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Ozet: Insan normal ve timér meme doku pirtivat kinazi saflastirilarak molekiiler agirhgi ve kinetik zellikleri arastirilmig, normal
meme dokusu ile tumdér meme dokusu pirlvat kinaz aktivite dizeyleri karsilagtiriimistir.

DEAE Sefadeks A-50 kromatografi ile meme dokusunda pirtvat kinazin iki farkli formunun varligi gosterilmistir. SDS-PAGE ile alt
birimlerinin molekiler agirhid normal dokuda I. pikte 30.000 Da, II. pikte 63.000 Da, timér dokusunda ise . pikte 16.500 Da, II.
pikte 60.000 Da olarak saptanmigtir. Pirtivat kinaz aktivitesi timdr meme dokusunda normal meme dokusuna gére 5,2 kat fazla
bulunmustur. Pirtivat kinaz enzimi normal meme dokusunda 1. pik 1591 Kat, II. pik 636,4 kat, timér dokusunda 1. pik 219 kat, 1.
pik ise 318 kat saflastirilabilmistir.

Reaksiyon hiz egrisi normal ve timoér meme dokusu pirtivat kinazinin 1. pikinde hiperbolikti ve FDP tarafindan aktive edilmemigtir.
1. pikte reaksiyon hiz egrisi timér meme dokusunda hiperbolik, normal meme dokusunda ise sigmoidaldir ve FDP tarafindan aktive
edilmistir. Hill katsayisi PEP icin enzimde en az iki baglanma bolgesinin varligini géstermistir.

insan meme dokusundan izole edilen piriivat kinaz izoenzimleri diger doku pirivat kinaz izoenzimleri ile kargilastirildiginda bunlarin
M, ve M, izoenzim oldugu ve normal meme dokusundaki M, izoenzimin timoér meme dokusunda K izoenzime dénusebilecegi
duslnulebilir.

Anahtar Sézciikler: insan meme timari, piriivat kinaz, saflastirma, kinetik ézellikler

Purification and Characterization of Pyruvate Kinase from Normal and Tumor Breast Tissues

Abstract: The molecular weight and Kinetic properties of pyruvate kinase purified from human normal and tumor breast tissues
were studied and the activity levels of pyruvate kinase from normal and tumor breast tissues were compared.

The presence of 2 forms of pyruvate kinase in human breast tissue was demonstrated by DEAE Sephadex A-50 chromatography.
The molecular weight of subunits estimated by SDS-PAGE in forms I. and Il. in normal breast tissue and in forms I. and Il. in tumor
breast tissue were 30,000 and 63,000 Da and 16,500 and 60,000 Da, respectively. It was found that the pyruvate kinase activity
in tumor tissue was 5.2 times higher than that in normal tissue. Peaks | and Il of pyruvate kinase were able to be purified about
1591-fold and 636.4-fold in normal breast tissue, and 219-fold and 318-fold in tumor breast tissue, respectively.

The reaction rate curve was hyperbolic in the first peaks of both normal and tumor breast tissue pyruvate kinase and was not
activated by fructose-1, 6-diphosphate (FDP). Reaction rate curves in the second peaks of tumor breast tissue and normal breast
tissue pyruvate kinase were hyperbolic and sigmoidal, respectively, and were activated by FDP. The Hill coefficient showed that there
were at least 2 binding regions in the enzyme for PEP.

When compared with other tissue pyruvate kinase isozymes, it seems likely that the isoenzymes of pyruvate kinase isolated from
human breast tissue were M, and M, isozymes and that the M, isozyme of pyruvate kinase from normal breast tissue changed into
K isoenzyme in tumor breast tissue.

Key Words: Human breast tumour, pyruvate kinase, purification, Kinetic properties
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Giris

Genel anlamda kanser; hicresel kontrolin
kaybolmasina bagl olarak degisime ugramis bir hiicreden
bir cok hicrenin meydana gelmesi olayidir. Cok hizli
olarak boélinen transformasyona ugramis hucreler,
kendilerini cevreleyen dokudan farkli olarak morfolgjik ve
biyokimyasal ¢zellikler gostermektedir (1).

PirGvat kinaz (E.C.2.7.1.40), adenozin difosfatin
substrat dizeyinde fosforilasyonunu Kkatalize eden glikoliz
yolunda bulunan allosterik bir enzimdir (2,3).

