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Amag: Bu ¢alismada insan eritrositlerinden elde edilen 6-fosfoglukonat dehidrogenaz (6PGD)
ve glukoz-6-fosfat dehidrogenaz (G6PD) enzimleri iizerine 2-florofeniltiyoiire, 3-florofenil
tiyotire, 4-florofeniltiyoiire, 2,5-diflorofeniltiyotire, 2,6-diflorofeniltiyoiire bilesiklerinin
etkilerini incelemeyi amaclanmistir.

Yontem: Bu c¢alismada 6-fosfoglukonat dehidrogenaz (6PGD) ve glukoz-6-fosfat
dehidrogenaz (G6PD) enzimleri afitinite kromatografisi metoduyla saflastirildi. Saflagtirma
sonrasi enzimlerin aktivitesi spektrofotometrik yontemle belirlendi.

Bulgular: Yapilan ¢alismalar sonucunda, insan eritrositlerinden saflastirilan G6PD ve 6PGD
enzimlerini 2-florofeniltiyoiire, 3-florofeniltiyotire, 4-florofeniltiyoiire, 2,5-diflorofeniltiyoiire,
2,6-diflorofeniltiyoiire bilesiklerinin tamami yarismali olarak inhibe ettigi gézlemlenmistir.

Sonug: Inhibisyon ¢alismalarinin sonuglarma gore, inhibisyon etkisi gozlemlenen bu bilesikler
icin % Aktivite-[I] grafikleri ¢izilerek ICso degerleri bulundu. Ayrica bu bilesikler igin
Lineweaver- Burk grafikleri kullanilarak K; sabitleri ve inhibisyon tipleri belirlendi.

Anahtar Kelimeler: Insan Eritrosit, Saflastirma, Glukoz 6-fosfatdehidrogenaz, 6-
Fosfoglukonat Dehidrogenaz, Tiyoiire, Inhibisyon

Haziran 2021, 65 sayfa



ABSTRACT

MASTER OF SCIENCE

EVALUATION OF THE EFFECTS OF SOME FLUOROPHENYLTHIOUREA
COMPOUNDS ON THE ACTIVITIES OF GLUCOSE 6-PHOSPHATE
DEHYDROGENASE AND 6-PHOSPHOGLUCONATE DEHYDROGENASE
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Purpose: In this study, 2-fluorophenyl thiourea, 3-fluorophenyl thiourea, 4-fluorophenyl
thiourea, 2,5-difluorophenyl thiourea, 2, 6-difluorophenyl thiourea on 6-phosphogluconate
dehydrogenase (6PGD) and glucose-6-phosphate dehydrogenase (G6PD) enzymes obtained
from human erythrocytes. It is aimed to examine the effects of difluorophenyl thiourea
compounds.

Method: In this study,6PGD and G6PD enzymes were purified by affinity chromatography
method. Enzymes activity after purification was determined by spectrophotometric method.

Findings: As a result of the studies, it was observed that all of the 2-fluorophenyl thiourea, 3-
fluorophenyl thiourea, 4-fluorophenyl thiourea, 2,5-difluorophenyl thiourea, 2, 6-
difluorophenyl thiourea compounds competitively inhibited the G6PD and 6PGD enzymes
purified from human erythrocytes.

Results: According to the results of the inhibition studies, ICso values were found by plotting
% Activity-[l] graphs for these compounds whose inhibition effect was observed, and Ki
constants and inhibition types were determined for these compounds by using Lineweaver-Burk
graphs.

Keywords: Human Erythrocyte, Purification, Glucose 6-phosphatedehydrogenase, 6-
Phosphogluconate Dehydrogenase, Thiourea, Inhibition
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GIRIS

Teze Genel Bakis ve Literatiir Ozeti

Enzimler viicudumuzdaki reaksiyonlar1 hizlandiran yapilardir, yapim, yikim ve
doniisiim reaksiyonlarda énemli rol oynayan enzimler hizli bir bi¢imde yan {iriin olusturmadan
islevlerini yerine getirmektedir. Pentoz fosfat yolunun en 6nemli enzimlerinden olan glukoz 6-
fosfatdehidrogenaz (G6PD) ve 6- osfoglukonat dehidrogenaz (6PGD) enzimleri ise NADPH
olusumunda 6nemli rol oynamaktadir. Her iki enziminde inhibisyon durumunda anemi

olugmaktadir ve insanlar i¢in dikkat gerektiren hastalik haline gelmektedir.

Yapmig oldugumuz c¢alismamizda, bazi florofeniltiyolire bilesiklerin insan
eritrositlerinden saflastirilan G6PD ve 6PGD enzimlerinin aktiviteleri itizerine etkilerini
incelemis bulunmaktayiz. Bilindigi gibi tiyoiire bilesiklerin son zamanlarda kullanimi
artmaktadir, calismamizda ise bazi florofeniltiyoiire bilesiklerinin insan eritrosit G6PD ve

6PGD enzimlerini inhisyon etkileri iizerine ¢alisma yapilmistir.

G6PD (EC 1.1.1.49; G6PD) pentoz fosfat yolunun kontrol noktasindaki enzimidir
(Nelson and Cox 2013, ibrahim vd 2015, Temel vd 2018). Glukoz 6- fosfat dehidrogenaz
enzimi eksikligi insanlarda goériinen en yaygin enzimopatilerden birisidir ve tahminlere gore

diinya niifusunun %8 civarinda goriilmektedir (Chu et al. 2018).

Kizilbay vd. (2020) yapmis oldugu bir aragtirmada G6PD enzimi insan eritrositinden
afinite kromotografisi yontemiyle 21.981 kat saflastirmis ve dobutamin hidrokloriiriin enzim
aktivitesi iizerine etkileri incelenmistir. Calismalar sonucunda dobutamin hidrokloriir enzimi

inhibe etmis ve K sabiti 19,02 + 4.83mM olarak bulunmustur ( Kizilbay ve Karaman 2020).

Jain et al. (2020) yapmis oldugu arastirmada ise G6PD’nin GSH tiikenmesini 6nleyici
bir enzim oldugunu belirtmis ve G6PD enzimi eksikliginin obezite hastalarinda daha yaygin
oldugunu rapor etmistir. G6PD eksikligi olan bireylerin oksidatif strese kars1 savunmasiz ve

daha yiiksek risk altinda oldugunu belirtmistir (Jain et al. 2020).

Aytekin vd. (2019) Nil Tilepya Baligi (Oreochromis niloticus)’nda karaciger, solungac,
bobrek ve kas dokularinda bulunan GO6PD aktiviteleri iizerinde bakirin etkilerini
incelemislerdir. Baliklar 0,6, 3,0 ve 6.0 mg/L bakir ¢ozeltisi derisimlerinin etkisine 14, 15 ve
30 giin siirelerle birakilarak G6PD aktiviteleri kontrol edilmis. G6PD aktivitelerini kontrol

degerlerine gore karsilastirinca dikkate alinacak kadar 6nemli oldugunu belirlemislerdir. Sonug



olarak bakirin tiim derisimlerinin Tilapya baligimin karaciger ve bobrek dokularinda G6PD
enziminin aktivitesini azalttigin1 solunga¢ dokusunda ise aktivitenin arttigini belirlemislerdir

(Aytekin ve Kargin 2019).

Altay vd. (2015) tarafindan yapilan ¢alisma ise G6PD ve insan karbonik anhidraz II
(hCAIIl) enzimleri iizerine lipid distiriicii bir ilag olan, Siprofibrat (2-[4-(2,2-dikloro
siklopropil) fenoksil]-2-metil propiyonik asit) etkileri incelenmistir. Calismalarinin sonucunda,
hCAII iizerine degisimler gdzlemlenirken G6PD enzim aktivitesinde herhangi bir degisiklik
gozlemlenmemistir (Altay vd. 2015).

Temel vd. (2015) GO6PD enzimi sigan eritrositlerinden saflagtirmislardir.
Tiyosemikarbazon temelli aza-ylid (TSCAs) tiirevi olan sentez molekiillerinin G6PD enzimi
aktivitesi iizerine in vitro inhibisyon ve aktivasyon etkileri incelenmistir. Calisma sonucunda
ise TSCAs tiirevlerinden 3a-3d molekiilleri GOPD enziminin aktivitesini 40,77 pM ile 58,0 uM
araligindaki ICsp degerlerinde inhibisyon gosterdigi belirtilmistir (Bayidir ve Temel 2018).

Kiric1 vd. (2015) Capoeta capoeta umbla ( C. ¢. umbla) ismindeki balik tiiriiniin bobrek
dokusu tizerinde imidacloprid ve lambda-cyhalothrin pestisitlerinin G6PD enzimi aktivitesi
lizerine in vitro galigmalar gergeklestirilmistir. Bu ¢aligmada balik bobreginden G6PD enzimini
amonyum siilfat ¢oktiirmesi ve 2',5'-ADP Sepharose 4B afinite kromatografisi yontemiyle
saflastirmiglardir. Calismalarinin sonucunda ise % 22,7 verimle enzimi saflastirarak
imidacloprid ve lambda-cyhalothrin pestisitlerinin G6PD enzimini etkili bir sekilde inhibe
ettigini gézlemlemislerdir. Ayrica lambda- cyhalothrin enziminin imidacloprid enzimine oranla

daha fazla inhibisyon etkisini gosterdigini belirtmislerdir (Kiric1 vd. 2015).

Maillart et al. (2020) G6PD eksikligi olan COVID- 19 hastalarinin 6nemli bir oranda
hemoliz vaka gosterdiklerini belirtmislerdir. Caligmalarinda ise hidroksiklorokin kullaniminin
yaygin hale geldigini ve etkili olduguna dair giiglii bir kanit olmadan tedavi tiirii olarak 6ne
stiriildiigiinii ayrica hidtosiklorokin (HCQ) ilacinin G6PD eksikligi olan hastalar da akut
hemoliz gibi ciddi yan etkisinin oldugunu belirtmislerdir (Maillart et al 2020). Ayrica
Takahashi et al. (2020) yapmis oldugu calismalarda G6PD eksikligi olan hastalarda
hidroksiklorokin’ in yan etki olarak hemolizi iliskilendirdiklerini belirtmistir (Takahashi et al.
2020).

Ciftci vd. (2020) ise Japon bildircin eritrositlerinden G6PD enzimini 2'5'-ADP
Sepharose 4B afinite jeli ile %69’ luk saflagtirma verimi elde etmis olup 52,84 EU / mg spesifik
aktivite ile saflagtirmiglardir. SDS-PAGE yontemi kullanilarak kontrol edilmis ve sonug olarak
jel iizerinde tek bir bant gozlemlemislerdir. Karakterizasyon ¢aligsmalarinda ise optimum iyonik

siddeti 0,5 M Tris-HCI” de optimum sicakligi ise 60 °C olarak bulmuslardir (Cift¢i vd. 2020).
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Mele et al. (2018) pentoz fosfat yolunun reaktif oksijen artis1 ve NADPH sentezinden
kaynakli kanserojen mikroorganizmalarin metabolik biliylimede ve metastazinda 6nemli bir
glikoliz metabolizmasi oldugunu belirtmistir. Yapmis olduklar1 ¢aligmalarda ise polidatinin
pentoz fosfat yolunun anahtar enzimi olan G6PD enzimini inhibe ettigini belirtmis ve
inhibisyonun kanser hiicrelerinin kemoterapiye olan duyarliligini artiracagmi ve yeniden

saglayabilecegini bildirmistir (Mele et al. 2018).

Akkoyun vd. (2018) 6PGD enzimi inhibisyonu iizerine si¢an eritrositlerinden 2’,5'-ADP
Sepharose4B afinite kromotografi ile saflastirmiglardir. Calismalarinda sonucunda Cd iyonun
inhibe ettigini astaksantinin (AST) iyonunun ise Cd iyonunun enzim aktivitesini artirdigini

bildirmislerdir ( Akkoyun vd. 2018).

Adem vd. (2016) 6PGD enzimini sigan akcigerinden 2°,5'-ADP Sepharose 4B afinite
kromatografisi kullanarak saflagtirmiglar ve SDS-PAGE kontrol edip tek bant elde
gozlemlemislerdir. 6PGD enzimi i¢in molekiil agirhgmi Sephadex G-150 jel filtrasyon
kromatografisi yontemiyle 107 kDa oldugunu bulmuslardir. Inhibisyon ¢aligmalarinda ise
levofloksasin, furosemid, seftazidim, sefuroksim ve gentamisin antibiyotiklerinin inhibisyon
etkilerini incelemis ve 6PGD enziminin levofloksasin tarafindan inhibe edildigini

bildirmislerdir (Adem ve Ciftci 2016).

Adem vd. (2016) baska bir ¢alismada ise sigan kalbinden G6PD ve 6PGD enzimlerini
saflagtirarak, furosemid, digoksin ve dopamin’ in inhibisyon etkilerini incelemislerdir.
Caligmalarinin sonucunda ise ii¢ ilacin da inhibisyon etkisi gosterdigini belirtirken, dopamin’

in yarigmali furosemid ve digoksin yarismasiz inhibisyon gosterdigini tespit etmislerdir (Adem

ve Ciftci 2016).

Feng Q et al. (2020) 6PGD enzimi iizerine Gene Ekspresyon Omnibus (GEO)
profillerini incelemis ve kanserli doku 6rneklerinde 6PGD enziminin ekspresyonunu tespit
etmislerdir. 6PGD enzimi iizerine Ebselen ile inhibisyon ¢aligmalar1 yapmis, sonug olarak ise
Ebselen’in 6PGD enzimini inhibe ederek kanser tiimorlerinin biiyiimesini baskiladigini ve

inhibitor olarak kullanilabilecegini bildirmislerdir (Feng Q et al. 2020).

