283806

"T.C.
HACETTEPE UNIVERSITESI
SAGLIK BILIMLERI FAKULTESI

NORMAL, SENIL KATARAKTLI VE DIABETIK KATARAKTLI
INSAN LENSI GLUKOZ -6- FOSFAT DEHIDROGENAZLARININ
KISMEN SAFLASTIRILMASI VE OZELLIiKLERININ

KARSILASTIRILMASI ‘F

1

Biyokimya Programi
DOKTORA TEZL

MEHMET SEZAI KUS

ANKARA—1979 s



CT.C.
HACETTEPE UNIVERSITEST
SAGLIK BILIMLERI FARULTESI

NORMAL, SENIL KATARAKTLI VE DIABETIK KATARAKTLI
INSAN LENSi GLUKOZ -6- FOSFAT DEHIDROGENAZLARININ
KISMEN SAFLASTIRILMASI VE OZELLIKLERININ

KARSILASTIRILMASI :

Biyokimya. Program
DOKTORA. TEZI

MEHMET SEZAiL KUS
REHBER OGRETIM UYESI : Dog. Dr. KONGUY MERGEN

ANKARA — 1979



» £ §$ E K kK U R

Bu galigmada kullanilan lenslerin saglanma-
sinda yardimani gSrdidiimiz Ankara Universitesi Tip
Fakilltesi G&z K1inidi doktorlarindan Sayin Ozden

Uzdemir'e tegekkiirilt bir borg biliriz,



t ¢t ~Np E K I L ER

G6Irlg

ARAC, GERE( ve YUNTEMLER

Araclar

Gerecler

tenslerin Sadlanmasi

Tamponlar

11.000 g. Stipernatanlarinin Hazirlanmasi

Aktivite Tayinleri

a) G6PD Aktivitesi Tayini

b) 6PGD Aktivitesi Tayini

¢) Glukoz ve Glukojen Tayinleri

Protein Tayinleri

tuon Dedistirici Kolon Kromatografisi

BULGULAR

TARTISMA

bzeT

KISALTMALAR

KAYNAKLAR

W W0 o W NN

10
10

11
11

12

30

37

38

39



+
Glukoz-6-fosfat dehidrogenaz (D-glukoz—6~fosfat : NADP okgido~
redtiktaz, E.C., 1.1.1.., 49) karbonhidrat metabolizmasinin ana yollarindan
biri olan pentoz fosfat, difer adr ile hekzos monofostfat metabolik yo-

lunun ilk ve diizenleyici enzimidir.

Niikleik asitlerin sentezi icin gerekli ribozlar ile, yag asiti,
kolesterol, steroid hormon sentezleri ve glutatyonun indirgenmesi igin

gerekli NADPH'lar pentoz fosfat metabolik yolundan sadlanir.

clukoz~6=f dehidrogenaz (G6FD);

+ +
Glukoz-6-P + NADP —————> 6-~fosfoglukonolakton + NADPH + H

tepkimesini katalizler. Bu tepkime metabolik yolun hiz kisitlayici ba-
samarffidir. Burada olusan 6-fosfoglukonolakton, glukonolakton hidrolaz
enzimi aracili§s ile é6~fosfoglukonata (6FG) parcalanir. 6-fosfoglukonat

ise 6~-fosfoglukonat dehidrogenaz enzimi (6PGD) ile;
* +
6-fosfoglukonat + NADP ———3 Ribuloz~5~Ffosfat + NADPH + H

tepkimesini verir ve bir mol daha NADPH olugur.



Bu caligmada G6PD aktivitesi tepkime sonucu olugan NADPH mikta-
rinin &lcllmesiyle tayin edilir. Dijer taraftan 6PGD tepkimesi sonucun=
da da NADPH élugmaktadzr. Bu da neticenin yanlis dederlendirilmesine
yol acabilir. Bu nedenle ilk dikkat edilecek nokta 6PGD'in ortamdan u-

zaklagtirilmasidir.

G6PD enzimine bitkiler we hayvanlar aleminde g¢ok yaygin olarak
rastlanmaktadir. Enzim ilk defa 1931 yirlinda Warburg ve Christian ta-

rafindan gosterilmig ve "Zwischenferment" olarak adlandirilmigtar (1).

Sonraki yillarda enzimin hem fizyolojik hem de klinik éneminin
anlasilmasi iizerine insan dahil degigik seviyeden organizmalar tizerin~
de geniy kapsamli galigmalar yaprlmg ve ilging bulgular elde edilmig=

tir.

Bazi kalitsal anemilerde insan alyuvar G6PD'zinin dégﬁgiklik gBs—
terdidi dikkati cekmis ve 1948 de Turchetti favizmde ilacan yol agtaga
hemolizin bir alyuvar anomalisinden Stiirii ortaya giktidini belirtmig
(2), 1956 da ise ilaca duvarli hemolitik anemi hastaliginin nedeni o-
larak alyuvar G6PD aktivitesinin normale nazaran % 85-95 azaldigr gds=-

terilmistir (3).

Protein tekniklerindeki geligmelerden sonra Yoshida normal in-
san alyuvarlarindan G6PD'zi1 258 000 defa saflagtirmayi bagarmig ve dz-
qiil aktivitesini 750 Unite/mg protein olarak bulmugtur. Enzimin yapi-
sal ve kinetik 6zelliklerini incelemig ve en aktif durumdaki enzimin

hekzamer yapiya sahip oldufunu ileri sidrmigtir (4).

Baza arastiricilara gire enzim pH = 7.0-9.0 arasinda en aktif di-

mer yapidadir, pH = 6.0 da yine aktif olup tetramer yapidadir. Fakat



monomerlerine ayrildidinda inaktiftir (5-=7).

Bu bulgular sonucu alyuvarda enzimin dimer yapisinin fonksiyonel
olarak aktif oldudunu ve codunlukla bu yapida bulundudunu agiklamiglar-

dir (6,8).

