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OZET

MEME KANSERLI HASTALARDA TUMOR M2-PK (PIRUVAT KINAZ)
ENZIMININ KARAKTERIZASYONU

Glikoliz yolunun anahtar enzimlerinden Piruvate kinaz (E.C.2.7.1.40, ATP:
Pyruvate-O-phosphotransferase) fosfoenolpiruvatin (PEP) piruvata doniisiimii ile ATP
olusumunu katalizlemektedir. Piruvat kinaz tetramer yapidadir. Memelilerde, piruvat
kinaz enzimi M1, M2, L ve R tip olmak iizere dort farkli izoenzimi bulunmaktadir.
Izoenzimler kinetik, diizenleyici dzellikleri ve ldkalize oldugu dokuya gore farklilik
gostermektedir.

Giliniimlize degin yapilan arastirmalarda, timorlii hiicrelerde metabolik
degisikligin kontroliinde M2 tip piruvat kinazin rolii saptanmis olup hemen hemen tiim
cogalan hiicrelerde fazla miktarlarda bulundugu, 6zellikle tiimorlii hiicrelerde ise bu
miktarin ¢ok fazla arttig1 gézlenmistir. Karsinogenez siiresince, piruvat kinazin dokuya
0zgiin izoenzimlerinden M1-PK kas, L-PK karaciger, R-PK eritrosit izoenzimlerinin
ortadan kalktig1 M2-PK’ nin sentezinin arttig1 bulunmugstur. M2-PK enzimin substrati
olan PEP’e kars1 yiiksek affinite gosteren aktif tetramerik yapida ve PEP’e daha az
affinite gosteren dimerik yapida bulunabilmektedir. Dimerik formda olan M2-PK
hiicresel PEP derisiminde neredeyse inaktif durumdadir.

ScheBo Biotech firmasi Timér M2-PK’ nin EDTA-plazmada 6l¢iimii i¢in
ELISA ydntemini gelistirmistir. Iimmiinohistolojik boyama sonuglartyla uyumlu olarak,
bobrek, pankreas, akciger, meme ve kolon kanserli hastalarin EDTA-plazma
orneklerinin Timoér M2-PK miktar1 , timorlerin metastatik durumlarim  direk
yansitmaktadir.

Meme kanseri yiiksek morbidite ve mortaliteye sebep oldugu i¢in diinyadaki en
onemli li¢iincii kanser tiiriidiir. Calismada, plazma ve doku 6rneklerinin piruvat kinaz
enzim spesifik aktivitesi 92 hastada Beutler ve ELISA yontemleri ile ¢alisildi. Hem
ELISA hem de Beutler yontemi ile g¢alisilan, kontrol ve hasta gruplara ait plazma
orneklerinin piruvat kinaz aktiviteleri karsilastirildi ve anlamli bir fark (p< 0.001)
bulundu. Ayrica, Beutler yontemi ile ¢alisilan timorli ve normal doku 6rneklerinin PK
aktiviteleri arasinda farklilik oldugu gozlendi (p< 0.001).

Anahtar Kelimeler: Meme Kanseri, Piruvat Kinaz, Tiimoér M2- piruvat kinaz
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ABSTRACT

CHRACTERIZATION OF TUMOR M2-PK (PYRUVATE KINASE) ENZYME IN
BREAST CARCINOMA

Pyruvate kinase (EC 2.7.1.40, ATP: Pyruvate-O-phosphotransferase), a key
enzyme in glycolysis, catalyzes conversion of phosphoenolpyruvate (PEP) into pyruvate
with regeneration of adenosine triphosphate (ATP). Pyruvate kinase is a tetramer. In
mammalian tissues, four distinct isoenzymes of pyruvate kinase are found: M1-type;
M2-type ; L-type, and R-type. These isoenzymes differ in kinetic and regulatory
properties and localization in different tissues.

The key regulator of the metabolic alterations found in tumor cells is the
glycolytic isoenzyme pyruvate kinase type M2 that is generally expressed in all
proliferating cells and overexpressed in all tumor cells investigated to date. During
carcinogenesis a shift in the pyruvate kinase isoenzyme equipment always takes place,
such that the tissue-specific isoenzymes disappear (such as M1-PK in muscle and brain,
L-PK in liver and kidney, and R-PK in red blood cells), and M2-PK is expressed. M2-
PK can exist in a highly active tetrameric form with a high affinity to its substrate,
phosphoenolpyruvate (PEP), and in a dimeric form with a low PEP affinity. The dimeric
form of M2-PK is virtually inactive at cellular PEP concentration.

An enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) for the determination of
Tumor M2-PK in ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA)-plasma is available from
ScheBo Biotech AG. In accordance with results from immunohistological staining, the
amount of Tumor M2-PK in ETDA-plasma samples from patients with renal cell
carcinoma, pancreatic, lung, breast, and colon cancer directly reflected the metastatic
state of the tumors. Carcinoma of the breast, the third most common cancer worldwide,
accounts for the highest morbidity and mortality. In the present study, pyruvate kinase
specific activity of plasma and tissue samples were studied with Beutler and ELISA
method in 92 patients. Pyruvate kinase activities of plasma samples are belonging to
control and patient gruops which were studied both ELISA and Beutler methods were
compared and were found significant result(p<0.001). Also, pyruvate kinase aktivities
of tumor and normal tissue samples which studied with Beutler method were compared
and the results were found p<0.001.

Key Words: Breast Carcinoma, Pyruvate Kinase, Tumor M2- pyruvate kinase.
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1. GIRIS

Genel anlamda kanser; hiicresel dongii kontroliiniin kaybolmasina bagli olarak
degisime ugramis bir hiicreden, bir¢ok hiicrenin meydana gelmesi olayidir. Bu hiicreler
normalinden hizli olarak boliinen hiicrelere donilismiis olup kendilerini ¢evreleyen
dokudan daha farkli morfolojik ve biyokimyasal 6zellikler gostermektedir®”.

Cesitli  organlarda geliserek her yastaki bireyleri etkileyen kanser,
kardiyovaskiiler hastaliklardan sonra en sik rastlanan 6liim nedenidir. Kanser vakalari
icinde meme kanseri kadin sagligini tehdit eden en 6nemli malign hastalik olup ytiksek
morbidite ve mortaliteye sahiptir. Meme kanseri diinyadaki en 6nemli ii¢lincii kanser
tiiri olup kanser oOliimlerinde ikinci siradadir. Bir kadinin yasami boyunca meme
kanserine yakalanma olasilig1 %13,1°dir. Amerika Birlesik Devletleri’nde (ABD) her
yil 183 000 invaziv meme kanseri teshis edilmekte ve her yil yaklagik 41 000 kadin bu
nedenle yasamini yitirmektedir. Ulkemizde meme kanseri kadinlar arasinda diger
kanser tiirlerine gore birinci sirada yer almaktadir. Son verilere gore Tiirkiye de meme
kanseri oran1 % 24.1 olarak belirlenmistir. Ulkemizde heniiz diizenli bir meme kanseri
kayit programi olmadigindan, kesin sikliginin belirlenmesi giigtiir. Ancak mevcut
verilere gore, dogu bdolgelerimizde 20/100.000, bati bolgelerimizde ise 40-50/100.000
oraninda bir sikligin oldugu tahmin edilmektedir. Ancak meme kanserinden dolay1 6lim
oranlar1 son yillarda giderek azalmaktadir. Bu azalmanin nedenleri arasinda erken tani
yontemlerinin genis insan popiilasyonlarinda etkin bir sekilde uygulanmasi ve sistemik
tedavide elde edilen hedefe yonelik tedavi segeneklerindeki basarili sonuglar
say1labilir®* 636465

Piruvat kinaz (E.C.2.7.1.40), glikoliz yolunda adenozin difosfatin substrat
diizeyinde fosforilasyonunu katalize eden glikoliz yolunda bulunan allosterik bir
enzimdir '7*Y. Enzim, fonksiyonunu gosterebilmesi igin tek degerlikli iyonlardan K a,

2+,

iki degerlikli iyonlardan Mg”" ya da Mn’”e mutlaka gereksinim duyar. Kinetik

Ozellikleri, elektrik mobiliteleri, aminoasid icerikleri ve ¢esitli dokulardaki
dagilimlarina gére insan piruvat kinazi 4 farkli izoenzime (M1, M2, L ve R) sahiptir .
Diger taraftan immiinolojik ve lokalize oldugu gene gore iki temel gruba ayirmak
miimkiindiir. M tipi M1 ve M2 izoenzimleri, L tipi ise L ve R izoenzimleri seklindedir.

R tip piruvat kinaz olgun eritrositlerde, L tip piruvat kinaz karaciger ve bobrek gibi
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glukoneojenik dokularda bulunmaktadir. R ve L tip piruvat kinaz fruktoz-1,6-difosfat
(FDP) tarafindan aktive edilmektedir '®. M1 tip piruvat kinaz yetiskin iskelet kasinda
bulunan tek izoenzim olup kalp kasi ve beyinin ana izoenzimidir ''®. M1 tip piruvat
kinazin kinetik ve diizenleyici 6zellikleri diger 3 tipten farkli olarak fosfoenol piruvat
(PEP)’ a karst Michaelis-Menten kinetigi gostermekte ve FDP tarafindan aktive
olmamaktadir "2V, M2 tip piruvat kinaz fetus ve timér dokularinin major izoenzimi

olup en fazla eriskin dokularda bulunur “**?

. M2 tip piruvat kinaz PEP’a karsi
sigmoidal kinetik 6zellik gostermekte olup FDP tarafindan da aktive olmaktadir. M2
izoenzimi elektroforetik ve immiinolojik olarak M1 izoenzimine, kinetik olarak ta L
izoenzime benzemektedir '"'%,

Tiimor hiicrelerinin enzimoloji ile iligkisi, timor hiicrede karbonhidrat, piirin ve
pirimidin  metabolizmasin1  diizenleyen enzimlerin aktivitelerinin  degisiklige
ugramasindan ileri gelmektedir. Timdrlii hiicrelerinin metabolizmasindaki gerekli
enerji ve metabolitlerin saglanmasi i¢in glikolizin hizli ¢alismasi nedeniyle benign veya
malign tiimérlerde piruvat kinaz aktivitesinin genellikle arttigi rapor edilmistir™.
Meme kanserli hastalarda tiimorlii doku piruvat kinaz aktivitesinin saglikli doku
aktivitesine gore artig gostermesi, bu enzimin meme kanserinde belirte¢ olarak gorev
yapabilecegini diisiindiirmektedir®'=>%*%.

Beyin tiimorleri, retinoblastomalar, rhabdomyosarcomalar, medullar tiroid
kanserleri, karaciger, meme kanserleri ve hepatomalar gibi neoplastik dokularda timdor
M2 tip piruvat kinazda degisim oldugu tespit edilmis ve timorli dokuda bulunan M2 tip
ile malignite arasinda bir iligki oldugu yapilan ¢alismalarla saptanmistir. M2 tip piruvat
kinaz enzimi tiimor hiicrelerinde degisime ugramis ve Timdr M2 izoenzimi olarak
isimlendirilmistir. ~ Tiimér M2  izoenzimi  karbonhidrat = metabolizmasinin
diizenlenmesinde aktif rol oynamaktadir *'**%*_ Genelde piruvat kinaz enziminin
biitlin izoenzimlerinin, aktif durumlarinin es tetramerik yapida olmasina karsilik tiimor
hiicrelerinde, piruvat kinazin M2 izoenzim yapist bozulur ve agir basan formu
dimeriktir. Tiimdr hiicresinin karekteristik metabolizmasi ile dimerik M2 piruvat kinaz
derisiminde carpict bir artma olur. Viicut sivilarinda mevcut olan Timor M2 piruvat
kinaz, timor hiicre doniisiimleri ve nekrozlari ile tiimor hiicrelerinden aktarilandir. Bazi

arastirmacilara gore; Timoér M2 ve M tip aynm genden, L tip ise farkli genden

sentezlenmektedir®”. M ve L izoenzimleri ile karsilastirildiginda Timér M2 tip
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piruvat kinaz farkli kinetik 06zellik gdstermektedir. Hipodermiste piruvat kinaz
aktivitesinin arttig1 ve malign dokularda M formdan degisik bir izoenzim olan Timor
M2 formun olustugu rapor edilmistir. Timoér M2-piruvat kinaz enziminin EDTA (Etilen
Diamin Tetraasetikasit)’lt tam kan plazmasinda, esas olarak iki monoklonal antikor
yontemine  dayali ELISA  (Enzyme-Linked Immunosorbent  Assay) ile
olciilebilmektedir''*>,

Tiimoér M2-piruvat kinaz enzimi ¢esitli kanser tiirlerinde hastaliin takibinde
kullanilabilir. Diinyada gittikge 6nem kazanan ve c¢esitli kanserlerde belirte¢ olarak
kullanilan Timor M2-piruvat kinaz enziminin ELISA  yontemi ile plazmadaki
aktivitesinin Ol¢iilmesi, bu yontemin olduk¢a masrafli olmasi nedeni ile daha ucuz bir
yontem olan Beutler yontemi ile 6lgiilerek her iki yontemin karsilastirilmasi; normal ve

timorli dokularin piruvat kinaz aktivitesi karsilastirilarak kanser olgularmi tami ve

takibinde kullanilabilirligi aragtirilmstir.
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2. GENEL BIiLGILER

2.1 PIRUVAT KINAZ ENZIMi (PK)

2.1.1 GENEL OZELLIKLERI

Glikolizde ikinci adenozin trifosfat (ATP)’nin sentezlendigi tepkime piruvat
kinaz tarafindan katalizlenir. Piruvat kinaz glikolitik yolun bu son basamaginda
fosfoenol piruvat (PEP)’ tan adenozin difosfat (ADP)’a bir fosforil grubun transferinde
arabuluculuk yaparak ATP ve piruvati olusturur. Tepkime negatif serbest enerjiye sahip
olmasi nedeniyle fizyolojik kosullarda geri doniisiimsiizdiir. Piruvat kinaz, glikoliz

yolunun kontroliinii saglayan ii¢ enzimden birisidir .

Piruvat Kinaz
PEP + ADP » Piruvat + ATP
Mg2+ K

AG'®= —31.4 kJ/mol

Genel olarak piruvat kinaz, yaklasik 200-250 kDa agirhginda olan 4
monomerden olusmaktadir. Her bir monomer yaklagik 500 aminoasidden meydana
gelmis tetramerik yapiya sahiptir®®. Bu monomerler ii¢ majér domain ve bunlara ek

243 pijruvat kinaz  enziminin

olarak kii¢iik N-terminal domain ig¢ermektedir
domainlerinin kombinasyonu ve alt {initelerin rotasyonu, aktif bdlgede geometrinin
degisimine neden olmaktadir ®. Bu rotasyon, piruvat kinaz enziminin aktif R formunu
veya aktif olmayan T formunu olusturur @ Piruvat kinaz enziminin aktif olmayan T
formundan, aktif R formuna gecisindeki degisiklikler substratin enzime baglanmasini

<1ar (2,9,10,11
saglar & %1010,
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Piruvat kinaz enzimi, aktivitesini gdsterebilmesi i¢in tek degerlikli iyonlardan
Ka, iki degerlikli iyonlardan Mg*" ya da Mn”"’e mutlaka gereksinim duyar®. Enzim
yapisinda, etkili molekiillerin baglanabilecegi aktif ve allosterik bolgelere sahiptir %',
Allosterik ve aktif bolgeler domainlerin yiizeyinde bulunmaktadir . Aktif bélge A,
allosterik bolge C domaininde lokalizedir. C domainine aktivatér olan FDP’nin
baglanmasi etkisiyle aktif bolge allosterik bolgeden uzaklasir ve substrat olan PEP’ in
baglanmast i¢in bir sinyal gorevi gdster'™).

Eritrosit piruvat kinaz(ePK) enzim eksikliginin kalitsal bir hastalik olan
nonsferositik hemolitik anemiye neden oldugu 1961'den beri bilinmektedir. Bunun
yani sira Boivin ve arkadaglar1 birgok hematolojik bozukluklarda kazanilmis piruvat
kinaz defektini rapor etmislerdir. Yapilan bir c¢ok arastirma degisik kan
hastaliklarinda kazanilmis eritrositer piruvat kinaz eksikligini rapor etmistir. Bunlar
arasinda akut l6semiler, malignant lenfomalar ve miyelodisplastik sendromlar
sayilmaktadir. Bu tip eritrositer PK defektleri kendilerini sadece aktivite diisiisii ile

degil, ePK' nin kinetik parametrelerinin degismesi ile de karakterizedir™'?.

2.1.2. iZOENZIMLERI

Kinetik Ozellikleri, elektrik mobiliteleri, aminoasid icerikleri ve c¢esitli
dokulardaki dagilimlarina gore insan piruvat kinaz1 4 farkli izoenzime (M1, M2, L ve
R) sahiptir . Diger taraftan piruvat kinazi immiinolojik ve lokalize oldugu gene gore
L ve M tipi olmak iizere iki temel gruba ayirmak miimkiindiir. M tipi M1 ve M2
izoenzimleri, L tipi ise L ve R izoenzimlerini igermektedir. R tip piruvat kinaz olgun
eritrositlerde, L tip piruvat kinaz karaciger ve bobrek gibi glukoneojenik dokularda
bulunmaktadir. R ve L tip piruvat kinaz FDP tarafindan aktive edilmekte ve substrati
olan PEP’ ¢ kars1 allosterik bir davrams gostermektedir'®. M1 tip piruvat kinaz yetiskin
iskelet kasinda bulunan tek izoenzim olup kalp kasi ve beyinin ana izoenzimidir 7'®.
M1 tip piruvat kinazin kinetik ve diizenleyici 6zellikleri diger 3 tipten farkli olup PEP’ e
karst Michaelis-Menten kinetigi gostermekte ve FDP tarafindan aktive olmamaktadir *-
2D M2 tip piruvat kinaz fetus ve tiimér dokularnm major izoenzimi olup en fazla

eriskin dokularda bulunur ***. M2 tip piruvat kinaz PEP’ a kars1 sigmoidal kinetik

ozellik  gostermekte olup FDP tarafindan da aktive olmaktadir. M2 izoenzimi
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elektroforetik ve immiinolojik olarak M1 izoenzimine, kinetik olarak ta L izoenzime
benzemektedir 7%,

Piruvat kinaz izoenzimlerinin genetik yapis1 hakkinda, bir ¢ok goriis vardir. Bazi
calismalarda, 4 cesit dokuya 0zgiin piruvat kinazin ayri ayri1 genlerin {iriinii oldugu
savunulmus fakat son yapilan ¢aligmalarda, immiinolojik olarak 4 tip izoenzimin ¢apraz

tepkime vermeyen 2 biiyiik gruba ayrildig1 gosterilmistir(Tablo 1) *?.

