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OZET

VAN GOLU BALIGI KARACIGERI 6-FOSFOGLUKONAT
DEHIDROGENAZIN ( EC1.1.1.44; 6 PGD ) AFINITE
KROMATOGRAFISI iLE SAFLASTIRILMASI VE
KARAKTERIZASYONU

GULER, Muhammet
Yiiksek Lisans Tezi, Biyokimya Anabilim Dali
Tez Danismani: Dog. Dr. Vedat Tiirkoglu
Haziran 2010, 56 sayfa

Bu calismada Van Golii baligi karacigeri 6-fosfoglukonat dehidrogenaz
(EC 1.1.1.44; 6PGD) enzimi afinite kromatografisi metoduyla saflastirildi. Bu
calismada Once balik karacigeri uygun bir sekilde alinarak homojenat hazirlandi.
Hazirlanan homojenat dengeleme tamponu ile dengelenen afinite kolonuna tatbik
edildi. Kolon, absorbans degeri 0,01 nm’den kiiciik olana kadar yikama tamponu
ile yikandi. Son olarak kolona eliisyon tamponu tatbik edilerek ayrilan enzim
fraksiyonlar1 eliisyonlar halinde alindi. Her bir eliisyonun 280 nm’de kalitatif
protein tayinleri, 595 nm’de kantitatif protein tayinleri ve 340 nm’de aktivite
tayinleri yapildi. Enzimin safligim kontrol etmek i¢in Sodyumdodesilsiilfat
poliakrilamid jel elektroforez (SDS-PAGE) metodu kullanildi. Elektroforez jelinin
fotografi ¢ekildi ve tek protein bandi goriildii. Saflagtirma oran1 446.5-kat olarak
hesaplandi. SDS-PAGE ile enzimin alt biriminin molekiil agirligr 57 kDa olarak
belirlendi. Enzimin optimum sicakligi ve optimum pH’si sirasiyla 35-40 °c, 8-9
araliginda bulundu. Iyonik siddet etkisinin arastirildigi bu calismada enzimin
maksimum aktivite gosterdigi tuz [(NH4),SO4] konsantrasyonu 0.02 M olarak

bulundu.

Anahtar kelimeler: 6-Fosfoglukonat Dehidrogenaz, Saflagtirma






ABSTRACT

PURIFICATION, CHARACTERIZATION OF 6-
PHOSPHOGLUCONATE DEHYDROGENASE (EC 1.1.1.44; 6PGD)
FROM LAKE VAN FISH LIVER BY AFFINITY CHROMATOGRAPHY

GULER, Muhammet
Msc Thesis, Biochemistry Science

Supervisor: Assos. Prof. Dr. Vedat Tiirkoglu
June 2010, 56 pages

In this study 6-phosphogluconate dehydrogenase (EC 1.1.1.44; 6PGD) was
purified from Lake Van fish liver by means of affinity chromatography method.
In the study at first fish liver was properly removed and homogenate was
prepared. The homogenate was loaded onto the affinity column which was
equilibrated with equilibration buffer. The column was washed with washing
buffer until the absorbance value droped below 0.01 nm. Finally the elution buffer
was loaded onto the column and the separated fractions of enzyme were taken as
elutions. Each of the elutions was done qualitative protein determination at 280
nm, quantitative protein determination at 595 nm and activity assays at 340 nm.
To check the purity of the enzyme SDS-Polyacrylamide Gel Electrophoresis
(SDS-PAGE) was used. The photo of the electrophoresis was taken and seen one
protein band. The purification rate was calculated to be 446.5-fold. The molecular
mass of the subunit was estimated to be 57000 Da by SDS-polyacrylamide gel
electrophoresis. Optimal temperature and optimal pH of the enzyme were
determined between 35-40 °C and 8-9 respectively. This study which effect of
ionic strenght was searched in the enzyme shown optimal activity in 0.02 M salt

[(NH4)2S04].

Key Words: 6-Phosphogluconate Dehydrogenase, Purification.






ON SOz

Yiiksek lisans tezi olarak yiiriitiilen bu calisma, Yiiziincii Y11 Universitesi
Fen Edebiyat Fakiiltesi Kimya Boliimii Biyokimya 6gretim iiyesi Saym Dog. Dr.
Vedat TURKOGLU yo&netiminde Yiiziincii Yil Universitesi Fen Edebiyat
Fakiiltesi Kimya Boliimii Biyokimya Arastirma laboratuarinda yapilmistir.
Calismanin  planlanmasi, uygulanmast ve degerlendirilmesi esnasinda
karsilastigim her tiirlii problemlerin ¢oziimii i¢in bilgi, deneyim ve Ozverisini
esirgemeyen saygi deger hocam Dog. Dr. Vedat TURKOGLU’na tesekkiirii bir
bor¢ bilirim. Ayrica calismami gerceklestirebilmem icin gerekli kimyasal
malzemeyi temin etmek amaciyla vermis oldugumuz projemizi destekleyen
Yiiziincii Y1l Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Daire Baskanligina
tesekkiir ederim. Calismamda bana yardimci olan Metin ERTAS ve Mehmet Riza
KIVANC arkadaslarima tesekkiir ederim.

Muhammet GULER
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1. GIRIS

1.1. Enzimler

Canli organizmalarda, kimyasal reaksiyonlari hizlandiran ve yan diriin
olusmaksizin % 100’liikk verim saglayan biyolojik katalizorlere enzim denir
(Lehninger, 2000). Enzimler proteinlerin en biiyiilk ve Ozellesmis seklidirler.
Katalitik aktivite gosteren kiiciik bir RNA grubu diginda, biitiin enzimler protein
yapisindadir (Lehninger, 2000).

Enzimlerin bazilar1 katalizleme fonksiyonlarin1 protein yapilar ile
gerceklestirirken, bazilar1 ise enzimlerin yapilarinda bulunmayan ve kofaktor
denen molekiillere ihtiya¢ duyarlar. Kofaktér metal iyonu (Mg+2, Fe*, Zn** vb.)
olabilecegi gibi koenzim denen kompleks organik molekiiller de (NAD*, FAD,
KoenzimA) olabilir. Baz1 enzimler her ikisine de ihtiya¢ duyarlar. Koenzimlerin
cogu vitaminlerden ve oOzellikle B grubu vitaminlerinden tiiretilmislerdir.
Koenzimler proteinin denatiire olmas1 ile bozulmazlar ve defalarca
kullanilabilirler. Kofaktorlii enzimlere holoenzim, enzimin protein kismina ise
apoenzim denir (Onat, 1996).

Enzimlerin kinetik oOzellikleri hakkindaki bilgiler Michaelin-Menten
esitliginde yer alan enzimin subsrata ilgisini ifade eden Ky, sabiti ve enzimin
katalitik aktivitesini ifade eden Vy,.x degerlerinden anlasilir. Enzim aktivitesi
“Enzim Unitesi” ile ifade edilir. “Enzim Unitesi”, 25°C’de ve optimal sartlarda
Iumol subsrati bir dakikada iiriine doniistiiren enzim miktar1 seklinde tanimlanir.
Birim zamanin saniye oldugu uluslararasi 6l¢ii birimine gore, saniyede 1 mol
madde doniisiimiine sebep olan enzime 1 katal enzim denir. “Spesifik aktivite” 1
mg protein basina enzim {initesi olarak tanimlanmaktadir. Spesifik aktivite enzim
safliginin bir ol¢iisiidiir ve saflagtirma basamaklarinda maksimum ve sabit bir
degere ulasmas: ile enzimin saf hale geldigi anlasilir (Keha ve Kiifrevioglu,

2004).



Biyokimya tarihindeki bilimsel arastirma konularinin cogunlugunu
enzimler olusturmaktadir (Keha ve Kiifrevioglu, 2004). Enzimlerin saglikta,
hastalikta, tanida ve tedavide son derece Onemli gorevleri ve Kkatkilari
bulunmaktadir. Enzimlerin niteliksel ve niceliksel tayinleri yapilarak pek c¢ok
kalitsal bozuklugun tanis1 konulmakta ve hastaligin gelecegi ile ilgili ipuclar
edinilmektedir (Onat, 1996). Giiniimiizde yaklasik olarak 2000 kadar enzim
tanimlanmis, bircogu saflastirilmis, karakterize edilmis ve 200’den fazla enzim de

kristallendirilmistir (Keha ve Kiifrevioglu, 2004).

1.2. Enzimlerin Adlandirilmalar:

Enzimler genellikle rol aldiklar1 kimyasal grup veya substratinin sonuna —
az eki getirilerek isimlendirilir. Mesela iireyi hidroliz eden enzim iireaz olarak
isimlendirilir. Bu terminolojiden hari¢ olarak tripsin, pepsin ve papain gibi basit
isimlendirilen enzimler kesfedenin bildirdigi sekilde adlandirilmaktadir. Ancak
enzim sayisinin  hizla artmasindan dolayr enzimlerin  katalizledikleri
reaksiyonlarin tipi ve mekanizmalarinin acik¢a anlasilabilir ifade edilmesi i¢in
sistematik isimlendirme uygun goriilmiistiir. Enzimlerin sistematik isimlendirmesi
Uluslararas1 Biyokimya Birligi Enzim Komisyonu tarafindan olusturulur. Bu
sistem halen bilinen tiim enzimlerin yeni enzimmis gibi ayirimi i¢in pratik ve
rasyonel bir kaynak saglamaktadir.

Sistematik isim; substrat, katalizlenen reaksiyonun dogasi ve diger
karakteristikleri ifade etmektedir. Ornegin EC 4.2.1.1 ile ifade edilen enzim igin
on ek EC “Enzim kod numarasini” belirtir. Birinci rakam enzimlere ait sinifi
belirtir. Bilindigi iizere tiim enzimler katalizledikleri reaksiyon tiirii ile belirlenen
alti siiftan birine aittir. Bunlar; (1) oksidorediiktazlar, (2) transferazlar, (3)
hidrolazlar, (4) liyazlar, (5) izomerazlar ve (6) ligazlar’dir. Isimlendirmede ikinci
rakam alt sinif1, ii¢lincii rakam grubunu, dordiincii rakam da her enzimin kendine

Ozgli seri numarasini vermektedir (Bhagavan, 2002). EC tarafindan



onerilmemesine karsin, belirli enzimler adlandirilirken biiyiik harfli kisaltma
ifadesi (Ornegin, alanin amino transferaz i¢cin ALT ) yaygin bir sekilde
uygulanmaktadir. Yine bir¢cok biyokimyaci tarafindan geleneksel isimler hala
kullanilmakta, sistematik isimleri de parantez icinde verilmektedir (Keha ve

Kiifrevioglu, 2004; Burtis ve Ashwood, 2005).

1.3. Enzimlerde Aktif Yer Kavrami ve Enzim-Substrat Kompleksi

Enzim molekiilii iizerinde substrat baglama 6zelligine sahip 6zel bolgeye

aktif merkez adi verilmektedir. Ozellikleri:

e Baglanma ve katalitik aktivite bolgeleri vardir.

eOzel amino asit dizilimi vardir (Fonksiyonel yan gruplu; lizin, histidin, sistein,
trozin).

eBaglanma zayif karakterlidir (2-3 kcal).

eBaglanma degisik kuvvetlerle olur.

Aktif merkez icin, enzim-substrat baglanmasini acgiklayan iki model 6ne

suriilmektedir:

1.3.1. Anahtar-Kilit modeli (Fischer )

Bu modelde substrat ve enzimin aktif yerinin birbirine uyacak sekilde

onceden belirlenmis oldugu varsayilmaktadir ( Bakan, 2004; Kutay, 2002).



