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1. GIRIS

Fruktoz 1,6-bisfosfat aldolaz (E.C. 4.1.2.13), bir ¢ok doku ve hiicrede en
O6nemli glikolitik enzimdir. Fruktoz 1,6-bisfosfat (F 1,6-BP,) molekiiliiniin,
dihidroksi aseton fosfat (DHAP) ve gliseraldehit 3-fosfat (GA3-P)'a yikilimini geri
doniistimlii olarak katalizler. Bu, enzimatik baz katalizli bir aldol béliinmesi
reaksiyonudur (1-6).

Bu reaksiyonun kimyasina gore aldolazlar iki sinifa ayrilirlar:

Smif I aldolazlar; Okaryotik ve daha gelismis organizmalardaki yaygin
formudur. Aktiviteleri i¢in katyona gerek yoktur. Monomerlerinin herbiri 40 kDa
olan tetramerlerden olusur. Maksimal katalitik aktivite i¢in mutlak gerekli olan,
karboksil terminalindeki tirozin, tim smif I aldolazlarda korunmustur. Sif I
Aldolaz'in her alt birimi aktif merkezlerinde Lizin igerir. Katalitik aktivite boyunca
Lizin ile kovalan schiff bazi olustururlar. Molekiil agirligi yaklasik 160.000

Dalton’dur. Memelilerde ti¢ farkli doku spesifik Aldolaz izozimi tanimlanmaistir:

Aldolaz A: Kas dokusunda ve kirmiz1 kan hiicresinde,
Aldolaz B: Karaciger, bobrek ve ince barsak dokusunda,

Aldolaz C: Beyin ve sinir dokusunda bulunur (1-4).

Bu ii¢ izozim, fiziksel yapilar1 ve fonksiyonlar1 agisindan ¢ok az farkliliklar
gosterir. Ucii de, ortak bir genden koken alan, ii¢ farkli gen tarafindan kodlanirlar.
Her {i¢ izozim de doku spesifik karakter gosterir. Ttim Sinif I aldolazlarda, yaklasik
66 tane tamamen korunmus amino asit dizisi bulundugu bilinmektedir. Bu enzimler

katalitik aktiviteleri ve farkli amino asit dizileriyle birbirinden ayrilirlar.

Simnif II aldolazlar; Mantar, alg ve prokaryotlardaki formudur. Aktivite i¢in
katyona gerek duyarlar. Substrat ile “Schiff baz1” yapmazlar. Aktiviteleri i¢in gerek

duyduklar1 iki degerlikli katyonlar genellikle ZnJr2 ya da FeJr2 dir. Iki degerlikli

katyon, reaksiyonda substratin karbonil oksijeninin polarizasyonunu saglar (3-5).

Bir ¢ok enzim i¢in genis bir kullanim kaynagi olan plasenta dokusu, hem



aldolaz enziminin katalitik 6zelliklerinin arastirilmasi agisindan, hem de bu dokudan
ilk kez saflagtirma yapilmasi agisindan, ayrica tlim bu parametrelerin saglikli ve
diyabetli kosullarda ¢alisilip, kinetik parametrelerin ilk kez belirlenecegi bir kaynak

olmasi nedeniyle uygun goriilmiistiir.

Bu calismada, oncelikle plasental aldolazin saflastirilmasi amaglanmistir.
Plasental aldolazin miktar1 ve katalitik aktivitesinde diyabete bagl bir degisiklik olup
olmadiginin arastirilmasi ¢alismanin bir diger hedefidir. Bununla birlikte, literatiirde
bugiine kadar plasenta kaynakli aldolazin saflastirilarak katalitik aktivitelerinin
arastirlldigt  bir calismaya rastlanmadigindan literatiire katkida bulunmasi da
hedeflenmektedir.

Enzimin biyokimyasal 6zelliklerinin ayrintilar1 ile tanimlanarak, her iki grup
arasindaki farkliliklarin belirlenip karsilastirilmasi ise ileri arastirma parametreleri

olarak belirlenmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Fruktoz 1,6-bisfosfat Aldolaz Enziminin Yapisi, Gorevi ve Fizyolojik

Onemi

Fruktoz 1,6-bisfosfat Aldolaz, (E.C. 4.1.2.13), (FBPA) bir ¢ok dokuda ve
hiicrede major glikolitik enzimdir. Glikolizin dérdiincii basamak reaksiyonu olan
Fruktoz 1,6-bisfosfat (F 1,6-BP, F 1,6-BP,, FBP) molekiiliiniin, dihidroksi aseton
fosfat (DHAP) ve gliseraldehit 3-fosfat (GA3-P, GAP)'a doniisiimiinii katalizler. Bu
reaksiyon, enzimatik baz katalizli bir aldol bolinmesi reaksiyonudur. Aldol

boliinmesi; enolat aracili olup artmis elektron delokalizasyonu ile stabilize

edilmektedir (1-3, 5, 6, 10).

CH,0P0; CH,OPO;
%:o -
|
HO— C—H ALDOLAZ HO— CH,

H— é — OH H — é=0

H— (||3 —OH H— |c —OH
CH,0PO;™ éHQOPO;{z

Fruktoz 1,6-bisfosfat Dihidroksiaseton fosfat

+

Gliseraldehit 3-fosfat



Fruktoz 1,6-BP, 'in karbonil grubu, €-NH, grubunun Lizin amino asidi

ile Schiff-baz1 olusturur. Ardindan, C;-C, bagmin yarilmasi ve serbest enzimin

rejenerasyonu gergeklesir. Enzimin her alt tinitesi, katalitik aktivite siiresince Schiff-
bazi olusumuna aracilik eden ve Lys amino asidi bulunan aktif bir merkez
icermektedir. Alt {niteler, bir B-fi¢1 tipi yapmin a-heliks ve baglanti dongiisiiyle

sarmalanmasiyla olusmaktadir (2, 7, 19).

Sekil 2.1.1: Tavsan kas Aldolaz A’min Aktif Bolge alt birimleri. Kristal Yapi.
Doku, lapin (European rabbit, Oryctolagus cuniculus) kasindan elde edilmistir (32).



Sekil 2.1.2: Insan fruktoz-1,6-bisfosfat aldolaz. Enzimin yapisi, beta tabakaya
dikey olarak goriintiilenmistir (41).

Ancak, yapilan son ¢alismalarda, hem Schiff-baz1 olusumu hem de C;-C4
bagiin yarilmasinda temel olusturdugu diisiiniilen amino asitlerin tamami, heniiz
tam olarak belirlenememistir. Zincirin agilmasini, substratin karbonil grubundaki
lizin amino asidine yapilan ve kovalan karbinol amin aracisi olusumuna yol agan
niikleofilik bir atak izler. Daha sonra, karbinol amine proton verilmesini takiben,
dehidrasyon aracilig1 ile Schiff-bazi1 olusur. Baska bir proton, 4’-hidroksil’den
salinarak, C;-C4 baginin yarilmasina yol agar ve tiriin olarak GAP agiga ¢ikar. Ancak
hala, hangi amino asidin Schiff baz1 olusumunda, hangisinin ya da hangilerinin C;-C4
bagimnin yarilmasinda temel olusturdugu tam olarak bilinmemektedir. Bununla
birlikte, kristallografi c¢alismalari sonucunda, Schiff-bazi olusumunun, Glul87°nin
aracilik ettigi duistintilmektedir. Ayrica, daha once, esansiyel katalitik amino asit
olarak belirlenen Asp33’iin C;-C4 baginin yarilmasinda temel olusturdugu da ileri

stirtilmektedir (42).

Sentetik kimyada, aldolazin kimyasal aksiyonu, bu reaksiyonlarin

stereokimyasi aracilifi ile siki kontrol edilmektedir. Boylece, giliniimiizde artik bu



enzimler, sentetik organik kimyada, biyotransformasyon ¢alismalarinda ve 6zellikle
yeni antibiyotiklerin sentezinde, geleneksel kimyasal yontemlere alternatif olarak

siklikla kullanilmaktadir (11).

Enolat stabilizasyonunun kimyasina gore iki sinif aldolaz vardir:

I) Smf I aldolazlar ( SI-FBPA’lar)

II) Smf II aldolazlar (SII-FBPA’lar)

Smif I Aldolazlar, okaryotlardaki ozellikle hayvanlardaki ve yiiksek
bitkilerdeki formudur. Enzim substratiyla Schiff-baz1 olusturur ve aktivitesi i¢in

divalan (iki degerlikli) iyona gerek duymaz.

Smif 1II aldolazlar, c¢ogunlukla prokaryotlardaki enzim formudur ve
aktiviteleri icin iki degerlikli iyonlara gereksinimleri vardir.

SI-FBPA ve SII-FBPA’larin DNA’larinin gen dizilimleri arasinda herhangi
bir homoloji bulunmamaktadir. Buna goére, her iki FBPA smifinin birbirinden
bagimsiz olarak evrimlestikleri ve genetik ag¢idan akraba olmadiklar1 ©ne

stirtilmektedir (4, 42, 44).



Tablo 2.1.1: SI-FBPA ve SII-FBPA’larin Yapisal ve Katalitik Ozellikleri (4)

Ozellik Smif I Aldolazlar Sinif 11 Aldolazlar
(Halobacterium
(Tavsan Ald. A) mediterranei)
Alt birim (kDa) 40 80
N gte 9 Homotetramer Homodimer
Native” Yapi (160) (160)
Metal iyon baglanmasi Yok Fe™
“Schiff-baz” olusumu Var Yok
FBP icin Optimum pH 6.9-8.8 7.2

2.2. Siif I Aldolazlar

Bu gruptakiler, okaryotik ve daha gelismis organizmalardaki yaygin
formudur. Bitki, protozoa, bocekler ve memelilerle yapilmis karsilastirmali amino
asit sekans ¢aligsmalari, sinif [ 6karyotik aldolazlarin primer yapisinin evrim boyunca
yikksek oranda korundugunu gostermektedir (2, 4, 8-11). Smmf I aldolazlarin
aktiviteleri i¢in katyona gerek yoktur. Monomerlerinin her biri 40 kDa olan
tetramerlerden olusur. Molekiil agirligr yaklasik 160 kDa olan homotetramerlerdir.
Karboksil terminalindeki tirozin amino asiti maksimal katalitik aktivite i¢in mutlak
gereklidir (1, 2, 4-6, 8, 9, 11). Yapisal olarak SI-FBPA’lar, homotetramerik, (o/p)s
fic1 (barrel) yapidadirlar (42).




2.2.1. Simif I Fruktoz 1,6 Bisfosfat Aldolazin Protein Yapisi

Smif I aldolazlarin her alt birimi aktif merkezlerinde Lizin (Lys) amino asidi
icerir. Katalitik aktivite boyunca Lizin ile kovalan Schiff bazi olustururlar. Schiff
bazi olusumunu saglayan Lys’in yan zinciri (insan tip-I aldolazda Lys-229), sekiz
ilmekli B-fic1 yapisinin merkezine dogru lokalize olmustur (1-4). Substrat baglama

bolgesinin etrafini saran amino asitler dort gruba ayrilirlar:
1. Grup: Bu gruptakiler, protonlarin ayrilmasini ve kazanilmasini saglarlar.
2. Grup: C-1 Fosfat ile iletisimde olan amino asitlerdir.
3. Grup: Bu gruptaki amino asitler, C-6 Fosfat ile iletisimde olanlardir.

4. Grup: Aktif bolge cevresinde notral elektrostatik potansiyelin olusumuna

yardimei olan asidik amino asitlerdir.

2.2.2. Smif I Fruktoz 1,6 Bisfosfat Aldolazin Aktif Merkez Yapisi ve
Kinetik Ozellikleri

Aldolazin katalitik mekanizmasi igin ilk kez 1974 (49) yilinda verilen model,
giintimiize dek enzimin {i¢ boyutlu yapisinin analizi, izozimlerin primer yapilarinin

karsilagtirilmasi ve “site-direct mutagenesis™ ¢aligmalari ile oldukga gelistirilmistir.

Fruktoz 1,6 BP 'in karbonil grubu, enzimin lizin amino asidinin, E~NH; grubu
ile “ Schiff baz1” olusturur. Lys'nin ¢evresinin yiiksliz bir amino grubu icerdigi
dustiniilmektedir. Hem yapisal hem de kimyasal bilgiler, karbinol amininin, Schiff
bazi olusturan Lys amino asidinin C-2 karbonuna bagli oksijene bir proton transferi
sonucu olustugunu gostermektedir (1, 2, 4). Aktif bolgedeki reaktif Lys, halkasal
FBP yani substratin ketoz kismina saldirir. Dipolar tetrahedral karbinol aminin keto

fonksiyonlariyla,



1. Notral karbinol amin tiirlerinin agiga ¢ikmasi,

2. Trigonal Schiff bazinin, protonlanmis imin formunun olusumu,

3. (C;-C4 baginin kirilmasi ve enamin formasyonunun olusmasi,

4. Nihayetinde, aktif bolgenin aktif formunun olusumu (46) saglanir.
Enzimin;

¢ 1-Fosfat baglama bolgesi Arjinin 148 ve Lizin 146°dur.

¢ 06-Fosfat baglama bolgesi Lizin 41 ve Arjinin 42 ile olusturulur.

¢ Aktif bolge etrafinda ¢ok sayida asidik ve bazik gruplar vardir.

¢ Esansiyel C terminal Tirozin, Lizin ile Schiff bazi olusturur (1-3).

Zincirdeki 345 ve 353 arasindaki amino asitler genellikle kiiclik ve
alifatiktirler. Ik dokuz amino asit esnek bir ilmik olusturarak, enzim yiizeyini Heliks
H,’nin karboksil ucundan, Heliks G’nin amino ucuna dek sarar. Bu noktada,
korunmus olan Ser-355’nin yan zinciri, heliksin sonundaki azot atomuyla bir
hidrojen bagi yapar. Bu etkilesim, enzime 6zgii sekiz iplikli a/p motifini olusturmak

tizere karboksi terminalinin son boliimiinde lokalize olur (1).

E + Fru-1,6-P, ——"—— E=Fru-1,6-P, »>—*,—— G3P + DHAP + E

Yukarida E-S kompleksinin sematik goriinlimii verilmistir. Burada da
goriildiigli gibi, E=Fru-1,6-P,, hiz sabiti k; olan ve Schiff-baz gegis formunu
olusturan ara formdur. Uriinlerin olusum hiz1 ise, k, hiz sabiti ile ifade edilmektedir.
[lki, Schiff-bazin olusumunun, ikincisi ise, C-C bag kirilmasmn ve iki mol iig
karbonlu {irliniin olusumunun hiz sabitleridir. E-Fru-1,6-P, kompleksinin, yani,

aldolaz’a hegsozun baglanmasi ve ge¢is formu olan Schiff-bazinin olusumunu ifade
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eden yapi, aktif bolgenin farkli noktalarinda goriilebilir. Bununla birlikte, aktif bolge
amino asitlerinin yerlesimi, bu hemi-ketal kiritlimindan sorumludurlar. Ancak gene

de, tam anlamiyla bu mekanizma ¢oziilememistir (53).

