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GIRTIS

Proteinlerin yapi-fonksiyon iliskilerinin_aydlnlatllma51
amaciyla kullanilan bir ¢ok yﬁntem_vardlr.'Genellikle bu Y6ntem—'
lerden valnizca bir tanesi bu bilgileri saélamakta yetersizdir;
ancak gegitli y®ntemlerle elde edilen bulgular birlikte dejerlen-
dirildiklerinde yapi-fonksiyon iligkileri hakklnda tnemli bilgilér
elde edilebilmektedir. | | |

Proteinlerin yapi ve fonksiyonlarinin belirlenmesinde bag-
varulan yﬁntémlerin en pratik ve uygulanabilir‘olanl, kimyasal
reaktifler kullanilarak yapilan modifikasyonlardlx. gesitli kim~
vasal modifikasyon y&éntemleri bulunmakla birlikte, bunlardan en
"s1k kullanilanlari "grup 6zqillliigii® ve "bSlge dzgiilligii" olan

kimyasal reaktiflerle yapilan modifikasyon y&ntemleridir.

Grup ®zgililligi bulunan kimyasal reaktifler ile modifikas-
yonda; se¢ilen reaktifin proteindeki bir véya daha ¢ok amino asi-
tin van gruplari ile bzgiil olarak ﬁepkimeye girmesi amaglanmakta¥
dlr. Burada g8z Oniinde Bulundurulacak en Snemli konu} reaktifin
modifiye edilecek grup ig¢in Bzglilligi sorunudui. Amino asitlerin
yan gruplarinin cgegitli reaktiflerle tepkimeye girmeSi, geneilik*
le "niikleofilik katma®™ esasina dayandifindan; modifiye edilmek
istenen grubun yanisira, difer gruplarin da modifiye edilmesi 88z
konusu olabilir. Bdyle durumlarda deney kosullari degigtirilerek,
reaktifin bir grup igin olan 8zgiilliigli arttirilabilir. Monohaloa-
sitler ve H202 gibi &zglilliikleri olmayan reaktiflerin yani s;ra |

(1,2), sisteinlerin modifikasyonunda kullanilan 5,5"'~ditiyo~bis=-2,;2% .
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dinitrobenzoik asit (DTNB) (3) veya argininlerin modifikasyonunda
kullanilan 2,3-butandion (4) gibi son derece 8zgiil reaktifler de

vardir.

Gruba Ozgll kimyasal reaktifler, segic¢ilik gdstermeden
prqteindeki ilgilenilen grubun tiimii ilejtépkimeye girer (prote~-
indeki gruplardan bir kismi gizlenmiyorsa) . Fékat proteindéki'bir ‘
amino asitin timiinii de§il, drnedin yalnizca aktif merkezindekini
modifiye.etmek isteyebili;iz. Bu dﬁrumda, kimyasal‘modifikasydnu
yalnizca enzimin aktif‘merkezi ile sinarlamak gerekir. Kimyasal
modifikasyonu aktif merkez ile sinirlamak, yalniéca aktif merkez-
deki fonksiyonél gruplar hakkinda bilgi verir. Bu amaglé kulla-
nilan kimyasal reaktifler yapi olarak enzimin substﬁatlna‘benze—
yen, fakat ilave olarak reaktif grup igeren bilegiklerdir. Kulla-
nilan bilesidin substrat benzeri kisminin amaci, tipik dissosiye
olabilen enzim-inhibitBr komplekslerinde olduju gibi onu enzimin
aktif merkezine yerlegtirmektir, Bundén sonra ikinci basamak 6ia~
rak, tersinmez enzim-inhibitdr komplekslerinde oldugu gibi, bile-

sigin reaktif kaismi enzim ile kovalent olarak badlanir:

E+I 2 E.T » E-T

Bu sistemin en tipik 6rmekleri, proteolitik enzimlerden
kimotripsin ve tripsinin, L-(l-tosilamido-2-fenil) etil klorometil
Keton (TPCK) veN-a-tosil-L-1izil klorometil keton (TLCK) ile inhi-
| bisyonlaridir (5-8).

Bu tipteki bdlgeye dzglil reaktiflerin bazi Ustiinliikkleri
vardir: TPCK kimotripsinde, TLCK ise tripsinde, aktif merkézdéki

katalitik fonksiyonu bulunan histidin ile kovalent olarak bagla-
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nirlar. Bu bilegikler aslinda histidin reaktifi de§ildirler; an-
cak tripsin ve kimotripsine baélandlklarlnda,'en:imlerin‘katali-
tik fonksiyonlarinin sonucu olarak histidine béglanlrlar.'Disso-
siye olmayan bir kompleks olusturarak bu enzimleri inhibe eder-
ler (1,5,6). Urne§in kimotripsin, substratina benzedi§i igin
TPCK'u kolayllkla'aktif merkezine baflar. Serin-195. ve: aspar-
tat=102 amino asitlerinin katalizdeki fonksiyonuna benzer sekiln
de, TPCK klorometil grubu ile histidin-57'ye tersinmez olarak
bagdlanir (9). Bu 6zelli§i nedeniyle; kimotripsinin ¥PCK ile modi-

fikasyonu, enzim tarafindan katalizlenmektedir (1,9).

BSlge 8zglilliigli olan reaktifler kullanilarak yapilan mo-
difikasyohlar "affinitelisaretleme“ (affinitf 1abelling)‘olarak
da bilinmektedir. Karboksipeptidaz A'n1n Adenozin-5-trifosfatain
(ATP) 2',3'~dialdehid tﬁrévi ile (10); mitokondriyel ATP az'an
ve tavsén'k351 piruvat kinazinin (11,12) p—fluorosﬁlfon;l (014)
behzoil—S'—adenbzin ile modifikasyonu, affinite isaretlemesiné
6rnek olabilecek kimyasai‘modifikasyonlardlr. Affinite isarefleme—
lerinde kullanilan difer 5321 bilesiklerde‘ise; fizerlerinde ntk-
leofilik gruplar bulunmhdlgl halde, enzime'baﬁlandlktan sonra bu
bilégiklerin uyarllmasi {6rnedin diazo gruplari igerenlerin irradi-
yasyonu, vb} ile:ﬁzérlerinde ntikleofilik veya elektrofilik odaklar
yaratilarak, ilgilenilen enzim ile tepkimeye girmesi saglanmakta-—
dir (13).

Affinite isaretlemelerinde ¢ok sik kullanilan bir kimyasal
reaktif He bromopiruvattir, Bromopiruvat, her ne kadar &zgiilliigi
az olan S—alkilleyici bir reaktif ise de; izositrat 1iyaz {14),

2-keto-3-deoksi~6-fosfoglukonik aldolaz (15), alkol dehidrogenaz (16),
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malik enzim (17), Brevibacterium adenilat siklazi (18), maya fla-
vositokrom b2 (19,20), glutamét dekarbbksilaz'(zl), fosfoenolpi~ 
ruvat karboksikinaz (22) ve maya piruvat kiha21 (235 gibi‘enzimé
lerde aktif merkez y&nelimli kimyasal reaktif olarak basari ile -
kullaniimigtir. Biitin bu.enzimlerdeki ortakiyﬁn, hepsinde de,
substrat, triin veya ligéndlardan birinin piruvat veya pituvat

analogu bilegikler olmaladir.

Her ne kﬁdar.bromopiruvat yukaraida ad: gégen galismalafda
bﬁlge_ﬁzgﬁllﬁﬁﬁ bulunan bir reaktif olarak; aktif merkez veya
ligand baglama bdlgesi yonelimli bir reaktif diye kullanilaiyorsa
da, burada kimotripsinin TPCR ile modifikasyonundaki.gibi (5,6,9)
bir 6zgﬁ11ﬁk.séz konusu de§ildir. Gergekte, bromdpiruvat.yalnlzca
aktif merkez yanelimli deﬁil; fakat geneldé bir Sfalkilleini'ola-
rak”davranmaktadlr. rnek olarak maya piruvat kinazinda (23)_yal;
nizeca aktif merkezdeki sisteinler ile defil, yiizeyel tﬁm_sistein— '
ler ile tepkimeye girmektedir. Maya piruvat kinazinda DTNB ile tep-
kimeye giren ylizeyel 12 51ste1n1n tiinii bromoplruvat ile de tepki~
meye girmektedir. Benzer sonuglar radyoaktif b:omopiruvat kulla-
nilan diger c¢aligmalarda da elde edilmistir (15,17,23426). Bromopi?
ruvatin affinite isarétleyici olarak kullahlldigl bu galigmalar-
da; ®zgiil olmayan baglanmayi Snlemek igin, proteinler &nce koruyu-
cu substratlarin bulundugu ortamda radyoaktif olmayan bromopiruvat
ile inkiibe edilmig; reaktifin fazlasi ortamdan uzaklagtirildiktan
sonra radyoaktif bromopiruvat ile modifiye edilmigtir. Bundan son-
ra, kinetik analizler ve amino asit analizi ile, bromopiruvat ile
tepkimeye giren amino asit sayisi ve tirdl tesbit edilebilir. Bro-
mopiruvat modiflkasyonunda, tepklmeye giren fomksiyonel aminc a51t'

genellikle sisteindir; ancak, pankreatlk riboniikleaz (26) ve kar-
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| bonik anhidrazda (27) histidinin,'2—ket043-deokSi fosfoglukbnik
aldolazda da glutamik‘asitin'(lS) bromopiruvat‘ile tepkimeyé gir-
digi gosterilmigtir. Bunun yani 51ra; 2—kéto¥3-deoksi—G*fosfoglu—
konat aldolazda (15) bir sistein modifikasyonu ile enzim inhibe
_olurken, maya flavositokrom b, de ise etkinlikte fonksiyonu bulu-
nan iki sisteinin modifiyé oldugu, dijer amino asitlerin ise etki-

lenmedigi gbsterilmigtir (19).

