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G İ R İ Ş 

N i k o t i n a m i d a d e n i n d inükleot id ( N A D ) v e n i k o t i n a m i d a d e n i n 

d inükleot id fosfat ( N A D P ) ile indi rgenmiş formlar ının, prote in le r in 

d e a m i n a s y o n u n d a (3), p e n t o z fosfat ve glikolitik yo l lardaki oksidatif 

o lay lardak i rolleri çok öneml id i r (1,12,15,18). Bu enz imler in i n h i -

bisyonu ile v ü c u t t a k i b i rçok metabol ik olaylar incelenmiş ve incelen-

m e k t e d i r (4,7,10,13). 

N A D v e N A D P ile r e d ü k t e formlar ın ın rol aldığı metabol ik olay-

lar bu koenzimlere bağ ıml ı o k s i d o - r e d ü k t a z enz imler in inhibisyonu 

ile bloke edilebilir. B u n u n için N A D v e N A D P n i n asıl görev y a p a n 

b ö l ü m ü n i k o t i n a m i d yer ine o n u n yer ini alabi lecek fakat h idro jen 

a t o m u t a ş ı m a y a c a k b i r y a p ı sokularak a n a l o ğ u o luş turu lursa b u 

a n a l o g kompet i t i f inhibisyonla asıl kofaktörün yer ini a l a r a k bağ ıml ı 

enz imler in h idro jen a l ım ver imini bloke edebil ir (5,6). 

A m a c ı m ı z b u g ü n e k a d a r 6 - a m i n o n i k o t i n a m i d ( 6 - A N ) kulla-

n ı l a r a k y a p ı l a n i n v i t ro v e i n vivo 6 - a m i n o n i k o t i n a m i d a d e n i n 

d inükleot id ( 6 - A N A D ) sentezlerini karş ı laşt ı rarak (4,7), b u türev in 

o r g a n i z m a d a oluşturulmasıy la sağ lanacak en ver imli inhibisyon 

y ö n t e m i n i n v e k o n t r o l ü n ü n s a p t a n m a s ı d ı r . 

R e d a k s i y o n a verildiği t a r i h : 1 9 . 3 . 1 9 8 2 

* " N i k o t i n a m i d A d e n i n Dinükleot id İ n h i b i s y o n u n u n Kolesterol M e t a b o l i z m a s ı İ l e 

İl işkisi" k o n u l u doçent l ik tez inin (1981) b i r b ö l ü m ü d ü r . 

* * T ı p Bilimleri Bir imi, Eczacıl ık Fakültes i , A n k a r a Üniversitesi . 
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D E N E L K I S I M 

M A T E R Y A L v e Y Ö N T E M 

D e n e y l e r d e ; T o y o S F - 2 0 0 A ve T o y o S F - 1 6 0 K tipi kollektörler, 

T o y o U v i c o n 540 M tipi kont ro l ve opt ik ü n i t e ve yazdır ıcı , H i t a c h i 

2 0 4 - A t ip i f lüoresans spektrofotometresi, A m i n c o D W - 2 uv / vis 

spektrofotometre, H i t a c h i i n k ü b a t ö r ve santrifüj ile 4°C de soğuk 

o d a d a n y a r a r l a n ı l d ı . 

Ç a l ı ş m a l a r ı m ı z d a i n v i t ro deney lerde D İ E T R İ C H v e çal ı şma 

a r k a d a ş l a r ı ile B R U N N E M A N N ve çal ı şma a r k a d a ş l a r ı n ı n u y g u l a -

dıklar ı y ö n t e m l e r kul lanı ldı (7,4). Bu m e t o d l a r d a n h a r e k e t edilerek 

in vivo deney lerde iki y ö n t e m i n birleştiri lmesi y o l u n a gidildi. 

İn vivo deney lerde 180-250 g r a m ağır l ığ ında beşerlik g r u p l a r 

h a l i n d e erkek s ıçanlar (Wistar ra t ) ve 15-20 g r a m ağır l ığ ında onar l ık 

g r u p l a r h a l i n d e erkek fareler ( I C R mice) kul lanı ldı . D e n e y h a y v a n l a r ı 

23°C de 12 saat ışıklı, 12 saat k a r a n l ı k t u t u l a n , h a v a l a n d ı r m a l ı o d a d a , 

pelet y e m ve su ile serbest o la rak beslendiler. 

6- AN (Sigma) için süre ve doza bağımlı l ık testleri yapı ldı . 

F a r e l e r d e 200 mg / kg, s ı ç a n l a r d a 15 mg / kg tek doz i n t r a p e r i t o n e a l 

yolla u y g u l a n d ı . 20 saat sonra deney h a y v a n l a r ı n ı n karaciğer , böbrek, 

ka lp ve beyinleri izole edildi. K u r u b u z d a d o n d u r u l a r a k tar t ı ld ı . 

