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Pentoz fosfat metabolik yolu niikleotid sentezi ic¢in gerekli
ribvozlar ile steroib hidroksillenmesi,yag asidi,kollesterol sentez-—
leri ve glubatyonun indirgenmesi ig¢in gerekli NADPH'nin séglandlgl
apa metabolik yollardar biridir.

Ru mebabolik yola G6P'an girig hizini GEFD (D-glukoz-6~Los—
fat: NADP oksidorediiktaz, B.Ce, 1.1.1, 49) enzimi G6P + NADP ;::i
6 fosfoglvkonolakton + NADPH + H* tepkimesi ile kontrol eder, Bu
tepkime metabolik yolun hiz kisitlayicl basamagidar, Burada olugan
6 fosfogiukonolakton pentoz fosfat yolunu daha sonraki bir basama-
gin@a 6PGD enzimi ile

6PG + NADP —mm—s. Ribiilaz-5-fosfat + NADPH + H'
tepkimesini verir vé bir mol daha NADPH olugul bu caligmada GEFD
aktivitesinin Slclilmesi NADPH olusmasl esasina dayandigindan ilk
dikkat edilécek nokta 6PGD'1in ortamdan uzaklagtirilmasidir,

GEFPD ilk olarak 1931 yailanda Warburg ve Christian tarafin-
dan bulunmugtur.(27’28) 19%2 de maya G6PD'sinin saflagbirilmasina
gallﬁllmlgggg) ancak 5-8 kere saflast;rllabilen enzim daha sonra

Negelein'in caligmalari ile 65 kere‘saflagtlrllmlgtlr.(18)
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Baza kalltsal anemilerde insan élyﬁvar G6PD sinin degigik-
1ik gosterdigl dikkati ¢ekmis ve 1948,&@ Tarchetti favizmde ilacan
yol aqtlgl hemolizin bir alyuvar anomalisinden ileri geidigini
belirtmi$(26); 1949_da Pauling ve arkadaglari bunun molekﬁlér bir
-hastallk olaﬁilecegini dﬁsﬁnmﬁglerdir.(eo)

Protein tekniklerindeki ilerlemelerden sonra Yoshida normal
insan alyuverlarandmGEPD yi kristallendirmig,kinetik zelliklerini
‘ve amino asit ﬁiktarlarlnl belirtmigtir.(54) Gene 1966 da akyuvar
GEPD'si kismen saflaétlrlllp kinetik ozellikleri incelendiéinde
alyuvar enzimi ile belirgin farklari oldugu gﬁrﬁlmﬁ555) buradan

akyuvar ve alyuvar enzimlerinin farkli genetik kontrol altinda
oldugu kanisina varilmigbir.

Daha sonra yag‘dokusu,kas,karacigerge3'1) meme bezi(lg’ea)
adrenal korteks(Bl) ve lens(G) gibi memell dokularindan G6PD nin
saflagtirmas: ve tanimlanmasi yaplimlgtlr. Bu dokularda G6PD'nin
miktaryi ve spesifik aktivitesi hormonal ve dietéel gsartlara bagli
olarak defismektedir,

G6PD akbtivitesi tavsan,koyun,sigir,rat ve kobay gibi meme-
lilerin lenslerinde de incelenmis ve en ylksek aktivite kobaydé
5u1unmu$tur.(6) Ancak kobay lensinden bugiine defin GEPD saflag- |
tirilmamistir, |

Insan lensi ile olan galaigmalar ise ancak kataraktll leng~

lerle yapllabilmigtir.(10’56'57)
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Bu bulgulara dayanarak bizim galigmamizda kobay lensi

G6PD'1 kismen saflastirildiktan sonra kinetik Szellikleri ince-
‘lenmistir.

Bu bulgular normal, erigkin kobay lensi G6PD'sine ait
olup daha sonra yapilabilecek bir galigma ile deneysel katarak:
gelistirilmig lenslerle kiyaslanarak katarakt{ biyokimyasinda

GEPD'nin roli agiklanabilir.
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' MATERYAL, ARAG ve YONTEMLER

1 1. Kimyasal Maddeler:

NAD,NADP, GEFP, 6FG, dehidroandrosteron,pregnenolon,5ﬁLhidncks*

5drandrostanr17»on.prednizolon disodyum fosfat, JF-metazon disodyum

fosfat,fosfolin iodid,pilokarpin,ﬁreaz,katalaz,alkoldehidrOgenaz,

DEAE seliiloz,ECTEOLA selliloz E-102 B 96 "Sagma Chemical Company "den;

§1f1r serum albumini "Armour Pharmaceutical Company" den; Sefadeks

n firmasindan;diger kimyasal madde-

G-200 "Pharmacia Fine Chemicals

ler "Fisgher'wve "BDH Chemical 1td" firmelarindan alinmig olup gaftar.

2. Araglar:

Oiglim odasr sabit sicakliktba tutulabilen "Zeiss" FM Q I

spektrofotometresi,"Sorvall" iiltrasantriiji, "Beckman™ pH metresi,

"Leybol Heraeus TyD DE" vekum buharlagtiricisi, "Potler Elve jhem"

teflon nomojenizatdrii,"Gelman” elektroforéz araci kullanilan &zel

araclardir,.

%, Tamponlar:

Fosfat tamponlari igin gereken molaritedeki KH2P04 ayni

ile istenilen pH'ya cam elektrodla ayarlandi.

molaritedeki K HPO,
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107 ¥ Tris-HCL pH=8,d tapponu G6PD ve 6PGD aktivitelerinin bigﬁ-
miinde kullanildi. Bu tampon aktivite dl¢me tiliplindeki son derisimi
1,4x10"2 i olacak gekilde MgCl, igermektedir.

