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1.GtRLS

1.1. KIMYASAL MODIFIKASYONLARIN PRENSIP ve AMACI

Biyolojik olarak éktif molekiillerin etki mekanizmalarinin aydinlatil-
masi ¢agdas'biyokimyan1n onemli konularinin basinda gelir. Bu amag igin basl1c€
fiziksel,kimyasal veya biyolojik yontemlere basvuruiur. Canl1 organizmalardaki
.aktif fonksiyonel makromolekiillerin basinda proteinler; Ozel olarak da protein-

lerin ozellesmis bir grubu olan enzimler gelir.

Enzimlerin kataliz mekanizmasini aydinlatmak i¢in baévurulan en eski
yontemlerin basinda kimyasal modifikasyon ytntemieri gelir. Her ne kadar son
zamanlarda gelistirilen x-1sinlart kristal]ografi yontemleri, enzim kinetiklefi,
~ stereokimya ve niikleer manyetik rezonans (NMR) teknikleri de enzimatik katali-
zin mekanizmasini aciklamak igin ku]]an1]1yoksa da; pek cok durumda kimyasal
modifikasyonlar, kataliz i¢in tnemli fonksiyonel grup tesbiti veya kataliz si-
rasinda olusan zorunlu ara driinlerin yap1sinin aydiniatilmasinda en yararli bil-
gileri saglamaktadir. Bunun yanisira yukarida 5ay11an7£eknik1er ile ileri sii-
riilen bulgularin, kimyaéa1 mbdifikasyonlar ile de sinanarak dodrulugu pekistiri-
fazla miktarda profein gerektirmémesi ve proteini kristalize etme zoruhlulhgunun

olmamasidir.

Genel olarak modifikasyonlar yalnizca kimyasal modifikasyon]ar1a sinirl

olmayip, enzimatik ve genetik modifikasyonlarin yapilmasi da miimkindir. Yine
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kimya$a1.modifikdsyon]ar_da ya1n1zca'enzim}er1e sinirli kalmayip; biitiin biyolojik

aktif sistemlere, fonksiyonelrprotein ve diger makromolekiillere uygulanabilir,

Enzimlerin aktif merkezinde bulunan, ligandlarin baglanmasi veya kataliz
olayinda fonksiyonel is gbren gruplarin tesbiti icin cok sayida kimyasal modifi-

kasyon ydntemleri vardir. Bu yontemlerden en 6nem1i1eri sunlardir:

1- Grup 6zgi11Ugi olan reaktif kullanma

3- Yélanc1 substrat kulTanma

4- "Suicide" substrat ku1fanma

5- Enzim ﬁzerinde kataliz s1ra51nda olusan reaktif ara uriinleri yakalaya-
bilme

6- Enzimin C veya N ucundan amino asit veya peptit delesyonu

7- Primer yapi1s1 bilinen ve sentetik olarak hazirlanan peptit veya bro-,
teinde ilgilenilen bir amino asidin eksik1igi ile goriilen fonksiyonel

dedisimi incelemek

Bu modifikasyonlar ile ilgilenilen enzimin fonksiyonel gruplari ve kata-
1iz mekanizmas1 hakkinda cok degerli bilgiler elde edilebilir. Diger taraffan
gruba Gzgiil reaktif kullanma veya affinite isaretlemeleri ile belirli bir bolge-
nin modifikasyonu kendi'bas1na kataliz mekanismasi hakkinda bilgi vermeyebilir.
Biyolojik etkin]iéin kayboImas1 her zaman katalitik bir grubun modifiye edilmis
olmas? an1am1na ge]meyeceéinden, mbdifiye edilen grubun.kata]izde rd1 aldigim
hemen stylemek zordur. Etkinligin kaybolmasi aktif merkezin konformasyonunun de-
@ismesi, oligamerik bir protein ise alt birimlerine dissosiye olmasn veya bﬁyﬁk
hacimli reaktiflerin sterik engellemesinden de ileri gelebi]ir. Kimyasal quifi-.
kasyonlarda bdyle bir durﬁmun olup olmadiginin arastiriimasinda ultrasanteifiigas-
yon, kromatografi, ORD (optica] rotatory dispersion), CD (circular dichroism) ve

x-1sinlar1 analizi degerli bilgiler saglar.

Proteinlerin kimyasal modifikasyonlarinda ana mekanizma, proteinlerdeki
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amino'asitlerin yan gruplarinin nikleofilik 6zelligine veya oksidasyona_ugrama

" yeteneklerine dayanir. Basit monomerler halinde iken, amino asitler genellikle
ortak tepkimelere girerler. Ancak'protefnierin yapisinda iken N ve C ucqu1 disin--
da, amino asitlefin-ya1niica yan gruplam tepkimeyé;girer. Amino asitlerin yan
gruplarinin tepkimeleri de monomer ve dogal fnative) proteindekf seklinde aym
degiidir. Baz1 gruplarin réaktivitesirba§k11an1r veya aza1t111rken;'baz11ar1n1nki
ise artt1f111r. Belirli bir gruptaki reaktivitenin arttirilmasi ile méydana getiri-
lenr“éuberfreaktivite“ kimotripsindEfo]dugu gibi (1) katalitik fonksiyon igin

¢ok onemli olabilecedi gibi, hi¢ nemld de'olmayabilir(zj. Proteindeki bir fonk-
siyonel grubun reaktivitesinin artt1riimas veya azaltilmasi ; a) ilgilenilen
grubun "protein ﬁevre” i¢indeki yeri ve bﬁ ¢cevrenin reaktif gruba'étkisi,

b) "protein cevre"nin kullanilan reaktif ajana etkisi veya her ikisi tarafindan

beraberce saglamr(2).

Proteinlerin kimyasal modifikasyonlarindaki ana prensip ve ama¢ ; prote-
inlerin yap1§1ndaki amino asitlerin yan gruplarinin reaktif tzelliklerinden ya-~
rar]anarak; 1Igilen11en bir amino asidin proteindéki fonksiyonunu gostermektir,
- Bu amagla belirli gruplara 6zgiil reaktifler kutlanilarak bir proteinde konfor-
masyonda ve biyolojik etkinlikte rolii olan émino asitler tesbit edilebilir ve

bir enzim icin katalizin molekiler mekanizmas1 aydinlatilabilir.

Proteinlerde kimyéSal modifikasyonlarin yap11mas1ha'01anak saglayan bas-
l1ca fonksiyonel gruplar; karboksil gruplari(dikarboksilik amino asitler ve po]iF
peptidin C ucu), amino'gfupiarl(lizfnin £-amino grubu ve po]ipeptidin N ucu),
‘tirozinin fenolik hidroksil grubu,'triptofanln indol imino grubu histidinin
imidazol amino grubu, serin ve treonindeki alifatik hidroksil grup]ar1, sisteinin
t1y01 SH) grubu, metiyoninin met11 su1f1t grubu, fenilalanindeki fenil rad1ka1-

leri, amidier ve peptit baglaridir(2,3).

Proteinde kimyasal modifikasyonlar yapilacagi zaman, modifiye edilecek

grup i¢in reaktif sec¢ilirken, en azindan su Bzelliklere dikkat edilmelidir:
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T-.Seci1en reaktif mUmkUnfgldugu kadar modifiye edi]ecek.gfup'icin_
‘6ng1 olmalidir, | o
2- Reaktif, modifiye edi1ecekrgrup-ile a$1fi'pH s1n1r]ar1'vé kosullar
gerektikmeden, notral pH'da veya proteinin biyolojik etkinliginin
devam ettigi ﬁH'dé tepkimeye girebi1mefidir. |
3- Tepkimeden sonra yan etkilere neden olabilecek bir Urin olusmamall-
dir {8rnedin modjfikasyonda yan iirlin olarak Hy0, oTusmamaln veya’
iyodoaéétamid ile alkilasyonda oldugu gibi oksitleyici bir bilesik
olan serbest iyot vermemelidir)(8,9).
4- Kui]an11an reaktifin hacmi ve polaritesi modifiye edilecek gruba
yaklasmas1 i¢in sinirlayic1 faktdr olmamalidir.
5= Fonksiyone] grup ile tepkimeye giren reaktif, protéinde onemli yilk
farkl olusmasina neden olmamalidir. |
6- Tepkimeden Once veya sonra, reaktifin veya UrUnUn,miktar1; veyahut da
modifiyé edilen proteinin modifikasyon ile dedisen durumu, defisen

bir Gzelliginden izlenebilmelidir.

Bu dzelliklere uygun olarak en ¢ok kullanilan gruba 6zgil reaktiflerden
secilen drnekler ve madiffye ettikleri gruplar Tablo I'de Gzet halinde verilmis-
tir. Burada ornek olarak verilen reaktifleri daha da arttirmak mumkiindir. Ancak
reaktiflerin pek cogu dzgiil degi1d1r; Ayrica dzgiil o]sa]ar bite, modifikasyon
i¢in cok dedisik ve giic kosullar gerektirdiginden biyolojik etkinlik 11e modifi-
kasyonu b1r11kte jzlemek mimkiin de§ildir. Bu duruma karsilastirmal ornek1er
Tablo II'de verilmistir. Tablo II'dekine benzer &rnekler, proteinlerdeki diger
amino asitlerin modifikasyonlar1 icin de verilebilir. Her ne kadar amino asitlerin
'yan gruplarinin modifikasyonu icin ¢ok sayida reaktif vé yﬁntem varsa da; reaktif—
lerin pek codu birrtek grup icfn ozglil degi]dif, Gzgul bile olsalar modifikasyo-
nun ilerleyisi ile biyolojik etkinli§i ayni kosullarda birlikte izlemek miimkiin

olamamaktadir (Tablo 1 ve II).
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Kullanilan Reaktifler ve Modifiye Ettigi Gruplar

Modifiye edilen

Tar

gruplari

Reaktif Yan tepkime . Kaynak

- grup _
Arjinin- 2,3-Butanedione - (4)

" G]iqksa] _ -NH2 gruby (5).

" Fenilglioksal --NH2 ve -SHgrubu (6)

" 1,2-Siklohekzandion - (7)
Sistein «-Haloasitler Met. ,His. (2,8)

" N-Etilmaleimid - (2,8,9)

" Metantiyosilfonik asit - (10)

" DTNB (ve dider organik - (2,9,11,

distlfitler) 12)
Triptofan Z2-Asetoksi-5-nitrobenzil - (8,13,14)
' kloriir
" 2,4-Dinitrofenil-1,5-sil fe- ~SH grubu (8)
7 nil kloriir
. Metiyonin % -Haloasitler His., Cys. (2,9,15,
' - 16)
‘Histidin = -Haloasitler - Cys..Met. (2,8,17)
B Dietilpirokarbonat - (18,19,20)

" Diazonyum-1H-tetrazol Tyr. (2,8)

Tirozin Tetranitrometan Cys (8,9,21,
22)

Lizin Trinitrobenzensiil fonik asit - (23)

! 0-Trimetilizolire - (2,9)
Serin Diizopropilfluorofosfat - (1)
Karboksil grup- 'NaBHq? LiBH4 Butin karboksil = (2)

Kisaltmalar: Met.; metiyonin, His.; histidin, Cys.; sistein, Tyr.; tirozin.
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Tablo II. Ar31n1n Mod1f1kasyonu Icin Kullanilan Reaktifler,
Mod1f1kasyon Kosullart ve Uzgu]]ukler1(Kaynak 8, 5.568).

Reaktif ' Kosullar (25°C'de) Yan Tepkime
Z,3-Butanedione  Borat tamponu,pH:7.5 o | -
Dimerik Butanedione Fosfat tamponu,pH:7.0 ANHZ grubu
Trimerik Bu;anedione Fosfat tamponu,pH:7.0-8.0 -NH2 ve -SH grup-
' lam
Glioksal Bikarbonat tamponu,pH:9.2 - -NH, grubu
Fenilglioksal , N-Etilmorfolincasetat tam- -NH2 ve -SH grup-
ponu, pH:7.0-8.0 lar
1,2-Siklohekzandion - 0.05-0.2 N NaOH i¢inde -
Malonilaldehit 10 N HC! ig¢inde ' peptit bag1 kiri-
Tir

1.2.  ARJININ MODIFIKASYONU

Proteinlerde arjinin gruplarinin modifikasyonu i¢in ¢ok sayida ybntem ve
reaktif bulunmasina ragmen (2,4-9,24), pek cogunda tepkimenin oTmas1 yiiksek pH
.ve glic kosullar gerektirmekte veya Gzgiil olmayip diger amino asitlerin yan grup-
lar1 da tepkimeye girmektedir. Bu ama¢ i¢in en uygun ve 6zgiil reaktif 2,3-Butane-

dione'dur.

Borders ve Riordan, anyohik substrat ve kofaktorlere sahip olan enzimlerin,
bu Tigandlari badlama bﬁlge]efinde'gene11ik1e arjinin icerdiklerini ileri siirmis-
lerdir (25). Gercekten dé arjinine ozgiil reaktifler kullanilarak bu tzelliklere
~sahip pek cok enzimin baglama bGlgelerinde fonksiyonel arjinin bulundugu gbste~
rilmistir (4,24,26-29). Bu mod1f1kasyon1arda genellikle borat tamponunda 2,3-Buta-
nedione. veya bikarbonat tamponunda fenilglioksal reakt1f o]arak ku]]an11maktad1r
Glioksal ve fen11g1ioksa1 kismen de o]sa.amino ve tiyol grupTarT ile de tepkime-

ye girebilirler (5,6).
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Arjininin 2,3-Butanedione ile modifikasyonunun mekanizmasy Riordan’in

onerdigi bicimde asagwda verilmistir(4).

Bu mekanizmaya gdre; Butanedione, arjininin;protone olmayan guanido grubu
ile tepkimeye girerek bir cis?dio1 olusturur ve oiusan cis-diol komp1eksi borat
tarafindan stabilize edilir. Bu basamakta tepkime tersinirdir,borat1n uzaklas -
tirtimas1 ile tepkime tersinercél1swr ve proteinin etkinliginin tamam) geri kaza-
nilabilir. EJer tepkime uzun sUre;ek'olurSa, cjs—diol ara Urlni pinacot-tip di-
zenlenmeye gider ve disosiye olmayan bir iirlin olusturur. Bu yehiden diizenlenme-

den_sohre tepkime tersinmezdir,artik etkinlik geriye kazanilamaz (4).



1.3.  HISTIDIN MODIFIKASYONU

Enzimlerin aktif merkezinde genellikle kuvvetli nuk}eofi]-éruplar yer
alir ve kataliz o]éy1na dogrudan kat111r1ar.7Kata1jzde gnemli rol oynayan bu -
gruplarin en 5nemli1ek§ baslica , serin'in hidroksil grubu,'sistein'%n tiyol
grubu, hisitidin‘in'imidazol amino grubu ve Tizin'in epsilon amino grubudUP.

Bu ﬁze]likleri-nedeniyle enzimTer "Serin sinifi1","sistein simif1","lizin sin1fi"
ve "histidin sin1f1" olarak da s1n1f]andir1]maktad1r (30). Histidin simi1f1 en-
-zimTer, fosfat trénsferi yapan cesitli enzimlerde oldugu gibi (siiksinil CoA
sentetaz,g1ukoz-G-fosfataz) katalitik merkezde histidin icerirler. SUksini1_CoA
sentetazda oTaugu gibi baz1 enzimlerde, katalitik merkezdeki histidin kataliz

‘sirasinda fosforile edilir(kovalan kataliz}(30).

Histidin modifikasyonlarinda siklikla kullanilan reaktifler monohaloasit-
lerdir. Monohaloasitlerle tepkime sonuhda histidinin imidazol grubu her iki
azottan da karboksimetillenir. Ancak monohaloasitlerin histidin ile tepkimesi
ozgil dedildir, sistein ve metiyoninrde alkillenebilir, S-a]kilasyqnu, N-alki-

lasyonundan daha hizlidir (8,31).

Histidin modifikasyonu icin kullanilan en ozgiil reaktif dietilpirokarbo-
nat'tir (18-20). Bu reaktifin pH:6.0 ve daha yliksek daha pH'da histidin ile tep-
kimesi son. derecede 6zgﬁ1duf. Bu nedenle proteinlerde histidin modifikasyonu

i¢in basar1 ile kullantimaktadir (18-20,32,33). Tepkimenin mekanizmasi asagtida

verilmistir. 7
! 5+l [ c
CHy 2C=0 CH, -3
HN N sl Ny N-C-0
8'C=0 |
.\—n'- ‘.,_'-* ’ R
| OYCHyCHy + COy + CHyCH,O0H

Histidin Dietilpirokarbonat N-Karbetoksihistidin
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Histidinin dietilpirokarbonat ile tepkimesi sonucu, histidinih karbe-
toksi tlirevi olusur. Olusan N-karbetoksihistidin 242 nm'de abébrbsiyon verir,

1. -1

BOylece modifikasyon 242 nm'deki absorbsiyon -artisi (g£:3200 M"cm' ) ile de -

izlenebilir (20). .

1.4.  SISTELN MOD1FIKASYONLARI

Enzimlerdeki gnemli fonksiyonel nUk]eofi]]erden biri de sisteindir.
Sisteinler pek cok enzimin substrat baglama bblgesi veya katalitik merkezinde
yer al1r1ar. Sisteinlerin oksidasyona ﬁgrayabilme1erinin de ayri bir Onemi var-
dir. Boylece iki sistein arasinda o1ﬁsan dislilfit badlari proteinlerin tersiyer

yap1larinin saglanmasinda yasamsal dnem tasirlar.

Enzimlerde sistein modifikasyonu icin pek cok yﬁntem‘ve reaktif vardir.
Bu amag¢ ig¢in seg¢ilen kimyasalrreakt1f1erin bir kismi dzgiil degildir (H202 ile
oksidasyon ve alfa-haloasitlerle karboksiﬁetilasyon gibi}. Ancak son'derece
ozgiil reaktifler de vardir. Buﬁlar1n basinda organik distilfitler ve N-etilmale-

imid gelir (8,9).

Sisteinlerin tiyol grubunun Netilmaleimid ile tepkimesi,,N-eti1ma1éim1d-
deki ¢ift bada nikleofilik katma ile olur. Tépkime sonucu S-(N-siiksinimido)-sis-
tein olusur. Bu yap1 son derece stabildir. Proteinin asit hidrolizi ile,modifi-

“ye olan sisteiﬁ S?sUksinilsistein halinde serbest kalirken, esmolar miktarda da
etilenamin agi1da ¢ikar (34). N—Eti]ma]efmidin 305 nm}de'makéimum absorbsiyonu
vérd1r. Modifikasyon devam ederken N-etilmaleimiddeki azafma spéktrofutoﬁetrik
olarak iz1ehebj1ir. N-Etilmaleimidin sistéin]erin tiyol gruplart ile tepkiméﬁi-
nin hekanismasi asagrda verifmistir._'

Sistein modifikasyonlarinda kullanilan Gzgul bir reaktif de metantiyo-

sﬁlfqnik asittir. Bu reaktif ile tavsan kasi piruvat kinazi modifiye edilmis ve

inaktivasyona karst Tigandlarin koruyucu etkisi ADP) ATP)P@f+> PEP seklinde

gorilmistiir (10).
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Enzim SH

Enzlm-Se , Jo
- ——  Enzim-S- (l:H—C\N CH-CH
(:H--c‘0 | : CH—c” 2773
gH C/N CH,CH, - | | 2 o
T Y - S-(N-Siksinimido)-sistein
Asit hidrolizi
yapilirsa
H : | | I}IH2 ?OOH
(H2N (l:-COOH) + (:H3Cl-«|2NH'2 + H(;._—CHZ-S-(IIH
R COOH C’IH2
COOH
Amino asit S-Siksinilsistein

Metantiyosiilfonik asidin proteinlerdeki sisteinler ile tepkimesi styledir:

0
CH3-S-:S:-CH3 + Enzim~SH ——> Enzim-S-S-CHy # CHa-SO,H

0

Modifikasyonda boyle bir reaktif ku]]an11mas1nfn iki onemli uUstlinligu
vardir: |

a) Sistein ile tepkimeye giren grup, proteinde net.yUk farkina neden
olmaz,

b) Reaktifin kiicik bir molekiil olmas nedeniyle , sisteinlere yakiasmasn

protein tarafindan stefik olarak engellenmez.

