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OZET

Sengezer, C. Glukoz-6-fosfat dehidrogenazin koyun beyninden saflastiriimasi ve
baz dzelliklerinin saptanmasi. Hacettepe Universitesi Saghk Bilimleri Enstitiisii
Biyokimya Program Yiiksek Lisans Tezi, Ankara 2010. Koyun beyin korteksi
glukoz-6-fosfat dehidrogenazi (D-glukoz-6-fosfat: NADP™ oksidorediiktaz, E.C. 1. 1.
1. 49) 2°, 5°-ADP Sepharose 4B afinite ve DEAE Sepharose Fast Flow iyon
degistirici kromatografisi kullanilarak % 68.33 verimle 9439.61 kez saflastirildi.
Enzimin molekiil agirligi, Sephadex G-200 jel elemesi yontemiyle 64.5 kDa olarak
saptandi. SDS poliakrilamid slab jel elektroforezi yontemi kullanmildiginda 61.2
kDa’lik bir tek band elde edildi. Arrhenius esitliginden, enzimin aktivasyon entalpisi
(AH) 6.026 kcal/mol, aktivasyon enerjisi (Ea) 6.689 kcal/mol, sicaklik artma faktorii
Q1o ise 1.442 olarak saptandi. Enzimin degisik pH’larda hizlar1 6l¢iildiiglinde pH
8.0’de maksimum aktivite gosterdigi bulundu. Enzimin kinetik mekanizmasinin
“Ordered Bi Bi”’ye uydugu belirlenerek, Kmpnapp™ Ve Kmggp sirastyla 0.0128 = 0.001
mM, 0.11978 £+ 0.010 mM olarak saptandi. Enzimi, NADPH’nin NADP" ile
kompetetif tipte, G6P ile kompetetif tipte; 6-PGA’nin de NADP" ile nonkompetetif
tipte, G6P ile kompetetif olarak inhibe ettigi ve Ki’lerinin sirastyla 0.024 + 0.008
mM, 0.042 + 0.002 mM ve 1.96 £ 0.001 mM, 3.579 + 0.024 mM oldugu saptandi.
Ayrica, koyun beyin korteksi glukoz-6-fosfat dehidrogenazinin Cd*?, Hg*?, Pb gibi
agir metal iyonlarindan ve Zn*?, Cu*?, Ni*? gibi metal iyonlarindan nasil etkilendigi
arastirildi. Son olarak, Rosmarinik Asit, Imatinib ve Kolsisin gibi ila¢ etken

maddelerinin enzimi nasil etkiledigi de arastirildi.
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ABSTRACT

Sengezer, C. Purification and characterization of glucose-6-phosphate
dehydrogenase from sheep brain. Hacettepe University Institute of Health
Sciences, Master of Science Thesis in Biochemistry, Ankara 2010. Glucose-6-
phosphate dehydrogenase (E.C. 1. 1. 1. 49., D-glucose-6-phosphate: NADP®
oxidoreductase) was purified from sheep brain cortex, using 2’, 5’-ADP Sepharose
4B affinity and DEAE Sepharose Fast Flow ion-exchange chromatography with an
overall yield 68.33 % and about 9439.61 fold. The molecular weight of the enzyme
was found to be 64.5 kDa by Sephadex G-200 gel filtration chromatography. The
purified enzyme gave a single band on SDS polyacrylamide slab gel electrophoresis
which corresponded to a molecular weight of 61.2 kDa. From Arrhenius plot; Ea, AH
and Q1o were found to be 6.689 kcal/mole, 6.026 kcal/mole and 1.442, respectively.
The enzyme was assayed at different pH and found to be the most active at pH 8.0.
The enzyme displayed “Ordered Bi Bi” mechanism; Kmyapp® and Kmgsp Were found
to be 0.0128 + 0.001 mM, 0.120 + 0.010 mM, respectively. The inhibition of G6PD
by NADPH was found to be competitive with respect to NADP*, competitive with
respect to G6P whereas 6-PGA inhibition with respect to NADP* was
noncompetitive, competitive with respect to G6P and Ki values for NADPH and 6-
PGA were 0.024 + 0.008 mM, 0.042 + 0.002 mM and 1.96 + 0.001 mM, 3.579 +
0.024 mM, respectively. In addition, effects of heavy metal ions as Cd*?, Hg*?, Pb
and effects of metal ions Zn*?, Cu*?, Ni* on sheep brain cortex glucose-6-phosphate
dehydrogenase activity were investigated. Finally, effects of some active ingredients
in drugs like Rosmarinic Acid, Imatinib and Colchicine on purified enzyme activity

were investigated also.

Key Words: Glucose-6-phosphate dehydrogenase, sheep brain cortex, purification,

kinetics and inhibition.
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1. GIRIS

Pentoz fosfat yolu (PFY), indirgeyici gii¢ olarak kullanilan ve oksidatif hasara
kars1 korunmada 6nemli olan NADPH’1n ve niikleik asit sentezi igin gerekli olan riboz-

5-fosfat’in sentezlendigi sitozolik bir yoldur (1).

Glukoz-6-fosfat ~ dehidrogenaz ~ (G6PD)  (D-glukoz-6-fosfat;  NADP*
oksidorediiktaz, EC 1. 1. 1. 49) PFY’nin oksidatif bolimiinde yer alan bir enzimdir.
G6PD, glukoz-6-fosfat’in (G6P) oksitlenerek, molekiil i¢i ester olan 6-fosfoglukono-&-
laktona doniisiimiinii katalizler. NADP" elektron alicisidir ve tiim denge NADPH
tiretimi yoniindedir (2, 3). G6PD tarafindan katalizlenen reaksiyon, G6P’m pentoz fosfat
yoluna girisini kontrol eder ve geri doniisiimsiizdiir. G6PD enziminin kontroliinde
NADP*/ NADPH’1n orani1 énemlidir (4). NADP*, G6PD enzimi i¢in oldukca &zgiil bir
koenzimdir. Enzimin katalizledigi reaksiyonun en dnemli {iriini NADPH’ dir. Bu {iriin
hiicrede yag asitlerinin, kolesteroliin, steroidlerin, bazi amino asitlerin sentezi ve
glutatyon’nun (GSH) indirgenmesinde gorev alir. Boylece hiicrede oksidatif strese karsi

savunucu gorev ustlenir (3, 4).

Beyin dokusunda yag asitleri, glukozdan sentez edilir (5). Beyin hiicresi, yiiksek
miktarda lipid igermesi ve oksijen kullamminin g¢ok fazla olmasi nedeniyle, lipid
peroksidasyon hizi en yiiksek olan dokulardan biridir (6-8). Alzheimer, Parkinson ve
Multiple Skleroz gibi ¢esitli hastaliklarda serbest radikallerin artmasina bagli olarak

gelisen lipid peroksidasyonunun énemli rol oynadigi ileri siiriilmektedir (6, 9).

G6PD aktivitesi noron tiplerine gore farkililik gostermekle birlikte, bu
degiskenlik hiicre igerisindeki NADPH bagimli reaksiyonlarin artisina, bu reaksiyonlarin

sayisina ve oksidatif stresin seviyesine paralel olarak degismektedir (10).

Timor hiicrelerinde, niikleik asitlerin sentezi i¢in glukoz kullanilir. Niikleik
asitlerin seker bileseni riboz, PFY veya glikolitik ara tiriinlerden sentezlenir (11). PFY’yi

diizenleyen G6PD enzimi, tiimér hiicrelerinde yiiksek aktivite gosterir (12).



Beyinde olusan birgok

uzaklastirilmasinda G6PD’nin kataliz

serbest

radikal
ledigi tepkimede olusan NADPH kullanilir. Beyin

ve reaktif oksijen tiirlerinin

korteksinde bulunan ndronlarda heterojen bir dagilim gdsteren G6PD enziminin beyin

dokusundan saflastirilarak, yapisal ve

kinetik 6zelliklerinin ortaya ¢ikarilmasi 6nem tasir.
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Sekil 1.1. Pentoz Fosfat Metabolik Yolu.



2. GENEL BILGILER

2.1. Pentoz Fosfat Yolu (PFY):

Pentoz Fosfat Yolu’nun (PFY) mikroorganizmalarda, bitkilerde ve hayvanlarda
bulundugu gosterilmistir (13). PFY * da bulunan enzimler tiim dokularda, ¢ogunlukla
sitozol olmak tizere;, endoplazmik retikulum, peroksizom, kloroplast, lizozom ve
mitokondri gibi gesitli organellerde bulunmaktadir (13-16). PFY, yag asidi ve steroid
sentezinin yogun oldugu bobrek iistii bezi, siit veren meme dokusu, adipoz dokusunda,
adrenal korteks ve karacigerde en yiiksek aktiviteye sahiptir. Ayrica; akciger, beyin,
bobrek, bagirsak mukozasinda da oldukca aktiftir. Yag sentezinin diisiik oldugu kas gibi
dokularda PYF’nin aktivitesi disgiiktiir (17).

PFY, iki 6zgil islevi yerine getiren iki farkli evreden olusur. Birinci evre,
oksidatif ve geri doniisiimsiiz evredir; G6P’y1 pentoz fosfat’a ve CO;’ye ¢evirirken
NADP"’nin NADPH’a indirgenmesini saglar. Ikinci evre, oksidatif olmayan geri
dontisimli evredir; pentoz fosfatlar1 glikolitik ara tirlinlere doniismesini saglar (3).
PFY’deki reaksiyonlarin hizi ve yonii, dongiideki ara tiriinlere olan gereksinime bagli
olarak degisiklik gosterir (4). PFY nin bir diger islevi, DNA ve RNA sentezi i¢in gerekli
olan riboz-5-fosfat’1 saglar. Hizli ¢ogalan tiimor hiicrelerinde PFY’nun hiz1 yiiksektir.
Ayrica, aromatik amino asit ve vitamin sentezinde gerekli eritroz-4-fosfat, bakteri hiicre
duvarinin bir bileseni olan sedoheptuloz-7-fosfat gibi fosforile karbohidratlar da bu

metabolik yol ile sentezlenir (3).

NADPH indirgeyici gli¢ formunda kimyasal enerji tasir ve anabolik tepkimelerde
indirgeyici olarak kullanilir (3).

PFY iki evreden olusur (3) :



1. Oksidasyon evresi:

PFY’nun oksidatif evresi G6P’nin dehidrogenasyonuyla baslar. Reaksiyon G6PD
enzimiyle Katalizlenir ve NADP" indirgenerek NADPH olusturulur. G6PD PFY
oksidatif evresinde yer alan ilk ve hiz-kisitlayici bir enzim olup, G6P’mn 6-

fosfoglukonolaktona

Glukoz-6-fosfat + NADP(P)" —— 6-fosfoglukonolakton + NAD(P)H+H"

donitistimiinii katalizler (3). Bu tepkimede olusan 6-fosfoglukonolakton, hizli ve geri-
doniisiimsiiz olarak 6zgiil bir laktonaz ile 6-fosfoglukonata doniisiir. Takip eden tepkime
ise 6-fosfoglukonat dehidrogenaz (6-PGD) tarafindan katalizlenir (1):

6-fosfoglukonat + NADP® — Ribuloz-5-fosfat + CO, + NADPH+H"

Tepkimelerde kullanilan NADP®, proton ve elektron alicisidir ve sonug olarak iki mol
NADPH sentezlenir. Sentezlenen ketopentoz ribuloz-5-P’in bir kismi fosfopentoz
epimeraz ile ksiloz-5-fosfat’a doniistirken bir kismi da, fosfopentoz izomeraz enzimi ile
bir aldoz izomeri olan riboz-5-fosfat’a dontisiir (Sekil 2.1.). Baz1 dokularda PFY bu

noktada son bulur (3) ve toplam tepkime asagida gosterilmektedir:

Glukoz-6-fosfat + 2NADP* + H,O — Ribuloz-5-fosfat + CO, + 2NADPH+ 2H"
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Sekil 2.1. PFY nin oksidatif boliimii (3).

Bazi dokularda ise PFY bu noktada sonlanmaz ve oksidatif olmayan tepkimelerde seker

fosfatlar sentezlenir (3).

2.) Oksidatif Olmayan Evre:

Oksidatif olmayan evrede 3, 4, 5, 6 ve 7 karbonlu seker fosfatlar sentezlenir.
PFY’nin bu evresinde oksidatif faz ile olusan ribuloz-5-fosfat, riboz-5-fosfat izomeraz
enzimi ile riboz-5-fosfat’a izomerize olur. Ayni1 zamanda ribuloz-5-fosfat epimeraz
enzimiyle de ksiluloz—5-fosfat’a geri doniistimlii olarak epimerize olur. Riboz-5-fosfat,
niikleotidlerin ve niikleik asitlerin icerigine katilir (3). PFY’de oksidatif evrenin
aktivitesi her zaman oksidatif olmayan evrenin aktivitesinden daha yiiksektir. Ciinkii
NADPH’a duyulan gereksinim, riboz fosfata duyulan gereksinimden fazladir (17).
Oksidatif olmayan kademedeki tepkimeler tersinirdir. Bu sayede heksoz fosfatlar ve
pentoz fosfatlar birbirine doniistiiriiliir. Bdylece canlilar, NADPH ve pentoz
gereksinimlerini karsilamig olur ve PFY tepkimeleriyle glikoliz ara bilesikleri de

sentezlenmis olur (Sekil 2.2.).
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Sekil 2.2. PFY ’nin oksidatif olmayan bolimii (3).

2.2. Tarihge

PFY’nin ilk basamagmi katalizleyen, hiz-kisitlayici 6zellikteki G6PD, 1931
yilinda ilk Once at eritrositlerinde daha sonra memeli eritrositlerinde ve bira mayasinda
gosterilmistir. Bu g¢alismada enzim “Zwischenferment” olarak isimlendirmistir (13).
G6PD eksikligi 1950’11 yillarin basinda sitma ilact olan primakin alimindan sonra
hemolitik kriz geciren hasta grubunda tanimlanmistir. G6PD eksikligi, kesfinden sonraki
ilk 10 yilda daha ¢ok klinik olarak incelenmis, daha sonraki yillarda ise enzimin ¢esitli
varyantlar1 aragtirilmaya baslanmistir (18). Enzim saf olarak ilk kez 1960°11 yillarda bira
mayasindan Noltmann, Glibler ve Kuby tarafindan; sigir meme bezinden, Julian, Wolfe
ve Reithel tarafindan kristal formda elde edilmistir (19, 20). McKerns ve Kaleita, Marks
ve Banks ise steroid hormonlarm G6PD enzimi {izerinde in vitro etkilerini
gostermislerdir (20). Enzimin en yliksek saflik derecesinde saflastiriimasi 1966 yilinda
Yoshida tarafindan yapilmistir (21). Bu ¢alismalarin ardindan ¢esitli bitki, hayvan ve



mikroorganizmalardan bu enzimin saflastirilmas: ve kinetikleri {lizerine caligmalar
baglatilmigtir. Degisik canlilardan elde edilen G6PD’lar ile ilgili bilgiler toplu olarak
Tablo 2.1.’de verilmistir.

Tablo 2.1. Cesitli kaynaklardan saflagtirilan G6PD’lerin 6zgiil aktiviteleri ve saflagtirma
oranlar1.

Yillar Canl ve Doku Ozgiil Saflasghrma | Kaynak
Aktivite Oram
1955 | L.mesenteroides 16.5 10 22
1966 | insan Eritrositi 730 258000 21
1972 | Penicillium 66 34 23
1973 | C. utilis 510 1300 24
1974 | Rat meme bezi 104 18 25
1984 | Maya 370 2308 26
1985 | B. stearothermophilus 100 3177 2
1996 | Rat Beyini 428 12969 27
1999 | Sigir Lensi 2.64 19700 28
2001 | Tavsan Beyini 227 4053 29
2002 | Kopek Karacigeri 130 2000 30
2003 | Bubalus bubalis Eritrositi 70 650 31
2005 | Kuzu Bobregi 16.81 4202 32
2006 | Koyun Bobregi 27.69 1384 33




2.3. G6PD Enziminin PFY’deki Yeri ve Onemi

2.3.1. Anahtar diizenleyici olarak G6PD

PFY’nin ana diizenleyicisi G6PD’dir. Bu enzim, G6P’nin PFY’ye gecisini
kontrol eder. G6PD aktivitesi; biitiin hiicre tiplerinde ve dokularda, hormonlar, besinler
ya da oksidatif stres gibi dis uyaric1 faktorlere bagl olarak degisir. Bununla birlikte
beyin G6PD’si i¢in, bu faktorlere bagli enzim diizenlemelerine iliskin smirl bilgi
mevcuttur (34). G6PD aktivitesi, substratlart G6P ve NADP* ve NADPH’ nin hiicresel
derigimiyle kontrol edilir. NADPH, beyin G6PD’nin etkili bir kompetetif inhibitoriidiir.
NADPH’m Ki degeri NADP*’nin Km degerinden daha diisiiktiir. Bu nedenle sitozolik
NADP*/NADPH oran1 G6PD araciligryla metabolitlerin PFY’ye akisin1 belirler (27).
PFY normal kosullarda, beyindeki toplam G6P tiiketiminin yalniz bir kismindan
sorumludur (34). PFY, beyin hiicrelerinde nitrik oksit (NO) ve nitrosatif stresten
etkilenir (35).

