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OZET

INSAN ERITROSITLERINDEN GLUKOZ-6-FOSFAT DEHIDROGENAZ
ENZIMININ SAFLASTIRILMASI VE BAZI PESTiSITLERIN ENZIM
UZERINDEKI ETKiSININ ARASTIRILMASI

Dilek CICi

Balikesir Universitesi, Fen Bilimleri Enstitiisii Biyoloji Anabilim Dah

(Yiiksek Lisans Tezi /Tez Danismani: Dog. Dr. Yusuf TURAN)

Balikesir, 2007

Glukoz-6-fosfat dehidrogenaz (D-glukoz-fosfat:NADP* oksidorediiktaz, EC
1.1.1.49; G6PD) insan eritrositlerinden saflagtirildi. Saflastirma islemi, hemolizatin
veya homojenatin hazirianmasi, amonyum siiifat ¢oktiirmesi ve 2° ,5°-ADP
Sepharose 4B afinite kromatografisi olarak ii¢ basamaktan olustu. Eritrosit G6PD
enzimleri %14,68 verimle, spesifik aktiviteleri 120,13 U/mg olarak elde edildi.Tam
saflagtirma iglemleri sonunda insan eritrosit G6PD enzimi 2742,69 kat saflastirildi.
SDS poliakrilamid jel elektroforezi (SDS-PAGE) ile enzimin saflifn belirlendi.
Enzim aktiviteleri spektro fotometrik olarak 840nm’de Beutler metoduna goére

sleiildil.

Ayrica insan eritrosit G6PD enziminin aktivitesi iizerine baz1 pestisitlerin in

vitro etkileri arastirildi.

ANAHTAR SOZCUKLER: Glukoz-6-fosfat dehidrogenaz, Saflastirma,
Afinite kromatografisi, (RS)-5-etil-2-(4-izopropil-4-metil-5-okzo-2-imidazolin-2-yl)
nikotinik asit), (2,4-Diklorofenoksiasetik asit dimetilamin), (N-(Fosfonometil)glisin),
(Propil3-(dimetilamino)propilkarbomat hidroklorit)
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ABSTRACT

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

Dilek CICI

Balikesir University , Institute of Science, Department of Biology

(MSec. Thesis / Supervisior: Assoc. Prof. Dr. Yusuf TURAN)

In this study, glucose-6-phosphate dehydrogenase (D-glocose-6-
phosphate:NADP" oxidoreductase, EC 1.1.1.49;G6PD) was purified from human
erythrocytes. The purification consisted of three steps; preparation of haemolysate or
homogenate, ammonium sulphate fractionation and 2°,5’-ADP Sepharose 4B affinity
chromatography. Erytrocytes G6PD enzyme was obtained with a yield of %14,68
having a specific activity of 120,13 U/mg proteins respectively.The overall
purification was abaut 2742,69-fold for erythrocytes G6PD. The purification enzyme
was determined respectively by SDS polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-
PAGE). Enzymatic activity was spectrofotometrically measured according to Beutler

method at 340nm.

In addition, in vitro effects of pesticides on human red blood cell G6PD

enzyme activity was investigated.

KEY WORDS: Glucose-6-phosphate dehydrogenase, purification, affinity
chromatography, (2,4-Dichlorophenoxy aceticaciddimethylamin), N-
(Phosphonomethyl) glycine, (RS)-5-ethyl-2- (4-isopropyl-4-methyl-5-0x0-2-
imidazolin-2-yl)nicotinicacid),(Propyl(3(dimethylamino)
propyicarbomatehydroclorid)
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1. GIRIS

Enzimler, canli organizmalarda kimyasal reaksiyonlari hizlandiran ve higbir yan
iiriin olugsmasina firsat vermeden spesifik olarak %100 ‘liik bir verim saglayan biyolojik
katalizorlerdir. Proteinlerin en biiylik ve en 6zellesmis grubunu olusturur. Katalitik
RNA molekiillerinin kiigiik bir grubu hari¢ olmak iizere, biitiin enzimler protein
yapisindadir. Enzimlerin katalizleme giicleri, turnover sayisiyla ifade edilir. Turnover
sayisi, birim zamanda 1 mol enzimin iirline doniistiirdiigli substratin mol sayisidir.

Turnover sayst en yiiksek olan enzim, 40.000.000 s ile katalazdir [1].

Bugiin bir ¢ok enzim tanimlanmig, biiylik bir kismi saf halde elde edilip
kinetikleri incelenmis ve kristallendirilmistir. Ancak yapilan genetik calismalar daha
tespit edilmemis bir ¢ok enzimin varligin1 gostermektedir. Enzimlerin {izerinde etkili
olduklar1 ve fiiriine doniistiirdiikleri bilesiklere substrat adi verilir. Bazi enzimler
substrat admin sonuna —az son eki getirilerek adlandirilirken, bazilar1 da ilk
bulucularinin ortaya attiklari isimlerle taninmaktadir. Fosfataz, iireaz, lipaz, tripsin ve
pepsin gibi. Fakat bu isimlerin ¢ogu enzimlerin fonksiyonlar1 hakkinda eksik bilgi
verdiginden Uluslararas1 Biyokimya Birligi (IUB) tarafindan sistematik bir
simiflandirma yapilmistir.  Ayrica her bir enzim i¢in 4 rakamli enzim kod numarasi

(E.C.) ongoriilmistiir [2].

Enzimlerin aktivitelerini pozitif yonde etkileyen bilesiklere aktivator adi verilir.
Genellikle enzim aktivatdrleri kiiciik iyonlar veya fazla biiyiik olmayan molekiillerdir.
Bunlar kofaktorlerin aksine kataliz olayina her zaman katilmazlar. Aktivatorleri iki
grupta toplamak miimkiindiir. Birinci gruptakiler sadece substratla birleserek aktivator
rolii oynayan bilesiklerdir. Ikinci gruptakiler ise serbest enzimle birleserek aktivator

rolii oynayan bilesiklerdir [3].



Enzimlerin, bazi bilesikler tarafindan hem in vivo hem de in vitro olarak
aktivitelerinin azaltilmasi1 ve hatta yok edilmesi olaymna inhibisyon adi verilir. Buna
sebep olan bilesiklere de inhibitdr denilir. Inhibitdrler, genellikle kiigiik molekiil
agirligina sahip bilesik veya iyonlardir. Enzimatik aktivitenin inhibisyonu, biyolojik
sistemlerde bagli basina bir kontrol mekanizmasi olusturur. Bu yiizden enzim
inhibisyonu biiylikk bir O6nem arzetmektedir. Bir¢ok 1ilag ve zehirli bilesik
fonksiyonlarini bu yolla gergeklestirirler. Enzim etki mekanizmalarinin incelenmesinde

de inhibisyon olayindan faydalanilir [4].

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 atilmis ve tamami
Fritz Lipmann, Frank Dickens, Bernard Horecker ve Efraim Racker isimli

biyokimyacilar tarafindan ortaya konulmustur [4,5].

Pentoz fosfat metabolik yolu eritrosit ve beyin hiicrelerin temel enerji kaynag:
olan glukozun oksidasyonu i¢in tek oksidatif yoldur [6]. Pentoz fosfat metabolik yolu,
glikoliz yoluna bir alternatif yol olarak diisiiniilse de her iki yolun hiicredeki
fonksiyonlar1 ve hiicredeki ihtiyag¢ alanlar farklidir. Glikoliz, daha ¢ok Krebs dongiisii
ile birlikte hiicre ici enerji gereksiniminin giderilmesinden sorumludur [10]. Bununla
birlikte pentoz fosfat metabolik yolu, oksidatif ve nonoksidatif olmak iizere iki asamada
gerceklesir ve bu yolun hedefi indirgeyici olaylar i¢in gerekli NADPH’1 tiretmek ve
ATP, NAD', FAD, DNA, RNA, gibi bilesikler icin 6n madde olan riboz-5-fosfat

sentezlemektir. Bu olayin toplam reaksiyonu soyledir:
Glukoz 6-fosfat + 2 NAD" + H, O —Riboz 5-fosfat + 2 NADPH + 2H" + CO,

Pentoz fosfat metabolik yolu ayni zamanda {i¢,dort,bes,alti ve yedi karbonlu
sekerlerin oksidatif olmayan bir seri reaksiyonla birbirlerine donistiiriilmesini de
katalizler. Bitkilerde pentoz fosfat yolunun bir bdliimii, fotosentez olay1 ile CO; *den
glukozun sentezlenmesinde de rol alir [4,11]. Pentoz fosfat metabolik yolunun

oksidatif ve nonoksidatif reaksiyonlar1 Sekil 1.1 de gosterilmistir.
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Glukoz-6 fosfat dehidrogenaz (D-Glukoz 6-fosfat: NADP" oksidorediiktaz, EC
1.1.1.49, G6PD), NADP'nin indirgenmesiyle birlikte glukoz 6-fosfat'in  6-
fosfoglukuno-1,5-laktona’a donlismesini katalizleyen diizenleyici bir enzimdir. Bu
reaksiyon pentoz fosfat metabolik yolunun ilk ve hiz sinirlayict basamagidir [12]. Bu
enzim NADP’ye kars1 son derece spesifiktir ve NAD" igin Ky degeri NADP' igin
olandan yaklagik 1000 misli fazladir. Bu reaksiyonun {iriinii 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 alti karbonlu seker daha sonra
oksidatif dekarboksilasyonla ribuloz-5-fosfata doniisiir. Bu reaksiyonda koenzimi yine
NADP" olan 6-fosfoglukonat dehidrogenaz enzimi gorev alir.  Riboz-5-fosfat

sentezindeki son basamak Ribuloz-5-fosfatin izomerlesme reaksiyonudur.

NADPH, indirgeyici biyosentez olaylarinda yaygm bir sekilde kullanilan ve
pentoz fosfat yolunun 6nemli bir iirlinlidiir. Ayrica, oksidatif hasara karsi hiicrenin

korunmasinda temel teskil etmektedir [11]. Uretilen NADPH’ lar genel olarak;

Yag asitlerinin sentezi,

e Steroidlerin sentezi,

e Bazi aminoasitlerin sentezi,

e Indirgenmis glutatyon sentezi ve peroksitlerin ortadan kaldirilmas,

e ilag detoksifikasyonu,

e DNA sentezi i¢in riboniikleotidlerin deoksiriboniikleotidlere ddoniismesi gibi

bir¢ok indirgeyici biyosentez olaylarinda kullanilirlar [11].

Yukarida maddeler halinde belirttigimiz reaksiyonlar sonucu bir glukoz molekiilii
basina iki NADPH ve riboz-5-fosfat meydana gelmektedir. Pentoz fosfat yoluna giren
glukoz 6-fosfat, hiicrenin NADPH, riboz-5-fosfat ve ATP ihtiyacina gore dort farklh
sekilde reaksiyona girer [4,7,12].



1- Riboz-5-fosfata NADPH’dan daha fazla ihtiyag¢ varsa, glukoz 6-fosfatin ¢cogu
glikolizle fruktoz-6- fosfat ve gliseraldehid-3- fosfata gevrilir. Daha sonra transketolaz
ve transaldolaz enzimleriyle reaksiyonlarin doniisiimlii islemesi sonucu bir molekiil
gliseraldehid-3- fosfat ve iki molekiil fruktoz-6-fosfat, iic molekiil riboz-5- fosfata

doniistiiriliir.

2- Riboz-5- fosfat ve NADPH ihtiyacim1 esit oldugu durumda; pentoz fosfat
yolunun oksidatif reaksiyonlari devreye girmektedir. Bu reaksiyonlarin stokiyometrik

denklemi soyledir:

Glukoz-6-fosfat + 2NADP" + H,O — Riboz-5-fosfat + 2NADPH + 2H" + CO,

3- NADPH’a riboz-5-fosfattan daha fazla ihtiya¢ oldugu durumda; glukoz-6-
fosfat tamamen CO,’ye ylikselgenir ve bu da ii¢ grup reaksiyonla gerceklestirilir.
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 dondistiilir. Son olarak da glukoneogenez reaksiyonlariyla-3-

fosfat ve fruktoz-6-fosfattan glukoz-6-fosfat tekrar sentezlenir.

4- Riboz-5-fosfattan daha fazla NADPH’a ve bununla birlikte ATP’ye ihtiyag
duyuldugu durumda; glukoz-6-fosfat piruvata doniisiir. Riboz-5-fosfattan tiiretilen
fruktoz-6-fosfat ve gliseraldehit-3-fosfat glukoneogenez yerine glikoliz yoluyla
piruvata kadar ylikseltgenir. Bu arada NADPH ve ATP bereberce sentezlenmis olur
[4,7,12].

Glukoz-6-fosfat dehidrogenez enzimi birgok hiicrede NADP" ‘nin indirgenmesine
eslik ederek glukoz-6-fosfatin  (G6P) 6-fofoglukono-1,5-lakton’a  doniistimiinii
katalizleyen diizenleyici bir enzimdir. Dolayisiyla, bu enzim ¢ogu hiicrede NADPH 1n

tek kaynag1 olan pentoz fosfat metabolik yolunun ilk ve kilit enzimidir [4,15-19].



[k defa Warburg tarafindan alyuvar ve bira mayasinda belirlenen bu enzim, bir
cok indirgeyeci biyosentez olaylarinin meydana gelmesinde, siilthidril gruplarinin
stirekliliginin saglanmasinda, serbest radikallerin ve peroksitlerin detoksifikasyonunda
gorev alan indirgenmis glutatyonun olusumunda 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 doniisiimii sirasinda elde

edilmektedir(sekil1.2) [4,12,20,22-27].

