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Eritrosit Membranindan
NAD* Glikohidrolaz Enziminin
Saflagtirilmasi

Purification of NAD* Glycohydrolase Enzyme
from Erythrocyte Membrane

OZET Amag: Bu calismada, Lenfosit farklilagmast ve aktiflesmesinde rol oynayan, eritrosit membra-
ninda da bulunan CD38 yiizey antijeninin sahip oldugu eritrosit membranina baglh NAD* gliko-
hidrolaz enziminin saflagtirilmasi amaglanmigtir. Saflagtirilan enzimin CD38in dolayisiyla
hematopoetik hiicrelerin olgunlagma, yaslanma ve yikim siirecine ve bu siiregler iizerinde etkili
olan patolojik gelismelere 151k tutacag: diisiiniilmiistiir. Gereg ve Yontemler: Enzim; saglikh birey-
lerden alinan heparinli kan 6rneklerinden elde edilen eritrosit posasindan (ghost) ¢oziindiiriilen
protein kesiminin sirasiyla hidroksil apatit, molekiiler elek kromatogarafisi (sephadex G-100), Cu**
bagimli iminodiasetik asit (IDA), kromatografisi, oktil agaroz, DEAE seliiloz kolon kromatografisi
agamalarindan gegirilmesi ile saflagtirildi. Bulgular: Saflagtirma islemleri sonras: yapilan SDS-PA-
GE analizinde 45.000 Dalton molekiil agirligina sahip bir protein band: elde edildi. Sonug: Mem-
brana bagli NAD* glikohidrolaz (ekto-NADaz) etkinligi, saflagtirma iglemleri sonrasi1 baslangic
membran posasi verimine oranla 257 kat artmis olarak elde edildi. Saflagtirma veriminin %]1.4 ol-
dugu belirlendi.

Anahtar Kelimeler: CD38 antijenleri; CD38 proteini; NAD+ niikleozidaz

ABSTRACT Objective: In this study our object was the purification of the erythrocyte membrane
bound NAD glycohydrolase of the CD38 surface antigen that is involved in the lymphocyte diffe-
rentiation and activation and is also found on the erythrocyte membrane. We think that the puri-
fication of the enzyme will elucidate the structure and the activity of the CD38 and consequently
the maturation, aging and death of the hemopoietic cells and the pathologic mechanisms involved
in this process. Material and Methods: Fresh blood samples from the healthy individuals were ob-
tained by anticoagulated with heparin. Solubilized eythrocyte ghosts were purified utilizing
hydroxylapatite resin, Sephadex G-100 (gel filtration chromatography), Cu** -bound IDA (imino-
diacetic acid), chromatography, octyl agarose, DEAE cellulose column chromatography steps, res-
pectively. Results: A protein band with a molecular weight 45 000 Dalton was obtained in the
SDS-PAGE analysis after the purification. Conclusion: Membrane bound NAD* glycohydrolase ac-
tivity after purification was found 257 times higher than the initial erythrocyte ghost yield. The yi-
eld of the purification was 1.4%.

Key Words: Antigens, CD38; CD38 protein; NAD+ nucleosidase
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AD* glikohidrolaz, NAD*nin nikotinamid ve ADP-riboza hidroli-
zini katalizleyen bir enzimdir.! Okaryotlarda NAD* glikohidrolaz
enzim sinifinin ¢ogu temsilcisinin membrana bagh oldugu, bazila-
rinin ise hiicre membranin dig ylizeyinde yer aldig goriiliir.? Bu tiir ekto-
NAD* glikohidrolaz enzimleri arasindan 6ne ¢ikan CD38 uzun yillar insan
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lenfosit yiizey antijenlerinin bir temsilcisi olarak
taninmistir. Ancak, 1990’11 yillarda Aplysia califor-
nica siklik ADP-riboz (cADP-riboz) sentetaz en-
zimi ile CD38 yiizey antijenin birincil yapilar
arasinda saptanan biiyiik benzerlik tizerine baslati-
lan ¢aligmalar CD38° inde cADP-riboz sentetaz, ay-
rica cADP-riboz hidrolaz ve NAD* glikohidrolaz
etkinliklerine sahip oldugunu ortaya koymustur.?
CD38, bunun oOtesinde, memelilerdeki baglica
NAD* glikohidrolaz olarak belirlenmis ve degisik
dokulardaki NAD* glikohidrolaz etkinliginin bas-
lica sorumlusu oldugu gosterilmigtir.*>

