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SERUM NADP SPESIFiK IZOSITRAT DEHIDROJENAZ ENZIMININ
KINETIK OZELLIKLERI

Orhan Tinaz*

Hayvan dokularinda gidalarin oksidasyonu iki ana safhay: kapsar. 1. safhada
cesitli substratlar bir seri degismeye ugrarlar ve sonugta ya asetil gruplar veya tri-
karboksilik asit siklusunun bir ara maddesi tesekkiil eder. Substrat molekiiiiiniin
trikarboksilik asit siklusuna girebilmesi i¢in degisiklige ugratldigt bu 1. safhanin
reaksiyonlar1 substrattan substrata deisir. 2. veya son hafta biitiin gida maddeleri
icin miisterek olup trikarboksilik asit siklusu tarafindan temsil edilir.

Bu siklusun gesitli reaksiyonlarini 8 enzim katalize eder. Bu ¢alismaya konu
teskil eden izositrat dehidrojenaz (ICD) bu 8 enzimden biri olup izositratm alfa
keto glutarat’a oksidatif dekarboksilasyonu kademesini katalize eder. Bu kademe
genellikle siklusun hizint belirleyen kademe olarak bilinir. Bu yiizden ICD a ener-
ji metabolizmasmda Ozel bir 6nemi olan regiilatér bir enzim gozii ile bakilmistir
(1). ’

Bu 6nem dolayist ile bu enzim pek ok arastiricinin ilgisini ¢ekmis, tek hiic-
reli organizmalardan memelilere kadar cesitli canlilardan ve bunlarin muhtelif do-
kularmdan saflastirilarak elde edilmistir. Yakin zamanlarda bir arastirict grubu bu
enzimi kristalize halde elde etmege de muvaffak olmustur. Literatiir incelenecek
olursa arastirmalarm pek gofunun gesitli canhilardan saflagtinlmus ICD preparat-
larnin kinetik ozellikleri lizerinde yogunlastifi griiliir. Buna mukabil insan se-
rum ICD'min katalitik &zelliklerini inceleyen aragtirmalar, bilindigi kadariyla,
cok azdir. Iste bu ¢alismanin amact insan serumu kaynaklt ICD’mn katalitik ozel-
liklerini, optimum reaksiyon sartlarim rutin hizmetle yiiklii bir klinik biyokimya
laboratuvari ortaminin elverdigi olciide, enzim kinetifi parametreler ile inceleye-
bilmektir.

Enzim reaksivon hizini (= aktiviteyi) etkileyen faktdrler genel olarak subst-
ratlarm ve enzimin konsantrasyonlari, tampon iyon kuvveti, ortamm 1sist ve pH
s1, zaman, cesitli aktivator ve inhibitSrlerin varlifi, x ve ultraviyole igilan gibi
fiziksel ajanlar v.s. dir. Kinetik Ozelliklerin arastirildign cahismalarda bu faktor-
lerden biri degisken, digerleri sabit tutularak degisken faktoriin aktiviteyi ne yon-
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de etkiledigi arastirilir, Bu calismada da bu prensip uygulanmistir. Konuya geg-
meden Once Mikaeli-Menten teorisi ve Mikaeli sabitesine kisaca deginmek yararli
olacaktir (2). :

Enzimatik reaksiyonlarin hizlarina substrat konsantrasyonlartnin etkisi ilk de-
fa 1913 yilinda Michaclis ve Menten tarafindan incelendi. Bu arastiricilarin bul-
duklar1 Mikaeli sabitesi, Km, bir enzim igin en karakteristik 6zelliklerden biridir,
Bu sabite, enzimatik reaksiyonun hizi maksimal hizin yarismna ulastift anda or-
tamdaki substrat konsantrasyonu olarak tarif edilir, Enzimatik reaksiyonun 1. ba-
samaginda enzim (e) ile substratin (s) bir kompleks (p) teskil etmek lizere reversibl
olarak birlestikleri farzedilir :

k
(D ets=p
ky

Bu reversibl reaksiyonda k; kompleksin tesekkiilii yoniine dogru cereyan eden
reaksiyonun hiz sabitesi, k, kompleksin disosyasyon sabitesidir. Reaksiyonun 2.
basamag iiriinii (i) ile serbest enzimin yeniden tesekkiiliinii kapsar. Bu iki basama-
&1 birlikte yazarsak :

