283816

Hacettepe Universitesi
Tip Fakiiltesi
Biyokimya Bolimii

SIGIR BEYNINDEN HYDROXYINDOLE - G+«METHYIL. TRANSFERASE ENZIMININ
SAFLASTIRILMASI VE KINETIK OZELLIKLERI

Dr. Alpasian M. Karabhasanoflu

Doktora Tezi

1970



Hacettepe Universitesi
Tip Fakiiltesi

Biyokimya BO1lumi

SIGIR BEYNINDEN HYDROXYINDOLE-O-METHYT, TRANSFERASE ENZIMININ

SAFLASTIRIIMASI VE KINETIK OZELLIXKLERT

Dr.Alpaglan M, Kerahasanoglu

Dbktora.Tezi
1970



i . RS c . e,
. ST D Y P

IQINDEKILER

OZET

GIRIS . | 1

MATERYEL VE METODIAR 10

SONUCLAR | 24
Enzimin Saflagtirilmasi | 24
Enzimin Katalitik Ozellikleri 42

TARTISMA - 53

REFERANSTAR . oa



GIRIg

Biolojik kontrol wekanizmelarinin en mihimlerinden biri-

nin 1grk ya da aydinlik~karaniik ritwinin oildugu g¢ok eskiden
beri tihmin edilmig, ancak asrimizin 141n01 yarisinda ghsteéri-
lebilmigtir. Igik stimulusu iki tarzds a¢p11an1r. Birineisi 24
saatllx devrede gece-gundiiz farkindan, diferi ise 1 yillak hir
devre iginde gece-gindiiz uzuilugu oraninin belli bir hizls de-
Eilgmesinden higsedilir. 24 saatlik devrenin uzun sgeneler boyun-~
ca etrailica incelenmesi sonuuda bazi adrenal (Halberg 1959) ve
hipofizer hormonlaran (Bakke ve Lawrence 1965;, wviicut 1sisinin
(Halverg 1954), memeli hucrelerisin sentetik faaliyetlerinin
(Jardetsky 1956) diurnal ritm gdsterdikleri teshit edilmistir.
Yillak ritm ise geyik gibl bagzi vahgl hayvaulerds gizienen sa-
‘nede bir gonadal maturasyonﬂve‘bunu takidven atrofi ile tarif
edilir. Butun bu bioclojik ritwler normal olarak gevredeki igiga
senkronize olarals gallglr.‘Mesela norugl gece-giindiiz ritminde

bulunan fareler karanlik bagladiktan 4 6 saat sonrs Sstrus'a



girerler. EZer isikli peried 12 saat ileriye alinirsa bir hafta
ig¢inde Ostrus saati de 12 szat ileri kayar. Sos yillarda bahse-
dilen butim bu ritmik aktivitenin pineal bezin kontrolunda ol-
dufu anlagilmigtir. Pinealin bu gorevi saldigi hornon mahiyetin-
dekil indol turev1 yepisi gosferen bir bilesgik yani melatoninle,
gergeklegtirdigi anlagilmistir. Boylece memell¢erde ritmik degiw

§iklikler hormonal yonden degerlendirilmeye baglanmigtir.

Ritmik defisiklikleri algilayamayan hayvenlarda (Zeitgeber.

sistemin tahrivi, karanlikte kalma v.s.) bu diurnal deg1$meler
devam ederse de period 24 sazte ayaril kalmaz. Bu durumdaki sike
luslara “"Serbest Seyreden" sikius denir ve 22-26 saat arasinds
periodlar deﬁiéir. bndejen olan 24 saatlik ritm gbsteren ve al-
grlanma bozulunca "Serbest Seyreden" sikluslara s;rkadlen ritm-
ler denir.

Corpus pinealenin isikla ilgisinin ilk ispatis fosil tet-
kikleriyle baglamigtir. Filojenide ilk kademelerdeki bazi balik
fosillerinin parieto-frontal kemiklerinde bulunan_foramenlerden
anlagildifina zore bu canlilarda bir uguneci gbz meveuttul
(Bdinger 1956). Bu gbziln kalintisi bagzi amfibilerde halen de
- meveuttur. Igik stimulistinu ve onda meydana gelen degigiklikleri
alzgyrlayan’ stlrnorﬁan Veya parietal goz diye anilan ve epifize
bagli .olan bu agman. evoliisyon sirasinda kafatasinda once daha
ige dogru gbg ettifi sonra ds pinealle yekviecut oldugu diigiini-
1ur. Bu gbcli ispat eden bﬁlgu diigik evolusyon formlarinda (am-
fibi v.s.) pineal ke51tler1nde tasanen klasik retina yapisinin
goriilmis olmasadir (Oksche 1965, Van de Kamer 1965). Bugiinkii
gbrugler bu retinal yapinin zemanls yerlnl,endokrln faaliyet

Ozelligl gbstersn hiicrelere biraktigi ve igik algilanmasi Z0re-



vinin difer gbzlere bairakildaiy dugincesindedir, zira pariefalm
den igeri muhsceret sirasinda yapi birkeg subkomissural organ |
ile bazintl gosteren meural fibriller haricinde SS8 ile sinire
sel munasebetinl tawauen kaybeder; buna mukabil sadece zengin
damar aglari ile beraber seyreden sempatik sinirler ile innarve
olur (Kappers 1965, Iraldi 1965). Bdylece evoliisyon skalaginda
yavag yaveg ilerieyen bu Gzel orgenin bugiinki bilgilerimize gb~
re pineal beg olduZu anlagilmaktadir. Anatomik ve embriyolojik
'aragﬁlricllar pineal bezin ¢ift karaxterli olduguna igaret ate

mekte ve bu karmkterleri su gekilde aglklamaktadirlar.

a- Pineal dusunilduzi gibi orta hat uzerinde bek organ
degildir. Bmbrionik anterior neural plakta bilateral olarak iki
tohum meveuttur ve bunlar sonradan birlegirler. Ilging uokss |
bu bilateral embrionik organin bir tanesi ¢ikartilinea digZeri-

nin tan bir pineal teskil etmek iizere geligmesidir.

b- Geligmiy pineal, evolusvonda diiguk soguk kanla hayvan-
iarda oldugu gibi frontal organa veya onun kalintising bagly
elarak igik algllamasl yaar,

1955 yillarindan sonra pinealin 1s1Za bajli biolojik
ritmleri nasili Kontrol ettigi ara tirilmaya baglanmig ve sirka-
dien ritmi dogurdugu ispat edilmistir (Wurtuan 1968, Wurinen
1968 a, Axelrod 1968 ve Quay 1968). Daha 1941 yilinda bile
(Fiske 1941) pineal bez agirliginin heyvanlarin isikda veya Koe
ranlikta tutulmalara ile defistifine isaret edilmigti. Ilk bul-
gu karanlikta pineal afirliginin arttigi, aydinlikta azaldagy
geklindeydi. Son yillarda Wurtman ve Axelrod bezin a2irliéngn
esas olarak melatonin mukitevasing bagll olarak defigtifini lgpas
etmiglerdir (Wurtman 1968 a, Wurtman 1968). Daha sonra Hoore



1967'de hezin normon sentez;uln retinadan kalkan ve prlmer op-~
tik traktis ile beruber seyreden fakat farkli sinaps yapan ak~
gesuar optik sinirler vasitasiyla tembih edildigini ndroanato=-
mik olarak gbstermigtir. Aksesuar 0:31k trakta ait fibriiler
Bochenek nivesinde sinaps yaptiktai sonra superior servikal
gangliona erigmekiedirler. Moore bu bulgularini ispat etmek igin
enikleasyon, ¢esitli noktalarda optik trakt kesimi ve serV1kal
ganglionektomi ile 151k stimulusu yoluir géstermigtip. . Igigs
baZly pek gok ritmleri kontrol sdan Pineal bezin kendisinde hel-
ki de en mikim olarak kabul edilmesi gereken biolojik sikliigler-
den bazilari meveuttur. Bezin serotonin melatonin, Ve norgdrew
nalin mihtevasa bir diurnal ritm gostermektedlr. Buna illvse cla-
rak serotounin sentezinin ans enzimlerinden trlptofan hidroxgi-
laz'in 1gik ile aktive oldugu burada be11rtllmelldlr Pingal
biokimyasal aktivitenin sirkadien olugu ilk defa 1959 da Reth
tarafindan g¥sterildi (Roth 1959). Muellif pineal dokususun 26+
celeri P3 yi daha fazla enkorypore ettifini misahade ettil., Yue
karida bahsedilen melatonin, serotonin ve moradrenalin siklug-~
lari daha sonra gbsterildi.

Pineal bez gece 12'de en fazlia miktards melatonin ihtiva
ederken 24 saatte en disuk serotcnln seviyesini de beraber g0g~
ferir. Glndiz 12'de azami ScTOtOﬂll ihtiva eden bez bu sirada
melatonin ritminin en duyuk noktalarandan birindedir. Bu bylzu~
lar aragtlrlcllarda serotonin rltmluln ig1ga dane az duyarla
oldugu fikrini uyandirinca serotonin ritalsin 13142 direkt ile
gisi aragtirildi. Deney heyvanlariain bir hafta devamly karag-

"~ likta veya avdinlikta kalmalgrlnln Serctonin ritmini bozmad &y

hatta pineal serotonin kcnéaﬁtrasyonunu bile pek deéigtirmedié}



anlagildi. O halde serotoainin diurnal »itrmenin biockimyasal me-

kanizmasiy ne olabilir?

