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Oz: Bu calismada, 6-fosfoglukonat dehidrogenaz enzimi (6PGD; E.C.1.1.1.44) Van Kedisi eritrositinden afinite kromatografisi
ile saflagtirildi. Netilmicin silfat, Ampicillin ve Amoxicillin’nin inhibitor etkisi incelendi. Enzim aktivitesi Beutler metoduna gore
spektrofotometre ile 340 nm’de 6lglildi. Sonra enzimin optimum pH ve optimum sicakligi sirasiyla 8.0 ve 50 °C olarak tespit
edildi. Enzimin safligi sodyumdodesilsiilfat- poliakrilamit jel elektroforezi (SDS-PAGE) ile kontrol edildi. 6PGD eritrositi igin
saflastirma orani 1787 olarak bulundu. NADP*ve 6PGA substratlari icin Ky ve Vmax degerleri hesaplandi. Netilmicin silfat,
Ampicillin ve Amoxicillin’nin inhibitor etkileri incelendi, Ki degerleri ve inhibisyon tipleri Lineweaver-Burk grafiginden tespit
edildi.

Anahtar Kelimeler: Afinite kromatografisi, 6-fosfoglukonat dehidrogenaz enzimi, eritrosit, kinetik 6zellikler, Van Kedisi.

Purification, Characterisation and Kinetic Properties of 6-Phosphogluconate

Dehydrogenase Enzyme (E.C. 1.1.1.44) from the Van Cat Erythrocyte

Abstract: In this study, 6-phosphogluconate dehydrogenase enzyme (6PGD; E.C.1.1.1.44) was purified from erythrocyte the
Van Cat by affinity chromatography. The inhibitor effect of Netilmicin sulphate, Ampicillin and Amoxicillin were also
examined. Enzyme activity was measured by spectrophotometer according to Beutler method at 340 nm. Then the optimum
pH and optimum temperature of the enzyme were determined to be 8.0 and 50 ° C, respectively. In order to control the
purification of enzyme, sodium dodecylsulfate-polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE) was used. The purification
rate for erythrocyte 6PGD was found as 1787. Ky and Vmax were also determined for NADP* and 6PGA as substrates. The
inhibitor effect of Netilmicin sulphate, Ampicillin and Amoxicillin were also examined and K; values and the types of inhibition
were determined by the Lineweaver-Burk graph.
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GiRIS

E

olusmasina firsat vermeden %100’luk bir Griin verimi

nzimler, canli  organizmadaki  kimyasal

reaksiyonlari hizlandiran ve higbir yan drin

saglayan protein yapisindaki biyolojik katalizorlerdir.
Bu katalizorlerin en 6nemli oOzellikleri; katalizleme
gicleri ve spesifiklikleridir. Bunlardan biri olan 6-
Fosfoglukonat dehidrogenaz (6PGD; E.C.1.1.1.44),
hekzosmonofosfat yan yolu olarak da bilinen pentoz
fosfat metabolik yolunun ikinci oksidatif basamagini
katalizleyen 6nemli bir enzimdir ve bu tepkime
sonucu D-ribuloz-5-fosfat, CO2 ve NADPH+H* olusur
(1,2).
6-Fosfoglukonat defektif

varyantlari, ilk olarak 1964 yilinda Brewer ve Dern

dehidrogenaz’in

tarafindan, siyah bir Amerikan ailesinde tanimlanmis
ancak fertlerde hemolitik anemi saptanmamistir.
Enzim eksikligi sonucu olusan kronik hemolitik anemi
vakalari ise daha sonraki yillarda rapor edilmistir (3-
5). Bu enzimin eksikligi hiicrede 6-fosfoglukonat (6-
PG)'in birikmesine, fosfoglukoz izomerazin ve glukoz
metabolizmasinin tlimiyle inhibe olmasina bagh
olarak toksik etki Bu
kemoterapilerde hedef enzim olarak yararlanilabilir

(6).

