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Oz

Bu ¢alismada, 6nemli bir kefal balig: tirti olan Chelon auratus (Risso, 1810)un karacigerinden glukoz-6-fosfat dehidrojenaz (EC
1.1.1.49), 2'5" ADP-Sepharose 4B afinite kromatografisi ile 252 kat saflik, 27.04 EU/mg.protein spesifik aktivite ve % 27.42 verim
ile saflagtirilmigtir. Elde edilen enzim preparati i¢in optimum sicaklik, pH ve iyonik gig¢ sirasiyla 40 °C, pH 8, ve 0.1 M olarak
bulunmugtur. Enzimin kinetik davranigi gerek glukoz-6-fosfat (G6P) gerekse NADP* i¢in degerlendirilmistir. Elde edilen verilere
gore, K _ve V__ degerleri NADP* i¢in sirasiyla 0.14 mM ve 3.40 EU/mL olarak belirlenirken, G6P igin sirastyla 0.23 mM ve 2.62
EU/mL oldugu bulunmugtur. Bu veriler, substrat olarak G6P ile kargilagtirildiginda, enzimin NADP* i¢in daha yiiksek bir afinite
sergiledigini 6nermektedir. Saflagtirilan enzim preparatinda SDS-PAGE analizi sonucunda, molekiil kiitlelerinin yaklagik olarak 108
kDa ve 60 kDa olan iki protein bandinin oldugu gériilmiistir. Elde edilen sonuglar, kefal tiirlerinden glukoz-6-fosfat dehidrojenazin
saflagtirilmasinda ek kromatografik adimlarin gerekli oldugunu 6nermektedir.

Anahtar Kelimeler: Chelon auratus, Glukoz-6-fosfat dehidrojenaz, Kinetik karakterizasyon, Saflagtirma

Abstract

In this study, glucose-6-phospahte dehydrogenase (EC. 1.1.1.49) from the liver of Chelon auratus (Risso, 1810), an economically
important mullet species, were purified with purification parameters of 252-fold purity, a specific activity of 27.04 EU/mg.protein
and a yield of 27.42%. The optimum temperature, pH and ionic strength were found to be 40 °C, pH 8 and 0.1 M, respectively, for
the enzyme preparation obtained. The kinetic behavior of the enzyme was evaluated for both G6P and NADP*. According to the
data obtained, K_and V__ values were determined as 0.14 mM and 3.40 EU/mL for NADP, respectively, while it was found to be
0.23 mM and 2.62 EU/mL for G6P, respectively. These data have been suggested that the enzyme has higher affinity for the NADP,
when compared with G6P as a substrate. According to the SDS-PAGE analyses of the purified enzyme, it was observed that there
were two protein bands having molecular weight of 108 kDa and 60 kDa. The results obtained have been suggested that additional
chromatographic steps might be required for the purification of glucose-6-phospahte dehydrogenase from the mullet species.

Keywords: Chelon auratus, Glucose-6-phosphate dehydrogenase, Kinetic characterization, Purification

1. Girig

Pentoz fosfat metabolik yolu, karbonhidrat metabolizma-
sinda 6nemli bir yer tutar ve anahtar enzimi glukoz-6-fosfat
dehidrojenazdir (G6PD). Bu metabolik yol, baliklar da
dahil olmak tizere, anabolik yollarda kullanilan NADPH’in

tretilmesi agisindan kritik bir 6neme sahiptir (Hu vd. 2013).
NADP* varliginda, glukoz-6-fosfat'in 6-fosfoglukonat’a
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dontsiimiini  katalizleyen glukoz-6-fosfat dehidrojenaz
(Hasmann vd. 2007), bir dizin enzim sistemiyle birlikte,
hiicrede antioksidan savunma sisteminin énemli bir kismini
tstlenir ve bu esnada NADPH meydana gelir. Son dénem-
lerde yogun aragtirma konusu olan G6PD eksikliginin,
NADPH’1n azalmasina ara bularak hiicrede oksidatif hasara
yol agmakta oldugu bildirilmektedir (Ozmen 2009, Kirict
ve Atamanalp 2016). NADPH, glutatyon'un indirgenmesi,
kolesterol ve yag asidi sentezi gibi biyosentetik streclerde

anahtar bir bilesen olarak rol oynar (Ceyhan vd. 2005).