Glukoz
Glukoz
Glukoz 6-fosfat G6-P NADP* 2GSH H,0
56.P) > 0,
Glukoz 6-fosfat Glutatyon Glutatyon
dehidrogenaz Rediikraz peroksidaz
6-Fosfoglukono-1,5-lakton NADPH-H- GS-SG 2H,0,

Sekil 1.2 Eritrositlerdeki G6PD Metabolizmasi[38]

Pentoz fosfat metabolik yolu ile ilgili radyoaktif '*C ile isaretlenmis glukoz ile
yapilan denemeler, bu yolun kas dokularindan c¢ok adipoz dokuda aktif oldugunu
gostermistir. Bu sonu¢ pentoz fosfat metabolik yolunun basglica roliiniin, indirgeyici
biyosentez olaylarinda kullanilmak tizere, NADPH iiretmek oldugu iddiasim
desteklemektedir. Ciinkii, yag dokusu hiicrelerinde asetil CoA’dan yag asitlerinin

biyosentezine de biiyiik miktarda NADPH kullanilmaktadir [4,14].

GSH/GSSG oram alyuvarlarda yaklasik 500 diir. indirgenmis glutatyon (GSH),

ilag ve detoksifikasyonu ve hidrojen peroksitlerin uzaklastirilmasi reaksiyonlarinda



onemli bir role sahiptir. Bu rol Ozellikle karacigerde c¢ok Onemlidir.  Ciinki
detoksifikasyon olayr karaciger mikrozomlarinda bulunan sitokrom P-450 sistemi
tarafindan gerceklestirilir. Bu sistemin isleyisinde oksijen molekiiliine yeterli miktarda
elektron aktarilmazsa siiperoksit radikali(O,") veya peroksit (H,O;) olusur. Hiicrede bu
zararll iyonlar1 zararsiz hale getirecek sistem mevcuttur. Siiperoksit dismutaz ve
katalaz enzimleri, hiicrede oksidatif strese sebep olan siiperoksit radikali ve peroksit’in
suya doniismesine sebep olarak hiicre membranmi proteinlerinin hasar gérmesini
onlerler. Bu enzimlerin fonksiyonu askorbik asit, indirgenmis glutatyon (GSH) ve K

vitamini tarafindan giiclendirilir.

Normal eritrosit hiicre yapisinin devami ve hemoglabindeki demir iyonunun +2
halinde korunmasi i¢cin GSH zorunludur. Diisiik seviyede GSH ihtiva eden alyuvarlarin
daha ¢ok hemolize maruz kaldiklar tespit edilmesine ragmen sebepleri heniiz ortaya
konulmamistir  [4,12,17,22,25]. GSH seviyesindeki diisme, lens proteinlerinin

¢Oziinlirligliniin azalmasini tesvik edeceginden lenste 6nemli bir role sahiptir [28,29].

Lens viicuda en fazla protein igerigine sahip olan ve tek hiicre tipinden meydana
gelen bir dokudur [30]. Lensteki toplam protein miktarinin yaklasitk % 90’1
kristallinler igermektedir [30,31].

Lenste metabolizmada kullanilabilir glukozun %14’ pentoz fosfat metabolik
yolu ile kullanilir [31]. 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 gerekli
olan pentozlar iiretir [31]. NADPH’mn lensteki en énemli gorevi okside glutatyonu

(GSSG) indirgenmis glutatyona ¢evirerek lensin opaklagmasini 6nlemektir.

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

oksidasyonunu katalizler;

Glukoz-6- fosfat+2NADP' + H,0 — Riboz-5-fosfat + 2NADPH + 2H" + CO,



Glukoz-6-fosfat dehidrogenaz enziminin aktivitesinin tayini i¢in yukaridaki
reaksiyonda goriildiigii gibi, reaksiyon sonunda olusan NADPH g6z Oniine alinir.
NADPH 340 nm’de absorbans verir. Dolayisiyle enzimin aktivitesi 25 °C’de
NADPnin indirgenmesi sonucu olusan, NADPH’m 340 nm’de absorbsiyon
vermesiyle spektrofotometrik metodla absorbsiyon artis1 sonucu olgiilir. 1 mM
NADP" indirgendiginde (1 ml hacimde ve 1 cm 151k yolunda), spektrofotometrede 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 [32].

G6PD eksikliginden dolay1 heterozigotlarin eritrosit hiicreleri sitmanin sebebi bir
parazit olan “Plasmodium falciparum” a kars1 direnglidirler. Plasmodium falciparum
gelismesi icin NADPH gerekir. Heterozigotlarin eritrosit hiicreleri kendi ihtiyaglarim
karsilayacak yeterli miktardaki NADPH’1 iiretirler fakat sitma parazitinin optimum
gelisimi i¢in yeterli degildir [33]. Pamakiun gibi sitma tedavisinde kullanilan ilaglar
eritrosit hiicrelerindeki NADPH’1n konsantrasyonunu daha da diistirtirler. Pamakiun
molekiil kismi1 yapisal olarak NADP "nin nikotinamid halkasina analogdur. Bu ilag,
pamakuinin piridin grubuna kendiliginden elektron transferiyle nonenzimatik olarak
indirgenir. G6PD eksikliginden dolayr diisiik konsantrasyonda NADPH’a sahip olan
kisilere pamakuin uygulandiginda, NADPH konsantrasyonu indirgenmis haldeki
glutatyonu(GSH) tiiretemeyecek seviyeye diisecektir.  Boylece eritrosit membran
proteinleri ve membran lipidlerinin oksidasyonu akut hemolitik anemi olarak bilinen bir
durumu ortaya c¢ikaran eritrosit hemolizini netice verir.  Bu durum Oliimle

sonuglanabilir [33].

1.2 Pestisitlerin Insan ve Cevre Uzerine Etkileri

Insanlar kolay veya parasiz sahip olduklari nimetlerin degerini maalesef
bilmemekte, bu nimetleri hem hor, hem de hi¢ bitmeyecek gibi bol kullanmaktadir.
Bunun sonucu olusan gida, hava, su ve toprak kirliligi buna en giizel 6rnektir. Yogun

ve bilingsiz bir sekilde kullanilan ve ¢evre kirliligine neden olan etkenlerden biri olan



pestisitler, ekonomik bir sekilde iiretilmeleri ve kullanim kolayligi nedeniyle; iirtinii
hastaliklarin, boceklerin, yabanci otlarin ve diger zararlilarin olumsuz etkilerinden
koruyarak verim ve kaliteyi glivence altina almay1 amaclayan tarimsal savasimda ¢ok
onemli bir yer tutmaktadir.

Pestisit deyimi, insektisit (bocek Oldiiriicli), herbisit (yabani ot oldiiriicii),
fungusit (kiif 6ldiiriicii), rodentisit (kemirgen o6ldiiriicii) vb. seklinde siniflandirilan
kimyasal maddelerin tiimiinii kapsamaktadir. Pestisitler, etkili maddelerinin
kokenlerine gore de gruplara ayrilabilir:

1. Inorganik maddeler

2. Dogal organik maddeler

a) Bitkisel maddeler
b) Petrol yaglar vb.
3. Sentetik organik maddeler
a) Klorlu hidrokarbonlar
b) Organik fosforlular

¢) Diger sentetik organik maddeler ( azotlu bilesikler, piretroidler)

Pestisitlerin kullanim1 ¢ok eski tarihlere dayanmaktadir. M.O. 1500’lere ait bir
papiriis iizerinde bit, pire ve esek arilarina kars1 insektisitlerin hazirlanigina dair kayitlar
bulunmustur. 19.yy’da zararlilara karsi inorganik pestisitler kullanilmis, 1940’lardan
sonra pestisit Uiretiminde organik kimyadan faydalanmilmig, DDT ve diger iyi bilinen
insektisit ve herbisitler kesfedilmistir. Bugline kadar 6000 kadar sentetik bilesik patent
almasina karsin, bunlardan 600 kadar1 ticari kullanim olanag1 bulmustur. Ulkemizde
tarimi1 yapilan kiiltiir bitkileri, sayilar1 200’1 asan hastalik ve zararlinin tehdidi altinda
olup yeterli savasim yapilmadigi i¢in toplam iirliniin yaklasik 1/3°1 kayba ugramaktadir.
Bu kayiplarin 6nlenmesi bakimindan pestisitlerin daha uzun yillar biiyiik bir kullanim
potansiyeline sahip olacagi kuskusuzdur. Formiilasyon olarak 30 000 ton civarinda
olan pestisit kullanimimizda en yogun kullanilan gruplar sirasiyla herbisitler,

insektisitler, fungusitler ve yaglardir.



Bununla beraber, yogun ve bilingsiz pestisit kullaniminin sonucunda gidalarda,
toprak, su ve havada kullanilan pestisitin kendisi ya da doniisim {riinleri
kalabilmektedir. Hedef olmayan diger organizmalar ve insanlar lizerinde olumsuz
etkileri gorlilmektedir. Pestisit kalintilarinin 6nemi ilk kez 1948 ve 1951 yillarinda
insan viicudunda organik klorlu pestisitlerin kalintilarinin bulunmasiyla anlasilmigtir.
Pestisitlerin bazilar1 toksikolojik ac¢idan bir zarar olusturmazken, bazilarinin kanserojen,
sinir sistemini etkileyici ve hatta mutasyon olusturucu etkiler saptanmistir. Pestisit
kalintilarinin en 6nemli kaynagi gidalardir. Bu nedenle 1960 yilinda FAO ve WHO
“Pestisit Kalintilar1 Kodeks Komitesi”’ni kurmuslar ve bu komitenin ¢alismalar1 sonucu
konu ile ilgili tanimlamalar yapilmig, bilimsel arastirma verilerine dayanilarak
gidalarda bulunmasina izin verilen maksimum kalinti degerleri saptanmuistir.
Ulkemizde de tarimsal iiriinlerde kullanilan pestisitlerin gidalarda bulunmasi miisaade
edilebilir maksimum miktarlar1 iirlin ve ilag bazinda belirlenmistir. Bu bilgilere Tarim

Bakanliginin Web sayfasindan kolaylikla ulasmak miimkiindiir.

1.2.1 Pestisitlere Kars1 Dayaniklihik Olusumu

Savasimda kullanilan pestisitlere karsi zararli ve hastaliklarin dayaniklilik
kazandiklar1 bilinmektedir. Dayaniklili§in pratikteki anlami hastalik ve zararlilarin daha
once kendilerine kars basariyla uygulanan toksik maddelerden artik
etkilenmedikleridir. 1970°de dayanikli olarak saptanan tiir sayis1 244 iken, 1980°de bu
say1 428’e yiikselmistir. Tarimsal iirlin zararlilarinda meydana gelen cesitli tipteki
dayanikliliklar sonucunda pestisitin etkinligindeki azalmayi agsmak i¢in daha ytliksek
dozlarda uygulama gerekmekte, bu da hem maliyetin artmasina ve {irlin veriminde
azalmalara yol agmakta, hem de {irlinde ve g¢evrede kalinti miktarinin ve kirliligin

artmasina neden olmaktadir.

1.2.2 Pestisitlerin Hedef Olmayan Organizmalar Uzerine Etkisi

Hemen biitiin insektisitler spesifik olmadiklar1 i¢cin sadece hedef organizmalar

oldiirmez, omurgali ve omurgasiz diger organizmalar1 da etkilerler. Zararli etkilerin
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siddeti, insektisitin ve formiilasyonun tipine, uygulama sekline ve tarimsal arazinin
tipine bagl olarak degismektedir. En genel yan etkiler sunlardir:

1. Arilar, kuslar ve baliklar, mikroorganizmalar ve omurgasizlar gibi hedef
olmayan organizmalarda dliimler,

2. Kus, balik ve diger organizmalarda lireme potansiyelinin azalmasi,

3. Hedef olamayan organizmalarda dayaniklilik olugsmasi sonucu insanlara
hastalik tagiyan bocek ve parazitlerin kontrolden ¢ikmasi,

4. Ekosistemin yapisinin ve tiirlerinin sayilarinin degismesi gibi uzun

donemli etkiler.
1.2.3 Pestisitlerin insanlar Uzerine Etkileri

Pestisitlerin insanlarda belirli miktarlarda toksik olmalar1 nedeniyle savagimda
calisan herkesin bunlarin kullanimi sirasinda meydana gelebilecek potansiyel zarardan
sakinmalar1 gerekir. Insanlarin pestisitlere maruz kalmasi mesleki zehirlenmeler veya
kaza ile meydana gelebilmektedir. Her iki tiir zehirlenmenin ana nedenleri:

1. Halkin bu konuda yetersiz egitime sahip olmasi ve pestisitlerin toksisite
potansiyellerinin bilinmemesi,

2. Uygun olmayan kosullarda depolama,

3 Kaza ile sacilma sonucu gidalarin kontamine olmasi,

4. Dikkatsiz yilikleme ve tagima,

S. Yikanmamus pestisit kaplarinin kullanima,

6

Genel bakim ve atik degerlendirme islemleri

Mesleki zehirlenmeler, iiretim, formiilasyon hazirlama, tasima, yiikleme ve
uygulama sirasinda deri ve solunum yoluyla maruz kalma (akut zehirlenme) olarak
tanimlanabilir. Daha ¢ok organik fosforlular ve karbamatlilar bu tip zehirlenmeye
neden olurlar. Bunlar viicutta kolin esteraz enzimini inhibe ederek asetil kolin
birikimine yol agarlar. Kaza ile meydana gelen zehirlenmelerde pestisitlerin yaprak ve
topraktaki kalintilar1 veya onlarin toksik doniisim iiriinleriyle temas sonucu hastaliklar

meydana gelebilmektedir. Asirt dozlarda alinmadik¢a organik klorlu pestisitlerin
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insanlara akut zehirlilikleri enderdir. Bu bilesikler daha ¢ok kronik zehirlenmeler
meydana getirmektedir. Sinir sistemini etkiler ve karacigere zarar verirler. Son yillarda
ilag¢larin besin maddelerindeki kalintilarinin insanlar i¢in kronik toksisitesi iki sekilde
ele alinmaktadir:

1. Kabul edilebilir giinliik alim (Acceptable Daily Intake-ADI): Bir kisinin
bir giinde alabilecegi kabul edilebilir giinliik ila¢g miktarint mg/kg olarak ifade eden
degerdir.

