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Psodokolinesteraz (PKE) (asilkolin asilhidrolaz EC 3.1.1.8) basli-
ca serum, karacider, ince barsak ve kaipte bulunur. Serum proteinlerinin

% 0.1'"ini olusturur.
Enzim asagida verilen tepkimeyi katalize eder (1) :

0 0
I i
R-C~-0R" + HZO ——> R-C-0H + R'OH

Molekiildeki R'genel olarak kolin kalintisidir; R , asetil, propio-

nil, bltiril ya da benzbi] olabilir.

Enzimin, kolin iceren siibstratlara afinitesi daha fazla olmakla be-

raber, diger esterlerin hidrolizini de katalize ettigi bilinmektedir.-

PKE'nin fizyolojik gorevi tam olarak anlasilamamistir. Bununla bera-
ber, tzellikle 1950'1erden bu yana, ameliyatlarda kas gevseticisi olarak
kullanilan suksinilkolin (2) ve lokal anestezide kullanilan prokain ve

tlrevlierinin metabolizmasinda Gnemli rol oynad1§l bilinmektedir (3,4).

Enzimin genetik kontrolu iki lokusta yer alan allelik genler tara-
findan yapilir (5). E1 lTokusu i¢in, E?, E?, Ei, E?, E?, E?, E%, E% genle-

ri; E, lokusu icin ise, Eé ve EE genleri tariflenmistir.

E# normal {usual), E? atipik PKE genlerini gdsterir ve E? E# genoti-

pinin siklidinin % 96-98 kadar oldudu rapor edilmistir.



E? ve E? genleri ise sessiz (silent) genlerdir ve homozigot olarak
sessiz genlere sahip varyantlarda serum PKE aktivitesinin, kullanilan
substrata bagl1 olarak son derece disiik ya da tamamen eksik oldugu sap-

tanmistir (5,6).
E, geni, E, lokusu icin normal geni olusturmaktadir.

Enzimin eksikliginde ya da atipik PKE genine sahip bireylerde, ame-
liyatlarda verilen siiksinilkolinin hidrolize edilememesine badli olarak
uzayan paralizi ve olimle sonuglanabilen apne goriilebilir. Bu nedenle PKE
varyantlarini ve izozimlerini kolaylikla saptayabilecek yontemler gelis-

tirilmistir (7-10).

Son yi1llarda, serumda hiper-kolinesteraz aktivitesine sahip bir var-
yanttan elde edilen PKE izoziminin de baz1 ©zellikleri saptanarak, rapor

edilmistir (11).

Klinikte PKE serum seviyesi, organofosfat iceren insektisit zehir-
lenmelerinde bir belirtec olarak kullanilmakta (12); mide, bobrek ve akci-

ger kanserlerinin teshisinde de yardimci olabilecedi ileri siiriilmektedir (1).

Enzim i1k olarak insan plazmasindan Surgenor {13) tarafindan alkol

coktirmesi ve amonyum sulfat kesitlemesi iTe 3500 kez saflastirildi.

Bolumlmiizde yapilan calismalarla da PKE, insan plazmasindan 10 000

kez saflastirilarak kristallendirildi (14).

Son yi1llarda enzimin saflastiriIimasinda afinite kromatografisi yon-

temi kullanilmaktadir {15,16).

Cesitli gruplar tarafindan yiiritilen molekiil agirlig1 ve alt birim



calismalary farklir sonuclar vermistir.

Boutin ve Brodeur {17) PKE'nin, moTekil agiriigr 86 000 olan alt
birimlerin agregasyonu ile olustudunu, serumdaki agregat1ér1n bliylik kis-"

minin ise tetramerik bir yap1 gGsterdigini ileri siirdiiler.

Muensch ve arkadaslart (18) ise insan serum PKE'sinin molekiil agir-

117d1nin yaklastk olarak 340 000 oldufunu buldular.

Sedimentasyon ve difflizyon calismalarina dayanan bir yontemie Tezcan
(19), enzimin molekiil agirligini 310 000 olarak hesapladi. Bir baska ¢a-
lismada da, ayn1 arastirmaci tarafindan, Sephadex G-200 jel elemesi yonte-
miyle, PKE'nin molekiil agirligr 300 000 + 16 000 olarak saptandi ve %1
sodyum dodesil siilfat iceren ortamda inkiibe edilerek, % 10'1uk poliakrila-
mid jel elektroforezine uygulandiginda 150 000 + 12 000 molekiil agirligin-

da alt birimlere ayri11d1§1 gosterildi (20).

Lockridge ve arkadaslari (21) enzimin 340 000 molekiil agirliginda
tetramerik bir yapiya sahip oldugunu; enzimin, % 1 sodyum dodesil siiifat-
Ta inkiibasyonundan sonra 180 000 moTekll adirlidindaki alt birimlere, % 1
sodyum dodesil slilfat ve 40 mM ditiyotreitol ile inkiibasyondan sonra ise,

90 000 molekiil agirlidindaki alt birimiere ayristigini gosterdiler.

Aynt arastirmaci grubu (22), insan serum PKE'sini pepsin ile hidro-
1itik olarak parcaladiktan sonra, peptitleri yiiksek basin¢l1 sivi kromato-
grafisi teknigi ile saf1ast1rd1]ar ve amino asit dizilerini saptadilar.
Calismanin sonunda, 574 amino asitten olusan herbir altbirimin, Cys 65 -
Cys 92, Cys 252 - Cys 263 ve Cys 400 - Cys 519 arasinda olmak lizere, iic
adet zincir i¢i disliifit kOprisiine sahip oldujunu; iki alt birimdeki Cys

571'1erin ise zincirler arast disiilfit kopriisii yaptigini buldular.



Sonu¢ olarak, yapilan molekiil agirligr ve alt birim ¢alismalarin-
dan PKE'nin, en az dort alt birimden olustugu ve bu alt birimlerin iki-

ser, ikiser distilfit badi ile badli oldugu sOylenebilir.

Aktif merkez sayisini saptamak ic¢in yapilan calismalarda, Muensch ve
arkadaslari: (18) 8000 kez saflastirdiklari enzim drnedinde P32 ile isaret-
11 diizopropilfluoro_fosfat iceren ortamda yapilan denge dializi calisma-
lar1 sonunda, dort alt birim i¢in iki diizopropilfluorofosfat baglama bol-

gesi saptadilar.

Lockridge ve LaDu (23) ise, fluoresan bir bilesik : N-metil-(7-
dimetilkarbamoksi) quinolonium iyodiir kullanarak normal ve atipik.serum
PKE varyantliarindan elde edilen enzim drnekleri ig¢in, dort alt birim basi-

na dort aktif merkezin varligini gosterdiler.

1950'1erde Wilson ve Bergmann (24), yapica PKE'ye benzeyen asetil-
kolinesterazin aktif merkezinin anyonik ve esteratik bolge olmak iizere iki
kisimdan olustudunu ileri sirmislerdi. Daha sonralari, y5p11an aktif mer-
kez isaretlemesi calismalari ile, esteratik bolgede bir histidin ve serin
amino asidinin varii§1 saptandi. Anyonik bolgede de bir glutamik asidin

bulundugu disliniilmektedir (5).

Lockridge ve LaDu (25) normal, atipik ve sessiz PKE izozimlerinde,
aktif merkezdeki serini tritium i¢eren diizopropilfluorofosfatia isaret-
leyip, tripsinle muamele ettiler ve triptik peptitleri yiiksek basin¢l1 st~
v1 kromatografisi ile ayirarak amino asit dizisini saptadilar. Normal izo-
zim i¢in, 29 amino asitlik triptik peptitte amino asit dizisi asafjidaki

gibi bulunmustur :



- Ser - Val - Thr - Leu - Phe -~ Gly - Glu - Ser - Ala - Gly - Ala -
Ala - Ser -~ Val - Ser - Leu - His - Leu - Leu - Ser - Pro ~ Gly - Ser -

His - Leu - Leu - Phe - Tﬁr - Arg -

Burada -N- ucundan itibaren 8. siradaki serin, esteratik bolgede

kataiizden sorumlu olan amino asittir.

