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GIRiS

Protein Kinazlar:

Protein kinazlar hiicrenin spesifik reseptérlerinin uyarilmasi
sonucu olusan siklik ntkleotidler, diagilgliserol, poliaminler ve
inositol fosfat gibi bilesiklerin etkileri sonucunda aktive olup belli
proteinlere ve enzimlere fosfat grubu takarak sinyal iletimi,
biyokimyasal metabolik reaksiyonlar ve gen duzenlenmesi gibi
hicresel yamitlann olugmasim saglayan enzimler grubudur. Genelde
fosfat vericisi olarak ATP'yi, metal kofaktér olarak da Mgtt'u
kullamirlar. Butiin o6karyotik htcrelerde bulunurlar ve etkileri
hiicrenin konumuna godre degisir. Substratlarim serin, treonin ve

trozin amino asitleri tizerinden fosforile ederler. En yaygin

substratlari: Nat/H* ve Kt iyon kanallan, baz zar reseptorleri,

protein fosforilaz, glikojen sentetaz, myc onkoproteinleridir.

Substratlarin fosforile edilmesi etki olarak ya aktivasyon ya da

inhibisyon seklindedirler(1).

Protein kinazlar dtizenleyicilerine gore su sekilde

siniflandinlmiglardir:
- Siklik-nukleotid bagimh protein kinazlar
- Cat*-kalmodulin bagimh protein kinazlar

- Niikleotid veya Cat*-kalmoduline bagimli olmayan protein kinazlar



Trozin ve serin-treonin protein kinazlar, diger protein

kinazlar gibi kofaktér bafimhhifi gostermezier. Kazein kinaz ne
niitkleotid ne de Catt-kalmodulin bagimh bir enzimdir. Bu enzim
Mg++ ve Mnt+ iyonu igeren ortamlarda, GTP veya ATP'yi fosfat
vericisi olarak kullanarak proteinlerl serin ve treonin amino asit
birimlerinden fosforile eder. Trozin kinazlar ise sadece ATP'yi fosfat

vericisi olarak kullanarak Mnt+ {yonu ile proteinlerin trozin amino

asit birimlerini fosforile ederler(2).



Kazein Kinazlar:

Kazeiln kinazlar siklik ntikleotid ve Ca*t*'a bagimhh olmadan
fosvitin ve kazein gibl asidik proteinleri fosforile edebilen
serin-treonin protein kinazlardir. Metabolik yollarin
diizenlenmesinde, htcre c¢ogalmasinda, hiicre disi ve hicre igi
sinyallerin {letiminde o6nemli rol oynayan bu enzimler farkh
dokulardan izole edilmistir {3). Fosfoselliiloz kolonu kullanilarak
yapilan ¢alismalarla kazein kinaz I ve kazein kinaz Il olmak Uzere iki

ayn gruba aynilmglardir {(4).
Kazein Kinaz It

Kazein kinaz | sitoplazma, hiicre zan ve g¢ekirdekte bulunup,
yaklagik 38-40 kDa molekil agirliina sahip monomerik bir enzimdir,
Bu enzim sadece ATP'yi fosfat vericisi olarak kullamr ve proteinlerin
yalniz serin amino asit birimlerini fosforile eder. Enzim aktivitesi 10

mM MgClg varlifinda en ytksek olup, serin ve treonin amino

asitlerinden otofosforilasyona ugrayabilir.

Kazein kinaz [ spermin, polilizin ve heparinin yiksek, NaCl'in

dustik konsantrasyonlarinda inaktif hale gelir(3).



Kazein Kinaz II:

Kazein kinaz II tetramerik yapida olup «, a', 8 gibi heterojen
alt birimlerden olusan serin-treonin protein kinazlardandir (5-8).
Hicre zari, mitokondri, sitoplazma ve c¢ekirdekten izole edilen
kazein kinaz Il iki baydk a ve ¢' altbiriminden ve iki kGg¢ik f
altbiriminden olusur. a altbirimi yaklasik 36-44 kDa, o' altbirimi

37-42 kDa, 8 altbirimi ise 24-28 kDa molekiil agirhigina sahiptir(3).

o altbirimleri katalitik aktiviteye, 8 altbirimi ise diizenleyici

role sahiptir (3,10). Kazein kinaz II i¢ farkli sekilde bulunur: aa'3g,

o232, a'gfio(11).

Polilizin, spermin, poliarjinin gibi polikatyonik bilegiklerle
aktive, 2-3 bifosfogliserat, heparin ve diger sulfath glikozaminoglikan

gibi polianyonik bilegiklerle inaktive olan kazein kinaz II, £ altbirimi

tizerinden otofosforile olur(10,12).

Genomik DNA ve cDNA gibi hibridizasyon ydéntemleriyle insan
kazein kinaz II'sine ait altbirimlerin gen bélgelerl saptanmustir.
Bunlar, o altbirimi i¢gin 11. kromozon tzerinde iki, $-altbirimi icin ise
6. kromozon uzerinde bir gen bélgesidir. £ geni 6. kromozom

tzerinde pl2-p21 bdlgesindedir ve 4.2 kbp uzunlugunda yedi exon

bélgesine ayrilan bir yapiya sahiptir{13).



Enzimin o ve o' altbirimleri ntkleotid yoniGnden %73, amino

asit siras1 yoninden ise %81 benzerdir ve her iki altbirim katalitik
fonksiyonlara sahiptir{l1).

Insilin, insilin benzeri blytime faktdrd, epidermal bidyame
faktori gibl mitojenik uyancilardan etkilenmis hicrelerde kazein

kinaz II'nin kisa stireli olarak aktive edildigi gézlenmistir{(14,15).

Kazein kinaz II normal sartlar altinda ATP ile  altbirimi
tizerinden N-terminalindekl serin amino asit birimlerinden
otofosforile olur. Polilizin, poliarjinin gibi polikatyonik bilesikler £
altbiriminin otofosforilasyonunu inaktive, histonlar ise aktive ederler.
Histonlann neden oldugu otofosforilasyonun, bazik polipeptidlerle
elde edilen aktivasyondan daha yiiksek oldugu saptanmigtir{10).
Kazein kinaz II'nin optimal aktivitesi i¢in Mg*++ ve Mn** gibi iyonlar
gereklidir. Enzim ATP'yi kullandig gibi GTP'yi de aym sartlar altinda

kullanma yetenegine sahiptir.

Hiicreler arasi kompartimanlardan ve ¢ekirdekten izole edilen
kazein kinaz II, hiicre i¢i poliamin konsantrasyonlanmn artigina baglh

olarak htuicrenin gelisimine ve ¢ogahsina yénelik olaylarda 6nemli rol

oynar.



