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Si1z1r beyni korteksinin ¢zinlir kesiti, 105.000 X ¢
adkliltiistt, dorrudan sefadeks G-200 kolonuna uygulanditin-
da 250.000 (5;) ve 165.000 (Sy) molekdl agirlirinda iki
deyisik CNPDE; amonyum siilfat kesitlemesinden sonra uygu-
landizinda 399.000 molekiil afmirlirinda tek cNPDE cikta.

Bu U¢ etkinlikten S, ile ileri saflastirma denendi; toplam

35 kezlik bir saflastirma elde edildi.

$1 ve S2 nin isa-bozunum hizlar: deuyisikti ve 5p
nin 83 den daha dayanikli oldufu bulundu, S3 de S3 gibi
etkinleyici protein tarafindan etkinlestirilditi halde S3
gibi doyegunluga eristirilemedi. S;'in cAMP, cGMP, cUMP;
S, nin de cAMP, cOMP'yi yiktiyi ve S1'in cGMP, S nin ise

CAMP'vye daha 8zglil oldutu gdriildd.

S, DEAE-seliiloza uygulanditainda birisi etkinleyici
proteine duyarli di%eri duyarsiz iki etkinlik zirvesi elde
édildi (Dy, Dz). Bu iki zirvenin sirlik nliklectidlere
farkli davranislari oldu. D2 zirvesinin de S; de gdriilen

CAMP'yve Azgiillinin arttifii gdriildd.
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CAMP

cGMP

cuMp
5'-aMp
PDE

cNPDE

Ry 20-1724¢
5Q 20,009

G=1-P
G-G-P

KISALYMAL AR

siklik 3', 5' -Adenozin Monofosfat

Siklik 3', 5' -Guanozin Monofosfat

Siklik 3', 5' -Uridin Monofosfat

5' -adenozin Monofosfat

Fosfodiesteraz

Siklik Ntikleotid Fosfodiesteraz

4= (3-butoxy-24-methoxy benzyl)-2-imidazeifdione
l-ethyl-4~(iscpropylidenehydrazine)-1H-
pyrazole-{3,4-b)-pyridine-5=-carboxylic acid
ethylester hydrochloride

CGlikoz=-1-Fosfat

Gltikoz=6-Fogfat
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Glukagon ve epinefrinin karativerde glikojen
yikimi ve gliikkoz iiretimi iizerinde gok hizli, belirgin wve
tekrarlanabilir etkileri vardir, Glikojen yikiminin
biyokimyasi fosforilaz, fosfogliikomiitaz ve glilkoz-6-
fosfataz enzimleriyle yapilan calismalarla belirlenmis-

tirt (gekil 1).

Glikojen
Fosforilaz py
5
G=-1-P
Fosfogliikoritaz
G-6-P

G-6-Fosfataz ?»

Glﬁﬂoz
Sekil 1

Fosforilaz in vitro herm glikojenin vakimini hemde
sentezini yiirtittiitt halde canlida epinefrin enjeksiyonun-
dan sonra glikojen sentezinin hi¢ olmamasi,buna karsilik
yikiman ¢ok hizli olmasi sentez ve vikimda farkli etkenle-
rin gbrev aldifi sliphesini uyandirdi. Sentezde gbrev alan
glikojen sentetazin bulunmasi ile bu sgiiphe acikli®a kavus-
turuldu. Hormon deneylerinde olikoden vikiminin arttim:
savli &lgllen kan gliikoz sevivelerine dayandiriliyordu. Kan
glikoz seviyesindeki artmanin hiicre disina etkin tasinmada-

ki artmaya de@ilde hilcre ig¢inin glfikoza asiri doygunluZfuna
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bajli oldutu hiicre igi derisimlerin Olclilmesi ile agikli-
ga kavugturuldu. Ayrica glikojen yikim hizinin fosforilaz
basamatinda denetlendiyi epinefrir ve glukagonun etkisi-

- » » . [] L] L] - - + 2
nin bu enzimin etkinlestirilmesi yoluyla olduttu g8sterildi.

Karaciger dilimleri hormonlarla inkiibe edildisinde
fosforilaz etkinli#inin artmasi bu enzimi allosterik bir
mekanizma ile etkinlestiren bir ara triinin var olabilece-
gini dlstindUrdl. Ayrica bu hormanlarin valniz parcalanma-
mis hiicrelerde etkili olduu bulundu. Kas ve Karzci*erden
saflagtirilan fosforilazin fosfat katilim: ile etkin
fosforilaza cevrilebildi®i katilim hizinin gliikagon ve
epinefrin tarafindan hizlandirildifir ve katilim igin ATP,

homojenat ve magnezyumun sart oldutu gisterildi’ 6.

Etkinlesmenin gercek nedenl aranirken homojenatla-
rin hormonlara cevabinin iki basamakta oldutiu bulundus.
Birinci basamakta homojenatin c¢éziinmez kesimi hormonlarin
varliginda isiya dayanikla, diyalize edilebilen ve iyon
degistiricilerde saflastirilebilen bir etken lretiyor.
Ixinci basamakta ise bu etken homojenatin &8kiiltiisiinde
etkin fosforilazin olusumunu uyariyor. Gergekte ddkiiltiide
hormonlar etkin degildirler7, Daha sonra bu isiya dayanik-
11 etkenin cAMP oldufu ve hayvanlarda mikroorganizmalarda

ve bitkilerde yayoin olduftu gdsterildi®—18,

CAMP nin yani sira do%al olarak bulunabilen ikinci
siklik niikleotid cgMP olmusturlg'zo. Di¥er siklik niikle-
otidler 1078mol/kilograms tesbit edebilecek duyarliktaki

radioimmiincassay yéntemi ile bulunamamistirsls22,



cAMP ¢oklukla hiicre zarina yerlesmis ve biyidk bir
olasilikla bir lipoprotein olan adenil siklaz tarafindan

sentezlenir23-25

. Hormonlar yine hiicre zarina verlesmis
olan reseptdrlere baflanarak etkinliklerini g¥sterirler.
Hormonlarin bajlandisiz reseptdrler ya adenil siklazan bir
parcasi veya adenil siklaz ile yakin iliskisi olan bdlge-
lerdir. Hormonlar reseptdrlere bagilaninca hormon-reseptdr
baflanmasinin sonucu olarak siklazin inhibisyonuna veya
etkinlegmesine gdre cAMP'nin hilcre igi derisimi dlisecek
veya ylikselecektir. Efer hormon cAMP nin seviyesini arttai~
riyorsa hormon "birincil uyarici® (first messenger) cAMP
ise "ikinecil uyarici” (second messenger) diye adlandairaliar,

Bu ana kavram sekil 2 de gériilliyor. Bu kavrama géire

birineil uyarici istenen bilgiyi hiicreye tasair ve ikincil

uyarici da bu bilgiyi hiicre isleyisine aktarir. cAMP
seviyesinin artmasinin ortaya getirditti sonuc¢ hiicrenin
cinsine we ig¢inde bulunduwsu kosullara bagli olacaktair,
CAMP 'nin bu gbrevi nasil yapti%:i cok iyi bilinmenmekle
birlikte bazi iyi anlasilmis sistemlerde vardar.

