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GIRIG

Tek hicrelilerden ¢ok hilcrell organizmalara gegigle bera-
ber bag dokusunun gelistigi glriilmigtiir, Bag dokusu: Hicreleri
crganizasyona zorlar, gorevierini dlzenler ve aralarindaki
1ligkiyi saglar. Gelismis ¢ok hiicrelilerde ise destek gorevinide
yapar.

Vertebralilarda en yaygin doku olan bag dokusu,hiicresel
kisim ve hiicreler arasi madde olmak lizere iki bdliimden olugur.

Bag dokusunun hicreler arasi maddesini olugturan Szel
proteinleri: Kollajen ve elastin ile 8zel karbonhidratlari olan
mukopolisaikkaritleri, bu dokunun ana hiicresi olan fibroblastlar
sentez eder (1).

Kollajen: Hlicrede bir Onclil molekil olan protokollaion
halinde sentezlendikten sonra hiicreler arasi maddeye gegerek
burada bazi defigikliklere ugradaktan sonra ¢ok sayrda prokol-
lajenin birbirleriyle caprazlagmasiyla olusur. |

Proltollajen ise iU¢ polipeptit zincirinin olugturduZu bir
heliks yapisindadir. Bu helikal yapi genellikle proteinlerde
géfdﬁgﬁmﬁz HK-heliks degildir,

Protokellajeni olugturan polipeptit zincirleri hiicrenin

difer proteinleri gibi ribozomlarda sentezlenir. Her bir poli



peptit zinciri de dzel bir‘ﬁglﬁ peptitin tekrarlanmasiyla olug-
mugbur. Bu Ugli peptit (sglisin-amino asit,-amino asit2) formiili
ile gosterilebilir, Burada aminoc asitl Ve amino asit2 yerinde en
cok pfolin-_hidroksiprolin veya lizin-hidroksilizin bulunur, Hidrok-
sillenmis amino asitler DNA tarafindan kodlanmadi#i i¢in protein
sentezi 31ra81ndé_bunlarln verinede prolil veya lizil konur.Zincir
uzadik¢a sitoplazmik birer enzim olan pfolin hidroksilaz ve lizin
hidroksilaz belli bir sifreye gdre prolin ve lizinleri hidroksil.-
ler, Bu gifre henﬁé tam aciklifa kavugmamakla beraber {(glisin-
prolin-prolin) dizisindeki prolinlerivhidroksillenmedifi buna
mukabil (prolin-~prolin-glisin) dizisindeki prolinleri hidrok-
sillendiji g@sterilmigtir (2,3). §Sekil 1. Ayrica peptit yapisinda
bir hormon clan bradikinin de ayni amino asit dizisine sahip
oldugu igin hidroksillendigi gosterilmigtir (4);

Hidroksilasyon stabilizasyonu saglar ve proteinin isiya

dayanikliliZini arttirir (5,6, 7).
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SEKIL 1: Xollajen biyosentezi esnasinda prolin ve lizinin

lidroksilasyonu.
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Prolil ve 1izil hidroksilaz yaptiklari gbrev,kuliandik-
lary stbstret ve kofaktdr bekimindan birbirlerine gok benzemekle
beraber farkli enzimlerdir, Prolil hidroksilaz'in dzellikleri
incelendiizinde enzimin kofaktdrii molekiiler oksijen,iki deferli
demir iyonu, ot-ketoglutarat ve askorbik asitdir. «<(~ketogluta~
rata kosubstrat demek nimkiindiir (8,9,10:11,12,15).

Prolil hidroksilaz enziminin muhtemel mekanizmasi Sekil
IT'de gosterilmistir ( 3,14).

Buradaki xﬁKetPglutarat'dan karbondioksit ve siksinet
olugumu,mitokondri ic¢indeki 4 -Ketoglutaratin dekarboksilas—
yonundan farkli bir olaydair,

Bu resksiyonda askorbik asitin rolii heniiz kesinlikle
bilinmemektedir. Udenfriend,S. ve arkadaslara (15),askor-
batii ortamda enzim aktivitesinin % 100 kabul ettifi zaman
izoaskorbatin % 104;tetrahidropteridinin % 56, tetrahidro-
folatinda % 43, rolatif aktivite verdigini gozlemiglerdir.,
Buna gore askorbatin yerini bagka bir rediiktdr mzdde alabil.
mektedir. Stassen,F,L.H., ve arkadaslari da (16) askorbatin
prolil hidroksilazin Onciil molekiiliiniin aktivasyonunda rol
oynadifini ileri siirdiiler. Cardinale, G.J., ve arkadaslari(17?).

