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%Η διατρ ιβή  αότή έκπονήθηκε κάτω άπό τήν άμεση παρακολού
θηση καί έποπτεία  τοϋ Καθηγητή Β.Μ. Καπούλα, πού μοϋ πρόσφερε 
έμπειρη καθοδήγηση καί συγκινητική  συμπαράσταση στήν Α ντιμε
τώπιση κάθε μορφής Α ντιξοότητας. "Ε τσ ι, ή έκφραση ένός μεγάλου 
"εύχαριστώ” άπό τή θέση αύτή ε ίν α ι ,  πιστεύω , έλάχιστο χρέος 
μου.

Δέν ε ίν α ι λ ιγότερο  τό χρέος μου γ ιά  τόν.Καθηγητή Δ.Σ. 
Γαλανό, Διευθυντή τοϋ 'Εργαστηρίου Χημείας Τροφίμων τοϋ Πανε
πιστημίου 'Αθηνών, πού λ ιγότερο  άμεσα, Αλλά έξ ίσου συγκινηκ
τ ικ ά  μοϋ πρόσφερε δλες τ ί ς  δυνατότητες, τ ί ς  Απαραίτητες γ ιά  
τήν έκπόνηση τής δ ια τρ ιβ ή ς μου.

Εύχαριστώ έπίσης τούς φίλους μου 'Ε π ιμελητές τοϋ παρα
πάνω έργαστηρίου Κ.Α. Δημόπουλο καί Ν. Γαλανοπούλου γ ιά  τήν 
πολύτιμη βοήθειά τους.

Τόν συνάδελφο καί φ ίλο Κ.Α. Μασσαβέτα, χημικό-μηχανικό 
καί μαθηματικό, βοηθό τής "Εδρας Φυσικοχήμείας τοϋ Ε.Μ.Π. 
εύχαριστώ γ ιά  τή βοήθειά του στή μαθηματική έπεξεργασία  πολ
λών άπό τά πειραματικά  δεδομένα τής δ ια τρ ιβ ή ς  μου.

Τέλος, όφείλω νά εύχαριστήσω Ανώνυμα όλους τούς άμισθους 
έπιστημονικούς συνεργάτες-μαθητές τοϋ Καθηγητή Β.Μ. Καπούλα, 
πού συντέλεσαν στήν έκτέλεση τών πειραμάτων μου καί στόν όλο 
προβληματισμό μου κατά τή δ ιά ρ κ εια  τής δουλειάς μου.

&



7

Π Ε Ρ Ι Ε Χ Ο Μ Ε Ν Α

σ ελ .
1. ΠΡΟΛΟΓΟΣ

19

2. ΓΕΝΙΚΟ ΜΕΡΟΣ
Π

'  Ίσοένξυμα  Γαλακτικές *Αφυδρογονάσης „
Κ ινητική Γαλακτικής Άφυδρογονάσης „

3. ΘΕΩΡΗΤΙΚΟ ΜΕΡΟΣ „
Σύνδεση μικρών ύποκαταστατών „
Παραγωγή έξισώσεων „

4. ΠΕΙΡΑΜΑΤΙΚΟ ΜΕΡΟΣ * „
Πειράματα μέ όξαλικό 6ξύ - „
Πειράματα μέ μυρμηκικό όξύ »
Πειράματα μέ HgCl2 ■>
Καμπύλες πειραμάτων «

5. ΣΥΖΗΤΗΣΗ
6. ΠΑΡΑΡΤΗΜΑΤΑ χ8 ,ι

Παράρτημα 1 ,Λύση τής δμογραφικής έ 6 ι·σωσ’ί1̂  
Παράρτημα Ια ,Α ντικατάσταση  τής έξισωσης ^

στήν έξίσωση 15
Παράρτημα 2 , Τά νέα  Μοριακά ε£6η h o i  o t

σ χέσ εις ,π ο ύ  τά π ερ ιΥ Ρ ^ ουν ^
Παράρτημα 3 , *Η λύση τής έ ξ ίο ωσ,ιε 4,1

7. ΠΕΡΙΛΗΨΗ
3. ΒΙΒΛΙΟΓΡΑΦΙΑ

9
10
12
25
41
44
49
63
67
69
70 
73 
76

100

102

103
106
110
113

/

i

I!



9

1. Π Ρ Ο Λ Ο Γ Ο Σ

*Η Γαλακτική ' Αφυδρογονάση ε ίν α ι ένα ένζυμο άλλοστερικό 
τόσο πολυσυζητημένο,όσο καί "άγνωστο",άλλά καί σταθερό σ τ ις  
πειραματικές ταλα ιπω ρείες .

* Η κ ινητική  τής Γαλακτικής Άφυδρογονάσης,όπως καί όλων 
των άλλων άλλοστερικών ένζυμων,σέσυστήματα ά να σ τολή ς,περ ι- 
γραφόταν ώς τώρα μέ τ ι ς  κλασσικές σ χέσ εις  M ichaelis-M enten 
καί H il l  καί τ ί ς  σ χέσ εις  ,πού έχουν παραχθεί γ ιά  τ ί ς  "συν
εργατικές έπιδράσεις"μικρώ ν υποκατάστατων σέ ό λ ιγο μ ερ ε ίς  
πρω τεΐνες άπό τούς K ir t le y  καί Koshland (μέ βάση τό άλλοστε
ρικό πρότυπο των K oshland-N em ethy-Film er).

Οι σ χέσ εις  αύτές,πού  άναφέρονται π ιό  πάνω ,σχεδιάζοντα ι 
συνήθως σάν υπερβολές,άλλά μέ άρκετή φαντασία καί άσάφεια ώς 
πρός τά πειραματικά  σημεία τους κάθε φορά.

Στήν έργασία αυτή προσπάθησα νά συστηματοποιήσω πειράματα 
μέ άναστολείς τό όζαλικό καί τό μυρμηκικό όξύ ,σέ ένζυμικά  
συστήματα Γαλακτικής Άφυδρογονάσης.

Τά πειράματα αύτά ε ίχα ν  έ π ιτ υ χ ία  καί έ δ ε ιζ α ν ,γ ιά  πρώτη 
Φορά,τήν α ιτ ία  αύτής τής άσάφειας,πού μέχρι τώρα παρατηρού
σαμε σέ διάφορα άλλοστερικά ένζυμα. Έδωσαν μ ιά  νέα μορφή σ τ ις  
πειραματικές καμπύλες.Γ ιά  πρώτη φ ο ρά ,έπ ίσ η ς,έπ ιχε ιρ ή θη κ ε  νά 
έδηγηθεί τό φαινόμενο αύτό μέ τή λύση των έξισώσεων-σχέσεων, 
πού προτείνουν ο ι K ir t le y  KaiKoshland γ ιά  τ ί ς  περ ιπτώ σ εις 
"συνεργατικών έπιδράσεων" σέ ό λ ιγο μ ερ ε ίς  πρω τεΐνες.Ο ι σ χέσ εις  
αυτές,ότα ν  λύθηκαν σάν κλασσικές μαθηματικές σ χέσ ε ις (μ έ  
κάποιες παραδοχές πού άπορρέουν άπό τή φυσική σημασία των 
παραμέτρων)μάς έπαλήθευσαν-άπό θεωρητική σκοπιά-τά  πειράματα, 
άλλά έδε ιζα ν  κάτι άκόμα σπουδαιότερο."Ο τι ή νέα  αύτή μορφή 
των καμπύλων άναστολής μπορεί νά χρησιμεύσει γ ιά  μετρήσεις 
των έπί μέρους "μικροσκοπικών σταθερών" διαστάσεω ς,ταχύτητας, 
κ .ά .,τώ ν  διάφορων ένζυμικών ύπομονάδων,κάτι πού δέν μπορεί νά 
γ ίν ε ι  μέ τ ί ς  μέθοδες πού ύπάρχουν καί τή μορφή τών καμπύλών 
δπως μέχρι τώρα σχεδ ια ζότα ν .
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2. ΓΕΝΙΚΟ ΜΕΡΟΣ

Τό ένζυμο Γαλακτική Άφυδρογονάση (L .D .H .)άπαντά σέ 
δλους τούς ζωικούς ίσ τούς,δπου  κατά, προτίμηση ,μετατρέπει τό
πυροσταφυλικό όζύ σέ γαλακτικό.

CH?C-C-0 
3 ιι 11 
ο 0

L.D.H.+NADH
*L.D.H.+NAD+

♦
Η
I

CHrC-C-0 
3 · I

9  οΗ
*Η Γαλακτική Άφυδρογονάση π α ίζ ε ι σημαντικό ρόλο στήν 

άναερόβια γλυκόλυση1.* Η δομή τού μόριου τής Γαλακτικής Άφυ- 
δρογονάσης ε ίν α ι τετα ρ το τα γή ς .'Α π ο τελ ε ίτα ι άπό τέσσαρες (4) 
ύπομονάδες.Π εριλαμβάνει,δμω ς δύο ε ίδη  ύπομονάδων μέ διοκρορε- 
τ ικ ό  ίσοηλεκρικό σημείο ,πού  στήν έλεύθερη μορφή τους δέν 
παρουσιάζουν ένζυματική δράση.Οί ΰπομονάδες αύτές συμβολί
ζοντα ι συνήθως σάν Η καί Μ ,γ ια τ ί  ή πρώτη ύπερέχει ποσο
τ ικ ά  σέ Γαλακτική Άφυδρογονάση,πού προέρχεται άπό καρδιά 
(H eart) καί ή δεύτερη άπό ένζυμο,πού προέρχεται άπό άλλους 
μ ύ ε ς (M uscle).

Ίσ ο ένζυ μ α  τής Γαλακτικής Άφυδρογονάσης άπαντοΟν στή 
φύση π έν τε ,ό σ ο ι ε ίν α ι  δηλαδή ο ί δυνατοί συνδυασμοί των Η καί 
Μ (Η4 , Η3Μ , Η2Μ2 , ΗΜ3 , Μ4 ) καί μάλιστα ή άναλογία κάθε 
ίσοένζυμου σέ ένα ίστό ε ίν α ι  όση άκριβώς προκύπτει,υπολογι
σ τ ικ ά , μέ τό νόμο των π ιθανοτήτω ν(τυχα ία  κατανομή),μέ βάση 
τήν όλική συγκέντρωση των Η καί Μ στόν ίστό αύτό.

Οι A ppella καί M arkert βρήκαν ό τ ι μερικά ίσοένζυμα 
κρυστάλλων Γαλακτικής Άφυδρογονάσης,άπό μύες καρδίας βοδιού 
ε ίν α ι  δυνατό νά διασταθούν σέ τέσσαρες άνενεργές ύπομονάδες 
ίσου μοριακού β ά ρ ους.Ή  κατεργασία έ γ ιν ε  μέ 1,25Μ υδατικό 
διάλυμα ύδροχλωρικής γο υα ν ιδ ίνη ς καί Ο,ΙΜ υδατικό διάλυμα 
Β-μερκαπτοαιθανόλης . "Ομως δέν μπόρεσαν νά τ ί ς  διαχωρίσουν 
σέ (δύο) τ ά ξ ε ις  μέ βάση τό φορτίο  τους.

"Εχει,ώστόσο άναψερθεϋ ή ταυτοποίηση ένός άλλου ίσοένζυ
μου, πού βρέθηκε στά σπερματοζωάρια καί τούς ό ρ χε ις  άνθρώπου
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. ·» -3-4και λαγού
Τό παραπάνω γεγονός,σέ συνδυασμό μέ τό διαχωρισμό των 

άλλων πέντε ισοένζυμων σέ πολυάριθμες ζώ νες,κατά τήν ήλεκ- 
τροφόρηση5" 6 ,δ ε ίχ ν ε ι  ό τ ι ή μοριακή φύση τής Γαλακτικής 
#Αφυδρογονάσης ε ίν α ι,ίσ ω ς ,π ερ ισ σ ό τερ ο  πολύπλοκη άπό ό τ ι 
προηγούμενα νομίζαμε.

"Εχει προταθεί ό τ ι τό νέο άύτό ίσοένζυμο άπό τά σπερμα
τοζωάρια καί τούς ό ρ χ ε ις ,ε ίν α ι  ένα τετραμερές,πού  ά π ο τελ ε ιτα ι 
άπό όμοιες ν έε ς  ύπομονάδες Γαλακτικής Ά φ υδρογονάσης,τίς X 
ύπομονάδες όπως άναφέρονται. βΗ σύνθεσή τους έχ ε ι ρυθμ ισ τεί
άπό ένα τρ ίτο  γ ο ν ίδ ιο  δ ιαφ ορετικό άπό αύτά,πού έχουν ρυθμ ί-

7σ ει τή σύνθεση των ύπομονάδων Η καί Μ .
Οι ένζυματικές ιδ ιό τη τε ς  του καθαρού Χ4 ίσοένζυμου 

άπό άνθρωπο ή λαγό φ αίνοντα ι σ τό .π ίνα κ α  I μαζύ μέ τ ι ς  
ιδ ιό τη τες  των καί Η4 ισοένζυμων,άπό τ ί ς  ί δ ι ε ς  πηγές.

Τά άποτελέσματα δείχνουν ό τ ι τό Χ4 ίσοένζυμο,άπό λαγό 
έχε ι ένζυματικές ιδ ιό τη τε ς  όμο ιες μέ αύτές του Κ4 ίσοένζυ
μου ,άπό λαγό.

Τά ίσοένζυμα Χ4 καί Η4 ,άπό λαγό,έχουν μέγιστη  
ένεργότητα μέ διάλυμα 15,0mM L-γαλακτικοϋ,ένώ  τά ά ν τ ίσ τ ο ι-  
χα ίσοένζυμα άπό άνθρωπο,έχουν μέγιστη  ένεργότητα μέ διάλυμα 
25,0mM L-γαλακτικου.

Γιά τό πίνακα Ι , τ ά  διαλύματα-κατά τήν άντίδραση-
π ερ ιε ίχα ν  τ ί ς  Αναγκαίες ποσότητες ύποστρώματος 6,6x10 Μ
ρυθμιστικό διάλυμα φωσφορικών,ρΗ = 7,4 καί άπό 0,33mM NADH 

—2 ♦ή 553*10 mM NAD (έζαρτάται άπό τό υπόστρωμα πού χρησιμο
π ο ιε ίτ α ι)  .

Τά διαγράμματα 1 ,2 ,3 ,  πού άκολουθουν τό πίνακα Ι ,μ ά ς  
δίνουν περισσότερο παραστατικά τήν είκόνα  τής όμοιότητας ή 
τής κάποιας μικρής διαφοράς τοϋ Χ4 ίσοένζυμου(άπό άνθρωπο 
ή λαγό σέ διάφορες ά ν^ ιδράσεις)άπό  τά Η4 καί Μ4 ίσοένζυμα.
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ΜΕΡΙΚΕΣ ΕΝΖΥΜΑΤΙΚΕΣ ΙΔΙΟΤΗΤΕΣ ΤΩΝ Χ^ , Μ^, Ημ , ΙΣΟΕΝΖΥΜΩΝ ΤΗΣ

Π Ι Ν Α Κ Α Σ  I

ΓΑΛΑΚΤΙΚΗΣ ΑΦΥΔΡΟΓΟΝΑΣΗΣ ΑΠΟ ΑΝΘΡΩΠΟ ΚΛ1 ΛΑΓΟ

* Ιδιότητα ίσοένζυυα λαγοΟ ί(Χ3ένζυνα Ανθρώπου

Χ4 Η4 Μ4 Χ4 Μ4

1.*Ελάχιστη συγκέντρωση τοΟ
mH mH mH mH mH

υποστρώματος·
α) L-γαλακτικοΟ 15,00 15,00 150,0 25,000 25,000
β) Πυροσταα>υλ ικοΟ 0,30 0,30 1,0 0,300 0,300
γ) α-κετοβουτυρικοϋ 4,00 4,00 • 9  mm 2,000 3,500
δ )L-α-ύδρόΕυβουτυρικοϋ 125,00 125,0 - 7,500 75,000
e) ΓλυχοΕυλικοϋ 5,00 5,00 - - 5,000
ς)α -Ισ οκετοβα λερ ικοϋ 7,50 - - - 7,500

βραδεία βρα£ει<ι

ζ ) L-α-ύδροΕυ-κ-βαλεριχοΟ δέν
γ ίν ε τ α ι 250,000 .
Α ντί
δραση βραδεία

2 .Τ ιμές τής Κ .m
α)ΠυροσταφυλικοΟ 0,10 0,10 0,35 0,017 0,012
β )L-γαλαχτικοϋ 1,60 1,50 23,00 0,660 0,950
γ)α -χετοβ ουτυρ ιχοϋ 0,42 0,45 - 0,760 0,830
δ )L-α-ύδροΕυβουτυριχοϋ 10,00 10,00 •

3 .Λόγος των ένεργοτήτων τής
Γαλακτικές ' Αφυδρογονάσης 
στήν έλάχιστη συγκέντρωση 
υποστρώματος.

α )α-κετοβουτυρικοϋ ώς πρός 
πυροσταφυλ t κό 

β) L-α-ύδροςυβουτυριχοϋ
0,91 0,78 - 1,440 0,840

ώς πρός L-γαλακτικό 0,47
_ _

0,33

II
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Δ I  Α  Γ Ρ A Μ Μ A (1)

πυροσταφυλικό ( χΙΟ*3 Μ )

' Επίδραση τής συγκέντρωσης πυροσταφυλικού (υπόστρωμα) 
σέ ίσοένζυμα » Η4 ' λαγό.ΟΙ ά ρχ ικές  ταχύτητες
(ένεργότητες)Α ντίδρασης πα ίρνοντα ι σάν τό % τής μ έγισ τη ς 
ταχύτητας.
Τά σημεία μέ ( · ) γ ιά  τό *4 ίσοένζυμο

n u n (Α ) II η
«4

II

μ η ι» (Ο ) II η
»4

II

Συγκέντρωση NADH = 0,333mM , B u ffe r φωσφορικών ΡΗ=7,4 
κα ί συγκέντρωσης 6,6*10~4 Μ.
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Δ Ι Α Γ Ρ Α Μ Μ Α  (2)

I------------------ >---------·---------1------------ -»►
(00 COO

L-γαλακτικό ( χ10  ̂ M )
‘Επίδραση τής συγκέντρωσης L-γα λα κτικοϋ(υπόστρωμα) 

σέ ίσοένζυμα Χ4 , Η4 , Μ4 άπό λαγό.Ο ί  Αρχικές ταχύτητες 
(ένεργότητες)Α ντίδρασης πα ίρνοντα ι σάν τό % τής μέγιστης 
ταχύτητας.
Τά σημεία  μέ ( ·  ) γιΑ  τό Χ4 ίσοένζυμο 

" " " ( A ) " " Η4
" " " (Ο ) " " Μ4

Συγκέντρωση NAD = 5 ,53mM ,B u ffe r φωσφορικών P H s7 ,4  
κα ί συγκέντρωσης 6,6x10 Μ.

■<χ

II
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Σταθερότητα ώς τιρός τή θερμοκρασία τΟν ίσοένζυμων 
χ . , Η. , Μ. Γαλακτικής Άφυόρογονάσης άπό λαγό.*Η 

ένεργδτμτα τοϋ 6νζυμου π α ίρ νετα ι σάν τό % τής Αρχικής 
ένεργότητας,ώ ς τιρός τό χρόνο (σέ λεπτά) ,

γ ιά τό Χ4 Ισοένζυμο ( · )
«1 II ( A )
•1

'  Μ4
II (Ο )

IΉ συγκέντρωση τοΟ NAD+ εϋναι 5 , 53mM,Buffer φωσφορι
κών ΡΗ ϊ  7 ,4  κ α ί  συγκέντρωσης 6 ,6χ10~2Μ.

*Η ένεργότητα γ ιά  τά ίσοένζυμα Χ4 κα ί Η4 ύπολογίστη- 
κε μέ 15,0mM L-γαλακτικοϋ ένώ γ ιά  τό Μ4 μέ 250mM 
L-γαλακτικοΟ.
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Γ ιά  τή Γαλακτική ' Αφυδρογονάση Από μύες,πρώτος fixeι
8 ·· 9 -1 0Αναφέρει δ Meyerhof καί στή σ υ νέχε ια  ο ι Szent-G ySrgyi ,

Von E u le r , Green καί ο ΐ συνεργάτες τους.
Τό κρυσταλλικό ένζυμο τής Γαλακτικής Άφυδρογονάσης,

Απομονώθηκε πρώτα Από τόν S tra u b 11 Από καρδιά β ο δ ιο ύ .’Από
τήν ίδ ια  π η γ ή ,έ γ ιν ε  Απομόνωση τοΟ ένζυμου Από τόν N eilands1^
μέ άρκετά βελτιωμένο τρόπο.

Τό κρυσταλλικό ένζυμο έ δ ε ιξ ε  μ ιά  μόνο στοιβάδα στήν ΰπερ-
φυγόκεντρο,άλλά καί ή ήλεκτροφόρηση κα ί ή έξαλάτωση,έδειξαν

13-14τή παρουσία καταλυτικά  ένεργών συστατικών. Τά κλάσματα 
διαχωρίστηκαν μέ ήλεκτροφόρηση καί χαρακτηρίστηκαν σάν A 
κα ί C Α ντίστο ιχα  πρός τά ήλεκτρόδια  Ανόδου καί καθόδου τοΟ 
σ το ιχ ε ίο υ  διαχωρισμού.

Τό κλάσμα Α (τό μεγαλύτερο σ υ σ τα τ ικ ό )ε ίνα ι περίπου τό 
75% τής δλ ικής πρω τεΐνης.Τ ά  συστατικά Α καί C τής 
Γαλακτικής Άφυδρογονάσης δέν δ ια χω ρ ίζοντα ι μέ Ανακρυστάλλωση, 
Τό συστατικό Α μετά  Από Ανακρυστάλλωση Από θ ε ιϊκ ό  Αμμωνιο 
συμπεριφέρεται στό ήλεκτροφορητικό σ τ ο ιχ ε ίο  σΑν Απλό 
συστατικό.

1 5*0 M eis te r έ χ ε ι Αναφέρει ό τ ι ή σταθερά καθίζησης S~n
—13 ΔΧ3γ ιά  τό συστατικό Α ήταν 6,8X10 sec  καί γ ιά  τό συστατικό C 

6,36x10 s e c .*0 N eilands Αναφέρει ό τ ι ή S20 ε ίν α ι 7,0x10 
sec  γ ιά  τά  δύο συστατικά  γ ιά  τ ί ς  δ ιερ γα σ ίες ,π ο ύ  Αναφέρονται 
στή προηγούμενη παράγραφο.

-7 2‘Η σταθερά έλεύθερης διάχυσης D2Q βρέθηκε 5,3*10 cm /s e c  
γ ιά  τό συστατικό Α.Μέ βάση τά δεδομένα αύτά τό μοριακό βάρος 
τής Γαλακτικής Άφυδρογονάσης Από καρδιά  βοδιού υπολογίστηκε 
δ τ ι  ε ίν α ι  τής τάξης 135000± 15000.

*0 συντελεστής Απόσβεσης τής Γαλακτικής Άφυδρογονάσης 
γ ιά  μήκος κύματος 280πιμ,βρέθηκε δ τ ι ε ίν α ι  ίσος μέ 149 γ ιά  
συγκέντρωση ένζυμου lmg/ml καί γ ιά  κυψελίδα πάχους 1cm.
Ot Hakala -  Schw ert16 έχουν Αναφέρει τιμή 1,30 γ ιά  παρα -  
σκεύασμα,πού π ίστευαν δ τ ι  π ε ρ ιέ χ ε ι τό 1/3 τού ένεργού ένζυμου.
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Τό ένζυμο Γαλακτική #Αφυδρογονάση ε ίν α ι σταθερό ατό pH 
καί τ ί ς  θερμοκρασίες,πού χρησιμοποιήθηκαν γ ιά  τήν Απομόνωσή 
του άπό διάφορες πηγές.Ύ πήρςε όμως βαθμωτή μείωση τής ένερ - 
γότητάς του σέ τ ιμ έ ς  μεγαλύτερες τής 8 ,5  καί μ ικ ρό τε-

c λ*7ρες της 5,0
Προσδιορισμός των άμινοζέων τής Γαλακτικής Άψυδρογο - 

νάσης έ χ ε ι γ ίν ε ι  μέ δζινη  υδρόλυση του ένζυμου(άπό συκώτι 
άρουραίου)καί παρουσιάζεται στό πίνακα I I .

%Η Ανάλυση έ γ ιν ε  μέ μέθοδες μ ικ ρ ο β ιο λ ο γ ικ έ ς .%Η Θρυπτοφά- 
νη ύπολογίστηκε μέ βάση τά δεδομένα,πού προκύψανε άπό τήν 
Απορρόφηση τής δλικής πρωτεΐνης μετά  άπό σχετική  διόρθωση 
τής περιεχόμενης Τυροσύνης.

Τά άμινοξέα ,πού βρέθηκαν,ύπολογίστηκαν σάν τό 93,5% 
τής συνολικής πρωτεΐνης κ α ί ' παριστάνουν τουλάχιστον 1065 
άμινοζέα γ ιά  κάθε μόριο ένζυμου .Γ ιά  'Αλανίνη καί ‘Υδροζυπρο- 
λ ίνη δέν έ γ ιν ε  Ανάλυση.Τό άθροισμα των Ατόμων Αζώτου των 
άμινοξέων γ ιά  κάθε μόριο ένζυμου υπολογίστηκε ό τ ι ε ίν α ι  1323. 
Αυτή ή τιμή μπορεί νά σ υγκρ ιθεί μέ αύτή των 1332 άτόμων 
άζώ του ,γιά  κάθε μόριο ένζυμου,όπως π ρ ο σ δ ιο ρ ίζετα ι χωριστά μέ 
Ανάλυση κατά K je ld ah l.T 0  π ιό  καταπληκτικό Αποτέλεσμα τής 
Ανάλυσης των άμινοζέων τής Γαλακτικής #Αφυδρογονάσης ήταν 
ή υψηλή π ερ ιεκ τικ ό τη τα  σέ Βαλίνη κα ί Ίσ ο λ ε υ κ ίν η .

Γιά τ ί ς  τ ιμ έ ς ,π ο ύ  δ ίν ο ν τα ι στό πίνακα I I ,π ρ έ π ε ι  νά 
πούμε ό τ ι ύπόκειντα ι στά σφάλματα τής μ ικροβ ιολογικής Ανάλυσης.
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Π Ι Ν Α Κ Α Σ  II

Η ΑΝΑΛΥΣΗ ΤΟΝ ΑΜΙΜΟΗΕΠΗ ΤΗΣ ΓΑΛΑΚΤΙΚΗΣ ΑΦΥΔΡΟΓΟΝΑΣΗΙ ΑΠΟ ΣΥΚΏΤΙ ΑΡΟΥΡΑΙΟΥ
ΆνιινοΕύ Γραιιΐχάρια. τ&ν 

άμινοΕέων άνά 
100g πρωτεΐνης

Γραμιιάρια τών 
&utvo££<iJV άνά 
MOLE ηοωτεϊνης

Λεύκινη 11 ,6 129
Βαλ£νη 10 ,7 136

' Ισ ολευκίνη 7 ,4 82
Γλυκίνη 4 ,3 95

'Αλανίνη * m
*

Σερ£νη 6 ,2 90

θρεονίνη 2 ,7 34

Μ εθιονίνη 2 ,1 20

Κ υστεϊνη-Κ υστίνη 1 ,3 16

ΦαlνυλαλανCνη 2 ,7 23

Τυροσίνη 2 ,5 19

Θρυητοφάνη 3 ,3 22
66
*Προλίνη 5# 1

* Υδροξυπρολίνη
W

878 ,8
Λυσίνη

4 ,8 39
'Α ρ γ ιν ίν η

1 /7 16
*Ιστ«,6£νη

10,3 113
Άσπαρτα κό 6ζύ

8 ,0 78

93 , 5 1065
ΟΛΙΚΟ
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*Η Γαλακτική Άφυδρογονάση καταλύει τή μετατροπή τοΟ 
γαλακτικοΟ δξέος σέ πυροσταφυλικό όξύ,μέ NAD σάν συνένζυμο 
και άντίστροφα,τοϋ πυροσταφυλικοϋ όξέος ο έ  γαλακτικό όξύ μέ 
NADH σάν συνένζυμο.

*0 Rossmann καί ο ι συνεργάτες του έχουν άναφέρει μ ιά  δομή
2,8 8 γ ιά  τό Μ4 ίσοένζυμο άτιό καρχαρία,καθώς καί δομή χα
μηλής δ ιαχω ριστικής Ικανότητας γ ιά  τό σύμτιλοκο Γαλακτική

♦ 18—19Άφυδρογονάση-ΝΑΟ-πυροσταφυλικό όξύ*
Αύτός ε ίν α ι ό πρώτος προσδιορισμός δομής γ ιά  ένζυμο,πού 

έχ ε ι περισσότερες άπό μ ιά  ύπομονάδες,καταλύει μ ιά  άντίδραση 
όξειδοαναγωγική καί ά π α ιτ ε ί σάν συνένζυμο π υ ρ ιδ ινο -νουκλεο - 
τ ίδ ιο .Τ ό  άποένζυμο καί τό τρ ιτο τα γ ές  σύμπλοκο έχουν υψηλή 
συμμετρία.

Τ ρεις δ ιπ λ ο ί άξονες διασταυρώνονται στό κέντρο τοΟ τ ε -  
τραμεροΟς.Τό δυαδικό δλοένζυμο έ χ ε ι χαμηλώτερη συμμετρία καί 
ένα άξονα20.

*0 πίνακας I I I  δ ίν ε ι  τό σύνολο των κύριων χα ρα κτη ρ ισ τι
κών τής δομής τής Γαλακτικής Άφυδρογονάσης.Τό άποένζυμο έ χ ε ι 
τό 35%,περ ίπ ου ,τή ς άλυσίδας του σέ μορφή α-έλικας,10% -15% σέ 
παράλληλη καί άντιπαράλληλη β-δομή καί τό 5% σέ μορφή 3^0 
έλ ικ α ς .

'Εκτός τών 20 άμινοξέων(άκρο μέ τήν έλεύθερη άμινομάδα 
τοΟ πολυπεπτίδιου)ή  ύπομονάδα έ χ ε ι σχήμα σ φ α ιρ ικ ό .Ε ίν α ι δυνα
τό νά τή δούμε καί σάν δύο μ ισά ,πού δ ια χω ρ ίζοντα ι άπό μ ιά  
άρκετά σημαντική "σχισμή" μέ τ ρ ε ις  άλυσ ίδες συνδεμένες σέ 
αύτά.Τό άριστερό τμήμα ά π ο τελ ε ιτα ι άπό τό άκρο τής έλεύθερης 
άμινομάδας τοΟ π ο λ υ π επ τ ίδ ιο υ ,κ ύ ρ ια ,μ έ  τά 130 άμ ινοξέα  καί 
έ χ ε ι τή μεγαλύτερη άναλογία τής κανονικής δευτεροταγους μορφής, 
π ε ρ ιέ χ ε ι τέσσαρες α -έλ ικ ες(4 2  άμ ινοξέα  )κα ί μ ιά  προέκταση 
άπό ένα παράλληλο πτυχωτό φύλλο(23 ά μ ιν ο ξ έα ) .

Τό σημείο,πού ή άδενί-γη τοΟ συνένζυμου προσκολλάται στήν 
ύπομονάδα τοΟ ένζυμου ,βρ ίσ κ ετα ι μέσα σ 'α ύτό  τό τμήμα τής 
ύπομονάδας. Τό σημείο όπου τό ν ικ ο τ ιν α μ ίδ ιο  του συνένζυμου 
προσκολλάται στήν ύπομονάδα τοΟ ένζυμ ου ,βρ ίσ κετα ι πάνω στό 
πτυχωτό φύλλο.
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Τό δ ε ξ ιό  μ ισό ,μ έ τή λιγώ τερο φανερή δευτεροταγή δομή, 
π ε ρ ιέ χ ε ι τό ούσιώδες π ε π τ ίδ ιο  τής θε ιόλη ς,πού  συνορεύει έπίσης 
μέ τό πτυχωτό φύλλο.Τά άμινοξέα άπό 199 ώς 209 σχηματίζουν 
Φτερόσχημο χαρακτηριστικό τμήμα,πού ε ίν α ι ένα τμήμα τού σύνο- 
ρου τοΟ δεξ ιο ύ  μισού μέ τό δ ια λύτη .