Tablo 1. Piruvat kinaz izoenzimlerinin ¢apraz tepkimeleri .

M1 L R M2
izoenzimi izoenzimi izoenzimi izoenzimi
Anti-M1 + - - +
Anti-L - + + )
Anti-R - + + -
Anti-M2 + - - +

9

“+” antijen-antibodi tepkimesi var, antijen-antibodi tepkimesi yok.

R ve L izoenzimlerinin ayni gen (PKLR) iiriinii oldugu ve aynt mRNA’ dan
degisik splicing yoluyla sentezlendigi gosterilmistir. M1 ve M2 izoenzimlerinin ise

ayn1 gen (PKM) iiriinii oldugu gésterilmistir (Tablo 2) 229,
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Tablo 2: Memelilerde piruvat kinaz izoenzimlerinin lokalizasyonu.

R tip L tip M1 tip M2 tip

PK PK PK PK
Fetal hiiceler,
Eritrosit Karaciger, Beyin, Tiimor hiicreleri
Lokalizasyonu Ince bagirsak Kalp Akciger
Bobrek Iskelet kasi Lokosit
Gen PKLR PKLR PKM PKM
Aminoasid

sayisl 574 543 531 531

2.1.2.1. Karaciger (L) Tipi Piruvat Kinaz

L tipi piruvat kinaz karacigerin major, bobrek ve bagirsagin ise minor
izoenzimidir. Karacigerde yiiksek oranda L tipi piruvat kinazin bulunmasi, bu enzimin
karacigerdeki glikoliz ve glukoneogenez yollarinin diizenlenmesinde biiyiik rolil

(1.13.2729) * Qubstrati olan PEP' e karsi allosterik bir

oldugunu ortaya koymaktadir
davranis gosteren L tipi PK izoenzimi, FDP varliginda aktive olmakta ve Ky s degeri
diiserek kinetik egrisini sigmoidalden hiperbolige dogru degistirmektedir. Ayrica
ATP ve alanin tarafindan allosterik olarak inhibe olmaktadir. Fakat inhibisyon
FDP ilavesi ile ortadan kalkmaktadir. Yapilan ¢alismalarda, FDP yoklugunda L tip
piruvat kinazin PEP icin Kys degeri 0.3-0.9 mM ve Hill sabitesi 1.6-2.9 arasinda
bulunmus iken bu degerler FDP ilavesi ile Kos i¢in 0.03-0.5 mM arasina ve Hill
sabitesi i¢in ise I' e diismiistiir. Biitiin bunlara aksine, sartlar ne olursa olsun ADP i¢in
satiirasyon egrisi hiperbolik bir karakter gostermektedir *¥.

Dort ayr1 FDP baglanma bolgesinin gozlendigi L tipi izoenzimin, FDP ilavesi
ile optimum pH' 1 azalmaktadir. Izoelektrik nokta, FDP yoklugunda 6.0-6.3 arasinda
degisirken, FDP varliginda bu deger 5.3'e kadar diismektedir. L tip izoenzimin sentez

ve aktivitesi ¢ogunlukla diyet durumu tarafindan da kontrol edilmektedir. Karaciger
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ekstraktlarindaki enzimin total aktivitesi yemekten once diislik iken yemekten sonra

onemli derecede artmaktadir®**%*D.

Tablo 3’ da L tipi piruvat kinaz izoenziminin fiziksel, kimyasal ve kinetik

ozellikleri 6zetlenmistir %

Tablo 3: L tipi piruvat kinaz izoenziminin fiziksel, kimyasal ve kinetik 6zellikleri

Enzim
Kaynagi
Tavuk Sican Domuz Sigir Insan
Ozellikleri
Spesifik aktivite 320 220-258 280-300 63,4 190
( U/gr protein)
Sicaklik (°C) 37 30 37 25 -
Km (PEP)-(FDP) mM 0,79 0,3-0,96 0,3-0,6 0,5 -
Hill sabiti 2,9 1,6-2,0 2,3 - -
Km (PEP)+(FDP) mM - 0,04-0,15 | 0,025-0,05 - -
Hill sabiti - 1,0 1,1 - -
Ko (FDP) (uM) - 0,06-0,1 0,015 - -
Km (ADP) (mM) 0,26 0,07-0,4 0,3 - -
Ki (ATP) (mM) - 0,1-0,15 - - -
Ki (ALA) (mM) - 1-10 - - -
Opt. pH (-FDP) - 6,5 6,5 - -
(+FDP) - - 6,8-7,0 - -

pl (-FDP) 6,3 5,8-6,0 6,0-6,2 - 6,28

(+FDP) 6,3 5,2-5,3 53 - 5,85
Molekiil Agirhig 193 208-220 202-265 215 220-240
(kDalton)
Altbirim Sayis1 4 4 4 4 4
Altbirim Molekiil 52 57-79 50-62 54 60
Agirligi (kDalton)

Japonya'da Satoh, Tani ve arkadaslar1 1988 yilinda yapilan bir ¢alismada insan

karaciger tipi (L) piruvat kinaz (PKL) genini, 1. kromozomun q21 bandinda

oldugunu gostermislerdir. Piruvat kinaz L izoenzim geni, 11 intron ve 12 exon

icermekte olup 9,3 kilobazliktir. Birinci exon R tipine 6zgii dizinimi igerir. Ikinci
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exon ise 350 baz c¢iftlik olup L tipine 6zgiidiir. Birinci exon "exon R", ikinci exon

"exon L" olarak isimlendirilir. Kalan tiim exonlar her iki izoenzim i¢in aymdir 7

2.1.2.2. Kas (M1) Tipi Piruvat Kinaz

Kalp kas1 ve beynin major izoenzimi olup yetiskin iskelet kasinda bulunan tek
piruvat kinaz tipidir. Glikolitik hizin belirlenmesinde rolii olmayan M1 izoenzim tipi,
pasif bir izoenzim olup kinetik davranis1 Michaelis-Menten modeline uyar. Alanin
tarafindan inhibe olmayan MI tipi ayrica ADP ve PEP ile hiperbolik satlirasyon
egrileri gostermektedir. FDP’ den etkilenmeyen MI tipi piruvat kinaz dort adet
izoenzim i¢inde en kararli ve en kolay saflastirilabilen form olup, degisik kaynaklardan
saflagtirilan M1 tipi piruvat kinazlar, benzer fiziksel, kimyasal ve kinetik
karakteristikler gostermektedir. Ayrica 0Ozgiin ayiraglarla yapilan inaktivasyon
caligmalarindan, her aktif bolge icin temel bir siilfidril ve arginin rezidiisiiniin
oldugunu her bir ADP baglanma yeri i¢in ise lizin g-amino grubunun oldugunu
gostermislerdir. Izoenzimlerin hemen hemen esit miktarda glutamat ve aspartat
icerdikleri de gosterilmistir (11,24,29,32.33)

MI tipi piruvat kinaz esit agirlikli dort alt birimden meydana gelmis olup alt
birim molekiil agirliklar1 53 000- 63 000 arasindadir. Genel olarak, ADP i¢in K, degeri
0.3 mM ve ATP icin inhibisyon sabiti 3.0-3.5 mM arasinda bulunmustur. M1 tipi
izoenzimin optimum pH' smin 7.5 civarinda ve izoelektrik noktasininda 8.5-8.9
arasinda oldugu bulunmustur. Chem ve arkadaglar1 M1 tipi piruvat kinaz geninin 15.
kromozom uzun kolunda ve q22-> gter bandinda bulundugunu rapor etmislerdir ©*.
Tablo 4' de M1 tipi piruvat kinaz izoenziminin fiziksel, kimyasal ve

kinetik ézellikleri $zetlenmistir *¥.
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Tablo 4: M1 tipi piruvat kinaz izoenziminin fiziksel, kimyasal ve kinetik 6zellikleri

Enzim
aynagi Kurbaga | Tavuk Sican Tavsan Kedi Sigir Sigir | insan
Iskelet | Gogiis Femoral | iskelet | Iskelet | Boyun | Kalp | Iskelet
Ozellikleri
Spesifik aktivite 133,10 236 780 300-360 300 233 260 270
(U/ gr protein)
Sicaklik (°C) 25 25 37 30 25 25 30 25
Km (PEP) mM 0.06 0.06-0.09 0,08 0,086 - 0,04 - 0,035
Hill sabiti - 1,0 1,0 - - - - -
K, (ADP) (mM) - 0,3 0,3 0.3 - : ; 3
K; (ATP) (mM) - - 3,0-3,5 - - - - -
Opt. pH - - - - - 7.1 - 7,5
pl - 8,5-8.,8 - - - 8,9 _ i
Molekiil Agirlig: 220 212-215 250 230-240 - 230 220 | 230-
(kDalton) 241
Altbirim Sayisi 4 4 - 4 4 4 4 4
Altbirim Molekiil 55 53-54 - 53-57 60 57 55 60-63
Agirhigi(kDalton)

2.1.2.3 Eritrosit (R) Tipi Piruvat Kinaz

Insan eritrositleri, piruvat kinazin sadece R tipi izoenzimini i¢cermektedir.

Elekroforetik ayrimi L tipi ile beraber basarilmistir. Yapilan bir ¢cok aragtirmada, L

tipi izoenzim ile R tipi izoenzim arasinda bir ¢ok benzerligin oldugunu ortaya

cikarmistir. Her iki izoenzim kinetik ve immiinolojik 6zellikler acisindan birbirine
(14,29,35)

benzerlik gdosterirken elektroforetik olarak birbirinden ayrilabilmektedir

Chem ve arkadaslar1 insan eritrosit izoenziminin aminoasid bilesimini rapor
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etmiglerdir. R tipi PK 1zoenziminin, arginin ve triptofan haricinde, aminoasid igerigi

bakimmndan L tipi izoenzimine c¢ok benzedigini rapor etmislerdir®®

. Yapilan
calismalarda, R izoenziminin aminoterminal ucunda bulunan 33 aminoasidin L
izoenziminde bulunmadigini, geri kalan 541 aminoasid kalintisinin L ve R tipi
izoenzimde aymi oldugu gosterilmistir®”. Allosterik bir enzim olan R tipi piruvat
kinaz, FDP tarafindan aktive, ATP tarafindan inhibe edilmektedir. R tipi i¢in
rapor edilen kinetik degerler ile L tipi degerlerin homoloji gosterdigi bildirilmistir
(Tablo 3 ve Tablo 5). R tipi izoenzimin Ky s degeri fosfoenolpiruvat i¢in 0.48-0.63
mM arasinda iken bu deger FDP varliginda 0.06 mM' a diismektedir. Gaireau ve
arkadaglar1 bu izoenzim i¢in izoelektrik noktay1r 7.1 olarak rapor etmislerdir. Bu
deger L tipi izoenzime ait degerden daha yiiksektir. Tablo 5' de R tipi piruvat kinaz

izoenziminin fiziksel, kimyasal ve kinetik 6zellikleri 6zetlenmistir®**”.

Tablo 5: R tipi piruvat kinaz izoenziminin fiziksel, kimyasal ve kinetik 6zellikleri

Enzim )
Kaynagi Insan
Ozellikleri

Spesifik aktivite 57.9-300
Sicaklik 30
Km (PEP) — FDP (mM) 0.48-0.63
Hill sabiti 1.2-1.6
Km (PEP) + FDP (mM) 0.06
Hill sabiti 0.8-0.9
Kos (FDP) (uM) 0.04-0.06
K (ADP) (mM) 0.44-0.6
pI (-FDP) 7.1
Molekiil Agirligr (kDa) 200-240
Altbirim Sayis1 4
Altbirim Molekiil 59-60
Agirligi (kDa)
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2.1.2.4. M2 Tipi Piruvat Kinaz

M2 tipi piruvat kinaz enzimi, yetiskin dokularinda genis bir dagilima sahiptir.
Akciger, bobrek, yag dokusu gibi yetigkin dokularinda, fetal dokularda, Idkosit,
plateletlerde ve bir¢ok tiimdral dokuda mevcut kompleks tip piruvat kinaz olarak kabul
edilmektedir. M2 tipi piruvat kinaz es molekiiler agirlikli ve benzer yapida dort alt

birimden olusmustur ¢*>7.

Saflagtirilmis M2 tipi izoenziminin Ozellikleri, diger izoenzim tiplerinden
oldukga farkli yapiya sahiptir. Cesitli doku ve organizma M2 tipi izoenzimlerinin
izoelektrik noktalari, bulundugu dokuya goére biliyiik oranda farklilik
gostermektedir. Genelde M1°den diisiik, L' den biiyiiktiir®”. FDP yoklugunda PEP
icin Ko s degeri 0.2-0.4 mM arasinda degisirken FDP ilavesi ile ¢ok az bir degisme
gbzlenir. ADP i¢in Ky, degeri 0.2-0.4 mM arasinda iken ATP ve alanin i¢in Ki degerleri
sirast ile 2.5 mM ve 0.6 mM' dir. M2 tipi piruvat kinaz izoenzimi, allosterik bir
davranig gosterirken kinetik Ozellikler bakimindan L tip izoenzimden farklidir.
Tablo 6'da M2 tipi piruvat kinaz izoenziminin fiziksel, kimyasal ve kinetik

ozellikleri 6zetlenmistir®*.
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Tablo 6:M2 tipi piruvat kinaz izoenziminin fiziksel, kimyasal ve kinetik 6zellikleri.

Enzim ) )
Kaynag Tavuk Domuz Domuz Insan Insan
Akciger AH130 Bobrek Bobrek Akciger

Ozellikleri
Spesifik aktivite 520 770 500 127 274
(U/ gr protein)
Sicaklik (°C) 37 37 30 - 30
Km (PEP)-(FDP) mM 0,2 0,4 - - 0,3
Hill sabiti 1,3 1,4-1,5 - - 1,06
Km (PEP)+(FDP) mM 0.11 - - - 0,25
Km (ADP) (mM) 0,21 - - - 0,38
Ki (ATP) (mM) - 2,5 - - -
Ki (ALA) (mM) - 0,6 - - -

pl (-FDP) 8,3 - 5,6 7,7 -

(+FDP) 6,7 - - - -
Molekiil Agirhig 188 216 210-249 207 250
(kDalton)
Altbirim Sayis1 4 - 4 4 4
Altbirim Molekiil 50 - 58-61 51 62
Agirligi (kDalton)
Tablo 7° da ise piruvat kinazin dort izoenziminin genel ozellikleri

karsilastirmali olarak verilmistir ®*.

Eritrosit piruvat kinaz aktivitesi i¢in bolgemizde yapilan ¢alsma da bu deger
13.08+4.79 EU/gr Hb olarak belirlenmistir . Akin ve arkadaslar1 ise Antalya
yoresinde 617 kadin ve 573 erkek de yaptiklar1 ¢aligmada, eritrosit piruvat kinaz
EU/gHb

erkeklerde kadindakilerinden biraz daha yiiksek bulunmustur.
(38,39,40)

enzim aktivitesi 19.8+4.0 degerini  bulmuslardir. Yapilan ¢alismalarda

enzim aktivitesi,

Bunun fiziksel aktivite farkliligindan kaynaklandig: diisiiniilmektedir
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Tablo 7: Piruvat kinaz izoenzimlerinin genel 6zellikleri.

Izoenzim
M1 L R M2
Ozellikleri
Km (PEP)-(FDP) (Mm) 0,04-0,09 0,3-1,0 0,5-0,6 0,2-0,4
Egrinin Sekli Hiperbolik | Sigmodial Sigmodial | Hiperbolik
Km (PEP)-(FDP) (Mm) - 0,03-0,15 0,06 -
Egrinin Sekli Hiperbolik | Hiperbolik | Hiperbolik | Hiperbolik
FDP ile Aktivasyon Hayir Evet Evet Evet
Ki (ATP) (mM) 3-4 0,1-0,2 - 2,5
L — Alanin ile inhibisyon Hayir Evet Evet Evet
K (ADP) (mM) 0,3-0,4 0,1-0,4 0,4-0,6 0,2-0,4
Molekiil Agirligi (kDa) 210-250 200-240 200-240 190-250
Altbirim Sayis1 4 4 4 4
Monomerler Ayni Ayni Iki tiir Ayni
Altbirim Molekiil Agirlig 53-63 50-62 59-60 50-62
(kDa)
pH opt. (-FDP) 7,1-7,5 6,5 - -
(+FDP) 7,1-7,5 6,8-7,0 - -
pl (-FDP) 8,5-8,9 5,8-6,3 7,1 5,6-8,3
(+FDP) 8,5-8,9 5,2-5,3 - 6,7
Amino Terminal Bloklanmis | Bloklanmis - Bloklanmis

2.1.3. KIMYASAL YAPISI

2.1.3.1 Molekiil Agirhigi ve Aminoasid Dizisi

Piruvat kinaz enzimi, 200-250 kDa agirliginda olup her bir monomeri 500-600

aminoasidden meydana gelmis, tetramerik bir yapiya sahiptir>'**Y.  Cesitli
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kaynaklardan elde edilen memeli piruvat kinaz izoenzimlerinin farkli metotlarla

bulunan molekiiler agirliklart Tablo 8°de verilmistir ¢*.