Atipik genotip i¢in 22, sessiz genotip icin ise 8 amino asitlik bir

dizinin normale uydugu gosterildi.

Daha sonra, Lockridge ve arkadaslari (26) insan serum PKE'sinin tim
amino asit dizisini Edman degredasyonu ile saptadilar ve enzimin herbir
alt biriminin 574 amino asit icerdigini; enzimin % 20'sini olusturan sia-
1ik asit gruplarinin (5)-bu dizide yer alan 9 asparajine baglandigini ve
aktif merkezdeki serinin N- ucundan itibaren 198. amino asidi olusturdu-

dunu buldular.

Beyin PKE'si ile yapilan klonlama calismalari da, saptanan 1722 baz
¢iftine sahip s1ranin insan serum enzimi icin bulunan 574 amino asidin si-

rasina uygun oldudunu gosterdi (27).

Yapi1lan dider klonlama calismalart sonunda, insan serum PKE'sinin
aktif merkezindeki amino asit dizisi ile Torpedo balidindan elde edilen
asetilkolinesterazin aktif merkezi arasinda biiyuk bir benzerlik oldugu
ortaya ¢ikarti11d1 (28). Elde edilen sonug evallisyonda, kolinesterazlarin
bu bolgesinin korundugunu gdstermekte ve bilinmemekle beraber, serum PKE'-

sinin onemii bir rolu oldudunu diistindiirmektedir.

PKE'nin kinetik davranisinin, kullanilan substratlara badli olarak

de§istigi gbsterildi. Benzoilkolin, biitiriltiokolin gibi stibstratlarla



yapilan calismalarda, v ye karsilik (s) dederleri grafiklendiginde, enzi-
min davranisinin Michaelis-Menten kinetidine uymadigy yiiksek substrat kon-

santrasyonlarinda siibstrat aktivasyonu gosterdigi saptandi (2).

Bolumimiizde yapilan calismalarla da, insan plazmasindan saflastiri-
lan enzimin allosterik bir davranisa sahip oldudu gbsterilerek, inhibitor
ve aktivatorleri tarif edildi (29). Karboksil gruplar1 "sis" durumunda
olan polikarboksilatiarin enzimin en kuvvetli aktivatdrleri oldudu bulun-

du (30).

Dedisik siibstratlar kullanilarak, yapilan pH calismalary ile, PKE'-
nin aktif merkezindeki gruplarin pK, dederleri saptanmaga calis11d1 ve
pKa'st 6.0-7.0 arasinda de§isen bir grubun, difer bir deyisle histidin
amino astdine ait imidazol grubunun aktiviteden sorumlu oldugu gbsteril-

di (5).

Yapilan temperatir ¢calismalarinda, King ve Morgan {31) tarafindan
temperatiiriin serum kolinesteraz genotiplerine olan etkisi incelendi ve
slibstrat olarak benzoiltkolin kullanildiginda optimum temperatiiriin E? E?

U EY qcin ise 50-519C oldugu bulundy.

genotipi icin 32-35°C, B E

Yapilan dider arastirmalarda da sibstrat olarak oznitrofenilbiiti-
rat kuilanilarak Arrhenius grafigi ¢izildiginde, 1s1yla indiklenen konfor-
masyon defismesine bagli olarak 21°C*da, dogruda bir kiriTma oldudu sap-
tand1 ve ayrica basincin enzimin kinetik davranisi lzerine olan etkisi
incelendi (32,33). Buna karsilik sican beyni kapillerinden elde edilen

PKE i¢in Arrhenius grafidinin monofazik oldudu saptandr (34).

Bununla beraber, klinik biyokimya alaninda ya da molekiiler diizeyde
yapilan tim arastirmalara ragmen, insan serum PKE'sinin gercek fizyolojik

gorevi bilinmemektedir.



AM A ¢

Sunulan tezdeki calismalar lc¢ kisim altinda toplanabilir :

a) PKE'nin kinetik sabitlerinin ve kinetik davranisinin saptanmasi.

b) PKE'deki prototropik gruplarin pH ve temperatiir calismalari ile

saptanmast.

c) PKE'nin Tokal anestezide kullanilan mepivakain ve sitanest tara-

findan inhibisyonu ve inhibisyon tipinin saptanmas:.

Arastirmanin amaci, elde edilen bulguTardan PKE'nin tepkime mekaniz-

masina aciklik getirmede calismaktir.



GEREC ve YUNTEMNLER

Gerecler

Calismada kullanilan bilesikler kimyasal olarak saftir.

Protein standardr olarak kullanilan si1d1r serum albumini, Armour
Pharmaceutical Firmasi'ndan; N-(2-metilfenil)-2-(propilamino}-propanamid
(Sitanest), Astra Chemicals Firmasi'ndan; insan plazma kolinesterazi (PKE),
blitiriltiyokolin (BTK) ve 5,5'-ditiyo-bis-(2-nitrobenzoik asit) (DTNB),
Boehringar Firmasi‘ndan; fosfat tamponlarinin (KP04) hazirlanmasinda kul-
lanilan asit ve tuzlar, British Drug Houses Firmasi'ndan; 3-(N-morfolino)
propansulfonik asit (MOPS), Sigma Firmasi‘'ndan ve N-(2,6-dimetilfenil)-1-
metil-2-piperidin karboksamid hidrokloriir {mepivakain), Woelm Pharma Fir-

masi1'ndan saglanmistir.

Calismada sunuian kinetik deneylerin timi Vitatron SPS spektrofoto-

metresinde yapi1imistir.

Yontemler

PKE Aktivitesi Tayini : Ellman ve arkadaslari (35} tarafindan Oneri-
len yontem degdistirilerek uygulandi. Yontem, slbstrat olarak kullanidan
bir tiyokolin esterinden PKE etkisiyle a¢i1da ¢ikan tiyokolin miktarinin

saptanmasina dayanir,

Calismada tiyokolin esteri olarak BTK kullanildi.



Tepkime asadidaki sekilde verilebilir

0 3 |
4
CHy - (CHp)y - C =S - CHy - CHy = N - CHy + Hy 0—
biitiriltiyokalin CH,
CH,
) [ 2o+
CHy = (CH,)y = C = OH + HS - CH, - CH, - N - CH,
biitirik asit tiyokolin M3
Olusan tiyokolin DTNB ile tepkimeye girer
S_.5 CH,
NO+ HS - CH, - CHy = N & CH, ——
0,N 2" 2 27 3
OCH COOH CH,
DTNB tiyokolin
CH
i3,
S =S~ CHy - CH, - § - CHy + HS "
0,N CH, 2
00H COOH

2-nitro 5-tiyobenzoik asit

Enzim aktivitesi, DTNB'nin indirgenmesiyle olusan sari renkli 5-tiyo
2-nitrobenzoik asit miktarinin 412 nm'de spektrofotometrik o]érak olclil-
mesi ile tayin edildi. Bu bilesik ig¢in molar "extinction coefficient”
Egpp = 1-36 x 107 M7 en™! olarak altnds.

Olcmeler, 10 mM tampon ic¢inde 2.5x10_4 M DTNB ve genel olarak 0.1-4.0

mM arasinda dedisen BTK ve uygun miktarda enzim iceren deney karisimlari
kullamilarak yapildr.