2.2.3. Smf I Aldolaz izozimleri

Memelilerde ti¢ farkli doku spesifik Aldolaz izozimi tanimlanmaistir:
Aldolaz A: Kas dokusunda ve kirmizi kan hiicresinde,
Aldolaz B: Karaciger, bobrek ve ince barsak dokusunda,

Aldolaz C: Beyin ve sinir dokusunda bulunur.

Bu ii¢ izozim, tek ortak ata genden gelen, ti¢ farkli gen tarafindan kodlanirlar.
Tiim aldolazlarda, yaklasik 66 tane tamamen korunmus amino asit dizisi bulundugu
bilinmektedir. Her {i¢ izozim doku spesifik karakter gosterirler. Bu {i¢ izozim fiziksel
yapilar1 ve fonksiyonlar1 ac¢isindan c¢ok az farkliliklar gosterirler. Dokudan
saflastirma yontemlerinde de farklilik goriilmemektedir. Ancak, katalitik aktiviteleri
ve farkli amino asit dizileriyle ayrilirlar (1, 2, 9, 46). Bu ii¢ izozim yalnizca katalitik
ozellikleriyle degil, elektroforetik, kromatografik ve immiinolojik 6zellikleriyle de

farkliliklar gosterirler (1, 4, 50).

Aldolaz A, glikolizde Fruktoz 1,6-bisfosfatin, gliserol 3-fosfat ile
dihidroksiaseton fosfata yikilimini katalizler. Aldolaz A memeli dokularinda,
embriyonik formdur. Yetigkin organizmalarda ise 6zellikle kasda yliksek miktarlarda
bulunur. Bu izozim, Fruktoz 1,6 bisfosfata, Fruktoz -1-fosfat’dan yaklasik 20-25 kat

daha fazla afinite gosterir ve ozellikle glikolizde gorev alir.

Aldolaz A genindeki mutasyonlarin neden oldugu hastaliklarin arastiriimasi

sonucu, enzimin onemli rolleri aydinlatilmistir. Bunlardan hemolitik anemiye neden



11

olan mutasyon, alt birimler arasi etkilesimin oldugu bolgede amino asit
substitlisyonuna yol acarak, enzimin oligomerik yapisinin destabilizasyonuna neden
olur. Bu aldolaz dimerleri i¢in ¢ok diisiik aktivite kayiplart bulunmustur. Boylece,
aneminin aktivite kaybina degil, aldolazin stabilitesindeki kayba bagli oldugu

anlagilmigstir (15-18).

Aldolaz A eksikligi, otozomal resesif bir hastaliktir. Bu izozimin eksikligi
olduk¢a nadirdir. Aldolaz A genindeki Asn128—Gly ve Glu206—Lys degisimiyle
ortaya ¢ikan ve sonucunda hemolitik anemi ve miyopatik semptomlarin gorildiigi
bir durumdur.Son yapilan bir ¢alismada ayrica, Gly346—Ser mutasyonu da oldugu

gosterilmistir (48).

Tavsan kasi aldolazi, iizerinde en ¢ok calisilarak ayrintilari ile karakterize
edilen simif I aldolazdir. Bu enzim, amino asit dizisi aydinlatilmis ilk aldolaz olmasi
bakimindan 6nemlidir. cDNA klonlamasi sonucu tavsan kasi aldolaz A enziminin
363 aminoasit icerdigi gosterilmistir (17, 20, 21). Aldolaz A, aldolaz ailesinin,
tizerinde en ¢ok calisilmis izozimi olmasina karsin, katalitik aktivite mekanizmasi
heniiz tam olarak anlasilamamuistir. Aktif bolgedeki amino asitler ve rolleri hala ¢ok
acik degildir (20).

Insan ve tavsan aldolaz A’nin {igiinciil ve dérdiinciil yapilari, karsilagtirmali
X-1s11 kristalografisi ¢aligmalar1 sonucu yapildiginda, her ikisinin de son derece
benzer yapilar igerdikleri ortaya ¢ikmaktadir. Her ikisinde de polipeptidin karboksil
terminal ucunun hareketli oldugu ve aktif bélgeye girip ¢ikabildigi varsayilmaktadir

@1).

Insan aldolaz A geninde olusan dogal bir mutasyon sonucunda “hemolitik
anemi” olugsmaktadir. Mutant enzim dogal kuaterner yapisini kaybetmistir ve daha az
stabildir. Mutant form, dogal forma oranla 6zellikle termal stabilitesini kaybetmistir.
Monomerik yapilarin, multimerik formlarin1 kazanmalarinda sicakligin ¢ok onemli

olmasi sonucudur ki, kuaterner yapi, mutant aldolazda son derece labildir (17-20).
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Sekil 2.2.3.1: Tavsan Kas Aldolaz A’nin aktif bolgesindeki aa’ler. Kristal yap1 f3-
fic1 (Barrel) yapisina dikey olarak goriintiilenmistir. Lys: kirmizi, Asp: sari, Glu:

yesil, Arg: mor, Ser: mavi (45).
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Sekil 2.2.3.2: insan (Homo sapiens) kas Aldolaz A (51).

Aldolaz B, fruktoz metabolizmasi ve glukoneogenezde fonksiyon goren ve en
fazla karacigerde bulunan aldolaz izozimidir (1-3,5). Karaciger aldolaz izozimi olan
aldolaz B, fruktoz 1-fosfat yikilimi ve fruktoz 1,6-bisfosfat sentezi i¢in biiyiik bir
katalitik etkinlige sahiptir. Fruktoz 1-fosfat, Aldolaz B ile D-gliseraldehid ve
Dihidroksiaseton fosfata yikilir. insan aldolaz B’nin kristalografik yapisi tam olarak
bilinmemesine karsin, aldolaz izozimlerinin amino asit dizisi benzerlikleri nedeniyle,
diger izozimlerin de tavsan aldolaz A’ya yapt benzerligi gosterdigi tahmin

edilmektedir (4-6, 13, 14, 24, 25, 32).

Insan aldolaz B genindeki mutasyonlar, aldolaz B aktivitesinde azalmaya
neden olarak, otozomal resesif bir hastalik olan “Kalitsal fruktoz intoleransi” na
(HFI, Hereditary fructose intolerance) yol acar. Ancak, aldolaz B tizerindeki
mutasyonlarin yapiyr mi yoksa aktiviteyi mi etkiledigi hala arastirilmaktadir (15, 16,
32,43).

Aldolaz B geninin ekspresyonunun kontrol mekanizmasi, tam olarak
anlagilamamistir. Aldolaz B geninin transkripsiyonu, glukoz ve insiilin tarafindan

kendiliginden sitimiile edilir (Fruktozla beslenen ratlarda, mRNA diizeylerinin artti1
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kanitlanmigtir.). Aldolaz B genindeki promotor bolgenin, transkripsiyon
baslangicindan 5' yoniinde (200 baz c¢iftlik), ¢ok sayida karaciger spesifik cis-
elementlerini (HNF-1 ve HNF-2) igerdigi bilinmektedir (47).

Insan Ald B, Ald. A ile % 70 oraninda sekans benzerligi gosterir. Alal49 B-
strand tizerinde, substrat baglama bolgesindeki proteinin yiizeyinde yer alir. Ala149,
tim aldolaz B’ler i¢in izozim spesifik amino asittir. Aldolaz A ve C’de bu konumda
Cys aa bulunur. Aldolaz B’deki bu amino asid, a-heliks bolgesinde yerlesik olup
substrat baglama bolgesiyle baglantis1 oldugu distiniilmektedir. Ayn1 zamanda, bu
bolgede olusan cok siddetli mutasyonlar sonucu, Ala—Prol49 ve Ala—Prol74
degisimi ile bu domain’in grift yapisinin bozulmasina ve dolayisiyla proteinin
aktivitesinin kaybina neden oldugu da varsayilmaktadir. Giintimiizde, simf I
aldolazlarin karboksil terminal uglarinin uzaysal konfigiirasyonlari tam anlamiyla
coziilememis olmasina karsin, aldolazin fonksiyonlar1 i¢in 6nemli olan amino
asitlerin bu bolgede korundugu agiktir. Bu nedenle, HFI hastalarindaki 334.
konumdaki Asp—Lys ve Ala—Val 337. degisimleri, enzim aktivitesi acisindan

onemlidir (43).
Kalitsal Fruktoz Intoleransi (HFI);

Insan aldolaz B izozimi, 6zellikle fruktoz metabolizmas: ve glukoneogenezde
fonksiyon gormektedir. Aldolaz B genindeki mutasyonlar, aldolaz B aktivitesinde
azalmaya neden olarak, otozomal resesif bir hastalik olan “Kalitsal fruktoz

intolerans1” na yol agar.

HFI, aldolaz B’nin yer aldigi dokularda, enzimin mutasyon gegirip
aktivitesinin azalmasi ve buna bagl olarak, Fruktoz-1-Fosfat diizeyinin asir1 artisiyla
aciga cikan zararli metabolik etkiler sonucu, 6zellikle karaciger ve bobrekte doku
hasarlarina neden olur. HFI hastalarinda enzim miktarinin degil, enzimin katalitik

aktivitesinin azaldig1 belirtilmektedir.

Karin agrisi, kusma ve hipoglisemi, hastaligin belirgin semptomlari
arasindadir. Zamaninda tani konmayip, fruktozla beslenmeye devam edilen ve tedavi
gormeyen bebeklerde; gelisme geriligi, renal tlibliler disfonksiyonu, karaciger

yetmezligi, koma ve sonunda 6liim goriilmektedir. Ancak, siki bir diyet uygulanan ve
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fruktoz alimi tamamen yasaklanan hastalarin normal yasamlarini siirdiirdiikleri

bilinmektedir.
Yaygin HFI alleli olan A149P°dir (149. pozisyonda alanin-prolin

siibstitlisyonu). AP-aldolazi, diinyadaki HFI allel’lerinin %57’sini olusturur. Yani,
HFTI hastalarinin, bu mutant genin en azindan bir kopyasini tasima sanslar1 % 82’dir.
HFI hastalarinin bazilarinin genotipleri, A149P i¢in homozigot olarak saptanmistir

(47).

Aldolaz C, Aldolaz A izozimine benzer kinetik 6zelliklere sahiptir. Ancak bu
enzimin beyindeki spesifik fizyolojik rolii net olarak bilinmemektedir. Aldolaz C’nin
hekzokinaz-1 ve laktat dehidrogenaz-H gibi diger izozimlerde oldugu gibi, dokuda
metabolik aktivitenin degismez bir parcast oldugu diisiiniilmektedir. Ayn1 zamanda,
bu tiir enzimlerin temel yapisal karakteristiklerinde spesifik bir enzim-enzim
etkilesimi oldugu da diistiniilmektedir. Aldolaz C, A ve B izozimlerinin arasinda bir

katalitik aktivite gosterir.

Aldolaz C’nin, beyinde S-100 proteini ve zebrin II antijenine bagli olarak
bulundugu bilinmektedir (12, 40). Son zamanlarda aldolaz C izozimi, trakeal diiz
kaslarinda inozitol trifosfat baglayict protein olarak da tanmimlanmistir.
Karsilastirmali analizler sonucu, C izoziminin bes spesifik amino asidinden
dordiiniin: Arg-314, Thr-324, Glu-332 ve Gly-350, enzimin karboksil terminal
bolgesinde lokalize olduklar1 belirlenmistir. Diger amino asit olan Leu-57, proteinin
ikinci alfa heliksinin i¢ine dogru uzanmaktadir (12).

Aldolaz A ve C’nin amino asit ve niikleotid dizilerinin karsilastirilmasi ile,
her iki izozimin, B’ye oranla, birbirlerine daha ¢ok benzer olduklar1 gésterilmistir.
Ancak, aldolaz A ve C arasindaki kinetik farkliliklarin nedenleri heniiz kesin olarak
anlagilamamistir. Yapisal minor farkliliklarin, 6rnegin, aldolaz A’nin aktin baglama
0zelliginin ya da aldolaz C’nin S-100 protein baglama &zelliginin, supramolekiiler

iliskide her izozim i¢in esansiyel olabilecegi diistiniilmektedir ( 6, 7, 16-18, 27).
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2.3. Sinuf I1 Aldolazlar

Birgok bakteri, mantar, alg ve diger prokaryotlardaki formudur. Simif II
aldolazlarin evrimsel olarak smif 1 aldolazlara goére daha ilkel oldugu
diistiniilmektedir. Ilk kez 1964'de ortaya atilan bu goriisten farkli bir bilgi heniiz elde
edilmemistir (22). Sinif I aldolazlar sadece 6karyotlarda (alg, protozoalar, bitkiler ve
hayvanlar) bulunurken, sinif II aldolazlar prokaryotik canlilarda (bakteri, mavi-yesil
algler) ve okaryotik maya ve mantarlarda bulunmaktadirlar.

Sinif II aldolazlar siklikla homodimerik yapiya sahiptirler ve aktiviteleri i¢in
iki degerlikli bir katyona gerek duyarlar. Sinif I aldolazlardaki gibi substrat ile schiff

bazi yapmazlar. Stabilite ve aktiviteleri i¢in tiol gruplarmi gerek duymazlar (52).
Aktiviteleri i¢in gerek duyduklar iki degerlikli katyonlar genellikle ZnJr2 ya da Fe+2

dir. Ayrica, C0+2, Ni”” ve Mn~ da aktif bolgede yer alan divalan iyonlardandir. ki
degerlikli katyon, aktif merkezde metallo-protein kompleksini olusturarak,
reaksiyonda substratin karbonil oksijeninin polarizasyonunu saglar (1, 2, 11, 52). Bu
divalan katyon, varolan ketozlarin karbonil baglarinin polarizasyonunu saglayan
“Lewis asidi” olarak fonksiyon yapar. Boylece, enamin formasyonu olusumu
sirasinda proton transferi gibi, birbirine komsu karbon baglarinin yikilimi saglanmis
olur (11). Siuf II aldolazlar arasinda, ¢ok fazla gbze ¢arpmayan kiral bir ayirim sz
konusudur. Aktif bolge etkilesiminde ve substratla baglant1 noktalarinda, tanima ve
substratina baglanma durumlarinda farkliliklar oldugu diistiniilmektedir (11).