1~ Gund@zun triptofan hidroksilazin 1gikla aktivasyonu
neticesinde daha g¢ok S hidroksi triptofan ve daha ¢ok serotonin
sentez edilebilecefl bir ihtimaldir.
2~ Serotonin keranlikta pineal dokusunda sentetilk faali-
yette kullanildifiz, aydainiikta ise serbest hale Zeglp bezin di-
gina gakdag:r dijer bir intimaldir.
3~ Karanlikta MAO aktivitesi yiksek olzbilir ve seroto-
nini yikabilir,
Yapilan deneylerde (Sayder ve Axelrod 1965) triptofan hidroksi-
lazdaki 1giZa bagly akttivasyona karyilil aromatik L-Aminoe agit
‘dekarboksilaz®in ve MAO sktiviteleri.in igikla 1lgili olmadik—
lari géruldu. Ikinci ihtimalin, yani serotoninin karanlikts sen-
tetik faaliyette kullanilmasi gok buylk bir ihtimalle dzellikle
melatonin yapimi ile naralcl gildeceZinden gimdilik doZru olarak
kabul edilmelidir. |
Melatonin veya H-Asetil 5 Methoxytriptamin®in bir horMOn
olduguna isaret eden ek gok bulgu #ardlr:
a- Melatonin sadece pineal bezde sentez edilir {Axelrod
1961). Vicutta diger hig¢bir organda sensetik akti?ite
gosterilememigtir. _
b- Melatouin pinealden dolagaiua sallnlf (Axelrod 1961).
¢~ Difer orgaunlar dolagimdan konsantrasyon farkina ragmen
melatonini alip konsautre edebilirler (Axelrod 1961,
furtmen 1964).
d- Radyoaktif meliatonin verilerek yanilan g¢alismalarda

hormonu fazla konsantrs eden bazi organlarin melato.



ninin target organi oldufu goésteriimigtir (Over, ir&ga
sempatik zinclir, periferik sinir, testis, Viroid, adw
renal, bobrek uterus) (Wurtman 1968).

Siganlara subkltan ﬁeya intraperitoneal verilen Bl
rogran miktarindaki melatonin over agirligini aszaltyr
(Wurtnan 1963), 6strusa mani olur, tiroid bucreésingn
buyunu kugultur I 131 alimini azaltir, yeni dogan faq
rede vajen agllmq51n1 geciktirir, Preoptik bélgeye |
melatonin (15-30 mikrogram) tatbik edilip BEG gekilin
ce elektrik akiivitede azalma tespit edilir ve hayvane
lar uyur. Barchas melatoniuin hexobarbitalin uyutugu
tesirini % 50 arttirdigini belirtmistir (Barchag 31967),
Duguk vertebralilarda da melanoforlarin kontraksiyoniw
na sebep olarak deriyi beyazlagtirir (Bagnara J.7%.
1960). |

Melatonin karacifer tarafindan mikrozomal bir enziﬁlg
6 mahallinden hidroksillenir, sonra stiifat veys, glu.
kuronat tiirevi olarak itrah edilir. (Axelrod 1961)

Melatonin sehtezinin serotoninden bvasgladigiy diigiiniile

mig ve Wurtman tarafindan Sema I teklif edilmistir.
Bu gemada girildufi gibi hormonun sentezi igin serofge
ninin gnce N-asetillenuwesi soura 5-mahallindeki hide
roksilinden metoksi tilrevi haline gecmesi gerekmekbe~
dir. Bu olaylar bir asetilleyen bir de metoksi tegkil
ettirebilen iki enzimi gerektirir. WMelatoninin sanitee
zinde N-asetilleyen enzimin haz kisitlayrca olmad3ka,
aktiviteain difer ilgili enzim aktivitelerine gire
¢ok yuksek olusundan tabmin edilmektedir. Bune kargie
lak sentezin fizyolojik regiilatorit son kademe engimi
olan RIOMT'dur. (Wurtman 1968 a)
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Bu metabolik yolun regilasyonu hakkinda fizyolojik delil-

ler biokimyasal seviyeden Pek az ineelenmighir. Fakat HIOMT ene

zimi hakkinda elimizde bulunan ilging ozlemler sunlardir:

a-~ Moore (1967), bezdeki fizyolojik faaliyet ve melaton

nin sirkadyen ritminin paralelizm glsterdigini ispafa
layan ve neuroanatosik seviyede bu olaylary retinaya
baglayan g¢aligmasinda HIONT enziminin sirkadyen pig-
minin  melatonin ve bu hormorun sebep oldugu ritmik

hadiselerle eléle gittiZini bulmugtur. $éyle ki HIOMT

aktivitesi gece yarisi maksimale erigip miteakiben Sae

baha kadar dlgmekte, aksam saat 6'dan itibaren tekray
artmakta, yani igikia azalip karanlikta coZalmaktadir.
Devamli igikta tutulan hayvanlar normalin 1/4-1/5'%
kadar melétonin yapabilecék HIOMT aktivitesi-gﬁsterir-
ken devaml: karanlikta birakilan hayvanlar normal igik

alan gruptan daha fazla melatonin sentez etmemigtir.

‘Bu nokta siibstrat inhibisyonuna igaret edebilir; yand

melatonin kritik bir konsantrasyondan sonra BIONT'y
inhibe etmektedir.

Weiss bu defigikliklerin enzimin nelatonin tarafindan
irin lnhlblsyonuna bagli oldugunu ileri siirniig ve enw
21m1n belki de bezdeki 3'~5' ANP'min Pinealdeki sipre
kadyen ritmi ile fonx51yonunun yaxzindan ilgili oldu@ue
nu 1ler1 stirmigtir. Ayni zanenda bezin igik ile yeni
enzim molektlleri sentez ettigi iddia edilmigtir (Weigs
1968 Wurtman 1968 s, Axelrod 1968).

Axelrod ve velssbach enzimi pinealden 20 defa saflag.

T1rmig ve en 1y1 sibstratinin NAS oldurunu, faaliyeti



igin SAM'in mutlaka mevcut olmasinin' gerektiZini, afar
meteller tarafindan inhibe edildiZini klasik katekol~Ow
‘metil transferazdan farkli olarak bir metal icnuna ih-

_ tiyag gaafermedigini ileri strmigtir.

Biitiin bu bulgular HIOMT aktivitesinin biokimyasal olarak -

daba iyi ineelenmesi zorunlulugunu ortaya koymaktadir. Bu gaye =
ile memeli sirkadyen rituinin daha iyi anlesilmasi igin sagir
corpus pinealgsinden HIOMT enziminin saflagtirilmasy igin bir
metod kurulmus ve enzim en sz 4300 defa saflagtirilip biokimye-
sal ve fizikokimyasa; bazy bzellikleri tespit edilmigtir. $oyle
ki, enzim allosterik bir protein olup bazi Krebs siklusﬁ ara
irinleri tarafindasn kuvvetle aktive edilmektedir. Gbzlenen muh-
telif polimerizasyon derecelerine igaret eden fizyolojik bir
vyapida bulunmakta ve allosterik davranigi igin bu gozlem bir
fizikok.inyasal dayanak teskil etnektedir, Krebs siklusu ara iw-
rinleri tarafindan aktivasyonu da HIOMT sirkedyen ritmi igin
bickimyasal yeni bir goriug ortaye atwaktadar,
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MATERYEL VE METOD

Pineal Bezin Flde Ediligi :

S1Z1r pineal bezleri saflagtirma materyeli olarak kulla-
nilmigdir. Bu gaye ile ginlik olarak taze kesilmig s1Zir beyin-
lerinden bhez toplanmig ve buz iginde lﬁboratﬁara gefirihmistir.
Moore (1467-1968) sigan bezindeki akfivitenin bez likit agzot
iginde hemen dondurulmazss siuratle azaldlglnl gastenmigﬁif, An-
cak yapilan kontrol tecribeleri 48 saate kadar enzimin ortamda
sitrat olmak garti ile bezden gekilip aktive edilebileceZini
gostermigdir. Bu sebeple giinluk kesilip sopukde saklanmis beyin-
lerden bezler alinmagdir. '

Kimvasal Maddeler :

Bitun qaligmada sonsuz rezistans veren tamamen iyonsuz
Y~ x
su bilegikleri ¢Gzmekde kullanilmigdir. SAM H3 ve SAN 0;4 Aners-
hem Ltd. Ingiltereden sofuk SAM Sigua Ltd. USA'dan temin edile

migtir. Spesifik aktivite SAMH3 igin 1,02 sc/1 mM, SaM 614 igin
*YX3isaltmalaer: SAM: S- Adenosyl methionine; NAS: N- acetyl sero-
tonin. OAA: Oxalacetate, 1iES: Morpholinoethane Sulfonie acid,
MOPS: Morpholinopropane sulfonic acid. OPD: o- phtaldialdehid;
BPA: Bovin plazma albumin.




1l

52 mc/i mh idi. SAM deneylerde 0,05 ml sto4 iginde Sulandlr1~
larak kullanllmlsdlr. (SAM 3 1/500 - Sal 1/25 - SAM 10 3M)
Kullanilan SAM'in biyolojik aktiflik orani gok kesif HIOMT kule
lanarak uzun bir enkibasyon sonunda melatonin olarak enkorpore
edilen radyoaktivitadeHIVe 259 5 um da adenin absorbansindan
~hesaplanmigdir. Bu deger % 70 den agagl degildir ve kinetik he-

saplarda substrat molaritesi ‘buna gdre duzeltilmigdir.

Kullanilan diger butin bilegikler asgari C.P, grade'da
se¢ilmigdir. Organik a31tler1n tazlarl Zenellikle potasyum tuzu

olarsk hazlrlanmlsdlr.

Stbstitie sellilozlar Peterson ve Sober metoduna gbre ha-
zarlanmisdir (Peterson 1962). Sefadex G-200 Pharmacia firmasinin
tarif ettifi gekilde hazirlemmigdir (Pharmacia bulteni). Brushit,
Cy alumina, ka131yum fosfat jeli klAsik volla nazlrlanmlgdlr
(001ow1ch 1957).

Density gradient santrifiigasyonu ig¢in kullanilan suerose

U.V. absorban malzemeden Worit ile muamele edilerek arlnmlédlr.

Radyoaktif saywm igin Bray solisyonu kullanilmigdir {1964Q).
Bkstraksiyonda kullanilan kloroformun dsba az sondirme yapan
bakiye birakmasi igin, solvent asgari bir defa distillenmigdir.
infrared analizi igin melatonin ha21rland1g1 zaman kullanilan
gsolventler (kloroform ve heptan) spectroscopic grade segllmlq-

dir.