yaratmaktadir. nedenle

inhibitérler, enzimatik aktiviteyi kontrol eden
bu kiicik molekiller, biyolojik sistemler (zerinde
biyik olgcide kontrol sagladiklari icin  ¢ok
onemlidirler. Birgok ilag ve toksik madde de enzim
inhibitéru gibi davranirlar. Enzimatik inhibisyon
donislimli ve donlslimsiliz olmak Uzere baslica iki
sekilde siniflandirihir. Donlsiimsiiz  inhibisyonda,
enzimin bir veya daha fazla fonksiyonel grubu
etkilenir (7). Enzim aktivatorleri ise genellikle kiiglik
iyonlar veya fazla biyuk olmayan molekillerdir.
Bunlar kofaktorlerin aksine kataliz olayina her zaman
iki

mimkindar. Birinci gruptakiler sadece substratla

katilmazlar. Aktivatorleri grupta toplamak
birleserek aktivator roll oynayan bilesikler iken ikinci
gruptakiler ise serbest enzimle birleserek aktivator

roll oynayan bilesiklerdir (8).

6-fosfoglukonat dehidrogenaz enziminin daha
onceden birgok canli ve dokulardan saflastiriimis ve
karakterizasyonu vyapilmistir. Fakat Van Kedisi
Gzerinde bu saflastirma yapilmamis ve ozellikleri
Bu Van Kedisi

arastirilmamistir. ¢alismada,

eritrositlerinden  6-fosfoglukonat  dehidrogenaz

enziminin afinite kromatografisi ile saflastirihp
enzimin karakterizasyonu incelenmistir. Saflastirilan
bu enzim Uzerine gesitli ilaglarin in vitro olarak
inhibisyon etkilerinin arastirilarak benzer calismalarla

karsilastiriimistir.

MATERYAL ve METOT

Kan Orneklerinin  Alinmasi Hemolizatin

Hazirlanmasi

ve

Arastirma igin Van Kedisi Arastirma Merkezi’'nde
barindirilan; ortalama canl
agirhklari 2950-3170 g disi ve 3350-5220 g erkek olan

Van Kedileri kullanildi. Deney igin alinan kedi kani,

1-4 vyas araliginda,

antikoagulant olarak kullanilan EDTA’l tuplere alindi.
Boylece hem pihtilasma 6nlenmis hem de eritrositler
icin iyi bir beslenme ortami saglanmis oldu. Kanlar
alindiktan sonra 42C’de muhafaza edildi ve en ¢ok iki
glin icerisinde kullanildi.

Eritrositleri ayirmak igin tiiplere konuldu. Yirmi
dakika 1500 rpm’de santrifiij edildi. Sonra tiplerin
st kismindaki plazma ve I6kosit tabakasi dikkatli bir
sekilde ayrildi. Altta kalan eritrositler, 0.16 M KClI
¢ozeltisi ile G¢ defa yikanip Ustteki kisimlar atildi.
Eritrositlerin hacimleri 5 hacim distile buzlu su ile
hemoliz edildi. Hemolizin tam gergeklesmesi igin
4°C’'de yarim saat karnistinldi. Hiicre zarlarindan
ayirmak icin hemolizat 12000 rpm’de 30 dk santrifdj
edildi. Tuplerin dibindeki beyaz renkli hiicre zarlari
atilip Ustteki hemolizat dikkatli bir sekilde alind.
Hiicre zarlarindan arindiriimis olan hemolizatin pH’si
kati potasyum fosfat ile 6’ya ayarlanarak, hemolizat

kolona tatbik edilecek duruma getirildi (9, 10).
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Afinite Jelinin Hazirlanmasi

On ml’lik yatak hacmi icin 2 g kuru 2,5~ ADP-
4B tartild.

uzaklastirilmasi i¢in 400 ml distile su ile birka¢ defa

Sepharose jeli Safsizliklarin
yikandi. Yikama esnasinda jel sisti. Bituin bu igslemler
laboratuvar sartlarinda yapildi. Sismis jelin havasi
alindiktan sonra % 25 dengeleme tamponu (0.1 M K-
Asetat / 0.1 M K-Fosfat) ve % 75 jel olacak sekilde, jel
siispanse edildi. Sispanse edilen jel (1.3x10) kolona
paketlendi. Daha sonra dengeleme tamponu ile
dengelendi. Jel ¢oktikten sonra peristaltik pompa
kullanilarak dengeleme tamponu ile yikandi.
Dengeleme ve yikamada akis hizi 20 ml/saat olarak
uygulandi. Kolonun dengelenmis oldugu eliat

absorbansi ile tampon absorbansinin

esitlenmesinden anlasildi (11).

