
Girifl

Diabetes mellitus; insülin hormon sekresyonunun veya
insülin etkisinin azl›¤› sonucu karbonhidrat, protein ve
ya¤ metabolizmas›nda bozukluklara yol açan kronik
hiperglisemik bir metabolizma hastal›¤›d›r. Diabetes
mellituslu hastalarda doku ve organlarda biyokimyasal,
morfolojik ve fonksiyonel bir tak›m de¤ifliklikler meydana
gelmektedir (1). 

Hayvanlarda streptozosin (STZ) ve alloksan gibi
diabetojenik ajanlar ile pankreas β hücrelerinin zarar
görmesi sonucunda diabetus mellitusun oluflabilece¤i
bildirilmifltir. STZ ile oluflturulmufl diabet, karbonhidrat
metabolizmas›nda önemli de¤iflikliklere neden olmaktad›r.
Karaci¤erde glikolizis ve glikojen sentezi azal›rken,
glikoneogenezis artmaktad›r (2,3).

Glikolitik yolun önemli kontrol enzimlerinden biri olan
pirüvat kinaz (E.C.2.7.1.40), fosfoenolpirüvat (PEP)’i
pirüvik asite dönüfltüren bir enzimdir (4). Pirüvat kinaz
çeflitli dokulardaki da¤›l›mlar›na göre 4 farkl› izoenzime
(M1, M2, L ve R) sahiptir (5). M1 tip pirüvat kinaz; iskelet
kas›, kalp kas› ve beyinde, R tip pirüvat kinaz; eritrosit ve
hemotopoietik dokuda bulunmaktad›r. Ratlarda M2

izoenzimi karaci¤er, böbrek, beyin, kalp, timus, dalak,
akci¤er, adipoz doku, testis, ovaryum gibi glikolitik
dokularda ascites hepatoma AH-130, Walker’s
tümörlerinde yayg›nd›r. M2 tip pirüvat kinaz karaci¤erde
böbre¤e göre daha az konsantrasyonda bulunurken, L tip
büyük oranda karaci¤erde, daha az oranda da böbrekte
bulunmaktad›r (6,7). M1 tip pirüvat kinaz kinetik olarak
hiperbolik Michaelis-Menten kineti¤i gösterir ve fruktoz-
1,6-difosfat (FDP) ile aktive olmaz. R tip pirüvat kinaz ise
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Özet: Wistar-Albino cinsi erkek ratlara tek doz streptozocin (60 mg/kg) intraperitoneal verilerek diabetes mellitus oluflturulmufltur.
Normal ve streptozosin etkisi ile diabet oluflturulan rat karaci¤er dokusunda pirüvat kinaz enziminin kinetik özellikleri araflt›r›lm›flt›r.
Normal rat karaci¤er doku pirüvat kinaz›n›n inkübasyon zaman› 15 dakika, optimum pH’s› 8; diabetik rat karaci¤er doku pirüvat
kinaz›n›n inkübasyon zaman› 10 dakika, optimum pH’s› 7 olarak bulunmufltur. Magnezyum klorür ve potasyum klorür,  normal ve
diabetik rat karaci¤er dokusunu aktive etmifltir. Enzim substrat› olan fosfoenolpirüvat fruktoz 1,6 difosfat yoklu¤unda sigmoidal
e¤ri gösterirken, fruktoz 1,6 difosfat varl›¤›nda e¤ri hiperbolik Michaelis-Menten kineti¤ine dönüflmektedir. Pirüvat kinaz›n›n
fosfoenolpirüvat için Km de¤erinin normal ve diabetik karaci¤er dokusunda farkl›l›klar gösterdi¤i ve fruktoz 1,6 difosfat›n Km
de¤erini düflürdü¤ü tespit edilmifl olup diabetik karaci¤er dokusunda enzimin fosfoenolpirüvata ilgisinin azald›¤› saptanm›flt›r.
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Comparison of Some Kinetic Properties of Pyruvate Kinase in Liver Tissue of 
Normal and Diabetic Rats