18

O, ile yapbiklari deneylerde bir atom okgijenin slikeinata,bir
[l



il II: Prolil hidroksilaz enziminin mekanizmasi.
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atomunda hidroksiproline girdigin; gozlediler., Reaksiyon sira-
sinda demir iyonlari oksitlenir ve nuhtemelen /X -Keboglubarat
ile bir komplelks yapar. Bulenzimin etki mekanizmasinin anlagil-
masl igin ¢egitli inhibitdrler kullanalmigstair., Bir demir bajla-
yici ajan olan of- o{—dipiridil enzim aktivitesini inhibe etmekte
ayrica demir yerine bagka hig¢ bir metal kullanilmamaktadir (18).
Demir'in enzime baflanmasi enzimin hidrofobik kisimlarin-
dan olur, Bir mol enzim bir mol denmir baglar, Bu baglanma irre-
versible olup denatirasyonla veya gelat yapan ajanlarla bozulmasz,
Baglanan demir molekiiler oksijen araciligzr ile oksitlenir,
of ~Ketoglutaratin enzimin reaksiyon mekanizmasindaki
roli hehﬁz aydinlanmamis olup yerine hic bir madde kcnulamamak-
tadir. Her bir mol peptidil hidroksi prolil oclugmasainda 1 mol
X ~Xetoglutarat kullanilir. Siiksinat clugmasa stokiometrikitir,
1m014mri~Ketoglutarat kullanildigl zaman olugan radyo-
aktif €O, dé olugan hidroksi prolil miktariyla doZru orantilidir.
Prolil hidroksilaz ¥ -Ketoglutarat dehidrogenaz ile ayni
kofaktérleri kullanmadifa icin aktivite Olgimlerinde kontami-
nasyonu diigliniilemez. Enzimin aktivitesine etkili faktdrlerden
biri katalazdir. Reaksiyon sonucu olugan H202 vi uzaklastirdiza
ig¢in gereklidir, Sayet denatiire katalaz kullanilirsa enzim akti-

vitesinde digls gbzlenmigtir (19).



Iizil hidroksilaz, prolil hidroksilaz ile ayni siibstbrass
ve ayul koiakbtdrleri kullenir, Lizil hidroksilaé aktivitesi icin
de, sUbstrabt peptitdeki awino asit dizsinin (X-lizin-glisin)
geklinde olmasi gerektigi ve réaksiyon sonunda 5-~hidroksi’
lizinin olugtugu agiklanmigtir (20,21).

Protokollajen izerindeki hidroksi lizinler glukoz ve
galaktozlarin takildigl noktalardir.

Koilajen sentezinde hidroksillenmeden sonraki kademe
6zel trensferazlar aracilifiyla molekiile karbonhidrat iinite-
ierinin btekilmesidir.

Boylece bir glikoprotein clarak uzayan bu peptitler
dahsa sonra heliks yapisa kaganir, aralarindaki disiilfit kOprli~-
lerinin geligmesiyle tek bir fibril halini alarak hiicre digina
atalir (22).

Burada prokollajen peptidazlarin etkisiyle - ve 0w
uglaraindan ziyadé 8istin tagiyan kisimlar koparilir (23).

Helikal yapidaki prokollajenler bakir igeren bir enzim
olan 1lizil oksidaz aracilifl ile Snce bir gif basza olugumu
sonrada bir aldel kondansasyonu ile gaprazlagarak (Cross-
Linking) kollzajen liflerini olugtururlar (24), Bu gaprézlagma

olayr protein molekiiliiniin matiirasyonu olarak kabul edilir ve



bu prétein artik fizyolojik pH'da ¢oziinmez. Kollajen senteszini
dizenliyen mekanizma heniiz aydinliga kavuémamlstlr. Prélil hid-
rdksilaz altbivitesinin kollajen sentezinde hiz kasitlayici kademe
oldugu ileri siriilmektedir (25,26,27).

