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taositrat dehidrogenaz (IDH), Krebs diingiisinde izositratr ok ~keto

glutarata yikseltgeyen - bir enzimdir. Bu yilkseltgenme sirasinda kofak~

t6r olarak nikotinamid adenin dinitkleotid (NAD+} veya nikotinamid adenin

diniikleotid fosfat (NADP+) kullanilir. 1DH'lar, mekanizmasi farklay iki

reaksivonu; dehidragenasyon ve dekarboksilasyonu birlikte gergeklegti~

ren enzimlerdir (1-4). Bu iki tepkime enzim yiizeyinde pegpege gercekleg-

tirilerek % -~ketoglutarat ve CO, son firtinleri clugur.

2
> Of-~ketoglutarat + C02 +

2

Mn+ veya Mg*

tzositrat + wap" {NADP+) <

re
NaDH (NADPH) + H

rabiatta hem MAD® 'ui hem de NADP' yi kofaktdr olarak kullanan iki

ayr: tip 1DH bulunmaktadir, wap" badfamla olan enzim sistematik olarak

. . . + i~ .
threo-D~izositrat-NAD ocksidorediiktaz (EC 1.1.1.41), NADP badimli olan

enzim ise; threo-D-izositrat-NADP-oksidorediktaz (EC 1.1.1.42) geklinde

isimlendirilmektedir.

+ ‘ .
Memeli hiicrelerinde we mayada, NAD ‘'ye Gezgtil enzim mitokondride,

‘NRDP+ kullanan enzim ise hem mitokondride hem de sitoplazmada bulunur (5).



£.Coli'de ve bir gok baska bakteride yaliis NADP'ye Szgill olan izo-

sitrat dehidrogenaz enzimi bulunmaktadir (6,7).

+ , rd Eded . , ,
NADP badimlz enzimin de Iki tipl oldudu yani izoenzimlerinin bu-

lundudu bugiin igin bilinmektedir.

Bu izozimlerden birisinin memeli kalbi mitokondrisinde digerinin
ise memeli karacidgeri sitoplazmasinda etkin olarak bulundudgu, Bell ve

Baron'un deneyleriyle gosterilmigtir (8).

Ayni aragtiricilar sican karacider ve kalp IDH'larinin dzellikleri-
ni kargilagtirmiglar, pH'ya badli inaktivasyon, civa iyonu ile inhibis-
yon ve siibstratlar: olan izositrat ve nape' igcin Michaelis defigmezleri
bakimindan farklilaklar saptayamamiglarsa da izozimler arasinda isi da~
yaniklilidy, bakir iyonlaryr ve para-kloromerkiiri benzoat ile inaktivasyon,
amonyum silfat ile ise aktivasyon bakimindan bazi farkliliklar bulmuglar-
dir (9). bDeneylerinin soﬁuglarz, kalp izoziminin 1siya karacider izozi-
minden daha az dayanikly oldufunu ve 0.8 M (NH,) 5504 ile karacidger izozi-

minin etkilenmemesine kargsin kalp jzoziminin % 200 oraninda aktive oldu-

dJunu gdstermektedir,

+ - . o
NADP badimli IDH; sidir, domuz ve sigan kalp ve karacigerinden

ve E.Coli'den defigik ydntemlerle saflagtiriimigtar.

Saflagtirma yéntemlerinde genel olarak dedigik amonyum giilfat ke-

gitleri, 1si denatiirasyonu ve iyon dedistiriciler kullanilmgtir.

Literatiirde bildirilen 6zgiil aktiviteler dokudan dokuya fark gés-—

terdidi gibi ayn: doku igin farkl: zglil aktiviteler de rapor edilmigtir.

Si§ir karaciferi igin rapor edilen en yiiksek Ozgiil aktivite 18 U/mg

~



(10), sadzir kalbi izozimi igin ise 39 U/mg'dar ¢(11).8aflagtarma iglemleri

% 20 ila % 30 verimle gergeklegtirilmigtir.

pantaloni ve arkadaglari 1973 genesinde, kismen saflastirilmeg NHDPf
(Bkz., TARTISMA) batimli sidir karaciﬁeri tpH'2 ile yaptaklari deneylerde,
enzimin sitoplazmik oldudunu, tamamen mitokondriyel bir enzim olan gluta-
mat dehidrogenaz aktivitesini takip ederek gdstermigler ve polipeptitteki
o -heliks yizdesi, kismi Szgiil hacim, molekil agirlida, Szgiil absorbsiyon

katsayisi gibi bazi fizikokimyasal parametrelerini hesaplamiglardir (10).

Mitokondriyel ve sitoplazmik N?!DP+ - IpHtlarin birbirinden badimsiz

genlerce kontrol edildigi gbsterilmigtir (12,13).

+
NADP  badiml: 1pH'larin dbrdiincil yapilan ve molekiil adirliklary ko~

nusunda birbirinden farkli sonuglar rapor edilmektedir (11,14-18)}.

S1éar kalbi (11) ve domuz kalbi ig¢in (14) 30.000, 60.000 ve 90,000
gibi dederler, sidzr karacideri (10) ve domuz karacigeri (18) lgin ise si-

rasi ile 96.000 ve 75,000 gibi dederler bulunmugtur.

Gerek sidar ve domuz kalbinden gerekse sidir karaciderinden elde edi-
Ien 1DH'larin gergek siibstratlarinin serbest izositrat olmayip, Mg*z veya

Mn+2 iyonlarinin izositratla yaptiklar: kompleksin oldudu gésterilmigtir (10).

Eldeki bilgiler trikarboksilik asit dongiisiinde, izositratin oksidas-

yonundan, esas olarak, allosterik bir enzim olan wap® badaimly enzimin sorum-

lu oldudunu gostermektedir (19). Bu enzimin aktivitesi hiicre AMP ve ADP

konsantrasyonlara tarafindan kontrol edilmektedir (20,21).

* : . e
NADP badimli izositrat dehidrogenaz enzimi igin mevcut bilgiler

allosterizmi kanlflayacak dizeyde dedilse de bazi bulgular, digik metal



iyonu konsantrasyonunda veya dilsiik enzim konsantrasyonunda, bu enzimin ta-

yin ortamina ilavesi ile, tepkimenin belirli hiza erigmesi arasinda belli

bir zaman aralidfinin gegtidini (time lag} ve bu zaman aralifdinin NADPH ve

EDTA ile ortadan kaldirildifan: gostermigtir (10,22,23).

+ ,
Bu aragtirmada NaDP bagimli sifir kalbi 1pH'1 saflagtirildi we homo-

jen olarak elde edildi. Karacider ipH'1 ise bilyik Slgide saflagtaraldz.

tki izozim, 1s1 inaktivasyonuna kargi stabilizasyon dzellikleri ba=

kimindan karsilastirildi ve Gnemli farkliliklar saptandr (24). Bazi tuzla-

rzn IDH'lar ilizerinde farkli stabilizasyon etkileri olusturdudu bulundu. Ay-

rica izozimler arasinda kinetik farklilaklar gdzlendi,
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Deneylerde kullanilan nikotinamid adenin diniikleotid fosfat, DL~

izositrat, fenazin metosilfat, p-nitroblue tetrazolyum, dietilaminoetil

seliiloz, karboksimetil sephadex C-50 ve nikotinamid adenin diniikleotid fos-

fat agaroz (5 Fmol NHDP+ / 1 ml agaroz) Sigma Chem. Co. 'dan, Sephadex G-150,

DEAF Sephadex A-50 ve 2',5' ADP-Sepharoz Pharmacia'dan, amonyum silfat ise

MERCK 'ten temin edildi. Kullanilan dider biitin kimyasal bilegikler anali-

tik saflikta idi.

Saidarr kalbi ve karaciferi, Ankara Et Balik Kurumu Mezbahas:'ndan a-

lindz.

peneylerde santrifij (Sorval Superspeed SS~3), sonikatdr { Bronson

Sonic Power Co. B~12), spektrofotometre (Beckman Model 26, Zeiss PMQ 2),

elektroforez cibhaza (Buchler), UVltrafiltrasyon cihazi (Amicon), milipor-

filtre ve Fraksiyon toplayicis: (LKB 7000 Ultrolag) kullanildz.

Aktivite Tayini

fzositrat dehidrogenaz aktivitesi, izogitrattan alfa~ketoglutarat

meydana gelirken elektronlar: alarak indirgenen NZDP+ 'nin, 340 nm dalga



boyunda verdigi absorbsiyon Slgiilerek tayin edildi. Tayin 0.1 M, pH = 7.5
tris tamponu icinde, 1 mM Ma%?, 0,33 mM DL-izositrat, 0.1 mit napp*, 1 mM
KCN ve 20 mM nikotinamid bulunduran ortamda, artan absorbsiyon Zeiss PMQ 2
spektrofotometresi ile takip edilerek yapzldi (25). Artan absorhsiyon de-
Jerleri otuz saniye araliklarla takip edildi ve ilk hazlarin hesaplanmasin-
da siibstratin (NapP¥) % 10 dan fazlasinin kullanilmamis olmasina dikkat

edildi.

thhite (U), 37°%¢ 'ta, 1 dakikada 1 ,umol NADPH olugturan enzim miktara

olarak tarif edildi.

Protein Tayini

Protein tayinleri 280 nm deki absorbsiyonun takibi ile yapildr (26).

a ¥ _ 11.8 olarak kabul edildi (11).