Yapilan bir ¢ok ¢alismada kazein kinaz Ii'nin hticre gelisiminin
dizenlenmesinde ve sinyal iletiminde dnemli biyolojik rollere sahip
oldugu; ayrica beyin, karacifier gibi yiksek metabolizmaya sahip

dokularda ytiksek konsantrasyonlarda bulundugu saptanmstir(15).

Hicre igerisinde enzimin ¢ok oOnemli substratlan vardir.
Hayati fonksiyonlara sahip olan bu proteinlerin aktivasyonunda veya
inaktivasyonunda rol oynayan kazein kinaz II'nin hicrenin genetik
kontroliyle iliskili proteinlerden, sinir sistemi regulasyonunda
onemli islevlere sahip proteinlere kadar substratlarnn bulunmakta ve
daha bilinmeyen bir c¢ok endojen substratlar1 olabilecegi

ddastnilmektedir.



Kazein Kinaz II'nin Substratian:

Kazein kinaz II'nin en dnemli substratlan kazein ve fosvitindir

(16-18). Kazein kinaz II'nin diger substratian da asagida verilmistir;

Ornitin dekarboksilaz

Tubulin

Kalmodulin

Sinaptotagmin

Protimozin

Serum cevap faktoérii
Kalsiyum kanal proteinleri
Timoér supresdér gen drinlert
cAMP bagiml protein kinazlar
Myozin agir zinciri

DNA topoizomeraz I, 1l
Asetil-KoA karboksilaz
Glikojen sentaz

Fibrinogen

Spektrin

Cekirdek proteinler
Onkogen proteinler {myc, myb, src. Erb 8)
Nikleolin



Poliaminlerle Kazeln Kinaz II Aktivitesinin Diizenlenmesi;

Poliaminler mnormal insan hicresinde  belirli
konsantrasyoniarda bulunan polikatyonik bilesiklerdir. HGcre ici
poliamin konsantrasyonu ile hiicre gelisimi arasinda gitg¢la bir pozitif
illski vardir. Hizli gelisen hicrelerde poliamin konsantrasyonu

yiiksektir oysa yavag gelisen hiicrelerde bu oran dasgtktir.

Metilglioxal bis guanihidrazon, 5-florouasil ve metothroxate
gibi gelisimi Inhibe edici bilesiklerle etkilesime giren hiicrelerde
poliamin metabolizmasimin akibeti bir ¢ok caligmalara konu olmustur.
Bu ptirin veya primidin antimetabolitleri kanser hiicresinde ¢ogalmay
durduracak etkiyl, poliaminlerin sentezinde hiz kisitlayici enzimi
inhibe ederek saglarlar. Bu nedenle kan pollamin dizeyinin dl¢tilmesi
kanser tedavisinde parametre olarak dustnalebilir (19-21).
Gergekten de kazein kinaz Ii'nin poliamin metabolizmasinda hiz
kisitlayc: enzim olan ornitin dekarboksilaz1 fosforile ettigl
gosterilmigtir(22). Hiicreler arasi kompartmanlarda poliamin
konsantrasyonlar1 ile hicre i¢i poliamin konsantrasyonlan bize
huicrelerin aktivasyonlar, gelisimleri ve c¢ogalma hizlan ile {lgili
bilgiler verebilir. Poliaminlerin sentez mekanizmasi ($ekil 1'de)

gosterilmigtir.



Arjinin

€ Arjinaz
COO™
+ +
H3N‘“C‘“CH2“CH2"CH2"'H N3
H
Ornitin

S-Adenozil Metionin QOrnitin dekarboksilaz .
+
H3N-CH ZHCHZ“CHZ—CHZ“HNE'

Putresin

3. Asetamidoroproponal

dekarboksile propilamino\

S-adenozil metiodinin ?
Transferaz I

Qksidaz

N'- Asetil Spermidin
N Asetil KoA

N4

+
I'-"i3N-'CHZ"CHz“CH2"'NH"CHZ"CH2--CH2-CH2--—NH 3

Spermidin
3-Asetamidoroproponal
ropilamino
e > Oksidaz . _ _
Transferaz I1 N'- Asetil Spermin
MTA 1 N Asetil KoA

+
H3N~CH 2-CH 2—CH2'"NH—CH »~CHy- CHy~CH,~NH-CH»—CH5~C Hz-NHg,

Spermin

Sekil 1: Poliaminlerin metabolizmas:



Kazein Kinaz II'nin Otofosforilasyonu:

In Vivo sartlar altinda kazein kinaz II aktivitesinin diizenlenme
modeli pek anlagilmamustir. Insan karsinoma hticresinde kazein kinaz
II'nin 8 altbirimi tizerinden otofosforile oldugu gozlenirken, tavsan
retikiilositlerinde hem o hem de B altbirimlerinde fosforilasyona
rastlanmistir. Saf kazein kinaz II'nin $ altbiriminin otofosforilasyonu
polilizin gibi bazik polipeptidlerle inhibe olurken, a altbiriminde ise
otofosforilasyonun arttigi gézlenmigtir, Bu tip bilegikleri igeren
ortamlarda, kazein kinazin o va o altbirimleri modifiye olarak aktif
hale geger ve enzimin katalitik fonksiyonunda bir artis goézlenir.
Kazein kinaz II'min normal hicrede a/8 otofosforilasyon oram 0.1,

polilizin varhginda ise 50 civarindadir{10).

o altbirimi geninin ekspresyonu sonucu olusan proteinin, £
altbirimi geninin transkripsiyonunu aktive ettigi gézlenmistir. 8
altbiriminin promotor bdlgesi ile o altbirimi proteinin komplex
yaptigi agiklanmagtir. f3 altbirimi geninin primer transkripsiyon
baslama bolgesinin 170-239 bp yukarisindaki promotor bdlgede
kazein kinaz I'nin B geni ile kazein kinaz II'nin o proteininin

kompleks olusturdugu gozlenmigtir ve bu boélge G-C ntikleotidleri

yoéninden zengindir(13}.
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Poliamin Bagimli Kazein-Kinaz II'min Aktivasyonu:

SDS-poliakrilamid jel elektroforezi ile yapilan in Vitro
calismalarda, polilizinle protein fosforilasyonu yanitinin arastirilmasi
sonucu polilizin ile aktive heparin ile inaktive olan enzimin ¢ézGnuGr
sitoplazmik proteinleri fosforilleme yeteneginin, membran

proteinlerine gére daha fazla oldugu goézlenmistir(15).

Epidermal budytme faktérii ve insiilinin fizyolojik
konsantrasyonlarina maruz kalan htcrelerde kazein kinaz II'min
fosforilasyon aktivitesinin arttigi, hiicre ¢ogalmasi ile gelisiminde rol
oynayan sinyal iletiminde ise hiicre i¢i poliamin dizeyine bagh olarak

biyolojik bir role sahip cldugu bilinmektedir.