2. Maksimum kalintt limitleri (Maximum Residue Limits-MRL): Gida
maddelerinde bulunmasina izin verilen en fazla ilag miktarin1 (ppm) ifade eden

degerdir.

“Codex Alimentarius”, USEPA (United States Environmental Protection Agency)
gibi kuruluglarin bu degerleri iceren listeleri mevcuttur. Bu miktarlar tarimsal iiriinlerin
dis pazarlamasi bakimindan da onemlidir. Zira tolerans miktarin1 asan degerlerde
pestisit kalintis1 tespit edilen tarimsal {irtinler alic1 Ttlkeler tarafindan geri

cevrilmektedir.

Pestisitlerin kalint1 yoluyla kronik toksisiteleri yaninda bazilarinin insanlarda
mutajenik, teratojenik ve kanserojen etkilerinin de oldugu son yillarda yapilan

caligmalarla saptanmistir.

1.2.4 Pestisitlerin Cevre Uzerine Etkileri

Tarimsal alanlara, orman veya bahcgelere uygulanan pestisitler havaya, su ve
topraga, oradan da bu ortamlarda yasayan diger canlilara ge¢mekte ve doniisiime
ugramaktadir. Bir pestisitin ¢evredeki hareketlerini onun kimyasal yapisi, fiziksel
ozellikleri, formiilasyon tipi, uygulama sekli, iklim ve tarimsal kosullar gibi faktorler

etkilemektedir.

Pestisitlerin piiskiirtiilerek uygulanmasi sirasinda bir kismi evaporasyon ve

dagilma nedeniyle kaybolurken, diger kismi bitki {izerinde ve toprak ylizeyinde
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kalmaktadir. Havaya karisan pestisit riizgarlarla tasinabilir; yagmur, sis veya kar
yagisiyla tekrar yeryiiziine donebilir. Bu yolla hedef olmayan diger organizma ve

bitkilere ulasan pestisit, bunlarda kalint1 ve toksisiteye neden olabilir.

Toprak ve bitki uygulamalarindan sonra toprak yiizeyinde kalan pestisitler,
yagmur sulart ile yiizey akis1 seklinde veya toprak igerisinde asagiya dogru yikanmak
suretiyle taban suyu ve diger su kaynaklarina ulasabilirler. Egim, bitki ortiisi,
formiilasyon, toprak tipi ve yagis miktara bagli olarak taginan pestisitler, bu sularda
balik ve diger omurgasiz su organizmalarinin 6lmesine; bu organizmalardaki pestisit
kalintisinin insanlarin gida zincirine girmesi ve kontamine olmus sularin i¢ilmesiyle

kronik toksisitenin olugsmasina neden olurlar.

Topraga gecen pestisitler giines 1sinlarinin etkisiyle fotokimyasal degradasyona,
bitki, toprak mikroorganizmalar1 ve diger organizmalarin etkisiyle biyolojik
degradasyona ugramakta; toprak kati maddeleri (kil ve organik madde) tarafindan
adsorlanip desorplanmakta veya kimyasal degradasyona ugramaktadirlar. Toprak igine
gecmis pestisitler kapiller su vasitasiyla toprak yilizeyine tasinmakta ve buradan havaya
karisabilmektedir. Topragin yapisi, kil tipi ve miktari, organik madde igerigi, demir ve
aliminyum oksit igerigi, pH’s1 ve toprakta var olan baskin mikroorganizma tiirleri tiim
bu olaylar etkileyen faktorlerdir. Toprakta pestisitin tutulmasiyla hareketi ve biyolojik
alimi engellenmekte ve cesitli sekillerde degradasyonu ile ya toksik Ozelligini
kaybetmekte ya da daha toksik metabolitlerine doniisebilmektedir. Pestisitin kendisinin
ya da toksik doniisiim iiriinlerinin hedef olmayan yerleri veya organizmalar1 kontamine

etmesi istenmediginden tiim bu olaylarin bilinmesi ve incelenmesi 6nem tasimaktadir.

1.2.5 Gidalarin Kontaminasyonu

Bitkinin direkt yolla veya toprakta kalan pestisiti kendi blinyesine almasi ve bu

bitkilerin insan gidast veya hayvan yemi olarak kullanilmasi sonucunda pestisitler

insanlarin gida zincirine girmektedirler.
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Kimyasal savasim, belirtilen riskler nedeniyle titizlikle yapilmasi gereken bir istir.
Bu riskleri minimuma indirmek i¢in uygulama sirasinda gerekli her tiirlii onlem

alinmalidir.
1.3 Cahsmalarimizda Kullanilan Pestisitler Ve Kullanim Yerleri
1.3.1 (RS)-5-etil-2-(4_metil-5-0kzo-2-imidazolin-2-yl)=nikotinik asit

Genel ad1 Imazethapyr, kimyasal olarak ise (RS)-5-etil-2-(4 metil-5-okzo-2-
imidazolin-2-yl)=nikotinik asit diye adlandirilir. Maddenin fiziksel hali renksiz
kristaldir.  Etki sekli, yesil aksam ve kokler tarafindan aliman secici sistematik
herbisittir. Akut oral olarak etkir. Zehirlilik derecesi ¢ok yiiksek degildir. Arilarda ve
baliklarda zehirlidir. Tirk Gida Kodeksinde yer alan maksimum rezidii limiti(MRL)
nohut i¢cin 0.05 ppm’dir. Toprak herbisitleri ile karistirilabilir. Dar yaprakli yabanci ot
ilaglar1 ve Sulphonylurea’l ilaglarla karigmaz. Kullanim Yerleri; Nohutta ekim sonrasi
¢ikis dncesinde,yabani hardal, horoz ibigi, kopek tizlimii, fare kulagi, labada, kaz ayagi,
kirmizi mercimekte ise ekim Oncesidir. Arap baklasi,coban taragi, tavsan kulagi, sari
ipek cicegi, yumrulu ¢cam ¢igegi, uzun siipiirge otu, mor malkomya, yabani hardal, ¢ayir
akca ¢igegi, Suriye geyik otu, taskesen otu, Trakya hardali, lalemanti, pelemirde ekim
sonrast ¢ikis Oncesidir. Yabani hardal, yumrulu ¢am ¢igegi, uzun siipiirge otu, Trakya

hardali, cayir akca ¢icegi, yoncada ¢ikis sonrasidir [25].

0 N RN

CH,—CH N /C\
. 0 OH

CH; CH,
Sekil 1.3 (RS)-5-etil-2-(4_metil-5-okzo-2-imidazolin-2-yl)=nikotinik asit
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1.3.2 N-(fosfonometil)glisin

Genel adi  Glyphosate, kimyasal adi (IUPAC) ise N-(fosfonometil)glisin’dir.
Maddenin fiziksel hali kokusuz beyaz tozdur. Etki sekli yapraklar tarafindan alinan
sistemik etkili se¢ici olmayan herbisittir. Akut oral olarak etkir. Zehirlilik derecesi ¢ok
fazla olmayip arilar ve baliklarda etkilidir. Tirk Gida Kodeksinde yer alan maksimum
rezidii limitiMRL), sert c¢ekirdekli meyveler, findik, yumusak cekirdekli meyveler,
turunggillerde 0.1 ppm’dir. Uziimde ise 0.02 ppm’dir. Kullanim Yerleri; Turunggiller,
bag, findik, meyve bahgeleri ve ekili olmayan alanlarda; yabani yulaf, yabani havug,
kisir brom, kus yemi, miirdiimiik, ballibaba, kanarya otu, tilki kuyrugu, yer feslegent,
digilin ¢icegi, turna gagasi, yabani fig, kus otu, yabani hardal, ebe giimeci, yabani
yonca, semiz otu, siitlegen, sirken, bambul otu, domuz pitragi, zincir pitragi, kirmizi
kokli tilki kuyrugu, kirpi dari, darican,, horoz ibigi, yesil horoz ibigi, topalak, kopek

disi ayrigi, tarla sarmasigi, 1sirgan otu, pelin otu, kaynastir [25].

2 ? hs

HO-C-CH,-NH-CH,-P-O  H,N-CH
| |

OH CH,

Sekil 1.4 N-(fosfonometil)glisin

1.3.3 (2,4-dikloropenoksi)asetik asit

Genel adi 2,4-D, kimyasal adi (IUPAC); (2,4-dikloropenoksi)asetik asit’tir.
Maddenin fiziksel hali  renksiz tozdur.  Tuz formiilasyonlar kokler, ester
formiilasyonlar yapraklar tarafindan daha iyi almir.  Akut oral olarak etkir.
Imazethapyr ve Glyphosate gore daha zehirlidir. Arilarda ve baliklarda zehirlidir. Gida
Kodeksinde yer alan maksimum rezidii limiti (MRL); Hububatta 0.2 ppm, meyveler,
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celtik ve misirda 0.05 ppm’dir. Kullanim Yerleri; Hububatta akhindiba, arap baklast,
at kuyrugu, coban cantasi, ¢oban degnegi, donbaba, diigiin ¢icegi, koy gogiirendir [25].

o H_
OH

Cl Cl

Sekil 1.5 (2,4-dikloropenoksi)asetik asit

1.3.4 Propil 3-(dimetilamino) propilkarbamat hidroklorid

Genel adi, propamokarb hidroklorid; kimyasal adi (IUPAC); Propil 3-
(dimetilamino) propilkarbamat hidroklorid’dir. Maddenin fiziksel hali renksiz, aromatik,
higroskopik kristaldir. Akut oral olarak etkir. Cok zehirlidir. Arilara ve baliklara
zehirsiz olmakla beraber beraber sulara bulastirilmamasi gerekir. Tiirk Gida Kodeksinde
yer alan maksimum rezidii limititMRL); Tiitlin i¢in 1,0 ppm, hiyar ve kabak icin 0,2
ppm’dir. Kullanim Yerleri; Aycicegi ve Patateste Mildiyd, Kabakgillerde yalanct mildiyd
ve tltlindiir [25].

H,C
\

N - CH, - CH, - CH, - NH - COO.C3H-

H,C

Sekil 1.6 Propil 3-(dimetilamino) propilkarbamat hidroklorid
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14 G6PD Enzim Aktivitesi Uzerine Bazi Bilesiklerin Etkilerinin

Belirlenmesi Uzerine Yapilan Calismalar

Glukoz-6-fosfat dehidrogenaz enzimi bakteri, protozoa, mantar, sican, sinek,
balik ve memelilerin hemen hemen tiim dokular1 olmak {izere genis bir canl
toplulugunda bulunmustur. Buna ek olarak tavsan karaciger mikrozomunda ve kemik

iliginde de bu enzimin oldugu tespit edilmistir [17,25,40-48].

G6PD’nin degisik canli ve dokulardaki molekiil biiylikliigl, birincil ve alt birim
yapilar1 ortaya konmus [11,48-54], muhtemel ikincil yap1 amino asit dizilisinden
tahmin edilmis [48,50,54]; enzimin spesifik substrat ve koenzim baglanma bolgeleri
dolayli olarak belirlenmistir [49-51,54]. Degisik tiir G6PD’larda aspartik asit +
glumatik asit sayisinin lisin + histidin + arginin sayisindan fazla olmasi enzime diigiik
izoelektrik noktas1 kazandirmistir [8]. Ornegin;C.Utilis, sican meme bezi ve sigir lensi

G6PD’lerinin izoelektrik pH’lar1 sirasiyla 6,16, 5,8 ve 5,14 dir [11,55,56].

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

piroglutamat igerdigi bulunmustur [53].

Enzim monomerinin molekiil agirligi, mikroorganizmalarda 50-60 k Dal,
memelilerde ise 58-67 k Dal olarak degerlendirilmistir [8]. Ornegin, insan G6PD
monomeri 514 amino asit igerir ve molekiil agirligt 59 k Dal’ dur [49]. Tavsan
karaciger mikrozomal enziminin molekiil agirliginin da 90 k Dal oldugu bulunmustur
[53]. Ayrica fare karacigerinde 121 k Dal, sican meme bezlerinde 120 k Dal, sican
eritrositlerinde 131 k Dal, domuz karacigerinde 133 k Dal, Sigir eritrositlerinde 114
kDal , insan karacigerinde 118 k Dal ve sigir lensinde 64 k Dal olarak bulunmustur

[57].
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G6PD’ler lizerinde yapilan ¢alismalar, katalitik olarak aktif en kiigiik dordiinciil
yapinin dimerik birim oldugu; monomerik yapilarin ise katalitik bir aktiviteye sahip
olmadiklarini gostermistir [11,15,32,48,50,58]. Ayrica 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 [11,15,59]. Tetramer-dimer dengesini saglayan en
onemli diizenleyici etkenin pH oldugu, in vivo olarak eritrosit iginde dimerik yapinin

baskin oldugu belirlenmistir [15].