280

Jel Flektroforezli

Poliakrilamid jel elektroforezi B.J. Davis'in metoduna gére (27),
pH = 8.3 olan tris-glisin tamponu ve % 7 akrilamid, 1 : 38 Bisakrilamid 7/
akrilamid igeren jellerﬁe yapildi. Jel bagina, gliserol.iginde 40—80/ugr
protein ve 5 miliamper akim uyqulandi. Numune hacimiarinin 75 plt'den daha

fazla olmamasina dikkat edildi.
i) Protein Boyamasl :

Yaklasik olarak 1-1.5 saat sire devam eden elektroforez sonunda jel=
ler, bir enjektér ile elektroforez tiipleri igine su sikilarak cikartildi.
paralel gallgilan Srnekler hem % 10 asetik asit iginde % 0.01 1ik amido
black, hem de % 50 metanol, % 12.5 asetik asit iginde % 0.25 lik Comassie

blue boyalara ile boyandi ve fikse edildi (27,28). Boyama bir gece bekle-



tilerek yapaldis

Daha sonra jeller boyanan bantlar iyice gézlenene ve jel renksizlegin-

ceye kadar % 7 lik asetik asit ¢ézeltisi ile yikandi,
ii) Aktivite Boyamasi :

¥
Henderson 'un metodunun modifikasyonu ile yap1ldy (29). NADP den ali~

nan elektronlarin fenazin metosiilfat araciladiyla p—nitroblue-tetrazolyum'a

tasinmasi sonucu elde edilen menekge rengi, jel elektroforezine tabi tu-

tulmug enzim tarafindan, jel izerinde olugturulup stabillegtirildi.

Boyama ortaminda : 2.5 mM izositrat, 0.2 mM.NADP+, % 0,01 p-nitro-

blue—fetrazolyum (0.05 M tris-Cl tamponu iginde} bulupnuyordu.

Jel elektroforezinden alinan Ornekler vakit gegirilmeksizin, boyama
ortamina konuldu. Yaklasik olarak 20 dakika siire icinde belirginlegen bo-
yanin rengi belirli bir koyulufa geldikten sonra, boyama ortamindan ¢ikari-

lan jel, % 7 lik asetik asit ¢Gzeltiginde sabitlegtirildi.

Affinite Kromatografisi

Bunun igin 0.5 x 5 cm boyutlarinda cam kolonlar kullanildi. 2°',5’ ADP~
Sepharose 4B, 1 M NaCl, pH = 7 ¢ézeltisi ile rejenere edildi (30) ve 10 ko~
lon hacmi kadar 0,025 M tris-sitrat pH = 7.4 tamponuyla yakandi. Ayni kon~-
santrasyona ve pH'ya ayarlanmig olan kalp ve karacider Srnekleri kolona uy-

gulanda.

Nikotinamid adenin diniikleotid fosfat-agarose kolonu, 2 M KC1 ile
rejenere edildi ve 0.5 x 5 cm boyutlarandaki kolon 10 kolon hacmi kadar,

10 mM sitrat-fosfat, 2 mM MgCl,, % 10 gliserol ve uygun pH'daki (5-7.4)



tamponla yikandir (31). Bu gartlara getirilmig drnekler kolona uygulandz.

Uygulanan Ornek hacmina e§ hacimda fraksiyonlar toplandi.

Kolonlarda akig hizz 0,3-0.5 ml/dakika idi.

ruzdan Arrndizrma
i) Isi ve Ure Deneylerinde

Deneylerde ¢egitli tuzlarin etkisini gdzleyebilmek i¢in enzim gozel-
tmetmhnﬂmMHMﬁzwmm&mﬁLTwwzﬂwmmhrfCWamm

madan 10-15 giin dayaniklidir.

\

Is1 ve iire deneylerinde tuzdan arindirma iglemi gerek amonyum siilfat-
11 kalp izozimi, gerekse Mg-izositratli ortamda saklanan karacider izozimi
icin, % 20 Gliserolle dengelenmig ve 5 mM trisodyum sitrat ve 1 mM EDTA -

bulunduran Sephadex G-25 kolonundan enzim gegirilerek bagarildi.

uzdan arindirma isleminin verimi, kalp enzimi ig¢in sephadex G-25
ten ellie edilen &rneklerde, HCl'li ortamda Ba012 ile siilfat ¢bkelegi ara-
narak saptandi. Karacider enzimi igin ise, eliatlarda Mg-izositrat tayin
edilerek saptandi, Bunun igin Sephadex G-25 kolonundan elile edilen drnek-
ler 100°C 'ta protein denatiirasyomuna tabi tutuldu. Bu gzelti, izositrat-
tan bagka tiim gerekli bilegenleri ve aktif IDH'y bulunduran ortama ilave

edilip aktivite takip edildi.

BaS0, cékeledinin olugmamasi ve aktivitenin bulunmamasi her iki du-
rumda da tuzdan arindirma igleminin tam verimle gerceklegtirildigini gbs~

terdi.



ii) Rinetik Deneylerde :

Bu deneylerde gqinlik kuilanilan enzim ¢dzeltileri 1 co lik hacimlar
halinde, 5 mM trisodyum sitratla dengelenmig, 1 x 30 cm boyutlarinda
Sephadex G-25 kolonundan gegirilerek, ortamda bulunan EDTA, Mn"'z, { NH 4) 250 4
ve izositrattan arindirildi. Tuzdan arindirma iglemi kalp tipi izositrat
dehidrogenaz igin pH z 7.5 'ta, karacider tipi izositrat dehidrogenaz igin
ise pH = 6.5 'ta yapaldir. Bu kolonlarin verimi kinetik deneylerde yapilan

kontrol deneyleri ile saptandi.

Kalp tzoziminin Saflagtirilmasar:
{Tablo I).

Homojenizasyon

Taze olarak alinan ve buz iginde laboratuvara getirilen saf§ar kalbi
kiiciik pargalara kesildi, yad dokusu ve sinirler uzaklagtirildiktan sonra
kiyma makinasindan ¢ekildi. Doku; gram: bagina 2 cc tampon kullanailarak
0.25 M sukroz, 0.01 M tris-Cl, 1 mM siiksinat ve 0.2 mM EDTA bulunduran,
PH = 7.8 tamponunda suspansiyon haline getirildi. Qdzeltinin 5.8 dolayainda

buluvnan pH's1, 2 M tris ¢ézeltisi ile 7.8'e ayarlandi.

Suspansiyon, her seferinde 50 cc'lik kisamlar halinde cam-teflon ho-
mojenizatdr ile parcalandir. Homojenat 'in pH's: tekrar 2 M tris ile 7.8'¢
getirildi, 1200 g'de 20 dakika siire ile santrifij edilerek hiicrenin, gekir-
dek, zar vb. fraksiyonlari uzaklastirildi. Supernatan 27.000 g'de 20 daki-

ka slire ile santrifij edildi ve sadlam mitokondriler elde edildi (32).
Sonifikasyon

Homojenizasyonda kullanilan sukrozlu tampon i¢inde homojen hale ge-

tirilen mitokondri gdkeledi 10 cc 1lik kisamlar halinde sonifikasyona tabi
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tutuldu. Sonifikasyon Braunsonic 1510 model sonifikatér ile 80 watt giicte
5 dakika siireyle yapirld:i. Parcalanan mitokondriler ikinci bir 27.000 g

santrifiigasyonu ile géktirdldi.
{NH 4 ) 250 4 Kesitlemeleri

Sonifiye edilmig mitokondri suspansiyonunun 27.000 g supernatani,
pH’s12 amonyakla 7.1'e getirilen doymug amonyum giilfat ¢dzeltisi ile 2 sa-
at iginde % 45 doygunluda getirildi. 15.000 g'de 30 dakika sire ile santri-
fiij edildi ve ¢dkelek atildi. Silipernatan, kati amonyum siilfatin ¢ok yavag
ilavesi ile % 80 doygunluja getirildi. {(NH 4) 2504 ilavgsi ile degigen pH,

1 M tris gbzeltigi ile 7.4's ayarlanda.

Kolon Kromatografileri

% 80 amonyum siilfat kegiti gékeledi, 5 mM trisodyum sitrat, 1 mM EDIA,
% 10 (NHy),S04, pHz 7.4 olan ¢ézeltide ¢ézindi ve ayni ¢ézelti ile denge-
lenmig bulunan 3.4 x 85 cm Sephadex G-150 kolonuna uyguland: ($ekil 1) .
13 cc '1ik fraksiyonlar toplandi, protein ve aktivite bakimindan taranarak

en yiiksek Gzgil aktivite gdsteren fraksiyonlar birlegtirildi.

Hacmi azaltmak icin enzim ¢bzeltisi LKB Amicon filtresinde 3 kg/cm2
basanc altinda 8 kez konsantre edildi ve 5 mM trisodyum sitrat, 5 mM MgSO 4
ve 1 mM EDTA, pH = 7.4 tamponu ile dengelenmig olan 1 x 60 cm'lik Sephadex

G-25 kolonuna uygulanarak amonyum siilfattan arindirildi.

Ellle edilen protein ayni pH'ta ve ayni tampon ile dengelenmig bulu-
nan 2 x 12 cm boyutlaranda dietilaminoetil Sephadex 4-50 kolonuna uygulan-

di. Enzim ayni tamponla ellie edildi (Sekil 2).

Yiiksek &zgiil aktivite gbsteren eliiatlar birlegtirildi ve pH metrede



-1] =

pH 6.1'e getirildi. Numune, 5 mM trisodyum sitrét, 5 mM MgSO,, 1 mM EDIA,
pPH = 6.1 olan 2.5 x 10 cm boyutlarinda karboksi metil Sephadex C-50 kolo-

nuna uygulandzx.

Kolona tutunan enzim bir arada gergeklegtirilen tuz ve PH gradyani
ile elile edildi. Tuz gradyani 5-100 mM trisodyum sitrat konsantrasyonlarin-
da, pH gradyani 6.1~7.4 pH aralidinda gerceklegtirildi., Aktif enzim 74 mM
trisodywn sitrat konsantrasyonunda ve pH = 6.3 'te elie edildi ($ekil 3).
Yiiksek Gzgiil aktivite éﬁstezen fraksiyonlar birlegtirildi, pH 7.4'e geti-

rildi ve 4°c’ta saklandi.
Bu gartlarda enzim, aktivite kaybetmeden 3=-4 ay dayanmaktadir.

