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Bu calismada insan eritrositlerinden saflastirilan 6-fosfoglukonat dehidrogenaz enzimini
tizerinde baz1 antibiyotiklerin etkisi arastirildi. 6-fosfoglukonat dehidrogenaz enzimini
eritrositlerden amonyum  siilfat ¢oktiirmesi ve 2°,5° ADP-Spharose afinite
kromatografisi yontemleri kullanilarak %78,37 ve 6552 kat saflastinldi. Enzim
aktiviteleri Beutler metoduna gore belirlendi. In vitro sartlarda imipenem, vankomisin,
amoksisilin, ornidazol, metronidazol, larnoksikam, sefuroksim ve klindamisin gibi
ilaclar enzimi inhibe etmistir. In vitro sartlarda rifamisin, siilfanil amid siilfasetil amida
ve linkomisin, enzim aktivitesi iizerinde etkisizdir. inhibisyon etkisi gosteren ilaglarin

I5o ve K degerleri tespit edilmistir.
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1. GIRiS

Kan, icinde bulundurdugu maddeler ve hiicrelerden dolayir viskozdur. Kanin rengi;
oksijen tasidiginda kirmizi, karbondioksit tagimasi halinde ise koyu kirmizidir. Eriskin
erkeklerde ortalama 5 litre, eriskin kadinlarda ise 4 litre kan bulunmaktadir. Kanin insan
metabolizmasinda tasima, diizenleme, savunma, ve koruma goérevleri vardir (Ozden

1990).

Kanin %42-45’1 trombosit, 16kosit ve eritrosit gibi kan hiicrelerinden meydana
gelmistir. Lokositler mikroorganizmalarin viicuda yayilmalarinin 6nlenmesi ve
dokularin tamir edilmesinde gorev alir. Trombositlerin, kapillerin endotel biitiinliigiiniin
saglanmasi ve damardan disariya kanin sizmasimi onlemek gibi fonksiyonlar1 vardir
(Onat 1996). Malphigi 1665 yilinda eritrositleri tanimlad1 ve 1673’te Leeuwenhock
kanin kirmizi renginin eritrositlere bagli oldugunu buldu. Sekillerinin disk bi¢iminde
oldugu 1765’te saptanan eritrositlerde, demirin varligini Menghini, hemoglobini ise
Funke bulmustur (Ozer 1985). Eritrositlerin en 6nemli gorevlerinin baginda yapilarinda

bulunan hemoglobin ile dokulara oksijen tasimaktir.

Eritrositlerin hiicre yapilart bir ¢ok degisimden sonra olusur. “Stem cell” temel
hiicresinden sonra bazi degisimlerle, niikleus disinda biitiin organelleri bulunan
retikiilositler olusur. Retikiilositlerlerde glikoliz, pentoz fosfat yolu, trikarboksilik asit
sikliisti, oksidatif fosforilasyon, hemoglobin, kolesterol, fosfolipid, triacil gliserol ve

piirin niikleotid sentezi enzimleri bulunur (Thomas and Devlin 1986).

Retikiilositlerler kemik iliginden kana salindiktan sonra, ii¢ giin icinde mitokondri,
golgi cisimcigi, lizozom ve RNA’nin hiicreden uzaklastirilmasiyla olgun eritrositlere
doniigiirler (Shohet et al. 1986). Eritrositlerin ortalama Omiirleri 120 giin kadardir.
Olgun hiicre ¢ekirdeksiz ve bikonkav yapidadir. Membran kalinli§i 6 nm, insan eritrosit

¢ap1 6.0-9.0 mikron arasindadir (Onat 1996).



fleri diizeyde 6zellesmis olan bu hiicrelerin, sitoplazmasmin %34’ii hemoglobindir.
Eritrositlerde niikleik asit ve protein sentezi yapilamamaktadir (Onat 1996). Hiicrenin
membran yapisinin korunmasi, fonksiyonlarinin yerine getirebilmesi ve i¢ yapisinin
korunmasi i¢in ihtiya¢ duyulan enerji ve biyomolekiiller; glukozdan, anaerobik glikoliz
ve pentoz fosfat (aerobik) yolu olmak iizere iki metabolik yolla karsilanir. Reaksiyonlar
sonucu olugan NADPH; glutatyon rediiktaz enziminin katalizledigi reaksiyonda okside
glutatyonu indirgenmis sekline ¢evirerek glutatyonun diger reaksiyonlarina

baglanmasinda kullanilir (Gupte et al. 2002).

Glikoliz ve pentoz fosfat yolu enzimlerinin eksikliginde, eritrositlerde; katyon gradienti
diizenlenememekte, enzimlerin ve hemoglobinin —SH gruplar1 indirgenmis halde
tutulamamakta, bikonkav membran esnekligi kayboldugundan, hiicre biitiinliigii de
ortadan kalkmaktadir. Oksidasyon, eritrosit membrani ile hemoglobinin yapisindaki
hem ve globin kisimlarim etkileyerek bozulmalara yol a¢maktadir. Hiicredeki bu
degisimler sonucu; membranda karmagik disiilfit baglar1 olugmakta, denatiire
hemoglobinin disiilfit baglar ile baglanmas1 sonucu K" iyonlariin sizintis1 artmakta,
membran esnekligi kaybolmakta, globin heinz cisimcigi bigciminde c¢Okmekte ve
methemoglobin olusmaktadir. Koruma ve destekleme fonksiyonlarini kaybeden eritrosit

hiicrelerinin sayilar azalmakta ve zamanla hiicre 6lmektedir (Onat 1996).

1.1. Enzimler

Canli organizmalarda, kimyasal reaksiyonlar1 hizlandiran ve yan {iiriin olusmaksizin
%100’liikk verim saglayan biyolojik katalizorlere enzim denir (Lehninger 2000).
Enzimler proteinlerin en biiylik ve 6zellesmis seklidirler. Katalitik aktivite gosteren

kiigiik bir RNA grubu disinda, biitiin enzimler protein yapisindadir (Lehninger 2000).

Enzimlerin bazilan katalizleme fonksiyonlarini protein yapilar ile gerceklestirirken,
bazilan ise enzimlerin yapilarinda bulunmayan ve kofaktor denen molekiillere ihtiyag

duyarlar. Kofaktér metal iyonu (Mg**, Fe*>, Zn** vb.) olabilecegi gibi koenzim denen



kompleks organik molekiiller de (NAD", FAD*, KoenzimA) olabilir. Bazi enzimler her
ikisine de ihtiya¢ duyarlar. Koenzimlerin ¢ogu vitaminlerden ve 6zellikle B grubu
vitaminlerinden tiiretilmiglerdir. Koenzimler proteinin denatiire olmasi ile bozulmazlar
ve defalarca kullanilabilirler. Kofaktorlii enzimlere holoenzim, enzimin protein kismina

ise apoenzim denir (Onat 1996).

Enzimlerin kinetik 6zellikleri hakkindaki bilgiler Michaelin-Menten esitliginde yer alan
enzimin subsrata ilgisini ifade eden Ky sabiti ve enzimin katalitik aktivitesini ifade eden
Vmax degerlerinden anlagilir. Enzim aktivitesi “Enzim Unitesi” ile ifade edilir. “Enzim
Unitesi”, 25°C’de ve optimal sartlarda 1umol subsrati bir dakikada iiriine doniistiiren
enzim miktar1 seklinde tanimlanir. Birim zamanin saniye oldugu uluslararasi Ol¢ii
birimine gore, saniyede 1 mol madde doniisiimiine sebep olan enzime 1 katal enzim
denir. “Spesifik aktivite” 1 mg protein basina enzim iinitesi olarak tanimlanmaktadir.
Spesifik aktivite enzim safligimin bir Olgiisiidiir ve saflastirma basamaklarinda
maksimum ve sabit bir degere ulagmasi ile enzimin saf hale geldigi anlasilir (Keha ve

Kiifrevioglu 2004).

Biyokimya tarihindeki bilimsel arastirma konularinin ¢ogunlugunu enzimler
olusturmaktadir (Keha ve Kiifrevioglu 2004). Enzimlerin saglikta, hastalikta, tanida ve
tedavide son derece onemli gorevleri ve katkilar1 bulunmaktadir. Enzimlerin niteliksel
ve niceliksel tayinleri yapilarak pek c¢ok kalitsal bozuklugun tanis1 konulmakta ve
hastaligin gelecegi ile ilgili ipuclar1 edinilmektedir (Onat 1996). Giiniimiizde yaklagik
olarak 2000 kadar enzim tanimlanmis, bir ¢cogu saflastirilmig, karakterize edilmis ve

200’den fazla enzim de kristallendirilmistir (Keha ve Kiifrevioglu 2004).

inhibisyon, inhibitor denen maddeler tarafindan enzimlerin in vivo ve in vitro
aktivitelerinin azaltilmas1 yada tamamen yok edilmesidir. Bu maddeler, ¢cogunlukla
kiiciik molekiil yapisina sahip bilesikler yada iyonlardir. Enzim inhibisyonu biyolojik
sistemlerde bash basina bir kontrol mekanizmasi olusturdugu icin 6nemlidir. Bir ¢cok
kimyasal madde, ila¢ ve zehirli bilesikler de etkilerini bu yolla gosterirler (Keha ve

Kiifrevioglu 2004).



Inhibisyon, doniisiimsiiz yada doniisiimlii olmak iizere ikiye ayrilir. Doniisiimsiiz
inhibisyonda inhibitor enzime ya kovalent baglanir ya da zor ayrilabilen bir kompleks

meydana gelir. Bu inhibisyonda V , diiserken, Ky degismez.

Doniistimlii inhibisyonda enzim-inhibitor etkilesmeleri bir denge reaksiyonudur. Bu
inhibisyon yarismali, yarigsmasiz veya yar1 yarigsmali olabilir. Yarismali inhibisyonda,
inhibitor ile substrat enzimin aymi aktif bolgesine baglanmakta yarisirlar. Inhibisyon
etkisi, substrat konsantrasyonu arttikca azalmaktadir. Yarismali inhibisyonda Ky degeri
artar. Yarigmasiz inhibisyonda, inhibitdr ile substrat enzimin farkli bolgelerine
baglandigindan genelde inhibisyon etkisi substrat konsantrasyonundan bagimsizdir. Bu
inhibisyonda Vi« diiserken Ky degismez. Yari yarismali inhibisyonda, inhibitor ES
(enzim-sustrat) kompleksine baglanir. Bu inhibisyonda V.« ve Ky azalir. Inhibitor
etkilerini genel olarak yarismali ve yarismasiz olarak kesin sinirlarla birbirinden
ayirmak miimkiin degildir. Genel olarak kangsik inhibisyon gozlenir (Keha ve

Kiifrevioglu 2004).

Birden fazla polipeptid zincirinden meydana gelen ve allosterik enzimler olarak
adlandirilan enzimlerde de allosterik inhibisyon adi verilen inhibisyon olay1 gozlenir.
Bu inhibisyonda, inhibitorler enzimin aktif bolgesinden baska bir kisma baglanirlar ve

ic boyutlu yapiy1 degistirerek enzim aktivitesini etkilerler (Keha ve Kiifrevioglu 2004).

Enzimler, katalizledikleri reaksiyon tiplerine ve iiriine doniistiirdiikleri substratlara kars1
son derece spesifiktirler. Bu biyolojik katalizorler tek bir kimyasal reaksiyonu yada ayni

tip benzer reaksiyonlan katalizlerler (Lehninger 2000).



1.2. Pentoz Fosfat Yolu

Pentoz yan yolu, heksoz mono fosfat yolu yada fosfoglukonat oksidadif yolu olarak da
bilinmektedir. Ik kez 1931 yilinda Otto Warburg tarafindan ortaya atilmis ve tamam
Fritz Lipmann, Frank Dinckens, Bernard Horecker ve Efrahim Rocher isimli

biyokimyacilar tarafindan aydinlatilmistir (Keha ve Kiifrevioglu 2004).

1.2.1. Pentoz fosfat yolu tepkimeleri

Pentoz fosfat yolu oksidatif ve oksidatif olmayan olmak {iizere iki asamadan olusur.
Sitozolde olusan bu metabolik yolun amaci indirgeyici biyosentez olaylar1 icin NADPH
ve bircok bilesigin yapisinda bulunan riboz-5-fosfat iiretmektir. Bu yolda; ii¢, dort, bes,
alt1 ve yedi karbonlu sekerler oksidatif olmayan reaksiyonlar serisi ile birbirlerine

donustiriiliir (Keha ve Kiifrevioglu 2004).

Oksidatif reaksiyonlar; 6-fosfoglukonat dehidrogenaz enzimince, glukoz 6-fosfat’in bir
nolu karbonunun dehidrogenasyonu sonucu 6-fosfoglukono-1,5-lakton’a
donistiiriilmesi ile baslar. Ikinci olarak fosfoglukuno-1,5-lakton, laktonaz enzimi
tarafindan 6-fosfoglukonat’a doniistiiriilirken, burada olusan {iiriin 6-fosfoglukonat
dehidrogenaz enzimince ribuloz 5-fosfat’a, olusan bu molekiil de fosfopentoz izomeraz
enzimi tarafindan riboz 5-fosfat’a doniistiiriilir. Bu tepkimeler sonucunda D-riboz-5-
fosfat ve CO, olusur. NADPH birinci ve tigiincii reaksiyonlarda olusur. Reaksiyonun net

denklemi asagidaki sekildedir (Kutay 2002).

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

Oksidatif olmayan boliimde; ksiluloz 5-fosfat ve riboz 5-fosfattan transketolaz enzimi
ile gliseraldehit 3-fosfat ve sedoheptuloz 7-fosfat olugmasi ile baslar. Olusan bu iki iiriin
transaldolaz enzimi ile eritroz 4-fosfata ve fruktoz 6-fosfata, bu bilesikler de

transketolaz tarafindan gliseraldehit 3-fosfat ve fruktoz 6-fosfata doniistiiriilmektedir.



Boylece pentoz fosfat yoluyla olusan riboz 5-fosfat glikoliz yolu ara bilesiklerine
dontigtiiriilmiis olur. Oksidatif olmayan boliimiin net reaksiyon denklemi asagidaki

gibidir (Keha ve Kiifrevioglu 2004).
3 Riboz 5-fosfat <—* 2Fruktoz 6-fosfat + Gliseraldehit 3-fosfat

(AR)
NADPH  NADP* MNAD*
BPG -
ATP . Nﬁ:‘DPH
1 NADP.
o Yag asidi sentezi
Oksidatif faz - NADP* ,
Glikojen -—-—=- =GP 4 aep Kolesterol sentezi
' » Steroid harmon sentezi
‘I'f | a NABEI{ Rediikte glutatyon sentezi
F&P Pentoz fosfat yolu glutaly
» | Detoksifikasyon
\ | =,
Nonoksidatif faz /
EPd < Ru 5-P #—————» Riboz 5-P
v STP Ol — tPShL_.-.ATP
4 ¥
e - A .
GAP D-ksiluloz 5-P PPR'E:P
!
Y
NAD*, NADP* \
y

Salvageyolu  De novo yolu
Plrin ve pirimidin sentezi

RNA sentezi DNA sentezi

Sekil 1.1. Pentoz fosfat yolu rekasiyonlan ve diger sentez yollar ile iliskisi (Tandogan
2004)



1.2.2. Pentoz fosfat yolunun metabolik 6nemi

Pentoz fosfat yolu; hiicrede RNA, DNA ve niikleotid sentezi i¢in gerekli riboz-5-fosfat
ve rediiktif biyosentezlerde indirgeyici giic olan NADPH’lan sentezlemek gibi baslica
iki islevi vardir (Krebs and Eggleston 1978). Ayrica, aromatik aminoasit ve vitamin
sentezinde gerekli eritroz-4-fosfat, bakteri hiicre duvarimin bir bileseni olan
sedoheptuloz-7-fosfat gibi fosforile karbohidratlar bu yolda sentezlenmektedir (Wood
1986).

NADPH hiicrede yag asidi, kolesterol, L-askorbik asit, nitrik oksit biyosentezi,
glutatyonun indirgenmesi, ila¢c ve ksenobiyotik detoksifikasyonu ve peroksitlerin
indirgenmesinde rol alir (Wood 1986; Nelson and Cox 2000). Eritrositlerde pentoz
fosfat yolu okside glutatyonun indirgenmesinde kullanilan NADPH’y1 saglar. Rediikte
glutatyon (GSH) ve GSH-bagimli enzimler hiicreyi i¢ ve dis kaynakli toksik
bilesiklerden ve reaktif oksijen tiirlerinden (ROS) korur (Siems er al. 2000).

Fagositlerde oksijen tiiketimi ve H2O2 olusumu fazla oldugundan pentoz fosfat yolunun

aktivitesi de fazladir (Borregaard er al. 1984). Ksenobiyotikler, glutatyon peroksidaz,
sitokrom P-450 detoksifikasyon sistemleri ile NADPH kullanilarak zararsiz hale getirilir
(Hollenberg 1992). NADPH’nin damar diiz kas hiicrelerinde iyon kanallarinin
aktivitesini kontrol ettigi One siiriilmiistir. NADPH nin azalmas1 6zellikle V-tipi
potasyum (K") kanallarinin acilmasina ve vazodilatasyona neden olur (Gupte et al.
2002). Sorbitol yolunun onemli enzimlerinden aldoz rediiktaz da NADPH kullanir
(Grunewald 1993). DNA sentezi icin riboniikleotidlerin (riboniikleotid rediiktaz ile)
deoksiriboniikleotidlere doniismesini saglar. NADPH suda coziinmeyen bir¢ok bilesik
icin de gereklidir. Diger iiriin riboz-5-fosfat; ATP, FAD, NAD", NADP", DNA, RNA,
CoA yapisina girer (Keha ve Kiifrevioglu 2004).