1966 da akyuvar G6PD'zi kismen saflagtarilip kinetik dzellikleri
incelendidfinde alyuvar enzimi ile belirgin farklari oldugu gorilmiz {9),
buradan akyuvar ve alyuvar enzimlerinin farkli genetik denetim altainda

oldufu kanisina varilmigtir.

Daha sonra Candida utilis (10), Neurospora crassa (1l), E.coli
(12,13) gibi basit organizmalarin yanisira adrenal korteks (14-16}, ka-
racider (17,18), meme bezi (19,20) ve lens (21,22) gibi memeli dokularindan ge
s5itli oranlarda saflagtirilan enzimin kinetik Szellikleri incelenmig-
tir. Memeli dokularinda, 6zellikle sigan karacifjerinde G6PD enziminin
miktar: ve dzgiil aktivitesi hormonal ve dietsel gartlara bafli olarak

dedigmektedir (23-26).

G6PD aktivitesi sican, tavgan, koyun ve kobay gibi memelilerin

lenslerinde de incelenmis ve en nyitksek aktivite kobayda bulunmugtur {27,28).

Insan lensinde glukoliz, krebs ddngiist, pentoz fosfat ve sorbi-
tol metabolik yollarinin varlif: gSsterilmig en az aktif olarak krebs

déngilisti bulunmugstur (29-32).

Lenste glukoz ve glukojen miktarlara ile sorbitol ve glukolitik
yol ara iirinleri tayin edilmigtir (32). Pirie ve Heyningen diabetik ka-

taraktli lenslerde glukoz miktarini normalden c¢ok bulmugtur (33).

Seker taginmasinin lenste basit diffiizyon veya kolaylagtirilmrg



diffiizyon ile oddudiu ortaya konmugtur (31,32,34). Insiilinin aktif ola=-
rak varlida veya yetersizlidi lensteki glukoz taginmasini dnemli dere-
cede dedigtirmemekte, bbylece glukoz metabolizmasini etkilememektedir

Lens yiiksek miktarda rediikte glutatyon ihtiva etmektedir. Ayrica
glutatyonun benzerleri olan oftalmik ve noroftalmik asit oranada yiik—
sek bulunmugtur. Glutatyon birgok oksidasyon-redﬁksiydn tepkimelerine
igtirak eder ve proteinlerin -SH guruplarinin indirgenmig halde kal-

masinl sadlar (38).

Her tip katarsktta glutatyon (GSH) ve amino asit miktarlar: S1¢ill-

miig ve normalden diigitk bulunmugtur (21,32,38-41).

Kataraktta lens proteinlerinin sfilfidril guruplara fazlasiyla
oksitlepmis bulunmug buna bagl:i olarak disiilfit baglarinin arttagr ve
diistik molekiil agirlaidandaki ¢bziinmez proteinlerin birikerek kiimelegti-

§i, inkliizyon cisimcikleri olugturdudu ortaya ¢ikaralmigtar (32,39,42-44),

Senil kataraktta dehidrogenaz enzimlerinin Szellikle G6PD'zin ak-
tivitesi diismekte, hatta kataraktin son devrelerinde kaybolmaktadir
+
(21,22,29), Bu bulgularin aksine izositrat dehidrogenaz, (N’a+ -K)

ATPaz ve hekzokihaz aktiviteleri kataraktta artmaktadir (29,32).

Katarakt olugsumunda iyonik kuvvetlerinde etkin oldudu ileri siril-
o
mektedir (21,32). Yiksek galaktozlu dietle geligtirilen kataraktta Na

iyon konsantrasyonu normale nazaran 3-4 misli ylksek bulunmugtur (40}.

Yas ilerledikge enzimin substratlarz ile iligkilerinin de§igtigi

ve aktivitesinin azaldi§i gbsterilmigtir (21,23,29,45,46).



piabetik kataraktin biyokimyasal olusum mekanizmasini aydinlat-
mak tizere yapilan ¢aligmalar ortaya ilging bulgular girkarmigtir. Seker
kataraktlarina yol agan ana faktér hiperglisemidir. Galaktoz veya glu~
koz miktarinin lenste artmasi ile sorbitol metabblik yolu hizlanar.
Sekerlerin fazlasi, hekzokinaz énzimi glukoza doydujunda bu metabolik
yola girerck aldoz rediiktaz enzimi araciligi ile kendi polialkolleri-
ni olugtururlar. Galaktozun polialkolii olan dulsitol sorbitol dehidro—I
genaz enzimi igin iyl bir substrat de§ildir, bu nedenle metabolize ola=
maz ve lenste birikir. Glukozun polialkolil olan sorbitol ise kismen
sorbitol dehidrogenaz enzimi aracilida ile fruktoza doniiglir. Fakat bu
enzim aktivitesi dilgiik oldugu igin sorbitol de fazla oranda metabolize
olamaz. Ayrica geker alkoller lens membranindan gegemezler, béylece
lensde birikirler. Ozmolarite artar ve lens su ¢ekerek giger. Membran-
lar gse¢ici gegirgen dzelliklerini kaybederler, buna badl:r olarak doku

harabiyeti artar ve katarakt geligir (30,31,37,47,48).

Sorbitol metabolik yolunun ilk enzimi aldoz rediiktaz éok aktif-
tif (49,50). Sorbitol dehidrogenazdan 50 defa daha aktif oldugu gdste-
rilmistir (49). Seker kataraktinda aldoz rediiktaz inhibitérleri kulla=-
nilarak katarakt geciktirilebilmektedir (49). Bu bulgular gdstermekte-
dir ki aldoz rediiktaz geker kataraktinin olugmasinda anahtar bir rol

oynamaktadir (37,49,50).

,Glukozun‘bekzokinaz enzimi igin Kﬁ dederinin, glukozun aldoz re-
diiktaz enzimi igin K, dederine nazaran daha digiik oldudu gésterilmig- -

tir (49,51).

