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TESEKKUR

Caligmamrzda biylik énemi olan ultrasantrifiiji
kullanmamiza izip veren Hacettepe Universitesi Viro~
loji Laboratuvar: Sefligine, ayrica elektron mikros-—
kobi galismalarinda yardimlarini esirgemeyen oprl) Kim-
ya Boliimine ve 6zellikle Dr. Sahende Demirci'ye tegek-
kiirii bir borg biliriz.
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4 . . +
(wa' - k%) Adenozintrifosfataz enziminin (ATP fosfohidrolaz, (Na' = K ),

ATP az, E.C. 3.6.1.3) vaygin olarak hiicre ile organel zarlarinda bulundugu
ve zarlardan Na, K iyonlarinin gegigini diizenlemekten sorumlu oldugu bilin-

mektedir (1-9).

(N’a+ - k¥) aTP az enzimi, hiicre zarimin ig ve dig yiizeyinde farkli ak-
tif bélgeler tagir. 1¢ ylizeyinde Na+, ATP bajlanma yerleri ve igeri tagin-
mig olan k' ile tepkime sirasinda agigda ¢irkan ADP ve inorganik fosfati birak-
ma yerleri vardir. Di1g yiizeyinde ise X' badlama yeri, taginmrg olan Na+ nu
birakma yeri ile ocuabain gibi glikozidlerin baglanma yeri vardir. Yapilan
§lciimlerde eritrogitlerde igeri alinan her 2 mol k¥ igin 3 mol va' pun di-
sari atildid: gézlenmigtir. (N’a+ - K+) ATP az sisteminin agaéxdaki gemada

gdsterilen gekilde galigtiga diigliniilmektedir (10-13).
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Bu enzim eritrosit zarlarinda da vardir ve son y1llarda bazir klinik
durumlarda (Na' - x*} ATP az aktivitesinin eritrositlerde dedigtiginin gz~
lendidi bildirilmigtir (14-21). Dijer taraftan, enzimin aktivitesinin tayi-
ni icin gerekii olan en uygun gartlar tam olarak belirlenememigtir. Ayrica
(Na+ - K*) ATP az eritrosit zarindan ayrilip ¢bziinir halde elde edilemedi~

#i igin kinetik Szellikleri hakkinda genig bilgi heniz sajlanamamigtir.

Bu c¢aligmada amacimlz enzim aktivitesinin en uygun gartlarin: sapta-
mak ve enzimi eritrosit zarlarindan ayirip ¢dzinir hale getirerek bir mik-
tar saflagtirmaktir, Bu sayede zar lzerindeki enzim ile ¢dziinmiiy enzimin ak-
tivitelerinin tayini igin gerekli olan en uygun gartlarin ve bazi kinetik
&zelliklerinin kargsilagtirilmasi mimkin olmugtur. Ayrica saf enzimi fosfo-
lipidlerden (fosfatidilkolin ve fosfatidiletanolamin) yapilmig lipozomlara
yerlestirmeye galigmakla yapay zar olugturma icin én galigmalar yapilmig—

tir.



ARAC, GEREG ve YONTEMLER

Arac ve Gerecler :

Deneylerde, ultrasantrifiij (Beckman L3-~30 tipi), sonikatdr (Bronson
Sonic Power Co. B-12 tipi}). spektrofotometre (Beckman Model 25), elektro-
forez cihazi (Buchler), ultrafiltrasyon cihazi (Amicon) ve elektronmikros-

kobu (RCA-3G) kullanildz.

Deoksikolik asit (DOC). British Drug House (Ingiltere) firmasindan
sadlandi ve bir kere kristalize edilerek kullanaldi. Bupun igin J.R. Slack
ve arkadaslarinin ydntemi uygulandi (22). Kaynayan etanol iginde doymug
bir DOC ¢bzeltisi hazirlandi. (6zelti sojumadan aktif karbondan stziilerek
renginden ve yabanci maddelerden aritildi. Daha sonra 4°C 'a sodutulan ¢&-
zeltiye egit hacimda saf su ilave edilerek DOC gOktiiriildi. Karigim sizil-

dii ve elde edilen DOC kristalleri desikatér iginde oda 1sisinda kurutula-

rak saklandz.

Yukarida anlatildidr gibi hazirlanmig olan 10 g. DOC bir miktar saf
su iginde ¢6zildi. Bu ¢bzelti, NaOH ilavesiyle pH = 7.5 a getirildi ve

100 ml. ye su ile tamamlanarak oda 1sisinda saklandi,



Brij-58 (polioksietilen 20 setileter), ouabain, fosfatidiletanolamine
ve fosfatidilkolin Sigma Chemical Co. (Amerika}‘dan sajlandi. Kullanilan
dider biitin kimyasal maddeler analitik ydnden ¢ok safti. Butun gbzeltilerin

hazirlanmasinda camda distile edilmig deiyonize su kullanildi.

Yéntemler :

Eritrosit Zarlarinin Hazirlanmasi :

P.A.G. Forter ve arkadaglarinin yéntemine gére (23) asit sitrat-deks-
troz (ACD) igine alinmig ve kullanilma giiresi dolmamig kan 2500 devirde
4°c ta santrifij edildi. Coken eritrositler 20 mM Tris-HCI ( 2-amino~2 (hid-
roksimetil}-1,3 propandiol-HCl) pH = 7.5 tamponu iginde hazirlanmig % 0.9
NaCl ¢ézeltisi ile 4 kez yikandi. Yikanmigs eritrositler hacimlarinin 14 mis-
1i 1 mM EDTA (etilendiamintetraasetik asit), 10 mM Tris-HCl pH = 7.5 ¢Ozel~
tisi icinde hemoliz edildi. Hemolizat bir gece 4°¢C ta bekletildi. Daha son-
ra 20 000 xg de 30 dakika, 4°c ta santrifij edilerek iistte kalan kisim a=
t1ld1. Céken eritrosit zarlari 4 kez 20 mM Tris-HCl pH = 7.5 tamponu ile

her seferinde 20 000 xg de santrifiij edilerek yikandi.

Yikanmg zarlar 20 mM Tris-HCl pH = 7.5 tamponu iginde yaklaglk‘
3 mg/ml zar proteini bulunacak sekilde siispansiyon haline getirildi ve

-20°C ta saklandi.