http://orcid.org/0000-0002-2121-2577
http://orcid.org/0000-0002-5942-5287

Gorglin, Kog / Chelon auratus (Risso, 1810)'un Karacigerinden Glukoz-6-Fosfat Dehidrojenaz’in Saflagtirilmasi ve Kinetik Karakterizasyonu

Pentoz fosfat metabolik yolunun ilk ve anahtar enzimi olan
G6PD, Yoshida (1967) tarafindan seliilozik iyon degistiriciler
ve sefadeks kolon kromatografileri ile saflagtirlmugtir.
Guntmiizde enzimin tek basamakta saflagtirilmasina olanak
saglayan 2'5" ADP-sepharose afinite kromatografisi, Ninfali
vd. (1990) tarafindan ortaya konmugtur. Ulusu vd. (1999)
koyun lens G6PD enzimini, 2’5" ADP-sepharose afinite
kromatografisi ve DEAE sefaroz kolon kromatografisinin
bir kombinasyonu ile saflagtirmigladir. Ulusu vd. (1999)
tarafindan yerine getirilen bu ¢calisma, pentoz fosfat yolaginin
iki enzimi olan G6PD ve 6-fosfoglukonat dehidrojenaz
enzimlerinin ayni anda saflagtirilmasini ortaya koymasi
agisindan olduk¢a 6nemli bir ¢aligma olarak gorilebilir.
Tlerleyen yillarda G6PD, gokkusag: alabaligi (Oncorbnchus
mykiss) eritrositlerinden (Ciftgi vd. 2004), rat bobreginden
(Adem ve Ciftci, 2012), ¢im sazani (Ctenopharyngodon idella)
hepatopankreasindan (Hu vd. 2013), deve karacigerinden
(Ibrahim vd. 2014), O. mykiss karacigeri (Comakl vd. 2015)
gibi bir ¢ok farkli kaynaktan saflagtirilmaya ve kinetik
ozellikleri belirlenmeye caligilmustir. Chelon auratus (Risso,
1810), Akdeniz kiyilarinda yayilig gosteren ekonomik
anlamda 6nemli bir kefal tiiriidiir (Fazio vd. 2020). Literatiir
taramast yapildiginda, gérebildigimiz kadariyla, bu balik
turinden G6PD enzimi ile ilgili herhangi bir ¢aligma
bulunmamaktadir. Bu nedenle, bu ¢alismada G6PD enzimin
C. auratus'un karacigerinden saflagtirilmas: ve enzimin temel
kinetik 6zelliklerinin belirlenmesi amag¢lanmigtir.

2. Gereg ve Yontem
2.1. Balik Orneklerinin Saglanmasi

Bu c¢aligmada kullanilan Chelon auratus (Risso, 1810)
bireyleri Koycegiz (Mugla) Dalyan'indan elde edilmistir.
Elde edilen balik o6rnekleri laboratuvarda buzlu ortamda
diseke edilerek karacigerleri elde edilmis ve kullanilana

kadar -20 °C'da muhafaza edilmistir.
2.2. Karaciger Homojenatinin Hazirlanmasi

6 g kitleye sahip olan karaciger dokusu Ultra Turrax T 25
homojenizatér kullanilarak buzlu ortamda 25.000 rpmde 2
dakika boyunca 20 mM Tris-HC1 (1 mM DDT ve 1 mM
EDTA katkil:) homojenat tamponu igerisinde homojenize
edilmistir (Adem ve Cift¢i, 2012). Homojenize edilen
doku, elyaf pamuk vasitasiyla stziilerek kaba partikiillerden
armdinlmistir. Daha sonra homojenatin 10.000 rpmde
10 dakika santrifijlenmesi ile elde edilen ust sivi (20 mL)
saflagtirma ¢alismalarinda kullanilmistir.
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2.3. 2'5' ADP-Sepharose Afinite Kromatografisi