Ayrica beyinde bulunan ve santral sinir sisteminde
nérohormonlara yanitda yer alan proteinlerin kazein kinaz II i¢in

dénemli fizyolojik substratlar cldugu da saptanmistir(15).

Tavsan goz siliar hiicrelerinde kazein kinaz 1I'nin 13 proteini
fosforile ettigi bilinmektedir. SDS-poliakrilamid jel elektroforezi ile,
kiicik melekiil agirligina sahip proteinlerde, sabit zamanda
[y32P)ATP ile fosforilasyonun daha dustik, biiytik molekul agirligina
sahip proteinlerde ise daha yidksek oldugu gozlenmistir.
Konsantrasyona baglt ¢alismalarda, ytiksek polilizin konsantrasyonuna
sahip ortamlarda daha fazla fosfoproteine rastlandif; membran
proteinlerinin enzimle daha kisa siirede. buna karsihik ¢dzinur
sitoplazmik proteinlerin daha uzun strede fosforilendigi yapilan

zamana bagh ¢alismalarla gosterilmistir(15}.
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Kazein kinaz II ile protein kinaz C'nin mitojenik hudcrelerde,
hticresel proteinleri fosforilleme derecesi arasinda bir paralellik

oldugu da bilinmektedir.

Sitoplazmik protein kinazlann inhibitérleri tedavi edici éneme
sahiptir. Ornegin anti éstrojenik tamoksifenin protein kinaz C'nin
inhibitdri oldugu ve tedavi edici 6zellife sahip oldugu aciklanmistir

(23).
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Onkogenler ve Onkoproteinler:

Normal insan hiicrelerinde protoonkogenler olarak inaktif
halde yer alan onkogenler, transdiiksiyon, insersiyonel mutagenesis,
kromozomal translokasyon, gen amplifikasyonu, transaktivasyon,

modiilasyon ve delesyon gibi bilinen mekanizmalarla kansere yor acar.

Insan hucrelerinde protoonkogenler ile onkosupresdr genler
arasindaki oranin bozulmamasi, viicutta onkogenlere karsi baskilayici
ve savunucu iglevlier oldugunu gésterir. Bu onkogenlerin ekspresyonu
ile olusan onkoproteinlerin bazilan salgilanmig bliytime faktérlerine
benzerler. Sis onkoproteini platelet kaynakh buytme faktérlerinin
ozellikle B zincirine benzer. Erb £ onkoproteini ise blyiime faktor
reseptorlerine, dzellikle epidermal biylame faktdr reseptdéri yapisina
benzer (24-26). Ras, src, fps, abl, yes gibi onkoproteinler zarin
sitoplazmaya bakan i¢ kismina yerlegmiglerdir ve sinyal iletiminde,
aracilik ettiklerine inanilir. Mos, raf onkoproteinleri ise
sitoplazmadadir ve dogrudan proteinlerin serin-treonin aminoasit
birimlerini fosforile eden protein kinazlardir, Myc, myb jun, sv 40 LT
genlerince kodlanan fosfoproteinler DNA'ya baglanmaktadir ve DNA
replikasyonu, transkripsiyonu gibi hicre ¢ogalisina yonelik olaylarda
rol oynarlar. Kazein kinaz II bu onkoproteinlerden bazilarnm fosforile

ederek aktivasyonlara neden olur (Tablo 1) (27).
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Tablo 1: Onkoproteinlerin lokalizasyonu ve biyokimyasal dzellikleri

GEN Yerlesim Biyokimyasal dzelligi

Sis Transmembran PDGF reseptdr analogu

Erb B Transmembran Trozin protein kinaz

Src plazma membram1  Trozin protein kinaz

ras plazma membram  GTP az

fos niikleus Transkripsiyon faktér AP-1

mos sitoplazma Serin-treonin kinaz

raf sitoplazma Serin-treonin kinaz

myc niikleus DNA'ya baglanir

myb niikleus DNA'ya baglamr

Erb A nukleus Troid, steroid reseptdér
analogu

Briytime faktori gibl davranabilme yetenegine sahip olan
onkoproteinlerin, instlin ve epidermal buytume faktdr reseptdrlerine
baglandiginda trozin kinaz enziminin aktive oldugu ve bir dizi
proteinin fosforile oldugu bilinir. Bununla beraber aktive olmus
onkogenlerin kodladifi kinazlar biytme faktorlerinin mevcut olup
olmamasina bakmaksizin sGrekli hedeflerini fosforile ederler(28).
Kisacast onkoproteinler, hiicrede yapisal ve fonksiyonel enzimlerin
szelliklerinin diizenlenmesinde rol oynayan, fosforilasyon ve
defosforilasyon gibi islemleri dogrudan veya dolayli olarak

katalizleyebilen kinazlar roltindedir(29-31).
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AMAGC

Kazein kinaz II'nin, hiicrede bazi endojen substratlan ve
kazeini fosforile ettigl ileri strdlmektedir. Sunulan ¢alismada rat
akciger sitozolinden izole edilen kazein kinaz II'nin
otofosforilasyonu, degisik aktivatér ve inhibitdrler varliinda
gosterdigi aktivasyon ve inhibisyon ile bazi onkoproteinleri substrat
olarak kullanip kullanamayacag: arastirildi ve elde edilen bulgular

sunulan kaynaklarnn 15181 altinda tartisild.
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GEREC VE YONTEMLER

Arag ve Geregler:

Gahsma, Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi deney hayvanlar:
laboratuvarindan alinan rat akcigeri kullanilarak yapild:. Kazein,
2-merkaptoetanol, poli-L-lizin, poli-L-ornitin, spermin, spermidin,
dekstran suilfat, guanozin 5'-trifosfat, amonyum perstlifat, TEMED
{N,N,N', N'-tetrametiletilendiamin}, {Tris (hidroksi metil)
aminoetan}, akrilamid, NN'-metilenbisakrilamid, sodyum dodesil
sulfat (8SDS), magnezyum asetat, mangan klordr,
etilendiaminotetraasetik asit (EDTA}, brom fenol mavisi, coomasle
brillant blue Rogo SIGMA Chemical CO, St Louis USA Firmasindan,
trikloroasetik asit {TCA), naftalin ve 1,4-dioxan MERCK AG, Darmstad
Germany Firmasindan, 2,5-difeniloxazol (PPO)} ve 1,4-di-[2-(5-
feniloxazolil}]-benzen (POPOP} BDH chemicals Ltd poole England
Firmasindan. Sephadex Ggg PHARMACIA Fine Chemicals, Uppsala
Sweden Firmasmdan, Guanozin 5'-[y32P] trifosfat {3000 ci/mmol)
Amersham International ple, Buckinghamshire England Firmasindan

alind:.

