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Krebs' dénglsiinde, mitokondrinin ig¢ zarina en siki baglzi olarak bu=-
lunan enzim siiksinik dehidrogenazdir (EC.1.3,99.1). Biitin canli dokularin-
da ve bitkilerde bulunan enzim Krebs' dinglisiinde siiksinatin fumarata gevril-
mesinden sorumludur. Tabiatta bulunan, proteine kovalan olarak bagli fla-
vin tasiyan i¢ enzimden birisidir. Bu enzimlerden biri karacifer mitokond-
risi dis zarina bafli olan monoamin oksidaz (1}, dijeri ise chromatium si~
tokrom C-552'dir (2). Enzim anaerobik organizmalarda sitoplazmada, fumarat
rediiktaz gibi fonksiycn gdrir. Fakiiltatif anaeroblarda ise zara bagls ola-

rak bulunur.

"
: }
HOOC - (CH2)2 - COOH Ly HOOC = C = C - COQH
i
FAD FADHz H
Siiksinat Fumarat

Flavin adenin dinftikleotid (FAD) enzime kovalan olarak histidin ami=

no asidinden badlanmigtrir (3).
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C = 0 R, : Enzim proteinin geri kalan kism.

Ry : FAD molekiiliiniin geri kalan kism:
R
1

Oksidasyon rediiksiyon iglemi flavin halka sisteminde olur (4).

Siiksinik dehidrogenaz sidar kalbi mitokondrisinden ilk defa 1954
(5) yilinda ¢dziiniir hale getirilmig, 1970 (6)'de ise saflagtirilmigtar.
1954'den 1970 yilina kadar olan caligmalar (7-11), enzimin gegitli metod-
larla ¢dziinlir hale getirilmesi vé saflastirilmasi yéniinde olmugtur. Cegit-
1i arastiricilarin elde etmis olduklari preparatlarin saflik derecesine
badli olarak, enzime kovalan olarak bafli bulunan flavin miktari nonhem
demir ve labil siilfid miktarlari dedisik oranlarda rapor edilmigtir. Bu
preparatlarin enzim aktivitelerinin dolayisiyla solunum zincirine elektron
tasiyabilme Szellidinin de birbirinden farkli dederler tagirdidr goriilmiig=
tiir. Buna badli olarak, molekiiler adirlik, kompozisyon, aktiviteler ve
siiksinik dehidrogenazin diizenleyici 6zellikleri hakkinda bilyik anlagmaz-

liklar ortaya cikmistair (12).

Bir kisim arastiricilar (5,7), sidir kalp kasi mitokondrisi aseton

tozundan alkali ortamda enzimi cézmiigler, kalsiyum fosfat jeli ve amonyum



stilfat kesitlemesiyle enzimi kismen saflagtirmig, molekil ajirligaini 200.000,
1 mol enzim basina 1 mol flavin, 4 g-atom demir Glgmiglerdir. Enzim bu pre-
paratia siksinati oksitiediéi halde solunum zincirine elektronlari gondere~

memektedir.,

Daha sonraki calismalarda (10) enzimin solunum zincirine e;ektron
tasiyabilme Gzellidinin korunmas:i agisindan ¢ézinirlik iglemleri sirasinda
ortamda siksinatin bulunmasi gerektigi ileri siirillmigtiir. Bu gartlarda ¢é-
ziinen enzim mg protein basina; 2.4-3.6 nmol flavin, 8.5:8.1:1 (13) oranin-

da demir : siilfid : flavin igermektedir.

1959'da Ziegler ve Doeg (14,15)'in sifdir kalbi mitokondrisinden ha-
zirladiklar: elektronlari siiksinattan ubikiinon’a aktarabilen partikile gG=-
zelti Hatefi ve arkadaglar:i (16,17) tarafindan kompleks-II olarak tanim-
lanmis ve daha dénce siiksinik dehidrogenaz igin ileri siriilen molekil afir-
11&nin (200.000) gercekte kompleks~II ye ait bir deder oldufu gbsteril-
mistir. Bundan sonra yapilan galigmalar kompleks-II den enzimin saflagtiral-

masi ydniinden olmustur (18)}.

Enzim en son, 1970 yilinda sidir kalbi mitokondrisi aseton tozundan
elde edilen kompleks-II den, koatropik ajanlarin yardimiyla ¢Szinir hale
getirilmis ve saflastiralmigstar (6,17), mg protein bagina 10.3 ¥ 34 nmol
flavin bulunmug, I mol enzimin 7-8 : 7-8 : 1l oraninda demir : labil siilfid :
flavin icerdi&i, birbirinden farkl: iki alt birimi ve molekiil agirlidinin
100.000 oldudu ileri siirtilmigtir, Alt birimlerden bir tanesi 70.000.mole—
kiil adirlidinda ve enzime badli demir, labil sillfid ve flavin tagamaktadir,

ikincisi ise 30.000 molekiil agiriidaindadir.

Enzimin iki ayra grup arastirici tarafindan bulunan sedimentasyon

katsayisinin farkli olugu [9.22 S {17) ve 6.5 8 (18)] enzimin ¢ézelti



igindeki éé&unluﬁuné,‘éekline veya pdlimerize olmasina baglanmaktaydi fakat
polimerizasyonu 5qlemek amaciyla bir ﬁakzm ajanlarin (SDS, triton X-100,
0.5 M sodyunm frikioroééetat, setii dimetiletil amonyum bromide) ortama ka-
tilmasi sonucﬁ ayri sedimantaéyoﬁ kit sayilarinin elde edilmesi ve agaroz
kolonunda eﬁzimin relatif harékéfliliﬁinin de§i§memesi konuya soru igare-
ti getirmekte&ir; Buna rafmen bif tai:m ara§t1£1011arda (19) enzimin ¢6-
zelti icinde monomer-dimer dengesi igcinde bulundudunu ileri siirmektedir-

ler.

Ohnishi ve arkadaslari (20)‘'rin yaptiklari EPR calismalarina gore
enzim veya kompleks-II; iki demir-siil fiir merkezi igermektedir. Bu bulgula-

ra gére her iki alt birim de demir-siilfir tagimaktadirlar.

Céziniir siksinik dehidrogenaz, fenazin metastilfat (PMS) ve ferrisya-
nidi elektron alicisi olarak kullanir ve siiksinaty oksitler. PHMS ve ubikii-
‘non konsantrasyonuna dayanarak &lgiilen en yiksek deder 38oc de dakikada
1 mol enzimin 10.000 - 11,000 mol giiksinatl oksitlemesidir (18,21,22).
Singer ve arkadaglari (19), bozulmamig sifir kalp mitokondrisinde bu dede-
ri 17.000 - 18.000 olarak bulmuglardir, Bu durum enzimin coziniirliik iglem-

leri sirasinda aktivitesinin bir kisminin kayboldudunu géstermektedir,

Cesitli gruplar (22,23) tarafindan yapilan deneylerde enzimin 38°%
. . . . o .
deki K, deferi 1.3 mM = 0.3 mM arasinda dedigmektedir. 22° - 25 ¢ de ise

bu dedfer 0.5 mM olarak hesaplanmigtir (19).

Siiksinik dehidrogenaz; L-klorosiiksinat  L-metil siksinat, D-malat
ve L-malat (11), monofluorosiiksinat, 2,2 difluorosiiksinat (24), gibi birle-~
sikleri oksitlemekte, D-klorostiksinat, D-metil siiksinat, malonat, metilen
siiksinat, maleat,.asetoasetat, okzaloasetat (24), ile kompetetif olarak

inhibe olmaktadir. Bikarbonat, format, glikolat ve glickzalat {25), gibi



iyonlar enzime iki yerden bafdlanarak kompetitif olarak inhibe etmektedir-

ler, Her inhibitdr igin K, ve K} dedterleri dedigiktir (26,27).

1967 senesinde Cerletti ve arkadaglari (238),1977 senesinde ise
Singer ve arkadaglari (28) zarlarin ve zar bilegsenlerinin ¢éziniir siksi-
nik dehidrogenézi aktive ettidini bildirmigler ve en fazla % 60 oraninda

bir aktivasyondan séz etmiglerdir.

Enzimin aktivasyon-deaktivasyon ézelliklerinden dolayi tepkime meka-

nizmasina ait caligmalar tamamlanmamigtir (27).

Bu aragtirmada, siksinik dehidrogenaz sigcan karaciderinden gegitli
metodlarla ¢dzimiir hale getirilmig, c¢dzinmig enzimin kromatografik, spek-
trofotometrik ve fluorometrik Szellikleri aragtirilmigtir. Cézinmils enzim
aktivitesine fosfolipidlerin, fosfolipidlerle birlikte kolesterol ve sade-
ce kolesterolun etkisi incelenmis, ¢&ziinmig ve kismen saflagtirilmig enzi-

min; toplam demir, fosfolipid, flavinadenindiniikleotid, koenzim=Q miktarz

tayin edilmig ve ayrica mitokondriden cegitli yollarla ¢dzilen komplekslerin

. 6zellikleri aragtarilmigtir.



ARAC GERE(¢C ve YUONTEMLER

Deneylerde analitik saflikta kimyasél maddeler kullanildi. o-fosfo-
riletanolamin, gliseraldehid~3-fosfat, 3-fosfogliserik asit, befbrilkoiin
klorid, sefalin, sfingomyelin, kolesterol, dithiyotreitol, ol -kimotripsin,
tripsin, fenazinmetosiilfat, diklorofenol indoféﬁbl, riboflavin-5'-fosfat,
Siqma firmasindan, Sephadex G-200, Pharmacia'dan, amonyum siilfat, siksinik

asit, etilendiamin, BDH firmasindan, temin edildi,

Siikeinik dehidrogenaz, Hacettepe Universitesi Hayvan Laboratuvarin-

dan alinan normal sican karaciderinden elde edildi.

peneylerde, Zeiss PM~(~II spektrofotometresi Coleman (Model 6-065)
kolorimetresi, Beckman (R)(Model-25) spektrofotometresi, Amincoc Bowman spek-
trofotometresi, Dubnoff Metabolik Galkalama inkiibatdrit, fraksiyon toplayi-

ci121 (LKB 700 Ultrolag)} kullanildi.

Biitiin deneyler azot atmosferinde yapildi. Deney stiresince kullani-
lan ctzeltiler, kaynatilmg ve iginden azot gazi gecirilerek sojutulmug i~

yonsuz su ile hazirlandi.



Aktivite Tayini

Sitksinik dehidrogenaé (SDH} aktivitesi tayini Baginsky ve Hatefi'-
(1969} (16) 'nin modifiye ederek kullandiklari 2,6 diklorofenol indofenol
(Dcr) nin fenazin metdsﬁifat (PMS) tarafindan redilkklenmesine dayanan spek-
trofotometrik metod ile yapilmigtir. Metodun esasi iriin olugurken agiéa c1-
kan elektronlarin PMS'i redikledikten sonra DCI'e aktarilmasina dayanmakta-

dir. PMS yeniden oksitlenirker, DCI devamll olarak rediiklenir ve absorbans

gittikce azalir.