Ozaslan vd. (2019) insan eritrositlerinden G6PD ve 6PGD enzimlerini saflastirmis ve
antidepresan ilaclar olan aripiprazol, mirtazapin, risperidon, essitalopram ve haloperidol’ {in
enzimler lizerine inhibisyon etkilerini arastirmislardir. Calismalarinin sonucunda ilaglarin her

iki enzimi de inhibe ettigini bildirmislerdir (Ozaslan vd. 2019).

Yang et al. (2018) 6PGD enziminin tiimor metabolizma ve biiyiimesinde rolii oldugunu

belirtmis ve gdgiis kanseri olan hastalarda incelemelerde bulunmuslardir. Yapmis olduklari



caligmalar sonucunda ise tiimorlii hiicrelerde 6PGD enziminin aktivitesinin daha yiiksek
oldugunu gozlemlemis ve enzimin inhibisyonunun kemoterapi duyarliligmi artirdigini
belirtmislerdir. Enzim inhibisyonu saglanmasi halinde kemoterapik etkinligin artirildigini ve

terapOtik stratejiyi temsil edebilecegini one siirmiislerdir (Yang et al. 2018).

Zhang et al. (2019) cisplatin ilacina direngli akciger ve yumurtalik kanser hiicrelerinde
6PGD enzimi lizerine inceleme yapmislaridir. Bu hiicrelerde 6PGD enziminin ekspresyonunun
daha fazla oldugunu ve timor biiylimesinin daha yiiksek oranda oldugunu belirtmislerdir.
Calismanin sonucunda diren¢ gosteren kanser hiicrelerinde 1-Hidroksi-8-metoksi-antrakinon
vasitastyla 6PGD enziminin inhibe gosterdigini ve cisplatine direncinin azaldigini tespit
etmislerdir. Tiimorlii hiicrelerde 6PGD enziminin inhibisyonu saglanarak cisplatine direncinin

asilabilecegini ve hastaligin tedavi edilebilecegini bildirmislerdir (Zhang et al. 2019).

Ma et al. (2018) en agresif tiroid kanseri tiirii olan anaplastik tiroid karsinomu (ATC)’na
6PGD inhibisyonunun etkisini incelemislerdir. Calismanin sonucunda kanser hiicreleri 6PGD
inhibisyonuna maruz birakildig1 zaman ATC hiicrelerinin doksorubisine kars1 duyarli oldugunu
ve yukarn regiile edildigini bildirmislerdir. ATC tedavisinde kemoterapiye alternatif olarak

direncin iistesinden gelmek i¢in terapdtik bir strateji oldugunu bildirmislerdir (Ma and Cheng

2018).



KURAMSAL TEMELLER

Kanin Yapisi ve Genel Fonksiyonlar:

Kan, viicudun i¢ ortaminin normal bilesiminin korunmasi olan homeostazin
saglanmasina dnemli katki saglayan organ sistemini olusturur. Kan; 6zel hiicreleri icermesinin
yaninda proteinler ve sudan olusan sivi bir doku olarak kabul edilebilir. Kanda en bol bulunan
hiicre, oksijeni dokulara tasiyan ve protonlarin hemoglobin ile baglanmasi yoluyla kanin
tamponlanmasina katkida bulunan eritrosit diye adlandirilan kirmizi kan hiicreleridir. Kirmizi
kan hiicreleri, farklilasma stirecinde tiim i¢ organellerini kaybeder. Beyaz kan hiicreleri olan
16kositler, kanda bulunan ve enfeksiyona karsi savunmada gorev yapan cekirdekli hiicrelerdir.
Sitoplazmik organelleri igeren ancak c¢ekirdegi bulunmayan trombositler (platelet), kan
damarinin liimeni i¢inde normal trombiis (piht1) olusumuna katkida bulunarak kanamanin

kontroliinde rol oynarlar (Marks’ et al. 2006).

Eritrositler, ihtiva ettikleri hemoglobin ile dokular arasinda karbondioksit ve oksijen
tagiyan kan hiicreleridir. Hemoglobin kuarterner yapida olup eritrositler tarafindan taginirlar ve
uygun ortami saglarlar (Nelson and Cox 2013). Eritrositler normal kosullarda 100 ile 120 giin
arasinda yasam siirelerine sahiptirler. Esas gorevi tasima ve bunun yani sira diizenleme,
savunma ve koruma gorevi olan kan, plazma olarak adlandirilan sivi boliimle % 91-92 su ve
bunun icindeki % 7’si plazma protein iceren kan hiicreleri denilen sekilli elemanlardan
olugmaktadir (Nelson and Cox 2013). Tasima gorevi olarak, hormonlar, kan gazlari, enzimleri
ve besin maddelerini gerekli olan hiicrelere iletirler. Metabolitik aktivite sonrast olusan artik
maddeleri ise bobrek ve akciger gibi organlara iletir. Osmotik basincin dengelenmesi, vuciit
1s1s1 ve sivilarin pH dengesinin saglanmasi gibi diizenleme gorevleri de vardir. Ayrica kanda
mevcut l6kositler araciligiyla zararli mikroorganizmlari etkisiz hale getiren savunma gorevi de

vardir (Bala 2010).

Enzimler

Canli organizmalarda her canlimin hayatini devam ettirmesi i¢in digaridan aldigi
besinleri yapisina gore biyolojik molekiillere segici olarak doniistiirmesi gerekmektedir.
Enzimler ise bu doniisiim reaksiyonlarini hizlandirirlar ve yan iirlin olusturmaksizin %100°lik
verim saglarlar. Enzimler kimyasal reaksiyonlarin hizlarimi artirip, reaksiyonlardan higbir

degisiklige ugramadan ¢ikan maddelerdir. (Lerner and Lerner 2003). Katalitik aktivitesi olan



bir kisstm RNA molekiilleri harig, biitiin enzimler protein yapisindadirlar (Nelson and Cox

2013).

Enzimlerin yapisi ve fonksiyonlari

Molekiiller i¢in 6zel baglanma enerjilerine sahip proteinler olan enzimler olmasaydi
reaksiyonlarin biliylik kismi mevcut halinden daha yiiksek enerji diizeyi ve daha yiiksek
sicakliga gereksinim duyarlardi. Bununla birlikte zayif enerjili bag yapabilme 6zelligine sahip
olmalari, reaksiyon hizini artirmak i¢in enzimlere biiyiik avantaj saglamaktadir. Enzimler besin
iiretimi, gen klonlama gibi bir¢ok alanda yaygin uygulama alani bulmuslardir (Lerner and
Lerner 2003). Biyokimya tarihinde arastirmalarin biiyiikk ¢ogunlugu enzimler {izerinedir.
Bunlardan kataliz olay1 ile ilgili calismalardan ilki midedeki sindirim enzimlerin etkileri iizerine
1760-1825 yillar1 arasinda yapilmistir. Bunun ardindan Isvecli kimyager S.S.Berzelius 1835
yilinda sabit bir enzim {izerine ilk ¢alismayla, diastazin nigastayi canli yapi1 iginde (in vivo)
stilfiirik asite gore daha da yiiksek bir verimle hidrolizlemistir (Keha ve Kiifrevioglu
2020).Sekil 1.’de bir reaksiyonun enzim olmadan ve enzim ile birlikteki ilerlemesi

gosterilmistir.

Enzimsiz

Enzim
kullaniimayan
________ o reaksiyonun
Enzim aktivasyon
kullanilan enerjisi

reaksiyonun
aktivasyon
enerjisi

Substrat

Enerji

Uriinler

Reaksiyon llerlemesi

Sekil 1. Bir reaksiyonun enzim olmadan ve enzim ile birlikteki ilerlemesi (Stenesh, 1998)
Enzimlerin genel 6zellikleri asagidaki gibidir;

. Enzimler genellikle protein yapisindadirlar.

. Enzimler ayni tlirdeki reaksiyonlar1 birgok kez gerceklestirilebilir.

. Bir enzim, bir ¢esit reaksiyona ya da ayni tip benzer reaksiyonlara spesifiktir.

1
2
3
4. Enzimler katalizor gorevi gordiigii tepkimelerin aktivasyon enerjilerini diistiriir.
5. Olusacak reaksiyonun dengeye ulagsmasini hizlandirirlar.
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. Enzimler canli ve cansiz ortamda gorev yaparlar (Goziikara 1997).



Bugiin 5000°’den fazla enzim tanimlanmis olup, bir¢ogunun saf halinin kinetik
calisilmasi yapilmis ve 200 *den fazlasi kristallendirilmistir. (Keha ve Kiifrevioglu 2020). Buna
ragmen yapilan bazi ¢alismalarda ise bircok enzimin hala tespit edilemedigini gostermektedir
Enzimlerin kiigiik bir katalitik molekiilleri disinda tamami proteindir ve enzimlerin katalitik
aktiviteleri, dogal protein konformasyonlarinin dayanikliligina géredir. Enzim alt birimlerine
ayrilir ya da denatiire olursa katalitik aktiviteleri biliyiik oranla kaybolur. Baz1 enzimlerin
aktiviteleri i¢in amino asit kalintilar1 disinda kalintilara ihtiyaglar1 yoktur. Digerleri ise
inorganik iyon ya da koenzim denilen kompleks organik molekiillere ihtiya¢ duyarlar
(Koshland et al. Neet 1968).

Enzim proteinine ¢ok siki baglanmis olan koenzim ya da metal iyonuna prostetik grup
ad1 verilmistir. Metal iyonlariyla ve koenzimiyle katalitik olarak aktif olan bir enzime ise
holoenzim denilmektedir. Holoenzimlerin protein kismina apoenzim ya da apoprotein adi
verilmistir. Koenzimlerin gorevi islevsel gruplarin gegici tasiyiciligini yapmaktir ve genellikle
diyet olarak alinan vitaminlerden tiiremektedirler (Nelson and Cox 2013). Enzime substratin
baglandigi ve reaksiyonun gerceklestigi yere aktif bolge denilmektedir. Enzim- substrat
kompleksi enzimin aktivitesi i¢in dnemli rol oynamaktadir (Nelson and Cox 2013). Sekil 2’de

serbest enzim ve enzimin aktif bolgesine baglanan ve aktivite susbtrat gosterilmistir.

Substrat ;l | ' P\ s | .
W< L ! . | Uriinler
l - -
/"\""/ -
Aktif bdlge ‘
Dabprciugs e
Serbest enzim Enzim-substrat Serbest enzim

kompleksi

Sekil 2. Enzim substrat ve aktif bolge gosterimi (Blanco et al. 2017).
Enzimlerin inhibisyonu

Enzimlerin aktivitelerinin baz1 bilesikler tarafindan azaltilmasi ya da tamamen yok
edilmesine inhibisyon denilmektedir. Inhibisyon etkisi olan bilesiklere ise inhibitor
denilmektedir ve genellikle kiiclik molekiil yapisinda bulunmaktadirlar veya iyonik
yapidadirlar (Goldstein et al. 1965). Enzim inhibisyonu kontrol mekanizmasinda rol aldig1 i¢in
onem arz etmektedir. Birgok ilag, zehirli bilesikler ve kimyasal maddeler bu yolla islev

gostermektedirler (Keha ve Kiifrevioglu 2020).



Inhibisyon, déniisiimlii ya da déniisiimsiiz olarak iki sekilde gerceklesebilir. Doniisiimlii
inhibisyonda inhibitér ve enzim denge reaksiyonu halinde etkilesimdedir. Bu inhibisyon,
yarigmali ve yarigmasiz ya da yari yarigmali halinde olabilir. Yarismali inhibisyon, inhibitdr ve
susbtratin enzim iizerinde ayni bdlgeye baglanmaya c¢alismasiyla gerceklesir (Keha ve

Kiifrevioglu 2020).

Yarigmasiz inhibisyonda substrat ve inhibitor enzimin farkli bolgelerine baglandigi i¢in
substrat konsantrasyonu inhibisyon {izerine etki gostermez. Yari yarismali inhibisyonda ise
inhibitdr yalnizca enzim substrat kompleksine baglanmaktadir. Doniisiimsiiz inhibisyon
¢esidinde ise inhibitdr enzime kovalent bag ile baglanir yada ayrilmasi zor bir kompleks

olusturmaktadir (Keha ve Kiifrevioglu 2020).

Enzimlerin isimlendirilmesi

Enzimlerin isimlendirilirken, belirli kural ¢ercevesinde ve her enzimin kendine ait kod
numarast kullanilmaktadir(Tipton et al. 2000). Enzyme Commission (E. C.) olarak adlandirilan
bu numara, harflerinden sonra 4 rakamdan olusmaktadir. Ornegin E.C. 2.7.1.1. kodlu numaraya
baktigimizda 2 numarasinin enzimin, transferaz enzimi, 7 numarasinin fosfat grubunu transfer
ettigini, 1 numarasinin fosfat transferini alkol grubuna ait oldugunu ve sondaki 1 rakami da bu
transferi saglayan enzimler arasinda ilk siray1 aldigini ifade etmektedir. Bahsettigimiz enzim
ise hekzokinaz adiyla bildigimiz, ATP:D- heksoz 6- fosfotransferaz enzimidir. (Keha ve
Kiifrevioglu 2020).

