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GtRIg

Sempatomimetik aminler ve glukagonun etki mekanizma-
lar: hayvan dokularinda arastirilirken bir siklik adenin ribo-
niikleotidin varligy anlasildi (1-4). Derinlegtirilen c¢alisma-
lar bu riboniikleotidin, adenozin 3',5' - siklik monofosfat
oldugunu gosterdi (5). Bazi arastiricilar bu bilesigin kimyasal
Szellikleri {izerine e§ilirken (6), Sutherland ve arkadasglari
da galigmalaraini bilegidi olusturan enzime ydnelttiler. Arag-
tirmalarinin sonuglarini bir dizi makale ile agikladilar (7-10)
ve bu enzim ig¢in ilk defa adenil siklaz adlni kullandliar. Enzi-
minsiibtrat olarak ATP'yi kullandidini, siibstratin yaninda Mg++
iyonﬁna gerek duydugunu ve (1l,) gekilde g¥sterilen tepkimeyi
katalizledigini de bu. makalelerinde belirttiler, Adenilet sik-
lazin zarsal bir enzim oldudunu, en az dort hayvan tiiriiniin do-
kularinda bulundugunu, aktivitesinin NaF 'le artt1§1nl ve de-
Jigik hormonlardan dokuya-8zgi bir sékilde etkilendic}ini“ de gbz-
1emislerdi@,Birgok hormonun adenilat siklazla olan iligkisini
gézlemélerinden sonra, Sutherland ve arkadaglari, hormonlaran,
hiicredeki etkilerini, bu enzimin #iriinl olan CAMP araciligi ile
gery-klegtirebilecekleri gériiginli ortaya attilar (11,12). Daha
sonraki birgok ¢aligma da bu gbriigi destekledi (13-15). B8y lece,
hormon-hedef hiicre iligkisinde, ©AMP'yi ara molekiil kabui eden
goriislin giderek Qﬁglenmesi ile, adenilat siklaz {izerindeki

galigmalar yogdunlasti,
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2. $ekil : Adenilat siklaz sistemi igin Rodbell ve

‘arkadaglarinin getirdidi ¢ pargali model (33).



Bu arada , adenilat siklazin tiirlere da§ilimi da -arag-
tirilda ve bazi durumlarda adenilat siklazin aktivitesi dogrudan
gbzlenerek, bazi durumlarda ise énzimin irlini olan &AMP'nin var-.
liJinin gSsterilmesi ile, bu enzimin biitiin hayvan tilirlerinde ve
en az on bakteri tiirtinde bulundu§u anlagildz (16). Memeli ve bak=-
teri adenilat siklazlar: incelenerek kiyaslandi ve &ellikle-
rinde belirgin farkliliklar g&zlendi. S6yle ki, memeli adenilat
siklazz hormona'duyarll olarak aktiviteéini diizenlerken, bakteri
adenilat siklazi bakterinin beélendidi ortama gSre EAMP: japlml-

ni azaltmakta veya arttirmaktadir (17).

Memelilerde enzimin g¢egitli dokularé dagirlimi da incelen—
‘mis ve kopek eritrositleri (7) ve sigan hepatoma hﬁcreleri (18)
digainda incelenen her dokuda, ya cAMP'nin varli§r veya doqrudan_
adenilat siklaz aktivitesi gbsterilmigtir. Yzerinde durulan
bir diger nokta da enzimin hilcre igindeki konumudur. Bu konudaki
bir¢ok aragtirmanin (7, 19 - 25) getirdi§i bulgularin deder- |
lendirilmesi ile ulagilan yaygln'gérﬁs,-adenilat siklazin me-
melilerde esas 6larak plazma zarinda yerlegtidi, fakat, hiicre

ig¢indeki diJer zarsal yapilarda da bulunabilecedi seklindedir.

Geligen arastirmalar; adenilat siklazin bazal aktivitesi=-
nin hemen her dokuda benzer olmasina karsin,farkl: dokularda hbr—
mona duyarilllgln farkli olduunu (6, 25); ve ayrica, enzimin
horuona duyarliliginin kayboldudu durumlarda katalitik aktivi-
tenin ¢ok az de§igti§ini gbsterdi (26~32). Bu bulgulara daya-
narak, enzimin, diizenleme ve kataliz islemlerinden sorumlu iki

ayri parcgadan oclugabilecedi gﬁrﬁéﬁ ortaya ¢ikti. Aragtiraicilar,



bu temel gdriigiin ayrintilarini iceren gesitli  modeller &ne
slrdliler. Ornekse®; , Sutherland ve arkadaglari, diizenleyici -
altbirimin zarin dig ytiziinde, katalizden sorumlu altbirimin ise
zarin i¢ yliziinde yerlegtidini ileri silrdiler (33). Bu modele
gbre; diizenleyici birimin hormonla etkilegmesi gonucunda bu
birimde meydana gelen degisim katalitik birimi etkileyerek iiriin
miktarini belirlemektedir. Daha sonra, bazi farkliliklar ge-
tiren daha ayrintili modeller One stitiilifigtlir. Bunlar arasinda Rod-
bell ve arkadaglarinin getirdigi ayrintili bir model (2,) sge-
kilde gS6ridldiigi gibi, diizenleyici ve katalitik birimlerin yanin-
da, bir de ara-birim kapsamaktadir (33). Ancak, adenilat siklaéln
simdiye kadar belirlenen 6zeilik1eri kesin bir model getirilebil-
mesini sa§liyacak nitelikte de@ildir. Su andaki bulgularla, en-
zim; dinamik bir lipit matriksi iginde yerlestigi igin birbiriy-
le kolayca etkilegebilen iki veya daha fazla parcadan olugabi~
lece§i gibi, allosterik b&lgesi ile hormonla etkilegebilen

‘reglilatdr bir enzim olarak da diiglintilebilir.

Adenilat siklazin kolayca aktivite yitirmesi nedeniyie,
birgok aragtirici,bu enzimin Szelliklerini belirlemek igiﬁ homo-
jenatlarda ve jlkanmls zar pargaciklarinda caligmayi yeqiemis#
lerdir (7,34-42). Deterjanlarla ¢dzdilmis enzim Brnekleriyle
yapilan ¢aligmalar ise daha kisitlidir ve ayni deterjanla caligan

acagtiricilar bile geligkili sonuglar belirtmektedirler (43-47).