Sisteinlerin modifikaéyon1ar1nda kullanilan en duyarl ve ozqul reaktif

DTNB (5,5'-ditiyo-bis-2-nitrobenzoik asit)'dir; Bir aromatik disul1fit olan DTNB
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alifatik analoglarina oranla daha yuksek oksido-rédUkéiyonfpotansiye]ine sahip-
tir ve bu nedenle alifatik tiyoller ile kolayca tepkimeye girer (8,11,12).,Tepk1-

menin mekanizmast soyledir:

5 NO, ~ Enzim -s-sQ NO,

cooH | | COOH
_ TNB-Enzim
SN02 -
' + |
* CooH
DINB — - HS QNoz

'Enzim-SH' TNB ('Tiyonitrpbenzoik'
asit)

Tepkime sonucu olusan TNB 412 nm'da absorbsiyon verir (g,=13600 M-]cm'])
(11). Olusan TNB spektrofotometrede duyarli olarak tayin edi]ebj]ir._Bu ozelligi
reaktife bir tistinliik daha saglar. -

Uzgiil ve duyarli bir reaktif o]mas1na'kars111k, DTNB'nin iki dnemli deza-
vantajt vardir(35): |

a) Proteinde disiilfit olusumuna neden olabilir.

Enzim- S-S @NOZ o HSQNOZ
| COOH - ' COOH
+ —» =+

Enzim-SH Enzim-S-S-Enzim
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b) Alkali kosullarda distilfitler bozunarak tekrar DTNB ile tepkimeye gire-

bilirler.
2 Enzim-S-S-Enzim + 4 OH ———»3 Enzim-S~ + Enzim-S0, + 2 H,0

DTNB'nin proteinlerde disi1fit olusumuna neden oldugu, tavsan kas
ﬁiruvét kinazinda da gOsterilmistir (37). Taysan kas1 piruvat kKinazi DTNB
ile tepkimeye girdiginde, dnce TNB-S-Enzim komp]ekéi olusur ve enzimin molu
basina. dirt mal TNB serbest b1raki11r. TNB-S-Enzim kombleksi katalitik olarak
aktif, fakat dayaniksizdir, enzimde a]t:birimler aras1 distlfit olusumu ile
enzime bagli olan TNB de serbest birakiImaktadir. Dlisiik pH'da disilfit olusu-
" munun yavas olmasindan yararlanilarak, tavsan kasi piruvat kinazinda TNB-S-

Enzim kompleksi serbest TNB'den jel filtrasyonu ile ay1r11abi]mistir (37).

~ Alkali kosullarda organik disiilfitlerin bozunumu zellikle pH 10 'un
uzerinde cok hizlanir. BSylece yiiksek pH'da hem DTNB'nin kendisi bozunur,
hem de tiyollerde olusturdugu disiilfitler bozunarak DTNB ile tekrar tepkime-

ye girerler (35).
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Glikolitik yolun Bnemii kontrol enzﬁm]erinden biri o1én-piruvat kinaz,
1 fosfoeno1piruvatjtan (PEP)'fbsforil grubunun ADP'ye aktarilarakaTP'nin sen-
tez]endigi tepkimeyi katalize eder. Cesitli dokulardaki da§111nﬁna gore piru-

vat kinazin My, M, L ve R tipi olmak izere dort izozimi tanimlanmistir (36).

Piruvat kinazin M] tfpi, kas dokusunda bulunan. tek izozimdir, kalp
kas1 ve beyinde ¢coguniuktadir. Fruktoz difosfata (FDP) duyarsizdir, Michealis-
Menten kinetigini gdsterir. Primer yapisi ayni o1anrd6rt alt birimden olusur.
Ligand bajlama bGlgeleri en iyi tanimlanmis piruvat kinaz izozimidir (23,32,

36,37).

Piruvat kinazin M2 tipi cesitli dokulara dagiimis olarak yaygin bir
sekilde bulunur. Karacigerde azinlikta, bdbrek ve likositte cogunlukta buly-
nan izozimdir. Allosterik bir enzim olmasina ragmen diger allosterik piruvat

kinaz1ardan.farkl1 kinetik Ozelliklere sahiptir (36).

L tipi piruvat kinaz, karacigerdeki ana izozimdir. Birbirinin ayni olan
dort alt birim icerir. FOP allosterik aktivatSrii, alanin ve ATP ise allosterik
inhibitorudir (38,39).

Omurga11 hayvan dokularinda bulunan dordiincii piruvat kinaz 1zoz1m1, yal-
nizca a]yuvarda bulunan R tipi p1ruvat kinazdir. Kinetik ve 1mmun01031k olarak
- L tipine benzemeswne ragmen, e]ektrofqrezde L tipinden ayrilir (36),_ve diger
izozim]er@en”fark]x olarak tepkime PEP ile ba§]at1ld1§1nda."hysteretic" tfpte

davrams gdsterir (40).

Alyuvar piruvat kinazi dért alt birimden olusan bir tetramerdir. Bu alt~
birimlerin yapis1 enzimin olgunlasmasina (maturasyon) baglidir. Retij]bsit ve
eritroblastiarda i1k sentezlendiginde, R sek1inde-tan1m1anan; timliyle inaktif
olan ve olqun piruvat kinazdan daha biylk mo]ekﬁ]rag1r11§1nda olan bir homotetra-

merdir (41). Alyuvar olgun1ast1kca'proteo]itik bir modifikaSyon ile R4 seklindeki
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olgun piruvat kinaza cevri1ir'(41) Do]as1mdak1 alyuvarTar, oIgunTasmaTar1na
'bag]1 olarak p1ruvat kinazin R4 sek11ndek1 homotetramer veya RZR'2 sek11ndeky
heterotetramer formunu 1cer1r1er Enzimin bu iki formu affinite kromatografl-_
sinde b1rb1r1nden ayr1T1r1ar B1r1nc1 21rve ozl etk1n1191 300 0/mg prote1n
kadar o1an homotetramer R4 ; 1k1nc1 Z1rve ise Ozgil etkinligi 150 0/mg protein
olan heterotetramer R2R 9 piruvat k1nazd1r (42). R2R 2. formundaki p1ruvat kinaz
do]as1mdak1 alyuvarda R4 formuna cevr111rken Uzgil etkinligi de 1k1 kat1na
¢ikar (43) 2 2 formunun FDP bag1ama bo]ges1 kapa11d1r, bu form enzimin

mo1ii bas1na iki mol FDP baglar. QOysa prote011t1k modifikasyon ile FDP bagTama-

- btlgesi acija c1kar11d1g1nda enzimin molii basina dort mol FDP baglanir (44)

D1ger piruvat kinaz izozimlerinde boyle bir o]gun]asmanln goz]enememe-
sinin nedeni; karaciger gibi proteo]1t1k etkinligin yUksek oldugu dokularda
translasyon sonrasi olgunlasmanin gozlenemeyecek kadar k1$a siirede Qlabilmesine
bagianmaktad1r'(43). |

Piruvat kinazin a]yuvar'metabolizmas1ndakf yasamsal Onemi . ug 6zejli§1n-
'den i]eri‘ge1ir: a) Piruvat kinaz ile katalizlenen tepkime glikolizin kontro-
1Unde76nemli bir basamaktir. b)‘AIyuvarda tek.enérji kéyna§1 g]iko}izdjr. Bﬁ
nedenle piruvat kinaz ile kétaTiz]enen tepkime, kul]an11abi1if kimyasal enerji
_(ATP) sag]ﬁnma31 icin Bnemlidir. ¢) Piruvat kinaz tepkimesi alyuvarda 2,3-difos-
fogliserat diizeyini dolayl1 olarak diizenler. Piruvat kinaz eksik]iﬁi sonucu -
2,3- d1fosfog11serat duzey1n1n artmasi1 alyuvarlarda hemog10b1nden oksijen d1so-

s1yasyonuna neden o?dugundan hemoglobinin oks1Jen tasima yeteneg1n1 azaltir (45).

Piruvat kinaz eks1k]1g1 nonsfer051t1k hemolitik aneminin bilinen nedenle-
rinden b1r1d1r (46). Bu eksik1ligin trans]asyon sonras1 bir modifikasyon sonucu
o]dugunu destek]eyen bulgular vard1r Bu mod1f1kasyon1ar1n basinda hucrede
GSH/GSSG oraninin degismesi sonucu enzimde sllfidril gruplarinda meydana gelen
oksidasyonlardir (47). Gergekten de GSSG ile muamele edilmis normal piruvat kinaz

ile hasta kisinin piruvat kinaz1 ayn1 kinetik ozellikler gostermekte, allosterik
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6ze11i§1ni yitirmekteVVe FDP ile aktive olamamaktadir(48, 49). P{ruvat kina-
‘zin.yalnizca tetramer formu FDP tarafindan aktive edilir. Piruvaf kinaz.eksikf
- 11§1 olan haStaTarda'piruvat_kinaz etkinligi kromafografide tetramer, dimer

ve monomer;blarak elde édi1mistir (49). Bu kisilerin alyuvar piruvat kinﬁz1n1n

(SSG ile muamele edilen norma}'piruvat kinaz ile aym1 kinetik 6gellik goster-
._mési, normal enzimde de tetramer; dimer ve monomerler'aras1nda bir denge ola-

bilecegini dUSUndUrUyorsa da, bunu destekleyen deliller mevcut degildir.-

~ Piruvat kinaz izozimlerinden kinetik dzellikleri en 1yi tamimlanant L -

izozimidir.-Kimyasa1 modifikasyonlardan yérarlan1]arak ligand badlama bglge-
leri ve kataliz mekanizmasi en ¢ok M] tipi ile calisilmistir. Kimyasal modifi-

. kasyonlar ile domuz kalbi (50) ve tavsan kastv (51) piruvat kinazlarinin PEP
baglama bﬁlgesindé arjinin; tavsan kasi piruvat kinaz1n1n-nUk]eotid'baglama
bolgesinde 1izin (23) ve PEP badlama bblgesinde histidin (32) bulundugu gos-
terilmistir. Ayrica piruvat kinaz icin aktif merkez yonelimli bir reaktif
olan Brﬁmopiruvat-ku11atharak,-maya piruvat kinazinin PEP baglama btlgesin-
de sistein bulundugu gﬁsteri]misr(SZ) Qe bu énzimdekirsisteinler DTNB'ye

olan reaktivitelerine gore siniflandirilmstir (53).

tnsan alyuvar piruvat kinazinda ise, kimyasal modifikasyonlar, enzimin
N-Etilmaleimid ile inaktive oldugunun ve inaktivasyona karsi PEP tarafindan

korundugunun gosterilmesi ile sinirly kalmistir (40).

Bu calismada ise insan alyuvar piruvat kinazinin, cesit1i-“gruba 0z-
gil® kimyaéa] reaktifler ile modifikasyonlari incelenmistir. 2;3-Butanedioné,
ile arjininlerin mod{fikasyonlar1 degisik kosullarda yap11m1s;-histidin1efin
modifikasyonu ig¢in, én Bzoll reaktifi o]én Dietilpirokarbonat ku]]an1]m1§t1rl
Sistein modifikasyonu icin ise; N-Etilmaleimid, DTNB, Iyodoasefamid ve okside

Ditiyoérftrito] kultanilmis ve sonu¢lari karsilastirmali olarak tartisilmis-
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tir. Ayrica pH: 6.8 ve 7.4'dé, dedisik kosullarda hazirlanmis olen enzi-

min kinetik dzellikleri arast1r11m1st1r{

AMAC
~ Bu calismada, baz1 amino asitler ile dzgtil d1arak tepkimeye giren
kimyasal reaktifler kullanilarak, inéan alyuvar piruvat kinazinin yapi-is-
lev iliskisinin aydinlatilmas1 ama¢landi. Bu neden1e;'arjihin 2,3-Butahe-
dione ile, histidin Dietilpirokarbonat ile ve sistein ise N-Etilmaleimid,
okside Ditiyoeritritol, lyodoasetamid ve 5,5'—Ditiyo-bis-z-nftrobenzoik asit
ile modifiye edildi. Ayrica, enzimin oksidasyon-redUkéiyon ve disosiyasyon-
polimerizasyon iliskileringh pH ﬁ1e dedisiminin kinetik parametrelere yan- )

s1masinin nicellestirilmesi amaclands.



2. GEREC VE VYUNTEML ER

- 2.1,  GERECLER

Piruvat kinazin ;af]ast1r1]d1§1 insan kam Hacettepé\Unjvérsitesi Hasta-
neleri Kan Bankas1,Ankara'dan;_Sephadex 6-25, Sephadex G-75, Sephadex g-150,
Sepharose 4B, Blue Dextran 2000 Pharmacia ,Isvec'ten; Laktat dehidrogenaz (tav-
san kas1), NADH (nikotinamidadenindinﬁkiebtit-indirgenmis'formu),Bicine {N,N-
Bis-2-hidroksietf1-g1isin) ve DTNB (5,5'-Ditiyobis-z-nitrobenzoik asit) -Boeh-
ringer-Mannheim,B.Almanya 'dan; Siyanojen bromUr,Adenozih-S'-difosfat(potasyum
tuzu), Fosfoenolpiruvat (potasyum-tuzu ve monosik]bhekziiamonyum_tuiu), Fruk-
toz-1,6-difosfat (sodyum tuzu),Ditiyotreitol (DTT), Ditiyoeritritol (DTE),
N-EtiTmaTéimid_(NEM) ve tyodoasetamid Sigma,ABD'den; 2,3-Butanedione (BD)-East-
- man Kodak,ABD'den; HEPES (N—Z-hidroksieti]piperazin-N'-etansﬁ]fonik ésit) Serva, |
B.Almanya'dan; Sistein Mann Research Lab.,ABD'den; Dieti!pirokarbonat (DPC)

Bayer,B.Almanya'dan saglandi. Deney]efde kullanilan diger kimyasal gekec1er

analitik saflikta idi.

Alyuvarlarin ayimilmas1 ve yikanmasinda IEC-International klinik tip
santrifiijii , alyuvar zarlarinin uzakTasttri1mas1 ve amonyum $u1fat coktiirmele-
rinde Sorwai] 55-3 otomatik siipersantrifiiji kullanilda. Kromatografiferde frak-
siyonlar kollektdr (LKB, Ultrorac 7000) ile topTand1.VSeyre1t1k enzim grnekieri

Amicon Centrifio C-25 filtreleri iie veya Amicon Model-12 ultrafiltrasyon hiic-
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relerinde XM-10 filtreleri kullanilarak azot gaz1 a1t1nda3derist€ri}di.rEnzimﬂ
uzun siireli saklamalarda % 30 gliseroi {v/v) icerisine aktarilarak -20°C'de
sakland1. Protein tayini , etkin]ik tayini, kinétik-deney]er ve kinyasal modi-

fikasyonlarda Beckman Model 25 Kinetik Sistem spektrofotometresi kullanildi.
2.2.  YONTEMLER

2.2.1. Insan Alyuvar Piruvat Kinazinin Saflastirilmasi:

Alyuvar piruvat kinazi; amonyum siilfat ¢oktiirmesi,Sephadex G-75 kroma-
tografisi ve Blue Dextran-Sepharose 4B affinite kromatografisi basamaklarini

iceren bir yontemle saflastirildl (54).

Blue Dextran-Sepharose 4B affinite kromatografisinde piruvat kinaz etkin-
1igi iki zirve olarak elde edildi (54,55). Her zirve ayr1 ayri toplanarak deris-
tirildi, amonyum siilfat ¢oktiirmesi ile toplandr ve jel elektroforezi ile analizi

yapildi.

Davies'in Schﬁster taraflndan-modifiye edilen ydntemine gGre (56) yapar-
Tan enzimin poliakrilamid jel elekfroforezinde, her iki etkinlik zirvesi de
tek protein bandr verdi. Weber ve storh‘un yﬁntemine'gﬁre (57) yapilan SDS'1i
poliakrilamid jel elektroforezinde, birinci etkinlik zirvesi 57500 molekUT agir-
11§1nda tek_profein band1 (R,); ikinci etkinlik zirvesi ise 57500 (R,) ve
60000 (RZRé) molekiil agiriiginda iki protein band1 olarak gdriildii(54).

Affinite kromatografisinde elde edilen piruvat kinazin birinci etkinlik
2irvesi (homotetramer,0zgul etkinligi 297 iinite/mg protein) yaklasik olarak
4 mg/ml 'ye kadar deristiri?dikfen sonra % 75 amonyum stlfat doyguntuguna geti-
‘rilerek santrifiij ile toplandi. Toplanan enzim, 100 mM potasyum fosfat tampo-
nunda (pH: 6.8) cﬁzﬁ]erek_-lOQC'de saklandi. Uzun sireli saklamalarda, % 30(v/v)
olacak sekiide gliserol eklenerek —QOOC'de bekletildi. Kimyasal modifikasyonlar

~ ve kinetik deneylerde bu sekilde hazirlanms hohotetramer piruvat kinaz kullamid,
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2.2.2. Blue Dextran-Sepharose 4B'nin Hazirlanmasi:

Sepharose 48, Cuatrecasas've Anfinsen'in yéntemine gbre (58) siyanojenr
bromur ile aktive ed11d1, aktive edilen Sepharose 4B ye Ryan ve Westling'in

yontem1ne gore {59) Blue Dextran 2000 kovalan oIarak kenetlend1.

2.2.3. Etkinlik ve Protein Tayini:

Enzimin saflastiriimas1 basamaklarinda piruvat kinaz etkinligi Kimberg
ve Yietding'jn kolorimetrik yontemine gore (60) , kimyasal modifikasyonlar ve
Kinetik deney]efde ise "piruvat kinaz-laktat dehidrogenaz kenetlenmis spekfro-
fotometrik tayin yontemi"ne gdre (61) tayinredi1d1. Degisiklik belirtilmedikce
etkinlikrtayin ortam1n1n,b51esimi sOyle idi: 50 mM HEPES-KOH tamponu({pH: 7;4),
25 mM MgSO4, 0.1 mM-fruktoz-},6~dffosfat (FOP), 2 mM ADP, 2 mM PEP, 0.1 mM DTT,
0.18 mM NADH, 12.5 0/mi laktat dehidrogenaz ve enzim ¢ozeltisi(piruvat kinaz).
Toplam etkiniik tay1n ortami 0.4 ml idi ve etk1n]1k 37%C'de (h15t1d1n sistein
modifikasyonlar1 ve kinetik deneylerde 30 O¢: de) tay1n edildi. Tepkime her zaman
ADP eklenmesi ile baslatiidi ve tepkimenin i1k hiz1 spektrofotometrede yazica

ile kaydedildi.

Enzimin saflastirilmasi basamak1ar1nda-protein tayini Warburgh'un yonte-
mine gdre (62) saf ve seyreltik drneklerdeki prote1n tay1n1 ise Schaffner ve

Weissmann'in yontem1ne gbre(63) yapildi.
2.2.4. Insan Alyuvar Piruvat Kinazinin 2,3-Butanedicne ile Modifikasyonu:

Butanedione'un(BD) 8zglilllglniin 1s1kta kaybolmas1 nedeniyle (64), piru-
vat kiﬁaz1n BD ile modifikasyonu karaniikta yapildi. Modifikasyon ortami tamponu
olarak 200 mM Bicine-KOH (pH: 8.0) veya 200 mM Bicine-50 mM Bordte {sodyum tetra-

borat-borik asit, pH: 8.0) tamponu kullaniidi.