Diabetik kataraktl: insan lenslerinde gimdiye dek kinetik bir

caligmaya rastlanilmamistir.



Bu bulgulara dayanarak, bu galigmada G6PD enzimi normal, senil
kataraktli ve diabetik kataraktli insan lenslerinden kismen saflagti~
r1ld: ve kinetik 8zellikleri incelenerek birbirleriyle kargilagtiril-

di1.

Enzimin substrati ile olan iligkisini agiklayabilmek ig¢in lens

yag dokusundaki glukoz ve glukojen miktarlari d&lgildii.
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Araglar -

Deneylerde krio-unit (Keeler), cam—teflon homojenizatér (Janke
Kunkel R.G.), santrifiij (Sorvall Superspeed SS~3 Automatic), spektrofo-
tometre (Zeiss PM OIT), pH-metre (Schott Mainz CG 810), fraksiyon top-

layacasr (LKB 7000 ULTRORAC) kullanilidzi.

Gerecgcler

Deneylerde kullanilan Nikotinamid adenin dinikleotid fosfat
(NADE®), glukoz-6-fosfat (G6P), 6-fosfoglukonat (6PG), 2~decksi D-glu=
koz;—G-fosfat, glukoz oksidaz, peroksidaz ve DEAE-gseliiloz "Sigma Chemical
Company" firmasindan, sigir serum albumini "Armour Pharmaceutical Com—
pany" firmasindan saglandi. Diger kimyasal bilegikler ise "Merck" wve
"BDH Chemical Ltd® firmalaraindan alinm:$ olup yeterli analitik saflik-

ta idi.



yéntemler :
Lenslerin Sadlanmasi :

Normal, senil kataraktli ve diabetik kataraktli insan lensleri

Ankara Universitesi Taip Fakiiltesi GSz Kliniginden sadlandi.

Kataraktl: lensler, normalde geffaf olan lensin, beyaz renkte
yodun bir gbrimiim kazanmasiyla katarakt teghisi konarak operasyon so-

nucu alinan lenslerdir.

Normal lensler ise trauma veya herhangi bir sebeple lensi én ka-
maraya ¢ikmig hastalardan, eniikleasyon ve keratoplasti operasyonlari
yaprlan dondr gbzlerinden alinan ve mikroskop altinda geffaf olarak

gézlenen lenslerdir.

Gerek normal lensler, gerekse kataraktli lensler operasyon sira-=
sinda, iginde C0, kari tagiyan krio-unit ile alinmg olup en kisa za-

manda -2000 de saklanmalari nedeniyle enzim galigmalar: i¢in uygundur,

Tamponlar :

1.9 x 10~} M Tris-HCI pH = 8.0 tamponu G6PD ve 6PGD aktiviteleri-

nin Slgimiinde kullanildi, Bu tampon 1.5 x 1072 M MgCl, igermektedir.

G6PD'larin saflastirilmasinda kullanilan biitin tamponlara son de~

rigimleri 20~ M olacak gekilde EDTA pH = 7.0 ve 2 x 10°° M olacak ge=
kilde NADP katzlmstir (bu derigimlerde NADP ve EDTA igeren tamponlar~

dan "N-E" iceren diye sdz edilecektir).

pH 'nan G6PD enzimlerinin kataliz hizina etkisi agagadaki farkla



molaritedeki iki tampon sistemi kullanilarak incelendi.

pH = 5.0 1.9 x 10_1 M Asetat tamponu
pH = 6.0 - 7.0 1.9 x ;0'1 M Fosfat tamponu
i pH = 8.0 1.9 x 10~% M Tris-ncl tamponu
pH = 9.0 - 10.0 1.9 x 10”1 M Glisin-NaOH tamponu
pH = 5.0 - 5 x 1072 M Asetat tamponu
pH = 6.0 5 x 10~2 M Fosfat tamponu
e pH = 7.0=8.0-9.0 5 x 1072 M Sodyum barbital tamponu
pH = 10.0 5 x 1072 M Glisin-NaOH tamponu

Bu tamponlarin hepsi 1.5 x 10_2 M chlz icermektedir,.

11.000 g. Siipernatanlarin Hazirlanmasi :

100-200 mg adirlidindaki normal, senil kataraktli ve diabetik ka=
taraktls lensler, lens yas dokusunun 100 mg'i bagina 2 ml IN-E" iceren
102 M pH = 6.5 kPO, tamponu iginde +4°C de 5 dakika homojenize edil-
di. Homojenatlar 20 dakika +4°C de 11.000 g, de santrifilj edildi., Si-
pernatanlar alinarak yine +4°C de "N-E" igeren 1072 H pH = 6.5'KP04
tamponuna kargi dializ edildi, dializ suyu Ug kez dedigtirildi. Dializ
edilmis 11.000 g. slpernatanlari G6PP'larin saflagtirrlmasinda kulla-

naldz.
Aktivite Tayinleri :

a) 66pPD Aktivitesi Tayini :

GE6PD aktivitesi G6P 'tan, 6PG oluguzken elektronlary alarak indir-
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genen NADP'nin 340 nm dalga boyundaki absorbans dedigimi dlciilerek ta=-
yin edildi. Tepkime ortami 3 ml iginde son derigimleri 6.33 x 1072 »
pH = 8.0 Tris-HCl tamponu, 5 x 107% M MgCl,, 6.6 x 2074 u 6P ve 1.33 x
10-4 M NADP igermektedir. Tepkime, ortama uygun miktarda enzim katila-
rak baglatalda ve spektrofotometrede 25°%C de, 340 nm de 10 dakika ab-

sorbane dedigimi takip edildi (52).

Enzim miktar: dakikada 0.005-0,010 O.D. verecek gekilde ayarlan=-
di. NADPH olugumuna bafli olarak 340 nm dalga boyunda gSzlenen absor-
bans artisi ilk 10 dakikada dogrusal ve katilan enzim miktari ile oran—

tzlidar.