Piruﬁaé kinaz, heksckinaz ve fosfofruktokinéz-ile biriikta
glikolizin iig 6nemli.kontrol enziminden biridir. Fosfoenolpiru-
wvattaki (PEP} fosfat grubunu adenozin.S-difosfaﬂii(ADP) aktara-
rak, ATP sentezini saglayan piruvat kinaé, glikqlizde ATP sente-~

zini katalizleyen onemli bir enzimdir.

Cesitli dokulardaki dadalimi, immiinolojik ve kinetik &zel-
liklerine gdre piruvat kinazin dort izozimi bulunmaktadir. Bu
izozimlerin hepsi de dort alt birim igeren birer tetramerdir. Ba-
z1 dokular piruvat kinazin bir tek izozimini igerirken, ba21'do—
kularda birden fazla izozim bulunmaktad;x. Ornegin, piruvat kina-~".
zin M-1 tipi‘kas'dokusundaki tek izozim iken, kalp kasi ve beyin-
de gojunlukta bulunan izozimdir (28). M—l tipi fruktoz-1,6-difos-

fat'a (FDPY duyarsizdir ve Michaelis-Menten kinetigine uyar (29).

Piruvat kinazin M=-2 tip izozimi karacigerde diisiik diizeyde
bulunurken; akciyer, bdbrek, yad dokusu, ldkosit, fotal dokular
ve pek ¢ok tiimdrde ana izozim olarak bulunur. Allosterik olmasina

ragmen L tipi izozimden farkli kinetik &zellikleri vardixr (30-32).

Piruvat kinazin {iciincti izozimi L tipi olup, esas olarak
karaciferde bulunur. FDP allosterik aktivatdrd, alanin ve ATP ise
allosterik inhibitdriidiir (33,34). Kinetik &zellikleri alyuvardaki

izozim ile oldukca benzerlik gdsterir (28,35).
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Piruvat kinazin d86rdiincii izozimi ise yalnizca alyﬁ%arda
bulunan R tipidir. R tipi izozim alyuvarda bulunan tek piruvat
kinazdir. Kinetik ve immﬁnolojik olarak L tipi izozime benzemeck-—
le berabe:, elektroforetik_oiarak‘L.tipinden ayrlllf} Fop éllos—
terik aktivat&rﬁ, ATP ise ailosterik inhibitdridir (36,38). Alyu~
var piruvat kinazi diJer izozimlerden farkl: olarak "hysteretic" .

tip kinetik'davranis gdsterir {39).

Piruvat kinaz, alyuvar metabolizm331nda‘6zel bir Sneme sa-
hiptir. Bu 6nem, piruvat kina21n; tek enerji kaynagi glikoliz o-
lan alyuvarlarda ATP.sentez tepkimelerimmmrkﬁrﬁﬁ.katalizlemesiv
nin yani s1ra; dolayli olarak 2, 3-difosfogllserat {2, 3—DPGA} dd-

zeyini ayarlamasindan ileri gelir. Nomsferositik hemolltik ane-
minin'nedenlerindenxbi:i‘olarak-bilinen piruvat kinaz eksikliéi
durumunda (40), PEP dﬁzeyi‘yﬁkselir. Bu kalltsal bozukluk sonucu
artan PEP derisimi, 2,3~DPGA diizeyinin yukselme51ne neden olur.
2,3~ DPGA hem glukoz-6— ~fosfat dehldrOgena21n (kompetltif), hem de
6-fosfgglukonat dehidrogena21n (nonkompetitif) inhibitdridir {40).
0 nedenle, piruvat kinaz eksik1i§i olan kigilerde redﬁkﬁe nikoti-
namid adenin diniikleotid foéfat (NADFH),'dOlayls;yla.redﬁkte élué
tatiyonun dﬁzeyi'dﬁsecektit. Bu da alyuvarlarin normal 2ar yapi-

larinin bozulma51né ve daha kirilgan hale ge¢melerine neden olur.

Piruvat kinaz izozimlerinin hepsi birer tetramerdir, fik
séntezlendiklerinde,_etkinlikleribuhnmawanw pro formu gseklinde-
dirler. Proteolitik bir tréhslaéyon sonrasi modifikasyon ile ol-
gun piruvat kinaza g¢evirilirler. Bu modifikasyon L tipi izozimde
gok hizli (41), insan alyﬁvar piruvat kinazinda ise‘gok daha ya-
vag olmaktadair. Eritrohlasﬁ ve retikiilositlerde, R'4 dive ténlmr

lanan pro-tetramer tlmilyle inaktif iken; dolagima gegen alyuvar-
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4
- (olgun homotetramer) formu ise enzimin ergin formu olup en aktif

larda bulunan R,R', (heterotetramer) formu oldukga aktif ve R

seklidir (42). Alyuvar piruvat kinazinin RzR'é‘formu‘ile'R4'for-
mu affinite kromatografisi ile birbirinden ayri olarak elde edil-

migtir (43,44).

Alyuvar éiruvat Kinazinin FDP ba§lama Bﬁlgelerinin, enzimin'
olgun‘olmayén fqrmlarlnda kapali olduju Gaurreau v.d. tarafindan
gﬁsﬁerilmigtir (37). Adi.gegen ¢aligmada, enzimin ﬁéR'z fbfmu, mol
bagina iki mol FDP bajlarken; R, formu dort mollFDP baglamaktadir.
Bu bulgulara gdre, FDP bajlama bSlgesi enzimin pro-formunda kapa-
11 bulunmakta ve proteolitik modifikasyonla enzim oigunlaslrken

FDP baglama bolgesi agifa gzkmaktadair.

Allosterik bir enzim olan alyuvar'piruvat kina21ﬁ1n pozi-
tif allosterik modiilatdrii heksoz difosfatlardir. Heksoz difosfat-
iarln,aktive edici etkisi FDPI>Mannoz-l;6—difosfat (MDP) >Glukoz-
1;6—difosfat (GDP) . sarasina gbredir (45). FDP'in hiicre igi de-
risimi 2-4 uM dlizeyinde, MDP derisimi.ise 100-200 ¢M kadardir
(46,47). Bu nedenle MDP, alyuvar i¢l metabolik aktivatdr olarak
fonksiyon gdrmektedir. Alyuvar, glukoz-1l,6-difosfat sentaz (G—l,G-
.DP sentaz) enzimi ile agsadidaki tepkimeye gbre MDP ve GDP sentez~

leyebilir {(48).

G-1p G-1, 6-DP sentaz o GDP
1,3-DPG + veya . » 3-fosfogli- + veya
M-1-P serat MDP

Heksoz difosfatlar, piruvat kinazain PEP'e olan Km'mn dilstirerek

ehzimi aktive ederler; doygun PEP derigiminde bu etkileri ortadan
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kalkar (45). Hiicre igi PEP'degiminin 15-20 uM oldugu g&z Bniinde
bulundurulursa (34); piruvat kinazin heksoz dlfosfatlar ile akti-

vasyonu alyuvarda her zaman onemlldlr.

Alyuvarda, MDP gibi GDP de 0;1-0.2 mM gibi'yﬁksek deri-
-gimdedir; MDP, GDP'den sekiz kez daha etkili olarak piruvat kina=-
21 aktive .eder.(45). Adi. gegen bu iki heksoz difosfatin alyuvar-_.
daki yiiksek derigimine ragmen; yapilan galismalarda, daha etkili
bir aktivatdr olmasi nedeniyle, daha dligiik. derisimde bulﬁnan“FDP
kullanllmaktadlr. Alyuvarda FDP'1in derigimi 2-4 uM gibi dliglik bir
diizeydedir. Ancak, dugﬁk FDP derigimi piruvat kinaz aktivasyonu
aglslndan bir sorun tegkil etmez; ciinkii, alyuvar piruvat kinazi-

nin FDP igin K_'i 0.37 mikromolardir (45).

