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OZET

Yiiksek Lisans Tezi

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

Ugur TOPSAKAL

Cankir1 Karatekin Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Kimya Anabilim Dali

Danisman: Dog. Dr. Sevki ADEM

Sunulan bu tez kapsaminda, kompost solucanindan 6-fosfoglukonat dehidrogenaz
enziminin saflagtirillmistir. Optimum pH, optimum iyonik siddet, optimum aktivite
gosterdigi sicaklik, KM ve Vmax degerlerinin belirlenmesi, gibi biyokimyasal

karakterizasyon caligmalar1 yapilmistir.

Ayrica oxamyl, carbaryl, diniconazole, metalaxyl, methomyl, carbofuran, simazine,
tebuconazol, atrazine, propoxur, 1- naphthol, 2,4 — D gibi pestisitlerinin ve Pb(NO3),,
Cr(NOs),, HgCl,, FeSO4, Ni(NO3),, Cd(NO3)2, Co(NO3),, AI(NOs); metal iyonlarinin
Eisenia Foetida saflastirilan glukoz-6-fosfat dehidrogenaz enziminin aktivitesi iizerinde
etkilerini arastirdik. Bu kirleticilerin ¢alisilan konsantrasyonlarda herhangi bir etkisi
tespit edilmedi. Ayrica bazi organik ¢oziiciilerin etkileri arastirildi. Bunlardan etanol,
asetonitril, biitanoliin inhibisyon etkisi gosteririken, DMSO enzim iizerinde aktivasyon

etkisi gostermistir.

Anahtar Kelimeler: 6-fosfoglukonat dehidrogenaz, saflagtirma, karakterizasyon
inhibisyon, pestisit, metal iyonu, organik ¢6ziicii



ABSTRACT

MSc. Thesis
PURIFICATION, CHARACTERIZATION OF THE 6-PHOSPHOGLUCONATE
DEHYDROGENASE (6PGD) ENZYME FROM THE COMPOST SOLUTION AND
THE INVESTIGATION OF THE EFFECTS OF SOME SOIL POLLUTERS

Ugur TOPSAKAL

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 Ky and Vax, 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(NOgz);, Cr(NOgz);, HgC1,, FeS04, Ni(NO3);, Cd(NO3),,
Co(NOs),, AI(NO3); on the activity of Eisenia Foetida glucose-6-phosphate
dehydrogenase activity were investigated. No effect of determined concentrations of
these pollutants could be detected. In addition, the effects of some organic solvents were
investigated. While ethanol, acetonitrile, ethanol showed inhibition effect, DMSO
showed activation effect on the enzyme.
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ONSOZ

Enzimler biyolojik katalizorlerdir. Canlilarda meydana gelen kimyasal reaksiyonlarin
biiyiik bir cogunlugu enzimlerin kontroliinde gerceklesmektedir. Bu nedenle biyokimya
calismalarinda ¢ok Onemli bir yer tutmaktadir. Bu tez kapsaminda, bir kompost
solucani olan Eisenia Fetida (Savingy, 1826) 6-fosfaoglukonat dehidrogenaz enziminin
afinite kromatografisi ile saflagtirilmistir. Enzimlerin safliklar1 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, enzim aktivitesinin sicaklik karsisinda nasil bir degisim gosterdiginin

belirlenme ¢alismalar1 tez kapsaminda yapilmistir.

Ayrica tez kapsaminda; pestisit, metal iyonlar1 ve bazi organik ¢oziiciilerin enzim

aktivitesi iizerinde etkileri aragtirilmistr.
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1. GIRIS

Sanayilesmenin hizla artmasi ve niifus popiilasyonun artmasi gilinlimiizde ¢evre
kirliligine neden olmaktadir. Bu kirlilik dolayl1 olarak her bir canliy1 etkilemektedir.
Cevre kirliligi hem toprak, hem hava, hem de su kirlili 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 6nemli bir besin kaynaklarindan biridir. Baslica toprak kirleticileri, agir
metaller, pestisitler, organik bilesikler ve radyoaktif hidrokarbon yanma iirlinleri
tarafindan olusturuldugu bilim adamlar1 tarafindan bildirilmektedir. Agir metaller,
pestisitler ve diger kirleticilerle kirletilmis topraklarda tarimsal verimlilikte meydana
getirdigi diistikliigli ve beslenmedeki olumsuz etkileri birlikte diisiiniildiiglinde tiim
canli sistemlerini etkiledigi gercegi ortaya cikmaktadir. Bu kirleticiler ¢evremizde
yasayan canlilarinda hayatin1 ve hayat kalitelerini 6nemli 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 parcasidir. Onun hayatin1 tehdit eden etmenler topragida etkilemekte ve

topragin verimini diisirmektedir.

Pentoz fosfat yolunun ikinci enzimi olan 6-fosfoglukonat dehidrogenaz (EC 1.1.1.44;
6PGD) NADP+ varliginda 6-fosfoglukonat bilesigini, ribuloz-5-fosfat 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 saflastirilan enzimler
tizerinde etkisini arastirmistir ve olumlu ya da olumsuz etkilerini rapor etmistir. Bu
calismada kompost solucani olan Eisenia Fetida pentoz fosfat yolunun ilk enzimi 6-

fosfoglukonat dehidrogenaz enzimin saflastirilmasi, karakterizasyonu ve saflagtirilan



enzimin aktivitesi lizerinde bazi metal iyonlari, organik ¢oziicii ve pestisitler etkisi

arastirilmistir.

1.1. GENEL BILGILER

Enzimler makromolekiillii biyolijk katalizorlerdir. Kimyasal katalizérler gibi reaksiyonu
hizlandiran molekiillerdir. Genel olarak enzimler belirli maddeler arasidaki belirli
reaksiyonlar1 katalize ederler. Hiicrelerde organik maddelerin yapilmasi ve yikilmasi
sindirim kas kasilmasi hiicre solunumu gibi 6nemli faaliyetler g¢esitli metabolizma
reaksiyonlariin sonucudur ve bu reaksiyonlar enzimlerin katalik etkisiyle miimkiin
olmaktadir. Enzimlerin kimyasal katalizorlerden en onemli farki

ozgiil(spesifik)olmalidir.