Bu ¢elismada kullanilan aktivite Sl¢lm metodunﬁn esasi

redyoaktif o(--Xetoglutarat (1—014

14
COE in toplanmasadir,

—~4~-KG) kullanilarak olusan

Poli akrileawid jel elektroforezinde iki bant olacak
kadar sailagtirilan (143 kez) tavsan karacigeri enziminin bazi

Ozellikleri incelenuistir,



ARAG GEREC ve YONTEMLER

Arac Ve Geregler:

Deneylerde,santrifilj (Sorval Super Speed 88-3), mekanik
karigtirici inkibatdr (Dubnoff), kollektdr (IKB 700 Ultralzag),
spektrofotometre (Zeiss PMQ 2 ), elektroforez cihagi (Buchler),
xolonlar (Pharmacia), sivi radyoaktif sayag¢ (Packard), Ozel
sayim gigeleri vewinkﬁbasyon erlenleri‘(Kontes) kullaniida,

1ect¥ o -Ketoglutarat (1-0%7

-xXKG) New England Nuclear,
vitemin C, Meitn, kKatalaz, X-Ketoglutarat ( X -KG), fenilmetil
sulfonilflorid (PMFS), ditiotreitol (DTT), bradikinin, iso -
askorbik aéit, naftalen, etilen glikol, 2,5-difeniloksazol
(PP0), (1,4-bis {2(5-—~feniloksazolil)jbenzen (POPOP), Sigma
Chemical Company'den, DEAE Sephadeks A4A-50, Sephadeks G-200

Pharmacia'dan, substrat olarak kullanilan poly {(L-proly glycyl-

L»proline)n3 Miles-Yeda (Israil), akrilamid, amonyum persulfat,

I i
N-N-Metilen bisakrilamid, N-N-N-N-Tetrametiletilendiamin (TELED),

BDH firmalarindan temin edildi, Kullanilan diger blitiin kimyasal
bilegikler analitik saflakta idi.
Tavgan karacigeri, H.U., Deney Hayvanlari ILaboratuva-

rindan saglandi.
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YONTEMTER:

Karaciger Homojenatinin Hazirlanmasa:

Robert,E. Rhoads ve arkadaslarinin ydntemine gore (28),
Taze olarak buz igine alinan tavgan karacigeri kiglik parqélara
bilinerek 10 gr tartildi. Afirliginin iki misli hacimda % 0.5
PMSF ihtive eden 0,25 M sukkogz ilavesiyle cam teflon homojeni-
zatdrinde +4°C'da on dakika homojenize edildi, Homojenata son
derigimi O.1 mM DTT ile 0,01 mM olacak gekilde EDTA ilave edi-
lerek bir dakilka daha homojenisyona tabi tutuldu. +4°C'da
5000 rpm'de 20 dakika santrifi] edilerek ¢dkelek atildi.

Avonyum Silfat Tuz (Bkbiirmesi:

Dokﬁ artrkiari atildiktan sonra supernatant hacminin
iki zati kadar satiire amonyum sulfat pH= 7.0 ile mekanik
xerigtiricida yavas yavag ilave edilerek yarim saat +4°C'da
karigtirildi, Daha sonra 26 000 x g de 20 dakika, +49 1da
santrifij edilerek liste kalan kisim atildi.(Qokelek 0,2 M NaCl
igeren 107N Tris-HCL pH= 7.2 tamponu ile minimal hacimde
¢ozilildi,

Elde edilen enzim numunesi diyaliz torbasina aktarilarak
0.2 ¥ NaCl iceren 1O“SM Tris-HCl pH= 7.2 tamponu ile +4°9'da

dért saat diyvaliz edildi. Diyaliz suyu iki kez degistirildi.
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| Prolil Hidroksilagz Aktivitesinin Tayini:

Prolil hidroksilaz aktivitesi,yapay peptid olan poli
(I-proli glisil-L-proline),, Fe+j askorbik asit, 1-014~£{—KG
'ﬂ ve'kataiaz bepkimesi sonucu agiria ¢ikan %%2 in toplanmasiyla

:Jtajin edildi.

Fe'™™, Vit C 14

Peptidil prolin o =y CO, + Peptidil hidroksiprolin
"
1ncl4~§K_KG sliksinat

Prolil hidroksilaz akbtivitesinin tayini, 1 ml icinde son deri-
_ -5 . -5 . . -0,
gimi, 5x10 - Tris-HCl pH= 7.2, 107°M I-askorbik agit, 10 "I
X -KG, 30 ug katalaz, 1 mg denatiire BSA, lO_éﬂdemir =hieralyablil
stilfat, 250 pg yapay substrat, 100,000 cpm veren l~014—EK¢KG
olacak gelzilde hazirlanmig inkibasyon ortamlari kxullanildi.

