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OZFT

G6PD (Glukox - 6 - Fosfal Dehldrogenaz) enzimi elekiro-
foretik olarak tck bant verecek sekilde saflagtinildiktan son-
ro kinetik Gzelllkler! Incelendl. Enzimin her ikl sfibarat igin
K _ degerleri ve kataliz hizina lyonlamn pH mn ve inhibittr-
lervin etkilerl incelendl,

STTMMARY

Glucoese - 6 Phosphat dehydrogenase from quiena plig
leng has been purified and kinetle proparties stadied, The ef-
fact of pH, Inhibltors, and various lens on K _'s for both subst-
ruts havebeen stadied,

Inhibitors used were : Phaspholin lodid, pylocorpin, subst-
rate anclogs suchas glucose, glucose - I - phosphate, glucose
- 1,6 di phosphate and fluctose 6 - phosphate; sterids and fatty
uclds,

Lons used were : Mg **, Cat ', PO Batt, and Fa=©,

X - Dihidroandrostane, 3g - OH - 6 androstane 17 - on,
and caproic acid wers the most effective inhibitors of the en-
zim.

Ca** Ba+** and Fe*+twaffacted the rate of enzym by
replasing Mg*+ .
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GIRIS :

Pentoz fosfat metabolik yolu niikleotid sentezi icin gerekli ri-
bozlar ile steroidlerin hidroksillenmesi, yag asidi, kolesterol sentezi
ve glutatyonun indirgenmesi igin gerekli NADPH nin zagladigi ana
metabolik yollardan biridir.

Bu metabolik volun baslangicinda bulunan G-6-PD su reaksi-
yonu katalizler.

G-6-P + NADP 7 6 Fosfoglukanolakton + NADPH + H

Enzim aktivitesi ilk olarak 1931 yihnda Warburg ve Chris-
tian (1) tarafindan at eritrositlerinde gosterilmigtir. Daha sonra
cesitli arastirmacilar cesiti dokulardan saflastirmaga muvaffak ol-
muglardir (2, 3, 4, 5, 6, 7, 8,9, 10, 11, 12).

(3-8-'D aktivitesi cegitli memeli tiirleri arasinda en yiiksek ko-
bay lensinde (6, 12) bulundugu igin bu ¢ahgmada tercih edilmistir.

GEREC VE YUNTEM :

Kullanilan kimyasal maddeler «Sigma Chemical Co. ve BDH=
firmalarindan temin edilmistir,

Kobay lens'leri HY. deney hayvanlarn laboratuvarindan sag-
lanmgtir.

Enzim aktivitesi oliciilmesinin esasi 340 mp da NADPH olusu-
muna bagh absorbans degisikliginin incelenmesidir (13).

Milletler arasi enzim iinitesi : (L{7) 25°C de dakikada bir pM
NADP indirgiven enzim miktar bir iinitedir (14).

Enzimin saflastirlmas: Peterson, Scber (13) ve Andrews (186)
in yintemleriyle selilloz asetat clektroforezinde tek bant verme
kriterine gére yapildi. Bu saf enzimin kinetik zellikleri incelendi.

RULGULAR
G-6-P igin K, :

NADP 4x10* M da sabit tutulup G-6-F konsanirasyonu
100 % 10° - 6,25x10%* M arasinda degistirilerek saptandi. (Sekil 1a)

NADP igin K,



G-6-P 2x10° M da sabit tutulup NADP konsantrasyonu
50x 10 M - 3,125x % M arasinda degigtirilerek saptandi Sekil 2 a.

Hiz dlgiimleri iiglii gruplar halinde 12 ger kez tekrarlandi.

pH 8 ve 25°C de son Mg ** derigimi 14 x 10 M iken G-6-P
igin K., = (326 02) 10 M

NADP i¢in K, = (125 = 0,1) 10 M olarak bulundu.

