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I. ONSOZ

Enzimler, ¢ok az miktarlan ve iistiin katalitik giigleri ile biyolojik
sistemlerdeki biyokimyasal reaksiyonlarn hizlandiran protein yapisindaki
katalistlerdir. Enzimler; enerji agisindan gergeklesmelerine engel olmayan
tepkimeleri  metabolik yollar olugturacak sekilde yonlendirmektedirler.
Katalizledikleri tepkimeler sirasinda degisiklige ugrayan enzimler tepkimelerin
bitiminde tekrar eski gekillerine geri donmektedirler. Yani biyokimyasal
reaksiyonlar sirasinda enzimler harcanarak ortadan kaybolmazlar. Yalmzca bir
tek enzim molekiilii pek ¢ok sayida substratin iiriine doniigmesini
saglayabilmektedir.

Allosterik enzimler, katalitik bolgelerle beraber diizenleyici bolgeleri de
iceren enzimlerdir. Bunlardan katalitik bélgeye subtrat, diizenleyici bolgeyede
modiilator baglamir. Pozitif modiilatoriin diizenleyici bélgeye baglanmasi
enzimin yap: diizeninde olusturdugu degisme yolu ile katalitik bélgeye yansir
ve bu da katalitik bolgenin aktif olmasina ve yiiksek aktiviteli substrat ile
baglanmasina imkan verir. Bu modiilatériin diizenleyici bolgeden ayrilmast
enzimi tekrar eski inaktif veya az aktif sekline doniigtiiriir.

Karaciger hayatin devamu igin gerekli olan glikoliz ve glikoneogenezisin
olustufu onemli bir organdir. Bu yiizden aragtirmacilar tarafindan devamhi
incelenmi§ ve bundan sonra da gesitli incelemelere tabi tutulacaktir.
Calismamizda insan eritrosit ve karaciger dokusunda piriivat kinaz enziminin
kinetik 6zellikleri ile baz1 biyokimyasal kogullarini optimize etmeyi, enzimin
bazi modiilatorlere (aktivator ve inhibitorler) kargt ilgisini aragtirmayi
amagladik. Enzimin her iki dokudaki ozellikleri  karsilagtirilacaktir.
Calismamzin eritrosit ve karacifer piriivat kinaz enzimi ile ilgili yapilacak
olan bundan sonraki biyokimyasal ¢aligmalara 151k tutacagina inaniyoruz.



II. GIRIS
I1. A. Enzimler

Gergek birer katalist olan enzimler, biyolojik reaksiyonlarin hizlarim,
kendileri bir degisiklife ugramadan ve ortamda harcanmadan artirma
yetenegine sahiptirler. Enzimlerin yalmz kinetik (harekete gec¢irme) etkileri
vardir. Enzimler reaksiyonlann termodinamik 6zelliklerini etkilemezler. Bagka
bir deyisle reaksiyonun toplam serbest enerji degisimi reaksiyonun son denge
durumuna etki etmez. Enzimler katalitik etkilerini biyokimyasal reaksiyonun
enerji engelini diigiirmek suretiyle yaparlar. Enzimler aktivasyon enerjisini
diigiirdiikklerinden, enzimatik reaksiyonlarin olugjumu daha az bir 1siya
gereksinim duyar. Bu nedenle enzimatik reaksiyonlar normal viicut 1sis1 gibi
diisiik 1s1da kolayca olugur (4,26).

Enzimler genellikle biiyilkk molekiillerdir. Buna karsilik substratlar ise
kiigiik molekiillerdir. Protein yapida olan enzimlerin yiizeyinde substratlarla
kompleks yapmalarim saglayan dar bir bélge vardir ki bu bolgeye katalitik
bolge veya aktif merkez ad1 verilmektedir. Enzimin aktif merkezinde en az bir
amino asit 6zel bir rol oynamaktadir. Aktif merkezde sadece aminoasitler degil
gesitli kofaktor ve koenzimler de yer almaktadir (26). Aktif bolgedeki bazi
bolgeler substrat1 baglamakta bagka bir bélgede kataliz olayini bagarmaktadr.
O halde enzimlerin aktif merkezinde iki bolge bulunmaktadir. Bunlardan biri
baglanma bolgesi digeri ise katalitik aktive bolgesidir (55).

Aktif bolgelerde kofaktorler bulunabilecegi gibi -SH, OH, NH;, COO-
gibi reaktif gruplar bulunur. -SH gruplan sistein tarafindan, OH serinden, NH;
lizin, arginin gibi bazik amino asitlerden, COO- ise aspartik ve glutamik asit
gibi asidik amino asitlerden saglanir (55).

Enzimler bir veya birkag substrati etkilerken aktive gostermek igin bazt
hallerde koenzime, bazende kofaktore ihtiyag duyarlar. Enzimlerin aktiviteleri
igin gerekli ikinci bilesik inorganik ise kofaktor, organik ise koenzim adim alir
(26).

II. B. Allosterik Enzimler

Uzerlerinde yer aldiklan metabolik yolun diizenli ¢alismasimt saglayan
ve o metabolik yol ile ilgili son iiriin veya bagka bir molekiil tarafindan kontrol



edilen enzimlere allosterik enzim veya diizenleyici enzim adi verilmektedir
(55). )

Allosterik enzimlerin aktivitelerini degistiren bilesiklere modiilatér adi
verilmektedir. Modiilatér stimiilasyon etkisi g6sterdigi ve enzimi aktivite ettigi
zaman pozitif modiilatdr veya allosterik aktivatdr, enzimi inhibe etti3i zaman
negatif modiilator veya allosterik inhibitor adimi almaktadir (4).

Daha ¢ok karmagik olan bu tip enzimlerde her modiilatoriin kendi
spesifik allosterik bolgesi vardir. Bu bolge iggal edildii zaman modiilator
enzimin katalitik etkisini hizlandiric1 veya yavaglatici igaretler verir (4).

Allosterik enzimlerde katalitik ve diizenleyici olmak iizere iki bolge
vardir. Bu iki bolge ayri ayr yerlerde bulunur. Bunlardan Katalitik bélgeye
substrat, diizenleyici boélgeye de modiilatér baglanir. Pozitif modiilatriin
diizenleyici bolgeye baglanmasi enzimin yap1 diizeninde olusturdugu degisme
yolu ile katalitik bélgeye yansir ve bu da katalitik bélgenin aktif olmasina ve
yilksek aktiviteli substrat ile baglanmasina olanak verir. Bu modiilatriin
diizenleyici bolgeden ayrilmasi enzimi tekrar inaktif veya aktif gekline
déniigtiiriir (4,26,91).

II. B. 1. Regiilasyonu Saglayan Allosterik Enzimler U¢ Ana
Grup Altinda Toplanir :

1-Homotropik Enzimler : Bu tip enzimlerde substrat molekiilii yalmz
substrat degil aym1 zamanda enzimi aktive eden bir ajan olarak da rol
oynamaktadir. Birinci substratin baglanmas: ikinci substratin baglanmasim
kolaylagtirdi1 i¢in enzim aktive olmaktadir. Substrata kooperatif olarak
baglanan enzim, diisitk substrat konsantrasyonlarinda diisiik bir baglanma
egilimi (affinite) gosterir. Bu kosullarda enzimin Km'i biiyiiktiir. Substrat
diizeyi arttifi zaman ise daha fazla substrat enzime baglanir ve baglanma
gittikge artar. Substrat enzime baglaninca, enzimde konformasyonal bir
degisim olur. Enzim T (Tens) formundan R (Relax) formuna déniistir (55).

T formundaki enzime substrat zayif olarak baglanir ve bu durum diisiik
substrat konsantrasyonlarinda goriilir. R formunda ise substrat enzime ¢ok
kuvvetli olarak baglanir. Substrat diizeyinin yiiksek oldugu durumlarda enzim
R formundadir (26,55).
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Sekil 1 : Homotropik Bir Enzime Substrat Baglanmasi

2- Heterotropik Enzimler : Bu tip enzimlerde substratin baglanma
yerinden farkli olarak bir de modifikatoriin baglanma yeri vardir. Bu
modifikator enzimi ya aktive yada inhibe eder. Allosterik kontroliin en 6nemli
kismu "heteroallosterik etken" ler tarafindan saglanir. Bu etkenler aktivatér
veya inhibitér olabilirler. Bu tip enzimlerde aktivator veya inhibitorler enzimin
belli bir bélgesine baglanirlar. Bu baglanma sonucu enzim T ve R formlarmna
doniigiir. Allosterik inhibitorler enzimi T (Tens), allosterik aktivatorler ise R
(Relax) formuna sokarlar (26,55).

3- Bu gruptaki enzimler ise hem homotropik 6zellik, hem de heterotropik
0zelligin ikisini birden gosterirler. Eger ortamda yalniz substrat var ise aktive
olarak homotropik 6zellik gosterir. Sayet modifikator var ise ya aktive yada
inhibe olarak heterotropik 6zellik gostermektedirler (26,55).
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Sekil 2 : Heterotropik Bir Enzimin Kontrolii

IL. B. 2. Allosterik Enzimlerin Ozellikleri

1- Allosterik enzimler, diger basit enzimler gibi substrati baglayan ve
onu doniigtiiren katalitik yani aktif bolgelere de sahiptir. Bu aktif bolgenin
yanisira bir veya birkag bolgesi substrati i¢in spesifik oldugu gibi allosterik
bolgeside modiilatér igin spesifiktir. Bu nedenle allosterik bir enzimde substrat
aktif bolgeye ve modiilatér ise allosterik bolgeye baglamir. Effektor
(modiilator), allosterik yani diizenleyici bir enzimin allosterik bolgesine
baglandif1 zaman bu enzimin kinetik 6zelliklerini degistiren bir metabolittir.
Metabolit ise metabolizmnanin enzimle katalize reaksiyonlarindaki kimyasal bir
ara iiriindiir.

2- QGenellikle allosterik enzimlerin molekiilleri, basit enzim
molekiillerinden daha biiyiikk ve karmagiktir. Allosterik enzimlerin gogu iki
veya daha fazla polipeptid zincirlerinden olugmugtur.

3- Allosterik enzim Michaelis-Menten denklemi ile elde edilen egriye
benzer bir egri vermez. Bunlar daha ziyade sigmoid (S) bigimi bir egri verir.
Bu enzimlerin ilk defa ayirt edilmeleri de bu 6zelliginden kaynaklanmstir (4).



IL. B. 3. Allosterik Enzimlerin Mekanizmasi

Allosterik enzimlerde V reaksiyon hizi substrat konsantrasyonuna [S]
gore grafiklenecek olursa Michaelis-Menten kinetigi yani hiperbolik bir egri
yerine sigmoid bir egri elde edilir. Bu genellikle substratin bir ¢ok bolgelerde
kooperatif olarak baglandifimi gdstermektedir. Bir tek bolgeye baglanma,
diger bolgelere baglanmay: da etkiler. Allosterik enzimlerin bu sigmoid
satiirasyon egrisi iizerinde reaksiyon hizinin yar1 maksimal oldugu bir noktayi
saptamak miimkiindiir. Ancak bu noktay:r Michaelis-Menten sabiti (Km) ile
tammlamak olanag yoktur. Ciinkii allosterik enzim Michaelis-Menten
denkleminin verdigi hiperbolik egriye uyum saglamaz. Bir allosterik enzimde
yar1 maksimal hizi veren substrat konsantrasyonu, Km yerine So.5 veya Ko.5
sembolleri ile ifade edilir (4,91).

Heterotropik enzimlerle, modiilatorieri substrattan bagka olan substrat
satiirasyon egrisi hakkinda genel bir bilgi vermek giigtiir. Bu durum
modiilatoriin pozitif (stimiilatér) veya negatif (inhibit6r) olmasiyla iligkilidir.
Modiilator stimille edici ise bu substrat satiirasyon egrisinin daha g¢ok
hiperbolik olmasina neden olur. Bu durumda Ko.5 azalmigtir. Fakat Vmax
degismemigtir ve bu da sabit substrat konsantrasyonunda reaksiyon hizinin
¢ogalmasma neden olur. Diger allosterik enzimler stimiile edici modiilatére
Vmax ta bir artma, Ko.5 te kiigik bir degisme ile cevap verir. Modiilator
negatif veya inhibe edici oldugu zaman substrat satlirasyon egrisi Ko.5’in
artmasi ile beraber daha ¢ok sigmoid olur. Bundan dolay1 allosterik enzimler
substrat aktivitelerine karsi cevap verir. Ciinkii bazilanmn inhibe edici
modiilatorleri, bazilarimn ise stimiile edici modiilatérleri ve bazilar1 da ikisine
sahiptir (26,55,91).

Sigmoid substrat satiirasyon kinetikleri igin yar1 maksimal hiz veren
substrat konsantrasyonunun grafiksel degerlendirme metodu burada
uygulanamaz. Cilinkii burada dogru bir egri elde edilemez. Bundan dolay1
sigmoid satlirasyon Kkinetiklerini deerlendirmek igin Hill denkleminin
grafiksel sekli kullanilir. Hill grafigi dogru bir hat bi¢imindedir.

Vo
Hill denklemi = log ————— = nlog [S] - logk’

Vmax-Vo



seklinde ifade edilir. Bu denklemde k' kompleks sabitini tanimlamaktadir.
Burada k' sabitine gore substrat konsantrasyonu diisiikk oldugu zaman bu
reaksiyon hizinin substratin n kuvveti kadar arttigim ifade etmektedir.

Hill grafigi, Log [S] ye karsi Log' Vo / Vmax-Vo in ¢izilmesi ile elde
edilen bir dogru grafiktir. Bu grafigin egimi n ile tammlanir. Burada ampirik
bir parametre olan n'in degeri substrati baglayan bolgelerin sayisina ve
baglanma bélgeleri arasindaki kargilikli etkinin say1 ve tiplerine bagimlidir
(4,91).

log __ Vo
Ymaxvo

-4 S50 -3
log[s]

Sekil : Hill Denkleminin Grafiksel Degerlendirilmesi : Substrat
konsantrasyon kinetikleri sigmoid oldugu zaman yan maksimal hizi
olugturan substrat konsantrasyonu tayin etmek i¢in kullamlir.

n = 1 oldugu zaman baglanma bolgeleri diger baglanti bélgelerine kars
bagimsiz davranir. n > 1 oldugu zaman baglanma bélgeleri kooperatifdir ve
birinci substrat veya effektér molekiilin baglanmasi ikinci bir substrat
molekiiliiniin baglanmasim artirir ve aktivasyon olusur. n degeri ne kadar
biiyilk olursa kooperativite o kadar kuvvetli olur ve bdylece satiirasyon
kinetikler daha da belirgin sigmoid bigim alir. Yar maksimum hiz da
(Vo= Vmax/2) Vo/Vmax - Vo= 1 dir ve bundan dolay1 log Vo/Vmax - Vo =0



olur. S0.5’1 yani yar1 maksimal hiz1 olugturan substrat konsantrasyonunu tayin
etmek i¢in dikey ¢izgi log Vo / Vmax-Vo = 0 oldugu noktadan x ekseni
dogru gizilir (4,91).

S) az oldugunda
enzim F
formdadir

) fazla oldugunda

- -7 enzim R formdadir
4 4 o)
1 1
K Ky, P’

Sekil 4 : Kompetetif ve Nonkompetetif Inhibisyon

Negatif kooperativite effektér veya substratlanin allosterik bir enzimin
substrat bolgesine veya subiinitesine sonraki substrat molekiiliiniin
baglanmasim azaltir. Negatif kooperavitedeki n degeri daima 1°den kiigiiktiir
(55,91).

Allosterik enzimleri 1sitacak veya iire ile muamele edecek olursak
yapilarini biraz bozabiliriz. O zaman bu enzimin, substrat konsantrasyonuna
kars1 gosterdigi sigmoid sekilli iz egrisi kaybolur onun yerine normal enzim
iliskisi gosteren hiperbolik bir egri meydana gelir. Bu olaya enzimin
desensitizasyonu denir (26).



I1. C. Piriivat Kinaz Enzimi ve Onemi

Glikolitik yolun 6énemli kontrol enzimlerinden biri olan piriivat kinaz,
(EC 2.7.1.40 veya ATP : piriivat 2-0-fosfotransferaz) bir fosforil grubunu
fosfoenolpiriivat ~ (PEP)tan  adenozindifosfat =~ (ADP)Ya  aktararak
adenozintrifosfat (ATP)'in sentezlendigi tepkimeyi katalize eder (19,22,37,39,
66,80,88,94).

o)

Il
C-OH OH COOH COOH

| | Piriivat Kinaz | |
C—0—P=0 > C—OH ——> C=0

I I +Mg*t2 || |

CH, OH CH, CH;,
Fosfoenolpiriivik asit Enol Piriivat Piriivik Asit

Piriivat kinaz, ADP'nin substrat diizeyinde fosforilasyonunu katalize
eden glikolizisin anahtar regiilatér, allosterik bir enzimidir. Bu reaksiyonda
olusan enol piriivat spontan olarak piritvatin keto sekline ¢evrilir. Bu
tepkimede Onemli derecede serbest enerji agifa ¢ikar yani tepkime geriye
doniigiimsiizdiir. PEP'in fosforil grubunun transfer potansiyeli -14.5 kcal
mol-1, ATP'nin ise 7.5 kcal mol-! dir. Bu da fosforil grubu transfer dengesini
ATP ve piriivat olusumu yoniine kaydirir (21,87,90).

Piritvat kinaz, bir siilfiiril grubunun adenozin-5'-siilfatopirofosfattan
ADP'ye transferini katalize eder (76). Piriivat kinaz ATP kullanarak
hidroksilamin ve flor iyonunun da fosforilasyonunu saglar. Glikolizisin ara
irini  olan 2,3-difosfogliserat (2,3-DPG) eritrositlerde oldukga yiiksek
konsantrasyonda bulunur ve oksijen transportunun regiilasyonunda 6nemli bir
rolii vardir. Piriivat kinazin hemoglobinin allosterik effektérii olan 2,3-DPG
diizeyinin ayarlanmasinda rolii biiyiiktiir. Enzim diigiik niikleotid spesifitesine
sahiptir ve guanidin , inosin, iiridin ve sitidin 5' difosfatlart fosfor akseptorii
olarak kullanilir (7).



Glikoz

Il

Glikoz-b-fosfat

2H ” NH2

Laktik asit ————— PIRUVIK ASIT =————== Alanin

T NH2
Cc02 % \coz

Oksalasetik asit Asetil KoA

Sekil 5 : Piriivik Asit Uzerinden Gegen Glikoz Yikimlar

Glikolitik yolda piriivat olugtuktan sonra, gevresel sartlara ve metabolik
yollarin isleyisine bagh olarak hiicre ¢esitli segeneklere sahiptir. Eger
anaerobik sartlar egemen olursa, indirgeyici ekivalanlarin solunum zinciri
iizerinden oksijene transferi araciligl ile nikotinamid adenin diniikleotid'in
(NADH) yeniden oksidasyonu onlenir. Piriivat, NADH tarafindan laktata
indirgenir, bu reaksiyon laktat dehidrogenaz tarafindan katalize edilir. Hiicre
bol miktarda oksijenleniyorsa, piriivat asetil-CoA'ya déniisiir. Rediikte
NADH-+H iizerindeki elektronlar ve protonlar ise dnce flavoproteine, sonra
sitokromlara daha sonra ise oksijenlere nakledilir (26,55,94).

Piriivat kinaz, Embden-Meyerhoff glikolitik yolunda akigt diizenleyen
enzimlerin bin olarak kabul edildiginden eritrosit metabolizmasinda 6nemli bir
role sahiptir. Piriivat kinazin eritrosit metabolizmasindaki yasamsal &nemi
onemli ii¢ 6zelliginden ileri gelir :

1- Piriivat kinaz ile katalizlenen tepkime glikolizin kontroliinde énemli
bir basamaktir.

2~ Eritrositlerde tek enerji kaynag1 glikolizdir. O nedenle, piriivat kinaz
ile katalizlenen tepkime, kullanilabilir kimyasal enerji saglanmasi igin
o6nemlidir.

3- Piriivat kinaz tepkimesi eritrositlerde 2,3-DPG diizeyini dolayl olarak
diizenler. Piriivat kinaz eksikligi sonucu 2,3-DPG diizeyinin artmasi
eritrositlerde hemoglobinden oksijen dissosiyasyonuna neden oldugundan
hemoglobinin oksijen tagima yetenegini azaltir (14,86).
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Optimal sartlarda yapilan ¢aligmalar sonucunda piriivat kinaz aktivitesi
insan Kkaracigerinde 15.5-21 pumol/g dakika, rat  karacigerinde ise
30-35 umol/g dakika olarak bulunmustur (35). Saflastirilmig karaciger piriivat
kinaz fraksiyonunda L-tip izoenzimin (A) spesifik aktivitesi ( 201 IU / mg
protein ), M,-tip izoenzimin (B) spesifik aktivitesinden (46 IU / mg protein )
daha fazla olarak bulunmustur. Saflagtinlmig rat hepatoma piriivat kinaz
fraksiyonunda M,-tip izoenzimin (A) spesifik aktivitesinde 6nemli bir artig
gosterir iken (762 IU / mg protein), L-tip izoenzimin (A) spesifik aktivitesi
normal rat karacigerindekine benzerdir (295 IU / mg protein) (32).

Insanda piriivat kinaz aktivitesi sekse baghdir. Erkeklerden alinan
orneklerdeki piriivat kinaz aktivitesi kadinlardaki aktiviteden yaklagik olarak
1/3 den daha fazladir. Enzim aktivitesi ve yas arasinda bir iligki bulunmamgtir
(35).

Fotusta karaciger piriivat kinaz diizeyi, pediatrik ve erigkin karaciger
enzim diizeylerinden daha diigiiktiir. 34-36 haftalik fotusunta karaciger piriivat
kinaz aktivitesinde belli bir azalma goriilmiistiir. Enzimin 4 haftalik gebelikte
hiperbolik bir kinetik gosterir iken diigiik aktivite gosteren 34-36 haftalik
gebelik periyodu sirasinda sigmoidal kinetik gosterdigi agtklanmugtir (90).
Hizlh olarak geligen hiicrelerde piriivat kinazin spesifik aktivitesi normal
gelisen hiicrelere goére daha fazladir (43).