Cesitli dokulardaki dagiimlarina gére insan pirtivat
kinazi 4 farkli izoenzime (M,, M,, L ve R) sahiptir (4). R
tip pirlvat kinaz olgun eritrositlerde, L tip pirivat kinaz
karaciger ve bobrek gibi glukoneojenik dokularda
bulunmaktadir. R ve L tip pirtvat kinaz fruktoz-1,6-
difosfat (FDP) tarafindan aktive edilmektedir (5). M, tip
pirtivat Kkinaz yetiskin iskelet kasinda bulunan tek
izoenzim olup kalp kasi ve beyinin ana izoenzimidir (3,6).
M, tip pirvat kinazin Kinetik ve regulator ¢zellikleri diger
3 formdan farkl olarak Michaelis-Menten Kinetigi
gbstermekte ve FDP tarafindan aktive olmamaktadir (7-
9). M, tip pirtvat kinaz fétus ve timér dokularinin major
izoenzimi olup en fazla eriskin dokularda bulunur (5,10).
M, tip pirGvat kinaz fosfoenolpirlvat (PEP)a ilgisi ile
sigmoidal Kinetik 6zellik gostermekte ve FDP tarafindan
da aktive edilmektedir. M, izoenzimi elektroforetik ve
immunologjik olarak M, izoenzimine, Kinetik olarak ta L
izoenzime benzemektedir (3,6,11).

TUmor hicrelerinin enzimolgji ile ilgisi karbonhidrat,
purin ve pirimidin metabolizmasini dizenleyen enzim
aktivitelerinde bir dengesizligi gostermesinden ileri
gelmektedir (9,12,13). Benign ve malign doku
proliferasyonlarinda pirlivat kinaz aktivitesinin genellikle
arttigi rapor edilmistir. Bu da tumoér hicrelerinin
metabolizmasindaki enerji ve metabolitlerin saglanmasi
icin glikolizisin gerekliligini aciklamaktadir (14).
Kanserdeki enzim aktivitesinin normal dokulardakinden
farkli olmasi, kismen degismis bir gen ifadesi ile
aciklanmustir (12,13,15).

Beyin timorleri, retinoblastomalar,
rhabdomyosarcomalar, medullar tiroid kanserleri,
karaciger, meme kanserleri ve hepatomalar gibi
neoplastik dokularda K tip pirvat kinaza degisim oldugu
tespit edilmis ve K tip ile malignite arasinda bir iligki
oldugu bildirilmistir. K izoenzimi karbonhidrat
metabolizmasinin ~ duzenlenmesinde  énemli  rol
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oynamaktadir (9,12,13,16). Bazi arastirmacilara gore
(15,17); K ve M tip ayni genden, L tip ise farkli genden
sentezlenmektedir. M ve L izoenzim ile karsilastirildiginda
K tip pirtivat kinaz farkli kinetik 6zellik gostermektedir. K
tip izoenzim PEP’e daha az affinite gdstermektedir.
Hipodermiste pirGvat kinaz aktivitesinin arttigi ve ana
substrat olarak Kkarbonhidrat Kkullanildigi, malign
dokularda M formdan degisik bir izoenzim olan K formun
olustugu rapor edilmistir (9,13,15).

Bu bulgular 1s1§inda insan normal meme dokusunda ve
meme timoérinde pirdvat kinaz enzimi saflastirilarak
molekiler agirligi ve kinetik ¢zellikleri calisiimis, normal
ve timor meme dokusundaki sonuclar karsilastiriimistir.

Materyal ve Metot

Calisma materyali Firat Universitesi Tip Fakiiltesi
Arastirma ve Uygulama Hastanesi Genel Cerrahi
Servisinden mastektomi ile alinmis olup, Patolgji Anabilim
Dalinda Il evre infiltrating duktal karsinom tanisi konmusg
timoral ve normal alanlari iceren doku orneklerinden
olusmaktadir.

Pirivat kinaz aktivitesi 340 nm’'de NADH'in azalan
absorbans hizinin 6lciilmesi esasina dayanan Beutler (18)
yoéntemine gore spektrofotometrik olarak olcilmustur.
Protein miktar tayininde Lowry (19) metodu
Kullanilmistir.