Enzim aktivitesi milletlerarasi enzim finitesi olarak ifade edil-
di. Bir milletlerarasi enzim initesi (I.U.) 25°c de, 1 dakikada 1 mik~

romol NADPH olusturan enzim wiktaridir (53).

fzgil aktivite, mg. protein bagina milletlerarasi enzim initesi ola=

rak ifade edildi.

b) 6PGD Aktivitesi :

6PCD aktivitesi G6PD enzim aktivitesi tayini sartlarinda, G6P ye=
rine substrat olarak son derigimi 6.6 X 10-4 M olacak gekilde 6PG kata~
larak, spektrofotometre ile 25°%¢ de, 340 nm dalga boyunda 10 dakika ab—

sorbans dedisimi izlenerek &lgildil.

¢) Glukoz ve Glukojen Tayinleri :

-3
Yas afirlidr saptanan lensler gliratle +4°c de 5 x 10 M pH z 6.5
KPO 4 tamponu iginde 5 dakika homojenize edildikten sonra bu homojenatin

0.5 mi'si glukoz tayini icin egit miktarda ZnS0, ve Ba(0H), ile ¢Gkti-
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riildii, Bu ndtral siipernatanin 0.5 ml'si ile glukoz oksidaz yonteniyle

glukoz tayinleri yapildi (54).

Metodun esasa : Glukoz, glukoz oksidaz enzimi aracili§i ile glukonik
asite dﬁ{:ﬁsﬁrken Hy0, meydana gelir. Indirgen bir madde olan O~dianizi-
din’in H)0, ile tepkimeye girmesiyle olu§an renkli bilegik spektrofoto-

metrede 402 nm dalga boyunda okunur.

Geri kalan homojenat % 30 luk NaOH ile 30 dakika kaynatildi ve
distile suya karg: +4°%C de dializ edildi. Dializ suyu iki kere dedig-
tirildi. Dializat hacminin 10 misli kadar absolii alkol ve 1 ml % 4 lik
Na,50 , ile sodukta bir gece ¢Gkmeye birakildi. 10 dakika 2500 xpm de
saptrifiij ile ctkelek tamamen alkolden ayrildi. Sonra ¢bkelek 0.5 ml
distile suda ¢éziildi ve 0.5 ml 6 N HC1 ile hidroliz edildi. Hidroli~
zat 6 N XoH ile nétralize edildikten sonra yine glukoz oksidaz ydénte-

mi ile tayin yapildi. Glukojen miktari da pg glukoz olarak ifade edildi,
Protein Tayinleri :
Protein miktarlar: Warburg Christian (55) ve O.H.Lowry (56) ydn-
temleri ile &lctildii. Standart olarak sifir serum albumini kullanildz.

Iyon Dedigtirici KRolon Kromatografisi :

DEAE-Seliiloz Peterson ve Sober (57) ybntemine gére hazirlandi ve

yine ayni ydnteme uygun olarak kolon kromatografisi yapildi,



1) 11.000 g. Siipernatanlarinin Aktiviteleri :

PH = 6.5 1072 M KPO 4 tamponu iginde homojenize edilen normal ,
senil kataraktli ve diabetik kataraktl:i insan lenslerinin 11.000 g. sii-
pernatanlarinda G6PD aktivitelerd Sledldil, G6PD aktiviteleri, lens sa~

yis1, lenslerin yag ortalamasi Tablo I de gSriilmektedir.

e gurup lens 11.000 g. stipernatanlarinda mg. proteln bagina dii-

gen enzim aktiviteleri ve 1 ml'deki protein miktarlari farkla bulundu.

2) Enzim Dayaniklilidi :

Her iic gurup lensin 11.000 g. sipernatanlari 102 M kro 4 PH = 6.5
tamponu iginde ~-20°c de 24 saat bekletilmekle G6PD aktivitesinin % 10
unu kaybetmektedir. Fier, 11.000 g. giipernatanlarina tampona ilaveten
2 x 106 ¥ NapP ve 10> M EDTA pH = 7.0 katilirsa -20°C de 2-3 ay sire
ile G6PD aktivitelerinde bir kayip oSzlenmemigtir. Bu nedenle bundan

sonraki iglemlerde kullanilan biitiin tamponlara son derigimleri 1073

olacak sekilde EDTA pH = 7.0 ve 2 % 10_6 M olacak gekilde NADP katildr.

1
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3) Saflastirma :

Normal, senil kataraktli ve diabetik kataraktli insan lensleri-
nin 11.000 g. sipernatanlari G6PD aktivitesinden bagka 6PGD aktivite-
si de gisterirler. Bu sebeple 6PGD enzimini uzaklagtirip yalniz GGPD

enzim aktivitesini tayin edebilmek igin G6PD'lar kasmwen saflagtairildz.

O L)
11.000 g. stipernatanlary +4 C de "N-E" igeren pH = 6.5 10 2 M

KPO4 tampomuna kargi dializ edildikten sonra ayri ayr: DEAE~seliiloz

kolonuna tatbik edildi,

DEAE~-Seliiloz Kolon Kromatografisi :

Yéntemler kisminda belirtildi§i sekilde hazirlanan normal, senil
kataraktli ve &iabetik kataraktla lenslerin dializ edilmis 11.000 g.
siipernatanlarz, 6nceden "N-E" igeren 1072 u KPO, pH = 6.5 tamponu ile
dengelenen 2.5 cm X 60 cm boyutlarindaki DEAE-seliiloz kolonuna uygulan-

di. Kolon 1072 8 - 8 x 1072

M KPO, PH = 6.5 gradienine baglandi. 5 ml
 1ik Srnekler tiiplerde toplandi. Bilinen yéntemlerle tiplerde G6FD akti-
viteleri ve protein miktarlaraz Slgildi, aktivite bulunan tipler bir-

araya getirildi. Kinetik g¢aligmalar kismen saflagtirilmig bu Srnekler-

le yapaldi.

