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KOYUN DALAGINDAN ADENOZIN DEAMINAZ ENZIMININ KISMEN
SAFLASTIRIIMASI,
FiziKOKIMYASAL VE KINETIK OZELLIKLERININ ARASTIRIIMAST

I-GiRis VE AMAC

Giniimiizde ¢esitli hastaliklarain teshisi,tiplendiril-
mesi,prognozlarinin takibi ve tedavilerinde basvurulan
parametrelerin basinda enzimler gelmektedir.Bu sebeple
klinik ac¢idan bu kadar 6nem arzeden enzimlerden biri olan
Adenozin deaminazi'i koyun daladindan saflastirarak
fizikokimyasal ve kinetik &zelliklerini arastiracadiz.

Adenozin deaminaz (ADA) [Adenozin aminohidrolaz;EC
3.5.4.4] piirin katabolizmasinda g6rev alan anahtar
enzimlerden biridir.Enzim adenozin ve deoksi adenozinden
tek yﬁhlﬁ(irreversible) olarak amonyadin ayrilip
sirasiyla inozin ve deoksi inozin olusmasi

reaksiyonlarini katalizler(1,2,3,4,12,13,22,23,26,43,44).
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Ayrica adenozinden iirik aside kadar olan reaksiyonda ara
tirtin olarak acida c¢ikan hipoksantin salvage ara yola
substrat olarak girdigi ic¢in ADA ayni zamanda plirin
salvage ara yolu enzimi olarak da kabul edilir
(6,7,8,9,10,11,17,18,19,20,21,24,25). Hiicrelerde genetik
bilgi DNA molekiilleri araciligiyla tasinir.DNA ise pilirin
ve pirimidin niikleotidlerinden yapilmis polimerik bir
makro molekiildiir .DNA da bulunan genetik bilgi
aracilifiyla RNA sentezi ve dolayisiyla biitiin hiicre
proteinlerinin biyosentezi gercgeklestirilir.Bilindigdi
gibi kanser hiicrelerinde DNA turn-overi ve buna bagli
olarak da niikleotidlerin salvage arayolu normal hiicreye
gbre cok hizlanmistir.Bu olay kanser hilicresinin ihtiyacg
duydugdu plirin niikleotidlerinin artisi ile birliktedir.
Kanserli hiicrelerde metabolik yolda gdrev alan enzimlerin
aktivitelerindeki dedismeler kanser hiicresinin enzimatik
profilini yansitmasi acisindan bnemlidir.
(?¢,79.) .Ayrica ADA aktivitesinin immiin sistem
hastaliklari,hepatit,pankreatit,hemolitik anemi gibi
dedisik hastaliklarda arttidi veya azaldidina ait c¢ok
calisma mevcuttur(l15,18,27,28,29,34,36).

Bu yoldan hareketle biz enzim aktivitelerinin tayinin
yanlslra' enzimlerin kinetik &zelliklerinin tesbitinin
metabolizma hakkinda daha saqllkli bilgiler verecedini
distinmekteyiz.Ayrica bazi effektbrlerin invitro olarak
enzimin kinetik ®zelliklerinde ne gibi bir degisiklikler
meydana getirecedinin arastirilmasinin biyokimyasal
acidan cok faydali olacadina da inanmaktayiz.Bu maksatla

koyun daladindan ADA'i saflastirarak farkli effektdrlere
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karsi kinetik davranisaini incelemeyi hedefledik.Bu
diisiinceden yola ¢ikarak kanserli hastalarin doku veya
serumlarindan ADA saflastirilarak enzimin kinetik
bzelliklerinin arastirilmasinin hastaliklarin
biyokimyasal yoéniinin molekiiler dizeyde anlasilmsina
katkida bulunacadina inaniyoruz..Bu tir bir c¢alismanin bu
amaca ybnelik diger calismalara 1si1k  tutacagi

kanaatindeyiz.

2-GENEL BILGILER

2-1.Adenozin deaminazla ilgili g¢alismalarin tarihi
geligimi.

Adenozin deaminazla ilk ayrantili c¢alisma Convay &
Cook tarafindan 1939 yilinda rat dokusunda
yapilmistir.Bunlar enzimin intestinde ylksek
konsantrasyonda bulunduunu ve kuvetli bir vazodepresant
olan adenozinin ona gdre rdlatif olarak inaktif olan
inozine c¢evrilmesinde ve difer dokularda varliginda
biyosentetik reaksiyonlarda noétralizasyon ic¢in amonyak
kayna§i olarak etkili oldugunu ortaya koymuslardir(45).

1952 yilinda Clarke ve arkadaslari rat, fare vé kedi
gibi hayvanlarin dokularaindaki deaminazlarin miktarini
birbirleriyle karsilastirmali olarak calisarak adenozine
yliksek sensitive gdsteren reseptérlerle assosiyasyonda
defans mekanizmasi gibi bir roliinin olabilecedini ileri
siirmiislerdir.

1962'dePurzyeka rat dokusundaki dadilimini

Makarewiez& Zydowo vertebralarin bosaltim organlarinda



amonyak (ireten enzimlerin bir kismini 15 vertebranin
btbredinde calismislardir.

Bunun gibi daha birc¢ok arastirigi gerek tek dokuda
gerekse ADA'in intraseliilar dadilimini kesfetmek
maksadiyla (Stern ve ark.1952; jordan ve ark.1959),Block
&Johnson 1954 ise dider pilirin metabolize eden enzimlerle
iliskilerini,Solomon 1960;Fisher ve ark.1962 de biiylime
sliresince de§isimini arastirmislardir(45).

T.G.Brady ise ADA aktivitesini rat, guinea-
pig, fare, kedi, tavsan,képek ve Dbazi sidir dokularinda
calisarak optimum pH'sini,izoelektrik noktasini wve bazi
elektroforetik davranislarini incelemislerdir. Ayrica
dokulara gbre ADA aktivitesini yliksek ve disiik aktiviteli
olarak siniflandirmislardir. (45).

Daha sonra N.Pfrogner dana dalagindan ADA'1
izoelektrik presipitasyon,amonyum siilfat fraksiyonasyonu
ve dedisik dolgu maddeleri kullanarak plirifiye etmistir
(46) . |

Pang F.Ma ve J.R.Fisher 1967-68'1li yillarda degisik

hayvanlarin farkla organ ve dokularindan ADA'1

saflastirarak substrat spesifitesi,Vm,Km,dedisik
izoenzimlerinin varlidini kesfederek molekiil
adirliklari,izoelektrik noktalara V.S. gibi
fizikokimyasal ve kinetik 6zelliklerini tesbit

etmislerdir (47,48,49,50).

P.M.Murphy ve arkadaslarida 1969 yilinda yaptiklara
calisma ile si§ir mukozasindan iyon degistirme
kromatografisi ile ADA'1 saflastirarak degisik

substratlari deneyerek onlara ait hiz ve Km degerlerini;
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dedisik efektdrlere karsi(iire,sicaklik,p-merkiiribenzoat)
izoenzimlerinin davranislarini incelemislerdir(52,53).

1970'1i yillara gelindidinde ise enzim hakkinda daha
ayrintili bilgiler elde edilmistir.Tabiki bunda gelisen
teknolojinin payi tartisilmazdir.J.Phelan ve ark.'i dana
intestinal mukozasindan saflastirdiklari enzimin de§isik
kimyasal maddelere karsi davranisi ve molekill adirliklari
yanislira aminoasit dizisini de tayin etmislerdir (54,595).

Daha sonralari (1971'li yillardan sonra) enzimle ilgili

calismalar c¢ok sayida artarak dedisik Dbitkiler ve
mantarlarda,besin maddelerinde (yumurta aki) tayin
edilerek ileri derecelerde saflastirilmis ve enzimin
reaksiyon mekanizmasi ac¢iklanmistair (31,41,42,43,51,55,
56) .

2-2.Adenozin deaminazin doku dagilimi ve
lokalizasyonu

ADA memelilerin dokularinda bulunmakla beraber doku
da§ilimlari farklidir (16,22,23,24).T.G.Brady 6 degisik
hayvanin farkli organ ve dokularinda enzim aktivitesini
tayin ederek hayvanlara ve dokulara gére dadilimini tayin
etmistir.Genél olarak calistidir biitiin hayvanlarin mukoza
ve dalaklarinda aktivitenin yliksek oldudunu daha o6nceki
calismalarla kiyaslayarak tesbit etmistir(45) .Ayn1i
sekilde dedisik organ ve dokularda ADA aktivitesini Ma
&Fisher ve Zielke &Suelter de tayin
etmislerdir (47, 48,88) .Martin B. ve ark.'i insan dokusunda
yaptiklari calisma sonucu ADA'in dokulara gdére dagilimina

su sekilde siralamaktadirlar(14):



Tablo 1:Insan dokusundaki ADA dagilim

Doku Spesifik aktivite Toplam aktivitenin %'si
(nmol/dak/mg.prot.) Large Intermed. Small

Dalak 128 10 2 86

Duodenum 127 9 0.7 89

Mide 89 2 0.3 96

Jejunum 63

Pankreas 27

Beyin{(Cerebrum) 27

Adrenal gland 21

Lenf nodu 23

Appendix 20 8 2 87

Testisler 13

Kalp kasi 11

Karaciger 9 59 12 24

Beyincik(cerebellum) 9

Spinal Cord 9

Iskelet kas! 8

Akciger 7 74

Bobrek 6 86

Tiroid 4



J.E.Seegmiller de yapti§i galismalar neticesinde insan dokularnindaki ADA aktivitesini

agagidaki sekilde vermektedir (15).

Doku ADA aktivitesi (nmol/dak/mg.protein)
Timus 282.8
Dalak 124
Beyin 5.0
Bdbrek 1.8
Karaciger 1.1
Akciger 0.8
Small intestin 14.2
Kalp 21
Periferal lenfositler 20.7
Periferal graniilositler 11.9

R.C.Jackson ve ark.

siralamaktadiriar(23):

da sican dokusundaki ADA aktivitesini

10
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Organ veyadoku  (mg/g. yas doku) ADA aktivitesi (nmol/saat/mg. protein)

Karaci§er 9343 1,510 (100)*
Bébrek korteksi 7414 6,410 (424)
Kalp 5814 3,870 (256)
Testis 4719 3,880 (357)
Dalak 7116 13,900 (923)
Akciger 7945 10,900 (719)
Epididimis yag§ tabakasi  18+3 2,270 (150)
Beyin (serebra) 3212 713 (47)
iskelet kasi

(gastrocnemus) 5514 1,130 (75)
Ince Bar.(mukoza) 5816 41,900 (2,780)
Timus 5312 47,700 (3,160)
Kemik iligi (femoral) 84110 1,800 (119)
Eritrosit 360432 36 (2.4)
Periferal Lokosit 9016 627 (42)
Kan plazmasi 633 21(1.4)

*Karaci§er ADA aktivitesinin yiizdesi olarak bulunan deg§erler.

Bu calismalara benzer daha bircok calismalar

_ vyapilarak  ADA'in  doku —ve organ— dagilima tesbit
edilmistir(24,44,57,58,59).

Yukaradaki literatiirlerde verilen Dbilgilere gdre
enzim hiicrelerin sitoplazmasinda ve diisiik oranda da
niikleusunda bulunmaktadir. J.Jd Centelles enzimin
hiicrelerin ekstraseliiler kompartimaninda bulundudunu da
bildirmektedir.Bunlarin yaninda iskelet kasi,deri ve
cilt'te aktivitenin hi¢ olmadidi veya c¢ok az miktarlarda
oldu§u da bildirilmektedir(16,19,24,25).

Enzimin diisiik molekiil agirlikla formu
(40000gr/mol) timus,dalak,mide ve eritrositlerde daha
fazladir.Buna karsilik karaciger,bobrek ve ince

bagirsakda enzimin molekiil agirliga yliiksek olan
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formu (200000gr/mol)bulunmaktadir.Ayrica lenfoid de

mukoza dokusu kadar ADA aktivitesine sahiptir. (59).

2-3.Enzimin katalizledidi reaksiyonlar ve substrat
spesifikligi.