Dokunun Homojenizasyonu : Normal ve tumor
meme dokusundan alinan ¢rnekler 1 mM EDTA, 2 mM 2-
merkaptoetanol, 50 mM KCl iceren 50 mM Tris HCI (pH
7,5) tamponda 1/5 dilisyon ile Sorvall Omni Mixer
homaojenizatérde homojenize edilmistir. Homojenat
sogutmali santrifijde (Sorvall RC-5B) +4 °C'de 20.000
rpm’de 20 dakika santrifij edilmistir.

Amonyum Sulfat (NH4),5S0, ile Doyurma : Kati
(NH4),50, % 30-70 doygunluga erisinceye kadar
supernatanta yavas yavas Karistirarak ilave edilmistir.
20.000 rpm’de 20 dakika santrifijj edilerek pelet kismi
alinmustir.

Dializ : Pelet homojenat tamponunda 7 ml ¢ozulip
dializ torbasina konularak +4 °C'de ayni tampona Kkarsi
yaklasik 8 saat stre ile dializ edilmistir. Dializ esnasinda 3
kez tampon degistirilmistir.

DEAE Sefadeks A-50 Kromatografi DEAE

Sefadeks A-50 ile doldurulan kolondan (2,5 x 8 c¢m) 1
mM EDTA, 2 mM 2-merkaptoetanol iceren 50 mM Tris-



HCI (pH 8,1) tampon gecirilerek dengelenmigtir. 3,5 ml
enzim DEAE Sefadeks A-50 kolona uygulanmistir. Daha
sonra tamponun 260 ml'sinde 0-0,6 M KCl gradienti
kolona uygulanmis ve akis hizi 70 ml/saat olarak
ayarlanarak 2,5 ml'lik fraksiyonlar toplanmistir. Pirtvat
kinaz aktivitesi yiksek olan fraksiyonlar birlestirilmistir.

Sefaril S-200 Kolon Kromatografi : Sefaril S-200
kolona doldurulmus ve kolondan 1 mM EDTA, 2 mM 2-
merkaptoetanol, 50 mM KCI iceren 50 mM Tris HCI (pH
7,5) tamponu gecirilerek dengelenmistir. Enzim aktivitesi
yuksek fraksiyonlardan 2,5 ml kolona (2,5 x 8 c¢m)
uygulanarak kolon 27 ml/saat akis hizi ve ayni tampon ile
elle edilmis ve 2,5 ml'lik fraksiyonlar toplanmistir.

Blue Sefaroz CL-6B Affinite Kromatografi : Pirlvat
kinaz aktivitesi ylksek olan fraksiyonlar 50 mM Tris HCI
(pH 7,5) tampon ile yikanarak dengeye getirilen Sefaroz
CL-6B kolona (0,8 x 5,5 c¢m) uygulanmis ve akis hizt 110
ml/saat olarak ayarlanmistir. Kolondan ¢nce 50 mM Tris
HCI (pH 7,5) tamponu, daha sonra 80 mM NaCl iceren 40
mM Tris HCI (pH 7,5) tamponu gecirilmistir. 280 nm’de
absorbans diusmeye baslayinca 80 mM NaCl, 0,1 mM FDP
iceren 40 mM Tris HCI (pH 7,5) tamponu ile enzim elie
edilmistir. Enzim aktivitesi yuksek olan tlpler
birlestirilmistir.

SDS-PAGE (Sodyum Dodesil Sulfat-Poliakrilamid
Jel Elektroforezi) : Alt birimlerin molekuler agirlik tayini
Laemmli (20) metoduna gore Discontinuous SDS-PAGE
teknigi ile yapimistir. Bir mm kalinhginda jeller
hazirlanmis ve stacking jelde % 3, ayirim jelde % 11
akrilamid kullaniimistir. Gl¢ kaynagi sabit akim modunda
(20 mAJjel) kullaniimis ve sogutma cesme suyu ile
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gerceklestirilmigtir. Alt birimlerin molekiler agirlik tayini
icin sigir albumini (66.000 Da), yumurta albumini
(45.000 Da), gliseraldehid-3-fosfat dehidrogenaz
(36.000 Da), karbonik anhidraz (29.000 Da), tripsingjen
(24.000 Da), ftripsin inhibitér (20.000 Da), a-
laktalbumin (14.200 Da) standartlari kullanilmigtir.
PirGvat Kkinazin alt birimlerinin molekller agirhgi
molekiler agirlik log 10 Rf grafiginden hesaplanmistir.