8D ku]Tan1Tmadan dnce distile edilerek hazirlandi. Bicine veya borat tam-

ponunda BD ¢Gziildiikten sonra pH'sy dikkatlice 8.0'e ayarlandi. Enzimin Bicine
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tamponunda TEZdakiké inkUbasypnundan sonra BD eklenmesi ile modffikasyon basla-
tildr. M&difikasyon~ortqm1ndan degika zaman aka11k1af1nda‘ceki1en drneklerde
kalan piruvat‘kinai étk%n]iﬁi spektrofotometrik olarak tayin_edi]di; Enzimin .
tampbnda inkiibasyonu ve BD-ile modifikasybnu 25%C*de ; kalan piruvat kinaz etkin- |

1iginin tayini ise 37°C'de yapildi.

Piruvat kinazin BD ile modifikasyonuna substrat ve ligandlarin koruyucu
etkilerinin arastiriimasinda s degdisik substrat ve ligandlar ile enzimin tamponda
15 dakika inkiibasyonundan sonra BD‘ekTenerek modifikasyon baslatildl ve zamana

bagl1 olarak kalan piruvat kinaz etkinligi tayin edildi.

BD.ile modifikasyonun BD derisimine’ba§1m1111§1, ligand]arin koruyucu etki-
leri, modifikasyonun pH bagiml111§1 ve tersinir olup olmad1g1 borat iceren ve icer-
meyen tampon sistem1érj kufTan11arak arastirilidi. Borat igeren modifikasyon deney-
terinde iyoﬁik kuvvet KCT iie sabit tutuldu. Her deneyde, aym kosullarda fakat BD
icermeyen bir 6rnek de kontrol olarak c¢alisildi. Borat tamponu'var11§1ndaki-mddi-
fikasydnun pH bagimli11ginin arastirilmasi deneylerinde 200 mM Bicine-]OO mM Bofat
tamponu ku]]an11di.'Ca11s11an her pH'da, aym1 kosullardaki fakat reaktif icermeyen

bir ornek de kontrol olarak bulunduruldu.

BD modifikasyonu ile piruvat kinazin alt birimlerine disosiye olup olmadigi,
modifiye edilen ve edilmeyen enzimin Sephadex G-150 kromatografisi ile arastirilds,

kontrol olarak hemoglobin kullanildi.

2.2.5. Insan Alyuvar Piruvat Kinazinin Dietilpirokarbonat (DPC) ile Modifikasyonu:

DPC.kullaniimadan Once 16 mm civa basinci1 altinda, QOOC;de distile edilerek
hazirlandi. DPC modifikasyonda kullanilacagr zaman @nce 50 mM potasyum fosfaf
tamponu (pH: 6.8) iceren % 50'1ik soguk.etanol'jcine 89 mM o]ac?k sekilde seyrel-
tildi. Boylece reaktifin ¢dzinmesi saglandiktan sonra hemen 30°Cfd§ki saf su icinde
8.9 mM'a seyreltildi w buradan hemen cekilen reaktif ile modifikasyon baslatildi.

Modifikasyon baslatilmadan gnce enzim, % 2.5 gliserol (v/v) iceren 150 mM potasyum
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fosfat tamponunda (pH§'6.8) 30 dakika inkiibe edildi.

DPC'nin'cabUk bozunmas1 nedeniyle-, her seférihde reakﬁif belirtilen se-
kilde, taze ve cabuk olarak hazﬁr]and12 Kisa siirelerle mbdffikasyon‘ortam1ndan
ceki?en,ﬁrnekierde kalan piruvat kinaz etkin?igi spektrofotometrik olarak tayin
edildi.. |

Ligahdlar1n inaktivasyona kars1'kdruyucu etkilerinin arastirtimasinda da
enzimin degisik ligandlar ile 30 dakika inkiibasyonundan sonra DPC ile modifikas-
yonu baslatildi. Enzimin DPC ile modifikasyonu ve kalan etkinligin tayini 30°C'de .
yap1ldir. DPC modifikasyonunda kullanilan enzimin hazirlanmasi, Bulgulér b&1limiin-

de verilmistir.
2.2.6. tnsan Alyuvar Piruvat Kinazinin N-Etilmaleimid (NEM) ile Modifikasyonu:

Piruvat kinazin NEM ile modifikésyonu % 2.5 gliserol (v/v) iteren 150 mM
HEPES -tamponunda {pH: 7.55) yapildi. Enzimin HEPES tamponunda 15 dakika inkibas-
yonundan sonra,rsuda ¢oziilen NEM eklehﬁesi ile modifikasyon baslatxid1. Degisik
zaman éra]1k1ar1 ile cekilen Grneklerde kalan piruvat kinai étkin]igi tayin
edildi (DTT 1cefmeyen etkinlik tayin ortaminda). NEM j]e modifikasyon ve kalan
etkinlik tayini BOQC'de yép11d1. Her deney i¢in ayni1 kosullarda fakat reaktif

icermeyen bir enzim Ornegi kontrol olarak calisiidi.

Pjruvat-kinaz1n NEM ile inaktivasyonuna karsi ligandlarin koruyucu etki-
Terinin arastimimasinda da, ayn1 kosullarda enzimin ligand ile 15 dakika inkii-
basyonundan sonra modifikasyon baslatildr ve zamana bagl1 olarak ka]an piruvat

kinaz etkinligi spektrofotometrik olarak tayin edildi.

fyodoasetamid kullanilarak yapilan modifikasyohlarda da, yukarida NEM

modifikasyonu icin agiklanan ydntemler uygulands.
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- 2.2.7. Insan A]yuvar P1ruvat K1naz1n1n DTNB ve Okside Ditiyoeritritol (DssD)

ile- Mod1f1kasyonu

DTNB, potasyum tuzyna cevrildikten sonra modifikas&ohda kullanildy (12).
“Bunun icfn 2 gram DTNB 30 ml suya eklenerek, pH-metre altinda devam]1 karistirl-
mak suretiy}é yévas yévas 0.5 N KOH ile titre edildi. Butun asit ¢oziindiikten sonra_
'son damla KOH pH'y1 7.0'ye ¢ikardyr. Bu coze]t1ye hemen 1 gram aktif komir (char-
coal) eklendi, kar1sf€r11d1ktan sonra stizildii ve aym 1s1em iki kez tekrarlands.
- Bu suzuntuye esit hacimde etanol éklenerek der1n dondurucuda sodutuldu. Santr-
fiuj ile toplanan KZDTNB etanol 11e y1kand1ktan sonra , disik bas1nc a]t1nda etanol.

ucuruldu ve iyice kurutulduktan sonra kullanildr.

- DTNB modifikasyonu 150 mM HEPES tamponunda (pH:i7;55) . 30°%C"de yapildi.
DTNB modifikasyonunda kullanilan enzim 10 mM DTE ile indirgendikten sonra |
~ Sephadex G-25 kolonundan getiri]ip DTE'nin]fa;]as1 uzakiastirilarak kullaniidi.
Bu seki]derhaz1r1anan enzimin HEPES témponunda 15 dakika inkiibasyonundan sonra
DTNB eklenerek modifikasyon baslatildi ve zamana baglt olarak kalan piruvat |
kinaz etkinligi 30°C  de tayin edildi (DTT icermeyen etkinlik tayin ortam1nda).
DTNB modifikasyonunda tepkimenin ilerleyisi hem etkinlik kayb1, hem de 412 nm'de
ac1ga ¢ikan TNB tayini ile izlendi. Modifikasyohun 412 nm'de izlendigi deneydé,
DTNB ile modifikasyon baslatildiktan sonra absorbsiyon artisi spektrofotometrede

siirek1i olarak kaydedildi.

Sistein mod1f1kasyonunda ku]?an11an 0ssD, ferr1s1yanur ile oks1dasyon
yontemi 1]e DTE! den haz1r]and1 (65). Bunun igin 2 gr DTE 50 ml suda ¢oziildiikten
sonra 0.8 M potasyum ferrisiyaniir 11e,;0;5 M KOH eklenerek titre edildi. Titras-
yon pH-metre altinda yapildi ve pH: 7.0'nin altinda tutuldu. Sart bir‘renk gori-
lunceye kadar titrasyona devam edildi. Titrasyondanjsonra’cﬁzeltinin hacmi buhar-
lastirma ile 10 ml'ye indirildi, 200 ml etanol eklenerek suziildi ve kurﬁtu]du.
Cokelek etil asetatda cozildu, buna hekzan ek1enerék kristalize edildi ve siib-

lime edilerek topiand1.786y1ece hazirlanan DSSD'nin spektrumu alindi(Sekil 1} ve
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modifikasyonda kullanildr.

DSSD ile modifikasyon 150 mM HEPES tamponunda pH: 7.55 ve 30°C‘'de yépﬂm.
Tamponda ehzimin.15 dak{ka inkﬁbasyonundan sonra DSSD ek]enerekimodifikasyon
baslatildy ve dedisik zaman araliklarinda cekilen Grneklerde kalan pirﬁvat'
kinaz etkin]igi_Booc'de_(DTT icermeyen brtamda) tayin edildi. |

DTNB ve DSSD modifikésyonunda ku]lan1lan.enzim DTE ile indifgendikten
sonra kullanildi. Enzimin haz1r1an151né ait ayrintilar Bulgular boliminde veril-
mistir. |

Insan a1ygvar piruvat kinaz1 ile yapilan kinetik calismalarda uygula-

erae

neylere ait Bu1gu1ar bglumiinde veri]mistﬁr.



3. BULGULAR

3.1.  PIRUVAT KINAZIN BUTANEDIONE ILE MODiFtKASYONU

Daharﬁnceki calismamizda insan alyuvar piruvat kinazinin, ozgil bir ar-
Jinin reaktifi olan BD ile inaktive oldudunu, inaktivasyona karsi enzimin subst-
rat ve diéer 1igaﬁd1ar1n1n koruyucu etki gdstermedigini, artan iyonik kuvvetin
1naktﬁvasypnurgeciktjrdigini,'modifikasyonun tersinméz oldugunu gﬁstefhis ve
modifiye edilen érjinin]erin enzimin altbirimlerinin etkilesimi veya konformas-
yonundan sorumlu olabilecedini savunmustuk (54). Soz konuzu calismada modifikasQ
yon ortami tamponu olarak, arjininin BD ile tepkﬁmési icin gerekli oldugu kabul

edilen borat (4) iceren tampon sistemi (Bicine-borat) kullaniimistr.

BD 0zglil bir arjinin reaktifi olmasina ragmen; ultravjyo]e 151971 varli-
ginda aromatik amino asitler ve hiétidin ile de tepkimeye girebilmektedif (64).
Sistemimizde tepkime 1siktan etkilenmedigi haide, yine de biitin BD modifikas-
yonu calismalart karanlikta yapiidi. Ayrica, borat gliserol ile tepkimeye
girehek, ortamin pH'sinin diismesine neden oldugu igin; BO modifikasyonunda kul-
fanilan enzim gliserol icermeyen ortamda (TOO mM potasyum fosfat tamponu,pH: 6.8)

'sak1ahd1. Biitlin BD modifikasyonunda bu seki]de_haz1r1anan enzim kullanildi.

Bu calismaya tncelikle BD ile inaktivasyonun mekanizmasinin arastirii-

mas1 ile baslandi. Modifikasyon ile enzihin alt birimlerine disosiye olup olmadi-
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§1n1 arastirmak icin Sephadex G-150 kfomatografisf y§p1ld1. Bu amacla 230 mikro-
- gram proteinden olusan_iki ayr1 enzim grnedi hazirlandy. Urneklerden biri 200 mM
BD ile 100 mM borat-200 mM Biciné (pH: 8.0) tamponunda % 80 etk{nlfgini yitirin-
ceye kadar muameje edildi. Boylece % 80 modifiye edilen enzim-defhal,-EO mM
borat-TOO mM Bicine tamponu (pH: 8.0) ile dengelenmis 0.5x17 cm boyutlarindéki' _
Sephadex G-150 ko]onqna uygulandi. Ayn1 tamponla kolon yikanarak 0.4 m1511k'kesit-
ler toplandi. Diger enzim Grnedi de , normal {modifiye olmamis) enzim olarak

aymi oranda seyreltildi ve aym kolona uygu]éndj. Ayr1ca ayni ko]oné bir kéz de
250 mikrogram hemoglobin (enzim Grnekleriyle aym hacimde] ‘uygulandi. Her Ug
Sephadex G-150 kromatografisinde de akis h1z1 degismez tutuldu Qe 0.4 ml'lik
kesitler topland1. Kromatografiden sonra kesitlerde protein Qe etkinlik tayini

:yap11d1.

BD tarafindan modifiye edilen ve edilmeyen enzim ile hemog]obinin Sephadex
G~150 krOmatografﬁsindeki ellisyonlarinin profi1i sekil 2'de verilmistir. Sekil-
‘den de gﬁrUIduéu gibi modifiye edilen ve edilmeyen enzimin kolondan eliisyon
prof11]eri-tUmUyTé cakismakta ve her hahgi'bir kayma goriiimemektedir. Buna gdre
BD modif{kasyonu ile p{ruvat kinazin alt birimlerine disosiye olmas1 siz konuzu
degildir. |

Daha Onceki calismalarin tersine (4,66) BD ile modifikasyon i¢in borat
var’1dinin zorunlu olmadig goriildu (Sekf] 3 ve 4)..Boratin varliginda ve yokTu-
gunda pirﬁvat kinaz1n.BD ile modifikasyonu'gernUr'birincilderece kinetigine

uymakta (Sekil 3 ve'4); eklenen borat ikinci dereceden hiz degismezini (kBD)

]dak'1'e ¢ikarmak disinda modifikasyondé gnemli etki gistermemek-

2.14'ten 2.74 M~
tedir (Sekil 5). Borat varliginda ve: yoklugundaki modifikasyon ile BD derisimi

arasindaki lineer iliski Sekil 6'da goriilmektedir.

BD ile modifikasyonda inaktivasyon hiz dedismezleri (kBD) lizerine boratin-
etkisinin Onemsiz olmasina ragmen ligandlar ile koruma deneylerinde tlmiiyle farkli

sonuclar elde edildi. Borat igeren ortamda inaktivasyonu tnemli- 8lciide geciktiren



0.75

0.50

Etkinlik

0.25

-27-

—
'

L - 154150

~100

Protein (pg)

0
o
o

-0

Yikant: {(ml)

SEKIL 2. Butanedione ile Modifiye Edilen ve Edilmeyen

Alyuvar Piruvat Kinazinin Sephadex G-150 Kromatografisi

{ —8— ) Modifiye edilmeyen kontro; enzimin etkinligi,
(—w—) Modifiye edilen enzim etkinlig}i,(-—-o_-) Kontrol
enzimde protein {(mg), (—O—) Madifige edilen enzimde pro-~
tein (ug), (- 4--) Hemoglobin, (-.......) Butanedione.
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SEKIL 3. Insan Alyuvar Piruvat Kinazinin Bicine-Borat Tampo-
nunda (200 mM Bicine-50 mM Borat, pH:8.0} BD ile Modifikasyonu

{ —0—) Kontrol, ( —&—) 10 mM BD, (—@— ) 30 mM BD, { —O— )
20 mM-BD. ( 2.56 ug protein/0.1 ml modifikasyon ortami).
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.SEKIL 4. Insan Alyuvar Piruvat Kinazinin Borat..f_germegen Bicine
Tamponunda (200 mM Bicine, PH: 8.0) BD ile Modifikasyonu.

,(_0_'] Kontrol, ( —a—) 10 mM BD , ( —@—} 30 mM BD , ( —A—)
50 mM BD. (2.56 mg protein/ 0.1 ml modjifikasyon ortami).
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Butanedione, mM
SEKIL 5. Sekil 37 ve 4'ten Elde Edilen Gériniir Birinci Dereceden
. Hiz Dedigmezlerinin (k} BD Derigimine Kargi (izimi.

(—0—) Bicine tamponunda (n=2.14)
-{ —@-—) Bicine-borat tamponunda (n=2.71)

iyonik kuvvet, borat icermeyen ortamda bu etkiden yoksundur (Sekil 7). Bu nedenle
yalnizca borat iceren 6rtamdaki koruma deneylerinde iyonik kuvvet KC1 ile sabit

tutuldy, -

Borat iceren modifikasyon ortaminda PEP, ADP, ATP ve diger ligandiar
inaktivasyona karsy koruyucu etki gdstermedikleri halde (54) borat fcermeyen
Bicine tamponunda Onemli derecede koruyucu etki gosterdiler. PEP, ADP ve ATP'nin
_ koruyucﬁ etkileri Sekil 8,9 ve 10'da gortiimektedir, Bu ligandlarin koruyucu etki-
V'Teri Seki1-11'de karsilastiriimalr olarak verilmistir. Enzim BD modifﬁkasyonuna
kars1 PEP tarafindan kismen; ADP tarafindan ise oldukca etkili olarak korunmak-

tadir. ATP de, diusik derisimlerinde ADP kadar koruyucu etki gdstermekte (Sekil 9)
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] ] § 1 | | ] [ 1
10 1.2 1.4 1.6 1.8
log(butanedione); mM

SEKIL 6. Insan Alyuvar Piruvat Kinazinin BD ile Modifi-
yonunun, BD Derigsimine Gére GOriniir Derecesi.

(—0—) Bicine tamponunda (n=0.9%)

{ —e—) Bicine-borat tamponunda (n=0.99)

(to 5 degerleri Sekil 3 ve 4'ten hesaplanmistir).
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SEKIL 7. Alyuvar Piruvat Kinazinin BD ile Modifikasyonuna
fyonik Kuvvetin Etkisi (50 mM BD, pH: 8.0'de).

(—0——) NaCl, Bicine-borat tamponunda

{—e—) KCl1 , Bicine-borat tamponunda

{ —f>=) NaCl, Bicine tamponunda

 {—&—) KCl , Bicine tampoqund__a
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SEKIL 8. Insan Alyuvar Piruvat Kinazinin Bicine Tamponﬁnda
(pH: 8.0, 40 mM BD) BD ile Modifikasyonuna PEP'in Koruyucu
Etkisi. '

{ —0—) Kkontrol, (—0—) 40 mM BD igeren kontrol, (—&—)
0.1 mM PEP, { —{&-) 1 mM PEP, (—e—) 5 mM PEP.

(Enéim miktari 3.8 pg/ 0.1 ml modifikasyon ortamzi).
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SEKIL 9. Insan Alyuvar. Piruvat Kinazinin Bicine Tamponunda
(pH: 8.0, 40 mM BD) BD ile Modifikasyonuna ATP'nin.Koruyucu
‘Etkisi. - :

{ —0—) Kontrol, (—e—) 40-mM BD iceren kontrol, {(—O—)
‘0.1 mM ATP, (—0—) 1 mM ATP, (—&—) 5 mM ATP.

(Enzim miktar:r 3.8 mg/ 0.1 ml modifikasyon ortaml)‘.
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fakat bu quuyutu;etkisi PEP ve ADP'den daha disiik derisiminde doygunluk gBster-
mektedir (Sekil 11). Borat iceren,vé icermeyen mddifikasyon ortaminda inaktivas-

yona karsi Tigandlér1n koruyucu etkileri toplu olarak Tablo III'te veri]miétir.