ADA'in katalitik o6zellikleri detayli bir sekilde bir
cok arastirmac:i tarafindan calisilmistir.Calismalar
neticesi enzimin hidrolitik olarak
amino,hidroksilamino, kloro ve metoksil gruplarinin plirin
riboniikleozitlerinin 6 no'lu atomdan ayrilmasini
katalizlemektedir.Farkla arastiraicilar substratlarin
hidroliz hizinin ayrilan grubun tabiyatina bagli oldudunu
belirtmektedirler.Bunu adenozinin 2 pozisyonundaki amino
grubunun veya plrin ribontikleozitlerinin 6 konumundaki
amino grubunun hidroliz hizlarinin farklilidina dayanarak

yapmislardir. Bu sonucun 6.pozisyonun elektofilik

8zelligiyleilgilioldudunuda bildirmektedirler. (56).
P.F.Ma ve J.R.Fisherde adenozin,deoksiadenozin, cordycepin
(3'deoksiadenozin), 6-kloropiirin ribozid ve 2,6-
diaminupurin ribozid'i deneyerek en iyi sonucu
adenozinden elde etmislerdir{relatif olarak adenozin icin
V = 1 iken deosiadenozin ig¢in 0.35-0.70 dir} (47).
Adenozin ve deoksiadenozin ADA dan baska enzim
sistemleri tarafindan da substrat olarak
kullanilmaktadir.Adenozini, adenozin kinaz (AK) ve S-
adenozil homosistein hidrolaz enzimlerinin de
substratidir.Bu enzimlerin katalizledidi reaksiyonlar
sonucu Uriin olarak,sirasiyla adenozin monofosfat ve S-

adenozil homosistein meydana gelir. Deoksiadenozini ise,
12



ADA dan baska deoksiniikleozit kinazin da substratidair.
Urliin olarak sirasiyla deoksi inozin ve deoksiadenozin
monofosfat meydana gelir (15).

Bu enzimlerin kinetik ©zelliklerinin incelenmesi
enzimlerin hiicrelerdeki onem ve rollerini aciklamada bir
fikir verebilir (16). Ilgili reaksiyonlari su sekilde

gbsterebiliriz.

(S-AHase)
> S-Adenozil homosistein ( Km= 1uM)

(AK)

ADENOZIN----—-----——em-> Adenozin monofosfat (Km= 2 pM)
(ADA)

> Inozin (Km=20-50 pM)

Buradan da acikca gorillecedgi iizere adenozine karsi ilgisi
en fazla olan S-AHase ve AK dir.Ancak bunlarin Maksimum
yiksektir. Bu da ADA'in adenozini metabolize etme
kapasitesinin daha yliksek oldudunu gbstermektedir
(15,186).

ADA'in dider tabii substrati deoksiadenozini de ayni
sekilde inceleyecek olursak, bu da iki farkli enzimin

substratidir;ADA ve deoksiniikleozid kinaz.

(ADA)

> Deoksiinozin (Km= 7uM.)
DEOKSIADENOZIN-—- (dAK)

> Deoksiadenozin monofosfat (Km= 400 pM.)

Yukaraidaki reaksiyonlar incelendiginde ADA'1in
deoksiadenozine olan affinitesi deoksinukleozit kinazdan

13



daha fazladir. Ayrica ADA i¢in bir genelleme yaparsak
deoksiadenozine olan ilgi adenozine olandan daha fazladir
(15).

Yapilan calismalar sonucu saflastirilan kaynada ve
organa badli olarak ADA'in Km ve Vm deferleri
farkliliklar arzetmektedir. Yaptigimiz literatiir
arastirmalari sonucu ADA'in ve izoenzimlerinin adenozin
substratina karsi Km deferinin (0.05-0.1 M pH 7-7.4
fosfat veya Tris/HCl tamponu kullanilarak) 30-400uM
arasinda dedistigi ifade edilmektedir(14,15,39,40,44,47,
52,55,57).

X-1sinlari ile vyapilan kimyasal analizler sonucu
ADA'in aktif merkezinde Zn2* metali ve onunla valans bagi

yapmis histidin, glutamik asit ve sistein amino

asitlerinin oldugu belirlenmistir (39,41,42,43) .Buna
S N [ = 1%
Bzl e

N H  Asp-296 “~|His-17

»®

[Gu-217 }---HN ' "\>

S
: o CHOH
1

Gly-184
o H-.- ASP-‘ 9

ADA'1in katalizledigi reaksiyonla ilgili etki
mekanizma ilk defa 1971 yilinda M. Helen Maguire ve
arkadaslari tarafindan yapilmistir.Daha sonra konu
ﬁzefinde ayrintili calismalar devam etmis ve reaksiyonun

bir cevrim seklinde gerceklestigi anlasilmistair.ADA'in
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tesir mekanizmasi asadidaki sekilde gdrillmektedir (39,41,

42,43,56).

Ne. 7. 1990
1692 Biockemistry, Vol. 32, -

[ -/s _—
f5 - :,

Awrtn

2-4. izoenzimleri ve molekiil kiitlesi

ADA'in izoenzimleri ve molekiil kittleleri ile ilgili
ilk bilgilerden P.F.Ma ve J.R.Fisher bahsetmektedirler.
Arastiracilar tavuk karacigerinden saflastairdiklara
enzimin iki ayri formunun bulundugdunu Sephadex
kromatografisi ile tayin etmislerdir. Bunlardan. molekiil
agirligis biiylk olanina (110000 mol.wt) "large",kiiciik
olaninada (30000 mol.wt)"small"ADA adini vermislerdir
(47) . Ayni arastiricilar daha sonraki yaptiklara
¢alismalarla ADA'1in ¢ formunun oldudunu tesbit
etmislerdir.Kurbaga dokusundan saflastirdiklari enzimi
A,B ve C seklinde siniflandirarak molekill a§irliklaraini
sirasiyla 180000, 100000 wve 35000 olarak tesbit

etmislerdir.Bunlardan B formunun karacierde C formunun

15



ise duodenumda baskin oldudunu belirtmektedirler.Bu
formlar total ADA aktivitesinin sirasiyla %7,68 ve 25'ini
teskil etmektedirler. Bu c¢alismalarina baska canli ve
dokularda devam ederek vyaklasik ayni sonuglari elde
etmislerdir (48,49,50).

P.M.Murphy ve arkadaslarida sidir mukozasinda
yaptiklari arastirma ile 5 izoenziminin oldudunu
bildirmektedirler (52).

J.Phelan ve arkadaslari sidir intestinal mukozasindan
saflastirdiklari ADA'in aminoasit dizisini tayin ettikten
sonra molek{il kiitlesini sedimentasyon sabiti metoduyla
ortalama 34500 olarak hesaplamislardir (54).

Hitoshi akedo ve ark.'lari sadlikli insan akcigeri ve

mide dokusundan iki tir ADA oldudunu tesbit etmis ve

bunlara (larger molecular size) E; ve (smaller molecular

size) Eg ismini vermistir. Buna ilave olarak bunlarin

interkonvertible oldudunuda belirtmektedir (53).

Martin B.Van der Weyden ve ark.'a insan dokusunda
ADA'in farkli molekiiler formda bulundudunu ifade ederek
bunlarin Dbirbirlerine déniisir oldudunu ve molekiil
agdirliklarini yaklasik 36000,114000 ve 2398000 (sirasiyla
small, intermediate ve large)olarak vermektedirler.
Bunlarin optimum pH'lari haricg bilitiin kinetik
6zelliklerinin aynidir. pH deferleri: 5.5
intermediate,7.0 large ve 7.4 small formu icin. Small
forg,sadece molekitl adirlidi yaklasik 200000 olan ve ADA

aktivitesi g6stermeyen bir protein (binding protein

yvarliginda large forma donlismektedir(14).

16



ADA'in doku dafilimi, kinetik &Szellikleri ve molekiil

airliklari farkli olan iki izoenzimi mevcuttur. Molekiil

agirligi kictik olan (ADA;) timus, eritrosit wve kalpte
mevcutken, serumdaki temel ADA kaynadi ADA, dir. Bu iki
izoenzimin molekiil kiitleleri tayin metodlarina gbére
farkliliklar gdstermekle birlikte ADA; i¢in 35.000-40.000

; ADA, icin ise 110.000-200.000 verilmektedir (10).

Ayrica bu iZoenzimler literatiirlerde farkli sekillerde de
adlandirilmaktadir. Mesela, molekiil agirligi kiiclik olan
ADA; icin C veya S, molekiil adirligi biiylik olan ADA, ic¢in
ise A veya L simgeleri kullanilmaktadir (10,12,13). 1Iki

molekiil ADA,'in memeli dokularinda glikoprotein

yapisindaki bir proteinle (conversion factor) birleserek
ADA, formunu olusturdugu belirlenmistir(6,10,12,13,14,33
,74) .

2-5.Enzimin optimum pH'si

Adenozin deaminazla 1ilgili olarak yapilan c¢esitli
calismalarda enzimin pH aralidi genellikle 5-8 arasinda
verilmektedir(14,41,44,56,) .Buna karsilik bir grup
arastirmaci vyaptiklari bir c¢alismada ADA ig¢in pH

aralidini 6-11 olarak vermektedir (31).

2-6.Enzim aktivitesi izerine sicakligin etkisi

Yapilan de§isik calismalarda ADA enziminin sicakliga
pek duyarli olmadidini ancak 65°C'in tizerinde enzimin
aktivitesini kaybetmeye basladi§i belirtilmektedir. ADA
enziminin 21-52°C arasinda sicaklik artisina paralel
olarak aktivitenin de arttigi belirtilmektedir

(32,44,52).
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2-7.Enzimin inhibitérleri ve aktivatérleri

ADA'in inhibisyonuyla 1ilgili olarak yapilan bir cok
calisma mevcuttur. Bunlar genellikle piirin niikleozit
analoglari,civall organik bilesikler, Cu2t,Agt, Cr3+gibi
adir metallerle birlikte +1 yuklt Li,Na,K,Rb,Cs,NH4 gibi
katyonlar ile Mg,Ca ve Ba gibi +2 yiklti katyonlar
denenmistir.Bunlardan +1 yiiklii katyonlarin enzimi aktive
etmesine radmen(Ag harig) +2 yuklii katyonlarin inhibe
ettigi belirtilmektedir (31,54).Bunun yanisira imidazol
ve tiol grubuna sahip bilesgiklerinde enzimi inhibe ettigi
belirtilmektedir (39,44,56).Etanol ve tedavi amaciyla
kullanilan bazi sedativ,anxiolitik,analjezik ve relaksant
iilaglarain da enzimin modiilatérleri oldudu
belirtilmektedir (44).

Ayrica hem karaciger ve hem de hizli gelisen hepatoma
3924 A da ADA inozin tarafindan son irin inhibisyonuna
u§ramaktadir (23). J.M. Aran ve arkadaslari tarafindan
insan eritrositinden afinite kromatografisiyle
saflastirdiklari: ADA'in plirin ribozid tarafindan tersinir
olarak inhibe edildigini wve bu inhinisyonun inozinin
etkisinden daha fazla oldudgunu belirtmektedirler (32).
Ayrica ayni arastiricilar Erythro-9- (2-hydroxy-3-
nonyl)adenin [EHNA] 'in plirin ribozitten daha kuvvetli
ADA inhibitérli oldudunu belirtmektedirler (32). J.P.J.
Ungerer ve arkadaslarinin insan serumundan elde ettikleri
ADA izoenzimlerinden ADAl ve ADAl+cp nin EHNA tarafindan
inhibe edilmesine karsilik EHNA'nin ADA2 yi

etkilemedigini elektroforetik olarak gbstermislerdir
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(33). Ayni sonucu H.Ratech ve arkadaslari da elde
etmislerdir (34) . Bunlarain disinda coformisin,
pentostatin wve 2'-kloropentostatin'in de spesifik ADA

inhibitoérit oldugu belirtilmektedir.

2-8.Adenozin deaminazin klinik onemi

Bilindidi gibi ADA adenozinin 1inozine (veya
deoksi adenozinin deoksi 1inozine) c¢evrilmesinde gbérev
aldiga icin plirin metabolizmasinin anahtar
enzimlerindendir (1,2,3,32,33,39,44,68).Adenozin CNS'de
ndromodiilatér veya nodrohormon olarak kabul edildigi icin
bu cevrim cok 6nemlidir,buna karsilik inozinin bu tiir bir
etkisi yoktur (44).

ADA'1in immiinolojik cevabin gelismesinde ve
monositlerin matiir makrofajlara déniisiimiinde 6nemli
fonksiyonlara sahip oldugu diusiinlilmektedir(11).
Arastiricilar direkt olarak timdr hiicre sitotoksitesiyle
iliskili bu monositer fonksiyon igin ADA'in gerekli
oldu§u wvurgulanmaktadir(86).Bir ADA inhibitérii olan EHNA
ile invitro olarak ADA inhibe edildidinde monositlerin
sitotoksitesinin azaldiga tesbit edilmistir.ADA'a
monositlerin sitotoksik effektdr hiicreye farklilasmasinda
ve gelismesinde ihtiya¢ duyulmaktadir.ADA inhibitérleri
ile sitiolitik effektdr gelisiminin engellenmesi (monosit
kemotaksisi,makrofajlarin timdér hiicrelerine badlanmasi)
muhtemelen bu reaksiyonlar ic¢in esansiyel olan metilasyon
reaksiyonlarinin engellenmesinden ileri
gelmektedir (11) .Baska bir calismada ADA inhibitérii olarak

Ko-formisin ile Dblok vyapildidinda mitojenle stimile
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edilen lenfositlerin proliferasyonunda blok
gbriilmistiir (82) .ADA'1n eksikligiyle ilisgkili olarak
insanlarda kombine immiin sistem bozukluklari
gbzlenmistir.Bu tip hastalarda hem humaral hem de
hiicresel immiinitede defektler ortaya
¢ikmaktadir(2,13,15,19,21,76,81,83,85).