G6PD saflagbirmasinda kullanilan biitin tamponlara son deri-
gimleri 10~2 M olacak gekilde EDTA pH=7,0 ve 2x107% U olacak gekilde
NADP katilmigtir.(bu derigimlerde NADP ve EDTA igeren tanponlardan
"N-E" iceren diye s0z edilecektir)

pH'nin GEPD enziminin kataliz hizina etkisi agagrdaki tampon-

lar kullanilarak incelendi.

pH: 5,0 - 6,0 10"1 M asetat tamponu
pH: 6,5 - 8,0 Zl.O"l M Tris-HCl tamponu
pH: 8,0 - 9,5 10‘1 M glisin tamponu

Bu tamponiarin hepsi aktivite olgiim tupundeki son derigimi
1,8x10°2 1 olacak gekilde MgOl, igermektedir.
Seliiloz asetat elektroforezinde kullanilan tampon 10"l M

pH=8,9 barbiitirat tamponudur.

4, Lenslerin Saglanmasi:

Hacettepe Universitesi Deney Hayvanlari laboratuvarindan
saglanan 650-800 gr. agirlagindaki erigkin,beyaz kobaylar kullanildi.
Calismada cins farki gdzetilmedi. |

Kobaylar kalblerine hava.verilerek 51dilirildi ve lemsleri

miimkiin oldugu kadar kisa siirede gikarilip bulgular kaisminda agike-
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lanacak nedenden dolayi bekletilmeden homojenize edildi.

5. 11,000 g Stpernataninin Hazirlanmasl:

lOO—léO‘mg. agirligindaki kobay lensleri lens bagina l‘ml
"N-E" igeren 10™2 M KPO, tamponu iginde +#4°¢ de 5 dakika homojenize
edildi, Homojenat liltrasantrfiijde 20 dakika 11.000 g'de santrfij
 edildi,Stpernatan "N-EY iqereﬁ iJ_D"'2 M KPO, pH=6,5 tampoguna karsy
15 saat dializ edildi,bu sirada dializ suyu U¢ kez degigtirildi;

Dializ edilmig 11.000 g slipernatani GGPD saflagtirmasinda kullanildy.

6. GEPD Aktivitesinin Olciilmesi:

NADPH olugumuna bagli 340 milimikrondaki absorbans degigik-

1igi 25%C de spektrofotometrede izlendi. 77
| Fnzim miksary dakiBeda 0.005 - 0,050 0.D. verecek gekilde
ayarlandi ve tepkime sibstrat katilmasi ile baglatlldl.

NADPH olugumuna bafli olarak 340 milimikronda olugan absorbans
| degigikligli ilk 5 dakikada dogruéal ve katilan enzim miktara ile
orantilidir. ¢ tliplin kapsami Tablo I de verilmigtir. G6PD aktivi-
tesi 2 numaralil tipte okunan absorbans farkindan Blnumarall tupte
okunan absorbans farkini ¢ikartarak elde edildi., 1 numarali tip
kordiir,

Fnzim akbivitesi milletlerarasi enzim lUnitesi olarak ifade
edildi. Bir milletler arisi enzim Unitesi (1.U0.) 2500 de,dakikada

bir mikromol NADP indirgeyen enzim miktaridar. (78)
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Spesifik aktivite mg. protein bagina milletler arasa eﬁZim

Unitesi olarak ifade edildi,

Tip 1 2 3
10~ M Tris-HC1 pH=8,0{ 1,5 ml | 1,5 m '1,5 |
10721 GEP - 0,3ml | -

107 66 - 0,5 wl | 0,5 ml
2x1077K  WADP - 0,3 ml | 0,3 ml
Enzim 0,6 ml | O,6 mlé | 0,6 ml
Su 0,9 hi - 0,6 Hl
Tablo T
G6PD akbtivitesinin Slglilmesi
7. Protein Miktarinain Olclilmesi:
Protein miktari Warburg Ohristian(5o) ve Lowry(l4) yontem—

leri ile 06lg¢lildi, ITkinci yontem birinciye gére 20 kere daha duyar-

lidir. Standard olarak sigir serum albumini kullanilda.

8, Amonyum Stilfat Cokbtlirmesi:

Iyvonik kuvvetin dar sinirlar iginde degigtirilmesi,protein-
lerin ¢dzinirligint bliylk o6l¢ude degigtirir. Pundan yararlanarak
% %0-50 amonyum siilfat kesitinde kobay lensi G6PD'sinin iki kere

saflasmasi saglandi. Ancak bu ybntem verimi ¢ok dﬁ@ﬁrdﬁéﬁnden kulla-

niimadi, -



9, iyon DeZistirieci Kromatografiler:

DEAE seliiloz ve EdTEOLA seliiloz E~102 B 96 Peterson ve

Sober yonetimine goire ha21rland1.(21)
Akis hizlarinan yliksek olmamasi ig¢in kolonlara basing

uygulanmadi., Kolon kromatografisi gene Peterson ve Sober yonte~

mine gore yaplldl.(gl)

10. Sefadeks G~-200 Filtrasyonu:

Bu amagla "Sephadex-Pharmacial biiltenine gdre hazirlanan

sefadek G-200 kullanildz,(2*)

Hazirlanan kolonlarin "Blue dextran 2000" ile bulunan olu

(2)

hacmi literatirdeki defferlere uygundu,

Sefadeks G-200 kolonlari "N-E" igeren 1072

M KPO, pH=6,5
tamponu ile ii¢ glin yikanarak dengeye getirildi ve bulgular kismin-

da bildirilecegi gibi molekiil agarlagi bilinen proteinler kulla-

- myplarak haritalandi.

