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OZET

6-Fosfoglukonat dehidrogenaz (6-PGD; E.C. 1.1.1.44) heksozmonofosfat yan yolu
olarak da bilinen pentoz fosfat metabolik yolunun ikinci oksidatif basamagini kata-
lizleyen 6nemli bir enzimdir. 6-Fosfoglukonat dehidrogenaz eksikligi yaygin olarak
goriilen bir hastalik olmamakla birlikte, enzim eksikliginde goriilen agir hemolitik
vakalar seyrek de olsa rapor edilmistir. Ancak, okaryotik organizmalarda enzimi
kodlayan gen bolgesindeki bir delesyonun 6ldiiriicii etkileri olabilir. 6-Fosfoglukonat
fosfoglukoz izomerazin bir inhibitoriidiir ve hiicrede birikimi, glikoliz yolunu inhibe
eder. Bu nedenle enzim anti-mikrobiyal kemoterapilerde hedef olarak kullanilabilir.
Degisik kaynaklardan elde edilen 6-fosfoglukonat dehidrogenazin yapisi ve fonksi-
yonlar1 hakkinda daha fazla bilgiye ulagmak, anti-mikrobiyal deger tasiyan inhibi-
torlerin ve cesitli ilaglarin gelistirilmesi bakimindan bize yardimci olacaktir.
6-Fosfoglukonat dehidrogenaz rediiktif biyosentezlere NADPH, niikleotit sentezine
riboz-5-fosfat saglamas: bakimindan bir¢ok organizma igin son derece dnemlidir.
Enzim mikroorganizma, bitki ve hayvan olmak iizere bircok canlida bulunur.
Molekiil agirlig1 80.000-120.000 Da arasinda degisiklik gosterir ve molekiil cogun-
lukla homodimerik yapiya sahiptir.

Enzimin dogal substrati 6-fosfoglukonat olmakla birlikte, 2-deoksi-6-fosfogluko-
natin oksidatif dekarboksilasyonunu da katalizler. Koenzim 6zgiilliigii bakimindan
NAD*-bagimli, NADP*-bagimli ve non-spesifik olmak iizere iig tip 6-fosfogluko-
nat dehidrogenaz bulunur. Kinetik mekanizmasi, ‘ordered (sequential)’ kinetigine
uygundur ve NADP?, baglanan ilk substrat; CO, salinan ilk iiriin ve NADPH ser-
best kalan son iiriindiir.

Anahtar Kelimeler: 6-fosfoglukonat dehidrogenaz, molekiiler 6zellikler, saflastir-
ma, kinetik, inhibisyon.

ABSTRACT

6-Phosphogluconate dehydrogenase (6-PGD; E.C. 1.1.1.44) is an important key
enzyme which catalyzes the second oxidative step of the pentose phosphate path-
way also called hexosemonophosphate shunt. Deficiency of 6-phosphogluconate
dehydrogenase, is very rare and is not associated with hemolytic anemia. However,
deletion of the gene encoding 6-phosphogluconate dehydrogenase may be lethal,
because accumulation of 6-phosphogluconate causes a decrease in glycolysis due to
its inhibitory effect on phosphoglucose isomerase. For this reason, 6-phosphoglu-
conate dehydrogenase may be a potential target for anti-microbial chemotherapy.
Understanding more about the structure and function of the enzyme from many
sources, would assist devoloping antimicrobial inhibitors and several drugs.
6-Phosphogluconate dehydrogenase has a crucial role for many organisms due to
supply of NADPH for reductive biosynthesis and ribose-5-phosphate for nucleotide
synthesis. The enzyme is characterized from numerous animals, plants and micro-
bial sources. In general, 6-phosphogluconate dehydrogenase is composed of two
identical subunits and the estimated molecular weight of the enzyme has range from
80.000 to 120.000 Da.

The enzyme is specific to 6-phosphogluconate, but it also catalyzes the oxidative
decarboxylation of 2-deoxy-6-phosphogluconate. With respect to the coenzyme
specificity, there are three types of enzymes: NAD™-dependent, NADP*-depend-
ent and non-specific. Kinetic mechanism of the enzyme is known to be ‘ordered
(sequential)’, with NADP* being the first substrate bound; CO, the first product
released and NADPH the last product released.