D o k u l a r 9 kat ı % 3 perklor ik asitle homojenize edildi. H o m o j e n a t 

5-10 dakika, 2500 r p m de soğukta santrifüj edildi (7), Sonra, soğuk 

o d a d a 5 N p o t a s y u m hidroksit le nötra l ize edilerek, doveks 1 x 1 0 

(formiyat formu) (Biorad L a b o r a t o r y ) k o l o n d a n geçiri ldi (4). 

Ayr ı lan n ü k l e o t i d l e r d e n 260 n m d e U V a b s o r b a n s l a r ı n a bakı-

la rak seçilen örnekler in ince t a b a k a kromatogra f i le r i yapı ldı . B u n u n 

için Kieselger 60 a d s o r b a n ı (Merck) ve bel ir teç o la rak UV l a m b a s ı n -

d a n y a r a r l a n ı l d ı . Solvan sistemi o la rak met i l etil k e t o n - a m o n y u m 

hidroksi t (1 :1) , izobüt i r ik a s i t - a m o n y u m hidroksi t-su ( 6 6 : 1 . 7 : 3 3 ) , 

1 M a m o n y u m a s e t a t - % 95 e tanol (3:7) ve n - p r o p a n o l - a m o n y u m 

hidroks i t-su (60:30:10) solvan sistemleri d e n e n e r e k b u n l a r d a n n -

p r o p a n o l - a m o n y u m hidroks i t-su (60:30:10) seçildi. 

K o n t r o l l e r l e u y g u n Rf değer ine sahip lekelerin f lüoresans ak-

tiviteleri (8,9,11,14,17) ve alkol d e h i d r o g e n a z enz imi için subs t ra t 

o l u p o l m a d ı k l a r ı (2,16) s a p t a n d ı . 
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B U L G U L A R 

D e n e y sonuçlar ı şekillerde özet lenmişt ir . Şekil 1 a, 2a, 3a, 4a, 

5a doveks ve aktif k ö m ü r kolonlar la ayr ı lan in vi tro ve in vivo deney 

sonuçlar ın ın 260 n m d e U V s p e k t r u m l a r ı n ı göstermektedir . Şekil 

l b , 2b,3b,4b ve 5b kolon kromatograf i s i ile ayrı l ıp, UV a b s o r b a n s ı n a 

bak ı la rak seçilmiş 20 ml . lik (Şek. l b , 3b,4b, 5b) ve 10 ml . lik (Şek. 

2b) örnek t ü p l e r d e n a l ı n a n n u m u n e l e r ve kontrol ler in ince t a b a k a 

k r o m a t o g r a m l a r ı n ı göstermektedir . 

Şek. ıa) D İ E T R İ C H ve çal ışma g r u b u n u n uyguladıklar ı yöntemle, in vi tro 6 - A N A D sen-

teziyle ilgili U V s p e k t r u m u . 

o 

10 20 3 0 40 50 60 7 0 80 »90 100 110 120 130 140 150 160 n o X 10 I 
tüp s a y ı s ı 

Şek. 1b) D İ E T R İ C H ve çal ışma g r u b u n u n uyguladıklar ı y ö n t e m l e , in v i t ro 6 - A N A D 

senteziyle ilgili ince t a b a k a k r o m a t o g r a m ı . 
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Şek. aa) B R U N N E M A N N v e çal ışma g r u b u n u n uyguladık lar ı yöntemle, i n vi tro 6 - A N A D 

senteziyle ilgili U V s p e k t r u m u . 

Şek. 2b) B R U N N E M A N N ve çal ışma g r u b u n u n uyguladık lar ı yöntemle, in vi tro 6 - A N A D 

senteziyle ilgili ince t a b a k a k r o m a t o g r a m ı . 

NADaz 6AN NAD NA 27 30 35 43 59 60 61 71 88 101 102 104 106 II I 148 150 158 160 163 
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0 . 5 

Şek. 3a) D I E T R I C H ve çal ışma g r u b u n u n u n vivo 6 - A N A D sentezi y ö n t e m i sonuçlar ın ın 

aktif k ö m ü r kolondaki ayr ımının U V s p e k t r u m u . 

Şek. 3b) D I E T R I C H ve çal ışma g r u b u n u n in vivo yöntemiyle 6 - A N A D sentez ,sonuçla-

rıyla ilgili ince t a b a k a k r o m a t o g r a m ı . 
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Şek. 4b) D I E T R I C H ve BRUNNEMANN ile çalışma gruplarının 6-ANAD sentezlerinin 

birleştirilmesiyle elde edilen yöntemle farelerde 6-ANAD sentezi sonuçlarının ince tabaka 

kromatogramı. 
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Tüp Sayısı 

Şek. 4a) D I E T R I C H ve BRUNNEMANN ile çalışma gruplarının 6-ANAD sentezlerinin 

birleştirilmesiyle elde edilen yöntemle farelerde 6-ANAD sentezi sonuçlarının UVspektrumu. 