Aletler ve Metodliar :

Radyoaktivite sayimlari g kaualli ve computer'a bhagly
Packard tricard 1iquid scintillasyon cihazainda yavilmisdir. Alet
ABS (automatic external standardizasyon) ile micehhez olup, nimu-

nedeki quenching (sondurme) mikdari ve extrapolasyonla dpm tes—
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- biti imk&ni verdifinden kinsitik deaeylerde substrat xonsantrag—
yonu hesaplamak iukan dahiline girmigdir. Biitin sayimlar en dii-
silk cpm veren niimune sayim% - 2,5 S.D. verecek sireden daha
ugun sure iginde ve ¢ift colarak yapilmigdir. Radyoaktivité ta-
yin kaplarl birden fazla defa kullanildiginda en ufak radyoaktif
kontaminanin kalmamasi igin mutad temizlik ardindan aseton igin-

de ¢alkalannigtir.

Kloroformun melatonine ekstraktif gliedt ve bu iglemdeki
sapma densndiginde saf melatonin kullanilmig ve birlegik kimya-
sal olarak fluorimetrik tayin edilmigdir. Bu gaye'ile Maickel
ve Miller'in o-phtaidialdeshid kullanan fluorimetrik‘metodu g
¢ilmigdir (Maickel 1966). Helatoninin verdigi katilma urintnin
emigyon ve ekstinksiyon dalga boylari Aminco-Bonan spektrofluo=-
rimetresinde tesbit edildikten soira nmetod autoanalyzer'a adap-
Ye edilmisdir. Ancak fluorimetrik metodun hassas oldugu hudut
radyoaktif deneye gdre yiz ile bin defa daha'du@ak oldugundan
SAM'in yuksgeir maliyeti gtz Onunde tutularak enzim tayininde
kullanllmamlédlr, ayrica OPD ile reaksiyon veren NAS.da % Q,2
oraninda kloroform fazina gekilmektedir. Substratin % 5~10°unun
kullanildigy ilk hiz 6l¢imll ig¢in bu biyluk bir mahzur tegkil gt~

migdir.

Infrared anslizi Perkin-Elmer modeli bir infrared spekt~

rdfotometreﬁe yapilmigdir.

Density gradient analizleri % 5-20 sikroz gradientiﬁde
yapild1 {Schachmann 1963). Beckmann L-2D snalitik ultrasantrfii-
iinde SW 39 tipi rotorls 39000 rpm'de + 4°C'de 25 saat santri-
] edildi; 0.15 ml'lik 30 fraksiyon teplandi. Mukayese proteile

ni olarak saflagtlfllmlg BPA kullanaldi. Bu gaye ile BPA, DEAB
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Selulozdan gecirildi ve ana fraksiyon olan ikinci protein zirve-
8l kullanildi; preparatin saflik dereccesi akrllamld jel elektro-
forezi ile ayrlca kontrol edildi. Sentrifilj tubunun dibi delin- -
mek sureti ile toplanan nimunelerin bir kismi Folin Ciocolteau

 metodu ile protein annlizi.e tabi tutuldu (Loﬁry 1951)° bir kise
m) da gekilde tarif edildizi gibi aktivite analizine tabl tutul-
du. Molekul agrrligy (M /M 42/3_ D /D formull Kullanllarak he-

saplanmigdir.

Akrilamid elektrororezi Davis ve Ornstein'e gére (Davis
1965) pH = 9,2'de trisglisin famponunda yapiluig; slektroforez

Bromofenol mavisi bandinin gégi ile takip edilmigdir.

"Thin layer" kromatografisi Kieselguhr kullanilarak ya—
Pilmigdar. Indol lekeleri OPD kullalllarau develope edllmlg
(Maickel 1966), ve W.V. ldmbasi ile gozlenmigdir.

Heticelerin deferlendirilmesinde mutad biyoistatistik

metodlar kullanilmigdar.

Protein tayini genall;kle Warburg netodu ile yapilmigdir
(Warburg 1941). Digiik protein konsantrasyonununda daha hassas
olan Folin~Ciccolteau metodu kulla.ilmisdir (Lowry-1951). Sonuge

lar Zeiss PMQ II spektrofotometresinde okunmugdur.

Inzim Aktivitesinin Taﬁini :

Axelrod tarafindan teklif edilen metod ilelyapllmlgdlr
(Axelrod 1961). Bu metod sentez edilen nelatoninin selektif
olarak kloroform fazina ekstre edilebilmesi esasina dayanir. Bu
gaye ile uygun bir tampon iginde P 8 fosfat 0,2 ml enzim soliis—
yonu tzerine 0,05 ml SAM B3 veys 014 3,3 x 10'6 M (spesifik ak-
tivitesi 1,02 wmc/l ), 0,05 ml 3 x 107> M NAS iléve edilir,



15— 30 3700 da inkiibe ediiir. Tepkine 1 ml 2 :1::'10"l M pH = 10

sorat il&ve edilerek durdurulur. 10 ml kloroform ildve edilir.
Meiatonin Vortex ile fazlar iyice emﬁlsifiye‘edilerek kKlorofor-
me gekilir. Santrifijle kloroform su fazi kesin‘olarak'ayflllr.
, Su fazi trompla emilir. Aktarilan kloroform fazi yeniden borat
tamponu ile yikanarak tenizlenir. Bu ameliye iki defa tekrarla-
nir. Alinan 6rijinal numunenin takriben verisi kadar bir numune
ugurularﬁk baklye izerine Brdy solusyonu ilave edilir ve sayage

da sayilir.
Bu metod su modifikasyonlara tabi tutulmusdur:

e- Buzim saflagfirua ameliyesi stiresince DEAE seliiloz ka=
‘demesine xadar eger ortamda bir aktivatoru versa dayaaikladar,
ve weseld gitrat icinde ﬁH 6-8 arasinda 37°¢ da 1,5-2 saat 1si-
tiiirsa tamamen aktive edilir, aksi takdirde aktivite diigiilk teme
bit edilir. Bu sebepden DEAE seliiloz kademesine 3adar saflagtir~
ma esgnasinda aktivité tesbit edilscek nlinune 1,5 saat 3700 da,
pH 6-8 arasinda 5 - 10 x 10_3 M potasyun sitrat iginde preaktiw

ve edilmig sonra tayin yapilmisdir.

b- NAS 3 x 10_3 I yerine geneilikle tatmink8r sonug ve-

ren 4 x 10*4 N solisyonu hazirlacarak kuilanilmigdar.

¢~ DEAB kedeunesinden sonraki saflagfirms nimunelerinde
ve saf enzim ile caligirldigys zaman vreinkilbasyon yap;lménmg,or—
tana 1 mg/ml BPA ilfive edilmig ve 1nkubasyon genellikle bir daw
kika sire ile yapilmigsdar. Bu hususla 21gili xontrol deneylari

ilerde verilecekdir.

d- Kinetik caligmalar igin saf enzim duce 20 mg/ml evvel-

ce dializle iyomsuz kilanmig BPA iginde minimal sulandlrllmlq



ve 1/1000 hacimde sojuk iyo&suz-suya kargi lger saat stire ile
iki defa ortam degigtirilerei disliz edilmig, dializi miiteakip
Preparat uygun oranda sulandirilaral kullanllacak“en ufak mik-
darlarinda tiuplere pipetlenmig ve dondurularak tayin zamanana

i

kadar -20°¢ saklanmigdair.

@ Blr dakikalik 1nkubasvonlarda reaksiyonu derhal sona
erdirmek igin bu bakimdan batminkar olmayan 2 x 10 -1 M Borat
yerine tnece Borat tamponu kloroformla lylce sature edilmis bu
suretle melatoninin maksimum ekstraksiyonu temin edilmig, deney-
den hemen evvel 4 hacim klordfofmla sature borat 1 hacim aseton
la karigtiralmis, bu karigimdan 1 ml reaksiyonu durdurmak igin
kullanllmlgdlr Bu modilfikasyon eckstraksiyon ve kovi etkilemes
migtir,

f~ Kinetik 8lglum yapildiginda enzim HCO3 tarafindan gide
detle aktive edildiginden, HGO3 tutuluasinin en az olacads pH
6'da pK's1 6'dan duguk bir tamponla ¢aligilua yoluna gidilmige
dir. '

Bu metodla kdr sayimlari (yani enzin ihtiva etmeyén tUipe
ler) radyoaktiviteiin en fazla %OL'inin nonspesifik olarak klge
roform fazing gegtifZine igaret etmigdir. Bu ihmal edilebilir'
bir deferdir. |

Eksfraktif ameliye esnasinda kloroformun su fazindan By~
rilmasindan sonra su fazi tromp ile emilirken bir mikdar Klore-
form evapore olmaktadir. Bu évaporasyonun, miiteaddid yikamalae
rin, deneyi ne kadar etkilediZi, saf melatonin Snce kloroformla
satire suda goziilerek sonra kloroformla ekstre edilerek, klorow

form fa21ndazl meiatonianin fluorimetrik tavlnl ile aragtiryimys
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ve pespege JO ekstraktif aueliyede hata orijinal numuneye gore
% % 2,0 5.D. olarak tesbit edilmigdir.

