233808

7. C.
HACETTYEPE UNIVERSITESE
SAGLIK BILIMLER} FAKULTES}

INSAN ALYUVAR PIRUVAT KINAZININ SAFLASTIRILMASI
VE 2, 3-BUTANEDIONE ILE MODIFIKASYONU KINETIKLERI

BIYOXKIMYA PROGRAMI
BILIM UZMANLIGI FEZI

Kamer KILING

ANKARA — 1980



T C.
HACETTEPE UNIVERSITES]
SAGLIK BILIMLER} FARULTESE

INSAN ALYUVAR PiRUVAT KiNAZININ SAFLASTIRILMAS]
VE 2, 3- BUTANEDIONE ILE MODIFIKASYONU KINETIKLERI

BIYORIMYA PROGRAMT
BILIM UZMANLIGT TEZT

Kamer KILINC

REHBER OGRETIM UYESt:DOC. DR. NAZMI GZER

ANKARA — 1980



-Bayfa
Amonyllm Sﬁlfat Gak‘tﬁrmesi .I......Q.'.'....l.....'..l. 24

Sephadex G-75 Kromatografigi ..secescecsccsccsarensnee 25
- Bleu Dextran-Sepharose 4B affinite Kromatografisi ..... 25
Batphwise.Bleu Dextran-Sepharose 4B affinite |
Kromatbgrafisi ...;..f....;.........;....;..;....r.... 30
Piruvat Kinazain Normal ve SDS'li Jel
ElektrofOTr6Zi seseecccscaroescoossosssessessssossrseas 3L
Alyuvar Piruvat Kinazinin pH Optimumu Tayini ......... 33
Butanedione Modifikasyonu. ettt teenee bt e 39
~Modifikasyonun pH bagimlilifa .....;......;.......;.. 47
~Modifikasyona Tuzun EtKisi seeeesvssscescscecossansss 47
~Ligantlarin Koruyucu Etkisi ..;........;..........,.. 49
TARTISMA  4saesasssersnonnosncencssocsoasacasssssasnsansens 53
OZET  4evuseesesesessnsnennnsssnnsssesssessssessssnsssnnsess B2
KISATIMATAR  4ureevnevnssnessoansnassascosassassassoosanses 63
KAYNAKLAR 4 vuovsovsnnoneussonsssosassessasncrossnsssnsonas 60



GIRIS

Piruvat kinaz (PK), heksokinaz ve fosfofruktokinaz—
dan sonra glikolitik yol'un hizini diizenliyen li¢iincli enzim
olup, fosfoenolpiruvatin fosforil grubunu ADP'ye aktararak

ATP ve piruvatin sentezlenmesini saglar,

ADP + fosfoendlpiruvat——fhgﬁ——>'ATP +.pi?uvat

Mgt

Omurgéll hayvan dokularindan piruvat kinazan dért i-
zOziﬁi bulunmugtur{l): |

My tipi piruvaf kinaz, kasta bulunan tek PK izozimi-
dir. Kalp kasi ve beyinde ise gogunluktadir. Fruktoz 1,6-di?
fosfata (FDP) duyarsiz olup, defisik fosfoenolpiruvat (PEP)
derigsimlerinde Michaelis-Menten kinetigine uyar. Primer yapie
lari aymy olan ddrt altbirimden meydana gelir. Ligant baglama
bdlgeleri ile en g¢ok ¢alisilan PX izozimidir(l, 25, 26,27)
| M, tipi PK viicudun gesitli dokularina dapilmis olarak
yaysgain bir §ekilde bulunur. Karacigferde azinlikta, bobrek ve
lokositte gofunlukta olan PK izozimidir. Allosterik bir enzim
olmasina raimen diger allosterik piruvat kinazlardan'farkll
kinetik &zelliklere sahiptir(l)

L tipi piruvat kinéz,:karacigerde gogunluktaki piruvat

kinazdair. Pirbirinin ayni olan dort altbirimden meydana gelir.



FDP allosterik aktivatorii, alanin ve ATP allosterik ihhibi—
tSrﬁdﬁr(2, 3)e Kinetik ozellikleri bakimindan alyuvarda bu-
lunan PK izozimine benzer(l, 4). |

-Omurgall.dokularlnda bulunan ddrdiincii PK izozimi, R
tipi PK olup; alyuvardan saflagtirilan tek PK izozimidir.
Kinetik ve immiinolojik olarak I tipi izozime benzemesi nede-
niyle, uzun slire "L tipi" diye siniflandirilmigtar. Ancak
elektroforezde I tipi izoziﬁden ayrilir ve digger izozimle-
rinden farkli olarak; tepkime PEP eklenmesi ile baglatail-
dlémnda "hysteretic' davranig gisterir(5).

Piruvat kinazin glikolitik yolda ATP'nin sente;len— .
aigd iki tepkizﬁéden birini katalize etmesi ve bu tepkimenin -
glikolizin onemli kontrol basamaklarindan birini olugturmasi
bu enzimin Onemini gdsterir. Hemoglobinin oksijen tagima ye-
.tenegini 243-difosfogliserat lizerinden dolayli olarak
kontrol etmesi ve mitokondrinin bulunmadigil alyuvarlarda
tek enerji kaynaglnlﬁ glikoliz olmasi bu Snemi daha da arte—
_tairmaktadir. |

Alyuvar piruvat kinazl dort altbirimden meydana ge-
len 3ir tetramerdir, Piruvat kinazin digér izozimleri birbi;
rinin ayni olan altbirimlerden meydana gelen birer homotet-
ramér-iken; R tipi izozimin altbirimlerin yapisa tamamen élt-
birimlerin olgunlagmasina (matlirasyonuna) baglidir. Retikii-
losit ve eritroblastlardaki PK, R} seklinde tanimlanan bir
homotetramer olup tamamen inaktifdir. Ry formundéki enzimin

altbirimlerin molekil églrllgl 63 000 iken; alyuvarlarda



proteolitik bir modifikasyon ile; altbirim molekiil agirli-

g1 58 000 olan ergin alyuvar piruvat kinazaina, R4'e cevri-

iir (6). | |
Dolas1mdaki alyuvarlarda piruvat kinaz, olgunlag-

masina bafli olarask R4 seklindeki homotetramer veya RzRé

seklindeki hetercfetramerdir. Bu iki yapi affinite kroma-
tografide iki zirve halinde birbirinden ayrilir. Birinci
zirve 8zgiil etkinligi 300 (iinite/mg. protein) civarinda o-
lan homotetramer R4; ikinci zirve ise ﬁzgﬁl.etkinligi 150
civarinda olan hetefotetramer.ReRé geklindeki piruvat ki-
nazdir (7). Altbirimlerin molekiil afirliklar: deBigik ol-
masina rafmen, R ve R' formlarinin antijenik &zellikleri
aynldlr (7). -
| | Proteolitik modifikasyonla R& piruvat kinaz, tame-
‘Vmen ‘R,+ gsekline gevrilir., Retikﬁlositte R& seklinde sentezf
lenen PK; dolagimdaki alyuvarlarda R,R% geklinden R, gek-
line gélirken, Szglil etkinligi de iki katina ¢ikar (8). Er-
gin PX, 34 geklindeki PK'dair.

Alyuvar piruvat kinazlnln oigun1a$ma51n1n bﬁyle.bir'
‘yol izlédigi FDP baflama deneyleri.ile de gosterilmigtir.
Nitekim R,R,'; mol enzim bagina 2 mol FOP bagladig:r halde,
R, éeklindeki enzimin mol basina # mol FDP bagladigi bulun-
ﬁiustur (9). Bu bulgular, R' formunda FDP baflama b&lgesinin .
kapali oldufunu ve ancak proteolitik modifikasyon ile bu

bblgenin ortaya ¢iktigini gstermektedir,



' Diger piruvat kinaz izozimlerinde bdyle bir olgunlas-
ma gHZlenememistir; Karaciger gibi dokula&da proteolitik akti-
viténin yiuksek olmasi nedeniyle, difer PK izozimlerindé-trans+"
-lésyon sonrasi bu tip bir olgunlagma gizlenemiyecek kadar kisa
siirede olabilir (8).

Alyuvar piruvat kinazij glikoliz hizini kontrol etmesi
ve ATP'nin sentezlendigi ﬁebkimelerden birini katalize etmesi
yaninda, hiicrede dolayli olarak 2,3-difosfogliserat'dﬁzeyini
kontrol etmesi nédeniyle alyuvar metabolizmasinda merkezi bir
rol oynar,. Piruvatb kinaz etkinliginin hiicredeki ATP diizeyi ile
kontfoiﬁ ve bu éenzimle 2,3-DPGA diizeyinin dolayli olarak dii-
zenlenmesi, hemoglobinin oksijen taslma yetenegini etkiler, Al-
yuvarlarda en sik rastlanan kalatsal bozukluklardan birisi olan
piruvat kiﬁaz eksikliginde 2,3-DPGA seviyesi yikselir, hemoglo-
" binden cksijen diSsosiasyon efrisi saga kajar, alyuvar kiire-
sellesir ve hemoliz hizi artar (11) (Wonsferositik heﬁolitik
anemi ), 7

| Alyuvar piruvat kinazinin histeretik kinetik gﬁétermé-
si de, 2,5-DPGA dlizeyinin kontrolii ile yakindan ilgilidir, Pi-
ruvat kinaz tepkimesiniﬁ hizl zamana bagll bir gécikme (lag)
poaterir (histeretik davranis). Adenin niikleotidleri ile &n-
inkiibasyonda gecikme zamani uzarken; PEP ile Gninkﬁbasyonda
tamamen, FDP ile Oninkiibasyonda kismen ortadan kalkar (5). Li-
gant derigimindeki hizli defisime yavas cevap veren enzimler
Frieden tafafindan "Hysteretic enzimler" diye adlandirilmig-

tar (10). Piruvat kinazdaki bu histeretik'cevap, alyuvarlar-



da hemoglobinden oksijenin deoksijenasyonu safhasinda PEP
derigimini gegici olarak yiikseltir., PEP derisimindeki bu
yikselme E,B—DPGA birikimine neden olur ve hemoglobinden
oksijenin dokuya kolayca dokuya blrakllmaSLni saglar(2, 5,
11). |

Alyuvar piruvat kinazi Monod, Wyman ve Changeux'nun
”Aliosterik Enzim" modeline uygun olarak iki konformasyon
pisteren R tip enzimlerden biridir (2, 12). Substrat ve hek-
soz difosfatlarin(HDP) R formuna, Adenin nilkleotidlerinin |
‘de T Tormuna ilgisi fazladar (3). Enzipin FDP ve PEP bagla
| yabilmesi ic¢in ADP gerekli degildir (3).

