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OZET

Yiiksek Lisans Tezi

KOMPOST SOLUCANINDAN GLUKOZ-6-FOSFAT DEHIDROGENAZ
ENZIMININ SAFLASTIRILMASI, KARAKTERIZASYONU VE BAZI TOPRAK
KIRLETICILERIN ETKILERININ INCELENMESI

Naciye KAYHAN

Cankir1 Karatekin Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Kimya Anabilim Dali

Danisman: Dog. Dr. Sevki ADEM

Sunulan bu tez kapsaminda, kompost solucanindan glukoz—6-fosfat dehidrogenaz
enziminin saflagtirilmistir. optimum pH, optimum iyonik siddet, optimum aktivite
gosterdigi sicaklik, Km Ve Vmax degerlerinin belirlenmesi, stabil pH, iirlin inhibisyonu
gibi biyokimyasal karakterizasyon calismalar1 yapilmistir. Ayrica oxamyl, carbaryl,
diniconazole, metalaxyl, methomyl, carbofuran, simazine, tebuconazol, atrazine,
propoxur, 1- naphthol, 2,4 — D gibi pestisitlerinin ve Pb(NO3)2, Cr(NO3)2, HgCly,
FeSO4, Ni(NO3)2, Cd(NOz)2, Co(NO3)2, AI(NO3)3 metal iyonlarinin Eisenia Fetida
saflagtirillan glukoz-6-fosfat dehidrogenaz enziminin aktivitesi tizerinde etkilerini
arastirdik. Oxamyl, carboryl, diniconazole, metalaxyl, methomyl 7,6-77,12 uM arasinda
ICso degerleri ile inhibisyon etkisi gosterdi. Pb(NOs)2, Cr(NOz)2, HgCl., FeSOa, ve
Ni(NO3z)2 56-120 uM araliginda ICso degerleri ile inhibisyon etkisi gostermistir. Yapilan
calismalarda inhibisyon etkisi gosteren bilesikler igin Ki sabitlerine Cheng-Prusoff

denklemiyle hesaplanmistir.
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Anahtar Kelimeler: glukoz—6-fosfat dehidrogenaz, saflastirma, karakterizasyon
inhibisyon, pestisit, metal iyonu



ABSTRACT

MSc. Thesis

PURIFICATION, CHARACTERIZATION OF THE GLUCOSE-6-PHOSPHATE
DEHYDROGENASE ENZYME FROM THE COMPOST SOLUTION AND THE
INVESTIGATION OF THE EFFECTS OF SOME SOIL POLLUTERS
Naciye KAYHAN

Cankir1 Karatekin University
Graduate School of Natural and Applied Sciences

Department of Chemistry

Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Sevki ADEM

Within the scope of this thesis, the glucose-6-phosphate dehydrogenase enzyme from
the compost worm was purified. Biochemical characterization studies of the enzyme
such as optimum pH, optimum ionic intensity, optimum activity display temperature,
content of Km and Vmax, Stable pH, product inhibition were determined. Also, the
effects of pesticides such as oxamyl, carbaryl, dinaconazole, metalaxyl, methomyl,
carbofuran, simazine, tebuconazole, atrazine, propoxur, 1- naphthol, 2,4-D and metal
ions such as Pb(NOs)2, Cr(NOs)., HgC1lz, FeS0s, Ni(NO3)2, Cd(NO3)2, Co(NO3).,
AI(NOz3)s on the activity of Eisenia Fetida glucose-6-phosphate dehydrogenase activity
were investigated. Oxamyl, carboryl, dinaconazole, metalaxyl, metomil show inhibition
with ICso vaules between 7,6-77,12 uM. Pb(NOz3)2, Cr(NOs)2, HgCl2, FeSO4, Ni(NO3z)2
in inhibition with IC50 in 56-120 pM. In conducted study, K; constants for substances

exhibited inhibition effect was calculated by using the Cheng-Prusoff equation.
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ONSOZ

Toprak tartismasiz en bilylik besin kaynagimizdir. Sanayilesmenin hizla artmasi, niifus
popiilasyonun artig1 toprak kirliligine neden olmaktadir. Bu kirleticiler ¢evremizde
yasayan canlilarinda hayatin1 ve hayat kalitelerini 6nemli boyutlarda tehdit etmektedir.
Ancak topragin verimini ic¢indeki canlilarin topraga olan katkistyla artmakta ve
canliligin devami oraninda kalitesi de artmaktadir. Kompost solucani da toprak

biyosisteminin 6nemli bir parcasi olup, toprak verimliligine 6nemli katki1 saglamaktadir.

Bu c¢alismada, bir kompost solucan1 olan Eisenia Fetida (Savingy, 1826) glukoz-6-
fosfat dehidrogenaz enziminin kolon kromatografisi ile saflastirilmas: amaglanmaktadir.
Enzimlerin safliklari SDS-PAGE ile kontrol edilmistir. Saflastirilmis enzimin hangi
pH’da optimum aktivite gosterdigi, tuz konsantrasyonunun enzim aktivitesini nasil
etkiledigi, enzimin substrat ve koenzime kars1 ilgisi, reaksiyon iirlinlerinin enzim
aktivitesini hangi diizeylerde ve hangi yontemle etkiledigi, enzim aktivitesinin sicaklik
karsisinda nasil bir degisim gosterdiginin belirlenmesi g¢alismalar1 tez kapsaminda

yapilmistir.

Ayrica dnemli toprak kirleticilerinden olan pestisit ve metal iyonlarinin enzim aktivitesi

tizerinde etkisi arastirilmistir.
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1. GIRIS

Sanayilesmenin hizla artmasit ve niifus popiilasyonun artmasi gilinlimiizde ¢evre
kirliligine neden olmaktadir. Bu kirlilik dolayli olarak her bir canliy1 etkilemektedir.
Cevre kirliligi hem toprak, hem hava, hem de su kirliligi olarak dogada meydana
gelmektedir. Ancak son zamanlarda toprak kirliligi kiiresel bir sorun haline gelmektedir.
Bu sorunun genellikle tarimda etkisini biiyiik bir oranda gostermektedir. Oysa ki toprak
insanlar i¢in dnemli bir besin kaynaklarindan biridir. Baslica toprak kirleticileri, agir
metaller, pestisitler, organik bilesikler ve radyoaktif hidrokarbon yanma iirtinleri
tarafindan olusturuldugu bilim adamlar1 tarafindan bildirilmektedir. Agir metaller,
pestisitler ve diger kirleticilerle kirletilmis topraklarda tarimsal verimlilikte meydana
getirdigi diisiikliigli ve beslenmedeki olumsuz etkileri birlikte diisiiniildiiglinde tiim
canli sistemlerini etkiledigi gercegi ortaya cikmaktadir. Bu kirleticiler ¢evremizde
yasayan canlilarinda hayatini ve hayat kalitelerini 6onemli oranda tehdit etmektedir.
Topragin verimliligini i¢indeki canlilarin topraga olan katkisi ile artmakta ve canliligin
devami oraninda kalitesi de artmaktadir. Kompost solucani toprak biyosisteminin
onemli bir pargasidir. Onun hayatini tehdit eden etmenler topragi da etkilemekte ve

topragin verimini diistirmektedir.

Pentoz fosfat yolunun ilk enzimi olan glukoz 6-fosfat dehidrogenaz (EC 1.1.1.49;
G6PD) NADP* varliginda glukoz 6-fosfat bilesigini, 6-fosfoglukonata bilesigine
doniistiiriir. Reaksiyon sonucu bir¢ok biyokimyasal reaksiyonda indirgeyici gii¢ olarak
kullanilan NADPH  olusur. Olusan NADPH  hiicre iginde antioksidan
metabolizmasindan, yaglarin sentezine kadar bircok metabolik proseste gorev
almaktadir. Bu nedenle glukoz 6-fosfat dehidrogenaz metabolik olarak 6nemli bir yere
sahiptir (Stanton, 2012).

Birgok arastirmaci pestisit ve metal iyonlarinin farkli canlilardan saflagtirilan enzimler
tizerinde etkisini arastirmistir ve olumlu ya da olumsuz etkilerini rapor etmistir. Bu
calisgmada kompost solucani olan Eisenia Fetida pentoz fosfat yolunun ilk enzimi
glukoz 6-fosfat dehidrogenaz enzimin saflastirilmasi, karakterizasyonu ve saflastirilan

enzimin bazi metal iyonlar1 ve pestisitler tizerindeki etkisi arastirilmistir.



1.1. GENEL BIiLGILER

1.1.1. Enzim ile ilgili bilgiler

Enzimler makromolekiilli biyolojik katalizorlerdir. Kimyasal katalizorler gibi
reaksiyonu hizlandiran molekiillerdir. Genel olarak enzimler belirli maddeler arasindaki
belirli reaksiyonlar1 katalize ederler. Hiicrelerde organik maddelerin yapilmasi ve
yikilmasi sindirim kas kasilmasi hiicre solunumu gibi Onemli faaliyetler c¢esitli
metabolizma reaksiyonlariin sonucudur ve bu reaksiyonlar enzimlerin kataliz etkisiyle
mimkiin olmaktadir. Enzimlerin kimyasal katalizérlerden en o©nemli farki

ozgiil(spesifik)olmalidir.

Canlilar1 olusturan molekiiller, yani biyomolekiiller kinetik yonden oldukga kararli olup,
kendiliginden kolayca reaksiyon vermezler. Bir hiicredeki tim kimyasal olaylar
enzimler aracilifiyla gerceklestirilir. Biyomolekiillerin kararliligt su onemli sonucu
saglamaktadir. Hiicre i¢inde enzimi olmayan bir reaksiyon hemen hemen vuku bulmaz,
kendiliginden reaksiyonlar meydana gelmez. Bunun anlami, enzimler protein yapisinda
oldugu ve DNA tarafindan sifrelendigi i¢in, bir hiicredeki tiim olaylar DNA seviyesinde
diizenlenip, kontrol edilmektedir. Buradan enzimleri sadece katalizor ozelligi ile
nitelemenin eksik bir tanimlama olacagi anlagilmaktadir. Gergekten, bu molekiiller bir
hiicreyi digerlerinden farkli kilan 6zelliklerine ait bilgilerin DNA’ dan aktarilmasinin en

onemli ara¢larindandir (Keha & Kiifrevioglu, 2011).

Proteinler gibi enzimler de basit ve bilesik olarak siniflandirilabilirler. Baz1 enzimler
katalizleme fonksiyonlarin1 yalniz protein yapilariyla yerine getirebilirken, bazilari da
protein yapisinda olmayan ‘kofaktdr’ adi verilen gruplara ihtiyag duyaralar. Kofaktor
bir metal iyonu olabildigi gibi, ‘koenzim’ denilen kompleks bir organik bilesikte
olabilir. Bazen aktivite icin ikisi de gerekebilir. Enzimler sicaklikla denatiire olurken,
kofaktorler 1siya dayaniklidirlar. Katalitik olarak aktif olan enzim-kofaktér kompleksine
haloenzim adi verilir. Kofaktorsiiz proteine poprotein, enzime ise apoenzim denir.
Enzimlerin bir ¢ogu protein Ozellikte olup bazi niikleotid yapili enzimler de

bulunmaktadir. Ornedin ribozomun sentezlenmesini saglayan RNA yapiya sahip



Ribozim isimli enzimler gibi. Bu enzimler hiicre igindeki binlerce tepkimenin hizini ve
Ozgilliigiini kendisini degisiklige ugratmadan gergeklestirir. Enzimin etki ettigi bu
maddelere de substrat olarak adlandirilir. Bu tepkimeler sonucunda enzimler substratlari
farkli molekiiller halinde yeni iiriinlere doniistiirtir. Reaksiyon sonucu olusan maddeye
de iiriin denir. Uriin ac18a ¢iktiktan sonra enzim baska bir substrat molekiiliinii iiriine
doniistiirmek suretiyle ¢alismaya devam eder (Bhat, 2000). Enzimler hiicre iginde
iiretilmelerine karsin hiicre disinda da aktivite gosterebilmektedir. Substratlar biiyiik ya
da kiiciik yapil1 olabilirler. Tepkime sonucu olusturacaklari yeni iirtinler de biiylik ya da
kiigiik olabilirler. Substratlarin yeni ve farkli iirlinlere hizli bir sekilde doniistiiriilmesi
icin canlt bir hiicrede enzimlerin varligima mutlaka ihtiyag duyulur. Enzimler belli
substratlarin varliginda calisir. Kendi substratint secici Ozelliktedirler diyebiliriz.
Olabilecek tepkimeler arasinda belli basli tepkimeleri hizlandirirlar. Genel olarak
calisma prensibi tepkimenin ihtiya¢ duydugu baslangic enerjisini azaltmak {izerinedir.
Ayrica enzimler girdikleri tepkimelerden yine bozulmadan ve eksilmeden c¢ikarlar

(Keha & Kiifrevioglu, 2011).