2.3.2. Pentoz Fosfat Yolunun Aktivasyonu

Hiicredeki NADPH’mm oksidasyonu, es zamanli olarak G6PD inhibitorii olan
NADPH’1 azaltr ve NADP"*1 hiicresel konsantrasyonunu artirarak G6PD aktivitesinde
artisa neden olur. G6PD aktivitesindeki artis, PFY’nin aktivasyonuna neden olur.
NADPH’1 kimyasal olarak oksitleyebilen fenazin metasiilfatin (PMS) beyin dokusunda
in vivo (36), beyin Kkesitlerini in vitro olarak (37) aktive ettigi saptanmis. Diger
arastiricilar tarafindan PMS ile yapilan ¢alismalarda sinaptozomda da PFY’lunu aktive

ettigi belirtilmistir (38).



2.3.3. Oksidatif Stres ve NADPH’mn Onemi

Insanlarda reaktif oksijen tiirevleri (ROT); aterom, astim, eklem hastahiklari,
yaslanma ve kanser gibi ¢esitli nedenlere ile olusur (39). ROT lar1 niikleik asitler, lipitler
ve proteinler ile tepkimeye girerek yap1 ve fonksiyon kayiplarma ugramasma yol agar
(40). Oksidatif ajanlardan kaynaklanan hidrojen peroksit (H20,), siiperoksit anyonu (O3)
ve serbest hidroksil radikalleri (OH") hiicre i¢in son derece toksiktir (41). Oksijenli
solunum metabolizmasi esnasinda, peroksitler ve oksijen radikalleri gibi ROT’lar,
memeli hiicrelerinde solunum zinciri tiriinleri ile siirekli olarak tiretilir (42).

PFY ’nin oksidatif kism1 geri-doniisiimsiiz iki reaksiyonda olusan rediikte NADPH’lar;

e Okside glutatyonun (GSSG) indirgenmesinde,

e DNA, RNA ve niikleotid koenzimlerin sentezi sirasinda riboniikleotidlerin
deoksiriboniikleotidlere doniistiiriilmesinde,

e Norotransmitter sentezinde [nitrik oksit (NO)],

e Yag asitlerinin biyosentezi ve zincir uzatma reaksiyonlarinda,

o Kolesterol sentezinde,

e Steroidlerin biyosentezinde,

e Bazi aromatik amino asitlerin biyosentezinde,

e Peroksitlerin, ilaglarin ve ksenobiyotiklerin detoksifikasyonunda,
e Methemoglobinin hemoglobine doniisiimiinde,

e Glukuronik asit yolunda,

e L-askorbik asit sentezinde,

e Hiicre zarmin biitiinliigiiniin korunmasinda kullanilir (1, 3, 4, 43).
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2. 4. G6PD Varyantlan

G6PD’nin yapismni olusturan gen X kromozomunun 28 lokusunda yerlesmistir.
G6PD geni 13 eksondan ve 12 introndan olusur (44). Genin tam sekans analizi, 1991

yilinda Chen ve dig. (45) tarafindan yapilip tanimlanmuistir.

Mutant genler, normal enzim yerine varyant enzim sentezlerler. Diinyada
400’den fazla anormal varyant saptanmis ve bu anormal varyantlarmm Ozellikleri
tanimlanmigtir (46). Normal aktivite gdsteren enzim G6PDB+’dir. En ¢ok rastlanilan
varyantlar G6PDA, G6PDA" ve Akdeniz (Mediterranean) varyantlardir (47). DNA
diizeyinde meydana gelen c¢esitli nokta mutasyonlar cogunlukla enzimin substrat
baglanma bolgesinde yer alan aminoasitleri etkiler ve enzimin aktivite gostermesi i¢in
gereken protein katlanmalarina ve dimerizasyonuna engel olur (48).

G6PD varyantlari, enzim aktivitesi ve neden olduklar1 hastaliklara gore 5 sinifa

ayrilir (49):
1. Kalitsal non-sferositik hemolitik anemiye neden olan varyantlar
2. Hemolitik aneminin goriilmedigi varyantlar
3. Enzim aktivitesinde hafif derecede diislis gosteren varyantlar
4. Enzim eksikligi goriilmeyen varyantlar

5. Enzim aktivitesi yiiksek olan varyantlar
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2.5. G6PD’nin Klinik Onemi

G6PD eksikligi diinyada en yaygin olarak goriilen enzim hastaligidir ve 400
milyondan fazla sayida insani etkilemektedir (50). G6PD eksikligi 1956 yilinda
bulunmustur. G6PD eksikliginin en Onemli belirtileri neonatal sarilik, favizm ve

hemolitik anemidir. Siddetli eksikliginde ise kronik non-sferositik anemi goriiliir (49).

G6PD eksikligine sahip olan insanlarin hemen hemen tamaminda klinik anlamda
belirti goriilmez. Bu bireyler oksidatif strese maruz kaldiklarinda veya bazi ilaglar
kullandiklarinda semptomlar agiga ¢ikar. G6PD eksikliginin, bu enzimin varyantlarini

tagtyan bireylerin yasam siireleri lizerine etkisi yoktur (51).

Taze bakla basta olmak lizere, kurutulmus veya dondurulmus bakla yedikten 24
saat sonra hemoglobiniiri seklinde kendini gosteren Akut Hemolitik Anemi (AHA)
olgusuna “favizm” denir (52). Bu kisilerde G6PD aktivitesi diistiktiir. GOPD aktivitesi
diisiik olan kisiler yeteri kadar NADPH sentezleyemedikleri icin oksidatif strese karsi
olduk¢a dayaniksizdirlar. Bu nedenle diyetle bakla alan kisilerde, baklanin yapisinda
bulunan divicine ve izouramil gibi oksidan bilesikler, hiicrelerdeki indirgenmis
glutatyonu (GSH) tiiketir ve akut hemolitik anemiye neden olur. Aslinda divicine ve
izouramil baklanin yapisinda yoktur. Baklanin yapisinda inaktif B-glikozidleri olan
vicine ve convicine vardir. Bu bilesikler B-glikozidaz enzimi tarafindan pargalandiginda
aktif divicine ve izouramil agiga cikar (53, 54). Bu bilesikler redoks sikliisuna girip
rediikte glutatyonu tiiketir, bu sayede serbest radikal ve H,O, olusumuna yol agarlar.
G6PD enzim eksikliginde yeterli miktarda NADPH yapilamaz ve GSSG, GSH haline
donemediginden, hiicre ROT’lara maruz kalir. Bunun sonucunda hemoglobinin hem
yapisinin i¢ kisminda aminoasit yer degisimlerine neden olur. Aminoasit yer degisimleri
ise hemoglobinin ikincil ve tersiyer yapisii degistirerek Heinz cisimcikleri halinde
¢Okmesine sebep olur. Heinz cisimcikleri eritrosit membranma yapisarak hemolize
neden olur (54, 55).
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G6PD eksikligi olan kisiler bazi ilaglar1 kullandiklarinda hemoliz meydana gelir.
Ilag kullanimma bagli olarak olusan belirtiler favizmdekine benzerdir. Hemolizi

gerceklestiren ilaglarin (Tablo 2.2.) temel 6zelligi oksidan ajan olmalaridir (56).

Tablo 2.2. G6PD eksikligi olan kisilerde alinmamasi gereken ila¢ ve kimyasallar (53).

Asetanilid Sulfasetamid
Furazolidon (Furoxone) Sulfametoksazol
Metilen Mawisi Sulfanilamid
Walidiksik asit (NegGram ) Sulfapiridin
Waftalen Tivazolsulfan
Wiridazol Toludin Mavisi
Izobiitl nitrat Trinitrotoluen (TNT)
Witrofurantoin (Furadantin’} Urat oksidaz
Fenarzopiridin (Piridium} Fenilhidrazin
Primakin

Neonatal sarilik, yasami ve saghgi en c¢ok tehdit eden G6PD enzimopati
sonuglarindan biridir ve tedavi edilmediginde Ozellikle bebeklerde bilirubin
ensefalopatisine (kernikterus) neden olabilir. Bu ciddi saglik sorunlari, erken donemde
fototerapi ile 6nlenmektedir. Siklikla Akdeniz ve Asya’da goriilmektedir (52, 57).

G6PD enziminin siddetli eksikliginde kronik non-sferositik hemolitik anemi
meydana gelir. Insan G6PD geninde 130°dan fazla mutasyon tanimlanmis ve 80’den
fazla varyant ise kronik non-sferositik anemi ile iligskilendirilmistir. Kronik hemoliz,
genelde hafif veya orta siddette ortaya cikar. Ancak seyrek rastlanan bazi G6PD
varyantlarinda, siirekli kan transflizyonu gerektirecek kadar siddetli olabilen hemolitik
krizler goriilmektedir. Mutasyonlar, korunmus aminoasitlerin degisimi ile sonuclanir.
Kronik non-sferositik anemiye neden olan G6PD varyantlarindaki mutasyonlarin biiyiik
bir kismi, enzimin substrat baglama bolgesinde bulunur. Bu mutasyonlara sahip

eritrositlerde kiiresel yap1 bozulur, anemi ve bilirubin degerleri artar (51).
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Afrika’da G6PD-A" varyant1 yaygin olarak goriilir. Bu alelleri tastyan
heterozigot bayanlar ve hemizigot erkeklerde, P. falciparum sitmasina karsi korudugu
ileri stiriilmiistiir (49). G6PD eksikliginin oldugu eritrositlerdeki sitma parazitinin

gelisiminin normal eritrositlerden daha yavas oldugu saptanmistir (52).

2.5.1. Enzim Eksikliginin Diger Etkileri

Oksidatif stresin artmas1 ayni zamanda NO sentezinin veya salinimmin azalmasi
sonucunda olusan hipertansiyon, diabetes mellitus ve ateroskleroz gibi patolojik
durumlarin ortaya ¢ikmast G6PD enzim eksikliginden kaynaklanir. Poliol metabolik

yolunda, G6PD eksikligi ise hiperglisemiye yol agar (58).

Enzim eksikligi olan bireylerde bakteriyel ve viral enfeksiyonlarin 6rnegin;
hepatit A ve hepatit E’nin yol actig1 oksidatif metabolitlerin hemolize neden oldugu
belirtilmistir (59).

Alzheimer hastalarinin temporal korteks kisminda lipit peroksidayonundaki
artigla paralel olarak G6PD aktivitesinde de artis gozlemlenirken, ayni kisilerin
hipokampus bolgelerinde G6PD aktivitesinde bir diisiis gozlemlenmistir. Alzheimer
hastalarinin ~ hipokampus  ve serebellumlarinda  artis  gosteren G6PD
immiinoreaktivitesinin ve tiim beyin dokularinda gozlenen yiiksek G6PD aktivitesinin,
antioksidan savunmada gerekli olan NADPH ihtiyacinin dengelenmesi i¢in gerekli
oldugu diistiniilmektedir (60, 61).

G6PD’nin 6nemli bir gorevi de, 6zellikle ¢cogalan hiicrelerde niikleik asitlerin
yapisina giren ribozu ve deoksiribozu saglamaktir (62). Roth ve dig. (63), G6PD
eksikligi goriilen alyuvarlarda, PFY aktivitesinde goriilebilecek bir azalmaya baglh
olarak, niikleotid tiretiminde Kilit metabolit olan riboz ya da riboz tiirevlerinin metabolik

yolda hasarli iiretimiyle sonuglanabildigini gosterdiler (63).
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2.6. G6PD Aktivitesinin Diizenlenmesi

G6PD aktivitesinin diizenlenmesi; NADPH konsantrasyonu, diyet ve hormonal
faktorlere bagli olarak gerceklesir (34). Insulin ve glukokortikoidler G6PD
regulasyonuyla iligkili hormonlardir; ayrica tiroid gibi diger hormonlar da G6PD
salmimmi uyarir. Substrat seviyesindeki kontrol ise [NADP* / NADPH] oranina bagl
olup kisa siirede etki eder (4, 64). Karbonhidrattan zengin beslenme G6PD aktivitesini
arttirirken, poliansatiire yag iceren diyetler G6PD aktivitesini inhibe eder. Glukoz ve
fruktoz hepatik G6PD aktivitesini hormonlardan bagimsiz olarak yiikseltir (65). G6PD
regiilasyonunda aglik ve tokluk durumlarinda insiilin ve glukagon rol oynar. Tiroid ve
adrenal bezlerdeki hormonlarda G6PD aktivitesini diizenler. Insiilin ve triiyodotironin
(T3), G6PD aktivitesini ve mRNA ekspresyonunu arttirirken, glukagon ise ters etki
gosterir (66). Rat iskelet kasindaki G6PD, notrofik faktorlerce saglanan aksonal
biiyiimeye bagli olarak kontrol edilir (67).

2.7. G6PD ve Hiicresel Biiyiime

G6PD aktivitesindeki degisiklikler hiicre biliyiime hizindaki degisikliklerle
paraleldir. Niikleotid biyosentezi i¢in riboz 5-fosfatin sentezi gereklidir. Hiicrenin redoks
durumunu diizenlenmesinde G6PD rol oynar. G6PD aktivitesinin ¢ogalan nodiiller ve
timorlerde arttigi saptanmustir (68, 69). Serum Epidermal Growth Faktor (EGF) ve
platelet bliyiime faktorii gibi biiyiimeyi uyaran faktorler, fibroblastta ve epitelial hiicre
hatlarinda G6PD aktivitesini ve DNA sentezini arttirir (70, 71). EGF’de oldugu gibi
hepatosit biiyiime faktoriiniin uyarilmas1 da G6PD aktivitesinde ve DNA sentezinde
paralel degisikliklerle sonuglanir (72, 73). G6PD aktivitesinin biiyiime faktorleri
tarafindan diizenlendigi saptanmis; fakat bu diizenlenmenin 6-PGD enzimi i¢in gegerli
olmadig1 saptanmistir. Biiyiime reseptorlerinin (EGF ve PDGF) tirozin kinaz aktivitesi
oldugu i¢in G6PD regiilasyonunda farkli bir kontrol mekanizma ile regiile edildigi

diistiniilmektedir. G-proteinleri enzimin regiilasyonunda gorev almaktadir (70).
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2.8. G6PD’nin Saflastirilmasi

Enzimin saflastirilmasinda ilk yillarda kalsiyum fosfat [Ca3(POs)2] jel
adsorbsiyonu (22), takip eden ¢alismalarda ise DEAE-seliiloz (74), karboksimetil seliiloz
(21), DEAE-Sephadex, CM-Sephadex, Sephadex G-200 kolonlar1 kullanilmistir (75, 76).
Daha sonraki yillarda yapilan ¢alismalarda, yukaridaki yontemlere ilave olarak, jel
filtrasyon kromatografisi, hidroksiapatit kolon kromatografisi, etanol ¢oktiirmesi ile
ultrasantrifiigasyon metodlart uygulanmistir (25, 77). Enzimin saflastiriimasinda
tamponun pH’s1, konsantrasyonu, akis hizi, kolona yiiklenen protein miktari, ligandlarin
gelistirilmesiyle birlikte G6PD enzimi kisa siirede ve daha iyi bir verimle
saflastirilabilmistir (78).

Afinite kromatografisi kolonlarmdan NADP"-Sepharose-4B (79) ve 2°-5’- ADP-
Sepharose 4B (80) kullanilarak enzim c¢ok kisa siirede ve yiiksek aktiviteyle
saflagtirildig: gesitli ¢alismalar ile gosterilmistir. Enzimin afinite kolonundan eliisyonu
ise NADP" ile yapilmaktadir (78). G6PD ayrica, Purwantini ve Daniels (81) tarafindan
Mycobacterium  smegmatis’den;  Fenil-Sepharose,  Fso-eter-bagli  aminohekzil-
Sepharose-4B  afinite kromatografisi ve kuaterner aminoetil-Sephadex kolon
kromatografisi kullanilarak da saflastirilmistir. Cibacron blue F3G-A Sephadex, red
triazine, Procion Yellow He-3G, Matrex gel Orange B, 8-(6-amino hekzil) amino-2’-
fosfoadenozin difosforiboz, 8-(6-amino hekzil) amino-2’, 5’-ADP, 8-(6-amino hekzil)
amino-NADP* ve N6—(6- amino hekzil) amino 2°,5°-ADP gibi ¢esitli afinite
kromatografi materyalleri de G6PD’nin saflastirilmasinda de kullanilmaktadir (26, 58,
82-85). Ayrica rekombinant enzim metal affinite kromatografisi yontemi olan nikel-selat
kolonu kullanilarak saflastirilmistir (86). Askar ve dig. tarafindan yapilan galismada,
enzim LKB 2135-360 TSK G-3000 SW jel filtrasyon kolonu kullanilarak ‘HPLC’
yiiksek performans sivi kromatografisi yapilmustir (27).
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2.9. G6PD’nin Yapisal Ozellikleri

G6PD monomeri yaklagik 515 amino asitten olusur. enzimin altbirim molekiil
agirliklar tiirlere ve saflastirildigr dokuya gore degisiklik gostermekle birlikte molekiil
agirhigi, mikrobiyal tiirlerde 50 — 60 kDa, memeli tiirlerde 58 — 67 kDa arasinda
degisiklik gosterir (13).

G6PD, ortam pH’s1 iyonik kuvvet ve protein derisimlerine bagh olarak ¢esitli
oligomerik formlarda bulunur (21). Cohen ve Rosemeyer (87) G6PD monomerlerinin,
dimer ve tetramer olusturdugunu ileri siirmiis, bu doniisiimleri etkileyen faktorleri
NADP", seyrelme, iyonik kuvvet ve pH olarak belirtmistir. pH 6’in altinda tetramer, pH
8’in lizerinde ise dimer formu baskin oldugu ileri siiriilmiistir (21). Enzim genellikle
aktif olarak dimer yapi1 gosterir. Enzimin dimerik ya da tetramerik formunu sicaklik,
NADP*, NADPH + H* enzim konsantrasyonu gibi cesitli faktorler etkiler. Yiiksek
iyonik kuvvet ve yiiksek pH degerleri enzimin dimer forma doniismesine neden olurken;
diisiik pH, diisiik iyonik kuvvet ve ortamda Mg?*, Mn®* gibi iki degerlikli katyonlarin
bulunmasi durumunda tetramer yapi gozlemlenir (13). Degisik kaynaklardan saflastirilan
G6PD’lerin monomer, dimer ve tetramer formlarinin molekiil agirliklar1 Tablo 2.3.’de

verilmistir.