Piruvat kinazin allosterik aktivatori olan heksoz-
difosfatlar; | |

FDIﬁ}hHHE)»GDP sirasina gbre enzimi aktive eders

ler. HekSozdiiosfatlarln'enzimi aktive etmesi, aktif subst-~
rat olan MgADP igin Km'i dﬁsﬁrmeleri ile olur. Doygun PEP
derigimlerinde heksozdifosfatlarin etkisi yoktur (13),

Alyuvar piruvat kinazai eksikiigi; nonsferositik he-
molitik aneminin iyi bilinen nedenlerinden biridir. Bu has—
talarda PK etkinliginin normalin % 7'sine kadar dtigtiigi ve
AT? diizeyinin azaldigil rapor edilmesine karsin; PK etkinli-
ginin ve ATP dizeyinin normal, hatta yiikseldiZini rapor e-
den @allgmalarda vardir.(14)

Okside glutatyon (GSSG) ile -SH gruplary oksitle-
‘nen piruvat kinaz inaktive olur, Bu en31m1n aktif §ekle GeV-

rilmesi, oksitlenmis sulfldrll gruplarinin 1nd1rgenme51 ile



bagsaralabilir. Bu'aktifasyon merkaptoetanol ile timiiyle; re-
diikte glutatyon ile kismen olur (18). Bu Gzelliklerin, alyu-—
var plruvat klna21 eksikligi olan hastalardan elde edllen
PK e21mlnce de paylaslldlgl ve 2-ME (merkaptoetanol) 1le ine-
kiibe edilen hasta PX'nin kinetiginin normale ddndiigl rapor
edilmigtiz (18). | |

| in vitro GSSG ile modifiye edilmis enzimin kinetik
ozelllklerlnln hasta piruvat klnaz1n1nk1 ile ayna olmasz, PK
eksikliginin hucredek1 GSSG/GSH oranina siki sikiya ‘bagli ol-
masit, PK eksikliginin transiasyon sonrasi bir modifikasyon
sonucu ortéya Giktigini destekliyen delillerdir, Nitekim GSSG
iie';SH gruplérl modifiye edildiginde, hastada alyuva: hemo—-
1liz hizinin arttigi gérilmistir (19). GSSG'ile ﬁninkﬁbasyon_
dan sonra enzim PEP'e karsi kooperativ etkiiegimini kaybeder,
allosterik 1nh1b1toru olan ATP'ye ilgisi azalir, normal HMic-
haelis~Menten klnetlklerlne uyar ve R ———Jb T formlarl ara-
sindaki denge tiimiyle R formuna kayar (19).
.~ Piruvat kinaz eksikligi gdriilen kigilerde, PK'in PEP'e
olan ilgisi artar, Normal PK'da 1.8 mM olan Km degeri 0,07
mii'a dﬁser(l4,'l9)._PK eksikligi olan_hastalarda, ACA-34
Ultrogel kolonunda PK tetramer, dimer, monomer olmak iizere
iic zirve halinde elde edllmlstlr (20). Bu da hastalarda en-—
zimin monomer ve dimerlerine ayrilabildigini gbtsterir. Nor—
mal enzimde monomerler PEP ig¢in diglik Km deferine sahip iken,
altbirimierin polimerizasyonﬁ ile olusén tetramer piruvat

kinazda konformasyon degigiklikléri nedeniyle Km yﬁkselir;



Hastalarda ise monomer ve tetramerlerin, PEP i¢in Km degerle-
rinin ajnl-oldugu bulunmustur {20). Piruvat kinazin sadece
tetramer formu FDP tarafindan aktive edilﬁektedir, monomer-
| ler ve dimerler icin béyle bif aktivasyon gﬁZlenememistir..
Hastalardaki PK'an allosterik 6zelliZini kaybetmesi de bdy-
le bir dissosiasyonun oldufuna igaret étmektedir (20). An-
cak normal kisilerin PK'nda da
Tetramer ———> Dimer — Monomer
formlari arasinda, hastalardaki gibi bir aséosiasyon ve disso-
siasybnun oldupfunu sdylemek ic¢in yeterli hi¢ bir bilgiye sa-
hip degiliz. |
| Normal'ﬁiruvat kinazda bdyle bir dissosiasyonun var-

liginl gisterebilmek, mutant pirhvat kinazin normal PK'dan
farkliliklaraini molekiiler dﬁzeyde inceleyebilmek, kisaca

PK eksikligine baZli nonsferositik hemolitik aneminin ne-
‘denlerinin molekiiler mekanizmasinin ac¢iklanabilmesi igin;
kiiglik kan Srneklerinden kisa silirede ve. miimkin oldugu kadar
dofal yapisaindaki enzimi saf olarak elde edebilmenin'ﬁnémi
aciktir. Tablo I'den de gdriilecegi gibi, literatiirde rapor
edilen'saflastlrma ¢caligmalarinin ortak yonleri, gok sayi-
da saflasflrma basamagi icermesi, ve?imin diigiik olmasi ve
saflagtirma isleminin uzun zaman almasidair. Uzellikle arag-
tirieilarin bu caligmalarda belirttifi (15, 16, 17) enzimin
dayan1k51z11g1_sorunu (ki bu sorun nonsferositik hemolitik
‘anemili hastalafln PK'nda daha da biiyliktiir) uzun siiren saf-

lagtirmalarda biiyiik bir dezavantaj olmaktadair.



IstEm = O2GUL

KULLANILAN YONTEM

SAFLASMA VERIM

. BAYISI ETKINIIK ORANT ( % ) REP,
' (1.U./mg)
Sephadex G-100 kromatografisi 1
Armm, slilfat ¢oktiirmesi 4
- Isi denatiirasyonu B 1
Sephadex G=200 kromatografisi 1
SONUG : . 7 57.9 10 400 11 (15)
Amm, slilfat ¢oktlirmesi | 4
CM-seliiloz kromatografisi
CM-seliiloz kromatografisi 1
(FDP ile elﬁsyon?’
. DEAE-seliiloz kromatografisi 1
sowug = 7 % 29 800 8.24 (16)
Amm, silfat géktﬁ:mesi' 6
Sephadex G—25 kromatografisi 4
DEAE-sephadex batchwise
kromatografisi 1
Bleu dextran sepharose 4B
AfE, kromatografisi 1
SONUG & 12 290 39 000 29 (17)
Amm, silfat ¢bktiirmesi | 1
Sephadex‘G575-kromatografisi 1
Zleu dextran sepharose 4B
Aff, kromatografisi 1
| SONUC s 3 296 31490 59 'é§:1$ma

TABLO I : ILiteratiirde rapor edilen Alyuvar PK'z: saflagtirma galismalara



Mutant pifuvat kinaz1n molekﬁler_dﬁzeyde normal enzim-
den farkli yonlerinden ilki, PK'in allosterik aktivatdri olan
- FDP baglama ¢aligmalari ile gﬁsterilmistir_(9,_20).'Mutant en-
zimin monomer ve tetremerlerinin FDP'a ilgilerinin éynl‘olma—
81 nedeni&le, bu arastiricilar mutant enzimdeki tetramer yapl—'
nin, monomerlerinin basit bir agregasyoﬁu ile olustuffunu savun-
muglardair (20). _

Mutant enzim ile ilgili olarak ligant baZlama ¢aligma-
larinin yapilmamis olmasi; normal enzimde ise bu‘kdnqda on az
bilgiye sahip. olmamiz nedeniyle, ligant baglama balgeleri ba-
kimindan mutant vé normal enzimlerin farkllllklarlni kargirlag-
tirabilecek bilgi birikiminden yoksun bulunmaktayiz. Alyuvar
§ifuvat kinazinin ligant baZlama bdlgeleri ig¢in yapllaﬁ'de-
neyler FPDP ile denge diyaliZi, N-etilmaleimid inaktivasyonu
ve bu inaktivasyonun adenin nﬁkleotidlerince korunma51 ile si-
ﬁlrll kalmigtir (10,3). Substrat baglama bdlgesi ile ilgili
herhangi bir Qallsmé da yapllmamlstir.

Ozgiil amino asit reaktifleri kullanilarak ligant bag-
lama bSlgeleri ile ilgili galigmalar PK'da dzellikle M; tip
izozimleryapllmlstlr. PK ve difer enzimlerle yapllan bu ge-
kildeki caligmalarla (21, 22, 23, 24,.37) arjinil grubunun
anyonlk substrat ile ligantlaran tanlnma51nda, PX tepkime-
sinde ise fosforil grubunun PEP'dan ATP'jye aktarllma31nda
gorev aldiga gqsterllmlstlr.

Enzimlerin aktif bdlgesindeki arjinil gruplarinin
tayini ic¢in glyoxal, phenylglyoxal, dzelliklede arjinil gru-

bu i¢in soﬁ derece 9zgiil bir reaktif olan 2,5-~butanedione
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CH3 CH

CH 3
| 2 m HO-C-NH HO !
_ ‘ ® 0~C-NH
c=0 H%i:h_NHR- M — >B{ . |
izo Oaé-NH HO—~o-C-NE
i, HB_ | &HB
| @ (11)
5,0
O, 0H
| CH
?_NH:>C =N € ot ?—NH\‘G ¥R CH.—C %H
C-Hm . : ?-NH—’ os_é— H:;c =NH
ol dn
CH5 | CH; _
(1v) | - | o (rIm)

CEMA I : Riordan tarafindan (21) arjinin-2,3 butanedione

tepkimesi i¢in Onerilen mekanizma,

kullanlimaktadlf.,Butanedione, argininin guanido grubu ile Bn-
ce zayaf bir baglanma ile bir cig-diol(dihidroksiimidazolin
tiirevi) olugturur (21) Dayaniksiz clan bu yapl borat ile hlz—
lé Stabilg ancak yine terginir olan bir kompleks olugturur,
Tepkime borat varlifinda ﬁfﬁn sﬁabilizasyonu yoniinde iler-
ler (38). Ortamdan boratin uzaklagtirilmasi ile modifikasyon
tersine galisir ve modifiye olmus arjinil gruplari tekrar
serbest hale geéerler (21, 24).
Arjinin modifikasyonunun gergeklegtifi tepkime her ne
' kadar-tersinir ise dé, modifikasyon g¢ok uzun siirdigi taktir-
de (20 saat kadar) tepkime tersinmez hale gelir. Muhtemelen
olusan bilesik su kaybeder, yeni bir dlizenlemeye gider. Bu-
nunla ilgili olarak Onerilen mekanizma gema T'de gosterilmig-

tir (21).
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Butanedlone mcdlflkasyonu gallsmalarl ile, domuz
kalbi (37) ve taV§an ka51 (24) plruvat klnazlarlnln PEP
baglama bolgelerlnde arglnll grubunun bulundugu, PEP tara- _
findan’ 1nakt1vasyona karsl korundugu ve ATP'nin de (37) '
_klsmen koruyucu etkl gosterdlgl tesblt edllmlgtlr. Dlger
ozgul amino asit reaktlfleri ile yapllan gallsmalarla da
bir 1lizil (25) ve bir 51ste1n11 (26) grubunun tavaan kasi
vplruvat klna51nda nukleotld baglama bolgesmnde' bir hlstl-
“dinil (27) grubunun_da PEP baglama-bolge51nde-bulundugg i
gosterllmlgtlr. : N B |

~ Bu gallgmada insan alyuvar plruvat k1n321n1n ug.
_”basamakta, % 59 verim ve gok kisa silirede saflagtlrllma$1n1=
kapsayan yeni bir yontem tanimlanmaktadir. Saflagt;rllén
‘enzimin 2,3-butanedione modifikasyonu ile; enzimin etkin-
.1igiﬁdeh,sorumlu,-altbirim bagina bir;arjinil_grubu;igef4 :
digds ancak'koruma'deﬁeyleri ile bu arjinil grubunun ne
substrat ne de ligan?® baglama bolgelerlnde olmadifi gbs-

fterllmektedlr.