Yukarida anlatildi§i gibi alyuvar pi:uvat kinazi eksikli~
gi nonsferositik hemolitik aneminin bilinen nedenlerinden biri-
dir. Bu hastalarda piruvat kinaz etkinligi ve ATP dﬁzeyinin‘azal-
masi yani sira, normal,.hatta'yﬁksek dlduéu.durumlar_da bildiril-

migtir (49).

Normal'alyuQar piruvat kinazi okside glutatiyon (GSSG) ile
muamele edildiqinde, nonsferositik hemolitik anemili hastalarin
piruvat kinaz:i ile ayni kinetik 6zellik1eriig59termekte, alloste~
' rik 8zelligini yitirmekte ve FDP'a duyarliligini kaybetmektedir
(50,51) . Bu bulgular, piruvat kinaz eksiklifine bagli honsferosi-
tik hemolitik aneminin nedeninin kal1tsal bir bozukluktan ziyade,
translasyon sonrasi, Ozellikle sisteinlerin oksidasyonu ile orta-
'ya g¢ikan bir hastalik oldufuna isaret etmektedir. Her ne kadar-
adyr ge¢en hastalikta piruvat kinaz eksikliginden bahsedi}liyorsa

da, gergekte bu konu heniiz kanitlanamamigstir. Clinkii piruvat kinaz
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.etkinliéinin bazi kisilerde az hulunma51n1n,_protein sentezinde-
ki eksiklikten mi, yoksa sentezlehen enzimin inéktif oiusundan
mp ileri geldlgi bllinmemektedir Kinetik ¢alismalardan elde edi—
len bulgulara gbre, bu hastalarda sisteinlerin modlflkasyonu B—
nemli.olmaktad;:; Ancak bu konuda kesin bilgilerin elde edilmesi
igin, normal ve hasta kigilerin piruvat kinazinda sisteinlerin
fonksiyonunu bellrleyecek gallsmalar gereklldlr. Bu tlp hastalardan
allnacak kanin ne kadar 31n1r11 olduéu dlkkate allnlrsa, dncellk—
_'le normal k1$llerd6k1 enzimin kimyasal yapisinan tanimlanmasi zo-
runlulugu aglktlr. Normal enzimin yaplsal ve fonk51yonel dzelllk-
lerinin tanimlanmasindan sonra, mutant enzim ile elde edllen bil~

giler daha bir anlam kazanacaktir.

Dijer proteinlerde oldugu gibi, piruvat‘kinaz izozimlerinde
de, gruba &zgiil kimyasal reaktifler kullanilarak enzimin ligand
baglama bdlgesinde fe aktif merkezinde bulunan ve katalizden so-
rumlu (fonksiyonel)'amino asitlerden bir ¢odu tesbit edilmigtir.
Grup 6zgiilliifli olan kimyasal reaktifler kullanllarak yapilan gé—
ligmalar ile, doiuz kalbi (52F ve tavsan kasi (53) piruvat kinaz~
larinin PEP ba§lama b&lgesinde arginin; tavsan ka31 piruvat ki-
nazinin ADP baglama bdlgesinde lizin (54) ve PEP baglama bdlge-
sinde histidin (55) bulundugu gdsterilmigtir. Ayrica, piruvat ki-
naz ig¢gin aktif merkez ydnelimli bir reaktif olan brombpiruvat kul=.
lanilarak, maya piruvat kinazinin PEP baglama b8lgesinde sistein
bulundu@u gbsterilmisg (23) ve bu 51ste1n1er DTNB'ye olan reakt1v1~
telerine gbre sznlflandlrllmlstlr (56) . Ayrica tavsan kasa plru—
vat klna21n1n katalitik aktivitesi ig¢in gerekll iki- sistein grubu

tesbit edilmig (57) ve bu~31ste1nler.araslnda d1sul£1d olugturul-
dujunda enzimin tiimliyle inaktive oldugu gésterilmistir.
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Alyuvar plruvat klna21nda ise ADP baglama. bﬁlgesinde argi-
nin (58), PEP baglama b&lgesinde bir sistein grubu (59) tesbit
edilmigtiry. ngﬁl blr hlstidln reaktifi olan dietil pirokarhonat
'kullanllarak aktif merkez dlslnda enzimin aktif konformasyonun-
dan sorumlu bir histidinin bulundugu ve ayrlca, enzimin aktif mer-
kezinde PEP ile ADP baﬁlama bolgelerinin ﬁst Uste ddstuéﬂ bélgede
bir ikinci histidinin bulundugu ve bu histidinin katallzde gdrev

: ald1§1 gﬁsterllmigtlr (60)

Bu gallsmada ise, insan alyuvar piruvat kinazi saflagti-
rilmg ve énzimin aktif merkez'yanélimli bir reakﬁifi olan bromo-
piruvat ile inaktivasyonu incelenmistir. Bromopiruvaﬁ modifikasyo~
nunda enzimin. R4‘formu‘kullan11mlst1r (43, 44), Degdigik kogullar~
': da gergeklestirilen bromopiruvat inaktlvasyonunun enzimin kinetik
degismezlerine yansimasi incelenerek, modifiye.edilen_grubun_ni-

teligi ve yeri konusunda bilgi edinilmeye ga11511m;$t1:.-_'



GEREC VE YONTEMLER

GERECLER :

Alyuvar piruﬁat kinazinin saflésﬁlrlldlql insan kénl
Hacettépe‘ﬁniversitesi Hastaneléri; Kan Bankasi ve Klleay Kaﬁ
Merkezi, Ankara'dan; Sephadex G-75, Sephadex G-25, Sepharose 4B,
Blﬁe Dextran 2000, Pharmacia, Isvegften;ltavsan ka3111aktat de;
hidrogenaz:, hikotinamid adenin dinﬁkléotid-indirgenmis formu
(NADH, disodyum tuzu) Boehringer, F. Almanyafaan;‘siyanojenlbro-
mir, adehozin—S'-difosfat (ADP, monopotasyﬁm tuzui,fdsfoenolpi~
rilvat (PEP, mbnopotaéyum tuzu) , fruktoz-1,6-difosfat (FDP, disod-
yum duzu), ditiyotreitol (DTT), bromopirtivat, Sigma, A.B. D.;den}
HEPES Serva, F. Almanya'dan; amonyum siilfat ise Rledel ve Merck,
F. Almanya'dan temin edildi. Deneylerde kullanllan diger butun
lkimyasal bilegikler analitik saflikta idi.
| Alyuvarlaran ayriima51 ﬁe yikanmasinda IEC— International
klinik tip santrifiijti, alyuvar zarlarlnln uzaklagtirilmasli ve amon-—
yum silfat gbktﬁrmelerinde Sorvall SS- 3 otomatik sﬂpersantrlfuju
kullanilda. Jel kromatograf191nde fraksiyonlar LKB, Ultrorac 7000
kollektdrit ile toplandi. Seyreltik enzim drnekleri Amlcqm Merlelz
ultrafiltrasyon hiicrelerinde XM-10 filﬁreleri kulianllarak basing-
11 azot gazi altinda derigtirildi. Protein 8lglimt, etkinlik_algﬁmﬁ,'
kinetik deneyler ve bromopiruvat ile alynvar piruﬁat kinazinin
.modifikasyonunda Beckman Model 25 kinetik sistem spektrofotometre-

si kullanaildi. .
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YONTEMLER :

‘ | Protein Bleiimil : Enzimin safiaatlrllﬁaSL basamaklarainda
etkinlik lgimli Warburgh'un ydntemine gbre yapalda (61). Protein
drneklerinin 280 nm ve 260 nm deki absofpSiyonlarl (A) Blouldik~

- ten sonra;
'mg protein/ml. gbzelti= (1 .55: XRy00)=(0.76 XA, )

egitligine gdre protein miktari heéaplandl. Protein derigiminin
' gok diigiik oldugu &rneklerde ise, protein 8lqlimi Shaffner ve

Weissman'in ydntemine gare_yaplldl (62).

Etkinlik Olctimit : Enzimin saflastlrilma51‘gallgmalarlnda

~piruvat kinaz etkinligi, 37 C da Kimberg ve Yielding'in kolorl—‘
nmetrik ydntemine gdre olgdldu (63) . Bu ydntemin prensibi, piruvat
kinaz 11e katalizlenen tepkime sonunda olusan bir a-keto asit o-
lan plrdvatln, 2,4-dinitrofenil hldra21n ile hidrazon olusturarak
renklendirilmesidir. Olugan rengin siddeti, ayn1 kosullarda hazixr-
lanmig kore karsz 520 nm de 6lqdlur. Bu yﬁntemde etklnllk olgum
ortaminin bilegimi gayleyd1° 50 mM HEPES—KOH tamponu (pt = 7.43),
2.0 mM ADP, 1 mM FDP, ‘2 mM PEP, 10 mM MgSO,, 100 mM KC1. Etkinllk
8lglim ortaminin hacmi 50 mikrolitre (kantitatif 5lqﬁmlerde ise.

