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OZET

S1gir Nucleus Caudatus'undan Acetylcholinesterase
(Acetylcholine hydrolase E.C.3,1.1.7.) akrilamid elektro-
forezinde ve density gradient santrifiigasyonunda tek bant
. verecek seviyede saflagtirilmistar,

Saf enzimin biokimyasal oOzellikleri, kinetik karakteri
incelenmig, enzimin allosterik oldufu glsterilmistir. Enzim
ozellikle ckzalasetat ve sitrat tarafindan aktive edilmektedir.
Bu bulgunun sinir iletimi fizyolojisi bakimindan tartigmasi
vapilmigtir. '



Son yillarda yaprlan aragtirmalar hlicre zarlarinin
bir ¢ok kompleks enzimatik resksiyonun cereyan ettigil
mozaik yapida lipoprotein kompleksleri oldugunu ortaya koy-
mustur, (1)(2)(3). 100 A° kalinlizinda olmasina ragmen son
derece karisik ve spesifik yapilar gosteren zarlar siste-
mi ve bilhassa uyarilabilen zarlarin ozellikleri aragtirma-
cilar icin daima ¢ekici bir saha olmus, fakat bu konuda
¢cok az malumat elde edilebilmigtir. Yalniz bugin biliyoruz
ki, bazi zarlar permeabilitelerini rapid ve reversibl ola-
rak degigtirebiluekte ve bunun sonucu olarak meydana gelen
iyon hareketleri biloelektrik akimlarin temelini tegkil et~
mektedir, (4) Sinir impuslarinin sinir ve adele fibrilleri
boyunca iletimini sadece bu derece fizikl bir olayla izah
etmelr meydana gelecek 1s1 olaylarini agiklamaktan uzaktair,
Bundan dolayxr bir takam kimyasal olaylarin permeabilite de-
gigikligi ile elele gittigini kabul etmek gerekir, Enzim-
lerin ve proteinlerin hiicre faaliyetlerindeki rolleri
gdzdniine alinirsa, permeabilite defigiklikleri ve dolayisi
ile biocelektrik akimlari geg¢mesinde de kimyasal olaylari
enzimlerin kontrol ettigi sonucuna varilabilir,

Asetilkolinesteraz asetilkolini spesifik olarak hid-
roliz eden mewbransal bir enzimdir. Nachmanshon tarafindan
evvelce ve bu galigmada da gOsterildifi gibi (5) katali-
tik 8zellifinin genis &lgiide siibstrat benzeri ve benzeri
olmiyan bilegikler tarafindan etkilenmesi, zarsal olugu
ile bu esteraz diger kiésik esterazlardan ¢ok farkli bir
vapidadir, Son yallarda histokimyasal teknikler ve elektron
mikroskopisi ile enzimin uyariliabilen zarlarda sinaps'ta
lokalize oldufu, nonmyéline' fibrillerde mevcut bulundugu
tespit edilmigtir. (5)(6)(7). |



Bu bulgular, daha evvelce indirekt bickimyasal deneylerle
bu enzimin iletimde roll oclduguna dair ortaya atilan hipo-
tezleri desdeklemektedir.

Bir ¢ok aragtirmacilarin deneyleri asetilkolinin
sPesifik olarak sinir impuslarinin iletiminde rol oynadi-
g1n1 ve membrandaki spesifik asetillkolin reseptériniin konfor-
masyonunu degigtirerek zarin iyon permeabilitesini arttir-
digini ortaya koymustur. (8)

Her bir asetilkolin molekiiliinlin parcalanmasi ile 40000
iyonun zardan gegtigi hesaplanmigtar, (9) Asetilkolinin
hidrolizi ile zar tekrar eski konfiglirasyonuna dénmekte ve
iyon baraji tekrar kurulmaktadir, Bundan dolayi, asetilko-
linin fonksiyonu ve metabolizmasi ile ilgili proteinler
sinir impuslarinin iletiminde en Oremli rolii oynamaktadir-
lar. .

Mivekim, son otuz yilda yapilan tecriibelere dayanarak
“deliller siralanacak olursas

1) Asetilkolin ve onu sentez ve hidroliz eden enzimler
(asetilkolinesteraz ve kolin O asetil transferaz) biitiin
hayvanlar aleminde iletim fibrillerinde lokaliz olmugtur.(10)

2) Asetilkoline spesifik bir enzim olan asetilkolineste-
raz yukarda belirtildiZi gibi hem diger esterazlardan g¢ok
farklas 8zellikler gostermekte, hem de bitiin aksonlarin
eksite edilebilen zarlarinda sinir uglari zarlarinda ve
postsinaptik membranlarda lokalize bulunmaktadir.

3) Asetilkolinesteraz, asetilkolini birkag mikrosaniye
iginde hidroliz edebilecek kapasitededir, Yani, sinaps bog-
lugﬁnda ve iletimde gOzlenen hiz ile hidroliz hizi ayn:
buylkliktedir.

4) Torpedo, Elektrophorus baliklarainin elektrik orga-
ninda gok yiksek seviyede enzim ektivitesi bulummustur,

Bu organlar, tabiatin yarattifi en kuvvetli elektrik lreti-
cileridir ve fonksiyonlari bakimindan son derece odzgiildiirler.



Gorev tipi itibari ile de neuron'deski iletimi hatairlatair
evsaftadar.(11)

5) Asetilkolinesterazin spesifik ve potent inhibitorle-
ri elektrik akimim birgok sinir hilcrelerinde tamamen bloke
etmektedir.(12)

6) Organofosfatlarla muamele edilmig aksonlarda elek~
trikl faaliyet tamamen bloke edilmisken, fosforile enzimi
aktif hale gegiren piridin-2-aldoksinmethiodit ile elektrikl
aktivite geri déndiirilebilmektedir.(13) |

7) Asetilkolinesterazdan farkli oldugu iddia edilen ve
asetllkolin reseptdr olarak isimlendirilen aksonsal .
membranlardaki bir proteinin varliZi ileri slirilmigtir ve
asetilkolinesterazdan farkli bir sktif merkezi oldugu iddia
edilmigtir(16).

8) Asetilkolimreseptoriin lipofilik inhibitdrlerinin
asetilkolin analoglari olduZfu tesplt edilmis ve bunlarin
elektrikl faaliyetleri temamen bloke edici Gzellikleri orta-
ya koniaugtur.(5)

Bu arada, asetilkolin reseptorin ayri bir enzim olma-.
digar, ve asetilkolinesterazin anyonik merkezinin bu igi gor-
diigii goriigli de yeni yeni yayilmaktadir.(1l5)

Kolinesterazlarin kinetik karakterlerinin incelenmesi,
santral sinir sistewi iletim fizyolojisi bakimindan Onemli
oldugundan bu konuda ¢aligmalar yapilmektadir. Yalniz, kafi
derecede saf enzimin bulunmemasi ve hazirlanan enzimlerin

gabuk denatire olmasi bu galigmalaril geciktirmigtir. Bilhassa
memeli beyin asetilkolinesterazi bugline kadar tatminkar bir
saflagtirma metodunun varolmamasi sebebi ile ¢ok az ince-
lenmigtir., Elektroforus enzimi ile yapilan kinetik c¢alismalar
enzimin allosterik olabilecegi fikrini uyandarmis, hakikaten
de serum kolinesteragzi olsun, eritrogit kolinesterazi olsun,
allosterik dzellikler gdstermigtir.(16)(17)



Memell beyin asetilkolinesberazinin saflagtirmasl
ve Ozelliklerinin tespiti, kolinerjik sinir impuslarinin
sinaptik iletiminin molekiiler mekenizmasini aydinlatmasa
bakimindan ayrica Onem kazanmistir.

Bu gin, asetilkolinesteraz hakkindaki bilgilerin blyik
bir gofunlugu elektroforuselektrikus'un elektrik organin-
dan saflagtirilmis enzime ve siZir eritrosit zari enzimine
aittir.

Bu meveut bilgiye dayanarak memeli asetilkolinesteragi-
nin uygun, vekrar edilebilir, glivenilir ve hakikaten =af
protein veren bir metodla saflagtirilmasy yoluna gidilmis ve
boyle bir netod tezde teklif edilmigtir,Bu proteinin biokim-
yasal czellikleri sonuclarda ve tartigmada belirtildigi lize-
re iletim fizyolojisine 1gik tuttufu dbir karakter gostermig-
tir, '

lMemelilerde santral sinir sistemi enzimi i¢in verilen
saflagtirma metodlari tatminkar olmayip, kristalizasyonu
yapilabilmis olan elektroforus enzimi saflagtirma metodu-
nun puvaffak olmamig modifiye gekilleridir.(18)

Bu metodlardaki saflagtirma katlari az olmakla beraber,
enzim aktivitesi ¢ok ylksek siibstrat konsantrasyonlarinda
ol¢lildiiglinden, spesifik aktiviteler ¢ok yiksek olarak bil-

dirilmistir. Ayrica ?ﬁtﬁn wetodlar kldsik enzim saflagtirmasi
metodlary ¢ergevesinde verilmigtir. Yani, kolon kromatogra-
fisi, molekliler filtrasyon, absorbsiyon kromatografisi kul-
lanilmigtir. Oysa, bizim caligmalarimizin gosterdigi gibi.
enzimin kromatografi |ile saflagtirilmasi aktif merkezinin
lbkalizasyonu ve polimerizasyon hizlari bakimindan enzim

proteini i¢in fizyolojik olmayip, glivenilir degildir.




