E—
283814

HACETTEPE UNIVERSITESI
TIP FAKULTESH
BIOKIMYA BOLUMU

PSEUDOCHOLINESTERASE'IN
ALLOSTERIC KINETIK OZELLIKLERI

Kimya Y. Miihendisi E. Ferhan TEZCAN

Doktora Tezi
1969 con




“

Hacettepe Universitesi
Tap Fakiiltesi
Biokimya Bolimil

PSEUDOCHOLINESTERASE' IN
ALLOSTERIC XINETIK OZELLIXLERI

Kimya Y, Mihendisi:E,Ferhan Tezcan

Doktora Tezi
1969




Galigmalarima ydn veren
Sayan Dog. Dr. Pinar Tevfik Ozand'a
kaymetli yardimlarindan dolayar

huzurlarinizda tegekkiiri bir bor¢ bilirim.




IGINDEKILER

OZET
GIRIGS
MATERYEL VE METOD
Materyel
Deney Sistemleri
Kontrol Denemeleri
NETLCELER |
Siibstrate Kongantrasyonu ve Hiz Efrisi

Modifiertlarin Katalitik Aktivite Uzerine
Etkisi

Choline ve Diger Kuarterner Azot Birlegik-
lerinin Etkisi

Anyonlarin Etkisi
Isinin Katalitik Aktivite Uzerine Etkisi

Stibstrat Hidrolizi ve Modifier'larla I1lgili
Kinetik Parametrelerin Grafik Metodlarla
. Hesaplanmasi

Siibstrat'an Modifier Olarak Itkisi
Modifier'in Etkisi
TARTISMA
8621ik
REFERANSLAR

F:‘
g
H
i+

3 0w F P Fon

13
37

43
45
49

59
6l



OZET

1., Pseudocholinesterase‘'in silbstratlarina karsi
"allosteric" bir protein olarak davrandigi bulundu ve Hill
sabitleri de homolog siibstrat bajlanma mahalleri arasinda
"cooperative homotropic" bir interaksiyonun varliZini gos=
terdi, |

2. Choline, Dibucaine ve diger bazi kuarterner azot
atomuna sahip birlegiklerin enzime en az iki mahalden bag-~
landaZi; bu birlesiklerin diigiik konsantrasyonlaranda, enzim
iizerinde 8zglil bir mahale baglanarak, enzimi daha hizla ga-
ligan modifie gekle dondiirdiifii; ylksek konsantrasyonlarinda
ise aktif merkezde substrata “compétitive" olarak inhibe et-
tikleri bulundu,

3. Bazi anyonlarain, oncelikle citrate’in enzimin Sz~
gil bir aktivatodri oldugu ve enzim lizerinde dbu anyonlarin
baglanabileceafi en az iki baglanma mahallinin varlaiga toa-
pit edildi. ‘

4, Aktivasyona veya inhibisyona sebep olabilecek
konsantrasyonda '"modifier" ihtiva eden bir ortamda, 45°G'a-
kadar isatilan enzimin: yapisini muhafaza ettifi veya irre~
versibl olarak inaktive edildifi gozlendi.

5. Enzim "modifier" ihtiva etmeyen th ortamda 45%0 g
- kadar isitilarak "desensitize"” edildi ve desensitize enzi-
min Michaeles Kenten kinetiklerini gosterdifi, tekrar ak-~
tive edilemedigi, fakat "modifier" ler tarafindan "competi-
tive" olarak inhibe edilebildifi gisterildl.
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Serum Cholinesterase'ainin yani Pseudocholinesterase'in
(acylcholineacylhidrolase EC 3.1,1.8)'in fizyolojik gdrevi
tam olarak bilinmemektedir. DBPu enzimin fonksiyonunn aydin-
latmak gayesi ile bClumiimiizde yapilan g¢aligmalar esnasinda
enzimin saflagtirilmasi ve kristalizasyomm bagarllm;gtlrgl)

ILa Duca) ve arkadaslari Pseudocholinesterase'in (PCE)
phosphate tarafindan aktive edildifini gdstermiglerdi. Fakat
¢aligmalarinda benzoylcholine hidrolizinin ve phosphate akti~
vasyonunun mahiyetini arastirmamiglardir, Harris ve arkadag-
1ar1(3) diger bir anyonu, fluoriiri inhibitsr olarak bildir-
migler ve fluorire insensitive insan PCE varyantlarlnl(a“s)
tarif etmiglerdi. Bununla beraber bu birlegiklerin tesir
mekanizmalar: ile ilgili etrafli bir kinetik aragtirma yapil-
mamigti. Bu konuda yapilacak lkna edici bir g¢aligmanin, sim-
diye kadar fizyolojik rolii tam olarak anlagilamayan bu enzim
hakkanda, yeni bulgulara yol agacagi tabiidir.

Bu tezde takdim edilen kinetik galigmalar enzimin
"allogteric”" bir davranig gdsterdifgini ortaya koymakta, en~
gim tizerinde aktif merkez diginda bazi "modifier"larin bag-
lanmasina miisaade eden ayri baflanma mahallerinin varligini
gosterucktedir. |

Ehzimin, uygun gartlarda isatilarak "desensitize"
edilebildigi ve blitin "allosteric" karakterlerini kaybettizi
gézlenmigtir, |

Bu galisgmalarla enzimin inhibitorleri ve iki grup
altinda toplayabilecefimiz bir sira "allosteric" aktivatdri
tesbit edildi.
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1. Ruarterner azobt atomu ihtiva eden birlegiklex
(cholin ve tiirevieri), |

2. Anyonik karakter goeteren birlesikler,

Neticede karboksil gruplari cis durumunda olan
polikarboksilatlarin enzimin en kuvvetli aktivatorleri
oldugu ortaya ¢ikti, Bu bulgu da engimin, bir polikarbok-
gilat birlegiZinin metabolizmasi ile yakindan ilgill fizyo-
lojik bir gorev gdrdiigini telkin etmektedir,
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MATERYEL VE METOD

MATERYEL:

Tecriibeler boliimiinde saflagtairilan insan serunm pseudo~
cholinesterase's’l) ile yapaldi. 24 sast 1-3°C da deionize
suya kargy dialize edilen vederhal kiiglik miktariar halinde
dondurulan enzim preparatlari (gdziiliip tekrar dondurulmamak
lizere) iki hafta icersinde kullanildi.

| Gozeltiler deionize su ve kimyasal olarak saf (C.P.
Grade) maddelerle hazirlandi, Siibstratlar, kationik aktivaw
torler ve inhibitorler Dowex 2-200 Butyrate kolonlari kulla-
nilarek butyrate tuzlara haline gevrildi ve nihal pH'lar
butryric asitle pH '= 5,9'a ayarlandi, Biitiin anyonlar ve
DINB® sodium tuzlari halinde hazirlandi,

Butyric asit, saf tributyrin’in hidrolizi ve fraksi-
yonlu distilasyonu ile veya n-buthanol-chromic asid karaigima
kullamilarak elde edilen preparatin miiteaddit defalar disti-
lasyonu ile elde edildi.

Sibstratlarin, butyric asidin ve baza “modifier“larln
safliga Lc*® teknifi ile kontrol edildi,

DENEY SISTEMI:

Standart sartlarda‘®), cesitli siibstratlar icin bulu-
nan aktivite spektrumu, pirifiye enzim ve normal insan serumu
kullanildiginda aynidir. Bu sebepten caligmalarda spektro-
fotometrede en hassas olarak bayin edilebilen BTC ve BC buty-
rate'an hidrolizi tetkik edildi.

x Kisaltmalar: DINB : 5,5'-~dithio bis-(2 nitro benzoic acid)
BTC: Butyrylthiocholinej; BC: benzoylcholine; TLC: Thin
layer Chromatography.
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Enzimatik tayinler spektrofotometrik olarask EOOC'da
yapildl ve tayin ig¢in kiivet odasa devamli sm dolagimi ile
sabit 1sida tutulabilen bir Zeiss PMQ II spektrofotometre
kullanildi. Deneyler herbir nokta ig¢in en az iki veya lig
defa tekrarlandi. Bu gekilde tekrarlanan denemelerin ilk
hizlarinin ortalamalari, vasatl ilk hiz olarak kullanildi.

BTC butyrate hidrolizi ig¢in kullanilan metod Elman(7>

tarafindan teklif edilen metodun modifie geklidir,

Deney sistemi olarak pH= 5,9 da'10"3M Sodium Butyrate,
2,5 10'5M‘DTNB, gesitli konsantrasyonlarda BTC butyrate, op-
timal miktarda enzim ve "modifier" (sodium veya butyrate
tuzu seklinde) ihtiva eden bir sistem; kor kiiveti olarak
da enzim haricinde biitiin komponentleri ihtiva eden bir kiivet
kullanilds:,

BTC'nin hidrolizi ile ac¢iga ¢ikan Thio Choline, renk
reaktifi olarak ortama ilave edilen 5-5'~Dithio Bis-(2 Fitro
Benzoic acid (DTNB)'i redikler. Enzim hiza tegekkiil eden
redilkte sary renkli DTNBfnin 412 mu. da Spektrofotometrede
takibedilmesi ile Blegiiliir.