Eritrositlerde glukoz 6-fosfat dehidrogenazin kalitsal eksikligi yada degisik
varyantlarinin bulunmasi, ileri seviyelerde anemiye yol agmaktadir. Tiamin eksikliginde
ortaya ¢ikan ve bellek kaybi ile kismi paralizin birlikte goriildiigii Wernicke-Karsokoff

sendromu; pentoz fosfat yolundaki transketolaz aktivitesindeki degisimlere de



baglanmaktadir (Kutay 2002). Glukoz 6-fosfat dehidrogenaz ve 6-fosfoglukonat

dehidrogenaz enzimlerinin eksikliginde anemi goriiliir (Ajmar 1979).

Pentoz fosfat yolu alyuvarlar ve beyin doku hiicreleri gibi baz1 hiicrelerde, temel enerji
kaynag1 olan glukozun oksidasyonu ic¢in bagvurulan glikolize alternatif bir oksidatif
yoldur (Lukens 1993; Thomas and Gillham 1983). Bu yolda hiicredeki glukozun
%10’u kullanilmaktadir (Beutler 1991; Lu and Comphell 1991).

Bu calismada 6PGD enzimine etkisi arastirilan ilag ve 6zellikleri asagidaki gibidir.

1. Metronidazol: Nitroimidazol tiirevidir. Protozoal enfeksiyonlarin tedavisinde
kullanilir. Kemik ve eklem, merkezi sinir sistemleri, alt solunum yolu ve ciltde meydana
gelen enfeksiyonlarin tedavisinde kullanilir. Metronidazol’iin nitro grubu elktron alict
olarak gorev yaparak proteinlere ve DNA’ya baglanan indirgenmis sitotoksik bilesikler

olusturur ve hiicre 6liimiine neden olur (Kayaalp 2000).

2. Ornidazol: Metronidazol gibi nitroimidazol tiirevidir. Kimyasal yapilarinin 6zelligi
nedeniyle metronidazoldan daha lipofiliktirler ve karacigerde enzimatik inaktivasyonlar
daha azdir. Bakteri ve diger mikroorganizma hiicrelerine pasif difiizyonla girerek
duyarli bakteri ve protozon hiicre DNA’ sina baglanip DNA sentezini inhibe ederek

mikrobiyal hiicre 6liimiine sebep olur (Kayaalp 2000).

3. Tenoksikam: Oksikam grubundan bir tienotiazin tiirevi olan tenoksikam NSAII olan
bir ajandir. Antiinflamatuar, analjezik ve antipiretik etkisi yaninda trombosit
agregasyonunuda engellemektedir. Tenoksikam, arasidonik asit metabolizmasinda
siklooksigenaz enzimini inhibe ederek, prostaglandin olusumunu engellediginden

antiinflamatuar etkiye sahiptir (Kayaalp 2000).

4. Klindamisin: Linkomisin’in 7(R)-hidroksil grubunun 7(S)-kloro grubuyla
siibstitiisyonu ile elde edilmis yar1 sentetik bir antibiyotiktir. Antibakteriyel etki

spektrumlart ayni olmakla birlikte klindamisin, in vitro aktivitesinin daha yiiksek olmasi



ve daha az gastrointestinal yan etkilere neden olmasi gibi 6zellikler ile Linkomisinden
farklidir. Klindamisin bakteri ribozomunun 50 S alt birimine baglanarak peptid
baglarinin olugsmasini engelleyerek protein biyosentezini inhibe eder. Yiiksek dozlarda

kullanildiginda bakterisid etkisi olan, bakteriyostatik bir antibiyotiktir (Kayaalp 2000).

5. Linkomisin: Genis spektrumlu bir antibiyotik olup, kaynagi Streptomyces
Linclnensis mantaridir. Etkisi bakterisid ve bakteriostatik olabilir. Linkomisin, gram-
pozitif bakterilerin bir ¢ogu lizerinde etkilidir. Dokulara ve viicut sivilarina niifuz
edebilmesi 6zelligi ile klindamisine benzer ve onun gibi BOS’a ancak az derecede

girebilir. Eliminasyon hiz1 ve kalib1 6zellikleri klindamisin’e benzer (Kayaalp 2000).

6. Amoksisilin: Ampisilin’in fenil yan zincirinin iizerine bir hidroksil grubu ilavesi ile
tiiretimistir. Genis spektrumlu yar sentetik antibiyotiktirlerdendir. Bakteri hiicre duvar

sentezini inhibe ettiginden, bakterisid etki gosterir (Kayaalp 2000).

7. Rifamisin: Yar1 sentetik antibiyotiktir. Suda asir1 ¢oziinen kirmizi renkli bir
maddedir. Rifamisine duyarli bakterilerde; RNA polimeraz enzimini inhibe ederek,
DNA kontrolii altinda yapilan mRNA sentezini bozararak bakterisid etki gosterir.

Nadiren kullanilan bir ilagtir (Kayaalp 2000).

8. Vankomisin: Streptomyces orientalis’ten elde edilen, yaklasik 3.300 dalton molekiil
agirlikliginda kompleks bir glikopeptiddir. Suda ¢oziinen stabil bir bilesiktir. Etkisini,
bakteri hiicre duvar1 sentezini inhibe ederek gosterir. Ayrica bakteri hiicre membrani
gecirgenligini degistirmekte ve RNA sentezini engellemektedir. Antibakteriyel
spektrumu dardir. Esas olarak gram-pozitif kokuslar1 ve Clastridium’lan {iizerinde

etkilidir (Kayaalp 2000).

9. imipenem: Klinik kullamma giren ilk karbapenem tiirevi bir antibiyotiktir.
Tienamisin’in kimya dilinde N-forminidol tiirevidir. Penisilin baglayan proteinlere

yiiksek afinitesi vardir. Kromozom ve plazmid-aracili B-laktamazlara dayaniklilig ileri



derecede olup, penisilinlere ve sefalosporinlere karsi da etkilidir. Mide-barsak kanalinda
absorbe olmazlar. Bobrekte proksimal tubulus hiicrelerinde bulunan bir dipeptidaz tiirii
olan dihidropeptidaz enzimi tarafindan hemen inaktive edildigi icin, bu enzimi spesifik
olarak inhibe eden silastatin sodyum maddesi ile kombine miistahzar halinde {iretilir

(Kayaalp 2000).

10. Sefuroksim: Ikinci kusak bir sefalosporinlerdendir. Bu antibiyotik, solunum yolu
enfeksiyonlarinin tedavisinde kullanilirlar. Sefuroksim, bakteri hiicre duvari sentezini
inhibe edererek, dnemli hedef proteinlere baglanir ve bu yolla bakterisid etki gosterir.
Sefuroksim, B-laktamaz {iiretenler dahil bir¢ok gram-negatif ve gram-pozitif bakteri

izerinde bakterisid etki gosterir (Kayaalp 2000).

11. Siilfanilamid: Esasen p-aminobenzen siilfanamid’dir. Siilfanamidlere duyarli olan
bakteri ve diger mikroorganizmalarin membranlan folik asidi (dihidro folik asidi)
geciremediklerinden onu sentezlemeleri zorunludur. Disardan aldiklar p-aminobenzoik
asidi, pteridin ile birlestirerek dihidropteroik aside doniistiiren dihidropteroat sentetaz;
stilfanamidler tarafindan inhibe edilir. Dihidrofolikasidin ve ondan dihidrofolat rediiktaz
enzimi aracilifl ile olusturulan tetrahidrofolik asidin sentezi azalir. Sonugta piirin
bazlar1 ve timidin sentezini saglayan enzimlerin kofaktorii olan tetrahidrofolat tiirevleri
yapilamaz ve bakterilerde DNA ve RNA sentezi bozulur; metiyonin ve glisin sentezi de
azalir. Insan hiicreleri folik asidi gecirebildiklerinden bu belirtilen 6gelerin sentezi

etkilenmez (Kayaalp 2000).

12. Siilfasetamid (siilfanilasetamid): Siilfanilamid’in  sulfonamid (SO,-NH,)
grubundaki azot atomundaki hidrojen atomlarindan birinin yerine uygun radikal (CHs.)
baglanarak tiiretilmistir. Suda, sulfadiazinde gore 90 kat fazla ¢oziiniir. Sulfonamidlerin
etkisi, bakteriyostatikdir. Cok yiiksek konsantrasyonlarda bakterisid etki gosterebilir.
Sodyum tuzunun %30’luk soliisyonu veya %10’luk merhemi goze lokal olarak

uygulanabilir (Kayaalp 2000).



13. Lornoksikam: Oksikam grubundan analjezik ve antipiretik etkili, non-steroidal
antiinflamatuvar (NSAII) bir ajandir. Lornoksikamin etki mekanizmasi, siklooksigenaz-
1 (COX-1) ve siklooksigenaz-2 (COX-2) izoenzimlerinin dengeli bi¢imde doniistimlii
olarak inhibe edilerek, inflamasyon mediyatorleri olan prostaglandinlerin sentezini

inhibe etmesi ile a¢iklanmaktadir (Kayaalp 2000).

Bircok ilacin, enzimleri in vivo olarak aktive veya inhibe ettigi bilinmektedir. ilaclarin
6PGD’yi inhibe etmesi durumunda eritrositlerin yapisi korunamayacak ve bu durumda
bir¢cok saglik problemine neden olacaktir. Yapilan literatiir caligmasinda bazi ilaglarin
6PGD enzimi tlizerine in vivo ve in vitro inhibisyon etkilerinin arastirildigina
rastlanmistir. Calisilan ilaglarin enzim aktivitesi iizerine etkisi ile ilgili herhangi bir

calismaya rastlanmamustir.

Bu amagla 6PGD enzimi insan eritrositlerinden saflastirilarak kullanilan bazi ilaglarin
enzim aktivitesi lizerine in vitro etkileri arastirilmasi diisiiniilmiistiir. Enzimi inhibe

eden ilaclarin Isg ve K; degerlerinin tespiti hedeflenmistir.



KAYNAK OZETLERI

6-Fosfoglukonat  dehidrogenaz (E.C.1.1.1.44; 6PGD) NADP" varhiginda 6-
fosfoglukonat bilesigini D-ribuloz 5-fosfata doniistiiren pentoz fosfat yolunun {igiincii
enzimidir. Reaksiyon sonucu bir cok biyomolekiiliin yapisina giren riboz S-fosfatin
izomeri D-ribuloz 5-fosfat ve bir ¢ok biyokimyasal reaksiyonda indirgeyici gii¢ olarak
kullanilan NADPH olusur. Enzimin 6nemi NADP"”’yi NADPH’a indirgemesinden
kaynaklanmaktadir. Bircok mikroorganizmada glukoz ve glukonat katabolik enzimi
olarak gorev alir (Yoshida ef al. 1997). Enzim glukoz 6-fosfatin, glikolitik ve pentoz

fosfat yolu arasindaki dengesinin korunmasinda dnemlidir (Del Mar ef al. 1986).

Enzimin eksikliginde hemolitik anemi, retikulosit sayisinda eksiklik, sarilik ve
episodemik hemolitik olaylar tespit edilmistir. Enzimin eksikligi ile beraber piruvat
kinaz aktivitesi artmakta ve GSH seviyesinde ise azalma gézlenmektedir. Bu durum da

eritrositlerin dmiirlerini kisaltmaktadir.

6PGD’nin dogal substrati 6-fosfoglukonat’tir. Enzimin NADP"ya 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 ¢calismalarda rapor edilmistir (Hanau er al. 1992; Rippa et al. 1998).

Enzimin koenzim spesifikligi; spesifik olarak NAD" kullananlar, spesifik olarak NADP*
kullananlar, spesifik olmayanlar olmak {iizere ii¢c farkli sekilde belirlenmistir (Ohara et
al. 1996). Koenzim kullanimi tiire gore degismekle beraber memeliler ve mayalar
genelde NADP" spesifik, bakterilerde hem NADP" hem de NAD™ spesifikligi

belirlenmistir.



Cizelge 2.1. 6-PGD enziminin koenzim ozgulligi

. < NAD" | NADP" | Spesifik
Enzim kaynag: - e p Kaynak
spesifik | spesifik | olmayan
Glucon'abacter N Wood 1982
subaksidans
. . Sosa et al. 2001
Bradyrhizobium sp. +
Pseudomonas
+ Stournaras et al. 19835

flourosens
Escherichia coli + Yoon et al. 1989
Schizosaccharomyces + Teai and Chen 1998
pombe
Haemophilus influenze + Yoon et al. 1989
Koyun karacigeri + Toews et al. 1976
Baczllus + Veronese et al. 1976
sicarotermofulus
Lacto bacillus + Menezes et al. 1989
L. casei + Menezes et al. 1989
Memeliler ve

+ Wood 1982
mayalar(genelde)

Giiniimiizde en az 20 farkli kaynaktan elde edilen enzimin amino asit dizisi
belirlenmistir. Enzimlerin ortalama 400 civarinda amino asitten olustugu tespit
edilmistir (Hutchison et al. 1984). Ornegin; insan 6PGD enzimi 484 amino asitten

olusur. Enzimlerin amino asit dizilimi kaynagina gore degismektedir.

Degisik kaynaklarda yapilan calismalarda 6PGD geninin yapisi aydinlatilmis, niikleotid
stras1 belirlenmis ve genler klonlanmistir. Ornegin insanda 1, domateste 4. 5. ve 12.

kromozomlarda bulunan 3 geni vardir.

Yapilan X-ray kristalografik incelemelerde aktif bolgede proton alicis1 ve vericisi olarak
rol oynayan bir ¢cok amino asit rezidiisiine rastlanmistir. Koyun karacigerinde; enzimin
aktif bolgesi, tirozin 196, glutamat 195 ve glutamat 222 subsrat baglanma yeri olarak
diisiiniilen bir cepte bulunmaktadir. Enzimin substrata baglanmasi aktif bolgesinde yer

alan histidinin iyonizasyonu, koenzimin baglanmasi ise tirozinin iyonizasyonu ile



saglanir. Aktivite icin histidin gerekliligi laboratuar c¢alismalar ile ispatlanmistir

(Topham and Dalziel 1986).

Yapilan X-ray calismalarinda enzimin eskenar dortgen seklinde kristalize oldugu
gosterilmistir. Lactococcus lactis’ de ayn1 yap1 gozlemlenirken; trypanosoma brucei’de
kristalin ticgen seklinde oldugu belirlenmistir. Sigir enzimi kristalize elde edilmis ve ii¢
boyutlu yapisi incelenmistir. Enzimin homodimer oldugu ve her alt birimin a-B-o-
bolgelerinden olustugu ve bu bolgelerin NADP" bagladiklar1 gosterilmistir (Adams et
al. 1991).

6-fosfoglukanat dehidrogenazin molekiil kiitlesi kaynagma gore 80-152 kDa,
altbirimlerinin molekiil kiitlesi ise 33-55 kDa arasinda degismektedir. Bazi canlilarda
homodimer, bazilarinda homotetramer bir yapiya sahiptir. insanda homodimer bir
yapiya sahip enzimin alt biriminin molekiil kiitlesi 53 kDa oldugu deneysel verilerle

gosterilmistir.

Cizelge 2.2. Farkls tiirlere ait 6PGD enziminin molekiil kiitleleri ve altbirim yapist

Molekiil | Alt birim molekiil
Enzim kaynagi kiitlesi kiitlesi ve yapis1 | Kaynak

kDa kDa
Koyun karacigeri 94 47, homodimer Betts and Mayer 1975
Coryne.b acterium 120 52,5, homodimer | Bianchi and Bertrand 2001
glutamicum
Leuconostoc lactis SHO-54 140 32,8, tetramer Ohara et al. 2004
1nsan 106 53, homodimer Pearse and Rosemeyer 1975
Sican karacigeri 102 52, homodimer Proscal and Holten 1972
Drosophila melanogaster 105 53, homodimer Williamson ef al. 1980
Schizosaccorharomyces 152 38, homotetramer | Tsai and Chen 1998
Pombe

Tiirtine gore degismekle beraber enzimin optimum pH aralign 5,5-9,6 araliginda
degismektedir. Enzim aktivitesinin pH 7,6-9,2 araliginda arttigi, 9,3’ten sonra ise

aktivitesini kaybettigi bildirilmistir (Barenghi et al. 1987). Enzimin dogal halinin



optimum pH’si; insan beyninde 8,6 (Weisz er al. 1985), sican eritrositlerinde 7,0
(Beydemir vd 2003) ve sican bobrek korteksinde 8,0 (Corpas et al. 1995) olarak

belirlenmistir.