Ayrica Mg™ ve diger +2 degerli katyonlarm da yapiy1 tetramerik birime
kaydirdigi [11,15,60]; pH’s1 6.0’dan daha diisiik iyonik giiclerde enzimin daha yiliksek
oligomerik yapilar olusturdugu belirlenmistir [23,50,61]. G6PD enziminin katalizledigi
tepkimelerde substrat gorevi gérmesi ve enzimi kararli halde tutmasiyla NADPnin
G6PD iizerinde iki fonksiyonunun oldugu ortaya ¢ikarilmistir. Enzimin, kararlilig1 i¢in

+99

gerekli sikica bagl “yapisal NADP ™ ve G6PD tepkimesinde indirgenme fonksiyonunu
goren gevsekce bagl  “katalitik NADP™ ihtiva ettigi ileri siiriilmiistiir. “Yapisal
NADP" nin enzimin her alt birimine yarim veya bir molekiil olarak baglandig1 ortaya

atilmigtir [60].

Enzimin dordiinciil yapisi, bir ¢ok ligantlarin baglanmasindan sonra allosterik
etkilesiminin varligi ve metabolitler ile inhibisyonu nedeniyle G6PD enzimi

“allosterik™ bir enzim gibi davranmaktadir [15,23].

G6PD’nin  katalizledigi tepkime, glukoz 6-fosfatin bir nolu karbonun
dehidrogenasyonuyla baslar. Enzim smirli substrat spesifikligi gosteriyor ise de 2-
deoksi glukoz 6-fosfat, 3-deoksi glukoz 6-fosfat, galaktoz 6-fosfat ve glukoz gibi
substrat analoglarim1 da kullanabilmektedir. Bu kullanim tabii substrat ile

karsilastirildiginda diisiik ilgi ve orandadir [15, 11].
Enzimin 2dG6P ile Gal6P igin ilgisi normal substratina gore %4’den daha

kiigiiktiir[32,48]. Bikarbonat varliginda enzimin glukoz kullaniminda belirgin bir artig

gosterdigi ortaya konulmustur [11,32].
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Yapilan ¢aligmalarda memeli ve S.calbergasis kaynakli G6PD enzimlerinin
spesifik koenzimlerinin NADP® oldugu bulunmakla beraber; G6PD enzimlerinin

kullanildiklar1 koenzimlere gore 5 grupta toplandiklar1 belirlenmistir [11].

1.Spesifik olarak NADP" kullananlar,

2. NADPy1 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" kullanimmin ¢ok diisiik
oldugu bulunmustur [62]. G6PD’nin kendisine spesifik koenzim yaninda desamino
NADP", 3-asetilpiridin adenin diniikleotid fosfat gibi NADP® analoglarini da
kullanabildigi bulunmustur [62,63].

NADPH ve ATP ile giicli bir sekilde inhibe olan enzimin NADPH i¢in K;
sabiti 9uM olarak bulunmustur [11,64,65].

Sicaklik enzim aktivitesi {lizerinde Onemli bir role sahiptir.  Sicaklik
reaksiyonunun hizin1t maksimum noktaya ulasincaya kadar artirir. Fakat bu artig
iriinlerin meydana gelmesi icin gerekli olan enerjiye sahip yeterli sayida molekiil
olusuncaya kadar devam eder. Daha sonra 1s1 artist devam ederse, enzim
denatiirasyonuna bagli olarak enzim aktivite kaybeder ve reaksiyonun hizi diismeye
baslar [17,19,26]. Bu sebeple aktive Ol¢limii esnasinda ¢alisilan sicaklik i¢in kontrol
faktorii kullanilarak sicakligin belli bir seviyede tutulmasi zorunludur [66]. Ornegin,
sican lensi GO6PD enzimi oda sicakliginda stabildir.  Fakat sicaklik 37°C’ye
cikarildiginda enzim aktivitesini kaybetmektedir [67]. Glukoz-6-fosfat dehidrogenaz
enzimi, karaciger, yag dokusu, adrenal korteks, troit, eritrosit, testis ve laktasyondaki
meme bezi gibi dokularda aktif oldugu halde, iskelet kasindaki aktivitesi diisiiktiir
[8,11,15,48].
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Pentoz fosfat metabolik yolunun yani sira diger metabolik yollarin da kontrolii
acisindan onemli bir role sahip olan glukoz-6-fosfat dehidrogenaz enziminin kontrolii

fizyolojik sartlarda meydana gelmektedir [11].

G6PD’nin steroidler tarafindan inhibe edildigi [68], bu inhibisyonun yalnizca
memeli G6PD’sinde etkin oldugu tesbit edilmisti.  Bu, NADP™ ve G6P ile
unkompetitif bir inhibisyondur [11]. Calismalar, 17. ve 20. karbon atomunda karbonil
grubu ihtiva eden steroidlerin diisiik derisimleriyle bile enzim aktivitesini engelledikleri
ortaya konulmustur. G6PD’ye steroid baglanmasinin genellikle hidrofobik etkilesim ile
gerceklestigi; polar gruplarin varligimin ise baglanmayr azalttifi sonucuna varilmigtir
[11]. NADPH/NADP" oraninin G6PD enzimi aktivitesinin diizenlenmesinde en énemli
etken olmasi yaninda NADPH’m NADP’ya karst kompetitiv bir inhibisyonu soz
konusudur [11]. Insan trombositlerinden saflastirilan G6PD ile yapilan calismada,
NADPH’m NADP ye kars1 kompetitiv bir inhibisyona sahip oldugu gdsterilmistir[69].
NADPH inhibisyonunun dengelenmesinde de okside glutatyonun (GSSG) aktivator

olarak gorev aldig1 gosterilmistir [11] .

G6PD enziminin aktivitesi ATP tarafindan da 6nemli 6l¢iide etkilenmektedir
[11]. ATP’nin L.mesenteroides’ den elde edilen G6PD enzimini inhibe ettigi ve bu
inhibisyonun fizyolojik Mg"™ konsantrasyonunda ortadan kalktigi bulunmustur.
ATP’nin  G6PD  iizerindeki inhibisyon etkisi G6P ile yarigmali olarak
gerceklesmektedir. Bununla birlikte, AMP’nin sigan karacigerinde GSSG gibi G6PD
inhibisyonunu bozdugu ifade edilmistir. S6z konusu enzim ayni zamanda asetil-CoA
ve koenzim-A(CoA) tarafindan da inhibe edilmektedir ve bu inhibisyon ATP’nin

meydana getirdigi inhibisyona nazaran daha belirgin oldugu bulunmustur [11,70]

G6PD’nin lizerine g¢evresel faktorlerden 1s1, 151k, agir metal iyonlarinin ve
diger modiilatorlerin etkileri degisiktir [71]. Farkli dokular ve organizmalardaki G6PD
aktivitesi lizerine 1s1, 151k, agir metal iyonlar1 gibi ¢evresel faktorlerin degisik etkileri

vardir. Ornegin, soguga maruz birakilan geng kertenkelelerin beyin G6PD aktivitesi
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kontrol grubuna nazaran yiiksek iken, diger yas grublarinda yasa bagli olarak bir
azalma bulunmustur [72]. Ayrica, aglik siiresiyle orantili olarak G6PD aktivitesinde
cok degisiklikler saptanmistir. Sican karacigerinde sdz konusu emzimin aktivitesi
aclikta %50 aktivite kaybina ugrarken, a¢ birakilip yeniden beslenen sicanlarin
karacigerinde ya da gebelik ve laktasyon donemindeki siganlarin meme bezinde, G6PD
aktivitesinde 20-40 kat artis tespit edilmistir [73]. Is1, beslenme bicimi, aglik gibi
etkenler ile aktivitesinde bdyle farkli degisiklik ve diizenlemeler olmasi G6PD
enziminin “adaptif’’ bir enzim oldugu inancini pekistirmeye katkida bulunmaktadir
[48,74,75]. Diger yandan insan eritrosit G6PD aktivitesinde yasa bagl olarak azalma
oldugu tespit edilmistir [66,76].

G6PD enziminin optimum pH’s1 ¢esitli tiirlerde belirlenmistir ve tlirden tiire 7,4
ile 9 arasinda degisen farklilik gézlenmistir [17]. Sigir adrenal korteksindeki enzimin
optimum pH’sinin 8-9 arasinda degismektedir [77]. Sigan karacigerinden elde edilen
sitoplazmik G6PD enziminin optimum pH’st 7,5 olarak belirlenmistir. Mitokondri
G6PD enziminin ise 7,5 ve 9 olmak {lizere iki tane optimum olarak verilmektedir

[2,25,32,74]. Maydanozda optimum pH=8 olarak belirlenmistir [78].

Glukoz-6- fosfat dehidrogenaz enzimi aktivitesi degisikligine dokusal
farkliliklarin etkisi yaninda, enzimin biyokimyasal ve genetik yapisindaki degisiklikler
de etki etmektedir [11,79,80]. Bu yapisal degisiklikler sonucu meydana gelen aktivite
diistikliigii ile birlikte ortaya cikan tablo “G6PD eksikligi” ad1 altinda incelenmektedir
[25]. G6PD eksikligi lensi de icine alan pek ¢ok dokuda gosterilmistir [81-83]. G6PD
eksikligi ilk olarak bazi insanlarda sitmaya kars1 primaquin’i kullandiklarinda hemolitik
aneminin gelismesine kars1 asir1 hassasiyetin sebebinin anlagilmasi i¢in yapilan
arastirmalar sonucunda kesfedildi [84]. Eritrositlerde diger pek ¢ok enzimin eksikligi
bilinmesine ragmen, G6PD eksikligi sadece hematolojide degil ayn1 zamanda insan
biyolojisinde de Onemli enzim defektlerinin en yaygin olanlardan biri olarak

bilinmektedir [84-86].
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13 ekzon ve 12 introndan olusan G6PD geni insanda X kromozomunun Xq28
bolgesinde bulunur ve 100 kilobaz uzunlugundadir [87,88]. Bu enzimin 442 varyanti
oldugu tespit edilmis ve bununla ilgili olarak enzim eksikliginin ¢ok sik olarak
rastlanan genetik hastaliklara sebep oldugu belirlenmistir.  S6z konusu enzimin
eksikligi, pentoz fosfat metabolik yolunu etkileyen bir oksidatif stres durumunda
hemolitik anemiyi dogurur. Ornegin, Afrika’da G6PD eksikligi yiiksek oranda
goriilmektedir [89].

Bu giin diinyada G6PD enzimi eksikliginden 400 milyondan fazla insan
etkilenmektedir. Bu enzimin bugiine kadar diinyada yaklasik 400, Tiirkiye’de ise 20’ye
yakin varyant: tespit edilmistir. Tiirkiye’deki varyantlarin biiyiik bir kism1 Cukurova
ile Antalya bolgesinde bulunmustur [25].

Hemolitik anemi G6PD eksikliginin en dnemli gostergesidir. Hemoliz genelde
ilag alimi, enfeksiyon ve bakla yenmesine bagl olarak artar [56]. G6PD eksikligi olan
kisilerde katarakt riski artar, bu da indirgenmis glutatyon seviyesinin diisiik olmasi ile
aciklanabilir [90,91]. G6PD eksikliginin katarakt gelisimi i¢in hazirlayici faktor oldugu
one siiriilmektedir [92]. Eritrositlerdeki eksiklikle birlikte lensteki G6PD aktivitesinin
azalmasimin G6PD eksikligi olan insanlarda katarakta yol agabilecegi ifade edilmistir
[83,93]. Kataraktli 52 hastada yapilan c¢alismada, kataraktin bu hastalarin %52’°sinde
G6PD eksikliginden kaynaklandigi belirlenmistir [94]. G6PD’nin goziin opaklagmasini

onlemede ve hiicrelerin gelisimi i¢in vazgeg¢ilmez oldugu bilinmektedir [95,96].

G6PD enzimi insan eritrositlerinden ilk olarak 1965 yilinda Yoshida tarafindan
saflastirilmistir [61]. Enzim daha sonra sigan meme bezlerinden, sigir eritrositlerinden
ve birkag¢ insan dokusundan afinite kromatografisi vasitasiyla saflagtirllmistir [23,61].
Ayrica at eritrositlerinden, domuz karacigerinden, s1gir g6z lensi, kdpek karacigerinden,
fare karacigerinden, si¢an karacigerinden, sigan adrenali, insan karacigerinden, insan
plateletinden saflastirilmistir [97]. Bundan baska tavsan dokular1 arasinda G6PD
enziminin tam bir haritasini ¢ikarmak amaciyla tavsanin farkli dokularindan bu enzim

saflastirilmis ve bazi Ozellikleri test edilmistir [44]. Bu amagla tavsan kemik iligi,
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dalak, akciger, karaciger, bobrek, yag dokusu, beyin, kalp, kas, eritroblast, retikulosit
ve eritrosit hiicrelerinden G6PD saflastirilmistir [44].