BC Butyrate'in hidrolizi igin kullanilan metod ise.
Kalowfun(u) teklif ebttigi metodun modifie geklidir. 'Deney
sistemi olarak pH=5,9'da 107> M sodium Butyrate, ¢esitli
konsantrasyonlarda BC butyrate ve yukarda anlatildigi ge-
kilde hazirlanmig "modifier", optimal miktarda enzim ihtiva
éden bir sistem kullanaldi ve dlg¢inm 240 mp.da Bpektrofotomet-
rede yapaldi. '

KONTROL DENEMELERT:

Tertiplenen kontrol denemeleri ile enzime bijyik sayi-
da birlesifin etki ettizi goriildil. Ortamdaki muhtemel akti-
vatdrierin ionik tesirlerini minimal miktara indirebilmek
igin; deney sistemleri siibstrat ve renk reaktifinin total
konsantrasyonu (pH= 5,9'da) 1072 W konsantragyonu gegmiyecek
sekilde tertip edildi.



Denemelerde ilk hizlaran dl¢ilmesi sairasinda ortam
pH'Binda meydana gelen degigiklik 0,05 pH ilinitesinden daha
azdi ve umumiyetle ortam ¢aligilan anyon tarafindan pH=5,9
da tamponlandi.

Sodium Butyrate enzime etkisi en az olan birlegikler-
‘den biridir ve 10"5 M- 10"2 M. konsantrasyonda enzim hizina
etkilemez. Bazi birlegiklerin enzim tizerine olan etkisi in-
celenirken sodium butyrate tampon olarak kullanilmis ve 10"5M
sodium butyrate konsantrasyonu bu ig . i¢in uygun gBrﬁlmﬁgtﬁr.

Denemeler pH= 5,9'da yaprlmigtir. Buna sebep hava an
inin edzeltilerde ¢dziinmesi ile meydana gelen Hcog anyonu-
nun yiksek konsanbtrasyon ve yiksek pH'da enzimin en kuvvetli
aktivatorierinden biri olmasadir. Radiosktir ¢**0, ile doyu-
rulmug bir ortamda, pH= 5,9'luk gegitli tampon sistemleri ba-
rakilarak, ¢oziinen maksimum 01402 miktara arastirilmig ve bu
miktarin pH=5,9'da 1,5.10“6 M.dan daha yiliksek olmadigi goril-
miigtlir,. Ayni konsantrasyonda HCO% ihtiva éden bir deney orta-
minda pH=8'de dahi Snemli bir aktivasyon yoktur.



NETICELER

SUBSTRAT KONSANTRASYONUNA BAGLI OLARAK ELDE EDILEN HIZ EGRIST:

Sekil 1 A'da goriilen egri, Michaelis-Menten denkle-
minden beklendiZi gibi bir hiperbol olmeyip, sigmoid bir
egridir ve enzimle siibstrati arasinda "allesteric' bir
"interaction” un varligini telkin etmektedir. Gergekten
de 1/v nin 1/s8'e gore grafiklemnmesi linear bir dofru yerine
yukary dogru konkav bir egri verir (§ekil 1 B). |

Bunun birkag sekilde izahi olabilir:

a) Bdyle bir miigahede siibstratin saf31zilk(8) ihtiva
etmesine bagli olarak gériilebilir. Fakat ayni netice BTC
ve BC butyrate'in herikisi i¢in ve ayrica kromotografik
olarak saf siihstratlar kullanildiginda da elde edilmigtir.

b) Bir diger ihtimal ortamda farkli kinetik ozellik-
lere sahip iki veya daha fazla enzimin bulunmasi ihtimalidir.

Rormal serum karigamlari veya tek gahsa ait normal
plasma ile; enzim purifikasyonu sirasinda gegitli kademeler-
den alinan mumuneler ilej elektroforez'de gbzlenen band'lara
ait numuneler ve Sephadex G-200 gel filtrati numuneleri ile
kinetik tecriibeler tekrarlandlglﬁda biitiin bu numunelerin siibe
strat ve "modifier" laracg'lo) karsl kinetik éavranlslarlnln
ayny oldugu gdriilmig ve galigmalardan elde edilen kinetik sa-

bitler arasinda mithim bir fark bulunamamigtir.

c) Uglineli bir ihtimal olarak ylksek kopsantrasyondaki
giibstratin, enzim aktivitesini (nonspesifik olarak), sadece
jonik etkisi ile etkiledigi diisiinlilebilir, Daha evvel kont-
rol tecribelerinden minekaga edildigi gibi,ortamda vagka'mo-
difier"larin bulunmadi@r ve hattd kaisitli siibstrat konsant-
rasyonunda c¢aligildigyr diigliniillirse, sitibstratin kendisinin
bir "modifier™ olarak rol oynadigina hilkmedilir.



Biitiin bu gbzlemler enzimin slibstrata "allosteric"
olarak etki etmesi ile izah edilebllir.

Buna gbre enzim iizerinde siibstratin baglanabilecefi
iki mahal vardir:

1. Aktif merkez,
2. Bagka kinetik karakterlere sahip bir aktif merkes
veya modifier'an baglanabilecegi bir mahal,

Frieden' e(ll) gére hesaplanan BTC ve BC hidrolizi
ile ilgili kinetik sabitler (Tablo I) de gisterilmigtir.
Hesaplanan Hill sabltlerl( 2) de BTC icin n=1,45 ve BC igin
n=1,20 dir. Bu degerler sadece "allosteric" bir proteinden
beklenebilecedi gibi, siibstrat'in "cooperative homotropie’
etkisini gdsterir ( 2 »n >1),

"MODIFIER" LARIN KATALITIX AKTIVITE UZERINE ETKISI:

Ortama bir "modifier" ilavesi hiz egrisini etkiler.
Eger bu bir inhibitdr ise, "allosteric® bir proteinden bek-
lenebileceft gibi sigmoid epri daha da barizlegir (- Dibucaine
Sekil 1 A). Halbuki optimum konsantrasyonda bir aktivatdrin
ildvesi ise, sigmoid efrinin silinmesine ve aligilmig hiper-
bolik M1z egrisinin agiga ¢ikmasina sebep olur (Choline, Se-
kil 1 A).

Bu tesirler Lineweaver Burke grafiklerinin ¢izilmesi
ile cok daha iyi bir gekilde miigahede edilir (Sekil 1 B).

| “Modifier" lar etkilerine gore iki grup albtinda ince-
lenebilir: Choline ve diger kuarterner azot birlegikleri ve
¢esitli anyonlar,
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Choline ve Difer Kuarterner Azot Birlegiklerinin Etkisi:

Genel olarak bu grup birlesiklerin katalitik aktiviteye
etkileri aynidir., Diiglik konsantrasyonda aktivasyona sebep
olurlar, yiksek konsantrasyonda ise enzimi inhibe ederler.
Dibueain'in BC butyrate hidrolizine etkisi, bu konuda iyi
bir Srnektir (Sekil 2).

Decamethenium (RO2-0863) de BTC ve BC butyrate'in hid-
rolizini ayni tarzda etkiler. '

Choline ve choline analoglari da ayni tesiri godsterir-
ler, fakat inhibitdr olarak etki edebilmeleri igin ortamda gok
yiksek konsantrasyonda bulunmalari garttir,

Anlatilan ikili tesirin olabilmesi enzim lizerinde bu
birlesiklerin baglanabilecegi iki mahallin bulunmasi ile miim-
kiindiir, Birinci baglanma mahalli, diigitk konsantrasyonlarinda
"modifier" 1 baglar ve enzimin, farkla kinetik karaktere sahip,
hidroliz hizi daha fazla olan bir yapiya donligmesine yol agar.,

Ikinci mahal ise aktif merkezdir ve yilksek "modifier"
konéantrasyonunda, bu mahal ig¢in silibstrat ve "modifier"®
"competitive" inhibisyona girerler, Gergekten (Sekil 1 B) ve
{Sekil 2) de gdriildiigi gibi siibstrat konsantrasyonunun artmasi
bu birlegikler tarafindan meydana gelen . "competitive” inhi-
bigyonun azalmasina sebep olur,

‘Bu grup birlegiklerden sadece cholin fizyolojik akti-
vatordiir. Nisbeten diigiik konsantrasyonlari dahi aktivagyona
sebep olur ve inhibitdr etkisi sadece g¢gok yliksek konsantras-
yonlarinda gozlenir (Sekil 5).

Frieden ve OgstCn(ll’la) tarafindan g¢ikartilan kinetilk
esitliklerle hesaplanan bu "modifier" larla ilgili kinetik pa-
rametreler (Tablo II) de gdsterilmigtir. Bu parametrelerin
hessbi icgin, yeni bir kinetik grafik metodu kuruvlmug ve ge-
rek siibstrat, gerek bu grup birlegikler, gerekse difer grup
"modifier" lara ait kinetik parametrelerin grafik hesap me-~
tody, neticeler biliimiiniin sonunda, ayrica sunulmugtur.
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Sekil 1 A, Siibstrat konsantrasyonuna bagli olarak
elde edilen hiz efrisi:
(o) Ortamda siibstrattan bagka"modifier" yoktur.

(x) Ortam siibstrata ilaveten 10~ =5 M, Dibucaine ihtiva
eder,

(8) Ortam sibstrata ildveten 5.1077 M Choline Butyrate
ihtiva eder.

- Sap taraftaki kare igersindeki egriler, absis degerleri-
nin ddrt defa bliyiitilmesi ile elde edilmigtir ve efrilerin ilk
kisimlarini gosterir. : ‘
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Sekil 1 B. (Sekil 1 A) 1le verilen grafiklerin

lineweaver-Burke egrileri,
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Sekil 2. BC Butyrate hidroliz hizi lizerine Dibucaine-
in ikili etkisi. Grafik, kontrol degerlerinden hesaplanan
hidroliz yiizdesi ile pI ( - log inhibitdr konsantrasyonu )
argsinda ¢izilmistir.,

(o) BC Butyrate 1077 M,

(x) BC Butyrate 3,3 x 1077 .