Enzimin reaksiyon mekanizmasinin ardisik/diizensiz  oldugu tespit edilmistir
(Dallocchio et al. 1985). Bu mekanizmada enzime baglanan subsratlardan biri digerinin
baglanmasim1 kolaylastirir. Subsratlarin baglandigi {i¢lii ara kompleksten, iiriinlerin

baglandig ii¢lii kompleks olusur ve iiriinler sirayla ayrilirlar (Kutay 2002)

Enzimin saflastirilmasinda karsilasilan problemler enzimin kararsizli§i ve
stabilizasyonudur. Aktivite kaybinin en aza indirilmesi i¢in genelde calismalar +4 C°’de
yapilmaktadir. Tampona 2-merkaptoetanol, EDTA, NADP", fenilmetilsulfonilfloriir
ilavesiyle stabilizasyon saglanmiStir (Toews er al. 1976; Came 1982; Pearse and Rosemeyer 1974).
Bakteriyel kaynakli 6-PGD enzimler, hayvansal kaynakli enzimlerden daha kararlidir

(Menezes et al. 1989).

G6PD ve 6PGD beraber olarak 2' 5'-ADP Sepharose 4B afinite ve DEAE Sepharose
Fast Flow iyon degistirici kolonlar kullamilarak saflastirilmiglardir. Enzimler iyon

degisim kolonundan tuz gradienti olusturularak eliie edilmislerdir (Utusu er al. 1999).

Enzim; amonyum siilfat coktiirmesi, yiiksek hizda santrifiij, DE-52 kolonu, SP-
Sephadex, DEAE seliiloz, CM-seliilloz, DEAE-Sephadex, CM-Sephadex, hidroksiapatit
ve NADP*-Sepharose, 2' 5'-ADP Sepharose 4B afinite kromatografisi, NADP*-Agaroz

vb. yontemlerle saflastinlmistir (Hanua ez al. 2004).

ATP’nin 6-PG’a karsi yarismali (Moritz et al. 2000), NADP" karsi yarigsmasiz
(Cottreau et al. 1975) inhibisyonu gozlenmesine karsin, in vitro sartlarda ATP enzimi
inhibe etmesine ragmen in vivo sartlarda ATP’nin %80-90'1 Mg*™ ile kompleks

olusturdugundan dolay1 inhibisyonu zayiflar (Moritz et al. 2000). Fruktoz-1,6-



bisfosfatin ve eritroz 4-P’nin leuconostoc lactis 6PGD enzimini yarigmali olarak inhibe
ettigi belirtilmistir. Bu tiirde 1’er mM ATP, ADP, AMP, NADP", NADPH, asetilCoA,
okzalasetat, glukoz-1-P, fosfoenolpruvat ve glukoz-6P’1mn inhibisyon yaptigi

gozlenmemistir (Ohara et al. 2004).

Baz1 metal iyonlarinin potansiyel inhibitdor oldugu belirtilmis ve Roark and Brown
(1996) tarafindan Zn**, Cu*?, Cd** inhibisyonlar tespit edilmistir (Sawa et al. 1985).
Asetat ve sodyum asetat inhibisyon etkisi gostermedigi i¢in diger anyonlarin etkileri
incelenirken sabit iyonik kuvvet olusturmak da kullanilabilir (Proscal and Holten 1972). Ayrica
enzim diisiik Mg+2 konsantrasyonunda aktive, yliksek Mg+2 konsantrasyonunda ise

inhibisyona ugramaktadir (veronese er al. 1974).

Enzimin {iriin inhibisyonu c¢alismalarinda NADPH ve ribuloz-5-fosfatin etkisi
arastirilmis ve NADPH’min NADP" baglanmasim yarismali, 6-PG’nin baglanmasini
yarigmasiz olarak inhibe ettigi belirtilmistir (Kato e al. 1979). Ribuloz-5-fosfatin ise hem 6-
PG hem de NADP" baglanmasini yarismasiz olarak inhibe ettigi belirtilmistir. Fruktoz-
1,6-bisfosfatin koyun karacigerinde 6-PG’ye kars1 yarismali, NADPye kars1 yarismasiz
inhibisyona neden oldugu belirtilmistir (Dyson and D’Orazio 1971 ). 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 (Beiter and Nordenberg
1979). Si¢an eritrositlerinde 2.500 £ 0.866 mM, 0.052 + 0.007 mM, ve 0.070 = 0.007 mM
konsantrsyonlarinda ATP, NADPH ve NADH icin inhibisyon etkisi gosterdigi
belirtilmistir. (Cift¢i vd 2002)

Buna ilaveten farkli kaynaklardan elde edilen 6PGD enziminin kinetik calismalari
yapilmis ve bazi kinetik 6zellikleri tespit edilmistir. Tespit edilen bazi kinetik 6zellikleri

cizelge 2.3’de verilmistir.



Cizelge 2.3. Farkl tiirlere ait 6PGD enziminin kinetik sabitleri

. g Kwm Kyu Ky Kj
Enzim kaynag 6-PGA NADP* | NAD* NADPH Kaynak
(mM) (mM) (mM) (uM)
Koyun karacigeri 0,015 0,07 Dyson et al 1973
Sican karacigeri 0,071 0,013 0,02 Corpas et al 1995
Tavsan meme bezi 0,054 0,0230 Betts and Mayer 1975
. Pearse and Rosemeyer
Insan eritrositi 0,020 0,030 0,030
1975
Candida utilis 0,054 0,020 Berdis and Cook 1993
Hong and Copeland 1992
Soya (izoenzim1) 0,098 0,0030
Hong and Copeland 1992
Soya (izoenzim 2) 0,109 0,0036
Sican bobrek korteksi 0,049 0,056 0,041 Corpas et al. 1995
Pseudomonas 0,0152 0,055 Sokolov et al 1980
oleaverans
Pseudomonas C. 0,01 0,02 0,05 Ben and Goldberg 1980
Boga adrenalin korteksi 0,035 0,018 Senkevich et al 1989
Domuz karacigeri 0,0135 0,048 Toews et al 1976
Bianchi and Bertrand
Candida biodinii 0,011 0,013
2001
Bacillus 0,02 0,025 Veronese ef al 1976
stearotermophilus
Corynebacterium 0,071 0,043 Kato et al 1979
glutamicum
Streptococcus faecalis 0,024 0,015 Bridges and Palumbo1975
Ispanak yapraklari 0,04 0,006 Krepinsky et al 2001
Cryptococcus 0,013 0,0008 Niehaus et al 1996
neoformans

Eritrosit 6PGD’si iizerinde yapilan calismalarda metiergobazin maleat, piroksikam,
tenoksikam, tiyokolsikozid, menadion sodyum bisiilfit, fuluorourasil, sisplatin,
ketoprofenin enzimi inhibe ettigi, adranalin, midazolam, fentanil, deksametazomna
bisiilfit, pentoksifilinin de enzim iizerinde etkisiz oldugu belirtilmistir (Ozabacigil
2005). Akyiiz ve arkadaglar1 (2004) insan eritrositi tizerindeki ¢alismalarinda; amikasin,
ampisilin, sefepim HCI, netilmisin, gentamisin siilfat, isepamisin, kloramfenikol,

lavoflaksasin, ofloksasin, penisilin, seftazidim pentahidrat, siprofloksasin, sefotaksim



sodyum teikoplanin enzimi inhibe ettigi, sefazolin sodyumun aktive ettigi, sefriakson,
meropenem, streptomisin siilfatin etkisiz oldugu belirtilmistir. Ayrica vanadat’in kuzu
karacigeri enzimini inaktive ettigi tespit edilmistir. Ciftci ve arkadaglar1 (2002) sican
eritrositlerinde yaptiklart enzimin c¢alismalarinda amikacin, ampisilin ve netilmisin
siillfat’in enzimi inhibe ettigini ve metamizol’iinenzim aktivitesi iizerine etkisinin
olmadigin1 tespit etmiglerdir. Sican eritrositlerinde melatonin hormonunun enzimi

inhibe ettigi ayrica tespit edilmistir (Giilgcin ve Beydemir 2003).



MATERYAL ve YONTEM

3.1. Materyal

3.1.1. Kullamlan Kimyasal Maddeler

Caligmalarimizda kullanilan standart serum albiimin, N,N,N’,N’-tetrametil etilendiamin
(TEMED), diyaliz torbalar1, B-nikotinamidadenindiniikleotidfosfat (Na tuzu) (NADP"),
6-fosfoglukonat (mono Na tuzu), sodyum bikarbonat ve etilendiamintetraasetikasit
(EDTA) Sigma Chemical Comp.’den; triklor asetik asit, sodyum hidroksit,
trihidroksimetilaminometan (Tris), amonyum siilfat, 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 E. Merck AG’den; akrialmid, N,N’-metilen bisakrilamid, Coomassie
brillant blue G-250, brom timol mavisi, sodyum dodesil siilfat (SDS), amonyum
persiilfat, B-merkapto etanol ve 2' 5' ADP-Sepharose 4B Pharmacia’dan; calismada

kullanilan ilaglar ise piyasadan temin edildi.

3.1.2. Yararlanilan alet ve cihazlar

Calismalar esnasinda asagidaki alet ve cihazlardan faydalanilmistir.

Sogutmali santrifiij :Heraeus Sepatech

Sogutmali santrifiij :Hermle Z 323 K (Germany)

Spektrofotometre : CHEBIOS s.r.1.

pH metre : Sehott pH-Meter CG840
Elektroforez tanki : BIO RAD (dikey)
Peristaltik pompa : Ismatec

Karistiric1 (Shaker) : GFL 3025

Karistiric1 (Vorteks) : Fisons whirlimixer



Hassas terazi
Afinite kolonu
Otomatik pipet
Calkalayici
Magnetik karistiric
Saf su cihaz1

Su banyosu

Gii¢ kaynagi
Buzdolaplari

Derin dondurucu

: Gec Avery

: Kapal1 sistem olusturucu ve sogutmali (1x10), Sigma (ABD)
: Eppendorf

: Midi Dual 14

: Chilten Hotplate Magmetic Stirrer HSBI

: Barnstead Easy Pure UV/UF

: Clifton

: 1-Bio Rad Power Pac 3000 2-Apparatus Corporation EC 135
: Arcelik

: Sanyo Madical Freezer

3.1.3. Kullanilan co6zeltiler ve hazirlanmasi

Cozelti hazirlamak amaciyla kullanilan su, saf ve de iyonize sudur.

Eritrositlerin yikanmasi icin kullanilan c¢ozelti

1. 0,16 M KCl : 11,92 g KCI (0,16 mol) alinarak su ile 1 L’ye tamamlandi.

Aktivite ol¢iimiinde kullamilan c¢ozeltiler:
1. 1 M Tris-HCl/ 5mM EDTA (pH= 8,0): 0,6057 g (5 mmol) Tris ve 0,0292 g (0,1

mmol) EDTA alinarak 90 ml destile suda ¢oziildii. HCI ¢ozeltisi ile pH 8,0’a ayarlanda.

Daha sonra toplam hacim su ile 50 ml’ye tamamland.

2. 0.1 M MgCl,: 0,475 g (5 mmol) alinip bir miktar saf suda ¢oziindiikten sonra hacim

50 ml’ye tamamlandi.

3. 6 mM 6PGA: 0,091 g (0,3 mmol) 6PGA alinip bir miktar suda ¢6ziildii. Hacmi su ile

50 ml’ye tamamlandi.

4. 2mM NADP" Cozeltisi: 0,0765 g NADP' (0,1 mmol) alinarak bir miktar suda

¢oziildii. Hacim suyla 50 ml’ye tamamlandi.



Diyaliz ve Amonyum siilfat ¢okeltisinin ¢6ziinmesi icin kullanilan tampon:

1. (Amonyum siilfat ¢oktiirmesi i¢in) 50 mM KH,PO4 (pH= 7,5): 0,68 g KH,PO4 (5)(103
mol) alinip 80 ml suda ¢oziildii. pH’s1 NaOH ile 7’ye ayarlandi. Daha sonra toplam
hacim su ile 100 ml’ye tamamlandi.

2. (Diyaliz i¢in). 50 mM K-asetat/ 50 mM K—fosfat: 4,9 g K—asetat (5x10'2 mol) ,6,8 g
K-fosfat (5x10* mol) karistmu 800 ml suda ¢oziindii. pH= 6’ya ayarlandi ve toplam

hacim 1 L’ye tamamland.

Afinite kromatografisi kolonunda kullamlan cozeltiler:

1. 0,1 M K-asetat/0,1 M K-fosfat, pH= 6 (Kolonunun paketlenmesi ve dengelenmesi
icin kullanilan tampon): 9,8 g K-asetat (0,1 mol) ve 13,6 g K-fosfat (0,1 mol) karigim1
800 ml suda ¢oziildii. pH’s1 6’ya ayarlandiktan sonra toplam hacim 1L’ye tamamlandi.
2. 0,1 M K-asetat/0,1 M K-fosfat, pH= 7,85 (Afinite kromatografisi kolonunun
yikanmasi i¢in kullanilan tampon): 9,8 g K-asetat (0,1 mol) ve 13,6 g K-fosfat (0,1 mol)
karisimi 800 ml destile suda ¢oziildii. pH= 7,85’e ayarlandiktan sonra toplam hacim
1L’ye tamamlanda.

3. 0,1 M K-fosfat/0,1 M KCI, pH= 7,85 (Numune tatbik ettikten sonra afinite kolonunun
yikanmasi i¢in kullanilan tampon): 13,6 K-fosfat (0,1 mol) ve 7,45 g (0,1 mol) KCl
karisiminin hacmi su ile 800 ml’ye tamamlandi. pH’s1 7,85°e ayarlandiktan sonra
toplam hacim 1L’ye tamamlandi.

4. 80 mM K-fosfat + 10 mM EDTA ( pH= 7,85) + 80 mM KCI + 5 mM NADP*
(Afinite jeline tutunmus olan 6-fosfoglukonat dehirogenaz enziminin eliisyonu igin
kullanilan tampon): 0,544 ¢ K-fosfat, 0,121g EDTA, 0,298 KCI ve 0,1913 g NADP*
karistmi1 40 ml suda ¢oziildii. pH= 7,8’e ayarlandiktan sonra toplam hacim 50 ml’ye
tamamlandi.

5. 0,1 M Na-asetat/0,5 M NaCl (pH= 4,5) (Afinite kromatografisi kolonunun
rejenerasyonu i¢in kullanilan tampon): 4,1 g Na-asetat(50 mmol) ve 14,61 g NaCl (0,25
mol) alimip suda ¢oziildii, pH= 4,5’e ayarland1 ve toplam hacim suyla 500 ml’ye
tamamlandi.

6. 0,1 M Tris + 0,5 M NaCl (pH= 8,5) (Afinite kromatografisi kolonunun rejeneresyonu
icin) 6,05 g Tris ve 14,61 g NaCIl bir miktar suda ¢oziindiikten sonra pH= 8,5e

ayarlandi. Daha sonra hacim 500 ml’ye tamamlandi.



7. % 0.02’lik NaNj3 ¢ozeltisi (Kromatografi kolon meteryallerini bakterilerden korumak
icin): 10 mg NaN3 alinarak 50 ml suda ¢oziildii.

Elektroforez icin kullamilan cozeltiler:

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

3. %30 Akrilamid %0,8 Bisakrilamid ¢ozeltisi: 15 g akrilamid, 0,4 g bisakrilamid
almarak hacmi su ile 100 ml’ye tamamlandi.

4. %10’luk amonyum persiilfat ¢ozeltisi: 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. Yiiriitme tamponu: 1,51 g Tris (12,5 mmol) ve7,51 g glisin (0,1 mol) tartilarak 450
ml suda ¢oziildii %10°’luk SDS’den 5 ml ilave edildi, pH= 8,3’e ayarlandi1 ve toplam
hacim 500 ml’ye tamamlandi.

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

8. Sabitlestirme c¢ozeltisi (Jelde yiiriitiilen proteinlerin sabitlestirilmesi i¢in kullanilan
cozelti): %50 izopropanol, %10 TCA ve %40 su olacak sekilde karigtirilarak 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 ¢6ziilmesiyle hazirlandi.

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

11. Antikoagulant ¢ozelti: 26,3 g Na-sitrat (dihidrat) (115,35 mmol), 3 g sitrik asit
(15,62 mmol), 31,9 g glukoz (monohidrat) (177 mmol), 2,2 g NaH,PO4.H,O (15,94
mmol) ve 0,35 g adenin (2,6 mmol) tartilarak suda c¢oziildii ve saf su ile 1 L’ye
tamamland.

12. 9%0,04’liik brom timol mavisi ¢ozeltisi: 0,1 indikatoér 0,01 M 16 ml NaOH icerisinde

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



Proteinlerin kantitatif tayininde kullamlan cozelti
1. Coomassie brillant blue G-250 reaktifi: 100 mg Coomassie brillant blue G-250, 50 ml
%95’1ik etanolde coziildii.Bu cozeltiye %95°lik 100 ml fosforik asit ilave edildi.

Cozeltinin hacmi suyla 1 L’ye tamamlandi.

Tlac ve kimyasal maddelerin stok cozeltileri:

1. Klindamisin: 600 mg klindamisinin 4 ml steril saf suda ¢6ziilmesiyle elde edildi (297
mM).

2. Siilfanilasetamid: 50 mg siilfanilasetamidin 5 ml steri saf 1 suda ¢oziilmesiyle elde
edildi (90 mM).

3. Siilfanilamid: 100 mg siilfanilamidin 5 ml steril saf suda ¢oziilmesiyle elde edildi
(22,22 mM).

4. Linkomisin: 600 mg Linkomisinin 2 ml steril saf suda ¢oziilmesiyle elde edildi (736,2
mM).

5. Rifamisin: 250 mg Rifamisin sodyum’un 3 ml steril saf suda ¢oziilmesiyle elde edildi
(115,8 mM).

6. Amoksisilin: 1 g amoksisilinin 4 ml steril suda ¢oziilmesiyle elde edildi (665,8 mM).
7. Vankomisin : 1 g vankomisinin 10 ml steril saf suda ¢oziilmesiyle elde edildi (172,5
mM).

