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KISALTMALAR

PEP : Fosfoenolpiruvat

FDP : Fruktoz-1,6-difosfat

AMP : Adenozin-5'-monofosfat

ApP : Adenozin-5'-difosfat

ATP : Adenozin-5'-trifosfat

HEPES : N-2-hidroksietilpiperazin-N'-etansiilfonik asit
e-ACA : e-aminokaproik asit

K-PO4 : Potasyum fosfat

DNPH : Dinitrofenil hidrazin



I. 6 1T R I §

Glukoz ve dijer hekzos fosfatlarin glikolitik yolda yikim h1zini
dUzen]eyen u¢ enzimden biri olan piruvat kinaz (EC 2.7.1.40), glukoneo-
genez ve glikoliz arasindaki dinamik dengeyi saglayan onemli bir enzim-
dir (1,2). Piruvat kinaz glikolitik yolda fosfoenolpiruvat (PEP)'tan fos-
foril grubunun adenozindifosfat (ADP)'a aktarilarak adenozintrifosfat
(ATP)"1n sentezlendigi tepkimeyi katalize eder. Piruvat kinaz enzimi on-
celeri dokuya badly olarak adiandir1lmis; piruvat kinaz K (Kidney : bébrek),
piruvat kinaz S (spleen : dalak), piruvat kinaz L (liver : karaciger) v.b.
daha sonra daha ileri fizikokimyasal karekterizasyonlari piruvat kinazla-
r1 dort grup (izozim) altinda toplamanin dodru olacadini gostermistir.

Bu izozimler M1, R, L ve M2 dir (3).

M]-tip piruvat kinaz,yﬁglg_kas1 ve beyinde bulunan ana izozimdir
ve yetiskin iskelet kasinda bulunan tek piruvat kinaz izozimidir. Dider
izozimlere oranla en kolay izole edilip saflastirilabilen tiptir. M]—tip
piruvat kinazlarin ADP i¢in Km'i 0.3 mM civarinda ve ATP i¢in inhibisyon
sabiti ise 3.0-3.7 mM arasindadir. Dedisik dokulardan elde edilen M1-tip
izozimler fruktozdifosfat (FDP)'a duyarsizdirlar, PEP ile Michaelis -
Menten kinetigi gosterirler ve Km dederieri 0.04-0.09 mM arasindadir
(Tablo T). Optimum pH'lari 7.5 civarindadir, jzoelektrik noktatari (pI)
ise 8.5-8.9 arasindadir. Dedisik kaynaklardan elde edilen M]-tip izozim-

lerin molekil agirliklars 212-250.000 arasindadir. Ml—tip piruvat kinazlar



molekiil agirliklary esit dort altbirimden olusuriar. Amino asit analizle-

rinde gozlenen ortak Gzellik disiik triptofan seviyeleridir (3).

Tablo 1 ¢ M]-tip piruvat kinazin bazi kinetik dzellikleri.

Substrat inhibitor Km; mM Ki; mM
ADP - 0.3 -
PEP - 0.04-0.09 -

- ATP - 3.0-3.7

R_izozimi omurgalilarda sadece alyuvariarda bulunur. R-tip piruvat

—_—

kinaz ergin alyuvarlarda homotetramer, Rys retikﬂ]osit]erde heterotetra-
mer, R2R2' ve eritroblastiarda ise yiné homotetramer, R4', olarak bulu-
nur. R4' ve R2R2' tipi piruvat kinazlar proteolitik olarak Ry (ergin)
formuna cevrilebilir. R-tip piruvat kinaz allosterik bir enzimdir. FDP
allosterik aktivatorii, ATP ise allosterik inhibitdridiir. Diger izozimler-
den farkii olarak tepkime PEP ile baslatildi§inda "hysteretic" tipte dav-
ran1s gosterirler. Eksikliginde nonsferositik hemolitik anemi gelisir,
Amino asit kompozisyonu agisindan L-izozimine cok benzerdir. Aradaki ana

fark R-tipindeki fazla arjinin ve triptofandir (3,4).

L-tip piruvat kinaz karacigerdeki ana izozimdir. L-izozimi karaci-
ger parankimal hiicrelerde bulunur. L-tip piruvat kinaz diizenleyici bir
enzimdir. Uygulanan diyet ve hormonlar bu tip enzimin karacigerdeki mik-
tarin etkiler. Allosterik bir enzim olan L-izozimi PEP derisimine bagls

kooperatif kinetik gbsterir. Dedisik arastirmacilarca L-tip piruvat kinaz



i¢in rapor edilen molekiil agirlig1 193.000-265.000 arasindadir. Enzimin

tetramerik bir yapisi vardir ve alt birimler esit agirliktadir (3,5).

Inorganik fosfat (Pi) L-tip piruvat kinazi PEP derisiminden bagim-
si1z olarak uyarir, Pi'nin etkisi ADP derisimine badlidir. Yiiksek ADP deri-
siminde Pi uyarici olarak etkin oldudu halde diisiik ADP derisiminde P, in-

hibittr olarak gérev yapmaktadir (1).

L-izozimin etkin1igi FDP yoklugunda PEP'e kars1 grafiklendiginde sig-
moidal edriler elde edilmistir. FDP eklendijinde bu e§riler Michaelis-Menten
tipi kinetige donmektedir. Taze hazirlanmis L-tip piruvat kinazin PEP igin

goriiniir Km dederi FDP varliginda 0.08-0.1 mM arasindadir, FDP yoklugunda ise
PEP 1d¢in glrinir Km deferi 0.84-2.5 mM arasindadir. L-izozimi oksitlenmis
2-merkaptoetanol ile yiikseltgendigi zaman Km dederi FDP varliginda 0.7 mM
dir (bkz Tablo 2), FDP yokiujunda ise bu deger dlciilememistir {5,8,9).

Tablo 2 : L-tip piruvat kinazin FDP varlidinda ve yoklugunda
Km dederleri.

Km; mM

+FDOP -FDP
Taze Enzim 0.08-0.1 0.84-2.5
Yiikseltgenmis Enzim 0.7 9lcilememis

genmis formunkinden ytiksektir. Bu farkin fizyolojik bir onemi olabilir.
Yukseltgenmis L-izoziminde PEP baglama btlgelerinin etkilesimi artar ve

FDP tepkimeyi uyarabilir. Fakat etkinliginin tamamini elde etmek i¢in



gerekii FDP derisimi karaciger FDP derisiminden yiiksektir. PEP ve FDP
icin enzim affinitesindeki disiis, acl1k ve glukoneogenezde onemli olabi-

lir (9).

L-tip piruvat kinazin PEP ig¢in Km degeri ADP'nin inhibitor derisi-
mine ulasilana kadar ADP'den etkilenmez. ADP'nin inhibe edici derisimleri

Km‘i yikseltir ama n dederini degistirmez (7).

L-tip piruvat kinazin FDP igin Km dederi .2)(10_6 Mdir (7). Taze
homojenat'taki L-tip piruvat kinaz ve kismi saflastirilmis enzim FDP ile
aktive edilemezler. Bu; ki tip piruvat kinaz oldudunu ve buniardan yal-
nizca birinin FDP ile aktive oldudunu g8sterir (5). Mol piruvat kinaz
(250.000 dalton; i¢cin en ¢ok dirt mol FDP'nin baglanabildigi gosterilmis-
tir. Bu deger enzimin her alt birimi icin bir FDP baglama bolgesi oldugu-
nu gdsterir. FDP'nin L-tip piruvat kinaza baglanmasi1 pozitif kooperati-
vite gsterir. Effektdrierin yoklugunda [FDP]]/2 dederi 2.6 uM, ny dede-
ri ise 2.7 dir. Ortamdaki piruvat ve PEP, FDP badlanmasini artirir. ATP
veya ADP'nin tek basina eklenmesinin FDP badlanmasinin Uzerine etkisi cok
azdir. Buna karsin ATP ve ADP; PEP ve piruvatin meydana ¢ikardig§r baglan-
may1 artirici etkiyi azaltirlar. Alanin, FDP baglanmasini inhibe eder.
Alaninin inhibe edici etkisi hem FDP, hem de alanin derisimine baglidir.
Alanin baglanma b8lgesi, FDP bagianma bdlgesinden farkiidir. FDP badlan-

mas1 fosforilasyondan etkilenir. Fosforlanmis enzim icin [FDP] 5 uM,

1/2
ny ise 1.7 dir (6).(Tablo 3).