(a) BC Butyrate 10~ k.
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ggyonlarln Etkisi:

Anyonlaran PCE iizerine olan etkisi bir seri anyon kul-
lanilarak incelenmigbir (Tablo IIT); (Tablo IV); (Tablo V).

Tablo III

Pabloda (mutlak miktar) olerak verilen deferler: 3x3
ma gr. saf enzimin, oda temparatiirinde, 20 dakikada BTC'i hid-
rolizi ile meydana gelen rediikte DTNB'nin 412 mp da Beckmann
DU spektrofotometresinde verdigi 10° % 0.D. olarak degerldir.,

Tabloda (%) olarak verilen degerler: En ylksek mutlak
miktar yliz kabul edilérek diger mutlak miktarlarin hesaplan-
masy ile elde edilmigtir. '

Pabloda (Faktér) olarak verilen degerler: Farkl: zaman-
larda, farkli diliisyonlarda enzim preparatlar:i kullamilarak
calisilan deney sistemlerinin sonuglara ile ayna enzim prepa-
rati ve 5.10'4 M aktive edici madde ihtiva eden denemelerin
tekrar ¢aligilmasi ile elde edilen sonuglarin birbirlerine
oranindan elde edilmigtir.
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Birlegik grubu: Carboxylic Acid.
Birlegik grubunun genel yapisi: Monocarboxylic Aedd,
Galagilan tuz Hipi: Sodium tuzu.

Deneyde kul-  Faktor:1,32 Fakt6r:0,98 Faktor:1,04 Faktor:l,12
iﬁ%;%:gﬁr Formate Acetate Fropionate Butyrate
Konsantras. Mutlak % Mutlak % Mutlak % Mutlak %
X M miktar , miktar miktar miktar.
5x1077 11,8 33 12,7 29 25 55 30,2 100
1074 13,2 37 14,7 37 24,3 53 31,3 100
2x10~% 14,5 40 - - 27 59 31,5 100
5x10™% 25 20 17,6 40 27 59 31,3 100
10~2 27,7 78 21,5 49 30 67 30,2 100
2x1072 22,4 63 21,5 55 30 67 31,3 100
5%10™7 35,6 100 28,4 64 38,5 84 33,6 100
1072 25 20 27,4 62 37 83 30,2 100
2x10™2 27,7 78 33,5 96 40,7 90 31,3 100
10™1 29 80 44,1 100 45,7 100 - -
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Birlegik grubu: Carboxylic Acid.

Birlegik grubunun genel yapisi: Monocarboxylic Acid.

Galigilan tuz tipi: Sodium tuzu.

Denéyde Fakt6r:1,0 Fakfarzl,o Faktor: Faktor:
i;%%igi%gn Valerat Caproat

Konsantras. Hutlak % Mutlak % % Mgtlak %

% M miktar miktar niktar

5x1077 29 100 10 . 100 - - -
1074 29 100 11 100 - - -
2x10™% 29 100 11 100 - - .
5x107" 27 100 10 100 - - -
1073 26 100 10 100 - - -
2x10™7 26 100 11 100 - - -
5x1077 29 100 10 100 - - -
10"% 27 100 11 100 - - -
2x1072 100 11 100 - - -

27

—

-
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Birlegik grubu: Carboxylic Acid.

Birlesik grubunun genel yapisi: et Keto-Monocarboxylic Acid'ler.

Galisirlan tuz tipi: Sodium tuzu.

Deneyde Faktor: 0,03 Faktér:0,88 Faktdr:0,98 Faktdr:
iﬁ%%ig%%gn Glyoxilic Acid  Pyruvate =Eeto iso
Konsantras. :

x ¥ dalak 5 Maflok % Mkear % miwter *
5%1077 14,9 9% 15 100 10,7 92 - -
1074 14,9 94 15 100 11,16 95 - -
2x10~* 4,9 o4 15 100 11,16 95 - -
5x10™% 15,8 100 15 100 11,62 100 - -
10™2 15,8 100 15 100 10,7 92 = -
2x10™2 15,8 100 14 9% 10,23 89 - -
5%10™2 9,5 58 12,5 8 7 60 - -
1072 5,6 - 35 9,5 76 3,7 32 - -
2x10™2 5,6 35 8 64 3,7 32 - -

10~1

— -
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Birlegik grubu: Carboxylic Acid

Birlegik grubunun genel yapisi: e Amino mono Carboxylic Acid

Galigilan tuz tipi: Sodium tuzu

Deneyde
kullanailan
Aktivator
Konsantras.

x M

5%10™7
1074

2x10™*
5x10~*
1072

2x1072
5%1072

10~2

2x10"2

10+

Paktor:

26,8

86

- ——

Faktor:0,92 Faktdér:0,92° Faktor:0,92

Glycine Alanine Valine .
miktar ¥  miktar ¥ mixtar ¥ mikcar ¥
24,8 56 36,8 89 18,4 100 - -
25,7 59 37,7 21 17,5 100 - -
2257 59 37,7 o1 17,5 100 - -
25,7 59 40,5 98 17,5 100 =~ -
25,7 59 41,4 100 17,5 100 - -
26,7 61 39,5 9% 17,5 100 - -
33 78 38,6 94 20,2 100 - -
42,3 98 29,4 71 18,4 100 - -
43,2 100 27,6 66 18,4 100 - - |
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Birlegik grubu: Carboxylic Acid

Birlesik grubunun genel yapisi: =~Hydroxy Carbdboxylic Acid

Galigailan tuz tipi: Sodium tuzu

Deneyde
kullanilan
Aktivatér
Konsantrasgsy.

x M

5:;:10"5
10~4
2x1.0
5x10~
1073

21072
51072
1072

2x1072

i}

Faktor:1,04 Faktor: 1

Glycolate Lactate

B« o

20,8 59 50 100
21,8 o4 52 97
24,9 75 47 87
28 82 53 98
33,3 100 52 97
22,9 68 42 78
19,7 57 41 7%
18,7 53 - -
11,4 33 32 59

Faktor: 1

w-Hydroxy~-
Butyrate
i
21 84
21 84
21 84
25 100
22 88
21 - 84
18 71
14 56
12 48

Faktor:

Mutlak
miktar %
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Birlegik grubu: Carboxylic Acid

Birlegik grubunun genel yapasi: Di Carbéxylic Aeid

Caligilan tuz tipi: Sodium tuzu

Deneyde Faktor:l,28  Faktor:1,285 Faktor:l,214 Faktor:
EE%%:E%%;n Succinate Glutarat _ Adipat
Konsantras., Mutlak % Mutlak % Mutlak % Mutlak %
% M : miktar miktar miktar miktar
5%1077 39,7 63 39,8 70 23 6 - -
107% 39,7 63 3986 70 23 60 - -
2x10~ 39,7 63 39,8 70 24,3 63 -~ =
5x10™+ 39,7 63 42,4 75 24,3 65 - -
1072 39,7 63 42,4 75 24,5 63 - =
2¢10™7 42,2 65 50,7 9% 25,5 66 - -
5%1072 48,6 75 55,2 97 352 90 - =
1072 55 85 56,5 100 352 90 - =
2x10™2 62,7 95 51,4 91 38,8 100 - -
107t 65,3 100 - - - - - -
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Birlegik grubu: Carboxylic Acid

Birlegik grubunun genel yapisi: Doymamig Dicafboxylic Acid
Caligilan tuz tipi: Sodium tuzu |
Deneyde - Faktdr:1,12 Faktor: 1 Faktor: Faktor:
kullanllan — yayeic Acid ~ Pumaric Acid
Kongantras, Mutlak % Mutlak % Mgtlak % Mutlak %
% M miktar miktar miktar miktar
5%10™7 31,3 37 12 100 - - - -
10~ 40,3 47 12 100 - - - -
ox10™% 40,3 47 11 100 - - - -
5x10~4 a8 5% 13 100 - - - -
1077 53,7 63 12 100 - - - -
2%1072 44,9 5% 11 100 - - - -
5x10™2 58,2 68 11 100 - - - -
1078 7,7 g4 12 100 - - - -
2%1072 85,1 100 12 100 -~ - - -

107t - - - - - -
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Birlegik grubu: Carboxylic Acid

Birlegik grubunun genel yapisi: Tricarboxylic Acid ve o -keto
di Carboxylic Acid ‘

Caligilan tuz tipi: Sodium tuzu

Iri Carboxylate

~~keto dicarboxylate

Deneyde kul-  Faktdr:1,48 Faktor:1,75 PFaktor:1l,28 Faktor:
lanilan Citrate Oxaloacetate = -keto glu~
Aktivatop _ tarate S
Konsantras.  yeqax o  Mutlak , DMutlak g Mutlak
x ¥ miktar niktar ° miktar miktar
%1077 23,68 20 33,25 23 39,68 89 - -
107 25,16 25 33,25 23 35,84 82 - =
2x10™" 32,56 32,5 33,25 23 35,84 82 ~ =
5%10™% 29,6 29,6 42 29 37,12 85 - -
1072 52,56 32,5 42 29 37,12 85 - -
2x1077 3,046 34 57,75 41 35,84 82 -~ -
5x10™7 100,64 100 100,55 76 37,76 86 - -
1078 85,84 85,8 127,75 189 43,52 100 = -
2x10™3 84,36 84,3 143,5 100 43,52 100 - -
107t - - - - 38,4 89 = -
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Birlegik grubu: Noncarboxylate'lar