Sekil 1; A, B, C ; DEAE-geliiloz kolon kromatografisi ile, sirasiy—
la normal, senil kataraktl:, diabetik kataraktli insan lenslerinden

G6PD saflagtirmasini gostermektedir.

Normal, senil kataraktli ve diabetik kataraktlllinsan lenslerin=-

den G6PD saflagtirilmasi Tablo IT de goriilmektedir.
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4) Kismen Saflastirilmig Normal, Senil Kataraktli ve Diabetik

Rataraktl: Lens G6PD'larinin Kinetik Uzellikleri :

a) Ug gurubun G6P ve NADP K 'leri ;

-5
G6P Kﬁ dederlerini bulmak icin son NADP derigimi 13.3 x 10 M
da sabit tutulup son G6P derigimi 33.3 x 107> M ile 4.1 x 107> M ara-

sinda dedistirildi.

NaDP K deferlerini bulmak igin son G6P derisimi 66.6 x 105 »
da sabit tutulup son NADP derigimi 6.6 X 10_5 M ile 0.8 x 10“5 M ara-

sinda dedigtirildi.

Hiz hesaplamalarinda ilk 10 dakikadaki absorbans dedigimleri e-

sas alindi., pH = 8.0 ve 25% de Mg*+ derigimi 1.5 x 10—2 M iken;

Normal enzimin ;

GéP igin K_degeri 58.82 x 107

NADP igin K dejeri 14.49 x 10" ¥ olarak bulundu.

Senil kataraktli enzimin;

c6p igin K deferi 111.11 1076 »

NADP igin K dederi 12.34 x 107% ¥ olarak bulundu.

Diabetik kataraktli enzimin ;

G6P igin K_ dederi 238.09 x 1076 m

NADP igin K_ dederi 19.60 x 10~% ¥ olarak bulundu.

Sekil 2 a ve b normal, senil kataraktli ve diabetik kataraktl: in-
san lensi G6PD enzimlerinin kataliz hizinin artan G6P derigimleri igin
Michaelis-Menthen edrisini ve buradan hesaplanan Lineweaver—-Burk grafi-

dini gbstermektedir.
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Sekil 3 a ve b ise normal, senil kataraktl:y ve diabetik katarakt-
11 insan lensi G6PD enzimlerinin kataliz hizimin artan NADP derigimle-
ri igin Michaelis-Menthen edrisini ve buradan hesaplanan Lineweaver =

Burk grafidini gbstermektedir.

b) pH'nin Normal, Senil kataraktli wve Diabetik kataraktli
tnsan lensi G6PD'larinin Kataliz Hizina Etkisi :

U¢ guruba ait kismen saflagtirazlan enzimlerin kataliz hizana
pH'nan etkisi yéntemler kisminda belirtilen tamponlar kullanilarak in-

celendi. Bitin dl¢meler 1.5 X 107 u Mg012 varliginda ve 25°¢C de yapilda.

Her tic enzimin kataliz hizinin en yiiksek oldugu pH = 8.0 olarak
pulundu. pH = 5.0 iken en gok normal lens enzimi inaktifti. Sekil 4,
normal, senil kataraktli ve diabetik kataraktli insan lensi GspPp'lari-

nin kataliz hizina pH'nin etkisini gostermektedir,

¢) Dedisen Mg*+ Derigiminin Normal, Senil kataraktl: ve Diabetik
kataraktls Insan Lensi G6PD'larinin Kataliz Hizina Etkisi ;

+ , " -
Mg  G6PD aktivitesi igin gereklidir. Her lg gurup enzimin ka~-

talizledidi tepkimenin hizi Mg++ derisimi l.5 % 10'2 M iken en fazladir.

0.5 x 1072 M'in altinda ve 2.5 x 1072 M'in iistiinde diger. $ekil 5 Ug
gqurup lens enziminin aktivitesi iizerine Mg ' derigimlerinin etkisini

gistermektedir.

d} Normal, Senil. kataraktli ve Diabetik kataraktli Insan Lensi
G6PD'larinin Isiya Dayaniklilidgr :

Her ti¢ enzim 25% de dedigik zaman siiresince aktivite gdster-

di. 2506 de normal enzim ilk bir saat lineer olmak iizere 4 saat, senil

kataraktly enzim yaklagik olarak ilk iki saat lineer olmak tzere 6 saat,
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diabetik kataraktli enzim ise ilk bir saat lineer olmak iizere 3 saat

aktivite gésterdi,

Nowmal, senil kataraktli ve diabetik kataraktli enzimler 50°C
de su banyosunda dedigik zaman aralaklari ile inkiibe edildi ve aktivi-
teleri dlgildii. 0, 10, 30, 60 ve 120,ci dakikada aktiviteleri dlgile-
rek 1siya dayanmikliklar:i incelendi. $ekil 6 da her tic enzimin 50°¢ de
gegitli zaman araliklarinda inkiibasyonlar: sonucu aktivite kayiplar:
girilmektedir.

e) Normal, Senil kataraktla ve Diabetik kataraktli Insan Lensi
cepD’larinin 2-deoksi D=-Glukoz-6-Fosfata tlgileri :

Her fic enzimde bir G6P benzeri olan 2-deoksi-D~Glukoz-6-fosfat,

ile aktivite gdstermedi. 2-deoksi-D-glukoz-6-fosfat % 100 inhibitdr et~

kisl gosterdi.