GEREC ve YONTEMLER

GERECLER:
Insan kana Hecettepe niversitesi Hastanesi Kan
‘Bankasi, Ankara'dan; sephadex G-25, sephadex G~75, sepha—

rose 4B, bleu dextran 2000, Pharmacia, lsveg'ten; laktat

dehidrogenaz (tavsan k551), bicine, Boehringer, E.Alﬁana
ya'dan; siyanojen brdmﬁr, monopotasyum adenozin-B’- di-
fosfat (ADP), disodyum adenozin 5'—trifosfat (ATP), mono- .
potasyun fosfoenol piruvat (PEP), monohekzilamin fruktoz
1,6-difosfat, dithiothreitol, dithiocerythriol, proteiﬁ

standartlary: (BSA, pepsin, tripsin, lizozim, ovalbumin,

B-laktoglobulin), Sigma, ABD'den; 2,3 butanedione,Estman

Kodalky ABD'den; KEPES, Serva, F. Almanyadan; amonyum siil-

fat, Riedel ve lierck, F. Alwanya'dan temin edildi. Deney-
lerde kullanilan diger biitiin kimyasal bilegikler analitik
saflikta idi.

Deneylerde santrifiij (Sorval superspeed SS-3 ve
IEC klinik santrifiij), spektrofotometre (Beckman model 25
kinetik sistem ve Zeiss PMQ II), Elektroforez cihazi,
Centriflo C-25 filtreleri (Amicon), fraksiyon toplayicisi
(IKB 7000 Ultrorac) kullanildi. |
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YORTELVLER:

Protein Tayini:

Enzimin saflagtirilmasi kademelerinde profein,tayi—
ni Warburgh'un ydntemine gére_(éB) yapllﬁl; Pfotein_qﬁzelti4
lerinin 28C nm ve 260 nm, deki absorpsiyonlari optik dansite
(D.B.) olarak 5lgﬁierek;

mg protein/ml ¢ozelti = 1,55 x ODEBO - 0.76 x ODsgq

egitiigine gore protein tayini yapildi. Protein derisiminin
diusik oldugu.érneklerde, protein tayinlerinde Schaffner ve
Weissman'in yontemi (29) kullanildi. Bu.yéntemlérmililitrede
bir nilkrograma kadar seyreltik protein derisimleri duyarli-
likla tayin edilebiidi._ | |

Etkinlik Tayini:

-Kolorimetrik Yontem:

Piruvat kinaz etkinligi, 37°C de Kimberg ve Yielding-
in yontemine gore (30) tayin edildi., Hetodun esasi, gerekli
bilesikler ve piruvat kinazin bulundufu ortamda, tepkime sonun-
- da olugan piruvik asitin, dinitrofenilhidrazin (DNPH) ile renk
olusturmasidir, DNPHE ile. olugan hidraﬁoh, alkali-ortamda-renk-
lendirilerek, rengin siddeti 520 nm, de optik dansite olarak
glclildli ve ﬁepkime sonunda olusan piruvik asit, DNPH; 1i pi-
ruﬁat standardindan tayin edildi, Saflagtirma c¢aligmalarinda
etkinlik tayini bu ydntemle yaplldl. Toplam 250;p1 olan (kolon
tapamalarinda 50 ul) tepkime ortami; 50 mM HEPES-KOH tamponu
(pH: 7.4), 2.1 mi ADP, 1 mM FDP, 10 mM NgSO,, 100 mM KCL ve
0.1 md DTT igermekteydi. Bu ortamda enzimin 15 dakika Oninki~

bagyonundan sonra, ADP eklenmesi ile tepkime béslatlldl. 1,5,6
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ve 10.ncu dakikalarde 50 er ml 1lik Brneklef gekilerek'DNPH'

iceren ortamda (125 mg DNFPH/100 ml 2N HC1l) tepkime durdurul-
du ve aci¥a ¢ikan piruvik asit miktar: téyin edildi. Enzimiﬁ
 bir tinitegi; 1 dakikada,l mikromol piruvat aglga-glkafan en-
zim miktari; oOzgiil etkinlik-ise, mg enzim bagina diigen {inite

olarak alindi.

-Spektrofotometrik Yontem:

Kenetlenmis piruvat kinaz-laktat dehidrogenaz yon-
temi kullanildi; (31) ”
| P.K.

ADP+ PEP

> ATP 4 piruvat

LDH

~ laktat+ NAD

Piruvet+ NADH H

'kenetlenmis‘tepkimelerinin sonucuna gore, 340 nmldeki absor-
bans diigligi izlendi.

400 ml olan tepkime ortamindaki son derigimler sdy-
le idi: SO mM HEPES-KOH tamponu (pH:'?'.B), 0,18 mM NADH, 2.1
mM ADP, 1 mM PEP, 1mM FDP, 10 mM MgSOLH 100 mM KC1l, 0.1 mM
DTE, 4ﬁngr LDH ve piruvat kinaz. |

Enzimin tepkime ortaminda, 37°C de 5 dakika dninkii-
basyonundan éonra,.ADP eklenmesi ile tepkime baglatildi ve
Beckman model-25 spektrofotometresiﬁde slirekli absorbans dii-
giigii 5 dakika izlendi. WADH nan molar absorpsiyonu 6.22x103
olarak alinarak, 37 °C de, 1 mikromol NADH y1 NAD haline ce-

viren enzim miktari, 1 enzim i{initesi olarak alanda.



15

$leu Dextran Sevharose 4B nin llazirlanmasi:

Sepharose 4B, Cuatrecassas ve Anfinsen'in yontemine
core(32) siyanojen bromiir ile aktive edildi. Aktive edilen
sevharose 4B, Ryan ve Yestling'in yontemine gdre (33) Bleu

‘Dextran 2000 ile kovalent olarak kenetlendi.

Poliakrilamid.Jel.Elektroforezi:

Akcrilamid ve capraz baglayici (cros-linker)olarak
#ullanilan ¥,l-metilen-bis~akrilamidin polimerize edilmesi

ile hagzirlanan poliakrilamid Jeli; oroteinleri elektroforez-

e elelstrik yliklerine, molekiil afirliklarina ve molekiil bi-
ginlerine gmdre ayirair (34). Polimerizasyonda katalizor olarai
amonyun nersilfat-TEKED (11,7 ,N',l'~tetrametilen diamin) kul-

lanilda,

-Hormal Disk Jel Elektroforezi:

Davies'in Schuster tarafindan dizenlenmis yontenmine
otre (35) yapilda. Genis gdzenekli (spacer) jel pH: 6.8 ve
jel ylizdesi %3; sik gOzenekli (separatir) jel Ph: 8.9 ve el
yizdesi %5 olacak §ekilde_ha21rland1. Elektroforez 25 mli Tris-
~1ligin tamponunda (pH: 8.9) ve oda slcakllglnda‘yaplldl. 0.6z
10 cm boyutlarindaki tiiplere tip bagina 2.5 mA olacak gekilde
slirekli aklm&uygulandi ve brom fenol mavisi jel ¢ikisaina 1 cm
7aklagincaya kadar siurdirildd. |

Protein boyamasi ig¢in ¢ikarilan jeller, brom fenol
navisi ¢ini zﬁfekkeple isaretlendikten sonra, %10 TCA da 10

dakika tutuldu. Bu siirede fikse c¢lan proteinler;455 ml 4§50
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nesanol ve 45 ml glagiyel asetik asitte ¢ozUnmiis 2,5 gr
Cormmasie Brillant Bleu ¢dzeltisinde 45 dakika boyandi. Jel—_
deki bant disi boya, jelin rengi tamamen agilincaya kadar
€45 metanol ve %7 asetik asit igeren boya giderici ¢ézeltide

yikandi,.

-Sodyum Dodesil Siulfatla (SDS'1i)Jel Elektroforezi:
SDS'1li jel elektroforezi Shapiro ve digerleri tara-
findan bulunmug; Weber ve Osborn tarafindan geligtirilmistin .
(36)s Bu yontem oligomerik proteinlerin yapisinda yer alan
alt birimlerin molekiil aglrllklarlnln saptanmasinda kullani-
| 11r. Zlektroforez anyonik bir deterjan olan SDS'li ortamda
yapilir, SD3, protein alt birimlerine baglanarak birbirinden
aylrir, konformasyonlarinl defigtirerek yeniden birlegmelerini
6nler, Altbirimlerin molekiil agirliklari, molekiil agairlifi bili-
hen proteinler kullanilarak tayin edilir. Standart ola?ak kulld-
nilan provelnlerin meolekill agirlifinin logaritmasa, proteinlerin
hareketliligihe kargi ¢izilerek standart bir egri elde edilir.
Molekiil apirlifis tayin edilecek clan alt birimin molekiil églr—
1151; alt birimin hareketliliginden (Rf) yararlanilarak, stan—
- dart eériden.tayin edilir, | |
| Standart proteinler(BSA, pepsin, tripsin, lizozim,
. ovalbumin, P-laktoglobulin) ve piruvat kinaz drnekleri %ﬂ SDS
~igeren 10 mll sodyum fosfat tamponundal(pH: 7+2) ¢bziildiikten
sonra, $20 olacak sekilde gliserol ve 20-50 ml'sine 3 ml %0.05

brom fencl mavisi eklenerek 0.6x10 cm boyundaki jellere uygu-
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landi. Jeller %10, %5 akfilamid ve 1/37 konsantrasyocnunda
BIS igereceklgekilde hazirlandi., Elektroforez tamponﬁ olarak
%0e2 8DS iceren 0,1 N sodyum fosfat tamponu (pH:7.2) kulla-
ni1lda, Elektroforez sonunda brom fenol mavisinin ilerledigi
nokta ¢ini mﬁfekkeple igsaretlendikten sonra, normél disk jel
elektroforezinde oldufu gibi protein boyamasi yapildi, ?rote-
in bantlarinin hareketliligi; | | '

, protein bandinin aldigil yol
Hareketliliks= '

boyamadan sonraki jel boyu

boyamadan dnceki jel boyu

Bromfenol mavisinin aldigi yol

egitlifinden hesaplandi.

Alyuvar Piruvat Kinazinin Saflagtirilmasi:

Alyuvarlarin yikanmasi ve hemolizi:

Hacettepe Universitesi Kan Bankasindan temin edi-
len kanlar, 450 ml. lik plastik tiiplerde, IEC klinik sant-
riftij ile 2500 rpm'de 20 dakika santrifiij edilerek piazma
ve alkyuvarlar aspirasyon ile atildi, %0.9 NaCl ile 5-6 kez
ylkamé_ve santrifij iglemleri ile, alyuvaf disindaki hiic-
reler ve plazma muhtevasi atildi. Son yikamadan sonfa,

%50 deiyonize su ve t~amino keproik asit, 1 mM; EDTA, 2 mM;
2=liE, 2 mlM; fenil metil sﬁlfonii flofﬁr, 5d‘pM son konsant-
rasyonlari olacak sekilde eklenerek -20 °c de donduruldu,
Alyuvarlarin hemolizi 4-5 kez dondurup-¢dzme islemi teke
.raflanarak saflandi. Sorval 5S5-3 GSA baslagi ile, 9500 rpnm!
de bir saat santrifilj sonunda alyuvarlarin zarlari ayirila-

rak siivernatan toplandi,
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Alyuvar Hemolizatinin 541 Amonyum Siilfat Cokblirmesi:

Alyuvar hemolizatinin zarlar uzaklastirilarak top-
lanan siipernatanina litrede 250 gram olacak gekilde, yavag
yavag amonyum silfat eklenerek %41 doygunlugu getirildi. Bu_
islem pH metre altinda yapildil ve 1 M Tris veya 2 K HCl'ile
pH slirekli olarak 6,8 de tutuldu. COktirme iglemi +4 %0 de
bir gece bekletilerek tamamlandi, %41 amonyum silfat ¢oke-
lefi, Sorval GSA baglipl ile 9500 rpm' de bir saat santrifiij
edilerek toplandi ve ayni gdkelek 2 kez % 41 amonyum siilfat
¢Ozeltisi ile yakanarak siipernatan atildi. Son ¢dkelek 2l
merkapto.etanol <2—ME), 1 mM £-ACA, 2 mM EDTA, 50 muM PLSF
igeren 25 mlM potasyum fosfat tamponunda (pH: 6.8) ¢dziile-
rek, sephadex G-75 kromatbgrafiSi igin kullanildi veya --20

% de saklandai.