(Nat - k¥) ATP az aktivitesinin tayini :

(N‘a+ - x*) ATP az aktivitesi, inkiibasyon ortaminda aciga gikan inor-

ganik fosfat (Pi) miktar: dzerinden tayin edildi. Total ve (Na* - K*J ATP az

aktivitesinin tayini igin agadirda anlatildigr gekilde saptanan uygun substrat,



iyon derigimleri (ATP, Na*, K*, Mgg* sira ile nihal derigimleri 3.3, 50.0,
20.0 ve 3.0 mM) ve pH da (225 mM Tris-HCl pH = 7.4) hazirlanmi§ inkibasyon
ortamlar: kullanildi, Inkiibasyon siresi 60 dakika tutuldu. Biitin deneyler-
de tepkime, son derigimi % 7.5 olan TCA (triklorasetik asit) ile durdurul-
dqu. Santrifij ile ¢bkelek uzaklagtiraldiktan sonra listte kalan kisimda .

_ inorganik fosfat tayini C.H, Fiske ve Y. Sublearow ydntemi ile yapild:r (24).
(N’.a+ - x+) ATP az aktivitesinin tayini igin yukarida anlatildidr gibi ha-~
zirlanmis ikineci grup inktibasyon ortamlarina, derisimi, 1 mM olacak gekil-
de ouabain ilave edildi ve bu tiplerde de inorganik fosfatin agida ¢irkiga
takibedildi. (Na® - K*) ATP az aktivitesi ouabainli ve ouabainsiz inkibas-
yon tiiplerinde ac¢ida ¢ikan inorganik fosfat miktarlarinin farkindan hesap-
landz. Aktivite 1 mg protein tarafindan bir saatte agiga gzkar:laujp mol

inorganik fosfat miktari olarak ifade edildi.

Protein O.H. Lowry ve arkadaglarinin yéntemine gére tayin edildi (25).

(Na"' - K*) ATP az aktivitesinin tayini icin uygun gartlarin saptan-

masi :

L 2+
Bu amagla dedigik derigimlerde aTP, Na , K , Mg ve uygun tampon i-
ceren inkiibasyon ortamlar: hazarlandi. Bu ortamlardaki siibstrat ile iyon.
derigimleri, ortamlarin pH ve 18151 ile inkiibasyon siiresi her geklin al-

tinda agaklanmigtir (§ekil 1, 4, 5, 6, 7, 8, 9).

(Na+ - K+) ATP azin eritrosit zarlarindan cdziinmesi :

1zole edilmis zar siispansiyonuna, nihai olarak proteine egit miktar-

da, DOC ve bunun dértte biri miktarinda Brij~58 igerecek gekilde 0-4°c a



sodutulmug deterjan ¢ézeltisi ilave edildi. Karisim hafifge alt lst edil-
dikten sonra 10 dakika ayni isida bekletildi. Daha sonra 60 watt gi¢ veri-
lerek zar ¢ozeltisi 40 saniye sonike edildi. Sonikasyondan sonra karigam
70 000 xg de 40 dakika santrifiij edildi. Ustte kalan ve enzimi igeren ki-—

samda (Na+ - K*} ATP az aktivitesi ve protein tayini yapildz.

Daha sonraki iglemler ig¢in enzim ¢dzeltisi Amicon, Diatlo UM 2 filt-
resi ile ortalama olarak iki kez derigtirildi. Bu iglem 4°c ta 3 atm. ba-
sin¢ altinda yapildi. Bu gekilde derigtirilmig olan enzimden bundan sonra
rderisik enzim" olarak sdz edilecektir. Daha sonra enzim ¢dzeltisine orani
(hacim/hacim) % 40 olacak gekilde gliserol ilave edilerek enzim -30°¢C ta

saklandi.

+ +
(Na =~ K ) ATP azin saflagtirilmasy :

0.8 mg/ml DOC, 0.2 mg/ml Brij-58, % 40 gliserol igeren 20 mM rris-HCl
pH = 7.5 tamponu ile 24 saat dengelenmig DEAE-geluloz, 1-2 dakikalik diigiik
devirde bir santrifitj isleminden sonra, santrifij tipinin dibine toplandi.
0.5-1.0 mg protein igeren derigtirilmig enzim ¢Szeltisi, 6~7 g. i1slak DEAE-
seluloz iizerine kondu. Hafifge alt ist edilen tip 15 dakika 4°C ta bekletil-
di. Santrifij iglemi ile regine tekrar coktiirildi. Ust kasimda enzim akti-

vitesi ve protein tayini yapildi.

Sodyum dodesil siilfat (5ps) jel elektroforezi :

Jellerin hazirlanmasi ve elektroforez K. Weber ve M, Osborn‘'un yén-
temine gdre (26-27), protein ve glikoprotein ig¢in boyama G. Fairbanks ve

arkadaglarinin yéntemine gore yapaldi (28).



A- Protein ¢ézeltisinin hazirlanigi

Protein derigimi 0.2-0.6 mg/ml olacak sekilde hazirlanan ve %1
SDS, % 1 p-merkaptoetanol, 0.0l M sodyum fosfat tamponu (pH = 7.0) igeren

karisim 5 dakika kaynar su banyosunda tutuldu.
B~ Jellerin hazirlanmasi

Litresinde 7.8 g NaH,FPO, . Héﬂ, 38.6 g. NasHPO, . 7H50 bulunan ve
pH = 7.0 olan tampona 2 mg/ml derigimde olacak gekilde SDS ilave edildi.
Bu karigsiman 15 ml. si iizerine % 22.2 akrilamid ve % 0.6 NN'-metilenbis—
akrilamid ¢ézeltisinden 13.5 ml ilave edildi. Hava kabarciklarinl garkarmak
i¢in karigim bir-kac dakika vakuma bhaglandi. Daha sonra ¢ézeltinin lizerine
yeni hazirlanmig 15 ma/ml derigiminde 1.5 ml amonyum persilfat ve 45‘P1
FEMED (NNN'N" tetrametiletilendiamin) ilave edildi. Cézelti 0,6 cm gapin-
da ve 10 cm uzunludundaki elektroforez tiplerine doldurularak jel ¢ézelti-~
sinin tizeri bir-iki damla su ilavesiyle kapatild:r. Tipler 15-20 dakika
normal igikta ve oda 1sisinda bekletildi. Bundan soﬁra her jel ig¢in su i-
cinde hazirlanmig 5 FI % 1 1ik bromfenol mavisi, 1 damla gliserocl, 5‘F1
,B—merkaptoetanol, 100 /,xl yukarida anlatildidar gibi hazirlanmig protein ¢é-
zeltisi ve 50 Fl 0.0l M sodyum fsofat tamponu ayri bir tipte karigtirildi
ve karigimlardan alanan 0.1 ml ¢bzelti jellerin iizerine uyguland:z. Tip ba-
sina 8 mA akam verilerek elektroforez paslatildr ve bromfenol mavisi jel

uzunlufunun 3/4 i kadar ilerleyince elektroforez durduruldu.