Deneyde Faktor:0,93 Paktor: 1 Faktor: 1 Faktor:

kullanilan K¥O, Sodium Sodium

Aktivator : Arsenate Bicarbonate _
5x10™2 16,7 26 6,5 50 B4 op - -
107 18,6 29 6 46 36 25 - -
2x10~ 18,6 29 6,5 50 38 27 - .
5x10™ ¢ 22,3 55 8 6L 43 30 - -
1072 07,9 42 B 6L 44 51 - -
2x10™2 26 41 8 61 49 35 - -
5%10™2 51 px 13 100 106 7% - -
1072 63,2 100 13 100 126 9 - -
%10~ % 59,5 ol 9 69 139 100 - -
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Birlegik grubunun genel yapisi: Tetra carboxylate

Galigalan tuz tipi: Sodium tuzu

Deneyde Faktor:1l,17 Faktor: Faktor: Faktor:
Aktivator
Konsantras, Mutlak % Mutlak % Mutlak % Mutlak %
< M miktar 7 miktar miktar ¥ miktar 7
5%10™7 1,7 % - - - - - -
107 14 35 - - - - - -
2x10™* 17,5 a4 - - - - B} i
510" 23,4 58 - - - - - -
1072 on,5 61 - - - - - -
2%10™2 26,9 67 - - - - - -
5%10™7 39,8 100 - - - - - -
1072 39,8 100 - - - - - -

2x10"% ey S - - - - -
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Tablo IV

Aktivasyon orani

4 - defadan fazla

3.5-4 defa
3"3|5 de-fa

2,5-3 defa

2-2,5 defa
1,52 defa

1-1,5 defa

Hig aktive ebmiyenler

Birlegik ada

Citrate
Oxaloacetate
Bicarbonate

Potassium Phosphate

Formate
Acetate

Maleate
EDTA

Arsenate

Propionate
Glycine
Glycolate
Sucecinate
Adipate

Glutarate

o -Keto Glutarate
« ~-Hydroxy Butyrate
Alanine

Fumarate

Pyruvate

Valine

Caproate

Valerate

Butyrate
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Iki veys daha fazla aktive
eden aktivatdrlerde % 100 aktivasyon veren

konsantrasyon

Birlegik ada Aktivite % 100 oldugundan.

kons.,
Citrate 5x10“3
Oxalo Acetate 2x10™2
Bicarbonate o :. 2x10~+
Phosphate 102
Pormate 5%10™2
Acetate ' 1073
Maleate 2x10™%
EDTA . | 5x1072
Argenate 1072

Citrate, EDTA, Formate, { Fhosphate, Arsenate { Oxaloacetate,

Maleate ¢ Acetate ¢ Bicarbonate.

tki veya daha fazla aktive eden akbivatérlerde yiizde yiiz

aktivasyonda, gbzlenen hizlarin bliylikliik sirasina gére dizimi:

Oxaloacetate ) Gitrate} Maleate) Phosphate) EDTAY Acetatey

Formate) Arazenate.



1)

2)

3)

4)

5)

6)
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Tablo V |

Noncarboxylate'lar:

Phosphate ) Arsenate
Bicarbonate: En kuwef:li akbivatori.
R-CHE-CHQ—C O0H:

Acetate ) Formate) Propionate

Butyrate, Valerate, Caproate, etkisiz.
COOL-(CH, ) -COOH:

Succinate = Adipate) Glutarate -

Succinate  Propionate ¢ Acetate
COOH-CH=CH-~COOH:

(Cis) Maleate }} (trans )FPumarate

Maleat ¥ Acetate
A-Tricarboxylate:

Citrate} digerleri

Citrate = Bicarbonate') Acetate.
B~Tetracarboxylate: EDDA

Citrate ) EDTA < Maleste.



?7) 4 ~Substituentler:

A...

~Amino Monocarboxylate'lar,
Glycine > Alanine
Valine etkisiz

Glycine & Propionate

« _liydroxy Monocarboxylate'lar,

Glycolate ) « -Hydroxy Butyrate
Lactate inhibitor,
Glycolate T Propionate,
—Xeto Iiohcarboxylate *lar,
Molekiiller etkisiz kaliyox,
~Keto Dicarboxylate'lar.
Oxaloacetate X Maleate

K ~kLeto Glutzrate etkisiz.
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Co eoponsimsinrs 113

Aztivasyon, yukaridaki grubun 2,3,4 defa tekrarlanmasi

ve bu gruplarain cis konformasyonu nisbetinde arbar.

5’9111& I .
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Tecriibelerden @lde edilen neticeler 'u sekilde Bzetlenebilir:

I) Ordinatta yiizde olarak hiz (en fazla gozlenen haz lOO kabul

II)

IIT)

edilerek), abgiste aktivator konsantrasyonunun negatlf lo-
garitmasi isaretlenerek ¢izilen grafiklerde (Sekil 3) deki
efgri elde edilir.

Mono Carboxylate'lardan formate,'acetate,'propionate enzime
aktivatdr etkili, butyrate'tan itibaren butyrate, valerate

ve caproate etkisiz; e ~Eetc monocarbexylate'lardan pyruvate
etiktisiz, Glycoxilate, «w-keto iso valerate aktivator etkili;

e =~ Amino mono carboxylate'lardan glycine, alanine aktivatsr

etkili, valine etkisiz; <4 -Hydroxy mono carboxylate'lardan
glycolate, « -hydroxy bubyrate aktivatdr etkili; lactate ise

- etkisiz olarak bulunmustur.

Diearboxylate'lardan succinate glutarate, adipate aktivator
etkili, doymamis dicarbdleate'lardan cis konfigﬁrésyonda
olan maleat aktivatdr etkili, trans konfigiirasyonundaki fu-
merate etkisiz; « -keto dicarboxylate'lardaki oxaloacetate,
o -keto glutarate aktivator etkili, tricarboxylate!larda
citrate ve tetra carboxylate'larda {(EDTA) aktivatdr etkilis
non carboxylate'lardan KPO_4 arsenate ve ylksek pH'da NaHCO3
in akbtivator efkili olduiu bulunmugtur.

Citrate, oxaloacetate ve bicarbonate';a‘enzxmilﬂPotassium
phosphate'an 3%,5-4; formate, acetate'an 3-3,5; maleate ve
EDTA'nin 2453 defa, arsenat'in 2-2,5; propionate, glycine,
glycolate, succinate ve adipatin 1,5-2; Glutarate, w ~keto
glutarate, « —hydroxy butyrates, = ~keto iso valerat, alanine
ve glycox1late in 1—;5 misli aktive ettigi fumarate, pyruvate,

~valine, caproate, valerate ve butyrate'in ise enzim aktivasyc

nuna etkisiz oldugu bulunmugtur.
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IV) Kimyasal yapilarina gdre kullanilan maddeler siniflandiri-

| lir, ve asktivasyon oranlari mukayese edilirsc, non carboxy-
late'lardan phosphate'ain arsenate'tan; monocarboxylate'lardan
acetate'in fumarate'dan fumarate'in propibnate'tan; dicar-
boxylate'lardan succinate ve adipate'in glutarate'dan doyma-
m1g dicarboxylate'lardan maleate'ain fumaric acid'den tri-
‘carboxylate'lardan citrate'in bitin diger maddelerden (EDTA
ve maleate dahil) & -aminomonocarboxylate‘lardan glycine'in
alanine'den ¢ -OH monocarboxylate'lardan glycolate?ln'ua—OH
butyrate'tan daha iyi aktivatdr olduklara bulunmugtur.
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Yukardaki Yecriibelere dayararak anyonlar iki zrup altinda
incelenebilir : a) Aktivatdrler, b) Inhibitdrler,

Aktivator Anvonlar.:

Aktivator anyonlarin sayisi ¢ok fazladir ve bunlarin enzim
izerine olan ebtkileri (Sekil 3 A) ile, citrate'in enzim Uzerine
olan etkisl Grnek olarak verilerek, grafiklenmigtir. Goruldugl
gibl optimum bir konsantrasyonda aktivasyon maximumdur, PBununla
ilgill kinetik parametreler (Tablo II) de verilmigtir.

Aktivatdr anyonlar, choline ve choline analoglar: igin,
optimum aktivasyonu veren konsantrasyonlarla, optimum ion kon-
santragyonundaki aktivasyon derecelerinin graflklenme51 ile
($ekil 4) elde edilmigbir. Optimum ion k&nsantrasyonundakl ak-
tivasyon derecesi kloe s / Kg terinmiyle; optimum aktivasyonu ve-
ren konsanbrasyon da K7_ 12 terimiyle ilgilidir ve bu sebepten
"medifier"'in enzime Szgiil bir mohalden baglandigana delil teg-
kil ederier

Citrate oxaloacetate ve bicarbonate haricindeki anyonla-
rin akbtivagyon dereceleri ylksek degildir, ayni zamanda optimum

aktivasyonu veren konsantrasyenlari da fizyolojik simirlarin di-

gindadir,

Citrate ve oxaloacetate yliksek pH'da da iyi birer akti-
vatordirler, fakat bu tesirleri bicarbonate kontaminasyonu ge-
bebiyle tatminkdr bir gekilde 8lciilemedi.

Sekil 4'de verilen yiksek pA defferlerinin diigiindirdigi
gibi, akbtivatdr anyonlarlh pek gofunun dissosiyasyon sabitleri
yviksektir (citrate ve oxaloacetabe haric). Bu sebepten bu
ikinei grup birlegikierle, enzim arasinda asncak non spesifik
bir "interaction" uwn varligi diisiniilebilir,
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Citrate haricindeki Krebs siklusu intermedierleri enzimi
aktive etmezler veya yﬁksek‘kpnsantrésydhiarlnda aktive e@ebilir—
ler. Bitiin bu bulgulardan citrate’in ve mubtemelen oxaloacetate-
1n enzimin spesifik "modifier"lar oldufu neticesine varilir.