Sephadex G-75 Kromatografisi:

Yukaraida beiirtilen tamponda ¢ozlilen % 41 amonyum
sﬁlfat ¢Okelefinin ¢Oziinlir kismi tamamen extrakte edildikten
sonra, presipite olan kisaim atildi. 200-250 ml kadar hacim-
deki extraksiyon, 5.8x125 cm boyutlarindaki sephadex G=75
kolonuna uygulandi, Kolon; 2 mM 2-ME, lmM E-ACA, 50 ui FDP
igeren 25 mM potasyum fosfat tamponu (pH: 6,8) ile dengelen-
migti. Akis hizi 90 ml/saat olarak tutuldu ve IKB 7000 Ultro-
rac fraksiyon toplayicisi ile 18 ml'lik fraksiyonlar tonlanda.

Eromatografiden sonra aktif fraksiyonlar birlestirilerek
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nE metre_altinda, PH= 6.8' de sabit tutularak % 75 amonyum
stilfat doygunluguna getirildi. Coktirme, +4 °0 de bir gece
bekletilerek tamamlandiktan sonra, Sorval SS-34 bagliga ile
17000 rpm' Ge bir saat santrifiij edilerek ¢ikelek topland:
ve 2ml 2-ME, 1 mM E~ACA, 50 uM PMSF iceren 25 mM potasyum

fosfat tamponunda (pH: $.8) ¢oziildi.

Tuzdan Araindirma:

Sephadex G-75 kromatografisi soﬁunda toplanan
% 75 amonyum sﬁifat ¢okelegi, yukarida belirtilen tamponda
¢éziildiikben sonra 40 mMi NaCl, 50 mM Tris-HCL(pH: 7.5) tam-
nonu ile dengelenmigs olan 3.4x 85 cm boyutlarindaki sephadex
G-=-50 kolonuna uygulanarak tuzdan arindirildi, veya 40 mM
7aCl, 50 mM Tris-HCl (pH: 7.5) tamponuna kafgl, amonyum sl
- fat dérisimi mikromolar diiseyine dliglinceye kadar diyaliz
edildi. | |

Bleu Dextran-Sepharose 4B Affinite Kromatografisi:

Tﬁzdan arindirilan sephadex G-75 sonrasi enzim Gr-
"negi, 40 mi NaCl, 50 mM Tris-HC1 tamponu (pH: 7+5) ile den-
pelenmis olan 2.5x20 em boyutlarindaki bleu dextran-sepha-
rose 4B kolonuna uyguland;. Akis hizi 60 ml/saat olarak tu-
tuldu ve 10'ar ml 1lik fraksiyonlar toplandi, 100 ml kadar
kolonun dengelendigi tamponla yikandiktan sonra, ayni tam-
pondaki NaCl derigimi 80 mM'a g¢ikarilarak, kolondan yikama-
ya devam edildi..Ylkama islemi iki gin silire ile 280 nm deki

absorpsiyon 0.020 nin altina diisiinceye kadar siirdiiriildi.
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Ayni jlkama tamponunda O ila 0,3 mM arasindaki FDP.gradiEnti
ile piruvat kinaz kolondan élﬁe edildi, Aktif ffaksiyonlar
birlegtirilerek Centriflo-25 flltrelerlnde, 280 nm deki ab-
sorpsiyon 0.150 nin lizerine c¢ikincaya kadar konsantre edil-
di. % 80 amonyum siilfat doygunluguna getlrllerek santrifij
1le ¢okelek toplandi. Amonyum siilfat GOkelegi, 0,1 mM DTEy

1 mii €-ACA igeren 5 mM potasyum fosfatltamponunda {(pH: 6.8)
¢ozildi; aym tampon_ile déngelenmis 1x20 cm'boyutlarlndaki
sephadex G-25 kolonunda tuzdan arindirildi Veya ayni tam-
pona karsi diyaliz edildi. Enzim tuzéuzlagtlrlldlktan 50N~

ra % 50 olacak sekilde gliserol eklenerek -20 °C de saklanda,

Eatchw1se Bleu Dextran-Sepharose 4B Affinite
Kromatograflsl- | 7
Tamponunda FDP igcermiyen sephadex G-~75 kromatog-
'rafisi sonunda birlegtirileg aktif fraksiyonlaran pH'a
1M Tris bazi ile pH= 7.5'e getirildikten sonra; 2 mM 2+ME
1 ml €~-ACA, 40 mM NaCl igeren 50 mM Tris-HC1 tamponu (pH:
7¢5) ile yikanip dengeleneﬁ 80 ml bleu dextran-sepharose
4B jeline bir beherde uygulandl. Iki saat hafifge karigti-
rlldlktan sonra, bir Buchner hunisine aktarilarak vakum
pompasy yardimi ile 300 ml kadar Jelin dengelendigi tam-
ponla yikandi, Bundan sonraki yikama iglemi; 2 mM 2-NE,

mi €-ACA, O.1 mi DTE, 60 mM KCl igeren 50 ml Tris-HCL
tamponu (pH: 7.5) ile sﬁrdﬁrﬁldﬁ. Yikama islemine 280.nm

ve 410 nm' deki. absorpsiyon 0,002 ye diiglinceye kadar devam
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edildi. Jel 2.5x20 cm boyutlaraindaki kolona aktarilarak 100
ml syni tamponla yikandi. 280 nm ve 410 nm' deki absorpsiyon~
lar tekrar kontrol edilerek, 0.1 mMé;geren son yikama tampo-
nu ile piruvat kinaz kolondan eliie edildi, tki etkinlik zir-
vesine ait fraksiyonlar ayri ayri toplanarak konsantre_edil-
di. Her iki Ornek de % 85 amonyum sﬁlfaf doygunluguna getiri-
lerek enzim ¢Okturildi ve santrifiij ile toplandi; tuzdan arain-
darildiktan sonra, -20 °c dé saklanda, |
Batechwise affinite kromatografi ile yapilan bu son:

. degisiklikten sonra, alyuvar piruvat kinazinin saflagtirilma-
S13 | _ | |

a=) % 41 amonyum siilfat ¢oktiirmesi,

b=} Sephadex G-~75 kromatografisi,

¢-) Batchwise bleu dextran-sepharose 4B affinite kromatog-

rafisi o N

basamaklarini igermekteydi.

Alyuver Piruvat Kinazinin pH Optimumu Tayini;

Alyuvar piruvat kinazinin PH optimumu tajininde,lde-
Bigik pH araliklari ic¢in, beg farkli tampon sistemi kullanildi,
Bunlar: Tris-HC1 tamponu (pH: 7.5, 8.0, 8.5, 9.0, 9.5 igin),
Hepes-KOH tamponu (pH: 7.0, 7.5, 8.0 igin), imidazol-HCl tam-
ponu (pH: 6;4, 6.8, 7.2 ig¢in), asetat-KOH tamponu (pH: 5.0, 5.5,
6.0 igin) ile potasyum fosfat tamponu (pH: 5.0, 5.5 i¢in)sistem-
leri idi. o .

Etkinligin tayin edilecefi her pH igin; verilen pH'da-

kil tampon iginde inkiibasyon ortami hazirlandi, Toplam 400 ml olan
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inkibasyon ortaminda 0.0685,ngr enzimin 5 dakika on inki-
basyonundan sonra, ADP 1lave51 ile tepkime baglatlldl. Degi-
sik pH' lardaki etkinlik;j: kenetlenmig plruvat kinaz-laktat
dehidrogenaz yontemi ile, 37 °¢ de spektrofotometrlk ola-
rak tayin edildi., Her 400 ul'lik test béglna 4 pgr laktat
dehidrogenaz kullanildi. Asiri pH'larda laktat dehidroge~-
naz etkinliginin tepkime hizini sinirlamadifi; piruvat ki~
nazin bulunmadigi tepkime ortamina piruvik asit eklenerek

kontrol edildi,

Alyuvar Piruvat Kinazinin Butanedione Modifikag-

Butanedione modifikasyonu Qaligmalérlnda bicine-
NaOH ve boraks-borik asit témponlarl kullanildi. Butanedi-
one 100 mM borat tamponunda (pH: 8,0) ¢ozlildiikten sonra pH
tekrar ayarlandi, Enzimin bicine-NaQOH tamponunda (pH:.Q.O),_
25 % de.lS dakika oninkiibasyonundan sonfa, borat tamponun-
da ¢Ozlinen butanedione eklenmesi ile modifikasyon baslatil-
di, Kontrole 1se, ayni pH ve derisimde olacak gekilde borat
tamponu eklendi, Kontrolden ve degisgik derlglmlerde butane—
dione'un bulundufu Srneklerden belirli zaman araliklari ile
gekilen enzimin tepkime ortaminda iki dakika inkiibasyonundan
sonra, ADP eklenmesi ile tepkime baglatildi. Zamana bagla
olarak kalan etkinlik, 37 °C de, spektrofotometrede 5 daki-
ka izlenerek tesbit edildi.

Llﬁantlarln inaktivasyon uzerlndekl etkisini arag-

tirmada da etkinlik ayni sekilde tayin edildi. Burada etlki-
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si aragbtirilmak istenen ligant, enzimin 15.dakika Sninkii-
 basyonunun yapildigl bicine tamponuna eklenmisti.
Modifikasyonun pH bagimliliga ile.ilgili deney~-
lerde ise, modifikasyonun vapilacag pﬁ'daki 100 mi bicine
tamponunda 15 dakika 6ninkﬁbasyondan sonra butanedione ek
lenmesi ile modifikasyon baé,latlldl.' |
Nodifikasyonun tersinir olup olmadigini arastir-
mak icging modifikasjon ayni kosullarda iki drnekte birden
baglatildi, Inaktivasyon istenen ylizdeye ulagtiktan sonra,
O.3'er ml, 1lik Grmeklerden biri; % 10 gliserol, 0,1 mM FDP,
0.1 mi DTE igeren 100 mM Tris—HC1 (pH: 8.0) tamponu ile den-
gelenmis kolondan; digeri ise % 10 gliserol, 0,1 mM FDP,
0.1 mM DTE igeren 100 mM borat tamponu (pH: 8,0) ile den~
gelenmig kolondan ( 0,7x%.5 cm boyutlarlnda_-sephadex G¥25
-kolbnu) ge¢irildi., Boylece orneklerin bipinden sadece en-
zime baflanmiyan butanedione uzaklagtirilirken; diger Or-
nekte hem baflanmiyan butanedione, hem de borat tamponu
uzaklagtiraldi, Bu iglemden sonra da her iki ornekten be-
lirli aralaklarla cgekilen enzimde kalan etkinlik tayin
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Alyuvarlarin Yikanmasi ve Hemolizi:

Calisma siiresince hemolizli olmamasina dzen gosteri-

' len 45 litre kan yikandi ve kullanildi. Hiicreler disi konta-
minasyonu dnlemek ig¢in alyuvarlarin % 0.9 NaCl ile yikanmasi,
en az beg kez tekrarlandi (16). Saflagtirma siiresince, bulun-
masl mimkiun @roteazlara karsa ortamda devamli £-ACA ve PHSF
bulunduruldu. Literatiirde hemoliz iglemi genelliklé toluen

ile gerceklestirilmesine ragmen; ﬁoluen ile hemoliz sonucu
‘alyuvar zarlarlndaﬁ sisteme kaflgan proteinlerin, hem saflag- .
tirmada sorun yaratmasi hemde hacim artigina neden olmasi goZ-
déniine alinarak, btoluen yerine dondurup-g¢ozme ile hemcliz sag-
landi, Toluen ile yapilan hemolizde ilistteki lipid tabakasinin
aspirasyon ile atilmasi bir miktar enzim kaybina neden ola-
éaktlr. Karsilastirma amaci ile tolugnle yapilan hemolizde

boyle bir kayaip gérﬁldﬁ.

