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LGIRiS

Diabetes Mellitus (DM), pankreasin insiilin salgisinin tam ya da kismi
yetersizligi ya da insiilin etkisinin yetersizligi ile olusan, kendini hiperglisemi ile belli eden,
karbohidrat, lipid ve protein metabolizma bozuklugu ile de karakterize bir endokrin ve
metabolizma hastaligidir'?. Diabetes Mellitusta tiroid hormonlar1 ve insiilinin karbohidrat ve
lipid metabolizmalar iizerine ortak etkileri bircok arastirmaci tarafindan incelenmis olmasina

ragmen mekanizmalar heniiz kesin olarak aydinlatilamamustir.

Diabetes Mellitusta tiroid hormon konsantrasyonlarinda farkliliklar oldugu
goriilmiis ve diabetin tiroid fonksiyonlarinda degisikliklere neden olabilecegi diisiiniilmiistiir’™.
Yapilan c¢aligmalar, tiroid hormonlarinin dokularin normal fonksiyonu igin gerekli olan
metabolizma hizim1 ayarladigini, viicut doku hiicrelerinin oksijen kullaniminmi arttirdigina,

karbohidrat ve lipid metabolizmasinin diizenlenmesine aracilik ettigini gostermektedir 6

Tiroid hormonlarinin hedef hiicrelerdeki etkilerinin biiyiik bir kismin, hiicre
cekirdegi i¢indeki reseptorler aracilig ile, bir kismini1 da mitokondrilerdeki reseptorler aracilig
ile gosterdikleri bildirilmistir’. Yapilan calismalarda, niikleus icine giren tiroid hormonu
tarafindan reseptorler aktive edilerek, bazi genlerin transkripsiyonunu hizlandirmak suretiyle
06zel mRNA’lar araciligi ile yapisal ve fonksiyonel bazi hiicre proteinlerinin sentezinin
arttirildign gosterilmistir®. Tiroid hormonlarinin, insiilinin yikim iizerinde de etkili oldugu ve
yiiksek dozda, insiilin yikimim arttirdig1 arastiricilarin savlarr arasinda bulunmaktadir’. Son
yillarda yapilan caligmalarda, diabette tiroid hormonlarinin karbohidrat metabolizmasindaki
bazi anahtar enzim aktivitelerinde degisikliklere neden oldugu gosterilmistir’. Glikolizin ilk
basamaginda, glukozun, glukoz-6-P’a ATP bagimli fosforilasyonunu katalizleyen,
heksozfosfotransferazlar sinifina ait bir enzim olan glukokinazin aktivitesi iizerinde tiroid

hormonlarimn etkisinin oldugu diisiiniilmektedir’"'>.

Hepatik glukokinazin, glukoz kullanimi ve glikojen sentezinde oldukga giiclii

etkilere sahip oldugu bilinmektedir. Glukokinaz ekspresyonundaki ufak bir degisikligin, kan

10,13

glukoz konsantrasyonunda olgiilebilir bir bozunmaya yol agtigi bildirilmistir —°. Yapilan



calismalar, glukokinaz overekspresyonunun, intraseliiler glukoz 6-fosfat diizeylerini arttirdigini
ve bu durum sonucunda hem glikoliz hem de glikojen sentezinin tetiklendigini
kanitlamaktadur'”.

Plazma glukoz konsantrasyon artisinin, [ hiicreleri glukokinaz gen
ekspresyonunu uyararak, insiilin salgilanmasint stimiile ettigi, bu sekilde artan plazma insiilin
konsantrasyonunun hepatik glukokinaz gen ekspresyonunu uyararak hepatik glukoz aliminin
artmasim sagladigi, bu durumun plazma glukoz konsantrasyonlarini diisiirdiigii bildirilmistir'*.
Yapilan caligmalar 15181nda, glukokinaz aktivitesindeki ufak bir degisikligin insiilin salgis1 esik
degerini ve pankreatik adaciklarda glukokinaz ekspresyonu iizerinde etkili olan cesitli

hormonlarin ve diger ajanlarin etkilerini degistirebildigi bilinmektedir'.

Yapilan ¢aligmalarla rat karacigerinde glukokinaz ekspresyonu, sentezi ve
degradasyonunun insiilin, glukagon, tiroid hormonlar1 ve glukokortikoidleri iceren c¢oklu

15,16

hormonal kontrol altinda oldugu belirtilmistir > °. Transkripsiyonal evrede insiilin tarafindan

indiiklendigi'’ ve pretranslasyonel evrede cAMP yoluyla glukagon tarafindan baskilandig

gosterilmistir' ™72,

Tiroid hormonlari, glukokinaz gen transkripsiyon hizin1 fizyolojik
dongiisel konsantrasyonlar1 dahilinde arttirnr'™'""'?. Déngiisel triiodotironin seviyeleri, artan
karbohidrat tiiketimi ile birlikte gozlenmekte, bu durum glukokinaz aktivitesinin
indiiksiyonunu uyarmaktadir”. Yapilan arastirmalarda glukokinaz gen ekspresyonunun

insiilinle regiilasyonunda, tiroid hormonlarinin rolii olabilecegi bildirilmistir'>**.

Bu bilgiler 1s181nda, calismamizda, diabette bozulmus glukokinaz enzim
aktivitesinin insiilinle regiile edilmesinde, tiroid hormonlarinin olasi roliinii incelemeyi

amacladik.



2. GENEL BILGILER

2.1. DIABETES MELLIiTUS
2.1.1. Diabetes Mellitusun Tanim ve Siniflandirilmasi

Diabetes Mellitus, pankreasin insiilin salgisinin tam ya da kismi yetersizligi
ya da insiilin etkisinin yetersizligi ile olusan, kendini hiperglisemi ile belli eden, karbohidrat,
lipid ve protein metabolizma bozuklugu ile de karakterize bir endokrin ve metabolizma
hastahgldlrl’z.

Diabet primer ve sekonder olarak ikiye ayrilir. Primer diabet, Tip I (IDDM)
ya da insiiline bagimli , Tip II ya da insiiline bagimli olmayan Diabetes Mellitus (NIDDM)
olarak ayrilmaktadir. Sekonder diabet ise hormonal dengesizlikten ve cerrahi sonrasinda
kullanilan ilaglar tarafindan pankreasin harabiyetine bagh gelisebilmektedir™.

Diinya Saghk Orgiitiiniin (WHO) Simflamasma Gore:> >
1. Insiiline bagimli Diabetes Mellitus (IDDM)
2. Insiiline bagimli olmayan Diabetes Mellitus (NIDDM)
Obezler
Obez olmayanlar
3. Malniitrisyonla iligkili Diabetes Mellitus (MRDM)
4. Sendrom ve baz1 kosullara bagl olan Diabetes Mellitus
Hormonal kaynakli hastaliklar,
Pankreatik hastaliklar,
Genetik bozukluklar,
Kimyasal ya da ilaglara bagli durumlar
Insiilin veya reseptorlerinin anomalisi
5. Glukoz toleransi bozuklugu (IGT)
Obezler
Obez olmayanlar
Sendrom ve sartlara bagli olanlar

6. Gestasyonel Diabetes Mellitus (GDM)



2.1.1.1. insiiline Bagimh Diabetes Mellitus (IDDM, Tip I DM)

Tip I diabet (insiiline bagiml1 diabet), endojen insiilin salgilama kapasitesinin
biiyiik bir kisminin ya da tamaminin ortadan kalkmasidir. Hiicresel kaynakli otoimmiin yikim
sonucu pankreatik B hiicrelerinin harabiyetine bagli olarak, kan-glukoz konsantrasyonunun
yiikselmesi ile karakterizedir. [ hiicrelerindeki harabiyete bagli olarak glukoz aliminin
ardindan, pankreastan insiilin salgilanamaz ve Tip I diabetiklerde insiilin eksikliginin tipik
bulgular1 goriiliir’?®, Diabetin bu tipi genellikle cocukluk ya da adolesan ¢aginda goriiliir.
Polidipsi, poliiiri, ketoasidoz, kilo kayb1 gibi semptomlar gosterir. Organizmada karbohidrat
kaybindan ortaya cikan kalori acigim kapatmak icin yag ve protein yikiminin artmasi,
glikoziiriye bagli kalori kaybi, dehidratasyon, zayiflamanin baglica sebebidir. Tip I
diabetiklerde olusan insiilin yetersizligi, metabolik hastaliklarin ¢ogunun temelini olusturur.
Sadece insiilin eksikligi degil aymt zamanda glukagonun ve pankreatik polipeptidlerin

konsantrasyonlarinin yiiksekligi de Tip I diabeti gosterir™.

Diabetiklerde, insiilin eksikligine bagli olarak glukozun kullanimi azalir.
Hiicrede glukoz yetersizligi, amino asitlerden glikoneogenezi uyarir. Yag asidi oksidasyonu ve

ketogenez artar *°.

Beta (B) hiicrelerinin harabiyetinden ii¢ mekanizmanin sorumlu oldugu

diistiniiliir; Bunlar gevresel etkiler, genetik duyarlilik ve otoimmunitedir.

Tip I diabetin diger komplikasyonlar1 arasinda katarkt, ndropati, nefropati ve
anjiopati vardir. Bunlarin gelismesi ve ilerlemesi tamamen gliseminin kontrol derecesine
baghdir®®?.

Tedavi edilmemis Diabetes Mellitusta, hiperglisemi ve ketoasidoz goriiliir.
Hiperglisemi, glukozun hepatik yapiminin artmasiyla beraber, periferik kullaniminin azalmasi
nedeniyle meydana gelmektedir. Ketozis ise, adipoz dokudan yag asidi saliniminin artisina
baghh olarak karacigerde 3-Hidroksibiitirat ve asetoasetat sentezinin uyarilmasi sonucu

olugmaktadir. Ancak, karacigere gelen yag asitlerinin hepsi oksidasyon ya da keton cismi

sentezinde kullanilmaz, bir kismu triacilgliserole doniisiir ve VLDL olarak paketlenerek kana



verilir. Silomikronlar yemek sonrasi, diyet lipitlerinden barsak mukoza hiicrelerinde
sentezlenir. Diabetiklerde, yag dokusunda, lipoprotein lipaz tarafindan, lipoprotein yikiminin
diisik olmast nedeniyle, plazma silomikron ve VLDL diizeyleri yiikselir ve sonugta
hipertrigliseridemi olusur. Bu metabolik degisiklikler, insiilin yetersizligi ve glukagonun
kismen yiikselmesi nedeniyle olusmaktadir”’. insiilin tedavisine bagli olarak serbest yag asit
degerleri diiser, lipoprotein lipaz degerleri yiikselir ve hipertrigliseridemi hizla kontrol altina
almir ve LDL degerleri diiser, HDL degerleri de normal ya da diabeti bulunmayan kontroller

ile karsilagtirldiginda, normal degerlere ulagir™.

2.1.1.2. insiiline Bagimh Olmayan Diabetes Mellitus (NIDDM, Tip II Diabet)

Bu tip diabet, insiilin sekresyonundaki yetersizlik ya da bazi vakalarda
glukoz yiiklemesine karst goreceli bir yetmezlik ve buna eklenen periferik dokularin insiiline
yamt vermedeki yetmezligi ile iliskilidir (Insiilin rezistansi). NIDDM’de pankreasin 3
hiicrelerinin bir kismi fonksiyonlarint korurlar ve glukoz homeostazini korumak igin yeterli
olmayan diizeylerde insiilin salg11arlar26. IDDM’nin aksine, insiilin yetersizliginin siddetli
olmadigim1 ve NIDDM’nin patogenezinde temel rolii insiilin rezistansinin olusturdugunu

belirtmek gerekir™"".

Tip II diabet, kesinlikle diabetin en yaygin tipidir ve yasllarda daha sik
goriiliir. Hastaligin bu tiirtinde endojen insiilin salgilama kapasitesi korunmustur. Susama,
poliiiri ve kilo kayb1 bulunabilir ancak ¢ok nadiren bu bulgular siddetlidir. Kadinlarda ise,

vulva puriritis en sik bulunan semptomlaridir™.

Tip II DM’nin, baz1 bireylerde normal insiilin sensivitesine sahip olduklari
halde monogenik B hiicre (MODY: maturity onset diabetes of the young) fonksiyon defektine
bagli olarak gelisebildigi goriilebilmektedir. Bu alt gruplar MODY 1-5 olarak
adlandirilmaktadir. MODY-1" de hepatik niikleer faktor- 40, MODY-2’de glukokinaz, MODY-
3’de hepatik niikleer faktor-lo, MODY- 4’de insiilin promotor faktér 1, MODY- 5’de ise

hepatosit niikleer faktor- 1 genlerinde hatalar gézlenmektedir™. (Tablo I).



Tablo 1: Hasarlanmus B hiicre fonksivonlariyla karakterize edilen diabetin monogenik formlari®

Tip Gen Kromozom Hasar
MODY 1 Hepatik niikleer faktor 4-o 20q B-hiicre hasarinda ilerleme
MODY 2 Glukokinaz 7q Insiilin sekreyonunun

diizenlenmesinde glukozun azalmasi

MODY 3 Hepatik niikleer faktor 1-o 12q B-hiicre hasarinda ilerleme
MODY 4 Insiilin promotor faktor 13q Pankreasin gelisiminde azalma
MODY 5 Hepatosit niikleer faktor 1-B 17 cen-q B-hiicre hasarinda ilerleme + renal hastaliklar

Kisacasi, NIDDM, hedef organ yanitinda azalma, bozulmus insiilin
sekresyonu ile karakterli, karmasik ve multifaktoriyel bir hastalik olarak tanimlanabilir. Insiilin
rezistansi,  hiicreleri iizerinde, siirekli yiiksek insiilin ihtiyacimi karsilama stresi ve giderek
yetmezlige neden olabilecek bir hiperinsiilinizm olusturabilir. Olasilikla NIDDM’li hastalarda,
pankreatik B hiicreleri, genetik olarak bu tip streslere duyarlidir. Boylece, insiilin rezistansi,
zamanla, yetersiz ya da bozulmus insiilin sekresyon yanitina yol acabilecek olaylar zincirini
baglatabilir. Bulmacanin parcalart heniiz tamamlanmis degildir. Fakat her yil birka¢ ek

parcanin daha yerine konuldugu goriilmektedir’'.