Enzimlerin simiflandirilmasi

Enzimler alt1 ana grupta siniflandirilmaktadirlar. Bunlar sirasiyla sdyledir:

1- Oksidorediiktazlar

2- Transferazlar

3- Hidrolazlar

4- Liyazlar

5- izomerazlar

6- Ligazlar

Siniflandirildiklar gruplara gore fonksiyonlari ise Tablo 1’ deki gibidir (Gajera at al.
2008)



Tablo 1. Enzimlerin Sinmiflandirildiklar1 gruplara gore fonksiyonlari

Ana Ana Smiflandirma ve Alt Katalize Ettikleri Reaksiyon Tipleri
Siniflandirma Smiflandirma Isimleri
Numarasi
OKSIDOREDUKTAZLAR Iki substrat arasinda elektron aligverisi olan
Dehidrogenazlar, Oksidazlar reaksiyonlari katalizleyen enzimlerdir.
1 Rediiktazlar, Peroksidazlar
Katalazlar, Hidrolazlar
TRANSFERAZLAR Verici ve alici substrat arasinda olusan
2 Kinazlar, Agiltransferazlar reaksiyonda hidrojen disindaki gruplarin
Transaldolazlar, transferini katalizler.
Metiltransferazlar
HiDROLAZLAR Ester, peptit, eter, glukozit, C- halojeniir,
Esterazlar, Glioksidazlar anhidrit ya da P-N baglarinin hidrolizlenmesini
3 Peptidazlar, Fosfatazlar HQQ mc_>lekulunun katilmiyla  saglayan
. . enzimlerdir.
Tiyolazlar, Fosfolipazlar
Amidazlar
LIYAZLAR Substratlarda  gruplarin  uzaklastirtlip ~ ¢ift
Dekarboksilazlar, Aldolazlar baglarin olusturuldugu reaksiyonlari
4 Hidratazlar. Dehidratazlar oksidasyon veya hidrolizden farkli bir
’ mekanizma ile katalizleyen enzimlerdir.
IZOMERAZLAR Yapisal, geometrik veya optik izomer yapilarin
Rasemazlar, Eplmerazlar birbirine donuSumunu Saglayarak tekrar
{zomerazlar, Mutazlar diizenlenmesini saglarlar.
5
LIGAZLAR Yiiksek enerjili fosfat bilesiklerinin(ATP, GTP
Sentetazlar, Karboksilazlar gibi) fosfat bagmin koparak ortaya ¢ikardigi
enerji yardimiyla iki molekiiliin baglandig1
6 reaksiyonlar1 katalizlerler.

Enzimlerin aktivitelerine etki eden faktorler su sekilde siralanabilir:

1. Substrat konsantrasyonu

2. Enzim konsantrasyonu

3. pH

4. lyonik siddet

5. Inhibitdr ve aktivitdrlerin varlig
6. Sicaklik

Substrat ve enzim konsantrasyonu, sicaklik, pH, inhibitor ve aktivitorlerin varhigi ile

iyonik siddet enzim aktivitesine etki eden faktorlerdendir. Enzimler, belirli sicaklik ve pH



araliklarinda en iyi sekilde ¢alisir ve optimalin altindaki kosullar, bir enzimin bir substrata

baglanma yetenegini kaybetmesine neden olabilir (Eed 2012).

Pentoz Fosfat Yolu

Pentoz fosfat yolu ayn1 zamanda heksoz monofosfat yolu olarak da bilinir. Organizmaya
pentozlar ve nikotinamid adenin diniikleotit fosfat (NADPH) saglayan metabolik bir yoldur. Bu
yolda olusan serbest enerji ATP’ ye doniistiiriillemez. Olusan NADPH organizmada bir hidrojen
vericisi gorevindedir (Giirdol 2015). Nikotinamid adenin diniikleotid fosfat, kisaltilmis NADP*
veya daha eski gosterimde TPN (trifosfopiridin niikleotid), Calvin dongiisii ve indirgeyici ajan
olarak NADPH gerektiren lipit ve niikleik asit sentezleri gibi anabolik reaksiyonlarda kullanilan

bir kofaktordiir. Tiim hiicresel yasam bigimleri tarafindan kullanilir(Kawai et al. 2008).

NADPH, NADP* 'min indirgenmis seklidir. NADP*, adenin pargasini tasiyan riboz
halkasinin 2 'pozisyonunda ek bir fosfat grubunun varligiyla NAD", dan farklidir. Bu ekstra
fosfat, NAD" kinaz tarafindan eklenir ve NADP" fosfataz ile uzaklastirilir. NADPH, NADP™
dan {retilir. Hayvanlarda ve diger fotosentetik olmayan organizmalardaki ana NADPH
kaynagi, ilk adimda glikoz-6-fosfat dehidrojenaz (G6PDH) ile pentoz fosfat yoludur. Pentoz
fosfat yolu ayrica, glikozdan NAD (P) H'nin bir baska 6nemli parcasi olan pentoz iiretir. Bazi
bakteriler Entner-Doudoroff yolu i¢in de G6PDH kullanir, ancak NADPH iiretimi ayni1 kalir
(Iwahashi et al. 1989). Yasamin tiim alanlarinda bulunan Ferredoksin-NADP™ rediiktaz, bitkiler
ve siyanobakteriler dahil olmak iizere fotosentetik organizmalarda onemli bir NADPH
kaynagidir. Fotosentezin hafif reaksiyonlarmin elektron zincirinin son basamaginda ortaya
cikar. Karbondioksiti asimile etmek ve karbondioksiti glikoza doniistiirmeye yardimeci olmak
i¢cin Calvin dongiisiindeki biyosentetik reaksiyonlar i¢in indirgeme giicii olarak kullanilir. Diger
fotosentetik olmayan yollarda da elektronlar1 kabul etmede islevleri vardir: nitratin bitki
asimilasyonu i¢in nitrojen dongiisiinde ve yaglarin liretiminde amonyaga indirgenmesinde

gereklidir (Keha ve Kiifrevioglu 2020).
NADPH’ 1n kullanim yerlerini su sekilde siralayabiliriz;

1. Yag asidi, steroid ve kolesterol sentezi.

2. Ksenobiyotiklerin zehir etkisini yok etmeyi saglayan karma fonksiyonlu oksidaz
sisteminde.

Glutatyon (GSH)’un yenilenmesinde.

Deoksiriboz olusumunda.

Amino asitlerin bazilarinin metabolizmasinda.

o g ~ w

Glukuronik asit metabolizmasinda.
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Pentozlar ise DNA ve RNA yapisina katilmalarinin yani sira, koenzim A, NAD" ve FAD
gibi dnemli bilesiklerinde yapisinda bulunabilirler (Giirddl 2015). insan eritrositlerinde, pentoz
fosfat yolunun islevi, eritrositlerin varligini siirdiirmesi i¢in 6nemlidir. Eritrositler, GSH,
koenzimler ve ATP gibi gerekliligi 6nem arz eden bilesiklerin sentezi i¢in enerji gereksinimi
duyarlar ve bu enerjiyi glukozu metabolize ederek saglarlar. Olgun eritrositler mitokondrilerini
kaybettikleri i¢in ATP’ nin temini oksidatif fosforilasyon yoluyla saglanamaz (Montgomery
1996). Hiicrelerde indirgeyici giiciin en hizli kullanilabilir hali NADPH” dir. Pentoz fosfat yolu
ile glukoz 6-fosfat, riboz 5-fosfata oksitlenirken NADPH’ 1n iiretimi gergeklesir. Bu bes
karbonlu seker ile onun tiirevleri olan RNA, DNA, FAD, ATP, NAD" ve CoA gibi hayati 6nemi
olan biyomolekiillerin bilesenleridir (Ciftci 1998). Pentoz fosfat yolu ayni anda hiicre
sitozoliinde, li¢, dort, bes, alt1 ve yedi karbonlu sekerlerin, bir seri oksidatif olmayan birbirine

doniisiim reaksiyonlarini da katalizler (Keha ve Kiifrevioglu 2020).

Pentoz fosfat yolunun oksidatif reaksiyonlarinin toplam reaksiyonunu asagidaki sekilde

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

Pentoz fosfat yolunun, oksidatif reaksiyonlar1 glukoz 6- fosfatin 1 no’lu karbonunun
dehidrogenasyonu ile baslar ve bu reaksiyonu G6PD enzimi katalizler. G6PD enzimi
inceleyecek olursak NADP™ ye asir1 spesifik oldugunu ve NAD" igin KM degerini NADP™ i¢in
olana gore 1000 kat daha fazla oldugunu goérmekteyiz. Bu reaksiyon sonucunda ise C-1
karboksili ve C-5 hidroksil grubu arasinda olusan, bir molekiil igi estere sahip olan 6-
fosfoglukono-A-lakton olusmaktadir. Daha sonra ise 6-fosfoglukono-A-lakton iirtiniiniin
laktonaz enzimi ile katalizlenmesi ile 6-fosfoglukonata hidrolizlenir. Hidrolizlenme sonucunda
olusan alt1 karbonlu seker daha sonra koenzimi NADP* olan 6-fosfoglukonat dehidrogenaz
enzimi katalizorliigiinde oksidatif dekarboksilasyona ugrayarak ribuloz 5-fosfata doniisiir, bu

reaksiyonlari acik reaksiyonlar ile Sekil 3°de verilmistir (Keha ve Kiifrevioglu 2020).
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Glukoz 6-fosfat

6-fosfoglukano-5-lakton

6- Fosfoglukonat

¢} o
H—C—OH C=0 xc”
| NADP" NADPH +H" | - |
H—Cl—OH v H—C—OH Hb H—C—OH
HO—C—H O > —C—H O ———> —C—
| Glukoz 6-fosfat HO—C—H Laktonaz I
H—(lj—OH Dehidrogenaz H—?—OH H—(lj—OH
H_f H—$— H—(|:—0H
-2 -
H,C—OPO; H,C—OPO; H,C—OPO,;?
Z
>
o
a~]
>
Z
>
o
-0
T
+
\ T
o
7 L,
H_(|:_OH - | + CO,
H—C—OH Fosfopentoz H—C—OH
izomeraz |
H—C—OH H—C—OH
J— -2
H,C—OPO; H,C—OPO;?

Riboz 5- fosfat

Ribulaz 5- fosfat

Sekil 3. Pentoz fosfat yolu oksidatif reaksiyonlar: (Keha ve Kiifrevioglu 2020).

Pentoz fosfat yolunun ikinci donem reaksiyonlari olarak bilinen oksidatif olmayan
reaksiyonlarina, organizmanin bagvurmasindaki temel amag¢ glukoz israfina sebep olmadan
yeterli miktarda NADPH teminini saglamaktir. Bagka bir deyisle ihtiyag fazlasi ribozlari tekrar
glukoza doniistiirmektir. Bu reaksiyonlar transketolaz ve transaldolaz enzimleri tarafindan
katalizlenen reaksiyonlar1 kapsamaktadir (Giirdol 2015). Transketolaz enzimi iki karbonlu,
transaldolaz enzimi ise {i¢ karbonu birimlerin transferini yapmaktadir (Keha ve Kiifrevioglu

2020). Pentoz fosfat yoluyla glikolizi birbirine baglayan reaksiyonlarin ilkinde, iki pentozdan

gliseraldehid 3-fosfat ve sedoheptuloz 7-fosfat meydana gelir.
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CH,OH

o
N\ —
CH,OH N o o - c=—o0
C=—0 | \\\\C/
e H—C—OH | HO—C—H
| N | Transketolaz N
- (— = H—C—OH -
HO C H H— T_ OH H C OH
2
—C— CH,0OPO —C—
H C OH H—C—OH 2 3 H C OH
2
2 —_— ——
CH,0PO, CH,OPO, H C OH
2
CH,0PO,
Ksiluloz Riboz Gliseraldehid Sedoheptuloz
5- fosfat 5- fosfat 3- fosfat 7- fosfat

Burada iki karbonlu birimini veren ksiluloz 5- fosfat 3 no’lu C’da ribuloz 5 fosfatin
epimeri olup, birbirine fosfopentoz epimeraz vasitasiyla donistiiriiliirler. Gliseraldehid 3- fosfat

ve sedoheptuloz 7- fosfat daha sonra reaksiyona girerek bir friiktoz 6- fosfat ve birde eritroz 4-

fosfat teskil ederler:
CH,OH
CH,OH
cC=0 o H 0 q
\ / \C/ C=—0
HO——C——H C
H—C—OH HO—C——H
H——C——O0H + H——C—OH + +
H—C—OH H——C——0H
H——C——OH CH,0PO3 ,
CH,OPO; H——C——OH
H——C—O0H 2
CH,O0PO;
CH,OPO;
Sedoheptuloz Gliseraldehid Eritroz Fruktoz
7- fosfat 3- fosfat 4- fosfat 6- fosfat

Yukaridaki reaksiyonda olusan eritroz 4- fosfat, transketolaz enzimi katalizorliigiinde,
ksiluloz- 5- fosfattan iki karbon birimi alarak gliseraldehid 3- fosfat ve friiktoz 6- fosfati

meydana getirir. Transketolaz enziminin koenzimi tiamin pirofosfat (TPP)’dur.
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CH,OH o H CH,OH
N 0 H 2
| ¢ N
C=—0 C C=—0
“‘|‘“ H—C——OH  Transketolaz |
HO—C—H + | ~ H—C—OH + HO—C—H
H—C—OH |
_C— 2 —_— " ——
H—C—OH B} CH,0P0? H—C—OH
, CH,0PO;
CH,OPO; H—C—O0OH
CH,OPO;
Ksiluloz Eritroz Gliseraldehid Fruktoz
5- fosfat 4- fosfat 3- fosfat 6- fosfat

Bu reaksiyonlarin toplam1 asagidaki gibidir.