Enzimler katalizledikleri reaksiyonlarin1 hizlarinin enzimlerin kinetik 6zelliklerinden
yararlanarak ifade edilirler. Enzimlerin kinetik 6zelligini agiklamada Michaelis-Menten
esitliginde yer alan degerlerle ifade edilmektedir. KM sabiti enzimin substrata ilgisini
ifade ederken, Vmax enzimin katalitik aktivitesini gosterir. Enzim aktivitesi "Enzim
Unitesi" ile ifade edilir. "Enzim Unitesi", 25°C' de ve optimal sartlarda 1 pmol substrati
bir dakikada iirline doniistiiren enzim miktar1 seklinde tanimlanir. Birim zamanin saniye
oldugu uluslararasi 6l¢ii birimine gore, saniyede 1 mol madde doniisiimiine sebep olan
enzime 1 katal enzim denir. "Spesifik aktivite" 1 mg protein basina enzim iinitesi olarak
tanimlanmaktadir. Spesifik aktivite enzim safliginin bir Olgiisiidiir ve saflagtirma
basamaklarinda maksimum ve sabit bir degere ulagsmasi ile enzimin saf hale geldigi

anlasilir (Keha & Kiifrevioglu, 2011).

Dontisiimlii inhibisyon da enzim-inhibitor etkilesmeleri bir denge reaksiyonudur. Bu

inhibisyon yarigmali, yarigmasiz veya yar1 yarismali olabilir.



Yarigmali inhibisyon da inhibitor ile substrat enzimin ayni aktif bolgesine baglanmakta
yarisirlar. Inhibisyon etkisi, substrat konsantrasyonu arttikca azalmaktadir. Yarismali

inhibisyon da Km degeri artar Vmax degismez.

Yarigmasiz inhibisyon da, inhibitér ile substrat enzimin farkli bolgelerine
baglandigindan genelde inhibisyon etkisi substrat konsantrasyonundan bagimsizdir. Bu

inhibisyon da Vmax diiserken Km degismez.

Yar1 yarigmali inhibisyon da, inhibitor ES (enzim-substrat) kompleksine baglanir. Bu
inhibisyon da Vmax ve Kwm azalir. Inhibitér etkilerini genel olarak yarismali ve
yarismasiz olarak kesin sinirlarla birbirinden ayirmak miimkiin degildir. Genel olarak

karisik inhibisyon gozlenir (Keha & Kiifrevioglu, 2011) .

1.1.1. Enzimlerin simiflandirilmasi

Enzimlerin, dnceleri katalitik etkilerini iizerinde gosterdikleri ve ‘substrat’ adi verilen
bilesiklerin isimlerinin sonuna, ‘az’ eki getirilerek isimlendirilmistir. Ureyi CO2 ve NH3
’e parcalayan enzime iireaz, arginini ornitin ve iireye parcalayan enzime arginaz, fosfat
esterlerinin hidrolizlenmesini katalizleyen enzimlere de fosfataz denilmistir. Bu isimler
en azindan substratlar hakkinda bilgi verirlerken, bu hususta higbir bilgi ifade etmeyen
bazi1 enzim adlar1 da biyokimyacilar tarafindan kullanilmistir. Ornegin; pepsin, tripsin
ve Kkatalaz gibi. Cogu enzimin daha ortaya c¢ikarilmasi sonucu, Sistematik bir
isimlendirilmeye ihtiya¢ duyuldu. Bu nedenle enzimler, uluslararasi enzim komisyonu
tarafindan, katalizledikleri reaksiyon tipleri ve reaksiyon mekanizmalarmma gore bir
simiflandirilmaya gerek duyuldu. Giiniimiizde ise c¢ogu biyokimyac1 tarafindan

geleneksel isim hala kullanilmakta, sistematik isimleri de parantez i¢inde verilmektedir.

Sistematik isimlendirmenin baslica 6zellikleri:

a. Reaksiyonlar ve onlar katalizleyen enzimler 6 gruba ayrilmistir. Her Dbir
grup da kendi i¢inde 4 ile 13 arasinda alt gruba ayrilmis ve bu 6 grup bir
takim Ornekleriyle asagida belirtilecektir.



b. Enzim ismi iki kisimda belirtilir. Ilk boliimii substrat veya substratlarindir.
Ikinci kisim ise katalizlenen reaksiyon tipinin sonuna ‘-az’ eki getirilmis
hali, yani grup veya alt gruptur. Substratlar aralarina iki nokta konularak
yazilirlar.

c. Reaksiyonun tabiatin1 agiklayacak ifadeler gerekiyorsa, parantez iginde

isminde ismin sonuna yazilabilir. Ornegin,

L-Malat + NADP'<——= Piruvat + CO, +NADPH + H'

Reaksiyonunun bir dekarboksilasyon reaksiyonu oldugunu ifade etmek igin
enzim adi; L-malat:NADP* oksidorediiktaz (dekarboksile eden) seklinde
yazilir.

d. Her enzime bir sistematik kod numarasi verilmis ve bu numara E.C.(Enzyme
Commission) harflerinden sonra ard arda gelen dort rakamdan olugsmaktadir.
Omegin, E.C.2.7.1.1. kod numarasinda 2, bu enzimin bir transferaz enzimi
oldugunu; 7, bir fosfat grubu transfer edildigini; 1, fosfat transferinin alkol
grubuna oldugunu ve son 1 rakami da bu enzimin alkol grubuna fosfat
transferi saglayan enzimler arasinda ilk sirayr aldigin1 gostermektedir. Sozii
edilen enzim hekzokinaz geleneksel adiyla bilinen, ATP:D-heksoz 6-

fosfotransferaz enzimidir.

Enzimlerin ayrildiklar1 6 ana grupta syledir (Keha & Kiifrevioglu, 2011).

l. Oksidorediiktazlar: iki substrat arasinda redoks reaksiyonlarini
katalizleyen enzimlerdir.

. Transferazlar: iki substrat arasinda hidrojen digindaki gruplarin
transferlerini yapan enzimlerdir.

. Hidrolazlar: Ester, eter, peptid, glikozid, anhidrit, C-halojeniir veya
P-N baglarinin  bir H2O molekiiliiniin katilmasiyla hidrolizini
katalizlerler.

V. Liyazlar: Hidrolizden farkli bir mekanizmayla substratlardan
gruplarin uzaklastirilip, c¢ift baglarin olusturuldugu reaksiyonlar

katalizlerler.



V. Izomerazlar: Optik, geometrik veya yapisal izomerlerin birbirine
dontistiiriilmesini katalizleyen enzimlerdir.

VI. Ligazlar: Yiiksek enerjili ATP ve GTP gibi fosfat bilesiklerinden
fosfat bagimin kopmasi sonucu ortaya ¢ikan enerji yardimiyla iki

molekdil aras1 bag olusumu gergeklesen reaksiyonlari katalizlerler.

1.1.2. Enzim aktivitesini etkileyen faktorler

Bir c¢ozelti veya doku ekstrakti igerisindeki enzim miktari, enzimin katalitik
aktivitesinden yararlanilarak bulunur. Enzim hakkinda bazi1 bilgilerin bilinmesi

gerekmektedir. Bu bilgiler (Keha & Kiifrevioglu, 2011):

Katalizlenen tepkimenin net reaksiyon sitokiyometrisi
Enzimin kofaktor veya metal iyonuna ihtiyaci olup olmadigina
Substrat ve varsa kofaktorii icin Km degerleri

Optimum pH’s1

Enzimin kararl1 ve aktivitesinin yliksek oldugu sicaklik araligi

© a0k~ 0w N e

Substratin tiikendigi veya iirlinliin olusum hizlarmin tespit edilebildigi basit bir

analitik metot

Enzim aktivitesi tayin edilirken optimum pH ve doygunlugun iizerindeki substrat
konsantrasyonlar1 segilir. Boylece sifirinct mertebeden bir reaksiyon gergeklesir.
Kofaktorli enzimlerle ilgili tayinlerde, koenzim ve metal iyonlarnin derisimleri de
doygunlugun c¢ok {iizerinde alinir. Bu durumda hizi sinirlandiran tek faktér enzim
derigimidir. Hiz, enzim miktariyla dogru orantilidir. Cozeltideki enzim seviyesini direkt
olarak verir. Uriiniin olusum hizinin genellikle substratin harcanma hizina gére daha
hassas sonuglar verir. Ciinkii tayinlerdeki substrat konsantrasyonu oldukc¢a yiiksektir.
Harcanan miktar da buna oranla ¢ok diisiik olup farki hassas olarak belirlemek
imkansizdir. Reaksiyon iirlinleri 6zel kimyasal ve spektroskopik yontemlerle Olgiiliir.
Ikincisi daha avantajlidir, ciinkii reaksiyonun devami boyunca &l¢iim yapabilmek ve
buna paralel olarak sonuglari grafik {izerine kaydetmek miimkiindir (Keha &

Kiifrevioglu, 2011).



pH etkisi: Her enzim igin aktivitelerinin maksimum oldugu pH degerleri vardir. Bu
degerlerin lizerinde ve altinda aktivite diiser. Bununla birlikte biitiin enzimlerin pH-
aktivite egrileri aym sekilde degildir. pH-aktivite iligkisinde etkili olan faktorler
sunlardir (Keha & Kiifrevioglu, 2011):

1. Substrati baglamada gorev alan ve enzimin aktif bolgesinde bulunan
iyonlasabilir grubun pK’s1

2. Enzime baglanma olayinda gorev goren substrat gruplarinin pK’s1

3. Enzim iizerindeki katalitik géreve sahip gruplarin pK’s1

4. Enzimin biyolojik aktif konformasyonunu belirleyen gruplarin pK’s1

pH aktivite egrileri, her bir pH i¢in substratla doyurulmus enzim ¢ozeltileri ile yapilan

calismalar sonucu elde edilir. Bunun nedeni ¢ogu enzimin Kym sabiti pH ile degisir.

Cizelge 1.1. Bazi enzimlerin optimum pH's1

Enzim ve substrati Optimum pH
Pepsin
Yumurta albiimini 15
Hemoglabin 2,2
Piruvat Karboksilaz
Piruvat 48
Katalaz
H,0, 7,6
Tripsin
Benzoilargininamid 7,7
Benzoilarinin etil ester 7,0
Alkalen fosfataz
Gliserol 3-fosfat 9,5
Arginaz
Arginin 9,7




Elektriksel yonden nétiir veya tizerindeki yiiklerin kataliz olayinda higbir rolii olmadigi
substratlara sahip enzimlerin, pH-aktivite egrileri ¢ok basittir (Keha & Kiifrevioglu,
2011).

Sicakhi@in etkisi: Gergeklesen biitiin kimyasal reaksiyonlarin hizi sicaklikla artar.
Enzimli reaksiyonlar bu genel kuraldan farkli davranis gostermez ve artan Sicaklikla
reaksiyon hizi artar. Ancak 50-60°C iizerine ¢ikildiginda aktivitede diisiis gozlenir.
Bunun sebebi yiiksek sicaklikla enzim yapisinda meydana gelen denatiirasyondan
kaynaklanir. Enzim ig¢in, 10°C’lik bir sicaklik farkinin meydana getirdigi aktivite farka
Q10 degeriyle ifade edilir. Mesela 20°C ve 30°C sicakliklarda belirli miktarda enzim
icin Olgiilen aktivitelerden yiiksek olaninin, diisiik olana boliinmesiyle elde edilen say1 o
enzim i¢cin Q10 degerini belirler. Bu degerler enzimler icin Q10 degeri 1,7 ile 2,5
arasinda degisir ve belirli sicaklikta gerceklestirilen laboratuvar 6lgiimlerinde 0,1°C’lik
hassasiyetin korunmasi gerekir (Keha & Kiifrevioglu, 2011). Sicaklik bir in vivo
diizenleme araci olmayip, canlilar sicakligin nispeten sabit oldugu izotermal sistemlerdir

(Keha & Kiifrevioglu, 2011).

1.1.3. Pentoz Fosfat Yolu ve Glukoz-6-Fosfat Dehidrogenaz

Pentoz fosfat yolu adlandirilirken pentoz yan yolu, heksoz mono fosfat yolu ya da
fosfoglukonat oksidatif yolu olarak da adlandirilmaktadir. Pentoz fosfat yolu reaksiyon
serisinin aydinlatilmasinda ilk kez 1931 yilinda Otto Warburg tarafindan atilmis ve
tamami1 Fritz Lipmann, Frank Dickens, Bernard Horecker ve Efraim Racker isimli

biyokimyacilar tarafindan ifade edilmistir (Keha & Kiifrevioglu, 2011).