Tablo 3 : L-tip piruvat kinazda fosforlanmanin etkileri.

Fosforlanmis Enzim  Fosforlanmams Enzim

[FDP]”2 5 uM 3 uM
ny 1.7 2.7

ATP, L-tip piruvat kinazin allosterik inhibitoriidir. ATP ic¢in Ki
1.5x10'4 M dir, Mg+2 derisiminin ylikseltilmesi, ATP inhibisyonunu kaldira-
maz. ATP'nin allosterik inhibisyonu FDP varlidinda, FDP'nin ATP ile yaris-
mas1 sonucu geri ddndiriiliir. ATP icin yar1 inhibitGr derisimi FDP eklen-
mesi ile 10 kat artar. FDP'nin ATP inhibisyonunu kaldirici bu etkisi,

ATP i¢in fizyolojik derisim olan 1 mM'da gozlenmistir. Enzimin yaslanma-
s1 ATP'ye olan duyarli11§in1 azaltir (5,8). L-tip piruvat kinazin allos-
terik bir inhibitérii olan L-alanin icin Ki 0.22 M di1r. Alanin inhibisyo~
nu pH bagimlidir. Bu inhibisyon, 0.1 mM PEP derisiminde, 0.1 mM FDP ile
geri dondiiriilir. D-alanin inhibitor dedildir. Fenilalanin de inhibitdrdiir
ve K; degeri 2.4 mM dir (7,12). Disiik enzim derisimine (1 pg/ml'den az)
0.02 mM veya daha fazla FDP eklendiginde; MgATP ve L-alanin inhibisyonla-
r1 geri dondurilir ve enzimin maksimum etkinliginin % 50'si elde edilir.
Ayn1 deger, inhibitdrlerin yokludunda 0.15 mM.PEP ile elde edilir. Hidro-
Jen iyonu derisiminin yukseltilmesi (pH 6.5), FDP yoklugunda kismi olarak
MgATP ve L-alanin inhibisyonunu azaltir. MgATP ve L-alanin'in pH 6.5'taki
inhibisyonunu tamamiyle kaldirmak icin sadece 5 uM FDP yeterliyken, pH
7.5"ta MgATP ve L-alanin'in yapt1§1 inhibisyonu tiimiiyle kaldirmak icin da-
ha yliksek derisimde FDP'ye ihtiyac vardir. Fakat preinkiibasyon yapildigin-

da 20 uM FDP, inhibisyonu kaldirmak icin yeterlidir (11).



L-tip piruvat kinaz i¢in PEP doygunluk kinetikleri calisiimistir.

Bu calismalarda, aktivator katyon Mn“2

oldugu zaman hiperbolik hiz egri-
leri elde edilmistir, fakat Mg+2 aktivator katyon olarak kullanildiginda
sigmoidal edriler elde edilmistir. Yiikselen derisimlerde bu katyonlar kul-
lan1ldidinda, Mn+2 variiginda Vm belirgin sekilde disiiktir. Mn+2 katali-

tik olarak Mg+2 +2

'den daha az verimlidir. Fakat Mn"“, diislik aktivite goste-
ren konformasyondaki enzimi aktive eder. Fonksiyonel olarak Mn+2'1n,
Mg*z'den daha dedisik etkisi vardir. Blylik bir olasiTikla iki katyon,
enzim lzerinde dedisik bOlgelere badlanmaktadir. Mn+2 varlidindaki Vm,
Mg+2 vartt1§indaki Vm'in % 50 si kadardir. Iki dederiikli metal iyonu en-
zimin PEP'e olan affinitesini artirir. Mg+2 varTiginda ve FDP yoklugunda
[PEP]]/2 yaklasik 1 mM dir ve FDP'nin eklenmesi ile bu deger yaklasik

0.1 mM'a diiser. Fakat Mn+2 ¢ift dederlikli metal iyonu olarak kullanildi-
dinda, FDP varliginda ve yoklujunda [PEﬂ 172 degismez. Bu nedenle L-tip
piruvat kinaz ig¢in Mn+2 ile beraber FDP kullanildidinda belirgin bir ak-

tivasyon gbzlenmez, Mg"2 varl1dinda Mn+2'ye cevap, PEP ve FDP derisimleri-

ne baglhdir (6,7).

Piruvat kinaz L-izozimi ¢-AMP bagdiml1 protein kinaz tarafindan fos-
forlanir. Enzimin fosforilasyonu serin amino asitleri lizerinden olur.
L-tip piruvat kinazin c-AMP bagimli protein kinazin substrati olmasi igin
aktif halde olmas1 gerekmez. Fosforlanms L-tip piruvat kinazin etkinligi

dzeliikle alcak PEP derisimlerinde dusiuktir (13,14).

Mz-tip piruvat kinaz yetiskinlerin karaciger, bobrek, yag dokusu
gibi dokularinda, fetal ve tiimor dokularinda bulunur. Mz-izoziminin mole-

kil agirligr 190.000-250.000 olarak rapor edilmistir. Esit molekiil agirli-



dinda ve benzer primer yapida 4 monomerden olusyr. Polipeptidlerin amino
uclari diger piruvat kinaz izozimlerinde oldugu gibi kapalidir. M,-i1zozimi

bulundugu dokuya bagdl1 olarak dedisik kinetik dzellikler gostermektedir {(3}).

Karaciger Mz-izozimi baslangi¢ hi1z1 PEP ve ADP derisimlerine karsi
grafiklendidinde hiperbolik egriler verir. FDP varliginda ve diisiik PEP
derisiminde Michaelis-Menten kinetigi veren Mz-izozimi, PEP derisimi yiik-

seldik¢e allosterik davranis gosterir. Bu enzimin PEP'e dejisik affinitesi

olan iki tipinin oldugunu gosterir (bkz Sekil 1).

disik Mg*% _
B = A
yiiksek Mg+2

alanin

R = T
FDP '
PEP

Sekil 1 : Mz-tip piruvat kinazin PEP'e dedisik affinitesi
olan formlari.

Sekil 1'den gorildugi gibi FDP ve PEP, R formuna, diger inhibitor-
Ter ise T formuna baglan1r1ar; Mg+2 derisimi dlislince A formu olusur, bu
formun PEP'e affinitesi diisiik ve FOP'ye duyarsizdir. B formunun FDP'ye
yiiksek affinitesi vardir. FDP, A formunu B formuna cevirir ve B formu yiik-

2 +2

sek Mg+ derigimlierinde aktive olur. Karaciger, beyin ve bibrekte Mg

derisimi sabit oldujundan B Z A dengesi FDP derisimine bagimlidir (17).

Sican bobredi Mz-izozimi PEP'e karsi sigmoid kinetik gdsterir.



PEP'e karst bu enzim homotropik kooperativite gosterir ve bu pH badimsiz-

dir (19,20).

Domuz bobrek tip-A piruvat kinazi PEP ile sigmoidal davranmis gos-
termez ve Hill sabiti, Ny 0.8 dir. Bu enzimin PEP'e olan bagimiili1g1 pH
ile de§isir. Bu izozim pH 5.5'tan pH 7.0'ye kadar Michaelis-Menten kineti-
gi gosterir ve Km dejeri 0.08 mM dir. Buna karsin pH 7.5-8.0 arasinda PEP
igin ki Km degeri vardir. Bu degerlerden biri disiik; 0.1 mM, digeri ise
yiuksek; 0.3-0.6 mM dir. FOP, pH 7.5'ta izozimi, PEP d¢in duslik Km‘i olan
kinetik forma ¢evirir. Fakat alanin veya fenilalanin varliginda izozim

PEP dcin yiiksek K,'1 0lan forma doner (16).

Karaciger Mz-tip piruvat kinazin FDP yokludunda pI‘s1 7.8 dir. FDP
i¢gin iki baglama bdlgesi vardir. Mz—tip piruvat kinaz pl 7.8 izozimi 0.1 M
dan yiiksek iyonik kuvvette FDP baglamaz. Bu nedenle FDP, yiiksek iynonik
kuvvette bu izozimi uyarmaz. Karaciger M, pI 7.8 izoziminin birinci bagla-
ma bdlgesi 0.1 M'dan disUk iyonik kuvvette FDP ile karistirildiginda FDP
bagtar. Birinci baglama bdlgesine FDP baglanmasi enzimin pI'sin1 6.6'va
" kaydirir, Birinci bolgeye FDP baglandiktan sonra yiiksek iyonik kuvvet al-
tinda bile ikinci baglama bolgesine FDP bag]ahabilir. Bu nedenle, FDOP'nin
birinci bagdlama bolgesine baglanmasi, FDP derisimi ile iyonik kuvvet ara-

sindaki denge tarafindan diizenlenir (15).

