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AD+ glikohidrolaz, NAD+’nin nikotinamid ve ADP-riboza hidroli-
zini katalizleyen bir enzimdir.1 Ökaryotlarda NAD+ glikohidrolaz
enzim sınıfının çoğu temsilcisinin membrana bağlı olduğu, bazıla-

rının ise hücre membranın dış yüzeyinde yer aldığı görülür.2 Bu tür ekto-
NAD+ glikohidrolaz enzimleri arasından öne çıkan CD38 uzun yıllar insan
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lenfosit yüzey antijenlerinin bir temsilcisi olarak
tanınmıştır. Ancak, 1990’lı yıllarda Aplysia califor-
nica siklik ADP-riboz (cADP-riboz) sentetaz en-
zimi ile CD38 yüzey antijenin birincil yapıları
arasında saptanan büyük benzerlik üzerine başlatı-
lan çalışmalar CD38‘ inde cADP-riboz sentetaz, ay-
rıca cADP-riboz hidrolaz ve NAD+ glikohidrolaz
etkinliklerine sahip olduğunu ortaya koymuştur.3

CD38, bunun ötesinde, memelilerdeki başlıca
NAD+ glikohidrolaz olarak belirlenmiş ve değişik
dokulardaki NAD+ glikohidrolaz etkinliğinin baş-
lıca sorumlusu olduğu gösterilmiştir.4,5

CD38’in enzimatik etkinliklerinin ekto-ko-
numu, hücre dışında oluşan bir ürünün hücre için-
deki olası (Ca2+’un açığa çıkması) bağlamında ortaya
çıkan ikileminin açıklanmasını gerektirmektedir.6

Yürütülen yoğun çalışmalara karşın CD38’in ve ta-
şıdığı enzimatik etkinliklerin fizyolojik anlamı da
günümüze dek açıklığa kavuşmamıştır. Bununla
birlikte, CD38’in, özellikle kan hücrelerinin, kemik
iliğindeki öncüllerinden olgun biçimlerine dö-
nüşme sürecinde anlatım bulunan, hücre farklılaş-
ması ve gelişmesinde önemli rol oynayan, bu
sürecin belirli ayırımlarının belirteci niteliğinde bir
protein olduğu düşünülmektedir.7 İnsan, fare ve
sıçan CD38 proteinleri deniz kestanesi (Aplysia)
siklazı ile aynı enzimsel etkinliğe sahip olmakla
birlikte bu etkinlik bu membran proteinlerinin
hücre dışı bölümünde bulunmaktadır.8,9 CD38 pro-
teininin ekto-enzim niteliği hücre dışında oluşan
bir substratın hücre içinde hangi mekanizmayla et-
kisini gösterdiği sorusunu gündeme getirmiştir. Bu
konuya açıklık getirmek için hücre dışında açığa
çıkan cADP’nin membranda iki CD38 molekülü-
nün aralarında oluşturduğu bir kanal üzerinden
hücre içine taşınmasını; henüz tanımlanmamış bazı
ligantların bağlanmasıyla CD38’in kendisinin
hücre içine alınmasını; ya da bu ligantların CD38
bağlanmasının bir sinyal iletim yolağını aktifleştir-
mesini öngören modeller geliştirilmiştir.10,11

GEREÇ VE YÖNTEMLER
Bu çalışma; İstanbul Üniversitesi Rektörlüğü Araş-
tırma Yürütücü sekreterliği tarafından T-1157/
18062001 sayılı proje kapsamında etik kurul onayı
alınarak gerçekleştirilmiştir. 