Hiicrelerde glikoz NADPH ve riboz-5-fosfat {iretmek i¢in kullanilan prosese pentoz
fosfat yolu denir. Zararli maddeleri yararli hale getirme reaksiyonudur. Pentoz fosfat
yolu iki agsamada gergeklesir. l.asamaya oksidatif faz; Il.asamaya oksidatif olmayan faz
denir. Oksidatif reaksiyonlarin sonunda NADPH ve riboz—fosfat sentezlenir. NADPH
indirgeyici biyosentez reaksiyonlarinda indirgeyici gii¢ olarak kullanilir.Riboz-5-fosfat
ATP, RNA, DNA, CoA, FAD, NAD" gibi biyomolekiillerin bilesenidir. Oksidatif

reaksiyonlar1 asagidaki gibidir.
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Sekil 1.1. Pentoz fosfat yolunda ger¢eklesen reaksiyonlari

Pentoz fosfat yolunun ilk reaksiyonu olan glikoz 6 fosfatin dehidrogenaz doéniisiimsiiz
bir olaydir. Bu basamak glikoz 6 fosfatin dehidrogenaz enzimi tarafindan katalizlenir.
NADP* enzimi en énemli diizenleyici faktordiir. NADPH, NADP" ile ATP glukoz-6-

fosfatla enzime baglanmak igin birbirleriyle yaris igindedirler.

Riboz-5-fosfattan glikoliz reaksiyonlarmin ara iirinlerinden olan gliseraldehit-3-fosfat,
friiktoz-6-fosfat sentezlenir. Ayrica bu reaksiyonlarda farkli karbonlu sekerler diger

metabolik yollar i¢in sentezlenmis olur.

Bu iki enzim bir¢ok mikroorganizma, bitki ve hayvan hiicrelerinde bulunur. Sekil
1.2.'de belirtilen tepkimeleri katalizlerler. Cogunlukla sitoplazmada, ayrica peroksizom,
endoplazmik retikulum, lizozom, kloroplast ve mitokondri gibi ¢esitli organellerde de
bulunmaktadirlar (Adem, 2011)



G6PD

G6P > 6pGg —2PGD > RSP
NAD® NADPH NADP® NADPH

Sekil 1.2. G6PD ve 6PGD enzimlerinin katalizledigi reaksiyon

Pentoz fosfat yolunun amaglarindan biri olan NADPH iiretimi bu iki enzimin
katalizledigi reaksiyonlarda gerceklesir. Bu iki enzimin eksikligi oraninda NADPH ve
riboz-5-fosfat eksikligi olusacaktir (Adem, 2011).

Pentoz fosfat yoluna giren glukoz 6-fosfat hiicre igindeki kullanimi NADPH, riboz-5-
fosfat ve ATP ihtiyacina gore dort fizyolojik sekilde reaksiyona girer. Bu reaksiyonlari

inceleyelim:

I.  Riboz-5-fosfata NADPH’ dan daha fazla ihtiyagta, glukoz 6-fosfatin ¢ogu
glikolizle fruktoz-6- fosfat ve gliseraldehid-3- fosfata gevrilir. Bu ¢evrilmeden
sonra transketolaz ve transaldolaz enzimleriyle reaksiyonlarm doniigiimli
islemesi sonucu bir molekiil gliseraldehid-3- fosfat ve iki molekiil fruktoz-6-
fosfat, {i¢ molekiil riboz-5- fosfata doniistiiriiliir ve bu doniisiimiin stokiyometrik

denklemi soyledir:

5 glukoz-6-fosfat + ATP —> 6 Riboz 5-fosfat + ADP+ H*

Il.  Riboz-5- fosfat ve NADPH ihtiyacinin esit oldugunda; pentoz fosfat yolunun
oksidatif reaksiyonlari devreye girer ve reaksiyonun stokiyometrik denklemi

sOyledir:

Glukoz-6-fosfat + 2NADP* + H,0 — Riboz-5-fosfat + 2NADPH + 2H* + CO;
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NADPH’ a riboz-5-fosfattan daha fazla ihtiyacta; glukoz-6-fosfat tamamen
CO2’ye vyiikseltgenir ve bu durumda ii¢ grup reaksiyonla gergeklestirilir.
Birincisinde iki NADPH ve bir riboz-5-fosfat oksidatif olarak sentezlenir ve
sonrasinda riboz-5-fosfat, transketolaz ve transaldolaz enzimleriyle fruktoz-6-
fosfat ve gliseraldehid-3-fosfata doniistiiriiliir.  Son olarak da glukoneogenez
reaksiyonlartyla 3 -fosfat ve fruktoz-6-fosfattan glukoz-6-fosfat yeniden

sentezlenir. Sentezlenen li¢ reaksiyonun stokiyometrik denklemi soyledir:

6 Glukoz 6-fosfat + 12NADP* + 6H.O0 —>
6Riboz 5 fosfat +12 NADPH+12 H* +6CO>
6 Riboz 5-fosfat —> 4 Fruktoz 6- fosfat +2Gliseraldehid 3-fosfat

4Fruktoz 6- fosfat +2Gliseraldehid 3- fosfat+H,O ———5Glukoz 6-fosfat+P;

Glukoz 6-fosfat +12 NADP*+7H,O0 —> 6CO2+12 NADPH+12H"+P;

Riboz-5-fosfattan daha fazla NADPH’ a ve bununla birlikte ATP’ ye ihtiyagta;
glukoz-6-fosfat piruvata doniisiir ve bu doniisimde Riboz-5-fosfattan tiiretilen
fruktoz-6-fosfat ve gliseraldehit-3-fosfat glukoneogenez yerine glikoliz yoluyla
piruvata kadar yiikseltgenir. Bu arada NADPH ve ATP beraberce sentezlenmis

olur ve sentezlenmenin stokiyometrik denklemi soyledir:

3Glukoz 6-fosfat + BNADP*+ 5SNAD" + 5 Pi+ 8ADP E—
5Piruvat +3CO2+6NADPH+5NADH+8ATP+2H,0+8H"

Pentoz yolunun bazi doku ve hiicreler i¢in 6nemi; pentoz fosfat yolu iirlinlerinden
olan NADPH vyag asitlerinin sentezinde biiylik miktarda kullanilmaktadir. Bu
nedenle yag asitlerinin sentezledigi yag dokusu, karaciger ve siit bezlerinde
sentezlerinden pentoz fosfat yolu ¢ok aktiftir. NADPH’ m kullanildig1 diger
hayati bir reaksiyonla glukatotyonun indirgemesidir (Keha & Kiifrevioglu, 2011).

11



1.1.4. Pestisitlerin insan ve ¢evre iizerine etkileri

Tarim {riinlerine ve hayvansal gidalara iiretim, hasat, depolama ve tagima esnasinda
zarar veren herhangi bir zararliyr (zararli ot dahil) kontrol etmek veya bunlarin
zararlarin1 Onlemek iizere uygulanan veya hayvanlarin viicutlarinda bulunan herhangi
bir bocek veya zararlinin kontrolii amaciyla hayvanlara verilen madde veya maddeler

karigimina pestisit denir.

Pestisitler birgok 6zelliklerine gore siiflandirilmaktadir. Pestisitler etkiledikleri canli
tiirlerine gore insektisit (bocek 6ldiiriicii), nematosit (solucan dldiiriicii), herbisit (yabani
ot oldiriicli), fungusit (kiif oldiiriicii), rodentisit (kemirgen oOldiiriicii) vb. seklinde
smiflandirilirken; etkili kimyasal maddelerinin kékenlerine gore de inorganik maddeler,
dogal organik maddeler(bitkisel ve petrol yaglari vb.) ve sentetik organik
maddeler(klorlu hidrokarbonlar, organik fosforlular, diger sentetik organik maddeler)

olmak lizere siniflandirilmaktadir.

Tarihler boyunca pestisitlerin kullanim1 goriilmektedir. Isa’dan énce 1500’ lere ait bir
papiriis lizerinde bit, pire ve esek arilarma karst insektisitlerin hazirlanisi ile ilgili
kayitlar mevcuttur. Daha sonraki 19.yy’ da zararlilara karsi inorganik pestisitler
kullanilmaya baglanarak, 1940’ 11 yillardan sonra pestisit {iretiminde organik kimyadan
yararlamilmistir.  Isvigreli kimyact Paul Mueller 1939 yilinda diklorodifenil
trikoloroetan(DTT)’ 1n pestisitin Ozelliklerini kesfetmistir. Kisa silirede ise g¢esitli
tilkelerde insektisit(benzen hekzakloriir vb.) ve fenoksi herbisitlerin (2,4-D ve 2,4,5-T)
kesfedilmistir. Giinlimiize kadar 6000’ e yakin sentetik bilesik patent almasina karsin,
bunlardan yalnizca yaklagik olarak 600’ 1 ticari kullanim olanagi bulmustur.
Ulkemizde ise tarimi yapilan kiiltiir bitkileri, sayilart 200’ ii asan hastalik ve zararlinin
tehdidi altinda oldugu ve yeterli tedbirin alinmadigi i¢in toplam triin miktar1 yaklasik
1/3’ i kadar zarara neden oldugundan dolay1 iirliniin verimini artirmak i¢in gelecekte de

siphesiz kullanilacaktir (Anonim, 2015).

Bununla birlikte, yogun ve bilingsiz pestisit kullaniminin sonucunda gidalarda, toprak,

su ve havada kullanilan pestisitin kendisi ya da doniisiim {iriinleri olabilir. Insan
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tizerinde ve hedef olmayan diger organizmalarda zararl etkiler gozlenmektedir. Toprak
kirliligi sadece topragin kirliligi olmaz. Pestisitler topraktan havaya buharlasabilecekleri
gibi yer alt1 sularia sizarak ya da akarak tehlikede bulunabilirler. Canlilar ve insanlar
toprak kirliligine bagl olarak pestisitleri dogrudan alabilirler. Ayriyeten pestisitler
toprak araciligiyla bitkilere gegebilir ve bazi kiiltiir bitkilerinde s6z konusu kimyasallar
toksik seviyede birikebilir. Toprakta kullanilan kimyasal maddelerin kalici olmamas1 ve
kolayca parcalanarak zararsiz hale getirilmelidir. Bitkiler ve hayvanlar dikkatle
izlenerek kullanilan kimyasallar1 viicutlarinda ve dokularinda biriktiren canlilar ayirt
edilmeli ve canlilarin tiikketiminden uzak tutulmalidir. Topraktaki pestisitin var olmasi
topraga nasil tasindigina bagli bir durumdur. Mesela sizma, evaporasyon, erozyon,
bitkilerce alinma vb. yollarla yayilabilmektedir. Ayn1 zamanda kalicilik pestisitin nasil
parcalandigiyla da alakas1 bulunmaktadir. Su yosunu, mantar, bakteriler ve bazi organik
materyali enerji kaynagi olarak kullandiklarindan topraktaki pestisitin azalmasina katki
saglamaktadir. Bu durum kimyasal aktiviteye bagli olarak bazi pestisitler pargalanirken
digerlerinin dayaniklilarimin ve kaliciliklarinin artmasii saglayabilir  (Gliler &

Cobanoglu, 1997).

Pestisitin ¢evredeki hareketlerini onun kimyasal yapisi, fiziksel 6zellikleri, formiilasyon
tiiri, uygulama sekli, iklim ve tarimsal kosullar gibi birden ¢ok nedene baglhdir.
Pestisitlerin piiskiirtiilme isleminde bir kismi evaporasyon ve dagilma nedeniyle
kaybolurken, diger kisim ise bitki iizerinde ve toprak ylizeyinde yerlesebilir. Hava da
mevcut olan pestisit riizgarlarla tasinabilir; yagmur, sis veya kar yagisiyla tekrar
yerylizline yayilabilir. Bundan dolay1 hedef olmayan diger organizma ve bitkilere ulagsan

pestisit, bunlarda kalint1 ve toksisite ile sonuglanabilir (Yiicel).

Toprak ve bitki uygulamalarindan sonra yiizeyde mevcut olan pestisitler, yagmur sular1
veya toprak igerisinde asagiya dogru yikanmak suretiyle taban suyu ve baska su
kaynaklarma ulasabilirler. Pestisitler egim, bitki oOrtiisii, formiilasyon, toprak tiirii ve
yagisla taginarak, su ortamindaki balik ve diger omurgasiz su organizmalarinin
yasamlarinin sonlanmasina neden olmaktadir. Ayrica bu insanlarin gida zincirine
girmesi ve kontamine olmus sularin igilmesiyle kronik toksisitenin olugsmasina sebep

olurlar (Yiicel).
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Topraga gecen pestisistler giines 1sinlarinin etkisiyle fotokimyasal 6zelliklerin
yitirilmesine, toprak mikroorganizmalar1 ve diger baska organizmalarin etkisiyle
biyolojik yikima ugramakta; toprak kati maddeleri(kil ve organik madde ) tarafindan
adsorplanip, desorplanmakta ve kimyasal yikima ugramaktadirlar. Topragi etkileyen
etmenler; topragin yapisi, kil yapist ve miktari, organik madde igerigi, demir ve
aliminyum oksit icerigi, pH’ s1 ve toprakta var olan baskin mikroorganizma tiirleri bu
olaylar1 etkilemektedir (Cici, 2007).