k ki
(IT) etse=p—oiite
’ k:-l

denklemi elde edilir. Bu reaksiyonda :
e = serbest ve baglt enzim konsantrasyonunun
p enzim-substrat kompleksinin konsantrasyonunu
e - p = serbest enzimin konsantrasyonunu
8 substrat konsantrasyonunu gdstersin. (Substrat konsantrasyonunun
enzim konsantrasyonuna gore ¢ok bilylik olmasi ve enzimi tam ola-
rak satiire etmesi sarttir.)
e+s = p reversib] reaksiyonunun equilibrium durumunda disosyasyon sabi-
tesi olan Km su sekilde ifade edilebilir :
(e-p.) s
{1m Km = ————— Bu esitlik diizen]lenirse :
p. Km={(e-p). s '
p. Km=es-ps
pKm+ps=es
p (Km-+s)=es
es

av) =
Km+s
Enzim reaksiyon hizi kompleksin 2, basamaktaki yikiliginin hizi tarafindan
tayin edilir. Bu hiz su denklemle verilir :
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V) v=kp p'nin degerini burada yerine korsak :
k.e.s
(VD) y=——— esitligin sag tarafindaki pay ve payda s'ye bo-
Km-+s liiniirse : -
ke.
(VID) y=——o—— denklemi elde edilir.
Km+1
s

ridaki (VII) esitligi :

Km '
Eger s , Km degerine gore gok biiyiik olursa sifira yaklasir ve _yuka-
s
ke
v = = ke olur. Buna maksimum hiz (V) diyebiliriz ki bu durum-
1

da enzim substrat ile satiire haldedir. Yani :
(VIII) v = ke olur. Bu durumda (VII) esitligi :

v
(IX) v =——— seckline girer. Bu esitlife Mikaeli-Menton denklemi de-
Km + 1
8
nir. Bu denklem diizenlenecek olursa :
v
(X) Km = s.( -1)  denklemi elde edilir. Km ve V degerleri sabit oldu-
v

gu icin bu bir rektangiiler hiperbol denklemidir. Bu denklemin temsil ettigi egri

Mikaeli-Menten egrisi adini alir. Deneysel bulgularla da gosterilmistir ki enzim-

lerin biiyiik cogunlugu igin substrat konsantrasyonlarmin reaksiyon hizina karst
v

noktalanmasi bu tip bir egri vermektedir. (IX) denkleminde (v) yerine (—) de-
2

geri, vani maksimal hizm yarisi konacak olursa Km = s esitlifi elde edilir. Yani

(v) reaksiyon hizi maksimal hizin yarsina ulastifinda Km degeri substrat kon-
santrasyonuna esit olur.

(IX) denkleminin tersi alinacak olursa :

1 Km 1 1

XI) = 2 +
v Vv S v
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Km
denklemi elde edilir. Km ve V degerlerinin sabit oldugu hatirlanir, =a,
A%
1 1 1
T - = x  denirse (XI) denklemi y = ax + b for-
v v 8

muna sokulmus olur. Bilindigi iizere bu bir lineer dofiru denklemidir; (XI) denlg-
leminin temsil ettifi dogruya Linweaver-Burk dogrusu denir. Bu dofrunun apsis

b
eksenini kestigi v = 0 noktasinda x = - — degerine esit olur. (b) ve (a)'nmn
a
1 1
deferleri yerlerine konursa : x = - v bundan da Km = - — degeri bu-
Km X '
a
lunur. x = - — esitligi burada verine konursa Km = ——  bulunmus olur.
b

Yaniv = ax + b denkleminin (a) ve (b) degerleri hesaplanarak Km degeri ta-
vin edilebilir. (2)

Calismamizda bu teorik bilgiler uygulanarak serum NADP spesifik ICD 1n

substratlar: olan D-threo-izositrat, NADP ve mangan iyonu icin Km degerleri he-

saplandi.