Bulgular

Sefadeks A-50 kolonda tuz gradienti ile normal ve
timor dokusunda pirlivat kinaz enziminin iki pik halinde
elle edildigi saptanmistir. DEAE Sefadeks A-50 kolondan
pirtvat kinazin I. piki 0,05 M KCl'de, II. piki 0,3 M KCl'de
elle edilmistir. Bu sonu¢ insan meme doku pirivat
kinazinin iki izoenziminin oldugunu géstermektedir.

Tumér meme dokusunda pirtvat kinaz aktivitesi
normal meme dokusuna gére 5,2 kat fazla bulunmustur.
Tumér meme dokusunda II. pikin pirtvat Kinaz
aktivitesinde dnemli bir artis saptanmistir.

Saflastirma basamaklari Tablo 1 ve 2'de verilmistir.
Normal meme dokusunda pirtvat kinazin 1. piki % 79,2
verimle 1591 Kkat, II. piki % 76 verimle 636,4 kat
saflastiriimistir. TUmoér meme dokusunda pirtivat kinazin
. piki 9% 3 verimle 219 Kkat, Il. piki % 12 verimle 318 kat
saflastiriimistir. Timdr meme dokusunda % verim disuk
bulunmustur. DEAE-Sefadeks, Sefaril S-200, Sefaroz CL-
6B affinite kromatografi esnasinda enzim aktivitesi
yuksek tlplerin birkagi birlestirilmistir. Buna bagli olarak
da timor meme dokusunda total enzim aktivitesi digsmus
ve % verim azalmigstir.

Tablo 1. insan normal meme dokusu piriivat kinazinin saflagtiriimasi.

Total protein Total aktivite Spesifik aktivite Verim Saflastirma

(mg) (Unite) (U/mg protein) (%) (kat)
Homagjenat 91 9,6 0,11 -
%30-70 (NH,),S0,-Dializ 11,7 8,71 0,75 90,7 6.8
Sefadeks A-50 (1. pik) 5.2 7.8 0,93 81,3 8,5
Sefaril S-200 (1. pik) 1,7 7,7 4,5 80,2 40,9
Sefaroz CL-6B (1. pik) 0,043 7,6 175 79,2 1591
Sefadeks A-50 (Il. pik) 6,2 8,4 1,36 87,5 12,4
Sefaril S-200 (Il. pik) 2,2 7,7 3,6 80,2 32,7
Sefaroz CL-6B (ll. pik) 0.1 7.3 70 76 636.4
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Tablo 2. insan timér meme dokusu pirlivat kinazinin saflastiriimasi.

Total protein Total aktivite Spesifik aktivite Verim Saflastirma

(mg) (Unite) (U/mg protein) (%) (kat)
Homojenat 47,3 27,1 0,57 -
9%30-70 (NH,),S0,-Dializ 18,6 18,6 1,14 68,6 2
Sefadeks A-50 (I. pik) 2,8 7 2,5 26 4,4
Sefaril S-200 (1. pik) 0,9 2,8 3.1 10,3 54
Sefaroz CL-6B (I. pik) 0,0064 0,8 125 3 219
Sefadeks A-50 (lI. pik) 3 11,2 3,7 41,3 6,5
Sefaril S-200 (lI. pik) 1,35 7.2 5,3 27 9,3
Sefaroz CL-6B (Il. pik) 0,018 3,3 181 12 318

PirGvat Kkinazin alt birimlerinin molekiler agirligi
saflastiriimis  enzimin SDS-PAGE’e uygulanmasi ile
saptanmistir (Sekil 1). Molekdler agirlik; normal meme
dokusunda I. pikte 30.000 Da, II. pikte 63.000 Da,
timor meme dokusunda 1. pikte 16.500 Da, Il. pikte
60.000 Da olarak bulunmustur (Sekil 2-5). Saflastiriimis
insan tumoOr meme doku pirtvat kinazinin II. pikinin
molekuler agirligt normal meme dokusu ile hemen hemen
ayni iken 1. pikin molekiler agirhgi normal meme
dokusundan disik bulunmustur.