Linearite ve Stoikiometri Deneyi :

Saf enzim akiivitesiuin linearitesi siilbstrat ile gegitli
slireler inkihe edllereu aragtirilmistir, Sonu¢ gexil 1 de 205~
terilmipdir. Gorildiigi gibi naz L dakikaya kadar lxneerdlr. Da-

" ha yiksek inkubasyon sirelerinde sonuglar iglii deneylerde daBie
nik tegbit edilmis ve bu gdzlem deney sisteminde birikmeye bage
layen melatoninin inhibisyonuna atfedilmistir. Linearite ve 5t0iw
kiometri gaflegtirmanin her kademesinde yukardaki gekilde gostew
rilen degerlere yakin tesbit edilmistir. Saf enzim kwilanildie
ginda efer ortame Q,2 - 1 mg BPA yahut difer bir protein (aval~
bimin zibi) il8ve edilmezse radyoaktivite inkorporasyonu gok
azalmakta, linearite kaybolmaikta, OAA aktivasgyouu azalmakta ve
enzin denatire olmaktzdir. Linearite kaba homogeqatlardan sefa-
deks sonrasy sarflagstirma kadeuesine kadar ortamda haska bHir pro-
tein ilavesi oluasa da muhafaza edilmektedir. Bu da cnzimin hae
va oksijeni tarafindan, veya Yuzey gerilimi ile denature oldu-
guna igaret etmektedir. Nitekim saf enzim -20° ile +37°C arasin-
d8 kesif preparat halinde muhataza edilebilirken, dililsyon ile
derhal aktivitesini kaybetmektedir. Baza preparatlar nuhtenelen
BZir metal kontamlnasyonuna bagli olinak iizers spontan denatire
oluaktadir. Bu denaturasyon -20°C'de dahl bagen vuku bulmaktg-
dir. Bu gebepten kullanilan cam malzeme Gok temiz olmaladar,
Bnzim aktivatéri meveut veya degilken ve saflagmanin her kade-

-5 -4

meginde 10 ile 10 " M GBSH ile hemen tamamen ve irreversibl

olarak inhibisyon gigstermekte ve inaktive edilmextedir. Bu se=



SEEIL 1

LINEARITE ve STOIXLOMNTRT DENOYL

Kinetik

nihai 3,3 x 1077

icin hazirlanmig enzim gegitli sireler borunca
M SAME, 107 M IAS, BRA 1 me/ml, sitrat 3x10-3i

PE = 7,0 de inkiibe edilmigtir. Absiste inkiibasyon slireleri, ordi-

natta tesbit edilen total melatoning

epm inkorporasyonu belirtil-

- migtir. Deneyler triple yapilmig, sonug drtalamaya gdre ifade

edilmigtir.,
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beple enzim muhafaza vea saflagtirmasinda thiollerden kaginilma
lidar, - _ \

Kinetik deuneylerde bu digiincelcrle bir dakikalik inkﬁbs§~
yoanlar fereih edilmigtir. Deneyler genellikle Uglu yapalmagtar.
% 90'dan fazla deneyde ﬁqlﬁ tayinler birbirlerinin %_10 deZe-~
ri iginde bulunmugtur.

Melatonin'in Inhibitdr Btiisi :

Enzim hzinin linearitesinin siratle kaybolmasi enzimin
Urini olan melateninin ortamda birikmesine baglidir. Nitekim
ortands 10°° melatonin meveutken katalitik hiz, enzim isgter
MES, ister OAA iginde igkibe edilsin, nihat SAH > 3,3x1077 u,
NAS 10™* M, BPA 1 mg/nl pH = 6,0 aa, yuzde elli oraninda dugiik
tespit edilmigtir. Ilging bir gézlem de melatonin mevcutken teg-
Pit edilen hizlaran bliyuk varyasyon géstermesidir. Bu da 30, 60,

90 saniye gibi kisa inkubasyonlar ‘esnasinda g li~a5mtlii dengy=

lerin sonu¢lariuin birbirine yakin olmasina kargi daha uzun i~

ren inkubasyonlarda sonugiarin daginik ve bagen birbirinden gok

uzak tesbiti gézlemini izah eder.

Aktivite Tarifi :

Saflagtirma ameliyesi suresince 15-3O‘dakika11k inkiibas-
yonlar'yapllmls, alinan nimunenin verdigi total cpm yahut ran-
diman ve spesifik aktivite artimy hesabinda fraksiyoalara ait
total opn bu suretle tesbit edilmisdir. Bu metodla aktivite ta-

yinl yukarde tartigilan mahzurlardan dolayyr sadece semikantita-
tifdir.

Kinetik deneylerde bir dukikelik inkﬁbaaybnlarla tegbit
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edilen ilk sentezden, hiz, 1 saatte 1 mgr saf enzimin 37°C de

PH 6'da sentez ettigi MAMol melatonin olarak i1ffde edilmigdir.

Bnzim Hizina Izotop'un Btkisi :

14 ile igaretli igotopun

Saf enzim preparatina H3 veya C
etkisi gekil 2 de gosterilmigtir, Bu deneyde goruldiigi uzere
rad&oaktif sibstral equimolar soZfuk substrat ile sulandarildy-
ginda enkorporasyon sulandirms ile lineer bir baginty gistere |
mektedir. Yani 014 veya H3'un hiz {izerine belirli bir etkisi | o

yoktur,
Radyoaktivite bdyle bir etkinin en iyi gosterilebilecegi

diigik seviyede tutulmugtur. Sayimlar A.E.S. ile guenching baki-
mindah duzeltilmigtir. |

Enzimin Isiva Dayanlkllllgl ve Kinetik:Deneyler,icgg .

Hagzirlanisi

DEZAE saflagtirmasi kadeﬁe51ne kalar enzim oda harareti,
4°Cc ve -20°C da tamamen stabildir. Meself boyls bir preparat

ortamda 5-10 x 10'3 M pH = 6-8 sitrat varken oda hararetinds

‘higbir aktivite kaybiy.olmadan 24 saat dbirakiladbilir. Enzim saf-
lagtik¢a labillesmekiedir. Sekil 3 a'da saf enzimin 37% ys da-
yaniklilaigy gosterilmigtir. Gorildiigi gibi bdyle bir preparat

ortamda aktivatori varken bile siiratle deaktive oluaktadxr.

-20°C de saf enzim kesif (1 mg/ml) olarak sartiyla 15 gin keder
aktivitesinden buyuk bir miktarini kaybetmeden saklanabilir.

Ancak tekrarlanan g¢dzme ve donmalar veya diliisyon siiratle enzim

kaybine sebep olur. Enzim 0°C da dialize edildiZinde (Sekil 3 b

de gbsterildizi gibi) aktivitesinin bir wasmiuy Kaybetmektedip. o



TZOTOPLARIN ENZIM KATALIZINE
ETKIST

Kinetik gartlar igin hazirlanmis enzim kullanilarak pH= 7.5
1072 M sitrat , 1 mg./ml BPA , 107N WAS icinde 1 dakika 4nidi-
basyon yapildi . Soguk SAM , SANH? ve SAMCl4molariteleri
259.5 milimikronda okunarak tayin edildi . Bundan sonra
SAMEPveya SAMCY ekimolar sopuk SAN ile 3/4 , 1/2 , 1/4
oranlarinda dilﬁe/edildi'. Butin deneylerde nihai SAM kon~
santrasyonu 2.2 x 10”7 olarak ayarlandi . Tesbit edilen
radyoaktivite total cpm olarak ordinatbe , radyocaktif
siibstratin sulanmasi absisde gdaterildi . Deneyler gl
tayinin ortalamasi olarak verildi . ' |

samMu?

5004

TOTAL CPM

025 05 ., 075 , 10
saM ¢4 VEYA SAM H® SULANMAS!
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Dializ ortenindan esktivetirin uzaklagtirilmasina bagli olarak
KES igindeki hizlar dugmekte fakat enziu 24 sast kadar aktive
gdileb.ilir halde kalmaktadir. Ancak aktivite kaybinse man$ nlhak
igin bitlin deneylerde saf euzim 4°¢c dé 6 saat dializ edildikien
sonra henmen galigilagak nuumneler miktarinds taksim edildikten
gonra dondurulmug ve her deney igin donmug enzim bir kere ¢ozile
dikkten sonra kulleuilmisiir. Enzinin uzun saﬁlanmaSL gerektizin-
de konsantre bir preparai hazirlanarak dializ edilmiz ve dondu~
rulmugtur. Einetik fle¢lm igin digliz edilen enzim preparatlar1n~.
da ortama daima BPA ilfve edilmigtir. BPA il&ve edilmedizi du-
runlarda enzinm siratle deaktive olmugtur. |
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ENZININ SAFLASTIRTLMAST :

Btitiin deneyler + 4°C yapllmlgdlr.
I~ HGMOJenlzaayon ve Hucre41n Solubl Kisminin Toplanigi @

Toplanan plneal bezler makasla dnece istlerini maplayan
meninges kesildikten sonra teflon howo jenizatords 0,33 ¥ suerg-
se iginde W/v % 12 oraninda homojenize edildi; 14000 rpm*de 15
dakika santrifiigasyonla ﬁyelin, mitokondri, zarsal kisimlar,
buve ve pargalanmamis hucreler uzaklagtirildy. Homo jenatin 0,25
M suerose'da 100.000 x g santrifiigasyonu ile mikrosomal fraksi-
yonun elimine edildigi deneylerle vapilan saflagtirma amellyesi
daka iyi sonug vermedi. Bulanik siipernatan toplandl ve kegif
pH 8 sitrat ildve edilerek 5 x 10 -3 M sitrat konsantrasyonunda
37°C da 1,5 saat 1sit1ldx, sonra -20°C ds miteakip kadeumsye
kadar saklandi. Saflagtirmanin bu bsliuinde randiman % 83, saf-

lagtirme ortalama olarsk 3,9 mislidir. Dondurulmug preparat birp
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ayda:: fazla aktivitesini kaybetmeden yaganmaktadir.

2~ Amonyum Stlfat Kesidi @

+ 4°C'da slipernatanin her 11treéine 209 gram solid amon.-
.yum sﬁifat ilive edilerek % 35 saturasyona getirildi, ¢bken pro-
$ein fraksiyonu 14000 rpm de 15 dakika santrifiigasyonla atildi.
Toplanan siipernatanin her litresine 129 gram amoanyum siilfat ilé-
ve edilerek % 55 saturasyona erigildi. (bkelek 14000 rpm de 15
dakika santrifugasyonla toplandi. Bu ¢0kelegin esktivitenin tak-
riben % 85'ini ihtiva ettifi tesbit edildi; ¢okelek keside so-
kulan sipernatan hacwmi.in 1/20'si hacimde suda ¢dzlldi. Sara
bulanik ¢ozelti 5 x 1073 m pH 8 sitrats kargl 1/1000 hacimde
sekizer saat silrelerle g defa dializ mayii defigtirilerek dia-
liz ed114i. Dializ sonunda koaglile olmug proteinier 14000 rpm'de
30 danika santrifiigasyonla atildi. Bulauik supernatan donduru-
larak -20°C seklendi. Enzim bu kadeuede aktivitesini kaybetme-
den 1 ay muhafaze edilebilir. Bu kademede raundiuan sipernatana
gbre sakriben % 80 tesbit edilmigdir. Ortalama 5 defa saflagtir—
ma temin edilmektedir.

Bu preparatin ¢, alumnina, Brushite,kalsiyum fosfat jeli

h .
ve celite ile saflagtirilumasinag tegebbis edilmigse de bunlardan
vsade.c23 alumina sonug vermig faxat digik rendiman dolayisayla
kullaniluamigdir. BEnzim CM selluloz da gegitli pH'larda tutun-

mamigdir.