Yine sitmaya kars1 kullanilan ilaclardan birisi olan primaquinin G6PD iizerinde
etkisine bakilmis ve bu enzimi inhibe ettigi belirlenmistir [66]. Ciftci ve arkadaslar
tarafindan yapilan ¢alismada bazi antibiyotiklerin (seftrizokssim, ampisilin, sefuroksim,
sefazolin, sefaperazon, streptomisin, gentamisin siilfat ve netilmisin) insan G6PD’sine
etkileri arastirilmis ve bu ilaglarin s6z konusu enzimi inhibe ettikleri belirlenmistir [98].
Ayrica metamizol ve magnezyum siilfatin G6PD enzimini in vitro ve in vivo inhibe
ettigi bulunmustur [99]. Bununla birlikte maya G6PD enziminin dietilnitrozamin [100]
tarafindan inhibe edildigi ve fare eritrosit GO6PD enzimlerinin [101] 2,4-
diklorofenoksiasetik asit tarafindan in vivo ve in vitro olarak inhibe edildigi

belirlenmistir.
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2. MATERYAL VE YONTEM

2.1 Materyal

2.1.1 Kullamilan Kimyasal Maddeler

Calismamizda kullanilan N, N, N’, N’-tetrametil etilen daimin (TEMED),
diyaliz torbalari, 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 klortir, fosforik asit, glisin,
sodyum azotiir, hidroklorik asit, potasyum bifosfat, potasyum fosfat, sodyum fosfat,
magnezyum klortir, gliserin, etanol, potasyum asetat, metanol, asetik asit, izopropanol
E:Merck AG’den; akrilamid, N,N’-metilen bisakrilanid, Coomassie Brillant Blue G-
250, brom timol mavisi, sodyum dodesil siilfat(SDS), amonyum per siilfat, b- merkapto
etanol, Sephadex G 200 Pharmacia’dan; 2’,5’-ADP-Sepharose 4B Pharmacia’dan,

calismada kullanilan antibiyotikler ve degisik ilaclar ise piyasadan temin edildi.

2.1.2 Yararlanilan Alet ve Cihazlar

(Calismalar esnasinda asagidaki alet ve cihazlardan faydalanilmistir.
Santrifiij: IEC Clinical Centrifuge USA.

Sogutmali Santrifiij: Hettich Zentrifugen EBA 12R
Spektrofotometre: SHIMADZU UV-VIS 1208(Japan)

pH metre: Orion 920A
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Elektroforez Tanki: Hoefer, HSI.

Peristaltik Pompa: Pharmacia Fine Chemicals, Uppsala(isveg)

Hassas terazi: Libror AEG-220/Shimadzu

Afinite kolonu: Kapali sistem olusturucu ve sogutmali(1x10 cm) Sigma (ABD).
Kronometre: Hanhard, Elektronische digital-Stoppuhr (Germany)

Otomatik pipetler: Sigma-Brand

Magnetik Karistirici: Heildolph

2.1.3 Kullanilan Cozeltiler ve Hazirlanmasi

Aragtirma siiresince kullanilan ¢ozeltilerin kullanilis yerleri ve hazirlanis sekilleri

asagidaki gibidir:

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

2. 0,1 M MgCl, (Enzim aktivite dl¢imiinde kullanilan aktivator ¢ozeltisi):
0,475 g MgCl, (5x10”mol) alinip hacmi saf su ile 50 ml’ye tamamland.

3. 2 mM NADP" (Enzimin aktivite 6l¢iimiinde kullanilan ¢dzelti): 0,0765 g
NADP" (1x10™* mol) alinip hacmi saf su ile 50 ml’ye tamamlandi.

4. 6 mM GO6P (Enzimin aktivite 6l¢iimiinde kullanilan substrat ¢ozeltisi):
0,091 g glukoz-6-fosfat(3x10 -4 mol) alinip hacmi saf su ile 50 ml’ye tamamlandi.

5. 50 mM KH;PO4(pH=7,0) (Amonyum siilfat ¢okeltisinin ¢éziinmesi icin
kullanilan tampon): 0,68 g KH,PO4(5x10mol) alnip 80 ml saf suda ¢oziildii. pH’s1
NaOH ile 7,0’a ayarlandi. Daha sonra toplam hacim saf su ile 100 ml’ye tamamland.

6. (50 mM Potasyum asetat/50 mM potasyum fosfat) (pH=6,0) (Eritrosit
hemolizatindan elde edilen c¢oziinmiis amonyum siilfat c¢okeleginin diyalizi igin

kullanilan tampon): 4,9 g potasyum asetat (5x10 mol) ve 6,8 g potasyum fosfat
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(5x10”mol) karisimmin hacmi saf su ile 800 ml’ye getirilip pH=6,0’a ayarlandiktan
sonra toplam hacim 1 1t’ye tamamlandi.

7. (0,1 M Potasyum asetat/ 0,1 M Potasyum fosfat) (pH=6,0) (Afinite
kolonunun dengelenme ve yikanmasi i¢in kullanilan tampon): 9,8 g (0,1 mol) potasyum
asetat ve 13,6 (0,1 mol) potasyum fosfat karigtirildi ve 800 ml saf suda ¢oziildii. Daha
sonra pH=6,0"a ayarlandi1 ve toplam hacim 1 It olacak sekilde saf su ilave edildi.

8. (0,1 M Potasyum asetat/ 0,1 M Potasyum fosfat) (pH=7,85) (Numuneyi
tatbikten sonra afinite kolonunun 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
¢ozildii. Daha sonra pH=7,85"e ayarlandi ve toplam hacim 1 It olacak sekilde saf su
ilave edildi.

9. (0,1 M Potasyum fosfat/ 0,1 M KCI) (pH=7,85) (Numuneyi tatbikten
sonra afinite kolonunun yikanmasi i¢in kullanilan tampon): 13,6 (0,1 mol) potasyum
fosfat ve 7,45 g (0,1 mol) KCI karstirildi ve 800 ml saf suda ¢oziildii. Daha sonra
pH=7,85"e ayarland1 ve toplam hacim 1 It olacak sekilde saf su ilave edildi.

10. (80 mM Potasyum fosfat + 80 mM KCI + 0,5 mM NADP" + 10 mM
EDTA ) (pH= 7,85 ) (Afinite jeline tutunmus olan glukoz-6-fosfat dehidrogenaz
enziminin eliisyon tamponu): 5,44 g potasyum fosfat (4x107 mol), 2,98 g KCI (4x107
mol), 0,1913g NADP" (2,5.10™ mol) ve 1,21 g EDTA (5x107 mol) karistirildi. Daha
sonra pH=7,85’¢ ayarland1 ve toplam hacim 500 ml olacak sekilde saf su ilave edildi.

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

12. (0,1 M Sodyum asetat/ 0,5M NaCIl ) (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) almarak pH=4,5’e ayarlandi. Toplam hacim saf su ile 500 ml’ye

tamamlanda.
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2.2 Yontemler

2.2.1 insan Eritrositlerinden G6PD Enzimin Saflastirilmasi ve Inhibisyonu

Calismalari ile ilgili Yontemler

2.2.1.1 Kan Numunelerinin Temini ve Hemolizat Hazirlanmasi

EDTA’L kaplar i¢inde alinan taze insan kani, +4 °C ‘deki sartlarda laboratuvara
getirilerek giinliik olarak kullanildi. Taze kandan eritrositleri ayirmak amaciyla, kan
numunesi 15 dakika 2.500xg’de santrifiij edildi. Tiiplerin iist kismindaki plazma ve
16kosit tabakalar1 bir damlalik vasitasiyla alindi. Daha sonra eritrositler 0,16 M’lik KCI
cozeltisi ile {i¢ defa yikandi. Her defasinda 2.500 xg’de santrifiij edilerek silipernatant
atildi. Elde edilen eritrositler hacimlerinin beg kat1 buzlu su ile hemoliz edildi. Daha
sonra hiicre zarlarini uzaklagtirmak i¢in +4 °C’de 10.000xg’de 20-30 dakika santrifiij
yapildi. Damlalik vasitasiyla siipernatant atildi [23]. Bdylece hemolizat hazirlanmig

oldu. Biitiin bu islemler +4 °C’de gerceklestirildi.

2.2.1.2 Amonyum Siilfat Coktiirmesi ve Diyaliz

Proteinler ¢ok degerlikli elektrolitlerdir. Bu yiizden iyonlara benzer sekilde
hareket ederler. Yeteri kadar yiiksek tuz konsantrasyonunda, bir protein bir ¢ozeltiden
kantitatif olarak c¢okeltilebilir. Bu olayin esasi, yiiksek tuz konsantrasyonlarinda,
protein molekiillerini ¢evreleyen ve ¢oziinlir halde tutan su molekiillerinin tuzdaki
iyonlar tarafindan cekilmesi ve proteinlerin ¢dkmesini saglamasidir.  Proteinlerin
cokmesinde molekiill agirhigr ve iyonik siddet etkilidir. Dolayisiyla degisik tuz
konsantrasyonlarinda degisik proteinler c¢oker [4,12].  Deney, proteinlerin bu
ozelliklerinden faydalanilarak yapildi. Kan numunesi i¢in hazirlanan hemolizat i¢in

%30-70 araliklarinda amonyum siilfat ¢oktiirmesi yapildi. Biitlin bu islemler +4°C’de
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gerceklestirildi. Amonyum siilfat ¢oktiirmesi sirasinda hemolizat ve homojeneta kati
(NH4),SO4 yavas yavas katildi(+4°C) ve her defasinda daha once katilan (NH4),SO4’1n
¢Ozlinmiis olmasina dikkat edildi. Bu islem yaklasik 1 sat kadar siirdii. Amonyum
siilffatin kan hemolizati igerisindeki ¢oziinme islemi magnetik karistirici ile yapildi.
Amonyum siilfatin hemolizat icerisindeki ¢ozlinme islemi bittikten sonra numuneler
5.000xg’de 15 dakika santrifiij edildi. Daha sonra siipernatant behere alind1 ve ¢okelek
ise yeteri kadar 50 mM potasyum fosfat tamponunda (pH=7,0) c¢oziilerek hem

slipernatantta hem ¢okelekte ayr1 ayr1 enzim aktivitesine bakildi.

Coktiirme isleleri sirasinda kullanilan katt amonyum siilfat miktarlar1 asagidaki

formiile gore hesaplandi:

g(NH4),S0s = 1.77 x V(S:-S1) / 3.54-S,

V= Cozeltinin hacmi
S;=1"in kesri seklinde mevcut amonyum stilfat doygunlugu

S>=1"1n kesri seklinde istenilen amonyum siilfat doygunlugu

Amonyum siilfat ¢oktiirmesi sonucu elde edilen karisim diyaliz torbasina
yerlestirildi ve (50mM potasyum asetat/ 50 mM Potasyum fosfat) (pH=7,0) tamponuna
karsi, 12 saat siireyle diyaliz edildi[44]. Diyaliz islemi magnetik karistirici iizerinde
buz dolab1 ig¢inde +4°C’de gerceklestirildi ve daha sonra protein ve aktivite tayini

Boliim 2.3.ve Boliim 2.4 de izah edildigi sekilde yapildi.

2.2.1.3 2,5, ADP-Sepharose 4B Afinite Kolonunun Hazirlanmasi, insan

Eritrosit Hemolizatinin Afinite Kolonuna Tatbiki ve G6PD’1n Eliisyonu

Afinite jeli hazirlamak i¢in, 10 ml’lik yatak hacmini olusturmak {izere 2 g kuru
2’, 5° ADP-Sepharose 4B kolon materyali tartildi ve 400 ml saf su icerisinde katki
maddelerinin uzaklastirilmasi i¢in birka¢ defa yikandi. Yikama esnasinda jel sisti.

Biitiin bu islemler laboratuvar sartlarinda gerceklestirildi. Sismis jelin havasi alindiktan
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hemen sonra %25 dengeleme tamponu(0,1 M Potasyum asetat/ 0,1 M Potasyum fosfat
pH=6,0) ve %75 jel olacak sekilde, jel siispanse edildi.  Siispanse edilmis
jel(1x10)ecm’lik kapali sistem olusturucu ve sogutmali kolona paketlendi. Daha sonra
kolona paketlenmis jel, peristaltik pompa kullanilarak dengeleme tamponuyla yikandi.
Dengeleme ve yikama, akis hizi 50 ml/saat olarak uygulandi[23]. Kolonun
dengelenmis oldugu eliiat ile lstten kolona uygulanan dengeleme tamponunun 280
nm’deki absorbansinin esitlenmesinden anlasildi. Bu sekilde afinite jeli ve kolonu elde
edilmis oldu. Amonyum siilfat ¢oktiirmesinden 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 sirasiyla 25 ml 0,1
M Potasyum asetat/0,1 M potasyum fosfat (pH=6,0) 25 ml 0,1 M potasyum asetat/0,1
M potasyum fosfat (pH=7,85) ve 0,1 M KCI/ 0,1 M Potasyum fosfat (pH=7,85)
cozeltiyle yikand1. Akis hizi peristaltik pompa ile kontrol altinda tutuldu. Bu sekilde
enzimin biiyiik bir kismi jele tutunmus ve diger safsizliklar uzaklastirilmis oldu. Daha
sonra 80 mM potasyum fosfat + 80 mM KCI + 0,5 mM NADP" + 10 mM EDTA
(pH=7,85) c¢ozeltisi kolondan gecirilerek enzim eliie edildi. Eliisyonlar fraksiyon
toplayicist ile 2’ser ml’lik tiiplere alindi. Akis hiz1 peristaltik pompa ile 20 ml/saat’e
ayarlandi. Biitlin bu islemler sirasinda sicaklik +4 °C’de sabit tutuldu [25, 74]. Her
fraksiyonda enzim aktivitesine bakildi ve aktivite gosteren fraksiyonlar birlestirildi.
Ayrica hemolizat, amonyum siilfat ¢oktiirmesi ve enzim ¢ozeltisinde spesifik aktiviteler
ayr1 ayn belirlenerek yiizde saflastirma hesaplandi [25]. Elde edilen enzim ¢ozeltisi

kinetik ¢alismalarda kullanilmak iizere derin dondurucuda dondurularak saklandi.