Kor olarak, enzim disinda dider bilesiklerin bulundudu bir karisim
kultanilds.
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Spektrofotometrede inktibasyon siiresi 60 sn'e ayarlandil ve absor-

bans dedisikl1igi 20 sn siire ile izlendi (a]etin‘gecikme zaman1 20 sn'dir).

ITk hizlar, mg enzim basina dakikada olusan wpmeol iiriin olarak hesap-

Tandi.

Enzimin Kg, Vm, ny gibi kinetik sabitleri, yukarda verilen deney ka-
risimlari kullanilarak, pH = 7.5 ve 379C icin saptandi. Deney karisimlari

10 mM KPO4 ya da 10 mM MOPS tamponu ic¢inde hazirlanda.

Enzimin aktivitesi lzerine pH'nin ve temperatiriin etkisini incelemek
amaciyla yapilan deneylerde ise dedisik pH'larda KPO4 tamponTart kulltanil1-

d1 ve aktiviteler 25°C, 30°C ve 379C‘'da 61clildii.

lLokal anestezide kullanilan mepivakain ve sitanestin inhibisyon et-
kilerinin incelendigi deneylerde de, yukarda tariflenen ve 10 mM MOPS tam-
ponu (pH = 7.5) iginde hazirlanmis deney karisimlari kullanildi. Aktivite-

ler 37°C'da 61ciildu.

Bu deneylerde 0.15, 0.3 ve 0.6 mM mepivakain ve 0.2, 0.6, 2.0 ve

6.0 mM sitanest konsantrasyonlarinda calisildi.

Mepivakain ve sitanestin kimyasal formiilleri asagida verilmistir :

ch, o O3
|3 I
N C — NH
CH3
Mepivakain

N-(2,6-dimetilfenil)-1-metil-2-piperidinkarboksamid
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0 CHs
NH - C - C- NH- CH, - CH, - CH,

c
I
H

Sitanest

N-(2-metilfenil)-2-(propilamino)-propanamid

Protein Tayini : Orneklerde protein tayinleri, Lowry ve arkadasla-
r1 (36) tarafindan Bnerilen ybonteme gdre, standart olarak sigir serum al-

bumini kullanilarak yapiidi.

Istatistiksel Dederlendirme : Elde edilen bulgularin dederlendiril-
mesinde kullanilan Lineweaver-Burk grafikleri, Hill grafigi ve diger dod-

rusal grafikler, regresyon esitlikleri bulunarak ¢izildi (37).



B ULGUTL AR

PKE'nin Kinetik Sabitlerinin ve Kinetik Davranisinin Saptanmasi

Aktivite Slgmelerinde 10 mM MOPS tamponu (pH= 7.5) ya da 10 mM KPO4
tamponu (pH= 7.5) ig¢inde, 2.5x10_4 M DTNB ve genel olarak 0.1-4.0 mM ara-

sinda BTK ve uygun miktarda enzim iceren deney karisimlari kullanildi.

Itk hizlara, v dederlerine, karsi substrat konsantrasyoniari,
(S)'ler ve 1/v dederlerine karst 1/(S)'ler grafiklendi (Sekil-1 ve Sekil-2).
tlde edilen Lineweaver-Burk dogrularinin 1/v eksenindeki kesim noktalarin-
dan, tampon olarak KPO4 kullanildidinda, PKE'nin goriinen maksimum hiz1,
Vi gor. 71.4 ymol/dak/mg; MOPS kullanildiginda 58.8 umol/dak/mg olarak sap-
tand1. 1/(S) eksenindeki kesim noktalarindan ise KPO4 ve MOPS iceren ortam-

tarda Kg ggp. 0.18 mM olarak hesaplandi.

Sekil-1'deki egrilerden (5)0.7,5/(5)0.50 oranlari hesaplandiy ve tam-
pon olarak KP04 kulTanildiginda bu oran 4; MOPS kullamildidinda 3.6 ola-
rak bulundu. Elde edilen dederlerden, enzimin kinetik olarak Michaelis -
Menten esitligine uymadigr (Michaelis~Menten esitiigine uyan enzimlerde
oran 3'tlr), siUbstratina karsi hafifce negatif kooperativite gdsterdigi

anlas1limaktadir (38).

Tampon olarak KPO4 ve MOPS kullanildiginda enzimin Hill sabitleri,
nH']er, sirasiyla 0.8 ve 1.1 olarak hesaplandi. Diisiik ve yliksek siibstrat
konsantrasyoniarinda Hill dogrulari lineerlikten saptiklari igin, ny deder-

Teri v= 0.5 x V, noktalarindaki edimlere esittir (Sekil-3}.
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oo
-
T

3
I
<
S
T
O

v, pmol / dak/ mg
N I~
o o
O\
N

1 ] 1 L

1 2 3 4
(BTK) , mM

Sekil-1 : 10 mM KPO4 tamponu pH= 7.5 ve 10 mM MOPS tamponu
pH= 7.5 iceren ortamlarda BTK konsantrasyonunun
PKE aktivitesi iizerine etkisi.
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X MOPS
| .o If(F’O4
1 [ N I |
0.2 0b 1 2

(BTK), mM

Sekil-3 : 37°C'da PKE icin elde edilen Hill grafigi. Aktivi-
teler 10 mM KPU4 tamponu pH= 7.5 ve 10 mM MOPS tam-
ponu pH= 7.5 iceren deney karisimlari kullanilarak
glculdu.
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PKE'deki Prototropik Gruplarin pH ve Temperatir Calismalari ile
Saptanmasi (39) :

PKE'nin pH= 4.0 ile pH= 11.0 arasinda aktivitesi Olciilerek, pH de-
gerlerine karsilik hizlar grafiklendi§inde, Sekil-4'deki edri ile karsila-
s1ld1. Enzimin allosterik bir enzim olmas1 nedeniyle, molekiiler etkiyi
azaltmak ic¢in, bu ve daha sonra yapilan pH ve temperatiir calismalarinda,
farkl:r tampon sistemler kullanmak yerine, pH= 2 ile pH=12 arasinda tam-
pon ¢dzelti hazirlanmasina olanak veren bir sistem, KPO4 tampon sistemi;
kullan11d1. Bu sistemin enzim lizerine olan etkisini azaltmak icin 10 mM

gibi disik bir tampon konsantrasyonu secildi.

80} 3
m .
£ /
= so} ’
4]
L]
~
S 40}
E L
i
> 20F
9/1 1 1 1 1 1 A 1
6 8 10 12

Sekil-4 : pH'nmin PKE aktivitesi lzerine etkisi. Aktiviteler
10 mM KPO4 tamponu iceren deney karisimiart kullani-
larak, 379C'da 61clildu.
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Sekil-4 PKE'nin birden fazla prototropik gruba sahip olduunu gos-
termektedir. Bu nedenle dedisik temperatiirierde, 25°C, 30°C ve 37°C'da
yapilan pH deneyieri ile enzimin aktivitesinden sorumiu prototropik grup-

larin saptanmasina ¢alisildr.

PKE aktiviteleri 250C, 30°¢ ve 370C'da, pH= 5 ile pH= 10.3 arasinda
Glcilerek, Lineweaver-Burk dodrulari cizildi (Sekil-5 A ve B, Sekil-6 A ve B ,
sekil-7 A ve B), Vi gor. ve Ks gor. deger1eri hesaplandi (Tablo-Ia, Tablo-Ib,
Tablo-Ic).