Ornefin; karacifer glikolizisindeki gdrevi Sekil 3)26.

Hilcrede cAMP nin adrevi glikogenolizisteki basit
gdrevinden hiicrenin en 8nemli kilit noktalaraini ydneten
diizenleyvici ajan gbdrevine kadar defisir. Bu nedenle hiic-
rede cAMP nin seviyesi c¢ok Snemlidir ve cAMP nin seviye-
si hormonlarin kontrolii altinda olan iki enzim tarafindan

27

ayarlanir®’., Bunlardan birincisi yukarida adi gegen ve

cAMP yi ATP den sentezleyen adenil siklaz dijeri ise cAMP

. 25
yi 5'-AMP ve yikan cAMP fosfodiesterazdar ’28,
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cAMP'yi parcalayan bir etkinlik ilk kez kopek beyin,
karaciser ve kalbinde bulundu’. Daha sonra tek hiicreli
canlilardan insana kadar pek ¢ok tiirde cAMP ve cGMP'yi
ayni ya da degigik Szglilliklerle parcalayan fosfodieste=-
razlar g6rﬁldﬁ28"35._Buna ek olarak,cUMP dottal olarak
gbzlenemedizi halde, cUMP'ye Ozgll bir PDE'nin varlalii

g8pek kalbinde ve sican ya¥ hilcrelerinde gﬁsterildi36’37.

Siklik nfikleotid fosfodiesteraz etkinliyi ayni
canlinin organlari arasinda dnemli defisiklikler gdsterdi-
#i gibi ayni organin dedisik bdlgelerinde de deyisik

~etkinlikler gﬁrﬁlebilir28’34’38,

Bircok dokuda cAMP PDE hilicrenin hem ¢dziiniir hem de

28,36,37,39-43 Bircok gHzinmez

cbziinmez kismainda bulunur
enzim icin oldudu g’’'i ¢bziinmez c¢AMP PDE lar hakkinda cok
az sey bilinmektedir; verilen bilgilerin hemen hemen tamami

¢bziinlir fosfodiesterazlar: kapsamaktadar.

Enzimin pH optimumu oldukca yayvandir ve pH 8.0

28,31,34,44 Sigan beyninden

m1avlarinda hir zirve verir
hazirlanan cAMP PDE pH 5.5-5.0 arasinda tersinir bir
sekilde ¢Bker; g¢dkelefyin ig¢inde bulundufu ortam
ndtrallestirildiginde etkinliyin tekrar ¢Gzlnir oldu@u.
gﬁrﬁlﬁrés. Enzim pH 5.0 in altinda tersinmez bhozunuma
wgradigi halde pH 10,0 da, o°C de hi¢ etkinlik kaybet-
meden veya cok az bir kayipla bir saat bekletilebilir.
Fosfodiesterazin etkinlixinds 4500 ve daha yilksek

si1cakliklarda ani bir diislis g6rﬁ1ﬁr33’44'46.



Memelilerde bulunan PDE larain herbirinin cAMP’ye

39’43“470 Bu fosfo-

kargi degisik cekicilikleri vardair
diesterazlar genellikle piirin 3'-5'-siklik niikleotid
fosfatlarina karsi daha etkindirler ama daha diisiik bir
hizla da olsa pirimidin 3',5'-siklik nfikleotid fosfatla-

rinida y1karlar38#51,

Imidazel bircok dokudan elde edilen chMP fosfo-
diesterazi etkinlestirir, ancak buhu nasil basardi¥i
bilinmemektedir. cAMP fosfodiesteraz mg tarafindan et-
kinlestirilir. Mn ve Co Mg 'un yerini kismen tutabile:

digi halde zn , Ni , Fe etkisizdir3?

. Mg ‘un varli&in-
da Mn , si%ir beyni fosfodiesterazinin v, ve K, ini yik-
seltir. Pu bulgu Mn in enzim-tepkiyen karmasik birlesi=-
gini etkileyerek tepkiyenin iriine yikilmasini hizlandirdi-
¥1 seklinde yorumlanmistir. Optimum Mg derisimi dedisik
kaynakli fosfodiesterazlar igin deyisiktir. OrneXin tavsan
beyninden elde edilen bir cAMP fosfodiesteraz maksimum
etkinli®i 0.8 mM da g8sterdiyi ve daha yilksek derisimlerde
inhibe oldufu halde, k&pek kalbinden elde edilen PDE‘in
optimum etkinlik ig¢in gereksindizi magnezvum derisimi 5-7

M d1r34’38n

Memelilerden elde edilen PDE lar metil ksantinler,
papaverin, epinefrin ve siklik 3'-5"-niikleotid benzerleri
tarafindan inhibe edilirler?®,44,46,53,58 g, inhibittr-
lerden bazilarinain hilicrelere eklenmesi ile PHE'in hormon-
lara kars: duvarla®inin arttifi ve daha diisitk hormon
derisiminde optimal sartlarda g&zlenen inhikisvonun

gbriilmesi ile anla$11m1$t1r26.



Hayvan dokularina dawilmis olan c2MP PDE'1 bilinen
protein saflastirma y®ntemleri ile yiliksek derecede saflas-
tirmak tlimkiin olamarmistir. Bilinen y®ntemler uygulandifin-
da enzimin etkinlizi ya c¢ok diismekte, ya da tamamen yok

34,59

olmaktadir . Beyindeki PDE etkinlitri kalbe gbre yliksek

olmakla birlikte kalb enzimi saflastirmaya daha dayanikli-

dlrg.

Saflastirma ilerledikce PDE dan ayrilan bir faktdr
nedeni ile etkinlik yok olmakta veva ¢ok diswektedir. Bu
faktdriin 1siya ve DNaz'a dayanikli, triptik enzimlere
davaniksiz olmasi ve divelize edilememesi bir protein
oldufunu ortaya glkard159° Protein 80 kez sifir bevninden,
8000 kez siyir kalbinden saf1a$t1r116160’61, Sizir heynin-
den saflastirilan proteinin molekiil arirlity jel elemesi
ile 40.000 bulunéustu halde sifair kalbinden elde edilenin
moleklil af%irli®a jel elemesi ile 27.000, sedimentasyon-
diffizyon ile 19.200 bulundu. Pyrica proteinin iki denisik

Michealis-Menten sabiti, K

s ile UGzerindeki t¢ bdlgeye

kalsivumu batlama vetenefi oldufiu ve gergek PDE etkinleg-
tiricisinin kalsivum—etkinlestirici protein karmasik

birlesizi oldu*u ghster11di®Z.63

. Etkinlestirici protein-
kalsivum karmasik birlesiri etkinlestirici etkisini enzimin
cAMP icin olan Vﬁ'ini arttairap Km‘ini diisiirerek basardita
ve etkinlestirici-enzim ilintisinin do#rudan etkinlestirici

derisimine bayli olmasi enzimle etkinlegtirici arasanda

stoikivometrik bir ilintinin varli%ini gﬁstermektedirﬁo.



cAMP PDE saflastairmasindaki blitin zorluklara ramen
tavsan beyninden 3, sigcan serebial korteksinden yiizde 22
~wverimle 11, sifir beyﬁinden 50, k#pek kalbinden 173, sigar
kalbinden yﬁzde 2,9 verimle 320, Serratia Marcencens yiizde
30 verimle 1125 ve kurbaza alyuvarlarindan yiizde 29 verim-

le 1640 kez saflastlrllabilmistirzg'31'34'38'59'64'55.