Her Srnek ig¢in yukarida anlatildidi gekilde 2 jel hazirlandi. Jel-
lerden biri protein, dideri de glikoprotein igin boyandi. Boyamadan dénce,
elektroforezden alinan jeller fikse edilmek lzere dnce bir gece 50-60 ml

% 25 isopropil alkol, % l0 asetik asit karigim iginde bekletildi. tkinci



gin jeller 6-9 saat siireyle 50-60 ml % 10 isopropil alkol, % 10 asetik a-
sit icinde birak:ildi. Bundan sonra protein igin boyanacak jeller bir gece
% 10 asetik asit, % 0.0l amidoblack boyasi ig¢inde birak:ildilar. Sonra da

bantlar agida cikincaya kadar % 10 asetik asit ile jeller yikandi.

Glikoprotein igin boyanacak jeller ise PAS (periyodik asit-Shiff)
boyas: ile boyandi. Bunun igin fikse edilmig jel sira ile 2 saat % 0.5 pe-
riyodik asit, 30-60 dakika % 0.5 sodyumarsenit, % 5 asetik asit karigamzi,
20 ser dakika olmak iizere iki kez % 0.1 sodyum arsenit % 5 asetik asit
karigimi icinde tutuldu. Sonra 10~20 dakika asetik asit iginde bekletildi,
Daha sonrada jel 10 ml Shiff ¢ézeltisi igeren bir tiibe aktarildi wve bir ge-
ce bekletildi., Sonraki giin jel bantlar aciga gikincaya kadar birkag kez
% 0.1 sodyum metabisiilfit ve 0.0l N HCl igeren ¢cozelti ile yikandi. Pembe
renkli bantlar jeller Shiff ¢ézeltisine konduktan 5-10 dakika sonra gdril-

meye baglamigti.

Shiff cézeltisini hazirlamak igin 2.5 g. bazik Ffuksin 500 ml. suda
¢oziildi, lizerine 5 g. sodyum metabisiilfit ve 50 ml 1 N HC1 ilave edildi,
Cozelti birkag saat karistirildi ve 2 g. aktif kdmiir ile fazla renk gide-

rildi.

Ure ve Guanidin-HCl ile jel elektroforezi :

Bunun icin K. Weber ve M, Osborn'un ydntemi aynen uygulandz (26,27).

lre elektroforezi igin jellerin hazarlanmasi yukarida anlatilan SDS
1i ydntemin ayn: idi. fkisi arasindaki tek fark tamponun 8 M ire igermesi-

dir.



Guanidin-HC1l elektroforezi igin ise yine SDS 1i tampon aynen hazir-
landy yanliz SDS yerine 6 M guanidin-HCl igermekte idi. Kaynar durumdaki
tampona enzim ilavé edilerek 2-3 dakika kaynar suda bekletildi. Guanidin—
#cl siiz tampona kargi 4°C ta bir gece ve sonra SDS li tampona karg:i bir
gece daha dializ edildi. Her iki dializ 500 kisim tampona kargi iki defa
de§istirilerek yapaldi. Bundan sonraki elektroforez iglemi yukarida anlatil-

drdr sekilde yapildi.

Molekiil agzrlzﬁx tayini :

Saflagtirdigamiz enzimin molekiil ajirlida tayini K. Weber ve M.

Osborn'un metoduna gbre yapild:i (26,27).

Jel elektroforezi kisminda anlatildigsr gibi hazirlanm§ olan jelle-
re insan serum X—gdobulini (kisim II), si1dir serum albumini, katalaz ve
tripsin uygulandi. Bu proteinlein SDS ig¢inde molekiil ayirliklary sixa ile
150 000, 68 000, 58 000 ve 23 000 dir. Bu proteinlerin jellere uygulanma-
sindan énce SDS ile muameleleri, elektroforezden éonra fikse edilip prote-
in ig¢in boyanmalari yukarida anlataldi§z gekilde yapildi. Neticede her jel'e

uygulanan protein miktarr 20 }zg idi.

Royamadan sonra acida ¢ikan bantlarin orijine gire katettikleri mesa-

fe 6lgildi ve mobilite agagidaki formilden hesaplandi :

Boyamadan énceki jel

Proteinin katettidi mesafe .
uzunlugu

M = mrmeem— — st — X

Boyamadan sonraki jel uzun- Bromfenol mavisinin
ludu katettigi mesafe
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Her proteinin mobilitesi molekill afirlidina kargi semi~logaritmik
olarak grafiklendi. Bu noktalardan gegen dodru yardimiyla saf enzime ait

pantlarin molekill agirliklari bulundu (Sekil 12).

Yapay zarlarin olugsturulmasi, saf enzimin zarlara yerlegtirilmesi

ve elektron mikroskobisi :

Yapay zarlarain (lipozom) olugturulmasi, esas olarak, E.Racker ve ar-
kadaglarinin ydntemine gére yapilmigtar (29). Bumumn igin fosfatidiletanol
.amin : fosfatidilkolin (4 : 1 mg/mg) karigimr kloroform ig¢inde hazirlandi.
Bu karigimdan 0.3 ml kigik pir tiipiin igine pipetlendi ve azot atmosferinde
kloroform ugurularak tiipln dibinde fosfolipitlerin ince ve diizenli bir
£ilm olugturmasi sadlandi. Bumun iizerine 0.3 ml saf enzim ¢dzeltisi kondu
ve tiip N, ile doyurularak 4°c ta 60 dakika siireyle giddetle vortekslendi.

Bu siire ig¢inde koyu opalesan gériinim biraz berraklagt:. Enzimin lipozomla-

ra yerlestidini géstermek igin iki ydéntem uygulandz:.

A- % 4 fosfotungstik asit ile lipozomlarda protein boyammasi : Fos-
fotungstik asit ile muamele edilen proteinler elektron mikroskobunda si-
yah bir gorimim verir (30). Yukarida anlatilan gekilde elde edilen lipozom-
lardan bir damla, koliodionlu ngrid® izerine damlataldi, 3 dakika g¢bkmele-
ri icin beklendi, fazla siv: kurutma kadadi ile emildi ve grid lizerine
bir damla % 4 fosfotungstat (pH = 7.0) damlatildi, 5 dakika bekletildi,
fazla savi kurutma kagid: ile emildi ve bir kez damatik su ile yukandik-

tan sonra elektron mikroskobunda incelendi.