Aktivite, son 88.5 mM KbPD4, pH = 7.4; 35 pM Etilen diamin tetra
asetik asit; 70 pM DCI ve 275 pM PMS igeren iig ml'lik tayin karigiminda
61ciildi. Enzim pH = 7.4 63 mM Sodyum Siksinat iginde 37°C de 5 dakika én
inkiibasyona tabi tutuldu. Optik dansite degigimi 600 nm dalga boyunda &1~

ciil dii.

Unite (U), 1 ml Enzim ¢ézeltisinin 37°C deki 1 dakikada sebep ol-

duu optik dansite dedigimi olarak tarif edildi.

Spesifik aktivite, U/mg protein olarak tarif edildi,

Sabit DCT konsantrasuvonunda, dedigik PMS konsantrasyonlari ve sabit
PMS konsantrasyonunda dedigik DCI konsantrasyonlarinin aktivite tayinine

' , e s .
(Vﬁax a) etkisi incelendi,

Biitiin deneyler ayni gin ve ayni tazelikte enzim kuliantlarak yapilda.

Protedin Tayinli

Warburg (30) yéntemi kullanilarak yap:ildi. Yéntem BSA (sidir plazma
albumini) kullanilarak standardize edildi. Konsantre Srnekler igin ortamda
amonyum siilfat bulunmadi§r hallerde Biuret (31), daha hassas tayinler igin

ise Lowry (32) udntemi kullanild:i.
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Poli Akrilamid Jel Elektroforezi

B.J.Davis (23)'in metoduna gﬁre % 10 Akrilamid, 1:45 Bisakkarilamid/
Akrilamid igeren jellerle, Tris~glisih tamponu, pH = 8.3, olan ortamda ya-

prldi. Her jele 80-100 pg protein ve 3.5 miliamper akim uygulandz.
a~ Protein Boyamasi

2 saat siire ile devam eden elektroforez sonunda jeller bir enjektdr-
le, elektroforez tiiplerinin icine su sikilarak gikart;ldz. Jeller % 10 ase-
¢ik asit, % 0.25 kommasi mavisi bulunan ortamda bir gece bekletilerek bo-
yandi, Ertesi giin, % 10 asetik asitli ortamda boyanin fazlasi tamamen uzak-

lasincaya kadar yikandi.
b~ Glikoprotein boyamasi
Poli akrilamid jel elektroforezinden elde edilen drneklerde, Robert
ve arkadaglar:i (34)'nin metoduna uygun olarak glikoproteinler boyandi.
Kolon Kromatecgrafileri

COziinmiis enzim, sefadeks G-200 kolonuna uygulandi. 40 x 2.5 cm boyut~
larinda olan kolon 20 mM K-PO, pH = 7.4 tamponuyla dengelendi, 10 ml ¢dzin-

miis enzim kolona uygulandi, 1 ml'lik fraksiyonlar toplandi.
Affinite Kromatograifisi
Sefaroz-4B°nin Aktivasyonu (35)

Sefaroz-4B iizerine egit hacimda, 0% de iyonsuz su ilave edildi.
3 ml Sefaroz-24B basina 250 mg syanojen bromir cklendi; 8N NaCOH ile karigimin
pH s1 11'e ayarlandz, 20°C de 8~12 dakika siire ile bu pH da tutuldu. Inki-
basyon sonunda OOC, 20 mM K=POy pH = 10.5 tamponuyla Buchner hunisinde yai=-

kandi.



Aktivite Bdilen Sefaroz-4B'e 1,6 Diaminohekzan Bajlanmasi

Aktive 'edilmig Sefaroz-4B'e egit hacimde soduk iyonsuz suda gdzil-
mig olan 2 m mol/ml 1,6 diaminchekzan, pH = 10.0 ilave edildi, karigtirail-

di, 16 saat siire ile 4o de bekietiidi, sonra 4°C de lyonsuz su ile yikandi.
1,6 Diaminohekzan Tagini

1 ml 1,6 diaminohekzil sefaroz-4B,4N HCl icinde 60°c de 45 dakika
hidroliz edildi. NaOH ile ndtrallestirilerek P.Cuatrecases (35)'in metoduna

gbre 1,6 diaminohekzan, trinitrobenzen sulfonik asit (TNBS) ile tayin edildi.

Standard olarak 0.1 mM 1,6 diaminohekzan ¢Gzeltisi kullanildz.

1,6 Diaminohekzil Sefaroz-4B'e Silkksinik Anhidrid Baglanmasi

Sicaklik 400 de sabit tutularak, 1 ml paketlenmig Sefaroz-4B bagina
1 m mol stiksinik anhidrid ilave edildi. % 20 NaOH ile pH = 6 'ya ayarlandi.

4°c de 10 saat siire ile karigtirildi.

N H 0
i I
. N - (CHy _-N-C
| M
| H fﬂz
0-C CH
<f. T | 2
& =0
S-on v

Sefaroz-4B'nin
karbon iskeleti

Sodyum perklorat ekstraksiyonuyla ¢Sziinlir hale gelen enzimin % 30 -
% 50 amonyum siilfat kesiti; 0.5 ml, 0.005 mM ditiyotreitol igeren 20 mM
K-PO, pH = 7.4 tamponu icinde, awni tamponla dengelenmig olan affinite ko-

lonuna uyqulandi. 2.4 ml'lik fraksiyonlar topland:i, Kolon bir gece tamponla yi~
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kandiktan scrira O-O.S'M'sodyum siiksinat gradientine tabi tutuldu. Elde edi-

len her fraksiyonda aktivite ve protein tayin edildi.

Kopenzim~-0 ltzolasyonu ve Tayini

Mitokondri sﬁsbansiyonu ve ekstraklerde Parsons ve Basford (36)'un

metoduna gére koenzim-0 tayin edildi.

fzolasyon icin 10 mg protein/ml iceren mitokondri siispansiyonu 75%
de, 3 dakika asitaldz; Sodutulduktan sonra, 1.5 hacim siklohekzan ile 3 de-
fa calkalandi, ekstrakler birlegtirildi. 37°% 1ik su banyosunda, vakum al-

tinda ekstraklar kurutuldu.

C6kelek mutlak atanol iginde ¢oziildil, Koenzim-Q miktari spektrofoto-
metrik olarak tayin edildi. 275 nm dalga boyunda ¢dzeltinin absorbsiyonu
dleiildii. Ortama bir kag kristal sodyum borohidrid ilave edildikten sonra
rediiklenen koenzim~0 nun absorbsiyonu &lcildi, mg protein bagina mol

Koenzim-Q agafadaki formiil yardimiyla hesaplandz.

mol Koenzim-=) / mg protein =

oxide-rediikte, Toplam 1 1 1
AoD ) (Ekstrakt) ( ------ -—) ( ---) (( ~mmommmmmemmem )
275 nm {rml) 142x100 863 Toplam protein
(mg)
% 1 (34)
Not = ME = 142 , Koenzim=-Q nun molekiil adirlid: = 863
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Siz‘k.‘sini__k De.hidr'oge'n'éza‘ Bag}li Flavin
Adenin Dinﬁkieotid(FAD'} Tayindi

Mitokondri stispansiyonu, n-butanol ekstrakti, sodyum perklorat eks~
trakti, alkali ve triton X-100 ekstraktinda FAD tagiﬁ ed.ildi {37-40). Top-
lam 200 mg protein iceren m.itokondri siisPanssiyonu 17.000 xg 'de, 15 dakika
santrifijlendi. Cokelek iizerine 2 ml, 0.03 M HyPO,, pi = 2.1 ilave edildi
ve 1 saat 38°C'd'e galkalaﬁarak, inkiibe edilc:i.i.- i’nkﬁbasyon sonunda 0.5 N KOH
ile siispansigonun pH'si 7: Bie ayarlandi. 20 mg K-kimotripsin, 20 mg.r trip-
sin eklendi ve 4 saat 38°C'de galkalanarak proteinler triptik sindirime ta-

bi tutuldu.

Proteoliz, 3 dakika, 100°C de kaynatilarak durduruldu ve 17.000 xg
de 15 dakika santrifijlendi. Supernatan bir gece -20°C de bekletildi. (dzii~
len supernatan tekrar 17,000 xg ‘de 15 dakika santrifiijlendi. 2-3 ml'lik
bir fraksiyon alindx, 1 N HCl ile pH = 1'e ayarlandi ve 15 dakika 100°%¢ de
kaynatilarak proteolizden ¢ikan flavin peptidlerinin mononiikleotid seviye-~
ye pargalanmasi sadlandi, Hidrolizat 0.5 N KOH ile pH = 3.1'e ayarlandi ve

ilk floresans &lgimi yapildi (F,).

CSzeltinin pH 's1 0.5 N KOH ile pH = 6.2'e ayarlanda, Sélgiilen flo-
resans dederi Fp olarak tespit edildi. Ortama 2 2 riboflavin standard ola-
rak eklendi, floresans Olgildil (Fg). Hidrolizata 2 mg sodyum ditiyomit ek-
lendikden sonra tekrar floresans &lgildi (Fp). Olgillen degerler dilusyon

igin dizeltildi (Fg', FS’, FD').

pH = 6.2'de flavin peptidleri floresans vermemektedirler (40). pH =
3.1'de ise; pH = 6.2'de riboflavinin g8sterdifi floresansin % 85'i kadar

bir floresans verirler (41).

Gram protein bagina diigen FAD agadidaki formiille hesaplana:..'
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F

B
ol FAD/q protein = ( 1 { pg eklenen) ( ------- ) X m————
Riboflavin ) Fg'= Fp' 85

o P izd dilen
1000 roteolizden elde edilen

) . . x supernatan hacmi (ml)
x - -
Toplam protein Floresansi Glgiilen frak-
{gr) siyon hacmi (ml)

Fos folipid Tayin i

Mitokondri sﬁspansiyonunda ve cegitli ekstraklerdeki fosfolipid mik-

tarl, inorganik fosfat lizerinden tayin edildi (42).

