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BAZI lmmmwjm BOZUKLUKLARDA Enrmosrr PIRUVAT
- KINAZ (PK) ENZIMI DUZEY! ARASTIRILMASI

E. ULAKOGLU* E. KOKOGLU** G. AKTUGLU®ss

OZET

Eritrosik PK enzimi eksildigi akut losemi, kronik lenfoid 16semi ve polistemia verals olgularda
kalitatif yontemle incelenmigtir.

Akut lﬁsemide PK enzim diizeyinin aragtinlmasi, akut lenfoblastik lésemiler ile geniy akut
non lenfoblastik ldsemiler grubunun biribirinden ayirdedilmesinde histogimik ve morfolojik &zel-
liklerle ek olarak enzimler agisindan yardimc olabilecegini diigiindiirmektedir.

SUMMARY

RED CELL PYRUVATE KINASE (PK} ENZIME LEVELS IN SOME HEMATOLOGICAL
' DISORDERS

Red cell pyruvate enzyme deficiency was qualitatively studied among acute leukemia, chronic
lymphocytic leukemia and policythemia vera cases.

The detection of PK enzyme level in akute leukemia may be helpful in differentiating acute
lymphoblastic leukemias from acute non lymphoblastic leukemias beside histochimical and morp-
hological differences.

GiRlg

Nukleus, mitokondri, ribozom ve diger organellerden yoksun olan ol-
gun eritrosit, hiicre replikasyonu, protein sentezi, Krebs dongiisii ve oksi-
datif fosforillenme gibi hiicresel iglevleri géremez. Bu nedenle, ssmrh da ol-
sa, metabolik gercksinimlerini glikolitik yoldan adenozin trifosfati (ATP)
sentezleyerek elde eder.
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Piruvat kinaz enzimi (ATP: piruvat fosfotransferaz; EC 2.7. 1.40;
PK) Embden—Meyerhof glikoliz yolunda ATP olugumunu saglayan iki en-
zimden bin olup eksikligi cadd1 metabolik bozukluklara yol agar. Bu enzi-
min aktivitesi, substratlan olan fosfoenol piruvat (PEP) ve adenozin difos-
fat (ADP), kofaktorii Mg+*2 ve K* iyonlar, liriinleri piruvat ve ATP ile
sinirlanmaktadir. Bircok aragtirmact tarafindnan enzim saf olarak elde edil-
mis ve 220 000 molekiiler agirlikli bir tetramer oldugu saptanmistir (2, 4).

Hemolhitik aneminin glikolitik enzimopatilerden iler1 geldigi 1lk defa
Valentine, Tanaka ve Miwa tarafindan ortaya konduktan sonra, eritrosit
glikolizi iizerinde bir¢cok c¢aligma yapilmigtir (14) Eritrositlerde PK enzimi
eksikligi, glukoz—-6—fosfat dehidrogenaz enzimi eksikliginden sonra en sik
rastlamlan bir eritrosit enzimopatisidir (2). PK eksikligine bagh kalitsal
enzimopatilerden non sfcrositik konjenital hemolitik anema 1se glikoliz
yolunun dogugtan bozukluguna ait ilk ve en 6nemli olamdir (11, 14).

“Edinsel” olarak adlandirilan eritrosit PK enzimi eksikligi ise ilk defa
Bock ve arkadaslar1 tarafindan bildirilmigtir (5). Bundan sonra yapilan
calismalarla, anomalinin c¢esitli hematolojik bozukluklarda ortaya gktig:
gozlenmigtir. Bunlar: sideroblastik anemi, primer mediiller yetersizlik,
akut 16semi, prelosemi, cocukluk dénemi kronik idiopatik pansitopenisi ve
paroksismal noktiirnal hemoglobiniiri gibi bozukluklardir (1, 12, 15).