Bilinen tiim pestisitler sadece hedef organizmalar1 6ldiirmez, omurgali ve omurgasiz
diger organizmalar da etkilerler. Zararli etkilerin dozuna, pestisitin ve formiilasyonun
tipine, uygulama bi¢imine ve tarimsal arazinin yapisina bagl olarak degismektedir. En

bilinen yan etkileri ise sunlardir (Yiicel);

% Anilar, kuglar ve baliklar, mikroorganizmalar ve omurgasizlar gibi hedef
olmayan organizmalarda yasamsal faaliyetlerin sona ermesi,

% Kus, balik ve diger organizmalarda lireme potansiyelinin diismesi,

% Hedef olamayan organizmalarda meydana gelen dayaniklilik sonucu insanlara

hastalik bulastiran bocek ve parazitlerin kontrolden ¢ikmasi,

% Ekosistemin yapisinin ve tiirlerinin miktarmin degismesi gibi uzun siireli etkiler.

1.1.5. Toprak Kirliligi ve bazi agir metaller

Antik caglardan beri agir metaller insan faaliyetleri sonucu atmosfer ve topraga
yayllmaya baslamistir. Hizla ¢ogalan sanayilesmenin sonucunda meydana gelen su ve
hava Kkirleticileri kimyasal veya fiziksel yollarla topraga karismakta ve topragi
etkilemektedir. Sanayilesmenin ¢ogalmasiyla agir metal kirliligini beraberinde getirmis
ve zamanla biiyliik boyutlara ulasmigtir. Dis ortamda cevreyi etkileyen 35 den fazla
metal bulunurken, bunlarin 23 tanesi agir metaldir. Siklikla karsilasabilecegimiz bazi
agir metalleri siralarsak kursun, kadminyum, krom, demir, kobalt, nikel, civa ve ¢inko

oncelikli agir metallerdendir(Seven et al., 2018).
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Toprak Kirliligi; topragin insan elinin etkisi sonucunda birden ¢ok bilesiklere
bulastirmas1 ve toprakta yasayan canlilara, topraktan beslenen bitkilere, bu bitkilerle
yasamini siirdiiren canlilara toksik etkide zarar verecek boyutlarda ve topraga eklenen
yararli ya da zararli kimyasallar1 topragi etkilemesinin sonucunda topragin veriminin

bozulmasi olarak tanimlanmaktadir.

Toprak kirliligine neden olan etkileri siralarsak; tarimda kullanila kimyasallar(pestisit
ve kimyasal giibreler), niikleer atiklar, sanayi atiklar, evsel atiklar(ev atig1 vb.), maden

isletme atiklar1 ve tibbi atiklardir(Taciroglu et al., 2016).

Araclardan ¢ikan egzoz gazlari, pestisit kullanimi, kimyasal gilibreleme, agir metal
icerikli aritma ¢amurlarini topraga serilmesi, kimyasal atiklarinin topraga gomiilmesi,
actk maden isletmeciligi gibi uygulamalar sonucunda agir metaller topraga
ulagmaktadir. Agir metallerin topraga etkisi oldugu kadar topraktan beslenen bitkilere
de etkisi vardir. Bitkiler aracilig ile insan biinyesine de agir metaller ulagmaktadir. Bu
durumda agir metallerin mikroorganizmalar, bitkiler, toprak, hayvanlar ve insanlari

iceren yasamsal dongiiye etkisinin biiyiik boyutlarda oldugu bir gergektir(Taciroglu et
al., 2016).

Agir metallerin topraktaki mikroorganizmalarin, toprak solucanlarinin azalmasina ve
topragin biyotik etkisinin azalmasina yol agmaktadir (Caglarirmak & Hepgimen, 2010).
Topraktaki agir metallerin etkisini azaltmak i¢in kirlenmis topraklarin temizlenmesi igin
bazi uygulamalar bulunmaktadir. Bu yontemler fiziksel, kimyasal, termal ve biyolojik
islemleri icermektedir. Izolasyon ve immobilizasyon teknolojileri, mekanik ayirma
teknolojileri, pirometalurjik teknolojiler, elektrokinetik teknolojiler, toprag:i su/sivi ile
yerinde temizleme teknolojileri, toprak yikama teknolojileri ve biyoremediasyon
teknolojileri kirlenmis topraklarin temizlenmesinde uygulanan yontemlerdir(Taciroglu
etal., 2016).

Toprak ve sularin kirliliginin giderimi i¢in bitkiler, toprak solucanlari, mantar, bakteri
gibi makro ve mikroorganizmalarin kullanilmasi yontemine biyoremediasyon olarak

tanimlanmaktadir. En Onemli toprak organizmalarindan toprak solucanlart olup,
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topragin verimliliginin iist seviyelere ulastirilmasinda 6nemli rol oynarlar. Toprak
solucanlarin topraga olan etkileri genel olarak fiziksel, kimyasal ve biyolojik yollarla
olabilmektedir. Biyolojik etki; mikrobiyal ve konsantrasyonlarin ve diger aktivitelerini
etkilemekte, kimyasal etki ise; mineral ve organik madde dekompozisyonun artmasini
etkilemekte, fiziksel etki ise; horizonlar arasindaki minerallerin tasinarak agreat
yapisinin degismesi, havalandirma ve agregasyon seklinde etkilemektedir(Taciroglu et
al., 2016).

Toprakta agir metal giderimde toprak solucanlarin etkisi; toprak solucanlart metallerce
kirletilmis topraklarda metal mobilitesini ve bitkiye metal transferini artirmak ile
birlikte toprak faunasinin diger liyelerine gore metal toksisitesine karsi daha direngli
olup, metalleri biinyelerinde biriktirebilmekte olup alinabilir metal miktarinda artisla
sonuglanmaktadir. Toprak solucam1 dokularinda agir metal birikimi, toprak
solucanlarinin biriktirme kapasitelerine, metallerin toprak solucanlarindaki toksisitesine,
agir metallerin ¢esidine, toprak ekosisteminin toprak solucanlarmin ekolojik
yasamlarina gore degiskenlige yol acabilmektedir. Bir baska deyisle; endojeik tiirler
kadminyumu epijenik ve anesik tiirlere gore birikme konsantrasyonu daha yiiksekken,
anesik tlirler ¢inkoyu diger iki tiire gore birikme konsantrasyona daha yiiksek etki
etmektedir. Lumbricus bakir kirliligini Aporrectodea caliginosa dan daha biiyiik
boyutlarda tolere etmektedir. Eisenia fetidalarin ise en minimum toksisiteyi kursun da

olarak sonuglanmistir (Hepsen Tiirkay, 2010).

Bu calismada ise Eisenia fetida tiirii izerinde bazi agir metaller (Pb, Cr, Hg, Fe, Ni,

Cd, Co) incelenecektir.

Kursun(Pb): insan aktiviteleri ile ekolojik sisteme ¢ok biiyiik boyutlarda zarar veren
metaldir. Diinya Saghk Orgiitiiniin (WHO) calismasina gére ¢aligma ortaminda izin

verilen miktar 0,1 mg/m?3olarak belirtilmistir.
Eser miktarda toprak ve bitkilerde kursun saptanmaktadir. Dogal kursun diizeyi

bitkilerde 5 ppm’ in altindadir. Bu deger bitkinin beslendigi topraga, i¢inde bulundugu

ortam ve atmosfere gore dogal kursun miktar1 artabilir. Kursunun bitki tarafindan alinan
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biiyiik bir ¢gogunlugu bitkinin koklerinde birikmektedir. Topraktaki ¢oziinebilir kursun
miktar1 0.05-5 ppm diizeyindedir. Bu durumda ¢ok ¢oziinen kursun bilesikleri toprakta
¢oziinemeyen kursun bilesikleri haline dontismekle sonuglanmaktadir(Seven et al.,
2018).

Krom(Cr): Gegmiste ilk kez 1789’ da Fransiz L.N.Vauquelin tarafindan iiretilmis olup
cok renkli olmasindan dolayr yunanca renkler anlaminda olan krom olarak
isimlendirilmistir. Krom havada >0,1 pg/m® ve temiz olan suda ortalama 1 pg/L
bulunmaktadir. Cogu toprakta az miktarda krom(2-60 mg/kg) bulunurken, temiz olan
bazi topraklarda ise bu miktar 4 g/kg’a kadar artmaktadir. Krom i¢in tarim topraklarinda
izin verilen toplam seviye 100 mg/kg ve ekstraktre ilave edilen Cr seviyesi ise 1
mg/kg’dir. Serpantin ana maddesinden olusan topraklar biinyesinde bol miktarda krom
icermektedir. Krom bitkilerde artis1 fazla goriilmemektedir. Krom bilinen ¢ogu
topraklarda hareketsiz duruma gecmesiyle suda c¢oOziinirligii fazla olan krom
kullanilmastyla ¢ogunlukla zararli bir etkiye rastlanmaktadir. Bitki biinyesinde kromun
hareketi de olabildigince smirhidir. Krom ¢ok yiiksek seviyelerde uygulandiginda
bitkilerde toksit etki olarak etkilenmektedir. Bitki kokleri krom kiiglilmektedir(Seven et
al., 2018).

Civa(Hg): Ugucu element olup oda sicakliginda siirekli buharlasan tek element ve
buharlagtigi ortamda zehir etkisinde bulunmaktadir. Civa hangi yiizey olursa olsun
dokiildiigli zaman {iizerine kiikiirt serpilmesi gerekmektedir. Civa metalik, inorganik ya
da organik formda bulunmaktadir. Civa inorganik formda pestisitlerin tiretiminde
kullanilmaktayken, organik formda ise kagit ve seliiloz endiistrisinde antibakteriyel
olarak kullanilmaktadir. Civanin toprak ve sediment i¢indeki durumu civa uygulanan
kimyasal formuna, inorganik reaktivitesi, organik toprak kolloidleri, toprak pH’1, toprak
organik maddesi ve redoks potansiyeline bagli bulunmaktadir. Toprakta fosfat, karbonat
ve siilfit seklinde c¢oziniirligi diisiik sekillerde olusturmak tiizere hareketsiz hale
gecmektedir. Civa bilesikleri hareketsiz haldeyken ve suda ¢oziinemez durumda bitkiler
tarafindan alinamazlar. Bundan dolay1 bilesiklerin yeniden metalik civaya rediikte olan
imkani mevcuttur. Buda civanin buharlagsmasin1 ve ¢evresel hareketi olabilir(Seven et

al., 2018).
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Demir(Fe): Demir yer kabugunda en ¢ok bulunan elementler arasinda dordiincii
siradadir. Demir bitkiler tarafindan az seviyede alimmaktadir. Bitkilerdeki demir
klorofilin olusumu i¢in gerekmektedir. Klorofil demir eksikliginde yeterli olusamaz ve
bitkilerde goriilen kloroz hastaligina neden olmaktadir. Bitkilerdeki demir eksikliginde
yapraklarin renk tonu acik saridir. Bu Ozellik genellikle geng yapraklarda daha
belirgindir. Yaprak damarlari koyu renkli kaldigr halde damarlarin arasi agik renk
tonunu almaktadir. Topraga dogrudan dogruya ferrisiilfat(Fe2SOs) vermek suretiyle
demir klorozu yapraklara oOnlenebilir. Demir siilfat kalkerli topraklarda topraga
verilmesi faydasiz olup bu durumda bitkilerin yapraklarina piiskiirtiilmelidir(Seven et
al., 2018).

Nikel(Ni): Dogada ¢ok az seviyede bulunan elementtir. Besin olarak alinan toplam
nikel, hayvan besinine veya bitkilerin tiikettigi miktarla ilgilidir. Genellikle nikel
dogrudan ya da dolayli yoldan atik sularla birlikte topraga gecen miktar normal olarak
50-500 ppm seviyesindedir. Bitkilerdeki birikme miktar1 genelde insan ve hayvanlara
zararli seviyede ulasamaz. Konstrasyonu 600 ppm {izerinde olan toprak i¢in kuvvetli
toksit etki etmektedir. Nikeli bitkiler biinyelerinde biriktirerek, ekolojik dongiiyle
insanlarin tiikettigi besinlerle viicutlarina alimi fazla miktardadir. Kirlenmis toprak ve

su deriyle temasinda nikele maruz kalinmaktadir(Seven et al., 2018) (Genger, 2008).

Kadminyum(Cd): Tek bagma dogada bulundugu minerali yoktur. Yiiksek miktarda
kadminyum ve bilesikleri zehirli maddedir. Yerkabugunda 1 mg/kg? dan az miktarda
bulunmaktadir. Suda ¢oziinebilir oldugundan Cd*? formda bitki ve deniz canlilar
tarafindan biyolojik sisteme alir. Giibre ve pestisitlerin igeriginde kadminyum
bulundugundan topraga kolayca karisabilmektedir. Eser element olarak bulunan
kadminyum fosforlu giibrelerin bilesiminde bulundugundan tarim topraklarinda mevcut
olup, yiikksek miktarda bulunmaktadir (Genger, 2008) (Seven, Can, Darende, & Ocak,
2018).