L S L



Adenilat siklaz enziminin iki degerlikli katyonlara
duydudu gereksinme, bu ¢alismada da gbz lenen vé bircok arag-
tiricinin dzerinde durdu@u bir noktadir. Bu &zellik, sigan
beyninde (35), yay hiicrelerinde (48 ) ve s1§ir beyninde (34)
¢bzlilmemis enzimle yapilan galismalarda gdzlenmigstir. Herbir
aragtiricinin kullandigr ATP ve M<_:fH derisimleri farklilik gbgs
termektedir, ancak bu konuda biitiin arést1r1c1laqprﬁzerhﬁb bir-
legtidi sonug gudur: Enzimin etkinlikle ¢alisabilmesinde or-
tamdaki slibstrat ve Mg++ iyonlarinin birbirine oraninin Snemi
vardir. Maksimum etkinlik » “ancak. ~Ng'fﬁ%?*i“ﬁw?w derigimininhf
stibstrat derigiminden yiksek oldudu durumlarda gz lenebi lmekte=
dir. Ancak aragtiricilarin hig¢biri Mg++ / ATP oraninin beg«-
ten ylksek oldugu bir durumu denememiglerdir, Deterjanla ¢Oziilmiig
enzimde ise MQFP ‘un  etkisi sigan beyninde ¢aligilmis ve ben-
zer sonuc¢lar alinmigtrr (45), Mg+% yerine MJ*. konarak bu iyow
nun da enzim aktivitesine etkisi aragtirilmis ve Mg+ 'in varli-
ginda enzimin daha etkin oldugu gSrilmiigtiir (45). Bu caligmada,
Mg++ ve Mot 'in etkileri si§ir beyni korteksinden ¢bzlilmiis en-
zimde genig bir derigim arali§inda c¢alisildr © ve benzer sonug

elde edildl. -

EGTA'nin adenilat siklaz #zerindeki etkisi geliskili_&
bulgularin elde edildiﬁi bir konudur. Birgok aragtirici EGTA'nan
oldukga digik bir derigimde bile (0.1 mM) enzimi Snemli Bl¢ii-
de (~ %60) inhibe ettifini belirtirken (34,48,49) bazilarzi da’
EGTA'nin, sadece enzimin.hgrmona duyarlilidin: kaldlrdlqi ve
katalitik aktivitesini etkilemedi$i sonucuna ulasmiglardzr

(50 ~"52 )¢ Si§ir beyninde EGTA'nin etkisi, 8zellikle zara bayla



enzimde incelenmis ve dtigiik derigimlerde’ bile EGTA'nin enzimi =
% 50-80 oraninda inhibe ettigi gbzlenmigtir (34,48,49). Deterjan-
la ¢dzlilmiis enzime EGTA'nin etkisi ise Lubrol PX'le ¢oziilmlig |
sigan beyni enziminde de§igik EGTA derisimlerinde denenmis ve
enzimin, 0.1 mM EGTA derigiminde %90 oraninda dnhibe oldugu
gbriilmistiir (45,57). EGTA'nin adenilat siklazi inhibe ettidi~-
nin belirlenmesinden sonra, EGTA'nan Cé%+ iyonu ile gelat yaplc1
6zelliginden yola ¢rkarak ; Cé++ ‘un , ¢ok dﬁgﬁk‘derisimlerde
de olsa, adenilat siklaz igin gerekli oldugu gorist ortaya gak—
ti. Gergekten de, zara ba¥li s1§1r beyni enziminde EGTA'ya
egit derisimde Ca-k+ortama~f eklendiqinde, inhibisyonun ortadan
kalktigr gbzlendi (54). Lubrol PX'le ¢Szlilmiis sidair beyni en-
ziminin de Cé++ 'a gereksinimi gbsterildi. Baza aragtiricilar,
Ca4ﬁ~gereksinmesinin; beyin adenilat siklazini aktive eden bir
aktivatdr proteinin, Cékf bagllyarak etkin hale ge¢mesinden do@—
dugu gdrislinii ortaya .attilar (57). Cé%+ ‘un yliksek derigimle-
rinin ise sigir beyni enziminin gﬁzﬁlmemis preparatlarlnda ve
sican beyni ¢zl lmiig enziﬁinde inhibisyona yol actidi géz-
lenmigtir (45,53). Bu gallsmada,BriJ—SB 1le ¢ozlilmlis sigar beyni
adenllat siklazinin 0.1 mM EGTA 1le 2 55, l mM EDTA ile ise
% 35 oraninda 1nh1be oldugu ve bu inhdibisyonlarin tersinir. olub,.
inhibitﬁréﬁégzdérisﬂmdéwcé+bfﬁe:ng?tlé$kalkt$§1m§6rﬁldﬁ; |
NaF'lin adenilat siklazi aktive e€ttiJinin anlagilmasa
gagirtici bir bulgu olmugtur (3,7). Ancak, hormonlardan farkli .-
olarak, NaF'fin etkisi secici degildir ve farkll deokularin
enzimlerinde bu etki gbzlenebilmigtir (35). NaF, hiicre igine

kolayca girmesine raﬁmén, dokunulmamig-hiicre adenilat siklazini



etkileyememektedir (65). NaF'iin etki mekanizmasi heniiz aydinlatail-
mis deyildir, ancak bu etkinin kaynadinin F-.iyonu oldugunu dati-
stindtiren bulgular elde edilmigtir (58). Farkli dokulardan elde
edilen enzimler igin NaF' {in etkin derigimleri gok farklidix

ve bu konudaki bulgular kaiyaslama yapllma51ha olanak vermiyecek
kadar farkli kosullar altinda yapilmistir (66). Bu galigmada,
NaF'iin etkisi genig bir derigim arali§ainda denenmigtir. Ayraica,
gsimdiye kadar yapilan ¢aligmalardan farkli olarak, cesitli onin-
kiibasyon siirelerinin de etkisi incelenmig ve bu ¢aligmanin konu-
su olan enzim ig¢in optimum derigim ve Oninkiibasyon sliresi be-

lirlenmigtir.

Literatlirde adenilat siklazin 6zellikléri konusunda pek-
gok celigkili sonug¢ vardir, Bu geligkiler, bﬁyﬁk 8lgiide, adeni-
lat siklazin aktivitesini kolayca yitiren bir enzim olmasi ne-
deniyle saflagtirilamayip, ¢aligmalarin kaba homojenat veya
bu homojenatlardan hazirlanan ¢8zilmisg enzim &rnekleriyle ya-
pilmasindan kaynaklanmaktadir. Bdylece, en;im trnekleri ig¢in-
de ATP' az ve ¢AMP-PDE'az enzimlerinin de bulunmasi ; adenilat
siklaz enzimiyle yapilan caligmalarda, enzim aktivitesinin korun-
masi yaninda, bir de siibstratin ve iriinlin korunmasi gibi sorun-
lars. da getirmektedir, Bu nedenle, tayin metodunun bagarisi, bu

ic olumsuz etkenin kontrol altina alinmasina baglidir.

Bu g¢aligmada, adenilat siklazin cézlilmesi ig¢in daha dnce
denenmemis bir deterjan olan Brij - 58 kullanilda’ ve Brij-58
ile ekstre edilen. siyir beyni korteksi adenilat siklazinin

bazl Szellikleri belirlendi. Bu amagla; adenilat siklaz tayinini



olumsuz yénde etkileyen ve yukarda belirtilmig olan her ig etken
ayni dikkatle ele alinarak bir metod geligtirildi ve bu enzimin

tzelliklerinin belirlenmesinde kullanildi.



ARAGC,GEREGC VE YSNTEMLER

1- Araglar

Deneylerde teflon-cam homojenizatdr, santrifiij (Sorval‘
Super Speed 85-3), spektfofotametré (Zeiss PMQZ), inkiibatdr
({Dubnoff metabolik g¢alkalayici), sivi éintilasyon éayacx
(Mark II liquid scintillation system) ve kromatogfafi tank1 -

(Camag) kullanilmistir.
2~ Gerecler ve Kaynaklari :.

