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Bu g:alz;maa’a glukoz-6-fosfat dehzdrogenaz enzimi insan erztrosztlermden saf ‘
lagtirdldy.  Saflagtirmada DEAE-selliiloz, CM-sefadeks (C-50-120):ve DEAE-se:
JSadeks (A-50-120) kromatografisi kullanildr. Ayrica sefadeks (G-200) jel elemesi ile
poliakrilamid ve SDS-akrilamid jel elektroforez islemleri uyguland. Neticede 488
ozgiil aktzvzte 65.000 saflastirma katsayist ve % 3 verimle.elde edilen enzimin N+
ucu amino astt ‘tayini yapudi. Enzimin kmettk parametrelerz arastirlde.

- Glukoz-6- fosfat deh1drogenaz (G-6- PD) (B- D-glukoz-6 P: NADP OkSIdO-
rediiktaz, E.C.' 1 1.1.49) enzimi, hiicrede glukozun oksidatif yikim yolu olan hek-
soz-monofosfat (HMP) metabolik yolunda ‘gorev goren ilk enzimdir. Substrati
_glukoz-6-fosfat (G-6 -P), . koenz1rm okside nlkotmamld ademn ‘diniikleotid fosfat,
(NADP+) ve aktivatorii Mg+2 olan G-6-PD allosterik bir enzimdir. Bu bakim-
dan HMP yolunda diizenleyici bir rol oynamaktadlr (1,2,3,4,5). Bu enmmm emtro-
sit iginde fazla miktarda bulunmas: klinikte oldukg:a Snemlidir (6 7)

,,,,,, 1G-6- PD enzimi ilk-defa 1931 'yilinda Warburg ve Christian tarafmdan kegfedil-
mls ve buna o zaman “’zwischenferment’ denilmistir (8). Daha sonra gesitli mater-
yallerde degisik -arastiricilar tarafindan (9,10,11,12,13,14,15,16,17,18,19,20,21,22,
23,24,25,26,27,28,29,30) kinetik ve saflagtirma gahsmalan yapllmlstlr Bu gahs-
malar kronoloyk olarak tablo l’de gosterllmlstu' ; : &
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Tablo I- G-6-PD’n Saflastirilinast Calismalar

: SO Ozgiil ~  Saflastirma Referans
Yillar Canli ve Doku Aktiviie Oram No.
1955 L. Mesenteroides 16,5 10 11
1955 .. Bira mayasi 5, 4 , 14,5 i2
1961 +Inek meme be: 420 s 68 sl 3y
1961 Bira mayasi BAYGET T M4
1961 fnsan eritrositi 64 64.500 15
1963~ Insan ecitfositi© <27 1134 43.500 16
1966  lrsau eritrositi- 7300 258.000 17
1967  ‘*insan ‘eritrositi OO 55.300 18
1968 Insan: ezitrositi ST 36.000 19
1968  fnsan exitrositi 0 1800 72.000 20

1969  Insan ecitrositi 189 . 86.393 -
1972 Sigan ka.lii”lg(')'l

[ S o]
—_—

1972+ Sdupont ce T e 16 et 1SS 23
1973 utilis G0 .

o 19

&9

L. Mesenteroides 7 -
“Balina adrenal korteks 3

)

iih- Fakiiltemizde okuyan saglik-dokuz 6grencinin kaninda eritrosit:sayimi,
v Ilemoﬂlobin ve: hCIl’lﬁtOkl it twiuf vamld,kfan son’ra.f 60 ml ACD-A¢ozeltisiizerine

fomakl butun dencylf‘r, SlCEkll"l 0- 4°C,¢,u,asmoa olanisoguk odada y'apﬂd,l: ‘Pl‘as,tik
bir kovada birlestirilen kanlar 30 mi’lik plastik deney tiiplerine taksim edildikten
soma»SGOG Uide 15 dakika ks)antrlfuj ed1 ldi. Supernatant auldlktan sonra 0,156

ve 10 umol NADP# 1ht1va ecgex)\llydve })dl erck: 2 dakﬂca wn,yic hlzhca c;ullxala.nch
Hemolizat santrifiij-edildikten (3000 g,720 dak) sorira supernatant toplandi. Co-
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keltiye; -igerisinde: 5 mM fosfat, 50 1 M NADP®:. Yo 01 2=ME,; = 1mM -aminb
kaproik asit:bulunan tampoivgdzeltiden (tampon-1;i bH6,5) L/} -oramnda ifive edi-
lerek yikandr. Supernatant elde edildikten sonra Sncekine ‘eklendi (toplany hacim
3700 ml)

