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OZET: Glukoz 6-fosfat dehidrogenaz enzimi (G6PD) Bacillus sp.(BA-142) bakterisinden homojenatin hazirlanmasi ve amonyum siilfat
¢oOktiirmesi vasitasiyla kismi olarak saflastirildi ve bazi kinetik Ozellikleri arastirildi. Saflagtirma prosediirii iki basamaktan olustu;
homojenatmn hazirlanmasi ve amonyum siilfat ¢oktiirmesi. Bu iki basamak sonucunda 0,23 EU/mg protein spesifik aktivitesine sahip enzim
% 79 verimle 82 kat saflagtirildi. Enzim i¢in optimum pH, stabil pH, optimum sicaklik degerleri bulundu. Ayrica, NADP" ve glukoz 6-
fosfat (G6OP) i¢in Ky ve Vinax degerleri tespit edildi.

Anahtar Kelimeler: Bacillus sp., Glukoz 6-fosfat dehidrogenaz, saflastirma

Partially Purification Of Glucose 6-Phosphate Dehydrogenase From Bacillus sp. (BA-142) And
Investigation Of Some Kinetic Properties

ABSTRACT: Glucose 6-phosphate dehydrogenase (G6PD) was purified from Bacillus sp.(BA-142) bacterium cells, and some
characteristics of the enzyme were investigated. The purification procedure was composed of two steps: homogenate preparation, and
ammonium sulfate precipitation. After two consecutive steps, the enzyme, specific activity was 0.23 EU/mg protein, was purified with a
yield of 79% and 82 fold purification. Optimal pH, stable pH, optimal temperature, Ky and Vi, values for NADP" and glucose 6-

phosphate (G 6 P) were also determined for the enzyme.
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GIRIS

Bacillus sp. azot fikse edici bir bakteri olup,
Cakmake¢r ve arkadaglarmin 2001 yilinda yapmis
olduklar1 bir ¢alismada, 2 yil boyunca arazi kosullari
altinda seker pancari ve arpa tohumlarina tatbik
edildiginde, bu bakterinin bitkilerin hem {iriin
bilesenlerinde hem de iiriin kalitesinde 6nemli derecede
artisa neden oldugu belirlenmistir. Bu c¢aligmalardan
Bacillus sp. uygulanan bitkilerle, N, uygulanan bitkilerin
iirlin veriminin birbirine esit oldugu ortaya konulmustur.
Bacillus sp. ilk olarak biberde bulunmustur. Bu bakteri
katalaz aktivitesi gosterirken oksidaz aktivitesine sahip
degildir. Ayrica pigment olusturmayan, nitrati indirgeme
ozelligi gosteren, nisastayr hidroliz eden, 36°C’de
lireyen, nitrat ihtiva eden temel besi yerlerinde iireyen
gram pozitif bir bakteridir. Bu bakimdan bu bakteride
antioksidan bir enzim olan G6PD enziminin ¢aligilmasi
oldukga 6nemlidir (Cakmakg1 vd., 2001).

Glukoz 6-fosfat dehidrogenaz enzimi (E.C.1.1.49;
G6PD) pentoz fosfat metabolik yolunun ilk basamagini
katalizleyen anahtar bir enzimdir. Bu enzim NADP"
varhgmmda  glukoz  6-fosfatin,  6-fosfoglukonata
doniigiimiinii saglar ve hiicreler i¢in son derece 6nemli
olan NADPH olusur (Lehninger vd., 1993; Keha ve
Kiifrevioglu, 1997).

Canlilarda NADPH olusumu igin pentoz fosfat
metabolik yolu ¢ok 6nemlidir ve G6PD eksikliginde
NADPH o6nemli olgiide azalir. NADPH’mm en 6nemli
rolii ise okside glutatyonun (GSSG) indirgenmesini
saglamaktir. Bu reaksiyon glutatyon rediiktaz tarafindan
katalizlenir. Glutatyonun indirgenmis formu (GSH),
serbest tiyol grubu ihtiva eden bir tripeptiddir. Serbest
tiyol grubu, proteinleri indirgenmis halde tutarak
stilfhidril tamponu gorevini goriir; ayni zamanda
hidrojen peroksit ve organik peroksitlerle reaksiyona
girerek detoksifikasyon olaylarinda rol alir (Yiiregir vd.,
1988; Keha ve Kiifrevioglu, 1997). Yoshida ilk defa
1966 yilinda G6PD enzimini insan eritrositlerinden
saflagtirmistir (Yoshida ve Huang, 1966).