250 mM sukroz igeren, 50 mM Tris-HC1 pH = 7.4 tamponuyla mitokondri-
ler 17.000 xg'de 15 dakika santrifiijlenerek 3 defa yikandi, Bdylece inorga=
nik fosfatdan arindirilmis mitokondri sispansiyonu kullanilarak n-butanol,

sodyum perklorat, alkali ve triton x-100 ekstraklari hazirlandi.
Fosfolipidlerin Ekstraksiyonu

0.4 ml Srnek iizerine 19.6 ml mutlak etanol-dietileter 1:1 (v/v) ka-
risim eklendi, tiiplerin adzi kapataldiktan sonra 5 dakika vortekslendi,
10 dakika bekletildi, tekrar vortekslendi wve 700 xg'de 15 dakika santrifiij-
lenerek ¢bken proteinler atildi., Lipid ekstraktin 5 ml'si kaynar su banyosun-—
da kurutuldu., Lipid ¢ékelek iizerine 0.4 ml % 70 perklorik asit, 2.5 M HyS0,
(1/9) karisim: eklendi, bek alevinde calkalayarak hidrolizat tamamen renk-~
siz ve berrak bir hal alincaya kadar yakildi, oda sicaklaginda sogutuldu

ve iyonsuz su ile 10 ml hacme tamamlandi.

Standartlar, 100 Fg'inorganik fosfat igeren gézeltiden, Srneklerle
ayni yéntem ve deney gartlar:i altinda hazairlandi. Deney kérii ve tayin koril

de ayr: ayrai hazirlandi.
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Inorganik fosfat spektrofotometrik olarak tayin edildi (43).

Toplam Demir Tay ini

Bkstraklardeki toplam demir tayini King, Nickel ve Jensen (44)'in
kalp kasi ve mitokondrilerine uyguladiklari metodun modifikasyonu ile ger—

geklegtirildi.

1 ml ekstrakt, 1 ml konsantre siilfiirik asit ve 3 damla % 30 luk hid-
rojen peroksit ile yakildi. % 28 1ik sodyum hidroksit ile nérrallegtirildi,
o-fenantrolin ve hidrokinon ile renklendirildi. Deney kori ve tayin kori

ayri ayri hazirlandi.

Mitokondri sSispansiyonunun Hazrrla-~

niga1

Dekapitasyon ile Sldiriilen siganlardan alinan karacider buz igindé
muhafaza edilerek tartildi. Makasla u fak parcalara béliindit, yad ve bag do-

kusu ayiklandiktan sonra 1 kisim doku, 3 kisim 20 mM K—PU4 pH = 7.4, 10 mM

goduum siksinat pH = 7.4, ve 250 mM sukroz iceren tampon iginde cam~teflon

homojenizatérde pargalandi. 4 kat gazli bezden siziildd.

siispansiyon, 1200 xg 'de 13 dakika siire ile santrifiijlendi, béylece
hiicrelerin parcalanmami§ zar, cekirdek gibi kisamlari uzaklagtiraldi. Sii-
pernatan 27.000 xg'de 15 dakika santrifiijlenerek mitokondrilex elde edil-
di (45). Mitokondri. c6kelegi 3 defa tampon ile yikandi. flk hacmn 1/47%
kadar bir hacamda 20 mM K-PO, PH = 7.4 tamponu ile siispansiyon haline geti-

rildi. Kiciik fraksiyonlar halinde ~20°c de dondurularak saklandi.

céziinidrlesgt irme Ydédntemlerl

Siiksinik dehidrogenaz, mitokondri silispansiyonundan baglica beg me-

tod ile ¢dziiniir hale getirildi.
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1. Metod : Digitonin Ekstraksiyonu

10 mg protein basina dedigen miktarlarda Digitonin mitokondri siispan~
sigonuna eklendi. 0°c de dedisik stirelerde inkiibe edilerek 27.000 xg'de

santriftijlendi. Stipernatantda aktivite ve protein tayin edildi.
2. Metod : Triton x-100 Ekstraksiyonu

Stiksinik dehidrogenazin g6ziintirlegtirilmesi Llk defa tarafimizdan uy-

gulanan Triton X-100 ile gerceklestirildi.

30-40 mg/ml protein igeren mitokondri siispansiyonu, 50 mM sodyum=
siiksinat pH = 7.4 tamponu ve % 1;5 orariznda triton X=-100 bulunan ortamda
37 de, 4 saat, azot atmosferinde, Dubriof metabolik galkaiama cihazinda

inkiibe edildi.

Inkiibasyon sonunda 27.000 xg'de 15 dakika santrifiijlenerek siperna-

tan'da enzim elde edildi.
3, Metod : NaCIO4 Ekstraksiyonu

pavis ve Hatefi (17)'nin geligtirdikleri metodla enzim ¢bztintir hal-
de elde edildi. Son konsantrasyonu 12 mg protein/ml olacak §ékilde mitokon=
dri. sispansiyonu, 20 mM sodyum-siksinat, 5 mM dithiyoreitol igeren 50 mM
tris-HC1 pH = 8.0 tamponu iginde seyreltildi, Siispansiyona son konsantras-
gyonu 0.4 N NaClo, olacak gekiide 6.2 N NaClo, eklenerek buz banyosunda,
azot atmosferinde 20 dakika inkitbe edildi. Inkiibasyon sonunda enzim ¢bzel-
risi 4°C de 80 dakika stire ile 27.000 xg'de santrifiijlendi. Enzim siperna-

tanda elde edildi.

4, Metod ; Alkali Ekstraksiyonu (46)

40 mg/ml protein igeren mitokondri stispansiyonu, 50 mM sodyum siik~
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sinat pH = 7.4 bulunan ortamda 0°c de 1 saat inkiibe edildi. Inkiibasyon SO~
punda 1 N NaOH ile siispansiyon pH = 10.1'e ayarlandi, derhal 0.5 N HCl ile

pH = 7.4% dﬁgﬁrﬁldﬁ ve 4°C de 15 dakika 27.000 xg’de;santrifﬁjlendi. go-

ziinmiis enzim sipernatanda elde edildi.
5. Metod : n~bputanol Ekstraksiyonu (47)

40 mg/ml protein igeren mitokondri stispansiyonu, 100 mM sodyum~-giik=-
sinat pH = 7: 4 }v/&) karigtir:ldi. Azot atmosferinde, &LPc de 12 saat bek-
letildi. Imkiibasyon sonunda -20°%¢ &e n~butanol ile 1/5 oranda karigtirilarak
20 dakika 0°C de inkitbe edildi. Qézeiti 1.800 xg'de 15 dakika gantriftijle-

nerek, acik sari sulu fazda aktivite takip edildi.

yukaridaki metodlardan bagka cegitli tuzlarin ve deterjanlarin enzi-
mi ¢dziiniir hale getirmesi igin ¢caligrldi. Bu amacla 5 mM okzalik asit, lak-
tat, fumarat, sitrat, etilendiamintetraasetik asit, trikarbalillat ve sod-
yum klorir bulunan ortamda, pH ~7.4'de mitokondri siispansiyonu her tuz ile
Ayri ayri e®c ve 37°c de dedisik siirelerde calkalanarak inkibe edildi, Her

iki inkiibasyon gartinda da % kayip ve % céziilme hesaplandi.

gnzimi céziinlirlegtirmek amaciyla cegitli deterjanlar, triton DF-12,
triton N~-101, triton QS-15, triton CP-54 ve brij~35 SP kullanildi. 30-40
mg/ml protein iceren mitokondri suspansiyonu 50 mM sodyum-siiks inat bulu-
nan ortamda 37c de, 4 saat galkalanarak 17.000 xg'de 15 dakika santrifij-

lendi, % ¢éziilme ve % kayip hesaplandi.

Sonikasyon  Iglemiyle Enzimin CSziintirlegtirilmesi

60 Hz'de, 5 dakika siire ile sonifikasyona tabi tutulan stok mitokon=-:

dri ¢ézeltisi, 15 dakika 27.000 xg'de santrifiijlendikten sonra slipernatanda

aktivite takip edildi.
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Fosfolipid Miseli Hazirlanmnmasaz

3 hacim kloroform, 1 hacim etilalkol karigiminda lesitin (10 mg/ml).
sfingomyelin (5 mg/ml}, fosforilkolin klorid (5 mg/ml} ve kolesterol (10

mg/ml) ¢Szeltileri hazirlandi.

éﬁ stok gozeltilerden 0.1 ml lesitin,.o;l ml sfingomyelin, 0.02 ml
fosforilkolin klorid, 0.02 ml koleéterol, bir tiipe pipetlendi. Azot atmos~
feri altinda vortekslenerek kurutuldu. thzerine uygun tampon g¢bzeltisi ila-
ve edilefek 5 ile 20 dakika vortekslendi. Bazi deneylerde bu karigim buz

bahyosu iginde, 2 dakika sire ile 100 watt'da sonifiye edildi.

siiksinik Dehidrogenaz'2a2zn Fos folli-

pidlerle Inkibasyonu

Mitokondri zarindan n-putanol ekstraksigonu ile ¢ozinir hale getiril-
mig ve bdylece kismen saflastirilmg enzim lizerine fosfolipidlerin etkile-

ri incelendi. Bu amagla ¢&zinir enzim ile fosfolipidler 37°c de inkiibe edildi.

Fosfolipid miselleri ortamda bulunmasi istenen konsantrasyonun iki
kati yiiksek konsantrasyonda 37°c de, 20 mM K-PO, pH = 7.4 tamponu iginde

5 dakika vortekslenerek hazirlandz.

optimum fosfolipid konsantrasyonunu tayin edebilmek igin cegitli kon-
santrasyonlarda (0.1, 0.5, 1, 2, 3, 4 mg/ml) fosfolipidler ¢cOzinir enzim
tizarine (v/v) eklendikten sonra 37¢c 1ik su banyosunda inkilbe edildi. in~-
kiibasyon sirasinda 0, 30, 60, 90 ve 120 ci dakikalarda &rnekler alinarak

PMS-DCI spektrofotometrik metoduyla enzim aktivitesi izlendi.

Her konsantrasyondaki fosfolipidler igin, 0 inci dakikadaki

[50D600 nm/dakika de§igimi % 100 enzim aktivitesi olarak kabul edildi.
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Kontrol deney olarak, ¢éziinmig enzim 20 mM K-PO, pH = 7.4 tamponu
ile (v/v) sulandirildi ve 37°c de inkiibe edildi. Inkiibasyon siiresince 0,
30, 60, 90 ve 120 di dakikalarda drnekler alinarak enzim aktivitesi tayin

edildi.

Céziinmii Stiksinik Dehidrogenaz’in Fosfolipidlerle Birlikté Koenzim—Q

ile Inkiibasyonu

Hazirlanan fbsfblzpld miselznden son konsantrasyonlar 25 Fg/ml lesgitin,

12.5 pgyml sefalln, 2.5 Pg/ml fosfor11 kolin klor;d, 5 ngml kolesterol ola~
cdk §ekilde én inkﬁbasgon siirecihde ehzime katlldl. 5 dakika 37°C de siksi-

natli ortamda inkibasyondan sonra aktivite tagini yapildi.