Ko-formisin,deoksi formisin eritro-9-adenin ile ADA
inhibe edildiginde toksik niikleotid seviyelerinin arttida
ve hiicresel tositeden bu artan toksik nilikleotidlerin
sorumlu oldudgu diistinlilmektedir.Artan bu toksik
niikleotidler DNA sentezini engellemekte ve sitolize sebep
olmaktadrr(17,77,79,36).

ADA inhibe edildigdi substratlari olan adenozin ve
deoksi adenozin hiicrelerde birikir.Bu iki niikleozitin
birikimi ile asadida belirtilen olaylarin meydana gelmesi
hiicrelerde toksik tesir yapmaktadir(2,15,21,28,69,83,84,
87) .

1.Adenozin wve deoksi adenozinden sirasiyla fazla
miktarda ATP ve dATP olusmaktadir.Artan dATP
riboniikleotid rediiktazi allosterik olarak inhibe
etmektedir.Riboniikleotid rediiktazan inhibisyonu sonucu
deoksiniikleotidlerin seviyeleri azalir.Deoksintikleotidler
DNA'nin prekiirsérleri olduklarindan DNA sentezi
bozulmakta ve esas olarak lenfositik tositeden bu olay
sorumlu tutulmaktadir.

2.Enzimin di§er substrati olan adenozinin artisi S-
adenozil homosistein hidrolaz (SAH-hidrolaz)enziminin
kataliziyle meydana gelen S-adenozil homosistein (SAH)

miktarini artirmaktadir.Bu artis S-adenozil metiyonin
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tarafindan gerceklestirilen metilasyon reaksiyonlarini
inhibe etmektedir.DNA sentezi i¢in de gerekli olan bu
metilasyon reaksiyonlarinin engellenmesi hiicreler ig¢in
zararlidair.

ADA ld6semili hastalarin tedavisinde kemoterapi hedefi
olarak secilmesinin yanisira diyagnozda l&semilerinin sub
tiplerinin ayrilmasinda ve rodlapsin takibinde imminolojik
markerlerle beraber kullanilan ¢ok Onemli biyokimyasal
bir parametredir(11,28,78,80). Ayrica 6zellikle ldsemiler
icin ADA biiylk onem tasimaktadir(14,86).ADA'in T cell

matiirasyonu ve mitogenezde c¢ok 6nemlidir(19,86).

3-MATERYAL VE METOD

3~1. Kullanilan Cihaz ve Kimyasal Maddeler
3-1-1.Cihazlar

- Sartorius Basic model dijital terazi

- Waring blendor

- Braun Melsungen homojenizatoér

- Beckman dijital pH metre

- Heldolph marka magnetik karistirici

- Beckman model 25 dijital spektrofotometre (VIS-UV)
- Sorvall superspeed SS1 santrifiij

- Whirlmix marka vortex karistirici

- Grant instruments CB2 50Z su banyosu

- ISCO model 1160 so§utmala fraksiyon kollektdrii
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- Pharmacia 1.5x80 cm. kolon

- Braund marka 10-100; 100-250 wve 250-1000 nul'lik
otomatik transpipetler

- Plastik ve cam laboratuvar malzemeleri

3-1-2.Kimyasal Maddeler

Calisma esnasinda kullanilan bilitlin kimyasal maddeler

analiz icin gereken biyokimyasal safliktaydzi.

* Amonyum siilfat (NH4)2SO4; Potasyum dihidrojen
fosfat KHpPO4; Disodyum hidrojen fosfat NagHPO4; Asetik
asit CH3COOH; Sodyum hidroksit NaOH; Sodyum pentasiyano

nitrosil ferrat Najs[Fe(CN)sNO].2H20 ve TRIS '"Merck";

Adenozin, Kafein, Na-sakkarin,Sephadex G50-150 "Sigma"
Histidin hidroklorit, Sistein hidroklorit,glisin vwve
Dimetil glioksim "Fisher"; Fenol "Baker" firmalarindan
temin edilmistir. Hipoklorit ise ticari olarak
satilanlardan temin edildi ve hipoklorit miktari
titrasyonla belirlendikten sonra uygun seyreltmeler
yapilmak suretiyle kullanildi. Protein standart'i olarak
Sigma'dan temin edilen sidir serum albumini (BSA)

kullanildza.

3-2., Metodlar

Calismalar iki safhada gercgeklestirilmistir. Birinci
safhada ADA koyun daladindan izole edilerek kismen
saflastirildi, ikinci safhada ise kismen saflagtirilan
enzimin adenozin substrataina, dedisik effektorler,
sicaklik ve ©pH'ya karsi aktivitesi tayin edilerek

Michaelis-Menten ve Lineveawer-Burk grafikleri cizilerek



kinetik davranislari hakkinda fizikokimyasal bilgiler

elde edildi.

3-2-1.Saflastirma

ADA'1in saflastirilmasinda J.J.Centelles ve
arkadaslarinin sican beyin dokusundan ADA'in
saflastirilmasiyla ilgili metod kismen modifiye edilerek
kullanildi (44) .Saflastirma islemi araliksiz 3 gin
icerisinde tamamlandi.Saflastirma kademeleri 2 ila 4°C
arasinda yapildi, pH ve spektrofotometrik 6lclimler
laboratuvar sicaklidinda vyapildi{ort 25°C).Saflastirma
sirasinda I=0.05 olan ve pH=7.4, 50mM.TRIS/HCl tamponu
(Tampon A).Aktivite tayini ve seyreltme islemleri
sirasinda 50mM, pH=6.5 olan Na,HPO4/KH,PO, tamponu (Tampon
B) sistemleri kullanilmistir.Saflastirma isleminin her
kademesinde ADA aktivitesi ve protein tayini yapaildi.

Saflagtirma iglemi:

I.Basamak:Calisma materyali olarak Ankara Et ve Balik
Kurumunda taze kesilen koyunlardan 4 adet dalak alinarak
temiz bir naylon torbaya konulup etrafi buz-su karisimi
ile kapla bir kap igerisinde A.U.Tip Fakiiltesi Biyokimya
Anabilim Dalina getirildi.Dalaklar naylon torbadan
cikarilarak onceden hazirlanmis soduk 0.185M NaCl
¢cdzeltisiyle yikandi.Derin dondurucuda 15 dakika
beklettikten sonra zar kismi soyularak ayrildi ve daha
sonra makasla kiiciik dilimler halinde kesildi.Bunlardan
200 g. alinarak 400 ml soduk TRIS/HCl tamponuyla
(50mM, pH=7.4,1=0.05)2 dakika yavas 2 dakikada hizla

devirde Waring Blendor ile homojenize edildi.l 1'lik bir
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meziire aktarilarak koépik kimi trompla ¢ekildi béylece ham
homojenat elde edildi.

Ham homojenat 15000 devirde 1 saat santrifilj edilip
slipernatan cam pamugundan siliziilerek alindi.Elde edilen
slipernatan iki esit kisma ayrilarak bir kismi derin
dondurucuda (-30°C)gerekirse daha sonra kullanmak icin
sakland1.

II.Basamak:I.basamakta elde edilen slipernatan'ain

ikinci kismi 60°C'a ayarlanmis su banyosuna alinip
karistirilarak 30 dakika bekletildi. Daha sonra +4°C'a
soJutularak 15000 devirde 30 dak.santrifiij edilerek
slipernatan kismi alind1.

ITII. Basamak:II. basamakta elde edilen silipernatan %80

doygunlu§a ulasincaya kadar 30 dakika icerisinde azar-
azar kati (NHy4),SO4 ilave edilerek magnetik karistiriciyla
karistirildi.Karisim 15000 devirde 30 dak.santrifiij
edildi ve sediment kismi alinarak 5 kati tamponla dilue
edildi.Siispansiyon haline getirilen materyal ge¢irgenligi
10000gr/mol olan diyaliz membranina alinarak 36 saat
TRIS/HC1 (50mM, pH 7.4) tamponuna karsi diyaliz
edildi.Diyaliz membranindan alinan numune tekrar 15000
devirde 30 dak.santrifiij edilerek silipernatan alindzx.

IV. Basamak: III.basamakta elde edilen slipernatandan

istenilen molekill afirligdindaki proteinleri ayirabilmek
icin Jel filtrasyonuna tabi tutuldu.Bunun icin daha
dnceden hazirlanan Sephadex G-50-150 jeli kllanalda.
Sephadex G-50-150 Jjel kolonunun hazirlanmasi:Kuru
sephadex'in 1lg'itamponla 1islatildigi =zaman yaklasik 25

ml'lik hacim isgal eder.Buna uygun olarak 8g.sephadex
24



alinarak 200ml.TRIS/HCl1l (pH 7.4,50mM)oda sicaklidinda 72
saat sismeye birakildi (38) .Daha sonra 1.5x90
cm.boyutlarindaki kolona hava kabarcigi olmayacak sekilde
dikkatlice kolon yatak yiiksekligi 80cm.olacak sekilde
dolduruldu.Kolondan 250ml tampon akis hizi 15ml/saat
olacak sekilde ayarlanarak dengelendi.Béylece kolon
numune uygulamaya hazir hale getirildi.

Numunenin kolona uygulanmasi:Kolon 12 dakikada bir
tip dedistirecek sekilde programlanarak serolojik pipetle
2ml numune jel {izerine diizglin bir sekilde jel yilizeyini
bozmadan uygulandi.Numunenin tamami Jjele gec¢tikten sonra
yine diizglin bir sekilde kolonun {ist tarafindan TRIS/HC1
(50mM, pH 7.4)tamponu uygulandi.Kolondan c¢ikan eluatlarin
absorbanslari tampona karsi 280nm.de okundu.Bu isleme
absorbans degeri 0.002 oluncaya kadar devam edildi ve
bundan sonraki fraksiyonlar dikkate alinmadi.

280nm.deki absorbansi yiiksek olan tﬁplerde Lowry
metoduna gdre protein miktarlari olc¢iilerek fazla protein
ihtiva eden tiiplerde de ADA aktivitesi tayin edildi.ADA
aktivitesi yliksek ve  Dbirbirine yakin olan tiipler
birlestirilerek kismen saflastirilmis stok ADA elde
edildi.Elusyon profili"deney sonu¢larr ve Dbulgular"da

verilecektir.

3-2-1-2 .ADA aktivitesi Tayini:
ADA aktivitesi tayini ig¢in literatiirlerde degisik
metodlar mevcuttur(14,35;60)

1. Adenozin----- >Inozin déntistimindeki absorbans

azalmasi 265nm.de izlenebilir.
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2.Inozin/ niikleozid fosforilaz ve ksantin oxsidaz
etkisiyle 1Urik aside doniisir. Bu donllsiim sirasindaki
absorbans artisi 293nm.de takip edilebilir.

3.Adenozin konsantrasyonu polarografik olarak tayin
edilebilir.

4. Adenozin----- >Inozin + NH3 reaksiyonu sonucu acgida
cikan amonyak miktari tayin edilebilir.

5.Cl4veya H3 gibi radyoaktif atom ihtiva eden Adenosin
(substrat) kullanarak adenozin----- >inozin donlistimii
radyokimyasal olarak &lcililebilir.

Biz calismmizda Giuseppe Giusti'nin metodunu
uyguladik (4 .metot)

Metodun Prensibi:

ADA
ADENOZIN + Hp,0 ----- > INOZIN + NH3 (1)
OH™
NH3 + OCl~ + 2 FENOL ----——-—-—====- > INDOFENOL (2)

Naj[Fe (CN) 5NO]

1 No'lu reaksiyon gere§i ADA etkisiyle acida c¢ikan
amonyak alkali ortamda hipoklorit ve fenol ile reaksiyona
girerek mavi renkli indofenol olusturur. Sodyum
nitropurissid 2.reaksiyon ig¢in katalizordiir.Reaksiyondan
da anlasilacadi gibi amonyak konsantrasyonu indofenol'in
absorbansi ile dogru orantilidir.ADA tarafindan
katalizlenen birinci reaksiyon inkiibasyon siiresi sonunda

ilave edilen fenol-nitropurissid cozeltisi ile

durdurulur (24) .
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Reaktifler:

Reaktiflerin hepsi deiyonize su ile hazirlandi.

I.Fosfat Tamponu (50mM,pH 6.5):4.73g.NaH,P04.H0 ve 5.62g

NayHPO412H,0 yeterince deiyonize suda c¢ozildikten sonra

1000ml'ye tamamlanir.

II.Substrat ¢ézeltisi (21lmM adenozin) :140mg adenozin 15
ml tampon icgerisinde kaynar su banyosunda ¢o6z{ildiikten
sonra sogutulup tamponla 25 ml'ye tamamlanir.

IIXI.Stok (NH4),SO4 ¢ozeltisi(15mM):1.982g.susuz amonyum
stilfat yeterince deiyonize suda ¢ozlildiikten sonra
1000ml'ye tamamlanir.