2.2.1.4 Sodyum dodesilsiilfat-Poliakrilamid jel elektroforezi(SDS-PAGE)

ile Enzim Safliginin Kontrolii

Insan eritrosit G6PD enzimi 2°, 5°, ADP-Sepharose 4B afinite kromatografisi ile
saflagtirildiktan sonra enzimin safligi, %0,1 SDS ihtiva eden sirasiyla %4 ve %10
akrilamid konsantrasyonunda yigma ve yiiriitme jeli ile kesikli SDS-PAGE yapilarak
kontrol edildi [73]
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Bu islemin basinda elektroforez i¢in kullanilan cam plakalar dnce su, sonra
alkol ile iyice yikandi. Cam plakalar1 birlestiren mikalara(spacer) ince bir tabaka
halinde vazelin siiriildii. Iki cam plaka birbiri {istiine konuldu ve &zel naylon kaplarma
yerlestirilerek jel hazirlama cihazina konuldu. Daha sonra cam plakalar aralik
olusturucu mikalarin bulundugu kisimlardan kiskaglarla dikkatlice sikigtirildi. Ayirma
jeli hazirlanarak plakalar arasina enjektorle dokiildii. Ortamda hava olmamasina dikkat
edildi. Jel yiizeyinin diizgiin olmas1 i¢in % 0,1 ‘lik SDS ile ince bir tabaka olusturuldu.
Katilagincaya kadar (yaklasik yarim saat) beklendi. Katilastiktan sonra iistiindeki
%0,1’lik SDS alindi. Daha sonra plakalarin iist kismina tarak yerlestirildi ve y1gma jel
taragin yanindan ist yilizeye kadar ilave edildi. Taragin iistiine nemli siizge¢ kagidi
konularak bir gece bekletildi. Sonraki giin tarak dikkatlice c¢ikarilarak plakalar
elektroforez tankina yerlestirildi. Olusan bosluklar isaretlenerek jelin iistii 6nce saf su,
sonra da yiiritme tamponu ile yikandi. Elektroforez tankinin alt ve {ist kismina
yiriitme tamponu konuldu. Numuneler her birinde 20 pg protein olacak sekilde
hazirlandi. Toplam hacim 100 pl olacak sekilde 1/1 oraninda numune tamponu katildi.
3 dakika kaynar su banyosuna inkiibe edildi. Numuneler sogutularak, elektroforeze ¢cok
ince bir enjektdr 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 ¢ikarildi. Bu yiiriitme tamponu tekrar
kullanilmak tizere saklandi ve sabitlestirme cozeltisinde (%50 izopropanol + %10
TCA + %40 saf su) 15 dakika bekletildi. Daha sonra sabitlestirme c¢ozeltisinden
cikarilan jel 6zel kabma konularak, renklendirme c¢ozeltisi istiinii Ortiinceye kadar
eklendi. 45 dakika kadar ¢alkayici lizerinde birakildi. Sonra renklendirme ¢dzeltisinden
cikarilarak, yikama ¢ozeltisine alindi. Belirli araliklarla degistirilmek suretiyle jelin
zemin rengi acilip, protein bantlar1 belirginlesinceye kadar 1-2 giin bu ¢ozelti i¢inde

calkaland.
Yikama ¢ozeltisi, aktif karbon tizerinden gegirilerek tekrar tekrar kullanildi. Jel

yikama ¢ozeltisinden cikarildiktan sonra fotografi c¢ekildi. Elektroforezde kullanilan

renklendirme ¢ozeltisi; % 0,1 Coomassie Brillant Blue R-250, %50 metanol, %10
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asetik asit, %40 saf su ile hazirlandi. Yikama ¢ozeltisi ise; %50 metanol, %10 asetik

asit, %40 saf sudan ibarettir.

Ayirma jeli soyle 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 karistirildi. Bu karisimin iizerine
en son olarak 0,8 ml %1,5’luk amonyum persiilfat / (NH4),S,0s (PER) ilave edildi.

Burada kullanilan PER kulanilmadan hemen Once taze olarak hazirlandi.

Yigma jeli hazirlanmasi 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 karistirildi. Son olarak yine giinliik
hazirlanmis %1,5’luk PER’den 0,2 ml ilave edildi.

2.3 Protein tayini

2.3.1 Kalitatif Protein Tayini

Kalitatif protein tayini, proteinlerin yapisinda bulunan aromatik gruplara sahip
tirozin ve triptofan amino asitlerinin 280 nm’de maksimum absorbans gdstermesi
esasina dayanan Warburg Metodu olarak bilinen yolla gergeklestirildi. Kromatografi
islemlerinden sonra esit hacimde alinmis olan biitiin tiiplerde kalitatif protein tayini
yapildi. Kuvarz kiivetler kullanilarak spektrofotometrede absorbsanslar1 kore kars
okundu. Bununla birlikte 2°,5°’, ADP-Sepharose 4B afinite kolonundan alinan
fraksiyonlarda eliisyon islemi sirasinda NADP" kullanildigindan ve NADP" 280 nm’de
proteinlerin absorbansini maskeledigi i¢in sonu¢ alinamadi. Sephadex G-200 ile
yapilan jel filtrasyon kromatografisinde proteinlerin kalitatif tayini bu metodla

belirlendi.
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2.3.2 Bradford Yontemi ile Protein tayini

Hazirlanan hemolizat, amonyum siilfat ¢oktiirmesi ile elde edilen enzim
cozeltisi ve 2°,5° ADP-Sepharose 4B afinite kromatografisi yontemiyle saf halde elde
edilen enzim ¢ozeltilerindeki kantitatif protein miktar: bu metod vasitasiyla belirlendi.
Bu yontemde boya olarak kullanilan Coomassie brillant blue G-250, negatif bir yiike
sahiptir ve protein iizerindeki pozitif yiike baglanir. Boyanin kirmizi ( Amax = 465 nm)
ve mavi (Amax = 595nm) formu mevcuttur. Proteininin baglanmasi, kirmizi formun
mavi forma doniislimiinii saglar. Bradford yonteminin diger kantitatif protein tayin
metodlarina gore avantajli taraflari ise;

J Kisa stirede uygulanabilirligi,

° Fazla miktarda bozucu faktoriin bulunmamasi,

. Protein-boya kompleksinin ¢ozeltilerde uzun siire kalabilmesi

. Her bir ¢alisma i¢in bagka bir standart egrininin gerekmemesi,

o Bu yontemin hassasiyetinin 1-100 pg arasinda olmasidir [93].

Tayin islemleri su prosediire gore gerceklestirildi: 1 ml’sinde 1 mg protein
ihtiva edecek sekilde standart sigir albumin standart protein ¢ozeltisi olarak hazirlandi.
Bu ¢o6zeltiden deney tiiplerine 0, 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90 ve 100 ul aktarildi.
Saf su ile tiim tiiplerin hacmi 0,1 mlI’ye tamamlandi. Daha sonra her bir tiipe 5 ml
Coomassie Brillant Blue G-250 reaktifi ilave edildi. Vortex kullanilarak tiipler
icerisindeki ¢ozeltilerin karigmasi sagland1 ve protein-boya kompleksinin tam olarak
saglanabilmesi i¢in 10 dakika inhibisyona birakildi. Bu islemlerden sonra, 3 ml’lik
kiivetler kullanilarak spektrofotometreyle 595 nm’de kore karsi absorbans degerleri
okundu. Kor olarak, 0,1 ml ayni1 tampon ve 5 ml renklendirme reaktifinden olusan
karisim kullanildi. Absorbans degerlerine karsilik gelen pg protein degerleri standart

grafik halinde verildi.
Numune ¢alsimalari igin, 20 kat seyretilmis eritrosit hemolizati, amonyum siilfat

cokeltisi numunesi ve saf enzim ¢ozeltisinden {i¢ ayr1 tiipe sirasiyla 50, 50 ve 200°er pl

alinarak iizerlerine 5’er ml renklendirme reaktifi ilave edildi. Vorteks ile karistirilip 10
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dakikalik bir inkiibasyondan sonra 595 nm’de absorbans degerleri okundu. Bu iglem 3
defa tekrarlanarak 3 ayr1 Ol¢limiin aritmetik ortalamasi alinip standart grafikten

yaralanilarak protein miktarlar1 belirlendi.
2.4 Glukoz-6-fosfat Dehidrogenaz Enziminin Aktivite Tayini

Enzim aktivitesi spektrofotometrede 25°C’de Beutler metoduna gore yapildi.
Bu metod nikotiamidadenin diniikleotidfosfat’m (NADP") indirgenmesinden dolay:
olusan NADPH’1n 340 nm’de absorbans vermesi esasina dayanir. Absorbansi 6l¢iilen
NADPH, G6PD enziminin viicutta fizyolojik olarak katalizledigi agsagidaki reaksiyonda
meydana gelmektedir.
G6PD
Glukoz-6-P + NADP" ———> -fosfoglukonat-6-lakton + NADPH + H

Tayin islemleri i¢in asagidaki prosediir uygulandi:

Cizelge 2.1 Insan Eritrosit G6PD Enzimi igin spektrofotometrede numune kiivet

icerigi [38]

Numune kiiveti
3 ml’lik kiivet igin | 1 ml’lik kiivet i¢in

1 M Tris-HCI+5mM
EDTA (pH=8,0) 250ul 100ul

0,1 M MgCl, 250ul 100pul

2 mM NADP" 250ul 100p1

Enzim 50ul 50ul

Saf su 1450ul 550ul
6mMGlukoz6-fosfat 250ul 100pl

Toplam 2500l 1000ul
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Cizelge 2.2 Insan Eritrosit G6PD Enzimi i¢in spektrofotometrede kontrol
kiivet igerigi [38]

Kontrol kiiveti(kor)
3 mP’lik kiivet icin | 1 ml’lik kiivet i¢in

IMTris-HCI+5 mM
EDTA (pH=8,0) 250ul 100ul

0,1 M MgCl, 250pul 100pl

2 mM NADP" 250ul 100ul

Enzim 50ul 50ul

Saf su 1700ul 650ul

Toplam 2500ul1 1000pl

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

kaydedildi [32].

Daha sonra asagidaki formiil kullanilarak ml bagina enzim {initesi hesaplandi;

A=(AOD\6,22)x(Vc\Vg)

A= ml basina enzim {initesi (EU) sayisi.

AOD= 340 nm’de optik dansitenin dakika bagina degisimi.

Vc = kiivet hacmi

Vg = kiivetteki saf enzim ¢ozeltisinin hacmi.

622 = 1 mM NADP" nin indirgendigi farzedildiginde kullanilan

katsayi(milimolar ekstinksiyon katsayist).
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Eger enzim seyreltilerek kullanilirsa yukaridaki formiilden ¢ikan A degeri

seyreltme faktori (f) ile carpilir.
Saf enzimin ve amonyum siilfat ¢oktiirmesi aktivite tayininde hemolizat veya

homojenat yerine, saf enzim ¢ozeltileri ve amonyum siilfat ¢oktiirmesinden elde edilen

cozelti kullanildi. Diger islemler aynen uygulandi.
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3. BULGULAR
3.1 Kantitatif Protein Tayini I¢cin Kullanilan Standart Grafik
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Sekil 3.1 Kantitatif Protein Tayini I¢in Kullanilan Standart Grafik [38]

Eritrosit hemolizati, lens homojenati, amonyum siilfat ¢oktiirmesi ve saf enzim
cozeltilerindeki kantitatif protein miktar1 Bradford yontemiyle tayin edildi. Standart
grafik boliim 2.3.2°de anlatildig1 gibi hazirlandi. Hemolizat, homojenat, amonyum
silfat ¢coktiirmesi ve saf enzim ¢ozeltilerindeki kantitatif protein miktar1 bu standart
grafikten faydalanilarak bulundu. Standart ¢ozeltilerin ug proteine karsilik gelen

absorbans degerleri sekil 3.1°de gosterildi.
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3.2 Insan Eritrositlerinden Glukoz-6-Fosfat Dehidrogenaz Enzimin

Saflastirilma ve inhibisyon Calisma Sonuc¢lar

3.2.1 Amonyum Siilfatla Coktiirme Basamaklar1 ve Sonuclari

Calismamizda, insan eritrositi G6PD’sinin  %30-70 amonyum stlfat
doygunlugunda ¢oktiirme yapildi. Bununla ilgili amonyum stilfat sonuglar1 Bolim
2.2.1.b’de anlatildig1 gibi hesaplandi. Her bir ¢oktiirme basamaginda olusan ¢okelek,
50 mM potasyum fosfat (pH=7,0) tamponunda ¢oziildii. Hem c¢okelekte hem de
slipernatantta enzim aktivitesine bakildi. Bdylece enzimin ¢oktiigli amonyum stilfat

doygunluk aralig: tespit edilmis oldu.