Key Words: 6-phosphogluconate dehydrogenase, molecular properties,
purification, kinetics, inhibition.
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I. GIRIS

6-Fosfoglukonat dehidrogenaz (6-PGD; E.C 1.1.1.44,
6-fosfo-D-glukonat-NADP*  oksidorediiktaz) pentoz
fosfat metabolik yolunun ikinci oksidatif basamagim
katalizler (1) ve tepkime sonucu D-ribuloz-5-fosfat, CO,
ve NADPH olusur (2). Mikroorganizma, bitki ve hayvan
hiicrelerinde bulunan enzim, pentoz fosfat yolunda iireti-
len NADPH’ larin %50’sini sentezlemektedir (3).

Oksidatif ve non-oksidatif olmak iizere iki boliime
ayrilan pentoz fosfat yolu (Sekil 1), hiicrede yag asidi,
kolesterol sentezi gibi birgok rediiktif biyosentezde (4,
5), ksenobiotiklerin detoksifikasyonunda (6) ve oksidatif
strese kars1 gelistirilen savunma sistemlerinde indirgeyi-
ci gii¢ olarak gorev alan NADPH ve niikleotit sentezinde
ihtiya¢ duyulan riboz-5-fosfatlarin ana kaynagidir (7).

Pentoz fosfat yolu, eritrositlerde, okside glutatyonun
indirgenmesini katalizleyen glutatyon rediiktaz icgin
NADPH saglayarak methemoglobinin rediiksiyonunu
gerceklestirmektedir (8). Sitokrom P-450 sistemi, glu-
tatyon peroksidaz, glutatyon rediiktaz, 6-PGD’nin {iriinii
olan NADPH’ yi indirgeyici gii¢ olarak kullanmaktadir-
lar (6). Ayrica 6-PGD sorbitol yolunun 6nemli bir enzimi

olan aldoz rediiktaz icin NADPH saglamas: bakimindan
da 6nemlidir (9).

Pentoz fosfat metabolik yolunun sitozolde olusmasi,
hiicre icin riboz-5-fosfat ve NADPH saglayan bu meta-
bolik yolun enerji iiretiminden ¢ok biyosentetik reaksi-
yonlardaki 6nemini ortaya koymaktadir (10).

II. KLINIK ONEMI

6-Fosfoglukonat dehidrogenazin defektif varyantlari,
ilk olarak 1964 yilinda Brewer ve Dern (11) tarafindan,
siyah bir Amerikan ailesinde tanimlamis ancak fertlerde
hemolitik anemi saptanmamustir. Enzim eksikligi sonucu
olugan kronik hemolitik anemi vakalar1 ise daha sonraki
yillarda rapor edilmistir (12, 13). Biyokimyasal analizler
6-PGD eksikliginin ‘sessiz’ PGDO allelinden kaynaklan-
digim1 gostermektedir (14).

Pentoz fosfat yolunun ilk enzimi olan glukoz-6-fos-
fat dehidrogenaz (G-6-PD)’nin insan eritositlerini
Plasmodium falciparum enfeksiyonuna kars1 korudugu
bilinmektedir (7). Ayn1 sekilde eritrosit 6-PGD-A’s1 ve
fosfoglukomutaz gibi enzimlerin degisik fenotiplerinin
malaryaya karg1 koruma sagladig1 gosterilmigtir (15).
Enzim eksikligi hiicrede 6-fosfoglukonatin (6-PG) birik-
mesine, fosfoglukoz izomerazin ve glukoz metabolizma-
smin tiimiiyle inhibe olmasina bagl olarak toksik etki
yaratmaktadir. Bu nedenle kemoterapilerde hedef enzim
olarak yararlanilabilir (7).

6-Fosfoglukonat dehidrogenaz, G-6-PD ve malik enzim
gibi NADPH iiretiminden sorumlu enzimler ile hidroksi-
metilglutaril-CoA rediiktazin gen ekspresyonunun artma-
s1, kolesterol sentezinin artmasina, dolayisiyla hiperko-
lesterolemiye neden olmaktadir. Hiperkolesteroleminin
hem renal bozukluklara hem de arterosklerozise yol
actig1 bilinmektedir (16).

Alzhemier hastaliginda, inferior temporal korteks taba-
kasinda, G-6-PD ve 6-PGD’ nin belirgin artis1 gozlen-
migtir. Pentoz fosfat yolu enzimlerinin aktivitesindeki bu
yiikselme hiicrede artan prooksidan aktivitesine cevap
olarak meydana gelmektedir (17).