B- Lipozomlarda (Na' - K') ATP az aktivitesi tayini : Bunun igin kur-

sunun, kurgun fosfat halinde ¢Skmesine dayanan ydntem kullanild: (31-33).
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o0lugturulan ATP azli lipozomlar, normal olarak enzim aktivitesine bakmrg
oldu$umuz inkiibasyon ortaminda 37°C ta bir saat inkilbe edildi. Bu inkiibas-
yon karigiminda ilave olarak 0.1 mM Pb (N03)2 vardi. Tepkime 1 : 1 oramin-
da 35 mM asetat-veronal tamponu (pH = 7.2) iginde % 2 osmik asit igeren
¢gdzeltinin eklenmesiyle durduruldu. 45 dakika sonra da bu karigimdan hBir
damla grid idzerine damlatildi. 3 dakika bekledikten sonra fazla sivi kurut-

ma kagidi ile alindi ve bir kez damit;k su ile yrkandiktan sonra elektron

mikroskobunda incelendi.



(nat - k%) ATP az aktivitesine ATP derigiminin etkisi :

En uygun ATP derigimi zardaki enzim igin 3.3 mM, saf enzim igin ise
3.0 mM olarak bulundu. Her iki halde de yiiksek ATP derigiminin aktiviteyi

inhibe ettigi gozlendi (§ekil 1).

ATP igin K, ve V. dederleri zar enzimi igin sirasiyla 1l mM ve
0.28fznmﬂ Pi/saat/mg'protein, saf enzim igin ise sirasiyla 2.5 mM ve
0.6 p mol Pi/saat/mg protein olarak Lineveawer-Burk efrilerinden hesaplan-

d1 (Sekil 2 ve 3).

Na+, K’+ ve Mg2+ derigimlerine bagli ATP hidrolizi :

Sekil 4, 5 ve 6 da zardaki ve saf enzim igin en uygun Na+, K* ve

Mgz- derigimlerinin sirayla 50.0, 20.0 ve 3,0 mM olduju gorilmektedir.

Sekil 4 de artan Na' derigiminin (na* - k¥) ATP az aktivitesini in-

hibe ederken ouabaine badli olmayan aktiviteyi etkilemedigi gorillmektedir.

DijJer taraftan artan K" derigimi her iki tir aktiviteyi de inhibe

etmektedir (Sekil 3).

#?* nun artan derigimiyle (va© - K¥) ATP az aktivitesi inhibe olur-

ken, ouabaine duyarli olmayan aktivite artmaktadir ($ekil 6).
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ATP(mM)

SEKIL, 1. ATP derigiminin (Na" - ‘R‘*} ATP az aktivitesine etkisi @

!lb;:lam ATP az aktivitegi jgin inkiibasyon ortam:, 50 mi#
Na*, 20 mM K*, 3 mM Mg?*, 225 mM Tris-HCl (pH = 7.4) ve
dedigik ATP derigimler] ig@mekted.ir. .tnkdbasyap 37°¢ ta
60 dakika yapirlmigtar.

{ - ) ouvabainsiz aktivite,

(4 - &) oubainli aktivite

1¢ grafikte,

(D - 0) zardaki (Na*  - K*) aTP az aktivitesi

(R -m) 'safla.st,znlm.tg (N_a"' - k%) ATP az aktivitesi
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SEXIL, 2. Zardaki (Na"' - K+) ATP az ig.in Lineweaver-Burk efrisi.

K, ve Voo degerleri oklarla gdsterilmigtir.
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$EK1L 3. Saflagt.tn.lms (vat - K‘} ATP az ig¢in Lineweaver-Burk
" egrisi. k ve me degerleri oklarla gbsterilmigtir.
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SEKIL 4. Na® derigiminin (Na' - k') ATP az aktivitesiné étkisi.

Inkiibasyon ortami 3.3 mM ATP, 20 mM K, 3 iy Hg‘zé‘; 225 inM
Tris-HC1 (pH = 7.4) ve dedigik Na derigimleri igermek~
tedir. Inkiibasyon 37°C ta 60 dakika yapilmigtir.

(o~ o ) ouabainsiz aktivite

(A - A) ouabainli aktivite

t¢ grafikte,

(O - D) zardaki (Na* - k') ATP az aktivitesi

(R - @) saflagt;r;im.s“ma* - x") ATP az ak't.i'v.ites.i.
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SEKIL 5. K derigiminin (Na' - K') ATP az aktivitesine etkisi.

: + 24
Inkiibasyon ortam:i 3.3 mM ATP, 50 mM Na , 3 mM Mg ,

225 mM Tris-HCl (pH = 7.4) ve deyigik K™ derigimleri
igermektedir. Inkiibasyon 37°C ta 60 dakika yapilmig-
tir.

( # -~ o ) ouabainsiz aktivite
(A - &) ousbainli aktivite
1¢ grafikte, . _
(O - O) 2Zardaki (Na® - K ) ATP az aktivitesi

(w - M) saflagtirilmig {Na" - k"} ATP az aktivitesi
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SER1L 6. Mg deng.lminin (Na - K") ATP az aktivitesine etkisi.

.i‘nk_iibasyon ortam: 3.3 mM ATP, 50 mM Na+, 20 mM Ic"',
225 mM Tris-HCl (pH = 7.4) ve dedigik Mg?~ derigimleri
i¢ermektedir, fnkiilbasyon 379C ta 60 dakika yapilmigtir,

( ® -~ 8 ) ouabainsiz aktivite,

£ 4 = &) ouabainli aktivite

. I¢ grafikte,

(D - O) zardaki (Na"' --K"') ATP az aktivitesi

(8 - ®) saflagtirilmg .(Na* - k*) ATP az aktivitesi.
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Saf enzimde ouabaine bafli olmayan aktivite hig gdzlenmemigtir. Uy-
gun Na*, K* ve'Mg2+ derisimléri zardaki enzim ile aynidir. Ayrica saf en~

zim de artan Na', k' ve Mgz+ derigimleriyle inhibe olmaktadir.

Inkiibasyon siiresinin etkisi :

Zar enzimi ile yapilan deneylerde agida g¢ikan P; miktar: 20 dakika-

11k inkiibasyon siiresine kadar dojrusal olarak artmaktadir (Sekil 7).

Isi ve PH 'nin etkisi :

Zar enzimi ile yapilan deneylerde her iki aktivitede ylkselen 1521

ile artmakta ve 42°c ta en yiksek dederine ulagmaktadir (Sekil 8).