ERİTROSİT MEMBRAN POSASI (“GHOST”) ELDESİ

Sağlıklı bireylerden alınan antikoagülanlı (heparin)
kan örnekleri Hettich 32R model santrifüj aletinde
3000 devir/dakika hızında 5 dakika süreyle santri-
füjlendikten sonra eritrosit çökeltisi %0.9’luk NaCl
içine alındı ve yeniden 3000 devir/dakika hızında 10
dakika santrifüjlendi. Santrifüj sonrası üst sıvı uzak-
laştırıldı. Eritrosit çökeltisi 5 mM Na-fosfat tamponu
pH: 7.4 ile en az 5 kez tekrarlanan santrifüjleme iş-
lemleriyle (beyaz oluncaya kadar) yıkandı.12

ERİTROSİT MEMBRAN POSASINDAKİ 
NAD+ GLİKOHİDROLAZ ETKİNLİĞİNİN SAPTANMASI

NAD + glikohidrolaz etkinliği [14C] NAD+ den [Kar-
bonil-14C] Nikotinamidin ayrılmasını sağlayan Bio-
rad AG 1X4 iyon değiştirici kromatografisi yoluyla
belirlendi. Tepkime, 12 ml örnek (serum, membran
posası ya da saflaştırılmış kesim), 7ml karışım  (10
mM NaCl, 500 mM ZnCl2, 50 mM CaCl2, 20 mM
Tris-HCl pH: 9.0), 5 mM [14C] NAD (35 mCi/mmol)
içeren toplam 20 ml hacimde 37 °C’de 30 dakika
bekletilerek gerçekleştirildi. Tepkime 1 ml %0.1’lik
SDS ile durdurulduktan sonra tepkime karışımı
Tampon A (20 mM Hepes, %0.1 Triton-X pH: 7.2)
ile dengelenmiş AG 1X4 anyon değiştirici kolonuna
(0.4 ml) uygulandı. Örneklerin kolona uygulanma-
sından sonra, kolondan 3 ml damıtık H20 geçirile-
rek [14C] nikotinamid kesimi elde edildi. Kolonda
bağlı kalan ve [14C] NAD kesimine karşılık gelen rad-
yoaktivite 0.5 M NaCl ile yıkandı.13 Cam tüplerde
ayrı ayrı toplanan kesimlerden alınan 0.5 ml örnek-
lerin radyoaktivite içeriği Bray (4 g PPO, 0.2 g
POPOP, 50 g naftalin, 100 ml metanol, etilen glikol
20 ml, 1.4 dioksan ile 1000 ml’ye tamanlanır) eriyiği
içine alınarak sıvı sintilasyon sayacında belirlendi.

Deneyde pozitif kontrol olarak saflaştırılan ke-
simler yerine ticari NADaz kullanıldı. Negatif
kontrol ise [14C] NAD’nin yalnızca tampon A içinde
AG 1X4 kolonu uygulamasıyla gerçekleştirildi.
Kolon 0.5 M NaCl ile yıkanıp tampon A ile denge-
lenerek yeniden kullanılır duruma getirildi.

ERİTROSİT MEMBRAN POSASINDAKİ 
NAD+ GLİKOHİDROLAZ ENZİMİNİN WESTERN EMDİRİM
YÖNTEMİYLE SAPTANMASI

Saflaştırma aşamalarında NAD+ glikohidrolaz et-
kinliği yüksek bulunan kesimler standart protein-
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lerle birlikte çift taraflı SDS-PAGE (Sodyum Do-
desil Sülfat Poliakrilamid Jel Eektroforezine) uy-
gulandı.14 Elektroforez işlemi sonrası bir jel örneği
boyandı. Diğer boyanmamış jel, nitroselüloz mem-
bran ve 3MM Whatman filtre kağıtları arasına yer-
leştirildi. Oluşturulan sandviç düzeneğe aktarım
tamponu (5.8 g Tris, 29 g glisin, 1 g SDS, 200 ml
metanol, damıtık su ile 1000 ml’ye tamamlanır) ile
doldurulmuş tankta (transblot) 63 volt gerilimde
16 saat süreyle aktarım işlemi gerçekleştirildi. Ak-
tarımdan sonra nitroselüloz membran, özgün ol-
mayan bağlanmaları önlemek için %0.5 BSA
içeren Tris tamponlu tuz çözeltisi (TBST) ile oda
sıcaklığında 2 saat çalkalanarak doyuruldu. Mem-
bran, TBST çözeltisi ile iki kez yıkandıktan sonra
monoklonal anti-CD38 antikoru içeren üst sıvı ile
oda sıcaklığında bir saat çalkalandı. Membran
TBST çözeltisi ile üç kez yıkandı. Alkalen fosfataza
bağlı fare Ig-karşıtı immunglobulin 500 kez sulan-
dırılarak ortama eklendikten sonra membran bir
saat oda sıcaklığında çalkalanarak bekletildi. Tek-
rar TBST çözeltisi ile üç kez yıkandı. Alkalen fos-
fataz substratı BCIP (150 mg/ml) ve NBT (300
mg/ml) substrat tamponu içinde çözüldükten
sonra membran bu ortama alınarak oda sıcaklı-
ğında, karanlıkta çalkalanarak bantların oluşması
sağlandı. Membran 20 mM EDTA içine alınarak
tepkime durduruldu.