MATERYAL VE METOD

Biitiin aktivite tayinleri Bausch-Lomb firmasinin Spectronic-20 model spekt-
rofotomegresinde gerceklestirildi.

Alfa keto glutarik asit (159 mg/L), DL-izositrik asidin trisodyum tuzu (2,7
mikro Mol/ml) (/zositrik asidin yalnuz D formu subsirat fonksiyonu gordiigii i¢in
hesaplamalarda ¢ozeltinin  konsantrasyonu 1,35 mikro Mol/ml alinmistir.), Na.
NADP. 2 H.O (0,6 ve 30 mg.lik vialler), MnCl; (0,15 M NaCl de ¢bziilmiis 0,01
M), EDTA (% W/V) Sigma firmasindan, dinitro fenil hidrazin Haury Diagnos-
tica firmasindan temin edildi. 0,4 N NaOH (Proanalysi Merck), MeCl,, 6H-0O
(Chem. pure crys. Riedel), CoCl.. 6Hz0 (Proanalysi Merck), ZnCl, (Proanalysi
Merck) ve CuSo,. SH;,0 (Chem. pure crys. Riedel) in 0,15 M NaCl deki 0,01 M
¢ozeltileri laboratuvarda hazirlandi. Calismada NADP spesifik ICD kaynag ola-
rak insan serumu kullanildi. Bu amagla laboratuvara rutin tahliller i¢in gelen, la-
boratuvar bulgulart normal olan taze kan niimunelerinin hemolizsiz serumlarmmn
arta kalanlar depo serum seklinde toplandi. )

Reaksivon hizi (= aktivite), enzimatik reaksiyon sonunda aciga ¢ikan alfa ke-
to glutaratin mikro Mol cinsinden miktar: olarak tarif edildi. Agiga gikan bu alfa
keto glutarat Bell, Baron, Taylor ve Friedman'in gelistirdikleri kolorimetrik me-
todun Sigma Firmasmca modifiye sekli uygulanarak tayin edildi. Ancak substrat ve
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enzimin ortamdaki nispi konsantrasyonlarint istendigi Slgiide arttirabilmek icin ni-
hai hacim yeterli olmadifindan kalibrasyon grafigi ciziminde ve aktivite tayinle-
rinde ortama 1 ml. distile su ilave edilerek ¢alisildi. Bu hacim artisindan optimum-
dan daha yiiksek substrat ve enzim konsantrasyonlarini denemekte yararlamldi.

1 — IZOSITRAT ICIN Km DEGERI :

Reaksiyona tesir eden difer faktorler sabit tutulup izositrat konsantrasyonu
13,5 x 10~ ila 540 x 10-* M arasinda degistirilerek tavin edildi. Cesitli izositrat
konsantrasyonlarin karsiliklar olan reaksiyon hizlar1 Tablo-1 de verilmektedir.
izositrat icin Lineweaver-Burk dogru denklemi, en kiiglik karcler metoduyla, y =
0,5517 x + 3,4705 olarak hesaplandi. Bu denklemden izositrat i¢in Km degeri
0,159 mMol bulundu. Izositrat igin Mikaeli-Menten egrisi Sekil-1 de, Lineweaver-
Burk dogrusu Sekil-2 de goriilmektedir.

Tablo - 1 : lzositratin artan konsantrasyonlarina kargilik olan reaksiyon hizlari. (s)
substrat, (v} reaksiyon hizi

s 1/s v 1/v
mMol-’ mMol mMol mMol
0,0135 74 0.023 43,5
0,0270 37 0,040 25,0
0,0405 24,7 0,053 18,8
0,0540 18,5 0,073 13,7
0,0675 14,8 0,090 11,1
0,0810 12,3 0,103 9,7
0,0945 10,6 0,115 8,7
0,1350 7,4 0,140 7.1
0,2700 3,7 0,190 53
0,4050 2,5 0,203 4.9
0,5400 1,9 0,206 4.8

2 — NADP+ ICIN Km DEGERI :