Yag dokusundan piruvat kinazin ekstrakte ediime sekline gbre degi-
sik Gzellik gosteren iki tipi elde edilir. EDTA'nin varliginda ekstrakte
edilen tipe PyK-A denmektedir ve bu tip FDP ile aktivasyona duyarlidir.
EDTA yoklugunda ekstrakte edilen PyK-B ise FDP'ye duyarsizdir. PyK-A'nin

PyK-B'ye donlsimiiniin aracist FDP dir (18).



Karaciger Mz-izozimi ATP tarafindan inhibe edilir. Bu inhibisyon
ATP 'niin Mg+2 bag]amas1rile olusur ve FDP tarafindan kaldirilir. MgATP
fizyolojik derisimde enzimin PEP'e olan affinitesi iizerine etkimez ve hu
nedenle kontrol acisindan dnemsizdir (17). Alanin karaciger Mz-izozimini
allosterik olarak inhibe eder. PEP derisimi 0.5 mM oldugunda alanin icin
Ki 0.042 mM dir. Yarr maksimum inhibisyon 0.06 mM alanin ile elde edil-
mistir. Mz—tip karaciger izoziminin fenilalanin inhibisyon edrisi hiperbo-
liktir ve pH-bagimsizdir. Yar1 maksimum inhibisyon 0.11 mM fenilalanin

ile elde edilir (21,23).

Bobrek Mz-izozimi ATP, alanin ve fenilalanin tarafindan inhibe edi-
lir. ATP inhibisyonu; pH-bagimsizdir, FDP ile geri cevrilemez ve enzimin
hem PEP ile doyurulmus, hem de PEP ile doyurulmamis formu icin ggzlenir.
ATP varliginda izozim PEP i¢in hem yiiksek (0.3-0.6 mM), hem diisiik (0.1 mM)
Km gosterir, Piruvat kinazin inhibitdrlerinden biri olan alanin 5 mM'da
diger bir inhibitdr olan fenilalanin'in inhibisyonunu daha az belirgin
kilar. FDP derisimi 5 uM ve PEP derisimi 1.0 mM'dan dusiik ise alanin inhi-
bisyonu gozlenmez. Fenilalanin ise bu izozimi {pH 7.5'ta) PEP ic¢in yiiksek
Ky 1 (0.3-0.6 mM) olan forma gevirir. Fenilalanin enzimi inhibe eder fakat
fenilalanin varliginda PEP icin sigmoidal bagimlilik gbzlenmez. inhibisyon
5 uM FDP ile tamamiyle kaldirilir. Bobrek Mz-izozimi icin 2.5 veya. 5.0 mM
Ca*z, etkinlikte belirgin disise neden olur. Bu inhibisyon, Mg+2 derisimi-

nin yiikseltilmesi ile kismi olarak kaldirilir (16,22).

Yag dokusunda, PyK-A ATP ile kooperatif etkilesim gosterirken PyK-B

Michaelis-Menten kinetigi verir.
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EDTA, ATP, sitrat
PyK-B = PyK-A

Sekil 2 : Ya§ dokusu My-tip izozimlerinin birbirine
donlisiimii.

sekil 2'den goriildiigii gibi PyK-B'nin PyK-B'nin PyK-A'ya donisimtin-
de EDTA, ATP ve sitrat aracilik eder. PyK~A'nin PyK-B'ye d@niisimiini ATP

fizyolojik derisimde inhibe eder (18).

Serbest Mg+2 derisimi Mz-tip karaciger izoziminin hem Vm degerini,

hem de PEP'e olan affinitesini etkiler (bkz Tablo 4).

Tablo 4 : M,-tip piruvat kinazin dedisik serbest Mg+2 deri-
simlerinde PEP ic¢in Km dederlery,

+2 ] .
[Mg serbest] 5 K0.5 (PEP) ; mM
0.5 0.45
1.0 : 0.34
10.0 0.16
23.0 0.14

Serbest Mg*? derisimi 0.5 mM'da PEP icin Ky 5 0.34 mi iken, serbest
Mg+2 derisimi 23 mM'a ¢ikart11d1ginda bu deder 0.14 mM'a diiser. izozimin
PEP igin de§isik affiniteleri olan iki formu arasindaki oran serbest Mg+2
derisiminden etkilenir. Diisik PEP derisiminde aktif formun n, dederi ser-

best Mg+2 derisimi dustlikce azalir. Serbest Mg+2 derisimi ADP igin Km'i
etkilemez (17).
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Bobrek Mz-tip piruvat kinaz K* ve Mg“2 yoklugunda inaktif haldedir.
Maksimum etkinlik 50 mM KC1'da gozlenmistir ve K+—doygun1uk egrileri hi-

perboliktir, Mg+2 1le genis etkinlik maksimumu g6zlenir (5-15 mM MgC12).

Yari maksimal inhibisyon 35 mM MgCl, ile elde edilir (16).

-

4
ile Michaelis-Menten kine-

Yag dokusunda : PyK-A, Mg*Z, k*, NH4+ ile, PyK-B'de, K ve NH
ile kooperatif etkilesim gdsterir. PyK-B, Mg+2
tigi verir. Ni,” ve K" her iki formunda aktivatoridir ve NH," daha etkin-
dir. Yiksek K* derisimi inhibisyona neden olur. PyK-A 0.2 md Cu*2 ile in-

+2,

hibe olur, PyK-B ise Cu “'ye duyarsizdir (18).

My-tip piruvat kinaz c-AMP bagimsiz protein kinaz tarafindan fos-
forlanmir ve inaktif hale gecer. Fosforlanms eﬁzimin inaktivasyonu piruvat
kinaz tepkimesi sirasinda olusan ATP'min, hekzokinazin arac113g1 ile uzak-
lastirilmasiyla ortadan kaldirilir. Fakat, bir kere fosforlanma ile inak-
tive edilmis M2~izozimi ATP'nin ortamdan uzaklastirilmast ile veya FDP ek-
lenmesi ile tekrar aktive edilemez. c-AMP badimsi1z protein kinazin piruvat
kinazi tercihan dimer halde fosforladidr, daha ender olarak da tetramer

olarak fosforladigr (bkz Sekil 3) tahmin edilmektedir (24).

M, ve L-tip piruvat kinazlar allosterik enzimlerdir. PEP icin Km
dederleri FDP yokludunda her iki izozim icin yaklasik aynmidir. FDP eklen-
mesi ile Km'de goriilen diisls M2 izozimi ig¢in L-izoziminden daha azdir.

Her iki izozimde ATP tarafindan inhibe edilirken, L-izozimi bu inhibisyona
daha duyarlidir. ATP inhibisyonu L-tip i¢in FDP tarafindan geri cevrilebi-
1ir, fakat ayn1 durum Mz-tip icin gegcerlti dedildir. Alanin her iki izozi-
min de allosterik inhibitoriidiir. ADP ic¢in Km her iki izozim i¢in de aym-
dir. L-tip piruvat kinaz c-AMP bagdimli protein kinaz ile fosforlanirken

M2~tipinde fosforilasyon c-AMP bagimsiz protein kinaz ile gerceklesir.



- 12 -

+ alanin
— +
+ FDP '
o 4L ATP
4P; \CLATP 4Pi ~ / .
4L ADP \s 4 ADP

P P
— — +
+ FDP
P P

sekil 3 : Mz-tip piruvat kinazin fosforilasyonu,

-_—

simdiye dedin ¢esitli arastirmacilarin dedisik tir ve dokulardan
elde ettikleri L ve Mz-tip piruvat kinazlarla yaptiklari kinetik calisma-
lar sonucunda ayn1 izozimler igin bile farkli sonuclar elde etmeleri ve
bitln arastirmacilarin yalnizca kinetik parametreleri kullanmis olmalari
nedeniyle her iki izozimde kuzu karacigerinden kismen saflastirilarak;
effektorlerle kinetik calismalarin yam sira, 1s1-bozunum kinetikieri de
incelenerek izozimler hakkinda daha ileri bilgiler elde edebilmek icin bu

calisma gergeklestirildi.