Sigan karacifer mitokondrisinden saflagtirilan koenzim-Q, son
_lx'.l(:!-2 Pmol olacak sekilde én inkiibasyon siirecinde enzime katild:r ve akti-

vite tayini yapildi.

vukarida bildirilen oranlarda fosfolipid karigimi ve koenzim-Q bir-

1ikte én inkibasyon stirecinde enzime katildi ve aktivite tayin edildi.

Eritros it Zarlarainain (ghost) Hazaizr~

lanmas 1 (48)

Hacettepe Universitesi Kan Bankasi'ndan alinan kullanma siiresi dol-
mamig asit-sitrat dekstroz iginde bulunan kanin eritrositleri ig defa izo-
tonik sodyum klorir ile 4%c de 700 xg'de santrifiijlenerek yikandi. Toplanan

eritrosit ¢ékeledi ilk hacminin 14 kati kadar bir hacimda 20 mM tris-HCI

pH = 7.5, 0.1 mM etilendiamin tetraasetikasit bulunan ortamda hemoliz edil-

di. 4°c de 25.000 xg'de 10 dakika santrifiigasyondan sonra toplanan zarlar
iki defa yukaridaki tamponla, iki defa 10 mM tris-HCl pH = 7.5 alan tampon-

la yakanda. -20°%¢c de dondurularak saklandi.
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Eritrosit Ghost'u Siksinik Dehidrogenaz Kompleksinin Hazirlanmasi

Alkali ekstraksiyonu ile ¢éziniirlegtirilmig enzim agirlikga 1/3 ora-
ninda eritrosit ghost'u ¢ézeltisi ile (v/v) karigtarilarak 10 dakika, azot
atmosferinde, 37°c de inkibe edildi. Inkiibasyon karigimi 29,000 xg'de 15
dakika s&ntrifﬁjlenerek supernatanda aktivite ve protein tayin edildi, ¢6-
kelek ise {ic defa 20 mM K-PO, pH = 7.4 tamporu ile yikandi. tik hacme tam-

pon ile sulandirildi, aktivite ve protein tayin edildi.

Lipaz (TipI) Aktivitesi Tay ini (49)

Siibstrat ¢ézeltisi olarak 10 ml 0,02 H:Sodyum asetat, 5 ml Triasetin,
i ml 0,02 % fenilred, 9 ml iyonsuz su, karigimi hazirlandi., 2 mg lipaz
tip I/ml iceren ¢dzeltinin 1 ml'si ile 5 ml siibstrat gbzeltisi 37°C de 20
dakika siire ile inkilbe edildi. Inkiibasyonun baglangicinda ve sonunda, gézel-
ti 0,02 N NaOH kullanzlarak_titre edildi. 1 ml 0,02 N NaOH'in 100 lipaz

iinitesine egit oldudundan giderek 1 dakikada 37°c de 2.82 inite hesaplandz.
Céziintirlegtirilmig Enzimin Lipaz (Tip I) ile Inkitbasyonu

Digitonin ile c¢éziiniirlestirilen enzim ilizerine 1/10 (w/w} oraninda
lipaz (tip I) katild:i. 3¢ de, azot atmosferinde inkiibe edildi. 0O, 15, 30,

45 ve 60 inci dakikalarda alinan drneklerde aktivite tayin edildi.

Tepkime Parametreler ine Si1caklidain

Etkis i

n-butanol ve alkali ekstraksiyonlari ile ¢éziinirlegtirilen enzim Or-
nekleri kullanildi. On inkibasyon ve tayin dedigik sicakliklarda ydriitile-
rek V.. *in 1/7 ile dedigimi incelendi. Ayni deneyler fosfolipid karigimi

iceren ortamda tekrarlandi, 1k hiz olarak optik dansite de§igiminin dodru-
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sal oldudu toplam siibstratin % 10'undan azinin tepkimeye girdigi bdlgeler-

deki hiz kuliénzldl.

Elektron Mikroskopisi
Gridlerin Kaplanmasi

tzoamilasetat icinde ¢dziinen % 2 1lik kollodyon gﬁzeltisin&ém birkag
damla pastdr pipeti ile iginde su bulunan petri kutusuna damlatildi. Su yli-~
zeyin&e dadzlan kollodyon ince geffaf bir zar olugturunca bakir gridler
lizerine dikkatlé yerlegtirildi, Bir siizgeg kagadi gridlerin tizerine kapati~
larak su yiizeyinden kadit iizerine st yiizleri kollodyon ile kaplanan grid-

ler alindi, Oda sicaklidinda 24 saat bekletilerek kurutuldu.

Son konsant?asyonlar; 25 Pg/ml lesitin, 12.5 yg/ml sefalin, 2.5 Fg/ml
fosforil kolin klorid, 5 pg/ml kolesterol olan kloroform=-metanol karigimi
vortekslenerek azot atmosferinde kurutuldu. 0.5 mg/ml protein iceren 2 ml
¢oziinmiis enzim kurutulan fosfolipidlerin iizerine pipetlenerek 4°C, 20 daki-

ka silire ile azot atmosferinde vortekslendi.
% 4 rosfotungustik Asit ile Lipozomlarda Protein Boyamasi {50)

Yukarda anlatilan sekilde hazirlanan lipozomlardan bir damla kollod-
yon ile kapli grid iizerine damlatildi, 3 dakika c¢bkmeleri igin beklendi,
fazlas: kadit ile emildi. Uzerine 1 damla % 4 fosfotungustik asit damlatil-—
di, 5 dakika beklendikten sonra sizgeg¢ kadidi ile fazlasi emildi, iyon-
suz su ile yikand:i ve infrared lambasi ile kurutularak elektron'mikrosko-

punda incelendi.

Lipozomlarda Enzim Aktivitesi Boyamasi

18 mM sodyum-siiksinat, 65 mM K-fosfat pH = 7.4, 3 mM sodyum-sitrat,



- 20 -

3 mM bakair siilfat, 5 mM potasyum ferrisyanid bulunan ortamdan, grid iizeri-
ne daha; snce tatbik edilmis olan fosfolipid miseli~enzim kompleksi tizeri-
ne 1 démla damlatxldl. 5 dakika bekletildikten sonra, fazlas: emildi, 1

damla iyons:iz su ile yikanarak infrared lambasi ile kurutuldu ve elektron

mikroskopunda incelendi (51).



Enzim aktivitesinin tayininde 2,6~diklorofenol indofenol'iin fena~
zin metasiilfat aracilifayla reditksiyonu sonucu 600 nm dalga boyunda ab-
sorbsiyon azalisi kullanildi. Yapay boyalarin aktivite tayinine etkisi
Sekil 1 de gbriilmektedir. De§igik enzim konsantrasyonlarinda tayin stoki-
yometrisi iki ayri PMS konsantrasycnunda denendi ($ekil 2). Tayin gartla-
rinda genig bir PMS konsantrasyonu araliginda enzim konsantrasyonuna bagim-

111141n lineer oldudu gdzlendi.

Dedigik zamanlarda literatiirde son derece dayaniksiz ve tekrarlana-
mayan sonuclar veren (22,23) bir enzim olarak rapor edilen siiksinik dehid-
rogenazin aktivitesinin degigik dilusyonlarda stokiyometrik olarak tayin
edilebilmesi icin dilusyona bagli inaktivasyonun aktivite tayin sistemle~
rindeki etkisi aragtirildir ve sonuglar Sekil 3 de g8sterildi. Ayni enzim
preparatindan farkli dilusyonlar yaprldi ve 32 kat dilusyona kadar enzim

aktivitesinin lineer olduju gdzlendi.

Sekil 4 de dedigik sicakliklarda enzimin dayaniklilidz goriilmekte-

dir. 45°c de 5 dakikada enzim, aktivitesinin % 20 sini kaybetmektedir.
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SEKIL 1 : Depisen DCI konsantrasyonlarinda aktivitenin PM5
konsantrasyonuna bagimliligi. Tayin ortami yon~
temlerde verilmistir.

(o) 34.9 pM DCI, (e) 46.6 i DCI,
(&) 70 ve 93.3 pM DCI
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SEKIL 2 : Degisik PMS konsantrasyonlarinda aktivitenin enzim
konsantrasyonuna bagimlilifi. Tayin-ortam: yontem-—
lerde verilmistir, DCI konsantrasyonu 70 yM dar.

(8) 0.18 mM PMS, (o) 1,8 mM PMS
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SEKIL 3 : Degisik dilusyonlarin enzim aktivitesine etkisi.
pilusyonlar stok enzim gbzeltisinden 0°C de 20 mM

K-PO, pH = 7.4 cbzeltisi ile yapildi. Her tayin
i¢in es hacim enzim ¢ozeltisi kullanilda.
Tayin ortam: yéntemlerde verilmistir.
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Gerek sicaklik dayaniklilifi gerekse sogukta ylriitilen iglemler so-
nucu ¢ok miktarda aktivite kaybl enzimin reaktivasyonu denenmesi gartini
ortaya koydu. Bu amacla daha Once enzim aktif merkezinde bulundugu belir-
tilen =-SH gruplarinin korunmasi (15), kofaktdril olan FAD'nin digardan ila-
vesi ve enzim aktivitesinde dénemli rolii oldugu bilinen demir stilfilir protein-
lerinin rejenerasyonu ile enzim reaktivasyonuna galigaldi, -~SH gruplarini
korumc icin 2-merkaptoetanocl (2 ME) ve dithioceritritol (DTT} ile inkiibas—
gyon demir siilfiir proteinlerinin rejenerasyonu.igin demir~2-amonyum silfat
ve sodyum stilfit karisim (4 mM : 4 mM), FAD'nin rejenerasyonu icin agik

dializde disardan dedisik oranlarda FAD katilmasi denendi.

2 ME ve DIT'nin yapay boyalarla aktivite tayinini bozdudu ve DCI'i
nonenzimatik rediikledigi tespit edildi. Ferrous siilfat ve demir slUlfiir
rejenerasyonunda ertamda bol miktarda demir siilfir ¢oktii. Bu sebeplerden
her iki tip rejenerasyon igin gergeklegtirilen inkiibasyondan sonra enzim

3

Srnekleri 10x0.5 e¢m boyutlarinda void hacmi 2.5 cm™ olan bir sefadeks

G-25 kolonunda yukarda adi gegen birlegiklerden uzaklagtirildzi,

aktif eluatlarda gerek dénigim katsayisi (Turnover number) gerekse
spesifik aktivite agisindan bir artma gézlenmedi. Ayrica bu preparatlar si-

caklik dayanimi agisindan da natif enzimden farkli degildi.