Kolon kromatografisindeki ¢ézelti ve yontemler Adem
ve Ciftci (2012)’ye gore yerine getirilmistir. Bu amagla, 2
g toz halindeki, 2’5" ADP-sepharose afinite kolon dolgu
materyali 6ncelikle distile su ile yikanarak kaba partikiiller
uzaklastirilmis ve kolon dolgu maddesi 0.1 M potasyum
asetat/0.1 M potasyum fosfat tamponu (pH=6.9) ile kolona
alinmigtir (1.5x8 cm). Daha sonra kolon, kolon dengeleme
tamponu (50 mM potasyum fosfat, 1 mM EDTA, 1 mM
DDT, pH= 7.35) ile dengelenmistir. Bu siiregler esnasinda
akis hizi 40 mI/saat olarak ayarlanmigtir. 20 mL hacminde
elde edilen homojenat kolona uygulanmistir. Daha sonra
kolon 40 mL hacimde 50 mM potasyum fosfat tamponu (1
mM EDTA, 1 mM DDT, 80 mM KCl) ile yikanarak kolona
baglanmayan proteinler eliie edilmistir. Afinite kolonuna
baglanan G6PD enzimi, 30 mLlik eliisyon tamponu (80
mM potasyum fosfat, 80 mM KCl, 1 mM EDTA, 0.5 mM
NADP+, pH=7.85) ile kolondan elie edilmistir.

2.4. Enzim Aktivite Tayinleri

Enzim aktivitesi, G6PD tarafindan NADP*nin rediik-
siyonunu esas alan Beutler (1984)tin ve Hu vd. (2013)’tin
yontemlerine gore, 30 °C’ da 6l¢iilmistiir. Spektrofotomet-
rik ol¢iimlerde rutin aktivite tayinlerindeki tiiplerin final
konsantrasyonlari, 0.1 M Tris-HCI (pH= 7.5) tamponu ige-
risinde 10 mM MgCl,, 0.2 mM NADP, 0.6 mM glukoz-
6-fosfat (G6P) ve 20 pL enzim ¢ozeltisi kullanilarak ger-
¢eklestirilmistir. Ornek tiipi, kor tiipiine kargi okunmus ve
kor tiipte enzim yerine ayni hacimde tampon kullanilmistir.
NADP”nin NADPH’a déntisimii 340 nm'deki absorbans
degisimleri izlenerek takip edilmistir. Bir enzim aktivite
tnitesi (EU) ise, dakikada 1 pmol NADP*y1 indirgeyen

enzim miktari olarak tanimlanmaktadur.
2.5. Optimum fyonik Giiciin Belirlenmesi

Optimum iyonik gii¢, enzim aktivitesi 0.1 M ile 0.7 M
arasindaki konsantrasyonlarda Tris-HCI tamponu igerisinde
standart enzim aktivitesi yontemi kullanilarak belirlenmistir.
Deneyler ¢ tekrar olarak yerine getirilmistir.

2.6. Optimum pH Belirlenmesi

Optimum pH'in belirlenmesi amaciyla, enzim aktivitesi
0.1 M Tris-HCI ve fosfat tamponlar: igerisinde 5 ile 9 pH
noktalar: arasindaki degerlerde, standart aktivite yontemi
kullanilarak 6l¢tilmustir. Deneyler ti¢ tekrar olarak yerine
getirilmisgtir.
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Cizelge 1. C. auratus karacigeri glukoz-6-fosfat dehidrojenazi saflagtirma tablosu.

Topl:am Aktivite To[).lzl.m Protein  Spesifik ~ Verim  Saflagtirma
Faramete Hacim (EU/mL) Aktivite (mg/mL) aktivite ) (Kat)
(mL) (EUV) 78 .
Homojenat 20 1.40 28 13.01 0.107 100 1
25" ADP sepharose 4 B afinite | -, 1.92 7.68 0.071 | 27.04 | 27.42 252
kromatografisi

2.7. Optimum Sicaklik Belirlenmesi

Bu amagla, enzim aktivitesi 10 °C ile 60 °C arasinda
degisen sicakliklarda, belirlenen optimum pH ve iyonik gii¢
kosullar: altinda belirlenmigtir. Deneyler ¢ tekrar olarak
yerine getirilmigtir.