2, GERECLER ve YUNTEMLER

2.1. Gerecler

Deneylerde kullanilan fosfoenolpiruvat (ﬁri(monoheksi]amonyum) tuz%),
D-fruktoz-1,6-difosfat (trisodyum tuzu), adenozin 5-fosfat (sodyum tuzu)
ve L-laktikdehidrogenaz (tavsan kasi1) Sigma, A.B.D.'den; nikotinamidadenin-
dinukleotid-indirgenmis formu ve N-2-hidroksietilpiperazin-N'-etansiiltonik
asit (HEPES) Serva, B.Almanya'dan; Sephadex G-25, CM-Sephadex C-25, DEAE-
Sephadex A-503 Pharmacia; CM-trisacryl LKB, isvec'ten; 2-Merkaptoetanol,
BDH, Ingiltere'den temin edildi. Kullanilan diger kimyasal gerecler anali-

tik saflikta idi.

Karacigerin homojenizasyonu i¢in Waring Blendar kullaniidi. Homoge-
nizasyon sonrast coktirme ve pH ¢oktiirmesi sonunda Sorvall RC-2B siiper-
santrifijii kullaniidi1. Kromatografilerde fraksiyonlar LKB, Ultrorac 7000
kollektoril ile toplandi. Konsantrasyon basamaklarinda Amicon basinglr ultra-
filtrasyon aleti kullam1di. Protein absorbans Giciimlerinde ve etkinlik

tayininde Beckmann Kinetik Model T25 spektrofotometresi kullanildi.

2.2, Yontemler

2.2.1. Mz—tip piruvat kinazin saflastiriimast :

Kuzu karacigeri gram yas doku i¢in 3 ml, 1 mM e-aminokaproik asit
{(e-ACA) iceren su igerisinde homojenize edildi. Homojenat 1 saat +4°C'de

bekletildi ve 2 kat gazli bezden siiziiTdiikten sonra $5-34 rotoru ile 10.000
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rpm'de 30 dakika santrifilj edilerek parcalanmamis hiicreler, hiicre zari ve

cekirdek ¢Oktirildii. Stzeprnatan'in pH's1 1 M asetik asit ile 4.7 ye dii-

SUﬁEIEE(YEVO]USa" ¢cokelek $S-34 rotoru jle 10.000 rpm'de 10 dakika santri-
;53 edilerek uzaklastirildi. Siipernatan'in pH's1 1 M tris bazi ile 6.8'e
getirildi ve $5-34 rotoru ile 10.000 rpm'de 10 dakika santrifij edilerek
berrak asit siipernatant elde edildi. Asit slipernatam1 10 mM potasyum fos-
fat (K—PO4) pH 6.45'e kars1 bir gece dializ edildi. Dializat'in bir kism
10 mM K—P04, pH 6.45, 1 mM MgC]z, 1 mM e-ACA, 0.5 mM EDTA, 2 mM 2-Merkapto-
etanol (tampon A) ile dengelenmis CM-Sephadex C-25 kolonuna uygulandi.

Ayn1 tamponla yikanan kolondan enzim icerisinde 0.25 M KC1 iceren tampon A

ile sokiildii ve etkinlik gézlenen fraksiyonlar birlestirilerek icerisine

son derisimi 20 mM olacak sekilde MgCI2 eklendi. Ultrafiltrasyon aleti

- g
2.2.2. L-tip piruvat kinazin saflastirilmasi :

Kuzu karacigeri gram yas doku i¢in 1 ml soguk su ic¢inde yliksek hiz-
da, 1 dakika Sorvall Omnimixer ile homojenize edildi. Homojenat 1 saat buz-
dolabinda bekietildi ve GS-3 rotoru ile 1.saat 7.000 rpm'de santrifuj edil-
di. Siipernatan'in pH's1.4.83'e 1 M asetik asit ile getirildi ve GS-3 ro-
toru ile 20 dakika 8.000 rpm'de santrifiij edilerek olusan cokelek uzaklas-
tir1ldi. Supernatan’in pH's1 6.83'e 1 M tris baz1 ile getirildi. Siiperna-
tan % 38 amonyum siiffat doygunluguna getirildi ve bir gece +4°C'de bekle-
tildi ve GS-3 rotoru ile 7.000 rpm'de 20 dakika santrifij edildi. Siiperna-
tan % 50 amonyum siilfat doygunluguna getirildi, 1 saat bekletildikten son-
ra G5-3 rotoru ile 7.000 rpm'de 20 dakika santrifij edilerek ¢tkelek top-
land1. Elde edilen ¢ikelek 15 mM K—PO4, pH 7.10, 10 mM 2-Merkaptoetanol

(tampon B) ile ¢oziildli ve tampon B'ye kars1 dializ edildi. Yiizde 38-50
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amonyum sulfat kesiti tampon B ile dengelenmis DEAE-trisacryl kolonuna
uygulandi. Uygulama sonunda kolona tampon B icinde 0/0.5 M NaCl gradienti
baglanti. Etkinlik gozlenen fraksiyonlar toplandi ve birlestirilerek 20
saat 20 mM tris-HC! pH 6.9, 5 mM MgC]z, 0.4 mM EDTA, 10 mM 2-Merkaptoetanol
(tampon C)'e kars1 dializ edildi. Dializat tampon C ile dengelenmis Blue-
Dextran-Sepharose 4B kolonuna uygulandi. Uygulama sonunda kolon ilk Gnce
tampon C i¢inde 1 mM AMP ile daha sonra da tampon C ile yikandi. Yikama
sonunda kolona tampon C i¢inde 0/0.3 M KC1 gradienti uygulandi ve etkin-

lik gozlenen fraksiyonlar L-tip piruvatmkjgggmgayngg1,g]gggk kullanildr.

e S

2.2.3. Protein Tlclimi :

Enzimin saflastiriimas1 basamaklarinda protein glcimi Warburg -
Christian ytntemine (25) gbre yapildi. Urneklerin absorbsiyonlari 280 ve
260 nm'de Gl¢lldu ve

mg protein/ml ¢Gzelti = 1.55 x O.D280 - 0.76 x 0'0260

denklemine gtre protein glclmi yap1lid.

2.2.4. Etkinlik Tayini :

Saflastirma basamaklarinda modifiye Kimberg-Yielding'in kolorimet-
rik yontemi kullanmiidr (26). Metodun esasi, gerekli bilesikler ve piruvat
kinazin bulundugu ortamda, tepkime sonunda olusan piruvik asit'in dinitro-
fenilhidrazin (DNPH) ile renk olusturmasidir. DNPH ile olusan hidrazon
alkali ortamda renklendirilerek olusan rengin siddeti 520 nm'de optik
dansite (0.,D) olarak olclillir. Toplam 250 pl olan tepkime ortami 50 mM
HEPES~KOH pH 7.4, 2.1 mM ADP, 1 mM FDP, 10 mM MgC12, 100 mM KC1 icermek-
teydi. Bu ortamda enzim 15 dakika on inkiibasyona tabi tutulduktan sonra

tepkime ADP eklenmesi ile baslatildi ve 1, 3, 5, 10, 15 inci dakikalarda
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50 ul1 drnek alinarak 50 1 DNPH iceren ortamda tepkime durduruldu ve ac¢ida

¢ikan piruvik asit'in DNPH'le olusturdugu kirmizi renk 520 nm'de §1clildi.

Kinetik calismalarda ve 1si1-bozunum deneylerinde etkinlik tayini

piruvat kinaz-laktat dehidrogenaz kenetlenmis spektrofotometrik ydntemi

. [ e e e e

(27) ile yapridi.

piruvat kinaz
ADP +« PEP < ATP + piruvat

Mg+2

LDH
Piruvat + NADH + HY ——— Laktat + NAD®

Bu kenetlenmis tepkimelerin sonunda NADH'in oksitlenmesine badli 340 nm

deki absorbans diislisU takip edilerek etkinlik @lgiimi yapildi.