Abstract: Diabetes mellitus was induced in Wistar-Albino type male rats with a single dose of streptozotocin (60 mg/kg
intraperitoneally). The kinetic properties of pyruvate kinase were investigated in normal and diabetic rat liver tissue. In normal rat
liver tissue, the incubation period of pyruvate kinase was 15 min and the optimum pH was 8. In diabetic rat liver tissue, the
incubation period of pyruvate kinase was 10 min and the optimum pH was 7. Activation was found in normal and diabetic rat liver
tissues with magnesium chloride and potassium chloride. Phospho(enol)pyruvate is an enzyme substrate; in the absence of the
fructose-1,6-diphosphate its graphic showed a sigmoidal plot, and in the presence of the fructose-1,6-diphosphate its graphic turned
into a hyperbolic plot of Michaelis-Menten kinetics. Different Km pyruvate kinase values for phospho(enol)pyruvate were found in
normal and diabetic liver tissues, and the Km value of fructose-1,6-diphosphate was determined as low.  A low
phospho(enol)pyruvate enzyme affinity was identified in diabetic liver tissue.

Key Words: Diabetes, liver tissue, pyruvate kinase, kinetic properties

Araflt›rma Makalesi



FDP yoklu¤unda sigmoidal kinetik göstermekte ve FDP ile
aktive olmaktad›r. M2 ve L tip pirüvat kinaz, PEP’in farkl›
konsantrasyonlar›nda sigmoidal kinetik göstermekte ve
FDP ile allosterik olarak aktive, L-alanin, adenosin
trifosfat (ATP) ile inhibe edilmektedir. M2 tip pirüvat
kinazda PEP’in Km de¤eri L tip pirüvat kinaz›n Km
de¤erinden daha düflüktür (8). Laboratuar hayvanlar›nda
ve insanlarda pirüvat kinaz enzimi baz› neoplastik ve
nonneoplastik hastal›klarda bir marker olarak
kullan›lmaktad›r (9,10).

Diabet, kanser gibi birçok hastal›kta glikolitik enzim
aktiviteleri çal›fl›lm›fl ve enzim aktivitelerinin farkl› olarak
de¤iflebilece¤i bildirilmifltir (9,11). Açl›kta ve diabette
insülin düzeyinin düflmesi karaci¤erde pirüvat kinaz
miktar›nda bir azalmaya yol açmaktad›r. Enzim
miktar›ndaki de¤ifliklik, primer olarak gen transkripsiyon
düzeyindeki düflüfle de ba¤l› olabilir. Düflük enzim
aktivitesi diabetes mellitusda glikozun pirüvata dönüflme
e¤ilimini azaltmaktad›r (12).

Bu bilgi ›fl›¤›nda diabet ile pirüvat kinaz enziminin
kinetik özellikleri aras›nda bir iliflki olup olmad›¤›n›
araflt›rmak amac› ile normal ve diabetik rat karaci¤er
dokular›nda pirüvat kinaz enziminin kinetik özellikleri
çal›fl›lm›flt›r.

Materyal ve Metot 

Çal›flmada Wistar-Albino cinsi toplam 20 adet erkek
rat kullan›lm›flt›r. Diabet oluflturulacak ratlar›n her birine
60 mg/kg olacak flekilde tek doz streptozosin (Sigma
Chemical Co, St. Louis Missouri) 0,1 M sitrat-fosfat
tamponunda çözülerek intra peritonal olarak
uygulanm›flt›r. Kontrol grubuna sadece 0,1 M sitrat-
fosfat tamponu enjekte edilmifl, hayvanlar her iki grupta
da eflit koflullar alt›nda, eflde¤er besinler ile
beslenmifllerdir. Her gün ratlar›n kuyruk veninden al›nan
kan glikozu glikometrede (Ames) ölçülmüfl ve idrar
glikozu strip ile de¤erlendirilerek diabetes mellitusun
oluflumu kontrol edilmifltir. ‹laç uygulamas›n› takip eden
12. günde kesilecek olan ratlar 1 gece önceden aç ve
susuz b›rak›lm›fllard›r. Onikinci günün sonunda ratlar eter
anestezisi alt›nda kesilerek karaci¤er dokular› al›nm›flt›r. 