FDP wvarliginda ve yoklugunda, degisen PEP
konsantrasyonlarinda pirtivat Kinaz aktivite grafigi sekil
6-9'da verilmistir. Reaksiyon hiz egrisi normal ve timor
meme dokusu pirtvat kinazinin I. pikinde hiperboliktir ve
FDP tarafindan aktive edilmemistir. Il. pikte reaksiyon hiz
egrisi timor meme dokusunda hiperbolik, normal meme
dokusunda ise sigmoidaldir ve normal meme dokusunun
II. piki FDP tarafindan aktive edilmistir. PEP icin Hill
katsayisi (nH) degeri normal meme dokusunda I. pik icin
1, 1. pik icin 1,5, tumdr meme dokusunda . ve 1. pik icin
1,6'dir. nH PEP icin enzimde en az iki baglanma
boélgesinin varligini géstermistir. Timor dokusunun II.
pikinde enzimin substrata olan ilgisi azalmigtir.

Saflastiriimig insan meme pirvat kinazi igin optimal
pH normal meme doku pirtivat kinazinin 1. pikinde 7,5, 11.
pikinde 7,1, timér meme dokusu pirtvat kinazinin I.
pikinde 7,3, Il. pikinde 7,1 olarak saptanmistir (Sekil
10,11).

inkiibasyon ortamina MgCl, ilave edilmedigi zaman
enzim aktivitesi diguktir. Ortama MgCl, ilavesi ile enzim
aktivitesi artmistir (Sekil 12,13).
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Tartisma

M, tip pirGvat Kkinaz izoenziminin subunitesinin
molekiler agirligr sigir ve tavsan iskelet kasinda 57.000
Da, sican kalp kasinda 57.000-59.000 Da, si¢an beyninde
56.000 Da, sigir kalp kasinda 55.000 Da, insan iskelet
kasinda 61.000 Da, insan akcigerinde 62.000 Da olarak
rapor edilmistir (18,21). Elde edilen SDS-PAGE verileri,
insan meme doku pirtvat Kinazinin diger doku pirlvat
kinazlarinda oldugu gibi tetramer oldugunu
gOstermektedir.

Hilf ve ark. (22)’lar1 normal meme veya fibroblastik
hastallk  olarak  teshis edilen  &rnekler ile
Karsilastirildiinda duktal meme karsinomunda pirtivat
Kinaz aktivitesinin arttigini aciklamiglardir. Mastektomi
esnasinda lenfotik metastaz olmayan Kkanserlerde
incelenen parametrelerin ¢ogunda farklilik olmamasina
ragmen, pirtvat kinaz aktivitesinde belirgin bir artis
saptanmigtir. Bu veri, duktal karsinomlarin yalniz hucre
sayisindaki artisa bagli olmayan farkli bir metabolik
kapasiteye sahip oldugunu gostermektedir.

Tiroid kanseri ve hepatomalarda normal doku ile
Karsilastirildiginda pirtivat kinazin spesifik aktivitesinin
arttigi, sarkomalarda, insan beyin timorlerinde pirtivat
kinazin spesifik aktivitesinin distigu bildirilmistir (23).
Ibsen ve ark. (24)’lar1 pirtvat kinazin spesifik aktivitesi ile
meme dokusunun malignitesi arasinda bir iligki oldugunu
ileri sirmuglerdir. Enzim aktivitesinin malign meme
kanserinde yuksek iken normal meme dokusunda daha
dusik oldugu bildirilmistir. Benign meme tumérleri
normal doku ile malign timor arasinda bir deger
gostermistir. Eger timorin nitelik tanimi yapilacak ise
insan memesindeki neoplazma 6rneginin heterojen yapisi
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A: SDS-PAGE ile normal meme dokusunda piriivat kinazin subUnitelerinin molekiler

2 : Normal meme dokusunda pirtvat kinaz enzimi (I. pik)
3 : Normal meme dokusunda pirtvat kinaz enzimi (Il. pik)
B: SDS-PAGE ile timér meme dokusunda pirlvat kinazin subunitelerinin molekiler

agirliginin tayini.