Bundan 0.5ml alinarak tamponla 100ml'ye tamamlanarak
standart amonyum siilfat cbzeltisi hazirlanir
(75uM; 0.15pval, NH3/ml) .

Iv. Fenol/nitropurissid ¢6zeltisi(106mM fenol,0.17mM
sodyun nitropurissid) :10g.fenol ve 50mg sodyum
nitropurissid 500ml deiyonize suda c¢oéziildiikten sonra
litreye tamamlanir.

V.Alkali hipoklorit ¢dzeltisi (11mM NaOCl;125mM
NaOH) :125m1 IN NaOH ve 16.4ml %5 1lik hipoklorit
karistirildiktan sonra deiyonize suyla litreye
tamamlanair. (Ticari olarak pazarlanan hipoklorit
cbzeltileri %5w/v NaOCl ihtiva etmektedir. Bu durum
Onceden tayin edilerek Dbelirlenmis ve ondan sonra
kullanilmistar.)

Blitiin c¢6zeltiler 0-4°C'de saklanmali;1,3 ve 4 nolu
reaktifler kahverenkli sisede saklanmalidir.4 no'lu
reaktifin rengi yesil veya kahverengiye dSnerse yeniden

hazirlanmali. Bunlar bu sartlarda en az 2 ay
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stabildir.Substrat (2 nolu c¢6zelti)ise ¢alisilacad§i zaman

taze olarak hazirlanmalidir.

Deneyin yapilisgi:

Tablo 2:ADA tayin metodu

G —— ———— ———— S T - —— T T " —t— - S G G T - A ——— — . T — ——— A — T —— —

Reaktifler(ml) Numune N.Koéri Standart St.Kéru
Tampon -- -= -= 0.050
Substrat 1.00 1.00 -- -
(NH4) 2S04 St. -- -- 1.00 -—
Numune 0.050 —= - -
Deiyonize su - == 0.050 0.050

——— . S D D D G e S — ——— — — — — T D D S AL S —— > D S A . - — — —— — — . W NS GES Gt WD G S S S — —— ——

Tiplerin adaizlari parafilmle kapatilarak karistirilir ve 37°C'lik su

banyosunda 1 saat inkilbasyonda tutulur.

Fenol nitro pur. 3.00 3.00 3.00 3.00
Numune - 0.050 -- --
Alkali Hipoklorit 3.00 3.00 3.00 3.00

A G S I D GAD G S S — — t— (———— T T — A — — (— S ———— — S (ot —— — (— — — - T ——— " -

Tipler karistirildiktan sonra 37°C'lik su banyosunda30 dakika inkiibe

edilir.

Su banyosundan c¢ikarildiktan sonra her bir tipiin
absorbansi (620-650nm) optimum 628nm dalga boyunda
deiyonize suya karsi okunur.E§er absorbans 1.000 den
bliylikse numune 2-5 kat deiyonize suyla seyreltildikten

sonra deney yeniden yapilir.
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Hesaplama:

An-ALx (2x75/7.05) nMx1x7.05ml

ADA Aktivitesi (IU/L)=----—-—-—=————————m—mmmmm o
Ag-ALx60dak.x0.05ml.
Anumune™Bn. ksrit

ADA aktivitesi (IU/L)=------———-—-e——c———- x50

Astand- ~Astand.Ksrii
IU/L
Spesifik aktivite=--------—-—c-——-
mgproteinX]-o3

*Calismalarimiz silresince enzim ekstrakt: B tamponuyla 20 kat
seyreltildikten sonra kullanilmigtir.Bundan dolayi sonug 20 ile
¢arpilarak yazilmigtir. Bir {nite,bir dakikada mikromol olarak
ayrilan amonyak miktari olarak tarif edilmektedir (24).

*A =Numunenin Absorbansi,A;=Numune k&ériiniin Absorbansi

A i .=Standart'in Absorbansi, Ag=St. Kériinin Absorbansi

103= ml-->L cevirme faktérii,7.05 toplam hacim,2x75=pmol

olarak Standarkaki NHg'miktari,0.05ml olarak numune

miktari,60 dakika olarak inkiibasyon siresi.
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3-2-1-2.Protein Tayini:

Saflastirma islemlerinin her kademesinde protein
miktari Lowry metoduna gbre yapildi (37,38) .Protein
standarti olarak Sigma'dan temin edilen BSA kullanildax.

Metodun Prensibi:Alkali ortamda proteinler
bakirla (Cutt-protein) kompleksi olusturarak fosfo
molibdat-fosfo tungstat reaktifini (Folin-Ciocalteau-
Phenol reaktifini) rediikleyerek mavi renkli drin
olusturmasi esasina dayanmaktadir.Rengin koyulugu
ortamdaki protein konsantrasyonuyla dogru
orantilidir.Folin reaktifinin ilavesinde su Onemli
noktaya dikkat edilmesi metodun iyi islemesi ag¢isindan
bnemlidir.Reaktif yalniz asidik ortamda dayanikli
olmasina ragmen metod geredi rediiklenme olayl alkali
ortamda (pH=10)gerceklesmektedir.Bu yiizden folin reaktifi
alkali bakir-protein kompleksine ilave edildikten hemen
sonra iyice karistirilmalidir.Bodylelikle f£folin reaktifi
bozulmadan 6nce redilklenme gerceklesir.

Reaktifler:

A reaktifi:0.5g.CuS0O4.5H,0 ve 1.0g.Naz-Sitrat bir miktar

deiyonize suda ¢6ziildiikten sonra 100ml'ye tamamlanir.

B reaktifi:20g.Na,COzve 4.0g.NaOH bir miktar deiyonize
suda c¢6zuildiikten sonra litreye tamamlanir.

C reaktifi:50ml B ¢tzeltisi + 1.0ml A ¢bzeltisi karisimi.

D reaktifi(Folin-Ciocalteau C&zeltisi) :6nceden hazirlanan
reaktif deiyonize suyla esit oranda dilue edilerek

kullanilair.
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Reaktifin Hazirlanmasi:

1500ml'1lik bir balon jojeye 100g Na-
tungstat (NasW0,4.2H,0) , 25¢ Na-molibdat (NasMoO4.2H,0) 700ml
bidestile su,50ml %85'lik H3PO4 ve 100ml konsantre HC1
konulup 10 saat geri sodutucu altinda vyavas alevde
1sitilir.Sodutulduktan sonra Uzerine 100g LiySO4,50ml
bidestile su ve 5 damla Br ilave edilerek 15
dak.kaynatilmak suretiyle Br'un fazlasi uc¢urulur. Tekrar
soutulduktan sonra 1 litrelik bir balon jojeye alinarak
bidestile suyla litreye tamamlanir.Koyu renkli sisede
muhafaza edilir,kullanilacagi zaman Dbidestile suyla
$50dilue edilir.Normalde reaktifin rengi parlak
saridir,yesil renk olusursa reaktif bozulmustur.
Deneyin Yapilisgi:
Tablo 3:Protein tayin metodu

Reaktif (pl) Kor Numune
Destile su 500 490

C reaktifi 2500 2500
Enzim ext. - 10

——————————————— T T T > — ——— O ——t— — —— o - —

Hemen karastirdiktan sonra laboratuvar

sicaklidinda 10 dak.inkiibe edilir.

—— ——— - — ——— ——— T T WD T WS e b — —— T — G S~ T S S — —— T

——— — —— ————— ——— —— ————— {—— — Y — —t— o {— S V> T {—

Tiiplere D-reaktifi ekler eklemez karaistirilip laboratuvar

sicakliginda 30 dak.beklenir.
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En gec 30 dakika icerisinde 700nm.de kdre karsi numunenin
absorbansi okunur.

Hesaplama: Daha o©nceden BSA standart olarak alinarak
grafik ¢izildi ve grafikten numunedeki protein miktariyla
orantili olarak her bir standart i¢in absorbans ded§erleri
okunarak A=f(proten mg/ml)grafi§i ¢izildi.Daha sonra bu
grafikten yararlanarak numunelerdeki protein miktarlari
absorbanslarina bagli: olarak Dbelirlendi.Seyreltmeler
dikkate alinarak protein miktari mg/ml ifade edildi.Yani;

Protein(mg/ml)=Grafikten okunan de§erxF;Bu deney icin

F=Standart hacmi (0.5) /nurnune hacmi (0.01)=50

Fakt6r (F) kullanilan numune miktarina badli olarak de
gismektedir.

3-2-2.ADA'1in Kinetik Ozelliklerinin Incelenmesi

(Bundan sonraki biitin galigmalar ikiger kez yapildi ve sonuglar

ikisinin ortalamasi olarak alindi.)

3-2-2-1.Dedigen Adenozin konsantrasyonunun aktivite
Gzerine etkisi.

Adenozin substratiyla Michaelis-Menten kinetidini
incelemek ig¢in oOnceden tamponda ¢oziilerek bir stok
substrat (21mM adenozin)c¢dzeltisi hazirlandi.Bu c¢ozeltiden
uygun seyreltmeler yapilarak son konsantrasyonu 0,5,10
15,20,25,50,100,200,400,600,800,1000 ve 1200pM ©olacak
sekilde cbzeltiler hazirlanarak uygun ¢calisma
konsantrasyon araligi tayin edildi.Bunun sonucu olarak
o,20,30,40,50,100,200,400,600,800vel000uM'11k aralidin en
uygun aralik oldugu belirlendi.

2.1mM'11k stok ADA cbzeltisinden Tablo da
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belirtilen miktarlarda alinarak vyukarida tesbit edilen
aralikta substrat c¢6zeltileri  hazirlandi.Daha once
belirtilen aktivite tayin semasina gbre enzim
aktiviteleri tayin edilerek Michaelis-Menten ve
Lineweaver-Burk grafikleri c.izildi ve Adenozin icin Km ve

Vm deferleri tesbit edildi.

Tablo 4: De{isen konsantrasyonlarda Adenozin igin deney gsemasi

Tiip No 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1

Reaktif(ul)
Tampon 1000 990 985 980 975 950 900 800 700 600 500
Adenozin 0.0 10 15 20 25 50 100 200 300 400 500

Enz.Ext.(N) 50 50 50 50 50 50 50 &0 50 50 50

Tiipler kangtinidiktan sonra agizlan parafilmle kapatihp 37°C'lik su banyosunda 60 dak.

Inkiibasyonda tutulur.

FNP. 3000 3000 3000 3000 3000 3000 3000 3000 3000 3000 3000
Enz.Ekt(K) 50 50 50 50 50 50 50 50 50 50 50

Alk.Hip. 3000 3000 3000 3000 3000 3000 3000 3000 3000 3000 3000

Topler karigtinidiktan sonra 37°C'iik su banyosunda 30 dak. inkObe edilir. Bu stre sonunda 628nm'de herbir tiptn

Absorbansi deiyonize suya kargi okunur.
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3-2-2-2.Degisen Dimetil glioksim konsantrasyonunun ADA
aktivitesine etkisi.

Bu deneyde 20mM'lik stok dimetil glioksim ¢bzeltisi
hazirlanarak en uygun inhibisyon konsantrasyon aralidini
bulmak i¢in 5,10,20,50,100,500,1000,2000,3000,4000,5000,
6000,8000 ve 10000uM'lik dimetil glioksim c¢bzeltileri
sabit adenozin konsantrasyonunda (800uM)calisildi.En

uygun aralidin 1,2,3,4,5,6,8 ve 10mM'lik aralik oldugu

belirlendi.



Tablo 5:Degisen dimetil glioksim konsantrasyonumfn ADA iizerine etkisi icin deney semasi

Tiip No 1 2 3 4 5 6 7 8 9
Reakdtif(ul)

Enz.Ext. 50 50 50 50 50 50 50 50 50
DG. 00 525 105 1575 210 2625 315 420 525

Tapler kénstmldnktan sonra adizlan parafilmle kapatilarak 37°C'lik su banyosunda 30 dak.inkabe edilir.

Tampon 600 5475 495 4425 390 3375 285 180 75

Adenozin(N) 400 400 400 400 400 400 400 400 400

Taplerin agizlan parafilmle kapatilip kangtinidiktan sonra 37°C'lik su banyosunda 60 dak.inkabe edilir.

FNP 3000 3000 3000 3000 3000 3000 3000 3000 3000
Adenozin(K) 400 400 400 400 400 400 400 400 400
Alk.Hip. 3000 3000 3000 3000 3000 3000 3000 3000 3000

Tapler lyice kangtinidiktan sonra 37°C'lik su banyosunda 30 dak. inkhbe edildikten sonra her bir tapGn absorbansi

deiyonize suya kargi okunur.
Bu calismadan ADA inhibisyonu igin 3mM'lik

dimetilglioksim konsantrasyonu denendi.
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Tablo 6:Sabit dimetil glioksim(3mM) igin galigma semasi

Tip No 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Reaktif(ul

Enz.Ext. 50 50 50 50 50 50 50 S50 S50 50
DG. 0.0 1575 15756 15875 1575 1575 157.5 157.5157.5 157.5

Taplerin adizlar kapatiip kangtinldiktan sonra 37°C'lik su banyosunda 30 dak. inkabe edilir.

