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OZET

Cesitll anyonlann serum Pstdokolinesteraz aktivitesi fize-
rine etkisl aragtinld.

Sitrat, oksalasetat ve bikorbonatin, dilgilk konsantrasyon-
larda enzimin en etkill aktivatérlen oldugu bulundu. Fakat
¥ilhsek konsantrasyonlarda bu bilegikler enzimi inhibe ettiler,
Sonug olarak, bu bilegikler igin enzimin fizerinde en az ki
baglanma yerinin varhifn s&ylenebilir. Birincisl allosterik de-
netleyici baglanma yeri, ikineisi ise muhtemelen aktif merkez,
diz.

Ayrica, laktat ve plruvat gibi ham a - hidrolsi ve ;- ke-
Lo substitue karboksilatlanin Psédokolinesterazin  inhibitsr-
leri oldugu bulundu.

SUMMARY

The effects of the various kinds of amons on serum
Peeudocholinesterase activity have been investigated.

Citrate, oxalacetate and blcarbonate have heen found to
be potent aclivators of the enzyme at low concentrations. But
at high econcentrations, they inhibit the enzyme. Consequently,
there ure at least two binding sites on the ensyme for these
compounds, The first ls an allosterlc modifier mte and the
second lg, possibly, the active center,

Additionally, eertain , - hdyroxy and _, - keto substituted
carboxylates, such as lactate and pyruvale, have been found
to be the inhibitors of Peedocholinesterase.
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GIRIS

Psitdokolinesteraz, diger bir deyisle kolinesteraz (asilkolinasil-
hidrolaz EC 3.1.1.8), serum proteinlerinin % 0,01 ini kapsar. Fizyo-
lojik giirevi tam olarak anlagilmamakla beraber, kolin esterlerinin
hidrolizini katalizledigi bilinmektedir.

PEE (Patdokolinesteraz)'in fonksiyvonunu aydinlatmak ama-
ciyla, billiinr limiizde yapilan caligmalar (1) sonunda, enzim plazma-
dan 10 000 kez saflagtirildi ve kinetik arastirmalarla da enzimin al-
losterik bir davramsga sahip oldugu gisterildi (2). Enzimin a) Ku-
arterner azot iceren bilegikler (kolin ve tiirevleri), b) Anyonik ka-
rakter gisteren bilegikler olmak iizere, iki grup altinda toplanabilen
bir seri allosterik denetleyicisi (allosterik modifikatir) saptand.

Callahan ve arkadaslarm (3), PKE'nin fcsfat taralindan aktive
edildigini gostermisler, Harris ve arkadaslam (4) ise diger hir an-
yonu, fluoriiril inhibittr olarak bildirerek, fluoriire hassas olmayan
insan PKE wvaryvantlarm tarif etmislerdir,

Literatiirde bildirilen bu galigmalarla, biliimiimiizde saptanan
allosterik dzellikler birlegtirilince, anyon aktivasyon mekanizmasi-
min aydinlatilmas: geregi ortaya ¢itkmis ve anyonlarin PEKE {izerine
olan etkisini aragtiran bu ¢abisma yamlmigtir.

GEREC

Calismada, bélimiimiizde gelistirilen teknige gire saflastirilan
enzim @rnekleri kullanild,

5,5 -Ditiyo-bis (Z-nitrobenzoik asit), Aldrich I'irmasi'ndan; kap-
roik asit ve valerik asit Calbiochem Firmasi'ndan; maleik anhidrit
ve propionik asit Fisher Firmasi'ndan; diger bilegikler ise Sigma
Firmasi'ndan saglanmslardir,

YONTEM

Aktivite tayinlerinde Ellman (5) tarafmdan tariflenen metod
degistirilerek uygulandi. Siibstrat olarak BTK (biitiril tiyokolin)
ivodiir kullamildi (8). BTK diger arastiricalar (3, 4, 7, 8, 8) tarafin-
dan kullamilan benzoil kolinden daha hmizhh olarak hidroliz olabilen
bir siibstrattir. BTK'nin hidrolizi ile acifa cikan tiyokolin, renk ay-
raci olarak ortalama ilive edilen DTNB [35,5 -ditivo-bis (2-nitroben-
zoik asit)]"i indirger. Enzim aktivitesi DTNE'nin  indirgenmesiyle
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olugan sar rengin, 412 nm'de Beckmann DU spektrofotometresinde
20 dakika takip edilmesiyle élgiildii.

Deney sistemi olarak, 2,5x10° M BTK (pH 59%), 1,59x10~°
M DTNE (pH 52}, 3 mg/ml enzim (10 000 kez saf) ve cesitli kon-
santrasyonlarda, sodvum tuzu seklinde bilesik iceren bir ortam kul-
lanilds.