8. Sefuroksim sodyum: 750 mg sefuroksim sodyum’un 6 ml steril saf suda ¢oziilmesiyle
elde edildi (244,8mM).

9. imipenem: 500 mg imipenemin 800 ml steril saf suda ¢oziilmesiyle elde edildi (1,97
mM).

10. Ornidazol: 500 mg ornidazoliin 3 ml steril saf suda ¢oziilmesiyle elde edildi (758,8
mM).

11. Tenoksikam: 20 mg tenoksikamin 2 ml steril saf suda ¢oziilmesiyle elde edildi
(29,67 mM).

12. Lornoksikam: 8 mg lornoksikamin 2 ml steril saf suda c¢oziilmesiyle elde edildi
(10,76 mM).

13. Metronidazol: 500 mg metronidazol 100 ml steril saf suda c¢oziilmesiyle elde edildi

(29,2 mM).



3.2. Yontemler

3.2.1. insan kanindan 6-fosfoglukonat dehidrogenaz enziminin saflastiriimasi

3.2.1.1. Kan numunelerinin alinmasi ve hemolizat hazirlanmasi

Deneyler icin gerekli kan, Atatiirk Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi kan merkezinde,
taze olarak antikoagulantli ¢ozelti iceren kan torbalarina alindi. Alinan kan numuneleri

ile hemen calisilmaya bagslandi.

Eritrositleri elde edilmesi icin taze insan kami 20’ser ml’lik 8 adet santrifiij tiipiine
konuldu ve +4°C’de 15 dakika 2500xg’de santrifiij edildi. Santrifiij sonrasi tiiplerin iist
kisimlarindaki 16kosit ve plazma tabakasi bir damlalik yardimi ile alindi. Kalan eritrosit
tabakas1 0,16 M KCl ile ii¢ kez yikandi. Her bir yikama sonrasi +4°C’de 15 dakika
2500xg’de santrifiij edildi ve siipernatantlar bir damlalikla alindi. Elde edilen eritrositler

hacimlerinin bes kat1 buzlu suda hemoliz edildi.

Hemolizat igerisindeki eritrosit hiicre zarlarin1 uzaklagtirmak i¢in +4°C’de 10.000xg’de
30 dakika santrifiij edildi. Calismalara siipernatantla devam edildi ve cokelek atildi.
Hemolizat hazirlanmis oldu (Beutler 1971; Shreve and Levy 1977; Ninfali et al.

1990). Hemolizatda enzim aktivitesi ve protein tayini yapildi.

3.2.1.2. Amonyum siilfat ¢oktiirmesi ve diyaliz

Amonyum siilfat ¢oktiirmesi %35-65 araliginda yapildi (Akyiiz 2004). Hemolizatin
icinde bulundugu beher buzlu su bulunan bir kabin icine konularak sicakliginin O ile
+4°C olmasi saglandi. Coktiirme isleminde kati (NHy),SO,4 kullanildi. Amonyum siilfat
hemolizata yavas yavas katildi. Manyetik karistiric1 ile iyice ¢oziinmesi saglandi. Her
katilan miktarin ¢oziinmesinden sonra yeni miktarlar katildi. Hesaplanan miktar

hemolizat i¢inde ¢6ziinmesinden sonra 20 dakika denge olugmasi i¢in beklenildi.



Once %0-35 araliginda coktiirme islemi yapildi ve +4°C’de 5000xg’de 15 dakika
santrifiij yapildi. Cokelelek bir miktar 50 mM pH= 7 fosfat tamponunda coziilerek
aktivite ol¢limii yapildi. Aktivite olmadig1 goriiliince ¢okelek atildi. Siipernatant da
yapilan aktivite Olgiimleri olumlu sonu¢ vermesi ile (NH4)2,SO4 %35-65 araliginda
¢oktiirme islemi yapildi. +4°C’de 5000xg’de 15 dakika santrifiij sonucu olusan ¢okelek
50 mM pH= 7 fosfat tamponunda miimkiin olan en az hacimde ¢oziindiiriildii.
Siipernatantda yapilan aktivite Olgiimlerinde aktivite gozlenmedigi icin siipernatant

atildi.

Kat1 amonyom siilfat ¢oktiirmesi islemleri su formiile gore hesaplandi.

1,77.V.(S, -S))
NH,),S0, : S
gNHL250, 3,54-8,

V= Hemolizat hacmi

Si= I’in kesri seklindeki mevcut amonyum siilfat doygunlugu

S,=1"in kesri seklindeki istenilen amonyum siilfat doygunlugu

Amonyum siilfat ¢oktiirmesi ile elde edilen karisim diyaliz torbasinda 2 saat siireyle, 2
kez degistirilerek 50 mM K-asetat / SOmM K-fosfat (pH= 7) tamponuna kars1 diyaliz
edildi (Ninfali et al. 1990). Diyaliz islemi +4°C’de magnetik karistiric1 kullanarak

yapildi. Diyalizden sonra aktivite ve protein tayinleri yapildi.

3.2.1.3. Afinite kolonunun hazirlanmasi ve insan eritrosit 6PGD enziminin

saflastirilmasi

10 ml’lik yatak hacmi i¢in 2 g kuru 2',5'-ADP Sepharose 4B jeli tartilarak, 400 ml
destile su ile kati maddelerin uzaklastirilmast i¢in birka¢ defa yikandi. Yikama
esnasinda jel sisirilmis oldu. Sisirilmis jelin havasi su trompu kullanilarak vakum ile
alindiktan sonra yikama ve dengeleme tamponu (0,1 mM K-fosfat / 0,1 mM K-asetat,
pH= 6) ilave edilerek jel siispanse edildi. Siispanse edilmis jel, 1x10 cm’lik kapal
sistemden olusan sogutmali kolona paketlendi. Jel ¢coktiikten sonra peristaltik pompanin
hiz1 5 rpm’de yikama ve dengeleme tamponu ile yikama yapildi. (Ninfali et al. 1990).

Kolonun dengelenmis oldugu eliiat ile tamponun 280 nm’de absorbanslarinin ve



pH’larinin egitlenmesinden anlasildi. Bdéylece afinite kolonu hazirlanmis oldu.
Belirlenen amonyum siilfat doygunluk araliginda ¢oktiiriilen numune, uygun tamponda
¢oziiliip diyaliz edildikten sonra 2',5'-ADP Sepharose 4B afinite kolonuna uygulandi.
Enzim ¢ozeltisinin tamami kolondan gectikten sonra kanin kirmizi rengi tamamen yok
oluncaya kadar dengeleme tamponu gecirmeye devam edilerek kolonun yikanmasi
saglandi. Bunu takiben kolondan sirasiyla 25’er ml’lik 0,1 mM K-fosfat / 0,1 mM K-
asetat, (pH= 6) ve 0,1 mM K-fosfat/0,1 mM K-asetat, (pH= 7,85) gecirilerek yikandi.
Bu yikama, spektrofotometrede takip edilerek absorbans degerlerinin koére esit
olmasiyla belirlendi. Kolon yikandiktan sonra 30ml 80 mM K-fosfat + 10 mM EDTA
(pH= 7.85) + 80mM KCI + 5 mM NADP" eliisyon tamponu ile eliie edildi. Insan
eritrosit 6PGD ile calisirken literatiirde kullanilan optimal sartlar uygulandi (Shreve
and Levy 1977; Ninfali et al. 1990). Eliisyonlar 1 ml olacak sekilde ependorf tiiplerine
alindi, her birinde aktivite degerleri okunarak insan eritrosit enzimi 6PGD ic¢in grafik
olusturuldu. Bu ¢alismayla elde edilen enzim drneklerinin saf olup olmadiklarini kontrol

etmek amaciyla SDS-PAGE yapildi.

Afinite jelinin rejenerasyonu icin 0,1 M Na-asetat/ 0,5 M NaCl (pH= 4,5) ve 0,1 M Tris
+ 0,5 M NaClI (pH= 8,5) sirasiyla 30’ar ml halinde ii¢ kez kolondan gecirildi. Kolon
dengelendikten sonra, kolon materyallerini bakterilerden korumak i¢in %0,02° lik 15 ml

NaNj; ¢ozeltisi gegirildi.

3.2.1.4. Sodyum dodesil siilfat-poliakrilamid jel elektroforezi (SDS-PAGE) ile

enzim safligimin kontrolii

Enzim saflastinlldiktan sonra %3-8 kesikli sodyum dodesilsiilfat poliakrilamid jel
elektroforezi (SDS-PAGE) Laemmli metoduna gore yapilarak enzimin saflik derecesi

kontrol edildi (Laemmli 1970).

Bunun igin elektroforez plakalar1 6nce su ile sonra alkol ile iyice yikandi. Her iki

kenarinda aralik olusturucu bir plaka ile diiz bir plaka iist iiste getirilerek kiskaclarla



tutturuldu. Sabitlestirilen plakalar, icerisinde sizdirmayi onleyen siinger ihtiva eden jel
hazirlama kabinine konuldu. Once ayirma jeli hazirland ve enjektorle plakalarin arasina
iist kesimde 0,5 cm kalincaya kadar dolduruldu. Iki saat jelin donmasi beklendi, ayirma
jelinin katilagtigindan emin olunduktan sonra yigma jeli hazirlandi. Jelin iist kismindaki
bosluga dolduruldu ve numune kuyucuklarinin olusmasi igin tarak dikkatlice
yerlestirildi. Yigma jelinin katilagmas1 beklenirken 1slatilmis siizgec kagidi sistemin
izerine kapatildi ve kurumasi onlendi. Yigma jeli katilagtiktan sonra tarak dikkatlice
cikartilarak numune kuyular1 belirlendi. Once saf su, sonra da yiiriitme tamponuyla
yikand1 ve jel plakalarla birlikte elektroforez tankina yerlestirildi. Elektroforez tankinin
alt ve iist kismina yiiriitme tamponu dolduruldu. Enzim 6rnekleri yaklasik 20 pg protein
olacak sekilde hazirlandi. Toplam hacim 50 pl olacak sekilde 1/1 oraninda numune
tamponu katildi. U¢ dakika kaynar su banyosunda inkiibe edildi. Elektroforez tanki
kapatilarak alt tarafindan (+) anot, iist taraftan ise (-) katot yerlestirildi. Once 40 voltta
20 dakika yiiriitiildii ve 6rnekler ayirma jeline kadar gelip yigildi. Sonra akim 80 volt’a
cikartilarak numunelerin jelin alt sinirina gelmesine kadar yiiriitiildii. Numunelerin takip
edilmesi, numune tamponuna katilan brom timol mavisi yardimiyla yapildi. Yiiriitme
islemi bittikten sonra akim kesilerek plakalar arasindaki jel dikkatlice cikarildi ve
sabitlestirme ¢ozeltisine konuldu. Sabitlestirme c¢ozeltisinde 20 dakika bekletilen jel,
cikarilarak boyama ¢ozeltisine konuldu ve g¢alkalayici iizerinde 2 saat bekletildi. Jel
boyandiktan sonra ¢ikarilarak yikama ¢ozeltisine konuldu. Rengi agilip, protein bantlar

belirginlesene kadar ¢alkalayici iizerinde yikanan jel ¢ikarilarak fotografi ¢ekildi .

Ayirma jeli s0yle hazirlandi: 3,75 ml 1M Tris-HCI (pH= 8,8), 3,3 ml %30 akrilamid-%
0,8 bisakrilamid, 0,15 ml %10’luk SDS, 0,1 ml %5’lik TEMED, 0,2 ml %1,5’lik PER

ve 2,35 ml saf su karistirildi.

Yi1gma jeli soyle hazirlandi: 0,31 ml 1 M Tris-HCI (pH= 6,8), 0,3325 ml %30 akrilamid
%0,8 bisakrilamid, 0,025 ml %10’luk SDS, 0,025 ml %5’lik TEMED, 0,05 ml %
1,5’lik PER ve 1,84 ml saf su kanstirildi. PER c¢ozeltisi taze hazirland1 ve
kanistirildiginda hemen PER dokiildii.



3.3. Enzim Aktivitesinin Olciimii

6PGD
6-fosfoglukonat + NADP® —  Riboz-5-fosfat + NADPH

Reaksiyondada goriildiigi gibi  6-fosfoglukonat dehidrogenaz, 6-fosfoglukonat
varhiginda; NADP"”y1 NADPH, 6-fosfoglukonat’1 riboz-5-fosfat’a indirgemektedir.
NADPH’mn olusumu 6-fosfoglukonat dehidrogenaz enziminin aktivitesine baghdir
(Beutler 1971). NADPH'in 340 nm’de absorbans verdigi bilinmektedir. Enzim
aktivitesi 340 nm’de NADPH 1n spekrofotometrik olarak artisi ile tespit edildi. Aktivite
Olctimleri asagidaki tabloya gore yapildi. 0.,1.,2. ve 3. dakikalarda absorbans degerleri
kaydedildi.

Enzim {initesi hesaplamalarinda asagidaki formiil kullanildi.

AOD Vr
EU/ml= X X S
6,22 Ve

Burada yer alan simgeler asagida aciklandi;

EU/ml : 1 ml’deki enzim iinitesi

AOD : Bir dakikadaki absorbans degisimi

6,22 : Ekstinksiyon katsayisi

Vr : Ol¢iimiin yapildig1 toplam kiivet hacmi

Vg : Ol¢iimiin yapildig: kiivete ilave edilen enzim numunesinin hacmi

Sk : Seyreltme faktorii (seyreltilen 6rnek icin kullanilir)



Cizelge 3.1. Insan eritrosit 6PGD enziminin aktivite 6l¢iim kiiveti igerigi

Kontrol kiiveti | Numune kiiveti

Stok ¢ozeltiler Hacim (ul) Hacim (ul)
1 M Tris-HCI, 5 mM

EDTA 0,1 M MgCl, (pH= 8) 200 200
2 mM NADP* 100 100
Saf su 660 560
Enzim 6rnegi 40 40

10 dakika inkiibasyon

6PGA | - | 100

Hemolizatta ve amonyum siilfat ¢okeleginde aktivite Ol¢iimii yapilirken 10 kat

seyreltme yapildi. Saf enzim aktivite caligmalarinda seyreltme yapilmadi.

3.4. Protein Tayini

3.4.1. Kalitatif protein tayini

Kalitatif protein tayini, 280 nm’de proteinlerin yapisinda bulunan triptofan, tirozin ve
fenil alanin amino asitlerinin maksimum absorbans gostermesi esasina dayanir (Segel
1968). Insan eritrositlerinden elde edilen enzim numunelerinde kalitatif protein tayini bu
metoda gore belirlendi. Fakat 280 nm’deki enzim ¢ozeltisindeki NADP", proteinlerin

absorbansini maskelediginden sonug¢ alinamadi.

3.4.2. Bradford yontemiyle kantitatif protein tayini

Hemolizat, amonyum siilfat ¢oktiirmesi ve afinite kromatografisi ile saflastirilan enzim
cozeltilerindeki protein miktar1 bu yontemle belirlendi. Bu yontemde boya olarak
kullanilan Coomassie brillant blue G-250 negatif bir yiike sahiptir ve protein iizerindeki

pozitif yiikke baglanir. Boyanin kirmizi (A= 465 nm) ve mavi (Apa= 595 nm) formu



mevcuttur. Proteinin baglanmasi ile kirmizi formun mavi forma doniisiir. Reaksiyon
hiz1 yiiksektir ve iki dakikada tamamlanir. Renk stabilitesi iki saat’in iizerinde devam

edebilir (Bradford 1976). Bu yontemin bozucu faktorlere hassasiyeti ¢ok azdir (1-100
ug arast).

Bu yontem ile protein tayini edebilmek i¢in standart bir grafik gereklidir. Bu amacla 1
ml’sinde 1 mg protein ihtiva eden standart sigir albiimin ¢ozeltisinden tiiplere 10, 20,
30, 40, 50, 60, 70, 80, 90 ve 100 ul alindi. Saf su ile biitiin tiiplerin hacmi 0,1 ml’ye
tamamlandi ve 5 ml Coomassie brillant blue G-250 cozeltisi ilave edilip vorteks ile
karistirildi. 10 dakika inkiibe edildikten sonra 595 nm’de 3 ml’lik kiivetlerde kore karst
absorbans degerleri okundu. Kor olarak, 0,1 ml enzim numunesinin i¢inde bulundugu
tampondan ve 5 ml Coomassie brillant blue G-250 c¢o6zeltisinden olusan karisim
kullanildi. Absorbans degerlerine karsilik gelen pg protein degerleri standart grafik

haline getirildi.

Hemolizat, amonyum siilfat ¢oktiirmesi ve afinite kromatografisi ile saflastirilan enzim
cozeltilerindeki enzim numunelerinden 0,1 ml’lik tiiplere konularak iizerine 5’er ml
Coomassie brillant blue G-250 reaktifi ilave edildi. Vorteks ile karistirildiktan sonra 10
dakika inkiibasyona birakildi. Sonrasinda 595 nm’de absorbans degerleri okundu. Her
bir numune icin iicer adet deneme yapilarak bu ii¢ degerin aritmetik ortalamasindan
gercek deger tespit edildi. Standart grafikten yararlanilarak, elde edilen bu degerlere

gore protein miktarlar1 belirlendi.