Piruvat kfnaz1n BD f]e modifikasyonu artan pH'ya oldukca ba§1m1; goriin~
mektedir (Seki] 12). Fakat bu iliski linee; dedildir. Modifikasyonun pHrba§1m]1-
1131 borat varliginda ve yoklujunda birbirine oldukca benzemektedir. Her iki
durumda da modifikasyonun pH bagwmliT1g1 p&ofilinden, modifiye olan reaktif
grubu pK's1 8.1 (borat icermeyen modifikasydn‘drtam1nda) ve 8.3 (borat iceren

.modifikasyon ortaminda) olarak bulundu (Sekil 12).

Borat, modifikasyon ortaminda bulundudu durumlarda, modifikasyona karsi
*Tigandlarin koruyucu etkilerini bozmaktadir. Bu etkiyi tzellikle ADP ve ATP f1e_
kompleks yaparak gﬁsterﬁektedir. ADP ile borat —ADP kbmpleksf yapan borat; or-
tamda bulunan serbest ADP derisimini azaltmaktadir (Sekil 13). Boratin bu etkisi

' incelendiginde; boratin piruvat kinazin kompetitif inhibitdri gibi davrandig1

gﬁrﬁ]mektedir (sekil 14). Bu kompetitif inhibisyon asa§1dé verilen esitlikle

< - B) (nor, )

(ace, )

1fade edilebilir:

Kn*

K-B

Bu esitlikte; B borat derisimjni, ADPt tob1am ADP derisimini, K ADP-
. borat kompieksinin gozlenen disosiyasyon dedismezini ve vy ise inhibitor var-
11g1nda elde edilen h1z1 gUstermektedir. Bu esitlikten yarar]anarak ADP-borat
kompleksinin goz1enen d1sosuyasyon dedismezi (K) 25 mM Mg iyonu var]1g1nda

50 mM olarak hesaplandi.

Piruvat kinazin BD ile modifikasyonunun, modifikasyon ortam borat icer-

sin veya icermesin tersinmez oldugu bulundu (Sekil 15 ve 16). Borat icermeyen
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Tablo III. tnsan Alyuvar Piruvat Kinazinin Bicine {200 mM,
pH: 8.0) verBicine#Borat'(ZOO : 50 mM, pH: 8.0) Tamponlarinda
Butanedione 1le (40 mM) Inaktivasyonuna Cesitli Ligandlarin

Koruyucu Etkileri

Kismi Inaktivasyon Hi1z1

Ligand; mM _ Bicine'de Bicine;Boratta
Higbiri o 1.00 1.00
ADP 0.5 0.43 -

1.0 0.34 0.94
5.0 ' 0.29 - -
10.0 | - 0.83
MgADP, 5.0 0.35 0.55
PEP, 0.1 0.84 -
| 0.5 0.79 | -
1.0 0.65 | 0.97
5.0 0.44 0.66
10.0 0.50 0.76
FDP, 0.1 0.95 -
1.0 0.81 0.94
ATP, 0.1 0.51 ,  -
| 1.0 0.35 0.78
10.0 0.33 0.76
ADPHPEP 1.0 0.32 -
(1:1) : ,
5.0 0.30 -
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| 200 mM Bicine tampdnunda (pH: 8.0), 200 mM.BD jle 190 mikrogram enzim; %13 |
retkin]%k kalincaya_kadar muame e édi1di (tepkime siresi 7 dak.). Bﬁyiece % 87
modifiye_ediIEn enzim derhé}-so mM Bicine témponﬁ (pH:'B.O)‘ile dengelenmis
0.6 x 10 cm boyut]ar1ndaki Sephadex G-25'kolonuha uygulandi. Ellsyon, aym
tahpoh ile ko]on,y1kanarék'sa§1and1 ve ehzimin BD'&en ayriididn gﬁfﬁ]dﬂ

| (Sekif lsj.rAyn1 modffikasyon_bir'kEZ de 100 mM borat iceren 200 mM Bicine
tamponunda (pH: 8.0)-yap1]dj. Burada 250 mikrogram enzim, 140 mM BD ile % 35
etkinlik kalincaya kadar muamele edfldikteh sonra ayni koiona uygulandir ve
borat ile BD'den enzimin ayritlmasi sadlandt (Sekil 16). Yukarida agiklanan
her iki durumda da, enziijD‘den ve borat-BD'den ayf1]d1ktén sonra hig bif

etkinlik artis1 gostermedi (Sekil 15 ve 16).
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SEKIL 10. Insan Alyuvar Piruvat Kinazinin Bicine Tamponunda
(pH: 8.0, 40 mM BD) BD ile Modifikasyonuna ADP'nin Koruyucu
Etkisi.

{ ~O—} Kontrol, {(—e—)} 40 mM BD igeren-kbntrol, { —O0—)
0.5 mM ADP, {(—-—O—} 1 mM ADP, (—a&—) 5 mM ADP.

(Enzim miktari 3.8 mg/ 0.1 ml modifikasyon ortami).
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0 2 4 6 8 10 12

(Ligant), mM
SEKIL 11. Insan Alyuvar Piruvat Kinazinin BD ile Modifikasyonuna
PEP, ATP ve ADP'nin Koruyucu Etkileri.(to 5 degerleri, Sekil 8,

9 ve 10'dan hesaplanmigstir).

(—4&—) PEP, (—&—) ATP, ( —@—} ADP, (-0O—) ADP ~ PEP(1:1).
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SEKIL 12. Insan Alyyvar Piruvat Kinazinin BD ile Modlflkasgo—
nunun pH Badimlilida.

( —0—) Bicine tamponu (200 mM)

-(—@—} Bicine-borat tamponu (200 mM-100 mM) _
{Enzim miktarz 2.56,&9/ 0.1 ml modifikasyon ortam:, 50 mM BD).
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SEKIL 13. Insan Alyuvar Piruvat Kinazina Boratin Etkisi.

{ —8—) Borat tampdnunda (pH: 8.0) etkinlik, ADP - 2 mM.
( —@—) Borat tamponunda (pH: 8.0) etkinlik, ADP - 0.2 mM.
{ —O—) Bicine tamponunda (pH: 8.0) etkinlik, ADP - 2 mM.
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| ] ,  Borat, mM
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1/ADP

SEKIL 14. Insan Alyuvar Piruvat Kinazinin geéitli Borat Derigim-
lerindeki Etkinliginin Lineweaver-Burk ¢izimi (pH: 8.0).

{ —~0—) Borat igermegen kontrol

{—8— )} 25 mM borat varlidinda

(—OD—~) 50 mM borat wvarlidinda

(fgteki gekilde gézlenen'Kﬁ dederlerinin borat derisimine bagli

olarak artigi gGriilmektedir).
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SEKIL 15. Insan Alyuvar Piruvat Kinazinin Bicine Tamponunda
(200 mM Bicine, pH: 8.0) BD ile (200 mM) Modifikasyonunun
Tersinirligi.Toplam protein 190 mg, kesit hacmi 0.4 ml.
(—e—) Etkinlik

{---0--) Absorbans, 280 nm

(Ok ile igaretlenen noktada Sephadex G-25 kolonuna uygulandz .
Igteki gekilde kromatografi ile enzimin BD'den ayrildidi go-

riilmektedir) .
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SEKIL 16. Insan Alyuvar Piruvat Kinazinin Bicine-Borat Tampo-
nunda (200 mM-100 mM, pH: 8.0) BD ile (140 mM) Modifikasyonu-
nun Tersinirligi. Toplam protein 250 pmg, kesit hacmi 0.4 ml.
(—e—) Etkinlik

(--0--) Absorbans, 280 nm

(Ok ile igaretlenen noktada Sephadex G-25 kolonuna uygulandi.

If¢teki gsekilde kromatografi ile enzimin BD'den ayraldid: gé-
rillmektedir). )
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3.2.  PIRUVAT KINAZIN DIETILPIROKARBONAT 1LE MODIFIKASYONU

fnsan alyuvar piruvat‘kinazw 62§U1 bir histid1n feaktifi olan DPC ile
inaktivé-edildi. DPC ile inaktivasyonuﬁ gdriniir birinci derecedgn kinetigine
uydugu Sekil 17'de goriilmektedir. o | |

DPC  modifikasyonunda kullanilan enzim, % 10 gliserol (Q/v) iceren
50' mM potasyum fosfat tamponuna karsi (pH::6.8) iki kez diyaliz edildi (Top-
lam 36 saatrsﬁre‘iie). Boylece DPC ve tirevleri ile tepkimeye giren, amonyum
sUTfattan gelen nitrojen bai1 (32) uzakiést1r11d1. Bu sekilde hazirianan
enzjmin.DPC ile quifikasyonu ve modifikaéyonun DPC derisimine olan bagimli-

11§17 Sekil 17 ve 18'de gdriilmektedir.

DietiTpirokérbonat ile piruvat kinazin inaktivasyonun PEP, ADP, ATP,
véya Mg304’1n modifikasyon ortaminda bulunmasi durumunda gdriinir birinci de-
fete kinetigine uyma 6zel1igini yitirdigi gozlendi (Sekil ]9-21).-0rtamda |
bu koruyucu 1igand1ardan birinin bulunmas1 durumunda iki faz ha]fndeki bir
inaktivaéybn gorlildu. Inaktivasyonun birinci faé1 kdruyucu ]iganddan hic bir
sekilde etkilenmedigi halde; inaktivasyonun ikinci fazinin, ligandin cesidi-
: ne:ve derisimine bagli: olmak iizere degisik orantarda korundugu buluhdu ng—
- kil 19-21). MgADP'nin ADP'den daha etkili olarak inaktivasyonun ikinci .fazi-
'm korudugu, inaktivasyonun birinci fazinin ise Mg**'un var11g1 veyé7yok]uQu
ile étki]enmedigi bulundu (Sekil 19). Enzimfn DPC ile inaktiyasydnuna PEP.

: taraf1ndén gosterilen koruyucu etkinin ATP ve ADP'den az o]dugu'gﬁrUTdU (Se-

kil 20). Keza FDP enzimin DPC ile inaktivasyonuna karsi tiimiyle etkisizdir

(sekil 20).

Yalniz basina, piruvat kinazin' DPC ile inaktivas}onuna karsi Onemli
orahda-koruyucu efki gostermiyen Mg**'un ADP'nin ve yzellikle de ATP'nin
koruyucu etkilerini arttirdidi bulundu (Sekil 21), Koruyucu etkilerin bir
62e]11gﬁ de; koruyucu ligand, cesidine ve derisimine bagl1 olarak ikinci faz-

daki inaktivasyonun yart dmrinii (t; ;) arttirirken, diger taraftan t, c'e
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SEKIL 17. Insan Alyuvar Piruvat Kinazinin Dietilpirokarbonat

ile Mcdifikasyonunun DPC Derigimine Bagimliligz.

(—O0—) Kontrol, (—e-—} 0.89 mM DPC, (éufb-)'l.34 mM DPC,

L) 1.78 mM DPC.

(Igteki gsekilde DPC ile modifikasyonun DPC derigimine gére
goriinir derecesi gérilmektedir  n=1.30).

{pH: 6.8, Enzim miktar: 2 pg/‘o.l ml modifikasyon ortam:)
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SEKIL 18. Insan Alyuvar Piruvat Kinazinin DPC ile
Modifikdasyonunda DPC Derigimi ile Inaktivasyon Hiz
‘Degismezleri ve tO 5 Arasindaki iligki.

{ —8—) Inaktivasyon Hiz Dedismezleri, (—0—) ty. s

bagl1 olmaksizin enzimi ne oranda koruyacag1n1 belirlemektedir. Urnedin,

" inaktivasyonun. birinci- faz1 gﬁzﬁnﬁné alinmazsa, MgATP enzimi DPC inakti-
vasyonuna’ kars? % 100'e yakin bir ﬁérim]e koruyor gﬁrﬁnmektedir (Sekil 21},
Inakt1vasyonun ikinci fazindaki ve ikinci fazdak1 etk1n11k dederlerinin ¢ika- -
r11ma51 ile elde edilen birinci fazindaki 1nakt1vasyona cesitli 11gand1ar1n

koruyucu etkileri Tablo IV'de verilmistir.
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§EKYL 19. Insan Alyuvar Piruvat Kinazinin DPC (1.34 mM)
ile Modifikasyonuna ADP ve MgADP'nin Koruyucu Etkileri.

(~—8—) 4 mM ADP, (—p—) 4 mi ADP +25 mM MgSO _,
(--0--} ve (--&-) ADP ve MgADP igereﬁ Ortamda Inaktivas-
-yonun Birinci Fazi.

(pH: 6.8, Enzim miktari 2 ug/0.1 ml modifikasyon ortami)
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SEKIL 20. Insan Alyuvar Piruvat Kinazinin DPC (1.34 mif)

o ile Meodifikasyonuna PEP ve FDP'nin Etkileri.

(—&—) 1 mM FDP, (—0—) 4 mM PEP, (--®--} 4 mM igeren
Ortamda Inaktivasyonun Birinci Fazzi. '

(PH: 6.8, Enzim miktari 2 pg / 0.1 modifikasyon ortamz)
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SEKIL 21 Insan Alyuvar Piruvat Kinazinin DPC (1.34 mM) ile )

Modifikasyonuna Mg ve MgATP’nin Koruyucu FEtkileri.

(—O0—) Kontrol, (—@—)} 4 mM ATP+25 mM MgsO,, (—O—) 1 mi
ATP + 25 mM MgSO,, (—a&——) 0.25 mM ATP +25 mM Mgso4,r )

'4 mM ADP, (—0O—) 25 mM MgSO,, (—a—)1.34 mM DPC Igeren Kontrol.

(pH: 6.8, Enzim miktar: 2 pg/ 0.1 ml modifikasyon ortam_l_')
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Tablo IV. Insan'A1yuvar Piruvat Kinazinin Dietilpirokarbonat

ile Inaktivasyonunun Birinci ve 1kinci Fazinda Cesitli Li-

gandlarin Koruyucu EtkiTeria
Ligand ve Derisimi | _ 1 Faz  II Faz
Hicbiri 1.81 _ -
PEP, 4 mM : 1.30 5.80
FOP, 1 mM 2.00 -
MgSO,, 25 mM 1.80 25.00
ADP, 4mM - 180 25.50
MGADP, 4 mM ADP + 25 mM MgSo, 2.00 34.30
ATP, 4 mM 1.80 19.50
MgATP, 0.25 mM ATP +25 mk MgSO, 2.45  68.30
1 " 2.50 70.00
4 m " 2,60 - 112.80

aInaktivasyonun birinCi faz1, jkinci fazin ekstrapolasyonu ile
bu}unan-etkinlik dederlerinin toplam etkinlik degerlerinden ¢i1-

karilmast ile elde edilmistir (Sekil 19-21).
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3.3,  P1RUVAT KINAZIN N-ETILMALEIMID 1LE MODIFIKASYONU

A]yuvar_piruvat kinazi, 629&1 sistein reaktiflerinden biri olan NEM
i]e.inaktivé edildi. NEM ile modifikasyonda enzim tiimiyle fﬁaktiye olamamak- "
ta; % 18-20 oranindaki étkin]igiﬂf devami1 olarak korumaktadir (Sekil 22).
Bu ka]an,etkin]ikté, uzun siire izlenme ile gidzlenen etkinlik kayby, reaktif
“icermeyen kontrol Grnefinde de gﬁrUTén_etkinlik kaybi ile paraile] gorinmek-

- tedir (Sekil 22).

Piruvat kinazin NEM ile inaktivasyonunun NEM derisimine olan bagimli-
11371 Sekil 23'de vérilmist{rﬂ Enzimin modifikasyon ile yitirmedigi etkinlik
* degerleri; toplam etkiﬁ]ik dederlerinden ¢ikarilirsa, NEM ile inaktﬁvasyo—
nun goriniir birinci dereceden kinetigihe uydudu Sekil 24‘de gﬁrﬁ]ﬁektedir.

Piruvat kinazin NEM ile inaktivasyonuna karsi adenin nijkleotidlerinin
hic bir koruyucu etkisi gdriilmedi. KC1 ve FDP'da koruyucu‘etk{dén yoksundur
(Sekil 25);'Buna'kars1n MgSD4 kismen, PEP ise etkili bif sekilde inakfivas_
yona karsi koruyucu etki gﬁstermektédir (Sekil 25, 26}. Mgsb4'1nrk1smi koru-
‘_yucu etkisi, modifikaSyon artaminda ADP varsa ortadan kalkmaktadyr (Sekil 26).
Mgs0, 'in koruyucu efkisinin Mg**'dan m, yokga 50;=’dah m geldigi arastiril-
d1gdinda; MgC]z‘nin MgSO# kadar etkili bir séki]dé inaktivasyonu engelledigis

bina karsil1k Na,SO,'1n etkisiz oldugu gozlendi (Sekil 26).

NEM ile modifikasyonda enzimin yitirmedigi etkinlik degerleri, toplam
_ etkinlik &egerlerinden-c1kar11arak grafik1eme yap11d1§1nda,'adeninfnUkieqtid- '
1efi ve Na2304 iceren enzim ornekleri birinci dereceden kjnetigine uyguﬁ ola-
rak inaktive olduklari halde (Sekil 27); PEP, KC1, FDP, MgC12 ve MgSO4‘1n
koruyucu olarak kullanildiklari deneylerde, 1naktivasyonun‘kinetigini gori-

nir birinci deFEpeden bir inaktivasyona indirgeyemediler (Sekﬁ] 27, 28).
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SEKIL 22. Insan Alguvarrpiruvat Kinazinin NEM ile Modifikasyonu
(pH: 7.55, Epzim miktari 2.1 pg/ 0.1 ml modifikasyon ortam:)

(—A——) 0.03 mM NEM, (——@—) 0.06 mM NEM, (—d&—) 0.1 mM NEM
(~—0~—) Kontrol '
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SEKIL 23. Insan Alyuvar Piruvat Kinazinin NEM ile Modifikasyonunun
NEM Derigimine Bagamliligi (pH: 7.55, Enzim miktar:i 2.1 pg/ 0.1 ml

modifikasyon ortamai)

(—0—) 0.025 mM NEM, (—@—) 0.050 mM NEM, (—p—) 0.075 mM NEM
{ —&-) 0.100 mM NEM, {—O—) 0.200 mM NEM, h—{yf) Kantrol

(Igteéi'gekilde NEM derigimi ile & ve kgdr arasindaki iligki

0.5
goriilmektedir) :
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SEKIL 24. Insan Alyuvar Piruvat Kinazinin NEM ile Modifikas~
yonunda’ Inaktivasyonun Birinci Faz:i (Kalan etkinlik degerleri,
gekil 22 ve 23'deki yitirilmeyen etkinlik dederlerinin toplam
etkinlik deferlerinden g¢ikarilmas: ile elde edilmigtir).

(—O0—) 0.03 mM NEM, (—0—) 0.06 mM NEM, (—e—) 0.1 mM NEM,
(—D—) 0.2 mM NEM  (n=0.78)
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SEKIL 25. Insan Alyuvar Piruvat Kinazinin NEM ile Inaktivasyo- i
nuna g¢egitli ligandlarin Koruyucu Etkileri(pH:7.55, Enzim mik-
tari 2.1 pg/ 0.1 ml modifikasyon ortami, 0.1 mM NEM) _
{—o—) Kontrol, {(—=0—) 0.5 mM PEP, (—4——) 0.2 mM PEP, (—&—)
0.1 mM PEP, (—£¢—) 0.05 mM PEP, (—X—) 25 mM MgSO,, (—@—) 4
mM ADP, (—0—) 0.5 mM FDP, (—&—) 100 mM KCl, (—v—)} 4 mM
ATP, (—%—) NEM igeren kontrol )



-57-

100de ._ ' -

=x
£
= L -
= 30
.
g } -
(»)
x ]
10 , | L |
0 10 20 30

Oninkiibasyon Siiresi, (dak.)