Biz eritrosit PK enzimim kalitatif olarak akut l6semili (AL) olgularla
(akut lenfoblastik l6semi “ALL” ve akut non lenfoblastik 16semi “ANLL”)

kronik lenfositik 16semili (KLL) ve polistemia veralh (PV) olgularda arag-
tirdik. - S -

GEREC VE YONTEM

Caliyjmamiz bir grup normal olgu ve Cerrahpasa Tip Fakiltesi He-
matoloji Servisine yatirilmug AL (ALL ve ANLL), KLL ve PV tatilan
konmug olgularda yapilmigur. ANLL’li olgular FAB simiflanmasina gore
M,, M,, M, grubundan olup, bunlar tek tek ayr11mam1§, ayni grup 1(;1n-
de incelenmiglerdir. -

Hastalarin se¢iminde transfiizyon yapilmamig olmalarina 6zen gos-
terllmlg, daha 6nce zaman zaman transfiizyon uygulanan birkag hastadan
1se en az 3 ay 1ginde transfiizyon yapﬂmamxg olanlar secilmigtir. Tum tet-
kikler hastalara ila¢ uygulanmasina ba§1anmadan yapilmistir. Ayrica ANLL’
li 4 olgunun birinci dereceden yakinlarinin da PK enzimi incelemelen ya-
pilmuagtir.
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Test igin heparinle alinan venédz, kan 6rncklerinden plazma aynlip
“bufty coat” dikkatle aspire edildi. Entrositler 0.15 M NaCl c¢ozeltisiyle
3 defa yikandiktan sonra, bu cozeltiyle ©, 20’lik siispansiyonlar1 hazirlan-
di. Eritrosit PK incelenmesi Sigma’dan saglanan kalitatif screening test
aracihigr ile Beutler’in yontemi uygulanarak saptand: (3).

] hacim hiicre sispansiyonu (0.02 mlj, 10 hacim (0.2 ml) reaksiyon
kariggtmina ilave edildi. Bu karigmdan dcrhal (iltre kagitlar dzerine spot-
lama yapilarak, karnigtm her 5 dakikalik zaman araliginda 30 dakika sii-
resince filtre kagidina uygulandi ve 37 (’da inkiibe edildi. Spotlar kuru-
duktan sonra karanlix bir odada 320--420 nm dalga boyundak: ultravivole
stk altinda filtre kagidr incelendi.

BULGULAR

Normal o6rneklerde floresans belli bir stiire sonunda kavbolurken, PK
enzimi eksikliklerinde eksiklik derecesine gore daha ge¢ kaybolmaktadir

Sckil 1.

filtre kasndi Gzerinde tzun dalga bovhi UV wak alunda floresans kayvbinin goztenmesi,
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Normal 7 olgunun 5’inde floresans 5. dakikada, sadece 2’sinde 10. da-
kikada da devam etmektedir. Bundan sonraki dakikalarda higbir normal-

de floresans saptanmamistir. Tablo 1

Tablo 1. Normal olgularda defigik zaman araliklarinda floresans kaybl

~ Floresans Varlig: (Daklka)

Olgu Himnt BN |
Grup No | Cins | Yas A 0 5 10 15 20 25
I\ormal ] K 28 42 - +- — | — -
2 E 36 43 | -+ _ — — — —
| 3 K 24 44 +- — — — — —
| 4 K 37 40 + + — — —_
5 E 42 4 | + + — — — =
| 6 | E 35 | 41 + + | — | -] - | =
| 7 | O 60 41 - 4 — — — —
Ortalama 37 42
Yizde 9/ 100 /1.4 28.6

ALL’h1 7 olgudan 5’inde floresans 5. dakikada, sadece 1’inde 10. daki-
kada devam etmigtir. Tablo 11

Tablo 2. ALL’h olgularda defigik zaman araliklarinda floresans kay .
Floresans Varhjfn (Dakika)

Olgu Hmt - |
Grup No | Cins { Yag | % 0 5 10 15 20 25
ALL L | K | 19 | 29 | + | + | — | — | — |
- 2 | E | 18] 24| + | + | -] | =] —
3 K 37 33 -+ — — — — —
s | K |16 36|+ |+ |+ | —=1=1]—<
5 | E | 34 |30 | + | + | —| —1| <] —
6 | E |29 |8 |+ | | |~ —=]—
7l kK laslsof + ] + 1 - =1 —1{ =
Ortalama 25 31
Yizde %, 100 714 14.3