G6PD diizeyinin azalmasi ile hiicrelerde NADPH
ve GSH eksikligi olur. Enzim eksikligi olan hiicrelerde
GSH rejenerasyonu azalir. Bundan dolayr membran
proteinlerindeki  siilfidril  gruplarmin  oksidasyonu
membran fonksiyonunu bozar ve membranda ¢ok ciddi
problemler meydana gelir (Deutsch, 1983; Weksler vd.,
1990).
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MATERYAL VE METOD

Materyal

Bu calisma, Atatiirk Universitesi Biyoteknoloji
Aragtirma ve Uygulama Merkezi'nde yapildi. NADP" ve
G6P Sigmadan, diger kimyasallar ise Sigma veya
Merck’ten alindt.

Bakterilerin Uretimi

Litresinde 28 gr nutrient agar (International
Diagnostic Group Plc.) ihtiva eden besi yeri
otoklavlanip sogutuldu ve petrilere dokiildii. Daha sonra
derin dondurucuda -80 °C’de muhafaza edilen BA 142
kodlu bakteri petri plaklarina steril kosullar altinda ¢izgi
ekim yontemiyle aktarildi. Petriler 36°C ye ayarlanmig
inkiibatorde 1 gece inkiibasyona birakildi. Bu bakteriler
bir o6ze dolusu alinarak, 121°C ‘de 15 dakika
otoklavlanip sogutulan ve litresinde 8 gr nutrient broth
iceren sivi besiyerine steril kabin ortaminda aktarildi.
Sicakligi 28°C ‘ye ayarlanmig ¢alkalayicida 1 gece
inkiibasyona birakilarak bakterilerin {iremesi saglandi.

Homojenatin Hazirlanmasi

Sivi besi yerinde yetistirilen bakteri hiicreleri
15.000xg de santrifiij edilerek ¢oktiiriildii ve siipernatant
atild1. Elde edilen bakteri hiicreleri havada sivi azot ile
muamele edilerek miimkiin oldugunca ezildi ve toz
haline getirildi. Boylece bakteri hiicreleri parcalandi.
Daha sonra toz haline getirilmis bakteri hiicreleri
numuneleri 1 M Tris-HCI (pH 8,0) tamponunun
mimkiin olan en kiigiik hacminde siispanse edildi.
Karisim daha sonra 15.000xg de santrifiij edilerek
¢okelek atildi. Boylece homojenat hazirlanmis oldu.
Biitiin bu islemler +4°C’de gergeklestirildi.

Amonyum siilfat coktiirmesi ve diyaliz

Homojenatta degisik amonyum stilfat
doygunluklarinda ¢oktiirme yapilarak, en uygun
doygunluk konsantrasyonu % 0-60 arasinda tespit edildi.
Bu aralikta kati amonyum siilfatla ¢oktiiriilen enzim,
5.000xg’de 15 dakika santrifiij edilerek ayrildi. Elde
edilen ¢okelek, 100 mM Tris-HCI tamponunda (pH 8,0)
¢ozildii. Enzim c¢ozeltisi diyaliz torbalarma konarak
2’ser saat siireyle 2 defa degistirilmek suretiyle 50 mM
K-asetat/ 50 mM K-fosfat (pH 7,0) tamponuna karsi
diyaliz edildi. Biitin bu islemler +4°C’da yapild:i
(Morelli vd., 1978; Delgoda vd., 1990; Ninfali vd.,
1990; Shreve ve Levy, 1997).

Glukoz 6-fosfat dehidrogenaz enzimi aktivitesi

olciimii

Enzim aktivitesi spektrofotometrede 25°C’de
Beutler metoduna gore yapildi. Bu metod NADP ’nin
indirgenmesinden dolay1 olusan NADPH 1 340 nm’de
absorbans vermesi esasina dayanir (Beutler, 1971).
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Protein Miktarinin Hesaplanmasi

Protein miktar1 spektrofotometrik olarak 595 nm de
Bradford metoduna gére yapildi. Ol¢iimde bovin serum
albiimin proteini standart olarak kullanildi (Bradford,
1976).

pH’nin  Enzim Aktivitesi Uzerine Etkisinin

Arastirilmasi

Enzim aktivitesinin en yiiksek oldugu pH’y1
(optimum pH) bulmak i¢in enzim aktivitesi g¢esitli
pH’lardaki tampon ¢ozeltiler i¢inde 6l¢iildi (pH’lar1 7,2
ile 8,9 arasinda degisen 0,1 M Tris-HCI ile pH’lar1 4,9
ile 8,0 arasinda degisen 0,1 M Fosfat tamponlari
kullanilarak).

Enzimin Stabil Oldugu pH’nin Belirlenmesi

Bu amagla esit hacimde enzim ¢6zeltisi ile ¢esitli
pH’lardaki tampon ¢ozeltileri (pH’lar1 7.2 ile 8.9
arasinda degisen 0,1 M Tris-HCI ile pH’lar1 4.9 ile 8.0
arasinda degisen 0,1 M Fosfat tamponlar1 kullanilarak)
karistirildi ve +4°C’de buzdolabinda inkiibe edildi ve 8
saat ara ile 24 saat boyunca enzim aktivitesi dl¢iildii.