14
Tepkime sonucu olusan 002 g peptvidil hidroksi prolin'in

: 14
hidroksilasyonuyla dogru orantilidir, 602 in toplanmasi dzel
inkiibasyon erlenlerinde yapilmig olup bu erlenler sayim gige-
lerine baFli olarsk bulummaktadair,
) 14
Inkibasyonu sonucu olugan 002 di tutmak i¢in sayim gise-

lerinin ig¢ine yerlegtiriimig olan filtre kagitlari % 10'luk

KOH ile emdirilmigtir.
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Inkiibasyon karigimi kapali sistemde ve mekanik karigti-
ricili inkibatorde yavag hazla 30°C da 1 saat siireyle inkiibe
edildi (29). Daha sonra sayim sigeleri dzel erlenlerden ayri-
larak hemer 10 ml sayim sollisyonu ilave edilerek karanlikta
1 saat bekletildikten sonra sayim yapildi. Sayimlar 10 dakika

streyle yapilmig olup cmp cinsinden deferlendirildi.

Sayim Solisyonunun Hazirlanigsi::

Bray George yontemine gore (30),hazirlanmig olan sayim
sollsyonu agafidaki maddeleri igermektedir; 4 gr PPO, 0.2 gr
POPOP, 60 gr naftalen, 20 ml etilen glikol, 100 ml absolut®
metanol ile karigtirilarak 1-4 Dioksan ile bir litreye tamam~

lanir,

Kolon Kromatografileri:

DEAE-Sephadeks A~-50 ve Sephadeks G-200 regineleri
Paterson ve Sober (31) yodntemine gdre eliisyonlari yapilmigtir.
Regineler 2.5x60 cm'lik kolonda 0.2 M NaCl igeren 10"5M Tris—
HCL pH= 7.2 tamponu ile dengelendikten sonra enzim tatbik
edildi. Elusyon, 0.2-0.8 M NaCl gradienti ile yapilmigtir.

IKB kollektord ile 10 ml numuneler toplandi.
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Protein Tayinleri:

Protein miktarlari Folin Lowry ve 260-280 nm deki absorp~-
siyon yontemleriyle tayin edildi (32-33).

Jel Elektroforezi:

Poli akrilamid jel elektroforezi B.J.Davis'in metoduﬁa
gére (34), % 7 akrilamid, 1:38 bisakrilamid/akfilamid igereni_
jeller'de ve pi= 8.5.olan Tris-Glisin tamponupdauyaplldlaJel
bagina 5 miliamper akim, 70-75 Fgf pfotein olaéék sekilde
gliserol ig¢inde ve 5 pl % 1 1lik bromfenol mavisi uygulandi.
Elektroforez 1,5-2 saat slire ile devam etti.

Protein Boyamasi:

Paralel galigilan Jjel ornekleri bir’enjektérie elektro-
forez tiplerine su sikilarak g¢ikartildi. Bu jeller,hem % 50
netanol + % 12,5 asetik asit karigimi i¢inde hazirlanmig
% 25 lik Komeoi mavisi,hem de % 10 asetik asit iginde hazir-
lanmag % 0,01 1lik amido siyahi boyasiyla bir géce sliresince
boyandi. % 7 lik asetik asit czeltisi i¢inde bantlar iyice

gozlenene ve jel renksizleginceye kadar yikama yapilda (34435).



BULGULAR

Enzim aktivitesi Olclimlerinde kor deZerinin yliksek olmasa
nedeniyle konbtrol deneyine enzim ﬁarig konulacak maddeler tek
tek denendi. En uygun kontrol deneyi olarak radyoaktif kofaktori
ve yapay substrati igeren sistem kabul edildi. Diger kofaktdr-
lerin herhangi bir etkisi gozlenmedi.

Xaba ekstrcelerde nonspesifik dekarboksilasyonun katk:si
yuksek oldufundan bu deneylerde kontroldan gayri dokunun bulun-
dugu faket yapay substrat'in bulunmadigir ikinci bir kontrol
sistemi konmu@tur (Tablo I). Verilen degferler her iki kontrol
degerinden ¢ikarilmis net neticelerdir (cpm)., Bitin sayimlar
on dakikalik olup bir dakika lizerinden cpm c¢larsk verilmigtir.