Sekil 9 da eritrosit zaranda her iki aktivite igin en uygun pH dege-
rinin 7,4 oldufu goriilmektedir. Inkiibasyon ortamlari uygun pH dederine
225 mM asetat (pH = 6.0), 225 mM imidazol-HC1l (pH = 6.5 ve 7.0) ve 225 mM

Tris-HCl (pH = 7.4 ve 8.0) tamponlari ile ayarlamnmigtir.
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SEKIL 7. (Na® - K ) ATP az aktivitesinin inkibasyon siiresine olan
' ba{;:.mhg.tg:.. i‘nkﬂsasyon karigimi 3.3 mM ATP, 50 mM Na"',
20 mM X, 3 mM Mg°* ve 225 mM Tris-HC1 (pH = 7.4) igermek-
tedir, Inkiibasyon 37°C ta yapilmigtair. ‘ -
(® ~ e ) ounabainsiz aktivite
(4 -4 )  ouabainli aktivite

t¢ grafikte (Na* - K') ATP az aktivitesi grillmektedir.
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SEKIL 8. Inkilbasyon 1sisinan (Na' - k*) arp az aktivitesine
etkisi. Inkilbasyon ortam: Sekil 7 deki gibidir. in-
kiibasyon 60 dakika yapilmgtair. ‘

. { @ - ® ) ovuabaingiz aktivite

(8 - A) ouabainli aktivite

47

1¢ gfaf.ikte rNa* - X"') ATP az aktiv.i_tesi gériilmektedir.
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$EKIL 9. pH nin etkisi, Inkiibasyon ortam:r Sekil 7 deki g.r.b:.dzr
. Sadece tampon gdzeltiler Yénteidler k15mmda anlataildidga
g’lb.i hazirlanmigtair.
({ @~ » ) ouabainsiz aktivite
(A ~ Q) ouabainli aktivite .

I grafikte (Na* - k%) aTP az aktivitesi gériilmektedir.
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(Nh* - K*) ATP azan zardan ¢Gzinmesi :

~J.R. Slack ve arkadaglarinin yontemine gére sadece DOC ile ¢goziinme
denenmigtir (22). Zarlar, son DOC : protein oran: 1:1, l:4, 1:2, 3:4, 1:1,
5:4 ve 3:1 olacak bigimde DOC ile karigtiralip 30 dakika 0-4°C ta inkibe
edildi. DOC : protein orami 3:1 oldudunda 70 000 xg de gantrifiij sonunda
¢dkelti kalmadigr halde ¢bziniir kisimda aktivite saptanamadi. Daha sonra
Brij-58 ile ayni gekilde Brij-58 : protein oranmi 1:30, 1:25, 1:20, 1:15,
1:12, 1:10, 1:8, 1:6, 1:4, 1:3, 1:2 ve 3:5 clacak gekilde ¢dziinme deney-
Jerd 0-4°C ta yapildr (34-36). Ancak bu derigimlerde de 70 000 xg gBkele-
§inde aktivite azalmaya baglamasina radmen Ust kisimda aktivite bulunamadi.
Daha yiiksek Brij-58 derigimi fosfat tayininde bulaniklik olusgturdugu i¢in

bu deterjanin miktari daha fazla artirilamadi.

Bundan sonra de§igik oranlarda triton X-100, digitonin, Brij=36,
Brij-35, SpS, Tween 80 gibi deterjanlarla yapilan galigmalarda da enzim
¢Sziiniir halde elde edilemedi. Ortamda‘dete:jan yokken 5, 10, 20, 30 ve 40
saniye slireyle zarlara uygulanan 60 watt giicteki sonikasyon sonucunda ¢&~
ziintir kisimda enzim aktivitesi bulunamadi. Cokelekteki enzim aktivitesi

ise 40 saniye sonikasyonda azalmaya bagladi.

P, tayinini bozmayan ve enzim aktivitesini azaltmayan en yliksek mik-
tarda Brij-58 bulunan (protein : Brij-58 = 4/1 mg/mg) ortama dedigik mik-~
tarlarda DOC koyarak enzimin ¢bziiniir halde elde edilmesine caligalda,
poC : Brij-58 oramr 0 - 7.5 : 1 arasanda artarildiga halde ¢dzinme gdzle~
nemedi. DOC : Brij-58 orani 7.5:1 olduffunda 70 000 xg g¢bkeleginde aktivi-
te azalmas: gbzlenmedi fakat P; tayininde bulaniklik meydana gelmesi nede-

niyle daha yiiksek oranlara gikilamad:. Bunun dizerine ¢egitli oranlarda
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DOC, Brij-58 ve protein igeren bu karigimlarin her biri ayri ayr: 10, 20,
30 ve 40 sanlye olmak iizere sonike edildiler. Sonikasyonlar sonunda 40

saniyenin en uygun siire oldugu goriildii. 40 saniye sonike edilmis karigim-
laran 70 000 xg santrifiijlemesinden sonra yukarida kalan kisimda saptanan

aktiviteler Tablo I de gdsterilmigtir.

pocC : Brij-58 (1) Ozgiill aktivite % verim (2/
(mg/mg) (u mol P;/saat/mg prt.)
1:1 - -
2:1 - -
3:1 - -
4:1 0.143 ¥ 0.02 49,8 ¥ 5.4
5:1 0.121 ¥ 0.02 42.3 F 4.3

Tablo T : Qegitli DOC : Brij-58 oranlari kullanilarak 40
saniye sonike edilmig Srneklerde enzimin g¢éziinme
miktarlo

(1) zar proteini : Brij-58 e gdre 4:1 (mg/mg)

olacak gekilde sabit tutuldu.

(2) zardaki toplam aktivite = % 100

Tablodan da anlasaldida gibi protein : DOC orani l:1 (mg/mg) ve
DOC : Brij-58 orani 4:1 (mg/mg) ocldujunda 40 saniye sonikasyondan sonra

% 49.8 verimle en fazla cdziinme saglanmigtir,

Coziinmiis enzimin derigtirilmesi ig¢in yapilan ultrafiltrasyon enzim

aktivitesind bozmamaktadir,
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(va¥ - K"') ATP azan saflagtirilmasi :

Yéntemler kisminda anlatildidgir gibi, kolon kurmadan DEAE seluloz kro-
matografisi uggulanmrgtir, Zardan itibaren saflagma miktari ve verim Tab-

lo IT de gdriilmektedir,

Ozgiil aktivite Saflagma % verim
(1 mol P;/saat/mg prt.) miktar: ()
Zardaki enzim (n= 21) 0.157%0.018 1.00 100
Derigik enzim (n= 19) 0.143%0.02 0.91%0.02 49,8%5.4
Saf enzim (n= 19) 0.672%0.13 3.98%0.64 34.9%9.1

TABLO II : (Na+ - K+) ATP azinin saflagma miktarlan.(x) zardakl
enzimin toplam aktivitesi % 100 kabul edilerek diger-
leri hesaplanmigtir.

Tablo II de gériildiigi gibi zar'a g6re DEAE sonras: enzim 3.98 kez

% 34.9 verimle saflagmg bulunmaktadir.

(NHy), S0, saflagtrirma amaciyla kullanilamamigtir clinkii daha sonra
anlatilacag:r gibl enzim uzun siire 4°c ta dializ edilmeye dayanikl: degil-

dir.