1 : Timér meme dokusunda pirtvat kinaz enzimi (l. pik)
2 : Tumor meme dokusunda pirivat kinaz enzimi (II. pik)

3 : Standartlar

Standartlar: a-laktalbumin (MW 14.2 KDa); tripsin inhibitér (MW 20 kDa); tripsingjen
(MW 24 kDa); Kkarbonik anhidraz (MW 29 kDa); gliseraldehid-3-fosfat dehidrogenaz
(MW 36 kDa); yumurta albumini (MW 45 kDa); sigir albumini (MW 66 kDa).
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Sekil 2. SDS-PAGE ile normal meme dokusunda pirtivat kinazin (I. pik)

subinitelerinin molekiler agirhginin tayini. Rf (relatif
mobilite): proteinin gd¢ mesafesi (cm) / boyanin gé¢ mesafesi
(cm). a-laktalbumin (MW 14.2 KDa); tripsin inhibitér (MW 20
kDa); tripsingjen (MW 24 KkDa); karbonik anhidraz (MW 29
kDa); pirtvat kinaz (MW 30 kDa); gliseraldehid-3-fosfat
dehidrogenaz (MW 36 kDa); yumurta albumini (MW 45 kDa);
sigir albumini (MW 66 kDa).
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Sekil 3. SDS-PAGE ile normal meme dokusunda pirtivat kinazin (II. pik)

subiinitelerinin molekiler agirhginin tayini. Rf (relatif
mobilite): proteinin gé¢ mesafesi (cm) / boyanin gé¢ mesafesi
(cm). a-laktalbumin (MW 14.2 kDa); tripsin inhibitdor (MW 20
kDa); tripsingjen (MW 24 kDa); karbonik anhidraz (MW 29
kDa); gliseraldehid-3-fosfat dehidrogenaz (MW 36 kDa);
yumurta albumini (MW 45 kDa); pirlvat kinaz (MW 63 kDa);
sigir albumini (MW 66 kDa).
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Sekil 6. Saflastirilmig insan normal meme pirtvat kinaz aktivitesinin (1. Sekil 7. Saflastirilmis insan normal meme pirlvat kinaz aktivitesinin (II.

pik) PEP konsantrasyonuna bagli olarak degisimi (o) kontrol,
(e) Inkibasyon ortamina 0,01 M FDP ilave edilmis.

pik) PEP konsantrasyonuna bagl olarak degisimi (0) kontrol,
(e) Inkiibasyon ortamina 0,01 M FDP ilave edilmis.
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Sekil 8: Saflastiriimig insan timér meme dokusu pirlivat kinaz
aktivitesinin (I. pik) PEP Kkonsantrasyonuna bagll olarak
degisimi (0) kontrol, (e) Inkiibasyon ortamina 0,01 M FDP
ilave edilmis.
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Sekil 10. Saflastiriimis insan normal meme dokusu pirtvat Kkinazinin
optimal pH'sinin belirlenmesi (0) 1. pik, (o) Il. pik. 37 oC
inkiibasyon ortamina enzim substrati olarak 3 mM PEP ilave
edilmistir.

0zel dikkat gerektirmektedir. Glikolitik enzimlerin
aktivitesindeki degisiklikler neoplastik meme bezinin
buytmesi icin 6nemli olabilir (25).

Tek olarak veya hormonal ajanlar ile birlikte
trastuzumab ile tedavi edilmis meme kanserli hastalarin
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Sekil 9: Saflastirilmig insan tUmér meme dokusu pirlvat kinaz
aktivitesinin (II. pik) PEP Kkonsantrasyonuna bagll olarak
degisimi (o) kontrol, (e) Inkiibasyon ortamina 0,01 M FDP
ilave edilmis.
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Sekil 11. Saflastiriimig insan timoér meme dokusu pirtivat Kkinazinin
optimal pH'sinin belirlenmesi (o) 1. pik, (o) Il. pik. 37 °C
inkiibasyon ortamina enzim substrati olarak 6 mM PEP ilave
edilmistir.

% 78'inde timoér M, pirtvat kinaz aktivitesi ile hastaligin
klinik safhasi arasinda pozitif bir korelasyon oldugunu
bildirilmis ve meme timoérdnin klinik safhasinin
belirlenmesinde tumor M, pirtvat kinaz enziminin arag
olarak kullanilabilecegini desteklenmistir (26,27).
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Sekil 12. Saflastirilmis insan normal meme dokusu pirlvat kinaz

aktivitesi Uzerine MgCL,'tin etkisi. (0) I. pik, (e ) II. pik. 37 °C

inkibasyon ortamina enzim substrati olarak 3 mM PEP, .

pike 7,5, Il. pike 7,1 pH'da Tris HCI tamponu ilave edilmigtir.

GCalismada normal meme doku pirtvat kinazinin
spesifik aktivitesi 0,11 U/mg protein, timoér doku pirtvat
kinazinin ise 0,57 U/mg protein olarak bulunmustur.
Sonuglar, timér dokusunda pirtvat Kkinazin spesifik
aktivitesinde genellikle goézlenen artma ile uyum icindedir.