Diger faktorler sabit tutulurken NADP+ konsantrasyonlar: 9,4 x 10-° ila
375 x 10-° m arasinda degistirilerek tayin edildi. Cesitli NADP+ konsantrasyonla-
rinin karsiliklart olan reaksiyon hizlari Tablo-2 de verilmektedir. NADP+ icin
Lineweaver-Burk dogru denklemi, en kiiciik kareler metoduyla y = 0,6944 x +
16,1524 olarak hesaplandi. Bu denklemden NADP* igin Km degeri, 0,043 mMol
bulundu. NADP+ igin Mikaeli-Menten efrisi Sekil-3 de, Lineweaver-Burk dogrusu
Sekil-4 de goriilmektedir.
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Sekil - 1 : zositrat Igin Mikaeli-Menten edrisi  Sekil - 2 : lzositrat igin Lineweaver-Burk
dogrusu

Tablo - 2 : NADP+ In artan konsantrasyonlarina karsilik olan reaksiyon hizlari. (s)
substrat, (v) reaksiyon hizi.

5 1/s v 1/v
mMol mMol-' Mol mMol-!
0,0094 106,4 0,011 90.9
0,0187 53,5 0,019 52,6
0,0375 26,7 0,031 32.3
0,0750 13,3 0,040 25,0
0,1125 8,9 0,044 2257
0,1875 53 0,048 20,8
0,3750 2,7 0,052 19,2

3 - Ma *+ ICIN Km DEGERI :

Diger faktdrler sabitken Mru*t iyonu konsantrasyonlar: 0,5 ila 6,0 mMol
arasinda degistirilerek tayin edildi. Cesitli Mn*+ konsantrasvonlarmin karsiliklar
olan reaksiyon hizlarn1 Tablo - 3 de verilmektedir. Mn*t icin Lineweaver-Burk
dogru denklemi y=3, 7025 x + 19, 1041 olarak hesaplandi. Bu denklemden
Mn*+ icin Km 0,194 mMol bulundu. Mn®+ icin Mikseli-Menten egrisi Sckil - 5 de
Lineweaver-Burk dogrusu Sekil - 6 da goriilmektedir.
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Tablo - 3 : Mn,+ in artan konsantrasyonlarina kargilik olan reaksiyon hizlari. (s)
substrat, (v) reaksiyon hizi.

8 1/s v 1/v
mMol . mMol- mMol mMo]-'
0,5 2 0,038 26,3
1 1 0,043 23,3
2 0,5 0,048 20,8
4 0,25 0,050 20,0
6 0,17 0,051 : 19,6

4 — REAKSIYON HIZINA ENZIM KONSANTRASYONUN ETKIiSI :

Enzim kaynag: olarak depo serum kullanildifindan, serumun, reaksiyon orta-
minm nihai hacminin yiizdesi olarak ifade edilen konsantrasyonunu gittikge arttir-
mak suretiyle Slgiilen reaksiyon hizlar ve karsilik olduklar: enzim (serum) konsant-
rasyonlar1 Tablo - 4 de, bu degerlere gbre gizilen enzim konsantrasyonu-reaksivon
hiz1 grafigi Sekil-7 de goriilmektedir.
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Tablo - 4 : Artan serum konsantrasyoniarinda dlgtilen reaksiyon hizlari.

Sernm konsantrasyonu Reaksiyon nz
(nihai hacmm 9% si) (mikroMol alfa K.G.A\)
25 10
5,0 17
7,5 28
10,0 36
12,5 46

5 — REAKSIYON HIZINA ENKUBASYON ZAMANININ ETKISI :

Cesitli enkiibasyon siirelerinde 6Glgiiien reaksiyon hizlar: ve karsilik olduklari
enkiibasyon zamanlari1 Tablo - 5 de, bu degerlere gore gizilen zaman-reaksiyon hizi
grafigi Sekil - 8 de gériilmektedir.

Tablo - 5 : Enkibasyon zamani-reaksiyon hizi bulgulari

Enkiibasyon zamam Reaksiyon iz
(dakika) (mikroMo] alfa K.G.A.)
15 15
30 27
45 39
60 48

75 51
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Aktivite = M. . KGR /534
» w
-] -1

-
o
1Y

J

1,5 s 25 10 12,5 45 17,5
Enzim (serum) Kons. %
Sekil - 7 : Serum kon-u-reaksiyon hizi grafigi

6 — REAKSIYON HIZINA ORTAMIN ISISININ ETKISI :

Reaksiyon ortaminin enkiibasyon safhasinda tabi oldugu degisik isilarin re-
aksiyon hizin1 ne yonde etkilediklerine dair bulgular Tablo-6 da, bu bulgulara
gore ¢izilen 1si-reaksiyon hizi grafigi Sekil-9 dadir.