CD38in enzimatik etkinliklerinin ekto-ko-
numu, hiicre disinda olusan bir tirtiniin hiicre i¢in-
deki olas1 (Ca?’un a¢iga ¢ikmasi) baglaminda ortaya
¢ikan ikileminin agiklanmasini gerektirmektedir.®
Yiiriitillen yogun ¢aligmalara karsin CD38’in ve ta-
s1d1g1 enzimatik etkinliklerin fizyolojik anlami da
giiniimiize dek agikliga kavusmamistir. Bununla
birlikte, CD38’in, dzellikle kan hiicrelerinin, kemik
iligindeki onciillerinden olgun bigimlerine do-
niisme stirecinde anlatim bulunan, hiicre farklilas-
mast ve gelismesinde 6nemli rol oynayan, bu
stirecin belirli ayirimlarinin belirteci niteliginde bir
protein oldugu dusintlmektedir.” Insan, fare ve
sican CD38 proteinleri deniz kestanesi (Aplysia)
siklazi ile ayni enzimsel etkinlige sahip olmakla
birlikte bu etkinlik bu membran proteinlerinin
hiicre dis1 boliimiinde bulunmaktadir.® CD38 pro-
teininin ekto-enzim niteligi hiicre diginda olusan
bir substratin hiicre icinde hangi mekanizmayla et-
kisini gosterdigi sorusunu giindeme getirmistir. Bu
konuya agiklik getirmek i¢in hiicre diginda agiga
¢ikan cADP’nin membranda iki CD38 molekiilii-
niin aralarinda olusturdugu bir kanal {izerinden
hiicre igine taginmasini; hentiz tanimlanmamis bazi
ligantlarin baglanmasiyla CD38’in kendisinin
hiicre i¢ine alinmasini; ya da bu ligantlarin CD38
baglanmasinin bir sinyal iletim yolagini aktiflestir-

mesini 6ngoren modeller gelistirilmigtir.!%!!

I GEREC VE YONTEMLER

Bu ¢alisma; Istanbul Universitesi Rektorliigii Arag-
tirma Ydriitiici sekreterligi tarafindan T-1157/
18062001 sayil1 proje kapsaminda etik kurul onay1
alinarak gerceklestirilmistir.
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ERITROSIT MEMBRAN POSASI (“GHOST”) ELDESI

Saglikl1 bireylerden alinan antikoagiilanh (heparin)
kan ornekleri Hettich 32R model santrifiij aletinde
3000 devir/dakika hizinda 5 dakika siireyle santri-
fiijlendikten sonra eritrosit ¢okeltisi %0.9'luk NaCl
icine alind1 ve yeniden 3000 devir/dakika hizinda 10
dakika santrifiijlendi. Santrifiij sonrasi iist s1v1 uzak-
lagtirildi. Eritrosit ¢okeltisi 5 mM Na-fosfat tamponu
pH: 7.4 ile en az 5 kez tekrarlanan santrifiijleme ig-
lemleriyle (beyaz oluncaya kadar) yikand.!?