Tablo 8:Degisik kaynaklardan elde edilen piruvat kinaz izoenzimlerin molekiiler agirliklart

Tip Kaynak Olgiim Tetramer Molekiil | Altbirim Molekiil
Metodu Agirhgi (Dalton) | Agirhg: (Dalton)
Tavsan Iskelet Kasi JF 250.000 -
Sigir Iskelet Kasi SE 230.000 57.000
M1 | Fare iskelet Kas1 JF 234.000 58.600
Sigan Iskelet Kasi SE 250.000 -
Sican Dalak JF 240.000 60.000
M2 | Fare Dalak JF 238.000 59.000
Sigir Karaciger SE 215.000 54.000
L | Sican Karaciger SE 208.300 57.000
Insan Karaciger JF 220.000-240.000 -
R | Insan Eritrosit SE 225.000 59.000-60.000

SE : Sedimantasyon Equilibrum JF: Jel Fitrasyonu

Degisik kaynaklardan elde edilen degisik tip piruvat kinaz enzimlerinin
aminoasid icerikleri ve izoelektrik noktalar1 ise Tablo 9’de 6zetlenmistir. Tablo 9’ da
goriildiigii gibi M1 ve L (veya R) formlar1 arasinda aminoasid bilesimi agisindan 6nemli

farkliliklar saptanmistir?.
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Tablo 9: Piruvat kinaz izoenzimlerinin aminoasid igerikleri (mol/ 55 000 g enzim)

Izoenzim M1 R L M2
Enzim . . Insan | Domuz
kaynagi Tavsan | Domuz | Insan Insan Domuz | Bobrek | Bobrek
Aminoasid
Lizin 34 35 33 20 20 30 33
Histidin 14 14 12 10 10 11 12
Arginin 26 30 27 50 34 28 30
Aspartik asit 47 46 46 33 35 45 46
Glutamik asit 48 47 54 56 60 47 49
Prolin 21 24 20 23 20 24 23
Glisin 39 39 38 41 46 27 40
Alanin 57 54 50 50 56 45 54
Valin 43 46 42 46 46 40 45
Metiyonin 16 17 18 11 10 26 14
[zolsin 31 30 32 32 39 32 33
Losin 38 38 37 40 43 35 38
Tirozin 9 9 9 7 8 8 10
Fenilalanin 15 16 16 14 15 15 16
Sistein 8 8 14 6 7 13 9
Treonin 24 26 25 20 25 26 27
Serin 28 26 27 31 30 30 26
Triptofan 3 3 3 8 3 3 4
pl 7.25-8.90 7.1 5.8-6.2 7.0-7.8

Diger yandan, domuz dokularindan elde edilen M1 ve M2 tipi izoenzimler

arasinda, aminoasid igerikleri agisindan fark ¢ok az iken, insan M1 ve M2 tipleri

arasinda onemli farkliliklar gdzlenmistir “**¥. Arginin ve triptofan haricinde, L ve R

tipi piruvat kinazlar aminoasid icerigi bakimindan birbirlerine benzerdir. Ancak R tipi

izoenzim L tipi izoenzimden daha fazla arginin igerir ve dolayisiyla daha yiiksek

izoelektrik noktaya sahiptir. FDP' in ilavesi M2, L ve R tipi piruvat kinazin izoelektrik

noktalarini1 diistiriirken, biitlin izoenzimlerinin N-terminalinin bloklanmis oldugu

rapor edilmistir

(5,8,24,44)
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2.1.3.2. Domainleri

Her bir monomer A, B, C majér domain ve N terminal domainini igermektedir.
A ve C biiyik domain, B ve N ise kiiclik domainlerdir. A ve C monomerlerin
merkezinde, B domaini ise merkezden biraz uzakta olup monomerin biikiilebilir kismini
olusturmaktadir. (o/B)s tabakalarindan meydana gelmis olan A domaini PK
monomerlerinin en biiyiik domaini olup Al ve A2 olmak iizere iki alt birimden
olugsmustur. B domaini ise, A domainin a3 ve [3 tabakalar1 arasinda sikismis olup
diizensiz 9 B kirmali tabakadan olugsmustur. C domaini ise A domainine benzer 5 a-helix
ve 5 B kirmali tabakasi igermektedir. N-terminal domaini en kiigiik domain olup helix-

déniis-helix motiflerini icermektedir ¢,

Domain C

Sekil 1 : Piruvat kinaz enziminin domainleri.
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Piruvat kinaz enziminin kristal yapisi ve karakterizasyonu mantar, E.coli,

Lershmonia mexicana,

kedi,

tavsan

ve 1insan

eritrositlerinden

izole edilerek

calisitlmigtir. Piruvat kinaz enziminin biitiinsel yapisinin, domainlerinin ve T-R

formlarinin canlilar arasindaki yiizde olarak farkliliklar1 Tablo 10’te 6zetlenmistir

Tablo 10:Piruvat kinaz tiplerinin canlilar arasindaki dagilim orani

(3-8)

T - formu
R - formu | M1 Tavsan
L. mexicana E.coli mantar
L. mexicana 0 57.4 50.3 49.0
L E.coli 57.4 0 56.7 52.0
Biitiin yap1
R - Mantar 50.3 56.7 0 48.6
M1 Tavsan 49.0 52.0 48.6 0
L. mexicana 0 44.6 38.8 32.6
. E.coli 44.6 0 43 .4 39.3
A Domain
R - Mantar 38.8 43 4 0 37.2
M1 Tavsan 32.6 39.3 37.2 0
L. mexicana 0 68.4 61.1 60.0
E.coli 68.4 0 68.4 63.2
B Domain
R - Mantar 61.1 68.4 0 57.9
M1 Tavsan 60.0 63.2 57.9 0
L. mexicana 0 73.3 64.1 71.8
. E.coli 73.3 0 73.3 67.9
C Domain
R - Mantar 64.1 73.3 0 63.4
M1 Tavsan 71.8 67.9 634 0

2.1.4. ETKi MEKANIZMASI

2.1.4.1. Fonksiyonu

Piruvat kinaz ya da diger adiyla ATP: Piruvat 2-O-fosfotransferaz (E.C.2.7.1.40)

glikolitik yolun 3 anahtar enziminden birisidir. Glikolitik yoldaki {i¢ tersinmez
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tepkimeden sonuncusunu kataliz etmektedir. Piruvat kinaz, bu son basamakta, PEP’ in
fosfat grubunu ADP’a transfer edmekte ve sonucta ATP ve piruvat elde edilmektedir.
Bu tepkimede PEP’ in 1 molekiilii i¢in 7,5 kcal’ lik enerji elde edilir, piruvat kinaz
enzimi glikoliz ve ozellikle de glikoneogenezin goreceli olarak hizinin kontrol

edilmesinde gorev alir @*'4%),

D*k\ /D (P) O\\\ /D |

C 0 C 0—P=0
| I Mg 2" Kt |
C—0—P—0 + (@ ————> (=0 + ®)
| | Pouvat |
CH, 0O ? Einaz CH; @

Rib —Adenin BirLivat 0

Fosfoenolpirvat ADP |
Rib —Adenin
ATP

AG'®"= =31.4 kJ/mol

Sekil 2: Fosfoenol piruvatin piruvata doniisiim tepkimesi.

Bu tepkimede PEP iizerindeki fosforil grubu ADP’ ye aktarilir ve tepkime
sonucunda negatif serbest enerji (AG) aciga ¢ikar. Fizyolojik kosullar altinda negatif
AG’ e sahip olan bu tepkime iiriinler yoniinde ve tersinmezdir. Tepkimede PEP hidrolizi
AG = -62,2 kJ/mol, ATP olusumu AG = 30,8 kJ/mol serbest enerjiye sahiptir. Tepkime
sonunda serbest enerji AG =-31,4 kJ/mol olmaktadir. Piruvat kinaz enziminin kontrolii
baz1 fizyolojik hormonal ve allosterik mekanizmalarla saglanmaktadir **°.

FDP , substrati olan PEP ve Mg-ADP’ ye karsi enzimi daha duyarli hale
getirerek aktiviteyi arttirir. Piruvat kinazin fosforilasyonu (N-terminal ucundaki serin
kalintis1  siklik AMP(cAMP) tarafindan fosforlanabilir) enzimin substrata olan
affinitesini ve FDP’ nin aktivator etkisini azaltmaktadir®*%*.

Piruvat kinaz enzimini, kataliz tepkimesinde substrati, kofaktorii ve koenzimi

enzimin allosterik ve aktif bolgesine baglanarak aktiveyi saglarlar. ATP , PEP ve tek

degerlikli (veya iki degerlikli) katyonlarinin baglanma bdlgesi enzimin A ve B
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domainlerindedir. ADP’ nin baglanma bdlgesi ise A ve C domainlerindedir. Allosterik
etki gosteren molekiillerde C domainine baglanmaktadirlar. Aktivator etki gdsteren
FDP, C domaini iizerinde arginin, serin ve treonin aminoasid kalintilarina baglanarak
etkisini gostermektedir >,

Aktif bolge A domaininde olup B domaini de kismen bu bolgeyi icermektedir. C
domainine FDP’nin baglanmasiyla, aktif bolge allosterik bolgeden uzaklasir ve PEP’ in
baglanmasi i¢in bir sinyal gérevi goéstermektedir . Bu durum A domainin 6. ve 8.
bolgelerindeki katalitik bolgeyi aktif hale getirmektedir. A domaininin 6. ve 7.
bolgelerindeki treonin, glisin, glutamik asit ve aspartik asit kalintilar1 ve 8. bolgedeki
arginin, bunlara ek olarak metal iyonlar1 ile katalitik bolgenin geometrik seklini

diizenlemekte ve boylece fosforilasyon gerceklesmektedir (Sekil 3) @7,

T4
%R F315
Kix|
9]
1
9]

Sekil 3: Piruvat kinaz enziminin aktif bolgesi.

2.1.4.2. Mekanizmasi

Piruvat kinaz enzim aktivitesi K*, Mn*" ve Mg®" gibi kofaktérler tarafindan
kontrol edilmektedir. Hayvansal kaynaklardan elde edilen piruvat kinaz {izerinde
yapilan ¢alismalarda, enzimin tek degerlikli iyon olarak potasyuma (K') ve iki
degerlikli iyon olarakda iki magnezyuma (Mg™) gereksinim duydugunu ve bunlarin

yiiksek derisimlerinin inhibitér etkisinin oldugu rapor edilmistir®*?.
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iki tane Mg”" iyonundan her biri aktif bdlgedeki glutamik asit ve aspartik asit
kalintilarin1 etkileyerek ADP ve PEP’ teki negatif yiiklii oksijen atomlarini stabilize
etmektedir. K iyonu ise aktif merkezdeki treonin, serin, aspartik asit ve aspartat
kalintilarimin koordinasyonu ve subsrat stabilizasyonu igin gereklidir®’*®. Farkli
aminoasid yan zincirleri i¢in spesifik reaktiflerle yapilan geri doniisiimsiiz inhibisyon
deneyleri, enzim aktivitesinde arginin, lizin, histidin ve sistein rezidiilerinin 6nemli
rollerinin oldugunu gostermistir ***%.

Piruvat kinazin farkli tipleri ile yapilan ¢aligmalar, substratlarin baglanma sirast ve
mekanizma detaylari agisindan, tek bir kinetik yolun olmadigini gostermistir. 1961
yilinda Reynard ve arkadaslar1 tavsan kasi piruvat kinazi ile yaptiklar1 c¢alismada,
substratin enzime gelisi gilizel baglandigini gostermislerdir. Ainworth ve Macfarline ise
bu sonuglar1 dogrulamuslardir. Insan piruvat kinaz enziminde ise baglanma sirasinda
oldugu ve once PEP' in baglandigimi sonrada Mg-ATP' nin baglandigini
distindiirmiistiir. Diger yandan domuz karaciger enzimde yapilan kinetik
caligmalarda, enzimin davranisi ping-pong seklinde olan mekanizmay1 destekledigi
gorlilmiistiir. Benzer varyasyonlar memeli olmayan kaynaklardaki piruvat kinazin
kinetik davranisinda da goriilmektedir ¢~ AT49)

Son zamanlarda yapilan aragtirmalarda ise piruvat kinaz enzimi mekanizmasinin,
iki basamakli tepkime ile gerceklestigini; birinci basamakta PEP’ten fosforil grubunun
transferi ve ATP tirlinliniin olusumu, ikinci basamakta ise keto formundaki piruvata

proton aktarim ile piruvatin olustugu rapor edilmistir >,
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2.2 TUMOR M2 TiPi PIRUVAT KIiNAZ

Timor metabolizmasinin en belirgin karakteristik 6zelligi yiiksek glikolitik
kapasite, yiiksek fosfometabolit seviyesi ve glukoz karbonunun diger biyosentezlere
(niikleik asit, fosfolipid, aminoasid sentezi gibi) yonelmesidir. Bunun yaninda
(ATP+GTP) : (CTP+UTP) oraninin diigiik ve glutamin kapasitesinin yiiksek olmasidir
(Sekil 4) ©%>D.

Mormal Hiicre
Glukoz
"""""""""""" » DNA
Fruktoz 1,6
difosfat
/ (FDP) o)
o ADP
NAD* xapm § <« 2 M2-PK
ATP
Laktat Piruvat €~—-"——=—- Glutamin
Tiimir Hiicresi Gll_lk()z
i P DNA
Fruktoz 1.6 &
difosfat e
] \
o = "-‘l !
it ] ;@
- ’ o ] = e
. £ ke etedededetertey M2-PK
NAD" NADH > '
A, i ®
|l .r: : onkogenler
bsg? v
\
Laktat «+——>——  Piruvat <—>< Glutamin
ATP ADP

Sekil 4: Normal ve tiimorlii hiicrede glikoliz metabolizmasi
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Gliniimiize degin yapilan arastirmalarda, timorlii hiicrelerde metabolik
degisikligin kontroliinde M2 tipi piruvat kinazin rolii saptanmis olup hemen hemen tiim
cogalan hiicrelerde fazla miktarlarda bulundugu, 6zellikle tiimoérlii hiicrelerde ise bu
miktarin ¢ok fazla arttig1 gozlenmistir®®>".

Karsinogenez siiresince, piruvat kinazin dokuya 6zgiin izoenzimlerinden M1-PK
kas, L-PK karaciger, R-PK eritrosit izoenzimlerinin ortadan kalkti§i M2-PK’ nin
sentezinin arttigr bulunmustur. Piruvat kinaz enziminin biitiin izoformlarmin aktif
formlarinin, es tetramerik yapida oldugu bilinmektedir. Fakat tiimdr hiicrelerinde,
piruvat kinazin M2 izoenzim yapisi bozulur ve agir basan formu dimeriktir. Timor
hiicrelerde her zaman M2-PK’ nim, disik aktiviteye sahip dimerik formu
bulunmaktadir. M2-PK’nin dimerik formu bu nedenle Timoér M2-PK (Tu M2-PK)
olarak adlandirilmaktadir.

Beyin tiimorleri, retinoblastomalar, rhabdomyosarcomalar, medullar tiroid
kanserleri karaciger, meme kanserleri ve hepatomalar gibi neoplastik dokularda Tiimor
M2 tipi piruvat kinazin varligi tespit edilmis ve Tiimor M2 tipi ile malignite arasinda
bir iliski oldugu goézlenmistir. Timoér M2 izoenzimi karbonhidrat metabolizmasinin
diizenlenmesinde énemli rol oynamaktadir 'Y Viicut stvilarinda meveut olan timor
M2-piruvat kinaz miktari, tiimor hiicre doniisiimleri ve nekrozlar1 ile tiimor
hiicrelerinden kaynaklanmaktadir. Tiimo6r M2 tipi piruvat kinaz, M ve L izoenzimleri ile
karsilastirildiginda, farkh kinetik 6zellikler gostermektedirler %%,

M2-PK enzimi, substrati olan PEP’e karsi yiiksek affinite gdsteren aktif
tetramerik yapida ve PEP’e daha az affinite gosteren dimerik yapida bulunabilmektedir.
Dimerik formda olan M2-PK hiicresel PEP derisiminde neredeyse inaktif durumdadir.
M2-PK dimerik formda oldugunda glukoz karbonlari niikleik asit, fosfolipid ve
aminoasid sentezinde kullanimi artmaktadir (Sekil 4). Ayrica timor hiicreleri enerji
ihtiyacimi glikolize benzer bir yol olan, glutamin aminoasidin laktata doniisiimii
saglayan glutaminoliz ile gergeklestirirler. Piruvat kinaz enziminin inhibe olmasi
piruvat iriiniiniin  eksikligine neden olmaktadir. Yiiksek seviyedeki glikolitik
fosfometaboliti olan FDP ve serin aminoasidi, enzimin dimerik yapidan tetramerik
yapiya donilismesini saglamaktadir. Piruvat kinaz enzimi PEP’ten ADP (veya GDP)’ ye
bir fosfat grubu transfer edilmesini katalizleyerek piruvat ve ATP (veya GTP)’ nin

olusmasini saglar ve sonugta glikolitik yolda, piruvat kinaz net enerji liretiminden
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sorumlu duruma gelir. Sonugta piruvat kinaz enzimi ATP:ADP (veya GTP:GDP)
oraninin adenilat kinaz ve 6-fosfofrukto kinaz ile birlikte AMP seviyesinide kontrol
eder. AMP derisiminin artmasi, NAD (nicotinamide adenine dinucleotide), UTP(uridine
triphosphate) ve CTP (cytidine triphosphate) sentezinin azalmasina bu da DNA sentezi
ve hiicre ¢gogalmasini inhibe eder. Bu mekanizma ile M2-PK hiicrenin enerji-tiiketme ve
beslenme adaptasyonunu saglamaktadir %Y.

Timoér M2-PK yiiksek FDP ve serin derisiminde yiiksek aktiviteye sahip
tetramerik yapiya donmekte ve glukoz karbonlari anabolik yol olan sentez yolundan,
katabolik yol olan enerji yoluna doniismektedir. Diger taraftan FDP ve serine karsilik

alanin ve pirolin enzimin dimerik yapisinin olusmasini aktive etmektedir®" .

d *ﬁ\ FDP, serin i i), é\‘:f

s 2 '\ u y

@ PR, p i_ ‘ -
_,

o Alanin |, Prolin b - A

tetramenl M2-PK dimnerik M2-PK

Sekil 5: Tiimo6r M2-PK’nin dimerik ve tetramerik yapiya dontigiimii

Anabolizma ve katabolizmanin diizenlenmesinde M2-PK’nin merkezi kontrolii
pp60"™ kinaz ve HPV-16 (human papilloma virus type 16)’1 proteini olan E7
onkoproteinler tarafindan saglanmaktadir. pp60"™" kinaz tirozin kalintisi iizerinden
M2-PK’y1 fosforlamakta, HPV-16 E7 proteini ise direk M2-PK’ya baglanmaktadir. Her
iki etkilesim M2-PK’nin dimerizasyonuna yol acarken yiiksek FDP ve serin diizeyleri
gerekli tetramerik formdaki M2-PK’y1 olusturmaktadir®® >".