Yiksek konsantrasyonda aktivasyonun tedricen azalmasgy,en-
zin lizerinde citrate’in baglanabilecefi én az iki yerin varligi-

na delildir., Bir tanesi anyonun diisiik kOnsantrasyonlarlnda bag-

landigr "allosteric" "modifier"” mahalili, ikincisi ise muhtemelen
yiksek konsantrasyonlarinda baglanabildigi aktif merkezdir,

Inhibitor Anyonlsr:

Fluoriir ve bazi « ~fydroxy Carboxylate'lar enzimin in-
hibitorleridir.({ekil 3 B) de Fluoriir ve lactate'in tesiri gra-
fik olarak gosterilmigtir. Bu grup birlegiklerin enzime baflan-~
masi ile ilgili 6zgﬁl'bir sabite elde edilemedi. Kinetik para-
metreler (Tablo II) de bulunan esitliklerden 11, ve 12. kademe-
lerin ihmal edilmesi ile hesaplandir. Bu tip anyonlar modifiye
enzimin maximal bhizinda biliyik bir azalmaya sebep olurlar,



~3%-

Sekil 3, Qegitli anyonik aktivatdr (Formate)
kongant rasyonlarlnda en21m hlZl yuzd651. Ordlnatta
hiz (en fazla gozlenen hiz yiiz kabul edllereh)
yuzde olarak u1¢d1r11m1$t1r. Ab51ste ige formate
kanaantrasyonunun.nagatlf logaritmasi 1§aretlenm1§tir;

% | ARTIVITE
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gekil 3 A, Anyonik aktivator konsantrasyonunun,
hidroliz hizina gore grafizlenmesi: Xontrol deney
sistemi 2.5 x 1072 M. BIC butyrate ihtiva eder.
Aktivatdrle yapilan deneylerde, ortama ¢egitli
konsantrasyonlarda sodium citrate ilfve edilmis
ve kontrol deneyi yardimiyla hesaplanan yiizde
hidroliz ile pA ( - log aktivatér konsantrasyonu)
grafiklenmigtir,

hH ]
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fekil 3 B. Anyonik inhibitor konsantrasyonunun
hidroliz hizina kargi gra;lklenm631. Kontrol de~
ney sistemi 2.5 x lO"5 M. BTC Butyrabe intiva eder,
Inhibitérle yapilan deneylerde ortama ¢egitli kon-
santrasyonlaxzda inhibitdr ilive edllmlstir. (&)
“1uorur (x) Lactate. Korntrol deneyl Jardlmlyla
hesaplanan yizde hidroliz ile pI (- log 1nh1bltor
konsantrasyoru) grafiklenmigtir,

S
/./
/

»]
o
"
-
~
it
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$ekil‘4. Bazi gnemli iyonlarla aktivasyon:
Kontrol deney sistemi 2,5 x 1072 ¥, BIO
EUfyrate ihtiva eder. Kontrol deneyiﬂ@en
yizde hidrbliz olarsk hesaplanan optimam.
ak%iva,‘syoxf derecesi, optimum al;tivasthﬁ
veren pA'ya @log aktivatdr konsantragyonu)
kargi grafiklenmigtir.

600 o s}
onalacetate bicarbonate
560
Q
citrate
L0
ol
T
w 0 eholine
) s 200 [+] succinate
H=1 phosphate
P>
iz
. 2
=
5
EDFA Q [+]
0 [+ kwto acetate
glutarate
]
formate chlaride
O tengun o progicrate
OICHAHN bmomid! °
Ic
o - ot chain
o
:
funarabe
mataty !
ArSHte
}
2 1 ¢

(OPTIMUM  pA )
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ISININ KATALITIE ARTIVITE 0ZERINE ETKISI:

Sekll S5'de gegitll "modifier" larin bulundufu bir ortamda
enzimin 45 C da 1sitilmasi ile elde edilen deney neticeleri gds-
terilmektedir, Ortama aktive edici konsantrasyonda choline veya
citrate ilAve edildifinde enzimin "native" geklini muhafaza et-
tigli, buna karglllk fluoriir veya inhibe edici konsantrasyonda
RO-2-0863 11ave edildiginde enzimin tamamen inaktive edildifi
gérildii. Enzim tpodifier" larain bulundufu bir ortamda 181511~
diginda higbir zaman rdesensitize"” edilemedi. Bu bulgu yukardan
ki deney sgartlarinda, enzim konformasyonunda 1isiya 18bil veya
gtabil bir degisikligin meydana geldigini gosterir.

Fnzim "modifier" siz bir ortamda pli= 5,9'da deionize su
veya sodiun butyrate ile 45°O'da 50 saat 1sitilarak "desensi-
tize" edilebildil Bu durumda enzim aktivitesinin 8 defa azal-
dagi bulundu (Sekil 5); (gekll 6)e

Beklenildigi gibi, citrate veya choline aktivasyonunun
15itilmys enzin rqununelerinde tedricen: azaldigr ve enzimin 45°¢
da 20 saat 151t11ma31 1lc tamameﬂ yok olaugu gozleAdl (qekil 6)

} leucalne 302-0865 veya yuksek konsantrasyonda‘ hallne
1lave edildiglnde, bu birlegikler, "desensitize” enzimi- com= . .
ipetltlve” olarak . 1nh1be ettiler.

"" "Desen51tlze" en21m1n Llneweaver—BurKe grafl&l (ﬁekil 7)
de glza.lmn.stir.= Bu da "desen51t1ze” en21m1n a91kga Mlchaeles-
Menten klneﬁlklerlne uydugunu gosterlr.”

Tnzin siibstrat veya aktivatdrleri: ile inkiibe- edlldiginﬁo
tekrar "resen31tlze" ‘edilememis ve tripsdin’ veyd ‘hyaluranidase
ile 1nkubasyon enzlmin desens“tlzasyonuna yol agamamlgtlr..ﬂ
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Sekil 5. Islnln en21m aktivitesi uzerlne etklsl.
1 mp g/ml protein konsantrasyonunda en21m 45°C da, 5 saat
sure ile su veya pH=5 9 10 §M sodlum butyrate 1qinde 81—
taimigtar. "Modlfier" 1lave edllen deneylerde, "modifler"
konsantrasyonlar: sodium CLtrate 3,3 x 10 ~3 N; chollne
butyrate 3,3, 10"3M- 3, 3.10 3 M pota531um fluorur 2xlO M;'
RO 2-0863 10 B M, Ismtma suresiﬂce tuplerden allnan numy -~
neler maximum aktmvasyon sartlarlnda ph=8 de ve optlmum
patass1um phosphate ihtiva eden bir ortanda, 10 ¥, BIC
ile aktivite baklmlndan test ed17m1§lerd1r.

yOZDE LK HIZLAR

2
g

ISITMA SORESI ( SAAT)
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Sekil 6, Isinin choline ve citrate aktivasyonu
{izerine etkisi: 1 mpug/ml protein Konsantrasyonunda
enzim 45°C de pH=5,9 , 1072 M. sodium butyrate iginde
'161tllml$t1r. Is1tma siiresince tiiplerden alinan numu-
neler aktivite bakimindan test edilmiglerdir.

(o) Ortamda siibstrattan bagka "modifier” yoktur.

(x) Ortam siibstrata 11aveten 3,3x10" =3 u, choline
butyrate ihtiva eder.

(4) Ortam siibstrata il8veten 3,3 x 107 ~3 1. sodium
citrate ihtiva eder.

v
3 U2ZBE LK ng

ISITMA SURESI (SAAT}
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Sekil 7. "Desensitize” enzimin kinetlk karakterieri.
Enzim preparati ( su igersinde 1 mug/ml nroteln konsantras--
yonunda) 45°C da 20 saat isitildi. Citrate tarafindan ak-
tive edilemedifi gozlendiglnde, sogutularah pE= 5,9'da ve
300”'da BTC butyrate hidrolizinin nlﬂetlklerl tesbit edildi,

Neticeler L;ngweaveranrke grafigi olarak verilmigtir.

(o) "Native" enzimi
(x) "Desen31tlze" en21m1 (Em=2 mM; Vm_l 3 mM/saat/mgr.
en51m)
gosterir.