Kobalt(Co): Kobalt insan ve hayvanlar i¢in 6nemli bir element olup bazi bitki

mikroorganizmalar1 i¢inde Onemlidir. Eger kobalt 150 ppm’i asarsa bu durumda
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toprakta kuvvetli bir toksit etkide bulunabilir. Kobalt 6zellikle atik sular ve aritma

suyunda var olan siispanse maddelerle topraga karigmaktadir (Genger, 2008).
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2. LITERATUR OZETi

Cevre kirliligi; hava, toprak ve su kirliligi olarak iiclii bir cember igerisinde dogada
meydana gelmekte ve bu kirlilik dolayli olarak insani da etkilemektedir. Giiniimiizde
toprak kirliliginin kiiresel bir sorun haline geldigi bilinmektedir. Baslica toprak
Kirleticileri, agir metaller, pestisitler, organik bilesikler ve radyoaktif hidrokarbon
yanma trlinleri tarafindan olusturuldugu bilim adamlar tarafindan bildirilmektedir.
Agir metaller, pestisitler ve diger kirleticilerle kirletilmis topraklarda tarimsal
verimlilikte meydana getirdigi diisiikliigii ve beslenmedeki olumsuz etkileri birlikte
diistintildiiglinde tim canli sistemlerini etkiledigi gercegi ortaya ¢ikmaktadir. Toprak
kirliligine sebep olan baslica agir metaller arasinda kursun (Pb), civa (Hg), arsenik (As),
¢inko (Zn), bakir (Cu), krom (Cr) ve kadmiyum (Cd) sayilabilir(Nordberg et al., 2014).

Sekil 2.1. goriilecegi gibi, pestisitler gesitli yollarla agiga ¢iktiklari noktadan ¢ok
uzaklara taginmakta ve canlilar1 ciddi manada etkilemektedir. Canli yapiya alinan

pestisitler metabolizmada gesitli sekillerde toksisiteye neden olmaktadir.

Pestisit Donglisi

A e

%Yaglslarla gokelme

Toprak partikiillerine yapigma S—
Bakteri oksidasyonu Sularla siiziilerek akig
==

Yagmur veya sulama § Veya kimyasal hidroliz
suyu ile kik balgesi § ile bozulma
altina siiziilme

Sekil 2.1. Pestisit dongiisii(Tiryaki and Potur, 2017)

Pestisitler
s Atmosfere buharlagma

v

Bitkiler tarafindan emili
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Enzim inhibisyonu, toksikanlarin 6nemli etki mekanizmalarindan biridir. Enzimlere
baglanarak onlarin aktivitelerini kisitlayan metal ve pestisitler o enzimin metabolik
proseslerdeki gorevini aksatmasina yol agmaktadir. Sekil 2.2. de goriilecegi gibi,
ozellikle enzimlerin aktif merkezlerinde yer alan sistein amino asitleriyle agir metal
iyonlar1 birleserek merkaptan bilesikleri olusturmak suretiyle enzim aktivitesinde
kaybolma gozlenmektedir(Nordberg et al., 2014). Daha 6nce yapilan bir¢ok ¢alismada
metal ve pestisitlerin enzim aktivitesini onemli oranda diisiirdiigii tespit edilmistir

(Cankaya et al., 2011; Comakli et al., 2013; Hopa et al., 2011; Tekman et al., 2008).

Enzyme active site

=}

SH A He S>H

SH

Enzyme Deactivated enzyme

Sekil 2.2. Enzimin aktif bolgesine agir metal baglanmasi

Tarimsal aktiviteler ve endiistriyel gelisimle birlikte sonuglanan toprak kirliligi son
yillarda bu alana yonelik yiiksek bir ilginin olusmasina sebep olmustur(Chen et al.,
2015; Ha et al., 2014). Onemli kirleticiler olan pestisit ve agir metal iyonlar1 topraga ve
suya girdiklerinde dogrudan veya dolayli olarak insan sagligi ve dogal ekosistem i¢in
ciddi tehditler olusturmaktadir (Tang et al.,2014; Zeng et al., 2013b; Zeng et al., 2013a).
Ozelikle toprakta yasayan ve toprak bio-verimliliginin artirilmasinda 6nemli rol
oynayan toprak solucanlari tarimsal ve endiistriyel faaliyetler sonucu toprakta yaygin
olarak bulunan pestisit ve agir metal kirleticilerinin etkisine maruz kalirlar(Amador vd.
Gorres, 2007; Banni et al., 2014). Pestisitler, zararlilara karsi biyolojik ajan,
antimikrobiyal ve dezenfektan olarak kullanilan kimyasal maddelerdir. Bunlarin bazilari
toprag1 ve ¢evrenin kontaminasyonuna katkida bulunan organik kirleticilerdir. Ayrica,
bitki kirliliginin olugsmasinda &nemli rol oynamaktadirlar (EKinci et al., 2012). Cogu

durumda, pestisitler ve fungisitler ¢evreyle etkilesmeleri sonucu o gevrede yasayan
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canlilardaki biyokimyasal reaksiyonlar1 katalizini gerceklestiren spesifik proteinler i¢in
tehlikeli olabilir. Bazi1 pestisitlerin, ratlarin karaciger ve serum fizerindeki etkisi
arastiritlmistir. Elde edilen sonuglar ksenobiyotik metabolizmasinda 6nemli bir sistem

olan P450 protein genleri tizerine toksik etki yaptiklarini gostermistir(Gao et al., 2013).
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3. GEREC VE YONTEM
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Gereg

Kullamlan maddeler

Standart serum albiimin
N,N,N’,N’-tetrametil etilendiamin (TEMED)
Diyaliz torbalari
B-nikotinamidadenindiniikleotidfosfat (indirgenmis form) (NADPH)
B-nikotinamidadenindiniikleotidfosfat (Na tuzu) (NADP+)
okside glutatyon (GSSG)

glukoz 6-fosfat (mono Na tuzu)
etilendiamintetraasetikasit (EDTA)

triklor asetik asit

sodyum hidroksit
trihidroksimetilaminometan (Tris)
potasyum kloriir

sodyum kloriir

sodyum asetat

hidroklorik asit

glisin

fosforik asit

sodyum azotiir

gliserin

potasyum fosfat

potasyum bisfosfat

potasyum asetat

potasyum kloriir

etanol

metanol

asetik asit

sodyum asetat

izopropanol

akrialmid, N,N’-metilen bisakrilamid
Coomassie Brillant Blue G-250

brom timol mavisi

sodyum dodesil stilfat (SDS)
sephadex-G150 ve 2', 5' ADP-Sepharose 4B
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3.2.1. Yararlanilan alet ve cihazlar

% Vorteks

¢+ Spektrofotometre
¢ pH metre

¢ Otomatik pipet

¢ Kuvars kiivetler

« Manyetik Karistirici
+ Sonikasyon Cihazi
& Saf su cihazi

X/

+* Buzdolaplari

3.2.2. Kullanilan c¢ozelti ve kimyasallarin hazirlanisi:

Cozelti hazirlamak amaciyla kullanilan su, saf sudur.

Homojenat hazirlanmasi icin kullanilan ¢ozelti
1. 100 mM potasyum fosfat ¢ozeltisi(pH= 7,5): 1,36 gr KH2POj tartilarak bir miktar
suda ¢ozildi. NaOH ¢ozeltisi ile pH’1 7,5’a ayarlandi Hacmi saf su ile 100 ml’ye

tamamlandi.

Aktivite ol¢ciimiinde kullanilan ¢ozeltiler:

1. 300 mM Tris-HCI ¢ozeltisi (pH=8,5): 1,82 gr Tris-HCI tartilarak bir miktar suda
¢ozildi. 0,1 M HCI ¢ozeltisi ile pH’ 1 8,5’ a ayarlandi. Toplam hacim saf su ile 50 ml’
ye tamamlandi.

2. 6 mM G6P: 9,1 mg (0,3 mmol) G6P alinip bir miktar suda ¢oziildii. Hacmi su ile 5
ml’ye tamamlandi.

3. 2mM NADP* Cozeltisi: 7,65 mg NADP* (0,1 mmol) alinarak bir miktar suda

¢oziildii. Hacim suyla 5 ml’ye tamamlandi.
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Enzim karakterizasyonunda kullanilan ¢ozeltiler:

1.

10.

100 mM Tris-HCI ¢ozeltisi (pH=7,5): 0,181 gr Tris-HCI tartilarak bir miktar
suda ¢oziildii. 0,1 M HCI ¢ozeltisi ile pH’1 7,5’ a ayarlandi. Toplam hacim saf su
ile 15 ml’ ye tamamlanda.

100 mM Tris-HCI ¢ozeltisi (pH=8): 0,181 gr Tris-HCI tartilarak bir miktar suda
¢ozildi. 0,1 M HCI ¢ozeltisi ile pH’1 8’ e ayarlandi. Toplam hacim saf su ile 15
ml’ ye tamamlandi.

100 mM Tris-HCI ¢ozeltisi (pH=8,5): 0,181 gr Tris-HCI tartilarak bir miktar
suda ¢oziildii. 0,1 M HCI ¢ozeltisi ile pH’1 8,5 a ayarlandi. Toplam hacim saf su
ile 15 ml’ ye tamamlandi.

100 mM Tris-HCI ¢ozeltisi (pH=9): 0,181 gr Tris-HCI tartilarak bir miktar suda
¢oziildii. 0,1 M HCI ¢ozeltisi ile pH’1 9° a ayarlandi. Toplam hacim saf su ile 15
ml’ ye tamamlandi.

100 mM KH2POg4 ¢ozeltisi (pH=6): 0,204 gr KH2PO4 tartilarak bir miktar suda
¢oziildii. NaOH cozeltisi ile pH’1 6’a ayarlandi. Toplam hacim saf su ile 15
ml’ye tamlandi.

100 mM KH2POg4 ¢ozeltisi (pH=6,5): 0,204 gr KH2PO4 tartilarak bir miktar suda
¢oOziildii. NaOH c¢ozeltisi i1le pH’1 6,5’a ayarlandi. Toplam hacim saf su ile 15
ml’ye tamlanda.

100 mM KH2POg4 ¢ozeltisi (pH=7): 0,204 gr KH2PO4 tartilarak bir miktar suda
¢oziildii. NaOH ¢ozeltisi ile pH’1 7°e ayarlandi. Toplam hacim saf su ile 15
ml’ye tamlandx.

100 mM KH2POg4 ¢ozeltisi (pH=7,5): 0,204 gr KH2PO4 tartilarak bir miktar suda
¢oziildii. NaOH c¢ozeltisi ile pH’1 7,5’a ayarlandi. Toplam hacim saf su ile 15
ml’ye tamlandu.

50 mM Tris-HCI ¢ozeltisi (pH=8,5): 0,0908 gr Tris-HCI tartilarak bir miktar
suda ¢oziildii. 0,1 M HCI ¢ozeltisi ile pH’1 8,5 a ayarlandi. Toplam hacim saf su
ile 15 ml’ ye tamamlandi.

100 mM Tris-HCI ¢ozeltisi (pH=8,5): 0,181 gr Tris-HCI tartilarak bir miktar
suda ¢oziildi. 0,1 M HCI ¢ozeltisi ile pH’1 8,5’ a ayarlandi. Toplam hacim saf su

ile 15 ml’ ye tamamlanda.
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11. 200 mM Tris-HCI ¢ozeltisi (pH=8,5): 0,363 gr Tris-HCI tartilarak bir miktar
suda ¢oziildii. 0,1 M HCI ¢ozeltisi ile pH’ 1 8,5 a ayarlandi. Toplam hacim saf
suile 15 ml’ ye tamamlandi.

12. 300 mM Tris-HCI ¢ozeltisi (pH=8,5): 0,545 gr Tris-HCI tartilarak bir miktar
suda ¢oziildii. 0,1 M HCI ¢ozeltisi ile pH’ 1 8,5 a ayarlandi. Toplam hacim saf
suile 15 ml’ ye tamamlandz.

13. 400 mM Tris-HCI ¢ozeltisi (pH=8,5): 0,727 gr Tris-HCI tartilarak bir miktar
suda ¢oziildii. 0,1 M HCI ¢ozeltisi ile pH’ 1 8,5’ a ayarland1. Toplam hacim saf

suile 15 ml’ ye tamamlandi.

Diyaliz icin kullamilan tampon:

1. 10 mM Tris-HCI + 1 mM EDTA (Diyaliz ¢ozeltisi): 1,211 g Tris, 0,29225 gr
EDTA alinarak 975 ml suda ¢éziildii, pH’ s1 0,1 M HCI ile 7,5’e ayarland1 ve

toplam hacim 1 L’ye tamamlandi.

Afinite kromatografisi kolonunda kullamilan cozeltiler:

1. 50 mM KH2POs; + 1 mM EDTA + 1mM DTT, pH=7,3 (Kolonun paketlenmesi,
yikanmasi ve dengelenmesi i¢in kullanilan tampon): 6,8 g KH2POg4, 0,292 g EDTA ve
0,152 g DTT aliarak 950 ml suda ¢6ziildii. pH’s1 0,1 M KOH 7,3’e ayarlandiktan sonra
1 L’ye tamamlandu.

2. 50 mM KH2PO4 + 80 mM KCI + 1 mM EDTA + 1mM DTT, pH=7,3 (Kolonun
yikanmasi i¢in kullanilan tampon): 6,8 g KH2POq4, 0,292 g EDTA, 0,298 KCI ve 0,152
g DTT aliarak 950 ml suda ¢oziildii. pH’ s1 0,1 M KOH 7,3’e ayarlandiktan sonra 1
L’ye tamamlandi.