Hiicre metabolizmasinda piruvat kinaz enziminin temel roliinii arastirmak igin
yapilan caligmalarda, piruvat kinaz enziminin farkli izoenzimleri i¢in tetramerik ve
dimerik monoklonal antikorlar {iretilmistir. Cesitli timoérlerin ~ immiinohistolojik
caligmalarinda, Tiimér M2-PK’nin heterojen dagilim gosterdigi tespit edilmistir. Bunun
yani1 sira onlarin metastazlar1 M2-PK’nin yiiksek miktari ile karakterizedir.

Immiinohistolojik boyama sonuglariyla uyumlu olarak, bobrek, pankreas,

akciger, meme ve kolon kanserli hastalarin EDTA-plazma 6rneklerinin Tiimér M2-PK
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diizeyleri, tiimorlerin metastatik durumlarini direk yansitmaktadir. Diger taraftan Timor
M2-PK diizeyinin metastazin giiglii bir belirteci olmasina ragmen organa spesifik bir
belirte¢ degildir. Tiimdr M2-PK’nin 6nerilen cut-off degeri 15 U/mL olup bu da malign
olmayan hastaliklarla % 90 spesifite gostermektedir. Arastirmalar timor disinda agir
inflamasyon ve ¢oklu travma gibi durumlarda da Tiimér M2-PK miktarinin arttigini
gostermislerdir. Bu Tiimdér M2-PK baslica ¢oklu travmadan sonra PK seviyesi 20 kat
artmis olan graniilositlerden salinmaktadir. Tiimér M2-PK plazma derisimi ¢esitli
timorlerde tiimor boyutunu ve biyiikligli yansitmakta ve timor evrelemede iyi
korelasyon géstermektedir(56’57).

Ayrica, metastatik olmayan tlimorler i¢in sensitivite uygun geleneksel organ
spesifik belirtecler ile Tiimér M2-PK’nin kombinasyonu ile daha da gii¢clendirilebilir.
Bunlar kolon kanseri i¢cin CEA (Carcinoembriyonic antigen), pankreas kanseri i¢in
CA19-9, 6zafagus ve mide kanserlerinde CA 72-4, testis kanserinde HCG (Human
Chorionic Gonadotropin) ve AFP (Alpha Fetoprotein), akciger kanserinde CYFRA 21-1
veya NSE (Neuron-Spesifik Enolaz)’dur ®'°*%_Silikolizli hastalarda akciger kanserini
tespit etmek i¢in X-Ray kullanmak kisith tanisal deger tasimaktadir. Siipheli lezyonlarin
pre-invaziv evredeki tanisi, malign ve benign hastalikli ayric1 tanisinda timor
belirtegleri kullanilarak gelistirilebilir.

Baz1 kemoterapatik ilaglar1 cipsplatin, cyclophosphamide ve vinblastine veya
DNA’ya zarar veren radyasyon gibi tedavi teknikleri, glikolizi ve NAD seviyesini
azaltmaktadir. DNA tamirinden sorumlu ve NAD kullanan PARP (poly-(ADP-riboz)
polymerase) enzimini etkilemektedir. Azalan NAD seviyesi gliseraldehit 3-fosfat
dehidrogenaz ve laktat dehidrogenaz enzimini inhibe etmekte ve FDP’nin seviyesini
artirmaktadir. Normal hiicre dongiisiinde artmig FDP seviyesinde dimerik M2-PK formu
tetramerik forma doniislir. Timor hiicrelerinde ise tersi bir durum gergeklesmektedir.
Bundan dolay1r normal hiicre dongiisiinde yeterli NTPs (nucleotide triphosphats) ile
DNA tamiri yapilabilir ve hiicreler yasamini siirdiirebilmektedir.

Tiimor hiicrelerinde M2-PK’nin tetramerizasyonu i¢in artmis FDP seviyeleri
yeterince yiiksek degildir. Sonucta tiimor hiicreleri DNA tamiri ve apoptozise giden
hiicreler icin yeterince yiiksek NTP olusturamamaktadir. Tiimér M2-PK miktar1 bébrek
kanserindeki nekroza ugramis bolgelerde artmus oldugu gosterilmistir®™. Bu nedenle,

tiimor hastalarin EDTA plazma 6rneklerinden Tiimér M2-PK’ nin 6l¢iimii timor tedavi

XXXVii



siiresince tiimor hiicrelerinin durumlarmin direk izlenmesine olanak saglamaktadir.
Meme kanseri, metastatik bobrek kanseri ve akciger kanserli hastalardaki ¢alismalarda,
Tiimoér M2-PK seviyeleri direk olarak tiimor tedavi protokoliiniin basarili veya basarisiz
uygulanmasim yansittig1 bildirilmektedir®®%6!).

Bundan dolay1 Tiimér M2-PK’ nin EDTA plazma diizeyi timor tedavi siiresince
klinisyenlerin kisisel uygulamalarinda verimli bir gosterge olarak kabul edilmektedir.

Ayrica enzim diizeyi tlimor tedavisinde her hasta icin doz, siire ve tedavi se¢ciminde yol

gosterici olarak kullanilmaktadir.

2.3 MEME KANSERI

Genel anlamda kanser; hiicresel dongii kontroliiniin kaybolmasina bagl olarak
degisimine ugramis bir hiicreden, bir¢ok hiicrenin meydana gelmesi olayidir. Bu
hiicreler normalinden hizli olarak boéliinen hiicrelere doniismiis olup kendilerini
cevreleyen dokudan daha farkli morfolojik ve biyokimyasal &zellikler
gostermektedirler™.

Cesitli  organlarda geliserek her yastaki bireyleri etkileyen kanser,
kardiyovaskiiler hastaliklardan sonra en sik rastlanan 6lim nedenidir. Kanser vakalari
icinde meme kanseri kadin sagligini tehdit eden en 6nemli malign hastalik olup yiiksek
morbidite ve mortaliteye sahiptir. Meme kanseri diinyadaki en 6nemli ii¢lincii kanser
tiirii olup kanser oliimlerinde ikinci siradadir. Amerika Birlesik Devletleri’'nde (ABD)
her y1l 183 000 invaziv meme kanseri teshis edilmekte ve her yil yaklasik 41 000 kadin
bu nedenle yasamini yitirmektedir. Ancak meme kanserinden dolay1 6liim oranlar1 son
yillarda  giderek azalmaktadir. Bu azalmanin nedenleri arasinda erken tani
yontemlerinin genis insan popiilasyonlarinda etkin bir sekilde uygulanmasi ve sistemik
tedavide elde edilen hedefe yonelik tedavi segeneklerindeki basarili sonuglar
say1labilir® %%,

Gerek gelismis gerekse gelismekte olan iilkelerde en sik kadinlarda goriilen

kanser tiiri meme kanseridir. Kadinlarda kanserden o6liim nedenlerinin de basinda

gelmektedir. Diinya Saglik Orgiitii’niin (WHO) 1990 yilinda yaptig1 ¢alismada, 796.000
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yeni meme kanserli olgu ve 314.000 meme kanserinden oliim tespit edilmis ve yine
WHO’ya bagl International Agency on Cancer for Research’iin (IARC) 2002 yilindaki
degerlendirmesinde; 1.152.000 yeni meme kanserli olgu ve 411.000 meme kanserinden
6lim oldugu kaydedilmistir. Bu on iki yillik siire i¢erisinde, meme kanserinin siklik ve
mortalite oranlarinda %25°lik artis goriilmektedir. Meme kanserli hastalarda tiim
evrelere gore 5 yillik sag kalim oranlari, gelismis iilkelerde %73 iken, gelismekte olan
ilkelerde %353 olarak bildirilmektedir. Aradaki bu 6nemli fark, gelismis olan iilkelerde
tarama mamografisi sayesinde erken tani ve daha iyi tedavi olanaklari ile agiklanabilir.
Meme kanseri mortalite orani; gelismis olan iilkelerde %30 (190.000 6liim / 636.000
olgu), az gelismis iilkelerde ise %43°diir(221.000 6liim / 514.000 olgu).

Sekiz kadindan birinde hayatinin bir doneminde meme kanseri gelismektedir.
Tiim diinyada her 2 dakikada yeni bir meme kanseri teshis edilmekte ve her 13 dakikada
bir kadin meme kanserinden 6lmektedir®. Biitin kadinlar aile hikayesi olmaksizin
meme kanseri yoniinden risk altindadirlar. Ger¢ekte meme kanserli hastalarin %90’ inda,
bu hastaligin aile hikayesi yoktur. Yasla iliskisiz olarak, Amerikali siyah kadinlar
diinyada meme kanserine bagli en yiiksek mortalite oranina sahiptirler. Bir kadinda yasla
iligkili olarak meme kanseri gelisme sansi; 30 yasinda 2000 kadindan birinde, 40 yasinda
233 kadindan birinde, 50 yasinda 53 kadindan birinde, 60 yasinda 22 kadindan birinde,
70 yasinda 13 kadindan birinde, 80 yasinda 9 kadindan birinde oldugu ortaya
konmustur®”. Bir kadmm yasami boyunca meme kanserine yakalanma olasihigi ise
%13,1°dir. 2004 yilinda ABD’de kadinlar arasindaki biitiin yeni kanserlerin %32’ sinden
meme kanserinin sorumlu olacag diisiinlilmektedir. Amerikan Kanser Cemiyeti 2003
yilinda 211300 yeni meme kanseri teshis edilecegini ve meme kanserinin kadinlardaki
kansere bagli oliimlerin %15’ inden sorumlu oldugunu bildirmistir. Meme kanserinin
goriilme orani ortalama olarak yilda %1 artmaktadir. Meme kanserinin gériilme oraninda
bu artisa ragmen yasla iliskili meme kanserine bagli mortalite oran1 daha erken tam ve
tedavideki gelismelere bagli olarak stabildir. Hi¢ dogum yapmayan, hi¢ cocuk
emzirmeyen, erken yasta adet goriip ge¢ menapoza giren veya ailesinde meme kanseri
bulunan bayanlar normalden daha fazla meme kanseri riski altindadir. Bu &zelliklere

sahip hastalar risk grubunu olusturur®*>®),
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2.3.1. Tiirkiye’de Meme Kanseri

Ulkemizde meme kanseri, kadinlar arasinda diger kanser tiirlerine gore birinci
sirada yer almaktadir. Son verilere gore Tiirkiye de meme kanseri orant % 24.1 olarak

9 Ulkemizde heniiz diizenli bir meme kanseri kayit programi

belirlenmistir
olmadigindan, kesin sikligimin belirlenmesi giigtiir. Ancak mevcut verilere gore, dogu
bolgelerimizde 20/100.000, bat1 bolgelerimizde ise 40-50/100.000 oraninda bir sikligin
oldugu tahmin edilmektedir.

Dicle Universitesinde yapilan bir ¢calismada, evre I, II meme kanseri oram %21,
evre I, IV meme kanseri orani ise %79dur. Istanbul Tip Fakiiltesi Meme Unitesi’ndeki
verilere gore evre I, II meme kanseri oram1 %83 olup, bu oran bat: {ilkelerindekine
benzerdir. Antalya ve izmir’de de erken evre meme kanseri oran1 %50’den fazladir. Bu
bolgesel farklilik, egitim, ekonomik nedenler, muayene ve mamografi olanaklarinin
daha fazla olmasi, menapoz klinikleri ve halkin éncelikleri ile ilgili olabilir®.

Tiimor hiicrelerinin proliferasyon kapasitesini gdsteren parametrelerin meme
kanserinde prognostik dneme sahip oldugu one siiriilmektedir. Ancak bu konuda fikir
birligi yoktur. Bunun nedeni kullanilan ydntemlerin standardizasyonun heniiz tam
olarak yerlesmemis olmasidir. Bu ylizden klinik pratikte rutin olarak kullanilabilir hale
gelememislerdir®?.

Tiimdr hiicrelerinin enzimoloji ile iligkisi, tiimor hiicrede karbonhidrat, piirin ve
pirimidin  metabolizmasin1  diizenleyen enzimlerin aktivitelerinin  degisiklige

(215253 Tiimorlii  hiicrelerinin  metabolizmasimdaki

ugramasindan ileri gelmektedir
gerekli enerji ve metabolitlerin saglanmasi i¢in glikolizin hizli ¢aligmasi nedeniyle
benign veya malign tlimorlerde piruvat kinaz aktivitesinin genellikle arttig1 rapor
edilmistir”. Meme kanserli hastalarda tiimérlii doku piruvat kinaz aktivitesi ile saglikli
doku aktivitesine gore artis gdstermesi, bu enzimin meme kanserinde belirte¢ olarak

gbrev yapabilecegini diisiindiirmiistiir®>>*=?.
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3. GEREC VE YONTEMLER

3.1. GERECLER

3.1.1 Cihazlar :

UV Spektrofotometre (Shimadzu UV60)

Santrifuj (Sorvall RC 2-B, siiperspeed sogutmalr)

= Santrifuj (Fisher - microcentrifuge model 235 B)

» BUZ makinast (Scotsman AF. 10)

* pHmetre (BeckmanCentourSS-I)

» Elektrikli hassas terazi (Mettler H 31 AR)

» Homojenizator (Heidoiph 50110 R2R0)
* Otomatik pipet (Gilson p-20, p-200, p-1000)
= ELISA Kit

» ELISA cihazi (marka: Tecan Model: Minilyser)

3.1.2. Kimyasal Maddeler:

3-(N-morfolino) propan siilfonikasit (MOPS)
Potasyum klorur (KCl)

B-Merkaptoetanol (HSCH,CH,OH)
Magnezyum kloriir (MgCl,)
Fruktoz-1,6-disfosfat (FDP)

Adenozin difosfat (Sodyum tuzu) (ADP)
Fosfoenolpiruvat (Trisodyum tuzu) (PEP)
Nikotinamit adenin diniikleotid (NADH)
Laktat dehidrogenaz (LDH)

Tris HCl tamponu (pH 7.5)
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e %2 Na,COs

e %1 CuS0O4.5H20

e %2 Na-K tartarat

e Folin-Ciocalteu ayiraci

e Standart s1gir albumin ¢ozeltisi (BSA %1)

e Deterjan ilaveli tuzlu fosfat tamponu (6rnek/yikama
tamponu pH 7.2)

e Timor M2-PK standartlar

e POD- Streptavidin (peroksidaz)

e TMB (3,3’5,5 -tetra-metil benzidin)
e Stop Cozeltisi

3.2. ORNEK SECIMI VE TEMINI

Calismamizda, Cukurova Universitesi Tip Fakiiltesi Balcali Hastanesinde
Genel Cerrahi servisinde yatan ve daha dnce Dahiliye-Onkoloji polikliniginde meme
kanseri tanist konmus yas ortalamasi 48 + 8 olan 92 hastadan, cerrahi islem ile temin
edilen normal, tiimorlii doku ve ayni hastalardan EDTA’ 11 tiiplere alinan ven6z kan
ornekleri kullanildi. Timorli doku ornekleri tiimorlii bolgeden alinirken, normal
doku oOrnekleri ise cerrahi miidahale esnasinda tiimor bolgesinin disinda bir meme
kismindan alindi. Ayrica higbir tani almamis 25 kisiden EDTA’ 1 tiiplere alinan

vendz kan ornekleri de plazma Slgiimleri i¢in kontrol grubu olarak kullanildi.

3.3. CALISMA ORNEKLERIN HAZIRLANMASI

3.3.1. Kan Ornekleri

EDTA’ © tiiplere alinan vendz kan oOrneklerinin plazmalar1 3000x g’ de 5
dakika santrifuj edilerek ayrildi. Elde edilen plazma &rneklerinin protein miktarlar

Lowry yontemi ile 6l¢iildi'’". Plazma orneklerinin piruvat kinaz enzim aktiviteleri

xlii



ise 340 nm’de, NADH’ 1n azalan absorbans hizinin 6l¢iilmesi esasina dayanan

Beutler yontemine gore spektrofotometrik ve ELISA kit yontemi ile 8l¢iildi7* .

3.3.2. Doku Ornekleri

Normal ve timorlii doku oOrnekleri deney siiresince -85 °C ‘de saklandi.
Timorli doku ornekler cerrahi olarak alindiktan sonra bir pargasi patolojik inceleme

icin Patoloji Anabilim Dali’ na gonderildi.

3.3.2.1 Doku Homojenatinin Hazirlanisi

Normal ve tiimorli meme dokularinin homojenati, 1 mM EDTA, 2mM
B-Merkaptoetanol, 50 mM KCl igeren Tris HCl (pH 7.5) tamponunda, 2200 devirde
cam-teflon tip homojenizatorii ile hazirlandi. Elde edilen homojenat, +4 °C” da 14000x
g’ de 30 dakika siireyle santrifiij edilip slipernatanda protein miktar1 Lowry yontemi
ile piruvat kinaz aktivitesi ise manuel olarak Beutler yontemine gore

spektrofotometrik olarak o6l¢iildii.

3.4. YONTEMLER

3.4.1. CALISMADA KULLANILAN COZELTIiLER VE HAZIRLANISI

3.4.1.1 Lowry Yontemi ile Protein Ol¢iimiinde Kullanilan Cozeltiler ve Hazirlamisi

Ayira¢ A ( %2 Na,CO3):
2 gr Na,CO3 100 ml 0,1 N NaOH igerisinde ¢oziiliir.

Ayira¢ B (% 0,5 CuSQy):
0,5 gr CuSO4 100 ml %1°lik sodyum sitrat igerisinde ¢oziiliir.

Ayira¢ C (Giinliik Cozelti):
50 ml Ayirag A + 1 ml Ayirag B karistirilarak hazirlanir.
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Folin-Ciocalteu Ayiraci:

2 L’lik bir balon jojeye 100 g sodyum tunstat (Na,WO4.2H,0), 25 g Sodyum
molibdat (Na,Mo0QO4.2H,0), 700 mL saf su, 50 mL % 85°lik H;PO4, 100 mL derisik
HCI eklenerek 10 saat geri sogutucu altinda kaynatilir. Karisim soguduktan sonra geri
sogutucu ¢ikarilir. Karisima 150 g Li;SO4.H,O, 50 mL saf su, 10 damla Br, ¢eker
ocakta eklenir. Bu karisim 15 dakika, Br, kokusu gecinceye kadar kaynatilir.
Soguduktan sonra karigtmin hacmi 1 L’ye saf su ile tamalanarak siiziilir. Siiziilen
ayiracin rengi altin saris1 olmalidir. Bu ayira¢ kahverengi sisede buzdolabinda uzun siire
saklanabilir. Deney yapilacagi zaman Folin-Ciocalteu ayiraci bire-bir oraninda saf su ile

sulandirilarak kullanilir.

