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Normal ve T Uygulanmis Sicanlarda Karaciger Glikojen
Diizeyleri ve Fosforilaz Kinaz Aktivitesi
The Liver Glycogen Levels and Phosphorilase Kinase Activity
in Normal and T, Treated Rats

S. NEBIOGLU * D. NEBIOGLU** D. M. GIBSON***
GIRIS

Fosforilaz  kinaz enzimi glikojen metabolizmasinda glikojeno-
lizisi diizenleyen enzimlerdendir. Cesitli hormonlar, cAMP ve Ca”
gibi hiicresel regiilatorler araciligi ile enzimleri etkileyerek, metabo-
lik fonksiyonlari diizenler. Bu hormonlardan insiilin, glukagon ve
tiroksinin etkiieri glikojen metabolizmasi iizerinde agiklanmistir.

MATERYAL VE YONTEM
I. MATERYAL

Ditiyotreitol (DTT), Sigir serum albumini (BSA), Sukroz, 1,
2, 4 - aminonaftosiilfonik asit (ANSA), B - Gliserofosfat (1. dere-
ce), Amiloglukosidaz, Adenozin 5'- trifosfat (disodyum tuzu, kris-
tal, 1. derece), 8 - nikotinamid adenin diniikleotid (III. derece), Glu-
koz - 6 - fosfat dehidrogenaz (Tip XXI), Hekzokinaz (Tip C -300),
B - merkaptoetanol (B8 -ME), Kafein, Glikojen (Tip III), Glukoz
1 - fosfat (III. derece), 3,3', 5 - trityodo-L-tironin maddeleri Sigma
firmasmdan temin edildi.

Sorval Superspeed RC 2 - B soguk santrifiij, Beckman Model
L ultrasantrifiij, Bioforma derin dondurucu (—70°C), Gilford UV-
visible spektrofotometre, homojenizatorler, atilabilir tiip ve pipet
uglari, otomatik Gilson mikropipet kullanildi.

Materyal olarak 120 - 150 g agirliktaki Harlan Wistar sican
karacigerleri kullanildi.

a. Normal ve hipertiroidli deney hayvanlarinda glikojen sik-

lusu olusturulmasi :

120 - 150 g agirligindaki deney hayvanlar1 giinde iiger saat sii-
re ile beslendiler. Saat 03.00 - 15.00 aras1 karanlikta ve 15.00 - 03.00
Redaksiyona verildigi tarih : 8 Ocak 1982

* Biyokimya Kiirsiisii, Eczacihk Fakiiltesi, Ankara Universitesi.

**  Farmasotik Kimya Kiiriisii, Eczacilhik Fakiiltesi, Ankara Universitesi.
#*%  Department of Biochemistry, Medical School, Indiana University, USA.

183



S. NEBIOGLU, D. NEBIiOGLU, D. M. GIBSON

arast aydinlikta birakilan deney hayvanlar1 saat 7.00 - 10.00 ara-
sinda normal yem ile beslendiler. Igme sular1 kafeslerinde her za-
man mevcuttu. Deney hayvanlar1 bu tiir beslenme sekline 1 hafta
siire ile alistirildilar. Bir hafta sonra saat 7.00, 10.00, 13.00 ve 16.00
da siganlar oldiiriilerek karaciger ornekleri alindi. Karaciger 6rnek-
lerinin alindig1 giin beslenme yine normal olarak 7.00 - 10.00 arasin-
da yapildi. Ayrica bu guruba paralel olarak bir gurup deney hay-
vanina da birinci giin beslenmeden hemen sonra 1 pg/g. viic. ag.
dozda enjeksiyon yapilarak hipertiroidi olusturuldu. Enjeksiyonun
yapildig1 giin ve ertesi giin yine ayni saatlerde deney hayvanlar1 6l-
diiriilerek karaciger ornekleri alindi.

2. Karaciger dokusunda glikojen diizeylerinin saptanmasi :

1 — Glukoz iizerinden hekzokinaz yontemi ile karacigerlerden
alman Orneklerde glikojen diizeyleri saptandi (1).
2 — Elektron mikroskopisi ile glikojen dagiliminin saptanma-

s1 yapildi. Deney hayvanlarindan alinan karaciger kesitleri PAS re-
aksiyonu ile boyanarak, kesitler elektron mikroskopisinde incelen-
di. Glikojen birikimi ve tiikketimi bu sekilde incelenerek saptandi.

c. Karaciger ekstresinde Fosforilaz b kinaz aktivitesi:

1 — Fosforilaz b kinaz aktivitesinin saptanmasi i¢in karaciger
ekstreleri hazirlandi. Tampon olarak pH 7.4 deki 250 mM Sukroz,
10 mMPO,,0.5 mM DTT segildi (2).

2 — Fosforilaz b kinaz aktivitesinin saptanmasi i¢in VAN-
DENHEEDE tarafindan gelistirilen yontem kullamildi (2). Inki-
basyon ortami 10 mM MgAc,, 1 mM ATP, 50 mM NaF, 10 mM PO,
1 mM cAMP, 045 mM EGTA/0.3 mM CaCl,, 10 mg/ml Ph b ve
20 pl 6rnek ekstre son hacim 200 pl olacak sekilde karigtirildi. Re-
aksiyon, Ph b ilavesi ile baglatildi ve 10 dakika 30°C de inkiibe edil-
di. Reaksiyon, 20 pl lik o6rneklerin inkiibasyon ortamindan alinip,
buz iginde bekleyen pH 6.8 deki 10 mM g - gliserofosfat, 20 mM
NaF, 45 mM B - merkapto etanol tampon karigiminda 20 kez seyrel-
tilmesi ile durduruldu. Bu diliisyondan 100 pl lik 6rnekler alinarak
bilinen fosforilaz'a tayini yontemi uygulandi (3).