3. 80 mM KH2POs+ 10 mM EDTA + 80 mM KCI + 0,5 mM NADP™ (Afinite jeline
tutunmus olan glukoz 6-fosfat dehidrogenaz enziminin ellisyonu i¢in kullanilan
tampon): 0,544 g KH2PO4, 0,121g EDTA, 0,298 KCI ve 0,1913 g NADP* karisimi1 40
ml suda ¢oziildi. pH’s1 0,1 M KOH 7,8’e ayarlandiktan sonra toplam hacim 50 ml’ye

tamamlandi.
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4. 0,1 M Na-asetat + 0,5 M NaCl (Afinite kromatografisi kolonunun rejenerasyonu igin
kullanilan tampon): 4,1 g Na-asetat (50 mmol) ve 14,61 g NaCl (0,25 mol) alinip suda
¢oziildii, pH= 4,5’¢ ayarlandi1 ve toplam hacim suyla 500 ml’ye tamamlandi.

5. 0,1 M Tris + 0,5 M NacCl (Afinite kromatografisi kolonunun rejeneresyonu i¢in) 6,05
g Tris ve 14,61 g NaCl bir miktar suda ¢6ziindiikten sonra pH’ s1 0,1 M HCI ile 8,5’
ayarlandi. Daha sonra hacim suyla 500 ml’ye tamamlandi.

6. % 0,02’lik NaN3 ¢ozeltisi (Kromatografi kolon materyallerini bakterilerden korumak
icin): 10 mg NaNs alinarak 50 ml suda ¢oziildii.

Elektroforez icin kullanilan ¢ozeltiler:

1. 1M Tris-HCI (pH= 8,8): 12,11 g Tris (0,1 mol) tartilarak 80 ml suda ¢oziildii, pH
ayar1 0,1 M HCl ile yapildiktan sora 100 ml’ye tamamlandi.

2. 1 M Tris-HCI (pH= 6,8): 12,11 g Tris (0,1 mol) tartilarak 80 ml suda ¢6ziildi, pH
ayar1 0,1 M HCI ile yapildiktan sonra 100 ml’ye tamamlandi.

3. %30 Akrilamid %0,8 Bisakrilamid ¢ozeltisi: 15 g akrilamid, 0,4 g bisakrilamid
alinarak hacmi su ile 50 ml’ye tamamlandi.

4. %10’luk amonyum persiilfat ¢ozeltisi: 1 g amonyum persiilfat tartilarak su ile 10
ml’ye tamamlandi.

5. %10’luk SDS: 1 g SDS’ nin hacmi su ile 10 ml’ye tamamland.

6. Yirtitme tamponu: 1,51 g Tris (12,5 mmol) ve 7,51 g glisin (0,1 mol) tartilarak 450
ml suda ¢oziildii %10’luk SDS’den 5 ml ilave edildi, pH 0,1 M HClI ile 8,3’e ayarlandi
ve toplam hacim 500 ml’ye tamamlanda.

7. Numune tamponu: 1 M Tris-HCI1 (pH= 8)’den 0,5 ml, %10’luk SDS’ den 1 ml,
%100’liik gliserinden 1 ml ve %0,1’lik bromtimol mavisinden 1 ml alinarak suyla 10
ml’ye tamamlandi. Bu tampona kullanilmadan 6nce 950 pl numune tamponundan 50 pl
olacak sekilde B-merkaptoetanol ilave edildi.

8. Sabitlestirme ¢ozeltisi (Jelde yiiriitiilen proteinlerin sabitlestirilmesi i¢in kullanilan
¢ozelti): %50 izopropanol, %10 TCA ve %40 su olacak sekilde karistirilarak hazirland.
9. Jel boyama ¢ozeltisi: 50 ml metanol, 10 ml asetik asit ve 40 ml su icerisinde 0,1 g

Coomassie Brillant Blue R-250 reaktifinin ¢oziilmesiyle hazirlandi.
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10. Jel yikama ¢ozeltisi: 50 ml metanol, 10 ml asetik asit ve 40 ml su karistirilarak elde
edildi.

11. Antikoagulant ¢6zelti: 26,3 g Na-sitrat (dihidrat) (115,35 mmol), 3 g sitrik asit
(15,62 mmol), 31,9 g glukoz (monohidrat) (177 mmol), 2,2 g NaH2PO4.H.O (15,94
mmol) ve 0,35 g adenin (2,6 mmol) tartilarak suda ¢o6ziildii ve saf su ile 1 L’ye
tamamlandi.

12. 9%0,04’1iik brom timol mavisi ¢ozeltisi: 0,1 indikatér 0,01 M 16 ml NaOH igerisinde

¢Oziindii ve toplam hacim saf suyla 250 ml’ye tamamlandi.

Ayirma jeli

1M Tris-HCI (pH=8,8) 5mi
%30 Akrilamid-%0,8 bisakrilamid 4,4 ml
%10’luk SDS 0,2 ml
%5°lik TEMED 0,13 ml
Saf su 3,13 ml
PER kati
Yigma jeli

1M Tris-HCI (pH=6,8) 0,41 ml
%30 Akrilamid-%0,8 bisakrilamid 0,800 ml
%10’luk SDS 0,03 ml
%5°lik TEMED 0,03 ml
Saf su 2,45 ml
PER kat1

Proteinlerin kantitatif tayininde kullanilan ¢ozelti
1. Coomassie Brillant Blue G-250 reaktifi: 100 mg Coomassie Brillant Blue G-

250, 50 ml %951k etanolde ¢oziildii. Bu ¢ozeltiye %95°lik 100 ml fosforik asit

ilave edildi. Cozeltinin hacmi suyla 1 L’ye tamamlandi.
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Pestisitlerin ve metal iyonlarimin ¢ozeltileri

Oxamyl: 1 mg tartilip bir miktar saf suda ¢6ziiliip hacmi 1 mL’ ye tamamlandi. Saf su
ile 10 kat seyreltildi.

Carbaryl: 1 mg tartilip bir miktar saf suda ¢6ziiliip hacmi 1 mL’ ye tamamland1. Saf su
ile 10 kat seyreltildi.

Diniconazole: 1 mg tartilip bir miktar saf suda ¢oziiliip hacmi 1 mL’ ye tamamlandi.
Saf su ile 10 kat seyreltildi.

Metalaxyl: 1 mg tartilip bir miktar saf suda ¢oziiliip hacmi 1 mL’ ye tamamlandi. Saf
su ile 10 kat seyreltildi.

Methomyl: 1 mg tartilip bir miktar saf suda ¢oziiliip hacmi 1 mL’ ye tamamlandi. Saf
su ile 10 kat seyreltildi.

Carbofuran: 1 mg tartilip bir miktar saf suda ¢6ziiliip hacmi 1 mL’ ye tamamlandi. Saf
su ile 10 kat seyreltildi.

Simazine: 1 mg tartilip bir miktar saf suda ¢6ziiliip hacmi 1 mL’ ye tamamlandi. Saf su
ile 10 kat seyreltildi.

Tebuconazol: 1 mg tartilip bir miktar saf suda ¢6ziiliip hacmi 1 mL’ ye tamamlandi.
Saf su ile 10 kat seyreltildi.

Atrazine: 1 mg tartilip bir miktar saf suda ¢6ziiliip hacmi 1 mL’ ye tamamlandi. Saf su
ile 10 kat seyreltildi.

Propoxur: 1 mg tartilip bir miktar saf suda ¢oziiliip hacmi 1 mL’ ye tamamlandi. Saf su
ile 10 kat seyreltildi.

1-naphthol: 1 mg tartilip bir miktar saf suda ¢6ziiliip hacmi 1 mL’ ye tamamlandi. Saf
su ile 10 kat seyreltildi.

2,4-D: 1 mg tartilip bir miktar saf suda ¢6ziiliip hacmi 1 mL’ ye tamamlandi. Saf su ile
10 kat seyreltildi.

Pb(NO3)2: 1 mg tartilip bir miktar saf suda ¢6ziiliip hacmi 1 mL’ ye tamamlandi. Saf su
ile 10 kat seyreltildi.

Cr(NO3)2 : 1 mg tartilip bir miktar saf suda ¢6ziiliip hacmi 1 mL’ ye tamamlandi. Saf
su ile 10 kat seyreltildi.

HgCl2: 1 mg tartilip bir miktar saf suda ¢oziiliip hacmi 1 mL’ ye tamamlandi. Saf su ile
10 kat seyreltildi.
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FeSOa4: 1 mg tartilip bir miktar saf suda ¢6ziiliip hacmi 1 mL’ ye tamamlandi. Saf su ile
10 kat seyreltildi.

Ni(NOs3)2: 1 mg tartilip bir miktar saf suda ¢oziiliip hacmi 1 mL’ ye tamamlandi. Saf su
ile 10 kat seyreltildi.

Cd(NOs3)2: 1 mg tartilip bir miktar saf suda ¢6ziiliip hacmi 1 mL’ ye tamamlandi. Saf su
ile 10 kat seyreltildi.

3.2. Yontem

3.2.1. Enzim saflastirilmasi calismalari

Homojenatin hazirlanmasi: Solucanlar bir giin suda bekletilerek i¢lerindeki toprak ve
diger sindirilmemis besinleri ¢ikarmasi beklendi. Daha sonra kiiciik pargalara ayrildi ve
ayrilan solucan pargalar1 havanda iyice ezildi. Elde edilen pargalanmis hiicre peletine
1/10 oraninda 100 mM pH’1 7,5 olan potasyum fosfat tamponu igeren soguk ¢ozelti
icinde siispanse edildi. Daha sonra siispansiyon 4000 rpm’ de oda sicakliginda 20
dakika santrifiij edildi ve alttaki ¢okelti atild1.

2', 5" ADP Sepharose 4B afinite kromatografisi: 10 ml’lik yatak hacmi i¢in 2 g kuru 2',
5'-ADP Sepharose 4B jeli tartildt ve 400 ml destile su ile katt maddelerin
uzaklastirilmasi i¢in birka¢ defa yikandi. Yikama esnasinda jel sisirilmis oldu. Sisirilmis
jelin havasi su trombu kullanilarak vakum ile alindi ve paketleme tamponu ilave
edilerek jel siispanse edildi. Siispanse edilmis jel, 1x10 cm’ lik kapali sistemden olusan
sogutmali kolona paketlendi. Jel ¢oktiikten sonra peristaltik pompa yardimiyla yikama
ve dengeleme tamponu ile yikandi. Kolonun dengelenmis oldugu, eluat ile tamponun
280 nm’ de absorbanslarinin ve pH’ larinin esitlenmesinden anlasildi. Boylece afinite

kolonu hazirlanmis oldu.

Hazirlanan homojenat 2', 5'-ADP sepharose 4B afinite kolonuna uygulandi. Enzim
cozeltisinin tamami kolondan gegirildikten sonra yikama islemi yapildi. Yikama
isleminden sonra dengeleme tamponu ge¢irildi ve bu tamponun ge¢mesi

spektrofotometre de takip edilerek absorbans degerlerinin koére esit olmasiyla

30



durduruldu. Kolon yikandiktan sonra; sirayla G6PD eliisyon c¢ozeltisi gegirilerek
enzimler 1,5 ml’lik tiiplere ayr1 ayr1 alindi. Her bir tiipdeki enzimlerin aktivitelerine
bakilarak enzim tinitesi-tiip sayis1 grafigi hazirlandi (Adem & Ciftci, 2016).

Afinite sonras1 enzim 6rneklerinin saflik kontrolii icin SDS-PAGE yapildi.

3.2.2. SDS- Poliakrilamid jel elektroforezi ile enzim safliginin belirlenmesi

Afinite kolonundan alinan numunelerin saf olup olmadiginin kontrolii %3-10 kesikli
sodyum dodesilsiilfat poliakrilamid jel elektroforezi (SDS-PAGE) ile Laemmli
tarafindan anlatildigi gibi yapildi (Laemmli, 1970). Standart olarak Myosin,rabbit
muscle, 212,000, MBP-B-galactosidase, E. coli, 158,194; B-Galactosidase, E. coli,
116,351 Phosphorylase b, rabbit muscle, 97,184, Serum albumin, bovine, 66,409;
Glutamic dehydrogenase, bovine liver, 55,561; MBP2*, E. coli, 42,710; Thioredoxin
reductase, E. coli, 34,622; Triosephosphate isomerase, E. coli, 26,972; Trypsin
inhibitor, soybean, 20,100; Lysozyme, chicken egg white, 14,313; kullanildi.

Elektroforez plakalari dnce su, sonra alkol ile iyice yikandi. Plakalar1 birlestiren
mikalara vazelin ince tabaka halinde siiriildii. Iki cam plaka birbiri iistiine konuldu ve
kiskaclarla tutturularak jel hazirlama cihazina yerlestirildi. Ayirma jeli hazirlanarak
plakalar arasina pipetle bir tabaka olusacak sekilde ilave edildi. Jel donduktan sonra liste
y1gma jel ilave edildi. Jel donmadan dikkatlice tarak yerlestirildi. Jel tamamen donunca
tarak dikkatlice ¢ikarildi. Olusan jel plakalarla beraber elektroforez tankina yerlestirildi.

