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JZBT:

1) Formal insan serum pseudocholinesterase'inin krista-

lizasyonu ve saflagbirilmasi i¢in uygulanan yeni bir metod

ile yuksek verimli ve tatminkﬁr bir pliriffkasyon metodu bulun-

muagtur.

2) Bvvelce enzimin saflagtirmn ameliyesi icgin pH, etanol
tuz ve protein kOnsaﬁtrasyonlarl-kontrol edilmek ‘gartl ilé
plazmadan saflagtirilma yoluna gidiiirken, yeﬁi metod ile
enzim dlglndaki proteinler 1s1 denatirasyonu 1ile bertaraf
edilereir, molekiller eleme {Sefadeks G-200) nonspesifik ad-~
sorbsiyon (bentonit) ve DEAT (Diethylaminoethyl) ve ECTEOLA

. (epichlorohydrin trietanclamin) siibstitiie selliilozlar iizerinde

spesifik kromatografi ile enzimin saflagtiralmasi temin edil-

migstir,
2) Ppesifik kromatografide emzimin allosterik Gzellifin-

den faydalanilmigbir.



GIRIS:

S.Edman(l) tarafindan at serum pseudocholinesterase’'z
igin bir purifikasyon metodu tarif edilmistir.

Daha sonra Surgenor ve Ellis alkol fraksiyonuns dayanan
bir metod gelistirerek daha saf preparasyonlar elde etmigler-
air, (2:3) .

Galigmada PH, jonik kuvvet, sthanol konsantrasyonu ve
temperatiir, kontrol edilmek suretiyie plasma cholinesterase’a
plazma proteinleri bakimindan 3400 kere konsantre edilebilmisg-
tir. |

Ultra santrifiijle yapilan gallsmalarla,da,-gbk.saf'olmasaw
da, plazmadan 11,000 kere dsha aktif enzim elde edilmistir.

Bu deZer enzim konsantrasyonu olarak %0,01 den daha fazla plazma
proteini ihtiva etmemektedir,

Insan plazmasindan cholinesterase, mukoprotein ve metal
baglayan proteinlerin ayrilmasi i¢in baza teknikler geligtiri-

lerek, saf fraksiyonlar elde edilmig, fakat fizyolojik oOneumi

agirklanmamigtir,.



Meseld, fraksiyon I-fibrinojen ve antihemofilik globulin
jhtiva eder. Fraksiyon II- qegitli antikorlara , fraksiyon
ITI ise aglutinin, protrombin ve plasminojen ihtiva

edef.

Malmsram ve arkadaglari, gegitli kromatégrafik‘metcd-
larla, pseudocholinesterase‘z dsha ileri saflagtirmiglardar.
Fakat verim yiiksek olmamigtar. |

Buraya kadar tqkdim edilen bulgulardan anlagilabilece~
g1 gibi elde tatminkar ve etréfli galigmaya imkén verecek
bir saflagtirma metodu yoktur, |

Beri yandan plazma pseudocholinesterase’imin gegitli
varyantlari tarif edilmistir.(5‘6). Gene LaDu ve arkadaglar
pseudocholinesterase'in fosfat tarafindan aktive edildifini
gﬁstermisle:,‘fakat bu aktivasyonun mahiyetini aragtirma-
mlglard;r. Insanlardaki pseudocholinesterase varyantlarinin
i1lk dnce Lehman tarafindan dibucaine ile farkliy oranda

inhibe oldugu tesbit edilmigtir. Ancak bu inhibisyonun da



mahiyeti etrafiica aragtlrllmamlétlr(6). Harris ve arka-
daglary digier bir birlegikle bu sefer bir anyonla, fluo-
rirle bazi enzin varyantlarlnln farkla inhibe oldugunu
rapof etmialerdir(7). Ancak bu olaylﬁ da molekiiler esasi
etraflica incelenmemigtir, Son olarak, bdliimiimizde yapilan
| galismalar emzimin allosterik bir protein olduiunu ortéya
koymuﬁtur(g). Ailosterik etken birlegikler ikl grup altin-
da boplanabilmigtir:
1) Kuarterner azot ihtiva eden birlegikler (Kolin ve
tiirevieri) |
2) Anyonik karakter arzeden birlésikleri (Sitrat\ve.
Krebs sikliisii tiirevleri) |
Butun bu bulgularin iyi bir gekilde molekiilér sevi-
yede igah edilebilmesi iqin enzimin genig dlgiide gok saf
olarak elde edilmesi gerekmektedir. Meveut metodlar elve- '
rigli olmadigindan burada tarif edilen yeni metodun gelig-

tirilmesi yoluna gidilmig ve enzim k¥ristalize edilebil-

mistir,



Metod Ongdruldiil gekilde 10,000 defaya yakin bir saflag-
tirma temin etmis, yiksek randiman vermigtir, Tatbiki gok
kolay olan bu metodla enzim gerek insan plazmasindan, ge-

rekse de Fraksiyon IV'den baglanarak saflagtirilabilir,



MATERYAL ve METOD:

Enzim kaynazZi olarak taze veya tedavi maksadiyla kul-
lamlmays yetenefini kaybetnis insan plazmasi veya frak-
siyon IV kullanilebilir.(9»10)

Pléémanln ¥1dsik kan bankasi metodlary ile fraksi-
yonlanmasi esnasinda cholinesterase fraksiyon IV ile bera-
ber ayralir; metal baglayan proteinler de bu fraksiyonda
yver alir. Fraksiyon IV'iin sub fraksiyonu ile.enzim kongantre
edilir, Bu kisim a(e—globiilinlerce zengindir ve biraz_ da
labil karbohidrat ihtiva eden protein mevouttur.

Galisma yapirlincaya kadar.kan bankasindan alinan in-
san plazmasi dondurulur,

Plazmanin eritrosit acetylcholinesterase'l ile
kontaminasyoﬁu veya hemoliz dnemli degildir. Qunki, piri-
fikasyonun ilk kademelerinde, eritrosit enzimi tamamen

" bertaraf edilir.



Kullanilan herlplazmanln normal enzim ihtiva edip etmedigi
aragtirilir ve sadece enzim ihtiva edenler birlegtirilerek
toplanlr(ll.
EZer baglangig maddesi olarak fraksiyon IV kullani-
lirsa, kan.bankaslndan donmug yag ¢dkelek alln;r, hemen
amonyumn sﬁlfat ile gﬁktﬁpﬁiﬁr ve devamli santriﬁﬁj ile
(continuous flow centrifugation ) aktif fraksiyon topla-
nir. Buhun igin fraksiyon IV, bnce %10 luk olacak sekilde* -
suda ¢ozulur. bundan sonraki kademeler plazma gibi‘muémele
~edilir,
Her iki kaynak da memnuaiyet vericidir. Fakat,
ikincisinde yani Fraksiyon IV'den bol miktar”~ uzateryal
kisa zemanda saf olarek izole edilebilir. ‘
Kullanilan biitliin kimyasal maddeler C.P. derecesinde-
dir. DEAE, ECTEOLA ile Sephadex G-200 bilinen metodlara
(12)

gdre hazirlanmir' </, Hiz tayinleri Zeiss PMQIT spektrofoto-

metresinde yapilir.



Bnzim Tayini:

Enzim aktivitesinin tayini metodu daha Once nesre-
ailmistir{®13) | Enzim aktivitesini yari kantitatif bir
tarzda tayin eden dzel bir "OScreening test -tarama testi”
de negredilmistircla). Bu soauncu test yapilmasi ve tatbiki
kolay olmasi ¢abuk sonug vermesi bakimindan genellikle
kolon kromatografisi esnasinda éliisyonu takip i¢in kulla-
nilmigtir. .

AInzim aktivitesinin teyini ig¢in kullanilan karigi-
min yapisi: 1071y potasyum fosfat, 6.7 % 107U DTIB (5,5
dithio bis (E-nitrﬁ) benzoic acid) degisgilk molaritéde (ge~
nellikle IO_EM) tiyoester pi:8 ve ilk hiz Slglmine elve-
rigli miktarda enzim, Bu galigma esnasinda genellikle
bﬁtiriltiyokoiin kullanilmistir. Genellikle literatiirde
agetil kolin veya asetiiti?0kolin kullaniliga tavsiyé edi-
lirse de, eritrosit asetilkolinesterazi asetiltiyokolini

hidroliz edebilirken, bitiriltiyokoline etkilemesg.



.Eger deneyde bhiltiril tiyokolin kullanilirsa en fazla he~
molizli bir serumda dahi plazma pseudockolinesterase'inin
miktari dogru olarsk oSlgiilebilir,

Butyrylthiocholinelnanenzimatik olarak pH:8 de hidro-
liz oiur, Bu spontan hidrolizin sonucu bozmamasi igin,
spektrofotometre enzim harig¢ reaksiyon karigiminin bﬁtﬁn
xomponentlerini ihtiva eden bir KOR kiiveti ile "O" absorban-
sa ayarlanmigtir, Enzim {initeleri hidrelizin ilk %1-2 kis~
minin cereyan ettigi zaman zarfinda yani_iik hlzdan:hesap
edilir. Bu qallgmada'bir linite, pH:8 de, éda hararetinde,
1 saatte 1 mMol tiyocester hidroliz eden enzim olarak ifade
edilmigtir.