6-PGD

Laktonaz

Glukoz —» G-6-P ——» 6-PG-3-lakton —» 6-PG—~—-p R-5-P + CO;

Ilekzokinaz G-6-FD
Mg* (7 >
7S  NADP" NADPH
ATP ADP

7 3>
NADP' NADPH

T~ —

Yai asidi sentezi Niikieotit sentezi
Kolesterol sentezi

Methemoglobin rediiksiyenu

Glutatyon

Detoksifikasyon

Sorbitol yolu

Sekil 1 Pentoz fosfat metabolik yolu (oksidatif faz)
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III. VARYANTLARI

Yapilan genetik ¢aligmalar sonucunda 6-PGD’ nin PGD-
A, PGD-B, PGD-AB, PGD-C’, PGD-AC’ gibi ¢esitli
varyantlarinin oldugu ortaya ¢ikarilmistir (18). Enzimin
PGD-A, PGD-B gibi ortak alellerine ek olarak daha
sonralar1 6-PGD-Lowell ve 6-PGD-Lombok ad1 verilen
varyantlar1 tanimlanmigtir (19, 20). 6-PGD-Singapur
varyant1 lizerinde yapilan ¢alisgmada 6-PGD-A, 6-PGD-
AC ve 6-PGD-C fenotiplerinin izoelektrik noktalarinin
pH 5.8-6.2 aralifinda oldugu saptanmustir (21).

IV. YAPISAL OZELLIKLERI

1- Amino asit bilesimi:

6-Fosfoglukonat dehidrogenazin amino asit dizisi 20
farkli tiirde belirlenmis; iki tiir i¢in ise kismi amino asit
dizisi ortaya cikarilmistir. Genellikle, enzimler arasin-
daki en 6nemli farklilik C-ucunda ortaya ¢ikar, koyun
karacigeri enzimi bu bolgede iyi korunmus glisin—serin
dizisi icerirken Escherichia coli ve Trypanosoma brucei’

den elde edilen enzimin C-ucunda bu diziler bulunma-
maktadir (22).

Lactococcus lactis, Trypanosoma ve koyun karacigeri
6-PGD’ sinin amino asit dizilimleri, substrat baglanma
bolgesinde bu ii¢ tiir icin ayni olmasina ragmen, koen-
zim baglanma bolgesinde farklilik gosterir. Tiim tiirlerde
korunmus olan Lys-183 substratin 3°-OH grubu ile, Arg-
446 ise 6 -fosfat grubu ile iligkilidir (23). Genel olarak
arjinin (Arg-34), NADP? nin 2’-fosfat grubu ile bag
yaparken, Bacillus subtilis 6-PGD’ sinde tirozin baglan-
mada rol oynamaktadir (24).

Enzimin aktif merkezinde yer alan histidinin iyonizasyo-
nu enzimin substrata, tirozinin iyonizasyonu ise koenzi-
me baglanmasini etkiler (25, 26). Yaglanmayla birlikte
hiicrede artan oksidatif stres, dzellikle lizinler iizerinde
cesitli modifikasyonlara neden olarak enzimin aktivite-
sinde diistis meydana getirir (27).

2- Molekiil Agirhg: ve Altbirim Yapisi:

6-Fosfoglukonat dehidrogenaz, molekiil agirlig1 80.000-
120.000 Da arasinda degisiklik gosteren homodimerik
bir poteindir (Tablo-I). Enzim baglica biiyiik bir a-heliks

ile paralel ve antiparalel beta tabakali yapidan olusur
(28). Altbirimler fonksiyonel olarak asimetriktir (29).
Enzimin bir iinitesinde meydana gelecek konformasyo-
nel degisimin, diger iinitenin koenzime baglanmasini en-
gelleyerek, inaktif olmasini sagladig1 gosterilmistir (30).