Denemelerin pH 5,8'da vapilmasinin nedeni, hava C0.'sinin ¢i-
zeltilerde cdzilnmesi ile olugan HCO!' anyonunun, yiitksek Konsan-
trasyon ve viiksek pH'da enzimin en kuvvetli aktivatdrlerinden hiri
clmasidir, T"C, kullamlarak yap:lan kontrol denemeleri ile pH'min
uygunlugu saptands.

pH ve enzim aktivasyonu (enzim siibstrati tarafindan da akti-
ve edilmektedir) goz dniinde tutularak, deney ortamindaki alloste-
rik denetleyici konsantrasyonunun 9 x 10 M'n iizerine cikmama-
sma cahbsildi

Protein tayinleri Lowry metoduna (10) gdre yamidi.

BULGULAR

Deneylerden elde edilen bulgular dért grup altinda &zstlene-
bilir.

1 — Diisey eksene % aktivite (gdzlenen en yiiksek alktivite yiiz
kabul edilerek, diger aktivitelerin hesaplanmas: ile elde edilir), va-
tay eksene aktivatiir konsantrasyonunun negatif logaritmas: isa-
retlenerck grafikler cizildiginde, allosterik kinetik modele (11) uy-
gun egriler elde edildi (Sekil - 1).

2 — Cegilli bilegiklerin PKE aktivitesi iizerine etkisi Tablo - Ia,
Tablo - Th, Tablo - I, Tablo - 1d de gésterilmistir.

Farklh zamanlarda, farkh enzim &rnekleri ile yapilan deney so-
nuglarm aym sartlara getirmek icin, fakliirler saptandi. Faktorler,
3x 10-* M bilegik igeren deney sistemlerinde, ayn1 enzim Srnegi ile
calimlarak saptanan deney sonuglarimin, aym konsantrasyonda bi-
lesik igeren, fakat farkl zaman ve gartlarda caligilmis deney sonug-
larina oranlanmasiyla hesaplandi. Tablolardaki tiim aktiviteler ve %
aktiviteler, bulunan faktirlere gére diizenlenen degerlerdir.

Goriildiigii gibi, monokarboksilatlardan format, asetat ve pro-
pionatin PEE icin aktivator; biitirat, valerat ve kaproatin etkisiz:
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e-keto monokarboksilatlardan piruvatin inhibitér; glioksilat wve
e-keto isovaleratin aktivatir; e-amino monokarboksilatlardan gli-
sin ve alaninin aktivatdr; valinin etkisiz; o-hidroksi monokarboksi-
latlardan glikolat ve o-hidroksi biitiratin aktivatér; laktatin ise in-
hibitdr oldugu bulundu.

u | axrivite

: : : : g

Sokdl -1 Cegitll altivattr (format) konsaotrasyonlannda eogim e yiledesi,
Dilgey eksande hiz yiizde olarak (ptizlenen en yilksek hiz wilz kabul
edilerek) bildirilmigtir. Yatay eksende ise aktivatir konsantrasyonu-
nun negatlf logaritmas: igaratlenmistir.

PKE'i, dikarboksilatlardan siiksinat, glutarat ve adipatin ak-
tive ettigi; doymamis dikarboksilatlardan sis konfigiirasyonunda
olan maleatin aktive ettigi; trans konfigiirasyonundaki fumaratin
etkisiz oldugu; a-keto dikarboksilatlardan oksalasetat ve a-keto glu-
taratin aktive ettigi; tri karboksilatlardan sitratin ve tetra kar-
boksilatlardan EDTA (etilendiamin tetrasetik asit)'nin aktive etti-
gi; inorganik anyonlardan fosfat, arsenat ve yilksck pH'da bikarbo-

natin aktive ettigi gozlendi.
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3 — Denenen bilesikler icin, en yiiksek ve en diigiik 7% aktivite-
ler oranlanarak, aktivasyon oranlam hesapland: (Tablo - II).

Aktivasyon oranlarindan sitrat, oksalasetat ve bikarbonatin
PKE'i takriben 4 kez; fosfatin 3,5-4; format ve asetatn 3-3,3;
EDTA ve maleatin 2,5 - 3 kez arsenatin 2 - 2,5; glisin, propionat, gli-
kolat, siitksinat ve adipatin 1,5-2; glutarat, «ketoglutarat, «-hid-
roksibiitirat, o-ketoisovalerat, alanin ve glioksilatn 1-1,5 kez ak-
tive ettigi bulundu.

4 — Denenen bilegikler, kimyasal yaplarina gire degerlendi-
rilip, aktivasyon oranlari karsilagtimldiginda, inorganik anyonlar-
dan fosfatin, arsenattan; monokarboksilatlardan asetatin, format-
tan: formatin, propionattan, dikarboksilatlardan siiksinat ve adi-
patin, glutarattan; doymamig dikarboksilatlardan maleatin, fuma-
rattan: trikarboksilatlardan sitratin, biitiin diger aktivattrlerden
(EDTA ve maleat dahil); «-amino monokarboksilatlardan glisinin,
alaninden; «-hidroksi monokarboksilatlardan glikolatin, o-hidrok-
sibiitirattan daha etken aktivatér olduklam sonucuna varildi.