1.3.2. Uyum olusturma modeli (El-eldiven modeli-Koshland)

Bu modelde aktif merkez esnek yapidadir. Proteinin tersiyer yapisinda
olusan bir degisiklik ile enzim, substratin1 katalize uygun ve en dogru bicimde

baglayacak sekilde degisiklige ugramaktadir ( Bakan, 2004; Kutay, 2002).

1.4. Enzim Aktivitesi

Enzimlerin miktarlarim1 saptamak zor oldugundan ve bircok enzimin saf
ornekleri olmadigindan, enzim miktar1 yerine aktivite {initesi kullanilmaktadir.
Enzim aktivitesi turnover sayisi ile ifade edilir. Belirli kosullarda (25 °C’de) bir
saniyede 1 mol enzim tarafindan iirline doniistiiriilen substratin mol sayisina o
enzimin turnover sayist denir. Bir¢ok enzimin turnover sayisi 1x10* tiir. Baz1
enzimler 1x10° turnover sayisina sahiptir (Bhagavan, 2002). Bilinen en yiiksek
turnover sayis1 40.000.000’lik degerle katalaza aittir. Ikinci olarak en yiiksek
degere 400.000 ile karbonik anhidraz sahiptir.4 Turnover sayisi sadece saf enzim
icin ifade edildiginden enzim aktivitesi spesifik aktivite ile belirtilir. Spesifik
aktivite 1 mg protein basina enzim {iinitesi (EU/mg protein) olarak tarif edilir.
Klinikte, biyolojik sivilarda oOlg¢iilen enzim aktiviteleri optimum sartlarda 1
saniyede 1 umol substrati iirline doniisiimiinii katalizleyen enzim miktar1 olarak
tanimlanir. Bu birim, uluslararas1 birim (katal) olarak kabul edilir (Bhagavan,
2002).

Klinikte enzim c¢alismalar1 ¢ok biiyilk pratik Oneme sahiptir. Bazi
hastaliklarin etiyolojisinde 6zellikle kalitsal genetik hastaliklarda enzim eksikligi
veya bir ya da daha fazla enzimin total azalmasi1 veya enzimin fazla aktivitesinin
bazi hastaliklara neden oldugu diisiiniilmektedir. Kan plazmasi, eritrosit veya
doku numunesinde bulunan enzimin aktivite Ol¢iimii kesin hastalik tanisi igin
olduk¢a 6nemlidir. Bununla birlikte giiniimiizde enzimler sadece tipta degil, ayni

zamanda kimyasal endiistri, gida prosesi ve ziraatta da kullanilan 6nemli pratik



araclardir (Lehninger, 2000). Bugiin yaklasik 2000 kadar enzim tanimlanmis
bunlarin bircogu saf elde edilerek kinetikleri incelenmis ve 200’den fazlasi
kristallendirilmistir. Ancak yapilan genetik calismalar heniiz tespit edilmemis

bircok enzimin var oldugunu gostermektedir (Keha ve Kiifrevioglu, 2004).

1.5. Enzimlerin Aktivitesini Etkileyen Faktorler

Enzim aktivitesi cesitli iyonlar, zaman, fiziksel ve allosterik etkiler, enzim
konsantrasyonu, substrat konsantrasyonu, hormonlar, su, pH, sicaklik gibi

faktorler tarafindan etkilenmektedir.

1.5.1. Enzim konsantrasyonu:

Enzimatik bir tepkime ortaminda fazla miktarda substrat bulunmasi
halinde tepkimenin hizi, enzim konsantrasyonu ile orantili olarak artmaktadir.
Denge halinde enzim konsantrasyonunun denge sabiti lizerine etkisi yoktur.

Genel bir enzimatik reaksiyon;
E+S S ES— E+P seklindedir.

Hiz ile enzim konsantrasyonu arasindaki iliski incelendiginde,

Hiz, =k;. [E] [S]
Hiz, = ko. [E] [P]
ki. [E] [S]=k.. [E] [P]

Denge halinde tepkimenin saga dogru olan hiz1 (hiz sabiti=k;), sola dogru olan

hizina (hiz sabiti=k,) esittir. Yani dengeye erisildiginde Hiz, = Hiz, olmaktadir.

Kaenge = ki/ka = [PI/[S]  Bu esitlikten de goriildiigii gibi, denge sabiti enzim



konsantrasyonu tarafindan etkilenmemektedir. Dolayisiyla enzimler, hiz ve denge

sabitlerini degistirmemektedirler.

1.5.2. Substrat konsantrasyonu:

Ortamda bulunan enzim konsantrasyonu ve diger kosullar deg§ismediginde
tepkimenin hizi, baslangicta substrat konsantrasyonunun artirilmasi ile dogrusal
bir artis gostermektedir. Fakat substrat eklendik¢ce hiz yavaglayarak artar ve belirli
bir substrat konsantrasyonunda maksimum hiza ulagir. Maksimum hiza

ulasildiginda substrat konsantrasyonu artirilsa da tepkime hizi degismez.
E+SS ES— E+P

Baslangigta artan [S], enzim molekiilleri ile baglanarak [ES] kompleksi
olusturmaktadir. Maksimum kapasiteye ulasildiginda enzimde substrat baglayacak
tim bos yerler doldugunda, eklenen substrat artitk [ES] kompleksi
olusturamayacagi icin enzimatik tepkimenin hizi (Vmax) degismemektedir. Bu

esitlik:

Vmax[S]
“[s] + Km

Seklindedir.

Esitlikte herhangi bir enzim i¢in Vmax, Km degerleri sabit oldugundan, bu
esitlik enzimatik reaksiyon hizin1 substrat konsantrasyonundaki degisime
baglayan ifadedir. Bu esitlikten hareketle, substrat konsantrasyonuna karst hizdaki
degisimlerin birlestirilmesiyle hiperbolik bir grafik ortaya ¢ikmaktadir (Kutay,
2002



R

BHaslangye Hiz

ﬂE{m

Z 5
[$]

Sekil 1.1. Enzimatik olarak katalizlenen bir reaksiyonun hizina substrat

konsantrasyonunun etkisi

1.5.3. Sicaklik:

Enzimatik tepkimelerde sicakligin artmasi ile molekiiller aras1 ¢carpismanin
artisina bagli olarak genellikle tepkimenin hizi artmaktadir. Tepkime hizinin
yiikselmesi sicaklikla dogru orantilidir. Ancak maksimum hiza ulasildiktan sonra
sicakligin artis1 ile hizda tekrar bir azalma gozlenmektedir. Enzimin maksimum
aktivite gosterdigi sicakliga optimum sicaklik denir. Yiiksek 1silarda (55-60°C)
enzimler etkisizdirler. Diisiik sicakliklarin enzimin etkinligini azalttigi fakat
yapisini bozdugu goriilmemistir. Sabit sicaklikli canlilarda enzimler ¢ogunlukla

37 °C’de optimum etkindirler.



1.54. pH:

Enzimlerin aktiviteleri ortamm H* iyonu konsantrasyonuna bagli olarak
degismektedir. Her enzimin optimum pH araligi vardir. pH degisikligi ile amino
asit zincirinin iyonik oOzellikleri degistigi i¢in denatiire olan enzimin Kkatalitik
aktivitesi kaybolmaktadir. Aktif merkezin iyonizasyonu bozulabildiginden enzim
ile substrat etkilesimi degismekte veya substrat molekiiliiniin ¢oziiniirliigiinii
degistiren pH, [ES] olusumunu etkilemektedir (Kutay ve Onat, 2002). Enzimler
genellikle viicut sivisimin pH’s1 ile ayn1 pH’da fonksiyon goriirler. Bu yiizden
cogu enzim en yiiksek aktiviteyi pH 6-8 arasinda gosterir. Buna ragmen gastrik
stvinin diisiik pH’sinda fonksiyon yapan pepsin maksimum aktiviteyi pH 2’de

gosterir (Bhagavan, 2002)

1.5.5. Hormonlar:

Hormonlar ve bazen aminoasitler gibi biyomolekiiller, enzimin durumunu
degistirmektedirler. Ozellikle steroid yapili hormonlar birden fazla alt iinitesi olan
enzimlerin yapilarin1 bozarak etki etmektedirler. Yine aminoasitler gibi bazi

kiictik molekiiller enzimin yapisini diizeltme etkisine sahiptirler

1.5.6. Zaman:

Enzimatik reaksiyonun hizi zamana baghdir. Reaksiyon boyunca enzimin
zamanla inaktive olmasi, reaksiyonu Onleyen maddelerin olusumu, {iriinlerin
birleserek aksi yondeki reaksiyonu isletmeleri ve substratin tiikenmesinden dolay1

enzimatik reaksiyonun hizi azalir.



1.5.7. Fiziksel faktorler ve su:

Isik ve radyasyon gibi fiziksel faktorler tarafindan enzim aktivitesi
degisebilmektedir. Ornegin tiikiiriik amilazimin aktivitesi kirmizi ve mavi 1sikta
artarken U.V. 1sinlarinda azalmaktadir. Ayrica enzimler islevlerini sulu ortamda
gerceklestirdiklerinden, suyun miktar1 da enzimleri etkilemektedir. Genellikle

%15’in altinda su iceren ortamlarda enzimler islev gormezler.

1.5.8. Cesitli iyonlar:

Enzim aktivitesi i¢in gerekli olan kofaktoriin ortamda varlig1 veya yoklugu

ve konsantrasyonu enzimatik aktiviteyi etkilemektedir.

1.6. 6-Fosfoglukonat Dehidrogenaz Enzimi

6-Fosfoglukonat dehidrogenaz enzimi, pentoz fosfat yolunun 3. enzimidir.
6-Fosfoglukonat dehidrogenaz enziminin katalizledigi reaksiyon doniisiimlii olup
NADP" varliginda 6-fosfoglukonat, ribuloz-5-fosfata diiniisiir ve NADPH olusur.

Bu iki iirtin hakkinda detayli bilgi ileriki konularda verilecektir.

1.7. Pentoz Fosfat Yolu

Pentoz yan yolu, heksoz mono fosfat yolu ya da fosfoglukonat oksidatif
yolu olarak da bilinmektedir. Ilk kez 1931 yilinda Otto Warburg tarafindan ortaya
atilmis ve tamamu Fritz Lipmann, Frank Dinckens, Bernard Horecker ve Efrahim
Rocher isimli biyokimyacilar tarafindan aydinlatilmistir (Keha ve Kiifrevioglu,

2004).
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1.7.1. Pentoz fosfat yolu tepkimeleri

Pentoz fosfat yolu oksidatif ve oksidatif olmayan olmak iizere iki
asamadan olusur. Sitozolde olusan bu metabolik yolun amaci indirgeyici
biyosentez olaylar1 icin NADPH ve bircok bilesigin yapisinda bulunan riboz-5-
fosfat iiretmektir. Bu yolda; ii¢, dort, bes, alt1 ve yedi karbonlu sekerler oksidatif
olmayan reaksiyonlar serisi ile birbirlerine doniistiiriiliir (Keha ve Kiifrevioglu,
2004).

Oksidatif reaksiyonlar; 6-fosfoglukonat dehidrogenaz enzimince, glukoz
6-fosfat’in bir no’lu karbonunun dehidrogenasyonu sonucu 6-fosfoglukono-1,5-
lakton’a doniistiiriilmesi ile baslar. Ikinci olarak fosfoglukuno-1,5-lakton, laktonaz
enzimi tarafindan 6-fosfoglukonat’a doniistiiriiliirken, burada olusan {iriin 6-
fosfoglukonat dehidrogenaz enzimince ribuloz 5-fosfat’a, olusan bu molekiil de
fosfopentoz izomeraz enzimi tarafindan riboz S5-fosfat’a doniistiiriilir. Bu
tepkimeler sonucunda D-riboz-5-fosfat ve CO, olusur. NADPH birinci ve {igiincii
reaksiyonlarda olusur. Reaksiyonun net denklemi asagidaki sekildedir (Kutay,
2002).