Amonyum Sulfat Coktiirmesi:

Alyuvar zarlara santrifij ile uzaklagtiraldiktan son-
ra hemolizat ¢% 41'lik amonyum silfat doygunluguna pgetirildi.
Santrifi]j ile ¢okelek ﬁoplandlktan sonra; supernatandaki amon-

vum silfat diyaliz ile uzaklagtirilarak silipernatanda PK etkin-
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1iginin kalip kalmadiga afa§t1r11d1 ve tlm etkinligin % 41
1ik amonyum siilfat ¢dkeleginde oldugu girildi. Bu gekilde
bir tek gﬁktﬁfmenin gok sayida dmonyum siilfat kesitleme-
lerini (15, 16, 17) diglamasi nedeniyle, dogal yaplslnda-
ki enzimi elde etmede kolay bir basamak oldugu dﬁgﬁncesi
ile, ¢aligma boyunca bu_yol izlendi, Bu.géktﬁrme ile gok
miktarda protein, 6zellikle hemoglobinin atilmasi saglan-
d1 ve yaklasik 40 kezlik bir saflagma elde edildi. oktiirii-
len kisimdan PK etkinligi % 80-90 arasinda degigen verim

ile elde edildil.

Sephadex G-75 Kromatografisi:

_-Sephadex G-75 kromatografisinden sonra yapilacak

olan affinite:kromatbgrafisine bagli olarak, kolon 50Jmm'
'FDP iceren veya icermiyen tamponlarla dengelenmigti. Sep-
hadex G-75 kromatogréfisinde hemoglobinden tam bir gayril-
ma saiflandl (Sekil : 1). Tuzdan arinma nedeniyle kroma-
tografi sonunda toplam etkinlikte artig goriildi (Tablo:II).
Kolona:uygulanan orneklerin hacmi 250 ml oldufu zaman ef—-
kinligin ¢ok iyi ayrildagfl gbzlendifinden, kolona uygula-

nan enzim Srneklerinin hacmi 250 ml civarinda tutuldu.

Bleu Dextran-Sepharose 4B Affinite Kromatografisi:
Bleu dextran-sepharose 4B bir ¢ok kinaz (39, 40),
dehidrogenasz (41’ 42) ve diger (43) enzimlerin saflagtiral-

masinda lkullanilmaktadir, Jel'e ozglil olarak baglanan en-
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SEKIL 1 : Alyuvar Piruvat Kinazi'nin sephadex G-75
kromatografisi. Kolon boyutlari, 5.8 x 125 cm; akig
hizi, 90 ml/saat; fraksiyon hacmi, 18 ml; (—e—), pro-

tein : 280 nm absorpsiyonu;. (—o—), etkinlik: 5 ml ¢&~
zeltinin, % Jdakikada, 520 nm'deki absorpsiyon degigimi.
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SEKIL 2.: Alyuvar Piruvat Kinazinin Bleu Dextran-Sepharose
4B affinite kromatografisi. Kolon boyutlari, 2.5 x 20 cm;
Akig hizi, 60 ml/saat; fraksiyon haema 10 ml. Cdzeltinin
uygulanmasi ve yikama iglemi kolonda yapildi. a : NaCl de-
rigimi 80 mM'a ¢ikarildi, b : FDP gradientinin baglangica.
( —e—), protein: 280 nm absorpsiyonu; ( —o—), etkinlik:

5 ul enzimin,S dakikada, 520 nn deki absorpsiyon degigimi,
(—=rm2 ), FDP gradienti. |
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zimler, &zgiill ligantlarla se¢ici clarak elie edilmektedir.
Bu jele baglénan piruvat kinaz ise, pozitif allosterik ak-
tivatorii olan FIP ile enzimdeki bir konformasyon degigimi
sonucu kolondan dzgiil olarak elde edilmektedir.

| Sephadex G-75 kromatografisinden sonra amonyum sul-
fat ¢Skelegi haiinde toplanan enzim Srnefi, tuzdan arindaril-
diktan sonra bleu dextranwsepharose 4B kolonuna uygulandi.
Baglanmiyan proteinler 6li hacimde gelifken, jelin kapasi-
tesinden fazla uygulanmadik¢a piruvat kinazln tamaminin ko-
londa baglandif1r gdzlendi (Sekil : 2), Kolona dzgiil olmiyan
bir sekilde baglanan proteinlerin uzaklagt1rmlmas;-igin, ay-
ni tampondaki NaCl derisiﬁi 80 mM'a ¢ikarilarak yikama ig-
lemi siirdiiriildii. Iki glinden fazla siiren yikama sonunda 280
nm deki absorpsiyon ancak 0,020'ye kadar diistii. Bundan sonra
FDP,gradienti'ile piruvat kinaz kolondan eiﬁé edildi. Bu
‘bagamakta gerceklesen verim % 25 kadardir (Sekil: 2).

Enzimlerin saflagtirilmalari g¢aligmalarinda kulla-

nilan bleu dextran boyasinin igerdifi bazi gruplar, enzim-
.lerle tepkimeye girerek inakﬁivasyonuna neden olabilirler
(Q#). Giinlerce devam eden yikama siliresince, kolonda zamana
baéli bir inaktivasyon ve enzimin altbirimlerine dissosias-
yonu da sdzkonusu idi. (Nitekim 280 am'deki absorpsiyonun
ancak 0.020'ye kadar diigtigil preparatfa da poliakrilamid |
jel elektroforezinde tek protein bandi elde edildi. Sekil:
44). Affinite kromatografisindeki verim diigiikliigi yukeri-

da sayllan'nedénlere baglanarak; kolona 5zgil olmadan baf-
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SEKIL 3 : Alyuvar Piruvat Kinazinin Batchwise Bleu
‘Dextran Sepharose 4B affinite kromatografisi. Qézel-
tinin uygulanmasi ve yikanmasi batchwise; enzimin FDP
jle eliisyonu kolonda yapildi. Akig hizi 30 ml/saat;
fraksiyon hacmi, 2 ml, (—o—), protein: 280 nm absorp-
aiyonu; (—e—), etkinlik: 5 ml enzimin, 5 dakikada 520
" nm'deki absorpsiyon degigimi. |



30

lanan proteinlerin daha hizli yikanmasi ve en kisa siirede
enzimin kolondan ellisyonu i¢in batchwise affinite kroma-

tografi yapalda,

Batchwise Bleu Dextran-Sepharose 4B affinite

Kromatografisi:

Bleu dextran-sepharose 4B Jeline uygulénan ¢bzel-
tinin pH'sa diigtlikce piruvat kinazin kolona baglanma yete-
nefinin azaldifl gozlendiginden, sephadex G-75 kromatogra-
Ifisinden sonra toplanan aktif fraksiyonlarin pH'si 7.5'e
ayarlandiktan sonra affinite kromatografisi yapilda, Enzim
ornegi jele uygulandiktan sonrarzaman'zaman Jjelin lizerin-
den alinan ornekte etkinlik tayini yapilarak, piruvat ki-
nazin tamaml jele baglaninca yikama iglemine gegildi. bﬁy—
lece plinlerce devam eden yikama sliresi 1,.,5-3 saate indiri-~
lirken, 280 nm'deki absorpsiyonun sifira disiigii de sagla-
narak enzimin kolondan O,1 mM FDP ile elisyonu baglatilda.

Bu basamaktaki elisyonda J. Marie vd. nin (8) bul-
pularina uygun olarak iki etkinlik zirvesi elde edildi
(Lekil : 3). Birinei zirve R,, ikinci zirve de RoRS for-
mundaki PK'a aittir. Affinite kromatografisinin tamamen
Iolonda yapildigi durumda; ne FﬁP gradienti ne de O.lrmM
FDP ile eliisyonda hafif omuz vermesi d1§1nda ayri etkinlik

zirvaleri gdzlenmedi (Sekil : 2)., Bu da uzun sliren ylkéma
| 51ra51nda R' formundaki altbirimlerin R formuna gevrllmlg

olablleceglne igaret eder.
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‘Eliisyondan sonra ayri ayri. toplanan iki etkiﬁlik
zirvesine ait fraksiyonlar konsantre edildikten sonra
anonyum silfat c¢okelegi haiinde‘toplandl ve tuzdan arindi-

_rlldl;Preparat.miktarlnln az oldugu durumda amonyum siil-
fatlama islemi yapilmadan, Centriflo C 25 filtreleri ile -
ileri derecede konsantre edildi. Eomojen hélde elde edi-
len enzim % 50 gliserol, 0,1 ﬁm £-ACA, 0.1 mM DTE iceren

5 mil potasyum fosfat tamponunda saklandi. Degisik aralik-
larla yapilan etkinlik tayininde PK etkinliginde bir ka- |
yip gozlenmedi. Batchwise kromatografiden'SOnra alyuvar
piruvat kinazi 3 basamakta, % 59 verimlelve kisa siirede

saf olarak elde edildi (Tablo : 2).

Piruvat Kinazin Normal ve SDS'1i Jel Elektroforezi:

Normal poliakrilamid jel elektroforezinde biitiin pre-—
paratlarda tek protein banda élde edildi; Affinite kromatog-
rafisinde 410 nm’deki absorpsiyonun sifira digmedigi zaman-—
larda, normal poliakrilamid Jjelinde brom fenol mavisi ile pa-
rallel giden bir pigment gézleﬁdi;_ancak 410 nm'deki absorp-
siyonun sifira diigmesi ile bu pigmentrgiderildi.(Sekil: BA)

SD3'1i jel elektroforezinde birinci zirve %10 vev
% 5 1lik jellerde bir tek protein sand1 verdi (Sekil : 4C ve
4D). FDP gradienti ile elile edilen ve iki zirvesi birlesti-
rilen Srneklerde, % 5 lik jelde tek protéin bandi gdzlendi.
iki zirvesi birlegtirilen, ancak bir siire bekliven enzim

% 10 luk jelde tek protein banda Verirken, affinite kroma-
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SEEKIL 4 : Alyuvar Piruvat Kinazinin normal ve SDS'1li
jel elektroforezi.