Eritrositteki enzim aktivitesi, saghkli insan kam kullanilarak farkli
sicaklik derecelerinde saptanmigtir. Tablo I'de belirtilen enzim aktiviteleri
Enzim Unite / g Hb olarak verilmigtir (10).

Tablo I : Farkl1 Sicaklik Derecelerinde Eritrosit Piriivat Kinaz Degerleri

Enzim (U/g Hb) 37 °C 30°C/ 37°C 25°C/37°C
Piriivat Kinaz 15.0£1.99 0.689+0.037 0.432+0.026
(n:5) (n:5) (n:5)
Diisiik Substrat (%) 14.943.71 0.868+0.034 1.170+0.081
(n:5) (n:5) (n:5)
Diisiik Substrat+FDP (%) 43.5+2.46 0.97610.065 1.063+0.050
(n:5) (n:5) (n:5)
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Yeni dogan ve kiigiik ¢ocuklarda enzim aktivitesi, erigkin degerlerinden
farklilik gosterir. Bu farklihgin nedenleri :

Birincil olarak ; Yeni dogan bebekte eritrositlerin ortalama yas1 yetigkin
eritrositlerin ortalama yasindan daha azdur.

Ikincil olarak ; Hiicre yas dagilimindaki farkliliklarin temelinde
agiklanamayan yeni doganin eritrositlerinin enzim aktivitesinde farkliliklar
vardir. Omnegin, yeni doganlarin eritrositlerinde NADH aktivitesi
erigkinlerinkinden daha digiiktiir (10).

II. C. 1. Piriivat Kinazin Izoenzimleri

Piriivat kinaz, amfibialar hari¢ birgok kaynaktan izole ve karakterize
edilmigtir (39). Bakteri, bitki ve hayvan kaynaklarindan izole edilen piriivat
kinaz, en az 500 amino asitten olusan bir homotetramerdir (7,59,96,99).

Piriivat kinazin onceleri her biri 4 alt iiniteli 3 izoenzim forma sahip
oldugu bilinmekteydi. Bunlardan M-tipi kas ve beyinde, L-tipi karaciger
parankimal hiicrelerinde, ¢ok az miktarda da bobreklerde ve eritrositlerde, K-
tipi de (A veya M,) bobreklerde ve karacigerin parankimal olmayan
hiicrelerinde bulunur. ileri fizikokimyasal karakterizasyonlan piriivat kinazlan
4 grup altinda toplamanin dogru olacagim gostermigtir (20,43).

Cesitli dokulardaki dagilimina goére insan piriivat kinazi 4 farkh
izoenzime ( M;, M,, L ve R ) sahiptir (18,23,40,56,71).

M,-tip piriivat kinaz, yetiskin iskelet kasinda bulunan tek izoenzim
olup kalp kas1 ve beyinin ana izoenzimidir (28,66).

M,-tip piriivat kinaz ( K ve A tipi ), bobrek, barsak, akciger, fibroblast,
testis, adipoz doku ve mide gibi birgok dokuda yaygin bir sekilde bulunur.
Karacigerde, bobrek ve 16kositlere gore daha az konsantrasyondadir. M, tip
piriivat kinaz f6tus ve tiimér dokularinin major izoenzimi olup en fazla erigkin
dokularda bulunur. Yag depolayan hiicreler yalmiz M,-tip piriivat kinaz
igerirler. Eritrositlerde ve iskelet kasinda bulunmaz (7,18,28,41,75,89).

Fotal tip olarak kabul edilen M,-tip piriivat kinaz, fotal kas, karaciger ve
beyinde ana izoenzimdir. Fétal donemden erginlik dénemine kadar gegen
zamanda M,-tip piriivat kinaz azalir; beyin ve iskelet kasinda M;-tip izoenzim,
karacigerde L-tip izoenzim ana izoenzim haline geger. L izoenzimi
dogumdan dnce yoktur veya ¢ok diisiik diizeydedir. M, izoenzimi dogumdan 4
giin sonra kaybolur (18,99).



M,-tip homotetramerlere eritroid prekiirsorlerde sik olarak rastlanir. L-
tip piriivat kinaz eritroblast olgunlagmasinin tiim evrelerinde bulunur. M,-tip
piriivat kinaz proeritroblastlarda orthokromatik eritroblastlardan daha fazladir.
Eritroid matiirasyonla M, subiinitelerinin sentezi azalir ve L izoenzimi ana
izoenzim haline geger. Eritrositlerdeki M,-tip piriivat kinazin varligt farkli
patolojik durumlarda olusabilir ve piriivat kinaz eksikligi olan baz1 hastalarin
eritrositlerinde mevcuttur (18,56,61,84,98).

Geligim ile ilgili ¢aligmalar M,-tip izoenzimin en erken goriinen piriivat
kinaz izoenzimi oldugunu gostermistir. Boylece diger izoenzimler M,-tip
izoenzimin tiirev formlarim géstermektedir (92,98,99).

R-tip piriivat kinaz, yalmz olgun eritrositlerde bulunur, diger dokularda
bulunmaz. R-tip piriivat kinaz poliakrilamid jel elektroforezi ile homotetramer
olan R;-piriivat kinaz ve heterotetramer olan R,-piriivat kinaz gibi iki pargaya
ayrihir. R;-piriivat kinaz eritroblastlarda ve R,-piriivat kinaz eritrositlerde daha
fazla bulunmaktadir (18,46,57,71,73).

R-tip piriivat kinaz normal eritrositlerde bulunan tek izoenzim iken hem
M, hem de R-tip piriivat kinaz olgunlagmamus eritroblastlarda bulunur (57).

Baz yazarlar, eritrosit piriivat kinazinin L ve M,-tip piriivat kinazin bir
hibriti (melezi) oldugunu 6ne siirmiiglerdir. L-M, hibrid seti bagirsak ve
bobrekte, M;-M, hibrid seti fétal kasta olugmaktadir (38).

R izoenzimi L izoenziminden 31 amino asit daha uzundur. Eritrosit
piriivat kinaz eksikligi olan hastalarda anormal karaciger L piriivat kinaz
enzimi de olabilir (38).

L-tip piriivat kinaz, karaciger ve bobrek gibi glukoneojenik dokularda
bulunur. Karacigerin major, bobregin minér izoenzimidir (7,43,46,47,79,104).

Karaciger iki tip piriivat kinaz izoenzimi igermektedir. L-tip piriivat
kinaz karacigerin major enzimi olup parankimal hiicrelerde bulunur. M,-tip
piriivat kinaz ise kupfer hiicrelerinde bulunur. Yapilan galigmalar, parankimal
hiicrelerin hem glikolitik hem de glukoneogenetik kapasiteye sahipken
parankimal olmayan hiicrelerin yalmzca glikolitik kapasiteye sahip oldugunu
gostermigtir (42,46).

Karaciger hiicrelerinde bulunan L-tip piriivat kinaz kinetik, elektroforetik
ve immunolojik 6zellikleri ile R-tip piriivat kinaza g¢ok benzerdir, fakat aym
degildir. Son zamanlarda R ve L-tip piriivat kinazin farkh elektroforetik
mobiliteleri agiklanmistir Bu iki form aymi gen fakat farkli mRNA’larla kod
edilmektedir. M; ve M,-tip piriivat kinazin farkli gen ile kodlandig
saptanmugtir (56,57,73,84,92).
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Yapilan ¢aligmalarda, domuz karacierinde pirlivat kinazin aralarinda
degisebilen iki formu tammlanmstir. Birincisi fruktoz-1,6-difosfat (FDP) ile
yiiklenmig asit form (pl:5.3) olup bu form karaciger kuru ekstraktindaki ana
formdur. Ikincisi ise saflasmus orneklerde bulunan FDP ile yiiklenmemis
alkali formdur (pl:6.1) (38).

IL. C.2. Piriivat Kinaz Izoenzimlerinin Molekiiler Agirhklar

Piriivat kinaz enzimi saf kristal halde elde edilmis ve molekiiler agirligi
250.000 dalton olarak saptanmustir. R izoenzimi hari¢ biitiin izocnzimler
birbirinin ayn1 olan dort alt birimden olugmaktadir (39).

Eritrosit piriivat kinaz1 dort alt birimden olusan bir tetramer yapisindadir
(molekiil agirhig 230.000 dalton) ve SDS-PAGE (Sodyum dodesil siilfat
poliakrilamid jel elektroforez) ile tek bir band gosterir (28,39).

M, izoenziminin molekiiler agirhig 212.000-250.000 dalton arasindadir.
M, izoenziminin sodyum dodesil siilfat jel elektroforezi veya guanidin
HCl / itire soliisyonu icinde ultrasantrifiigasyonu ile molekiiler agirhiklart
saptanmug ve dort alt birimden olustugu gosterilmigtir (75).

Karaciger M,-tip pirtivat kinazinin FDP yoklugunda pI'si (izoelektrik
nokta) 7.8 dir. Karacier M, izoziminin birinci baglanma bolgesi FDP’yi
0.1 M'dan diigiik pI’da baglar. FDP i¢in iki baglama bolgesi iceren M,-tip
piriivat kinaz 0.1 M'dan daha yiiksek pI’da FDP'yi baglamaz. Bu nedenle, FDP
yliksek pI’da bu izozimi uyaramaz. Birinci baglanma bolgesine FDP
baglanmasi enzimin pl'sin1 6.6’ya kaydirir. FDP birinci bolgeye baglandiktan
sonra yitksek plI altinda bile ikinci baglanma bolgesine de baglanabilir.
FDPnin bu bélgeye baglanmasi FDP konsantrasyonu ile iyonik kuvvet
arasindaki denge tarafindan diizenlenir (69).

L izoenziminin molekiiler agirhigi 193.000-265.000 dalton arasindadir.
Insan karacigerinden L-tip piriivat kinazin iki biiyik ( pl:6.28 + 0.03 ve
5.85 £ 0.09 ) ve daha asit olan bir kiigiik formu (pI:5) tanimlanmugtir. Bu farkh
formlar akrilamid amfolin kalin jelde kegfedilmigtir. Biiyiik formlar FDP, SH
aywraglar ile asit forma, hemolizat ve karaciger ekstraktlarindan amonyum
siilfat fraksiyonlan ile ekstrakte cdilmis proteolitik faktorler ile alkali forma
dontistiiriilebilirler (31,38).

L izoenziminin pH'st pH optimumunu yiikselten FDP varliginda dahi
M; izoziminin pH'sindan diigiiktiir. M, izoziminin izoelektrik noktas: ise
L izoziminin izoelektrik noktasindan daha bazikdir. Fakat L izoenziminin
izoelektrik noktas: FDP ile diigiiriilebilir. M, izoenziminin izoelekitrik noktasi
L ve M, izoenzimleri arasindadir (17).
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Eritrosit pirlivat kinazi, karaciger piriivat kinazindan daha yiiksek bir
izoelektrik noktasina sahiptir. Eritrosit izoenzimin L-tip subtlinite igerdigi ve
M,;, M,-tip subiinite igermedigi goriilmiistiir (38). Saflastirtimiy karaciger
piriivat kinazinin anoda gocti normal karaciger pirtivat kinazindan daha
yavastir. Hem eritrosit izoenzimleri (R; ve R,) hem de karaciger izoenzimleri
(L) farkh genetik kontrol altindadir (23,57,84,92).

Insan L ve M, pirlivat kinazinin genleri 1. kromozomun (1q 21) ve 15.
kromozomun (15q 22) iizerinde swayla yer almis ve klonlagmustir,
Deoksiribontiikleik asit (DNA) swrast {izerinde yapilan caligmalarda
L-subiinitesinin 543 amino asitten meydana geldigi agiklanmugtir (71).

Piriivat kinazin L, M,, M, tipleri farkli {i¢ genin {irlinii olarak kabul
edilir. Bunlar poliakrilamid jel elektroforezinde aywrt edilebilirler.
L izoenzimi anoda en hizl, M2 izoenzimi ise anoda en yavas hareket eden
izoenzimdir (32).

M; ve L izoenzimleri arasinda amino asit bilesimi bakimindan belirgin
farkliigin oldugu goriilmektedir. Ciinkii bu izoenzimler farkli genlerin
tiriinleridir. L ve R-tip piriivat kinazlarin amino asit bilegimi ise birbirine ¢ok
benzemektedir. Aralarindaki fark; R izoenziminde fazla miktarda arginin ve
triptofan amino asitlerinin bulunmasidir. Bu nedenle eritrosit piriivat kinazinin
izoelektrik noktas daha yiiksektir. M,, L ve R izoenzimlere FDP eklenmesi
izoelektrik noktay1 daha diisitk pH derecelerine kaydirir. Bazi yazarlar piriivat
kinaz izoenzimlerinin N terminal uglarinin bloke oldugunu géstermiglerdir
(38).

Rat piriivat kinaz genlerindeki ayrintith ¢aligmalar, L. ve R
izoenzimlerinin her ikisinin farkli prometorlarin kullanimiyla ayni yapisal
genden transkript edildigini gbstermigtir. R izoenziminin amino-terminal ucu
L izoenziminde bulunmayan 33 amino asit igerir. Oysa kalan 541 amino asit
kalintis1 L ve R izoenzimleri icin geneldir (37,71,89).

IL. C. 3. Piriivat Kinaz Enziminin Aktivatér ve Inhibitorleri

Pirlivat kinaz enziminin kinetik ozellikleri ¢esitli dokularda birgok
aragtirmaci tarafindan ortaya konulmustur. Extraselliiler enzimler aktivasyon
icin kalsiyum (Ca*™) iyonlarina ihtiyag duyarlar. Intraselliiler enzimler ise
aktivite i¢in magnezyum (Mg*™) iyonlarina ihtiyag¢ gosterirler. Cogu durumda
Mgt iyonlari, mangan (Mn**) iyonlarinin yerine konulabilir. Piriivat kinaz
enziminin maksimum aktivite gosterebilmesi i¢in Mg** ve potasyum (K*) gibi
bazi metal iyonlarina veya amonyum (NH,*) iyonuna kofaktor olarak ihtiyag
vardir. Enzimle substrat arasindaki etkilesim enzime baglanan bu katyonlar



15

vasitasi ile olur, Mgt fosfat iceren reaksiyonlar: katalize eden enzimler igin
de gereklidir. Tek degerlikli metal iyonu, PEP'in karboksil grubunun
baglanmasinda gereklidir (7,27,39,87).

Pirtivat kinaz ile katalize edilmiy reaksiyon siklik bir metal k&prii
kompleksi igerir. Metal koprii kompleksleri substrat olarak pirtivat veya PEP
kullanan birgok enzimlerde bulunur. Enzim. aktivite gosterebilmek igin
substrata baglanmadan énce Mg*™* iyonlar veya Mn** iyonlari ile kompleks
yapmaktadir. Bundan dolayi- konformasyonel degisiklik bir E-Mn-PEP
kompleksine bagh reaksiyonun ilerlemesini kolaylagtran bir konum alir
(26,39).

Daha ¢ok intraselliiler katyon olan K* iyonununun ¢ofu enzimi aktive
ettigi bilinmektedir. K* iyonlarr pirlivat kinazin fizyolojik aktivatdrii olarak
kabul edilmektedir. Beutler'e (9) gore; K* iyonunun aktivatér etkisi ADP'nin
enzim affinitesi artinlarak olusur. Aktiviteleri igin. K* iyonuna ihtiya¢ duyan
enzimler genellikle sodyum (Na‘t) iyonlar ile inhibe edilirler. K* iyonlarinin
enzime baglanmas: ile enzimde konformasyonel bir degisikliginin ortaya
ciktig1 ve enzimin daha aktif sekle doniistiigti goriilir. Bazi vakalarda substrata
baglanmak icin de yardim eder. Cesitli ¢aligmalar, PEP'in karboksil grubunun
enzime baglanmig K* iyonlarina baglandiim gostermistir. Ca*+ iyonlart insan
eritrosit piriivat kinazinr inhibe eder ve Ca** iyonlarinin inhibit6r etkisi K+
iyonlari ile kismen azaltilir (39).

Major subiiniteler arasinda baglanti, K* iyonlarmm yoklugunda tek
degerlikli katyon yerini iggal edebilen ve guanido grubu olan Arg-341 ile
saglanir, boylece yap1 daima korunur (7).

Fare kasindaki piriivat kinaz enzimi tek degerlikli katyonlarin (K*, Rb*
veya Cs*) varlifina ihtiyag duyar. K+, Mgt ve Ca** iyonlant amfibia eritrosit
piriivat kinaz1 {izerinde aktive edici, Na* iyonu ise inhibe edici bir etkiye
sahiptir (39).

Glikolitik: yoldaki son enzim olan piriivat kinazda FDP'nin etkisi
allosterik aktivasyona bir 6rnektir. L-tip izoenzim FDP ve 6-fosfoglukonat ile
allosterik olarak aktive edilir (29,93).

Piriivat kinaz enzimi {izerine ATP, Adenozin-5'-monofosfat (AMP),
izositrat, = 2-oksoglutarat, malat, 2-fosfogliserat, 2,3-bifosfogliserat,
3-fosfogliserogliserol, gliserol-3-fosfat, fosfoglikolat'in inhibitér etkisi- oldugu
yapilan ¢ahigmalarla agiklanmigtir. ATP ve}—fosfogliseraf (3-PG) PEP'e olan
ilgisiyle kanigik tip- inhibisyonr gosterir.Yitksek ATP- diizeyi pirtivat kinazin
substrata olan. ilgisini azaltir. ADP ise ! mM konsantrasyonunun altinda
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karigik tip bir inhibitor etki gosterir (80). Diger inhibitorlerin kompetetif
inhibisyon yaptiklar1 agiklannmugtir. Malat, 2-oksoglutarat, fosforile edilmis
trioz sekerler veya fosfoglikolat ile inhibisyon pH 7.2'de pH 7.8'den daha
belirgindir (93).

Pirtivat kinaz enzimi tizerinde yapilan ¢aligmalar, rat karacigerinde; ATP,
Ca™ , sistein, glutatyonla okside edilmis yag asitleri, laurik asit, miristik asit,
oktanik asit, feniletilbiguanidin, siiksinil CoA ve piriivik asidin, kasda;
quercetin'in, tiimor hiicrelerinde ise sisteinin piriivat kinaz enzimini inhibe
ettigi agiklanmistir (107). ATP ve pirlivik asit kompetetif inhibisyona neden
olur. Piriivat kinazin L izoenzimi ADP, L-alanin, AMP, ATP, L-fenilalanin,
fosfat ve siilfat tarafindan inhibe edilir (74,83,107).

Piriivat kinaz yag asidi oksidasyonu sonucu olusan asetil CoA ile de
inhibe edilir. Glukoz-1-fosfat (G-1-P) ve fruktoz-6-fosfat (F-6-P) piriivat kinaz
aktivitesi tizerine etkili degil iken inorganik fosfat (Pi) ve glukoz-6-fosfati
(G-6-P) takiben FDP’nin daha etkili bir aktivatér oldugu bulunmustur (15).

L-fenilalanin karaciger pirtivat kinazimi etkilemez iken kas ve beyin
piriivat kinazim inhibe eder (18).

2,3-DPG’nin enzimi baslangigta aktive daha sonra ise inhibe ettigi
bulunmustur. 2,3 DPG'm inhibitér etkisi diigiik PEP diizeylerinde daha
gliclivdiir (15).

L-sistein, timor hiicrelerinin sitozoliinde aerobik glikolizisi spesifik
olarak inhibe eder, fakat normal dokulari ve yag asitlerini etkilemez. L-sistein
neoplastik piriivat kinazi tiyol gruplarindan dolay: inhibe eder. Son
zamanlarda, timor kromatin ekstraktlarinin poliakrilamid jel elektroforezi ile
pirlivat kinaz varyantmmn normal bir molekiil gibi ve ATP'ye duyarsiz olan,
yavag g0¢ eden gama izoenzimi gibi goriindiigii bulunmustur (32,43).

Tavsan kasindan saflagtinlan M; izoenziminin dietilstilbestrol ve
Ostrojenik steroidlerle inhibe oldugu gosterilmistir. Fenilalaninin iskelet kasi
piriivat kinazini inhibe ettigi ve bu inhibisyonun pH'ya bagimli oldugu, serin,
sistein, alaninin bu inhibisyonu kaldirdig1 bulunmustur (100).

Bir parazit olan Rana ridibunda eritrosit pirlivat kinazi FDP ve Ca**
iyonlartyla aktive, ATP, G-6-P ve Na* iyonlari ile inhibe edilir. FDP enzim
i¢in gerekli olmasina ragmen enzim aktivitesini artirir. FDP'nin pozitif etkisi,
kooperatif kinetigi artiran Pi ile azaltilir. Rat karacigeri ve adipoz doku
pirtivat kinazimn FDP ile sigmoidal bir kinetik gosterdigi bildirilmektedir
(30,39,93).
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Maya piriivat kinazi alkali metal iyonlari (K*, Mg*") ve amonyum
iyonlarina ihtiyag duyar. K* ve NH,* iyonlan hem FDP varhgmda hem de
FDP yoklugunda aktivatérdiir. Nitekim Na* iyonlar ise sadece FDP varliginda
etkilidir. ADP, enzim pH'sina bagh komplex bir hiz gosterir ve FDP tarafindan
etkilenmez (5,30).

Civcivlerde memelilerden farkli olarak besinsel fruktoz ve lipidin,
karaciger piriivat kinaz iizerine etkisi yoktur. Memelilerde ise azaltici bir etki
gosterir (15). Normal karaciger piriivat kinaznda hem L hem de M,-tip
piriivat kinaz PEP'e karsi sigmoidal kinetik gosterirken hepatomada L-tip
pirtivat kinaz sigmoidal, M,-tip piriivat kinaz ise hiperbolik bir kinetik gosterir
(32).

Maya, E. coli, rat karaciger ve adipoz doku piriivat kinazinda FDP'nin
PEP kinetigindeki etkisinin benzer oldugu yapilan galigmalarla agiklanmustir.
Mg** kinetiginde Km degerinin benzer oldugu fakat maya enziminin yiiksek
kooperativite gosterdigi saptanmistir (30,95).

