (Bradford 1976).

Afinite kolonundan eliie edilen saf enzim g6zeltileri igin kalitatif protein tayini
yapilamadi. Bunun sebebi ise eliisyon ¢ozeltilerinde NADP* bulundugu ve NADP’nin
280 nm’de protein absorbansini1 maskelemesiydi (Ninfali et al 1990). Bu sebeple alinan
her bir eliisyon tiipii i¢in 25 °C’de spektrofotometre’de Beutler’a goére aktivite tayini
yapildi (Beutler 1971). Ayrica verimi % 10 civarinda artirdigindan dolay: eliisyon
tamponuna EDTA katild1 (Ninfali et al 1990).

Aktivitelerin belirlenmesinde kullanilan yontem asagidaki tepkimeden goriildiigii gibi
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2NADP* 2NADPH-+2H*

NN

» Riboz-5-fosfat + COs

Glukoz-6-fosfat + HO

Nikotinamidadenin dintikleotidfosfat (NADP")’nin G6P varliginda G6PD tarafindan
NADPH’a indirgenmesi esasina dayanir. NADPH’1n olusum hizi G6PD aktivitesine
baglidir ve spektofotometrik olarak 340 nm’de absorbanstaki artigin izlenmesi ile
belirlenebilir (Beutler 1971).

Enzimlerin safligim kontrol etmek igin sodyum dodesilsiilfat-poliakrilamid jel
clektroforez (SDS-PAGE) yapildi. Jelde tek bandin goézlenmesi ile koyun
eritrositlerinden ve lensinden elde edilen G6PD enzimlerinin saf olduklan ispatlanmig
oldu (sekil 4.6).

Koyun eritrositlerinden ve lensinden elde edilen G6PD enzimlerinin optimum pH
degerleri 8,0 olarak belirlendi. Literatiirde insan eritrositi, sigan karacigeri ve kobay
lensinden saflastirilan enzimlerin de optimum pH’lar1 8,0 (Kus 1979), si¢an karaciger
sitoplazmik G6PD’nin optimum pH’s1 7,5, (Zaheer et al 1967) képek karacigerinden
elde edilen enzimin optimum pH’st 7,7 (Ozer et al 2001), sigir lensi G6PD’sinin
optimum pH’st 7,7 ve 9,6 olmak iizere iki pik olarak (Ulusu et al 1999) tespit
edilmigtir. Elde edilen bu sonug insan eritrositi, sigan karacigeri ve kobay lensinden
saflagtirilan enzimlerin optimum pH’lari ile benzerlik ve diger kaynaklardan elde edilen
optimum pH’lar dan farklilik géstermektedir.

Koyun eritrosit ve lens G6PD enzimlerinin stabil pH degerleri 1M Tris-HC] tampon
¢ozeltisinde pH= 8,5 olarak tespit edildi (sekil 4.15-4.18). Literatiirde, tavuk
eritrositlerinden elde edilen G6PD enziminin stabil pH’simin 1M Tris-HCl tampon
¢ozeltisinde pH= 8.0 (Yilmaz et al 2002) olarak tespit etmislerdir. Literatiirde bu enzim
icin bagka stabil pH ¢aligmalasina rastlanmamakla birlikte tavuk eritrositlerinden elde
edilen enziminin stabil pH’s: ile bizim elde ettiimiz koyun eritrosit ve lens G6PD
enzimlerinin stabil pH degeri farklilik gdstermektedir.
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Koyun eritrositlerinden ve lensinden saf olarak elde edilen G6PD enziminin alt
birimlerinin molekiil agirlifinin saptanmasinda SDS-PAGE metodu kullamldi. sekil
4.6’da verildigi gibi eritrosit ve lens numuneleri ile birlikte standart protein numuneleri
SDS-PAGE’de aym zamanda yiiriitiildii. log MA-R¢ standart grafigi ¢izildi ve sekil 4.7
verildi. Daha sonra koyun eritrosit ve goz lensi enzim numunelerinin Ry degerleri
yardimiyla standart grafikten koyun eritrosit G6PD enziminin alt birim molekiil agirlig
66.880 Da ve koyun lens G6PD enziminin alt birim molekiil agirlig1 54.957 Da olarak
hesaplandi. Koyun eritrositleri ve lensinden elde edilen G6PD enzimlerinin aktif
formlarinin molekiil agirliklarinin hesaplanmasi amaciyla Sephadex G-200 jel filtrasyon
kromatografisi yapildi. Kolondan standart proteinler gegirildikten sonra log MA-K,y
grafigi ¢izildi ve sekil 4.10°da verildi. Daha sonra koyun eritrosit ve g6z lensi enzim
numunelerinin K,y degerleri yardimiyla standart grafikten enzimlerin molekiil agirliklar
belirlendi. Bu metotla aktif enzimin molekiil agirlifi, koyun eritrosit G6PD’si i¢in
119,662 Da ve lens G6PD enzimi i¢in ise 56.099 Da olarak bulundu. Eritrosit igin jel
filtrasyon kromatografisi metodu ile bulunan aktif enzimin molekil agirhg SDS-PAGE
metodu ile bulunan alt birimin MA’simin hemen hemen iki kati olmas: koyun