TARTISMA

(Caligmada, allosterik bir enzim olan PKE'nin (2) aktivasyo-
(0]
[

nunda R—C—0— yapisimin yeri ve etki mekanizmas saptand.

R radikali (—OH) oldugunda (bikarbonat) enzim sgiddetle ak-
tive edilirse de, maksimum aktiviteye, yiiksek konsantrasyon wve
yilksek pH da erigilir (Tablo-Td) Radikal (—R), (—H) veya
(—CH,) oldugunda, maksmum aktivite daha diigiik denetleyici kon-
santrasyonunda gizlenir (Tablo - Ta).

Bu bulgulardan, enzimin allosterik anyonik aktivatdr baglama
verinin kiiciik bir ver oldugu sonucu cikar. Gergekten de (—R) in,
etil, propil, biitiril, pentenil kokleri veya dalh alifatik zineirler sek-
linde bilyiimesi, karboksil grubunun aktivatér Ozelliginin azalmasi-
na yol acar (Tablo -Ia).

Fosfat, arsenat gibi anyonlar da, bu aktivatér baglanma yeri-
ne sigarak, enzimi aktive ederler (Tablo-Id).

O
1]

Allosterik denetleyici molekiiliinde, R—C—O— yapisi birkag kez

tekrarlamiyorsa, bilegigin aktivattr etkisi artar (sitrat ve EDTA)
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(Tablo - Ie). Tekrarlanan iiniteler birbirleri etrafinda serbest rotas-
yon giosterirlerse (suksinat) veya (—R) radikali biiyiik bir grup-
sa (o-ketoglutarat) etki azalir (Tablo - Tc). Karboksil gruplan bir-
birlerine gére trans durumunda olursa, enzimatik aktiviteyi etkile-
mezler (fumarat); aym bilesigin sis konfiglirasyonunda olan sekli
ise (maleat) enzimi aktivatér olarak etkiler (Tablo-Te).

Sonug olarak, aktivatir etkisinin sis konfigiirasvonundaki kar-
boksilat grubunun sayisina gire arttign siylenebilir.

a-Substitiisyonlar (e-amino, «-hidroksi, «ketokarboksilatlar),
karboksilatin PKE iizerindeki aktivatér baglanma yerine sigmasi-
n1 engelliyerek, aktivasyon etkisini azaltirlar.

Oksalasetat, biitiin diger keto asitlerin aksine, (—CO0—) grup-
larmin uzaydaki uygun konformasyonu nedeniyle enzimin en etken
aktivatiirlerinden biridir.

Cahsmada gozlendigi gibi, aktivatérler allosterik modele (11,
12) uygun olarak, yilksek konsantrasyonda enzimi inhibe ederler
(Sekil -1). Buna neden, yitksek aktivator konsantrasyonunda, ak-
tif merkezde siibstratin hidroliz edildigi anyonik ver icin, aktiva-
tir ve siibstratin rekabetidir.

PEKE'i inhibitor olarak etkiledikleri giizlenen laktat ve piruva-
tin, inhibisyon mekanizmalarmm agikhyabilmek icin, daha ileri kine-
tik caligmalara gerek vardir
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INORGANIK ANYONLARIN PKE AKTIVITESt UZERINE

Tablo -1d

ETKISt

A : Aktivite, 20 dakikada oluzan rediikte DTNE nin 412 nm de
verdigi 0.D.x10"

% A @ Yiizde aktivite (aktivitenin, aktiviteelrin maksimumuna
orant)
Allosterik
Denetleyici
Kensantrasyonu Fosfat Arsenat Bikarbonat"
(M) A A A 9GA A A
Sx 104 16,7 26 85 50 40 24
1x10+ 186 29 6,0 46 38,0 20
2 x 10 186 29 65 60 380 27
5x 10+ 223 35 80 61 43,0 30
1x10° 279 44 80 61 40 31
2% 107 26,0 41 80 61 480 35
Hx 10~ 51,0 80 13,0 100 06,0 76
1x10° 63,2 100 13,0 100 126,090
2x 10 895 94 90 69 135,0 100

(*) pH 81 de calimimuglir,
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Tablo - 11

PEE'NIN ALLOSTERIK DENETLEYICILERININ
ETKENLIK SIRASI

Grup No Altivasyon Oram Denetleyiciler

1 4 den fazla Olsalasetat
Bikarbonat
Sitrat

2 35 — 40 Fosfat

3 30 — 35 Asetat
Format

4 25 — 3.0 EDTA
Glikolat
Maleat

b 20 — 25 Arsenat

[ 15 — 20 Propionat
(Glisin
Adipat
Siiksinat

T “i,_(} — 1,5 : ;&_lanin

Glutarat
a-Ketoglutarat
a-Hidroksibiitirat

8 Aktive Etmeyenler Fumarat -
Valin
Kaproat
Valerat
Biitirat

9 Inhibitérler Laktat
Piruvat