Elektroforez tankinin alt ve {ist kismina yiiriitme tamponu konuldu.

Numuneler her birinde 20 pg protein (BSA esdeger) olacak sekilde hazirlandi. Toplam
hacim 100 pl olacak sekilde 1/1 oraninda numune tamponu konuldu. 3 dakika kaynar su
banyosunda inkiibe edildi. Numuneler sogutularak, jeldeki yerine ince bir enjektorle
tatbik edildi. Tank kapag1 kapatilarak ‘‘anot>’ ve ‘‘katot’’ kablolar1 yerlestirildi. Once
80 voltta 25 dakika, daha sonra 120 volta ayarlanarak 2,5 saat oda sicakliginda yiiriitme
islemi gerceklestirildi. Akim kesilerek, cam plakalar arasindaki jel dikkatlice ¢ikarildi.

Plakalar arasindan ¢ikarilan jel 30 dakika sabitlestirmede, 2 saat boyamada ve 30
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dakikada yikama c¢dzeltilerinin i¢inde karistiricinin iizerinde bekletildi. Daha sonra

suyun igine alinan jelin, fotografi ¢ekildi.

Elektroforez sirasinda kullanilan yiiriitme tamponu, boyama ve sabitlestirme ¢6zeltileri
tekrar kullanilmak iizere kaplarma alindi. Yikama c¢ozeltisi ise aktif karbondan

gecirilerek kabina alindi.

Molekiil kiitlesinin belirlenmesi; molekiil kiitleleri belli standartlar ile bilinmeyen
proteinlerinin ayni jelde yiiriitiilmesiyle belirlenir. Molekiil kiitlesi hesaplamada
proteinin yiiridiigli uzakligin boyanin ylriidiigii uzakliga oranini1 ifade eden ve
alikoyma veya yavaslatma faktorii (retardation factor) olarak adlandirilan Rf degeri esas
alimir. Standartlarin Rf degerleri belirlenir. LogMA-Rf degeri grafigi cizilerek bu

garafikten Rf degeri belli enzimin veya proteinin molekiil kiitlesi hesaplanir.

3.2.3. Enzim aktivitelerinin 6l¢iilmesi

Glukoz 6-fosfat dehidrogenaz enziminin aktivitesi spektrofotometre de 37°C'de Beutler
metoduna gore Olgiildii. Bu metot glukoz 6-fosfat varliginda NADP™ nm
indirgenmesinden dolayr olusan NADPH' in 340 nm' de absorbans vermesi esasina
dayanir. Aktivite 6l¢iimleri her numune igin 3 kez tekrarland: (Beutler, 1971). Kiivet

icerigi Cizelge 3.1°de verilmistir.

Cizelge 3.1. G6PD enziminin aktivite 6l¢iim kiiveti icerigi

N Kontrol kiiveti Numune kiiveti
Stok ¢ozeltiler
Hacim (ul) Hacim (ul)

300 mM Tris-HCI,

(pH= 8,5) 200 200

2 mM NADP?* 100 100
Saf su 660 560
Enzim 6rnegi 40 40

10 dakika inkiibasyon
G6P | - 100
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Enzim {initesi hesaplamalarinda asagidaki formiil kullanildi.

AOD VTC
EU/ml= X X Sk
6,22 VE

Burada yer alan simgeler asagida agiklandi;

EU/ml : 1 ml’deki enzim iinitesi

AOD : Bir dakikadaki absorbans degisimi

6,22 : Ekstinksiyon katsayis1

V1 : Olgiimiin yapildig: toplam kiivet hacmi

VE : Olgiimiin yapildigi kiivete ilave edilen enzim numunesinin hacmi

Sk : Seyreltme faktorii (seyreltilen 6rnek i¢in kullanilir)

3.2.4. Enzim karakterizasyon ¢alismalari

Enzimin optimum pH’larmin belirlenmesi: Enzimin optimum pH’larin1 belirlemek
amaciyla 100 mM potasyum fosfat tamponu - 100 mM tris tampon ¢6zeltisi ile pH 6-
9 aras1 tampon ¢ozeltiler hazirlandi. Her bir pH’da enzim aktiveleri belirlendi. Aktivite
olgiimlerinde en iyi aktivite gdsteren tamponlarla calismalara devam edildi. Olgiilen

degerlerle enzim aktivitesi-kiivet i¢i konsantrasyon grafikleri ¢izildi.

Enzimin optimum tuz konsantrasyonlarimin belirlenmesi: Immobilize enzimin
optimum aktivite sagladigi iyonik siddetin belirlenmesi i¢in belirlenen optimum 50,
100, 200, 300, 400 mM tris tamponu kullanilarak belirlendi. Olgiilen degerlerle enzim

aktivitesi-kiivet i¢i konsantrasyon grafikleri ¢izildi.

Enzimin sicakhk aktivitesi: Immobilize enzimin optimum sicakligmnin belirlenmesi
amaciyla 15, 25, 30, 40, 50, 60 °C sicakliklarda ¢alisildi. Enzim aktivitesi-sicaklik
grafikleri ¢izildi.

Stabil sicakhigin belirlenmesi: Stabil sicaklifi belirlemek amaciyla 20, 30, 40, 50 °C
sicakliklarda kiivet i¢i konsantrasyonu ayarlanip 1sitildi. 30 dk sonra aktivite 6l¢iimii

belirlendi. Enzim aktivitesi-sicaklik grafigi ¢izilerek sonuglar degerlendirildi.
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3.2.5. Kantitatif protein tayini

Homojenat, amonyum siilfat ¢oktiirmesi ve afinite kromatografisi ile saflastirilan enzim
cozeltilerindeki protein miktar1 bu yontemle belirlendi. Bu yontemde boya olarak
kullanilan Coomassie Brillant Blue G-250 negatif bir yiike sahiptir ve protein
tizerindeki pozitif yiike baglanir. Boyanin kirmizi (Amax= 465 nm) ve mavi (Amax= 595
nm) formu mevcuttur. Proteinin baglanmasi sonucu kirmizi1 form mavi forma doniistir.
Reaksiyon hizi yiiksektir ve iki dakikada tamamlanir. Renk stabilitesi iki saat’ in
tizerinde devam edebilir (Bradford, 1976). Bu yontemin bozucu faktorlere hassasiyeti

cok azdir (1-100 pg arasi).

Bu yontem ile protein tayini yapabilmek i¢in standart bir grafik gereklidir. Bu amagla 1
ml’sinde 1 mg protein ihtiva eden standart sigir albiimin ¢ozeltisinden tiiplere 10, 20,
30, 40, 50, 60, 70, 80, 90 ve 100 pl alindi. Saf su ile biitiin tiiplerin hacmi 0,1 ml’ye
tamamlandi ve 5 ml Coomassie Brillant Blue G-250 ¢ozeltisi ilave edilip vorteks ile
karistirildi. 10 dakika inkiibe edildikten sonra 595 nm’ de 3 ml’lik kiivetlerde kore karsi
absorbans degerleri okundu. Kor olarak, 0,1 ml enzim numunesinin iginde bulundugu
tampondan ve 5 ml Coomassie Brillant Blue G-250 ¢6zeltisinden olusan karisim
kullanild1. Absorbans degerlerine karsilik gelen pg protein degerleri standart grafik

haline getirildi.

Homojenat ve afinite kromatografisi ile saflastirilan enzim ¢dzeltilerindeki enzim
numunelerinden 0,1 ml aliarak tiiplere konuldu ve {izerine 5’er ml Coomassie Brillant
Blue G-250 reaktifi ilave edildi. Vorteks ile karistirildiktan sonra 10 dakika
inkiibasyona birakildi. Sonrasinda 595 nm’ de absorbans degerleri okundu. Her bir
numune i¢in tiger adet deneme yapilarak bu ii¢ degerin aritmetik ortalamasi alindi.
Standart grafikten yararlanilarak, elde edilen bu degerlere gore protein miktarlar

belirlendi.
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3.2.6. Enzimin Km ve Vmax degerlerinin belirlenmesi

Enzimin Kn ve Vmax degerlerinin belirlenmesi amaciyla substratlarin 10 kat seyreltilmis
cozeltilerinden 5 farkli konsantrasyonu ile aktivite Ol¢iimii yapildi. Elde edilen
degerlerle Lineweaver-Burk grafigi ¢izildi. Grafikten yararlanarak NADP* ve G6P igin

Km Ve Vmax degerleri belirlendi.

3.2.7. Pestisitlerin ve metal iyonlarmnin in vitro etkilerinin belirlenmesi

Pestisitlerin ve metal iyonlarinin enzimin aktivitesi tizerindeki etkilerini belirlemek
amactyla kiivet ortamina farkli konsantrasyonlarda katilarak aktivite degerleri okundu.
Maddelerin inhibisyon etkileri miimkiin olan en yiiksek konsantrasyonlarda on
denemelerle belirlendi. 1Cso degerlerin belirlenmesi i¢in % aktivite-[I] inhibitor
konsantarasyonu grafigi ¢izilerek belirlendi. Bu amagla 5 farli inhibitor
konsantrasyonuyla aktivite Ol¢limleri yapildi. Caligmalarin hangi aralikta yapildigi

cizelge 3.2 ve 3.3 de verilmistir.

Pestisit ve metallerin inhibisyon etkisi gosterenlerin Ki degerlerini belirlenmesi, solucan

temininde yasanan sikinti nedeniyle Cheng-Prusoff denklemiyle yapilmistir (Cheng &
Prusoff, 1973).

Cizelge 3.2. Pestisitlerin ¢alisilan konsantrasyonu

Madde Caligilan aralik
1. Oxamyl 1-180
2. Carboryl 1-20
3. Diniconazole 1-15
4. Metalaxyl 1-20
5. Methomyl 1-20
6. Carbofuran 1-45
7. Simazine 1-50
8. Tebuconazol 1-100
9. Atrazine 1-140
10. Propoxur 1-140
11. 1- naphthol 1-200
12.24-D 1-140
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Cizelge 3.3. Metallerin ¢alisilan konsantrasyonu

Madde Calisilan Aralik

1. Pb(NO3)2 1-151
2. Cr(NOz), 1-210
3. HgCl» 1-184
4. FeSO4 1-179
5. Ni(NOz3)> 1-90

6. CdS(NO3z)2 1-211
7. Co(NO3)2 1-274
8. AI(NOz3)3 1-235
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4.  BULGULAR

Kantitatif protein tayini icin kullamlan standart grafik

Enzim ¢o6zeltilerinin kantitatif protein tayini Bradford yontemiyle belirlendi. Homojenat
ve afinite kromatografisi sonucu elde edilen enzim ¢ozeltilerindeki kantitatif protein
tayinin bu standart grafikten faydalanilarak bulundu. Standart ¢ozeltilerin pg proteine

karsilik gelen absorbans degerleri sekil 4.1°de gosterildi.

595 nm Absorbans

0 T T T T 1
0 10 20 30 40 50

Protein Miktari pg/ml

Sekil 4.1. Kantitatif protein tayininde kullanilan standart grafik

2', 5" ADP Sepharose 4B Afinite kromatografisi saflastirma sonuclari

Hazirlanan homojenat siiziildiikten sonra afinite kolonuna tatbik edildi. Yikama islemi
tamamlandiktan sonra sirasiyla G6PD eliisyon ¢ozeltisi ile eliisyon yapildi. Eliiatlar
ependorf tliplerine 1,5 ml’lik hacimlerle alindi. Eliatlar da 340 nm’ de enzim
aktiviteleri olgiildii ve aktivite gosteren tiipler birlestirildi. Enzim {nitesi-tlip sayisi
grafikleri asagida verilmistir. Saflastirma basamaklari, eliisyonun sonucu ve saflastirma
degerleri Cizelge 4.1°de verilmistir. Buna gore enzim %28 verimle 232 kat .

saflastirilmustir. Spesifik aktivitesi 12 EU/mg protein olarak hesaplanmustir.
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Sekil 4.2.Solucan G6PD enziminin 2', 5-ADP Sepharose 4B afinite kromatografisi ile
saflastirma grafigi

Cizelge 4.1. Solucan G6PD enziminin saflagtirilmast basamaklari

Saflastirma Toplam | Aktivite | Toplam | Protein | Spesifik % Saflagtirma
aktivite

basamaklari hacim | (EU/ml) | aktivite | miktar verim katsayisi
(EU/mg)

(ml) (EU) | (mg/ml)
Homojenat 50 0,133 5,6 2,240 0,050 100 1
Afinite 11,635 28 232
9 0,177 15 0,015
kromatografisi
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SDS-Poliakrilamid jel elektroforezi sonuclar:

Afinite kromatografisi sonucu elde edilen enzimlerin safliginin kontrolii amaciyla SDS-

poliakrilamid jel elektroforezi yapildi. Sekil 4.3 incelendiginde enzimin molekiil

kiitlesinin 37 kDa oldugu anlagilmaktadir.