SEKIL 26. Insan Alyuvar Piruvat Kinazinin NEM ile Ina!;ti-—
vasyonuna (egitli Ligandlarain Koruyucu Etkileri (pH: 7.55,
Enzim miktar: 2.1 pg/ 0.1 ml modifikasyon ortami, 0.1 mM NEM)
(—0—) Kontrol, (—0—) 0.1 mM PEP, (—&—) 25 mM MgSO,,
(—+—) 25 mM Na,SO ., (—&—) 25 mM MgCl,, (—m—) 4 m¥ ADP
€25 mM MgSO,, (—DO—) 4 mM ATP + 25 mM MgSO,, (——e—) NEM '

igeren kontrol
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SEKIL 27. alyuvar Piruvat Kinazinin NEM ile Inaktivas-
yonunun Birinci Fazina (egitli Ligandlarin etkileri

(—&—) 1 mM PEP, (—0—) 0.2 mM PEP, (—gf—) 0.1 mM
PEP, (—g—) 0.05 mM PEP, (—+—1) 0.5 mM FDP,

{—e—) 100 mM KC1, (—o—) 2 mM ADP, (—~—) 4 mM ADP
(—&—) 4 mld ATP _
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$EKIL 28. Alyuvar Piruvat Kinazinin NEM ile Inaktivasyonunun
Birinci Fazina Qegitli Ligandlarin Etkileri

(—&—) 0.1 mM PEP, {—3—) 0.1 mM PEP + 25 mM MgSO ,, (—O—)

, 4°
25 mM MgCl,, (—@—) 25 mM MgSO,, (—@—) 4 mM ADP + 25 miM
Mgso4, (—&—) 4 mM ATP + 25 mM MgSO,, (—-p—) 25 mM Na, S0,
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_ Insan alyuvar plruvat kinaz1, histidin ile de tepk1meye girebilen
~daha az tzgul bir sistein reakt7f1 OTan Iyodoasetam1d ile de inaktive edil-
Id1 (Sekil 29). Alyuvar piruvat k1na21 h1st1d1n reakt1f1er1ne kars1 duyarln
oldugundan (bkz. DPC ile modifikasyon), enz1m1n IyodOaseﬁamid ile modifi-
kasyonﬁ detay]1 olarak calisilmadi. Seki] 29 ve 30;dan gorildigl gibi, -
piruvat kina21n Iyodoasétamid ile hodifikasyonunun kinetigi NEM ile modifi-
kasyonun{kihefigine oldukca benzerlik gostermektedir, NEM nodifikasyonunda
_c]dugu g1b1, p1ruvat kinazin tycdoasetamid ile mod1f1kasyonunda adenin niik-
1eot1d1er1n1n' inaktivasyona karsi hic¢ bir koruyucu etkileri gbzlenmedigi
halde, PEP'in etkili bir sekilde koruyucu olarak davrénd1g1 buTundu (Seki]'

©30).,
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SEKIL 29. Alyuvar Piruvat Kinazinin fyodoasetamid ile Modifi-
kasyonunun, fyodoasetamid Derigimine Badimlilidr (pH: 7.55,
Enzim miktarir 2.1 pg/ 0.1 ml modifikasyon ortami)

{ —0—) Kontrol, {—&—) 0.2 mM Iyodoasetamid, {(—o—) 0.5
mM Iyod‘oasetamid, (—DO—) 1.0 - mM i’ybdoasetamid, (—-—_0-—-) 1.5
m¥ Tyodoasetamid
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$EKIL 30. Alyuvar Piruvat Kinazinin lyodoasetamid ile Inakti-
vasyonuna PEP, ADP ve ATP'nin Koruyucu Etkileri (pH: 7.55,
Enzim miktar: 2.1 pg/ 0.1 ml modlflkasyon ortami, 0.5 m¥
lyodoasetamid)

(—0—) Kontrol, (—a—) 4 mM ATP,. (+) 4 mM ADP, (—0—)
0.05 mM PEP, (—+—) 0.2 mM PEP, (——(3—) 4 mM PEP

( —®— ) 0.5 mM Iyodoasetamid iceren kontrol
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3.4. PIRUVAT KINAZIN §,5'-DITIY0~B1S-2-NITROBENZOLK ASIT tLE MODIFIKASYONU

01dukga ﬁngT bir'reéktif olan NEM ve daha az 6ngT1Ukte olan iyodo¥
asetamid ile s1ste1n mod1f1kasyonu, sistein igin cok ozguI bir reaktif olan

DTNB 11e tekrar]andt S1ste1n mod1fjkasyon1ar1nda DTNB kullanilmasinin su Uc

) Sisteinler i¢in son derece 6zgiildiir, baska bir yan tepk1me31 yok-
tur. Notral pH'da sisteinler ile ko1ayca tepkimeye girebilir,

b) Alifatik analoglarina oran]a DINB daha yiksek oksido-rediiksiyon
potansiyeline sahiptirf Bu nedén]e-siéteinler ile tepkimesi oldukca kolaydir.
| c) DTN8'nin bir mol sistein ile tepkimesi sonunda, bir moi TNB ser-
best kalir. A¢ida ¢ikan bu UrUnu_spektrofotometriko]arak-tayin'etmek sonr

derece kolaydir (£=13600) (67).

- Maya (53) ve tavsan kasi piruvdt kinazlarinda (3?5 otdugu gibi, insaﬁ:
alyuvar piruvat kinazinin da DTNB'i1e'inaktivas}ona_ugrad1g1_bU]undu. Alyu-
var piruvat kinaz1 DTNB ile modifiye edi]meden-ﬁnce. énzim 50 mM HEPES tém-
" ponunda {pH: 7.55) 10 mM DTE ile, 30°C'de bir saat 1nkUbe_edildf.-Bﬁy]ecé
enzimin timiyle indirgenmesi saglandiktan sonra, 50 mM HEPES tamponu 7
(pH: 7.55):11e dengelenmis 1x15 cm boyutlarindaki Sephadex 6-25 kolonuna
uygu]andj. Koton ayni tampon ile y1kanarak enzihin DTE 'den ayr11masi'§a§]an
d1 (Sekil 31). Kolgndan DTE'nin ¢ikt1§ tiipler DTNB j]e~kontro] edildi.
Piruvat kinazin DTNB ile modifikasyonu deneylerinde bu‘sekildé,haz1r1anm1s
enzim kulTamldi.

NEM i1é modifikasyoﬁda oldugu éibi, piruvat_kinaz1ﬁ DTNB 11e modifi-
kasyonunda da enzimin tim etkinligini yitifmedigi Qe % 20 kadar etkinligini

korudugu gorlldu (Sekil 32). Enzimin yitirmedigi bu etkinlik orani, DTHB de-



10 4
-
LY
o
=2
o
3 ,
™
<{
p- B
~
e
< 05 -
x /
L+I.:l' . 7

0 20 24 28 32
‘Tdp Numarasi S

"$EKIL 31. DTE ile indirgenen Alyuvar Piruvat Kinazi-
nin Sephadex G-25 Filtrasyonu

({—e—) Piruvat Kinaz Etkiﬁliéi (——-——) DINB ile Kbﬁt-
rol edilerek DTE'nin gelmeye bagladid:r tiipler (HEPES
tamponu, pH: 7. 55 Kolon boyutlari Ixl5 cm)

risiminden badims1z gdriinmektedir (Sekil 32). Bu etkinlik dederleri toplam
etkinlik degerlerinden c1kaf1]arak DTNB ile modifikasyon incelenirse, enzi-
_ mjn birinci deréceden kinetigine uygun olarak inaktive oldudu Sekil 33'de
gortilmektedir. Modifikasyon ile artan.DTNB derisiﬁi afas1ndaki iliskinin
Tineer olmadid1 bulundu (Sekil 33'iin i¢ sekli). Piruvat kinaz1n DTNB ile

modifikasyonunda goz]enen inaktivasyon hiz deg1smez1er1 ve t 5 ile DTNB

0.
der1s1m1 arasindaki 111sk1 Sekil 34'de graf1k1enm1st1r
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SEKIL 32. Insan Alyuvar Piruvat Kinazinin DINB ile Modifi-
kasyonunun DTNB Derisimine Badimlilidi (pH: 7.55)

(—0—) Kontrol, (—&—) 0.1 mM DTNB, (—+—) 0.2 mM DTNB,
(—&—) 0.4 mM DTNB, (—da—)} 0.6 mM DTNB
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SEKIL 33. Alyuvar Piruvat Kinazinin DTNB ile Modifikasyonunda :
Inaktivasyonun Birinci Faza ($ekil 32'den yararlanilmistir)

(—0—) 0.1 mM DINB, (—-+—) 0.2 mM DINB, (—o—) 0.4 fuM DITNB,

(——) 0.6 mM DTNB

(fcteki §ekilde inaktivasyonun DTNB derigimine lineer olma-

yan béglmllllél_gérﬁlmektedir)“
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SEKIL 34. Piruvat Kinazin DTNB ile Modifikasyonunda DTNB
Derigimi ile t ve k- i Arasindaki 1ligki (t@ 5 degerleri
gekil 33'ten a?inmlgtlg? - _ "

f _"0—) 0.5), (~—e—) kgér degerleri

Alyuvar piruvat k1naz1nda DTNB ile mod1f1ye ed11en s1ste1n1er1n say1-
s1 ve bunun etkinlik kayb1 ile olan iliskisini incelemek amaciyla; modifi-
 kasyon hem 412 nm'de olusan TNB tayini, hemde 340 nm'deki etkinlik tayini
yapilarak izlendi. DTE ile timiyle 1hdirgenm1$ 40 mikrogram piruvat kinaza,
50 mM HEPES tamponunda (pH: 7.55) 0.3 M olacak sekilde DTNB eklenerek modi-
fikasyon baslati1di ve derhal tepkime 412 nm'de i;lenmeye basland1. Kir ki-

vetine de ayn1 derisimde olacak sekilde DTNB eklendi.

Piruvat'kinaz1n DTNB ile tepkimesi 412 nm'deki TNB absorpsiyonundaki

artis iz1enerek'1nceiendiginde, bir mol enzim basina 8 mol sisteinin (altbi-
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rim basina 2 sisfefnj dahé'reaktif'ile-enzih kdr1$t1r111rken tepkimeye
girdigi bulpﬁdu. Enzimin moli bas1na-4 mo1‘§istein (a]tbirim basina bﬁr sis-
tein) o]dukta hizla tepkimeye girmekte'vQ 5u's1rada enzjmde tnemli oranda
etkinlik kaybina nedeﬁ-o1mqktad1r*(5ekil 35). Bir mol enzim basina 4 mo}
sistéin_(anbirim basina bir 31stein)rise'daha yaﬁés,o1arak tepkimeye girmek-
te ve buna paré1le1 olarak etkin]fk'kayb1 devam etmektedir. Bu noktadan soﬁra
hem kire, hem de protein Srnegini iceren kiivete % 1 olacak sekilde SDS ekle-
nfrse 4 mol sistein daha (altbirim basina bir sfStein) DTNB ile tepkimeye
girmektedir (Seki1'35). Boylece dogjal konformasyonunda DTE ile indirgenmis
 enzimde, enzimin moli basina yak1a51k'o1arak 20 mol sistein (altbirim basina
!5.sistein) DINB ile tep#iméye girmektedir. Alyuvar piruvat kinazinda modifiye

“edilen sisteinler ile etkinlik arasindaki iliski Sekil 36'da verilmistir.

“Piruvat kinazin DTNB ile modifjkaéyondna PEP've-ADP{ninrkoruyucu
etkileri Séki] 37'de verilmistir. PEP'in DTNB ile inaktivasyona karsi kdruyu—
cu etki gostermesi, NEM ve tjodoasetamid modifikasyonlart ile uyguniuk gos-

. fermektedir (bkz. NEM ve Iyododsetamid ile modifikasyon). Bunajkarsi11k, en-
zimin NEM ve'Iyodpaéetamid i]e'jnaktivasyonunda hi¢ bir etkisi olmayan ADP'-
nin enzimi dnemli oranda korumas 1 ée]iski gibi gorunmektedir. Bu korumanin

nedenleri daha sonra {Tartisma bdliminde) tartisilmistar.

Alyuvar piruvat kinazi, Gereg ve Yontemler bolimiinde agikland1dy gibi
~elde edilen bir organik disliifit olan okside DTE (DSSD) ile de imaktive -
edildi (Sekil 38). Kullanilan yiiksek DSSD derisimine radmen etkili bir modi-

fikasyon gGzlenmedi. Bununla ilgili yorum Tartisma bﬁ]UmUnde,verilmistir.-
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SEKIL 35. insan Algu.var Piruvat Kinazinin DTNB ile Modifikas-
yonu. (pH: 7.55, Enzim miktar: 40 mikrogram, 0.3 mM DTNB)

(—o—) Enzimin moll bagina modifige olan sistein sayis:

(—e—) Kalan piruvat kinaz etkinlidi

i
N
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~Modifiye Olan Mol --SH/Mol Enzim
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SEKIL 36. Alyuvar Piruvat Kinazinin DTNB ile Modi-
fikasyonunda, Kalan etkinlik ile Enzimin Mold Bagi-
na Modifiye Olan Sisteinler Arasindaki fligki.

{Sekil 35'ten yararlanilarak ¢izilmigtir)
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SEK1L 37. Alyuvar
na PEP wve ADP'nin

" {—@—) 4 mM PEP,
{—O—) 2 mM ADP,

30 40 50 60 70
basyon Sdresi,(dak.)

Piruvat Kinazinin DTNB ile tnaktivasyonu-
Koruyucu Etkileri(pH: 7.55, 1 mM DTNB)

{—0—) 4 mM ADP, (—i&—) 2 mM PEP,
(—m—) 1 mM DINB iceren kontrol
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SEKIL 38. Insan alyuvar Piruvat Kinazinin Okside DTE (DSSD)
fle Inaktivasyonu {pH: 7.55) .

(—0—) 5 mM DSSD, (—@—) 7.5 mM DSSD
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3.5. . INSAN ALYUVAR PIRUVAT KINAZININ BAZI KINETIK UZELLIKLERI

Saflastirildrktan sonra deristirilen a]yuvar piruvat kinazinin, her-
hangi bir seyrelme durumunda,'seyte1me kosullarina bagl dTarak'be1irIi'oran-'
da etkinligini yitirdigi gorildi. Enzimin bu Gzelligini incelemek amaciyla
- farkl1 pH'da ve farkli kosullarda déristiri1mis,ve seyre]tilmis-enzimin Ki-

netik ﬁze]11k1eri arastiriidi.

Kinefik denéy]erde kul]an1lan enzim, affinite kromatografisinden son-
ra deristjrilerek dmonyum stilfat cﬁktUrhesi ile toplandyr ve énzim cﬁke]egi
100 mM potasyum fosfat tamponunda (pH:.6.8) cGziliip 4%C'de saklandi. Bu 7
* sekilde hazirlanan ve 3.85 mg/ml derisiminde olan enzim, ana stok (derisiki
ehzim) o]drak kullanildl. Etkinlik tayinleri indirgeyici ajan (UTT) icermeyen

ortamda yapildi.

Derisik enzim; 50 mM Tris-Maleat tamponu, pH: 6.8 ( 2mk 2-ME iceren
ve ijcermeyen) veya 50 mM HEPES-KOH tamponu, pH: 7.4 (2 mM E-ME_iceren ve
icermeyen) i¢cinde 500 kez seyreltildi (son protein derisimi 7.7_Mikr0gram/ml),
ve de@fsik zéman:ara11k1ar1 ile 25 mikrolitre cekf?erek, spektrofotometrik
olarak etkinlik tayini yapildi. Seyre1tmeden.sohraki inkubasyon Qe-etkin]ik
tayinleri 30%C'de yap1ldi. Sekil 39'da goriildigi gibi,_seyreime ile enzim
- belirli oranda etkin]ik yitirmekte ve bir siire sonra etkinlik y%tirmési dur-
maktad%r. Seyrelme kdsu11ar1na:bag11 olarak enzimin yitifdi@i etkinlik 6ran-_
lar1; pH 6.8'de sejrelme ortaminda 2-ME yoksa % 26 (Sekil 39 A), 2-ME varsa
% 47 (Sekil 39 C); pH 7.4'de ise, Z-ME yoksa - % 62 tSeki] 39 B), 2-ME varsa
% 26 (Sekil 39 D} dir. Belirtilen kogullarda seyfe1t11diktén sonra belirli
oranda etkinTiginf yitirmis enzime, ”enzihin D formu" denildi. Derisik enzi-
~min, 10 mM 2-ME ile 1nd1rgeﬁmi$ ve indirgenmemis sekline ise “"enzimin N
formu" denildi (Bu sekildeki tanimiamanin nedeni i¢in Tartisma bblEmUne ba-

' k1niz).
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SEKIL 39. Alyuvar Piruvat Kinazi Seyreltilmeden; veya Sereltil-

diginde etkinlik Yitirmesinin Durdudu, Oklar ile lsaretli Nokta-
larda Kinetik Deneyler Yapildi ( Seyreltildikten sonra etkinlik

yitirmesinin durdugu formdaki enzime D formu; seyrelmenin sifi-

rinci dakikasindaki enzimin formuna N formu denildi)

A; pH: 6.8, 2~ME

B; pH: 7.4,"

C; pH: 6.8,

VD,- pH: 7.4,

2-ME
2-ME
2-ME

icermeyen seyreltilme ortaminda
igermeyen seyreltilme ortaminda.
igeren seyreltilme ortaminda

igeren seyreltilme ortaminda
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| Yukarida be]irtiTen-sekj1de'haz1r1anan enzimin N ve D formlarinin
- kinetik 6zellikleri, Sekil 39'da oklar ile gisterilen araliklarda ve kosu1F
]arda;inP'3n variiginda ve yok1u§unda-¢tkin]ik tayinTeri yap]1arak'grast1?'
rildr. 7 | ' | 7 7 |

, Sekil,AO'da (pH: é.8‘de) piruvat kinazin ADP'ye o]an ilgisi goruT-
mektedir. Bu 1lg1n1n Eadie~ Hofstee ve H111 grafiklemeleri Sekil 41 de ver11-
Michealis- Menten kinetigine uymakta, ancak yuksek ADP derisiminde inhibis -
yon goru]mekted1r Bu kosu11arda FDP var11g1nda ve yok]ugunda enzimin dedis-
meyen V "1 27.7 olarak hesaplandi. Ancak FDP var11g1nda 0.47 mM olarak hesap-
: lanan enzimin_Km.degeri, FOP yok]ugynda 0.65 hM;a ¢1kmaktadir (Sekil 40). |

Piruvat kinazin 2-ME ile indirgenmis ve indirgenmemis N ve'DrformTa-
rinin, pH:~6.8'de, FOP var11§1nda ve yoklugunda PEP'e olan ilgisini gOsteren
sonuclar >ekil 42 ve 43'de verilmistir, Ayni sonuglarin Hill ve Eadie-Hofstee

rgraf1kleme1er1 ‘de Sekil 44 ve 45'de aorulmektedlr

pH: 6. 8 de 2-ME ile 1nd1rgenm1s enzimin hem N, hem de D formu yiik-
sek PEP derisimi ile inhibe olurken (Sekil 42 B, D); aym etki indirgenme-
mis enzimde goriilmemektedir (Sekil 42 A, C). Etkinlik tayin ortaminda FDP

bulunmas1 veya bulunmamas1. bu Gzelligi degistirmedi (Sekil 42).