Rowland ve dig. (88) tarafindan L. mesenteroides’ten elde edilen G6PD
enziminin dimer yapida oldugu ve monomerlerin bir tane aktif bolge igerdigi
belirtilmistir. 1996 yilinda sigir lensinden saflastirilan G6PD enziminin aktif yapisinin
monomerik oldugu gosterilmis (28); 1999 - 2000 yillarinda ise insandan saflastirilan bu
enzimin tetramer yapida oldugu gosterilmistir (89).

L. mesenteroides’den ve insandan elde edilen G6PD enziminin yapilar1 benzer
olup, her monomerde bir koenzim baglama bdlgesi ve bir substrat baglama bolgesi
bulunur. Dimer arayiiz genis olup 31’1 hidrofobik karakterde toplam 57 amino asit
kalintist igerir. Bu amino asit kalintilar1 bakteri ve insan G6PD yapilar1 arasinda
korunmasa da; arayiiz yapist korunmaktadir. L. mesenteroides G6PD’sinde

bulunmamasma ragmen, insan G6PD’sinin her alt biriminde bulunan yapisal NADP*
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molekiilii, enzimin kararlilhg: igin gereklidir. Ikinci NADP" baglama bdlgesi, enzimin
katalitik aktivitesi i¢in gerekli olan “Koenzim NADP™ molekiiliinin enzimle
etkilesimini saglar. Etkilesimde, NADP" molekiilii enzimdeki diniikleotid baglanma
bolgesinde bulunan 41. aminoasit olan Glisin’e (Glisin-41) ve Aspartik asit-42’ye
baglanir. Yapisal NADP" molekiiliiniin adenini, Tirozin-503 ve Arginin-487 arasinda;
nikotinamid molekiilii ise Triptofan-509 ile Tirozin-401 arasinda enzime baglanir. Bu
Yapisal NADP" molekiiliiniin 2'-fosfat grubu Arginin-487, Arginin-357, Lizin-238 ve
Lizin-366 ile hidrojen bagi olustururken, Arjinin-393 ve Aspartik Asit-421
nikotinamidin amid grubu ile etkilesimdeyken bisfosfat grubu, Arginin-370 ile etkilesim
halindedir. Aspartik Asit-421 dimer arayiiziin merkezinde bulunmaktadir. Bu
etkilesimler birlikte diisiiniildiigiinde, yapisal NADP*’nin ortamdan ayrilmasi enzimdeki
alt birimlerin yapisal biitiinliigiinii ve konformasyonunu bozacaktir (90). G6PD enzimi
iizerine yapilan gesitli kinetik ¢alismalar ve amino asitlerin kimyasal modifikasyonlari
sonucu lizin (91), arjinin (92), histidin (93) ve sistein (94) amino asitlerinin katalitik
bolgesinde bulundugu gosterilmistir. Yoshida (21) tarafindan yapilan ¢alismada enzimin
tripsin ile sindirimi sonucunda yaklasik 40 peptid agiga ¢cikmis ve bunlarm amino asit
analizi yapilmistir. Buna gore enzimin % 6.22’sinin lizinden, % 7.02’sinin ise arjininden
olustugu saptanmistir. Insan G6PD’sinin 205. pozisyonundaki lizin amino asiti, substrat
baglama bolgesine ¢ok yakin ve katalitik aktivite i¢in gereklidir (91). Sigir adrenal
G6PD’sinde katalitik bolgede yer alan sistein, Koenzim NADP*’nin baglanmasinda
etkilidir (94, 95). Insan G6PD’sinde lizin ise hem NADP® hem de G6P baglama
bolgesinde yer alir (96). Histidin-240 G6P’nin birinci karbonunun hidroksil grubuyla
proton aligverisinde, Histidin-178 ise fosfat grubunu baglamada rol oynar (93). Ayrica,
insan G6PD’si ile biiyiik benzerliklere sahip olan L. mesenteroides G6PD’si ile yapilan
kinetik analizlerde Arjinin-46’nmn NADP”, Lizin-343’{in ise G6P baglanmasinda islev
gordiigii ortaya ¢ikmustir (97).



Tablo 2.3. Degisik kaynaklardan saflastirilan G6PD’lerin monomer, dimer ve

tetramer formlarmin molekiil agirliklar1 (dalton).

Enzim Kaynagi  Monomer Dimer Tetramer Kaynak
E. coli 52000 - - 13
P. multivorans 60000 120000 - 13
V. alginolyticus 53000 100000 190000 13
C. utilis 49000 — 61000 110000 220000 13
Fare Karacigeri 62000 121 000 231000 13
Sican Karacigeri 64000 130000 280000 13
Sican meme 60200 124000 - 13
bezi

Domuz 67000 133000 - 13
Karacigeri

S1gir adrenal 64400 - 284000 13
Sigir alyuvari 59500 114000 - 13
Insan karacigeri 65100 118000 - 13
Insan adrenali 58000 113000 - 13
Insan trombositi 59300 120000 - 13
Insan alyuvari 59000 120000 - 13
Insan plasentasi 54000 - - 13
Kopek 52500 - - 30
karacigeri

Bubalus bubalis 64500 - - 31

18
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2.10. G6PD’nin Substrat Ozgiilliigii

G6PD enziminin dogal substrati D-glukoz-6-fosfattir ve bu enzimle ilgili olarak
yapilan biitiin ¢alismalarda, D-glukoz-6-fosfat i¢in en yiikksek Viax ve en diisiik Km
degeri bulunmustur. Ancak enzim 2-deoksiglukoz 6-fosfat, 2-deoksi-2-floroglukoz-6-
fosfat, 2-deoksi-2-kloroglukoz-6-fosfat, mannoz-6- fosfat, 3-deoksiglukoz-6-fosfat gibi
substrat analoglarmi da belirli oranlarda kullanabilmektedir (13). 2-deoksiglukoz-6-
fosfat ve galaktoz-6-fosfat, birgok G6PD enzimi i¢in zayif bir substrattir. Substrat
analogu olan glukozamin-6-fosfat ise bazi G6PD enzimleri igin substrat degil,
inhibitordiir. Substratin yapisinda bulunan anomerik C atomundaki degisiklerin enzimde
aktivite kaybina neden oldugu Levy (13) tarafindan belirtilmistir. Glukoz-6-fosfat’in ana
yapisindaki bazi1 degisiklikler substratin enzime baglanmasini etkileyerek aktivite
kaybma neden olur. G6PD enzimlerinin biiylik bir ¢ogunlugunun substrat-segici oldugu

sonucuna vartlabilir.

Cesitli tiirlerden elde edilen enzim, koenzim o&zelligi bakimindan bes gruba

ayrilir (13);

1. NADP*-Spesifik G6PD Enzimleri: Bu enzimler NAD" ile reaksiyon vermezler.
Koenzim olarak sadece NADP™yi kullanirlar.

2. NADP"-tercih eden G6PD Enzimleri: Bu enzimler yiiksek konsantrasyonda NAD™"’yi
kullanabilirler, ancak fizyolojik kosullar altinda NADP™*’yi tercih ederler.

3. Hem NADP*’yi hem de NAD™’yi kullananlar: Bu enzimler, ¢ift koenzim 6zgiilliigiine
sahiptir. Fizyolojik kosullar altinda koenzim olarak her iki molekiilii de kullanirlar.

4. NAD"-tercih eden G6PD Enzimleri: Bu enzimler, hem NAD™’yi hem de NADP™’yi
koenzim olarak kullanabilirler, fakat fizyolojik sartlarda sadece NAD" ile reaksiyon
verirler.

5. NAD*-Spesifik G6PD Enzimleri: Bu enzimler sadece NAD" ile reaksiyona girerler.
G6PD enzimlerinin ¢gogunlugu ilk ti¢ gruba dahildir.



20

2.11. G6PD’nin Genel Ozellikleri

2.11.1. Optimum pH

G6PD aktivitesi ortamm pH’s1 ile ilgilidir (98). Insan alyuvar G6PD’1 Tris/HCI
tamponunda pH 7.00 — 9.00, glisin tamponunda pH 9.00 — 10.00 (21), fare karacigeri
G6PD’si pH 7.5 — 9.5 (99). L. mesenteriodes G6PD’si Tris/HCI tamponunda pH 7.52 —
9.05, Amediol/HCI tamponunda ise pH 8.46 — 9.90 (100) arasindadir, ayrica optimum
pH’s1 9.0’ tistiindedir. N. crassa G6PD’si aktivitesi farkli pH araligima sahip tamponlar
kullanilarak ol¢iilmiis ve 0.1 M Tris / HCI tamponu kullanilarak, optimum pH araliginin
7.4 — 8.2 arasinda oldugu bildirilmistir (74). S. cerevisiae G6PD enzimi degisik pH’larda
(4.0 — 9.5) 51 saat Tris / HCI tamponlarinda bekletildiginde; 4. saatte, pH 4.0’de
aktivitenin diistiigii buna karsilik pH 7.0’de ise arttig1, 51 saatin sonunda ise pH 7.0 ve
9.5 araligmmda enzimin aktivitesini korudugu gozlenmistir (101). G6PD enziminin
optimum pH’sinin, sigir lensinde (28) bifazik olmak tizere pH 7.7 ve pH 9.6; tavsan
beyninde (29) bifazik olarak pH 7.5 ve pH 9.2, kopek karacigerinde (30) monofazik
olarak pH 7.8, Bubalus bubalis’de pH 8.0 ve sabit pH’si 9.0, koyun bobrek korteksinde
(33) pH 7.4, kuzu bobrek korteksinde (32) ise pH 7.7 oldugu saptanmistir. Ayrica
Corpas ve dig. (102), rat karacigeri ve bobregi ile yaptiklar: ¢alismada da saflastirilan

G6PD enziminin optimum pH’sinin her iki dokuda da 9.4 oldugunu bulmuslardir.

2.11.2. Optimum Sicakhik

Rat bobrek korteksi ve karacigeri G6PD’si i¢in aktivite gosterdigi optimum
sicaklik 37 °C olarak belirlenmistir (102). Sigir lensi (28), koyun bobrek korteksi (33),
Bubalus bubali (31) optimum sicakliklar1 sirasiyla, 25 °C, 45 °C ve 60 °C’dir. Simdiye
kadar tanimlanan en termoaktif G6PD enzim olan T. maritama G6PD’sinin optimum
sicakligt 92 °C’dir (103). Enzimin 25°C’de stabilitesini korudugu goézlemlenmistir (20,
21,102, 103).
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2.11.3. G6PD Enziminin Kinetik Mekanizmasi

G6PD enzimi gesitli tiirlerden ve tiir i¢i degisik dokulardan saflastirilarak, Kinetik
mekanizmasi ¢aligilmistir. Yapilan bu ¢alismalarda G6PD enziminin genel olarak siral
(sequential) mekanizmaya uygun oldugu saptanmistir. Bu c¢aligmalarda, enzimin
koenzimi olan NADP" ya da NAD" ikinci bir substrat gibi diisiiniildiigiinden, G6PD’nin

katalize ettigi tepkime bir “Bi Bi” tepkimesi olarak ele alinir.

S. carlsbergensis ve P. duponti ‘de yapilan ¢alismalarda, G6PD enziminin “rapid-
equilibrium random” mekanizmasma uygun oldugu bildirilmistir (13). Ayrica, sigir
adrenal bezi, sigan meme bezi, kdpek karacigeri ve tavsan eritrositinden saflastrilan
G6PD enziminin, insan rekombinant G6PD enzimin de “rapid-equilibrium random”
mekanizmasina uygun oldugu gosterilmistir (13, 30, 104, 105). Bu mekanizmada
NADP* ve G6P birbirinden bagimsiz olarak enzime baglanmakta, NADPH hem NADP*
hem de G6P’a kars1 kompetetif inhibisyon gostermektedir (13).

Levy ve dig.’nin L. mesenteroides’den saflastirdiklart G6PD’nin ¢ift koenzim
ozgiilliigiine sahip oldugunu, koenzim olarak NAD" kullanildigi zaman “random”,
NADP* kullanildiginda ise “sequential-ordered” mekanizmasma uygun bir kinetik

davranig gosterdigini bulmuslardir (13, 106).

Son yillarda yapilan kinetik c¢alismalarda enzim: fare karacigeri (107), rat
karacigeri, insan eritrositi, Vibrio alginolyticus (1), Saccharomyces cerevisiae (108) ve
Schizosaccharomyces pombe (109) gibi kaynaklardan elde edilmis ve “Ordered Bi Bi”
mekanizmasina sahip oldugu gésterilmistir. Mekanizmada NADP” baglanan ilk substrat

ve NADPH salinan son iirtindiir (110).

Adediran tarafindan insan eritrositi G6PD yapilan bir baska calismada ise

enzimin “Sigmoidal” kinetige uydugu gosterilmistir (111).

Grubumuzun daha once yaptig1 ¢alismalarda ise: enzim, sigir lensi (28), kuzu

bobregi (32) ve koyun bobrek korteksi (33)’nden saflastirilmis, sirasiyla “Ordered Bi Bi”
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ve “Ping Pong Bi Bi” mekanizmalarina sahip olduklar1 gosterilmistir. Cesitli tiirlerden

saflastirilan enzimlerin Kinetik sabitleri Tablo 2.4.’de gosterilmistir.

Tablo 2.4. Degisik kaynakli G6PD’lerin kinetik parametreleri

Enzimin Kaynag Km Km Kwm K Ki

(G6P, mM) (NADP*,uM)  (NAD', mM) (NADPH, pM) (NADP*, uM) Kaynak
E. coli 0.135 10 1.67 10 0,25 3
Maya 0,28 29 - - - 2
C.utilus A-s75 0,23 67 - - - 3
Krebs ascites tumor 0,133 57 - - - 3
Sigan hepatoma 0,054 13 - - - 3
3924a
Sigan karacigeri 0,029 2,0 - 13 16 3
Sigan kasi 0,034 2,1 - 100 - 3
Sigan yag dokusu 0,035 1,7 - 150 - 3
Sigan meme bezi 0,3-0,48 8,9 15 - - 3
Artik tilki alyuvart 0,074 62 - - - 3
Domuz karacigeri 0,036 4.8 - 0- 9,0 3
Sigir arteri 0,038 62,5 - - - 3
Sigir adreneli 0.6-019 3.8 2.36 - - 3
Insan alyuvari 0,05-0,07 | 2,0-4.4 4,0 9 - 3
Insan alyuvari (B 0,034 8 - - - 3
varyantt)
Insan Iokositi 0-0.4 6-12 - 20 - 3
Tnsan trombosit 0.012 - - 6 6,0 3
Fare testisi 0,05 10 - - - 84
Insan testisi 0,098 69 - - - 3
Insan alyuvari 0,039 4,4 - - - 22
Kdpek karacigeri 122 10 - 12 - 30
Bubalus bubalis 0,106 0,87 - - 0,53 31
alyuvari
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2.12. G6PD Enziminin inhibitorleri

2.12.1. G6PD Enzimi Uzerine Bazi Metal Iyonlarin Etkisi

Pentoz fosfat ve diger metabolik yollarin denetlenmesinde biiyiik rol oynayan
G6PD’nin aktivitesi fizyolojik kosullar ile diizenlenir (13). Genel olarak G6PD
inhibisyonu hiicredeki redoks potansiyelini olumsuz yonde etkilediginden hiicre
olimiine “apoptozis”, aktivitesindeki artis ise hiicre biliyiimesine neden olur (112).
Cesitli tlirlerden elde edilen G6PD enzim 6rneklerinin katalizledigi tepkimeleri NADPH
inhibe eder (27, 113). Cesitli siilfidril reaktifleri, fosfat iyonlari, pridoksal fosfat ve
cesitli adenozin niikleotidleri G6PD’1 inhibe eder.

ATP, fizyolojik kosullar altinda gliseraldehit-3-fosfat (GA3P) ve yiiksek
konsantrasyonda 2,3-difosfogliserik asit (2,3-DPGA) enzimin inhibitoriidiir (114).

Canlilar i¢in, civa (Hg) ve kursun (Pb) ile beraber kadmiyum (Cd), “ii¢ biiyiik”
metal zehirlerinden biridir. Cd’nin viicutta birka¢ enzimi etkiledigi bilinmektedir.
Nikel’in insanlar i¢in gerekliligi heniiz kesin olarak tanimlanamamasma ragmen diyet
icin gerekli bir eser element oldugu 6ne siiriilmemektedir (115). Kadmiyuma maruz
kalan yengecler ile yapilan bir c¢alismada hepatopankreas dokularinda G6PD
aktivitesinin artigina bagli olarak NADPH’nin arttig1 saptanmuitir (116). Serafini ve dig.
(117), 1.0 mM Cd**’nin G6PD enzimini inhibe ettigini, inhibisyon tipinin unkompetetif
karakterde oldugunu gostermislerdir. Ayrica, G6P degisken substrat olarak alindiginda,
karisik-tip inhibisyonun karakteri kompetetiftir.