IL. C. 4. Piriivat Kinaz Enziminin Kinetik Ozellikleri

[PEP]

Sekil 6 : Karaciger Piriivat kinazimmin kontroliiniin gematik ifadesi.
M, izoenziminde, A; normal substratla enzimi, B; yiiksek
konsantrasyonda ATP'nin etkisini gosterir. L izoenziminde, A; FDP'nin
etkisini , B; normal substratla enzimi, C; ATP'nin etkisini, D; hem ATP
hem de alanindeki artigin etkisini gdsterir.
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Sekil 6'da gorildiigin gibi piriivat kinazin M, formu normal olarak
hiperbolik bir kinetife sahiptir fakat allosterik effektér olan ATP ve PEP
varliginda Km'de bir artigla belirgin sigmoidal bir kinetik meydana getirerek
reaksiyonu inhibe eder. Buna karsithk L formu normal olarak substratla
sigmodial kinetife sahiptir. Ayrica bu etki ATP veya alanin gibi negatif
effektorlerle artinlir. Pozitif bir effektor olan FDP hiperbolik kinetife izin
vererek negatif effektorleri yener. ATP ve alanin L izoenziminin PEP igin
Km'ini artinir. FDP ise PEP i¢in Km'i azaltir. Bundan dolay: karacigerde
FDP’nin etkisi pozitif regiilasyonun, ATP ve alaninin etkisi ise negatif
regiilasyonun bir 5regidir (94).

M;-tip izoenzimin biiyiikk ¢ogunlugu FDP'ye duyarsizdir ve inorganik
fosfat ile ADP konsantrasyonuna bagli olarak aktive veya inhibe edilebilir
(18,25,46,75,100).

Sigir beyninden saflagtinlmig M, -tip piriivat kinazinin ADP (0.3 mM) ve
PEP (0.04 mM) i¢in Km degerleri sigir kalp kas: ve iskelet kasi piriivat kinaz
degerleriyle aymdir ve her iki substrat iginde Hill katsayis1 (nH) 1 dir. Sigar
beyin piriivat kinazinin ADP i¢in Km'i tavsan, kobay, rat beyin piriivat kinaz1
ile benzerdir. Fakat rat beynindeki M,-tip piriivat kinazin PEP igin Km degeri
(0.18 mM) sig1r beyni piriivat kinazinkinden (0.04 mM) daha yiiksektir. Sigir
beyin M;-tip piriivat kinazi PEP ve ADP varliginda kas piriivat kinaz1 gibi
davranir. Hill katsayisi her iki substratta da 1 dir (100).

Tavsan iskelet kasi, sigir kalp kasi ve beyni ve kobay beyninden
saflagtinlmig piriivat kinazda ATP'nin etkisi aymi olup bu etki ATP'nin
konsantrasyonuna baghdir. ATP diisiik konsantrasyonda (1-2 mM) aktivatér,
yilksek konsantrasyonda (6 mM>) inhibitor etki gosterir. Ayrica tavsan ve rat
beynindeki piriivat kinazlarda ATP'min sadece inhibitér etkisi bulunmustur
(100).

Yag dokusundan ekstrakte edilme ortamimin bilesimine gore piriivat
kinazin degigik Ozellik gosteren iki tipi elde edilmistir. Etilen-
diamintetraasetik asit (EDTA)’in varhginda elde edilen piriivat kinaza "Piriivat
Kinaz A" denilmis ve bu tipin FDP ile aktivasyona duyarh oldugu gozlenmis;
EDTA yoklugunda elde edilen piriivat kinaza ise "Piriivat Kinaz B" denilmis
ve bu formun FDP'ye duyarsiz oldugu saptanmigtir. Piriivat kinaz B'nin
piriivat kinaz A'ya doniisiimiinii FDP katalize etmektedir (82).
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Brochotrix thermosphacta'da piriivat kinaz FDPmnin yoklugunda
sigmoidal kinetik gosterir. FDP varliginda enzim aktivitesi artar ve hiperbolik
kinetige doniigiir. FDP'in pozitif etkisi inorganik fosfat ile azaltilir. G-6-P ise
yangmastz bir inhibisyon gosterir (93).

M,-tip piriivat kinazin kinetik ve regiilator 6zelliklerinin diger 3 formdan
¢ok farklh oldugu goriliir. Piriivat kinazin M; tipi Michaelis-Menten kineti§i
gosterir ve allosterik olarak regiile edilmez (7,18,46,99).

M,-tip piritvat kinaz, PEP'e ilgisiyle sigmoidal kinetik gosterir ve
L-alanin ile inhibe olur. Diigiik PEP konsantrasyonunda, FDP varliginda ve
yiiksek PEP konsantrasyonunda, FDP yoklugunda hiperbolik Michaelis-
Menten kinetigi veren karaciger M, izoenzimi ADP ile FDP olsun veya
olmasin hiperbolik Michaelis-Menten kinetigi gosterir. M,-tip piriivat kinazmn
PEP i¢in Km'i, uygun sartlar alinda FDP ve alanin ile artinlabilir veya
azaltilabilir. Mg*™ iyonunun diigitk konsantrasyonda M, izoenzimini aktive,
yiiksek konsantrasyonda ise inhibe ettifi saptanmigtir (18,20,46,93).

Bobrek M, izoenziminin ATP, alanin ve fenilalanin tarafindan inhibe
edildigi, ATP inhibisyonunun pH'dan bagimsiz oldugu, PEP varliginda ve
yoklugunda bu inhibisyonun FDP tarafindan kaldirilmadigi bulunmustur.
M, izoenziminin ATP varliginda PEP i¢in iki Km'inin oldugu bildirilmigtir
(0.3-0.6 mM; vyikseck Km, 0.1 mM; digik Km). Piriivat kinazin
inhibitérlerinden biri olan alanin 5 mM konsantrasyonda diger bir inhibitor
olan fenilalanin inhibisyonunu ortadan kaldirir. FDP derigiminin 1.0 mM'dan
kiigiikk oldugu kogullarda alanin inhibisyonu gézlenmezken fenilalaninin pH
7.5'de M, izoenzimini PEP i¢in yiiksek Km'i olan (0.3-0.6 mM) forma
¢evirdigi bulunmustur. Fenilalaninin enzimi inhibe ettigi ve aymi zamanda PEP
i¢in gozlenen sigmoidal egriyi ortadan kaldirdid) gézlenmistir (7,8).

Sigan bobreginde piriivat kinazin PEP'e karsi sigmoidal kinetik
gosterdigi ve PEP'e kars: gosterilen bu homotropik kooperatif davranigin pH'ya
bagimh olmadig agiklanmigtir (101).

Karaciger piriivat kinazi PEP'e olan ilgisiyle sigmoidal bir kinetik
gosterir. FDP yoklugunda sigmoidal egri verirken, FDP ilave edildiginde bu
egn hiperbolik Michaelis-Menten tipi kinetige doniigmektedir. Enzim PEP'e
yanigmali olarak baglanir. Taze hazirlanmmg karaciger piriivat kinazinin PEP
i¢in goriiniir Km degerinin FDP varhgmda 0.08-0.1 mM ve FDP yoklugunda
0.8-2.5 mM oldugu bulunmugtur (18).

L-tip piriivat kinazin moli bagna en gok dért mol FDP'nin baglanabildigi
gosterilmigtir. Bu deger enzimin her alt birimi igin bir FDP baglama bolgesi
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oldugunu gosterir. FDP'nin L-tip piriivat kinaza baglanmas1 pozitif
kooperativite gosterir. Piritvat ve PEP, L-tip izozime FDP baglanmasim
artintken, ADPnin FDP baglanmasimt artiric1 etkisinin ¢ok az oldugu
bulunmugtur. Alanin, FDP baglanmasimi inhibe eder. Alaninin inhibe edici
etkisi hem FDP hem de alanin konsantrasyonuna baghidir. Alanin baglanma
bolgesi FDP baglanma bolgesinden farkhidir ve FDP baglanmasi
fosforilasyondan etkilenir. PEP ve FDP igin enzim affinitesindeki diisiis, aghk
ve glukoneogenezde onemli olabilir (11).

Karaciger piriivat kinazinda aktivatér Mn** iyonu oldugu zaman PEP
i¢in hiperbolik hiz egrileri elde edilirken aktivatér Mg** iyonu oldugu zaman
sigmoidal egriler elde edilir. Artan konsantrasyonlarda bu katyonlar
kullanildiginda, Mn** iyonu varliginda Vmax belirgin sekilde diigiiktiir.
Mn** iyonu katalitik olarak Mg*™* iyonundan daha az verimlidir. Fakat
Mn** iyonlari, diigiik aktivite gosteren konformasyondaki enzimi aktive eder.
Fonksiyonel olarak Mn** iyonlarinin Mg*+ iyonlarindan daha degisik etkisi
vardir. Biiyiik bir olasihkla iki katyon, enzim iizerinde degisik bolgelere
baglanmaktadir. iki degerlikli metal iyonu enzimin PEP'e olan affinitesini
artinnir. Magnezyum varlhiginda ve FDP yoklugunda Km yaklasgik 1 mM'diir ve
FDP'nin eklenmesi ile bu deger yaklagik 0.1 mM'a diiser. Fakat mangan cift
degerlikli metal iyonu olarak kullamldigmda, FDP varhginda ve yoklugunda
Km degigmez. Bu nedenle L-tip piriivat kinaz i¢in Mn** iyonu ile beraber FDP
kullanildiginda belirgin bir aktivasyon gozlenmez. Magnezyum varhginda
mangana cevap PEP va FDP konsantrasyonlarina bagimhidir (11).

ATP, enerji degisimi yiiksek oldugunda glikolizisi yavaslatmak igin L-tip
piriivat kinaz allosterik olarak inhibe eder. Magnezyum konsantrasyonunun
yiikselmesi ATP inhibisyonunu kaldiramaz. ATPnin allosterik inhibisyonu
FDP varliginda, FDP'nin ATP ile yanigmasi sonucu 6nlenir. FDP'nin ATP
inhibisyonunu kaldirici etkisi 1 mM da gozlenmistir (46).

inorganik fosfat, L-tip piriivat kinazi PEP konsantrasyonuna bagiml
olmaksizmn uyanr. Yiiksek ADP konsantrasyonunda inorganik fosfat uyarici
olarak etkin oldugu halde diisiik ADP konsantrasyonunda inhibitérdiir (15).

R-tip piriivat kinazin FDP tarafindan aktive edildigi ve enzimin artan
PEP derigimine olan sigmoidal yanitinin FDP tarafindan hiperbolik duruma
getirildigi birgok aragtirmaci tarafindan gésterilmistir (6,18),

Eritrositlerin RyR’; formunun FDP baglama bélgesi kapaldir, bu form
enzimin molii bagina iki mol FDP baglar. Oysa proteolitik modifikasyon ile
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FDP baglama bolgesi aciga gikarildifinda enzimin molii-bagma doért mol FDP
baglanir (45).

Eritrosit pirtivat kinazimin FDP yoklugunda sigmoidal kinetik gostermesi
pH'ya baglidir. PEP igin pH- 8.0 de gosterdigi sigmoidal  davramg pH 5.9 da
hiperbolik kinetige doniismektedir. Aragtirmacilar;: eritrosit pirtivat kinazinin
pH. 8.0 de, FDP varlifinda 2 olan Hill sabitinin. FDP* yoklugunda 0.8'e
diistiigiinii ve pH 5.9" de ise FDP varlifinda ve yoklugunda Hill sabitinin 0.8
oldugunu agiklamiglardir (16).

E. coli'de iki tip- piriivat kinaz varhg kinetik ve diizenleyici
Ozelliklerinden yararlanilarak gésterilmigtir. Bu izoenzimlerden tip 1, FDP ile
tip 2 ise AMP ile aktive olmaktadir. E.coli- piriivat kinaz enziminin- kinetik
ozellikleri aragtirilmig fakat yapisal 6zellikleri ise hala bilinmemektedir (95).

IL C. 5. Beslenme ve Hormonlarmn Piriivat Kinaz Uzerine Etkisi

Hepatik glikolizisi dilzenleyen enzimler 6-fosfoglikokinaz ve piriivat
kinazdir. Pirtivat kinaz diizeyi glikoneogenezisin aktif oldugu bir durum olan
aglikta diiger ve glikoneogenezise az ihtiyag duyulan bir durum olan
karbonhidrattan zengin bir diyetle artar. Yiiksek karbonhidratla beslenmenin
sonucu olarak enzim sentezinden 10 kat daha fazla artar. Diyetsel karbonhidrat
alimmminin yliksek oldufu durumlarda karaciger fazla karbonhidraty trigliseride
gevirir. Bu, fosfofruktokinaz ve- piriivat kinaz gibi glikoliz; asetil CoA
karboksilaz, yag asidi sentetaz ve malik enzim gibi yag asidi sentezi; trigliserid
sentez enzimleri ile apoprotein E gibi transport. proteinlerinin indiiklenmesine
yanittir. Birgok durumda. enzim. indiiksiyonu. artmug. gen. transkripsiyonunun
direkt sonucudur. Pirlivat kinazin diSer bir kontrol noktasi, glikojen
fosforilazla katalize edilen- glikojenin- diigmesidir. M, izoenzimi diyet ve
hormonal stimiilasyondan etkilenmez (22,33,35,60,83,85).

Eritrosit pirlivat kinazr 3°,5° siklik-adenozin- monofosfat (c-AMP)’a
bagimli protein kinaz tarafindan fosforlamr ve inaktif hale gecer. Fosforlanma
ile inaktive edilmis R izoenzimi fosfo-protein fosfataz tarafindan defosforile
edilirse tekrar aktive olur.. R-tip piriivat kinazin fosforitasyonu 2,3-DPG
tarafindan inhibe, Ca**-Kalmodulin kompleksi. tarafindan. regiile. edildigi
bulunmustur (7).

M, izoenziminin fosforilasyonu c-AMP'ye bagimsiz protein Kinaz
tarafindan gergeklestirildigi- bildirilmigtir. Pirtivat kinazin kas ve bobrekteki
izoenzimleri, hormonal stimiilasyondan- etkilenmez. Kaslardaki PEP'in tamamu
kas kontraksiyonu igin gerekli ATP'yi iireterek piriivata ¢evrilir (33).
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M,-tip ;;irﬁvat kinaz c-AMP’ye bagimsiz protein kinaz tarafindan
fosforile edilir ve inaktif hale gecer. c-AMP'ye bagimsiz protein- kinazin
piriivat kinazin dimer formunu fosforladigi, daha ender olarak da tetramer
formunu fosforladig1 tahmin edilmektedir. Fosforlanma ile inaktive edilmis M,
izoenzimi ATP'nin ortamdan uzaklagtiriimasr ile veya FDP eklenmesi ile tekrar
aktive edilemez (20,79).

Fosforile Pirtivat Kinaz. +—

H,0 | ) ~_ADP
> . @ Dissiik kan glukoz G- 4‘
Fosfoprotein fosfataz /| diizeyi “Rrotein kinaz
P; ATP
——— Defosforile Piriivat ————
Fosfoenolpiriivat + ADP + H" ___, Piriivat + ATP
Fruktoz-i CP; ATP
1,6 bifosfat Alanine

Sekil 7 : Piriivat Kinazin Katalitik Aktivitesinin Kontrolii

Hepatik glikolitik ve glukoneogenetik yolun kontrollinde L-tipi- pirlivat
kinazin kisa vadeli regiilasyonu 6nemli bir rol oynar. Karacigerde bulunan
adenilat siklazin resepttr yerleri glukagona karst duyarhdir. Glukagonun
karacigere gelisinden sonraki dakikalarda  c-AMP diizeyi artar. c-AMP’de
protein kinazi aktive eder ve karaciger fosforilazinda bir artiy olur: Bu da
hepatik glikojenolizi hizlandirir. Pirtivat kinazin glukagon regiitasyonu
endotoksinle degismez (3,53).

Karacigerdeki piriivat kinaz aktivitesi, enzimin fosforilasyon. ve
defosforilasyonuyla: da diizenlenir. Karaciger sitozoliiniin L-tip pirtivat kinaz,
c-AMP’ye bagimh protein kinaz tarafindan fosforile edilir. Ayrica protein
kinaz-C de akut olarak inaktive edilir (PEP substrat i¢in Km artinilir). Enzimin
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fosforilasyonu serin amino asitleri {izerinden olur. L-tip pirlivat kinazin c-
AMP bagiml protein kinazin substrati olmasi i¢in aktif olmasi gerekmez. L-tip
piriivat kinazin fosforile formu ozellikle diigiik PEP konsantrasyonunda
defosforile formdan daha az aktiftir ve PEP i¢in daha yiiksek bir Km'e sahiptir.
Hormonal uyan iizerine enzimin c-AMP’ye bagimh protein kinaz tarafindan
fosforlanmasi, sigmoiditeyi belirginlestirmekte; fizyolojik PEP konsantrasyon
sinirlart iginde enzim aktivitesini asgariye indirmektedir. Buna karsilik FDP
diizeyi yiikseldiginde, gerck fosforile gerekse defosforile enzimin PEP ile
satiirasyonu hiperbolik bir fonksiyona doniismekte ve piriivat kinaz aktivitesi,
glikolitik hizi kisitlayici olmaktan ¢ikmaktadir (78,87).

Piriivat kinazin fosforile formu ATP ve alanin ile inhibisyona daha
duyarlidir. Piriivat kinazin defosforilasyonu c-AMP’ye bagimli protein kinazla
da diizenlenen bir fosfoprotein fosfotazla katalize edilir. Béylece glukagonun
net etkisi, stimiile olan glikoneogenezdeki diger etkileriyle birlestiginde
glukozun laktata akigim azaltir (7,22).

Hormonal kontrol altinda olan bu ydntem yag asidi okside oldugunda
glikoneogenezis igin PEP ilgisini baska yere ¢eker ve sitrik asit siklusu
hiicrenin enerji ihtiyacim kargilamak icin daima yeterli hizda islem goriir.
Kasda tiretilen PEP'in hemen hemen tiimii piriivata déniigiir. L izoenzimi PEP
icin Km'l c-AMP’ye bagimh protein kinazla fosforilasyona sebep olmasiyla
artirir. Fosforilasyonda degismeler, 6rnegin glukagon varhgmnda c-AMP’nin
artmig doku konsantrasyonuyla birlesmis karaciger terkibinde vuku bulur
(7,22,34,47).

Fenilalaninle aracilik edilmig piriivat kinazin inhibisyonunun insiilinle
ters ¢evrildigi ve allosterik aktivatér olan FDP'nin konsantrasyonundaki
degisiklige bagh olmadig: agiklanmustir. Insiilin glukojen sentetaz, glukojen
fosforilaz ve glukoneogeneziste fenilefrinin etkilerini ters ¢evirmesine ragmen
taze izole edilmig hepatositlerdeki vazopressinin etkisini degistirmez
(7,33,60,78,88).

Insiilinin etkileri hem in vivo hem de in vitro denemelerle agiklanmugtir.
Insiilin, glukagon ve c-AMP’nin suboptimal dozlari ve epinefrinin maksimal
dozu piriivat kinaz aktivitesi ve glukoneogenez iizerindeki etkilerini
antagonize eder (20,56).

Epidermal growth faktér (EGF) serin kalntilan iizerinde enzimin
fosforilasyonunu artirarak hepatik piriivat kinazin aktivasyonunu onler. Piriivat
kinaz serin lizerinde c-AMP'ye bagh protein kinazla ayrica serin-12 ve treonin
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lizerinde in vitro Catt-kalmoduline baghh protein kinazla fosforile olur
(65,78).

Hepatositlerde =~ EGF  benzeri  vazopressin, intraselliler Ca**
konsantrasyonunda hizh bir artig meydana getirir. Vazopressinle neden olunan
Ca™ artis1 daha kisa ve gegicidir. Piriivat kinaz fosforilasyonunda EGF'nin
etkisi vazopressinin etkisinden daha yavagtir (65).

Epinefrin ve glukagon, c-AMP'nin konsantrasyonunu artirarak enzimi
inhibe eder. Fenilefrin ve vazopressin piriivat kinaz aktivitesini inhibe eder. Bu
ajanlar tarafindan neden olunan piriivat kinaz aktivitesinin inhibisyon siiresi ve
piriivat kinazin fosforilasyon derecesi hem glukagon hem de c-AMP ile
gozlenen etkilerinden daha kisadir (2,22,64,77).

1L C. 6. Piriivat Kinaz Enziminin Klinik Onemi

Piriivat kinaz eksikligi anemi ile seyreden sik rastlanan glikolitik bir
enzim yetmezlii olup herediter hemolitik aneminin bilinen nedenlerinden
biridir. Bu eksikligin translasyon sonrasi bir modifikasyon sonucu oldugunu
destekleyen bulgular vardir. Vakalarin ¢ogunlugu Kuzey Avrupa orjinlidir.
Sporadik vakalar; Zencilerde, Japonlarda, Cinlilerde, Meksikalilarda, Giiney
Avrupalilarda ve Suriyelilerde rastlanmugtir. Insandaki piriivat kinaz
eksikligine benzeyen hemolitik anemi Basenji kopeklerde ve av képeklerinde
tammlanmugtir. Pirlivat kinaz eksiklifinin R ve L izoenzimi igerdigine, M, ve
M, izoenzimi igermedigine inamlmaktadir (1,12,20,23,40,58,63,71,84,92,98).

Pirivat kinaz eksikliginde, eritrositlerde 2,3-DPG konsantrasyonu
normal degerin 3 katini agabilir. Yilksek 2,3-DPG diizeyleri ile birlikte Hb-
oksijen dissosiasyon egrisinin saga dogru yer degistirdigi goriiliir. Verilen
herhangi bir pO2 degerinde hemoglobinden daha fazia oksijen elde edilebilme
yeteneginin boyle safa donmiis bir egri ile assosiye olmasi, piriivat kinaz
eksikligi olan hastalarin eksersiz toleransim artirir. BOyle hastalar anemik
olmalarnna ragmen beklenen halsizlik ve eksersiz tolerans: semptomlarindan
higbirini géstermezler (63,102).