ERITROSIT MEMBRAN POSASINDAKI
NAD* GLIKOHIDROLAZ ETKINLIGININ SAPTANMASI

NAD * glikohidrolaz etkinligi ["*C] NAD* den [Kar-
bonil-"*C] Nikotinamidin ayrilmasini saglayan Bio-
rad AG 1X4 iyon degistirici kromatografisi yoluyla
belirlendi. Tepkime, 12 ml 6rnek (serum, membran
posasi ya da saflagtirilmig kesim), 7ml kariggm (10
mM NaCl, 500 mM ZnCl,, 50 mM CaCl,, 20 mM
Tris-HCl pH: 9.0), 5 mM ["C] NAD (35 mCi/mmol)
iceren toplam 20 ml hacimde 37 °C’de 30 dakika
bekletilerek gerceklestirildi. Tepkime 1 ml %0.1°1ik
SDS ile durdurulduktan sonra tepkime karisimi
Tampon A (20 mM Hepes, %0.1 Triton-X pH: 7.2)
ile dengelenmis AG 1X4 anyon degistirici kolonuna
(0.4 ml) uygulandi. Orneklerin kolona uygulanma-
sindan sonra, kolondan 3 ml damitik H,0 gegirile-
rek ["*C] nikotinamid kesimi elde edildi. Kolonda
bagh kalan ve ["*C] NAD kesimine kargilik gelen rad-
yoaktivite 0.5 M NaCl ile yikandi.”®* Cam tiiplerde
ayr1 ayr1 toplanan kesimlerden alinan 0.5 ml 6rnek-
lerin radyoaktivite igerigi Bray (4 g PPO, 0.2 g
POPOP, 50 g naftalin, 100 ml metanol, etilen glikol
20 ml, 1.4 dioksan ile 1000 mI'ye tamanlanir) eriyigi
icine alinarak siv1 sintilasyon sayacinda belirlendi.

Deneyde pozitif kontrol olarak saflagtirilan ke-
simler yerine ticari NADaz kullanildi. Negatif
kontrol ise ['*C] NAD’nin yalnizca tampon A i¢inde
AG 1X4 kolonu uygulamasiyla gerceklestirildi.
Kolon 0.5 M NaCl ile yikanip tampon A ile denge-
lenerek yeniden kullanilir duruma getirildi.

ERITROSIT MEMBRAN POSASINDAKI
NAD* GLIKOHIDROLAZ ENZIMINiN WESTERN EMDIRIM
YONTEMIYLE SAPTANMASI

Saflagtirma asamalarinda NAD* glikohidrolaz et-
kinligi yiiksek bulunan kesimler standart protein-
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lerle birlikte ¢ift tarafli SDS-PAGE (Sodyum Do-
desil Siilfat Poliakrilamid Jel Eektroforezine) uy-
guland1.' Elektroforez islemi sonras: bir jel 6rnegi
boyandi. Diger boyanmamis jel, nitroseliiloz mem-
bran ve 3MM Whatman filtre kagitlar1 arasina yer-
lestirildi. Olusturulan sandvi¢ diizenege aktarim
tamponu (5.8 g Tris, 29 g glisin, 1 g SDS, 200 ml
metanol, damitik su ile 1000 m!'ye tamamlanir) ile
doldurulmusg tankta (transblot) 63 volt gerilimde
16 saat siireyle aktarim islemi gerceklestirildi. Ak-
tarimdan sonra nitroseliiloz membran, 6zgiin ol-
mayan baglanmalar1 6nlemek i¢in %0.5 BSA
iceren Tris tamponlu tuz ¢ozeltisi (TBST) ile oda
sicakliginda 2 saat ¢alkalanarak doyuruldu. Mem-
bran, TBST ¢ozeltisi ile iki kez yikandiktan sonra
monoklonal anti-CD38 antikoru igeren {iist sivi1 ile
oda sicakliginda bir saat ¢alkalandi. Membran
TBST ¢ozeltisi ile ti¢ kez yikandi. Alkalen fosfataza
bagl fare Ig-karsit1 immunglobulin 500 kez sulan-
dirilarak ortama eklendikten sonra membran bir
saat oda sicakliginda calkalanarak bekletildi. Tek-
rar TBST c¢ozeltisi ile ii¢ kez yikandi. Alkalen fos-
fataz substrat1 BCIP (150 mg/ml) ve NBT (300
mg/ml) substrat tamponu ic¢inde c¢oziildikten
sonra membran bu ortama alinarak oda sicakli-
ginda, karanlikta calkalanarak bantlarin olusmasi
saglandi. Membran 20 mM EDTA igine alinarak
tepkime durduruldu.