2 
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Şek. 5a) D I E T R I C H ve B R U N N E M A N N ile çal ışma g r u p l a r ı n ı n 6 - A N A D sentezler inin bir-

leştirilmesiyle elde edilen y ö n t e m l e s ıçanlarda 6 - A N A D sentezi sonuçlar ın ın U V s p e k t r u m u 

Şek. 5b) D I E T R I C H ve B R U N N E M A N N ile çal ışma g r u p l a r ı n ı n 6 - A N A D sentezleri-

nin birleştirilmesiyle elde edilen y ö n t e m l e s ıçanlarda 6 - A N A D sentezi sonuçlar ının ince 

t a b a k a k r o m a t o g r a m ı . 
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S O N U Ç 

İ n v i t ro deneyler s o n u c u n d a D İ E T R İ C H v e çal ı şma g r u b u n u n 

y ö n t e m i ile k a r b o n k o l o n d a n geçiri len nükleot id ler in b i r b i r i n d e n 

ayr ı lmas ın ın d a h a u z u n ve zor o lmas ına karşılık (Şek. l a ,b) B R U N N E -

M A N N ve çal ışma g r u b u n u n y ö n t e m i ile d a h a kısa sürede ve kolay-

ca sağlanabi ldiğ i g ö r ü l d ü (Şek. 2a ,b) . Bu n e d e n l e fare ve a lb ino ra t-

l a r d a y a p ı l a n in vivo deney lerde doveks kolonla a y r ı m a gidildi ve 

6 - A N u y g u l a n a n d e n e y h a v a n l a r ı n d a 260 n m d e U V absorbs iyonu 

veren (Şek. 3a,4a,5a), ince t a b a k a k r o m a t o g r a m l a r ı n d a lekelerin 

k u y r u k teşkil e tmediğ i ve iyi ayrı ldığı görü len n - p r o p a n o l - a m o n y u m 

hidroks i t-su (60:30:10) solvan sistemiyle kontro l N A D lekesine ya-

kın leke veren (Şek. 3b,4b,5b), f l ü o r o m e t r i k aktivite gösteren ve fa-

k a t alkol d e h i d r o g e n a z enz im aktivitesi k o n t o l ü n d e etkisiz k a l a n ör-

n e k 6 - A N A D olarak k a b u l edildi. 

Ö Z E T 

İ n v i t ro v e i n vivo o larak nükleot id ler in a y r ı m ı n d a , b u a r a d a 

6 - A N u y g u l a n a n h a y v a n l a r d a o luşan 6 - A N A D ı n a y r ı m ı n d a doveks 

1x10 (formiyat formu) kolon kul lanı lması d a h a u y g u n b u l u n m u ş t u r . 

İ n c e t a b a k a k r o m a t o g r a m l a r ı iç in n - p r o p a n o l - a m o n y u m hidroksi t 

-su (60:30:10) solvan sistemi kul lanı lmışt ır . N ü k l e o t i d l e r i n f lüore-

sans gösterme özel l ikler inden kontro l ni te l iğ inde yarar lanı lmış t ı r . 

K o l o n ve ince t a b a k a kromatogra f i le r i ile a y r ı m l a r ı n s o n u c u n d a 

N A D ' y e yak ın R f deki lekelerden 6 - A N A D ' ı n ayr ımı enz imat ik 

o l a r a k kontro l edilmiştir . Alkol d e h i d r o g e n a z e n z i m i için N A D 

subs t ra t o l m a k l a b e r a b e r 6 - A N A D 1 / 1000 o r a n ı n d a subs t ra t teş-

kil e t t iğ inden e n z i m a t i k kontro l güvenl i b ir yol o l u ş t u r m a k t a d ı r . 

S U M M A R Y 

I t was shown t h a t t h e d o w e x c o l u m n i s m o r e suitable t h a n t h e -

active c a r b o n e c o l u m n in t h e separat ions o f t h e nucleot ides a n d 6-

A N A D w h i c h i s synthet ized in vivo by 6 - A N p r e t r e a t m e n t . n - p r o p a -

n o l - a m m o n i u m h y d r o x i d e - w a t e r (60:30:10) solvent system was 

used for t h i n layer c h r o m a t o g r a p h y of nucleot ides . T h e f luorescence 

activities of the nucleot ides used for contro l . N A D a n d 6 - A N A D were 
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dis t inguished from e a c h o t h e r by cotrol l ing thei r activities on t h e al­

cohol d e h y d r o g e n a s e e n z y m e p r e p a r a t i o n s . 
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