5) Normal, Senil Rataraktli ve Diabetik Kataraktli lLens Homoje-~

natlarinda Glukoz ve Glukojen Miktarlari :

Yéntemler kisminda anlatildifz gibi her ii¢ gurup lens homojenatin-
da 5 'er lens kullanilarak glukoz we glukojen miktarlari tayin edildi.
Senil ve disbetlk kataraktli lenslerde glukoz miktari nermal lenslere

oranla fazla bulundu (Tablo III).
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—~0—0-—0—0—0— Normal enzim-
—4—4—4—84—8— Senil kataraktl enzim
~B-p-- im—o—te— Diabetik kcntarclktil enzim,

5 10 5 20 R B

(G6P)x 10°M

Sekil 2 a) 3 G6PD'in (G6P) defisken iken Michaelis-Menthah
efrisi; éMg**) t 1.5x107%, (NADP) son derigimi
13,3x1070 M pH = 8.0 ve 25° .
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Sekil 3 a) : G6PD'in (NADP) defisken iken Michaelis-Menthen egrisij
(Mg*™) : 1.5x1072 M, (G6P) son derisimi : 66.6x107 M,
pH = 8,0 ve 25°C,
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Ozgul ~0—0—0—0—o— Normal enzim
Axtivite ~—b—4—4—8—  Senil kataraktl enzim
iI‘.U/ mg pro.)m“ i Dicbetik katoraktl enzim
0.4-
0.31
0.2
0.1

Sekil 4 : Normal, senil kataraktli ve diabetik kataraktl: insan
lensi G6PD’larinin kataliz hizina pH'nin etkisi,

(Mg++) : 1.5):10-'2 M ve 25°%.



Ozgtil ~o—0—o—o—o— Normal enzim
_ Aktivite 44446 Senil katarakth enzim
(I.U/mg pro)x10 o—oo o—o— Diabetik katarakth enzim

B>

0.4

5 0 5 2 %
-3
(Mg**) Mx10

+ :

Sekil 5 : Degisen Mg derigimlerinin normal, gsenil kataraktli
ve diabetik kataraktli insan lensi G6PD'larinin akti-
vitesine etkisi. pH = 8.0, 25°C.



Ozgul A

Aktivite
(1.0/mg proJxi0”| ~a—a—a—o—4— Senil kataruktl enzim
- Diabetik katarakth enzim

~o—o0—o0—o--c—  Normal erzim

G-

0 0 —® 120
| ~ Zaman {dakika )

Sekil 6 : Normal, senil kataraktl: ve diabetik kataraktli insan lensi
G6PD enzimlerinin 50°C de 0, 10, 30,. 60 ve 120 dakika inkl-

basyonlari sonucu aktivite kayaiplari.



GLUKOZ GLUKOJEN
R |
Normqi lens 4 63
Senil katarakth !_ens 35 55
Diabétik katarakth lens 3 45

Table III : Normal, senil kataraktli ve diabetik kataraktla

lens homojenatlarinda glukoz ve glukojen miktar=

lari (100 mg lens yas afirlifa bagina pg glukoz).
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kormal, senil kataraktli ve diabetik kataraktli insan lensi
11.000 g. siipernatanlarinda G6PD'larin dzgil aktiviteleri ve ml'deki
protein miktarlar: farkli bulundu. Tablo I. Diabetik kataraktli enzimin
Szgdl aktivitesi 2.25 x 10—3 olup gurup icerisinde en yiksek degerde-
dir. Buna karsin senil kataraktli enzimin 8zgil aktivitesi 0.64 x 1073
olup en digiik dedere sahiptir, Normal enzimin 8zgiil aktivitesi ise
21,23 x 10-3 olup iki deferin arasindadir. Bu bﬁlgular daha énceki ¢a-
ligmalar: destekler niteliktedir. Senil kataraktta ve Szellikle kata-

raktin son devrelerinde G6PD enziminin aktivitesi gok azalmakta ve hat-

ta bazen kaybolmaktadir (21,22,29).

G6PD enzim aktivitesine etki eden bir g¢ok faktdr vardir. Yag, di-
yet, hormon, NADP / nappH-H'T orani gibi. Yag ilerledikge enzim aktivi-
tesinde disme olduffu gisterilmigtir (21,23,29,45,46). Bu nedenle bu ga-

lismadaki lic gurup lensin ayni yag civarinda olmasi sadlandy,

Diyetin enzim aktivasyonunda roliinti agiklayan deneyler dzellik-
le sigan karaciderinde yapilmig. Ag barakilmig siganlara yiksek prote-

inli ve yliksek karbonhidratl: diget verildidinde enzim aktivitesinde
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bir artis gdzlenmigtir (23-25,58). Bu enzim aktivitesindeki artigin ye-=

ni RNA sentezine badli olabilecedi gorigi dnem kazanmigtrr (24,25).

Yine sican karaciderinde glukagon ve cAMP'nin G6PD sentezini in=

' hibe ettigi, insiilinin ise aktive ettigl gosterilmigtir (23).

NADP+ / NADPH + H* oraninin enzim aktivitesinin diizenlenmesinde
¢ok dnemli oldudu Hong-Ming ve Chylack (22}, Holten ve arkadaglari (59),

Veech ve arkadaglari (60) tarafindan ifade edilmigtir.

piabetik kataraktli enzimin Szgiil aktivitesinin normal enzime na-
zaran yiksek olugu ilgingtir. Oncelikle akla gelen diabete bafli olarak
lens metabolizmasainda enzim aktivitesini etkileyecek bir dedigikligin
ortaya ¢ikmasidir. Bu muhtemelen glukoz araciligi ile olabilir. Bu ga-‘
lismada glukoz miktar: her iki tip kataraktta normal lenstekine nazaran
8~9 misli yiiksek bulunmustur. Glukoz miktarainin diabetik kataraktta
cok bulunduju daha dnce de gésterilmigtir (33}, Ortamda glukozun fazla
olugu G6P'tin olugummu hizlandirir. Clinkii hekzokinaz enziminin gluko-
za ilgisi cok fazladir. Hatta senil kataraktta bile hekzokinaz aktivi-
tesi normalden yitksek bulunmugtur (29,32). Bdylece pentoz fosfat meta~
bolik yolunun ilk enzimi G6FD dzellikle diabetik kataraktta bir blgii=
de uyarilmig olur. Ayrica her iki tip kataraktta protein miktarlari azal-
mistir. Bu caligmada da her iki tip kataraktta 6zellikle diabetik katarakt=-
ta mi'deki protein normal lenstekine nazaran daha diigik bulunmugtur.
Normal lenste 24.2 mg/ml iken, diabetik kataraktli lenste 16.7 mg/mll
dir. Kataraktta glutatyon miktarinin da diigtligi bilinmektedir, Glutat-
yonun en onemli gérevlerinden biri -SH gurubu ihtiva eden proteinleri
oksidasyonlardan korumaktir. Bu arada kendisi oksitlenir. Okside glutat=-