Saflagtirma igleminin dedigik kademelerini olugturan Sephadex G-150
kolon kromatografisi, DEAE Sephadex A-50 ve CM Sephadex C-50 iyon defigti-
rici kolonlarindan elile edilen, enzimden ayrilan drnekler saflagtirma ig-

lemlerinin etkinlidini saptamak dzere jel elecktroforezine uygulandi.
Jel elektroforezinde enzimin gerek protein gerckse aktivite boyama-

81 yapildi.
Karacider 1tzoziminin Saflagtirzlmasi
(Tablo II) :

Homajenizasyon

Taze olarak alinan ve buz icinde laboratuvara getirilem sidir kara-
cideri kiiciik parcalara kesildi, sojuk musluk suyunda yikandiktan sonra kiy-

ma makinasindan c¢ekildi.

Doku her 100 grami igin 100 cc 0.25 M sukroz, 0.01 M tris~-Cl, 1mM

sitksinat ve 0,2 mM EDTA bulunduran pH = 7.8 tampon iginde Waring blendor'da
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bir dakika siire ile homojenize edildi. Homojenat bu tampon ig¢inde -20°%c ‘ta

aktivite kaybetmeden saklanabilmektedir.
Proteolitik Enzimlerin inhibisyonu

Homojenat 27.000 g'de 20 dakika siire ile santrifiijlendi ve gBkelek
at1ldi. Bulunmasi muhtemel proteolitik enzimleri inhibe edebilmek igin fe-
nil‘metil sulfortl floriir (PMSF) ilave edildi. PMSF, siipernatandaki total
proteinin yiizde birinin proteoclitik enzimler oldudu varsayilarak mol/mol
olacak sekilde, izopropil alkol iginde ¢8zinmig olarak ilave edildi (33).
Kullanilan izopropil alkoliin, total homojenat hacminin 1/200"inden fazla

olmamasina dikkat edildi.

Yapilan kontrol deneylerinde yukarida bildirilen konsantrasyonda
PMSF'nin, izositrat dehidrogenaz aktivitesi tizerinde herhangi bir etkisi-

nin olmadidgi saptandi.
Birinci Isi Denatiirasyonu

27.000 g siipernatama % 1 Na, 50, konsantrasyonuna getirilerek 10 da-
kika siire ile 59°C'ta 1si denatiirasyonuna tabi tutuldu. 10 dakika sonunda,
su-buz kailgzmlnda 4°c'a kadar sodutulan karigim 15.000 g'de 10 dakika si-
re ile santrifiij edildi. (Okelek bir kez sukrozlu tamponla yikandi, yikama

suyu stipernatana Katildz.
(NH ) 550, Kesitlemeleri

Is: denatiirasyonu siipernatani kati amonyum siilfat ilavesi ile iki sa-
at icinde % 65 doygunluda getirildi. Karigimin pH 's1 doymug amonyak ¢ézel-
tisi ile pH = 7.0'de tutuldu. Yarim saat siire ile karigtirilan ve bir ge-

ce belletilen suspansiyon 15.000 g'de 30 dakika siire ile santrifij edildi.
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% 65 (NH,),S0, ¢okele¢ti 1 mM EDTA ve % 12.5 amonyum siilfat bulundu-
ran pH = 4.5, 0.1 M trisodyum sitrat tamponu iginde homojen hale getiril-
di ve 27.000 g'de 30 dakika siire ile santrifiijlendi. ¢okelek ayni tampon=

1a bir kez yikandi ve yikama giipernatanla birlegtirildi.

Siipernatan kat: amonyum silfatin gok yavag olarak ilavesi ile (yakla-~
g1k 3 saat éﬁrede) % 45 doygunluga getirildi. Bir saat bekletilen karigaim
20.000 g 30 dakika gilire ile santrifﬁj edildi. Enzim aktivitesini igeren
¢okelek % 10 amonyum silfat hulunduran,l100 mM trisodyum sitrat, 10 M

MgSO,, PH = 7.0 tamponunda, miimkiin olan en kiiciik hacimda géziindi.

lkinci Isi Denatiirasyonu

Cézelti 60°c 'ta 5 dakika siire ile isitaldi, su-buz karigiminda £Lcra

kadar sodutuldu ve 15.000 g'de 5 dakika santrifitjlendi, ¢ékelek atildi.

Kolon Kromatografileri

Siipernatan % 10 f"Hé)ZS°4 iceren 0.1 M trisodyum sitrat, 10 mM MgSO,,
pH = 7.4 tamponu ile dengelenmis 3.4 x 90 cm boyutlarinda Sephadex G=150
kolonuna uygulandi. Kolonun bog hacmi (Void volume) 380 cc olarak saptan-
didindan ilk 325 cc eliiat atildi. Daha sonra 4 cc¢ hacamlarda fraksiyonlar
toplandi. Aktivite ve protein tayinleri yaprldir (Sekil 5). Yiiksek Szqil ak-
tivite gosteren fraksiyonlar tapland:, 5 mM trisodyum sitrat, 5 mM Mgso4,

1 mM EDTA, pH = 7.4 tamponuna kargi her seferinde 1 : 20 oraninda 3 x & sa-

at siire ile dializ edildi.

Numune, dializ ¢ézeltisi ile dengelenmig 3.1 x 26 cm boyutlarindaki
iyon dedigtirici DEAE seliiloz kolonuna uygulandi. Bir kolon hacmi kadar

(yaklasik 180 cc) tamponla yikandi. Enzim, kolondan 5-500 mM trisodyum
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sitrat tuz gradyani ile eliie edildi ($ekil 6). Yzgiil aktivitesi en yiksek
olan fraksiyonlar bir araya toplandi. 5 mM trisodyum sitrat, 5 mM MgSO,,
1 mM EDTA, pH = 6.5 tamponu ile dengelenmig Sephadex G-25 kolonunda tuzdan

arindirildz.

“

Numunenin pH'si 0.0i M HCl ile 5.8'e getirildi ve 5 mM trisodyum
sitrat, 5 mM MgS0, ve 1 mM EDTA pH = 5.8, tamponu ile dengelenmig 3.1x10 cm
boyutlarinda CM Sephadex C-50 iyon defigtirici kolonuna uygulandi ve ayni
tampon ile eliie edildi. Yﬁksek Bzqiil aktivite gdsteren kisimlar birlegti~
rilerek 10 mM Mg50, ve 1 mM DL-izositrat konsantrasyonuna getirildi ve

2%c'ta saklandi.

Bu gartlarda enzim aktivite kaybetmeden su-buz karigiminda uzun Si-

re gsaklanabilmektedir.

Aktif Kémir Deneygler i

Birinci 1si1 denatiirasyonu sonrasinda karacifer izositrat déhidrogena—
z1 yaklagik olarak 50 mg/ml konsantrasyonda defigik oranda aktif kémiirle
muamele edildi. Suspansiyon 0.45 mikron ¢apindaki milipor filtreden siizlil=

dii. Stiziintiide protein ve aktivite tayinleri yapildi.

Is1 Deneyleri

Tuzsuz hale getirilen enzim gézeltileri 50°C*ta su banyosunda inkii-
be edildi. Inkilbasyondaki ¢ézeltiden sifiranci dakikada wve defigik zamean
araliklarinda 0.02 cc 1ik numuneler alinarak yukarida s6zi edilen ve hacm
3 cc olan tayin ortamina (Bkz : Gereg ve vYéntemler, Aktivite Tayini) ilave

edilip enzim aktivitesi 340 nm dalga boyunda izlendi.

Isi deneyleri cesitli tuzlari bulunduran enzim ¢ézeltileri ile de
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tekrarlanarak bu tuzlarin 151 stabilizasyonu bakimindan enzim tizerindeki

etkisi aragtiraldz.

tre Deneyleri

37°c ‘ta yapaldi, Bu deneylerde enzim gbzeltisi, amonyum siilfat ve
MgSO, - izositrat ile muamele edildi ve ortama 3 M olacak gekilde kati ire

ilave edildi.

Kinetik Deneyler

Bu deneylerde kullanilacak enzim g¢dzeltileri 5 mM trisodyum sitrat,
5 mM MgSO, ve 1 mM EDTA ortamnda ve uggun pH'ta saklanan enzimlerin stok
cozeltilerinden alinan drneklerin giinltik olarak tuzdan arindirilmasi ile

hazirlandi (Bkz : Gereg¢ ve Yontemler, Tuzdan arindirma).

Deneyler 3-6 saat arasinda tamamlandi ve bu silre boyunca tuzsuz en-
zim ¢dzeltileri su-buz karagiminda saklandi. Tepkimeler, ortama enzim ila-

vesi ile baglatildi. Ortamda 0.1 M tris-Cl pH = 7.5, 1 mM MnCl, bulunuyordu.

Tepkime karigimina katilacak nape® nin gercek konsantrasyonu, Sibs-
tratin tamaminin indirgenecedi gekilde yiriitiilen tepkimede, 340 nm dalga
boyunda gdzlenen optik dansite dedigiminden saptandi. NADPH igin ekstink~

siyon katsayirsi olarak 6.22 x 103 kullaniida (34).

Pepkime karigimina katilacak izositratin gergek konsantrasyonu da ben-
u.-
zer gekilde; yeterli miktarda NADP iceren ortamda, lzositratin tamaminii
kullanilacad: bigimde yiiritiilen érnek bir tepkimede 340 nm dalga boyunda

gbzlenen optik dansite dedigiminden hesaplandi.

Tepkimeler 30°c'ta ayarli Beckman spektrofotometresinde 1 com 1gak
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yollu, 1 ml'lik quartz kiivetlerde takip edildi, optik dansite degigimleri
spektrofotometreye badli otomatik kaydedici ile grafiklendi. Kaydedicinin
tiim skalasi, gdzlenmesi beklenen optik dansite dedigimine uygun olacak bi-

¢imde segildi (0.1-0.5 A).