eritrositinde bulunan enzimin dimer yapida oldugunu géstermektedir.

Literatiirde insan eritrosit G6PD’sinin alt birim MA’s1 59.000 Da ve aktif enzimin
MA’s1 120.000 Da (David et al 1977), sigan karacigeri G6PD’sinin alt birim MA’s1
64.000 Da ve aktif enzimin MA’s1 130.000 Da (David et al 1977), domuz karacigeri
G6PD’sinin alt birim MA’s1 67.000 Da ve aktif enzimin MA’s1 133.000 Da (Kanji et al
1975) olarak bulunmugtur. Bu sonuglara gore enzimin aktif formu dimerdir ve koyun
eritrositleri igin ¢aligmamizda hem SDS-PAGE hem de jel filtrasyon kromatografisi
yontemleriyle buldugumuz sonuglar1 desteklemektedir. Koyun lensinden elde edilen
G6PD enziminin ise hem SDS-PAGE yo6nteminde alt biriminin MA’s1 hem de jel
filtrasyon kromatografisi metodu ile bulunan aktif enzimin molekiil agirhg: birbirine
esit olmast bu enzimin koyun goz lensinde monomer yapida bulundugunu
gostermektedir. Literattirde enzimin aktif seklinin dimer oldugu savunulmakla birlikte
bazi dokularda monomer yapida bulunmakta ve bu sekilde aktivite géstermektedir.
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Ornegin, sigir lensi G6PD enziminin SDS-PAGE ile belirlenen alt birim MA’s1 69.200
ve jel filtrasyon kromatografisi ile yapilan aktif enzimin molekiil agirlig1 62.000 olarak
belirlenmigtir, dolayisiyla enzim bir monomerdir (Ulusu et al 1999). Bu sonug
calismamizda koyun goz lensi G6PD enzimi i¢in hem SDS-PAGE hem de jel filtrasyon

kromatografisi yontemleriyle buldugumuz sonuglar: desteklemektedir.

G6PD enziminin dogal substratt G6P’dir. G6P diger kullanilan substratlardan daha
diisiik Ky ve daha yiiksek Vya’a sahiptir. Enzimlerin dogal substrati ya da koenzimi
yerine aym deney sartlarinda analoglar1 kullanildiginda genellikle enzim aktivitesinin
diistiigii gozlenmigtir (Ulusu vd 1997).

Calismada G6P ve NADP' i¢in Ky ve Vpa degerleri Lineveawer-Burk grafikleri
yardimiyla bulundu (sekil 4.19-4.22). Eritrosit G6PD enziminde NADP” igin Ky degeri
1,23 x 10° mM iken; G6P i¢in Ky deeri 3,6 x 107 olarak hesapland: (gizelge. 4.13).
NADP" igin Ky degeri, G6P igin bulunan Ky degeri ile karsilagtinldiginda, enzimin
NADP"ye karst olan afinitesi G6P’ye gore daha yiiksek oldugu goriilmektedir. Lens
G6PD enziminin NADP" icin Ky degeri 2,23 x 10" mM iken; G6P i¢in Ky degeri 1,83
x 107 olarak bulunmustur (izelge. 4.14). Bu sonuglara gore lenste enzimin NADP"ye
karst olan afinitesi G6P’ye yakindir. Ozer ve arkadaglari insan plasental G6PD
enziminin NADP" igin Ky degerini 20£10 UM ve G6P igin Ky degerini 4010 uM
olarak tespit etmislerdir (Ozer et al 2001). Trypanosoma brucei’den saflastirilan G6PD
enziminin NADP*’ye karst Ky degeri 5,3 uM ve G6P’ye karst Ky degeri 138 pM
(Heise and Opperdoes 1999), sigan yag dokusunda G6PD enziminin NADP™ye karst
KM degeri 1,7 mM ve G6P’ye karsi KM degeri 0,035 mM (Levy 1979), sigir lensi
NADP"ye kars1 Ky degeri 0,008 + 0,002 mM ve G6P’ye kars1 Ky degeri 0,035 + 0,013
(Ulusu et al 1999) olarak literatiirde verilmigtir. Koyun eritrosit G6PD enzimine kars1
NADP" ve G6P igin buldugumuz Ky degerleri, insan plesental G6PD’si ve
Trypanosoma brucei G6PD’si igin bulunan Ky degerleri ile benzemektedir. Bununla
birlikte lens G6PD enziminin NADP" ve G6P i¢in bulunan Ky degerlerini ise sigan yag