2.2.5. Is1-bozunum deneyleri :

Is1-bozunum deneylerinde ligandlar eklendi. 0da sicaklidinda ©n in-
kiibasyon yap11di. Daha sonra 0. dakika drnekleri alindi ve 60°C'deki su
banyosuna konuldu. BelirTi zamanlarda drnekler alinarak spektrofotometrik
yontemle etkinlik tayinleri yapilarak zaman icinde 60°C'de bozunum ince~
Tendi. Orneklere dedisik 1igandlar eklenerek 60°C'de bozunum lizerine yap-

t191 etkiler gozlendi. Kullanilan ligandlarin derisimleri Tablo 5'te ve-

rilmistir,
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Tablo 5 : Is1-bozunum deneylerinde kullanilan ligand
derisimleri.

Ligand Son derisim; mM
Mg*2 10

ADP 2

FOP 1

PEP 2

Isi-bozunum deneylerinde kullanilan enzimierin son derisimleri

Mz-tip icin, 257 ug/ml ve L-tip i¢in 5.76 ug/ml idi.



3. B UL GUL AR

3.1. 1zozimlerle yapilan kinetik deney bulgular :

Kinetik calismalarda spektrofotometrik etkinlik tayin yontemi kul-

lamldy {bkz 2.2.4).

Karaciger L-tip piruvat kinaz Michaelis-Menten'e gbre PEP'e karsi
FDP varTidinda ve yoklugunda grafiklendiginde sigmoidal tipte kinetik gos-
terdi (Sekil 4A). FDP varlidinda ve yokludunda Lineweaver-Burk grafikleri
¢i1zi1diginde her iki durumda da enzimin negatif kooperativite gésterdigi
bulundu (Sekil 5). Bu nedenle enzimin Km ve Vm dederleri hesaplanamadi.
L-izozimi ADP'ye karsi FDP varliginda ve yoklugunda Michaelis-Menten kine-

tig7 gosterdi (Sekil 6A). Lineweaver-Burk grafiklemesinden ADP icin FDP
AD
m
dederi 143 umol/dak.-mg. protein, FDP yokludunda ise 105 umol/dk.-mg.

varlidinda ve yoklugunda K P 0.25 mM olarak saptandi. FDP varliginda Vm
protein idi (Sekil 7). Mg+2 doygunluk egrileri ¢izildiginde FDP'1i ve
FOP'siz ortamda Michaelis-Menten tipte kinetik elde edildi. FDP varli1gin-
da Vm'in 175 ymol/dak.-mg. protein olduu ve v'nin 2 mM Mg+2 derisiminde
Vm'in % 85 ine ulastigi, FDP yoklugunda ise Vm'in 85 umol/dak.-mg. pro-
tein'de kaldig1 ve Mg*z derisimi 2 mM oldugunda v'nin, Vm'in ancak % 55

ine wlast1§1 bulundu (Sekil 8A).

Karaciger Mz-tip piruvat kinaz'in PEP'e karsi Michaelis-Menten gra-
fiklenimi FDP variigdinda ve yoklugunda sigmoidal tip kinetik gosterdi

(Sekil 4B). Ayn1 sonuglarin Lineweaver-Burk cizimlerinde FDP yoklugunda
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pozitif kooperative gdsteren enzim, 1 mM FDP varlidinda negatif koopera-
tivite gdsterdi ve bu nedenle Km ve Vm dederlerini hesap]amak mumklin ol-
mad1 (Sekil 9). Bu izozimde L-tip gibi ADP'ye karsi FDP'1i ve FDP'siz or-
tamda Michaelis-Menten kinetigi gosterdi (Sekil 6B). Lineweaver-Burk gra-

ADP

fiklemesinden Km degeri FDP variiginda ve yoklugunda 1.25 mM olarak bu-

lundu. V., dederi FDP varliginda 14.3 umol/dak.-mg. protein, yoklujunda
ise 11.1 umol/dak.-mg. protein idi (Sekil 10). Mg+2 doyqunluk deneylerin-

de Mz-tip piruvat kinazin Mg+2‘

ye karst FDP'11 ve FDP'siz ortamda
Michaelis-Menten kinetigi gbsterdigi saptandi. FDP varliginda ve yoklu-
gunda M,-tip piruvat kinaz, L-tip piruvat kinazdan degisik olarak, 2 mM

Mg+2 derisiminde v'nin, Vm'in % 85 ine ulast1§r bulundu (Sekil 8B).
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Sekil 5 : L-tip piruvat kinazin PEP'e karsi Lineweaver-Burk grafiklemesi.

e FDP varlidinda; o FDP yoklufunda :
FOP =1 mM, ADP = 2 mM, Mg'% = 10 mM
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sekil 7 : L-tip piruvat kinazin ADP'ye karsi Lineweaver-Burk
grafiklemesi.

e FDP varliginda; o FDP yoklujunda :
[FOP| = 1 mM, |PEP|= 2 mM, Itg“2| = 10 mM
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Sekil 9 : Hz—tip piruvat kinaz i¢in PEP'e kars1 Lineweaver-Burk grafiklemesi.

e FOP varliginda; o FDP yokludunda :
[FOP| = 1 mM, JADP| = 2 mM, [Mg*Z| = 10 mM
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| ] ;

Sekil 10 :

10 20
17 [ADP] ; mM

M,-tip piruvat kinaz i¢in ADP'ye karsi Lineweaver-Burk
grafiklemesi.

® FDP variiginda; o FDP yoklufunda :
[FDP| = 1 mM, |PEP| = 2 M, |Mg*2| = 10 my
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sekil 11 : L-tip piruvat kinaz ig¢in Mg+2'ye karis Lineweaver-Burk

grafiklemesi.

¢ FDP varlidinda; o FDP yoklu§unda :
|FDP| = 1 mM, JADP| = 2 mM, [PEP| = 2 mM
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Sekil 12 : Mz—tip piruvat kinaz i¢in Mg+ 'ye karsi Lineweaver-Burk

grafiklemesi.

¢ FDP varliginda; o FDP yoklugunda :
|FDP|= 1 mM, |ADP| = 2 mM, |PEP| = 2 mM
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3.2. Isi-bozunum deneyi bulgulary :

Kuzu karacigeri Mz-tip piruvat kinaz i¢in 60°C'de 151 bozunum deney-
leri yap1ldi. Bu deneylerde enzimin degisik ligandlart kullamildi ve asa-

gida Tablo 6'da verilen sonuglar elde edildi.

Tablo 6 : Kuzu karacieri Mo-tip piruvat kinazin 1s1 bozunumu
ile i1gili bozunumun dedisik evrelerine ait sonucla-
rin dokimii. - :

Kalan % Etkinlik®

Eklenen f?ﬁf;%bkubasyon siresi (dak.)
ligandlar 5 ~— 15 ' 40 ' 120
Mg'2 9% % 94 92
PEP 98 92 86 52
Mg*Z, PEP 100 99 98 93
ADP 95 86 72 -
Mg*Z, ADP 31.5 4 0 0
FDP 58 19 0 0
Mg*Z, FOP 100 99 99 ;
ADP, FDP 60 22 0 0
Mg*?, ADP, FDP 31 0 0 0
- 95 88 87 83

a) Tabloda verilen dederler sifirinci dakikada elde edilen
etkinlik % 100 etkinlik kabul edilerek hesaplanmistir.

ADP tek basina ligand olarak eklendiginde 15 dakika sonunda enzim

% 86 etkinlik gosterdigi halde Mg ADP olarak ortama ek1endi§inde, 15 daki~

(5ekil 13). Bir allosterik aktivattr olan FDP ortama yalniz basina eklen-
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diginde 15 dakikada etkinligin % 19'u kaldig:r halde, FDP ortama Mg+2