Glukoz 6-fosfat + 2H,0 + 2 NADP*— Riboz-5-fosfat + 2NADPH + H* + CO,

Oksidatif olmayan boliimde; ksiluloz 5-fosfat ve riboz S5-fosfattan
transketolaz enzimi ile gliseraldehit 3-fosfat ve sedoheptuloz 7-fosfat olugsmasi ile
baglar. Olusan bu iki iiriin transaldolaz enzimi ile eritroz 4-fosfata ve fruktoz 6-
fosfata, bu bilesikler de transketolaz tarafindan gliseraldehit 3-fosfat ve fruktoz 6-
fosfata doniistiiriilmektedir. Boylece pentoz fosfat yoluyla olusan riboz 5-fosfat
glikoliz yolu ara bilesiklerine doniistiiriilmiis olur. Oksidatif olmayan boliimiin net

reaksiyon denklemi asagidaki gibidir (Keha ve Kiifrevioglu, 2004).

3 Riboz 5-fosfat S 2Fruktoz 6-fosfat + Gliseraldehit 3-fosfat
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Sekil 1.2. Pentoz Fosfat Metabolik Yolunun Oksidatif Faz Reaksiyonlari
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1.7.2. Pentoz fosfat yolunun metabolik 6nemi

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

NADPH hiicrede yag asidi, kolesterol, L-askorbik asit, nitrik oksit
biyosentezi, glutatyonun indirgenmesi, ilag ve ksenobiyotik detoksifikasyonu ve
peroksitlerin indirgenmesinde rol alir (Wood 1986; Nelson ve Cox, 2000).
Eritrositlerde pentoz fosfat yolu okside glutatyonun indirgenmesinde kullanilan
NADPH’y1 saglar. Rediikte glutatyon (GSH) ve GSH-bagimli enzimler hiicreyi i¢
ve dis kaynakli toksik bilesiklerden ve reaktif oksijen tiirlerinden (ROS) korur
(Siems ve ark., 2000). Fagositlerde oksijen tiiketimi ve H;O, olusumu fazla
oldugundan pentoz fosfat yolunun aktivitesi de fazladir (Borregaard ve ark.,
1984). Ksenobiyotikler, glutatyon peroksidaz, sitokrom P-450 detoksifikasyon
sistemleri ile NADPH kullanilarak zararsiz hale getirilir (Hollenberg, 1992).
NADPH’nin damar diiz kas hiicrelerinde iyon kanallarinin aktivitesini kontrol
ettigi one siiriilmiistir. NADPH nin azalmas1 Ozellikle V-tipi potasyum (K*)
kanallarmin acilmasina ve vazodilatasyona neden olur (Gupte ve ark., 2002).
Sorbitol yolunun 6nemli enzimlerinden aldoz rediiktaz da NADPH kullanir
(Grunewald, 1993). DNA sentezi i¢in riboniikleotidlerin (riboniikleotid rediiktaz
ile) deoksiriboniikleotidlere doniismesini saglar. NADPH suda coziinmeyen
birgok bilesik igin de gereklidir. Diger iiriin riboz-5-fosfat; ATP, FAD, NAD",
NADP" , DNA, RNA, CoA yapisina girer (Keha ve Kiifrevioglu, 2004).



2. KAYNAK BILDIRiSi

Eritrositlerde glukoz 6-fosfat dehidrogenazin kalitsal eksikligi ya da
degisik varyantlarinin bulunmasi, ileri seviyelerde anemiye yol a¢maktadir.
Tiamin eksikliginde ortaya ¢ikan ve bellek kaybi ile kismi paralizin birlikte
goriildiigiic Wernicke-Karsokoff sendromu, pentoz fosfat yolundaki transketolaz
aktivitesindeki degisimlere de baglanmaktadir (Kutay, 2002). Glukoz 6-fosfat
dehidrogenaz ve 6-fosfoglukonat dehidrogenaz enzimlerinin eksikliginde anemi
goriiliir (Ajmar, 1979).
Mikroorganizma, bitki ve hayvan hiicrelerinde bulunan 6PGD pentoz
fosfat yolunda iiretilen NADPH’larin %50’sini sentezlemektedir (Dyson ve
ark., 1973).
6PGD ilk kez Villet ve Dalziel tarafindan bir memeli dokusundan izole
edilmistir. Sonraki yillarda DEAE-Sephadex, CM-Sephadex, DEAE-Celluose
ve DEAE-Toopearl Kolonlarin1 kullanarak iyon degisim materyallerinden
saflastinnlmistir (Silverberg ve Dalziel, 1973; Weisz ve ark., 1985; Sawa ve ark.,
1985).

1961 yilinda Candida utilis ile yapilan calismada enzimin kinetik
mekanizmasinin random oldugu gosterilmistir (Berdis ve Cook, 1993).

6PGD (6-Fosfoglukonat dehidrogenaz) ve GR (Glutatyon rediiktaz)
metabolizmada Onemli antioksidan ajanlar oldugundan dolayi, bu enzimlerin
inhibisyonu antioksidan savunma sisteminde onemlidir. Bu yiizden dorzolamid
gibi sulfonamidler tedavide kullanilacaksa, 6PGD ve GR enzimleri dikkate
alinmalidir (Biilbiil ve Erat, 2008).

Erat ve Sakiroglu 2007 yilinda yaptiklar1 bir ¢calismada, tavuk karacigeri
6PGD enzimi {izerine ofloxacin, cefepime, cefazolin ve ampicillin
antibiotiklerinin inhibitor etkileri arastirllmislardir. Birka¢ saflastirma adimiyla
535 kat saflastirilan bu enzime yukarida isimleri verilen antibiyotiklerden;

ofloxacin ve cefepime inhibitor etkisi gostermis iken, diger iki antibiyotik ne
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inhibitdr nede aktivator etkisi gostermistir. (Erat ve Sakiroglu, 2007).

Nikotin ve vitamin E'nin bazi fare dokularindaki 6-Fosfoglukonat
dehidrogenaz (6PGD) enziminin aktivitesi {izerine in vivo ve in vitro etkisi
arastirtlmistir. In vivo c¢alismalarinin sonuglarinda nikotinin, kas, akciger ve
testislerde 6PGD enzimini aktiflestirdigi fakat kalp ve karaciger 6PGD aktivitesi
tizerine hicbir etkisinin olmadig1 bulunmustur. Ayrica nikotin+vitamin E'nin kas,
testis ve karaciger 6PGD enzimini aktiflestirdigi, ancak bu kombinasyonun kalp
ve akciger iizerine in vivo etki gostermemistir. Ayrica vitamin E'nin 6PGD
enziminin aktivitesini arttirdigi bulunmustur (Ciftci ve ark., 2008).

2005 yilinda tavuk karacigeri 6-fosfat dehidrogenaz enziminin
saflagtirilmas1 sonucunda enzimin spesifik aktivitesi 61 U/mgprotein, saflastirma
katsayis1 344 ve verim % 5.57 olarak hesaplanmistir (Erat, 2005).

Karbonik anhidraz inhibitorleri olan bazi degisik siilfonamid tiirevlerinin
glukoz-6-fosfat dehidrogenaz, 6PGD ve glutatyon rediiktaz iizerinde in vitro
etkileri arastirilmistir. Bu amagla insan eritrositlerinden bu {i¢ enzim saflastirilmas,
arastirma sonucunda bu bilesiklerin 6PGD {izerine inhibisyon etkisi gosterdikleri
bulunmustur (Biilbiil ve Erat, 2008).

Fare eritrositlerindeki 6PGD’nin saflastirilmasi, karakteriasyonu ve kinetik
ozellikleri lizerinde calismalar yapilmistir. Bu ¢alismalar sonucunda verim % 78.4
ve enzimin spesifik aktivitesi 5.15 EU/mgprotein olarak hesaplanmuistir. Tabii
enzimin molekiil agirlig1 jel filtrasyon kolon kromatografisi yardimiyla 111.000
Da olarak bulunmustur. Enzimin maksimum aktivite gosterdigi pH degeri 7 ve
maksimum aktivite gosterdigi sicaklik ise 45 santigrat derece olarak bulunmustur
(Beydemir ve ark., 2004).

Glukoz-6-fosfat dehidrogenaz ve 6PGD, gelismis bitkilerin yesil
yapraklarindaki kloroplast ve stozolde bulunur. 6PGD enzimi Petroselinum
hortense yapraklarindan saflastirilmis ve enzimin kinetik davranis analizleri ile
baz1 oOzellikleri arastirllmistir. Enzim, %49’luk bir verimle elde edilmis ve
enzimin spesifik aktivitesi 18.3EU/mg protein olarak bulunmustur (Demir ve ark.,

2003).
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6PGD defektif varyantlari, ilk olarak 1969 yilinda siyah bir Amerikan
ailesinden tanimlanmis ancak fertlerde hemolitik anemi saptanmistir (Brewer ve
ark., 1964). Enzimin eksikligi sonucunda olusan kronik hemolitik anemi vakalar1
ise daha sonraki yillarda rapor edilmistir(Caprarri, 2001; Corrons ve ark., 1996).

6-Fosfoglukonat dehidrogenaz (EC1.1.1.44; 6PGD) NADP" varliginda 6-
fosfoglukonat bilesigini D-ribuloz 5-fosfata doniistiiren pentoz fosfat yolunun
ticlincii enzimidir. Reaksiyon sonucu bir¢ok biyomolekiiliin yapisina giren riboz
S-fosfatin izomeri D-ribuloz 5-fosfat ve bircok biyokimyasal reaksiyonda
indirgeyici giic olarak kullanillan NADPH olusur. Enzimin &nemi NADP"yi
NADPH’a indirgemesinden kaynaklanmaktadir. Bir¢ok mikroorganizmada glukoz
ve glukonat katabolik enzimi olarak gorev alir (Yoshida ve ark., 1997). Enzim
glukoz 6-fosfatin, glikolitik ve pentoz  fosfat yolu arasindaki dengesinin
korunmasinda onemlidir (Del Mar ve ark., 1986).

Enzimin eksikliginde hemolitik anemi, retikulosit sayisinda eksiklik,
sarilik ve episodemik hemolitik olaylar tespit edilmistir. Enzimin eksikligi ile
beraber piruvat kinaz aktivitesi artmakta ve GSH seviyesinde ise azalma
gozlenmektedir. Bu durum da eritrositlerin Omiirlerini kisaltmaktadir. 6PGD’nin
dogal substrat’t 6-fosfoglukonat’tir. Enzimin NADP"ya olan ilgisi genelde
substrat’t olan 6-fosfoglukonat’tan daha fazladir (Topham ve Dalziel 1986).
Ayrica NADPH spesifik 6PGD ‘nin insan eritrositi, kuzu karacigeri, Trypanosoma
Brucei ve Candida utilis’ de substrat olarak 2-deoksi-6-fosfoglukonat ve 3-keto-6-
fosfoglukonat’1 kullanabildigi ¢alismalarda rapor edilmistir (Hanau ve ark. ,1992;
Rippa ve ark., 1998).

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

Giintimiizde en az 20 farkli kaynaktan elde edilen enzimin amino asit

dizisi belirlenmistir. Enzimlerin ortalama 400 civarinda amino asitten olustugu
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tespit edilmistir (Hutchison ve ark., 1984). Ornegin; insan 6PGD enzimi 484
amino asitten olusur. Enzimlerin amino asit dizilimi kaynagma gore
degismektedir.