Tablo 2 . Tip 1 ve Tip 2 Diabetes Mellitus’un Karsilastirilmasi
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Insiiline Bagimh

Diabetes Mellitus (IDDM)

insiilinden Bagimsiz

Diabetes Mellitus (NIDDM)

Esanlamlisi
Baslama yasi

Hastaligin baslangicindaki
beslenme durumu

Goriilme sikhg

Genetik yatkinhk

Kusur veya eksiklik

Ketozis

Plazma insiilini

Akut komplikasyonlar1
Oral hipoglisemik ilaclar

insiilin tedavisi

Bulgular

Tip 1, geng tip diabet
Tiim yaglar

Siklikla iyi beslenmis

Diabetlilerin %10-20’si
Iliml vasat
HLA-B8-B15-DR3-DR4-DQ2-8

CTLA-4, 6. kromozomda lokalize

Otoimmiin

P hiicreleri yikilmistir
Insiilin tiretimi yoktur

Siktir

Diisiik veya yoktur
Ketoasidoz

Yanit vermez

Her zaman zorunludur

Poliiiri, polidipsi, hizl1 kilo kayb1

Tip 2, eriskin tip diabet
Siklikla 35 yagindan sonra

Obezite (genellikle)

Diabetlilerin %80-90’1

Cok giiclii

B hiicreleri uygun nicelikte
insiilin tiretemez, insiilin
direnci vardir

Nadirdir

Normal veya yliksek
Hiperozmolar koma

Yanit verir

Genellikle gerekmez,

Hiperglisemi diyetle
kontrol edilir

Ayni




2.2. INSULIN

Insiilin iki zincirde toplam 51 aminoasidi olan 5600 dalton agirliginda bir
polipeptid hormondur. Kisa olan A zinciri 21, uzun olan B zinciri 30 aminoasit icermektedir.
Zincirler arasinda iki disiilfit bagi vardir ve buna major ‘loop’ adi verilir; bir de zincir igi

disiilfit bag1 vardir ve buna da minér ‘loop’ denir **

GG@GOOGGBB -

E?EQHIHDHMH-IE‘D"BIGECI

2.1cincil ve Thiinciil Yapa

Sekil 1. insiilinin Yapis1 **

2.2.1. insiilin Biyosentezi ve Salmim

Insiilin, pankreasin B hiicrelerinde proinsiilin olarak sentezlenmektedir. Daha
sonra golgi kompleksi icindeki mikrovezikiillere giren proinsiilin, proteazlarin etkisiyle, C
peptidini kaybeder®. Proinsiilinin insiiline déniisiimiinde tripsin, karboksipeptidaz ve cesitli

proteazlar rol oynamaktadir*®.



Pankreasin f hiicrelerinden insiilin salinimi, depo vezikiillerinin hiicre
membranina taginmasi, membranin yapisma noktasindan delinmesi ve sonunda vezikiiliin
disar1 atilmasiyla gerceklesir. B hiicresi stimiilasyonu ile insiilin saliverilmesi arasindaki
baglantiy1 Ca** saglar. Bu yolda c-AMP’nin ve fosfoinozitit hidrolizi sonucu hiicrede olusan
inozitol trifosfatin (IP5) da katkis1 vardir. Ca** hiicre icinde kalmodulin ve ona bagh bir protein
kinaz aracilig ile, insiilin vezikiillerinin hiicrenin icinden membranin i¢ yiiziine taginmalarini
ve emiyositoza ugramak iizere vezikiiller i¢cindeki insiilinin saliniminm saglar. cAMP ve IP;

mitokondriler ve endoplazmik retikulumdan Ca** saliverilmesine neden olur”’.

p Hicrekri

Sekil 2. insiilin Biyosentezi **

Insiilin salinimi besinler, gastrointestinal hormonlar, diger hormonlar ve
sinirsel uyarilar ile stimiile edilmektedir. Glukoz, insanda, insiilinin hem biyosentezini hem de

salinimini uyaran tek besin ogesidir.

Yiyecek alimina bagli olarak insiilin iki fazda salinim gosterir :
1.Faz; yiyecek alimindan 1-2 dakika sonra baslar ve 8-10 dakika sonra pik yapar. Baslangic
faz1 hiicre i¢i Ca** depolarinin mobilizasyonuna baghdir.

2. Faz; 1. fazin sonundan 30-45 dakika sonra pik yapar ve normoglisemi olana kadar siirer.
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Faz 2, hiicre dis1 kaynaklardan Ca** alimmin glukoza bagli uyarimi sonucu
gerceklesir. Glukoreseptorler aracilifiyla kalsiyum kanallar1 agilarak bu kanallardan hiicre
icine giren Ca*® etkisiyle glukoza bagl insiilin salimm baglatilir. p hiicrelerinden insiilin
salinimi, insiilin depolayan vezikiillerin mikrotiibiiller araciligi ile hiicre membrani i¢ yiiziine

taginmasi, membran yapigma noktasindan delinmesi ve vezikiillerin disar1 atilmasi ile olur ¥

FAZ I
Insiilin I "

Salmmu
03
Mohilizas yon
FAZIT
Me mbran fizyonu ve
ho o n s almama

Sekil 3. Insiilin Salinim

Glukozun yaptig1 salgilamanin ilerleyen doneminde ise, B hiicrelerine giren
glukozdan glukokinazin yardimiyla olusan metabolitler rol oynamaktadir®. Glukokinaz, B
hiicrelerinden insiilin salgilanmasini diizenleyen en 6nemli enzimdir. Salgilanma kinetigi
acisindan B hiicrelerinde insiilin kolay saliverilen kiigiik bir havuz ve daha zor saliverilen
biiyiik bir havuz halinde bulunmaktadir. Baglangic doneminde sadece kiigiik havuzda bulunan
insiilin salgilandig1 halde, glukokinaz etkisiyle ve hiicre icerisinde olusan metabolitler aracilig
ile ikinci havuzdan da salgilanma baglar. Glukozdan olusan hiicre i¢i metabolitler, insiilin

salgilatan diger maddelerin etkilerini arttirirlar. Ayrica B hiicrelerinde glukozun metabolize

edilmesi (glikoliz) intraseliller ATP diizeyinin yiikselmesi sonucu ATP’ye duyarli K*
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kanallarim kapatarak hiicrede depolarizasyona neden olur. Depolarizasyon sonucunda
membrandaki voltaj-bagimli Ca** kanallarim acilarak disaridan iceri giren Ca* araciligi ile

insiilin salinim artar®.

B hiicrelerinden insiilin salinimi intraseliiler K* konsantrasyonu ile kontrol
edilir. K* konsantrasyonunun kontrolii de K-ATP kanallar ile saglanir. Bu por sistemi, voltaj

bagimlidir, hiicre membraminin depolarizasyonunu takiben acilir. Insiilin salgilanmast K*

transport mekanizmasindaki dengeye baghdir.
Uc aminoasit insiilin saliimina neden olur: glisin, alanin ve arginin. Bunu
glukozla aynt mekanizmayla yapar. Aminoasitlerin  hiicre i¢ine girigleri iyonik degisimlere

sebep olur, bu, B hiicresini depolarize eder, Ca** alimum hizlandurir, insiilin iceren graniillerin
ekzositozunu uyarir.  hiicresinde alanin ve glisin Na* ile simport bir iligki kurar. Argininin

hiicre igine girisi ise f hiicresi plazma membraninda bulunan arginin transport proteini ile

gerceklesir.

2.2.2. insiilin reseptorii

Insiilin etkisini hiicre yiizeyinde yer alan spesifik reseptoriine baglanarak
gosterir. Reseptor, yaklagik 350.000 daltonluk bir glikoproteindir, birbirine disiilfit baglar ile
bagl iki o ve iki B alt biriminden olusur. iki o alt birimi tamamen hiicre dis1 yerlesimlidir ve
spesifik olarak insiilinin baglanmasindan sorumludur. B alt birimlerinin ii¢ bolgesi vardir: o alt
birimlerine baglh kiiciik bir hiicre dist kisim, yaklagik 20 aminoasitlik bir transmembran kisim
ve tirozin kinaz aktivitesine sahip biiyiik bir hiicre ici kisim. Insiilin molekiiliiniin reseptore
baglanarak onu aktive etmesi tirozin kinaz etkinligini arttirir. Tirozin kinaz etkinligi ise sinyal

iletimi icin gereklidir"*"*'.
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Sekil 4. insiilin Reseptorii*!

Insiilin hiicre icindeki etkisini, reseptoriiniin tirozin kinaz aktivitesi ile hem
kendisini hem de baska proteinleri tirozinler iizerinden fosforillemesi yoluyla gosterir.
Otofosforilasyonun baslamasi diger hedef proteinlerin tirozin rezidiilerinin fosforile olmasina
sebep olmaktadir. Bu hedef proteinlerden bir tanesi insiilin reseptor substrat 1 (IRS-I)’dir*'". Bu
kompleks proteinler; mesajlar1 insiilin reseptoriinden sitozol ve niikleustaki son hedefe
tagimaktadir. flk olarak IRS-I’de bulunan tirozin P rezidusu, Grb2 proteinindeki SH2 domaini
ile baglanir. Grb2, zincirdeki diger proteini calistirir ki bu SOS’u (guanin niikleotidi yer
degistirme faktorii) etkileyerek biiyiiyen kompleksi olusturur. SOS Grb2’ye baglandiktan sonra
GDP’nin Ras iizerindeki GTP ile yer degistirmesini katalize eder. GTP, guanozin niikleotid
baglayan protein ailesindendir ve bir ¢ok sinyal iletimini kontrol etmektedir. GTP baglandiktan
sonra, Raf-I ( MAPK kinaz kinaz) olarak bilinen protein kinaz Ras araciligi ile aktive edilir.
Raf-1, ti¢ protein kinazdan ilkidir. Digerleri MEK (mitojen aktive edici kinaz) ve MAPK
(mitojen aktive edici protein kinaz )’dir. Bunlar bir kaskad olarak bilinmekte ve her biri diger
fosfarilasyonu aktive etmektedir. Son protein kinaz MAPK, treonin ve tirozin rezidiilerinin
fosforilasyonu ile aktive edilir. Aktive oldugunda niikleusa girerek ve ELK-I (eksraceller

diizenleyici kinaz) gibi proteinleri fosforile ederek, insiilinin biyolojik etkilerine ara buluculuk
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yapmaktadir. ELK-I, insiilin tarafindan regiile edilen bazi genlerin transkripsiyonunu
yonlendirir®'.
2.2.3. insiilinin Metabolik Etkileri

Insiilinin direkt ya da indirekt olarak viicuttaki her dokuda etkisi olmasina
karsin, enerji depolayan 3 biiylik organ olan karaciger, kas ve yag dokusundaki hormonal
etkileri oldukca ©Onemlidir. Ayrica insiilinin, pankreas adaciklarinin komsu hiicrelerinden
salgilanan glukagon ve somatostatin arasindaki metabolizmanin diizenlenmesini iceren

parakrin etkisi de vardir*,

2.2.3.1. insiilinin Karaciger Uzerine Etkileri*
» Glikojen depolanmasini arttirir.
» Trigliserit, kolesterol ve VLDL sentezini arttirir.
» Glikolizi uyarir.
» Glikojenolizi inhibe eder.
» Ketogenezi inhibe eder.

»  Glukoneogenezi inhibe eder.

2.2.3.2. insiilinin Kas Uzerine Etkileri*
» Protein sentezini uyarir
-Aminoasit transportunu arttirir.
-Ribozomal protein sentezini uyarir.
» Glikojen sentezini uyarir.
-Glukoz transportunu arttirir.
-Glikojen sentetaz aktivitesini arttirir.

-Glikojen fosforilaz aktivitesini inhibe eder.
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2.2.3.3. Insiilinin Adip6z Doku Uzerine Etkileri*

»

Trigliserit depolanmasini uyarir.

-Lipoprotein lipaz1 uyarir, yag hiicreleri i¢ine absorbsiyon i¢in yag asitleri yapar.
-Yag hiicreleri icine glukoz transportunu arttirir, boylece trigliserit sentezi i¢in
a-gliserofosfat miktar1 artar.