Eritrositlerde  2,3-DPG veya 3-PG diizeylerinin yiikselmis olarak
bulunmasi, piriivat kinaz eksikliginin klinik tanisinin konulmasim saglayabilir.
Normal rediikte nikotinamid adenin diniikleotidin (NADH) okside nikotinamid
adenin diniikleotid (NAD)'e oramindaki degisikliklerin ve aym zamanda
piriivat kinaz ve 2,3-DPG'nin hizimi diizenleyen maddelerdeki degisikliklerin,
normal eritrositlerde G-1-P ilavesi ile trioz fosfat toplanmasindan sorumlu
olduklan goriilmektedir. Trioz fosfat ara metabolitlerindeki belirgin yiikselme
hem kontrol ve hem de piriivat kinaz eksikligi olan eritrositlerde eksojen
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piriivat veya diger oksidan maddelerin ilavesiyle normale dondiirilebilir
(44,63).

Piriivat kinaz eksikliginde eritrosit ATP'si ve fosforibosil pirofosfat
formasyonu anormal derecede diigiiktiir. Genellikle % 25'ten daha fazla
retikulosit sayisi olan hastalar normal ATP diizeylerine sahiptirler. Yiiksek
retikulositli kanda glikozla inkiibasyonda ATP normal eritrositlerden zengin
kandakine gore daha az stabildir. Piriivat kinaz eksikliginde retikiilositler
glukoz olmadan inkiibe edildigi zaman, ATP'yi normal hiicreden daha basarh
bir sekilde saglarlar. Retikiilosit, oksidatif fosforilasyon yoluyla glukozdan
bagka kaynaklardan ATP'yi liretme yetene§ine sahiptir. Piriivat kinaz
eksikliginde retikiilositler glukozu kullanmaya zorlandifi zaman (6rnegin
yiiksek glukoz ortaminda) retikiilosit fonksiyonlar: bozulur ve ATP diizeyleri
diiser (50,51,70).

Oksijen harcanmasi, in vitro vendz pO2 diizeylerindeki hipoksi ile
ortadan kaldinlir. Eritrositler in vivo uzamig hipoksi peryoduna magruz kaldig
zaman ATP kaybina ugrarlar. Olgun eritrositlerin ihtiyaci olan ATP piriivat
kinaz eksik hiicrelerin glikolitik aktivitesindeki azalmasi ile bir siire idare
edilir (70).

ATP eksikligi, piriivat kinaz diizeyi ¢ok diisiik olan eritrositlerin katyon
permeabilitesini artir. Bu kismen quabain ile inhibe edilebilen ATP'ase
katyon pompasimin yetersizli§i sonucu meydana gelir. Baslangigta ATP
konsantrasyonu azalmig hiicrelerde, potasyum kaybi sodyum kazancim agar.
Katyonlanin net kaybi, suyun zorunlu olarak osmotik kaybi ve hiicre
volimiinde azalma ile birliktedir. Piriivat kinaz eksikliginde retikiilositlerde
ATP cksikligiyle biiziilmiig, tirtilli hiicreler meydana gelir. Bu tirtilli hiicreler
8 pmilipore filtrelerden giicliikkle gegerler. Hiicre siispansiyonlarinmn
viskositesindeki artiy Wells-Brookfield viskozimetre ile gosterilir. ATP diizeyi
azalmug eritrositlerde dehidratasyon meydana gelir (16,44,63).

Enzim eksikliginde eritrositler yaglamirken glikolizde progressiv azalma
enzim proteinin azalmasina bagh olarak meydana gelir. Boylece glikolizde
bozulma ATP azalmasiyla sonuglanacak ve sonunda hemolize yol agacaktir.
In vivo yaglanmada hem normal hem de varyant enzimlerde katalitik yetenekte
bozulma meydana geldigi rapor edilmigtir (13).

Radyoaktif igaretli piriivat kinaz eksikligi olan eritrositlerin normal veya
normale yakin yasam siiresinin bulunmast piriivat kinaz aktivitesinin, hasta
eritrositlerin yasam siiresini etkilemedi§i goriilmiistiir. Bazen bifazik eritrosit
yasam egrileri elde edilir ve iki grup hiicre popiilasyonunun mevcut oldugunu



26

diigiindiiriir. Bir grup eritrosit hemen harap olur, diger grup ise daha iyi bir
yasam siiresine sahip olabilir (63).

Piriivat kinaz eksiklifi olan insan eritrositlerinin tahribinde hiicre
dehidratasyonu onemli bir rolii oynamasina ragmen piriivat kinaz eksikligi
olan Basenji kopeklerinde hemolitik progesin 6nemli olmadif; goriilmektedir.
Ké&pek hiicreleri in vitro siyaniire magruz birakildigy zaman, bunlar hizla
ATP kaybederler. Agiga gikan K+ kaybi, esdegerde ekivalan Na+ kazanci ile
dengelenir. Boylece hiicresel dehidratasyon olmaz (44).

Piriivat kinaz eksikliginde, kronik hemoliz (anemi, sanilik ve
splenomegali) ile birlikte klinik anormallikler goriiliir. Anemi belirgin olabilir
ve erken bebeklik ¢aginda goriilebilir ve yagsam igin sik kan transfiizyonlarn
gerektirebilir. Buna karsilik anemi ge¢ ¢ocukluk hatta erigkin doneminde tam
konulana kadar gok hafif olabilir. Bazi vakalarda anemi yoktur, hemoliz
tamamen kompanse edilmis olup, sarlik tek klinik belirti olabilir. Sanlik
hamilelik sirasmmda daha ciddi seyirli olabilir. Anemi mevcut oldugu zaman
hayat boyu goriiliir ve genellikle siddet bakimindan hafif degisiklik gosterir.
Anemi ataklan sik degildir ve genellikle enfeksiyonlan miiteakip gegici
eritroid hipoplaziden veya nadiren bilinmeyen sebebe bagh hemoliz
artmasindan meydana gelir. Hematopoietik sistem diginda piriivat kinaz
belirtileri sik degildir. Piriivat kinaz eksikligi olan aile iiyelerinde kronik bacak
iilserleri anemi ile birlikte gozlenmistir (17,61,62,67,83,102).

Piriivat kinaz eksikliginde, yeni doganlarda hiperbilirubinemiye sik
olarak rastlamir ve kan transfiizyonu gerektirebilir. Serum ankonjuge bilirubin
diizeyleri sonraki yasamda yiiksek kalabilir. Safra taglari 8 yagina kadar erken
donemde hastalarin % 10'unda meydana gelebilir. Ankonjuge bilirubin
diizeyleri 6 mg/dI'nin iizerine arasira yiikselebilir (17,36,71,103).

Rutin laboratuvar ¢aligmalari ayrica tamida yardimet olmaz. Lokositlerin
ve trombositlerin say1 ve goriiniigleri normaldir. Periferik yaymada
makrositozis, arasira biikiilmiig ¢ikintih eritrositler ve nadiren akantositler
goriillebilir. Bu degisiklikler splenektomi ile artabilir. Bazen eritrosit
morfolojisinde daha belirgin degigiklikler goriilebilir. Piriivat kinaz
eksikliginde eritrosit yapisindaki bu anormallikler yetersiz ATP sentezinden
dolay1 meydana gelebilir. Piriivat kinaz eksikligi olan hastalarda askorbat
siyanid testi anormaldir ve stimiile edilmis hekzos monofosfat aktivitesi
diigmiigtiir (105,106).

Plazma lipid anormallikleri benzer morfolojik degisikliklerle birlikte
olmasina ragmen, piriivat kinaz eksikliinde bu anormallik bulunamamstir.
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Retikulosit sayisindaki paradoksal yiikselme siklikla splenektomiyi takiben
gelisir. Retikiilosit sayilart % 901 asabilir ve bir ¢ok hastalarda yillarca
% 40-70 oraninda bulunabilir. Baz1 hastalar splenektomiden sonra retikiilositte
beklenen azalmay: gosterebilirler. Taze ve inkiibe eritrositlerin osmotik
frajilitesi siklikla normal bulunur. Bununla beraber arasira hastalarda,
inkiibasyondan sonra minér frajil popiilasyonlara veya rezistan hiicrelere
rastlanabilir. Otohemoliz testi hastadan hastaya degigmekle birlikte genellikle
anormaldir. Serum fizyolojik iginde 48 saat inkiibasyondan sonra eritrositlerin
% 50'1 hemoliz olabilir. Baglangigta glikoz ilavesi baz1 hastalarda hemolizi
artirabilir, fakat siklikla glikozun az etkisi vardir. Gergekte retikulosit sayis
% 25'1 asar ve glukozla inkiibasyon muntazam olarak hemolizi artinr. Bu
fenomenin glukozla oksidatif fosforilasyonun inhibisyonuna bagh oldugu
kabul edilmigtir (Krabtre etkisi) (50,63,70,71,102).
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III. MATERYAL VE METOT
III. A. Materyal

IIL A. 1. Doku Orneklerinin Saglanmasi

Caligmada kullamlan materyaller Firat Universitesi Arastrma ve
Uygulama Hastanesi Genel Cerrahi Klinigi ve Biyokimya Laboratuvarindan
temin edildi. Caligmada kullanilan karaciger ornekleri, Genel Cerrahi Klinigi
tarafindan aliman ama patolojik olmayan biopsilerden ve eritrosit Grnekleri
biyokimya laboratuvarma rutin testler igin bagvuran saglikli kigilerden
saglandi. Alnan karaciger ornekleri bekletilmeden soguk serum fizyolojik
(% 0.9 NaCl) ile yikanarak dokularin kandan temizlenmesi saglandi. Doku
Ornekleri piriivat kinaz enzim aktivite tayini yapilincaya kadar -20 °C'de derin
dondurucuda saklanda.

II1. A. 2. Hemolizat Hazirlamasi ve Saklanmasi

Hemolizat hazirlanmasi igin alinan 2 ml kan EDTA'lh tiipe aktarildi.
Tiipiin agz1 kapatilarak alt-iist edildi ve pihtilagmas1 engellendi. Tiipteki kanin
hacmi isaretlendikten sonra Hettich-Universal marka santrifijjde 1500 rpm’de
10 dakika santrifiij edildi. Daha sonra iistteki plazma uzaklagtirildi, 10 ml
soguk serum fizyolojik ilave edilerek tekrar santrifiij edildi ve siipernatant
uzaklastinildi. Bu islem 3 defa tekrarlandiktan sonra eritrositlere esit miktarda
serum fizyolojik ilave edildi. 0.2 ml eritrosite 1.8 ml hemolizat soliisyonu
(0.27 mol / L Na,EDTA' dan 10 ml, 0.07M 2-merkaptoethanoldan 0.05 ml
konur ve pH 8’e ayarlandiktan sonra son hacim 1 litreye tamamlamr, +4 °C'de
saklanir) ilave edildi ve alt ist edilip, buzdolabinda +4 °C'de bekletilerek
hemoliz olmasi saglandi. Tam hemoliz saglandiktan sonra materyal hemen
kullamld: veya ileride kullanilmak iizere -20 °C'de derin dondurucuda
sakland.

Cabiymamizda enzim kaynaf: olarak kullamlan dokulardaki piriivat
kinaz aktivitesi, hemolizatta; oda 1sisinda 1 giin, +4 °C'de 6 giin (35), karaciger
dokusunda ise; -20 °C'de birgok aragtirmaci tarafindan kabul edildigi (88) ve
bizim laboratuvar ¢aligmalarimizda belirledigimiz gibi 6 hafta aktivite kaybi
olmaksizin saklanabilmektedir.

I1L. A. 3. Kullamilan Kimyasal Maddeler

Aragtrmada kullamlan biitin kimyasal maddeler analitik saflikta olup
Merk (Almanya) ve Sigma (A.B.D.) firmalarmdan temin edilmigtir.
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IT1. B. Metotlar

III. B. 1. Eritrosit ve Karacider Dokusu Piriivat Kinaz
Aktivitesinin Ol¢iimii
Farkli dokulardaki (karaciger, bébrek, beyin, eritrosit v.b.) pirlivat kinaz
enzim aktivitesinin 6l¢limil i¢in birgok metod: gelistirilmigtir. Bu &l¢timierde,
piriivat kinaz reaksiyonu NADH''n. NAD'ye oksidlendigi. laktat dehidrogenaz
reaksiyonu ile iligkilidir.
PK

Fosfoenolpirtivat + H* + ADP > Pirtivat + ATP

LDH

Pirtivat + NADH + H* > Laktat +NAD*

LDH fazlahiginda, NADH oksidasyon hizi- piriivat kinaz aktivitesi ile
sinirlanir (35,39,97).

Bu ¢alismada eritrosit ve karaciger piriivat kinaz aktivitesi Beutler'in
(10,24) metodu ile Sl¢iilmiistiir. Bu metodda ilke; 340 nm'de NADH’in azalan
absorbans hizinin 6l¢illmesi esasina dayamur (35).

Ayiraglar :

1- 0.002 M Nikotinamid Adenin Diniikleotid (NADH) (indirgenmis
form) : 1.5 mg NADH 1 ml distile suda ¢oziildi.
2- 0.03 M Adenozin-5'-difosfat (ADP) : 14 mg ADP 1 ml distile suda
¢oziildil. '

3- 0.05 M Fosfoenolpiriivat (PEP) : 9.5 mg PEP 1 ml distile suda
¢oziildii.

4- 0.01 M Fruktoz-1,6-difosfat (FDP) : 0.340 mg 100 ml distile suda
¢oziildii.

5- 60 U Laktat Dehidrogenaz (LDH) (tavsan kasi): 3 mg LDH 1 ml
distile suda ¢oziildii.

NADH, ADP ve PEP soliisyonu 6nceden hazirlanabilmekte ve 1 ay kadar
+4 oC'de saklanabilmektedir.

6- Stok Cozelti :

a- 1 M Tris-HCI Tamponu-: 1.21 g Tris bir miktar distile suda ¢oziildii
ve 0.1 N HCl ile pH 8'e ayarlandiktan sonra son hacim 100 ml'ye tamamlandi.

b- 0.1 M Magnezyum II Kloriir Cozeltisi (MgCly) : 2.03 g MgCl, bir
miktar distile suda ¢6ziindiikkten sonra distile su ile 100 ml'ye tamamland: ve
buzdolabinda +4 °C'de saklandi.
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c- 1 M Potasyum Kloriir Cozeltisi (KCl) : 7.46 g KCI bir miktar
distile suda ¢ozildikkten sonra distile su ile 100 ml'ye tamamlandi.
Buzdolabinda +4 °C'de saklandi.

Eritrosit ve karacifer piriivat kinaz enzim aktivitesi caligmalarinda
MgCl, ve KCl ¢ozeltisinden diliie edilerek gereken konsantrasyonlarda ¢ozelti
hazirland.

Stok ¢ozelti igin 0.9 ml Tris-HCl tamponu, 0.9 ml MgCl,, 0.9 ml KCl,
2.97 ml distile su kangtinldi. Stok ¢ozelti, kullanma anina kadar buzdolabinda
+4 oC'de saklanmalidir. En az 1 ay dayanikhidir. Eger fazla miktarda enzim
tayini yapilacak ise, soliisyon fazla miktarda hazirlamir ve porsiyonlara
boliinerek ¢aligilir (24,35).

IIL. B. 2. Enzim Aktivitesinin Olciimii

1- Biitiin 6rnekler ¢ift olarak ¢aligildi. Caligmaya baslamadan 6nce daha
6nce hazirlanmig ve oda 1sisina gelmis hemolizat ve homojenata asagidaki
islemler uygulandi:

a- Hemolizat oda 1sisina gelmis hemolizat soliisyonu ile 1/10 oraninda
sulandirilda.

b- Karaciger homojenati 1 M Tris-HCI tamponu ile 1/10 oramnda
sulandirild.

2- Ornek ve kor tiipiine stok gozeltisinden 1.26 ml ilave edildi.

3- Tiiplere NADH ve LDH ¢ozeltisinden 0.2 ml ilave edildi.

4- Omek tiiplerine 0.04 ml ADP, 0.1 ml FDP ilave edildi fakat kor
tiipiine ADP ve FDP ilave edilmedi.

5- Kér tiipiine 0.1 ml, 6rek tiipiine ise 0.15 ml distile su ilave edildi.

6- 37 °C'ye getirilmis enzim kaynagindan deney tiiplerine 0.04 ml ilave
edilerek kangtirilds.

7- Tiipler kapatilarak karigtirildi ve inkiibasyon ig¢in 37 °C' de metabolik
su banyosunda 10 dakika bekletildi.

8- Bu siire sonunda tiipler metabolik su banyosundan alindi, kor tiipiine
0.2 ml, 6rnek tiipiine 0.01 m!l PEP soliisyonu ilave edildi ve tekrar kapatilarak
kanigtinildi.

9- 340 nm'de 6rneklerdeki absorbans kére kars1 okundu.

10- Ornekler 37 °C'de 10 dakika bekletildikten sonra optik dansitedeki
azalma olgildii.
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islem :
Kar " Ornek
Stok Ayirag (ml). 1.26 1.26
NADH (ml) 0.20 0.20
ADP (ml) - 0.04
LDH (ml) 0.20 0.20
FDP (ml) - 0.10
Enzim Kayna: (ml) 0.04 0.04
Distile Su (ml) 0.10 0.15
Iyice kanstirilip 37 °C'de. 10 dakika inktibe edildi.
PEP (ml) 0.20 0.01

Tekrar kangtirlldiktan sonra 340 nm'de 6rneklerin-kére karst baglangic
absorbanslar1 (A1) okundu. Ornekler 37 °C'de 10- dakika: bekletildikten- sonra
son absorbanslar1 (A2) tekrar okundu.

Hesaplanma :

1- Birinci ile onuncu dakikadaki absorbanslar ¢ikarilarak absorbans farki
bulundu.

2- Absorbans. farklari 10 dakikaya boliinerek 1 dakikadaki absorbanslar
bulundu.

3- Kan drneklerine ait hemoglobin degerleri Drabkin yontemi ile 6lgtlildi,
g-Hb/ml’ye gevrildi.

4- Orneklere ait protein degeri Lowry yontemi ile Slgiildii, mg/ml’ye
cevrildi.

5- Enzim kaynagnin sulandirma. orani, NADH absorbans degerinden
faydalanilarak bir faktdr bulundu.

Eritrosit

Ajodak - Aodak

AA/dakika =
10
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. A A 1000x 2
Unite/ml = X
Dakika 6.22x 0.04

Burada;

2 sayisi kiivetteki toplam hacmini, 0.04 sayis1 tiiplere ilave edilen
hemolizat hacmini, AA absorbans farkini, 6.22x10-3 ise 1 pmol NADH'm 1
cm’lik 151k yolunda ve 340 nm'de verdigi absorbans degerini ifade etmektedir.

6- Omege ait net absorbans yukarida belirtilen faktor ile carpilarak
linite/ml/dakika cinsinden enzim aktivitesi elde edildi.

7- Enzim aktivitesini spesifik aktivite cinsinden bulmak i¢in enzim
aktivitesi, hemoglobin (g-Hb) degerine boliindii ve enzim aktivitesi
U/g-Hb/dakika birimi ile tarif edildi.

Enzim Aktivitesi : Eritrosit i¢in bulunan bir Ginite enzim aktivitesi, bir
dakikada 37 oC'de 1 pmol piriivat: iiriine doniistiiren enzim aktivitesinin g-Hb
cinsinden ifadesidir.

Karaciger

. A A 1000 x 2
Unite/ml = X
Dakika 6.22x 0.04

8- Omege ait net absorbans faktdr ile garpilarak iinite/ml/dakika
cinsinden enzim aktivitesi elde edildi.

9- Enzim aktivitesini spesifik aktivite cinsinden bulmak igin; enzim
aktivitesi mg protein/ml degerine boliindii ve enzim aktivitesi U/mg
protein/dakika cinsinden elde edildi.

Enzim Aktivitesi : Karaciger dokusu i¢in bulunan bir iinite enzim
aktivitesi, bir dakikada 37 °C'de 1 pmol piriivat: iiriine déniistiren enzim
aktivitesinin mg protein cinsinden ifadesidir.

III. B. 3. Biyolojik Sivilarda Protein Tayini

Calismamizda kullanilan homojenatlardaki protein miktar1 Lowry (52)
yOntemine gore Slciildii. Bu ydntemin ilkesi; proteinlerin alkali ortamda Folin-
Fenol ayiract ile mavi bir renk olusturmasidir.
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Ayiraglar

1- Alkali Bakir Aymrac : 10 g Na,CO;3, 0.1 g Potasyum tartarat ve
0.05 g Bakir siilfat 0.5 N NaOH iginde ¢oziildii ve 100 ml'ye tamamlandi. Bu
¢6zelti oda 1s1smda 30 giin dayanikhdur. i

2- Fenol Ayrraci : 3.75 ml 2.0 N Folin-Ciocaltue-Fenol ayiraci 63.75 ml
distile suya ilave edildi. Bu g¢6zelti 6mek sayismna gore calisma aninda
hazirlanarak taze olarak hazirlanir.

3- Giinliik ¢aligma igin kullanilan protein standartinin konsantrasyonu

150 pg/ml'dir.

4- Okuma sinirlarina getirilmis (sulandinimg) 6rnek

Islem :

Kor Standart Ornek
Alkali Bakir Ayiraci (ml) 1.0 1.0 1.0
Giinliik Std. (ml) - 1.0 -
Ornek (ml) - - 1.0
Deiyonize Su (ml) 1.0 - -
Tipler iyice karigtirildi ve 10 dakika hi¢ oynatmadan oda 1sisinda bekletildi.

Fenol Ayiraci (ml) 4.0 4.0 4.0

Tiipler iyice kangtirild: ve 55 °C'de 5 dakika bekletildi. Inkiibasyon
sonucu hemen sogutuldu. Daha sonra standart ve 6rnek tiiplerin absorbansi
650 nm'de kor tiipiine karst okundu.

Hesaplama :
Doku protein miktarlar agagidaki formiile gére hesaplamr.