Tampon 1000 832.5 827.5 822.5 817.5 7925 7425 6425 5425 4425

Adenozin(N) 0.0 10 16 20 25 50 100 200 300 400

Taplerin agizlan kapatilarak karnigtinilir ve 37°C'lik su banyosunda 60 dak. inkabe edilir.

FNP 3000 3000 3000 3000 3000 3000 3000 3000 3000 3000
Adenozin(K) 0.00 10 15 20 25 50 100 200 300 400
Alk.Hip. 3000 3000 3000 3000 3000 3000 3000 3000 3000 3000

Tapler iyice kanstinidiktan sonra 37°C'lik su banyosunda 30 dakika inkitbe edilir ve 628 nm dalga boyunda her bir tapn

absorbansi deiyonize suya kargi okunur.

3-2-2-3.Degdigen Histidin konsantrasyonunun ADA
aktivitesine etkisi.

Bu deney ic¢in dimetil glioksim'de oldudu gibi bir on
calisma yapilarak uygun inhibisyon konsantrasyon araligi
belirlendi. Tamponda c¢dzerek 1 ved4mM konsantrasyonunda
stok histidin c¢6zeltisi hazirlanarak bundan gerekli

miktarlarda alinarak son konsantrasyonu 0,5,10,20,50,100,
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500,1000 wve 2000uM konsantrasyun aralidinda Ornekler

hazirlandi.

Tablo 7:Degigen histidin konsantrasyonunun ADA tzerine etkisi igin deney semasi

Tiip No 1 2 3 4 5 6 7 8 9
Reakdtif(ul)

Enz.Ext. 50 50 50 50 50 50 50 50 50
Histidin 00 525 105 210 525 105 525 262.5 525

Tapler kanstiriidiktan sonra agizlan parafilmle kapatilarak 37°C'lik su banyosunda 30 dak.inkiibe edilir.

Tampon 600 ©594.75 589.5 579 5475 495 75 2375 75

Adenozin(N) 400 400 400 400 400 400 400 400 400

Taplerin adizlan parafilmle kapatilip kangtinldiktan sonra 37°C'lik su banyosunda 60 dak.inktbe edilir.

FNP 3000 3000 3000 3000 3000 3000 3000 3000 3000
Adenozin(K) 400 400 400 400 400 400 400 400 400
Alk.Hip. 3000 3000 3000 3000 3000 3000 3000 3000 3000

Tapler iyice kangtinlidiktan sonra 37°C'lik su banyosunda 30 dak. inkGbe edildikten sonra her bir tiptin absorbanst

deiyonize suya karsi okunur.
Bu c¢alismadan ADA inhibisyonu ig¢in 600pM'lik histidin

konsantrasyonu denendi.
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Tablo 8:Sabit histidin(600uM) igin galisma semasi

Tiip No 1 2 3 4 5 ) 7 8 9 10
Reaktif(ul)

Enz.Ext. 50 5 5 50 50 50 50 50 50 50
His 00 157.5 157.5 157.5 157.5 157.5 157.5 157.5 157.5 157.5

Taplerin agizlan kapatilip kangtinldiktan sonra 37°C'lik su banyosunda 30 dak. inkQbe edilir.

Tampon 1000 832.5 827.5 8225 817.5 7925 7425 642.5 542.5442.5

Adenozin(N) 00 10 15 20 25 50 100 200 300 400

Taplerin agizlar kapatilarak kanigtinilir ve 37°C'lik su banyosunda 60 dak. inkabe edilir.

FNP 3000 3000 3000 3000 3000 3000 3000 3000 3000 3000
Adenozin(K) 0.00 10 15 20 25 50 100 200 300 400
Alk.Hip. 3000 3000 3000 3000 3000 3000 3000 3000 3000 3000

Tapler iyice kanstinildiktan sonra 37°C'lik su banyosunda 30 dakika inktbe edilir ve 628 nm daiga boyunda her bir tapan

absorbans deiyonize suya kargi okunur.

3-2-2-4 .Dedigen sistein konsantrasyonunun ADA
aktivitesine tesiri.

Bu calisma i¢in dimetil glioksimde oldugu gibi
de§isik konsantrasyon araliklarinda sistein c¢ozeltileri
hazirlanarak uygun konsantrasyon araligi belirlendi.Bunun
ig¢in tamponla hazirlanan 20mM'lik stok sistein

¢cbzeltisinden belirli miktarlarda alinarak son
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konsantrasyon 0,1,2,3,4,5,6,8 ve 10mM olacak sekilde

deney seti hazirlandi.

Tablo 9:Degisen sistein konsantrasyonunun ADA (izerine etkisi icin deney semasi

Tiip No 1 2 3 4 5 6 7 8 9
Reakdif(ul).

Enz.Ext. 50 50 50 50 50 50 50 50 50
Sistein 00 525 105 1575 210 2625 315 420 525

Tapler kangtirildiktan sonra agizlar parafilmie kapatilarak 37°C'lik su banyosunda 30 dak.inktbe edilir.

Tampon 600 547.5 495 44255 390 3375 285 180 75

Adenozin(N) 400 400 400 400 400 400 400 400 400

Taplerin agizlan parafilmle kapatilip kanigtinldiktan sonra 37°C'lik su banyosunda 60 dak.inkabe edilir.

FNP 3000 3000 3000 3000 3000 3000 3000 3000 3000
Adenozin(K) 400 400 400 400 400 400 400 400 400
Alk.Hip. 3000 3000 3000 3000 3000 3000 3000 3000 3000

Tapler iyice karistiriidiktan sonra 37°C'lik su banyosunda 30 dak. ink(be edildikten sonra her bir tpQn absorbansi

deiyonize suya karg! okunur.
Bu calismadan ADA inhibisyonu icin 500puM'lik sistein

konsantrasyonu denendi.
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Tablo 10:Sabit sistein konsantrasyonu(500uM) igin galisma semasi

Tiip No 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Reaktif(ul)

Enz.Ext. 50 50 50 50 50 50 50 50 50 50
Sistein 00 105 105 105 -105 105 105 105 105 105

Taplerin adizlan kapatilip kangtinldiktan sonra 37°C'lik su banyosunda 30 dak. ink(be edilir.

Tampon 1000 885 880 875 870 845 795 695 595 495

Adenozin(N) 00 10 15 20 25 50 100 200 300 400

Taplerin agizian kapatilarak karigtinlir ve 37°C'lik su banyosunda 60 dak. inklibe edilir.

FNP 3000 3000 3000 3000 3000 3000 3000 3000 3000 3000
Adenozin(K) 0.00 10 15 20 25 50 100 200 300 400
Alk.Hip. 3000 3000 3000 3000 3000 3000 3000 3000 3000 3000

Topler iyice kanistinldiktan sonra 37°C'lik su banyosunda 30 dakika inktibe edilir ve 628 nm dalga boyunda her bir tiptin

absorbansi deiyonize suya kargi okunur.

3-2-2-5.Dedigen kafein konsantrasyonunun ADA
aktivitesine tesiri.

Bu calisma icin iki konsantrasyon araliginda calisma
yapildi.Birincisi 0,5,10,20,50,100,500,1000 ve 2000uM
olan ikincisi ise 0,1,2,3,4,5,6,8 ve 10mM olan kisim.
Burada sadece ikinci kisim verilmektedir.Bunun ig¢in

tamponla 20mM'lik stok kafein ¢tzeltisi hazirlandi ve
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bundan belli miktarlarda alinarak son konsantrasyonlar

yukaridaki aralida gelecek sekilde ayarlamalar yapildi.

Tablo 11:Degigen kafein konsantrasyonunun ADA {izerine etkisi igin deney semasi

Tiip No 1 2 3 4 5 6 7 8 9
Reaktif(ul)

Enz.Ext. 50 50 50 50 50 50 50 50 50
Kafein 00 525 105 1575 210 2625 315 420 525

Tapler kanigtiriidiktan sonra agizlan parafilmle kapatilarak 37°C'lik su banyosunda 30 dak.inktibe edilir.

Tampon 600 547.5 495 4425 390 3375 285 180 75

Adenozin(N) 400 400 400 400 400 400 400 400 400

Taplerin agizlan parafilmle kapatilip karigtinidiktan sonra 37°C'lik su banyosunda 60 dak.inkQbe edilir.

FNP 3000 3000 3000 3000 3000 3000 3000 3000 3000
Adenozin(K) 400 400 400 400 400 400 400 400 400
Alk.Hip. 3000 3000 3000 3000 3000 3000 3000 3000 3000

Tapler iyice kangtinidiktan sonra 37°C'lik su banyosunda 30 dak. inktibe edildikten sonra her bir t0pQn absorbansi

deiyonize suya karg! okunur.

Bu c¢alismadan ADA inhibisyonu gbtzlenmedig§i icgin

deneyin ikinci kismi yapilmadi.
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3-2-2-6.Degigen Na-Sakkarin konsantrasyonunun ADA
aktivitesine tes‘iri.

Bu incelemede ayni kafeinde oldugu gibi genis bir
konsantrasyon aralidinda denenerek uygun konsantrasyon
arallél arandi.Bu tabloda sadece 0,1,2,3,4,5,6,8 ve

10mM'lik kisim verilmektedir.

Tablo 12:Dedisen Na-sakkarin konsantrasyonunun ADA {izerine etkisi igin deney semasi

Tip No 1 2 3 4 5 6 7 8 9
Reaktif(ul)

Enz.Ext. 50 50 50 50 50 50 50 50 80
Na-Sakkarin 00 525 105 157.5 210 2625 315 420 525

Tapler kanstinidiktan sonra agizlan parafilmle kapatitarak 37°C'lik su banyosunda 30 dak.inktbe edilir.

Tampon 600 5475 495 4425 390 3375 285 180 75

Adenozin(N) 400 400 400 400 400 400 400 400 400

Taplerin agiztan parafilmle kapatilip kangtinidiktan sonra 37°C'lik su banyosunda 60 dak.inkabe edilir.

FNP 3000 3000 3000 3000 3000 3000 3000 3000 3000
Adenozin(K) 400 400 400 400 400 400 400 400 400
Alk.Hip. 3000 3000 3000 3000 3000 3000 3000 3000 3000

Tapler iyice karigtinidiktan sonra 37°C'lik su banyosunda 30 dak. inkabe edildikten sonra her bir tipan absorbansi

delyonize suya kargt okunur.
Bu calismadan ADA inhibisyonu gb&zlenmedidi ig¢in

deneyin ikinci kismi yaplimadl.
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3-2-2-7.Degigen Mgttkonsantrasyonunun ADA'a etkisi.
Bucalisma icin &nce 0,5,10,20,50,100,500,1000 ve 2000puM
araliginda sonra ise 1,2,5,10,20,30,50 ve 100mM
aralidinda  tamponla  MgSO4 ¢b6zeltileri  hazirlanarak
deneyler yapildi.Burada sonraki deneye ait uygulama

verilmektedir.

Tablo 13:Degisen Mg** konsantrasyonunun ADA iizerine etkisi igin deney semasi

Tiip No 1 2 3 4 5 6 7 8 9
Reaktif(ul)

Enz.Ext. 50 50 50 S0 50 50 50 50 &0
Mg+ 00 525 105 2625 525 105 1575 262.5 525

Tapler kangtinldiktan sonra adizlan parafilmle kapatilarak 37°C'lik su banyosunda 30 dak.inktbe edilir.

Tampon 600 594.75589.5 573.75 547.5 495 4425 337.5 75

Adenozin(N) 400 400 400 400 400 400 400 400 400

Taplerin agizlan parafilmie kapatip kanstinidiktan sonra 37°C'lik su banyosunda 60 dak.inktbe edilir.

FNP 3000 3000 3000 3000 3000 3000 3000 3000 3000
Adenozin(K) 400 400 400 400 400 400 400 400 400
AlK.Hip. 3000 3000 3000 3000 3000 3000 3000 3000 3000

Tapler iyice kangtinidiktan sonra 37°C'lik su banyosunda 30 dak. inkiibe edildikten sonra her bir tptin absorbansi

deiyonize suya karst akunur.
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Bu calismadan Mg**'nin ADA'i etkilemedi§i g6zlendi§i

igin deneyin ikinci kismi yapilmadi.

3-2-2-8.81caklaik dedisgikliginin ADA  aktivitesine
tesiri

Bu deneyi yapmak ig¢in 37,50 ve 65°C sicakliklar igin
su banyolari hazirlandi.4°C icin sodutmali fraksiyon
kollektdrii, 10°C icin soduk oda ve 25°C igin de
Laboratuvar ortami kullanildi.Her bir sicaklik ic¢in
Numune,N.koril, standart ve standart koérti hazirlanarak ADA
aktivitesi tayini i¢in verilen metoda uygun
olarak hem 1 saatlik inkiibasyon siiresi wve hem de 30
dakikalik inkiibasyon siiresi bu ortamlarda
gerceklestirildi.Bu deneye ait sonuclar "deney sonuclari

ve bulgular" kisminda verilecektir.