ERİTROSİT POSASINDAN NAD+ GLİKOHİDROLAZIN
(CD38’İN) SAFLAŞTIRILMASI

OH- Apatit İyon Değiştirici Kromatografisi

Eritrosit membran posası Gereç ve Yöntemler 
bölümü’nde anlatıldığı gibi elde edildi. 180 ng
membran posası, 10 mM Tris-HCl pH: 6.5 ve %0.5
Triton X-100 ile dengelenmiş hidroksilapatit anyon
değiştirici resin ile +4 °C’de karıştırılarak çökelt-
meli yıkama (batch) yöntemiyle tabakalandırıldı.
Dengeleme tamponu ile yapılan yıkama işlemi son-
rası kesimler hidroksil apatit 3000 devir/dakika‘da
5 dakika süreyle santrifüjlendi. Bağlanan enzimin
yıkanması 50 mM KCl içeren dengeleme tamponu
ile yapıldı.15 Kesimlerin spektrofotometrede A280
değerleri ölçüldü. NAD+ glikohidrolaz etkinlikleri
AG 1X4 anyon değiştirici reçine kullanılarak belir-
lendi. NAD+ glikohidrolaz etkinliğinin büyük öl-

çüde tuz ile yıkanan kesimde olduğu görüldü. Etkin
kesimler birleştirilerek gece boyu +4 °C’de 10 mM
Tris-HCl pH: 7.4’e karşı diyalizlendi.

Cu2+-bağlı İminodiasetik Asit Kromatografisi (IDA)

NAD+ glikohidrolaz etkinliğinin yüksek bulunduğu
G-100 kesimleri birleştirilerek Gereç ve Yöntem-
ler bölümünde anlatıldığı gibi ön işlemle
Cu2+-bağlı iminodiasetik asit kromatografisine uy-
gulandı. 50 mM Na-fosfat pH: 7.4 ve 0.5 M NaCl
(IDA tamponu) içeren tampon ile dengelenmiş IDA
gereci örnekle +4 °C’de 1 saat karıştırıldı. Çökelt-
meli yıkama yöntemi kullanılarak IDA tamponu ile
yıkama işlemi yapıldı. Kolona bağlanan enzimin yı-
kanması (elüsyonu) 0.2 M imidazol içeren IDA
tamponu ile gerçekleştirildi. Her yıkama işlemin-
den sonra kesimler 3000 devir/dakika’da santrifüj-
lendi.15 Kesimlerin A280 değerleri ve NAD+

glikohidrolaz etkinliği likit sintilasyon sayacı yar-
dımıyla dakikadaki sayım (cpm) değerleri ile belir-
lendi. NAD+ glikohidrolaz etkinliğinin büyük
ölçüde yıkanan kesiminde olduğu görüldü. 

Moleküler Elek Kromatografisi (Sephadex G-100)

Diyalizlenen etkin kesimler Sephadex G-100 kolon
(2 x 90 cm) kromatografisine uygulandı. 50 mM
Tris-HCl pH: 7.4 ve 100 mM KCl içeren tampon ile
yıkama yapıldı.16 Kolondan +4 °C’de 20 dakika 1 ml
akış hızında 1 ml’lik kesimler toplandı. Kesimlerin
A280 değerleri ve NAD+  glikohidrolaz etkinlikleri
belirlendi. A280 tepesinde özgün etkinlik düşük bu-
lunurken, yüksek özgün etkinlik A280 tepesinin
inene saçağında yer aldığı görüldü.