SQ.i_ ; ./

Py

w <£
5 & o

Aktivite = M. £ K.6.A /Eaman

-
(-]

10 20 30 40 50 60 70
Zaman (Dakika)
Sekil - 8 : Enkilbasyon zamani-reaksiyon hizi grafigi
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Tablo - 6 : Reaksiyon hizina ortamin 1sisinin etkisi bulgulari.

Reaksiyon iz
Is1 (derece) (mikroMo] alfa K.G.A.)
20 16
25 19
30 25
37 43
45 56
55 68
70 11

7 — REAKSIYON HIZINA HIDROJEN IYON KONSANTRASYONUNUN
ETKIiSi :
Reaksiyon ortamimnin pH smmn 2 den 11 e kadar degistigi sartlarda 8lgiilen
reaksiyon hizlari ve karsilik olduklant pH lar Tablo - 7 de, bu degerlere gbre ¢i-
zilen ortam pH si-reaksiyon hizi grafigi Sekil - 10 da goriilmektedir.

.

o

keto glutark asit fagt)

Aktivite
~ ;f Mol =
H ;

e

-~
o

Is1 - derece

T) 30 40 50 S 70 8
Sekil - 9 : Isi-reaksiyon hizi grafigl
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Tablo - 7 : pH - reaksiyon hizi bulgulari.

reaksiyon iz

pH (mikroMol alia KGA) i

2 2 1 \

3 2

4 6 Fh

5 10 ;: *

6 25 £ %

7 58 iy %,

8 51 =

9 31 /-
10 23 “’ - .:_;’/: [ . PH1 (] s ¢ 1
i 1 Sekil - 10 : pH-reaksiyon hizi grafidi

8 — REAKSIYON HIZINA 2 DEGERLI METAL iYONLARININ ETKILER#
Cesitli metal iyonlarinin reaksivon hizina egkileri Tablo-8 de goriilmektedir.

Tablo - 8 : Cesitli metal iyonlarinin varliklarinda olgiilen reaksiyon hizlari. Mangan ivonunun
varligindakl reaksiyon hizi 100 kabul edilerek digerleri bunun % si olarak ifade edilmigtir.

Metal iyonu (0,01 M) Rélatif reaksiyon iz (%)
Manganez 100
Magnezyum 27
Kobalt 33
Cinko 10
Bakir 8
Higbiri ' 10

Mangan iyonunun hasil ettigi aktivasyonu diger iyonlarin ne ydnde etkile~
dikleri, bu iyonlar1 mangan iyonu ile beraber reaksiyon ortamma ilave etmek su+
retiyle arastirildi. Bulgular Tablo-9 da goriilmektedir,



566 Orhan Tinaz

Tablo - 9 : Mangan Iyonunun hasil etti§i aktivasyona diger metal iyonlarinin otkileri.
Mangan iyonu varliindaki reaksiyon hizi 100 kabul edilerek digerleri bunun % si olarak
ifade edilmistir.

Meta] iyonlan (0,01 M) Rolatif reaksivon huz (%)
Manganez 100
Manganez -+ Magnezyum 100
Manganez + Kobalt 96
Manganez + Cinko 17
Manganez + Bakir 15

9 — SERUMU BEKLETMENIN AKTIiVITEYE ETKISI :
Taze ve +4°C de bekletilmis serumlarda tayin edilen aktiviteler Tablo - 10
da goriilmektedir

Tablo - 10 ; Serumu +4°C de bekletmenin aktiviteye etkisi. Taze hazirlanmig depo serumda
3 ayn aktivite tayini yapilmig, ortalama deder 100 kabul edilerek, bekleyen serumlardaki
ortalama aktiviteler bunun % si olarak ifade edilmigtir.