VATERYAL VE METODLAR

Beyin Temini:

Enzim pUrifikasyonu i¢in sifar beyni Nucleus Caudatus'u
kullanildi. motor kortekste bu bdlgeden daha ylksek iinite~
de enzim olmasina ragmen, spesifik aktivite ve izolasyon
zorluklari bakimindan bu bdlge segilmemigtir. Sigarlar 61-
diirildikten sonra beyin 1-3 dakika iginde g¢ikarildil ve buz
talagil igine alindi. Mezbahadan l&boratuvara getirildi,
Kesimden sonra en ge¢ 1,5 saat icinde kullanildi. Kesimden
sonra bir saat ig¢inde sofukta highir aktivite kaybi olmadi-
g1 tespit edildi. 2-3 saat sonunda %5 aktivite kaybi
oldufu tespit edildi.

NEP Hezirlanigi: (19)

Kucleus Caudatus makasla keserek temizlerdi, 1/10 w/v
0.352 molar sukroz iginde. teflon homojenizatdrde 8-10 defa
agagi yukari bastirilarak homojenize edildi. 10 dakika 900 g'de
+4°0da santrifij edildi, Cokelek atildi. Sipernatan 11500
g'de 20 dakika santrifij edildi . Siipernatan atilda. (Gokelek
eg hacimde 0.8 molar sukrozla homojenize edildi 100000 g'de
20 dakika santrifiijlendi . (okelek eg hacim 1.6 molar
sukroz ile homojenize edildi 100000 g'de bir saat santrifij
edildi. Cokelekte NEP, ara slipernatanda diger fraksiyonlan
usttekl ylizen fazda myelin vardz.

Preliminer deneyler bu preparatta yapildi. Fakat, hazir-
lama esnasinda aktivite kaybi fazla oldufu ig¢in solubilizasyon
direkt olarak homojenattan yapildi. Her iki mebtodla elde
edilen spesifik aktivitelerde fark olmadigindan ve ileriki
saflagtirma yollarinda bir fark yaratmadigandan enzim
NEP'den degil, total homojenatla ¢aligrlarak saflastirildi.



Homo jenat

900 g  10'

Gokelek X  Sip
Zarlar ve Nucleus _ 11,500 g 20!
: ]

Gok o Stip
0,8 M sucrose Ribosum
100000 g 20
' [
Cok Siip
1,6 M sucrose

i

L
NEP Uyelin

Blitiin ¢aligmalarda iyonsuz su ve C.P. Grade materyal
kullanilmigtir. '

Aktivite Tayin Metodu:

Bitiin tayinler G.L.Ellman metodu ile yapildi.(20)
Siibstrat olarak asetiltiokolin kullanilda, Metodun prensibi
hidroliz olan asetiltiokolinden agiga ¢ikan +ickolinin
5 5' dithiobis —-2-nitrobenzoatin (DINB) S-5 bagini redikliye-
rek meydana gebtirdifi bilegifin tayini esasina dayanmaktadair. -

O
+
N O P enzyme
1) H20+(CH5)5 W Che CH2 5 8 CHaf*muﬂm—wJ,

+ _ ‘,O
~N-CH~CHA~8" +CH,~C ¥
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2) CH5~N~CH2~CHE~S +RSSR-;(CH5)5—N—CHQ—CHE—S—S—R~RS
II

II bilegiZi sari renkli olup, 412 mm da absorbsiyon maksi-
masl gdsterir. 2. reaksiyonun hizl son derece rapiddir.
Bundan dolay: tespit edilen hiz sadece enzim hizidir,

Bu metodla saflagtirma kademelerinin tayini ig¢in yapai-
lan densylerde 1-6 ve 2-7 dakikalar arasindaki hiz alinda,
Daha uzun zamanlarda tespit edilecek hizlar igin azot atmos-
ferinde ¢alisailda. Zira; IT bilegigi 40' dan sonra hassasi-
yeti azaltacak gekilde hava ile oksitlenmektedir. |

Avtoanalyzer deneyleri bu sebepten azoth atmosferinde
yapildi., Azot Meites L ve Meites T metoduna gére (21) ¢inko |
amalgami lizerinde %5 E;80, ig¢inde %1 Vanadyl Stilfat ¢Bzeltisi
iginden gegirilerek oksijeninden temizlendi. Tegekkiilll miimkiin
H,8 kursun asetat ¢dzeltisi ile tutuldu. Silikajel ile kuru-
tulduktan sonra kullanialda,

Pirifikasyon kademelerinin takibi lgin tampon olarak
pH=7.95 100 m¥ potasyum fosfat tamponu kullanildi. Kinetik
deneyler igin ise baglica sorbat ve sitrat tamponlari kulla-
n1ldi. Fihal molariteler sitrat ig¢in 1-10 mil sorbat icin
2-15 mM arasinda tutuldu, Biitlin deneyler pH=6.0'da yapi1ldi.
Zira HCOB— anyonu enzimin aktivatSri olarak tespit edildi.
pH=6'da bikarbonat teorik konsantrasyonu 10"5 molardan
yukari gikmadifindan optimum pH olarak 6,0 secildi.

Slibstrat olarak asetiltiokolin (ATK) kullanildi. Iyodir
tuzu seg¢ildi. Zira iyodiiriin nihal 25 ml'a kadar deaktive
enzim iizerine hicbir etkisi gbriilmedi.



DTNB (5 5' dithiobis-2-nitrobenzoat) pHmetre altinda
manyetik Xkarigtirici ile bir saat i¢inde pH=6.0 oluncaya
kadar potasyum hidroksit ile titre edilerek ¢ozuldi. Titras~
von esnasinda potasyum hidroksit son derece yavag ilave
edildi. Cinki, yikselr pid larda S-5 bafinain hidrolizi ile
DINB sararip hassasiyetini kaybetmektedir. |

Blitin tayinler sabit temperatirde Zelss veya Beckmann
DU spektrofotometresinde ve Autoasnalyzer ile yapildi., Ilk
hiz icin daima slibstratin %5'inden azinin hidroliz oldugu
bdlge seg¢ildi. Zira, hiz linearitesi yiksek hidroliz seviye-
lerinde bozulmaktadair,

Kor olarak daima enzim harig diger biitln reaktifleri
ayni oranlarda pipetlenmig oldufu kilvebler kullanilda.
Enzim yerine ayni miktarda deiyonize su veya enzimin ig¢inde
bulundugu tampon pipetlendi.

fuoflagtirma hademelerinin wanid olarak takip edilebilme-
i igin aktivite tayininde kullamilan inkibasyon karigimi
Spot Test olarak hagzirlandr. Karigimda nihal 0,1 mM ATK
2,5 x 10_4 Mo ODTNB, 0,1 M pH=7.,95 potasyum fosfat Tamponu
meveuttu., Bu karisim buz dolabinda bir hafia hassasiyetini
kaybetmeden dayaniklaydi. Enzim hizlsri 3 cc Spot Test'e
0.010 -0.020 cc enzim ilave edilerek tespit edildi.

‘ Tertiplenen kontrol denemeleri ile enzime bliyik sayida
bilegiffin etki ettifi gbriildi. Ortamdaki muhtemel aktivatdr
anyon ve katyonlarin tesirlerini minimal miktara indirebilmek
igin deney sistemleri silibstrat ve renk reaktifinin total
konsantrasyonu 13*5 I: '1 gegmiyecek gekilde wsegildi.

Kinetik galigmalarda en inaktif tampon olarask sorbatb
" tamponu segildi. Clinki:

1) Diger enzime ¢ok az etkide bulunan 5,6 ve 7 karbonlu
monce ve dikarboksilik asitlerirki ile mukayese edilebilir
hizlar elde edildi.



=10

2) pH= 6.0 civarinda kuvvetli tampon 6zelligfi gbsterdi.
A 2) Aktivator bilegiklerin aktbtivasyon gdsterdikleri optimum
konsantrasyonlari cok altinda konsantrasyonlar kullanildiZl zaman
tespit edilen hazlara yakin hizlar gozlendi.

4) Sorbat 1-100 ml zrasinda kataliz hizinda fark yaratmadi.

5) Sitratin ve kl&sik aktivatdrlerin aktivasyon ve mitelaz
ve klasik inhibitérlerin inhibisyon paternlerini ve ylizdesini
degigtirmedi,

Toluen butanol, eterle muamele edilumig tozdan ekstre edile-
rek tekrar liyofilize edilen tozda yapilan protein tayinlerine
gdére 9% enzim proteini izerinden alinan tartimlar 0.1 mg/cc
-0.2 mg/ce arasinda secgildi. Bltin kine%ik deneylerde stok
deaktive enzim dilile edilerek 5-100 mikrogram protein/cc
xonsantrasyonda galisildi. Bu gaye ile 200-300 mikrogram/cc
gaf enzim deiyonize suya karsgi +°0 'aa 5-7 saat sure ile
1/10000 oraninda disliz edildi. 7 saatte enzim tamamen deaktive
oldu , yvani enzim sitrat ile tamamen aktive edilebiliyordu ve
hiz O.dakikadaki hiza egitti , fakat hig¢ denatlrasyon gorulmedi,
Derigik preparatlarda ise enzim agagida tekrar tartigildigl gibi
polimerize olarak sktivitesini kaybetmekteydi.