250 mlkrolitre) idi. ADP'saz tepkime karisimi ile enzim 5 dakika.
inkiibe edlldlkten sonra, tepklme ADP eklenmesi 1le baglatildy.
Tepkime baglatlldlktan's dakika sonra 50 mikrolitre 2,4-dinitro-
fenil hidrﬁzin (120 mg/loo ml 2N-Hcl) eklenerek tepkine durdurul-
du. Hidrazon olusumu 1gln 5 daklka beklendikten sonra, 50 mikrolit~
re 10 N NaOH ile renklendlrlldl ve 500 mikrolitre etanol eklenip

iyice karlstlrlldlktan sonra, 520 nm 'de kdre karsi absorbanslarl
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sletildii. Kantitatif Slglimlerde ise, tepkime ADP ile baglatildik-
tan sonraki 1,3,6. ve 10. dakikalarda ortamdan 50'ger mikrolit-

" relik &rnekler gekilip, 50 sl 2,4-dinitrofenilhidrazin g¢dzeltisi
iizerine eklenerek tepkime durduruldu. Piruvat kinazin bir tnitesi,
_ 37°c'da 1 dakikada, 1 mikromol piruvat ag¢ida gikaran enzim mikta-
ri; azgﬁl etkinligi ise, miligram enzim basina diigen lnite olarak
alindi. Ag¢iJa gikan piruvat miktari ayni kosullarda hazirlanmig

standart piruvat efrisinden hesaplandx.

Kinetik ve bromopiruvat ile enzimin modifikasyonu deneyie-
rlnde ise piruvat kinaz etklnllgl, piruvat kinaz laktat dehidro~
genaz'a (LDH) kenetlemp MNADH'in oksltlerms:l.ne badly absorbans dususu
takip edilerek spektrofotometrik olarak dlclildi (64) Farklilik
belirtilmedikge, spektrofotometrik yontemde toplam 400‘mikrolitre
olan etkinlik Slg¢lim ortaminin bilegimi sbyleydi: 50 mM-HEPES—KOH
tamponu (pH:7.4), 0.18 mM NADH, 2 mM ADF, 2 mM PEP, 0.25 mM FDP,
100 mM'MgSO4, 100 mM KCl, 0.1 mM DTT, iﬂgLﬂi ve piruvat kinaz.
Enzimin 30°C de 5 dakika &n inkiibasyonundan sonra, ADP eklenmesi
ile tepkime baglatildi ve tepkimenin ilk hizi, Beckman Model 25
spektrofotometreéinde yazici ile 3-5 dakika ¢izdirildi. NADH'1n

' molar absorpsiyon degigmezi 6.22 x103 olarak alinda ve 30° @e 1

mikromol NADH'i 1 dakikada oksitleyen enzim miktari, 1 enzim tni~

tesi olarak tanimlandl.

Blue,Dext:an—Sepharose-4B'nin Hazirlanmasi : Sepharose 4B,

Cuatrecassas ve Anfinsen'in yéntemine gdre (65) siyenojen bromiir

ile aktive edildi. Aktive edilmis Sepharose 4B'ye Ryan ve West-

ling'in ydntemine gore (66) Blue Dextran 2000Q kovalent olarak bag-

landzi.
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Alypvar-Plruvat-Kina21n1n Saflagtirilmasi :;insan alyuvar

piruvat'kina21, amonyum siilfat g¢Sktlrmesi, Sephadex G~75 kromatog-‘
rafisi ve Blue Dextran—Sepharose 4B afflnite kromatograf131 basa-
maklarini igeren bir ybntemle saf1a$t1r11d1 {44). Bu saflastlrma g

'.islemi'asaélda kisaca dzetlendi.

Hacettepe Universitesi‘Hasteneleri_ﬁan Bankasi ve Klleéy
Kan Merkezinden alinan giini gegmis.kanlat 760 g;de 20 dakika sant-
rifiii edilerek plazma‘ve alyuvarlar aspirasyon ile atildi. Binde:
9 (agrrlik/hacim) NaCl.ile en az 5 keZ yikamadan sonra alyuvarlar top-
‘landi. Alyuvarlar 1 mM e-amino kaproik asi£ (e~ACA)} ve i.mM 2; |
merkaptoetanol (2-ME) igeren 3 hacim su ile seyreltildl. Birkag
kez -35°C'da dondurulup, +37°C'da g&zilerek hemoliz olmalari sag-
landl. Alyuvarlarln hemolizinden sonra, stroma 1 saat slire ile
15.000 g de santrifij edilerek uzaklagtirildi. Toplanan siiperna- '
tant % 41 amonyum sitlfat doygunlujuna getirlldikten sonra bir ge-
ce (0- 4°c) da bekletildi. Amonyum sillfat gBkelegi 15.000 g'de 60
dakika santrifiij edilerek toplandi ve en az bir kez daha % 41'lik
amonyum siilfat ¢zeltisi ile yikandi. Bu iglemler sonunda hemog—

lobinin tamamina yakin kismi atilmig oldu (bkz. bulgular).

santrifiigasyon ile toplanan amonyum silfat gékeleﬁi 1 mM
EDTA, 1 mM e~ACA, 0.1 mM DTT igeren 230 ml 25 mM Tris-Asetat tam-
ponunda (pH:6.8) g¢dzildi. Cbziinmeyen klslm.santrifﬁgasyon ile u-
zaklastlrlldlktan sonra, silpernatant, 2mM 2-MB igeren 25 mM Trig-
Asetat (pH: 6.8) tamponu ile dengelenmis 5.8 x125 cm boyutlarin-
" daki Sephadex G-75 kolonuna uygulandi. Kolon ayni tampon ile ya-

kanarak enzimin kolondan elisyonu saglandi.
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Sephadex G-75 kromatografisi sonucu piruvat klnaz etkin-
1i§i bulunan tiipler birlestirilerek, 40 mM NaCl ve 2 mM 2~ME ige-
ren 25 mM Tris-asetat tamponu (pH:'G.B)-ile dengelenmis 2.5 x22am
boyutlarindaki Blue‘Dextran Sepharose 4B kolununa uygulandi; 100
ml ayni tampon ile yikandl. Daha'soﬁra‘ayn; tampondaki NaCl deri-
simi 80 mM'a glkarllarak, vikantinin 280 nm ve 410 nm'deki ab-.
soPSiyonu,O 01'in altina diigene kadar ylkama islemi sﬁrdﬁrdldﬁ.
Piruvat kinaz kolondan, 0.1 mM FDP igeren son yikama tamponu ile
eliie edildi. Affinite kromatograflsinde, daha dnceki galigmalara
uygun olarak (44,67), piruvat rinaz etkinliyi iki zirve halinde
elde edildi. Bu.gallgmadaki kinetik ve bromopiruvat modifikasyonu_‘
deneylerlnde piruvat kinazin ergin (R4) formunu igeren birinci

etkinlik zirvesi kullanildi (44).

insan Alyuvar Piruvat Kinazinin Bromopiruvat ile Modifikas~
~ yonu . : |

alyuvar piruvat kinaza saflastirildiktan sonra, affinite
kroﬁatografisi sonrasi elde edilen iki etkinlik.zirvesi ayri ayri
deristirlldl. Enzim ya bu hali ile, veya ¢ 80 amonyum stilfat doy-
gunluﬁuna getirilip qdktdrulddkten sonra 25 mM Tris-Asetat tampo-

nunda (pH: 6.8) goziilerek saklanda.