Saflagtirma ig¢in sefadeks G-200 denenmig ancak Ozgiil aktivitede bir

artma gézlenmemigtir.

cM-seluloz ile yapilan kromatografide 0.8 mg/ml DOC ve 0.2 mg/ml
Brij-58 lceren 10 mM Tris-HCl pH = 7.5 tamponu kullanildiginda, DEAE-~se-
luloz kromatografisindé oldugu gibi, enzim regineye tutunamamigtir. Ancak
cM~-seluloz kromatografisinde daha fazla protein regineye tutunamad:igindan

dzglil aktivite artiga olmamgtar.
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Jel elektroforezi :.

Sekil 10 da enzimin zarda, ultrafiltrasyon ile derigtirildikten ve
DEAE-seluloz kromatografisinden sonra yapilan SDS jel elektroforezi sonug-

lari gériilmektedir.

Zardaki ve derigik haldeki enzimin protein boyamasinda yaklagik 10-15

band oldudu halde saf enzim jelinde 2 protein banti saptanmigtirl.

ayn: Grneklerin glikoprotein igin boyanmasinda; zar ve deriglk enzim
jellerinde liger bant saf enzim jelinde ise tek bant g6zlenmigtir. Bu bant

saf enzimin anoda yakin colan protein bant: ile ayni mobiliteye sahiptir

(Sekil 11)}.

Molekil ajarliga tayind -

Saf enzimde gbzlenen iki protein bantindan anode en yakin clamainin
yaklagik 33 000, en yavag hareket eden diJerinin ise yaklagik 150 000 mo-=
lekiil adirliginda oldugu ydntemler kisminda anlatilan metodla saptanmig-—

tir (Sekil 12).

Enzimin dayamiklilidr :

2ardaki enzim 20 mM Tris-HC1 pH = 7.5 tamponu i¢inde &% ta 8-10 sa-

at, -20°C ta 4-5 hafta dayaniklidir.

r

Derigik ve saf enzim ¢zeltileri 0.8 mg/ml DOC ve 0.2 mg/ml Brij-58
igeren ayni tampon iginde Lc ta 6-8 saat, -20°c ta 15-16 saat dayaniklidir.
Enzimin dagamiklilidini artirmak ig¢in % 36, 40, 50, 60 (hacim/hacim) oran-

larinda gliserol ig¢inde enzim 5 gin bekletilmig ve hgrgiin alinan Srneklerde
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aktiviteye bakiimigtir. En uygun gliéerol oraninin % 40 olduju sonucuna
varilmistar giinkii béyle bir karigimda enzim aktivitesi 5 giin % 10 gibi
az bir kayipla dayanikl: kalabilmigtir ($ekil 13). Daha diigiik gliserol

oranlarinda aktivite kaybi ilk giinlerden baglamigtir.

Yapay zarlarin olugturulmasi, saf enzimin zarlara yerlegtirilmesi

ve elektron mikroskobisi :

% 4 fosfotungstat ile boyanmig olan lipozomlarin biiyik bir ¢odunlu-
Junda zarlar koyu siyah bir gériniim vermektedir (Sekil 14). Bu da enzimin

lipozom zarinda homojen olarak yerlegtidini gistermektedir.

Lipozomlarda ATP azi gSstermek i¢in hazirlanan érneklerdeki gdrinim
ise yukardakinden biraz daha farklidir ($ekil 15). Lipozomlarin gevresinde

noktalar halinde siyah gokelekler gérilmektedir.



SEKITL 10 : SDS jel elektroforezl sonu- SEKIL 11 : 5DS jel elektroforezl so-
cunda protein icin boyanan nucunda glikoprotein igin
jeller. Soldan saga dodru boyanan eritrosit zari jel
eritrosit zari, derigik en-

" zim ve saf enzim,
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SEKIL 12. SDS Jel elekt:raforezi ile yap.t.lan mo.lekdl a§1r- '

11&1 tayini,

(s )

(Na - x ) ATP az.m alt ‘birimler.i. -
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SEKIL 13. Derigik enzim ¢Gzeltisindeki {Na’ - k*) ATP az
aktivitesinin defigik gliserol oranlarinda

-3000 ta dayan1k1111§1.

o 6(()) gliserol
———— /50 gliserol
\% 40 gliserol

| *» 30 glisero



SEK1T, 14 : Lipozomlarda fosfotungstat ile protein
boyamasi.

SEKIL 15 : Lipozomlarda (N’a+ - K*) ATP az aktivite-
sinin boyanmasl.
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Eritrosit zarlarinda (.Na+ - K*) ATP az aktivitesinin varligi gdste-
rilmigtir fakat enzimin 6zellikleri hakkinda fazla bir gey bilinmemekte-
dir (1-9)}. Ornedin bazi aragtiricilar inkiibasyon karigiminda 140 mM, bazi-
larr ise 40 mM Na' derigimi kullanarak enzim aktivitesinitayin etmigler-
dir (1,5,7-9,11,15,18-20). Bu, biyik bir olasilikla, (Na* - X') ATP az ak-~
tivitesinin eritrositte dijer dokulara nazaran daha digik olmas: nedeniy-

ledir.

Eritrosit zarlarindaki Ca®' ATP azi daha iyi galigilabilmigtir (21-25).
Difer taraftan (Na* - Kﬁ) ATP az muhtemelen eritrosit zarina daha siki tu-
tunmugtur. Bu nedenle eritrosit zari (N’a+ - K*} ATP azimin kinetik dzellik-

leri hakkinda fazla bilgi elde edinilememigtir (5,8,15,18,19).

Simdiye kadar eritrosit zarlarimn hazirlanmasi icin bir gok ydntem
tarif edilmigtir (23,37,38). Bizim kullandifamiz yénteme gdre de hemoglo-
binden hemen hemen tamamen arinmig zarlar elde edilebilmistir. Bu gekilde
hazirlanmg olan eritrosit zarlarindaki enzim aktivitesinin -20°C ta en
az 4 hafta dayanikli oldudu gdzlenmigtir. Bu arada zarlarin gdzilip tek-

rar dondurulmasi aktivite kaybina yol acmaktadir.



- 31 -

Simdiye kadar eritrositlerden (N'a+ - K*) ATP azan saflagtirildidi ya-
yinlanmamrgtir. Yanliz enzimin tavgan bébredi medullasinin dig kismindan
cesitli deterjanlarla veya sukroz densite gradieni ile saflagtairildida bil-
dirilmigtir (34,39). Sadrr beyninden (NB* - K*) ATP azin ¢dziinmesine gali-
silmgtir (12,40). Bunun i¢in doku ATP, Na© ve Mg?+ iyonlarina igeren or-

tamda DOC ile muamele edilmigtir.