V.SAFLASTIRILMASI

Enzim memeli dokusundan ilk olarak Villet ve Dalziel
(31) tarafindan koyun karacigerinden DEAE seliiloz,
CM-seliiloz gibi iyon degistirici kromatografiler ve
amonyum siilfat ¢oktiirmesi gibi yontemler kullanilarak
%20 verimle 600 kez saflagtirilmigtir. Daha sonra ya-
pilan bir ¢aligmada, amonyum siilfat ¢oktiirmesi yerine
ultrafiltrasyon yontemi kullanilarak aktivite kaybinin
minumuma indirilebilecegi bildirilmistir (32). 6-PGD
DEAE-Sephadex, CM-Sephadex (33), hidroksiapatit ve
NADP*-Sepharose (34), NADP*-Agaroz (35), Matriks
Jel Red-A, (32) Procion Blue HE-GN ve PHE-Resource
kolon kromatografileri (36) ile saflagtirilmistir. G-6-PD
ve 6-PGD’ nin birlikte saflastirmasinda ise 2,5-ADP-
Sepharose 4B affinite ve DEAE-Sepharose Fast Flow
iyon degistirici kolonlar1 kullanilmistir. (37- 39). Bu iki
enzim DEAE-Sepharose Fast Flow iyon degistirici kolo-
nundan tuz gradienti ile eliie edilmistir (37).

Enzimin stabilitesini saglamak i¢in tiim saflagtirma basa-
maklar1 +4 C° de yapilmakta ve tamponlara ImM EDTA
ve ImM B-merkaptoetanol, NADP*, fenilmetilsulfonil
floriir ilave edilmektedir (2, 32, 40).

VI. KATALITIK OZELLIKLERI

1-Substrat ve Koenzim Ozgiilliigii:

6-Fosfoglukonat dehidrogenazin koenzim 6zgiilliigii,
NAD*-spesifik, NADP*-spesifik ve non-spesifik olmak
tizere ii¢ farkli 6zellik gosterir (41). Baz tiirlerin kullan-
diklar1 koenzimler Tablo-II’ de sunulmusgtur.

Enziminin dogal substrati 6-PG dir. Ayrica NADP*-
bagimli insan eritrositi, kuzu karacigeri, Trypanosoma

Tablo 2 6-PGD enziminin koenzim 6zgiilliigii

NAD*- | NADP*- Non-
Tablo 1  Cesitli tiirlere ait 6-PGD enziminin molekiil agirlig1 ve Enzim Kaynag spesifik | spesifik | spesifik | Kaynak
altbirim yapis1 Gluconabacter
suboksidans + (57
Molekiil Altbirim molekiil L
Enzim kaynagi | agirhg agirhig ve yapisi Kaynak Bradyrhizobium sp. + (58)
. Pseoud,
Insan eritrositi | 79000 Da | 40000 Da, homodimer |  (54) ﬂftf)‘;zsfﬂ‘mm N (59)
Koyun karacigeri | 94000 Da | 47000 Da, homodimer (34) Escherichia coli + (61)
Schizosaccharo- Schizosaccharomyces
myces pombe 152000 Da 38000 Da, tetramer (56) pombe + (56)
L . Haemophilus
Sican karacigeri | 102000 Da | 52000Da, homodimer (51) influenzae + 61)
Drosophila . .
melanogaster 105000 Da | 55000- 53000, dimer (55) Koyun karacigeri + 2)
Corynebacterium . Bacillus
glutamicum 120000 Da | 52500 Da, homodimer 36) stearotermofulis + (60)
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Tablo 3 Cesitli tiirlere ait 6-PGD enziminin kinetik sabitleri

Km ¢ o | Km ogypp, | Kmogyp, | Kigppy | Kay-
Enzim kaynag (mM) (mM) (mM) (M) nak
Koyun karacigeri 0015 007 3)
Sican karacigeri 0.071 0013 002 ©2)
Domuz karacigeri 0.0135 0.0048 @)
Streptococcus
faecalis 0.024 0.015 (44)
Corynebacterium
glutamicum 0.071 0.043 (36)
Candida boidinii 0011 0013 46)
Tavsan meme bezi 0.054 0023 (34)
Insan eritrositi 0.020 0.030 0.030 (54)
Candida utilis 0.054 0.020 @7
Soya (izoenzim 1) 0.098 0.0030 63)
Soya (izoenzim 2) 0.109 0.0036 ©3)
Sican bobrek
korteksi 0.049 0.056 0.041 (62)
Pseudomonas
oleaverans 0.0152 0.055 (64)
Pseudomonas C. 0.01 0.02 0.05 65)
Boga adrenal
korteksi 0.035 0.018 (66)
Bacillus
stearotermophilus 0.02 0.025 (60)

brucei ve Candida utilis 6-PGD’sinin substrat analogu
olan 2-deoksi-6-fosfoglukonat ve 3-keto-6-fosfogluko-
nat1 kullanabildigi gosterilmistir (42, 43).