2 Ksiluloz 5- fosfat + Riboz 5- fosfat 2 Fruktoz 6- fosfat + Gliseraldehid 3- fosfat

Buradaki ksiluloz 5- fosfatin, fosfopentoz izomeraz ve epimeraz enzimlerinin sirasiyla
gorev yapmalar1 sonucu, riboz 5- fosfattan yapildigini géz oniine aldigimiz zaman yukaridaki

denklem:;

3 Riboz 5- fosfat m——————= 2 Fruktoz 6- fosfat + Gliseraldehid 3- fosfat

sekline doner. Boylece pentoz fosfat yoluyla meydana getirilen fazla riboz 5- fosfat glikoliz ara

tiriinlerine doniistiiriilmiis oluyor (Keha ve Kiifrevioglu 2020).

Glukoz 6- Fosfat Dehidrogenaz Enzimi (G6PD)

Eritrositler, yasamlarini devam ettirmeleri icin ihtiya¢ duyduklar1 enerjiyi Embden
Meyerhof denilen anaerobik glikolizden saglarlar. Bunun yani sira eritrositler, hiicredeki
proteinleri ve hemoglobini oksidan etkilerden de muhafaza etmektedirler. Glukoz 6- fosfat
dehidrogenaz(G6PD) enzimi hiicreleri bu oksidan hasarlardan koruma ile gérev yapmaktadir
ve eritrositlerde pentozmonofosfat yolunda bulunmaktadir ve pentoz fosfat yolunun ilk
basamagindaki NADP™” yi NADPH + H*’ ya indirgeyen 6nemli bir enzimdir. (Anonim 2021).
G6PD eksikligi hemolitik anemiye yol acar bir bozukluktur, bu hastaliga sahip olan kisilerde
oksidan nitelikli bilesiklerin bazilarini1 zehirsizlestirme 0Ozelligi bozulup sonu¢ olarakta
hemolitik anemi gelismektedir. Insanlarda en yaygin olarak gdren anemi tiirii olup diinyada 200
milyondan fazla insan ile ilgilidir. Ozellikle Afrika’nin tropikal bolgeleri, Akdeniz bolgesinde
ve Amerikal1 zenci insanlar arasinda yaygin olarak goriilmektedir. X- kromozunda bulunan bu
enzim geni incelendiginde 400’ den fazla mutasyon tespit edilmistir. Bu mutasyonlardan
herhangi birine sahip kisilerin genelinde belirti goriilmemektedir yine de oksidan nitelikli ilag(

antibiyotik, primakin vb) kullanimi, baklagiller veya enfeksiyon anemiyi tetikleyebilir. G6PD
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eksikliginde eritrositlerin etkilenmesinin sebebi eritrositlerin NADPH’1 sadece pentoz fosfat

yolu vasitasiyla liretebilmesidir. (Giirdol 2015).

G6PD eksikliginde anemi olugmasinin sebebi ise NADPH {iretiminin azalmasidir,
clinkii NADPH eritrositler de antioksidan bilesik olan GSH yenilenmesini saglayan glutatyon
rediiktaz enziminin kofaktoriidiir. GSH glisin, sistein ve glutamik asitten olugsmaktadir ve bir
tripeptiddir. Bu yap1 proteinlerdeki siilthidril gruplarinin oksidasyona karsi korur ve enzim
reaksiyonlariin bir kisminda siilthidril gurplarini kosubstrat olarak kullanir. Her iki islev
icinde GSH oksitlenerek kondanse olur ve GSSG’ye doniisiir. Bu iglevlerin devam edebilmesi
icin GSH’ 1n tekrar indirgenmis haline doniismesi gerekmektedir, bu doniisiimii ise glutatyon

rediiktaz enzimi NADPH’ 1 kofaktor olarak kullanarak saglamaktadir (Giirdol 2015).

Diinya saglik orgiiti G6PD enzimini eksikligini klinik bulgular ve aktivite diizeyine gore bes

siifa ayirmistir;

Smif I . Enzimin aktivitesi normalden %10 civarinda daha azdir ve kronik

hemolitik anemi gézlemlenmistir.

Sinif 11 . Agir enzim eksikligi olan ve genellikle aralikli olarak hemolitik anemi

saptanan siniftir.

Simif 111 : Orta derecede (%10 - %60) enzim eksikligi mevcut olan hastalar olup,

hemolitik anemi de mevcuttur.
Smif IV : Enzim eksikligi ve hemoliz yoktur.

Smf V : Bu sinifta olan hastalarda ise enzim aktivitesi yiiksek olup bu sinif ayrica

kendi arasinda dort varyanta ayrilmastir.

G6PD enzimi eksikliginde olusan hastaliklarinda tedavi olarak en yaygin kullanilan
yontem, ilaclar ve oksidan stresten kaginma durumudur bu durumda ise hasta bakla tiikketimi ve
enfeksiyona kars1 dikkatli hareket edilmesine yonlendirilmektedir. Cok nadir olarak Hb 7g/dL
altinda oldugunda ya da bu seviyede hemoglobiniiri devam ediyorsa transfiizyon

onerilmektedir.

6-Fosfoglukonat Dehidrogenaz Enzimi (6PGD)

Pentoz fosfat yolunun ikinci oksidatif basamagini katalizleyen 6PGD enzimi hem
eksikligi yaygin olarak goriilmeyen hem de eksikligi durumunda agir hemolitik vakalari az olan
bir enzimdir (Walzem et al. 1991). Izomerazin inhibiitdrii olan 6PGD hiicrede birikmesi halinde
glikoliz yolunu inhibe etmektedir (Barrett 1997). 6PGD enzimi rediiktif biyosentezlerde ve

NADPH niikleotit sentezinde riboz 5-fosfat saglamasi agisindan 6nemlidir (Tandogan ve Ulusu
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2003). Ayrica eksik olmasi durumunda hemolitik anemi olusturdugu bilinen 6PGD enzimi canli

organizmalar i¢in hayati 6neme sahiptir (Caprari et al. 2001).

Tiyoiire Bilesikler

Tiyotire bilesikler yapilarinda C, N ve S atomlar1 bulundurmaktadir, genel formiilleri
ise CSN2H; seklindedir (Davidson MG at al. 2007). Ure yapisindaki oksijen, tiyoiirelerde ise
kiikiirt seklindedir (Alkan 2010; Unal 2012). Yapilarinda S atomu ihtiva etmesi bir¢ok kalitatif
ve kantitatif analizlerde rahat¢a uygulama alan1 bulmaktadir (Li J. 2004). Yapilarinda aktif S
ve N atomlarindan ve molekiilleri bulundurmasi yiiksek hidrojen bagi yapma o6zelligi
saglamaktadir.(Zhoua at al. 2004) Ustiin hidrojen bag1 yapabilme kapasitesi bircok organik

reaksiyonlarda katalizor olarak gorev yapabilmesini saglamaktadir (Weiqun et al. 2004).

Tiyoiire Bilesiklerinin A¢ik Yapilan
Calismamizda enzim aktivitesine etkilerini inceledigimiz tiyotire bilesiklerinin agik
yapilart Sekil 4’de verilmistir.

F

H
N

TNHZ
HN s
%S

HoN F

3-florofeniltiyoii
2-florofeniltiyoiire oroteniityoure

- F
S
)L NH,
: : ~ N/&S
N NH, N
F
4-florofeniltiyoiire 2,5-diflorofeniltiyoiire

=
§ T NH,
S
F
2,6-diflorofeniltiyoiire

Sekil 4. Calismada kullanilan florofeniltiyotire bilesiklerinin agik yapilar
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MATERYAL VE YONTEMLER

Materyal
Yararlanilan Alet ve Cihazlar

Calisma boyunca kullanilan aletlere ve cihazlara asagida verilmistir:

Spektrofotometre : Beckman Coulter DU 730
pH metre : Thermo Orion Star A211
Elektroforez tanki : Biorad

Sogutmali santrifiij : Hermle Z323 K
Peristaltik pompa . Ismatec

Hassas terazi : Denver

Otomatik pipetler : Eppendorf

Magnetic karistirict . Ika C- Mag HS7
Calkalayici - Ika

Saf su cihazi : Merck

Gii¢ kaynag1 : 1-Bio Rad Power Pac 3000
Buzdolaplari : Siemens

Kullamilan kimyasal maddeler

Calismalarimizda kullanilan, sodyum bikarbonat ve etilendiamintetraasetikasit
(EDTA), N,N,N’,N’-tetrametil etilendiamin (TEMED), standart serum albiimin, 3-nikotinamid
adenin dinukleotid fosfat (okside form) (NADP™), inhibitor olarak kullanilan kimyasallar,
giimiis nitrat,sodyum karbonat, sodyum tiyosiilfat, Sigma Chemical Comp. ’den; akrilamid,
Coomassie brillant blue G-250, B-merkapto etanol ve 2°,5’ ADP Sepharose 4B, N,N’-metilen
bisakrilamid, brom timol mavisi, sodyum dodesil siilfat (SDS), Pharmacia’dan; etanol, metanol,
asetik asit, trihidroksimetilaminometan (Tris), sodyum hidroksit, sodyum kloriir, hidroklorik
asit, glisin, fosforik asit, gliserin, potasyum fosfat, potasyum bisfosfat, sodyum asetat,

potasyum asetat, sodyum asetat, izopropanol, potasyum kloriir, E.Merck AG’den temin edildi.

Kullanilan c¢ozeltiler ve hazirlanmasi

Arastirma esnasinda kullanilan ¢ozeltilerin hazirlanis sekilleri ve kullanilis yerleri

asagidaki gibidir:

1. 5 mM EDTA/ 1M Tris-HCI1 (pH=8,0) (G6PD ve 6PGD enzim aktiviteleri igin
kullanilan tampon): 12,11 g (0,1 mol) Tris ve 0,15 g (0,0005mol) EDTA, 45
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10.

11.

mLdistile suda ¢oziildii. Cozelti pH’1 HCI ¢ozeltisi ile 8,0’a ayarlanarak toplam
hacmi distile su ile 50 mL’ye tamamlandi.

0,1 M MgCl; (G6PD ve 6PGD enzim aktiviteleri 6l¢timiinde kullanilan aktivator
¢ozeltisi): 0,48g MgClz (0,005 mol) alinip hacmi distile su kullanilarak 50 mL’ye
tamamlandi.

2 mM NADP* ( G6PD ve 6PGD enzim aktiviteleri 6l¢iimiinde kullanilan ¢ozelti):
0,075 g NADP™ (0,0001 mol ) alind1 ve hacmi distile suyla 50 mLye tamamlandi.
6 MM G-6P (G6PD enzimin aktivite dl¢iimiinde kullanilan substrat ¢ozeltisi): 0,078
g G-6P (0,0003 mol) alinip hacmi distile suyla 50 mL' ye tamamlandi.

0,16 M KCI ( Kanin yikanmasi i¢in gereken ¢ozelti): 1,192 g KCI1 (0,016 mol) alinip
distile suyla hacim 100 mL’ye tamamlandi.

0,1 M CHs3COOK/0,1 M KH2POs4 pH=6,0 (Afinite kolonunun yikanmasi ve
dengelenmesi i¢in kullanilan ilk tampon): 9,8 g CH3COOK (0,1 mol) ile 13,6 g
KH2PO4 (0,1 mol) karistmi 975 mL distile su ile ¢oziildi. pH’st 6,0’ya
ayarlandiktan sonra distile su ile 1L’ye tamamlandi.

0,1 M KCI / 0,1 M KH2PO4, pH=7,85 (Numuneyi tatbik ettikten sonra afinite
kolonunun yikanmasinda kullanilan 2.tampon): 7,45 g (0,1 mol) KCIl ve 13,6 ¢
KH2POj4 (0,1 mol) karisimi hacmi distile su kullanilarak 975 mL’ye tamamlandi.
pH’s1 7,85’e ayarlandiktan sonra toplam hacim 1L’ye tamamlandi.

0,1 M KH2P0O4/0,1 M CH3COOK, pH=7,85 (Numune tatbik ettikten sonra afinite
kolonunun yikanmasi i¢in kullanilan 3.tampon): 9,8 g (CH3COOK) (0,1 mol) ve
13,6 g KH2PO4 (0,1 mol) karisimi 975 mLdistile suda ¢ozildii. pH’s1 7,85°e
ayarlandiktan sonra toplam hacim 1L’ye tamamlandi.

80 mM KH2PO4 + 0,5 mM NADP* + 80 mM KCI + 10 mM EDTA ( pH=7,85)
(Afinite jeline tutunmus olan G6PD eliisyon tamponu): 10,88 g K-fosfat KH2PO4
(0,08 mol), 5,96g KCI (0,08 mol), 0,38 g NADP* (0,05 mol) ve 2,42g EDTA
(0,006mol) karigtirildi. pH=7,85 ‘e ayarlanarak toplam hacmi suyla 1 L’ ye
tamamlandi.