-Intraseliiler lipolizi inhibe eder.
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Sekil 5. Insiilin eksikliginin etkileri**




- 15 -

2.3. TIROID HORMONU
2.3.1. Tiroid Bezi

Tiroid bezi, boyunda krikoid kikirdak ve trekeanin Oniinde yerlesmis olup
agirhigr eriskinde 15-20 g kadardir. Tiroid bezi kan damarlarinca ¢ok zengindir. Birim zaman
icinde ve bir gram doku agirligi i¢in bezden akan kan miktari, viicuttaki diger biitiin
dokulardan fazladir (4-6 ml/g/dakika). Histolojik yapisi incelendiginde bir¢ok kiiremsi (sferik)
folikiillerden olustugu goriiliir. Folikiillerin ceperi tek sirali epitel hiicreleri ile ¢evrilmistir.
Folikiiliin ortasindaki bosluk yar1 sivi ve protein yapisinda kolloid adi verilen bir madde ile
doludur. Bez istirahat halinde iken folikiilii ¢cevreleyen epitel hiicreleri yassi ve folikiil boslugu
genistir. Bez aktif iken folikiiller kiiciiliir ve epitel hiicreleri kiibik bir bi¢im alirlar®. Folikiiler
hiicreler tiroglobiilin adi verilen globiiler bir protein sentezlerler ve onu tiroid folikiillerinin
kolloidine salgilarlar. Her bir tiroglobiilin molekiilii tiroid hormonlarinin yapitasi olan tirozin

aminoasidini icerirler.

Tiroid bezi dokularin normal fonksiyonu icin gerekli olan metabolizma hizini
ayarlar. Viicut doku hiicrelerinin oksijen kullanimini arttirir, karbonhidrat ve lipid

metabolizmasinin ayarlanmasia yardim eder®.

2.3.2. Tiroid Hormonu Yapimi Ve Salinimi

Tiroid bezinin baslica hormonlari, triiyodotironin (T;) ve tiroksin (T,)’dir.

Tiroksin 4, trityodotronin 3 iyot tasiyan amin asididirler.

[ | [ [
“”@D@GHE?H_GODH “”@D@GHE?H_GODH
MH
T, I 2 [ 1 NH,
Ty

Sekil 6. Tiroid Hormonlar1 (T; ve T4)44
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fyot, iyon halinde iyodid (indirgenmis formda, I ~ ), okside olmus formda
iyot (I2), ya da organik bilesik halinde iyot olarak besinlerle alinir. Organik ve element

halindeki iyot, sindirim ve emilim esnasinda iyodide ( I ™) indirgenir ve plazmada bu sekilde

bulunur.

Tiroid bezi hiicreleri, iyodidi aktif transport yoluyla dolasimdan hiicre i¢ine
alirlar. Bez icinde, plazma ya da serumda bulunandan cok daha fazla iyodid bulunur. Iyodid

aktif transportu, tiroid stimiile edici hormon (TSH, tirotropin) tarafindan hizlandirihr. Iyodid
hiicreye girince tiroid peroksidaz ile iyot (I2) haline doniistiiriiliir. Iyot, tiroglobiiline bagl

tirozin molekiillerine baglanir. Bu sekilde monoiyodotirozin (MIT) ve diiyodotirozin (DIT)
meydana gelir. Bu iyotlu tirozinler bir araya gelerek tiroid bezinin aktif hormonlari olusur. iki
molekill diiyodotirozinin birlesmesi ile tetraiyodotironin (T4), bir diiyodotirozin ile bir
monoiyodotirozinden de triiyodotironin meydana gelir. Bu reaksiyonlarin olusmasinda enzim

sistemlerinin 6nemli rolii vardir®.

T; ve T4 hormonlari, tiroid hiicrelerinin folikiil icine salgiladig: proteolitik ve
peptidaz enzimleri ile tiroglobiiliinden ayrilarak serbestlesir. T; ve T4 sistemik dolasima gecer.
Hormon haline gelmemis MIT ve DIT’ lar serbest kalir, ancak kan akimina karigmazlar.
Bunlardaki iyot, tiroid bezinde bulunan deiyodinaz enzimleri ile deiyonize edilir, serbestlesmis

bu iyot yeniden hormon sentezinde kullamlir'*.
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Sekil 7. Tiroid Hormonlarinin Yapim ve Salimmi™

2.3.3. Tiroid Hormonlariin Viicutta Tasinmalari

T4 molekiillerinin yaklasik %75’1, T3 molekiillerinin yaklasik %70’i tiroid
baglayic1 globiilinler (TBGs) ad1 verilen tasiyict proteinlere bagl olarak dolasima girerler.
Dolasimda Tj veya T,’iin kalaninin ¢ogu tiroid-baglayici prealbumine (TBPA) ya da plazma

proteinlerinden biri olan albiimine baglanirlar.
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Tiroid bezi, TSH tarafindan uyarilinca tiroglobulin proteolitik bir enzim
tarafindan parcalanir, tiroksin ve triiyodotronin serbest kalarak kana gecer. Kana gecen bu
hormonlardan ¢ogu (%90) tiroksin, az bir kism1 (%10) triiyodotronindir. Fakat gerek tiroid
bezinde gerekse diger doku hiicrelerinde tiroksinden (T,) bir iyot enzimatik bir reaksiyonla
ayrilarak triiyodotronin (T;) meydana getirilir. Esasen T,’iin metabolik yonden etkisiz oldugu,

as1l hormon etkisi yaratamin Ty oldugu kabul edilmektedir®.

Tiroid hormonunun ¢ogunu alan dokular karaciger, bobrek ve kaslardir.
Beyin, dalak ve gonadlar ¢ok az tiroid hormonu alirlar. Bu farkli alimlarin nedeni T,’iin oksijen
kullanimu iizerine metabolik etkileri ile ilgilidir'. Tiroid hormonlarinin periferik dokulara nasil
girdigi kesinlik kazanmamakla birlikte pasif difiizyon ile gerceklestigi tahmin edilmektedir.
Yine olasilikla, periferik dokularda hiicre yiizeyinde tiroid hormonuna spesifik reseptorler
oldugu diisiiniilmektedir. Hiicre i¢inde tiroid hormonlar1 ya sitoplazmada serbest halde kalirlar
ya da disiik afiniteli sitozolik reseptorler ya da yiiksek afiniteli niikleer mitokondriyal

reseptorlere baglanirlar®.

2.3.4. Tiroid Hormonlarmin Etkileri

Tiroid hormonlar1 hedef hiicrelerdeki etkilerinin biiyiik bir kismini, hiicre
cekirdegi icindeki reseptorler aracilifi ile ve bir kismini da mitokondriler igindeki reseptorler
aracilif ile gosterirler. Niikleustaki reseptorlerin dogal ligandinin T; oldugu ve T, tin onun

prekiirsorii olarak gérev yaptigi bilinmektedir’.

Niikleus i¢ine giren tiroid hormonu tarafindan bu reseptorlerin aktivasyonu,
baz1 genlerin transkripsiyonunu hizlandirarak 6zel mRNA’lar aracilifi ile yapisal ve
fonksiyonel bazi hiicre proteinlerinin sentezini artirir. Tiroid hormonu reseptorlerinin ikinci
yerlesme yeri mitokondrilerin i¢ membranidir. Buradaki reseptorler lipoprotein yapisindadir.
Bu hormonlar, bazi hiicre tiirlerinde, mitokondrilerin oksidatif metabolizmasini, oksijen
tilketimini ve dolayisiyla oksidatif fosforilasyon olayini (ATP olusumunu) arttirirlar. Hiicrede

oksidasyonun artmasinda, mitokondrilerin sayisimin artmast ve her bir mitokondri icindeki
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oksidasyon yapan birimlerin sayisinin artmasi rol oynar. Tiroid hormonlar1 bazi organlarda

(beyin, testis ve dalak gibi) oksidasyon ve oksijen tiiketimini arttirmazlar®.

Hiicre membraminda Na* ve K* dongiisiinden sorumlu bir aktif transport
mekanizmasmm esasin1  olusturan Na®, K'-ATPaz’ 1n, tiroid hormonlar1 tarafindan

indiiklenerek, etkinligi arttirilir ve hiicrenin ATP kulanimi artar’.

2.3.4.1. Tiroid Hormonunun Protein Metabolizmasina Etkileri

Tiroid hormonlarinin protein metabolizmasi {izerine olan etkileri, hormonun
genel metabolizma {iizerine olan etkilerinin temelini olusturur. Protein sentezini artirmasi

nedeniyle, 6zgiil enzimlerin sentezini de arttirir; bunlar da diger metabolik olaylar1 hizlandirir®,

Tiroid hormonlarinin protein metabolizmasina etkisi, hormon verilen
hayvanin ya da bireyin metabolik durumuna ve hormon dozuna gore degisir. mRNA, tRNA ve
rRNA sentezini artirarak, azot dengesi iizerinde pozitif etki gosterir. Bu etki ile biiyiime

hormonu uyarilarak sentezi arttirilir*’.

2.3.4.2. Tiroid Hormonunun Karbohidrat Metabolizmasina Etkileri

Tiroid hormonlar1 karbonhidrat metabolizmasinin hemen hemen biitiin
evrelerini etkiler. Hormon miktar1 arttikca bagirsaklardan glukoz emilimi, buna paralel olarak
artar. Dokular tarafindan glukoz kullanimini arttirir. Karaciger, iskelet kasi ve kalp kasinda
glikojenolizi arttirir ve kan glukoz diizeyini yiikseltir. Bu yiikselis baslangicta glukoziiriye bile
neden olabilir. Ancak sonradan katabolizmanin ve epinefrin salinmasinin artmasi nedeniyle,
karaciger glikojeni tiikkenir ve kan glukoz diizeyi diiser. Tiroid hormonlarinin karbonhidrat
metabolizmas: iizerinde doza bagimli ters bir etkisi mevcuttur. Ornegin, sicanlarda kiiciik
dozda ve insiilin varliginda glikojen sentezini arttirirken, yiiksek dozda tiroid hormonu

karaciger glikojeninin glukoza parcalanmasini hizlandurr®.

Tiroid hormonlar1 glukozun intestinal absorbsiyon hizini, yag dokusu ve

kaslar tarafindan, alimim hizini arttirirlar. Insiilinin yikimu iizerinde de etkilidirler ve yiiksek
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dozda, insiilin yikimim arttirirlar. Tiroid hormon preparatlari , diabetiklerde insiilin gereksimini
arttirirlar.  Hipotiroidizm halinde insiilin  yikimi azalir. Hipertiroitli hastalarda insiiline

duyarhilik genelikle azalir, hipotiroidizmde ise duyarlilik artar.’

2.3.4.3. Tiroid Hormonunun Lipid Metabolizmasina Etkileri

Tiroid hormonu fazlaliginda lipid depolar1 azalir ve kanda lipid diizeyi diiser.
Yag dokuda lipolizi arttirir. Bu etkisini adenilet siklaz-cAMP mekanizmasini uyarmakla ve
dokular diger lipolitik maddelere kars1 (6rnegin, katesolaminler, biilyiime hormonu, glukagon)
duyarh hale getirmekle yapar. Lipoliz sonucu meydana gelen ve kanda derisimi artan serbest
yag asitlerinin okside olmalarin1 hizlandirir. Tiroid hormonunun lipid metabolizmasina olan
klasik etkisi, kolesteroliin kan plazmasindaki derisimini diisiirmesidir. Kolesteroliin digki ile
atilmasim ve safra asitlerine doniismesini arttirir.*? Ayrica hiicrelerin apoprotein reseptdrlerinin

yapimuim arttirarak, kolestrol tasiyan LDLnin hiicrelere girisini ve yikimini da hizlandirirlar®,

2.3.4.4. Tiroid Hormonunun Vitamin Metabolizmasina Etkileri

Tiroid hormonlar1 enzim sentezini arttirmalari ve metabolik olaylari
hizlandirmalar1 nedeniyle, hiicrelerin koenzimler ve bunlar1 olusturan vitaminlere olan
gereksimini artirirlar’. Hipertiroidizmde, suda eriyen vitaminlerden tiyamin, riboflavin, By, ve
C vitaminlerine ihtiyag artar. Hipertiroidili hayvanlarda nikotinamid’den piridin niikleotidlerin
(NAD ve NADP’nin) sentezi aksar. Vitaminlerden bazi koenzimlerin sentezi icin tiroid
hormonu gereklidir. Ornegin, karotenden vitamin A sentezi ve vitamin A’mn retinen’e

déniistiiriilmesi igin tiroid hormonuna ihtiyag vardur®.