11, Seliiloz Asetat Elektroforezi:

Selﬁlozlasetat eiektroforezi yﬁksék ayirma gicli ve kaisa
slirede sonu¢ vermesinden dolaya segildi.(lﬁ)

Elektroforez "Gelman" firmasinin ara01,nﬁmuné uygulayicisi
ve ayn: firmanin 1 ing x 6,75 ing boyutlarindaki "Sepraphore III"

seritleri ile yapildi. 10 dakika tamponda bekletilen geritlere

0,001 mg. protein igeren 0,002 ml. nimune uwygulanda,



Elektroforez 400 V gerilim ve 1,5 mA/cm éklm giddeti altin-
da 45 dakika sﬁrdﬁfﬁldﬁ. Bu siirenin sonunda g¢ikarilan geritler,
oda 1isasinda ”amido‘Black 10B" ile boyzndi. Boyanin fazlasi
(50:30:20) oraninda karigtirilmis ( CHacooH : CH

yikanip geritler kurutuldu., Sonra (10:90) oraninda karigtaralmsg

5OH : Héo) ile

( CH30H : H0 ) ile berraklagtirildi ve tesbit edildi,



BEULGULAR

l. Enzimin Dayvanikliligd:

Bu galismada kobay lensi G6PD'sinin uzun silire bozunmadan

bekletmek i¢in en uygun pH=6,5 olarak saptandi.

2

11,000 g siipernatani yalnizca iyonsuz su veya 10°° M KPQ4

pH=6,5 tamponu i¢inde hazirlanip +4°C de bir gece bekletilmekle
G6PD aktivitesinin 42 % sinij; bekletme -20°%C de yvapildiginda G6EPD

aktivitesinin 11 % ni yitirdi.

-6

11,000 g siipernatani 2x10~C M NADP ve 10™2 M EDTA pH=7,0

2

igeren 107 ° M EPQ,, pH=6,5 tamponu ig¢inde h321r1anip bekletildi-~
ginde +4°C de 10 giin; -20%C de 4 ay siire ile G6PD aktivitesinde
6lglilebilir bir azalma olmadi, Bu nedenle GEFPD safla@flrmasinda
kullanilan bﬁtﬁg tamponlara son &eriﬁimleri 1072 M olacak gekilde

-6

EDTA pH=7,0 ve 2%x10~ U olacak gekilde NADP katildxr ( N-E )

2e Saflagtlrma:

Bitiin saflagbirma igiemleri +4°0 de yapildi.

Saflagtirmada ilk sorun G6PD'yi 6PGD den ayirmakti. Bu
amaqla.degi§ik saflastirma yﬁnﬁemleri ile 6PGD'nin uzaklagtiril-
masy denendi. Tablo II bu .saflastirma ydntemleri ile 6PGD'nin

ne oranda uzaklagtifini gdstermektedir,
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Himune | 6PGD/GEFPD
11.000 g siipernatani 1/10
% 30-% 50 Amonyum stilfat kesiti 1/22
Sefad;ks G-200 sonrasi L i/57
DEAE-~Seliloz sonrasi 0
BECTEOLA-Seliiloz sonrasi 0
Toblo IT

(egitli saflagtairma yéntemlefi ile kobay lensi

GEFD'einin 6PGD'den arinma miktari

G6PD enzimini saflagtirmek igin sirasi ile DEAE ve
BCTEOLA seliilozlar,sefadeks G-200 kolonlara kullanilda. Bitin
kolonlar 6nceden.”N—E" igeren leg M KPO, tamponu ile dengelendi.
Bitiin dializler ayni tampona kargi yapildi,.

DEAE‘Selﬁloz Kolon Kromatografigi:

Yontenler kisminda belirtildigi gekilde hazairlanan
11.000 g siipernatan: 2 cmx70 cm boyutlarindaki DEAE seliiloz kolo-

nuna uygulandi, 11.000 g siipernatan gegtikten sonra kolon &1ii

hacminin 3-4 kati "N-E" igeren 1072 W KPO, pH=6,5 tamponu ile

2 -1

yikand1 ve 1072 1 - 8x1071 i KPO, gradienine baglandy, Her 5 ml
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bir tiipe alinda,tlplerde bilinen yontemlerle GOFD aktivitesi ve
protein mikbari 9lguldli. fekil I DEAE seliiloz kolon kromatografisi

ile kobay lensinden G6PD safiastlrllma51n1 gostermektedir.

ECTEOLA Seliiloz ¥olon Kromatografisi:

DEAE selliloz kolonundan g¢ikan aktif tlipler birlegtirildi,
15 saat dializ edildi ve 2 emx70 cm boyutlarindaki ECTEOLA seliiloz
kolonuna uygulandi. ECTEOLA seliiloz koion kromatografisi DEAE
seliiloz kolonskromatografisi ile tamamen aynl‘ésaslara dayanir,
Yalniz burada elisyon igin kullanilan KPO, gradieni lO"EM—E,leo“l M
arasindadir.