Ornek Absorbansi
pgr protein/ml = x Std. Konsantrasyonu
Std. Absorbans

II1. B. 4. Hemoglobin Tayini

Hemolizat hemoglobin miktar1 Drabkin (24) yéntemi ile 6lgiildii. Bu
yontemde ferrisiyaniir, hemoglobindeki demiri oksitleyerek iki degerlikli
demiri ii¢ degerlikli demire gevirir ve methemoglobine déniismesini saglar.
Bunu takiben potasyum siyanid ile kararh bir pigment olan
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siyanmethemoglobin meydana gelir. Siyanmethemoglobinin- abserbansi
spektrofotometrik olarak 546-nm'de okunur.
Ayrraglar :
1-Drabkin Cozeltisi : 50 mg KCN
200'mg: K5 Fe(CN)g
1 g NaHCO;4
Yukarida miktari- belirtilen kimyasal. maddeler bir miktar distile suda
¢Oziilditkten sonra-son- hacim. 1 litreye tamamlandi. Drabkin. ¢6zeltisi koyu
renkli sisede ve oda 1sisinda agzi sikica kapali bir- vaziyette bir y1l boyunca
saklanabilmektedir.
2- Hemoglobin Standartr : Sigma firmasinin 18 g liyofilize hemoglobin
standarti 100 ml distile suda ¢oziildi. Bu standart 18 g/dl hemoglobin

icermektedir. N
Islem :
Kér Standart Ornek
Drabkin Cbozeltisi (ml) 5.0 5.0 5.0
Hemoglobin Std. (ml) - 0.02 -
Hemolizat (ml) - - 0.02

Tiipler iyice kamgtirildi ve oda 1sisinda- 20 dakika- bekletildikten- sonra
546 nm'de kore kars1 diger tiiplerin absorbanslar-okundu.
Hesaplama :
Ornek Absorbansi
Hemoglobin (g/dl) = x Std. Konsantrasyonu
Std. Absarbans1

IIIL B. 5. Karaciger Pirilivat Kinazinin Saflastiriimasi :

Enzim saflagtirmas: icin Grzegorz (100). tarafindan piriivat kinaz
saflagtirilmasinda kullanilan metod uygulandi.

Ayriraclar

1- Tampon Cozelti (50- mM Fosfat Tamponu);

a- 4.477 g Na,HPO, bir miktar distile suda ¢oziildii ve 1 litreye- distile

su ile tamamlandi.

b- 1.95 g NaH, PO, bir miktar distile suda ¢6ziildil. ve 1 litreye distile su
ile tamamlandi. |
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Tampon ¢ozelti; 50 mM NayHPO, ¢ozeltisi bir behere konuldu ve 50
mM NaH,PO, ¢ozeltisi ile pH 7.5’e getirildi.

2- Homojenizasyon Cozeltisi;

100 mM KCl, 6 mM 2-merkaptoethanolamin 50 mM’liik fosfat tamponu
(pH:7.5) iginde hazirlandi.

Saflastirma Metodu :

1-Tamponda Homojenizasyon : Biyopsi ile alinan karacier % 0.9'luk
NaCl ile +4 °C’de yikanarak dokunun kanindan temizlenmesi saglandi. Doku
ornekleri homojenize edilmeden once iki siizge¢ kagidi arasinda kurutuldu.
Keskin bir makasla kiigiik pargalar haline getirilen doku tartild1 ve agirligimn
1.3 kat1 hacime soguk fosfat tamponu ile tamamlanip, kinlmis buz iginde
homojenatérde (Sorvall Omni Mixer) 5 dakika homojenize edildi. Homojenat
iki kat tiilbentten siiziildii. A

2- Homojenat Santrifiigasyonu : Homojenat sogutmali santrifiijde
(Sorvall RC-5B) +2 °C'de 9000 rpm'de 30 dakika santrifiij edildi. Par¢alanmis
hiicreler, ¢ekirdek, bag dokusu ¢oktiiriildii. Siipernatant buzdolabmnda saklandi.
Cokelek tekrar aym hacimde tampon ¢ozeltisiyle ¢ozilerek kirilmig buz
icerisinde, kanstinicida 30 dakika kanstildi ve sogutmali santrifiijde
9000 rpm'de 30 dakika santrifiij edilerek siipernatant almndi. iki siipernatant
birlestirildi.

3- (NH4),S0, ile Doyurma : Elde edilen siipernatanta kirlmis buz
igerisinde siirekli karigtirmak siiretiyle % 20 doygunluga ulagincaya kadar kati
amonyum sillfat 1 saat siireyle kanigtirarak yavag yavas ilave edildi. Amonyum
sillfat tamamen ¢oziindiikten sonra 0 °C'de 20 dakika siireyle 9000 rpm'de
santrifiij edildi ve dstteki siipernatant alindi. Siipernatanta yukarida
bahsedildigi sekilde % 40 doygunluga tekabiil edecek miktarda amonyum
sillfat ilave edilerek santrifiij edildi. Buradan elde edilen siipernatant tekrar
% 70 doygunluga ulagincaya kadar kati amonyum siilfat ilave edilerek aym
iglemler tekrarland: ve siipernatant atildi (100).

4- Dializ : Pirtivat kinaz enzimi igeren ¢okelti, 20 ml 50 mM fosfat
tamponu (pH:7.5, 100 mM KCl ve 6 mM merkaptoethanolamin igerir) ile
siispansiyon haline getirildi. Bu fraksiyon dializ torbasma aktarilarak aym
tampona karg1 24 saat dializ islemine tabi tutuldu. Tampon belirli araliklarla
3 kez degistirilerek degisik metallerin tampona gegisi - saglandi. Dializat
4000 rpm'de 40 dakika santrifiij edildi (88).

5- Aseton ile Muamele : Bir onceki basamaktan elde edilen
stipernatanta hacmi 22.2 misli (% 55) oluncaya kadar -25 0C'de bekletilmis
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asetondan damla damla ilave edilerek, kirilmig buz igerisinde 30 dakika
kangstinldi. Karigtm 14000 rpm'de -10 °C'de 10 dakika santrifiij edildi
Siipernatant kismu atildi, elde edilen ¢okeltiye 4 ml tampon ilave edilerek cam-
teflon homojenizatérde homojenize edildi.

5- Kolon Kromatografisi :

a- Jellerin Hazirlanmasi : 50 mM fosfat tamponundan bir behere 50 ml
konuldu. 2 g Sephadex G-200 yavas yavas yiizeyle temas edecek sekilde
tampona ilave edilerek bagetle karigtirildi. Bu kanigim 4-6 saat kaynatilarak
jellerin gigmesi ve tampon ile dengelenmesi temin edildi.

b- Jelin Kolona Doldurulmasi ve Ornegin Uygulanmasi :

Hazirlanan jel Sephadex G-200 (2.5cm x 60 cm) kolonuna yavas yavas
dolduruldu. Bir bagetle yavagga kangtirilarak  hava  kabarciklarmin
olugmamasi saglandi. Jel kolona doldurulup, normal akig hizina kavustuktan
sonra 100 mM KCl, 6 mM 2-merkaptoethanolamin igeren 50 mM fosfat
tamponu (pH:7.5) kolondan gegirilerek kolon dengelendi. Siipernatant kolona
12 ml/saat lik akig hiziyla uygulandi ve tekrar aymi tampon kolondan
gegirilerek 3 ml’lik fraksiyonlar halinde eluatlar alindi. Kolon ¢ikiginin
280 nm'deki absorbsiyonu (A280 < 0.005) oluncaya kadar tamponla yikama
strdiriildii. Absorbanslan yiiksek olan tiiplerde enzim aktivitesine bakilarak,
yiiksek enzim aktivitesi gosteren tiipler birlestirildi ve +4 °C'de saklandi (100).

IIL. B. 6. SDS-PAGE Elektroforezi

Elektroforez, bir gozeltideki yiiklii partikiilleri dogru elektrik akim ile
birbirinden ayirma yontemidir.

Elektroforetik yontemler ile protein analizlerinin esasi, soliisyon
halindeki protein molekiiliindeki net elektro-kimyasal yiikiin ortamm
pH'sindan etkilenmesi sonucu elektriksel alanda vyiikli molekillerin
hareketidir. Hareketin protein molekiiliiniin 6zelligine bagimh olmasi gergegi,
protein kangimlarimn analizinde kullanilmaktadir. Protein molekiilleri, boyut
ve yiike bagh olarak birbirinden ayrilmaktadir. Her protein igin, belirli pH ve
iyonik kuvvette, molekiiliin hareketi sabittir.

Tagtyic1 ortamlar arasinda en fazla tercih edilenler selilloz asetat ve
poliakrilamiddir. Poliakrilamidde teknik; elektroforez ile molekiiler eleme
ozelliklerini birlestirmektir. Jeldeki konsantrasyonunu ve c¢apraz bag teskili
derecesini degistirerek molekiiler eleme 6zellikleri kontrol edebilmektedir.

Elektroforezde ayrilan boélgeleri goriiniir duruma getirmekte Evans
Mavisi, Amido Siyahi, Bromfenol Mavisi, Tiyazin Kirmizisi, Ponceau-S,
Komasi mavisi gibi boyalardan yararlamlmaktadir. Elde edilen
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elektroferogramda spesifik bandlarin varlig1 belirlenmekte yada optik tarama
yoluyla banddaki bilesenlerin miktan saptanmaktadur.

a. Jel Tesekkiilii

Poliakrilamid jeli, akrilamid monomerlerinin, metilen-bis-akrilamid ile
uygun katalizorlerin varliginda polimerizasyonu ile olusur. Olusan polimerin
kistmlann dyle bir sekilde diizenlenir ki, aktivator bir maddenin ortama
ilavesiyle (TEMED, amonyum npersiilfat), oda sicakhginda 10-20 dakika
i¢inde sert bir jel sekillenir. Jel metilen gruplariyla birbirine baglanmig uzun
hidrokarbon zincirlerinden olusan ii¢ boyutlu bir yapiya sahiptir.

Jellesme, fotokimyasal olarak da saglanabilir. Ortama riboflavin
konuldugunda, riboflavin 15131 absorblayarak serbest radikal olusur ve bu
radikalin iglevi ile akrilamidin polimerizasyonu baslar.

Akrilamid ve metilen-bis-akrilamid monomerlerinden hareketle % 2.5-30
akrilamid igeren jeller hazirlanabilmektedir. Jeldeki akrilamid konsantrasyonu
ve olusturulan polimerin ¢apy, yontemin kullamliy amacma gore
ayarlanabilmektedir.

b. Poliakrilamid Jelin Hazirlanmasx

1- Alt Jel (% 10 akrilamid)

a- % 30 Akrilamid (30 g akrilamid + 0.8 g bis-akrilamid)

b- Alt Tampon ( pH 8.8, 0.75 M Tris-HCl tampon, % 0.1 SDS )

c- % 10 Amonyum Persiilfat

d- TEMED (N,N,N',N'-tetrametiletilendiamin)

Alt Jelin Hazirlanmasa:

%10 luk poliakrilamid jel elektroforez igin; 5 ml % 30 akrilamid, 7.5 ml
alt tampon, 2.4 ml distile su, 60 plt % 10 amonyum persiilfat kangtinlr,
5 dakika havas1 alinir. Siire sonunda 10 ult TEMED ilave edilerek cam
plakalar arasina doldurulur. Oda isisinda 20 dakika sonra polimerizasyon
meydana gelir.

2- Ust Jel (% 4 akrilamid)

a- % 30 Akrilamid

b- Ust Tampon (pH 6.8, 0.25 M Tris-HCl, % 0.1 SDS)

c- % 10 Amonyum Persiilfat

d- TEMED

Ust Jel Soliisyonun Hazirlanmasi :

1 ml % 30 akrilamid, 3.75 ml iist tampon, 2.7 ml distile su, 50 plt
% 10 amonyum persiilfat ilave edilir. 5 dakika havasi alindiktan sonra 10 plt
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TEMED ilave edilir. Tarak takili bogluga doldurularak polimerize olmasi
beklenir.

3- Tasima Tamponu : 3.02 g tris, 14.4 g glisin, 1 g SDS (pH 8.3)

4- Ornek Tamponu : % 10 gliserol, % 2 merkaptoethanolamin,
% 1 SDS, % 1 bromfenol blue

5- Boyama Soliisyonu (Comassie Blue) : 250 ml Comassie blue R-250,
400 ml methanol, 70 ml asetik asit distile su ile 1 1t ye tamamlanr.

6- Yikama Soliisyonu : % 5 metanol, % 7.5 asetik asit

c. Elektroforez islemi

Elektroforez uygulamasi O' Farrel ve Laemmli (49,72) yontemine gore
yapildi. % 4'lik alt jel onceden hazirlanmig slap jel iinitesine (1 mm
kalimhginda, 8 x 8 cm ebatinda) dolduruldu. Soliisyonun iizeri 2 mm
kalinliginda distile su fazi ile hava ile irtibatt kesildi. 30 dakika sonra
polimerizasyon gergeklesdi. Polimerize olan soliisyon bir gece +4 °C
bekletildi. Sabah st jel karigimi hazirlandi ve daha once yapildigi gibi
soliisyonun 10 dakika havasit alindi. Slap jel iinitesine tarak yerlestirildi. Ust
Jel soliisyonu hava kabarcig1 yaptirmadan bogluga dolduruldu. 30 dakika sonra
Jel olustu. Tarak yerinden g¢ikartildi ve olusan line'lar bir ka¢ defa tamponla
yikanarak kalnti akrilamid uzaklagtirildi. Artik slap jel poliakrilamid jel
elektroforeze uygulanabilir duruma geldi. Tanklara tagima tamponu
dolduruldu.

Her saflagtirma kademesinden alinan protein ornekleri $rnek tamponla
1/1 oraminda karistirild: ve her line 20-30 plt hacimde uygulandi. Aymi sekilde
hazirlanan standart ¢6zeltiside her line 20-30 plt olacak sekilde uygulandi.
200 volt elektrik akim verilerek islem baglatildi. Bromfenol blue boyasinin
Jelin en alt mesafesine ulasmastyla elektrik akimi kesildi (yaklagik 2.5 saat).

d. Jellerin Boyanmas:

Elektroforez iglemi sonunda, slap jel iinitesi tanktan ¢ikartildi. Cam
plaklann birbirinden ayrilmas ile jel serbest hale getirildi. Bir gece boyama
soliisyonu ile protein bandlari boyandi. 12 saat sonra protein bandlan
disindaki boyayr atmak i¢in yikama islemi yapildi. Jel yikama soliisyonu
iginde soliisyon 6 saatte bir defa degistirilmek {izere en az 12 saat bekletildi.
Boylece protein bandlan digindaki kisimlar geffaflasti ve protein bandlan
belirgin olarak aymldi. Eger jel uzun siire saklanacak ise % S5 asetik asit
soliisyonuna atilarak muhafaza edilebilir. Elde edilen elektroferogramlarn
resimleri gekildi.



39

IV. BULGULAR

IV. A. Karaciger Piriivat Kinaz Enziminin Saflastirilmasi

Karaciger piriivat kinaz enzimi saflagtirma islemi sonunda Tablo IT'de
ozetlendigi gibi % 13.2 verimle 26.3 kat saflagtinldi. Homojenat % 20, % 40
ve % 70 (NHy),SO, ile doyuruldu. % 20 ve % 40 doyurmadan sonra enzim
aktivitesi siipernatantlarda, % 70 doygunlukta ise aktivite ¢okeltide yiiksek
bulundu. Insan karaciger piriivat kinazt % 20 (NH,),SO, ile doygunlukta 1.08,
% 40 (NH,),S0; ile doygunlukta 1.21, % 70 (NH4),SO, ile doygunlukta ise
1.58 kat saflagtiriida.

Karaciger piriivat kinaz enzimi iizerine dializin etkisi incelendi. Dializ
24 saat 50 mM fosfat tamponuna kars1 yapildiginda enzim aktivitesi % 247.5
oranda artti. Saflagtrmada en 6nemli asama Sephadex G-200 kromatografisi
agamasidir. Sekil 8’de dializ isleminden sonra karaciger doku piriivat kinazinin
Sephadex G-200 jel filtrasyonuna uygulanmasi ve eliisyon profilini
goriilmektedir. Enzim Sephadex G-200 kromatografisine uygulandiktan sonra
26.3 kat saflastirildi ve spesifik aktivite 2.6 U/mg protein olarak bulundu.

Homojenat, % 20, % 40 (NH4),SO, ile doyurulmus piriivat kinaz enzimi
ve kromotografi uygulanmig piriivat kinaz enzimine elektroforez
uygulandiginda en son basamakta 2 band elde edildi. Birinci band albumin
bandi, ikinci band ise piriivat kinaz bandidir. Standart olarak sigir serum
albumini kullamildi. Saflaghrma basamaklariyla diger proteinlerin elimine
edildigi ve kromatografi basamagindan sonra enzimin Snemli derecede
saflagtinldig: sekil 10'da goriilmektedir.
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Sekil 8 : Karaciger Piriivat Kinazimn Sephadex G-200 Kolonuna
Uygulanma ve Eliisyon Profili. Akig hizi 12 ml/saat, fraksiyon hacmi

20 ml. Kromatografi (— : aktivite, —- : A,gq).

Aktivite U/ml
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Sekil 9: Saflagtirdnug Insan Karacigerinin Poliakrilumid Jel Ellektroforezi.

a- Standart, b- Homojenat, c- % 20 (NH,),SO, ile doyurulmus piriivat
kinaz enzimi, d- % 40 (NH4),SO, ile doyurulmug piriivat kinaz enzimi,
e- % 70 (NH,),SO, ile doyurulmus, dializ ve kolon kromatografisi uygulanmig
piriivat kinaz enzimi. Saflagtirilmug karaciger piriivat kinaz poliakrilamid jel
elektroforezde 2 band verdi. Birinci band albumin, ikinci band ise enzimi
gostermektedir. Standart olarak sigir serum albumini kullanilda.



43

IV. B. Eritrosit ve Karaciger Piriivat Kinaz Aktivitesinin
Saptanmasi

Eritrosit ve karacifer dokusunda piriivat kinaz aktivitesi materyal ve
metot kisminda belirtilen piriivat kinaz tayin yontemi ile saptanmigtir. Daha
sonra kinetik 6zellikler ve optimum kosullar tesbit edilmistir.

IV. B. 1. Optimal Inkiibasyon Zamaninin Belirlenmesi

Eritrosit

Eritrosit piriivat kinaz aktivitesi i¢in en uygun inkiibasyon siiresini
saptamak amac1 ile enzim 37 °C'de degisik zaman siireglerinde inkiibasyona
tabi tutuldu. Sekil 10'da goriildiigii gibi maksimum enzim aktivitesini elde
etmek icin gerekli inkiibasyon zamam 10 dakika olarak belirlendi.

Karaciger

Sekil 11'de gortldiigii gibi karaciger piriivat kinaz enzimindeki artig
zamana bagli olarak 20 dakikaya kadar dogrusal olup, bu siirenin sonunda
dogrusallik yerini hiperbolik bir goriiniime birakti. Bundan dolay1 enzim igin
en uygun inkiibasyon siiresi 20 dakika olarak belirlendi.

IV. B. 2. pH'nin Enzim Aktivitesine Etkisi

Optimum pH'y1 saptamak i¢in pH 6-11.5 arasinda degisen farkli tampon
sistemleri kullamildi. Bu tampon sistemleri pH 5-8 arasi fosfat, pH 7.1-8.9
aras1 Tris HCI, pH 8.6-10.6 arasi glisin tamponlart olarak kullanildi. Elde
edilen veriler bir grafikte verildikten sonra bizim optimum olarak
belirledigimiz tampon sistemi ile farkli pH derecelerinde c¢aligilarak optimal
pH saptandi.

Eritrosit

Sekil 12'de ¢esitli tampon sistemlerinde ve pH degisikliklerinden
anlasilacag: gibi eritrosit piriivat kinaz aktivitesinin 6lgiimii i¢in en uygun
tampon, Tris-HCl ve en uygun pH 8 olarak goriilmektedir. Sekil 13'de ise
Tris-HC1 tampon sisteminde ¢esitli pH degerlerine bagli olarak eritrosit piriivat
kinaz aktivitesindeki degigiklikler gosterildi.

Karaciger

Sekil 14'de gortldigii gibi enzim en yiiksek aktiviteyi Tris-HCI ile
pH 7.4'de verdi. Bu pH enzim i¢in optimal pH olarak kabul edildi. Sekil 15'de
Tris-HCl tampon sisteminde ¢esitli pH degerlerine bagh olarak karaciger
piriivat kinaz aktivitesindeki degisiklikler g6sterildi.
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Sekil 10 : Eritrosit Piriivat Kinaz Aktivitesinin Inkiibasyon Zamanma
Bagh Olarak Degisimi
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Sekil 11 : Karaciger Piriivat Kinaz Aktivitesinin Inkiibasyon Zamammna
Bagl Olarak Degisimi
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Sekil 12 : Eritrosit Piriivat Kinaz Aktivitesinin Bazi Tampon Sistemleri

ve pH Degerlerine Gére Degisimi
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Sekil 13 : Ertrosit Piriivat Kinaz Aktivitesinin Tris-HCI Tampon

Sisteminde pH'ya Gore Degisimi



46

16 T
] Tris-H
12 T+
Glisin-NaOH
(]
/7 “m
w ]
E gl
3 Fosfat |
|
4--
o —t+—t+—v-+—r—t+——++—+—+—
4 5 6 7 8 9 0 11 12

pH

Sekil 14 : Karaciger Piriivat Kinaz Aktivitesinin Bazi Tampon Sistemleri
ve pH Degerlerine Gére Degisimi
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Sekil 15 : Karaciger Piriivat Kinaz Aktivitesinin Tris-HCl Tampon
Sisteminde pH'ya Gore Degigimi
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IV. B. 3. Eritrosit Enzim Aktivitesinin MgCl, Konsantrasyonuna
Bagh Olarak Degisimi

Eritrosit

Sekil 16'da gbriildiigl gibi enzim en yliksek aktiviteyi 100 mM MgCl,
konsantrasyonunda gosterdi. Inkilbasyon ortamina MgCl,. itave edilmedigi
zaman bir miktar enzim aktivitesi saptandi. 100 mM MgCl, varhfinda ise
enzim aktivitesi 3.7 kat artig gOsterdi.