A : Piruvat kinazin % 5 1ik poliakrilamid jel elektro-

forezi, ,

B : Affinite kromatografiden hemen sonra birlegtirilen
iki zirvenin %10 luk SDS'li jel elektroforezi,

C :

Affinite kromatografide birinei zirvenin % 10 luk
SDS'li jel elektraforezi,

D : Affinite kromatografide birinci zirvenin % 5 1lik
SDS'1i jel elektroforezi.
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tografiden hemen sonra, % 10 luk Jeldeki elektrdforezde
R formundalki éltbirimlerden olusan ana protein bandinin
izerinde R' formuna ait tkinci bir protein bandi daha
eoTHldl (Sekil : 4B) | |

| Standart proteinlerin % 57ve ¢ 10 luk SDS'li
jel elektroforezinden elde. edilen hafeketliiik degerle-
ri molekiil agirliklarinin logaritma81na kar$1 grafiklen-
di. Elde edilen standart dogru ve piruvat kinazin alfbi—
rimlerinin hareketliliéinden yararlanilarsak PK'in altbi-
rimlerinin molekiil agirlifi bulundu. % 5 lik jelde -
60 000 molekiil aglrllgln? rastlayan yérde bir protein'
bandi goriliirken (Sekil : S); % 10 luk jelde R wve R!
formlarina ait protein bantlari 57 500 ve 60 000 molekiil

afiirligiina rastlayan yerde gézléndi (Sekil : 6).

' pH Optimumu Tayini:

pH optimumﬁ tayininde bes farkli tampon sistemi
ve iyonik gliclin piruvat kinaz etkinligi iizerinde gdriilen
etkisi nedeniyle de her tamponun da ii¢ ayri derigimi kule-
lan1lda (Sekil : 7). Ug ayri tampon derigimindeki etkin-
li¥ierden, sifar ﬁampon derigimine ekstrapolasyoﬁ ile
elde edilen etkinlik deferleri pH'lara karsi gréfiklene—
rek pH optimumu efrisi ¢izildi (sekil-: 8). Cizilen gra-_
fikten piruvat kinaz etkinlifinin optimum pH'si 6.8 ola-

" rak bulundu.
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SEKIL 5 : Alyuvar Piruvat Kinazinan SDS jel elektro-
forezi. Jel yiizdesi: 5. a : Lizozim; b : [3-laktoglo-
bulin; ¢ : tripsinojen; d : pepsin; e : ovalbumin;
£ : BSA, I¢i bos nokta piruvat kinazdair.
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SEKIL 6 : Alyuvar Piruvat Kinazinin SDS jel elektro-
forezi. Jel yiizdesi: 10. a : Lizozim; b : B-laktoglo-
bulin; ¢ : tripsinojen; 4 : pepsing e : ovalbuming;

f : BSA. I¢i bog noktalar piruvat kinazin R ve R' for-
mundaki alt birimleridir. |
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SEXIL 7 : Alyuvar Piruvat Kinazanain pH optimumu tayini.
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SEKIL 8 : Alyuvar Piruvat Kinazi'nin pE optimuma., Sekil 7!
den elde edilen sifir tampon derisimindeki etklnllk deger—
“leri pH'a karsi c¢izildi.

—8— : Potasyum fosfat tamponu,pH: 5.0, 5.5

—©0— : Asetat-KOH tamponu, pH: 5.0, 5.5, 6.0

—A—: Imidazol-EC1 tamponu, pH: 6.4, 6.8, 7.4

—@—: Hepes-KOH tamponu, pH: 7.0, 7.5, 8.0

~—0—: Tris-HCl tamponu, pH: 7.5, 8.0, 8.5, 9.0 ve 9.5
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Butanedione Modifikasyonu:

Buténedione mo@ifikasyonuﬁun borat tamponu iginde
vapilmasinin zorunlu olmasi (21) ve PK etkinligi kaybinin
onlenebilmesi ig¢gin ortamda gliéerol bulunma51n1n zérunlu
olmasi (bu c¢alisnma) ﬁedeniyle, inkﬁbasyén ortami siirekli
borat ve % 10 gliserol igermekte idi. Ancak bu bir sorunu
da birlikte getirdi c¢iinki, gliserol boratin iyonize formu
ile tepkimeye girerek ortamin pH'sini borik asitin pK'si-
na diigiriyordu. Bu nedenle tampon sistemi borat-bicine-
IIaOH iigliisiine dayandirildi. Bu tampon sistemi icerisinde,
37 %0 de, ii¢ saat siiresince piruvat kinaz kontrol Srnefin-
de etkinlik kaybi gOzlenmedi.

Piruvat kinaz inaktivasyonunun butanedione derigi-
mine sikl sikiya bagimli ve gorinilir birinci dereceden ol-
dugu sekil 9'dan gorilmektedir, Inaktivasyon yari logarit-
mik olarak zemana kargi ¢izildiginde diiz doZrular elde
edildi. Inaktivasyonun gdrinir birinci derecedenlifi takip
Vedilen % 90 etkinlik kaybina kadar degismedi (sekil : 9.

Zamana karsi ¢izilmig butanedione inaktivasyon
prafiginden (Sekil : 9) elde edilen yari omirlerin tersinin
logaritmasi, butanedione derigimlerinin logaritmasina kar-
51 qiziidigindé, egimi 1,08 ¥ 0,08 olan bir doZru elde e-
dildi (§ekil : 10). Bu dofrunun efiminin bir olmasi, piru-
vat kinazin altbirimi basina bir arjinil gfubunun modifiye
oldufunu péstermektedir (23, 24, 25). Gorlnir hiz sabite—-

leri butanedione derigimine karsi cizildiZinde (Sekil : 11)
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SEKIL 9 Alyuevar Piruvat Kinazinin butanedione modifi-
wasyonu. oh : 8.0; (—e—), kontrol; (—o—), 9 mM; (—8-—-),
15 nil; (—e—), 27 nm¥; (—Xx—), 36 mM butanedione. .



41

e/ | 1 — : :
'80-9 1.0 1 12 13 14 1.5 16
- Log (butanedione)

-1

SEXKIL 10 : Piruvat Kinaz inaktivasyonunun klnetlk sabite-~
lerinin grafiksel tayini.

Piruvat ¥inazin butanedione ile tepkimesinin

butanedione derigimine gdre gorinlir derece51. Log 1/%
de” erler1_°e“1l 9 dan hesaplandz.

0.5
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SEEIL 31 :Piruvat Kinaz inaktivasyonunun kinetik sabite-
lerinin grafiksel tayini .

 gekil 9 dan elde edilen gorunur birinci dere-
ceden hiz sabitelerinin butanedione derisimine karsi

. ¢izimi,
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dogrunun ofijinden ge¢mesi tepkimenin bimolekﬁler bir tep-
kime oldufunu gisterir (45). |

Piruvat kinaz ve difer enzimlerle yapilan butane-
dione ile modifikasyﬁn ¢aligmalari, butanedione modifikag-
yonunun tersinir oldupunu gdstermigtir (21, 2#).-Modifi-
kasyon ortaminda butanedione ve borat tamponu uzaklagti-
'rliacak olursa enzimin tim etkinliZini yeniden kazandapa
goriilmiigtir (24). |

Insan'aiyuvar pirﬁvat_kin321n1h.arjinin modifikas;
yonunun tersinmez oldugu bulundu.rBﬁtanedione ile inakti-
vasyon % 24'e ulagtifinda Srnegin yarisi borat tamponu,
diZer yaris: ise tris/HC1 tam@onu ile dengelenmig sepha-
dex-G—25 kolonundan gegirildikten sonra her iki Srnekte
de etkinli#in yeniden kazsnilmasi gdriilmedi (Sekil : 12).
Borat tamponu ile dengélenmis kolondan ge¢irilen Srnekte
inaktivasyon devam ederken; tris/HCl tamponu ile dengele-
nen kolondan geg¢irilen ﬁrﬁekte inaktifasyon ayni diizeyde
kaldy (Sekil : 12). Inaktivasyonun cok ilerlemedifi ko-
‘gullarda (% 54'ye ulagtipinda) ayni deney tekrarlandigin-
da sonu¢ defismedi (Sekil : 12). |

Gerek gekil 12'den elde edilen bulgulardan, gerek-
se gekil 9'dan elde edilen gbriiniir birinci dereceden haz
sabitlerinin tersinin butanedione derigiminin tersine kar-
s1 qizildiginde-(Sekil : 13), piruvat kinazin butanedione
ile inaktivasyonu mekanizmasinin Strickland v.d. nin 3ner-

digi ikinei tip mekanizmaya (46) uydufu gdzlendi,
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"SEKIL 12 :Butanedione modifikasyonunun tersinirliffi. a : Inol-
tivasyon ylizde 24'e, b : inaktivasyon yiizde 52'ye ulasinca
tepliime durduruldu, (-—e—),Inaktivasyon yiizde 52'ye ulaginca

~ butanedione uzaklagtirildiktan sonraki etkinlik, (—o—), inalk-
tivasyon ylzde 24'e ulaginca butanedione uzaklastarildiktan
Sonraki,etkinlik; (—e—); borat ve butanedione uzaklastiril-

diitan sonraki etkinlilk.

i
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SEKIL 13 : Piruvat kinaz inaktivasybnunun kinetik
sébitélerinin grafiksel tayini.

Sekil 9'dan elde edileﬁ goriniir birinci
dereceden hiz sabitlerinin tersi, butanedione deri-

siminin tersine karsi c¢izildi.



46

Bu nekzanizmaya gore;

' : k
. —_— N —_—
PK + Butanedione - PX-RD - PE-RD
(BD) z inaktif y inaktif

Ky (0] (k5 + k) + Ik,

~ e

k =
.Obs ky [BD) + &, + Ky

gekil 12 ve 13 den; X, = 05 k,» k ve k5<kl dir.

Buna gore yukardakl esitlik yeniden diizenlenecek olursa;

k. = m———— olacaktir, Bu egitligin tersi

3
- alinirsa:
1 1 1 1 elde edilir.
= -+ [} .
R [BD]

Bu egitlik ve gekil 13 den yararlanilarak, ky= L.24 M

ldak'l bulundu,

ve k3= 8,70 N~ |
Deney sonug¢larandan dogrunun orijinden gegtipgi izle~

nimi alinaiyorsada, ger§ekte'ordinatl kesim analizinin ancak

bilgisayar ile anlagllabilecegine Strickland v.d., tarafin-

dan ilgaret edilmigtir,(46)
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Modifikasyonun pH Bagimlilijfi:

Insan alyuvar piruvat kinazinin butanedione modifi-

pii ylukseldik¢e inaktivasyonun da artmasi, mddifiye olan gru-
bun arjininrolduguhu gu¢lendirirken, butanedione'un proton-
1aﬁmam;§'guanido gruplari ile tepkimeye girdifiini gdstermek-
tedir.

Modifikasyona Tuzun Etkisi:_

NaCl ve KCl'liin butanedione ile inaktivasyona karsi
piruvat kinazi koruduklari gorildid (Sekil : 16). Potasyum
S ironlari enzimin akfivatérﬁ, sodyum iyonlari ise inhibitor
olarak bilinmesine karsin (47), koruyvucu etkileri arasinda

fari gbrilmedi (Sekil :17).