Gefadeks G-200 Filtrasyonu:

ECTZ0LA seliiloz kolonundan alinan aktif tiipler birlegtirildi,
15 saat dializ edildi'Ve safadeks G-200 kolonuna uygulandi., Enzimin
gecigi biter bitmez "N-E" igeren 10'2M KPO, pH=6,5 tamponu ile
'elﬁsyona gecildi. Toplanan tliplerde bilinen yontemlerle enzim ve
protein miktarlara 8lglildli, Sekil 3 sefadeks G-200 gel filtrasyonu
ile G6PD saflastirmasini géstermektedir, |

Safadeks ¢-200 kolonundan g¢aikan enzim 11.000 g siipernatanina
gore 686 kere saftir, 6PGD enziminden arinmigtir ve baglangigtan
beri saflagtirmanin verimi 5,37 % dir.

Saflagtirmanin her basamagl en az 20 kez tekrarlandi. Tablo

III kabay lensinden GEPD saflagtirmasinin o6zetini vermektedir.,
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SEKIL 1. GEPD'in DEAE selliiloz kolonundan eiﬁsyonu;Kolon boyutlary

(2 en x 70 cm); akis hizi 30 ml/saat; eliisyon tamponu
1l

"N-E" igeren KPO, 'bamponurpﬁ:G,B : 10"2M - 8x10 " M
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Sekil 2- G6PD'in ECTEOLA seliiloz kolonundan eliisyonu: Kolon
boyutlar:r (2 em x 70 cm); akig hazi 30 ml/saat;'

¢liisyon tamponu "N-E" igeren KPO, tamponu pH=6,5

10721 - 2,5 x 07T




~15-

_ ° - Protemn
Protein -

vl & ke e — o —  ERZIT Ezz
il

} a2e4o

301 Yooa0

2ok Lopozo

0+ - 0,010

«fa 20 30 40
o V'
Tvp  FURIES!

Sekil 3- G6PD'in sefadeks G-200 filtrasyonu; Kolon boyutlari
(1,5 cm x 50 dm); akig hizi 40 ml/saat; eliisyon tamponu

"N-E" igeren 10_2 M KPQ4 tamponu pH=6,5
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3. Seluloz Asetat Elektroforezi Bulgulari:

Sefadeks G-200 kolonundan qllnaﬁ aktif tlipler birlegti-
rildi, 15 saat 2x10-6 M NADP igeren iyonsuz suya kargi dializ
edilerek KPO4 ve EDTA uzaklagtirlldl. Dializden alinan enzim
vakum buharlagtiricisi aracilifa ile kuruluga kadar buharlagti-
rildi. Euru artik 0,05 ml iyonsuz suda ¢ozuldi ve bu g¢dzeltiden
alinan 0,002 ml (0,001 mg protein igeren) seliiloz asetat geridine

uygulanarak elektroforeze t3bi tutuldu,

Sekil 4- Saflagbtirilmig kobay lensi GEPD'sinin seliilloz asetat
elektroforezi: 0,001 mg. protein ile ¢aligilmig ve

- "amido black 10B" ile boyanmigtir.
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4, Sefadeks G-200 Ile Enzimin Molekiil A#irlifinin Bulunmasi:

Enzimin:.molekiil agirligy sefadeks G-200 kolonunda Andrews(g)

yontemine gdre yapildi.Standart olarak lreaz (473,000),katalaz
(250.,000), alkol dehidrogenaz (lES.OdO)ve'BSA (68.000) kullanilda.
Enzimlerin 280 milimikronda absprbaﬁslarln okunmas1 ve bili-
nen molekiil agarlifina karsi eliisyon hacimlerinin semi logaritmik
grafiklenmesi ile standart egri ¢izildi. GO6FD ig¢in aktivite tarandi,

Enzimlerin molekiil agarligi 150,000 ¥ 5000 bulundu.

180
8354 .
k)
2760
S ’
N Alkal depidrogenaz
. N
3
40
g
<
N
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Y o
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i
Yreaz
k3
80 4
60 .
—— L :; " : I N
510" 07 ¢
‘ 10

Molzk o/ aj/r/g}

eliisyon tamponu pH=6,5 1072 KPO,,
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5. Saflagtiralmig Enzimin Kinetik Ozelliklerd:

a) G6P ve NADP Km'leri:
G6P K degerini bulmak igin son NADP derigimi 4 x 10~
da sabit tubtulup son GEP derigimi 100 X‘10—6Mm 6,25 x 107° u
arasinda degistirildi,
NADP K, degerin bulmak igin son G6P derigimi 2 x 1073 M

da sabit tutulup son NADP derigimi 50 % 10“6M - 5,125 % 10_6

M
arasinda degigtirildi.
Hiz Glclimleri 8l¢li gruplari halinde 12'ger Kez tekrar-

landz. Hiz hesaplamalarinda ilk 1 ve 2 dakikalardaki absopr-

bans degigmeleri esas alaindi,

BH-8,0 ve 25°C da son Mg'' derigimi 1,4 ¥ 1072 ¥ iken:

(32,6 5 0,2) 1070 u

i

GoF icin Km
NADP i¢in K. = (12,5 ¥ 0,1) 107° K' olarak saptanda.
Sekil 6 wve Sekil 7 G6PD enzim kataliz hizainin artan gibstrat

derigimleri ile artigin ve her iki slibstrat igin Linewear—

Burk grafiklerini gostermektedir.,
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gekil 6a- G6PD'nin (GEP) defisken|iken Michaelis-Menthen

egrisi: (Mgtt)= 1,4 x 1072 M; (NADP)= 4 x 107+ u;

pH=8,0 ve 25°C
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SEKIL 6b- GEPD'nin (G6P) deZisken iken Lineweaver-Burk

erafigi: (Mg™*)= 1,4 x 1072 M; NADP= 4 x 107 M;

pH=8,0 ve 25%%
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SEKIL 72) GEPD'nin (NADP) degicken iken Michaelfs-Menthen

egrisi; (Mg*t)= 1,4 x 1072 M (G6P)= 2 x 1072 ;s

pPH=8,0 ve 25%
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SEKIL 7b- G6PD'min (NADP) defigken iken Lineweaver-Burk
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grafigi: (Mg**)= 1,4 x 1072 My (66P)= 2 x 1072 I;

pl=8,0 ve 25°%
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b. pH'nin Fnzim Kataliz Hizina Etkisi:
Saflastirilmis enzimin kataliz hizina pH'nin etkisi yonten
ler kisminda belirtilen tamponlar kullanilarak incelendi. Bltin

dlgmeler 25°C de ve 1,4 x 1072

M .MgClg varlifinda yapildi,
Enzimin kataliz blzinin en yiksek oldugu pH=8,0 olarak
saptandi, |
pH= 5,0 iken G6PD inaktifdi.pH > 9,5 oldufunda ortama
konulan Mgclé hidroksit geklinde ¢oktuginden Odl¢me yapilamada,
Sekil 8 GO6PD ketaliz hizina pH'nin etkisini postermektedir,

!_

Oransa’
T Phbrite

400 ¥
&o |
6o +
40 1

2ot

e T

SEKIT 8- G6PD XKataliz hizina pH'nin etkisi
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¢. Defiigen ¥g' Derigiminin Enzim Kataliz Hizina Btkisi:

g™t G6PD aktivitesi igin gereklidir. Kataliz tepki-
mesirin hiza Me' " derigimi 1,5 x 10"'2 ¥ iken en fazladiri

0,5 x 1072 M'in altinda ve 3,0 x 1072 ¥ iistiinde hizla dliger.

Selil O G6PD aktivitesi tizerine Mg’ @ derisiminin etkisini

gostermektedir.
N TET |
107 1
; £0 4
|
r 60
20 +
P zo Ge 4o p= Bl
_ o gt

SERTL 9- Degiigen Mg'™h derigiminin G6PD aktivitesine etkisi

Olemeler pH= 8,0 ve 259 de yapilda,
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d., Difger Iyonlarin Enzim Kataliz Hizina Etkisi:
Diter katyon ve anyonlarin GEPD kataliz hizina etikisi

arastirildi., Son derigimleri:

2 4, pH= 8,0

(G6P)= 1072 1; (MADP)= 1077 m; (Mg*™)= 1,4 x 107

ve 25°C de : |

1,6 x 1072 1 Ca** enzim aktivitesini 22 % inhibe etti. Ayna

derigimdeki Ba’’ 16 %; Fe't 3 % oraninda inhibisyon gdsterdi.
:

.+ ot At s +
rit, mat, ¥F, m*t, catt, mtt, co*t, Hg™t, BT, 41777 TettH,

+++

Cr ve anyonlardan C17, Noé , , Hcog , CN cﬂacoo“,

N05

e, Inhibisyon Deneyleri:
K* ve P0, : Bizim kullandigimiz derigimlerde (10™%u
8 > 1071 1 ) ¥* ve PO, inhibitsr degildir. Saflagbirmayl KPO,
vyerine ayni molarite ve pH'da Tris tamponu ile yapflglmlzda
G6PD aktivitesi bakamindan bir fark ébzlenmedi.
Kortikosteroidler: ﬁ —-metazon ve prednisolon disodium

2 M kadar

fosfat denenmis kortikosteroid derigimi 3 x 10~
arttirildigr halde belirli bir inhibisyon g6zlenmemisgtir.,
Antikolinesterazlar: Glokom tedavisinde kullanilan ve

gliclli bir antikolinesteraz olan fosfolin iodid son derigimi

9% 1'e kadar arttarildagi halde GEPD'yi inhibe etmedi. Gene bir
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miotik ve kolinesberaz inhibitdrii olan pilokorpin 2 x 1072 M
derisime kadar inbibisyon etkisi yapmadi.

Belirtilen derigimlgrin tizerine glklldlglnda inhibisyon
gbzlendi ise de bu inhibisyonlar ortama konan inhibitér miktari
ile orantili degildi.

Sﬁhstraﬁ Benzerleriﬁ Saflagtirilan kobay lensi G6PD'a
NADP ye tam 6zgﬁl olup NAD'yi hi¢ indirgemedi. |

| G6P benzeri olarak G, G1P, Gl6DP, F6P denendi enzim GEP'a
tam ozgul olup bu sﬁbstratlar derigimleri kullanilan GOGP deri-
siminin 10 katina c¢aktigl zaman bile yikseltgemedi.

Son Uriin Inhibitdrleri: Bazi steroit. hormonlar ve yag
asitleridir. Steroit hormonlardan: Dehidro androsteron,pregne-
nolon ve 513mOH—Bﬁg—androstan-17~on deneﬁdi ve kobay lensi
GEPD'1 ic¢in gok kuvvetli inhibitdrler oldufu gdzlendi, Bu sberoit-
lerin Xi degerlerini bulmak igin pH= 2,0; son (Mg%+);l,4X10“2M;
son (NADP)s 4:&4:10_'{’L 1 (doyzunluk derisimi) sabit tutulup;

(G6P): 100x10~° ¥ - 6,25x107° 1 arasinda degigtirildi ve inhi-
bitdér verliginda enzimin kataliz hizi incelendi.