Degisik kaynaklarda yapilan c¢alismalarda 6PGD geninin yapisi
aydinlatilmis, niikleotid siras1 belirlenmis ve genler klonlanmustir. Ornegin
insanda 1. domateste 4. 5. ve 12. kromozomlarda bulunan 3 geni vardir. Yapilan
X-ray kristalografik incelemelerde aktif bolgede proton alicis1 ve vericisi olarak
rol oynayan bir ¢ok amino asit rezidiisiine rastlanmistir. Koyun karacigerinde;
enzimin aktif bolgesi, tirozin 196, glutamat 195 ve glutamat 222 subsrat baglanma
yeri olarak diisiiniilen bir cepte bulunmaktadir. Enzimin substrata baglanmasi aktif
bolgesinde yer alan histidinin iyonizasyonu, koenzimin baglanmasi ise tirozinin
iyonizasyonu ile enzim kaynag saglanir. Aktivite i¢in histidin gerekliligi
laboratuar caligmalar ile ispatlanmistir (Topham ve Dalziel, 1986).

Yapilan X-ray caligmalarinda enzimin eskenar dortgen seklinde kristalize
oldugu gosterilmistir. Lactococcus lactis’ de aym yapr gozlemlenirken;
trypanosoma brucei’de kristalin iicgen seklinde oldugu belirlenmistir. Si8ir
enzimi kristalize elde edilmis ve ii¢ boyutlu yapisi incelenmistir. Enzimin
homodimer oldugu ve her alt birimin o-B-a-f bolgelerinden olustugu ve bu
bolgelerin NADP' bagladiklar gosterilmistir (Adams ve ark., 1991).

6-fosfoglukanat dehidrogenazin molekiil kiitlesi kaynagina gore 80-152
kDa, alt birimlerinin molekiil kiitlesi ise 33-55 kDa arasinda degismektedir. Bazi
canlilarda homodimer, bazilarinda homotetramer bir yapiya sahiptir. Insanda
homodimer bir yapiya sahip enzimin alt biriminin molekiil kiitlesi 53 kDa oldugu
deneysel verilerle gosterilmistir. Tiirline gore degismekle beraber enzimin
optimum pH aralig1 5.5-9.6 araliginda degismektedir. Enzim aktivitesinin pH 7.6-
9.2 arahiginda arttigi, 9.3’ten sonra ise aktivitesini kaybettigi bildirilmistir
(Barenghi ve ark., 1987).

Enzimin dogal halinin optimum pH’s1; insan beyninde 8.6 (Weisz ve ark.,
1985), sican eritrositlerinde 7.0 (Beydemir, 2003) ve sican bobrek korteksinde 8.0
olarak belirlenmistir (Corpas ve ark.,1995).
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Enzimin reaksiyon mekanizmasinin ardisik/diizensiz oldugu tespit
edilmistir (Dallocchio ve ark., 1985). Bu mekanizmada enzime baglanan
subsratlardan biri digerinin baglanmasim1 kolaylastirir. Subsratlarin baglandigi
ticlii ara kompleksten, iirlinlerin baglandigr iiclii kompleks olusur ve {iriinler
sirayla ayrilirlar (Kutay, 2002).

Enzimin saflastirilmasinda karsilagilan problemler enzimin kararsizligi ve
stabilizasyonudur. Aktivite kaybinin en aza indirilmesi icin genelde ¢aligsmalar +4
°C’de  yapilmaktadir. Tampona  2-merkaptoetanol, EDTA, NADP",
fenilmetilsulfonilfloriir ilavesiyle stabilizasyon saglanmistir (Toews ve ark., 1976;
Carne, 1982; Pearse ve Rosemeyer, 1974). Bakteriyel kaynakli 6-PGD enzimler,
hayvansal kaynakli enzimlerden daha kararlidir (Menezes ve ark., 1989).

6PGD ile yapilan kinetik caligmalar sonucunda enzim aktivitesinin bazi
ara bilesikler, nukleositler, metal iyonlari, NADPH, bazi ila¢ ve kimyasal
maddeler, pH, iki degerlikli iyonlar tarafindan etkilendigi tespit edilmistir (Dyson
ve ark., 1973; Gaitonde ve Murray, 1991; Hong ve Copeland, 1992; Pearse ve
Rosemeyer, 1974; Rippa ve ark., 1998).

Van Golii, pek cok koyu bulunan ve yiiz 6l¢iimii 3.713 km? olan volkanik
bir goldiir. Sular1 tuzlu ve sodalidir. G6l suyunun tuzluluk orant % 0.19 olup pH
degeri 9.8 dir. Goliin su seviyesi mevsimlere bagli olarak degisebilir. Ortalama
derinligi 171 m’dir. Van Goli’'niin disariya akintis1 olmadigindan sular ancak
buharlagma ile kaybolmakta ve buharlasmanin sonucunda golde tuz birikmektedir.
Golu besleyen dereler volkanik arazilerden gectikleri i¢in fazla miktarda sodyum
karbonat getirirler. Bundan dolay1 gole sodali gol denir. Yaz aylarinda gol
kenarinda biriken soda birikintileri toplanip satilir. Goliin tuzlu— sodali sular
biyolojik cesitliligi sinirlamaktadir. Golde tek bir balik tiirli olarak inci kefali
yasamaktadir. inci kefali golde yasamasma ragmen iiremek igin yaz aylarinda
akarsulara goc ederler. Inci kefali planktonlarla beslenir. Balik aym1 zamanda

bitkisel kokenli Diatome ve diger alglerle de beslenir (Akyurt ve Sar1, 1991).



3. KULLANILAN MATERYALLER

3.1. Kullanmilan Kimyasal Maddeler

Caligmalarimizda kullanilan N,N,N’ N’-tetrametil etilendiamin (TEMED), 6-
fosfoglukonat (mono Na tuzu), triklor asetik asit (TCA), glisin, potasyum asetat,
N,N’-metilen bisakrilamid, brom timol mavisi, sodyum dodesil siilfat (SDS),
amonyum persiilfat, AppliChem GmbH’den; Serum albumin,
etilendiamintetraasetikasit (EDTA), trihidroksimetilaminometan (Tris), potasyum
fosfat, potasyum kloriir, izopropanol, f-merkapto etanol,magnezyum kloriir, Sigma
Chemical Comp.’den; sodyum bikarbonat, sodyum hidroksit, amonyum siilfat,
sodyum kloriir, sodyum asetat, hidroklorik asit, fosforik asit, sodyum azotiir, gliserin,
potasyum dihidrojenfosfat, etanol, metanol, asetik asit, Coomassie brillant blue G-
250, E. Merck AG’den; B-nikotinamidadenindiniikleotidfosfat (Na tuzu), E. Fluka
Chemical Corp.’dan; ve 2'5"' ADP-Sepharose 4B Amersham biosciences’den alindi.

3.2. Kullanilan Alet ve Cihazlar

Klinik santrifiij: Hettich EBA 3 S

Klinik santrifiij: Centurion 4000 r

Spektrofotometre: Shimadzu UV Spectrophotometer UV-1800
pH metre: Inolab WTW series pH 720

Elektroforez tanki: BIO RAD (dikey)

Gii¢ kaynagi: Thermo scientific

Peristaltik pompa: Eyela Micro Tube Pump MP-3
Karistiricr (Vorteks) : Mixer VX 20

Hassas terazi: Gec Avery

Kromatografi kolonu: Sigma 1.3x60

Otomatik pipetler: Eppendorf, Volac R 880/A,880/D, 880/E

inkiibator: G24 Enviromental incubatur Shaker
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Homojenizator: Jencons (scientific) Ltd. England

Parcalayici mikser: Warning Commercial Laboratory Blender. Country of origin
U.S.A.

Sabit sicaklik sirkiilasyon banyosu: Julabo Labortechnik GMBH D-7633

Sabit sicaklik sirkiilasyon banyosu: Grand Technical. Specification LTD 6G-20 to
100°C

Sogutmal santrifiij: Hermle Z 370 K Germany

3.3. Kullanilan Cozeltilerin Hazirlanmasi

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

3.3.1. Eritrositlerin yikanmasi icin kullanilan ¢ozelti

0.16 M KCI: 11.92 g KC1 (0.16 mol) alinarak su ile 1 L’ye tamamlandi.

3.3.2. Aktivite olciimiinde kullamilan cozeltiler

1. I M Tris-HCI/ 5SmM EDTA (pH= 8.0): 0.6057 g (5 mmol) Tris ve 0.0292 g (0.1
mmol) EDTA alinarak 90 ml destile suda coziildii. HCI c¢ozeltisi ile pH 8.0’a
ayarlandi. Daha sonra toplam hacim su ile 50 ml’ye tamamlandi.

2. 0.1 M MgCl,: 0.475 g (5 mmol) alimip bir miktar saf suda ¢6ziindiikten sonra
hacim 50 ml’ye tamamlandi.

3. 6 mM 6PGA: 0.091 g (0.3 mmol) 6PGA alinip bir miktar suda ¢oziildii. Hacmi
su ile 50 ml’ye tamamlanda.

4. 2mM NADP" Cozeltisi: 0.0765 g NADP* (0.1 mmol) alinarak bir miktar suda

¢oziildii. Hacim suyla 50 ml’ye tamamlandi.
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3.3.3. Afinite kromatografisi kolonunda kullanilan ¢ozeltiler

1. 0.1 M K-asetat/0.1 M K-fosfat, pH= 6 (Kolonunun paketlenmesi ve
dengelenmesi i¢in kullanilan tampon): 9.8 g K-asetat (0.1 mol) ve 13.6 g K-fosfat
(0.1 mol) karistmi 800 ml suda ¢oziildii. pH’s1 6’ya ayarlandiktan sonra toplam
hacim 1L’ye tamamlandi.

2. 0.1 M K-asetat/0.1 M K-fosfat, pH= 7.85 (Afinite kromatografisi kolonunun
yikanmasi i¢in kullanilan tampon): 9.8 g K-asetat (0.1 mol) ve 13.6 g K-fosfat
(0.1 mol) karistmi 800 ml destile suda ¢oziildii. pH= 7.85’e ayarlandiktan sonra
toplam hacim

1L’ ye tamamland.

3. 0.1 M K-fosfat/0.1 M KCI, pH= 7.85 (Numune tatbik ettikten sonra afinite
kolonunun yikanmasi i¢in kullanilan tampon): 13.6 K-fosfat (0.1 mol) ve 7.45 g
(0.1 mol) KCI karisiminin hacmi su ile 800 ml’ye tamamlandi. pH’s1 7.85’e
ayarlandiktan sonra toplam hacim 1L’ye tamamlandi.

4. 80 mM K-fosfat + 10 mM EDTA ( pH= 7.85) + 80 mM KCI + 5 mM NADP”*
(Afinite jeline tutunmus olan 6-fosfoglukonat dehirogenaz enziminin eliisyonu
icin kullanilan tampon): 0.544 g K-fosfat, 0.121g EDTA, 0.298 KCI ve 0.1913 g
NADP"* karistmi 40 ml suda ¢oziildii. pH= 7.8’e ayarlandiktan sonra toplam
hacim 50 ml’ye tamamlandi.

5. 0.1 M Na-asetat/0.5 M NaCl (pH= 4.5) (Afinite kromatografisi kolonunun
rejenerasyonu i¢in kullanilan tampon): 4.1 g Na-asetat(50 mmol) ve 14.61 g NaCl
(0.25 mol) alinip suda ¢oziildii, pH= 4.5’e ayarland1 ve toplam hacim suyla 500
ml’ye tamamlandi.