' ;:;:}—_hle edxlen supérnatant, 4‘4“() cm. box utla,, md a:DE lliiloz kélonu tampon
Ale doyurulduktan sonra, kelondan’ gecitildi: Sonra bir kolon;:5 mM fosfat, :10
uM NADP+, 1 mM EDTA 2 mM o.mino kamoik asit ve 0,5'M -NaCl! ihtiva

eden tuplude Yoshida’nmn mebodu (15), Lu(;uk bn modifikasyonla, uygulanarak
G-6-PD enzim aktivitesi tayin edildi. G-6-PD ihtiva eden tiipler biriestirildi (top-
lam hacim 320 ml.) Bu aktif ¢6zelti 20 misli hacnn tampon-2'ye karst 7:5aat dlyahz
euldi Islem efa tekimlandl ve santrifij

ml kalmc’—tya kndﬂ! Vakunda der 1¢unld1 “tekear diyalizlendi. 20,000 g de santri-
fiij edilerek DEAE-sefedeks: (A=50-120) kolonuna (2,5x25 ¢m): tatbik edildi-Tam-
pon=4 ile yikandr. gérisine 500 mM NaCl ilave.edilmis tampon-4 ile tiiz ‘gradierti
uygulanciktan sonra eliie edildi. Tampon-2’ye karst diyalizlendikten sonra (yuka-
rlc_dkl gbn m defa) sz\mrmu 6(“1161‘61\. (700 '

0 ~1Ha21Lla11m CMwaatﬂdeLs (C—SO 120) kol nina (
vei 280 nm’delokuma vermeyinceye kadar tampon-2 ile yikandus Som 2 Her: hiicresi
250 ml ¢ozelti igeren bir gradient: rmkm kullanﬂ%mkt;;lann—,Z 0,01 MKCG1
1lev tampon- 1-0 6)MLC1 ar '

Eldu edilen: enzim: qozeltisl,v Gregn mptodunc g6re(31) dnce %% 30%ukitiz
,((‘\11-14)2804) (;oktuxmcm, sonra: %o 50’1k tuz ¢Oktiirmesi yapllmak enzmun ¢o-
keltide kalmast sa glaﬁdl Cokelti mmﬁkun olan i
6, 0 10 HM NADPT O 1 2 ME 50 mM fmfat

+i3i-Sefadeks G-200:jel: elemem ile: ‘aotemm molekul aguhb ¥
bunkum -molekiil agir lklan taym echh_l «32; 33,3sr,35 36 37) WM,oiaLuI aguhgl



‘tayininde kullamlmak iizere standart egti, molekiil agirliklart bilinen {ireaz (480.
1000), ‘alkalen fosfataz (80.000) sigir serum - albumini (67,500), glukoz ok81daz
:(154.000) ve: peroksidaz (44;000) proteinleri yardimyla hazirlandi.: 3

" Enzimin safligim kontrol etmek igin normal poliakrilamid (38,39) ve  SDS-ak-
rilamid jel elektroforezi uyguland: (40). Ayrica yine saflik kontrolii ile-alt birim
‘yapisinin ve kismen prlmer yapmm aydmlatﬂmam 1(;111 ‘N-ucu amino a31t tayml
yap11d1 (41 42 43) ' . o o

G 6 PD nin maksxmum akt1v1te gosterdlgl sartlarl arastnmak 191n en21m-
fsubstrat ve enznn-koenzxm 111§k11en, ak’uvatoﬂer ve akt1v1teye pH’mn etkm 1nce-

’lendl

3 BULGULAR
By ;',En21m1n saflast1r11mas1 ile 11g111 bulgular Tablo 1r de toplu olarak goster11d1
3600 ml kandan 9 33 verimle enzim elde edildi. Saf lastlrma katsay1s1nm 65.100
'b undugu bu gahsmada 488 degermde bir 6zgiil aktmteye ulagildu. DEAE-sefa-
d S “kromatograﬁs: basamaklarmda 6- fosfo glukonat dehldrogenaz (6- PGD)
’uzaklastmldl . . , . ‘ ,

. Tabloda 2 de her saflasnrma basamagma ait total protem, total G 6
'PD ‘ve 6- PGD akt1v1telen ile bu iki enzimin bmblrlcrme oranlarl, ozgul akt1v1te,
.sa.fl“ tlrma katsayxsl, venm ve aktif klsmm hacm1 Ver11d1 ‘

;Hemohzatta total protein 5,62x105 mg, total G-6-PD akt1v1t651 4212 Umte
i(U) 6 PGD akt1v1tes1 1137 U bulundu. ngul aktmte ise 0,00749 olarak hesap—

DEAE selluloz kromatograf1s1mn proteln ve enzim 9121mleu sekﬂ 1 de goste-
rildi; Kolondan enzim 19-51. inci tiipler arasinda 320 ml hacim igerisinde geldi.