3.5. insan Eritrosit 6PGD Enziminin Aktivitesi Uzerine Bazi ila¢ Etkilerinin

Belirlenmesi

Insan 6-fosfoglukonat dehidrogenaz enzim aktivitesi iizerine baz1 ilaglarin etkilerini
belirlemek amaciyla kiivet ortamina farkli konsantrasyonlarda ila¢ katilarak aktivite
degerleri okundu. TIlaglarin inhibisyon etkileri miimkiin olan en yiiksek
konsantrasyonlarda 6n denemelerle belirlenmistir. ilaclarin Isy degerleri 5 farkli
inhibitér konsantrasyonunda belirlendi. Aktivite Ol¢iimlerinde kullanilan ¢ozelti

miktarlari ile inhibitorlerin konsantrasyonlart ¢izelgeler halinde verilmistir.

Bu ilaclarin K; degerlerini belirlemek amaciyla insan eritrositlerinden saflastirilan
6PGD enzim aktivitesini yariya diisiiren ila¢ konsantrasyonu ile bu degerin altinda ve
istlinde iki sabit ilag konsantrasyonlarinda uygun bes substrat konsantrasyonu ile
aktivite Olctimleri yapildi. Calismalarda uygun 5 farkli substrat konsantrasyonu stok
cozelti kullanilarak 6n deneme ile belirlendi. Ki calismalarinda kullanilan c¢ozelti

miktarlan ile inhibitorlerin konsantrasyonlari cizelgeler halinde verilmistir.



Cizelge 3.2. Insan eritrosit 6PGD enzimi igin siilfanilamid ilac1 ile yapilan calismalarda
kullanilan ¢6zelti miktarlar1 ve bunlara karsilik gelen inhibitor konsantrasyonlari

Tris-HCI (1 M) . . R Kiivetteki

Saf EDTA pH=38 NADP Enzim 6PGA Toplam | Inhibitér | . . . "

Su (5 mM) 2 mM) hacmi (6 mM) hacim hacmi lkrglri};);;otr

(uD MgCl(z p(l(;,l M) (D) (u (uD (ul) () (mM)
580 | 200 100 20 100 1000 - -
530 | 200 100 20 100 1000 50 1,111
480 | 200 100 20 100 1000 100 2,222
380 | 200 100 20 100 1000 200 4,444
180 | 200 100 20 100 1000 400 7,777
80 200 100 20 100 1000 500 11,11

Cizelge 3.3. Insan eritrosit 6PGD enzimi i¢in linkomisin ilac1 ile yapilan caligmalarda
kullanilan ¢6zelti miktarlar1 ve bunlara karsilik gelen inhibitor konsantrasyonlari

Tris-HCI (1 M) . s Kiivetteki
Saf EDTA pH=8 NADP* Enzim 6PGA Toplam Inhibitor | . L
Su (5 mM) @mM) | hacmi | (6mM) | hacim hacmi ‘ﬁgﬁl’;ﬁr
(uD MgCl, (0,1 M) (uD) (uD) (uD (uD) (uD) (mM) ’
(uD)
580 | 200 100 20 100 1000 - -
540 | 200 100 20 100 1000 40 0,4304
480 | 200 100 20 100 1000 100 1,076
380 | 200 100 20 100 1000 200 2,152
180 | 200 100 20 100 1000 400 4,304
- 200 100 20 100 1000 580 6,2408

Cizelge 3.4. insan eritrosit 6PGD enzimi i¢in larnoksikam ilaci ile yapilan calismalarda
kullanilan ¢6zelti miktarlar1 ve bunlara karsilik gelen inhibitor konsantrasyonlari

Tris-HCI (1 M) : Kiivetteki
Saf EDTA pH=8 NADP* Enzim 6PGA Toplam | Inhibitér inhibitor
Su (5 mM) (2 mM) hacmi (6 mM) hacim hacmi Konsant
(uD MgCl, (0,1 M) (uD) (uD) (uD (uD) (uD) (mM) ’
)
540 | 200 100 60 100 1000 - -
535 200 100 60 100 1000 5 0,0538
530 200 100 60 100 1000 10 0,1076
525 200 100 60 100 1000 15 0,1614
520 | 200 100 60 100 1000 20 0,2152
515 200 100 60 100 1000 25 0,269




Cizelge 3.5. Insan eritrosit 6PGD enzimi i¢in vankomisin ilaci ile yapilan calismalarda
kullanilan ¢6zelti miktarlar1 ve bunlara karsilik gelen inhibitor konsantrasyonlari

Tris-HCI (1 M) . . s Kiuvetteki
Saf EDTA pH=38 NADP Enzim 6PGA Toplam | Inhibitér | . . . "
Su (5 mM) 2 mM) hacmi (6 mM) hacim hacmi lkrglri};);;otr
(uD hﬁcngM) (D) (u (uD (ul) () (mM)
580 | 200 100 20 100 1000 - -
480 | 200 100 20 100 1000 100 17,25
380 | 200 100 20 100 1000 200 34,5
280 | 200 100 20 100 1000 300 51,75
180 | 200 100 20 100 1000 400 69
80 200 100 20 100 1000 500 86,25

Cizelge 3.6. Insan eritrosit 6PGD enzimi icin amoksisilin ilac1 ile yapilan caligmalarda
kullanilan ¢6zelti miktarlar1 ve bunlara karsilik gelen inhibitor konsantrasyonlari

Tris-HCI (1 M) . s Kiivetteki

Saf EDTA pH=8 NADP* Enzim 6PGA Toplam Inhibitor | . ..

Su (5 mM) @mM) | hacmi | (6mM) | hacim hacmi ‘ﬁgﬁl’;ﬁr

(uD MgCl(z lLl(8,1 M) (uD) (uD) () (uD) (uD) (mM) ’
570 | 200 100 30 100 1000 - -
470 | 200 100 30 100 1000 150 99,87
370 | 200 100 30 100 1000 200 133,16
270 | 200 100 30 100 1000 300 199,74
170 | 200 100 30 100 1000 400 266,32
70 200 100 30 100 1000 500 332,9

Cizelge 3.7. Insan eritrosit 6PGD enzimi igin klindamisin ilac1 ile yapilan caligmalarda
kullanilan ¢6zelti miktarlar1 ve bunlara karsilik gelen inhibitor konsantrasyonlari

Tris-HCI (1 M) N . N Kiivetteki
Saf EDTA pH=8 NADP Enzim 6PGA Toplam | Inhibitor | . . .~
Su (5 mM) @mM) | hacmi | (6mM) | hacim hacmi ‘ﬁgﬁl’;ﬁr
(uD MgCl(z p(l(;,l M) (uD) (uD) (uD (uD) (uD) (mM) ’
570 | 200 100 30 100 1000 - -
370 | 200 100 30 100 1000 200 55,8
270 | 200 100 30 100 1000 300 83,7
17 200 100 30 100 1000 400 111,6
70 200 100 30 100 1000 500 139,5
- 200 100 30 100 1000 570 159,03




Cizelge 3.8. Insan eritrosit 6PGD enzimi icin sefuroksim sodyum ilaci ile yapilan

caligmalarda kullanilan ¢o6zelti miktarlarnt ve bunlara karsilik gelen inhibitor
konsantrasyonlari
Tris-HCI (1 M) . A Kiivetteki
Saf EDTA pH=38 NADP* Enzim 6PGA Toplam | Inhibitér | . . . "
Su (5 mM) @mM) | hacmi | (6mM) | hacim | hacmi ‘;‘g‘i’;":
() MgCl(z p(l(;,l M) () () () (1D () (mM)
560 | 200 100 40 100 1000 - -
500 | 200 100 40 100 1000 60 14,688
480 | 200 100 40 100 1000 80 19,584
470 | 200 100 40 100 1000 90 22,032
460 | 200 100 40 100 1000 100 24,48
440 | 200 100 40 100 1000 120 29,376

Cizelge 3.9. Insan eritrosit 6PGD enzimi i¢in ornidazol ilaci ile yapilan calismalarda
kullanilan ¢6zelti miktarlar1 ve bunlara karsilik gelen inhibitor konsantrasyonlari

THS_HCI (1 M) . s oy . Kiivetteki
Saf EDTA pH=8 NADP* Enzim 6PGA Toplam Inhibitor o
Su (5 mM) 2 mM) hacmi (6 mM) hacim hacmi L‘i)hrfs’;notr
(uD MgCl, (0,1 M) (uD (uD) (uD) (MD (uD) (mM) '
(u)
560 | 200 100 40 100 1000 - -
550 | 200 100 40 100 1000 10 7,588
540 | 200 100 40 100 1000 20 15,176
530 | 200 100 40 100 1000 30 22,764
520 | 200 100 40 100 1000 40 30,352
510 | 200 100 40 100 1000 50 37,94

Cizelge 3.10. insan eritrosit 6PGD enzimi i¢in imipenem ilac ile yapilan ¢calismalarda
kullanilan ¢6zelti miktarlar1 ve bunlara karsilik gelen inhibitor konsantrasyonlari

THS_HCI (1 M) + . s ey . Kﬁ.VCttCki

Saf EDTA pH=8 NADP Enzim 6PGA Toplam Inhibitor S

Su (5 mM) (2 mM) hacmi (6 mM) hacim hacmi L‘i)hrfs’;notr

(uD) MgC1(2 p(gl M | D (uD) (uD) (uD) (uD) )
580 200 100 20 100 1000 - -
480 200 100 20 100 1000 100 0,197
430 200 100 20 100 1000 150 0,2955
380 200 100 20 100 1000 200 0,394
330 200 100 20 100 1000 250 0,4925
280 200 100 20 100 1000 300 0,591




Cizelge 3.11. Insan eritrosit 6PGD enzimi icin metronidazol ilaci ile yapilan

caligmalarda kullanilan ¢6zelti miktarlarnt ve bunlara karsilik gelen inhibitor
konsantrasyonlari
S TI;E”II“{: ;I)I({Ll\g) NADP* | Enzim | 6PGA | Toplam | Inhibitor | uveteki
af Su . . . inhibitor
(ul) (5 mM) (2 mM) hacmi (6 mM) hacim hacmi Konsant.
MgCl(z p(l(;l M) (uD (uh () () (D) (mM)
570 200 100 30 100 1000 - -
560 200 100 30 100 1000 10 0,0292
540 200 100 30 100 1000 30 0,0876
520 200 100 30 100 1000 50 0,146
595 200 100 30 100 1000 75 0,219
470 200 100 30 100 1000 100 0,292

Cizelge 3.12. Insan eritrosit 6PGD enzimi icin rifamisin ilac1 ile yapilan calismalarda
kullanilan ¢6zelti miktarlar1 ve bunlara karsilik gelen inhibitor konsantrasyonlari

Tris-HCI (1 M)

S EDTA pH=8 | NADP* | Enzim | 6PGA | Toplam | inhibitor | Fuvetteki
af Su . . . inhibitor
(ul) (5 mM) (2 mM) hacmi (6 mM) hacim hacmi Konsant.
MgCl, (0,1 M) (uD) (uD) (uD) (uD (uD)

(uD) (mM)
540 200 100 60 100 1000 - -
530 200 100 60 100 1000 10 8,2295
490 200 100 60 100 1000 50 41,1475
440 200 100 60 100 1000 100 82,295
390 200 100 60 100 1000 150 123,442
340 200 100 60 100 1000 200 164,59

Cizelge 3.13. Insan eritrosit 6PGD enzimi icin siilfasetilamid ilac1 ile yapilan

caligmalarda kullanilan ¢o6zelti miktarlart ve bunlara karsilik gelen inhibitor
konsantrasyonlari
Tris-HCI ( I M) + . TR Kiivetteki
Saf EDTA pH=38 NADP EHZIII.I 6PGA Topl}am Inh1b1t§r inhibitor
Su (5 mM) (2 mM) hacmi (6 mM) hacim hacmi Konsant.
(ub MgCl(z p(l(;l M) (uD (uh (uD () (u) (mM)
560 | 200 100 40 100 1000 - -
460 | 200 100 40 100 1000 100 9
360 | 200 100 40 100 1000 200 18
260 | 200 100 40 100 1000 300 27
160 | 200 100 40 100 1000 400 36
- 200 100 40 100 1000 560 50.4




Cizelge 3.14. Insan eritrositlerinden saflastirllan 6PGD enzimi iizerinde ornidazol
ilacinin K; degerlerinin tespitinde kullanilan ¢ozeltilerin miktarlar1 ve bunlara karsilik
gelen subsrat ve inhibitor konsantrasyonlari

Saf | Tris-HCI (1M) | NADP* | Enzim | 6PGA | Kiv. inh. Kiiv. Toplam
su | EDTApH=8 | 2mM) | hacmi | cozeltisi | 6PGA | gozeltisi | inh. hacim
(ul) (5 mM) (ul) (ul) hacmi | konsant. | hacmi | konsant. (ul)
MgCL, (0,1 M) () (mM) () (mM)
(uD
650 | 200 100 40 10 0,06 - - 1000
640 | 200 100 40 20 0.12 - - 1000
630 | 200 100 40 30 0.18 - - 1000
600 | 200 100 40 60 0.36 - - 1000
560 | 200 100 40 100 0.6 - - 1000
630 | 200 100 40 10 0.06 20 7,558 | 1000
620 | 200 100 40 20 0.12 20 7,558 | 1000
610 | 200 100 40 30 0.18 20 7,558 | 1000
580 | 200 100 40 60 0.36 20 7,558 | 1000
540 | 200 100 40 100 0.6 20 7,558 | 1000
620 | 200 100 40 10 0.06 30 22,764 | 1000
610 | 200 100 40 20 0.12 30 22,764 | 1000
600 | 200 100 40 30 0.18 30 22,764 | 1000
570 | 200 100 40 60 0.36 30 22,764 | 1000
530 | 200 100 40 100 0.6 30 22,764 | 1000
610 | 200 100 40 10 0.06 40 30,352 | 1000
600 | 200 100 40 20 0.12 40 30,352 | 1000
590 | 200 100 40 30 0.18 40 30,352 | 1000
560 | 200 100 40 60 0.36 40 30,352 | 1000
520 | 200 100 40 100 0.6 40 30,352 | 1000




Cizelge 3.15. Insan eritrositlerinden saflastirilan 6PGD enzimi vankomisin iizerinde
ilacinin K; degerlerinin tespitinde kullanilan ¢ozeltilerin miktarlar1 ve bunlara karsilik
gelen subsrat ve inhibitor konsantrasyonlari

Saf | Tris-HCI (1M) | NADP* | Enzim | 6PGA | Kiv. inh. Kiiv. Toplam
su | EDTApH=8 | 2mM) | hacmi | cozeltisi | 6PGA | gozeltisi | inh. hacim
(ul) (5 mM) (ul) (ul) hacmi | konsant. | hacmi | konsant. (ul)
MgCL, (0,1 M) () (mM) () (mM)
(uD
650 | 200 100 40 10 0,06 - - 1000
640 | 200 100 40 20 0.12 - - 1000
630 | 200 100 40 30 0.18 - - 1000
600 | 200 100 40 60 0.36 - - 1000
560 | 200 100 40 100 0.6 - - 1000
500 | 200 100 40 10 0.06 150 25,875 | 1000
490 | 200 100 40 20 0.12 150 25,875 | 1000
480 | 200 100 40 30 0.18 150 25,875 | 1000
450 | 200 100 40 60 0.36 150 25,875 | 1000
410 | 200 100 40 100 0.6 150 25,875 | 1000
370 | 200 100 40 10 0.06 280 48,3 1000
360 | 200 100 40 20 0.12 280 48,3 1000
350 | 200 100 40 30 0.18 280 48,3 1000
320 | 200 100 40 60 0.36 280 48,3 1000
280 | 200 100 40 100 0.6 280 48,3 1000
280 | 200 100 40 10 0.06 370 63,825 | 1000
270 | 200 100 40 20 0.12 370 63,825 | 1000
260 | 200 100 40 30 0.18 370 63,825 | 1000
230 | 200 100 40 60 0.36 370 63,825 | 1000
190 | 200 100 40 100 0.6 370 63,825 | 1000




Cizelge 3.16. insan eritrositlerinden saflastirilan 6PGD enzimi iizerinde metronidazol
ilacinin K; degerlerinin tespitinde kullanilan ¢ozeltilerin miktarlar1 ve bunlara karsilik
gelen subsrat ve inhibitor konsantrasyonlari

Saf | Tris-HCI (1M) | NADP* | Enzim | 6PGA | Kiv. inh. Kiiv. Toplam
su | EDTApH=8 | 2mM) | hacmi | cozeltisi | 6PGA | gozeltisi | inh. hacim
(ul) (5 mM) (ul) (ul) hacmi | konsant. | hacmi | konsant. (ul)
MgCL, (0,1 M) () (mM) () (mM)
(uD
660 | 200 100 30 10 0,06 - - 1000
650 | 200 100 30 20 0.12 - - 1000
640 | 200 100 30 30 0.18 - - 1000
610 | 200 100 30 60 0.36 - - 1000
570 | 200 100 30 100 0.6 - - 1000
600 | 200 100 30 10 0.06 60 0,1752 | 1000
590 | 200 100 30 20 0.12 60 0,1752 | 1000
580 | 200 100 30 30 0.18 60 0,1752 | 1000
550 | 200 100 30 60 0.36 60 0,1752 | 1000
510 | 200 100 30 100 0.6 60 0,1752 | 1000
580 | 200 100 30 10 0.06 80 0,2336 | 1000
570 | 200 100 30 20 0.12 80 0,2336 | 1000
560 | 200 100 30 30 0.18 80 0,2336 | 1000
530 | 200 100 30 60 0.36 80 0,2336 | 1000
490 | 200 100 30 100 0.6 80 0,2336 | 1000
550 | 200 100 30 10 0.06 110 0,3212 | 1000
540 | 200 100 30 20 0.12 110 0,3212 | 1000
530 | 200 100 30 30 0.18 110 0,3212 | 1000
500 | 200 100 30 60 0.36 110 0,3212 | 1000
460 | 200 100 30 100 0.6 110 0,3212 | 1000