¢|-‘
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Tablo I
SUBSTRATE HIDROLIZ! ILE 11111 CEGITLI KINETIX PARAMRTRELER

Ky, Ky vs. tekabiil eden denge quruplara igin mikroskopik dis-
sosiagyon sabitlerini gésterir ! o

1. E+Sz88 ; 2. E+B8z=28E; 3. ES+ S 888

' k Ke
4. SE + S==SES ; 5. ES —2=> E4P ; 6, SBS —Sy SE+P

= W « ¥ "'l

o Stbstratlar
Kinetik sabitler BTC Butyrate BC Butyrate

————— 4

(1) 10 10
(10 2,%x1077  5x1077
@) 8,6x10~% 72104
(1) 3,07t 1,4%1077

0,7 0,06

MR R
W -

o
e

kse, | 0,7 1,2
kgeq 7,65 - 25,0

¥ Mol / saat / gram enzim
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TABLO IT.
BAZI OWEMLI MODIFIZR'LARLA ILGILI, C¢EGITLI KIFETIK PARAMETRELER

Agagidaki yeni denge mﬁwﬂBHmHHA ) igin dej; X sabitleri mikroskopik denge sabitlerini

gosterir: ‘ WHO
7¢ B ME2ME ;3 8. ES + M2MES ; 9. L8 + B—rMNES ; MES > ME + P

L]

11, S8 + N=——=>SEM ; 12. ME + M_—>MEM

e pr s -1 - : 2 - - ::
v, = Mmeom\mH+Wmmom \mew+WHQmoma\WﬂN@b / mw+m\dmw+m \WHWw+Hmnp\wmﬂww+wqumwv+ mw\ﬁwu
4 - 7 : mH+H\EHh v
W.“_.H.ﬂm = ._..{N r@. H.N b
Modifie ﬁ‘. lar

-——— NC

. . . Kwarterner bwo&.mwwwwmwwHouw ‘ ﬁﬂﬁm?.bwwobwmw
finetlk Bablbler po 2.0863" Dibucaine™  Choline®  Fluorur  Chlorur Ci trate
z, (1) 2x10713 531078 2.5x1077  Gok biiyik™ ok biiyiilk  1.5x107F
Kg () 2.5x10712 5x10~9 3,310~ noow “ o 2.5%1077
To () 1.2x107%  9x107® 1.3x10°%  7x1078 102 1.7x10™4
mwwmgv 1.5x10™13 H.mxH01©. HOLP Sorsuz Sonsuz Cdk blipiik
Ky 5 () Qok biyiik Qok biiyiik 4x10~3 n " “oow
+ - .
Ity 08, 9.0 100 15 0.01 12.5 12,5

- —pwan - P et - e

x Siibstrat olarak BTC Butyrate kullanilda.
xx Silibstrat olarak BC Bubyrate kullanalda.
+ Hidroliz olan nol/saat/gram enzim

++ {(Cok blyiik) terimi 1072 1, un tizerindeki deferleri gisterir.
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SUBSTRAT HIERGLIZT ve MODIFLER'TARLA ILGILI KINETIK PARANETRE-
: LJRIN, GRATIK ME”ODLARLA H"“APLAJmASI ' ' )

Slibstrat ve "modifler"larlr kinetik davranlglarlna uygun
klnetlk egltllkler, grleden ve Ogst on(ll 15) taraflndan glkar—
tllmlgtlr.' Bununla beraber glmdlye kadar graflkle gozum igln
tekllf edllen, detayll blr yol yoktu.

Teeriibe netlcelerlnden gergeﬁ kinetik Jarametrelerln hesabl,
klnetlk evltllkleri kullanmak SdrEtljle, regresyon anali21 ve
computer qallgmalarl 11e Yapllaulllr. ba31 parametreler ise,
tecrube savtlarlnln ozel limit durumlarlnda, graflk metodlarla
hesanlanlr.

Tezin bu klsmlnda kinetik egitliklerin basit yaklaslklxk-,
larla anallzl, (TaHlo I) ve (Tablo II) de verllen 1net1k para-
metrelerln, graflk metodlarlu hesaplanma51 takdlm e&llecektir.

Bir "allosterlc" enzimin fonk51yonunu temsil eden bagllca
e$1tllﬂ10r agaglda gasterildlgl sekllde sematlze edllxr (Sema II);

y

S

2

N
WL

2

=
SN
RN

12

o
i

substrate

E = Inzin
i = lodifier cema 1T,

il



Kataliz hadisesinin tamamy, 9 tanesi reversibl olan 12
esitlikle izah edllﬂblllr. Herbir kademc igin mlkroskobik
dissosiasyon sabitl kn's k- ki dir. 5, &, 10 olarak numa-
rslanmig g irreversibl kademe { k sabitlerine bagli olarak)
tekabil eden komp;ekslerln iiriine dbniismesini temsil eder.

Biyik bir grup "alloster1c" ehzim icin siibstratain bagla-
nabilecegi en az iki yerin bulundugu tesbit edllml§ ve (%ema
II) bu gozleme dayanilarak hazirlanmigfir.

Eger "modifier” ile silbgtrat arasinda, yanl bakimindan
benzerlik varsa, "modifier" ‘glibstratin baglanma mahallerinden
birine, aksi halde spesifik "modlfler" baglanma mahalline bag-
lanir, Bu durun (Sena III) de gosterilmigbir. Umumiyetle Sy
6 ve 10 numarall reaksiyonlar igin hlzlar farklidir. Buna
bagli olarak: siibstrat aktivasyonu, "modifier" aktivasyonu
veya "modifier” inhibisyonu godzlenir.

ngllosteric™ enzimlerin katalizini, halen bilinen 8zel-
liklerine dayanaral, eén uygun ve en tatminkir gekilde (Gema
11) temsil eder,

Frieden ve Ugston tarafindan bu kataliz gemasina uygun
olarak ¢ikartilan kine¥ik egitlik gdyledir:
(FEgitlik ;2'
l+s/bK +3 /K1K3¢msCl[K2K11+1/K7A9)+m/K7(1+1/mK12)

vV =

Bu esitlikte:
. . U _ - -1 .

k ve K sabitlerinin relative oranina bagly olarak formile
uygun, birden fazlz egr{ vardar.
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Egitligin analizini basztlcqtlrme igin, egitlik baza
llmit garvlaria tahdit edilir:

1, Siibstrate ortamda meveut Lek "modifier" ise, biitlin
‘n terimleri kalkar. k ko, k6 ve Kl; ha, s K4 sa-
bltleri hesaplanlr.

2. Yukardakl sabitler egitlige konularak, "modifier™ in
enzmme bag lanmasm ve etﬁlsi 1le 115111 sabitler hesap-

1an1r.

Sﬁbstratln Modifier Oiarak Etkisi:

Slibstrat ortamda meveut tek "modifier® ise, (Bgitlik 1)
gu.ﬁekll alar. (Freiden taraflndan glkartllmlgtlr)

(Bgivlik 2):

5@ b KBB + kfe b52
‘Vo= 2
K1K5b + K5S + bs

Egitlife wuyan birden fazlae efri vardir. Bu sebeple bazi
yeklagiklaklar yvapilmalaidar,

a) Sibstrat aktivasyonu "obligatory" bir aktivasyon ise:
u halde (kSeo) terininin gok kiiglik veya sifir oldufu

LR ) . . ) » . - . ’ &S ¥
fapzedilir (k%eo - k580 ; b =1 buradan X, K, ) ve

(Egitlik 2) agafidaki basit gekle doniglr:

(Sgiblik 3):

v - ke.ee - : 2
o - e

k6eo / v, = 1+ K§/s + KlKB / < olur.

Pavamstreler, bu konkav egrinin (s) in limit degferlerinde
analizi ile hesapianlr (Sekil 8). Kigik (s) komsantrasyonla-
rinda alha/s terimi, biiyik (s) konsantrasyonlarinda ise K /s
terimi ihmal edilir ve ILineweaver-burke grafigi basit y:ax+b
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sekline ddniisiirs Burada x = “%_ veya X = _%_ dir. ZIEgim,
i1k hal igin KKy / k.Geo , S
ikinci hal igin K /k dir. Her iki halde egri ordinata

1/kce, noktasinda keser.

b\ Substrat aktlvasyonu "obllgatory" olmayan bir aktlvas"

von ise:
Bu halde egrinin anallzi daha zordur ve k6 / k5'> b
olarak tarif edilir ( k- E k5 olablllr)

Blr aktif mahalle ve bir de aktive edlci mahalle sah1p
en21mlerden bagka, iki aktif mahalie sahip enzimler de ayni
kinetik davranigi gosterlrlex.‘ Sadece kinetik delillerle,
bu iki muhtemel hal birbirinden ayirdedilemez.

Béyle bir aktivasyonds genel olarak kﬁ)'kE dir. PFakat
K, & Ky oldugunda kg { kg olsa dahi, aktivasyon gorilebiliw,

g ( l/v - l/k6e R 1/s ® gore graflklendlglnde,

| kg = O veya 90{ kuguk ve kéj}k ise, 11near-b1* dogru

~elde edilir. - Dogru ordinatl k§ / kee b noktasinda, absisi

—1/Kib noktasinda keser. X 2>K1 oldugunda, K, ve K hesap-
lanabilir. X (K, ise —1/K1b = 1/K, dir,

5) 0 ve 1: ( k ‘sldugn taktirde, yulkar: konkaV bir egri
elde cdlllr._ _ o | . . _
, k6‘/k5 = b‘.véya _Kl/Kg”< 10 olduéﬁn&é aktivaéyon gﬁrﬁlw
mez,

Butun bu Szel haller Friedea taraflqdan 1ncelenmigt1r.

>>O ve k6>fk ise egrl a§agl konkavdlr ve genel olarak
"obllgatory" olmayan giibstrat aLtlvasyon egrlsinl temsil eder.
Egriye a2it parametreler determinant yoluyla gbzilebilirse de,
fazla . zaman’ kayblna yol agar.(§ekil 9) da bu +ip bir aktivas-
you. egrlsl verilmekte ve parametrelerl tayin igin yeni: bip ..
grafik metod takdlm edllmektedlr.:_
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Sekil 8. ";Obliga_tory" sﬁbstra.te aktivasyonunda
Lineweaver-Burke egrisi. |

% biyik {5 kicik ) ise

A

+ K5 » sl ve Vo3 ViKs
WR\%{; ey veyd g:-K“vKl xz
¥ kacok (8 biyik ) ise

v M Ks4Vs ey gt
5 R VAV

O K,Ks
Egim =

300
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Sekil 9. "Obligatory" olmayan siibstnat aktivasyon‘
egrisi ve bununla ilgili parametreleri tayin igin

teklif edilen yeni bir grafik metod.