Insan alyuvar piruvat kinazi FDP yoklujunda PEP'e karsi negatif koope? -
rativite gﬁétermektedﬁr (Sekil 44,43,45), FDP enzimin hem D, hem de N for¥
munda negatif kooperativiteyi ortadan kaldirmaktadir ($ekil 43). pH: G.B'de
ca11s11an.her kosulda piruvat kinazin PEP'e karsi negatif kOOpérativite gis-
terdidi ve bu kooperat1v1ten1n FDP taraflndan tiimiiyle ortadan kaldirldign
- Sekiql 44 ve 45'deki Hill ve Eadie-Hofstee grafiklemeleri ile de giiclenmekte-
dir. pH: 6.8" de, calisilan biitin kosullarda, etkinlik tayin ortaminda FDP

yoksa, enzimin Km ve Vm degerleri farkl1 iki formu bulunmaktadir (Sekil 43).
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| §EKIL 40. Alyuvar Plruvat Kinazinin ADP'ye flgisi - =

(pH: 6.8, 2 mM PEP)
(—e—-)0.1 mM FDP igeren ortamda etkinlik

(~—0—) FDP igermeyen ortamda etkinlik
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SEKIL 41. Alyuvar Piruvat I{lnamnin ADP ye Ilgisinin
Eadie-Hofstee ve Hill Graf1klemes.1

A; Eadie-Hofstee grafiklemesi
B; Hill grafiklemesi
{—8—) FDP igerer_z ortamda
(—0—) FDP igermeyen ortamda
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SEKIL 42. Insan Alyuvar Piruvat Kinazinin PEP'e Olan flgisi-
nin Michealis-Menten Grafiklemesi (pH: 6.8'de)

(—®-~—) FDP igeren, (—O—) FDP igermeyen ortamda etkinlik
A: 2-Merkaptoetanol igcermeyen ortamda, enzimin N formu
B: o i¢eren ortamda, enzimin N formu

C: " igerﬁeyen ortamda, enzimin_b formu

D: " igeren ortamda, enzimin D formu '
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SEKIL 43. Insan Alyuvar Piruvat kinazinin, Farkli Kogullarda
PEP'e llgisinin Lineweaver-Burk Grafiklemesi (pH: 6.8) '

{—e—) FDP iceren, (—O—-} FDP igermeyen Ortamda

A: 2-Merkaptoetanol igermeyen ortamda, enzimin N formu

B: "

C: o
- -

D: "

igeren ortamda, enzimin N formu
igermeyen ortamda, enzimin D formu

igceren ortamda, enzimin D formu
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SEKIL 44. Insan Alyuvar Piruvat Kinazinin, Farkl: Kogullarda
PEP'e llgisinin Hill Grafiklemesi (pH: 6.8)

(~—e—) FDP igeren, (—O—} FDP igermeyen ortamda

A: 2-Merkaptoetanol Igermeyen ortamda, enzimin N formu
B: " igeren ortamda, enzimin N formu

C: _ "  igermeyen ortamda, enzimin D formu

‘D: _ " igeren ortamda, enzimin D formu

0-8
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SEKIL 45. fnsan Alyuvar Piruvat Kinazinin, Farkli Kogullarda
PEPie Ilgisinin Eadie-Hofstee Grafiklemesi (pH: 6.8)

(—@—) FDP igeren, {—O—) FDP igermeyen ortamda

A: 2-Merkaptoetanol igermeyen ortamda, enzimin N formu
"B: " igeren ortamda, enzimin N formu

C: o igermeyen ortamda, enzimin D formu

b: " : igeren ortamda, enzimin D formu
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FOP yoklugunda goru]en piruvat kinazin  bu iki Formunun, dedisik kosullar-

dak1 K ve V degerTer1 Tablo V'de ver11m1st1r

A1yuvar*pikuvat kinaz1‘pH: 7.4'de daha farkl1 kinetik 6zeifik1er gﬁs;
termektedir. pH: 6.8'de enzam1n 2-ME ile 1nd1rgenm1s N ve D formiarinda go-
riilen substrat 1nh1busyonu, pH 7.4'de olmamakta, ve 4 mM'a kadar artan PEP
derisimine uygun olarak en21m1n-etk1nlig1 de artmaktadir (Sekil 46). pH: 7.4%
deki sonuc]ar1n Lineweaver-Burk grafiklemesi yap111rsa enzimin indirgen-
memis N ve D formlar1nda diisiik PEP derisiminde poz1t1f kooperat1v1te, daha
yliksek PEP der1$1m1nde ise negatif kooperat1v1te goru1mekted1r ve FDP bu et-
" kileri ortadan kaldirmaktadir (Sek11 47 A, C). FOP yok]ugunda, 1nd1rgenm1$
enzimin N ve D formlarinda ise yalmizca negatif kooperat1v1te goriiimekte-
.d1r (Sekil 47 B, C}, ve FDP bu etkiyi ortadan ka]d1rmaktad1r. pH: 6.8'de ol-
- dugu gibi, pH: 7.4'de de, FDP yok]ﬁgunda enzimin birden fazla'foﬁmu vardir

(Sekil 47).

Seki]:47‘dé, her ne kadar Liﬁeweaver-Burk grafik1emes1nde negatif
kooperativitenin FDP térafindan ka1d1f1]d1§1 Qerluyoksa da, negat{f koope-
rativitenin tUmﬁy]é ortédan ka1d1r1}d1§1 Hill ve Eadie-Hofstee grafikleme-
leri {le desteklenmemektedir (Sekil 48, 49). Hill ve Eadie-Hofstee grafikle-
melerine gdre, FDP varlijinda dé negatif kooperativite dévamAétmekte ve tii-
- miiyle yok ediiemEmektedir. pH: 7.4'de degisik kosuI]akdé hesaplanan enzimin
Km ve Vm degak]éri Tablo V'de verilmistir. Sekil 47'den de giriitebilecedi
gibi, FDP'yok1u§unda Km dederleri heéap]anamad1g1ndan_Tab]o'da verilmemis-

tir.
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SEKIL 46. Insan Alyuvar Piruvat Kinazinin Farkl;_Kb$ullarda
PEP'e ilgisinin Michealis-Menten Grafiklemesi (pH: 7.4)

A:-2—Merkaptoetanol igermeyen ortamda, enzimin N formu

B: : S - lgeren ortamda, enzimin N formu
C: " ‘ igermeyen ortamda, enzimin D formu
Dz " igeren ortamda, enzimin D formu

(—®—) FDP igeren, (—O—) FDP igermeyen ortamda etkinlik
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SEKIL 47. Insan Alyuvar Piruvat Kinazinin Farkli Kdgyllarda

"PEP'e Ylgisinin Lineweaver-Burk Grafiklemesi (pH: 7.4)

(—e—) FDP igeren, (—O0—) FDP igermeyen ortamda

A: 2-Merkaptoetanol icermeyen ortamda, enzimin N formu
B: ' K igeren ortamda, enzimin N formu

C: " _ igermeyen ortamda, enzimin D formu

D: " _igeren ortamda, enzimin D formu
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SEKIL 48. 1Insan Alyuvar Piruvat Kinazinin Farkli Kosullarda
PEP'e 1lgisinin Hill Grafiklemesi {(pH: 7.4)

(~——@—) FDP iceren, (—-O—) FDP igermeyen ortamda

A: Z—MErkaptoetanol-igeimeyen ortamda, enzimin N formu
B: "  igeren ortamda, enzimin N formu

C: " igermeyen ortamda, enzimin D formu

D: " igeren ortamda, enzimin D formu
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§Eka 4%9. Insan Alyuvar Piruvat Kinazanin Farkli Kogullarda
PEP'e flgisinin Eadie-Hofstee Grafiklemesi (pH: 7.4)

{—@—) FDP igceren, (—OQ—) FDP igermeyen ortamda

A: Z-Merkaptoetanol ig¢ermeyen ortamda, enzimin N formu

"

n

igeren ortamda, enzimin N formu
icermeyen ortamda, enzimin D formu

igeren ortamda, enzimin D formu
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4. TARTISMA

Protéin modifikasyoniafj, proteinlerin-yap11ar1h1n ve fonksiyonlari-

nin arastiriimasinda en cok basﬁuruian ybntem]erdif. Say1s1z_deni1ebiiecek
. kadar cesitliligi ve biyolojik modifikasyonlara oran1a'kolay11g1 nedeniyle
protein modifikasyon]ar1n1n basinda da kimyasa1 modifikaéyoﬁiaf gelir,
Kimyasal modifikasybnlarda da oldukca farkli yontemler vardir (bkz. Giris
bolimi). "Gruba Gzgil reaktff” kullanitarak yapw]aﬁ'pfotein modifikasyoh]grj,
kimyasal yﬁntemTerden biridir. "

Kimyasal modifikasyonlarda itk adim, ilgilenilen proteinin befiffi
Proteinde, grup gzgul1Ugu olan reaktif ile tepkimeye giren fonksiyonel grup
varsa, pkoteinde fonksiyon kaybi gﬁrUIeceEtir. Bu_ésamadan sonra_yap11mas1
gereken fs,-modifiye edilen fpnksiyone1 grqbun'proteindeki gérevi_ve protein-

de etkinlik kaybinin mekanizmasini arastirmaktir.

Borat iceren ortamda Z,B-Eutanedioné; proteinierde arjinin gruplari-
nin modifikésypnunda kullanilan en uygun reaktifdir (4, 26, 50-51). Ultra-
viyole 1élk iTe uyarilms aminoasitlér {aromatik amihdasitier ve hisﬁidin)
ile olan tepkimesi disinda (64), Butanedione‘un herhangi bir yan tepkimesi
tesbit edilmemistir. Insan alyuvar piruvat kinazinin darborafliceren modi -
fikasyon ortaminda Butanedione ile inaktive'o]dugunu daha ﬁnCeki.c;11smam1z-

da gbstermis (54), fakat bulgularin yeterli olmamas1 nedeniyle inaktivasyonun



mekanizmasini tamimlayamamstik.

VPirﬁvat kinazin BD ile bdrat—iceren ortamda mbdifikas}onunda hic bir
ligand i]e'quuyucu etki gﬁruimeyince; enzimin modifikésyon ile a]tbirimlé4
rine djsosiye.o1ma 1htima1i arastirildiginda, boyle bir disosiyasyonun ol-
madi1g1, modifiye edi]en-ve edilmeyen-eniimin Sephadex G-150 kromatografisi,
aria]i_ii ile goriildi (Sekil 2). | .

Borat 1cermeyen mod1f1kasyon ortaminda da a]yuvar p1ruvat k1naz1n1n.
BD ile 1nakt1ve oldudu ve literatiirde rapor edilen mod1f1kasyon icin borat

'gerekliliﬁi,ve'borat1n modifikasyonu dnemli oranda hlz]and1r1c1 etkisi (4)
': bu calismadaki alyuvar-piruvat kinazi icin gozlenmedi (Sekil 3-6). Sekil 3-
6'dan da gorildiii gibi, arjininin BD iTe_tepkimesi i¢in modifikasyoh orta-
minda borat vartigi gerekli olmamakté; ancak borat.inaktivaéyonu_bir‘miktar
hizlandirarak, 1kincf dereceden inaktivasyon hjz degismezini (kéD) 2.14'den

2.74 " Vdak™!

dakf 'e ¢ikarmaktadir. Borat bu etkiyi de, modifiye.edi1en fonksi-
yonel érjinin grubunun pK'sin1 8.3"den 8.1'e diislirerek gdstermektedir (Sekil
12). | | |
Alyuvar piruvat kinazinin borat 1ceren'ortamda BD ile modifikasyonun- '
da, 1naktivasydna karsi tek koruyﬁcu etki iyonik kuvvet taraf1ndan gosteri--
]1rken, bu etki borat icermeyen modlfikasyon ortaminda goruTmemekted1r (Se-
kil 7). Iyon1k kuvvetIn BD 1nakt1vasyonuna karsi enzimi korumaSﬁ, ce51t11
tuzlarin reaktif Jle etkj1es1m1nden dedil; fakat enzime olan etk151nden ileri
ge]mektedir; Genel olarak ortamda iyonik kuvyetin yliksek olmas1 piruvat ki-
naz1ﬁrs£abilitesini artt1r1r. Enzimi daha stabil fdrmda-tﬁtan_degisik tuz-
lar, enzimin aktif merkezini de daha kép§11 bir durumda tutmalidir. tiSrdigT-

ler ile oldugu gibi (68), borat BD ile tepkimeye girerek asidik kompleksler

olusturur. Borat varlidinda kompleks olusturan BD, daha blyik bir reaktif |
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kompleksi durumuna gelmekte ve iyonik kuvvet takaf1ndan daha_kapali duruma
getirilmis aktif merkezdeki arjinine-cok kolay ulasamamaktadir. Borat yok-
‘tugunda ise, reaktif, monomerik BD halinde bulundugundan bgdyle bir'sterik

engellenme 11¢ karsilasmamaktadir.

Borat igeren drtamqa BD i]e.inakt{vasyona karst ¢ok dusuk.bir koruyu--
cu etki gosteren enzimin ligandlari, modifikasyonun borat‘icermeyen ortamda
-yapilmas1 durumunda &nemli. ol¢iide korﬁfucu etki gbstermektedif]er (Sekil 8-
11 ve Tablo III). Ligandlarin koruyucu etkileri kars1lést1r1]d1g1nda, ATP
ve ADP'nin PEP'den daha etkili olarak inaktivasyona karsi enzimi korudukla-
ri garUImektedir. Yiksek ATP derisiminde, koruyucu etkinin artan ATP deri-

: simi ile uyumlu o]akak‘;rtmamas1, etkinlik tay{n_ortam1nda ATP'nin inhibi-

tor etkisinden ileri gelmektedir (76, 87).

Borat iyonu, B(OH)4,. polioller icereﬁ karbohidfat]ar ve tirevieri
ile tepkimeye girer. Bu tepkime, Bzellikle borat ve iki komSu cis-hidroksil

gruplari arasinda olur ve tepkime sonucu mono-veya dikompTekslef oluéturur

(68, 69). | l o
—c—0_  OH - —C—0  p—C—
\B/ N
v ' - ,
—Ff—o \bH -—Cf—d/ \b—fc—
Monokompleks | Dikompieks ],

‘Borat ile olusan bu komp3eksler kuvvetli asidik 6ie!1ikted{r}er ve biﬁbiri-
leri ile denge halindedirler (68). |
Canlalar icin toksik etkili olan borat, gliseraldehit-3-fosfat dehid-
. rogenaz (70), éTko] dehidrogenaz (Yf), ve diger pek cok dehidrogenaz en-
zimlerini (72-74):k0mpetitif olarak inhibe eder. Bu sistgm1erde;rborat1n
inhibitdr étkisinin, NAD ve FMN koenzimleri ile etkilesimindén Aleri geldidi

gosterilmistir.
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éu calismada alyuvar piruvat kinazinin da borat tarafindan kompeii- o
tif olarak inhibe oldugu bulundu (Sekil 14).:Piruvat-kihazdaki boratin in-
hibitdr etkisi, ATP ve ADﬁ‘deki dioller ile tépkiméyé girerek kdmp]éks olus- '
turmasindan ileri geTmekteqir. ADP derisimi degfsmez'tdtufup, artan borat
defisimiifceren ortamda piruQat kinazin étkin1i§i tayin edilirse, ortamda
- serbest ADP derisimi yetér]i oldukca ehiimde etkin]ik kayb1 olmamakta, fakat
artan borat dérisﬁmi serbest ADP derisimini azaltinca etkinlik kaybi goril-
meye baslamaktadir (Sekil 13). Alyuvar piruvat kihaz1nda goriiten bu inhibis-
yon, adenin hUkTeotid]éri kullanan tavsan kasi piruvat kin$z1 (5]), glutat-
.yon_reduktaz (28), domuz kalbi piruvat kinaz1:(50) , mitokondriye1 ATP&Se
* (66) ve karbarat kinazda giriilmemektedir(26). Bu bakimdan, alyuvar pifuvat“'
kinazinda BD ile modifiye edilen grubun protein cevresi ve aktff_merkezin
vzellikleri tavsan kasi ve domuz kalbi piruvat kinazindan fark]1 oze1l1k1er'.

gostermekted1r

ATyuvar piruvatrkinaz1n1n BD ile mod{ffkasyonu, modifikasyon oktamT
"borat icersin veya icermesin, tumuyle tersinmez olarak bulundu (Seki1 15'16).
Bu duruma gore, I1teruturde med1f1kasyonun uzun siirmesi durumunda goriilen
tersinméi]jk (4. 51); alyuvar piruvat k1ngz1nda cok kisd siirede olmaktadir.
Alyuvar piruvat kiﬁazan1n BD-i1é modifikasyonunda gdzlenen bu tersinmezlik-
te, modifiye edilen éruba, aktif merkezdeki protein cevréniﬁ Gnemli etkisi

olmalidir.

Butanedione ile modif{kasyonda, yar1 omirlerin téréinin 1ogaritﬁa51r
ED derisiminin logaritmasina karsi grafikleﬁdiginde, lineer bir dogru_elde
edilmesi ve eide edilen dogruhun egﬁmfnin 1.0 olmast, ]iferafﬁrde enzimin
altbirimi bas}ﬁa bir tek arjinin grubunun modifiye o]duéu seklinde yorumian-
maktadir (23, 66, 77). Alyuvar piruvat kinazinda da bsyle bir grafikleme
yapiidiginda, elde edilen dogrufar1h egimi, borat varliginda 0.99, borat

yoklugunda ise 0.94 olarak hesaplandr (Sekil €). Ancak bu yorumun, bir
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7tek arJ1n1n yerine, "reaktivitesi aynm1 olan bir grup ar31n1n"'1n mod1f1ye
'_ oldugu seklinde olmalidir. Urnecan fosfoglwserat kinazda (75) 7 arjinin
mod1f1ye_o]makta ve bunlardan ancak 1-2 tanesi etk1n11kten sorumluduflér;

Alyuvar piruvat kinazinda da BD iIe modifiye:edi1en arjiniﬁlerin BD'a

reaktiviteleri ayn1&1r VE'modifika;yon ortaminda boratin bulunmasi bu &zel-
ligi:degistirmemektedir'fSekiT 6). Aktif.merkez-d1s1nda modifiye olan arji-
nin varﬁa.bi]e; bﬁn]er1n'etkinlikten ve;ehzimin konformasyqnunda,hic bir
sorum]u]uklar1'yoktur;

Alyuvar p1ruvat kinazinin NEM ile inaktivasyonunda da, boyTe bir gra-
fikleme yap11d1gxnda elde edilen 1ineer dofrunun eg1m1 0.78 olarak hesap-
,]and1 (Sek11 24}, DTNB ile modifikasyonda da, altb1r1m_ba$1na iki fonksiyo-
nel sisteinin mod1f1ye o1dugu bu]undu (Sek11 33) Modifiye edilen sistein-
Terin NEM'e reakt1v1te]er1n1n ayn1 olusu nedeniyle eg1m1 0. 78 olan Tineer
* dogru elde edwlxrken, DTNB'ye reakt1v1te1er1n1n fark1111§1 nedeniyle’ 11neer.

olmayan bir iliski ($ek11 33) buTundu.