"Screening test" de ise, 1 cc. karigimda, I em, 1gak
yolunda 0,625 optik dansite verecek kadar (0,05 mMol.fedﬁkte

DTNBH) hidrolizin kag dakikeda cereyan ettifi tesbit edilir.
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Tepkimenin kimyasi:

o 0
+ S O i e T i s - :
(CHy)y - W'-CHy=CHy=5-C-Ry+H,0  Ry~C O+ (CE5) 5~NECH,~CHASH

Ry biitirat, asetat.

Bu agiga glkan thiel, 5,5' dithiobis Z-nitro benzoat
(DINB) ile reaksiyona girer. Bu maddenin okside
geklinin absorpsiyonu ultraviyolede’
verirken agifa ¢ikan reditkte gekli 412 mm da gorinir md -

simun verir,

(CH5)5—I\T+*G}12-CH2-—SH+ lf\ff 5. ',y‘?\ﬁ —)
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PURIFiKASEQN METODT:

Bitin deneyler ayrica belirtilmedigi'takdirde O—BOC
arasinda caligilmigtar. Kademeler en az 10 kere tekrarian-

migtir,

I. Kademe;

‘Bu tademede, plazmada pseudocholinesterase ihtiva
etmeyen proteinler ¢tkertilecektir.

Mﬁayyen hacimde'plazmaya 57,5% satlirasyona erigene
kadar solid awonyum slilfat yavas yavag ildve edilir.
(370 gr/l)

Frakéiyqn IV kullanildiil zaman enzim akbivitesini
: kaybetﬁemek jgin bazen 55% sapiirasyon k&fi gelmektedif.

Bu ufak bir niimunede yapilacaX bir on deneme ile tayin

edilir. Santrifiigasyonla toplanen ¢okelti atilar. (12000 g/
30 dk) 705 satiirasyona eriginceye kadar, berrak siipernatana

ammonium siilfate yavag yavas ilave edilir. (86 gr/1 L),
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Berrak sﬁpernatan biriktirilirlve santrifﬁgasyqndgn sonra
atilir (12000 g/30 dk). Toplanan ¢dkelti minimal 5 x 107 M
EDTA pH 8 ile ¢ogzliliir, Elde edilen soliisyon hafif bulanlk;
tir. 200 ml yi gegmez.-Bir aydan fa;la donmug Qlarak sakf

lanabilir. .

LII' Kademe:

Enzinm soliisyonu bir gigeye konur, ara 31ra'galkallya—
rak 5500 ve ayarli bir su banyosunda iki saat birakilair.
Soliisyon ¢ok bulanik ve koyudur, Santrifiijle az miktardaki

c8kelti atilar.

2

AxTif ¢Ozelti hacminin on misli 107% ¥ wnotassium

-4

phosphate ve 5 x 107' ¥ EDTA pH; 8 ile 1 gece dializ

edilir, Dializ sollisyonu ili¢ kere degigtirilir,
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TIT, Kademe: (Sephadex kolon kromatografisi)

Sephadex G-200 maddesi, & x 60 cm bﬁyﬁklﬁgﬁndeki

kolonun hacmina gore hesaplanir ve 1 hacim sephadex

2 -4

20-30 cc 107 “M potassium phosphate ve 5 x 10 M EDTA PHB
ile sigirilerek Jjel hazlrlaqlf. Ba hazirlanan jel, dibine
cam pamugu yverlegbirilmisg ko;opa doldurulur ve kolon ayni
tampon ile uzun miiddet ylkanarak'dengeye getirilir,

Dializ sonunda elde edilen aktif ¢dzelti, kolonun
{istiindeki tampon ¢bzelti tamamen emildikten sonra jelin
iizerine bir pipetle dikkatle jerle@tirilir.

Dializ solilsyonu jele absorbe olduktan sonra, akigi
temin «icin ayni tsmpon kullan;llr; B aklé,bﬁfﬁn protein-
ler kolondan uzaklagana kadar devam eder. |

Gegis hiza 1-2 ml/dk clmalidir. Daha yavag olursa
ayrilma iyi olmaz.