Sinuf II aldolazlar, NH," gibi monovalan katyonlarla aktive edilirler. Bunlar,
siif I aldolazlara goére cok daha yliksek bir substrat spesifitesi gosterirler ki bu
nedenle, biotransformasyon kimyasi ¢alismalarinda ¢ok daha fazla tercih
edilmektedirler. Sinif II aldolazlar, antibakteriyel ve antifungal ila¢ etkilesimlerde
onemli hedefler olduklar i¢in, ilag gelisimi ¢alismalarinda biiyiik 6neme sahiptirler.
Ciinki, bu sinif aldolazlar oldukg¢a genis oranda prokaryotlar, maya ve daha alt sinif
Okaryotlar smifina dahildirler. Antibakteriyel ve antifungal ilaglar i¢in potansiyel
hedefler olarak da kullanilmaya baslandigindan bu yana, aralarindaki énemsiz gibi
goriinen farkliliklarin, aslinda yap1 degisikliklerini ve dolayisiyla aktiviteyi ne yonde

etkiledigi de aydinlatilmaya baslamistir (11).
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Sekil 2.3.1: E. Coli’den elde edilen Simif II Aldolaz’in kristal yapis1 (Dr. W. N.

Hunter Universitesi, Dundee).

2.4. Fruktoz 1,6 Bis-Fosfat Aldolaz'in Klinik Onemi

Ozellikle kas hastaliklarinda, kanda Aldolaz diizeyleri artar. Miiskiiler
distrofide oldugu gibi, herhangi bir kas hastaliginda ya da kas zedelenmelerinde,
hiicreler zorlanarak bozulur ve hiicre igerigi kan dolasimina katilir. Kanda aldolaz
miktarin1 6lgmek, kas hasarinin miktarini gosterir. Kas hasari, daha da kotiiye
giderse, aldolaz diizeyleri diiser ve en sonunda normalin altina iner. Ancak, kas
zay1fligi, norolojik bir rahatsizliktan kaynaklaniyorsa, aldolaz diizeyleri normal kalir.

Aldolaz aym1 zamanda karaciger ve kalp kasinda da bulundugundan, bu
organlardaki herhangi bir hasar sonucunda da, kanda aldolaz diizeyleri artar.

Incinme, gangren ve ve herhangi bir enfeksiyonda aldolaz diizeyleri artar.
Viral hepatit ve miyokard enfarktiisiinde serum aldolaz diizeyi artar. Tikanma
sarilig1, kronik hepatit, miiskiiler distrofi, yanik hasari ve akut pankreatitde ise artma
daha az diizeydedir. Aldolaz izozimlerinde dogal mutasyonlarin olugmasinin, insanda
“Hemolitik anemi formlarina” ve “Kalitsal fruktoz intoleransina” neden oldugu

bilinmektedir (23-26).
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2.5. Hamilelik ve Diyabet

Diyabetik komplikasyonlarda plasental fonksiyonlarda, ozellikle glukozun
aliminda, transferinde, kullaniminda, ayn1 zamanda glikolizde, glikolitik enzimlerin
duizeyleri ve aktivitelerinde farkliliklar vardir. Plasenta, maternal diyabetik kosullara

karsi fetiisiin korunmasinda 6nemli rol oynamaktadir.

Fetiis kan glukoz diizeyi, anne kan glukoz diizeyi ile iligkilidir. Diyabetli anne
cocuklarinda goriilen bir ¢ok bozukluklar, anneden bazi substratlarin plasenta
yoluyla ¢cocuga gecisiyle aciklanabilmektedir. Maternal diyabetik durumun yarattigi
patolojik metabolik ortam, fetiisii 5nemli 6lgiide etkiler. Bu durum fetiis pankreasinin

3 — hiicrelerinin uyarilmasina ve fazla insiilin salgilanmasina yol agar (24, 28, 29).

2.6. Gestasyonel Diyabet

Gestasyonel Diyabet (Gestational Diabetes Mellitus, GDM), hamilelik
boyunca ortaya ¢ikan karbohidrat intoleransi olarak tanimlanmaktadir (28, 38).
GDM, farkli bir hiperglisemidir. Hiperglisemi genellikle, insiilin eksikligi ve buna
bagli olarak, dokularin normal glukoz diizeylerinin saglanmasinda yetersizlikle
sonuglanir (38).

GDM’un hamilelerde goriilme sikligi yaklasik % 3-5°tir. Obezite, 6nceki
hamileliklerdeki fetal 6liim, 40 yas ve istii hamilelikler, ailesel diyabet hikayesi,
makrozomi, konjenital malformasyon ve asir1 kilo alimi GDM igin risk faktorleridir

(28-31).

Annenin glukoz diizeylerindeki artig, fetus acisindan biiylik 6nem tagir.
Yiizyildan fazla bir siiredir, diyabetin gerek fetiisde ve gerekse annede ¢ok sayida
ciddi hasarlara yol a¢tig1 bilinmektedir. Maternal glisemik esigin asilmasi ve glukoz
duzeylerinin kontrol dis1 kalmasi, fetal morbidite ve mortalite risklerini oldukca
arttirmaktadir (38). Fetus, plasenta yoluyla anneden aldig1 glukoz, amino asit ve yag

asitleri ile beslenir. Annenin kaninda yiikselen glukoz miktari, direkt olarak fetusa
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yansir ve fetusta glukoz fazlaligi olusur. Bebek bu duruma yaptig1 insiilini artirarak
cevap verir. Insiilin bebekte biiylimeyi uyaran bir hormondur. Fetal insiilinin
gebeligin 24. ile 28. haftalarindan itibaren artisi, bebegin biiytimesini hizlandirir ve
dogum agirligr 4.000 g'in iizerine ¢ikar. Makrozomi olarak adlandirilan bu tablo
bebek agisindan pek cok risk tasir (28, 29). GDM’li annelerin fetiisleri i¢in oldukca
yiiksek perinatal morbidite ve mortalite riski vardir. GDM’li annelerin fetiislerinde

perinatal komplikasyonlar gelisir (39).

Hem progestasyonel hem de gestasyonel diyabette fetal 6liim, prematiire
dogum, dogum travmalari, “neonatal respiratory distress sendromu”, hipoglisemi,
hiperbilirubinemi, hipokalsemi, hipomagnezemi ve kardiyomiyopati ile birlikte

gozlemlenen neonatal patolojilere siklikla rastlanmaktadir (30, 31).

Yapilan son calismalarda; gestasyonel diyabetlilerde (GDM) maternal
ortamdan D-glukozun alimi, fetal dolasima transferi, plasentada D-glukozun
kullanimi ve laktatin iiretiminin azaldigi, kontrollerle karsilastirilarak kanitlanmistir.
GDM plasentasindaki glukoz metabolizmasinin da kontrol plasentalarla
karsilastirildiginda yavasladigi belirtilmektedir. GDM’da laktatin maternal ve fetal
dolagima birakilmasi da azalmaktadir (30, 31).

Diyabetik hamilelerde utero-plasental kan akiminin % 35-45 oraninda
azaldig1 kaydedilmistir. Bu durumun azalmis ya da kaybedilmis intravilloz ylizeye

bagli olarak ortaya ¢iktig1 kanitlanmistir (29-31).

Tiim bu verilere karsin, diyabetin plasental fonksiyon tizerindeki etkileri tam

ve yeterince agiklanmig degildir..

Hiperinsiilinemi ve substrat (glukoz) fazlaligi sonucu, ayrica fetiis
hiicrelerinde insiiline afinitesi olan reseptor sayisinin da erigkine oranla fazla olmasi
sonucu fetiisde glikojen, yag ve protein yapimi belirgin olarak artar. Fetal
hiperinsiilinizm ve annedeki diyabetin fetuse yansimasi ile diyabetik annenin
cocugunda; hipoglisemi, hipokalsemi, hiyalin membran hastaligi, hiperbilirubinemi,
prematiirelik, renal ven trombozu, konjenital anomaliler, kardiyomiyopati gibi

O6nemli patolojik durumlar gelisebilmektedir (29-31).



20

2.7. Plasenta

Plasentanin fiziksel yapisi, anne ve yeni dogan i¢in 6nemli ipuglar1 verebilir.
Normal bir plasenta yaklasik 22 ¢cm boyunda ve 2x2.5 cm kalinliginda ve 500 g.
agirligindadir. Ancak bu rakamlar son derece degisken olup, annenin ve bebegin ¢ok
saglikli kosullarda oldugunda gecerli sayilabilir. Plasentanin maternal yiizeyi, koyu
kirmizi-kestane renginde ve loblu; fetal yiizeyi, parlak, piirlizsiz ve gri renkte

olmalidir. 4 cm’den kalin plasentalar, maternal diyabet olasiligini akla getirir.

Plasenta bebek ile anne arasindaki besin ve oksijen transferini saglayan
gebeligin devami agisindan hayati bir organdir. Anne ile fetiis arasinda besin ve hava
transferini saglar. Hamilelik i¢in yasamsal olan hormonlar1 iiretmek suretiyle,
metabolik endokrin iglevler de goriir. Fetiistin gelisimi i¢in oldugu kadar, hamilelik
stiresince anneye de gereken steroid ve protein hormonlarin tiretiminde énemli rol
oynar. Bunlar; Progesteron, Ostrojen, plasental laktojen, biiylime hormonu (hGHV),
koryonik gonadotropin, hipotalamik fakt6rlere benzer plasental peptidlerdir. Bu
hormonlar, folikiiler gelisimi ve ovulasyonu baskilarlar. Ayni zamanda, anne
bedenine yabanci olan fetiise cevap olarak uterusun kasilarak fetiisii atmasini da
engeller. Bununla birlikte, annede yag ve protein mobilizasyonunu artirarak, meme

bezlerinde siit olusumuna hazirlik saglarlar.

Bunlarla birlikte plasenta;

Maternal ve fetal dongiilerin ayrimini korur, fetiisii besler, fetal artiklari
uzaklastirir. Do6llenmis ovumun korunmasini ve gelisimini saglar (29-31, 33).
Embriyoya kars1 anne viicudunun olusturabilecegi immiinolojik yanita karsi, anneyle

embriyo arasinda bariyer gorevi gortir.

Plasental hiicrelerde Glikolitik yol, Pentoz fosfat yolu, Kreps dongiisii ve

elektron tastyici sistemler aktif olarak ¢aligmaktadir.
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Plasenta dokusunun metabolik hizi erigkin karaciger ve bdbrektekine

esdegerdir (29-31, 33).
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3. GEREC VE YONTEMLER
3.1. Gerecler
3.1.1. Doku Ornekleri ve Kimyasallar Bilesikler

Plasenta dokusu, dogumun hemen ardindan Hacettepe Universitesi Tip
Fakiiltesi Kadin Dogum Klinigi'nden saglandi. Dokular hem saglikli ve hem de

gestasyonel diyabetli annelerden alindu.

Tavsan kasi aldolazi ve D-fructose 1,6 BP, Sigma, ABD’den, Amonyum
stilfat (NH4)2S0O4), sodyum hidroksit (NaOH), n-butanol (CH3(CH;);OH), asetik asit
(CH3COOH), Merck, Almanya’dan; sigir serum albumini, mutlak etanol (C,HsOH),
hidroklorik asit (HCI), British Drug Houses Ltd., Ingiltere’den; “Coomassie Brilliant
Blue” G-250 Serva Almanya’dan, Trietanolamin (TEA), Hidrazin siilfat ,
Trikloroasetik asit (TCA), Dinitrofenilhidrazin (DNPH), Fruktoz 1,6 bisfosfat
(FBP,), Sefadeks G-25, Pharmacia'dan saglandi.

3.1.2. Aletler

Santrifiigasyon igin, Sorwal RC-5B marka sogutmali ultrasantrifiijii;
homojenizasyon igin teflon baslikli homojenizatér; pH 6l¢timlerinde Orion 420
(ABD) pH metre cihazi; manyetik karistirict olarak IKAMAG; saflastirmada Isco
peristaltik pompast ile Isco fraksiyon kollektorii; enzim aktivite, protein tayinleri ve
Ajgo taramalari i¢in, Shimadzu UV-1601 UV-Visible marka spektrofotometre;
inkiibasyon ortami i¢in Niive BM 402 marka sicak su banyosu; elektroforetik
incelemelerde Mini protean II Biorad sistemi (ABD) elektroforez cihazi;
gortintiilemede Fujifilm Fine-Pix S602 Zoom dijital kamerasi; tartimda Mettler

hassas terazisi kullanildi.

3.2. Yontemler

3.2.1. Doku ekstraktinin hazirlanmasi

Taze plasenta, buz i¢inde laboratuvara getirilerek 50 mM Tris-HCl, 5 mM
EDTA, 4mM B-merkaptoetanol tamponunda (pH 7.5) +4 °C’de sogutuldu.

Plasentalar, tampon ve serum fizyolojik ile yikanarak amniyotik zar ve bag
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dokusundan tamamen temizlendi.

Plasenta iyice temizlendikten sonra, kaba doku tartildi. Ayni tamponla, 6nce
mikserle pargalandi; sonra teflon baslikli homojenizatérle (3 v/w) homojenize edildi.
Homojenatin miktar1 lciiliip, 14.000xg’de 1 saat, +4 °C’de santrifiij edildi.

Berrak siipernatanin miktar1 6l¢iildii; protein (36) ve aktivite tayini (35) yapildi.

3.2.2. Amonyum siilfat ¢coktiirmesi

3.2.2.1. % 45 Amonyum siilfat coktiirmesi

Berrak stipernatanin her 100 ml’si i¢in 26.2 g amonyum siilfat eklendi. 1 saat
+4 °C’de bekletildi. 14.000xg’de 1 saat +4 °C’de santrifiij edildi. Santrifiij sonrasi
olusan ¢okelti atildi. Stipernatanin miktar1 6l¢tildii; protein (36) ve aktivite (35) tayini

yapilarak ikinci amonyum siilfat ¢oktiirmesine gegildi.
3.2.2.2. % 65 Amonyum siilfat ¢oktiirmesi

% 45 amonyum siilfat ¢oktiirmesinden elde edilen berrak siipernatanin her
100 ml’si i¢in 12.5 g amonyum siilfat eklenmek suretiyle, % 65 doygunluk saglandi.
Karigtmin pH’s1t 6 N amonyum hidroksit (NH,OH) ile 7,5°a ayarlanip 2 saat +4

C’de bekletildi. 2 saat sonunda 14.000xg’de 1 saat santrifiijden sonra elde edilen
cokelti toplanip, siipernatan kismi atildi. Kalan ¢okelti, 10 mM Tris-HCI, 1 mM
EDTA pH 7.5 tamponunda ¢o6ziildii. Cokeltinin protein ve aktivite tayini yapildi. (Bu

durumda protein konsantrasyonu yaklasik 40 mg/ml’dir).
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3.2.3. Kromatografik Yontemler
3.2.3.1. Sefadeks G-25 jel filtrasyonu

Sefadeks G-25 den 20 g tartilip, 10 ml tamponda (10 mM’lik Tris) sisirildi ve
kolona uygulanip dengelendi. Uygulanan &rneklerden, 2'ser ml’lik fraksiyonlar

topland1. Protein taramalar1 280 nm absorbans degisimi ile yapildi.