Karaci¤er dokular› so¤uk serum fizyolojik (% 0,9’luk
NaCl) ile y›kanm›flt›r. Süzgeç ka¤›d› ile suyu al›nan
karaci¤er dokular› tart›lm›fl, pH’s› 8 olan 1 M Tris-HCl
tamponunda 1/10 oran›nda (w/v) suland›r›lm›flt›r. Daha
sonra 1/10 oranda suland›r›lm›fl materyal k›r›lm›fl buz

içinde Potter-Elvehjem cam-cam homojenizatörle
homojenize edilerek havuz oluflturulmufltur. Elde edilen
homojenat havuzu so¤utmal› santrifüjde (Sorvall RC-5C)
10,000 rpm’de +4 ºC’de 30 dakika santrifüj edilerek
süpernatant enzim kayna¤› olarak kullan›lm›flt›r.
Karaci¤er doku pirüvat kinaz aktivitesi 340 nm'de
nikotinamid adenin dinükleotidin azalan absorbans h›z›n›n
ölçülmesi esas›na dayanan Beutler ve ark. (13)’n›n
yöntemi ile çal›fl›lm›flt›r. 

Normal ve STZ ile diabet oluflturulmufl rat karaci¤er
dokusunda enzimatik reaksiyon için gerekli olan
inkübasyon süresini tespit etmek amac› ile enzim 37 ºC’de
0-30 dakika aral›klarla inkübasyona tabii tutulmufltur. 1
M Tris-HCl tamponunun 7,1-9 pH aral›klar›nda normal ve
diabetik karaci¤er doku pirüvat kinaz aktivitesi saptanm›fl
ve pH profili ç›kar›lm›flt›r.

‹nkübasyon ortam›na 0-70 mM konsantrasyonlarda
MgCl2, 0-14 mM konsantrasyonlarda KCl, 0-5 mM
konsantrasyonlarda ADP ilave edilmifl ve uygun
konsantrasyonlar› tespit edilmifltir. Deney ortam›na FDP
ilave edilmeden ve 0,01 M FDP ilave edilerek farkl› PEP
konsantrasyonlar›nda pirüvat kinaz aktiviteleri
ölçülmüfltür.

Bulgular

‹nkübasyon süresi normal karaci¤er dokusunda 15
dakika, diabetik karaci¤er dokusunda ise 10 dakika
olarak tespit edilmifltir (fiekil 1, 2). Pirüvat kinaz
aktivitesinin ölçümü için en uygun pH normal karaci¤er
için 8, diabetik karaci¤er için ise 7 olarak saptanm›flt›r
(fiekil 3).

fiekil 4 ve 5’de görüldü¤ü gibi inkübasyon ortam›n›n
MgCl2 içermedi¤i durumda enzim aktivitesi düflüktür.
‹nkübasyon ortam›na MgCl2’ün ilavesi ile enzim aktivitesi
belirgin olarak artmaktad›r. Normal rat karaci¤er doku
pirüvat kinaz› için optimal MgCl2 konsantrasyonu 50 mM,
diabetik karaci¤er doku pirüvat kinaz› için 30 mM olarak
saptanm›flt›r. 

Ortama KCl ilavesi ile enzimin aktivitesi artmaktad›r.
Normal ve diabetik karaci¤er doku pirüvat kinaz› için
optimal KCl konsantrasyonu 8 mM olarak saptanm›flt›r
(fiekil 6, 7).

3 mM’luk adenozin-difosfat (ADP) varl›¤› ile normal
rat karaci¤er pirüvat kinaz aktivitesi 4,7 misli, diabetik
ratlar›n ise 2,5 misli artm›flt›r (fiekil 8, 9). 
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Normal karaci¤er dokusunda pirüvat kinaz›n›n
substrat› PEP’e karfl› Km’inin FDP varl›¤›nda 1,15 mM,
FDP yoklu¤unda ise 2,2 mM; diabetik karaci¤er
dokusunda ise FDP varl›¤›nda 0,4 mM, yoklu¤unda ise
3,7 mM civar›nda oldu¤u tespit edilmifltir (Tablo 1). FDP
yoklu¤unda diabetik dokuda Km de¤erinin artmas›
enzimin PEP’e affinitesinin azald›¤›n› göstermektedir.
Normal ve diabetik karaci¤er dokusunda enzimin PEP’e
olan ilgisi FDP yoklu¤unda sigmoidal e¤ri verirken

inkübasyon ortam›na FDP ilave edidi¤inde bu e¤ri
hiperbolik Michaelis-Menten kineti¤ine dönüflmektedir.
‹nkübasyon ortam›na FDP ilave edildi¤inde PEP için Km
de¤eri düflmüfltür (fiekil 10, 11).