2.3.5. Tiroid Hormonu Etki Mekanizmasi

Tiroid hormonlarinin bircok enzimler ve hemen hemen biitiin organ
sistemleri iizerine biiyiik etkileri vardir. Tiroid hormonu niikleer reseptorlerinin Ts’e karsi
affinitesi T, den daha fazladir®. Bu reseptér, histon 6zellik gostermeyen asidik bir proteindir™®

ve T5’lin hiicre diizeyindeki etkisi reseptorle birlesmesi ile baglar. Hormon-reseptor birlesmesi,
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hormon tarafindan sentezi baslatilacak proteine ait mRNA dizisinin meydana gelmesini hizla
arttirmaktadir. Bu olay niikleer reseptorlerin transkripsiyonu hizlandirdigimi gosterir. Tj ile
niikleer reseptor kompleksinin transkripsiyon yoniinden aktif kromatin ile iliski kurdugu
tahmin edilmektedir’,

T; etkisinin meydana gelmesinde bazi hormonlar ve faktorler ise
karigmaktadir. Metabolik faktorler tiroid hormonu tarafindan ilgili genin harekete gecirilmesini

5233 Kanda tiroid hormonu

etkileyebilir. Ornegin aglikta niikleer T3 reseptorleri azalmaktadir
belli bir diizeyi asinca TSH salinmas: inhibe edilir. Bu inhibisyon, kanda hormon miktarinin
ayarlanmasinda negatif-feedback mekanizmasi ile olmaktadir. Tiroid hormonu bu etkisini,
diger etkileri gibi, adenohipofizde TSH salgilayan hiicrelerin niikleer reseptorleri ile etkileserek
yapmaktadir. Adenohipofizin TSH sentezleyen hiicrelerinin niikleer reseptorleri T; tarafindan
isgal edilince TSH salinmasi durur. Kanda tiroid hormonu diizeyi diisiince, niikleer
reseptorlerin Tj; ile isgal edilemeyen miktar1 artar ve TSH salinmasi, dolayisiyla T4 salinmasi
artar. T, diger doku hiicrelerinde oldugu gibi, tirotrof (TSH salgilayan) hiicrelerde de

deiyodinasyon yoluyla Ts’e donistiiriilmektedir. T;’tin TSH salgilayan hiicrelerin niikleer

reseptorleri ile birlesmeleri, negatif-feedback yoluyla, TSH salinimini inhibe eder™,

HIPOTALAMUS

TIiROID BEZIi

L T IR OID HOR MOMNLT

HEDEF ORGANLAR

Sekil 8. Tiroid hormonlarinin saliniminin negatif-feedback ile kontrolii
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2.4. GLUKOKINAZ (GK)

Glukokinaz (ATP:D-glukoz 6- fosfotransferaz, EC 2.7.1.2), heksokinaz IV

55-58

veya heksokinaz D olarak da bilinir”™". Glukozun fosforilasyonunu ATP ile asagidaki

reaksiyona gore katalizler:
R-CH,0H + MgATP ** — R-CH,-O-PO*” + MgADP™ + H*

Bu reaksiyon, heksoz fosfotransferaz enzim ailesi tarafindan katalizlenir.
Heksoz fosfotransferazlar iki genel gruba ayrilabilir. Birinci sinif, heksokinaz I, II ve III'ii
kapsar. Bu enzimler glukoza yiiksek afinite gosterirler, K, degerleri yaklasik 20-130 uM’dur,
yaklagik 100 kD molekiiler agirligina sahiptirler. Bu enzim sinifinin aktiviteleri, glukoz 6-P
tarafindan feedback mekanizmasiyla inhibe edilir. Tkinci sinifta glukokinaz yer alir, ¢ok daha
kiigiik bir molekiiler agirliga sahiptir ve glukoz 6-P tarafindan inhibe edilmez’’, heksokinazlara
gore daha yiiksek V., ve K, degerine sahiptirﬁo. Glukokinaz, glukozun o anomerini tercih

eder®'.

Glukokinaz, yaklagik 40 y1l 6nce 3 farkli laboratuvarda birbirinden bagimsiz
olarak kesfedildi ve enzimin karacigere spesifik oldugu, sirkiilasyonda postprandial glukozun
temizlenmesinde kritik bir rol oynayarak gérev yaptigi belirtildi®*®. 1968°den sonra
Matschinsky ve Ellerman® pankreas adaciklarinda da glukokinaz varligimi kamtladilar ve 2

onemli gorevi oldugunu ileri siirdiiler:
1-Insiilin iireten pankreatik B hiicrelerinde, molekiiler glukoz alicisi olarak rol oynar.
2-Karacigerde glukozun glikojen formunda depolanmasinda enzimatik bir adim olarak

gorev yapalr.9
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2.4.1. Glukokinazin Kinetigi Ve Yapisi

Glukokinaz, 50 kD molekiiler agirliinda, monomer bir enzimdirg, baslica
karaciger®” ve pankreatik B hiirelerinde eksprese edilir®®’. Ancak son dénemde glukokinaz
mRNA’s1 néroendokrin hiicreler, jejunal enterositler ve de median ve lateral hipotalamusta
tanimlanmistir®®.

Glukokinaz, glikolizin ilk basamaginda, glukozun glukoz-6-P’a ATP

bagimli fosforilasyonunu katalizler’ '

. Glukokinazin termodinamik, kinetik, ve molekiiler
genetik ozellikleri glukoz alicis1 olarak gorev yapmast i¢in ¢ok uygundur, reaksiyon hemen
hemen geri déniisiimsiizdiir®. Glukoz Sos pH 7,4’de 7,5 mM’dir ve enzim MgATP? (K,
yaklasik 0,4 mM) ile fizyolojik olarak doygundur®. Glukoz konsantrasyonuna bagli olarak
pozitif kooperativite (sigmoidal kinetik) gosterir’’. Reaksiyon iiriinii olan glukoz-6-P tarafindan

inhibe edilmez'*'"®. Glukokinazin bu essiz kinetik ozellikleri karaciger ve pankreatik [

hiicrelerinde oldukca 6nemli fonksiyonel bir rol oynadigini diisiindiirmektedir.

Pankreatik B hiicrelerinde glukokinaz, glukoz sensing mekanizmasinda
anahtar bir bilesendir’®. B hiicrelerinde glukoz fosforilasyonu insiilin sekresyonu ile siki bir
iligki i¢indedir. Glukokinazin egsiz kinetigi bu hiicrelerin, plazma glukoz konsantrasyonunda
meydana gelen degisikliklere cevabinin ve duyarliliginin temelini olusturur. Bundan dolay1
glukokinaz, B hiicrelerinde “glukoz sensorii” olarak degerlendirilir’'. Glukoz fosforilasyonu,
hiicrelerinde glikolitik akisin kontrolii icin anahtar noktadir. Sonug¢ olarak, glukokinaz
aktivitesindeki kiiciik degisimlerin fizyolojik olarak anlamli olmasi, glukoz-stimiile edici
insiilin sekresyonunun baslangicim direkt etkilemesiyle olur'®. Pankreatik glukokinaz, plazma

glukoz seviyeleri tarafindan kontrol edilir'*7*.

Karacigerde, bu dokunun essiz metabolik gorevleri icin glukokinazin
esansiyel oldugu diisiiniilmektedir'®. Hepatik glukokinaz, glukoz kullanimi ve glikojen
sentezinde oldukga giiclii etkilere sahiptir. Glukokinaz ekspresyonundaki ufak bir degisiklik,

10,13

kan glukoz konsantrasyonunda olgiilebilir bir bozunmaya yol ag¢maktadir™~. Yapilan

caligmalar gostermistir ki glukokinaz overekspresyonu, intraseliiler glukoz-6-P diizeylerini
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arttirmaktadir, bu durum hem glikoliz hem de glikojen sentezini tetikler'”. Karaciger

glukokinazi insiilin tarafindan regiile edilir

14,18

Glukokinaz, hepatik glukoz metabolizmasinin regiilasyonunda anahtar bir rol

oynar. Yag asidi metabolizmasina karismis genlerin regiilasyonu belirlenirken glukokinaz gen

ekspresyonunun da hepatik lipogenezde énemli bir rol aldig1 anlagilmustir’.

Tablo 3.Glukokinazin karakteristik 6zellikleri °

Hiicresel yerlesim

Doku dagilim

Molekiiler Agirhg: 50 kD,monomer

kcat 60-70 s

Glukoz Sy 5 ~7,5 mmol/l

ATP K, ~0,4 mmol/l

Hill katsayisi (ry) ~1,7

inhibitorler Glukokinaz regiilator protein(GKRP)
Acil Co-A

Aktivatorler Glukokinaz aktivatorleri

Sitozol, niikleus, mitokondri ve salg1
graniilleri

Pankreatik oo ve B hiicreleri, hepatositler,
enteroendokrin  hiicreler,  hipotalamik

noronlar ve hipofiz hiicreleri

*Biitiin kinetik sabitler pH=7,4’deki degerlerdir ve glukoz Sj s, pH nin diigmesiyle yiikselir.

Glukokinazin yapisi, homoloji modeli ve kristallografi ile incelendiginde,

glukoz baglanma bolgesi, ATP baglanma bolgesi ve allosterik aktivator bolgelere rastlanmustir.

Enzimde aminoasitlerin bulundugu yer, substrat baglanan bélgeye 20 A° uzakliktadir®.

Enzimin glukoza baglanma bolgesi 8 aminoasit igerir: S151, T168, K169, N204, D205, N231,
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E256 ve Q287. ATP baglanma bolgesi 7 aminoaside ihtiya¢ duyar: T82, R85, T228, K296,
S336, S411 ve K414 °, Enzim, aminoasitlerin glukokinaz aktivatdr baglanma cebine yerlesmesi
durumunda, kiiciik aktivatér molekiillerin hem varliginda hem de yoklugunda kristalize olur’*
® Glukokinaz aktivatorleri ve D-glukoz varliginda kristalize oldugu zaman, kapali form
incelenmis ve goriilmiistiir ki, substrat baglanma bolgesi daralmakta ve aktivatdr bolge
acilmaktadir. Bu liganttan bagimsiz ag¢ik formdan liganta bagimli kapali forma olan
konformasyonel degisim, molekiiliin kiigiik ve biiylik loblarim1 birlestirerek, -COOH
terminalinin uzayan-genisleyen hareketini etkiler. Bu yapisal degisiklik glukozu indiikleyen bir

durumdur’.

Kapah Form
(Aktf)

Aclk Form
(Alktif)

Siiper-Acik Form
{(Inalctif)

Sekil 9. Glukokinazin kinetik yapisi’®
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Glukokinazin ii¢ farkli konformasyonu ve iki katalitik dongiisii mevcuttur.
Iki katalitik dongii arasindaki denge, glukoza cevaben olusan sigmoidal yanittan sorumludur.
Ortamda glukoz bulunmadikca glukokinazin biiyiik bir kismi siiper-acik formda kalir, glukoz
siiper-acik forma baglandigi zaman glukokinaz, konformasyonel degisiklige ugrayarak agik
forma gecer. Ac¢ik form ile siiper-acik form arasindaki konformasyonel degisiklikler, glukoz
fosforilasyonu sirasinda gozlenen kapali-agik form konformasyonel degisikliklerinden daha
yavas basamaklardir. Acik forma gecisten sonra enzimatik reaksiyon, ATP’nin varlifinda
kapali formdaki degisikliklerle tamamlanir. Reaksiyon tamamlandiktan sonra glukokinaz,
glukoz-6-P ve ADP’nin serbest kalmas1 amaci ile acik forma gecer. Ciinkii acik form, siiper-
acik form ile yavasca dengelenir ve glukokinazin biiyiik bir boliimii acik formda kalir. Eger bu
stirecte glukoz, acik forma baglanirsa glukokinaz, yeniden katalitik dongiiye girer. Eger bu
durum gerceklesmezse glukokinaz, siiper-agik forma doniisiir”®. Glukokinazin acik ve kapal
formda bulunmasi, “mnemonic” ve “slow transition” olarak adlandirilan farkli iki durumda

olabildigini desteklemektedir”™*"7.

Glukokinazin yavas ve hizli siklus olmak {iizere iki katalitik siklusu vardir.
Bu iki siklusun dengesi glukoz konsantrasyonu tarafindan belirlenir. Diisik glukoz
konsantrasyonlarinda glukokinaz biiyiik ol¢iide yavas siklusu kullanir, ¢iinkii siiper-agik form,
glukozun yoklugunda diger formlardan ¢ok daha stabildir. Glukoz konsantrasyonu yeterince

yiikseldiginde glukokinaz, yiiksek afiniteli yapisiyla hizli dongiiyii kullanir™®.

Allosterik olmayan enzimlerin gosterdigi Michaelis-Menten hiperbolik egrisi
yerine, glukokinaz sigmoidal bir egri sergiler. Glukokinaz monomerik bir enzim olmasina
ragmen, kinetik oOzellikleri bakimindan farkliliklar gostererek allosterik enzimler gibi
davranmaktadir. Hill katsayisinin yaklasik 1,7 olmasi da glukozun, glukokinaza baglanmasinda

pozitif kooperativite gosterdigini desteklemektedir®”"

. Heksokinazlar glukoz icin Michaelis-
Menten hiperbolik doygunluk egrisi gosterir. Ciinkii heksokinazlar sadece kapali form ya da

acik formda bulunurlar, baglanma bolgesinin yapisal farklilifindan dolay: siiper-acik formda

bulunmazlar. Heksokinazlar herhangi bir glukoz konsantrasyonunda hizli katalitik dongiiyt
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kullanirlar.  Dolayisiyla Michaelis-Menten hiperbolik doygunluk egrisi, yavas gecis

basamaginin (slow transition step) eksikliginin bir sonucudur’®,

2.4.2. Glukokinazin Transkripsiyonel Ve Post-Translasyonel Regiilasyonu

Hiicrede insiilin sekresyonunda glukokinazin hayati ©nemi, glukozun
karaciger tarafindan alinmasi ve hepatik glukoz reponsive (cevap) genlerinin tiim networkiinde
degistirici ekspresyonundan kaynaklanir. Bu nedenle glukokinaz gen ekspresyonunun
regiilasyonu karmagiktir'”,

1986’da kabul edilen goriise gore, glukokinaz ekspresyonu pankreatik P

hiicrelerinde ve hepatositlerde farkl sekilde kontrol edilmektedir'®’?.

Endokrin ve hepatik glukokinazin dokuya 6zgii 2 farkli promoter bolge
iceren tek bir gen tarafindan kodlandigi bulunmustur: upstream promoter (genin yukar1 kismi,
5’ yonii) bolgesi P hiicrelerine 6zgii, downstream promoter (genin asagi kismi, 3’ yonii) bolge

ise hepatositlere 6zgiidiir'*"”.

Glukokinazin 2 izoformu bulunmaktadir:

1.Noroendokrin hiicrelerde (pankreatik hiicreler, noronal dokular,
enterositler) : B tipi (GKB)

2.Karacigerde hepatositlerde : L tipi (GKL)

Bu iki izoform molekiilin N terminal ucundaki 13-15. aminoasitlerinde

farkhilik gosterir. Kinetik ve fonksiyonel 6zellikleri aymdir™'.