Deneylerde kullanilacada zaman enzim, 200 mM 2-ME ile indir-
‘gendikten sonra (25°c‘da,120 dakika) 0.1 mM EDTA igeren 50 mM
HEPES~KOH tamponu (pH:7.4) ile dengelenmis lx25'cm boyutlarindaki
Sephadex G-25 xolonundan gegirilerek tuzdan ve 2 ME'den arindiril-
di. Bu sekilde tiimiiyle 1nd1rgenmis ve amonyun stilfattan arxndlrllf

mig enzim bromopiruvat modifikasyonunda kullanildz.
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Enzimin bromcpiruvat'ile modifikasyonu_25°€ da; kalan en-
zim etkinliginin 6lgimii ise 30°C da yapilda. Piruvat kinaz 0.1
mM EDTA igeren 50 mM HEPES;KOH tamponunda (§ﬁ€7.4)'inkﬁbé edii—
dikten sonra, ortama bromopiruvat eklenmesi ile modifikasyon
baglatilda. Mo&ifikasyon‘ortamlndan farkli zamanlarda gekiien
'.arneklerde, enzimin kalan etkiﬁligi 81lglildli. Enzimin ligand-.
larinin koruycu etkileri arastiraildida zaman isé,ligahd.igeren
ortamda enzimin inkdbasyonundan sonra modifikasyon baslatlldl.
Bagta FDP olmak lizere, 1lgandlar1n kannmcu etkileri deglslk ko=
'sullarda aragtiralda. Tekrarlardan saklnmak ve biltlinligh sagla-
mak amaci ile, kinetik deneyler ve modifikgsyonda kullanilan en-

zimin hazirlanmasi ve deneylerin ayrlntllarl'"Bulgular"'balﬁmﬁn—

de verilmigtir.



BULGULAR -

Alyuvar.P-iruva.t Kinaz:m.m ._Saflagtirailmasi : ‘

insan alyuvar piruvat kinazi, daha 8nce bildiriien ydnte-
me uygun olarak (44), amonyum siilfat géktﬂrmgéi,‘SePhadex G-75
krOmatografisi ve Blue Dextran-Sepharose 4B affinite‘kromatogra-
fisi basamaklarina igeren bir ydntemle saflagtirildi. Bu saflag-
tlrmalxmmmmdﬁnntbm ‘affinite kromatografisi basamaﬁ; harig Glmak .
ﬂzere bilitiin saflastirma basamaklarinin verimi % 80-100 arasinda
'deﬁismekteydi Affinite kromatografisinde kullanllan jelin (Blue .
Dextran—Sepharose‘4B) eski veya yeni olmasi durumuna gbre asadir-

da belirtilen szellikler gdzlendl-

| Yeni ha21rlanan jel, uygulanan protein ile tepkimeye gir-
‘mekte (44 69) ve bunun sonucu piruvat kinazin da inaktivasyonuna
neden olmaktadir. Bu nedenle yeni hazirlanan jele &rnek uygulan-
madan ¥nce, jelden hemolizat geg¢irildi (44) ve ardandan i M NacCl
ile yikanarak rejenerasyonu. saglanda. Bu_uygulamé ve rejeneras-
yon iki kes tekrarlandiktan sonra jel, tampon ile dengelendi. Her
rejenerasyon isleminde;.lM NaCl ile yikama sirasinda jelin bir
miktar boya yitirdméi goruldu. Bu nedenle, rejenerasyonun kaisa
surede yapilmasina ve kolonda uzun siire jelin tuza maruz kalmama-
sina Szen gbsterildi. Ayn:i 6zellikler fosfat tamponunda da gbz~—
lendi. Bu sorunlar pH: 7.4'de Tris—HCl, pH: 6.8 de ise Tris Asetat

kullanilarak gdziildd.
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Blue Dextran—Sepharose 4B jeli kulianlmlnln'51nir31z ol-
madidi, kullanma‘say;éi'érttlkga jelin boya yitirmesine bagli
olarak jelin enzimi baflama yeteneginin‘azaldlgl bulundu. Bag~-
‘lama yetenegi pHiya baq;mli bir olay oldugu dig¢in (70), pH: 7.4
de Tris=-HCl ile baglamaﬂyéﬁenegi azalah;jél, pH: 6.8'de Pris-
Asetat tamponu ile'déngelendiéinde,.daha fazla protein‘baglaya4
bilmekle birlikte bu 8zelliginin uzun siire devam étﬁediﬁi g8z~
lendi. Ortaiama:8-10 kromatografiden sonfa,_yeniden Blue Dextrané
Sepharose 4B jeli sentezlemek gerekiyordu.'Bu sorun Sephafose 4B

yerine "Sephacryl" tiiri jel kullanilarak ¢&ziilebilir.

Saflagtirilan enzim derigtirilip amonyum éﬁlfat ileHg6ktﬁ-
riildikten sonra, amonyum siilfat ¢Skeledi % 30-40 gligerol igeren
25 mM Tris-ASetat (pH: 6.8) tamponunda gﬁzﬁlerek saklandi. Bu se-
kilde ha21r1anan.stok -20%c'de saklandiginda aylarca herhangi bir

etkinlik kaybi gtzlenmedi.

Piruvat ‘Kinazin Bromopiruvat ile Modifikasyonu :

Bromdpiruvat modifikasyonunda.kullanllan.ehzim, affinite
kromatografisinden sonra derigtirilip % 80 amonyum siilfat doygun-
luguna getirilerék‘gﬁktﬁrﬁldﬁ. Fruktoz difosfatin timilyle uzaklag-
masini saflamak ig¢in, iki kez aynma doygunluktaki amonyum sllfat
cbzeltisi ile ylkandl. 25 M Tris-Asetat (pH: 6.8) iginde gozulen
enzim, modifikasyondan dnce tumiiyle indlrgendl. Bu iglem igin en-
zim 6rne§i 200 mM 2-ME ile, 50 mM HEPES—KOH-(pH:.7.4), 0.1 mM EDTA
iceren ortamda, 25°C da iki saat inkiibe edildi. Bu siire sonunda
2-ME, ayna témpﬁn ile dengelenmig 1x25 com bdyutlarlndaki Sephadex
. G-25 kolonunda ayirilda. Aglkland;él sekilde haszlanan enzim, bro-
mopiruvat ile modifiye edildi. Enzim dninkibasyon ortaminda (50 mM

HEPES—#OH, pH: 7.4, 0.1 mM EDTA) 15 dakika inkiibe edildikten sonra,
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60, 120, 240, 360 uM bromopiruvat eklenerek modifikasyon bagla- -
tildi. Farkli zaman arallkiarlnda drnekler g¢ekilerek kalan piru-
vat kinaz etkinligi 30%'da, 2-ME (veya-DTT).vé Fbp?igermeyén or-
tamda quﬁldﬁ. Bu kosullarda, alyuvar piruvat kinazinin bromopi-
ruvat taraflndan inaktivasyonunun, g&rinir birihci derece kineti=~

Fine uyguh,olarak sirdlig gézlendi (Sekil 1).

Bromopiruvat inaktivasyonundan elde edilen gbriiniir inak-
tivasyon hlz.dQQismezlerinin bir béliisi, bromopiruva£ derigiminin
bir béliisiine karsi ¢izildiginde bir dogru elde edilmesi, elde edi-
len gﬁrﬁnﬁr hlzidééismezlerinin bromopiruvat derigiminiﬂ'dcgruSal'
bir fonksiyonucﬂnadﬂbnx, fakat inaktivasyondan &nce bir enzim-~
1nhib1t6r kompleksinin olugtuéu gbsterir (23). Bu durumda enzim?
inhibitﬁr iligkisi asagldaki.esitligé.gére ifade edilebilir:

ks =k LT/ (R D)

Bu denklemin bir bolisi alinacak olursa;'_

. |
i = = - —%~-k I elde edilir.
gor : :

. Burada kgér==g6rﬁnﬁr inaktivasyon hiz deéismezi,

KD- = {B-1) kompleksinin dissosiyasyon defigmezi ve,
k = bromopiriivatin doygunluk inaktivasyon hiz de-
gigmezidir.

Bu:esitli§e gBre sonuglar dederlendirildiginde, insan alyu~
var piruvat kinazinin bromopiruvat tarafindan inaktivasyonunda bix
satfirasyon olayinin varligi gézlendi (gekil 2). Sekil 2'den doy-
gunluktaki bromopiruvat inaktivasydn hlé dedigmezi, k, 0}0343 da=~

| : . X
kika-l' inhibit8r enzim kompleksinin dissosiyasyon dedigmezi, KD

r
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__ise 0.20 mM olarak bulundu. Elde edilen dogrﬁnuﬁ korrelasYon_de-
Jismezi, rz,_Q.99 dur. |

Inaktivésyonun gdrinir hiz de@iémezleri (kébr).bromépixu_
vat derigimine karga grafiklendiyinde egimi 45.2 Ml dak™ olan
bir dogru elde edildi (gekil 3). Bu deder, k.., inaktivasyonun
kauﬂit;k hlz'degismezidif; Dijer taraftan, degisik bromopiruvat
derisimlerinde elde edilen ’ yari Smiirlerin bir bbliistiniin logarit-
masi, bromopiruvat defisimlerinin logaritmaslné kargi grafiklen-
diginde eqimi 1.08'e egit olan bir dofru elde edildi (Sekil 4).
Kinetik analizlerde b&yle bir dogruﬁun efiminin 1 olmasi, enzimde
altbirimlbaslna,'etkinlikten sorumlu bir fonksiyonel grubun mo~-
difiye oldufunu gésterir (53,54,71). o