Eritrosit Hemolizatinin Afinite Kolonuna Tatbiki ve
Enzim Eliisyonu

Hazirlanan afinite jeli 1.3x10 cm boyutundaki
kolona paketlenerek dengeleme tamponu ile 48 saat
sireyle dengelendi. Hazirlanan hemolizat kolona
tatbik edildi. Hemolizat kolondan gegtikten sonra
yarim saat bekletildi. Sonra 25 ml dengeleme
tamponu ile ve yikama tamponu ile kolon yikandi. En
son ellisyon tamponu gegirilerek 2’ser ml’ler halinde
fraksiyonlar toplandi. Bitlin fraksiyonlarin, 6PGD

aktivitelerinin tayinleri yapildi. Protein miktari ve

6PGD aktivitesi belirlenerek, saflastirma orani
hesaplandi.
Sodyum Dodesilsiilfat-Poliakrilamid Jel
Elektroforezi (SDS-PAGE) ile Enzim Safliginin
Kontrolii

Elektroforez calismalarinda, tarafindan
%3 kesikli

poliakrilamid jel elektroforezi (SDS-PAGE) uygulandi.

tanimlanan sodyum dodesilsiilfat-
Buna gore Jel ¢ozeltisine %10 SDS ilave edildi. Jel, 30
dakika boyunca (%50 propanol +% 10 TCA +% 40
distile su) ihtiva eden ¢6zeltide stabilize edildi. 1/1
oraninda enzim ¢ozeltisi, SDS ile muamele edilerek 20
pg olacak sekilde tarak bosluguna enjekte edildi.

Marker olarak ise Page Ruler™ Protein Ladder,

Fermentas; 200, 150, 120, 100, 85, 70, 60 kDa
kullanildi. Orneklerin yiiriitiilmesi icin elektroforez
islemi baglatildi. Tankin kapagi kapatilarak, uUstte
katot (-) altta anot (+) olacak sekilde gii¢ kaynagina
baglandi. Once 80 voltta yarim saat ve daha 150
voltta 4-5 saat boyunca numunenin hizli kosmasi
saglandi. Elektroforez tankindan gikarilan jel (%50
metanol + % 10 asetik asit icinde % 0.1 Coommassie
Brillant Blue R-250 sollisyonunda) yaklasik 2 saat
boyunca boyandi. Sonra yikama islemi protein
bantlari berrak olana kadar (% 50 metanol +% 10
asetik asit +% 40 distile su) solusyonu

gerceklestirildi (11,12).

icinde

Protein Tayini

Afinite kromatografisi ile saflastirilan enzim
¢ozeltilerdeki protein miktari tayinleri bu yontemle
belirlendi. Bu yontem; fosforik asitli ortamda
proteinlerin coomassie brillant-blue G-250 reaktifi ile
kompleks olusturmasi, olusan kompleksin 595 nm’de
maksimum absorbans gdstermesi esasina dayanir. Bu
yontemin diger protein tayin yontemlerinden Ustlin
tarafi, ¢ok kisa slrede uygulanmasi, bozucu
faktorlerin pek s6z konusu olmamasi, protein-boya
kompleksinin ¢ozeltilerde uzun siire kalmasidir. Bu

yontemin hassasiyeti 1-100 pug arasindadir (13,14).

6PGD Enziminin Aktivite Tayini

Aktivite 6l¢lim ¢alismalarinda, reaksiyon sonucu
olusan NADPH g6z 6niine alinir. 340 nm’de NADPH
maksimum absorbans verdiginden enzimin aktivitesi,
bu dalga boyunda ve 25°C’de NADP* nin indirgenmesi
sonucu olusan NADPH’in spektrofotometrik metotla
sonucu ifade

absorbsyon  artisi olculdigu

edilmektedir (9,15).

Enzim Aktivitesi Uzerine Sicakhgin Etkisi

Enzim aktivitesine etki eden faktorlerden biri
sicakhk parametresidir. Enzimin aktivitesinin en fazla
oldugu sicakliga “optimum sicakhk” denir. Optimum
sicakhk inklibasyon siiresine ¢ok bagimhdir.
inkiibasyon siiresi ne kadar uzatilirsa optimum

sicakhkta ayni sekilde diiser. Optimum sicaklik tayini
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icin 20-70°C arasinda, sabit pH (7.5)’da 0.1 mM Tris-
HCI tamponu kullanilarak 10 dakika inklbatorde
bekletilerek aktivite tayinleri yapildi (16).