Kursun (Pb) c¢evrede sik bulunan agr bir metaldir. Pb’nin —SH gruplarina olan
afinitesi, Cd*? ve Hg*? kadar fazla degildir (115). Lachant ve dig. (118), alyuvar G6PD
enzimi ile yaptiklar1 ¢alismada, Pb’nin G6PD igin, G6P ve NADP"’nin nonkompetetif

inhibitdrii oldugunu gostermislerdir.

Zn*?, G6PD’nin koenzimi olan G6P’yi kompetetif olarak inhibe etmektedir.

Diger divalent katyonlardan Ni*?, Cd** ve Co™® enzimin giiglii inhibitorleridir (119).
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Carattino ve dig. (120), yaptig1 in vitro calismada, Cu*? ve Cd*#’nin G6PD aktivitesini
diisiirerek anlamli olarak inhibe ettigini gdstermislerdir. insan eritrosit G6PD enzimi
iizerine yapilan bir diger ¢alismada ise, Cd*?’nin, NADP*’yi ve G6P’yi non-kompetetif
olarak, Ni**’nin ise NADP*’yi kompetetif, G6P’yi ise karisik tipte inhibe ettigi
gosterilmistir (121). Aliminyum toksik metal iyonu olarak bilinmektedir, domuz ve
insan beyni G6PD’si iizerine etkisi incelenmis ve G6PD fizerinde inhibisyon etkisinin
oldugu ortaya cikarilmigtir. “Circular dichroism” c¢aligmalarinda Al™iin  enzime
baglanmasiyla a-heliks, B-plakali yapilarin azalmasi ve “Random-coil” yapilarin artmasi
gibi konformasyonel degisimlerin meydana geldigi gosterilmistir (122).

G6PD enzimi, p-kloromercuri benzoat (PCMB) gibi metal selat ajanlar1 (stilfidril
inhibe edici ajanlar) ile inhibe olmaktadir (77).

2.12.2. G6PD Enzimi Uzerine Baz Ilaglarin Etkisi

Genellikle gut hastaliginin tedavisinde kullanilan Kolsisin Ailevi Akdeniz Atesi
(AAA) gibi enflamatuar hastaliklarda da kullanilir (123). Kolsisin, yiiksek derecede
toksik bir bitki hormonu olup Colchicum autumnale bitkisinden izole edilmektedir (124).
Kolsisinin 16kosit G6PD enzimi iizerinde inhibiyon etkisi DeChatelet ve dig. (125)
tarafindan gosterilmistir. Bu ¢alismaya gore; 0.20 mM Kolsisin enzimi % 100 inhibe

etmektedir.

Imatinib (Gleevec), bcr-abl (fiizyon protein), c-Kit (sitokin reseptdr) ve PDGFR
(trombosit iligkili bitylime faktorii reseptorii) tirozin kinazlarma karst bir tirozin kinaz
inhibitériidiir (126, 127). imatinib, kronik miyelojen 16seminin, gastrointestinal stromal
timorlerin ve birgok tiimoriin tedavisinde kullanilmaktadir (127-130). Boren ve dig.
imatinib tedavisinin, proliferasyonu ve birincil hedef olarak G6PD enzimi olarak glukoz-
tiirevli RNA sentezini azalttigini gostermislerdir (131).

Rosmarinik Asit (RA), antioksidan aktivitesi yiiksek fenolik bir karboksilik asit
olup, Salvia cinsi bitkilerde bulunur (132). RA ayrica, ROT’larin ve malondialdehit’in

miktarmi azaltarak hiicresel oksidatif stresi zayiflatmaktadir (133). Xavier ve dig.’nin
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yaptig1 calismada RA’nin, HCT15 hiicrelerinde ERK’y1 (ekstraselliiler sinyal-regiile
edilen kinaz) inhibe ederek hiicre proliferasyonunu inhibe ettigini ve hem HCT15 hemde
CO115 hiicrelerinde apoptozu indiikledigini saptamislardir (134). RA’nin PFY’de

bulunan enzimler tlizerine etkileri bilinmemektedir.
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3. GEREC VE YONTEMLER

3.1. Arac ve Geregler:

Taze koyun beyini Misirdali mezbahasindan alindi. Mezbahadan yeni kesilmis
koyunlardan elde edilen beyinler kuru buz igeren konteyner (yaklasik olarak -20 °C)
icerisinde labaratuvara getirildi. Beyin zar1 ve beyaz cevherden temizlendikten sonra gri
cevheri iceren korteks tabakasi alinarak saflastirma iglemi yapilana kadar -20 °C’de
korundu.

G6P, NADP®, NADPH, 6-PGA, hekzokinaz, DEAE-Sepharose Fast Flow,
Sephadex G-200, Tris [Tris (hidroksimetil) aminometan], 2-Merkaptoethanol Sigma
Chemical Company, ABD’den; 2’, 5’-ADP-Sepharose 4B, Blue Dextran 2000,
Pharmacia Fine Chemicals, Uppsala, Isve¢’ten; sigir serum albumini, CdCl, BDH
ingiltere’den; analitik safliktaki ZnSO, Analar, Hopkin & Williams Ltd. Ingiltere’den;
Glisin, hidroklorik asit, akrilamid, bisakrilamid British Drug House Ltd. Ingiltere’den;
Gliserol, amonyum siilfat, bromfenol mavisi, metanol, sodyum fosfat, fosforik asit
Merck-Almanya’dan; asetik asit, etanol, Riedel De Haén A.G. Almanya’dan; Prestained
Protein Marker’1 Biolabs, ABD’den; diger analitik safliktaki kimyasal maddeler Merck

Almanya’dan saglandi.

Beyin Kkorteksinin homojenizasyonu lka-Werke ultra-turrax homojenizator

kullanilarak yapildi.
Santriflij islemi Beckmann L7 ultrasantrifiijii ve tip 40 rotoru kullanilarak yapildi.

Aktivite ve protein tayinleri ve Aygo takipleri i¢in Amersham Biosciences
Ultrospec™ 2100 pro (UV/visible) spektrofotometrisi kullanildi. Poliakrilamid jel

elektroforezi, BioRad Mini Protean III sistemi kullanilarak gerceklestirildi.
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3.2. Yontemler

3.2.1. G6PD Enziminin Saflastirilmasi:

Koyun beyin korteksi G6PD enziminin en verimli saflastrma metodunun
saptanmas1 amaciyla; 2°, 5’-ADP-Sepharose 4B afinite ve DEAE Sepharose Fast Flow
iyon degistirici kromatografilerinin farkli siralamalar1 kullanilarak saflastirmalar yapilda.
Birinci saflastirma protokoliinde, ultrasantrifiigasyondan sonra enzim once afinite
kromatografi kolonu ve ardindan DEAE iyon degistirici kromatografi kolonuna yiiklendi.
Ikinci saflastirma protokoliinde, ultrasantrifiigasyon basamagindan sonra siipernatant
diyaliz edilerek iyon degistirici kromatografisine yiiklendi. Enzim, KCl gradienti
kullanilarak eliie edildi. G6PD aktivitesi igeren tiipler toplanip diyaliz edildikten sonra
afinite kromatografi kolonuna yiiklendi. Ugiincii protokol birincisiyle benzer olup sadece
ultrasantrifigasyondan sonra bir diyaliz basamagi igermektedir.

Biitiin islemler +4 °C’de yapildi. Mezbahada yeni kesilen koyunlardan alinan
beyinler, kuru buz igerisinde laboratuara getirildi ve saflastirma islemi yapilana kadar -
20 °C’de bekletildi. Beyin zar1 ve beyaz cevherden temizlendikten sonra gri cevheri
iceren korteks tabakasi alindi ve 1 mM 2-ME ve 1 mM EDTA iceren 10 mM Tris / HCI
tamponu pH 7.60 (tampon A) ile 3 — 4 kez yikanarak, makas ile kiigiik pargalara boliniip
tartildi. Homojenizasyon, 3 ml / gr (hacim / agirlik) olacak sekilde tampon A eklenerek
“ultra-turrax” tipi biiyiik baslhikli homojenizator ile 10 000 rpm / dk devirde yapildi.
Homojenat cam pamuktan siiziildii ve daha sonra 105 000 x g’de 60 dakika santrifiij
edildi. Ultrasantrifiij sonrasinda elde edilen siipernatant tampon A ile dengelenmis 2°, 5°
— ADP Sepharose 4B afinite kolonuna (1.5 x 6.5 cm) 9.6 ml / saat akis hiz1 ile uygulandu.
Kolon, tampon A ile kolon ¢ikis ¢cozeltisinin Azgg degeri takip edilerek yikandi. Afinite
kolonuna baglanan enzim 0.1 mM NADP” i¢eren tampon A ile eliie edildi. Fraksiyonlar
aktivite ve Aggo Olgiilerek GO6PD aktivitesi gosteren tiipler toplandi. 2°, 5° - ADP
Sepharose 4B afinite kolonunda yiikleme ve yikama sirasinda fraksiyon hacmi sirasiyla

3.2 ve 2.8 ml, eliisyon sirasinda ise 1.8 ml sabit tutuldu.
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G6PD aktivitesi saptanan tiipler toplanarak 5 mM potasyum fosfat tamponu pH
6.90 (tampon B) ile dengelenmis DEAE — Sepharose Fast Flow iyon degistirici kolonuna
(1.5x 7.5 cm) 8.4 ml/ saat akis hiz1 ile uygulandi. DEAE — Sepharose Fast Flow kolonu
tampon B ile yikandi ve 1.7 ml’lik fraksiyonlar toplandi. Fraksiyonlarda enzim
aktiviteleri ve Aggo degerleri Olgiilerek enzimin iyon degistirici kolona baglanip
baglanmadigi belirlendi. Enzimin kolondan 0 - 300 mM KCI igeren tampon B ile lineer
tuz gradiyenti yapilarak eliie edildi. G6PD aktivitesinin gozlendigi 1.7 ml’lik tiipler

topland1 ve enzim 6rnegi + 4 °C’de saklandi.

3.2.2. G6PD Enziminin Aktivitesinin Saptanmasi

G6PD enzim aktivitesinin Olgiimii WHO (World Health Organisation )’nun
onerdigi spektrofotometrik yontem kullanilarak 6l¢iildii (135). Deney, son derigim 0.1 M
Tris / HCI (pH 8.0), 0.2 mM NADP", 0.6 mM G6P, 10 mM MgCl, ve yeterli miktarda
enzim igeren 500 pl tepkime ortaminda 37 °C’de, NADP"’nin G6P ile indirgenmesine
bagl absorbans artis1 340 nm’de 1 dakika siire ile izlenerek gergeklestirildi. NADP* nin
molar absorbsiyon katsayisi €340= 6.22 mM2.cm? olarak kullanild.

Enzim kinetigi caligmalarinda hizlar aymi tepkime ortaminda degisen
konsantrasyonlarda G6P, NADP", 6-PGA ve NADPH yeterli miktarda enzim igeren 500
ul tepkime ortaminda 6l¢iildii.

Bir Enzim Unitesi: Yukarida belirtilen kosullarda 37 °C’de ve pH 8.0’de
dakikada 1 umol NADP™’yi indirgeyen enzim miktar1 olarak tanimland.

Spesifik Aktivite: Bir miligram protein basina diisen enzim {initesi olarak tarif

edildi (iinite / mg protein).
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3.2.3. 6-fosfoglukonat Dehidrogenaz Aktivitesinin Saptanmasi

6-PGD enzim aktivitelerinin dlglimiinde Rippa ve Signorini (136) tarafindan
onerilen spektrofotometrik yontem kullanildi. Olgiimler, 0.1 M Tris / HC1 tamponu (pH
8.00), 0.2 mM NADP", 0.6 mM 6-PGA, 10 mM MgCI; ve yeterli miktarda enzim igeren
500 pl tepkime ortammda 37 °C’de, NADP"nin 6-PGA ile indirgenmesine bagl
absorpsiyon artisinin 340 nm’de 1 dakika siire izlenmesi ile gerceklestirildi. NADP*’nin

molar absorbsiyon katsayist £340= 6,22 mM™.cm™ olarak kullanildu.

3.2.4. Protein Miktarimin Saptanmasi

Enzimin saflastirilmas1 basamaklarinda toplanan fraksiyonlarda protein derigimi
280 nm’deki absorbanslar1 6lgiilerek hesaplandi. Hassas olarak protein tayini yapilmasi

gerektiginde protein derisimi, Bradford yontemi kullanilarak hesaplandi (137).

3.2.5. G6PD Enziminin Alt Birim Molekiil Agirhgimin SDS-PAGE Yontemi

ile Saptanmasi

Jellerin hazirlanmasi Laemmli yontemine gore yapildi (138). Bu yontemde
proteinler alt birimlerine ayrilarak alt birim molekiil agirliklar1 saptanmaktadir. Ayirict
jel % 10, yiikleme jeli ise % 5°lik olarak hazirlandi. Deneylerde 0.75 mm x 70 mm x 100
mm boyutlarindaki slab jel kasetine; 100 ml deiyonize suya 29.2 gr akrilamid ve 0.8 gr
bisakrilamid konularak elde edilen % 30’luk akrilamid / bisakrilamid stok ¢ozeltisinden
3.3 ml, 1.5 M Tris / HCI tamponundan (pH 8.8) 2.5 ml, % 10’luk SDS’den 0.1 ml, %
10’luk amonyum persiilfat’tan (APS) 50 pl, TEMED’den 5 pul ve 4.1 ml deiyonize su
eklenerek hazirlanan % 10’luk ayirict jeli ve % 30’luk akrilamid / bisakrilamid stok
¢ozeltisinden 1.7 ml, 0.5 M Tris / HCI tamponundan (pH 6.8) 2.5 ml, % 10’luk SDS’den
0.1 ml, % 10’luk APS’den 50 pl, TEMED’den 10 pul ve 5.7 ml deiyonize su eklenerek
hazirlanan % 5’lik yiikleme jeli dokiildii.
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Ornekler jele uygulanmadan 6nce, 3.55 ml deiyonize su; 0.5 M Tris / HCI
tamponundan (pH 6.8) 1.25 ml; gliserolden 2.5 ml; % 10’luk (agirlik / hacim) SDS
¢ozeltisinden 2.0 ml; 2-ME’den 0.4 ml; % 0.5’lik Bromfenol Blue’dan 0.2 ml alinarak
hazirlanmis ¢6zelti, saflastirma basamaklarma ait enzim Ornekleri ve saflastiriimis
enzimi i¢ceren Orneklerin miktarlarina yeterli olacak sekilde ayr1 ayr1 Eppendorf tiiplerine
ayrildi. Her bir tiip vorteks karistiricida karistirilarak 95 °C’de 4 dakika 1sitildi ve

proteinler denatiire edildi.

Standart olarak 7-175 kDa genisliginde Prestained Protein Marker: (MBP =
Maltose-binding protein, CBD= a chitin binding domain) MBP-B-galaktosidaz (175
kDa), MBP-paramiyozin (80 kDa), MBP-CBD (58 kDa), CBD-Mxe Intein-2CBD (46
kDa), CBD-Mxe Intein (30 kDa), CBD-BmFKBP13 (25 kDa), Lizozim (17 kDa),
Aprotinin (7 kDa) kullanild:.

Elektroforez tamponu olarak 3.5 mM SDS iceren 25 mM Tris ve 192 mM
glisinden olusan Tris / glisin tamponu (pH 8.3) kullanilda.

Ornekler ayiric1 jele girene kadar jel basma 80 V, girdikten sonra da 120 V
gerilim uygulandi. Jel’de protein boyamasi i¢in Merril ve dig.’nin giimiis boyama

yontemi kullanildi (139).

3.2.6. G6PD Enziminin Molekiil Agirhginin Sephadex G — 200 Jel Eleme

Yontemi ile Saptanmasi

Enzimin molekiil agirliginin belirlenmesi amaciyla Andrews’in (140) 6nerdigi
Sephadex G-200 jel eleme yontemi kullanildi. Bu yontem kolona uygulanan proteinlerin
molekiil biiyiikliiklerine gore kolondan farkli hacimlerde eliie olmas1 esasina
dayanmaktadir. Eliisyon hacmi molekiil agirhiginin logaritmasi ile ters iliskilidir.

Standart olarak; sigir serum albumini (dimer 128 kDa, monomer 66 kDa),
hekzokinaz (105 kDa), ovalbumin (45 kDa), sitokrom c (12 kDa) olarak kullanildi.
Sephadex G-200 kolonuna (2.25 x 50 cm) BSA 4 mg/ml, hekzokinaz, sitokrom c,
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ovalbumin ve blue dekstran ise 2.5 mg/ml derisiminde her birinden ayr1 ayr1 2 ml 6rnek

uygulanda.

Molekiil agirliklarinin logaritmasi ise esitlik 3.1°e gore hesaplanan Ka degerleri

alinarak standart grafik c¢izildi.

_Ve-Vo
Vt-Vo

Kav (Esitlik 3.1.)

Vo= Olii Hacim
Ve= Eliisyon Hacmi
Vt= Kolon Yatak Hacmi

Vo, Blue Dekstran 2000 (2000 kDa) 625 nm’deki absorbansi dl¢iilerek saptandi.
Hekzokinaz, sitokrom c, sigir serum albumini ve ovalbuminin eliisyon hacimlerinin

bulunmasi i¢in ise absorbans dlgiimleri 280 nm’de yapildi.

Calismada Sephadex G-200 kolonu, 0.1 M KCI igeren 50 mM potasyum fosfat
tamponu (pH 7.5) ile dengelendi ve eliie edildi. Islemler sirasinda akis hiz1 10.2 ml/saat

olarak tutuldu ve 1.7 ml’lik fraksiyonlar toplandi.