Deneylerde kullanilacak en uygun enzim konsantrasyonunu
bulmak i¢in kaba ekstreden degisik konsantrasyonlarda, 204 ,

504 1004 ve 1254 , enzim aktivitesine bakildi.
Sekil 3'de gdrildiigl gibi en yiiksek aktivite 100 A 'da
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Ornek 1—014—04-KG Yapay Enzim| cpm
substrat _

Kontrol + + - 409

Numune. N _ N 6701

Kontrol |

Numune + + o+ 13930

Tablo I+ Tavsan karacigerindeki prolil hidroksilaz

Enziminin kaba ekstresindeki non~spesifik

dekarboksilasyon inkilibasyon ortami: 1 ml

iginde son derigimi 5x107°M Tris-HCl pH=7.2,

6 -6

107 "M askorbik asit, 107"M 4-KG, 30 pe katalaz,

1 mg denatiire BSA, 10'6M demir amonyu slilfat,

250 ug yepay substrat, 100.000 cpm veren

14
1-C =o({-KG olacak gekilde hazirlanmigtir.

4
Aktivite: %02 in dakikadaki sayimi,
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14
Aktivite: 002 in dakikadaki savimi.
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Amonyunsliilfat tuz ¢dktlrmesinden elde edilen enzim numi-

nesi DEAE Bephadeks A-50 kolonuna tatbik edildikten sonra,enzim

0.2 -~ 0.8 M NaCl ile elile edilmigtir. Sekil &.

go

COMx102 | . S o

§7:3

50

tvite, .

‘39AQ&

02
20

o °"--;,,‘.at-\‘t{iv1'{c
. : N .
TR I8 % a0 TEb o 10 8o 80 o ...
L ce ‘ : FE ‘Frq{:s‘igon . Saust SRR ‘

b T E T T
Jekil 4: Tavgan karaciferi prolil hidroksilazin DEAT
Sephadeks A~50 kolonundan eliisyonu. Kolon 0.2 i

NaCl igeren 50 mlf Tris-HCl pH=7.2 tamponuyla

dengelendi. FEnzim 0,2-0.8 M NaCL gradienti dile
elie edildi.Freksiyon hacmi 7,5 mi,
Protein: 260-280 nm absorpsiyonu.

14
Aktivite; 002 in dakikadaki sayimi,
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Sekil 4'de gOruldugi gibi en viksek aktivite 9,10 ve 11.
tiiplerde gozlendiginden bu tuplerdeki numune hacimleri birleg-
tirildi. Total hacimdeki aktivite ve protein tayininden sonra,
numune sephadeks G-200 kolonuna tatbik edildi, 0.2-C.8 M NaCl
gradientiyle enzim ellie edildi (Sekil 5).

Yolondan eliie edilen enzimin aktivite ve proteine bakil-
diktan sonra ileri caligmalarda kulianllmak'ﬁzere fraksiyonlar

toplanarak -20%:de sakxlanmistir.
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Selkil S: Tavgan karaciferi prolil hidroksilaz enziminin
sephadeks G200 kolonundan eliisyoni.
Kolon G,z M NaCl igeren 50 m¥ Tris-HC1 pH=".2
Gamponu ile dengelendi, Enzime 0,2-0.8 M Nall
gradieﬁﬁi ile elue edildi. Fraksiyon hacmi
7.5 ml,
Protein: 260-280 nm absorpsiyonu.

14
Aktivite: 002 inh dakikadaki sayimi.
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Enzim saflasme bablosunda gorildigi gibi saflagma 142

kezdir (Tabhlem II).

Total |[Total Onglil kac kez
Iglem Hacim | protein {aktivite | aktivite sallagtiZa
mg,/ml cmp '

' Homo jenat 35 262.5 6320 26 : -
(NH, ) 50, 20 | 174.3 | 6770 589 14.9
GokeleZl
DEAE-Sephadeks | g 12,02 | 9900 825 1.9
A-50 kolonu
Sephadeks 3% 0.743 | 2750 3700 142,3
G-200 kolonu

Tablo IT:

Tavgan lkaracigeri prolil hidroksilazinin

saflagtirilmasi.