DEAE selüloz İyon Değiştirici Kromatografisi

Oktil agaroz NAD+ glikohidrolaz etkinliği yüksek
kesimler10,11 birleştirilerek +4 °C’de 10 mM Tris-
HCl pH: 7.4’e karşı gece boyu diyalizlendi. 10 mM
Tris-HCl pH: 7.4 tamponu ile dengelenmiş DEAE
selüloz anyon değiştirici kolonuna (1 x 5 cm) uy-
gulandı. Aynı tampon ile yapılan yıkama işlemin-
den sonra kolon 50 mM KCl ve ayrıca 150 mM KCl
içeren tamponla yıkandı. 1 ml halinde toplanan ke-
simlerin A280 değerleri ve NAD+ glikohidrolaz 
etkinliği (cpm) değerleri belirlendi. NAD+ gliko-
hidrolaz etkinliği kolona bağlanmayan yıkama ke-
siminde yüksek bulundu.
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Hidrofobik Etkileşim Kromatografisi

IDA kolon kromatografisi sonrası etkin kesimler
birleştirilerek gece boyu +4 °C’ta 10 mM Tris-HCl
pH: 7.4’e karşı diyalizlendi. 50 mM Na-fosfat pH:
7.4 tamponu ile dengelenmiş oktil agaroz kolonuna
(1 x 5 cm) uygulandı. Dengeleme tamponu ile ya-
pılan yıkama işlemi sonrası kolona bağlanan enzi-
min yıkanması %1 emülfojen içeren dengeleme
tamponu ile yapıldı.17 Kesimlerin A280 değerleri ve
NAD+ glikohidrolaz etkinliği (cpm) değerleri belir-
lendi. NAD+ glikohidrolaz etkinliğinin büyük öl-
çüde yıkanan kesiminde olduğu görüldü.

BULGULAR
Eritrosit posası NAD+ glikohidrolaz enziminin saflaş-
tırma işleminin değişik aşamalarında elde edilen ke-
simlerin protein içeriklerinin SDS-PAGE analizi,
ikinci G-100 kromatografisi aşamasından sonraki ke-
simde yaklaşık 45 kDa molekül ağırlıklı bir proteinin
büyük ölçüde zenginleşmiş olduğunu ortaya koyu
(Şekil 1A). Eş zamanlı olarak CD38’e özgü monoko-
nal antikor OKT10 (anti CD38) ile yürütülen Wes-
tern emdirim işlemiyle 45 kDa’luk protein bandının
CD38’e karşılık geldiği bulundu (Şekil 1B).

TARTIŞMA
NAD+’nin ADP-riboz ve nikotin amide dönüşme-
sini katalizleyen NAD+ glikohidrolaz enzimlerinin
NAD/ADP-riboz metabolizmasındaki etkileri çok
uzun yıllardan beri bilinmektedir.18 Ancak, son yıl-

lardaki araştırmalarda, NAD+ glikohidrolazın
büyük bir bölümünün ADP-ribozil siklaz etkinliği
de taşıdığının gösterilmesiyle bu enzimin Ca2+’a ba-
ğımlı düzenleme olaylarında oynadıkları önemli
rol belirginleşmiştir.19

Ökaryotlarda NAD+ glikohidrolaz enzimi ge-
nelde membrana bağlı olarak, bazıları da hücre yü-
zeyinde “ekto” konumlu olarak bulunmaktadır.20

Bu son sınıf NAD+ glikohidrolaz enzimlerinin “kla-
sik” bir temsilcisi olan CD38, insanda önce lenfosit
yüzeyinde tanımlanmıştır. CD38’in biyolojik işlevi
yeterince açıklığa kavuşmamış olmakla beraber,
özellikle hematopoetik sistemin çeşitli temsilcile-
rinin olgunlaşma süreçlerinin belirli aşamalarında
anlatım bulması, bu proteinin hücre çoğalması,
farklılaşması ve olgunlaşması bağlamındaki olası
rollerine işaret etmektedir.21,22