2- Optimum pH’ s1:

Enzim pH 5.5-9.1 araliginda aktiftir. Bu araligin di-
sinda hizli bir gekilde aktivitesini kaybetmektedir (2).
Bazi tiirlerin optimum pH degerleri: Streptococcus
faecalis enzimi, 7.5-8.0 (44); insan 16kositi, 7.73 (45);
Corynebacterium glutamicum, 8.0 (36); Candida boidi-
nii icin ise 8.0-8.5 arasindadir (46 ).

3-Kinetik Mekanizmasi:

1961 yilinda Candida utilis ile yapilan ¢alismada en-
zimin kinetik mekanizmasimin random oldugu bildiril-
mistir (47). Daha sonra yapilan kinetik ¢aligmalarda
ise 6-PGD’ nin katalizledigi oksidatif dekarboksilasyon
tepkimesinin kinetik mekanizmasmin ‘Ordered-Bi-Ter’
seklinde oldugu, NADP*’ nin baglanan ilk substrat,
NADPH’ nin salian son iiriin, CO,’ nin ise ilk {iriin ol-
dugu gosterilmistir (2). Enzimin kinetik sabitlerinin gos-
terdigi tiirlere gore farkliliklar Tablo III” de verilmistir.

VIII. Kaynaklar
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4-Inhibitérleri:

Enzimle yapilan {irtin inhibisyonu ¢alismalarinda
NADPH ve ribuloz-5-fosfatin etkisi arastirilmis ve
NADPH nin NADP* baglanmasini  kompetitif, 6-PG
baglanmasini nonkompetitif olarak inhibe ettigi saptan-
migtir. Ribuloz-5-fosfat ise hem 6-PG hem de NADP*
baglanmasini nonkompetitif olarak inhibe etmektedir
(46).

Koyun karacigeri 6-PGD’ sinin aktivitesinin fruktoz-
1,6-bisfosfat ile inhibe oldugu ve bu inhibisyonun 6-PG’
ye kars1 kompetitif, NADP*’ye kars1 ise non-kompetitif
oldugu belirtilmigtir (48). Okzaloasetat, okzalat, fruktoz-
1-fosfat, fruktoz-6-fosfat, glukoz-6-fosfat (49) ve glukoz
1,6-bisfosfat (50) Pi, PPi, sitrat ve siilfat enzimin inhibis-
yonuna neden olur (49). 2'-AMP harig tiim niikleozit fos-
fatlar, 6-PG ve NADP* baglanmasim kompetitif olarak
inhibe etmektedir. 2'-AMP ise NADP*’ ye kars1 kompe-
titif, 6-PG’ ye kars1 ise nonkompetitif olarak inhibisyon
gosterir. 2’-AMP nin enzime baglanma bolgesinin diger
niikleozitlerin baglandig1 bolgenin diginda bir yerden
oldugu ileri siiriilmiistiir (49).

Bircok anyon 6-PG’ yi kompetitif olarak inhibe etmekte-
dir. Ancak, asetat inhibitor 6zelligi gostermez ve sodyum
asetat diger anyonlarin inhibisyonunu belirlemede sabit
iyonik kuvvet olusturmak amaciyla kullanilabilir (51).

Enzim diisiik Mg?* konsantrasyonlarinda (0.01-0.04 M)
aktive, yiiksek konsantrasyonlarinda ise inhibe olmak-
tadir (52). Cryptococcus neoformans’ dan saflasgtirilan
enzim, diger fungal dehidrogenazlar gibi, Zn** ile inhibe
olmaktadir; Zn?* substrata kars1 kompetitif inhibitordiir
(53).

VIL.SONUC

6-Fosfoglukonat dehidrogenaz canli yasaminda c¢ok
onemli olan NADPH ve riboz-5-fosfat gibi molekiillerin
sentezinden sorumludur ve enzimle ilgili bir bozuklukta,
canli icin olumsuz olabilecek bircok durum ortaya ¢ik-
maktadir. 6-PGD eksikliginde hiicrede 6-PG’ nin biriki-
mi glukoz metabolizmasini olumsuz yonde etkiler. Bu
nedenle 6-PGD’ nin kemoterapilerde hedef enzim olarak
secilebilecegi cesitli aragtirmalarla 6ne siiriilmiistiir.

Yagamsal dneminden dolay1 6-PGD’ nin cesitli tiirlerden
saflagtirilmasi, yapisal ve kinetik Ozelliklerinin ortaya
cikarilmas: ile ilgili ¢aligmalar giiniimiizde de devam
etmektedir
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