Stok Sigir Albumin Cozeltisi (600 pg/mL)
% 1’lik s181r albumin ¢6zeltisinden 3 mL alinarak 50 mL’ ye redistile su ile

tamamlanir.

Standart Si1g1ir Albumin Cozeltisi:
Stok sigir albumin c¢ozeltisinden derisimleri 100-500 pg/mL olacak sekilde

degisik derisimlerde standart ¢ozeltiler hazirlanir.

3.4.1.2 Piruvat Kinaz Aktivitesinin Ol¢iimiinde Kullanilan Cézeltiler ve Hazirlanisi

BIM ( Esas inkiibasyon Karisim)
Toplam 50 mL hacim i¢inde;

- 1.046 g 3-(N-morfolino) propan sulfonikasit (MOPS)(100 mM)(M..A: 209.3)
- 0.746 g Potasyum Kloriir (KCI)(200 mM) (M.A. 76.56)

- 0.071 mL B-Merkaptoetanol (20 mM) (M.A. 78.13, d:1.12 kg/L)
¢Oziilerek hazirlanan ¢ozelti -20 °C’de dondurularak saklanir.
Magnezyum Kloriir (MgCl, )(100 mM):
0.4066 g (M.A. 203.3) MgCl,, toplam hacim 20 mL olacak sekilde redistile suda

¢Ozilerek hazirlanir ve -20 °C’ de dondurularak saklanir.
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Fruktoz-1,6-Difosfat (FDP)(20mM):

0.16244 g (M.A. 406.1) bir miktar redistile suda ¢oziiliip hacim 20
mL'ye tamamlanip, standart piruvat kinaz enzim aktivitesi 6l¢iimlerinde kullanilmak
tizere. -20 °C’de dondurularak saklanir.

Adenozin Difosfat (ADP)(20 mM):

Molekiil agirlig1 427.2 olan 0.08544 g ADP bir miktar redistile suda ¢dziiliip
hacim 10 mL' ye tamamlanir ve standart piruvat kinaz enzim aktivitesi 6l¢limlerinde
kullanilmak iizere -20°C' de dondurularak saklanir.

Fosfoenol Piruvat (PEP )(40 mM Trisodyum tuzu):

PEP' den (M.A. 234.0) 0.0468 g alinip toplam hacim 5 mL olacak sekilde
redistile suda ¢oziilerek hazirlanan ¢6zelti -20°C' de dondurularak saklanir.
Nikotinamit Adenin Diniikleotid (NADH)( 3.6 mM):

3 mg NADH (M.A. 833.4) 1 mL redistile suda ¢oziiliir. Cozelti giinliik
hazirlanir.

Laktik Dehidrogenaz (LDH)(40 U/mL):
Stok LDH' tan 12,5 pL alinip toplam 2 mL redistile suda ¢oziiliirek hazirlanan

¢Ozelti +4°C' de 2-3 giin saklanir.

Adenozin Trifosfat (ATP)(20 mM):
Toplam 10 mL redistile su i¢inde 0.1102 g ATP (M.A. 551.0) ¢oziilerek

hazirlanan ¢ozelti -20°C' de saklanir.

Tris HCl Tamponu (pH 7.5):

1 mM EDTA (0,0372 gr) saf suda ¢oziiliip tizerine 2 mM  B-Merkaptoetanol
(14,2 uL), 50 mM KCI1 (0,3728 gr) ve 50 mM Tris HCI (0,7882 gr) eklenerek hacim
100 mL’ ye tamamlanip 0,1 N NaOH ile pH 7,5’ a ayarlanur.
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3.4.2. LOWRY YONTEMI iLE PROTEIN OLCUMU

Proteinler alkali ortamda bakir siilfat eklenince fosfotungstik asit ile
birleserek mavi renkli kompleks olustururlar. Protein miktar1 750 nm dalga
boyunda absorbans degeri 6l¢iilerek degerlendirildi . Sonuglar standart egri

kullanilarak degerlendirildi.

OD o6rnek x standart derisimi
Protein (ug/ml) = —=mmmmmmmmmmm e
OD standart

Standart Egri Cizimi

600 pg/ml’lik stok standart kullanilarak 100 pg/ml, 200 pg/ml, 300 pg/ml, 400
ug/ml ve 500 pg/ml derisiminde standartlar hazirlanir ve Cizelge 1°deki islemler

yapilarak standart egri ¢izilir.

Cizelge 1: Lowry yontemiyle standart egri ¢aligmast

Tiip No Kor 1 2 3 4 5
Kullanilan BSA Derisimi (ug/ml) -- 100 | 200 | 300 | 400 | 500
Serum Fizyolojik (ul) 350 -- -- -- -- --
Standart sigir albumin cozeltisi (pl) -- 350 | 350 | 350 | 350 | 350
Ayira¢ C (mL) 3,5 3,5 3,5 3,5 3,5 3,5

10 dakika oda sicakliginda bekletilir

Folin-Ciocalteu Ayirac (ul) 350 |350 |350 350 |350 |350

30 dakika oda sicakliginda bekletilir
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Daha sonra her bir tiipte olusan rengin absorbansi 750 nm dalga boyunda

okunarak elde edilen verilerden standart grafigi ¢izilir (Sekil 6).

Ornek cahsmasi

Lowry yontemi ile dmeklerin protein olgtimiinde Cizelge 2’ deki asamalar takip

edilerek yapilir.

Cizelge 2 : Lowry yontemiyle protein tayini

Tiip Kor | Ornek
Serum Fizyolojik (ul) 300 --
Ornek (pl) - 300
Ayira¢ C (mL) 3,0 3,0

10 dakika oda sicakliginda bekletilir

Folin-Ciocalteu Ayiraci (ul) 300 300

30 dakika oda sicakliginda bekletilir

Protein miktar1 spektrofotometrede 750 nm dalga boyunda okunup standart

egriden degerlendirilir.
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3.4.3. PIRUVAT KINAZ AKTIVITE OLCUMU

Enzim aktivitesinin tayininde, Beutler' in Laktat Dehidrogenaz kenetlenmis
spektrofotometrik yontemi kullanilir. Prensip olarak deneyde piruvat kinaz tepkimesi,

NADH' in NAD' ye okside oldugu LDH tepkimesi ile birlestirildi.

PEP + ADP » Piruvat + ATP

Piruvat + NADH + H  —oeeemmeeeee - » Laktat + NAD"

PEP, piruvat kinaz enzimi varliginda piruvata doniislir. Olusan piruvat, LDH
katalizi ile NADH varliginda laktata indirgenir. Boylece NADH, NAD’ ye
yiikseltgenmesi piruvat kinaz enzim aktivitesiyle dogru orantili olarak, 340 nm dalga
boyunda absorbans diisiisii olarak izlenir. Tepkime 37 °C’ de 151k yolu 1 cm olan kuvartz
kiivetlerde gergeklestirilir. Hesaplamalar, absorbans diisiisiiniin 5 dakika boyunca

dogrusal oldugu zaman araliginda optik dansiteler dikkate alinarak yapilir.

Deneyin Yapilhis1 ;

Cizelge 3’ deki stok cozeltilerden, belirtilen miktarlarda koyularak inkiibasyon
karisimi hazirlanir. Kuvartz kiivete koyulan 37 °C’ deki bu karisima enzim (15 pL
ornek) ilavesiyle baslatilan tepkimenin 340 nm dalga boyundaki absorbans diisiisii 5
dakika boyunca izlenir. Toplam hacmi 600 pL’ dir.. Aktivite zamana gore degisim
egrisinin dogrusal kismindan hesaplanir ve spesifik enzim aktivitesi EU/gr protein

cinsinden verilir (EU/gr protein = umol substrat/ dak./gr protein).
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Cizelge 3: Piruvat kinaz aktivite 6l¢iimii

Stok Cozeltiler Kullamilan Miktar (pL) Final Derisim
BIM MOPS (100 mM) 50 mM
pH=7.5 | KC1 (200 mM) 300 100 mM
B-Merkaptoetanol (20 mM) 10 mM
MgCI, (100 mM) 60 10 mM
NADH (3.6 mM) 30 0,18 mM
LDH (241U) 60 24 mM
FBP (20 mM) 15 0.5 mM
ADP (20 mM) 60 2 mM
PEP (40 mM) 60 4 mM
Ornek 15

Piruvat kinaz enzim aktivitesi asagidaki formiil kullanilarak hesaplanir.

A=€xCxL

A: Absorbans
€ : 6.22 (1 mM NADH igeren ¢ozeltinin 340 nm dalga boyunda vermis oldugu
absorbans)

C : Derisim (Piruvat kinaz enzim aktivitesi)

L : Isik yolu (1 cm)
Enzim aktivitesi (C);

C = (AA/6.22)x40* - EU / gr protein**

gr protein__

bagntisi ile bulunur.

* Sulandirma orani (Inkiibasyon hacmi / drnek hacmi)

" EU / gr protein = pmol substrat/ dak./gr protein
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3.4.4. ELISA KiT CALISMASI

ScheBo Biotech firmasi tarafindan EDTA-plazma’ da Timdér M2-PK’ nin
kantitatif 6l¢iimiinde ELISA yontemi kullanildi. Yontemin prensibinde Tiimoér M2-PK’
ya Ozgilin ve piruvat kinaz enziminin diger (L, R, M1 ve M2 tipi) formlarina 6zgiin
olmayan iki monoklonal antikorun antijen ile iliskisine dayanmaktadir.

ELISA kit kuyularinda bulunan monoklonal antikor EDTA-plazma &rnekleri,
stanadartlardaki Tiimor M2-PK’ y1 baglamakta ve hareketsiz olmalarini saglamaktadir.
Ikinci biotinlenmis monoklonal antikor ise diger inkiibasyonda Tiimdér M2-PK’ ya
baglanmakta ve sonraki basamakta yarim baglanmig biotin ile peroksidaz (POD)-
Streptavidin konjugasyonu ger¢eklesmektedir. Bu peroksidaz TMB (3,3 5,5 -tetra-
metil benzidin)’ 1 oksitler ve renk sartya doner. Sonucta oksitlenmis TMB derisimi

fotometrik olarak &l¢iiliir. Olgiilen bu deger Tiimér M2-PK diizeyi ile dogru orantilidir.
Kullanilan Kimyasal Maddeler

- Tuzlu fosfat tamponu (pH 7.2) (simple/washing buffer)

- Ttiim6r M2-PK standartlar1 (sodyum azid ile hazirlanmis 5, 15, 40, 100 U/mL’lik
standartlar)

- Kontrol (Tiimdér M2-PK degeri 20 U/mL olarak sodyum azid ile ayarlanmais )

- Anti Tiimoér M2-PK (konjugasyonu saglayan biotinli ikinci monoklonal antikor)

- POD-Streptavidin

- TMB

- Stop soliisyonu

ELISA kit ¢alismasinda kullanilan kimyasallar 4-8 °C’de son kullanma tarihine
kadar saklanabilir. EDTA-plazma ornekleri ise 4 °C’ de 3-4 giin, - 20 °C’ de ise 2 yila
kadar saklanabilmektedir. Kimyasallardan 100 mL tuzlu fosfat tamponu tizerine 400 mL
redistile su ilave edilir. Ayrica EDTA-plazma 6rnekleri ve Anti Tiimér M2-PK 1:100
oraninda tuzlu fosfat tamponu ile seyreltilir. Diger kimyasallar kullanima hazir

sekildedir.



Deneyin yapihisi:
Calismada kor olarak seyreltilmis tuzlu fosfat tamponu kullanilir. Standartlar ise;
Standart 1: 5 U/mL
Standart 2: 15 U/mL
Standart 3: 40 U/mL
Standart 4: 100 U/mL
olarak dort standart kullanilir. Biitiin yikama islemleri seyreltilmis tuzlu fosfat tamponu
ile yapilir. Kit tabagindaki kuyulara Cizelge 4’deki gibi kor, standartlar, kontrol ve

orneklerden 50 pL konulur.

Cizelge 4: ELISA Kit Calismasi

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A Kor S3 S11 S19 | S27 | S35 |S43 | S51 S59 | S67 | S75 | S83
B Std 1 S4 S12 | S20 | S28 |S36 |S44 |S52 |S60 |S68 |S76 | S&4
C Std 2 S5 S13 S21 S29 | S37 | S45 | S53 Se61 S69 | S77 | S85
D Std 3 S6 S14 | S22 | S30 |S38 |S46 |S54 |S62 |S70 |S78 | S86
E Std4 | S7 S15 S23 | S31 S39 | S47 | S55 | S63 S71 S79 | S87
F Kontrol | S8 S16 | S24 | S32 | S40 | S48 |S56 |S64 | S72 | S80 | S88
G S1 S9 S17 | S25 | S33 S41 S49 | S57 | S65 S73 S81 S&9
H S2 S10 | S18 |S26 |S34 |S42 | S50 |S58 |S66 |S74 |S82 |S90
S

- Ornek  Std : Standart

Bu islem yapildiktan sonra asagidaki basamaklar takip edilir.
- Oda sicakliginda 60 dakika beklenir
- Siire bitiminde ti¢ defa yikama yapilir
- 50 uL Anti Tiimér M2-PK ilave edilir
- 30 dakika oda kosullarinda beklenir ve {i¢ defa yikanir
- 50 uL POD-Streptavidin (kullanima hazir) ilave edilir
- 30 dakika oda kosullarinda karanlikta beklenir ve ti¢ defa yikanir
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100 pL substrat soliisyonu (kullanima hazir) ilave edilir

15 dakika oda kosullarinda karanlikta beklenir

- 100 pL stop soliisyonu (kullanima hazir) ilave edilir

Stop soliisyonu koyulduktan 5 dakika sonra spektrometrik 450 nm absorbansta okunur.

Bu kit calismasinda Tiimor M2-PK’in kantitatif deger 6l¢iiliir. Tiimor M2-PK i¢in

kit calismasinda referans deger < 15 U/mL ‘dur.
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4. BULGULAR

Cukurova Universitesi Tip Fakiiltesi Balcali Hastanesinde Genel Cerrahi
servisinde yatan ve daha 6nce Dahiliye-Onkoloji polikliniginde meme kanseri tanisi
konmus yas ortalamasi 48 + 8 olan 92 hastadan, cerrahi iglem ile temin edilen
normal, tiimorli doku ve ayni hastalardan EDTA’ I tiiplere alinan vendz kan
orneklerinde enzim aktivitesi ¢alisildi. Diger taraftan higbir hastalik tanis1 konmamais
25 olgudan EDTA’ h tiiplere alinan ven6z kan ornekleri ise kontrol grubu olarak
calisildi. Plazma ve doku orneklerine ait protein dl¢iimii Lowry yontemi ile, piruvat
kinaz enziminin spesifik aktivite 6l¢iimii ise Beutler yontemi ve ELISA kit yontemi
ile calisildi. Istatistik calismalarinda ise student T testi kullanildk.

Plazma orneklerinin ve dokularin homojenatlarinin protein miktar1 Lowry
yontemi ile c¢aligildi. Protein miktarlar1  standart egriden hesaplandi (Sekil 6).

Olciilen protein miktarlar1 spesifik aktivitelerin hesabinda kullanildi.

Protein Standart Egrisi y = 0,0009x
R® = 0,9997
0,5 -
0,4
(72}
503
o
20,2 -
<
0,1 -
0 T T T T T 1
0 100 200 300 400 500 600
Konsantrasyon (ugr/ml)

Sekil 6: Lowry Yontemi ile Protein Standart Egrisi
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Plazmanin, piruvat kinaz enzim aktiviteleri 340 nm’ de NADH’ 1n azalan
absorbans spektrofotometrede Olgiilerek saptandi. Tablo 11° de kontrol grubuna ait 25
olgunun spesifik enzim aktivitesi ve Tablo 12’ de hasta grubuna ait toplam 92

olgunun piruvat kinaz spesifik aktivitesi ve olgularin patolojik bulgular1 verildi.