Enzimin slibstratinin bulundugu aktivite tayininde kulla-
nilan inkiibasyon karigiminda 1,5 saat milddetle 37°C‘da denatiire
olmadan vagadigi tespit edildi.

Muhtelif sibstratlarla enzim aktﬂV1t981 8lgildiginde
enzimin diiglik siibstrat konsantrasyonlarinda asetiltiockolin'e
~affinitesinin asetilkoline olan affinitesinden ¢ok diligiik oldugu
bulunrugtur, Sadece , 2,5 milimelar ile 7,5 milimolar arasinda-
ki bdlgede asetiltiokolin asetilkolin'den daha iyi bir sibstrat
gibi davranmaktadir, (Sekil 1) Asetilkolin ile yapilan tayinler~
de Hestrin tarafindan  teklif edilen hidroksilamin hidrolizine
dayanan tayin metodu (28) pratik ve glivenilir olmadigindan
stibstrat olarak hidroliz hizi ¢ok hassas Ve kolay ol¢ilebilir
olan asetiltiokolin (ATK)kullanllul.
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Enzim hizlari iinite lizerinden verilmigtir. Unite 1 miligram
proteinin BVOC'da pH=6'da 1 saat ic¢inde hidroliz ettigi ATK
mikromolii olarak tarif edilmektedir.

Bitiin Zeiss ve Beckmann analizleri en az ikili veya liglu
yapalmigtar.

Autoanalytic Sistem: (Sekil 2)

Avtoanalyzer deneyleri ic¢in enzim bir dnceki gartlarda

- dializ edildi, dializ sonunda yapilacak deney sayisi kadar
tliplere uygun miktarlar bir kerede pipetlendi. Buz banyosuna
kondu. Inhibitdr deneyleri igin kullamilacak olan inhibitorlier
- tampon ig¢inde hazarlandi ve 10 dakika +4°C'da enzimle preinkiibe
edildi. Bunun sebebi eserin'le'gézlenen inhibisyonun agir agir
husule geligiydi. Mitelaz ile inhibisyon siiratle, ayni Olgiide
tegekkiil ediyor ve devamli olarak kaliyordu. |

Deneyden once kullanilacak slibstrat konsantrasyonunmun
totali saf pseudocholinesterase ile 30 dakika  inkiibe edilerek
verdigi total renk tespit edildi. Ayni konsantrasyonda yapilan
biitiin deneyler igin enzim 15 dakikada +37°C'da total rengin
%5'inden az renk verecek sekilde sulandarilda,

Niimune tablosunda dizilen herbir nimuneden sonra 2 adet

" 9%0.08'1ik Brij ¢Ozeltisi ihtiva eden kiivet ile 2 adet deiyonize
su kiiveti kondu. Bilhassa yiksek asetiltiokolin konsantrasyonla-
rinda ilirliinlerle kontaminasyondan dolayi Beackground yikselmesi
bu tedbirle tamamen onlenmig oldu. '

Brij (polioksietilen-35-Lauryl ether) her ne kadar saflagtir-
ma esnasinda denendigfinde enzimi koruyucu olarak tespit edildi
ise de, Brij ile yapilan kinetik hiz kontrol deneylerinde
%0.8'e kadar aktivasyon, deaktivasyon ve inhibisyon iizerine
Brij'in hicbir etkisi bulunmadifil tespit edildi. Ayrica sona
konan 2 adet su kiiveti de bulagan Brij'i temizlemeye yetti.
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Asetiltiokolin DINB ve tampon-modifier karigimina
enzim iléve edilir edilmez +2°C'da tutulan karistirma kolonuna
verildi. Bu tedbir, bir dakikalik karisma esnasinda minimal
reakaiyon olmasi i¢in alinmigbir. Soguk karigim 3 saniye iginde
37°C 11k banyoya gonderildi. Ve 15 dakika inkiibe edildikten
gonra kolorimetreye sevkedildi, '

Deney sisteminin ayni ile tekrar edilme Ozellifi arasti-
rildi.(Sekil 3a).Standart hata + 0,005 0.D. standart sapma
ise ¥ 0.0015 0.D, olarak bulundu.

 Enzim stokiyometresi i¢in yapilan kontrol deneyinde (Sekil
3b) enzim 13 2/3; 1/3; 1/6 sulandirilarak yapirldi, Nimune tab-
losu difer biitiin deneylerde oldugu gibi nilimune + Brij + Brij +
su + su olarak dizildi. fekilden de gdriildiigi gibi sonuglar
tatminkdr bulundu. ,

‘Disk elektroforezi ve boyanmasi %7 akrilamid jeli iizerinde
Pavis ve Ornstein metoduna gore pH=9.2 'de tris-glisin tamponun-~
da yap1ldi.(22). Elektroforezin sonu Bromfenol mavisi bandlnln
lnkallzasyonu ile tespit edildi,

Density Gradient analizleri %5-%20 sukroz gradieninde
yapildi (23). (Schachmann Biochemistry 2: 887:1963) Beckmann L-2
D analitik ultrasantrifiijiinde SW39 tipi rotorla 39000 rpm'de
+4°C'da 8 saat santrifij edildi. 0.15 cec lik 28-30 fraksiyon
- toplandi. Mukayese probteini olarak saflagtirilmig ve iki kere
krigtallendirilmig Sigma katalazi ve saflagtirilmig plazma |
alblimini kullanildi. Bovine plazma albiimini DEAE selliilozdan
gegirildi, ve ana fraksiyon olan ikinci protein zirvesi kulla-
n1ldi. Bovine plazma albumininin ve katalazin safli¥r askrilamid
jel elektroforezi ile ayrica kontrol edildi. Santrifiij tibliniin

dibi delinmek sureti ile toplanilan niimunelerde protein analizlerpi

Folin Chiocolteau metodu ile yapildi.(24) Enzim aktivitesi
tiayini i¢in normal Spot Test , katalaz aktivitesi igin HROE;
| KmNO4 retodu kullamilda.(25) \
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Protein Tayinleri:

Pirifikasyocnun muhtelif kademelerinde meveut protein
konsantrasyonlarina gdre, secgilen en uygun metod kullanildi.
Kolon eliiatlara 260-280 milimikron'da yapilan okumalar ile
Warburg formiiliine gdre hesaplandi. (26)

(1§55(O’D'280)_0’76(O'D'26O) x sulandirma = mg/ce protein

11k homojenatta protein Bifiret metodu ile tayin edildi.(39)
Background okumalari potasyum siyaniir ilfvesi ile renk sol-
durulduktan sonra yapildi ve bu suretle bulahlkllgln yarattiga
komplikasyon onlenmis oldu. Bu metodun bu kademede se¢ilmesinin
sebebi hem ylksek protein konsantrasyonlari ile iyi netice verme-
si, hem de belirtildigi gibvi bulaniklaigin Polayca 6lgulebilme-
siydi. '

Amonyum silfat fraksiyonlarinde protein tayinleri 260-280
milimikron analizi ile yapilda. Zira, yiksek konsantrasyonda
amonyum siilfatin diger biitiin protein tayin metodlarina az ds
olsa arttirici ydnde etkisi bulundupu tespit edildi.

Sanfrifﬁj sonrasl ve organik ¢Ozuclilerle yapirlan selektif
denatirasyon sonragi nlimunelerde meveut diigik protein konsantras-
yonlarini tayin igin Folin Chiocolteau metodu kullanildi(26)

Bu metodu hem hassasiyeti, hem de bazik ortamda meveut protein-
~ler ig¢in iyi netviceler verdifinden secildi.

DEAE , CM, ECTEOLA selliilozlar kromatografi icin klésik
metodda rejenere ederek hazarlanwmistir. Brushite ¢ K Alumlna,
kalsiyum fosfat jeli kla51k yollarla hazirlanmigtir.(27)

¥
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SONUCLAR

I- Saflagtirma:

A)Soliibilizasyon:

Homojenatin hazirlanigsa: Sigir beyni Nucleus Caudatus'u
kesimden sonra en ge¢ 1,5 saat i¢inde makasla beyinden cikarildai.
Bir kere +4°C'da gegme suyu ile 2 kere +4°C1da deiyonize su
ile yikanda. Ufak parcgalara kesildil ve tartildi, AfirlaZinin
5 misli hacim deiyonize su ile Teflon homojenizatorde sogukta
homojenize edildi. 10000 rpm'‘de 10 dakika santrifiijlendi. Siiper-
natanla biitlin soliible enzimler atildi. Tekrar, 1/5 w/v +4°C'da
deiyonize su ile yikandi, 10 dakika 10000 rom'de santrifiijlendi.
Daha uvzun ve ¢ok sayida yikamalar hem sonraki solﬁbilizaéyon
verimini dliglirmekte, hem de aktivite kaybina sebep olmaktadar.