Deneylerde kullanilan maddeier ve kaynaklari gdyle~
dir: |

Adenozin 5'— trifosfat (ATP) , adenozin, folin reaktifi,
etilendiamintetré asetikaéit ve tolten BDH firmasindan (Q§H¢@);
adenozin 5'- monofosfat (AMP), adenozin 3', 5'— siklik moncfos-
fat (cAMP), ditiyotreitol, polietilen 20- setil eter (Brij 58),
2,5 Wﬁfenilokzazo]iPPO),'l.4-di52— (5- fenilokzazozil)- benzen
(POPOP) ve etilenglikol~bhis- (8- aminocetileter) N, N'- tetraase—‘
tik asit) . Sigma firmasindan{(A.B.D.) ; polietilenimin selilloz - F
‘ince tabakalari Merck.firmaSLndan (Almanya) ; sifir serum albu¥
mini (BSA) Armour Pharmaceutical firmasindan {A,B.D.); 854C isa-
retli adenozin-5 - trifosfat (1.04 mCi/mmol) The Radiochemical
Centre firmasindan (Ingiitere) elde edilmigtir. Kullanilan difer

middeler analitik saflakta idi.
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Enzim kaynadi olan sidir beyni, Anka;a'Etive Balik
Kurumu Mezbahasindan sa§lanmistir. '

Yontemler :

1. Enziminmﬁldé‘Edilisi :

Enzim, Lin tarafindan (67) anlatildidar sekilde fakat
farkli bir deterjanla sifir beyni korteksinden elde edildi.
Mezbahada hayvanin &ldlirtilmesinden hemen sonra alinan be-
yinler derhal temiz bir naylon torba ig¢ginde sivi nitrojende
donduruldu. Ayni giin 4 e da ¢oziilerek dig zari soyuldu ve
bylece herhangi bir kirliligin gelmesi Snlendi. Beynin korteks
kismi beyaz kisimlar miimklin oldudu kadar ayiklanip atilarak elde
edildi. Bundan sonra enzim elde edilene kadar biitiin iglemler
4°%c'da yiriitildd. Elde edilen korteks tartildi ve doku grami
baglna 9 ml, pH'si 7.6 olan 50 mM TRIS-HCI tamponu (5 mM Mgso4*
bulundurur) -kullanilarak teflon-cam homojenizat®riiniin birkag
vurugu ile homojenize edildi. Homojenat 30000 g' de 20 dakika
santrifiijlendi, ¢tkelek-iistli atildi. Cdkelek baglangicgtaki
doku grami bagina 3 ml. deterjan kullanilarak ekstre edildi.
Ekstraksiyon, % 1'lik Brij;58'le (3 mM DDT ve 10 mM NaF bu-
lundurur.) ii¢ kere ve homojenizasyon yoluyla yapildi. Ekstreler
her seferinde homojenatin 30000 g'de 30 dakika santrifiljlenme-
si ve ¢Bkelek tistiintin alinmasi ile toplandi. Sonunda ekstreler
birlesgtirildi ve 1 ml.'lik parcgalar halindéﬁcoz karinda veya
S1vi nitrojende doﬁdurularak -20°C'da saklandi.

2. Enzimin Etkinliginin Tayini :

60 ﬁl‘lik tepkime ortaminda bulunan maddeler ve son
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derigimleri bagka bir belirtme olmadi§i durumlarda géyleydi :

ImM % AP . I T S
OmM MgCl2
6mM NaF

ImM izoblitilmetilksantin

1M Soduk ‘aAMP W

ImM ditiyotreitol

20mM Sodyum azid

IMg/ml. Si¥ir serum albumini

66mM TRIS-HCl tamponu, pH = 7.6

Img/ml., Protein derigimi verecek kadar enzim preparati

60 ﬁl'lik tepkime ortamina, 200 000 dpm'lik sayim vere-

14

]
cek kadar C- igareti adenozin 5 - trifosfat katilmigtar.

Tepkime baglamadan 6nce,'sﬁbstrat digsindaki bilegenler,
20°c'da 10 dakikalik bir Sninkiibasyonla enzimle bir araya geti-
rildi. Bu siirenin sonunda 20°C'a getirilmig slibstratin eklen-
mesi ile tepkime baglatildi ve 20°C'da 8 dakika stirdiirtildti. Bu
giirenin sonunda tepkime ortamina 20 ﬁl 0% sicaklidindaki 1M
" asetat tamponu (pH = 3.7) eklendi ve deney tipii derhal buza
alindi. Buz ig¢inde hazirlanan kdr tiipline 1M asetat tamponu (pH=3.7)
baslang=¢ta kondu ve sonra enzim, diger bilesenler ve siibstrat

sirayla eklendi.

Asetat tamponunun da eklenmesiyle 80 ul'ye ¢ikan kari-
gimin. 15 pl'si 1.5 cm'lik ¢izgiler halinde PEI seliildz-F ince

tabakasina tatbik edildi . Numunelerin iistiine tajiyrci. cAMP™fiin™
tatbikinden. senra. 0,2-M LiCl: (¥0.2 ;Brij~58 bulundurur), Cozelti-
si ile kromatografi iglemi ylirlitiildl.cAMP'ye ait ncktalar karanlikta W



18mbasi altinda belirlendi ve kesilerek 10 ml.'lik sayim ¢&-

zeltisinde sayildi.

Sayim ¢bzeltisi, 6 gr. PPO ve 0,01 gr. POPOP'un to-

luende ¢dziilip 1 1lt.'ye tamamlanmasi ile elde edilmigtir,(68).
3. Protein Tayinleri

Folin Ciocalteu metoduna (69) gdre yapildi. Standart

olarak si§ir serum albumini kullanildi,
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BULGULAR

véntemler kisminda anlatildig:i sekilde, adenilat siklaz,
slqir‘beyni korteksinden,daha &nce adenilat siklaz i¢in kullan:l-
mamig bir deterjan olan Brij-58'le ekstre edildi. Elde edilen
ekstrede 30000'g ctkelek iistiinde aktiviténinivérllqr“géz1éndi ve

énzimin bazi 6zellikleri belirlendi.
Brij-58'le Si§ir Beyni Korteksinden Goziilen Adenilat '

Siklazin Dayaniklilidy :

Brij-58 ile siyir beyni korteksinden dziilen enzim sak-
lamak amaca = ile dondurulurken bu iglemin hizli olmasinin akti*
viteyi korumak bakimindan gerekli_olduﬁu garﬁldﬁ.‘-ZOOC'da don-
maya birakilan enzimin aktivitesini yitirdi§i, sivi nitrojen ve-
ya karbondioksit karinda doﬁdurulduQuhda'ise.aktivitenin korun~-
dudu gdriildi. Sivi nitrojende dondurulmug enzimin, bir kere
¢8ziildiikten sonra tekrar hizla dondurulup =20°c'da saklandigan-

da da, aktivitesini korudufu goriildii.

Dondurularak saklanan enzimin g¢tzlilmesi sirasinda yine
islemin hizli yiritilmesine 8zen gosterildi., Enzim 20°C'da ¢dztiltip
igindeki son buz kirantilari kaybolmadan buza aktarildiginda,

aktivitesini iki saat siireyle kaybetmedi.