Tablo 11: Kontrol grubuna ait plazma protein miktar1 ve piruvat kinaz enziminin aktivitesi

Protein | Spesifik Aktivite
Kontrol No | (gr/mL) (U/gr protein)
1 0,068 1,45
2 0,065 1,26
3 0,076 0,66
4 0,071 4,07
5 0,068 3,61
6 0,063 3,28
7 0,083 1,99
8 0,080 1,64
9 0,070 1,20
10 0,062 2,39
11 0,066 2,36
12 0,057 2,01
13 0,073 4,11
14 0,062 3,52
15 0,059 3,63
16 0,048 3,56
17 0,065 1,40
18 0,073 0,98
19 0,037 0,52
20 0,071 0,52
21 0,061 2,71
22 0,066 2,01
23 0,060 1,12
24 0,064 1,19
25 0,079 3,53
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Tablo 12: Hasta grubunun patolojik bulgular1 ve plazma spesifik piruvat kinaz enzim

aktivitesi
Hasta Spesifik
Protein Aktivite

No | Yas Hasta Doku Tipi Evre (gr/ ml) (U/gr protein)
1 47 |Invaziv Duktal Karsinom 2A 0,066 1,03
2 52 | Lobller Karsinom 2B 0,065 4,77
3 52 | Lobuller Karsinom 2A 0,068 4,89
4 49 |Invaziv Duktal Karsinom 3A 0,063 1,78
5 58 | Fibroz Degisiklik 0,069 9,57
6 61 | Fibroz Degisiklik 0,075 4,22
7 38 |invaziv Duktal Karsinom 3B 0,070 5,20
8 40 | Fibroz Degisiklik 0,075 1,55
9 44 |invaziv Duktal Karsinom 2A 0,069 2,06
10 52 |invaziv Duktal Karsinom 3B 0,067 2,01
11 55 | Lobller Karsinom 2B 0,056 3,40
12 36 | Fibroz Degisiklik 0,064 13,04
13 38 |invaziv Duktal Karsinom 3A 0,071 4,44
14 31 | Fibroz Degisiklik 0,042 5,89
15 50 | Fibroz Degisiklik 0,057 2,64
16 57 | Fibroz Degisiklik 0,078 7,08
17 63 |invaziv Duktal Karsinom 3A 0,057 2,12
18 39 |invaziv Duktal Karsinom 3A 0,074 1,77
19 35 |invaziv Duktal Karsinom 2B 0,076 2,52
20 47 | Lobuler Karsinom 3B 0,089 1,68
21 49 | Fibroz Degisiklik 0,066 4,37
22 54 |invaziv Duktal Karsinom 2A 0,084 2,79
23 52 | Fibroz Degisiklik 0,071 6,09
24 46 | Fibroz Degisiklik 0,086 1,75
25 44 |invaziv Duktal Karsinom 1 0,106 2,40
26 55 | Fibroz Degisiklik 0,085 2,95
27 65 |invaziv Duktal Karsinom 2A 0,053 4,97
28 37 |invaziv Duktal Karsinom 2B 0,061 7,44
29 35 | Fibroz Degisiklik 0,079 10,25
30 56 | Fibroz Degisiklik 0,083 4,90
31 55 | invaziv Duktal Karsinom 3A 0,063 6,43
32 41 | Fibroz Degisiklik 0,060 4,92
33 48 | Fibroz Degisiklik 0,067 6,05
34 54 |invaziv Duktal Karsinom 1 0,080 4,14
35 61 |Invaziv Duktal Karsinom 2A 0,060 2,22
36 59 |invaziv Duktal Karsinom 2B 0,059 7,25
37 44 | Lobuler Karsinom 2B 0,072 5,69
38 48 | Fibroz Degisiklik 0,065 1,61
39 52 | Fibroz Degisiklik 0,068 2,04
40 37 | Fibroz Degisiklik 0,065 1,88
41 34 |invaziv Duktal Karsinom 2A 0,068 6,40
42 44 |invaziv Duktal Karsinom 2A 0,042 6,50
43 48 | Lobuler Karsinom 3A 0,068 7,10
44 45 | invaziv Duktal Karsinom 3A 0,075 5,88
45 58 | invaziv Duktal Karsinom 1 0,054 3,55

Iv



Spesifik

Hasta Protein Aktivite
No | Yas Hasta Doku Tipi Evre | (gr/ ml) | (Ulgr protein)
46 62 |Invaziv Duktal Karsinom 3B 0,067 0,95
47 63 |invaziv Duktal Karsinom 2B 0,055 9,55
48 55 | invaziv Duktal Karsinom 2A 0,070 3,62
49 45 |invaziv Duktal Karsinom 1 0,071 3,88
50 48 | Lobuler Karsinom 2B 0,074 7,47
51 47 |invaziv Duktal Karsinom 2A 0,055 4,22
52 51 |invaziv Duktal Karsinom 3A 0,066 5,92
53 52 | invaziv Duktal Karsinom 2A 0,083 4,77
54 49 | Fibroz Degisiklik 0,072 2,47
55 48 |invaziv Duktal Karsinom 3B 0,075 3,73
56 42 | Fibroz Degisiklik 0,076 6,10
57 39 |invaziv Duktal Karsinom 3A 0,071 11,15
58 51 |invaziv Duktal Karsinom 2B 0,065 4,16
59 50 |invaziv Duktal Karsinom 2B 0,045 2,73
60 55 |Invaziv Duktal Karsinom 2A 0,042 3,33
61 53 |invaziv Duktal Karsinom 2A 0,016 2,85
62 60 |invaziv Duktal Karsinom 1 0,057 4,53
63 48 |Invaziv Duktal Karsinom 2B 0,072 3,76
64 38 |invaziv Duktal Karsinom 2A 0,042 1,23
65 41 |invaziv Duktal Karsinom 3A 0,077 4,05
66 43 | Fibroz Degisiklik 0,072 10,91
67 34 |invaziv Duktal Karsinom 2A 0,044 2,19
68 45 | invaziv Duktal Karsinom 2A 0,079 1,34
69 65 |invaziv Duktal Karsinom 3A 0,067 1,20
70 41 |invaziv Duktal Karsinom 3B 0,064 5,02
71 43 |invaziv Duktal Karsinom 2B 0,075 9,53
72 42 | Fibroz Degisiklik 0,081 2,03
73 44 | Fibroz Degisiklik 0,069 5,12
74 45 | invaziv Duktal Karsinom 2B 0,048 6,63
75 31 |Invaziv Duktal Karsinom 1 0,073 0,74
76 34 |invaziv Duktal Karsinom 1 0,067 1,95
77 39 |invaziv Duktal Karsinom 2A 0,062 3,32
78 48 |invaziv Duktal Karsinom 3A 0,060 15,28
79 45 | invaziv Duktal Karsinom 2A 0,066 1,24
80 55 | invaziv Duktal Karsinom 2A 0,041 8,38
81 52 | invaziv Duktal Karsinom 3A 0,051 8,70
82 45 |invaziv Duktal Karsinom 2A 0,056 0,78
83 44 |invaziv Duktal Karsinom 3B 0,046 1,46
84 33 | Fibroz Degisiklik 0,061 3,61
85 57 |invaziv Duktal Karsinom 2B 0,060 2,98
86 48 |Invaziv Duktal Karsinom 1 0,065 4,28
87 61 |invaziv Duktal Karsinom 3A 0,038 1,64
88 56 |invaziv Duktal Karsinom 3B 0,057 2,17
89 55 |Invaziv Duktal Karsinom 2A 0,056 1,02
90 57 | Lobdller Karsinom 2B 0,060 1,11
91 58 | invaziv Duktal Karsinom 1 0,065 8,87
92 55 |invaziv Duktal Karsinom 3B 0,074 7,52
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Hasta ve kontrol grubuna ait plazma orneklerinin Beutler Yontemi ile 6l¢iilen
piruvat kinaz spesifik aktivitesinin istatistik sonuglar1 Tablo 13 ve Sekil 7’ de

gosterildi.

Tablo 13: Hasta ve kontrol grubuna ait plazma piruvat kinaz spesifik aktivitesinin istatistik

sonuglari
Plazma Spesifik Aktivite
(Beutler Yontemi)
Hasta Kontrol
N (kisi sayisi) 92 25
Ortalama 4,67 2,19
Standart Sapma 3,22 1,17
p* 0,000

* onemlilik degeri p< 0,050

HASTA-KONTROL

4,671
5,000 ~ O

4,000 -

3,000 + W 2,192 B KONTROL
2,000 | OHASTA

SPESIFIK AKTIVITE

1,000 +

0,000 -

Sekil 7: Hasta ve Kontrol grubunun plazma piruvat kinaz spesifik aktivite ortalamasi

Degisik doku tipine sahip hastalara ait plazma 6rneklerinin Beutler yontemi
ile olciilen piruvat kinaz spesifik aktivitelerinin istatistik sonuglar1 Tablo 14.a” da ve
Tablo 14.b’ de ise p degerleri verildi. Kontrol grubunun ve hastalarin degisik doku
tiplerine ait piruvat kinaz spesifik aktivite ortalamalarinin grafigi ise Sekil 8’ de

gosterildi.
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Tablo 14.a: Hastalara ait degisik doku tiplerinin ve kontrol grubunun plazma piruvat kinaz

spesifik aktivitelerinin istatistik sonuglari

Doku Tipi N Ortalama | Standart Sapma
Fibréz Degisiklik 24 4,44 2,56
invaziv Duktal Karsinom 60 4,54 3,85
Lobiler Karsinom 8 4,51 2,32
Kontrol 25 2,19 1,17

Tablo 14.b: Kontrol grubu ve degisik doku tiplerinin istatistiksel karsilastirilmasi

p* Kontrol invaziv Duktal Karsinom | Lobiiler Karsinom
Kontrol 1,000 - -
invaziv Duktal Karsinom 0,000 1,000 -
Lobiiler Karsinom 0,026 0,973 1,000
Fibréz Degisiklik 0,000 0,857 0,899

* dnemlilik degeri p< 0,050

HASTA PLAZMA (DOKU TiPLERi)

5.000 - m444 0454 O4.51 BKONTROL
w B FiBROZ DEGISIKLIK
E 4.000 1
= OINVAZIV DUKTAL
< 3.000 KARSINOMA
; 02.19 OLOBULER KARSINOMA
i 2.000 -
&
a 1.000
/2]

0.000

1

Sekil 8: Hasta degisik doku tiplerinin ve kontrol grubunun plazma piruvat kinaz spesifik

aktivite ortalamasi
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Degisik doku tiplerinden invaziv duktal karsinom olan hastalarin evrelerinin,
plazma piruvat kinaz spesifik aktivitesinin istatistik sonuglar1 Tablo 15.a’ da ve
evrelerin birbirleriyle karsilagtirilmasi Tablo 15.b’ de verildi. Evrelerin spesifik aktivite

ortalamalarinin grafigi Sekil 9° da gdsterildi.

Tablo 15.a: Invaziv Duktal Karsinom evrelerinin plazma piruvat kinaz spesifik aktivitelerinin

istatistik sonuglari

invaziv Duktal
Karsinom N Ortalama | Standart Sapma
EVRE 1 9 3,73 2,26
EVRE 2 30 4,03 2,58
EVRE 3 21 4,69 3,66

Tablo 15.b: Invaziv Duktal Karsinom evrelerinin istatistiksel karsilastiriimasi

p* (invaziv Duktal Karsinom) EVRE 1 EVRE 2
EVRE 1 1,000 -
EVRE 2 0,528 1,000
EVRE 3 0,244 0,419

* onemlilik degeri p< 0,050
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INVAZiV DUKTAL KARSINOM EVRELERININ SPESIFiK
AKTIVITE(BEUTLER) ORTALAMALARI

5.00 - m4.03 U469 EINVAZIV DUKTAL EVRE 1
4.50 @3.73 o
BiNVAZIV DUKTAL EVRE 2

4.00 - . .
3.50 - OINVAZIV DUKTAL EVRE 3

3.00 -
2.50 -
2.00 -
1.50 -
1.00 -
0.50 -
0.00

SPESIFiK AKTIVITE

1

Sekil 9: Invaziv duktal karsinom evrelerinin plazma piruvat kinaz spesifik aktivite

(Beutler) ortalamast

EVRE 2 ve EVRE 3’ deki invaziv duktal karsinomlu hastalarin evrelerinin kendi
icindeki plazma spesifik aktivite diizeylerinin istatistik karsilastirilmasi Tablo 16’ da ve
Tablo 17° de verildi. Ayrica evrelerin spesifik aktivite ortalamalarmin grafikleri Sekil

10 ve Sekil 11’ de gosterildi.

Tablo 16: invaziv Duktal Karsinomlu EVRE 2 (Beutler) plazma piruvat kinaz spesifik

aktivitelerinin istatistik sonuclari

invaziv Duktal Karsinom
EVRE 2 N Ortalama | Standart Sapma
EVRE 2A 20 3,21 2,11
EVRE 2B 10 5,22 2,53
p* 0,045

* onemlilik degeri p< 0,050
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Plazma invaziv Duktal Karsinom

EVRE 2
m5.22
6 _
=
S 5 m3.21
€4
<, OEVRE 2A
X BEVRE 2B
o
[72]
w
o
(/2]

Sekil 10: invaziv Duktal Karsinomlu EVRE 2’ deki hastalarin plazma piruvat kinaz spesifik

aktivite ortalamasi

Tablo 17: Invaziv Duktal Karsinomlu EVRE 3’ deki hastalarin plazma piruvat kinaz spesifik

aktivitelerinin istatistik sonuglari

invaziv Duktal Karsinom
EVRE 3 N Ortalama | Standart Sapma
EVRE 3A 13 5,41 3,151
EVRE 3B 8 3,51 2,269
p* 0,219

*onemlilik degeri p< 0,050

Plazma invaziv Duktal Karsinom
EVRE 3

6.000 - b5.41

5.000 -
4.000 +
3.000 +
2.000 +
1.000 ~
0.000

m3.51

OEVRE 3A
BEVRE 3B

SPESIFiK AKTIVITE

Sekil 11: invaziv Duktal Karsinomlu EVRE 3’ deki hastalarin plazma piruvat kinaz spesifik

aktivite ortalamasi
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Dokularin Lowry ile protein 6l¢limii, ardindan Beutler yontemi ile piruvat
kinaz enziminin spesifik aktivitesi ¢alisildi. Normal ve tiimorlii dokularin, degisik
doku tipleri ve patolojik verileri Tablo 18’de 6zetlendi. Calismamizda 92 hastanin

normal ve tiimorlii dokular1 ¢alisildi.

Tablo 18: Hastalarin normal ve tiimorli doku 6rneklerinin piruvat kinaz spesifik aktivitesi

Normal Doku Tumorli Doku
Hasta Protein | Spesifik Akt. | Protein | Spesifik Akt.

No Degisik Doku Tipi (gr/mL) | (Ulgr protein) | (gr/mL) | (U/gr protein)
1 invaziv Duktal Karsinom 71,2 0,15 43,5 0,61
2 Lobuler Karsinom 46,0 0,16 68,9 0,31
3 Lobdler Karsinom 64,1 0,12 49,9 0,30
4 invaziv Duktal Karsinom 93,5 0,07 111,8 0,12
5 Fibroz Degisiklik 96,5 0,18 55,7 0,56
6 Fibroz Degisiklik 89,5 0,07 49,6 0,51
7 invaziv Duktal Karsinom 26,4 0,18 31,3 0,28
8 Fibroz Degisiklik 146,4 0,07 133,2 0,25
9 invaziv Duktal Karsinom 52,6 0,11 62,6 0,40
10 | invaziv Duktal Karsinom 45,6 0,15 71,8 0,21
11 Lobuler Karsinom 122,2 0,18 144,0 0,03
12 | Fibroz Degisiklik 52,3 0,13 49,3 0,37
13 invaziv Duktal Karsinom 88,9 0,19 56,9 0,03
14 | Fibroz Degisiklik 59,2 0,10 45,2 0,11
15 | Fibroz Degisiklik 135,0 0,19 131,5 0,17
16 Fibroz Degisiklik 72,6 0,10 76,3 0,29
17 invaziv Duktal Karsinom 72,6 0,13 45,6 0,55
18 invaziv Duktal Karsinom 49,6 0,13 36,8 0,45
19 |invaziv Duktal Karsinom 49,6 0,18 64,7 0,34
20 | Lobiler Karsinom 43,7 0,21 69,9 0,32
21 Fibroz Degisiklik 111,9 0,11 69,6 0,38
22 invaziv Duktal Karsinom 90,5 0,07 59,8 0,41
23 | Fibroz Degisiklik 96,4 0,08 85,6 0,34
24 | Fibroz Degisiklik 58,0 0,15 63,2 0,14
25 | invaziv Duktal Karsinom 61,8 0,18 47,6 0,46
26 Fibroz Degisiklik 92,3 0,10 89,7 0,28
27 invaziv Duktal Karsinom 38,6 0,24 39,7 0,78
28 invaziv Duktal Karsinom 33,0 0,20 40,3 0,87
29 | Fibroz Degisiklik 105,1 0,10 82,0 0,42
30 Fibroz Degisiklik 58,2 0,13 78,9 0,17
31 invaziv Duktal Karsinom 119,2 0,09 79,3 0,32
32 | Fibroz Degisiklik 58,8 0,11 65,5 0,63
33 | Fibroz Degisiklik 85,6 0,12 120,2 0,26
34 |invaziv Duktal Karsinom 82,3 0,19 52,1 0,65
35 invaziv Duktal Karsinom 72,3 0,12 448 0,55
36 invaziv Duktal Karsinom 92,8 0,19 42 1 0,82
37 Lobdler Karsinom 53,5 0,19 39,3 0,98
38 | Fibroz Degisiklik 58,6 0,13 83,7 0,16
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Normal Doku

Tumorlii Doku

Hasta
No Protein | Spesifik Akt. | Protein | Spesifik Akt.
Degisik Doku Tipi (gr/imL) | (U/gr protein) | (gr/mL) | (U/gr protein)
39 | Fibroz Degisiklik 48,0 0,17 149,3 0,22
40 | Fibroz Degisiklik 47,2 0,26 49,6 0,26
41 invaziv Duktal Karsinom 72,6 0,16 61,4 0,11
42 invaziv Duktal Karsinom 59,4 0,24 84,6 0,21
43 | Lobiler Karsinom 64,6 0,20 48,4 0,76
44 | invaziv Duktal Karsinom 55,2 0,16 45,3 0,77
45 invaziv Duktal Karsinom 88,5 0,12 60,2 0,56
46 invaziv Duktal Karsinom 59,6 0,18 77,6 0,26
47 invaziv Duktal Karsinom 48,0 0,33 39,6 1,04
48 | invaziv Duktal Karsinom 78,9 0,18 32,1 0,54
49 | invaziv Duktal Karsinom 68,9 0,17 37,4 0,41
50 | Lobiiler Karsinom 39,3 0,24 39,0 0,85
51 invaziv Duktal Karsinom 56,7 0,15 59,8 0,13
52 | invaziv Duktal Karsinom 43,7 0,13 89,3 0,20
53 | invaziv Duktal Karsinom 452 0,27 42,3 0,74
54 | Fibroz Degisiklik 80,5 0,16 68,9 0,32
55 invaziv Duktal Karsinom 45,2 0,20 47,4 0,48
56 | Fibroz Degisiklik 64,1 0,10 47,8 0,08
57 | invaziv Duktal Karsinom 47 .4 0,11 32,6 0,77
58 | invaziv Duktal Karsinom 80,9 0,31 50,7 0,69
59 | invaziv Duktal Karsinom 47,4 0,05 95,6 0,12
60 invaziv Duktal Karsinom 92,7 0,12 57,0 0,38
61 invaziv Duktal Karsinom 116,9 0,04 145,2 0,17
62 | invaziv Duktal Karsinom 174,9 0,06 113,3 0,35
63 | invaziv Duktal Karsinom 55,7 0,27 54,7 0,46
64 | invaziv Duktal Karsinom 411 0,16 69,8 0,24
65 invaziv Duktal Karsinom 123,0 0,06 57,6 0,36
66 Fibroz Degisiklik 105,4 0,13 48,5 1,07
67 invaziv Duktal Karsinom 48,6 0,30 113,7 0,33
68 | invaziv Duktal Karsinom 54,5 0,17 85,0 0,19
69 invaziv Duktal Karsinom 445 0,27 43,1 0,29
70 invaziv Duktal Karsinom 76,3 0,22 36,7 0,79
71 invaziv Duktal Karsinom 41,5 0,24 45,7 1,13
72 | Fibroz Degisiklik 85,6 0,17 69,8 0,19
73 | Fibroz Degisiklik 84,6 0,18 58,6 0,37
74 | invaziv Duktal Karsinom 89,6 0,20 56,1 0,73
75 invaziv Duktal Karsinom 1731 0,10 199,3 0,09
76 | invaziv Duktal Karsinom 76,4 0,13 115,9 0,19
77 | invaziv Duktal Karsinom 64,9 0,21 101,5 0,37
78 | invaziv Duktal Karsinom 449 0,17 434 0,76
79 invaziv Duktal Karsinom 98,4 0,06 65,1 0,05
80 invaziv Duktal Karsinom 47,0 0,10 58,4 0,44
81 invaziv Duktal Karsinom 95,1 0,15 96,5 0,31
82 |invaziv Duktal Karsinom 75,3 0,16 105,8 0,16
83 | invaziv Duktal Karsinom 61,3 0,21 45,9 0,36
84 | Fibroz Degisiklik 63,5 0,15 49,9 0,39
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Normal Doku Timorlii Doku
Hasta

No Protein | Spesifik Akt. | Protein | Spesifik Akt.
Degisik Doku Tipi | (gr/mL) | (U/gr protein) | (gr/mL) | (U/gr protein)

85 |invaziv Duktal Karsinom 63,5 0,16 93,4 0,23

86 invaziv Duktal Karsinom 159,5 0,05 67,5 0,12

87 invaziv Duktal Karsinom 39,9 0,12 46,0 0,18

88 invaziv Duktal Karsinom 79,9 0,15 72,3 0,21

89 invaziv Duktal Karsinom 102,7 0,08 113,2 0,15

90 | Lobiiler Karsinom 91,5 0,13 100,1 0,25

91 invaziv Duktal Karsinom 93,7 0,15 54,7 0,64

92 invaziv Duktal Karsinom 73,3 0,17 96,5 0,41

Hastalarin normal ve tlimorlii dokularinin piruvat kinaz spesifik aktivitelerinin
istatistik sonuglar1 Tablo 19’ da verildi. Dokularin spesifik aktivite ortalamalarinin

grafiksel goriinlimii ise Sekil 12° de verildi.