Sicakligin Enzim Aktivitesi Uzerine Etkisi

Enzim aktivitesi 10 ile 70°C arasindaki sicakliklarda
olgiilerek enzimin maksimum aktivite gosterdigi sicaklik
tespit edildi.

Kinetik Calismalar

Kyv  ve Vi degerlerinin - bulunmasi  igin
Lineweaver-Burk grafikleri kullanildi. Bu amagla sabit
G6P (6 mM) konsantrasyonunda ve 5 farklh NADP"
konsantrasyonunda (0,0125, 0,025, 0,05, 0,1, 0,2 mM)
ve sabit NADP" (2 mM) ve 5 farkli G6P
konsantrasyonunda (0,0375, 0,075, 0,15, 0,3, 0,6 mM)
enzim aktivitesi 6l¢iildii. Daha sonra 1/V ye kars1 1/[S]
grafikleri ¢izildi ve bu grafiklerden hem G6P hemde
NADP" icin Ky ve V. degerleri bulundu. Biitiin
kinetik calismalar 25 °C ve pH 8,0’de 100 mM’lik
Tris-HCI tamponu kullanilarak yapildi.

BULGULAR VE TARTISMA

Bu c¢alismada Bacillus sp. bakterisinde bulunan
glukoz 6-fosfat dehidrogenaz enzimi ilk defa kismen
saflagtirilldit ve bazi kinetik ozellikleri tespit edildi.
Saflagtirma prosediirii homojenatin hazirlanmasi ve
amonyum siilfat ¢oktiirmesi seklinde iki basamaktan
olugtu. Amonyum siilfat ¢oktiirmesi proteinlerin kismi
saflastirilmasinda kullanilan etkili bir metottur.

Tablo 1 spesifik aktivitesi 0,23 EU/ml olan enzimin
%79,19 verimle 82,14 kat olarak kismi saflastirildigini
gosterir. Goriildigi gibi enzimin spesifik aktivitesi
baslangica gore 82 kat artmugtir.



Tablo 1. G6PD enziminin saflastiriimasi basamaklari

M.Ciftci, A.Adigiizel, M.Erat, F.Sahin

1 o,
Saflagtirma Aktivite Topl’am Protein TOPIE.III’I 'S.p emﬁ!g A). Saflagtirma
basamaklari (EU/ml) hacim (mg/ml) aktivite | aktivite (EU/mg | Verim Katsavisi
(ml) & (EU) protein) y

Homojenat 0,042 20 14,78 0,34 0,0028 100 1
Amonyum siilfat | 5, 2 1,39 0,64 0,23 79,19 82,14

Coktiirmesi

(% 0-60)

Elde edilen bakteri homojenatlarinda sirasiyla %0-
20, %20-30, %30-40, %40-50, %50-60, %60-70, %70-
80, %80-90 doygunluk araliklarinda amonyum stilfat
coktiirmeleri  yapilarak G6PD  enziminin = %0-60
amonyum siilfat doygunluk araliginda ¢oktiigii
belirlendi. Amonyum siilfat ¢oktlirmesi uzun zamandan
beri ¢esitli bilim adamlar1 tarafindan kullanilan kismi
saflagtirma metodudur. Bu metot vasitasiyla numune
icerisindeki bir ¢ok safsizliklar elimine edilir ve
proteinler daha derisik halde elde edilir. Diyalizin
yapilmasi ise ortamdaki amonyum siilfat ve enzim
aktivitesini etkileyen diger iyonlarn uzaklagtirilmasi
agisindan onemlidir.

Enzimlerin aktivitesini etkileyen en Onemli
faktorlerden biri ortamin pH’sidir. Ciinkii diisiik ve
yiiksek pH’da enzim denatiire olur. Bundan dolay1
optimum pH’nin bulunmasi olduk¢a 6nemlidir. Sekil 4
ve 5’teki grafiklerden goriildiigii gibi enzimin en aktif
oldugu pH 100 mM Tris-HCl tamponunun kullanildig:
pH 8,0’dir. Bu pH degerinin daha 6nce ayni enzim igin
bulunan pH degerlerine yakin oldugu literatiir
¢alismalarindan belirlendi (Okuno vd., 1985; Niehaus ve
Mallet, 1994; Heise ve Opperdoes, 1999).

Enzim c¢aligmalarinda kismen yada tamamen
saflagtirilan enzimin uzun siire aktivitesini korumasi
acisindan enzimin stabil oldugu pH ¢ok 6nemlidir. Bu
calismada enzimin stabil oldugu pH, 100 mM Tris-HCl
kullanilarak (Sekil 2 ve 3) pH 8,0 olarak hesaplandi. Bu
pH degerinin daha 6nce ayni enzim i¢in bulunan stabil
pH degerlerine yakin oldugu literatlir ¢alismalarindan
belirlendi (Yilmaz vd., 2002; Cift¢i vd., 2003; Yilmaz
vd., 2003).