yonun reditklenebilmesi igin ortamda yeterli oranda NADPH'ya ihtiyac var-

i



dir. NADPH'larin olugmas: icinde dzellikle GGPD enziminin aktivasyonu
gerekir. Muhtemelen bu nedenlerden Stiirii diabetik kakaraktta G6PD ak-

tivitesi artmigstir.

Bu calismada kullanilan diabetik kataraktli lenslerden biri diabet
tedavisi gérmiig bir hastaya aitdi. Bu lensin G6PD O6zgiil aktivitesi nor-—
mal defferde bulunmugtur. Bu, insiilinin diabetteki katarakt olugumunu

énleyebilecedini, en azindan geciktirebilecedini digtindiirmektedir.

Farelerde kalatsal olarak (N‘a.+ - K*) ATPaz eksiklidi nedeniyle
olugan kataraktta, kataraktli lensler alanip verine yeni dogmug fare
lensleri yerlegtirildikten sonra bu lenslerde kataraktin geligmedigi
gériilmigtiir, Bu bulgu kataraktin gistemik bir hastalik sonucu olmadi-
dini, lenste lokalize olmug gene badimli bir mekanizmayla ortaya crka-~

bilecedini gbstermektedir (61).

Enzim saflastirilmasinda ¢ok yaygin olarak kullanilan amonyum
siilfat coktiirmesi verimi cok dilgiirdidi igin kullaniimadir (27). Zaten
G6PD saflagtarmasinda daha dnceleri de anyon dedigtirici rec¢inelerden
yararlanilmgtir (21,22,62). Bu caligmada normal, senil kataraktli ve
diabetik kataraktl: G6PD'larin kismen saflagtirilmasi igin DEAE-selii~
loz kolon kromatografisi péntemi kullanildz. Normal enzim % 50.7 verim—
le 2.27 kez, senil kararaktli enzim % 76,7 verimle 4,71 kez, diabetik
kataraktli enzim ise % 51.3 verimle 2.62 kez saflagtirildi. Tablo II.
Bu saflagtirmanin ana gayesi G6PD enziminin ortamdan uzaklagtirilmasi-=
dir. Ciinkii G6PD tepkimesinde oldudu gibi bu tepkime sonucunda da NADPH
olusmaktadir. Bu nedenle kismen saflastirilmg enzimlerde 6FPGD aktivi=-

teleri aragtirildi, her fi¢g enzimde 6PGD aktivitesi gbstermedi.
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Kismen saflagtarilmig normal, senil kataraktli ve diabetik kata-
raktli lens G6PD'laramin her iki substrat: igin (G6P ve NADP) K dedfer-

leri pH = 8.0 ve 1.5 x 10'2 M Mgclz varliganda ;

Normal enzimin; G6P igin K_ degeri : 58.82 x 1076 n, NaDP igin
K, dederi : 14.49 x 10”8 M olarak bulundu. Senil kataraktli enzimin ;
G6P igin K_ dederi : 111.11 x 1076 , WADP igin K_ deferi : 12.34 x 108 u
olarak bulundu. Diabetik kataraktli enzimin; G6P igin K. dederi ise :
238.09 x 10°C M, NADP igin K dejeri : 19.60 x 10"¢  olarak bulundu.

Sekil 2 a ve b. Sekil 2 a ve b,

Bu bulgulardan anlagildigina gdre normal enzim ile senil ve diabe-
tik kataraktla enzimlerin NADP'ye kargi ilgileri Snemli bir farklilik
géstermemekte. Bununla beraber normal enzimin G6P'ta ilgisi senil ve di-
abetik kataraktli enzimden daha fazladir. Ayni zamanda diabetik kataraktli
enzimin G6P'ta ilgisi senil katavaktli enzimin G6P'ta ilgisinden daha

az bulunmugtur.

Charlton ve Heyningen (21)'in galigmalarinda yag ortalamasi 69
olan normal insan lensi G6PD’inin G6P igin Kﬁ defferi : 59 x 10-6 M,
NADP igin K# deferi : 9 x 10"5 M olarak bulunmus. Hong-Ming ve Chylack
(22) '1n caligmalarinda ise senil kataraktli insan lensi G6PD'inin GEP
igin K deferi : 48.8 x 10'6 M, NADP igin Kh dederi : 3.95 x 10-6 M
olarak bulunmugtur. Normal enzimin her iki substrati igin bulunan K_
defjerleri Charlton ve Heyningen'in K dederlerine tam olarak uymakta-
dir. Senil kataraktli enzimin her iki substrat2 igin bulunan K dééér—

leri ise Hong-Ming ve Chylack'in Kh degerlerinden daha biyiktdr.