Canlilar1 olusturan molekiiller, yani biyomolekiiller kinetik yonden oldukea kararli olup,
kendiliginden kolayca reaksiyon vermezler. Bir hiicredeki tiim kimyasal olaylar
enzimler araciligiyla gerceklestirilir. Biyomolekiillerin kararliligi su 6nemli 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 katalizér Ozelligi ile
nitelemenin eksik bir tanimlama olacagi anlagilmaktadir. Gergekten, bu molekiiller bir
hiicreyi digerlerinden farkli kilan 6zelliklerine ait bilgilerin DNA’ dan aktarilmasinin en

onemli araglarindandir (Lehninger 2008).

Proteinler gibi enzimler de basit ve bilesik olarak siniflandirilabilirler. Bazi enzimler
katalizleme fonksiyonlarini yalniz protein yapilariyla yerine getirebilirken, bazilar1 da
protein yapisinda olmayan ‘kofaktor’ adi verilen gruplara ihtiya¢ duyaralar. Kofaktor
bir metal iyonu olabildigi gibi, ‘koenzim’ denilen kompleks bir organik bilesikte
olabilir. Bazen aktivite i¢in ikisi de gerekebilir. Enzimler sicaklikla denatiire olurken,
kofaktorler 1s1ya dayaniklidirlar. Katalitik olarak aktif olan enzim-kofaktér kompleksine
haloenzim adi1 verilir. Kofaktorsiiz proteine poprotein, enzime ise apoenzim denir.

Enzimlerin bir ¢ogu protein Ozellikte olup bazi niikleotid yapili enzimler de



bulunmaktadir. Ornegin ribozomun sentezlenmesini saglayan RNA yapiya sahip
Ribozim isimli enzimler gibi. Bu enzimler hiicre igindeki binlerce tepkimenin hizini ve
Ozgiilliigiinii kendisini degisiklige ugratmadan gercgeklestirir. Enzimin etki ettigi bu
maddelere de subsrat olarak adlandirilir. Bu tepkimeler sonucunda enzimler substratlari
farkli molekiiller halinde yeni iiriinlere doniistiiriir. Reaksiyon sonucu olusan maddeye
de iiriin denir. Uriin aci1ga ¢iktiktan sonra enzim baska bir subsrat molekiiliinii iiriine
doniistiirmek suretiyle ¢alismaya devam eder (Granner et al. 2003). Enzimler hiicre
iginde {iretilmelerine karsin hiicre disinda da aktivite gosterebilmektedir. Substratlar
biiyiik ya da kiiciik yapili olabilirler. Tepkime sonucu olusturacaklart yeni iriinler de
biiyliik ya da kiiglik olabilirler. Substratlarin yeni ve farkli iriinlere hizli bir sekilde
dontistiiriilmesi i¢in canli bir hiicrede enzimlerin varligina mutlaka ihtiya¢c duyulur.
Enzimler belli substratlarin varliginda ¢alisir. Kendi substratin1 segici 6zelliktedirler
diyebiliriz. Olabilecek tepkimeler arasinda belli basl tepkimleleri hizlandirirlar. Genel
olarak calisma prensibi tepkimenin ihtiya¢c duydugu baslangi¢c enerjisini azaltmak
tizerinedir. Ayrica enzimler girdikleri tepkimelerden yine bozulmadan ve eksilmeden

cikarlar (Cook and Cleland 2007).

Enzimler katalizledikleri reaksiyonlarint hizlariin 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 substratt
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 {initesi olarak
tanimlanmaktadir. Spesifik aktivite enzim safliginin bir Olciisiidiir ve saflagtirma
basamaklarinda maksimum ve sabit bir degere ulagmasi ile enzimin saf hale geldigi

anlasilir (Keha and Kiifrevioglu 2004).

Doéniistimlii inhibisyonda enzim-inhibitor etkilesmeleri bir denge reaksiyonudur. Bu
inhibisyon yarigmali, yarismasiz veya yar1 yarismali olabilir. Yarigmali inhibisyonda

inhibitdr ile substrat enzimin aym aktif bdlgesine baglanmakta yarisirlar. Inhibisyon



etkisi, substrat konsantrasyonu arttikca azalmaktadir. Yarigmali inhibisyonda KM
degeri artar Vmax degismez. Yarigmasiz inhibisyonda, inhibitor ile substrat enzimin
farkl1 bolgelerine baglandigindan genelde inhibisyon etkisi substrat konsantrasyonundan
bagimsizdir. Bu inhibisyonda Vmax diiserken KM degismez. Yar1 yarismali
inhibisyonda, inhibitér ES (enzim-substrat) kompleksine baglanir. Bu inhibisyonda
Vmax ve KM azalir. Inhibitor etkilerini genel olarak yarismali ve yarismasiz olarak
kesin sinirlarla birbirinden ayirmak miimkiin degildir. Genel olarak karisik inhibisyon

gozlenir(Keha and Kiifrevioglu 2004).

Pentoz Fosfat Yolu ve 6-Fosfoglukonat dehidrogenaz

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

biyokimyacilar tarafindan ifade edilmistir (Keha and Kiifrevioglu 2004).

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

reaksiyonlar1 asagidaki gibidir.

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 (Granner et al. 2003)



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:

Riboz-5-fosfata NADPH’ dan daha fazla ihtiyacta, glukoz 6-fosfatin ¢ogu
glikolizle fruktoz-6- fosfat ve gliseraldehid-3- fosfata gevrilir. Bu ¢evrilmeden
sonra transketolaz ve transaldolaz enzimleriyle reaksiyonlarin doniisiimlii
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”

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

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

NADPH’a riboz-5-fosfattan daha fazla ihtiyagta ; glukoz-6-fosfat tamamen
CO2’ye yiikseltgenir ve bu durumda ii¢ grup reaksiyonla gerceklestirilir.
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 doniistiiriilir. Son olarak da glukoneogenez
reaksiyonlartyla 3 -fosfat ve fruktoz-6-fosfattan glukoz-6-fosfat yeniden

sentezlenir. Sentezlenen ii¢ reaksiyonun stokiyometrik denklemi soyledir:

6 Glukoz 6-fosfat + 12NADP* +6H,0 —>

6Riboz 5 fosfat +12 NADPH+12 H* +6CO;

6 Riboz 5-fosfat — 4 Fruktoz 6- fosfat +2Gliseraldehid 3-fosfat

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



Glukoz 6-fosfat +12 NADP*+7H,0 —> 6CO,+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 bereberce sentezlenmis

olur ve sentezlenmenin stokiyometrik denklemi soyledir:

3Glukoz 6-fosfat + BNADP*+ 5SNAD" + 5 P+ 8ADP —_—
5Piruvat +3CO,+6NADPH+5NADH+8ATP+2H,0+8H"

Pentoz Yolunun bazi doku ve hiicreler i¢in 6nemi; pentoz fosfat yolu
iriinlerinden olan NADPH yag asitlerinin sentezinde biiyilkk miktarda
kullanilmaktadir. Bu nedenle yag asitlerinin sentezledigi yag dokusu, karaciger
ve siit bezlerinde sentezlerinden pentoz fosfat yolu ¢ok aktiftirr NADPH ‘in
kullanildig1 diger hayati bir reaksiyonla glukatotyonun indirgemesidir. Glutatyon
asagida belirtilen metabolik prosesler i¢in gereklidir(Keha and Kiifrevioglu

2004).



2. LITERATUR OZETI

Pentoz fosfat yolunun ii¢iincii enzimi olan 6-fosfoglukonat dehidrogenaz (E.C.1.1.1.44;
6PGD) NADP+ varliginda 6-fosfoglukonat bilesigini D-ribuloz 5-fosfata doniistiiren bir
enzimdir. Reaksiyon sonucu bir¢ok biyomolekiiliin yapisina giren riboz 5-fosfatin
izomeri D-ribuloz 5-fosfat ve bir¢ok biyokimyasal reaksiyonda indirgeyici gii¢ olarak
kullanilan NADPH olusur. Enzim glukoz 6-fosfatin, glikolitik ve pentoz fosfat yolu
arasindaki dengesinin korunmasinda 6nemli bir rol oynamaktadir(Garrido-Pertierra

1986).

6PGD’nin dogal substrati 6-fosfoglukonat koenzimi NADP+’dir. Enzimin koenzime
olan ilgisi genelde substrat1 olan 6-fosfoglukonat’tan daha fazladir(Topham and Dalziel
1986). Ayrica NADPH spesifik 6PGD‘nin insan eritrositi, kuzu karacigeri,
Trypanosoma Brucei ve Candida utilis’ de substrat olarak 2-deoksi-6-fosfoglukonat ve
3-keto-6-fosfoglukonati kullanabildigi de ¢alismalarda rapor edilmistir(Rippa, Picco et
al. 1971, Hanau, Rippa et al. 1996).

Cizelge 2.1. Farkl tiirlere ait 6PGD enziminin molekiil kiitleleri ve alt birim yapisi

Enzim kaynag: l\/.I.olek.iil Alt .birim molekiil Kaynak

kiitlesi (kDa) | kiitlesi (kDa) ve yapist
Koyun karacigeri 94 47, homodimer (Betts and Mayer 1975)
Sican karacigeri 102 52, dimer (Procsal and Holten 1972)
Sican incebagirsak - 52, dimer (Danisan et al. 2005)
Leuconostoc lactis SHO-54 | 140 32,8, tetramer (Russell et al. 2004)

6-fosfoglukanat dehidrogenazin molekiil kiitlesi kaynagina gore 80-152 kDa, alt
birimlerinin molekiil kiitlesi ise 31-70 kDa arasinda degismektedir. Bazi canlilarda
homodimer, bazilarinda homotetramer bir yapiya sahiptir. Giiniimiizde bir¢ok farkl
kaynaktan elde edilen enzimin amino asit dizisi belirlenmistir. Enzimlerin ortalama 400

civarinda amino asitten olustugu tespit edilmistir (Winberry et al. 1984).



Enzimin optimum pH aralig1 5,5-10 araliginda degismekte olup aktivitesinin pH 7-9,2
araliginda arttig1, 9,3’ten sonra ise aktivitesini kaybettigi bildirilmistir(Ceriotti et al.
1987) (Barenghi et al. 1987). Enzimin dogal halinin optimum pH’s1; insan beyninde 8,6,
sigan bobrek korteksi ve karacigerinde 8,0, sican eritrositlerinde 7,0, sican ince
bagirsaginda 7,3 olarak belirlenmistir(Schofield et al. 1985, Garcia-Salguero et al. 1994,
Ciftei et al. 2004, Danisan et al. 2005). Enzimin stabil pH’s1 si¢an eritrositlerinde 8,0,
tavuk karacigerinde 8,5 oldugu rapor edilmistir (Cift¢i et al. 2004, Erat 2005).

Enzim aktivitesi sicaklikla degismektedir. Enzim aktivitesinin 20-30 °C’de 30 dakikada
kaybolmadig1, 50 °C de 20 dakika bekleme ile %85 aktivite kaybettigi ifade edilmistir.
Baz1 optimum sicaklik degerleri; sican eritrositlerinde 45°C ve sigan ince bagirsaginda

49,2 °C olarak belirlenmistir (Ciftci et al. 2004, Danisan et al. 2005).

Enzim subsrati olan NADP+ ve 6PGA i¢in KM ve Vmax degerleri belirlenmistir.
Katalizlenen reaksiyonun iiriinii olan NADPH i¢in Ki degerleri ve inhibisyon tiirleri ile

ilgili calismalar da yapilmistir.

Cizelge 2.2. Farkl tiirlere ait 6PGD enziminin bazi1 kinetik 6zellikleri

Enzim Subsratlar Uriin
kaynagi
NADP* 6PGA NADPH
Kaynak
Kwm Vinax Kwm Vinax Ki Inhibisyon
tlirt

(mM) (EU/mI) (mM) (EU/mI) (mM)
Tavuk 0,6211 | 0,0273 0,0343 0,0317 3,244 +£1,094 | Yarigmah (Erat 2005)
karacigeri
Sigan 0,059 0,063 0,194 0,054 0,052 +0,007 | Yanismasiz | (Ciftci et al. 2004)
eritrositi
Sigan 0,053 - 0,595 - 0,031 +0,003 Yarismali (Danisan et al. 2005)
incebagirsak
Sican bobrek | 0,056 - 0,049 - 0,041 Yarigmali (Garcia-Salguero et al.