Glukokinazin upstream promoter bolgesinin baslangicta sadece pankreatik 3
hiicrelerinde eksprese edildigi diisiiniilmiistii. Ancak daha sonra yapilan calismalarda, upstream
promoterden glukokinaz ekspresyonunun, beyin ve gutun noronal/néroendokrin (NE)
hiicrelerinde oldugu gibi hipofiz kortikotropeslerinde de oldugu kanitlandi®*"®”. Bu bolgelerde
ekspresyon icin gerekli tiim diizenleyici elementler 294 bp’lik DNA parcasindan ibarettir®**.

Upstream promoterin detayli analizleri sonucunda, bu bdolgenin birbirinden farkli, cesitli

regiilator elementleri icerdigi bulunmustur, ki bunlardan biri Pal elementleri olarak adlandirilan
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oldukca 6nemli bir smiftr®*®. Ayrica retinoik asitin de pankreatik adaciklarda glukokinaz
ekspresyonunu arttirdigi gosterilmistir®™. Retinoik asidin f hiicre fonksiyonundaki fizyolojik
rolii belirlenememistir, daha ileriki caligmalarda sinyal transdiiksiyon yolagina katildigi ve
regiilator bir element olarak rol oynadig: diisiiniilmiistiir'®. Glukokinaz aktivitesindeki ufak bir
degisiklik insiilin salgist esik degerini ve pankreatik adaciklarda glukokinaz ekspresyonu
iizerinde etkili olan cesitli hormonlarin ve diger ajanlarin etkilerini degistirebilir'.

Karacigerde, glukokinaz gen transkripsiyonu insiilin tarafindan stimiile

edilirken, glukagon tarafindan cAMP yolunun aktivasyonuyla baskilanir”'*""%

, hepatik
glukokinaz, gen transkripsiyon basamaginda kontrol edilmesinin yam sira post-translasyonel
basamakta glukokinaz regiilator proteini (GKRP) tarafindan da regiile edilir'®. Diabetik ratlara
insiilin verilmesinin glukokinaz gen transkripsiyon hizini arttirdigy gosterilmistir. Glukoz geri
beslemesinin ilk birka¢ saatindeki glukokinaz mRNA smin artiginin  insiilinin - gen
transkripsiyonu iizerindeki etkisinden kaynaklandigi soylenmektedir. Transkripsiyon hizi ile

sitozolik glukokinaz mRNA seviyeleri arasinda bir korelasyon mevcuttur'>>*%,

Glukokinaz gen ekspresyonunun negatif efektorii ikincil mesajcis1 cAMP
olan glukagondur’. Insiilin ve glukagon glukokinaz gen ekspresyonunun en &nemli

regiilatorleridir. Bu hormonlarin etkilesimi iki sekilde gergeklesmektedir:

1- Genin niiklear transkripsiyonu oOncelikle mRNA miktarin1 arttirir ve devaminda
glukokinaz protein sentez hizini arttirir ki, bu hizli cevaptir.

2- Transkripsiyon hizinin ve mRNA seviyesinin azalmasindan sonra enzim aktivite
seviyelerinin duragan durumlar sitozolde proteinin stabilizasyon veya destabilizasyonu

icin devam eder"’.

Insiilin ve glukagon, glukokinaz mRNA seviyelerinin diizenlenmesinde
transkripsiyonel/post-transkripsiyonel basamaklarda birbirleriyle zit gorev yaparlar®. Ayrica,

glukokortikoidler ve tiroid hormonlarinin, in vivo glukokinaz sentezinin insiilin araciligiyla

16,20

indiiklenmesinde bulunmalar1 esastir'®”’. Insiilin, in vivo hepatik glukokinaz sentezini,
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glukokinaz mRNA’sim1 arttirarak diizenler; bu etki glukokortikoidlerin veya tiroid

hormonlarimn eksikligi ile ve de cAMP’nin zit etkisi ile azaltilir™.

Hiicreye spesifik ekspresyon ve regiillasyondan sorumlu olan hepatik
(downstream) glukokinaz promoter bolgesi hakkinda ¢ok az bilgi bulunmaktadir. Transgenik
ratlarda fiizyon gen ¢aligmalarinin sonucu, hepatositlerde transkripsiyon baglangic bolgesinin
yanindaki korunmus diziler, karacigerde pozisyon bagimsiz ekspresyon i¢in ya da insiilin
tarafindan diizenlenmek icin gerekli degildir. Ayrica DNaz I hipersensitive (DNaz’a kars1 asir1
duyarli bolgeler) haritalama c¢aligmalarina goére downstream glukokinaz —promoteri,
regiilasyonda diger bircok calisilmus hepatik genden ¢ok daha karmagsiktir**®. Glukokinaz
geninin kromatin yapisi, DNaz I hipersensitive (Hss) bolgelerinin tanimlanmasiyla geligim
boyunca incelenmistir. Hss bolgeleri, cap bolgelerinin -8 kb ile +4 kb boliimleri arasinda
bulunur. 5 tane Hss bolgesi bulunmustur; 4 tanesi karacigere 6zgii cap bdlgelerinde
bulunurken, spesifik olmayan bir bolge ise ilk intronda bulunmaktadir. Bu 5 bolge, fetusta
mevcuttur, fakat cap bolgesinin upstreaminde yer alan 2 proksimal bolgenin etkinligi

dogumdan sonra artmaktadir™.

Sterol regiilatér element-baglayici protein-lc (SREBP-1c), hepatositlerde
hepatik glukokinaz transkripsiyonunda aktivator olarak rol oynamaktadir®’. Kolesterol ve yag
asit metabolizmasindaki transkripsiyon faktorlerinin yer aldigi ailede bulunan SREBP-

88,89,

Ic nin hepatik glukokinaz gen transkripsiyonunda insiilinin etkilerine aracilik ettigi

diistiniilmektedir'**

. Bunun aksine transgenik hayvanlarin karacigerinde, SREBP-1c’nin
overekspresyonunun glukokinaz mRNA seviyelerini etkilemedigi gozlenmistir’. Ancak bu
sonuca ragmen SREBP-1c’nin hepatik glukokinaz ekspresyonundaki roliiniin belirlenmesi,
downstream glukokinaz promoterinin insiilin ve diger hormonlar tarafindan nasil regiile
edildiginin anlagilmasinda yardimer olabilir'®. Son yillarda yapilan calismalarla hepatik
glukokinaz promoterinde 2 tane fonksiyonel SREBP-1c cevap elementi tanimlanmistir.

SREBP-1c¢’nin, SREa ve SRED olarak adlandirilan bu yapilara baglanarak hepatik glukokinaz

promoterini aktive ettigi ve insiilinin etkilerine bu sekilde aracilik ettigi diisiiniilmektedir®.
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Peroksizomal proliferator-aktive edici reseptor (PPAR)-y, karacigerde
glukokinaz ~ ekspresyonunu aktive eden faktorlerden biridir. PPAR-y, ligand-bagimlh
aktivasyon bolgesini (AF-2) de iceren niiklear hormon reseptdr ailesinin bir iiyesidir’'. PPAR-
v, PPAR cevap elementi olan PPRE (peroksizomal proliferator cevap elementi)’ ye baglanarak
hedef gen transkripsiyonunu aktive eder. PPAR-y agonistleri, pankreatik [ hiicrelerinde
periferal insiilin duyarliligin1 ve glukoz sensing yetenegini arttirirlar. Karacigerde glukokinaz,

PPAR-y’nin direkt hedefidir, PPRE’ye baglanarak glukokinaz transkripsiyonunu aktive eder’”.

Hepatik glukokinaz gen ekspresyonu, insiilin yoklugunda yiiksek
konsantrasyonlardaki fruktoz-2,6-bifosfat (F-2,6-P2) seviyeleriyle kontrol edilebilir. Aslinda bu

etki sasirticidir, ciinkii hepatik gen ekspresyonlar insiilin bagimh gerceklesir'"'*%"",

Glukokinaz gen ekspresyonunun indiiklenmesi icin insiilin tarafindan sinyalin,
fosfotidilinozitol 3-kinaz (PI;-K) {izerinden protein kinaz B (Akt)’ye iletilmesi

gerekmektedir%. Akt’nin aktivasyonu (fosforilasyonu) glukokinaz gen ekspresyonunun

indiiksiyonunu dogurur. Akt fosforilasyonundaki degisiklikler, hepatik F-2,6-P2 artisiyla

paraleldir. F-2,6-P2 seviyeleri ve Akt fosforilasyonu insiilinin indiikledigi glukokinaz gen
ekspresyonunda rol aliyor olabilir. Bununla ilgili 2 olas1 yol kabul edilebilir:
1-Insiilin ve F-2,6-P2, Akt’nin diizeylerine gore belli bir noktada birlestikleri
farkli upstream yolaklarinda gorev alirlar.
2- F-2,6-P2 Akt aktivasyonu ve glukokinaz gen ekspresyonunun artisi igin

insiilin sinyal yoluna aracilik eder™.
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Sekil 10. Hepatik GK gen ekspresyonunun stimiilasyonunda F-2,6-P, nin rolii **

2.4.3. Glukoz Alimi Ve Homeostazinda Glukokinazin Onemi
2.4.3.1. Pankreas B hiicre Glukokinazinin Rolii

Glukokinaz, B hiicrelerinde insiilin sekresyonunun kontroliinde ¢ok 6nemli
bir role sahiptir. Bu hiicrelerde glikoliz hizinin neredeyse tiim kontrolii, glukokinaz kullanimi
ve glukoz metabolizmasina bagh olan insiilin sekresyonunun elindedir'®. Glukokinaz, f

hiicrelerinde enterik hormonlar ve asetilkolin tarafindan insiilin salintmina olanak saglalr.9

B hiicrelerinde azalmis glukokinaz aktivite seviyesi bilyiik bir olasalikla
hiperglisemiden kaynaklanir ve azalmis gen ekspresyonunun sonucu olarak MODY-2
(maturity onset diabetes of the young, tip 2) meydana gelir. Glukokinazin B hiicrelerinde
glukoz alicist olarak gorev yaptigi kanitlanmistir. Glukokinazin glukoz tarafindan indiiklenen

insiilin sekresyonunda baskin bir role sahip oldugu agiktir'®.

Glukokinazin B hiicrelerindeki roliinii anlamak i¢in enzimin feedback yoluyla
kontrol edilemedigi bilinmelidir. 0-25 mmol/l araliginda glukozun primer metabolik etkilerine

dayanan derecelenmis sigmoidal bir konsantrasyon verir, ancak bu fizyolojik hiicresel cevap
(ozellikle sitozolik Ca*2 ve GSIR (glukozun uyardig insulin salimmi))’ daki artis 5 mmol/l

glukozda kontrol edilir. Bu, adenin niikleotid kontrollii K* kanali ve voltaj diizenleyici Ca*
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kanali ile ilgilidir. Fizyolojik, farmakolojik ya da mutasyonel olarak sistemin bu 3 gerekli
boliimiinden birinin ortadan kalkmasi, GSIR icin baslangici degistirebilir. Fizyolojik baslangi¢
5 mmol/l glukozdadir, glukoz, birincil uyarandir ve standart kosullarda glukokinaz kapasitesi
%25-30 oldugunda, glukokinaz tarafindan ayarlanir. Glukoz diger yakitlarla ya da noro-
endokrin modifiye edicilerle birlikte kullanildiginda baslangic noktas: diisiiktiir. B hiicrelerinde
glukoz Sys’i diisiirmek, ke, ’1 ylikseltmek, glukokinaz ekspresyonunu arttirmak baslangic
noktasini sola kaydirir ve maksimal cevabi genisletir, ancak ATP i¢in K, artisini igceren ters

yondeki modifikasyonlar saga kaydirir ve GSIR 1 diisiiriir’.

Glukokinaz, B hiicrelerinde glukoz ve enerji metabolizmasinda hiz belirleyici
olarak gorev almakta ve bu essiz regiilator roliinden dolayr diabetes mellitus genine aday

olarak kabul edilmektedir®'.

2.4.3.2. Hepatik Glukokinazin Rolii

Glukokinaz, hepatik glukoz metabolizmasi i¢in gereklidir. Aslinda plazma
glukoz konsantrasyonu iizerinde nispeten kiiciik bir etkisi vardir. Hepatik glukokinaz hasari,
etkileri, sadece hiperglisemik durumlar altinda ortaya c¢ikar. Glukoz turn-overindaki hata,

glukoz atiminda, hepatik glikojen sentezinde ve insiilin sekresyonunda goriiniir hale gelir.

Hepatik glukokinaz eksikliginde, glukoz konsantrasyonundaki degisimlere
cevabi diizenleyen genlerin yapisinda bozulmalar meydana gelir. Bu durumdan yola ¢ikilarak
hepatik glukokinazin karacigerde de, B hiicrelerinde oldugu gibi glukoz alicisi olarak rol aldig:
gozlenmistir.

Hepatik glukokinaz, noronal regiilatoriin fonksiyonu igin veya insiilin

sekresyonunu kontrol etmede gorevli olan faktoriin salinimi icin gereklidir.

B hiicrelerinin yan1 sira karacigerde de glukokinaz ekspresyonundaki

degisim, MODY-2 patogenezine katkida bulunmaktadir.

Yapilan ¢aligmalarda elde edilen kanitlar, hepatik glukokinaz hiperglisemi

boyunca, hepatik glukoz kullaniminin belirlenmesinde ©nemli bir rol oynadigin
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dogrulamaktadir. Aym1 zamanda hepatik glukokinaz , glukoza cevapta rol alan diger hepatik

genlerin indiiklenmesini de saglar'.