11k hizlar ortamda mevcut, kisitlayici sgiibstratin % l10tundan azinin
tepkimeye girdidgi zaman araliklarindan saptandi, Bu bdlgelerde hizlar tam

bir diizgiinliik géstermekte idi.

Yapilan kontrol deneyleriyle, deney siresince enzimin aktivite kay-

betmedigi saptandi.

Kinetik tnhibisyon Deneyleri

Dedigik tuzlarin inhibitdr etkilerinin aragtizrildig: deneylerde, ta-
yin ortam:i, uygun tuz kullanilarak istenen konsantrasyona getirildi ve tep-
kime tuzdan arindirilmis enzimin katilmasi ile baglatildi. Ilk hizlar oto~
matik kaydedici ile saptandi, Tayin ortami, 0.1 M tris klorir, pH = 7.5,

1 M MnCl,, 50 piM D-izositrat ve 50 pM NADP' igermekte idi.



Kalp izoziminin saflagtirilmasinda homojenizasyon sonucu pH'nin
5.8'e diigtiigli ve bu pH'da sadlam mitokondri izolasyonunun veriminin azal-
did1 saptandi. Bu yiizden ézellikle sonifikasyona gegmeden dnce pH'nin 7.8

de tutulmasina dikkat edildi.

Bu kademede mitokondrilerin saglam olarak elde edildifi, sonifikas=-
yondan Gnce ve sonra 27.000 g sipernatan: ve gbkeledinde izositrat dehid-
rogenaz aktivitesi ile birlikte, tamamen zarsal bir enzim oldudu bilinen
siikginik dehidrogenaz aktivitesinin takibi ile saptandi. Sonifikasyondan
énce siipernatanda her iki enzimin de aktivitesi gbzlenemezken, sonifikasyon
sonrasinda, siksinik dehidrogenaz aktivitesi cokelekte, IDH aktivitesi ise

biitiini ile siipernatanda bulundu. ,

Enzimin siipernatana ¢ikiginin sabit giicte zamana ba§amli oldudu ve
sonifiye edilen ¢ézelti hacmina bagli olarak bir platoya erigtidi tesbit
edildi. Daha uzun siireli sonifikasyonun enzim lizerinde belli bir inaktivas-

yona yol agmadida gizlendi (35).

% 45 doygunlukta (NH,),SO4 ile ¢oktiiriilen protein fraksiyonunda kalp

#D'1 aktivitesinin yaklagik olarak % 25 'inin kaybedilmesine kargin Gnem-
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1i oranda protein atilmakta, % 80 doygunlukta (NH4}2304 ile ise, bir Gnce-
ki kademeye gdre gok yiksek verimle, aktif protein elde edilmekte ve bu ka-

demeler sonucunda 6 kez saflasma elde edilebilmektedir (Tablo I).

Sekil 1'de gbriildiigii gibi kalp izozimi Sephadex G~150 kromatografi-
sinde keskin bir tepecik vermemekle birlikte, belirgin bir ayirima ugramak-
tadir. Bu kademede toplanan aktif fraksiyonlar, pH = 7.4'te DBAE Sephadex
A-50 kolonuna uygulandidinda, enzimin kolona tutunmadan eliie edilebildigi,
total proteinin ise yaklagik % 60'inin kolonda kaldagr gdzlendi (Jekil 2,
Tablo I). Bu kademede meydana gelen aktivite kaybi yaklagik %10 olarak

hesaplandzx.

Sekil 3'te kalp izoziminin karboksi metil Sephadex C-50 iyon dedig~
tirici kolonuna tutundudu ve birlikte gergeklegtirilen tuz ve pH gradyani

ile % 50 verimle 2 kez saflagarak eliie edildidi gdriilmektedir,

Sekil 4, kalp tipi IDH, saflagtirmanin degigik kademelerinden alinan

Srneklerde yapilan jel elektroforezinin sonuglarini gdstermektedir.

Sephadex G-150 kolonu sonrasinda jel iizerinde biri kalin olmak iize-

re ilig protein banti gGzlenmektedir.

DEAE Sephadex A~50 sonrasinda mobilitesi yiiksek olan bant kaybolmak-
ta, CM Sephadex sonrasinda ise, jel yiliksek proteinle yiliklendiginde dahi
enzime yakain yliriiyen yaygin protein banti minimal bir seviyeye diigmekte,

jelin en tepesinde koyu tek bant kalmaktadir.

Sekil 4 d'de gbzlendi§i gibi aktivite boyamasi ile, boyanan protei-

nin kalp tipi 1DH oldudu kanitlanmaktadir.

Raracifer izositrat dehidrogenazinin saflagtirilmasanda kullanilan
pirinci 1s1 denatiirasyonu kademesinde aktif enzim % 77 verimle elde edil~-

di ve total proteinin % 70 'l ataldi (Table II).



L ..Eﬂvw @pTe o1 Tosmmnieq -
mﬂauﬂuxﬂe ﬁwuoum qeirgo mﬁ nﬁﬁmwu.mbﬂuﬂm Eﬂ&ﬁ@ amu.mbﬂuxm .mnmuo ERE

S ﬂwnmﬁmmmms HEIETO -

TAENTH WE2UD am.usuWﬂHo mmg .mqﬁn. H mwmoﬁ#mu wmwu.ﬂbﬂxm Eﬂﬁm Eﬂuﬂm e

¢ 1) TPTTDR Han_.mﬁ x.mum.no g* .H..n . D._wm .ndampﬂmn_uomnm ﬁn omm .

..nmﬂa._”ﬁuﬂummammm n\nﬂaumﬁmmouﬂm&mm umuuﬂmoﬂ” ﬂn,.ﬁmx Hﬁm._,.m ﬁﬂaﬁmmn mn.qz : I o._namu.

ONG10%

o.uv ece | sssy | o a9 | or. e
a9z - =T mo_w.u_ .nom.. | mw. | A | 05-Y Xopelas Ivaa
g0l gsvo | ww | %22 | op 98 - aNoo
: ‘ ‘ L | 05)-9 XIAYHIIS
‘ . . , . . ” wo\._u B
. ‘ | ] — 1 ......du..d.c_bm:m. .
o’} 0'00} oy | oomv | am | o 9w ,_“ﬂc“umuwﬁ”moemw
. o==atw/nz| | oW 1 .
lgisvuvs| SLALY] 3LIAUNY| NiE10¥d [[PINIOVH B EREE
|_zan o] * WR3A |, 10920 |4x1VL1 0L |, TviOL |



. ) "TWIsYFep IYrsurp }I3zdo
THepundoq e3Tep WU Gyg “ePENTIEP. T ‘UFUFSTITRZRd wrzus 09 T : SITAIMY @

‘ “.dﬁohmmnhhmnmwan‘owﬂ.w ure3zodg
. ‘IPTIP® @PT5 (99 g/¢) @3dma ‘.qumﬁm#ﬂim_mﬂ ¥osqnd
ug -tpuerdon wuﬂmwmm (92 €1 AiseTyeL) elWep 0QZ mummuﬁﬂmmm.wwnuﬁmmumw 211
157372205 ¢ = A “Yos? (YHN) OT % ‘VIGE Wu T *I%23Fs WnApOSTIy HE ¢ UOToY

.Hﬂohmmﬁa.nmwﬁSWOAQx -

0§T-9 xopeydas (HQY) uTuTzEUSB0IPTYEP 3BIITSOZ] TWIFeq JAOVH TATE ZTHIg ¢ T TS

| - SIAVS NOAISHVAY
03 o 09 05 oy  of 0z o

or/ ""29’ whfunore, v LAY

-
¥ me-?c ) I ] 9 N\.ﬂﬂ u\@. . |
Y . % : _ oolol”
| . R,
LO¢ 00t'o bn.vu
) S
o
-4
LO'S %golQ
»
g
.m
HQ 'L, o%o
LO'6 - 0080
0 b oot



0,50
loto

30

S
- ®

“ PROTEIN ODz3onm

foto

Sekil 2

9\
> ¥ o
VITE £0D340m flec enzim [dak *

’
B .

~a
o

o4 6 18 zo :.z

FRAKS'YON SAY!SI

'Slglr kalbi NADP bagimly 1DH'1n1n DEAE sephadex A—50

kolonundan elﬁsyonu.

 Ko1on 5 oM trisodyum sitrat, 5 mM MgSO4, 1 mM EDTA,

7.4 tamponu ile. dengelendi, Enzim ayni tamponla -
y1kanarak eliie edildi Fraksiyon hacma 3 CC. :

'Protein : 280 nm absorbsiyonu _

Aktivite : l oc enzim gozeltisinin, 1 dakikada,
340 nm'deki optik dansite degigimi.
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+
gekil 4 : Sagar kalbi NADP bagimlx IDH'anin saf-
lagtirilimasainda cegitli kademelerde ya-
pilan poliakrilamid jel elektroforezi ve

aktivite boyamasia

a) Sephadex G-150 kolonu sonrasi (50 Pgr protein)

b) DEAE Sephadex A-50 kolonu sonrasi (50 por protein)
cM~Sephadex C-50 kolonu sonrasi (50 pox protein)

c)

d) aktivite boyamas: (50 pgr protein}.
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amonyum silfatlama kademeleri iki farkl: pH'da (7.0-4.5) gercekleg-
tirildi ve kalan total proteinin % 80'i uzaklagtirilarak % 64 verimle ak-

tif enzim elde edildi.