1994)

Sican 0,258 - 0,157 0,021 Yarigmali (Garcia-Salguero et al.
karaciger 1994)




Enzimin saflagtirllmasinda  karsilasilan  problemler enzimin kararsizligi  ve
stabilizasyonudur. Aktivite kaybinin en aza indirilmesi i¢in genelde ¢aligmalar +4°C’de
yapilmaktadir. Tampona 2-merkaptoetanol, EDTA, NADP+, fenilmetilsulfonilfloriir
ilavesiyle stabilizasyon saglanmistir (Pearse and Rosemeyer 1975, Toews, Kanji et al.
1976, Carne 1982). Bakteriyel kaynakli 6-PGD enzimler, hayvansal kaynakli
enzimlerden daha kararlidir (Menezes, Kelkar et al. 1989).

Enzim; amonyum siilfat ¢oktiirmesi, yiiksek hizda santrifiij, DE-52 kolonu, SP-
Sephadex, DEAE seliiloz, CM-seliiloz, DEAE-Sephadex, CM-Sephadex, hidroksiapatit
ve NADP+-Sepharose, 2' 5'-ADP Sepharose 4B afinite kromatografisi, NADP+-Agaroz
vb. yontemlerle saflagtirilmigtir (Adem and Ciftci 2016).

Roark and Brown (1996) tarafindan yapilan ¢alismada bazi metal iyonlarinin potansiyel
inhibitdr oldugu belirtilmis ve Zn+2, Cut2, Cd+2 inhibisyonlar tespit edilmistir.
Bircok anyon inhibisyon etkisi goOsterir. Ancak asetat inhibisyon etkisi
gostermediginden diger anyonlarin etkileri incelenirken sabit iyonik siddet olusturmakta
kullanilabilir(Procsal and Holten 1972). Ayrica enzim aktivitesi diisik Mg+2
konsantrasyonunda artarken, yiiksek Mg+2 konsantrasyonunda ise diistiigii belirtilmistir
(Pearse and Harris 1973). Bazi tiirlerde okzalasetat, glukoz-6P, okzalat, fruktoz-6-P,
fruktoz-1-P, glukoz-1,6 bisfosfat, PPi, Pi, Phi (fosfanat), sitrat ve siilfatin ibhibisyon
etkisi gosterdigi belirtilmistir (Nordenberg, Aviram et al. 1984)



3. GEREC VE YONTEM

3.1.

Gereg

Kullanilan Maddeler

X/
L X4
X/
°e

X/
°

X3

S

X3

S

X3

S

3

*¢

X/
X

X3

S

X3

S

3

*¢

X/
L X4

X/
L X4

X/
L X4

X/
L X4

Standart serum alblimin
N,N,N’,N’-tetrametil etilendiamin (TEMED)
Diyaliz torbalar1
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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Yararlanilan Alet ve Cihazlar

% Vorteks

% Spektrofotometre
¢ pH metre

¢+ Otomatik pipet

¢ Kuvars kiivetler

¢ Manyetik Karistirict
¢ Sonikasyon Cihazi
¢ Saf su cihazi

«» Buzdolaplan

Kullanilan ¢ozelti ve kimyasallarin hazirlanisi:

Kullanilan ¢ozeltiler ve hazirlanmasi

Cozelti hazirlamak amaciyla kullanilan su, saf sudur.

Homojenat hazirlanmasi icin kullanilan ¢ozelti

1. 20 mM Tris-HCIl + 2 mM DDT + 1mM EDTA (pH=7,5): 0,605 g Tris-HCI, 0,017 g
DDT, 0,073 g EDTA alinarak bir miktar saf suda ¢oziindii. pH’s1 0,1 M HCI ile

ayarlandi. Hacmi saf su ile 250 ml’ye tamamland.

Aktivite ol¢ciimiinde kullanmilan ¢ozeltiler:

1.1 M Tris-HCI + 5mM EDTA (pH= 8,0): 0,06057 g (5 mmol) Tris ve 0,0292 g (0,1
mmol) EDTA alinarak 90 ml destile suda ¢ozildii. 0,1 M HCI ¢ozeltisi ile pH 8,0’a
ayarlandi. Daha sonra toplam hacim su ile 50 ml’ye tamamlandi.

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

3. 2mM NADP" Cézeltisi: 7,65 g NADP" (0,1 mmol) alinarak bir miktar suda ¢éziildii.

Hacim suyla 5 ml’ye tamamlandi.
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Diyaliz icin kullamilan tampon:

1. 10 mM Tris-HCI + 1 mM EDTA (Diyaliz ¢ozeltisi): 1,211 g Tris, 0,29225 g EDTA
aliarak 975 ml suda ¢oziildii, pH’s1 0,1 M HCI ile 7,5’e ayarlandi ve toplam hacim 1
L’ye tamamlandi.

Afinite kromatografisi kolonunda kullanilan cozeltiler:

1. 50 mM KH,PO, + 1 mM EDTA + 1mM DTT, pH=7,3 (Kolonun paketlenmesi,
yikanmasi ve dengelenmesi i¢in kullanilan tampon): 6,8 g KH,PO,4, 0,292 g EDTA ve
0,152 g DTT alinarak 950 ml suda ¢6zildii. pH’s1 0,1 M KOH 7,3’e ayarlandiktan sonra
1 L’ye tamamlandi.

2. 50 mM KH,PO4 + 80 mM KCI + 1 mM EDTA + 1mM DTT, pH=7,3 (Kolonun
yikanmasi i¢in kullanilan tampon): 6,8 g KH,PO4, 0,292 g EDTA, 0,298 KCI ve 0,152
g DTT almarak 950 ml suda ¢oziildii. pH’s1 0,1 M KOH 7,3’e ayarlandiktan sonra 1
L’ye tamamlandi.

3. 80 mM KH,PO4+ 10 mM EDTA + 80 mM KCI + 5 mM NADP" (Afinite jeline
tutunmus olan 6-fosfoglukonat dehidrogenaz enziminin eliisyonu igin kullanilan
tampon): 0,544 g KH,PO,, 0,121g EDTA, 0,298 KCI ve 0,1913 g NADP" karisim1 40
ml suda ¢oziildii. pH’s1 0,1 M KOH 7,8’¢ ayarlandiktan sonra toplam hacim 50 ml’ye
tamamlandi.

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
¢oziildi, pH= 4,5e ayarlandi ve toplam hacim suyla 500 ml’ye tamamlandu.