10 mM EDTA + 5 mM NADP* + 80 mM KCI + 80 mM K- fosfat (pH= 7,85)
(Afinite jeline tununmus olan 6PGD eliisyon tamponu): 6,97 g K- fosfat, 0,88 ¢
EDTA, 2,98 g KCL, 1,86 g NADP* karistirildi. pH= 7,85’e ayarlandiktan sonra
toplam hacmi distile suyla 500 mL’ye tamamlandi.

(0,1 M Tris + 0,5 M NaCl) (pH=8,5) (Afinite kolonunun rejenerasyonunda
kullanilan tampon ): 24,22 g Tris (0,2 mol ) ve 29,22 g NaCl (0,5 mol) alinarak

pH=8,5’e ayarlanarak toplam hacmi distile suile 1 L’ ye tamamlandi.
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12.

13.

14.

(0,1 M Na-asetat /0,5 M NaCl) (pH=4,5) (Afinite kolonunun rejenerasyonunda
kullanilmak i¢in hazirlanan tampon): 4,1 g Na-asetat (0,05 mol) ve 14,61 g NaCl
(0,25 mol) alinarak distile suda ¢6ziildii, pH=4,5’e ayarlandi ve toplam hacmi 1 L’
ye tamamlandi.

0,154 M NaCl (Eritrositlerin yikanmasinda kullanilan ¢6zelti): 8,9 g NaCl (0,154
mol) alinarak hacmi distile suyla 1 L’ye tamamlandi.

6 mM 6PGA (6PGD enzim aktivitesinde kullanilan ¢ozelti): 0,091 g (0,3 mmol)

6PGA almip su ile ¢oziildii. Hacmi suyla 50 mL’ ye tamamlandi.

Elektroforez islemi icin kullanilan ¢ozeltiler

1.

%0,8 Bisakrilamid - %30 Akrilamid ¢ozeltisi: 0,4 g bisakrilamid, 15 g akrilamid,
ve 4,6 mL suyla karistirilarak ¢oziildii.

1M Tris-HCI (pH=8,8): 12,11 g Tris (0,1mol) 90 mL distile suda ¢oziilerek 1M HCl
ile pH 6,8’ e ayarlanip 100 mL’ye tamamlandi.

%10’luk SDS: 1 g SDS alinarak distile su ile 10 mL’ye tamamlanarak ¢oziildii.
Yiiriitme tamponu: 7,5 g glisin (0,1 mol) ve 1,51 g Tris (12,5 mmol) tartilarak 490
mL distile suda ¢oziiliip %10’luk SDS’den 5 mL eklendi ardindan pH=8,3’e
ayarlanarak toplam hacmi 500 mL’ye tamamlandi.

Numune tamponu: %10’luk SDS 1 mL, 1 M Tris-HCI (pH=6,8)’den 0,5 mL,
%100’luk gliserin 1 mL ve %0,1’lik bromtimol mavisi 1 mL alindi. Distile suyla
10 mL’ye tamamlandi. Hazirlanan tamponu kullanmadan 6nce ilk 950 uL numune

tamponu, 50 pL B-merkaptoetanol ilave edildi.

Giimiis boyama islemi i¢in kullanilan cozeltiler

1.

Tespit ¢ozeltisi: 20 mL asetik asit, 60 mL %96’ lik etanol 120 mL distile su
karistirilarak hazirlandi.

Rediiksiyon ¢ozeltisi: 80 mL ile 45mL etanol icersinde 4,8 g sodyum asetat ¢oziildii
(pH: 6,0) 150 mg sodyum tiyosiilfat ve 3 mL glutaraldehit karistirilarak toplam
hacim 150 mL’ye distile su ile tamamlandi.

Boyama ¢ozeltisi: 100 mg giimiis nitrat, 100 mL distile suda ¢oziilerek iizerine 30
pL formaldehit ilave edildi.

Yikama ¢ozeltisi: 3,75 g sodyum karbonat 270 mL distile suda ¢6ziildii. Ardindan
120 pL formal dehit ilave edildi.
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Yontemler
Protein tayini
Kalitatif protein tayini

Kalitatif protein tayini UV spektrofotometresi ile yapilan analiz ile belirlenmektedir.
280nm sogurma bandinda protein yapisinda bulunan fenilalanin, tirozin ve triptofan amino
asitleri gdzlenmektedir (Segel 1968; Akkemik 2009). insan eritrositlerinden elde edilen enzim

orneklerinde kalitatif protein tayini bu metottan yararlanilarak yapildi.

Bradford yontemiyle protein tayini

Enzimlerin protein miktar1 Bradford yontemiyle belirlenmistir (Bradford, 1976).
Bununla birlikte enzimlerin saflastirilmasinda hemolizat ve afinite komatografisi yontemi
kullanilmistir. Bu yontemde boya olarak Coomassie brillant blue G- 250 kullanilmaktadir.
Boyanin negatif yliklii olmasi sebebiyle, pozitif yiiklii proteine baglanabilmektedir. Proteinin
baglanmasiyla kirmizidan (Amax=465 nm) mavi (Amax=595 nm) forma doniismektedir.

Reaksiyon hizli cereyan eder ve defalarca tekrarlanabilir. Renk stabilitesi iki saat siirebilir
(Bradford 1976).

Bradford yonteminde protein tayininde kullanilmasi icin standart grafik gerekmektedir.
Bu yilizden 1 mL’sinde 1mg protein ihtiva eden standart si8ir albiimin ¢ozeltisi tiiplere sirastyla
10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90 ve 100 uL konuldu. Tiiplerin hacimleri saf su ile 0,1 mL’ye
tamamlanip 4900 uL Coomassie Brillant Blue G-250 ¢6zeltisi eklenerek vorteksleme islemi
yapildi. 10 dakikalik inkiibasyon siiresi sonrasinda 595 nm dalga boyunda kore karsi absorbans
degerleri kaydedildi. Kor olarak ise 0,1 mL enzim numunesini ihtiva eden tampon ve 4900 pL
Coomassie Brillant Blue G-250 c¢ozeltisi karisimi kullanildi. Standart grafik, absorbans

degerlerine kars1 gelen pg protein degerleri kullanilarak ¢izilmistir. (Sekil 9)

Insan eritrosit hemolizatindan ve yukarida bahsettigimiz saflastirma asamalaridan
sonra elde edilen enzim numunelerinden, eppendorf tiiplerine konulmak {izere alinarak
tizerlerine 4900 uL Coomassie Brillant Blue G-250 reaktifi eklendi. Ardindan vortekslenerek
10 dakikalik inkiibasyon siiresinden sonra 595nm’de absorbans degerleri okundu ve not edildi.
Her numune tiger defa deneme yapilarak aritmetik ortalama hesaplandi. Protein miktarlari tespit
edilen absorbans degerleri kullanilarak, standart grafikten ekstapolasyonla protein miktarlar

belirlendi.
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Kan numunelerinin temini ve hemolizatin hazirlanmasi

Yapilan ¢alismalar igin kullanilan insan kani Atatiirk Universitesi Tip Fakiiltesi
Aragtirma Hastanesi Kan Merkezi’nin atik kanlarindan temin edildi. Saglikli insandan alinan
kan numunesi +4°C’ de muhafaza edildi. Alinan kan 6rneginden eritrositlerin ayrilmasi islemi
icin santrifiij tliplerine konularak santrifiije yerlestirildi ve 15 dakika boyunca 2500 xg’de
santrifiijleme yapildi. Santrfifiijleme sonrasinda alinan tiiplerin iist kisminda kalan 16kosit ve
plazma kismu dikkatli bir sekilde damlalikla alindi. Tiplerin altinda kalan eritrosit peletleri
alind1 ve 0,154 M NaCl ¢ozeltisiyle 3 defa yikandi. Her bir yikama asamasinda 15 dakika 2500
xg’de santrifiijleme yapildi. Santrifiijleme sonrasinda elde edilen eritrositlerin (15 mL)
hacminin 5 kati(75 mL) kadar buzlu hemoliz ¢ozeltisi ile hemoliz edildi. Hemolizat igerisinde
bulunan eritrositler, hiicre zarlarin1 uzaklastirma amaciyla +4 °C’de 20.000xg’de 30 dakika
boyunca santrifiijleme islemi yapildi. Santrifiijleme islemi sonrasinda, ¢alismalarda kullanmak
i¢in tiiplerin iist kisminda bulunan hemolizat damlalikla dikkatlice alinip geriye kalan ¢okelek
kismu ise atildi. Bu islemler sonrasinda hemolizat elde edilmis oldu (Ninfali et al. 1990) ve bu
hemolizatta enzim aktivitesi daha Once tayin metodu boliimiinde bahsedildigi sekilde
hesapland1 ve glukoz 6-fosfat dehidrogenaz ve 6-fosfoglukonat dehidogenaz enzimlerinin

saflagtirilmasi basliginda anlatildig1 sekilde hemolizatta protein tayini yapildi.

Glukoz 6-fosfat Dehidrogenaz ve 6-fosfoglukonat Dehidogenaz Enzimlerinin
Saflastirilmasi

G6PD enziminin aktivite olciimii

G6PD enziminin aktivitesi tayininde kullanilan spektrofotometrik yontem asagidaki

reaksiyona dayanmaktadir:

G6PD
Glukoz 6- fosfat + NADP* > 6- Fosfoglukano & lakton + NADPH + H*

G6PD, NADP* ’1 indirgemektedir. NADPH’ in olusumun miktarinit G6PD aktivitesine
bagli oldugu bilinmektedir ve 340 nm’ deki absorbans artisi ile 6l¢lilebilmektir.
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Tablo 2. Insan eritrosit G6PD enziminin aktivite 6l¢iim kiiveti igerigi

Stok Aktivite Kontrol Kiiveti Numune Kiiveti
Cozeltileri Hacim (ul) Konsantrasyon  Hacim (ul)  Konsantrasyon

1M Tris- HCI, 5mM 0,1 M Tris, 0,5 0,1 M Tris, 0,5
EDTA 100 mM EDTA 100 mM EDTA
0,1 M MgCl, 100 0,01 mM 100 0,01 mM
2mM NADP* 100 0,20 mM 100 0,20 mM
6mM G-6P 100 - 100 -
Su 600 - 570 -
Enzim numunesi - - 30 -

Tablo 2’deki 6l¢iim ornekleri hazirlandiktan sonra numunenin absorbans artiglar1 3

dakikalik periyotlarla kaydedildi (Beutler 1971).

Enzim tnitesi agsagidaki formiilden yararlanilarak hesaplandi.

EU/ml= 23? x x;
EU/ml : Enzim tinitesi / ml
AOD : Absorbans degisimi / dk
6,22 : 1 mM NADPH’1n olusturdugu absorbans degeri (ekstinksiyon katsayist)
VT : Toplam kiivet hacmi
VE : Kiivete ilave edilen enzim numunesinin hacmi

6PGD Enziminin Aktivite Olciimii

6PGD
6- fosfoglukonat + NADP* > Ribuloz-5-fosfat + NADPH

Enzim aktivitesi 25°C’de Beutler metoduna gore UV spektrofotometrede 6l¢iim yapildi.
Yukaridaki reaksiyonda da goriildiigii gibi 6PGD; 6-fosfoglukonat ihtivasinda NADP*” nin
indirgenmesinden dolayr NADPH’in 340 nm’de absorbans degeri vermesi esasina

dayanmaktadir.
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Tablo 3. Insan eritrosit 6PGD enziminin aktivite 6l¢iim kiivet igerigi

Stok Aktivite Kontrol Kiiveti Numune Kiiveti
Cozeltileri Hacim (uL) Konsantrasyon Hacim (uL) Konsantrasyon
é:\n"l\; r;;THAC" 100 0’;\'\2 EgST’E’S 100 0,1 M Tris, 0,5 mM EDTA
0,1 M MgCl;, 100 0,01 mM 100 0,01 mM
2mM NADP* 100 0,20 mM 100 0,20 mM
Su 600 - 570 -
Enzim numunesi - - 30 -
10 Dakika inkiibasyon

6 mM 6PGA 100 0,60 mM 100 0,60 mM

Aktivite 6l¢iim kiivetleri hazirlanirken Tablo 3’de belirtildigi gibi 6nce enzim numunesi
katilmadan pipetlemesi yapildi, ardindan baslangicta ve her bir dakikalik periyotlarla ii¢ dakika
boyunca absorbans degerleri kaydedildi. Enzim {initesi hesaplamasi yapilirken ise glukoz 6-
fosfat dehidrogenaz ve 6- fosfoglukonat dehidogenaz enzimlerinin saflastirilmasi basliginda

anlatildig: gibi formiilden yararlanilarak hesaplandi.

Afinite Kolonunun Hazirlanmasi

Kuru 2',5'-ADP Sepharose 4B jelinden 10 mL’ lik yatak hacmi elde etmek ic¢in 2 gr
tartildi. 400mL distile su ile birka¢ defa yikanarak kati maddelerin uzaklagtirilmasi saglandi.
Yikanma ile jel sisirildi. Sisirilen jelin havasi, su trombu ile vakuma alindi. Ardindan
dengeleme tamponu (0,1 M CH3COOK / 0,1M KH2PO4 pH= 6,0) ilave edilmesiyle jel siispanse
edildi. Ardindan 1x10 cm’ lik kapali sistemden olusan sogutmali kolona paketlemesi yapildi.
Jel cokmesi gerceklestikten sonra peristaltik pompa kullanilarak dengeleme tamponu ile
yikama yapildi. Dengelemede ve yikama esnasinda akis hizinin 50mL/h oldugu absorbansinin

esitlenmesinden anlasild1 ve bu sekilde afinite kolonu hazirlanmis oldu.