Protein: 260-280 nm absorpsiyonu.

Hzgil aktivite: cpm/mg protein.

14

Aktivite: 002

in dakikadaki sayzmi.
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faglasma akrilamid jel elektroforeziyle kontrol edilerek

gefadeks G-200 eluatinda iki bant gdzlendi (Sekil 6).

a ) c.)' bY )

Sekll 6: Tavgan karaciferinden 142 kez saflastirilan
prolil hidroksilaz enziminin ¢egitli kademe-
lerinde yapilan poli akrilamid jel elektrofo-

rezi.

a) Homojenakb

b) DEAE-Sephadeks A-50 kolonu
c) (NH#) S0, sonrasi

d) Sephadeks G~200
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Selkil 6'da gorulduglu gibi saflasgma kademelerinin poli
akrilanid Jjel elektroforezi ile kontrolinde kaba homojenatfa
9 bant varken 142 kez saflagmig enzim preparati iki bant
vermektedir,

Bu kademeye kadar saflagmig tavsan karacigeri prolil
hidroksilazin bazi Ozellikleri incelendi,

Enzimin defisik konsantrasyonlardaki aktivite efirisi
sekil V'de gorilmekte olup en uysun konsantrasyon 0.3 wl dix,

Degigen substrat konsantrasyonlari ig¢in enzim akbivite-
sindeki degisim,sekil 8'de goriulmektedir. Burada 50 ug, 75 ug,
125'Pg ve 500 vg olacak gekilde inkibasyon karigimlari hazir-
lanmigtizr, En yliksek aktivite 250 Pg konsantrasyonda gdzlen-
migtir,

Fnzim aktivitesinin zaman ile ilgisi incelendiginde
bir saatin en uygun zaman oldugu saptanmigtir (Zekil 9),

Pl degigimi ile enzim aktivitesine bakildigl zaman
pH=7.2 de aktivite meksimuma erismekte, pH=8.5'da ise hazla
digmektedir (gekil 10),Burada.pH=4 asetat tamponu, pH=5
fosfat tamponu, pH=6.2'da ise yine fosfat tamponu, pH=7.2'de
de Tris-HCl tamponu ve en son olarak pH=8,5'da Tris-glisin

tamponu kullanilmigtir,
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Sekil 7: Gaf enzimin degigik konsantrasyonlarindaki
aktivite degerleri effrisi. _

Ortamda: 50 =M Tris-HCl pH=7.2, 10;6M askortik
asit, 10"61\&)4-1{@, 30 pe katalaz, 1 mg denatire
BSA, 10"6M demir amonyum sulfat, 250 ng yapay
subsbrat, 100 000 cpm veren 1-c P o -ra, ve
0.% ml enzim bulunur, Total hacaim 1 ml,inkl-

basyon siirasi 1 saat ve 181 BOOC dir.

14 :
Aktivite: 002 in dakikadaki sayimi,
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Isinin etkisi incelendiginde 30°C ye kadar aktivitenin
lineer olarak arttifir,bundan sonrakl isi artiglarinda aktivi-
tenin yavag yavag azaldifi gekil 1ll'de gorilmekteri,

Enzimin substratina g¢ok bénziyen ve biyolojik bir madde
clan bradikinini de substrat gibi kullandagi bilindigi jgin
bradakininin degigik konsantrasyonlarinda enzimin aktivitesine
baki1ldi (gekil 12).

Prolil hidroksilaz enziminin rediiktor bir ajan olarak
askorbik asitten bagka maddeside kofaktor olarak kuliandlgl
bilindifinden bu.enzimin akivivitesi isc~askorbik agit ile de

§1l¢lildii (Teblo III).
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Kullanilan
Askorbik asit | Iso-askorbik asit| cmp

subatral
Yapay ; - 3720
substrat ‘
Bradikinin N _ 2050
Yapa

P - : + - 3060
substrat
Bradikinin - ‘ 4 1620

—_—— e, —

Tabio III: Saf enzimin, askorbik asit ve iso-askorbik
asitle aktivite degisimi.

14
Aktivite; 002’1n dekikadaki sayama,



TARTISMA

Prolil hidroksilaz aktivitesinin dl¢lilmesi igin gegitli
metodlar Tarif edilmigtir.