0 4 80 120 180 200 240
MgCIZ (mM)

Sekil 16 : Eritrosit Pirlivat Kinaz Aktivitesinin MgCl, Konsantrasyonuna
Bagli Olarak Degigimi

Karaciger

Inkiibasyon ortamunda optimal MgCl, iyon konsantrasyonunun tespiti
amaciyla ortalama 0-50 mM arasinda degigen konsantrasyonlarda MgCl, ilave
edildi ve 30 mM MgCl, iyonlart varliginda en yiksek aktivite elde edildi.
Enzim aktivitesi 20 mM MgCl, varlifinda 3.9 kat, 30 mM MgCl, varliginda
ise 4.3 kat artig g8sterdi.



48

1
6 +
4 4
E
2
=]
2 +
4
0 + —t—rt 1 + |
0 10 20 30 40 50 60

MgCi2 (mM)

Sekil 17 : Karacier Pirlivat Kinaz Aktivitesinin MgCl,
Konsantrasyonuna Bagli Olarak Degigimi

IV.B. 4. Enzim Aktivitesinin KCl Konsantrasyonuna Bagh
Olarak Degisimi

Eritrosit

Optimal KCl konsantrasyonu saptamak i¢in inkiibasyon ortamina
0.2-2 M arasinda degisen konsantrasyonlarda KCl ilave edildi ve gekil 18'de
gortildigti gibi enzim en yiiksek aktiviteyi 1.6 M KCl varliginda gosterdi.
1.6 MKCl enzim aktivitesini 5.7 kat artirdi.

Karaciger

Karaciger doku piriivat kinazi ile yapilan ¢aligmada, KCl konsantrasyonu
tespit edilirken inkiibasyon stiresi 5 dakika, sicaklifi 37 °C olarak alindi. Bu
caliymada da sekil 19'da gériildiigii gibi, maksimum aktivite igin gerekli olan
KCl konsantrasyonu 10 mM olarak saptandi.



49

8T

=

1,5
KCI (M)

Sekil 18 : Eritrosit Piriivat Kinaz Aktivitesinin KCl Konsantrasyonuna
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ONITE

KCI (mM)

Sekil 19 : Karaciger Piriivat Kinaz Aktivitesinin KCl Konsantrasyonuna
Bagh Olarak Degisimi
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IV. B. 5. FDP’nin Piriivat Kinaz Aktivitesi Uzerine Etkisi

Eritrosit

Eritrosit piriivat kinazi ile yapilan ¢alismada FDP konsantrasyonu tespit
edilirken inkiibasyon sicaklifi 37 ©C, inkiibasyon siiresi 10 dakika olarak
alindi. Sekil 20'de goriildiigii gibi maksimum aktivite igin gerekli FDP
konsantrasyonu 10 mM olarak bulundu. 1 mM FDP konsantrasyonu enzim
aktivitesini 3.74 kat, 10 mM FDP konsantrasyonu ise enzim aktivitesini 1.93
kat artirds.
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T

ONITE

FDP(mM)
Sekil 20 : Eritrosit Pirtivat Kinaz Aktivitesi Uzerine FDP'nin Etkisi

Karaciger

0.2-2 mM arasinda degisen FDP varliginda karaciger doku piriivat kinaz
aktivitesi tayin edildi. Sekil 21°de goriildigii gibi karacierde enzim en yiiksek
aktiviteyi 1.4 mM FDP konsantrasyonunda gosterdi. 14 mM FDP
konsantrasyon enzim aktivitesini 3.8 kat artirdi.



51

ONITE
- -)
1
L

L L 1 [l 1
0 v i v J ¥ L I— T = T

0 04 08 1,2 1,6 2
FDP (mM)

Sekil 21 : Karaciger Piriivat Kinaz Aktivitesi Uzerine FDP’nin Etkisi

IV. B. 6. ADP'nin Piriivat Kinaz Aktivitesi Uzerine Etkisi

Eritrosit

Farkli konsantrasyondaki ADP iyonunun eritrosit piriivat kinaz
aktivitesine olan etkisi incelendi. Sekil 22'de goriildiigii gibi enzim en yiiksek
aktiviteyi 30 mM ADP konsantrasyonda gosterdi. Elde edilen sonuglara
bakarak kullamlabilir ADP konsantrasyonu 30 mM olarak saptand.
Sekil 23'de ADP'nin eritrosit piriivat kinazi iizerine olan etkisi Hill grafigi ile
gosterildi.

Karaciger

Karaciger dokusunda uygun ADP konsantrasyonunu bulmak amaciyla
0.5 mM ile 5 mM arasinda degisen konsantrasyonlarda ¢alisildi. Sekil 24'de
goriildagi gibi 0,5 mM'a kadar olan ADP konsantrasyonunda aktivitede lineer
bir artig goriildii ve bu konsantrasyondan sonra egri dogrusalligim kaybederck
hiperbolik bir goriiniim kazandi. 2 mM ADP konsantrasyonunda enzim
maksimum aktivite gosterdi. Sekil 25'de ADP'nin eritrosit piriivat kinazi
tizerine etkisin Hill grafigi ile gosterildi.
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Sekil 22 : Eritrosit Piriivat Kinaz Aktivitesi Uzerine ADP'nin Etkisi
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Sekil 23 : ADP'nin Eritrosit Piriivat Kinaz Enzimi Uzerine Etkisinin Hill
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Sekil 24 : Karaciger Piriivat Kinaz Aktivitesi Uzerine ADP'nin Etkisi
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Sekil 25 : ADP'nin Karaciger Piriivat Kinaz Enzimi Uzerine Etkisinin
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IV. B. 7. Piriivat Kinaz Aktivitesinin PEP Konsantrasyonuna
Bagh Olarak Degisimi

Eritrosit ve karaciger i¢in optimal sartlar belirlendikten sonra enzimin
substrat1 olan fosfoenolpiriivata (PEP) kars1 Km'i tespit edildi. Sekillerde de
goriildiigli gibi enzim konsantrasyonu sabit tutulup substrat konsantrasyonu
artinldiginda enzimatik reaksiyon hiz1 artmaktadir.

Eritrosit

Enzim aktivitesinin substrat konsantrasyonuna bagli olarak degisimi
Michaelis-Menten kinetigi ile incelendi (Sekil 26). Eritrosit piriivat kinazi
Sekil 26'da goriildtigti gibi 60 mM substrat konsantrasyonundan sonra
enzimatik reaksiyon sabit hizla devam etmektedir. Enzim aktivitesinin substrat
konsantrasyonuna bagli olarak degisimi Lineweaver-Burk ve Hill kinetik
yontemi ile de degerlendirildi (.Sekil 27-28). Michaelis-Menten grafiginde
piriivat kinazin PEP'e kargi olan. Km'i 8.5 mM civarinda bulundu. Hill
grafiginde ise enzimin nx degeri 1.8 mM olarak bulundu.
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+
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Sekil 26 : Eritrosit Piriivat Kinaz Aktivitesinin Fosfoenolpiriivat
Konsantrasyonuna Bagli Olarak Degisimi
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Sekil 27 : Eritrosit Piriivat Kinazimin Fosfoenolpiriivata Karsi Olan
Km'nin Lineweaver-Burk Yontemiyle Saptanmasi
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Sekil 28 : PEP'in Eritrosit Piriivat Kinaz Enzimi Uzerine Etkisinin Hill
Grafigi
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Karaciger

Sekil 29'da goriildiigii gibi baslangigta substrat (PEP) konsantrasyonuna
bagh olarak reaksiyon hizi artig gostermekte ve bu artis 5 mM substrat
konsantrasyonuna kadar devam etmektedir. 5 mM PEP konsantrasyonundan
sonra enzim substrat: ile doygunluga ulagmigtir. Enzim aktivitesinin substrat
konsantrasyonuna bagl olarak degisimi Lineweaver-Burk ve Hill kinetigi ile
de degerlendirildi (Sekil 30-31). Michaelis-Menten yonteminde karaciger
piriivat kinazinin PEP karsi olan Km'i 1.2 mM civannda bulunurken Hill
yonteminde nH degeri 0.95 mM civarinda bulundu.
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Sekil 29 : Karaciger Piriivat Kinaz Aktivitesinin Fosfoenolpiriivat
Konsantrasyonuna Bagli Olarak Degisimi ‘
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Sekil 30 : Karacier Piriivat Kinazinin Fosfoenolpiriivata Karsi Olan
Km'nin Lineweaver-Burk Yontemiyle Saptanmasi
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Sekil 31 : PEP'in Karaciger Piriivat Kinaz Enzimi Uzerine Etkisinin Hill
Grafigi
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IV. B. 8. MnCl,'iin Piriivat Kinaz Aktivitesi Uzerine Etkisi

Sabit PEP konsantrasyonu {izerine artan konsantrasyonda MnCl, ilave
edilerek pirtivat kinaz aktivitesi ol¢iildii.

Eritrosit
Artan konsantrasyonda MnCl, deney ortammna ilave edildiginde sekil

32'de gorildign gibi 160 mM MnCl,'tin eritrosit piriivat kinaz aktivitesini
7.3 kat artwrdi goriildii.

Karaciger

Sekilde 34'de oldugu gibi MnCl,'li ortamda piriivat kinaz aktivitesinde
bir artig goriildii. Bu artigin ise 60 mM konsantrasyonda yaklagik 2.4 kat

dolayinda oldugu elde edilen verilerden anlagildi.
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Sekil 32 : MnCl,'tin Eritrosit Piriivat Kinaz Aktivitesi Uzerine Etkisi
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Sekil 33 : MnCl,'iin Karaciger Piriivat Kinaz Aktivitesi Uzerine Etkisi

IV. B. 9. NaCl'iin Piriivat Kinaz Aktivitesi Uzerine Etkisi

Degisik konsantrasyonlardaki NaCl'iin piriivat kinaz aktivitesi iizerine
etkisi arastirlldi. Bu amagcla eritrositte 5-50 mM, karacigerde 11-60 mM
arasinda degisen konsantrasyonlarda NaCl kullanildi_

Eritrosit
Sekil 34'de gorildagi gibi; NaCl’tin 20 mM'a kadar eritrosit piriivat
kinaz enzimini aktive ettigi, 20 mM'dan fazla konsantrasyonlarda ise enzimi
inhibe etmeye basladigi goriildii. 20 mM NaCl konsantrasyonunda enzim
aktivasyonun 3.7 kat artti1 saptandi.

Karaciger
Karacier doku piriivat kinazi ile yapilan ¢alismada, NaCl
konsantrasyonunun enzim aktivitesi iizerine etkisi tespit edilirken inkiibasyon
siiresi 5 dakika, 1s1st 37 °C olarak alindi. Bu ¢aligmada sekil 35'de goriildiigii
gibi; enzim aktivitesinin 10 mM NaCl’iin varliginda 2.9 kat, 50 mM NaCl
varhiginda ise 4.5 kat arttig1 bulundu.
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Sekil 34 : NaCl'iin Eritrosit Piriivat Kinaz Aktivitesi Uzerine Etkisi
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Sekil 35 : NaCl'iin Karaciger Piriivat Kinaz Aktivitesi Uzerine Etkisi
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IV.B. 10. Bazt Metabolitlerin Eritrosit ve Karaciger Piriivat
Kinaz Aktivitesine Etkileri

Eritrosit ve karaciger piriivat kinaz1 iizerine baza metabolitlerin etkileri
incelendi. Bu nedenle metabolitler 5 mM konsantrasyonlarda inkiibasyon
ortamina ilave edilerek enzim aktivitesi tayin edildi. Tablo IIl'de goriildigii
gibi alanin varlifmda karaciger piriivat kinaz enzim aktivitesi inhibe olurken
diger bilegiklerin varliginda enzim aktivitesinde artiglar saptandi.

Tablo I1I : Eritrosit ve Karaciger Piriivat Kinaz Aktivitesi Uzerine Bazi

Metabolitlerin Etkisi
Eritrosit Karaciger

Metabolit (% Aktivite) (% Aktivite)
Kontrol (5 mM) 100 100

G-1-P (5 mM) 127 108

G-6-P (5 mM) 194 126
23-DPG  (5mM) 188 880
Insiilin (5 mM) 134 146
Alanin (5 mM) 133 29

IV. B. 11. 2,3-DPG'nin Piriivat Kinaz Aktivitesi Uzerine Etkisi
Eritrosit
2,3-DPG konsantrasyonu artigina bagh olarak eritrosit piriivat kinaz

aktivitesinin baglangigta arttifi daha sonra azaldigi goriildii. Sekil 36'da
gorildiigii gibi enzim aktivitesini 5.5 mM 2,3-DPG konsantrasyonunda % 88.6
oraninda aktive ederken, 16 mM 2,3-DPG konsantrasyonunda ise % 25
oraninda inhibe ettigi bulundu.

Karaciger

2-18 mM arasinda degigen konsantrasyonlarda 2,3-DPG enzim aktivitesi
lizerine etkisi incelendi. Sekil 37'de goriildiigii gibi 8 mM 2,3-DPG'nin
karaciger piriivat kinaz aktivitesini % 20 oraninda artirdid1 saptandi.
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Sekil 36 : Eritrosit Piriivat Kinaz Aktivitesi Uzerine 2,3-DPG'nin Etkisi
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Sekil 37 : Karaciger Piriivat Kinaz Aktivitesi Uzerine 2,3-DPG'nin
Etkisi
IV. B. 12. G-1-P"mn Piriivat Kinaz Aktivitesi Uzerine Etkisi

Eritrosit
G-1-P'm eritrosit piriivat kinaz enzimi iizerine etkisi arastirildi. Optimal

pirivat konsantrasyonu iizerine 15mM konsantrasyonda G-1-P ilave
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edildiginde, Sekil 38'de oldugu gibi G-1-P'in eritrosit enzim aktivitesini
% 44.6 oraninda artirdif1 goriildii.
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Sekil 38 : G-1-P'in Eritrosit Pirtivat Kinaz Aktivitesi Uzerine Etkisi

Karaciger

Sekil 39'da goriildiigu gibi 20 mM G-1-P'm karaciger doku piriivat kinaz
aktivitesini % 20.6 oraninda artirdigr gériildii.
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Sekil 39 : G-1-P'in Karaciger Piriivat Kinaz Aktivitesi Uzerine Etkisi
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IV. B. 13. G-6-P"1n Piriivat Kinaz Aktivitesi Uzerine Etkisi

Eritrosit

Eritrosit igin saptanan optimum PEP konsantrasyonu iizerine artan
konsantrasyonlarda G-6-P ilave edildiginde, sekil 40'da gorildugii gibi
25 mM konsantrasyonda G-6-P'in eritrosit piriivat kinaz aktivitesini 2.8 kat
artirdigi saptandi.
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Sekil 40 : G-6-P'in Eritrosit Piriivat Kinaz Aktivitesi Uzerine Etkisi
Karaciger
Sekil 41'de gorildiigi gibi G-6-P  karaciger piriivat kinaz aktivitesini

artirmaktadir. 50 mM G-6-P konsantrasyonun piriivat kinaz aktivitesini
yaklagik olarak 3.9 kat artirdiga bulundu.
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Sekil 41 : G-6-P'in Karaciger Piriivat Kinaz Aktivitesi Uzerine Etkisi

IV. B. 14. Insiilinin Piriivat Kinaz Aktivitesi Uzerine Etkisi

Instilinin pirtivat kinaz aktivitesi iizerine olan etkisini incelemek
amactyla farkli konsantrasyonlarda insiilin ¢6zeltisi inkiibasyon ortamna ilave
edilerek enzim aktivitesi tayin edildi.

Eritrosit

Optimal PEP konsantrasyonu iizerine artan konsantrasyonlarda insiilin
ilave edildildi. Sekil 42'de goriildiigii gibi; 10 mM. konsantrasyondaki. insiilin
eritrosit enzim aktivitesini % 37.1 eoraninda aktive eder iken, 30- mM
konsantrasyondaki insiilinin ise enzim- aktivitesini % 11.4 oraninda inhibe
ettigi saptandi.

Karaciger

Sekil 44'de oldugu gibi 20 mM insiilin varliginda piriivat Kinaz
aktivitesinde bir artig goriildii. Bu artigin ise yaklasik % 83.3 dolayinda.oldugu
elde edilen verilerden anlagildi.
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Sekil 42 : Eritrosit Piriivat Kinaz Aktivitesine Insiilinin Etkisi
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Sekil 43 : Karaciger Piriivat Kinaz Aktivitesi Uzerine Insiilinin Etkisi

IV. B. 15. Glukagonun Piriivat Kinaz Aktivitesi Uzerine Etkisi

Eritrosit

Optimum PEP konsantrasyonu iizerine artan konsantrasyonlarda
glukagon ilave edildiginde, sekil 44'de oldugu gibi eritrosit piriivat kinaz
enzim aktivitesinde herhangi bir degismenin meydana gelmedigi gorildii.



Karaciger
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Karaciger igin saptanan optimal sartlarda glukagon inkiibasyon ortamina
in vitro olarak ilave edildiginde, glukagonun karaciger piriivat kinaz enzim
aktivitesinde bir degisiklik meydana getirmedigi sekil 45'de gorildii.
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Sekil 44 : Eritrosit Piriivat Kinaz Aktivitesi Uzerine Glukagonun Etkisi
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Sekil 45 : Karaciger Piriivat Kinaz Aktivitesi Uzerine Glukagonun

Etkisi
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IV. B. 16. p-Kloromerkiiri Benzoik Asitin (p-CMBA) Piriivat
Kinaz Aktivitesi Uzerine Etkisi

Eritrosit
Enzim aktivitesi igin gerekli. siilfidril (-SH) gruplarnin varliim
saptamak amaci ile 2.5 uM ile 40 uM arasinda degisen konsantrasyonlarda
p-CMBA'in eritrosit piriivat kinazi iizerine etkisi incelendi. $ekil 46'da
goriildiigi gibi 25 uM p-CMBA'in enzim- aktivitesini % 61.6 oraminda inhibe

ettigi bulundu.

p-CMBA (uM)

Sekil 46 : p-CMBA'in Eritrosit Piriivat Kinaz Aktivitesi Uzerine Etkisi

Karaciger

p-Kloromerkiiri benzoik asidin karaciger piriivat kinaz aktivitesi iizerine
etkisini aragtirmak igin 540 pM arasinda deSisen konsantrasyonlarda
p-kloromerkiiri benzoik asit ortama ilave edilerek piriivat kinaz aktivitesi
Olgiildii. Sekil 47'de goruldiigt gibi 40 puM p-Kloromerkiiri benzoik asidin
karaciger enzim aktivitesini % 34.2 oraninda inhibe ettigi goriildii.
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Sekil 47 : p-CMBA'in Karaciger Piriivat Kinaz Aktivitesi Uzerine Etkisi

p-CMBA'in yaptig1 inhibisyonun tipini belirleyebilmek i¢in pirtivat kinaz
aktivitesi degisen PEP konsantrasyonlarinda eritrositte 25 pM, karacigerde
40 uM p-CMBA varliginda 6lgiildii. Sonuglar Michaelis-Menten ve Liewear-
Burk yontemi ile degerlendirildi (Sekit 48-53). Belirlenen konsantrasyonlarda
p-CMBA varlifinda enzimin Vmax'inn. degismedigi buna. karsiik Km'inin
arttif1 bulundu. Eritrositte enzimin PEP'e Karsi Km'inin. 17 mM, Karacigerde
ise 2.63 mM civarinda oldugu- belirlendi- ve p-CMBA'in enzimi kompetetif
olarak inhibe ettigi saptandi.
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Sekil 48 : p-CMBA'in Eritrosit Piriivat Kinazi Uzerine Inhibisyonunun
Michaelis-Menten Yontemi ile Saptanmasi
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Sekil 49 : p-CMBA'in Eritrosit Piriivat Kinaz1 Uzerine inhibisyonununun
Lineweaver-Burk Yontemi ile Saptanmasi
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Sekil S0 : p-CMBA'in Karaciger Piriivat Kinazi Uzerine Inhibisyonunun
Michaelis-Menten Yo6ntemi ile Saptanmasi
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Sekil 51 : p-CMBA'in Karaciger Piriivat Kinazi Uzerine

Inhibisyonununun Lineweaver-Burk Yontemi ile Saptanmasi

IV. B. 17. ATP'nin Piriivat Kinaz Aktivitesi Uzerine Etkisi

ATP'nin piriivat kinazin nonkompetetif inhibitorii oldugu bilinmektedir.
Bu amagla ATP'nin piriivat kinaza olan etkisi arastinldi.



Eritrosit

Degisen konsantrasyonlardaki ATP'nin eritrosit piriivat kinaz aktivitesi
lizerine etkisi aragtnldi. Bu amagla 0.4-3 mM arasinda degisen
konsantrasyonlarda ATP kullamld:. Sekil 52'de goriildiigii gibi eritrosit piriivat
kinaz aktivitesini 2 mM ATP'nin % 36.5, 7 mM ATP'nin ise % 71.2 oraninda
inhibisyona ugrattig1 saptandi.
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Sekil 52 : ATP'nin Eritrosit Piriivat Kinaz Aktivitesi Uzerine Etkisi

Karaciger

ATP'nin karacifer piriivat kinaz aktivitesi iizerine etkisi gekil 53'de
goriilmektedir. ATP'nin piriivat kinaz aktivitesi iizerine etkisinin ATP
konsantrasyonuna bagh oldugu goriilmektedir. 1 mM ATP varliginda enzim
aktivitesinin 1.51 kat arttig1, 3 mM ATP varliginda ise enzim aktivitesinin 0.94
kat azaldig: saptandi.

ATP'nin neden oldugu inhibisyon tipini belirlemek amaci ile; eritrosit
piriivat kinaz aktivitesi 7 mM ATP varligmda, karaciger piritvat kinaz
aktivitesi 3 mM ATP varhginda artan PEP konsantrasyonlarinda tayin edildi.
Sonuglar  Michaelis-Menten, Linewear-Burk kinetik yontemleri ile
degerlendirildi. Sekil 55 ve 57'de goriildiigii gibi ATP varliginda enzimin
Vmax'min degistigi fakat Km'inin degismedigi bulundu. Eritrositte enzimin
PEP'e kargt Km'nin 8.5 mM, karacigerde ise 1.2 mM civarmda oldugu bulundu
ve ATP'nin enzimi nonkompetetif olarak inhibe ettigi saptand..