Siklik niikleotid fosfodiesterazlar igin Snerilen
molekiil amarliklari cok gesitlilik gdstermekte ve 51.000
ile 2.000.000 arasinda degismektedir29-32,42,65,66,
Degisik doku ve hiicreler igin detigik molekiil awairlikla-
r1 Snerildigi gibi ayni hiicre ic¢in de defisik molekiil
agirliganda ve Bzellikte cNPDE laranda varligi &ne siirtl-
mistiir??  42,51,65,66  perxisik fosfodiesterazlarin varliya
kurami jel kromatografisinde birden fazla etkinlik
zirvesi,elektroforezde birden fazla band, ayni niikleotid
icin birden fazla Ky veya farkli inhibitdrlere kars:
farkli davranislarin gdzlenmesine dayandirilmaktadar
29,31,42,43,45,47,51,54,65--67° Brneging Ro 20-1724 sigan
alyuvar:r PDE'1 ic¢in sag¢an beyin PDE'i ig¢in olduZundan
daha kuvvetli bir inhibitbrdﬁrea. SQ 20.009'un sigan ve

tavsan beyni PDE'1 igin oldukga 6zgﬁlG&ﬂugurgﬁaterilmiatirsg.

Memeli kalb dokusundan elde edilen PDE'laran Kp'len
1 x 1074 dolaylar1ndad1r28*34. Peyinden elde edilen PDE
larinki ise biraz daha yﬁksektir27, Son senelerde beyin
kesitlerinde ikinci bir PDE'an buiunduﬁu ve bunun Kj'inin

1-5 X 107%M olduzu gbsterilmistiri2-44:67,
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Bu calismanin amaci sifir beyni korteksinden cAMP
PDE ‘1 kismen saflastirmak ve Szelliklerini arastairmaktar.
Bilindixi fizere cAMP, hormonlarin etkisinin hiicre-ici
jleticigidir, ve hlicrenin en &nemli kontrol werkezleri
cAMP tarafindan yénetilirll?lB'lé . cAMP bu kontrol
gBrevini hiicre ici seviyesinin alcalip yiikselmeleri ile
basarir. CAMP nin hiicre ig¢i seviyeside hormonlar tara-
findan y®netilen iki enzimin etkisi altinda oldufunu daha
dnce sdylemistik. Bu enzimlerden biriside cAMP PDE oldufu-
a2 gbre hlicre etkinliklerinin iyi anlasilabilmesi icin
cAMP PDE'in cok iyi anlasilmasi cerekir. Fnzim saflastir-

mas1 icin etkinliwin en yilksek olduru doku olan korteks

secilmistir.
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MADDE, AYCIT VE YONTEMLER

Kimyasal Madde ve Aygitlar: Adenozin 3',5'~siklik mono-

fosforik asit ve guanozin, {iridin 3°',5'-siklik monofosfat
ile adenozin 5'-monofosfatin sodyum tuzlari, katalaz
(si¥1r karacimeri), tireaz (jakbean), B-galaktozidaz
(karacizer), serum albiimini (si¥ir), yilan zehiri
(Crotalus aderanteus) Sigma Chemical Company (ABD); serum
albmini (insan), y-Globiilin (insan), Mann Research
Laboratories (Bati Almanya) i Blue dekstran, Sefadeks
G-200, Pharmacia (isveg); DEAE-Seliiloz DE 52, Whatman
Biochemicals Limited (ingiltere) den alindi. Kullanilan
diger bﬁtﬁn kimyasal maddeler BDH (Ingiltere) ve Merck

(Bat1r Almanvya) firmalaraindan alindi.

Spektrofotometrik Olglimler Zeiss PMO II spektro-
fotometresi, tltrasantrifiijlemeler Beckman L3-50 santri-
flji, kolon kromatografileri Pharmacia kolonlari, deris-
tirmeler Centriflo (Amicon) veya liyofilizatdr ve fosfat

tayinleri Technicon AutoAnalyzeri ile yapaildi.

Beyinden 105.000 X ¢ D8kiilti{islintin Hazirlaniszi: Beyin

mezhahadan taze olarak sivi azot igerisinde alindi. Beyin
korteksi sozuk odada { 4°C de) kazindi. Gram yas doku
basina 4-5 ml homojenizasyon tamponu (25 mM Tris-HCl pH
8.1, 10 mM MgClz) eklendi ve Waring Blendor ile yiiksek
devirde 2,5 dakika homojenize edildi. 15.500 X g de 20
dakika santrifiij ile d®kiltd toplandi. Toplanan d5k{ilti
105.000 X g de 90 dakika santrifiij edildi ve dskiiltd 20

mililitrelik &rnekler halinde plastik siselerde -30°C de
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donduruldu. Bu sekilde hazirlanan &rnekler =30°C de 3-4 ay
etkinliklerinden higbirsey kaybetmeden saklanabildi.
105.000 X g dskiiltiisiine esit hacimde ylizdeyiiz doygunlukta
amonyum s{ilfat ¢dzeltisi karistirilarak eklendi. Arada bir
karistairilarak yarim saat bekletildi. Cikelek 15.500 X ¢
de 10 dakika santrifiijleme ile toplandi. DOkiiltd etkinles-
tirici protein saflastirilmasi igin ayrildi. Cskelek
divaliz tamponunda (25 m Tris-HCl pPH 7,5; 5mM MaCl,)
¢bziildii. Srnek diyaliz torbasina aktarilarak her defasin-
da 5 litre olmak lzere 20 litre tampona karsi 24 saat
diyaliz edildi. Divalizat 20 mililitrelik parcalar halinde
plastik siselerde dondurulup saklandi. Bu sekilde -30%c

de saklanris Srneklerin 1-2 ay etkinliklerinin' temamni ko~

rudusu gdriflai.,

Etkinlestirici Proteinin Saflastirilmasy: Amonyum silfat

dokiiltiisli pH wetre kullanilarak ve buz igerisinde 1 N HCL
ile pH 4'e getirildi. Bir saat but tizerinde bekletildik-
ten sonra 3000 X g'de 20 dakika santriffijleme ile chkelek
topland:r. D8kUltd atildr. Cikelek diyaliz tamponunda