Brij-58 ile ¢dzlilmilg enzim, 20°C'da ancak BSA ve DTT ka-

ti1lmig ortamda aktivitesini kgruyérak, sekiz dakika siireyle
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lineer tepkime verdi (3. $ekil). BSA ve DTT katilmamis ortam-
larda, ZOOC'da bile lineer tepkime hizi elde edilemedi. 30°c'1n
iistiinde,BSA ve DTT bulunduran ortamda bile, Brij-58 ile ¢Oziilmiig

enzim aktivite yitirdi (10. Sekil).,

Yriintin Korunmasi:

Enzim &rnedi ig¢inde adenil siklaz ile beraber gelen cAMP-
PDE'az'in etkisinden lirinli korumak ig¢in inkiibasyon ortamina ImM
izoblitilmetilksantin eklendi fakat bu durumda liriiniin korunma-
digi gdzlendi. Ortama lmM izoblitilmetilksantinin yaninda 1mM
soJuk cAMP kondugunda ise, 8 dakika siireyle lineer tepkime hizi

elde edilebilecek sekilde iiriintin korundufu gdzlendi (3.Sekil).
Slibstratin Korunmasi :

Inkiibasyon ‘-ortamina enzim Srneqi iginde ATP'az enzimi
de gelmekte ve siibstrat derigimini énzimi doyuran dlizeyin al-
tind: diglirmektedir. Bunu 6nlemek igin ATP'az'in inhibisyonu
yoluna gidildi. ATP'az inhibitdrii olarak 20 mM sodyum azid kul-
lanildi ve 8 dakika slire ile lineer tepkime hizi elde edecek

gsekilde siibstrat korundu (3. gekil).
Tepkimenin Enzim Miktarina Bagimliligi:

66 mM, pH = 7.6 TRIS ~ HCl tamponu iginde lmM ATP,
20 mM sodyum azid, lmM DTT, 9 mM MgCl2lr 10 mM NaF, 1 mg/ml.
olacak gekilde BSA igeren inkilibasyon ortaminda ve 20°C'da iriiniin
enzim miktarina bafimliligi; ortama, nihal protein derigimi
0.1-1 mg/ml. olacak sekilde enzim drnedi eklenerek denendi.

Oninkitbasyon 5 dakika silire ile yiiriitlildii. Urliniin bu aralikta



Aktivite
{dbs)

8004

7001

500 1
' 4004

300 4

=15~

200{
1004
' 2 3 4 5 8 ' 8 Zaman
(dakika) .
. ’ \
3. Sekil : Si¥ir beyni korteksinden Brij-58 ile ¢Gziilmils

adenilat siklazin katalizledigi tepkimenin inkii-

basyon siiresine bayimliligr (¥éntemlerde belirtilen
‘inktibasyon ortam:, ‘10 mM NaF ve 5 dakika Sninkd-
basyon (20°C) stiresi ile kullanildi). |



Aktivite . -
{dbs}

f

8001

500 -

£00

3004

100 4

-16~

4,

0

Sekil :

02 - o3 04 05 06 07 (i1} [T} 10 Pmtein derisimi
. . . (mg/ml)

Brij - 58 ile ¢Sziilmlig saidair beyni adenilat sikla-

zinan katalizlediyi tepkimenin enzim miktarina ba-

Fimlilaigy. _

(Ydntemlerde belirtilen inkﬁbasyon ortamy 10 mM
NaF ve 5 dakika &ninkiibasyon ( 20°C ) siiresi ile
kullanalda. |
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diizgiin olarak arttidi gdzlendi (4. Sekil). Iyon ve inhibitdr-
lerin etkisi denenirken, ortama, derigimi’ lmg/ml. olacak ka-

dar protein getiren enzim eklendi.-

Tepkimenin Inkiibasyon Sliresine BaJimliligzr :

Yine bir Snceki bdlimde belirtilen inkiibasyon ortami kul-
lanilarak 20 °C'da {irlinin lineer olarak artti§r siire arasti-
rildi. (3.)Sekilde g&riildiiglli gibi tepkimenin 8 dakika siire ile li-
neer yuridigl godriildid.

trlinlin Diger Maddelerden Ayzrimi. s " 7

Tepkimenin ana drinii olan cAMP'nin:yan: tepkimelerden gele-
bilen: 'AMP, ADP, adenozinden ve siibstrat olan ATP' den ayairimi
1. Tabloda dzetlenmigtir,.

1. Tablo : ATP, ADP, AMP cAMP ve adenozinin PEI-selii-

16z F tabakasinda 0.2 M LiCl(%0.2 Brij-58
igerlr) ile ‘ayrilmasr: T a0t

Maddeler .. hRf degerleri .. . . .
ATP ' - 0

ADP 0

AMP 20.3

CAMP 44.0

Adenozin 54,0
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Brij - 58 fle Ctziilmiig Sidar Beyni Korteksi Adenilat

Siklazinin NaF 1le AktivasYonu :

Brij-58 ile si§ir beyni korteksinden ¢dzlilmis enzimin
NaF'le aktive olup olmadidi, oluyorsa en etkin NaF derigiminin
ve Oninklibasyon sliresinin ne oldu§u arastirildi. NaF diginda,
yontemler kisminda belirtilen inkiibasyon ortami kullanildi ve
her seferinde ortama, belirtilen derigimde NaF eklendi. Denenen
sninkitbasyon sireleri, 20°C'da 5,10,15 dakika ve 4°C'da 30 daki-
kadar. 30 dakikalik &ninkiibasyonun 4% aa yaplilmasinin amacil,
enzimin inaktivite olmasani Snlemektir. Bu Sninkilibasyon slire-
lerinin herbirinde, bes ayri NaF crderisiminin (2-10 mM) etki-
si arastirildi.(5, a-e)Sekilde gbriildiigii gibi, denenen .8ninkiibasyon
sliirelerinin hepéinde de enzimi aktive etmek igin enﬁg§giﬁfﬁaF”
derigiminin 6 mM olduyu gdriildii. 6 mM'in ﬁzerindé%ifaérisimler—
de ise NaF inhibitdr etkisi gdsterdi. Bu bulgular, 6 mM'lik
NaF derigiminde en etkin Oninkiibasyon sliresini aramakﬁ}gin de~-
Serlendirildiginde ise, 10 dakikanin en etkin Sninkiibasyon siiresi
oldufu gériildii. Bu nedenle, iyon ve inhibitdr etkileri aragti-
rilirken, ortamda 6 mM NaF bulunduruldu ve ®ninkiibasyon 10
dakika silre ile yiiriitiildi.

Mg*+ ve Mﬂ%b Iyonlaranin Etkisi :

.[_[.
Enzimin, aktivite gtsterebilmek igin Mg iyonuna gerek

duydugu, fakat, MéFP yerine ﬁ§u1¢daha da yliksek aktivite gbste-
rerek kullanabildig§i -gézlendi (G,JSekil). Daha dnce belirtildi@i
gibi inkilbasyon ortamindaki siibstrat derigimi 1 mM'dir. (6.)
sekilde gérﬁldﬁ@ﬁ.gibi, ancaklMéH_iquﬂmm derigimi siibstratinkin-

den yiiksek oldudu zaman enzim etkin bir gekilde caligabildi.