3-2-2-9.pH dedigiklidinin ADA aktivitesine tesiri.
Bu b6liim icin pH dederleri 4,6,6.5,7.4,8 ve 10 olarak
seg¢ildi.

pH 4 tamponu CH3COOH/NaOH c¢ozeltilerinden,

pH 6,6.5,7.4 tamponlari KH,PO,4/Na,HPO4'dan,

pH 8 TRIS/HCl cbézeltilerinden,

pH 10 ise Glisin/NaOH ¢ozeltilerinden hazirlandi.
Yine burada da her bir pH ic¢in adenozin substrati bu
tampon sistemlerinde c¢ozilerek hazirlandi,ayrica Standart
kdérilnede ilgili tamponlar konmak suretiyle daha &nce
verilen ADA tayin metoduna gbre deney yapildl.
Bu deneye ait dederlerde"deney sonuglari ve bulgular”da

tablo halinde verilecektir.
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4-DENEY SONUCLARI VE BULGULAR
4-1.Koyun dalak ADA'inin saflastirilmasina

sonuglar.

a) Sephadex G-50-150 elitsyon profili.

ADA Aktivitesi Pratein
U(}JIL) {mg/ml)
800 0-0-0-¢ Protein e v-ee ADA 2.0

0. 20 30 4 S5 6 7 80 100
) Top sayist
Sekil 4-1: Sephadex G-50-150 ADA eliisyon profili

b)Talo 4-1:Koyun dalak ADA'inin saflagtinimasina ait sonuglar

ait

Saflagtirma Hacim Protein T.protein Aktivite T.Aktivite Sp.Akt. Saf.Orani Verim

basamag (mh) (mg/ml) (mg) (IUL) (([9)] 1U/mg.Pr)

Ham Homojenat 200 60 12000 12052 2410400 0.200 1
Sicaklik etkisi 140  19.6 2744 9320 1304800 0.480 24
%80(NH),SO, 55 37 2035 8240 453200 2230 11.15
Sephadex 17 008 136 1890 32130 2363 1182

G-50-150
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Tablo 4-1 den de anlasilacadi {lizere saflastirmanin
son kademesinde spesifik aktivite 23.63 IU/mg.protein
olarak verim %15.7, saflasma orani ise 118.2 kat olarak

gerceklestirilmigtir.

4-2:8aflastirilan enzimin kinetik 6zelliklerine ait
sonuglar.

4-2-1:Degisen Adenozin konsantrasyonunun enzim
aktivitesine tesiri.

Uclincii bsllimde aciklandiga sekilde farkla
konsantrasyonlarda adenozin c¢6zeltilerine ait deney
sonuclari Tablo 4-2de,bu verilere gbre ¢izilen Michaelis-
Menten ve Lineweaver-Burk grafikleride Sekil 4-2ve3 te

goriilmektedir.
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Tablo4-2.Dedisen adenozin konsantrasyonunun ADA aktivitesine tesirine ait deney sonuglar

Tip No [Adenozin]uM  Aktivite(lUL)  1/]AdenozinjuM-!  1/Aktivite(lU/L)"1

1 0.000 0.000 & &

2 20.0 54.0 0.0500 0.0185
3 30.0 95.0 0.0330 0.0105
4 40.0 173.0 0.0250 0.0058
5 50.0 203.0 0.0200 0.0049
6 100.0 377.0 0.0100 0.0026
7 200.0 544.0 0.0050 0.0018
8 400.0 723.0 0.0025 0.0014
9 600.0 820.0 0.0017 0.0012
10 800.0 780.0 0.0012 0.0013
11 1000.0 787.0 0.0010 0.0013
12 1200.0 800.0 0.0008 0.0012

Adenozin substrati igin pH=6.5 ve 37°C'de Km=106uM olarak belirlenmigtir.

4-2-2 .Dedisen dimetil glioksim konsantrasyonunun ADA
aktivitesine tesiri

Materyal ve metod kisminda anlatildigi sekilde
dedisik konsantrasyonlarda dimetil glioksim c¢dzeltileri
hazirlanarak énce en uygun etkinin yapildiga
konsantrasyon aralidi belirlendi.Bu deneye ait sonuc¢lar

Tablo 4-3 te gdriilmektedir.
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Aktivite (TU/L)

80 T ° o -]

00 4+

0 { $ l { t —
0 2; 400 500 800 1000 1200
[Adenozin] uM

Sekil 4.2. Adenozin igin Michaelis-Menten grafigi.

1/Aktivite (TU/L)™
002

00l 4+
0016 4=
0014 ¢
noz T

601
0008 1
0006 -

0001 |

//T” ; } } } |

-0.02 ~0.01 0 0.01 0.02 0.03 0.04 0.08
1/[Adenozin] pM-!

Sekil 4.3. Adenozin igin Lineweaver-Burk grafigi.



Tablo 4-3:Degisen konsantrasyonlardaki dimetil glioksimin ADA aktivitesi {izerine

tesirine ait deney sonuglan

Tiip No [Dimetil glioksimlmM Aktivite(lUL) [Adenozin]=800uM

1 0.00 842.0
2 1.00 805.0
3 2.00 677.0
4 3.00 616.0
5 4,00 553.0
6 5.00 415.0
7 6.00 358.0
8 8.00 287.0
9 10.0 187.0

Yukaraidaki tablodan da anlasilacagi gibi dimetil
glioksim konsantrasyonu arttikca ADA aktivitesi
azalmaktadir.ADA aktivitesini %50 inhibe eden dimetil
glioksim konsantrasyonu 5.0mM olarak
belirlendi.Deneyimizin ikinci kismi olan inhibisyon
tipini belirlemek ig¢in yapilan deneye ait sonuclar Tablo
4-4'te verilmektedir.Bu deneyde [Dimetil glioksim]=3.0mM

olarak alindi.
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Tablo4-4.Degisen adenozin konsantrasyonlarinda dimetil glioksimin ADA aktivitesine etkisi

Tiip No [Adenozin]uM Aktivite(lU/L)  1/[AdenozinjuM-1 1/Aktivite(lU/L)!

1 0.000 0.000 & &

2 20.0 116.0 0.0500 0.0086
3 30.0 140.0 0.0330 0.0071
4 40.0 142.0 0.0250 0.0070
5 50.0 150.0 0.0200 0.0067
6 100.0 218.0 0.0100 0.0046
7 200.0 408.0 0.0050 0.0024
8 400.0 451.0 0.0025 0.0022
9 600.0 545.0 0.0017 0.0018
10 800.0 557.0 0.0012 0.0018
11 1000.0 514.0 0.0010 0.0020
12 1200.0 658.0 0.0008 0.0015

Adenozin substrati igin pH=6.5 ve 37°C'de Km=106, Dimetil glioksim igin Ki =100uM
olarak belirlenmigtir.
Yukaridaki verilere ait grafikler Sekil 4-4ved-5,4-

6'da gbriilmektedir.

4-2-3.Degisen histidin konsantrasyonunun ADA
aktivitesine tesiri.

Bu calisma da 1{iclinci béliimde anlatildidi sekilde
yapilmistir.0nce tesirli inhibisyon konsantrasyon araligi
belirlendi,daha sonra ise inhibisyon tipini belirlemek

icin ikinci deney yapildi.Tesirli konsantrasyon araligini

49



Altivite (IU/L)
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Sekil 4-4: Degisen dimetil glioksim konsantrasyonunun ADA aktivitesine tesiri.

Alivite (IUL)
800
800
o0 ~
w0 ¢
- N
- \
N
100
] Y r Y Y Y v T —
g ] 10 20 80 100 800 1000 2000 .
Histidin pM

Sekil 4-7:  Degisen histidin konsantrasyonunun ADA aktivitesine tesiri.



Aktivite (IU/L)

800 - —n
700
a

600
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belirlemek ig¢in yapilan deney sonu¢larina ait veriler

Tablo 4-5'te goriilmektedir.

Tablo 4-5:Degdisen konsantrasyonlardaki Histidinin ADA aktivitesi {izerine tesirine ait deney

sonuglari
Tip No [Histidin]uM Aktivite(IU/L) [Adenozin]=800uM
1 0.00 789.0
2 5.0 774.0
3 10.0 752.0
4 20.0 709.0
5 50.0 709.0
6 100.0 700.0
7 500.0 565.0
8 1000.0 433.0
9 2000.0 144.0

Yukaridaki tablodan da anlasilacadi gibi histidin
konsantrasyonu arttikca ADA aktivitesi azalmaktadir.ADA
aktivitesini %50 inhibe eden histidin konsantrasyonu
910pM olarak belirlendi.Deneyimizin ikinci kismi olan
inhibisyon tipini belirlemek ic¢in yapilan deneye ait
sonuglar Tablo 4-6'te verilmektedir.Bu deneyde

[Histidin]=600puM olarak alindi.

50



Tablo4-6.Degisen adenozin konsantrasyonlannda histidinin ADA aktivitesine etkisi

Tiip No [Adenozin]uM Aktivite(lU/L)  1/[Adenozin]uM-1 1/Aktivite(IU/L)-1

1 0.000 0.000 & ®

2 20.0 61.0 0.0500 0.0160
3 30.0 57.0 0.0330 0.0180
4 40.0 112.0 0.0250 0.0090
5 50.0 226.0 0.0200 0.0044
6 100.0 327.0 0.0100 0.0031
7 200.0 480.0 0.0050 0.0021
8 400.0 386.0 0.0025 0.0026
9 600.0 480.0 0.0017 0.0021
10 800.0 508.0 0.0012 0.0020
11 1000.0 488.0 0.0010 0.0020
12 1200.0 624.0 0.0008 0.0016

Adenozin substrat: icin pH=6.5 ve 37°C'de Km=106, Histidin igin Ki =135uM olarak

belirlenmigtir.

Bu sonuclara ait grafikler Sekil 4-7 ve 4-8,4-9'da

gbriilmektedir.

4-2-4.Degigen Sistein konsantrasyonunun ADA
aktivitesine tesiri

Sisteinin etkisini tesbit etmek ic¢cin materyal ve
metod kisminda  belirtildigi gibi once inhibisyon
yapabilecek konsantrasyon araligi belirlendi.Bundan sonra
tesirli konsantrasyon aralidindan bir konsantrasyon

secilerek inhibisyon tipinin belirlenmesi ig¢in deney
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yapildi. Asadidaki tabloda dedisen sistein
konsantrasyonunun ADA aktivitesine tesirine ait deney

sonu¢glari gériilmektedir.

Tablo 4-7:De§isen konsantrasyonlardaki sisteinin ADA aktivitesi iizerine tesirine ait deney

sonuglar
Tiip No [Sistein]mM Aktivite(IU/L) [Adenozin]=800uM
1 0.00 856.0
2 1.00 476.0
3 2.00 175.0
4 3.00 100.0
5 4.00 30.0
6 5.00 24.0
7 6.00 14.0
8 8.00 0.0
9 10.0 0.0

Yukaridaki tablodan da anlasilacadr gibi sistein
konsantrasyonu arttikca ADA kuvvetli bir sekilde inhibe
olmaktadir.ADA aktivitesini %50 inhibe eden sistein
konsantrasyonu 900uM olarak belirlendi.Deneyimizin ikinci
kismi olan inhibisyon tipini belirlemek ig¢in yapilan
deneye ait sonuglar Tablo 4-8'de verilmektedir.Bu deneyde
[Sistein]=500uM olarak alindi.Bu verilere ait grafikler

Sekil 4-10 da gbriilmektedir.
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Tablo4-8.Degisen adenozin konsantrasyonlaninda sisteinin ADA aktivitesine etkisi

Tiip No [Adenozin]uM Aktivite(lU/L) 1/][Adenozin]uM-1 1/Aktivite(1U/L)-1

1 0.000 0.000 & &

2 20.0 98.0 0.0500 0.010
3 30.0 130.0 0.0330 0.0077
4 40.0 132.0 0.0250 0.0076
5 50.0 199.0 0.0200 0.0050
6 100.0 370.0 0.0100 0.0027
7 200.0 443.0 0.0050 0.0023
8 400.0 512.0 0.0025 0.0020
9 600.0 573.0 0.0017 0.0017
10 800.0 596.0 0.0012 0.0017
11 1000.0 510.0 0.0010 0.0020
12 1200.0 573.0 0.0008 0.0018

Adenozin substrat! igin pH=6.5 ve 37°C'de Km=106, Sistein i¢in Ki =90uM olarak

belirlenmistir.

Bu sonucglarla ilgili grafikler sekil 4-11 ve 12 de

goriilmektedir.

4-2-5.Degigen Kafein konsantrasyonunun ADA
aktivitesine tesiri.

Kafeinin ADA aktivitesine tesirini incelemek ic¢in
yapilan deneye ait sonug¢lar asagida Tablo 4-9'da
verilmektedir.Genis konsantrasyon aralidinda denemeler

yapilmasina radmen kafeinin ADA aktivitesi {izerinde bir
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tesiri g6riilmedi.Bu ylizden deneyin ikinci kismi olan

inhibisyon tipini belirleme bdlimii yapilmadi.