FAD'nin etkisini incelemek iizere yukarida agiklanan gekilde regene~
re edilmede caligilmig preparatlar azot atmosferinde agik dialize tabi tu-
tuldu (Sekil 5) ve deﬁigik zaman araliklarinda alinan Srneklerde aktivite
tayin edildi (Sekil 5). 1ki saat sonunda enzim ¢ézeltisine son konsantras-
yonu 1 mM olacak gekilde FAD katzldi. Ayrica aktivite tayinleri 1 mM FAD
igeren ortamlarda tekrarlandi. Bu gartlarda enzim aktivitesinde bir reje-

nerasyon gézlenmedi,
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SEKIL 5 : FAD'nin enzim aktivitesine etkisi. 2.4 mg/ml protein komsantras-
isi ve 20 mM, pH = 7.4, K~-P04 tamponu kulla-

yonunda enzim ¢dzelt
lanildi. Aktivite tayini 1 mM FAD igeren ve icermeyen ortamlarda

yapildi. Aktivite sonuglari 3 ayri deneyin ortalamasidix.
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Enzimin mﬁtokondri zarinda ¢oziintirlegtirilmesi igin ¢ok sayrda de-
Figik yéntem denendi. Tablo I de dedigik digitonin/protein oranlarinda ve
de§isik sicakliklarda inkilbasyon sonucu gézinirlegtirilen stiksinik dehid-
rogenazin spesifik aktiviteleri gériilmektedir. En uygun ¢dzinme garti ola-
rak 2.5 mg digitonin/10 mg protein, 37°¢c ve 120 dakikalik inkiibasyon siire-
si segilmigtir, Bu gartlarda yaklagik olarak 3 kez bir saflagma (spesifik

aktivite artigi) gdzlenmigtir,

Yukaridaki sartlarda ekstraksiyon sonucu elde edilen ¢dkelek ayni
gartlarda ikinci kez ekstraksiyona ugratildiginda goriiniirde daha ylksek

aktiviteler, fakat g¢ok diigiik total iiniteler elde edilmigtir,

Bir dider cézintirlegtirme yéntemi olarak deterjanlar kullanildigin-

da en uygun deterjan olarak Triton X-100 segilmigfir.

50 mM sodyum-siiksinat i¢eren ortamda deterjanlarin dedigik konsan=
trasyonlar: ve defisik sicaklik ve inkilibasyon siireleri denenmigtir. Tab-
lo IT de, kullanilan deterjanlarin ¢Oziilmeye etkileri gdsterilmigtir, CO=
ziinme sartlarinin saptanmasinda uygulanan yéntemlere bir &rnek Triton X-100

icin Sekil 6 da gosterilmigtir.

lleiincii bir ¢oziinlirlegtirme yéntemi olarak Davis ve Hatefi (17)'nin
perklorat ekstraksiyonu kullanilmigtir. Bu ydntemle céziiniirlegtirilen en-
zim dedisik DTT konsantrasyonlarinda amonyum silfat kesitlemesine tabi tu-
tulmugtur, 50 jm DIT igeren ortamda amonyum silfat konsantrasyonuna bagim-

1111k Sekil 7 de gdsterilmigtir.

DTT konsantrasyonunun 10 kati artigi ayni spesifik aktiviteyi elde
edebilmek icin amonyum siilfat konsantrasyonunun % 2 ile %4 lik artigini

gerektirmistir,
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Sﬁksinik dehidrogenaz mitokondri zarindan alkali ekstraksiyonu ile
de gézﬁnﬁrlegtitilmi§tir. Literatiirde dedisik aragtiricilarain bir saat si-
re ile pH = 9.5 ile pH = 10.5 da inkiibe ederek g&zﬁnﬁrlegtirdiklerini bil-
dirdikleri enzim (46) bizim sartlarimizda bu siire iginde biiylik Slcide i-
naktive olmugtur., Bu sebepten ekstraksiyon ydntemlerde biidirildiéi sekil~

de modifiye ediimig ve % 60 verimle enzim g¢ozinirlegtirilmigtir.

Bir dijer gézﬁnﬁrlegtirme yéﬁtemi olarak n-butanel kullanilmig ve

enzim % 37 verimle mitokondri zarindan gﬁzﬁnmﬁ§tﬁr (47).

Dedigik tuzlar ve sonikasybnda goziiniirlegtirme yéntemi olarak denen-
migtir. Yukarida agiklanan yéntemler ile ¢dziinlirlegtirilen enzim preparatl-

nin bagzi 6zellikleri Tablo IIT de gériillmektedir.

Digitonin ile ¢éziniirlegtirilmis enzimin Sefadeks G-200 elusyon
profili Sekil 8 de gdrilmektedir. Aktivitenin tiimii kolonun bog hacminde
(void volume) % 90 verimle elde edilmistir. En yliksek spesifik aktiviteyi
iceren fraksiyonlar (tiip 15-26) toplanarak daha ileri saflagtirma elde et-
mek amaciyla dedisgik iyon de§igtiricilere uygulanmigtir. Karboksimetil

|
seluloz (CM~C) dietilaminoetil seluloz (DEAE)}, alumina, bentonit, kalsi-~
yum fosfat jeli gibi iyon dedigtirici ve adsorblayicilar kullanildiFinda

gerek siibstratli, gerekse sibstratsiz ortamlarda kolonlardan iyon gidde-~

ti ve pH dedigtirerck enzimi elue etmek mimkin olmamigtair.

Enzimi saflagtirmak amaciyla siiksinillenmig diaminohekzil sefaroz
kullanilmigtir. Hazirlanan diaminohekzil sefaroz asit hidrolize tabi tu-
tularak 3.5 PMbl/ml jele diaminohekzan katildigr saptanmig ve 1x30 cm bo-
yutlarinda kolonda gerceklegtirilen affinite kromatografisi sonuglari
Sekil 9 da gdriilmektedir. Kolona uygulanan proteinin % 92 si A, B ve C

fraksiyonlarinda geriye alinmigtir.
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cézinme Yontemi % Rayip % Céziilme  Spesifik Turn over
Aktivite Sayisi

Digitonin Ekstraksiyonu
2.5 mg/10 mg protein 12.6 52,5 0.721 6866
3¢, 120 dk. (n = 8)

Amonyum giilfat kesiti (n = 7) ‘

Alkali Ekstrakt:

pH = 10.1-7.4 arasi (n = 7) 14.1 59,5 0,329 3133
n-Butanol Ekstrakti o
1:5, v/v (n = 6) 54.0 37.0 0.680 6476
% 1.5, 37°C de 4 saat
Triton X-100 (n = &) 21.5 74.0 0.435 4141
Triton CF~54 n = 2) 77.3 22,7 0.258 2457
Triton DF~12 (n = 2) 73.3 26.7 0.193 1842
Triton N-101 (n = 2) 53.3 46.7 0,471 4490
Brij=-35 SP (n = 2} 73.5 26.5 0.244 2328
5 mM, 5 dak. 0°C de
Okzaloasetik asit (n = 2) 62.6 o 0 0
Laktat (n = 2) 55,5 2.5 - 0.193 1835
Fumarat fn =2) 71.0 0 0 0
Sitrat n = 2) 59.6 2.5 0.152 1435
EDTA {n = 2) 40.5 3.0 0.270 2565
Trikarballilat (n = 2) 50.6 1.2 0.084 400
0,15 M NaCl (n = 1} " 45,0 6.8 8.075 716
0,50 M NaCl (n = 1} 47,0 7.8 0.081 772
1.00 M NaCl (n = 1) 48,0 6.9 0.058 553
1.50 M NaCl (n = 1) 56,0 I11l.4 0.096 915
2.00 M Nacl (n = 1) 72.0 13.7 0.115 1095
Sonikasyon (n = 2) 20,0 46,0 0.100 952

TABLO III : Cegitli ¢dziinme yontemlerine gére elde edilen % GO~
ziilme, % kayip, spesifik aktivite ve tumm over sayrlari

(n = deney sayisi).
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Bu fraksiyonlarda gapilan aktivite tayinleri, A nmin total aktivite-
nin % 7.5 'unu, B nin total aktivitenin % 3.5'unu igerdidini ortaya koy-
mustur. C fraksiyonunda ise aktivite bulunamamigtir. Bu fraksiyonlardan
hazirlanan karigimlarin aktiviteleri Tablo IV de gdriilmektedir. Ayrica bu
fraksiyonlara 4 mm : 4 mm demif-z—amonyum siilfat ve sodyum sdlfit karagimi,

100 mM FAD katilmasi aktivite artigina neden olmamigtir.

Siiksinat gradieni ile elde edilen profil (B ve C fraksiyonlari)
sodyum kloriir gradieni ile de (0=500 mM} elde edildi. Bu tip elusyonlarda
B fraksiyonunda aktivite elde edilemedi. Ayrica B ve C fraksiyonlari daha

yiiksek iyon giddetinde elue edilebildi,

Dedigik yéntemlerle ¢éziiniirlegtirilmis enzimin, tripsin- KX kimo-
tripsin ile proteolize udratilmis enzimin ve proteolizden sonra pH = 1 de
100°C da 15 dakika hidroliz edilmis enzimin gériiniir bSlgedeki absorbsiyon
spektrumlar: alindi. Siksinik dehidrogenaza 6zgiil 440 nm ‘'daki absorbsi-
yon proteoliz ve hidrolizden sonra gdézlendi. Natif preparatlarda ise
410 nm dalga bbyunda bariz bir absorbsiyon gdzlendi (gekil 10; A,B,C,D).
FAD kofaktdriiniin 440 nm dalga boyundaki &zgiil absorbsiyonu natif enzimde
410 nm'de gézlenmektedir. 555 nm dalga boyundaki absorbsiyon tepecigi ise
proteoliz ve hidrolizden etkilenmemektedir. Yine Sekil 10 da ortama fos-
folipid misellerinin katilmasindan sonra goriiniir bélgedeki absorbsiyon
spektrumu gésterilmistir. Gerek absorbsiyon maksimalarinda gerekse ab-

sorbsiyon giddetlerinde bir farklilik gdzlenmemigtir fgekil 20 (==) ).