Sekil 5'te karacider 1DH'inin Sephadex G-150 jel kromatografisi eliis-
yon sonucu gériilmektedir. Bu kademede protein aktif fraksiyonlar dncesi ve
sonrasinda yaygin olarak elde edilmekte, aktif enzim ise keskin bir zirve
olugturmaktadir. Enzimin bu kademede bir dnceki kademeye oranla 6.8 kez

gaflagti§i ve proteinin % 88 oranda atildif§r Tablo II'de gérilmektedir,

gekil 6 karacifer 1DH'inin DEAE seliiloz iyon degigtirici kolcnundan
eliisyonunu géstermektedir. Goriildigi gibi karacifer IDH'1i pH = 7.4'te ve
kolon tamponunun iyon giddetinde kolona etkin bigimde tutunmaktadir. Xolon
tamponu ile yapilan yikamada izositrat dehidrogenaz aktivitesi gostermeyen
gok bilyilkk miktarda protein atilmakta, tuz gradyani ile gergeklegtirilen,
 enzimi kolondan sékme iglemi sirasinda ise, aktif enzim gok 6zgiil gekilde
ve yine yabanci proteinlerden biyitk miktarda arinmig olarak elde edilmek~-

tedir.

DEAE seliiloz kademesinde enzim, bir dnceki kademeye gbre 5.4 kez saf-

lagmakta, proteinin ise % 91'i uzaklagtirilmaktadir.

Karboksimetil Sephadex C-50 iyon dedigtirici kolonunun eliisyonu ol-
dukca Saf’protein gbriiniimi vermektedir. Karacifer IDH'i bu kolona tutunma-

dan ¢ikmakta, total proteinin bir kismi ise kolonda kalmaktadrr (§ekil 7).

gekil 8 karacider IDH'inin poliakrilamid jel elektroforezinde gergek-
legtirilen aktivite ve protein boyamasini g6stermektedir, Protein boyama-
sinda gordldigii gibi, 700 kez saflagtirilmig olmasina kargain, karacider
ipi': jel tizerinde biri kalin ii¢ bant vermektedir. Yine, karacigder IDH'anan
ayni gartlarda altinda gergeklegtirilen elektroforezde, kalp tipi l1DH'a gbre
daha yiiksek mobilite gésterdigi, protein ve aktivite boyamalarindan anlagil-

maktadir.
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' ERAKSIYON SAYISI

Sekili 7 : NADP' bagimli sagir karaciBeri {DH'anin karboksi metil -
. Sephadex C-50 kolonundan eliisyonu. -

Rolon 5 md trisodyum sitrat, 5 m Mg soé, 1 mM EDTA
" pH = 5.8 tamponu ile dengelendi, Numunenin pH'1 0.01 M
HCl ile 5.8'e getirilerek kolona uygulandz. Enzim ayna
 tamponla eliie edildi.'Tﬁpler_d'e 3 ec gbzeltd toplandi. |

© Protein : 280 nm absorbsiyonu

® Aktivite
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b)

+
: S§1§1r karacigeri NADP bagimli 1DH "1nan

poliakrilamid jel elektroforezinde akti=
vite ve protein boyamasi.

a) Protein boyamasl

b} Aktivite boyamasi.



- 30 -

Genel olarak NEDP+.ba§1mlz dehidrogenazlar igin affinite kramétogra-
fisi materyali olarak kullanilan 2',5' ADP - Sepharoz 4B izositrik dehidro=-
genazi baylamamaktadir (30}. Bu ligand kullanilarak yapalan deneylerde ge-
rek kalp gerekse karaciger tow'lar: kolona tutunmadan eliie edilebilmigtir.
Bundan bagka kolona uygulanan total protein de tiimiiyle kolona tutunmadan

giktigindan ortamda yabanci dehidrogenazlarin bulunmadi§r sonucuna varil-

mrgtir.

+ ,
NADP bagiml: IpH'lar igin uygun bir affinite materyali olarak rapor
edilen (31) nappt - agaroz kullanildiganda, yine her iki izozimin dene-

nen pH aralidinda bu liganda da badlanmadigi saptanmigtir.

Aktif kémiirle yapilan deneyler ufak Grneklerde ve saflagtirmanin bag=
langi¢ kademelerinde bir miktar saflasma saylanmigsa da biyiik hacimlarda

calismada ortaya gikan sizme sorunlarindan dolayi kullanilmamigtair.

Sidar kalbi ve karacifgeri NADP+ badimli izdsitrat dehidrogenazlari,
diigiik tuz konsantrasyonlarinda (5 mM trisodyum sitrat, % 20 gliserol, 1 mM
EDTA, pH = 7.5) 1s1 etkisi ile denatiire olmaktadirlar. Ortamda ylksek oran-
da gliseroliin bulunmasi ve fizyolojik pH'nin kullanilmasi bu denatiirasyo-
nu énlememektedir. Sekil 9 da gérildidid gibi 50°c'ta her iki izozim de ko-
layca denatiire olmaktadir. vine ayni gekilden, karaciger enziminin 151 dena-
tiirasyonuna kargi kalp tipi #DH'tan daha dayanikli oldugu anlagilmaktadir.
37°c ' ta 151 dayaniklali§z fark: daha belirgin olarak.ortaya cikmakta, 50.
dakika sonunda kalp enziminin aktivitesi baglangi¢ aktivitesinin % 38 'ine
kadar diismekte iken karaciger enzimi baglangig aktivitesinin % 88 'ini ko=~

rumaktadair.
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Sekil 10 A 'da kalp, Sekil 10 B'de ise karacider izozimlerinin 50%¢c
ta, amonyum silfat ile i1s1 denatiirasyonuna kars: korunmalari gtzlenmektedir,
Gériildidi gibi karacifer enzimi % 10 amonyum siilfat konsantrasyonunda tam

olarak korunmakta, kalp enzimi ise ancak % 40 amonyum gsiil fat konsantrasyo-

nunda stabilize edilebilmektedir.

Sekil 11 A'da kalp, §ekil 11 B'de karacifer 1DH'larinin 50°c’ta sod-
yum siilfat tarafindan 1s1 denatiirasyonuna karg: korunmasi gérilmektedir)
Sekil incelendiginde sodyum silfatin da kéraciéer izozimini kalp tipine gb-

re daha diigiik konsantrasyonlarda stabilize ettid§i anlagilmaktadir.

% 1 NaySO, 113 ortamda kalp izoziminin,50 dakika siire sonunda, bag-
langic aktivitesinin % 95'ini kaybetmesine kargin karacifer enzim% ayni
sodyum stilfat konsantrasyonunda baglangi¢ aktivitesinin % 95'ini #orumak-
tadir. % 5 Nazso4 konsantrasyonunda ise kalp tipinde, 1s1 etkisine kargi

korunmada % 1 Na, 50, 'a gére belirgin bir farklilak bulunmamaszna%karszn,

karacider 1DH'inin % 150'ye varan bir oranda aktive oldudu gérilmektedir.

Ralp tipi IDH'in NaySo, 'l1a, 1s1 etkisine kargi tam olarak korunma-
s1 ancak Na,SO, konsantrasyonu % 10'a (700 mM) ¢ikarildiginda mimkin ol=-

maktadair.

Tek deferli bir katyon olan amonyum iyonunun varliginda, 50%¢ 'ta kalp
1pH'1, 181 etkisine kars: daha dayaniksiz hale gelmekte ve 5 mM trisodyum

sitrat, % 20 gliserol ve 1 mM EDTA bulunduran ortamdakine gdére daha gabuk

inaktive olmaktadir (Sekil 12).

Karacier izoziml lzerinde ise NH4+ iyonunun, digik tuz konsantras-
yonundakine gbre az da olsa pozitif bir etkisi vardir. Sekil 12, % 20 ve
% 40 NH,CI bulunduran ortamda, 50°C'ta kalp ve karaciger InH'lar;ﬁ;n 151
denatiirasyonlarini gbstermektedir. Kalp tipi IDH lizerinde NH4C1'ﬁn etkisi-

nin % 20 ve % 4o'my4c1 konsantrasyonlarinda dedigmedigi de gekilde gbzlen-

mektedir.
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vine tek dederli bir katyon olan sodyum iyonu, 50°C tta kalp izozimi-
nin 181 denatiirasyonu izerinde belirgin bir etki gtstermemekte, buna kar~
gin % 5'lik NaCl karaciger izozimini 1s1 denatiirasyonuna kargi tam olarak
stabilize etmektedir. Gekil 13, kalp ve karaciger 1DH'lar:i izerinde NaCl'dn

farkli etkisini agikca géstermektedir.

Bulgular iki izozim arasinda cegitli tuzlarla 1sa denatiiragyonuna kar-
s1 korunma bakimindan farkliliklar bulundudunu, karaciger enziminin daha
diigiik konsantrasyonlarda ve hem anyon hem de katyonlarla stabilize edile-
bildigini, kalp enziminin ise amonyum siilfat ve sodyum siilfat ile stabili-
ze edilmekle birlikte sodyum kloriirle stabilize edilemedifini géstermekte-

dir.

Amonyum silfat, kalp ve karacifer 1DH izoenzimlerini 37°C'ta ire de-
patiirasyonuna kargs: da korumaktadar. Sekil 14, ireli ortamda tuzsuz ve
amonyum sdlfatliy kalp ve karacifer izozimlerinin 37°C'ta denatiirasyon edri-
lerini gdstermektedir. Amonyum stilfatla dnceden inkiibe edilmiy 1DH'in ire
denat(irasyonuna dayanikl: hale dondilgi ve bu bulgunun her iki izozim igin

de gecerli olduju gekilden anlagilmaktadir.

fire denatiirasyonuna karsi dayanikliligin, Mg-izositrat kompleksi ile

de gergeklegtirilebildigi $ekil 15 de gosterilmigtir.

rablo III sadar kalbi ve karacigeri naop' badimlii izositrat dehidro-
genazlarinin defigik iyon degigtiricilere tutunma ézellikleri bakimindan

Ffarkliliklarani gfstermektedir.