3. 2. 7. Istatistiksel Degerlendirme

Enzim kinetiginin belirlenmesine yonelik deneylerin degerlendirilmesinde
“Statistica” istatistik paket programinin “nonlinear estimation” modiilii kullanildi ve elde
edilen tiim sonuglar SPSS 11.5 istatistik paket programmin “nonlinear” modiiliinde de
kontrol edildi.

Bu farkl ii¢ yontem; spesifik aktivite, verim, saflastirma orani, enzim aktivitesi
ve saflastirma siiresi gibi kantitatif degerler goz oniine alinarak degerlendirildi (141). En
verimli protokoliin birinci protokol oldugu kabul edilerek enzimin 6zellikleri

degerlendirildi (141).
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4. BULGULAR

4.1. Koyun Beyin Korteksi G6PD enziminin Saflastirilmasi

Mezbahadan yeni kesilmis koyunlardan elde edilen beyinler kuru buz iceren
konteyner (yaklasik olarak -20 °C) igerisinde laboratuvara getirildi ve beyin zar1 ve
beyaz cevherden temizlendikten sonra gri cevheri igeren korteks tabakasi alinarak
saflastirma islemi yapilana kadar -20 °C’de muhafaza edildi. Bundan sonraki biitiin
saflagtirma basamaklar1 +4 °C’de yapildi. Homojenizasyon islemine gecilmeden Once,
beyin korteksi 1 mM 2-ME ve 1 mM EDTA igeren 10 mM Tris/HCI tamponu pH 7.6
(tampon A) ile 3 - 4 kez yikanarak, kiigiik parcalara boliinerek tartildi. Elde edilen 12.3
gr dokuya 3 ml/gr olacak sekilde tampon A eklendi ve “ultra-turrax” tipi homojenizator
kullanilarak 5000 rpm/dak devirde homojenize edildi. Homojenat (45 ml) cam pamuktan
2 defa siiziildii ve daha sonra 105 000 x g’de 60 dakika santrifiij edildi. Ultrasantrifii
sonrasinda elde edilen siipernatan (32 ml) tampon A ile dengelenmis 2°, 5° - ADP
Sepharose 4B afinite kolonuna (1.5 x 6.5 cm) 9.6 ml/saat akis hiz1 ile uygulandi, pelet
ise atildi. Kolon, istenmeyen proteinlerden kurtulmak amaciyla tampon A ile kolon ¢ikis
¢oOzeltisinin Aygg degeri 0.019 olana kadar yikandi. Enzimi kolona yilikleme sirasinda ve
kolonun tampon A ile yikama sirasinda toplanan fraksiyonlarinda G6PD aktivitesi
gbzlenmedi. G6PD enziminin, 2°, 5’ - ADP Sepharose 4B afinite kolonundan eliisyonu
10.8 ml/saat akis hiz1 ile tampon A igerisinde 0.1 mM NADP® kullanilarak
gergeklestirildi. Fraksiyonlarda aktivite ve Azgg Olciilerek G6PD aktivitesi gosteren 1.8
ml’lik tipler topland1 (Sekil 4.1.). 2°, 5> - ADP Sepharose 4B afinite kolonuna G6PD
yiiklenmesi sirasinda ve tampon A ile yikama sirasinda toplanan fraksiyonlarda 6-PGD
aktivitesi de ayrica Olglildii ve 6-PGD’nin kolona baglandigi ve eliisyon sirasinda da

G6PD ile birlikte eliie oldugu belirlendi.
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Sekil 4.1. Koyun beyin korteksi G6PD enziminin 2°, 5> — ADP Sepharose 4B

kolonundan eliisyonu

Ayni1 koenzimi indirgeyen G6PD ve 6-PGD’yi birbirlerinden ayirmak i¢in afinite

eliat1 5 mM potasyum fosfat tamponu pH 6.9 (tampon B) ile dengelenmis DEAE-

Sepharose Fast Flow iyon degistirici kolonuna (1.5 X 7.5 cm) 8.4 ml/saat akis hiz1 ile

uygulandi. DEAE-Sepharose Fast Flow kolonu tampon B ile yikandi ve 2.8 ml’lik

fraksiyonlar toplandi. Fraksiyonlarda enzim aktiviteleri ve Ajgy degerleri Olgiilerek

G6PD ve 6-PGD’nin iyon degistirici kolona baglandiklar1 saptandi. Kolonun yikama

islemine Apgp 0.002 olana kadar devam edildi. DEAE-Sepharose Fast Flow iyon

degistirici kolonuna, tampon B i¢inde hazirlanan lineer tuz gradiyenti (0 - 300 mM KCI)

uygulanarak, enzimler birbirlerinden ayrild1 (Sekil 4.2.). G6PD ve 6-PGD aktivitesinin

gozlendigi tiipler ayr1 ayr1 toplandi ve 4 °C’de saklanda.

Bu sekilde, G6PD enzimi % 68,33 verimle 9439.61 kez saflastirilmis oldu (Tablo

4.1).
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Sekil 4.2. Koyun beyin korteksi G6PD enziminin DEAE Sepharose Fast Flow

kolonundan eliisyonu.

Tablo 4.1. Koyun beyin korteksinden G6PD enziminin saflastirilmasi

. Ozgiil
Saflastirma Hacim G6PD G6PD . Total g .
Basamaklar1 | (ml) | Aktivite | T.Aktivite | LOEIN | progein | Aklivite | Verim | Saflastirma
(mg/ml) (U/mg (%) Oram
(U/ml) L) (mg) .
protein)
45.000 | 0.160 7.200 29.470 1326.150 | 0.005 100.000 | 1.000
Homojenat
105.000 X g 32.000 | 0.200 6.400 3.420 109.440 0.059 88.890 10.770
Siipernatant
2’,5’—~ADP | 19.000 | 0.265 5.040 0.021 0.400 12.620 69.930 2324.270
Sepharose
4B Eliiant1
DEAE
Sepharose 12.000 | 0.410 4.920 0.008 0.100 51.250 68.330 9439.610
Fast Flow
Eliiant1
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4.2. Koyun Beyin Korteksi G6PD Enziminin Molekiil Agirh@inin Belirlenmesi

Enzimin molekiil agirlig1 iki farkli yontemle saptandi.

4.2.1. SDS Poliakrilamid Jel Elektroforezi Yontemi

Koyun beyin korteksi G6PD’nin alt birim MA’s1 yontemler bdliimiinde
anlatildig1 gibi calisilarak, SDS poliakrilamid jel elektroforezi yontemi ile saptandi.
Sekil 4.3.’de SDS poliakrilamid jel elektroforezi sonucu goriilmektedir. Koyun beyin
korteksi G6PD’1 SDS poliakrilamid jel elektroforezinde tek protein bandi olarak

goriintiilendi.

175 kDa

Sekil 4.3. SDS poliakrilamid jel elektroforezi yontemi ile koyun beyin korteksi
G6PD’sinin MA’sinin saptanmast. 1; Standart proteinler [MBP-B-galaktosidaz (175
kDa), MBP-paramiyozin (80 kDa), MBP-CBD (58 kDa), CBD-Mxe Intein-2CBD (46
kDa), CBD-Mxe Intein (30 kDa), CBD-BmFKBP13 (25 kDa), Lysozyme (17 kDa),
Aprotinin (7 kDa)], 2; Homojenat, 3; 105 000 x g supernatant, 4; 2°, 5’-ADP Sepharose
4B kromatografi eliianti, 5; DEAE Sepharose Fast Flow kromatografi eliiant.
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Standart proteinlerin jel iizerinde kat ettikleri mesafeler, bromfenol mavisinin kat
ettigi mesafeye boliinerek, ortalama R¢ degerleri hesaplandi. Rf degerleri ile standart
proteinlerin molekiil agrliklarinin logaritmasi arasinda, standart grafigi (Sekil 4.4.)
cizilerek, bu grafikten koyun beyin korteksi G6PD’sinin molekiil agirhgr 61.2 kDa
olarak bulundu.

18 \\MBp.n-galactosidase

10 MBP-paramyosin
vo 6,2
-— MBP-CBD
: CBD-Mxe Intein-2CBD
= CBD-Mxe Intein

CBD-BmFKBP13
Lysozyme
1 Aprotinin
0 0,2 0.4 0,6 0,8 1.0

Rf

Sekil 4.4. SDS poliakrilamid jel elektroforezi yontemi ile koyun beyin
korteksi G6PD’sinin MA’sinin saptanmasi. Rf degerleri ile standart

proteinlerin molekiil agirliklarinin logaritmasi arasinda ¢izilen standart grafik.

4. 2. 2. Sephadex G-200 Jel Elemesi Yontemi

Koyun beyin korteksinden saflagtirilan G6PD’in MA’s1 yontemler bdliimiinde
anlatilan Sephadex G-200 jel elemesi yontemi kullanilarak saptandi. Ezim kolondan tek
protein piki olarak eliie oldu (Sekil 4.5). Standart olarak kullanilan proteinler igin
hesaplanan K,y degerleri ile proteinlerin MA’larmin logaritmasi arasinda ¢izilen standart

grafiginden (Sekil 4. 6.), G6PD’mn MA’s1 64.5 kDa olarak bulundu.
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Sekil 4.5. Sephadex G-200 jel elemesi yontemi ile koyun beyin korteksi G6PD

enziminin eliisyon profili.

Albumin Dimeri

Hekzokinaz

0,2

av

Albumin Monomeri
G6PD

Sitokrom C

0,4

0,6

Sekil 4.6. Sephadex G-200 jel elemesi yontemi ile koyun beyin korteksi

G6PD’sinin MA’smin saptanmast. Sigir serum albumini (dimer 128 kDa,

monomer 66 kDa), hekzokinaz (105 kDa), ovalbumin (45 kDa), sitokrom C (12

kDa).
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4.3. Koyun Beyin Korteksi G6PD Enziminin Aktivasyon Enerjisinin

Saptanmasi

Degisik sicakliklarda Olgiilen aktiviteler Arrhenius’un aktivasyon enerjisi
denklemi (k=A.e ¥RT) kullanilarak grafiklendi (144).

Bu esitligin lineer formu su sekilde gosterilebilir (Es.4. 1.):

—Ea 1
logk = Xx—+log A .4.1.
=250 T Y (Bs. 4.1

Esitlikte:

Ea= Aktivasyon enerjisi

T= Mutlak sicaklik (Kelvin)

R= Gaz sabiti 1,98 kal/derece. mol

A= Arrhenius katsayis1

k= Hiz sabiti

Arrhenius denkleminde hiz sabitinin logaritmasi (log k), 1/T’ye karsi
grafiklendiginde E,, aktivasyon enerjisi, elde edilen dogrunun egiminden hesaplanabilir.
Bu nedenle, enzimin aktivitesi 30 °C ile 55 °C arasinda olgiilerek, 1/T’ye karsilik,

aktivitelerin logaritmasi grafiklendi (Sekil 4. 7.).

Burada, E,, 6.689 kcal/mol olarak saptandi. Aktivite artma faktorii (Qao),

asagidaki esitlikten (Es. 4. 2.) yararlanilarak hesaplandi ve 30 - 40 °C sicaklik araligi i¢in
Q10: 1,913 olarak bulundu.

10xE_

I —
°9Q 2.303xXRXTXT, (Es. 4. 2.)

G6PD’nin aktivasyon entalpisi (1s1s1) ise, AH= Es-R x T denkleminden
hesaplandi ve 6.026 kcal/mol olarak saptandi.
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Sekil 4.7. Koyun Beyin Korteksi G6PD enzimi i¢in Arrhenius grafigi.
4. 4. Koyun Beyin Korteksi G6PD Enzimi Aktivitesi Uzerine pH’1n Etkisi

Ortamin pH degisiminin enzim aktivitesi iizerindeki etkisini incelemek ve
enzimin optimum pH’sin1 saptamak amaciyla pH 5.0 ile pH 12.0 araliginda potasyum
fosfat (10 mM) tamponu kullanilarak enzim aktiviteleri 6l¢iildii. Degisen pH degerlerine

karsilik hizlar grafiklendi (Sekil 4. 8.). Enzim pH 8.0’ de maksimum aktivite gésterdi.
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Sekil 4. 8. Koyun beyin korteksi G6PD enzimi i¢in pH grafigi
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4.5. Koyun Beyin Korteksi G6PD Enziminin Kinetik Davranisi

Birgok enzimatik reaksiyon iki ya da ii¢ substrat ve flriinlerden meydana
gelmektedir. Coklu substrat kinetik mekanizmalar1 ve hiz esitlikleri ¢ok daha kompleks
ve cesitlidir (142).

Iki substratla (A ve B) baslayan ve iki iiriinle (P ve Q) sonuglanan tepkimeler “Bi
Bi1” tepkimesidir. Koyun beyin korteksi G6PD enziminin katalizledigi tepkimede A,
G6P: B, NADP™: P, 6-PGA: Q, NADPH olmak tizere tepkime bir “Bi Bi” tepkimesi olup,
mekanizmasini ve kinetik sabitlerini saptamak i¢in G6P sabit substrat olarak kabul edilip,
degisen NADP" derisimlerinde; daha sonra NADP" sabit substrat olarak kabul edilip,
degisen GOP derisimlerinde hizlar 6l¢iildii.

G6PD enziminin dogal substrati olan G6P i¢in kullanilan substrat araliginda
(0.05 mM - 0.4 mM), kinetigin hiperbolik Michaelis-Menten modeline uydugu saptandi
(Sekil 4. 9.). Artan derisimlerde NADP" kullanildiginda enzimin kinetik davranismi

degistirmedigi, Michaelis-Menten modeline uydugu Sekil 4. 10.’den saptandi.

*0, 1 mMNADP™

W0,05 mMNADP™

40,025 mMNADE™

©0,02 mMNADP™

v, U/mg protein

©0,0125 mMNADP™

®0,01 mMNADP™

0 1 2 3 4 5

[NADP*], mM

Sekil 4.9. Koyun beyin korteksi G6PD enziminin hiz (v)-NADP®, Michaelis-
Menten grafigi (Sabit substrat NADP”, degisken substrat G6P).
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¥, U/mg protein

+0.4mM GeP

m0.2mM GEP

40.15mM G6P

0.1 mM G6P

< 0,05 mM G6P

0 0.3 0.6 0.9

[G6P], mM

Sekil 4.10. Koyun beyin korteksi G6PD enziminin hiz (v)-G6P, Michaelis-

Menten grafigi (Sabit substrat G6P, degisken substrat NADP™).

Sabit NADP" derisimlerinde 1/[G6P]’ye kars1 1/v degerleri (Sekil 4. 11.) ve sabit

G6P derisimlerinde 1/[NADP'] degerlerine karsiik 1/v degerleri (Sekil 4. 12.)

grafiklendiginde, dogrularin 1/[S] ekseninin yukarisinda bir noktada kesistigi gdzlendi.

(¢ §]

1/v, pmol™. dak. mg

©0,1 mM NADP+

00,05 mM NADP+

A0,025mM NADP+

<©0,02mM NADP+

M0,0125 mM NADP+

00,01 mM NADP+

1 -0,5 0 05 1 1,5 2
1/ [G6P], MM

2,5

Sekil 4.11. Koyun beyin korteksi G6PD enzimi igin, sabit NADP™ derisimlerinde

1/[G6P]’ye kars1 1/v degerleri grafigi
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25
o €0.4 mM G6P
S 2
X
© A0.2 mM G6P
©
o’ 1,5
° | O
g ©0.15 mM G6P
T 1
z
— 00.10 mM G6P
W0.05 mM G6P
o
-10,00 -6,00 -2,00 2,00 6,00 10,00
1/[NADP*], mM-L

Sekil 4.12. Koyun beyin korteksi G6PD enzimi i¢in, sabit G6P derisimlerinde
1/[NADP*]’ye kars1 1/v degerleri grafigi

“Ordered Bi B1”, “Ping Pong Bi Bi”, “Theorell-Chance Bi Bi” ya da “Random Bi
Bi” tepkimelerinde degisken substrat hizlarmin sabit substrat konsantrasyonuna bagh
resiprokal grafiklerinde dogrularin kesistigi yer 1/[S] ekseninin yukarisinda bir noktada
kesismektedir (144). Bu nedenle, G6PD enziminin kinetik mekanizmasmin bahsedilen
mekanizmalardan biri olabilecegi diisiiniildii. Enzimin bu mekanizmalardan hangisine
uygun oldugunu saptamak i¢in Es. 4. 3. ve Es. 4. 4.°de verilen hiz esitlikleri ile
regresyon analizleri yapild1 ve sonuglar Mannervik (143) tarafindan onerilen prensiplere

gore degerlendirildi.

“Ping-Pong Bi Bi” mekanizmalari i¢in hiz esitligi:

v o_ [Al[B]

vm  Kmg [A]+Km,[B]+[A][B] (Es. 4. 3.)
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Sirali mekanizmalar i¢in hiz esitligi:

v [A][B]

Vm  Kia-Km, + Kmg [A]+ Km, [B]+[A][B] (Es. 4. 4.)

Es. 4. 4. °de Kia, enzime Once baglanan substratin enzimle yaptigi kompleksin

dissosiasyon (ayrigma) sabitidir.

Substrat olarak G6P ve NADP*’nin degisen derisimleri kullanilarak elde edilen

hizlar yukarida verilen esitliklere uygulanarak enzimin kinetik sabitleri ve “loss’

degerleri bulundu (Tablo 4. 2.).

Tablo 4. 2. Statistica ve SPSS 11,5 istatistik paket programlar1 kullanilarak, G6PD
icin Slgiilen hizlarin uygulandig1 mekanizmalar, kinetik sabitler ve “loss” degerleri

(*umol/dak/mg enzim, **mM).