Santrifiij olarak Sorwall Model S$S-3 Santrifdja ve
mikrosantrifiij olarak Heraus Biofiijii kullamldi. Orneklerin
radyoaktivitesi ise LKB Wallac 1209 Rach Beta sivi sintilasyon
sayacinda okundu SDS poliakrilamid jel elektroforezi, Vertical Slab
Gel Unit SE 600 Hoefer Scientific Instruments (HSI) San Francisco

USA Firmasindan alinan elektroforez cihazinda yapildi.
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Yontemler:
Dokunun alimig: ve Homojenatin Haz:irlanigi:

Aldigimiz taze 1.2 gr rat akciger dokusunu kiglik pargalara
bolip agirhifimin 2 katt hacmindeki 0.1 M pH 7.5 Tris-HCI tamponu
{Tampon A) icinde cam teflon homojenizatérle homojenize edildi. Bu
islemler 0-4°C arasinda gercekiestirildi. Homojenat Sorwall
Santriftijiinde 18000 rpm de 60 dakika satriftij edildi. Santrifdj
sonras: supernatant alimip yaklasik 2 ml'si Sephadex G-25
kolonundan (1x7.5 cm) gecirildi. Kolonun yhkama islemi tampon A {le
yapildi. Akis hlizi 48ml/saat'e ayarlandi. Bu sekilde enzim, kGg¢ik

molekiil agirlikli proteaziar ve siklik ntikleotidlerden anndinld:.

Enzim Aktivitesi Tayini:

Gahgmalanmizda, endojen poliamin bagiml kazein kinaz II'nin
aktivitesi baz1 aktive ve inhibe edici bilesikler varhfinda 6l¢ilda.
Bunun i¢in disandan fosfat vericisi olarak [y32P} ATP ve [y32P] GTP
kullanildi. Yukarida anlatildifi sekilde elde edilen enzimin, igaretli
fosfati kullanarak fosforile ettifi proteinlerin verdigi radyoaktivitenin
gl¢iimuyle enzim aktivitesi tayin edildi. Bu deneylerde heparin ve
dekstran sulfat gibi inhibitérler, spermin, spermidin, polilizin ve
poliornitin gibi aktivatdrler ve substrat olarak ekzojen kazein ve
onkoproteinler kullanildi. Her tayin i¢in kullandigimiz kokteyl
kansimm toplam 250 ul idi ve 20 mM Tris-HCl tamponu (pH 7.5}
iginde 2.5 pmol magnezyum asetat (yada mangan kloriir) ve 0.02

nmol [y32P] GTP ({ya da [y32P] ATP) (107 cpm/nmol) icermekteydi.
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Deneylerimizde aktivatdr inhibitér ve kazeinin miktarlann 10 ul
enzimin ise 20 pl, olarak kullamldi. Degisik protokolde hazirlanan

her bir mikrotup agagidaki iglemlerden gecirildi:

Protokole goére karnisima O' dakikada 200 pl kokteyl
karnigimindan ilave edildi ve kansim 37°C su banyosunda 10 dakika
bekletildi. Reaksiyonu durdurmak i¢in 1 ml %10 soguk
triklorasetikasit {TCA) eklendi ve kangim 11 000 rpm'de 15 dakika
mikrofiijde santrifiij edildi. Mikrosantrifiigasyon ile clugan ¢dkelti 1
ml %10 soguk TCA ile tekrar ynkandi ve yine santrifiijlendi. Yikanan
¢okelti 0.5 ml 1N NaOH igerisinde ¢6zildi ve ¢bziintd 3 ml diocksan
¢Ozeltisine (%1 PPO, %0.025 POPOP, %20 naftalin, dicksan) eklendi.

Sonradan f-sintilasyon sayacinda radyoaktif dl¢timi yapilda.
SDS-Poliakrilamid Jel Elektroforezi:

SDS poliakrilamid jel elektroforezinde iki farkh ytizdede jel
hazirlandi. Separating jel (ayinci kisim) hazirlamsi; 1.5 M Tris-HCI
tamponu pH 8.8 tamponu %0.03 SDS, %1 bisakrilamid, %37.5
akrilamid stok ¢ozeltilerinden %10 olacak gekilde hazirlandi. Jelin
polimerizasyonu i¢in %10 APS ve TEMED ilave edildi. Jel 15x20x0.5
cm boyutlanndaki iki cam tabaka arasinda hazirlandi. Stacking jel ise
0.5M Tris-HCl tamponu (pH 6.8) %0.03 SDS, %1 bisakrilamid,
%37.5 akrilamidden %4 olacak sekilde hazirlandi. Elektrofez
tamponu olarak ise 50 mM Tris, 380 mM glisin pH 8.9 tamponu

kullamld:.
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Jele uygulanacak &6rnek 100 pl 0.5 M Tris igerisinde 50 ul
%0.3 SDS, 12 pmol 2 merkaptaetanol, %0.003 brom fenol mavisi ve
%1 sukroz kansimina eklenerek kaynak su banyosunda 3-5 dakika
bekletildi. Ornekler sogutulduktan sonra jele uygulandi. 200 V'da jel
yurttildi ve 15 cm ytrultildlikten sonra jel gikanlip 0.25 cm
uzunlugunda kolonlara aynldi. Bu pargalar enzim aktivitesi tayininde
oldugu gibi dioksan ¢6zeltisine eklendi ve radyoaktivite Sl¢timleri

yapldi.
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BULGULAR

Tris-HC1 Tamponu (pH 7.5) Icerisinde Kazeni Kinaz II
Aktivasyonu:

Tris-HC] tamponu (pH 7.5) igerisinde fosfat vericisi olarak
1732p] GTP kullamlarak, Mg+t ve Mnt+ iceren ortamlarda kazein
kinaz 11 aktiviteleri dlciildd. Mn-GTP ve MgGTP'nin fosfat vericisi
oldugu ortamlarda kazein kinaz II aktivitesi dekstran sulfat ile
%70-80 arasinda inhibe edilirken, poliaminler ile aktivitesi 4-5 kat
artti. Ekzojen substrat kazein ilavesinde ise enzim dekstran stlfatla

%70-90 arasida inhibe olurken, poliaminlerle aktivitesindeki artig
2-3 kat kadardir (Tablo 1I}.