Bekleme siiresi Rolatif aktivite %
Taze serum ) 100
24 saat ) 100
48 saat 96
72 saat g9
1 hafta 80
TARTISMA

Bu ¢alismada insan serumu NADP spesifik ICD enziminin baz: kinetik 6zel-
likleri arastirllmaya ¢aba sarfedilmistir.

Enzimatik reaksiyonun hizinin maksimal hizin yarisina ulastigi andaki subs-
trat konsantrasyonunu veren Mikaeli sabitesi her bir enzim i¢in karakteristik bir de-
gerdir. Teorik olarak bir enzimin Mikael sabitesi ancak saf enzim ile calisilarak
tayin edilebilir (3). Ciinkii enzim ne kadar saf olursa spesifik aktivitesi o nispette
artar ve dogal olarak daha az miktarda substrat enzimi tam satiire ederek reak-
siyonu maksimal hiza ulastirir. Diger enzimlerde oldugu sibi ICD1in Mikaeli sa-
bitesini tayin etmek icin yapilan ¢alismalarda Gnce cesitli hayvan dokularindan ve-
ya bakteri kiiltiirlerinden enzim saflastirilarak elde edilmis, daha sonra izositrat,
NAD (P) ve mangan iyonu i¢in Km degerleri bilinen metodlarla tayin edilmistir..
Tablo - 11 gesiti hayvan dokularindan ve bakter kiiltiirlerinden saflastirilmus ICD’1n
substratlar i¢in hesaplanmis Km degerlerini gstermektedir.
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Tablo - 11 : Gesitli kaynaklardan izole edilmis NADP spesifik 1CD’larin izositrat, NADP ve
mangan iyonu substratlari igin bulunmug Km degerleri. (mikroMol olarak)

Enzim kaynag izositrat NADP Mn'+ literatiir
Insan sitoplazmik izoenzim 7,0 5,6 — 4
insan mitokondrial izoenzim 8,1 3,7 — 4
Domuz kalbi 5,7 4,6 0,9 5
Sigan kalbi 5,0 20,0 —_ 6
Sican karacigeri 3,0 25,0 —_ 6
Rhesus maymunu gingival doku 62,5 33,0 —_ 7
E. coli 15,6 37,0 12,9 8
T. aquaticus 9714 16,5%4,7 — 9
B. subtilis 9,130 274F57 — 9
C. reinharti 12,5%4,0 10,032 — 9

Calismanuzda insan serumu enzim kaynagi olarak kullamilmustr. Serumla
elde edilen Km degerleri Tablo-12 de goriilmektedir.

Tablo - 12 : Insan serumu NADP spesifik 1CD"n izositrat, NADP ve Mno+ igin Km
degerleri. (mikro Mol olarak)

izositrat NADP Mn'+

Km 159 43 194

Bu degerlerin Tablo - II deki insan sitoplazmik NADP spesifik ICD igin ve-
rilen Km degerlerinden izositratta yaklasik 22, NADP de yaklagik 8 defa biiyiik
oldugu goriilmektedir. Bu husus serum yerine daha saf preparatlarla ¢aligtldiginda .
daha kiigiik Km degerlerinin elde edilecegini dogrulamaktadir. ;

Substrat konsantrasyonlarinin yeterli seviyede ve diger faktorlerle birlikte sabit
tutuldugu sartlarda, Tablo - 4 ve Sekil - 7 de de goriilecegi iizere reaksiyon hizi
enzim konsantrasyonu ile dogru orantilidir. k = hiz katsayis1 olmak lizere reak-
siyon hizi ile enzim konsantrasyonu arasindaki bagintiy1 (yeterli ve sabit miktarda
substrat konsantrasyonlarmin ortamda var olmas1 sartiyla)

v =ke
seklinde gosterebiliriz. Bu baginti bize ICD"n katalize ettigi reaksiyonun O derece-
den bir reaksiyon oldugunu, belli bir substrat konsantrasyonunun daha iizerindeki
substrat miktarlarin hizt etkilemedigini, sadece enzim konsantrasyonunun hizi et~
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kiledigini gdstermektedir. Literatiirde de bu bulguyu teyit eden yayinlar mevcuttur
(10).