] Uygulanan o o Loss
Mekanizma Kinetik Sabitleri
Esitlik Degeri

*Vm= 2.5484 £ 0.105
Ping-Pong Bi Bi Es. 4.3. **Kmyapp = 0.01275 £ 0.00115 0.08254
**Kmgep= 0.11978 £ 0.01038

*Vm= 2.18196 £ 0.06465
**Kmyapp = 0.064 £ 0.0009
Sirali Mekanizmalar Es. 4. 4. **Kmgep= 0.0729 + 0.00694 0.02257
Kinapp = 0.056 = 0.001

Kige= 0.074 = 0.03
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Tablo 4. 2.°den goriildiigii gibi, siralt mekanizmalar i¢in elde edilen “loss” degeri,
“Ping-Pong Bi Bi” icin elde edilen “loss” degerinden daha kiigiik bir degerde oldugu igin,
G6PD enziminin “Ping-Pong Bi Bi” mekanizmasina uygun olmadigi, sirali
mekanizmalardan birine uygun bir kinetik davranisa sahip olabilecegine karar verildi.
“Ordered Bi Bi”, “Random Bi Bi” ya da “Theorell-Chance” mekanizmalarinin {i¢ii i¢in
de, Es. 4. 4. benzer bir hiz esitligi gegerlidir ve elde edilen grafikler benzerdir (144). Bu
nedenle, enzimin bu mekanizmalardan hangisine uygun bir kinetik davranisa sahip

oldugunu anlamak i¢cin NADPH ve 6-PGA ile enzimin iiriin inhibisyon deneyleri yapildi.

4.5.1. Koyun Beyin Korteksi G6PD Enziminin NADPH ile inhibisyonu

a) Degisken substrat olarak NADP" alinarak, sabit G6P derisiminde (0.4 mM),
0.025, 0.05, 0.075, 0.1 mM NADPH derisimlerinde hizlar 6lgtildii. 1/[NADP+]
degerleri ile 1/v’ler arasinda grafik c¢izildiginde (Sekil 4.14.) dogrularin 1/[S]
ekseni yukarisinda bir noktada kesistigi gozlendi. “Statistica” ve “SPSS 11.5”
programlarinda hiz esitliklerinin regresyon analizi yapilarak NADPH’nin
NADP™*ye kars1 inhibisyonunun kompetetif tipte oldugu bulundu ve Ki= 0.024 +
0.008 mM olarak hesaplandi.

b) Daha sonra degisken substrat olarak G6P alinarak, sabit NADP® (0.2 mM)
derisiminde, 0.025, 0.05, 0.075, 0.1 mM NADPH derisimlerinde hizlar 6lgiilerek,
1/[G6P] degerleri ile 1/v’ler grafiklendi (Sekil 4. 15.). Grafigin degerlendirilmesi
ve regresyon analizlerinin yapilmas: sonucunda G6P’ye karsi NADPH’nin
enzimi kompetetif tipte inhibe ettigi sonucuna varildi ve Ki= 0.042 £ 0.0023 mM

olarak hesaplanda.
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4.5.2. Koyun Beyin Korteksi G6PD Enziminin 6-PGA ile inhibisyonu

a) Degisken substrat olarak NADP" aliarak, sabit G6P (0.6 mM) derisiminde, 0.4,
0.6, 0.8 mM 6-PGA derisimlerinde hizlar 6lciildii ve 1/[NADP"] degerleri ile
1/’ler arasinda grafik ¢izildi (Sekil 4. 16). Sonuglar degerlendirildiginde 6-PGA
inhibisyonunun NADP*’ye kars1 non-kompetetif tipte, Ki degeri ise 1.96 =+

0.0011 mM olarak hesaplandi.

b) Daha sonra degisken substrat olarak G6P alindi, sabit NADP® (0.2 mM)
derisiminde, 0.4, 0.6, 0.8 mM 6-PGA kullanilarak hizlar 6l¢iildii. Elde edilen
sonuclar 1/[G6P] degerleri ile 1/v’ler arasinda c¢izilen grafikte gosterildi (Sekil 4.
17). 6-PGA inhibisyonu aymi sekilde G6P’ye karsi kompetetif tipte oldugu

bulunup, Ki = 3.579 + 0.024 mM olarak hesaplandi.

Uriin inhibisyonu tiplerinden enzimin kinetik davranismimn “Theorell-Chance”e
uydugu anlasildi. Ayrica birinci substratin G6P, NADP*’nin ise ikinci substrat oldugu,

enzimden ayrilan birinci liriiniin 6-PGA ve ikinci liriiniin ise NADPH oldugu anlagildi.



“Ping Pong Bi Bi” Sistemi:

A P B Q
k|¢ k| ks T K. k3¢ ks k4T k4
E (EA==FP) F (FB ==EQ) E
“Ordered Bi1 Bi” Sistemi:
A B P Q
k, ¢ k| ky ¢ k, k3T ks ky T k4
E EA (EAB=<~— EPQ) EQ E
“Random Bi Bi” Sistemi:
A B P Q
*Kia *KmB TKmPTKiq
kP
E (EAB) =—— (EPQ)
k'P
fKib 1 K]TIA ¢KanlKip
B A Q P
“Theorell-Chance” Sistemi:
A B P Q
ki ¢ k| k\ /1(-2 ky 1 k3
E EA EQ E

Sekil 4. 13. “Bi Bi” mekanizmalari (144).
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Ly, pmol !, dalk. mg

@02 oGP

00,1 M MADEH

A0,075 oM NADPH

00,050 mM NADPH

m0.025 mM NADPH

A

-10 -3 0

3 10
1/[NADP*] , mM!
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Sekil 4.14. Sabit G6P derisiminde (0.4 mM), NADPH nin, NADP"’nin enzime

baglanmasina olan etkisi

a8
&02 TN NADP"
o 06
s 0,025 cM NADPH
E
=04 - ®0,05 mM NADPH
E
= 40,075 mMNADPH
- DE 1
W{,] oM NADPH
T D T T T T
-10 -5 0 5 10 5 20 25
1/ [G6P], mM-

Sekil 4.15. Sabit NADP™ derisiminde (0.2 mM), NADPH nin, G6P’nin enzime

baglanmasina etkisi.
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H
[ep]

m0.6mM G6P

A0.4mM 6-PGA

(0.6 mM 6-PGA

1/v, pmol™. dak. mg

©0.8 mM 6-PGA

1/ [NADP*], mM1

Sekil 4.16. Sabit G6P derisiminde (0.6 mM), 6-PGA’nin, NADP*’nin enzime

baglanmasina olan etkisi

12
o =0 2 mMNADET
2 09 -
[
= A0 4 mME-BGA
S 06 -
;:' 80 6 mME-BGA

03

508 mM6-PGA
T D T T T
-1 05 0 0.5 1 13 2
1/ [G6P], mM!

Sekil 4.17. Sabit NADP™ derisiminde (0.2 mM), 6-PGA’nm, G6P’nin enzime

baglanmasina etkisi.
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4.6. Koyun Beyin Korteksi G6PD Enziminin Bazi Metallerle inhibisyonu

4.6.1. Koyun Beyin Korteksi G6PD Enziminin Cinko (Zn*?) ile inhibisyonu

Koyun beyin korteksinden saflastirilan G6PD enzimi iizerine Zn"%nin etkisi,

0.05 — 4.00 mM arasinda degisen konsantrasyonlarda Zn*? deney ortamna ilave edilerek

gosterildi (Sekil 4.18.). G6PD enziminin, Zn*? ile ICsy degeri 0.32 + 0.010 mM olarak

saptandi.

a.)

b.)

G6P degisken, NADP" sabit (0.1 mM) iceren deney ortamlarina degisik
konsantrasyonlarda (1.0, 1.25, 1.5, 2.0 mM) Zn*? ilave edilerek ilk hizlar
Olciildii ve Lineweaver-Burk grafigi cizildi (Sekil 4.19.). Cinko iyonunun
enzimi kompetetif olarak inhibe ettigi saptandi. Enzimin K,G6P degeri
0.0603 = 0.02 mM olarak alinip Statistica programinda K; degeri 0.301 =+

0.076 mM olarak hesaplandi.

NADP" degisken substrat, G6P sabit (0.4 mM) konsantrasyonunda deney
ortamma degisik konsantrasyonlarda (1.0, 1.25, 1.5, 2.0 mM) Zn*? ilave
edilerek deney tekrarlandi (Sekil 4.20.). Cinko iyonunun NADP"
baglanmasmni da kompetetif olarak inhibe ettigi bulundu ve K, NADP+

degeri 0.039 + 0.064 olarak alinip K; degeri 0.269 + 0.34 olarak hesaplandi.
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Sekil 4.18. Koyun beyin korteksi GBPD enziminin Zn*? ile inhibisyonu

140
00.1 mM NADF
i
E 2 -
= A1.00 mMZn+2
g
" |5 ]
E ®125mMZntl
= 4 1
-
- O1.50 mM Zn™2
2
200 mMZn™2
T D T T T
-10 5 0 5 10 15 20
1/ [G6P], mArLl

Sekil 4.19. Sabit NADP" derisiminde (0.1 mM), degisken G6P ve Zn*?

konsantrasyonlarinda Lineweaver-Burk grafigi
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804 mMGEP
x4 .
& A1.00mMZn™2
S
= ®125mMZotl
2
< 01,50 mM Zn+2
=

+2.00mM Zn+2

. Y . . .
-10 5 0 5 10 15 20
1/ [NADP*], mM!

Sekil 4.20. Sabit G6P derisiminde (0.4 mM), degisken NADP* ve Zn*?

konsantrasyonlarinda Lineweaver-Burk grafigi

4.6.2. Koyun Beyin Korteksi G6PD Enziminin Bakir (Cu*?) ile inhibisyonu

Koyun beyin korteksinden saflastirilan G6PD enzimi {izerine Cu*¥nin etkisi,
0.05 — 4.00 mM arasinda degisen konsantrasyonlarda Cu*? deney ortamna ilave edilerek

gosterildi (Sekil 4.21.). G6PD enziminin, Cu™ ile ICsp degeri 0.72 + 0.042 mM olarak

saptandi.

a.) G6P degisken, NADP" sabit (0.1 mM) iceren deney ortamlarma degisik
konsantrasyonlarda (0.5, 1.0, 1.25, 1.5 mM) Cu*? ilave edilerek ilk hizlar
Olciildii ve Lineweaver-Burk grafigi cizildi (Sekil 4.22.). Bakir iyonunun
enzimi kompetetif olarak inhibe ettigi saptandi. Enzimin K, G6P degeri
0.0101 + 0.009 mM olarak saptanirken, Statistica programimda K; degeri

0.235 £0.012 mM olarak hesaplandu.
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b.) NADP" degisken substrat, G6P sabit (0.4 mM) konsantrasyonunda deney
ortamma degisik konsantrasyonlarda (0.5, 1.0, 1.25, 1.5 mM) Cu*? ilave
edilerek deney tekrarland1 (Sekil 4.23.). Bakir iyonunun NADP®
baglanmasini1 da kompetetif olarak inhibe ettigi bulundu ve K, NADP™ degeri
0.0442 + 0.004 mM olarak belirlenirken, K; degeri 0.773 + 0.009 mM olarak

hesaplandu.

100

90 -

80 -

70 A

60

50

% Kalan Aktivite
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[Cu*?] (mM)

Sekil 4.21. Koyun beyin korteksi G6PD enziminin Cu*? ile inhibisyonu
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s
p
B0l oM NADE
@ 12
. 050 mM Cu*2
=
= 09 -
= #1.00 oAl cot2
=]
E 06 -
= 25 Cotl
- 0125 mh Co
= 03 A
#150 mM Cotl
I
T L T T T
-10 -5 0 3 10 13 20

1/ [G6P], mM!

Sekil 4.22. Sabit NADP* derisiminde (0.1 mM), degisken G6P ve Cu*?
konsantrasyonlarinda Lineweaver-Burk grafigi
. m0 4 T\ GEP
=
3 { = 4050 EhCutl
-E &100 mAl Lo+l
:" 0.3 1 0125 oM Cu?2
#150 Al Lo+l
-10 -3 0 3 10 15 20
1/ [NADP*], mM1
Sekil 4.23. Sabit G6P derisiminde (0.4 mM), degisken NADP" ve Cu*?

konsantrasyonlarinda Lineweaver-Burk grafigi
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4.6.3. Koyun Beyin Korteksi G6PD Enziminin Nikel (Ni*?) ile inhibisyonu

Koyun beyin korteksinden saflastirilan G6PD enzimi iizerine Ni***nin etkisi, 0.05

— 4.00 mM arasinda degisen konsantrasyonlarda Ni*? deney ortamma ilave edilerek

gosterildi (Sekil 4.24.). G6PD enziminin, Ni*? ile I1Cso degeri 0.98 + 0.034 mM olarak

saptandi.

a.)

b.)

G6P degisken, NADP" sabit (0.1 mM) igeren deney ortamlarina degisik
konsantrasyonlarda (0.5, 1.0, 1.25, 1.5, 2.0 mM) Ni*? ilave edilerek ilk hizlar
Olglildii ve Lineweaver-Burk grafigi c¢izildi (Sekil 4.25.). Nikel iyonunun
enzimi kompetetif olarak inhibe ettigi saptandi. Enzimin K, G6P degeri
0.040 £+ 0.029 mM olarak saptanip, Statistica programinda K; degeri 0.177 +
0.010 mM olarak hesaplandi.

NADP" degisken substrat, G6P sabit (0.4 mM) konsantrasyonunda deney
ortamina degisik konsantrasyonlarda (0.5, 1.0, 1.25, 1.5, 2.0 mM) Ni*? ilave
edilerek deney tekrarland1 (Sekil 4.26.). Nikel iyonunun NADP"
baglanmasini da kompetetif olarak inhibe ettigi bulundu ve Ky NADP" degeri

0,036 + 0.022 olarak belirlendi ve K; degeri 0.168 + 0.008 olarak hesapland:.



55

100

90

80

70

60

50

40 -

% Kalan Aktivite

30

20

10

[Ni 2] (mM)

Sekil 4.24. Koyun beyin korteksi G6PD enziminin Ni*? ile inhibisyonu

B0.1 mMNADP™
24 2
= AD.5 mMNit2
=
=3 ©1.00 mMNi*2
E
g 2 01.25 mMNitZ
= - 2
- *1.50 mM N2
42,00 mM N2
T E' T T T
-10 3 0 5 10 15 20
1/ [G6P], mM!

Sekil 4.25. Sabit NADP* derisiminde (0.1 mM), degisken G6P ve Ni*

konsantrasyonlarinda Lineweaver-Burk grafigi
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w04 mhIGEP
e 4 A -
H] &0.5 mM N2
=7 ® 1.00 mM Nit2
E
g 2 01.25 mM N+l
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;. = # 150 mhI N2
& 2.00 mh Nit2
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1/ [NADP*], mM1

Sekil 4.26. Sabit G6P derisiminde (0.4 mM), degisken NADP* ve Ni*?
konsantrasyonlarinda Lineweaver-Burk grafigi

4.6.4. Koyun Beyin Korteksi G6PD Enziminin Kadmiyum (Cd*?) ile

Inhibisyonu

Koyun beyin korteksinden saflastirilan G6PD enzimi iizerine Cd*#nin etkisi,
0.05 — 4.00 mM arasinda degisen konsantrasyonlarda Cd*? deney ortamna ilave edilerek

gosterildi (Sekil 4.27.). G6PD enziminin, Cd*? ile ICsp degeri 0.20 + 0.021 mM olarak

saptandi.

a.) G6P degisken, NADP" sabit (0.1 mM) iceren deney ortamlarina degisik
konsantrasyonlarda (0.15, 0.20, 0.25, 0.30 mM) Cd*? ilave edilerek ilk hizlar
Olglildii ve Lineweaver-Burk grafigi cizildi (Sekil 4.28.). Kadmiyum

iyonunun enzimi non-kompetetif olarak inhibe ettigi saptandi. Enzimin Kn,



57

G6P degeri 0.024 + 0.012 mM olarak gozlenirken, Statistica programinda K

degeri 1.98 + 0.02 mM olarak hesaplandi.

b.) NADP" degisken substrat, G6P sabit (0.4 mM) konsantrasyonunda deney
ortamma degisik konsantrasyonlarda (0.15, 0.20, 0.25, 0.30 mM) Cd*? ilave
edilerek deney tekrarland1 (Sekil 4. 29.). Kadmiyum iyonunun NADP”
baglanmasimi da non-kompetetif olarak inhibe ettigi bulundu ve K, NADP*
degeri 0,031 + 0.002 olarak saptandi, K; degeri ise 1.97 + 0.06 olarak

hesaplandu.
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Sekil 4.27. Koyun beyin korteksi G6PD enziminin Cd*? ile inhibisyonu
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Sekil 4.28. Sabit NADP* derisiminde (0.1 mM), degisken G6P ve Cd*

konsantrasyonlarinda Lineweaver-Burk grafigi

1

w0 w04 mhI GEP
3 A1.50 mM cat2
E -
g i ®2.00 mhi catl
&; /,“‘/"/

300 mhcatd

T

40 30 20 .10 0 10 20
1/ [NADP*], mML

Sekil 4.29. Sabit G6P derisiminde (0.4 mM), degisken NADP" ve Cd*?

konsantrasyonlarinda Lineweaver-Burk grafigi
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4.6.5. Koyun Beyin Korteksi G6PD Enziminin Kursun (Pb) ile inhibisyonu

Koyun beyin korteksinden saflastirilan G6PD enzimi {izerine Pb’nin etkisi, 0.05

— 4.00 mM arasinda degisen konsantrasyonlarda Pb deney ortamina ilave edilerek

gosterildi (Sekil 4.30.). G6PD enziminin, Pb ile ICsy degeri 0.31 = 0.012 mM olarak

saptandi.

a.)

b.)