3~ Sefadeks G 200 Jel Filtrasyonu ile Saflagtirma ¢
3 x 50 cm'lik bir koionda 210 ml evvelce pH = 8, leo_3M
sitrat ile uzun bir sure iginde tamemen dengeye getirilmig sefa-

deks G 200 jelinden, jel hacminin 1/20-1/30'u (7-10 ml) kadar
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hacimde amonyum silfatla saflagtirilmig ve ayni tampona kargi
dializ ile dengeye getirilmis nilimune gegirildi. Miteakiben jel
ayni tamponls ylkandi, 5 ml'lik fraicsiyonlar toplandi. Kolonda
nce koyu sari ve bulanik, proteince ¢ok zengin bir fraksiyon,
arkasindan enzim aktivitesini ihtiva eden fraicsiyon 7-8 kere
daha dugik protein konsaﬁtrasyohu_iginde elile edildi (Sekil 4).
Spesifik aktivitesi yuksek fraksiyonlar toplandi. Enzim kolon-
dan birkag molekill afirlifinda ¢ikmaktadir. Ana fraksiyonun éaf—
lagtirailmasi ortalama olarak 32 denéyde 4,5 defa bulunmugtur.
Aktivitenin yuzde T3'd Ortaléma olarak ana fraksiyonda yer al-
naktadir; kalan aktivite aﬁa frakeiyondan tnce ¢ikan iki ufak
zirve iginde eg miktarda daZilmigtir. Toplanan ana enzim fraksi-
- wyonu gok hafif sari renkli olup berraktir. Bu kademede enzim
sitrat icinde 24 sast 3706 da aktiviﬁe kaybolmadan muhafaga edi-
lebilir. Bununla beraber preparat DBAE gellulosz kolonlar;na gi-
rinceye kadar once 37°C da bir saat aktive edildikten sonra

- 20°¢ da muhafaza edilmigtir.

4~ DEAE Selliloz ile Saflagtirma :

| Beg sefadeks G 200 filtrasyonu safla@tlrmasmndan elde _
edilen malzeme birlegtirildi. 5 x 10~ =3 M pi= 7,5 sitrat tampo~
nuna karsi l/40 hacim orauinda altisar saat siire ile 3 defa dia-
1iz edildi. Dializde aktivite kaybi olmadi. Bvvelce ayny tampon
ile'dengeyé.getirilmig olan 3 x'30 cm'lik DEAE seliiloz kolonun-
dan gegirildi. Kolon gegirilen dializatin hacminde ayni tawpon-
la yikendi. Miiteakiben enzim kolondan pH = 7,5 5 x 10'3 Mtdan
5 x 10 -1
Bu gaye ile autograde dokuz bslmeli gradyen aleti kullanildy.

M'a kadar kompleks bir sitrat gradyeni ile elile edildi.

Dokuz bélmenin 1, 2, 3, 5, 6, ve B.inci bolmelerine 160'ar ml
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SEXIL 4

HIOMT AKTIVI‘I‘ESINI_N SEFADEKS G-200 JEL FILTRASYONU I11E
SAFLASTIRITMAST

Saflagtirma metinde belirtildifi gidi yapilmisdir . Toplanan
fraksiyonlarda protein Warburg metoduna gore uygun bir tarzda su=
landirilarak , enzim aktivitesi metodolojide tarif edildipt |
lUzere fraksiyon iginden alinan bir niimunede Axelrod metoduﬁa

gore tayin edilmisdir . %ip numarasi absisde , alinan numunenin

verdigi total ch‘ardinatta gosterilmigdir ,

o—o PROTEIN
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5 x 107 %; 4 ve 7 nolu boluelere 160 ml 7,5 x 10~2 H; 9 nolu
bolmeye 160 ml 5 x 107+ K PH = 7,5 sitrat tamponu konuldu. Grade
yenin molarite hesebi teorik olarak Peterson ve Sobere gire ya~
p1ldi (Petsrson 1962}); boya ile tecrubl olaraik efrinin sekli
tesbit edildl ve %eorik hesaba uyduiu gézlendi. Bu gekilde elde
edilen gradyen gekil 5'de gbsteriidipi gibi enzimin kolondan
elile edildigi kritik lewede -4 x 10‘2 i arasinda yatlk bir
konsamtrasyon deglslml egrisi sagzlamaktsdir. Elliisyon hizi daki--
kada 1-3 ml civarinda idi; eliat renksiz idi. 10 ml'lik fraksi.
yonklar toplandi. Enzim herblrl farkli iyonik kuvvetlerde selu~
lozdan ayrilan iki kuguk bir biyuk olmak lizere iig frak31yonda
elile edilmektedir. Ana fraksiyon (spe31flh aktivitesi en vuhsek
olan 21rve) toplandigir zaman 12 ayri deneyde saflagstirma orta-
lama olarak 6 defas bulunmug ve randiman % 65 civarinda tesbit
edilmigtir.” Toplaran enzim nispeten day an1k812 oldugZundan pro-
teln ve enzim analizil uzun stre beklatilmeden vapildy; ve spe-~

- 91f1k aktivitesi yuksek uygun fraksiycular toplanarak dondurule
du.

5~ ECTEOﬁA Seluloz ile Saflagtirma :

4 il8 5 DEAR seluloz saflagtlrma31ﬁdan elde edilen mal-
zeme birlegtirildi..2 x lof'3 M pH = 7,8 sitrat tamnponuna karsa
1/40 hacim oraninda beheri 6 saat sure ile 3 defa tampon degig—~
tirilerek dializ edildi. Dializ esna51ada aktivitenin % 20'81
kayboldu. Bundan sonra 3 x 30 em'lik evvelce 2 x 1073 I pH= 7,8
sitrat tamponu ile dengeye get.rilmis olan BCTEOLA cellulose’-
dan geg¢irildi. Kolon gegirilen dializatin yarisi hacminda ayni
tamponla yikanda, Muteakiben'enzim xolcndan pH = 7,8 2x10"3 M-

dan 5 x 107° li'a kadar lineer sitrat gradyeni ile elie edildi.
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SEKIL 5
HIOMT ARTIVITESININ DEAE SELULOZ IIE SAFTAGTIRILMAST |

Saflastlrma metlnde bellrtlldlgl gibi yapilmigdar . ‘Toplanan

frak31yonlarda protein Warburg metoduna gore sulandirmadan ’

enzim aktivitesi metodolejide tarif edildigi lizere fraksiyon

iginden gulandirilmadan alinan bir niimunede Axelrod metodunsa

gore tayin edilmigdir . Tip numarasi absisde y Dimunenin ver—
digi total cpm ordinatba gdsterilmisdir . Kolonda &nden quan
% 20 protein ve kolonda kalan tatbik edilen malzehenin %

25 ini teskil eden protein grafikde gosterilmenisgdir .

. GRADYEN
o PROTEIN o pH 7.5 SITRAT 133 M
o . . . . ,’(* \\
X---x ENZIM AKTIVITESI / !
;’ t - 300 - 0.1590
| 1
- I. |
] Vg
{ TN GRADYEN
1 f X
{
! =
5000 L 200 F0100 X
o
[ r]
o~
G
o

100 - 0.050

TOTAL CPM




SERIL 6
HIOMT. AKTIVITESININ ECTEOIA SAIULOZ 1LE SAFLASTTRITMAST

Saflagtirma metinde belirtildizi gibi yapilmisdir . Toplanan
fraksiyonlarda protein Warburg metoduna gére sulandirmadan yensim .
aktivitesi metodoloji bSliminde tarif edildigi fizere fraksiyon
iginden alinan bir nimunede sulandirmadan Axelrod metoruna

géré tayin edilmisdir . Absisde tip numerasi , ordinatta niimgne-’
nin verdifi total cpm gisterilmigdir ., Kolonda dnden gikan

% 2 protein ve kolonda kalan ,tatbik edilen malzemenin % 85 ini
tegkil eden protein grafikde gdsterilmemisdir .

ENZIM AKTIVITESI cpm

]
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SEKIL 7
SAF ENZIMIN SPERTRUMU

ECTEQLA seliilozdan saflastirilmis , DEAE seliilozdan gecirilerek
keSlflE§tlrlIML§ enzim 1/10 sulandiriimig , kullanilan sitrattan
gelen U.V. absorbe eden safsizliklar gdz oniine alinarak uygun
sitrat kOri hazirlanmig ve absorbans spektrumu tayin edllmlgdlr »
GOrildigl gibi enzim bir proteine Szgiil olmak iizere 260 milimike-
ronda 280 milimikrondan daha az absorbans vermisdir . Peptid
baginin absorbans verdigi erken U.V, de absorbans 260 ve 280
milimikrondan Warburg metoduna gdre hesaplanarak bulunan
protein konsantrasyonuna uygun bir degerdedir , Enzinmin 300
milimikrondan ileride Onemli bir absorbansi yokdur .

1.000 1

0.500

200 250 300
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SERIL 10
SENTEZ EDITEN URUNUN TANTMLANMAST

Metinde tarif edildiri {lizere hazirlanan ve kesiflegtirilen

niimune kromatografi plAfina tatbik edildi . Solvent,kloroform/
-n~propanol/‘1\fH5 4/471 kullanildi ; front plagin list ucuna |

1 cm. yanagincaya kadar yuritiildi . P18k kurutuldu , 30 ml

pmetanol , 20 ml 12 N HCl iginde ¢Ozllmis 5 mg. OLD pliskilrtiildi .
120%C da 1sitaldy ; 5 dakika sonra karakbteristik olarak NAS sari , m
melatonin mavi floresan leke verdiler . Plakdaki sara 1) NAS

2) Melatonin 3) NAS + Melatonin 4) Enzimatik kataliz sonunda

sentez edilen melatonin ' dix .
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SEKIT 11
CESITLI ANYONIARIN INHIBITOR ETKISI

Kinetik deney igin hazirlanmig bir enzim tizerine cegitli
"Modifier"lar ilfve edilerek gekilde gdsterilen konsantrasyonlara
erigildi . Sonra enzim nihai SAMH® 3,3 x 107/M , NAS 107M ,
BPA 1 mg,/ml , pH= 6 da 1 dakika inkiibe edildi . Biitlin deneyler
ligli yapzldi , sonu¢ olarak vasat verildi . MES varken gozlenen
hiz kontrol aktivite ( % 100 ) kabul edilerek diger birlegiklerle
tesbit edilen hizlaer buna gdre yizde olarak ordinatta bildirildi.
Absisde " Modifiew " molaritesinin logaritmasi gdsterilmisdir,
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KARBON ADEDINE GORE ORGANIK ASITIERIN KATALIZ HIZINA ETK1SI

Kinetik deney ig¢in hazirlanmig bir enzim preparatina " Modifier "
%2 x 10 ~Ju xonsanbrasyonda iléve edildi , sonra nihai SAM H5

5.3 x 10~74 , NAS 10~*M , BPA 1 mg. / ml , pl= 6 da bir dakika
inkiibe edildi . Her deney iligli tayinin ortalamasadar .