Rejenerasyondan sonra, &yni sephadex G-200 tekrar

tekrar kullanilabilir.



14

Yiikgek aktivitesi olam fraksiyonlar toplamr, bunlar
umumiyetle kahverengi ve hafif bulamiktir. Dondurularak
bir kac gin saklanabilir.

Sonuglar Sekil 1 de gosterilmigtir.

IV. Kademe: (Bentonitleme)

Sephadex ellisyonu ile ©ncitl bentonit denemesi yapilar.
Bunun i¢in, ¢ok asz enzim fakat fazla miktarda protein
absorpliyacak kadar bentoﬁit ku;lanlllr. (10—15 mg bento-
nit/mg protein) BOd de 30 dk bekledikten sonra soliisyon
santrifiij edilir.

Bir serl nlimune iginde, en fazla enzim aktivitesi .
olanin bentonit miktar:, total hacim igiﬁ hesaplanarak
aktif fraksiyonun hepsi bentonitienir.(leooo g/30 dk)
santrifiijden sonra berrak ve sari silpernatan biriktiriliy

ve 15 giin dondurularak saklanabilir,
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V. Kademe: (DEAE kolon kromatografisi)

4 1t plagmadan toplanan aktif materyal, on misli ha-

cimda 1072

M sodium citrate Pﬁ‘4.45 tamponu ilelbir gece
dializ edilir. Disliz vesaby 4 defa dejigbirilmelidir.

Ayni tamponla dengelenmis 4 x 15 cm lik DEAE seliiloz
kolonu hazirlanir.

Dializ solﬁgyonu kolondan gegirilir ve ayni hacim
citraté tampouu ile kolon ylkanmr;-Bg frakéiyonlar enzim
ihtiva etmezler. Bu kademede kolondan, proteinin %90'2
Gi1kmig buluaur.

Konkav gradien ile yanl gittilge artan eibrate tamponu
_konsantrasyonu ile kolona absorbe edilmig olan aktif frak-
siyon eliie edilir. 20-30 ml citrate konsantrasyonunda ¢ik-
maga baglayan enzimin toplanmasiy 40-45 mM civarinda sona
erer,

Fraksiyonlar 5-7 ml/dk hazla toplanmir, Potassium bikar-

bonat ile ndtralize edildikten sonra 1 ay saklanabilir.

Netice Sekil 2 de g&sterilmistir.
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VI. Kademe: (MCTEOLA kolon kromatografisi)

8-12 1t. plazmadan toplanan materyal, on misli

2 ammonium formate, 5 x 107 M EDTA PH

hacaimda 5 x 10
4.8'e kargr bir gece dializ ecdilir, Dializ mayii dort kere
degistirilir,

4 x 15 cm lik ECTEOTA seliiloz kolonu ayni dializ
tamponu 1le hazirlamr, ve sofukta bir gece agir agir yika-
nir. Dializé edilen soliisyon kolondan geg¢irilir ve esit
hacim format tamponu ile ylkanlr._Bh‘ylkanan hacim iginde
enzim bulunmaz.

Iineer gradien ile gittikge artan ammounium format

konsantrasyonu ile kolondaki madde elile edilir ve yliksek

aktivitedeki fraksiyon toplanir. (Sekil 3.)

Eliisyon hizi 4-5 ml/dk olmaladir. Kolon eliata bazik
cldugundan noétralize ctmege lizum yoktur. andurglan frak-

siyon bir hafta saklanabilir.
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VIT. Kademe:

20 1%. plazmadan toplanan materyal 5 mi sitrat tamponu
ile PH 4.45 de dialize edilir. |

1.5 x 1 cn 1ik DZAE seliiloz-kglonu V. kademedeki gibi
hazirlanir ve 5 ml. sitrat tamponu ile dengelenir. Dialize
edilen soliisyon bu kolondan gegirilir ve esit haclmdé ki
tampon ile yikanir. Fraksiyon igindeki enzimin %90-98'i
kolona absorbe edilmis olur. 500 mii sitrat tamponu ile
kolon, %4 defa 1,5 cc lik hacaim iie yikanarak enzim top-
" lanir. | |
Unumiyetle enzim,-elﬁsyonun‘ilk 2-4 ml'si icginde

120,000 i olacak gekilde toplamir. Rengi hafif saradir,

P
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VITII. XKademe:

Her ml sinde 8-15 ﬁg protein olan konsanjrﬁ;.enzim
solisyonu,yiz misli hacimda 60%.satﬁre-ammoﬁium siilfata
kargi dializ edilir, Sonra dializat kapakl: kﬁqﬁk santri-
f£ij tlplerine konur. Hafif.bir bulaniklilk gdrilene kadar
ammonium silfate iléve edilir,

Soliisyon sogukta kristaiizasyoga‘blrakillr. Jg veya
déft haftada ince tabakalar geklinde kristaller tegekkiil

f

gder.