Fosfat Tamponu (pH 7.5) i¢erisinde Kazein Kinaz II Aktivitesi:

Fosfat tamponu (pH 7.5) igerisinde Mg-GTP fosfat vericisi
olarak kullanildiginda, kazein kinaz II aktivitesi Tris-HCI tamponunda
gozlenen degerlerden daha yiiksekdi. Yine dekstran stlfat ile kuvvetli

bir inhibisyon gozlenirken, poliaminlerle degisik dtzeylerde

aktivasyonlar gozlendi (Tablo I1I).
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TABLO II: pH 7.5 Tris-HCL tamponu ve GTP varhjinda Mgt+ ya da Mn™*
iceren ortamlarda poliaminlerin kazein kinaz II aktivitesi {izerindeki

etkisi. Deney ortamina 10pg poliamin ilave edilmis ve aktiviteler

dpm olarak verilmigtir,

Sadece | Enuzim | Enzim | Enzim | Enzim Fnzim Enzim Enzim
Enzim + + + + + + Ka;cin
Dckstran | aktivaitr | aktivatir | kazein kazein Kazein +
Siilfag + + + Aklivaitir
dckstan dekstran  { Aktivalsr +
siiffat siifat Dekstran
Siiifat
Mg-polilizin 565 154 2315 612 1476 619 2468 867
Mg-poliomitin | 437 137 2101 709 1357 624 2133 717
Mg-spermin 573 142 2335 569 1276 587 2297 835
Mg-spermidin 505 125 2415 607 1383 661 2632 812
Mn-polilizin 705 457 2225 1167 1238 975 2396 1137
Mn-poliornitin 896 499 2138 925 1307 748 2291 11t
Mn-spermin 807 532 2096 997 1198 868 2321 1274
Mn-spermidin | 742 556 2011 1059 | 9227 983 2450 1134

21




TABLO III:

ve GTP varliginda Mg*™ igeren ortamda
Il aktivitesi tizerindeki etkisi. Deney
eler dpm olarak

pH 7.5 fosfat tamponu

poliaminlerin kazein kinaz

ortamuna 10pg poliamin ilave edilmig ve aktivit

verilmigtir.

Sadece | Enzim Enzim | Enzim Enzim Enzim Enzim Enzim
Enzim + + + + + + +
Dekstran | aktivaisr aktivatsr | kazein kazein Kazcin Kazein
Silfat + + + Ak1i+vawr
dekstan dekstran | Aktivatbr +
siilfat siltfat Dckstran
Siilfat

Mg-polilizin

lo76 | g78 | 5117 | 2317 | 2333 | 2007 ) 5644 2557

Mg-poliornitin

o13 | 704 | 4388 | 2101 | 2109 ; 1897 5179 | 2433

Mg-spermin

go0 | 798 | 4525 | 2265 | 228 1903 | 5112 | 2397

Mg-spermidin

4813 | 2558 | 217 2276 5138 1986

947 | 785
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Kazein Kinaz II Aktivitesine GTP iceren Ortamda, Nat

iyonunun Etkisi:

Mg-GTP varhifinda Tris-HCl tamponu (pH 7.5) igeren
ortamlarda yapilan ¢alismalarda rat akcigerinden elde edilen enzimin

aktivitesini Nat iyonunun ¢ok az miktarda inhibe ettigi gézlendi

(Tablo IV).
ATP fceren Ortamlarda Kazein Kinaz IT Aktivitesi:

Mg-ATP'yi fosfat vericisi olarak kullandigimiz deneylerde
dekstran sitlfat ile oclusan inhibisyonunun daha az (%20-50) oldugu
gozlendi. Poliaminlerin yarattifn aktivasyonun ise 2-3 kat arttifh
saptandi. Ayrica ATP ile enzimin gésterdigi aktivasyon GTP varhginda

gorilen aktivasyondan daha fazlaydi (Tablo V).

Kazein kinaz II Aktivitesine ATP iceren Ortamda Na+

Iyonunun Etkisi:

Mg-ATP, dekstran silfat ve poliaminlerin varhginda enzim
uzerine Na*'un etkisi, enzimin Mg-GTP'li ortamda Nat iyonu ile
verdigi inhibisyona benzer gsekilde minimal duzeyde saptandi (Tablo

VI).
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TABLO 1V: pH 7.5 Tris-HCL tamponu v¢ GTP varlifinda 1 mM NaCl'iin kazein
kinaz II aktivitesi iizerine etkisi (dpm). Deney ortamina 10 ug
poliamin ilave edilmis ve aktiviteler dpm olarak verilmistir.

Sadece | Enzim | Enzim Enzim | Enzim Enzim Enzim Enzim
Enzim + + + + + + +
Dekstran | aktivatdr | aktivalbr kazein kazein Kazein Kaicm
Siilfat + + + Aktivattr
dekstan dekstran | Aktivatsr +
siilfat sitlfat Dekstran
Stlfat
Mg-polilizin 680 | 201 2511 677 | 1344 589 2677 722
Mg-poliornitin 551 187 2607 781 1255 652 2809 821
Mg-spermin 695 169 2686 673 1400 539 2713 698
Mg-spermidin | 529 | 227 2587 | 642 | 1367 595 2877 745
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TABLO V:

pH 7.5 Tris-HCL tamponu ve ATP varhfinda Mg+ iceren ortamda
poliaminlcrin kazein kinaz II aktivitesi iizerindeki etkisi. Deney

ortamina 10ug poliamin ilave edilmig ve aktiviteler dpm olarak

verilmigtir.
Sadece | Enzim | Enzim Enzim | Enzim Enzim Enzim Enzim
Enzim + + + + + + K +
Dekstran| aktivator | aktivatsr | kazein | kazein | Kazein e
Siilfat + + * Akuivattr
dekstan dekstran | Aklivator +
siilfat siilfat Dekstran
Salfat
Mg-polilizin 1056 | 687 2511 987 2186 1174 2726 1328
Mg-spermin 008 | 856 | 2418 | 1177 | 1998 974 2955 1253
Mg-spermidin 1066 | 731 2699 | 1058 | 2056 968 3012 1185
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TABLQ VI: pH 7.5 Tris-HCL tamponu ve ATP varhifinda NaCl'lin kazein kinaz
I aktivitesi tizerine etkisi. Deney ortamina 10ug poliamin ilave

edilmis ve aktiviteler dpm olarak verilmigtir.

Sadoce | Enzim | Enzim | Enzim Enzim Enzim Enzim Enzim
Enzim + + + + + + K +
Dekstran | aktivator | aktivaitr kazein kazein Kazein aiem
Sulfat + + + Aktivair
dekstan dekstran  |Aktivatdr +
stilfat siilfat Dekstran
Siilfat
Mg-polilizin 1116 557 2399 928 2207 1064 2588 1221
Mg-poliornitin | 1073 796 2512 877 2135 992 2753 1062
Mg-spermin 1104 881 2574 1320 2338 1151 2659 1167
Mg-spermidin | 997 683 2741 1255 2477 089 2994 1404
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Degigik Konsantrasyonlardaki Poliaminlerin Kazein Kinaz II

Aktivitesi Uzerine Etkileri:

Kazeinli veya kazeinsiz ortamlarda polilizin, spermin ve
spermidinle kazein kinaz II aktivitesinin 3-5 kat arttigy ve

poliaminler arasinda en ytliksek enzim aktivasyonunun polilizin

tarafindan saglandif gozlendi (Sekil 2J.