Numunenin Afinite Kolonuna Tatbiki ve G6PD ile 6PGD Enzimlerinin Eliisyonu

Yukaridaki baglikta verildigi gibi hazirlanan afinite jeli insan eritrosit hemolitazindan
G6PD ve 6PGD enzimlerinin saflastirilmasi i¢in kullanildi. Elde edilen 30 mL’ lik
derigiklestirilmis halde olan numune alinarak, 0,1M CH3COOK / 0,1M KH2PO4 (pH= 6,0)
tamponuna tatbik edildi. Ardindan kolon sirasiyla 25 mL 0,1M CH3COOK / 0,1M KH2PO4
(pH= 6,0), 25 mL 0,1M CH3COOK / 0,1M KH2PO4 (pH= 7,85) ve 25 mL 0,1M KCI / 0,1M
KH2PO4 (pH= 7,85) ¢ozeltileriyle yikandi. Dengelenme ve yikanma hizi ise 50mL/h olarak
ayarlandi. Akis hizinin kontrol altinda tutulmas: peristaltik pompa ile saglandi. Bu sekilde
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enzimin biiyiik bir kisminin jele tutunmasi ve safsizliklarin uzaklastirilmasi saglanmis oldu.
Ardindan 80 mM KH2PO4 + 80mM KCI + 0,5mM NADP* + 10mM EDTA (pH=7,85) ¢ozeltisi
kolona tatbik edildi ve enzim eliie edildi. Eliisyonlar fraksiyon toplayicisi ile peristaltik
pompanin akis hizi 20mL/h olarak ayarlanarak 2 mL’ lik tiiplere alindi. Tiim bu islemler
esnasinda sicaklik ise +4°C olarak sabit tutuldu (Morelli et al. 1978; Ninfali et al. 1990).
Eliiatlarda 280 nm’ de Kkalitatif protein tayini, NADP" absorbansi protein absorbansini
maskeleme yaptigi i¢in yapilmadi. Bunun yerine her fraksiyonda enzim aktivitesi belirlendi.

Aktivite goriilen fraksiyonlar bir araya alind.

Daha sonra kolona 6PGD enziminin eliisyonunda kullanilan 80 mM KH2PO4 + 5 mM
NADP* + 80 mM KCl1 + 10 mM EDTA ( pH=7,85) eliisyon tamponu ilave edildi ve kolondan
6PGD enzimi eliie edildi. Aktivite 6l¢iimii yapilarak aktivite gosteren tiipler birlestirildi. Daha

sonraki inhibisyon caligmalari i¢in saklandi.

Sodyum dodesil siilfat-poliakrilamid Jel Elektroforezi (SDS-PAGE) ile Enzim Safliginin
Kontrolii

Enzimin saflastirilmasindan sonra elde edilen enzimin saflig1 % 3 ile % 8 kesikli SDS-

PAGE Laemmli metodundan faydalanilarak belirlendi (Laemmli 1970).

Bu islemler icin elektoferez plakalari ilk olarak su ardindan da alkol ile yikandi. iki
kenarda aralik olusturan plakayla bir diiz plaka st liste konularak kiskaglar yardimiyla
sabitlendi. Sabitlesen plakalar, sizdirmay1 engelleyen siinger iceren jel hazirlama kabinine
yerlestirildi. Ilk olarak ayirma jeli hazirlanip enjektor kullanarak iist kesimde 2 cm kalacak
sekilde plakalarin arasina dolduruldu. Jelin donmasi i¢in 120 dakika bekletildi, ardindan ayirma
jeli katilagtiktan sonra yigma jeli hazirlandi. Jelin st kismi bosluga doldurulduktan sonra
numune kuyucuklarinin olusturulmasi i¢in tarak dikkatli bir sekilde yerlestirildi. Ardindan
yigma jelinin katilasmasimi bekleme esnasinda kurumayr Onlemek icin sistemin iizerine
1slatilmis bir siizgec kagidi yerlestirildi. Yigma jelinin katilagmasindan sonra tarak dikkatli bir
sekilde ¢ikarildi ve numune kuyular1 belirlenmis oldu. ilk olarak saf su ardindan yiiriitme
tamponuyla yikama gergeklestirildi ve jel plakalariyla birlikte elektroforez tankina yerlestirildi.
Yiriitme tamponu elektroforez tankinin alt ve {ist kisimlarina dolduruldu. Enzim numuneleri
toplam hacmi 50 pL olacak sekilde 1/1 oraninda numune tamponunu ilave edilerek hazirlandi.
Denatiirasyon i¢in ii¢ dakika boyunca kaynar su banyosunda bekletildi. Elektroforez tanki
kapatilip alt tarafta anot (+), list tarafta ise katot (-) yerlestirildi. Ardindan 80 voltta 30 dakika
yiiriitilme yapildi ve 6rnek ayirma jeline kadar gelip y181ldi. Daha sonra akim 120 volt” a
ayarlanarak numuneler jelin alt sinirina gelene kadar yiirtitiildii. Numunelerin takibi ise numune

tamponuna katilan, brom timol mavisi ile yapild: Yiirlitme islemi sona erince akim kesilerek
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plakalar arasindaki jel dikkatli bir sekilde c¢ikarilarak giimiis boyama islemi i¢in hazirlanan
¢ozeltiler uygulanip jelin boyama islemi gerceklestirildi. Son olarak yikama ¢ozeltisine alinan

jelde, jelin kararmasi ve bantlarin belirginlesmesiyle birlikte fotografi ¢ekildi (Sekil...).

Ayirma jeli %30 Akrilamid- %0,8 bisakrilamid, 4,4 mL %10’luk SDS, 0,2 mL 1M Tris-
HCI (pH=8,8), 5 mL, 0,13 mL TEMED, 0,05 mL %10’luk PER ve 3,13 mL distile suyla
karistirilarak hazirlandi. Yigma jeli ise 0,4 mL 1M Tris-HCI (pH=6,8), 0,44 mL %30 Akrilamid
%0,8 bisakrilamid, 0,03 mL %10’luk SDS, 0,03 mL TEMED, 0,05 mL %10’luk PER ve 2,45

mL distile su ile karistirildi.

Glukoz 6- fosfatdehidrogenaz ve 6- fosfoglukonat dehidrogenaz Enzimleri Icin ICso ve Ki
Degerlerinin Belirlenmesine Ait Kinetik Calismalar

Insan eritrosit G6PD ve 6PGD enzimlerinin aktiviteleri iizerine 2- florofeniltiyoiire, 3-
florofeniltiyotire,  4-florofeniltiyotire,  2,5-diflorofeniltiyoiire,  2,6-diflorofeniltiyotire
bilesiklerinin etkileri incelendi. Inhibisyon etkisi yiiksek olanlarm %Aktivite-[I] grafikleri
c¢izildi, egrinin denkleminden ICso degerleri hesaplandi. ICsp degerleri hesaplanan bazi
florofeniltiyoiire bilesiklerinin Ki degerlerini belirlemek amaciyla bes substrat konsantrasyonu
ve li¢ inhibitdr konsantrasyonlar1 ile aktivite dl¢iimleri yapildi. Elde edilen degerlerle her bir
inhibitor i¢in Lineweaver-Burk grafikleri ¢izildi. Grafik denkleminde yarigmali inhibisyon igin

egime esit olan

3 [1]
Kul = Ky x (1+ )

ifadesinden, yarismasiz ve yar1 yarismali inhibisyon i¢in ise,

Vm ax

formiiliinden yararlanilarak Kjdegerleri belirlendi.
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ARASTIRMA BULGULARI

Kantitatif Protein Tayini i¢in Kullamilan Standart Grafik

Elde edilen enzim ¢ozeltilerinde protein miktari, kantitatif protein tayin yontemi olan
Bradford metoduyla belirlendi. Standart grafik yukarida bahsedildigi sekilde hazirlandi. Ham
hemolizat, afinite kromatografisi sonucunda elde edilen enzimin ¢ozeltilerindeki kantitatif
protein tayini bu standart grafik yardimiyla bulundu ve standart ¢ozeltilerin pg proteine karsilik

gelen absorbans degeri Sekil 5’da gosterildi.

0,8 - y = 0,0068x
R?=0,9926
0,7 1
[ J

06
05
04

0,3

Absorbans (595nm)

0,2

0,1

100 120

ug protein

Sekil 5. Bradford yontemiyle proteinlerin kantitatif tayininde kullanilan standart grafik
Saflagtirma Sonuglari
Calismalar esnasinda elde edilen veriler, bu boliimde c¢izilgeler ve sekiller ile

gosterilmektedir.

Tablo 4. Insan eritrosit G6PD enziminin 2',5' ADP Sepharose-4B afinite kolon materyali ile
saflastirilma basamaklari.

Saflastirma Aktivite Protein Toplam Toplam Toplam Spesifik Yiizde Saflagtirma
Basamaklari (EU/mL)  Miktar Hacim Aktivite Protein Aktivite Verim katsayisi
(mg/mL) (mL) (EV) (mg) (EU/mg) (%)
Hemolizat 0,22 32,44 30 6,60 973,20 0,007 100 1

2’,5’-ADP Sepharose 4B
afinite kromatografisi 0,72 0,042 4 2,88 0,168 17,14 43,64 2448,57
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Tablo 5. Insan eritrosit 6PGD enziminin 2',5' ADP Sepharose-4B afinite kolon materyali ile

saflastirilma basamaklari

Saflastirma Aktivite Protein Toplam Toplam Toplam Spesifik Yiizde Saflastirma
Basamaklari (EU/mL)  Miktar: Hacim Aktivite Protein Aktivite Verim katsayisi
(mg/mL) (mL) (EV) (mg) (EU/mg) (%)
Hemolizat 0,14 32,44 30 4,20 973,20 0,004 100 1
2°,5’-ADP Sepharose 4B
afinite kromatografisi 0,54 0,044 3 1,62 0,132 12,27 38,57 3068,18

180 kDa
130 kDa

100 kDa «—
70 kDa

55 kDa

40 kDa
35 kDa

25kDa

15 kDa

Sekil 6. 2',5" ADP Sepharose-4B afinite kolon materyali ile G6PD ve 6PGD enzimlerinin
saflastirmasint gosteren SDS-PAGE fotografi 1: G6PD enzimi: 2: 6PGD enzimi

2,5 -
o y =-1,2392x + 2,2632
R? = 0,9668
2 _
<15
=
oo
(=]
-
0,5 -
0 T T T T 1
0 0,2 0,4 0,6 0,8

Ry

Sekil 7. Saflastirilan insan eritrosit GOPD ve 6PGD enzimlerinin i¢in log Mk-Rt grafigi
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Kinetik Calismalarin Sonuclar:

Her enzim i¢in ayr1 ayri olarak iizerine ¢alisilan maddeler i¢in en az 5 farkli inhibitor
konsantrasyonunda aktiviteler tespit edildi ve %Aktivite-[I] grafikleri ¢izildi (Sekil 12-21) ve
bu grafikler ile ICso degerleri hesaplanarak Tablo 7 ve 8’de verildi. Ayrica inhibisyon gésteren
maddeler i¢in 3 farkli inhibitor ve 5 sabit substrat konsantrasyonlarinda Lineweaver-Burk
grafikleri ¢izildi (Sekil 22-31) ve bu grafiklerden her bir inhibit6r i¢in K sabiti bulundu.
Bulunan Kjsabitleri Tablo 7 ve Tablo 8’de verildi.
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y = 100e-0,023x
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[ 2-florofeniltiyoiire] (uM)