Στό έμπρός τμήμα τής ύπομονάδας τά δύο μισά συνδέονται 
μέ μ ιά  ό χ ι τ έλ ε ια  άντιπαράλληλη πτυχωτή τα ιν ία ,π ο ύ  σχηματίζει 
έπίσης ένα σύνορο τής ύπομονάδας.

Τά άμ ινοξέα  άπό 289 ώς 300 τής έλ ικας Θ διαφέρουν 
έλαφρά άπό τήν υπόλοιπη ύπομονάδα.Είναι κοντά στό τέρμα ,τό  
τελ ευ τα ίο  άτομο άνθρακα(τής έλεύθερης καρβοξυλομάδας) .Τά 
ύπόλοιπα άμ ινοξέα  ε ίν α ι μ ιά  έκτεταμένη πυκνή άλυσίδα,πού στό 
τέλος της ε ίν α ι  ή Φ αινυλαλανίνη.

‘Υπάρχει κάποια άμφίβολία γ ιά  τό πόσο συνδυάζεται ή πυ
κνότητα των άμινοξέων άπό 1 ώς 20 μέ τό σώμα τού μόβιου.
‘Η π ιό  προφανής μορφή έ χ ε ι τό πλευρό της μέ τήν έλεύθερη 
άμινομάδα τού πολυπεπτίδ ιου  σάν βραχίονα,πού έ κ τε ίν ε τ α ι καί 
έξω άπό τό κλο ιό  μ ιά ς  γ ε ιτο ν ικ ή ς  άμ ινομάδας.'Α λλες ύπομονάδες 
έχουν έπαχρή μέ τ ι ς  έ λ ικ ε ς  A , Β , Γ ,τήν  άντιπαράλληλη τ α ι
ν ία  καί τά άμ ινοξέα  άπό 160 ώς 170 ,δ ιά  μέσου τών φτερόσχη- 
μων τμημάτων.Ουσιώδες άμινοξύ ε ίν α ι  ή Κυστεΐνη (195) .

Τό τρ ιτο τα γ έ ς  σύμπλοκο Γαλακτική *Αφυδρογονάση-πυροσταφυ- 
λ ικ ό  -NAD,όταν έξετά ζετα ι άπό κρυσταλλογράφο δέν παρουσιάζεται 
τ έ λ ε ιο ,δ ιό τ ι  σ ί ύποκαταστάτες παράγουν καί υποστρώματα.Τά 
ύποστρώματα π ισ τεύ ετα ι δ τ ι  μοιάζουν σάν τά τρ ιτοταγή  σύμπλοκα 
πού λαβαίνουν μέρος στήν άντίδραση.

Τό νο υ κ λ εο τίδ ιο  σ υ νδ έετα ι,ό μ ο ια ,σ τό  δλοένζυμο καί τό τ ρ ι-  
τοταγές σύμπλοκο7 Ή διαμόρφωση τού ένωμένου συνένζυμου 
ε ίν α ι  περίπου σάν ένα V καί o t βάσεις δ ιαχω ρίζοντα ι άπό τή 
πρω τεϊνική  άλυσίδα ,πού ύπάρχει μεταξύ τους.Τό μισό άπό τό 
ν ο κ ο τ ινα μ ίδ ιο  βρ ίσκετα ι μάσε στό πτυχωτό φύλλο καί ε ίν α ι  δυ
νατό νά συμβα ίνει άνταλλαγή ήλεκτρονικής πυκνότητας μέ τό 
πυροσταφυλικό.‘Ο κρ ίκος άπό 86 ώς 109 άναδιπλώνεται καί κ λ ε ί
ν ε ι  τό πτυχωτό φύλλο τού σύμπλοκου.Μ ετακινείται 1 2 8  άπό τή
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ΚΥΡΙΑ ΧΑΡΑΚΤΗΡΙΣΤΙΚΑ TOW ΥΠΟΗΟΝΑΔΟΗ ΤΗΣ ΓΑΛΑΚΤΙΚΗΣ ΑΑΥΑΡΟΓΟΗΑΣΗΣ

ΆμινοΕέα Δευτεροταγής δομή Σχόλια-Παρατηρήσεις

1 α-έλικα A 'Αμφιβολία γιά τό
6 άκρο τής έλεύθερης

άμι νομάδας τοΟ 
πολυπεπτίδιου.

20
22 Παράλληλο πτυχωτό φύλλο,
26 πρώτη διέλευση

32 α-έλιχα Β
40

45 Παράλληλο πτυχωτό φύλλο.
48 δεύτερη διέλευση

55 α-έλικα Γ
61

70 Παράλληλο πτυχωτό φύλλο,
72 τρίτη διέλευση

79 Παράλληλο πτυχωτό φύλλο,
86 τέταρτη διέλευση 'Αναδίπλωση,πού 

είσχωρεΐ στή τρι-
95 α*έλικα Δ •τοταγή δομή τοΟ
106 - όχι τέλεια τριτο-

ταγοΟς σύμπλοκου.

109 α-έλικα Ε
118

121 Παράλληλο πτυχωτό φύλλο.
123 πέμπτη διέλευση

144 Ουσιώδες πεπτίδιο
153 τής θειόλης.

155 α-έλικα Ζ
156

194 Φτερόσχημο τμήμα.
205

229 α-έλικα Η
242

245 *Αντίπαράλληλη ταινία, *

261 πρώτο σύνορο(άκρο)

262 *Αντίπαράλληλη ταινία,
276 δεύτερο σύνορο(άκρο)

277 *Αντίπαράλληλη ταινία,
283 τρίτο σύνορο(άκρο)

289 α-έλικα
300

311 Τό άκρο τής 
έλεύθερης καρβοζυ- 
λομάδας τοΟ άμινοξέος 
τής Φαινυλαλανίνης.
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θέση του στδ άποένζυμο.Συνδιασμένα μέ τήν Αλλαγή αύτή ε ίν α ι :  
α) Μιά Αναγωγή τοϋ ύψους τού μόοιου κατά βΧ
3) 6% Αναγωγή στόν όγκο τής μονάδας 
γ) Μετακίνηση κατά 3$ τής έλ ικα ς Θ.

Αύτές ο ΐ ένδοϋπομοναδικές διαμορφω τιχές Αλλαγές ε ίν α ι  ή 
π ιό  έκπληκτική παρατήρηση,σέ συνδυασμό μέ τήν όλη συμπεριφορά 
τού ένζυμου τής Γαλακτικής 'Αφυδρογονάσης.

'Ακόμη ένα σπουδαίο γεγονός ε ίν α ι  ο ί μετρήσεις ταχέων 
Αντιδράσεων,πού έχρυν δ ε ίξ ε ι  δ τ ι  ο ι Αλλαγές διαμορφώσεων 
μπορεί νά ε ίν α ι  ο ι Β ραδείες ά ντ ιδ ρ ά σ ε ις ,π ο ύ  τελ ικ ά  ρυθμίζουν
τή κ ιν η τ ικ ή  συμπεριφορά των Αντιδράσεων τής Γαλακτικής

_ . 2 3 - 2 4 - 2 5Αφυδογονάσης.
Ή έπίδραση,πού παράγεται μέ πρότυπο διάφραγμα,όταν 

έμΒ απτίζοντα ι κρύσταλλοι Αποένζυμου σέ διαλύματα άναλόγων 
τού σ υ νένζυ μ ο υ ,έδε ιξε  δ τ ι  τό ΑΜΡ ε ίν α ι ό μ ικρότερος υποχα— 
ταστάτης,πού  προκαλεϊ Αλλαγές στή διαμόρφωση.Τό ν ικ ο τ ιν α μ ίδ ιο  
συνενοΰται χω ρίς Αλλαγή στή δομή τής πρω τεΐνης.Τό μονονου- 
κ λ ε ο τ ίδ ιο  τού νο κ ο τινα μ ίδ ιο υ  καί τό κ εντρ ικ ό  σ τ ο ιχ ε ίο  
ΡιΒόζης-Φωσφορικοϋ δέν σ υνενοϋντα ι.

*0 Rossmann κα ί ο ϊ συνεργάτες του πρότειναν τόν Ακόλουθο 
μηχανισμό γ ιά  τή μεταλλαγή κατά τή σύνδεση.

Ηίδ

Ν  -  Λ

/ A  S P i e s

Cys u 5

R R — A d
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*0 κεντρ ικός παράγοντας ε ίν α ι  ή κατάλυση γεν ικ ή ς  βάσης 
άπό τήν H is53,noO έμφανίζετα ι νά ε ίν α ι μέρος ένός δύκτιου  
ύδρογονικών δεσμών.

'Εκτός άπό τήν ένεργή περ ιοχή ,πού  έπίσης έ χ ε ι τήν ουσιώδη 
Κυστεΐνη καί Αερ169,δέ γνωρίζουμε ά ντ ιδρ ά σ εις  όποιουδήποτε 
μοντέλου,πού νά φέρουν τό μηχανισμό,πού π ρ ο τε ίνετα ι παραπάνω. 
'Εδώ έ χ ε ι σημειωθεί ένα θεωρητικό άλλά παράτολμο άναλογο μετα
ξύ τής Γαλακτικής Άφυδρογονάσης καί τής Άφ'υδρογονάσης τής 
Φωσφορικής Τ ριόζης.

"Εχει άναφερθεί άπό τό S traub  ό τ ι ή Γαλακτική Άφυδρογο- 
νάση,άπό καρδιά βοδιού,κρυστάλλουται μέ δύο μορφές καταλυτικά 
ένεργών συστατικών,πού μπορούν νά διαχωριστούν με ήλεκτροφό- 
ρηση.

* Η Γαλακτική Άφυδρογονάση όξειδώ νει τό Ι^ α λ α κ τ ικ ό  όξύ. 
Δέν έχ ε ι δμως παρατηρηθεί ένεργότητα μέ τό ϋΗγαλακτικό όξύ.

* Η γενική  άντίδραση :
Γαλακτικό όξύ + NAD Πυροσταφυλικό όξύ ♦ NADH «· η

ίσ χύει καί ή μέση τιμή τής σταθεράς ισορροπίας της ε ίν α ι :

κ -  Πυροσταφυλικό » NADH* Η*
= Γαλακτικό * NAD*

-7 -7Μέ χαμηλές συγκεντρώσεις ένζυμου (2x10 Μ ώς 10*10 Μ) 
βρέθηκε ό τ ι ή σταθερά Κ έ χ ε ι τιμή 0,33*10-11 καί σέ 
περιοχή pH άπό 7,0 ώς 1 0 ,0 .* Η τιμή αύτή πολλαπλασιάζεται 
μέ 50 ή μέ 36 σέ ρΗ=7,0 καί 8 ,0  ά ντ ισ το ίχα ,ό τα ν  ή 
συγκέντρωση τού ένζυμου αύξάνει καί γ ίν ε τ α ι μεγαλύτερη άπό 
τή συγκέντρωση τού NADH

Τό πυροσταφυλικό όξύ ε ίν α ι τό υπόστρωμα,πού εύκολα άνά- 
γετα ι .Σύμφωνα μέ τό M eister τό ένζυμο άνάγει έπ ίσης α -κετο  
καί α ,γ -δ ικ ε τ ο ν ο ξ έ α .* Ωστόσο τά α -κετο ίσοκαπροϊκό ,όξαλοξεικό , 
α-κετογλουταρικό,β-κεΓρνοξέα καί δ-κετονοξέα  άνάγονται μέ 
μηδενικές ταχύτητες σχεδόν,ή δέν άνάγονται καθόλου. "Αλλες 
άνενεργές ένώσεις ε ίν α ι ή άκεταλόεύδη,ή άκετόνη,ή μεθυλοαίθυ- 
λοκετόνη καί ή 3 ,6 -6 ιμ εθ υ λ ο -2 ,5 -Ρ -δ ιο ξα ν ο δ ιό νη .
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'Α ραιά διαλύματα τοΟ κρυσταλλικού ένζυμου παραμένουν, 
διατηρώντας ύλη τους τήν ένερ γό τη τα ,γ ιά  μ ερ ικές ήμέρες σέ δ ιά 
λυμα Ο,ΙΜ ρυθμ ιστικό  φωσφορικών,pH = 7 ,0 καί σέ θερμοκρασία 
δωματίου.

Ένώ πρωτόνια συμμετέχουν στή καταλυτική άντίδραση,ή  ένερ- 
γότητα τού ένζυμου έξαρτάτα ι άπό πολύ ύψηλές κα ι πολύ χαμηλές 
τ ιμ έ ς  pH .

Τό ένζυμο Γαλακτική Ά<ρυδρογονάση,δείχνει τεράστια
27σταθερότητα ώς πρός κο ινούς ά ν α σ τ ο λ ε ΐς .*0 N eilands έ δ ε ιξ ε  δ τ ι 

30 λεπτά  έκκόλαψη μέ p -C hlorom ercuric  benzoate  ό δη γε ϊτα ι σέ
Φ

πλήρη ά πενεργοπ ο ίη σ η .‘Η ένεργότητα  δμως έπανέρχετα ι μέ 
Κ υστεϊνη.Σέ σ υ γκ ρ ιτ ικ ά  ό μ ο ιες  συνθήκες άλλα σουλψυδρύλο-αντι- 
δραστήρια,δπω ς τά o -Io d o so b e n z o a te ,Io d o a c e ta te  καίΝ-E th y l-  
m aleim ide δέν άντιδρούν .Τ ό  ίώ διο  καί ο ί άνόργανες ένωσεις τού
υδράργυρου καί σέ άραιά  άκόμη δ ια λ ύ μ α τα ,ε ίν α ι ισχυροί άναστο-
, _ 28 λ ε ις

*Η περ ιοχή  συγκεντρώσεων,πού μπορούν νά γ ίνουν  κανονικοί 
κ ιν η τ ικ ο ί προσδιορισμοί ε ίν α ι  π ε ρ ιο ρ ισ μ έ ν η ,δ ιό τ ι ο ί προσδιο
ρ ισ μ ο ί αύτο ί γ ίν ο ν τα ι μέ ά ντιδραστήρ ια ,πού  ο ί συ γκεντρώσεις 
τους ε ίν α ι  άρκετά ύψηλές ώς πρός τή σταθερά M ic h a e lis .Πάρα 
πολύ μεγάλες συγκεντρώ σεις άντιδρώντων δδηγοΰν σέ άναστολή 
υποστρώματος(S u b s tra te  I n h i b i t i o n ) .

Τό διάγραμμα 4 δ ίν ε ι  τή μορφή τής καμπύλης γ ιά  άναστολή
29ύποστρώματος μέ υπόστρωμα πυροσταφυλιχό . *Η καμπύλη ύπολογί- 

στηκε άπό τήν έξίσωση τών L inew eaver-Burk3 0 ,Y i0 άναστολή 
ύποστρώματος, μέ τ ιμ έ ς  1,8X10 γ ιά  τή Km γ ιά  τό πυροστθρυ
λ ικ ό , 2 , 5 x 1 0 ~ 3 γ ιά  τή σταθερά διάστασης γ ιά  τό ένωμένο μόριο 
τού πυροσταφυλικού καί 6 , 0 x10  ^Mol/min γ ιά  τή μέγιστη 
ταχύτητα.

Τά σημεία  ε ίν α ι  π ε ιρ α μ α τ ικ ά .* Η συγκέντρωση τού NADH ήταν 
1 ,29χ10-5 Μ,τής Γαλακτικής Άφυδρογονάσης,κατά προσέγγιση 
o,o2Y/m l κα ί ή θερμοκρασία τού πειράματος 27,5 °C. $9#

*0 προσδιορισμός έλαβε χώρα σέ 0,05Μ ρυθμ ιστικό  διάλυμα 
φωσφορικών ρΗ2 6 , 8 .

II
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πυροσταφυλικό ( χ10 Μ )
'Α να σ τολή  τ ή ς  α ν α γ ω γ ή ς  τ ο υ  π υ ρ ο σ τ α φ υ λ ι κ ο ϋ ( ά ν τ ίδ ρ α σ η ,π ο υ  κ α τ α λ ύ ε τ α ι  

άπ<$ Γ α λ α κ τ ικ ή  Ά φ υ δ ρ ο γο ν < χ σ η )γ ιά  ύψηλε'ς σ υ γ κ ε ν τ ρ ώ σ ε ι ς  π υ ρ ο σ τ α φ υ λ ικ ο ϋ

Ί ύ  δεδομένα του παραπάνω πειράματος,κατά  τό συγγραφέα, 
άκολουθουν τήν έδίσωση;

max Κ Κ
= 1 + Β Κ

ΑΒ ( 1 )V Α Β ΑΒ
όπου : ν άρχική ταχύτητα ά ν τ t δράσης

Vmax μέγιστη ταχύτητα ά ν τ£δράσης,δταν τά ύποστρώματα 
Α καύ Β παρίστανται σέ ύφηλές σ υ γκεντρ ώ σ εις ,σ χετικ ά , 
πρός τ£ς Α ντίσ το ιχες σταθερές ΚΑ , Κβ γ L *a f t t d# *Η κΑβ ε ίν α ι 

μ ιά  σύμπλσκη σταθερά.

.VS

.Μ
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Σέ περ ιπτώ σ εις  δπου δέν ύφ ίσταται Αναγκαστική σειρά  
συνδέσεων των υποστρωμάτων,ή KATi ε ίν α ι  ή σταθερά διάστασης

Ad

γ ιά  τό τρ ιτο τα γ ές  σύμπλοκο Ε-Α-Β σέ έλεύθερο ένζυμο Ε, 
έλεύθερο υπόστρωμα Α καί έλεύθερο υπόστρωμα Β.Παρ'όλα αύτά 
δ μ ω ς ,ε ίν α ι γνωστό άπό μερικούς έρευνητές ό τ ι ή φύση των ΚΑ, 
Κβ σταθερώ ν,έξαρτάται άπό τό προτεινόμενο  μηχανισμό γ ιά  τήν 
Α ντίδραση.

Σέ μ ιά  τυπική περίπτωση ο ι κ ιν η τ ικ έ ς  σταθερές υπολογί
στηκαν άπό τά δεδομένα των Lineweaver-Burk γ ιά  διαγράμματα 
άντιστρόφων τών άρχικών ταχυτήτων ώς πρός τ ί ς  Αντίστροφες 
συγκεντρώσεις τού πυροσταφυλικοΟ καί γ ιά  όρισμένα σταθερά 
έπ ίπ εδα  συγκεντρώσεων τού NADH.

Γιά κάθε έπ ίπ εδο  συγκεντρώσεων NADH τά δεδομένα περ ιγρά
φουν μ ιά  γραμμή,πού συναντά τόν άξονα 1/V (1 /P sO ) στή τιμή 
1/Vmax » ( 1 -t-Kg/R) καί έ χ ε ι μ ιά  κλίση 1 /VmaxKKp+K^p/R) . "Αν όλα 
αύτά τά σ η μ ε ία ,γ ιά  όλες τ ί ς  γραμμές(εύθεΐες-καμπύλες,τώ ν 
διαγραμμάτων),μποΟν σέ άξονες ώς πρός τ ί ς  Α ντίσ το ιχες  Α ντί
στροφες τ ιμ έ ς  τών συγκεντρώσεων τοΟ ΝΑΏΗ,οΐ παραγόμενες 
γραμμικές Α π εικ ο ν ίσ ε ις  συναντούν τό κατακόρυφο άξονα (1 /R = 0) 
στή τιμή  1/Vmax μέ κλίση KR/Vmax.Προσδιορισμοί τής Αρχικής 
ταχύτητας Α ντίδρασης,δπου ή συγκέντρωση τού NADH π ο ικ ίλ ε ι σέ 
δρισμένα σταθερά έπ ίπεδα  τής συγκέντρωσης τού πυροσταφυλικού, 
μπορούν νά χρησιμοποιηθούν γ ιά  τό προσδιορισμό τής KR KaiVmax.

Γ ιά συντομία  τά : πυροσταφυλικό,γαλακτικό,ΝΑΙ^,ΝΑΟΗ 
γράφονται σάν Ρ , L , 0 , R ά ντ ίσ το ιχα .Ο ί KR ,Κ^ , Kq , KR , 
ε ίν α ι  ο ΐ Α ντίσ το ιχες  σταθερές M ich ae lis .O i κ α ίΚ ^  ο ί
σύμπλοκες σταθερές γ ιά  τ ί ς  Α ντιδράσεις ίσορροπίας άπό τή 
πλευρά τού πυροσταφυλικού καί τού γαλακτικού Α ντίστο ιχα .

Τυπικές Α πεικονίσεις(καμπύλες)άπό  πειραματικά  δεδομένα
29φ α ίνοντα ι στά διαγράμματα (5) καί (6),

Τά διαγράμματα αύτά Α πεικονίζουν τ ί ς  μεταβολές τής 
Αρχικής Αντίστροφης ταχύτητας Αντίδράσης,πού έκφράζεται σάν 
Vmax/ν ,ώ ς  πρός τήν Αντίστροφη συγκέντρωση τού ύποστρώματος ή 
συνυποστρώματος,πού έκφράζεται σάν τό λόγο τής σταθεράς

I»
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M ichaelis γ ιά  τό υπόστρωμα ή συνυπόστρωμα(πού π α ίρ νε ι μέρος 
στήν Αντίδραση) ,ώς πρός τή συγκέντρωση του.Ο ί Αριθμοί πΑνω 
Από τ ί ς  γραμμές,στά διαγρΑ μματα,δείχνουν τό λόγο τής σταθερας 
M ichaelis ώς πρός τή συγκέντρωση του ύποστρώματος ή συνυπο- 
στρώματος,πού έχ ε ι κρατηθεί σταθερή.Οι γραμμές έχουν υπολο
γ ισ τ ε ί Από τήν έξίσωση (1) χρησιμοποιώντας τ ιμ έ ς ,π ο ύ  έχουν 
δοθεί Από π ίνα κες.

'Επειδή μιΑ Αλλαγή στό σημείο,πού μιΑ εύθε ία  των διαγραμ
μάτων 5α ή 6α ,τέμ νει τόν Αξονα Vmax/v προϋποθέτει Α ντί
στοιχη Αλλαγή στή κλίση τής Α ντίστο ιχης εύθεία ς των διαγραμ
μάτων 5β ή β δ ,ο ί Α πεικονίσεις πρέπει νά γ ίν ο ν τα ι δ ιπ λ ές  
(5α-5β,6α-6β)σάν μ ιά  π ιό  σωστή Αναπαράσταση των γραμμών αύτών, 
πού έχουν γ ίν ε ι  μέ βάση τά έκτιθέμενα  πειραματικά  σημεία .

Γιά τά διαγράμματα 5 (5α -5β ),ή  Αντίδραση έ γ ιν ε  Από τή
πλευρά τοϋ γαλακτικού πρός τό πυροσταφυλικό,σέ θερμοκρασία
29°C. * Η τιμή τής Vmax ήταν 1 ,40*1 0~6Mol/ min καί ή συγκέν-

- 2τρώση τής Γαλακτικής ' Αφυδρογονάσης περίπου 1,40*10 γ /m l.
Γιά τό διάγραμμα 6 (6α -6β ),ή  Αντίδραση έ γ ιν ε  Από τή πλευρά 

τοϋ πυροσταφυλικοϋ πρός τό γαλακτικό,σέ θερμοκρασία 11,5°C .
* Η τιμή τής Vmax ήταν 7,14x10 ^M ol/m in κα ί ή συγκέντρωση 
τής Γαλακτικής 'Αφυδρογονάσης,περίπου 1x10 γ /m l.

Οι Αριθμοί πάνω Από τ ί ς  γραμμές στά διαγράμματα 5 καί 
6 δείχνουν τό λόγο τής σταθερας M ich ae lis  πρός τή συγκέντρωση 
τών άντιδρώντων,πού ή συγκέντρωσή τους δ ια τη ρ ε ίτα ι σταθερή.Οι 
γραμμές υπολογίστηκαν Από τήν έξίσωση ( 1 ) . 'Α ντικαθιστώ ντας 
στήν έξίσωση (1) τ ί ς  συγκεντρώσεις τών Αντιδρώντων δημιουρ
γούμε τήν έξίσωση(2) :

Vmax Κ, Κ
( 2 ) = 1 + R

R
KRP
R-P

*Η σύμπλοκη σταθερά προσδιορίστηκε άπό τήν έξίσωση
(2) .
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Δ Ι Α Γ Ρ Α Μ Μ Α Τ Α  ( 5 ) , ( 6 )

Γ ρ α ψ ε κ έ ς  ά κ ε υ κ ο ν υ σ ε υ ς  με  βάση τ η ν  έ ζ έ σ ω σ η  1 των ι ε υ ρ α μ α τ υ κ ώ ν  

δ ε δ ο μ έ ν ω ν , γ υ ά τ ή ν  ά ν τ έ δ ρ α σ η  ά ι ο  τή  ι λ ε υ ρ ά  τ ο υ  γ α λ α κ τ υ κ ο ϋ  i p d s  τ έ  ι υ ρ ο -  

σ τ α φ υ λ υ κ ο  ( δ υ ά γ ρ α μ μ α  5 )  καυ a i d  τή  ι λ ε υ ρ ά  τ ο υ  ι υ ρ ο σ τ α φ υ λ υ κ ο υ  i p d s  τά  

γ α λ α κ τ ε κ ο  ( δ ι ά γ ρ α μ μ α  6 ) .
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Vim a x  , „ . KR_  * _ KPR <3 >
------------  - 1 1 +  p  +  R P * R
. V

"Ε τσ ι,έπε ιδή  δλοι o l  δροι στήν Αριστερή πλευρά τής 
έξίσωσης (2) μποροΟν νά προσ διορ ισ τούν ,μ ιά  άπεικόνηση τοΟ 
άριατεροϋ μέλους της ώς πρός ρ·γρ— θά δώσει μ ιά  ευθεία

γραμμή μέ κλίση kp r #et0 διάγραμμα (7) φ α ίνετα ι τό παραπά
νω γ ιά  τήν Αντίδραση άπό τή πλευρά τοΟ γαλακτικοΟ πρός τό 
πυρ'οσταψυλικό.Τά δεδομένα έχουν παρθει άπό τό διάγραμμα (5) .

'  Δ I  Α Γ Ρ Α Μ Μ A ( 7)

Γ ρ α φ ικ ή  α π ε ι κ ό ν ι σ η  τ ή ς  έ ξ ίσ ω σ η ς  3 , γ ι ά  τ ή ν  α ν τ ί δ ρ α σ η  άπό  τή  
π λ ευ ρ ά  τ ο υ  γα λ α κ τ ικ ό ν )  π ρ ό ς  τό  π υ ρ ο σ τ α φ υ λ ικ ό .

‘Ωστόσο μερ ικο ί έρευνητές έχουν υπολογίσει δ τ ι  μ ιά  Α ντι
στρεπτή Αντίδραση,πού καταλύεται Από ένζυ μ α ,π ερ ικ λε ίοντα ς 
δύο τύπους υποστρωμάτων καί δύο τύπους συνένζυμων,θά δώσει 
μ ιά  αύξηση σ τ ίς  καμπύλες τών διαγραμμάτων κατά Lineweaver -  
Burk Αν τό σύστημα περιγράφ ει μέ τή μέθοδο τής' προσέγγισης 
τής στάσιμης κατάστασης καί Αν δέν υπάρχει Αναγκαστική τάξη · 
σύνδεσης γ ιά  τά Αντιδρωντα.

‘Υπολογισμένες καμπύλες γ ιά  μ ιά  π ο ικ ιλ ία  υποθετικών 
Αναλογιών σταθερών ταχύτητας δε ίχνουν  δ τ ι  ή καμπυλότητα ε ίν α ι 
συνήθως,τόσο μικρή πού δέν μπορεί νά δ ιερ ευ νη θε ι πειρα μ α τικά .
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'Από αύτό συνάγεται ό τ ι ή π ιό  καλή δ ο κ ιμ ή ,γ ιά  νά προσ
αρμοστεί στά πειραματικά  δεδομένα τής έΕίσωσης ( 1 ) , ε ίν α ι  ή 
άπόδειξη ό τ ι μ ιά  συνεπής τιμή τής βρ ίσκετα ι πάνω άπό
μ ιά  εύρ ε ία  περιοχή άλλαγών τού ΑΒ.

*Η τιμή  τής ΚΛΤ ύ π ο λ ο γ ίζετα ι,μ έ  όμοιο τρόπο,άπό τή OL
πλευρά τοΟ γαλακτικοΟ ,γιά  τήν άντίστροφη άντίδράση . ‘Επειδή 
ο ΐ τ ιμ έ ς  πού έχουν βρεθεί γ ιά  τ ί ς  KpR κα ί KQL έΕαρτώνται 
άπό τ ί ς  τ ιμ έ ς  άλλων κ ινητικώ ν σ τα θερώ ν,είνα ι φανερό ό τ ι σφάλ
ματα υπολογισμού τε ίνο υ ν  νά συσσωρευτούν σ τ ίς  τ ιμ έ ς  όλων τών 
σύμπλοκων σταθερών.

Έ χουν π α ρα τη ρη θεί,γεν ικά ,δύο  πορ ε ίες  π ιθα νές  γ ιά  νά 
έΕηγήσουν τή καταλυτική μετατροπή τού πυροσταφυλικού σέ γαλα
κ τ ικ ό  καί άντίστροφ α,μέ ένζυμο τή Γαλακτική Άφυδρογονάση.

Πορεία (α) Πορεία (β)

L.D.H. ■*· Ο « = ?  L.D. 

L.D.H. 4 L »"—;■* L.D. 

L .D .H .-0 ♦ L , *· L.D. 

L.D .H .-L 4 Ο JZZ? L.D. 

L .D .H .-0-L  « L.D.

Ο1•S3 L.D.H. *

H.-L L.D .H .-0

Η. -0-L L.D.H

Η. -0-L L.D.H.-R

H.-R-P

Ο « ---- ■ L .D .H .- 0

·» Γ,«— ^ L .D .H .-O -L  Ϊ — -  +  

-R -P irT  L .D .H .-R  ■» ρ 

,  ' » L .D .H . ♦ R

L.D.H.-R-P 0 ~ Γ~* L.D .H .-P «■ R 

l . d . h . - p « ■—rr L.D.H. 4 ρ

κ . τ .λ .

όπου,όπως προηγουμένως έ χ ε ι σ η μ ειω θεί, Ο , Ρ , I* , R καί 
L.D.H. ε ίν α ι  ά ν τ ίσ το ιχ α  τά NAD+ , NADH ,Γαλακτικό, 
Πυροσταφυλικό καί Γαλακτική 'Αφυδρογονάση.