3.2.3.2. Fosfoseliiloz Afinite Kromatografisi

Sefadeks G-25 kolonundan amonyum siilfati uzaklastirilmis olarak alinan
fraksiyonun 6nceden 280 nm okumalar1 yapilmis olanlarinin tamami protein (36) ve
enzim aktivite (35) olgtimleri yapildiktan sonra 2.5x50 cm’lik fosfoseliiloz kolona
uygulandi. Kolon 50 mM Tris-HCI, 5 mM EDTA pH 7.5 tamponuyla dengelendi.

Fosfoseliiloz kolonun yatak hacmi, 245 ml olarak hesaplandi.
3.2.4. Protein Tayini

Fruktoz 1,6-bisfosfat aldolaz saflastirilmasi sirasinda protein taramasi, 280
nm'deki absorbans degisimlerinin takibi ile yapildi. Orneklerdeki protein miktar
tayini i¢cin Lowry yontemi (36) kullanildi. Bu yontem, Folin fenol reaktifinin (Fosfo
molibdik-fosfotungistik asit reaktifi) alkali kosullar altinda, sar1 olan renginin
proteine baglanmasi ile mavi renge doniismesi esasina dayanir. Protein miktarlari, 37
%C'de 15 dakika inkiibasyon sonrasinda 750 nm’deki absorbanslarin okunup protein
standard1 degerine oranlanmasi ile hesaplandi. Standart olarak sigir serum albumini

(BSA) kullanildi.
3.2.5. Enzim Aktivitesi Calismalar
3.2.5.1. Enzimatik Aktivite Tayini

Aldolaz aktivitesinin kantitatif 6l¢limii, fruktoz 1,6-bisfosfatin enzim
tarafindan yikiliminin kolorimetrik olarak takibi ile yapildi. Aldolaz aktivitesinin bir
tinitesi; 37 °C’de ve optimum deney kosullarinda, her bir mikromol substratin
dakikadaki yikilimini saglayan enzim miktar1 olarak belirlendi. Spesifik aktivite;

proteinin her miligraminin tinite sayisi karsilig1 olarak saptandi (35). Yontemin temel
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prensibi, olusan {irliniin bazik ortamda DNPH ile hidrazon (sar1 renkli) olusturmasi
esasina dayanir. FBP’den, DHAP ve GA3P olusur olusmaz, hidrazin tarafindan

tutulur. Daha sonra, dinitrofenilhidrazinle kromojen kompleksler olustururlar.

0.05 M TEA-EDTA tamponu, trietanolaminden 6.85 ml alinip, EDTA’dan
90.44 mg/l eklenerek karistirildi. Tamponun pH’si, 0.1 N HCI ile 7.4'e ayarlandi.
0.056 M hidrazin siilfat, %10’luk TCA (trikloroasetik asit), 0.75 N NaOH hazirlandu.
DNPH (dinitrofenil hidrazin) %0.1 lik: 250 mg DNPH 2 N HCl'de ¢6ziildiikten sonra
stiziildli. Elde edilen siizlintiintin hacmi 2 N HCI ile 250 ml'ye tamamlandi. 50 mM
substrat (FBP,, fruktoz 1,6-bisfosfat) hazirlandi. Tim reaktifler 0.05 M TEA-EDTA
pH 7.4 tamponunda taze olarak hazirlandi. Aktivite 6l¢limii i¢in polistren tiipler
kullanildi. Her bir enzim 6rnegi i¢in, 6rnek ve kor olmak tizere iki 6lgtim yapildi. Her
bir 6rnek en az iki kez olmak iizere c¢oklu calisildi. Bu sonuglarin ortalamalari

alinarak hesaplamalar1 yapildi.

Aktivite 6l¢timii i¢in 6rnek ve kor tiiplerine sirasiyla 0.7°ser ml TEA-EDTA
tamponu pipetlendi. Daha sonra 0.1 ml hidrazin siilfat ve 0.1 ml enzim pipetlenip alt
iist edilerek 37 °C’ de 5 dakika inkiibe edildi. 5 dakika sonunda, sicak su
banyosundan tiipler ¢ikarilmadan, yalnizca 6rnek tiiptine 0.1 ml substrat (FBP, 50
mM) pipetlenip karistirilarak, 30 dakika 37 °C* de inkiibasyona devam edildi. Bu
asamada, kor tlipline substrat eklenmedi. Yarim saatlik inkiibasyon sonunda, tiipler
su banyosundan ¢ikarilarak kor tiiptine 0,1 ml substrat eklendi. Hemen ardindan, hem
ornek hem de kor tiiplerine 1'er ml TCA (% 10) eklenip karistirildi. Tiipler 10
dakika 2000 rpm'de santrifiij edildikten sonra, tistteki berrak kisimdan dikkatlice 0.5
ml alindi. Alinan Ornekler, yeni 6rnek ve kor tiiplerine pipetlenerek, 0.75 N
NaOH’den 0.5 ml eklendikten sonra, 10 dakika oda sicakliginda inkiibe edildi. Bu
siire sonunda % 0.1°lik DNPH'den 0.5'er ml her iki tiipe pipetlenerek 37 “C’de 10
dakika daha inkiibasyona birakildi. Inkiibasyonun hemen ardindan tiiplere 3.5 ml
NaOH pipetlenerek, 5 dakika sonunda 540 nm'de spektrofotometrik okumalari
yapildi. Renk stabilitesi agisindan tiiplerin tamaminin, 15 dakika i¢inde okunmasina

dikkat edildi.
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3.2.5.2. Enzim Aktivite Ol¢iim Yonteminin Optimizasyonu

3.2.5.2a. pH optimizasyonu

pH degerleri 5.0, 5.5, 6.0, 6.5, 7.0, 7.25, 7.4, 8.0 ve 8.5 olacak sekilde 0.05 M
derisiminde TEA-EDTA tamponu hazirlandi. Farkli pH degerlerindeki bu
tamponlarla hem saglikli hem de diyabetik insan plasenta dokusundan saflagtirilan

FBP; aldolaz aktiviteleri 6l¢tildii.

3.2.5.2b. Optimum sicakhigin saptanmasi

10, 15, 20, 25, 30, 37, 45, 50 ve 60 %C'de aktivite tayini yapildi. Farkli
sicakliklarda her iki dokudan saflastirilan FBP, aldolaz aktiviteleri ol¢tildu, degerleri
grafiklendi.

3.2.5.2¢. Zaman optimizasyonu

Enzim aktivite 6l¢iim yonteminde uygulanan, 37 °C lik inkiibasyon 0, 5, 10,
15, 20, 25, 30, 35, 45, 50 ve 60. dakikalarda yapildi. 37 °C lik inkiibasyonda hem
saglikli insan plasental aldolazi, hem de gestasyonel diyabetli insan plasental aldolaz1
icin maksimum absorbans ve maksimum aktivitenin saglandigi stire bulundu.

Zaman optimizasyonunun ikinci asamasi olarak, enzimatik 6l¢lim yonteminin
son agamasi olan hidrazon olusumunu takip eden bekleme siiresinin optimizasyonu
yapildi. Bunun i¢in, 0, 5, 10, 30, ve 60 dakika sonra okumalar yapildi. Her iki saf
enzim Orneginden elde edilen degerler grafiklenerek, hidrazon olusumundan sonraki

optimum okuma stiresi saptandi.

3.2.5.3. Kinetik Calismalar

Substrat, (FBP,, fruktoz 1,6-bisfosfat) 1 M 340.1 g’dan 50 mM’lik
hazirlandi. Tiim reaktifler 0.05 M TEA-EDTA pH 7.4, tamponunda ve taze olarak
kullanildi.

Aktivite 6l¢limii i¢in polistren tiipler kullanildi. Her bir enzim &rnegi igin,
ornek ve kor olmak tizere iki 6l¢tim yapildi. Her bir 6rnek en az iki kez olmak tizere

coklu ¢alisildi. Ortalamalar1 alinarak hesaplamalar1 yapildi.
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[Ik hizlarin 6l¢iilmesinde, 0.05 M TEA-EDTA tamponu (pH: 7.4) iginde
hazirlanmig 0,1-50 mM arasindaki FBP ve 27 pg/ml saglikli ve diyabetik insan
plasental Aldolazi, aktivite karistmi olarak kullanildi. Olgiilen ilk hizlarin, farkli
substrat derisimlerine kars1 grafiklemesi yapilarak, enzimatik tepkime hizi/substrat

derisimini ifade eden Michaelis-Menten grafikleri ¢izildi.

Calismada, her iki dokudan saflastirilan FBPA’nin substrat ve inhibitor
kinetigi calismalar1 yapildi. Farkli substrat konsantrasyonlarinda enzimin substrat
kinetigi calismalar1 yapildi. DHAP, ATP ve Mg™ un, saglikli ve gestasyonel
diyabetik insan plasental aldolazi {izerine inhibisyon etkisi incelendi. Inhibitérler,

aktivite ortamina uygun miktarlarda katildu.

3.2.6. SDS-PAGE Elektroforezi

Elde edilen saf enzim ornekleri, molekiil agirliginin saptanmasi ve saflik
kontrolti i¢in SDS-PAGE elektroforeze uygulandi. Elektroforetik islemler igin,
Laemmli'den modifiye edilen yontem esas alindi (34). Elektroforetik ayirim,
miniprotean II-Biorad sistemi kullanilarak, oda sicakliginda yapildi.

SDS-Poliakrilamid jel elektroforezinde, % 7,5’luk separator ve % 4,5’lik
“staking jel” hazirland1. “Staking” jel hazirlama tamponu olarak 1,5 M Tris-HCI, pH
6.8; Separator jel i¢in de 1,5 M Tris-HCI tamponu, pH 8,8 kullanildi. Normal ve
diyabetli plasentadan saflastirilan enzim 6rnekleri ve standart karigimlarindan 5 pL
alindi; kuyucuklara uygulanmadan 6nce 2 pl. sodyum dodesil siilfat (SDS, %2,5) ve
2 pL 2 merkapto etanol (B-ME, % 5) ile 5 dakika kaynatildi. Sogutulduktan sonra her
birine 5 pL. bromfenol blue (BFB) ve 10 pL gliserol eklemek suretiyle kuyucuklara
uygulanacak ornekler hazirlanmig oldu.

Bu haliyle kuyucuklara 100 pg 6rnek uygulanmis oldu. Uygulama, 50 dakika
100 Volt’ta ve oda sicakliginda gerceklestirildi. Uygulama stiresi ve akim denemek
suretiyle optimize edildi. Yiiriitme sonunda, jeller Coomassie Brillant Blue-R250
boyasiyla (CBB, % 0,1) yaklasik 16 saat boyandi. Boya ¢ikarma islemi (destaining),
% 25 metanol ve % 10'luk asetik asit karisimiyla yapildi. Jeller % 10'luk asetik asitte

saklandi.
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Elde edilen saf enzim o6rnekleri, molekiil agirh@inin saptanmasi ve saflik
kontrolii icin SDS-PAGE elektroforeze uygulandi. Ilk jelde marker olarak, SDS-6H
(karbonik anhidraz (29.000), yumurta albumini (45.000), BSA (66.000), fosforilaz B
(97.000) kullanildi. Bu karisim, SDS-PAGE'de tek kuyucuga uygulanarak marker
olarak kullanildi.Yapilan ikinci SDS-PAGE’de tavsan kas aldolaziyla (40 kDa,
kuyucuk:2 ve 5), karbonik anhidraz (kuyucuk:1 ve 8) marker olarak kullanildi.

3.2.7. Istatistiksel Degerlendirmeler
Substrat affinite sabitleri, Michaelis-Menten grafiklerinin analizi, Systat
(Version 11, 2005) nonlineer regresyon analizi programi kullanilarak yapildi ve

kinetik parametreler saptandi.
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4. BULGULAR

4.1. Aldolaz Enziminin Saflastirilmasi

Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi Kadin Dogum Klinigi'nden saglanan
taze insan plasenta dokusu, homojenizasyon ve amonyum siilfat ¢oktiirmesi
yontemleri ile muamele edildi. Amonyum siilfatlama aralig1, %20 ile %75 arasinda
calisildi. Buna gore amonyum siilfat ¢oktiirmesi i¢in en uygun araligin %45-65 arasi
oldugu bulundu (Sekil 4.1). Kolon kromatografisine uygulanacak 6rnegin protein

konsantrasyonu 40 mg/ml olarak hesapland.

—@— Supernatan Sp Akt.

—A—PPT Sp. Akt.

Spesifik Aktivite
(=2
=]

=
=]

[}
=]

—J

20 30 40 50 60 70 80
% NH,SO,

Sekil 4.1: Amonyum Siilfat Kesitlemesi; supernatan ve ¢okeltide spesifik aktivite

dagilima.
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4.1.1. Sefadeks G-25 Kolon Kromatografisi

%45-% 65°lik amonyum siilfat araligindan elde edilen ¢okelti, G-25 Sefadeks
kolonuna uygulandi (sekil 4.1.1a, 4.1.1b). 20 g G-25 Sefadeks, 10 ml 10 mM Tris-
HCI, 1 mM EDTA pH 7,5 tamponunda sisirildi ve kolona uygulanip dengelendi. Bu
kolondan elde edilen oOrneklerden protein ve aktivite tayini yapilarak, yiiksek

aktiviteye sahip fraksiyonlar toplandi. Boylece 6rneklerden tuz uzaklastirilmis oldu.

—A— A-280
—0— A-540
0,12
T 0,1
T 0,08
< T 0,06 &
T 0,04
T 0,02
T T - 0
0 20 40 60 80 100
Hacim (ml)

Sekil 4.1.1.a: Saglikli Plasental Aldolazin Sefadeks-G25 Kolondan Eliisyon Grafigi
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0.4 7 10,05
0,2
0 7 T T 0
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Sekil 4.1.1b: GDM’li Plasental Aldolazin Sefadeks-G25 Kolondan Eliisyon Grafigi

4.1.2. Fosfoseliiloz Afinite Kromatografisi

Sefadeks G-25 kolonundan amonyum siilfati uzaklastirilmis (yani tuzdan
arindirilmis) olan fraksiyonun protein (36) ve enzim aktivite (35) ol¢timleri
yapildiktan sonra, 2.5x50 cm’lik fosfoseliiloz kolona uygulandi. Kolon 50 mM Tris-
HCI, 5 mM EDTA pH 7.5 tamponuyla dengelendi.

50 mM Tris-HCI, 5 mM EDTA pH 7.5 tamponuyla, goriiniir olan dar
kirmizi band kolondan ¢ikincaya ve 280 nm’de optik dansite 0.100°tin altina
dusiinceye dek yikandi. Aldolazin substratiyla eliisyonunu saglamak i¢in kolon, 50
mM Tris-HCI, 5 mM EDTA (pH 7.5) tamponunda hazirlanan 2,5 mM Fruktoz 1,6-
bisfosfat ile yikanarak saf enzim kolondan eliie edildi.