Yapilan calismalar sonucunda, glukokinaz gen mutasyonlarinin, hepatik
glukoz {iiretimi ve glikojen sentezinin anormal regiilasyonu ile beraber oldugu
gosterilmistir™*°.

Hepatik glukokinaz, glukoz homeostazinda esastir. Glukoz homeostazinda
hepatik glukokinazin Onemi, enzimin organ spesifik overekspresyonunda hipoglisemik
etkisiyle ortaya cikar. Hepatik parankimal glukokinaz, yiiksek kapasiteli glukoz disposal
sistemin bir parcasidir, diisiik kapasiteli regiilator glukoz sensor sistemi ile kontrast haldedir.

Yiiksek kapasiteli hepatoparankimal hiicreler, glikojen sentezi ve mobilizasyonu i¢in (glukoz

6-P ve glukoz tastyicist Glut 2 dahil) tiim enzimatik diizenegi icerir'

Voltaj duyarh Adenin nilk ko tid
Ca** kamah duyarh K* kanah

- Ghulolinaz Ghukolkinar
Gluknz—ﬁ P Yiiksek K. GLUKEOZ Yiiksek .. )

' . g
INSTLIN
Glikopn Piritvat ‘h o Wl
[+ [Ca**] *
.u:n*
(23] J

HEPATOSIT p Hil CRESI

Sekil 11. B hiicresi ve hepatik GK’nin glukoz dengesindeki rolii !

2.4.4. Glukokinaz Regiilator Proteini (GKRP)
Karacigerde glukokinaz aktivitesinin diizenlenmesi, glukokinazin glukozla

olan ilskisini yarismali olarak inhibe eden 68 kDa’lik glukokinaz regiilatdr proteini

12,97,98

tarafindan ve gen ekspresyonunun hormonal kontrolii ile saglanir®. Glukokinaz regiilator
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proteininin affinitesi fruktoz 6-P tarafindan arttirtlirken, fruktoz 1-P varligi bu duruma ters etki
yapar'>"'%_ Fruktoz 1-P ile tedavi edilen rat hepatositleri glukokinaz aktivite artisini tetikler,
F-1-P’nin glukokinaz regiilatér proteinine baglanmasi, glukokinaz regiilator proteininde
konformasyonel degisikliklere neden olur, bu durumda glukokinaza affinitesini azaltir'?,
Glukokinaz regiilator proteini, aclik durumunda glukokinazin hiicre i¢indeki yerine karar verir

97,101

ve niikleustaki enzimleri bir tarafa ayirir . Bu mekanizma, yemekten sonra olusan

ekstraseliiler glukoz veya fruktoz konsantrasyonuna cevap olarak, enzimin sitoplazmaya hizl

97,102

bir sekilde gecisini saglar

Glukokinazin hepatosit niikleusuna translokasyonu icin glukokinaz regiilator

proteini  gereklidir'®*'*

. Glukokinaz regiilator proteinine baglandiktan sonra, metabolik
cevrede serbest kalmasini gerektirecek bir durum olana kadar, glukokinaz niikleusta kalir.
Niikleusta olusan sinyal mekanizmasi, glukokinazin niikleustan disar1 ¢ikmasim saglar.
Glukokinaz, glikojen sentezinin aktivasyonunda onemli bir role sahiptir ki, glikojen sentezi
glukokinazin sitozolde translokasyonu sirasinda gerceklesir'®'*. Glukokinazin niikleustan
sitoplazmaya translokasyonu, yiiksek glukoz konsantrasyonu varhgmnda gerceklesir'®"'®.
Glukokinaz regiilator proteinin fizyolojik rolii, glukokinazin fonksiyonel rezervlerinin
yemekten sonra hizli bir sekilde salinabilmesini saglamaktir'>. Glukokinaz regiilatdr proteini,

sadece karacigerde islevseldir, pankreatik f hiicrelerinde rol oynamaz'*"’".

N-asetilglukozamin, mannoheptiiloz, palmitoil Co-A ve glukokinaz regiilator
proteini, glukokinaz aktivitesini glukoz ile ilgili olarak, rekabete dayali bir bicimde

engeller®®,

N-asetilglukozamin ve mannoheptiiloz glukoz ile analogtur ve bunlarin
glukokinazin agitk ve kapali konformasyonlarinin katalitik  bolgesine  baglandigi
diistiniilmektedir, oysa palmitoil Co-A ve glukokinaz regiilator proteini, farkli olarak allosterik

bolgelere baglamr’. Glukokinaz regiilatér proteini, allosterik bdlgeye baglanarak katalitik

bolgenin glukoza olan ilgisinde degisikliklere neden olur®’.
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2.4.5. Glukokinaz Aktivatorleri

Glukokinaz enzim aktivitesini artiran kimyasal bilesenler, glukokinaz
aktivatorleri (GKA) adim1 almaktadir. GKA;, GKA,, RO-28-1675 ve bilesik A olarak
tammlanan bu aktivatorler glukokinazi direkt olarak aktive ederler. Glukokinaz
aktivatorlerindeki en ufak bir degisiklik, glukokinazin glukoza olan ilgisini
etkilemektedir ®**'".

Glukokinaz aktivatorlerinin tiiredigi en onemli bilesik RO-28-0450’dir,
rasemik bir bilesiktir, R ve S enantiomerleri sentezlenir. R enantiomeri, RO-28-1675’tir, giiclii
bir glukokinaz aktivatoriidiir. S enantiomeri olan RO-28-1674 inaktiftir'”’. RO-28-1675, doza
bagimhi olarak, glukokinazin glukoz S,s’ini azaltirken, enzimin V. i arttmr'® ', Hill

katsayis1 ve ikinci substrat olan ATP’ye enzimin ilgisinde bir degisiklige neden olmaz'""'%,

RO-28-1675’in oral dozlar1 kan glukoz seviyesini diisiiriir”"'""'%

, plazma insiilin seviyelerini
arttirir'®, inaktif stereoizomer RO-28-1674%iin herhangi bir etkisi yoktur. RO-28-1675,
pankretik adaciklarda GSIR (glukozun uyardigi insulin salinimi) i¢in gerekli olan glukozun

69,108

esik degeri konsantrasyonunu dusiiriir , B hiicrelerinde glukoz metabolizmasini1 aktive

107108 ve karacigerde glukoz kullanimimi stimiile eder'®’.

ederek insiilin salimimini tesvik eder
RO-28-1675, pankreatik adaciklarda sadece glukoz ortamda bulundugu zaman sitozolik Ca*

miktarlarinin artisim stimiile eder””.

GKA; ve GKA,, hepatositlerde glukoz metabolizmasinda, glukoz
fosforilasyonu, glikoliz ve glikojen sentezinin diizenlenmesinde giiclii aktivatorlerdir. GKA| ve
GKA,, glukokinazin glukoza olan ilgisini 4-11 kat arttirmaktadirlar. Glukokinaz regiilator
proteininden bagimsiz bir mekanizmayla etki gosterirler”. Hepatosit metabolizmasinin glukoza
olan ilgisini arturirlar. GKA; ve GKA,, glukokinazin niikleustan sitoplazmaya

97,98
translokasyonuna neden olur™”

, ancak glukokinazin glukokinaz regiilatdr proteininden
ayrilmasina bir etkileri olmaz”. GKA,, glukokinazin ilgisini yarigmali inhibitorlerden olan

mannoheptiiloza arttirirken, bir baska inhibitor olan palmitoil Co-A ve glukokinaz regiilator

proteinine olan ilgisini etkilemez. Rat karacigerinde, insan karacigerinde ve insan J3



-36 -

hiicrelerinde ayni1 benzer aktiviteyi gosteren glukokinaz aktivatorleri mukayese edildiginde

GKA, nin GKA,’den daha giiclii bir etkiye sahip oldugu gozlenmistir’™.

Son yillarda yapilan caligmalarda farkli glukokinaz aktivatorleri de
kesfedilmistir. 2-(S)-cyclohexyl-1-(R)-(4-methanesulfonylphenyl)-cyclopropanecarboxylic
acid thiazol-2-ylamide (LY2121260), bu aktivatorlerden biridir. Bu aktivator glukokinaz
aktivitesini, enzimin allosterik bolgesine baglanarak arttirir. LY2121260, pankreatik hiicrelerde

insiilin sekresyonunu glukoza bagimli olarak stimiile eder ve hepatositlerde glukoz kullanimini

arttirir'®.
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Sekil 12. GK’nin LY2121260 ile aktivasyonu. A. Farkli glukoz konsantrasyonlarinda, 10uM
LY2121260 yoklugunda (e) ve varliginda (o) gozlenen GK aktiviteleri. B. 2mM (o) ve 10 mM
() glukoz konsantrasyonunda GK’nin LY2121260 tarafindan doza bagimli aktivasyon

egrisi'”

2.4.6. Tiroid Hormonlar1 ve Glukokinaz

Tiroid hormonlari, glukoz turnoverini hizlandirmak suretiyle kan glukoz
diizeyinin regiilasyonuna katkida bulunurlar. Tiroid hormonlarinin, karacigerde glukoz
kullanim hizin1 stimiile eden mekanizmasi, farkli tiroid durumlarinin glukokinaz gen
ekspresyonu {izerindeki etkilerinin incelenmesiyle belirlenmistir”®. Tiroid hormonlarinin

fizyolojik oranlari, in vivo ve in vitro kosullarda hepatik glukokinazin indiiksiyonunda
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15,16

esansiyel faktordiir . Ratlarda plazma triiodotironin konsantrasyonu, dogumdan sonra 5. ile

25. giin arasinda maksimal diizeye gelinceye kadar derece derece artmaktadir''”.

Tiroid hormonlar1 glukokinaz gen transkripsiyon hizini, fizyolojik dongiisel

konsantrasyonlar1 dahilinde hizlica arttirir'>'""

. Dongiisel triiodotironin seviyeleri, artan
karbonhidrat tiiketimi ile birlikte gozlenir, bu durum glukokinaz aktivitesinin indiiksiyonunu
provoke eder”’. Tiroid hormonlarmimn, glukoz kullanimiin regiilasyonunda olduk¢a énemli bir
etkisi vardir. Rat karacigerinde glukokinaz ekspresyonu, sentezi ve degradasyonu insiilin,
glukagon, glukokortikoiler ve tiroid hormonlarini iceren coklu hormonal kontrol altindadir'>'®.
Transkripsiyonal evrede insiilin tarafindan indiiklenir'’ ve pretranslasyonel evrede ikincil
mesajc1 cAMP yoluyla glukagon tarafindan baskilamr'>'?°. Ayrica besin alimindan sonra ve
besin alimimin devaminda  glukokinaz  aktivitesinin maksimal cevabi  sadece

glukokortikoidlerinls’20 ve tiroid hormonlarinin varlifinda meydana gelirl6‘22.

Karacigerde metabolizmanin  regiilasyonunda tiroid  hormonlarinin
gorevlerinden biri, lipogeneze katilan enzimlerin diizenlenmesinin indiiksiyonunda gorev
almaktir'''"* Glikolizin ilk basamaginda glukozun fosforilasyonu ve glukozun yag asitlerine
doniisiimii i¢cin gerekli olan glukokinaz ayni zamanda lipogenik bir enzim olarak goriilebilir.
Bu nedenle tiroid hormonlarinin glukokinaz indiiksiyonu iizerinde etkileri beklenir. Aslinda
glukokinaz gen ekspresyonunun regiilasyonu tiroid hormonlar1 tarafindan ayarlanan insiilin ile

saglanir'>*

. Tiroid hormonlari, glukokinazin insiilin tarafindan regiilasyonuna izin verir. Tj,
hepatik glukokinaz transkripsiyonunu direkt stimiile eder”. Tiroid hormonlari, insiilin

sekresyonunu direkt olarak etkilemezler'"’.

T3’tin  subfizyolojik konsantrasyonlart glukokinaz gen ekspresyonunda
anlamli bir artisa neden olur. Bu da tiroid hormonlariin fizyolojik dongiisel
konsantrasyonlarinin genin degisiminde ve dolayisiyla glukoz kullaniminin regiilasyonunda
onemli bir rolii oldugunu desteklemektedir. T3, glukokinaz gen ekspresyonu iizerindeki etkisini

. . . . . - 15
sadece transkripsiyon seviyesinde gosterir ~.
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Tiroid hormonunun, in vivo glukokinaz gen transkripsiyon artigina etkileri
farklt mekanizmalarla aglklanmlstlrlsz
1- T3, diger hormonlarin (veya reseptorlerinin) seviyelerini etkileyerek glukokinaz
iizerine etki eder, boylece glukokinaz ekspresyonunu indirekt olarak regiile etmis olur. Farkli
durumlarla da karsilasilabilinir, 6rnegin hipotiroid ratlarda diizenlenen insiilin seviyeleri
aktivitesine etki etmez.
2- T3, seliiler seviyede indirekt mekanizmalar yoluyla etkisini gosterebilir ki bu
soyledir, T3 responsive (cevap) genlerinin transkripsiyonunu etkinlestiren araci polipeptidlerin

sentezini indiikleyen ikinci mesajc1 sistemleri aktive ederek bu etkisini gosterir.