Sekil 1 b-2b ise her iki substrat icin Lineweaver Burk grafik-
lerini gistermektedir,
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pH nm enzim kataliz limna etlkisi :

Saf enzimin kataliz hizina pH nmin etkisi pH 5- 10 arasinda in-
celendi (Sekil 3). Biitiin dl¢iimler 25°C den 1,4 x 10 M mgCl, ile ya-
pidi, pH 5 de G-6-PD inaktifdi pH 55 oldugunda ortama konulan
MgCl; hidroksit geklinde ciktiigiinden Glelim yamlamadi,

§

\

Sekil 3
Degiisen Mg ''  konsantrasyonlarimm enzimin kataliz  himna
etkisi :
Mg ** G6PD aktivitesi igin gereklidir. Kataliz tepkimesinin ht-
@ Mg ** konsantrasyonu 1,5 x 10+ M iken en fazladir. C5x 107 M
altinda ve 3 x 10 M {istiinde hizla diiger (Seckil 4) (19).
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Diger ivonlarin enzim kataliz hizma etkisi

Deney ortanunin 10 M G-6-P, 10~ M NADP, 14x10° M Mg *°
ihtiva ettigi sartlarda pH 8 ve 25°C de Ca ** enzim aktivitesi % 22
Ba "' % 16, Fe *" % 3 oraminda inhibe etti.

inhikisyon deneyleri :

Kortikosteroidler-g-metazon ve prenizolone disodium  fosfat
denendi. Konsantragyon 3x 10+ M kadar ¢ektigi halde bir inhibis-

yon gizlenmedi.

Antikolin esterazlar-glokom tedavisinde kullamilan ve giiclii bir
antikolin esteraz olan fosfolin iodidin konsantrasyonu : 1'e  kadar
arttirildiga halde G-6-PD inhibe etmedi, Gene bir miotik ve kolin
esteraz inhibitérii olan pilokorpin 2 x 107 M derigimo kadar inhi-
bisyon etkisi yapmad.

Belirtilen derigsimlerin fizerine cikidiginda inhibisyon giizlendi
ise de bu inhibisvonlar ortama konan inhibitér miktarn ile orantih
degildi.

Siibstrat Benzerleri : Saflastinilan kobay lensi G6FD1 NADP
J¢ tam dagill olup NAD'yi hi¢ indirgemedi.

&8P benzeri olarak G, GIP, GIGDP, FSP denendi. Enzim G6F'a
tam Hzgiil olup siibstratlar derigimleri kullanilan G6P  derisiminin
10 katina c¢iktifn zaman bile yiikseltgemedi.

Son t'riin inhibitérleri : Bazi steroid hormonlar ve yag asitleri-
dir. Stereit hormonlardan : Dehidro androsteron, pregnenolon ve
3 B-OH-5g-androstan-17-on denendi, ve kobay lensi GEPD"1 icin cok
kuvvetli inhibitiirler odugu gizlendi. Bu stercitlerin Ki degerlerini
bulmak igin pH = &0; son (Mg ) : 1,4x10* M; son (NADP) :
4 x 10+ M (doygunluk derigimi) sabit tutulup; (G6P) : 100x~* M -
6,25 x 10* M arasinda degistirildi ve inhibitér varliginda enzimin
kataliz iz incelendi.

Yag asitlerinden asetik (2 C), biitirik (4 C), miristik (14 C),
palmitik (16 C), stearik (18 C) ve oleik (18 C), asitler sodvum tuz-
lar1 halinde denendi ve inhibitdr etki gistermediler. 100 karbonlu
doymus yag agidi olan kaprik asit scdyum tuzu halinde kullamld
ve kobay lensi G6PD si igin inhibitdr oldugu gdzlendi. Tablo I be-
lirtilen kosullarda {i¢ inhibitir steroit ve sodyum kaprata ait Ki de-
gerlerini vermektedir.
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inhibitisr