ile
biriikte (MgFDP) eklendiginde ayn1 siirede etkinliginin % 99'unu korudugu
gozlendi. Enzimin MgFDP ile yariGmrii 858 dakika ve FDP ile yariomri 6.2
dakika idi (Sekil 14). Bir baska sette (ADP+FDP) ve (MgADP+FDP) karsilas-
tir1ldi ve Mg+2‘n1n bulundugu ortamda daha h1zl1 etkinlik kayb1 goziendi.
(MgADP+FDP)' 11 ortamda 15 dakika sonunda etkinligin sifira gittigi gozle-
nirken, (ADP+FDP)'1i ortamda etkinlik 15 dakika sonunda % 22'de kald1.
Enzimin yaridmrii (ADP+FDP)'1i ortamda 6.8 dakika, (MgADP+FDP)'1i ortamda
3.2 dakika olarak bulundu (Sekil 15). Substratlardan biri olan PEP tek ba-
sina ve Mg+2 ile birlikte eklendidinde 120 dakika sonunda etkinlik sirasiy-
Ta % 52 ve % 93 olarak gozlendi. PEP ile birlikte enzimin yariomri 129
dakika, MgPEP ile birlikte ise 1164 dakikadir (Sekil 16). Kontrol enzimi
(higbir Tigand icermeyen) ile Mg+2 igeren enzimin 120 nci dakikada kalan
yuzde etkinlikleri karsilastirildiginda Mg+2 11 enzimin etkinTiginin % 94
uni, kontrol enziminin ise % 83'UnU korudugu gozlendi. Enzimin yaridmri
Mg+2 variiginda 1343 dakika, yoklugunda (kontrol) ise 388 dakika olarak
bulundu (Sekil 17). Mé-tip piruvat kinaz ile yapilan 1si-bozunum deneyle-
rinden elde edilen sonuclar : % etkinlige kars1 preinkiibasyon siiresi yari
logaritmik kagida ¢izildiginde, tiim 1s1-bozunumlarin gdrinir Birinci dere-
ce kinetige uyduklar1 gdzlendi. Kuzu karacigeri piruvat kinaz-M2 izozimi,
ile yapilan 60°C"de 1s1-bozunum deneylerinden elde edilen bazt sonuglar

Tablo 7'de verilmistir.
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Preinkubasyon siresi; dok.

Sekil 13 : My-tip icin ADP ve MgADP varliginda 60°C'de 1s1-bozunum
sonuclarinin semi-logaritmik grafiklemesi.

o ADP; o MgADP : - |ADP|= 2 md, [Mg*%|= 10 mM
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% kalan etkintik

1 | { | l |

0 5 10 15 20 25
Preinkiibasyon siiresi; dak.

Sekil 14 : Mz-tip icin FDP ve (Mg+2 + FDP) varliginda 60°C'de
1s1-bozunum sonuclarinin semi-Togaritmik grafiklemesi.

o FOP, o Mg*Z + FDP : [FOP|= 1 mM, |Mg*|= 10 mM



- 33 -

% kalan etkinlik

Preinkubasyon siresi; dak

Sekil 15 : Mo-tip i¢in (ADP + FDP) ve (MgADP + FDP) varliginda 60°C "' de
1s1~bozunum sonuclarinin semi-logaritmik grafikliemesi.

o ADP+FDP; e MgADP+FDP : |ADPl= 2 mM, [FOP|= 1 mM, |Mg*%|= 10 mM
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Sekil 16 ¢

20 40 60 80 100 120

Preinkibasyon siiresi ; dak

Mz-tip i¢cin PEP ve (Mg*2+PEP) varl1ginda 60°C'de 1s1-bozunum
sonucltarinin semi-logaritmik grafiklemesi.

2

o FDP; o Mg"S+FDP : |FOP|= 1 mM, |Mg*®]: 10 mM



- 35 -

% kalan etkinlik
®

1 ] | ) | | |
0 20 40 60 80 100 120

Preinkiibasyon siiresi; dak.

sekil 17 Hz—tip i¢in kontrol ve Mg*z-var]1g1nda 60°C" de 151-bozunum
sonu¢larinin semi-logaritmik grafiklemesi.

0 Kontrol; e Mg+2 : |Mg+21 = 10 mM
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Tablo 7 : Kuzu karacigeri M,-tip piruvat kinazinin 1s1-bozunumy
ile i1gili bazi kTnetik sonuclar.

Tieand” Derisim, mi  MKHyEsyOR BabfeT \é?;;tjmg;k.
- - 1.786 388
Mg*? 10 0.516 1343
PEP 2 5.373 129
Mg*Z, PEP  sirasiyla10.2 0.595 1164
ADP 2 10.582 65.5
Mg*%, ADP  sirasiyla 10,2 231.033 3
FDP 1 111.790 6.2
Mg*Z, FOP  sirasiyla 10,1 0.808 858
ADP, FDP sirasiyla 2,1 101,927 6.8
Mg*2,ADP ,FDP sirasiyla 10,2, 216.594 3.2

Kuzu karacigeri L-tip piruvat kinaz icin 60°C'de 1s1-bozunum deney-

leri yapt1dt ve asagidaki sonuclar elde edildi (Tablo 8).
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Tablo 8 : Kuzu karacigeri L-tip piruvat kinaz icin 60°C'de
dedisik Tigandlar varliginda 1si-bozunumun dedisik
evrelerine ait sonuglarin dokimii.

Kalan % Etkinlik?.

Eklenen Preinkubasyon siiresi  {dak.)
ligandlar 5 15 30
Mg*2 98 9 92
PEP 76 47 22
Mg*te, PEP 98 97 9
ADP 60 40 28
Mg*2, App 39 5 0
FOP 46 9 0
Mg*2, FDP 86 68 48
ADP, FDP | 30 0 0
Mg*Z, ADP, FDP 30 0 0
- 9% 83 78

a) Tabloda verilen degerler sifirinci dakikada'e1de edilen
etkintik % 100 etkinlik kabul edilerek hesaplanmistir.

Ortama 1igand olarak ADP eklendiginde, etkinligin iki faza ayrildi-
g1 gozlendi. fkinci faz daha dayamkl1 ve yaridmrii 18.3 dakikadir. Birin-
ci faz dayaniksiz ve yartdmri 1.4 dakikadir, ADP'ye ek olarak Mg+2 ortama
eklendiginde de, iki faz gozlendi ve dayanikl1l faz i¢in yaridmir 3.6 daki-
ka olarak belirlendi. Dayaniksiz birinci faz ise deney kosullarimizda tes-
pit edilemeyecek kadar h1zl1 idi. ADP ortama eklendiginde dayanikli faz
icin 15 dakika sonunda % 40 etkinlik gozlendi, ADP'ye ek olarak Mg+2 ek-

lendiginde ise; 15 dakika sonunda etkinligin % 5'e diistugli bulundu (Sekil 18).
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Allosterik aktivatdr olan FDP eklendiginde de iki faza ayrilan kinetik
gozlendi. Dayamksiz birinci faz deney kosuliarimizda gézlenemedi. Daya-
mkl1 ikinci faz i¢in 15 dakika sonunda etkinlik % 9 iken, FDP'ye ek ola-

rak Mg+2 da eklendiginde bu dederin % 68'e ¢ikt1§1 goriildi. Enzimin yari-

2

mriinin FDP ve FDP ile Mg"“ varli§inda sirasiyla 6.2 dakika ve 28.4 daki-

ka oldugu gozlendi {Sekil 19). Ligand olarak (ADP+FDP) ve Mg+2 ile bir-
Tikte (ADP+FDP) eklendiginde her iki durum icinde goriniir birinci derece
kinetik gozlendi ve yaritmiir her iki durum i¢in 3 dakika olarak bulundu.
Her ki durumda da 10 dakika sonunda etkinligin timiyle yokoldudu gdzlen-

di (Sekil 20). Enzimin substrati olan PEP tek basina 1s1-bozunum ortamina

eklendiginde 15 dakikada etkinlik % 47'ye diiserken, PEP'e ek olarak Mg+2

da eklendiginde enzimin ayn1 siirede etkinliginin % 96 sin1 korudugu bulun-

2

du. Enzimin PEP ile yariomrii 13.6 dakika, PEP ile birlikte Mg+ ile yari-

omril 130 dakika idi ve her iki durum icinde gdriinlir birinci derece kinetik
gozlendi (Sekil 21). Enzim tek basina 1s1t17d1dinda 30uncu dakikada etkin-

2

1ik % 78 iken, ortama Mg+ ekTendigdinde bu dedere 90 1nc1 dakikada ulasil-

di. Enzimin yari8mri tek basina ve Mg+2

ile birlikte s1rasiyla 77.3 dakika
ve 265 dakika olarak bulundu. L-tip piruvat kinaz ile yap1lan 1s1-bozunum

deneylerinden elde edilen bazi kinetik dederler Tablo 9 da verildi.
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Tablo ¢ : Kuzu karacigeri L-tip piruvat kinazin 1s1-bozunumu
ile ilgili bazi kinetik sonuglar.

fan verwmoan  Afmmeniy i
-- ' - 8.62 77.3
Mg*? 10 2.76 265
PEP 2 51.30 13.6
Mg*Z, PEP  sirasiyla 10, 2 2.76 130
ADP 2 I.faz 477 I.faz 1.4
II.faz 37.8 II.faz 18.3
Mg+2, ADP sirasiyla 10, 2 I.faz hesaplanamady I.faz -
I1.faz 113 11.faz 3.6
FDP 1 I.faz h1z1q I.faz -
II,faz 113 I1.faz 6.2
Mg*Z, FOP  sirasiyla 10, 1 24.3 28.4
ADP, FDP strasiyla 2, 1 231 3

Mg* 2 ,ADP ,FOP sirasiyla 10, 2, ] 231 3
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% kalan etkinlik

0 5 10 15 20 25
Preinkiibasyon siiresi ; dok.