Goriildudl gibi kalp tipi IDH pozitif yitkld bir matrikse sahip olan
DEAE iyon dedigtiricisine pHa7.4'te tutunmamaktadir. Karacider tipi 1IDH
ise aymx kolona gerek pH = 6.l1'de gerekse pH = 7.4'te tutunmakta ve kon-

santrasyon gradyam ile soktilebilmektedir.
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f",'
iyon degistirici

DEAE Sephadex A~50
| pH="7.4

rE)EAE Sephadex A-50
- pH=86.1

L

M Sephadex C-50

CM Sephadex C~50 |

+
-
"

pH= 5.8

I

- fTablo III : Safir ka

dehidrogenazlarinin elektriksel ylik bakimindan fark-.

'.-llllklarlx.

% Biitlin kolonlarda,iyon'degiatir _
sitrat, 5 mM MgsS0,, 1 mM EDTA tampon
pH 'ta dengelendl.

|

1bi ve karacigeri NADPT bagimli izositrat -

B

fciler, 5 mM trisodyum
u ile, belirtilen

#% + igareti tutunmayl gbstermektedir,

B+
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vine Tablo III'ten gdzlenebilecedi gibi kalp izozimi gerek pH = 5.8
gerekse pH = 6.5'ta, negatif yiikld bir matrikse gsahip olan karboksimetil
iyon dedigtiricisine rutunmakta, karaciger izozimi ise her iki pH'ta da

pu kolona tutunamamaktadir.

&
gekil 16'da kalp izoziminin fi¢ ayra NADP konsantrasyonunda izosit-
rat ilgisi gbrillmektedir. Sekilde gorildigu gibi napP® konsantrasyonu art-
tarzldikea kalp 1DH'anin izositrat igin elde edilen V. dejeri artmakta

ve KM dederi azalmaktadar (Tablo Iv).

-
Enzimin NADP ilgisi iig ayri izositrat konsantrasyonunda incelendi-
ginde 5 ve 25 FM izogitratta tam ters bir durum gozlenmekte, artan izogit~
rat konsantrasyonu ile birlikte KM dederi artmakta, yani ilgi azalmakta-

dir. 50 M izositratta ise K, dedjerinin bir diigis kaydettigi gorilmekte-

dir (sekil 17).

Yapilan deneylerde kalp tipi IDH'in aktivitesi, Mn*'? bulunmayan or-
tamda gbzlenmedi. 50 pM NADP+ ve 50 /.!M D-izositrat konsantrasyonlarainda

kalp 1DH*inan Mn*? ilgisi 2.1 pM olarsk hesaplandi (gekil 18).

Karacifer tipi IDH'in izositrat igin Ky dederi, 20, 50 ve 100 pM

NADP+ konsantrasyonlarinda 2 }zM olarak hesaplandi (Sekil 19, Tablo IV}

Sekil 20'de karacider tipi 1pH'an 5, 25 ve 50 pM izogitrat konsantras-—

+
yonlarinda NADP ilgisi gosterilmektedir. Tablo IV'te gérildigi gibi 5 pM

izositrat konsantrasyonlarinda KM = 4,8, 25 ve 50 pM izogitrat konsantras-

yonlarinda ise K, = 8 dederleri grafikten hesaplanmigtir.

R . , +2
Karacider IDH'inin Mu+2 ilgisi Sekil 21'de gbsterilmektedir. Mn
s1z ortamda enzim aktiwitesi gbzlenmemigtir. Bu izozimin Mn+2 igin K, de-

eri 50 pM izositrat ve 50 uM NADP+ konsantrasyonlarinda 1.2 /JM olarak he-

gaplarmastar.
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P- — e . p . Y "
| izositrat ilglsi “T10M NaDP'|504M NADP"&UOAM NADP*

KA LP KyluM) I 1.1 | 07

KARACISER Ky (»M)| 20 ~ | 20 | 20
NADP* ilgisi |5 uMizosit. |25 uM izosit.|50uM izosit.

rKALPKM(,uM) ,:1% 1 718 | 68

KARACIGER K (HM) | 1.9 ol eo | o0

Tablo IV : NADP* bagnnll s1gn' kalp ve karacifer IDH izozimlerinin '
izositrat ve NADP"' ilgileri (K )%

* 1000 M MnClz"bulunduran ortamda ga11$11d1.
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rablo IV incelendidinde kalp tipi fpH'1nin izositrat ilgisinin artan
+ .
NADP konsantrasyonu ile arttigi, karacider tipinin izositrat ilgisinin
ise de§igmedidi gériilmektedir. Ayrica NADP ilgileri bakimindan, iki izo-
zim, artan izositrat konsantrasyonunda NRDP+ ilgilerinin diigmesi bakimin=

dan benzerlik gbstermektedirler.

raplo v, it ilgileri bakimndan izozimler arasinda yaklagak iki

migli fark bulundufjunu géstermektedir.

Kinetik inhibisyon deneylerinde amonyum siilfat, amonyum klorir, sod-
yum klorir ve sodyum siilfatin, izozimlerin aktiviteleri iizerindeki etkile~
ri incelendi. Her tuz icin alt: dedisik konsantzasyonda ¢izilen inhibisyon
edrilerinden % 50 inhibisyona neden olan iyon giddeti (mM), gérinir k; ola-
rak saptandi. Tablo VI kalp ve karacider izozimleri igin saptanan farkla
K. ‘leri géstermektedir. Tablodan gérildiigd gibi, bitin bu tuzlar karaci~

1

Jer ve kalp 1DH'larini yiiksek konsantrasyonlarda inhibe etmektedirler.

Ayrica karaciger izoziminin bu tuzlarla kalp tipi 1pH'tan daha di-
siik konsantrasyonlarda inhibe edilebildig§i de tablonun incelenmesinden agi-
Sa ¢akmaktadrzr. Ornedin NayS0, karaciger 1DH'ini ortamin igon giddeti
240 mM iken % 50 oraninda inhibe edebilmekte, kalp IDH'inin % 50 inhibis~-
yonu igin ise 515 mM'lik Na2504 gerekmektedir. ‘

Wer iki imozim igin N, iyanunun 6zel bir inhibitdr etkisi oldugu,

= L ;o . s , , ,
50,4 iyonunun ise NH& jile beraber karaciger i2o0zZimi dzerinde bir inhibis-

yona neden oldugu Tablo vI‘da gdriilebilir.



Tablo V @

KARACIGER KM(,.»M)_

KALP Ky (uM)

NADP* bagimli sigyr kalp ve karacifer IDH

izozimlerinin Mnt2 11gisi¥, |
» Ortgmda lOOfﬂIDL izositrat ve 50 pM NADP
srnek |INH)SO | NH CL | NaCL |Na,SO,
N S ey S S M 2
KALP 260 285 355 515
KARACIGER| 180 195 | 300 | 240
. — . w——cl]
Tablo VI : Deﬁlsik tuzlarin NADP baglmll sigir kalp ve

karaciger IDH'lari iizerindeki inhibitdr etkiai®

¥ Deperler, enzimlerin 1lk hizlarini % 50 ora-
ninda inhibe eden iyon siddetini (mM) yans1t—
maktadlr (Apparent Ki).



peneyler sonunda sigar kalp ve karacideri, NHDP* badimli izositrat
dehidrogenazlari (1DH), kalp izozimi homojen olmak iizere saflagtirildi ve
izozimler arasanda gerek minimal miktarda tuz bulunduran ortamda gerekse
yiiksek konsantrasyonunda tuzlarin bulundudu ortamda 1si etkisine kargi da-
vanizklilik, elektriksel yiik, cegitli tuzlarla inhibisyon ve KM dederleri

bakimindan fazklzllklér saptanda.

MHDP+ badimli sidar kalbi 1pH'1 mitokondriyel bir enzimdir. Bu enzsi-
min, Srnedin, malat dehidrogenaz enziminde oldudu gibi mitokondri i¢ zari
ile matriks arasinda bir denge halinde bulunmadifi ve sadece matrikste lo-

kalize oldudu bu laboratuvarda yapilan deneylerde gosterilmigtir (35).

Bu nedenle NBDP+ bagimlz kalp tipi IDH'in yiksek verimle elde edile-
bilmesi ig¢in her geyden dnce mitokondrilerin sadlam olarak eldesi gerek-
mektedir. Mitokondrilerin pargalanmasi veya dig zarinda gatlaklarain olug~-
masy halinde matriks enzimi olan IDH digari grkmakta ve santrifij sonunda

stipernatanda kalmaktadir (10).

Mitokondrilerin sadlam olarak elde edilebilmesi piH'nin 7.5 civarin-
da tutulmasi ve homojenizasyon igin cam~teflon homojenizat&r kullanilma-

siyla gerceklegtirilebildi.
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Bu ydntemin yiiksek verimle caligtigr siiksinik dehidrogenaz aktivite-

ginin takibi ile saptandi (Bkz, Sonuglar).

Sonifikasyon iglemiyle mitokondrilerin pargalanmasinda, kullanilan
sonikatérin ucu, ¢6zeltinin hacmx ve zaman, belirleyici etmenler olarak
ortaya ¢ikmaktadir. Gig¢ sabit tutulmak tizere ¢6zelti hacm ve zaman ara-

sinda dodru bir oranti vardir.

Kalp izozimi, iglemler sonunda 42 kez saflagtirild: ve homojen ola-
rak elde edildi. Numune poliakrilamid jel elektroforezinde protein bakimain-

dan tek bir bant halinde boyanmaktadir {$ekil 4).

glektroforez ters polarite ile galigildidinda hig bir protein banda

elde edilememektedir. Bu durum kalp I1DH'inin saf olarak elde edildiginin

bir gostergesidir.

Karacider izozimi, 700 kez saflagtiralmrg olmasina kargain poliakrila-

mid jel elektroforezinde 3 bant vermektedir.

Mitokondriyel bir enzim olan kalp IpH 'inin saflagtirilmasina sitoplaz-

mik fraksiyonlar ve mitokondri zari uzaklagtirilarak baglandigi igin, 42

kez saflagtirilmasina karsin tek bant olarak elde edilebildi.