3.2.2 Glukoz-6-Fosfat Dehidrogenaz Enziminin 2°,S° ADP-Sepharose 4B

Afinite Kromatografisi ile Saflastirilma Kademeleri

%30-70 amonyum siilfat doygunluk araliginda ¢oktiiriilen insan eritrosit glukoz-
6-fosfat dehidrogenaz enzimi 50 mM potasyum asetat / potasyum fosfat (pH=6,0)
tamponuna kars1 diyaliz edildikten sonra 2°, 5°, ADP-Sepharose 4B kolonuna tatbik
edildi. Her bir eliiatin 340 nm’de aktivite tayinleri yapildi.
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Cizelge 3.1 Insan eritrosit glukoz-6-fosfat dehidrogenaz enziminin saflastirma basamaklar

Toplam Protein Toplam Spesifik
Hacim | Aktivite Saflastirma
Basamak Aktivite Miktari Protein Aktivite % Verim
(ml) (U/ml) Derecesi
) (mg/ml) (mg) (U/ml)
Ham ekstrakt 83 0.289 23.98 4.95 410.85 0.0584 100 1
Amonyum
Siilfat
37 0.450 16.65 10.26 379.62 0.0438 69.43 0.75
Coktiirmesi
2°,5, ADP
Sepharose 4B
1.5 2.35 3.52 0.0293 0.0439 120.13 14.68 2742.69
Afinite
Kromatografisi
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3.2.3 Sodyum Dodesilsiilfat-Poliakrilamid Jel Elektroforez(SDS-PAGE)

Sonucu

2’, 5°, ADP-Sepharose 4B afinite kromatografisinden saf olarak elde edilen
G6PD enzimi ve standart proteinler, Boliim 2.2.1.4’de anlatildig1 sekilde kesikli SDS-
poliakrilamid jel elektroforezine tatbik edildi

116.0

66 2

450
35.0

25.0
184

14.4

Sekil 3.2 Affinite kromatografisi ile saflastirilan insan eritrosit G6PD enziminin SDS-
poliakrilamid jel elektroforezi fotografi (-galaktosidaz(116.0), bovin serum
albumin(66.2), ovalbumin(45.0), laktat dehidrogenaz(35.0), restriksiyon
endoniikleaz(25.0), B-laktoglobulin(18.4), lysozyme(14.4))
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3.2.4 Giris

Boliimiinde Bahsedilen Zirai

Dehidrogenaz Enzimi Uzerine Etkilerinin Sonuclar

Ilaclarin  Glukoz-6-fosfat

Insan eritrositlerinden saflastirilan G6PD enzimi iizerine bazi pestisidlerin

inhibisyon etkileri aragtirildi. Cizelgeleri ve aktivite-konsantrasyon grafikleri asagida

verildi.

3.2.4.1 (2,4-dikloropenoksi)asetik asit dimetilamin

Cizelge 3.2 Insan G6PD enzimi (2,4-dikloropenoksi)asetik asit dimetilamin

cozeltisi miktarlari ile insan G6PD enzimi tizerine kulanilan ¢ozelti miktarlar1 ve altta

bunlara karsilik gelen pestisit konsantrasyonlari

Safsu |Tris-HCI |MgCl, |NADP' |ENZIM | Glukoz-6- Toplam | flag ilag

EDTA Fosfat(6mM) Hacmi
(ul) (5mM) (0,1M) |(2mM) |Hacmi (ul) Hacim (ul) Konsantrasyonu

(pH=8,0)

(1D

(n) (u) (n) (nl) (mM)

550 |100 100 100 50 100 100 0
480 [100 100 100 50 100 100 70 0,001
400 [100 100 100 50 100 100 150 0,001
340 |100 100 100 50 100 100 210 0,001
230 [100 100 100 50 100 100 320 0,001
180 [100 100 100 50 100 100 370 0,001
130 [100 100 100 50 100 100 420 0,001
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2,4-Dikloropenoksias e tikasitdime tilamin

120
100
80
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40
20

0 A ‘ ‘ ‘ ‘ \

0 1 2 3 4 5

Aktivite (EU/mL)

[2,4-Dikloropenoksiasetikasitdimetilamin]x10~ (mM)

Sekil 3.3 insan Eritrosit G6PD enzimi igin 4 farkli pestisid konsantrasyonunda

elde edilen %Aktivite-(2,4-dikloropenoksi)asetik asit dimetilamin grafigi

3.2.4.2 N-(Fosfonometil)glisin Sonuclari

Cizelge 3.3 Insan G6PD enzimi N-(Fosfonometil)glisin ¢ozeltisi miktarlari ile

insan G6PD enzimi lizerine kulanilan ¢dzelti miktarlari ve altta bunlara karsilik gelen

pestisit konsantrasyonlari

Saf su Tris-HCI | MgCl, | NADP" | ENZIM | Glukoz-6- Toplam | {lag Ilag

EDTA Fosfat(6mM) Hacmi
(ul) (5mM) (0,IM) | 2mM) |Hacmi | (ul) Hacim | (ul) Konsantrasyonu

(pH=8,0)

(D)

(D) [ (D (uD) (uD) (mM)

550 100 100 100 50 100 100 0
500 100 100 100 50 100 100 50 0,001
460 100 100 100 50 100 100 90 0,001
380 100 100 100 50 100 100 170 0,001
290 100 100 100 50 100 100 260 0,001
200 100 100 100 50 100 100 350 0,001
150 100 100 100 50 100 100 400 0,001
90 100 100 100 50 100 100 460 0,001
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N-(fosfonometil)glisin

[N-(fosfonometil)glisin)]x 10~ (mM)

Sekil 3.4 Insan Eritrosit G6PD enzimi icin 4 farkli pestisid konsantrasyonunda

elde edilen %Aktivite-( N-(Fosfonometil)glisin grafigi

3.2.4.3 (RS)-5-etil-2-(4-izopropil/-4-metil-5-0kzo-2-imidazolin-2-yl)

nikotinik asit Sonuclari

Cizelge 3.4 Insan G6PD enzimi (RS)-5-etil-2-(4-izopropil/-4-metil-5-okzo-2-

imidazolin-2-yl) nikotinik asit ¢dzeltisi miktarlari ile insan G6PD enzimi iizerine

kulanilan ¢6zelti miktarlar ve altta bunlara karsilik gelen pestisit konsantrasyonlari

Saf | Tris-HCI | MgCl, NADP" | ENZIM | Glukoz-6- Toplam | ilag Ilag
su EDTA Fosfat(6mM) Hacmi
(u) | (5mM) (0,1M) (2mM) | Hacmi (nh Hacim (n Konsantrasyonu

(pH=8,0)

(uD)

(nh (1D ) (nh) (mM)

550 | 100 100 100 50 100 100 0
450 (100 100 100 50 100 100 100 0,001
400 {100 100 100 50 100 100 150 0,001
340 [ 100 100 100 50 100 100 210 0,001
300 | 100 100 100 50 100 100 250 0,001
220 (100 100 100 50 100 100 330 0,001
150 [100 100 100 50 100 100 400 0,001
90 [100 100 100 50 100 100 460 0,001
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120 - (RS)-5-etil-2-(4-1zopropil-4-me til-5-okzo-2-
imidazolin-2-yl)nikotinikasit
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0 2 4 6 8 10
[(RS)-5-etil-2-(4-1zopropil-4-metil-5-okzo-2-imidazolin-2-
yDnikotinikasit]x10™* (mM)

Sekil 3.5 insan Eritrosit G6PD enzimi i¢in 4 farkli pestisid konsantrasyonunda
elde edilen %Aktivite-(RS)-5-etil-2-(4-izopropil/-4-metil-5-0kzo-2-imidazolin-2-yl)

nikotinik asit grafigi

3.2.4.4 (Propil 3-(dimethilamino) propilkarbomat hidroklorit)

Cizelge 3.5 Insan G6PD enzimi (Propil 3-(dimethilamino) propilkarbomat

hidroklorid) ¢ozeltisi miktarlar ile insan G6PD enzimi iizerine kulanilan ¢6zelti

miktarlar1 ve altta bunlara karsilik gelen pestisit konsantrasyonlari

Safsu | Tris-HCI | MgCl, | NADP' | ENZIM | Glukoz-6- | Toplam | Ilag Ilag

EDTA Fosfat(6mM) Hacmi
(ul) (5mM) |(0,1M) | 2mM) | Hacmi (ul) Hacim | (ul) Konsantrasyonu

(pH=8,0)

(1D

() [ (uD) (uD) (u) (mM)

550 100 100 100 50 100 1000 |0
490 100 100 100 50 100 1000 |60 0,001
450 100 100 100 50 100 1000 |100 0,001
400 100 100 100 50 100 1000 |150 0,001
320 100 100 100 50 100 1000 |230 0,001
240 100 100 100 50 100 1000 |[310 0,001
190 100 100 100 50 100 1000 |360 0,001
150 100 100 100 50 100 1000 | 400 0,001
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(Propi3-(dimetilamino))propilkarbomathidroklorit)
120

100
80 -
60 -
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0 2 4 6 8 10
[(Propil3-(dimetilamino )propilkarbomathidroklorit]x10~ (mM)

Sekil 3.6. Insan Eritrosit G6PD enzimi icin 4 farkli pestisid konsantrasyonunda

elde edilen %Aktivite-(Propil 3-(dimethilamino) propilkarbomat hidroklorid grafigi
Cizelge 3.6 Calismamizda kullanilan dort pestisid icin Icso degerleri

Pestisit ismi 1Cs

(Propil3-(dimetilamino) propilkarbomat
hidroklorit) 4,85x 10 * mM

(RS)-5-etil-2-(4-1zopropil-4-metil-5-okzo-2-

imidazolin-2-yl) nikotinik asit) 4,48x 10 * mM
(N-(Fosfonometil) glisin) 2,77x 10 * mM
(2,4-Diklorofenoksiasetik asit dimetilamin) 1,76x 10 ° mM
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4. TARTISMA VE SONUC

Glukoz 6-fosfat dehidrogenaz (D-Glukoz 6-fosfat: NADP" oksidorediiktaz, EC
1.1.1.49, G6PD), pentoz fosfat yolunun ilk basamagini katalizleyen kilit enzimdir
[61,99]. Hemen hemen biitiin memeli dokularda, bitkilerde ve mikro organizmalarda
bulunmasi, pentoz fosfat yolunun ilk enzim olmasi ve enzimin katalizledigi reaksiyonda
NADP" 1 indirgenmesiyle iiriin olarak meydana gelen NADPH" 1 birgok indirgeyici
biyosentez ve c¢esitli detoksifikasyon olaylarinda énemli bir fonksiyonunun bulunmasi
enzimin Onemini ortaya koymaktadir. Bu sebeple hakkinda ¢ok fazla arastirma
mevcuttur.  Orne@in tavsan karacigerinde, fare karacigerinde, sican karacigerinde,
domuz karacigerinde, insan karacigerinde, insan eritrositlerinde ve sigir lensi gibi bir
¢ok canli dokusundan enzim saflastirilip karakterize edilmistir [11,16,53,57,60,99].
Ayrica bu enzim birgok bakteriden ve maydanoz, lahana gibi halk arasinda 6nemli gida

maddeleri olarak tiiketilen bitkilerden de saflastirilip karakterize edilmistir [78].

G6PD eksikligi eritrosit hiicreleri ve lensi de i¢ine alan tiim dokularda bulunur
[103]. Bu enzimin eksikligi genetik anormallik, yas ve alinan diyete bagl olabilir [2].
Eritrosit hiicrelerinde bir ¢ok enzim eksikligi ile ilgili bilgiler bulunmasina ragmen
[85,86,104,105]. G6PD eksikligi sadece hematolojik olarak degil, aym1 zamanda
canlinin tiim biyolojisinde en yaygin olarak hala gecerliligini korumaktadir [84]. G6PD
eksikligi olan kisilerde kronik hemolizin sebep oldugu komplikasyonlar yiiziinden
yasam siireci kisalir. Bugiin diinyada G6PD enzimi eksikliginden, 400 milyondan daha
fazla insan etkilenmektedir. Bu enzimin bugiine kadar diinyada yaklasik 400,
Tirkiye’de ise 20’ye yakin varyant1 tespit edilmistir. Tiirkiye’deki varyantlarin biiyiik
bir kism1 Cukurova ile Antalya bolgesinde bulunmustur [25]. Orzalesi ve arkadaglarinin
farkli yas grubunda yaptiklar: bir ¢alismada eritrosit hiicrelerindeki G6PD eksikligi ile
katarakt arasinda bir iligki saptamislardir, bu ¢alismada 40-50 yas grubunun %37’si, 51-
60 yas grubunun %67’s1, 61-70 yas grubunun %71 ’inde enzim eksikliginden meydana
gelen katarakta bagl korliik tespit edilmistir [76]. Degisik hastaliklar i¢in kullanilan
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baz1 ilaglar ve antibiyotikler enzimi inhibe etmektedirler. Ozellikle ilaglarm kanla
temaslart ve lense gore daha g¢abuk oldugundan enzim eksikligi olan hastalarda

hemalitik anemiye sebep olurlar [84].

Goriildiigii gibi G6PD enzimi canlilar i¢in hayati bir énem tasimaktadir ve
inhibisyonu durumunda cok ciddi saglik problemleri ortaya ¢ikmaktadir. Dolayisiyla

yaptigimiz bu ¢alismanin 6nemli oldugu agiktir.

G6PD enzimi ilk olarak Warburg ve Christensen tarafindan bulunduktan sonra

farkli kaynaklardan degisik yontemler kullanilarak bir ¢cok kez saflastirilmistir [58,79].