ANLL’li 9 olgudan 9’unda da floresans varli§i 5. dakikada kaydedil-
mig, 7’sinde 10. dakikada, 3’iinde 15. dakikada, 1’inde i1se 20. dalukada

da devam etmigtir. Tablo 111

- KLL’li 7 olgudan 6’sinda floresans 5. dakikada, 2’smdc 1se 10, daklkada
gozlenmigtir. Tablo IV '

PV'h 7 olgudan sadece 3’iinde floresans 5. dakikada devam etmistir.
Diger zaman arahklarinda hicbir floresans gézlenmemigtir. Tablo V
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Tablo 3. ANLL'K olgularda degigik zaman araliklannda floresans kaybu.

o | ||t | Foroans Varkar D
Grup o | Cins | Yag oot O 5 10 | 15 20 25
ANLL | 1| x | 2 | 28| + | + | + | — | — | —
' 2l E | 2|2+ |+ +1+]~—1]—
s | E | 8¢ |16] + |+ |+ 1|+ 1|+ | —
¢ | E |6 2| + ] + | +] 1| -] =
5 K | 24 | 6] + | + ]| + | - -] =
6 | E | 26 | 21 | + | + | + | + | - 1|~
7 |l kK |eo | 22} + | =+ | — | =~ =~} —
8 E 35 37 4 - — — — —
o | K {19 |3 | + 1| « | + | — | — 1| —
Ortalama _ 35 23 |
Yiizde % 100 100 77.8 33.3 11.1
Tablo 4. KLL'I1 olgularda dcfigik zaman araliklarinda floresans kayhn.
| ‘ |
Olgu Hmt Flort‘:sgns Varh@ (Dakika)
Grup No { Cins | Yag | 9, 0] 5 ] 10 15 20 25
KLL 1 E 45 42 + | — — — — —
2 E 62 33 -+ -+ — ~— — —-
4 | K | 8|38 + |+ —1|—1—1—
5tk | 80| 28| + | + 1} + | | 1| —
6 | E [ 50| 3| + | + ] — -|- _
7l E | 57137 + | + | — | — I
Ortalama 59 33
' Yiizde % 100 85.7 28.6

Tablo 5. PV'h olgularda defigik zaman araliklaninda f{loresans kaybs.

Floresans Varh@ (Dakika)
5 10 15 | 20 25

- 5 A —, '-l- L

Olgu Hmt
No | Cins | Yas %

iy e, —],

l

) I ++

|

I U O U O A
|
|

+++++++1] o

+ |
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Avrica ANLL’li bazi bastalann birinci derecedeki: yakmlanmn cnt-
rositlerinde PK aktivitesinin normallerle benzerlik gbstcrdlg'l saptanmgtir,
Bu grupta olgu sayisi az oldugu icin ©} ’ler verilmemistir. Tablo VI,

Tablo 6. ANLL'li olgularin hirinci dereceden yakinlarinda déﬁisik__ Zaman aralikiarlﬁda_
Floresans kaylv, |
— -
Tareceane U y f 4 I
Olgu | | ‘ Hint - [l mmm. Varlif: /Dakika)
Grup No | Cins §{ Yas L 0 ' 53 | 10 25
- e — e — L_-_.__._ o —— f—— - - ——ae | e e —_— - e o e o ————e ] e — — r——
ANL] I N ﬂ 43 - — - —
| 2 K 49 42 1 -+ | - e
3 L, 0] 43 C ot ——
4 | K 56 44 [ - ‘ - —- - .