Yay asitlerinden asetik (2 C), biitirik (4 C) miristik
(14 ¢), palmitik (16 ¢), stearik (18 C), ve oleik (18 C), asit-
ler sodyum tuzlari halinde denendi ve inhibitor etki gisterme-

diler,
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10 karbonlu doymus bir yag asidi olan kaprik asit sodyum tuzu
nalinde kullanildl ve kobay lensi G6PD si igin inhibitdr oldugu
gbzlendi, Tablo IV belirtilen kogullarda ug inhibitér steroit ve.

sodyum kaprata ait Ei degerlerini vermektedir.

: Inhibitdr | Deney ~

Inhibitor Xi ¥ standart sapma
' Derisgimi ; sayisa

. i ' - =Lt
Dehidroandrosteron 100" M 12 (1,70 ¥ 0,04) 10 M
3/3-0H-5 A ~androstan | 2x1070H 12 (2,13 3 0,07) 10~°u
l?-_-OIl
Pregnenolon 1077 X 12 (7,40 T 0,34) 10™Cy
Sodyum kaprat 1072 ¥ © (2,20 T 0,12) 10™7u

TABLO IV~ G6FPD'in son iirin inhibitérlerinin Ki degerleri:
(G6P) dciigken; (NADP)= 4 x 107% m; (Mg**)=1,4 x 1072;

pli= 8,0 ; 25°%C



TARTIGSMA

GGPD bagba insan alyuvarlapy(FF) olmek uzere insan

akyuvarlarl(s),insan plasentasm(l7),rat kasi, yag dokusu ve
karacigericl’aa'az), rat meme bezi(lg;gg) g181r adrenal kor-
teksi(5l),maya(29’57), asetobakter ksilinum(5>-gibi birgok
thirlerin defisik dokularindan kismen saflagtirilmig ve Ozel-
iikleri incelenmigtir,

Tavgan, kobay, sifir, koyun, rdt gibi memelil lensleri-
nin G6PD aktivitesl inceleﬁdiginde en ylkgek aktivite kﬁbayda

)

vulunmugtur.
ﬁormal'Ve kataraktli insan lensi ile Zinkham (19561);
Freidburg ve Meyer (1968) galigmalar yapmislardir. Bu aragtir-
macilar kataraktli insan lensinde GAEPD aktivitesinin azaldifind
bupun yaglanma ile azalan protein gazﬁnﬁrlﬁgﬁné bagli oldugunu
ileri sﬁrmﬁsler¢ir.(6).l964 de Kinoshita(lo); 1966 da Westring

ve Pisciotta tarafindan insanlardan kalitsal kataraktda alyu-

(33)

var G6PD sktivitesinin de azaldigi gdsterilmigtir,
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1966 da Hockwin ve arkadaglari sigir lensinde karbon-

hidrat metabolizmasi ile ilgili 8 ayri enzimin aktivitelerini

olemis ve yaglanmis lenslerde butilin dehidrogenazlarin azaldi-
gini géstermiglerdir.(s)ﬁynl arastirmacilarin 1968 de yaptik-
lar: bir ¢aligmada ¢Ozinebilir protein miktari ile birlikté
G6PD nin de azald1rg bulunmustur.(g)

Pentoz fosfat metabelik yolunu kontrol eden G6PD enzimie
nin lens metabolizmagl ve katarakt olugumunda da Onemli bir roli
olduguﬁdan bizim galigmamizda kobay lensinden ileri bir saflas-
tirmasi yapildi ve bazl Ozellikleri incelendi.

Bu ¢aligmada loensler bekletilmedi. Lensler beklenmekle
~20°C de 4 ay, +4°C de 10 gin siire ile G6PD aktivitesini koru-
yordu. Ancék bekletilmig lenslerden elde edilen 11.0C0 g.stiper-
natan: DEAE selilloz kolonundan eliie olurken 200 ml.lik genisg
bir arallkta (2 x 1071y - 7 x 107! ¥ tuz gradieni) G6FPD akti-
vitesi gérﬁlﬁyordu..Enzimin alt yapisindan ileri geldigini
sandlglmlz bu durum saflagmayi engelliyor ve enzimin derigimini
azaltiyordu,. |

Yeni ¢ikaralmig lenslerle galigildagginda eliisyon 25 .

-1

30 ml.lik bir aralikta tamamlandi (5 x 107~ M KF0, derigiminde)

biitin G6PD tek ve keskin bir zirve halinde elde edildi (Sekil 1)
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Bulgular kaisminda deginildigi gibi GO6PD aktivitesinin
.korunmaél igin enzim saflagtirmasinda kullanilan bitiin ¢ézelti=
lere son derisimi 2 x 107  olacak cekilde NADP ve 10”2 ¥ EDTA
pH= 7,0 kat1ldi., Daha diigiik NADP derisimlerinde G6PD aktivitesi
korunamiyordu.

lMe . Charlton ve arkadaglarlnln(6) koyun lensi G6PD'sinin
saflagtirmasinda kullandiklari merkapto etanoi bu ¢aligmada
kullanilmadi., Glnki aktivitenin yaygimlasmasini Onlemiyordu.