(3¢ mM Imidazol-HClI pE €,5; 1 mM Mg (CH4000) 5, 200 mM NaCl)
¢OzUldlli. C&zelti kaynar su banyosunda 6 dakika tutulduktan
sonra hemen buzlu suda sozutuldu. Meydana gelen ¢bkelek
3000 X g'de 10 dakika santrifiijleme ile atildi. DAk{ilti
diyaliz torbasina konulduktan sonra her defasinda bir litre
olmak tizere toplam 5 litre diyaliz tamponuna kars: 5 saat
diyaliz edildi. Diyalizat 3 mililitrelik parcalar halinde

cam giselerde =-30°C de donduruldu.
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Protein Tayinleri: Protein derisimlerinin viiksek olduru

ilk saflastirma basamaklarinda hem Biiiret hemde Lowry
yintemlerine gfire protein tayini vapildi, protein deri-
gsiminin dlisik oldu®u son saflastirma basamaklarinda valniz

Lowry ydntemi kullanlldl7n’7l

. Verim hesaplarinda ve
protein yikantilarinda Warburg'un yintemi (280-260 nr)

kullan11d3_72°

Etkinlik Tayini I. : Tepkime ortami, 50 pM Tris-HCl pH

2.1 icinde 3 mM™ YaBO,, 100 Fgﬁyllan zehiri, uygun derisim-
de enzim igermekte idi. Otuzyedi derecede 15 dakikalik

kir inkilbasyondan sonra tepkime 1 mM olacalk sekilde tepki-
venin (cAMP, cGMP veya cUMP) cklenmesi ile baslatildzi.
Toplam inkiibasyon hacmi Iml idi. Tepkime 30 dakika 37°C

de siirdiikten sonra $.2 ml ¢ 55 lik trikloroasetik asit
eklenerek durduruldu. Etkinleyici ile olan denevlerde
etkinleyici #ninkihasyon #ncesinde ortama cklendi.

Inktibasyon hacmi vine 1 mililitre idi.

Etkinlik Tayini II. : Tepkime ortami 50 r Tris-HCL n0

8.1 iginde 2 mi? YMag0, ve uyoun derigimde enzim igermektey-
di. Otuzyedi derecede 15 dakikalik Sninkiibasyondan sonra
tepkime son derigimi 1 m™ olacak sekilde tepkivenin

(chMP, cGMP veya clIMP) eklenmesi ile haglatilédi. Toplam
inktbasyon hacmi 1 ml idi. Tepkime 30 dakika 37°C de stir-
diikten sonra tiipler kavnar su bhanyosunda 3 dakika tutularak
durduruldu. THpler tekrar 379C de dengelendikten sonra

100 pa vilan zehi;i eklenip 20 dakikalik bhir inkiibasvon
daha yapilda. inkttbasyon sonunda tepkire 0.2 ml % 55 1lik

trikloroasetik asit eklenmesi ile durduruldu. Her iki
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etkenlik tayini ig¢in de kdr tupleri yepildi. K3r tiiplerine
tepkiyen (cAMP,cGMF veya cUMP), TCA eklenmesinden sonra

cklendi.

Asitle tepkimeler durdurulduktan sonra bozunmu$
protein santrifiijle uzaklastirild:r. DOklltide fosfat
tayini Fiske-Subbarow'un ydntemine gdre va elle ya da ayni
oranlar korunarak Auto-~Analyzer ile yap11d173 (Sekil 4).
Her iki sistem de bilinen anorganik fosfat Srnekleriyle

dnceden standardize edildi.

Bir iinite mililitre enzim basina bir dakikada ve
37°C de 100 nmol anorganik fosfat veren etkinlik dive

tariflendi.

Tepkime ortami herzaman sabit tutulmasina karsin
bazen inkilibasyon stiresi deistirildi. Yapilan derigiklik-

ler yapildi®i verlerde ayrica belirtildi.

Bazi 8n deneyler ile yilan zehirinin etkinligi &l1l¢lil-
dii., Bir mikromol adenozin-5'-fosfatin 100 pg yilan zehiri
tarafindan 10 &dakikadan daha kisa bir siirede parcalandi®i
ve su iginde 1 mg/ml derisimindeki yilan zehirinin -20%c
de etkinliginden higbirsey kaybetmeden 6 ay saklanabildiyi

saptanda.

S5iklik adenozin 3', 5'-monofosfat fosfodiesteraz
etkinliginin 60 dakika siiresince deZfismedigi, cAMP yikim
hizinin ayn: kaldifi ve enzim derisimi ile cAMP parcalan-
ma hizi arasinda doﬁrﬁsal bir iliski oldwiu &n deneyler-

le gbrildii.



Ornek ~hgmlicak.

~15=

sy
A2midak ., J\AF %
(5N) :
Hava
e
~, __10mi/dak. .
CuSQ, —==
CuSO _ A | W
“Elon JGmUdak. ”\ ;W
Aot .32mudak.|'
molib, . .
(°h2.5)
' MaSM
lkeydedicl
kolorimetre

inklibator

Sekil ;4



-16-

Sefadeks ¢G-200 Kromatografisi ile Moleki{il A¥irli%:

Captanmasi: Kromatografi igin 2,5 ¥ 100 cm hovyutlarinda

Pharmacia kolonu kullanildi. Xolon, 25 mM Tris-HCl pH
7,5 1 mM MgCl, ile dengelendikten sonra diyalizat veya
105.000 X g daskiltist uygulandil ve esit hacimle fraksiyon-
lar toplandi. Akis hizi peristaltik pompa ile ayarlandi.
Sefadeks G-200 kolonunun 618 hacmi 6.1 ml yiizde 0.25 1ik
blue dekstran kullanilarak &lciildii. Daha sonra molekiil
afirlafi bilinen bes proteinir her birinden 2 mg alinda.
Bu (10 mg) protein karasimi 6.1 ml kolon vikama tamponun-
da ¢fziildli. Rullanilan standart proteinler karaciger B-
galaktozidazi (520.000), jackbean iireazai (480.000},
karaciger katalazi (ZSG,OOO), insan (serum)} y-globiilini
(154.800) ve insan serum albfimini (65.000) idi. Bu

~ karisaim kolondan gecirildikten sonra ayni sartlarda
diyalizat ve 105.000 X g ddkiiltilsli gegirildi. Molekiil
af1rligl ile yikanma hacmi arasindaki logaritmik ilinti-
den adehozin 3', 5'-siklik monofosfat Fosfodiesterazin

molekill ayirlaidi bulundu’?4,

Is1 Bozunum Deneyleri: 105.000 X g ddkiiltiistindeki cAMpP

PDE etkinliginin isiya karsi dayaniklilaizi cesitli sicak-
liklarda aragtirildir. Ayrica 60°C de dvkiltis ve sefadeks
G-200 vikantisindaki etkinlik zirvelerinin isiya dayanik-