Daha önce yapılan çalışmalar CD38 etkinliği-
nin kanserli hasta eritrositlerinde ve serumlarında
anlamlı olarak arttığını ortaya koymuştur.23 Se-
rumdaki etkinliğin serum enziminin membrana
bağlı CD38’in proteolitik kırımı sonucu serumda
açığa çıktığını düşündürmüştür.24,25 Bu bulgulara
yeni açılım getirmek, özellikle CD38’in organiz-
madaki dönüşümüne ışık tutmak ve patolojik ge-
lişmelerle bağlantısını açıklayabilmek için
organizmada membrana bağlı NAD glikohidrolaz
enziminin saflaştırılmasına çalışılmıştır.

NAD+ glikohidrolaz etkinliğinin eritrosit
membranlarından (posa ya da “ghost” kesiminden)
saflaştırılmasında kromatografik aşamalardan elde
edilen profiller ve SDS-PAGE analizi sonuçlarına
göre, membran enziminin (CD38) sitoplazmik ve
membran içi bölümlerinin kırpılmasından kaynak-
lanabileceği düşünülmektedir. Bu bulgulara göre
CD38’in saflaştırılmış kesimlerin yardımıyla geliş-
tirilecek test sistemlerinin, kanser gibi hücre deği-
şimiyle bağlantılı sistemik hastalıkların tanısında
ve bunlara ilişkin prognostik bilgilere ulaşılmasında
yardımcı olacağı düşünülmektedir.

SONUÇ
Sephadex G-100 aşamasından sonra NAD+  gliko-
hidrolaz etkinliğinin başlangıç membran kesimine
oranla 257 kat artmış ve saflaşmanın %1,4 verimle
gerçekleşmiş olduğu bulundu (Tablo 1).

ŞEKİL 1: A. Eritrosit membran posasından NAD+ glikohidrolazın saflaştırma
sürecinde elde edilen %12 SDS-PAGE analizi. 1. standart proteinler (45 kDa
ovalbumin, 29 kDa karbonik anhidraz,12 kDa α-laktalbumin), 2. Eritrosit 
membran posası. Yapılan kromatografi işlemleri sonrası NAD+ glikohidrolaz
enzim etkinliği yüksek saptanan kesimler: 3. OH_apatit, 4. G-100, 5. Boş, 6.
IDA, 7. Oktil agaroz, 8. DEAE selüloz, 9. G-100 (2.).
B. Eş zamanlı olarak CD38’e özgü monoklonal OKT10 ile yürütülen Western
emdirim analizi sonucu.
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Eritrosit membran posası NAD+ glikohidrola-
zın saflık analizi SDS-PAGE ile yapıldı. Yaklaşık
45.000 Da molekül ağırlığında bir protein bandı
elde edildi (Şekil 1).

Daha önce NAD+  glikohidrolaz etkinliğinin se-
rumdan saflaştırılmasına yönelik aşamalara karşın,
eritrosit membran posasından saflaştırılmasında
daha farklı aşamalara gereksinilmiştir. Bunun

membran enziminin doğal hidrofobik özellikleriyle
ilişkili olduğu düşünülmektedir. NAD+ glikohidro-
laz eritrosit membranına bağlı (CD38’e karşılık
gelen) türü ile serumda çözünmüş türü arasındaki
molekül ağırlık farkı, çözünmüş türün CD38’in yaş-
lanması sürecinde proteolitik kırpılması sonucu
açığa çıkmış türevi olabileceğini düşündürmekte-
dir.

Kesim Toplam Hacim Toplam etkinlik Özgün etkinlik Saflaştırma katı %Verim

Protein (mg) (ml) (pmol) (pmol/mg)

Membran posası 180 15 112 622.2 1 100

OH-apatit 30 15 68 2266.6 3.6 60.7

G-100 5 8 23 4600 7.4 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-selüloz 0.07 2 2.6 37143 59.7 2.32

2. G-100 0.010 2 1.6 160000 257 1.43

TABLO 1: Eritrosit membran posasından NAD+ glikohidrolaz enziminin saflaştırılması
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