Sekil 18 : L-tip icin ADP ve MgADP varliginda 60°C' de 151-bozunum
sohu¢larinin semi-logaritmik grafiklemesi.

o ADP; e MgADP : |ADP|= 2 mM, |Mg*%|= 10 mM

30
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% kolan etkinlik

1 | I ] | j l
0 5 10 15 20 25

Preinkiibasyon siiresi; dak

sekil 19 : L-tip ig¢in FDP ve (Mg+2+FDP) varliginda 60°C'de 1s1-bozunum
sonuclarinin semi-logaritmik grafiklemesi.

o FOP;  Mg*2+FDP : [FOP|= 1 mM, |Mg*2|= 10 mM
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% kalan etkinlik

| | | |
0 10 20 30 40 50

Preinkibasyon siiresi; dak.

Sekil 20 : L-tip icin (ADP+#FDP) ve (MgADP+FDP) varliginda 60°C'de
1s1-bozunum sonuglarinin semi-logaritmik grafikiemesi.

o ADP+FDP; o MgADP+FDP :|ADP|= 2 mM, |[FDP|= 1 mM, [Mg*Z}= 10 mm



% kalan etkintik

1 | L. ] | | L

0 5 10 15 20 25 30
Preinkiibasyon siiresi; dok.

Sekil 21 : L-tip icin kontrol ve PEP, (Mg*Z+PEP), #g™2 varliginda
60°C 'de 1s1-bozunum sonuclarinin semi-Togaritmik grafiklemesi.

& PEP; o Mg+2+PEP; a Kontrol; e Mg"2 :

[PEP|= 2 mM, |Mg™%|= 10 mM
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Kinetik calismalarda L-tip piruvat kinazin PEP ig¢in Lineweaver-Burk
grafiklemesi FDP varlidinda ve yoklugunda yapi11di ve linear sonuglar elde
edilemedi (Sekil 5). Boyle sonuclarin elde edilmesinin, enzim Grneklerinin
beklemis olmasindan kaynaklanabilecedi diistiniildil ¢iinkii bekleme siiresinin
enziminin PEP'e kars1 davranisimi sigmoidal kinetige cevirdigi, ancak
ADP'ye kars1 davranisini etkilemedigi daha Once de gézlenmistir (28). Bi-
zim kullandigimz enzim de beklemis oldugu icin benzer sonuglarin elde e-
dilmesi, beklemis L-tip izozimin PEP'le pozitif kooperativite gbsterdigini
dogrulamaktadir. Nitekim, L-tip izozimin PEP ile Lineweaver-Burk grafikle-
mesinde Tinear sonuglar vermezken, ADP ile Tinear sonu¢iar elde edildi
(Sekil 5,7). Karaciger L-tip piruvat kinaz icin yapilan Mg+2 doygunluk de-
neylerinden elde edilen sonuclar ile Lineweaver-Burk grafiklemesi yapildi-
ginda FDP varliginda 1inear sonuc elde edilirken, FDP yoklujunda negatif

kooperativite gozlendi (Sekil 11).

Kuzu karacigeri Mz-tip piruvat kinaz i¢in yapilan kinetik calisma-
larda PEP i¢in Lineweaver-Burk grafiklemesinde FDP varlidinda negatif koo-
perativite, FDP yoklugunda ise pozitif kooperativite ggzlendi (Sekil 9).
ADP 1ile ise enzim Michaelis-Menten kinetigdi gdsterdi (Sekil 6A). Benzer
sonuciar sican ince barsak, sic¢an bobrek korteksi ve yad dokusu piruvat
kinaz1 ile dedisik arastirmacilar tarafindan yapilan calismalarda rapor

edilmektedir (8,19,29,30). Mz—tip piruvat kinazin karacigerde fizyolojik
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+2

Mg serbest

derisiminde iki formda bulunabilecedi ve Pyk-B ile adlandiri-

lan formun PEP'e karsy yliksek affinitesi oldudu, buna karsin dusiik

+2

Mg serbest

derisiminde olusan PyK-A formunun PEP'e daha diisitk affinitesi
oldugu rapor edilmektedir (19). Ayn1 sonuclar sican bibrek piruvat kinaz1
ile yapilan calismalarda da elde edilmistir (29). Enzimin PEP ile homotro-
pik kooperatif etki gtsterdigi bildirilmektedir. Bir baska arastirmaci
ince barsaktan saflastiriima sekline gore iki ayr1 tip piruvat kinaz elde
edilmistir (30). EDTA varliginda PyK-A ad1 verilen formu elde etmistir ve
bu formun PEP ile pozitif kooperativite verdigini bildirmektedir. Bu form
FDP varliginda PEP'e kars1 Michaelis-Menten kinetigi veren PyK-B formuna
doniismektedir, PyK-A ve PyK-B, ADP ile Michaelis-Menten kinetigi vermekte-

2

dir (30). Bizim deney kosullarimizda serbest Mg+ derisimi hep sabit ve

yiksek tutuldudundan (10 mM) sadece PyK-A formu gdzlenmis, buna karsin da-

formu gozlenememistir. PEP'e karsi yapilan Lineweaver-Burk grafiklemele-
rinde linear sonuclarin elde edilememesinin bu nedenden kaynaklandig dii-

siintilebilir.

L-tip ve Mz-tip piruvat kinazla yapilan Mg+2 doygunluk deneylerinde
L-tip ic¢in Michaelis-Menten grafiklemesinde FDP varliginda Vm'in, FDP yok-
ludunda elde edilen Vm dederinin yaklasik iki kati oldudu gdzlendi (Sekil

8A). Buna karsin Mz-tip piruvat kinaz i¢in FDP varliginda ve yoklugunda

Mg+2 igin Vm degeri dedismedi (Sekil 8B). Lineweaver-Burk grafiklemesinde
+2

M2~tip icin FDP varliginda ve yoklugunda tek Kgg ve Vm degeri bulundugdu
halde (Sekil 12) L~tip i¢in FDP varliginda linear sonug, FDP yoklugunda

ise negatif kooperativite gozlendi (Sekil 11). Elde edilen bu sonuclardan

2

L-tipin FIP'ye karsi Mz-tip piruvat kinazdan duyarli ve Mg+ ile etkinli-
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Ginin FDP'ye bagimli oldudu, Me—tipin ise FDP'ye duyarliliginin daha az

2

ve Mg* etkinliginin FDP varlidinda ve yoklugunda ayn1 olmasi, L ve Mz-tip

piruvat kinazlarin FDP tarafindan aktivasyonunda farkli mekanizmalarin ca-

2

Tistigint ve bu mekanizmafarda FDOP'nin Mg*“ ile birlikte rol aldig: seklin-

de yorumlands,

Is1-bozunum deneylerinden elde edilen sonuc¢lara bakildiginda M2 ve

2

L-tip piruvat kinaz icin Mg+ 'nin tek basina enzime baglamip enzimi stabi-

Tize ettigi goriilmektedir (Sekil 17,21). L-tip piruvat kinaz ile yapilan

deneylerde iki faza ayrilan kinetik gdzlendi. Bu sonuglardan L-tip piruvat

2,

kinazda Mg “'nin iki ayr1 bolgeye baglandig1r sonucuna varilmistir. Bunlar-

dan biri ADP bdlgesidir. Fakat bu bGlge disinda bir tane daha Mg+2 bagla-

ma bélgesi vardir. Mz—tip piruvat kinaz ile bu durum s6z konusu degildir.