dokusunda ve sig1r lensinden elde edilen Ky degerleri desteklemektedir.
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Calisma igin segilen ilaglar veteriner hekimler ve Arastirma Hastanesinden gz
doktorlan ile fikir aligverisinde bulunularak belirlendi. Miimkiin oldugu kadar sik
kullanilan ilaglar tercih edildi. Segilen ilaglarin koyun G6PD’si iizerinde etkilerini

aragtirmig olan higbir literatiire rastlanmadi.

Genel olarak ilag ve kimyasal maddelerin enzimler {izerindeki inhibisyon etkileri Isg
(enzimin aktivitesini %50 inhibe eden ilag konsantrasyonu) degeri olarak verilmektedir.
Kinetik ¢aligmalar sirasinda enzim aktivitesini inhibe eden ilag ve kimyasal maddelerin

Iso degerleri de belirtilmistir.

Koyun eritrositleri G6PD enzimi iizerinde etkilerini aragtirmak iizere 7’si ilag, 4 tanesi
kimyasal madde olmak {izere toplam 11 madde belirlenmigtir. Bu ilaglardan gentamisin
siilfat (Isp= 10,01 mM), penisilin G potasyum (Iso= 12,83 mM), amikasin siilfat (Iso=
41,88 mM) ilaglar1 ve kimyasal madde olarak NADH (Iso= 2,05 x 10™ mM) koyun
eritrositleri G6PD enzimi iizerinde inhibisyon etkisi; ATP, ADP, NADPH kimyasal
madddeleri ve ampisilin ilact kismi inhibisyon, sefazolin sodyum, sefepim hidrokloriir
akti\;asyon etkisi ve sefotaksim sodyum ilaci da higbir etki gstermemistir. Literatiirde
insan eritrosit G6PD enzimi aktivitesi {izerinde gentamisin siilfat (Is)= 12 mM) ilacinin
etkileri arastirilmis ve bu enzimi inhibe etti3i bulunmugstur (Ciftci et al 2000).
Gorildiugia gibi ¢aligmamizda gentamisin siilfat ilaci igin budugumuz I5y degeri ile
literatiirdeki bu deger gok yakindir. Kullandigimiz diger ilaglar ile ilgili literatiirde her

hangi bir ¢aligmaya rastlanmadi.

Bilindigi gibi Isp degeri kiigiik olan inhibitdriin inhibisyon etkisi daha yiiksektir. Bu
sonuglara gore kullamlan ilaglarin koyun eritrosit G6PD enzimi iizerine inhibisyon
etkilerini bilyiikten kiiglige dogru siralamasi; NADH, gentamisin siilfat, penisilin G
potasyum, amikasin seklindedir.