Penhoet’in yontemi (37) modifiye edilerek gelistirilen metodla enzim, saglikli
insan plasentasindan 40.5 kez (Tablo 4.1.1), diyabetik insan dokusundan 63 kez
saflastirildi (Tablo 4.1.2).



Tablo 4.1.1: Fruktoz 1,6 Bisfosfat Aldolazin Saghikl Insan Plasentasindan Saflastirilmasi

BASAMAKLAR

14000xg supernatant

TOTAL
HACIM
(ml)

PROTEIN
(mg/ml)

TOTAL
PROTEIN

(mg)

SPESIFiK
AKTIVITE

(mU/mg protein)

TOTAL
AKTIVITE

)

SAFLASTIRMA
ORANI

3110 16.77 52154 20.54 1071.74 1
45 % Amonyum
Stilfat Fraks. 3382 9.98 33752 78.35 2644.72 3.8
65 % Amonyum
Sulfat Fraks. 98.3 51.13 5026 78.24 393.24 3.8
Sephadeks G-25
185 27.02 5000 83.96 419.45 4.0
Kolonu
Fosfoseliiloz 40.5
6 6.4 38.4 831.90 321.41
Kolonu
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Tablo 4.1.2: Fruktoz 1,6 Bisfosfat Aldolazin Diyabetik Insan Plasentasindan Saflastirilmasi

] TOTAL SPESIFIiK TOTAL
TOTAL PROTEIN PROTEIN AKTIVITE AKTIVITE SAFLASTIRMA
BASAMAKLAR || HACIM (mg/ml) _ ORANI
(mg) (mU/mg protein) (U)
(ml)
14000xg
1520 14.24 21644 9.38 209.7
supernatant 1
% 45 Amonyum
1670 11.76 19639 22.72 446.20
Sulfat Fraks. 2.40
% 65 Amonyum
3518.59 70.16 246.86
Sulfat Fraks. 92.4 38.08 7.47
Sephadeks G-25
3284.4 36.304 119.24
Kolonu 105 31.28 3.87
Fosfoseliloz 11.424 590.94 67.50
Kolonu 6 1.904 . : : 63
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Sekil 4.1.2b: GDM’li Plasental Aldolazin Fosfoseliiloz Kolondan Eliisyon Grafigi
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Sekil 4.1.2a: Saghklh Plasental Aldolazin Fosfoseliiloz Kolondan Eliisyon Grafigi
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Normal insan plasentasinda spesifik enzim aktivitesi 831.90 mU/mg protein
olarak bulundu; diyabetli insan plasentasindan saflastirilan enzimin spesifik
aktivitesi 590.94 mU/mg protein olarak saptandi.

Saglikli insan plasental aldolazinin fosfoselliiloz kolondan eliisyon grafigi
Sekil 4.1.1'de, diyabetli plasentaya ait eliisyon grafigi ise Sekil 4.1.2.'de
gosterilmistir.

Eliisyon grafiginde goriilen birbirini takip eden bu iki zirvede enzim aktivitesi
gozlendi. Saglikli plasental aldolazin eltisyon grafiginde goriilen ilk zirveden
toplanan eltiatin spesifik aktivitesi 820 mU/mg protein, GDM’li plasental aldolazin
eliisyon grafiginde goriilen ikinci zirveden toplanan eliiatin spesifik aktivitesi ise
499 mU/mg protein olarak bulundu. Grafiklerde de goriilen iki zirveden elde edilen

eluatlarla daha sonraki ¢calisma asamalarina gegildi.



37

4.2. Elektroforetik incelemeler
4.2.1. SDS-PAGE Elektroforezi

Elde edilen saf enzim ornekleri, molekiil agirlhiginin saptanmasi ve saflik
kontrolii i¢in SDS-PAGE’ye uygulandi (34). Marker olarak, SDS-6H (karbonik
anhidraz (29.000), yumurta albumini (45.000), BSA (66.000), fosforilaz B (97.000)
kullanildi. Bu karisim, SDS-PAGE'de tek kuyucuga uygulanarak marker olarak
kullamldi. Ilk jelde saf enzimin molekiil agirhginin 45 ila 97 kDa arasinda oldugu
sonucuna varildi (4.2.1a). Yapilan ikinci SDS-PAGE’de tavsan kas aldolaziyla (40
kDa, kuyucuk:2 ve 5), karbonik anhidraz (kuyucuk:1 ve 8) marker olarak kullanildi.

Sekil 4.2.1a: Saglikli ve gestasyonel diyabetik insan plasental aldolazinin
SDS-Poliakrilamid jel elektroforezi. (1, 4, 8: markerlar; 2 ve 6: saglikli insan

plasental aldolazi; 3 ve 7: gestasyonel diyabetli insan plasental aldolazi).

Yapilan ikinci SDS-PAGE'de 1-4. kuyucuklara 10’ar ul 6rnek uygulanirken,
5-8. kuyucuklara 20’ser pl uygulandi.
Elektroforetik uygulamalar sonucunda, insan plasental aldolazinin molekiil

agirliginin, tavsan kas aldolazi ile benzer oldugu gozlemlendi (Sekil 4.2.1b).
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Logaritmik olarak markerlarin molekiil agirliklariyla karsilastirildiginda insan
plasental aldolazinin molekiil agirliginin yaklasik 160 kDa oldugu saptandi (Sekil
4.2.1c).

Sekil 4.2.1b: Saglikli ve gestasyonel diyabetik insan plasental aldolazinin SDS-
Poliakrilamid jel elektroforezi (1 ve 8 karbonik anhidraz, 2 ve 5 tavsan kasi
aldolazi, 3 ve 6 saglikli plasental aldolaz, 4 ve 7 gestasyonel diyabetli insan plasental

aldolazi).
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Sekil 4.2.1¢: Saglikli ve GDM’li Plasental Aldolazin Molekiil Agirliklarinin

Dagilim1

4.3. Enzim Aktivitesi Calismalar:

4.3.1. Enzim Aktivite Ol¢iim Yénteminin Optimizasyonu

4.3.1.1. pH optimizasyonu

pH degerleri 5.0-8.5 arasinda degisen TEA-EDTA tamponlar1 ile aktivite

tayini yapildi.

Saglikli insan plasental aldolazinin optimum pH grafigi sekil 4.3.1.1a’da

gosterilmistir. Farkli pH'larda o6lctilen aktivite degerlerinin grafiklenmesi ile

optimum pH grafigi cizildi. Bu grafige gore, saglikli insan plasental aldolazinin

optimum pH's1 7.4 olarak saptandi.
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Sekil 4.3.1.1a: Saglikli Insan Plasental Aldolazinin Optimum pH Grafigi.

Gestasyonel diyabetli insan plasentasindan saflastirilan aldolazin optimum pH
grafigi, Sekil 4.3.1.1b’de gosterilmistir. Saglikli insan plasental aldolazinda oldugu

gibi, enzim i¢in optimum pH'nin 7.4 oldugu bulunmustur.
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Sekil 4.3.1.1b: Gestasyonel diyabetli insan Plasental aldolazinin optimum pH grafigi

4.3.1.2. Optimum sicakli@in saptanmasi

10, 15, 20, 25, 30, 37, 45, 50 ve 60 °C'de aktivite tayini yapildi. Her bir
sicaklik degerine karsilik oOlgiilen aktivite degerleri grafiklenerek, saglikli insan

plasental aldolazinin optimum sicaklig1 37 °C olarak saptand1 (Sekil 4.3.1.2a).
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Sekil 4.3.1.2.a: Saglikli insan plasental aldolazinin optimum sicaklik grafigi

Gestasyonel diyabetli insan plasentasindan saflastirilan aldolazin optimum
sicakliginin saptanmasi i¢in 10, 15, 20, 25, 30, 37, 45, 50 ve 60 C'de aktivite tayini

yapildi. Ayni sekilde, enzim i¢in optimum sicakligi 37 °C oldugu gosterildi (Sekil
4.3.1.2b).
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Sekil 4.3.1.2.b: Gestasyonel diyabetli insan plasental aldolazinin optimum sicaklik
grafigi.

4.3.1.3. Zaman optimizasyonu

4.3.1.3a. Inkiibasyon zamanmn optimizasyonu

37 °C lik inkiibasyonda hem saglikli insan plasental aldolaz1 (Sekil 4.3.1.3a),
hem de gestasyonel diyabetli insan plasental aldolaz1 (Sekil 4.3.1.3.b) i¢in
maksimum absorbans ve maksimum aktivitenin saglandig1 siire 30 dakika olarak

saptandi. Boylece inkiibasyon icin gereken optimum siire, 30 dakika olarak
belirlendi.
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Sekil 4.3.1.3.a: Saglikli insan plasental aldolazinin enzimatik 6lglim yonteminin

inkiibasyon zamani optimizasyonu.
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Sekil 4.3.1.3.b: Gestasyonel diyabetik insan plasental aldolazinin enzimatik 6lgiim

yonteminin inkiibasyon zamani optimizasyonu.
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4.3.1.3b. Bekleme siiresinin optimizasyonu

Enzimatik 6l¢lim yonteminin son asamasi olan hidrazon olusumunu takip
eden bekleme siiresinin optimizasyonu i¢in 0, 5, 10, 30, ve 60 dakika sonra okumalar
yapildu.

Saglikli insan plasentasindan saflastirilan aldolaza ait okuma siirelerine gore
elde edilen grafik Sekil 4.3.1.4a’da gosterilmistir. Bu grafige gore, olusan renk 0. ile
5. dakikalarda stabil iken, bekleme siirelerine bagli olarak okuma degerlerinin
azaldig1 saptanmistir.

Sekil 4.3.1.4b’de gestasyonel diyabetli insan plasental aldolazinin hidrazon
olusumunu takip eden 0, 5, 10, 30, ve 60 dakikalardaki 6l¢iim degerleri verilmistir.
Bu grafige gore, degerler 0. ile 5. dakikalarda kararli iken, bekleme siirelerinin

uzamasina bagli olarak aktivite degerlerinde azalma oldugunu saptanmistir.

1200

900 -
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mU/mg. prot.

300 -

0 10 20 30 40 50 60

Zaman (dakika)

Sekil 4.3.1.4a: Saglikli insan plasental aldolazinin enzimatik 6l¢lim yonteminin

spektrofotometrik okuma siiresine ait zaman optimizasyonu.
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Sekil 4.3.1.4.b: Gestasyonel diyabetik insan plasental aldolazinin enzimatik 6lgiim

yonteminin spektrofotometrik okuma siiresine ait zaman optimizasyonu.

4.3.2. Kinetik Calismalar
4.3.2.1. Saghikh Insan Plasental Aldolazimin Substrat Kinetigi

FBP’ye ait kinetik parametrelerin (Vm, Km) hesaplanmasi, Systat 11 istatistik
programinin non-lineer regresyon modiiliinde inhibisyon modellerine uyumu
tizerinden saglandi.

Saglikli insan plasental FBPA nin tiim substrat derisimleri i¢in Vm degeri
1769,513+£200,322 iken Km degeri 20,003+4,497 mM olarak bulundu.

Olgiilen ilk hizlarin, ¢alisilan tiim substrat derisimlerine kars1 grafiklenmesi
ile, Michaelis-Menten grafikleri ¢izildi (Sekil 4.3.2.1a). Tiim substratlarla ¢izilen
Michaelis-Menten grafiklemesinde iki fazin oldugu gozlendiginden, diistik (4.3.2.1b)
ve yiiksek (4.3.2.1c) substrat derisimlerden iki ayr1 grafik daha ¢izildi. Buna gore,
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yiiksek substrat araliginda grafiklemenin hiperbole daha yakin

karakterde oldugu
gozlendi.

Tiim substrat arahgi
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Sekil 4.3.2.1a: Ttim FBP derisimlerinin saglikl1 plasental aldolaz tizerine
etkisi ( FBP i¢in Michaelis-Menten Grafigi).



Diisiik substrat araligi (0.1-3 mM)
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Sekil 4.3.2.1b: Diisiik substrat derisimlerinin (0.1-0.3 mM) saglikl1 plasental

aldolaz tizerine etkisi.

Yiiksek substrat arahgi (3-50 mM)
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Sekil 4.3.2.1¢: Yiiksek substrat derisimlerinin (3-50 mM) saglikli plasental

aldolaz iizerine etkisi.
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Calisilan tiim FBP derigimlerinin kullanilmasiyla ¢izilen Lineweaver-Burk
grafigi sekil 4.3.2.1d’de goriilmektedir. Buna gére enzimin saglikli insan plasental

FBPA’nin Vm degeri 1769,513+200,322 iken, Km degeri, 20,003+4,497 mM olarak

hesaplandi.
Tiim substrat arahg: (0.1-50 mM)
40
°
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Sekil 4.3.2.1d: Tiim FBP derisimleri i¢in Lineweaver-Burk grafigi (Saglikli

plasental aldolaz tizerine).

Enzimin, tim substrat derisimleri kullanilarak c¢izilen Lineweaver-Burk
grafiklemesinde dogrunun asagiya dogru kivrildigi gézlendi. Bu kivrilmanin oldugu
noktadan ayrilan fazlar i¢in iki ayr1 grafikleme daha yapildi. Buna gore, diisiik
(4.3.2.1e) ve yiiksek (4.3.2.1f) derisimlerdeki substrat araliklarinin ayr1 ayr1 grafikleri
cizildi.
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Sekil 4.3.2.1e: Diisik FBP derisimleri i¢in Lineweaver-Burk grafigi (Saglikli

plasental aldolaz).
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Yiikksek substrat (3-50 mM)
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Sekil 4.3.2.1f: Yiikksek FBP derisimleri i¢in Lineweaver-Burk grafigi
(Saglikl1 plasental aldolaz).

Bu grafiklere gore, saglikli plasental adolazin calisilacagi lineer substrat
derisimi bolgesi olarak, yiiksek konsantrasyon araligi olan 3-50 mM olarak segildi ve
ileri inhibisyon kinetigi ¢alismalar1 bu lineer bolgede yapildi.

Saglikli plasental aldolazin; Yiiksek derisimlerinde (3-50 mM), Km degeri
23,063+6,845 mM ve Vm degeri 1885,4574+292.48 olarak hesaplandi. Diisiik
derisimde ise (0,1-3 mM), Km degeri 3,048+1,39 mM ve Vm ise 636,103+196,165
olarak bulundu.