5. 0,1 M Tris + 0,5 M NaCl (Afinite kromatografisi kolonunun rejeneresyonu igin) 6,05
g Tris ve 14,61 g NaCl bir miktar suda ¢oziindiikten 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 NaN3 alinarak 50 ml suda ¢oziildii.
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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 HCI 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 ¢oziildi, pH
ayar1 0,1 M HCI ile yapildiktan sonra 100 ml’ye tamamland.

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

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

5. %10’Iluk SDS: 1 g SDS’nin hacmi su ile 10 ml’ye tamamlandi.

6. Yiiritme 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 HCI ile 8,3 e ayarlandi
ve toplam hacim 500 ml’ye tamamlandi.

7. Numune tamponu: 1 M Tris-HC1 (pH= 8)’den 0,5 ml, %10’luk SDS’den 1 ml,
%1001tk 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 hazirlandi.
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 ¢dziilmesiyle hazirlandi.

10. Jel yikama ¢ozeltisi: 50 ml metanol, 10 ml asetik asit ve 40 ml su karistirilarak elde
edildi.

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) 5mil
%30 Akrilamid-%0,8 bisakrilamid 4,4 ml
%10’luk SDS 0,2 ml
%35’lik TEMED 0,13 ml
Saf su 3,13 ml
PER kati
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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
%S5°lik TEMED 0,03 ml
Saf su 2,45 ml
PER kat1

Proteinlerin kantitatif tayininde kullanilan ¢ozelti

Coomassie Brillant Blue G-250 reaktifi: 100 mg Coomassie Brillant Blue G-250, 50 ml
%95’lik etanolde ¢oziildii. Bu c¢ozeltiye %95°lik 100 ml fosforik asit ilave edildi.

Cozeltinin hacmi suyla 1 L’ye tamamlandi.

Pestisitlerin ve metal iyonlarinin c¢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 ¢oziiliip hacmi 1 mL’ ye tamamlandi. Saf su
ile 10 kat seyreltildi.

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

Metalaxyl: 1 mg tartilip bir miktar saf suda ¢6ziilip 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 tamamland1. Saf
su ile 10 kat seyreltildi.

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

Tebuconazol: 1 mg tartilip bir miktar saf suda ¢oziilip hacmi 1 mL’ ye tamamlandi.

Saf su ile 10 kat seyreltildi.
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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 ¢6ziiliip hacmi 1 mL’ ye tamamlandi. Saf su
ile 10 kat seyreltildi.

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

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

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

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

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

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

3.2.1. Enzim saflastirilmasi ¢alismalari

Homojenatin hazirlanmasi: solucanlar bir giin suda bekletilerek iglerindeki toprak ve
diger sindirilmemis besinleri ¢ikarmasi beklendi. Daha sonra kii¢iik pargalara ayrildi ve
donma ¢dzme yoOntemi ile hiicrelerin pargalanmasi saglandi. Her dondurma isleminden
sonra havanda solucan pargalar1 iyice ezildi. Elde edilen pargalanmis hiicre peleti 5
hacim 20 mM Tris-HCI, 2 mM DTT, 1 mM EDTA igeren soguk ¢6zelti i¢inde siispanse
edildi. Daha sonra siispansiyon 4.000 rpm’de +4°C sicaklikta 15 dakika santrifiij edildi
ve alttaki ¢cokelti atildi.

2', 5" ADP Sepharose 4B afinite kromatografisi: 10 ml’lik yatak hacmi i¢in 2 g kuru 2",
5-ADP Sepharose 4B jeli tartildi ve 400 ml destile su ile kati maddelerin
uzaklagtirilmasi 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(Adem and Ciftci 2016).

Hazirlanan homojenat 2', 5'-ADP sepharose 4B afinite kolonuna uygulandi. Enzim
¢ozeltisinin tamami kolondan gegirildikten sonra yikama islemi yapildi. Yikama
isleminden sonra dengeleme tamponu ge¢irildi ve bu tamponun ge¢mesi
spektrofotometrede takip edilerek absorbans degerlerinin kore esit olmasiyla
durduruldu. Kolon yikandiktan sonra, 6PGD eliisyon ¢ozeltisi gegirilerek enzimler 1,5
ml’lik tliplere ayr1 ayr1 alindi. Her bir tiipdeki enzimlerin aktivitelerine bakilarak enzim

tinitesi-tlip sayis1 grafigi hazirlandi (Adem and Ciftci 2016)

Afinite sonrasi enzim 6rneklerinin saflik kontrolii i¢in SDS-PAGE yapildi.
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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 anlatildig1 gibi yapildi(Laemmli 1970). Standtart 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 kullanild.

Elektroforez plakalar1 dnce su, sonra alkol ile iyice yikandi. Plakalar1 birlestiren
mikalara vazelin ince tabaka halinde siiriildii. Iki cam plaka birbiri iistiine konuldu ve
kiskaglarla tutturularak jel hazirlama cihazina yerlestirildi. Ayirma jeli hazirlanarak
plakalar arasina pipetle bir tabaka olusacak sekilde ilave edildi. Jel donduktan sonra iiste
yigma 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 iist kismina yiiriitme tamponu konuldu.

Numuneler her birinde 20ug protein (BSA esdeger) olacak sekilde hazirlandi. Toplam
hacim 100ul 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 kapag: kapatilarak ‘‘anot> ve ‘‘katot’’ kablolar1 yerlestirildi. Once
80 voltta 25 dakika, daha sonra 120 volta ayarlanarak 2,5 saat oda sicakliginda ytiriitme
islemi gerceklestirildi. Akim kesilerek, cam plakalar arasindaki jel dikkatlice ¢ikarildi.
Plakalar arasindan ¢ikarilan jel 30 dakika sabitlestirmede, 2 saat boyamada ve 30
dakikada yikama ¢ozeltilerinin i¢inde karistiricinin {izerinde bekletildi. Daha sonra

suyun igine alinan jelin, fotografi ¢ekildi.
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Elektroforez sirasinda kullanilan yiiritme tamponu, boyama ve sabitlestirme ¢ozeltileri
tekrar kullanilmak {iizere kaplarma alindi. Yikama ¢o6zeltisi ise aktif karbondan

gecirilerek kabina alindi.