6. 0.1 M Tris + 0.5 M NaCl (pH= 8.5) (Afinite kromatografisi kolonunun
rejeneresyonu igin) 6.05 g Tris ve 14.61 g NaClI bir miktar suda coziindiikten
sonra pH= 8.5’e ayarlandi. Daha sonra hacim 500 ml’ye tamamlandi.

7. % 0.02’lik NaNj c¢ozeltisi (Kromatografi kolon meteryallerini bakterilerden

korumak i¢in): 10 mg NaNj3 alinarak 50 ml suda ¢oziildii.
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3.3.4. Elektroforez icin kullanilan cozeltiler

1. IM Tris-HCI (pH= 8.8): 12,11 g Tris (0.1 mol) tartilarak 80 ml suda ¢oziildii,
pH ayar1 yapildiktan sora 100 ml’ye tamamlandi.

2. 1 M Tris-HCI (pH= 6.8): 12,11 g Tris (0.1 mol) tartilarak 80 ml suda ¢oziildii,
pH ayan yapildiktan sonra 100 ml’ye tamamlanda.

3. % 30 Akrilamid % 0.8 Bisakrilamid c¢ozeltisi: 15 g akrilamid, 0.4 g
bisakrilamid alinarak hacmi su ile 100 ml’ye tamamlandi.

4. % 10’luk amonyum persiilfat ¢ozeltisi: 1 g amonyum persiilfat tartilarak su ile
10 ml’ye tamamland.

5. % 10’1luk SDS: 1 g SDS’nin hacmi su ile 10 ml’ye tamamland.

6. Yiiriitme tamponu: 1.51 g Tris (12.5 mmol) ve7.51 g glisin (0.1 mol) tartilarak
450 ml suda ¢oziildii % 10’luk SDS’den 5 ml ilave edildi, pH= 8.3’e ayarland1 ve
toplam hacim 500 ml’ye tamamlandi.

7. Numune tamponu: 1 M Tris-HCI (pH= 8)’den 0.5 ml, % 10’luk SDS’den 1 ml,
% 100’liik gliserinden 1 ml ve % 0.1°lik bromtimol mavisinden 1 ml alinarak
suyla 10 ml’ye tamamlandi. Bu tampona kullanilmadan 6nce 950 pl numune
tamponundan 50 pl olacak sekilde B-merkaptoetanol ilave edildi.

8. Sabitlestirme c¢ozeltisi (Jelde yiiriitillen proteinlerin sabitlestirilmesi igin
kullanilan ¢ozelti): % 50 izopropanol, % 10 TCA ve % 40 su olacak sekilde
karistirilarak hazirlandi.

9. Jel boyama ¢ozeltisi: 50 ml metanol, 10 ml asetik asit ve 40 ml su igerisinde 0.1
g Coomassie brillant blue R-250 reaktifinin ¢coziilmesiyle hazirlandi.

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

11. % 0.04’liikk brom timol mavisi ¢ozeltisi: 0.1 indikatér 0.01 M 16 ml NaOH

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



4. KULLANILAN YONTEMLER

4.1. Kalitatif Protein Tayini

Afinite kolonundan elde edilen fraksiyonlarin her birinin kalitataif protein
tayinleri yapildi. Kalitatif protein tayini, 280 nm’de proteinlerin yapisinda
bulunan triptofan ve tirozinin maksimum absorbans goOstermesi esasina
dayanmaktadir (Segel, 1968). Fraksyonlar kuvarts kiivetlere alinarak

absorbanslar1 kore kars1 okundu. Kor olarak eliisyon tamponu kullanildi.

4.2. Bradford Yontemiyle Kantitatif Protein Tayini

Afinite kolonundan elde edilen fraksiyonlarin her birinin kantitatif protein
tayinleri yapildi. Bu yontem o-fosforik asitli ortamda proteinlerin Coomassie
Brillant Blue G-250 reaktifi ile kompleks olusturmasi ve bu kompleksin 595
nm’de maksimum absorbans gostermesi esasina dayanir. Proteine boyanin
baglanmasi ¢ok hizli gelisir (ortalama 2 dk.). Protein-boya kompleksi ¢ozeltilerde
uzun siire kalir. Bu yontemin hassasiyeti 1-100 ug arasindadir (Bradford, 1976).

Ol¢iim su sekilde gerceklestirildi; 1 ml’sinde 1mg protein ihtiva eden
standart s1gir albumin ¢ozeltisinde tiiplere 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90 ve 100
ul alindi. Saf su ile tiim tiiplerin hacmi 0.1 ml’ye tamamlandi. 5 ml Coomassie
Brillant Blue G-250 reaktifi tiiplere ilave edildi ve vortex mikser ile karistirildi. 10
dk inkubasyondan sonra 595 nm’de 3 ml’lik kiivetlerde kore karsi absorbans
degerleri okundu. Kor olarak 0.1 ml ayni tampon ve 5 ml Coomassie Brillant Blue
G-250 reaktifinden olusan karistim kullanildi. Okunan absorbans degerlerine
karsilik gelen pg protein degerleri standart grafik halinde verildi.

Hazirlanan enzim ¢ozeltilerinden (her bir fraksiyondan) ayr1 ayri 0.1ml

alindi. 5 ml Coomassie reaktifi ilave edildi ve vortex ile karistirllarak 10 dk.
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inkiibasyona birakildi. Yine kor olarak 0.1 ml ayni1 tampon ve 5 ml Coomassie
reaktifinden olusan karisim kullanilarak 595 nm’de absorbans degerleri okundu.
Her bir fraksiyon i¢in bulunan absorbans degerleri standart grafikten pg.protein

degerine cevrildi.

4.3. Balik Karacigeri Eldesi

Bu amagla Van Golii’'nden avlanan taze baliklar alindi. Taze baliklar uygun
bir sekilde kesilerek karacigerleri dikkatli bir ¢ikarildi. Yaklasik 8-10 g karaciger
elde edilinceye kadar balik islendi.

4.3.1. Karaciger numunelerinin alinmasi ve homojenat eldesi

Once baliklardan alinan karacigerden bir bigak bisturi yardimiyla kiiciik
kiibik pargalara boliindii. Bu sekilde yeterli miktarda karaciger hazirlandi.
Karaciger sulu ¢o6zeltisinin hazirlanmast icin; 100ml’lik hacimde 0.356g
Na,HPO4.2H,0 ve 8.25g sakkaroz ihtiva eden 0.02 M sodyum fosfat tamponun
(pH = 7.4), 8-10 g cigere ilave edildi. Bu karisim mikser yardimiyla 3 dk
parcalanmaya maruz birakildi. Bu esnada mikserin etrafina buz konularak
1sinmasi onlendi. Elde edilen homojenat daha ileri bir parcalanma i¢in ultrasonik
homojenizatorde 10-15 dk tutuldu. Yine 1sinmay1 6énlemek icin kabin etrafina buz
konuldu. Bu homojenat daha sonra santrifiij tiiplerine alinarak 1500 rpm’de 20 dk
santrifiij edildi. Kan hiicreleri ve hiicresel yikintilari ihtiva eden ¢okelek atildi.
Elde edilen siipernatantlar toplanarak 60 dk boyunca +4°C ‘de 12000 rpm’de
yiiksek devirli santrifiijde santrifiij edildi. Usteki berrak homojenat dikkatli bir
sekilde alindi, kalan ¢okelti atildi. Enzim aktivite Ol¢ciimlerinde bu homojenat

kullanildi.



25

4.3.2. Afinite kolonunun hazirlanmasi

10 mI’lik yatak hacmi icin 2 g kuru 2',5'-ADP Sepharose 4B jeli tartilarak,
400 ml destile su ile katt maddelerin uzaklastirilmasi i¢in birka¢ defa yikandi.
Yikama esnasinda jel sisirilmis oldu. Sisirilmis jelin havasi su trompu kullanilarak
vakum ile alindiktan sonra yitkama ve dengeleme tamponu (0,1 mM K-fosfat / 0,1
mM K-asetat, pH= 6) ilave edilerek jel siispanse edildi. Siispanse edilmis jel, 1x10
cm’lik kapali sistemden olusan sogutmali kolona paketlendi. Jel ¢oktiikten sonra
peristaltik pompanin hizi1 5 rpm’de yikama ve dengeleme tamponu ile yikama

yapildi. (Ninfali ve ark., 1990).

4.3.3. Karaciger homojenatinin afinite kolonuna tatbiki ve eliisyonlarin

alinmasi

Hazirlanan afinite jeli 1.3 cm® x 10 cm boyutundaki bir kolona
paketlenerek dengeleme tamponu ile 4 giin boyunca dengelendi. Yukarida
hazirlanan homojenat kolona tatbik edildi. Tim homojenatin kolondan
gecmesinden sonra yarim saat siireyle beklendi. Bu siirenin sonunda dengeleme
tamponu (pH:6) kolona verildi. Giris ve c¢ikis absorbans farki spektrofotometrede,
280 nm’de izlendi fark 0,1’in altina diisiinceye kadar bu isleme devam edildi.
Daha sonra kolona 25 ml yikama tamponu (pH: 7.85), son olarak ta 25 ml diger
yikama tamponu (pH:7.85) gonderildi. Islemlerden sonra 280 nm’deki absorbans
farki 0.05’e yaklasti. Boylece enzimin biiyiik bir kismi jele tutunmus ve diger
safsizliklar uzaklastirilmis oldu. Biitiin bu islemler +4 °C ‘de ve akis hizi 50 ml/st
olacak sekilde gerceklestirildi (Ninfali ve ark., 1990; Morelle ve ark., 1978).
Eliisyon tamponu (pH: 7.85) kolona akis hiz1 20 ml/h olacak sekilde gonderildi,
bu esnada 4’er ml’lik olmak iizere fraksiyonlar toplandi. Biitiin fraksiyonlarin tek
tek 280 nm’de kalitatif protein tayinleri, 6-Fosfo Glukonat Dehidrojenaz

aktiviteleri ve coomassie blue yontemiyle kantitatif protein miktarlar: tayin edildi.
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Aktivite goOsteren fraksiyonlar birlestirilerek, saf enzim ve homojenatta
Coomassine Blue yontemi ile toplam protein miktar: ve ayrica her ikisi icin 6PGD
aktivitesi belirlendi. Daha sonra ayr1 ayr1 spesifik aktiviteleri hesaplanarak

saflastirma oran1 bulundu.

4.3.4. Enzim aktivitesinin ol¢ciimii

6PGD
6-fosfoglukonat + NADP"SRibuloz-5-fosfat + NADPH

Reaksiyonda da goriildiigii gibi 6-fosfoglukonat dehidrogenaz, 6-
fosfoglukonat varliginda; NADP"y1 NADPH, 6-fosfoglukonat’ riboz-5-fosfat’a
indirgemektedir. NADPH’ 1n olusumu 6-fosfoglukonat dehidrogenaz enziminin
aktivitesine baglidir (Beutler 1971). NADPH 1in 340 nm’de absorbans verdigi
bilinmektedir. Enzim aktivitesi 340 nm’de NADPH’1n spekrofotometrik olarak
artist ile tespit edildi. Aktivite Ol¢limleri asagidaki tabloya gore yapildi. 5
dakikada absorbans degerleri kaydedildi.

Enzim {initesi hesaplamalarinda asagidaki formiil kullanildi.

AOD Ve
A=—x—xf
622 Ve

formiilii kullanilarak ml basina enzim {initesi hesaplandi.
A = ml basina enzim iinitesi (EU)

AOD = 340 nm’de optik dansitenin dk. basina degisimi
V¢ = Kiivet hacmi

V. = Kiivetteki saf enzim ¢ozeltisi hacmi

f = Seyreltme faktorii
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6.22 = 340 nm’de ve 37° C de | mM NADP* indirgenmesi sonucu okunan OD,

sabit degerdir.