Bunlardan Peterofsky ve arkadagi (36) tarafindan modi-
fiye edilen 014—prolinin9 prolin hidroksilaz inhibitdrl bulunan
ortamda hidroksillenmemig peptide girmesi ve bu igaretli peptidin
substrat olarak kullanilmasi esasina dayanmaktadir, Izoclec Cl%
prolin tagiyan substrat daha sonra aktivitesi 6lgﬁle§ek enzim
ile inkibe edildiginde igaretli prolinlerin bir kismi hidroksi
proline ¢evrilmektedir, Bunlarin sayilmasi ve hidroksi prolin
tayin edilmesiyle enzim aktivitesi hakkinda bir fikir sahibi
clunabilmektedir,

Ayni yontemle Ha—prolin kullanilarak substrat hazirla-
nirsa (37,38) ve HB-prolin tagiyan prokollajen peptidi ile
enzim aktivitesgine bakilirsa olusacak irin HBOH dir. Bu olusan
lgaretli su inkibasyon ortamindan buharlagtirilip sonra yofun-
lagtirilarak sayilabilir veya Dovex-X 50 kolonundan su ile
isaretli su cliie edilebilir (39).

Bu metedlarda suyun izolasyonu sirasinda kayip gézlen-

mextedir., Ayrica hepsi uzun ydntemler olup,dnceden igaretli
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substrat hazirlanmasina ihtiya¢ gosterecefi i¢in ¢ok sagiikla
degillerdir,

Tapoagamiz galigmada kullanilan metod ise yapay olarak
hazirlanmig poli(L-proli-glisil-L-prolin )n peptidinin substrat
olarak kullanilmasi esasina dayanmaktadir. Gerekli kofaktorlerm
den olan o{~-XG'in birinci karbonundan igaretli (l—Cl&—cﬂwKG)
olan geklinin kullanilmasiyla, birinci karbonun dekarboksilas-

14 ‘
yonu sonucu olusan CO2 hi¢ kayba ugramadan hemen sayim gigesi
i¢inde tutulmaktadir (15,28).

Bu yontem bilhassa saf enzim numuneleri igin ¢ok uygundur.
Yaligmada kaba ektrelerdeki enzim akbivitesi algﬁmleripde kor
degerlerinin yiksek olugu, bagkag(-KG kullanan tepkimelerin
katkisindan ileri gelmektedir. 142 kez saflagmig enzimle vanila
deneylerde kontrol degerlerinde dﬁsﬁg gostermigtir,.

Prolil hidroksilaz enzimin aktivitesi cegitli tiirlerin
¢esitli dokularinda bakilmig ve en yiksek aktiviteye sirayla
deri, akciger,bobrek, kalp ve karaciferde rastlanmigtir ve

tablo IV'de deferler gisterilmigtir (40,41,42,43),
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Unite/gr doku bagina
Deri 1.8
Akciger 1.6
Bobrek 1.4
Fare
Kalp l.4
Laracifer 0.5
Deri ' k.6
Sican | Akciger | 0.8
fiaraciger | 0.3

Tablo IV: De¥igik dokulardaki prolil hidroksihaz

aktivitelerinin gram doku bagina deferleri,

.Karacizerde dliglik aktivite bulunmasi,karacigerin kollajen

dokusu bakimindan diger dokulara nazaran fakir olugudur,

Buna ragmen prolil hidroksilaz aktivitesinin mevcudiyeti
bu dokuda kolaylikla fibrozis geligmesinin.potansiyel glicinii
té@lr.

Serum prolil hidroksilaz aktivitesinden sorumlu olan da
karaciger enzimidir (44),

Bu c¢aligmada tavgan karacigerinden prolil hidroksilaz

142 kez gaflagtirilmig ve saflaipgy skrilamid jel elektroforszinde



iki bant olugu ile kontrol edilmistir. Kismen saf enzim
ile bazi Szellikleri incelenmigtir.

Deneylerde denatiire siffar serum albumini (BSA) kullanil-
migtir, Denatiire olmayan BSA'anicok az da olsa substrat gibi
Gavrandiii sosterilmigtir (45).

Kremen saf enzimle defigik konsantrasyonlarda yaptlfimlz
deneylerde Sekil 7'de gorildifl gibi en yiiksek aktivite 0.3 ml
1ik konsantrasyonundadir.

Bundan sonra yaptigimiz bitun caligmalarda enzim miktarini
0.% ml olarak kullandik.