Vi gor. dederlerine karsitik pH dederleri grafiklendiginde, pH'nin
artmasiyla Vy gor. dederlerinin artti1§r ve Vp dederine ulastigr goriuldu
(Sekil-8A, Sekil-9A, Sekil-10A). Vy/2 dederlerine karst gelen pH dederle-
ri, pKes1'1er, diger bir deyisle enzim-substrat kompleksinin ¢alisilan si-
cakliklardaki pK dederleri saptandi. Sirasiyla, 25%¢, 30%C ve 37°C icin

pKeS] dederieri 6.55, 6.5 ve 6.6 olarak bulundu.

Ayrica 2506, 30°C ve 37°C'da Vi, gor. / Ks gor. oranlari hesaplands
(Tablo-Ta, Tablo-Ib, Tablo-Ic). Vp gur. / Ks ggr. Oranlarina karsi pH de-
Jerleri grafiklendiginde, pH'nin artmasiyla bu oranmin arttigr ve Vy/Kg
dederine ulast1g1 gorildi (Sekil-8B, Sekil-98, Sekil-10B). Vy/2 Kg deger-
lerine kars1 gelen pH dederleri, pKe1'1er, dider bir deyisle enzimin ak-
tivitesinden sorumiu prototropik gruplardan birine ait, calisilan sicaklik-
lardaki, pK dederleri saptandi. Sirasiyla 25°¢, 30%, ve 37°C icin pKe] de-

gerieri 7.6, 7.5 ve 7.4 olarak bulundu,.

Grafiklerden elde edilen pKeS1 ve pKe] degerleri 6.5-7.6 arasinda
degismektedir. Bu da enzimin aktivitesinden sorumlu prototropik gruplar-
dan birinin histidin amino asidinin imidazol halkas1 oldugunu gdstermekte-

dir (39).
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Sekil-5 A ve B : Cesitli pH'larda PKE i¢in elde edilen Lineweaver-
Burk dogrulari. Aktiviteler 10 mM KPO4 tamponu iceren deney
kar1simlar: kullanilarak, 25°C*da 61cildi.
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sekil-6 A ve B : Cesitli pH'larda PKE i¢in elde edilen Lineweaver-

Burk dodrulari. Aktiviteler 10 mM KPO4 tamponu iceren deney
karisimlart kullanilarak, 30°C'da 61ciildii.
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Sekil-7 A ve B : Cesitli pH'larda PKE i¢in elde edilen Lineweaver-

Burk dogrulari. Aktiviteler 10 mM KPU4 tamponu iceren deney
karisimlari kullanilarak, 37°C 'da olclildu.
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Sekil-8A : 25°C'da, pH'nin PKE'nin Vi gor. degeri lizerine etkisi.
B : Ayn1 temperatiirde, pH'nin PKE i¢in hesap]anan Vm gor /
Ks gor. orantha etkisi.
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Sekil-9A : 300C'da, pH'nin PKE'nin Vm gor. dederi lizerine etkisi.
B : Ayn1 temperatlirde, pH'nin PKE i¢in hesaplanan Vy g5p /
Ks ggr. oranina etkisi.



pH
Sekil-10A : 37°C'da, pH'nin PKE'nin Vi gsp, dederi Uzerine etkisi.

B : Aym temperatlirde, pH'nin PKE icin hesaplanan V, gor. /
Ks ggr, oranina etkisi.
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Tablo-Ia : PKE'nin 25°C'da cesitli pH'larda saptanan kinetik sabitleri.

pH Vm gor, KS gar. Vm 951‘./ KS gor.
(umol / dak / mg) (mM)
5.0 2.88 0.35 8.23
6.0 14.24 0.42 33.90
7.5 43.19 0.20 215.95
8.8 47.91 0.11 435.54
10.0 47.62 0.11 432.90
10.3 46.94 0.13 361.07

Tablo-Ib : PKE'nin 30°C'da cesitli pH'Tarda saptanan kinetik sabitleri.

pH {(umo1 ﬁmdgﬁr} mg ) K?ma?r. " gor./ £s gor.
5.0 6.14 0.67 9.16
6.0 22.12 G.53 41.73
7.5 56.21 0.19 295.84
8.8 66.22 0.11 602.00
10.0 63.29 0.13 486.84
10.3 56.98 0.12 474.83

Tablo-Ic : PKE’'nin 37°C'da cesitli pH'larda saptanan kinetik sabitleri.

Vin gir. Ks gor. .. ..
pH {pmol /mdgk / mg) ?mﬁ)r " gor./ ‘s gor-
5.0 6.18 0.48 12.87
6.0 25.31 0.43 58.86
7.5 71.43 0.18 396.83
8.8 85.47 0.13 657.46

10.0 93.98 0.12 783.16

10.3 74.62 0.11 678.36
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Enzimierin aktivitelerinden sorumlu prototropik gruplar, standart
jonizasyon entalpilerinin, AH?on dederierinin, saptanmasi ve bu konuda

hazirlanmis cetvellerle karsilastirilmas: ile bulunabilir (39).

AH?OH dederleri iki yoldan saptanabilir:

a) T] ve Tz‘deki K] ve K2 limit dederleri arasinda integre edilmis

van't Hoff esitliginden.

0 :
AH T2 - T]

_pKI-pK2 z
2.303 R T, T
1 °2

Esitlikte AH® standart entaipi dedisikligi; R ise gaz sabitidir

(1.98 kal. mol™! .derece™ ).

b) Asagidaki esitlige gore iki ya da daha fazla temperatiir igin bu-

lunan -log Keq dederleri 1/T'lere karsy grafiklenir.

AH® 1 As®
S10g Kog = ——— o/
2.303R T  2.303R

Esitlikte ASO, standart entropi degisikligidir.

Calismada 2506, 30°C ve 37°C igin saptanan pKe] degerleri 1/T'lere

kars1 grafiklendi ve AH?OH = 6.9 Kkal/mol olarak hesaplandi.

Hesaplanan AHgon degeri, aktif merkezinde prototropik gruplara sa-
hip enzimler icin verilen dederlerle karsilastirildiginda histidin amino
asidi iceren bir enzimdeki imidazol halkasinin protonunun ionlasmasi ile

i1giti H?on dederine uydugu bulundu.

Tablo-Ia, Tablo-Ib ve Tablo-Ic'de en yiiksek V gor. dederine karsi
gelen pH'tar, Vi, gar_']erin saptandig1 temperatiirler icin optimum pH'lar-

dir ve asagirdaki esitlikle verilir :
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r . PKe] + pKez
P opt. ~
. 2
Optimum pH'lar 25°C icin, 8.8; 30°C icin, 8.8; 37°C ic¢in 10.0'dur.
Bu dederler ve ayn1 sicakliklar i¢in Sekil-8B, Sekil-9B ve Sekil-10B'den
bulunan pKe] dederleri, yukardaki esitlikte yerlerine konarak, pKe2 deder-

leri 25°C i¢in, 10.0; 30°C icin 10.1; 37°C icin 12.6 olarak hesaplandn.

Hesapianan dederler, 10.0-12.6 arasindadir ve hesaplanan sicaklik-
Tar i¢in, PKE'nin aktivitesinden sorumlu prototropik gruplardan bir dige-

rine sahip serin amino asidinin -0H grubuna ait olabilir. : -
Elde edilen bulgular enzimin aktivitesinde bir histidin ve bir de
serinin rol oynadigin1 gostermektedir.
PKE'nin Aktivasyon Enerjisinin Saptanmast (39) :

Tepkimenin aktivasyon enerjisi, asadida verilen Arrhenius esitligin-

den yararlanarak bulundu :

'Ea/RT
k = A e

Esitlik lineer formda su sekilde verilebilir :

E, 1
log k = - ————— — + log A
2.303R T

Esitlikte Ea, aktivasyon enerjisi; A, Arrhenius katsayisi ve k da

tepkimenin spesifik hiz sabitidir.