Enzim reaksiyonlarinda sicaklik arttikga aktivite
artar ancak 50°C’nin iizerinde proteinler hizla denatiire
oldugundan dolay1 aktivite gittikce azalir ve daha
ylksek sicakliklarda aktivite yok olur. Enzimlerin
optimum sicakligi genelde 50°C civarindadir. Sekil
6’dan goriindiigii gibi G6PD enziminin aktivitesi
50°C’de en yiiksektir. Dolayisiyla bu enzimin optimum
sicakhigi  50°C’dir. Okuno ve arkadaglar1 Bacillus
steorothermophilus’tan saflagtirdiklar1 G6PD  enzimi
icin optimum sicakligini 30-60°C arasinda bulmuslardir
(Okuno vd., 1985).

Kantitatif protein tayinleri ise Bradford yontemiyle
belirlendi. Bu ydntem; fosforik asitli ortamda
proteinlerin Coomassie brillant blue G-250 reaktifiyle
kompleks olusturmasi esasina dayanir. Coomassie
brillant blue G-250 negatif bir yiike sahiptir ve protein
iizerindeki pozitif yiike baglanir. Proteinin baglanmasi
kirmizi formun (Ap.= 465 nm) mavi forma (Ay= 595
nm) doniisiimiinii saglar. Bu yontemin diger protein
tayin yontemlerinden {istiin tarafi, ¢ok kisa siirede
uygulanmasi, bozucu faktorlerin pek olmamasi, protein
boya kompleksinin ¢ozeltisinde uzun siire kalmasidir.
Bu yontemin hassasiyeti 1-100 pg arasindadir (Bradford,
1976).

G6PD enziminin dogal substratlari NADP' ve
G6P’dir ve bu substratlar i¢in bulunan Ky ve V.
degerleri sirasiyla 0,0827 mM, 0,0025 EU/ml 0,297
mM, 0,0028 EU/ml ve seklindedir. Goriildiigii gibi
NADP" icin elde edilen Ky degeri daha diisiiktiir.
Dolayistyla NADP ’nin enzime ilgisi daha yiiksektir. Bu
durum literatiirle uygunluk gostermektedir (Okuno vd.,
1985; Scopes vd., 1985; Reuter vd., 1990; Niehaus ve
Mallet, 1994; Heise ve Opperdoes, 1999).
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Sekil 1. G6PD enzimi i¢in amonyum siilfat doygunluk aralig: tespitine yonelik aktivite-¢oktiirme aralig grafigi.
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Sekil 2. 100 mM Tris-HCI tamponu kullanilarak G6PD enziminin stabil pH’s1 i¢in ¢izilen zaman-aktivite grafigi.
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Sekil 3. 100 mM fosfat tamponu kullanilarak G6PD enziminin stabil pH’s1 i¢in ¢izilen zaman-aktivite grafigi.
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Sekil 4. 100 mM Tris-HCI tamponu kullanilarak G6PD enziminin optimum pH’s1 i¢in ¢izilen pH-aktivite grafigi.
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Sekil 5. 100 mM fosfat tamponu kullanilarak G6PD enziminin optimum pH’s1 i¢in ¢izilen pH-aktivite grafigi.
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Sekil 6. G6PD enzimi i¢in optimum sicaklik 6l¢iilmesi i¢in ¢izilen sicaklik-aktivite grafigi.
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Sekil 7. 5 farkli G6P derisimi kullanilarak G6PD enzimi i¢in ¢izilen Lineweaver-Burk grafigi.
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Sekil 8. 5 farklt NADP" derisimi kullanilarak G6PD enzimi igin gizilen Lineweaver-Burk grafigi.
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	ÖZET: Glukoz 6-fosfat dehidrogenaz enzimi (G6PD) Bacillus sp.(BA-142) bakterisinden homojenatın hazırlanması ve amonyum sülfat çöktürmesi vasıtasıyla kısmi olarak saflaştırıldı ve bazı kinetik özellikleri araştırıldı. Saflaştırma prosedürü iki basamaktan oluştu; homojenatın hazırlanması ve amonyum sülfat çöktürmesi. Bu iki basamak sonucunda 0,23 EÜ/mg protein spesifik aktivitesine sahip enzim % 79 verimle 82 kat saflaştırıldı. Enzim için optimum pH, stabil pH, optimum sıcaklık değerleri bulundu. Ayrıca, NADP+ ve glukoz 6-fosfat (G6P)  için KM ve Vmax değerleri tespit edildi.
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