Tkinci yikamadan kalan ¢okelek, bhaglangigtaki Nucleus
Caudatus agirliginin 10 misli hacimde, 5 milimolar pH=6,0 Citrate
tamponu ile Teflon homojenizatorde homojenize edildi. B?Oc'da,

4 gaat karigbtairaci altinda solibilizasyon igin isitildi,. 4 saat
sonunda Dbiitiin malzeme 40 dakika 10000 rpm'de +4°C'da santrifiij
edildi, Sipernatan sofukta amonyum sllfat kesiti ig¢in saklanda,
Bu kademede domdurmak enzimi denatiire ettiginden mahzurludur.

Bu kademede ortalama 10 kere saflagma elde edildi, verim

%45-50 civarindadir,

Muhtelif soliibilizanlarla yapilan kontrol denemelerinde
gsu bilgiler elde edildi:

a) Deoksicholate , sodyum lauryl siilfat ve benzeri zar ve
- 1lipid gozucluler mutat olarak kullanmildiklar:i konsantrasyonlarda
enzimi %100 denatiire ettiler. |

b) Mnhtelif deterjanliardan denenen Triton X 100, Triton
N 101, Triton DF 12, Triton QS 15, Tween 80 ve Tween 20 verim
ve miiteakkip kademelerde spesifik aktiviteyli arttiracak
olumlu sonug vermedi.
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Yalniz, polioksietilen lauryl ether (Brij) enzimi
yiksek verimle (%80-82) soliibilize etti. Ancak, sonradan dia-
liz ile Brij'in ortamdan uzeklagmasi ile enzim aktivitesini
kaybetti, daha kolay denatiire olma meyli gosterdi. Ayni zamanda
Brij'le soliibilizasyon amonyum siilfat kesitinde pratik zorluk-
lara yol agtifindan bu deterjanin kullanilmasindan vazgecildi.

NEP (Werve Ending Particles) izolasyonu ile saflagtirmaya
baglanan deneylerde verim ¢ok diisiiktiir, Zira, NEP elde ederken,
hem aktivite az'bir miktarda da olsa muhtelif fraksiyonlara
dagilmakta, hem de metodun uzunlugu, pratik olmayisi ve metod
sonrasinda sukrozu ortamdan uzaklastirma gl¢liigli bu yolun se-
¢ilmemesi sebepleridir, '

B) Amonyum Slilfat Kesiti:

Sﬁpefnatan buz banyosunda devamli karigtirilarak susuz
amonyum slilfatla %17,5 satiirasyona getirildi. 30 dakika daha
karigtiraildi, 10 dakika sakin bekletildikten sonra 10000 rpm'de
15 dakika santrifij edildi. Inaktif ¢okelek atilda. Slipernatan
amonyum siilfat ile buz banyosunda karigtairilarak %57 satiirasyona
getirildi ve hemen 10000 rpm'de 15 dakika santrifiijlendi.

Aktif ¢okelek minimal hacimde 5 milimolar pH= 6 sitrat tamponu
ile * emiilsiyon haline getirilerek dializ torbasina aktarildaz.

Deterjanlaria(Brij, Triton, Tween v.s.) soliibilize edilmig
preparatlarda amonyum siilfat kesiti profili deffismedi; ancak
¢Okelekler ylizdliglinden toplanma zorluklari gdzlendi.

Bu kademede verim %75'dir. Yaklagik ii¢ kere saflagma elde
edilmektedir, Amonyum siilfatla saflagtirilmis enzim amonyum stil-
fat uzaklagtirilmadikga sogukta bir hafta kadar dayanikladair.
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C) Liyofilizasyon:

Nimune 3 kere 1/1000 hacim oraninda 5 milimolar pH=6.0
sitrat tamponuna kargi 18 saat dializ edildi, Dializ sonunda
26000 rpm'de +#4°C 'da ultrasantrifiij'de 40 dakika santrifij-
edildi, Siipernatan alttaki yumugak tabaka yerinden oynatilmadan
toplandi. Liyofilizasyon balonu iginde asetonlu karbondioksit
kari ile ince bir tabaka halinde donduruldu, ve liyofilize
edildi. Kuru toz vakumda silikajel lizerinde saklandi. Enzim
en fazla bu kademede dayanikli olup, 4-6 hafta iginde aktivite
kaybi ancak %5 olarak tespit edildi. |

D) Enzimin Selektif Extraksiyonu:

Kurutulmus tozdan alinan uygun'tartlmlar'aglrllglnln
20 misli hacimde toluen ig¢inde cam homojenizatdrle iyice
homojenize 2dildi. 70°C'da su banyosunda karigtirilarak % dakika
1s1it1ldr. Derhal buz banyosunda once 0%'a getirildi, sonra
-20%C'da 15 dakika bekletildi. +4°C'da 3000 rpm'de 15 dakika
santrifiijlendi., Toluen fazi atildir. Dipteki yag ¢Okelek ayni
hacim kurutulmug distile butanol ile karaigtiraldi. 1,5 dakika
70°C'da 1sitildr ve derhal dnce 0°C'a sogutuldu, sonra
-20°0'da 15 dakika bekledi. +4°C'da 3000 rpm  de santrifilj
edildi. Yag ¢dkelek soguk anhidr peroksitsiz distile eterle
yikandi. +4°C'da 15 dakika 3000 rpm'de santrifiijiendi. Qoke-
lek 1077 milimetre vakumda kurutuldu.

Tozdan alinan Orneklerde yapilan protein tayinlerine gore
belirli miktarda toz ¢bziildiiginde ortamda 0.5 miligram/cc
protein verecek gekilde +4°C'3a pH=5,5 5 milimolar gitrat tam-
ponu ile homojenize edildi. 11000 rpm'de 10 dakika santrifiijlendi.
Slipernatan 1 damla yiksek molaritede pH=6.2 sitrat tamponu ile
pH=6'ya getirildi. Enzim pH=5,5'da dayanikli degildir, ancak
bu pH'da optimum verimle protein ve en yiiksek spesifik aktivitede



17

enzim ekstrakte edilmektedir. Hazirlanan extrakt derhal
yukardaki gartlarda liyofilize edilerek kurutuldu. Silikajel
izerinde -20°C'da  bir hafta dayanikli oldugu tespit edildi.

Extrakte edilen enzim derhal liyofilize edilmezse agagida
izah edildifl gibl siliratle natif karakterini kaybetmektedir.

Extraksiyon kademesi enzimin biokimyasal OzelliZinin ince-
lenmesi bakimindan en kritik ani tegkil etmektedir. Enzim son
olmakta ve hem ¢ozlinirliik, hem akrilamid'e gdg, hem de kine-
tik Ozellikleri dolayisi ile deZigmektedir, $ekil 4'de giste~
rildigi lzere iki ayri konsantrasyonda enzim proteini c¢oOzlil-
dligliinde kesif preparat siiratle siibstratina affinitesini
kaybetmekte ve bu gozlem bulaniklifin artmasi ile paralel
gitmekte iken, sulandairilmig olarak c¢dziilen enzimde bulanma
olmamakta ve enzim natif karakterini muhafapa etmektedir.
Optimum konsantrdsyon olarak 100-200 mikrogram/cc enzim pro-
teini tespit edildi. Kinetik deneyler ig¢in evvelce belirtildigi
gibi once yukarki konsantrasyonda hazirlanan stok enzim
deaktive edildi, sonra kullanildi, '

Extraksiyon ig¢in muhtelif deterjanlar denendi, fakat bu
kademede spesifik aktiviteyi arttirici higbir etkileri gdzlen-

- medi.

Ofganik gozlicl olarak Heptan, Hekzan, Propanol, Aseton ,
Etanol, Etilasetat, Dioksam , Glikokol denendi. Gerek verim
gerekse nihal spesifik aktivite bakaimindan, bu ¢dzlicilerin
hi¢biri uygun bulunmad:i,. '

Bu kademede verim %52 saflagtirma 1.6 kere bulundu.
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Polimerlesme olayinin fizikokimyasi etrafla tetkik
edilemedi. Ancak, uygun konsantrasyonda ¢Ozulen enszime
0.5 miligram/cc Bovine Plazma Albumini ilave edildikten sonra
Sephadex G-200 kolonundan geg¢irildiginde beklendigl gibi
2 ayri zirve elde edilemedi. Albumin de enzimle birlikte
*Void" hacimde eliie edildi. BSylece yiksek protein konsant-
rasyonlarinda gbzlenen bulgu ; enzimin aglomerasyon efilimi
bir diger protein kullamilarak da gosterilmig oldu., Nitekim
syni olay yani, iki ayri zirvenin kaybolmasi ve tek zirvenin
¢ikigl akrilamid Jel elektroforezinde de gozlendi.