Alyuvar piruvat kinazinin brombpiruéat'ile modifikasyonﬁn—
da, mddifikasyoh ortaminda PEP, ADP veya FDP gibi ligandlardan bi-
rinin bulunmasi durumunda; veya etkinlik.ﬁlgﬁm ortamlhda FDP'nin
bulunmasi durumunda; inaktivasyonun gérﬁnﬁf birinci derece kiné—
tiginden saptagi bulundu (Sekil 5). Sonuglar agagjida tablo halinde
Szetlenmigtir (Tablo I). |

Modifikasyon ortami Aktivite 8lclim ortami Inaktivasyon kinetidi

FDP  ADP  PEP FDP |
- - - - gdrinlir birinci derece-
den (gbd)
+ - - - gbd degil
- [ - + ]
+ - - 4 1]
- -+ - + v
- + - - X]
. - + + "
- - + - wo

Tablo I: Alyuvar piruvat kinazinin bromopiruvat ile modifi-~
' kasyonunda modifikasyon ortaminda PEP, ADP ve FDP
gibi ligandlardan birinin bulunmasi durumunda veya
etkinlik 8l¢lim ortamainda FDP'in® bulunmas: durumunda
inaktivasyon kinetikleri. ' ' ‘ ‘
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Sekil 13 Insan alyuvar piruvat kinazinin bromopiruvat ile inakti-
vasyonu: PDP'siz enzim, FDP igermeyen ortamda bromopiru-
vat ile inaktive edildi ve kalan etkinlik FDP igermeyen
ortamda &lg¢lildd. (-x-) kontrol; (-0-) 60 uM, (-®-) 120
#M, (=A~) 240 pM, (-4-) 360 0 M bromopiruvat.
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Sekil -2: iInsan alyuvar'piruvat kinazinin bromopiruvat inaktivas-
yonunda elde edilen gdriinir birinci dereceden hiz degisg-
mezleri bir balﬁsﬁnﬁh, bromopiruvat derisimi bir bdlisi-
ne kargi ¢izimi. Do§runun-ordinat1@késim noktasi, satliras-
yondaki inaktivasyon haiz degismezinin,'k, bir bdlisilini ve
efimi de, K /k vy verir. Buradan, k=0.0343 dak -1 ve
K =0,20 mM bulundu Dofrunun korrelasyon de§1$m621 r?,

_0 99 olarak saptandi.
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kgfjr x 100

] 1 : ] 1

100 - 200 300 - 400
- Bromopiruvat; uM.

Sekil 3: Insan alyuvar piruvat kinazinin bromopiruvat ile inakti-
vasyonundan elde edilen goriniir inaktiva3yon'hlz de§i$~
mezlerinin bromopiruvat derigimine karsi grafiklenmesi:
kgér dederleri sékil 1'den hesaplaffl. Kfialitik inakti-

vasyon hiz de§ismezi, k__,. 45.2 M © dak — ve korrelas-

yon deJigmezi, r2, 0.96 olarak hesaplandi.



-

)
1/2 o
"
i

2+4log(1/t
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f

0 5 - L. | | ) 1
' 0.8 1.2 1.6
log(Bromopiruvat)+5; M |

Sekil 4: iInsan alyuvar piruvat kinazinin bromopiruvat ile modifi~
kasyonunda gazlenen inaktivasyondan sorumlu amino asit
saylsinin saptanmas:, Yarl Smiir , tl/Z’ degerleri $ekil
1'den hesaplandi m=1.08).
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| Alyuvar piruvat kinazinin bromopiruvat ile inaktivasyonu-
na kar$1 FDP, PEP ve ADP'in koruyucu etklleri aragtirildagainda;
FDP'an koruyucu etkisinin 3nemsiz oldufu, PEP ve ADP' in enzimi
daha iyi koruduju gdriildii (Sekll 5). PEP ve ADP'in koruyucu et
kilerinin de mutlak bir korumadan ziyade, klsmi bir'kofuma oldu-~

dgu bulundu (Sekil 5).

Bromopiruvat ile modifiye edilen ve edilmeyen enzimin,

| PEP'a olan‘ilgisi aragtlxlldlqlnda, modifiye edilen enzimin PEP'a
olan ilgisinin azaldig:i bulundu (Sekii-ﬁ). FDP yoklugunda, PEP
derigimine negatif kooperétif etkilesim.garﬁlﬁfken, enzimin po-
2itif allosterikrmodﬁ;atérﬁ olan FDP, bu etkiyi'ortadan kaldir~
makta ve Lineweaver-Burk grafiklemesinde bir dodru elde edilme-
sini saglamaktadir. Fakat FDP bu etkiyi, bromopiruvat ile modi-
fiyé edilmis enzimde gdsterememektedir., Nitekim Sekil 6'dan da

gérildiiglii gibi 1004#M FDP enzimi doygunlugu ulast;ramamaktadlr;

Alyuvar piruvat kina21n1n ?DP'a. oian ilgisi ¢ok yliksektir.
Sekil 7'de gbrildtgii gibi, 40 uM FDP enzimi timiyle maksimum akti-
vasyona ulastirmaktadar., FDP varlléindaki ve yoklugundaki hizla-
rain farkl, bagil etkinlik, Av, alinarak Lineweaver-Burk grafikle-
mesi yapildidinda normal enzimin FDP'a olan !gn'inib 3.3 #M oldudn

bulundu (Sekil 8).
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Sekil 5: Insan alyuvar piruvat kinazainin bromopiruvat ile inakti-
vasyonuna FDP, ADP ve PEP'in etkileri

[Bromopiruvat! = 0.5 mM, (-®~) 2 mM PEP, (-OA-) 4 mM ADP,
(-0-)} 0.05 mM FDP
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Sekil 6: Normal ve bromopiruvat ile modifiye edilmis alyuvar piru-
vat kinazinin PEP'a olan ilgisi:

(-®-), normal enzim, 0.1 mM FDP varliginda; (-A-), nor-
mal enzim, FDP yokludunda; (—O-), boromopiruvat ile mo-
difiye edilmis enzim, 0.1 mM FDP varlginda.
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Sekil 7: insan alyuvar piruvat kinazinin FDP ile aktivasyonu
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Sekil 8: Insan alyuvar piruvat kinazinin FDP'a ilgisinin Linewea-
ver~Burk grafiklenmesi. Av—l: Bagil etkinligin bir bOlusi.
Bagail etkinlik, FDP varliginda elde edilen degerleuden,

yoklugunda elde edilen dederin gikartilmasi ile elde edildi.



TARTISGMA

Proteinlériﬁ vaplr ve fonksiyonlarinin belirlenebilmesi
igin, Oncelikle ilgilenilen proteinlerin saflastir11masmnin bne-
mi a§1kt1r. Geligtirilen affiniﬁe kromatografisi yOntemleri bu
konuda ¢ok biiyiik avantajlar saglanmigstair. Bu;yantemlerin yardimai
ile kisa slirede, ¢ok daha az sayida saflagtlrma kademesi ile da-

ha fazla proteini saflagtirmak mimkiin olmugtur (72).

Affinite kromatografisinde temel prensip, agaroz veya po-
liakrilamid gibi destek maddeierine, saflagtirilacak proteinin
baglanacagi birlligandl'(antijen, antikor; Blue Dextran, vb) ko-
valent olarak baglamak; proteinin bu lkﬁmda.baélanma51 temin
edildikten sonra &zgiil bir madde ile protéini baqlandiél yerden
elile etmektir (73). Proteinin destek maddesinden-elﬁsyonunu sag-
layan maddeler, ﬁrotéinin jele tutundugn baglama b&lgesi ile ya-
rigarak bu iglevi yapabildikleri gibi, proteinin bagka bir yeri-
‘ne baﬁlanlp‘konformasyon degigikliﬁipe nedeh olarak da eliisyonu
saélayabilirler.

Affinite kromatografisinde kullanilan Blue Dextran-Sepha-
sore 4B'ye proteinlerin baglanmasi bir veya birkag¢ grup aracilai-
1 ile dedil, "diniikkleotid cebi" diye tanimlanan &zel bir sekonder
yapr araciligi ile olur (74). Bu yapiyl pek ¢ok kinéz ve dehidroge-
naz enzimi igerir; o nedenle jele baglanan protéinler Ozgil ola-
rak NADH, NAD', NADPH, NADP', GTP, ADP, ATP, AMP gibi diniikleotid

veya benzeri yapi igeren ligandlar ile jelden elile edilmektedir-
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ler (74). Bu ligandlar proteinin jele badlanma bdlgesi ile yara-
sarak eliisyonu sa§larlar., Blue Dextran-Sepharose 4B kolonundan
proteinler, tuz gradienti ile veya tampon pH'sinin dééistiril-

mesi ile de sdkiilebilir (70).