2.8. Kinetik Caligmalar

Substrat kinetikleri optimal sartlar altinda (0.1 M Tris-HCI,
pH=8.0, 37 °C), G6P ve NADP”nin degisen konsantras-
yonlarinda her iki substrat bileseni i¢in ayr1 ayr1 belirlenmis-
tir. Bu amagla, NADP”nin degisen konsantrasyonlarinin
(0.05 mM, 0.1 mM, 0.2 mM, 0.3 mM ve 0.4 mM) sabit
G6P konsantrasyonunda (0.6 mM) enzim aktivitesi Gizerine
etkisi belirlenerek NADP~ i¢in Lineweaver-Burk egrisi elde
edilmigtir. Yine G6P’1n degisen konsantrasyonlarinin (0.15
mM, 0.3 mM, 0.6 mM, 0.9 mM, 1.2 mM) ve sabit NADP*
konsantrasyonunda (0.2 mM) enzim aktivitesi tizerine etki-
si belirlenmis ve G6P subtrati i¢in Lineweaver-Burk egrisi
¢izilmigtir. Calismalar Hu vd. (2013)e gore yapilmugtir.
Béylece gerek NADP* igin, gerekse G6P i¢in K_ve V_
parametreleri hesaplanmigtir. Deneyler ¢ tekrarli olarak
yerine getirilmisgtir.

2.9. Protein Miktarlarinin Belirlenmesi

Protein miktarlari Bollag ve ark. (1996)'nin metoduna gore
yerine getirilmigtir. Standart olarak BSA kullanilmgtir.

2.10. SDS Poliakrilamid Jel Elektroforezi (SDS-PAGE)

Enzim safliginin ve molekiler kiitlesinin belirlenmesi
amactyla SDS-PAGE c¢aligmas1 Laemmli (1970)e gore
yerine getirilmistir. Homojenat ve afinite kromatografisi
ile elde edilen enzim preparatindan alinan esit miktarda
protein, elektroforezde % 3 yiirttiici jel ve % 10 ayirici jelde
150 mA sabit akimda 1 saat boyunca kosturulmustur. Elde
edilen jel, % 50 metanol, % 10 asetik asit ve % 40 distile
su iceren fiksatif ¢ozeltisinde 30 dakika fikse edildikten
sonra, % 0.1 Coomassie Brillant Blue R-250 igeren fiksatif
¢ozeltisinde 2 saat boyunca orbital ¢alkalayicida dakikada
50 rpmde ¢alkalanarak boyanmasi saglanmigtir. Daha sonra

140

jel, boya giderme ¢ozeltisi ile bir¢ok kez yikanarak protein
bantlar: goriliir hale getirilmistir.

3. Bulgular

Bu ¢aligmada, C. auratus'un karacigerinden G6PD enzimi,
2'5" ADP-sepharose 4B afinite kolon kromatografisi
kullanilarak 252 kat saflagtirilmistir. Elde edilen enzim
preparatinin spesifik aktivitesi 27.04 EU/mg.protein olarak
belirlenmistir (Cizelge 1). Enzim safliinin kontroli ve
molekil kitlesinin belirlenmesi amaciyla yerine getirilen
SDS-PAGE analizi sonucunda, homojenatta yogun bir
sekilde bulunan protein bantlarinin, saflagtirilmig enzim
preparatinda iki bant olarak g6zlenmistir.

Enzimin sergilemis oldugu kinetik &zelliklerden iyonik
guctin belirlenmesi ¢alismalarinda, 0.1 M, 0.2 M ve 0.3 M
Tris-HCl uygulamalarinda elde edilen enzim aktivitesindeki
degisimlerin (1.86 EU/mL ile 1.82 EU/mL arasinda) fark
gostermedigi belirlenmigtir. Bununla birlikte, 0.5 M ve 0.7
M iyonik gli¢ uygulamalarinda enzim aktivitesinde diistsler
gozlenmigtir (Sekil 1). Optimum iyonik gii¢ (0.1 M Tris-
HCI) konsantrasyonlarinda farkli pH noktalarina ait aktivite
degerleri Sekil 2'de gorilmektedir. Buna gore; G6PD igin
optimum pH, 8 olarak belirlenmistir. Enzim, pH’in 7 ile 7.4
oldugu noktalarda benzer aktivite degerleri sergilemistir. Bir
diger kinetik 6zellik olan sicaklik, 10 °C ile 60 °C arasinda
degerlendirilmistir. Buna gére, optimum sicakligin 40 °C
oldugu gorilmekle birlikte, 50 °C'da enzimin 30 °C igin
elde edilen aktiviteden daha yiiksek bir aktivite sergiledigi
belirlenmistir (Sekil 3).