‘4(9) y=(KiKy bx?+ K,x+b}/(\4bK,x+Vh) &::::::
m s tan @ (2K, K, berKy-VyKsby ) /(KW bes Vb)

s=b VLV ve K8

x
<

" Wik tan @'z YoM
% N
,{_*Ki:_q&b-v:‘"‘—’

Egim= K,/v,

S —

A ek
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U nal
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Modifier'in Etkisi:

Daha evvel, ortamda siibstrat ve “modifiﬂr"'buiunduguﬁ&a,
allosterik bir enz1m1n kataliz mekanlzma31 gematlze edllmlg
(Sema 2) ve bunms uygun kinetik esgitlik ver11m1@t1 (Bgitlikx 1).
Bu egitlik iki degisken ihtiva eder: siibstrat ve "modifier”,

"iodifier” 1n enzimatilk katalize olan etkisini iﬁéeleyem
bilmek ve ilgili parametreleri hesapliyabiluek ig¢in: sitbstrat
konsantrasyonu sabit tutulur ve deneyler gegitli "modifier” kon-
santrasyonlarainda tekrarlanir.

a) "odifier" yapr bakimindan siibstrata benziyorsa: bu
tekdirde diisiik konsantrasyonlarinda bir "allosteric" aktiva-
tor, yiksek konSantrésybnlaflnda ise BEM ve MEN (dead-end)
komplekslerinin tegekkiili sebebiyle bir inhibitér olarak rol
oynar (Jekil 10),

 Dikkatli bir galigma ile kritik m', n' konsantrasyonlari;

yiksek "modifier" konsantrasyonunda 1/v ve m arasindaki linealr

baginti ve difer kinetik parametrcler (Hekil 10)da mbsterildigi
gekilde grafik metodla hesaplanabilir.

b) "kodifier” :ile siibetrat arasinda yapl bakimindan benzer-—
1ik yoksa: Kinetik parametrelerin hesaplanmasinda agagidaki
egitlik kullanilar:

(Bsitlik 4)

5@ S /Kl + Lﬁe 8 / Kl 3 * ky e 50 / K2“9
1+ .e‘./’oK:L + 5 /I&l 3+ ms(l/K,? 9+ZI./3K,7)

vV o=

(8) sabit ve m 3 s oldufunda egitlik:

vE kloeo/ (1+K9/5) seklini alir,

(kloeo) teriminin absolii degerire bagli olarak, "modifier"
1in yliksek konsantrasyonlarinda, aktivasyon veya inhibisyon gdz-~
lenir (Sekxil 11) ve hiz bir maximum veya bir minimum deger igin
sabit kalir.
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Gesitli, fakat sabit (s8) konsantrasyonlarinda, deneyler
tekrarlanir ve her (s) komsantrasyonuna tekabiil eden maximum
ve minimum degerler tesbit edilir (l/v) (max, veya min. ) {1/8)e
gbre grafiklendiginde Y?, Ve klo degerlerl hesaplanabilir,

¢) "Modifier" bir inhibitdr olarak rol OYNUFOrsa:

Yilksek "modifier" konsantrasyenlarinda gabit bir (v)
degerl elde edllemez ve hiz sifira yaklagir. Buradan (kloe )]
teriminin gok kugun degerler aldiffr ve hattd sifira yaklastiga
‘neticesi ¢ikartilar, Hiz egitligfi:

(Bgitlik 5):

5e°s / Ky + kGe / 31_5
1+8/bK, +8°/K, K, +@s(1/K7K9¢1/32K11+1/s Ko)+1/Eoky 5

VvV =

(8) sabit ve m))s olduZunda:
- 2 l . . ‘

(kBeos/hl+kseos /KlKB)(l/vul/vb)ams(l/K7K9+l/sK7+1/K2Kll)+1/K?K12

seklini alar,

Sabit (s) ve defigen (m) konsantrasyonlarinda:

(k5e s/Kl+k6e 8 /th )(l/v—l/vo, degerleri (ms) e karsi gra-—
fiklenirse, ordinat: (1/K?K12) noktasinda kesen ve egimi
(1/%, Kg + 1/8 K7+1/K2 11) olan bir efri elde edilir. Deney-
lerin gesitli, fakat sabit (s) konsantrasyonlarinda tekrar-
lanmasi ve ayni sekllde graf1kleame81 ile L7, K 12 hesaplana~
bilir. Eger "modlfler" ve siibstrat arasinda yapi benzerlifi
yoksa Ky, ve Ky P (soasuz) degere esit olacagindan K9
degeri bulunabilir (Sekll 12). :
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Gekil 10, Yapr bakimindan substrata benzeyen "modlf:.er“ |
konsan'brasyonuna bagll hig egrlsl ve bununla 11g111 para-
metxfelerzg tayin igin teklif edilen yeni bir grafik metod.

=k
™= "0 %0

Y V-t:‘|+K_9 ‘|+_K7_
Y[ m s ( KzKﬂ)

VK K KK)’

e
MODIFIER KONSANTRASYONU
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Sekil 11, Yapi bakimindan siibstrata benzemeyen
"modifier™ konsantrasyonuna bagli hiz egrisi.

< Egimden K, degerleri hesaplanir

Kontrol hizi

— Egimden K, dederleri hesaplanir
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Sekil 12. Bir inhibitér olarak rol oynayan "modifier”
konsantrasyonuna bagli hiz egrisi.

HIZ

Kontrol iz

K, ve K _dederleri
7
" hesaplanr

MODIFIER KONSANTRASYONU




TARTISMA

Pseudocholinesterase'in sﬁbstratlajzﬁa kargi gosterdigi
kinetik davranis ve siibstratlari tarafindan aktive edilebil-
mesi, enzimin "allosteric" bir protein olmasi ile izah edile-
bilir. Bu izah,‘enzimin 151 ile desensitizasyonu ve enzim ilize~
rinde bazi “modifier"‘lafiﬁ'baglanabileceéi ayri mahallerin
tesbiti ile kuvvetlenmigtir.

(1%) ve natsd pseudo-
cholinesterase'in siihstrat inhibisyonu gostermesi ile
ilgili negriyatlar vardar ve bu inhibisyon ayni aktif mahalde
siibstrat molekiillerinin "competitive” inhibisyonu geklinde ta-

Bununla beraber cheolinesterase'larin
(6,14)

rif edilmigtir.

Bﬁlﬁmﬁmﬁzdé; tezde tarif edilen deney sartlarinda pH2? de
ve yliksek ionik kuvvete sahip bir ortamda, ayn:i enzim prepara-
tinin kullamilmasi ile siibstrat inhibisyonu'gﬁzlenmigtir(g .
Bu nebice tezde bakdim edilen meanizmayi tekzip e¢imez, yuksek
siibstrat konsantrasyonunda "competitive" silibstrat inhibisyonu-

nun gorilmesi beklenen bir neticedir,

Ayma deney sartlarinda yikscek konsantrasyonda "modifier’
ihtiva eden ve yliksek pH dolayisiyle HCO% ile kontamine olmusg
bir ortamda, diigik siibstrat konsantrasyonunds gdzlenen "allos-
teric" davranigin yok olmasi beklenir. Du sebepten de enzim,
gimdiye kadar "allosteric" bir protein olarak tarif edilememig-
tir.

Gesitli "modifier' larla yapilan deneyler, enzim iizerinde
aktif merker disinda "modifier' in bajlanabilecefi mahallerin
bulunduguna delil tegkil eder. Gergekten de bu birlegiklerin
enzim lzerinde ayri bir mehalle baglanmasi sebebiyle, hidroliz
daha biylk bir maximal hizla Qereyan‘éder (siibstrat igin: Tab-

lo I'deki kge  degeri, "modifier" lar igin Tablo II'deki
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kyne, degeri). Konsantrasyonun artmasi ise, bu birlcgiklerin
aktif mahalle baglanm xlary ile "competltive" inhibisyona sebep
olur (Sekil 1 B ; $ek11 2).

Cholin dibucaine ve R 02-0863. i¢in tesbit edilen dissosi-
asyon sabitleri, sﬁbstrat igin ayn: anlamda tesbit edilén sa-
bitler kadar veya deha ufaktir (K7,K8 Tablo II; K,, K5 Tablo I).
Bu bulgu da bu birlegiklerin enszim yuzeylne EDeSlflk olarak
baglandigini telkin eder, Ancak bu birlegiklerle veya siibstrat-
1a bir defa baglanmig blr enzim kompleksine, ayni blrleglklerln
ikinei bir defa baglanmasi (SE ve ME komplekslerine Jook daha bii~
yik Ky, ve Ky, (Tablo II) deferlerinin igaret ettigi gibi, daha
zor cereyan etmektedir. Takdim edilen kinetik bulgular aktif
mahal digindaki baglanma alanlarinin adet ve kimyasal yapiszx
hakizanda bilgi vermemektedir. o ‘ )

Anyonlarla yapilan qallgmalarda ise, aktivavdr grdbunun
carboxyl gruplu birlesikler icin,

R - (===

"‘\O

gukllnde olmasi geregl ortaya gikmig Ve agagldakl neticeler
elde 6dllml$tlr

a) K grubuanun (OH) olmasgi halinde enzim siddetle aktive
edilir, fokat maximumn aktiviteye ancak yiksek konsantrasyon-
larda erigilir. Buna mukabil R grubunun (H) olmasi ile (format)
gok kiigiik konsantrasyonlarda dahi iyi bir aktivite elde ebmek
miinkiindir.  R'in (-CHz) olmasi halinde ise dahs iyi bir akti-
vasyon meydana gelir,

Biitlin bunlardan allosterik aktivatdr mehallinin gok Xiigiik
bir mahal olmasa neticesi ¢ikar. Zira R'in ethyl propil,butyril
veleril radiksleri, veya daill alifatik zincirler halinde bijyl~
mesl carboxylatin etkisiz olmasina yol agmaktadir,
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b) Enzimin iki gekli vardlrgg), Carboxylate'lar bunlardan
ancak aktif sekle baglenabilir. Bu baglanma mahallinin Szelligi:
Halojenler ve bilitin kiglk anyonlarin igeriye 31§abilecegi bir
biiyiklikte olmasldlr. Bu sebeple halbjeﬂler ve biitin kigik an-
yonlar aktivatdrdirler., Enzimin kinetikleri incelendifinde, bu
grup birlegiklerin birbirlerine additive(9) olarak etkiledikleri
poriilmigtiir. Halojenler igerisinde en elektrogenatif olam (F)
bu konuda tek igbisnayi tegkil eder. Zira (F) ayni mahalle en-
zim inaktif sekildeyken de sifabilir ve enzimi inaktif sekilde
tutarak inhibitor etkisi gisterebilir,

¢) Eger yukerida belirtildigi gibi R-CH,~CZC ;- grubu
molekiilde birkag defa tekrarlaniyorsa aktivatdr etkisi fazla-
lagir. Pakat, tekrarlanan initeler birbirleri etrafinda ser-
best rotasyon arzediyoriaréa, (succinate) veya R grubu biiyik
bir grupsa ( = -keto glutarat) etki azalir.