Cizelge 3.17. Insan eritrositlerinden saflastirilan 6PGD enzimi iizerinde klindamisin
ilacinin K; degerlerinin tespitinde kullanilan ¢ozeltilerin miktarlar1 ve bunlara karsilik
gelen subsrat ve inhibitor konsantrasyonlari

Saf | Tris-HCI (1M) | NADP* | Enzim | 6PGA | Kiv. inh. Kiiv. Toplam
su | EDTApH=8 | 2mM) | hacmi | cozeltisi | 6PGA | gozeltisi | inh. hacim
(ul) (5 mM) (ul) (ul) hacmi | konsant. | hacmi | konsant. (ul)
MgCL, (0,1 M) () (mM) () (mM)
(uD
660 | 200 100 30 10 0,06 - - 1000
650 | 200 100 30 20 0.12 - - 1000
640 | 200 100 30 30 0.18 - - 1000
610 | 200 100 30 60 0.36 - - 1000
570 | 200 100 30 100 0.6 - - 1000
410 | 200 100 30 10 0.06 250 69,75 | 1000
400 | 200 100 30 20 0.12 250 69,75 | 1000
390 | 200 100 30 30 0.18 250 69,75 | 1000
360 | 200 100 30 60 0.36 250 69,75 | 1000
320 | 200 100 30 100 0.6 250 69,75 | 1000
260 | 200 100 30 10 0.06 400 111,6 | 1000
250 | 200 100 30 20 0.12 400 111,6 | 1000
240 | 200 100 30 30 0.18 400 111,6 | 1000
210 | 200 100 30 60 0.36 400 111,6 | 1000
170 | 200 100 30 100 0.6 400 111,6 | 1000
160 | 200 100 30 10 0.06 500 139,5 | 1000
150 | 200 100 30 20 0.12 500 139,5 | 1000
140 | 200 100 30 30 0.18 500 139,5 | 1000
110 | 200 100 30 60 0.36 500 139,5 | 1000
70 | 200 100 30 100 0.6 500 139,5 | 1000




Cizelge 3.18. Insan eritrositlerinden saflastirilan 6PGD enzimi iizerinde amoksisilin
ilacinin K; degerlerinin tespitinde kullanilan ¢ozeltilerin miktarlar1 ve bunlara karsilik
gelen subsrat ve inhibitor konsantrasyonlari

Saf | Tris-HCI (1M) | NADP* | Enzim | 6PGA | Kiv. inh. Kiiv. Toplam
su | EDTApH=8 | 2mM) | hacmi | cozeltisi | 6PGA | gozeltisi | inh. hacim
(ul) (5 mM) (ul) (ul) hacmi | konsant. | hacmi | konsant. (ul)
MgCL, (0,1 M) () (mM) () (mM)
(uD
660 | 200 100 30 10 0,06 - - 1000
650 | 200 100 30 20 0.12 - - 1000
640 | 200 100 30 30 0.18 - - 1000
610 | 200 100 30 60 0.36 - - 1000
570 | 200 100 30 100 0.6 - - 1000
460 | 200 100 30 10 0.06 200 133,16 | 1000
450 | 200 100 30 20 0.12 200 133,16 | 1000
440 | 200 100 30 30 0.18 200 133,16 | 1000
410 | 200 100 30 60 0.36 200 133,16 | 1000
370 | 200 100 30 100 0.6 200 133,16 | 1000
360 | 200 100 30 10 0.06 300 199,74 | 1000
350 | 200 100 30 20 0.12 300 199,74 | 1000
340 | 200 100 30 30 0.18 300 199,74 | 1000
310 | 200 100 30 60 0.36 300 199,74 | 1000
270 | 200 100 30 100 0.6 300 199,74 | 1000
260 | 200 100 30 10 0.06 400 266,32 | 1000
250 | 200 100 30 20 0.12 400 266,32 | 1000
240 | 200 100 30 30 0.18 400 266,32 | 1000
210 | 200 100 30 60 0.36 400 266,32 | 1000
170 | 200 100 30 100 0.6 400 266,32 | 1000




Cizelge 3.19. Insan eritrositlerinden saflastirilan 6PGD enzimi iizerinde tenoksikam
ilacinin K; degerlerinin tespitinde kullanilan ¢ozeltilerin miktarlar1 ve bunlara karsilik
gelen subsrat ve inhibitor konsantrasyonlari

Saf | Tris-HCI (1M) | NADP* | Enzim | 6PGA | Kiv. inh. Kiiv. Toplam
su | EDTApH=8 | 2mM) | hacmi | cozeltisi | 6PGA | gozeltisi | inh. hacim
(ul) (5 mM) (ul) (ul) hacmi | konsant. | hacmi | konsant. (ul)
MgCL, (0,1 M) () (mM) () (mM)
(uD
670 | 200 100 20 10 0,06 - - 1000
660 | 200 100 20 20 0.12 - - 1000
650 | 200 100 20 30 0.18 - - 1000
620 | 200 100 20 60 0.36 - - 1000
580 | 200 100 20 100 0.6 - - 1000
630 | 200 100 20 10 0.06 40 0,1186 | 1000
620 | 200 100 20 20 0.12 40 0,186 | 1000
610 | 200 100 20 30 0.18 40 0,1186 | 1000
580 | 200 100 20 60 0.36 40 0,1186 | 1000
540 | 200 100 20 100 0.6 40 0,1186 | 1000
620 | 200 100 20 10 0.06 50 0,148 | 1000
610 | 200 100 20 20 0.12 50 0,148 | 1000
600 | 200 100 20 30 0.18 50 0,148 | 1000
570 | 200 100 20 60 0.36 50 0,148 | 1000
530 | 200 100 20 100 0.6 50 0,148 | 1000
610 | 200 100 20 10 0.06 60 0,178 | 1000
600 | 200 100 20 20 0.12 60 0,178 | 1000
590 | 200 100 20 30 0.18 60 0,178 | 1000
560 | 200 100 20 60 0.36 60 0,178 | 1000
520 | 200 100 20 100 0.6 60 0,178 | 1000




Cizelge 3.20. Insan eritrositlerinden saflastirilan 6PGD enzimi iizerinde larnoksikam
ilacinin K; degerlerinin tespitinde kullanilan ¢ozeltilerin miktarlar1 ve bunlara karsilik
gelen subsrat ve inhibitor konsantrasyonlari

Saf | Tris-HCI (1M) | NADP* | Enzim | 6PGA | Kiv. inh. Kiiv. Toplam
su | EDTApH=8 | 2mM) | hacmi | cozeltisi | 6PGA | gozeltisi | inh. hacim
(ul) (5 mM) (ul) (ul) hacmi | konsant. | hacmi | konsant. (ul)
MgCL, (0,1 M) () (mM) () (mM)
(uD

670 | 200 100 20 10 0,06 - - 1000
660 | 200 100 20 20 0.12 - - 1000
650 | 200 100 20 30 0.18 - - 1000
620 | 200 100 20 60 0.36 - - 1000
580 | 200 100 20 100 0.6 - - 1000
660 | 200 100 20 10 0.06 10 0,1076 | 1000
650 | 200 100 20 20 0.12 10 0,1076 | 1000
640 | 200 100 20 30 0.18 10 0,1076 | 1000
610 | 200 100 20 60 0.36 10 0,1076 | 1000
570 | 200 100 20 100 0.6 10 0,1076 | 1000
655 | 200 100 20 10 0.06 15 0,164 | 1000
645 | 200 100 20 20 0.12 15 0,164 | 1000
635 | 200 100 20 30 0.18 15 0,164 | 1000
605 | 200 100 20 60 0.36 15 0,164 | 1000
565 | 200 100 20 100 0.6 15 0,164 | 1000
650 | 200 100 20 10 0.06 20 0,215 | 1000
640 | 200 100 20 20 0.12 20 0,215 | 1000
630 | 200 100 20 30 0.18 20 0,215 | 1000
600 | 200 100 20 60 0.36 20 0,215 | 1000
560 | 200 100 20 100 0.6 20 0,215 | 1000




Cizelge 3.21. Insan eritrositlerinden saflastirilan 6PGD enzimi iizerinde imipenem
ilacinin K; degerlerinin tespitinde kullanilan ¢ozeltilerin miktarlar1 ve bunlara karsilik
gelen subsrat ve inhibitor konsantrasyonlari

Saf | Tris-HCI (1M) | NADP* | Enzim | 6PGA | Kiv. inh. Kiiv. Toplam
su | EDTApH=8 | 2mM) | hacmi | cozeltisi | 6PGA | gozeltisi | inh. hacim
(ul) (5 mM) (ul) (ul) hacmi | konsant. | hacmi | konsant. (ul)
MgCL, (0,1 M) () (mM) () (mM)
(uD
670 | 200 100 40 10 0,06 - - 1000
660 | 200 100 40 20 0.12 - - 1000
650 | 200 100 40 30 0.18 - - 1000
620 | 200 100 40 60 0.36 - - 1000
580 | 200 100 40 100 0.6 - - 1000
570 | 200 100 40 10 0.06 100 0,179 | 1000
560 | 200 100 40 20 0.12 100 0,179 | 1000
550 | 200 100 40 30 0.18 100 0,179 | 1000
520 | 200 100 40 60 0.36 100 0,179 | 1000
480 | 200 100 40 100 0.6 100 0,179 | 1000
520 | 200 100 40 10 0.06 150 0,195 | 1000
510 | 200 100 40 20 0.12 150 0,195 | 1000
500 | 200 100 40 30 0.18 150 0,195 | 1000
470 | 200 100 40 60 0.36 150 0,195 | 1000
430 | 200 100 40 100 0.6 150 0,195 | 1000
470 | 200 100 40 10 0.06 200 0,394 | 1000
460 | 200 100 40 20 0.12 200 0,394 | 1000
450 | 200 100 40 30 0.18 200 0,394 | 1000
420 | 200 100 40 60 0.36 200 0,394 | 1000
380 | 200 100 40 100 0.6 200 0,394 | 1000




4. ARASTIRMA BULGULARI

4.1. Kantitatif Protein Tayini Icin Kullanilan Standart Grafik

Enzim ¢ozeltilerinin kantitatif protein tayini Bradford yontemiyle belirlendi. Standart
grafik boliim 3.4.2’de anlatildigi gibi hazirlandi. Hemolizat, amonyum siilfat ¢oktiirmesi
ve afinite kromatografisi sonucu elde edilen enzim cozeltilerindeki kantitatif protein
tayinin bu standart grafikten faydalanilarak bulundu. Standart ¢ozeltilerin pug proteine

karsilik gelen absorbans degerleri sekil 4.1°de gosterildi.
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Sekil 4.1. Bradford yontemiyle proteinlerin kantitatif tayininde kullanilan standart
grafik



4.2. Afinite Kromatografisi Sonuclari

Insan eritrosit hemolizati hazirlandiktan sonra %35-65 amonyum siilfat ¢oktiirmesi
yapildi. Cokelek 50 mM KH,PO, (pH= 07,5) tampon ¢o6zeltisinde ¢oziildiikten sonra
diyaliz edildi. Diyaliz isleminden sonra numune afinite kolonuna tatbik edildi. Yikama
isleminden sonra 80 mM K-fosfat + 80 mM KCI + 5 mM NADP* + 10 mM EDTA
(pH= 7,85) eliisyon tamponuyla enzim 1’er ml’lik tiiplere alinarak aktivite tayini
yapildi. Eliiatlardaki aktivite degerleri sekil 4.2’ de gosterildi. Caligmalarda ¢ok miktarda

enzime ihtiya¢ oldugundan bu islem 5 kez yapildu.
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Sekil 4.2. Insan eritrosit 6PGD enziminin 2',5'-ADP Sepharose 4B afinite kolonundan
eliisyon grafigi. Kolon 1x10 cm, jel yiiksekligi 5 cm, ellisyon hizi 20ml/saat ve
fraksiyon hacmi 1 ml



Cizelge 4.1. Insan eritrosit 6PGD enziminin saflastirilmasi basamaklar1

Saflastirma Toplam | Aktivite | Toplam | Protein | Spesifik % Saflastirma
basamaklari hacim | (EU/ml) | aktivite | miktar aktivite | verim katsayisi
(ml) (EU) (mg/ml) | (EU/mg)
Hemolizat 270 0,12 32,54 30,5 0,004 100 1
Amonyum
siilfat
¢oktiirmesi 75 0,40 30,14 35,6 0,011 92,22 2,80
(% 35-65) ve
diyaliz
Afinite. 15 1,70 25,5 0,07 2575 | 7837 6552
kromatografisi

4.3. insan Eritrosit 6PGD Enziminin SDS-PAGE ile Saflik Kontrolii

Insan eritrositlerinden elde edilen 6PGD enzimi numunelerinin, hemolizat, amonyum
siilfat cokelegi ve afinite elde edilen eliiatlardaki enzimlerin safligim kontrol etmek i¢in
SDS-PAGE yontemi kullamildi. Bu amagla elektroforez sistemi kurularak enzim
numuneleri sirayla kuyulara uygulandi ve yiiriitiildii. Elde edilen bantlar1 gosteren

fotograf sekil 4.3’te gosterildi.
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Sekil 4.3. SDS-PAGE elektroforezi sonucu jel fotografi (1-2: saf 6PGD; 3: Amonyum
siilfat cokeltisi; 4: Hemolizat; 5: Standtartlar (Karbonik anhidraz (bovin) 29 kDa,
ovalbumin (tavuk) 45 kDa, albumin (bovin) 66 kDa, fosforilaz b (tavsan) 97,4 kDa, -
galaktozidaz (E. coli) 116 kDa ve miyoz (tavsan) 205 kDa kullanildi.

4.4. inhibitor Etkisi Gosteren Ilaclar Icin Isy ve K; Degerlerinin Belirlenmesine Ait

Calismalar

Inhibitor calismalariyla ilgili bolim 3.4’de anlatildign gibi farkli  inhibitor
konsantrasyonunda aktivite ol¢iimii yapilarak inhibitor etkisi gosteren ilaglar belirlendi.
Bu ilaglardan inhibisyon etkisi yiiksek olan vankomisin, linkomisin, rifamisin,
siilffanilamid, siilfanilasetilamid, sefuroksim, amoksisilin, imipenem, ornidazol,
larnoksikam, sefuroksim, klindamisin ve metronidazol ilaclarinin % aktivite-[I] olarak

grafikleri ¢izildi, egrinin denkleminden Isy degerleri hesaplandi.

Bu ilaclarin K; degerlerini belirlemek amaciyla insan eritrositlerinden saflastirilan
6PGD enzim aktivitesini yariya diisiiren ila¢ konsantrasyonu ile bu degerin altinda ve
istiinde iki sabit ila¢ konsantrasyonlarinda; on deneme ile belirlenen bes substrat
konsantrasyonu ile aktivite Ol¢iimleri yapildi. Elde edilen degerlerle her bir inhibitor

icin Lineweaver-Burk grafikleri ¢izildi. Yarigmali inhibisyon i¢in egime esit olan



KMI = K (1 + [I] / Kj) ifadesinden, yarismasiz inhibisyon i¢in ise Vpax = Vlmax(l + 1]/

Kj) formiiliinden yararlanilarak K; degerleri belirlendi.