Robay lensi G6PD'si belirtilen yontemlerle saflagtirilda,
Son agamada eldc edilen enzimin spesifik aktivitesi 11,66 IU/ﬁg.
idi. Bu deger koyun lensinden saflagtirilan G6FD ig¢in 0,146 IU/mg(G)

insan alyuvarlarindan kristallendirilen GOPD igin 750 air. (3%

GEPD saflastirmusinda eskiden beri anyon defigtirici
reginelerden ygrarlanm@mlstlr.(6’25’52) Bu caligmada DEAE ve
ECTEOLA seliilozlar arka arkaya kullanilmakla daha ileri ve yﬁksek
verimli bir saflagma saglandi.

Cok kullanilan enzim saflastirma yontemlerinden biri
olan amonyum sﬁlfat.gbktﬁrmesi verimi dligtiflinden kullanilmada.

Sefadeks G~200 filtrasyonu daha yiksek bir verim alin-
digr igin anyon degigtiricilerden sonra kullanildi.

GE6PD'yi oncelikle 6PGD'den aritmak gerekti. Bilindifi

gibi 6PGD enzimi:
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6 T0SFoZlukonab+NADP w—me Ribililoz-5-fosfat+NADPH+H"

tepkimesine gore WADP yi reditkler. GEPD aktivitesi 340
milimikrondaki absorbans degfisikligini Slgerek tayin edildi-
ginden 6PGD varliginda bulunan akfivite valniz GO6FD ye degil,
hef iki dehidrogenaza birden ait olur. Tablo 3 de gdrildlgu
gibi GEFD yi 6PGD den tam arltaﬁ yontemler anyon degistirici
kromatografiler oldugundan saflagtirmaya bunlarla baglanda,

DiAE seliiloz, ECTEOLA selliloz,sefadeks G-200 sirasi
G6PD nin en yiksek verimle en saf olarak elde edilmesine yara-
dlél igin ,tercih edildi.

Saflagtirmanin son agamasinda elde edilen enzim 1&.006 Se
siipernatanina gdre 686 kers gaftir ve bagslangighan beri verim
5,37 % dir.

Saflagtirilmig GEPD nin seliiloz asetat elektroforezi.
yopildi.gekil 4 de gdrildligi gibi bu niimune oldukga saf ve
-kinetik galigmalar ig¢in uygundur.

Saflagtirilmis kobay lensi GO6PD sinin sefadeks G-200
filtrasyonu ile molekil agarligr 150,000 % 5000 bulundu.
(8ekil 5)

Y8ntemler kasminda belirtilen tamponlarla pH'nin enzim

kataliz hizina etkisi incelendiginde kataliz hizinin pH= 8,0 de
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en yiksek oldugu bulundu.Bu defer insan alyuvarl(aq),rat,‘kara-

oigeri{®132) yovun lensi(®) gibi birgok dokulardan elde edilen
G6Pb icin bulunan pH degerinin aynidar. (Sekil 8). pH } 9,5 iken
ortama konan MgClz, Mg(dH)2 olarak ¢oktliglinden O0l¢me yapilamada.

2

Fnzimin kataliz hizi 1,2 x 1072 ¥ - 2,5 x 107° M UgCl,

varliginds en yiksektir,bu deferlerin diginda hizla diiger.(Seki 9)

Ca++, Ba®t" ve Fet? Mg++

yerine gegtiklerinden bu iki deger-
1ikli katyonlarin verlifi kataliz hizaini azaltti,
8aflagtairilmis kobay lensi G6FPD'sinin pH= 8,0 ve 1,4x10'2M

Mg** varliganda K degerleri:

G6P igin Ky =(32,6 T 0,2) 107° u
NADP igin Ky =(12,5 F 0,1) 107° & olarak saptandi.(gekil 6 ve?)
Bu degerler koyun lensi G6FD si ig¢in bulunan Ky lerin
aynldlr.(6) Tablo V'de deZisik memeli dokulari ve mikroorganiz-
malardan saflagtirilan GO6PD lerin K, degerleri gorulmektedir,
1935 de Theore11(25> ve 1955 de Glaser ve arkadaglar1(7)

fosfatin insan alyuvar G6PD sinin inhibe ettigini belirtmiglerse

2 1

de bizim ¢aligmamizda 107° M ¢ 8 x 107" M arasinda KPO, inhibitdr
etki gdstermedi., Saflagtirmayi KPO, tamponu yerine ayni molarite
ve pH'da Tris tamponu ile yaptigimizda GEFD aktivitesi bakimindan

bir fark gorilmedi,
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~ G6P igin | NADP igin
G6FD 6 . -
| Ky (107°M)  Ky(1077M)
Insan alyuvarlari ‘ 50 - 78 12,9 -« 4,4
‘ 8,1
insan akyuvarlari 16 !
Sigrr adrenal korteksi 42 I 5,6
i
Rat yag dokusu 35 1,7
i
. Rat kasa 34 L2,
!
. Rat karacigeri 48 1,1
aya 35 2,8
| Asetobakber kesilinum 2500 {40
Toyun lensi ! 32 ! 12

Tablo V

Gegitli tlirlerden saflagtirilan GO6PD'lerin Kj deferleri

1960 da Biack ve arkadaglari kortikosterocld tedavisi
sirasinda katarakt olusumunun hizlandifaini belirtmigler ve.
deneysel katearakt denemeleri yapmlalardlr.(26) 1971 de M.
Charlton ve g?kadaslarl ise yiiksek derigimde prednisolon disod-

yum  fosfat ve ,5-metazon disodyum fosfatin koyun lensi GGPD si
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igin inhibitér olduBunu gﬁstermigtir.(6) Kobay lensi G6FD Si

ise 30 mM derigimde bile bu kortikosteroitlerle inhibe olmada.
Gene 1971 de Charlton ve arkadaglarinin iﬁhibitdr olarak belirt-
tigi pilokarpin ve fosfolin iodid 25 mM derigime kadar inhibitor
etkisi géétermediler.