Κ ινη τικές μ ετρ ή σ ε ις ,δ μ ω ς ,γ ιά  δλόκληρη τήν άντίδραση 
δέν έδωσαν πληροφορίες γ ιά  τά σύμπλοκα L .D .H .-0-L  ε ίτ ε  
L.D.H.-R-P άλλά γ ιά  ένα σύμπλοκο άγνωστης σύνταξης τό 
L.D.H.-X-Y πού φ α ίνετα ι νά προέρχεται άπό τή παρακάτω πορεία , 
πού προτάθηκε γ ι 'α ύ τ ό  τό λόγο.
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Πορεία (γ)

L . D . H .  ♦ 0  4  -  —γ L . D . H . - 0

L.D.H. + L , τ-=+ L.D.H-X-Y « _  :.'Λ. =» L.D .H .-R  ♦ Ρ

L.D.H.-R t  L.D.H. ♦ R

*0 A lb e rty 32
άντίδράσης γ ιά  τή
γαλακτικό ε ίν α ι :

✓
(3)

έ χ ε ι  δ ε ίξ ε ι  δ τ ι  ή Αρχική ταχύτητα τής 
κατεύθυνση Από τό πυροσταφυλικό πρός τό

V
ν  - max

Κ, Κ, Κ
1 ♦ 0L

Q*L

<
%Η έξίσωση (3) δέν ε ίν α ι  Αλλη Από τήν έξίσωση (1) .Οι KQ,

ΚΤ ε ίν α ι ο ι σταθερές M ich ae lis  γ ιά  τά  NAD καί NADH Α ντίσ το ιχα  
καί Ο , L ,ο ι  Α ρχικές συγκεντρώσεις των NAD καί NADH.
4Η KQL ε ίν α ι έπίσης μ ιά  σταθερά,πού έ χ ε ι τήν ίδ ια  υπολογι
στική σ ημασ ία ,γ ιά  τό γ ινόμενο  των συγκεντρώσεων Ο κα ί L , 
δπως θά ε ίχ ε  μ ιά  κανονική σταθερά M ich ae lis  γ ιά  Απλές συγκεν
τρώσεις των Αντιδρώντων .Οι όρισμοί αύτο ί έχουν δοθεί Από τόν 
ίδ ιο  τόν A lb e rty .

Οι N ovoa,W iner,G laid , Schwert εργάστηκαν33 μέ βάση 
τ ί ς  Αμέσως παραπάνω διατυπω μένες κ ιν η τ ικ έ ς  π ο ρ ε ίε ς  κα ί μέ 
πρότυπο τήν έξίσωση πού προτάθηκε Από τόν A lb e r ty ,χρη σ ιμ οπο ι
ώντας όξαλικό καί όξαμικό όξέα ( όξαλικό Να- άλας μέ Να του 
μονοαμίδιου τοϋ δξαμικοϋ δξέος) σάν Αναστολείς στή πορεία
μετατροπές ♦ Γαλακτικό + NAD+ + L.D.H.-£± Πυροσταψυλικό + NADH + L.D.H.

Φ

;vs
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Διάγραμμα 8 (Α,Β):ή αντίδραση γίνεται and τή χλευρά τοΟ χυροσταφυλιχοΰ
ηρός τδ γαλακτικά.

Διάγραμμα 8 (Γ,Δ):ή αντίδραση γίνεται and τή χλευρά τοΟ γαλακτικού xpo's
το χυοοσταουλικά.

Οί καμπύλες τού διαγρΑηματος (8) κατά Lineweaver-Burk, 
δ ε ίχνο υ ν  τήν έπίδραση τής προσθήκης δξαμικού,σάν Αναστολέα, 
στήν άρχική ταχύτητα τής Αντίδρασης δταν:

(Α) ή συγκέντρωση τοΟ NADH (R) μεταβάλλεται καί τού 
πυροσταφυλικοΟ παραμένει σταθερή,

(Β) ή συγκέντρωση τοΟ πυροσταφυλ ικοΟ (Ρ) μεταβάλλεται, καί 
NADH παραμένει, σταθερή,

(Γ) ή συγκέντρωση τού NAD+ (Ο) μεταβάλλεται καί τοΟ 
γαλακτικού παραμένει σταθερή,
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(Δ) ή συγκέντρωση τοΟ γαλακτικοΰ (L) μεταβάλλεται καί τοΟ 
NAD+ παραμένει σταθερή.

Ot συγκεντρώσεις τοϋ δξαμικοΰ,στή κάθε άντίδράση,«ραίνον
τα ι πάνω σ τ ίς  ε υ θ ε ίε ς  των έπ ί μέρους διαγραμμάτων τοϋ διαγράμ
ματος (8) .Τά σημεία  ε ίν α ι  πειρα μ α τικά  καί o t μετρήσ εις έγ ινα ν  
σέ ρυθμιστικό δι«5Λυμα 0 ,2  Μ Ιον ική ς ίσχύος 0 n 0 T r is -T r is -  
HC1-KC1 σέ ΡΗ = 6 , 4 κα ί σέ θερμοκρασία 28°C.

Ot γραμμές ύπολογίστηκαν άπό τ ί ς  έξισώ σεις (4) -καί (5) , 
πού θά δοϋμε παρακάτω κα ί o t σταθερές άπό τό π ίνακα  IV ."Ο λες 
o t συγκεντρ«5σεις έκφράζονται σέ Mol/L καί o t ταχύτητες σέ 
Mol/L«min .

Τό διάγραμμα (8Β) τής 1/V ως πρός 1 /Ρ ,μ έ  σταθερή τή 
συγκέντρωση τοϋ NADH καί μεταβλητή τή συγκέντρωση τοϋ όξαμικοϋ 
(ά να σ το λέα ),δε ίχνε ι ό τ ι o t κ λ ίσ ε ις  των γραμμών αύξάνουν πολύ 
π ιό  γρήγορα μέ τήν αΰξη<?η τής συγκέντρωσης τοϋ όξα μ ικοϋ ,άπ ' 
ό τ ι αύξάνουν o t τ ιμ έ ς  τής 1/V στά σημεία  όπου o t γραμμές 
τέμνουν τόν άξονα 1 / ν . Γ ι ά  μετρήσ εις  σέ μεγαλύτερες τ ιμ έ ς  
ΡΗ ,ή άλλαγή σ τ ίς  τ ιμ έ ς  τής 1/V ,στά  σημεία  πού o t γραμμές 
τέμνουν τόν άξονα 1/V ,ε ίν α ι  μηδαμινή.Αύτή ή παρατήρηση 
έξη γ ε ϊτα ι εύκολα άν ύποθέσουμε ό τ ι ή δράση τοϋ όξαμικοϋ,σάν 
ά να σ τολέα ,ε ίνα ι άνταγω νιστική ώς πρός τό πυροσταφυλικό.

Τό διάγραμμα (8Α) δ ε ίχ ν ε ι  ό τ ι τό δξαμικό ε ίν α ι  έντελώς 
μή άνταγω νιστικός άναστολέας ώς πρός τό NADH.

Τά διαγράμματα (8Γ) καί (8Δ) περιλαμβάνουν μετρήσ εις  σέ 
ύψηλώτερες συγκεντρώσεις όξαμικοϋ,άπό αύτές πού χρησιμοποιήθη
καν στά διαγράμματα (8Α) καί (8Β ).
Ε ίνα ι,π ρ α κ τικ ά ,ό μ ο ια  μέ αύτά κα ί o t διαφορές τους ε ίν α ι  δύο: 

α) ό τ ι τά (8Γ) καί (8Δ) μελετοΰν τήν άντίδράση άπό τή 
πλευρά τοϋ γαλακτικοϋ πρός τό πυροσταφυλικό καί

β) ό τ ι σέ ύψηλώτερες συγκεντρώ σεις όξαμικοϋ ύπάρχει αύξηση 
σ τ ίς  κ λ ίσ ε ις  των γραμμών.

"Ολες o t παραπάνω δράσεις τοϋ όξαμικοϋ,σάν άναστολέα, 
περιγράφονται μέ τ ί ς  έξ ισ ώ σ εις  τής π ορεία ς (γ) κα ί (δ) — ή 
πορεία  (δ) ε ίν α ι «συνέχεια τής πορεία ς (γ )— καί μέ βάση τήν 
έξίσωση (1) .
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Ποοεία (6)

L.D .H .-O -f

l . d . h . - r + 

l . d . h . +

I

I

I

L .D .H .-O -I 

L .D .H .-R -I

L .D .H .-I

δπου I  δ Αναστολέας( In h ib i to r ) ,
‘0 ύπολογισμός τής Α ρχικές ταχύτητας τής δλ ικής Αντίδρα

σ η ς ,γ ιά  τή φορά Από τΑ Αριστερά πρός τά δεΕιά»υπολογίστηκε 
Από τ ί ς  έζ ισ ώ σ εις  τής πορεία ς (υ) κα ί (δ) μέ βάση τή μέθοδο 
τής προσέγγισης τής στάσιμης κατάστασης.0 t έΕ ιοω σεις,πού 
πάρθηκαν εϋνα ι o t  παρακάτω,Από τή πλευρά τοΟ γαλακτικοΟ πρός 
τό πυροσταφυλικό:

ν
____________ Vmax___________________________

K0L . V 1 . V 1 .  V 1 .  «DL*1
ο Π Γ  + (K5+ K 7V«K? κ££θ Kj*L K-'.O.L

(4)
κα ί γ ιά  τήν Αντίστροφη φορά τής Αντίδρασης:

max

1 + ;r_
r

κ RP
RXP

K 4 * 1 K R*‘I J KP*‘I . K RP*1
+ (K2+ K 4 )*K“  + Kj'*R“ * K p P “  + Kj*R*P

(5)

δπου :
I  εϋνα ι ή συγκέντρωση τοΟ Αναστολέα (όΕαμικοΟ)
Kj , , , εϋνα ι o t σταθερές τής διάστασης των σύμπλοκων

L .D .H .-0 -1  , L .D .H .-R -I , L .D .H .- I  Α ντίστο ιχα .
Τό ένζυμο τής Γαλακτικής Άφυδρογονάσης,πού χρησιμοποι

ε ίτ α ι  σέ αύτά τά πειράματα εϋνα ι Από καρδιά  βοδιού (Η^).
Γ ιά  τήν Αναστολή τής δράσης τού ένζυμου τής Γαλακτικής 

*Αφυδρογονάσης,Από καρδιά βοδ ιού ,μ έ Αναστολέα τό όζαλικό 6Εύ|
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(χρησιμοποιήθηκε όζαλικό Ν α),έχουμε Α ντίστο ιχα  τό διάγραμμα 
καί τό Πίνακα .

Τό διάγραμμα (9) ε ίν α ι παρόμοιο μέ τό (8 ) καί έ ζ ετά ζε ι 
τ ί ς  ίδ ιε ς  Ακριβώς περ ιπτώ σεις όταν ή δράση τοΟ ένζυμου Ανασ
τέλλετα ι Από τό όζαλικό .

Τά σημεία ε ίν α ι πειραματικά  καί ο ι μ ετρήσεις έγ ινα ν  σέ 
ρυθμιστικό διάλυμα 0,2 Μ ίο ν ικ ή ς  ισχύος Από T ris -T ris -H C l-K C l, 
σέ pHs 8,05 καί θερμοκρασία 28°C. Οι γραμμές υπολογίστηκαν 
Από τ ί ς  έζισώ σεις (4) καί (5 ) μέ τ ί ς  τ ιμ έ ς  πού δ ίν ο ντα ι στό 
Πίνακα V .

Δ Ι Α Γ Ρ  Α Μ Μ A (9)

το γαλακτικό.
Διάγραμμα 9 (Γ,Δ):ή αντίδραση γίνεται από τη πλευρά του γαλακτικού πρόζ τό

πυροσταφυλικό.
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*Απλή παρατήρηση κ α ί σύγκριση τΟν διαγραμμάτων (8 Β) -  
(9Β) κ α ί (8 Δ)- (9Δ ) ,δ ε ίχ ν ε ι  τήν άνταγω νιστική άναστολή τοΟ 
όζαμικοϋ κ α ί  τοΟ δΕαλικοΟ ώς πρός τά  ύποστρώματα nupcxrcακρυ
λ ικ ό  κ α ί γα λα κτικό .

*Αν ύποθέσουμε ό τ ι ή δλική  άντίδραση περιγράφεται άπό 

τ ί ς  πορεϋες (γ) κ α ί (δ) (μηχανισμός τής άντίδράσης),συμπε
ραίνουμε δ τ ι  τά  σύμπλοκα L .D .H .-R -I κ α ί L .D .H .-0 -I 
σ χη μ ατίζοντα ι π ραγματικά.Κ αί ά ν ,έ ξ ε ιδ ικ ε ύ ο ν τα ς  τό θόμα,ύπο- 
θέσουμε δ τ ι  στή παρούσα περίπτωση ή μόνη δράση ένός άναστολέα 

ε ίν α ι  δ σχηματισμός ένός σύμπλοκου τής μορφής :
ΕΝΖΥΜΟ -  ΥΠΟΣΤΡΩΜΑ -  ΑΝΑΣΤΟΛΕΑΣ , 

o t έΕ ισώ σεις ,τ ό τ ε ,  (4) κα ί (5) γράφονται:

(6) ν
1

max
0L

0*L
V 1
KjKL

(7) ν  r max
κ.

1 +
K4 * IKP KRP .

P + R«P + (Κ2 +Κ4 )·«Κ^
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Π Ι Ν Α Κ Α Σ  IV
ΠΙΝΑΚΑΣ ΤΙΜΩΝ ΟΡΙΣΜΕΝΩΝ ΣΤΑΘΕΡΩΝ ΚΑΙ ΑΛΛΩΝ ΠΟΣΟΤΗΤΩΝ ΓΙΑ ΤΙΣ ΕΞΙΣΩΣΕΙΣ 

_________________________ ΤΟΥ ΔΙΑΓΡΑΜΜΑΤΟΣ (8)___________________________

Σταθερές κ α ί  
ποσότητες

μεταβλητές Τ ιμές των ποσοτήτων κ α ί  ά ρχ ικές  
συγκεντρώσεις των μεταβλητών σέ 
διάφορα pH

ρΗ=6,4 0  
M0L

ρΗ=8,45
M0L

ρΗ=9 ,75
M0L

κο 1 , 2  * 10“ 4 7 , 0  · ΙΟ- 6 1 , 5  · ΙΟ- 4

KL ' 2 , 4  · 1 0 ~ 2 6 , 0  · 1 0 ' 3 1 , 8  · 10 - 2

KOL 4 , 2 · 10 - 6 1 , 0  · 1 0 - 6 2 , 2  · 10 - 6

0

1οΤ“•00CM 1 , 2  · 1 0 ~ 4 3 , 7 8  · 10 - 4

L 2 , 5  · 1 θ " 2 1 ,1  · 1 θ “ 2 2 , 1 9  · 1 0 - 2

K R 1 , 4 5  · 1 0 " 5 2 , 5  · 1 0 ' 5 3 , 3  * 1 0 - 5

KP 1 , 0  · 1 0 - 4 8 ,Ό · 1 0 ' 4 3 , 2  ♦ 1 0 - 3

KRP 3 , 5  · 1 0 " 10 5 , 0  * 1 0 - 2 4 , 2  * 1 θ “ 8

R

P
8 , 8 6  · 1 0 - 5  
6 , 1 3  · 10- 5

9 , 6 3  * 1 0 " 5 
5 , 8 5  · 1 0 " 4

9 , 0 8  * 1 0 ' 5 
4 , 0  · 1 0 " 3

K j ( L D H - 0 - I ^ = = * L D H - 0 + I) 6 , 9  * 1 0 ' 5 5 , 7  · 1 0 ' 4 1 ,1  · 1 θ “ 2

Kj (LDH-R-I = * L D H - R + I) 2 , 6  · 10 - 5 1 , 7  · 1 0 " 4 1 , 6  · 1 0 " 3

K* (LDH-I ---- =* LDH + I  ) 1 , 0  » 10- 4 7 , 8  ♦ 1 0 " 4 2 , 0  · 1 0 ~ 2

K2 + K4 1 , 8 1 , 6 1 , 0

K4
•

•

K5 + K7
2 , 1 5 3 , 4 2 , 9

K5
— ί ......  ■ —<
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Π Ι Ν Α Κ Α Σ  V

ΠΙΝΑΚΑΣ ΤΙΜΩΝ ΟΡΙΣΜΕΝΩΝ ΣΤΑΘΕΡΩΝ ΚΑΙ ΑΛΛΩΝ ΠΟΣΟΤΗΤΩΝ ΓΙΑ ΤΙΣ ΕΞΙΣΩΣΕΙΣ

II
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'Επειδή ή Ισορροπία τής όλικής Αντίδρασης πυροσταφυλlhoO 
καί γαλακτικού μέ τή παρουσία τής Γαλακτικές Άψυδρογονάσης, 
ε ίν α ι πρός όφελος τοΟ γαλακτικοΟ,ή ένεργότητα του ένζυμου 
μπορεί νά προσδιορ ιστεί μέ Α κρίβεια,μετρώ ντας τήν Αρχική 
ταχύτητα σχηματισμού τού NADH κΑτω Από σταθερές συνθήκες.

Ετήν έξίσωση (8 ) d ΓνΑΡη]  .  Κ „ Ε άνΑ ml # Ε άνά
d t

ml δηλώνει τήν ένεργότητα τοϋ ένζυμου (τή συγκέντρωσή του) 
σέ αύθέραίρετες μονάδες.Ο ι ποσοτικοί προσδιορισμοί τής 
Γαλακτικής Άψυδρογονάσης γ ίν ο ν τα ι σέ κυψ ελίδες άπό χαλαζία  
σπεκτροφωτομέτρου UV μέ διάφορες μέθοδες.

Δύο τρόποι γ ιά  τό προσδιορισμό τής ένεργότητας τής 
Γαλακτικής Άψυδρογονάσης.
Πρώτος τρόπος; Διάλυμα DL-γαλακτικου Να 0,11 Μ (υδατικό)

" Nad+ 1 , 50* ΙΟ~4 (υδατικό)
" ρυθμ ιστικό 0,03 Μ άπό δ ια ίθ υ λ ο -

βαρβιτουρικό Να pH s 8 , 5 (υδατικό)
4Ο τελ ικ ό ς όγκος τοϋ μίγματος τής άντίδράσης,στή  κυψελίδα, 

ε ίν α ι 3,6 ml καί ή θερμοκρασία 25° C .4H μέτρηση γ ίν ε τ α ι 
σέ μήκος κύματος 340 ιημ ώς έξής:

Σέ δ ια λείμ α τα  δευτερολέπτων μ ε τρ ε ίτα ι ή αύζηση,κατά 
0,005 τής όπτικής πυκνότητας του μ ίγματος τής άντίδρασης 
καί ή ταχύτητα, 0 ,005 /A t ε ίν α ι περίπου σταθερή κατά τή 
δ ιά ρ κεια  των 2 πρώτων λεπτών τής ά ντίδρα ση ς. Ά ν  ή τιμή τής 
Κ ,άπό τήν έζίσωση (8 ) ληψθεί ΙΟ- 3  ,ή έκφραση γ ιά  τόν υπο
λογισμό τής συγκέντρωσής τοΟ ένζυμου γ ίν ε τ α ι Ε άνά ml r  
ΙΟ3* 0 ,005/A t = 5/A t .

Μέ τ ί ς  συνθήκες τοΟ παραδείγματος αύτοΟ ,μιά μονάδα 
Γαλακτικής Άφυδριγονάσης ό ρ ίζετα ι σάν τό ποσό του ένζυμου 

• άνά ml ,πού μεταβάλλει τήν όπτική πυκνότητα κατά 0,005 σέ 
χρονική δ ιά ρ κ εια  5 δευτερολέπτων.
Δεύτερος τρόπος ; 4 Υδατ ιΑ>ό διάλυμα ΡΕγαλακτικοΟ Να 0,5Μ ,ρΗ^10

0,1 Μ ρυθμ ιστικό διάλυμα γλυκίνης-ΝαΟΗ ffi-10 
0,1 " " φωσφορικών FH = 7
*Υδατικόδιάλυμα NAD+ 2*10~2Μ , FH = 6
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Δ ιαλύετα ι ή Γαλακτική ' Αφυδρογονάση στό ρυθμ ιστικό 
διάλυμα τών φωσφορικών,έτσι ώστε νά  παραχθεΐ διάλυμα 0 ,05 
μΜοΙ/m l περιττού. Ή  μέτρηση γ ίν ε τ α ι μέ φασματοφωτόμετρο UV 
σέ μήκος κύματος 340 πιμ κα ί σέ θερμοκρασία 25°C.

Στή κυψελίδα τοΟ φασματοφωτάμετρου προσ τίθεντα ι μέ τή 
παρακάτω σ ε ιρ ά  ;

1 , 8  mi ρ υθμ ισ τικ ό  διάλυμα γλυΚίνης
0 ,1  ml άπό τό  διάλυμα τοΟ ϋΙ/γαλακτικοΟ νατρ ίου
0 , 1  ml  « « " « nad+

Α ν α μ ιγνύ ετα ι καλά τό μ ίγμ α ,μ έ  γυάλινη  ράβδο,καί τοποθε
τ ε ίτ α ι  ή κυψελίδα στό φασματο<ρωτόμετρο.Τό διάλυμα τοΟ ένζυμου 
(0 , 0 2  ml) π ρ ο σ τ ίθετα ι σάν μ ιά  σταγόνα στή άκρη τής ράβδου καί 
ά να μ ιγνύετα ι γρήγορα τό μίγμα.Μ ετράται ή όπτική  πυκνότητα,σέ 
μήκος κύματος 340 π»μ κα ί καταγράφεται σάν συνάρτηση τού 
χρόνου .

01 γνώ σεις α ύτές γ ιά  τή Γαλακτική Ά φυδρογονάση,μέχρις 
έδώ ,δέν μπορούν νά χαρακτηρισθούν σάν πλήρεις.Μ έ τό ένζυμο 
αύτό γ ίν ο ν τ α ι πολλές έρ γα σ ίες ,π ο ύ  τε ίν ο υ ν  νά  δώσουν τή πλήρη 
ε ίκ ό να  το υ .

" ·;'' - ? * \ X' " , J -

4

¥ - ·4 1 >·

I

II s
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3. ΘΕΩΡΗΤΙΚΟ ΜΕΡΟΣ
Σ ™ ^ Σ Η βΥΠΟ^Τ^ΤΑΤΩΝ_ΣΕ_Α^9ΣΤΕΡΙΚΕΣ_ΠΡΩΤΕΪΝΕΣ

ι^ΛΕΤΗ^Α^ΟΣΤΕΡΙΚΩΝ^ΠΡΟΤΥΠΩΝ

%Η σύνδεση ύποκαταστάτη σέ πρω τεΐνη,πού vd ά π ο τελ ε ΐτα ι
άπό περισσότερες της μ ια ς ύπομονάδες,έδειχνε  -νά άκσλουθεΐ
μ ιά  "σιγμοΐδή" καμπύλη διαφορετική άπό τή M ichaelis-M enten .

Οι πάρα πολλές παρατηρήσεις τέτο ιω ν φαινομένων σέ ένζυ -
μικά καί ρυθμιστικά  συστήματα έδειξα ν  ό τ ι δέν ε ίν α ι  δυνατό
νά πρόκειτα ι γ ιά  μεμονωμένα περ ισ τα τικά ,ά λλά  γ ιά  π ιό  γεν ική  

34περίπτωση
"Εχουν δνομαστει "συνεργατικές συνδέσεις" ο ι συνδέσεις 

μικρών υποκατάστατων σέ πρωτεΐνες, μέ περισσότερες τής μ ια ς 
ύπομονάδες.Σ 'αύτές τ ι ς  "συνδέσεις" συμπεριλαμβάνονται καί 
άλληλοεπιδράσεις υποστρωμάτων,τροποποιητων,(άναστολέων- 
ένεργοποιητών)καί ο ι έπ ιδρά σ εις  τους στή μορφή.καί τή ταχύ
τητα σύνδεσης τους.

"Εχουν προταθει π ο ικ ίλ ο ι μηχανισμοί γ ιά  νά έξηγήσουν καί 
νά υπολογίσουν τ έ τ ο ιε ς  έπ ιδρά σ εις.Κ α ί έχουν π ρ ο τα θ ε ι,κ ύ ρ ια , 
δύο μοντέλα,πού συσχετίζουν τή συνεργατικότητα στή σύνδεση 
μέ τή μορφή τής πρω τεΐνης.

351. Τό πρότυπο των Monod,Wyman,Changeux ,πού βα σ ίζετα ι σέ
μ ιά  θεμελιώδη υπόθεση μ ιας άπαραίτητης συμμετρίας σ τ ίς

36πρω τεΐνες καί όδηγει στή παραδοχή :
α) "Οτι όλες ο ι ύπομονάδες,σέ μ ιά  ώρισμένη πρώτεινη,ύπάρχουν 

στήν ίδ ια  "διαμορφωμερή" κατάσταση σέ ώρισμένη χρονική σ τιγμ ή . 
Παραδέχεται διαμορφωτικές άλλαγές των ύπομονάδων.Καί τ έ τ ο ιε ς  
όνομάζονται ο ι άλλαγές στό σύνολο των ίδ ιοτήτω ν,πού  χαρακτη
ρίζουν ένα μόριο π .χ .  δομή,μήκος,έλικα ,θέση  ένεργου κέντρου.

β)"Οτι ύπάρχει ίσοβ^οπία μεταξύ δύο τουλάχιστον δ ια φ ο ρ ετι
κών καταστάσεων(R καί Τ καταστάσεις)

γ)"Ο τι κάθε ύποκαταστάτης συνδέεται μέ προτίμηση σέ μ ιά  
μόνο άπό τ ί ς  δύο διαμορφωμερεις καταστάσεις.
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2) Τό πρότυπο τών K oshland,N em ethy,Film er βασ ίζετα ι στή 
θεμελιώδη παραδοχή δ τ ι ε ίν α ι  δυνατό νά ύπάρχουν ύβριδ ισμένες 
διαμορψωμερεϊς καταστάσεις τής πρωτεΐνης,δηλαδή μ ιά  ύπομονάδα 
μπορεί νά άλλάζει διαμόρφωση χωρίς άύτό νά προϋποθέτει μ ιά 
ίσοδύναμη άλλαγή σέ όλες τ ί ς  άλλες ύπομονάδες καί δδηγεϊ στή 
παραδοχή δ τ ι :

α) Κάθε ύπομονάδα τής πρω τεΐνης ε ίν α ι  δυνατό νά ύπάρχει σέ 
δύο τουλάχιστον διαμορψωμερεϊς καταστάσεις.

β) Μιά άλλαγή στή διαμόρφωση μ ιά ς ύπομονάδας μπορεί νά 
άλλάζει τή σ χετική  σταθερότητα τών διαμορφώσεων τών γ ε ιτ ο ν ι
κών ύπομονάδων μέσα άπό ένδοϋπομοναδικές έπ ιδ ρ ά σ ε ις .

γ) * 0  ύποκαταστάτης προτιμά  νά συνδέετα ι σέ ένα άπό τά 
διαμορφωμερή κάθε ύπομονάδας.

'Α ποκλειστική  σύνδεση σέ ένα διαμορφωμερές δέν ε ίν α ι 
άναγκαία άπαίτηση γ ιά  κανένα πρότυπο,δμως σύνδεση μέ προτίμη
ση ά π α ιτ ε ΐτ α ι καί γ ιά  τά δύο.

Τό "γενικευμ ένο  πρότυπο" τών Koshland,N em ethy,Film er 
προϋποθέτει μ ιά  συνεχόμενη άλλαγή στή διαμόρφωση τών ύπομο
νάδων τών πρωτεϊνών.Τό ίδ ιο  συμβα ίνει καί στή περίπτωση,πού

#
δύο ύποκαταστάτες έπιδροΟν σέ μ ιά  πρω τεΐνη (ένεργοποιητής- 
ύπόστρωμα,άναστολέας-ύπόστρωμα,δύο ύποστρώματα) μέ φαινόμενα 
συνεργατικής σύνδεσης.

Γ ιά  νά παρουσιαστεί! ή κ ινη τ ικ ή  συνέπεια  τού ηρότυπου 
αύτού έξετά ζετα ι ή περίπτωση μ ιά ς τετραμερούς πρω τεΐνης,μέ 
δμ ο ιες  ύπομονάδες.Ο ί ύπομονάδες ύ π ο τ ίθετα ι πώς έχουν σχήμα 
σφαίρας ή κυ λ ινδρ ικ ό  καί ε ίν α ι  τοποθετημένες σέ τετραγωνική 
δ ιά τα ξ η . Ό λ ες  ο ί ά ντ ιδ ρ ά σ ε ις  πρ ίν  άπό αύτή πού σχηματίζονται 
τά ΐε λ ικ ά  π ρ ο ϊό ν τ α ,ε ίν α ι τ α χ ε ίε ς  καί ά ντ ισ τρ επ τές .

Τά άποτελέσματα τέτο ιω ν συλλογισμών,σέ πειραματική κ λ ί
μακα έδε ιξα ν  ό τ ι :

α) Τό γεν ικευμ ένο  πρότυπο τών K oshland,N em ethy,Film er 
ε ίν α ι  ίκανό νά έξηγήσει μ ιά  εύ ρ ε ία  π ο ικ ιλ ία  κ ινητικώ ν δεδο
μένων μέ ένεργοπο ιητές άναστολεΐς καί συνεργατικές έπ ιδρ ά σ εις .

β) Οί π ε ιρ α μ α τικ ές  παράμετροι Vtoax , SO,5 , Rg ( Vmax ή 
μέγιστη  ταχύτητα τής άντίδράσης τού ένζυμικοΰ συστήματος,

37

■ ι
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R 6  συντελεστής H i l l , ή σημασία τοΟ SO,5 στό διάγραμμα 10)Ο
μποροΟν νά χρησιμοποιηθούν γ ιά  νά δώσουν πολλούς καί διάφορους 
μεταζύ τους μηχανισμούς.

γ) Τό γενικευμένο πρότυπο ε ίν α ι π ιό  γεν ικ ό  άλλά καί π ιό  
πολύπλοκο άπό τό συμμετρικό πρότυπο των Monod,Wyman,Changeux.

"Εχουν γ ίν ε ι  πολλές προσπάθειες καί έχουν άναλυθει πολλοί 
μηχανισμοί γ ιά  νά προσδιορίσουν τ ί ς  παράμετρες Vmax, SO,5 ,
R καί νά δδηγήσουν στή διάκριση μεταζύ μηχανισμών.Σέ μ ιά

S

τέτο ια  προσπάθεια βρέθηκε δ τ ι ή έφαρμογή αύτών των παραμέτρων 
όδηγουσε σέ ένα ικανοποιητικό  έπ ίπεδο  δ ιάκρισης μηχανισμών. 
Σχέτιζαν τή τρισδιάστατη δομή τής πρω τεΐνης μέ τ ί ς  σ υνεργα τι
κές έπ ιδρά σ εις ,π ού  άπόρρεαν άπό τή κ ινη τικ ή  συμπεριφορά τη ς .

Γιά νά άλληλοσχετίσουμε τ ί ς  άλλαγές στή δομή μ ια ς πρω τεΐ
νης,δτα ν  ύπεισέρχονται πολλαπλοί ύποκαταστάτες,θά πρέπει νά 
ύποθέσουμε δ τ ι ή άμμεση πειραματική κατάσταση ά ν τ ισ τ ο ιχ ε ΐ  στή 
συστηματική μεταβολή δύο μόνο υποκατάστατων,δταν ο ι άλλοι 
παραμένουν σ τα θερ ο ί. Άπό τή μελέτη των κατάλληλων παράμετρων 
των δύο αύτών υποκατάστατων μπορούμε νά πάρουμε συμπεράσματα 
γ ιά  τ ί ς  διαμορφωτικές άλλαγές,πού συμβαίνουν στή δ ιά ρ κ ε ια  τής 
άντίδρασης γ ιά  τή σύνδεσή τ ο υ ς . "Ε χουμε,λο ιπόν,νά  συμπεράνουμε 
γ ιά  τ ί ς  διαμορφωτικές σ χέσ ε ις ,σ έ  ένα σύστημα μέ πολλούς ύπο- 
καταστάτες,μέ συστηματική μελέτη δύο υποκατάστατων,σέ ένα 
χρόνο δπου τηρούμε δλες τ ί ς  άλλες συνθήκες σταθερές.Ο ι ύποκα- 
ταστάτες,πού θά προσδιοριστούν ε ίν α ι υποστρώματα,άναστολεΐς 
ή ένεργοποιητές.Κατασκευάζουμε λοιπόν πρότυπα τ έ το ια  ώστε νά 
προσδιορ ίζοντα ι δλοι ο ι λογικο ί συνδιασμοί σύνδεσης υποκατά
στατων μέσα σέ ένα έζε ιδ ικ ευ μ ένο  σύστημα.