73

12 -r

ONITE
[--]

0 ' f v } r } ' }
0 0,8 1,6 2,4 3,2 3,8
ATP (mM)

Sekil 53 : ATP'nin Karaciger Piriivat Kinaz Aktivitesi Uzerine Etkisi
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Sekil 54 : ATPnin Eritrosit Piriivat Kinazz Uzerine Inhibisyonunun
Michaelis-Menten Yéntemi ile Saptanmasi
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Sekil 55 : ATP'nin Eritrosit Piriivat Kinaza Uzerine Inhibisyonununun
Lineweaver-Burk Yéntemi ile Saptanmasi
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Sekil 56 : ATP'nin Karaciger Piriivat Kinazi Uzerine Inhibisyonunun
Michaelis Menten Yontemi ile Saptanmasi
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Sekil 57 : ATP'nin Karaciger Piriivat Kinazi Uzerine Inhibisyonununun
Lineweaver-Burk Yontemi ile Saptanmasi

IV. B. 18. CaCly'iin Piriivat Kinaz Aktivitesi Uzerine Etkisi
Sabit optimal PEP konsantrasyonuna farkli konsantrasyonlarda CaCl,
ilave edildi ve sonuglar agagidaki grafiklerle sekillendirildi.

Eritrosit

20 mM ile 300 mM arasinda degisen konsantrasyonlarda CaCl,'iin
eritrosit piriivat kinaz aktivitesi iizerine etkisi incelendi. Sekil 58'de goriildiigii
gibi CaCl,'iin enzim aktivitesini 40 mM konsantrasyonda % 17.7, 200 mM
CaCl, konsantrasyonunda ise % 62.4 oraninda inhibe ettigi saptanda.

Karaciger

20mM ile 160 mM arasinda degisen konsantrasyonlarda CaCl,'iin
karaciger piritvat kinaz aktivitesi iizerine etkisi sekil 59'da gosterildi.
Inkiibasyon ortamma farkli konsantrasyonlarda CaCl, ilave -edildiginde,
CaCl,'in 80 mM konsantrasyona kadar enzim aktivitesini etkilemedigi, 80
mM'den sonra inhibitér olarak etki ettigi goriildii. 140 mM konsantrasyonda
ise enzim aktivitesini 27.5 kat inhibe ettii saptandu.
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Sekil 58 : CaCly'tin Eritrosit Piriivat Kinaz Enzimi Uzerine Etkisi
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Sekil 59 : CaCly'nin Karaciger Piriivat Kinaz Aktivitesi Uzerine Etkisi

CaCly'iin inhibisyon tipini belirlemek amaci ile; eritrositte 240 mM,
karacigerde 120 mM CaCl, varhginda degisen PEP konsantrasyonlarinda
enzim aktivitesi tayin edildi. Sonuglar Michaelis-Menten kinetik yontemleri ile
degerlendirildi (Sekil 60-62). CaCly'iin varlhiginda enzimin Vmax'inmn
degismedigi fakat Km'inin bilyiidiigii saptandi ve CaCl,'iin karaciger piriivat
kinaz enzimini kompetetif olarak inhibe ettigi bulundu.

-+
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Sekil 60 : CaCl,'iin Eritrosit Piriivat Kinazi Uzerine Inhibisyonunun
Michaelis-Menten Yo6ntemi ile Saptanmasi
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Sekil 61 : CaCly'iin Eritrosit Piriivat Kinazi Uzerine Inhibisyonununun
Lineweaver-Burk Yontemi ile Saptanmasi
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Sekil 62 : CaCly'iin Karaciger Piriivat Kinazi Uzerine Inhibisyonunun
Michaelis Menten Yontemi ile Saptanmasi
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Sekil 63 : CaCly'iin Karaciger Piriivat Kinaz1 Uzerine Inhibisyonununun

Lineweaver-Burk Yoéntemi ile Saptanmasi

IV. B. 19. Alaninin Piriivat Kinaz Aktivitesi Uzerine Etkisi

Eritrosit

1 mM ile 10 mM arasinda degisen konsantrasyonlarda alaninin eritrosit
piriivat kinaz aktivitesi iizerine etkisi gekil 64'de gosterildi. Sekilde goriildiigii
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gibi alaninin eritrosit piriivat kinaz iizerine 6nemli bir etkisi goriilmedi.
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Sekil 64 : Alaninin Eritrosit Piriivat Kinaz Aktivitesi Uzerine Etkisi

Karaciger

Reaksiyon kangimindaki PEP konsantrasyonu sabit tutulup karigima
muhtelif konsantrasyonlarda alanin ilave edildiginde sekil 65'de oldugu gibi
alaninin bir inhibitér olarak davrandifi goériilmektedir. Enzim aktivitesini 2
mM alanin % 11.1 oraninda, 8 mM alanin ise % 92.6 oraninda inhibe etmigtir.
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Alaninin Karaciger Piriivat Kinaz Enzimi Uzerine Etkisi
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Alaninin neden oldugu inhibisyon tipini belirlemek igin piriivat kinaz
aktivitesi farkli PEP konsantrasyonlarinda 6 mM alanin varlifinda 6lgiildi.
Sonuglar Michaelis-Menten ve Lineweaver-Burk yontemi ile degerlendirildi
(Sekil 66-67). Her iki yontem ile degerlendirme sonucunda alaninin kesin bir
inhibisyon yaptig1 goriildi. Sekil 67'de kontrol egrisinin Km degeri 1.2 mM
civannda iken alaninin sebep oldugu inhibisyon dolayisiyla Km degerinin 2.7
mM civarina yiikseldigi goriilmektedir.
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Sekil 66 : Alaninin Karaciger Piriivat Kinazi Uzerine Inhibisyonunun
Michaelis-Menten Yontemi ile Saptanmasi
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Sekil 67 : Alaninin Karaciger Piriivat Kinazi Uzerine Inhibisyonununun
Lineweaver-Burk Yontemi ile Saptanmasi
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V. TARTISMA VE SONUC

Bu galigmada; eritrosit ve karaciger dokusunda piriivat kinazin varlig
saptanarak enzimin kinetik 6zelliklerinin tespiti amaglanmgtir.

V. 1. Saflastirma

Karaciger piriivat kinaz enzimi (% 20, % 40, % 70) amonyum siilfat ile
¢okturillerek dializ edildi ve sephadex G-200 kolon kromotografisi
kullamilarak % 13.2 verimle 26.3 kat saflastirildi. Bu asamalar sonunda
spesifik aktivitesi 2.6 U/mg protein olan kismen saf piriivat kinaz elde edildi.
SDS jel elektroforezde, uygulanan saflagtirma ile karaciger subiinitesinin 2
banda kadar indigi gorildi. Birinci band albumin bandi, ikinci band ise
saflagtirilmmg piriivat kinaz bandidur.

Saflagtinilmig insan eritrosit piriivat kinazinin SDS-PAGE!de tek bir band
gosterdifi ve takriben 57.000 dalton olan 4 benzer subiiniteden meydana
geldigi agiklanmigtir (28,39).

Calomenopoulou ve ark. (15) da giivercin eritrosit piriivat kinazinda
benzer sonuglar elde etmislerdir. Saflagtinlmug eritrosit piriivat kinazinin
kinetik 6zelliklerinin memeli eritrosit piriivat kinazinin kinetik 6zelliklerine
¢ok benzedigi saptanmugtir.

Kedryna ve ark. (43), iki tip piriivat kinaz fraksiyonu ayirmislardir.
Fraksiyon A % 21-30 arasinda , fraksiyon B % 51-60 arasinda amonyum
silfatla ¢oktiiriilmiigtiir. Saptanan karacier piriivat kinazinm A ve B
fraksiyonu sirast ile L ve M-tip olarak kabul edilir. Kas ve tiimérde bulunan
fraksiyon B, M; ve M,-tipe benzetilebilir. Fraksiyon A kas ve tiimérde ¢ok az
miktarda bulunur.

Diger aragtirmacilar, insan eritrosit piriivat kinazinin denatiire sartlar
altinda iki ayrilmuis band gosterdigini bulmuglardir (38). Kedryna ve ark. (43)
tarafindan Erlich asit tiim6riinden piriivat kinaz saflagtirmasinda (% 21-% 51)
amonyum siilfat presipitasyonu, Sephadex G-25 jel elemesi ve iyon degistirme
kromatografisi kullamldiginda 6lii hacimde K3;M, K,M,, KM;, M 'iin eliie
oldugu gosterilmigtir. K,; ise kolondan tuz gradienti kullamlarak eliie
edilmisgtir. -

Terlecki (100), elektroforez ile ilgili olarak yaptig1 ¢alismalarda, sifir
beyin piriivat kinazim % 38 iiriinle 241 kat saflagtirmig ve spesifik aktivite 217
U/mg protein olarak bulmugtur. Saflastiriimis enzimin disk SDS elektroforezin
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hem varliginda hem de yoklugunda tek bir band verdigini gostermistir. Cok
saflagmig fraksiyonda gozlenen belirsiz bandlarin enzimin proteolitik veya
oksidatif modifikasyonlarindan ziyade muhtemelen protein kontaminantlan
oldugu ileri siiriilmiistiir.

Kosebalaban (48), asit kesitlemesi Sephadex G-25 jel elemesi ve iyon
degistirme kromatografisi kullanarak (% 60 verim ve 62 U/mghk ozgiil
etkinlikle) plasental piriivat kinazi saflagtirmigtir. Enzimi kromatofokuslama
ile daha iyi saflagtrmaya galiymig fakat polybuffer'da bulunan bir tampon
bileseni nedeni ile enzim inaktive edildigi i¢in bu miimkiin olmamigtir.

V. 2. Enzim Aktivasyonunun Inkiibasyon Zamanma Bagh
Olarak Degisimi

Enzimatik reaksiyonlar viicut 1sisinda cereyan ettiinden inkiibasyon 1sis1
37 OC olarak alind1 ve bu 1sida siirenin enzim aktivitesini nasil etkiledigi ve
ideal siirenin kag¢ dakika olabilecegi arastirilds.

Eritrosit piriivat kinaz aktivitesinin inkiibasyon ortaminda zamana bagh
olarak azaldigi saptandi (Sekil 10). Bu nedenle eritrosit piriivat kinazi igin
inkiibasyon siiresinin 10 dakika olarak alinmas1 uygun goriildii.

Karaciger piriivat kinaz aktivitesi igin yapilan ¢aligmada elde edilen
veriler grafige uygulandiginda gekil 11'den anlagilacagi gibi enzim aktivitesi
10 dakikaya kadar dogrusal bir artig gostermektedir. Bu dogrusallik goz
6niinde bulundurularak inkiibasyon siiresi karaciger igin 5 dakika olarak alindi
ve hesaplar buna gére yapildi.

Beutler ve ark. (10), eritrosit piriivat kinazi i¢in bu siireyi 10 dakika,
Wimmer ve ark. (104) ise bu siireyi karaciger dokusu i¢in 30 dakika olarak
almstir.

Eritrosit i¢in belirlenen inkiibasyon zamami Beutler'in bulgulan ile
benzerlik gdstermektedir. Inkiibasyon siiresi kullanilan metoda gore degisiklik
gosterebildiginden bu siire aragtirici tarafindan ayarlanabilme 6zelligindedir.

V. 3. pH'nn Piriivat Kinaz Aktivitesine Etkisi

Piriivat kinaz aktivitesinin tayininde pH'nin tesbiti uygun tampon se¢imi
ile birlikte yapildi. Bu amagla Tris-HCl, K,HPO, / KH,PO,, glisin-NaOH
tampon sistemleri ile pH taramasi eritrosit ve karaciger dokusu igin ayri ayn
¢aligildi. Bu ¢aligmada eritrosit igin optimal pH degeri 8 ve karaciger dokusu
i¢in ise optimal pH degeri 7.4 olarak bulundu (Sekil 12-14). Belirlenen bu
optimal pH derecesi diger doku piriivat kinazlari i¢in belirlenmis olan pH
degerleri ile benzerlik gostermektedir.
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Pirlivat kinaz enziminin optimal pH’s1 birgok dokuda caligilmustir.
Pirtivat kinaz icin gerekli optimal pH’nin- doku-tiiriine goére degistigi ve bu
pH’nin 6.5-8.5 arasindaki-pH sinirlart iginde oldugu bildirilmistir (43,100).

Piriivat kinaz enzimi 6lgtimiinde: arastirmacilar farklr tampon sistemleri
kullanmiglardir. Wimmer ve ark. (104), K,HPQ, / KH,PO, tampon sistemini
kullanmis ve insan karaciger doku pirlivat kinazinin pH. 7.5 civarinda aktivite
gosterdigini tesbit etmiglerdir.. Peliska ve O’Leary (78) ise HEPES. tampon
sistemini (pH 7.5) kullanmiglardir.

Singh ve Reogers (93) yaptiklart g¢aligmada Tris-HCl tamponu
kullanmiglar ve enzimin pH 5-10 arasinda aktif oldugunu saptamslardir. FDP
varhiginda maksimum aktivite pH 7’ de saptanmus ve inorganik fosfat ilavesinin
egriyi degistirmedigini ve aktivite igin optimal pHmin aym kaldifim
bulmuglardir. 2.5 mM ATP’nin optimal pH degerini artirdifini, daha yiiksek
konsantrasyondaki ATPnin ise pH degerini fazla -etkilemedigini. teSpit
etmislerdir.

Karacigerde; Kahn ve Boivin (38) Tris-HCI tamponu (pH 8), Cuenllas ve
ark. (18) Tris-Maleat tamponunu (pH 6.9) kullanmuglardir. Insan fotal
karaciger dokusunda Sadava ve ark. (88) yaptifr caligmada tampeon olarak
triethanolamin (TEA) kullanilmig ve piriivat kinazin optimal pH- 7.6 olarak
bulunmuslardir.

Kedryna ve ark. (43) rat karaciger ve iskelet kast piriivat kinaz enzimi
i¢in en uygun tamponun Tris-HCI tamponu oldugunu tespit etmislerdir.

Terlecki (100), triethanolamin. / HCL (pH. 7.3) kullanmis ve yaptiklari
calipmada sifir beyni i¢in optimum pH'nin inorganik fosfat varlifinda
degismedigini, enzim aktivitesinin 6nemli olarak arttifini saptamistir.

Yukarida verilen oOrneklere benzer bir ¢ok ¢aligma aragtirmacilar
tarafindan yapilmigtir. Bizim ¢aligmamizda kullandifimz tampon sistemi ile
tespit ettigimiz pH degerleri verilen orneklerden de anlasilacagr gibi, bu
konuda yapilan ¢aligmalar ile uyum igindedir.

V. 4. Metal iyonlarin Pirilvat Kinaz Aktivitesi Uzerine Etkisi
Enzimlerin aktiteleri i¢in gerekli bilegiklere kofaktdr denir ve enzimler
i¢in kofaktorler mutlak gereklidir. Mgt ve K* pirlivat: kinazin- vazgegilmez
kofaktorleridir. Bu amagla- piriivat- kinaz enzimi- i¢in uygun- Mg™ ve- K*
konsantrasyonu tespiti yapildu.
Eritrosit ve karaciger doku piriivat kinaz aktivitesi iizerine metal
iyonlannin etkisi incelendiginde; eritrosit piriivat kinaz aktivitesi- 1000 mM
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MgCl,, 1.6 M KCl iyonlar: varhgmmda, karacier doku pirtivat kinaz aktivitesi
ise 30 mM MgCl, ve 10 mM KCl varhginda maksimum aktivite
gostermektedir. Bu konuda birgok ¢aligma yapilmis olup hepsinin ortak
noktas1 Mg+t ve K*'un pirtivat kinaz enzimi- i¢in vazgegilmez oldugudur.
Aradaki tek fark caliymadaki Mg**t ve K* iyon konsantrasyonundaki kiigiik
degisikliklerdir.

Rosa ve ark. (85), diger dokulardaki gibi insan eritrosit piriivat kinazinin
da aktivite gosterebilmesi i¢in K+ ve Mgt iyonlarina ihtiya¢ duydugunu ileri
stirmiiglerdir. Beutler’e (9) goére; K*'un stimulatér etkisi ADP’nin enzim
affinitesi arttirilarak olusur. | .

K+, Mg+t ve Ca*™ iyonlarinin amfibia eritrosit piriivat kinazinr aktive,
Nat iyonunun ise piriivat kinaz aktivitesini inhibe ettigi, ayrica K+ iyonun
E. coli piriivat kinazm aktive etmedigi yapilan ¢aligmalar sonucu bulunmugtur
(30,39). |

Calomenopoulou ve ark. (15) yapug bir ¢alijmada giivercin eritrosit
piriivat kinazinda K+'un stimiilatdr etkisinin hiperbolik bir egri- gésterdigini,
Mg'un hafif olarak sigmoidal (nH:1.15) bir egri gosterdigini ve suboptimal
konsantrasyonda giivercin eritrosit pirtivat kinazindaki K+ ve Mgt'un pozitif
etkisi ile insan ve amfibia eritrosit piriivat kinazindaki K* ve Mg*+'un pozitif
etkisine benzerlik gosterdigini tesbit etmislerdir.

Bazi dokular igin tespit edilen Mg+ iyon konsantrasyonuna
baktigimizda bunun insan ve rat karacigeri i¢in 10 mM, insan eritrositi icin
5 mM, giivercin eritrositi i¢in 10 mM, K* iyon konsantrasyonuna baktifimizda
insan karacigeri icin 100-mM, sigan karacigeri-i¢in 115 mM, insan eritrositi
icin 30 mM, glivercin eritrositi igin 80 mM olarak tespit edildigini
gbérmekteyiz. Bu caligmalar ile bizim ¢alijmamiz arasinda tam bir uyum
mevceuttur (15,38,43).

Peliska ve O’Leary (78),. piriivat kinaz aktivite tayininde; 100 mM KCl,
5 mM MgCl, veya 3 mM MnCl, iyonlarim kofakt6r olarak kullanm1§1ard1r;

Eritrosit pirlivaz kinaz aktivitesini, 160 mM MnCl, 7.3 kat artirirken,
NaCl baslangigta aktive daha sonra ise inhibe etmigtir. 200. mM. CaCl,, ise %
59.8 oranda inhibe etmigtir.

Karaciger piriivaz kinaz aktivitesini 60 mM MnCl, % 188.9- oraminda,
50 mM NaCl % 188 oraninda aktive, 140 mM CaCl, % 62.7 oraninda inhibe
etmistir. ‘

PEP tizerine CaCl, ilave edildiginde gekil 58-59°dan anlagilacag: gibi
pirtivat kinaz enzimi inhibe edilmektedir. Eritrosit piriivat kinazinin PEP’e
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karg1 olan Km’i 8.5 civarinda iken CaCl,‘lii ortamda Km’i 23 olmaktadir. Yani
enzimin substrata karsi ilgisi azalmaktadir. $ekil 61-63’de CaCl,‘iin piriivat
kinaz enzimini kompetetif olarak inhibe ettigi goriilmektedir.

Catt iyonu insan eritrosit piriivat kinazimi inhibe eder ve Ca**'un
inhibitér etkisi Kt ile engellenir. Buna kargilik bir parazit olan Rana ridibunda
eritrosit piriivat kinaz1 Ca** iyonlan ile aktive olur. Na* iyonlar1 Rana ridibun
eritrositinde inhibitor etkiye sahiptir (15,39).

V. S. Piriivat Kinazin PEP'e Kars1 Olan Km'i

Caligmamizda eritrosit ve karaciger doku piriivat kinazimin substratina
karsi olan ilgisini belirlemek amaciyla Km'in sayisal degeri hesaplandi
Eritrosit ile ilgili olarak yapilan ¢aligmada gekil 26°da goriildiigii gibi 60 mM
dan sonra artigin yavas yavas dogrusalliktan ayrildigi ve reaksiyonun sabit
hizla ilerledigi, enzimin substratiyla doygun hale geldigi goriilmektedir.
Eritrosit piritvat kinazimin PEP substratina karsi Vmax1 9.65 U, Km'i ise
4.83 mM olarak bulundu. Karaciger piriivat kinazinin PEP'e karsi Vmax'inin
11.9 U, Km'inin 1.2 oldugu saptand1 (Sekil 29).

Aragtirmacilar tarafindan yapilan ¢aligmalarda farkli tiirdeki enzim
kaynaklarinda piritvat kinazi PEP'e karsti olan Km degerinin degistigi
agiklanmigtir. Terlecki (100) yaptig1 ¢ahismada; sigir ve ratta piriivat kinazin
Km'lerini tayin etmisler ve rat beynindeki PEP igin Km degerinin (0.18 mM)
sigir beynindekinden daha yiiksek oldugunu ve normal Michaelis-Menten
kinetigi gosterdigini bulmugdur.

Sigir beyin piriivat kinazimn PEP ve ADP i¢in normal Michaelis-
Menten kinetigi sergiledigini, ADP igin Km degerinin (0.04 mM) tavsan,
kobay, rat beynindeki degerlerle parelellik gosterdigini rapor edilmistir. Sigir
beyin piriivat kinazimn PEP ve ADP konusunda kasdaki piriivat kinaz gibi
davrandig goraliir ve her iki substrat i¢in bulunan Hill katsayist 1°dir (100).

Calomenopoulou ve ark. (15) tarafindan yapilan piriivat kinaz kinetik
calismalan, taze hazirlanmig saflagmamig giivercin eritrositinde enzimin PEP'e
kars1 sigmoidal bir doygunluk egrisi gosterdigini ve Km degerinin 0.33 mM,
Hill katsayisinin (nH) 2 oldugunu, saflagmusg eritrosit piriivat kinazinin substrat
i¢in hiperbolik bir egri gosterdigini ve Km degerinin 0.46 mM oldugunu
agiklamagtir.