Karaciger izoziminde ise gekirdek ve mitokondri diginda tim sitoplaz-
mik enzimler saflagtirma igleminin baginda ortamda bulunmakta idi. Bu yiz-
den karaciffer izoziminin, 700 kez saflagmig olmasina kargin jel elektrofo-

rezinde tek bant vermemesi geligik bir durum degildir.
Kalp 1DH'y saflagtirma sonunda % 26 verimle elde edilmigtir (Tablo I).

rablo I incelendidinde énemli aktivite kaybimin birinci amonyum giil-

fat kesitlemesi ve CM Sephadex iyon dedigtirici kolonunda meydana geldigi
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ve dijer kademelerin ortalama % 90 verimle gergeklegtirildigi gbrilmekte-

dir.

% 45 amonyum silfat kesitlemesinde aktivite kaybi enzimin bir kismi-
nin ¢ékelekte kalmasindan ileri gelmektedir, ¢linkii kalp izozimi bu gartlar-

da dayaniklidir (Sekil 10 A).

CM Sephadex iyon deéigtiricisinde'meydana gelen aktivite kaybi ise
saflagtirma esnasinda ilk defa pH'nin 6.,1'e digirilmesinden ve aktif en-

zimin pH'ya badl: olarak inaktive olmasindan ileri gelmektedir.

Bu iki kademede de % 70 oraninda proteinin uzaklagtirilabilmesi, ak-
tivite kayaiplarina ragmen, bu kademelerin saflagtirmada kullamilmasini ge-
rektirmektedir. Ayrica CM Sephadex kademesi % 45 verimle galigmasina kér-
sin, mobilitesi kalp 1DH'ina yakin ve diffiz bir bant olarak gozlenen pro-

teinin uzaklagtirilmasi igin kaganilmaz bir kademe olarak saflagtirmada

kullanilnaktad;r,

DEAE Sephadex A-50 kolonunun elilsyonunda, aktivite ve protein pro=
fillerinin oldukga ¢akigik olmasina karsin, bu kademede kolonda tultunan
yabanci proteinlerden &tiri 2.5 kez bir saflagma elde edilebilmigtir. Bu
kademede uygulanan ¢ézeltinin minimal hacimda olmas: kolona tutunmayan en-
zimin, yaygin olarak ¢rkmasinl énlemek igin gereklidir.

Kalp 1DH'2 igin elde edilen nihai 6zgiil aktivite 37°c'ta ve 2 282 =

11.8 olarak kabul edildidinde (11), 45'tir. Bu deder simdiye kadar sagir

kalbi veya domuz kalbi igin rapor edilen en yiiksek dederdir (9,11).

+ ok
NADP badimli sadir karacigeri tpH'1 sitoplazmik bir enzim oldugun-
dan homojenizasyon iglemi Waring blendorla gergeklegtirildi. Bu izozimde,

saflagtiralmaya 27.000 g siipernatani ile baglanda.
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Enzim sonug olarak % 19 verimle elde edildi (Tablo II). Pablodan go-
riildilyi gibi en yiiksek aktivite kaybi DEAF seliiloz iyon degigtirici kolonu
kademesinde clugmaktadir. Birinci isi denatiirasyonu ve amonyum giilfat kade-

melerinde de belli oranda aktivite kayiplari mevcuttur.

Birinci 1s1 denatiirasyonu sirasinda % 23 oramanda aktivite kayba ol-
masina kargin S2gil aktivite en az 2.5 kati arttirilmaktadir. Karacidger izo-
zimi birinci 1s1 denatiirasyonunun ger¢eklegtirildigi gartlarda (% 1 Naéso4)
1s51ya karsi dayanikli oldufu halde rsekil 11 B) bu kademede % 23 oraninda
aktivite kaybinin olugmasi, kaba homojenattaki proteinlerin gdkerken aktif

enzimi de birlikte inokiile edersk ¢Gktiirdidini diigindirmektedir.

trinci 1s1 denatiirasyonu gartlarinda ise (100 mM sitrat, 10 mM Mgso,,
% 10 (NH;J2504) enzim aktivitesinin hig yitirilmedigi Table II'de gériilmek-

tedir.

Bu yiizden birinci 1si denatiirasyonunun ¢gikarilip saflagtirma iglem-
lerine amonyum silfatlamalarla baglanmasi ve daha sonra seyreltik ortamda

tek bir 1s1 denatiirasyonu yapilmas: Gnerilebilir.

DEAE selilloz kademesinde verimde meydana gelen diigiig, inaktivasyon-
dan de#il, Szgiil aktivitesi diigiik olan fraksiyonlarin alinmamasindandir

(Sekil 6).

Sekil 5, Sekil 6 ve Tablo II'nin birlikte incelenmesi Sephadex G-150
ve DEAE selilloz kademelerinin cok bilyilk oranda gaflagmaya neden oldukla~
rin1 géstermektedir. Bu iki kademe sonucu Szgiil aktivite 0.58'den 21.3%¢

gikarxrlmigtar.

DEAE seliiloz kolonuna uygulanan enzim ¢bzeltisinin hacminan yliksek

olugu sarflagmada herhangi bir sorun yaratmamaktadir, glinkii bu gartlarda
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iyon dedistiriciye &zgiil olarak tutunan enzim kolonda konsantre olmakta

ve konsantrasyon gradyani ile c¢ok kilglik hacimda elde edilebilmektedir.,

Karacider IDH'inan CM iyon degigtiriciden elﬁsgonu incelendiginde
gakigik protein ve aktivite profilleri, poliakrilamid jel elektroforezi
ile gdzlenen proteinlerin (Sekil 8} net yiik agisindan benzerlik gdsterdi-
gini kanitlamaktadir. Daha ileri bir saflagtirma ig¢in bu galigmada belir-
tilen yéntemlerden daha farkly ilkelerle galigan yéntemlerin uygulanmasi

gerekmektedir.

Literatiirde karacider izozimi igin de§igik molekiil agirliklari ve
de&isik saflagtirma oranlarinin rapor edilmesi (10,11,14,18) bu durumun
ortamda bulunmasi muhtemel proteolitik enzimlerin aktivitesinden ileri ge-
lebilecedi fikrini uyandirmaktadir. Bu ylizden, bizim ga11§ma;ar1m1z sira-

sinda 27.000 g sipernatanina vakit gegirilmeksizin PMSF katilmigtir.

PMSF ile yapilan deneylerde saflagtirma iglemlerinin tekrarlanabi=

lirli&i saglanmigtir.

Literatiirde 500 kez saflagtirilmig ve Gzgil aktivitesi 17.7 olan si-
Ji1r karaciferi MADP+ badaml: IDH'31 igin jel elektrofbreziﬁdé tek bant el-
de edildidi rapor edilmektedir (10). 3izim c¢aligmamrzda karaciger IpH"2
700 kez saflagtirildr ve Ozgiil aktivitesi 33.8'e kadar yiikseltildi. Buna
karsin enzimin poliakrilamid jel elektroforezinde 3 bant verdidi gbzlendi.
Caligmalar arasinda aktivite tayin yéntemleri bakimindan baza farklaliklar
pulunmakta ise de bu farkliliklar bizim caligmalarimizda elde edilen deger-

leri izah edecek diizeyde dedildir.

Kalp ve karaciyer tipi IDH'lar arasinda gdzlenen ilk farkliliklar

saflagtirma iglemleri sirasinda agida girkmigtair.
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rablo ITI incelendiginde kalp ve karaciger izozimlerinin net yik-
leri bakimindan tamamen farkll 8zellikler gdsterdikleri goritlmektedir.
Karacider IDH'inin kalp tipine gére gok daha negatif bir net yike gsahip
oldugu bu izozimin katyon dedigtiriciye tutunmamasl, anyon dedistiriciye
ise sikica baglanmasindan anlagilmaktadir. Ayrica elektroforetik mobili~
teleri de kalp ve karaciger izozimlerinin net yik farkliliklarini agikga

ortaya koymaktadir (sekil 4, Sekil 8).

tnsan kalbi IpH'1 ile yapirlan deneyler de kalp IDH'inin elektrofore=
tik mobilitesinin gok diigik oldudunu géstermektedir (36). Bu deneylerde
% 5 1lik poliakrilamid jellerin kullanilmig olmasi; diigiik mobilitenin, pro=

teinin boyﬁtlérzndan ¢ok, net yiiktine bagli oldujunu vurgulamaktadir.

Is1 denatiirasyonu deneyleri NADP+ badamli sigar kalp ve karaciger
fDH'lary arasinda belirgin yapisal farklalaklar bulundugunu gdstermekte—

dir.

kKalp 1DH'1 gerek ¢ok diigiik tuz konsantrasyonlarinda gerekse ylksek
tuz konsantrasyonlarinda 1si etkisine kargi karaciger tipinden daha daya=

niksizdir (Bkz. Sonuglar).

tzozimler 151 denatiirasyonuna karsz, lizerlerinde etkili olan anyon-
lar ve katyonlar bakimindan da farkliliklar gostermektedirler. Kalp IDH'1
yalniz yiksek sﬁlfét iyonlarainan varlifainda 1s1ya dayanikli hale gelmekte,
sodyum, amonyum ve klorir ighnlarz ile etkilenmemcktedir. Karaciger izozi-
mi ise kalptekinden farkli olarak Nacl ile tamamen gtabilize olmaktadir.
NH,C1 varlidanda karacifer iZOzimi de 1siya kargi dayanakly degildir (ge-

kil 12).

Sodyum siilfat ve amonyum siilfat kalptekine gbre gok daha dlgiik kon-
santrasycnlarda karacidfer enzimini stabilize edebilmektedir (Sekil 10, §e-

kil 11).
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Ayrica, bazi aragtiricrlarin sigan kalbi izozimi igin tarif ettik~-

leri amonyum siilfat aktivasyonu bizim deneylerimizde gozlenmemigtir (9).