Molekiil kiitlesinin belirlenmesi; molekiil kiitleleri belli standartlar ile bilinmeyen
proteinlerinin ayn1 jelde yiiriitiilmesiyle belirlenir. Molekiil kiitlesi hesaplamada
proteinin yiiridiigii uzakligin boyanin yiiridiigii uzakliga oranini 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

6-Fosfoglukonat dehidrogenaz enziminin aktivitesi spektrofotometrede 37°C'de Beutler
metoduna gore olgiildii. Bu metot glukoz 6-fosfat varliginda NADP 'nimn
indirgenmesinden dolayr olusan NADPH'm 340 nm'de absorbans vermesi esasina
dayanir. Aktivite Ol¢limleri her numune i¢in 3 kez tekrarlandi(Beutler 1971). Kiivet

icerigi Cizelge 3.1’°de verilmistir.

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

. o Kontrol kiiveti Numune kiiveti
Stok cozeltiler
Hacim (ul) Hacim (ul)
40 M FOSfat, (pH:7,5) 200 200
2 mM NADP” 100 100
Saf su 660 560
Enzim 6rnegi 40 40
10 dakika inkiibasyon

6PGA | - 100

Enzim {initesi hesaplamalarinda asagidaki formiil kullanildi.
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AOD Vr
EU/ml= X X S
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 yapildig1 toplam kiivet hacmi

Ve : Olgiimiin yapildig1 kiivete ilave edilen enzim numunesinin hacmi

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

3.2.4. Kantitatif protein tayini

Homojenat, amonyum siilfat ¢oktlirmesi 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 kirmizi form mavi forma donisiir.
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 alblimin ¢ozeltisinden tiiplere 10, 20,
30, 40, 50, 60, 70, 80, 90 ve 100 pl alindi. Saf su ile biitlin 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 i¢inde bulundugu

tampondan ve 5 ml Coomassie Brillant Blue G-250 ¢o6zeltisinden olusan karisim
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kullanild1i. Absorbans degerlerine karsilik gelen pg protein degerleri standart grafik
haline getirildi.

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

belirlendi.

3.2.5. Enzimlerin biyokimyasal karakterizasyonu

Enzimlerin optimum pH’larinin belirlenmesi: Enzimlerin optimum pH’larin
belirlemek amaciyla 100 mM fosfat ile 100 mM Tris-HClI pH 6-9 aras1 0,5 artisla
tampon ¢ozeltiler hazirlandi. Her bir pH’da enzim aktivelerine bakildi. Aktivite

Olciimlerinde en iyi aktivite gosteren tamponlarla ¢alismalara devam edildi.

Enzimlerin optimum iyonik siddetlerinin belirlenmesi: Enzimlerin optimum aktivite
sagladigi iyonik siddetin belirlenmesi i¢in belirlenen optimum pH’da 5, 10, 25, 50, 10,
25, 50, mM fosfat tamponlart kullanilarak belirlendi. Olgiilen degerlerle enzim

aktivitesi-kiivet i¢i konsantrasyon grafikleri ¢izildi.

Enzimlerin optimum sicakliklarinin belirlenmesi: Enzimlerin optimum sicakliklarim
belirlenmesi amaciyla enzim hari¢ diger aktivite ¢ozeltileri 20-60°C arasinda 10°C
artigla 1s1tildi ve her 10°C°de aktiviteleri 6lciildii. Enzim aktivitesi-sicaklik grafikleri

cizildi.

Enzimin K, ve Vmax degerlerinin belirlenmesi: Enzimin Ky, ve Vpax degerlerinin
belirlenmesi amaciyla subsratlarin 10 kat seyreltilmis c¢ozeltilerinden 5 farkh

konsantrasyonu ile aktivite dl¢limii yapildi. Elde edilen degerlerle Lineweaver-Burk
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grafigi cizildi. Grafikten yararlanarak NADP® ve G6P icin Ky Ve Vmax degerleri
belirlendi.

3.2.6. Kirleticilerin etkilerinin belirlenmesi

Bazi pestisitlerin ve metal iyonlarmin in vitro etkilerinin belirlenmesi: Pestisitlerin ve
metal iyonlarmin enzimin aktivitesi tizerindeki etkilerini belirlemek amaciyla kiivet
ortamina farkli konsantrasyonlarda katilarak aktivite degerleri okundu. Maddelerin
inhibisyon etkileri miimkiin olan en yiiksek konsantrasyonlarda &n denemelerle
belirlendi. 1Csy degerlerin belirlenmesi ig¢in % aktivite-[I] inhibitdr konsantarasyonu
grafigi cizilerek belirlendi. Bu amacla 5 farli inhibitér konsantrasyonuyla aktivite

Olctimleri yapildu.

Cizelge 3.2. Pestisitlerin ve metal iyonlarinin ¢alisilan konsantrasyonu

Madde Calisilan aralik Madde Calisilan Aralik
1. Oxamyl 1-180 1. Pb(NOs), 1-151
2. Carboryl 1-20 2. Cr(NOg3), 1-210
3. Diniconazole 1-15 3. HgCl, 1-184
4. Metalaxyl 1-20 4. FeSO, 1-179
5. Methomyl 1-20 5. Ni(NO3), 1-90
6. Carbofuran 1-45 6. Cd(NO3), 1-211
7. Simazine 1-50 7. Co(NOg3), 1-274
8. Tebuconazol 1-100 8. AI(NO3); 1-235
9. Atrazine 1-140
10. Propoxur 1-140
11. 1- naphthol 1-200
12.24-D 1-140

Organik coziiciilerin etkilerinin belirlenmesi i¢in toplam reaksiyon hacminin %10
oraninda organik coziiciiler reaksiyon ortamina eklenerek aktivite Ol¢timleri yapildi.

Sonuglar kontrol ile kiyaslanarak inhibisyon ve aktivasyon oranlar belirlendi.
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4. BULGULAR

Enzim ¢o6zeltilerinin kantitatif protein tayini Bradford yontemiyle belirlendi. Homojenat
ve afinite kromatografisi sonucu elde edilen enzim c¢ozeltilerindeki kantitatif protein
tayinin bu standart grafikten faydalanilarak bulundu. Standart ¢6zeltilerin ug proteine
karsilik gelen absorbans degerleri sekil 4.1°de gosterildi.