Blibstitiie seliilozlarla (DEAE, CM, ECTEOLA)yapilan absorb-
siyon kromatografisi deneyleri olumsuz sonug vermigtir,
Enzimin seliilozlara aktif merkezlerinden baglandifl bulunmugbur.
 Bunun i¢in DEAE seliiloz ihtiva eden kolonlar 5 milimolar
pH=6.0 citrate tampohu ile 3 ayri asetilkolin konsantrasyo-
nunda (50 mM, 5 mM, 0.5 mM) ekilibre edildi. Enzim kolona
tatbik edilmeden hemen dnce aynl konsantrasyonda asetilkolin
ile karigtirildyr ve hemen kolondan gec¢irildi. Yiksek konsant-
resyonda asetilkolin ile ekilibre kolonda enzim seliiloza
tutulmadi. Asetilkolin konsantrasyonu azaldik¢a , enzimin
seliiloza tubtulmasi kolaylagti, ancak 1 molar tamponla bile
enzim kolondan eliie edilemedi. Ayni somuglar asetilkolin
yerine kolin kullanildiginda da gozlendi. Bu bulgular, enzimin
DEAE seliiloza asetilkolin veya koline fzglil mahallinden
(yahut mahallerinden ) tutuldufunu ve bunun sonucunda seliiloza
vapigtifani telkin etmektedir., CM selliiloz, ECTECLA seltiloz
ile de ayni gdzlem tekrarlandi,

Brushite Celit, Bentonit gibi muhtelif kuvvette absor-
banlardan zayif kudrette olanlar hig bir saflanma vermedi.
Enzim g¢ogu defa tutulmadi. Kuvvetli olanlarda ise enzim adsor-
bana aynen DEAE seliiloza oldugu gibi yapighi ve gene higbir
gartla eliie edilemedi.
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Sephadex G-20-G200 arasi muhtelif Sephadex‘ler denendi.
Plirifikasyonun ilk kademelerinde enzim ya biiylik bir polimer
protein kompleksi halinde "Void" hacimde gikmakta idi.(Sekil 7)
Yahut mevcut yabanci preteinlerle beraber elile edilmekte idi.
Sonraki kademelerde ise molekiler filtrasyon saflagtirma temin
etmedi.

Saflagtirmanin her kademesi en az 20 kere tekrarlanmigtir.
Saflagtirma kademelerinin ortalamasi ve Ozetl Tablo I de gis-
terilmigtir. .

Enzimin orijinal ekstredeki pek ¢ok bantdan saflagma
sonunda tek bant halinde kalmasi en iyi akrilamid jel elektro~
forezi ile gosterilebilir, Sekil 5'de saflagtirmanin muhtelif
 kademelerinde gdzlenen elektroforetik paternler takdim edil-

- migtir.

Enzimin molekiil afirliga Density Gradient ile incelenmig

ve 100000 + 19000 olarak hesaplanmigtir.(Sekil 6)

8 molar Ure ile muamele edilmis enzim 8 molar ilire ile
hazirlanmig akrilamid jeli iizerinde elektroforeze tabi tutuldu—
gunda elektroforetik patern defismemektedir, Bitun bu bulgular da
enzimin elde edildigi gibli aktivitesini muhafaza eden en ufak
' {initesinin hesaplanan molekil agirliginda oldugunu telkin etmek-
tedir,
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SEKILT T

Asetilkolinesterazin g¢egitli siibstratlarla hiza .
Nucleus Caudatus homojenati cesitli kolin esterlerle inkiibe
edildi. Inkiibasyon 10_1 M sodyum barbital iginde pH=8'de 57°C'da
muhtelif siirelerde yapilda, Hidroliz hizi Hestrin metodu ile
tayin edildi.(28) ATK kullamilan deneylerde 107t u pH'=8 potasyum

fosfat tamponu iginde 1077 M DTNB ile 37°%C1da hidroliz takip
edildi.

ACETYLCHOLINES TERASE

w:/“'mole/mg. enz:'m/‘l&aat

100 4

50

cetylcholin

A
%_X-q\_m Proprionylcholine

netylcholin

Acetylthocholo

Myris foylcholine

] S mu 0 i
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SEXIL 2

KULLANILAN YAUTOQAWALYZER"
gemada belirtilmigtir.

SEMASI: Sistemin Szellikleri

> SAMPLER A

foen " DEBUBBLER”
37% Bamy
27 Dénis seame  RECORDEQ”

5 J/KOLORIMETRE
]

20w | b Fioxy %
CEL

0 mu
sample acikligioo Referans agikiigi: 3

: < 0,000 SAMPLER YIKAMA
Do < 0,090 suwy
EE) < 2) 00
> (%) 0,065
p KUVET EMILIMi
< ® 000 5ampLER
{ MODIFIER+ ENZIM)
~ 0,056
/ N ATK
5’1;3:'3\\\\\‘\‘\1\!L o () 0,05 pTN B
0 bMmc \ < ® 0,040 Na
MC

DMC = Cift kanghricr coil
MC= B'uzlu su dolastinlmass ile sojuiulan
0 C ceketli coil
0,090-0,056 vs. = FINGER PUMP tip ebad)
Nz = Vanadyl sulfat. Pbasetat. Silika gel
“femizienmis azol gam
SAMPLER = 80 Nimune /saat 2/ cekimAyikama
SAMPLERDIZILISI:
' NUMUNE, 2 BRU t25¢ce/L), 2Su
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SEKIL 3a

"AUTOAWALYZER'™ RULLANILDIGINDA DENEY GUVENILiRLIéI

Deney sartlari: Sorbat 10 M, ATK 4 x 10™° M, DINB |
5 x 1072 M, pH= 6.0 37°C; banyo dolasim zameni 37°C'da 15 dakika.
Ayni enzim beger dakika ara ile 12 defa denendi. Hidroliz
siibstratin ilk %1 den azinin parcalanmasi sliresinde incelendi
ve ilk hiz bulundu. Deferlerin ortalamasi, standard hata ve sapma

verildt,
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SEEIL 3b

4
ENZIM ASSAY'I STOYKIYOMETRIST
Deney sartlari : Sorbat 107> M, ATK 8 x 107 M, DTNB
5 x'10'5 ¥ pH=6 15 dakika 37°, Enzim su ile sira ile i/6, 1/3
2/3 sulanmg ve sulandirilmadan cekilerek deney }Taplldl. 11k
hiz tesplt edildi.
r o - ; . | B 5
B
SEN
r \
P ' _ 01004
;
A N ¢ 3
o B s o
H H S OS ) < b
: : b N 2 ]
I I £ s
el R o 0050-
3’{ 1 Og i : :__d
IR I e
I SRR U R e B
Cglo g e g
HIl R
deg i % 5., "?? 16
| : ROLATIF ENZIM KONSANTRASYONV
';*?".

*’;m%hdhdzh,_ih o a
Ab51sde Rolatif enzim konsantrasyonu, ordlnatta 0.D.
olarak tespit edilen defer gdsterildi.
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SERIL &4

A) 0,15 mg/cc enzim proteini ihtiva eden ¢dzelti agik

dialize kondu. +4°C'da deiyonize suya kargi 1/800 hacim oraninda

'§ gaat dializ edildi, Muhtelif zamenlarda alinan nimunelerde

kataliz hizlarisleiildii. Inkibasyon karigim 1072 M sorbat,
10 =5 M DINB, ve 5 x 1077 M ATK ihtiva etmektedir.

%

150

100

50

Saat mgr enzim /Mmol'1

a&—4 60
x—x 120’

o—e 300
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| B) 0.75 mg/ce enzim proteini ihtiva eden ¢dzelti agik
dialize kondu. +4°C'da deiyonize suya karga 1/800 hacim
oraninda 5 saat dializ edildi. Muhtelif zamanlarda alinan
niimunelerde kataliz hizlari 3lglildi. Inkibasyon karigimi

1072M sorbat, 1072 ¥ DINB, ve 5 x 10~ M ATK ihtiva etmektedir.

0’;
Q’.
w
w
o

Iyin

5 10 15 0 s
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SERIT 5

SAFLASTIRMANIN MUHTELIF KADEMELERINDEN ALINAN
NUMUNELERIN = ARRILAMID JEL ELEKTROFOREZL

. Elektroforez %7 akrilamid ilizerinde pH=9.2 Tris-Glisin
tamponu ile metodolojide bildirildizi gibi yapalda.