Tablo 19: Hastalarin normal ve tiimorlii dokularinin piruvat kinaz spesifik aktivitelerinin

istatistik sonuglari

Doku Tipi N Ortalama| Standart Sapma
Normal Doku 92 0,16 0,06
Timorlii Doku 92 0,40 0,25

p* 0,000

* onemlilik degeri p< 0,050

NORMAL-TUMORLU DOKU SPESIFIK AKTIVITE

0.45 - m0.40 ONORMAL DOKU
0.40 - BTUMORLL

0.35 ~
0.30 ~
0.25
0.20 -
0.15 ~
0.10 ~
0.05 -
0.00

00.16

SPESIFIK AKTIVITE

Sekil 12: : Hastalarin normal ve tiimorlii dokularinin piruvat kinaz spesifik aktivite

ortalamasi
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Hastalarin normal ve tiimdrlii dokularmin spesifik aktivitelerinin istatistik
verileri ve spesifik aktivite ortalamalarinin grafigi Tablo 20.a, Tablo 20.b ve Sekil 13’
de verildi. Tiimorlii dokularin istatistiksel verileri ve grafigi ise Tablo 21.a, Tablo 21.b

ve Sekil 14’ de ozetlendi.

Tablo 20.a: Hastalarin normal dokulariin piruvat kinaz spesifik aktivitelerinin istatistik

sonuglari
Normal Doku
Degisik Doku Tipi N Ortalama | Standart Sapma
invaziv Duktal Karsinom 60 0,16 0,06
Lobiiler Karsinom 8 0,18 0,04
Fibréz Degisiklik 24 0,14 0,04

Tablo 20.b: : Hastalarin normal dokularina ait degisik doku tiplerinin karsilastirilmasi

p* ( Normal Doku) invaziv Duktal Karsinom | Lobiiler Karsinom
invaziv Duktal Karsinom 1,000 -
Lobiiler Karsinom 0,217 1,000
Fibréz Degisiklik 0,018 0,000

* dnemlilik degeri p< 0,050

NORMAL DOKU (DEGiSiK DOKU TIiPLERI)
0.2 4 m0.18

w 0.18 1 0o0.16
£ 0167 0o0.14 DINVAZIV DUKTAL
[ 8-1‘2‘ 1 KARSINOMA
< o5 BLOBULER KARSINOMA
S
T 008 | . e
@ 006 - OFIBROZ DEGISIKLIK
o 004 -

0.02 |

0
1

Sekil 13: Hastalarin normal dokularina ait degisik doku tiplerinin spesifik aktivite

ortalamasi
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Tablo 21.a: Hastalarin timdrli dokularinin piruvat kinaz spesifik aktivitelerinin istatistik

sonuglart
Timorlii Doku
(Degisik Doku Tipi) N Ortalama | Standart Sapma
invaziv Duktal Karsinom 60 0,42 0,26
Lobiiler Karsinom 8 0,48 0,34
Fibréz Degisiklik 24 0,33 0,21

Tablo 21.b: Hastalarin tiimérlii dokularina ait degisik doku tiplerinin karsilagtirilmast

p* ( Tumorlu Doku) invaziv Duktal Karsinom | Lobiiler Karsinom
invaziv Duktal Karsinom 1,000 -
Lobuler Karsinom 0,644 1,000
Fibréz Degisiklik 0,050 0,002

* onemlilik degeri p< 0,050

TUMORLU DOKU (DEGISIK DOKU TiPLERI)

05 - m0.48
0.45 - oo0.42
0.4
0.35 1
0.3
0.25 1
0.2
0.15 1
0.1
0.05 1

00.33 OINVAZIV DUKTAL
KARSINOM

BLOBULER KARSINOM

OFIBROZ DEGISIKLIK

SPESIFIK AKTIVITE

Sekil 14: Hastalarin tiimorlii dokularina ait degisik doku tiplerinin spesifik aktivite

ortalamasi

Calismada, piruvat kinaz aktivitesi ELISA kit yontemiyle de ¢alisildi. ELISA
kit yontemiyle norma 1 0 olgunun plazma piruvat kinaz aktiviteleri Tablo 22’ de

verildi.Plazma piruvat kinaz aktiviteleri ELISA kit yontemiyledlgiilen 80 olgunun
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patolojik bulgular1 ve enzim aktiviteleri Tablo 23’ de verildi. ELISA kit yonteminde

kullanilan standart egri ise Sekil 15 de verildi.

ELISAKit Standart Egrisi

0,8 -
0,7 -
0,6 -
0,5 -
0,4 -
0,3 -
0,2 -
0,1 -
0 ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘
0 20 40 60 80 100 120

Aktivite (U/mL)

Absorbans

Sekil 15: ELISA Kit Standart Egrisi

Tablo 22: ELISA yontemi ile kontrol grubuna ait 6rneklerinin plazma piruvat kinaz aktivitesi

Kontrol | Aktivite (U/mL)
1 13,98
2 14,96

3* 5,00
6,00
12,03
6* 11,12
7* 6,56
5,00
9 9,32
10 9,65

* Beutler yonteminde kullanilan kontrollerden farkli 6rnek.
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ELISA kit yontemiyle Tiimér M2-PK aktiviteleri ve patolojik verileri Tablo

23’te verilmistir.

Tablo 23: Hastalarin patolojik verileri ve plazma (ELISA) piruvat kinaz aktiviteleri

Hasta Evre Aktivite

No Degisik Doku Tipi (U/mL)

1 invaziv Duktal Karsinom 2A 10,85

2 Lobiler Karsinom 2B Calisiimadi
3 Lobiiler Karsinom 2A 100,00

4 invaziv Duktal Karsinom 3A 100,00

5 Fibroz Degisiklik 10,85

6 Fibroz Degisiklik 7,99

7 invaziv Duktal Karsinom 3B 6,09

8 Fibroz Degisiklik 5,14

9 invaziv Duktal Karsinom 2A 83,69
10 invaziv Duktal Karsinom 3B Calisiimadi
1 Lobller Karsinom 2B 9,90

12 | Fibroz Degisiklik 22,83
13 invaziv Duktal Karsinom 3A 100,00
14 | Fibroz Degisiklik 18,27
15 | Fibroz Degisiklik 31,20
16 | Fibroz Degisiklik 10,66
17 invaziv Duktal Karsinom 3A 11,04
18 invaziv Duktal Karsinom 3A 12,56
19 invaziv Duktal Karsinom 2B 16,36
20 Lobdiler Karsinom 3B 18,08
21 Fibroz Degisiklik 18,84
22 invaziv Duktal Karsinom 2A 8,95

23 Fibroz Degisiklik 14,08
24 Fibroz Degisiklik 100,00
25 invaziv Duktal Karsinom 1 81,41
26 Fibroz Degisiklik 17,51
27 invaziv Duktal Karsinom 2A 78,56
28 invaziv Duktal Karsinom 2B 34,24
29 Fibroz Degisiklik 39,19
30 Fibroz Degisiklik 31,96
31 invaziv Duktal Karsinom 3A 5,71

32 Fibroz Degisiklik 100,00
33 Fibroz Degisiklik 18,84
34 invaziv Duktal Karsinom 1 12,75
35 invaziv Duktal Karsinom 2A 12,56
36 invaziv Duktal Karsinom 2B 15,41
37 Lobiler Karsinom 2B Calsilmadi
38 | Fibroz Degisiklik Calisiimadi
39 | Fibroz Degisiklik Calisiimadi
40 | Fibroz Degisiklik 10,47
41 invaziv Duktal Karsinom 2A 7,61
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Hasta Degisik Doku Tipi Evre Aktivite
No (U/mL)
42 invaziv Duktal Karsinom 2A 35,19
43 Lobller Karsinom 3A 6,28
44 invaziv Duktal Karsinom 3A 7,61
45 invaziv Duktal Karsinom 1 52,69
46 invaziv Duktal Karsinom 3B 5,00
47 invaziv Duktal Karsinom 2B 36,33
48 invaziv Duktal Karsinom 2A Calisiimadi
49 invaziv Duktal Karsinom 1 5,00
50 Lobller Karsinom 2B 22,45
51 invaziv Duktal Karsinom 2A 51,55
52 invaziv Duktal Karsinom 3A 31,39
53 invaziv Duktal Karsinom 2A 11,99
54 | Fibroz Degisiklik 9,71
55 invaziv Duktal Karsinom 3B 5,00
56 | Fibroz Degisiklik 16,74
57 invaziv Duktal Karsinom 3A 17,89
58 invaziv Duktal Karsinom 2B 33,48
59 invaziv Duktal Karsinom 2B 100,00
60 invaziv Duktal Karsinom 2A Calisiimadi
61 invaziv Duktal Karsinom 2A 5,00
62 invaziv Duktal Karsinom 1 100,00
63 invaziv Duktal Karsinom 2B 9,71
64 invaziv Duktal Karsinom 2A Calisiimadi
65 invaziv Duktal Karsinom 3A 48,70
66 Fibroz Degisiklik 38,81
67 invaziv Duktal Karsinom 2A 5,00
68 invaziv Duktal Karsinom 2A 5,00
69 invaziv Duktal Karsinom 3A Calisiimadi
70 invaziv Duktal Karsinom 3B 5,00
71 invaziv Duktal Karsinom 2B 15,41
72 Fibroz Degisiklik 16,36
73 Fibroz Degisiklik 8,76
74 invaziv Duktal Karsinom 2B 7,04
75 invaziv Duktal Karsinom 1 Calisiimadi
76 invaziv Duktal Karsinom 1 9,90
77 invaziv Duktal Karsinom 2A 5,00
78 invaziv Duktal Karsinom 3A 17,51
79 invaziv Duktal Karsinom 2A 12,18
80 invaziv Duktal Karsinom 2A Caligiimadi
81 invaziv Duktal Karsinom 3A 30,63
82 invaziv Duktal Karsinom 2A Calisiimadi
83 invaziv Duktal Karsinom 3B 83,31
84 Fibroz Degisiklik 24 92
85 invaziv Duktal Karsinom 2B 78,37
86 invaziv Duktal Karsinom 1 31,58
87 invaziv Duktal Karsinom 3A 35,38
88 invaziv Duktal Karsinom 3B 5,71
89 invaziv Duktal Karsinom 2A 5,90
90 Lobiiler Karsinom 2B 100,00

Ixix




Hasta Degisik Doku Tipi Evre Aktivite
No (U/mL)
91 invaziv Duktal Karsinom 1 14,08
92 invaziv Duktal Karsinom 3B 19,98

ELISA kit yontemi ile plazma aktiviteleri ¢alisilan hastalarin degisik doku
tiplerine gore plazmaenzim aktivitelerin ortalamalar1 Tablo 24.a’ da 6zetlendi. Tablo
24.b’ de ise kontrol grubu ile degisik doku tiplerinin istatistik karsilastirilmasi yapildi.
Ayrica Tablo 24.b’ de, invaziv duktal karsinom, lobiiler karsinoma ve fibréz degisiklik
gbzlenen doku tiplerinin kendi aralarindaki iliski verildi. Plazma aktivilerinin ortalama

degerlerinin grafigi Sekil 16” de verildi.

Tablo 24.a: Hastalarin ELISA kit yontemi ile degisik doku tiplerine gore plazma piruvat kinaz

aktiviteleri
ELISA (Degisik Doku
Tipleri) Plazma Aktivite N Ortalama | Standart Sapma
invaziv Duktal Karsinom 51 28,60 26,83
Lobiiler Karsinom 6 48,79 40,62
Fibroz Degisiklik 23 28,54 27,86
Kontrol 10 9,82 3,97

Tablo 24.b: Degisik doku tiplerinin (ELISA) ve kontrol grubunun plazma piruvat kinaz aktivite

kargilagtiriimasi
invaziv Duktal Lobiiler
p* (ELISA) Kontrol Karsinom Karsinom
Kontrol 1,000 - -
invaziv Duktal Karsinom 0,000 1,000 -
Lobiiler Karsinom 0,042 0,472 1,000
Fibroz Degisiklik 0,004 0,994 0,023

* dnemlilik degeri p< 0,050
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Sekil 16: ELISA yontemi ile degisik doku tiplerinin plazma piruvat kinaz aktivite ortalamasi

ELISA yontemi ile calisilan invaziv duktal karsinomlu hastalarin degisik
evrelerinde saptanan aktivite sonuglar1 ve bunlarin grafikleri Tablo 25.a, Tablo 25.b ve
Sekil 17° da verildi. Ayn1 sekilde invaziv duktal karsinomlu EVRE 2’ deki olgularin
bulgular Tablo 26 ve grafigi Sekil 18’ de verildi. Tablo 25.b” de ise EVRE 1’in diger

evreler ile karsilastirilmasindaki p degerleri verildi.

Tablo 25.a : invaziv Duktal Karsinomlu (ELISA) evrelerinin plazma piruvat kinaz

aktivitelerinin istatistik sonuglari

invaziv Duktal Karsinom
(ELISA) N Ortalama | Standart Sapma
EVRE 1 8 38,43 36,12
EVRE 2 25 27,42 26,19
EVRE 3 18 25,847 23,26

Tablo 25.b : Invaziv Duktal Karsinomlu olgularin (ELISA) evrelerinin istatiksel arsilastiriimasi

p* ELISA
(invaziv Duktal Karsinom ) EVRE 1 EVRE 2
EVRE 1 1,000 -
EVRE 2 0,067 1,000
EVRE 3 0,091 0,825

* onemlilik degeri p< 0,050
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Sekil 17: Invaziv Duktal Karsinomlu olgularin (ELISA) evrelerinin piruvat kinaz aktivite

ortalamasi

Tablo 26: Invaziv Duktal Karsinomlu olgularin EVRE 2 (ELISA) plazma piruvat kinaz

aktivitelerinin istatistik sonuglari

invaziv Duktal Karsinom
EVRE 2 (ELISA) N Ortalama | Standart Sapma
EVRE 2A 15 22,61 19,038
EVRE 2B 10 34,64 30,992
p* 0,251

* dnemlilik degeri p< 0,050

ELISA INVAZIV KARSINOMA EVRE 2

W 34,64

40,00 -
35,00 ~
30,00 | 022,61
25,00 +
20,00 ~
15,00 -
10,00 ~

5,00 ~

0,00

AKTIVITE

OEVRE 2A
B EVRE 2B

Sekil 18: invaziv Duktal Karsinomlu olgularm (ELISA) EVRE 2’ deki piruvat kinaz

aktivite ortalamasi
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5. TARTISMA

Hiicrelerin bir¢ogu enerji ihtiyaglarinin biiylik kismini oksijenli solunumla
karsilamaktadirlar. Bu reaksiyonlar dizisinin, glikolitik yola ait {i¢ anahtar enziminden
birisi piruvat kinaz enzimidir. Piruvat kinaz enzimi, adenozin difosfatin substrat
diizeyinde fosforilasyonunu Kkatalize etmektedir. Kinetik &zellikleri, elektrik
mobiliteleri, aminoasid igerikleri ve ¢esitli dokulardaki dagilimlarina gore insan piruvat
kinaz1 4 farkli izoenzime (M1, M2, L ve R) sahiptir. Diger taraftan immiinolojik ve
l6kalize oldugu gene gore iki temel gruba ayirmak miimkiindiir. M tipi M1 ve M2
izoenzimleri, L tipi ise L ve R izoenzimleri seklindedir®* 7.

Cesitli organlarda geliserek her yastaki bireyleri etkileyen Kkanser,
kardiyovaskiiler hastaliklardan sonra en sik rastlanan 6liim nedenidir. Kanser vakalari
icinde meme kanseri kadin sagligini tehdit eden en 6nemli malign hastalik olup yiiksek
morbidite ve mortaliteye sahiptir. Meme kanseri diinyadaki en 6nemli ii¢lincii kanser
tirii olup kanser Oliimlerinde ikinci siradadir. Bir kadinin yagami boyunca meme
kanserine yakalanma olasihig1 %13,1°dir®> .