Enzim Aktivitesi Uzerine pH’nin Etkisi

Bir enzimin reaksiyonu en fazla hizlandirdig
pH’ya “optimum pH” denir ve pH enzim Uzerindeki
iyonize olabilen gruplarin yiklerini degistirerek enzim
aktivitesini etkiler. Optimum pH disinda hiz azalir ve
belirli bir pH’da enzim tamamen inaktif hale gelir ki
bu pH’ya “izoelektrik pH” denir. 0.1 mM Tris-HCI+0.5
mM EDTA tampon’unun pH’si 4 ile 12 arasinda
degistirilerek sabit sicaklikta (25°C) aktivite tayinleri
yapildi (11).

Enzim in vitro ilag Calismalari

Calismalarda en uygun bes farkli substrat
konsantrasyonu, substrat stok ¢ozeltileri kullanilarak
6n denemelerle belirlendi. Yine ayni sekilde her bir
substrat konsantrasyonu igin en uygun 3 sabit
inhibitdor konsantrasyonu inhibitor stok cozeltileri
kullanilarak 6n calismayla tespit edildi. Daha sonra
Van Kedisi eritrositinden saflastirilan 6PGD enzimi
icin Ug¢ farkl inhibitdor konsantrasyonunda V-[S]
degerleri belirlenerek her bir inhibitor igin ayri ayn
Lineveawer-Burk grafikleri degerleri

belirlendi (17).

cizilerek Ki

BULGULAR

Van Kedisi eritrositinden 6PGD enzimi 2',5'-ADP

Sepharose 4B afinite jel kromatografisi ile

saflastirildi. Enzim aktivitesi tayini yapildi. Enzim 1787
kat saflastirildi. Spesifik aktivite 3.86 U/mg olarak
bulundu ve enzim %48 saflastirilmis oldu. Sonuglar
ise Sekil 1’de gosterildi.
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Sekil 1. Van Kedisi eritrosit 6PGD enziminin

saflastirma grafigi.
Figure 1. Purification graph of Van Cat erythrocytes
6PGD enzyme.

Numuneye ait protein ve aktivite degerleri
hesaplanarak saflastirma tablosu ise Tablo 1'de

verilmistir.

Tablo 1. Van Kedisi 6PGD enziminin saflastiriimasi sonuglari.
Table 1. Purification results of Van Cat erythrocytes G6PG enzyme.

Saflastirma Toplfam Toplam Toplla.m Spe15|‘f|k . Saflastirma
Basamaklari Hacim Protein Aktivite Aktivite Verim (%) Katsayisi
(ml) (mg) (EV) (EU/mg)
Hemolizat 100 1861.5 4.03 1.125 100 1
2'5' -ADP
Sepharose 4B 10 0.5 1.93 3.86 48 1787

Degisik sicakliklarda gercgeklestirilen aktivite tayin

calismalari Tablo 2’de verilmistir. Buna gére enzimin

aktivitesinin en yiiksek oldugu sicaklik 50°C olarak

belirlendi.
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Tablo 2. Enzim aktivitesinde sicaklik etkisi.
Table 2. Effect of temperature on the enzyme activity.

(°C) 20 25 30 35 40 45 50 55 60 70
%Ak 16.6 27.7 44.4 55.5 61.1 66.6 100 70 55.5 5.5
Enzimin pH degisimine karsi gosterdigi araya getirilmistir. Enzim aktivitesi, birka¢ pH