Deney
Inhibitir Derisimi  saysa Ki 5 standart sapma
Dehidroandrostan 10+ M 12 (1,70 = 0,04) 104 M
3B-0H-53-andostan-
17-on 2x10° M 12 (213 = 0,0T) (10 M
Pregnenoclon 10~ M 12 (740 =034) 10° M
Sodyum kaprat 105 M 6 (220 =012) 10° M

TABLO 1 — G6PD’in son iiriin inhibitorlerinin Ki degerleri :
(GBP) degigken; (NADP) = 4x10* M;
[Mg"'l' ) = 1,4?{ 102 M; pH — S,ﬁ; 25°C

TARTISMA

GBPD basta insan alyuvarlari 6 clmak iizere insan akyuvar-
lar1 (17), insan plesentas: (18), rat kas: yag dokusu ve karacige-
ri (8, 7, 19), rat meme bezi (8, 10), si@ir adrenal korteksi (11), ma-
ya (2, 13), asetobakter ksilinum (20) gibi bir cok tiirlerin degisik
dokularindan kismen saflastinlmis ve bzellikleri incelenmigtir.

1966 da Hackwin ve arkadaslan sigir lensinde karbonhidrat
metabolizmas: ile ilgili 8 ayrn enzimin aktivitelerini dlgmiy ve yag-
lanmig lenslerde biitiin dehidroge nazlarn azaldignm gdstermigler-
dir (21). Aym aragstirmacilarin 1968 de yaptiklan bir cahgmada
giziinebilir protein miktar ile birlikte G6PD nin azaldig1 bulunmus
tur (22).

Enzim 686 kere saftir ve baslangictan beri verim 537 % dir.
Saflastinilmig GBPD nin selilloz asctat elektroforezi yamldi niimu-
ne oldukca saf ve kinetik galigmalar i¢in uygundur.

Yéntemler kisminda belirtilen tamponlarla pH'mn enzim kata-
liz hizina etkisi incelendiginde kataliz hizimn pH = 8,0 de en yiik-
sek oldugu bulundu. Bu deger insan alyuvarlari (8) rat, karacige-
ri (7, 9), koyun lensi (12) gibi bir ¢ok dokulardan elde edilen G6PD
icin bulunan pH degerinin aymdir. pH 9,5 iken ortama konan MgCl;,
Mg(OH), olarak coktiiglinden &lgme yamlamadi
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Enzimin kataliz iz 1,2x10% M - 2,56 x10%¢ M MgCl; varhginda
en yiiksektir, bu degerlerin diginda hizla diiger.

Ca'',Ba ""ve Fe''Mg *"' yerine gectiklerinden bu iki de-
gerlikli katyonlarin varhg: kataliz huzam azaltt,

Saflagtinilmig kobay lensi GEPD'sinin pH = 80 ve 1x10° M
Mg ** varhginda K, degerleri:

GE8P icin K, = (326 +0,2) 10* M
NADP igin K, = (12,5 <= 0,1) 10* M olarak saptand.

Bu degerler koyun lensi GBPD si i¢in bulunan K lerin aymdir,
Tablo IT de degisik memeli dokular1 ve mikroorganizmalardan saf-
lagtinlan G6PD lerin K., degerleri goriilmektedir.

1935 de Theorell (23) ve 1955 de Glaser ve arkadaslan (24)
fosfatin insan akyuvar G6PD sinin inhibe ettigini belirtmislerse de
bizim galigmamizda 107 M - 8x 107" M arasinda KPC; inhibitiir etki
gistermedi.