Ayn1 yontemden yafak1an1}arak,'bir mo]'FIorodinitrobenzen'iﬁ piruvat
karboksilazda, lizin ile tehkimeye girmesiyie-enéimﬁn-1naktive o]duﬁu (n=1.0)
buiuhmustur_(94). Keza pfruvat karboksilazin iki mol avidin (n=1.4) bag]aya-
- rak .(95); miydozinin ise 3 mol dinitrofendlrba@layarak{gﬁj-inaktive 01dﬁk-

lart gosterilmistir..
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Bircok enzimin histidine 6zgil bir reaktif olan ﬁiétilpirokarbonaf

| taraf1hdan'inaktive édildigi‘dégisik arasf1r1calar taraf1ndan rabor edilmis-
tir (18-20, 32-33, 79-81). fnsan a]yuvaf piruvatakinaz1;d& DPC ile inaktive
olmakta ve inaktivasyon gdriiniir birinci derece kinetigine ﬁygun]ukjgﬁstermekQ
~ tedir (Sekil 17). Dedisik reaktif derisimlerinde elde ediieh yari Omirlerin
tersinin 109aritmas1j reéktif derisimlerinin logaritmasina karsi grafiklen-
djginde elde edilen dogrunun égiminin birden blylik olmas1 {n:l.B) (Sekil
17'nin i¢ sekli), enzimin altbirimi basina, étkinlikte fonksiyonu bulunan

birden cok histidinin modifiye edildigini gdstermektedir (66, 77-78, 94-36).

Piruvat kinazin substrat ve Tigand]arlnjn varliginda, DPC ile modi fi-
kasyon'incelendiﬁinde, inaktivasyonun gﬁrUnUr birinci derece kinetigfnden
sapt1gy (Sekil 19-21) ve.ancak jkinci faz ¢ikarildiginda yine gﬁrﬁnﬁr birin=
ci derece_kinetik]érinin elde edildigi bulundu. Bu bulgular, enzimde etkin-
Tikten sorumlu-iki tip histidinin varl1gini gﬁstermekiedir.'ModiFiye edilen
“histidinlerden biri enzimin aétif merkezinde ve katalizden sorumlu; digeri

fse aktif merkez disinda ve enzimin etkinlik gﬁstergbffmesi igin gerekli -
konformasyonun saglanmasindan sorumiu gﬁrﬁnmektedir.'CUnkU, aktif mefkezdeki
histidin'enzimin-UrUn Qe substratiar ile korunabilirken; aktif merkez di-
sindaki histidin hic bir 1igahd ile korunamamaktadir. Buha uygun olarak,
inakt{vasyonun birinci fazinin yar1 Omrl hi¢ bir Tigand ile ﬁnémli bir degi-
siklige ugrémamakta (Sekil 19-21 ve Table IV) fakat ikinci-Faz1ﬁ yaf1 omri
.-koruyucu Tigand ile etkai bir sekilde artt1r1]mak£ad1r. Bu bulgular, herne-
‘kadar kinetik analizler yapmamislarsa da, Dann ve Brittoh’1n:tav$an kasa

piruvét ile elde eftiklerirsonuclar1a'uyum icindedir (20). N

Enzimin aktif merkezinde bulunan ve kataliz olayinda gdrev alan his-
tidinin modifikasyonu, ancak aktif bolge disindaki histidinin modifiye edil-

mesi ile basarilabilmektedir. Aktif merkez disindaki histidinin DPC ile



-94-

olan tepkimesi, akfif merkezdeki histidinin ac1da ¢1kis1 i¢in konformasyon
dedisikligi (1igand1af1n yoklugunda) hiz kisitlayicr basamak o]maktad1r($e-_
ki1 21). | -

_ Substrat MgADP veya urun olan MgATP var11g1nda ise, hz k1s1t1ay1c1
basamak bu ljgandlar bagland1ktan sonra enzimde olusan konformasyon degisik-
ligjdir.'Konformasyon'degisik1i§i'sonucunda olusan enzim-MgATP kompleksinin
aktif bdlge d1sindaki histidinin DPC ile modifikasyonu, enziﬁin aktif bblge-
sindeki\ATP'nin disosiyasyonuna neden olmakta ve bq da, a¢1da ¢ikan histi-
dinin h1z11 bir sekilde modifikasyonu ile sonuglanmaktadir. Adenin nUk]eotid-'
leri ile alyuvar p1ruvat kinazinda konformasyon deg1s1ki1g1 otustudu, enzimin

:h1steret1k k1net1k gostermes1 ile de gliclenmektedir (40).

Enz1m1n qkt1f merkez1ndek1 histidinin DPC tarafindan modifikasyonu,
PEP ve Mg**’taraf1ndan kismen, ADP ve ATP tarafindan ise daha etkili olarak
enge1]enhektedir. ADP ve ATP'nin koruyucu etkileri Mg** varliginda giiclenmek- -
~ tedir. Bu sonuglar tavsan kasi piruvat kinaz1 ile elde edilen sonuciar ile
‘parallellik gostermektedir (20). MgATP'nin aktif bﬁlgédeki histidini % 100
koruyabilmesi, MgADP'nin MgATP'ye girekorumada daha az étki]f olmasy ve PEP'in
ise koruyucu olarak her ikisinden de daha az etkili o1mas1, bize akt1f merkez—
deki h1st1d1n1n konumu hakkinda az cok bilgi vermektedir. Bu sonuclara gbre
histidin, birbiri lizerine diisen komsu ADP ve PEP baglama bblgesinde bulun-
maktad1r Bu bdlge, Mg*+baglayan bilge ile de komsu durumdad1r MgATP nin
MgADP ' ye gore korumada daha etk111 olmas1 ise ATP'deki 'B -fosfat grubunun,

-----

- Insan alyuvar piruvat k1naz1n1n D1et11p1rokarbonat ile modifikasyo-'
‘nunda, yukarida sayilan bulgular g&zdniine alinarak, enzimin inakti&asyonu~
“nun ve'ligantlar1n kKoruyucu etki]erinin'mekaniZmas1'asa§1da sematik olarak

cizilmistir.
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_ insan alyuvar piruvat kinaz1 da, diger piruvat kinaz izozimlerinde
oldugu gibi (37, 52-53, 82), cesitli sistein reaktifleri ile modifiye edil-
diginde, fonksiyonel'sisteinlerin modifikasyonuna bagdlt olarak inaktive ol-

maktadir,

,A1yuvar piruvat kinazinin modifikasyonunda hangi_sisteinrreakﬁifi
ku11an111rsa kullanilsin, enzim modifikasyon ile enzim etkinli§ini timiyle
yitirmemektedir. Yitirilmeyen etkinlik degerleri, toplam etkinlik degerle-
rinden;c1kar11d1§1nda, sisteinierin ﬁodifﬁkésyonu ile enzimin éﬁrUnUr birin-
ci derece kinetfﬁine'uygun olarak inaktive oldugu gﬁkUlméktedir;

DTNB modiffkasyonunda inaktivasydn h1z dedismezleri, DTNB derisimine

enzimin DTNB ile inaktive olmadan bir kompleks olusturdugunu gbstermektedir
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{Sekil 34)r Bayle'bfr 6zellik, daha az olmakla birlikte, NEM modifikasyonun- '
da da gozlendi (Sekil 23'de ic Sekil). Her iki reaktif ile de elde edilen

sonuc}ér Strickland v.d. nin yontemine gire analiz'edilecek_o]ursa (83);

[EJ+[IJ EE-J [E—ﬂ o

E: Serbest aktif enzim, '

E - 1I: Dusiik etkiniigi olan enzim-inhibitor kompleksi,

~E': Inaktif enzim. _

Modifikasyonun, indirgeyici siiifidril ajanlarf.yok1u§unda tersinmezli§i ne-

_deniyle k=0 olur.

[ed=[el+[e - D+(El@)  ve k= (1] [e] [E]

[E- 1]

dir. '(3)

Et‘ Toplam enzim miktar:

Enzim—inhibitor kar1s1m1 etkinlik tayini icin, modifikasyon'ortam1n-
dan etkinlik tayin ortamina aktar11djg1nda yiiksek dUzéyde (40 kez) seyrel-
. mektedir. Bu nedenle ggzlenen etkinlikten sorumlu toplam enzim miktar:

Eﬁd ::[E}+[E - ﬂroTur. (4) Buna gore topTam enzjm miktar::

= €]+ dir. (5}

_ dg _ .
Diger taraftan enzimin inaktivasyon hizi: -—= k3 [E - ﬂ dir. (6}
, dt : :
Bu denklem integre edilecek olursa: |
a . k,t '
Tn J};l_: -3 _ (7} elde edilir.
[Eﬂ 1+K /1 :
- - , ky'
I_)>-Et ise; bu durumda  k_, =-—=— olur (8)
o B 0
Bu esitlidin tersi alinacak olursa:
_1_ = .J_ +.jiL,._L_ (9) elde edilir.
k k I

gér 3 3
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Sayet =I<<KI ise 8 numarali esitlik; kgi:ir: —K———{I] ve bu da

kgﬁr:’kf-[L] haline geiir.r(]O) Boyle bir modifikasyonun kinetigi, basit -
-bimolekiiler mekanizmadan ay1rdedi1emez {83}. |

I/kgﬁr'e kars1 1/ 1 graf}klendiginde, dogrunun brdinata kesim
noktas1 1/k3 ve dogrunun egimi de Ki/k, olacagindan (Sekil 50, 51),
buradan KI veirk3 deferlerini hesaplamak mimklindiir. Hesaplanan KI deger-
Teri DTNBVicin b.365 mM; NEM icin iSé 0;348 mM olarak bulundu. k3 Deger]eri
ise DTNB ile modifikasyonda 0.243; NEM ile modifikasyonda ise 1.119 dak”!
olarak hesaplandi. '(k3 1nhibit6r derisiminin sonsui otdugu inaktivdsyon
bz degismezidfr). | | | |
~ Her iki reaktif_i]e modifikasyonda hesaplanan kinetik h12'de§fsmez-
~ Teri, modifikasyonun kinetigi jle uygunluk gdstermektedir. Enzim her iki
reaktif ile de E-1 kompleksi olusturmaktadir. Her iki reaktif i¢in de K,
dégeﬂem"birbirine yakin olmakia birlikte, NEM icin bulunan Ky degerinin
DTNB icin bulunan k3 degerindén 4;79}kez daha bliylik bulunmasi, enzimin NEM
'11e_daharh1z11linaktive'o1du§unu, yéni'_E-I kompleksiﬁin daha h1z}1'E'
(inaktif enzim) haline geldig{ni g&sterir. Modifiye édi]en sisteinlerin NEM'e
olan reaktivitelerinin DTNB'ye gOre daha yiksek oldugu; ayn diizeyde inakti;
vasyoh i¢in daha dusuk NEM derisimine gerek duyulmasi ile-de. gliclenmektedir
(Sekil 24 ve 33). . |
Gerek NEM, gerekse'de'DTNB ile, etkinlikten sqrhm]u.aﬁn1 s{steinlerin
modifiye edildigi, inaktivasyonun ve Tigandlarin koruma 6zellik}erfnin ben-
zer o]més1, ayrica her ikf reaktif ilé'modifikasyonun pH ha§1ﬁ1111§1n1n.c0k
- benzer olmas1 ‘ile de (sem 22-25, 32, 33, 37, 52) desteklenmektedir. Ancak -
: NEM.iIe modifikasyonda gdzlenen inaktivasyon hiz degismezTerinin;&DTNB 11e_
modifikasyonda gdzlenenden daha bﬁyuk bulunmasi, NEM'in DTNB'ye'gére dahal

aktif olmasinin yanisira, reaktiflerin arasindaki sterik etki farklibiginin
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{ 1 ] | I | { | t I -
0 , 5 10
1/ (DTNB);mM ! :

SEKIL 50. Insan Alyuvar Piruvat Kinazinin DTNB ile
Inaktivasyonunun Kinetik Hiz Dedigmezlerinin Tayini
{pH: 7.55) ’ :
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SEKTL 51. Insan Alyuvar Piruvat Kinazinin N-Etilmaleimid
- ile Inaktivasyonunun Kinetik Hiz Dedismezlerinin Tayini
(PH: 7.55}
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SEKIL 52. Insan Alyuvar Piruvat Kinazinin DINB ve NE K
Ile Inaktivasyonlarinin pH Badimlilid: (0.05 mM DTNB,

0.10 mM NEM :
(—O0—) DINB, (—@-—) NEM
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bif Sonucu olarak da . dlsunllebilir. Nitekim DTNB inakfivasyonuna karst enzi- .
mi olduk¢a etkili bir sekilde koruyabilen ADP'nin NEM ile inaktivasyoha kar-.
51 timiiyle etkisiz olméSI; reaktifler arasinda bﬁyié bir sterik yapy fark1'
bulundugunu ve bu nedén]e_de ADP'qiﬁ DTNB‘i1e-inaktiva§yonu enge]fedigiﬁi

gistermektedir (Sekil 25, 26, 37).

' Alyuvarrpiruvat kinazinda, en;imiﬁ:altbirimi'bas1na, aktif merkez dw?
sinda ve enzimin ylizeyinde ac1kta bulunan ki sisteinfn DTNB_i]e ¢ok hiz
tépkimeye girdigi, %akat bu sistein]érin enzimin fonksiyonu igin Onemli bir
gbrev'Ustlénmedigi'bu]undu; Benzer sekilde Flashner v,d..(37) tavsan kas1
piruvat kinazinda da dort stlfidrilin quﬁfi&e edilmesininlenzimin etkinli-
: gihi inhibe etmedigi-giﬁi; % 40;a varan bir aktivasyona neden oldugunu gds-
termislerdir. Keza maya piruvat kinazinda da 4 sistein cok'h1211 olarak
modjfiyé olmakta ve . bu sisteinlerin de enzimin etkinligindé fonksiyonu bu-

lunmamaktadir (53); | 7
ba$1na.modifiye'edi!en iki sistein yitirilen etkinligin timinden sorumludur-
lar. Maya piruvat kinai1nda da é)tbirim bas1né mod{fiyé edi}én iki sistein
“yitirilen etkin]iktéh sorumluduriar (53),,ancék maya piruvat kinazindaki bu
sisteinlerin DTNB'ye_reaktiVité]erﬁ éyn1d1r. Oysa alyuvar pifuvat kinazinda
ise, NEM'e olan reaktiviteleri, DTNB'ye olan reaktivitelerinden daha biiylik-

tur ve DINB'ye olan reaktiviteleri de ayni dejildir (Sekil 35).

ATyuvaf piruvat kinazinin DTAB ile modifikasyonun&é, gﬁ;?enen inak-
"tivasyondah sorumiu olan sistein1ér'ta1tbirim basina iki éistein)'PEP bag-
'1ama blgesinde bulunmakta ve PEP bulunan ortamda enzihi modifikasyona karsi
%'1OO gibi bir ve?im]e kbrumaktad1r1ar (Sekil 25 ve 37). PEP baglama bﬁ]ge-
sinde tamimladi§imiz bu siéteinler medifiye edilse bile,_enzim etkinligiﬁi

timiiyle yitirmemektedir. Alyuvar piruvat kinazi, sisteinlerin oksidasyonuna
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oldukga duyarlidir ve oksidasyon ile de etkinliginin timlinu yitifmez (46,
48). Buna gdre PEP badlama bblgésindeki sisteinler oksidasyon ile disilfit
olusturabilmektedirler. Ister oksidasyon, ister kimyasa1lmodifikasypn iié |
sisteinler modifiye edilsin, enzim etkinligini tUmUyTe’&itirmemektédir; Mo~
difikasyon ile PEP baflama bGlgesinin konformasydﬁu degismekfe; fakat kataliz
| dUsUkrhTZda'devam edebilmektedir. Modifikasyon ile sisteinlere kimyasal bir
-grup fak11d1§1naan,'konformasybn degisihi daha tnemli 6l¢lide olmakta ve et-

kinlik kayb1 da-daha fazla artmaktadir.

Ozqiil olarak Mg*ﬂ‘iyonu da, NEM ile iﬁaktivasyona karst kismi koru-

. yucu etki gBstermektedir. Bu etki, daﬁa'ﬁnce histidin modi?ikasyonunda tar-
: t1sﬂd1g{ gibi, Mg** baglayah bb‘]genin, PEP baglama bolgesine yakin olmasin-
dan 11erﬁ-geldﬁgi diisiiniitebilir. ADP varliginda Mg*™ 'un koruyucu etkisinin
ké1ﬁama$1, enzimé_ba§1ahén ADP'nin neden onu@u konformasyoh=degisiminden
ileri gelir. | | | |

NEM ile modifikasyonda ister total inaktivasyon?ristef ihékfivaéjo—
nun birinci fazi incelensin, adenin nUk1eofid1erinin'ﬁjc-bir koruyucu etki-
s gorilmedi (Sekil 25-27). Bu zellikler Iyodoasetamid,i1e-modffik§§yonda
da gﬁrUTmektedir; KC1 ve FDP'nin gdsterdigi cok az orandaki koruyucu etki,
K+ ve FDP'nin énzimi aktive etmesinden iléri geldigi dUsUnUiebiYir (Sekil 27).

NEM'vé'bedoasetamid modifikasybn]ar1nda, modifikasyohg hi¢c bir efkﬁ-
si olmayan ADP, DTNB ile modifikasyonda enzimi inaktivasyona karsi Onemli
oranda korumaktadir. Bu kofuyucu etki, ADP'nin enzimin aktif mérkézine bag-

lanmasindan sonra, daha once de tartisti§imiz gibi, DTNB'nin PEP bag]ama
bd]ge;indeki sisteinlere ulasmasinin sterik olarak enge]lenmesinden_i}eri
geldigi seklinde yorumlandi. Ayni etki maya piruvﬁt kinazinda gOriilmemekte--
dir (53). Bu bakimdan, insan alyuvar piruvat kinaz1n1h_PEP baglama bdlgesi

maya piruvat kinazindan; ADP baglama b0lgesi ise tavsan kasi ve domuz kalbi
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“'__piruvat'kina21ar1ndan (50, 51) farkl oze111kler gostermekted1r

~ DTNB'nin ster1k etk1S1n1 incelemek amaci ile, yap1 ve fonks1yon baki1-
mindan benzer, ancak daha kiictk molekiiler yapida 01an oks1de DIE hazirlands.
Hazirlanan okside DTE 7.5 mM gibi 61dukca ytiksek derwswmde ku]?an11d1g1nda,
NEM ve OTNB mod1f1kasyonundak1ne benzer bir inaktivasyon goru1du (Sekil 38).
DSSD modifikasyonundaki bu ozellik; DSSD nin sisteinler ile tepkimesi sonun-
- da olusan Enzim-DTE komp]eks1ndek1 serbest DTE siilfidrilinin asag1dak1ne

benzer bir tepkime ile modifikasyonu geri cev1rd1g1 sek11nde yorum1and1

E—8H 4+ 5L% —— ¢

—

Nitekim, enzimin DSSD ite modifikasyonunda kullanilan DSSD derisimi arttikca
ihaktivasyonun'daraftmas1, ancak tepkimenin dengeye ulasmasi boyle bir yoru-

mu desteklemektedir (Sekil 38).

- Organizmada metabalik yoi]ar1n duzen]enmes1n1n ana kontroTu, ‘bu meta-
botik yollardaki baz1 regiilatdr enz1m1er1n etk1n11k]er1n1n duzen]enme51 ile
“saglanir. Bu diizenleme mekanizmalarindan biri de, metabolwk y011ar1n kantrol
rolu oynayan enz1m1er1n1n cesitli ligandlar ve kosuliar ile a1tb1r1m1er1ne
disgsiyasyonu veya altbirimlerin a5051yasyonunun sadlanmasi veyahut da - kon-_
formasyon]ar1n1n degistirilmesi ile sag]anjr. Boyle bir reglilasyona tlmor

(84) ve bobrek piruvat kinazlar1 (85) rnek verilebilir.