Sekil 8. Insan G6PD enzimi igin 5 farkli 2-florofeniltiyoiire konsantrasyonunda cizilen
%AKktivite-[ 2-florofeniltiyoiire] grafigi
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Sekil 9. Insan G6PD enzimi igin 5 farkli 3-florofeniltiyoiire konsantrasyonunda cizilen
%Aktivite-[ 3-florofeniltiyotiire] grafigi
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Sekil 10. Insan G6PD enzimi i¢in 5 farkli 4-florofeniltiyoiire konsantrasyonunda cizilen
%AKktivite-[ 4-florofeniltiyotire] grafigi
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Sekil 11. Insan G6PD enzimi igin 5 farkli 2,5-diflorofeniltiyoiire konsantrasyonunda ¢izilen
%AKktivite-[ 2,5-diflorofeniltiyoiire] grafigi
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Sekil 12. insan G6PD enzimi igin 5 farkl1 2,6-diflorofeniltiyoiire konsantrasyonunda cizilen
%Aktivite-[2,6-diflorofeniltiyoiire] grafigi
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Sekil 13. Insan 6PGD enzimi icin 5 farkli 2-florofeniltiyoiire konsantrasyonunda cizilen
%Aktivite-[ 2-florofeniltiyotiire] grafigi
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Sekil 14. Insan 6PGD enzimi icin 5 farkli 3-florofeniltiyoiire konsantrasyonunda cizilen
%Aktivite-[ 3-florofeniltiyotiire] grafigi
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Sekil 15. Insan 6PGD enzimi i¢in 5 farkli 4-florofeniltiyoiire konsantrasyonunda cizilen
%AKktivite-[4-florofeniltiyoiire] grafigi
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Sekil 16. Insan 6PGD enzimi igin 5 farkli 2,5-diflorofeniltiyoiire konsantrasyonunda cizilen
%Aktivite-[ 2,5-diflorofeniltiyotire] grafigi
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Sekil 17. Insan 6PGD enzimi igin 5 farkli 2,6-diflorofeniltiyoiire konsantrasyonlarinda cizilen
%AKktivite-[ 2,6-diflorofeniltiyoiire] grafigi
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Sekil 18. Insan G6PD enzimi aktivitesi iizerine 2-florofeniltiyoiire etkisinin Lineweaver-Burk
grafigi
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Sekil 19. Insan G6PD enzimi aktivitesi iizerine 3-florofeniltiyoiire etkisinin Lineweaver-Burk
grafigi
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Sekil 20. insan G6PD enzimi aktivitesi iizerine 4-florofeniltiyoiire etkisinin Lineweaver-Burk
grafigi
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Sekil 21. Insan G6PD enzimi aktivitesi iizerine 2,5-diflorofeniltiyoiire etkisinin Lineweaver-
Burk grafigi
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Sekil 22. Insan G6PD enzimi aktivitesi iizerine 2,6-diflorofeniltiyoiire etkisinin Lineweaver-
Burk grafigi
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Sekil 23. Insan 6PGD enzimi aktivitesi iizerine 2-florofeniltiyoiire etkisinin Lineweaver-Burk
grafigi
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Sekil 24. Insan 6PGD enzimi aktivitesi iizerine 3-florofeniltiyoiire etkisinin Lineweaver-Burk
grafigi
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Sekil 25. Insan 6PGD enzimi aktivitesi iizerine 4-florofeniltiyoiire etkisinin Lineweaver-Burk
grafigi
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Sekil 26. Insan 6PGD enzimi aktivitesi {izerine 2,5-diflorofeniltiyoiire etkisinin Lineweaver-
Burk grafigi
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Sekil 27. Insan 6PGD enzimi aktivitesi iizerine 2,6-diflorofeniltiyoiire etkisinin Lineweaver-
Burk grafigi
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Tablo 6. insan G6PD enzimi icin Lineweaver-Burk ve % Aktivite-[1] grafiklerinden elde edilen
ICso degerleri, Ki sabitleri ve inhibisyon tipleri tablosu

Inhibitor ICso Degeri (uM) Ki Sabiti (uM) inhibisyon Tipi
2-florofeniltiyotire 30,13 27,98 £ 6,75 Yarigsmali
3-florofeniltiyoiire 19,80 39,70+ 11,26 Yarigsmali
4-florofeniltiyoiire 21,00 26,53 £ 6,25 Yarigsmali
2,5-diflorofeniltiyoiire 24,75 23,84 +4,32 Yarismali
2,6-diflorofeniltiyoiire 22,35 21,60 £ 8,42 Yarismali

Tablo 7. Insan 6PGD enzimi icin Lineweaver-Burk ve %Aktivite-[I] grafiklerinden elde edilen
ICso degerleri, Ki sabitleri ve inhibisyon tipleri tablosu

inhibitor ICso Degeri (uM) K; Sabiti (uM) inhibisyon Tipi
2-florofeniltiyotire 33,00 15,82+ 1,54 Yarismali
3-florofeniltiyotire 23,10 26,27 £1,23 Yarigsmali
4-florofeniltiyotire 26,65 24,42 £3,83 Yarigsmali
2,5-diflorofeniltiyotire 28,88 20,46 £2,95 Yarigsmali
2,6-diflorofeniltiyotire 25,67 29,97 +5,72 Yarigmali
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SONUCLAR VE TARTISMA

G6PD enzimi, niikleik asit sentezi, bes karbonlu seker, detoksifikasyon ve gesitli
biyosentez tepkimeleri i¢in gerekli NADPH’1 saglar, ayrica pentoz fosfat yolunun ilk
basamagini katalizler ve kilit bir enzimdir. G6PD enzimi eksikligi durumunda bir¢ok klinik
durum goriilmistiir ve enzim eksikliginden dolay1 giinlimiizde 400 milyon civarinda insan
olumsuz sekilde etkilenmektedir (Segel 1968; Stryer 1985; Telefoncu 1986; Nelson and Cox
2013; Keha ve Kiifrevioglu 2020).

Memeli dokularin hemen hemen hepsinde, mikroorganizmalarda ve bitkilerde
bulunmasi, pentoz fosfat yolunun ilk enzimi olmas1 ve G6PD enziminin katalizleme yaptigi
reaksiyonda NADP™ indirgenerek, NADPH™"1n olusmasi ve ¢esitli detoksifikasyon ve birlikte
bir¢ok indirgeyici biyosentez olaylarinda 6nemli bir fonksiyonunun olmasi enzimin énemini
bizlere gdstermektedir. Bu nedenle enzim hakkinda fazlaca aragtirma mevcuttur. Sigan, tavsan,
domuz ve insan karacigerinde ayrica insan eritrositinin yani sira sigir lensi gibi birgok canli
dokusu tizerinden saflastirilip karakterize edilmesi bu ¢alismalar i¢in birer drnektir ( Levy 1979;

Kanji et al. 1976; Ozols 1993; Ulusu vd. 1999; Hirono et al. 1989; Ciftci vd. 2003)

Hiicre igerisinde G6PD enziminin aktivitesi azalirsa, NADPH {iretimi azalmaktadir.
NADPH ise rediikte GSH havuzunun devaminin siirdiiriilmesi i¢in 6nem arz etmektedir. Bunun
sonucunda, peroksitlerin ve hiicre i¢cinde olusan serbest radikallerin detoksifikasyonlarinda
azalma gorilir. GSH, proteinlerin siilthidril gruplarinin rediikte durumda kalmalarini da
saglamaktadir ve hemoglobin de buna dahildir. Bu siilfhidril gruplarinin oksidasyonlar ile
denatiire proteinler olugsmaktadir ve bu proteinler heinz cisimcikleri denilen ¢oziinmez kiitleler
olusturarak eritrositlerin membranlarina tutunurlar. Membran ise proteinlerinin daha ileri
oksidasyonuyla, eritrositler deforme edilemez hale gelirler. Bu sekilde eritrositler dolagim
esnasinda dalak ve karaciger makrofajlar1 tarafindan uzaklastirilmaktadirlar. G6PD eksikligi
olan kisilerde eritrositler, NADPH iireten tek yolun pentoz fosfat yolu olmasindan dolay diger
hiicrelere gore daha fazla etkilenmektedirler. Ciinkii diger dokular, glutatyonu indirgenmis
halde tutabilmek i¢in NADP* bagimli malat dehidrogenaz gibi alternatif NADPH {iretim
kaynaklarina sahiptirler. Eritrosit ribozomu ve niikleusu bulunmadigindan 6tiirii enzimi tekrar
elde edememektedir. Bu sebeple, eritrositler diisiik stabilizasyonlu enzim varyasyonlarina kars1

Ozellikle savunmasizdirlar (Lippincott W and Lippincott 2007).
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G6PD mutasyonlarindan birisi mevcut olan kisiler genellikle klinik bulgular
gostermemektedir. Fakat GOPD eksikligi olan hastalarin bir kisminda, oksidan ilaglarda tedavi
edildiginde, agir bir enfeksiyon gegirdiklerinde veya bakla tiiketiminde hemolitik anemi

gozlenme ihtimali vardir (Lippincott W and Lippincott 2007).

G6PD eksikliginin Akdeniz varyant1 gibi bazi formlarinda baklanin hemolitik
etkenlerine asir1 duyarlilik vardir. Favizm olarak adlandirilan, bakla tiikketimi sonucunda
goriilen bu hemolitik etki G6PD hastalarinin tiimiinde goriilmez fakat favizmi olan tiim
hastalarin G6PD eksikligi vardir. G6PD eksikliginde hemolizin belirmesine neden olan en
onemli faktor enfeksiyondur. Enfeksiyon sonucunda olusan inflamatuar, makrofajlarda serbest
radikal olusumu ile eritrositlerin i¢ine difiize olarak harabiyet verirler. G6PD eksikligi ile
diinyaya gelen bebeklerde ise dogumdan bir ila dort giin sonrasinda yenidogan sariligi

goriilmektedi(Lippincott W and Lippincott 2007).

G6PD enziminin yaklasik 400 varyasyonu bilinmektedir, Tiirkiye’de ise 20’ye yakin
varyantinin varligi tespit edilmistir(Aksoy 1997). Orzalesi ve arkadaglar ise katarakt ve G6PD
enzimi arasinda iligki saptamiglardir. Yaptiklart calismada 40- 50 yas araligindaki grupta %37,
51- 60 yas aralifinda %67 ve 61- 70 yas araligindaki katarakt hastalarinin %71’ inde G6PD
enzimi eksikliginden meydana gelen katarakta bagli gérme bozuklugunu belirtmislerdir

(Orzalesi et al. 1981).

Farkl1 hastaliklar i¢in kullanilan bazi antibiyotik ve ilaglarinda G6PD enzimi inhibe
ettigi bilinmektedir. Ilaglarm kanla temaslari, lense gére daha ¢abuk oldugundan enzim
eksikligi olan hastalarda hemolitik anemiye sebep olmaktadir(Beutler 1994). G6PD enzimi ilk
olarak Warburg ve Christensen tarafindan bulunmustur ve sonrasinda farkli kaynaklardan

degisik metotlarla defalarca saflagtirilmistir (Maeda et al. 1992)

Canli organizmalarda indirekt veya direkt antioksidan etki gosteren bir¢ok enzimden
biriside 6PGD enzimidir(Reiter et al. 1997; Jakobasch et al. 1996). Enzim eksikliginde GSH
eksikligi meydana gelerek, hiicrede olusan peroksitlerin ve Fe*®’ iin indirgenmemesine sebep
olur, dolayisiyla olusan radikaller hiicre zarindaki yaglara zarar vererek parcalanmasina sebep

olma ihtimali vardir(Sosyal ve Bakan 1984).

Yapilan arastirmalarda G6PD ve 6PGD enzimlerinin, Alzhemier hastalarinin korteks
tabakasinda belirgin sekilde artis oldugu goriilmiistiir. Bu iki enzim pentoz fosfat yolunun
oksidatif basamaklarini katalizlemektedir ve enzimlerin yiiksek aktivite gostermesi ise oksidan
aktivitesine cevap olarak olusmaktadir (Palmer 1999). G6PD eksikliginde meydana gelen
hemolitik anemi, 6PGD eksikliginde de goriilmektedir (Caprari et al. 2001). Bu yiizden 6PGD

enzimi de 6nem arz etmektedir. 6PGD enzimi de birgok kaynaktan saflastirilip, inhibitorleri,
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reaksiyon mekanizmasi, amino asit dizilimi ve X- ray ¢alismalar1 yapilmistir; bunlara ek olarak

enzimin gen yapist aydinlatilarak enzimi sifreleyen gen de tespit edilmistir (Adem 2006).

G6PD enzimi, glikolitik yok ve pentoz fosfat yoluna giren glukoz 6- fosfat’in dengesinin
korunmasi ig¢in Oonemli bir noktada bulunmaktadir (Del Mar et al. 1986). G6PD enzimi
eksiliginde 6-PG birikmesine ve fosfoglukoz izomeraz ile glukoz metabolizmasinin
inhibisyonuna neden olmaktadir (Hanau et al. 1996). 6-PG birikmesi durumunda hiicrede toksik
etki meydana gelmektedir. Ayrica G6PD enzimi eksikliginde, eritrosit piruvat kinaz
aktivitesinde artma ve retikulosit sayisinda farklilagsma da meydana geldigi belirtilmistir. 6- PG
birikiminde glikoliz metabolizmasimnin olumsuz etkilendigi de dikkate alindiginda G6PD
enziminin 6nemi ortaya ¢ikmaktadir. Enzimin 6nemi kemoterapilerde hedef enzim olarak
secilmesi farkli ¢aligmalarda one stiriilmiistir (Barret 1997). Ayrica G6PD varyasyonlarinda
oldugu gibi, 6PGD varyasyonlarinda da eritrosit sitmaya kars1 direng saglamaktadir (Bayoumi
et al. 1986). Yapmis oldugumuz calismada insan eritrositinden G6PD ve 6PGD enzimlerini,
afinite kromatografisini kullanilarak saflastirilmis ve bazi florofeniltiyoiire bilesiklerin bu iki

enzim lizerindeki etkileri belirlenmeye ¢alisiimistir.

GO6PD enziminin saflagtirilmasi iki basamakta gergeklesmistir; bunlar, hemolizatin
hazirlanmasi, afinite kromatografisidir. Yapmis oldugumuz ¢alismamizda kullanilan 2',5'-ADP
Sepharose-4B afinite jelinin, G6PD ve 6PGD gibi NADPH ve NADP™ ya spesifik olan
enzimlerin timiine ilgisi vardir. Bundan dolay1 enzimlerin tiimiinii baglayabilir. Burada
afiniteyi orto fosfat saglamaktadir; 2',5'-ADP ayrica G6PD ve 6PGD enzimlerinin de kuvvetli
inhibitoriidiir (Ciftci 1998; Adem 2006; Akkemik 2009).

Yaptigimiz ¢alisma sonucunda insan eritrosit GO6PD enzimi %43,64 verim ile 2448,57
kat saflastirildi (Tablo 7) ve enzimin safligit SDS- PAGE ile kontrol edildi (Sekil 10).
Saflastirma islemleri yapilirken, aktivite kaybini dnlemek icin sicaklik sabit tutulmasi gerekir,

bu nedenle +4°C’de calisildi.