Ligantlarin XKoruyucu Etkisi:

_ inaktivasyona karsi etkisi aragtirilan ligantlarin
(ADP, PEP, ¥DP, ATP) pH's1l modifikasyonun yapildiga pE 8.0'a
ayarlandiktan sonra ¢aligildi. Etkisi arastlrllécak olan 1i-
-gantln enzimle 6ninkﬁbasygnundan‘sonra modifikasyon baglati-
Larak; defigik zaman araliklarinda gekilen drneklerde etkine
1ik tayinl yapildi. Gorilen koruyucu‘etkinin tamamen ligant-
larain safladiggy iyonik gligten kaynaklandlgl tesbit edildi.
Bu nedenle NaCl ile modifikasyonda iyonik gic ( M=120) sabit
tutularak yapilan denéyierde, ligantlardan higbirinin koru-
yﬁcu etkiye sahip olmadiklari ve inaktivasyon hiz sabiteleri

(kinaktivasvor) arasinda fark olmadigr bulundu (Tablo : IIIL).
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SEEIL 14 : Alyuvar Piruvat Kinazanin degisik pH'larda
butanedione ile inaktivasyonu. Butanedione, '50 mhi s
(—e—), pH: 8.0, kontrol; (—0—), pH: 7.1; (—b8—), pH:
7.52; (~—@—)}, DH: 8.03 (—A—), pH: 8.17; (~w—), pH: 8.52,
(—m—), DpH: 8,94, (Modifikasyonun yapildiga her pH'da
bir adet kontrol Ornegfi ile parallel caligildi.)
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SEKIL 15 : Alyuvar Piruvat Kinazinin butanedione ile

inaktivasyonunun pH bagimliligi. Butanedione, 50 mM.
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SEKIL 16 : Alyuvar Piruvat Kinazinin butanedione ile inak-
tivasyonuna tuzun koruyucu etkisi. Butanedione, 50 mil; vH,
8.0; (—e—), kontrol; (—m—), butanedione'lu kontrol;
(~0-), 100 mi; (~A—), 200 m; (~A—), 300 m; (—x—), 400
ol tuz., A : NaCl; B : KCl.
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mM NaCl veya KCI

QEKIL 17 : Alyuvar Piruvat Kinazin butanedione ile
 inaktivasyonuna NaCl ve KCl'lin koruyucu etkileri.



Ligant ve Derisimi ktﬁaktivasyon* dak,™!
Hi@biri 0.039
PEP, 0,1 mM _ ' - 6.035
1.0 mM : : - 0.035
10,0 mM 0.036
ADP, 0.1 mM - | - 0.03%0
1.0 mM | 0.030
10.0 mM ' 0.030
PEP(5 mM) + ADP(1 mM) | 0.037
PEP(5 mM) 4 ADP(5 mM) . 0,030
ATP, 5 mM : ' 0,030
FDP, 50 uM . 0.039
1 mM : 0.033
MgSO,, 10 mM 0,032
KC1l, 100 mM 0.031

TABLO 3 : Cegitli ligantlaran Alyuvar Piruvat Rinazi'nin

Butanedione ile inaktivasyonuna etkileri.®

¥ H=8,0; [Butanedione]=50 mM; Iyonik kuvvet=120 mM (NaCl
ile sa#landi). Bu iyonik kuvvet deferine Borate-~Bicine-NaOH
tampon sistemlerinin sabit olan iyonik kuvvet katkilari da-

hil edilmemistir.



TARTIGSMNA

Acaroz ve poliakrilamid tUrevleri'affinife kromatog-
rafi ile proteinlerin saflagtirilmalarinda kullanilmaktadlr
(49). Affinite kromatografisinde-esas olarak, a) jel natrike
sinden ge@itli uzunluktaki hidrokarbon zincirleri aracrlifa
ile ligantlar jele kovalent olarak baglanir, b) asaroz ve
poliakrilémid tirevlerine ligantlarin kovalent olarak bhai-
lanmnasi amino, karboksil, fenolik veya.imidazol gru§1a21 ara-
cilif ile olur ve ¢) Jele kovalent olarak bagli olan liganté
Ozgul olarak baflanan proteinler, bu bagfl Gzglil olarak kira-
bilen bir ligant ile elie edilirler,

Affinite kromatografisinde kullanilan sepharose 4B
jelinde ise, proteinin jele baglanmasi bir tek grup ile de-
#11; proteindeki g¢ok Ozel bir ikincil-yapl aracrligy ile
olur. Diniikleotid cebi denilen (dinucleotide fold) bu Gzel
ikincil yapiyil ig¢eren genls bir grup proﬁein, bleu dextran
ile Pbir kompleks olugtururlar (50). .Dinﬁkleotid cebi 5-6
zincirden olugan P-tabakalarinin o-helikal zincir ici kav-
rimlarla birbirlerine baglanmalari ile olugur ve bu yapi 120
aminoasit icerir. Bu yapiyi igeren proteinler digiik iyonik

tuvvel kogullarinda sepharose 4B jeline takiailan bleu dextrana



baglanlrlar.-saglanan her protein diniikleotid igeren bir
limant ile ellie edilebilir., Elusyonda kullanilan bu ligani-
lar senellikle HAD, KADH, NADP, NADPH, ADP, GTP gibi diniik-
leotid yapl iceren bilegiklerdir (50).

Piruvét kinazin bleu dextran-sepharose 4B’ den eliig~-
vonu FDP ile saplanmaktadir. Ancak FDP nin eliisyondaki gire-
vi digef ligantlarinkinden defigikbtir. Difer ligantlar dof-
- rudan dinikleotid cebini etkiledikleri, yani bleu dextranin
nroteine bajplanan bolgesi ile yarigmaya girefek eliisyonu
sagladlklarlrhalde, FDP enzimin konformasyonunu degistire-
rek, diniikleotid cebinin yitirilmesini saglayarak eliisyonu
basarmaktadir (17).

Bu gail@mada alyuvar piruvat kinazinin saflagtiral-—
masi igin pgeligtirilen yontem her ne kadar literatiirde ra-
vor edllenden iki misli daha fazla verim safliyorsa da; bu
.yﬁnﬁemin asil avantajli yonii, gok.sayldaki saflagtirma ba-
samaklarindan gecmeden enzimin kisa siirede saf olarak el-
de edilmesidir (tablo 2). Répor'edilen saflagtlrma.gallg-
malari ¢ok sayida amonyum sﬁlfat kesitleneleri, jel filt-
rasyonlari, 1si denatﬁras&onu ve_iyoh deggigtirici kromatog-
rafiléri'basamaklarlnl icermektedir. Alyuvar piruvat kinazi-
nin saflagtlrllma81 igin Gnerilen yontemlerin iQinde_eﬂ
rratik ve verimin en yiksek oldufu c¢alismada bile, ancak
litrelerce kan ile baglanabilecek olan saflagtirma iglemi
‘e az bir hafta siurmektedir (17). Ayrica bu galigmada awmon-

yun sulfat kesitlemeleri yerine %41 lik amonyum siilfat ¢dktlirme-
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Si ile ilk bagsamakta enzim deristirilmis ve alyuvar pro-
teinlerinin % 90 inin hemoglobin.oldﬁgu diislincesi ile
sephadex G~75 kromatografisi yapilarak hem enzimin tuzdén
,arlndlr;lmasi igin gerekli diyaliz veya sephadex G-25 kro-
matografileri.atianarak gereksiz gere¢ israfi &nlenmis, hem
de % 41 lik amonyum siilfat ¢dkeleline gegen hemoglobinin de
t;mamen atilmasi saplanmigtir (Sékil : 1),

Batchwise yapilan affinite kromatografisi iée olduk-
¢a zaman kazandirmlg ve enzimin muhtemel proteolitik yaikima
Snlenmigtir (Sekil: 3). Nitekim enzim bleu dextran sepharose
4B'ye kolbnda uygulanip, yikama yiﬁe kolonda yapilacak olur-
sa hem verim diigmekte, hemde RERé ne ozgiil 60 000 molekiil
agirlikla protein bandi gézlenememektedir (Sekil: 2).
| Alyuvar piruvat kinazinin eksikliZi nonsferositik
hemolitik aneminin bilinen nedenlerinden biridir. Mutant
enzimin bozukluklarini tesbit edebilmek i¢in, &ncelikle nor-
mal enzimin yapisal &zelliklerinin molekﬁler diizeyde agik-
lanmas1l gerekir. Alinabilecek kan miktaranin ve enzimin da-
vaniklilaZinin onemli birer_faktﬁr oldugu nonsferositik he-
molitik anemili hastalafln piruvat kinazainin saflagtirilme-
51nda'diger aragtiricilarca dnerilen ydntemlerin uygulanma-
s1 imkansizdir, ciinkii ¢ok sayida saflagtirma isglemi ve ¢ok
zaman almaktadir. Bu da birden fazla formu olan piruvat ki-
nazin dofal yapisinda elde edilmesini engelliyecektir,

Burada anerilen yontemle iki gilin ig¢inde, li¢ basa-

makta ve % 60 verimle 11 mg saf alyuvar piruvat kinazi elde
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| ediidi (Tablo 2). Affinite kromatografisindeki verim siirek-
1i artmakta idi. Bunun nedeni bleu dextran boyasindaki reak-
tif grup. sayisinin a£a1m351na bagli olabilir (44).

Bu calismada kullanilan yontem her ne kadar ii¢ basa-
mek iceriyorsade kiigiik kan ornekleri ig¢in saflagt;rma iki
bagamakta saflanabilir. Bunun igin hemolizattaki amonyum sil-
fat ¢oktiirmesi iglemi keldirilarak, hemolizattan dogrudan
sephadex G—75 kromatografisi yapildi. Bu kromatografide de,
hemolizatin % 41 lik amonyum siilfat coktiirmesinden sonraki
kromatografide oldufu gibi hemoglobinden tam bir ayrilma gi-
riildii. Hemolizat dofrudan bleu dextran-sepharose 4B'ye ujgu—
landifinda her ne kadar agiri hemogleobin tim piruvat kinazin -
boyaya baglahm351n1 etkiliyorsada, baglanan enzimin % 10-25
kadarini saf olarak elde etmek mﬁmkﬁn oldu(bu son Qallsmalar
siirmektedir ve bunlarla ilgili bulgular verilmenistir).