Bir enzim iinitesi (EU) 1lumol NADP"1n indirgenmesi icin gerekli olan

enzim miktarini ifade eder. Spesifik aktivite proteinin 1 mg’1 basina diisen iinite

olarak tarif edilir

Cizelge 4.1. 6PGD enziminin aktivite 6l¢iimdeki kiivet icerigi

Kontrol olarak kullanilan Kiivet Numune olarak kullamlan kiivet
1 M Tris-HCI, 5 mM EDTA =100 pl | 1 M Tris-HCI, 5 mM EDTA = 100 pl
0.1 M MgCl, =100 ul | 0.1 M MgCl, =100 ul
2 mM NADP* =100 ul |2 mM NADP* =100 ul
Homojenat = 50 ul | Homojenat =50 ul
Saf su =650 pl | Saf su =550ul

On dakika inkiibasyon

6-PG _ = 100ul

Hazirlanan ¢ozeltiler 37°C de 10 dk boyunca inkiibe edildi. Sonra kontrole
kars1 numunenin her yarim dakikada bir (30 sn) olmak iizere toplam 5 dk siireyle

izlenerek absorbans artiglar1 kaydedildi.
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4.3.5. SDS-poliakrilamid jel elektroforezi (SDS-PAGE) ile enzim safliginin

kontrolii

Enzim saflastirildiktan sonra %3-8 kesikli sodyum dodesilsiilfat
poliakrilamid jel elektroforezi (SDS-PAGE) Laemmli metoduna gore yapilarak
enzimin saflik derecesi kontrol edildi (Laemmli 1970). Bunun i¢in elektroforez
plakalar1 once su ile sonra alkol ile iyice yikandi. Her iki kenarinda aralik
olusturucu bir plaka ile diiz bir plaka iist iiste getirilerek kiskaglarla tutturuldu.
Sabitlestirilen plakalar, icerisinde sizdirmayr Onleyen siinger ihtiva eden jel
hazirlama kabinine konuldu. Once ayirma jeli hazirlandi ve enjektorle plakalarin
arasina iist kesimde 0.5 cm kalincaya kadar dolduruldu. Ayirma jelinin donmasi
beklenirken {izerine ince bir n-biitanol tabakasi1 dokiilerek jelin piiriizsiiz olmasi
saglandi.iki saat jelin donmasi beklendi, ayirma jelinin katilastigindan emin
olunduktan sonra yigma jeli hazirlandi. Jelin iist kismindaki bosluga dolduruldu
ve numune kuyucuklarinin olugmasi i¢in tarak dikkatlice yerlestirildi. Yigma
jelinin katilagsmasi beklenirken 1slatilmis siizge¢ kagidi sistemin iizerine kapatildi
ve kurumast Onlendi. Yigma jeli katilastiktan sonra tarak dikkatlice cikartilarak
numune kuyulari belirlendi. Once saf su, sonra da yiiriitme tamponuyla yikand1 ve
jel plakalarla birlikte elektroforez tankina yerlestirildi. Elektroforez tankinin alt ve
ist kismina yiiriitme tamponu dolduruldu. Enzim 6rnekleri yaklasik 20 pug protein
olacak sekilde hazirlandi. Toplam hacim 50 pl olacak sekilde 1/1 oraninda
numune tamponu katildi. Ug dakika kaynar su banyosunda inkiibe edildi.
Numuneler kuyulara enjekte edildi. Elektroforez tanki kapatilarak alt tarafindan
(+) anot, iist taraftan ise (-) katot yerlestirildi. Once 40 voltta 20 dakika yiiriitiildii
ve Ornekler ayirma jeline kadar gelip yigildi. Sonra akim 80 volt’a cikartilarak
numunelerin jelin alt sinirma gelmesine kadar yiiriitiildi. Numunelerin takip
edilmesi, numune tamponuna katilan brom timol mavisi yardimiyla yapildi.
Yiiriitme islemi bittikten sonra akim kesilerek plakalar arasindaki jel dikkatlice
cikarildi ve sabitlestirme ¢ozeltisine konuldu. Sabitlestirme ¢ozeltisinde 20 dakika

bekletilen jel, cikarilarak boyama c¢ozeltisine konuldu ve calkalayici iizerinde 2
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saat bekletildi. Jel boyandiktan sonra cikarilarak yikama cozeltisine konuldu.
Rengi acilip, protein bantlar1 belirginlesene kadar ¢alkalayici tizerinde yikanan jel
cikarilarak fotografi ¢ekildi.

Ayirma jeli soyle hazirlandi: 3.75 ml 1M Tris-HCI (pH= 8.8), 3,3 ml %30
akrilamid-% 0.8 bisakrilamid, 0.15 ml % 10’luk SDS, 0.1 ml % 5’lik TEMED, 0.2
ml % 1.5°lik PER ve 2.35 ml saf su karistirildi.

Yigma jeli soyle hazirlandi: 0.31 ml 1 M Tris-HCI (pH= 6.8), 0.3325 ml %
30 akrilamid % 0.8 bisakrilamid, 0.025 ml % 10’luk SDS, 0.025 ml % 5’lik
TEMED, 0.05 ml % 1.5’lik PER ve 1.84 ml saf su kanistirildi. PER ¢6zeltisi taze
hazirland1 ve karistirildiginda hemen PER dokiildii.

4.4.Enzim Aktivitesi Uzerine Sicakhgin Etkisi

Proteinlerin denatiirasyonu peptid baglar1 hidrolize olmadan, protein
yapisini ¢oziiliip, disorganize olmasi sonucu olusur (Champe ve Harvey, 1997).
Denatiire edici faktorler arasinda sicaklik, organik c¢oziiciiler, mekanik karistirma,
kuvvetli asit veya bazlar, deterjanlar ve kursun ile civa gibi agir metaller yer alir.

Enzim aktivitesine etki eden faktorlerden biri sicaklik parametresidir.
Enzimin aktivitesinin en hizli oldugu sicakliga “optimum sicaklik” denir.
Optimum sicaklik inkiibasyon siiresine ¢ok bagimlidir. Inkiibasyon siiresi ne
kadar uzatilirsa optimum sicaklikta ayni sekilde diiser.

Optimum sicaklik tayini icin 5-70° C arasinda, sabit pH da (8.00) 1 M
Tris-HCI tamponu kullanilarak 15 dakika inkiibatorde bekletilerek aktivite

tayinleri yapildi.
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4.5. Enzim Aktivitesi Uzerine pH’nin Etkisi.

Bir enzimin reaksiyonu en fazla hizlandirdigi pH ya “optimum pH” denir.
PH enzim {izerindeki iyonize olabilen gruplarin yiiklerini degistirerek enzim
aktivitesini etkiler. Optimum pH disinda hiz gitgide azalir ve belirli bir pH’da
enzim tamamen inaktif hale gelir ki bu pH’ya “izoelektrik pH” denir. Bu nedenle
enzim ¢alismalarinda, enzimi optimum veya hi¢ degilse optimuma en yakin pH’da
tutabilmek icin tampon cozeltiler kullanilabilir. Bu amagla Tris-HCI tampon’unun
pH’s1 5.5 ve 9.5 araliginda degistirilerek sabit sicaklikta (37°C) aktivite tayinleri
yapildi.

4.6. Enzim Aktivitesi Uzerine Iyonik Siddet’in Etkisi.

Enzim aktivitesi iizerine iyonik siddetin etkisini belirlemek i¢in sabit
pH’da (8.00) ve sabit sicaklikta (37°C); 0.02, 0.03, 0.04, 0.05, 0.1, 0.15, 0.2, 0.25
ve 0.3 M konsantrasyonlarinda amonyum sulfat reaksiyon ortamina katilarak

aktivite tayinleri yapildi.



5. BULGULAR

5.1. Kantitatif Protein Tayini icin Hazirlanan Standart Grafik

Kantitatif protein tayininde Bradford yontemi kullanildi. Yontemle tayin
yapabilmek i¢in Onceden standart bir grafik hazirlandi. Bu grafik bilgisayar
ortaminda MICROSOFT EXCEL 8.0 hazir programina gore cizildi. Degisik ug
protein/ml konsantrasyonlardaki protein ¢ozeltilerinin 595 nm’deki absorbanslari
arasinda cizilen bu standart grafik yardimiyla hem homojenatlar hem de saf enzim
cozeltilerindeki protein miktari belirlendi.

Standart  grafik  ¢iziminde  kullanmilan  protein  ¢ozeltilerinin
konsantrasyonlar1 ve bu konsantrasyonlara karsilik gelen 595 nm’deki absorbans

degerleri sekil 5.1°de gosterilmistir.
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Sekil 5.1. Bradford yontemiyle proteinlerin kantitatif tayininde kullanilan standart

grafik
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5.2. Karaciger 6-Fosfoglukonat Dehidrogenaz Enziminin  Afinte

Kromatografisi ile Saflastirma Sonuclar:

Yapilan Calismada balik karacigeri 6-Fosfoglukonat Dehidrogenaz
Enziminin Afinite kromatografisi asamasindan sonra elde edilen sonuglar sekil
5.2’de bir araya getirilmistir. Afinite kolonunun 48 saat dengeleme tamponu ile
dengelenmesinden sonra kolon kullanima hazir hale geldi. Arastirma igin segilen
karaciger hemen islenmeye baslandi ve yaklastk 40 ml Homojenat kolona
uygulandi. Homojenatin gecmesiyle birlikte yikama tamponuyla kolon yikandi.
Kolonun yikanip yikanmadigini anlamak icin spekrofotometrede 280 nm’de
0.1°den kiiciik olmasi durumunda yikama islemine son verildi. Sonra eliisyon
tamponu gecirilerek fraksiyonlar toplandi. Fraksiyonlarin her birinin 280 nm’deki
absorbanslar1  dOlciilerek  kalitatif protein tayinleri ve 6-Fosfoglukonat
Dehidrogenaz aktiviteleri belirlendi. Bu islemin sonuglart sekil 5.2°de
gosterilmistir.

Karaciger homojenat icin ml enzim {iinitesi 0.340 ml’deki protein miktar

6.550 mg protein/ml olarak bulundu.

Karaciger homojenati i¢in spesifik aktivite;

EU/ml 0.340
mg protein/ml  6.550

Karacigerden saflastirilan enzim ¢ozeltisinin de coomassie blue yontemi ile
kantitatif protein tayini yapildi. Ayrica bu c¢ozeltinin 6-Fosfoglukonat
Dehidrogenaz aktivitesi tayin edilerek enzim iinitesi EU/ml cinsinden bulundu. 6-
Fosfoglukonat Dehidrogenaz’in enzim iinitesi hem ham Homojenat hem de
saflagtirma sonunda elde edilen ¢ozeltide belirlenmistir. Karacigerden saflastirilan

enzim ¢ozeltisi icin ml’deki enzim {iinitesi 0.7427 EU, ml’deki protein miktar1 da



33

0.0321 mg olarak bulundu.
Saflastirilan karaciger 6-Fosfoglukonat Dehidrogenaz i¢in spesifik aktivite;

EU/ml 0.7427

mg protein /ml © 0.0321

Saflagtirma oranim1 bulmak i¢in saflastirma sonucundaki spesifik aktivite

degeri baslangictaki spesifik aktivite degerine boliiniir.

Saflastirma Orani =

Bu degere gore homojenatin dogrudan Afinite kolonuna uygulanmasi
sonucunda homojenattan enzim 446.49 kat saflastirilmig oldu.