1970 de R. Raineri ve arkadaglari rat meme bezinden(az)

197% de Richard W. Geisler rat karaciffer, kas ve yag dokusundan(25)
gene 1973 de Benziman ve arkadaglari asetobakter kgilinumdan (3)
saflagtirdiklari GEFD'lerin siibstrat olarak hem NADF hem NAD yi
kullanabildigini belirtmiglerdir. Kobay lensi GOPD si ise NADP
yve tam dzglil olup NAD yi indirgemcdi.

G6¥D nin steroitlerle inhibe oldugu ilk kez 1960 da Marks
ve Banks tarafindan gézlenmigtir.(le) Ayni aragtirmacilar daha
sonraki caligmalarinda maya GEPD sinin steroitlerle inhibe olma-
digini, bu Szellifin memeli enzimine ait oldugunu ag¢ikladilar,

Hemeli G6PD'sinin steroitlerle inhibisyonu 1961 ve 1963
de Levy ve arkadaglar1(12’15) 1970 de R. Raineri ve arkadaglara
tarafindan incelenmistir.(22) Raineri kullandagi 18 steroidin
yapisi ile inhibisyon giici arasinda bir baglanta kurmus 17 veya
20, karbonda bir keto grubu bulunmasinin inhibisyon i¢in gerekli
oldugunu ve steroidin yapisi diizlemsel (planar) oldukga iﬁhibisu

yon giiciinin arttigini belirtmiskir. Bu yapiya en uygun bilegik
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5x -—androgtan~l1l7/-on'dur, Gene bu aragtiriciya gore enzim lizerinde
hidrofobik bir cep vardar,bu cep steroit baglama bdlgesi olarak
ig garﬁr.(ge)

Bizim galigmamizda inhibitdr olarak kullanilan 3 steroit
arasinda 3 ~hidroksi-5 ~androstan-l7-on un kuvvetli bir G&PD
inhibitorii oldugu saptandi,Bu bulgu R, Raineri'nin sonuglari
ile bagdagmaktadlr.

1960 da Marks ve Banks tarafindan dehidroandrosteron'un
insan alyuvar GGPD sinin glg¢li bir inhibitdr oldufunu bildirmig
ancak inbhibisycen kinetikleri ve Ki degerleri Qallgllmamlgtlr.(le)

Bizim ¢alismomizda da dehidro androsteron kobay lensi
GO6FD sini . inhive etti ve Ki= 1,70 + 0,04 I bulundu. Kullanilan
diger iki stéroidin ¥i degerleri ise Raineri'nin rat meme bezi

igin buldugu Ki lerle kargilastirmali olarak agagida verilmistir.

A B
ki (10™Cm) Ki (107 m)
3/3—hidroksiﬁB¢{~androstan-17-on 32,56 2,13 ¥ 0,07
Pregnenolon - 5,70 7,40 T 0,34

A: Rat meme bezi GEPD'si

B: Kobay lensi G6PD'si
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GOriildiixi gibl bizinm buldugumuz Ki'ler rat meme bezi igin
bildirilenlerden g¢ok farklidir, Bunun tiir ve doku farkindan ileri
geldigi kanisindayiz. Buna gdre G6PD tiplerinin ayrilmasinda K

degerlerinden bagka Ki degerlerinden de yararlanilabilir,
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G6PD enzimin kobay lensinden elde edilerek DEAE selliloz
ECTEOLA seliiloz iyon degigtiricileri .ve sefadeks G-200 filtras-
yonu araciligil ile saflagtirildaktan sonra seliiloz asetat elektro-
forezi ile saflik derscegsi tesbit edildi.

Sefadeks G200 Tiltrasyonu ile molekiil agirligr 150,000%5000
bulundu.

Enzimin her iki slibstratina ait Ky degerleriy kataliz
hizina iyonlarin,pli'nin ve inhibitorlerin etkileri incelendi.

Diger tlir ve dokulardan ¢lde edilen G&PD ler ic¢in bilinen inhi-
bitﬁrier kobay lensi enzimi i¢in de denendi ve inhibisyon glct

i degeri olarak sapbtandi.

Not: Bu calismada kullanilan slibstrat ve inhibitorleri hediye
olarak gtnderen Bilim Dalimizain Kurucusu, deferli hocamiz

Prof.Dr. Pinar Ozand'a tesekkiiri gbrev biliriz.



G16P:
GEPD:
KPQ, 3
M

mif ¢
NAD3;
NADP:
NADPH:
OuDes
6PG:

6PGD:

KISATLTMATAR LISTESI

Sifir serum albumini

Etilen diamin tetraasetik asit
Glikoz

Glikoz~-1-fosfat

Glikoz 6~fosfat

- Glikoz-l,6-di-fosfat

Glikoz 6 fosfat dehidrogenaz

Potagyun fogsfat tamponu

Molar

Milimolar

Nikotinamid ﬁdenin dintiklectid

Nikotinamid adenin diniikleotid fosfat

Indirgenmis nikotinamid adenin dintklectid fosfat
6ptik dansite.

6-fosfo glukonat

6-~foefoglukonat dehidrogenaz
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