Purifikasyon ve verimin g¢esitli kademeleri tablo I de

gosterilmigtir,




MUTATAGA

YUKérlaa bahsedilen metod, daha dnce ileri siiriilen
mebodlardan g¢ok daha {istiindlir. Clinki, yiiksek spesifik
aktivite yani mimidin oldugu kadar dlglk protein konsant-
rasyonuna mukabil, yiksek enzim aktivitesi elde edilebil-
migtir. Verimi yuksek olup, bir kristalizasyon imkanlna
yol agmlgtlr(l’2’§’4). Fazla miktar ionla enzimin stabilize
veya aktive edilmesi bu éafla§tlrmay1 miimkiin kilmigtir.

Citrate ve yiksek konsantrasyonda ammonium ionu
mevcudiyetinde enzimde belirii hir stahilite arzeder,

Bu, ammonium sulfate i¢inde ¢esitli kontaninantlarin
sicaklikla denatiire olmasina ve sonradan enzimin daha

kolay kromatografiye edilmesine ve saflagtirilmasina misaade

eder.
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Tleri kromatografik saflagtirma igin ba$langlgta
_Sephadex'Gweao ve bentonit muameleri ile protein miktarinin
agaltilmasi ldzimdir. Gok miktarda bentonit, éelite, cal-
cium phosphate enzimi absorbe eder. Bunlardan énzimi yeni-
den elile etmek zor olur,

Citrate ile aktivasyona uygun olarak en spesifik
purifikasyon bu anyonun DEAL seliiloz gradienti ile elde
edilir. Denenen 20 diger iyon.gok daha az tesirli ¥Bulun-
meastur.

Inzimi yakindan takip eden bir pfotein sadece citrate
ile uzaklagtirilabilir. DEAF seliloz ile purifiye edilmig
enzimin daha fazla pirifikasyonu iqin‘ kullanlian srushite,
Dowex-2, ve CM-seliloz iyl netice veruemigtir, Diﬁer bir
kontaminant, ancak ECTEOCLA cellulose kromatografisi ile
ayrilabilmigtir.

TEAE selliloz ve benzyl cellulose kromatografisi memﬁu—

niyet verici bulunmamigtir.
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Bfer enzin solﬁsyonu cok dilie edilirse veya dlugik
ionik kuvvetbeki bir ortama" kargi dializ edilirse veya 
asiri kopiklenme olursa ana Ozelliklerin kayboluguyla
s’iiratli hir inaktivasyon goriiliir, bu oda hararetinde daha
bharizdir.

Purifikasyon suresince enzim, aktivatﬁrlerinden uzak
tutulmamalidir.

Her ne xadar EDTA dsha iyi verim veérirse de sistelne
veya rediikte glutation spesifik olarak korumaz. bu belki de
EDTA nin carboxilate olarak aktive edici ftesirine bagli-

dir,’
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Tablo 1
Puriiikasyonun Ozeti _
Verilen deferler bir litreye gdredir. Kademe 5 ve & deki degerler 1 1t. baglangag mnater-

yaline gore extrapole edilmigtir.

FRAKSIYON UNITELER PROTEIN SPESIFLi AKTIVITE JRUN
. mg Unite/mg protein
wwmmam‘ 114 000 82 500 H.w 100
.w.Em%_mmoﬁo.md..o.qo 95 000 14 800 6.4 . 83
2.Is2tma ve Dializ : 72 000 14 800 . 5 63
'3.Sephadex G-200 |
jel filtrasyonu 39 300 i 130 35 35
4.Bentonitle nuainele 33 400 71 470 29
5.DEAE Cellulose _ ‘ :
Chromatografisi 26 700 10 2670 23
6.5CTEOLA Cellulose 17 600 4 - 4400 16
chromatografisi
7+8.kristaller 11 600 1.2 9650 10

Neticeler normal bir galigma farzini ifade etmektedir. Daha iyi Urlin ve yiksek
purifikasyon muteaddit defalar G-200 Sephadew eliisyonu ve cellwlose
chromatografileri ile elde mmwwww.