Enzim aktivitesine karsi 595 nm’de verilen standart egrinin regrasyon
denkleminden her bir fraksiyona kars1 x eksenine belirnen pg/ml protein
miktarlar1 bulundu. Aktivite ve absorbans profili grafigi diger ¢alismalarla uyum
icindedir. Ger¢ektende absorbansin en yiiksek oldugu fraksiyon numarasi yiiksek

aktivite gosteren fraksiyon ile tutarlilik gostermektedir.
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Sekil 5.2. Afinite kolonundan alinan fraksiyonlarin Kalitatif protein tayinleri ve

Aktivite degerleri.

5.3. Karacigerden Saflastirilan Enzimin Aktivitesi Uzerine Sicakhgm Etkisi
Sonuclari

Sicaklik, enzimlerin katalizledigi tepkimelerin hizimi etkilemektedir. Ezimin
katalizledigi tepkimenin hizi, genellikle sicakligin optimum noktaya kadar
yiikselmesiyle birlikte artmaktadir. Baglangigta sicakligin artmasiyla reaksiyon
ortaminda kinetik enerji artar buna paralel olarak hizda artar. Belli bir sicaklikta
ise enzimin sekonder ve tersiyer yapilarinin bozulmasiyla aktivitede azalmalar
meydana gelir. Degisik sicakliklarda gerceklestirilen aktivite tayin ¢alismalari
cizelge 5.1‘de verilmistir. Buna gore enzimin aktivitesinin en yiiksek oldugu

sicaklik 40 °C olarak bulunmustur.
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Cizelge 5.1. Balik Karacigeri 6-Fosfoglukonat Dehidrogenaz’in sicaklik, aktivite

ve % aktivite degerleri

(°C) 5 10 35 40 45 50 55 60

EU 0.698 |0.762 | 1.161 | 1.235 | 1.193 1.061 | 0.981 0.209

J%Akt. | 56.52 | 61.70 | 94.00 | 100 96.60 8591 | 79.43 16.91

120

100 A

B0 4

40 A

% Aktivite

20 4

0 10 20 30 40 50 60 70
Sicaklik (°C)

Sekil 5.3. Balik Karacigeri 6-Fosfoglukonat Dehidrogenaz’in sicaklik-% aktivite
grafigi

5.4. Karacigerden Saflastirilan Enzimin Akvitesi Uzerine pH’nin Etkisi
Sonuclari

pH degisiklikleri enzimlerin Kkatalizledigi tepkimelerin  hizlarini
etkilemektedir. pH daki bir degisiklik substratin iyonizasyon durumunda, enzim
baglanma bolgesinde ve katalitik aktivitesinde degisikliklere neden olmaktadir.
Enzimler pH degistigi zaman bicimsel degisikliklere de ugrarlar. Negatif yiiklii

enzim ve pozitif yiikli substrat ornek olarak verilirse; diisik pH da enzim
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protonlanacak ve kendi negatif yiikiinii kaybedecektir, yiiksek pH da ise substrat
iyonize olacak ve kendi pozitif yiikiinii kaybedecektir. Enzimin katalitik grubuna
yakin olan ve baglamada rol alan amino asit rezidiileri iizerindeki bu yiik degisimi
enzim aktivitesini mutlaka degistirecektir.

Karacigerden saflastirilan enzimin pH degisimine karst gosterdigi
davraniglardan elde edilen sonuglar sekil 5.4’de goriildiigi gibi grafik haline
getirilmistir. Enzim aktivitesi farkli pH degerlerinde ol¢iildiigii zaman optimum

aktivite genel olarak pH 8 ile 9 degerleri arasinda bulunmustur.

Cizelge 5.2. Balik Karacigeri 6-Fosfoglukonat Dehidrogenaz’in pH, aktivite ve %

aktivite degerleri

pH 55 6.0 6.5 7.0 7.5 8.0 8.5 9.0 9.5
EU 0.212 | 0.442 | 0.470 | 0.525 | 0.640 | 0.675 | 0.720 | 0.684 | 0.619
J%Akt. | 29.72 | 61.19 | 65.28 | 72.92 | 88.89 | 93.75 | 100 | 95.00 | 85.97

120

L

100

L

80

L

60

% Aktivite

L

40

L

20

5 55 6 6.5 7 7.5 8 8,5 9 95 10 105

Sekil 5.4. Balik Karacigeri 6-Fosfoglukonat Dehidrogenaz’in pH-% aktivite
grafigi
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5.5. Karacigerden Saflastirilan Enzim Aktivitesi Uzerine iyonik Siddet’in

Etkisi Sonuclar:

Her bir protein farkli iyonik siddetli ortamda ¢okelme gosterdiginden bu
yolla proteinlerin birbirinden ayrilmasi miimkiindiir. Proteinler salting-out
sirasinda konformasyonlarini korurlar ve uygun bir ortamda tekrar ¢ozelti fazina
almabilirler. Iste enzimler en uygun tuz konsantrasyonunda maksimum aktivite
gosterirler.

Enzimin iyonik siddete kars1 davranislar sekil 5.5’de gosterilmistir. Buna
gore en yiksek aktivite 0.04 Molar (NH4),SOs konsantrasyonunda

gostermektedir.
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Cizelge 5.3. Balik Karacigeri 6-Fosfoglukonat Dehidrogenaz’in tuz
konsantrasyonu, aktivite ve % aktivite degerleri
[M] 0.02 |0.03 |004 |0.05 |o0.1 0.15 020 |025 030
EU 0.368 | 0.389 | 0.407 | 0.344 | 0.225 | 0.156 | 0.094 | 0.069 | 0.061
%Akt. | 90.42 | 95.58 | 100 84.52 | 56.02 |38.33 [23.24 | 1695 | 14.99
120
100 4
80
o
2 60 -
-
<
= 40 -
20 4
0 : : : : : .
0 50 100 150 200 250 300 350
Tuz KonsantrasyonumM [(NH,),SO,]
Sekil 5.5. Balikk Karacigeri 6-Fosfoglukonat Dehidrogenaz’in Tuz

Konsantrasyonu-% aktivite grafigi
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5.6. Balik karacigeri 6PGD Enziminin SDS-PAGE ile Safliginin Kontrolii

Karacigerden elde edilen 6PGD enzimi numunelerinin, homojenat ve
afinite ile elde edilen eliiatlardaki enzimlerin safligin1 kontrol etmek icin SDS-
PAGE yontemi kullanildi. Bu amagla elektroforez sistemi kurularak enzim
numuneleri sirayla kuyulara uygulandi ve yiiriitiildii. Elde edilen bantlar1 gosteren

fotograf sekil 5.6’da gosterilmektedir.

200 kDa

150 kDa
120 kDa
100 kDa

85 kDa

70 kDa

60 kDa 6PGD

50 kDa
40 kDa

30 kDa

25 kDa

20 kDa
15 kDa

10 kDa

Sekil 5.6. Van Golii Baligr karacigerinden saflagtirllan 6PGD enziminin SDS-
PAGE bandlarn ( I.bant protein standarti, 2., 3., 4. bantlar
saflastirilan 6PGD )
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Sekil 5.7. SDS-PAGE ile elde edilen protein standarti bandi yardimiyla elde
edilen logM-Goreceli goc grafigi.



6. TARTISMA VE SONUC

6-fosfoglukonat dehidrogenaz (6PGD) pentoz fosfat yolunun ikinci
enzimidir. 6PGD enzimi NADP" varliginda 6-fosfoglukonatin diiniisiimlii
oksidatif dekarboksilasyon reaksiyonunu katalizler. Reaksiyon sonucunda ribuloz
5-fosfat, CO, ve NADPH olusur. NADPH, rediikte glutatyonu iireterek hiicreyi
antioksidan ajanlara kars1 korur (Lehninger ve ark., 1993; Bianchi ve ark., 2001).
Ribuloz 5-fosfat ise niikleotid biyosentezinde kullanilan riboz 5-fosfat ve bazi
organizmalarda vitamin ve aromatik aminoasit sentezi i¢in gerekli olan eritroz 4-
fosfat olusturmak {iizere bir dizi kimyasal reaksiyona girmektedir (Miclet ve ark.,
2001). NADPH ayn1 zamanda yag asitleri, steroidler ve bazi amino asit gibi
birtakim biyomolekiillerin sentezine katilan bir koenzimdir (Kahler ve Kirkman,
1983; Takizawa ve ark., 1986). NADPH seviyesi diistiigiinde canli sistemde
rediikte glotatyonun konsantrasyonu diiser ve hiicrenin Oliimiiyle sonugclanir.
Bundan dolay1 6PGD, antioksidan enzim olarak da tanimlanabilir (Kozar ve ark.,
2000; Srivastava ve Beutler, 1970). Diinyada hastalar tarafindan yaygin olarak
kullanilan pek ¢ok ila¢ vardir. Ancak bu ilaclarin, G6PD, 6PGD, karbonik anhidaz
ve glutatyon rediiktaz gibi bazi enzimler {izerine pek ¢ok yan etkisi vardir(Beutler,
1994; Husain ve ark., 2001). Hag 6PGD’1 inhibe ederse, diisen NADPH ve GSH
hiicreye zarar vermeye neden olacak ve bunun sonucunda siddetli saglik
problemleri ortaya c¢ikacaktir (Beutler, 1994; Morse, 1988). 6PGD enzim
aktivitesi iizerine pek ¢ok kimyasal madde ve ilacin etkisi arastirilmistir (Ciftgi ve
ark., 2002; Akyuz ve ark., 2004). Hiicrelerdeki reaktif oksijen tiirlerinin (ROS)
yapisi, metabolik yollarda serbest radikallerin olusumuna yol agar. Bu zararl
tiirler lipid, protein ve niikleik asit gibi pek ¢cok molekiiliin zarar gérmesine neden
olur. Bu zararh etkiler hiicrelerde antioksidan savunma sistemi tarafindan kontrol
edilir. Viicutta cesitli dokulardaki antioksidan savunma sistemlerinin en Oonemli
molekiilii glutatyondur (Ames ve ark., 1993; DelLeve ve Kaplowitz, 1991).
Bununla birlikte, siiperoksit dismutaz (SOD), katalaz (CAT), glutatyon peroksidaz
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(GSH-Px), glutatyon rediitaz (GR), glukoz-6-fosfat dehidrogenaz (G6PD) ve
6PGD bu radikalleri uzaklastirmak ve hiicreleri dengede tutmak i¢in gereklidir.
Normal sartlarda, hiicrenin rediiktif ve oksidatif kapasitesi oksidasyon lehinedir
(Halliwell ve Gutteride, 1989; Rubin, 1993). Ancak oksidatif baski altinda
iiretilen ROS, antioksidan savunma sistemi tarafindan uzaklastirilir. Oksidatif
pentoz fosfat yolu enzim aktiviteleri, fotosentetik olmayan dokularda ¢imlenme ve
karanlik evre esnasinda artar (ap Rees, 1985; Schnarrenberger ve ark., 1975).
Pentoz fosfat yolunun ilk enzimi olan G6PD, glikolitik yoldan gelen glukoz-6-
fosfatin tamamin1 diizenler ve 6PG’1 Uiretir.