( 0 -~ 0 ) bildirilen seriye dahil organik asitleri

( X ) karbon adedi o kadar olan fakat tirev yapida ve Szel etkisil
oldufu igin tabloda 8zel olarak belirtilmek istenen organik
asitlere isaret etmekdedir . Absisde kullanilan asitlerin karbon
adedi , ordinata kontrel 3 x 10 3& MES varken ( KONTROL )
gdzlenen aktiviteye gdre hesaplanan ilk hiz ylizdeleri igaret~
lenmi 5611:‘ ' ‘
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SEKIT 14
KREBS SIKTUSU ARA URUNLERININ KATATIZ HIZINA ETKIST

Metodoloji bolimiinde tarif edildigi lizere hazirlanan saf enzime
deneyden hemen evvel " Modifier” lar gdsterilen konsantrasyonda
ilfve edildi . Deney karigimi nihai SAM HY 3.3 x 10™7M , NAS

107*M , BPA 1 mg./ul , pH 6-idi ; bir dekika inkiibasyon yapilda .
Sonuglar triple deneylerin ortalamasgidir . "Modifier " lar wvarken
bulunan haiz ayni deney sartlarinda 3 x 10“3M MES wvarken

gorlenen hiza gore ylizde olarak ordinatta , "modifier " molaritew’ -
ginin logaritmasi absisde gdsterildi ., |
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300+
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SEKIL 15
GAA' WIN CESITLI SAM XONSANTRASYONLARTNDA ETKISI

Kinetik ig¢in hazirlanmis saf enzim deneyden hemen Once gegitli
konsantrasyonlarda OAA ile karigtirilda . Inkiibasyon karigim
nihai grafikde gésterilen kensantrasyonlarda SAM H2, 107*M NAS,
1 mg./ml BPA , pH = 6 idi . Inkiibasyon bir dakika yapilda .

- Kontrol deneyinde 3 x lO“BM MES meveubbu . OAA nin ilive edildigi

deneylerde uygun tamponlamayi temin etmek icin gene aynmy konsan—

trasyonda MES deney karisiminda meveutbu . Sonuglar triple tayin-
lerin ortalamasidir . Absisde OAA molaritesinin logaritmasa y OI=..
dinatta kontrol MES deneyine gére gdzlenen hiz yizdesi belirtildi.,

0

]
0 SAM 1,6x16°M
g % SAM 33x10'M
M

b SAM 16x10
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SEXIL 16
HIOMT AKTIVITESINE 41T LINEWEAVER- BURK KINETIK EGRILERD

Kinetik deney i¢in saf engim hazirlanda . Kontrol deneyinde
nihal MES 2 x 1072y , BPA 1 mg./ ml , pH = 6 , aktive deneyde
OAA 3 x 10™°M , BPA 1 mg,/ ml , pH = 6 idi. Enzim siibstratlary
ile 1 dakika inkiibe edildi , Sonuglar lgli tayinlerin.ortalama31
olarak verilmigdir . (4) SAM B> konsantrasyonu 5.5 x 10" da
sabit tutuldu , NAS konsantrasyonu defistirildi ., (B) NAS konsan -
trasyonu 7 x 1077k da sabit tutuldu , SAM HB-kdnsantrasyonu
degigtirildi ,
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Cegitli SAM Konsantr-as:foniar-lnda,.OAA?nln Btkigl -

Saf enzimin ilk hizina gegitli kousantrasyondaki OAA'-
nin etkisi $ekil lS'de‘gﬁstErilmigdir.'Enzim allosterik bir pro-
teinden beklendifi- gibi sibstrat kousantrasyonu arttis orenda
OAA tarafindan dsha az aktive edilmekte; gene OAA inhibisyonu

yilksex siibstrat konsentrasyonlarinda daha az olmaktadir.

Enzinin Melatonin Sentedlﬂlu hinetik harakteri

Saf enzimin MES ile tdmponlanmlg veya OAA ile aktlva e~
dilmig bir ortamda Ynce bir sonra Obur sUbstrati sabit konsant-~
ragyonda tutulup, ikinei subsiratinin konsantrasyonu defistiri-
lerek katalitik hizi dlgUlmiigtur. Sonuglar Lineweaver-Burk egri-~
leri olarak Jekil l6@da‘gﬁsterilmi§tir (LlneveaverwBurk 19%9}.
Bu gekilden gtzlendigi gibi enzimin hem NAS hem de SAM ile vér—
d1g1 hiz egrllerl ortamnda bir aktivaior yokken hlperbolxk, CAA
varken llneerdlr, yanl en21m allosterik blr protelnden beklenh
aigi glbl hareket etmekte substrat1 taraflndan aktive edllmak&e,
sﬁbstrat aktlvasyon etklsl OAA taraxlndan smllnmakted;r.°““ "
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aktiviteye etkileyen difer proteinlerin mevcudiyeti ve enzimin
kaba ekgtrede tam akiif olmamasi olabilir. Bu deney pH 6'da an-

lamly bir kiuetik Olgum yapilabilecegini gUstermektedir.

Katvonlarin Katalitik Hiza Etkisi

Yiksek"modifier" konsantrasyonlarinda enzim inhibisyonu
gbzlenmesi bu inhibisyonun anyon veya katyonlar tarafindan mi
meydana getirildiZi sorununu ortaya gikarmaktadir. Bu gaye ile
enzin nihaf 5 x 1072 1 Li~, Na~, K~ asetat ile inkilbe edilmis
ve ilk hiz dl¢ulmiistur. Bu deuneylerde katyonlarin etkisi arasin-

da herhangi bir fark gfzlenmemigtir.

Halojenlerin Katalitik Hiza Etkisi

Bnziwln substratlarindan SAM iodir tuzu halinde bulundue

gundan enzimin hizina halojenlerin bir etkisinin olup olmadigi

aragtzralmigtir. 2 x 10-3 M konsautrasyonlarinda olmak iizere
3 %1077 i WES pH = 6 iginde floriir, kloriir, bromir ve iodirin

meveudiyetinde gtzlenen hizlar kontrol 3 x lO-3 ¥ pH = 6 MES'de

gbzlenen hizlardan farki bulunuamigtir,.

Karbon Adedine Gore Organik Asitlerin Kateliz iii1zina Etkisi

Enzim Krebs sikliiisu intermedyerleri tarafindan guvvetlie
aktive edildiZi i¢in diger organik asitierin kataliz ilk hizaina
meno ve dikarboksiiik asitlerin dlsik molaritede enzimi birasz
aktive veya inhibe edici etkileri meveuttur. Ancak gézlendigi
gibi meseld 3 karbonlu 2 asit (laktat ve niruvaet) propicnata

gore enzimi ayni molaritede ¢ou deha fazla aktive etmektedirlar.



4D

ENZIMIN KATALITIN OZRLLIKLERI

Anyonlarin Bnzim Uzerire Etkisi

Enzim kinetiginin incelenebilmesi i¢in enzim h121na.et4
kisi olmaya.. bir tampon birlegiZe ihtiyag vardi. Bu'gaye ile
o tuzu agkln birlesifin enzim hizine etkisi gragtirilmigdir. Bu
birlegiklerin gofu dujuic ~o.santrasyonlurda enzimi aktive, yllk-
sek .onsantrasyonda inhibe ediyor tssbit edilmigdir., Ornek ola-
rak Sekil 1l'de bazi mouckarboksiliik asitler, fosfat ve MES'in
kataliz 1lk hizina etkisl gosterilmigdir. Goridldigi gibi M=S
nisbeten yuksek konsautrasyonda dshi (2,5 x 1072 M) etkisizdir.
Butun diger iyonlar yiksewn kousantrasyonda inhibitdr olarak
tesbit edilmigdir. MOPS'1in etkisi de MES'e benzeuektedir. Mono-
carboxylic asitlerin inhibitdr etkisi ziucir boyu uzadike¢a daha
belirli hale gegmektedir. Bu gbzlemlere dayanarak inert bir tame

pon olarak Mu3S tercil edilmigdir,

pH'nin Katalitik Aktiviteve Bikisi

Saf enziuin ge;itli pH'larda hizi Sekil 12'de gosteril-
migdir. Deneylérin kinetik bir anlam tagiyabilmesi icin enzim
OAA ile tamanmen aktive edilmig duruméa ve slbstrat aktivasyonu=-
nun 1iyi gbz;éndigi 1,6 x 10”6 M SAM H3 iginde inkibe edilersk
ilk hiz ¢lgulmigtir., Yuksek pﬁ’larda vamponlama ortame katilan
inert tamponlar MES ve MOPS tarafindan teuin edilmigdir. GOrdl-
diigl gibil enzimin genig bir plH optismum'u meveuttur. Kaba pineal
ektreleri kullanildifinde benzger efriler gozlenmisdir; ancak
pH = 8'deki optimum daha belurlenmig ve efri dala 4ik bulunmug-

dur, Bunun birkag¢ sebebl enzimin saf olmamasi, kaba homojenatta
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vardi. DBEAE seliidozdan elie edilmig enzim preparstinda da ana
enzin bandi.in arkasinda ¢ok diffliz;soluk, sinarlari iyi‘belirv
siz muteaddilit protein bantlari gbzlenmektedir.

BOTEOLA seluloz ile ssaflagtirilmiy enzim preparatindaki
ana bpant digindaki bantiar muhtemelen density gradient centri-
fugation analiziude gbzlenen da.a ufak molekil afirlifandaki

witteleri tewsil etuekiedair.