ERITROSIT POSASINDAN NAD* GLIKOHIDROLAZIN
(CD38'IN) SAFLASTIRILMASI

OH- Apatit Iyon Degistirici Kromatografisi

Eritrosit membran posasi Gere¢ ve Yontemler
bolimii'nde anlatildigi gibi elde edildi. 180 ng
membran posasi, 10 mM Tris-HCI pH: 6.5 ve %0.5
Triton X-100 ile dengelenmis hidroksilapatit anyon
degistirici resin ile +4 °C’de karistirilarak ¢okelt-
meli yrikama (batch) yontemiyle tabakalandirildi.
Dengeleme tamponu ile yapilan yikama iglemi son-
ras1 kesimler hidroksil apatit 3000 devir/dakika‘da
5 dakika siireyle santrifiijlendi. Baglanan enzimin
yikanmasi 50 mM KCl iceren dengeleme tamponu
ile yapild1.”® Kesimlerin spektrofotometrede Asg
degerleri 6l¢tildii. NAD" glikohidrolaz etkinlikleri
AG 1X4 anyon degistirici re¢ine kullanilarak belir-
lendi. NAD* glikohidrolaz etkinliginin biiyiik 61-
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¢ilide tuz ile yikanan kesimde oldugu goriildii. Etkin
kesimler birlegtirilerek gece boyu +4 °C’de 10 mM
Tris-HCl pH: 7.4’e kars1 diyalizlendi.

Cu?*-bagjli iminodiasetik Asit Kromatografisi (IDA)

NADr*glikohidrolaz etkinliginin yiiksek bulundugu
G-100 kesimleri birlestirilerek Gereg¢ ve Yontem-
ler bolimiinde anlatildigy gibi 6n islemle
Cu?-bagl iminodiasetik asit kromatografisine uy-
gulandi. 50 mM Na-fosfat pH: 7.4 ve 0.5 M NaCl
(IDA tamponu) iceren tampon ile dengelenmis IDA
gereci ornekle +4 °C’de 1 saat karistirildi. Cokelt-
meli yitkama yontemi kullanilarak IDA tamponu ile
yikama iglemi yapildi. Kolona baglanan enzimin y1-
kanmas: (eliisyonu) 0.2 M imidazol igceren IDA
tamponu ile gerceklestirildi. Her yikama islemin-
den sonra kesimler 3000 devir/dakika’da santrifiij-
lendi.’® Kesimlerin A,g, degerleri ve NAD*
glikohidrolaz etkinligi likit sintilasyon sayaci yar-
dimiyla dakikadaki sayim (cpm) degerleri ile belir-
lendi. NAD* glikohidrolaz etkinliginin biiyiik
6lctide yikanan kesiminde oldugu goriildd.

Molekiiler Elek Kromatografisi (Sephadex G-100)

Diyalizlenen etkin kesimler Sephadex G-100 kolon
(2 x 90 cm) kromatografisine uygulandi. 50 mM
Tris-HCl pH: 7.4 ve 100 mM KCl igeren tampon ile
yikama yapildi.'® Kolondan +4 °C’de 20 dakika 1 ml
akis hizinda 1 mI'lik kesimler toplandi. Kesimlerin
Aygq degerleri ve NAD* glikohidrolaz etkinlikleri
belirlendi. A,g, tepesinde 6zgiin etkinlik diisiik bu-
lunurken, yiiksek 6zgiin etkinlik A,gy tepesinin
inene sagaginda yer aldig: goriildii.