davranislardan elde edilen sonuglar Tablo 3’de bir

degerinde ol¢lldugi zaman optimum pH 8.0 olarak

gozlenmistir.
Tablo 3. Enzim aktivitesinde pH etkisi.
Table 3. Effect of pH on the enzyme activity.
pH 4.5 5 6 6.5 7 7.5 8 8.5 9 9.5 10 11
% Ak 0 18.1 27.2 36.3 45.4 81.8 100 90.9 72.7 63.6 54.5 0
M 1 2
Ll Her bir proteinin olusturulan standart grafikten
200 —=—
saflastirilan 6PGD enziminin molekil agirligi 52602
150 —=s Da olarak bulundu. Sekil 2 elektroforez sonug
120 ——s fotografinda kullanilan protein molekil agirliklar
Marker (M), 1 ve 2 numarali kuyucuklarda ise
100 —Soe . saflagtirilan 6PGD enziminin SDS-PAGE bantlari
85 —+ 9 bulunmaktadir.
Degisik ilaglarin Iso ve Ki degerleri belirlenirken;
70— uygun seyreltilmis enzim Uzerine degisik ilaglardan 5
farkl konsantrasyonda ilave edildi. ilave edilen
60 —u ol inhibitér sonrasi enzim aktiviteleri hesaplandi. %
“ ———— -

Sekil 2. Enzimin SDS-PAGE bantlari (Marker (M): Page
Ruler™ Protein Ladder, Fermentas; 200, 150, 120,
100, 85, 70, 60 kDa).

Figure 2. SDS-PAGE bands of enzyme (Marker (M):
Page Ruler™ Protein Ladder, Fermentas; 200, 150,
120, 100, 85, 70, 60 kDa).

Aktivite-[I] grafikleri ¢izildi. Bu grafiklerden her bir
ilacin Iso degerleri hesaplandi. Bu ilaglarin Ki degerleri
ise; kinetik calismanin bu asamasinda her bir ilag igin
inhibitorin 5 farkli konsantrasyonunda calisildi.
Sonuglar Lineweaver-Burk grafigine donisturalda.
Grafikten inhibisyon tirl belirlendi ve ilgili formiil
kullanilarak Ki degerleri hesaplandi ve Tablo 4’de

verildi.
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Tablo 4. Van Kedisi eritrosit 6PGD enzimi i¢in Ki degerleri ve inhibisyon tipleri.
Table 4. The Ki values and inhibition types for of Van Cat erythrocyte 6PGD.

Inhibitor n Ki Medium Inhibition Type
Ki Values

3x103 M 0.39 mM

Netilmicin siilfat 6x103 M 0.35mM 3.9x10 mM Noncompetitive
9x103 M 0.43 mM
20x103 M 0.16 mM

Ampicillin 25x103 M 0.15mM 1.5x10' mM Noncompetitive
35x103 M 0.14 mM
20x103 M 0.3 mM

Amoxicillin 30x103 M 0.45 mM 5x10 mM Competitive
40x103 M 0.75 mM

TARTISMA ve SONUC yapilan bir ¢alismada 52 kDa, Ohara ve ark.(22)

Biyokimyasal reaksiyonlari katalizleme gérevini

yerine getiren enzimlerin  saflastirimasi  ve
nitelendirilmesi diger ¢alismalar icin bir 6n basamak
niteligi tasimaktadir. Bu nedenle belirli kriterlere gore
saflastirma stratejisi belirlenmelidir. Temel kriter en
disuk maliyetle, en ylksek saflik ve enzim aktivitesi
elde etmektir. Bunlara goére de diger basamaklar
dizenlenir.

Yapilan galisma sonucu Van Kedisi eritrositinden
saflastirilan 6PGD enziminin saflastirma orani 1787
kat olarak belirlendi. Beydemir ve ark. (11) tarafindan
yapilan ¢alismada ise 2-5 ADP Sepharose-4B dolgu
maddesini kullanilarak afinite kromatografisi ile rat
eritrositinden saflastirma orani 2575 kat’lik bir
saflastirma gercgeklestirmistir. Baska bir calismada da
insan beyninden saflastirilmasinda bu oran 400 kat
bulunmustur (18). Demir ve ark. (19) tarafindan
yapilan bir diger calisma maydanoz yapraklarindan
DEAE-Sephadex A50 iyon degisim kromatografisi ile
saflastirlmasinda ki oran 339 kat bulunmustur.
bir

yapraklarindan saflastirlan 6PGD’nin saflastirma

Ayrica yapilan diger calismada ispanak
orani ise 1000 kat olarak bulunmustur (20).
Elektroforez galismalarindan elde edilen protein
bandi bir monomeri gosterdiginden koyun kaynakh
6PGD enziminin elde edilen agirlik degeri bir tek

monomerin agirhgidir. Ceyhan ve ark. (21) tarafindan

tarafindan yapilan baska bir ¢alismada ise 32.8 kDa
olarak bulunmustur. 6-Fosfoglukonat Dehidrogenaz
enziminin molekdl agirhigi, standart karisimindaki son
3 proteinin standart degerlerine gbére 52602 Da
bu

literatirlerle uyum halinde oldugu gorilmektedir.