Ez, 109 k ile 1/T arasinda ¢izilen dodrunun ediminden hesaplanabi-

Tir.
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Enzimatik bir tepkimede, spesifik hiz sabiti ki, asagidaki esitlik-
te gosterildigi gibi, V,, ve ortamdaki enzim konsantrasyonu, (E)y 1le ilis-

kitidir :

Bu nedenle, Arrhenius grafigi Tog Vy/(E}; ile 1/T arasinda ya da

kij» Vy 11e orant111 oldugundan, log V, ile 1/T arasinda ¢izilir.

Calismada, log Vi, ile 1/T arasinda ¢izilen dodrunun egiminden

(Sekil-12), E; = 10.2 Kkal/mol olarak hesaplandi.

GJ— /‘/‘/
b

0.0032 0.0034

1/ T (°K™)

Sekil-11 : PKE ig¢in AH?On degerinin bulunmasi. Dogrunun

egimi AH?On / 2.303 R'ye esittir.
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20r
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1

0.0032 © 0.0034

1/ TR

Sekil-12 : PKE i¢in Arrhenius grafigi.

Inhibisyon Deneyleri (40) :

Lokal anestezide kullanilan mepivakain ve sitanestin PKE aktivitesi .
izerine olan etkisi incelendi ve elde edilen bulgulardan inhibisyon tipi

belirlendi.

4y

Aktivite Slgmelerinde 10 mM MOPS tamponu (pH= 7.5) i¢inde, 2.5x10°
DTNB, 0.071-4.0 mM arasinda dedisen BTK ve uygun konsantrasyonlarda mepiva-
kain ya da sitanest iceren deney karisimlari kullanitdi. Toplam 1 ml'lik
karisima 9 ug enzim Ornedi ilave edilerek, 37°C'da, absorbans degisimleri

¢lctildu.
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Mepivakain Inhibisyonu : {alismada, 0.15, 0.3 ve 0.6 mM mepivakain
kullanildt. Mepivakain icermeyen ve yukarda belirtilen konsantrasyontar-
da mepivakain jggren deney karisimlari ile eide edilen v dederleri (S)'-
lTere kars1 grafiklendiginde, daha dnce de saptandigir gibi, gerek kontrol
edrisinin gerekse inhibitorii egrilerin Michaelis-Menten kinetigine uyma-

d1g1 anlasildr (Sekil-13).

1/v dederlerine kars1 1/(S)‘'ler grafiklenerek Lineweaver-Burk dogru-
lar1 ¢izildiginde, kontrol dogrusu ile mepivakain varlidinda elde edilen
dogrularin 1/(S)-ekseninin list tarafinda bir noktada kesistigi gbzlendi
(Sekil-14). Bu bulgu mepivakain inhibisyonunun karisik-tipte (mixed-type)

bir inhibisyon oldugunu godsterir.

Sekil-15'de, 4 mM BTK konsantrasyonunda, mepivakain konsantrasyonu-
nun enzimatik hiza olan etkisi gorilmektedir. Mepivakain konsantrasyonu
arttiginda hiz azalarak bir limit degeré ulasmaktadir. Bu bulgu karisik
inhibisyonun hiperbolik olduuna isaret eder. Gercekten de, Sekil-14'den
hesaplanan 1/v-ekseni kesim noktalari, mepivakain konsantrasyonlarina
kars1 grafiklendiginde (Sekil-16A) ya da edimler, mepivakain konsantras-
yonlarina karsi grafiklendiginde (Sekil-17A) hiperbolik egriler elde
edildi.

Mepivakaine ait R, o ve Kj sabitlerinin saptanabilmesi icin, 1/A
kesim noktalari ve 1/A egim dederleri, 1/(mepivakain) dederlerine karsi
grafiklienerek, hiperbolik edriler dodruya doniistiirildi (Sekil-16B ve Se-

kil-17B).

Sekil-16B'de, dodrunun 1/A kesim noktalari eksenini kestidi nokta

asagidaki esitlikle verilebilir,
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m
1/A kesim noktast = -==---

1/A kesim noktasi icin grafikten bulunan 85 dederi, V, i¢in daha on-
ce saptanan 58.8 umol/dak/mg dederi esitlikte yerlerine konarak B = 0.6

olarak hesaplandi.

Sekil-178"'deki dodrunun 1/4 edim eksenini kestigi noktadan, asagida-

ki esitlik araciligr ile o dederi saptandr.

Esitlikte 1/A edim ic¢in grafikten bulunan 144 dederi, Vs B ve Kg
icin daha Gnce saptanan 0.18 mM dederleri yerlerine konularak o = 1.96

olarak bulunduy.

Sekil-16B ve $Sekil-17B'deki dodrularin herikisi de 1/{mepivakain)
eksenini -B/aky noktasinda keserler. Bu nedenle, iki grafik i¢in bulunan
dederlerin ortalamasi olan 8.94 dederi ayrica, B ve o deferleri yerleri-

ne konularak Ki = 0.034 mM olarak hesaplandi.

Mepivakain inhibisyonunda «>1 ve 0 < B < 1 'dir. Eide edilen bulgu-
lar, karisik-tipteki inhibisyonun “egim-hiperbolik, kesim noktasi-hiper-
bolik nonkompetitif inhibisyon" oldugunu gOsterir. Bu tip inhibisyon,
kismi kompetitif ve kismi nonkompetitif inhibisyonun karisimi olarak dii-

siintiliir.
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/L—'

0.4 0.8 12 1.6
( Mepivakain ), mM

Sekil-15 : Mepivakainin PKE aktivitesi izerine etkisi

{4 mM BTK konsantrasyonunda ¢alisilmistir).
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Sitanest Inhibisyonu : Calismada 0.2, 0.6, 2.0 ve 6.0 mM sitanest
kullani1di.

1/v dederlerine karsi 1/(S)}'ler grafiklenerek Lineweaver-Burk dogru-
lar1 ¢izildiginde kontrol dodrusu ile, ortamda sitanest bulundugunda elde
edilen dogrularin, mepivakain inhibisyonunda oldugu gibi, 1(S)-ekseninin

ust tarafinda bir noktada kesistigi gzlendi (Sekil-18).

4 mM BTK konsantrasyonunda, sitanest konsantrasyonu arttirildiginda,
enzimatik tepkime hizinin azald1g1 ve bir 1imit degere ulastidr saptand?

(Sekil-19).

Ayrica, mepivakain inhibisyonunda oldudu gibi, 1/v-ekseni kesim nok-
talar1 ya da edimler, sitanest konsantrasyonlarina karsi grafiklendiginde

hiperbolik edriler elde edildi (Sekil-20A ve Sekil-21A).

1/A kesim noktalar1 ve 1/A e§im dederleri, 1/(mepivakain) degerle-
rine karsi grafiklenerek (Sekil-20B ve $ekil-21B), sitanest i¢in g= 0.13,

a = b ve Ky = 0.06 mM olarak bulundu.

Sonuc olarak sitanest inhibisyonunun da, mepivakainde oldugu gibi
"edim-hiperbolik, kesim noktasi-hiperbolik nonkompetitif inhibisyon" oldu-

duna karar verildi.
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Sekil-19

2 3 4 5 6
(Sitanest), mM

: Sitanestin PKE aktivitesi lizerine etkisi (4 mM BTK

konsantrasyonunda calisiimistir).
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PKE'nin allosterik bir enzim oldugu bilinmektedir (5,29).

Allosterik enzimler (41), siibstratlari, Uriinleri, siibstrat ve lrin-
lerine yapica benzeyen bilesikler disinda, diger bazi kucik molekiiller
tarafindan da etkilenen, denetlenen oligomerik yapiya sahip enzimlerdir.