Τέστ "διαγνωστικά" ,παράγονται άπό θεω ρητικές δ ιερ γα σ ίε ς  
καί έφαρμόζονται πειραματικά  γ ιά  νά προσδιορίσουμετό πώς 
μπορούν νά μάς δδηγήσουν σέ κάποιο μηχανισμό,ο ι παράμετροι, 
πού παρατηρούνται,έ& ετάζονται καί μ ετρούντα ι.
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Δ Ι Α Γ Ρ Α Μ Μ Α  (1 0 )

Σ ύ γ κ ρ ι σ η  μ ι δ ς  σ ι γ μ ο ε ϊ δ ο υ ς κ α μ κ ύ λ η ς  κ ο ρ ε σ μ ο ύ  μ έ  μμα M i c h a e l i s - M e n t e n  
α μ πύλη  κ ο ρ ε σ μ ο Ο . ’ Η δ ι α κ ε κ ο μ έ ν η  γ ρ α μ μ ή  δ η λ ώ ν ε ι  τ ή  καμκύλη  κορεσμού  

M i c h a e l i s - M e n t e n .
Καυ στ<ί δύο  τ μ ή μ α τ α  τ ο ύ  δ ι α γ ρ ά μ μ α τ ο ς  (10 )  τ ά  έ κ ί « ε δ α  κ ο ρ ε σ μ ο ύ ( γ κ ί  

Ng= 0 , 4  , 2 , 0  κ α ί  3 ,6  Α ν τ ι σ τ ο ι χ ο ύ ν  κ ρ έ ς  10 , 50 , 90 , έ ι ί  
τ ο ύ ς  % κ ο ρ ε σ μ ο ύ  α ν τ ί σ τ ο ι χ α )  χ ρ η σ ι μ ο ι ο ι ο ύ ν τ α ι  γ ιά ί  ν<£ δηλώσουν  τ ί ς  χ α ρ α κ τ η 
ρ ι σ τ ι κ έ ς  π α ρ ά μ ε τ ρ ε ς  > α ί  τ ί ς  Α ν τ ί σ τ ο ι χ ε ς  σ υ γ κ ε ν τ ρ ώ σ ε ι ς  κάθε μ ι δ ς .

Σέ δλες τ ί ς  δ ιε ρ γ α σ ίε ς  θά πρέπει νά ύποτεθεύ δ τ ι ο ί 
ύπομονάδες τών πρωτεϊνών υπάρχουν σέ δύο τουλάχιστον διαμορφω- 
μ ε ρ ε ις  καταστάσεις (δύο διαμορφωμερή ) Α καί Β καί δ τ ι  τό 
διαμορφωμερές Β συνδέετα ι μέ τόν ύποκαταστάτη X σέ ποσά 
σημαντικά.Εύκολα συμπεραίνουμε δ τ ι συμβαίνουν άλληλοεπιδράσεις 
τού τύπου : Ε + Χ5^^ΕΧ (8 ) ( Ε συμβολίζετα ι τό ένζυμο) καί
ά ποδεικνύετα ι δ τ ι  έφαρμόζονται κ α τ 'εύ θ ε ία ν  σέ ένώ σεις,πού 
συνδέοντα ι άλλά δέν άντιδρούν,δπω ς τό όζυγόνο ( 0 2) στήν 
Αίμογλοβίνη ή o t άναστολεις σέ ένζυμικά  συστήματα.Θά π ρ έπ ε ι, 
έπ ίσ η ς ,νά  έφαρμόζονται καί σέ σύμπλοκα τού τύπου ΕΝΖΥΜΟ -  
ΥΠΟΣΤΡΩΜΑ δταν τό ποσό τού ΕΧ σύμπλοκου σ χ ε τ ίζ ε τ α ι κα τ ' 
εύθεία ν  μέ μ ιά  μετρούμενη ίδ ιό τη τα  δπως λ .χ .  ή ένεργότητα.

Παράδειγμα ένα ένζυμ ικό  σύστημα δπου τό ΕΧ σύμπλοκο, 
δταν δ ιασπάται μέ τ έ τ ο ιο  τρόπο,ώστε ή ένεργότητα του νά ε ίν α ι
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άνάλογη πρός τό ποσό του (τοΟ συμπλόκου ΕΧ )*θά πρέπει νά 
δώσει μ ιά  ένεργό καμπύλη τής συγκέντρωσης τοΟ υποστρώματος 

.παρόμοια μέ τή καμπύλη κορεσμού.
%Η σταθερά σύνδεσης(ύποκαταστάτη X ) Κχ ,άναπαριστά τήν 

ουσιαστική σχέση του γ ιά  μ ιά  μόνο ύπομονάδα καί δ ρ ίζ ε τα ι άπό 
τήν έξίσωση:

{9) KX S (BW X) ~- ( ά π 0  τήν Β + * * = 2BX }

Η Β εϋναι ή διαμορψωτική κατάσταση τής ύπομονάδας,πού 
δέχετα ι τόν X ύποκαταστάτη καί αύτός τή μ ετα τρ έπ ε ι(τή ν  
ύπομονάδα) πάντα σέ Β διαμορφωμερές( γ χ άπαίτηση τοΟ πρότυ
που των Κ. Ν. F .)

* Η σταθερά σχηματισμού άναπαριστά τή σταθερά ισορ
ροπίας γ ιά  τή διαμορψωτική άλλαγή τής ύπομονάδας μέ διαμόρφω
ση Α σέ διαμόρφωση Β ,δπως δ ε ίχ ν ε ι  ή έξίσωση :

(10) Kt =  (άπό τήν A Β )

Αύτή ή σταθερά δέν περιλαμβάνει τό άποτελεσμα των Αλλα
γών ,άπό τήν Αλληλοεπίδραση των ύπομονάδων.Γιά νά άναπαραστή- 
σουμε τήν Αλληλοεπίδραση τών ύπομονάδων σέ δ ια φ ο ρετικ ές  δομές, 
θά χρησιμοποιηθούν ο ι σταθερές , , Κββ κ . τ .λ .  Θά
ύποτεθει δ τ ι ΚΑΑ= 1 έπειδή  ή έκλογή ένός άλλου Αριθμού θά 
μπορούσε νά έ χ ε ι Αντανάκλαση σέ μ ιά  σχετική  μετακίνηση- άπό 
τή σταθερή κατάσταση,στίς σ χέσ εις  τής ύπομονάδας.

Οι καί Κββ δρ ίζο ν τα ι Α ντίστο ιχα  άπό τ ί ς
έξισώ σεις :

( 1 1 >.
(ΑΒ) » (Α) 
(ΑΑ)· (Β) (άπό τήν ΑΑ + Β ΑΒ + Α )

(12) ΚΒΒ.Τ> (ΑΑ)« (Β) ♦ (Β) ( ά π 0  τ*ν ΑΑ +Β+Β +2 ΒΒ+Α+Α)

Ηαί δπου ή ΑΒ άναψέρεται σέ ύπομονάδες,πού άλληλοεπιδρούν, 
ένώ o t Α καί Β σέ ύπομονάδες,πού δέν άλληλοεπιδρούν.
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θά  π ρ έ π ε ι  ν ά  σ η μ ε ιω θ ε ί ό τ ι  o t  παραπάνω έ ζ ισ ώ σ ε ις  π ε ρ ιέ χ ο υ ν  

Εσα σ τ ο ί χ ε ι ο μ ε τ ρ ι κ ά  ποσά  άπό τΕ ς Α καΕ Β σ έ Α ριθμητή καΕ 
παρονομ ασ τή  καΕ έ τ σ ι  ή σ τα θ ερ ά  ΕσορροπΕας σ 'α ύ τ έ ς  τΕς έκ φ ρ ά σ εις  
σ χ ε τ Ε ζ ε ι  τΕ ς ά λ λ α γ έ ς  τών δυνάμ εω ν τών ά λ λ η λ οεπ ιδ ρ ά σ εω ν μεταΕύ  
των ύπομονάδω ν καΕ δ έ ν  π ε ρ ι έ χ ε ι  τ ή ν  έ ν έ ρ γ ε ι α  τή ς  δ ια μ ορφ ω τικ ή ς  

ά λ λ α γή ς αύτή κ α θ 'α ύ τ ή .
Ά π ό  α υ τ ό  Β λέπουμ ε ό τ ι  ο t σ τ α θ ε ρ έ ς  α ό τ έ ς  ά να π α ρ ισ τ ο ΰ ν  τήν  

α ύ ζη μ ένη  ( 1^ 1 ) ή μ ε ιω μ ένη  ( Κ ^.1 ) σταθεροποΕ ηση μ ερικ ώ ν  
διαμορφ ώ σεω ν τ ή ς  π ρ ω τ ε ΐν η ς ,π ο ύ  έ ζ ε τ ά ζ ο υ μ ε ,μ έ  τΕ ς ά λ λ η λ ο επ ιδ ρ ά 

σ ε ι ς  τών ύ π ομ ονά δ ω ν.
Γ ιά  π α ρ ά δ ε ιγ μ α , 1 σ η μ α Ε νει ό τ ι  ή άλλη λοε  π Ε δράση

τών ΑΒ ε ί ν α ι  π ι ό  εύ νο η μ ένη  άπό τή ν άλληλοεπΕ δράση τών ΑΑ 
καΕ τ ε Ε ν ε ι  ν ά  σ τ α θ ε ρ ο π ο ιη θ ε ί  έ ν α  ΑΒ ζ ε ύ γ ο ς  άντΕ έ ν α  ΑΑ .

Στή παραγωγή τών έξ ισ ώ σ εω ν o t  δ ύ ο  όπ οκ α τα σ τά τες  θά π ρ ο σ -  

δ ιο ρ Ε ζ ο ν τ α ι  σ ά ν  X καΕ L γ ι ά  κ α λύ τερ η  μεταχεΕ ρηση στΕ ς  
δ ιά φ ο ρ ε ς  μ α θ η μ α τ ικ ές  σ χ έ σ ε ι ς . Ot X καΕ L μ πορούν ν ά  
π ρ ο σ δ ιο ρ ισ τ ο ύ ν  σ ά ν ύ π όσ τρ ω μ α -ά να σ τολ έ  α ς ,  υπόστρω μα- έ ν  ερ γο π ο  ι η -  

τ ή ς ,ή  δύο  υποσ τρώ μ ατα .
Γ ιά  ν ά  π α ρ α χθ ο ύ ν  " σ υ ν ερ γ α τ ικ ά  ά π ο τ ε λ έ σ μ α τ α " ,έ ν α ς  του λ ά 

χ ισ τ ο ν ,ά π ό  τ ο ύ ς  δύο  ό π ο κ α τα σ τά τ ες  θά  π ρ έ π ε ι  ν ά  εΕ σ ά γει μ ιά  

δια μ ορ φ ω τικ ή  ά λ λ α γ ή ,π ο ύ  θά  έ π η ρ ε ά ζ ε ι  τΕ ς έ ν δ ο ϋ π ο μ ο ν α δ ικ ές  

ά λ λ η λ ο ε π ιδ ρ ά σ ε ι ς .
Έ χ ε ι  ύ π ο τ ε θ ε Ε ,π α ρ α π ά ν ω ,ό τ ι ό  ύ π οκ α τα σ τά τη ς X ,π ο ύ

π ρ ο ϋ π ο θ έ τ ε ι  μ ιά  δ ια μ ορ φ ω τικ ή  ά λλα γή  ε ί ν α ι  δ ε σ μ ευ μ έν ο ς  σέ
σημαντικά ποσά στή Β διαμορφωμερή κατάσταση τής ύπομονάδας
( γ '  άπαΕτηση τού  π ρ ό τυ π ο υ  K .N .F .).A 6 t0 σ η μ α Ε νει ό τ ι  ή σ τ α θ ε -
ο ά  σ ύ ν δ ε σ π ε  _ (ΑΧ) ε ί ν α ι  π ο λ ύ  π ιό  μ ικ ρή  άπό τή

ΚΧ~ (Α).(Χ)

ν -  (ΒΧ)
X-  (Β) · (X)

Κάθε ύπ ομ ονά δ α  ύ π ο τ Ε θ ετ α ι ό τ ι  έ χ ε ι  μ ιά  π λ ευ ρ ά  σ ύ νδ εσ η ς  

γ ι ά  τ ό ν  X καΕ μ ιά  γ ι ά  τ ό ν  L ύ π ο κ α τα σ τά τη .
‘Ορίζουμε Νν . τό όλικό ποσό τού X ,πού ε ίν α ι δεσμευ- 

μένο άνά γραμμομόριο πρω τεΐνη ς, Νχ τό ποσό,πού ε ίν α ι
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δεσμευμένο σέ ύπομονάδες πού δέν περ ιέχουν  I» κα ί τό
ποσό τού Χ,πού ε ίν α ι δεσμευμένο σέ ύπομονάδες πού περ ιέχουν 
xftd L .Τά Ντ . , Ντ , Ντν  ,δ ρ ίζο ν τα ι άνάλογα μέ τά παραπάνω.

Γιά λεπτομερείς ύπολογισμούς θά πρέπει νά γ ίνουν  ώρισμέ- 
νες ύποθέσεις,πού θά διευκολύνουν τούς σ υλλογισ μ ούς,π .χ· νά 
υποτεθεί δ τ ι δ δλ ικός άριθμός των ύπομονάδων ε ίν α ι τέσ σ ερε ις  
καί σέ διάταξη "τετραγωνική" (έπίσης χρησιμοποιούντα ι ο ι 
δροι "τετραεδρική" ,"γραμμική" , "συντονισμένη"ή"συνδυασμένη") .

Μεγάλος άριθμός πρωτεϊνών έ χ ε ι ά π ο δ ε ιχθ ε ί ό τ ι σ υ ντ ίθ ετα ι 
άπό τέσσερεις ταυτόσημες ή περίπου ταυτόσημες ύπομονάδες.

Σ υγκρίσεις μέ άλλες γεω μετρικές μορφές καί άριθμούς 
ύπομονάδων δ ίνουν  ίσχυρές έ ν δ ε ίξ ε ις  δ τ ι  τά π ο ιο τ ικ ά  συμπερά
σματα δέν έξαρτώνται άπό τήν ε ίδ ικ ή  γεω μετρία  ή έκλογή τοΟ 
άριθμοΟ των ύπομονάδων.Ποσοτικές δμως σ υ γκ ρ ίσ ε ις  θά άπα ιτή- 
σουν μ ιά  συλλογή άπό τ ί ς  μεταβλητές, πού προαναψέρθηκαν.

Τό διάγραμμα (11) δ ε ίχ ν ε ι  τή πολυπλοκότητα,πού άποκτάται 
μέ τό προστιθέμενο (δεύτερο) ύποκαταστάτη κα ί παρουσιάζει 
λ ίγα  μόνο άπό τά ε ίδη ,π ο ύ  περ ιέχουν  X καί L .

Δ I  Α Γ Ρ Α Μ Μ Α  (11)

X κ
χΐ L

α β γ 6  ε ς  ζ

Μερικοί μοριακοί είδη,πού μπορούν νά παραχθούν δταν δύο ύποχαταστάτες 
X χαι L συνδέονται σ έ^ ιά  πρωτεΐνη,πού άποτελείται άχύ τέσσερες 

ύπομονάδες.
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'Eg α ίτ ία ς  τής περιπλοκότητας,πού παρουσιάζεται άπό τό 
πρόσθετο Οποκαταστάτη σέ μ ιά  πρωτεΐνη πού έ χ ε ι τέσσερεις 
ύ π ο μ ο νά δες,γ ίνετα ι φανερό ό τ ι ε ίν α ι  άναγκαίο ένα συστηματικό 
πλησίασμα σ τ ίς  π ιθ α νές  άλλαγές.

Αύτό θά γ ίν ε ι  προσδιορ ίζοντας όλους τούς προφανείς 
τρόπους δέσμευσης σέ μ ιά  άνεξάρτητη ύπομονάδα καί μετά,προσ
δ ιο ρ ίζο ν τα ς  τ ί ς  άλλαγές άπό τήν έπίδραση τί^ς ύπομονάδας αύτής 
σ τ ίς  γ ε ιτ ο ν ικ έ ς  ύπομονάδες μ ιά ς  τετραμερούς πρω τεΐνης.

Ot προφανείς τρόποι δέσμευσης σέ μ ιά  άνεζάρτητη ύπομονάδα, 
δύο ύποκαταστατώ ν,φαίνονται στό διάγραμμα ( 1 2 ) .

Δ Ι Α Γ Ρ Α Μ Μ Α  (Ϊ2 )

ΠΕΡΠΠΈΕΗ 1 ΠΕΡΙΠΤΩΣΗ 2
o t. ΑΝΤΑΓΩΝΙΣΤΙΚΗ 

ΣΥΝΔΕΣΗ 0 - ^ 0
4*-

© 0

3 .  ΑΝΕΞΑΡΤΗΤΗ 
ΣΥΝΔΕΣΗ 0 - ^ 0 0 ^ 0

4»·* Li L1

Υ ΤΑΚΤΙΚΗ 0 ^ 0 οΣΥΝΔΕΣΗ 4 I1· ,
0

0=ΔΙΑΜ3ΡΦΩΣΗi A ,  □ -  ΔΙΑΜΌΡΦΩΣΗ Β

Τρείς τύποι σύνδεσης δύο ύποκαταστατύν σέ μκί άπύ τις ύπομονάδες 
μιδς τετραμερούς πρωτεΐνης.

Στό δ ιά γρ α μ μ α  (12)  ή άλλαγή  άπό μ ιά  "κυκλική" μορφή σέ 
μ ιά  "τετρα γω νικ ή "  (δ η λ . άπό Α σ έ Β )χ ρ η σ ιμ ο π ο ιε ίτ α ι  γ ι ά  νά  
δηλώ σει μ ό νο  τ ί ς  δ ια μ ο ρ φ ω τ ικ ές  ά λ λ α γ έ ς  πού έπ η ρ εά ζο υ ν  τ ί ς  
ά λ λ η λ ο ε π ιδ ρ ά σ ε ις  των ύ π ομ ονά δ ω ν. * Υ πάρχουν κ α ί ά λ λ ε ς  διαμορφω - 
τ ι κ έ ς ( ά λ λ α γ έ ς ) έ π ι δ ρ ά σ ε ι ς ,π ο ύ  έπ η ρ εά ζο υ ν  τή ν έ ν ε ρ γ ό τ η τ α  καί 
μ π ορούν ν ά  π α ρ ο υ σ ια σ τ ο ύ ν  κ α ί ν ά  π ρ ο σ δ ιο ρ ισ τ ο ύ ν  ά ρ γ ό τ ε ρ α .‘ Εδώ 
ο ί  δ ια μ ο ρ φ ω τ ικ ές  έ π ιδ ρ ά σ ε ις  ε ί ν α ι  π ρ ο σ δ ιο ρ ισ μ έ ν ε ς  όσ ον άφορά  
τή σ υ ν ε ρ γ α τ ικ ή  σ ύ ν δ ε σ η . |

i
j

II
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Γιά μ ιά  δεδομένη ύπομονάδα,πού δεσμεύει, τούς X καί L 
μ α ζ ί,τέσ σ ερ ε ις  π ιθανές διαμορφωτικές καταστάσεις μπορούν νά 
ύπάρχουν:

(Α) χωρίς τούς X καί L δεσμευμένους,
(Β) μέ δεσμευμένο τόν X μόνο,
(Γ) μέ δεσμευμένο τόν L μόνο,
(Δ) μέ δεσμευμένους τούς X καί L μ α ζ ί.

Φ αίνετα ι,λοιπόν,άμέσω ς ό τ ι ύπάρχουν πολυάριθμες άλληλοε- 
π ι δράσεις ύπομονάδων, πού μπορούν νά δηλωθούν μέ τ ί ς  ,
ΚΑΒ 9 ΚΒΓ ' ΚΓΔ ' κ · ° · κ ·'Αποφεύγουμε τ έ τ ο ιε ς  πολυπλοκότητες 
υποθέτοντας ό τ ι μόνο δύο διαμορψωμερεις καταστάσεις εϋναι 
άναγκαιο νά προσδιοριστούν,όσον άφορά τό ένδιαφέρον πάνω σέ 
ένδούπομοναδικές άλληλοεπιδράσεις.

'Από τά παραπάνω υ π ο τ ίθετα ι ό τ ι όταν σέ μ ιά  ύπομονάδα 
εϋναι δεσμευμένος δ X ( Β διαμόρφωση) ο ι ένδούπομοναδικές 
άλληλοεπιδράσεις δέν θά εϋναι ο ι ίδ ι ε ς  κςαί όταν δ L θά 
εϋναι δεσμευμένος,χω ρίς ή μέ τόν X ( Γ διαμόρφωση)στήν ίδ ια  
ύπομονάδα. «

Αύτό σημαίνει ό τ ι ή ύπομονάδα της πρω τεΐνη ς,ότα ν  π ε ρ ιέ χ ε ι 
τόν L ,δ έν  εϋναι στην ίδ ια  άκριβως όπως στήν Α ή στή Β 
κατάσταση καί ό τ ι ή διαμόρφωση πού παράγεται μέ τή νέα  δέσμευ
ση έ κ τ ε ίν ε ι παρόμοιες καί ό χ ι τ ί ς  ί δ ι ε ς  άκριβως δυνάμεις 
δέσμευσης σέ γ ε ιτ ο ν ικ έ ς  ύπομονάδες όπως ο ί παρόμοιες της 
διαμορφωτικές καταστάσεις ( Α ή Β ) .

"Αν συμβολίσουμε μέ U τό κλάσμα των ένεργών κέντρων 
μ ια ς πρω τεΐνης,πού εϋναι συνδεδεμένα,μέ i  τόν άριθμό των 
μορίων ένδς Φ ύποκαταστάτη,πού εϋναι συνδεδεμένα σέ ένα 
ξεχωριστό μόριο πρωτεΐνης καί μέ Νφ τό μέσο όρο του άριθμου 
των μορίων τοΟ Φ ύποκαταστάτη,πού εϋναι συνδεδεμένα άνά 
μόριο (ένζυμου) π ρ ω τεΐνη ς ,τό τε  ίσ χύ ε ι ή έ ξ ίσ ω σ η :^ η

Σ ί χ ί Ε χ Φ ) 1
_ i= J ______________

~ i -η
Σ ( Ε χ φ ) 1
1 -0

(13) Νφ- η χ ϋ  =_ (έυ^μένος-δεσμευμένος Φ 
(δλική πρω τεΐνη-ένζυμο )



so

δπου η άναπαριστά τόν Αριθμό τΰν ύκομονάδων πόθε πρωτεΐνης
U μεταβάλλεται άηό 0 ώς 1
Νφ μεταβάλλεται άπό 0  ώς η ,μ πορεU νά  πάρει xaC τ ιμ έ ς

κλασματικές
1  μεταβάλλεται άηό 0  ώς η ,δ έ ν  μτιορεC νά πάρει τ ιμ έ ς

κλασματικές,άλλά μόνο 
ά χέρ α ιες .

01 ό ρ ο ι,π ο ύ  χρησιμοποιοΟ νται γ ιά  τό χαρακτηρισμό τών 
δομών , "τετρ α εδρ ικ ά " , "τετραγω νικά", "γραμμικά", "συνδιασμένη* 
κα ί έχουν άναφερθεΐ π ιό  πάνω δηλώνουν έπ ιτρεπόμ ενες ένδουπο- 
μοναδικές άλληλοεπιδράσεις κα ί δέν χρησιιιοποιοΟνται γ ιά  νά 
δηλώσουν,άναγκαΐα,τά πραγματικά διευθέτηση τών ΰπομονάδων 
στό χώρο τών τριώ ν διαστάσεω ν.Γ ιά  παράδειγμα στά "τετραεδρικά" 
περίπτωση υ π ο τ ίθ ετα ι ό τ ι  κάθε ύπομονάδα μπορεί νά άλληλοεπιδρά 
μέ κάθε μ ιά  άπό τ ίο  γ ε ιτ ο ν ικ έ ς  της ά λ λ εςτρ ε ΐς  ύπομονάδες,δμως 
αύτό θά μποροϋσε νά γ ίν ε ι  κα ί στά πεοίπτωση τάς "τετραγωνικάς" 
άν άταν έπ ιτρ επόμ ενες ο ί 6 »α γώ νιες άλληλοεπιδράσεις τών 
Οπομονάδων.

Στό διάγραιιμα (13) άναπαριστώνται o t τέσσερες περιπτώ
σ ε ις ,  πού άναφέρθηκαν π ιό  πάνω.
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t $ t$x esi (St
Δ Ι Α Γ Ρ Α Μ Μ Α  (13)

0 0 0 0 -
r0 3 OO
CUDO 0 3 0 3  [0 3 0 1 ]

EEHD
m u HUT

■nmAtHpnr Q0 —> p |I[ — » p|—J
ES es,ε “ - - ■'*

Τ έ σ σ ε ρ ε ς  π ε ρ ι π τ ώ σ ε ι ς  τ ε τ ρ α μ ε ρ ώ ν  μ έ  δ μ ο ι ε ς  ύ π ο μ ο ν ά δ ε ς .

s |s
S ( S]

£5«

'Εξηγώντας τό διάγραμμα (13) έχουμε νά πούμε ό τ ι σ 'α ύ τό  
παρουσιάζονται ο ι τέσ σ ερε ις  σπουδαιότερες περ ιπτώ σ εις  ένζυμων- 
πρωτεϊνών μέ τέσ σ ερεις  ύπομονάδες ταυτόσημες μεταξύ το υ ς .

Γιά τή "τετραεδρική" έχουμε π ε ι ά ρκετά .Γ ιά  τή "τετραγω
ν ικ ή ” περίπτωση προσθέτουνε ό τ ι δέν υπάρχουν δ ια γώ ν ιες  
άλληλοεπιδράσεις των ύπομονάδων. Στή "γραμμική" περίπτωση κάθε 
ύπομονάδα έπ ιδρά  μόνο ιιέ τή διπλανή της καί δέν υπάρχουν 
έπ ιδρά σ εις  μεταξύ άκραίων ύπομονάδων. %Η"συνδιασμένη" περίπτωση 
άναπαρίσταται σάν τή "τετραγωνική" άλλά όλες ο ι ύπομονάδες 
άλλάζουν ταυτόχρονα διαμόρφωση μέ τήν είσοδο του πρώτου ύπο- 
καταστάτη σέ μ ιά  ύπομονάδα.Αύτή ή τελ ευ τα ία  περίπτωση ε ίν α ι 
καί η άναπαράσταση του φλλοστεοικοΟ πρότυπου τών Monod,Wyman, 
C hangeux^od κ α λ ε ίτα ι "συμμετρικό" .Ρ α ίνετα ι λοιπόν έδώ καθαρά 
ό τ ι τό μοντέλο αυτό ε ίν α ι  μ ιά  ε ίδ ικ ή  περίπτωση τοϋ μοντέλου
τών K oshland,N em ethy,Film er,πού δ ν ο ιιά ζ ε τ α ι,γ ι 'α ύ τ ό ," γ ε ν ικ ε υ -
μένο" 38
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Προσδιορισμός κα ί παραγωγή έΕκκΑσεων σύνδεσης

Ά ν  υποθέσουμε δ τ l δέν ύπάρχουν Αλληλοεπιδράσεις μεταξύ 
τών ύπομονάδων,δ βαθμός πολυμερισμοΟ τών πρωτεϊνών ε ίν α ι 
Ασήμαντος.Καί τότε  ο ΐ καμπύλες κορεσμού Ακολουθούν τή τυπική
M ichaelis-M enten έξίσωση 39 . . .  Vtaax.X

Km+ xΙΟ

V___  _ ,

max 1 + m

ή τή μορ<ρή,πού έ χ ε ι προταθεϊ Από τόν H i l l  γ ιά  πρω τεΐνες μέ 
περ ισσότερες Από μ ία  ύπομονάδες:

ν ____

Vmax

δπου η δ Αριθμός τών ύπομονάδων τής πρω τεΐνης.
Ά ν  λάβουμε ύπ'δψη μας κα ί τ ί ς  Αλληλοεπιδράσεις μεταΕύ 

τών ύπομονάδων,οI έξ ισ ώ σ εις  τών καμπύλών κορεσμού ε ίν α ι 
περισσότερο πολύπλοκες.

Στό διάγραμμα (14) (α ,β ,Υ ,δ ,)  δ ίν ο ν τα ι σχηματικές 
παραστάσεις τών διαμορφωτικών Αλλαγών γ ιά  τή περίπτωση τών 
Αλληλοεπιδράσεων,δταν γ ίν ε τ α ι  σύνδεση μέ ένα ύποκαταστάτη X, 
πού στή προκειμένη περίπτωση μετα τρέπει τή διαμόρφωση τής 
ύπομονάδας Από Α σέ Β.

'Ε ξετά ζοντα ι ο ί τέσσερες περ ιπτώ σ εις  τών διατάξεων,πού 
έχουν συζητηθεί π ιό  πάνω.

)Ι
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Δ Ι Α Γ Ρ Α Μ Μ Α  14 ( α - β )

ΜΟΝΤΕΛΟ " ΤΕΤΡΑΕΔΡΙΚΗΣ ΔΙΑΤΑΞΗΣ " , 1°Ζ ΥΠΟΚΑΤΑΣΤΑΤΗΣ X

Μοριακα είδη
Α-Β-Χ-.
2 &

Α Β 3Χ 3

46
Β 4Χ 4

m

'Αριθμός τρόπων 
σύνδεσης ενός 
μόριου ύποκατα- 
στάτη X

4 6 4* ' 1

'Αριθμός 
άλληλεπιδράσεων 
ζευγών Α - Β

3 4 3 0

'Αριθμός 
άλληλεπιδράσεων 
ζευγών Β - Β

0 1 3 6

L α/α___ 1 2 3 4

ΜΟΝΤΕΛΟ " ΤΕΤΡΑΓΩΝΙΚΗΣ ΔΙΑΤΑΞΗΣ " * 1=S ΥΠΟΚΑΤΑΣΤΑΤΗΣ X

Μοριακά είδη

Λ 3ΒΧ

§8
Α2&2^2

m  § §

Α Β 3Χ 3 Β. X. 4 4

X  X

'Αριθμός τρόπων 
σύνδεσης ένός 
μόριου ύποκατα- 
στάτη X

4 4 2 4 1

'Αριθμός 
άλληλεπιδράσεων 
ζευγών Α - Β

2 2 4 2 0

'Αριθμός 
άλληλεπιδράσεων 
ζευγών Β - Β

0 1 0 2 4

| α/α 1
----- ^ — 1

2α 2β 3 4
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Δ Ι Α Γ Ρ Α Μ Μ Α  14 ( γ - 6 )

ΜΟΝΤΕΛΟ " ΓΡΑΜΜΙΚΗΣ ΔΙΑΤΑΞΗΣ " , 1?ς ΥΠΟΚΑΤΑΣΤΑΤΗΣ X

Μοριακά eC6n
α 3βχ Α3ΒΧ Λ2Β2Χ2 α 2β 2 χ2

1
α β 3χ 3 Β4Χ4

ο ο ο σ
0 3 3 0 C 0 0 D Ι χ |χ Ι χ Ρ

0 Ξ 3 3 K a o ®
Α ρ ι θ μ ό ς  τρ όπω ν 2 1 2
σ ύ ν δ ε σ η ς  έ ν ό ς  
μ ό ρ ι ο υ  ΰ π ο κ α τ α -  
σ τ ά τ η  X

2 2
2 1 2

1

' Α ρ ι θ μ ό ς 1 2 1
ά λ λ η λ ε η ι δ ρ ά σ ε ω ν  
ζ ε υ γ ώ ν  A -  Β

1 2
3 • ' 2 2

0

#Α ρ ι θ μ ό ς  
ά λ λ η λ έ π ι δ ρ ά σ ε ω ν 0 0

1
i

1 2
3

ζ ε υ γ ώ ν  Β -  Β 0 0 1

1 α / α Ι α 13 2α 23 2γ 26 3α 33 4

( Υ )

ΜΟΝΤΕΛΟ " ΣΥΝΔΙΑΣΜΕΗΗΣ ΔΙΑΤΑΞΗΣ " , 1 = ς ΥΠΟΚΑΤΑΣΤΑΤΗΣ

Μοριακά είδη

α 3βχ Α2Β2Χ
Ε

Α Β 3Χ 3 Β4Χ4

> zm

'Αριθμός τρόπων 
σύνδεσης ένός 
μόριου ύποκατα- 
στάτη X_______

'Αριθμός 
Αλληλεπιδράσεων 
ζευγών A - Β

0 (6)

'Αριθμός 
Αλληλεπιδράσεων 
ζευγών Β - Β

Τ α/α .
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Ά ς  φςάξονιμε T<?<iC *powc xfic έΕίσωσης(ΐ31
xflc "τετοαγω νικήςΗδι>άταΕης.