Enkiibasyon siiresinin degismesinin, diger faktdrlerin sabit kaldig1 sartlarda
reaksiyon hizini ne ydnde etkiledigine ait bulgular (Tablo - 5, Sekil - 8) ilk 60
dakika icin zaman faktérii ile reaksiyon hizi arasinda lineer sayilabilecek bir ba-
gintmim var oldugunu gostermektedir. Serum ICD aktivitesi ile zaman arasindaki
iligki bir arastirmada lineer olarak bulunmugtur (11).

Reaksiyon hizina ortamin 1sisinin etkisini gosteren bulgulara gore (Tablo - 6,
Sekil - 9) reaksiyon hiz1 55°C civarinda maksimum olmakta, daha yiiksek 1silarda
ise hizla diismektedir, Baska aragtirmalarda da benzer sonuglar almmustir (11,12).
Ancak bu arastirmalarda 37° ila 40°C ye kadar olan bulgular verildigi icin 40°C nin,
iistiindeki bulsulan kargilasirmak olanagi bulunamamistir.

Aktiviteye pH nin etkisini gosteren bulgulr, yaklasik deferler olarak verilme-
sine ragmen, literatiirde bu konuda yaymnlanan bulgularla uygunluk igindedir (12,
13). Bulunan degerlere gore insan serumu NADP spesifik ICD i¢in optimum pH
7,5 ila 8,0 arasindadir. Asit ortamin ICD aktivitesini daha olumsuz olarak etkiledigi
goriilmektedir.

Aktiviteye 2 degerli metal iyonlarinmn etkilerini gosteren Tablo -8 ve 9 daki
bulgulara gdre reaksiyon ortamuna hig bir meta] iyonu ilave edilmedigi zaman ICD,
aktivitesi ihma)l edilebilecek kadar azdir. Enzimi mangan iyonu maksimal &l¢iide
aktive etmektedir. Kobalt ve magnezyumu aktive edici kudretleri manganin 1/3 i
ve 1/4 i kadardir. Cinko ve bakirin hi¢ bir aktive edici kudretleri yoktur, Bu bul-
gular literatiire uygundur (6,11). Cohen ve Colman (14) domuz kalbi NADP spe-
sifik ICD"1 ¢inkonun aktive ettigini bildirmektedirler. Bu husus domuz kalbi kay-
nakli enzim igin gegerli olsa gerekir. Ciinkii bagka yaynlarda bu bulguyu teyit eden
bir kayda rastlanmamistir. Bowers (12) yeterli miktarda mangan iyonunun varli-
ginda kalsiyum iyonlar: ilavesinin aktiviteyi yari yariya azalttigmu bildirmektedir.
Ayni yazara gore enzim kayna$i olarak serum kullanildifinda ortamda diger me-
talik iyonlar gibi kalsiyum da mevcut bulunmaktadir. Kalsiyumun serumdaki mik-
tarindan daha fazla ilavesi aktiviteyi etkilememektedir, Yani 0,2 ml. serumda mev-
cut kalsiyum maksimal inhibitor etki gbstermesi igin yeterlidir. Enzim kayna§1 ola-
rak saflastirnlmus preparatlar kullamilarak yapilan arastirmalarda ortama hi¢ me-
tal iyonu ilave edilmeyen sartlarda enzim aktivitesinin O oldugu belirtilmektedir.
Enzim kayna$i olarak serumun kullamildig: ¢alismalarda ve bu calismada ortama
hi¢ metal] iyonunun ilave edilmedigi sartlarda az da olsa bir aktivite gbzlenmistir.,
Ortama ilave edilen 0,2 ml. serumda mevcut 2 degerli metal] iyonlar1 bu diisiik
aktiviteden sorumludurlar (11). Bulgularimiza gore ¢inko iyonlar1 mangan iyonla-
rinin yaptig1 aktivasyonu % 83 oraninda inhibe etmektedirler. Bu bulgunun pratik
bir yorumu olabilir. S6yle ki : myokard enfarktiisii esnasinda kanda ¢inko iyonu
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konsantrasyonunun arttigt bildiriimektedir. Buna mukabil serum ICD seviyesinin
yiikselmesi beklenirken bdyle olmamaktadir. Bu olay kalp dokusu kaynakli ICD!
m, karaciger kaynakhi ICD’dan daha dayaniksiz oldugu ve sirkiilasyona karigir
karismaz siiratle inaktive oldugu seklinde izah edilmektedir. (6,15). Myokard en-
farktiisiinii takiben kanda ginko konsantrasyonu artigmm ICD aktivitesini inhibe
ederek neticede serum ICD seviyesinde Onemli bir artisin goriilmemesine dolaylt
olarak ve kismen de olsa neden oldugu diistiniilebilir. Ancak bu goriis bir spekii-
lasyon olup deneysel verilerden yoksundur.