Denetlenme aktivasyon ya da inhibisyon seklinde olabilir.

Allosterik enzimlerin aktif ve inaktif sekilleri vardir ve bu sekil-
Ter denge halindedir. Pozitif kooperativite gosteren enzimlerde denge,
siibstrat ya da aktivator molekiiller tarafindan aktif seklin, inhibitor
molekiller tarafindan ise inaktif sék]in grtamda artmasi yoOniine kaydiri-
11r. Negatif kooperativite gdsteren enzimlerde ise, genel olarak bir mole-
kiil slibstratin baglanmas1 ile olusan konformasyon dedisikligi sonucu, en-

zimin ikinci siibstrat molekiiline olan afinitesi azalir.

Yukarida anlatildig1 gibi allosterik bir enzime badlanarak, aktif
merkezin konformasyonunda ve enzimin kinetik 0zelliginde degisiklikiere
yol acan slibstrat, aktivator, inhibitor gibi kiiclik molekiillere allosterik

denetleyiciler ya da allosterik modifikatOrler ad1 verilir,

PKE ic¢in bolumiimlizde yapilan calismalarla aktif merkez disinda, mo-
difikator molekiillerin baglanabilecedi, allosterik merkezlerin varligr gos-

terilmistir (29).

PKE'nin fluoriir, kuarterner ammonyum iceren bilesikler, sliksinilkolin



- 42 -

ve baz1 lokal anestetikler tarafindan tersinir, organofosfat, organosul-
fonat ve karbamatlar tarafindan ise tersinmez olarak inhibe edildigi gos-
terilmistir (5). Bununia beraber, inhibitdr ve aktivatorlerinin etki meka-
nizmalarini a¢iklayan etrafli kinetik ¢alisma sayisi cok azdir (2,4,10,

42,43).

Sunulan calismada siibstrat olarak BTK kullanitdi. BTK disinda buti-
rilkolin, B-hidroksi biitirilkolin, benzoilkolin ve o-nitrofenilbiitirat da

substrat olarak kullanilabilir (5,23,33).

PKE'nin allosterik bir enzim olmasi nedeniyle aktivite dl¢cmelerinde,
renklendirmede kuTlanilan DTNB'nin konsantrasyonu 2.5)(10"4 M, KPO4 ve MOPS
tampontarinin konsantrasyonlari ise 10 mM gibi dusik bir seviyede tutula-

rak, molekiiler etkileri azaltilmada calisild.

Substratin enzimatik aktivite lizerine olan etkisi -pH, temperatiir
ve inhibisyon deneylerinin kontrolunu olusturmak lUzere- iki ayri tampon,
10 mM KPO4 ve 10 mM MOPS (pH= 7.5) iceren ortamda, 37°C'da incelendi
(Sekil-1) ve PKE'nin Michaelis-Menten kinetigine uymadig1 gosterildi.
(3)0.75 / (S)O.S oraninin, KPG, iceren ortamda 4, MOPS iceren ortamda 3.6
olmas1 ve ayrica Hill sabitlerinin KPO4 iceren ortam i¢in 0.8, MOPS ice-
ren ortam ic¢cin 1.1 olarak saptanmasi, enzimin substratina karsi hafifce

negatif kooperativite gosterdidini ortaya koymaktadir.

Hill sabiti, ny siibstrat baglama bolgelerinin sayisini gdsterir. En-
zimin dort alt birimden olustudu ve her alt birimde en az bir substrat
baglama bolgesinin bulundudu bilinmektedir (23,44,45). Bu bulgularin 1s1-
dinda Ny dederinin birin lUzerinde olmasi beklenirken, 0.8 ya da 1.1 olma-

s1 ancak, PKE'nin substratina karsi1 negatif kooperativite gdstermesi ile
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aciklanabilir. Birinci substrat molekiiliiniin baglanmasi ile enzimde meyda-
na gelen konformasyon dedisikligi, ikinciye olan afiniteyi azaltmakta ve
Hi11 grafigi (Sekil-3), bir siibstrat bagdlayan bir enzimin davranisina uy-

maktadir.

Takriben 2 mM BTK konsantrasyonunun lizerinde ise substrat aktivas-

yonu gozlenmektedir (Sekil-1}.

iki ayr1 tamponia calisilarak elde edilen Lineweaver-Burk dodrula-
rindan, 37°C icin, pH= 7.5'da PKE'nin Vygsp, ve Kggsy, degerleri saptan-
d1 (Sekil-2). KPO, iceren ortamda, Vi g5y, = 71.4 wmol/dak/mg, Kg ggp, =
0.18 mM; MOPS tamponu iceren ortam icin Vp ggp, = 58.8 umol/dak/mg, Kg gy,

0.18 mM olarak hesaplands.

molekiiler etkisi ile yalnmiz Vy gor, dederi dedismis, enzimin siibstratina

olan afinitesi Kg gor. ise dedismemistir.

Allosterik enzimlerle ilgili baslica kinetik kavramlar yatiskin-
durum (Steady-state) yaklasimi karmasik sonuglara yol agtigindan, mizia
denge (rapid-equilibrium) yaklasim ile aciklanir. Bu nedenle Ky sabiti Kq

dederine donusiir.

Enzimin aktivitesinden sorumlu olan prototropik gruplarin saptandi-
g1 pH deneyleri 25°¢C, 30°c ve 37°C olmak iizere iic temperatiirde yapi1ldi ve
aktiviteler enzimin denatiire olmadig1r pH aralidinda, pH= 5 ile pH= 10.3

arasinda olciildii.

PKE 'nin aktif merkezinde bulunan gruptarin saptanmas1 ile ilgfli

calismalar 1950'Tere dayanir (24). Asetilkolinesterazin aktif merkezinin
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anyonik ve esteratik bolgelerden olustudu fikri ortaya atildiktan sonra,
bu hipotez PKE i¢in de Gnem kazanmis ve arastirmalar bu ydne kaydirilms-

tir.

Pavlic (46), PKE'nin esteratik bolgesindeki gruplarin dissosiasyon
sabitlerini, enzimi metansulfonil fluoriir ile sulfonilleyerek saptamaga
¢calistr ve sulfonillenme ile pH arasindaki iliskinin bir can-egrisi (bell-
shaped) oldudunu bularak, buradan pK; = 6.2 ve pKoy = 10.7 olmak lizere iki
dissosiasyon sabiti buldu. O giinki bilgiler iginde pK]'in histidinin imi-

dazol halkasina, pK2'n1n ise tirozine ait oldudu ileri siirildi.

Daha sonralari radyoaktif isaretli inhibitdrler kullaniilarak, este-
ratik bolgede yer alan bir serin amino asidinin katalitik aktiviteden so-

rumlu oldugu gosterildi (18,23).

Enzimatik tepkime icin asagidaki basit tepkimeler dizisi verilebi-

lir (33).

E+ S =S5 EA +H2°>E+02
1

Burada E, serbest enzimi; ES, enzim-substrat kompleksini; EA, acil-
enzimi, 0y, slibstratin alkol ya da fenol yapisindaki lriniini, 02 ise asit
yapidaki Uriuni gosterir. Acilenzim, aktif merkezdeki serine ag¢il grubunun

baglanmas1 ile olusmaktadir.

Ancak, anyonik bdlgedeki glutamik asidin katalitik aktivitedeki ye-

ri ile ilgili bilgiler yeterli degdildir (5).