Piruvat kinazin Blue Dextran-Sephafose 4B affinite kroma-
tografisinde, enzimin eliisyonu i¢in fruktoz difosfat kullanilmak-
tad1r._Di§er.proteinlerdekinin aksine, fruktoz difosfat piruvat.
kinazin jele baﬁlandlql‘bﬁlge ile yarlsarak degdil; enzime bagla-
nip, diniikleotid cebinin konformasyonunu degigtirerek ellisyonu

sajlamaktadar (67).

Bu gallsmada insan alyuvar‘piruvat kinazi daha Once bu la-
boratuarda uygulanan y&nteme gore Saflastlrlldl (44) . Bu ydntemin
daha 8nce yayinlanmig olan dier saflagtirma yantemlerinden (36,
67,75) . {istlin yani, gok sayida amonyum siilfatlama ve saflasﬁirma
basamaklarainin asllmls‘olmaSL ve enzimin gok klsa‘sﬁrede, yiiksek
verimle ve saf olarak elde edilmesidir. Daha Once “Bulgularﬁ bho-
linmiinde de aglkland1§1 gibi, enzimin saflastlrllma51nda Blue
Dextran-Sepharose 4B jelinin kullanim saylslnln saflagtirma ve-
'rlmlnl etklledigl, en yiksek verime jelin dorduncu kullanimindan
sonra ulasildigi ve on veya daha yiliksek sayilarda kullanlldlgln_
da jelin baglama yeteneéinin dlistiigli gdzlendi. Bu sorun ancak

kromatografide yeni bir jelin kullanmilmasi ile agilabildi.

Bu saflastirma ydnteminin bir Ustiinliigt de, mikro bir sis-
tem kuruldujunda, nonsferositik hemolitik anemili hastalardaki
gibi fazla kan alinamadigi durumlarda_az-miktardaki kandan enzi-
min saflastlrllabilmesidir. Piruvat kinaz eksikligi bulunan bu

kisilerde, piruvat kinazin molekiiler yapisaindaki bozukludun tanim-
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lanabilmesi igin bilyle bir ydnteme véya geligtirilecek daha pra-
tik bir ydnteme gereksinim Qardlr. Bu bozuklugun molekiiler teme-
linin tanimlanabilmesi, enzimin saf ve normal yapisaini koruyaéak
sekilde elde edilmesini gerektirir. Piruvat kinaz eksikli§inin
neden veya nedenlerinin tahlmlanabilmesi, ancak normal enzimin

yapisal ve fonksiyonel &zelliklerinin bilinmesi ile olasidar.

Alyuvar piruvat kinazin cegitli sistein reaktiflerine du-
yvarli oldugu, enzimdeki sistein gruplarinin modifiye edilmési ile
inaktivasyon g&zlendi§i, déha 6nceki‘gallsmalarda'belirtilmistir
{39,59). Bu 8zellikler alyuvar piruvat kinazi yani sira, dijer
piruvat kinaz izozimlerince de paylagilmaktadir (23,56,57). Piru-
‘vat kinaz eksikliﬁi.bulunan kigilerin enzimi ile, sisteinleri
modifiye edilmis normal piruvat kinazin bazi 6zelliklerinin ben-
zerligi gbzdniinde tutuldugunda. (76), alyuvar piruvat kihazlnda
Sisteinlerin yeri ve fonksiyonlarinin énemi ortaya ¢ikmaktadir.
Sayilan 8zellikler gazﬁnﬁhde bulundurularak bu.gallgmada alyuvar
piruvat kinazinin, aktif merkez yanelimli bir:reaktifi olan bromo=-

piruvat ile sisteinlerinin modifikasyonu caligalmigtar.

Insan alyuvar piruvat kinazimin bfomopiruvat ile, gorinir
birinci dereceden kinetidi ile inaktivasyona ugradig: bulundu
(Sekil 1). Etkinlik &lg¢iim ortami veya modifikasyon ortaminda fruk-
toz difosfat bulunmasi, inaktivasyonun gdrinlir birinci dereceden
sapmasina neden olmakta idi (Sekil 5). Bu nedenle bromppiruvat ile
enzimin modifikasyonunda, liheei hiz eldg etmek amacivla, enzimin
kalan etkinlig§i FDP igermeyen ortamda olgilildli. Alyuvar piruvat
kinazinin, bromopiruvat. ile inaktivasyonunda FDP'in bu etkisi,
maya piruvat kinazinda da gdzlenmigtir (23). Maya pirﬁvatfkina21*

nin bromopiruvat ile modifikasyonunda inaktivasyonun gbzlenen hiz
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degismezleri bromopiruvat derigimine kar$1_grafiklendi§inde li-
neer bir dodru dedil; fakat enzimin inhibitdre doygﬁnluk gbster-
digini belirten, sada bilkiilen bir ejri elde edilmistir (23). Goz-
lenen inaktivasyon hiz deﬁismezlerinin"tefsi inhibitsriin tersine
karsa gizil&iﬁindé maya piruvat kinazi (23), maya fiavositokrom
bz'dé (68) ve insan alyuvar piruvat kinazinda (sekilﬂz),-birer
dodru elde Edilﬁig ve bu dogrudan yararlanilarak enzimrinhibitér
kdmpleksinin‘dissosiyasyon deéismezleri'(KD)_iesbit edilmigtir.
-Insan'alyuvar piruvat_kinézl igin de k (inhibitﬁrﬁn doygunluk de-
rigiminde elde edilen inaktivasyon hiz deﬁigmezi), KD (InhibitSr-
enzim komplek81n1n d133091yasyon dedigmezi) ve kcat (katalatik haiz
deqlzmezi) Sekil -2 ve 3'ten 51ra51yla 0.0343 dak-l 0,20 mM ve
45.2 M ldak t olarak hesaplandl. Daha onceki gallgmalarda da bro-
mopiruvat igin elde edilen dissosiyasyon dederinin, substratl pi-
ruvat olan bu enzimlerin piruvat igin olan‘Km dederlerine yakain
oldugu saptanmlstlr (14,21,68,78,83). Bu gallsmada da bromopiru-
vat igin elde edilen dissosiyasyon degigmezi, enzimih PEP icin
olan Km'ine‘oldukga yakindlr-(SQ}. Maya piruvat kinazinln bromo-
‘piruvat modif;kasyonunda elde.edilen katalitik hxrz dedigmezi,

-1 -1

cat’ 4,65 M 7 dak olarak rapor edilmigtir (23). Insan alyuvar
- -1, . -1

piruvat kinazi i¢in ise elde edilen k_,, degeri 45.2 M “dak

k

cla-
rak saptandir (Sekil 3). Bu bulgu insan alyuvar piruvat kinazinda
modifiye olan grubun daha reaktif oldugunu gﬁstermektedir.lNite~
kim, maya piruvat kinazi ig¢gin elde edilen inaktivasyon hizi, al-
yuvar piruvat kina21nda 10 kez daha dﬁsﬁk_bromopiruvat derigimi
kullanllarak elde edilébilmektedir (23: Sekil 2A ve "Bulgular",

Sekil 3).
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Kimyasal-modifikasyonlarda, inaktivasyon yari Omirlerinin
tersinin logaritmasi, reaktifin logaritmasina kargi gizildiginde
elde edilen doﬁ;unun eéiminin l'e egit olmasi, gdzlenen inakti-
vasyondan sorumlu grup sayisinin altbirim basina bir £ane‘oldu§u
‘seklinde yorumlanmaktadir (53,54,71). Alyuvar piruﬁat kinaz1n1n
NEM, DTNB v.b. gibi sistein reaktifleri ile modifikasyonunda,
farkly reaktivitelerde bifden gok sisteinin modifiye oldudu gés-
terilmigtir (59}. PEP varliginda DTNB ile 12 siilfhidril grubﬁnun-
modifiye olmasi, enzimde herhangi bir aktivite kayblna neden ol-
mamaktadir. Ayni galigmada PEP tarafindan 4 stilfhidrilin korun-
dugu gﬁsterilmigtir. BromoPiruvat‘ile-aynl stilfhidril gruplarlnlh
_ tepkimeye girmesi ola51li§1 dlslanamaz}-ancak,-reaktifin 5idukga
diisiik derisimde etkili olmasi, modifikasyonun yalnizca aktif mer-
kezde olmas:i olasilidini gliglendirmektedir. Nitekim; alyuvar pi-
ruvat kina21n1n bromopiruvat inaktivasyonunda saﬁﬁrasyonun.olmasm,
bu olas:ldi gliglendirmektedir (Sekil 2). Ayrléa alyuvar piruvat
kinazinin dietil pirokarbonat ile modifikasyonunda oldudu gibi
(60), etkinlikte fonksiyanu bulunan birden fazla grup medifiye
edilseydi ve bunun sonucu iki fazil bir inaktivasyon gdzlenseydi,
o zaman log 1/t1/2 deferleri reéktif derigiminin logaritmasing
karsi grafiklendiyinde, eJimi birden biiyllk bir dodru jelde edi-
lirdi,