4A) 11k homojenat,

B) Soliibilize siipernatan,

C) %35 Amonyum siilfat ¢okelegi,
D) Post santrifiij slipernatan,
E) Son preparat

3
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SEKIL 6

DENSITY GRADIENT SANTRIFUGASYONU ANALLZ SONUCLART

%5-20 sukroz gradyeni ile

Becknmann L-2

D.
jlinde SW39 tipi rotorla 8 saat +4%C1da yapildi. Q.15 cc lik

santrifi-

nimuneler Hiiplin dibinden ltibaren toplandi, Tayinler meto-~
dolojide belirtildigi gidbi yapilda. ' |

a0
0%
0.0
0.%65

0.750
0135
012

e—s AKTVITE
p—so PROTEIN




SEXIL 7

SEPHADEX G~200 KOLONU ANALIZT

Aktivite tayinleri metodolojide bildirildifi gibi
normal Spot ‘Test ile yapaldi. 5 dakikadaki optik dansiteler
bildirildi. '

Protein tayinleri 260-280 mm okumalari ile yapild:.

oD ¢
0AD0
A—aA AKTIVITE
o—o PROTEIN
.30
0.200
0.900
¢ w20 B 3 e 52 e 8 w52 -

Tip No
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ASETILKOLINESTERAZ SAFLASTIRMASI OZBTI

Miktar

Su. ile
homo jenat

Siip I{Yikama)
Sup IT(Yikama)

GokeleZin
Sitratla
Homo jenati

Sup II(Soli-
bilize *enzim)

%10 AS sip
#35 AS ¢bk
Post dializ

Post santrifii]

Fogt toluene+
butanol + eter

3 J0cc
170cce
140cec

600

480

##ooo‘

50 ce
52 cc
4'7ce

30ce

Unite/ Total U

ce
340

39
30

142

87

76
500
400
340

300

TABLO I

102006
mmwo
4200

85.200
41,760

33,440

25.000

20.800
116980

9.000

Prot

133,6
6,5
2,7

61.3
4.31

3,01
8,6
8.4
3,5

2.0

Total Sp.
mg/cc protein Ak.
40080 2,54
1105 6.00
378 10.00
36.700 2.44
2068 20,2
1324 25,2
430 58.1
4 30 47,6
60 150

Verim Saflagma

#100.0

%83.5 xl

#49,0 x8,3
#80,1 x1,3
%74,8 x2.30
%#83,2 x1

%31,6 x2.1
%53.0 x1,6

%8.8 x84
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IT-Enzimin Katalitik Ozellikleri

Enzimin siibstrati hidrolizi bir allosterik enzimdekine
benzemek tizere hiperboliktir. Bu gbzlem, gekil 8a'da gdsteril-
migbirl Enzimin hiza 5 mM ATK konsantrasyonuna kadar hiper-
‘bolik olarak artmakta, ondan sonra ileriki deneylerde de
tartigilacafas gibli yiksek iyonik siddet dolayisa ile yanlais
olarak slibstrat inhibisyohu olarak adlandirilabilecegi gibi
bir miktar azalma gdzlenmektedir,

ietodoloji bolimiinde takdim edildigi lizere ayrica Sekil 1
ile belirtildigi gibi kldsik tayin metodlari gergevesi iginde
enzim kataliz hizlari ydniinden incelendiginde blutlin sibstrat-
lar: ve bu arada asetiltiokolin ile bir siibstrat inhibisyonu
gozlenmektedir., Ancak, Sekil 8'de de takdim e&ildigi gibi
bu godzlem aldaticidar. Eger enzim Snce tamamen deaktive edilir
ve ortamin iyonik giddeti azaltilirsa allosterik davranig
bariz olarak acgia glkmaktadlf. Fakat eger ortamda fosfat veya
- Barbital gibi enzimi kismen aktive eden bilegikler tampon olarak
kullanalmigsa $Sekil 10 ve Sekil 12'de gfzlendifi gibi ortamin
iyonik kudreti ile kataliz hizil Sylesine degismektedir ki
Nachmanson tarafindan ilk defa tarif edilen sibstrat inhibisyonu
¢ok digik siibstrat konsantrasyonlarinda dahi gdzlenmektedir, .

Nitekim Sekil 8a deneyinde gosterildifi gibi ortama 2 ml
gitrat ilave edildiginde hem allosterik enzimlere has hiperbolik
efri kaybolmakta, hem de slibstrat inhibisyonu gbzlenmektedir.

Sekil 8a kontrol deneyindeki hiperbolik efriye siibstrat
i¢inde mevecut herhangi bir safslzllgln sebep oldugu disgiliniilemez.
Density Gradient ve akrilamid sonuglari da ortamda tek. bir
protein bulundugunu teyit ettifine gore, bu efri siibstrat akti-
vasyonuna igaret etmektedir. '

e
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Nitekim Sekil 8a

Nitekim, allosterik bir enzimden beklendifi gibi sitrat
ile hiperbolik egri linear hale gecgmektedir, 8b deﬁeyinde 855*'
terildigi gibi ise Mybelase ile bildkis belirlenmektedir. (29)
Eger ortamdaki aktivatorin konsantrasyonu optimum degZilse
allosterik davranis barizlegmektedir,

Nitekin, opbimum 1.58 x 1077 M sitrat konsantrasyonunun
daha diistk ve daha yliksek deferlerinde silibstrat enzimi aktive
etmektedir, (Sekil 8c) :

Allosterik bir enzimden beklendigi gibi slibstrat analogu

bir inhibitdr olan mybelase'in katalize Sekil 9'da goabterildigi

. gibi ikili bir etkisi vardar. (29)

Gesitli siibstrat konsantrasyonlarinda diiglik mytelase
konsantrasyonlari aynen siibstrat gibi dnce modifier merkeze
baglanmakta enzimi dolsyisi ile aktive etmektedir. Mytelase
xonsantrasyonu arttifl zaman ise biriegik bir kompetetif inhi-
bitor olarak enzimi inhibe etmektedir. Mytelase'in bu ikili
- etkiel siibstrat komsantrasyonu arttikca silinmektedir.

Bu da yukarki izsahata tamamen uymaktadair., Gok ylksek
sibstrat konsantrasyonlarinda mytelase'an higbir inhibitér
ve aktivatdr tesiri gdrilmemektedir.

Aktivatorlerin enzime etkisi:Agagida takdim edilecek
deneylerden de gézlénebilecegi gibli enzimin en kuvvetli akti-
vatérlerinden biri sitrattir. Sekil i0'da sitratin cegitli
- konsantrasyonlarinin gegitli slibstrat konsantrasyonlarinda kata-
liz {izerine etkisi Gzetlenmistir. Sitratin enzim iizerine etkisi
mytelase'in kine benzemektedir, Ancak teknik olarak gok yliksek
sitrat konsantrasyonlarina ¢ikilamadigindan tam inhibitdr etki
gosterilemenigtir. lMytelase'inkine benzemek iizere sitratin akti-
vattr ve inhibitér ikili etkisi siibstrat konsantrasyonu
arttirildifl nitbette silinmektedir .(29)
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SEKIL 8

ENZIM KATATIZI I1LE IIGILI LINEVEAVER-BURKE EGRILERI

A) SITRAT AXTIVASTONU :

Deney Karigimi: Kontrol deneyinde Sorbat 3 x lO-BM,'DTNB
5% lO"BM-degisen konsanbrasyonlarda ATK, 2-8 mikrogram enzim
proteini/ml. pH=6.0, 37°C 15 dakika hidroliz. Ilk hiz siibstratin
%1'inin bozulmasindan Once hesaplanmistir. Sitrat denevinde
ortama ayrica 2x107 M sitrat pH=6.0 ildve edilmigtir. Deney
hem "autoanalyzer" hem de spekbrofotometrikx metodla yapilmis-
tar. Grafikdeki her nokta triple deneyin ortalamasini ifade
etmektedir. Teknik Metodoloji Bolumiunde bildirildigi gibidir.
Kontrol deneyinde 10 mM dan yiksek sibstrat konsantrasyonlaranda,
sitrat deneyinde 2 mM dan yiliksek siibstrat konsantrasyonunda siibs-
trat inhibisyonu baslamaktadair.

/v sact mgr enzim M Mot~1

5 . 10 ‘lls 20 ‘IJE an




B) MYTELASE INHIBISYONU

Kontrol deneyi (A) kismindaki ile aynidir. Mytelasée dene-
vinde ortama 5 x 10"7 M Mytelase ayrica ilave edilmistir. Meto-
doloji (4) kasminda tarif edilenle aymidair.
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C) CESITLI SITRAT XONSANTRASYONTARINDA LINEVEAVER-RBURKE EGRIST

Deney sartlari (A) kismindaki ile synidir. Ortama ilave
edilen sitratin konsantrasyonieri 1.58 x 1077, 1.58 x 1072,
1.58 x 107 1.58 x 107% m, Netodoloji (A) kxisminda tarif edilen-—
le aynaidar. '
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SERIL 9

MYTELASE'IN IXKIII ETKIST

DENEY KARISTMI: Sorbat 1077, DINB 5 x 10™°M, sira ile
i ayra konsantrasyonda ATK 5 x 107°M, 1077M, 4 x 1072M, 10
mikrogram enzim proteini/ml. pH=6.0 15 dakikada 37°C hidroliz
"Autoanalyzer”da Olglldi. Ilk hiz, total slibstratin %l1'inden
azinin vukubuldugu silire iginde dl¢lildii. Mytelase ilave edildigi
deneylerde, "lModifier" enzim ile dnce Karigtirilarak 0° da 10
dakika preinkiibe edildi, sonra aktivite 8lciildii, Absisde mytelase
kdnsantrasyonunun logaritmasiy, ordinatta mytelase varken bulunan
hizir kontrol (sa&e Sorbat 10”5M mevceut) hiza ylizdesi belirtildi.
Kontrol deneyi adedi n = 90, her mytelase konsantrasyonmunda
'n = 3 di. Deney dizisinde her mytelase'li aktivite &lgiiminden
| evvel Ve sonra triple kXontrol aktivitesi tayin edildi, diger
deney gartlari ve standard hata Metodoloji Bililmiinde bildirildigi -
gibidir. '
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SEXIL 10