Dedigik yéntemlerle ¢bziniirlegtirilmis enzimin floresans spektrumla-
r1 275 nm ve 375 nm dalga boyunda eksite edilip c¢ekildiginde biitiin ekstrak=-
siyonlar igin 350 nm dalga boyunda kuvvetli bir floresans 520 ve 675 nm
dalga boylarinda ise zayif iki floresans tepecigi gdzlendi. 520 nm dalga

boyundaki floresans tepeci§i, 375 nm dalga boyunda eksite edilerek yaklagik



[ FRAKSIYON | /o AKTIVITE
— 1

. X

B o e e 3.5

C e e 0.0

) - S e oo .40

AAC e e e e e m 7.5

A+B+C. . —————————————— ‘:54.0

A+B+ Fos.{otipidf_ ______ e 28.0
S R—

TABLO IV : Affinite kolonundan elde edilen gegitli fraksiyon-
larin ve bu fraksiyonlardan hazirlanan karigimlar:
% aktivite degerleri,

X Fosfolipid miselleri gereg ve ydantemlerde anlatil-
dig1 sekilde hazairlanmis ve es hacimde deney orta-
mina katilarak 37°C de 30 dakika azot atmosferinde
inkiibe edilmistir.
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SEKIL 10 € ¢ Alkall ekstraktinin absorbsiyon spaktrumlarij
(—) Alksli ekstrakis, (=) Ekstraktin Tripiik sindirioden
sonrakl sbsorbsiyon spekirum, {me) Tripiik sindirime ufra-
tilmig enzfmin pH = 1 de 100°C de 15 dakika sire ile hidroli-
- zinden monta elde edsken apektrum, (- - Orvams 2 mg NaySy0,
eklenpesiyla rediiklensn enzimin absorbslyon spekrr:mu,
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SCEIL 10 D : a-Butanol gkscrantizin spet :'rm:lur:;

(e} n-3utancl ehst 1y (=) crtuza fenfelipid =ieuld
{lavesinden senraki a-serhsiven spekibutu, (wwe) Triptik
sindiriza ugratilmiy n-tutanel exstrakt.nin absorbsivon
spektrusu, fmm) Triptik sindirime uiragilesy enziotn, 15
dakika sire Lle 100°C de pH = ! de hidrolizlenmesinden sonta
absarssivon spektrumu (Son ki spektrun fgln seklin saf Cd-
rafinda bulunan sbsorbans zgell egerlidir).
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5-10 kez kuvvetlendirilebildi (Tablo V}. Agni spektrumlar fosfolipid mi-
sellerinin (1ipoZom}'bu1uﬁdu§u ortamda ¢ekildifinde 350 nm dalga boyun-
daki floresans tepecidi % 20-30 oraninda baskilandi. 52b ve 675 nm dalga
boyundaki floresans emisyonu ise lipozomlardan etkilenmedi. Yapilan kont-
rol deneyleri seyréltme ile floresans emisgohunun stokiyometrik oldudu~
nu, lipozomlarin ise bu dalga boylarinda bir floresans emisyonu vermedi-
gini ortaya koydu. rnek bir floredans spektrunu ve lipozomlarin etkisi
Sekil 11 de gériilmektedir. Bu sonuclar alkali ekstraksiyon&, perklorat
ekstraksiyonu ve n-Butanol ekstraksiyonu ig¢in gegerlidir. Triton X~100
kullanilarak yapilan ¢8ziiniirlegtirmede lipozomlarin floresans spektrumu-

na bariz bir etkisi gizlenememigtir.

Pablo VI da mitokondri ve dedigik ydntemlerle g¢éziinlirlegtirilmig
enzim ¢bzeltilerinin Snemli baz: bilegenlerinin konsantrasyonlari goste-

rilmistir,

Sekil 12 de ise dedisik yontemlerle gézinlirlegtirilmiy enzimlerin
akrilamid jel elektroforezi paternleri goriilmektedir. Jeller protein ve
karbonhidrat ic¢in ayri ayri boyandidinda, yalniz Triton X-100 ¢éziinirleg=-
tirilmesinde bir glikoprotein bandi gézlenmigtir. Ayrica tim jellerde or-
tak olan iki band gdzlemmigtir (Sekil 12, okla igaretli bandlar). Denenen
biitiin preparatlar aktif cldufundan aktivite ic¢in mutlak gart olan prote=-
inlerin isaretli proteinler olduju sonucuna varilmigtir, Jellerde aktivi-
te boyamasi icin uygulanan dedigik yontemler enzimin dayaniksizligi nede-

niyle sonug vermemistir,

Degigik fosfolipid, kolesterol ve organik fosfat bag: tagiyan bile-
giklerin, ayrica bu bilegiklerin degigik karigimlarinin enzim aktivitesi-
ne etkileri incelendi. Defigik konsantrasyonlarla 37°¢c de inkiibasyon deney-
leri ile tek tek fosfolipidler igin optimum aktivasyon konsantrasyonu ola-

rak 1 mg/ml saptandi (63).
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SERIL 11 : Alkali ekstraksiyonu ile ghziinlirlestiriimlg enzimin floresans

spektrumu,
A,B; (—) 275 nm dalga boyunda eksite edilen 1 mg/ml protein

igeren ekstraktin fleresans spektrumi, {(---) ortama yontemlerde
aciklanan sekilde hazirlanan 25 pg/ml lesitin, 12,5 yg/ml sefalin,
2.5 Eg/ml fosforil kolin klorid, 5 pz/ml kolesterol igeren fosfo-
lipid misellerinin katilmasindan sonraki floresans spektrumu,
(~--) 2 mg NapSy0y (Sodyum dithiyonit) eklenmesinden sonraki flo-
resans spektrumu.

C; (—) 375 nm dalga boyunda eksite edilen enzim ¢Szeltisinin
floresans spektrumu, (—--} 2 mg‘sodyum dithiyonit eklenmesinden-
sonra rediklenen gizeltinin floresans spektrumu.
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Aktivasyon deneyleri icin en diisiik fosfolipid igerdidi saptanan
n-butanol ile ¢dziiniirlegtirilmig enzim kullanildi (Tablo VI). Sekil 13
de sfingomyelinin ve kolesterol + sfingomyelin’in aktivasyon paterni gé=
riilmektedir, Ortamda ayrica organik fosfat bafir igeren gliseraldehid-3-
fosfat bulunmaktadir. Bu gartlarda 30 dakika&a'% 192 oraninda aktivasyon
gézlenmigtir. Sekil 14 de ise dedigik fosfolipidlerin karigimanin koleste-
rolun ve karigim + kolesterolun gergeklestirﬂiﬁi éktivasyon gbrilmektedir.
Tablo VII de de§isik fosfolipidlerin, orgaﬁik fosfat bilegiklerinin maksi-
mum aktivasyon dederleri ve kolesteroliin bu aktivasyona etkisi gdsteril-

migtir,

Dedigik fosfolipid tiirlerinin karigamlari en yiikksek akt ivasyona
neden oldudundan bu karigimi natif oranlarda bulunduran eritrosit zarlari
ve alkali ekstraksiyonundan geriye kalan mitokondri zarlari aktive edici
sistemler olarak kullanildi. Sitksinik dehidrogenazi, alkali ekstraksiyo-
nu ile uzaklagtarilmis mitokondri zarlari, n-butanol ile gGziinfirlegtiril-
mig enzim iizerine katildi§inda % 210 aktivasyon gézlendi. Eritrosit
goast'lar: ise bir aktivasyona neden olmadi, ancak ¢Gziniir enzimin % 70'i
17.000 xg'de goken eritrosit goastlarira yapisti. Enzimi bu zar sistemin-
den yeniden ¢dziinirlegtirmek amaciyla kullanilan yiksek tuz konsantrasyonu
dondurup cézme, sonikasyon, organik ¢bziiciiler ve lipaz ile muamele sonug

vermedi.

Sekil 15 de digitonin ile ¢bziinlirlegtirilmis enzimin lipaz ile in-
kitbasyonu sonucu aktivite dedigimi gbzlenmektedir, 30 dakika sonunda lipaz
ile muamele edilmig enzim % 33 oraninda aktivite kaybina u§ramigtir. Kont-
rol da ise % 9 oraninda bir aktivite kaybedilmigtir.

Mitokondri zarindan izole edilen koenzim~Q lxlo_z'p mol konsantras-
yonda &n inkiibasyon ortamina katildiginda yaklagik % 15 aktivasyon gbzlendi,

Fosfolipidli ortamda ise koenzim-Q daha fazla bir aktivasyon gostermedi,
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| BIRLESIK (1mgimi) | % AKTIVITE |

B-Fospogliserik ssit 12
Fosfordl Kolin Klord B 114

} IGIZr,'ser'a/dehH-s-fa.rfaf - HF
) é-7:;sforiz e?bnaZer}z. | | 122

| Sfingomyelin | 124

| I,'Le_sz'vé}z | - 135
= Sf}bg;mge&b + Kolesterdl | 192

| Lesitin + _S'f/'/? omyleb-f- Kolesterol+ 244
Fosfori? Ko&}z‘?/(/om' -

TABLO VII : 1 mg/ml konsantrasyonda fosfolipid ve organik
fosfat bagi iceren birlesiklerle ¢dziinmiis enzi-
min 37°C de, 30 dakika inkiibe edilmesiyle de-
gisen % aktivite degerleri.
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Libozaﬁlarln enzim aktivitesine etkisini yapay boyalarla elekfron
alig verigini etkileyip etkilemedigini aragtirmak amaciyla lipozomlu ve
lipozamsu2 ortamlarda 10-45°C arasinda tepkime izlendi., Sekil 16 ve 17 de
mitokondri,alkali ekstrakti,n-butanol ekstrakt:r ve bu ekstrakta lipozom-

larin katxlmasiyia olugan ortamlarda Arrhenius grafikleri gériilmektedir.

Enzim siibstrat aktif kompleksi ig¢in aktivasyon enerjileri mitokondri,
alkali ekstraktin-butanol ekstrakti ve n-butanol + lipozomlu ortamlarda
sirasiyla; 32.5 kcal/mol, 22.0 kcal/mol, 29.9 kcal/mol, 29.3 kcal/mol ola~

rak hesaplanmigtir.

Calisilan fosfolipid konsantrasyonlarinda vorteksleme ile lipozom
olugup olugmadirda, bu lipozomlarda bagli protein bulunup bulunmadidi ve
aktivite elektron mikroskopisi ile incelendi. Seki] 18 de fosfotungustat
ile boyanmig lipozomlar x20.000 bilyiitmede gériilmektedir, Enzim aktivitesi
boyamak Ig¢in yapilan deneyler elektron opak boyama ortaminda lipozomlarin

dayaniksiz olmasi nedeniyle sonug vermemistir,
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SEKIL 16 : n-Butanol ekstraktinin ve fosfolipid misell ile inkiibe edilen
n-butanol ekstraktinain sicaklia bagamli olarak tepkime paramet-
resinin degisimleri (Arrhenius egrisi).