Insan eritrositlerinden 6PGD enzimi saflastirilmast icin ilk olarak hemolizat hazirlandi.
2'5'-ADP Sepharose-4B afinite kolonuna tatbik edilerek saf enzim elde edildi. Calisma
sonucunda insan eritrosit 6PGD enzimi %38,57" liik verimle 3068,18 kat saflastirildi (Tablo 8)
ve enzimin sagliginin kontrolii SDS- PAGE ile kontrol edildi (Sekil 10).

Saflagtirilan enzim c¢ozeltileri mg mertebesinde elde edildigi i¢in bu ¢ozeltilerdeki
protein miktart Bradford metoduyla belirlenir. Bu yontem daha hassas olup daha az siire ve
daha az reaktif gerektiren bir yontemdir. Ayni zamanda her defasinda standart caligmay1
gerektirmez. Enzimler lizerinde kimyasal maddeler ve ilaglarin inhibisyon etkileri ICso degeri

ve K sabitleri bulunarak belirlenir. K; sabitini bulmak i¢in Lineweaver-Burk grafikleri
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kullanildi. Sonuglarin hassasiyetli olmasi i¢in her inhibit6rlii ¢alismada 3 sabit inhibitor ve 5

farkli substrat konsantrasyonunda V-[S] degerleri bulunmustur.

Insan eritrositlerin saflastirilan G6PD enzimi {izerine, 2-florofeniltiyoiire,  3-
florofeniltiyoiire,  4-florofeniltiyoiire,  2,5-diflorofeniltiyotire, = 2,6-diflorofeniltiyoiire
maddelerinin etkileri incelendi. Bu maddelerin hepsi inhibisyon etkisi gdsterdi. Inhibisyon
etkileri biiyiikkten kiiglige gore 2,6-diflorofeniltiyoiire, 2,5-diflorofeniltiyoiire, 4-florofenil
tiyotire, 2-florofeniltiyotire, 3-florofeniltiyoiire seklinde siralanmaktadir. Ayrica 1Cso degerleri
de sirasiyla 22,35 uM, 24,75 uM, 21 uM, 30,13 uM, 19,8 uM seklindedir. Calisilan biitiin
tiyotire maddeler inhibisyon etkisi gosterdigi i¢in hepsinin ayr1 ayr1 Lineweaver-Burk grafikleri
cizildi ve grafikler kullanilarak K; sabitleri ve inhibisyon tipleri tespit edildi. K; sabitleri ise 2,6-
diflorofeniltiyoiire (Ki= 21,6+ 8,42 uM), 2,5-diflorofeniltiyoiire (Ki=23,84+ 4,32 uM), 4-
florofeniltiyotire ( Ki= 26,53+ 6,25 uM), 2-florofeniltiyotire( Ki= 27,98+ 6,75 uM), 3- florofenil
(Ki=39,7+ 11,26 uM) seklindedir. K sabiti ve 1Cso degeri kiigiik olan inhibitoriin enzime ilgisi
biiyiik, inhibisyon etkisinin de yiiksek oldugu bilinmektedir. K; sabiti ve 1Cso degerinin ayni
olmadig1 durumlarda ise siralama Olgiitii olarak K; sabiti referans alinir. Bu sonuglar

incelendiginde en yiiksek inhibisyonu 2,6-diflorofeniltiyoiire gergeklestirmistir.

Elde ettigimiz sonuglara gore ¢izdigimiz Lineweaver- Burk grafigini bakarak inhibisyon
tiplerini belirledigimizde, insan eritrositinden saflastirilan G6PD enzimi {izerine calisma

yaptigimiz maddelerin tamami yarismali inhibisyon gosterdigi ortaya ¢ikmustir. (Tablo 7)

Insan eritrositlerinden saflastirilan 6PGD enzim aktivitesi {izerine 2- florofeniltiyoiire,
3-florofeniltiyotire,  4-florofeniltiyotiire,  2,5-diflorofeniltiyotire,  2,6-diflorofeniltiyotire
maddelerinin etkileri incelendi. Yapilan galigmalar sonucunda biitiin maddelerin inhibisyon
etkisi gostermistir. Elde edilen degerler ile her bir madde i¢in Lineweaver-Burk grafikleri
cizildi. Grafik ¢iziminde en kiigiikk kareler regrasyon dogru denkleminden yararlanilmistir.
Lineweaver- Burk grafiginden yararlanilarak K; sabitleri ve inhibisyon tipleri tespit edildi.
Yaptigimiz ¢aligmada etkilerini inceledigimiz maddelerin inhibisyon etkileri ise biiylikten
kiiciige gore sirasiyla; 2-florofeniltiyotire > 2,5-diflorofeniltiyotire > 4-florofeniltiyoiire > 3-
florofeniltiyotire > 2,6-diflorofeniltiyoiire seklindedir. Ayrica ICso degerleri de sirasiyla 33 uM,
28,88 uM, 26,65 uM, 23,1 uM, 25,67 pM seklindedir. Calisilan biitiin tiyotire bilesikler
inhibisyon etkisi gosterdigi i¢cin hepsinin ayr1 ayr1 Lineweaver-Burk grafikleri ¢izildi ve
grafikler kullanilarak K; sabitleri ve inhibisyon tipleri tespit edildi. K sabitleri ise sirasiyla 2-
florofeniltiyotire (Ki= 15,82 + 1,54 uM), 2,5-diflorofeniltiyoiire (Ki= 20,46+ 2,95 uM), 4-
florofeniltiyotire (Ki= 24,42 + 3,83 uM), 3-florofeniltiyoiire (Ki= 26,27+ 1,23 uM), 2,6-
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diflorofeniltiyoiire (Ki= 29,97 + 5,72 uM) secklindedir. Yaptigimiz ¢alisma sonuglarina

bakildiginda en yiiksek inhibisyon etkisini 2-florofeniltiyoiire gostermistir.

Elde ettigimiz sonuglara gore ¢izdigimiz Lineweaver- Burk grafigini bakarak inhibisyon
tiplerini belirledigimizde, insan eritrositinden saflastirillan 6PGD enzimi {izerine calisma
yaptigimiz maddelerin tamami yarigmali inhibisyon gosterdigi ortaya c¢ikmistir. G6PD ve
6PGD enzimleri lizerine yapmis oldugumuz inhibisyon ¢alismalarinin sonucunda elde edilen
ICso, K sabiti ve inhibisyon tipi Tablo 9’da verilmistir.

Tablo 8. G6PD ve 6PGD enzimleri iizerine tiyoiire bilesiklerin inhibisyon ¢alismalari
sonucunda elde edilen 1Cso degeri, K; sabiti ve inhibisyon tipi

G6PD ENZIMI
inhibitor ICso Degeri (uM) Ki Sabiti (uM) inhibisyon Tipi
2-florofeniltiyotire 30,13 27,98 + 6,75 Yarigsmali
3-florofeniltiyoiire 19,80 39,70+ 11,26 Yarigmali
4-florofeniltiyotire 21,00 26,53 £ 6,25 Yarigsmali
2,5-diflorofeniltiyotire 24,75 23,84 +4.732 Yarigsmali
2,6-diflorofeniltiyotire 22,35 21,60 + 8,42 Yarigsmali
6PGD ENZIMI
inhibitor ICso Degeri (uM) Ki Sabiti (uM) inhibisyon Tipi
2-florofeniltiyoiire 33,00 15,82+ 1,54 Yarigsmali
3-florofeniltiyoiire 23,10 26,27 £ 1,23 Yarismali
4-florofeniltiyotire 26,65 24,42 + 3,83 Yarigmali
2,5-diflorofeniltiyoiire 28,88 20,46 + 2,95 Yarigmali
2,6-diflorofeniltiyoiire 25,67 29,97 £5,72 Yarismali

6PGD enzimi farkli kaynaklardan saflastirilmis ve {izerine inhibisyon c¢aligmalari
yapilmistir. Adem ve Cift¢i’ nin yapmis olduklar1 ¢alismada 6PGD enzim aktivitesi {izerine;
metronidazol, ornidazol, klindamisin, larnoksikam, imipenem, vankomisin, amoksisilin’in in
vitro inhibisyon etkileri incelenmis ve sonug olarak tamaminin inhibisyon etkisinin oldugunu
bildirmislerdir. Inhibisyon etkisi olan ilaglarin ICso degerlerinin sirastyla; IC50 degerlerinin
sirastyla; 0,17 mM, 0,23 mM, 0,43 mM, 21,79 mM, 46,39 mM, 117,43 mM, 287,35 mM
oldugunu bildirmisleridir. Ayrica Ki sabitlerinin ise 0,40+0,04 mM, 0,57+£0,06 mM, 0,77+0,11
mM, 42,40+2,89 mM, 65,60+4,03 mM, 130,22+9,21 mM, 287,58+10,56 mM belirtmislerdir.
Inhibisyon tiirlerininden ise klindamisin, vankomisin, amoksisilin yarismali inhibisyon diger

ilaglarin ise yarismasiz inhibisyon gosterdigini bildirmiglerdir (Adem ve Cift¢i 2007).
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Yine insan eritrositlerinden saflastirilan 6PGD enzimi iizerine yapilan farkli bir
inhibisyon c¢alismasinda ise Akyiiz ve arkadaglar1 sefepim, izepamisin, seftazidim, ampisilin,
levoflaksasin, penisilin G, gentamisin siilfat, teokoplanin, ciprofloksasin, ofloksasin ve
sefotaksim ilaglarmin enzim {izerinde in vitro olarak inhibisyon gosterdigini bildirmislerdir.
Ayrica ¢alismalarinda diisiik 1Cso degeri ve K sabitine sahip olan sefemiin ile netilmisin
stilfat’m sigan kaninda in vivo etkilerini inceleyerek inhibisyon oldugunu belirtmislerdir

(Akyiiz et al. 2004).

Maillard et al. (2009) ise yaptiklar1 ¢alismada kalsiyum algilama reseptorlerinin
bobrekteki renin enzim {izerine etkilerini incelemek i¢in in vitro ve in vivo ¢alisma yapmis ve
kalsiyum kloriir’iin farkli konsantrasyonlarinin uygulandigi sicanlarda, furosemidin damardan
enjeksiyonu ile PRA (plazma renin aktivitesi)’y1 8,7+3,2’den 18,6+2,3’e ¢ikarttigi belirtmis
(Maillard et al. 2009). Akkemik ise insan eritrositlerinden saflastirdigi G6PD enzimi {izerine
25 ilacin inhibsyon etkisini incelemis ve 11 ilacin inhibisyon gosterdigini belirtmistir ayrica
6PGD enzimi iizerine de 23 ilacin inhibisyon etkisini incelemis ve 8 ilacin inhibisyon etkisinin
oldugunu belirtmistir. Maillard’in ¢aligmasinin aksine furosemidin’ in in vitro olarak inhibe

ettigini gostermistir (Akkemik 2009).
Sonuc olarak; Yiiksek lisans calismasi olarak asagida belirtilen bulgular elde edilmistir.

1- Insan eritrosit G6PD enzimi, hemolizatin hazirlanmas1 2',5' ADP Sepharose-4B
afinite kromatografisi metodu kullanilarak 17,14 EU/mg protein spesifik aktivite,
%43,64 verimle 2448,57 kat saflastirildi.

2- Insan eritrosit 6PGD enzimi, hemolizatin hazirlanmasi1 2',5' ADP Sepharose-4B
afinite kromatografisi metodu kullanilarak 12,27 EU/mg protein spesifik aktivite,
%38,57 verimle 3068,18 kat saflastirildi.

3- Enzimlerin saflik derecelerinin kontrolii SDS-PAGE yapilarak saglandi.

4-  GO6PD enzimi iizerine 5 farkli florofeniltiyotire bilesiklerinin etkileri incelendi ve
hepsi inhibisyon etkisi gosterdigi i¢in 5 bilesiginde ICso ve Kj sabitleri ve bu 5
bilesiginde Lineweaver-Burk grafikleri ¢izilerek inhibisyon tiirleri belirlendi en
yiiksek inhibisyonu 2,6-diflorofeniltiyoilire gostermistir ve biitiin bilesikler
yarismali inhibisyon sergilemistir.

5- 6PGD enzimi iizerine 5 farkli florofeniltiyotire bilesiklerinin etkileri incelendi ve
hepsi inhibisyon etkisi gosterdigi i¢in 5 bilesiginde ICso ve K; sabitleri ve bu 5
bilesiginde Lineweaver-Burk grafikleri gizilerek inhibisyon tiirleri belirlendi, en
yiiksek inhibisyonu 2-florofeniltiyoiire gostermistir ve biitiin bilesikler yarigmali

inhibisyon sergilemistir.
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Calismamizin sonuglarina gore; Tiyoiire bilesikler farmakolojik etkileri bakimindan oldukca
O6nemli olup son zamanlarda ise medisinal kimya bransinda ¢okca kullanilmakta olan yapilardir.
Kiikiirt ile oksijen arasinda olan elektronegatiflik farki, tiyoiire ile iire arasinda c¢esitli
farkliliklar ortaya koymaktadir (Alkan 2011; Unal 2012). Ayrica G6PD ve 6PGD enzimlerini
inhibe etmesi durumunda NADPH iiretimi azalacak ve bu durumda da eritrositler hemoliz
olacaktir. Tiyotirelerin tiirevleri viriislere ve antitiimor biyoaktivitelere karsi inhibitor etkileri
vardir (Mansuroglu 2009; Unal 2012). Bu hususlar diisiiniiliirse ¢alismamizin énemi daha iyi

anlasilacaktir.
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