Enzimin, substratin derisimine bagh olarak gosterdigi bu “bifazik™ davranigin
tam olarak anlagilabilmesi i¢in Hill plot grafiklemesi yapild1 (Sekil 4.3.2.1g). Bu
grafikte de iki fazli karakter acik¢a goriilmektedir. Enzim farkli substrat
derisimlerinde farkli kinetik 6zellikler gostermektedir. Yani enzim, diisiik substrat
derisimde farkli yiiksek derisimde farkli afiniteye sahiptir. Enzimin Lineweaver-
Burk grafiklemesinde bu daha once de gosterilmistir. Lineweaver Burk’de iki ayri

Km degeri elde edildi. Yiiksek substrat derisimlerinde Km degeri 23,063+6,845 mM
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olarak bulunurken, diisiikk derisimlerde bu degerin, 3,048+1,39 mM oldugu
hesaplandi.

Log S
0,00 g2 ‘ ‘

2,50 3,00 3,50 4,00 4,50

-0,50

-1,00 ®

Log v/Vm-

-1,50

-2,00

Sekil 4.3.2.1g: Saglikl1 plasental aldolaz’da FBP i¢in Hill plot grafiklemesi.

Saglikli-plasental — aldolaz’da  Hill-plot egimi, 3-50 mM substrat

derisimlerinde: 0,73 olarak bulundu.

4.3.2.2. GDM’li Insan Plasental Aldolazinin Substrat Kinetigi

Gestasyonel diyabetik insan plasental FBPA’nin tiim substrat derisimleri i¢in
Vm’i 939,548+60,869 ve Km’i 24,304+2,948 mM olarak hesaplanmaistir.

Olgiilen ilk hizlarin, ¢alisilan tiim substrat derisimlerine kars1 grafiklenmesi
ile, Michaelis-Menten grafigi c¢izildi (Sekil 4.3.2.2a). Tim substratlarla c¢izilen
Michaelis-Menten grafiklemesinde, iki ayr1 faz go6zlenmedi. Michaelis-Menten
egrisinin “bifazik™ olmamasi nedeniyle, farkli derisimlerdeki substratlara gére MM

grafiklemesi yapilmadi.
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Sekil 4.3.2.2a: Tiim FBP derisimlerinin GDM plasental aldolaz {izerine etkisi
( FBP i¢in Michaelis-Menten Grafigi).

Tiim substrat araligi (0.1-50 mM)
[ ]
60 [ J
b=
= °
oo 40
E [ J
-
= [ ]
Z 20 | ’o
[ J
0 \l T T T T T
0 2 4 6 8 10 12
FBP, mM’'

Sekil 4.3.2.2b: Tiim FBP derisimleri i¢in Lineweaver-Burk grafigi (GDM

plasental aldolaz).
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Enzimin farkli substrat ve inhibitér derisimleri kullanilarak yapilan kinetik
deneyler sonucunda, Lineweaver-Burk dogrularinin lineerlikten saparak, kivrildigi
gozlendi. Bu kivrilmanin oldugu noktadan ayrilan fazlar i¢in iki ayr1 grafikleme daha
yapildi. Distik substrat (4.3.2.2¢) ve yiiksek substrat derisimleri (4.3.2.2d) i¢in

cizilen Lineweaver-Burk grafiklemeleri agsagida goriilmektedir.

Diisiik substrat (0.1-3 mM)
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Sekil 4.3.2.2¢: Diisiik FBP derisimleri i¢in Lineweaver-Burk grafigi (GDM

plasental aldolaz).
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Sekil 4.3.2.2d: Yiiksek FBP derisimleri i¢in Lineweaver-Burk grafigi (GDM

plasental aldolaz).

Bu grafiklere goére, GDM plasental adolazin calisilacagi lineer substrat
derisimi bolgesi olarak, yiiksek konsantrasyon araligi olan 3-50 mM olarak segildi ve
ileri inhibisyon kinetigi ¢alismalar1 bu lineer bolgede yapildi.

Gestasyonel diyabetik plasental aldolazin; Yiiksek substrat derisimlerinde (3-
50 mM) Vm degeri 981,093 + 38,483 ve Km degeri 26,686£1,913 mM olarak
hesaplandi. Diistik derisimde ise (0,1-3 mM), Vm 159,422+26,180 ve Km degeri ise
1,385+0,403 mM olarak bulundu.

Enzimin, substratin derisimine bagli olarak gosterdigi bu davranisin tam
olarak anlagilabilmesi i¢in ayrica, Hill plot grafiklemesi yapildi (Sekil 4.3.2.2e).
Gestasyonel diyabetik plasental aldolazin, Hill-plot egimi 0,97 olarak hesaplandi.
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Sekil 4.3.2.2e: GDM plasental aldolaz’da FBP i¢in Hill plot grafiklemesi.

Bu grafikte de, enzimin bifazik o6zellikte oldugu goriilmektedir. Hill plot
grafiklemesine gore, enzimin farkli substrat derisimlerinde farkli kinetik 6zellikler

gosterdigi bulundu.

4.3.2.3. Saghkh Insan Plasental Aldolazinin Inhibitor Kinetigi

Saglikli insan plasental aldolazinin inhibisyon kinetigi c¢alismalari, DHAP,
ATP ve Mg™ ile yapildi. Substrat derisimleri onceki deneylerde saptanan lineer
aralikta calisildi. Systat 11 nonlineer regresyon modiiliindeki inhibisyon

modellemeleri ile inhibisyon kinetiklerinin tiplemeleri belirlendi.

4.3.2.3a. Saghkh Insan Plasental Aldolazin DHAP Kinetigi

DHAP’in saglikli insan plasental Aldolaz1 {izerine inhibisyon etkileri
incelendi. DHAP 1n, saglikli insan plasental aldolazinin non-kompetitif inhibitorii
oldugu bulundu. DHAP’1in Ki degeri, 1,039+0,107 mM olarak hesaplandi. Sekil
4.3.2.3a’da grafiklendi:
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Sekil 4.3.2.3a: DHAP’1n saglikli insan plasental aldolaz1 {izerine etkisi.

4.3.2.3b. Saghkl insan Plasental Aldolazin ATP Kinetigi

ATP ile inhibisyon kinetigi c¢alismasinin ilk boliimiinde, artan inhibitor

derisimlerine kars1 sabit substrat derisiminde ilk hizlar 6l¢iilerek V degerlerine karsi

inhibitor derisimleri grafiklendi. Buna gore, hizlarin sifirlanmadigi ve limit bir

degerde kaldign goriildii. Calismamizda, her iki plasentadan saflastirdigimiz

aldolazlarin, sabit substrat ve degisen inhibitér derisimlerinde hizin sifirlanmadigi

bulundu. Buna gére, ATP inhibisyonunun, her iki enzim i¢in de “partial kompetitif”

oldugu gozlendi (Sekil 4.3.2.3b1).
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Sekil 4.3.2.3b1: 50 mM FBP derisiminde, ATP’nin saglikli ve gestasyonel
diyabetik insan plasental FBPA’larina etkisi.

ATP’nin plasental aldolaz iizerine olasi inhibisyon etkilerinin incelendigi bu
boliimde ayrica, Dixon grafiklemesi yapildi. Burada, 1/V degerlerine karsi inhibitor
derisimleri grafiklendi.

Systat 11 nonlineer regresyon modiiliindeki inhibisyon modellemeleri
sonucu, ATP’nin, saglikli insan plasental aldolazinin “partial-kompetitif” inhibitorii

oldugu saptandi. ATP’nin Ki degeri 0,074+0,026 mM ve a katsayis1 3,287+0,434

olarak bulundu.
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Sekil 4.3.2.3b2: ATP’nin saglikli insan plasental aldolazi iizerine etkisinin Dixon
Grafigi.

4.3.2.3c. Saghkl insan Plasental Aldolazin Mg"* Kinetigi

Calismanin bu boliimiinde saglikli insan plasental aldolazinin iki degerlikli
metal olan Mg"? ile etkilesimi incelenerek, inhibisyon etkileri arastirildi. Inhibitrli
ortamda elde edilen dogrular, Mg™un saghkli plasental enzimin kompetitif
inhibitorii oldugunu gosterdi. Ki degeri hesaplandiginda,  “pure-kompetitif”
inhibisyon yaptigi bulundu. Systat 11 nonlineer regresyon modiiliindeki inhibisyon
modellemeleri ile, Ki 14,678+2,702 mM olarak hesaplandi. Buna ait grafik, sekil
4.3.2.3c’de gosterildi. Sekilde de goriildiigii gibi, kontrol ve inhibisyon dogrularinin

1/V ekseninde kesistigi gozlendi ve inhibisyon tipi onaylandi.
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Sekil 4.3.2.3¢: Mg un saglikli insan plasental aldolazi iizerine etkisi.

4.3.2.4. GDM Insan Plasental Aldolazimin Inhibitér Kinetigi

GDM insan plasental aldolazinin inhibisyon kinetigi ¢alismalari, DHAP, ATP
ve Mg™ ile gerceklestirildi. Substrat derisimleri nceki deneylerde saptanan lineer
aralikta calisildi. Systat 11 nonlineer regresyon modiiliindeki inhibisyon

modellemeleri ile inhibisyon kinetiklerinin tiplemeleri belirlendi.

4.3.2.4a. GDM Insan Plasental Aldolazin DHAP Kinetigi

DHAP’1in GDM insan plasental Aldolazi {izerine inhibisyon etkileri incelendi.
DHAP’1n, gestasyonel diyabetik insan plasental aldolazinin kompetitif inhibitorii
oldugu bulundu. Ki degeri, 0,766+0,035 mM olarak hesaplandi. Inhibisyon kinetigi
Sekil 4.3.2.4a’da grafiklendi:
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Sekil 4.3.2.4a: DHAP’1in GDM insan plasental aldolazi {izerine etkisi.

Grafikte de goriilecegi gibi DHAP, GDM aldolazin kompetitif inhibitorii
oldugu bulundu. Kontrol ve inhibisyon dogrularinin 1/V ekseninde kesistigi gozlendi

(Ki= 0,766+0,035 mM).

4.3.2.4b. GDM Insan Plasental Aldolazin ATP Kinetigi

ATP ile inhibisyon kinetigi c¢alismasinin ilk boliimiinde, artan inhibitor
derisimlerine karsi sabit substrat derisiminde ilk hizlar dlgiilerek V degerlerine karsi
inhibitér derigimleri grafiklendi (Sekil 4.3.2.3b1). Yapilan bu grafikde hizlarin
sifirlanmadigi ve limit bir degerde kaldigi gortldi. Calismamizda, her iki
plasentadan saflastirdigimiz aldolazlarin, sabit substrat ve degisen inhibitor
derisimlerinde hizin sifirlanmadig1 bulundu. Buna gore, ATP inhibisyonunun, her iki
enzim i¢in de “partial kompetitif” oldugu gézlendi.

ATP’nin diyabetik insan plasental aldolaz iizerine olas1 inhibitor etkilerinin

incelendigi bu boliimde ayrica, Dixon grafiklemesi yapildi. Burada, 1/V degerlerine
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kars1 inhibitor derisimleri grafiklendi (Sekil 4.3.2.4b). Systat 11 nonlineer regresyon
modiiliindeki inhibisyon modellemeleri sonucu, ATP’nin, gestasyonel diyabetik
insan plasental aldolazinin “partial-kompetitif” inhibit6rii oldugu saptandi. Ki, (0,136
+ 0,049 mM) degeri o katsayis1 kadar (4,089+0,539) etkilenmektedir. Bu verinin
grafigi, sekil 4.3.2.4b’de gosterildi:

e 1 mM FBP
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-0,08 0,02 0,12 0,22 0,32 0,42 0,52
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Sekil 4.3.2.4b: ATP’nin gestasyonel diyabetik insan plasental aldolazi iizerine

etkisinin Dixon Grafigi.
4.3.2.4c. GDM Insan Plasental Aldolazin MgJr2 Kinetigi

Calismanin bu boliimiinde diyabetik insan plasental aldolazinin iki degerlikli
metal olan Mg"? ile etkilesimi incelenerek, inhibisyon etkileri arastirildi. Inhibitrli
ortamda elde edilen inhibisyon dogrulari ile, Mg™‘un GDM plasental enziminin
“partial-kompetitif” inhibitorii oldugu bulundu. Ki degeri hesaplandiginda, bu

inorganik iyonun, GDM plasental enzimi tizerinde “partial-kompetitif” inhibisyon
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yaptigi bulundu. Ki degeri, 0,218+0,113 mM ve a katsayisi, 1,676+£0,118 olarak
hesaplandi. Buna ait grafik, sekil 4.3.2.4c’de gosterildi:
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Sekil 4.3.2.4c: Mg ™ un GDM insan plasental aldolaz: iizerine etkisi.
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TARTISMA

Fruktoz 1,6 BP Aldolaz, glikoliz yolunda kavsak noktasi olan bir basamagin
sonunda bir mol heksozdan iki mol {i¢ karbonlu metabolitlerin (DHAP, GA3P)
olusumunu katalizleyen 6nemli bir glikolitik enzimdir. Tiim viicut dokularinda, farkli
izozimleriyle Ozellesmis olarak yerlesiktir (1-6). Primatlarda eksikliklerine veya
aktivite dustikliklerine bagli olarak, tanimlanmis metabolik hastaliklar oldugu
bilinmektedir. Bu hastaliklarin arastirilmasit ve tedavilerine yonelik g¢alismalarin
genisletilmesi ile baglanan arastirmalar sonunda enzimin dokuya has farkliliklar1 ve
katalitik karakterizasyonlar1 hizla aydinlatilmaktadir. Aldolaz enzimleri, substratini
bolme mekanizmalarina gore de canlilar arasinda birgok farkliliklariyla hala genis

bir arastirma konusudur (3-18).

Literatiirde aldolazin &zellikle gestasyonel diyabetik insan plasentasindan
saflastirildigina dair bir bilgi bulunmamaktadir. Bu ¢alismada o6ncelikli olarak,

saglikli ve gestasyonel diyabetli insan plasentalarinda aldolazin varlig1 gosterilmistir.

Yapilan calismada, Penhoet’in yonteminde (37) secilen amonyum siilfat
kesitlemesi aralignt % 45-65 olarak degistirilmistir (Sekil 4.1). Sekilde de
goriilebilecegi gibi, aktivitenin en yiiksek oldugu bolge secilerek amonyum siilfat
coktiirmeleri yapilmistir. Bu yontemle, saglikli insan plasentasindan 40.5 (Tablo
4.1.1) ve diyabetli insan plasentasindan 63 kez (Tablo 4.1.2) saflastirma orani ile
enzim elde edildi. Normal insan plasental aldolazinin fosfoseliiloz eliisyon grafigi
Sekil 4.1.1°de, diyabetli insan plasentasina ait aldolazin fosfoseliiloz eliisyon grafigi
ise Sekil 4.1.2°de gosterilmistir. Her iki dokudan da enzimler, kolona substratin
baglanmasiyla eliie edildi. Her iki eliisyon profilinde enzimin saf iki ayr1 zirve
halinde geldigi saptandi. Modifiye edilerek esas alinan literatiirden farkli olarak,
enzimin iki ayr1 zirvede gelmesinin, plasental aldolaza has bir &zellik oldugu
diistintilmektedir.