Bu calismada insan eritrosit G6PD enziminin afinite tomografisiyle
saflastirilmasi, ve bazi pestisitlerin bu enzim iizerine etkileri belirlenmeye caligilmistir.

Bu amagla taze insan kan1 temin edildi.

Enzim saflagtirilmasi islemi 2 basamakta gerceklestirildi;

1-elde edilen hemolizat numuneleri i¢in amonyum siilfat ¢oktiirmesi

2-elde edilen numune i¢in afinite kromotografisi.

Biitlin saflastirma islemleri sirasinda sicaklik +4°C’de tutulmasi gerektiginden
islemler soguk ortam kullanilarak gerceklestirildi. Bdylece sicagin sebep olacagi enzim

aktivitesindeki kaybin oniine gecilmis oldu.

Amonyum siilfat ¢oktiirmesi uzun zamandan beri c¢esitli bilim adamlar
tarafindan kullanilan kismi saflagtirma metotudur. Bu metod vasitasiyla numune
icindeki bir ¢ok safsizliklar giderilir ve proteinler daha derisik hale getirilir.  Afinite
kromotografisi isleminden Once amonyum siilfat ¢oktiirmesi isleminin yapilmasi,
kromatografi isleminden 6nce enzimin derisik hale getirilmesi agisindan da biiyiik bir
oneme sahiptir [23]. Bundan dolay1 eritrosit hemolizati i¢in %30-70 araliginda
amonyum siilfat ¢coktiirmesi yapilarak bir ¢ok safsizlik uzaklastirilmis oldu ve enzim
derisiklestirildi. Ninfali ve Palma tarafindan tavsan akcigeri ve dalaginda yapilan bir
calismada G6PD’nin akciger icin %20-65, dalak icin %0-55 amonyum siilfat
doygunlugunda ¢oktiigii belirlenmistir [44]. Insan eritrosit ve G6PD’sinin tespit edilen
¢okme araligr ise (35-65)dir [99]. Ayrica Corpas ve arkadaglar1 tarafindan sigan
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karacigeri ve bdbrek-korteks sitozoliinde G6PD enzimi %40-55 amonyum siilfat
doygunlugunda ¢oktiigii bulunmustur [106].

Amonyum siilfat ¢oktiirmesi isleminden sonra elde edilen enzim ¢ozeltisi diyaliz
edildi. Boylece enzim c¢ozeltisinden iyonlar uzaklastirildi ve kolona tatbik edilecek

enzimin kolona tutunmasi kolaylastirildi [38].

Onceleri G6PD’nin  saflastirilmas icin CM-seliiloz (karboksimetil), DEAE-
seliiloz(dietilaminotil) ile yapilan kolon kromotografisi yontemleri kullanilmigtir [109].
Daha sonraki yillarda yapilan caligmalarda, yukaridaki yontemlere ilave olarak, jel
filtrasyonkromatografisi, hidroksiapatit kolon kromatografisi, etanol coktiirmesi ile
ultrasantrifiigasyon metodlar1 uygulanmistir [55,77]. Afinite kromatografisi yontemi
icin ligantlarin gelistirilmesiyle birlikte G6PD enzimi zaman almadan ve daha iyi bir
yiizde verimle saflastirilabilmistir [110]. Afinite kromatografisi ile enzimin
saflagtirilmasi isleminde gesitli absorban materyaller kullanilmaktadir [38]; 8-(6-amino
hekzil) amino-2’-fosfoadenozin difosforiboz, 8-(6-amino hekzil) amino-2’, 5’-ADP , 8-
(6-amino hekzil) amino-NADP" ve N°® — (6- amino hekzil) amino2’,5’-ADP
materyalleri gibi. Affinite kromatografisi, ¢ok basamakli saflastirma islemleri sirasinda
enzim aktivitesinde olusan 6nemli kayiplar1 elimine etmek ve enzimi yiiksek verimle
elde etmek icin kullanilan en 6nemli saflagtirma metodudur. Son yillarda, G6PD
enzimi, 2°,5° ADP-Sepharose 4B affinite kromatografisi ile yiiksek bir verimle
saflastirilmistir. Bu yontem ilk defa Flora ve arkadaslar tarafindan ortaya konmustur
[38, 44]. Burada ligant olarak kullanilan materyal G6PD’nin kuvvetli bir inhibitorii

olan orto fosfattir.

Flora ve arkadaglart G6PD enzimini sirasiyla DEAE-Sephadex, Py; ve 2°, 5’
ADP- Sepharose 4B affinite kromatografisi olmak {izere saflagtirma islemini ii¢
basamakta ger¢eklestirmislerdir [44]. Bu {ic basamagin uygulama siiresi uzun
oldugundan sicakliga kars1 ¢ok hassas olan G6PD aktivitesinde dnemli kayiplara yol
acmaktadir. Bu sebeple calismamizda ilk iki basamak yerine amonyum siilfat
coktiirmesi yapildi ve elde edilen derisik enzim ¢ozeltisi, 2°, 5° ADP- Sepharose 4B
affinite kromatografisi kolonuna uygulandi. Boylece 7-8 saat gibi kisa bir siirede

spesifik aktivitesi 120.13 (Eu/mg) olan insan eritrosit G6PD enzimini %14,68 verimle,
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2742,69 kat saflastirildi. 114,7(Eu/mg) spesifik aktivitesine sahip insan eritrosit G6PD
enzimi %28 verimle daha once Ciftci ve arkadaslar tarafindan 13.654 kat;
20,862(Eu/mg) spesifik aktivitesine sahip tavuk eritrosit G6PD enzimi %54,68 verimle
9.150 kat [108]; 1,24(Eu/mg) spesifik aktivitesine sahip domuz karaciger G6PD enzimi
%40 verimle 1000 kat [16]; 2,64(Eu/mg) spesifik aktivitesine sahip sigir lensinden
%13,7 verimle 19.700 kat [57]; 130(Eu/mg)  spesifik aktivitesine sahip kopek
karacigerinden %18 verimle 2000 kat [27] saflastildi. Goriildiigii gibi insan eritrosit
G6PDsi icin elde ettigimiz spesifik aktivite degerleri domuz karacigerininkinden
yiiksek, tavuk eritrosit ve kopek karacigerininkinden diisliktiir. Verim ise kopek

karacigerinden elde edilene yakindir.

Eritrosit hemolizati, amonyum siilfat ¢oktiirmesi sonucu elde edilen enzim
cozeltisinde, 2°, 5° ADP- Sepharose 4B affinite kromatografisinden eliie edilen saf
enzim ¢ozeltisinden protein miktarlar1 Bradford yontemiyle sekil3.1. verilen standart
grafikten kantitatif olarak belirlendi. Bu yontemde boya olarak kullanilan Coomassie
brillant blue G-250, negatif bir yiike sahiptir ve protein iizerindeki pozitif yiike baglanir.
Boyanin kirmizi (Apax =465nm) ve mavi(Aypax =595nm) formu mevcuttur. Proteinin
baglanmasi, kirmizi formun mavi forma doniisiimiinii saglar. Birgok protein hemen
hemen ayni sonug egrilerini verdiginden, yontem genis bir kullanim araligina sahiptir.
Bu yontem az zaman almasi, daha az reaktif gerektirmesi ve hassasiyetinin diger tayin

metotlarina nazaran daha iyi olmasi (1-100pg) sebebiyle avantajhidir.

Afinite kolonundan eliie edilen saf enzim ¢ozeltileri i¢in kalitatif protein tayini
yapilamadi. Bunun sebebi ise eliisyon ¢ozeltilerinde NADP bulundugu ve NADP * nin
280nm’de protein absorbansin1 maskelemesiydi[23]. Bu sebeple alinan her bir eliisyon
tiipii i¢in 25 °C’ spektrofotometre’de Beutler’a gore aktivite tayini yapildi [32]. Ayrica
verimi %10 civarinda artirdigindan dolay1 eliisyon tamponuna EDTA katild1 [23].

Aktivitelerin ~ belirlenmesinde  kullanilan ~ yontem,  nikotinamidadenin
diniikleotitfosfattNADP )in G6P varliginda G6PD tarafindan NADPH’a indirgenmesi
esasina dayanir. NADPH’m olusum hizi G6PD aktivitesine baghdir ve spektro

fotometrik olarak 340nm’de absorbanstaki artisin izlenmesi ile belirlenebilir [32].
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Enzimlerin safligin1 kontrol etmek i¢in sodyum dodesilsiilfat-poliakrilamid jel
elektrofez (SDS-PAGE) yapildi. Jelde tek bandin gdzlenmesi insan eritrositlerinden

elde edilen G6PD enzimlerinin saf olduklar1 ispatlanmis oldu.

Insan eritrositlerinden elde edilen G6PD enzimlerinin optimum pH degerleri 8,0
olarak belirlendi. Literatiirde insan eritrositi, sican karacigeri ve kobay lensinden
saflagtirilan enzimlerin de optimumpH’lari8,0 [112], sican karacigersitoplazmik
G6PD’nin optimum pH’s1 7,5[110], kopek karacigerinden elde edilen enzimin optimum
pH’s1 7,7 [27] sigir lensi G6PD’sinin optimum pH’s1 7,7 ve 9,6 olmak {iizere iki pik
olarak [57] tespit edilmistir. Elde edilen bu sonug insan eritrositi, sican karacigeri ve
kobay lensinden saflastirilan enzimlerin optimum pH’lart ile benzerlik ve diger

kaynaklardan elde edilen optimum pH’lar dan farklilik gostermektedir.

Calisma i¢in secilen pestisitler ziraat miihendisleriyle fikir aligverisinde
bulunularak belirlendi. Miimkiin oldugu kadar sik kullanilan pestisitler tercih edildi.
Secilen pestisitlerin insan G6PD’si iizerinde etkilerini arastirmis olan higbir literatiire

rastlanmadi.

Genel olarak ilag ve kimyasal maddelerin enzimler iizerindeki inhibisyon
etkileri Isy (enzimin aktivitesine %50 inhibe eden pestisit) degeri olarak verilmektedir.
Kinetik caligsmalar sirasinda enzim aktivitesini inhibe eden kimyasal maddelerin Iso

degerleri de belirtilmistir.

Insan eritrositleri G6PD enzimi iizerinde etkilerini arastirmak iizere iicii herbisit,
bir tanesi fungusit olmak {lizere doért madde belirlenmistir. Pestisitlerin hepsinin insan

eritrositleri G6PD enzimi tlizerinde inhibisyon etkisi ¢alisildu.

Bilindigi gibi Iso degeri kiiciik olan inhibitdriin inhibisyon etkisi daha yiiksektir.
Bu sonuglara gore kullanilan pestisitlerin insan eritrosit G6PD enzimi iizerine
inhibisyon etkilerini biiyiikten kiig¢iige dogru siralamasi; (RS)-5-etil-2-(4-izopropil-4-
metil-5-0kzo-2-imidazolin-2-yl)  nikotinik  asit), (2,4-Diklorofenoksiasetik  asit
dimetilamin), (N-(Fosfonometil)glisin), (Propil3-(dimetilamino)propilkarbomat
hidroklorit) seklindedir;
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Literatiirde G6PD enzimi ile ilgili ¢ok calisma bulunmasina ragmen insan
eritrositi ile G6PD aktivitesi lizerinde pestisitlerin 6zelliklerinin arastirilmasi konusunda
calismalara rastlanmamistir.  Ornegin Cift¢i ve arkadaslari tarafindan yapilan bir
calismada, insan eritrositlerinden saflastirllan G6PD enzimi tizerinde bazi

antibiyotiklerin inhibisyon etkileri arastirilmigtir.

Buna gore bu tez kapsaminda,hemen hemen tiim memeli dokularinda yaygin bir
sekilde bulunan ve bir¢ok metabolik olayda hayati 6nem tasiyan NADPH ve riboz 5-
fosfat gibi Onemli bilesiklerin olusmasina sebep olan ve pentoz fosfat metabolik
yolunun ilk enzimi olan G6PD insan eritrositlerinden afinite kromatografisi ile
saflastirilmis dort adet kimyasal maddenin G6PD enzimi {izerinde etkileri arastirilmistir.

Insan eritrosit G6PD enzimi {izerinde inhibisyon etkisi gdstermistir.

Sonug olarak;

e Literatiirde bilinen bir yotemle, 2°, 5°, ADP-Sepharose 4B kullanilarak

insan eritrositlerinden G6PD enzimi saflastirilmistir.

e Tarimda yaygin olarak kullanilan pestisitlerden  (RS)-5-etil-2-(4-
izopropil-4-metil-5-okzo-2-imidazolin-2-yl)  nikotinik  asit), (2,4-
Diklorofenoksiasetik  asit  dimetilamin), (N-(Fosfonometil)glisin),
(Propil3-(dimetilamino)propilkarbomat hidroklorit)’in saf G6PD enzimi

tizerindeki in vitro inhibisyon etkisi belirlenmistir.

e S0z konusu pestisitlerin enzim {lizerindeki inhibisyonunun bir 6l¢iisii olan

ICs¢ degerleri tespit edilmistir.
e (RS)-5-etil-2-(4-izopropil-4-metil-5-okzo-2-imidazolin-2-yl) ~ nikotinik

asit) pestisitinin digerlerine oranla G6PD enzimi aktivitesi {izerinde en

cok inhibisyon etkisi gdsterdigi bulunmustur.
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