Carboxyl gruplari birbirlerire gére trans durumunda iseler
enzin iizerine higbir etkileri yoktur (Tymarate)., Ayni birlegi-
gin cis konfiglirasyonunda (Maleat) olan sekli ise enzimi akti-
vatdr olarak etkiler,

Muhtemelen etkinin cis konfigilrasyonundaki carboxylate
grubunun sayisina gére artbtigl sdylenebilir.

d) Yan o -sibstitiisyonlar ( =< -Hydroxy, o -keto ve
o ~Amino carboxylate'lar), yukarda izah edildipi gekilde
carboxylate'in baglanma mahalline sigmasins engel olmak sure-
tiyle aktivasyon etkisini azaltairlar.

e) Oxalo acetate cis yapisinda olmas: sebebiyle difer
vitiin kete asitlerin aksine kuvvetli bir aktivasyon gosterir.

£) Kelow'a gire enzimin akbivitesi yani Vs siibstratin
anyonik kismindaki carboxyl yan zincirinin uzamasi ille artar
Ve Km azalir. O halde burada bulunan bulgular bu diginceyle
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karsxlastlrlllrlarsa enzimln uzerlnde substratln an;onlh klsma
baglandigy mahal diginda dzgil bir aktlvator ‘sahasi vardlr Ve’
ufak molekiillerin carboxylate, phosphate, halojen vs, nin S18~
masy. ile aktivasyon bagsarilabilmektedir, ”

g) Genelllkle aktlvatorlerln etklsl q1fﬁt1r. Gok yﬁksek
konsantraayonda 1nh1b1tor etkisi gosteleler, Bunun sebeb1 de
gok yuiksek konsantra syonda substratln pargalandlgl anyonik ma-—
halde, aktivatérler;n siibstrata rekabet gostermelerldir.

Yapilan qallsmalardan, ciﬁfgte, oxaloacetate ve bicarbo-
nate'in diigik konsantrasypnlarlndaLenzimin en kuvvetii aktiva-
torleri oldugu, yiksek konsantrasyonlarinda ise enzimi inhibe
ettikleri neticesi gakartilar,

Citrate aktivasyonu”enteréséndlr. Bu anyonun digérf“ﬁi~
losteric" enzimlere, phospnofruktoklnase a(lﬁ‘ ve AcétﬁiSGoA'
Carboxylase' a(16) "modifier" olarak etklledlgl rapor edllmlstlr. 
Tez qallsma51 ile elde ediler ve PCE nin optlmum axt1Va3jonuna
itekébul eden citrate konsantrasyonu, AcetylSCoA carboxylase en—
1z1m1 1an Verilen deéere aynen uymaktadlr."m‘ ‘

Vukarlda vartigildygy gibi, difer Krebs Siklusu intermedier
leri, enzime tesir etmezler veya ok yuksek konsantrasyonlarlnda
aktlvasyona seben olurlar ($ek11 4). . e

‘ OZelllkle cltrate iqin bulunau d1s5051asyon sabltlerlnlnl
:(K7K8 Tablo. 11) . kligiik olmasina mukabil, bu sabltler diger an-
yonlar i¢in ¢ok buyuktur.

Blcarbonate en21m1n en kuvvetll ahtlvatorudar. 20—30 M
*serum konsantrasyonuna tekaoul eden konsantrasyonda enzim ak-
tlvmte51n1 Zedt mlSll arttxrmaslna ‘rogmen, dzel blr bapglanma
;Sabltl vermez.u '
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Butun bu- bulgularln fizyoloalk anlami blllnmﬁﬁukt@dlro
Bununla beraber citrate 10 aktive edlci tesiri ve gegitli de-
 natiiran aganlara kargl engimleri ! oruyucu etklsl, diger c%ol§n~

17

esterase lar igin, purlflye sxnlr nucre31 chollnesterase b
ve er1trosmt cholinesterase 1(18> 1@ in gosterllmlstir.

Fluorir ve lactate'in etkisi gimdiye kadar tartlellan
birleﬂlklerden gok farkladar ve sadece 1nh1blsyona sebep olur-
lar. Lactqte in etkl etm851ne makabil pyruvate in etkisiz
olusu, ve gene glycolate've c{-@gﬂroxybutyrate in gok az et~
kide bulunugu; 1actate in enzzm akt1V1t651n1n tanziminde ozel
bir roly oldugunu telkln etmektedlr. Ancak bu bulgunun leYO“
lojik ehemmlyetl aq1k deglldlr. '

Enzim 4500 a kadar 1sataldifanda, aktlve edlcl "modifiexr™
konsantrasyonlarlnda enzlmln "natlve karakterlerl deblgmez.
Fakat inhibe’ ed1c1 konsantrasyonda "modlfler” ilavesi ile en-
zim derhal ve 1rrever61bl olarak inaktive olur, "Modifier®
ihtlva etmeyen blr ortamda ise enzim “desen51tlze" ed11eb111r.

Yukardakl.bulgulardan enz1m izerinde. spe51f1¢ ‘modifier”
baglanma mahallerlnln varllgl ve ”modlfler” tarafladan bagla-
‘nan enzimin, . molekuler yaplSLnda deglglklerln meydanu gelalgl
netice31 glkartllabilir. |

Bununla beraber, tezde tartlsllan gu$ltll birlegiklerin
hareket mekanlzma51nlﬂ ve baglx enzlmde meydana gelen Yyeapi
deglslkllglnln aydlnlatllma81, ilerlde yanllacaK 1121ko~k1myasal
gallgmalarla miimkiin olablllr.
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SOZLUK ;.

rat ve urunle yaplca benzerllk gostermeyem blrleglkler tarafin-
dan etkllenun (heterotroplc etkller) ve dalma siubstratlary ta-
rafindan aktlve edilen (homotropic etki) enzimlerdir. Bu etkiler
alctivatdr (cooperative) veya inhibitdr (antagonistic) olarak tas-
nif edilebilir. Sibstrat daima cooperafive homotropip etkiye

yol agar. Allosteric enzimler biokimyanin gergek irreversibl
enzimleridir ve genellikle yer almlg,olduklarllﬁetabolik yolun
hizini tayin ederler, ' |

Competitive inhibisyon: Slibstrata yapi bakimindan benzeyen
molekiillerin, aktif merkezde, substrat yerine baglanarak, urun
vermeyen bir kompleks meydana getlrmelerldir.

Cooperative-homotropic etki: Substratin, allosteric bir en-
zimin inakbtif gekline baglanmasi ile, enzimin aktif wve dolayl—
siyle daha fazla iriin veren gekle donigmesidir..

Desensitize enzim: Allesteric bir enzimin isi veya kimya-
sal etkenlerle, allogteric 62ellifini kaybederek ilichaeles-
¥enten klnetlklerlul gosterm951d1r. Bu arada engim lizerinde
meveut heterptraplc cqoperatlve gtkiler kaybolur, '

Modifier: Allosteric bir enzime baglanarsk, enzimin yapi-
sinda, dolayisiyle artif merkezin konfigﬁrasyonunda ve enzimin
katalitik,0zelliginde degigiklil:lere yol agan; genellikle kimya-
sal yaplsi‘sﬁbstrat ve iirlinden Tarkli, kiigik moiekﬁllerdir.

Native enzim: Yapisi ve kinetik karakteri bakimindan, fiz-
yolojik in vivo dzelliklerini muhafaza eden enzim.

"Obligatory activation": Efer modifier veya slbstrat tara-
fandan husule getirilen kimyasal defisikligin sonunda gbzlenen
"hiz, bu tip'birlegikler‘mevcut olmadan (veya kiiglik sﬁbstrat

-----

aktlvasyoa ”obllgatory actlvatlon" olarak tanlmlanlr,
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Interaction: Allosteric bir enzinmde, sﬁbstr&t'%eya modifier—
in aktif merkez dlslndaki-spesifik mahalle baglanmasi ile aktif
merkeze siibstratin veya modifier’in baglanma dzelliklerinin de-
gismesidir, |

Resensitize enzim: Ailosteric'ﬁzelligini kaybetmig bir
enzimin bir modifier, fiziko-kimyasal bir etken veya bagka bir
etken tarafindan allosteric Ozelligini tekrar kazanmasadar.
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