a) Aktivasyonda en ylksek deger deney ortaminda 100 Rg
polilizin bulundugu zaman elde edildi ve ayrica Ma++li ortamlardaki
aktivasyon degerinin Mgt+'li ortamda gériilen aktivasyondan biraz

daha fazla oldugu saptandi. Nat iyonunun enziminin énemli derecede
inhibe etmedigi gozlendi (Sekil 3].

b) Poliornitinin maksimum aktivasyona yol actif
konsantrasyon deney ortam basina 10 ug poliornitindir, Mg+ ve

poliornitin ile olugan aktivasyon, Mn*+ jle gézlenenden daha

yUksekti. Nat ile olugsan inhibisyonun da énemii olmadigr gozlendi

(Sekil 4).
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+t 32 " e s . i
Sekil 2: 37°C'de pH 7.5. Tris-HCL tamponu ve Mg + ['y. P] G_TP varhgm@a Qeglg.lk aktivator
konsantrasyonlarinin endojen substratlar ve kazein iizerine olan etkileri ©1 : enzim +
Poliiizin @ 2: enzim+ polilizin + kazein, A3 enzim + spermin, ¢ 4 : enzim + spermin +
kazein, I’S : enzim + spermidin, A6 : enzim + spermidin + kazein.
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Sekil 3: 37°C'de pH 7.5. Tris-HCL tamponu ve [y 32P] GTP varlifinda degisik polilizin
. konsantrasyonlarinin, degisik kofaktorler ve Natiyonu igeren ortamlardaki endojen subtrat

fosforilasyonu iizerine olan etkileri.

++ ++ gt
1:Mg.2:Mn ,3:Mg +Na
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Sekild: 37°C'de pH 7.5. Tris-HCL tamponu ve [‘f P] GTP varhifinda degisik poliornitin
konsantrasyonlarinin, depisik kofaktorler ve Na iyonu igeren ortarmnlardaki endojen substrat

fosforilasyonu iizerine olan etkileri.

++ ++ . F
1:Mg+f2:Mn ,3:Mg +Na
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¢) Sperminin maksimum aktivasyonu deney ortami basina 100
pg kullanildifinda gozlendi. 1000 pug spermin konsantrasyonu
haricinde, Mn*+ iyonu iye elde edilen aktivasyonun Mgt++ iyonuna
gore daha fazla oldugu saptandi. Nat iyonunun inhibisyon etkisi ise

daha &nce belirtildigi gibi énemli degildi (Sekil 5).

d) Spermidinin en ytksek aktivasyonu deney ortami basina
1000 ug spermidinle elde edilirken, Mn**lu ortamlarda aktivasyon
Mgt+'lu olanlara gdre daha yiliksek bulundu ve 6zellikle 1000 pg
spermidin konsantrasyonunda gézlenen dekstran sulfat
inhibisyonunun daha fazla oldugu saptandi. Bu konsantrasyonda Na*t
iyonunun inhibisyon etkisi diger konsantrasyonlarda gozlenenden

daha fazlayd: (Sekil 6).
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Sekil 5: 37°C'de pH 7.5. Tris-HCL tamponu ve _[_YHP] GTP varliginda degigik spermin
konsantrasyonlarinin, degisik kafaktdrler ve Na'iyonu igeren ortamlardaki endojen substrat
fosforilasyonu iizerine olan etkiler.

o ++ .+
1:Mg ,2:MT1+,3:Mg + Na
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Sekil 6: 37°C'de pH 7.5. Tris-HCL tamponu ve [v2P] GTP varhifinda degisik spermidi
konsantrasyonlarimin, degisik kofaktorler ve Na'iyonu igeren ortamlardaki endojen substrat
fosforilasyonu iizerine olan etkileri.

1:Mg " 2:Mn 3 ME"+ Na®
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Kazein Kinaz II Enziminin Degisik Konsantrasyonlarda

Dekstran Siilfat ve Heparin ile inhibisyonu:

En ytiksek inhibisyon deney ortami basina 100 pg dekstan
stilfat ve 100 pug heparin konsantrasyonlarinda goéraldii. Bu
konsantrasyonlarda %80-90 aras: inhibisyon elde edildi. Ayrica her
Iki inhibitériin de konsantrasyonu ile inhibisyon arasinda dogru bir

oranti vard: {Sekil 7,8).
pH'1n Kazein Kinaz II Aktivitesine Etkisi:

Poliaminlerin ve dekstran sulfatin varlifinda veya yoklugunda
enzim aktivitesi ile pH arasmda grafikler ¢izildi ve sonugta en ytksek
aktivasyona pH 9.0'da rastlandi. Poliaminlerin yoklugunda aktivite
egrisinin diiz plato seklinde oldugu, polilizinli ortamlarda ise pH 8.5

ile pH 9.0 arasinda aktivitenin en ytksek oldugu gézlendi (Sckil 9).
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Sekil 7; 37°C'de pH 7.5. Tris-HCL tamponu ve [732 P] GTP varlifinda defisik dekstran siilfat
konsantrasyonlarinin, substrat fosforilasyonu iizerine olan etkileri. 1 ; Kontrol (enzimsiz), 2 :
Sadece enzim, 3 : enzim + polilizin, 4 : Enzim + kazein, 5 : Enzim+kazein+polilizin.
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Sekil 8 : 37°C'de pH 7.5 Tris-HCL tamponu ve Mg, [72 Pj GTP varliginda degisik heparin
konsantrasyonlarinin, endojen substratlar ve kazein {izerine olan etkileri. 1 : Kontrol
(enzimsiz), 2 : Sadece enzim, 3 : enzim + polilizin, 4 : Enzim + kazein, 5 :
Enzim+kazein+polilizin.
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Sekil 9: 37°C'de pH 7.5. Tris-HCL tamponu ve M'E' [¥2P] GTP varhfiinda, endojen substratlar ve
kazein i¢in pH degigimi. 1 : sadece enzim, 2 : enzim+polilizin, 3 : Enzim+dekstran siilfat, 4
Enzim + polilizin + dekstran siilfat, 5 : enzim+kazein, 6 : enzim+kazein+polilizin, 7 :
enzim+kazein+dekstran siilfat, 8 : enzim+kazein+polilizin+dekstran siilfat
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Kazein Kinaz II'nin Natif Substratlarimin SDS-Poliakrilamid Jel
Elektroforezinde Tayini:

a) GTP varhighnda yapilan ¢alisma:

Substratlarin yoklugunda enzim ile fosforile edilmis iki jel
segmentine rastlanildi. Her iki segmentte de dekstran siilfat ilavesi
radyoaktivitenin azalmasina yol ag¢ti. Polilizin ilavesi 31 ve 33.
segmentlerin her ikisinde de radyoaktiviteyi arttirdi. Ayrica 34.
segmentte Gglincil bir radyoaktiviteye yol acti. Dekstran sulfat ilavesi
34. segmentteki radyoaktivitenin tamamen kaybolmasina neden oldu.
Kazein varhifinda is¢ dért segmentte de radyoaktiviteye rastlandi.
Bunlar 22, 31, 33 ve 34. segmentte olup dekstran siilfat ilavesiyle
radyoaktivitenin dtistagd, polilizin ilavesiyle yukseldigi gézlendi.
Kazeinsiz ortamdaki radyoaktiviteden farki sadece 22. segmentte

protein igermesidir (Tablo VII).
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TABLO VII: Kazein kinaz 11 igin natif substratlann SDS-PAGE ile analizi.Fosfat
vericisi olarak GTP, aktivatdr olarak polilizin kullanildi.