Tart›flma

Deneysel diabetes mellitus oluflturulmufl ratlarda
glikoz metabolizmas›n›n etkilendi¤i ve diabetes mellitusa
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fiekil 1. Normal Rat Karaci¤er Doku Pirüvat Kinaz Aktivitesinin
‹nkübasyon Süresine Ba¤l› Olarak De¤iflimi.
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fiekil 2. Diabetik Rat Karaci¤er Doku Pirüvat Kinaz Aktivitesinin

‹nkübasyon Süresine Ba¤l› Olarak De¤iflimi.
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fiekil 3. Normal ve Diabetik Rat Karaci¤er Doku Pirüvat Kinaz›n›n
Optimal pH’s›n›n Saptanmas› .
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fiekil 4. Normal Rat Karaci¤er Doku Pirüvat Kinaz Aktivitesinin MgCl2
Konsantrasyonuna Ba¤l› Olarak De¤iflimi.



ba¤l› olarak karaci¤er pirüvat kinaz aktivitesinin azald›¤›,
böbrek pirüvat kinaz aktivitesinde ise günlere ba¤l› olarak
de¤iflikliklerin gerçekleflti¤i tespit edilmifltir (11). Diabette
pirüvat kinaz aktivitesindeki azalma, pirüvat kinaz›n
sentezindeki azalmadan kaynaklanabilir. Kontrol
edilmeyen diabette insülin yoklu¤unun veya insülin sentez
anormalliklerinin de pirüvat kinaz aktivitesi ile iliflkili
oldu¤u ileri sürülmüfltür (14). Hepatomada, tiroid ve
meme kanserlerinde pirüvat kinaz aktivitesinin normal
dokulara göre artt›¤› bildirilmifltir (15-17). 

Pirüvat kinaz için optimal pH; s›¤›r iskelet kas›nda
7,1, insan iskelet kas›nda 7,5, domuz kalp kas›nda 7,2,
s›¤›r beyninde 6,8-7,2 aras›nda bulunmufltur. M1 tip
pirüvat kinaz için optimal pH’n›n 7,5, PEP e¤risinin
hiperbolik; M2 tip pirüvat kinaz için optimal pH’n›n 6,9,
PEP e¤risinin si¤moidal oldu¤u bildirilmifltir (8,18,19).
Optimal pH normal rat karaci¤er dokusunda 8, diabetik
karaci¤er dokusunda 7 olarak saptanm›fl, her iki
karaci¤er dokusunda da PEP e¤risi FDP yoklu¤unda
sigmoidal bulunmufltur.
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fiekil 7. Diabetik Rat Karaci¤er Doku Pirüvat Kinaz Aktivitesinin KCl
Konsantrasyonuna Ba¤l› Olarak De¤iflimi.
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fiekil 8. Normal Rat Karaci¤er Doku Pirüvat Kinaz Aktivitesinin ADP
Konsantrasyonuna Ba¤l› Olarak De¤iflimi.
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fiekil 5. Diabetik Rat Karaci¤er Doku Pirüvat Kinaz Aktivitesinin MgCl2
Konsantrasyonuna Ba¤l› Olarak De¤iflimi.
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fiekil 6. Normal Rat Karaci¤er Doku Pirüvat Kinaz Aktivitesinin KCl
Konsantrasyonuna Ba¤l› Olarak De¤iflimi.



Pirüvat kinaz enziminin maksimal aktivite
gösterebilmesi için Mg++ ve K+ gibi baz› metal iyonlar›na
veya NH4

+ iyonuna kofaktör olarak ihtiyac› vard›r. fiekil 4-
7’de görüldü¤ü gibi inkübasyon ortam›na MgCl2 ve KCl
ilavesi pirüvat kinaz aktivitesini art›rm›flt›r. Enzim ile
substrat aras›ndaki etkileflim enzime ba¤lanan bu
katyonlar vas›tas› ile olmaktad›r (20,21). 