θ ,.(χ) +2θ 2-(Χ) 2 +3 θ 3 (X) 3 ^4θ4-(Χ ΐ4

<14) Nxt“  θ0+θ^χΓ+θ2,ΙΧ) 2+θ3 tX) * * * 4 ^

y td  τή περίπτωση

δπου:

θ
Θ,

θ 2 = (X)- (α4)

Θ.
θ 3 " .(X)· (Α4)

θ '= _________ ‘ n a i  Θ2 = 4 . ( ^ 1  ?(Kx MKt HXHA4)
4 (Χ )·(α4)

θ2 = 4*(Κα β 1· ΐΚββΗΚχ)· (Kt) »(Χ)· (α 4)+2(Καβ)· (Rx)» (Kt)· (X)' (Α4)

θ3 = 4,(ΚΑΒ) ? (κββ) * (ΚΧ} · (V  * (Χ)' (Α4} 

θ4 = (κΒΒΐ ί  (Κχ ) ί  (Kt ) 4 (X) 4 (Α4)

'Εξηγώντας τά διαγράμματα (1 4 ) ,γ ιά  τό τρόπο πού παράγονται 
ο ι σ χέσ εις  θ έχουμε νά ποϋμε τά παρακάτω:

Στή περίπτωση τοϋ διαγράμματος (14)β ,πού ένα μόνο μόριο 
ύποκαταστάτη έ χ ε ι καταλλάβει ένα μόριο ένζυμ ου(έχει καταλλάβει 
μ ία  ύπομονάδα,πού τή μετάτρεψε σέ Β διαμορφωμερές) ,μπορούν 
νά υπάρχουν 4 τρόποι σύνδεσης,όπως (ραίνεται σ 'α ύ τό  καθαρά. 
Σ υμ βα ίνουν ,έπ ίσ η ς,2 δυνατές άλληλοεπιδράσεις ζευγών Α-Β 
καί καμμία μεταζύ ζευγών Β-Β δ ιό τ ι  στή περίπτωση αυτή δέν 
υπάρχει παρά μόνο μ ιά  ύπομονάδα μέ Β διαμόρφωση στό μόριο 
τοϋ ένζυμου.Στή περίπτωση πού δύο μόρια  ύποκαταστάτη ε ίν α ι 
άνά μόριο ένζυμου μπορούν νά συμβαίνουν δύο είδών δομές καί 
έχ ο υ μ ε ,γ ι'α ύ τό  δύο είδών σ χέσ ε ις  μέ προσθετικό τό τελ ικ ό  
άποτέλασμα.Μέ τ ί ς  ίδ ι ε ς  σκέψ εις παράγουμε τ ι ς  Θ σ χέσ ε ις  
γ ιά  όλες τ ί ς  υπόλοιπες π ερ ιπ τώ σ ε ις .
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Γ ιά  τή πλήρη κατανόηση τοΟ τρόπου,πού περίγράφεται π ιό  
πάνω μπορούμε νά προσθέσουμε ·δτι o t  Θ σ χέσ ε ις  εΓναι γινόμενα  
παραγόντων μέ φυσική σ ημ α σ ία (π .χ . στή περίπτωση τής ό
ά ρ ιθμ ητικός παράγοντας 4 δ ιό τ ι  τέσ σ ερ ε ις  δυνατοί τρόποι 
σύνδεσης υπάρχουν καί άρα τέσσερες φορές τό ίδ ιο  γ ινόμ ενο , 
ή (Κ ^ ) υψωμένη στή 2 8  δύναμη δ ιό τ ι  δύο φορές γ ίν ε τ α ι ή 
άντίδράση άλληλοεπίδρασης ύπομονάδων Α-Β, ή (Κ^) στή ΐ 8  

δύναμη δ ιό τ ι  μ ιά  ύπομονάδα έ χ ε ι δ εσ μ ευ τε ί,ή  (Kfc) στή ΐ9  
δύναμη δ ιό τ ι  γ ίν ε τ α ι  μ ιά  άντίδραση μετατροπής άπό Β διαμόρ
φωση σέ Α άφού μ ιά  μόνο ύπομονάδα εΓναι στή Β διαμόρφωση, 
δ (X) δ ιό τ ι  συμμετέχει σ το ίχ ε ιο μ ε τρ ικ ά 'δ τή ν  άντίδραση δπως 
καί 6  παράγοντας (Α^),πού δέν  εΓναι τ ίπ ο τα  άλλο άπό τό ένζυμο 
πού δέν έ χ ε ι  ά ν τ ιδ ρ ά σ ε ι.

'Α ντικαθιστώ ντας στή (14) τ ί ς  τ ιμ έ ς  , ©2 , Θ3 , ©4 , 
θ 0 , ©j , θ 2 , θ 3 , θ 4 , φ ιάχνουμε τήν έΕίοωση (15) .

Γ ιά  συντομία  καλούμε τή “  F .Τότε ή έΕίοωση (15)
γ ίν ε τ α ι  :

Ν 4kL  f  + 4 <km +2 k! bkbb ) f 2  +1 2 καβκββ
F 3

x t
1+4Κ2 F + (2 Κ4β +4Κ2 KbbIF 2 Κ2+4K.„KRn 3 4 4

f  F

Μέ τόν Γδιο,άκριβω ς τρόπο σκέψης παράγονται άπλά ο ΐ 
έΕι-σώσεις τής μορφής των (1 3 )-(1 4 )-(1 5 ) (έΕ«.σώσεων) καί γ ιά  
τ ί ς  άλλες τ ρ ε ις  περ ιπτώ σ εις  "τετρ α γω ν ικ ή ς" /’γραμμικής" καί 
"συνδιασμένης",διατάΕεων.Κ αταλήγουμε σέ έΕισώσεις άνάλογες
τής (15) .

ii
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"Ac έξετάοουμε τή περίπτωση, δπου έχουμε δέσμευση και 
δεύτερου ύποκαταστάτη.Ofc έ Ε ίσ ω σ ε ις ,τό τε ,γ ίν ο ν τα ι περιπλοκώ τερες. 

Ή  γεν ική  έΕίοωση,ή Α ντίστοιχη πρός τ ί ς  (13 )-(14 ) ε ίν α ι

ή (16) 5 i=n
Σ i* Ψ «(ΥΠΟΚΑΤΑΣΤΑΤΗΣ) 1

(16) Ν = -------------------------------- --i —η 4
Σ Ψ «(ΥΠΟΚΑΤΑΣΤΑΤΗΣ)
ϊ= 0  1

δτχου : 1 » δ Αριθμός μορίων ύποκαταστάτη συνδεδεμένου άνά
9

μόριο πρω τεΐνης(ένζυμου)
j

η, δ Αριθμός των ύπομονάδων τής πρω τεΐνης.
Ψ^ψ', συναρτήσεις

Nr ό μέσος όρος του Αριθμού τών μορίων τοΟ ύποκαταστά- 
τη τοΟ συνδεδεμένου ΑνΑ μόριο ένζυμου.

ΥΠΟΚΑΤΑΣΤΑΤΗΣ = Υ (ΑνΛλογα δ X ή 6  L )I

Γ ιά  η«4 ή (16) γράφ ετα ι:

Ψ Α Υ )  + 2ψζ·(Υ)2+ 3ψ'·(Υ)3+ 4Ψ/(Υ) 4
(17) Ν = — ^ ^ --------- τ  -------- 3-------

Ψ0 + Ψ^Υ) + Ψ2·(Υ) + Ψ3·(Υ) + ψ4«(υ)

Ά ν  Ν = Νν . ή Ν = ΝΤ. ,τό τε  Ψ = Ψ?Σέ δλες τ ί ς  άλλεςAt ν L t
περ ιπτώ σεις δέν ισ χύ ε ι ή ίσότητα .

%0 τρόπος παραγωγής των Ψ συναρτήσεων,Από συναρτήσεις θ 
περιγρΑφεται π ιό  κάτω.Πρέπει δμως νά πούμε ό τ ι ή παραγωγή 
τέτοιω ν συναρτήσεων θά γ ίν ε ι  γ ιά  ε ίδ ικ έ ς  περ ιπτώ σ εις  όπως τ ί ς  
NXt ^ NLt fYLĈ  n=4  καί υποθέτοντας ό τ ι δέν υπάρχουν 
Αλληλοεπιδράσεις μεταΕύ των ύποκαταστατών.

Κάθε Ψ^·(Υ)* όρος τής έξίσωσης (16)  ή τής (17)  , 
Αναπαριστα τή συγκέντρωση όλων των ένζυμικών είδώ ν,πού  έχουν 

1 μόρια συνδεδεμένου ύποκαταστάτη.
Γιά τήν έΕίσωση (στή περίπτωση δύο ύποκαταστατών

πάντα) καί γ ιά  Ανταγωνιστική σύνδεση,δ όρος Ψ0 ε ίν α ι  τό
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άθροισμα δλων τών ένζυμικών ειδώ ν,πού  δέν έχουν συνδεθεί μέ 
X δηλαδή τά πέντε ε ίδ η ,π ο ύ  δέν έχουν συνδεθεί μέ X άλλά 
έχουν συνδεθεί μέ μηδέν ώς τέσσερα μόρια  τοΟ ύποκαταστάτη L. 
'Υ πολογίζοντα ι μέ σ τα τ ισ τ ικ ά  δεδομένα καί καταλήγουμε στή 
σχέση:

Ψ0Ν = 1+4*(KLH L ) +6,(KL ?*(L?+4HKL?.(L ?+(K Lf.(L f  = ( 1 +  L ) 4
X t

Γιά  τήν έζίσωση Ν ^ ίσ τή  περίπτωση δύο ύποκαταστατών) 
δ δρο£ ε ίν α ι  τό άθροισμα των πέντε ένζυμικών είδώ ν,πού
δέν έχουν συνδεθεί μέ L ύποκαταστάτη άλλά έχουν συνδεθεί 
μέ τόν Χ.Τότε :

Ψ° „  = dQ+θ^ίΧ) +θ2·(Χ) 2 +θ3·(Χ) 3 +θ4·(Χ) 4

(ε ίν α ι  τό ίδ ιο  πολυώνυμο μέ τό παρονομαστή τής έζίσωσης (14) .
Οί συναρτήσεις ή ,πού συμβολίζουν δρους γ ιά  τό

νέο ύποκαταστάτη καί τά νέα  μοριακά ε ίδη ,παράγοντα ι άπό τά 
μητρικά μοριακά ε ίδ η ,π ο ύ  π ε ρ ιε ίχ α ν  μόνο ένα ύποκαταστάτη.

"Αν υποθέσουμε δ τ ι  δ X ε ίν α ι δ πρώτος ύποκαταστάτης 
τότε  τά μητρικά ε ίδη  ε ίν α ι  αύτά,πού περ ιέχουν τόν ίδ ιο  άριθμό 
ύπομονάδων σέ Β διαμόρφωση(έχει ύποτεθεί δ τ ι  δ X συνδέεται 
πάντα σέ Β διαμόρφωση τής ύπομονάδας).

Μιά πολύ παραστατική ε ίκόνα  τού τρόπου,πού θά περιγράφει 
μάς δ ίν ε ι  δ π ίνακας VI .

Κάθε νέος ή δρος θά ίσοΰτα ι μέ τόν ά ντ ίσ το ιχο  θ^ 
παράγοντα έπ ί ένα σ τα τ ισ τ ικ ό  παράγοντα,πού δηλώνει τόν άριθμό 
των ισοδύναμων τρόπων σύνδεσης τοΟ L γ ιά  τό ε ίδο ς ,π ο ύ  
συζητάμε έκείυη  τή σ τ ιγ μ ή ,έ π ί X* δπου ΐ  ε ίν α ι δ άριθμός 
τών μόριων τού Χ,πού ε ίν α ι συνδεδεμένα στό νέο ε ίδ ο ς ,έ π ί  

KK-ML)] ^ δπου d ε ίν α ι  δ άριθμός τών μόριων τοΟ Ι*,πούL L J Γ" ^  0
συνδέονται σέ ύπομονάδες μέ Α διαμόρφωση,έπί l(KL)*(L)| 
δπου e ε ίν α ι  δ άριθμός τών μόριων τοΰ L ,σέ ύπομονάδες 
πού περ ιέχουν  X (σέ Β διαμόρφω ση),έπί τόν παράγοντα
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CK ML)

- k r
όπου f  ε ίν α ι  ό άριθμός τών μορίων τοϋ L ,πού

συνδέονται σέ ύπομονάδες μέ Β διαμόρφωση καί δέν περ ιέχουν  X.
"Οπως καί π ιό  πάνω έ χ ε ι άναφερθει δ πίνακας VI μάς δ ίν ε ι  

μερικά μοριακά ε ίδη  νέου τύπου καί τό πρακτικό τρόπο παραγωγής 
τους.

Γ ιά  τίς· έξισώ σεις τών Nx t  καί NL t ίσ χύ ε ι ό τ ι Ψ^= 
γ ιά  κάθε όρο.Μ ένει τώρα νά έξετα σ τε ί ή περίπτωση όπου
έχουμε δέσμευση καί δεύτερου ύποκαταστάτη άλλά μέ άλληλοεπ*,- 
δράσεις μεταξύ τών ύποκαταστατών.Οί έξ ισ ώ σ εις ,πού  περιγράφουν 
τ έ τ ο ιε ς  δεσμεύσεις ε ίν α ι  τόσο πολύπλοκες,πού έχουν χρησ ιμοποι
ηθεί ήλεκρονικοί υπολογιστές κα ί αύτογραφίκά μηχανήματα γ ιά  
τόν υπολογισμό τους κα ί τ ί ς  γραφ ικές παραστάσεις τών καμπύλών 
πού παράγονται άπό α ύ τές .

Οι π ίνα κες VIIA καί VI Ι β δ ίνου ν  μ ερ ικ ές
έξισώ σεις γ ιά  τή παραπάνω περίπτωση καί τά  διάφορα ε ίδη  
μηχανισμών.
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Π Ι Ν Α Κ Α Σ  VI

ΠΑΡΑΔΕΙΓΜΑΤΑ ΠΑΡΑΓΩΓΗΣ ΝΕΩΝ Ψ ΟΡΩΝ (ΜΕΤΑ ΤΗΝ ΕΙΣΟΔΟ ΤΟΥ ΔΕΥΤΕΡΟΥ 

ΥΠΟΚΑΤΑΣΤΑΤΗ) ΑΠΟ ΤΑ ΜΗΤΡΙΚΑ ΜΟΡΙΑΚΑ ΕΙΔΗ

I
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Π Ι Ν Α Κ Α Σ  V II. _____________________A
ΜΕΡΙΚΟΙ Υ ΟΡΟΙ ΓΙΛ ΤΙΣ ΕΞΙΣΩΣΕΙΣ ΚΟΡΕΣΜΟΥ Νν . , Ην , Νν. ,

λ ! Λ XL

ΟΤΛΝ ΣΤΗ ΔΕΣΜΕΥΣΗ ΔΥΟ ΥΠΟΚΑΤΑΣΤΑΤΩΝ,ΣΕ ΠΡΩΤΕΪΝΕΣ ΜΕ η ΥΠΟΜΟΝΑΔΕΣ , 

ΣΥΝΒΑΙΝΟΥΝ ΑΛΛΗΛΕΠΙΔΡΑΣΕΙΣ ΜΕΤΑΞΥ ΤΩΝ ΥΠΟΚΑΤΑΣΤΑΤΩΝ ΑΥΤΩΝ

1 . 'Α νταγω νιστική
2. 'Α νταγω νιστική
3 .  ' Ανεξάρτητη
4. 'Ανεξάρτητη
5. Συνδιασμένη
6 . Συνδιασμένη

(α) άναστολή
(β) άναστολή
(α) άναστολή
(β) άναστολή
(α) άναστολή
(β) άναστολή
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Π Ι Ν Α Κ Α Σ  V I I B

ΜΕΡΙΚΟΙ Τ ΟΡΟΙ ΓΙΑ TIE ΕΞΙΣΩΣΕΙΣ ΚΟΡΕΣΜΟΥ Η. , Η. , Η. ν ,Lt L LX
ΟΤΑΝ ΕΤΗ ΔΕΣΜΕΥΣΗ ΔΥΟ ΥΠΟΚΑΤΑΣΤΑΤΩΝ , ΣΕ ΠΡΩΤΕΪΝΕΣ ΜΕ η ΥΠΟΜΟΝΑΔΕΕ , 

ΣΥΜΒΑΙΝΟΥΝ ΑΛΛΗΛΕΠΙΔΡΑΣΕΙΣ ΜΕΤΑΞΥ ΤΩΝ ΥΠΟΚΑΤΑΣΤΑΤΩΝ ΑΥΤΩΝ

1 . 'Α νταγω νιστική(α) άναστολή
2 . 'Α νταγω νιστική Ο) άναστολή
3 . 'Ανεξάρτητη (α) άναστολή
4 . 'Ανεξάρτητη (0 ) άναστολή
5. Συνδιασνιένη (α) άναστολή
6 . Συνδιασιιένη (0 ) άναστολή

11
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4. Π Ε ΙΡ Α Μ Α Τ ΙΚ Ο  Μ Ε Ρ Ο Σ

Έ κ τ ε λ ε ΐτ α ι ή Αντίδραση: CHrC-C-0 
3 Η II 

0  0

LDH-NADH-In ?
« , —  CHjC-C-0
LDH-NAD-In 1 11

Μετατροπή τοϋ πυροσταφυλικοϋ πρός γαλακτικό μέ ένζυμο τή 
Γαλακτική # Αφυδρογονάση καί συνένζυμο ΝΑϋΗ.Στήν Αντίδραση 
συμμετέχουν διΑφοροι Α ναστολείς.

'Α κολουθείται ή σπεκροφωτομετρική μέθοδος καί γ ίν ε τ α ι  
σύμφωνα μέ τή βιβλιογραφική παραπομπή (3 3 ) ,μέ τή μεθοδολογία
πού π ρ ο τε ίνετα ι Από τούς Hakala Μ.Τ. , G laid  A .J . ,

29 40Schwert G.W. καί W inera D. , Schw ert GW.
Παρακολουθείται ή έλΑττωση τής Απορρόφησης τοϋ NADH,

πού χρ η σ ιμ ο π ο ιε ίτα ι στήν Αντίδραση,σέ μήκος κύματος λ=340πιμ,
δταν αύτό μετατρέπετα ι σέ NAD+ .

ΑΝΤΙΔΡΑΣΤΗΡΙΑ

1) Ρυθμιστικό διάλυμα 0 ,2  Μ ίο ν τ ικ ή ς  ίσχύος Από T ris -tr is -H C l-K C  1. 
Δ ιαλύεται ποσότητα τοΟ Α ντιδραστήριου σέ δισαπεσταγμένο νερό , 
έτσ ι ώ σ τε ,σ το ίχε ιο μ ετρ ικ ά  νά δ ίν ε ι  διάλυμα 0,2Μ ίο ν τ ικ ή ς  
ίσχύος.Τό διάλυμα τ ιτ λ ο δ ο τ ε ίτ α ι μέ HC1 3Ν καί μέ ήλεκτρόδιο  
καλομέλανος-γυαλιού μέχρ ι τής έπιθυμητής τ ιμ ή ς  ρΗ.Στή 
σ υ νέχε ια ,π ρ ο σ τίθ ετα ι στό διάλυμα ποσότητα KC1 κρυσταλλικού 
τόση ώστε νά διορθω θεί ή ίον ική  ίσχύς τού διαλύματος στή τιμή  
0,2Μ .Φυλάγεται σέ κλειστή  φιάλη καί ή τιμή  τού pH έλ έγγετα ι 
κάθε φορά π ρ ίν  Από τή«χρήση του .(Δ έν  χρησιμοποιήθηκε ρυθμ ισ τικό  
πέρα Από τ ί ς  όκτώ ή μ έρ ες ) .
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2) Διαλύματα πυροσταφυλικοΟ Καλιού σέ ρυθμ ισ τικό  διάλυμα 
ρΗ= 7,50 φωσφορικών.

Χρησιμοποιήθηκαν διαλύματα  πυροσταφυλικοΟ Καλίου σ τ ίς
παρακάτω συγκεντρώ σεις(στή  τελ ικ ή  άραίωση μέσα στή κυψελίδα
τή στιγμή  τής άρχής τής ά ν τ ίδ ρ α σ η ς):

-41) 5 ,2 0 *  10 Μ πυροσταφυλικοΟ ά ν ιό ντο ς
11) 2 ,60 * 10" 4 Μ

i l l )  1 ,7 3 *  1 θ” 4 Μ
iv ) 1 ,3 0 *  10' 4 Μ " " (διάλυση σέ νερό

δισαποσταγμένο)
ΟΙ άρα ιώ σεις σ τ ίς  π ιό  πάνω συγκεντρώ σεις έγ ινα ν  άπό τό 

φ ια λ ίδ ιο  N o.1 τού TEST 124893 BOEHRINGER-MANNHEIM(β ιοχη 
μ ικό  ά ν τ ιδ ρ α σ τή ρ ιο ) .
3) Διάλυμα NADH.
Τό π ερ ιεχόμ ενο  τού φ ια λ ίδ ιο υ  Νο.2 τοΟ TEST 124893 BOEHRINGER- 
MANNHEIM (β ιοχη μ ικό  άντιδρα στήρ ιο ) δ ια λ ύ ετα ι σέ δισαπεσταγμένο 
νερό έτσ ι ώστε στή τελ ικ ή  άραίωση,μέσα στή κυψ ελίδα,τή  στιγμή 
τής άρχής τής άντίδρασης ή συγκέντρωση τοΟ NADH νά ε ίν α ι 
9 ,20  χ 1θ“ 5 Μ.
4) ‘Υδατικά διαλύματα  ΟΞΑΛΙΚΟΥ ΟΞΕΟΣ.
Δ ια λ ύ ετα ι,ά ρ χ ικ ά ,π ο σ ό τη τα  όξαλικοΟ δζέος έτσ ι ώστε νά έχουμε 
διάλυμα 0 ,5 8 6  Μ .Ά πό αύτό σ χη μ α τίζοντα ι μέ ά ρα ίω σ η ,διαλύματα 
τ έ τ ο ια  ώστε μέσα στή κυψελίδα τή στιγμή  τής άρχής iflC Α ντί
δρασης ο ί συγκεντρώ σεις τών όζαλικών νά ε ίν α ι :

α ) 0 ,25*1θ” 4Μ, β )0 ,50*10~4Μ, γ ) 1 ,00*1θ” 4Μ, 6 ) 1 ,25*10-4Μ,

ε ) 1 , 50 *1θ” 4 Μ, ς )1 ,7 5 * 1 0 " 4Μ, ζ ) 2 ,00  *1 θ” 4Μ, η ) 2 ,25*10 *Μ,

θ )2 ,5 0 * 1 0 "4Μ, ι )2 ,75*10” 4Μ, ια) 3 ,00*10“ 4Μ, ιβ )3 ,5 0 * 1 θ“ 4Μ,

ι γ ) 4 , 00 *1θ” 4Μ, ι δ ) 4 , 50*1θ” 4Μ, ιε )  5 , 0 0 »1 0 "*4Μ, 1C) 5 ,20*10~4Μ, 
—4

ιζ )5 ,4 0 * 1 0 " 4Μ, ιη )5 ,6 0 » 1 0 “4Μ, ιθ )5 ,8 θ * 1 θ " 4Μ, η) 6 , 00  <10 Μ, 
—4

κ α )6,50*10 4Μ, κ β )7 ,00*10~4Μ, κ γ )7 , 50 *1 0 - 4Μ, κ δ )8 , 0 0 « 1 0  Μ, 
— 4

κ ε)8 ,5 0 * 1 0 ” 4Μ, κ ς )9 ,0 0  »10- 4Μ, κζ)9 ,5 0 * 1 0 _4Μ, κ η )9,60*10 Μ,

κ θ )1 ,0 0 * 1 0 "3Μ, λ) 1 ,05*10"3Μ, λ α )1 ,10*10“ 3Μ, λ β )1 ,20»10"3Μ,

λ γ ) 1 ,30*10” 3Μ, 
λ ζ ) 2 , 10 *1θ” 3Μ,

λ δ)1 ,40*10“ 3Μ, 
λ η )2 ,20  χ10_3Μ.

λε) 1 , 50 κ1 0 **3Μ, λ ς ) 2 ,00»10~3Μ,

II
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5)* Υδατικά διαλύματα ΜΥΡΜΗΚΙΚΟΥ ΟΗΕΟΣ.
Διαλύεται, μέ δμοιο τρόπο,όπως κα£ Tit6  πάνω άναφ έρετα ι. 
Σχηματίζονται διαλύματα,Από τό μυρμηκικό ό ξ ύ ,έ τσ ι ώστε μέσα 
στή κυψελίδα τή στιγμή τής άρχής τής Αντίδρασης ο ι συγκεντρώ
σ ε ις  των μυρμηκικών νά ε ίν α ι όπως Αναφέρονται π ιό  πάνω γ ιά  τό 
όξαλικό όξύ.
6 ) ‘Υδατικά διαλύματα HgC^·
Διαλύεται μέ ίσχυρή θέρμανση ποσότητα HgC^ σέ νερό δισαπεσταγ- 
μένο έτσ ι ώστε νά σ χηματιστεί κεκορεσμένο διάλυμα,σέ θερμοκρα
σ ία  23°C ( 1g HgCl2 δ ια λ ύ ετα ι σέ 13,5ml νερού) .

Μέ άραίωση παίρνουμε διαλύματα τ έ τ ο ια  ώστε όταν ά ρ χ ίζ ε ι  
ή Αντί δράση, μέσα στή κυψ ελ ίδα ,ο ι συγκεντρώσεις του HgC^
νά ε ίν α ι : 

α) 0 ,25*Ι0~4Μ , β )0,50 »10_4Μ , γ)ί*,00*10-4Μ , 6 ) 1 ,25*10-4Μ ,
ε) 1,50*10""4Μ , e )I ,7 5 * 1 0 "4M , ζ ) 2 ,00*10~4Μ , η )2 ,25*10~4Μ ,
θ)2 ,50«1θ’' 4Μ , • ι) 2 ,75»1θ'*4Μ ,ια )3 ,0 0 * 1 0 _4Μ , ιβ ) 3 , 50*10-4 Μ ,·

ιγ) 4 ,00*1(Γ4Μ . . . * •

7) ΕΝΖΥΜΑ
. · - * r

ι) Γαλακτική 'Αψυδρογονάση (Η^) Από καρδιά  βοδιού .Β ιοχημ ικό  
Α ντιδραστήριο BOEHRINGER-MANNHEIM 15375 (ELAE)συγκέντρωσης 
10 mg/2ml .

I
i t )  Γαλακτική ’Αψυδρογονάση (Μ )̂ άπό μύες βοδ ιοϋ .Β ιοχημ ικό

Α ντιδραστήριο BOEHRINGER-MANNHEIM 15374(ELAF)συγκέντρωσης
!
50mg/10ml.

Στή κυψελίδα το π ο θ ετε ίτα ι μικροποσότητα Από τό ένζυμο, 
πού έ χ ε ι ήδη Αραιωθεί μέ τό BUFFER πού χρ η σ ιμ ο π ο ιε ίτα ι στήν 
Αντίδραση.Οι Αραιώσεις του ένζυμου γ ίν ο ν τα ι τ έ τ ο ιε ς  ώστε νά 
δη μ ιουργείτα ι διάλυμα τής τάξης τού 0 ,05μιηο1/ιη1.

"Ολες ο ι μετρήσεις έγ ινα ν  σέ θερμοκρασία χώρου 23°C καί 
Αφού τά διάφορα διαλύμοίτά ε ίχα ν  τή θερμοκρασία αύτή.

Οι μετρήσεις έγ ινα ν  σέ σπεκτροψώτόμετρο UNICAM .
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Στή κυψελίδα τοΟ σπεκτροφωτόμετρου προστίθεντα ι χά 
παρακάτω ά ντιδρα στήρ ια ,μ έ τή σ ειρά  πού άναφέρονται,μετρημένα 
άκριβώς μέ μικροσιφώ νια ή μ ικροσύριγγα(τό  ένζυ μ ο ): 
α) 2,50ml τοΟ ρυθμ ιστικού  T ris - tr is -H C l-K C l
3 ) 0,10ml διαλύματος υποστρώματος(πυροσταφυλικό)
γ) 0,30rol διαλύματος NADH
6 ) 0 , 0 1 ml διαλύματος άναστολέαΙόζαλικό-μυρμηκικό-Η ςΟ ^)
ε) 0,02m l διαλύματος τοΟ ένζυμου

Συνολικός δγκος διαλύματος στή κυψελίδα ε ίν α ι 2,93m l. 
Κάθε μέτρηση ά π α ιτ ε ί χρόνο τουλάχιστο 3min άπό τή 

στιγμή μηδέν.
*ΑψοΟ προστεθούν στή κυψελίδα τού σπεκτροφωτόμεχρου δλα 

τά  ά ντιδραστήρ ια  -  μέ τή σ ειρά  πού άναφέρονται π ιό  πάνω -  
έκτός άπό τό ένζυ μ ο ,το π ο θ ετε ίτα ι ή κυψελίδα στό όργανο καί 
πρ οσ τίθετα ι ή ποσότητα τού ένζυμου.'Α κολουθεί γρήγορη 
άνάδευση μέ ράβδο πλαστική άπό πολυαιθυλένιο  καί μ ετρ ε ίτα ι 
ή άπορρόφηση Α τού διαλύματος σέ μήκος κύματος λ ■ 340ιημ. 
'Α κολουθεί δεύτερη μέτρηση μετά άπό ένα πρώτο λ επ τό ,τρ ίτη  
στό δεύτερο λεπτό κα ί τέταρτη στό τ ρ ίτ ο  λεπτό,άπό τήν άρχή 
τών χρόνων.

λα
‘Ορίζουμε σάν ταχύτητα τής άντίδρασης τό λόγο —  

καί το π ο θ ετε ίτα ι σέ διάγραμμα AA/At ώς πρός [ΐ] 
δπου fl] ε ίν α ι  ή συγκέντρωση τού άναστολέα,πού χρ η σ ιμ ο π ο ιε ίτα ι.

‘Ο λόγος AA/At ε ίν α ι  ή διαφορά τών μετρήσεων (πρώτης 
μ ε ίο ν  δεύ τερ η ς,δεύ τερ η ς μ ε ίο ν  τ ρ ίτ η ς ,τ ρ ίτ η ς  μείον τέτα ρ τη ς), 
πού θά πρέπει νά ε ίν α ι  σ τα θ ερ ή .'Ε π ε ιδ ή ,π ρ α κ τ ικ ά ,ο ί διαφορές 
α ύτές δέν ήταν άκριβώς ίσ ες  άκολούθησα τή παρακάτω μέθοδο.
Γ ιά  κάθε σημείο τών καμπύλών,δηλαδή γ ιά  κάθε μέτρηση,έγιναν 
τ ρ ε ις  μετρήσεις μέ τά ίδ ια  άντιδραστήρ ια  καί 6 λόγος AA/At 
β γ α ίν ε ι όπως τό παρακάτω παράδειγμα.