Serumun -+4°C de bekletilmesi ICD seviyesinde zamanla oranlt bir azalma-
ya yol agmaktadur. (Tablo-10). Bu sekilde bir hafta bekletilen serumda aktivite
bulgularmiza gdre % 20 civarinda azalmaktadir. Bu yiizden ICD aktivitesi tayini
icin taze veya +4°C de en fazla 24 saat beklemis serumlarm kullaniimasi uygun-
dur. Literatiirde ise bu konuda bir fikir birligi yoktur. Mesela Bowers (12) +4°C
de bekletilen serumda ICD aktivitesinin haftalarca stabl kalacagim ileri stirmek-
tedir. Sigma teknik biiltenin de ise 3 hafta bekletilebilecegi bildirilmektedir. Yine
Bowers tarafindan ve ayrica Sigma teknik biilteninde serumun dondurularak sak-
lanmasinin aktivite kaybina yol agacagt belirtilmektedir. )12,16). Taylor ve Fried-
man (10) ise kanm alindif1 giin aktivite tayin edilmeyeceksc'serumun donduru-
larak saklanmasi gerektigini ileri siirmektedirler. Bu konunun daha genis olgiide
aragtirilmas: yararli olacaktir.

OZET

Bu ¢alismada insan serumu kaynakli NADP spesifik ICD enziminin katalitik
dzellikleri arastimldi. Enzim kaynag: olarak insan serumu kullanildi. Enzimin iso-
sitrat subsrati icin Km degeri 159 mikroMol, NADP ' igin 43 ve Mn*t igin 194
mikroMol bulundu. Aktivite enzim konsantrasyonunun lineer bir fonksiyonudur.
Zaman igin de ilk 60 dakika igin lineer bir baginti mevcuttur. Enzim 55°C civa-
rinda maksimal aktivite gostermektedir. Optimum pH 7,5 - 8 arasindadir. Mangan
ivonu enzimi maksimum &lciide aktive etmektedir. Kobalt iyonu manganm 1/3 i
ve magnezyum 1/4 i kadar aktive edebilmektedir. Cinko, mangan iyonunun yap-
t1g1 aktivasyonu % 83 oraninda inhibe etmektedir. Bakir enzime inhibitor etki gds-
termektedir. +4°C de 1 hafta bekletilen serumun orijinal ICD aktivitesi % 20
oranminda azalmaktadir. :

SUMMARY
Enzyme konetics of human serum NADP isocitrate dehydrogenase

In this study, the catalytical activity properties of human serum NADP-lin-

ked isocitrate dehydrogenase were investigated according to the enzyme Kinetics

parameters. Km values of serum NADP linked ICD for isocitrate, NADP+ and
manganese substrates were found as 159, 43 and 194 microMoles respectively.
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The correlation between the enzyme activity and ‘the enzyme concentration
was found as linear. For the first 60 minutes of the reaction, the correlation bet-
ween time and the enzyme activity can be considered as linear. The activity was
greatest near 55°C. Above this temperature the activity fell down rapidly. Opti-
mum pH was between 7,5 - 8,0.

The enzyme needed the presence of metal ions for its activity. Manganese ac-
tivated the enzyme maximally. Cobalt and magnesium ions activated the enzyme
only 1/3 and 1/4 of that of manganese activation, Zinc inhibited the manganese
activation by 83 percent and copper by 87 percent. Activity was negligible when
there was no meta] ions in the medium.

Serum which was priserved at 4°C for one week lost 20 precent of its ori-
ginal activity,
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