Glukokinaz transkripsiyon ve aktivasyonunun hormonal kontrolii, karaciger
ve pankreasta farklilik gosterir. Karacigerde Ts’iin enzim {iizerinde stimiile edici etkisi
bilinmektedir. Tiroidektomi uygulanan ratlarda glukokinaz aktivite ve mesajinda azalma

15,20,22

sozkonusudur . T5’lin hepatik glukokinaz iizerindeki stimiilator etkisinin aksine, RIN-m5F

hiicrelerinde glukokinaz enzim aktivitesi iizerine etki yapmamakta ve glukokinaz mRNA

115,116

seviyelerinin azalmasina neden olmaktadir T3’tn glukokortikoidlerin indiikledigi

glukokinaz aktivitesine izin veren etkisi hepatositlerde gozlenirken, pankreasta boyle bir durum
s6z konusu degildir'".

T;’tin glukokinaz aktivitesi ve mRNA’s1 lizerindeki etkilerinde retinoik asitin
(vitamin A’nin aktif metaboliti) de varligindan bahsedilebilir’'. Glukokinaz mRNA birikiminin

"7 Triiodotironin ve

triiodotironin ve retinoik aside cevabi, insiiline olan cevabindan farklidir
retinoik asit varliginda hepatositlerde, glukokinaz mRNA yar1 6mrii (t;, 27-38 dak ), insiilin
varhgindaki yari omriine (t;,, 90 dak) gore daha hizhdir'”. Bu durum, transdiiksiyon
yolaklarinin farkli oldugunu desteklemektedir. Karaciger glukokinaz gen ekspresyonunun,

triiodotironin veya retinoik asit tarafindan indiiklenmesi olasidir’''®. Bu bilesikler kendi

reseptorleri tarafindan, 6zellikle transkripsiyonel seviyede etki ederler?'.
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3. GEREC VE YONTEM

Bu calisma Gazi Universitesi T1p Fakiiltesi Biyokimya Ana Bilim Dali

arastirma laboratuvarinda gerceklestirilmistir.

3.1.Kullanilan Gerecler
3.1.1. Deney Hayvanlari
Bu c¢aligmada Saglik Bakanligi Hifsizsthha kurumu hayvan yetistirme

boliimiinden saglanan 200-250 gr agirligindaki Sprague Dawley erkek ratlar kullanilmistir.

3.1.2. Kullanilan Aletler
Santrifiij (Damon IEC,B-20 A sogutmali, BHG Hermle Z 380)
Homojenizator ( Virtis -Virtishear )
Spektrofotometre (Shimatzu UV-1601)
Ultrasantrifiij (Sorvell)
Tiroit 6l¢timil (Tosoh)
HbAlc (olympus)
Hassas Terazi (Shimadzu, AX 220 )
pH-metre ( Jenway 3510)
Glucometre IT ( Ames )
Glucostix ( Ames )
Vortex ( Heidolph Reax 2000 )
Manyetik Karistiric
Kuartz kiivet
S1vi Azot Tankt
Deep Freezer
Otomatik mikro pipetler
Biyokimya anabilim dali arastirma laboratuvarinda biyokimyasal analizler icin

bulunan gerekli malzemeler kullanildi.
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3.1.3. Kullanmilan Kimyasal Maddeler

Streptozotosin, Folin & ciocaltu’s fenol reaktifi, BSA (Bovine serum
albumin), EDTA, Glisilglisin, Magnezyum siilfat, ATP (disodyum tuzu), NADP*, Glukoz,
Potasyum kloriir, Glukoz-6-fosfat dehidrogenaz, N-asetilsistein; Sigma kullanildi.

Sodyum Karbonat, Sodyum Hidroksit, Na-K tartarat, Bakir Siilfat; Merck
kullanildi.

Ketamin Hidroklorid (ketalar); Eczacibasi kullanildi.

Insiilin; Nova Nordiks kullanild.

3.2. Uygulanan Yontemler
3.2.1. Deney Hayvanlarimin Hazirlanmasi

Ratlarda diabet olusturmak amaciyla streptozotosin (55mg/kg) distile suda
eritilerek intraperitoneal olarak uygulandi. Uygulamadan iki, ii¢ giin sonra poliiiri, polidipsi,
glikoziiri gozlendi. Kan glukozu 300 mg/dl ve iizerindeki ratlar diabetik olarak kabul edildi.
Calisma her grupta 10 adet olmak iizere toplam 60 adet rat kullanilmasi planlanmistir. 8 grup

olusturuldu.

Grup 1: Kontrol (K): Ratlar standart sartlarda 5 hafta boyunca izlendi.

Grup 2: Diabet (D): Intraperitoneal tek doz streptozotosin (55mg/kg) enjekte
edilerek ratlarda diabet olusturuldu ve 5 hafta boyunca izlendi.

Grup 3: Diabet + Insiilin (D+1): Ratlara intraperitoneal tek doz streptozotosin
(55mg/kg) enjekte edilerek diabet olusturuldu ve 5 hafta boyunca insiilin (7-10U/kg/giin,sc)
verilerek izlendi.

Grup 4: Tiroidektomi (T): Tiroidektomiyi (21 giin sonra) takiben 5 hafta

boyunca standart sartlarda takip edildi.

Grup 5: Diabet + Tiroidektomi (D+T): Tiroidektomiyi takiben 21giin sonra
intraperitoneal tek doz (55mg/kg) streptozotosin ile diabet olusturuldu ve 5 hafta boyunca takip

edildi.
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Grup 6: Diabet + Tiroidektomi + Insiilin (D+T+I); Tiroidektomi + Diabet

olusturulan ratlara 5 hafta boyunca insiilin (7-10U/kg/giin,sc) verilerek izlendi.

Grup 7: Tiroidektomi + Diabet + Insiilin + Yarim doz T, (T+D+i+T4/2):
Tiroidektomiyi takiben 21 giin sonra intraperitoneal tek doz streptozotosin (55mg/kg) enjekte
edilerek diabet olusturuldu ve 5 hafta boyunca insiilin (7-10U/kg/giin,sc) ve yarim doz T,
(2,5ng/kg) verilerek izlendi.

Grup 8: Tiroidektomi + Diabet + Insiilin + Tam doz T, (T+D+i+T)):
Tiroidektomiyi takiben 21 giin sonra intraperitoneal tek doz streptozotosin (55mg/kg) enjekte
edilerek diabet olusturuldu ve 5 hafta boyunca insiilin (7-10U/kg/giin,sc) ve tam doz Ty (5
pg/kg) verilerek izlendi.

Daha sonra hayvanlara ketalar anestezisi verilerek karaciger dokular1 alindi.
Dokular s1v1 nitrojende dondurularak —70 derecede calisma siiresine kadar saklandi.

NOT: Tiroidektomi i¢in gerekli olan cerrahi operasyon Prof Dr. Atilla Engin

tarafindan yapildi.

3.2.2. Metodlarin Uygulanmasi
3.2.2.1. Doku Protein Tayini

Metot: Lowry metoduyla, sigir serum albiimini standart kabul edilerek
caligtldi'®,

Reaktifler: Sodyum Karbonat, Na-K tartarat, Bakir siilfat, Sodyum
hidroksit, Folin& ciocaltu’s fenol reaktifi, Bovin Serum Albiimin (BSA) kullanildi.

Metodun Uygulanisi: Standart, Bovin Serum Albiimin 1 mg/ml olacak
sekilde hazirlandi. 10 pl siipernatan + 90 pl distile su + 2 ml reaktif karigimi ilave edildi ve 20

dakika oda 1sinda bekletildi. Sonra 200ul folin eklendikten sonra vortexlenen karisim 40

dakika oda 1sinda bekltildikten sonra 750 nm’de kore karsi spektrofotometrede okutuldu.
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Hesaplama; DU/DS X Std kons. = mg/ml olarak verilir.
DU = numune optik dansitesi
DS = standart optik dansitesi

Std. Kons. = standart konsantrasyonu

3.2.2.2. Serum Tiroid ve HbA1c Tayini
Serum tiroid diizeyi Tosoh Immunoassay Sistemi (kemiluminisans
immunassay) ile ol¢iildii. HbAlc diizeyi ise Olympus Otoanalizorii ile, hemolize tam kanin

tiirbidimetrik inhibisyon immunassay esasina gore tayin edildi.

3.2.2.3. Karaciger Dokusunda Glukokinaz Enzim Aktivitesi Tayini''*'>"!2>!231%

Prensip : Glukokinaz tarafindan fosfatlanan glukoz, glukoz-6-fosfat olarak,
deney ortamina eklenen glukoz-6-fosfat dehidrogenaz tarafindan kullanilirken NADP de
rediikte olur. NADP 340 nm’de takip edilir. Bu miktar glukokinaz enzim aktivitesi ile

iligkilendirilir.

Karaciger Dokusunun Hazirlanmasinda Kullamlan Cozeltiler '*'
0.15 M KCl1 pH 7.0 olacak sekilde :

0.004 M MgSO,, 0.004 M EDTA, 0.004 M N-asetilsistein icerir.

Glukokinaz Metodu icin Karaciger Dokusunun Elde Edilmesi
Her bir rat karaciger homojenat1 (%33, w/v) 2 hacim tampon ile Virtishear

homojenizatoriinde hazirlanir.

Bu ham homojenat 40000 X g de 25 dakika santrifiij edildikten sonra iist faz
125000 X g de 60 dakika daha santrifuj edilir. Ust faz glukokinaz enzim tayini yapmak icin
Walker ve Parry metoduna gore kullamlir'”®. Degisik miktarlarda substrat ve tampon iceren

cozeltiye farkli miktarlarda siipernatant ilave edilerek maksimum absorbans bulunur.
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Glukokinaz Metodunda Kullamlan Cozeltiler
Glisilglisin tamponu, 0.25 M pH 7.5

Magnezyum siilfat, 0.075 M

ATP (disodyum tuzu), 0.075 M pH 7.0 de notralize edildi
NADP?, 0.0075 M

Glukoz, 0.75 M

Potasyum kloriir, 1.0 M

Glukoz-6-fosfat dehidrogenaz 40 iinite/ml olacak sekilde seyreltildi.

Karaciger Dokusunda Glukokinaz Aktivite Tayini
Numunenin eklendigi karigimin igerigi;

0.3 ml glisilglisin tamponu,

0.15 ml magnezyum sulfat,

0.1 ml ATP,

0.1ml NADP*,

0.15 ml potasyum kloriir,

0.1 ml glukoz,

0.4 tinite glukoz-6-fosfat dehidrogenaz.

Bilinen miktar enzim (80 veya 50 uL) daha 6nce hazirlanmis olan ¢ozeltileri iceren
Kuartz tiiplere eklendi ve total hacim tampon ile 1.5 ml’ye oda sicakliginda tamamlandi.

340 nm’de numuneye, tampona kars1 10 dakikada 20 okuma yaptirildi.

340 nm’de gozlenen aktivite artig1 1 pmol/dakikada fosforile olan glukozun
glukokinaz aktivitesine karsilik gelmektedir. Bu siirede sadece 1mol NADP*, 1 mol glukoz
fosforilasyonu i¢in rediikte olmaktadir.

6-fosfoglukonat dehidrogenaz aktivitesinin varligt herbir fosforile olan

glukoz igin 2 mol NADP" rediikte etmektedir.
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Ham doku hazirlanmas1 ayrica diisiik-Km  hekzokinaz  aktivitesi
kapsamaktadir. Bunun i¢in de bir diizeltme yapilir ve 0.2 ml 0.00375 M glukoz, karisim iceren

kuartz tiiplere eklenir ve bulunan aktivite degeri ¢ikarilir (anlamli deger bulunmadi) .

ATP hari¢ tiim cozeltileri igeren tiiplerde gozlenen ¢ok diisiik optik dansite

artis1 i¢in, numunelerde diizeltme yapilabilir ' .

1 {inite aktivite = 1 pmol glukoz/dakika da normal kosullardaki

fosforilasyonunu katalizleyen enzim miktaridir.

Spesifik aktivite = unite/mg protein’dir, sonu¢lar mU/mg.protein olarak

verildi.

3.2.2.4. Sonuclarin Analizi
Elde edilen veriler, bilgisayarda ( SPSS 11,0 for Windows) istatistik paket

programu kullanilarak analiz edildi. Sonuglar ortalama * standart hata (SD) olarak verildi.

Degerler karsilastirilirken Mann Whitney U testi kullanildu.



4. BULGULAR

Bu calismada,
hormonlarinin, glukokinaz enzim aktivitesi iizerine olasi etkilerini incelemeyi amagladik. Tiim
gruplara ait agirlik (g), kan glukoz (mg/dl), HbAlc (%), serum serbest T;-T, (ng/ml) ve

karaciger doku glukokinaz enzim aktivitesi (mU/mg protein) degerlerinin istatistiksel sonuclari
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(ortalamazstandart hata) Tablo 4,5,6’da sunulmustur.