111131, davranaislari ve nitelikleri arastairildil,

DERE-Selilloz Kromatografisi: DEAE-Selililoz kromatografisi

detisik pH, tampon ve degisik Srneklerle yapildi. Orneyin
uygulanrasindan sonra enzim kolondan tuz agradienti ile

sokiildii.
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Kinetik Caligmalari: Sefadeks G-200 ve DERE-Seliilecz vikanti-

s1 etkinlik =zirvelzrinde cAMP, cGMP ve cUMP icgin Michaelig-

62

Menten iliskilerine bakilda™“. Her tepkiven ic¢in X, ve Vj

Lineweaver-Burk grafi¥inden hesapland175,
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SAPLASTIRMA

Homojenatan 105.00 X g de santrifiiji ile elde edilen
askiltiiniin ammonyum silfat kesitlemesi yapildi. PDE etkin-
lizinin % 40-45 ammonyum sfilfat doygunlufunda gktiizll af-
riildii. Ancak toplam protein ve etkinlik ¢dkiisleri birbiri-
ne paralel gittidinden, % 25-35 ammonyur siilfat kesitinin
disinda 8Bzgll etkinlikte belirgin bir artis sa®lanamadi

{Sekil 5).

Yiizde 0-50 armmonyum ={ilfat kesitinden elde edilen
diyalizat sefadeks G-200 elemesine tabi tutuldutunda,
hemen hemen 81lii hacimde, tek etkinlik zirvesi cikta
(Sekil 6). Zirvedeki etkin proteinin molekil afirlidi,
yvikanrma hacmi standart proteinlerin yikanma haomi ile

karsilastirilarak, 390.000 bulundu (Sekil 7).

Sefadeks G-200 kolonuna dofrudan 105.000 X g dfkil-
tiisti uygulandiginda iki etkinlik sirvesi giizlendi
(Sekil 8). Birinci zirvedeki etkin proteinin molekiil
asirliri 250.00C, diyerinin ki ise 165.000 idi. fkinei
zirvenin bhirinci zirvenin alt-birimlerinden bir veya
birkagini kaybederek olustwiu diislincesi ile birineci zirve
tekrar ayni kolona uygulandi. Zirve yine ayni yikanma

hacminde geldi (Sekil 9).

pSkiiltil (105.000 X g)  49C de 9 giin etkinlizinden
hicbirsey kayhetmeden saklanébildiﬁi halde sefadeks G-200
yvikantilara -36°C de bir haftada etkinliklerinin yiizde

‘ellisini kavbetti (Tablo 1).



™

Sekil 5. Ultrasantriftij (105.000 X g) dskiiltiisiinde amonyum
silfat kesitlemesi: Ddkiiltiide kalan protein (o0—o); etkin-
lik (—e—e); 8zgiil etkinlik @&—an).



Protein

_20_

oProtein(mginl)

-fJnite

a Ozglil etkinik

*le amoryum  siilfat

Ozgiit [Orite
Elintik

30 40

Sekil : 5
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Sekil 6. Coziinlir kesitteki PDE'in amonyum siilfat ctkertmer~
sinden scnra verdiyi sefadeks G-200 profili.(e—e) Rlue
dekstran;(-o——0), protein;(-e———a), etkinlil. Kclon boyutla-
rr 2,5 X 100 cm. Uygulanan protein miktari 134 mg

(22 mg/ml). Akis hizi 12 ml/ssaat. Fraksiyon hacmi 5 ml.
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Sekil 7. Sefadeks G-200 kolonunun bilinen proteinlerle

standardizasvenu.
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Sekil 8, Coziinlir kesitin sefadeks G-200 profili. Xolon
boyutlari 2,5 X 1006 cm. Uygulanan protein miktari 350 mg

(18 mg/ml). Akis hizi £ ml/saat. Fraksiyon hacmi 4 ml.
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Sekil 9. Sefadeks G-200°'den elde edilen §; sesitinin ayni
kelena uygulandaiginda verdiyi profil. (a) 105.900 X g
dokiiltlistinlin prefili. (b) S;'in ayni kolcna uygulandifanda
ayni yikama sartlari altinda verdisi profil.(-o—-o0),

Protein; (e——e) etkinlik (ACDggq) -
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80 Tip numarasi
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Tablo 1

Dettigik Fosfodiesteraz Orneklerinde Gilne G8re Etkinlik

Defigimi,
Zaman 10!
. Brnek Derece (°C) (gtn) Etkinlik (AODggq
105,000 X ¢ 4 0 0.353
.dskultisd 1 0.250
{18 mg protein/ml) 3 0.311
8 0.361
9 0.317
Sefadeks -30 1 0.265
Zirve I (Sy) 2 0.263
{3mg protein/ml) € 0.152
Sefadeks -30 1l 0.322
Zirve IT (S,) 2 0.318
6 0.145

(lmg protein/ml)
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Sefadeks G-200 (Sekil 8) yikantasinin ikinci zirvesi
liyotilizatdér ile deristirilerck pE 7,5%e dengelenmis
PEAE-seliileoza uvgulandi. Protein-etkinlik profili
sekil 10'da gériiliiyvor. Kolonda enzim iki etkinlik zirvesi-

ne ayrildi ve yizde 73 etkinlik verimi ile gakta.

ETRINLEYIcT PrOTEININ cEsiTLl KESITLERE ETKISH

Etkinleyici proteinin etkisi saflastirmanin c¢esitli
basamaklarinda arastirildi. Ftkinlevicisiz saflastirma
orany ile etkinleyicili saflastirma orani arasinda 2 kezlik

bir fark gbriildi (Tablo II}.

Etkinlestirici proteinin sefadeks G¥ZDO sonrasi
birinci etkinlik zirvesine etkisi, kullanilan etkinlesti-
rici derisim sainirlari arasinda, tam olarak karakterize
edilemedi. Buna karsilik ikinei zirvenin etkinleyici
tarafindan etkinlestirilmesi parabolik bir e¥ri ile doygun-

luya ulagta (Sekil 11).

Etkinlestirici protein birlestirilwmis DEAE-seliiloz
(pH 6,2) sonrasi PDE zirvelerindeki etkinlizi 2,3 kez
arttirdr (Sekil 12). DEAE-Seliiloz ile faha yiikksek pE'da
(7,5) yapirlan kromatografi de ikin etkinlik zirvesi wverdi.
Pirineci etkinlevici proteine tamamen duyarsizdi. Ikinci
zirve disiik etkinleyici derigimlerinde duyvarsiz oldw¥u halde
etkinleyici deriﬁimi arttikca etkinlesme de artti. Pelli bir

derisimden sonra etkinlesmede Jisiis gdrildit (Sekil 13).
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Sekil 10. Sefadeks G-200'den elde edilen $p kesitinin
DEAE-seliiloz kromatografisi.(-e—e-), Protein;(-0——o-),
etkinlik. Kolon boyutlar: 0.9 X 30 c¢m. Uygulanan protein
miktarr 14 mg (2.55 mg/ml). Yikama tamponu 25 mM tris.