Glutamik aside ait karboksil grubunun pK,'s1 3-5 arasindadir ve fiz-

yolojik pH'da protonu dissosiye oldugundan, negatif yukludir.
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PKE o-nitrofenilblitirat gibi nttral slibstratlari da kullanabilir.
Bu nedenle, glutamik asidin aktiviteden sorumlu oldugu sOylenemez. Fakat,
enzimin pozitif yiikli kolin esterlerine olan afinitesinin daha fazla ol-
masi1, karboksil grubunun enzim-siibstrat kompleksinin olusmasini kolaylas-

tirdigint gosterir,

Sunulan calismadaki pH ve temperatiir deneylerinin amaci, enzimin ak-
tivitesinden sorumlu prototropik gruplari , liteartiirden farkli bir yOn-
temle saptamak ve &zellikle serinin -OH grubuna ait dissosiasyon sabiti-

ni bulmaktir.

Sunulan bilgilerin 1s18inda, PKE i¢cin pH-enzim aktivitesi iliskisi-

nin (Ek bilgiler-1)'de verilen mekanizmaya uyduguna karar verildi.

Hiz esit]iginden yararlanarak cizilen grafikler araciiigiyla kine-
tik sabitler (Tablo-Ia, Tablo-Ib ve Tablo-Ic) ve prototropik gruplar i¢in

pK degerleri saptandi (Tablo-II).

Tablo-II. PKE'nin aktif merkezindeki prototropik gruplarin,
cesitli sicakliklarda saptanan pK dederleri.

Sicaklik pKe-I pKes-] pKe2
25°¢ 7.6 6.55 10.0
30%C 7.5 6.50 10.1
37°¢ 7.4 6.60 12.6

arasinda defismekte ve histidinin imidazol halkasindaki protonun dissosi-

asyonu ile ilgili p¥ dedevrine uymaktadir (39). Difer taraftan pKe2 deger-
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leri 10.0-12.6 arasinda dedismektedir. Liteartlrde serinin -OH grubunun
pK dederine raslanmamistir. Bununla beraber, farkli ydontemlerle, PKE'nin
aktivitesinden sorumlu bir serinin esteratik bdlgede yer aldi1§r gosteril-
diginden, bulunan pKe2 dederlerinin serinin -0H grubuna ait oldudu sdyle-

nebilir.

Ek bilgiler-I‘de verilen mekanizmada En+2 dissosiye olmamis enzim

tirlini olusturmaktadir. Enzim, anyonik bOlgedeki karboksil grubuna ait

n+1 En+1

protonu ortama verdidginde E olusur. , esteratik bolgedeki histi-
din ve serinin dissosiye olmadidr, protonlarini lizerlerinde tasidigr en-
zim tiiridir.

En+2 e En+] + H+

E"+] dissosiye olarak N yi olusturur :

En+] KE} LT
En, esteratik bolgedeki serinin dissosiye olmadid1l enzim tiiridur,

protonunu ortama verdiginde, En"1 olusur :
n Kez s n-1 +
B —=——=E + H

Diger taraftan, biitiriltiyokolinde oldugu gibi, siibstrat pozitif
yiikli ise En+]'deki -C00™ grubu ile kolinin kuarterner amonyum grubu iyo-

nik bad olustururlar ve En+]S kompleksi olusur :
n+] <K n+]
E + S === F 'S

EH*IS kompleksinde, histidinin imidazol halkasindaki proton ortama

verildiginde, lriin olusumuna yol acan Es kompleksi olusur :

n+l Kesy

s ———— s + *
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Bu tepkimede Kes, = @Ke, 'dir. Esitlikten 25°C icin o = 7.08, 30°C
icin, o = 10; 379¢C icin @ = 6.3 olarak hesaplanmistir. GOruldigi gibi po-
zitif yuklu bir slibstratin glutamik asidin -C00~ grubuna baglanmasi, es-

teratik boigedeki histidinin daha kolay dissosiye oimasini saglamaktadir.

Bununla beraber, fizyolojik pH'da glutamik asidin karboksil grubu
tamamen dissosiye halde bulundugundan h1z esitliginin tliretilmesinde, bu

grupla i1gili h1zl1-denge kullanilmamaktadir.

Calismanin yapildigi deney.sartlar1nda enzimde sicakli1ga bagli bir
konformasyon degisikiiginin olup olmad1din1 arastirmak ic¢in Arrhenius gra-
figi ¢izildi (Sekil-12). Grafigin lineer olmasi 25°C ile 37°C arasinda
enzimin konformasyonunda sicaklik etkisiyle bir dedisikiik olmadigin1 gos-

termektedir.

Elde edilen bulgu, boyle bir dedisikligin 219C'da oldudunu gosteren
ve siibstrat olarak o-nitrofenilbiitiratin kullanildid:r calismalarla uyum

sadlamaktadir (32,33).

fnhibisyon deneylerinde, iokal anestetik olarak kullanilan ve hidro-
fobik fenil gruplarini yapisinda tasiyan iki bilesik, mepivakain ve sita-
nest, kuliani11ldi. Daha dnce yapilan ¢alismalarda, baz1 lTokal anestetikie-
rin PKE'yi inhibe ettigi gosterilmistir. Fakat, bu konuda yapilan etrafls

kinetik bir c¢alisma bulunmamaktadir.

Mepivakain icermeyen ve 0.15, 0.3, 0.6 mM mepivakain iceren deney
ortamlari kuilanilarak elde edilen v'ler (BTK) degerlerine karsi grafik-
lendiginde, gerek kontrol egrisinin, gerekse inhibitorlii edrilerin Michaelis-
Menten kinetidine uymadig1 ve takriben 2 mM BTK konsantrasyonu lizerinde,

siibstrat aktivasyonunun oldugu gdzlendi (Sekil-13).



- 48 -

Elde edilen hizlardan yararlanilarak, Lineweaver-Burk dogrulari
¢izildiginde, dodrularin 1/(S)-ekseninin ist tarafindaki bir noktada ke-
sistigi saptandi ve mepivakain inhibisyonunun karisik-tipte Bir inhibis-

yon olduguna karayr verildi.

Kartsik-tipteki inhibisyonun lineer ya da hiperbolik tipte oldugu-
nu anlayabilmek icin, 1/v-ekseni kesim noktalarina karsi mepivakain kon-
santrasyonlari; egdimlere karsi mepivakain konsantrasyonlari grafiklendi
(Sekil-16A ve Sekil-17A). Elde edilen edrilerin hiperbolik olmasindan,

inhibisyon tipinin hiperbolik karisik-tip oldujuna karar verildi.

Genel inhibisyon mekanizmasinda (Bkz. Ek bilgiler-II) yer alan
as B ve Ky sabitleri h1z esitliginden yararlanilarak cizilen grafiklerden
(Sekil-16B ve $Sekil-17B) hesaplandl ve o = 1.96, g = 0.6, Ki = 0.034 mM

clarak bulundu,

Aynt deneyler 0.2, 0.6, 2.0 ve 6.0 mM sitanest kullanilarak yapildi-
ginda, sitanest inhibisyonunun da hiperbolik karisik-tipte oldugu gdzlen-

di ve o=5, @= 0.13 ve K; = 0.06 mM olarak hesaplands.