Normal insan plasentasinda spesifik enzim aktivitesi 831.90 mU/mg protein

olarak, diyabetli insan plasentasinda ise spesifik aktivite 590.94 mU/mg protein
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olarak saptandi. Deneyler sonucunda, normal ve diyabetli plasental aldolazin
aktivitesindeki farkin, diyabetik komplikasyonlardan kaynaklanan énemli bir faktor
olabilecegi diisiiniilmektedir. Gestasyonel diyabetik plasentadan saflastirilan enzimin
aktivitesindeki %29 oranindaki diistisiin, gestasyonel diyabetin dokuda yarattigi
hasara ve olasi konformasyonel degisikliklere bagli oldugunu diistindiirmektedir.

Hem saglikli hem de diyabetli 6rneklerin SDS-poliakrilamid jel elektroforezi
sonuclar1 Sekil 4.2.1a ve 4.2.1b'de gosterildi. Saf enzim elektroforeze uygulandiktan
sonra, tek bir bant gézlendi. Bandin tavsan kasi aldolazi ile, elektroforetik ortamda
benzer olarak hareket ettigi tespit edildi. Elektroforetik deneyler sonucunda, insan
plasental aldolazinin molekiil agirliginin, tavsan kas aldolazina benzer olarak
160.000 Da (homotetramer) saptandi (Sekil 4.2.1¢).

Aktivite yontemindeki kosullarin optimizasyonu incelenerek, enzimin en iyi
aktivite gosterdigi kosullar bulundu. Saflastirilan insan plasental aldolazlarin
optimum pH’larim1 saptamak amaciyla, pH degerleri 5.0~8.5 arasinda TEA-EDTA
tamponlar1 hazirlandi. Buna goére, pH 7.4'tin ( Sekil 4.3.1.1a ve Sekil 4.3.1.1b) her iki
enzimin aktivitesi i¢in optimum kosul oldugu saptandi. Cesitli insan dokularindan
saflagtirilan aldolazin optimum pH degeri 7.4 olarak belirtilmistir. Bu bulgumuz
literatiirle uyumludur (35, 37).

Plasental aldolaz aktivitesi iizerine sicakligin etkisinin arastirildigi deneyde,
10~60 °C arasinda degisen degerlerde enzim inkiibe edildi. Sicaklik degerine karsilik
Olctilen aktivite degerleri grafiklenerek, saglikli ve diyabetik insan plasental
aldolazinin optimum sicakligr 37 C olarak dogruland1 (Sekil 4.3.1.2a ve Sekil
4.3.1.2b). Bu bulgumuz da literatiirle uyumlu bulunmustur (35, 37).

Enzim aktivite 6l¢lim yontemi (35) i¢in segilen inkiibasyon zamani (Sekil
4.3.1.3a ve Sekil 4.3.1.3b) ve spektrofotometrik okuma stirelerinin (Sekil 4.3.1.4a ve
Sekil 4.3.1.4b) optimize edilmesi ile en verimli ¢alisma ortami olusturuldu. Enzim
aktivite tayini yonteminde uygulanan, 37 °C’lik inkiibasyon 0~60. dakikalarda
yapildi. 37 °C’de inkiibasyon hem saglikli (Sekil 4.3.1.3.a), hem de gestasyonel
diyabetli insan plasental aldolazi (Sekil 4.3.1.3.b) i¢in maksimum absorbans ve
maksimum aktivitenin saglandig: siire belirlendi. Bu ¢alismaya gore inkiibasyon i¢in

optimum siire, 30 dakika olarak saptanmistir.
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Enzimatik 6l¢lim yonteminin son agamasi olan hidrazon olusumunu takip
eden bekleme siiresinin optimizasyonu i¢in 0~60 dakikalar sonrasinda okumalar
yapildi. Saglikli insan plasentasindan saflastirilan aldolaza ait okuma siirelerine gore
elde edilen grafikte (Sekil 4.3.1.4a) olusan renk 0. ile 5. dakikalarda kararli iken,
bekleme siirelerinin uzamasina bagl olarak, okuma degerlerinin diistiigli saptandi.
Benzer olarak, gestasyonel diyabetli insan plasental aldolazi i¢in de degerler 0. ile 5.
dakikalarda degismez iken, bekleme siirelerinin uzamasiyla degerlerde azalma
oldugunu belirlendi (Sekil 4.3.1.4b). Bu sayede, ortam sartlarina bagli olarak
olusabilecek aktivite kayiplarinin en aza indirilmesi saglanmis oldu.

Aragtirmanin sonraki asamalarinda enzimin kinetik parametreleri caligildi.
FBP i¢in kinetik parametrelerin hesaplanmasinda; her iki enzimde ¢alisilan tiim
substrat derisimleri i¢in  elde edilen aktivite degerleri, Systat 11 istatistik
programinin nonlineer regresyon modiilii ile analiz edildi.

Enzimin substrat kinetigi inhibitorsiiz ortamda yapildi. Olgiilen ilk hizlarin,
farkli substrat derisimlerine kars1 degisik grafiklemeleri yapildi. Enzimatik tepkime
hizi/substrat derisimini ifade eden Michaelis-Menten grafikleri ¢izildi (Sekil 4.3.2.1a,
Sekil 4.3.2.2a). Her iki enzim i¢in de sirasiyla verilen grafiklerde de goriilecegi gibi,
enzimin substrata olan davranisinda birden fazla faz oldugu gozlenmektedir.

Calisilan tiim FBP derisimlerinin kullanilmasiyla ¢izilen saglikli plasental
aldolaza ait Lineweaver-Burk grafigi sekil 4.3.2.1d’de goriilmektedir. Istatistiksel
analiz sonucu, enzimin saglikli insan plasental FBPA’nmin Vm degeri
1769,513£200,322 ve Km degeri, 20,003+4,497 mM olarak hesaplandi. Enzimin
farklh fazlari, Lineweaver-Burk grafiklemesinde dogrunun asagiya dogru kivrilmasi
ile de gozlendi. Bu kivrilmanin oldugu noktadan ayrilan fazlar i¢in iki ayri
grafikleme ve kinetik parametre hesabi yapildi (4.3.2.1e-f).

Saglikli plasentadan saflastirilan enzimin; diisiik derisimde (0,1-3 mM) Km
degeri 3,048+1,39 mM ve Vm ise 636,103£196,165 olarak bulundu. Yiiksek
derisimler de ise (3-50 mM) Vm degeri 1885,457+292,48 ve Km degeri
23,063+6,845 mM olarak hesaplandi.

Enzimin substratin derisimine bagl olarak gosterdigi bu “bifazik™ davranigin
daha iyi anlasilabilmesi i¢in Hill plot grafiklemesi yapildi (Sekil 4.3.2.1g). Buna

gore, enzimin farkli substrat derisimlerinde farkli kinetik 6zellikler gosterdigi
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goriilmektedir. Yani enzimin, diigiik substrat derisiminde farkli, yiiksek substrat
derisiminde farkli afiniteye sahip oldugu bulundu.

Allosterik  enzimler, genellikle “bifazik” karakter gostermektedirler.
Literatiirde bazi enzimlerin inhibitorlerine karsi allosterik ozellik gosterdikleri
bildirilmektedir. Sitokrom P-450 enzimleri ile yapilan bir ¢aligmada enzimin bifazik
karakterde oldugu belirtilmektedir. Bu calismada farkli substratlarla kinetikleri
calisilmis ve bifazik karakterde hiz egrileri elde edilmis ve Hill sabitleri 1’in
tizerinde bulundugundan pozitif kooperativite gosterdikleri bildirilmis, substratin
yiiksek ve diistik derisimlerinde enzimin farkl: afiniteler gosterdigi belirtilmistir (55).

Allosterik enzimler, kooperatif olarak calisan sistemlerdir. Bu sistemler,
substrat, inhibit6ér ya da aktivatér konsantrasyonlarindaki degisikliklere bagli olarak
hizda olduk¢a biiylik degisiklikler gosterirler. V-S grafikleri hiperbolik olmaz.
Sigmoidal hiz egrileri vardir. Ligand baglanmasina bagli olarak enzimde
konformasyonel degisiklikler olmaktadir. Efektorlerin enzime baglanip aktif
bolgenin katalitik 6zelliklerini degistirmesi pozitif ya da negatif yonde olabilir. Cogu
allosterik enzim oligomerik yapida olup ¢ok sayida aktif alt birime sahiptirler.
Genellikle metabolik yollarin 6zellikle dallanma noktalarindaki reaksiyonlarim
katalizlerler. Cok sayidaki alt birim katalitik olarak aktiftir ve birden fazla substrat
baglayabilir. Bir substratin baglanmasi, digerlerinin baglanmasini etkiler. Enzimin
substratina ve substrat konsantrasyon degisimlerine bagl olarak, enzimin afinitesinde
farkliliklar goriiliir (48).

Fruktoz 1,6 bisfosfat aldolaz, glikolizin kavsak noktasini katalizleyen
allosterik bir enzimdir (3-15). Yaptigimiz substrat kinetigi calismalar1 ile elde
ettigimiz sonuglarda gozlenen bifazik davranislar, allosterik enzimlerin farkli substrat
derisimlerinde gosterdigi farkli afiniteleri agiklamaktadir. Ilk substratin baglanmasini
takiben enzimde olusan konformasyonel degisiklik birden fazla var olan katalitik alt
birimlerin diger substratlar1 baglamasin etkileyebilir. Hill-plot egimlerinin her iki
enzimde de 1’in altinda ¢ikmasi nedeniyle, substrat baglanma bdlgelerinde negatif
kooperatif etki gosterdigi 6ngoriilmektedir. Enzimin homo-tetramerlerden olustugu,
bu alt birimlerin substratin baglanmasii takip eden konformasyonel degisimler
gecirdigi distintilmektedir. Ayrica substratin derisimi arttik¢a, enzimin substratina

olan afinitesinin azaldigi, substrat derisimi azaldik¢a enzim afinitesinin arttig
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gozlenmistir. Homo-dimer olusumundan sonraki homo-trimer ve homo-tetramer
formasyonlarinin kazanilmasinda enzimimizin negatif kooperatif 6zellik gosterdigi
dustinilmektedir. Diger bir deyisle, ilk substrat baglandiktan sonra digerlerinin
baglanmasi konformasyonel degisimden dolay1 zorlasmaktadir (48).

Gestasyonel diyabetik insan plasental FBPA’nin tiim substrat derisimleri i¢in
Vm’i 939,548+60,869 ve Km’i 24,304+2,948 mM olarak hesaplanmistir (Sekil
4.3.2.2b). Gestasyonel diyabetik plasental aldolazin; yiiksek derisimlerinde (3-50
mM) Vm degeri 981,093 + 38,483 ve Km degeri 26,686+1,913 mM olarak
hesaplandi (Sekil 4.3.2.2¢). Diisiik derisimde ise (0,1-3 mM), Km degeri
1,385+0,403 mM ve Vm ise 159,422426,180 olarak bulundu (Sekil 4.3.2.2d).

Elde edilen bu bulgular dogrultusunda, her iki enzim tipi ile ileri inhibisyon
kinetigi ¢calismalari lineer bolgede (3-50 mM arasinda) yapildi.

Enzimatik calismanin ikinci asamasinda, saglikli ve gestasyonel diyabetli
insan plasental aldolaz1 iizerine DHAP, ATP ve Mg™un inhibisyon etkileri
arastirildi. Bu deneylerde substrat olarak FBP kullanildi ve sadece lineer bolgede
kinetik analiz yapildi. Deneysel veriler Systat 11 istatistik programinin non-lineer
regresyon modiiliinde inhibisyon modellerine uyum {iizerinden degerlendirildi ve
verilere uygun olan kinetik davranis saptandi.

DHAP, aldolazin fruktoz 1,6 bisfosfat’1 pargalayarak olusturdugu iki tirtinden
biridir. DHAP ile yapilan kinetik ¢alismalar, tiriin inhibisyonu ¢alismalaridir. Bu tip
incelemeler allosterik enzimlerin karakterizasyonu agisindan 6nem tasirlar. Saglikli
ve diyabetik insan plasental aldolazinin inhibisyon kinetigi c¢alismalarinda DHAP
kullanilarak gergeklestirilen deneyler sonucunda 1/V degerlerine karst (1/S)
degerlerinin grafikleri ¢izildi (Sekil 4.3.2.3-4a).

DHAP’1n yapilan kinetik incelemeler ile , saglikli insan plasental aldolazinin
non-kompetitif inhibitérii oldugu bulundu. DHAP’in Ki degeri, 1,039+0,107 mM
olarak hesaplandi.

Non-kompetitif inhibisyonda inhibitoriin substrat baglama bdolgesine
dogrudan bir etkisi yoktur. Substrat ve inhibitdr, geri doniisimlii, rastgele ve
birbirlerinden bagimsiz olarak farkli bélgelere baglanirlar. Inhibitér hem serbest

enzime hem de ES kompleksi olusturmus olan enzime baglanma 6zelligine sahiptir.
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Inhibitér etkisini, bir konformasyonel degisim olusturarak gosterir. Meydana gelen
ESI kompleksi inaktiftir ve iiriin olusturamaz (48).

Gestasyonel diyabetik insan plasental aldolazi tizerinde DHAP’in kompetitif
inhibisyon etkisi oldugu bulundu. DHAP’in Ki degeri, 0,766 £ 0,035 mM olarak
hesaplandi.

Kompetetif inhibisyonda inhibit6r, substrat ile ayni1 bolgeye baglanir ve
substratiyla yarisir (48). Cesitli DHAP analoglariyla yapilan bir ¢alismada, tavsan
kas aldolazi’nin kompetitif inhibitorii oldugu bildirilmistir (58).

Fruktoz 1,6 BP’1n 1-Fosfat baglama bolgesi Arjinin 148 ve Lizin 146 oldugu,
6-Fosfat baglama bolgesinin Lizin 41 ve Arjinin 42 ile olusturuldugu, C terminal
Tirozin, Lizin ile Schiff bazi olusturdugu bilinmektedir (1-3, 19, 21). Aldolazin
substrati olan fruktoz 1,6 bisfosfat, lizerinde iki adet fosfat grubu icerir ve enzimin
aktif merkezindeki Arg ve Lys amino asitlerine baglanir. Aldolazin, fruktoz 1,6
bisfosfat’dan olusumunu katalizledigi DHAP ise, {iriin inhibisyonunu, i¢erdigi fosfat
grubu araciligr ile enzimin substrat baglanma bolgesindeki Arg ve Lys’lere

baglanarak gergeklestirir.