Alyuvar piruvat kina21h1n saflastirilmasinda,-affinite kromatogréfi-
sinde enzimin e]usyonu sirasinda, enzim kolondan son derece seyreimis ola-
rak c1kmaktad1r (54). Bu seyreltik enzim der1st1r111rken toplam etkinlikte
artma oldugu her saflastirma calismasinda da gézlendi. Deristirildiginde et-

kinligi artan alyuvar piruvat kinazi, seyreldiginde de etkiniik yitirmektedir.
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Seyrelme ile, sé&relme kosullarina badl1 olarak enzim % 26-62 oraninda etkin-
Tik yitirmekte ve daha sonra degismez bir etkinlik dederine ulasmaktadir {Se-
kil 39). Alyuvar piruQat kinazinda enzim derisimine bagh o]arag g6zlenen |
"etkﬁn1ik-de§isim]eri fosfofruktokjnaz ve tUmﬁr'piruvat'kinaz1ndé da gosteril-
mistir (86). Foéfofrﬁktokinaz ve fUmﬁr_piFUVat kinazindaki bﬁ etkinlik degi;
simlerinin, bu enzim}erin disosiyasyonu ve polimerizasyenundan ileri geldigi
bulunmustur. Tumér piruvat kinazinin seyrelmeye bagli olarak etkinlik yitir-
‘mesinin, enzimin Qimer1efihe disosiye olmasindan kaynaklandi§y ultrasantrifu-
gasyon ile gosterilmistir (36).

A]yuvar_pirqvat kinazinda da, seyrelme ile gﬁrﬁ]en.étkihlik kayb1 ve
deristirme ile gﬁru]en'etkin1ik artisinin, eﬁzimin a]tbirimlerine di%péiyas-
yonu veya bo]imer{zasyonundan ileri gerigfni sOyleyebilecek durumda de@f]iz.
Clinki boyle bir vaksay1m1n'deneyse] bulgularla {(dansite gradient santriFUgéS-
- yonu, je1 fiTtrdsyonu:vb.) kaAItlanmaS1-gerekiidir.'Bu yondeki bir calismay 7
kbsu]Tér nedeniyle gercek]estiremedik. Enzimde disosiyasyon-po1{merizasyon
dengesinin o}up olmadig? po1iakri1amfd jel elektroforezi ile denendi, ancak

olumlu bir sonuc alinamad (Sonuclar verilmedi). -

Her ne kaddr seyrelme ile alyuvar piruvat kiﬁaznnda,gﬁrﬂ?en belirli
orandaki etkinlik kaybi ve kinetik 32e1Tik1eri disosiyasyonun oldugu sistem-
1efi (6rnedin, timdr piruvat kinazi1) andiriyorsa da; alyuvak piruvdt kinazi-
nin  seyrelme ife disosiye oldugu seklinde bir yoruma‘gidi]medi. Bu:neden~'
' le, bu calismada "disosiye olmus" veya 1.'d1':s'os1'ye olmam1s“ seklinde bir ifade
kullaniimayip, bunun yerine enzimin N formu_(derisjk'enzim formu)‘ye D formu

(seyreltik enzimin formu) terimleri kullanildi.

Alyuvar piruvat kinazinin kinetik gzelliklert pH:6.8. ve pH: 7.4'de
arastirildiginda; enzimin konformasyon dedisikligi .nedeniyle oldukca farkii

sonug¢lar buylundu. Enzimdeki pH bagimla konformasyon degisikligi Koster (89)



-105-
ve Ibsen'in {92) ¢a11smalar1nda da gorilmistir.
§H: 6.8'de enzim seyreltildiginde, seyrelme ortamt 2-ME igersin veya
icermesin enzimin D formlarinin etkinligi aynidir. Fakat 2-ME iceren ortamda
seyrelmenin bas1ndaki-etkinlik.daha"yﬁksektirt pH: 7.4'de ise, seyrelme ile

enzimin yitirdigi etkinlik dederi, ortamda 2-ME yoksa oldukca yluksektiry ar--

tamda 2-ME varsa, enzimin yitirdigi etkinlik daha diistik dizeydedir (Seki] 39).

VEnzimin-indirgenmesi icin (pH: 7.4'de) 2-ME yerine sistein kullanil-
d1ginda, herikisinde de seyrelmenin basindaki étkiniik dederlerinin bifbiri-
ne yakin olmasina ragmen, sisteinin enzimi indirgemekte 2-ME'e gBre cok daha
 etkili oldudu bulundu {sonuclar verilmedi). PEP ile SiSteiﬁ arasindaki yap1i-
'sél benzerlik hedéniyle, sisteinin PEP baglama b61gesindekf sistin(]er)i
Gzgil olarak indirgedigi duslinuildii. Ancak PEP ile sisteinin kompetetif olma-
mas1 nedeniyle (kinetik cal1sméda-sohuc verilmedi) bu dUsﬁncenin y@n115 ol-
dugunu gordiik. Gerek bu sdnub]érdan; gerekse de 2-ME'in GSH'a gore dahé etki-
11 olarak enzimi indirQeyebi]mesindén (46),- indirgenen §istin(1er)in enzim{h

‘konformasyonundan sorumlu oldugu seklinde yorumlandi.

pH: 6.8'de alyuvar piruvat kinazinda, FDP yoklugunda PEP'e karsi nega-
tif kooperativite goriilmekte ve negatif kdﬁperativite FDP_tarafIhdan ortadan
ka1d1r11makfad1r (Sekil 43-45). Ancak bu Gzelliklerin indirgenmis enzimin D

formunda da bulundugu, Hill grafiklemesi ile (Sekilndd.D) desteklenmemektedir.

pH: 7.4 'de ise, FDP yoklujunda, indirgenmemis enzimin hem D, hem de N
formu distik PEP derisiminde pozitif kooperativite, daha yUksek PEP derigimin—
de ise negatif kooperativite gﬁsterirken (Seki1'47 A, C); indirgenmis enzimin
D ve N formu ise ya1n1zca negatif kooperativite gostermekted1r (Sek1] 47 B, D}.
Ay sek111erde, FDP'nin kooperativiteyi ka1d1rd191 goru1mekted1r Ancak pH:
7.4'de, bu soyied1k1er1m1z Hill ve Eadie-Hofstee grafmk]emeTer1 ile destek-

Tenmemektedir (Sekil 48, 49). Hill ve Fadie-Hofstee grafiklemelerine gore
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FDOP bulunsun bulunmasin, enzimin tUmrform]aE1ndal¢a negatif kooperativite

devam etmektedir. -

,A]]osterik bir enzim_o]an alyuvar p{ruvat kinazinin FDP tarafandan:

aktive edildigi ve enzimin arﬁan PEP derisimine olan sigmofd;! cevabinin

FDP tarafindan hiperboiik duruma getirdigi_bircbk ara$t1r1c1.tafaf1ndah gos-
terilmistir (39, 86, 87). Alyuvar piruvat kinazinin FDP yoklugunda sigmoidal
kinetik géstermesi oldukca pH bag1m11d1f. pr 8.0'de oldukca nef gériilen
_PEP‘e karsi-sigmoidal davranisiy, pH: 5.9'dé tUmUyIé hiperbolik duruma gelmek-
tedir (89). Bu arastimcilar alyuvar piruvat kinazinin bH: S.O‘de'FDP vari1-
"dinda 2 oiéh_nH degismezinin FDP yoklugdunda 0.8'e diistiiglni ve pH: 5.9°da ise
FDP varliginda ve yok1ﬁ§unda Hi11 dedismezini 0.8 olarak rapor etmislerdir. |
pH: 7.4'de ise, literatiirde rapor edilen calismalarda sigmoidal 6zei1ik_cok

net degildir (90). Ayrica bu gzellik, R& ve RERé form1af1 icin daha belir- '

| gindir (90). Bu calismada ise é]yuvar piruvat kinazi i¢in sigmoidal bzelligi
hic bir kosulda gizleyemedik. Bunun iki nedeni olabilir:

a) Ya sigmdida1,ﬁze11ik goriilen ¢calismalarda, enzim'yalh1zca R4 formundan Qe—
§il, fakat R4 ve RZRé formlarinin karisimlarindan olusmaktadir - |
b).Hernekadar amonyum silfat cﬁkturmési ile FDanih,enziﬁden uzakTast1r11d1§1
rapor edilmisse de, éistemimjzde FDP tiimiyle uzaklastirilmamis blabi]ﬁr._A]—
yuvar piruvat kinazinin FOP'ye oian Km‘inin 0.73 mikromolar oldugu (91) anim-
sanacak o]ursé' ikinci varsaymm ﬁldukca onem kazanir. Ikincgrﬁaréayim arjinin,
_ histidﬁn,'sistein_ve Tizine(sonuglart verilmedi) ozgil kimyasal reaktiflerin

'1nakt1vasyonuna karst FDP'nin hic bir koruyucu etkisinin olmamasi ile-de guc-
Tenmektedir. -

~ Alyuvar piruvat kinazinin PEP'e olan ilgisinin Eadie-Hofstee grafik1e-
me]eri_}iterétﬁrde verilmemistir. Calismamizda Eadie-Hofstee grafiklemeleri

ile Hill grafiklemeleri arasinda uygunluk bulundu.
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lBu calismada alyuvar piruVat kinai1n1n ADP'ye ilgisinin ng'degeri 1.05 .
olarak bu]undu; FDP var11g1 veya yoklugu bu sontcu degjstikmedi._Bu sonug, da- -
da ﬁnceki calismalar ile uygunluk gﬁstermekﬁedir (91, 92), fakat_FDP yoklugun-
da enzimin ADP‘ye olan Kmf{nin arttigl bd1undu. Daha dnceki calismalarda ise
FDP yoklugunda EHZiminnADP'ye Km'inin dedistigi ve degismedigi seklinde bul-

gular rapor edilmistir (90,-91).

Piruvat kinazin PEP'e olan ilgisinin Hill grafik]emesinde,‘literatUr—
den oldukcé farkl1 sonuglar bu1ﬁndu,'£iteratufde rapor edilen calismalarda
etkinIfk tayin ortaminda FDP yoksa,'1.2 ile 2.0 arasinda degisen nH_degerieri
}bu]unmustur've FDP var]1§1nda'nH deéerlekﬁnin j.o‘e indiéi goriimlistiir (40,
89-92). | ’ |

A]yuvér pirﬁvat kina21nin R4 formunun PEP'e karé{_negatif ve pozitif
" kooperativite gosterd1g1 Kahn v.d.'nin calismalarinda da goru]mustur {93). Ad
-gecen bu ca11smada ny katsayisi disik PEP der1s1m1nde 1.6-1.8; daha yliksek
- PEP derisiminde ise 0.6.o1arak hesap]anm1st1r. FOP ile Bninkiibasyonda pozitif
kooperﬁtif etkilesiﬁin-ortadan kalkti§1; fakat_negatifrkGOperatif etkilesimin

tlimlyle yokolmadign bu]unmUstur (93).

Bu ca]1smada ise, pH: 6.8'de ca]1s11an her kosulda PEP' e karsi negatlf
kooperat1v1ten1n ya1n1zca FDP yoklugundu goru1dugu ve bunun FDP taraf1ndan
ortadan kaldirild1§1 bu]undu_(Sek11 42-45) pH: 7.4'de ise, FDP yok1ugunda,
neéatif kooperativite enzimin indirgenmis formlar1nda; hem pozitif hem de ne—-
gat1f kooperat1v1te ise enzimin indirgenmemis formlarinda goriidu. Pozitif
: kooperat1v1te FDP varligdinda goriilmezken, negat1f kooperat1v1ten1n butun ko—

“sullarda da devam ettidi saptanda (SekiT 47-49).
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_A]yuva;'piruvat_kinaz1nda bu ¢alismada elde edilen bu]gufar toparla-

lanacak olursa:

a) Insan a]yuvar piruvat kinazinin katalitik merkez1nde altblrim basi--
" na b1r moT arjinin vard1r ve bu arjinin ADP bag1ama bolgesine yakin b1r konum-
dadir. Daha ©nce rapor ed11en-bu1gu1ardan farkii olarak, enzimdeki arjininle-
rin mod1f1kasyonu icin boratin gerekii o]mad1g1, ayrica boratin ADP ile borat-
,ADP komp1eks1n1 o]usturdugunu ve bu kompleksin enzimin kompetnt1f inhibitori
oldugu bulundu. Borat var11g1nqa ligandlarin koruyucu etkilerinin kalkt1d1 ve
~enzimin BD ile inaktivasyonunun tersinmez oldugu gésterildi. Bu bulguiar1n
15141 altinda, alyuvar p1ruvat kinazinin aktif merkezinin diger p1ruvat k1naz

1zoz1m1er1n1nk1nden farkl1 oze111k1er gosterd1g1 ‘savunuldu.

b) Alyuvar piruvat kinazinda, enzimin etkin]igi icin 6nem1i iki farklir his-
tidinin gbrev a1d1g1,'bun1ak&an birinin enzimin aktif mérkezinde, diger hisfi—
dinin ise enzimin aktif konformasyonunun saglanmasindan sorumlu oldugu sekTﬁn--
de yorumliandi. Aktif merkezdeki histidinin enzimin kataliz fonksiyonunda gorev
ald1gr ve histidinin bu]undugu bu bGlgenin Mg*+badlayan bo]gey1 de 1cerd1g1
savunuldu.

¢) Alyuvar piruyaﬁ kinazinin PEP baglama bblgesinde, altbirim basina iki
Sistein bulundugu gﬁsterildi.lBﬁ sisteinlerin katalizde dogfydan yeralmadikla-
r1 savi, modifiye edilseler bile, dusik hizda da 0155 katélizfn devam edebil-
mes i ﬂe.gudendirﬂdi. |

d) Alyuvar piruvat kinazf, FDP yoklugunda, pH: 6.8'de PEP'e kars1 negatif
kooperatif-bir étkiiesim gostermekie; bu negatif kooperativitenin FDP3taraf1n-
dan kaTd{r1]d1g1 bulundu. pH: 7,4'de ise, eﬁzimin 1ndirgenmem1$ formunun FDP;
yok]ugunda, PEP‘e karsi hem pozitif hem de negatif kooperativite; indirgenmis
formunun ise negatif kooperativite gOsterdigi ve pozitif_koope%ativite FDP

tarafindan timiyle kaldir11d1§1 halda, negatif kooperativitenin tiimiyle yok-
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edilemedigi saptandr.

e) A]yﬁvar piruvat.kfnaz1n1n seyrelme ile beTirli oranda etkfn]ik yitir-
digi; pH: 7.4'de by e'tkin]ik-yi-ti‘rimihin, indirgeyici ajanlar ile 01duk'c-a
onlenebildigi gﬁzlendi. Bu bu1gu1ardan, etkinlik yitiriminin hémrbroteinin
seyre1meéi hem de sisteinlerin oksidasyonu ile yak1ndan-ilg{li_o1dugu_sek1{n—
de,yefumléndf. | | '

DTNB modifikasyonunda, en;imin’etkin1igi ile dogrudan i1gili gbriinme-
7 yen'8.sU1fidriJin tepkimesi, kosullarimizda izleyemedigimiz bir,h1zda olmak-""
tad1r. By sﬁ1f1drTTTErin modifikasyonunun gétikece@i konformasydn‘degisikligi, .
sayet varsa, aynt anda aktif merkezdekl su1f1dr1l]er1n mod1f1kasyonu da bas]a-
ms o1dugundan goz]enemed1 Etkinlikten sorumlu olan d1ger 8 siilfidrilin en-
zimin PEP bag]ama bolges1nde bu1undugu, PEP var11g1nda bu siilfidrillerin DTNB )
.NEM ve Iyodoasetam1d mod1f1kasyonuna kars? enz1m1 korumalari 11e kan1t]and1 '
- S0S var]1g1nda mod1f1ye edilen diger 4 su1f1dr111n gorev1n1n ne olabwieceg1

ise daha ayr1nt111 bir calismay gerekt1rmekted1r.

Bu calisma 1]e alyuvar piruvat kinaz1n1n akt1f merke21nde arjinin, H1s-
tidin ve s1ste1n amino asitlerinin bu]undugu goster11d1 Ancak .calisma, aktif
merkezin topograf1s;n1 ¢izebilecek ve kataliz mekan1zmas1n1Vﬁnerebilecek dii-
zeye plasmad1g1ndan, boyle bir ¢abaya gir{Tmedi._Bu yondek i cé]1$ma1ar1mwz

devam etmektedjr.



OZET

tnsan alyuvar piruvat kinazi, 6zglil bir arjinin reaktifi olan Butane-

dione ile karanlikta modifiye edildi. Modifikasyon ile, enzimin altbirimi ba-
-s1na bir mol arjinin Butanedioné ile tepkimeye girmekte ve birinci derece ki-i
netigine uygun,ofarak enzimin'inékfivasyonuna neden o]maktéd1r. Enzimin ADP
baglama bdlgesinde ﬁu]unan bu arjininin pK's1,'boraf iceren modifikasyon or-
taminda 8.1; borat icermeyén ortamda ise 8.3 olarak bulﬁhdu. ADP ile tepkime-
ye giren borat,'piruvat kinaz1 kompetitif olarak inhibe etmekte; bu nedenle
borat iceren ortamda 1igand1ar1n-inékfivasyona kars1 koruyucu etkisi goriilme-
mektedir. Piruvat kinaZJﬁ Butanedione ile inakfivasyopunun, modifikasyon orta-

:m1 borat icersin veya icermesin tersinmez oldudu bulundu.

Alyuvar ﬁgruvat kinazinin Dieti]pirokarboﬁaf ile modifikasyonunda, iki
fonksiyoneﬂ'histidin grubu tesbit edildi. éu histidinjerden biri enzimin?éktif
merkezi disinda buTunup, enzimin konformasyonundan'sorum1qdur. Aktif merkezde
bulunan ikinci histidin ise ADP ve PEP baglama bﬁlge]erininrcaklsflg1 boigede
yéra]makta ve katalizde fonksiyonu bu1unmaktad1f. Aktif merkez djs1ndak1 his-

-tidinin Eniimjn ligandlart ile Korunamamas1 nedeniy1é,"1igénd1ar1n yoklugunda
“gbrilen bir{hci.defeceden inaktivasyqn, kofuyucﬁ 119and1ar1n varliginda iki-

faz halinde olmaktadir.

N-EtilméTeimid,'DTNB ve lyodoasetamid kullanilarak yapilan sistein mo-
djfikasjoniar1nda,.a1yﬁvar'pirﬁvat kinazinin PEP baglama bolgesinde iki sis-
teinin bulundugu gﬁsterildf. Bu sisteiﬁ1erin katalizde rol a1mad1klér1, éodi-
fiye edi1se1er bile enzimiﬁ etkinliginin tumiyle yftiri1Memesiri1e gosterildi.
Yalnizca inaktivasyon fai1'jnce1endi§inde, sistein]érin modifikasyonu'iie enzi-

min birinci derece kinetigine uygun olarak inaktive oldugu bulundu.

Alyuvar piruvat kinazinin seyrelme ile etkinlik yitirdidi, deristirme
ile etkinlik kazand1g1 bulundu. Enzimin bu Gzellikleri pH: 6.8 ve 7.4'de enzi-

min farkll form1ar1n1n kinetik 0zellikleri incelenerek tartisildr.
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KISALTMALAR

PEP 7 : Fosfoenolpiruvat

FDP .:-Frukto;rl,ﬁ-difosfét

DT : Ditiyotreitol

DTE : Ditiyoeritritol

DSSD - ! Okside Ditiyoeritritol

2-ME . 1 2-Merkaptoetanol

prc Dietilpirokdrbdnat |

DTNB  : 5,5'-Ditiyo-bis-2,2'~dinitrobenzoik asit
NEM  : N-Etilmaleimid .
ADP : Adenozin-5'-difosfat

ATP - :_Adenozin-s;-trifosfot' _ ,

HEPES : Nw2indroksiéti1piberazin-N‘-etansU]fonik asit

BD : 2,3-Butanedione
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