Tablo IV de dejisik memeli dokulari ve mikroorganizmalardan saf=
lagtarilan G6PD'larin her iki substrata igin K, dederleri goriilmekte~



NADP igin

G6P igin
G6PD |

Km (16 M) | Km (16" M)
i_nscm alyuvarian | 50 - 76 28 - 4, J
insan akyuvarlar 16 8.1 |
Sigir adrenal korteksi L2 5.6
Sacun.yag dokusu 35 | 17
Sican kasi 34 2]
“Sigan karacigeri 48 11
Maya 3D | 28
Asetobakter ksilinum 2500 40
Candida utilis 230 67
Neurospora crassa 29 ’13
E.coli 70 15
Koyun lensi 32 2
Kobay lensi 2 -12.5

Tablo IV : Cesitli tiirlerden saflastiralan G6PD'larin K degerleri,
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véntemlerde belirtilen tamponlarla pH'nin normal, senil katarakt-
11 ve diabetik kataraktly enzim kataliz hizina etkisi incelendifinde
kataliz hizimin pH = 8.0 de en yiksek olduju bulundu. Sekil 4. Bu de=
Jer insan alyuvarlar: (4}, sigan karacideri (62), koyun lensi (21), ko-
bay lensi (27) gibi birgok dokulardan elde edilen G6PD icin bulunan pH

dederlerinin aynaidir.

pH'nin enzim kataliz hizina etkisi her li¢ enzimle pH = 10.0 da
1.9 x 2071 M Glisin ~ NaOH tamponu kullanilarak incelendidinde pH = 8.0
de gbzlendiyi gibi ikinci bir aktivasyon gésterdi. Bu pH = 10.0 daki ak-
tivasyonun kullanilan tamponun derigimine bagiz iyonik bir etkiden &tii-
ri{i ortaya ciktads kanisina varilarak ikinci tampon sisteminin derigim-
leri 5 x 1072 M olacak gekilde hazirlandi. Bu derigimdeki Glisin - NaOH
tamponu ile pH = 10.0 da her {i¢ gurup G6PD enziminde ikinci bir aktivas—-

yon gézlenmedi.

pH = 8.5 = 9.0 arasinda koyun lensi G6PD'inin pH = 8.0 den bagka
ikinci bir aktivasyon gSsterdidi Charlton ve Heyningen (21) tarafaindan

gézlenmigtir. Ancak hunun nedenini izah edemenislerdir.

Normal, senil karakatli ve diabetik kataraktl: enzimlerin kataliz
hiza Mgf+ derigimi 1.5 x 10~2 iken en yitksektir, Bu dederin altinda ve
iistiinde digmektedir., Mgt dan bagka ca*™ tarafindan enzimin aktive edil-
| didi gésterilmigtir (22). Yiksek Mg' & ve ca'’ miktarlari enzimi inhibe

etmektedir (21).

Normal, senil kataraktli ve diabetik kataraktli enzimlerin 25%¢
de zamana badli olarak gésterdikleri aktivite farkladir. Normal enzim
4 gaat, senil kataraktli énéim 6 saat, diabetik kataraktli enzim ise 3

saat aktivite gdsterdi.
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Enzimlerin 50°C de de§isik zaman araliklari ile inkiibasyonu so-
nucu aktiviteleri Olgiildi. 0, 10, 30, 60 ve 120.ci dakikada aktivite-
leri Slciilerek isiya dayanikliklari incelendi, Hzellikle diabetik
kataraktli enzim 10 dakika 50°C de inkitbe edildiginde aktivitesinde
dider enzimlere nazaran biyik bir diigitg gosterdi. Bu bulgu diabet ik
kataraktls enzimin, difer ikl enzime nazaran ¢ok daha az dayanikl: ol-

dudunu gdstermektedir.

Her ii¢ enzimde bir G6P benzeri olan 2~decksi~D=glukoz-6-fosfat
ile aktivite gbstermedi, Yani 2-deoks i~D-glukoz~6-fosfat her ti¢ enzim

i¢cinde inhibitdrdir.

Normal, senil kataraktli ve diabetik kataraktli lens homojenatlarin-
da glukoz ve glukojen miktarlar: 100 mg lens yag adirligar bagina pg
glukoz olarak tayin edildi. Senil ve diabetik kataraktl; lenslerde glu=-
koz miktari, normal lenslere oranla 8~9 misli fazla bulundu. Glukojen

miktarlar: ile bir ilgi kurulamadi.

GéP'in senil kataraktls ve diabetik kataraktla G6PD'lar igin bulu-
nan Kﬁrdeﬁerleri, Gep'in normal enzim igin bulunan Kb dederinden biyik-
tiir. G6P'a normal enzime nazaran, senil kataraktli ve diabetik katarakt-
‘11 enzimlerin daha az olan ilgileri giiphesizki kataraktin yol agtig:
pir durumdur. Ozellikle geker kataraktinda glukoz miktaranin normalden
gok oldudu gdsterilmig (33), ayrica bu galigmanin bulgulari olarakta
hem senil hem de diabetik kataraktta glukoz miktar: normal lenslerden
yliksek bulunmugtur. Glukoz miktarﬁnzn gok olugu, lenste &zellikle kata-
raktta hekzokinaz aktivitesinin de yikseklifinden dolayr G6P'in fazla
miktarda olugumuna yél acabilir, Belki de bu nedenle kataraktli enzimle—
rin G6P’a ilgileri normalden azdir. Kuvvetle muhtemeldir ki katarakt o=

lugtudu zaman enzimin substratlari ile olan iligkisi dedigmektedir,



Normal, senil kataraktli ve diabetik kataraktll insan lensi
G6ep'laranin 11.000 g. sﬁpernatanlaé; DEAE~seltiloz kolon kromatografi-
sine tatbik edilerek 6PGD'lar uzaklagtiralmak suretiyle kismen saflag-
tiraldr ve kinetik galigmalar bu enzimlerle yap2ldi. Enzimlerin dzel-

likleri birbirleriyle kargilagtirildz.

Enzimlerin her iki substrati olan G6FP ve NADP'ye ait Km degerle-
ri, kataliz hizina pH'nin, Mg++ tun etkileri incelendi. 25%¢ de ve SOQC
de enzimlerin aktiviteleri ve i1saya dayanikliklar: aragtarildi. Enzim-
jerin bir G6P benzeri olan 2-deoksi-D-glukoz-6-fosfat ile aktivitesine

bakzldi.

Normal, senil kataraktl: ve diabetik kataraktli lens hompienatla~

rinda glukoz ve glukojen miktarlari tayin edildi.
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