Calismada, DHAP’nin GDM insan plasental aldolazinda kompetitif
inhibisyon yaptig1 (Sekil 4.3.2.4a) ancak bundan farkli olarak, saglikli insan
plasental aldolaz1 iizerine etkisinin non-kompetitif 6zellikte oldugu saptand1 (Sekil
4.3.2.3a). Bu duruma, diyabetin enzimin aktif yapisinda bazi konformasyonel
degisiklere yol agarak sebep oldugu diistiniilmektedir. Aldolaz enziminin, bir ¢ok
metabolik hastalikta aktivitesinin azaldig1 hatta yitirildigi g6z 6niine alinacak olursa
(23-26), diyabetin de plasenta dokusunda bazi hasarlara yol agarak enzimin
aktivitesini etkiledigi soylenebilir. Literatiirden (58) farkli olarak DHAP 1n saglikli
plasental aldolaziyla non-kompetitif, GDM’li plasentadan saflastirilan enzim ile
kompetitif inhibisyon yapmasi; enzimin degisik dokulardaki yapisal ve kinetik
farkliliklarindan kaynaklandig: diistintilebilir.

ATP kullanilarak yapilan inhibisyon deneyleri sonucunda elde edilen veriler
Systat istatistik programinin non-lineer modiili ile inhibisyon modellerine uyumu
incelendi. Systat 11 nonlineer regresyon modiiliindeki inhibisyon modellemeleri

sonucu, ATP’nin, hem saglikli hem de gestasyonel diyabetik insan plasental



70

aldolazinin “partial-kompetitif” inhibit6rii oldugu saptandi. Saglikli insan plasentasi
aldolaz1 i¢in elde edilen kinetik parametreler Ki=0,074+0,026 mM ve 0=3,287+0,434
olarak bulundu. Gestasyonel diyabetik insan plasental aldolazinin kinetik
parametreleri ise Ki, 0,136 + 0,049 mM ve a, 4,089+0,539 olarak hesaplandi.

ATP ile inhibisyon kinetigi calismasinin ilk boliimiinde, artan inhibitor
derisimlerine kars1 sabit substrat derisiminde ilk hizlar 6l¢iilerek V degerlerine karst
inhibitér derisimleri grafiklendi. Buna gore, hizlarin sifirlanmadigi ve limit bir
degerde kaldign goriildii. Calismamizda, her iki plasentadan saflastirdigimiz
aldolazlarin, sabit substrat ve degisen inhibitdr derisimlerinde hizin sifirlanmadigi
bulundu. Buna gére, ATP inhibisyonunun, her iki enzim i¢in de “partial kompetitif”
oldugu gozlendi (Sekil 4.3.2.3b1).

“Pure-kompetitif” inhibisyonda artan inhibitor derisimlerinde ve sabit substrat
derisiminde, ilk hizlar o6lciilerek V degerlerine karsi inhibitér derisimleri
grafiklendiginde, hiz sifira ulasir. Ancak, “partial kompetitif” inhibisyonda hizin
sifirlanmadigi, limit bir degere ulasildig bilinmektedir (48).

Her iki enzime ait inhibisyon calismalarinin Dixon grafiklemeleri Sekil
4.3.2.3b ve Sekil 4.3.2.4b’de gosterilmistir. Burada da gortildigi gibi, inhibitor
derigimlerine karsi 1/V dogrular ¢izildiginde, inhibitér c¢izgilerinin dogruluktan
saparak kivrilma gosterdigi saptanmistir.

Dixon grafiklemesi alternatif bir kinetik veri sunumudur. Dixon
grafiklemesinde; inhibitér derisimlerine karst1 1/V  dogrulart ¢izilir. “Partial
kompetitif” ve “mixed tip” inhibisyonlarda bu inhibitor ¢izgileri dogruluktan saparak
kivrilma gosterirler. Karigik tip inhibisyonlarda alfa katsayisi ve beta katsayisi vardir.
“Partial kompetitif” inhibisyon’da, 1<a<oo ve P=1 (yani etkisiz) ise, inhibisyon
“partial kompetitiftir”. Partial-kompetitif inhibisyonda inhibitor, saf kompetitif
inhibisyondan farkli olarak hem serbest enzime hem de ES kompleksi olusturmus
enzim formuna baglanir. Substrat ve inhibitor enzimin farkli bolgelerine baglanarak
ES, EI ve ESI komplekslerini olustururlar. Inhibitor, substratiyla kismi olarak yarisir
(48).

ATP inhibisyonunun, igerdigi fosfat gruplar1 aracilifi ile enzimin katalitik
bolgesindeki Arg ve Lys’lere baglanarak “partial”-kompetitif tipte gerceklestigi

dustinilmektedir. ATP’nin her iki enzim i¢in de gosterdigi dusiik Ki degerleri,
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inhibisyonun olduke¢a giiclii oldugunu gostermektedir. Literatiirde de, ATP’nin
aldolaz tiirleri i¢in oldukga giiclii bir inhibitor etkisi oldugu belirtilmektedir (54).

Glikolizde yer alan aldolaz enzimi nihai olarak ATP {iiretimini hedefleyen bir
metabolik yolun bilesenidir. Hiicre kosullarinda yiiksek derisimde ATP varligi bu
yolun daha diisiik bir verimle ¢alismasini saglayacaktir. Aldolaz enziminin de, FBP
gibi ATP tarafindan “negative feed-back™ yolu ile kontrol ediliyor olabilecegi
dustinilmektedir.

Calismamizda, diger bir Aldolaz ailesinin aktif merkez yapisinda iki
degerlikli iyonlar bulundugu g6z oniine alinarak insan plasentasi aldolazi ile Mg+2
kinetikleri incelendi.

Yapilan calismalar, Mg > un saglikli plasental enzimin kompetitif inhibitorii
oldugunu gosterdi (Sekil 4.3.2.3¢). Ki degeri 14,678+2,702 mM olarak hesaplandi.

Mg’ un Systat non lineer regresyon modiiliiniin inhibisyon modellemesi ile
GDM plasental enziminin partial-kompetitif inhibitorii oldugu bulundu (Sekil
4.3.2.4¢). Ki 0,218+0,113 mM ve a katsayisi ise 1,676+0,118 olarak hesaplandi.

Saglikl1 ve gestasyonel diyabetik aldolazlarin Ki degerleri karsilastirildiginda,
Mg **un, inhibisyon etkisinin GDM plasental aldolaz iizerinde daha giiclii oldugu
(Ki, 0,218+0,113 mM) goriildi. Bu durumun diyabetin enzim iizerinde yaptig1 bir
deformasyona bagli gelisen bir komplikasyon olabilecegi diistintilmektedir.
Diyabetik plasentalarin, bu iki degerlikli iyonun yarattigi inhibisyona olan
hassasiyeti, hastalikla baglantili olarak, enzimin kosullardan etkilendigini gésterdigi
ongoriilmektedir.

Tim inhibitorler karsilagtirildiginda, saglikli plasental aldolaz i¢in ATP’nin
gliclii bir inhibitor oldugu anlasilmaktadir. Saglikli plasentadan saflastirilan enzimin,
digerine oranla ¢cok daha diisiik bir Mg** inhibisyonundan etkilendigi goriilmektedir.
Bu durum, enzimin yap1 ve biyokimyasinda herhangi bir deformasyona ugramadigini
diistindtirmektedir.

Tim inhibitorler karsilastirildiginda, gestasyonel diyabetik plasental aldolaz
icin de ATP’nin giiglii bir inhibit6r oldugu goriilmektedir. GDM plasental aldolazin,
saglikli plasentadan saflastirilana oranla tiim inhibitorlere karsi daha fazla afiniteye

sahip oldugu, Ki degerleri karsilastirildiginda anlasilmaktadir.
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Her iki enzim formunun farkli kinetik davranislar gostermesi, GDM sirasinda
aldolazin konformasyonel bir farkliliga ugradigin1 diigiindirmektedir. Her ne kadar
yapilan elektroforetik incelemelerde bir fark goriilemese bile enzimin aktif merkez
bolgesinde olusabilecek birkag amino asitlik fark, metillenme, glikozillenme gibi
modifikasyonlar aktiviteyi etkileyecektir. Dolayis1 ile GDM™nin genel etkisi enzim
tizerinde bu yonde olabilir.

Insandaki ti¢ aldolaz izoziminin Kkatalitik aktiviteleri ve farkli amino asit
dizileriyle ayrildigi bilinmektedir (1, 2, 9, 46). Son yillarda, yalnizca Kkatalitik
ozellikleriyle degil, elektroforetik, kromatografik ve immiinolojik 6zellikleriyle de
farkliliklar gostedikleri bildirilmektedir (1, 4, 50). Bu c¢alismada, insan plasental
aldolazinin katalitik 6zellikleri karsilagtirmali olarak ¢alisildi. Gozlenen farkl kinetik
Ozelliklerin dokuya has oOzellikler oldugu kanisina varildi. Gestasyonel diyabetli
insandan saflagtirilan plasental aldolazin saglikli insandakine oranla gosterdigi
farkliliklarin  diyabetin dokuda molekiiler diizeyde olusturdugu hasarlardan

kaynaklandigini diisindiirmektedir.

Calisilan inhibitorlerin (DHAP, ATP, Mg2+) etkileri kargilagtirildiginda ATP
disinda diger inhibitorlerin her iki enzim ile farkli tipte inhibisyon gostermesi
enzimde bir konformasyonel degisim oldugunun kaniti olarak diisiiniilebilir. ATP,
glikoliz yolunun en 6nemli diizenleyicilerinden biridir. ATP’nin Ki degerinin son
derece diisiik olmasi aldolazin glikolitik yolda kontrol altinda tutulan enzimlerden
biri oldugunu diisiindiirmektedir. Bu giine dek aldolazin glikolitik yolda kontrol
basamaklarindan biri olduguna dair bir kani yoktur ancak elde ettigimiz veriler
aldolazin bu agidan degerlendirilmesinin 6nemli olacagini gostermektedir. Saglikli
aldolaza ait ATP Ki degerinin GDM’li aldolaza ait ATP Ki degerinden kiigiik
olmasi, bu enzimin allosterik kontrol altinda oldugunu desteklemektedir.

Son yillarda yapilan bazi calismalar “substrate channeling” adi verilen bir
olgu tzerine odaklanmaktadir. Bu hipoteze gore, metabolik bir yolda bulunan
enzimler molekiillerin difiizyon hizindan etkilenmemeleri i¢in kompleksler
olustururlar. Bu sayede metabolik yolun bir tist basamaginda olusan tiirlin hiz
kaybedilmeden diger enzime aktarilir. Hiicre i¢indeki en 6nemli metabolik yollardan

biri olan glikolizde, gliseraldehit 3 fosfat dehidrogenaz (GAPDH) ve aldolaz, aldolaz
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ve fosfofruktokinaz (FBPaz) arasinda boyle bir etkilesim oldugu 6ne siirtilmektedir
(56, 57). Bu varsayima gore, FBPaz ve aldolaz aktin filamentleri {izerinde tutunurlar
ve bu tutunmanin kasta fosfofruktokinazin AMP’ye olan duyarliligini azaltmaktadir.
Ayrica inaktif FBPaz’ in aldolaz ile kompleks yapamadigi one siiriilmektedir. Mg**
derisimininde kompleks olusumu ve olusan kompleksin dayaniklilig1 tizerinde cifte
etkisi oldugu rapor edilmektedir. Buna gore fizyolojik derisimlerde (1-2 mM) Mg**
bu iki enzimin kompleks olusturmasini saglarken, daha yiiksek derisimlerde
kompleks yapiy1 bozar (56).

GAPDH ve Aldolaz ile yapilan Brownian hareketi simulasyonlar1 sonucu bu
iki enzimin alt {niteleri arasinda gliglii elektrostatik etkilesimler ve tuz kopriileri
araciligr ile intermolekiiler temas gosterilmistir. Bu varsayima gore, GAPDH ve
aldolaz birbirinin i¢ine gegmis bir yap1 olusturabilmektedirler (57).

Diyabette olusan olasi bir konformasyonel degisikligin, hiicre icerisinde
bulunan bu Aldolaz/FBPaz ve Aldolaz/GAPDH komplekslerinin olusumunu
etkileyecegi diigiiniilebilir. Biz calismamizda fizyolojik derisimlerde Mg?* ile
inceleme yaptik. Mg>* ile gozlenen kinetik davranig GDM ve saglikli Aldolaz
enzimleri arasinda farklilik gostermektedir ki bu da diyabetteki olasi konformasyonel
degisimi desteklemektedir.

Diyabette genel olarak glukoz metabolizmasinda gozlenen bozukluk belki de
bu sirali enzim komplekslerinin diizgiin olusamamasindan da kdken aliyor olabilir.
lleri ¢alismalarda hem aldolaz enziminin ileri karakterizasyonu hem de diyabetin
glikolitik enzimler tizerine etkilerini daha iyi gozlemlemek amaci ile hiicre icine
benzer kosullar yaratilabilir. Ayrica GAPDH/Aldolaz etkilesimi de uygun kosullar
yaratilarak gézlenebilir. Bu etkilesimlerin varliginin saptanmasi ile Aldolaz i¢in son
nokta tayini tizerinden degil siirekli takibini saglayan bir enzimatik aktivite yontemi

gelistirmek de miimkiin olabilir.
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SONUCLAR

1. FBPA, saglikli insan plasentasindan 40,5 ve diyabetli insan
plasentasindan 63 kez saflastirma orani ile elde edildi.

2. Her iki enzimin optimum pH’s1 7,4 olarak saptanda.

3. Saglikli ve diyabetik insan plasental aldolazinin optimum sicakhig1 37 °C
olarak bulundu.

4. Saglikli insan plasental FBPA’nin Vm’i 1769,513+200,322 ve Km’i
20,003+4,497 mM olarak bulunurken, Gestasyonel diyabetik insan
plasental FBPA’nin Vm’i 939,548+60,869 ve Km’i 24,304+2,94 olarak
hesaplandi.

5. Her iki enzimde, DHAP, ATP ve Mg+2 inhibisyon etkileri ¢alisildi. Buna
gore; DHAP; saglikli insandan saflastirilan plasental aldolazin non-
kompetitif inhibitori (Ki, 1,039+0,107 mM), gestasyonel diyabetik insan
plasental aldolazinin ise kompetitif inhibitorii (Ki, 0,766 + 0,035 mM)
oldugu bulundu. ATP; gestasyonel diyabetik insan plasental aldolazinin
partial-kompetitif inhibitorii (Ki, 0,136+0,049 mM ve o 4,089+0,539) ve
saglikli insan plasental aldolazinin partial-kompetitif inhibitorii (Ki,
0,074+0,026 mM ve o katsayist 3,287+0,434) oldugu saptandi. Mg*,
saglikli plasental enzimin kompetitif inhibitori (Ki, 14,678+2,702 mM)
oldugu ve GDM plasental enzimi iizerinde partial-kompetitif inhibisyon
yaptigi bulundu (Ki=0,218+0,113 mM ve 0=1,676+0,118 olarak
hesaplandi).
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