Aktivite . ) Aktivite
{ dbs) : {dbs)
5000 - /
5000
3000 4
1000 - ' '
1000 1
2 4 6 8 10  NaF derigimi ey
{mM) 2 4 6 8 10 NaF derisimi
{mM)

5. Sekil (b): Uninkibasyon stire-

5. Sekil (a): Oninkibasyon stire-
| s1:10 dakika (20°C)

si:5 dakika (20°%)

Aktivite

{dbs}
SUUOf
30004
1000
2' l: é B ?E) | NaFderi;:ni
{mM)

: 5. Sekil (c): Uninkibasyon siiresi:
' 15 dakika (20°C)

5. Sekil : (a,b,¢) Brij-58 ile ¢tzillmlis siar beyni korteksi
adenilat siklazanin farkli dninkilbasyon silirelerin-
de NaF ile aktivasyonu (NaF disinda y®ntemlerde be-
lirtilen inkiibasyon ortami kullanildi, belirtilen

derigimde NaF eklendi.)



(-

Aktivite
{dbs)
f

15000 4 '
30001

1000 -
6 8 ‘10‘ NaF derisimi
(mM)

5. $ekil (d): ¥ninkitbasymn siiresis
. 30 dakika (4° ©)
Aktivite '
{dbs)
4

5000 . o
3000 {' B N
1000 |

5 10 1S - 30 zaman(dakika)

5. Sekil (e): 6mM NaF varlidinda &ninkii-
basyon sillrelerinin aktiviteye

etkisi .
5. fekil : (d,e) Brij-58 ile ¢8ziilmiisg sr¥ir beyni korteksi
adenilat siklazinin farkli 8ninktibasyon slirelerin-
- de NaF 1le aktivasyonu {NaF diginda, y6ntemlerde be-
lirtilen inkiibasyon ortama kullanildi, belirtilen

derigsimde NaF eklendi.)

R
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~ Aktivite
{dbs)

80004

70001 .
60001
50004

4000 A

3000 -

ZDOOJ
|
11000 1
|2 s 6 8 0 12 Mgt{Mm)
' , ' derisimi { mM)
6. Sekil : Mn ve Mg 'un , sidrr beyni korteksinden Brij-58

'1le ¢dzlilmlis adenilat siklaz aktivitesine etkileri
 (inkilbasyon ortami belirtilen derigimde Mn'' veya ‘
_Mq++ icermektedir. Inkilbasyon ortaminin diger bile~
senleri ydntemler bﬁlﬁmﬁnde belirtildidi gilbidir. '.-‘
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. +
1l mM sitibstrat varlidinda optimum Mg derigiminin 2-6 mM

oldudu gdzilendil.

Ca Iyonunun Enzime Etkdisi :

(7.) gekilde goriildigi gibi 0.1 mM gibi dligiik bir
derisimde bile, CéH' iyonu, si§ir beyni adenilat siklazinin
aktivitesini % 15 oraminda inhibe etti. Artan Céfk iyonu deri-
.simi ile inhibisyon da artti ve 1 mM C;+‘ derigiminde % GO'a

ulasti.
EGTA ve EDTA'nin Enziine Etkisi ¢

(8.) ve (9.5 gekillerde goriildiigii gibi inkiibasyon or-

. tamina eklenen EGTA ve ﬁDTA, Brij-58 ile c¢c¥zillmiis s1§ir beyni
adenilat siklazanin inhibisyonuna yol agtilar. Artan EGTA ve
EDTA derigimleri ile inhibisyon orani da artti, EGTA'nin en-
zimi inhibe edebilme”: 6zellidinin EDTA' dan daha fazla ol-
dugu gdzlendi. 0.1 mM derisimdeki EGTA % 55 oraninda bir in-
hibisyona yol acgarken, 1 mM derisimdeki EDTA ancak % 35 oraninda

bir inhibasyon gosterdi. (8. ve 9. sekiller).

EGTA ve EDTA inhibisyonlaranan tersinin;olﬁp olmadigi
da, en etkin inhibisyonu g&sterdikleri derigimde denendi, (2. Tab-
10). Nihal derigimi 0.1 mM olacak kadar EGTA ve ayni derigimde
Mn++ veya Ca++ inkiibasyon ortamina eklendi. Her iki durum&a da

inhibisyon ortadan kalkti (2. Tablo).

EDTA inhibisyonunun tersinir olup olmadidiida inkiibasyon
ortamindaki EDTA nihai derigimi 1 mM'a getirilerek ve ayni de-
H- +& fozoey s
rigimde Ca veya Mn eklenerek denendi wve inhibisyonun ortadan

kalktigy gdzlendi (2. Tablo ).



4 Aktivite

(Kontrolun % si)

20-

01 02 04 06 08 y Ca*™ derisimi
o ' {mM)

7. Sekil : Cé+F 'un si§rr beyni korteksinden c¢oziilmils adenilat
- siklaz aktivitesine etkisi. (Y6ntemler bdliimiinde be-

lirtilen inklibasyon ortami belirtilen deriginde ca’

igermek #izere kullanildi.).
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} aktivite
(Kontroliin % si)

40 -

- 20 1

001 002 004 006 008 01 . EGTA derisimi (mM)

8. Sekil : EGTA' nin sidar beyni korteksinden ¢bzlilmils ade-
nilat siklaz aktivitesine etkisi (Y&ntemler bSli-
minde agiklanan inkilbasyon ortami, belirtilen deri-
simde EGTA igermek {izere kullanildi).



Aktivite

(Kontrolun % si)

t

wd.

20+

01 02 04 08 08 10  EDTA derisimi (mM)

9.5ekil : EDTA'nin §1§1r beyni korteksinden.gbzﬁlmﬁs adenilat
siklaz aktivitesine etkisi (YSntemler b&liimiinde agik-
. lanan inkiibasyon ortami belirtilen derigimde EDTA
 igermek iizere kull&nxl&;.)
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Aktivite
{dbs)

b

4000 A

50 Smakhk('C)

10. Sekil : Slcéklldln)51§1r beynl korteksinden ¢6ziilmils ade-
nilat siklaz aktivitesine etkisi (Yéntemlerde be-
lirtilen inkiibasyon ortami ile belirtilen sicak-
likta 8ninkiilbasyon ve inkiibasyon ylirdtiildi.)



w ] -

2, Tablo : Brij - 58 ile ¢Ozlilmig sidir beyﬁi enz;EEnin ‘
EGTA ve EDTA ile inhibisyonuna Ca ve Mn  'an
etkileri |

Maddeler ve inkiibasyon

ortamindaki derigimleri ~ Aktivite (dbs)
Kontrol dederi 1756
EGTA (0.1 mM), Ca™® (0.1 mM) 1706
EGTA (0.1 mM), M (0.1 mM) 2056
EDTA (1 mM ), ca™ (1mM) 1688
EDTA (1 mM) , Moo (1 mM ) 20606

SiJir Beyni Adenilat Siklazina Sicaklidain Etkisi :

Szcaklidin, enzim aktivitesine etkisi yOntemler kisminda '+ vl

belirtilen inkilbasyon ortami kullanilarak denendi. (10.) Sekilde
gbriildigi gibi enzimin K}OC.'da en etkin sekilde ¢aligtigi ve

30°C’1n tistiinde aktivite yitirdidi gézlendi.