Koyun lens G6PD enzimi igin de 11 ila¢ ve 3 kimyasal madde olmak iizere toplam 14
madde belirlenmigtir. Kullanilan ilaglardan indomethacin (Isp= 0,19 mM),
deksametazon 21-fosfat disodyum (Isp= 3,0 mM), vankomisin hidrokloriir (Isp= 8,0
mM), gentamisin stilfat (Isp= 15.3 mM) ve NADH (Isg= 0,21 mM) koyun lens G6PD
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enzimi iizerinde inhibisyon etkisi; ATP ve ADP kismi inhibisyon, timolol maleat,
adrenalin [(-) epinefrin], sefazolin sodyum aktivasyon etkisi; dorzolamid hidrokoriir,
lomefloxacin, siklopentolat hidrokloriir ve seftriakson disodyum ilaglari higbir etki
géstermemislerdir. Calismamizda kullandigimiz ilaglarin G6PD enzimi {izerinde etkisi
ile ilgili literatiirde herhangi bir ¢alismaya rastlanmamigstir. Sadece gentamisin siilfat
ilaci ile ilgili olarak insan eritrosit G6PD enzimi i¢in Iso degeri bulunmus (Isg= 12 mM)
ve bu deger lens G6PD’si i¢in buldugumuz degere yakin bir degerdir.

Bu sonuglara gore kullanilan ilaglarin koyun lensi G6PD enzimi iizerine inhibisyon
etkilerini biiyiikten kiigiige dogru siralamasi; indomethacin, NADH, deksametazon 21-
fosfat disodyum, vankomisin hidrokloriir, gentamisin siilfat seklindedir.

Koyun eritrosit G6PD enzimi iizerine inhibisyon etkisi gOsteren gentamisin siilfat,
penisilin G potasyum, amikasin ilaglan i¢in K; sabitlerinin belirlenmesi isleminde
Lineweaver-Burk grafikleri kullanmildi (Segel 1975, Telefoncu 1986). Sonuglarin hassas
bulunabilmesi i¢in her inhibitérli ¢aligma ig¢in 3 farklt sabit inhibitor
konsantrasyonunda 1/V ve 1/[S] degerleri elde edilmistir (sekil 4.48-4-50). Grafik
¢iziminde Microsoft-Excel programindan faydalanilmgtir.

K; sabiti kiiclik olan inhibit6riin enzime ilgisi biiylik oldugundan dolayr enzimin
katalitik aktivitesi {izerine inhibisyon etkisinin biiyiik olacag: bilinmektedir. Koyun
eritrosit G6PD enzimi i¢in ¢izelge 4.47°de verilen K; degerlerine gore kiiciikten bitylige
dogru ilaglarin siralanig1; gentamisin siilfat, penisilin G potasyum, amikasin seklindedir.
Bu sonuglara gére en yiiksek inhibisyon etkisine gentamisin siilfat daha sonra da
sirasiyla penisilin G potasyum ve amikasin sahiptir. Goriildiigii gibi enzim igin bu
ilaglar potansiyel inhibitor olarak goriinmektedir. K; degerlerine gére yapilan bu
siralama Iso degerleri ile ilgili yapilan siralama ile aymdir. Gentamisin stilfat ilac1 i¢in
{i¢ sabit inhibitér konsantrasyonunda hesaplanan K sabitlerinin ortalamasi 0,308 £ 0.12
mM, penisilin G potasyum i¢in 0,748 £ 0.17 mM ve amikasin i¢in 12,253 £ 2.76 mM -
olarak bulundu. Cizilen Lineweaver-Burk grafikleri yardimiyla K; sabitleri hesaplanarak
inhibitorlerin inhibisyon tipleri belirlendi. Buna gdre gentamisin siilfat, penisilin G
potasyum, amikasin ilaglari enzimi yarigmasiz olarak inhibe ettikleri bulundu. Bu



124

inhibitérler enzimin aktif bolgesi disinda bir bolgeye baglanarak inhibisyon etkisi

gosterirler.

Literatiirde G6PD enzimi ile ilgili ¢ok ¢aligma bulunmasina ragmen koyun eritrosit ve
gdz lensi ile G6PD aktivitesi {izerinde ilaglarin kinetik Ozelliklerinin arastinimasi
konusunda ¢alismalara rastlanmamugtir. Ornegin, Ciftgi ve arkadaglar tarafindan
yapilan bir galismada, insan eritrositlerinden saflastirilan G6PD enzimi iizerinde bazi
antibiyotiklerin inhibisyon etkileri arastirilmig ve K; degerleri bulunmustur. Buna gére
gentamisin siilfat insan eritrosit G6PD enzimi i¢in K; degeri 4.66 mM (yarismali)
olarak bulunmugtur. (Cift¢i et al 2000). Bu deger bizim buldugumuz degere yakindir.
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Sonug olarak tez kapsaminda yapilan ¢alismalarin toplu degerleri gizelge 5.1 ve ¢izelge

5.2’de 6zetlenmigtir.