ΈΚ a l +al +al *
0-1

ι ) ^ 0 - l ° a l ,Δ Α 1 - 2 * α 2 ,Δ Α 2 - 3 “ α ;

ι ι ) ^ ο - ι ^ ί > Δ Α ι_ 2 - α 2 ,Δ Α 2 - 3 “ α

1 1 1 ) ^ Ο - Ι ^ ΐ "
. . _ _  / /  

,Δ Α 1 - 2 α 2 ,Δ Α 2 - 3 “ α
4 4
3

ΔΑΓ-2 β 3 '

-  α 3+α3 +α3^
* * 2 -3 ---------3

Μέ τό τρόπο αύτό €χουμε πρακτικά ΔΑο - ΐ βΔΑ1-2*ΔΑ2-3 
μέχρι καί τό δεύτερο δεκαδικό ψηφίο.

*0 λόγος ΔΑ/At ε ίν α ι,π ρ α κ τ ικ ά  ίσος-πρός ΔΑ άφοΟ 
At« 1 min.

Μέ όλο αύτό τό πρόλογο γ ιά  τό τρόπο,πού έγ ινα ν  ο ί 
π ειρα μ α τικές μετρήσεις κα ί ο ί διάφορες ε ίδ ικ έ ς  δ ιε ρ γ α σ ίε ς , 
δ ίν ε τ α ι μ ιά  γεν ική  ε ίκ ό να  τής δλης πειραματικής έργα ο ία ς.

'Α ναλυτικά τά πειράματα έχουν:
Πείραμα πρώτο

' Αντιδραστήρια

Γαλακτική Άφυδρογονάση (Η^)άπό καρδιά  θοδιο0(δπω ς π ιό  πάνω
περ ί γράφεται)

ΠυροσταφυλικοΟ Καλίου διάλυμα 5,20X10 ύδατικόίδπω ς π ιό
πάνω περ ιγράφ ετα ι)

NADH ύδατικό διάλυμα 9,20*10~5Μ (δπως π ιό  πάνω περ ιγράφ ετα ι) 
ΌΕαλικοΟ όΕέος διαλύματα ύδατικά  οέ συγκεντρώ σεις διάφορες

(δπως π ιό  πάνω περ ιγράφ ετα ι) 
ρυθμ ιστικό  T fc ie - tr ie -fo l-K C l β,Ό2 (δπως π ιό  πάνω

** t  π ερ ιγράφ ετα ι)
Λ *

Θερμοκρασία 23 C.
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Σέ δλη τή δ ιά ρ κ ε ια  τοΟ η ειρ ά μ α το ς ,τά  άντιδραστήρια  ε ίν α ι 
καλυμμένα άπό τό φώς.

OL μ ετρήσ εις  έγ ινα ν  μέ τή μεθοδολογία ,πού περίγράφεται 
π ιό  πάνω.

Τό παραπάνω πείραμα έπαναλήψθηκε μέ Γαλακτική Άψυδρογο- 
νάση άπό μύες β ο δ ιο ύ .01 διάφορες μετρήσεις δέν διάφεραν μεταξύ 
τους σέ μεγάλο ποσοστό κα ί ή καμπύλη ,πού παράγεται άπό τά 
πειραματικά  σημεία  μέ χρήση τοΟ ένζυμου,άπό μύες βοδιού(Μ4) 
ε ίν α ι  ούσ ιαστικά  ή ίδ ια  μέ αύτή,πού παράγεται μέ χρήση ένζυμου 
άπό καρδιά  δθδιοΟ (Η ^).

Στό διάγραμμα (15) τά  σημεία  ε ίν α ι  τά πειραματικά  άπό τή 
μέτρηση μέ Γαλακτική 'Αφυδρογονάση (Η^).Παράγεται ή καμπύλη 
(α) τοΟ διαγράμματος (1 5 ).
Πείραμα δεύτερο

Έ κ τ ε λ ε ίτ α ι δμοια  μέ τό πρώτο.Στό δεύτερο πείραμα χρησιμο
π ο ιε ίτ α ι  υδατικό  διάλυμα πυροστοκρυλικοΟ καλίου συγκέντρωσης 
2 ,60*1(Γ 4Μ.

Παράγεται ή καμπύλη (δ) τοΟ διαγράμματος (15 ).
Πείραμα τ ρ ίτο

Έ κ τ ε λ ε ίτ α ι δμοια  μέ τό πρώτο.Στό τ ρ ίτο  πείραμα χρησιμο
π ο ιε ίτ α ι  ύδατικό  διάλυμα πυροσταφυλικού καλίου συγκέντρωσης 
1 ,7 3 κ10“ 4Μ.

Παράγεται ή καμπύλη (γ) τοΟ διαγράμματος (15) .
Πείραμα τέταρτο

Έ κ τ ε λ ε ίτ α ι δμοια  μέ τό πρώτο.Στό τέταρτο πείραμα χρησιμο
π ο ιε ίτ α ι  ύδατικό διάλυμα πυροσταφυλικοΟ καλίου συγκέντρωσης 
1,30* 10-4 Μ.

Παράγεται ή καμπύλη (δ) τοΟ διαγράμματος (15) .
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Πείραμα πέμπτο
'Α ντιδραστήρια

Γαλακτική Άφυδρογονάση(Η^)άτιό καρδιά 0οδιοΟ(δτχως π ιό  πάνω
τιερι γράφεται)

ΠυροσταφυλικοΟ Καλιού διάλυμα ύδατικό 5,20x10 ^Μ(δτχως τιιό
πάνω περ ίγράφ ετα ι)

-5NADH ύδατικό διάλυμα 9,20x10 (όπως π ιό  πάνω περιγράφ ετα ι) 
Μυρμηκικού όζέος διαλύματα ύδατικά σέ συγκεντρώσεις διάφορες

(όπως π ιό  πάνω περ ιγράφ ετα ι) 
Ρυθμιστικό T ris - tr is -H C l-K C l ϊΗ -8,55 (όπως π ιό  πάνω

περιγράφ ετα ι)
Θερμοκρασία 2 3°C.

Σέ δλη τή δ ιά ρ κ ε ια  τού π ε ιρ ά μ α το ς ,τά  ά ντιδραστήρ ια  ε ίν α ι  
καλυμμένα άπό τό φώς.

ΟΙ μετρήσεις έγ ινα ν  μέ τή μεθοδολογία ,πού περιγράφ ετα ι 
π ιό  πάνω.

Τό παραπάνω πείραμα έπαναλήφθηκε μέ Γαλακτική Άφυδρογο- 
νάση άπό μύες β ο δ ιο ύ .OL διάφορες μετρήσεις δέν διέφεραν μεταζύ 
τους σέ μεγάλο ποσοστό καί ή καμπύλη,πού παράγεται άπό τά 
πειραματικά  σημεία μέ χρήση τού ένζυμου,άπό μύες βοδιού(Μ^) 
ε ίν α ι ούσ ιαστικά  ή ίδ ια  μέ αύτή,πού παράγεται μέ τή χρήση 
ένζυμου άπό καρδιά βοδ ιού(Η ^).

Στό διάγραμμα (16) τά σημεία ε ίν α ι  τά πειραματικά  άπό 
τή μέτρηση μέ Γαλακτική Άφυδρογονάση (Η^).Παράγεται ή 
καμπύλη (α) τού διαγράμματος (1 6 ).
Πείραμα έκτο

Έ κ τ ε λ ε ίτ α ι όμοια μέ τό πέμπτο.Στό έκτο πείραμα χρησιμο
π ο ιε ίτ α ι  ύδατικό διάλυμα πυροσταφυλικού καλίου συγκέντρωσης 
2,60*10“4Μ.

Παράγεται ή καμπύλη (β) τού διαγράμματος (1 6 ).
Πείραμα έβδομο ^

Έ κ τ ε λ ε ίτ α ι όμοια μέ τό πέμπτο.Στό έβδομο πείραμα χρησ ι
μ ο π ο ιε ίτα ι ύδατικό διάλυμα πυροσταφυλικού καλίου συγκέντρω
σης 1,73*10-4 Μ.
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Παράγεται ή καμπύλη (γ) τοΟ διαγράμματος (16)
Πείραμα όγδοο

Έ κ τ ε λ ε ΐτ α ι δμοια  μέ τό πέμπτο.Στό δγδοο πείραμα χρησιμο
π ο ιε ίτ α ι  ύδατικό διάλυμα πυροσταφυλικοΟ καλίου συγκέντρωσης 
1 ,30*1(Γ4Μ.

Παράγεται ή καμπύλη (δ) τοΟ διαγράμματος (16 ).
Πείραμα ένατο

‘Α ντιδραστήρια

Γαλακτική 'Αφυδρογονάση (Μ4)άπό μύες βοδιού(συγκέντρωση τού
διαλύματος τού ένζυμου ·
0 ,15μιηο1/πι1)

_4Πυροσταφυλικού Καλίου ύδατικό διάλυμα 5,20>10 Μ(όπως π ιό
πάνω περίγράφεται)

NADH ύδατικό διάλυμα 9 ,20*10- ^Μ(δπως π ιό  πάνω περιγράφεται) 
Ρυθμ ιστικό T r is - tr is -H C l-K C l ρΗ=7,00(δπως π ιό  πάνω

περιγράφεται)
Θερμοκρασία 23°C.

Σέ όλη τή δ ιά ρ κ ε ια  τού π ε ιρ ά μ α το ς ,τά  ά ντιδραστήρια  ε ίν α ι 
καλυμμένα άπό τό φως.

01 μ ετρή σ εις  δέν  έγ ινα ν  μέ τή μεθοδολογία,πού άναφέρεται 
π ιό  πάνω,άλλά έγ ινα ν  άπλές δ ιό τ ι  έδ ινα ν  πάντα ΔΑρ_1=ΔΑ1 -2“ΔΑ2-3 

‘Η μέτρηση μέ τή χρήση Γαλακτικής 'Αφυδρογονάσης(Η^) άπό 
καρδιά  βοδιού δέν έγ ινε .* Η  δράση τού (Η^) ένζυμου άναστέλλεται 
ταχύτατα μέ άποτέλεσμα νά ε ίν α ι  άδύνατη κάθε πειραματική 
μέτρηση.

Στό διάγραμμα (17) τά σημεία ε ίν α ι  πειραματικά  άπό τή 
μέτρηση μέ Γαλακτική ‘Αφυδρογονάση (Μ^).Παράγεται ή καμπύλη(α) 
τού διαγράμματος (17) .
Πείραμα δέκατο

Έ κ τ ε λ ε ΐτ α ι  όμοια μέ τό ένατο .Σ τό  δέκατο πείραμα χρησιμο
π ο ιε ίτ α ι  ύδατικό διάλυμα πυροσταφυλικού καλίου συγκέντρωσης 
2 ,6 0 χ 10“ 4Μ.

Παράγεται ή καμπύλη (β) τού διαγράμματος (17) .

II
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ΠΙΝΑΚΑΣ ΤΙΜΟΝ ΤΟΝ ΚΑΜΠΥΛΩΝ ΜΕ ΑΝΑΣΤΟΛΕΑ
Συγκέντρωση ΔA/At ΔΑ/At AA/At
όΕαλικοϋ - 
σέ raolxlO*

χρόνος χρόνος χρόνος
1 min 1 min 1 min

καμπύλη καμπύλη καμπύλη
(α) (β) (γ)

0,00 0,1240 0,1270 0,1220
0,25 0,1130 0,1130 0,1140
0,50 0,1070 0,1080 0,1080
1,00 0,1040 0,1040 0,1055
1,25 0,1030 0,1020 0,1045
1,50 0,1025 0,1015 0,1045
1,75 0,1020 0,1015 0,1045
2,00 0,1010 0,0995 0,1030
2,25 0,0860 0,0995 0,0860
2,50 0,0800 0,0860 0,0790
2,75 0,0765 0,0825 0,0760
3,00 0,0745 0,0780 0,0735
3,50 0/0725 0,0750 0,0715
4,00 0,0720 0,0740 0,0700
4,50 0,0720 0,0740 0,0700
5,00 0,0700 0,0720 0,0680
5,20 0,0600 0,0585 0,0650
5,40 0,0540 0,0530 0,0590
5,60 0,0500 0,0480 0,0540
5,80 0,0470 0,0450 0,0510
6,00 0,0440 0,0430 0,0490
6,50 0,0400 0,0390 0,0440
7,00 0,0380 0,0360 0,0410
7,50 0,0370 0,0340 0,0395
8,00 0,0360 0,0335 0,0385
8,50 0,0360 0,0330 0,0380
9,00 0,0360 0,0325 0,0380
9,50 0,0320 0,0290 0,0350
9,60 0,0275 0,0230 —

9,80 — — 0,0240
10,00 0,0250 0,0170 0,0210
10,50 0,0170 0,0130 0,0165
11,00 0,0140 0,0100 0,0100
12,00 0,0110 0,0070 0,0070
13,00 0,0090 0,0050 0,0050
14,00 0,0070 0,0040 0,0040
15,00 0,0070 0,0030 0,0030
20,00 0,0060 0,0025 0,0025
21,00 0,0060 0,0025 0,0025
22,00 0,0060

'Λ
0,0025 0,0025

ΤΟ ΟΗΑΑΙΚΟ
ΔΑ/At 
χρόνος 

lmin 
καμπύλη

_______
0 , 1 2 0 0
0,1070 
0,1050 
0,1030 
0,1025 
0,1025 
0,1025 
0,0995 
0,0770 
0,0740 
0,0720 
0,0700 
0,0690 
0,0690 
0,0690 
0,0650 
0,0550 
0,0480 
0,0440 
0,0400 
0,0385 
0,0355 
0,0340 
0,0330 
0,0325 
0,0325 
0,0325 
0,0290

0,0190
0,0140
0 , 0 1 0 0
0,0070
0,0035
0,0025
0 , 0 0 2 0
0,0020
0 , 0 0 2 0
0,0020
0 , 0 0 2 0
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ΠΙΝΑΚΑΣ TIMQN ΤΟΝ ΚΑΜΠΥΛΩΝ ME ΑΝΑΣΤΟΛΕΑ TO ΜΥΡΜΗΚΙΚΟ

Συγκέντρωση 
μυρμηκικού . 
σέ mol* 10*

AA/At 
χρόνος 

1 min 
καμπύλη 

(α)

AA/At 
χρόνος 

1 min 
καμπύλη 

(β)

AA/At 
χρόνος 

1 min 
καμπύλη

(γ)

AA/At ' 
χρόνος 

1 min 
καμπύλη 

(6)
0 ,00 0,1140 0,1170 0,1190 0,1230
0,25 0,1030 0,1070 0,1110 0,1160
0,50 0,1010 0,1035 0,1065 0,1100
0,75 0,1000 0,1020 0,1045 0,1015
1,00 0,0995 0,1015 0,1035 0,1055
1.25 0,0995 0,1015 0,1030 0,1050
1,50 0,0995 0,1015 0,1030 0,1050
1/75 0,0995 0,1015 0,1030 0,1050
2,00 0,0995 0,1000 11,1030 0,1050
2,25 0,0985 0,0900 0,1010 0,1025
2,50 0,0770 0,0810 0,0875 0,0935
2,75 0,0735 0,0770 0,0820 0,0860
3,00 0,0715 0,0745 0,0780 0,0810
3,50 0,0695 0,0725 0,0750 0,0780
4,00 0,0690 0,0715 0,0735 0,0770
4,50 0,0685 0,0715 0,0730 0,0770
5,00 0,0685 0,0715 0,0730 0,0770
5,20 0,0685 0,0715 0,0730 0,0770
5,40 0,0660 0,0680 0,0715 0,0750
5,60 0,0520 0,0470 0,0590 0,0685
5,80 0,0450 0,0410 0,0490 0,0565
6,00 0,0400 0,0380 0,0440 0,0505
6,50 0,0335 0,0355 0,0385 0,0420
7,00 0,0315 0,0340 0,0360 0,0390
7,50 - 0,0300 0,0335 0,0345 0,0375
8,00 0,0295 0,0330 0,0340 0,0365
8,50 0,0295 0,0325 0,0340 0,0360
9,00 - 0,0295 0,0320 0,0335 0,0355
9,50 0,0270 0,0300 0,0320 0,0340
9,80 0,0150 0,0185 0,0220 0,0260

10,00 0,0120 0,0150 0,0195 0,0225
10,50 0,0080 0,0110 0,0145 0,0175
11,00 0,0055 0,0080 0,0110 0,0140
12,00 0,0025 0,0050 0,0070 0,0095
13,00 0,0020 0,0045 0,0055 0,0075
14,00 0,0015 0.0045 0.0050 0,0075
15,00 0,0015 0,0040 0,0050 0,0070
20,00 0,0010 0,0040 0,0045 0,0070
21,00 0,0010 0,0040 0,0045 0,0070
22,00 0,0010 0,0040 0,0045 0,0070

i



ΟΙ ΚΑΜΠΥΛΕΣ 
ΠΟΥ ΠΡΟΚΕΙΠΤΟΥΝ ΑΠΟ ΤΑ ΠΕΙΡΑΜΑΤΑ 

: 
ΠΡΩΤΟ(α

),ΔΕΥΤΕΡΟ(Β),ΤΡΙΤΟ(γ),ΤΕΤΑΡΤΟ(δ
). 

ΤΑ ΣΗΜΕΙΑ ΤΩΝ ΚΑΜΠΥΛΩΝ ΕΙΝΑΙ ΤΑ ΠΕΙΡΑΜΑΤΙΚΑ ΣΗΜΕΙΑ‘ΑΠΟ ΤΑ ΠΑΡΑΠΑΝΩ ΠΕΙΡΑΜΑΤΑ.

73

(
I
i

ιI
*



ι1 
ΚΑΜΠΥΛΕΣ 

ΠΟΥ ΠΡΟΚΕΙΠΤΟΥΝ ΑΠΟ ΤΑ ΠΕΙΡΑΜΑΤΑ 
:ΠΕΜΠΤΟ(α),ΕΚΓΟ(β),ΕΒΔΟΜΟ(γ),ΟΓΔΟΟ(δ) 
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5 . Σ Υ Ζ Η Τ Η Σ Η
* Η γεν ικ ή  ίδ έα  αύτής τής δ ια τρ ιβ ή ς  βασίστηκε στά πειραματικά

Αποτελέσματα μι&ς παληότερης μελέτης τών Απτοσφαιρινών τοΟ πλά- 
41σματος σέ συνδυασμό μέ μ ία  π ιό  προσεκτική έπανεξέταση καί

Ανάλυση, τών πειραματικώ ν δεδομένων διαφόρων κινητικώ ν μελετών 
άλλοστερικών ένζυμων, πού έχουν δημοσιευθεΐ Από διάφορες έρευνη- 
τ ικ έ ς  όμάδες.

Πιό συγκεκριμένα , ε ίχ ε  παληότερα παρατηρηθεί41 ό τ ι ή Ανα
στολή τής δράσης ώρισμένων τύπων Απτοσψαιρινών Από αυξανόμενες 
συγκεντρώ σεις θειΐκοΟ  άμμωνίου Α ποδίδεται &ηό καμπύλες παρόμοιας 
μορφής μέ α ύτές τών διαγραμμάτων 15 καί 16. Τήν Ιδ ιό τη τα  αύτή έ 
χουν -σέ διάψορο βαθμό- οI Α πτοσψαιρίνες τών τύπων 2-2 καί 2 -1 , 
πού σ υνίσ τα ντα ι Από διάφορα προϊόντα  πολυμερισμοΟ τής Απτοσφαι- 
ρ ίν η ς  τύπου 1-1 καί έπομένως, ή συμπεριφορά τους αύτή θά μπορ< - 
σε νά θεωρηθεί Αποτέλεσμα άλλοστερικών Αλληλεπιδράσεων.

* Η ίδέα  αύτή ένισχύθηκε μετά Από προσεκτικά Λ'Άλυση τών π ε ι 
ραματικών δεδομένων τής β ιβλ ιογραφ ικής παραπομπής(33) ,πού άνα- 
φέρθηκε στά προηγούμενα κεφάλαια. Δ ιαπραγματεύεται τή κ ινη τική  
συμπεριφορά τής Γαλακτικής Άφυδρογονάσης (Η^) , Από καρδιά βο
δ ιο ύ , όταν ή δράση τού ένζυμου Αναστέλλεται Από 08ΑΛΙΚ0 καί Από 
08ΑΜΙΚ0 (χρησ ιμοποιούντα ι τά  Α νιόντα τών όξέων -  Αλατα).

Ε ξετάστηκαν μέ μεγαλύτερη προσοχή τά διαγράμματα (8) καί (9) 
τής είσαγω γής.

Ε π ε ιδ ή  τά σημεία  τών διαγραμμάτων, πού άναφέρονται π ιό  πάνω, 
ε ίν α ι  π ειρα μ α τικά  έφαρμόστηκε μ ία  τακτική , έτσ ι ώστε νά έχουμε 
τ ι ς  π ε ιρ α μ α τικ ές  τ ιμ έ ς  τους σέ πίνακα . Καί μέ βάση τό διάγραμ
μα (9Α-9_) (V), (R). (Ρ ). ( I )  καταρτίστηκε ό Πίνακας V III , όπου 
μέ σαφήνεια έχουμε τ ί ς  Α ν τ ισ τ ο ιχ ίε ς  τών μεταβλητών, ιέ βάση τόν 
Πίνακα V III  φιάχτηκαν καμπύλες (ν) πρός ( I )  , όπου (I )  ή συγκέν
τρωση τού Αναστολέα (έδώ τό ΟΞΑΛΙΚΟ).

Τά διαγράμματα (18) καί (19) ε ίν α ι  ο ι καμπύλες (ν) πρός (I)  
μέ τ ί ς  τ ιμ έ ς  τών σημείων το υ ς , όπως Απορρέουν Από τόν Πίνακα V III
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'Ακολουθώντας τή παραγωγή έξισώσεων κατά Linew eaver-Burk 
(καί τήν έξίσωση 7 δπως θά δούμε νά μ ετασχηματίζετα ι 
παρακάτω)τά σημεία πού έχουν παραχθεί θά πρέπει νά ένώνονται 
μέ υπερβολές -δπως δε ίχνουν  o t πλή ρεις  γραμμές.

Ά ς  έξετάσουμε τ ί  παρατηρήσεις μπορούμε νά κάνουμε στά 
διαγράμματα (18) καί (19).
α) Ot υπερβολές δέν συμπεριλαμβάνουν δλα τά σημεία  σ τ ίς  δέκα 
άπό τ ί ς  δώδεκα καμπύλες καί μάλιστα (ραίνεται καθαρά δ τ ι δέν 
μπορεί καμμιά υπερβολική γραμμή νά τά σ υ μ π ερ ιλ ά β ε ι. 
β)"Οπως έχουν σ χεδ ια σ τε ί o t καμπύλες (ραίνεται δ τ ι  o t ά ποκλ ί- 
σ ε ις  άπό τ ί ς  υπερβολές έπαναλαμβάνονται γ ιά  τήν ίδ ια  "δμάδα" 
σημείων(πού βρίσκονται τό ένα κάτω άπό τό ά λ λ ο ).

Ot δύο π ιό  πάνω παρατηρήσεις μπορούν νά διατυπωθούν άπ ' 
εύθεία ς στά διαγράμματα (9Α-9Β) των 1 /ν  πρός 1/R καί 
1 /ν  πρός 1/Ρ όπου τά πειρα μα τικά  σημεία  δέν βρ ίσκοντα ι πάνω 
σ τ ίς  εύ θ ε ίε ς  ούτε μπορούν νά ένωθούν μέ .κάποια εύ θ ε ία  γραμμή 
καί o t ά π οκ λ ίσ ε ις  άπό τ ί ς  ε ύ θ ε ίε ς  έπαναλαμβάνονται γ ιά  τήν 
ίδ ια  "δμάδα" σημείων.

Στά διαγράμματα (18) καί (19) ο ίπ ιό  πάνω παρατηρήσεις 
δδηγούν στή σκέψη δ τ ι κάποια άλλη,ίσω ς,γραμμή θά πρέπει νά 
γ ίν ε ι  γ ιά  νά συνδέονται μεταξύ τους τά π ε ιρα μ α τικά  σ ημεία .
Καί άκόμη άπλή παρατήρηση τών διαγραμμάτων (8 Α ,Β ,Γ ,Δ ,) καί 
(9 Α ,Β ,Γ ,Δ /) δ ε ίχ ν ε ι  πώς παρόμοια δ ιερ γα σ ία  θά μάς δδηγούσε 
σ τ ίς  ί δ ι ε ς  σ κέψ εις .

4Η γραμμή όμως πού τ α ιρ ιά ζ ε ι  στή περίπτωση αύτή ε ίν α ι  
δπωσδήποτε ή ύπερβολή άφού μέ ύπερβολή παρ ίσταντα ι γραφικά 
τ έ τ ο ιε ς  έξισ ώ σ εις δπως ή κατά L inew eaver-Burk έκφραση καί 
o t έκφράσεις,πού παράγονται μέ βάση τά  "συνεργατικά  φαινόμενα" 
σέ ό λ ιγο μ ερ ε ίς  πρω τείνες(πράγμα πού θά δούμε παρακάτω).

φ

'Αφού λοιπόν θά πρέπει νά ε ίν α ι  δπωσδήποτε ύπερβολή αύτή
ή γραμμή,πού συζητάμε,κα ί μ ιά  μόνο ύπερβολή δέν μπορεί νά

»:· >
μάς ίκανοποιήσει ε ίν α ι  λογικό  νά  σκεπτόμαστε δ τ ι  χρ ε ιά ζο ν τα ι 
περ ισσότερες άπό μ ία  ύπερβολές νά συνδεθούν μεταξύ τους τά 
πειραματικά  σημεία  τών διαγραμμάτων (18) κα ί (1 9 ) .Καί φυσικά
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Π Ι Ν Α Κ Α Σ  V III

ΟΙ ΠΕΙΡΑΜΑΤΙΚΕΣ ΤΙΜΕΣ ΓΙΑ ΤΑ ΔΙΑΓΡΑΜΜΑΤΑ 18 ΚΑΙ 19 ΠΟΥ ΕΧΟΥΝ 

ΛΗΦΘΕΙ ΑΠΟ ΤΑ ΔΙΑΓΡΑΜΜΑΤΑ 9Α ΚΑΙ 9Β

Ν I  δ τ α ν  N=C V δ τ α ν  N=C I  δ τ α ν  P=C V δ τ α ν  P=C P
ΣιΛ

ΙΟ

4ΙΟcoν
ττ
r-4

0
1 , 8 8 0 * 1 0 4M 

3 , 7 5 0 * 1 0 4M 

7 , 5 0 0 * 1 0 4M 

1 5 , 0 0 * 1 0 4M

3 , 7 4 0 * 1 0 6M 
2 , 8 0 5 * 1 0 6M 

2 , 3 6 0 * 1 0 6M 
1 , 7 9 4 * 1 δ 6Μ 

1 , 2 9 3 * 1 0 6M

0
2 , 7 8 0 * 1 0 4M 

5 , 5 6 0 * 1 0 4M 

1 1 , 1 0 * 1 0 4M 
2 2 , 2 0 * 1 0 4M

5 , 8 8 0 * 1 0 6M 

3 , 9 4 0 - 1 0 6M 
3 , 0 2 0 * 1 0^M 

2 , 2 4 0 * 1 5 6M 

1 ,4 7 5  *1 0^M

X

IO
7
o

in

Xin
ΙΟ
X
Ο
Ο

γ-

TO ΙΔ ΙΟ

3 , 0 0 0 * 1 0 6M 

2 , 0 3 5 * 1 0 6M 
1 , 7 9 5 * 1 0 6M 

1 , 5 4 5 * 1 0^M 

1 , 0 9 5 * 1 O^M

TO ΙΔΙΟ

5 , 0 8 0 * 1 0 6M 

3 , 7 3 0 * 1 0 6M 
3 , 0 3 0 * 1 δ 6Μ. 
2 , 2 3 5 * 1 0 6M 
1 ,3 0 4  *10 6M

X

IO
X
or-as
CM

XinΙΟ
Η
«Ο

ν

TO ΙΔ ΙΟ

1 , 9 5 2 * 1 0 6M 

1 , 6 0 0 * 1 0 6M 
1 , 4 7 5 * l 5 6M 

1 , 1 7 0 * 1 0 6M 
0 , 8 7 8  *1 0 6M

TO ΙΔΙΟ

4 ,660* 106 M 

3 , 6 9 0  *106M 
2 , 8 0 0 * 1 0 6M 

1 , 8 6 5 * 1 0 6M 
1 , 1 6 5 * 1 0 6 M

Xvr
IO
%oCO00
K

H

X  ιη
ΙΟr*4
Ο
σ\
Η

ΓΟ

TO ΙΔ ΙΟ

I , 6 I 5 « 1 0 6M 
1 , 2 8 2 « 1 0 6M 
1 , 1 5 5 * 1 0 6M 
0 , 8 7 8 * 1 0 6M 

0 , 7 7 3  * 1 0 6M

TO ΙΔΙΟ

4 , 0 0 0 * 1 0 6M 

2 , 7 3 0 * 1 0 6M 
2 , 2 9 0  *10 6M 
1 , 6 4 7 * 1 0 6M 

1 , 1 9 0 * 1 0 6M

X

IO**H*
o
CO*
H

2ιη
ΙΟrH
X
Οr*·CO%
CM

TO ΙΔ ΙΟ

1 , 3 5 8 * 1 0 6M 

1 , 0 9 4 * 1 0 6M 
0 , 9 3 5  *106M 
0 , 8 0 1 * 1 0 6M 
0 , 6 8 0 * 1 0 6M

TO ΙΔΙΟ

3 , 8 3 0  *10 6M 
2 , 8 0 0 * i 5 6M 
2 , 2 4 0  *106M 
1 , 7 6 5 * 1 0 6M 

1 , 0 5 7  *i 5 6M

X
IOl"H
X00
oo%

2in
ΙΟHX
oσι
*

TO ΙΔΙΟ

1 , 1 7 0 * 1 0 6M 

0 , 8 0 1 * 1 0 6M 
0 , 7 7 4  *106M 
0 , 6 3 6 * 1 0 6M 
0 , 5 2 7  *106M

TO ΙΔΙΟ

2 , 8 5 0 x1 0 6M 
2 , 0 7 3 * 1 0 6M 
1 , 6 1 8 * 1 0 6M

*rr*
IO
HX
omr-%
o

P = 6 . 0 8 0 * 1 0 4M N = 9 . 2 0 0 * 1 0 5M
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ΚΑΜΠΥΛΕΣ ΠΟΥ ΠΡΟΚΕΙΠΤΟΥΝ ΑΠΟ ΤΗΝ ΕΠΕΞΕΡΓΑΣΙΑ ΤΟΝ 

ΣΗΜΕΙΩΝ ΤΟΥ ΔΙΑΓΡΑΜΜΑΤΟΣ 9Β

II
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κάτι τ έ το ιο  μπορεί νά έ χ ε ι μ ιά  εύρύτερη έφαρμογή οέ Αλλες 
Ανάλογες δ ιε ρ γ α σ ίε ς .

‘Η έξίσωση ( 5 ) ,όπως άναψέρεται στή βιβλιογραφική παραπομ
πή (3 3 ),περ ιγρά φ ει τό 6ιάγραμμα(9) ή καί τά διαγράμματα (18) 
(19) μετά τή μετατροπή πού έ γ ιν ε  μέ βάση τό πίνακα V III.*Α ς 
δοϋμε δμως πώς μπορεί νά Απλοποιηθεί μέ τ έτο ιο  τρόπο ώστε νά 
γ ίν ε ι  π ιό  προσιτή ή διερεύνηση τής γραφικής της άπεικόνησης.