TARTIGSMA

Adenilat siklaz sidir beyni korteksinden Brij-58 ile ekst-
re edildi. Ekstre 30 000 g'de santrifiijlendi. Cdkelek iistili ile ¢a-
ﬁglkmdcenzimin bazi dzellikleri belirlendi. Enzimatik tepkime, en-
zim ve silibstrata ek olarak; pH = 7.6 TRIS - HCl tamponu,ﬂbiﬁéq BSA,
DDT, izoblitilmetilksantin, so§uk ¢cAMP, sodyum azid igeren bir inkii-

14c igaretli siibstrattan olugan isa-

basyon ortaminda yiirtitiildd.
retli ilriin, ince tabaka kromatografisi ile diJer nilkleotidlerden

ayrildi ve sivi sintilasyonu ile sayildi,

Adenilat siklaz kolayca aktivite yitiren bir enzim oldudu
i¢in;aragtiricilar; kaba homojenatlar, yikanmig =zar Srnekleri ve-

ya~ bunlardan elde edilen c¢bziilmiis enzim drnekleri ile galigmakta-

dirlar. Bu durumda adenilat siklazin yaninda ortama - bol miktarda ..

~ ATP'az ve PDE'az enzimleri de gelmektedir (12). Bbylecejenzim akti-
vitesinin inkiibasyon sfiresince korunmasi yaninda, siibstrat ve lriin
korunmasi sorunlarida ortaya c¢ikmaktadir, Bu sorunlarin ¢dzim bi-
¢imini etkileyen faktdrlerden biride radyoaktif veya‘so§uk caligma

yontemirin seg¢ilmesidir.

Radyoaktif caligma big¢iminin seg¢ilmesi,tayin yéntemine bazi
kisitlamalari da beraberinde getirerek, yukarda anlatilan sorunla-
rin ¢bziim Igeklini.’ etkilemektedir., Ornekse, radyocaktif caligmalar-
dakinin aksine olarak sofuk c¢aligmalarda,ydntemin hassasiyetini

etkilemeden siibstrat derisimi ve inkiibasyon hacmi istenildigi kadar
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arttirilabilir. Bu birtakim kolayliklarida beraberinde getirir.

Brnekse, sitbstrat derigimi arttiralarak silibstratan ATP'azdan korunrtv='

masi sorunu kolayca ¢dziimlenebilir, Bdylece ydntemin hassasiyeti,
sadece, CAMP'nin ayirim ve tayininde kullanilan metodun hassasi-
yetine baylidir, Radyoaktif caligmalarda ise, silbstrat derisimi ve
inkiibagyon hacmi,ydntemin hassasiyetini belirleyen ¢ok Snemli fak-

t&rlerdir.

Siibstrat derigimi ve ortama konan toplam radyoaktivite sabit.

tutularak inkfibasyon hacmi diigiiriiliirse, {irline gevrilen slibstrat ~.i:-. " -

molekiillerinin sayisi degigmemekle birlikte, firline gevrilen iga-
retli siibstrat fraksiyonﬁ artmaktadir. Ayrica inkiibasyon hacmini
dislirmenin bir yarari da, bdylece toplam nilkleotid miktarai dii-

siik olacagi igin, lirlintin ayirimanda kii¢lik kolenlarin veya ince ta-
bakanan kullanllabilmesidir;JRadyoaktif galisma, inkiibasyon hécmi
yanlnda,sﬁbstrat derigimini de kisitlamaktadir, Genellikle adenilat
siklaz Fayinlerinde siibstratin enzimi doyurarak V = Vmax kosulunu'
sanadiﬁl durum, ATP derigiminin lmM'dan yiiksek veya lmM'a egit
oldudu durumdur (53).DahatyﬁkSekﬂsubstrét”derisimiw?; hizi belir-
gin dlclide arttirmazken, igaretli silibstrat oranini digiiriir. Getir-
digi bu kisitlamalara karsin, radyoaktif caligmada, iirilin ¢ok kiigik
miktarlarda da olsa kolaylikla tayin edilebilmektedir. Igaretsiz
siibstraiLla vapilan galigmalarda ise {lirliniin tayin iglemi gok zaman

alicidir. Bu yiizden radyoaktif ¢alisma big¢imi secilmigtir,

inkiibasyon hacminin kii¢lik tutulmasi ile de,lirlinlin ayirimin-

da ince tabakanin kullanilmasi miimkiin olmustur.

Bu caligmada kullanilan polietilenimin--seliiloz tebakalarinin,

gik1ik nilkleotidlerin ayiriminda dider snyon dedigtiricilere olan



{ilstlinliigli K. Randerath tarafindan gdsterilmigtir (54). Sistemi-
mizde firiin sayimini 8zellikle etkileyebilecek olan AMP ve ADP'den
cAMP'nin ¢ok iyi bir gekilde ayrildidi (1l.) takloedaki’ hRf de§erleri

kiyaslanarak gOrtilebilir,

Daha 8nce anlatilan nedenlerle, silbstrat derigimi 1 mM-olarék
segilmigtir, Literatlirde, 0.2 - 3.2 mM stibstrat derisimi arasinda
g¢aligan arast1r1c11ar1n, siibstrati korumak igin; kreatin fosfat-
kreatin kinaz, fosfoenol pirlivat-piriivat kinaz gibi ATP rejenere'
edicl sistemler kullandiklari gdriilmektedir. Bu g¢aligmada, inkii-
basyon ortaminin 1 mM sofuk cAMP icermesi nedeniyle,lbir ATP re-
jenere edici sistem kullanilmasindan kag¢inilmigtir. Clinki bu durum-
da; adenilat kinaz aktivitesi uygunsa, isaretsiz cAMP'nin ADP'ye

ve olugsan ADP'nin de, rejenere edici sistemle ATP'ye cevrilmesi

sonucu igaretli ATP seyrelmektedir (55). Bu ylizden bir ATP'az « I': 51/ -

inhibitdri kullanilmasi yoluna gidilmis ve 20 mM sodyum azid kul-

lanilarak siibstrat korunmugtur.

Adenilat siklaz ¢aligmalaranda irlinli korumak ic¢in genellik-
le gegitli derigimlerde teofilin veya kafein kullanildigi g&riil-
mektedir. (21,34,36,37,45,46,49), Bu amagla, sadece igaretsiz cAMP‘
(38,41,56); sadece izobiitilmetilksantin (42), teofilin veya kafe-
inin yaninda igaretsiz cAMP kullananla; da vardar (35,57). Ancak
viikksek derigimlerde olsa bile teofilinin PDE'az: inhibe edemedigini
Bne silren arastiricilar oldudu gibi (58), bazi durumlarda adeni-
lat siklazi inhibe etti§i de belirtilmektedir (59,60).Izoblitil
metilksantin varlifainda ise PDE'azin kismen de olsa inhibe edile-
bildigi belirtilmektedir (55). Bu c¢aligmada sadece izoblitilmetil-=""
ksantinin lriinii koruyamadi§i gdzlendi ve ancak ortama izobﬁtihmmii;ﬂﬁT

ksantinin yaninda 1 mM soduk cAMP eklenerek iirlin korunabildi.
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Enzim aktivitesinin, inkiibasyon sliresince korunmasi sorununu =, °

_ise, kisa inkiibasyon sifiresi kullanarak ¢tzlimleyen aragtiricilar (1)
oldudu gibi, kisa siire ve DDT (62), sadece DDT (67), sadece BSA (46I
veya BSA ve DDT'yi beraberce kullanan (63,45) arastiricilarda var-

dir.