Sadece | Enzim | Enzim | Enzim+ | Enzim | Enzim+ | Enzim Enzim+
Enzim + + aktivattr + kazcin+ + Kazcin+
Dekstran | akiivaidr + kazein j dekstran | Kazein | Aktuvadr+
Sillat dekstan siilfat + Dckstran
stilfat Aktivar]  Silfat
1 0 0 0 0 0 0 0 0
2 0 0 0 0 0 0 0 0
3] O 0 0 0 0 0 0 0
4 0 0 0 0 0 0 0 0
51 0 0 0 0 0 0 0 {
6f O 0 0 0 0 0 0 0
71 0 0 0 0 0 0 0 0
8§ O 0 0 0 O 0 0 0
91 0 0 0 0 0] 0 0 0
1] 0O 0 0 0 0 0 0 0
110 0 0 0 0 0 0 0 Y]
12| 0O 0 0 0 0 0 0 0
13 0O 0 0 0 0 0 0 0
14t 0 0 0 0 0 0 0 0
15 0 0 0 0 0 0 0 0
168 0 0 0 0 0 0 0 0
17 0 0 0 0 0 0 4] 0
181 O 0 0 0 0 0 0 0
19 0 0 0 Q 0 0 (0 0
200 0 0 0 0 0 0 0 0
21 O 0 0 0 0 0 0 0
221 O 0 0 0 456 148 1179 227
231 0O 0 0 0 0 0 0 0
24 0 0 0 0 0 a 0 0
25| O 0 0 0 0 0 0 0
260 O 0 0 0 0 0 0 0
27] O 0 0 0 0 0 0 0
281 O 0 0 0 0 0 0 0
200 O 0 0 0 0 0 0 0
30 O 0 0 0 0 0 0 0
boya ile igaretli 31| 532 101 1157 226 635 143 679 194
3210 0 0 0 0 0 Q 0
33| 315 65 427 258 378 06 451 201
34| 0 0 466 0 118 105 132 68
351 0O 0 0 0 0 0 0 0
36 0O 0 0 0 0 0 0 0
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b) ATP varlifinda yapilan ¢alisma:

Substratlarnn yoklugunda enzimin fosforile ettifi proteinler
sadece iki segmentte izlendi. 31 ve 33. segmentlere dextran salfat
ilavesi her iki segmentte de radyoaktivitenin diismesine yol acti.
Tersine polilizin ilavesiyle yedl ayri segmentte radyoaktiviteye
rastlandi. Bu segmentler sirasiyla 23, 25, 27, 28, 31, 33 ve 35.
segmentlerdir. Dekstran sulfat ilavesinde ise 31, 33 ve 35.
segmentlerde %50-75 arasinda bir diisme, diger segmentlerde ise
radyoaktiviteye rastlanmadi. Ekzojen substrat olan kazein ilavesinde
ise 22, 31, 33. segmentlerde radyoaktivite gézlendi, fakat yine
digerleri gibi dekstran stlfat ilavesinde her ti¢ segmentte de %60-75
arasinda bir disme kaydedildi. Polilizin ilavesinde ise bu g

segmentte 2-4 kat civarinda bir artis gozlendi (Tablo VIII).
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" TABLO VIIIL:

Kazein kinaz II igin natif substratlarin SDS-PAGE ile analizi.

Fosfat vericisi olarak ATP aktivatdr olarak polizin kullamld:.

Sadcce | Enzim | Enzim | Enzim+ | Enzim | Enzim+ | Enzim | Enzim+
Enzim -+ + akuvatdr + kazcin+ + Karcin+
Decksuan | aktivattr + kazcin | dekstran | Kazein | Aktivaldr+
Suifat dckstan siilfat + Dekstran
siilfat Aktivawr!  Siillal
1] 0 0 0 0 0 0 0 0
2l 0O 0 0 0 0 0 0 0
3 O 0 0 0 0 0 0 0
4 0 0 0 0 0 0 0 0
51 0O 0 0 0 0 0 0 0
6] 0O 0 0 0 0 0 0 0
7l 0 0 0 0 0 0 0 0
8§ O 0 0 0 0 0 0 0
9 0 0 0 0 0 0 0 0
18] 0 0 0 0 0 0 0 0
11| O 0 0 0 0 0 0 0
12t 0O 0 0 0 0 0 0 0
13} O 0 0 0 0 0 0 0
14] 0O 0 0 0 0 0 0 0
15| O 0 0 0 0 0 0 0
16] 0O 0 0 0 0 0 0 0
i7] 0 0 0 0 0 0 0 0
188 0O 0 0 0 0 0 0 0
19] O 0 0 0 0 0 0 0
200 O 0 0 0 0 0 0 0
21 0O 0 0 0 0 0 0 0
22| O 0 0 0 967 425 1474 672
23] 0O 0 75 0 0 0 0 0
24 0O 0 0 0 0 0 0 0
25 0 0 101 0 0 0 0 0
260 O 0 0 0 0 0 0 0
271 O 0 69 0 0 0 0 0
281 O 0 32 0 0 0 0 0
291 O 0 0 0 0 0 0 0
300 0O 0 0 0 0 0 0 0
boya ilc iyarctli 31 1098 | 418 1392 627 983 376 1391 397
321 O 0 0 0 0 0 0 0
331 211 134 344 178 355 175 432 201
34 O 0 0 0 0 0 0 0
351 0 0 1228 452 0 0 0 0
361 O 0 0 0 0 0 0 0
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Kazein Kinaz IT'nin Onkoprotein Substratlar:

Kazein Kinaz [I'nin substratlar1 clabilecek onkoproteinler
tizerine aktivatér, inhibitér ve ekzojen substrat olan kazeinin etkileri
arastirildi. Myc onkoproteini, myb onkoproteini ve kazein ilavesinde
enzim aktivasyonu 2-3 kat artis gosterdi. Bu artis polilizin ilavesiyle
4-5 kathk bir degere yiikseldi. Dekstran stlfat ilavesiyle her deney
i¢cin %50-75 arasi bir inhibisyon gdzlendi. Src ve ras onkcproteinleri
icin bulunan degerler ise buytlik bir degisim gostermedi. Yani enzimin
myc ve myb onkoproteini Gzerine olan etkisi, diger iki

onkoproteine gére daha farkhyd: (Tablo IX).
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Tablo IX: pH 7.5 Tris-HCI tamponu ve GTP varlifinda enzimin onkoproteinler ve kazein

iizerine etkisi (dpm). Deney ortamu bagina 100 g substrat ve 10 pg polilizin kullanilds .