CM:sefadeks kromatgorafisi ile ilgili sonuglar Sekil-2’de gdsterildi. Bu basamakta
en21m 58 73 uncu tupler arasinda kolondan geldi. :

E, : deks uygulamasmm sonuc;larl Sekﬂ 3’te veuldl Enzm1 kolondan
"123 144 iincii tiipler arasinda toplandi. CM-sefadeks kromatograflsmm grafigi
Sek11—4’de gosterildi. Enzim kolondan 64-84 iincii tiipler arasinda.eliie edildi.

‘ Sefadeks G 200 kromatograflsxmn bulgulan Sekll 5’de venldl Enzxm 23-29
u u tupler arasmda toplandl -

i ‘Sefadeks G-200 1le 3 defa tekrarlanarak protem tayml yap11d1 Sonuglar daha

olarak bulundu (Sekll-é) 6M guamdlnh ortamda sefadeks G-200 ile alt bll’ln’l a-
girhg da 48.000 F 5.000 olarak: bulundu.- Yapilan N-ucu tayininden-amino asitle-
rin tirozin ve alanin (Rf degerleri sirasiyle, 0,60 ve'0,34) oldugu anlagildi -
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1yonu konsantrasyonunda maksimum aktivite gostermektedxr G-6-PD Hiz egri-

sinden Km= 4,1x10-5 ve Vm=440 mM/dak.,; NADP~+ -
le evrmnden Km= 4,3x10-3 M
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TARTISMA

'G-6-PD enzimi canhlaxda ana metabouk yo]leudan bnl olan HMP yolunun
ilk ve diizenleyici bir enzimidir. Esas gérevi NADPH ve pentoz fosfatlari sentezle—
“mektir. :(2,3,4,5,6,44,45,46,47,48). Memeli hiicrelerinde bu: yolun biitiin enzimleri
vardir ve gesitli dokularda degisik aktivite gésterirler (3,4,6,49). HMP yolu:sitop-
lazmada 3,4,5,6 ve 7 karbonlu bilesikleri biribirine gevirir. Bu durum &zellikle bit-
kilerde 6nem kazanir (5). NADPH, sitoplazmada cereyan eden biyosentezlerin bir
. .¢ogunda koenzim olarak gereklidir. Cesitli hiicre elemanlarinin: oksidasyonundan
korunmasi ve eritrositler igin ok gerekli olan GSH’nin sentezi de NADPH -saye-
sinde olur (7,47,50 51) Bu yolun diger Onemli {riini olan pentoz fosfatla1 da
‘nukleo’ud RNA ve DNA yap1m1na cruerlel (3 4,5 47)

G- 6 PD enzimini 11k kez 1931 ylllnda Warbulcr ve Chnsman at erltr051tler1nden
kesfetnusleldxr 8). Daha sonra gesitli arastmcﬂar degisik dokulardan bu enzmn
:saflastlrmwlardlr Buna 1hskm gahsmalm Tablo-I’de oosterllmlstlr B

Turk1ye de G 6 PD enziminin saflastmlmam Kobay lensmde (28 52) ve..sigur
-eritositlerinde (53) calisilmustir. Normal, senil katarakth ve diabetik : katarakth
.insan; lensinde de kismen saflastirilmistir (54) Insan erltrosnle mde ise: b1r gahs—
maya rastlanmamustir. vt AT I e

-Bnzim aktivite tayin metodu secilirken Y oshida’nin (4), Cohen ve RO‘SEmeyer’in
(47), Kachar ve Moss (49) ile Schréter’in (55) yontemleri karsilastirildi. Schrétertin
‘metodu 6-PGD aktivitesi tayin etmedigi igin kullamlmadl Dlger yontemler G-6-
- PDile 6- PGD akt1v1teler1m belaberce taym etmektednler Bu 9a11s1nalarda e1121m1
" aktif formda tutmak i igin ‘NADP+ kullanilmistrr. ‘Maleinimid ise 6-PGD’ yi mhlbe
etmek icin kullanilir. Optimum pH 8-8,5 arasinda oldugu igin aktivite pH 8’de ol-
¢lilmiistiir. . -

Aktivite Olglimiinde ‘ tris tamﬁdﬁu kﬁllamlaréﬂc fbsfaf talin‘ponunddﬁ’kaélnlldl.
Ciinkii 100 mM’m izerindeki fosfat konsantrasyonlar: enzim iizerine inhibitor etki
yapmaktadir (9,10,49,56).