G6P degisken, NADP" sabit (0.1 mM) igeren deney ortamlarmma degisik
konsantrasyonlarda (0.25, 0.50, 0.75, 1.00 mM) Pb ilave edilerek ilk hizlar
Ol¢iildii ve Lineweaver-Burk grafigi cizildi (Sekil 4.31.). Kursun iyonunun
enzimi non-kompetetif olarak inhibe ettigi saptandi. Enzimin Kngep degeri
0.035 + 0.005 mM olarak belirlenirken, Statistica programinda K; degeri 2.22

+ 0.19 mM olarak hesaplandi.

NADP" degisken substrat, G6P sabit (0.4 mM) konsantrasyonunda deney
ortamina degisik konsantrasyonlarda (0.25, 0.50, 0.75, 1.00 mM) Pb ilave
edilerek deney tekrarlandi (Sekil 4.32.). Kursun iyonunun NADP*
baglanmasimni da non-kompetetif olarak inhibe ettigi bulundu ve K, NADP®

degeri 0,034 = 0.007, K; degeri ise 2.168 + 0.056 olarak hesaplandi.
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Sekil 4.30. Koyun beyin korteksi G6PD enziminin Pb ile inhibisyonu
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Sekil 4.31. Sabit NADP® derisiminde (0.1 mM), degisken G6P ve Pb

konsantrasyonlarinda Lineweaver-Burk grafigi
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Sekil 4.32. Sabit G6P derisiminde (0.4 mM), degisken NADP® ve Pb

konsantrasyonlarinda Lineweaver-Burk grafigi

4.6.6. Koyun Beyin Korteksi G6PD Enziminin Civa (Hg*?) ile inhibisyonu

Koyun beyin korteksinden saflastirilan G6PD enzimi iizerine Hg+2’nin etkisi,
0.05 — 4.00 mM arasinda degisen konsantrasyonlarda Hg*? deney ortamma ilave edilerek

gosterildi (Sekil 4.33.). G6PD enziminin, Hg*? ile 1Cso degeri 0.26 + 0.011 mM olarak

saptandi.

a.) G6P degisken, NADP" sabit (0.1 mM) iceren deney ortamlarma degisik
konsantrasyonlarda (0.25, 0.50, 0.75, 1.00, 1.25 mM) Hg*? ilave edilerek ilk
hizlar 6l¢iildi ve Lineweaver-Burk grafigi cizildi (Sekil 4.34.). Civa

iyonunun enzimi kompetetif olarak inhibe ettigi saptandi. Enzimin Kmncep
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degeri 0.031 £ 0.025 mM, Statistica programinda K; degeri 0.165 + 0.12 mM

olarak hesaplandi.

b.) NADP" degisken substrat, G6P sabit (0.4 mM) konsantrasyonunda deney
ortamma degisik konsantrasyonlarda (0.25, 0.50, 0.75, 1.00, 1.25 mM) Hg*?
ilave edilerek deney tekrarland1 (Sekil 4.35.). Civa iyonunun NADP”
baglanmasini1 da kompetetif olarak inhibe ettigi bulundu ve Kmynapp® degeri

0,034 + 0.007, K; degeri 2.168 £ 0.056 olarak hesaplandu.
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Sekil 4.33. Koyun beyin korteksi G6PD enziminin Hg*? ile inhibisyonu
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Sekil 4.34. Sabit NADP* derisiminde (0.1 mM), degisken G6P ve Hg"

konsantrasyonlarinda Lineweaver-Burk grafigi
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Sekil 4.35. Sabit G6P derisiminde (0.4 mM), degisken NADP® ve Hg*?

konsantrasyonlarinda Lineweaver-Burk grafigi
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4.7. Koyun Beyin Korteksi G6PD Enziminin Baz Ilaclarla inhibisyonu

4.7.1. Koyun Beyin Korteksi G6PD Enziminin Rosmarinik Asit (RA) ile

Inhibisyonu

Koyun beyin korteksinden saflastirilan G6PD enzimi lizerine RA’nin etkisi, 0.05

— 3.00 mM arasinda degisen konsantrasyonlarda RA deney ortamma ilave edilerek

gosterildi (Sekil 4.36.). G6PD enziminin, RA ile 1Csp degeri 1.52 £ 0.012 mM olarak

saptandi.

a.)

b.)

G6P degisken, NADP" sabit (0.1 mM) iceren deney ortamlarina degisik
konsantrasyonlarda (0.50, 1.00, 1.50, 2.0 mM) RA ilave edilerek ilk hizlar
Olciildii ve Lineweaver-Burk grafigi cizildi (Sekil 4.37.). Rosmarinik asit’in
enzimi kompetetif olarak inhibe ettigi saptandi. Enzimin Kp G6P degeri
0.041 £ 0.007 mM, Statistica programinda K; degeri 0.165 + 0.12 mM olarak

hesaplanda.

NADP" degisken substrat, G6P sabit (0.4 mM) konsantrasyonunda deney
ortamina degisik konsantrasyonlarda (0.50, 1.00, 1.50, 2.0 mM) RA ilave
edilerek deney tekrarlandi (Sekil 4.38.). Rosmarinik Asit’in NADP”
baglanmasini da kompetetif olarak inhibe ettigi bulundu ve Ky NADP™ degeri
0.036 + 0.002 olarak saptandi, K; degeri ise 1.268 + 0.009 mM olarak

hesaplandi.
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Sekil 4.36. Koyun beyin korteksi G6PD enziminin RA ile inhibisyonu
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Sekil 4.37. Sabit NADP® derisiminde (0.1 mM), degisken G6P ve RA

konsantrasyonlarinda Lineweaver-Burk grafigi



66

2
m04mM G6P
Sl
g o9 -
£ A0.50mM RA
]
E- 0.6 - ©100mM RA
g
- 01.50mM RA
0.3 -
€200mM RA
0
-5 0 5 10 15
1/ [NADP*], mM!

Sekil 4.38. Sabit G6P derisiminde (0.4 mM), degisken NADP® ve RA

konsantrasyonlarinda Lineweaver-Burk grafigi

4.7.2. Koyun Beyin Korteksi G6PD Enziminin imatinib ile inhibisyonu

Koyun beyin korteksinden saflastirilan G6PD enzimi {izerine Imatinib’in etkisi,
0.05 — 3.00 mM arasinda degisen konsantrasyonlarda Imatinib deney ortamma ilave
edilerek gosterildi (Sekil 4.39.). G6PD enziminin, Imatinib ile 1Csy degeri 0.74 + 0.014

mM olarak saptandi.

a.) G6P degisken, NADP" sabit (0.1 mM) iceren deney ortamlarma degisik
konsantrasyonlarda (0.55, 0.65, 0.75 mM) Imatinib ilave edilerek ilk hizlar
olciildii ve Lineweaver-Burk grafigi cizildi (Sekil 4.40.). Imatinib’in enzimi

non-kompetetif olarak inhibe ettigi saptandi. Enzimin Kmngep degeri 0.060 +



67

0.005 mM, Statistica programinda K; degeri 2.32 £ 0.21 mM olarak

hesaplandi.

b.) NADP" degisken substrat, G6P sabit (0.4 mM) konsantrasyonunda deney
ortamina degisik konsantrasyonlarda (0.55, 0.65, 0.75 mM) Imatinib ilave
edilerek deney tekrarland1 (Sekil 4.41.). Imatinib’in NADP" baglanmasini ise
kompetetif olarak inhibe ettigi bulundu ve Kmnapp' degeri 0.056 + 0.0009

olarak belirlendi ve K; degeri 0.311 + 0.002 olarak hesaplandi.
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Sekil 4.39. Koyun beyin korteksi G6PD enziminin imatinib ile inhibisyonu
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Sekil 4.40. Sabit NADP" derisiminde (0.1 mM), degisken G6P ve imatinib

konsantrasyonlarinda Lineweaver-Burk grafigi
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Sekil 4.41. Sabit G6P derisiminde (0.4 mM), degisken NADP" ve Imatinib

konsantrasyonlarinda Lineweaver-Burk grafigi
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4.7.3. Koyun Beyin Korteksi G6PD Enziminin Kolsisin ile inhibisyonu

Koyun beyin korteksinden saflastirilan G6PD enzimi lizerine Kolsisin’in etkisi,

0.010 — 0.100 mM arasinda degisen konsantrasyonlarda Kolsisin deney ortamina ilave

edilerek gosterildi (Sekil 4.42.). G6PD enziminin, Kolsisin ile ICsp degeri 0.073 + 0.021

mM olarak saptandi.

a.)

b.)

G6P degisken, NADP" sabit (0.1 mM) igeren deney ortamlarina degisik
konsantrasyonlarda (0.06, 0.07, 0.08 mM) Kolsisin ilave edilerek ilk hizlar
Olgiildii ve Lineweaver-Burk grafigi ¢izildi (Sekil 4.43.). Kolsisin’in enzimi
non-kompetetif olarak inhibe ettigi saptandi. Enzimin K, G6P degeri 0.058 +
0.018 mM, Statistica programinda K; degeri 0.036 = 0.015 mM olarak

hesaplandu.

NADP" degisken substrat, G6P sabit (0.4 mM) konsantrasyonunda deney
ortamima degisik konsantrasyonlarda (0.06, 0.07, 0.08 mM) Kolsisin ilave
edilerek deney tekrarlandi (Sekil 4.44.). Kolsisin’in NADP" baglanmasini ise
kompetetif olarak inhibe ettigi bulundu ve Ky NADP™ degeri 0,064 + 0.005,

Ki degeri 0.128 + 0.015 olarak hesapland.
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Sekil 4.42. Koyun beyin korteksi G6PD enziminin Kolsisin ile inhibisyonu
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Sekil 4.43. Sabit NADP™ derisiminde (0.1 mM), degisken G6P ve Kolsisin

konsantrasyonlarinda Lineweaver-Burk grafigi
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Sekil 4.44. Sabit G6P derisiminde (0.4 mM), degisken NADP" ve Kolsisin

konsantrasyonlarinda Lineweaver-Burk grafigi
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5. TARTISMA

Literatiirde koyun beyninden G6PD saflastirilmasi ile ilgili herhangi bir
calismaya rastlanmamistir. Enzimin insanlarda, gerek eksikliginde meydana gelen
hastaliklar gerekse beyinde olusan patolojik olgularla iligkili olmas1 ve ayrica koyun
filogenetiginin insana yakmn olmasi nedeniyle (145) beyin dokusundan G6PD
saflagtirilmasinda denek olarak koyun (Ovis sp.) tercih ettik.

Glukoz-6-fosfat dehidrogenaz (G6PD), koyun beyin korteksinden 2°, 5°-ADP-
Sepharose 4B afinite kolonu, DEAE-Sepharose Fast Flow iyon-degistirici kolonu
kromatografisi yontemleri kullanilarak % 68.33 verimle 51.25 iinite/mg protein’lik bir

spesifik aktivite ile 9439.61 kez saflastirdik (Tablo 4. 1.).

Enzimin saflik derecesinin ve spesifik aktivitesinin yliksek olmasi1 amaciyla, 2°,
5’- ADP Sepharose 4B kolonundan G6PD’nin eliisyonunda diisiik derisimde (0.1 mM)
NADP" kullanildi. Saflastirma siirecinde, temel saflastirma basamagmi 2°, 5°- ADP
Sepharose 4B afinite kolonu basamagi olusturdu. Fakat 6-PGD’nin de G6PD gibi 2°, 5’-
ADP Sepharose 4B jeline yiiksek afinite gostererek baglanmasi ve jelden G6PD’nin eliie
oldugu koenzim derisiminde eliie olmasi nedeni ile saflastirma ¢alismalarinda, eliiatin 6-
PGD aktivitesinden ayrilmasi gereklidir. 2°, 5’- ADP Sepharose 4B afinite kolonuna

uygulama ile proteinin % 92’si atild1.

G6PD saflagtirilmasinda biitlin basamaklarda enzimin stabilizasyonu icin
antioksidan olarak 1mM 2-ME ve proteazlara karsi korumada 1mM EDTA kullanilda.
DEAE Sepharose Fast Flow kromatografisi sirasinda diisiikk iyonik kuvvet saglamak
amaciyla 5 mM potasyum fosfat (pH 6.9) tamponu kullanildi. Ayrica DEAE-Sepharose
Fast Flow iyon degistirici kolonuna, 5 mM potasyum fosfat (pH 6.9) tamponu i¢inde
hazirlanan lineer tuz gradiyenti (0 - 300 mM KCI) uygulanarak, 6-PGD’nin, diger
proteinlerin ve bir onceki basamakta enzimin eliisyonunda kullanilan NADP*’nin

uzaklastirilmasi sagland1 ve G6PD enzimi saflastirildi. Ortamda bulunan NADP*, G6PD
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enziminin kinetik davranisini  etkileyebileceginden ve NADP™’nin diyaliz ile
uzaklastirilmas: swrasmnda enzim inaktive oldugundan, bu saflastrma basamagi,

NADP™’nin uzaklastirilmasi agisindan bir avantaj saglamadi (146).

Cohen ve Rosemeyer, saflastirilmis enzimin saklanmasi sirasinda 10 pM NADP*
iceren tampon sistemleri kullanmislardir (87). Sunulan ¢alismada, enzimin 2°, 5°- ADP
Sepharose 4B kolonundan eliie edilmesi disinda, tamponlara NADP" ilave edilmemistir.
Enzimin +4 ° C’de, bir hafta siire ile saklandiginda, aktivitesini kaybetmedigi gézlendi.
Bu nedenle saflastirilan enzim ornekleri ile ilgili yapisal ve kinetik ¢aligmalar ti¢ giin

icinde, enzim aktivitesinde herhangi bir kayip meydana gelmeden yapildi.

Calismamizda tamponunun derisimi, iyonik kuvveti diisiik tutmak amaciyla 10
mM Tris/HCI pH 7.6 ve 5 mM potasyum fosfat pH 6.9 tamponlarini kullanildi. Bir¢ok
arastirmaci tampon se¢iminde Tris / HCI tamponu kullanmis ve tampon derisimini 5 —

100 mM arasinda tercih etmistir. (2, 19, 21, 84, 100).

Sephadex G-200 jel elemesi yontemi ve SDS poliakrilamid jel elektroforezi
yontemlerini kullanarak koyun beyin korteksi G6PD enziminin molekiil agirhigini
saptadik. Sephadex G-200 jel elemesi yontemi ile, enzimin molekiil agirhigi 64.5 kDa,
SDS poliakrilamid jel elektroforezi ile 61.2 kDa olarak bulduk. ik yontem 2 kez,
ikincisi 4 kez tekrarlandi. Kullandigimiz bu metodlar ile enzimin molekiil agirliginin
yani sira safliginin da kontroliinii yaptik. Sephadex G-200 jel elemesi yontemi ile
G6PD’nin molekiil agirhiginin saptanmasinda, enzimin simetrik tek bir protein piki
olarak kolondan eliie olmas1 ve Coomassie Brilliant Blue R-250 protein boyasina gore
daha hassas olan giimiis boyama yontemi ile de tek bir protein bandi vermesi enzimin
saf oldugunu gosteren 6nemli Kriterlerdir. Her iki yontemde elde edilen degerlerin
birbirlerine yakin olmasi, literatiirde verilen G6PD enziminin alt birim molekiil
agrrliklarmna yakin degerlerin bulunmasi, koyun beyin korteksinden saflastirilan G6PD
enziminin ¢aligma sartlarimizda monomer formunda oldugunu gostermektedir. Levy (13)
tarafindan yapilan derlemede, beyinde oldugu gibi, monomer formundaki enzimin de

aktif olabilecegi, BALB/c faresinin meme bezindeki hiperplastik alveolar nodiillerde ve
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adenokarsinomalarda gosterilmistir. Grubumuzun sigir lensinden saflastirdigit G6PD
enzimide monomer formda aktif olarak Sephadex G-200 jel elemesi yonteminde 60 kDa
ve SDS poliakrilamid jel elektroforezinde 64 kDa olarak bulundu (28).

G6PD enziminin ortam pH’si ile etkilesimini incelemek amaciyla yapilan
calismalarda 3 degisik Ka degerine sahip olan, bu nedenle pH 2 — 12 arasinda tampon
¢ozelti hazirlanmasina imkan veren fosforik asitten tiiretilen potasyum fosfat tamponu
kullanildi. Enzimin pH 8.0’de en yiiksek aktiviteyi gosterdigi bulundu (Sekil 4.8.).
Enzimde sicakliga bagli bir konformasyonel degisikligin olup olmadigin1 anlamak i¢in
degisik sicakliklarda hizlar Slgiildii ve Arrhenius grafigi ¢izildi. Cizilen Arrhenius
grafiginin (Sekil 4.7.) lineer olmasi, 30 °C ile 55 °C arasinda enzimde konformasyonel

bir degisim olmadigini gostermektedir.