Pentoz fosfat yolu reaksiyonlarinda meydana gelen aksaklik ileri derecede
anemiye sebep olmaktadir. Bir genetik bozukluk olan glukoz 6-fosfat
dehidrogenaz enzim eksikligi ornek olarak verilebilir. Bu enzimin eksikligi
durumunda eritrositlerde yetersiz NADPH sebebiyle rediikte glutatyon iiretimi
azalir, hiicre kendisini oksidatif hasara karsi koruyamaz ve hemolitik anemi
tablosu gelisir (Walzem ve ark., 1991). Yine eritrositlerde hemoglobin yapisindaki
demirin Fe** formunda tutulmasinda glutatyonun rolii bulunmaktadir. Fonksiyonel
olmayan methemoglobin yapisindaki demirin (Fe*) indirgenmesi sirasinda
glutatyon tiiketilmektedir. Bu nedenle eritrositlerin indirgenmis glutatyona olan
gereksinimleri fazladir. Biitin bu sebeplerden dolayr pentoz fosfat yolu
eritrositlerde NADPH iiretimi acisindan biiyiik oneme sahiptir (Onat, 2002).
6PGD enziminin defektif varyantlan ilk olarak siyah bir Amerikan ailesinde
tanimlanmis fakat aile fertlerinde hemolitik anemi tesbit edilmemistir (Brewer ve
Dern, 1964). Daha sonraki yillarda enzim eksikligine bagli kronik anemi vakalar1
rapor edilmistir (Caprari ve ark., 2001; Corrons ve ark., 1996). Biyokimyasal
analizler sonucu O6PGD enzim eksikliginin “resesif” PGDO alelinden
kaynaklandig1 tesbit edilmistir. 6-PGD-A fenotipini tasiyan enfekte eritrositlerin
oksidan hasara karsi daha duyarli olduklar1 ve erkenden fagositler tarafindan
uzaklastirilmalarindan dolay1 eritrosit 6-PGD-A’nin malaryaya karsi koruma
sagladigi belirtilmistir (Bayoumi ve ark., 1986). Ayrica 6PGD delesyonunun

bircok organizmada Oldiiriiciiliigii ispatlanmistir ve bunun 6-fosfoglukonatin



43

birikimi yiiziinden oldugu kabul edilmektedir. Trypanosoma brucei ile yapilan bir
calismada enzim eksikligi sonucu hiicrede biriken 6-fosfoglukonatin, fosfoglukoz
izomeraz’1 inhibe ettigi ve boylece glikolizin bloke oldugu tesbit edilmistir
(Estewe ve cazzulo, 2004). Bu nedenle kemoterapilerde 6PGD enzim
inhibisyonundan faydalanilabilinecegi belirtilmistir (Barrett, 1997). Teropatik
veya baska amaglarla kullanilan bir¢ok ilacin organizma ve enzimleri iizerinde
yan etkiye sahip olduklar1 bilinmektedir (Ciftci ve ark., 2002; Beydemir ve ark.,
2002).

Afinite kromatografisi bir c¢esit adsorpsiyon kromatografisi olup,

(%]

saflastirilmasi istenen molekiil veya biyolojik linitenin “° matriks’” adi verilen
coziilmeyen bir kolon maddesine kovalent olarak immobilize edilmis bir bglanma
bilesigine (ligand), spesifik ve tersinir baglanan bir tekniktir. Bu sayede, ¢ok
yorucu, zor ve bazi hallerde imkansiz olan bir ¢cok ayirma islemi kisa zamanda
gerceklestirilmekte ve yiiksek bir verimde binlerce defa saflastirilan enzimler elde
edilmektedir (Axen ve ark., 1967; Cuatrecases ve Anfinsen, 1971).

Bir Afinite kolonunun verimli olabilmesi i¢in;

1. Matriks’in 1yi akis Ozelligine sahip ligand baglanma ve eliisyon
islemlerine dayanikli ve akan bilesiklerle etkilesme yapmayan bir yapida

2. Ligand’n ise adsorbe edecegi bilesikle 10™-10"® M oraninda degisen bir
afinitesi olmalidir. Bircok biyolojik ligand’a baglanacagi aktif bolgelerin 3
boyutlu yapilarinin derinliklerinde oldugu i¢in, ligand matriks’ten bir uzanti1 kolu
ile belli bir uzaklikta olmalidir. Bu saglandigi zaman kolonun kapasitesi artar.
Uzant1 kolu uzunlugu kriter bir deger olup, kisa kaldiginda baglanma verimsiz,
gereginden uzun oldugu zaman da, hidrofobik etkilesmelerle, istenmeyen bazi
bilesiklerin de adsorbsiyonu olabilir.

Afinite kromatografisinin bu {istiin 0Ozellikleri goz Oniine alinarak
calismamiz da bu yontem tercih edilmistir. Yapilan calisma sonucunda
karacigerden saflagtirllan 6PGD enziminin saflagtirma oran1 446.49 kat olarak
bulunmustur. Enzimin spesifik aktivitesi 23.173 olarak hesaplanmistir. Enzimin

safligin1 kontrol etmek i¢cin SDS-PAGE ile yapilan calisma sonucunda enzimin
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molekiil agirhg sekil 5.6’da goriildiigii gibi 57 kDa olarak hesaplandi.
Elektroforez fotografindan da anlagilacagi gibi saflastirilan enzim elektroforez
jelinde tek bant vermistir. Buda saflagtirma isleminin basariyla yapildigim
ispatlamaktadir. Burada bulunan molekiil agirlig1 enzimin alt birimine ait molekiil
agirhgidir. Ciinkii SDS-PAGE elektroforezinde oligomerik enzimler denatiire
olarak alt birimlere ayrilirlar. Muhtemelen saflastirdigimiz enzim oligomerik
yapidadir. Monomerlerinin sayis1 ve tabii molekiil agirligimi bulmak icin jel-
filitrasyon kromatografisi uygulanmasinin yapilmasi gerekmektedir. Ancak
calismamizda bu yontem uygulanamamistir. Boylece bulunan 57 kDa degeri
enzimin sadece bir alt birimine ait molekiil agirliginin degeridir.

Yapilan diger calismalarda 6PGD enziminin tavuk karacigerindeki
saflagtirma orani1 344 kat olarak bulunmus (Erat, 2005). Bir bakteri ile yapilan bir
calisgmada 6PGD % 38’lik bir verimle ve spesifik aktivitesi 140,0 EU/mgprotein
olarak saflastirilan enzim tetramerik bir yapiya sahip olup her bir alt birimin
molekiil agirligr 38.8 kDa olarak bulunmustur (Ohara ve ark., 2004). Weisz ve
ark. insan beyni 6PGD enzimini amonyum siilfat coktiirmesi, DEAE-seliiloz
kolonu, Sephacryl-200 jel filtrasyon, Red A matriks jel kolon ve ultrafiltrasyon
yontemleri kullanarak % 6 verimle 530 kat saf enzim elde etmislerdir (Weisz ve
ark., 1985). Bradyrhizobium sp. 6PGD enzimini 6 basamakta saflastirilmstir:
amonyum siilfat ¢oktiirmesi, termal treatment, Sephadex G-200, DEAE Sephacel
(gradientli pH ve gradientli KCI eliisyonu) Cibachrom Blue Sepharose. Tiim bu
islemlerden sonra 6PGD enzimini % 27 verimle 350 kat saf elde edilmistir (Sosa-
Saavedra ve ark., 2001). Ispanak yapraklarindan kloroplast 6PGD enzimi
polietileneimin presipitasyon, DEAE-Fractogel anyon-degisim kromatografisi,
Superdex G 200 jel filtrasyon ve ADP-Agaroz afinite kromatografisi yontemleri
ile 1000 kat saflastirllmistir (Krepinsky ve ark., 2001). Maydanoz yapraklarindan
6PGD enzimini homojenat, % 30-50 amonyum siilfat ¢oktiirmesi ve iyon-degisim
kolon kromatografileri yontemleri kullamlarak 3 basamakta saflastirilmistir.
Sonugta 6PGD enzimini %49 verimle 339 kat saf elde edilmistir.4 S. Pombe 6PGD

enzimini, amonyum siilfat c¢oktiirmesi, sephacryl S-300 jel, DE-52 anyon
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degistirici, Matrex red A jel ve AGNADP afinite kolon kromatografileri kullanilarak
% 27.5 verimle 450 kat saflastirilmustir (Tsai ve Chen, 1998). H. influenza 6PGD
enzimini tuz ¢oktiirmesi, hidrofobik ve afinite Kromatografi yontemi kullanarak %
16 verimle 308 kat saflastirilabilinmistir (Yoon ve ark., 1989).

Sekil 5.2 de goriildiigii gibi afinite kolonundan alinan fraksiyonlarin
kalitatif protein tayinleri ve enzim aktiviteleri grafik haline getirilmistir. Grafikte
4. tiipten itibaren kolondan gelen fraksiyonlarda hem protein miktarinin arttig1 ve
hemde enzim aktivitesinin yiikseldigi goriilmektedir. 6., 7. ve 8 nci tiiplerde bu
degerler maksimuma ulagmakta ve daha sonraki tiiplerde gittikce diismektedir.
Yaklagik 10-12 tiipte karakterizasyon yapilacak yiikseklikte enzim aktivitesi
bulunmus oldu. Buda yeterli miktarda saf enzim elde edildiginin isaretidir. Burada
dikkat edilecek en onemli husus sudur. Maksimum aktivite gosteren tiiplerle
yiiksek miktarda protein bulunan tiiplerin aym tiipler olmasidir. Buda grafiktende
goriildiigi gibi asag yukar1 ayni tiiplerdir.

Karakterizasyon c¢alismasinda saflastirilan enzimin malsimum aktivite
gosterdigi pH, sicaklik ve uygun tuz konsantrasyonu araliklar tespit edimistir.
Sekil 5.3 de goriildiigii gibi enzimin maksimum aktivite gosterdigi sicaklik araligi
35-45°C dir. Ancak en yiiksek aktiviteyi 40°C de vermektedir. Zira bulunan bu
deger benzer calismalarda ki degerlerle uyusmaktadir. Beydemir ve arkadaslari rat
eritrositlerindan saflagtirdiklart 6PGD enziminin maksimum aktivite verdigi
sicakligr 45°C bulurken, Sawa ve arkadaglarinin yapmis oldugu ve bir bakteriden
saflagtirtlan aym enzim i¢in bu degerin 40-45°C oldugunu rapor etmislerdir. Bir
baska calismada Ceylan ve arkadasglari ise Rat ince bagirsaklarindan
saflagtirdiklar1 6PGD enziminin maksimum aktivite gosterdigi sicakligi 37,5°C
olarak bulmuslardir (Beydemir ve ark., 2002; Sawa ve ark., 1985; Ceylan ve ark.,
2005).

Sekil 5.4 de goriildiigii gibi saflastirdigimiz enzimin maksimum aktivite
gosterdigi pH, 8.5 dir. Bu deger benzer diger calismalara uygunluk
gostermektedir. Nitekim normal islemlerde kullanilan tamponun pH’s1 her zaman

8 olarak alinmaktadir.
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Yine sekil 5.5 incelendiginde enzimin en yiiksek aktivite verdigi
(NH4)>SO4 konsantrasyonunun 0.04 M oldugu goriilmektedir.

Sonu¢ olarak c¢alismamizda Van Golii baligindan 6-fosfoglukonat
dehidrogenaz enzimi (6PGD), 2’,5’-ADP Sepharoz 4B afinite kromatografisi ile
saflastirilmis, enzimin safligi ve alt biriminin molekiil agirhigit SDS-PAGE ile
tespit edilmis ve enzimin kinetik 6zellikleri belirlenmistir. Bu calismayla pentoz
fosfat yolunun 6nemli bir enzimi olan 6PGD nin tek adimlik bir saflagtirma
yontemiyle saflagtirilacagi  gosterilmistir. Boylece amacimiza ulasiimistir.
Calismamiz bundan sonra yapilacak bu enzimle ilgili ¢aligmalara yardimci olacagi
ornegin cesitli bitki ekstraktlarimin ya da degisik ilaclarin enzim iizerine
etkilerinin incelenecegi, bunun yaninda enzimin molekiil yapisinin daha ayrintili
belirlenecegi bagka calismalara da imkan saglayacagi goriisiindeyiz. Calismamizin

bu anlamda literatiire de 6nemli bir katki yaptig1 da kanaatindeyiz.
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