Sadece Enzim Enzim Enzim Enzim +
enzim + + + substrat +
substrat substrat substrat+ aktvator +
+ dekstran dekstran
aktivator stilfat siilfat
+ Kazein 873 1532 2617 735 883
+ myc 835 2087 4892 771 915
+ myb 935 1994 4386 625 1066
+ sIC 881 1003 1218 704 776
+ ras 922 945 1053 649 772
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TARTISMA

Yaptifinuz calhismada, rat akciger homojenatindan elde edilen
kazein kinaz II aktivitesinin degisik sartlar altinda, farkh fosfat
vericileri, aktivatoérler, inhibitérler, substratlar, onkoprotein
substratlar, iyon kofaktdrler ve tamponlar varlifinda goésterdigi

degisiklikler arastirildi.

Rat akciger kazein kinaz II'si poliamin bagimh bir enzim olup
poliamin gibi polikatyonik bilesiklerle aktive olur. Poliaminler
icerisinde enzimi en fazla polilizinin aktive ettigi saptand: ve fosfat
tamponu (pH 7.5) igeren ortamda Tris-HCI tamponuna gére daha iyi
calistify, Mn*+ jceren ortamlarda da Mgt+ iceren ortama gére daha

aktif oldugu gozlendi (Tablo II, III).

Enzimin, endojen substrat tizerine olan fosforilasyon etkisine
ilave olarak bir ekzojen substrat olan kazein ilavesiyle fosforilasyon
hizinin arttigy, dogal olarak fosfat tamponunda bu artisin daha da fazla

oldugu gésterildi (Tablo 11, III}.
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Enzimin myb, myc gibi onkoproteinleri substrat olarak
kullanma yetenegi arastinildi (Tablo IX). Bu onkoproteinlerin enzim
tarafindan fosforillenerek transforme hicrelerde, hacrenin asin
cogalmaya olan duyarhlhigim artirdifs disdantilmektedir. Myc ve mby
onkoproteinleri DNA'ya baglanarak, hiicrede artiga yonelik olaylan

hizlandinr (14).

Disandan ckzojen ilave edilen radyoaktif isaretli 32P tasiyan
ATP veya GTP'li ortamlarda, rat akciger kazein kinaz II aktivitesi
6lcilerek, enzimin ATP varhfinda daha aktif oldugu ve daha fazla

fosfoprotein miktanna yol actigi gésterildi (Tablo V).

Enzim tizerinde Na*t iyonunun inhibitor etkisi aragtnldifinda
literatiirde elde edilen bulgulara benzer bulgular elde edilemedi ve
enzimin Nat'a duyarsiz oldugu, Nat'un bu enzim i¢in kuvvetli bir

inhibitér olmadig gosterildi (Tablo IV, VI) (15}).

SDS-PAGE analizinde ise enzim tayininde oldugu gibi ATPli
ortamlarda enzimin daha fazla proteini fosforile ettigi gozlendi. GTP
kullanilan elektroforezde enzim + aktivatér varlifinda fosforile ug¢

proteine rastlanmis iken, ATP kullanilan elektroforezde ise yedi

fosfoproteine rastlanmastir (Tablo VII, VIII).
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Tris-HC] tamponu igerisinde enzim aktivitesinin pH 9.0'da en
yuksek oldugu gézlendi. Bununla beraber bir ¢ok doku i¢in optimum

pH 7.5 olarak saptand: ($Sekil 9).

Bu sonuglar kismi olarak saflagtirdigimiz enzimin 6zelliklerini
gostermektedir. Dolayisiyla gergek 6zelliklerini tayin etmek igin

enzimin tam anlamyla saflagtinlmasi gerekir.
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OZET

Calismamizda kullandigimiz degisik tayin ydntemleriyle

degisik sartlar altinda rat akciger kazein kinaz II'sine ait baz

ozellikler incelendi.

Poliamin bagimli protein kinazlar, ATP veya GTP'yi fosfat
vericisi ve Mg+t veya Mn*+'i, metal kofaktér olarak kullanarak

degisik proteinlerin seril ve treonil amino asit kalintilarimi fosforile

ederler.

GCalismada, kazein kinaz II'nin poliamin ve polibazik
peptidlerle aktive, dekstran sitilfat, heparin ve polianyonik bilesiklerle
inaktive oldugu; Nat iyonu ile inhibe olmadigl ve enzim

aktivasyonunun ekzojen substrat kazein ilavesiyle arttigy saptand.

Ayrica onkoproteinlerden 6zellikle myc ve myb

onkoproteinlerinin kazein kinaz II'nin substratlan oldugu gosterildi.

Calismmamizda enzimin fosforilasyon aktivitesi ATP varhifinda,
GTP'den daha ytiksek bulundu. En iyi aktivasyon tim poliaminler i¢in

deney ortam: bagsina 10 pg poliamin, inhibisyon icin ise 10 ug
inhibitér kullanildiginda gézlendi.

Enzim aktivitesi lizerinde pH'in etkisi izlendiginde, en yuksek
aktivasyon, fosfat vericisi olarak GTP kullamldiginda ve Tris-HCl

tamponu igerisinde pH 9.0'da gdzlendi.
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SUMMARY

In our study we evaluted the kinetic properties of rat lung
casein kinase II under different conditions by using various assay
systems. Protein kinases phosphorylate serine or threonine rezidues
of many proteins, casein kinase Il also phosphorylated these residues
by using ATP or GTP as phosphate donors and Mg2+ or Mn2+ as
metal cofactor. Rat lung casein kinase ]I was stimulated by
polyamines and polybasic peptides and inhibited by dextran sulfate,

heparinfhe enzyme was not inhibited by the Nat ion.

Enzyme activity increased upon addition of casein as being
exogenous substrate. The onkoproteins myc and myb were also found

to be excellant substrates of casein kinase II.

In our study the phosphorylation activity of the enzyme was

greater with ATP than with GTP. The largest activation was observed

at 10 pg/assay of polyamines and the greatest inhibition was at 10

pg/assay of inhibitors.

The influence of pH on the enzyme activity was variable. The
highest activity was obtained at pH 9.0 in Tris-HCl buffer system
using GTP-Mgt+,
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