(o)

(a)

n-Butanol ekstrakti ile fosfolipid misellerinin 1 hacim :
i hacim oraninda 8n inkiibasyon siirecinde karistirilmig ve
tepkime bildirilen s1cak11k1arda_yﬁksek siiksinat konsantras—
yonunda yiiriitiilmistir, E,

Efim = —mwm==——— = ~2,397

Bim = ~50303 |
n~Butanol ekstraktinda sicaklifa bafimli olarak tepkime para-
metresinin defigimi, E

a

Efim = ————mm—— = =2,523
gim = 7303 R

okstHferer SCkswT

k =Am mol/dakika/ mol enzim.
Egriler regresyon denklemi uygulanarak ¢izildi, Egimler regresyon
dogrusunun efimidir.
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SEKIL 17 : Degisik sicakliklarda enzimin tepkime parametresinin degigimi

(Arrhenius egrisi). E
a
.~ o e ———— L 947
{ » } Mitokoundri silispansiyonu Egim 2.303 R 3.0
Egy
( o) Alkali ekstrakt: Efim = ~—-—=m—w = -1.934
2,303 r

k = m mol/dakika/mol enzim

Egriler regresyon denklemi uygulanarak g¢ilzildd, Egimler regresyon
dogrusunun egimidir.
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vontemlerde agiklandigi gekilde hazirlanan
fosfolipid miseli-protein kompleksinin elek-
tron mikroskopik goriinimi. % 4 fosfotungus-
tat ile boyanan preparat x20.000 biyiit{ildi
(Fotodraf X2 biyiitmede).

A; sonifiye lipozomlar, B; normal lipozomlar
(2 kez yirkanmig)




Elektron transport zincirinin 4 ana kompleksinden ikiﬁcisi siiksina~
tin oksidasyonu sonucu elektronlar:i koenzim-Q araciligiyla sitokrom b'e
aktaran kompleks II dir. Kompleks II nin en Snemli liyesi olan stksinik
dehidrogenaz bu elektron akiginda aktivasyon enerjisinin diigiik olmasini
sadlayan proteindir. Siksinik dehidrogenaz aktivitesi ancak ortamda bir
elektron alici bulundudu zaman Slgiilebilir. O halde natif aktivite, elek-
tron alicinin koenzim O -~ sitokrom b sistemi oldudu durumda gézlenen ak=
tivite olacaktir (53). Pratikte siiksinik dehidrogenaz aktivitesini tayin
i¢in oxido-rediiksiyon potansiyeli uygun boyalar kullanilmaktadir. Bu tip
tayin metodlari enzim aktivitesi hakkinda ancak mukayeseli bir fikir vere-
pilir. PMS kullanilarak enzim aktivitesinin tayini natif aktivite hakkin-
da fazla bir bilgi vermemekle beraber gerek pratikligi gerekse belli ara-
liklar icinde stokiyometrik olusu nedeniyle ¢ok uzun senelerdir bu enzimin
aktivitesinin takibi icin bitin aragtiricilar tarafindan kabyl edilmig bir
yéntemdir (14,19). Dedigik enzim preparatlar: ic¢in dedigik stokiyometri ara-
liklars tarif edildidinden, bu ¢aligmada gerek PMS gerekse DCI konsantras-
yonlarinin aktivite tayinine etkisi incelenmig ve PMS~DCI elektron trans-
feri hizinin hiz kisitlayici olmadidz konsantrasyonlarda galigrimigtir.
Ayrica enzim aktivitesi ile konsantrasyonu arasindaki bagimliligin lineer

oldudfu bélge secilmigtir (Fekil 1-2).
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Cok eser oksijen bulunduran ortamlarda dahi son derece dayaniksiz
bir enzim olarak rapor edilen siiksinik dehidrogenaz ayrica literatiirde
tekrarlanamayan sonuglar veren bir enzim olarak da taninmaktadir (19,22,
23,52). Pek ¢ok degigik parametresi degigik aragtiricilar taraflndén fark=-
li rapor edilen bu enzimle gal;gmada ana problemler : 1~ Céziniirlegtiril-
mig enzimin dayaniksizlid:, 2= Farkli ¢bziniirlestirme ydntemlerinin muhte-~
melen farkl: koméieksler gOzmesi olarak saptanmig ve bu noktadan hareket-
le dedigik c¢ozinirlegtirme yéntemleri ile elde edilen g¢dziiniir kompleksle-

rin 6zellikleri aragtirilmigtif.

Bizim gartlarimizda dilusyonun bir saatlik siire i¢inde enzim akti-
vitesine bir etkisi olmadid§z, aktivitenin sicaklifa giddetle bagimli oldu~-
du, kofaktdrin ve demir-siilfiir alt biriminin rejenerasyonunun PMS tayini
1le takip edilen éktiviteye bir etkisi bulunmadid: gGzlenmigtir (Sekil

3~d-5).

Dedigik gbziniirlestirme yéntemleri -gerek ilk defa bu caligmada bil-
dirilen triton X-100 ve digitonin ¢dziniirlegtirilmesi, gerekse literatiir-
de bildirilen NaClO,, pH de§igimi ve n-butanol gozinlirlegtirilmesi- g¢ozl=

niirlesen komplekslerin dzellikleri agisindan kargilagtirilmigtir.

Priton X-100 ve digitonin ¢éziinirlegtirilmeleri bu ajanlarin kritik
misel konsantrasyonlarinin biraz ﬁzefindeki konsantrasyonlarda optimum
cozintirlegtirme gercedini ortaya koymustur (gekil 6). Gerek bu bulgu ge-
rekse amonyum siilfat badimlilidir (Sekil 7) ve sefadeks G~200 kromatografi-
si (Sekil 8) enzimin son derece lipofilik bir protein oldugunu bu ylizden
de aktivitesinin lipofilik ajanlar / ortamlarla kontrolu olasiligini vur-
gular (Denenen saflastirma yéntemleri enzim aktivitesinin dayaniksizlagi
ve fbsfbiipidsié ortamlarda korunamayigi nedeniyle fazla bagarili olmamig-

tar). Sekil 9 da gOriilen affinite kromatografisi profili, perklorat eks-
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traksiyonu ve amonyum siilfat sonrasi enziminin biyilk Slglide saflagmig oldu=-
Junu gbstermektedir. Cok diigiik aktivitelere sebep olmasina ragmen bu yon-
tem enzim aktivitesi igin fenazin metosiilfat bagimli tayinde dahi birden
fazla komponentin gereklilidini ortaya koymugtur. Bu ydntemle elde edilen
A ve B fraksiyonlarinin yapilari bakkinda bilgi verecek yeterli sonug el-
de olmamakla beraber bu fraksiyonlarin labil demir siilfiir proteini igeri-
i agisindan farkli olduklari ileri siiriilebilir. Bu varsayim ad:i gegen

fraksiyonlarin birbirlerini aktive edigleri sonucuyla kuvvetlenmektedir.

Saflagtirma iglemleri esnasinda ortaya ¢ikan, yukarida bahsedilen
problemler, dedisik saflagtirma ydntemlerinin g¢bziiniirlegtirdigi kompleks-

lerin ézelliklerinin arastirilmasina yol agmigtir.

Stiksinik dehidrogenazin kovalan bagli kofaktdrii oldn FAD'nin gbri-
niir bélgede verdidi isik absorbsiyonundan yararlanilarak de§igik yéntem-
lerle cozimiirlestirilmis enzimin igcerdifi komponentlerin farkliliklar:r in-
celenmeye caligsilmgtir, Céziinmig komplekste bulunan ve siliksinik dehidro-~
genazla iligkide dlan gerek dedisik proteinler gerekse kompleks iginde sik«
sinik dehidrogenazin dedisik konformerleri FAD absorbsiyonundaki farklailaik-
larla belirlenebilir. Sekil 10 ve Tablo Vi'in birlikte incelenmesi degigik
oranlarda FAD iceren komplekslerin 410 nm dalga boyundaki absorbsiyonlari=~
nmin igerdikleri FAD miktariyla orantili olmadzﬁ:hz drtaya ﬁéyar; Ayrica
maksimum absorbsiyon gézlenen dalga boyunun proteoliz ve hidrolizden sori-
ra ayni olmasina radmen natif durumda farkliliklar gdstermesi yine komp-—
lekslerin siiksinik dehiyrogenazla direkt iligkide olan ve baskilayan ve
dalga boyunu kaydiran FAD absorbsiyonunu etkileyen farkli bilegenler iger-

difinin gdstergesidir.

Bu komplekslerin floresans spektrumlarinin incelenmesi denenen de-

&igik eksitasyon dalga boylarinda FAD igindeki riboflavine ézgu 275 ve
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375 nm dalga boyunda eksite olan 350, 520 ve 675 nm dalga boylarinda emis-
yon maksimumu veren paternlerin elde edilmesini saglamigtlr. Bu spektrum-
larda de§isik ydntemlerle c¢ézinilrlegtirilmig enzimin emisyon dalga boyla=
rinda bir fark gbzlenmemckle beraber emisyon giddetlerinde onemli farkli-

liklar gézlenmigtir (Tablo V),

¢éziinfirlegtirilen komplekslerin jel elektrofbrezinde'pek ¢ok protein
bandi g&zlenﬁi$ ancak biitiin komplekslerde ortak bulunan 2 protein tarif
edilmistir., Glikoprotein ise yalniz triton X-100 ¢éziinlirlegtirilmesinde

gozlenmigtir.

Biitiin bu bulgularin i1g1§1 altinda ¢6zinirlestirilen komplekslerin

Szellikleri gu gekilde dzetlenebilir :
1- Triton X~100 :

Noniyonik deterjanlar zar yapisinda bol miktarda bulunan lipidler-
le yer dedigtirerek ayni zamanda proteinin ig¢inde ¢ézililecedi miseller o-
lugsturarak lipofilik proteinleri gézerler (54). Siksinik dehidrogenazin mi=-
tokondri i¢ zarindan ¢éziinlirlegtirilmesinde fosfolipidden FAD'den ve demir-
den zengin bir kompleks elde edilmistir. Ayrica mitokondri zarinda bulunan
bir glikoprotein de kompleksle birlikte gézinmigtiir, Bu kompleks gdriintir
bélgede (405-410 nm) en yiksek absorbsiyonu gdsterirken, floresans spek-

trumunda ise en diigik absorbgiyon tepeciklerini vermektedir.
2= n~Butanol :

Organik ¢ézilctiler zardaki lipidleri yiiksek gdziniirliklerinden dola-
y1 proteinlerden ayirirken genel olarak protein denetariisyonuna da yol agar-
lar, Siksinik dehidrogenazin ¢Sziimirlegtirilmesinde denatiirasyona bagla
en yiiksek kayip gozlenmisse de kompleksin gerek fosfollpid igermemesi,

gerekse yiiksek demir icermesi bu yéntemin ¢bziinmiis komplekslerin Szellik-~
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lerini aragtirma ydniinden 8nemli oldudu kanisini vermektedir. Ayrica en=-
zim aktivitesine dedigik fosfolipidlerin etkisini incelemeye uygun bir
kompleks ¢Gzinirlestirdigi i¢in tercih edilmigtir, Bu kompleksde gdriiniir

bélgede FAD absorbsiyonunu baskilayan komponentler bulunmamaktadir.
3~ Sodyum Perklorat :