De#igik zaman araliklarl kullanildigl zaman en uygun
inkiibagyon éﬁresini 1 saat olarak saptadik. Sekil 9, Bazi arog-
tirmacilar bu middeti 30 dakika olarak gdstermiglerdir (15,42,
47y, Sekil 9'da goriildiigi givi birined gaatten sonra tepkime
hazinda bir digme olmaktadair., éu zamanla enzimin denatiire
olmasindan ileri gelmektedir (50).

Tsinin etkisi incelendifi: zaman, oda 1sisinda akbivi-
tenin dliigik oldufu buna karglnlBOOO'da en yiksek aktivitenin
elde edildigi, 459t da aktivitenin dligtiigl gdzlendi (Sekil 11).
Bazi aragtirmacilar 30°C'in uygun oldugunu (15,43),bazilarida

39901 in uyzun oldugunu ileri siirmiglerdir (48).
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‘Qallamamlzda butin deneylerde inkiibasyon BOOG;de yapzlda,
PH'in etkisi incelendiii zaman en uygun pH=7/.2 oldufunu gdzledik.
(Sekil 10). Hemen hemen bu konuda yapilan tiim galigmalarda ayni
pH kullanildz (15,28,40,41,42,4%,49),

Uygun yépay substrat konsantrasyonunun.tayini once homo-
Jenet sonra saf enzim kullanilarak uygun substrat konsantrasyvornu
saglandi, Sekil 8'de gdrildigi gibi en uygun konsantrasyon
250 ug/ml olarak bulundu.

Substrat analogu olarak bradikinin kullanilmig ve enzim
aktivitesi incelenmistir (4€), Bradakininin uygun konsantras-w.
yonunu bulnak igin ,substratta‘kullandlglmlz ayni konsartrag-
yonlar denendi, fHekil 12'de gorildigl gibi enzim aktivite
degerlerinde bir dligsme gdzlendi. Fakat konsantrasyon egrile=

Kofaktdr olarak askorbik asidin yerine iso-askorbik
asitin kullanildigi deneylerde Tablo TIT enzim aktivitesinde
biylk bir deiisiklik gozlenmemigtir. Ayni deney bradikinin
ile de yapllﬁlg olup fark gozlenmedi, Bu tiir deneyler Uden-
friend ve arkadaglari (15) btarafindan yapilmig olup,askorbik
asitin % 104 rélatif aktivite oldufunu géstermisler. Bizim

yaptigimiz deneylerde askorbik asit % 100 iken iso-askorbil
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asidinki % 84 gazlenmi§tir; Bu deneylerde kullanilan sicak K~EG
konsantrasyonu ¢ok diiglik olduZu igin tepkimesinin kofaktor ihti-
vaci soffuk «~XG konarak saglanmigtir,

Saf enzimle yaptigamiz poli askrilamid Jel eliektroforezinde
gekil 6'da gorildugi gibi iki bant gbzledik. Halbuki Richard ve
arkadaglarinin (51) tavuk embriyosundan affinite kromatografi--
giyle elde.ettikleri ve poll akrilamit jel elektroforezine tathik
ettikleri enzimde tek bant gbzlemigler.

Bu ¢aligmada tavgan karaciferi prolil hidroksilaz enzimi
142 kez saflagmig olup bazi Ozellikleri incelenmigtir, Tavgan
karacigeri ils gimdiye kadar yapilmig deneyler aktivite olclimiin-

den ileri gitmemigtir,
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OzZET

Tavsan karaciferi prolil hidroksilaz enzimi DEAF Sefadeks
A-50 ve Befadeks G-200 kolon kromatografileri ile 142 kez saflag~
tiralip poli akrilamid jel elektroforezinde iki band halinde
gozlenmigtir.,

Kiswmen saflagmig enzim aktivitesinin, substrat, pH, 1sa
Ve zaman ile defigimleri incelendi.

Ayrica bir substrat analogu olan bradikinin ile bir
kofaktor anolofu olan isouaskorﬁik asitle aktivite deffigimleri

incelendi.
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KISALTMATAR

BSA Sigir serum albumini

PMSF: Fenil metil sulfonil florir
DTT : Ditiotreitol

DEAE: Dictil aminoetil

Tris: 2-Amino 2(hidroksimetil) propan 1,3 diol

1

cpm : Dakikadaki sayim
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