Tablo 4-9:Degisen konsantrasyonlardaki kafeinin ADA aktivitesi lizerine tesirine ait deney

sonuglari
Tip No [KafeinjlmM Aktivite(IUL) [Adenozin]=800uM
1 0.00 961.0
2 1.00 927.0
3 2.00 770.0
4 3.00 766.0
5 4.00 800.0
6 5.00 732.0
7 | 6.00 886.0
8 8.00 693.0
9 10.0 762.0

Yukaridaki tablodan da anlasilacadi gibi kafein
konsantrasyonunun artmasina radmen ADA aktivitesinde
bnemli bir dedisiklik gérﬁimemektedir. Bu yiizden ikinci
kisim deney yapilmamistir.Deneyle ilgili grafik Sekil 4-

13 de gériilmektedir.

4-2-6.Degigen Na-Sakkarin konsantrasyonunun ADA
aktivitesine tesiri.

Na-sakkarinin ADA aktivitesine tesirini incelemek
icin yapilan deneye ait sonug¢lar asadida Tablo 4-10'da

verilmektedir.Na-sakkarin ig¢inde genis bir konsantrasyon
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aralidinda denemeler yapilmasina radmen Na-sakkarinin ADA
aktivitesi {izerinde bir tesiri g6riilmedi.Bu yiizden
deneyin ikinci kismi olan inhibisyon tipinin belirlemesi

boliimii yapilmadi.

Tablo 4-10:Degisen konsantrasyonlardaki Na-sakkarinin ADA aktivitesi lizerine tesirine ait

deney sonuglan
Tiip No [Na-SakkarinjmM Aktivite(lU/L) [Adenozin]=800uM
1 0.00 923.0
2 1.00 703.0
3 2.00 774.0
4 3.00 782.0
5 4.00 837.0
6 5.00 634.0
7 6.00 732.0
8 8.00 803.0
9 10.0 705.0

Yukarida tablodan da goriildigit gibi Na-sakkarin
konsantrasyonunun artisi ADA aktivitesinde O&nemli bir
degisiklige sebep olmamistir.Bu ylizden ikinci
kisim"inhibisyon tipinin belirlenmesi"bdlimi

yapilmadi.Deneye ait grafik Sekil 4-14 de goriilmektedir.
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4-2-7.Degisen Magnezyum konsantrasyonunun ADA
aktivitesine tesiri.

Genel olarak magnezyum c¢odu enzim di¢in aktivatér
vazifesi g6riir.Bu maksatla tez calismamizda genis bir
konsantrasyon aralidinda Mgttkonsantrasyonunun ADA
aktivitesi {izerine tesiri 3. boliimde bahsedildigi gibi
gerceklestirildi.Deneye  ait sonu¢lar Tablo 4-11"'de

gorilmektedir.

Tablo 4-11:Degisen konsantrasyonlardaki Mg**'nin ADA aktivitesi lizerine tesirine ait deney

sonuglari
Tiip No Mg**ImM Aktivite(lU/L) [Adenozin}=800uM
1 0.0 571.0
2 1.0 500.0
3 2.0 593.0
4 5.0 600.0
5 10.0 498.0
6 20.0 522.0
7 30.0 468.0
8 50.0 494.0
9 100.0 528.0

Tablodan gdriilece§i iizere Mg**'nun artmasi ADA
aktivitesinde 6nemli bir aktivasyon veya inhibisyon'a
sebep olmamistir.Bu sebepten "sabit efektdr-artan
substrat"” konsantrasyonuna ait deneme yapilmadi.Deneye

ait grafik Sekil 4-15 de gbriilmektedir.
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4-2-8.8S1caklik artigsinin ADA aktivitesine tesiri

Bu deneyle ilgili olarak B6lim 3-2-6 de anlatildi§i
gibi farkli sicakliklarda sabit ortamlar hazirlanarak
deneyin hem 1. ve hem de 2. inklibasyon silireleri buralarda
yapilmistir.Deneye ait sonug¢lar Tablo4-12 de
verilmektedir.

Tablo4-12.Sicaklik artisinin ADA aktivitesi {izerine tesirine ait deney sonuglar

Tip No Sicaklik (°C) Aktivite(IU/L)
1 4.00 0.0

2 10.00 193.0

3 25.00 378.0

4 37.00 1193.0

5 50.00 1655.0

6 65.00 1036.0

Tablodan da gdriildigii gibi hernekadar inkiibasyon
siiresi 37°C olarak verilse de, yaptidimiz deneyda optimum
sicakligdin 50°C oldudu anlasildi.65°C dan sonra enzimin
aktivitesinin hizla bir sekilde kayboldugu
gbzlenmektedir.Bu sonuclara ait grafik sekil 4-16'da

gdriilmektedir.

4-2-9.pH dedisikliginin ADA aktivitesine tesiri.
Bu denemeler icin materyal ve metod kisminda

bahsedildigi gibi farkli: pH'larda tampon ¢&zeltiler
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hazirlanarak bu pH'larda aktivite tayinleri yapilmistair.

Deneye ait sonuclar Tablo 4-13 de verilmektedir.

Tablo 4-13. pH degisikliginin ADA aktivitesi izerine tesirine ait deney sonuglan

Tip No pH Aktivite(IU/L)
1 4.00 20.0

2 6.00 644.0

3 6.50 980.0

4 7.40 1149.0
5 8.00 40

6 10.00 0.0

ADA aktivitesi tablodan da goriildiigi gibi pH 7.5 tan
sonra hizli bir sekilde azalmakta ve pH 10'da aktivite
tayin edilememektedir.Metot'da pH=6.5 te calisilmasina
radmen deney sonug¢lari bize koyun dalak ADA enzimi ic¢in
optimum pH'nin 7.4 oldu§unu gdstermektedir.Bu sonuglara

ait grafik sekil 4-17 de verilmektedir.

5-TARTISMA

Adenozin deaminaz (ADA)bu gline kadar pek cok
arastirici tarafindan cesitli mikroorganizmalardan,
bitkilerden,cesitli hayvanlarin ve insanlarin degisik
organ ve dokularindan saflastirilarak fizikokimyasal ve
kinetik 6zellikleri incelenmistir(14,23,31,35,40,44,45,
46,47,48,56).

58



Biz bu c¢alismamizda ADA enzimini koyun dalagindan
kismen saflastirarak fizikokimyasal ve kinetik
bzelliklerini inceledik.Bu giine kadar ADA enzimi ile
ilgili dedisik hayvan ve canlilarda calismalarin olmasina
radmen koyun daladiyla ilgili bir calismaya
rastlayamadik.

Literatiirlerde ADA'in saflastirilmasiyla ilgili bir
cok metod mevcuttur(32,45,46,47,48,63,64,55,66,69,70,71,
72,75) .Biz yaptidimiz saflastirma isleminde J.J.Centelles
ve arkadaslarinin sican beyninden ADA'in kismen
saflastirilmasindaki metodu kismen uyguladik(44).Biz 4.
basamakta Sephadex G-50-150 Jel kullandik,bunlar DEAE
Sepharoz Jjeli kullanmislardir. Saflastirma basamaklari
diger klasik metodlarda oldudu gibi sicakliga tabi
tutma, amonyum siilfat c¢oktiirmesi,yliksek devirde santrifiij
ve jel kromatografisi gibi basamaklardan ibarettir.

Saflastirma isleminin her basamadinda ve daha sonraki
yapilan kinetik c¢alismalarda ADA aktivitesi tayini -
konuyla ilgili pek¢ok metod olmasina radmen-kolay
uygulanabilirlig§i ve duyarlilidi sebebiyle Giuseppe
Giusti'nin ADA aktivitesi tayin metoduna gbre
yap1ldi (24) .Metod geredi ADA substrat olarak adenozini
kullanmaktadir.Ancak,enzimin adenozin yanisira 2'-deoksi
adenozinive bazi plirin nitkleozidlerini de
kullanabilmektedir (24,47) .Ancak plirin halkasinin 6'nolu C
atomunun elektrofilitesinden dolayi bu subtituentleri
daha iyi katalizlemektedir(56).Buna en Dbasit O&rnek
P.M.Murphy ve arkadaslarainin sidir mukozasindan

saflastirdiklari ADA'in 6-kloroplirin ribozid'i(52),
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J.Phelan ve arkadaslarinin sidir intestinal mukozasindan
saflastirdiklari ADA'in 2'-deoksi adenozini,2'-fluoro
adenozini, 2, 6-~diaminopiirin ribozidi ve 3'-deoksi
adenozini sinirli miktarlarda kullandidini belirtmekte-
dirler(54) .M.Helen Maguire ve arkadaslari ADA'in
spesifikligi ve etki mekanizmasiyla ilgili olarak
yaptiklari c¢alismalarda substrat olarak kullandiklar:i
plirin analoglarinin 6 . konumundan hidrolizine ait
dederlerini biiylikten kiiclige dodru su sekilde
siralamaktadirlar:Adenozin>6-kloroplirin ribozid>
6-hidroksilamino pilirin ribozid>6-metoksi pilirin ribozid.Bu
oranlar sadece ayrilan gurubun elektronegativitesiyle
ilgili olmayip piirinlerin pKal dederleri {izerine olan
etkileri ile de ilgilidir.Etki sirasi -Cl1>-OCH3>-NH-OH>-
NH, seklinde oldugunu belirtmektedirler (56).

Enzime ait saflasma oranlarini mukeayese edebilmek
ig¢in ayni canlinin ayni organ veya dokusundan
saflastirilmali ki metodun tistiinlidiinden veya
avantajindan bahsedelim.Biz burada kiyaslama yerine
literatiir bilgileriyle bizim sonu¢larimizi gdzden
gecirecedgiz.

R.Lopez ve ark.'ls yumurta akindan yiksek bir
verimle (4687 kat) ADA'ya saflastirarak son basamakta
spesifik aktiviteyi 81.14 IU/mg.protein olarak
bulmuslardlr(14).W.P.échrader ve A.R.Stacy insan
bdbredinden ADA'1 10000 kat saflastirarak son basamakta
spesifik aktiviteyi 66 IU/mg protein olarak

bulmuslardir(71) .R.F.Hough ve B.L.Bass xenopus laevis
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dsRNA ADA'ini 8000 kat saflastirarak son basamakta sp.
akt.120000pmol/saat/mg.protein olarak bulmuslardir (40).
J.M:Aran ve arkadaslari insan eritrositlerinden ADA'a
760000 kat saflastirarak son basamakta sp.aktiviteyi
260870 mIU/mg.protein olarak vermektedirler (32).

Biz yaptidimiz saflastirma islemi sonunda Sephadex G-
50-150 kolonundan elde edilen koyun dalak ADA'inin
sp.aktivitesini 23.63IU/mg.protein,saflasma oranini ise
118.2 kat %15.7 verimle elde ettik.

Saflastirilan enzimin kinetik 6zelliklerine ait
deneyleri yaparken mimkiin mertebe hi¢ denenmemis kimyasal
maddeleri kullanmaya calistik.Bunun icin dimetil
glioksim, Na-sakkarin, histidin, sistein, kafein ve
magnezyumu kullandik.Ayrica sicaklik artisinin ve pH
dedismesinin enzim aktivitesi {lizerine olan tesirini
arastirdik.

Saflastairailan enzim {izerinde bnce farkla
konsantrasyonlarda adenozin c¢6zeltileri  hazirlayarak
genis bir aralikta aktivite tayin ederek en uygun
konsantrasyon aralidini 20-800uM olarak belirledik.Daha
sonra bu aralikta farkli konsantrasyonlarda adenozin
c6zeltileri hazairlayip aktivite tayini yaparak Michaelis-
menten ve Lineweaver-Burk grafiklerini ¢izdik.g¢izilen
grafiklerden faydalanarak koyun dalak ADA'ina ait Vm ve
Km de§erlerini sirasiyla 800 IU/L ve 106 pM olarak(50mM,
pH 6.5 NayHPO4/KH,PO, tamponu kullanilarak)tesbit ettik.Bu
konuyla ilgili olarak yaptigimiz literatiir
incelemelerinde: {deferlendirmelerin hepsi adenozin

substratina karsidir}
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P.F.Ma ve J.R.Fisher tavuk karaciderinden
saflastirdiklari ADA izoenzimleri i¢in farkli sonuclar
elde etmislerdir.ADAl i¢in Km=92pM iken ADAl icin Km=13pM
olarak verilmektedir([0.2M,pH 7.0 fosfat tamponu] (47).

P.F.Murphy ve arkadaslarl sigir mukozasindan
saflastirdiklari ADA izoenzimleri ig¢in vm'a 300-550 U/L,
Km dederlerini ise 15-18pM olarak bulmuslardir([0.1M,pH 7
fosfat tamponlu ortam] (52).

M.B.van der Weyden ve arkadaslari ise insan
dokusundan saflastirdiklari ADA'in large,intermediate ve
small formlari icin Km dederlerini sirasiyla 90,92 ve 95
UM tesbit etmislerdir.Small formu bilindigi gibi dalakta
bulunan formdur (14).