. Bnzinln Molekul Afiriifinin Density Gradient Centrifugation ile

Tayini
DEAE'den gegirilerek kesiflegtirilmis saf enzim proteini |

metodolojide tarif edildigi uzere density gradient centrifiiga-
tiona tabi tutuldu. Jekil 97'dan zorulduza sibi 4Adrt protein
zirvesi ve her zirveye tekabul eden bir enzim sktivite zirvesi
gozlendi. Meolekil afirlizi hesaplandiginda (Schachmann 1963)

bu zirvelerden ana zirvenin 126,000, digerlerihin sira ile
63.000, 41.500, 24.500 oldugu bulundu. Bu scnug enzimiﬁ muhte-
mel monouerinin 25,000 molekil afirlifi civarinda 61dugunu, di-
éerlérinin dimer, triser v.s. gibl yapilari temsil ettizini tel-
kin etmektedir. Ana zirve muhtemelen tetra~veya pentamerdir.
Protveinin % 75'i ana zirvede, % 25'i ufak zirvelerds; aktivite-
nin % 90°1 ana zirvede % 10'u ufak zirvelerde yer almaktadir.
Ilging bir nokta nolimer enzimin (ana zirve) gok ylisek spesi-
fik aktivitesine xargi diferleri..in herbirinin spesifik aktivie-
tolerinin 4'defa dal.a dlugitk olusudur. Bunun sebebl enzimin bu
tip initelerinin dana kolay‘deuature olmas: veya daha az aktif
clmasi diye dugdnllebilir. Densiby gradient centrfugation ile

tesbit edilen multipl asktivite ve bu aktivitelere tekabiil eden
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SEKIL 9

DENSITY GRADIENT CENTRIFUGATION ILE ENZIMIN MOLEKUL AGIRLIGININ
TAYIN EDITMEST |

Saflagtirilmis ve kesiflestirilmis enzim Once dializr ile pH= 7.8
5 x 107N sitrat iginde dengeye getirildi . Bu preparatban
alinan ve 120 mikrogram enzim proteini ihtiva eden 0.1 ml niimune
5 x 10"°M pH= 7.8 sitrat ihtiva eden % 5 den 20 ye kadar

lineer glikroz gradyenine tatbik edildi ., Ayni sartlarda 50 mikro-
gram saflagtirilmis BPA 0,1 ml i¢inde tatbik edildi . Beckman

L 2 I analitik Ultrasantrifiijinde B¥ 39 tipi swinging bucket
kullanilarak 39000 rpm;ve‘BOG da 25 saat santrifiigasyon

yapildyr ., Deney iki defa tekrar edildi ., Sonuglar iki deneyin
ortalamasr olarak bildirildi . Toplanan damialarin bir kismi
uygun sulandirma ile enzim analizine tabi tutuldu . Nihsai SAM H5
3,5 x 2077M-, NAS 10”*M , BPA 1 mg./ml , pH= 7 , 5 x 107oM
gitrat tamponu icinde bir dakika inkiibe edildi . Sonuglar mikwo
gram olarak damladaki total protein ve damladaki enzim aktivitesi
totali cpm olarak bildirilmigdir .
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proteinlier bundan Cnce sefadex G 200 filtrasyo&uhda9 DEAE ve

BOTEOLA culluloss deneylerinde gdzle .ew. birden fagla zirve igin
bir yorum zewini tesgkil edebilir. Ayni sekilde akrilamid elekt-
roforezinde de bir tanesi koyu, Ggl dala agik olan 4 band géz-

lenmesi yukaridaki butun bulgulari teyid etuektedir.

Sef Engimin Sentez Ettigi Urtinin Melatonin Oldugunun Tesbiti

Kinetikx deneylerden bakiye kalan melatonin muhtevas:
bakimindan yliksek tesbit edilen kloroform skstreleri bir araya
toplanmig, kloroform vakuuda 37°¢ @a ugurularai kesiflegtiril-
mig, tnce iki defa 0,1 N HCl, sonra 4 defa su ile yikanmigdir.
Temizlenmis kloroform gkstresi kuruluga yaxlﬁ ugurulmu§,'prepa-
rat iUstune ug defa 0.2 ml -20°C de sofutulmus heptan ilfve edi-
lerek kloroformdan gelen geride birikei. katran tabiatindaki bi-
legikler eritiimisg ve alinmigdir; her yikamada melatonin salt-
rifijle ¢tkertilmigdir. Bakiye 1oz so0lid msdde olarak yetersisz
mikdarda oldufunden. minimal kloroform iginde ¢oziilmig ve infra-
red analizi yapilmisdir. Spektrumda metoiksi grubunun verdigi
band gozlenmigdir.

Ayni malzeuwe Thin.Layer Kromatografi'ile incelenmigdir
(Sekil 10). Enzimin serltez ettizi birlesik gdzlendigi gibi: a)

Kimyasal sentez edilmig melatoninle ayni R_ deZerinde tesbit

T
edilmigdir. b) OPD ile tepkiuedein soura ayni mavi floresansi

zostermigdir. c¢) Leke karinilp radyoakiif sayim yavpildiZinda yillg~
sek radyoaktivite ihtiva ettizgi gbzlemmigdir. Butiin bu bulgular

enzinin NAS ve SAM'dan melatouisn sentez ettifini géstermektedir.
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SEEIL &

SAFLASTIRMANIN BAZI XADEMELERINDEN ALINAN NUMUNELERIN ARRITAMID
JEL ELEKTROFOREZL

- Elektroforez % 7 akrilamid {izerinde pH= 9.2 Tris-glisin tam-
ponu kullanarak metodolojide bildirildigi gibi yapildr .

A) Befadeks G 200 filtrata

B) DEAE selliiloz eliiaty

C) ECTEOLA seliilozm eliiati (ke51fle§t1rllm1$ )
D) Kontrol, Alblimin
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Enzim’in Spextrumu

Safla§t1f111p kesiflegtirlimig aktivitenin protein tabi-
atinda olup oimadi@i 2 gekilde aragtirilmistir. Once kesif préf
parat 1/10 sulandirilap spektrumu allnﬁlgg(Sekil 7} ve bunun
Bir proteinin spektrumune uyduiu gdrulmigtir. Ikinei olarsk eﬁ;
zim bir proteinden beklendifi g=ibi Folin‘ciqcolteau reaktifini

radtkienigdir.

 Saflagtaralmis Bnzisin Akrilamid Elektroforezi Ile Tetkiki

Saf enzim 6 saat sure ile 5 x 107> M pH = 7 sitrat ‘tame
ponuna karsi dializ edildikten sonra 100 mikrogram protein ih-
tiﬁa eden bir uikdar metodoloji. boliimiinde tarif edildigi gibi
akrilamid elekiroforezice tubi tutulmusdur. Enzimin ileriemesi
BPA ile mukayese edilmigdir, Enzinin zey:if anyon degigtirici
selulozlar (ECTEOLA seliuloz gibi) kullanilarak en iyi saflagti-
rilabilmesi, katvon degiatiriéi nmalzeineye tutunmamasiy gozlemlew
rini teyit etmek lzere enzim proteini siiratle anoda (hattd albu-
inden daha hlzla)rgég eder teshit edilmigdir. Bu karakteri iti-
bariy ile enzim asidik bir protein intibaini uyandirmaktadir. |
vaflagtirilmig enzim disk‘elextroferezinde dort bant olarak bu-
lunmusdur. Bu pantiarde: biri (en hizli iierleyeni) belirli di-
ger iigi silikdir (Sekil 8). 'Akrilamid ortami katalitik aktivi-
teyi bézdugundan vantlarin enzinm aktivitesi arasiirilamamigdyr.
Sekil 8'de saflagtirma derecesini sgostermek Uzere sefadek$ filt~
rasyonu yapirlmig bir prevarat ile DEAE seluloz kromatografisi
ile safiagtarilmis enzimden hazirlanan ekrilamid elektroforegzi-
ninin sonuglari da %akdim edilmisdir. Goruldigi gibi sefadekge

den filtre edilmig enzim prejaratinda hald pek gok protein bandi
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Fliisyon hizi dakikada 5 ml civarainde idi. Toplanan fraksiyonla-~
rin hacmi 10 ml idi. Fraksivonlarin protein ve enzim analizi
bekletilmeden ya-1ldi. Sonuc gsekil 6'da gbsterilmigtir. Bu ka-
demede enzim hemen kesiflegtirme ameliyesine gegilmezse éﬁratle
denat&re‘olmaktadlr. Enzim bir blylk iki ufak ve biiyuk olana
bitigik total 3 fraksiyon halinde gikmaktadir. Bluydk fraksiyon
miiteakip kesiflegtirme ameliyésine tabi tutulmugtur. Ansa frak- .
siyon toplandifl zawman ¢ ayri dencyde safla;jtirma ortalama o-
larak & defa bulunmug ve randiiian % 50 civarinda tesbit edilmig~
dir. | |
6— Bnzim Aktivitesinin Kesiflegtirilmesi :

Toplaniian uygun, snesifik aktivitesi yuksek fraksiyon-
3 M"a getirilmek lUzers sofuk iybn—
3y pH = 7,8 sitrat
ile dengeyve getirilmig 1 x 5 cm'lik DEAE seliuloz kolonundan ge-

lar sitrat mubtevalari 5 x 10

suz su ile sulandirildi ve. evvelee 5 x 107

¢irildi. Kolonda toplanai enzim 1 M pH = 7,8 sitrat ile kesif
olarak elle edildi. Toplauan birer ml'lik fraksiyonlar uygun
bir tarzda sulandirilarak (protein tayini igin 1/10, enzim ta-
yini igin 1/100, 1 mg/ml BPA icinde) gerekli niimune alandiktan
sonra hemen - 2OOC_da donduruldu. Bu tip preparat miiteakip ¢a-
ligmalarda enzimin Xinetik, fizikokluayasal ve biyokimyasal O—

zelliklerini tetkik igin kullanildi.