Koatropik ajanlar proteinler ve lipidler arasindaki hidrocfobik et-
kilegimleri i¢inde bulunduklari diizenli su ortamini bozarak zayaiflatirlar,
bdylece zarlarin apolar bilegenlerinin suya taginmasindaki eritropik en=
gal agilmg olur ve zar déyanlkllllgl azalarak iligkide oldudu proteinler
su fazina ydnelirler. Siiksinik dehidrogenazin sodyum perklorat ile gbzii=
ntirlegtirilmesi sonucu elde edilen kompleks, fosfolipid ve koenzim=-(Q dan
olduk¢a zengin,labil demir silfiir proteininden ise fakirdir. Az sayida
protein igeren bu kompleksin gdrintir bdlgedeki FAD absorbsiyonu n-butanol
ve alkali ekstraksiyonlari ile elde edilen komplekslerinkine yakin, ancak
maksimum absorbsiyonun gbzlendidi dalga boyu difer ¢éziinlirlestirme ydntem-
lerinde gézlendidinden uzundur. Floresans spektrumunda 350 nm deki emisyon

gok kuvvetlidir,
4= pH Dedigimi :

Hidrojen iyonu konsaﬁtrasyonunun dedigimi gerek proteinlerin tersi-
yer ve sekonder yapilarinda yaptigs defigiklikler gerekse hidrojen bagla=
rini etkileyerek su aginda yaptid: defigiklikler sonucu protein-lipid et-
kilegimlerini azaltir ve oldukga &zgiil olarak bazi lipofilik proteinleri
g8zlinlirlegtirir. Organik g¢éziiciilerde olduju gibl burada da protein denati-
rasyonuna dikkat edilmesi gereckmektedir. Siiksinik dehidrogenazin alkali
pH da ¢éziinfirlestirilmesi en yiiksek ¢dziilme oranini vermekle beraber,
en diisiik spesifﬁk aktiviteye de sebep olmaktadir. Difer adi gegen ydntem-

lere nazaran oldukga az sayida protein ¢Szmesine ragmen, spesifik aktivi-
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tenin diglik clusu denatiirasyona baglanabilir, Bu yolla g¢dzinlirlegtirilen
kompleks labil demir siilfiir proteininden olduk¢a zengin olmasina kargin
diigiik fosfolipid ve diigik koenzim-Q igermektedir. Goriiniir bélgedekl FAD
absorbsiyonu, koatropik ajanlar ve organik‘gézﬁcﬁlerle yapirlan c¢ézinirleg=
tirmeye benzemektedir. Floresans emisyonu ise 350 nm'de dider biitiin yén-—

temlerden daha ylksek saptanmigtir (Tablo V).

Mitokondriler adirlik¢a % 26 oraninda lipid igerirler,., Bu lipidle-
rin %90°1n1 fosfolipidler % 10'unu ise ubikinbn, kolesterol, karotenoid
ve gliserid esterleri olugturur. Mitokondrisél enzimlerin bazilari akti-
vitesi igin mutlak olarak fosfolipide gereksinme gﬁsterirken\(SS), bazi-
lariy da fosfolipidlerle sadece aktivasyon gbsterir (56-60). Siiksinik dehid-

rogenaz ikinci bahsedilen enzim sinifina girmektedir,

Siiksinik dehidrogenaz yliksek oranda fosfolipid l¢eren, eritrosit
zarlariyla (ghost) inkilibe ediddiginde belli bir aktivasyon gézlenmemigtir.
Ancak enzimin lipofilik karakteri son derece bariz olarak bir kere daha
ortaya konmugtur. Eritrosit zarlarina % 70 oraninda baglanan, iyon gid-
deti, organik ¢oziicii, sonikasyon ve lipaz ile bu zarlardan ayrilmayan en-—

zim dayaniklilak kazanmis fakat aktive olmamigtir.

Digitonin ekstraksiyonu ile ¢ézinirlegtirilen ve 1lipid igerigi yik-
sek kompleksin lipazla muamelesi sonuglari aktivasyon ve dayanikliligan

kismen nétral lipidlere de badli oldufunu igaret etmektedir.

Lipidle doyurulan g¢dzeltilerde koenzim-Q nun ilave bir aktivasyonu

gizlenmemigtir,

Son derece lipofilik bir enzim olan siiksinik dehidrogenazin akti-
vitesinin fosfolipid badamialida, PMS bagamli aktivite Olgiilerek incelen-

diginde, gerek tek tek fosfblipidlerin gereckse fosfolipid karigimlarinin
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enzimi aktive etti§i gbézlendi. Difer taraftan organik fosfat baé:\?égxyan
birlegikler de aktivasyona neden oldu (Teblo VII). Lesitin, sfinéoﬁyelin,
fosforil kolin klorid ve kolesterolden olugan fosfolipid miselleri deney
gartlarinda oldukga biiyik lipozomlar olugturmakta (Sekil 18) agnf éamanda
bu karigim eﬁziﬂi 2.5 kere aktive etmektedir. Kolesterolun bu aktiﬁasyon-
daki rolii, fosfolipidlerdeki hidrokarbon zihcirlerinin molekiiler hareket-
lerini kisatlayarak (61) daha az ak1§kah miseller elde edilmesini saglama-
sidrr. Fosfolipidlerle aktivasyon; l- elektronlarin yapay boyalar izeri-
ne uygun transferini sadlayan bir ortam oiugtuzmalari, 2= dogrudan dodru-
ya siiksinik dehidrogenazla birlegerek enzime uyqun konformasyon vermele-
riyle izah edilebilir, Bizim bulgularimiz ikinci olasilidin dogru oldudu-
nu ispat etmektedir. FAD'nin floresansinin lipozomlarla baskilanmasi en—
zim proteininin Iipozomlarla etkilegerek 6éellikle FAD'nin bagli oldudu
bblgede veya bu bdlgeyi giddetle etkileyen konformasyon dedigikliklerine
igaret eder. Dijer taraftan lipozom bulunan ortamlarda tepkime parametre-
lerinin incelenmesi E aktivasyon enerjisinin lipozomlarin ilavesiyle de-
gigmedigini ortaya koymugtur. Bu bulgu da yapay boyalara elektrdn transfe-
rinin kolaylagtirilmasinin énemli bir roli olmadidinin bir delililidir.
Arrhenius grafiklerinin incelenmesi gerek lipozomlu ortamda, gerekse sad-
lam mitokondride sicaklida, bafili inaktivasyonun gézlenmedigini, alkali

ve n-butanol ekstraktlarinda ise 37°C nin {izerinde inaktivasyona badli ki~

rilmalarin bulundudunu ortaya koymustur. Bu tip kiralmalar bagka enzim

sistemleri igin de literatiirde bildirilmektedir (62), Arrhenius grafiklerin=

de genel olarak zarsal sistemlerde tarif edilen sicaklifa badimli kirilma-
larin (64) bizim sistemimizde gSzlenmemesi lipozomlarin yiiksek oranda ko-
lesterol igermeleri ve fosforil kolin klorid gibi, polar kzs;mlarla apo-
lar kisimlar arasinda yerlegerek gegirgenlik ve sadlamlida etkileyen, bir-

legiklerin aftamda bulunmasindandir (61).
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Sonug olarak degigik ybéntemlerle zardan ¢bzme, zarsal enzimlérin
aktivitesine etkili olabilecek dedisik bilegenleri ¢ézintirlegtirir, Bu bi-
legenlerden, &zellikle ¢ift tabakali zar yapisinda bulunan, fosfolipid,
nétral lipid vb. gibi mblekiller enzim aktivitesini, konformasyon degigik=
1141, aktif merkez oriyantasyonu ve dider bilegenlerle etkilegim yollara
ile etkileyerek ¢Ozinmiis enzim ile zarsal enzim arasinda énemli farkli-
liklar yaratirlar. Siiksinik dehidrogenaz sisteminde degigik yintemlerle
farkli bilegenler iceren komplekslerin gﬁzﬁnﬁilegtirilmesi bu kompieksler-
deki yukarida adi ge¢en dedigikliklerin absorbsiyon Ve floresans spektrum=
larindaki dedigikliklerle saptanmasi wve kontrollu fosfolipid karigimlari=-
nin sebep oldugu aktivasyonun kullanilan tayin yéntemlerine badli olmadi-
Fainin ortaya konmasi, bu enzimin kontrol mekarizmalarinda zarlarin Snemli
bir yer tuttugunu vurgular. Adi gegen sistemlerin enzimin esas iglevi olan
koenzim Q -~ sitokrom b sistemine elektron transferi iizerine etkilerinin

aragtirilmas: konuyu biitiinlegtirecektir.



Bu caligsmada élgan karacider mitokqndriSinden; n=butanol, triton
X-100, digitonin, sodyum perklorat ve pH dedigimi kullanilarak gﬁéﬁnﬁrlegw
tirilen siiksinik dehidrogenazin, ¢Gziinlirlegtirme Qﬁntemine baglr olarak
degigik miktarlarda; protein, FAD, koenzim=-0Q, toplam demir ve fogfolipid

Igerdigi saptandi.

Sefadeks G-200 kolonundan, cal:igzlan deney gartlarinda saflagtiri~
lamayan ¢bziinmiis enzim siiksinillenmis sefaroz-4B affinite kolonundan sodw

yum siiksinat gradienti ile oldukg¢a saf elde edildi.

Coztnmiy enzimin lipaz ile muamelesi sonucu dayaniklilidinin azalma-
s1, eritrosit zarlarina sikica tutunmasi, fosfolipidlerle, organik fosfat
ba§r igeren birlegsiklerle ve kolesterolle aktivitesinin artmasy enzimin
son derece lipofilik bir karakteri oldufunu belirledi. Fosfolipidlerin
enzim aktivitesini artirmasz, elektronlarin y;péy boyalar iizerinden uy=~
gun bir ortamda transfer olmasindan ¢ok, enzimle birlegerek, enzime yeni
bir konformasyon vermeleri ve aktif merkez oriyantasyonuna baglandi, Fosfo-
lipidlerden zengin olan enzim ¢bzeltilerinde FAD'nin floleransinin baski-

lanmas: ve aktivasyon enerjilerinin defigmemesi bu sonugla bajddagtirildi,



FAD

PMS

oer

SDH

Sbs

EPR

INBS

bTT

EDTA

K«PO

2ME

CM-C

BEAE
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L2 LY o Ll "5

LY

KITSALTMALAR

Flavin Adenin Diniikleotid
Fenazin Meto Silfat

2, 6~Diklorofenolindofenol
Siiksinik Dehidrogenaz

Sodyum Dodesil Siilfat

Elektron Paramagnetik Rezonans
Tri Nitro Benzen Siilfonik Asit
Ditiyotreitol

Etilendiamin Tetra Asetik Asit
Potasyum fosfat tamponu
2-Mérkapto etanol
Karboksimetil Seluloz
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