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Nikotinamid Adenin Diniikleotid Inhibisyonu*

Inhibition of Nicotinamide Adenine Dinucleotide

Bilge UZALP**
GIRIS

Nikotinamid adenin dintikleotid (NAD) ve nikotinamid adenin
dintikleotid fosfat (NADP) ile indirgenmis formlarinin, proteinlerin
deaminasyonunda (3), pentoz fosfat ve glikolitik yollardaki oksidatif
olaylardaki rolleri ¢ok onemlidir (1,12,15,18). Bu enzimlerin inhi-
bisyonu ile viicuttaki bircok metabolik olaylar incelenmis ve incelen-
mektedir (4,7,10,13).

NAD ve NADP ile rediikte formlarinin rol aldig1 metabolik olay-
lar bu koenzimlere bagimli oksido-rediiktaz enzimlerin inhibisyonu
ile bloke edilebilir. Bunun icin NAD ve NADP nin asil gérev yapan
bolimi nikotinamid yerine onun yerini alabilecek fakat hidrojen
atomu tasimayacak bir yap: sokularak analogu olusturulursa bu
analog kompetitif inhibisyonla asil kofaktoriin yerini alarak bagimli
enzimlerin hidrojen alim verimini bloke edebilir (5,6).

Amacimiz bugiine kadar 6- amino nikotinamid (6-AN) kulla-
nilarak yapilan in vitro ve in vivo 6- amino nikotinamid adenin
diniikleotid (6- ANAD) sentezlerini karsilastirarak (4,7), bu tiirevin
organizmada olusturulmasiyla saglanacak en verimli inhibisyon

yonteminin ve kontroliiniin saptanmasidir.

Redaksiyona verildigi tarih: 19.3.1982
* "Nikotinamid Adenin Diniikleotid inhibisyonunun Kolesterol Metabolizmas: ile
[ligkisi" konulu dogentlik tezinin (1981) bir boliimiidiir.

** Tip Bilimleri Birimi, Eczacilik Fakiiltesi, Ankara Universitesi.
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DENEL KISIM

MATERYAL ve YONTEM

Deneylerde; Toyo SF-200 A ve Toyo SF-160 K tipi kollektorler,
Toyo Uvicon 540 M tipi kontrol ve optik ilinite ve yazdirici, Hitachi
204-A tipi fliloresans spektrofotometresi, Aminco DW-2 uv/ vis
spektrofotometre, Hitachi inkiibator ve santrifiij ile 4°C de soguk
odadan yararlanildi.

Calismalarimizda in vitro deneylerde DIETRICH ve calisma
arkadaslart ile BRUNNEMANN ve calisma arkadaslarinin uygula-
diklart yontemler kullanildi (7,4). Bu metodlardan hareket edilerek
in vivo deneylerde iki yontemin birlestirilmesi yoluna gidildi.

in vivo deneylerde 180-250 gram agirliginda beserlik gruplar
halinde erkek sicanlar (Wistar rat) ve 15-20 gram agirliginda onarlik
gruplar halinde erkek fareler (ICR mice) kullanildi. Deney hayvanlar:
23°C de 12 saat 1sikli, 12 saat karanlik tutulan, havalandirmali odada,
pelet yem ve su ile serbest olarak beslendiler.

6- AN (Sigma) ic¢in siire ve doza bagimlilik testleri yapildi.
Farelerde 200 mg/ kg, sicanlarda 15 mg/ kg tek doz intra peritoneal
yolla uygulandi. 20 saat sonra deney hayvanlarinin karaciger, bobrek,
kalp ve beyinleri izole edildi. Kuru buzda dondurularak tartildi.
Dokular 9 kati % 3 perklorik asitle homojenize edildi. Homojenat
5-10 dakika, 2500 rpm de sogukta santrifiij edildi (7), Sonra, soguk
odada 5N potasyum hidroksitle notralize edilerek, doveks 1x10
(formiyat formu) (Biorad Laboratory) kolondan gecirildi (4).

Ayrilan niukleotidlerden 260 nm de UV absorbanslarina baki-
larak secilen orneklerin ince tabaka kromatografileri yapildi. Bunun
icin Kieselger 60 adsorbani (Merck) ve belirte¢ olarak UV lambasin-
dan vyararlanildi. Solvan sistemi olarak metil etil keton-amonyum
hidroksit (1:1), izobiitirik asit-amonyum hidroksit-su (66:1.7:33),
1 M amonyum asetat- % 95 etanol (3:7) ve n-propanol-amonyum
hidroksit-su (60:30:10) solvan sistemleri denenerek bunlardan n-
propanol-amonyum hidroksit-su (60:30:10) secildi.