Tablo 4.Ratlarin agirlik (g), kan glukoz (mg/dl) ve HbAlc (%) degerleri

streptozotosin ile diabet olusturulmus ratlarda,

KAN GLUKOZU
Gruplar AGIRLIK (g) (mg/dl) HbAlc (%)
Kontrol
n=10 2354 +353" 1083 +£5.6 48+03
DM
n=10 1742 £23.2% 500.1 +£0.0® 121+£0.6%
DM + I
n=7 259.3 +24.6 ¢ 110.0 +13.3 ¢ 4.2 +0.0 2P
T
n=10 338.5 +36.4 ¢ 105.8 +12.4 "¢ 46+02"
T + DM
n=8 235.6+22.7" 487.4 £35.7° 6.0+08
T+ DM+ 1
n=9 239.5+33.0" 109.2 +9.0 " 5308
T+ DM+ I+T,/2 (2.5ug/kg)
n=4 225.0+5.7" 927 +4.0" 47 +0.1"
T+ DM+ 1+T4 (Spg/kg)
n=6 2323+25°" 92.6+3.0" 49+0.1"

a: Kontrol grubu ile karsilastirildiginda (p<0.05)

b: DM grubu ile karsilastirildiginda (p<0,05)

c: T+ DM grubu ile karsilastirildiginda (p<0,05)

DM: Diabetes Mellitus, I: insiilin, T: Tiroidektomi
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Tablo 5. Ratlarin serum serbest T; ve T, degerleri (ng/ml)

Serum Serbest T; Serum Serbest T,
Gruplar Seviyeleri (ng/ml) Seviyeleri (ng/ml)
Kontrol
n=10 3.8+0.6" 1.5+£02"
DM
n=10 1.3+£03% 0.59+0.2*
DM +1
n=7 43+08" 22+03"
T
n=10 1.4+0.08% 0.7+02%
T+ DM
n=8 14403 0.3+02%
T+ DM+ 1
n=9 2.6+09" 0.5+02%
T+ DM+ [+T4/2 (2.5png/kg)
n=4 2.55 £0.09 ™ 3.3+0.2 ¢
T+ DM+ I+ T4 (Spg/kg)
n=6 3.5+02" 3.7+0.2¢

a: Kontrol grubu ile karsilastirildiginda (p<0.05)
b: DM grubu ile karsilastirildiginda (p<0,05)
c: T+ DM grubu ile karsilastirildiginda (p<0,05)

DM: Diabetes Mellitus, I: insiilin, T: Tiroidektomi

Tablo 6. Karaciger dokusu glukokinaz enzim aktivitesi degerleri (mU/mg protein)

Gruplar GK enzim aktivitesi (mU/mg protein)
Kontrol

n=10 20.91 +4.46 P
DM

n=10 10.89 + 2.89 *b¢
DM+l

n=7 14.69 + 321
T

n=10 17.63 +4.22 2P
T+DM

n=8 17.74 £5.33"
T+DM-+

n=9 30.58 + 4.54 bc
T+DM+i+T4/2 (2,5ng/kg)

n=4 33.86 + 9.01 *P¢
T+DM+I+T, (Sug/kg)

n=6 62.29 + 15.87 P¢

a: Kontrol grubu ile karsilastirildiginda (p<0.05)
b: DM grubu ile karsilastirildiginda (p<0,05)
c: T+ DM grubu ile karsilastirildiginda (p<0,05)

DM: Diabetes Mellitus, I: insiilin, T: Tiroidektomi
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Grafik 1.Karaciger dokusu glukokinaz enzim aktivitesi degerleri (mU/mg protein)
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DM: Diabetes Mellitus, 1: insiilin, T: Tiroidektomi
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5. TARTISMA VE SONUC

Bu calismada, tiroidektomi yapilan ve streptozotosin (stz) ile kimyasal olarak
diabet olusturulan ratlarin karaciger dokularinda glukokinaz enzim aktiviteleri ol¢iilerek, tiroid

hormonlarinin enzim aktivitesi iizerine olas1 etkilerinin incelenmesi amaglandi.

Intraperitoneal streptozotosin enjekte edilen ratlarda iki ii¢ giin icinde diabet
semptomlar1 olan poliiiri, polidipsi, polifaji ve glukoziiri gbzlenmeye baslandi. Kan glukoz
diizeyleri 400 mg/dl ve lizeri olmasi ile diabetin olustugu saptandi. Bu durum HbAlc

diizeylerinin yliksek olmasi ile de desteklendi.

Diabetes Mellitusta tiroid hormon konsantrasyonlarinda farkliliklar oldugu
goriilmiis ve diabetin tiroid fonksiyonlarinda degisikliklere neden olabilecegi diisiiniilmiistiir’.
Deneysel olarak streptozotosin ve alloksan ile diabet olusturulmus hayvanlarda T; seviyesinin
onemli derecede diisiis gosterdigi ve bu diisiisiin insiilin tedavisi ile normale dondiigi
belirtilmistir**. Son yillarda yapilan calismalarda, diabette tiroid hormonlarimin karbohidrat
metabolizmasindaki bazi anahtar enzim aktivitelerinde degisikliklere neden oldugu

gosterilmistir®.

Glukokinaz, glukoz homeostazinda ve karbohidrat metabolizmasinin
regiilasyonunda 6nemli rol oynayan bir enzimdir. Glukokinazin, Matschinsky ve Ellerman’in
yaptigi ¢aligma sonucunda, insiilin iireten pankreatik B hiicrelerinde molekiiler glukoz alicist
olarak rol oynadigi, karacigerde glukozun glikojen formunda depolanmasinda enzimatik bir
adim olarak gorev yaptigi bildirilmistir™®. Pankreatik glukokinaz, plazma glukoz diizeyleri
tarafindan kontrol edilirken'*’* karaciger glukokinazi insiilin tarafindan regiile edilir'*'®.
Hepatik glukokinazin, glukoz kullanimi ve glikojen sentezinde oldukg¢a giiglii etkilere sahip
oldugu bilinmektedir. Glukokinaz ekspresyonundaki ufak bir degisikligin, kan glukoz

konsantrasyonunda 6lgiilebilir bir bozunmaya yol agtigi bildirilmistir'®"

. Yapilan caligmalar,
glukokinaz overekspresyonunun, intraseliiler glukoz 6-fosfat diizeylerini arttirdigini ve bu

durum sonucunda hem glikoliz hem de glikojen sentezinin tetiklendigini desteklemektedir.'’
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Rat karacigerinde glukokinaz ekspresyonu, sentezi ve degradasyonu insiilin,
glukagon, tiroid hormonlar1 ve glukokortikoidleri iceren coklu hormonal kontrol altindadir'™>'®.
Transkripsiyonel evrede insiilin tarafindan indiiklenir'’ ve pretranslasyonel evrede cAMP

yoluyla glukagon tarafindan baskilanr'>'"?

. Ayrica besin alimindan sonra glukokinaz
aktivitesinin maksimal cevab1 sadece tiroid hormonlarinin ve glukokortikoidlerin varliginda
meydana gelir'®*. Diabetik ratlara insiilin verilmesinin glukokinaz gen transkripsiyon hizini
arttirdignr  gosterilmistir. Glukoz geri beslemesinin ilk birka¢ saatindeki glukokinaz
mRNA’sinin artiginin insiilinin gen transkripsiyonu iizerindeki etkisinden kaynaklandigi
soylenmektedir. Transkripsiyon hizi ile sitozolik glukokinaz mRNA seviyeleri arasinda bir

3
korelasyon mevcuttur'>2%%

Spence ve arkadaglarimin®  yaptigi in vitro cahsmada, tiroidektomize
ratlardan elde edilen karaciger hiicreleriyle olusturulan kiiltiir ortamindaki hepatositler, 6nce T3
ile tedavi edilmis ve daha sonra insiilin veya deksametazon eklenmistir. Bu iiclii etkiyle
hepatositlerde artan glukokinaz aktivitesi gdzlenmistir. Bu etki, insiilin veya deksametazonun
tek baslarina olan etkilerinden ¢ok daha fazladir. Bu bulgular, hepatositlerde glukokinaz enzim
aktivitesi regiilasyonunun kompleks bir c¢oklu hormonal kontrol altinda oldugunu
desteklemektedir.

Karacigerde metabolizmanin  regiilasyonunda tiroid  hormonlarinin
gorevlerinden biri, lipogeneze katilan enzimlerin diizenlenmesinde gorev almaktir'''™',
Glikolizin ilk basamaginda glukozun fosforilasyonu ve glukozun yag asitlerine doniisiimii i¢in

gerekli olan glukokinaz, ayni zamanda lipogenik bir enzim olarak da kabul edilebilir. Bu

nedenle de tiroid hormonlarinin glukokinaz indiiksiyonu iizerinde etkileri olasidur.

Glukokinaz gen ekspresyonunun regiilasyonunda tiroid hormonlarinin rolii

olabilecegine iliskin az sayida literatiir ~bulunmaktadir'>*.

T;’tin  subfizyolojik
konsantrasyonlari, glukokinaz gen ekspresyonunda anlamli bir artisa neden olur. T; etkisini

. . . . . .15
transkripsiyon seviyesinde gosterir .
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Yapilan c¢alismalar sonucunda, karacigerde T;’iin glukokinaz {izerinde
stimiile edici etkisi oldugu diisiiniilmektedir. Tiroidektomi uygulanan ratlarda glukokinaz

15,20,22

aktivite ve mesajinda azalma gézlenmistir . Biz de calismamizda, bu literatiir bilgisiyle

uyumlu olarak tiroidektomi uygulanmig olan grupta enzim aktivitesinin azaldigim gozlemledik.

Narkewicz ve arkadaslarinin'?* yaptigi calismada, glukokinaz aktivitesinin ve

mRNA’sinin, rat karacigerinde ilk olarak dogumdan yaklagik 14 giin sonra ortaya ¢iktigi, ve
yiiksek karbohidrat diyetini takiben, aktivitesinin ¢cok hizli bir sekilde artudi ve Karaciger

glukokinazinin normal gelisimi i¢in tiroid hormonlar1 ve glukokortikoidlerin de gerekli oldugu
belirtilmistir.

Hoppner ve arkadaslar1® tiroid hormonlarimin rat karacigerinde, glukokinaz
gen transkripsiyonuna etkilerini incelemislerdir. Oncelikle a¢ birakilan ratlarda glukokinaz
mRNA diizeylerinin minimum seviyede oldugu ancak, karbohidrat bakimindan zengin bir
beslenmeden sonra glukokinaz mRNA’smin hizli bir sekilde yiikseldigi gozlenmistir.
Beslenmeden birkag saat sonra 6tiroid ratlarda insiilin diizeyleri, tiroidektomi uygulanmis olan
ratlarin insiilin seviyelerine kiyasla daha yiiksektir. Hipotiroidik ratlara intramuskuler insiilin
enjeksiyonu yapilarak insiilin seviyeleri arttirilmistir, ancak buna ragmen glukokinaz
aktivitesinde herhangi bir diizelme gozlenmemistir. T; verilmesi ile kisa bir zamanda
glukokinaz mRNA seviyelerinde bir artisin s6z konusu oldugu ve zamana bagl olarak artisin
devam ettigi bildirilmistir. Bu bulgular, bizim diabetik tiroidektomili grubumuzda insiilin

tedavisinin etkin olmadigin1 gésteren sonuclarimizla uyum icerisinde goriinmektedir.

Bizim caligmamizda streptozotosin ile diabet olusturulmus ve tiroidektomi
yapilan ratlarin karaciger dokularinda glukokinaz enzim aktivitesi incelenmistir. Diabetik
grupta glukokinaz enzim aktivitesinde kontrole gore anlamli bir diisiis gozlenmis, insiilin
tedavisinden sonra bu degisikliklerin bir miktar diizeldigi goriilmiistir. Buna karsin
tiroidektomili diabetik ratlarda insiilin tedavisinin enzim aktivitesini regiille etmedigi

saptanmugtir. Insiilin verilmis tiroidektomili diabetik gruba farkli dozlarda (Sug/kg ve 2,5
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pg/kg) tiroid hormonu uygulanmasiyla, enzim aktivitesinin doza baglh olarak regiile

edilebilecegi diisiiniilmektedir.

Bu bulgular sonucunda tiroidektomize edilmis diabetik rat karaciger dokusu
glukokinaz enzim aktivitesindeki degisiklikler tizerine insiilinin diizeltici etkisine, tiroid

hormonlarinin olasi1 katkisinin olabilecegi diigiiniilmektedir.
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6.0ZET
Calismamizda, streptozotosin ile diabet olusturulmus ve tiroidektomi yapilan

ratlarin karaciger dokularinda glukokinaz enzim aktivitesi incelendi.

Bes haftalik diabetik ratlarin karaciger dokusunda, glukokinaz enzim
aktivitesinde kontrol grubuna gore anlamli bir diisiis gozlendi.( p<0,05) Insiilin tedavisinden

sonra bu degisikliklerin bir miktar diizeldigi izlendi.

Bes haftalik tiroidektomili diabetik ratlarin karaciger dokusunda insiilin
tedavisinin glukokinaz enzim aktivitesini regiile etmedigi gézlendi. Ancak insiilin verilmis
tiroidektomili diabetik ratlara farkli dozlarda (Sug/kg ve 2,5 upg/kg) tiroid hormonu

uygulanmasiyla enzim aktivitesinin regiile edildigi saptandi.

Sonug olarak bu calismada, diabetik rat karaciger dokusunda, glukokinaz
enzim aktivitesinde meydana gelen degisikliklerin insiilin tedavisi ile normale doniisiinde tiroid

hormonlarinin olasi etkilerinin olabilecegi diisiiniildii.
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7.SUMMARY

In our study, our aim was to investigate the glucokinase enzyme activities of
liver tissues of streptozotocin diabetic, thyroidectomized and insulin and thyroid hormone
treated rats.

Our results showed that the glucokinase enzyme activities were decreased in
5 week-old diabetic rat liver tissues when compared with control group. Moreover it was

observed that the enzyme activities were slightly regulated by insulin treatment.

On the other hand, no changes were observed on the enzyme activities of 5-
week-old thyroidectomized diabetic rat liver tissues after the insulin treatment but they were

regulated by the various doses of thyroid hormone treatments.

As a result we can conclude that the normalised diabetic induce changes in
liver tissues of glucokinase enzyme activities after the insulin treatment may the depend on the

possible contributions of thyroid hormones.
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