HCl, pE 7,5 1 mm MgCl,. Akais hizi 15 ml/seat.
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Tablo II

rosfodicsterazain faflasgstirilmasy.

- Etkinleyici - +Etkinleyici

Kesit Protein Protein

Bzglil Saflagtirmra | fhzolil caflastirma

Etkinlik Orani Btkinlik Orani
Homojenat 0.49 1 0.42 1
105.000Xg" .75 1.5 0.75 1.5
sefaceks® §; 0.80 1.6 - . -
G-200 S, 1.7 3.5 5.9 12
DEAE-geliiloz® 7.5 15 17 35
Yikantisa

PDE etkinlizinin % €3'{ ¢Szliniir kesitte bulundu.

Sefadeks elemesinde verim % 80-100C

€ pEAE-Selillozda verim % 50-=76



Sckil 11. Sefadeks G-200 S, ve S, kesitlerinin etkinleyici

proteine duyarlilidi. (a) E£;, (b) Sjp. BEtkinlik AODggp-

Protein tayin metodu Lowry.

basyon karisaimi)

{ PDE

1 mo protein/ml inkii-
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1 _ i ] _ t 1
o 2 4 [Etkinleyici protein] /[cNPDE] 10
Sekil : 11
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Sekil 12, DEAE-seliiloz {pH 6,2) sonrasi PDE etkinlixinin

. - . . 30°
etkinleyici proteine duyarlailigi. EBEtkinlik A ODggp -

( PDE 50 pg protein/ml inkitbasyon karisimi)
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0300 -

0.200

Etkinlik

Q100 -

' 1
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
[Etkinleyicl protein] / [c NPDE]

Sekil 112
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Sekil 13. DERE-seliiloz (pH 7,5) sonrasi Dy ve Dy kesitle-

rinin etkinleyici proteine duyarllllﬁlneﬁ———#.% Dl;({h———<$

Dy. Etkinlegtirme orani=

Btkinlik -
EP
=X
E:N P L"-E_
Etkinlik _ .
EP =0 { PDE 49 Pg protein/ml inkiibasyon
FﬂPﬁ@ karisiml)
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Etkinlestirme
Orani

1.9

or

[Etkinleyici protei] /[cNPDE]

Sekil : 13

10

12
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ISININ POSFODIESTEPRZ preinnist (ZERINE prrist

perigik sicakliklarda 105.000 X g askiiltist 1sitildi-
ginda zamana barli detisik etkinlik bozunum Hzellikleri
gbriiléd (Sekil 14) . Enzim 37..40°C"de hir sast etkinlizinin
tamarini koruduzu halde, si1caklik arttikca enzim bozunum
hizi da artta. Ptkinli®in 60°c'deki Alislis hizinin iki
birlesenli birinci derece kinetigine uydurm gdrilell
(sekil 15). Pirinci kirlesenin 151 hozunun yari-Hmrid 2,5
dakika, ikincininki ise 20 dakika idi. Dokilthd Centriflo
filtreleri ile deristirildirinde her iki hirlesenin de
yari-8rril kisalip, hirinei kirlesen igin 0,9 dekika,

ikinci birlesen icin ise 7 dakika cléu (sekil 16).

cefadeks G-200 sonrasi etkinlik zirvelerinin isiya
dayanikliliklara oldukca farkli idi. Birineci zirvenin
1s1ya dayanikliliza dorrudan &lgiildifinde 105.009 X ¢
askiltiisline benzer bhozunum Bzellikleri etirildi. Bozunur,
iki birlesenli birinci derece kinetiztine vydu Birinci
hirlesenin bozunum yari-dmrl 6,7 dakika, ikinci hirlesenine
i ise 8 dakika bulundu (Sekil 17). Ikinci sefadeks G-200
zirvesi de‘bifazik ririnci derece kinetiri gssterdi. Ikinci
zirvenin cabuk bozunan pirleseni, 105.000 %X g dbkiiltist ve
birinci zirvenin kirinci nirlesenlerininkine yakin bir
yari-tmirle (0,° dzkika) bozundu. jkinei birlesen ise
1s1ya daha dayanikll idi ve 14 dakikalik bir yaryi=-8miirle

pbozunduwsu gorildd (Sekil 18).
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Sekil 14. cdzliniir kesitte (105.000 X g dekiiltisii) PDE

etkinlizinin deyisik sicakliklarda zamana barli bozunumu.

Dy Etkinlik.



-42-

3 o, 37°C
S+ - ~—@ ¥ Il'ouc
8 & +
7 Ty 45°C
.6' A A A
+
b .
5§ \*° - —50°C
44 4
@
.3' @ A
2 )
® A
~A56°C
> 1n -
<
3
<
054 -
S\ 60°C
015—.—*;——#——-—5_-* vk e
10 20 30 40 50 60

ISITMA SURESI (Dakika)
Sekil:14



N Y

Sekil 15. Cdziintir kesitteki PDE'1n 60°C de verdiwi

hozunum etrisinin birinci dereceli birlesenleri.
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Sekil 1l¢. Centriflo ile derxigtirilmis 105.000 X ¢
dskiltistiniin 60°C de verdiyi PDE 1si-bozunum efrisi ve

birinci dereceli birlesenleri.



45 m

10
b
(-]
o
Etkinlik-
b
0 ] I '. 1
0 10 20 (dakika)

Sekil : 16
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$ekil 17. cefadeks G-200 S, kesitinin 60°C de verdigi isa-
bozunum efrisi ve birineci dereceli birlesenleri. (a) S8y,

(b) 1/3 §5.
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Etkinlik
A
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lstma siiresidak)10
Sekil :17

30
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Sekil 18. 17 gibi; S,y yerine S,.
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Etkintik

)| J ' 1 - 1
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Sekil : 18
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Sefadeks G-200 sonrasi zirvelerinin isi-bozunur kine-
tiklerinin ayni zamanda

-2 (BEtkinlik) 2
=z k' (Etkinlik)

a (Zaman)

cinsinden ikinci dereceden bir olaya da uyduru gdriildi,

1 aakika~t,

Hiz sabitleri (kf) birinci zirve igin 2,3 0D
ikinei zirve icin 1,1 op™} dakika™l idi (Sekil 19). Zirve-
lerdeki protein lic kez seyreltiyinde sabitler sira ile

6,94 ve 2,75% ylikkseldi ($ekil 20).

KINETIX CALISMALARI

Sefadeks G-200 yikantisi zirve I, II (S, Sp) ve
DEAE-seliiloz (pH 6,2) tuz yikantisi zirve I, II (Dy, Dp)
ile yapilan kinetik c¢alismalarin sonucglari Tablo IIl'de
gdriilmektedir. Her iic tepkiyen (cAMP, cGMP ve cUMP) icin

d8rt zirve de monofazik sonuglar verdi.