Kontrollerle uygun Rf degerine sahip lekelerin fliioresans ak-
tiviteleri (8,9,11,14,17) ve alkol dehidrogenaz enzimi icin substrat
olup olmadiklar:1 (2,16) saptandi.
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BULGULAR

Deney sonuclart sekillerde 6zetlenmistir. Sekil 1la, 2a, 3a, 4a,
5a doveks ve aktif komiir kolonlarla ayrilan in vitro ve in vivo deney
sonuclarinin 260 nm de UV spektrumlarini gdstermektedir. Sekil
Ib, 2b,3b,4b ve 5b kolon kromatografisi ile ayrilip, UV absorbansina
bakilarak secilmis 20 ml. lik (Sek. 1b, 3b,4b, 5b) ve 10 ml. lik (Sek.
2b) Ornek tiplerden alinan numuneler ve kontrollerin ince tabaka
kromatogramlarint gostermektedir.
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Sek. 1a) DIETRICH ve galigma grubunun uyguladiklari yéntemle, in vitro 6-ANAD sen-
teziyle ilgili UV spektrumu.
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Sek. 1b) DIETRICH ve calisma grubunun uyguladiklari ydntemle, in vitro 6-ANAD

senteziyle ilgili ince tabaka kromatogrami.
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Sek. aa) BRUNNEMANN ve calisma grubunun uyguladiklari yontemle, in vitro 6-ANAD
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Sek. 2b) BRUNNEMANN ve calisma grubunun uyguladiklari yontemle, in vitro 6-ANAD

senteziyle ilgili ince tabaka kromatogrami.
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Sek. 3a) DIETRICH ve ¢alisma grubununun vivo 6-ANAD sentezi yéontemi sonuglarinin

aktif komiir kolondaki ayriminin UV spektrumu.
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Sek. 3b) DIETRICH ve calisma grubunun in vivo yontemiyle 6 -ANAD sentez ,sonugla-

riyla ilgili ince tabaka kromatogrami.
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Sek. 4a) DIETRICH ve BRUNNEMANN ile ¢alisma gruplarinin 6-ANAD sentezlerinin
birlestirilmesiyle elde edilen yontemle farelerde 6-ANAD sentezi sonuglarinin UVspektrumu.
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Sek. 4b) DIETRICH ve BRUNNEMANN ile ¢aligma gruplarinin 6-ANAD sentezlerinin
birlestirilmesiyle elde edilen yontemle farelerde 6-ANAD sentezi sonuglarinin ince tabaka
kromatogrami.
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Sek. Sa) DIETRICH ve BRUNNEMANN ile ¢alisma gruplarinin 6-ANAD sentezlerinin bir-

lestirilmesiyle elde edilen yontemle sigcanlarda 6-ANAD sentezi sonuglarinin UV spektrumu
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Sek. 5b) DIETRICH ve BRUNNEMANN ile calisma gruplarinin 6-ANAD sentezleri-
nin birlestirilmesiyle elde edilen yontemle sicanlarda 6-ANAD sentezi sonuglarinin ince

tabaka kromatogrami.
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SONUC

in vitro deneyler sonucunda DIETRICH ve calisma grubunun
yontemi ile karbon kolondan gecirilen niikleotidlerin birbirinden
ayrilmasinin daha uzun ve zor olmasina karsilik (Sek. la,b) BRUNNE-
MANN ve calisma grubunun yontemi ile daha kisa siirede ve kolay-
ca saglanabildigi goriuldi (Sek. 2a,b). Bu nedenle fare ve albino rat-
larda yapilan in vivo deneylerde doveks kolonla ayrima gidildi ve
6-AN uygulanan deney havanlarinda 260 nm de UV absorbsiyonu
veren (Sek. 3a,4a,5a), ince tabaka kromatogramlarinda lekelerin
kuyruk teskil etmedigi ve iyi ayrildigi gorilen n-propanol-amonyum
hidroksit-su (60:30:10) solvan sistemiyle kontrol NAD lekesine ya-
kin leke veren (Sek. 3b,4b,5b), fliorometrik aktivite gosteren ve fa-
kat alkol dehidrogenaz enzim aktivitesi kontoliinde etkisiz kalan Or-
nek 6-ANAD olarak kabul edildi.

OZET

In vitro ve in vivo olarak niikleotidlerin ayriminda, bu arada
6-AN uygulanan hayvanlarda olusan 6-ANAD 1n ayriminda doveks
1x10 (formiyat formu) kolon kullanilmasi daha uygun bulunmustur.
ince tabaka kromatogramlar: icin n-propanol-amonyum hidroksit
-su  (60:30:10) solvan sistemi kullanilmistir. Niikleotidlerin fliiore-
sans gosterme Ozelliklerinden kontrol niteliginde yararlanilmistir.
Kolon ve ince tabaka kromatografileri ile ayrimlarin sonucunda
NAD'ye yakin Rf deki lekelerden 6-ANAD'in ayrimi enzimatik
olarak kontrol edilmistir. Alkol dehidrogenaz enzimi icin NAD
substrat olmakla beraber 6-ANAD 1/ 1000 oraninda substrat teg-
kil ettiginden enzimatik kontrol giivenli bir yol olusturmaktadir.

SUMMARY

It was shown that the dowex column is more suitable than the-
active carbone column in the separations of the nucleotides and 6-
ANAD which is synthetized in vivo by 6-AN pretreatment. n-propa-
nol-ammonium hydroxide-water (60:30:10) solvent system was
used for thin layer chromatography of nucleotides. The fluorescence
activities of the nucleotides used for control. NAD and 6-ANAD were
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distinguished from each other by cotrolling their activities on the al-

cohol dehydrogenase enzyme preparations.
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