120
y =-0,1742x + 100
100 <

80

60

% Aktivite

40’ o

20

0 T T T
0 100 200 300 400

[Amoksisilin Na] (mM)

Sekil 4.4. insan 6PGD enzimi iizerine amoksisilin ilacinin % aktivite-[I]
grafigi
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Sekil 4.5. insan 6PGD enzimi iizerine klindamisin ilacinin % aktivite-[I] grafigi
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Sekil 4.6. Insan 6PGD enzimi iizerine vankomisin ilacinin % aktivite-[I] grafigi
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Sekil 4.7. Insan 6PGD enzimi iizerine sefuroksim sodyum ilacinin etkisi %
aktivite-[I] grafigi
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Sekil 4.8. insan 6PGD enzimi iizerine ornidazol ilacinin etkisi % aktivite-[I]
grafigi
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Sekil 4.9. insan 6PGD enzimi iizerine imipenem ilacimin % aktivite-[I] grafigi
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Sekil 4.10. insan 6PGD enzimi iizerine larnoksikam ilacinin % aktivite-[I]
grafigi
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Sekil 4.11. Insan 6PGD enzimi iizerine linkomisin ilacinin % aktivite-[I] grafigi
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Sekil 4.12. Insan 6PGD enzimi iizerine siilfasetamid ilacinin % aktivite-[I]
grafigi
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Sekil 4.13. Insan 6PGD enzimi iizerine siilfanilamid ilacinin % aktivite-[I]
grafigi
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Sekil 4.14. Insan 6PGD enzimi iizerine rifamisin ilacimin % aktivite-[I] grafigi
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Sekil 4.15. Insan 6PGD enzimi iizerine metronidazol ilacinin % aktivite-[I]
grafigi
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Sekil 4.16. 6PGD iizerine metronidazol ilacinin ilacinin
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Sekil 4.17. Insan 6PGD enzimi iizerine amoksisilin ilacinin etkisi
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Sekil 4.18. 6PGD enzimi iizerine tenoksikam ilacinin etkisi
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Sekil 4.19. 6PGD enzimi iizerine larnoksikam ilacinin etkisi
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Sekil 4.20. 6PGD enzimi iizerine klindamisin ilacinin etkisi
& Kontrol
90 (m] 250.?37rg mM Vankomisin
A 48.3 mM Vankomisin
80 O 63.825 mM Vankomisin
z
a
<
zZ
=
)
2
-15 -10 -5 0 5 10 15 20

1/[6PG] (mM) ™

Sekil 4.21. 6PGD enzimi iizerine vankomisin ilacinin etkisi
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Sekil 4.22. 6PGD enzimi iizerine imipenem ilacinin etkisi
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Sekil 4.23. 6PGD enzimi iizerine ornidazol ilacinin etkisi




Cizelge 4.2. Insan eritrosit 6PGD enzimi i¢in bulunan K; ve Iso degerleri

inhibitor Iso (mM) | [T] (mM) | K; (mM) gtﬁ;‘ma Ki g’ﬁ‘blsy"“
0,1075 0,27

Lornoksikam | 0,170 0,1640 0,41 0,40+0,045 Yarismasiz
0,2150 0,40
0,1752 0,70

Metronidazol | 0,233 0,2336 0,56 0,57+0,069 Yarismasiz
0,3212 0,46
0,179 0,86

imipenem 0,428 0,195 0,62 0,77+0,11 Yarismasiz
0,394 0,48
7,558 37,44

Ornidazol 21,79 22,764 47,47 42,40+2,89 Yarigsmasiz
30,352 42,28
25,875 57,64

Vankomisin | 46,39 48,300 68,40 65,60+4,03 Yarismali
63,825 70,75
69,75 116,49

Klindamisin | 117,43 111,60 126,47 130,2249,21 | Yarismali
139 147,73

Amoksisilin | 287,35 ’ 283,80 287,58+10,56 | Yarismali
266,32

307,47

0,1186 0,44

Tenoksikam | - 0,1480 0,35 0,37+0,036 Yarigsmasiz
0,1780 0,32

Sefuroksim 25.183 i i i

sodyum




TARTISMA ve SONUC

Canhi organizmalarda direkt veya indirekt antioksidan etki gdsteren bir¢ok enzimler
bulunmaktadir. 6PGD bu enzimlerden biridir. (Reiter et al. 1984, Jakobasch et al.
1996). Enzim eritrositlerde yiiksek miktarda bulunmaktadir (Dallocchio et al. 1985).
Enzim eksikliginde glutatyon eksikligi meydana gelir. Dolayisiyla hiicrede olusan
peroksitlerin ve Fe*™¥iin indirgenememesinden dolayi, olusan radikaller hiicre zarindaki

yaglara zarar verip hiicrenin par¢alanmasina neden olabilir (Soysal ve Bakan 1984).

Alzhemier hastaliginda korteks tabakasinda G6PD ve 6PGD’nin belirgin artislart
belirlenmistir. Pentoz fosfat yolu oksidatif basamaklarin1 katalizleyen bu enzimlerin
yiiksek aktivitesi oksidan aktivitesine cevap olarak olusmaktadir (Paimer 1999). G6PD
eksikliginde oldugu gibi 6PGD eksikliginde de hemolitik anemi olusur (Caprari et al.
2001)

Enzim, glikolitik yola ve pentoz fosfat yoluna giren glukoz 6-fosfat arasindaki dengenin
korunmasinda 6nemli bir noktada bulunmaktadir (Del Mar et al. 1986). Enzim eksikligi
6-PG’nin birikmesine, bu da fosfoglukoz izomerazin ve glukoz metabolizmasinin
tamamen inhibisyonuna neden olmaktadir (Hanau et al. 1996) Bu durumda da hiicrede
toksik etki olusmaktadir Enzim eksikliginde retikulosit sayisinda degisme, eritrosit
piruvat kinaz aktivitesinde artma belirlenmistir. Hiicrede 6-PG’nin birikimi glikoliz
metabolizmasin1 da olumsuz etkiledigi hesaba katildiginda enzimin Onemi ortaya
cikmaktadir. Bu ©nemli konumundan dolayr kemoterapilerde hedef enzim olarak

secilebilecegi cesitli calismalarda One siiriilmiistiir Barrett 1997).

G6PD varyantlarinda oldugu gibi, eritrosit 6PGD varyantlarinin da sitmaya kars1 direng

sagladig belirtilmistir (Bayoumi er al. 1986).

6PGD canli yasam i¢in hayati éneme sahip NADPH ve riboz-5-P gibi molekiillerin

sentezinde Onemli bir basamakta durmaktadir Barrett 1997. NADPH iiretiminden sorumlu



enzimler hidroksi-metilglutaril-CoA rediiktazin gen ekspresyonunu artirirlar. Bu
nedenle kolesterol sentezi artmakta, bu da hiperkolesterolemiye neden olmaktadir.
Hiperkolesterolemide kalp ve damar hastaliklarina neden oldugu bilinmektedir (Szolkiewicz

and Sucajtys 2002).

Bu Oneminden dolayr 6PGD enzimini bir¢ok kaynaktan saflastirilmis ve yapisi,
inhibitorleri, amino asit dizilimi, reaksiyon mekanizmasi ve X-ray calismalar
yapilmistir. Enzimin gen yapisi aydinlatilmis ve enzimi sifreleyen gen tespit edilmistir.
Bu caligmada insan eritrositlerinden 6PGD enzimini saflastirilarak {izerinde bazi

ilaglarin inhibisyon ve aktivasyon etkileri calisildi.

Insan eritrositlerinden 6PGD enzimini saflagtirmak i¢in &nce hemolizat hazirlandi,
literatiir bilgilerine dayanilarak %35-65 araliginda amonyum siilfat ¢oktiirmesi ve
diyaliz yapildiktan sonra numune 2',5'-ADP Sepharose 4B afinite kolonuna tatbik
edilerek saf enzim elde edildi. Calisma sonucunda insan eritrosit 6PGD enzimini

%78,37 verimle 6552 kat saflastirma yapilabildi. Saflik kontrolii elektroforezle yapildi.

Biitiin saflastirma islemlerinde aktivite kaybini 6nlemek icin sicaklik O ile +4°C
arasinda tutuldu. Calismamizda ilaglarin insan eritrosit 6PGD enzim aktivitesi iizerine

olan etkileri denendiginden enzim aktivitelerine insan viicut 1s1s1 olan 37°C’de bakildi.

Cok degerlikli elektrolitler olan proteinler iyonlara gibi hareket ederler. Protein
molekiillerini cevreleyen ve c¢oziiniir halde tutan su molekiilleri, yiiksek tuz
konsantrasyonlarinda, tuzdaki iyonlar tarafindan ¢ekilmesi ile proteinler ¢oker. Bu
¢Okmede iyonik siddet ve molekiil kiitleleri 6nemli ayirma unsurlaridir. Bu nedenle
degisik tuz konsantrasyonlarinda farkli proteinler ¢cokerler (Lehninger 2000; Keha ve
Kiifrevioglu  2004). (NH4),SO4 c¢oktiirmesinde proteinlerin  bu 6zelliklerinden
yararlanilir. (NH4),SO; yiiksek iyonik siddet olusturmasi ve ¢oziiniirliigiiniin yiiksek

olmasindan dolay1 tercih edildi. Afinitede; 2',5'-ADP Sepharose 4B’nin tercih edilme



nedeni, yapisinda bulunan orto fosfatin 6PGD enziminin kuvvetli bir inhibitorii

olmasidir.

Insan eritrositlerinden saflastirilan 6PGD enzimi iizerine bazi ilaglarin inhibisyon ve
aktivasyon etkisi incelendi. Bu amagcla siilfanilasetamid, siilfanilamid, linkomisin,
metronidazol, klindamisin, rifamisin, amoksisilin, vankomisin, sefuroksim, imipenem,

ornidazol, larnoksikam ve tenoksikam ilaclar ¢alisildi.

Sulfanilasetamid, metronidazol, siilfanilamid, linkomisin, klindamisin, amoksisilin,
vankomisin ve ornidazol ilaglart bakterilerin hiicre duvar1 sentezinden sorumlu

enzimleri inhibe ederek bakterisid etki gosterirler (Kayaalp 2000).

Sefuroksim sodyum ve imipenem ilaglari bakteri hiicre membran1 gecirgenligini
degistirerek, DNA veya RNA sentezini onleyerek bakterisid etki gosterirler (Kayaalp
2000). Lornoksikam, ve tenoksikam ilaglar1 antienflamatuar, analjezik ve antipiretik

etkiye sahip olan ilaglardir (Kayaalp 2000).

Insan eritrositlerinden saflastinlan  6PGD enzim aktivitesi iizerine vankomisin,
sefuroksim sodyum, imipenem, ornidazol, klindamisin, amoksisilin, metronidazol,
larnoksikam ve tenoksikam ilaglarinin inhibisyon etkisi gosterdigi, siilfanilasetamid,
siilfanilamid, rifamisin ve linkomisin ilaglarinin etkisiz oldugu belirlenmistir. Elde
edilen degerlerle her bir inhibitor icin Lineweaver-Burk grafikleri cizildi. Grafik
ciziminde en kiiciik kareler regrasyon dogru denkleminden yararlanilmistir. Yarigsmalt
inhibisyon i¢in egime esit olan Ky' = Ky(1 + [I] / K;) ifadesinden, yarismasiz inhibisyon
icin ise Vpax = Vlmax(l + [I] / Kj) formiiliinden yararlanilarak K; degerleri belirlendi. Iso
degerleri aktivite-[I] grafiklerinden bulundu. Bu ilaglardan amoksisilin, metronidazol,
klidamisin, vankomisin, imipenem, ornidazol ve larnoksikam ilaglar igin Isp ve K
degerlerini belirlemek amaciyla grafikler cizildi. Tenoksikam icin Isy calismasi daha

once yapildigindan, 6n calisma yapilarak K; calismalari yapildi (Ozabacigil 2005).



[lac ve kimyasallarin, enzim iizerinde inhibisyon etkileri Iso degeri olarak
verilmektedir. Isy degeri kiigiik olan inhibittrlerin inhibisyon etkisi biiyiik, Isop degeri
biiyiik olan inhibitorlerin inhibisyon etkisi ise kiigiiktiir. Larnosikam, metronidazol,
imipenem, ornidazol, sefuroksim sodyum, vankomisin, klindamisin ve amoksisilin
inhibitorlerinin Isy degerleri kiiciikten biiyiige dogru sirayla; 0,170, 0,233, 0,428, 21,79,
25,183, 46,39, 117,43 ve 287,3 mM seklindedir. Bu siralamaya goére inhibisyon etkisi en
yiikksek olan larnoksikam, en diisiik amoksisilin’dir. Beydemir ve arkadaslar1 (2003)
vankomisin’in koyun lensinden saflastirilan G6PD enzimini inhibe ettigini tespit
etmislerdir. Vankomisin’in pentoz fosfat yolun kilit enzimlerinden G6PD ve 6PGD
enzimlerini inhibe ettigi diisiiniildiigiinde pentoz fosfat yolunun verimi ¢ok daha fazla
diisecektir. Dolayisiyla metabolizma i¢in gerekli NADPH ve riboz 5-fosfat

sentezlenemeyecektir.

K sabitlerinin bulunmasinda enzim kinetigi calisan arastirmacilar tarafindan kullanilan
Lineveawer-Burk grafikleri kullanild1 (Segel 1968; Ciftci et al. 2000). K; sabiti kiigiik
olan inhibitoriin enzime olan etkisi fazladir. Sonuglara gore ilaglarin 6PGD enzimi
tizerinde inhibisyon etkileri biiyiikten kiiciige dogru; tenoksikam (Kj= 0,36 mM),
larnosikam (K= 0,40 mM), metronidazol (Ki= 0,57 mM), imipenem (K= 0,77 mM),
ornidazol (K;=42,40 mM), vankomisin (K= 65,60 mM), klindamisin (K;= 130,23 mM),
ve amoksisilin (Ki= 287,53 mM) seklindedir. Ayrica bu grafiklerle inhibitorlerin
inhibisyon tiirii belirlendi. Bu sonuca gore amoksisilin, klindamisin, vankomisin
inhibitorleri (ilaglar1) yarismali inhibitorler olup enzim subsratiyla aktif bolgeye yaris
halindedir. Larnoksikam, imipenem, tenoksikam, metronidazol, ornidazol inhibit&rleri
(ilaglar1) yarigmasiz inhibitorler olup aktif bdlge haricinde enzime baglanarak

inhibisyon etkisi gosterir.

[laclarin 6PGD enzimini inhibe etmesi durumunda NADPH iiretiminde azalma olusacak
ve bu durumda eritrositler hemoliz olacaktir. Bu da ciddi saglik problemleri ortaya
cikarabilir. 6PGD enzimi inhibisyonu durumunda, glikoliz yolu 6-PGA birikiminden
dolay1 fosfoglukoz izomeraz enzimi inhibe olacagindan glikoliz yolu yavaslayacagindan

dolay1 hiicre icinde ciddi problemler olusabilir. Bundan dolayr 6PGD enzimi,



kemoterapilerde hedef enzim olabilecegi diisiintildiigiinde bu ilaclarin inhibisyon

etkilerinden yararlanilabilir.

Ayrica 6GPD enzimini iizerinde inhibisyon etkisi gosteren ilaglarin yetigkin ve saglikli
bir insan kaninda bir dozdaki konsantrasyonu hesaplanarak sabep oldugu %inhibisyon

degerleri, %aktivite-[ilac] grafikleri yardimiyla hesaplanrak asagida verilmistir.

flac ad1 Kandaki konsantrasyonu (mM) % inhibisyon
Lornoksikam 0,004 2
Metronidazol 0,058 13
1mipenem 0,315 23
Ornidazol 0,455 1
Vankomisin 0,345 0,4
Klindamisin 0,237 0
Amoksisilin 0,532 0,1
Sefuroksim 0,294 0

Inhibitorlerin kandaki konsantrasyonlar: hesaplanirken, inhibitorlerin kana tamamen
kanistign kabul edilmistir. Bu sonuglara gore; saglikli insanlarda metronidazol ve

imipenem ilaglar1 kullanilirken ¢ok dikkatli olunmalidir.

Sonu¢ olarak, pentoz fosfat yolunda ©nemli bir rol oynayan 6-fosfoglukonat
dehidrogenaz enzimi insan eritrositlerinden tek kromotografik basamak kullanilarak
%78,37 verimle 6552 kat saflastirildi. 13 ilacin enzim iizerindeki etkileri incelendi ve
bunlardan 9’unun inhibisyon etkisine sahip oldugu belirlendi. Bu ilaglarin antibiyotik
olanlart1 uzman doktor kontroliinde ve etkileri siirekli takip edilerek verilmektedir.
Yiiksek inhibisyon etkisine sahip ve ¢ok yogun kullanilan larnoksikam ve tenoksikam

iceren ilacglarin ne kadar 6nemli oldugunu ortaya koymaktadir.



Umid ederiz ki kuvetli inhibisyon etkisi gosteren larnoksikam, imipenem, tenoksikam,
metronidazol, ornidazol, vankomisin, linkomisin ve amoksisilin ilaclar1 kullanilirken

biraz daha dikkatli olunur ve ilaglarin zararh etkileri goz {iniine alinir.



KAYNAKLAR

Adams MJ, Gover S, Leaback R, Phillips C, Somers DO'N. The Structure of 6-
phosphogluconate dehydrogenase refined at 2.5 A resolution. Acta Crystallogr.
Sect B. 1991; 47: 817-820

Ajmar, F., Lamedica, D., Garre, C., Ravazzolo, R., (1979), Partial deficiency of red cell
6-phosphogluconate dehydrogenase: a family study, Hum Genet, 52(3), 347-51.

Akyliz. M., 2004 Bazi antibiyotiklerin insan eritrositlerinden saflastirilan 6-
fosfoglukonat dahidrogenaz enzim aktivitesi lizerindeki etkilerinin belirlenmesi,
Doktora tezi, Atatiirk Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiiisii, 2004.

Barenghi L, Ceriotti F, Ripamonti M, Luzzana M, Bonini P. Erythrotic 6-
phosphogluconate dehydrogenase mesured by a differential pH technique. Clin
Chem. 1987; 33/4 579-582.

Barrett. P., (1997), The pentose phosphate pathway and parasitic protozoa, Parasitol
Today, 13 (1), 11-16.

Bayoumi, R.A, Bashir, A.H, Abdulhadi, H., (1986), Resistance to falciparum malaria
among adults in Central Sudan, Am J.Trop Med.Hyg, 35 (1), 45-55.

Bergamini CM, Signorini M, Hanau S, Rippa M. Inactivation and cleavage of liver 6-
phosphogluconate dehydrogenase during irradiation in the presence of vanadale.
Archiv Biochem and Biophys. 1995; 321(1): 1-5.