Sabit NADP* konsantrasyonlarinda, G6P subtrat: i¢in elde
edilen Lineweaver-Burk egrisi Sekil 4te gorilmektedir.
G6P igin belirlenen K_ve V__ degerlerinin sirastyla 0.23
mM ve 2.62 EU/mL oldugu bulunmustur. Benzer olarak,
sabit G6P konsantrasyonlarinda, NADP* i¢in elde edilen
Lineweaver-Burk egrisi de Sekil 5te gosterilmistir. Buna
gore NADP~ i¢in belirlenen K ve V_  degerleri sirasiyla
0.14 mM ve 3.40 EU/mL oldugu bulunmustur (Cizelge 2).
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Cizelge 2. C. auratuskaraciger glukoz-6-fosfat dehidrojenazinin
G6P ve NADP* igin K_ve V__ degerleri.

G6P NADP+
K (mM) V_(EU/mL) K_(mM) V_ (EU/mL)
0.23 2.62 0.14 3.40
24
2
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Sekil 1. Tyonik giiciin G6PD aktivitesi tizerine etkisi.
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Sekil 2. pH'in G6PD aktivitesi tizerine etkisi.
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Sekil 3. Sicakligin G6PD aktivitesi tizerine etkisi.
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4. Tartisma

Gerek baliklarda, gerekse farkli organizmalardan pentoz
fosfat metabolik yolundaki enzimlerin saflagtirilmas: bir-
cok calismaya konu olmustur. Bu baglamda, ¢aligmamizda
kullanilan ve ekonomik 6neme sahip bir kefal balig: tiri
olan C. auratustan G6PD enzimi ile ilgili bir ¢alisma bulun-
mamaktadir. Bu nedenle yapmis oldugumuz ¢alismada, 2’5’
ADP-sepharose 4 B afinite kromatografisi ile enzim 252 kat
saflikla ve 27.04 EU/mg.protein spesifik aktivite paramet-
releriyle elde edilebilmistir. Cift¢i vd. (2004) tarafindan O.
mykiss eritrositlerinden G6PD enziminin, % 40-65 amon-
yum stlfat ¢oktiirmesi sonrasinda afinite kolonuyla 1271
kat saflikla elde edildigi bildirilmistir. C. ide//a hepatopank-
reasindan enzim afinite kromatografisini takiben DEAE
sepharose iyon degisim kromatografisi ile 1066 kat saflik ile
elde edilmistir (Hu vd. 2013). Bir tatli su balig1 olan Chalcal-

burnus tarichi (inci kefali) solungacindan G6PD enziminin,

12

y=0,086x +0,3812

v

02 |

1/[G-6-P]

Sekil 4. G6P subtrat: i¢in elde edilen Lineweaver-Burk egrisi.

L r v =0,0456x + 0,2936

W

- -6 -3 0 3 & 9 12 15 18 21 24
1/ [NADP]

Sekil 5. NADP" substrat: i¢in elde edilen Lineweaver-Burk

egrisi.
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amonyum siilfat ¢oktiirme ve afinite kromatografisi ile 508
kat saflik ve 11.84 EU/mg.protein spesifik aktivite ile elde
edildigi bildirilmigtir (Kuzu vd. 2016). Bu veriler géz 6ntine
alindiginda, calismamizda elde edilen spesifik aktivite, diger
balik tiirlerinden elde edilen spesifik aktiviteden daha yiik-
sek gorinmekle birlikte, daha digiik saflagtirma katsayist
bildirmektedir.