0,35
0,3
0,25

0,2

Absorbans

0 10 20 30 40 50
Protein Miktar1 (ug)

Sekil 4.1. Kantitatif protein tayininde kullanilan standart grafik

2', 5" ADP Sepharose 4B Afinite Kromatografisi Saflasgtirma Sonuclar:

Hazirlanan homojenat siiziildiikten sonra afinite kolonuna tatbik edildi. Yikama
islemi tamamlandiktan sonra sirastyla G6PD eliisyon ¢ozeltisi ile eliisyon yapildi.
Eliiatlar ependorf tiiplerine 1,5 ml’lik hacimlerle alindi. Eliiatlarda 340 nm’de enzim
aktiviteleri ol¢iildi ve aktivite gosteren tiipler birlestirildi. Enzim {initesi-tiip sayisi
grafikleri Sekil 4.2.’de asagida verilmistir. En zkatif tiipler 27, 28 ve 29. tiiplerdir.
Saflagtirma basamaklari, eliisyonun sonucu ve saflastirma degerleri Cizelge 4. 1. ‘de

verilmistir.

22



0,3 -
0,25 -
=)
Y02
g
= 015 -
v
<
g 01 -
N
c
L
0,05 -
0 . — O OO0 )
0 10 20 30 40
Tiip sayis1 (1,5 ml)

Sekil 4.2 Solucan G6PD enziminin 2', 5-ADP Sepharose 4B afinite kromatografisi ile
saflastirilmasi grafigi.

Enzim afinite kolonu kullanilarak %28 verimle 232 kat saflagtirilabilmistir.

Cizelge 4.1. Solucan G6PD enziminin saflastirilmast basamaklari

Saflastirma Toplam | Aktivite | Toplam | Protein | Spesifik % Saflagtirma
basamaklari hacim | (EU/ml) | aktivite | miktar1 | aktivite | verim katsayisi
(ml) (EU) | (mg/ml) | (EU/mg)
. 0,050 100 1
Homojenat 50 0,133 5,6 2,240
i 11,635 28 232
Afinite | g 0177 | 15 | 0015
kromatografisi

SDS-Poliakrilamid Jel Elektroforezi Sonug¢lar:

Afinite kromatografisi sonucu elde edilen enzimlerin safliginin kontrolii amaciyla SDS-

poliakrilamid jel elektroforezi yapildi.
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Sekil 4.3. Solucan saflastirilan 6PGD enziminin SDS-PAGE fotografi

Enzim karakterizasyon ¢calismalari sonuglari

Caligmalar boliim 3.2.4°de belirtildigi sekliyle yapildi. Caligmalarin sonucu elde edilen

sekiller ve toplu sonuglar ¢izelge 4.2” de verilmistir.

Cizelge 4.2. G6PD enziminin optimum sartlarinin belirlenmesine yonelik ¢aligmalarin

sonuglari
Fosfat pH=7,00
Optimum pH
Iyonik Siddet igin tuz Fosfat 6 mM
konsantrasyonu
Optimum Sicaklik 60 °C




o
(6]
T

Enzim Aktivite(EU/ml)
o
w

o
N
T

0,0

Sekil 4.4. Enziminin optimum pH’smin belirlenmesine yonelik aktivite ol¢limlerinin
sonucunu gosteren grafik

0,99

0,94 |
=089 -
=084 |
0,79 |
=074 +
0,69 |
0,64 |
0,59 |

0’54 1 1 1 1 1
0 2 4 6 8 10 12

Enzim Aktivitesi (EU/ml

Fosfat Tamponu

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

Enzimin Ky ve Vimax Degerlerinin Belirlenmesi

Enzimin subsrat ve Koenzim i¢in Ky ve Vmax degerleri Linewer-Burk grafikleri ile

belirlenmistir. Calismalarin sonucu elde edilen sonuglar ¢izelge 4.3. ‘de verilmistir.

Cizelge 4.3. Solucan G6PD enziminin subsratlari i¢in bulunan Ky ve V nax degerleri

Substratlar Kuv (MmM) Vmnax (EU/ml)
NADP* 0.0020 mM 0.42
6PGA 0.13mM 1.29
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Sekil 4.7. Solucan 6PGD enziminin KM ve Vmax degerlerini bulmak i¢in 5 farkli G6P
derigimi kullanilarak ¢izilen grafik.
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Sekil 4.8. Solucan 6GPD enziminin Ky ve V. degerlerini bulmak icin 5 farkli NADP*
derigimi kullanilarak ¢izilen grafik.

Kirleticilerin Etkilerinin Belirlenmesine Ait Calismalarin Sonuclari
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Pestisitlerin ve metal iyonlarinin hazirlandigr stok ¢ozeltileri kullanilarak; solucandan
saflagtirllan G6PD enzim aktivitesi tlizerinede Oxamyl, Carboryl, Diniconazole,
Metalaxyl, Methomyl, Carbofuran, Simazine, Tebuconazol, Atrazine, Propoxur, 1-
naphthol,2,4 — D pestisitlerinin ve Pb(NOs),, Cr(NOs);, HgCl,, FeSO4, Ni(NOs),,
Cd(NO3)2, Co(NO3),, Al(NOg3)3 metal iyonlarinin inhibisyon etkilerine bakildi. Yapilan
caligmalarda test edilen konsantrasyon araliklarinda inhibisyon veya aktivasyon etkisi

belirlenemedi.

Enzim aktivitesi tizerinde etanol, asetonitril, biitanol ve DMSO’nun hacim olarak
%10’luk oranlarinin etkisi test edildi. Sekil 4.6.’da goriildiigii gibi etanol, biitanol giiclii
bir inhibisyon etkisi gosterirken, asetonitril onara gore daha az inhibisyon etkisi

gostermistir. DMSO enzim aktivitesini %136 oraninda aktive etmistir.