E.Gabellieri ve arkadaslari Bacilus cereus NCIB 8122
hiicresinden saflastirdiklari ADA icin Km dederini 50uM
civarinda hesaplamislardir [50 mM,pH 7.0-9.9 tris/HCl
tamponu olan ortamda] (31).

B.Dipa ve arkadaslari insan ADA'inin Km deferini 8-
451M arasinda vermektedirler(39).

T. Muraoka ve arkadaslari insan serumundan
saflastirdiklari ADA izoenzimlernin Km dederlerini ADAl
icin 440,ADA2 ig¢in ise 3700uM olarak
vermektedirler (59) .Buna karsilik H.Ratech ve arkadalara
yine insan serum ADA'ina ait Km dederini 2800uM olarak
vermektedir(91).

Yukarida bir kac ©ornekten de anlasilacagi lizere
farkli arastiricilar tarafindan ADA enzimi ig¢in wverilen
ortalama Km dederi 30-400uM arasindadir.Buna gbre bizim

koyun dalak ADA'i ic¢in buldugumuz 106uM'lik Km dederi
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daha once belirtilen dalak formu olan small ADA'in Km
de§eri olan 97pM'a g¢ok yakindir.Bu kiicik farklilaik
muhtemelen aktivite tayin metodunun
farklilidindan,grafikten okumadan ve enzim kaynadinin
farklilidindan olabilir.

ADA aktiviteine tesirini arastirmak icin
kullandigimiz kimyasal maddeler:

1-Substratin yapisina benzerlidinden,

2-Enzimin aktif merkezinde bulundudundan,

3-Enzim aktif merkezinde Znttiyonu bulundudu icin
bununla selet yapabilecek ligand olmasindan,

4-Genellikle c¢odu enzim icin aktivatdr olmasina
ragmen kimyasal olarak Zn dan daha aktif olmasindan
dolayi sirasiyla kafein,Na-sakkarin;histidin,sistein;
dimetil glioksim ve magnezyum kullanilmistir.

a)Dimetil glioksim CH3-C=N-OH yapisinda iki disli

CH33b=N-OH bir ligand olup
divalent katyonlardan Ni2*+tayininde kullanilan bir
maddedir.

Enzimin aktif merkezinde bulunan 2Zn2* yine merkezde
bulunan His,Glu ve Asp ile valans Dbad: yapmis
durumdadir (39,41,42,43) .Dimetil glioksim orta dereceden
kuvvetli bir ligand oldugu i¢in enzimin aktif
merkezindeki Zn metalini bloke edrek enzimin
inaktivasyonuna sebep olabilecedini diistinerek uygulama
yaptik.

Yaptigdimiz deney sonunda gercektende enzimin inhibe
oldu§unu tesbit ettik.Inhibisyon tipini incelemek icgin

vaptidimiz deney sonunda dimetil glioksimin ADA'i non-
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kompetitif olarak inhibe ettidini tesbit ettik.Literatiir
arastirmalarinda dimetil glioksime. ait bilgi bulamadik.
Buna benzer sekilde 4 disli bir 1ligand olan ancak
genellikle MY2-formunda bulunan EDTA'nin kullanildidina
fakat bununda ADA {lizerinde bir tesirinin olmadig§a
bildirilmektedir (40) .Dimetil glioksim ig¢in Ki degerini
100uM olarak hesapladik.

b)Histidinin ADA aktivitesine tesirini incelemek igin
yapti§imiz deneyde His.aminoasidinin enzimi kompetitif
olarak inhibe ettidini Dbelirledik.Histidin i¢in Ki
deferini ise 135pM olarak hesapladik.

Literatiirde siilfidril ve imidazol gruplarinin varlidi
enzimin Vm ve Km dederleri tiizerinde etkili olduduna dair
bilgiler mevcuttur (44).Histidinin enzimin aktivitesini
bariz bir sekilde disilirdiigi de ifade edilmektedir (39).

Histidinin inhibe etmesinin sebebi inhibisyon
tipinden de anlasilacagdi {izere enzimin aktif merkezine
balanmak icin adenozinle yarismaktadir.Aktif merkezdeki
Zntt'na ba§lanmada adenozinden daha aktif oldudu icin daha
kolay badlanarak merkezi bloke ederek enzimin kompetitif
inhibisyonuna sebep olmakta.Ancak adenozin konsantrasyonu
slirekli arttidi icin ortamdaki Adenozin/His orani bilylr
ve yarisma olayl engellenerek bir miiddet sonra reaksiyon
Vm dederine ulasir.

c)Sistein'in ADA'1i aktif bodlgeyi bloke ederek inhibe
ettigine dair Dbilgiler mevcuttur.Ancak hangi tip
inhibisyon yapti§indan bahsedilmemektedir(39,44).Ayrica
enzimin yapisinda mol basina iki siilfidril grubunun

bulundugdundan da  bahsedilmektedir (56).Biz yaptidimiz
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deneyin sonunda Cys'in ADA'i1 un-kompetitif olarak inhibe
ettidini belirledik.

Bu etki sliphesizki -SH grubunun aktiflidinden
kaynaklanmaktadir.Ayni zamanda ADA da oldudu gibi Cys'in
-SH grubu bazi enzimlerin de katalitik aktivitesinden
sorumludur.-SH grubunun enzim yiizeyinde modifikasyona
udratilmasi enzimin inaktive olmasina sebep olmaktadir.

Yaptigimiz deneyde Cys ig¢in Ki degerini 90puM olarak
hesapladik.Cys -SH grubunun etkisiyle muhtemelen enzim-
substrat kompleksine badlanarak un-kompetitif inhibisyona
sebep olmaktadir.Literatiirde sadece inhibe ettigi
belirtilmekte, inhibisyon tipinden bahsedilmemektedir
(39,44,56).

Enzim 5,5'-ditiobis- (2-nitrobenzoik asit) gibi
siilfidril bilesikleriyle reaksiyon vermemektedir.
2-Merkaptoetanol ve glutatyonun yliksek konsantrasyonlari
(7mM) enzimi inhibe etmektedir,glutatyonun inhibisyonu
irreversible niteliktedir (56).

d)Kafeinin ADA aktivitesine tesirine ait yaptigimiz
deney sonucunda her ne kadar konsantrasyon aralidini
genis tutmamiza ragmen hi¢ bir etki yapmadidini gordiik.Bu
sonuc literatlir bilgilerinede uymaktadir.lnozin,guanozin,
adenin ve hipoksantin disinda hi¢ bir plirin metabolizmasi
arailirtinlerinin ADA {izerinde inhibitér etki yapmadigi
bildirilmektedir (44).

e)Na-Sakkarinide yine kafeinde oldugu gibi pilirin
yapisina benzedidi ve 7 ve 9 no'lu yerlerinde kimyasal
olarak birden fazla bad yapabilme kaabiliyetine sahip

olan 0 ve S atomlarinin olmasi bzellik
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arzetmekteydi.Ancak genis bir konsantrasyon aralidinda
deneme yapmamalza radmen ADA aktivitesi dzerinde bir
tesirinin olmadi§ini gdrdiik.Na-sakkarinin ADA aktivitesi
iizerine tesirine ait bir yayina da rastlayamadik.
f)Magnezyumun ADA aktivitesine tesirini
arastirmamizdaki maksat ADA'in aktif merkezinde 2ZnZ+nin
ko-faktor olarak bulunmasidir (41, 42,43, 44) .Kimyasal
olarak Mg2* Zn2* dan daha aktif oldudu ig¢in Zn ile yer
defistirebilecedini ve bunun sonucunun enzim aktivitesine
nasil yansiyacadini arastirdik.Ancak yaptidimiz genis bir
konsantrasyon araliginda (5pM-100mM) Mg2+'nan ADA
aktivitesine hic¢ bir tesirinin olmadidini gdrdiik.

Bu konuda E.Gabellieri ve arkadaslari yaptiklari
calismada 50mM MgCl,'nin zamana bagdli olarak (30°C da 20
saat bekleterek)enzimi inhibe ettidini belirtmektedir (31)
Sebebini aciklamamislardir.Ancak bizim bu calismaya iki
itirazimiz var:

1.30°C gibi bir sicaklikta enzim zaten zamanla

aktivitesini belli oranda kaybeder.

2.MgCl, ¢cozeltisi kullanmak sakincalidir.Clinki
MgCl,'tin ¢éziUnlrltgli azdir.Aktivite tayini ortaminda
dider iyonlarinda etkisiyle cézﬁnﬁrlﬁk dahada azalacak
(ortak iyon etkisi)ve bulaniklik meydana gelecektir.Buda
yanlis sonuglara sebebiyet verir.Bu sebeple bu
tesbitlerine katilmiyoruz.

g)Sicakligin enzim aktivitesine tesirini icelemek
icin farkla sicakliklarda aktivite tayinleri
yaptik.Yaptigimiz calismada 4°C da reaksiyonun

yiuriimedigini bu sebeple aktivitenin olmadidini,65°C'tan
66



sonra ise enzimin muhtemelen denatiire olmaya
basladigindan dolayi aktivitesinin bariz bir sekilde
azaldigini tebit ettik.Optimum sicaklik arali§ini ise 30-
50°C arasinda oldu§unu tesbit ettik.

P.F.Murphy ve arkadaslara yaptiklari calismada
60°C'da inaktivasyonun ortalama %13,70°C'da ise %79
oldugunu belirtmektedir (52).

J.M.Aran ve arkadaslari ise saflastirma isleminde
55°C'ta ¢oktiirme yaparak ADA saflastirmasi yapmistir(32).

J.J.Centelles ve arkadaslari yaptiklara calisma
sonunda ADA'in 21-52°C arasinda sicaklik artisiyla
orantila olarak enzim  aktivitesinin de arttidini
belirterek ADA aktivitesinin sicaklia pek duyarl:
olmadigdini belirtmektedir (44).

h)Enzimin optimum pH aralidini tesbit etmek icin
yaptigimiz c¢alismada pH aralidini 6-7.4 olarak tesbit
ettik. pHyp, ise 7.4 tiur.pH 4 te aktivite cok diistik iken
git gide artmakta ancak pH 8 de aktivite birdenbire
azalmaktadir, pH 10 da ise aktivite tamamen
kaybolmaktadir.Bu durum enzim-substrat kompleksinin pK
deferiyle ilgilidir.Reaksiyon kinetidinde ayrilan grubun
yanisira enzimin ve substratin pKa de§erlerinin de etkili
oldugu belirtilmektedir(56).Bu durum aktif merkezdeki Zn
'nun selat yapmasi ile de iliskilidir(41).

J.J.centelles ve arkadaslariyaptiklari calisma sonucu
pH araligini 5.05-8.55 olarak(44),G.Elis ve arkadaslara
6-8 arasinda optimum 7 olarak (35),M.B.van der Weyden ise
5.5-7.4 olarak(14),E.Gabellieri ve arkadaslari ise 6~11

olarak(31),M.H.Maguire ve arkadaslari 5.8 - 8.8 olarak
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vermektedirler (56) .Bariz farkliliklar muhtemelen

saflastirilan kaynaktan ileri gelmektedir.
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OZET

Bu c¢alismada koyun daladindan adenozin deaminaz
enzimi kismen saflastirilarak fizikokimyasal ve kinetik
6zellikleri arastirilda.

Saflastirilan enzimin 6nce adenozin substratina karsa
Michaelis-Menten ve Lineweaver-Burk grafikleri c¢izilerek
Km dederi 106uM olarak hesaplandi.Daha sonra dimetil
glioksim,histidin, sistein, kafein,Na-sakkarin,
magnezyum, sicaklik ve pH'nin enzim aktivitesine tesirleri
arastarildl.

Dimetil glioksimin enzimi non-kompetitif,histidin'in
kompetitif, sistein'in ise un-kompetitif olarak inhibe
ettigi;kafein,Na-sakkarin ve magnezyumun enzimin
aktivitesi tlizerinde tesirinin olmadidi,optimum sicaklik
aralidinin 35-50°C arasinda ve optimum pH aralidininda

6.0-7.4 oldudu tesbit edilmistir.
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SUMMARY

In this study, adenosine deaminase isolated from
sheep spleen was partly purified and its
physicochemical and kinetic properties were established.

Km wvalue of the enzyme against adenosine substrate
was found to be 106uM by using Michaelis-Menten and
Linewever-Burk equations and graphics.Then,the effects of
several chemicals such as dimethylglyoxime, histidine
rcysteine,caffeine,Na-saccharin and magnessium and some
factors like temperature and pH on the enzyme kinetics
were observed.It has been found that,

l.Dimethyl. glioxime is non-competive, histidine
competitive and cysteine un-competitive inhibitors of the
enzyme,

2.Caffeine,Na-saccharin and magnessium has no effect
on the enzyme activity,

3.The ranges for optimal pH and temperature were

6.0 - 7.4 and 35 - 50°C ,respectively.
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