Ehrlich ascites tiimor ve iskelet kasdaki piriivat kinazin fraksiyon A’da
PEP igin Km degerleri (swrast ile 0.45 mM, 0.19 mM) karaciger piriivat
kinazininkinden (0.96 mM) daha diigiiktiir. Tiimér, kas ve karacigerdeki
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piriivat kinazin fraksiyon B’nin PEP igin Km arasinda bir iligki goriilmiistiir
(0.19 mM, 0.25 mM, 0.7 mM) (43).

Kedryna ve ark. (43), fare karacigerinde yaptifn g¢aligmada; ham
ckstraktin Vmax'min 402.1 U/g protein , fraksiyon A’nin (% 21-30 amonyum
siilfat) Vmax'min 2411.2 U/g protein, fraksiyon B'nin (% 51-60 amonyum
siilfat) Vmax'imin 4412.3 U/g protein oldugunu bulmuglardir. Km degeri
karacigerde 0.4-2.5 mM, kasda 0.2-0.8 mM civarinda saptanmugtir. Kiffmeyer
ve Farrar (46), domuz karaciger ve kalp PK'imin FDP ile aktive oldugunu, kalp
enziminin PEP ile hiperbolik kinetik gosterirken, karaciger enziminin
sigmoidal kinetik gosterdigini saptamigtir. Domuz kalp piriivat kinazinin FDP
yoklugunda PEP ig¢in Km degerinin 0.1 mM oldugunu ve 1.0 mM FDP
varlifinda Km degerinin 0.03 mM'e diistiigiinii bildirmiglerdir. FDP, 6zellikle
diigiik substrat konsantrasyonunda miikemmel bir aktivator olarak etkir.

Yapilan galigmalarla; taze saflagtrilmug plasenta piriivat kinaz enzimi
degisken substrat olarak PEP kullamldiginda indirgenmis olsun olmasin, FDP
varliginda ve yoklugunda hiperbolik Michaelis-Menten grafigi vermistir. Bu
bulgularin Lineweaver-Burk grafiklenmesi yapildiginda enzimin FDP
tarafindan aktive edildigi ve PEP i¢in Km’inin 0.33 mM’dan 0.20 mM’a
digtiigi bulunmugtur (48).

Koyun karacigerinden saflagtinlmis piriivat kinazla yapilan kinetik
alismalarda PEP igin Km degerinin saklanmig enzim karisitminda taze enzime
gore 155 kat daha fazla oldugu bulunmustur. Bu da yiiksek affiniteden diisiik
affiniteye gecigin  siilfidril grup oksidasyonundan kaynaklanmadigin
gostermigtir (79).

Rana ridibunda ve Brocchothrix thermosphacta parazitlerinde yapilan
¢aligmalarda saflasmug Rana ridibunda eritrosit piriivat kinazinmm pH 7.35’de
PEP i¢in Km't 0.095 mM, ADP i¢in 0.98 mM olarak lineer Lineweaver-Burk
egrisiyle saptanmistir. Enzimin 0.65 mM PEP konsantrasyonda ve diisikk FDP
konsantrasyonda yaklastk olarak % 20 aktive edildigi bulunmustur.
Brocchothrix thermosphacta enziminin PEP igin substrat doygunluk egrisi
FDP yoklugunda sigmoidal kinetik gosterir ve nH degeri 3, Km'i 4.5 mM,
Vmax1 28 U dir. FDP konsantrasyonu arttifinda enzim aktivitesi artar ve
hiperbolik kinetik gosterir (39,93).

Yukanida verilen bazi 6rneklerden de anlagilacagi gibi piriivat kinaz
enziminin PEP'e karg: ilgisini belirten Km degeri dokulann farklihgma gore
degisik degerlere sahiptir. Ancak benzer doku g¢aligmalarninda da net bir sonug
gormek zordur. Ciinkii bu konu ile ilgili olarak yapilan ¢aligmalar arasinda bir
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uyumsuzluk goriilmektedir. Eritrosit ve karaciger igin tespit ettigimiz degerler
bazi aragtiricilarin ¢aligmalary ile parelellik icerisinde iken bazi galigmalar ile
uyumsuzluk gostermektedir.

V. 6. FDP ve ADP’nin Piriivat Kinaz Aktivitesi Uzerine Etkisi

FDP'nin pirtivat kinaz aktivitesi iizerine etkisi incelendigide 10 mM FDP
konsantrasyonunun eritrosit pirtivat kinaz aktivitesini 1.93 kat, 1.4 mM
FDP'nin ise karaciger pirtivat kinaz aktivitesini 3.8 kat artirdig: saptandi.

Caligmamizda; eritrosit piriivat kinazin ADP’ye kars: Vmax’1 9.5 U,
Km’i 10.75 mM, karaciger piriivat kinazinin- ADP’ye karst Vmax’t 13.9 U,
Km’i 0.3 mM olarak bulundu. Bu sonuglar, daha Onceki ¢aligmalar ile
uygunluk gostermektedir.

Allosterik bir enzim olan eritrosit piriivat kinazimin FDP tarafindan
aktive edildifi ve enzimin artan PEP konsantrasyonuna olan sigmoidal
cevabiun FDP tarafindan. hiperbolik duruma getirildigi birgok arastirmaci
tarafindan gosterilmistir. Bu aragtirmacilar eritrosit piriivat kinazimn pH 8'de
FDP varhiinda 2 olan nH degerinin FDP yoklugunda 0.8'e diistiigiinti ve pH
5.9'da ise FDP varlifinda veya yoklugunda nH degerinin 0.8 oldugunu rapor
etmislerdir (45).

Kosebalaban (48), FDP icin Km degerinin PEP derisimi arttikga
diigtiigiinii gézlemis, Km degeri 40 pM PEP konsantrasyonunda 5.6, 100 uM
PEP konsantrasyonunda 2.9 ve 2500 uM PEP konsantrasyonunda 2.0 olarak
bulmugtur.

FDP yoklugunda PEP Km'i 0.07, ADP Km'i 0.046 iken FDP varliginda
PEP Km'inin 0.046, ADP' Km'inin ise. 0.044 oldugu yapilan ¢alismalarla
gosterilmistir (54,75).

Kiling (45), eritrosit piriivat kinazimin ADP’ye ilgisinin nH degerini 1.05
olarak bulmus, FDP varlifr veya yoklugunun bu sonucu degistirmedigini fakat
FDP yoklugunda enzimin ADP’ye olan Km’inin arttigini rapor etmistir.

Singh ve Rogers (93) tarafindan yapitan' caligmalarda; FDP'nin K* ve
Mg** iyonlar1 gibi PEP substratina kargt enzimin affinitesini. artirarak piriivat
kinaz1 allosterik olarak aktive. ettigi. bulunmustur. FDP yoklugunda ADP i¢in
Hill katsayisiin (nH) 1.5, Km'in. 0.05, Vmax'in 36 oldugunu, 5 mM FDP
varliginda nH degerininn l'e, Km  degerinin- ise 0.02 ye distiiglini
gOstermislerdir. Kaloyianni-Dimitriades (39), FDP'nin giivercin eritrosit
pirtivat kinaz aktivitesi lizerine etkisinin insan karaciger ve- eritrositlerinde,
amfibia eritrositlerinde saptanan sonuglarla benzer oldugunu gstermistir.
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Chern ve ark. (16), FDP’nin piriivat kinazin R, L ve M, izoenzimlerini aktive
ettigini, M; izoenzimi etkilemedigini aciklanmglardir.

Yapilan c¢aligmalarda, FDP'nin diisitk substrat konsantrasyonunda
domuz, sigir ve insan karaciger piriivat kinazinin 6nemli bir aktivatorii
oldugunu gosterilmistir. Bu aktivasyonun, tavuk karaciger, insan akcifer,
kdpek akciger ve tiimdr, rat hepatoma, rat karacigerdeki enzimde de meydana
geldigini saptanmigtir. Karaciger, bobrek, akcigerdeki piriivat kinazin PEP'e
kargt Km'i FDP varliginda diismektedir. Iskelet kasindaki pirfivat kinazin FDP
ile aktive olmadig1 gériiliic (46,75).

Yukarida verilen Orneklere benzer bir ¢ok ¢alisma aragtirmacilar
tarafindan yapilmigtir. Bizim ¢aligmamizda kullandigimiz FDP ve ADP
degerleri bu konuda yapilan ¢aligmalar ile uyum igindedir.

V. 7. 2,3-DPG ve Alaninin Piriivat Kinaz Aktivitesi Uzerine Etkisi

Piriivattan birinci basamakta sentez edilen alaninin eritrosit ve karaciger
pirlivat kinaz aktivitesi iizerine etkileri incelendiginde, alaninin eritrosit
pirlivat kinaz aktivitesi lizerine 6nemli bir etkisi bulunamadi. Alaninin 8 mM
konsantrasyonda karaciger enzim aktivitesini % 92.6 oraninda inhibe ettigi
bulundu ($ekil 65-66).

Poole ve ark. (83), karaciger pirlivat kinaz enziminin alanin ile inhibe
edildigini goOstermiglerdir. L-alaninin beyin enziminde inhibitor etkisinin
olmadigi, adipoz doku piriivat kinazim inhibe ettigi yapilan caligmatarla
bulunmugtur. Alanin inhibisyonunun pH'ya bagli oldugu ve alaninin L
izoenzimin PEP'e karg1 Km'ini artirdid1 saptanmugtir (20,100).

2,3-DPG'nin eritrosit piriivat kinaz aktivitesini 6 mM'e kadar aktive daha
sonra ise inhibe ettigi, karaciferde ise enzim aktivitesini- 10- kat artirdi1
bulundu. Bu ¢aligmanin sonucu Maria'nin ¢altgmalarindaki sonuglar ile uyum
icerisindedir.

Calomenopoulou ve ark. (15) yaptigr ¢galigmalarla 2,3-DPG'nin giivercin
eritrosit enzimini baglangicta aktive, ardindan inhibe ettigini, 2,3-DPG'nin
inhibitér etkisinin diisiik. PEP diizeylerinde daha kuvvetli oldugunu
bulmusglardir. 2,3-DPG'nin pirlivat kinaz aktivitesi lizerine etkisinin insan
eritrosit pirtivat kinazi i¢in de aym1 oldugu bildirilmiglerdir.

Beutler’e (9) gore, piriivat kinaz enzimi {lizerinde 2,3-DPG’nin etkisi
2,3-DPG ile ADP’nin Mg** iyonu i¢in yarigmasina baglidir.

V. 8. G-1-P ve G-6-P"n Piriivat Kinaz Aktivitesi Uzerine Etkisi

Bu ¢aligmada; 15 mM G-1-P'n eritrosit enzim aktivitesini % 44.6,
25 mM G-6-P'n ise % 177.2, oraninda aktive ettigi bulundu. Karaciger pirtivat
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kinaz aktivitesini 20 mM G-1-P % 20.6, 50 mM G-6-P % 290 oraninda
aktive etmistir.

Brochothrix thermosphacta piriivat kinazi tizerinde yapilan ¢aligmalarda,
G-6-P'in pirtivat kinazi nonkompetetif olarak inhibe ettigi gosterilmigtir (93).
Piriivat kinaz enzimi G-6-P'a karsi' duyarlh olup 200 mM G-6-P
konsantrasyonunda inhibisyon. % 50 olarak. bulunmustur (34).

Calomenopoulou ve. ark. (15). tarafindan yapilan ¢aligmalarda, G-1-P ve
F-6-P'in eritrosit piriivat kinazinda etkili- olmadifi, buna kargilik en etkili
aktivatoriin Pi ve G-6-P't takiben FDP oldugu bulunmustur.

V. 9. Insiilin ve-Glukagonun Piriivat Kinaz Aktivitesi Uzerine Etkisi

Bazi hormonlarin piriivat kinaz enzimi {izerindeki etkilerini incelemek
amaci ile yapilan bu ¢aliymada insiilinin piriivat kinaz aktivitesini eritrositte
1.37 kat, karacigerde: 1.83 kat aktive ettigi bulundu. Glukagonu deney
ortamimna in vitro olarak.ilave ettigimizde. piriivat kinaz. aktivitesi. {izerine
herhangi bir etkisi bulunamadi.

Poole ve Bloxham- (83) rat-karacierinde yaptifi caligmada, kiiltiir
ortaminda fruktoz ve insiilin- varlifinda 48 saat a¢ birakilmis ratlardan izole
edilen hepatositlerde L-tip piriivat kinazin sentezinin arttifim saptanmgtir.
Karaciger piriivat kinazmin yalmz beslenme ve- hormonal kontrol altinda
oldugu rapor edilmistir. Aghk halinde piriivat kinaz aktivitesi azalir ve
karbonhidrattan zengin diyetle besili ratlardaki Kkaraciger piriivat kinazi
defosforile formda bulunur.

Fare epididimal adipoz doku. pirlivat. kinaz Uizerine inslilinin. etkisi
incelenmis ve enzim aktivitesinin insiilin- varlifinda 2 kat artti§i bulunmugtur
(20).

Alston-Smith ve ark. (3) tarafindan yapilan galigmalarda, karaciger
pirtivat kinaz aktivitesinin- hem c-AMP artmasina neden olan glukagonla hem
de epinefrinle inhibe edildigi bulunmustur. Glukagon veya c-AMP anologlari,
PEP substrati i¢in enzim affinitesinde azalmaya yol ag¢an ' c-AMP'ye: bagl
protein kinazla enzimin fosforilasyonu sonucu pirtivat kinaz aktivitesini.inhibe
ederler. Insiilin bu etkilerin tersini. gésterir. ve. tek bagina. piriivat kinaz
enzimini aktive eder. Fenilefrin tarafindan. olusturulan. inhibisyon-insiilinle
Onlenir (78).

V. 10. ATP'nin Piriivat Kinaz Aktivitesi Uzerine Etkisi

ATP’nin piriivat kinaz aktivitesi lizerine: etkisi- incelendiginde; eritrosit
piriivat kinazim nonkompetetif olarak inhibe ettigi, karaciger piriivat kinaz
aktivitesi lizerine etkisinin ise ATP konsantrasyonuna bagli oldugu bulundu.
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Enzim aktivitesinde ATP'nin etkisinin - ATP konsantrasyenuna baglh
oldugunu, diisiik konsantrasyonda-aktivatér, yiiksek konsantrasyonda inhibitor
etkisi gosterdigini ve 4 mM'den kiigitk konsantrasyonlarda ATP'nin aktiviteyi
artirdigini, 6 mM'den fazla konsantrasyonda enzim aktivitesini inhibe ettigini,
maksimum aktiviteyi 1-2. mM ATP'de gtsterdigi belirtilmistir (100).

Tavsan ve rat beynindeki. pirlivat kinaz. enziminde ATP'nin. inhibitor
etkisi bulunmustur.. Kaloyianni-Dimitriades. ve Beis (39), ATP'nin’ Rana
ridibunda eritrosit piriivat kinazim inhibe ettifini ve bu inhibisyonun FDP ile
kismen Onlenebilecegini belirtmiglerdir.

Kosebalaban (48); FDP varhifinda ve yoklugunda; 2.5 mM PEP,
5 mM MgCl, 02 mM NADH, 100-mM KCl, 12.5 Unite/ml  laktat
dehidrogenaz i¢eren tampon iginde 0.5 mM ditiyotreitol ile 37 °C’de 30 dakika
inkiibe edilerek indirgenmis. plasentat piriivat kinazla ATP inhibisyonu
caligmalar yapmugtir. ATP’nin enzimi ADP ile kompetetif tiirde. inhibe. ettigi
FDP’nin ve indirgenmenin genel kinetik davrams: etkilemedigini .rapor
etmistir.

ATP'nin giivercin eritrosit pirlivat kinazimi- inhibe ettigi ve diisik Pi
konsantrasyonunda piriivat kinazin ATP ile inhibisyonunu engelledigi
bulunmustur (15).

Graaff ve ark.(27), enzim aktivitesinin hem substrat (PEP) hem de tiriinle
(ATP) , ayrica diger allosterik effektorlerle: (NH4*, Mg**,. FDP) allosterik
olarak kontrol edildigini. ileri stirmilslerdir.

Rat karaciger enziminin ATP ile inhibe. oldugu ancak Dictyostelium
discoideum enziminin ATP ile inhibe olmadigi ifade edilmistir (54).

V. 11. p-CMBA'in Piriivat Kinaz Aktivitesi-Uzerine Etkisi

p-CMBA'in insan eritrosit ve karaciger piriivat kinaz enzimi ile iligkisi
incelendiginde; eritrositte: 25 puM  p-CMBA'in % 61.6, karacigerde
40 uM  p-CMBA'in % 34.2 oranmnda enzimin' inhibisyonuna neden oldugu
bulundu (Sekil 46-47).

p-CMBA, enzimlerin. aktif merkezlerinde -SH grubu. igeren. amino
asitlerin olup olmadigini. belirlemek amaciyla kullanilan. bir kimyasal
maddedir. Piriivat kinaz enzimi p-CMBA varhifinda kompetetif olarak: inhibe
edilmekte olup enzimin--SH- gruplarmin p-CMBA. tarafindan bloke edildigi
diistiniilmektedir. Bu sonug piriivat kinazin fonksiyonel -SH-gruplan i¢erdigini
aciklamaktadir (45).
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VL OZET

Bu ¢alisma ile insan eritrosit ve Karaciger doku.piriivat Kinazinin bazi
kinetik 6zelliklerini incelemek amaglandi. Calisma materyalleri. Firat
Universitesi Arastirma ve Uygulama Hastanesi'nin ilgili - kliniklerinden
saglandi. Caligma metodu olarak Beutler'in-metodu kullamld:.

Insan eritrositinde R-tipi piritvat kinaz (E.C.2.7.1.40), karacigerde ise
L-tipi piriivat kinaz oldugu gézlendi. Karaciger piriivat kinazi, Sephadex
G-200 jel kromotografisi kullamlarak % 13.2 verimle 26.3 kat saflagtiriidi ve
spesifik aktivitesi 2.6. iinite/mg. protein. bulundu.. Elde edilen enzim Q: °C'de
amonyum siilfatla doyurulup -20° °C'de. saklandifinda aktivite kaybina
ugramadig bulundu.

Bu calismada; insan- eritrosit- piriivat kinazi igin- 100 mM Mgtt,
1.6 M K*, Kkaraciger piriivat kinazi i¢in- 300 mM Mgt ve 100 mM K*
iyonlarimin kofaktér olarak gerekli oldugu saptand:r. Her iki- doku i¢in tris-HCl -
tamponu kullanildi ve enzimin optimal pH'st eritrosit i¢in-8, karaciger igin 7.4
olarak bulundu. ATP; p-CMBA (parakloro merkiiri benzoik asit) ve Ca**
iyonunun enzimi inhibe ettigi, insiilin, 2,3-DPG, G-6-P, NaCl'iin enzimi aktive
ettifi ve G-1-P'!n enzim . aktivitesini. Snemli. derecede etkilemedigi goriildii.
CaCl, ve p-CMBA. piriivat kinazi. Kompetetif olarak, ATP ise piriivat. kinaz
enzimini nonkompetetif olarak inhibe-etti. Alaninin insan- karacifer piriivat
kinazim kompetetif olarak inhibe ettifi ama- eritrosit pirtivat kinazin: inhibe
etmedigi goriildii. Deney ortamina-in vitro ilave-edilen glukagonun-eritrosit ve
karaciger piriivat kinaz enzim-aktivitesine herhangi- bir etkisi bulunmadi.

Piriivat kinazimn substrati olan PEP (fosfoenolpiriivat)’e karst olan Km'i
eritrosit igin 8.5 mM, karaciger i¢in. 1.2. mM civarindadir.. PEP i¢in. Vmax
degeri eritrositte 9.65 U, karacierde.11.9: U’ olarak bulundu. Piriivat kinaz
aktivitesinin zamana bagli olarak azaldigi g6zlendi.
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VIL. SUMMARY

This study was designed to examine some kinetic properties of human
erythrocyte and liver pyruvate kinase.

Samples were obtained from the relevant clinics of Research and Practice
Hospital at Firat University. The method used in this study was Beutler
method. It was observed that there are R-type pyruvate kinase in the human
erythrocyte and L-type pyruvate kinase in the human liver. Liver pyruvate
kinase was purified by using Sephadex G-200 gel chromatography. The yield
and spesific activity of the partially purified pyruvate kinase were 13.2
percent and 2.6 units per miligram protein, respectively. The purified enzyme
was stable when stored at -20 °C.

In this study, Mg** and K* concentration were determined as 100 mM
and 1.4 M for human erythrocyte pyruvate kinase, 30 mM and 10 mM for
liver pyruvate kinase, respectively. Tris-HCI buffer was used for all samples
and optimal pH is around 8 for erythrocyte, 7.4 for liver. It was seen that ATP,
p-CMBA and CaCl, inhibed the enzyme, whereas insiilin, 2,3-DPG, G-6-P,
NaCl actived the enzyme and G-1-P didn't effect the enzyme activity
considerably.

CaCl, and p-CMBA inhibited the pyruvate kinase competitively, but
ATP inhibited the enzyme noncompetitively. It was seen that although alanin
inhibited the enzyme of liver pyruvate kinase competetively, it didn't effect the
erythrocyte pyruvate kinase. Glucagon added as in vitro to experiment medium
didn't effect the activity of erythrocyte and liver pyruvate kinase enzyme.

The Km of pyruvate kinase for PEP is around 8.5 mM for erythrocyte,
1.2 mM for liver. The Vmax values for PEP were 9.65 U at erythrocyte,

11.9 U at liver. It was seen that the activity of pyruvate kinase decreased with
time.
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VIII. KISALTMALAR

Fosfocnolpiriivat
Fruktoz-1,6-difosfat
Adenozin-5'-monofosfat
Adenozin-5'-difosfat
Adenozin-5'-trifosfat
Nikotinamid adenin diniikleotid
2,3-difosfogliscrat
3-fosfogliserat

Glikoz-1-fosfat

Glikoz-6-fosfat
Fruktoz-6-fosfat
p-kloromerkiiri benzoik asit
Sodyum dodesil siilfat poliakrilamid jel elektroforezi

Epidermal growth faktor
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