160 -

140 - 136
120 -
100
100 -
80 -

60 -

85
58
45
40 -
20 -
O T T T

Etanol Asetonitril Bitanol DMSO Kontrol

Sekil 4.9. Solucan 6PGD enzimi iizerine organik ¢éziiciilerin etkisi
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5.  TARTISMA ve SONUC

6PGD enzimi canli metabolizmanin dnemli enzimlerindendir. Metabolizma i¢in gerekli
indirgeyici molekiil olan NADPH ve bir¢ok biyomolekiiliin yapitasi olan riboz-5-fosfat,
G6PD ve 6-PGD enzimlerinin katelizledigi reaksiyonlar sonucu olusur(Lehninger
2008). NADPH kullanan glutatyon rediiktaz (GR), glutatyon disiilfiti (GSSG)
indirgeyerek glutatyona (GSH) donistiiren antioksidan bir enzimdir(Meister 1988)

6PGD enzimi aktivite Ol¢iimleri Beutler metoduna gore oda sartlarinda yapilmstir.
Aktivite 6PGD enziminde ortamdaki NADPH olusumuyla O6l¢iilmiistiir. Enzimlerin
saflastirilmasinda, karekterizasyon islemelerinde, kinetik calismalarinda, maddelerin

inhibisyon etkilerinin belirlenmesinde bu yontem kullanilmistir.

Sozii edilen enzim 2', 5-ADP Sepharose 4B afinite kolonuyla bir¢ok dokudan
saflastinlmistir(Yilmaz et al. 2003, Erat 2005). Bu c¢alisma kapsaminda toprak
solucanindan 6PGD enzimi 2', 5'-ADP Sepharose 4B afinite kolonu kullanilarak
saflagtirildi. Saflagtirma basamaklari; homojenat hazirlama ve afinite kromatografisi
olmak {izere iki basamaktan ibarettir. Saflastirma islemleri homojenat hazirlama dahil
yaklagik olarak 5 saat siirmekte ve sonucta enzim kolondan edilebilmektedir. Bu
islemler sonucunda ortalama verim %28 gibi deger olarak belirlenmistir. Saflastirma
katsayis1 232 kattir. Enzimin spesifik aktivitesi 11,63 EU/mg olarak 6lciilmiistiir.
Eliisyon islemi her bir enzim i¢in 340 nm’de spektrofotometrik olarak takip edilmistir.
Bu saflagtirma yonteminin avantajlari enzimlerin denatiire olma oraninin az olmasi,
saflagtirma stiresinin kisalii, daha az kimyasal kullanilmasi, ¢ok hizli ve yiiksek
verimle saflastirma yapilmasidir.  S6zii edilen enzimlerin saflik derecesi SDS-
poliakrilamid jel elektroforezi ile kontrol edilmistir. Elektroforez sonucunda 6PGD igin

tek bantlar elde edilmistir.

Saflagtirma basamaklarinda, sicakligin kontrol altinda tutmak ve aktivite kaybini
azaltmak icin daima kar ile sogutma yapilmistir. Cozeltilerdeki protein miktar1 mg
seviyesinde Brodfard yontemiyle belirlenmistir. Bu yontem hassasiyeti, daha az zaman

almasi ve az reaktif gerektirdigi i¢in tercih edilmistir.
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2', 5'-ADP Sepharose 4B afinite kolonundan eliisyonla alinan 6PGD enzim
numunelerinin, SDS-PAGE’de tek bantlar1 elde edilmistir. Jel lizerinde Rs degerleri
belirlenerek, standarlarla cizilen grafige goére molekiil kiitleleri hesaplanmistir. Rg

degerleri ve molekiil kiitleleri si¢an akciger dokusunda 42,25 kDa olarak hesaplanmustir.

6PGD enziminin en iyi aktivite gosterdigi pH degerleri sigan akciger dokusunda 7,0
(fosfat) olarak belirlenmistir. Optimum tuz konsantrasyonu 5-40 mM araliginda fosfat
icin 5 mM olarak belirlenmistir. Bu veriler enzimin diisiik tuz konsantrasyonlarinda
aktivitesinin fazla oldugunu gostermektedir. Bu durum literatiirle benzerlik

gostermektedir (Adem and Ciftci 2016a, Adem and Ciftci 2016b).

6PGD enziminin optimum aktivite gosterdigi sicaklik degerleri 60°C olarak
belirlenmistir. Sicaklikla enzim aktivitesinin artis gosterdigi gozlenmistir. Enzimin
akciger dokusunda belirlenen optimum sicaklik degeri, sigcan eritrositi ile; kalp dokusu
icin belirlenen deger de sigan ince bagisak dokusunda bulunan degerlerle

aynidir(Beydemir, Ciftci et al. 2004, Ceyhan, Danisan et al. 2005)

6PGA ve NADP" subsratlar icin hesaplanan Ky, sabitleri strastyla 0,13 ve 0,0030 mM;
Vmax degerleri ayni sira ile 0,42 ve 1,29 EU/ml olarak tespit edilmistir. Ky sabitlerinde
goriildiigii gibi saflastirilan 6PGD enzimlerin NADP*’ya olan ilgisi 6PGA’ya gére daha
fazladir. Clinkii Ky degeri daha kiiciiktiir. Bu durum literatiirle benzerlik gostermektedir

(Corpas, Garcia-Salguero et al. 1995, Danisan et al. 2005)

Toprak solucani, topragin biyokimyasal iceriginin olusmasinda énemli katkist vardir.
Onun hayat kalitesinin cesitli kirleticilerle tehdit edilmesi toprak icinde 6nemli tehdit

olusturmaktadir. Bu nedenle yapilan ¢alisma 6nem kazanmaktadir.

Yapilan ¢alismada 12 pestisitin, 8 metal iyonunun ve 4 organik ¢6ziiciiniin, solucandan
saflagtirllan ~ 6-fosfoglukonat dehidrogenaz enzim aktivitesi {izerinde etkisi
arastirilmistir. Pestisit ve metal iyonlarinin calisilan konsantrasyonlarda herhangi bi

etkisi tespit edilmemistir. Bu test edilen konsantrasyonlarda enzim aktivitesinin metal
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ve pestisitlerin toksin etkisinin olmayacagi anlamina gelmektedir. Bu agidan 6nemli bir

sonugtur.

Organik c¢oziiciilerde toprak i¢in diger bir kirletici simifi olusturmaktadir. Etanol,
dinitrofenil asetat ve biitanol %10 final konsantrasyonunda %58, 85 ve 45 oraninda
enzim aktivitesini inhibe etmistir. DMSO ise ayn1 konsantrasyonda %136 oraninda

aktive etmistir.

Sonu¢ olarak, topragin onemli birleseni olan toprak solucanindan 6PGD enzimi
saflastirilmistir. Enzim biyokimyasal olarak karakterize edilmis ve baz1 toprak

kirleticilerinin enzimin aktivitesi tizerindeki etkisi ¢alisilmistir.
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