SITRATIN ENZIMI AXTIVE EDICT BTKISI

Deney Xarigimi: Kountrol deneyinde Sorbat 10720 M, DTNB

5 x 10"5M? pH=6,0, ATE beg ayri deneyde sira ile 2 x 10_5M,

4 x 107°M, 107 M, 4 x 1077 ¥, 1077M, pH = 6.0 idi. Sitrat
aktivasyonu incelenen deneylerde ortama ayrica kdnsantrasyo~
nunun logaritmasinin absisde gbsterildigi miktarda sitrat
ilave edildi, Cegitli sitrat konsantrasyonunda tesbit edilen
hizlarin sorbatli kontrolda tesbit edilen hiza gire yiizdesi
ordinatta gdsterildi. Densyler "Autoanalyzer" ile yapilda, ,
hidrolizin ilk %l'den ilk hiz tespit edildi. Kontrol deneyle-
rinin adedi n = 15, aktivasyon deneylerinde her konsantrasyon-
da deney adedi n=3 'd{i, Standard hata orami Hetodolojide bil-
dirildigi miktarda idi.
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3 ATK 4;105
ATK 10%M
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Enzimin sitrat tesrafindan ektive edilebilmesi, bu akti-
vasyonun ne kadar dzglil oldufumun aragtbirilmasina sebep olmug-
tur. Bger gegitli monc ve dikarboksilik anyonlarin kataliz
hizina etkisi incelenirse, Sekil 11'de gdriilen bulgular elde
edilir. GOrildiZli gibi monokarboksilik asitler optimumu Valerat
olan tur ile bir miktar aktivasyon yaratmaktadiriar. Dikarbok-
silatlardan Xkisa zincirliler enzimin potent aktivatdri olmakla
beraber dért, beg ve alti karbonlu dikarboksilatlarin etkisi
- ya hig yoktﬁf, veya inhibitdr mahiyettedir.

Siksinat tlUrevleri incelendifinde bu tlirevlierden hig
birinin stksinattan farkli etkide bulunmadlgl‘gﬁéterilmiﬁtir.
Ancak, oksalasetat Bzellikle enzimi fevkalade yiiksek miktarda
aktive cdebilmektedir. Bu da, oksalasetatin enzimin Ozgil bir
aktivatori oldufunu ortaya g¢ikarmaktadir. $ekilde ayrica
trikarboksilatlarin ve bilhassa Ozgil aktivatdr sitratin etki
derécesi gosterilmigtir,

Bu bulgular enzimin katalitik 0zellifginin Krebs sikliist
intermedierlerinin hi¢ defilse bazilar:i tarafindar giddetle
etkilenebildifine igaret etmektedir. Bu ylizden Krebs sikliisii
ile ilgili bilegiklerin sitrik asit intermedierlerinin ve analog-
larinin etkisi gegitli konsantrasyonlarda incelenmig, sonug
Sekil 12'de gdsterilmistir.

Gozlendifi gibi bu birlegiklerin katalize etkisi Ug tanesi
hari¢ minimaldir, Oksalasetabt en iyi aktivatdr olarak tespit
edilmigtir. Sitrat, Cis-Aconitat ve sitrat analofu , Trikarba-
lilat hepsi enzimin aktivatoridirler. |

Enzim asagida tartisilacags gibi SE inhibitdrleri tarafin-
dan bir miktar etkilemmektedir. Ancak cksalasetat, sitrat,
Trikarbalilat ve Cis-Aconitat'an aktivatdr etkisi preparattaki
bir metal SHE inhibitdrinii "Chelat" tegkil ederek uzaklagtirmasa
ile olmamektadir. Zira, eper etki mekanizmasi bu olsaydi,

Chelat kapasitesi bakimindan bu melekiillerden gok daha giliglid
olan EDTA'nin yahut da Tartarat’in enzimi giddetle aktive etmesi
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gerekirdi ki, gekil 11 ve gekil 12'den g¥zlendigi gibi
bu dogru degildir.

Pirlivat ve Laktat enzimi inhibe etmektedirler. Enzimin
1siya karsi en iyl koruyucusu olan Kolin de katalitik aktivi-
teyi yiiksek konsantrasyonlarda inhibe etmekbtedir.

Allosterik enzimlerde aktivatdrler ne kadar diiguk konsantras-
yonlarda, ne kadar yiksek aktivasyon verirse o derece 6zgﬁldﬁr.
(29). Sekil 13'de aktivatdr Krebs sikliisiiniin etkisi  bu bakim-
dan incelenmigtir. GOzlendigi gibi siklusun ilk kademesindeki
¢ bilegik oksalasetat, sitrat ve cis-aconitat enzimin Szgiil
aktivatori kabul edilmelidir .

Isinin enzim tzerine etkisi deney sartlarina bagli
olarak olduk¢a karmagiktir. Denenen gartlarda enzimi diger
allosterik enzimler ic¢in degru oldufu gibi, desansitize etmek.
imkani olmamgtir.(29)(30). Sekil 14'de gdriildiizi gibi kolin
enzimi 40°C'da ayni ile mubafagza etmekbtedir. Enzimin inert bir
bilegik iginde veya aktivatiri ile boraber isaitvilmasi denatiuras~
yona yol agmaktadir, ve enzim hizi deaktive ve aktive gekilde
aynar mikvarda , her deneyde birbirine paralel olarak kaybolmakta-
dar,

Ilging olarak civa.bikloriir ildvesi ile enzim diger gartlar-
dan farkli olarak tamamen deaktive olmakbta, siibstrat tarafindan
aktive edilememekte , fakat ortama yeniden sitrat ildve edildi-
ginde muhtemelen Chelat tegkil ederek civa tutuldufu mahalden
uzaklagmakta ve enzim yeniden katalitik faaliyetini gdsterebilmek-
tedir, Civanin enzim denatirasyonuna etkisi yoktur, Clinki
sitrat ile denendiginde enzim denatiirasyon hiz1 diger gartlardaki
hiza paraleldir,
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SEKIL 11

Deney karigimi: Sorbat 2 x 10_5M, ATK 4 x 10"*51?1, DTNB
5 x 107°M, pH=6.0, 37°C. "Modifier" ildve edilen deneylerds
konsantrasyon 7 x 10-5M dir. Azami hidroliz hizi %1 olmak
lizere hidrolize ait ilk hiz tespit edilmigtir. Ordinatta kont-
rol deneyine (sade Sorbat 2 x 10—5M) gore tespit edilen hizan
yviizdesi gdsterilmistir. Absisde kullanilan "lModifier"in karbon
atomunun adedi belirtilmistir. Monokarboksiliik ve dikarbok-
silik asitlere ait deferler grafiklenmistir (o-—-—-- 0); bu asit-
lerin tlirevlierine ait deZerler ait olduklari sirada ayrica
belirtilmigtir (x). Trikarboksilik asitlere alt degerler de gene
ayrica belirtilmistir (x). Deney "Autoanalyzer" ile yapilmigtir.
Kontrol deneyi adedi n = 60, her birlegik igin n=3 diir.

Deneylere ait standard hata Metodoloji Boliimiinde verilen kaymettir.
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OEKIL 12

EREBS SIKLUSU INTERMEDYERIERININ,
CESITLT ANATOGLARININ VE KOLININ ETRISI

Deney karigima: Sorbat 2x107 M, ATK 4x107°M, DINB
5X10_5M, pH=6.0 , 5700. "iodifier" ilave edilen deneylerde
konsantrasyon logaritmasi absisde gosterilmigtir., Azami silibstrat
hidrolizi %1 olmak sarti ile hidrolize ait ilk hiz tespit
edilmigtir ., Ordinatta "modifier" mevecut iken tespit edilen
"hizain Kontrol deneyine gore (sade Sorbat EXlO“BM) yizdesi
belirtilmigtir. Deney "Auboanalyzer' ile yapilmigtir. Kontrol
deneyl adedi n=39, her "modifier" konsantrasyonu ic¢in n=3'diir.
Deneylere ait tesbit edilen standart hata Metodoloji Bolimiinde
verilen degerdedir.
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SEKIL 13

- KREBS SIXKLUSU INTERNEDYERLERINDEN

AETIVATOR OLANLARININ HMARSIMUM ETKIIERI

AETIVATCR intermedyerlerin maksimum etkisi ylizde olarak

ordinatta, bu etkiye yol agan intermedyer konsantrasyonunun

logaritmasi absisde g@sterilmigtir. Deney sartlara SEXIL 12 ile

aynidir.
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SEKIL 12

KREBS SIKLUSU INTERMEDYERIERINIW,

CESITLI ANALOGLARININ VE KOLININ ETKIST

Deney karisimi: Sordat 2x1077K, ATK 4x1077H, DINB
5x10™7M, pH=6.0 , 37°C. "Hodifier" ilive edilen deneyicrds

konsantrasyon logaritmasi absisde gdsterilmigstir. Azami siibstrat

hidrolizi %1 olmak garti ile hidrolize ait ilk hiz tespit
edilmigtir . Ordinatta "modifier" meveut iken tespit edilen