Tiimor hiicrelerinin enzimoloji ile iligkisi, tlimor hiicrede karbonhidrat, piirin ve
pirimidin  metabolizmasin1  diizenleyen enzimlerin aktivitelerinin  degisiklige
ugramasindan ileri gelmektedir. Timdrli hiicrelerinin metabolizmasindaki gerekli

enerji ve metabolitlerin saglanmasi i¢in glikolizin hizli ¢alismasi nedeniyle benign veya

malign tiimorlerde piruvat kinaz aktivitesinin genellikle arttigi rapor edilmistir. Bu da
timor hiicrelerinin metabolizmasindaki enerji ve metabolitlerin saglanmasi icin glikolizin gerekliligini
aq1klamaktad1r(5’ 313233, 73)

Yilmaz ve arkadaslari, meme tiimorlerinde piruvat kinaz ve G6PD aktivitelerini
Beutler yontemi ile 6lgmiis ve yiiksek bulmuslardir. Benzer bulgular diger kanser
gruplarinda da goriilmektedir”®. Calismamizda da kontrol grubu ile hasta grubunun
plazma piruvat kinaz enziminin spesifik aktivite ortalamalar1 arasinda Tablo13’ de
goriildiigii gibi istatistik olarak farkli bulunmustur (p< 0.050). Ayrica ¢alismamizda
hasta grubunun degisik doku tiplerindeki plazma enzim aktivitesi kontrol grubu ile

karsilastirildiginda, hepsinde de p < 0.05 degerinde olup anlamli bir farkin oldugu

bulunmustur (Tablo 14.b). Ancak invaziv duktal karsinomlu olgularin plazma, lobiiler
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karsinom ve fibroz degisiklik gosteren gruplara plazma aktivitesi kendi iglerinde
kiyaslandiginda anlamli bir fark olmadig1 goriilmiistiir (Tablo14.b).

Aym sekilde Hilf ve arkadaslari normal meme Ornekleri ile duktal meme
karsinomunda piruvat kinaz aktivitesini karsilastirdiklarinda karsinomlu dokuda
aktivitenin arttigini rapor etmislerdir. Mastektomi esnasinda lenfotik metastaz olmayan
kanserlerde incelenen paremetrelerin ¢ogunda farklilik olmamasina ragmen, piruvat
kinaz aktivitesinde belirgin bir artis saptanmistir. Bu veri, duktal karsinomlarin yalniz
hiicre sayisindaki artisa bagli olmayan farkli bir metabolik kapasiteye sahip oldugunu
gostermektedir!”> 7Y,

Invaziv duktal karsinomlu grubunun plazma aktivitesi kendi icinde evreleri
arasinda bir kiyaslama yapildiginda evreler arasinda anlamli bir fark gézlenmemistir
(Tablo 15.b). Fakat EVRE 2 grubunun kendi i¢inde kiyaslamasinda EVRE 2A ve EVRE
2B arasinda azda olsa farklilik gozlenmistir (p= 0.045, Tablo 16), EVRE 3’ de ise
anlamli bir fark bulunmamustir (Tablo 17).

Tiroid kanseri ve hepatomalarda normal doku ile karsilastirildiginda piruvat
kinazin spesifik aktivitesinin arttig1, sarkomalarda, insan beyin tiimorlerinde piruvat

kinazin spesifik aktivitesinin diistiigii bildirilmistir””

. Ibsen ve arkadaglar1 piruvat
kinazin spesifik aktivitesi ile meme dokusunun malinitesi arasinda bir iliski oldugunu
ileri stirmiislerdir. Malin meme kanser dokusu daha yiiksek piruvat kinaz aktivitesi
gosterirken, normal meme dokusu daha diisiik enzim aktivitesi gostermistir. Benign
meme tiimorleri normal doku ile malign tiimor arasinda bir deger gostermistir. Eger
tiimoriin nitelik tanim1 yapilacak ise insan memesindeki neoplazma 6rneginin heterojen
yapisinin dikkatle incelenmesi gerektirmektedir. Glikolitik enzimlerin aktivitesindeki
degisiklikler —neoplastik meme bezinin biiylimesi i¢in O6nemli oldugunu
diisiiniilmektedir'* 7> 79

Calismamizda, plazmanin disinda hastalarin normal ve tiimorlii dokularinin
spesifik enzim aktiviteleri arasinda onemli bir fark oldugu bulunmustur (Tablo 19).
Hastalara ait olan gerek normal doku gerekse tiimdrlii doku grublart kendi icinde
kiyaslandiginda invaziv duktal karsinom ile lobiiler karsinom arasinda bir fark

bulunmazken, fibréz degisiklik de her iki doku grubu arasinda zayifta olsa bir fark

gbzlenmistir(Tablo 20.b). Tiimdrlii ve normal dokularda lobiiler karsinom grubunun
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piruvat kinaz aktivite ortalamalari, invaziv duktal karsinom ve fibroz degisiklik
gruplarina gore yliksek oldugu gozlenmistir (Tablo 20.a, Tablo 21.a).

Genelde piruvat kinaz enziminin biitiin izoenzimlerinin, aktif durumlarinin es
tetramerik yapida olmasina karsilik tiimor hiicrelerinde, piruvat kinazin M2 izoenzim
yapisi bozulur ve agir basan formu dimeriktir. Yapilan ¢aligmalarda ayni sekilde, timor
hiicrelerindeki M2 tip piruvat kinazin, bobrek medullasi ve akciger dokusunun glikolitik
hiicrelerinden izole edilen enzimden farkli oldugu goriilmiistiir. Tiimdr hiicresindeki M2
tip piruvat kinazin spesifik formu c-AMP’ ye bagli olmayan protein kinaz tarafindan
inhibe edilmektedir. Bu doniisiimiin niikleik asit biyosentezi i¢in gerekli habercilerin
salgilanmasini arttirdig1 ve glukozdan riboza karbonhidrat akigin1 hizlandirdigi seklinde
yorumlanabilir””.

Arastirmalar tiimor disinda agir inflamasyon ve ¢oklu travma gibi durumlarda da
Timoér M2-PK miktarmin arttigimi gostermislerdir. Bu Timoér M2-PK baglica ¢oklu
travmadan sonra PK seviyesi 20 kat artmis olan graniilositlerden salinmaktadir. Tiimor
M2-PK plazma derisimi ¢esitli timoérlerde tiimor boyutunu ve bilyiikligii yansitmakta
ve timér evrelemede iyi korelasyon gostermektedir®”’". Tek olarak veya hormonal
ajanlar ile birlikte trastuzumab ile tedavi edilmis meme kanserli hastalarin % 78 inde
Timor M2 piruvat kinaz aktivitesi ile hastaligin klinik safhasi arasinda pozitif bir
korelasyon oldugunu bildirilmis ve meme tiimoriiniin klinik sathasinin belirlenmesinde
Tiimoér M2 piruvat kinaz enziminin ara¢ olarak kullanilabilecegini bildirilmistir®".
Ayni sekilde Markus ve arkadaslari trastuzumab tedavisi goren metastaz meme kanserli
hastalarda Tiimor M2-PK seviyelerini tedavi siiresince incelemislerdir. Sonugta Tiimor
M2-PK plazma diizeyinin bu hastalarin tedavi seyrinin takibinde basarili sonuglar
(78)

verdigini bildirmislerdir Ayrica Yilmaz ve arkadaslart da, doku MDA diizeyinin,

katalaz, GSH-Px, G6PD, piruvat kinaz ve arjinaz enzimlerinin meme kanserinde
“belirte¢” olarak kullanilabilecegini bildirmislerdir'.

Beutler yontemi ile piruvat kinaz aktivitesi ¢alisilan Orneklerin aktiviteleri
ELISA yontemiyle de calisilmistir. Degisik doku tiplerinin aktivite ortalamalari kontrol
grubuyla karsilastirildiginda, fibroz degisiklik gozlenen, invaziv duktal karsinomlu ve
lobiiler karsinomlu olgularin aktiviteleri yiiksek oldugu fakat i¢lerinde fibréz degisiklik

gbzlenen doku ile invaziv duktal karsinomlu doku arasinda 6nemli fark olmadigi

gbzlenmistir (Tablo 24.a). ELISA yontemi ile ¢alisilmis materyal tiplerinin kendi i¢inde
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anlaml fark goriilmemis, Beutler yontemi ile benzer sonu¢ bulunmustur (Tablo 15.b,
Tablo 25.b).

ELISA yontemi ile c¢alisilan invaziv duktal karsinom grubunun evreleri ve
evrelerinde kendi iginde karsilastirmalarinda anlamli bir fark olmadigi goriilmiistiir
(Tablo 25.b).

Farkl1 kanser tiirlerinde de Tiimor M2 piruvat kinaz belirte¢ olabilirligi ile ilgili
bir¢ok caligma yapilmistir. Varga ve arkadaslarinin renal cell karsinomada(RCC) hasta
takibinde Timdér M2-PK’ nin tiimdr belirteci olarak kullanimu ile ilgili yaptiklar
calismada 83 RCC’ 1i hasta ve 97 olgu kontrol grubu olarak kullanilmistir.
Calismalarinda hastalarin cerrahi miidahale o©ncesi ve sonrasi EDTA-plazma
orneklerinde Timor M2-PK seviyelerini ELISA kit yontemiyle saptanmistir. Kontrol
grubunun Timoér M2-PK seviyesinin 11,37 U/mL, hastalarin cerrahi miidahale dncesi
seviyesini ise 21,88 U/mL olarak bulmuslardir. Cerrahi miidahale sonrasi hasta
takibinde ise ilk 5 giinde plazma Tiimor M2-PK seviyesi 53,97 U/mL sonraki giinlerde
43,5 U/mL ve birkag¢ ay sonra 16,3 U/mL seviyesine diismiistiir. Varga ve arkadaslari
hasta ve kontrol grubu arasinda onemli bir fark(p<0.01) bulmalarina ragmen
sensitivitesi ve spesifitesinin diisiikk olmas1 nedeniyle ELISA kit yontemin uygun bir
tiimér belirteci olmadigini belirtmislerdir®™.

Kaura ve arkadaglar servikal kanserde ve kontrol grubunda Timér M2-PK
seviyelerini EDTA-plazma 6rneklerinde ELISA kit yontemi ile dlgerek incelemislerdir.
Calismalarinda servikal kanserli grup ile kontrol grubu arasinda istatistik olarak
sensitiviteleri arasinda dnemli fark (p< 0.001) oldugunu gostermislerdir®".

Ayrica tiimdr tanilarinda ve takibinde kullanilan bazi belirtegler ile Tiimor M2-
PK’ nin sensitivite karsilastirmalarina yonelik ¢aligmalar bulunmaktadir. Maurizio ve
arkadaslar1 yeni bir metabolik belirteg olarak Timoér M2-PK’ y1 CA 19-9 ile
karsilastirmislardir. Akut, kronik pankreatik kanserli, benign pankreatik ve kontrol
grubu olmak tiizere toplam 265 olgu incelemislerdir. Tiimér M2-PK EDTA’ I1 plazma
orneklerini ELISA kit yontemiyle incelemiglerdir. Neticede Tiimér M2-PK diizeyinin
metabolik belirte¢ olarak kullanilabilecegini fakat CA 19-9 tiimor belirteci ile birlikte
kullanimimnin daha anlaml olacagini bildirmislerdir®®.

Joachim ve arkadaslar1 ameliyat edilemeyen akciger kanserli hastalarin takibinde

Tiimér M2-PK seviyesini inceleyen bir pilot ¢alisma yapmuslardir. Calismalarinin
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sonucunda Tiimor M2-PK seviyesinin ameliyat edilemeyen akciger kanserli hastalarda
tedavinin gidisati hakkinda fikir verebilecegini ve ayrica Tiimér M2-PK’nin erken
tanida yardimer bir belirteg olarak kullanilabilecegini rapor etmislerdir™.

Zhang ve arkadaslar1 mide ve kolorektal kanserlerde Timdér M2-PK
ekspresyonunu bunlara 6zgii timor belirtec olan CEA ve CA72-4 ile karsilagtirarak
incelemislerdir. Mide kanserinde ve kolorektal kanserlerinde Tiimor M2-PK seviyeleri
kontrol grubu ile karsilastirildiginda o6nemli fark oldugunu gostermislerdir. Mide
kanserinde belirte¢ olarak kullanilan CA72-4 sensitivitesinin 35,37% iken Timor M2-
PK’ nin sensitivitesinin 50,47% oldugunu, ayrica kolorektal kanserinde ise CEA
sensitivitesinin 43,12% iken Timoér M2-PK’ nin 68.52% oldugunu bulmuslardir.
Sonucta gerek mide gerekse kolorektal kanserinde Tiimér M2-PK’ nin daha yiiksek
sensitiviteye sahip oldugunu rapor etmislerdir™.

Diger bir calismada, Pezilli ve arkadaslari c¢alismalarinda neroendokrin
tiimorlerinde Tiimor M2-PK ile cromogranin (CgA) sensitivitesini karsilagtirmis ve
ikisi arasinda anlamli bir fark goézlememislerdir. Tiimoér M2-PK’ nin neroendokrin
tiimorlerinde gokta uygun bir belirteg olmadigini rapor etmislerdir®.

Bizim ¢alismamizda, ELISA kit yontemi ile yapilan ¢alismalarda kontrol
grubuna gore hastalarin plazma Tiimor M2-PK seviyeleri arasinda anlamli bir fark
bulunurken degisik doku tipleri arasinda istatiksel olarak anlamli bir fark
bulunmamistir(Tablo 24.b, Tablo 25.b, Tablo 26 ). Fakat ¢alismamizda dikkati ¢eken
nokta, invaziv duktal karsinom grubunda evrelerin Beutler yontemi ile sirasiyla spesifik
aktivite ortalamasinin ytkseldigi (Tablo 15.a), ELISA yontemi ile 6l¢limiinde bunun

aksine evre ilerledikce spesifik aktivite ortalamasinin diistiigii gézlenmistir (Tablo

25.2).
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6. SONUCLAR

Calismamizda, Beutler ve ELISA kit yontemiyle piruvat kinaz enziminin M2 tipi
plazmada ve dokuda o6l¢iildii.

— Calismamizda kontrol plazma piruvat kinaz aktivitesinin Beutler yoOntemiyle
Ol¢iimiinde kontrol ve hasta grubunda onemli farkliliklar gézlendi (p< 0.001,

Tablo 13).

— Ayrica ¢aligmamizda hasta grubunun degisik doku tipleri kontrol grubu ile
karsilagtirildiginda, hepsinde de p < 0.05 degerinde olup anlamli bir farki oldugu
bulundu (Tablo 14.b).

— Invaziv duktal karsinomlu dokunun spesifik aktivite ortalamasi lobiiler karsinomlu
ve fibroz degisiklik gozlenen doku gruplariyla kiyaslandiginda anlamli bir fark
olmadig goriildii (Tablo14.b).

— Invaziv duktal karsinom grubunun kendi icinde evreleri arasinda bir kiyaslama
yapildiginda evreler arasinda anlamli bir fark bulunmadi (Tablo 15.b). Fakat
EVRE 2 grubunun kendi i¢inde kiyaslamasinda EVRE 2A ve EVRE 2B arasinda
¢ok disiik bir fark bulundu (p=0,045), EVRE 3’ de ise anlamli bir fark
bulunamadi (p=0,219) (Tablo 16, Tablo 17).

— Calismamizda, plazmanin diginda hastalarin normal ve tiimorlii dokularinin enzim
aktivite ortalamalar1 arasinda yiiksek bir fark oldugu bulundu (p = 0.000, Tablo
19).

— Hastalara ait olan gerek normal doku gerekse tiimorlii doku grubu kendi iginde
kiyaslandiginda invaziv duktal karsinom, lobiiler karsinom ile arasinda bir fark
bulunmazken, fibréz degisiklik ile her iki doku arasinda zayif bir fark bulundu
(Tablo 20.b, Tablo 21.b). Tiimoérli ve normal dokularda lobiiler karsinom
grubunun piruvat kinaz aktivite ortalamalari, invaziv duktal karsinom ve fibroz

degisiklik gruplarina gore yiiksek oldugu gozlenmistir (Tablo 20.a, Tablo 21.a).

— Beutler yontemi ile ¢alisilan plazmalarin 80’ i ELISA yontemi ile de calisildi.

Calisilan doku tiplerinin aktivite ortalamalar1 kontrol ile karsilastirildiginda,
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fibroz degisiklik gézlenen ve invaziv duktal karsinomlu olgular arasinda anlamh

bir fark bulunurken, lobiiler karsinomlu olgular ile diisiik bir fark oldugu bulundu.

— ELISA yontemi ile ¢alisilmig materyal tiplerinin kendi i¢inde karsilastirmalarinda
anlaml fark goriilmedi, Beutler yontemi ile bulunan istatiksel sonuca benzer

sonug bulundu (Tablo 14.a, b ve Tablo 24.a, b ).

— ELISA yontemi ile ¢alisilan invaziv duktal karsinom grubunun evreleri ve
evrelerinde kendi icinde karsilastirmalarinda anlamli bir fark olmadigir goriildii

(Tablo 25.b, Tablo 26).

Kanserdeki enzim aktivitesinin normal dokulardakinden farkli olmasi, kismen
degismis bir gen ifadesi ile agiklanabilir. Tiimoér M2-PK EDTA plazma oreklerindeki
enzim diizeyleri timor tedavi siiresince klinisyenlerin kisisel uygulamalarinda verimli
bir gosterge olabilir. Ayrica enzim-rehberlik timor tedavi her hasta i¢in doz, siire,
tedavi se¢iminde yol gosterici olmaktadir. Tiimoriin metabolik durumunu belirlemek ve
metabolik durumuna 6zgii ileri tedavi planlamak i¢in gelecekteki calismalarda Tiimor
M2-PK seviyeleri ile glukoz kullanimi PET (positron emission tomography) ile
izlenerek karsilagtirilabilecektir.

Bundan baska saglikli kontrol grubu ve yiiksek riskli gruplarin (sigara igenler
veya karsinejenik ajanlara maruz kalanlar) EDTA plazma 6rneklerinde Tiimor M2-PK
seviyeleri uzun siireli dl¢limleri kullanilarak, Tiimér M2-PK hem tek basina hem de
diger tiimor belirtecleriyle malign tiimorlerin erken tanisinda genel timor belirteci
olarak kullanilabilecektir.

Meme kanserli hastalarin tedavi siiresince tedavinin takibinde piruvat kinaz
aktivitesinin diizeyi kullanilabilir. Ancak iyi bir belirte¢ olarak kullanilmasi icin

referans araliginin belirlenmesi gereklidir.
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