Tablo III‘ten gdriiletnd gibi 84 zirvesinin en iyi
cUMP'yi daha sonra siravla clMP ve cGMP'yi bazladiii
halde en iyi cGMP'yi yarisi kacdar bir hazla cAMP'yi ve 7
kez Aiisiik bir hizla da cUMP’yi pargaladi®i bulundu |

(sekil 21).

S, zirvesi ise cGMP'yi chMP'den 4 kez daha fazla baf-
ladiga halde cAMP'vi cGMP'cden 1,3 kez deha hizli yaktai¥
gdriildi. Gozlenebildiri kadari ile &, zirvesi cUMP’yi ne

batwladr, ne de pargaladil (Sckil 22).
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gekil 19. Sefadeks G-200 S, kesitinin €0°C de verdigi isi-

bozunum kinetiginin ikinci dereceden analizi. (e——e}

S1i(o—o) S2-
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Tablo III

Dejisik Fosfodiesteraz Kesitlerinin Kinetik Parametreleri.

Sefadeks G-200 sonrasi DEAE-seliiloz sonrasi

Tepkiyen S1 S2 Dy Do

Km (M) Vo Kpm (M) Vm Ky (M) Vm  Kp (OO Vg

=5 - -4 ~4 -3
CAMP 4,9%¥10 2,7 2,5x10 3,1 2,1X10 0.54 9,8X10 0.75

-5 -5 -5 -5
cGMP  9,6X10 4,8 6,1X10 2,3 3.0X10 0.23 2,6X10 0.16

-4 -4
2,9%10 0.096 2,8X10 0.047
-5
cUMP  3,5%X1C 0.35 - -

-6 -5
2,8%¥10 0,020 1.0X10 0.0053




Sekil 21. Sefadeks G-200 Sy kesitinin kinetik tzellikleri.

{(a}) cUMP ile elde edilen Lipeweaver-Burk c¢izgisi. (b} cAMP

(—o——0-) ve cGMP (-A—-~n) ile elde edilen L-B gizgileri.
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sekil 22. Sefadeks G-200 S kesitinin kinetik ®zellikleri.
(o—-o0-), chMP ile elde edilen Lineweaver-Purk ¢izgisi;

(e—e-), cGMP ile elde edilen L-B cizgisi.
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DEABE-seliiloz yikantisi Dy ve D zirveleri chMP ve
cGMP 'yi monofazik, cUMP'yi ise bifazik bir davranigla par-
galadi. Dy zirvesi cCGMP'vi cAMP'den 8 kez daha iyi bagladi-
%1 halde cAMP'yi cGMP'den 2,34 kez daha ivi vaiktiri gbriil-
aid (Sekil 23). Dy zirvesinin cUMP igin iki farkli Ky
degeri icerdiri ve birinin diXerinden 100 kez dzha fazla
oldusu gdzlendi. cUMP'yi 100 kez daha iyi ba%layan etkin

bdlge cUMP'yi 5 kez daha diistik bir hizla yikabiliyordu.

D, zirveside Dy gibi cGMP'yi CEMP 'den daha iyi
bagliyor fakat cAMP'yi daha ylksek bir hizla (4,6 kez)
yikiyordu (Sekil 24). Dy de Dy gibi cUMP icin iki ayri
Kp degeri igeriyordu. Bunlardan birisi ditterinden 3 kez
daha yiitksekti. Baglama yeteneti 3 kez daha disik olan étkin

bdlge ise cUMP'yi 9 kez daha iyi kairmektaydi.

Ky ve Vp deerleri "least squares™ ydntemi kullanila-

rzk hesaplanda.
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Sekil 23. DEAE-seliiloz (pH 6,2) D kesitinin kinetik &zel-
likleri. (-A~———4), CUMP i —e——e) cAMP ve(-o——03, cGMP ile

elde edilen L-B g¢izgileri.
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Sekil 24. DEAE-seliiloz D2 kesitinin kinetik &zellikleri.
(a) cUMP'nin L-B e&risi. (b) cPMP (—o——o0} ve cGMP

(—#——e~) nin L-B g¢izgileri.
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Tartlgma

Derisik Dokularda yapilan calismalardan siklik nitk-
leoctid fosfodiesterazin birden fazla sekli olduffu anlasil-
maktadirf®. Rakuichi ve arkadaglari sigan beyni c¢tzuniir
resitinden Sefaroz 6-B elemesiyle cAMP'ye gekicilikleri
farkli iki ayri etkin protein elde ettiler”l, Rosen,
kurbaga alyuvari ¢dziinfir kesitini sefadeks G-220°den
gecirdi; birincisi 200.000, ikincisi 100.000 molekiil
airlidinda ve ikincisi cAMPiye oldukca #zgiil olan iki
cesit cNPDE buldu??, Goren ve arkadaslari sifir kalbinden,
genc sefadeks G-200 elemesiyle, biri 400.000, ikincisi
260.000 molekiil arirliranda iki etkin protein aylrdllarﬁsu
Ancak burada yiiksek molekiil af¥irlikli proteinin amenyum
siilfat kesitlemesine bazli yapay bir POE tirli oldu®u

savlandi.

Calisma ortamimiz olan siX¥ir beyni horteksi ¢bziinir
kesiti (105.000 X o ddkdltfisii) de, dorrudan dogruya sefa-
deks (-200'e uyoulandizinda, biri 250.000 (87) direri ise
165.060 (Sz) molekiil asirlirinda iki etkinlik zirvesi
verdi (Sckil 8). C&ziiniir kesitte iki ayri PDE oldugu,
molekiil arzirliyi farklarinain yananda, farkl: 1s1-hozunum
szellikleri (Sekil 17, 18), etkinleyici proteine olen
davranislar (Sekil 11) ve cAMP'ye olan &Szgiillikler
(Tablo III)ile dc kanitlanda. Etkinlik zirvelerinin
birbirlerinden tiremediklerini kesinlikle sdylermek olasi
deyilse de, aralarinda dinamik kir denge olmadiZi, Sl“in

tekrar ayni kolcna uygulanditinda ilk kezki vikama
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hacninde ¢ikmasi ile, gdsterildi (sekil 9).

Céziindir kesit amonyum siilfatlanip, céken etkinlik
tekrar c¢tzlildiikten sonra (diyalizat) sefadeks G-200'e
uygulandiginda 390.0C0 molekiil axirlixinda tek zirve elde
edildi (Sekil @). Bu molekiil afmirlida degerinin ¢dziiniir
kesit dogrudan dogruya sefadeks G-200'e uygulandi®inda
elde edilen iki zirvenin molekiil arirliklarinin toplamina
yvakin olrmasi, bir agregasyon olayiny akla getirmektedir.
Bu veri, sijair kalbinden clde edilen 400.000 molekil
agirlikli proteinin yapay cldufu savini cesteklemektedir.
S1gir beyin ve kalb ¢dzlniir kesitlerinde yapilan galisma-
lar arasinda ®nemli bir fark, beyinde gbriilen 165.000
molekiil azrlikli etkin proteinin kalbde bulunamamig

olmasidir.