Karaciffer izozimi NaCl ile 181 etkisine kargi korunabilme dgellidi
pakamindan kalp tipinden ayrilmaktadir. Karacifer 1DH'1 1si etkisine kar-
51 NaCl ile korunmasina kargin, NH;CZ ile korunmamaktadir. Demek ki koruyu-

cu etki + 1 dederlikli katyonlarin genel bir etkisi degildir,

Sodyum siilfatin amonyum silfata gére gok daha diigik bir konsantras-
yonda I0DH izozimlerini, 1s1 etkisine kargi korumas, stabilizasyonda sod-

yum ve silfat iyonlarinin birlikte bir etkileri oldugunu diisiindiirmektedir.

Ts1 deneyleri sonunda elde edilen bulgular igadanda kalp izoziminin
stabilizasyon mekanizmass Gzgiil bir anyon etkisi, yani siilfat iyonlarin-
dan ileri gelen bir etki, karaciderinki ise genel bir tuz etkisi olarak

gorinmektedir.

Denatiirasyonun gergeklegtirilmesinde si1cakliktan farkl: olarak ire
kullanildiginda kalp ve karaciger IDH'lafz arasinda ilk 10 dakikada dnem-
1i dayamiklalaik farki gdzlenmekte ve bu farklilik tuzsuz ortamda 5OPC'taki
181 denatﬁrasyonunﬁ animsatmaktadir (Sekil 9, Sekil 14). Her iki izozim
igin de etkin bir koruyucu olan (NH4)2504,izozim1eri iire denatiirasyonuna

karsi da etkin bir gekilde koruyabilmektedir.

Isi dayaniklilidiz ve elektriksel yiik bakimindan yukarda belirtilen

farkliliklarain yaninda her iki izozimin kinetik 6zellikleri bakimindan da

farklilaiklari bulunmugtur.

Bu caligmada yapilan kinetik deneyler mekanistik farkliliklari or-
taya koyacak Slgide detayli defilse de, izositrat ilgisi agisindan kalp ve
karacider tipi enzimlerin farkla mekanizma ile galigtadi, Fekil 16 ve Je-

kil 19'un karsilastir:lmasindan acikca goriinmektedir.
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NADP* ilgisi agisindan ise, iki izozim kargalagtirildiginda (Sekil
17, sekil 20) gerek geri tepkime gerekse inhibisyon parametreleri saptan-—

madidindan mekanizma igin éneriler yapmak miimkin dedildir.

Tablo IV'te bildirilen K, dederleri, edrilerin absisi kestifi nok-
talardan saptanmig olup iki siibstratli bu enzimler igin gergek Ky degerle-

ri dedildir.

Gerek izositrat gerekse NHDP* igin saptanan gorinir Xy defderlerinin
gok digiik olmasa deneylerin hassasiyetinin ayni oranda yiiksek almasini ge-
rektirdiginden ve CO, ve o ~ketoglutarat kullanilarak geri tepkime paramet=
relerinin saptanmasi gerekliliginden 6éﬁrﬁ izozimler arasinda Ky dederleri
bakaimindan gﬁilenen farkliliklarin anlamliz oldufunu Snermek bu deneylerle
miimkiin dedildir, Dider taraftan kalp izozimi ig¢in bulunan K. izositrat de-
erleri literatiirde verilenlerden en az 10 kez diugiktir (37). Ky NADP* de-
derleri ise literatirde farkli dokular igin verilen degerlerle uygunluk

gbstermektedir (36).

Karacider izozimi igin ise, gerek N‘ADP+ gerekse izositrat dederleri

literatiirde rapor edilen dederlere uymaktadir (16).

Literatiirde, farkli dokulardan izole edilen izozimler ig¢in cok de-
Figik K, dederlerinin bulunmasi, farkla tayin ortamlarinin kullanilmas:
yaninda aktivite igin gart olan, Mh*e iyonlar: ile kolaylikla kompleks
vershilecek EDTA iyonlarinin dedigik konsantrasyonlarda ortama ilave edil~

mesinden ileri gelmektedir.

Bu caligmada EDTA'nin kinetik parametreler lizerinde etkili oldugu
kegin olarak saptanmig ve kinetik deneylerde énce kullanilan tuzdan arin-

dirma kolonlar: ile EDTA ortamdan uzaklagtirilmigtrr,
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Ts1 stabilizasyonunda kullanilan tuzlarin etkileri kinetik olarak
incelendidinde, yiiksek konsantrasyonlarda bu tuzlarin sadir kalp ve kara-

cider 1DH'lar: iizerinde inhibitlr etkisi gozlenmigtir.

Bu tuzlarin konsantrasyoplarz iyon giddeti cinsinden verildiginde
ve % 50 inhibisyona neden olan konsantrasyonlarl karsilagtirildiginda her
iki izozim i¢in amonyum iyonlarimin ézel bir inhibitdr etkiye sahip oldu-
du goriilmektedir (Tablo VI). Buna kargin siilfat iyonlarinin yalniz kara-

cier igin &zgiil bir inhibitdr etkisi vardir.

Genel olarak karacider izoziminin inhibisyonu daha diigik, tuz kon-

santrasyonlarinda saglanabilmektedir.

Karacider izoziminin NH4CI diganda adi gegen bitin tuzlarla gerek
181 gerekse iire denatiirasyonuna Xargi korunabilmesi NH4+ iyonlarinin bu‘
izozime badlanmasinin &zgil bir konformasyon dedigikligini olugturdugu
kanisini uyandirmaktadir. Bu bulgu inhibisyon deneyleri ile de dpﬁzuian-

maktadir.

Kalp izoziminin sadece 304" iyonlari ile 1s: denatiirasyonuna karga
korunabilmesi fakat bu iyonlarla Szgill bir inhibisyona uframamasi bu izo-
zimin korunma mekanizmasinin karacider tipine gdre tamamen farkli bir yol-

dan gergeklesmesi olasiligina igaret etmektedir.

pier taraftan izozimlerin net yiikleri gézéniine alinmas: siilfat iyon-
laramin, net yikii daha pozitif olan kalp 1pH'1na Gzgiil olarak baglanmasi=
ni, NH3+ iyonlarinin ise net yikii negatif olan karacijer 1DH'ina &zgiil o=

larak ba§lanmasini izah edebilir.

tzozimler genel clarak ya defigik alt birimlerin farkli oranda poli-

merlegmesi ile ya da amino asit dizisinde farkliliklarla belirlenir.
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tprtlaran ale birim yap:si ve aminoasit dizisi bilinmemektedir.

Amino asit dizisinde meydana gelecek farkliliklar enzim lizerinde hu-
Junan hidrofobik bélgelerin farklilagmasini ve boéylelikle tersiyer yapi-
mn dedismesini saglayabilir. Amino asit kompozisyonunda meydana gelecek

farkliliklar da aymi tip dedisiklikleri meydana getirebilir.

Her iki izozimin net yiiklerinin oldukga farkli olugu, kompozisyomn-
da yiikli amino asitlerin dedigik oranda bulunmasinin Yanisixa, yitk1d ami-

no asitlerin tersiyer yapl igindé farkli dadilimlarindan da dogabilir.

Bu nedenlerden her iki izozim igin amino asit kcmpozisyonlar;nzn,amino
agit dizilerinin ve alt birim sayalarinin kesin olarak bilinmesi, farkii-~

I1klar: daha molekiller seviydde aciklamak igin gereklidir.



+
NADP badimli sigarr kalp ve karacigeri izositrat dehidrogenazlari

(1DH) saflagtarilda.

Kalp izozimi poliakrilamid jel elektroforezinde tek protein banti
vermekte, ters polarite ile yapilan elektroforezde ise hig bant vermemek-~
tedir. Karacifer izozimi 700 kez saflagtiralmig olmasina kargin jel elek-

troforezinde 3 bant vermektedir.

ki izozim arasinda 1si etkisine karg: dayaniklilik, gegitli inor-
ganik tuzlarla isiya kargi korunma, bu tuzlarla inhibe edilme ézellikleri
ve net elektrik yiikleri bakimindan belirgin farkliliklar bulundu. ayrica,

giibgtratlar: clan Mn™? - izositrat ve NADP+ ilgileri bakimindan da baz

farkliliklar saptandi.

Her iki izozim silfat iyonlarinin ve Mg*z - izositrat kompleksinin
varlidanda 50°%c'ta 1s1 ve 37°¢c ta tire denatiirasyonuna kargi stabilize edil-
mektedirler. Buna Kargin Na' iyonunun yalniz karacider 1DH'1 lzerinde ko=
ruyucu bir etkisi vardir.

tnhibisyon deneyleri NH4+ iyonunun her iki izozim iizerinde inhibitor

etkisinin oldudunu gistermektedir.
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Karacider izoziminin NH4C1 diginda bitin denenen tuzlarla 1s1 etki~
sine karsi stabillestirilmesi ve ayni zamanda bu tuzlarla kolayca inhibe

olmasz, buna karsain kalp izoziminin yalniz SO4 iyonlary ile korunabil-

mesi fakat SO, ile kolayca inhibe edilmemesi, kalp ve karaciger 1DH'lari-

4
pan 1siya karg: korunma mekanizmalarinin farkli oldudu kanisainmi uyandir-

maktadar.

Bu bulgular ayni zamanda izozimler arasinda onemli tersiyer ve se-

konder yapi farkliliklarinin bulundudunu da géstermektedir.



KISALTMALAR

IDH tzositrat Dehidrogenaz

L

DEAE : Dietil aminocetil

cM : Karboksi metil

PMSF : Phenil metil sulfonil flordr

napT  : Nikotinamid Adenin Diniikleotid, okside

NADP : Nikotinamid Adenin Diniikleotid Fnsfat, okside
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