‘hizin Kontrol deneyine gdre (sade Sorbat ExlO—BM) vizdesi

belirtilmigbir. Deney "Aubtoaznalyzer" ile yapilmsgtir, Kontrol
deneyi adedi n=39, her "modifier" konsantrasyonu ic¢in n=3'dir.
Deneylere ait tesbit edilen standart hata Metodoloji BOllimiinde

verilen degerdedir.
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Sekil 14

ISININ ENZIM ﬁZERiNE E‘TKISE_

Hazirlanan enzim ya iyomsuz ortamda (SU), ya EXIO_BM
pH=6.0 Sorbat tamponu iginde(SORBAT) ya 2xlO—5M pli=6 Citrate
(SITRAT)ya 2x10™°N Sorbat, 10™°M oksalasetat pH=6O(OAA)
va 2x107°1 Sorbat 3,3x10 M HgOl, pH=6.0 (HgOl,) veya 2x107 M
SORGAT 107°u Kolin (KCLIN) pH=6.0 iginde 33 mikrogram enzim
proteini ml., de olmak iizere sulandirildi ve 40°C ¢egitli sure
inkiibe edildi. Baglangicda ve birer saat ara ile alinan
niimuneler ya pH=6.0 0°C sorbatKONTROL O 0)yahut pH=6.0 0°C
_ Citrate (AXTIVE 0~ - -0) iginde sulandirildi ve "Autoanalyzer"
ile analiz edildi. OAA ve Citrate deneylerinde sadece aktive
hizlar incelenmigtir. KOQNTROL deneyindé deney karisimi
2x107°M Sorbat, 4x1077M ATK, 5x10™°M DINB 3.3 mikrogram enzim
proteini/ml. pH=6.0 yapisinda idi; AKTIVE deneyde Sorbat yerine
2x10"5M pH=6.0 sitrat ilave edilmigdi. Inkiibasyon isisa 3700,
sliresi 15 dakika idi. Absisde enzimin 40°C tubuldugu siive
Ordinatta bu siire sonunda tesbit edilen hizin baglangicdaki hiza
yuzde orani ifade edilmigtir. Deney tertibi, ve standard hata
Metodoloji Bbliimiinde bildirildigi iizere tesbit edilmigtir.
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TARTISMA

Yukarda takdim ¢dildiZi gibi memeli beyninden asetil-
kolinesteraz spesifik aktivite bakimindan yiiksek bir ket
olmasa dahi, akrilamid ve demsity Gradient santrifiijliinde tek
bant verecek seviyede saflagtirilmigtir. Nitekim, bu saf enzinm
muhtelif Sephadex'lerde tek zirve halinde eliie edilmektedir.

Enzimin siibstitiie seliilozlara aktiv merkezi ile yapigmasi
kromatografisine el vermemigtir. Teklif edilen bilitiin
biockimyasal saflastirma metodlari ile enzim daha fazla saflag~
tirilamamigtir,

Enzimin nisbeten kiigiik molekiil afirligi literatiirde
bundan Once bildirilen en ufak deger olan ikiylizaltmigbinden
GOk uzak bir rakamdir.(34) Evvelce takdim edilen bulgular ve
bilhassa 8 M iire ile molekiil agirliginin ufaltilamamasi enzimin
en ufak aktif {initesi halinde saflagtirildigr intibaina
yaratmaki:adir. |

Evvelce bildirilen yiiksek molekil agirliklarinin birkag

sebebi olabilir., Enzim kesif olarak tutuldugunda bir saat iginde

aglomerize olmakta ve akril amid'de Orijin'e dogru kaymsktadir.
Diger bir izah da albimirn deneyi i1le gosterildigi gibi yabanci
bir protein varken enzimin bu proteine yapigarak agir bir
komplex meydana getirmesi olabilir, Nitekim, bu tip bir pre-
parat ile ¢aligmak Sekil 4'de glsterildigi gibi enzimin kinetik
karakterinin fevkaldde farkli olmasi dolayasi ile dogru

sonug vermez.

Saflagtirilmis enzim allosterik bir proteinden beklenen
ozellikleri gdstermektedir.(29)(30)(31)(32). Siibstrat aktivas-
yonu aktivator ile egrinin klésik Michaeles Menten efrisine
doniigii, inhibitor ile hiperbolik karakterin barizlegmesi,
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siibstrat analogn bir inhibitérinikili etkisi , aktivatsrlerin
(oksalasetat, sitrat gibi) ikili etkisi , bazi birlegiklerin
(piruvat, laktat) sadece inhibe etmesi bu 6zélliklerden |
bagzilaridir.

Yapilan galigmalarda enzim desansitize edilememistir.
‘Ayrica kolayca aglomerasyona ujramasi monomer polimer donlisme—--
sini incelemeye mani olmustur. Bununla beraber, biitiin bulgular
kuvvetle enzimin allosterik olduguna isaret etmektedir.

I1k defa Nachmanson tarafindan tarif edilen (5) siibstrat
inhibiéyonu ancak bazi gartlarda gozlenmektedir., Eger enzim
dnceden tamamen alktive edilirse (yiksek konsantrasyonda fosfat
veya barbital gibi ) silbstratinin ve diger iyonlarin etkisi
deney gartlarina gore farkli olmskta, siibstrat axtivasyonunun
gosterildigi  bu enzim(§ekil 8) Sekil 1'de de belirtildigi
gibi bilakis siibstrat inhibisyonu karakberi arzetmektedir.

Bu sebeple enzim hakkinda evvelce teklif edilen kataliz
modelleri bu nokta gbz Onlinde tutulmadi@as igin yanlistar.
Evvelce tarif edilmis klasik deneylerde pH=8.0 gibi solisyon
itinde bikarbonatin kolayca birikebileceZi ortam kullanilmigtar.
Oysa, bikarbonat anyonu enzimi kuvvetle aktive etmektedir.
Bundan dolay: klasik sartlarda mantikl bir kataliz modeli

kurmak imkansizdair, '

Bu ¢aligmada enzim hakkinda ilk defa evvelce hig bildi- .
rilmemis fakat fizyolojik degeri cok yﬁksek bir unsur ortaya
gikarilmigtir, Bu da, Krebs Siklisiiniin ilk tic bilegiginin
(oksalasetat, sitrat ve cis-aconitat) enzim lizerindeki kuvvetli
aktivatdr etkisidir.

Literatiirde daha dnce bildirildiZi gibi oksalasegat , sitrat
ve isositrat allosterik metabolik yol tanzim edici asetil Co A
karboksilaz(35), pirivik karboksilaz (36) ve fosfofruktokinaz
(37)(38) ig¢in 6nemli "Modifier"'lardir,
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Mitokondrilerin satiire olarak ¢aligmasi sonunda
bu bilegiklerin oksidatif fosforilasyonunun doygunlugunu
igaret etmek lizere sitoplazmaya sizmalari asetil Co A karboksi-
laz aktivasyonu ile yag sentezini, piriivik karboksilaz akti-
vasyonu ve fosfofruktokinaz inhibisyonu ile gluconeogenesis'i
hizlandirmaktadir, Bu ig igin gerekli konsantrasyon 1-5 mM
aragindadir. Sonuglarda gdsterildigi gibi bu bilesiklerin
asctilkolinesterazlara etkileyen konsantrasyonlari da 1-5 mi!
arasindadar,

Bu bulgu, enzimin iletimdeki rolil hakkinda Gnemli bir
pencere agmaktadir. 56yle ki: Iletimin bilfiil cereyan ettigi
mahallerde (synaps, motor nihal pldk, Ranvier nodiilii) enzim
ile beraber daima bol miktarda mitokondri bulunmaktadir, (8)(5)
Gene ayni mahallerde iletim esnasinda metabolik faaliyetin
fevkaldde arttifa, oksijen ¥ullaniliginin gofaldigy gdsterilmigtir.

(8)(5). |

Bu olzylar esnaélnda mitokondrinin oksidatif fosforilasyon
kapasitesinin doymasi beklenir. Dolayisi ile oksal asetat ve
sitratin stoplazmaya sizmasi civarda bulunan membransal asetil-
kolinesterazi aktive etmekte ve araliktaki asetilkolinin buna
bagli olarak tamamen hidrolizi muhtemeldir.

LY

Bu takdirde iletim sona erecekbtir. Gene gésterildigitgibi
ayni mahallerde enzim daima bir miktar aktivdir. Zira spontan
olarak asetilkolin vesikiillerinin patlamasi ile iletim ¢caglagina
serbest hale gegen asetilkolin parcalanmakta ve tam bir uyarim
husule gelmektedir. Ancak, yukardan gelen iyonlarla bol miktarda
serbest hale gegirilen asetilkolini hidroliz etmek i¢in her
halde aktive edilmis bir enzim gerekmektedir. Bu ig 'iqin‘de
igaret doymug mitokondri olabilir, |
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Asetilkolinesterazin ayni zamanda asetilkolin uyarim
reseptori olup olmadifl hakkindaki tartigmaii nokta da (15)
bu agidan bakilirsa kolayca izah edilebilir, Zarda deaktive
ve Kinetik karakteri tamamen farklas iki ayri enzimin iletinmi
tanzim etmesi s yanl deaktive enzimin asetilkolin reseptdri

vazifesi gdrmesi yukarda bildirilen bulgular kargisinda
tamamen muhtemeldir.
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