Malign dokularda izoenzim donUsiminin, M
izoenzimden K izoenzime oldugu rapor edilmistir (9,16).
PirGvat Kinazin spesifik aktivitesi ile meme timord
arasinda bir iliski oldugu, timor gelisimi esnasinda
pirtvat kinazin Il. fraksiyonunda spesifik aktivitenin
arttigr bulunmustur. Cesitli timorlerde bulunan ve M,
pirtvat kinaz ile ayni olan timér meme dokusundaki II.
fraksiyonun L-sistein inhibisyonuna duyarli oldugu,
normal meme dokusundaki l. fraksiyonun ise duyarli
olmadigi gozlenmigtir. Normal ve timor dokusunda ATP,
L-sistein, L-fenilalanin inhibisyonunun ve molekiler
agirliginin degismesi izoenzim dénusiminin olabilecedini
ve timoér dokusundaki II. fraksiyonun glikolitik hizin
artmasina katkida bulunabilecedini gostermektedir (16).

Farina ve ark. (28) hepatomada, M izoenzimin K
izoenzime doéntsimunin histolojik farkhlik ile ilgili
oldugunu agiklamiglardir. Tolle ve ark. (29)’lari ratlarin
néron ve gliyal hicrelerden, noéroblastoma ve
glioblastomalarin kultlrlerinden izole edilmis calismalarda
M izoenzimin K izoenzime doénlstigini ve genelde
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Sekil 13. Saflastirilmig insan timér meme dokusu pirlivat kinaz
aktivitesi Uzerine MgClL,'Un etkisi. (O) I. pik, (O) II. pik. 37 oC
inkiibasyon ortamina enzim substrati olarak 6 mM PEP, 1.
pike 7,3, . pike 7,1 pH'da Tris HCI tamponu ilave edilmigtir.

timorlerin biyime hizinin arttik¢a hiicrelerde bulunan M
izoenzimin K izoenzime doénisme hizinin da arttigini
bildirmiglerdir.

Tumor hucrelerindeki M, tip pirtivat kinazin, bobrek
medullasi ve akciger dokusunun glikolitik hiicrelerinden
izole edilen enzimden farkli oldugu goérilmustir. Tumor
hicresindeki M, tip pirGvat kinazin spesifik formu c-
AMP’ye bagl olmayan protein kinaz tarafindan fosforile
edilerek inhibe edilmektedir. Bu déntsimin nikleik asit
biyosentezi icin habercilerin saglanmasini artirdigt ve
glukozdan riboza karbonhidrat akisini onayladigi seklinde
yorumlanmigtir (30).

Pirivat kinaz enziminin  maksimal aktivite
gosterebilmesi igin Mg™* ve K* gibi bazi metal iyonlarina
veya NH, iyonuna kofaktér olarak ihtiyaci vardir. Enzim
ile substrat arasindaki etkilesim, enzime baglanan bu
katyonlar vasitasi ile olmaktadir (31,32).

M, tip pirGvat kinaz icin optimal pH'nin 7,5, PEP
egrisinin hiperbolik; M, tip i¢in optimal pH'nin 6,9, PEP
egrisinin sigmoidal oldugu bildirilmistir. Pirlvat kinaz icin
optimal pH sigir iskelet kasinda 7,1, insan iskelet kasinda
7,5, domuz kalp kasinda 7,2, sigir beyninde 6,8-7,2
arasinda bulunmustur. Tavuk karaciger, domuz bdbrek,
insan akciger, kopek akciger ve timord, rat karaciger ve
hepatomasinda pirdvat kinaz enzimi dusik PEP



konsantrasyonunda FDP tarafindan aktive edilmektedir
(6,11,18).

Insan, domuz ve sigir L tip pirtvat kinaz enzimini
dusik PEP Kkonsantrasyonunda FDP, 6nemli derecede
aktive etmektedir. Bu aktivasyon tavuk Karaciger, insan
akciger, domuz bobrek, domuz akciger ve timord, rat
hepatoma ve rat Karacigerindeki M, izoenzimi ile de
meydana gelmektedir. Iskelet kasindaki piriivat kinazin
FDP tarafindan etkilenmedigi gérulmustar (6).
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