olarak bulunmustur. Bulunan miktar ise

6PGD enziminin aktivite tayini yapildi (9). Bu
yontemle prensip olarak reaksiyon ortaminda 6-
Fosfoglukonat’in, D-Ribuloz-5-Fosfat’a donisiimii
NADPH’In 340

spektrofotometrik olarak verdigi absorbans farkinin

esnasinda  olusan nm’de
Ol¢limiine dayanir. Birim zamanda NADPH’a doniisen
NADP* miktari hesaplanarak, 6PGD enziminin spesifik
aktivitesi 3.86 EU/mg protein olarak belirlendi.
Kinetik calismalar da 25°C élciimleri gerceklestirildigi
halde, optimum sicakligin belirlenmesi icin yapilan
50°C

belirlenmistir. Bu farkin materyalden kaynaklandigi

¢alismalarda, optimum  sicaklik olarak
duslincesindeyiz. Clinkl, Beydemir ve ark. (11) rat
eritrositinde yaptiklar ¢alismada optimum sicakligin
45°C oldugunu rapor etmektedirler. Yine bu sicaklik,
Demir ve ark. (16) tarafindan maydanoz yapraklariyla
yapilan calismada ise 50°C, Erat (23) tarafindan
yapilan baska bir ¢alismada ise optimum sicakligin
602C oldugu belirtilmektedir.
Optimum pH’nin  belirlenmesi igin yapilan
8.0 olarak

belirlenmistir. Beydemir ve ark. (11) rat eritrositinde

deneylerde, optimum pH degeri
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yaptiklari galismada optimum pH’y1 7.0, Demir ve ark.
(19)
optimum pH’yi

ise
Bu

yapraklariyla cgalistiklarinda
8.0 olarak

calismamizin sonuglar diger g¢alismalarla blylk bir

maydanoz

saptamiglardir.

uyum icinde oldugu gorilmistir.
6PGD

etkisini arastirmak amaciyla piyasada yaygin olarak

Saflastirilan enzimine inhibitorlerin
kullanilan 3 antibiyotik tercih edildi. Bu antibiyotikler

Netilmicin sidlfat, Ampicillin  ve Amoxicillin’dir.
Bunlarin Iso degerleri ise sirasiyla; 5.13 mM, 24.66
mM ve 15.57 mM’dir. Ki degerleri ise sirasiyla;
3.66x102 mol*dak?, 1.4 x10"2 mol*dak™ ve 4.5 x10?
moltdak?

inhibisyon etkileri Iso degeri olarak literatiirlerde

olarak belirlendi. Genellikle ilaglarin
verilir. 6PGD enzimi igin literaturlerde birgok kinetik
galisma mevcuttur. Ornegin tavuk karacigerinde
yapilan bir calismada NADP* igin Iso degeri, 2.751 mM
(24).
kullanilan ilaglarda Iso degerleri, Cefepime igin 4.213
mM, Penicilin G igin 161.162 mM, Gentamicin siilfat

oldugu tespit edilmistir Rat eritrositinde

icin ise 4.932 mM oldugu bulunmustur (15).
Buna gore c¢alismamizda kullanilan ilaglarin
6PGD enzimi Uzerindeki inhibisyon etkilerinin Iso

degerlerine gore biylkten kiiclige dogru siralanisi;

Netilmicin  sulfat, Ampicillin  ve  Amoxicillin
seklindedir.
Bulunan sonuglara goére kullanilan ilaglar

uygulanmadan 6nce 6PGD eksikliginin olup olmadigi
Ozellikle  6PGD

eksikliginde bu ilaglarin kontrolstiz kullanimi tehlikeli

arastirllmasi  gerekmektedir.
olabilir. Ayrica enzimi inhibe eden bu ilaglar bagka

enzimlere de etki edebilecegide diistintlmelidir.
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