Cozinlr kesit (105.00C X g askiltiisii) ile yapilen
1si1-bozunum deneyleri, bu kesitte isaya dayanikliliklar:
farkli iki etkinlik cldufunu adsterdi (Sekil 15). Ayrica
centriflc ile deristirilmis édkilltiide etkinliklerin 60°C
deki yari-Smirlerinin, deristirilmemis ctkiiltiidekine
kiyasla, kisalmis oldufu gbriilad (Sekil 16). Bu bulgu,
enzimin ¢fzeltide bulunan ve enzimle stoikiyometrik ilin-
tisi bulunan etkinleyici proteinin Centrifle islemi sira-
sinda kaybedilerek 1siya dayanikla enzim-etkinleyici
protein karmasik hilesi®inin bozulmug clmasi seklinde

yorumlanabilir.

Etkinlevici proteinin koruyucu etkisi sefadeks G-200

sonrasl S3 ve ) sirvelerinde de gbrildi; etkinleyied
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proteine karsi daha doygun olan 8,5'nin 1siya 8; zirvesinden
daha dayanikli oldugu bulunduiiu givi (Sekil 1lla,b; 17a,18a),
bu zirvelerin seyreltilmesi de enzim-etkinleyici protein

= enzim 4+ etkinleyici protein dengesini bozan bir etken
olacak, etkinlisin i1siya dayanikliliyini azaltti (Sekil 17,
18). Bu genel bulgunun disinda Sy ve S,y'nin 1s1-bozunum
kinetiklerinin oldukga kompleks oldugu gériildii. $dyle ki,
105.000 X g dokiiltlisli ile elde edilen bifazik 1s1i beczunumu
iki etkinliZin varli@i seklinde yorumlanmis ve bu iki
etkinligin sefadeks filtrelemesindeki 8y ve Sy zirvelerini
olusturdugu diisiinfilmiistii. Bu varsayimla S; ve Sy'nin 1s1
bozunumlarinin birinci dereceden claylar olmasi beklenir-
ken, veriler aksini gdsterdi. Pozunum hizinin etkin
proteinin derisimine ikinci dereceden ba%imli ve bozunum
hi1z sabitinin de baslangic etkin protein derisimiyle ters
orantili oldugu gdriildii (Sekil 19, 20). Ozetle, Sl ve Sy

nin isi-bozunum kinetikleri

-3 (Btkinlik) x (Etkinlik)?

i

4 {(Zaman) (Etkinlik)O
seklindeydi., Bunun yaninda S, ve S§2'nin seyreltilmesinin
(Etkinlik) , degerinde beklencn dislisli vermedidi, enzimin

dzglil etkinliyinin arttai®i bulundu.

fablo III'ten gdritldigit gibi sefadeks G-200'den g¢ikan
birinci etkin zirve cGMP'yi cAMP'den 2, cUMP'den ise 7 kez
daha hizli yikmektadir. lkinci zirve ise cAMP'yi cGMf“den
1,3 kez daha hizli yikmakta, cUMP lizerinde etkisiz kalmakta-
dir. Bu scnuclar Kakuichi ve arkadaslari ile Resen®in bulgu-

laraina paraleldir29€51,_
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$i¢an beyni ¢éziinlir kesiti sefarcz 62'den gecirildizinde
elde edilen birinci zirve cAMP ile cGMP'yi ayni hazla
vikip, cUMP icin cok diistik etkinlik gbsterdizi halde
ikinci zirvenin cGMP ve cUMP'yi cAMP'nin yvarisi kadar bir
hizla yiktigy gdsterilmisti®l. Rosen ise sefadeks G-200
den ikinci zirvenin cAMP igin cldukga &zgiil oldusunu bul-
du2?. siZir beyni korteksi ¢oziinlr kesitinde de hirincisi
(§1) cGMP'ye ikincisi (S)) chMP'ye daha Bzgtil iki tiir
CNPDE oldugu gdriildii. Ancak Sy kesitiyle yapilan kinetik
¢calispalar bu kesitle sigir kalbinden elde edilen benzer
molekiil agairlikli etkin protein arasinda farklar oldusunu
gbstermektedir. Her iki enzimle ccMP icin elde edilen

Km de¥erleri benzer olduu halde, kalb enzimiyle cAMP
igin iki Ky deweri (2,9 x 107%, 1,3 x 105 M) bulundu ve
bu, tepkiyen dayanismasi (substrate cooperativity)'olarak
yorumlandi®5, Buna karsalak S; cAMP igin de tek K, dederi
(4,9 X 1075 M) verdi.

Ileri saflastirma ¢dziiniir kesitin sefadeks G-200
elemesiyle elde edilen 8o zirvesiyle siirdiirtildii. DEAE-
seliiloza uygulanacak clan zirve Snce Centriflo veya
liyofilizatdr ile deristirildi. Centriflo ile deristirme-
de % 60%a varan etkinlik kayiplari g¢dzlendi, Kaybain,
enzimin filtreye kuvvetle adzorbe olmasindan dorduru,
filtre-alty etkinlik ve filtre-alti ve -lUstd protein
derisimleri &lglilerek, saptandi. Liyeofilizasyon icin
kullandifimiz vakum pompasi-desikatdr sisteminde de
etkinlik kaybini & 30-40'in altina digiiremedik. DEAE-
sellilcz (pH 7,5) krcmatografisi S, etkinligini iki ayra

zirveye ayird:i (Dj ve Dj). Bu zirvelerin etkinleyici
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prcteine olan davranlsiarl aragtirildifainda Dy'in etkinle-
yici proteine duyarsaz, Dy nin ise duyarli cldufu ve
etkinleyici derisimi arttik¢a etkinlesmenin de arttiza,
ancak belli kir derisimden sonra etkinlesmenin geriledisi
scnuglar b&liminde sunulmustu (Sekil 13). Dy ve Dz'nin
etkinleyici prcteine olan farkl: devranislari ilk bakista
bu iki etkinligin ayni enzimin etkinleviciye doygqun ve
doygun almayan sekilleri olduttu izlenimini vermektedir.

Oysa Dp'nin ylksek etkinleyici derisimlerinde inhibe olma-
s1 Dy ile Dy arasinda daha kékld farklar cldufunu gdster-
mektedir; etkinleyiciye doygun cldufu varsayilan Dj kesi-
tinde de inhibisyon gBzlenmesi gerckirdi. DEAE-selfiloz ke~
sitleri ile yapilan kinetik calismalar, D1'in Dp'ye abre
etkinleyici proteine olan duyarliliZan yaninda tepkiyen
6zglilliyli bakimindan da farkli oldufunu gésterdi (Table III).
Ancak kesitlerin saf colmamasi, farklarin yapisal nedenlerine

inilmesini dnledi.
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