Bu caligmada,enzim aktivitesinin 20°C'da 8' stireyle, lineer
bir tepkime hizi verecek gekilde korunabilmesi igin, inkﬁbésycn
ortaminda; hem BSA, hem de DDT'nin bulunmasinin gerékli cldudu gaé
riildi, Ortaminda koruyucu hig bir madde kullammaras’ bir © aca =
tiricinin sistemi incelendiginde, enzimi deterjanla'gﬁzmeden dnee,
bir GTP analoju olan ve adenilat siklazi aktive ettii belirlenen
(64) Gpp (NH)p ile muamele etti¥i goriilmistir. Bu durumda, enzi-
min Hem aktivitesi hem de dayaniklilidi arttida iginisadece DTT

aktiviteyi korumugtur (43).

Sistemden gelen giligliikler, yukarda anlatildigr gekilde

¢dziildlikten csonra enzimin bazi Szellikleri belirlenmigtir.

Adenilat siklaz aktivitesi birgok faktdrden etkilenmekte-
4.
dir. Bu faktdrlerden biri olan Mg iyonu gereksinmesini; Suther-
land ve arkadaglari, cegitli dokulardan elde edilen adenilat sik- '

lazlarin ortak 8zelligi olarak belirtmiglerdir. Bu gallgmada, Brij-

4+ ++

58 ile c¢ozlilmiig s1dir beyni korteksi adenilat siklazainain Mg ve Mn
++ ++

ilgisi incelendi. Enzimin, etkinlik gdsterebilmek igin Mg veya Mn

4+ 4+
iyonuna gerek duydudu gbriildd (6. sekil). Ancak, enzim, Mg ve Mn

derigimlerinin siibstrat derigiminden. : yiiksek oldugu durumlarda
etkinlikle c¢aligtr (6. gsekil). Bu bulgu, adenilat siklazin siibstrat

++
olarak ATP'yi degdil, ATP - Mg kompleksini kullandi§i gbriigiinii
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dogrulamaktadir (48). (6.) gekilde gotriildlgli gibi, 1 mM sﬁbstrat.
derigiminde, optimum MéPF derigimi 3-5 mM, optimum Mﬁ++ derigimi ise
6 mM civaridir. Yani enzim etkinlikle ¢aligabilmek igin ATP'yi doyu-
ran diizeyin lstiinde serbest Mé%fveya'mﬁk+ iyonuna gerek duymaktadir.
MéPP ve Mn'¥+iyonlar1n1n enzim dizerindeki etkileri kargilagtiril-
di§inda ise,Mn'F+ varliginda enzimin daha aktif oldugu gdriildi

(6. gekil). M§F+ iyonu belli bir derigime kadar enzimi aktive eder-
ken, bu derigimin ﬁstﬁhde, inhibitdr etkisi gdsterdi (6. sekii)
Literatiirde sadece Mﬂ%% iyonunun ytlksek derigimlerde inhibitdr
etkisi gﬁﬁlenmistir (35). Yukarda anlatilan bulgularin benzerle-

ri ise zara-bayli sa¥ir beyni ve gbziilmis sican beyni enzimleri

ile galigilarak elde edilmigtir (34,35,45).

Bu caligmadan ve literatiirden elde edilen bulgular, M§&+
veya Mn++ 'in enzim i¢in mutlaka gerekli kofaktdr olmalarinin ya-
ninda; enzimi, katalitik bSlgenin diginda bir yere baflanarak
aktive ettiklerini diigiindiixmektedir. Yiiksek derisimdeki Mék+ 'un
enzimi inhibe etmesi ise,dederlendirilmesi daha zor bir bulgudur.
Belki yliksek derigimlerde Mg.FF, enzim igin eser miktafda gerekli

++
oldugu belirlenen Ca (57) ile rekabete girerek inhibisyona

yol agmaktad:ir.

Daha 8nce de belirtildi¥i gibi, EGTA'nin adenilat siklaz
fizerindcki etkisi tartaigmala bir konudur. EGTA'nin adenilat sik-
iazin katalitik aktivitesini inhibe ettidini belirten aragtiricilar
oldugu gibi (34,48,49), bu maddenin sadece enzimin hormona duyar-
111:1¥in1  kaldirdiin: One silirenlerde vardir (50-52). Beyin digin-
daki dokularda, ﬁrnékse vagddokusu (51) ve kalp dokusunda (58) akti-

viteyi arttirdigida gbriilmiigtir. Bu ¢alismada, BEGTA'nin adeniltat
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siklaza etkisi,Brij—-58 ile ¢dzlilmiig si§ir beyni enziminde in-
celendi ve EGTA'nin katalitik aktiviteyi inhibe ettiéi‘gﬁzlendi (8.
sekil) . EGTA, oldukga diislik bir derigimde (0.1 mM) bile enzimi |
Snemli &lgiide inhibe etti (% 55). Bu inhibisyonun tersinir oldudu
ve hem Ca++ , hem de Mn++ iyonlari ile ortadan kaldlrxléﬁildfﬁixde
gbsterildi (2, Tablo), Inkiibasyon ortamina, maksimum inhibis-

yon gésteren derigimde EGTA ve ayrica ayni derigimde Ca++ veya
Mn++ katildi. Her iki durumda da inhibisyon ortadan kalkti,

Mgt ise, yliksek bir derigimde olsa bile (9 mM) 0.1 mM'lik EGTA'nin
etkisini ortadan kaldirmadi (8. $ekijji Bu iyonlarin EGTA in-
hibisyonuna farkli etkileri, EGTA ile olugturduklarys kdmpleksle—
rin farkli denge sabitlerinden ka&naklanhbiiir:; EGTA'nin, |
beyin adenilat siklazini,az miktarda gereksindigi Ca 'u bagliva-
rak inhibe ettidi gSriisliny(57) ve EGTA gelatlarinin’ denge sabit-
1erini“lgézlénuﬁé éiéEak bu bulgulari agikliyabiliriz: EGTA"‘Ca++

denge sabiti 1010‘9, EGTA—Mn++'denge sabiti 10 12.3 -+

5.21

, EGTA-Mg"
denge sabiti ise 10 olarak belirlenmigtir (45). Bu denge sa-
bitlerinden gdriilebileceg§i gibi; Mn%+ iyonu EGTA—Ca++ gelatini ko=~

layca etkileyebilirken, Mg++‘iyonu Ca.“+ ile rekabete girenez,

EDTA'nin beyin adenilat siklazina etkisi konusunda da
¢eligkili bulgulara rastlanmaktadir., Bazi aigstlrlcllar 1mM
EDTA'nin ¢Szlilmiig sig¢an beyni enzimini % 20 oraninda inhibe etti-
Jini belirtirken (45), si¥ir beyni enzimi ile ¢aliganlar
EDTA'nin hicbir inhibit8r etkisini gtzlememiglerdir (48). Bu ga~
ligmada,derigimi 1 mM olan EDTA'nan Brij-58 ile ¢6ziilmis si§ir
beyni enzimini % 35 oraﬁlnda inhibe ettiqi gbriildd (9. sekil).

EDTA'nin etkisinin de EGTA'ninki gibi tersinir oldugu gdzlendi
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(2. Tablo).