Saflagtirme ameliyesinin cegitli kademeleri toplu olaw-

raik Tablo l'de Ozetlenmigdir.
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: TARTISHA

Taktim edilah calismada sigir pineal bez HiOﬁT aktivite-
si bliyik bleide saflagtirilmis ve 6zellikleri incelenmigtir. Ev-
velee Axelrod tarafindan gosterildigi gibi (Axelrod 1961) bu ak-
tivite sadece pineal bezde bulunmaktadir, Nitekim bu g¢aligmada
da gesitli sifir Ve sigan dokularindan ve beyin bblgelerindan
teminredilan homo jenatlarda HIOMT aktivitesine ragtlanmamig¥iy.
Yine Axelrod taraflndan teklif edlldlgl gibi enzimin en iy} elibst~
rati NAS'dir ve SAM'a mutlak ihtiyag gUstermektedir. Saf enzimin
1ndol turevlierine ilgisi gallgmada gimdilik. etraflice aragtirile
mamigtir, |

Enzim klasik ekstraksiyon metodlari ile pineal bezden
¢ikarilmig ve hiicre fraksiyonlanma31 texnikleriyle sitoplagmsedsa
yer aldlgi gosterilmigdir. BEngim saflagtirma ameliyesinin ileri
kademelérine kadar 6rtamda sitrat veya bikarbonat bulundugu siji-
rece dayaniklidir. Saf enzim dilusyon ile kolayca denatﬁfe ole

maktadir. Axelrod, Moore ve Weiss tarafindan (Axelrod 1961 b



Moore 1967-1968, Weiss 1968) sigan pineal homojenatlarindaki
aktiviteye atfedilen siiratli denaturasyonun gézlemi enzimin
saflastirmanin ilk kademelerinde dayenikli olabilmesi ig¢in mute
laka sitrat iginde tutulmasi lilzurmuna igaret etmektedir, Bahsg~
dilen miuellifler bu tedbiri almamislardir. Nitekim enzim bezden
skstre edildiginde aktiviteler digik iken sitrat il&vesinden ve
en az 1,5 saat 3700 de inkiube edilmesinden sonra aktivite minj-
mum 4-5 defa yﬂKéelmektedlr. Bu durunmdekil enzim dondurulmasa
bile uzuu bir s.re dayamir; hatta buz dolabinda 15 gin terkedi~
len bir preparat aktivitesini ayni ile muhafaza etmigtir. Daha
Bnceki aragflrlcllarln enzisi saflagtirma yonune gidememeleri-
nin sebebi bu sekilde aktivasyon tedbirinin alinmamasidir.
Enzinin sitoplazmada yer aliuasi, spesifik aktivitesiuiﬁ
‘oldukga dusglik olmesi saflagtirms ameliyesini zorlagtirmistir. |
Ornefin hemen henien renksiz, buyik bir grup proteinin ¢oktan
atilmig oldﬁgu sefadeks fiitrasyocnu sgonunda akrilamid elsktro-
forezinde gdsterildizi gibi hald pek gok tip protein meveutiur.
Enzimin saflagmasinin son kademesinde dahi akrilawmid elektro=-
forezinde ve density gradient sentrifugasyonunda biri koyu di=
gerleri silik dért Bant gﬁzlenmektedir, Ancak bOyle bir prepa-
ratin icindesgdzle..en 4d0rt band muhtemelen metiﬁde tartigildigl
zibl enzlmin ¢esitli polimerizasyon yalisinda olmasindan ileri
gelmektedir. Nitekim enzim kolayca polimerlegmektedir ve poli-
merizasyon derecesi fizyolojik preparatlarda density gradient
santrifugasyonunda tesbit edilen tiptén daha da biuyliktir. Zira
drnegin sefadeks filtrasyonunda enzim aktivitesinin % 10'u ¢ok
yiksek molekiil agiriigina igaret etmek lizere gayrisafiyetle be—

raber kolonun ©lii hacwi iginde, bir diger % 10'u da biraz daha



héfif molekill agxrllglnda\oldugunu gostermek ilzere ilk protei-
nin hemen arkasxndan‘gzkmaktadlr. Gene substitile selillozlarda
farkli iyonik kuvvetlerde farkli spesifik aktivitedeki enzim
proteininin eliisyonu density gradient sentrifugasyonunda farkly
spesifik akiivitede zirvelerin bulunusu, monomerierden eok ylik-
sek polimere kadar harmonik bir dizinin enzimin ﬁolimeriﬁasyonu_
igin stz konusu oldugunu telkin etmektedir. Bu polimerlefln téw
ker teker gaflastirilmasi: ve kinetxk'ﬁzelliklérinin ineelenmesi
ayri bir ¢aligma konusudur.

Saflagtirma ameliyssinde anyon deiigtirici her %ip nal-
zeménin kullanilabilmesi, enzinin anoda suratle elektroforetik
gagl, katyon degZistiricilere tutulmanasi asidik bir‘protéin ol
dufunu telkin etmektedir. '

Enzimin saflastairilmas: sirasinda tuzla veya pH ile ko~
londan eliisyonu eliisyonda kullanilan tuz sitrat ise en iyi ge;.
kilde b garilabilmektedir. Difer organik tuzlar kullanildiginda
enzim ya yaygin zirveler halinde eliie edilmekte veya siiratle
- denature olmaktadir.

Saf enzimin kinetik davranigi ¢ok ilgingdir. Enzim hem
NAS hem de DAM ile slbstrat aktivasyonu gﬁsterir.‘Kataliz.h;zl
ortamda aktivator varken Michaeles-lienten kinetiklerine uyar.
Aktivgtﬁrler yﬁkéek konsantrasyonlarda ayn: zausanda inhibitép-
diirler. Bu bulgular allosterik bir proteinle karsilagtigimiza
igaret eder‘(Mbnod-l963—l965, Ozand 1969, Frieden 1962). Engi-
min en iyi aktivétﬁru OAA'dir. Allosterik bir proteinden beklee
necefl gibl efer enzimin substratvi tarafindan aktive sdildigi
hudut ic¢inde hiz dlgiuilirse, yani SAM ve NAB konsantrasyonu art-.

tirilirsa OAA'nin aktivator etkisi silinir. Yine her allosterik
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protein igin sbz konuéu olan farkli polimerizasyon dereceleri
bahis kouusudur. Dugik nolimerler (moﬁomer, dimer, frimer) nig-
peten inaktif, yiksek polimerler ¢ok aktiftir. Saf enzim siirat-
le denature oldufundan, ayrica afir uetallers cok hassas oldu~
gundan desensitizasyons yol agacak bir metod kurulamamigtir.
Ilging olaa bir fizyolojik bulgu enzimin ozellikle QAA,
alfa keto glutarat; karbondioksid, sitrat tarafindan. aktivasyonu
ve saflagtirmada sitrat ve karbondioksid tarafindan korunmagiw
dir. Bu bilegikler diger allosterik enzinler igin modifier ola-
raik teklif edilmigtir, Ornegin sitrat fosfofruktokinez igin in-
hibitor, (Parmeggiani 1963, Garland 1963), karbondicksid pyruvik
karboksilaz igin aktivatdr (Scrutton 1965), sitrat asetil CoA
karboksilaz igin aktivatdr (Wekil 1962), OAA NADP kullanan izo-
sitrik dehidrogenaz igin aktivator (Plant 1963), alfa ke%o glue
tarat, NAD kullanan izositrik dehldrogenagz i¢in inhibitirdir
(Plant 1963). Son olarak zosterildifi gibi 5.5.8. de iletim gn~
zimi olan Ase¥ilkolinesteraz HIOMT ig¢in tarif edilen bitin al-
losterik gzellikieri ayni ile gOstermekitedir. Ayni akitivator
bilegikler ayni Konsantrasyénlarda geklen ayni aktivagsyon efri~
leri vererek Asetilkolinesterazi da etkilemektedirler {(Emerk
1970). Iki enziuwin dzellikleri bu ba.imdan hemen tamamen ayni-~
dir. Ancak tek fark olasrak pyruvat ve laktat Asetilkolinesteragi
inhibe ederierken HIOMT'u aktive ederier. Enzimin hizina ATP,
ADP, AMI ve 3'=5' AMP'nin bariz bir etkisi yoktur. Bu bulgular
enzimin fizyolojik gbrevi bakiwindan gu iitimali akla getirmek=-
tedir: Efer pincalosit iginderdlgtan gelen bir uyarwma sonucunda -
krebs sikliisi tamamen doyvurulurssa siﬁQplazmaya OAA vs sitrat;ﬁ‘

sizmasl beklensblilir. Bu iki bilegifin sitoplaszuaya karbonhidrat



ve yag metabolizmasinin g¢egitli safhalarinda s1zablildifi ve al-
losterik baglaﬁglg enzimlerini aktive esderex gluconeogenéz ve
lipogenezi bagiattlgl ispat edilmistir. (Wakil 1962, Plant 1963,
Scrutton 1965, Garlaﬁd 1963). Gluconeogencz Ve lipogenez bag=
langicandaki enzimlerin aktivasyonuna sebep olan OAA ve sitra-

3

tin optimun konsantrasyonlari 1-5 x 1077 ¥ arasindadir. Bu de-
gerler HIOMT igin de ayni ile sOz xoausudur. Roth tarafindan
gbsterildigi gibi bezde karanlikta HIOMT aktivitesinin yiiksel-
mesi ve dolayisiyle melatoninin aﬂtif cla «x sentez edilmesi
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esnasinda artuig bir P enkorporasyonu vukubulmakiadir. Yani
bezin enerjice Zengin fosfatlarinin wetabollk doniligimi gok art-
migtir. Dolayisayla bu sartlar alticda K ebs sikliisii faaliyeti-
nin artmasi, oksidatif fosforilasyonﬁn satiure olmasi ve sitop;
lazmaya Krebs siklisi intermedyerlerinin sizmasi, glikolizin
doymasi ile laktet hatta pyruvat birikmesi bekleﬁmelidir. Bu
pilegikier de enzimi actif halds tutarlar. -

Fizyolojik uyarimlaria ilgili olarak artmig HIOMT akti-
vitesinin gdzlendigi duramlarda bu artmig axtivitenin de novo
enzim sentezine bazli olabiliecegi muhtemelse de ylksek aktivi- |
tenin yukardaki tarzda izahl yani K-ebs siklisu ara irlinlerinin - ?
aktivasyonu bu gallgmanln ispat ettifi cibi mubhtemelen ana {iz- 1

yolilcjik sebepdir.
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