Calisgmamizda, C. aurata karacigerinden elde edilen G6PD
enziminin pH=8de, 40 °C ve 0.1 M Tris-HCI iyonik

Sekil 6. SDS-PAGE elektroforez sonuglari. 1: Homojenat, 2:
Molekiil kiitlesi markari, 3: 2'5" ADP-sepharose kromatografisi.
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gliciinde en ytiksek aktiviteyi sergiledigi belirlenmistir. Bu
parametreler, literatiirdeki diger balik tiirleri ile elde edilen
veriler ile kargilagtirildiginda optimum aktiviteler; O. mykiss
eritrositinde pH 8 ve 40 ile 50 °C'da (Ciftci vd. 2004), C.
idella hepatopankreasinda pH 7.5 ile 9 arasinda ve 42 °C'da
(Hu vd. 2013), O. mykiss karacigerinde pH= 7.5, 50 °C ve
optimum iyonik glic 120 mM (Comakl vd. 2015) olarak
belirlenmistir. Bu verilerden, ¢alismamizda kullanilan C.
aurata'nin karaciger G6PD enziminin diger balik tirleriyle
benzer kinetik 6zellikler sergiledigi gézlenmektedir. Bununla
birlikte, bufalo eritrositleri (Cift¢i vd. 2003) ve rat akcigeri
(Adem ve Ciftci, 2016 a) ve kalbi (Adem ve Ciftci, 2016
b) gibi farkli organizmalardan elde edilen G6PD enziminin
bazi kinetik degerlerde farkliliklar g6sterdigi bildirilmektedir.
Calismamizda C. aurata karaciger G6PD enziminin, G6P
ve NADP- i¢in elde edilen K degerleri sirasiyla 0.23 mM
ve 0.14 mM olarak belirlenmigtir. Ayrica, G6P ve NADP~
i¢in elde edilen V_ degerleri sirasiyla 2.62 EU/mL ve
3.40 EU/mL olarak belirlenmistir. Bu veriler ¢alisgmamizda
elde ettigimiz enzimin, NADP*”ya, G6P'dan daha fazla ilgi
gosterdigini onermektedir. Literatiirde, baliklarda bu konu
ile ilgili farkli bulgularin oldugu goriilmektedir. C)rnegin;
C. idella (Hu vd. 2013) hepatopankreasindan saflagtirilan
enzimin NADP”ya G6Pden daha fazla ilgili oldugu
belirlenmesine ragmen, O. mykiss karacigerinden elde edilen
enzimin subtrat ilgisinin tam tersi olarak G6P i¢in daha

fazla oldugu bildirilmigtir (Comakl vd. 2015).

Caligmamizda afinite kromatografisi yoluyla saflagtirilan
enzim preparatinda molekiil kiitlelerinin yaklagik olarak
108 kDa ve 60 kDa oldugu iki bant gézlenmistir. Bununla
birlikte, literatiirde gerek baliklar gerekse diger organizmalar
tizerinde yapilan ¢aligmalar G6PD enziminin, SDS-PAGE
ile tek bant oldugunu bildirmistir. Bunlardan enzimin
molekiil kiitlesi O. mykiss eritrositlerinde 64.26 kDa
(Ciftei vd. 2004), C. idella hepatopankreasinda 71.85 kDa
(Hu vd. 2013), rat bobreginde 56 kDa (Adem ve Ciftgi,
2013), deve karacigerinde 64 kDa (Ibrahim vd. 2014),
Chalcalburnus tarichi solungacinda 53.6 kDa (Kuzu vd.
2016) olarak belirlenmigtir. Bu verilerden, ¢alismamizda
elde edilen enzim preparatinin kontaminant bir proteini
daha igerebilecegi anlagilmaktadir. Bununla birlikte, bir
diger 6nemli kefal tirti olan Mugil cephalus karacigerinde
yapilan bir ¢alismada (Hochachka ve Clayton- Hochachka
1973) G6PD enziminin elektroforetik olarak ayirt edilebilir
tetramer olarak iki formunun (I ve II) oldugu ve her iki
tetramerin 200 kDadan buytik molekiil kiitlesine sahip
oldugunu bildirmistir. Elde etmis oldugumuz sonuglarin,
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C. aurata tirinin karacigerinden G6PD enzimine ait ilk
veriler olmasi agisindan 6nemli oldugunu digiinmekteyiz.
Ayrica, elde edilen enzim preparatinda belirlenen iki protein
bandinin G6PD izoenzimi olup olmadiklarinin belirlenmesi
i¢cin ek ¢aligmalara ihtiya¢ duyulmaktadir.
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Bu calisma Sivas Cumhuriyet Universitesi Bilimsel
Aragtirma Projeleri (CUBAP) Birimi tarafindan F-625 No'lu
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