Dider birka¢ memeli dokusunda ve electrophorus electricus gibi canly-

lardan da (Na© - X7) ATP azinin izole edildigi bildirilmigtir (35,41-43).

Eritrositlerden (Na+ - K*) ATP azimin saflagtirilmasina gimdiye ka-
dar ¢aligilmamasinin nedeni yukarda da belirtilmig oldudu gibi, enzimin

zara sikica bajly ve aktivitesinin gok digik olmasidir.

Caligmamzda biri iyonik olmayan (Brij-58) digeri iyonik olan (DOC)
iki deterjan ile beraber fiziksel bir parcalama ydntemi olan sonikasyon
beraberce kullanilmig ve % 49.8 verimle enzimin zardan gﬁzﬁnmesi'saﬁian—
migtir. Brij-58, enzim aktiwitesinin korunmasinda yararli olmugtur, Enzim
aktivitesini koruyacak en az miktarda Brij-58 igeren zar ortamna boc ila-
ve edildi§i zaman zar yapisinin bozulduju sdylenebilir. Bundan sonra soni=~
kasyon, bir ¢ok protein ile birlikte rNa+ - K*} ATP az éktivitesinin de

zardan ayrilmasini sadlamaktadir.

Bu deterjanlar ile bulgular kisminda séz edilen cesitli iyonik, iyo-
nik olmayan deterjanlar ve sonikasyon tek baglarina goziinmede etkili ola-
mamiglardar. Bunlar ya enzimi inaktive etmekte, ya inorganik fosfat tayi-
nini bozmakta veya enzim proteinini hi¢ ¢ézememektedirler. Ornedgin, enzi-
min pOC iginde alt birimlerine ayrilarak aktivitesini kaybettidi diginil-

mektedir. AkEif olan enzimin diurez olduju tahmin edilmektedir (44-49).
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CSziinmily enzimin derigimini artirmak igin kullanilan ultrafiltras-
yon metodu aktiviteyi bozmamaktadir. Béylece bu iglem inorganik fosfat ta-
yinine dayanan aktivite gbzlenmesini daha giivenilir sinirlar igine almak-~
tadir., Ayrica saflagtirma igin kullanilan DEAE-seluloz ile muameleden on~

ce protein ¢ézeltisinin gok seyreltik olmamasi gerekir.

Saflagtirmada kolon yerine tip icinde DEAE~seluloz kromatografisi
kullanilmgtar ciinki kullanilan kromatografi kogullari ig¢inde aktivite re-
cineye baglanmamaktadir. Bilyitk bir grup proteinin regineye badlanmasi ve
(Na+ - K?) ATP az aktivitesinin baflanmamasi 3.98 kez saflagtirmayi sajla-
mrgtir. Poliakrilamid jel elektroforezi de enzimin saflagtirildigani gis~
termektedir. Zar ve ¢Szinmig enzimin SDS 1i jel elektroforezinds 10-15 pro~
tein banta varken DEAE-seluloz sonrasil aktivitesinin elektroforezinde 2
protein banti kalmaktadir. Bunlardan, diigiik molekiil agirlig:z olam bir gli-

koproteindir,

Céziinmis enzim &°c ta 5-6 saat sonra aktivitesini kaybetmeye basladi-
Jandan sefadeks G-200 kolonu saflagtirmada yardime: olmamrgtir. Iste tipte
pEAE-seluloz kromatografisi yapmanin bir listiinliiyti de zaman kazandixmlg

olmasadrr.

SaFf enzimin SDS, $DS - iire ve guanidin-HCl - SDS ile yapilan jel e-
lektrofbrezinde goriilen iki banttan glikoprotein olan:r yaklagik 33 000
digeri 150 000 molekiil agirligina sahiptir. Dijer dokulardan saflagtirila~
rak molekiil adirliklari tayin edilmig olan (Na+ - K+) ATP azinin iki alt
birimi oldudu ve bunlardan glikoprotein olan bir tanesinin molekiil ajirli-
gamin 35-57 000 diferinin ise 100~140 000 civarinda oldudu yayinlanmig-

tir (44-49).
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Biz bu galigmada zara badli ve ¢ézinerek saflagtirilmig (Na* - Kﬁ)
ATP az aktivitesinin tayini igin gerekli olan en uygun §artiar1 aragtrr-
dik. Bir ¢ok aragtirici dedigik dokulardaki (Na+ - K+) ATP az aktivitesi-
nin tayini igcin 1-5 mM arasinda degigen ATP derigimleri kullanmigtaxr (26~37).
Bu galigmada zardaki enzim igin en uygun ATP derigimi 3.3 mM, saf enzim
icin ise 3.0 mM olarak saptandi. ATP ig¢in K, ve V. ise zardaki enzim
igin 1.1 mM ve o.zsly mol/saat/mg prt, saf enzim icin 2.5 mM ve o.éju mol/
saat/mg prt olarak bulundu, Saf enzim K, dederinin zardaki enzime gére da-
ha biyik, Vhax dejerinin daha az bulunmug olmasi, saflagtirilmig enzimin
fosfolipit ve proteinlerden arinarak yapisal defigikliklere ujramig olma
olaszlidryla agiklanabilir. Bizi bu sekilde diigiindiiren bu konuda yapilmig
olan bazi yayinlardir. Ornedin eritrosit zarlarinda olan (N’a+ - K*) ATP az
fosfatidilserin ile aktive edilebilmigtir (50) veya gegitli fosfolipazlar-
1la muamele edilen zarlarda enzim aktivitesinin azaldi§z ve fosfatidilserin
ile Fosfatidik asit ilavesiyle aktivitenin geriye getirildigi tebli§ edil-

migtir (50,51).

Hem zardaki hem de saf enzim ig¢in en uygun Ra+ derigimi 50 mM olarak
gbzlendi. Daha yliksek Na® derigimlerinde her iki enzim aktivitesinin de
inhibe oldudu saptandi. Daha &nceki bir caligmada da yiksek Na+ derigimin-
de enzim aktivitesinin azaldiga bildirilmigtir (5). Bu arada ouabain'e

bagli olmayan aktivite Na+ derigimine bagimlilik géstermedi (Sekil 4).

+
En uygun K ve M92+ derigimleri her 1ki enzim aktivitegi igin sira-
siyla 20 ve 3 mM olarak bulundu. Bu dederler literatiirde verilenlerle uy-
gunluk gdstermektedir (1,5,7-11,15,18-20). Sekil 5 te gdrildigu gibi artan

k' derisimi her ikl aktiviteyi de inhibe ederken artan Mg?+

derigimi
(N'a+ - K¥} ATP az aktivitesini inhibe etmekte fakat ouabaine duyarli olma-

yan aktiviteyl artirmaktadir (Sekil 6).
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lgte Na iyonunun yanlizca (Na* - K’) ATP azimr etkilemesi ve ouaba-
ine ba&l: olmayan ATP azi etkilememesi, buna kargilik M92+ nun (Na+ - K*)
ATP azini inhibe etmesi, ouabaine badli olmayana aktive etmesi ve bu bulgu~
larin saf enzimde de aynen gézlenmig olmas: ayrica saf enzimin ouabain ile
tamamen inhibe edilebilmesi bize saf (vat - k%) aTP az ile u§ragtidimiza

gostermektedir.