BULGULAR

Glikojenin enzimatik saptanmasinda T, uygulanmis deney hay-
vanlarinda ikinci giin beslenme {ie birlikte glikojen artigi olmakta,
ancak bu diizey hi¢bir zaman normal deney hayvanlarindaki gliko-
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jen diizeyine erigememektedir. Karaciger doku kesitleri elektron
mikroskobisi ile incelendiginde glikojenin tiikketimi ayni sekilde iz-
lenebilmektedir.

4OO L

pmol glukoz/g karacifer

73b 1099 1399 1490

2.gln saat

Enzim aklivitesi ve 0.D, 280 nn

Sek. — 1 : Giinde ii¢ saat normal yemle beslenen deney hayvanlarinda aghk,

tokluk ve hipertiroid durumlarina bagh olarak degisen karaciger glikojen dii-

zeyleri. (gm) Beslenme zamam : 7.00 - 10.00. Enjeksiyon : Deneyin birinci gii-

niinde saat 10.00 da 1 ;;g/g viic. ag. I, P. olarak. Kontrol gurubuna % 0.9

NaCl enjekte edilmistir. (O— O) Kontrol gurubu, ( A — A ) Hipertiroidli gu-

rup. Her nokta icin 2 deney hayvam kullanilmistir. Deney ii¢c kez, ayr1 gurup
hayvan kullamilarak tekrarlanmistir.

Sekil 1 de gorildigi gibi beslenme bittikten 3 saat sonra ka-
raciger glikojen tanecikleri normal deney hayvanlarinda iyice yo-
gunlagsmis iken, T, enjekte edilmis hayvanlarda daha az bir yogun-
luk gostermektedir (Resim : 1 -2). Beslenme bittikten 6 saat son-
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Resim : 1 - 2 Beslenme bittikten 3 saat sonra noral (1) ve T: elijekte
edilmis (2) deney hayvaninda Glikojen tanecikleri. 7000 x.

ra ise normal deney hayvanlarinin karacigerlerindeki glikojen tane-
ciklerinin sayis1 en iist diizeye yiikselmis olmasina karsin, T, enjek-
te edilmis hayvanlardaki glikojen tanecikleri hemen tamamen kay-
bolmustur. (Resim : 3 -4). Bu saatte normal karacigerden alman

Resim : 3 - 4 Beslenme bittikten 6 saat sonra normal (3) ve T, enjekte
edilmis (4) deney hayvanlarinda Glikojen tanecikleri. 27.700 x.
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kesitler diastaz ile muamele edildiginde biitiin glikojen tanecikleri-
nin kayboldugu aciklikla goriilmektedir (Resim : 5).

Resim : 5 Beslenme bittikten 6 saat sonra normal karacigerden
alinan kesitler diastaz ile muamele edilmislerdir.

Elde edilen karaciger ekstrelerinde fosforilaz kinaz aktivitesi
glikojen profiline uygun bir gelisim gostermektedir. (Sekil : 2).
Enzim aktivitesi glikojen tiiketiminin arttig1 saatlerde yiikselmis,
enzim aktivitesinin diistiigii anda ise glikojen diizeyi yiikselmistir.
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Sek. — 2 : Aym deney hayvanlarinda karaciger fosforilaz kinaz aktivitesi.

(O— 0O) Kontrol gurubu, ( A — A) Hipertiroidli gurup.
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SONUC VE TARTISMA
Karacigerde glikojen pelletini glikojen metabolizmas1 enzimle-
ri olusturmaktadir (4). Diastaz ile pargalanip, boyanmasi onlenen
taneciklerdeki fosforilaz b kinaz ve glikojen sentaz gibi, glikojene
bagli enzimler de ortadan kaybolmaktadir.

Glikolitik enzimlerden fosforilaz b kinaz glikojen metabolizma-
sint ¢egitli hormonlara bagli olarak diizenlemektedir. Aclikla birlik-
te salgilanmaya baslayan glukagon, adenil siklazi aktive etmekte
ve dolayisi ile hiicre cAMP diizeyi ylikselmektedir (5). cAMP bir
dizi reaksiyonla fosforilaz kinazi aktive etmekte ve glikojenolizis
meydana gelmektedir (6, 7). Beslenme yeniden basladiginda kan-
daki glukoz diizeyi yiikselip, Ca’+ un hiicrelere iletimi artar (8) ve
bununla birlikte protein kinazlarin aktivasyonu ile (9, 10) insiilin
salimmi artar, cAMP diizeyi diiserek protein kinazin fosforilaz ki-
nazi aktive etmesi Onlenir (11, 12). Ayrica glukozun hiicre igine gi-
rerek fosforlanmasi saglanir. Tiroksin hormonu glikojen tiiketimi
seklindeki etkisini fosforilaz kinaz enzimi iizerinde gosterdigi dii-
zenleyici etki ile saglar.

OZET
Normal ve hipertiroidli siganlarin karaciger kesitlerinde gliko-
jen diizeyleri, elektron mikroskopisi ile incelendi. Karaciger ekstre-
lerindeki fosforilaz kinaz aktivitesi glikojen birikim ve tiiketmine
uyumlu olarak degismektedir.
SUMMARY
The Glycogen levels have been investigated by electron mic-
roscopy in liver slices of normal and hyperthyroid rats. The acti-
vity of phosphorilase kinase in liver extracts alters concerted to
Glycogen accumulation and depletion.
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