Θά χρησιμοποιήσουμε γι*αύτό τά πειραματικά  καί θεωρητικά^ 
δεδομένα τοΟ διαγράμματος ( 9 ) ,δπως παρουσιάζονται στό 
πίνακα V.Δηλαδή δ τ ι ίσ χύει (Κ2+Κ4)/Κ 4 ■ 4,υ καί δ τ ι  μποροΟμε 
νά Αντικαταστήσουμε τή συγκέντρωση τοΟ Αναστολέα I μέ a*Kj 
δπου α μ ιά  Αριθμητική σταθερά(φ α ίνετα ι εύκολα Από τό 
διάγραμμα (9) καί τό πίνακα V III ) ή Ι*β·Κ^ καί Ι ·γ ·Κ *  
δπου β καί γ Ανάλογα μέ τό α̂  .

Μέ βάση λοιπόν τά Αμέσως παραπάνω ή έζίσωση (5) γ ίν ε τα ι*

(18)
V max

Κ
ι + ( ι + γ ) . ( _ 5 _  + _ 2 £ _ )  + - - j ^ o + e )  +

ΚRP Κ. ■ ? γ - κ7
τ

*Η μορφή αύτή ε ίν α ι μ ιά  δμογραψική συνάρτηση μέ μεταβλη
τ έ ς  τ ί ς  ποσότητες ν n a t I  καί λύνετα ι άπλά.

Βρίσκουμε τή τιμή  τοΟ I πού μ η δ ε ν ίζ ε ι τό παρονομαστή 
καί ε ίν α ι ήί

α κ Κ,
ορ

[4,6 1+(1+γ)·(«
κ R ΚRP Κ.
R w ~ >  +

καί γ ι 'α ύ τ ή  τή τιμή  ή ν τ ε ίν ε ι  στό ά π ε ι ρ ο . Ά ν λύσουμε τή
(18) ώς πρός I έχουμε:

’.VS
α \  ν κ Κ,

« 4,6 V -  ν  max
Κ

1 + (1+Y)*(-gS_ + - ^ - ( 1 + 0 )
ΚRP Κ.
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Βρίσκουμε τή τ ιμ ή  τοΟ ν ,πού μ η δ ε ν ίζ ε ι τό  παρονομαστή 

καί ε ίν α ι  ή :

max
op

1+(1+γ)·(· KRP
R.P ) + *Ρ (1+β)

κ α ί γ ι 'α ό τ ή  τή τ ιμ ή  ή I  τ ε ί ν ε ι  στό Απειρο.
ΟΙ τ ιμ έ ς  ν  κ α ί I  δείχνουν τή θέση τών πόλων ορ ορ

τής δμογραφίκής συνάρτησης.
(ή έπ εζεργασία τΰν παραπάνω στό π αράρτ.1).

"Αν μεταφέρουμε τά  παραπάνω σέ διάγραμμα ν πρός I  
έχουμε φ ΐά ξ ε ι  τή γραφική Απεικόνιση τής έΕίσωσης ( 5 - 1 8 ) .Τό 
διάγραμμα (20) ε ί ν α ι  ή γραφική Απεικόνιση τής (5) όπως τήν 
έχουμε μετασ χηματίσ ει στή μορφή τής ( 1 8 ) , γ ι ά  θ ε τ ικ έ ς  τ ιμ έ ς  

τΰν ν κ α ί I  .

Δ Ι Α Γ Ρ Α Μ Μ Α  (20)

I)
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Τέτοια  μορφή περιμέναμε νά ε ίχα ν  καί ο ί καμπύλες,πού 
προκύφαν άπό τό πίνακα V III κα ί παρίσταντα ι μέ πλήρεις 
γραμμές στά διαγράμματα (18) καί ( 19) .

Σέ ύπερβολικής μορφής καμπύλη ά π ε ικ ο ν ίζ ε τα ι γραφικά καί
ή έζίσωση M ichaelis-M enten: ν  1

V Κmax 4 , m
1 X

καί ή έζίσωση,πού έ χ ε ι προταθεΐ άπό τόν H i l l  κα ί έ χ ε ι
/

έφαρμογή σέ άπλές ή σέ όλ ιγω μερεις πρω τεΐνες .Μέ η 
συμβολίζεται δ άριθμός των ύπομονάδων τοϋ όλ ιγομερους.

%Η έζίσωση H i l l  ε ίν α ι  ή:
ν  ______ 1_______
Vmax (Κ ) n

a m

01 π ιό  πάνω έζ ισ ώ σ εις  τών M ichaelis-M enten  κα ί H i l l  
έφαρμόζονται σέ περ ιπτώ σ εις  όπου δέν ύπάρχει δράση άναστολέα 
στό ένζυμικό σύστημα.

*Ας ζαναθυμηθοϋμε τή (β) συνθήκη τοϋ άλλοστερικοϋ πρότυπου 
τών K oshland,N em ethy,Film er πού λ έε ι ό τ ι "μ ιά  άλλαγή στή 
διαμόρφωση μ ιάς ύπομονάδας μπορεί νά αλλάζει τή σ χετική  
σταθερότητα τών διαμορφώσεων τών γε ιτο ν ικ ώ ν  ύπομονάδων μέσα 
άπό ένδοΰπομοναδικές άλληλοεπ ιδράσεις” καί μέ γνώμονα αύτή 
νά δούμε σέ τ ί  συμπέρασμα ε ίν α ι λογικό νά καταλήγουμε γ ιά  
τή μορφή ,πού τελ ικ ά  θά πρέπει νά έχουν ο ι καμπύλες τών 
διαγραμμάτων (18) , (19) ,πού συζητάμε,ώστε ο ί γραμμές νά 
συμπεριλαμβάνουν δλα τά  σημεία .

;ν\
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‘Υποθέτουμε δ τ ι  έχουμε ένα τετραμερές Ε (άς υποθέσουμε 
πώς έ χ ε ι διάταξη τετραγω νική)κα ί πρώτο ύποκαταστάτη X (τό 
ύπόστρωμα). 'Ακόμη υποθέτουμε δ τ ι  Ισχύει ή s

Kra
Α-Α-Α-Α + 4 X 4____  (ΒΧ) 4 X X  

X X

Δεύτερος ύποκαταστάτης I  (δ άναστολέας)συνδέεται σύμφω
να μέ τ ί ς  παρακάτω σ χέσ ε ις :

α) (ΒΧ)4 + I ^____  Β4"Χ5Χ + Χ- EBEJ
Α Β4"Χ4“Ι [X |Χ|

β ΐ )  β 4 - χ 3 - ι  + I Β4 -Χ 2 ” Ι 2 + Χ t£F  εΓτεαεί και

β ϋ )  Β4-Χ4- Ι  + I  ~ * Β4-Χ4- Ι 2 fefl £ 1 ε ίτ εK+iV.i
XI X
X XI

τά (γ) κα£ (δ) δμοια  μέ τ ί ς  ά ν τ ίσ τ ο ιχ ε ς  ΚΤ καί Κτ
13 *4

'Εφαρμόζοντας στά π ιό  πάνω τή (β) συνθήκη τού άλλοστερι-
κοΰ πρότυπου τών K oshland,N eraethy,F ilm er,σκεπτόμαστε δ τ ι ε ίν α ι
δυνατό σέ κάθε στάδιο  άπό (α) ώς (δ) νά άλλάζουν ο ι σ χετ ικ ές
σταθερότητες τών γειτονοκώ ν ύπομονάδων-στή σ ελ ίδες  48,49 καί
SO έ ξ η γ ε ΐτ ά ι καί περ ιγράφ ετα ι μέ σαφήνεια τό σχετικό  θέμα-καί
κατά σ υνέπεια  o t διάφορες Κ_ (άπό ΚΤ ώς Κτ ) νά ε ίν α ι

^ 1 α4
διάφορες μεταξύ τους,άπό  στάδιο  σέ στάδιο·

Μέ αύτές τ ί ς  σκέψ εις ή έξίσωση (5 ή 18) δέν θά έπρεπε νά
ε ίν α ι μ ία  άλλά τέσ σ ερ ε ις ,δ σ ες  δηλαδή ε ίν α ι ο ΐ διάφορες Kj ,/ // φ 
Κχ , Κχ .'Επομένως τέσ σ ερε ις  ύπερβολές θά πρέπει νά γ ίνουν
ώστε τά σημεία  των πειραμάτων,πού χρησιμοποιήθηκαν γ ιά  τά
διαγράμματα ( 8 ) , ( 9 ) , (1 8 ), (1 9 ) ,νά  βρίσκονται πάνω σ τ ις  ά ν τ ΐ-
σ το ιχ ε ς  γραμμές.

Συμπεραίνουμε,λοιπόν,πώ ς κάθε έξίσωση τής μορφής τής 
έξισωσης (5ή18)δέν θά έπρεπε νά ε ίχ ε  τή μορφή τής ύπερβολής 
άλλά αύτή τού διαγράμματος (21 ).

Ιι
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I*
Γ; 'Η γραφική άηεν*όνΐση,ηού «ρέχει vd έχουν οL έζισώσεις τής
 ̂ μορφής 5 ί  1β .

Μέ τ£ς σκέψ εις αύτές κ α ί μέ τ ί ς  παρατηρήσεις,ποό δ ια τυ 
πώθηκαν π ιό πάνω όδηγηθήκαμε έ τσ ι ώστε νά Απεικονίσουμε 
γραφ ικά,μέ θ ιακεκομένες γραμμές,τά  διαγράμματα (18) κα ί  ( 1 9 ) .

Τά π ειραματικά  δεδομένα τής έργασίας αότής βασίστηκαν 

σ'αΟ τές τ ί ς  παρατηρήσεις κ α ί γ ι 'α ύ τ ό  τό  λόγο ο ΐ π ειρ α μ α τικές  
συνθήκες τών μετρήσεων μ#ς ε ίν α ι  ό μ ο ιες  μέ α ύτές  τών διαγραμ
μάτων ( 8 , 9 , 1 8 , 1 9 ) .

i ’i
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Td Αποτελέσματα τών πειραμάτων μας δικαίωσαν έντελώς 
τ ί ς  παραπάνω σκέψ εις καί ύποθέσεις.Δ έν έ γ ιν ε  -  στά διάφορα 
πειράματα -  παρά έπανάληψη τών πειραμάτων τής β ιβλιογραφ ικές 
παραπομπής (33) ,τών διαγραμμάτων (9Α-9Β) ,μέ τή μέγιστη 
δυνατή πυκνότητα σημείων καί μάλιστα μέ τή χρήση καί τής (Η^) 
άπό καρδιά  βοδιοΟ καί τής (Μ^) άπό μόες βοδιοΟ Γαλακτικής 
* Αψυδρογονάσης.

01 Απόψεις α ύ τές ,π ο ύ  π ρ ίν  λ ίγ ο  διατυπώ θηκαν,γιά  τή πραγ
ματική μορφή τών καμπύλών κορεσμοΟ δταν τό ένζυμο Γαλακτική 
Άφυδρογονάση Αναστέλλεται στή δράση του άπό μή ε ίδ ικ ο ύ ς  
Α ναστολείς,έπαληθεύονται κα ί άπό τήν έπεξεργασία τών θεωρη
τικών προτάσεων,πού έχουν δ ιατυπω θεί γ ιά  τ ί ς  "συνεργατικές 
έπ ιδρ ά σ εις"  μέ τήν άνάπτυξη τους μέ βάση τό άλλοστερικό 
πρότυπο τών K oshland,N eraethy,F ilm er.

Ά ς  Αρχίσουμε άπό τή περ ί πτώση, δπου μόρια  ύποκαταστάτη X 
ε ισ έρ χο ντα ι σέ ύπομονάδες ένός τετραμερούς μέ "τετραγωνική 
δ ιά τα ξη " ,χω ρ ίς  τήν είσοδο  δεύτερου ύποκαταστάτη.Γιά τή π ερ ί
πτωση αύτή έ χ ε ι παραχθεί ή έξίσωση (15 ).

Στά διαγράμματα (22) καί (23) φ α ίνετα ι ή μεταβολή τής 
δταν ΚβΒ καί (Kx WKfc) ε ίν α ι  σταθερές (διάγραμμα 22 ) 

καί , ΚΒΒ δταν (Κχ)·(1̂ ) σταθερό (διάγραμμα 23 ).

I

II
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Δ Ι Α Γ Ρ Α Μ Μ Α  (22)

37
Π α ρ α δ ε ί γ μ α τ α  καμπύλων κ ο ρ ε σ μ ο ύ  γ ι α ,,τ ε τ ρ α γ ω ν ι κ ή  δ ιάταξη '*

*Η Kgg δ ι α τ η ρ ε ί τ α ι  σ τ α θ ε ρ ή  κ α ί  ι σ η  π ρ ό ς  1 . Φ α ί ν ε τ α ι  ή μ ε τ α β ο λ ή  
τ ή ς  δ τ α ν  ( Κ ^ Χ Κ ^ )  σ τ α θ ε ρ ό  κ α ί  t o o  π ρ ό ς  1 0 0 . Μιά
M i c h a e l i s  -  Menten  καμπύλη δ ε ί χ ν ε τ α ι  γ ι α  σ ύ γ κ ρ ι σ η .

Στό διάγραμμα (22) o t σταθερότητες των διαμορψωτικών 
καταστάσεων Α-Α καί Β-Β ε ίν α ι ί δ ι ε ς .  Ά ν 
σταθεροποιούνται ένδιάμεσοι τύ π ο ι,σ χ ε τ ικ ά  ώς πρός τ ι ς  Α-Α 
Β-Β,ένώ άν K ^ ^ l  o t ένδιάμεσοι τύποι ε ίν α ι  λιγώτερο 
σ τα θερο ί.

Σημειώνεται ό τ ι όλες ο ι καμπύλες περνούν άπό τήν ίδ ια  
τιμή του Nx t=2 κ<*ί αότές ο ι μεταβολές της ΚΑΒ τε ίν ο υ ν  
νά προκαλέσουν έπ ιδρ ά σ εις  άντίστροφες πρός τ ί ς  άλλαγές 

^  Κββ
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Δ Ι Α Γ Ρ Α Μ Μ Α  (23)

I
I i

Γ.
)■
ί ;
\
\

►
I
ι
,1

4•j

37
Παραδείγματα καμπύλών σύνδεσης γυα "τετραγωνυκή όυαταζη"

Το γ υ ν ο μ ε ν ο  ( Κ ^ Χ Κ ^ )  δ υ α τ η ρ ε ϋ τ α υ  σ τ α θ ε ρ έ  καύ  ί σ ο  π ρ ύ ς  1 0 0 , ενώ  
μ ε τ α β α λ λ ο ν τ α υ  ο υ  K g  καύ 1C τ α υ τ ό χ ρ ο ν α . Κ α μ π ύ λ ε ς  μ έ  K^g 
σ τ α θ ε ρ ή  ε ζ ν α υ  (Ασύμπτωτες σ έ  χ α μ η λ έ ς  σ υ γ κ ε ν τ ρ ώ σ ε υ ς  τοΟ X.  
Κ α μ π ύ λ ε ς  μ έ  ^ β β ^ αΒ σ τ α θ ε ρ ό  λ ύ γ ο  ε ζ ν α υ  α σ ύ μ π τ ω τ ε ς  σ έ  ύ ψ η λ έ ς  
σ υ γ κ ε ν τ ρ ώ σ ε ι ς  τ ο ϋ  X . Κ α μ π ύ λ ε ς  μ έ  σ τ α θ ε ρ ή  1CR δ υ α τ έ μ ν ο ν τ α υ  
σ έ  τ ο μ ή  Νχ ΐ  = 2 , 0  .

ι

01 παραπάνω παρατηρήσεις,πού προκύψαν άπό τά διαγράμματα 
(22) καί (23) μπορούν νά μάς δε ίξουν  ποσοτικά συμπεράσματα. 
Καί έ χ ε ι βρεθεί δ τ ι  γ ιά  κάθε τιμή  τής 
ύπάρχει μ ιά  τιμή  τής
ταυτόσημη μέ αύτή των M ich ae lis -M en ten .E ^v  έξίσωση (15) ,πού 
συζητάμε ή σχέση τών σταθερών πού χ ρ ε ιά ζετα ι γ ιά  νά Ικανο
πο ιή σ ε ι αύτή τή συνθήκη εϋναι ή σχέση (19) „

ΚΑΒ"

ΚΒΒ ,πο^ δέρνουμε, 
ΚΑΒ'πο^ ύδηγεΐ σέ μ ιά  καμπύλη

J:
J

•ί
ί■ii
I

j

II
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'Α ντικαθιστώντας τή σχέση (19) στήν (15) (βλέπε παράρτ.ΐα) 
καταλήγουμε στήν έξίσωση (2 0 ),πού ε ίν α ι  ή :

Ν 4 (X)
Xt

( « Β Β Μ Κ χ Κ ν
+  (X)

( 2 0 )

Γιά 1
«„ΜΤ<„ΜΪζΤ '  KD Λ έΕίθωαη (20> . γ ί”" αΐΒΒ'

μ ιά  κλασσική M ichaelis-M enten σχέση :

Ν 4 (X)
Xt κ 0 + (X)

Ά ς  έξετάσουμε τώρα τή περίπτωση,πού μάς ένδ ια φ έρει 
περισσότερο καί πού άναφέρεται στή περίπτωση όπου έχουμε 
σύνδεση δύο υποκατάστατων στό ίδ ιο  μόριο^ένζυμου.Κ αί γ ι 'α ύ τ ή  
τή περίπτωση θά χρησιμοποιήσουμε ένα τετραμερές μέ "τετραγω
νική δ ιά τα ξ η " /γ ιά  λόγους όμοιότητας πρός τό ένζυμο,πού έξετά - 
ζουμε.

'Ακολουθώντας τό πίνακα VI μπορούμε εύκολα νά παράγουμε 
όλα τά "νέα" ε ίδη  τών μορίων,πού περ ιέχουν  άπό ένα ώς τέσσερα 
μόρια του L (δεύτερος ύποκαταστάτης) καί ε ίχα ν  άπό ένα ώς 
τέσσερα μόρια X (πρώτος ύποκαταστάτης).Συνολικά έχουμε 106 
τ έ το ια  "νέα" ε ίδη ,π ο ύ  περιγράφονται άπό 54 σ χέσ ε ις(β λ έπ ε  
παραρτ. 2 ) ,δ ιό τ ι  άρκετά άπό αύτά περιγράφονται άπό ίδ ι ε ς  
σ χέσ ε ις .

Θά δημιουργήσουμε τά νέα ε ίδη  γ ιά  τή περίπτωση όπου τό 
παλαιό μοριακό ε ίδ ο ς  ε ίχ ε  τέσσερα μόρια  του X ύποκαταστάτη 
άνά μόριο ένζυμου (όλες ο ί ύπομονάδες περ ιέχουν άπό ένα μόριο 
τού ύποκαταστάτη X καί ε ίν α ι στή Β διαμορφωμερή κατάσταση.) 
καί ε ίσέρχοντα ι σ 'αύτό,Λ πό ένα ώς τέσσερα μόρια του δεύτερου 
ύποκαταστάτη L .Στή σ υ νέχεια  θά καταστρώσουμε τήν έξίσωση 
NLt τι<ι πεΡ^ πτώση, πού έξετάζουμ ε. * Η έξίσωση Nx t  ε ίν α ι
σχεδόν ή ίδ ια  καί λύνετα ι μέ όμοιο τρόπο.
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Σχηματίζοντα ι τά  παρακάτω μοριακά ε ίδη  μέ τ ί ς  σ χ έ σ ε ις #  
πού τά περιγράφουν;

ΜΟΡΙΑΚΑ ΕΙΔΗ

XL X
2L X
(α)

L IX
X IX
(3)

ΠΕΡΙΓΡΑΦΟΝΤΑΙ ΑΠΟ ΤΙΣ ΣΧΕΣΕΙΣ 

ΕΝΑ ΜΟΡΙΟ L α) 4®4«(KL).(L)»(xfmm mm ̂m̂m mm mm

3) 4e4.(KL).(L)*(X?

X XL
XL X

L X
X XL

XL XL
X X

XL L
X X

(a)

(3) ΔΥΟ__ΜΟΡΙΑ__L

( Y )

a) 6S^(KL?.(L^(xf

3) 12d4-(KL^(L?.(X?
τιςτ

γ) β θ^ Κ ^ α ΐ . ΐΧ ?

(Kx f

XL XL
XL

L XL
XL. X

L XL
L_ X

XL L
L X

<«>

XL XL
_L_

a
iS)

ΤΡΙΑ ΜΟΡΙΑ L
a) 434«(Kl ?· (L?.(xf 

3) 1234*(Kl?-(L?-(X?

(Κχ)

γ) l2 d 4'(KL?.(L?-(X? 

6) 434«(Kl ?'(L?-(X)

II
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ΜΟΡΙΑΚΑ ΕΙΔΗ ΠΕΡΙΓΡΑΦΟΝΤΑΙ ΑΠΟ ΤΙΣ ΣΧΕΣΕΙΣ

1 S i
XL XI XL XI
XL XI XL I

/v \
L XL vY/ L I

(L L kL XI

L !1 L L L
i d [XL L L
( δ )

ΤΕΣΣΕΡΑ ΜΟΡΙΑ L

( ε )

α) d 4*(KL^(Lf.(xf

β) 4d4*(KLf (Lf(X?
Π φ

γ) 6S^(KLf(Lf<(X?

■ <κχ ? '

6) 4d4*(KL?.(L?.(X)

‘κ J
e) d4-(KLf(L f 

(KXf

Λ ·Τ.
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Τ ίς σχέσεις*πού έχουμε παράγει παραπάνω ,τις Α ντικαθι-
/

στοΟμε στήν έξίσωση (17) μέ τ έ τ ο ιο  τρόπο ώστε γ ιά  κάθε Ψ = Ψ 
δρο της νά προσ τίθεντα ι ο ί σ χέσ ε ις ,π ο ύ  έχουμε παράγει γ ι 'α ύ τ ό ν .

‘Η έΕίσωση (1 7 ) ,πού παράγεται μέ αύτό τό τρόπο εΓναι μ ιά  
πολύ μεγάλη,σέ μήκος,σχέση.Μπορούμε δμως νά τήν Απλοποιήσουμε 
άντικαθιστώ ντας ώρισμένες παραστάσεις τη ς,πού  έπαναλανθάνονται. 

Έ τ σ ι καλούμε τή (KBBMKx MKt ) = G καί τή (K^ML) = J  .

Τότε ή έξισωση (17) γράφ ετα ι:
3.

4G4 ^*X4 + ^ - ) l +2G4 ^ j 2 x4 + 1 2 ^ ^  + 6 ^ ί  \  
ν  κ„ '  ν  Κ Κ 2 '

(20) Μ -

(l+G x) +4G4 ^X 4+ — ^L+2G4 ^ J 2X4+12—  + 6 ^ |
Κ., κ . ,  κ,.

3G4. ( 4 j 5 x 4+1 2 ^  + 1 2 ^  % 4 ^ \ 3+4 G ^ X 4+4 ^  +4 «  + ± Ί ) ΐ
ν  κ „  κ . .2 κ . . 3'  *  κ „  κ ν 2 κ ν κ χ 4 /

3..3 

X
3 3  

χ

X

3..2 .3

X "X 

4„3 ,4„2

X X
3 3 — 3

X "X
4 .3  Γ Γ Τ

3 0 ί ( 4 ^ . Χ 4 +1 2 ^  + 1 2 ί %  +4 ώ > , 3 +(34 Λ 4 χ 4+ 4 ί 1 χ  +6J*X +<Λ  + i ! _ V 4 
ν  Κ„ Κ„ Κ.,3'  ν  κ„ κ„2 κ„3 y .J

Ή  έξίσωση (17) μπορεί νά Απλοποιηθεί Ακόμη.*Η παράσταση

Χ+ - —  ,γ ιά  συντομία  θά γράφεται σάν W. Έ τ σ ι ή (17) γ ίν ε τ α ι :  
ΚΧ

(21)  NL t=

4 2 1 4 2 4 2 2  4 1 1 4  4 A 44G*Wii *Χ*ΚΤ +1 2G*W*L·Χ·Κ^+12G·W*L*X-Ki>+4G*w7L·Κ,Li Li L· Li

(1 +G xj +4G4WL2X3KL+6G4W?L4X?K2+4G4W3L®XK3+G4W4L®K

Πριν προχωρήσουμε στή π ιό  πέρα Απλοποίηση τής έξίσωσης(21) , 
θά πρέπει νά έκθέσουμε μ ερ ικ ές  σκέψεις μας τόσο γ ιά  τή φυσική 
σημασία τών σταθερών (Κχ ) , (KL) ,δσο καί γ ιά  τή σχέση τους πρός 
τή γνωστή σταθερά (Κ^) M ichaelis-M enten καί τή συνήθη 
Αριθμητική τιμή  τους σέ διάφορα πειράματα.

11



93

#Ακόμη πρέπει νά πούμε δ τ ι  κάθε άπλοποίηση τής (21) έ χ ε ι 
αά μόνο σκοπό τό π ιό  εύκολο προσδιορισμό τής γραφικής της 
άπεικόνησης καί τή προσαρμογή της μέ βάση τά πειρα μα τικά  δεδο
μένα αύτής τής έργασίας.Κ ατά τά άλλα ή έξίσωση (21) παραμένει 
στήν ούσία άναλλοίωτη.

%Η (Κχ ) έ χ ε ι τή φυσική σημασία τής (Km) καί γ ιά  κάθε ύπο- 
μονάδα ξεχωριστά καί γ ιά  όλόκληρο τό ένζυμο.Μέ τή. βαθμ ια ία  
ε ίσοδο ,στό  μόριο του ένζυμου,του δεύτερου ύποκαταστάτη τήν 
Ιδ ιό τη τα  αυτή τής (Κχ ) άποκτά καί ή (KL) .

Ά πό πειραματικά  δεδομένα διαφόρων έρευνητών λ .χ .  τής 
β ιβλιογραφ ικής παραπομπής (33) ή (Κ ) ε ίν α ι  τής τάξης 
του 10* καί ισ χύε ι τ ό · ίδ ιο  γ ιά  τή (Κχ ) καί (Κ^) καί 
άκόμη ή συγκέντρωση του πρώτου ύποκαταστάτη (X) ε ίν α ι  τής 
ίδ ια ς  τάξης μεγέθους μέ του δεύτερου ύποκαταστάτη (ΐΛ ,τή ς

Οι τ ιμ έ ς  αύτές γ ιά  τ ί ς  διάφορες σταθερές,πού  άναφέρονται 
π ιό  πάνω δέν έχουν έ π ιλ ε γ ε ί τυ χ α ία .Δ ιό τ ι σέ κάθε πειραματική

μ ιά  περιοχή συγκεντρώσεων ό χ ι άκραία,ώ ς πρός τή καμπύλη 
κορεσμού,άλλά τ έ τ ο ια  ώστε νά συγκεντρώνει τ ί ς  περ ισσότερες 
π ιθανότητες πραγματικότητας των άποτελεσμάτων.

"Ε τσ ι,μέ αύτές τ ί ς  σκέψεις,μπορούμε νά άπλοποιήσουμε τήν 
έξίσωση (21) καί άπό τή μορφή πού έ χ ε ι νά φτάσουμε στήν 
έξίσωση (22α-22β) (βλέπε π α ρ .3 ) .

τάξης του 10

έργασία μέ τό ένζυμο τής Γαλακτικής Άφυδρογονάσης (άλλά καί 
μέ κάθε άλλο ένζυμο γεν ικώ τερα )ο ι μετρήσ εις δ ιεξά γ ο ν τα ι σέ

(22α) ΝLt
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4G«.X3J ^

(22S) NL t-

(l+GX^
1 . „4  KL*&2+G
L K

4X +6X· +4X·
x f  · e 4 k®. ρ 6

K. )

• η έξίσωση (22α-22β) εϋνα ι μ ιά  όμογραφική συνάρτηση μέ 
μεταβλητές τ ί ς  ποσότητες NLfc καί L .Λ ύνεται μέ όμοιο τρόπο 
όπως καί ή προηγούμενη έξίσωση (18 ).

Φ
Βρίσκουμε τή τιμή  τοΟ L ,πού μ η δ ε ν ίζ ε ι τό παρονομαστή 

καί ε ίν α ι  ή
kx 3. ( i +gxJ  2Χ?Κχ 2

ορ= ------------------  *  "
2XG4. β 5·κ®  Κ * · β 3

.  Kx 3. ^ K BB. K x - K t - x ) 4

LOp

2 χ ·*ΒΒ· Κχ · Κί · Κ' * β5

2 2 2Χ · K y f

4 · β 3

ή γράφουμε τή 
άκριβή μορφή τή£ 
Lορ :

Καί γ ι 'α ό τ ή  τή τ ιμ ή  τό NLfc τ ε ίν ε ι  στό ά π ε ιρ ο .'Α ν  λύσουμε 
τή μορφή (22β) ώς πρός L έχουμε:

NL tO  + “ I
L =

;Μ · 6 Γ ίΧ 3-

Κ„

,  6Κ3· β ·Χ2 4 Κ ^ λ4
Χ3+ ------  + - L

Κ, Κ,

• β·χ κ* · β6 \ Ί
— +

Βρίσκουμε τή τιμή  τοΟ Ν ,πού μ τ β ε ν ίζ ε ι τό παρονομαστή 
τής π ιό  πάνω σχέσης κα ί ε ίν α ι  ή :

4Χ
Ν

L t ορ ~ 6Κ3* β^Χ2 4Κ?· β·Χ Κ*.β6
4 χ 3+ - i ----------+ —  + - ^ - τ -

κ. Κ,
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Καί γ ι 'α ύ τ ή  τή τιμή τό L τ ε ίν ε ι  στό ά πειρ ο .
Οί τ ιμ έ ς  Ι>ορ καί NLfc δε ίχνουν  τή θέση τών πόλων τής 
όμογραφικής συνάρτησης.0*5
01 διάφοροι ύπολογισμοί,πού μάς όδηγοΟν σ τ ίς  π ιό  πάνω σ χέσ ε ις  
βρίσκονται στό παράρτημα 3.

Σύμφωνα μέ όσα έκθέσαμε άμέσως π ιό  πάνω,θά πρ έπει ή 
έξίσωση (22) νά παρίσταται γ ρ α φ ικ ά  μέ σχήμα ύπερβολής,όπως 
δ ε ίχ ν ε ι  τό διάγραμμα (24 ).

Δ I  Α Γ Ρ Α Μ Μ A 24

* η γ ρ α φ ι κ ή  απεικόνιση τήδ έξίσωσηε 22 ,όπωε π ρ οχείπτε ι από τή 

λύση τηδ (στό κ ε ίμ ενο ).
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Ά ν  δμως λ ά χο υ μ ε  ύπ 'δψ η  μ α ς δσα  έ χ ο υ μ ε  έ κ θ έ σ ε ι  γ ι ά  τή ν
έΕίσωση (5-18) σ τ ίς  σ ελ ίδ ες  83 ,84 καί αύτά τών σελίδων 48,49, 50
σ υ μ π ε ρ α ίν ο υ μ ε  δ τ ι  κ α ί στή  π ερ ίπ τω σ η  τ ή ς  έ ζ ίσ ω σ η ς  (22 ) ή σ τα θ ερ ά
Κ. δέν ε ίν α ι  μ ία  άλλά τέσ σ ερ ε ις  κα ί άλλάζουν -  άπό τή πρώτη 

L
ώς τή τ έτ α ρ τ η  -  έ τ σ ι  ώ στε κά θε μ ιά ,ά π ό  τ ί ς  τ έ σ σ ε ρ ε ις  στή  
σ υ ν έ χ ε ι α  ύ π ε ρ β ο λ έ ς ,ν ά  ε ί ν α ι  σ υ ν ε χ ό μ ε ν η  μέ τή πρ οη γούμ ενη  τ η ς .  
(Δηλαδή γ ι ά  κά θε δ ια φ ο ρ ε τ ικ ή  KL ύ π ά ρ χ ε ι μ ιά  δ ια φ ο ρ ε τ ικ ή

Ο π ερ β ο λ ή ).
Τό διάγραμμα (25) ά π ε ικ ο ν ίΕ ε ι γραφικά τή πραγματική μορφή 

τής έξίσωσης (22 ).