Alyuvar piruvat kinazi igin Yukarlda tartisilan bulgular,
modifikasyon ortaminda hi¢ bir ligand bulunmadigr ve etkinlik &1~
¢lim ortaminin da FDP igermedigi kosgullar igin dogrudur. FDP'in
etkinlik #lg¢lim ortaminda bulunmasi durumunda, Inaktivasyon gérii-
niir birinci dereceden sapmaktadir (Tablo I, Sekil 5). Benzer ge-

kilde, alYuvar'piruvat kinazinin bromopiruvat ile modifikasyonunda,
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modifikasyon ortaminda PEP vélADP bulunmasi, enzimi inaktivasyona
‘karsai tiimliyle kOruyamad1§1 gibi, inaktivasyonun lineeriteden sap-
Ima31na da neden olur (Sekil 5). PEP'in koruyucu etkiéi, ADP'dan
biraz fazladir. Bu bulqular, Bzellikle PEP'Iﬁ kbrumadaki vetergiz-
- 1igi, enzimin N—etii maleimid; DTNB gibi 6zgitil sistein reaktifle-
ri ile modifikasyonundaki kofﬁyucu etkisi ile geligmektédir {59} .
Clinki bahsedilen'gélxsmada.(SQ), PEP enzimi inaktivasyona karsgi
timilyle korumaktadir. Bromopiruv&f_ihaktiﬁasyphuna karsi PEP'in
enzimi etkili olarak koruyamamasi, bromopiruvatin sisteinler-al-
sindaki amino asitler ile tepkimeye girebilmesi (15, 26,27) veya
proteinde net yiik farkina neden'olan bromopiruvatin enzimde kon-
formasyon dedigikligine neden olmasi ve bunun sohucunda_da mer-
kezdeki sisteinlerin bromopiruvgta_ekspoze oclmasindan ileri geie-
bilir. Ayrica, PEP gibi ADP'in da, PEP'a gbre biraz diiglik olsa.da
koruyucu etki gdstermesi ve N-etil maleimid inaktivasyonunda ise
'PEP mutlak koruyucu iken ADP' 1n timiiyle etkisiz olmasi; modifiye
edilen grubun gerek yeri, gerekse niteli§i konusunda bazi kugku-
lari da beraberinde getirmektedir. Her ne kadér N-etil maléimid
modifikasycnunda proteine fazladan bir pozitif, bromopiruvat mo-
difikasyonunda ise fazladan bir negatif yiik takiliyorsa da, iki
grup arasindaki farki bu takilan ylikiin niteligi ile aélklamak miim-
kiin g8riilmemektedir. ﬁitekim, DTNB modifikasyonunda da ADP kismi
bir koruycu etki gdsterir; ancak, bu etkinin sterik yapidan kaynak-
landigi, DTNB ile uzun siire modifiye edileh enzimde ADP varligin-
da ve yoklujunda ayni sayida siilfhidrilin modifiye edilmesi ile
gbsterilmigtir (77). O nedenle, ADP'in koruyucu etkisinin gdzlen-
mesi, modifiye edilen grubun ADP baglanma bdlgesi ile PEP bag-

‘lanma bBlgesinin iist lste diigtiiji yerde olabilecedini diiglindlirmek~-
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tedir. Bromoﬁiruvat.sﬁlfhidril yanlndé_ diger elektrofilik grup-
larla da tepkimeye girebilecegi gtz 6niineé alinir ve ADP ile PEP'
in dietil pirokarbona£ tepkimésindeki koruyucu etkileri animsana-
‘cak cluréa (60), modifiye edilen grubun sistein'in yani sira his-
tidin de olabilecedi kuskusudodmaktadar. Ancak, bromopiruvat ile
modifiye edilmemis enzimin Lineweaver-Burk éqrisi ?DP (O;l mM)
varliginda timtiyle do¥rusal hale ¢evrilebildigi halde, mbdif;ye
edilenlenziminki gevirilemeﬁektedir, (Sekil 6). Paralel bulgular
maya piruvat kinazi ile radyoaktif bfbmopiruvat kﬁllanllarak gds-
terilmistir (23). Maya piruvat kinaza ile'yaplian caligmada histi-
dine baﬁlanma_ oiup blmadlql arastirilmamig ise de, daha &nceki
sﬁlfhidril,reakfifleri ile yépllan gallsmalarlhln etkisi iie mo-—
difiye edilen grubun siilfhidril oldugu sonucuna varilmig gibi g&-
zilkmektedir. Her ne kadar bizim bulgularimiz modifiye edilen gru-
bun slilfhidril olmasa olasiligina diglamiyorsa da, histidin‘ol_
“masini da dlslamamaktadlr. Eder modifiye edilen grup sﬁlfhidril
ise, bu stlfhidrilin gdrevi katalitik deil, baglanma veya aktif
merkez olugumundan’ sorumlu oimalldir‘ Bu iddia, FDP yokluﬁunda
tiim etkinligini yitirmis enzimin FDP varllﬁlnda etkinlik gbster-
mesi ile guglenmektedir Ancak, modlflye edilen grubun niteligi
ve g8revinin tiimiiyle anlasilabilmesi, radyoaktlf 1$aretli bromo-
piruvat ile ligandlarln varliginda ve yoklugunda modifikasyon ya-
pilarak, stilfhidril ve histidinlerin miktarlarinin amino asit ana-

lizbri ile kantite edilmesiyle mimkiin olacaktair.
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Insan alyuvar piruvat kinazi, % 41 amonyum siilfat ¢oktiir-
mesi, Sephadex G-75 kromatografisi ve Blue Dextran-Sepharose 4B
affinite kromatografisi basamaklarani iqeren‘bir ydntemle saflag-
| tlrlldi. affinite kromatografisinde enzim, kolondan 0.1 mM £ruk-
toz difoéfat ile iki etkinlik zirvesi halinde elie edildi.Enzimin
olgun formuna‘(R4)‘ait olan birinci etkinlik zirvesi toplandai.

Enzimin bu formu bromopiruvat ile modifiye edildi.

Alyuvar piruvat kinazinin substrat ve ligandlarlnin bulun-
madigir ortamda enzim bromopiruvét ile modifiye edildiginde ve
kalan etkinlik fruktoz difosfat i¢cermeyen ortamda 6lgﬁldﬁ§ﬁnde,
enzimin gorinlr birinci derece kinetigi ile inaktivasypna udra—
dida gérﬁldﬁ.'Modifikaéyon ortaminda veya etkinlik 8lg¢lm ortamin-
da fruktoz difosfat bulundugunda, birinci derece kinetiginden sapan
bir inaktiﬁasyon g¥zlendi. Inaktivasyonun kinetik analizinden,
enzimin alt birim baglna.bir fonksiyonel grubunun modifiye oldu-
gu bulundu. Piruvat kinazin bromopiruvat ile inaktivasyonuna kar-
g1 PEP ve ADP'in koruyucu etki gtsterdigi; PEP'an koruyucu etki-
sinin ADP'a g&re daha fazla oldudu ve FDPida oldudu gibi ipakti-~
vasyonﬁn birinci dereceden sapmasina neden olduklari tesbit edil-
di. Inaktivasyonun ve korumanin kinetik ozellikleri daha ©nceki

galigmalarin bulgulari ile kargilagtirilarak tartigilda.
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adenozin~5'-difosfat
adenezin-5'-monofosfat
adenozin~5'—trifosfat
l,3-difosfogliserat

2,3-difosfogliserat
5,5'-ditiyo-bis-2,2'-dinitrobenzoik asit
ditiyotreitol ' | | '
etilendiamin-N,N,N,',N'~tetraasetik‘asit
fruktoz~1,6~difosfat : |
glukozfl—fdsfat

glukoz-1,6‘~difosfat

glukoz-1,6~difosfat sentaz

okside glutatiyon

guanozin-S'-trifosfat _
N-2-hidroksietilpiperazin-N'-etansiilfonik asit
mannoz-l-fosfat |

mannoz~l,6—difosfat

2-merkaptoetanol o _

nikotinamid adenin dinitkleotid~ okside form
nikotinamid adenin diniikleotid- rediikte. form

nikotinamid adenin diniikleotid fosfat - okside form
nikotinamid adenin dinlikleotid fosfat-rediikte form
N-etilmaleimid

fosfoenopiruvat
N-a-tosil-L-1izil klorometil keton
L~ {l~tosilamido~2~fenil) etil klorometil keton

Laktat dehidrogenaz
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