Kan baslangigta besleyici ve antlkoagulan olarak ACD A c;ozeltlsl iizerine
alindi. Boylece eritrositlerin lizisi Snlendi. Cunku 'NADP+nin bulunmadig
ortamda lizis: esnasinda; G-6-PD enzimi inhibe edilmektedir (6). NADP. enzimin
_dimer ve polimer birimlerine baglanarak monomer:iinitelerine dissosiasyonunu-6n-
_lemekte ve aktif ‘yapi kararli kalmaktadir. Onun: icin ; saflastirmanin. her - kade-
mesinde. NADP+ kullaritld1 (6,15;18,19,21,23,28,44,56,57,59,60)... Saflastirma:. es-
nasinda pH 7.2’nin altinda tutuldu. Ciinkii enzim pH 7.2’nin altinda dimer ve tet-
ramer. yapliya,. ;yani aktif forma egﬂim, gb‘steri;; (61),,

- Ortamda iyon kuvvetinin yiikselmesi de polimer yapiya zarar verdiginden
: punflkasyonda diisiik tuz. konsantrasyonu kullanildt (23) ve fazla -tuzu - uzaklas-
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tirmak icin sik sik diyaliz yapildi. Kisaca saflastimada NADP+, fosfat konsant-
rasyonu, ortamin ‘pH 51 01b1 aktdrleri zimin yapt ve aktivitesine etkileri yoniin-
' na,,, g '

Toluen hemoluatm hava ile “ilgisini: kt‘,SlT}!’[\lbdh B é;‘n'?(‘h‘ ktllamlarak
-enzimin’-SH 'gruplari gibi-okside olabilen muplan oxu,xdasyonddn korunmusg‘oldu.
-Cinki'-SH ‘gruplart korunmaz ise enzim rmonomerierine parcalanir ve aktivitesi
kaybolur. e=Amino kaproik asit, proteaz inhibitdrivolarak ortama kondi. Degilse
‘ortamda bulunzn proteazlar enzimleri’p layabiliv: Ortania koydu gumuz EDTA
ise: enzimi metal ivonlarinin® zehu etkisinden kommm\tadx

bilgilerin 1\1&1111(1:& ha1'=kf~t ediler -se] k
samaginda pH 5,8, NADP+ konsantras syonu 10 m»vI ve tampon l\omanuasyonu

L 1Mf“la1ak alind1 ve: fazla tiz’ ile: fdzh fogfat. konsantwsyonundan Iﬁgnlldl

Sonu(;vta f*lde edllen enam, noxmgl\poh? almd Jcl elektrofox ezi ile, tek band
verdi. Bu, elde edﬂen enzimin safligma igarettir. "Ennmm molﬂkul agirhg Scf'L-
deks G-200ile 184 000 T 6.000 ve alt birim- molekiil a«ruugl da48.000:F 5.000
‘bulundu: Bundan enzimin esit: bityiikliikte ‘drt‘adet alt ‘birimden : olustugir>anla-
silmaktadr; Zaten'enzimin exc,kt‘omﬂnoc}\omk ‘olarak 4 alt bl-mle sahlp ol-
dugu tesbit edilmistir (13,59 SHUTEIE

5 DANS-Cl-ile enzimin N-ucunda ‘tivozin ve alaninamino asitleritésbit edll-
iBu enzimin: 1k1 zmcnden yamldlgml Uodtamektedn (18,20 23 25 27) ;

NADP*

‘ -+ — 25
NADPH -“,’!; ve NADl NADPH ;’--> pM

diir. 'G-6-PD’nin” katalizledigi “enzimatik” re¢1<J1y011un (16‘108 snbm

),
£oP

_[NADPH] [H'] [6-PGA]
T INADF? ] G&PT

seledpdv NADP koasamrasyonu yukcekae denoe sabmne ulasﬂabxhnem igim,-
@G-6-P yikilacakiir. NADPH arttif1 zaman' G-6-P:pargalanmayacak;: yanicenzimin
katalizleme  hizidiisecektir. Yaptifuniz: ‘aktivite: tayinlerinde: NADP*/NADPH.
orant arttmldlL(;a akt1v1temn de’ hnecxe yakm altma oosturd1g1 @ozlendr'

PURIFICATION OF 'G"-é;PD' F‘ROM? HUMAN’*ERYTR@CYTES“
0N SUMMARY: Tn present study, glucose-6-phosphate dehydrogenase 'from
human ‘erytrocytes was purified. DEAE-cetlulose, CM-sephadex’ (C-50-120), aad.
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DEAE-sephadex  chromatographies were used in purification. In' addition, the
sephadex G-200 gel filtration and. polyacrylamide and SDS-acrylamide gel:elect-
rophorzsis wers applied. At the and, a spesific activity of 488, a pur ification co-
efﬁcmnt of 65, IGO} anc‘ \.1eldmo of 33 % were 1 a"hcc‘ The N- ta,xmmal ammo
acid of the enz yml‘ wis of’te ‘mincd. ’1710 kmotw pa*a '**c S of tbn cnzymv \\as
studied.

«waNgxx@ﬁ~*~~<»~
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