II
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"Ας δούμε,μέ λ ίγ α  λ ό γ ια ,γ ια τ ί  τό διάγραμμα (25) έ χ ε ι αυτή 
τή μορφή.

‘Υποθέτουμε δ τ ι  βρισκόμαστε στήν άρχή τής Α ντίδρα σ η ς.*0 
πρώτος ύποκαταστάτης X έ χ ε ι ήδη καταλάβει καί τ ί ς  τέσ σ ερ ε ις  
υπομονάδες του ένζυμου καί τότε Α ρ χίζε ι νά ε ισ έρ χ ετα ι ό 
δεύτερος ύποκαταστάτης L.

Ξαναβλέπουμε τ ί ς  σ χέσ ε ις ,π ο ύ  έκφράζουν τ ί ς  L KaiNLt

‘Επειδή ή (ποσότητα) έ χ ε ι Αριθμητική τιμή  Αρνητικής
δύναμης καί ε ίν α ι  θ ε τ ικ ό ς  Α ριθμός,όταν αυξάνει ό έκθέτης 
μειώ νετα ι ή τιμή  τ η ς . 'Ε π ίσ η ς  υποθέτουμε ό τ ι όταν ή KL 
μεταβάλλεται κατά τή δ ιά ρ κ ε ια  τή£ Αντίδρασης (καί λ α β α ίνε ι τ ί ς  
τέσ σ ερεις  δ ια φ ο ρετικ ές  τ ιμ έ ς )  α ύξά νει.Τ ότε  τόσο ή τ ιμ ή  τής

ορ

L όσο καί ή τής Ν ορ L t μ ε ιώ ν ο ν τ α ι,δ ιό τ ι καί σ τ ίς  δύο
ορ

έκφράσεις ή ποσότητα KL βρ ίσκετα ι στό παρονομαστή. "Αν ή KL,
όταν μ ετα β ά λ λ ετα ι,μ ε ιώ ν ετα ι,τό τε  ή τιμ ή  τής LQp καί τής

NL tQp α ύξά νοντα ι.
ΤΑ LQp άπό 1 ώς 4 καί τά  

δείχνουν  μόνο τή διαδοχή καί ό χ ι τή προτερα ιότητα  στό διάγραμμα
άπό 1 ώς 4

(25).
Τά Αποτελέσματα των πειραματικώ ν μετρήσεων αύτής τής 

έργασίας ε ίν α ι  σέ πλήρη συμφωνία μέ τά  θεω ρητικά Αποτελέσματα της 
Φυσικά,ή χρήση ένός μόνο ένζυμου δέν γ ε ν ικ ε ύ ε ι τά Αποτελέσματα. 
"Ομως ο ι θεω ρητικές προτάσ εις ,πού  χρησιμοποιήθηκαν καί κ α τέ
ληξαν σέ καμπύλες τ έ τ ο ιε ς  ώστε νά έπαληθεύουν τ ί ς  σκέψ εις μας 
καί τά πειραματικά  μας Α ποτελέσματα ,είνα ι γ ε ν ικ έ ς .

Σάν Α ντίλογος σέ αυτά θά μπορούσαν νά ε ίν α ι  πρώτο τό 
γεγονός τής μορφής τών πειραματικώ ν καμπύλών,πού πήραμε μέ τή 
χρήση του HgCl^ σάν Αναστολέα καί δεύτερο τό ό τ ι γ ιά  τή 
λύση τών γενικευμένων έξισώσεων του τύπου τής NLt χρησιμο
ποιήθηκαν Α ριθμητικές ^ ιμ έ ς  σταθερών,πού άναφέρονται στό 
ένζυμο Γαλακτική Άφυδρογονάση.Καί τά δύο αύτά έπ ιχε ιρ ή μ α τα  
άνασκευάζονται.
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‘0 HgCl., ε ^ναχ 6vaC ε ίδ ικ ό ς  Αναστολέας γ ιά  ένζυμα μέ 
σουλφυδρυλομάδες όπως Λ Γαλακτική Άφυδρογονάση.Σάν τέτο ιο ς  
ά πενερ γοπ ο ιε ί τό ένζυμο τα χύ τα τα ,κ ά τι πού μάς έμ π ο δ ίζε ι vd 
δούμε δ ιεΕ οδ ικά  τή δράση του σέ εύρ ε ία  περιοχή συγκεντρώσεων.

0L έΕ ισώ σεις τού τύπου τής NLt έπεΕεργάστηκαν έτσ ι ώστε 
vd ε ίν α ι  δυνατό μέ γεν ικ ό  τρόπο vd φ ανεί ή κύρια  μορφή τους.
ΟΙ Α ριθμητικές τ ιμ έ ς  τών σταθερών,πού χρησιμοποιήθηκαν ε ίν α ι 
σ υνή θεις  τ ιμ έ ς  κ ο ινό τα τες  σέ πολλά άλλοστερικά ένζυμα καί 
έπ ί πλέον δέν ΛλλαΕαν σέ τ ίπ ο τα  τή καθολική(τή χονδρική θά 
λέγαμε) μορφή τους.

Σάν γ εν ικ ό  πλέον συμπέρασμα,άπό όσα μέχρι τώρα έκτέθηκαν, 
φ α ίνετα ι ή βεβα ιότητα  ό τ ι o t καμπύλες κορεσμού ένός άλλοστε- 
ρ ικού ένζυμου(καίστή προκειμένη περίπτωση τής Γαλακτικής 
Ά φ υδρογονάσης),δέν άκολουθούν τή τυπική γραφική άπεικόνηση 
Αλλά ·έχουν σημεία  Α συνέχειας,όταν Αναστέλλεται ή δράση του 
άπό διάφορους μή ε ιδ ικ ο ύ ς  Α ναστολείς.

Αύτό ό φ ε ίλ ετα ι στό γεγονός ό τ ι καθώς προχωρεί ό κορεσμός 
κάθε ύπομονάδας αύτή έ κ τ ε ίν ε ι  σ τ ίς  γ ε ιτ ο ν ικ έ ς  της ύπομονάδες 
έπ ιδρ ά σ εις  τ έ τ ο ιε ς  ώστε ή θερμοδυναμική σταθερά Ισορροπίας γ ιά  
τήν Αντίδράση,πού βρ ίσκετα ι σέ έζέλιΕη»Αλλάζει κάποια χρονική 
σ τ ιγ μ ή .Έ τ σ ι Αλλάζει όλη ή δ ιερ γα σ ία  σύνδεσης καί φυσικά καί 
ή σχέση,πού τή περ ιγρά φ ει Α π εικ ο ν ίζετα ι μέ μ ιά  άλλα γραμμή.
Στά σημεία  αύτά έχουμε Α συνέχεια τής συνολικής γραφικής 
άπεικόνησης.

Τό φ α ιν ό μ εν ο ,έτσ ι,σ τό  σύνολό το υ ,χω ρ ίζετα ι σέ τόσα μέρη 
όσες ο ΐ ύπομονάδες τού ένζυμου,πού χ ρ η σ ιμ ο π ο ιε ίτα ι(γ ιά  τή 
Γαλακτική Άφυδρογονάση τέσσερα μ έρ η ).

“Η ποσότητα NLt ,όπως έχε ι  περ ιγραφ εί ένω ρ ίτέρ α ,ε ίνα ι τό 
γραμμομοριακό κλάσμα τού ένωμένου ύποκαταστάτη(Αναστολέα) 
πρός τό  συνολικό ένζυμο(δμέσος όρος)."Ο ταν δ ια τη ρ ε ίτα ι σταθερή 
ή συγκέντρωση τού ένζυμου,ό  ρυθμός αύΕησης ή έλάττωσης τού 
Ντ . σ ημα ίνει Αντίστροφα έλάττωση ή αύΕηση τής ταχύτητας τήςL u
Α ντίδρασης.

\\
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Έτσι, ή μέτρηση τοϋ NL t στή δ ιά ρ κ ε ια  τής ένζυ μ ική ς  
άντίδράσης,όταν δ ια τη ρ ε ίτα ι σταθερή ή συγκέντρωση τοϋ ένζυμου, 
ε ίν α ι ένα μέτρο τής ταχύτητας άντίδρασ ης(μέ Αντίστροφη φορά) .

Μέ αότά έ ζη γ ε ϊτα ι ή χρήση τοϋ NLfc σ τ ίς  θεω ρητικές 
καμπύλες ά ντ ί τής ταχύτητας άντίδράσης,δπω ς κα ί στά διαγράμ
ματα (24) -  (25 ). Ε ίνα ι μ ιά  π ιό  εύχρηστη έκφραση.

„ f I

ι ·* . i V

I

—·
ΐ)ί

J

*
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* . 4r



too

6. ΠΑΡΑΡΤΗΜΑΤΑ
Π Α Ρ Α  P T H  Μ A

ΛΥΣΗ THE ΟΜΟΓΡΑΦΙΚΗΣ ΣΥΝΑΡΤΗΣΗΣ (18 -  5)

max
KR 1  ΚΡ 1 krp ϊ  ϊ

1+ Η Η 1* Ί - <1+ K~r>* ί β - η *  | r r > ‘  ϊ τ ϊ

max
Κ _ --------ΚΙ------------1--------------Γ “

>♦ - Τ <1+ κ ρ -> +  τ τ τ τ .
R RP . . “ Ρ

1 + ( 1 t  Κ ^ Η Τ  + I F

Χρησιμοποιούνται π ειραματικά  δεδομένα τοΟ πίνακα V ,
κ +κ

— 2 ■ -  - 4 , 6  κα ί ot  I*a*Kj , I -  β.Κ^ , I -  γ.Κ^',πού

έΕπγοΟνται στή σ ελ ίδα  ( 81 ) .Μετά τά  παραπάνω ή (18-5) γ ίν ε τ α ι :

max
D p  Kp 2 Κ-

Λ - » + - Τ - " ^ ,+  - 7 7 Γ Τ
κ

1 + (1 + γ ) < - f -  +

Ή  π ιό  πάνω όμογραφίΗή συνάρτηση ν πρός I  λύνετα ι 
άπλά.Βρίσκουμε τή τ ιμ ή  τοΟ Ι,π ο ύ  μ η δ ε ν ίζ ε ι τόν παρονομαστή 
Φ α ίν ετα ι εύκολα δ τ ι  ε ίν α ι  ή :

α2 Κ.
ορ

4 ,6
Γ” Κ-ρ
Q +d+v) <H r + Τ ΓRf - ) +  ^ ( 1 + β ) ]

Καί ^ Ι ορ e ^v a t πόλος Tfic όμογραψικής.Ή  πιό πάνω 
συνάρτηση λύ ν ετα ι ώς πρός Ι ·

Κ- ΚΒΡ Κρ a2 Kj
1·Μ1+Υ) + T ^ - ) +  - 4 Τ Τ Γ

max

il
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ή

I  = κRP
R P *) +

*H τιμή  τοΟ v ,πού μ η δ ε ν ίζ ε ι τόν παρονομαστή ί ε ίν α ι  
πόλος τής παραπάνω όμογραψικής I  πρός ν  καί 
ε ίν α ι ή :

Vop
1 + d + Y )  (

max
κ R̂P 
R Ρ ■) + (1+β)

01 τ ιμ έ ς  I  κα ί ν „  χρησιμοποιοΟ νται γ ιά  τή ορ ορ *
κατασκευή τοΟ διαγράμματος ( 2.0) .
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ΑΝΤΙΚΑΤΑΣΤΑΣΗ ΤΗΣ ΕΒΙΣΟΣΗΣ (19) ΣΤΗΝ Ε5ΙΣΟΣΗ (15)

<KBBKXK tlt t,2KBB1̂ Ktlt2 * ,2ΚΒΒ^ Κ^ 3 +4ΧΒΒΚχ Ψ < 

1+ 4KBBKXKtX *6KBBKi l'txi ♦4*2β Φ ϊ χ3 + ΚΒΒΚίΚίχ4

*
- -*mV y

Xt
4KBBXXKtX ( ' *  XB B W  )  -*

C 1* V A ! }  4 :
l ̂  V r ί - · --

« *

rt
. \ V·;'·

Γ . r - ; £

Hxt ■

“■ , · ._■·■-"> ■ * 
4KBBKXXtX

1+ KBBKXKtX

J0*
I
I t

K

? Ί

ή

______4X

1

KBBKXKt
+ X

i

II
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ΠΑΡΑ ΡΤΗίΛ A_______2-______________
"Τα "ν ία > ;  fAep«o>^ *Γ<Πι >acu cs τα  « iP>XPAfro ν*  ̂A y q a νΈ ιUA

Πα ja» ο#
£ ?«Γος

*·ΤΐΑ
ν··**‘«Μ tat*

r̂ E A G · Λ Η Txe<«H , nei O f f T<x 
* V fa f .*V« -

© 1 m §8 SB«  f  %

«O 'S iM iX*), P) A (*o«)C »)
v ) 8 l i ^

2

© ®^ *“ I *1 ̂  —»

a) 3$i<kOCOc<0 , £)32,Ck0 U ) \* )  

v ^ 3 3 l " W "  ? f« )s c p ;

8 3

3
a ) λ Ο Ο Κ κ * )  ? OO

* )  * *  w

§8 4 a) c g a / f x ) , 0  3i - ^ 0 ^

83 1
|x |x | |xi|x| ΓΡ*Ί
© 0  o o  o o

Ο- % V

a) 292C»4X0i*)% /0 W ^ K O 0 ' /  

Y j ^ J ^ K O o O  t ( β ) Η ( | 1)

® 1 ci)a3*COa)(x)*, 0  ? ^ 0 ·.Χ ιΧ ^  

i h ^ x i i & L o O
C kxj '

2fx|X| fxt]x| Ixil xl
© 0 a © y  a ® ,

®v m* S9,
| l |x | (T lx l
f e y  o s *

a )  <9,>(tOCOC  ̂, A) 4 3; (kjQKA)1·

v) W a f l w V J s * .  M f * w

0  32 , ? ) u  ( y * i 2 ! M
0 0

<■«)-c r j
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Γ|α </

6 ?  J o  s
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^Z'xc c e i \ ,f io b  7<‘£ ·  ^ 9 ° J V 
Ι Δ 4  . ,-rex ' V i  a  f , iW  //
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-χ  XL XL Ί

3  - 3 a  i

XL XL L XL

O  * 3
»- 1 Ck'* - j

I K  1
*Ji) XI

*— HlA. -

<· **· x.l χ*-| λ )  ^ C K l} V o 1O o V ^ 3 ^ C L ) ,c * J< > )3

1 3 ^ 1  j r_ L ^  ^
L X |  X L | ^ 3  *

X l. , . , « , ~ r ^  s) ^  Q s J L l · )  c ) 3 ?  g — K O l f r )

' ο * / . 1  ς )  s o * r  

« > < * )
ΊΠ  XL X
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Η ΛΥΣΗ ΤΗΣ E S I E Q E H S  21—  — ΟΣ— ΠΡΟΣ------ k

Π Α Ρ Α Ρ Τ Η Μ Α  3

> .  -

‘Α π λ ο π ο ιώ ντα ς τή παραπάνω σ χέσ η  έχο υ μ ε

^  _ Ι|ίΜ ΐίΐκ?^«^^ίΧ*»|ίΜ ^Ι(?^<4;))Τ^»»11»ί«ΰ»?^<«4·.)**ίχ»»ΙΐΜ ^Κ?^(«·1·.)>ίί

0*  * ι,κ ,* ,χ )\ 4 K uiiK i^t-fJliiix1·** y j^ L x * *  ω £ κ ί£ «  yJtiL X » *“ ***'

Μέ δσα έ χ ο υ ν  έ κ τ ε θ ε ϊ  στή  σ ε λ ίδ α  ( 9 3 ) ,μποροΟ με νά  

παραδεχτοΟ με δ τ ι :
a) X τ ή ς  τάΕ ης τοΟ 10 κ α ί κχ τ ή ς  τάΕης τοΟ 10

λ  ν  , 1 r*» 1
« 0 “  ί ζ “  _  ϊ < 7  _

β)
-4L τ ή ς  τάΕης τοΟ 10 κ α ί KL τ ή ς  τάΕης τοΟ 10

άρα μποροΟ με ν ά  γράφ ουμε τή σ χέσ η Ι,β β·Κ^ δπου β

σ τ α θ ε ρ ά .

Μέ βάση τ ά  παραπάνω ή N^t  μ π ο ρ ε ί ν ά  π ά ρ ε ι τ ι ς  μορφ ές  

(α) κ α ί (β) άφοΟ πρώτα ,γ  ιά  σ υ ν τ ο μ ία  γράφουμε KBBKx Kfc -G  .

II
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(α)

Ν

4G4 ( ^ ) X 3L2+12G4 ( ^ i) 2X2L4+12G4 (trii) 3X L6+4G4 ( τ ± )  L8*Sc KX KX ______ X
Lt 4 j, Κ. ,  0 . Κ. 2 -  .  Α Κ τ  3 ,  .  Κ- 4 R

(1+GX) +4G4 (5 i i )X3L2+6G4 (r?ii) X2L4+4G4 ( ^ )  X L6+G4 ( s ^ )  L8 
Κχ Κχ RX 'TC

4G4 (ιτ^) L2 (X+ ^
N V K,

L * 3
-------)

Lt
(1+GX) +G (

Ο O K* ^ A
)xV*+4(=±!) X L*+( 

KX

Παραδεχόμαστε ό τ ι ισ χ ύ ε ι:  

X+ i i ^ - - f 1 0 - 4+ -1° · 4· 10" 8K% 10 -4 = X

Καί τότε έχουμε:

Ν
4G4 ά ) Π 2Χ3 

ΚΧ
L t 4 , Κ. Γ  Κ.

(1+GX) +G («=> 2(Χ+ 1,2 3 KL2 l \ _ .  KL L\ . _ 3 l . 2
V L . '  «X

·) - (2X+
Κ. Κ, -) +2Χ -Ι L

5

Ν

4 V  3 4G4 (ii - ) e  X3L
Κχ

L t Λ Λ κ  3 - ,  ,  Κ. 8 ,
(1+GX) +46 Χ " 2β χ Lκ ^

ΟΜΟΓΡΑΦΙΚΗ (α)



108

(β)

ΝL t

4G4 &)  X3L2+1 2G4 ά )  2X2L4+1 2G4 ( ^ )  \  L6+4G4 ( ^ )  \ 8
λ ______________ 2 x _______________ 2*__________________________ _

(1+GX) +4G4 ( i ) X 3L2+6G4 ( ^ ) 2X2L4+4G4 ( ^ ) 3X L6+G4 ( ^ )  \ 8
*X

N

4 ^ 2  KL· L 34G4 ( r i ) L 2 (X+ --------)
*X Kx

L t

( 1+GX) +G4 ( ^ )  L2 (7x 3+6 ώ ) X2L2+4 (j^)''X L4+ ώ ) \ 6Π 
KX L  κχ *X *X J

Παραδεχόμαστε ότι. (σχύευ: 

x+ ~  i o - ‘ + l £ 4· I » " 8•St 10 - 4 = X

KaC τότε έχουμε :

Ν
4G4 (jr~) L2X3 

*X
L t KT2 r  ,  K-3 J 0 KT6 . K_9 T1

j^ - )  β 4X3+6 (j ^ - )  β2Χ2+4 ( j^ - )  β4Χ+ (j^ - )  β Ί(1+GX) +G*(

NLt

4 V  3 
4 6 * ( = ^ ) β  XJ

*X

4 4 , KL 2L (1+GX) +0’ ( |ζ - ) β ^ Χ
„ K_ 3 j  j  Kt 6 4 KL9 
3+6 (=*-) β2Χ2+4 ( τ ± - )  β4Χ+ (j~ -) β 

Κχ  *Sc 1

ΟΜΟΓΡΑΦΙΚΗ IB)

II
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'Από τή ν  όμ ογραφ ίκή  ( α ) ,π ό λ ο ς  τή ς  
L ,π ο ύ  μ η δ ε ν ί ζ ε ι  τ ό  π α ρ ο ν ο μ α σ τ ή .Ε ίν α ι ή j

ΙΦ 1+ΚΒΒΚχ ν > 4 . 2ΚΧ 1,2
° Ρ = , ν 4 „ 4 Κ4 Β Λ  *  5 Λ

2KBBKXKt KL β χ kl  β

ε ίν α ι  ή τ ιμ ή  τοΟ

Λύνεται ή δμογραφική (β) ώς πρός L καί π α ίρ ν ε ι τή 
μορ<ρή :

NL t (1+GX)4

#Αηό τήν δμογραφική (β) κα ί τά  Αμέσως παραπάνω, πώλος τής 
ε ίν α ι ή τιμ ή  τοΟ NL t #πού μ η δ ε ν ίζ ε ι τό παρονομαστή· 

Ε ίνα ι ή :

4XJ
NL t  " ------------- ^3  Ζ β  Ζ 5

° Ρ 4Χ3+6 ( ^ )  β2Χ2+4 ( ^ )  β4Χ+ ) β6

01 τ ιμ έ ς  Lop καί NL t0p δ ίνο υ ν  τ ί ς  θ έ σ ε ις  τβν πόλων 
τής όμογραφίκής 22(α-β) κα ί μέ βάση αύτές σχεδιάστηκε τό  
Διάγραμμα 2,4 τής σ ελ .9 5 .

Λ
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7. Π Ε Ρ ΙΛ Η Ψ Η
* Η Γαλακτική Άφυδρογονάση ε ίν α ι £να άλλοστερικό ένζυμο.

"Εχει δομή τετραμερούς μέ τέσ σ ερες,περ ίπου  όμ ο ιες ,Οπομονάδες· 
Δ ιακρ ίνοντα ι δύο ε ίδη  ύπομονάδων, Η καί Μ καί έτσ ι 
σχη ματίζοντα ι πέντε  ε ίδη  ίσοένζυμω ν,τά  , Η̂ Μ , Η2Μ2 , ΗΜ ,̂
Μ4 , πού βρ ίσκοντα ι στούς μύες τών ζώων.Στή φ ύ σ η ,έπ ίσ η ς ,έχε ι 
βρεθεί καί ένα  άλλο ίσοένζυμο Γαλακτικής Άφυδρογονάσης τό Χ̂  
μέ Οπομονάδες Χ,πού ε ίν α ι  παρόμοιες,ώ ς πρός τ ί ς  ίδ ιό τ η τ ε ς , 
μέ τ ί ς  ύπομονάδες Η Φ

"Εχουν γ ί ν ε ι  πολλές έργα σ ίες γ ιά  νά βρεθεί ή δομή τής 
Γαλακτικής ' Αφυδρογονάσης.Τό ένζυ μ ο ,ά π ο τελ ε ίτα ι άπό 1065 
Α μινοζέα περ ίπου  ( τό 93,5  % τής πρω τεΐνης ) μέ τό σημαντικό 
άμ ινοζύ  Κ υστεϊνη.

Ή Γαλακτική Άφυδρογονάση καταλύει τήν όζειδοαναγωγική 
άντίδράση τής μετατροπής τού ΓαλακτικοΟ όζέος πρός Πυροσταφυ
λ ικό  καί Α ντίστροφα,μέ συνένζυμο τό NAD καί NADH .*Η 
δράση τής Γαλακτικής Άφυδρογονάσης Αναστέλλεται ταχύτατα καί 
Από έλ ά χ ισ τες  συγκεντρώ σεις σουλφυδρυλοαντιδραστηρίων,ένώ μή 
ε ίδ ικ ο ί  Α ναστολείς ΑπενεργοποιοΟν τό ένζυμο σέ μεγαλύτερες 
συγκεντρώ σεις.Τ ό ένζυμο δ ια τη ρ ε ί τήν ένεργότητά του σέ Αραιά 
διαλύματα του σέ ΡΗ=7 καί σέ ρ υθμ ισ τικό  διάλυμα φωσφορικών.

‘Η κ ιν η τ ικ ή  συμπεριφορά τών άλλοστερικών καί γεν ικότερα  
τών πολυμερών πρωτεϊνών περ ίγρά φ ετα ι άπό δύο μοντέλα,πού έχουν 
κύρ ια  πα ρουσ ια σ τεί.

Ε ίνα ι τό "συμμετρικό μοντέλο" τών Monod-Wyman-Changeux, 
κα ί τό "γεν ικευμ ένο  μοντέλο" τών Koshland-Nem ethy-Film er (K .N .F .).

Μέ βάση τό "γενικευμ ένο  μοντέλο" τών K.N.F. έχουν μελε
τη θ ε ί ο ι σ υ νδέσ εις  μικρών ύποκαταστατών σέ Αλλοστερικές πρω
τ ε ΐν ε ς .  Οί σ υ νδέσ εις  αύτές καλούνται "συνεργατικές σ υ νδέσ εις" .

Χρησιμοποιώντας τ ί ς  θεω ρητικές αύτές σκέψεις γ ιά  τ ί ς  
"συνεργατικές σ υνδέσ εις" μπορούμε νά παράγουμε σ χέσ εις ,πού  
περιγράφουν τό μηχανισμό σύνδεσης μικρών ύποκαταστατών π .χ .

II
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ύποστρωμάτων-Δναστολέων-ένεργοποιητών,σέ Αλλοστερικές τιρωτεϊ- 
νες  μέ Αρκετή Α κρίβεια  καί μέ μεταβλητές,πού εύκολα προσδιο
ρ ίζο ν τα ι .

Στό πειραματικό  μέρος έ γ ιν ε  μέτρηση τής ταχύτητας τής 
Αντίδράσης μετατροπής τοΟ Πυροσταφυλικοϋ σέ Γαλακτικό μέ 
συνένζυμο NADH ,δταν άναστέλλεται ή δράση τής Γαλακτικής 
Άφυδρογονάσης μέ Αναστολείς σάν τό όξαλικό ό ξύ ,τό  μυρμηκικό 
δξύ καί τό HgCl2 ·

Οι μετρήσεις έδειξα ν  ό τ ι ο ι καμπύλες κορεσμού άκολουθοϋν 
μ ιά  ίδιόρυθμη γραμμή,πού Α ποτελείτα ι άπό τέσσερες συνεχόμενες 
ύπερβολές μέ σημεία  Ασυνέχειας.Αύτή ή παρατήρηση δέν έ γ ιν ε  
μέ τή χρήση τοϋ HgCl2 δ ιό τ ι  τό ένζυμο ά π ενερ γο π ο ιε ΐτα ι μέ 
έλά χ ισ τες συγκεντρώσεις Αναστολέα.

* Η θεωρητική έπεξεργασία  των σχέσεων ,πού παρΑγονται μέ βάση 
τις* 'συνεργατικές σ υ νδ έσ ε ις” ,γ ιΑ  τή περίπτωση πού έξετάζουμε μΑς 
όδηγεΐ σέ συναρτήσεις,πού  ή γραφική τους Απεικόνηση ε ίν α ι σάν 
αύτή των πειραματικών μας καμπύλών.

Εξήγηση γ ι 'α ύ τ ή  τήν "Ανώμαλη” συμπεριφορά δόθηκε μέ βάση 
τό άλλοστερικό πρότυπο τών K.N.F. 'Ο φ είλοντα ι σέ ένδοϋπομονα- 
δ ικ έ ς  Α λληλοεπιδράσεις,πού διαφοροποιούν τ ί ς  θερμοδυναμικές 
σταθερές ίσορροπίας καί γ ιά  τά  μόρια  τού ύποστρώματος καί γ ιά  
τά μόρια  τού Αναστολέα,πού ε ίν α ι συνδεδεμένα σέ κάθε μόριο  
τού ένζυμου.

Πιό σ υγκεκρ ιμένα ,τά  προτότυπα εύρήματα αύτής τής έργασ ίας 
ε ίν α ι τά παρακάτω:

1) Α ντίδραση μετατροπής τού πυροσταφυλικού σέ γαλακτικό 
μέ συνένζυμο NADH καί Α ναστολείς τό όξαλικό ό ξύ ,τό  
μυρμηκικό όξύ καί τό HgCl2 . ‘H Αντίδραση καταγράφτηκε σά 
συνάρτηση ν = φ (Ι) γ ιά  όλες τ ί ς  συγκεντρώσεις τών 
Αντιδραστηρίων (ύποστρώματος-Αναστολέα),πού χρησιμοποιή

θηκαν.
2) 01 διάφορες συναντήσεις ν = φ ( Ι ) ,π ο ύ  πήραμε Από τά 

πειράματα παρουσιάζουν μ ιά  νέα  μορφή.Δέν ε ίν α ι  Απλές 
ύπερβολές,Αλλά Αποτελούνται Από έπ ί μέρους ύπερβολές-ή μ ία
σ υνέχεια  τής άλλης-τόσες όσες κα ί ο ι ύπομονάδες τού ένζυμου.

\
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3) Άπό τή μορ<ρή τους o t συναρτήσεις (καμπύλες) ν *  φ ( Ι )  
δέν ε ίν α ι  δυνατό νά περιγραφούν μέ τ ί ς  σ χέσεις,π ού μέχρ ι 
τώρα χρησιμοποιούνταν. Γ ι *αύτό φ ΐάζαμε ν έες  σ χέσ εις  ίκανές  

vd περιγράφουν τ ί ς  καμπύλες τών πειραμάτων αύτής τής  

έργασ ίας.
4) Γ ιά  νά καταστρωθούν o t  ν έ ε ς  μαθηματικές σ χέσ ε ις ,π ο ύ  θά 

μπορούσαν νά περιγράφουν τ ί ς  π ε ιρ α μ α τικ ές  μας καμπύλες, 
χρησιμοποιήθηκαν o t μ έχρ ι τώρα μαθηματικές σ χέσ εις ,π ο ύ  
δόθηκαν γ ιά  νά έζηγήσουν τή συμπεριφορά τού μοντέλου K.N.F. 
Αύτές έπεζεργάστηκαν μέ βάση τ ί ς  μέχρ ι τώρα τ ιμ έ ς  τών 
διαφόρων παραμέτρων τών πειραμάτων,τών θεωριών γ ιά  τό 
"γεν ικευ μ ένο  μοντέλο" τών K.N.F. καί τών πειραμάτων μας.
Μέ άπλές μαθηματικές σ χ έσ ε ις  καταλήζαμε σέ σχέσεις(συναρτήσεις) 
τ έ τ ο ιε ς ,π ο ύ  νά περιγράφουν μέ σαφήνεια τό φαινόμενο(τήν 
όζειδοαναγω γική άντίδραση τής μετατροπής τού πυροσταφυλι- 
πού σέ γαλακτικό σέ ένζυμ ικό  σύστημα Γαλακτικής Άφυδρογο- 
νά σ η ς)έτσ ι όπως ,μέ λεπτομ έρεια  παρουσιάζεται άπό τά 
πειράματά  μας.

5) Αύτά όδηγούν στή διαμόρφωση μι&ς νέας Ιδέας γ ιά  τή 
συμπεριφορά τής Γαλακτικής *Αφυδρογονάσης καί γεν ικότερα  
κάθε άλλοστερικοΰ ένζυμου ,όταν ή δράση του άναστέλλεται άπό 
μή ε ίδ ικ ο ύ ς  Α να στολείς ."Ε χουν ,έπ ίσ ης,πρα κτική  ά ξ ια  δ ιό τ ι
μέ τή νέα  αυτή μορφή τών καμπύλών μπορούν νά μετρηθούν έπ ί 
μέρους "μ ιπροσκοπικές σ τα θερές"6 ια σ τά σ εω ς,τα χύτη τα ς,κ .ά . 
τών ένζυμικών ύπομονάδω ν,κάτι,πού δέν ε ίν α ι  δυνατό νά γ ίν ε ι  
μέ τ ί ς  μορφές τών καμπύλών,όπως σχεδιάζονταν μ έχρ ι τώρα.

)1
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