G6PD enziminin katalizledigi tepkime, G6P birinci substrat, Koenzim NADP*
ise ikinci substrat olarak distiniildiigiinde, bir “Bi Bi” tepkimesidir. Birden fazla
substratm yer aldig1 ve iiriiniin olustugu tepkimeler iki gruba ayrilirlar:

a. Swrali (sequential) mekanizmalar

b. Ping Pong mekanizmalar

Sirali mekanizmalarda, tepkimelerin olusabilmesi igin, dnce tiim substratlar enzimle bir
kompleks olustururlar. Bu tip mekanizmalar da iki grup altinda incelenebilir:

a. Diizenli (Ordered)
b. Diizensiz (Random)

“Ping Pong” mekanizmalarin ise, tepkimelerin olusabilmesi icin enzime tiim
substratlarin baglanmasma ve bir kompleks meydana getirmesine gerek yoktur.
substratlari enzime baglanmasi sirasinda iiriin ya da {iriinler olusur.
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“Bi Bi” mekanizmalar1 i¢in baslica dort mekanizmadan bahsedebiliriz:
1. Ordered Bi Bi

2. Theorell-Chance (Ordered Bi Bi'nin 6zel sekli)

3. Random Bi Bi

4. Ping Pong Bi Bi

Yukaridaki nedenlerle ilk olarak tepkimenin mekanizmasmin “Ping Pong” ya da sirali
mekanizmalardan hangisine uygun oldugu saptandi. Bunun i¢in 6nce sabit G6P ve
degisen NADP" derisiminde daha sonra NADP® sabit substrat olarak kabul edilip
degisen G6P derisiminde hizlar 6lciildii. Hiz esitlikleri ile regresyon analizleri yapildi,
“Loss” degerleri esas alinarak hangi mekanizmanin gecerli oldugu bulundu.

Enzim kinetiginin “Loss” degeri kii¢lik olan smrali mekanizmalara uygun oldugu
sonucuna varildi. Enzimle iiriin inhibisyonu deneyleri yapildiginda bulunan sonuglardan
Tablo 5.1.deki “Theorell-Chance” mekanizmasina uydugundan, tepkimenin
mekanizmasinin asagida verildigi gibi bir “Theorell-Chance” tepkimesi oldugu; enzime
baglanan birinci substratin G6P, ikinci substratm ise NADP" oldugu, enzimden ayrilan
birinci tiriiniin 6-PGA ve ikinci tiriiniin ise NADPH oldugu anlasild:.

G6P + NADP" «—> 6-PGA + NADPH + H"

(A) (B) (P) Q)

Eger, G6PD’ye 6nce NADP " nin baglandig diisiiniiliirse, enzim igin su tepkime sirasi
gecerli olacaktir:

NADP" + G6P «—> NADPH + H" + 6-PGA

(A) (B) (P) Q)

Ikinci varsayim gdz dniine alinarak Tablo 5. 2. hazirland1. Tablo incelendiginde, elde
edilen {iriin inhibisyonu bulgularina uygun bir mekanizmanin bulunmadig: goriildii.
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Tablo 5.1. G6PD ‘nin katalizledigi tepkime i¢in {iriin inhibisyonu tipleri (G6P birinci
substrat olarak alindiginda)

) Degisken substrat A | Degisken substrat B
Uriin (G6P) (NADP")
Mekanizma (Inhibitor) Doymamis B Doymamis A
(NADP") (G6P)
Ping — Pong Bi Bi
6-PGA (P) - C
NADPH (Q) C -
Ordered Bi Bi
6-PGA (P) ucC MT
NADPH (Q) C -
Theorell - Chance
6-PGA (P) - C
NADPH (Q) C -
Random Bi Bi
6-PGA (P) MT MT
NADPH (Q) MT MT

Segel (147)’de yer alan ¢izelgeye gore diizenlenmistir.

C : “Competitive”, UC : “Uncompetitive”, MT : “Mixed-type”
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Tablo 5.2. G6PD ‘nin katalizledigi tepkime igin iiriin inhibisyonu tipleri (NADP" birinci

substrat oldugunda)
) Degisken substrat A | Degisken substrat B
Uriin (NADPY) (G6P)
Mekanizma (Inhibitor) Doymamis B Doymamis A
(G6P) (NADP")
Ping — Pong Bi Bi
6-PGA (P) - C
NADPH (Q) C -
Ordered Bi Bi
6-PGA (P) uc MT
NADPH (Q) C -
Theorell - Chance
6-PGA (P) - C
NADPH (Q) C -
Random Bi Bi
6-PGA (P) MT MT
NADPH (Q) MT MT

Segel (147)’de yer alan ¢izelgeye gore diizenlenmistir.

C : “Competitive”, UC : “Uncompetitive”, MT : “Mixed-type”
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Sonug olarak, G6P’nin enzime ilk baglanan substrat, ikinci baglanan substratin
ise NADP" olduguna, ayrica enzimden ayrilan birinci {iriiniin 6-PGA ve ikinci {iriiniin

ise NADPH olduguna karar verildi. Tepkime asagida verilmistir (Sekil 5. 1.).

G6P NADP™  6-PGA NADPH+H'
k, * k, k\ /k k, T k4
G6PD G6PD - G6P G6PD - NADP™ G6PD

Sekil 5.1. Koyun Beyin Korteksi G6PD enziminin “Theorell-Change” kinetik

mekanizmasi ve reaksiyon

Koyun beyin korteksi G6PD enzimine Zn*?, Cu*? ve Ni*? etkisi (sirastyla Sekil 4.
19., Sekil 4. 22., Sekil 4. 25.) incelendiginde, bu iyonlarin enzimi inhibe ettigini
belirledik ve I1Csp degerlerini sirasiyla; 0.30 mM, 0.75 mM ve 0.25 mM olarak bulduk.

Cinko, bakir ve nikel inhibisyon kinetigini arastirmak amaciyla yapilan deneylerde, bu
iyonlarin G6P ve NADP" baglanmasini kompetetif olarak inhibe ettigini bulduk. Buna
bagl olarak Zn*?, Cu™ ve Ni*®nin enzimin aktif merkezinde bir bdlgeye baglanip
substratlarin baglanmasini engelleyerek kompetetif inhibisyon yarattigini diisinmekteyiz.
Genel olarak, Zn*? ve Ni*? iyonlarmnmn enzimlerde sisteine ve histidine baglandigi, Cu*?
iyonunun da ozellikle histidin rezidiileriyle etkilesime girdigi bilinmektedir. Patates
plastidleri rekombinant G6PD’lar1 iizerinde yapilan ¢alismada, enzimin aktif merkezinde,
NADP" baglama domaininde 149. ve 157. amino asitlerinin sistein oldugu gésterilmistir
(94). Koyun beyin korteksi G6PD enziminde de ¢inko iyonunun enzimin aktif
merkezinde bulunan sistein ve histidin rezidiilerine baglanarak G6P ve NADP*’nin
baglanmas1 kompetetif olarak inhibe ettigini diislinmekteyiz. Fare Leydig hiicrelerinde

in vitro yapilan cahismada, Ni*? iyonunun testosteron iiretimindeki inhibitér etkisinin
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onlenmesi i¢in hiicre kiiltiiriine nikel iyonuyla esit miktarda histidin ve sistein eklenmis
ve bu amino asitlerin Ni*? iyonunun inhibitor etkisini azalttigmi gostermislerdir (148).
Nikel iyonu da G6PD enziminin aktif merkezinde substrat baglama bolgesindeki sistein
ve histidin rezidiilerine baglandigini ve substratlarinin baglanmasimi engelleyerek
kompetetif inhibisyona neden oldugunu disiiniiyoruz. Bir grup patojenik bakteriden
saflastirilan Cu, Zn — siiperoksit dismutazlar iizerinde yapilan calismada, Cu*?
iyonlarinin  enzimin aktif merkezinde histidin rezidiileriyle etkilesime girdigi
bulunmustur. Ozellikle bu bolgede histidin amino asitlerinin imidazol gruplariyla
histidin kopriileri kurdugu saptanmistir (149). Koyun beyin korteksi G6PD enzimi aktif
merkezinde de Cu*? iyonlarmm substrat baglanma bolgesindeki histidin rezidiilerine
baglanarak, G6P ve NADP" reaktiflerini kompetetif olarak inhibe ettigini ve katalitik
merkezde Cu*® 6zgiil baglama bdlgesinin oldugunu diisinmekteyiz. Beyinde sinaptik

aktarim modiilatorii olarak islev goren Zn*?

iyonunun (150), belirli konsantrasyon
degerlerini asan diizeylerde Zn*? almimmna bagl olarak G6PD aktivitesini inhibe etmesi,
G6PD eksikligi bulunan bireylerde bazi norolojik hasarlara yol agabilecegini
disiindiirmektedir. Ayrica, biyokimyasal siire¢lerde gerekli olan bakir, nikel ve ¢inko
iyonlarmnm yiiksek dozda alinimi, G6PD enzimini dolayisiyla NADPH rejenerasyonunu
engeller. Oksidatif stresle sonuglanabilenen bu durum hiicrede fonksiyonel

bozukluklarin olusumuna yol acar.

Koyun beyin korteksi G6PD enzimine Cd*?, Pb ve Hg* gibi agir metallerin
etkisi (swrasiyla Sekil 4. 28., Sekil 4. 31., Sekil 4. 34.) incelendiginde ise, bu iyonlarin da
enzimi inhibe ettigini saptadik ve ICso degerlerini sirasiyla; 0.20 mM, 0.35 mM ve 0.30
mM olarak bulduk.

Koyun beyin korteksi G6PD enzimi iizerine Cd*?, Pb ve Hg*’iyonlarmm etkisini
belirlemek iizere yapilan deneylerde, Cd*? ve Pb iyonlarmm G6P ve NADP*’ye kars1
non-kompetetif inhibisyon yaptigini, Hg*? iyonunun diger ikisinden farkli olarak
kompetetif inhibisyon yaptigmi saptadik. Cd** ve Pb inhibisyon deneylerinde

inhibisyonun non-kompetetif olmasi nedeniyle, bu iyonlarin katalitik bolge ya da diginda
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bulunan bir bdlgeye baglandigmi; bununla birlikte, Hg*? iyonlarinin enzimin aktif

merkezinde bir bolgeyle etkilesime girdigini diisiinmekteyiz.

Kadmiyum ile yapilan ¢alismalarda, Cd*? iyonunun histidin ve sisteince zengin
bolgelere baglandigi belirlenmistir. Koyun beyin korteksi G6PD enzimi {izerinde non-
kompetetif inhibisyon olusturdugu i¢in, Cd*? iyonunun saflastirdigimiz G6PD enziminin
katalitik bolge disindaki bir histidine veya sisteine baglandigini diisiinmekteyiz. Canlilar
icin sitotoksik olan Cd*?, hiicrede apoptozis ile iliskili birgok patolojik durumun ortaya
¢ikmasma neden olmaktadir. Ayrica, Cd*?’nin G6PD iizerinde inhibisyon etkisinin
oldugu da diisiiniilerek, asir1 konsantrasyonlarda Cd*? alinimina bagl olarak hiicrelerde
oksidatif stresin artmasina yol agacaktir ve bu durum, noérodejeneratif siireglerin
gelismesine yol acacaktir. Kursun ve civa, sisteinil rezidiilerin tiyol gruplariyla
etkilesime girmektedirler. Clinkii sisteinlerdeki tiyol gruplar1 bu metaller i¢in yiiksek
afiniteye sahiptir. Kursun proteinlerde bulunan siilfiir gruplarma baglanarak, bu
biyomolekiilleri inaktive etmektedir. Koyun beyin korteksi G6PD enzimi lizerine Pb
etkisi ¢alismamiz, iyonun enzimi non-kompetetif olarak inhibe ettigini gostermistir. Pb
iyonlarmin, enziminin katalitik bolgesi disindaki sistein gruplariyla etkilesim kurarak
enzimi inhibe ettigini diisinmekteyiz. Bu etkilesim civa i¢in de gegerlidir; fakat, civanin
enzimi kompetitif olarak inhibe etmesi nedeniyle sisteinlerle olan etkilesimin enzimin
aktif merkezinde gerceklestigini disiinmekteyiz. Pb ve Hg™nin G6PD iizerine

inhibisyon etkisiyle ilgili direkt bir ¢alisma bulunmamaktadir.

Koyun beyin korteksi G6PD enzimine RA etkisi incelendiginde RA’nin enzimi
kompetetif olarak inhibe ettigini bulduk. Sonuglarimiz, RA inhibisyonunun enzim
yizeyinde bulunan duyarhi-SH gruplariyla RA’nin etkilesiminden kaynaklandigini
gostermektedir. SH-gruplarmin eksiksizligi G6PD aktivitesi i¢cin 6nemli oldugundan
dolay1; RA’nin inhibitdr etkisi, enzimde yer alan tiyol gruplarina RA’nin baglanmasiyla
olusmaktadir. Substratta bulunan amino asit rezidiileri ve NADP" baglama bolgesi ya da
katalitik bolge dikkate alindiginda, sistein rezidiileri G6PD’nin aktivasyonunda 6nemli

rol oynamaktadir (94).
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Imatinib, uzun zamandan beri bir¢ok kanser tipinde tedavi amagh olarak
kullanilmaktadir. G6PD, detoksifikasyonda, biyosentezde ve hiicre proliferasyonunda,
kilit noktada yer alir. ilag metabolizmas1 ve hiicre proliferasyonu oraninmn kanser
tedavisinde son derece Onemli oldugu bilinmektedir. Toksik elektrofilleri {ireten anti-
kanser ilaglarinin tiyol-aracili detoksifikasyonunun onemi birgok arastiricinin ilgisini
cekmektedir. Arastirmacilarm ¢ogu, GSH’in ila¢ direncinde rolii oldugunu kabul
ederken, ayni durum GSH-ilgili enzimler i¢in tartismalidir (151.). Koyun G6PD’sinin
(her iki izoform) ve memeli G6PD proteinlerinin iki NADP" baglama bolgesi icerdikleri
rapor edilmistir. Koyun NADP" baglama bolgesindeki Arg ile insandaki His arasindaki
yer degisme gozlendiginde, Arg ile kiyaslandiginda His’in H i¢in gdrece olarak daha az
afinite goOstererek bu baglama bdlgesinde biiyiik olasilikla elektrostatik potansiyeli
degistirdigi saptanmustir. Lizin diger amino asitlerle yer degisimi sirasinda NADP*
baglama bolgesi yaninda substrati baska amino asitlere yonlendirir; substrat
baglanmasinda gerekli degildir (152). Bu nedenle, imatinib’in NADP" baglama
bolgesindeki His amino asidiyle etkilesime girdigini diisiinebiliriz. G6P, katalitik
bolgede ya da disinda bir yerdeki fosfat baglama bolgesiyle etkilesim kurmus olabilir.
NADPH-G6P tersiyer kompleksinde, B-1-hidroksil’den katalitik baz His240’a proton
transferi i¢cin G6P’nin uygun yerlesim yeri fosfat bolgesidir (153). Bu nedenle, imatinib
biiyiik bir olasilikla G6PD enziminin yiizeyindeki histidin ve sistein amino asitlerine
baglanmistir. G6PD enzimi iizerine imatinib inhibisyonu G6P i¢in non-kompetetif
karakterde iken, bu durum NADP™ i¢in kompetetif karakterdedir.

Koyun beyin korteksi G6PD enzimi iizerine kolsisinin etkisini belirlemek
amaciyla yapilan ¢caligmada degisken G6P konsantrasyonlarinda kolsisinin enzimi non-
kompetetif, degisken NADP" konsantrasyonlarinda ise kolsisinin enzimi kompetetif
olarak inhibe ettigi bulunmustur. B-tiibiilin’in 239. sisteini, kolsisin i¢in B-tiibiilin’in
taninma bdlgesi oldugu ve kolsisinin, 239. sisteindeki alkilasyonu engelledigi Shan ve
dig. tarafindan gosterilmistir (154). Kolsisinin, G6PD enziminde baglandigi bolgeler tam

olarak bilinmemektedir; fakat, inhibisyon ¢aligmalarindan kolsisinin enzimin katalitik
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bolgesinde bulunan veya katalitik bolge disinda konumlanan sistein amino asitlerine

baglandigini sdyleyebiliriz.

G6PD aktivitesinin inhibisyonu, PFY’de Onemli rollere sahip olmasi ve
antioksidan etkileri diisiiniildiiglinde tiim organizmalar i¢in fizyolojik ve biyokimyasal
olarak bircok anahtar fonksiyona sahiptir. Organizmalardaki bu dogal iiriinlerin
patofizyolojik etkilerini ve bu etkilerin tesirlerini agiklamak i¢in farmakodinamik,
toksikolojik ve klinik ¢aligmalar yapilmalidir. G6PD eksikliginin, en genel enzimopati
oldugu gergegi bu noktada unutulmamalidir. Beyin G6PD’si ile yapilacak kristalografik
ve lic boyutlu modelleme c¢aligmalar1 bu enzimin beyindeki fonksiyonlari ile ilgili daha

ayrmtili ve 6nemli bilgiler verecektir.
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EKLER

EK-1. Degisik Inhibisyon Tiplerinin Formiilleri

Kompetetif inhibisyon
V=Vm*S/(Ks*(1+I/Ki)+S)
Non-kompetetif Inhibisyon
V=((VM*S)/(1+(I/Ki)))/(Km+S)

Linear Karisik Tip Inhibisyon
VEVMHS/((Ks+Ks* Ki)+(S+5*1/(a*Ki)))
Unkompetetif Inhibisyon
V=Vm*S/(Ks+S(1+1/Ki))

Kismi Kompetetif Inhibisyon
V=Vm*S/(Ks*((1+I/Ki)/(1+1/a*Ki))+S)

Kismi Non-kompetetif Inhibisyon

V=V MHSI((Ks* (LKD) ((L+b*1)/KQ))+(S* (L+IKD))(L+(b*1)/Ki)))
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