(4

S— 212

- 158
97

-
55
42
36 et

Sekil 4.3. Solucan saflastirilan G6PD enziminin SDS-PAGE fotografi

Enzim karakterizasyon ¢alismalari sonugclari

Calismalar boliim 3.2.4°de belirtildigi sekliyle yapildi. Caligmalarin sonucu elde edilen
sekiller ve toplu sonuglar cizelge 4.2 de verilmistir.
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Sekil 4.4. Enziminin optimum pH’sinin belirlenmesine yonelik aktivite 6l¢iimlerinin sonucunu
gosteren grafik
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Sekil 4.5. Enzimin optimum tuz konsantrasyonun belirlenmesi amaciyla ¢izilen grafik
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Sekil 4.6. Enzimin sicaklik aktivitesinin belirlenmesi amaciyla ¢izilen grafik
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Sekil 4.7. Enzimin stabil sicaklik belirlenmesi i¢in gizilen grafik

Cizelge 4.2. G6PD enziminin optimum sartlariin belirlenmesine yonelik ¢aligmalarin

sonuglari
Optimum pH Tris-HCI pH=8,5
Iyonik Siddet i¢in tuz Tris-HCI 300 mM
konsantrasyonu
Optimum Sicaklik 25°C
Stabil Sicaklik 30°C
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Enzimin Km ve Vmax degerlerinin belirlenmesi

Enzimin substrat ve Koenzim ig¢in Km ve Vmax degerleri Lineweaver—Burk
grafiklerinden hesaplanmistir. Caligmalarin sonucu elde edilen sonuglar ¢izelge 4.3 ‘de
verilmistir. Yapilan kinetik ¢alismada NADP™ ve G6P substratlari i¢in hesaplanan Km
sabitleri sirasiyla 0,20 mM ve 0,14 mM; Vmax degerleri ise 0,525 ve 0,374 EU/ml olarak

hesaplanmustir.

Cizelge 4.3. Solucan G6PD enziminin subsratlar1 i¢in bulunan Km ve V max degerleri

Substratlar Kuv (mM) Vmax (EU/ml)

NADP* 0.20 mM 0.525

G6P 0.14 mM 0.374

40 -

35 A

30 -

25 A

1/EU

20 -

15 -

10 -

I \%J T T T T T 1

-15 5 25 45 65 85 105
1/[G6P] mM

Sekil 4.8. Solucan G6PD enziminin Km ve Vmax degerlerini bulmak igin 5 farkli G6P
derisimi kullanilarak ¢izilen grafik.
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Sekil 4.9. Solucan G6PD enziminin Ky ve Vmax degerlerini bulmak igin 5 farkli NADP*
derigimi kullanilarak c¢izilen grafik.

Pestisitlerin ve metal iyonlarimin etkilerinin belirlenmesine ait c¢alismalarin

sonuclari

Pestisitlerin ve metal iyonlarinin hazirlandig1 stok ¢ozeltileri kullanilarak; solucandan
saflagtirrlan G6PD enzim aktivitesi tizerine de Oxamyl, Carboryl, Diniconazole,
Metalaxyl, Methomyl, Carbofuran, Simazine, Tebuconazol, Atrazine, Propoxur, 1-
naphthol, 2,4 — D pestisitlerinin ve Pb(NO3)2, Cr(NOz)2, HgCl2, FeSOs4, Ni(NOs3)o,
Cd(NO3)2, Co(NOs3)2, AI(NOz)3 metal iyonlarinin inhibisyon etkilerine bakildi.
Inhibisyon etkisi gosterenlerin sonuglar1 asagida cizelge 4.4 ve 4.3° de verilmistir.
Cizelgeye gore Oxamyl, Carboryl, Diniconazole, Metalaxyl, Methomyl 7,6-77,12 uM
arasinda ICso degerleri ile inhibisyon etkisi gostermistir. Metallerden Pb(NO3)o,
Cr(NOz3)2, HgCly, FeSOa4, Ni(NO3)2 56-120 uM araliginda ICso degerleri ile inhibisyon

etkisi gostermistir.
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Cizelge 4.4. Pestisitlerin enzim aktivitesi lizerinde inhibisyon degerleri

Pestisitler ICso Degerleri GO6P i¢in K; NADP" i¢in K
(uM) sabitleri (uM) sabitleri (uM)
Diniconazole 7.6+1,2 1,44 3,80
Carboryl 13+2,6 2,46 6,50
Metalaxyl 10+£0.9 1,89 5,00
Methomyl 11+0,8 2,08 5,50
Oxamyl 77£12 14,57 38,50

Cizelge 4.5. Metal iyonlarinin enzim aktivitesi iizerinde inhibisyon degerleri

Metal iyonlar: ICs0 Degerleri | GOP igin K NADP™ i¢in K
(uM) sabitleri (uM) sabitleri (uM)
Ni*2 56+06 10,59 28,00
Hg*? 93+8 17,59 46,50
Pb*? 109+14 20,62 54,50
Cr*? 110+15 20,81 55,00
Fe*? 12020 22.70 60,00
120 -
100 y= 100e»0,009x
c 80 -
=
8 60 -
L
€
X 40
20 -
O T T T 1

50 100

Oxamyl [uM]

150

200

Sekil 4.10. Solucan G6PD enzimi iizerine Oxamylin % aktivite-[1] grafigi
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Sekil 4.11. Solucan G6PD enzimi iizerine Carborylin % aktivite-[I] grafigi
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Sekil 4.12. Solucan G6PD enzimi {izerine Diniconazolenin % aktivite-[I] grafigi
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Sekil 4.13. Solucan G6PD enzimi iizerine Metalaxylin % aktivite-[I] grafigi
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Sekil 4.14. Solucan G6PD enzimi lizerine Metomylin % aktivite-[1] grafigi
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Sekil 4.15. Solucan G6PD enzimi iizerine kursunun % aktivite-[1] grafigi
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Sekil 4.16. Solucan G6PD enzimi iizerine krom % aktivite-[I] grafigi
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Sekil 4.17. Solucan G6PD enzimi {izerine civanin % aktivite-[I] grafigi
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Sekil 4.18. Solucan G6PD enzimi iizerine demirin % aktivite-[I] grafigi
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Sekil 4.19. Solucan G6PD enzimi iizerine nikelin % aktivite-[I] grafigi
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5. TARTISMA ve SONUC

Sanayideki gelismelerle artan metal kullanimi1 ve bunlarin dogaya salinimi ciddi ¢evre
kirliligine ve saglik problemlerine yol agmaktadir. Metal toksisitesi dnemli bir halk
sagligt sorunu olarak giincelligini korumaktadir. Birgok hastaliga sebep olmakla
beraber, toksik olmayan diizeylerinin bile bazi yaygin hastaliklarin tetikleyicisi
olabilecegi literatiirde ifade edilmistir. Bu nedenle birgok arastirmaci metallerin toksik
etkilerini ve mekanizmalarini arastirirken bir kisminda bu toksisitenin nasil

azaltilacagini arastirmaktadir(Nordberg et al., 2014).

G6PD enzimi canli metebolizmanin 6nemli enzimlerindendir. Metabolizma igin gerekli
indirgeyici molekiil olan NADPH ve bir¢ok biyomolekiiliin yapitasi olan riboz-5-fosfat,
G6PD ve 6-PGD enzimlerinin katelizledigi reaksiyonlar sonucu olusur (Meister, 1988)
(Helmut, 1999).

G6PD enzimi aktivite dl¢iimleri Beutler metoduna gore oda sartlarinda yapilmistir.
Aktivite G6PD enziminde ortamdaki NADPH olusumuyla ol¢iilmiistiir. Enzimlerin
saflastirilmasinda, karekterizasyon iglemlerinde, kinetik ¢alismalarinda, maddelerin 1Cso

degerleri ile Kjsabitlerinin belirlenmesinde bu yontem kullanilmustir.

G6PD enzimi; solucandan %28 verimle 232 kat saflastirma yapildi. Spesifik aktivitesi
12 EU/mg protein olarak hesaplanmustir.

G6PD enzimin optimum aktivite gosterdigi pH araligi 7-9,5 arasinda degismektedir.
Solucan dokusunda pH’in G6PD {izerindeki etkisi 6-9 arasindaki pH degerlerinde
calistlmigtir. G6PD enzimin optimum pH’1 solucan dokusunda 8,5(Tris-HCI) olarak
bulunmustur. Bulunan deger literatiirde bulunan degerler araligindadir(Corpas et al.
1995; Ozer et al. 2002; Beydemir et al. 2003; Tiirkoglu et al. 2003; Tandogan and
Ulusu 2005).

Optimum tuz konsantrasyonu solucan dokusunda Tris-HCI i¢in 300 mM olarak

belirlenmistir.
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Sicaklik enzim aktivitelerini etkileyen onemli parametrelerden biridir. G6PD enzimi
yapilan calismalarda 60°C iizerinde aktivitesini tamamen kaybetmektedir. Solucan
dokusunda G6PD enzimin optimum aktivite gosterdigi sicaklik degeri 25°C olarak
bulunmustur.G6PD enzimi igin yapilan stabil sicaklik solucan dokusunda 30°C olarak
belirlenmistir. Daha yiiksek sicaklikta ise enzimin denatiire oldugu tespit edilmistir.
Bulunan deger literatiir ile benzerlik gostermemektedir(Beydemir et al. 2003; Tiirkoglu
et al. 2003; Tandogan and Ulusu 2005).

Solucan dokusundan saflagtirilan G6PD enzimi i¢in yapilan kinetik ¢alismada NADP*
ve GOP substratlar1 i¢in hesaplanan Ky sabitleri sirasiyla 0,20 mM ve 0,14 mM; Vmax
degerleri ise 0,525 ve 0,374 EU/ml olarak hesaplanmistir. G6PD enzimin NADP+’ya
olan ilgisi G6P” ye gore daha yiiksektir. Clinkii Km sabiti daha diigiiktiir. Bu durum
literatiirde uygunluk gostermektedir(Y1lmaz et al. 2002;Beydemir et al. 2003; Tiirkoglu
et al. 2003;).

Toprak insanlarin yasami igin vazgecilmezdir. Onun kendi i¢indeki dengesinin
bozulmasi topragin verimliligini de ©nemli oranda diisiirecektir. Ozkan ve
arkadaslarinin yaptig1 bir calismada Antalya’da sera sebzeciliginde, tarim ilaglarinda,
onerilen dozdan daha fazlasinin kullamldigini ortaya koymustur(Ozkan et al., 2002).
Yogun asiri-kimyasal kullanimi ¢evre ve insan saglhigimi ciddi boyutlarda tehdit
etmektedir. Ayrica, asir1 dozlarda uygulanan pestisitler, bitki patojen ve zararlilarinda
dayanikliligr tesvik etmektedir(Delen et al., 2005). Metal toksisitesi toprak i¢in diger
onemli bir kirleticidir. Sanayideki gelismelerle havaya ve topraga salinan metaller, sular
ve ¢esitli hava olaylari ile ¢cok farkli bolgelere tasinmaktadir. Yapilan bazi ¢alismalarda
metal iyonlarinin solucanlarin {izerinde olumsuz etkilerini tespit edilmistir(Spurgeon et
al., 1994). Toprak solucani, topragin biyokimyasal igeriginin olusmasinda Onemli
katkis1 vardir. Onun hayat kalitesinin ¢esitli kirleticilerle tehdit edilmesi toprak i¢inde

onemli tehdit olusturmaktadir. Bu nedenle yapilan ¢alisma 6nem kazanmaktadir.

Yapilan ¢alismada 12 pestisitin ve 8 metal iyonunun, solucandan saflastirilan glukoz 6-
fosfat dehidrogenaz enzim aktivitesi ilizerinde etkisi arastirilmigtir. Diniconazole,

carboryl, metalaxyl, methomyl ve oxamyl 7.6 ile 77 uM arasinda ICso degeri ile
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inhibisyon etkisi gosterdigi tespit edilmistir. En yiiksek inhibisyon etkisi diniconazole

pestisitinde belirlenmistir.

Metaller arasinda ise Ni*2, Hg*?, Pb*2, Cr*? ve Fe*256 ile 120 uM arasinda ICso degeri
ile inhibisyon etkisi belirlenmistir. Ni*? en yiiksek inhibisyon etkisi gdsteren metal
iyonu olup en diisiik inhibisyon etkisini gdsteren Fe*? metal iyonudur. Hepsen(2010)

yaptig1 caligmada en diisiik toksititeyi kursun olarak belirtmistir.

Yapilan c¢alisma sonucunda bazi pestisitlerin ve metal iyonlarinin G6PD enzim
aktivitesini onemli oranda inhibe ettigi tespit edilmistir. Bu Kkirleticilerin, solucan
tizerinde olusturdugu olumsuz etkide bu enzim aktivitesinin engellenmis olmasinin da

onemli katkist oldugu diistiniilmektedir.
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