Olgularin yaglari, hematokrit degerlenn ve bu degerlerin ortalamalan
da tablolarda verilmistir. PK enzimi dcgerlerl ile bu krlterler arasmda bir
uygunluk saptanamamustir. o : '

IRDELEME

Eritrositlerde PK enzim aktivitesinin azalmast en sik raslamlan enzi-
mopatilerden biridir. FAB simflamasina gére akut non lenfoblastik 16se-
miler grubunun alt ssmflarindan biri olan akut myeloblastik l6semide (AML)
1se bu cksiklik edinsel bir anolmali olarak bildirilmistir (1, 11, 12)'

Edinsel PK enzimi eksikligi mekanizmasi bugiin tam olarak bilinme-
mekte ve konu ile ilgili bircok gorisler ileri siiriilmektedir.-Arnold ve ark.(1)
AMLh ve normal kigilerin izolog plazmalarinda }aptlklarl capraz dency-
lerle, hastahkh kigilerin plazmalarninda PK enzimim inaktive edici bir aja-
nm bulundugu sonucuna varmiglardir. Bir bagka" grup alagtlrmam 1se (1,
9, 12, 16, 17) cdinscl cnzimopatilerden sorumlu olarak normal enzim pro-
teinindce mcydmm gelmiy olabilecek post-translasyonal degisimi ileri siir-
miigtiir. Botvin (6} ve Hakim (8) PK cksikligini enzim aktivitesimin diizen-
leyict mekanizmasindakt bir bozukluga, bir bagka grup aragtirmac: ise (1,
10) defektif protein sentezine bagh kromozomal mikrolezyonlarin olugumus-
na baglamiglardir.

Bu hipotezlerden bugiin en cok desteklenen post—-translasyonal degi-
siklige ait olamidir. AML’li kigilerin myecloblastlarinda bulunan bir yikic
faktor, normal genc enzimi yaglanmig gekle sokmakta, bu da kismi enzim
inaktivasyonuna neden olmaktadir (13). '
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onAkut losemill grupta yapugimie galigina literatiirle uyum gostermek-
tedir (7, 12). Gerek normal ve gercksc ALL’li olgulann ¢, 71.4%inde 5.
.dakikada floresans saptanmigken, ANLL'li olgulann %, 100’ilinde 5. daki-
kada °, 77.8’inde 10. dakikada, °, 33.3iindc 15. dakikada ve 9, 11.1’in-
de de 20 dakikada floresans gozlememlz bu belirgin farks ortaya koymak-
tadir. Bu olgulann birinci derecedeki yakinlarinda aktivite azhgini sap-
tamamanuz da olaym t‘dll’lSPl oldugunu desteklemektedir.

KLL’h olgular da, ALL 1 olgular s:_pbx normallcrle benzerllk goster-
mektedir. Bu bulgular literatiir bulgularina uymaktadir (7).

Myeloprohfuauf hastaliklardan PV’da is¢ normallerden daha erken
sitrede floresans ‘kaybr dikkati ¢ceckmektedir. Bu olgulann yalmz ©, 42.8"
5. dakikada floresans gostermekte, diger zaman araliklarinda floresans ver-
memektedirler. Bu bulgu da bize hastalarda enzim aktivitesinin literatiir-
de de bildirilmig oldugu gibi (7) artmyg olabilecegint diigiindiirmektedir.
Bu, konuda kantitatif caliyjmalanmza devam ctmekteyise.

Biz de enitrositlerde bu edinsel cnzim cksikhigin ANLL grubunda daha
belirgin olmasinmn ‘Paglia ve arkadaglarinim {13) iler siirdiigic gihi myelob-
lastlarda var olan ve enzim inaktivasyonuna vol acacak bir faktor varhigin-
dan 1leri gcldlg'uu digiinmekteyiz.

Elde cttlglmlz sonugldr akut lésemide PK enzim cksikhgimin kahtauf
yoldan da olsa, aragtinlmasimn en azindan ALL’ler ile gems ANLL ler
grubunun biribirinden ayirdedilmesinde, diger histogimik ve morfolojik
f'arkhhklar yamnda enzimler arasmda vardimcl olablleceglm diglindiirmek-
tedir. |
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