Piruvat kinaz eksikligine bagla nonsferdsitik anemi-
'de; bir tetramer olan piruvat kinazin monomer ve dimerlerine
dissosiye‘oldugu_gﬁsterilmistir (20). Ayna arastlricllér pi-
ruvat kinazin monomer, dimer ve tetraﬁer yapilarinin arasin-
da bir dengenin bulundugtnu ve bu dengenin hastalarda altbi-
rimierin dissosiasyonu y®niine kaydiZin: savunmuglardar (20).
Byle bir dengenin varliZini normal enzimde de gtsterebilmek
dnemli olacaktar. Alyuvar piruvat kinazinin etkinligi hiicre-
~ deki GSSG/GSH orani ile yakindan jlgilidir (51). Invitroda
GSSG ile muamele edilen normal enzimin kinetik 6zellikleri-
nin, mutant enzimin-kinetik dzelliklerine benzedifi gésteril-

mistir_(51).
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Siilfidril gruplarinin GSSG ile oksidasyonu sonucunda
enzimde olusan disiilfid baflarinin altbirimlerin kendi fize-
‘rinde mi yoksa psddokolinesterazda oldupu gibi (55) iki alt-
birim arasinda mi oldufu arastirildi. Enzim Srnekleri 2-3 sa-
ét 2-Ms (5 ﬁM) veya GSSG (5 mM) ile inkiibe edildikten sonra
% 10 luk SDS jeline uygulahdlglﬁda ayni sonuglar elde edildi
(bulgular verilmedi). Bu, enzimderolusan disiilfid kopriileri-
nin ya altbirimlerara51 olmadifina ya da GSSG nin altbirim-
leraras: disfilfid bagl olugturmak iqiﬁ (sterik yaplsi nedeniy-
le) gerekli sﬁlfidrillere.ulasamadlglna igsarettir. Adachi Vede
nin (20) nonsferositik anemili hastalarain piruvat kinazi ile
dlan.gallsmalarl distilfilerin ayni altbirim iizerinde oldugu
ve disiilfid olusumunun enzimi monomer yéniine kaydirdipi kura-
: mlnl-desteklerkén; Van Berkel, Badwey v.d. nin (14, 18, 19)
oksitlenmis piruvat kinazin reaktivasjonunda 2-ME'{in GSH'tan
ok daha etkin oldupu yolundaki bulgulari, GSSG'min (sterik
yapisi nedeniyle) gerekli siilfidrillere ulasamadifi gbriisgiinii

desteklemektedir. Ancak kesin bir yargiya varabilmek icin bu

konuda desha etrafla galigmalar gerekmektedirQ

Kinetik 8zellikleri ayrintila olarak gosterilmesine
ragmen; alyuvar piruﬁat kinazinin ligant baglama balgéleri
ve difer molekiiler ¢zellikleri hakkinda ¢ok az sey bilinmek-
tedir. Enzimlerin ligant baflama bdlgelerindeki aminoasitle-
rin tayininde &zgiil aminocasgit yeaktifleri xullanilmakta ve
enzimin ligantlarinin inaktivasyona kargi k0ruyucu etkilerin-
.den yararlanilarak modifiye olan aminoasidin hangi ligantin

- bafflanmasinda rol aldif:r tayin edilmektedir (21, 25,-52).
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Insan alyuvar piruvat kinazi da bir arginine reaktifi olan

W

s J~-butanedione ile inaktive edildi ve inaktivasyon kine-
tird gﬁrﬁnﬁr birinei derece kinetigine uysunluk gésterdi
{(Selrll :'9). Gerek enéimin substratlari olan PEP ve ADP,-
rperekse de denetleyicileri olan ATP ve FDP'nin butanedione
inaktivaéyonuna karsga enzimi koruyamadiklari bulundu (Tablo
5). Bu bulgular modifiye olan arjinil grubunun etkinlik icin
zorunlu olmakla birlikte, ne substrat ne de diger.ligant bag-
lama blgesinde yer almadiffini gastermektedir. Modifiye olan
arjinil grubunun, literatiirde de spekiilasyonu yapildigy gibi
va altbirimlerarasi etkilegimde (53, 54), ya da konformasyon
deffigikliffinde gbrev aldijani sanmakla birlikte; bu konuda

Iresin bir sav ileri silirebilmek i¢in enzimin butanedione ile

_enzimin altbirimlerine ayrildiginin, ikinci varsayim dogru
ise absorpsiyon spektrumunda de{figiklik gizlenmesi gerekir.
Ancair bu konudéki calismalarimiz tamamlanmis degildir.
Arjinin ic¢in daha az Gzgll bir reaktif olan phenyl-
zlyoxal ile yapilan galigmalarla alyuvar piruvat kinazinin
- bifazik inaktivasyonu gézléndi. Phenylglyoxal 'in hem arjinin
hen de lizin igin bir reaktif oldugu diistincesi ile, Bzgﬁl
lizin reaktifi olan prydoxal phosphate ile yapilan inakti-
vasyon g¢aligmalarinda prydoxal phosphate'in alyuvar niruvat
kinazinl inaktive etmedifi bulundu.Adl gegen son galismalar

bamomlanmamis olup, ¢aligmalarin sonuglara verilmemistir,
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Piruvat kinazain butanedione modifikasyonunun yarly onlir-
lerinin tersinin 1ogéritm331 butanedione derigiminin logarit-
nasina karsi ¢izildiginde eldé edilen dofrunun efiminin 1 ol-
masi ($ekil : 10) literatiirde altbirim basina bir tek arjinin
crubunun modifiye oldufu geklinde yorumlanmaktadir (23, 24, 25),
Ancaic bu yorumun bir tek arjinin yefine,'reaktiviteéi-ajhl
olan bir grup arjinin' olarak yapilmasi gerekir, Glinki, reak-
tivitesi ayni olan bir grup arjininin modifikasyonu ile de ofi-
ni 1 olan bir dogru elde edilecektir. Difer yandan, modifikas-
yonmu enzimin aktivitesini etkilemeyen arjinin gruplarinln varii-
1 da yukaradaki yorumu agmaktadir, Ornegin, fosfogliserat ki-
nagda 7 arjinin grubu modifiye oldugu halde, bunlardan yalniz-
ca 1-2 tanesi etkinlik igin zorunludur (48). Yine karbéksipep—
tidaz A'da modifiye olan 2-3 arjinin grubundan yalnizea bir
vanesi etkinlikten sorumludur (21)_

Modifikasyonun pH baglmll olmasi (Sekil : 15) da bek-
~lenen bir sonugtur. Clinkdi arjinin'in yalnizca protone olmayan
gekli butanedione ile tepkimeye girebilmektedir (21). Bu ne-
denle pH nin ylikselmesi protone olmayan arjiﬁin'in artmasina
neden olacak, bu da_inaktivasyonun hizini arttiracaktair.

Ortamin iyonik giiciiniin arttlkgé inaktivasyon hizinin
dligmesi (Sekil : 17) iyonik glic nedeniyle enzimin déha kapan-
115 bir yapi almasina bapglanabilir, Piruvat kinazin ozgil ak-
tivatbrﬁ olan Pobagyum iydnunun (475 sodyum iyonu ile aynl-et—

kiyi gostermesi ancalt bu sekilde yorumlanabilir,
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Arjinin grubunun butanedione tarafindan inakfivasyonu
tersinir_olarak rapor edilmig olmasina rapgmen (21, 24) bﬁ ca-
lismadaki inaktivaSyonun tersinif:olmadlgl gbzlendi (Sekil: 12).
Tersinmezligin inaktivasyonun ilerleme derecesine bagli olma-
dign, degisik ihaktivasyon yuzdelerinde agiri butanedione or-
vamda uzaklastiraldiginda ayni bulgularin gézlenmesi ile kanit-
rlandl.

Alyuvar piruvat kinazinin butanedione ile inaktivasyo-
nunun Gersinmezlifi Strickland v.d. nin dnerdigi ikinci meka-

ﬁizmaya uygunluk gostermektedir (46).

k

N 1 k3
PK + BD (Bre-pD) ‘_______—;—-* PK-ED
<

2 ,

Burada tepkimenin tersinmez olusu, k4 =0 demektir ve buta-
nedione ortamda uzaklagtlrlldlglnda énzim etkinliginde artig
‘gbzlenmemesi (Sekil: 12), bagka bir deyisle inaktivasyonun
ayni diizeyde kalmasi, k5>rk£$¥k2 oldugunu gdsterir.

| Buna gdre literatiirde oldukga uzun siirede gbizlenen
tersinmezlik (21) insan alyuvar piruvat kinazinda Gok gabuk -
olmalkrtadar. Nitekim Striekland v.d. nin (46) ikinei mekaniz-
malarindan yararlanarak kyigin 1,24 ML gaxt bulunurken,

-k5 ig¢in 8,70 ¥t aax~t bulunﬁa81 bu spekiilasyonu gﬁgléndirér
melvedir,

Bu ¢aligmanin getirdikleri gok kisa ve verimli bir

‘yontea ile insan alyuvar piruvat kinazinin saflagtirilmasa

1.

ve etvkinlik igin zorunlu periferal bir arjinin grubunun
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gisterilmesidir. Insan alyuvar piruvat kina21n1n.substrat
ve ligant baflama bdlgelerindeki amind agitlerin SZgﬁl

amino asit reaktifleri ile tanimlaenmasi ve bunun nonsfe-
rositik hemolitik anemili hastalarin piruvat kinazlari ile
karéllastlrllma51, bu hastaliZin molekiiler diizeyde tanimlan-

masina yvardimeci olacail inancindayiz,
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OZET

~Alyuvar @iruvat kinazi insan kanindan kisa slirede ve
% 59 verimle saflagtirildi. Saflastirmada sira ile alyuvarla-
rin yikanmasi ve hemolizi, hemolizattan % 41 1lik amonyum siil-
Tat ¢Oktilirmesi, sephadex G-75 kromatografisi ve batchwise
bleu dextran—sephafbse 4B affinite krdmatografisi Rademeleri
uygulahdl. Kligik kan orneklerindeki saflagtirma icin de, amon-
yum sulfat gﬁkﬁﬁrmesi yapilmadan, sephadex G-75 ve affinite
kromatografisi kademeleri uygulanacak éekilde'degisiklik yapil-
di. 7 | |

Piruvat kinazin normal poliakrilamid jel elektrofore-
zinde tek protein bandi elde edildi. Znzim % 5 lik SDS'li jel
elektroforezinde tek band verirken; % 10 luk jelde GO 000 (R
formu) ve 57 500 (R formu) molekiil agmrllglndaki iki band verdi.

2y3-Butanedione ile gdrilinir birinci dereceden bir tep-
Xime iie inaktivasyona ugrayén alyuvar piruvat kina21n1n'iyo~
_ nik kuvvet tarafindan inaktivasyona kargi korundugu; éncak bu
korumanin dzgil olmadifi bulundu, Modifikasyonun pE bafimli
oldupu, pH yikseldikge inaktivasyonun arttlél ve enzimin alt-
birimi bagina bir arjinil grubunun modifiye oldugu gorildi., En-
zimin substrat ve ligantlarindan higbirinin korﬁyucu etkiye sa-~
hip olmamalari nedeniyle; modifiye olan arjinil grubunun ligant
veya substrat baflama bolgesinde bulunmadifi; éncak'enzimin-et-
kinliZi d¢in zorunlu olan konforﬁasyonu almasi ig¢in, altbirim
etkilegiminin saglandigl bSlgelerde rol aldifyi veya enzimin

altbirimlerine dissosiasyonuna neden oldugu seklindé yorumland:,
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- KISALTMATAR

PK -

FDP
ADP
ATP
DPGA
MDP
GDP

HDF
GSSG
GSH
DNPH
E-ACA
PMSF
DTT
DTE
HEDPES

EDTA

LAl

Piruvat kinaz

Fosfoenol piruvat

Fruktoz 1,6-difosfat

Adenozin 5'~difosfat
Adenozin 5'-trifosfat
2,3~-difosfo gliserik asit
Mannoz difosfat

Glukoz difosfat

Heksoz difosfat

Okside glutatyon

VRedﬁkte glutatyon

Dinitro fenil hidrazin

&-Amino kaproik asit

Fenil metil siilfonil floriir

Dithiothreitol

Dithioerythriol'

N—E—Hydroxyethyl pipefazine—N'—ethane
siilfonic acid

Etilen diamin tetra asetik asit.
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