Aktivite 90 dakikalik inkubasyon siiresine kadar dogrusal olarak art-
maktadir (Sekil 7). Cnceki bir galigmada eritrosit zari Ca‘?+ ATP azi ig¢in
60 dakikalik inkiubasyon siiresine kadar dodrusal bir aktivite artigi gdste-

rilmigtlr (21).
Enzim aktivitesi Icin en uygun pH deferi pH = 7.4 olarak saptand:i.

Saf enzimin jel elektroforezinde literatiirde dider (Na+ - K*) ATP
azlar icin gézlenen bulgularin aynen gézlenmesi de enzimi saflagtirdigimi~

z2 dilgiindiiren diger bir bulgudur.

Enzim aktivitesinin % 40 gliserol iginde -30?0 ta 5 giin dayanikli

olmasi galigmamzzi kolaylagtirmigtir.

Fosfolipitlerle lipozom yaptidfimrzi ve saflagtirdifimiz (Na+ - K*)

ATP az1i bu lipozomlara yerlegtirdi§imizi gbrebilmek ig¢in elektron mikros-
kobundan faydalandik. Bu amagla iki farkla metod uyguladik. Birincisi fog-
fotungstat ile genel olarak bir protein yerlegimi olup olmadigini gbrmek,
ikincisi ise bu protejnin (Naf - K*) ATP az olup olmadidini incelemek idi.
Fosfotungstatli dérneklerin zesimleriﬁde lipozomlarin gevresinde homojen
bir gérinim, (Nat - K*) ATP az aktivitesinin boyandidi resimlerde ise li-

pozomlarin gevresinde noktalar halinde siyah ¢keleklerin olmasi bize ';
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A~ Kullandidimiz yontedle lipozomlarin olugtugunu,

B- Ortama koydudumuz proteinin (saf enzim) lipozom zarina yerlegti-
gini,

¢~ Bu proteinin gergekten {Na+ - k¥) arP az oldudunu,

gistermigtir.

Protein homojen olarak lipozom zarina yerlegtigine ve bu proteinin
de saf (Na+ - K*) ATP az oldudunu diigiindiijimize gire (Na* - x*) ATP az ak~
tivitesini de lipozom gevresinde homojen olarak bulmay: beklerdik. Ancak
1ipozom olugturulmasi sirasinda Srnedi 60 dakika siireyle ve giddetle gal-
kalamak bir kisim enzimi inaktif hale gecirmig olabilir. Bu uygun olmayan
kogullar altinda aktif kalabilen molekiiller sayesinde yer yer kursun fos~
fat gbkeleklerini gSrebildifimizi diiginmekteyiz. Cegitli aragtaricilar
eritrosit zarlarinda ve bagka hiicrelerde CNa+ - K*) ATP azimx elektron mik-
roskobik olarak incelemiglerdir (31,52,53). Prensip ayn: olmasina ragmen

biz bu amagla dider deneylerde kullandigimiz inkubasyon ortamini kullanma-

y2 daha uygun bulduk.

Caligmamizin amacy eritrositlerde Na we K iyonlarinin taginma mekda=-
nizmasin: incelemektir. Bunun icin ana faktdriin tek bagina izolasyonu ve
gegitli dedigkenlerin bu faktdrin galigmasina etkilerinin gizlenmesi fay-
dali olabilir. Bu nedenle ilk adaim olarak (Na* - K*) ATP az aktivitesini
saflagtirdiktan sonra fosfolipitlerden yapay zar olugturma yénteml lizerin-
de galigtik. Elde ettidimiz elektron mikroskobi bulgular: yapay zarlar o-
lusturduumuzu gostermektedir ($ekil 14-15). Ayni yéntem ile farkla lipi*
ve fosfolipitlerin defigik karigimlarindan yapilacak yapay zarlara enzimin
yerlegtirilmesi, Na ve K iyonlarinin taginmasini etkileyecek faktdrlerin

incelenmesini sajlayabilir. Bunun icin de elektron mikroskobisi yaninda



- 36 ~

2zna ve 86Rb kullanarak lipozom igine ve digaina bu iyonlarin taginmasi-

nin incelenmesi bundan sonraki ¢aiigmamrzi olugturacaktir.

Eritrosit zari (NB+ - K*) ATP az aktivdtesinin'baz; klinik vakalar-
da dedigtidi gOsterilmigtir (14-21). Orne§in 20, 25 diazokolesterol vermek
suretiyle myotoni olugturulan farelerde ve iremili hastalarda bu degigiklik
gozlenmigtir (18,19). Bu aktivite degigikliginin mekanizmasi ve etkisi he-
niiz anlagilamamigtirr. Bu de§igiklikler izerinde daha fazla bilgi elde et-

mek, hastaliklarin mekanizmalarina igik tutmasi bakimindan dnemli olabllir,



1. Insan eritrosit zarlarindan (Na+ - K+) ATP az aktivitesi DOC,
Brij-58 deterjanlari ve sonikasyon ile ¢Gzinebilmiy ve DEAE-seluloz kroma=-
tografisi ile tek kademede % 34.9 verim ile 3.98 kez saflagtirilabilmig-
tir. Saf enzimin SDS 1li, iire ve guanidin-Hcl 1lii jel elektroforezi ile
biri 150 000 digeri ise 33 000 molekiil ayirlidinda olan alt birimlerden
olugtuju digintilmektedir. 33 000 molekil agarlidindaki alt birimin Eir

glikoprotein oldugu saptanmigtir.

2. Eritrosit zarindaki wa' - k7 a7P az aktivitesi dgin uygun gart-

2
lar aranmig (3.3 mM ATP, 50 mM Na+, 20 m K*, 3 mM Mg *, 225 mM Tris-HCI1
pH = 7.4) ve K ile Vmax dederleri 1.1 mM ve 0.28 o mol/saat/mg prt olarak
bulunmugtur. Bu deferler saf enzim icin biraz degigmektedir (3.0 mM ATP,

Km = 2.5 mM, Vmax = 0.6 K mol /saat/mg prt).

3. Saflagtirilmg enzimin lipozomlara yerlegtigi elektxon mikroskobi~

si 1le gbsterilmigtir.
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