Cizelge 5.1. Koyun eritrosit G6PD enzimi i¢in yapilan ¢aligmalarin toplu sonuglar

Optimum pH

8,0 (1 M Tris-HCI)

Stabil pH

8,5 (1 M Tris-HCI)

Ky (NADP" igin) (mM)

1,23 x 10-5

Vimax NADP" igin) (EU/mI)

1,23 x 10-2

Ku (G6P igin) (mM)

3,6 x 10-2

 SDS-PAGE metodu ile

Molekiil Afirhgi Tayini (dalton)

|  66.880

Jel filtrasyon kromatografisi ile

| 119.662

Ila; W K]myasalMaddeler =

! N

. ATP

Az inhibisyon

Azmhlblsyon e —————

7 mhlblsyon ——— e —

Ampisilin

Az inhibisyon

Inhibisyon, Isg=2,05 x 10* mM

Gentamisin siilfat

Inhibisyon, Is;= 10.01 mM

PemslhnGpotasyum e A

ey lblsyon, Iso= e Ty I

' Amikasin stlfat

inhlblsyon,150=4188mM g e R

' Sefazolin sodyum

Aktivasyon

| Sefeplmhldroklorﬁr T

Akﬁvasyon

- Sefotaksim sodyum

Etkisiz




Cizelge 5.2. Koyun lens G6PD enzimi i¢in yapilan ¢alismalarin toplu sonuglar:
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Optimum pH

8,0 (1 M Tris-HCI)

Stabil pH

; 8,5 (1 M Tris-HCI)

Ky (NADP igin) (mM)

2,23x 10"

Vmex NADP igin) (EU/ml)

4,55x 10"

Kum (G6P igin) (mM)

1,83 x 10"

Vomax (G6P igin) (EU/ml)

1,54 x 107"

SDS-PAGE metoduile

Molekill Agl"l:llglb'fayi.n.i (daltoii) )
—— : i e e 4957

Jel filtrasyon kromatografisi ile

; 56.099

Ilas;ve KlmyasalMaddeler e ] e T ria Ta

ATP

’ Az inhibisyon
V i ey

NADH

Inhibisyon, Is;= 0,21 mM

indometasin

Inhibisyon, 15= 0,19 mM

t inhibisyon, Iso= 3.05 mM

Deksametazon 21-fosfat disodyum

Vankomisin hidroklortir

Inhibisyon, Is=8.0mM

Gentamisin siilfat

Inhibisyon, Isp= 15.34 mM

Timolol maleat

T
[ . -

Adrenalin [ Epmeiin]

Aktivasyon

* Sefazolin sodyum

‘ Aktivasyon

e S

| Etkisiz

. Lomefloxacin

Etkisiz

Slklopentolat TSR

| Etkisiz

IO

“Sefriakson dlsodyum T

Etkisiz
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Buna gére bu tez kapsaminda, hemen hemen tiim memeli dokularinda yaygin bir sekilde
bulunan ve bir ¢ok metabolik olayda hayati 6nem tagiyan NADPH ve riboz 5-fosfat gibi
onemli bilesiklerin olugsmasina sebep olan ve pentoz fosfat metabolik yolunun ilk
enzimi olan G6PD hem koyun eritrositlerinden hem de gtz lensinden afinite
kromatografisi ile saflastirilmis, enzimin karakteristik ozellikleri belirlenmistir. Ayrica
eritrosit ve lenste 25 adet ilag ve kimyasal maddenin G6PD enzimi {izerinde etkileri
aragtinlmistir. Bu ilag ve kimyasal maddelerden gentamisin siilfat. penisilin G
potasyum, amikasin siilfat ve NADH koyun eritrosit G6PD enzimi {izerinde inhibisyon,
indomethacin, deksametazon 21-fosfat disodyum, vankomisin hidrokloriir, gentamisin
siilfat ve NADH koyun lensi G6PD enzimi lizerinde inhibisyon etkisi gdstermistir. Bu
tip lens ¢aligmalarinin saglikli insan lensi alinamayacag: i¢in insanda yapilmas: giigtir.
Fakat bu ilaglarin koyun hastaliklarinda da ortak olarak kullanilmasi insan lens

metabolizmasina da 151k tutacaktir.
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