DEAE seliiloz iyon Deistirici Kromatografisi

Oktil agaroz NAD* glikohidrolaz etkinligi yiiksek
kesimler!®!! birlestirilerek +4 °C’de 10 mM Tris-
HCl pH: 7.4’e kars1 gece boyu diyalizlendi. 10 mM
Tris-HCI pH: 7.4 tamponu ile dengelenmis DEAE
seliiloz anyon degistirici kolonuna (1 x 5 cm) uy-
gulandi. Ayni tampon ile yapilan yikama islemin-
den sonra kolon 50 mM KCl ve ayrica 150 mM KCl
iceren tamponla yikandi. 1 ml halinde toplanan ke-
simlerin A,g, degerleri ve NAD" glikohidrolaz
etkinligi (cpm) degerleri belirlendi. NAD* gliko-
hidrolaz etkinligi kolona baglanmayan yikama ke-
siminde yiiksek bulundu.

Turkiye Klinikleri ] Cardiovasc Sci 2010;22(3)
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Hidrofobik Etkilesim Kromatografisi

IDA kolon kromatografisi sonrasi etkin kesimler
birlestirilerek gece boyu +4 °C’ta 10 mM Tris-HCl
pH: 7.4’e kars1 diyalizlendi. 50 mM Na-fosfat pH:
7.4 tamponu ile dengelenmis oktil agaroz kolonuna
(1 x5 cm) uygulandi. Dengeleme tamponu ile ya-
pilan yikama islemi sonrasi kolona baglanan enzi-
min yikanmasi %1 emiilfojen iceren dengeleme
tamponu ile yapildi.'” Kesimlerin Ayg, degerleri ve
NAD* glikohidrolaz etkinligi (cpm) degerleri belir-
lendi. NAD* glikohidrolaz etkinliginin biiyiik 6l-
¢iide yikanan kesiminde oldugu gorildii.

I BULGULAR

Eritrosit posast NAD* glikohidrolaz enziminin saflag-
tirma igleminin degisik agamalarinda elde edilen ke-
simlerin protein igeriklerinin SDS-PAGE analizi,
ikinci G-100 kromatografisi asamasindan sonraki ke-
simde yaklasik 45 kDa molekiil agirlikli bir proteinin
biiyiik 6lciide zenginlesmis oldugunu ortaya koyu
(Sekil 1A). Es zamanh olarak CD38’e 6zgii monoko-
nal antikor OKT10 (anti CD38) ile yiirttilen Wes-
tern emdirim islemiyle 45 kDa’luk protein bandinin
CD38% karsilik geldigi bulundu (Sekil 1B).

I TARTISMA

NAD*nin ADP-riboz ve nikotin amide déniisme-
sini katalizleyen NAD* glikohidrolaz enzimlerinin
NAD/ADP-riboz metabolizmasindaki etkileri ¢cok
uzun yillardan beri bilinmektedir.'® Ancak, son yil-

P E 7TH F 4 5 3 1

SEundact
bl

ANkl —a a— 4% kDa

+— W2

SEKiL 1: A. Eritrosit membran posasindan NAD+ glikohidrolazin saflastirma
stirecinde elde edilen %12 SDS-PAGE analizi. 1. standart proteinler (45 kDa
ovalbumin, 29 kDa karbonik anhidraz,12 kDa o.-laktalbumin), 2. Eritrosit
membran posasi. Yapilan kromatografi islemleri sonrasi NAD* glikohidrolaz
enzim etkinligi yiksek saptanan kesimler: 3. OH_apatit, 4. G-100, 5. Bos, 6.
IDA, 7. Oktil agaroz, 8. DEAE seliiloz, 9. G-100 (2.).

B. Es zamanli olarak CD38’e 6zgii monoklonal OKT10 ile yrtitilen Western
emdirim analizi sonucu.
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lardaki NAD* glikohidrolazin
biiyiik bir bolimiiniin ADP-ribozil siklaz etkinligi

aragtirmalarda,

de tagidiginin gosterilmesiyle bu enzimin Ca?"’a ba-
gimli diizenleme olaylarinda oynadiklar:1 6nemli
rol belirginlegmistir.'