Mepivakain ve sitanest i¢in o dederleri birden bliyiik, g'lar ise s1-
firla bir arasinda oldugundan, her iki inhibitdrin neden oldugu inhibisyo-
nun "e§im-hiperbolik, kesim noktasi-hiperbolik nonkompetitif inhibisyon"
olduguna karar verildi (40). Bu tip inhibisyon, kismi kompetitif ve kismi

nonkompetitif inhibisyonun karisimidir,

Muhtemelen, enzim aktif merkezinde kimotripsin igin gosterildigi
gibi (47), hidrofobik bir bolge bulunmaktadir. Ancak bu taktirde, mepiva-
kain ve sitanest, bu bdlge i¢cin BTK'nin hidrofobik bitiril grubu ile kom-

petisyona girerek, tepkimeyi kompetitif olarak inhibe edebilirler.
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Hizlara kars1 (BTK) dederleri grafiklendiginde (Sekil-13), inhibi-
torsiiz ya da inhibittrll edrilerin Michaelis-Menten kineti§ine uymadigi,
inhibitdr konsantrasyonunun artmasiyla, edrilerin sigmoidal bir gOrinim
kazandi§i goriilmektedir. Bu nedenle inhibitdrierin, aktif merkez disinda
ayrica allosterik bir merkeze baglanarak, enzimin konformasyonunu degis-
tirdikleri ve tepkimeyi nonkompetitif olarak inhibe ettikleri disuniilebi-

Tir.

Mepivakain i¢in hesaplanan Ky dederinin, sitaneste nazaran daha ki-
ciikk oTmasi, mepivakainin yapisinin hidrofobik bolgeye ya da aktif merkez

disindaki allosterik merkeze daha uygun oldugunu gostermektedir.

Sonug¢ olarak, sunulan c¢afisma ile PKE'nin slibstratina karsi negatif
kooperativite gosteren bir enzim oldudu; aktivitesinden aktif merkezinde
yer alan bir histidin ve bir serinin sorumlu oldudu ve muhtemelen aktif
merkezinde, ayni1 zamanda aktif merkezin disinda, hidrofobik gruplarin bag-

lanabilecedi bdlgelere sahip oldudu anlasiimstir.



Calismada, insan serum psOdokolinesterazinin {(asilkolin asilhidro-
laz E.C. 3.1.1.8) kinetik Szellikleri arastirild1 ve slibstratina kars?
negatif kooperativite gosterdidi bulundu.

Enzimin Vg, Kq, ny gibi kinetik sabitleri, iki ayr1 tampon (pH= 7.5)
icinde hazirlanan deney karisimlarinda, 37°C'da olcllen hizlardan yarar-
tanilarak ¢izilen Lineweaver-Burk dogrularindan ve Hill grafiginden hesap-
Tand1. Potasyum fosfat tamponu (KPOd) kullanildiginda Vyy = 71.4 umol/dak/
mg, Kg = 0.18 mM, ny = 0.8; MOPS kullamiidiginda ise Vy = 58.8 umol/dak/
mg, Kg = 0.18 mM, ny = 1.1 olarak bulundu.

Yapilan pH ve temperatiir calismalarinda hizlar 25°C, 30°C ve 37°C da
PH = 5 ile pH = 10.3 arasinda &1cildi. Vp gpr,'e kars1 pH ve Vy gor/Ks gor.'e
kars1 pH grafikleri c¢izilerek, enzim-siibstrat kompleksinin ve aktiviteden
sorumlu prototropik gruplarin pK degerleri saptandi. pKés}'1er, 25%C icin
6.55, 30°¢ icin 6.5, 37°¢C icin 6.6 pKe]']er ayn1 sicakliklarda sirasiyla
7.6, 7.5, 7.4 ve pKeZ'1er 10.0, 10.7, 12.6 otarak hesapland:. Elde edilen
bulgulardan, prototropik gruplardan birinin aktif merkezde yer alan histi-
dine, diderinin ise serine ait oldugu sonucuna varildi.

Cizilen Arrhenius grafiginin 25°C ile 37°C arasinda lineer olmasi
nedeniyle, enzimin konformasyonunda sicaklik etkisiyle bir dedisiklik ol-
mad1§1 saptandi ve dodrunun egiminden E; = 10.2 Kkal/mol olarak hesaplandi.

Lokal anestezide kullanilan mepivakain ve sitanestle yapilan inhibis-
yon deneyleri sonunda, mepivakain i¢cin o = 1,96, B = 0.6, K; = 0.034 mM
ve sitanest i¢in ise a = 5, g = 0.13, K; = 0.06 mM olarak bulundu ve her
iki inhibitor i¢in inhibisyonun "egdim-hiperbolik, kesim noktasi-hiperbolik
nonkompetitif inhibisyon" olduguna karar verildi.
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Tepkimé mekanizmas1 asagida verilmistir.

En+], En+2'nin dissosiasyonu ile olusur.
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EJF e
H* H*
+ +
En-] En—]
Hiz esitligi : (5)
v - KS
1., 2, (8) ., ) (H)
Ke (H*) Kg Kq Kes1
ya da
v . (s)
'm (H* e (H")
Ks (1 + t——=) + (S) (1 + )
Ke (H*) Kas
) ]
1 H Ke K 1 1 i
- = (‘] + |(< ) + +2 ) s + (] + H )
v e (Hy Vg (S) Vin Kes,



“Son esitlik yardimiyla Vi ggr. ve Kg ggp, 'Ter bulunabilir.

Vi gor. dederleri pH'a kars1 grafiklendidinde, pH'nin artmasiyla
Vi gor. degerlerinin arttig1 ve bir V, deerinde Timite ulastigr gozlenir,
Vm/2'ye karsi gelen pH, pKes]'e esittir.

Vip gbr./ Kg gﬁr_'1er pH'ya karsi grafiklendiginde, pH'nin artmasiy-

la ¥y gor./ Ks gir, dederlerinin artti1g§1 ve bir maksimumdan ge¢tigi gozle-

nir.

Maksimum noktasinda, Vp ggp./ Kg gopr- dederi Vp/Kg degerine ulasir.

Bu noktaya karsi gelen pH asadidaki esitlikle verilebilir.

PKey + PKe2
?

pHopt. =

Vm gor. / 2 Kg gor, dederine kars1 gelen pH ise pKe]'e esittir.

Not 1- Vg ggr.» Vp gBriinen (Vi apparent)‘i" kisaitilmis seklidir.

2= K gor.> Ks goriinen (K¢ apparent)'in kisaltiims seklidir.



EK BILGILER-TIT (40) :

Hiperbolik Karisik-Tip (mixed-typed) Inhibisyon (l<a<e , 0<p<l,

EGim - Hiperbolik, Kesim Noktas1 - Hiberbolik, Nonkompetitif Inhibisyon) :

Bu tip inhibisyon, kismi kompetitif ve kismi nonkompetitif inhibis-

yonun karisimidir. Dengeler asagidaki gibi verilebilir :

E + S<———EE—>E+ 0
+ +
I I
K- /H/ OtKi,”/
! akKg Bk;;
El + § 5T——= ESI >E + 0

Yukardaki modele gore S, E ve El'ye farkl: afiniteierde olmak lizere

baglanir. ES ve ESI farklar hizlarda olmak ilizere Uriin olusturur.

) Kg (I) {a-B) 1 1 (1) (1-8)
= (']+ ) + (]+—-—-——

v Vi B(I) + aKj (S) Vi B(1) » aKi)

Inhibitdrsliz dodru (kontrol dodrusu) ve inhibitoriy dogrular 1/(S)-

eksenin Ust tarafinda bir noktada kesisirler.

Vééilen inhibisyon sisteminde, edimiere ya da 1/v-ekseni kesim nokta-
larina karsi inhibitor konsantrasyonlari (I}, grafiklendidinde hiperbolik
edriler elde edilir. Bu nedenle a, B ve Ki degerleri, asafidaki esitlikle-
re gore, 1/A kesim noktalarina karsi ya da 1/A egdimlere karst 1/{I)'lerin

grafiklenmesiyle elde edilen dogrular yardimiyla bulunur.

1 oKy ¥y 1 BNy
= +
A kesim noktast (1-8) (1) {(1-B)
1 - oKy vy 1 BYm

4

4 egim K (o-B) (1) K (a-B)