Tiim setlerde gorinir birinci derece kinetik gozlenmistir. Mg*Z her iki

tip icin koruyucu etki gbstermektedir. ADP tek basina substrat olamamakta,

ancak Mg+2 ile birlikte enzime badlanabilmektedir (6,16,17). Bu nedenle

Mg+2 ile birlikte ADP enzime daha koiay baglanabilmekte ve bu baglanma

enzimde daha fazla etkinlik kaybina neden oimaktadir. Bunun nedeninin

MgADP'nin enzimin konformasyonunu dayamksiz hale dinlistiirmesi olduju sek-

2

linde yorumlanmistir. L-tip icin ortama Mg+ ile birlikte ADP eklendigin-

de iki faza ayrilan kinetik gozlendi (Sekil 18). Bu -iki fazdan birincisi

dayamiksizdr ve ¢ok kisa slirede tlm etkinligini kaybetti. lkinci faz ise

daha dayanikliydi ve etkinligini daha uzun slire korudu. Bunun ise Mg+2'nin

iki ayri1 bdlgeye baglaniyor olmasindan kaynaklanmis olabilecedi diistiniildi.

2

Dayaniksiz birinci fazda Mg+ » ADP jle birlikte MgADP bGlgesine baglanarak

enzimi dayaniksiz forma donistiirmekte ve enzimin kisa siirede inaktive ol-

2

masina neden olmaktadir. Buna karsin dayaniklil ikinci fazda Mg+ enzime
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tek basina da baglanarak MgADP'nin enzimi inaktive edici etkisinin bir
kismin1 kaldirmaktadir. Tek basina ADP ise enzime daha evvel de belirtil-
digi gibi baglanamad1§1 icin etkinlik kaybi daha az olmektadir. ADP ve

Mg*2 ile birlikte ADP arasindaki etkinlik farks My~tip icin daha belir-

gindir. Bu da Mg*®"

nin Mz-tipin konformasyonunu dejistirmede daha etkin
oldugunu disiindlirmektedir.

FDP ve Mg*2

ile birlikte FDP karsilastiriidiginda her iki tip icin-
de Mg“2 ile birlikte FDP eklendiginde etkinlik kaybinin daha az oldudu
gozlenmistir. FDP, bilindigi gibi allosterik bir aktivatdrdir (8,15).
FDP'nin enzime badlanmas1 enzimi aktif hale getirirken, enzim yapisim
dayantksiz hale getirdigi disUnlilmistir. L-tip icin FDP varliginda iki fa-
za ayrilan kinetik gozlenmektedir. Dayaniksiz birinci faz deney kosullarin-

da izlenemeyecek derecede hizlidir. FDP ile birlikte Mg+2 eklendiginde en-

zimin dayanikl111§1nin saglandidr gozlenmistir (Sekil 14,19).

Substratlardan biri olan PEP tek basina etkinlik kaybini tnleyeme-
digi gibi enzimin dayamkii111g§in1 azaltmaktadir. PEP'in yam sira Mg+2

eklendidinde enzimin 1s1ya dayanik1111§in1 arttirdidr gozlenmistir.

Ligand olarak (ADP+FDP) ve Mg+2

ile birlikte (ADP+FDP) eklendiginde
¢1kan degerler karsilastirildidinda su sonuclara varilmstir. L-tip piru-
vat kinaz i¢in her iki durumda ayni dederler elde edilmistir. Elde edilen
sonuclar FDP'nin enzimi timiyle dayaniksiz hale soktugu ve inaktive ettigi
seklinde yorumlanmistir. M2-tip iginse Mg+2 ile birlikte (ADP+FDP) eklen-
diginde, (ADP+FDP) eklendiginden daha fazla etkinlik kaybt gdzlenmistir,

Bu ise FDP etkisinin Mz-tip Uzerinde daha az etkin oldufunu dustindiirmiis tiir.

Nitekim Mz-tip pfruvat kinaz FDP aktivasyonuna daha az duyarlidir (Sekil 15,17).
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Enzim tek basina 1s1-bozunumuna tabi tutuldudunda elde edilen so-
nuclara gore L-tip ig¢in Mg+2 ile birlikte PEP ve tek basina Mg+2 disinda

her durumdan daha uzun slire etkinligini korumus, Mz-tip i¢cinse tek basina

Mg+2, Mg+2 ile birlikte PEP ve FDP hari¢ diger her durumdan daha uzun siire

etkinligini korumustur.

Bu sonuglardan Mz-tip piruvat kinaz icin ligand varliginda bir, yok-
Tugunda da bir formun olduu disiintilebilir. Bu formlardan (Sekil 22) biri

dayaniksiz, digeri ise dayaniklidir. Iki form ayni anda goziikmemektedir.

Kontrol
Mg+2
Mg*Z + PEP s
+2
Mg = + FDP
M,-tip Piruvat Kinaz ~. M,~tip Piruvat Kinaz

{Dayaniksiz) = (Dayanik11)
~@m g ADP

PEP
FDP

Sekil 22 : Mz—tip Piruvat Kinaz'in degisik formlarinin ortaya
ctkist.

L-tip piruvat kinaz ig¢inse ligand varliginda enzim iki form goster-

mektedir. Bunlardan biri az dayamkli, digeri ise dayamiksizdir. Bu iki

+2,

form disinda Mg “'nin varliginda ve yoklujunda dedisik formlar gozlenmek-

tedir.



L-tip Piruvat Kinaz
(Az dayanikli form)

A
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MgADP
FDP
PEP

.

L-tip Piruvat Kinaz

(

L-tip Piruvat Kinaz
(Dayaniksiz form)

(Dayamkli)
Kontrol

Mg+2 —
Mg*Z + pEP

MZ ve L-tip piruvat kinazlarla yapilan kinetik ve 1s1 bozunum deney-

Terinden elde ediien sonuglardan hernekadar kesin sonuca ulasmak mimkiin

dediise de, L ve Mz—tip i¢in dedisik denetleme sistemlerinin varlig1 ve en-

zim lokalizasyonu agisindan farkli hiicrelerde bulunmalart (30), bu iki en-

zimin fizyolojik gbrevlerinin farklr olabilecedi seklinde disuntldi.



Yap11an_kinetik calismalarda PEP icin FDP varliginda ve yokludunda
Michaelis-Menten grafiklemesinde M2 ve L-tip piruvat kinaz i¢in sigmoidal
edriler elde edildi. PEP ic¢in Lineweaver-Burk grafikleniminde L-tip i¢in
FDP varliginda ve yoklugunda negatif kooperativite bulunurken Mz-tip icin

FDP var11§1nda\negatif, yoklugunda ise pozitif kooperativite gézlendi.

Her iki izozimde ADP i¢in FDP variiginda ve yoklugunda Michaelis -

Menten kinetigi gosterdi.

Mg+2-doygun1uk edrileri her iki izozim icinde hiperbolik idi fakat,

L-tip i¢cin FDP variidinda, FDP yoklujundaki duruma oranla % 100 aktivasyon

gbzlenirken Mz-tip i¢cin aktivasyon gozlenmedi.

Is1-bozunum deneylerinde Mg*2 ve Mg*?

+2

+ PEP'in her iki izozimi de
korudugu gzlendi. Mg"~ + FDP Tigand olarak eklendiginde M,-tipi korudugu
halde L-tip i¢in etkinlik kaybina neden oldugu gozlendi. Tek basna PEP

ve ADP her ik1 izozimde etkinlik kaybina neden olurken, ADP L-tip piruvat
kinazda Mz-tipe oranla daha fazla etkinlik kaybina neden oldu. FDP her iki
izozimde etkinlik kaybi1 yaratirken, L-tip'te iki ayri faz olustu. Mg+2 ile
birlikte ADP eklendiginde her iki izozimde de etkinlik kayb1 gozlendi, ay-
rica inaktivasyonun iki faza ayrildid1 saptandi. (ADP + FDP) ve (MgADP + FDP)
ligand olarak eklendiginde L-tip igin ayn1 inaktivasyon elde edildigi halde
M,-tip‘te (ADP+FDP)'nin (MgADP + FDP)'ye gore daha az etkinlik kaybina ne-

den oldugu gtziendi.
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Yapilan kinetik ve 1s1-bozunum deneylerinden elde edilen sonuclar-
dan kesin bir sonuca ulasmak olasy degilse de, L ve Mz—tip piruvat kinaz-
lar i¢in dedisik denetleme sistemlerinin varligr ve farkli hiicrelerde
bulunmalari nedeniyle bu iki enzimin fizyolojik gorevlerinin farkli ola-
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