Okaryotlarda NAD" glikohidrolaz enzimi ge-
nelde membrana bagh olarak, bazilar1 da hiicre yii-
zeyinde “ekto” konumlu olarak bulunmaktadir.?
Bu son sinif NAD* glikohidrolaz enzimlerinin “kla-
sik” bir temsilcisi olan CD38, insanda 6nce lenfosit
ylizeyinde tanimlanmigtir. CD38’in biyolojik islevi
yeterince agikliga kavusmamis olmakla beraber,
ozellikle hematopoetik sistemin ¢esitli temsilcile-
rinin olgunlagma siireclerinin belirli agamalarinda
anlatim bulmasi, bu proteinin hiicre ¢ogalmasi,
farklilagmas1 ve olgunlagmasi baglamindaki olasi
rollerine igaret etmektedir.?!-*2

Daha 6nce yapilan ¢aligmalar CD38 etkinligi-
nin kanserli hasta eritrositlerinde ve serumlarinda
anlamli olarak arttigini ortaya koymustur.” Se-
rumdaki etkinligin serum enziminin membrana
baghh CD38’in proteolitik kirimi sonucu serumda
aciga giktigini distindtirmisgtiir.** Bu bulgulara
yeni agilim getirmek, 6zellikle CD38’in organiz-
madaki déniisimiine 151k tutmak ve patolojik ge-
lismelerle baglantisin1  agiklayabilmek igin
organizmada membrana bagli NAD glikohidrolaz
enziminin saflagtirilmasina ¢aligilmigtir.

NAD* glikohidrolaz
membranlarindan (posa ya da “ghost” kesiminden)

etkinliginin eritrosit

saflagtirilmasinda kromatografik asamalardan elde
edilen profiller ve SDS-PAGE analizi sonuglarina
gore, membran enziminin (CD38) sitoplazmik ve
membran i¢i boliimlerinin kirpilmasindan kaynak-
lanabilecegi diistintilmektedir. Bu bulgulara gore
CD38’in saflagtirilmis kesimlerin yardimiyla gelis-
tirilecek test sistemlerinin, kanser gibi hiicre degi-
simiyle baglantili sistemik hastaliklarin tanisinda
ve bunlara iligkin prognostik bilgilere ulagilmasinda
yardimci1 olacag: diisiiniilmektedir.

[ SONUG

Sephadex G-100 asamasindan sonra NAD* gliko-
hidrolaz etkinliginin baglangic membran kesimine
oranla 257 kat artmis ve saflagsmanin %1,4 verimle
gerceklesmis oldugu bulundu (Tablo 1).
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TABLO 1: Eritrosit membran posasindan NAD* glikohidrolaz enziminin saflastirimasi

Kesim Toplam Hacim Toplam etkinlik Ozgiin etkinlik Saflagtirma kati %Verim
Protein (mg) (ml) (pmol) (pmol/mg)
Membran posasi 180 15 112 622.2 1 100
OH-apatit 30 15 68 2266.6 3.6 60.7
G-100 5 8 23 4600 74 20.5
IDA 0.3 3 375 12500 20.1 3.35
Oktil agaroz 0.1 2 1.9 19000 30.5 1.7
DEAE-selilloz 0.07 2 2.6 37143 59.7 2.32
2.G-100 0.010 2 1.6 160000 257 1.43

Eritrosit membran posast NAD- glikohidrola-
zin saflik analizi SDS-PAGE ile yapildi. Yaklagik
45.000 Da molekiil agirliginda bir protein bandi
elde edildi (Sekil 1).

Daha 6nce NAD" glikohidrolaz etkinliginin se-
rumdan saflastirilmasina yonelik asamalara karsin,
eritrosit membran posasindan saflagtirilmasinda
daha farkli asamalara gereksinilmistir. Bunun

membran enziminin dogal hidrofobik 6zellikleriyle
iligkili oldugu diistiniilmektedir. NAD* glikohidro-
laz eritrosit membranina bagh (CD38’e karsilik
gelen) tirii ile serumda ¢6ziinmiis tiirli arasindaki
molekiil agirlik farki, ¢éziinmiis tiirtin CD38’in yas-
lanmas: siirecinde proteolitik kirpilmasi sonucu
aciga ¢ikmis tiirevi olabilecegini diisiindiirmekte-
dir.
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