EGTA 0.1 mM gibi diigiik bir derigimde % 55 oraninda in-
hibisyon g&sterirken, EDTA'nin 1 mM gibi yilksek bir derigimde
ancak % 35 oraninda bir inhibisyon g8stermesini,yine bu iki gelat
yapicinin ¢egitli iyonlara ilgisi acisindan tartigabiliriz. Li-
teratiirden belirledifimize gtre,EGTA ve EDTA arasindaki en Onemli

farklilak Mg'k+

108'69 iken ,Mg~ EGTA denge sabiti 10

iyonuna olan ilgileridir. Mg - EDTA denge sabitil
.21 dir. (45). Bu sabitlerden
gBrii14ugil gibl, Mg, 'EDTA#C;*' iligkisini etkileyebilirken, EGTA'ya
bagla Ca*4“ile rekabete giremez. Nitekim,yiiksek derigimdeki Mg++

(inkiibasyon ortamanda bulunuyor) EGTA inhibisyonunu Snliyemezken,

EDTA'yi belirgin gekilde etkilemektedir.

++
Sidir beyni adenilat siklazi igin Ca 'un diigiik miktarlarda

gerekli oldudu belirlenmigtir (57), bu g¢aligmada ige,dolayll ola-
rak EGTA inhibisyonu ile gdsterildi (8. sekil). Ancak, 0.1 mM

gibi diigiik bir derigimde bile Ca+4"iyonu cbziilmiig SL§1r beyni
adenilat siklazini $ 15 oraninda inhibe etti ve 1 mM derigimde
inhibisyon % 60'a ulagdl. Literatlirde de benzer sonuglar, zara
bagli sigair béyni enzimi (34) ve zara baf§li sican beyni enzimi (36)

ile alinmigtar.

Brij~58 ile g¢dziilmig siar beyni adenilat siklazinin,bu
gcalismada denenen bir G6zelligi de,NaF ile aktivasyonu ve inhi-
bisyonudur (5. (a,b,c¢,d,e )gekil)., Enzimin 6 mM'a kadar NaF deri-
simleri ile aktive oiduﬁu, 6 mM'dan yiiksek derigimlerde ise NaF'un
inhibitsr gibi davrandigr gbzlendi. Gesitli Sninkiibasyon siirele-

rinin NaF aktivasyonunu ne gekilde etkiledigi de aragtirildz.
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Dért degisik dninkiibasyon stiresinde (20°C'da 5,10,15 dakika ve
4°c'da 30 dakika), farkli NaF derisimlerinin (2-10 mM) etkisi
incelendi ve her seferinde 6 mM NaF'in maksimum aktivasyona yol
act1y1 gbzlendi (5.(a,b,c,d gekil). Bu bulgular optimum dninkii-
basyon sliresini belirlemek igin dederlendirildiginde bu slirenin
10 dakika oldugu g&riildil (5.(e) gekil).Literatiirde NaF aktivasyonu
ile ilgili bulgular, bir kiyaslama yapilmasina meydan vermiyecek
kadar farkli kogullar altinda elde edilmigtir. NaF'iin édenilat.
siklaza hangi mekanizma ile aktive ettig§i, bu konuda baza g&rﬁsu

ler olmasaina radmen, heniiz kesin olarak belirlenmenmigtir.

Literatiirdeki ve bu c¢aligmadaki bulgular dederlendiril-
diginde; zara bafli enzimle ¢Ozlilmiis enzimin, (30 000 g veya
daha yilksek devirlerde santrifiijlenmig ekstrelerden gelmesi far-
ketmeden), arada,bazi oran, derisim farkliliklari olmasina rag-
men, ayni iyon ve maddelerden temelde ayni gekilde etkilendikleri
gbriilmektedir. Zara bagli enzimle ¢Sziilmlig enzim arasindaki en
biiytik farklilak, hormona duyarlilidan ¢oziilmiis enzimde yokolmasidir.
Bu durumda, eder Rodbell ve .arkadaglarinin One stirdigli modelde (1.
sekil) oldudu gibi,adenil siklaz enzim sistemi ti¢ ayri parcadan
olugmug ise, gbyle bir gdriis ©ne silirebiliriz : Deterjanla’¢&zZme
iglemi sirasinda;katalitik birimde Snemli bir deJigme olmazken, d&it-
zenleyici birim veya: diizenleyicirve - . katalitik birimler arasindaki
iligkiyi sagliyan birim,nemli Slc¢iide hasar gbrmektedir. Deterjan-~
larinslipitlerle ver de§igtirmek yolu ile étki gbsteren ajanlai
olduu gbriisinden yola gikarak gunu da gbyliyebiliriz : Yapisinda
lipit bulﬁndurma olas1l1d1, katalitik birimden ziyade ara-birim ve

regiilatdr birim ig¢in vardar.
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OZET

Adenilat siklaz sidir beyni ‘korteksinden Brij-58 ile
ekstre edildi, Ekstre 30 000 g'de santrifiijlendi ve ¢ozllmilg
enzimi iéeren ¢Bkelek tistli alinarak enzimin bazi &zellikleri
incelendi. Enzimin saklanmasi ve inkiibasyonu s;:aSLnda akti-
vitenin korunmas: igin gerekli &nlemler ve lineer tepkime hazi
elde edilebilmek igin gerekli kogullar saptanarak enzimin bzel-
likleri bu kogullar altinda incelendi.

Md++, Mﬁ%F y iyonlarinin enzim aktivitesine etki~

leri arastirildi ve enzimin etkinlikle ¢aligabilmesi igin, bu
iyonlardan birinin, slibstrat derigiminden yviiksek bir derisimde
inkiibasyon ortaminda bulunmasi gerektigi gfriildii. Enzimin Cék+
gereksinmesi dolayli olarak gbsterildi ve 0.1 mM'in lstine cikil-
diganda CéFF 'un sagir beyni adenilat siklazaini inhibe ettigi

gbz lendi,

Enzimin NaF ile aktive oldudu da godrildiu. Cesitli NaF deri-.
simleri ve Sninkilbasyon siirelerinin etkileri incelenerek optimum

NaF derisimi ve &ninkiibasyon siiresi belirlendi.

EGTA ve EDTA gibi gelat yapicilarin sidir beyni‘adenilat
siklazaini farkli oranlarda inhibe ettiﬁi gbzlendi. Bu inhibisyo-
nun tersinir oldugu,esg derisimde@kﬁ4ﬁe’C§+kat11d1§1nda inhibisyo~: .
nun kalkmasi ile gBsterildi.
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KISALTMALAR

L}

: Adenozin 5 -trifosfat
[ ]

: Adenozin 5 -difosfat

: Sigar serum albumini

:'Adenozin 3',5'— siklik monof sfat

Ditiyotreitol

-

: Etilenglikol-bis { = aminoetileter) -
[ ]
N,N - tetra asetik asit
: "Etilendiamintetraasetik asit.

1
Adenozin 5 ~ monofosfat

*4

. ] ]
-~ PDE' az : Adenozin 3 , 5 - siklikmonofosfat

fosfodiesteraz.

~ Seliiloz : Polietileniminseliiloz.

: Dakika bagina sayim.

: 2,5 difenil okzazol

POPOP : 1,4 - di-2~- (5~ fenil okzazolil)- benzen.
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