Beitner, R., Nordenberg, J., (1979), Inhibition of 6-PGD by glucose 1,6-bisphosphate,
Biochim Biophys Acta, 583, 266-269.

Ben-Bassat, A., Goldberg 1., (1980), Purification and properties of G-6-PD
(NADP+/NAD+) and 6-PGD (NADP+/NAD+) from methanol-grown
Pseudomonas C., Biochim Biophys Acta, Jan 11, 611(1), 1-10.

Berdis.J.A.,Cook.F., (1993), Overall kinetic mechanism of 6- PGD from Candida utilis,
Biochem, 32, 2036-2040.

Betts, S.A., Mayer, J.R. (1975), Purification and properties of 6-PGD from rabbit
mammary gland, Biochem J, 151, 263-270.

Beutler E: Red cell metabolism. Manual of biochemical methods. Academic
pres,London 1971; 12: 68-70.

Bentler E. Glucose 6-phosphate dehydrogenase, The metabolic Basis of the

Inherited Disases. Newyork: McGrow-Hill Book Company, 1983: 1629-1659.

Beydemir $., Kulacoglu D.N., Cift¢i M., Kiifreviodlu O.1.: The effects of some
antibiotics on sheep lens glucose 6-phosphate dehydrogenase in vitro. Eur. J.
Ophthalmol., 2003, 13, 155-161.

Beydemir S, Ciftci M, Yilmaz H. 2003: XVII. Ulusal Kimya Kongresi. Istanbul.

Bianchi, D., Bertrand,O., (2001), Effect of gluconic acid as a secondary carbon source
on non-growing L-lysine producers cells of Corynebacterium glutamicum.
Purification and properties of 6-PGD, Enzyme Microb Technol 28, 754-759.

Bridges B.R., Palumbo, M.P., (1975), Purification properties of an NADP-specific 6-
phosphogluconate dehydrogenase from Streptococcus faecalis J Biol Chem,
250(15), 6093-6100.

Borregaard N, Schwartz JH, Tauber A. Proton secretion by stimulated neutrophils. J
Clin Invest 1984; 74:455-9.

Caprari P, Caforio MP, Cianciulli P, Maffi D, Pasquino MT, Tarzia A, Amadori S,



Salvati A M. 6 -Phosphogluconate d ehydrogenase deficiency i n an Italian
family. A nn Hematol. 2001; 80: 41-44.

Carne, A., (1982), Purification by dye-ligand chromatography of an NADP-dependent
enzyme, 6-phosphogluconate dehydrogenase from lamb’s liver, Anal Biochem
121, 227-229.

Corpas FJ, Garca-Salguero L, Barroso JB, Aranda F, Lupitez JA. Kinetic propertiesof
hexose-monophosphate dehydrogenases. II. Isolation and partial purification of
6-phosphogluconate dehydrogenase from rat liver and kidney cortex. Moll Cell
Biochem. 1995; 144 (2): 97-104.

Cottreau D, Boivin P, Kahn A, Milani A, Marie J. Human granulocyte 6-
phosphogluconate dehydrogenase. Purification by elective elution with NADP
immunoiogical and kinetic properties. Biochimie (Biochimie) 1975; 57 (3): 325-
35.

Ciftci M, Beydemir $, Yilmaz H, Bakan E. Effects of some drugs on rat erythrocyte 6-
phosphogluconate dehydrogenase: an in vitro and in vivo study. Pol J Pharmacol.
2002; 54: 275-280.

Dallocchio F, Matteuzzl M, Bellini T. Half-site reactivity in 6-phosphoghiconate
dehydrogenase from human erythrocytes. Biochem J. 1985; 227: 305-310.

Del Mar M, Puerta M, Perlierra AG. Purification and properties of the enzyme 6-
Phosphogluconate dehydrogenase from dicentrarchus labrax 1.liver. Comp
Biochem Physiol. 1986; 83 B (1): 215-220.

Demir H, Ciftci M, Kiifrevioglu O.I. Purification of 6-phosphogluconate
dehydrogenase from parsley (petroselinum hortense) leaves and investigation of
some kinetic properties. Prep Biochem Biotechn. 2003; 33 (1): 39-52.

Dyson, J.E., D’Orazio, R., (1971), 6-phosphogluconate dehydrogenase from sheep liver,
Biochem Biophys Res Com, 43(1), 183-188.

Dyson, J.E., D’Orazio, R., Hanson, W., (1973), Sheep Liver 6- Phosphogluconate
Dehydrogenase, Arch Biochem Biophys, 154, 623-635.

Grunewald, R.W., Weber, L.1., Kinne-Saffran, E, (1993), Control of sorbitol metabolism
in renal inner medulla of diabetic rats, Biochim Biophys Acta, 1225, 39-47.

Gupte SA, Li K, Okada T, Sato K, Oka M. Inhibitors of pentose phosphate pathway
cause vasodilation: involvement of voltage-gated potassium channels. J
Pharmacol Exp Ther 2002; 301:299-305.

Giilgin, I Beydemir, S., (2003), The Effects of melatonin on 6-phosphogluconate
dehydrogenase: an in vitro and in vivo study, Turk J Med Sci 34 (2004) 295-299

Hanau, S., Rippa, M., Dallocchio, F., (1992), NADPH activates a decaboxylation
reaction catalysed by lamb liver 6-phosphogluconate dehydrogenase, Biochim
Biophys Acta, 1122, 273-277.

Hanau S, Rippa M, Bertei M, Dallochio F, Barret MP. 6-phophogluconate
dehydrogenase from trypanosoma brucei kinetic analysis and inhibition by
trypanodical drugs. Eur J Biochem. 1996; 240: 592-599.

Hutchison JS, Winberry L, Nakayama R, Holten D. Kinetics for changes in enzyme
synthesis and mRNA content and hormones required for induction of 6-
phosphogluconate dehydrogenase.in hepatocytes. Biochim el Biophysic Acta
1984; 781:30-38.

Hollenberg PF. Mechanisms of cytochrome p-450 and peroxidase-catalyzed xenobiothic
metabolism. FASEP J 1992; 6:686-94.



Hong, 7.Q., Les Copeland, (1992), Isoenzymes of 6-PGD from the host fraction of
soybean nodules, J Plant Physiol.,39, 313-319.

Jakobasch G, Rapoport SM. Hemolytic anemias due to erythrocyte enzyme
deficiencies. Mol Asp Med. 1996; 17: 143-170.

Kato, N.,Sham, H., Wagner, F., (1979), Purification and properties of glucose-6-
phosphate dehydrogenase and 6-phosphogluconate dehydrogenaes from a
methanol-utilizing yeast, Candida boidinii. Biochim Biophys Acta, 566, 1-11.

Kayaalp, S.0., 2000. Rasyonel tedavi yoniinden tibbi farmakoloji.10. Baski.

Keha E, Kiifrevioglu O.1. Biyokimya, Aktif yayimevi, Erzurum 2004

Krebs HA, Eggleston LV. The regulation of the pentosephosphate cycle in rat liver. In:
Weber G (ed). Adv enzymeregul. Oxford: Pergamon Press Ltd, 1978; 12:421-33.

Krepinsky K, Plaumann M, Martin W, Schnarrenberger C. Purification and cloning of
chloroplast 6-PGDH from spinach. Eur J Biochem. 2001; 268: 2678-2686.

Kutay F, Onat T. Insan Biyokimyasi. In Onat T, Emerk K, S6zmen EY eds. Ankara
Palme Yayimcilik 2002:198, 243-245.

Laemmli, D.K., 1970. Cleavage of structural proteins during in assembly of the heat of
bacteriophage T4. Nature, London, 227,680.

Lehninger AL, Nelson DL, Cox MM. Principles of Biochemistry. 2nd edn..Worth
Publishers Inc., Newyork, 2000; 558-560.

Lu P, Comphell MK. Biochemistry. Philadelphia: Saunders College
Publishing,1991;293: 334.

Lukens JN. Clinical Hemalology. Philadelphia: Lea Febiger. 1993; 1: 1006-1022.

Marbach A. Combined Phenotyping of glucose 6-phosphate dehydrogenase (G6PD; EC.
1.1.1.44). Forens Sci int. 1986; 32: 87-92.

Menezes L, Kelkar SM, Kaklij GS. Glucose 6-phosphate dehydrogenase and 6
phosphogluconate dehydrogenase from lactobacilius casei: Responses with
different modulators. Ind J of Biochem Biophys. 1989; 26: 329-333.

Morelli A, Benatti U, Gaetani GF, Dc Flora A. Biochemical mechanisms ofglucose 6
phophate dehydrogenase deficiency. Proc Natl Acad Sci. USA 1978: 75;1979-
1983.

Moritz B, Striegel K, De Graaf, AA. Sahm H. Kinetic properties of glucose 6-phosphate
dehydrogenase and 6-PGDH from corynebacterium glutamicum and their
application for predicting pentose phosphate pathway flux in vivo. Eur J
Biochem.2000; 267: 3442-3452.

Niehaus WG, Richardson SB, Wolz RL. Slow-binding inhibition of 6-
phosphogiuconate dehydrogenase by zinc ion. Arch Biochem Biophys. 1996;
333 (2): 333-337.

Ninfali P, Orsenigo T, Barociani SR. Rapid purification of glucose 6-phosphatc
dehydrogenase from mammal’s erythrocytes. Prep Biochem. 1990; 20: 297-309.

Nelson DL, Cox MM. Lehninger principles of biochemistry. 3rd ed. USA: Worth
Publishers, 2000; 743-4.

Ohara H, Uchida K, Yahata M, Kondo K. NAD"-spesific 6-phosphoglueonatc
dehydrogenase in lactic acid bacteria. Biosci Biotech Biochem. 1996; 60 (4):
692-693.

Ohara H., Russell, R., Uchida, K.,and Kondo H., 2004, Purification and
characterization of nad-specific 6-phosphogluconate dehydrogenase from



leuconostoc lactis sho-54. Journal of Bioscience and Bioengineering vol. 98, No.
2, 126-128. 2004

Onat T. Eritrosit Biyokimyasi. In Emerk K, Onat T ed. Temel Biyokimya Izmir, Saray
medikal yayincilik, 1996: 865-8797

Ozabacigil, F., 2005; Baz1 antibiyotiklerin insan eritrositlerinden saflastirilan 6-
fosfoglukonat dahidrogenaz enzim aktivitesi iizerindeki in vivo ve in vitro
etkilerinin belirlenmesi, Atatiirk Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii, Doktora
tezi, 2005.

Ozden M. Anatomi ve fizyoloji ders kitabi. Ankara. Kadioglu Matbaas1 1990: 87-92.

Ozer, A., 1985. Pratik hematoloji: Klinik, laboratuar ve tedavi., Bilgehan Basimevi,
Bornova-izmir.

Pearse, B., Rosemeyer, M., (1974), Human 6-phosphogluconate dehydrogenase, Eur J
Biochem, 42, 213-223.

Palmer, A.M, (1999), The activity of the pentose phosphate pathway is increased in
responce to oxidative stress in Alzhemier’s disease, J Neural Transm, 106, 317-
328.

Reiter R, Tang L, Garcia JJ, Munoz-Hoyos A. Life Sci. Pharmalogical actions of
melatonin in oxygen radical. Palhophysiology. 1997; 60: 2255-2271.

Roark S, Brown K. Effects of metal contamination from mine tailings on allozyme
distrnbitions of populations of Great plains fishs. Environ Toxicol Chem.
1996;15 (6): 921-927.

Pearse, B.M., Rosemeyer, M.A., (1975), 6-phosphogluconate dehydrogenase from
human erytrocytes, Methods Enzymol, 41, 220-226.

Proscal, D., Holten, D., (1972), Purification and properties of rat liver 6-
phosphogluconate dehydrogenase. Activity at normal in vivo concentration of
coenzyme, Biochem, 11(7), 1310-1314.

Sawa Y, Suzuki K, Ochiai H. Purification and Characterization of 6-phosphogluconate
dehydrogenase from phormidium sp. Agric Biol Chem. 1985; 49 (9): 2543-2549.

Segel IH. Biochemical calculations. Newyork: Inc. 1968; 403.

Shreve DS, Levy HR. On the molecular weight of human glucose-6-phosphate
dehydrogenase. Biochem Biophys Res Comm. 1977; 78: 1369-1375.

Senkevich, S.B., Martynchik, D.I., Vinogradov, V., (1989), Kinetic characteristics of 6-
phosphogluconate dehydrogenase from bull adrenal cortex, Ukr Biokhim Zh,
Sep-Oct; 61(5): 92-5.273.

Shohet SB, Beutler E. Glutathione metabolizm of erythrocyte. Williams Hematology.
The Erythrocyte. Part four. 1986.

Siems WG, Sommerburg O, Grune T. Erythrocyte free radical and energy metabolism.
Clin Nephrol 2000; 53(Suppl 1):9-17.

Sosa-Saavedra F., Leon-Barrios M., Perez-Galdona R., (2001). Pentose phosphate
pathway as the main route for hexose catabolism in Bradyrhizobium sp lacking
Entner-Doudoroff pathway. A role for NAD(")-dependent 6-phosphogluconate
dehydrogenase (decarboxylating), Soil Biol Biochem, 33 (3), 339-343.

Soysal T, Bakan E. Glukoz 6-fosfat dehidrogenaz enzimi, kinetik parametreleri ve
klinik 6nemi. Doga Bilim Dergisi 1984; 8(1): 150-153.

Stournaras, C., Maurer, P., Kurz, G., (1983), 6-PGD from Pseudomonas fluorescens
Properties and subunit structure, Eur J Biochem, Feb1, 130(2), 391-6.

Sokolov, A.P., Luchin, S.V., Trotsenko, [uA., (1980), Purification and properties



of G-6-PD and 6-PGD from Pseudomonas oleaverans, Biokhim, Aug, 45(8):
1371-8.

Topham CM, Dalziel K. The chemical mechanism of sheep liver 6-phosphogluconate
dehydrogenase. Biochem J. 1986; 234: 671-677.

Thomas JH, Gillham B. Wills'Biochemical Basis of Medicine Wright. London:
1983;297-302.

Thomas M, Devlin Ph, D. Textbook of Biochemistry with Clinical Correlasyon 2. baski
1986.

Toews, M.L., Kanj1, M., Carper, W., (1976), 6-Phosphogluconate Dehydrogenase, J
Biol Chem., 251 (22), 7127-7131.3.

Tsai,C.S., Chen, Q., (1998), Purification and kinetic characterization of 6-PGD from
Schizosaccharomyces pombe, Biochem Cell Biol, 76(4), 637-644.

Ulusu, N.N, Kus MS, Acan NL, Tezcan EF. (1999), A rapid method for the purification
of glucose-6-phosphate dehydrogenase from bovine lens. Int J Biochem Cell
Biol. Jul;31(7):787-96.

Tandogan B. Kuzu bobrek korteksinden, glikoz-6-fosfat dehidrogenazin saflagtirilmasi
ve bazi ozelliklerinin saptanmasi. Hacettepe Universitesi Saglik Bilimleri
Enstitiisii Biyokimya Programi, Yiiksek Lisans Tezi. Ankara, 2004.

Veronese, ML.F., Boccu, E., Fontana, A., (1974), Isolation and some properties of 6-
PGD from Bacillus stearothermophilus, Biochim Biophys Acta, 334, 31-44.

Veronese, F.M., Boccu, E., Fontana, A., (1976) Isolation and properties of 6-PGD from
E.coli. Some comparisons with the thermophilic enzyme from Bacillus
stearothermophilus. Biochem, Sep 7,15(18), 4026-33.

Yoon H., Anderson C.D., Anderson BM., (1989), Kinetic studies of Haemophilus
influenzae 6-phosphogluconate dehydrogenase, Biochim Biophys Acta, Jan
19;994 (1):75-80.

Yoshida Y, Nakano Y, Yamashita Y, ICoga T. The gnd gene encoding a novel 6-PGDH
and its adjacent region of actinobacillus aclinomycelemcomitants chrosomal
DNA. Biochem Biophys Res Commun. 1997; 230: 220-225.

Weisz KS, Schofield PJ, Edwards MR. Human brain 6-phosphogluconate
dehydrogenase: Purification and kinetic properties. J of Neurochem. 1985; 44
(2): 510-517.

Williamson, J.H., Krochko, D., Geer, B., (1980), 6-PGD from Drosophila melanogaster
I.Purification and properties of the A isozyme, Biochem Genet, Feb,18 (1-2),
87-101.

Wood, W., (1982), 6-phosphogluconate dehydrogenase from gluconobacter
suboxydans, Methods Enzymol, 89, 291-295, Academic Press.

Wood WA. Carboiihydrate metabolism. Methods in enzymology. 1982; 89; 291.

Wood T. Distribution of the pentose phosphate pathway in living organisms. Cell
Biochem Funct 1986; 4:235-40.



OZGECMIS

1977 yilinda Ordu’nun Aybasti ilgesinde dogdu. ik &grenimini Aybasti’da tamamladi.
Orta 6grenimini Fatsa’da bitirdi. 1996 yilinda girdigi Atatiirk Universitesi Fen Edebiyat
Fakiiltesi Kimya Boliimiinii 2000 yilinda tamamladi. 2003 yilinda Atatiirk Universitesi

Fen Bilimleri Enstitiisii’'nde bagsladigr Yiiksek Lisans Ogrenimini, Haziran 2006’da

tamamladi.