"!‘AHLU Il Cesitli tiirlerden safllagtinlan GGPDelrin K., degerleri :
GG icin NADP icin

GEPD - K, (10°M) K, (10*M)
Insan alyuvarlan a0—78 29 44
Insan akyuvarlar 16 s81
S1Fr adrenal korteksi 42 5,8
Rat yag dokusu 36 1.7
Rat kasi 34 2,1
Itat karacigeri 48 1.3
Maya 35 2,8
Asetobakter ksilinum 2500 40

Koyun lensi 32 12

19680 da Black ve arkadaslar kortikosteroid tedavisi sirasinda
katarakt olugumunun hizlandigim belirtmisler ve deneysel katarakt
olugumunun hizlandigim belirtmisler ve deneysel katarakt deneme
leri yapmislardir (4). 1971 de M. Charlton ve arkadaslar ise yiik-
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sek derigimde prednizolon disodyum fosfat ve f-metazon disodyum
fosfatin koyun lensi G6PD si igin inhibitér oldugunu géstermis-
tir (12) Kobay lensi G6PD si ise 30 nM derigimde bile bu kortikos-
teroidlerle inhibe olmadi Gene 1971 de Charlton ve arkadasglarmmn
inhibitdr olarak belirttigi pilokorpin ve fosfolin iodid 25 nM deri-
gime kadar inhibitir etkisi gdstermediler.

1970 de R. Raineri ve arkadasglar: rat meme bezinden (10) 19873
de Richard W. Geisler rat karaciger, kas ve yag dokusundan (7)
gene 1973 de Benziman ve arkadaslar: asetobakter ksilinumdan (20}
saflastirdiklars G6FD'lerin siibstrat olarak hem NADP hem NAD
yi kullanabildigini belirtmiglerdir. Kobay lensi G6PD si ise NADP
ve tam tzgiil olup NAD yi indirgemedi.

G6PD nin steroidlerle inhibe oldugu ilk kez 1960 da Marks ve
Banks tarafindan gézlenmistir (26). Aym arastirmacilar daha son-
raki calsmalarinda maya GBPD sinin stercidlerle inhibe olmadigini,
bu Gzelligin memeli enzimine ait oldugunu acikaldilar.

Memeli G6PD'sinin sterocitlerle inhibisyonu 1961 ve 1963 de
Levy ve arkadaglan (26, 27) 1870 de R. Raineri ve arkadaslar ta-
rafindan incelenmigtir (10). Raineri kullandign 18 stercidin yapisi
ile inhibisyon giicli arasinda bir baglanti kurmug 17 veya 20. kar-
bonda bir keto grubu bulunmasimin inhibisyon igin gerekli oldugunu
ve steroidin yapisi diizlemsel (Planar) cldukca inhibisyon giiciiniin
arttifini belirtmistir. Bu yapiya en uygun bilegik 5-fi-androstan-
17-on'dur, Gene bu arastirmaciya gire enzim iizerinde hidrofobik
bir cep vardir, bu cep steroit baglama bilgesi olarak is giriir (10).

Bizim caligmamizda inhibittr clarak kullamilan 3 stercit ara-
sinda 3-hidroksi-S-androstan-17-on'un kuvvetli bir G6PD  inhibi-
torii oldugu saptandi, Bu bulgu R. Raineri'nin senuglar ile bagdag-
maktadir.

1960 da Marks ve Banks tarafindan dehidroandrosteron’un in-
san aykuvar G6FD sinin giiglii bir inhibitér oldugunu bildirmis an-
cak inhibisyon kinetikleri ve Ki degerleri calisimamistir (25).

Bizim cabsmamizda da dehidro androsteron kobay lensi G6PD
sini inhibe etti ve Ki = 1,70 = 0,04 M bulundu. Kullamlan diger iki
steroidin Ki degerleri ise Raineri'nin rat meme bezi igin buldugu Ki
lerle kargilagtirmal olarak asagida verilmistir.
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A B
. R(ey) R(eM
3p-hidroksi-5-androstan-17-on 3,56 213 5 0,07
Pregnenolon 5,70 740 = 0,54
A Rat meme bezi G6FL’si
E : Kobay lensi GEPD'si

Giiriildiigii gibi bizim buldugumuz Ki ler rat meme bezi igin
hildirilenlerden cck farklidir. Bunun tiir ve doku farkindan ileri
geldigi kamsindayiz. Buna gore GOPD Uplerinin ayrilmasinda K,
degerlerinden baska Ki degerlerinden de yararlamlabilir.
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