Domuz, s›¤›r ve insanda düflük PEP
konsantrasyonlar›nda FDP’nin L tip pirüvat kinaz› önemli
derecede aktive etti¤i bildirilmifltir. Bu aktivasyon tavuk
karaci¤er, domuz böbrek, insan akci¤er, köpek akci¤er ve
tümörleri, rat hepatoma ve rat karaci¤erinde de meydana
gelmektedir. FDP karaci¤er, böbrek ve akci¤erde pirüvat
kinaz› aktive etmekte, ayr›ca PEP için Km de¤erini de

önemli derecede düflürmektedir (22-25). 0,01 M FDP
ilavesi normal ve diabetik karaci¤er pirüvat kinaz
aktivitesini art›rm›fl, Km de¤erini ise düflürmüfltür.

Karaci¤er dokusunda L, az miktarda da M2 tip pirüvat
kinaz izoenzimi bulunmaktad›r. Yap›lan çal›flmalarda farkl›
türlerdeki enzim kaynaklar›nda pirüvat kinaz›n PEP’e karfl›
olan Km de¤erinin de¤iflti¤i aç›klanm›flt›r. Birçok
araflt›rmac› PEP için Km de¤erinin L tip pirüvat kinazda
0,4-2,5 mM aras›nda, M2 tip pirüvat kinazda ise 0,2-0,8
mM aras›nda oldu¤unu bildirmifllerdir. M2 tip pirüvat
kinaz›n Km de¤eri L tipinkinden daha düflüktür (26-28).
Pirüvat kinaz enziminin PEP’e karfl› Km de¤erleri FDP
varl›¤›nda normal karaci¤er dokusunda 1,15 mM, diabetik
dokuda 0,4 mM oldu¤unu görmekteyiz. 
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fiekil 9. Diabetik Rat Karaci¤er Doku Pirüvat Kinaz Aktivitesinin ADP
Konsantrasyonuna Ba¤l› Olarak De¤iflimi.
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fiekil 10. Normal Rat Karaci¤er Doku Pirüvat Kinaz Aktivitesinin PEP
Konsantrasyonuna Ba¤l› Olarak De¤iflimi.
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fiekil 11. Diabetik Rat Karaci¤er Doku Pirüvat Kinaz Aktivitesinin PEP
Konsantrasyonuna Ba¤l› Olarak De¤iflimi.

Tablo 1. Fruktoz 1,6 Difosfat Varl›¤›nda ve Yoklu¤unda Pirüvat Kinaz

Enziminin Fosfoenolpirüvata Olan Km De¤erleri.

Normal Karaci¤er Diabetik Karaci¤er
Dokusu Dokusu

FDP (-) 2,2 3,7

FDP (+) 1,15 0,4



Kedryna ve ark. (29) ratlarda yapt›klar› çal›flmada
normal rat karaci¤er dokusu ve Ehrlich ascites
tümöründen 2 tip pirüvat kinaz fraksiyonu ay›rm›fllard›r.
Fraksiyon A’y› % 21-30, fraksiyon B’yi % 51-60 aras›nda
amonyum sülfat ile çöktürmüfllerdir. Saptanan karaci¤er
pirüvat kinaz›n›n A ve B fraksiyonlar› s›ras› ile L ve M2 tip
olarak kabul edilmifltir. Normal karaci¤er dokusunda L tip
pirüvat kinaz›n PEP için Km de¤erini 0,96 mM, M tipin
Km de¤erini 0,7 mM olarak bulmufllard›r. Ehrlich ascites
tümöründe ise Km de¤erini L tipte 0,45 mM, M tipte
0,19 mM saptam›fllard›r.

Ignacak ve Guminska (17) ratlara subkutan Morris
hepatoma 7777 uygulayarak normal rat karaci¤erinde ve
hepatomas›nda 2 pirüvat kinaz fraksiyonu saptam›fllard›r.
Normal rat karaci¤erin L tip izoenzime benzetilen
fraksiyon A sitozol aktivitesinin yaklafl›k % 70’ini
oluflturmaktad›r. M2 tip izoenzime benzetilen fraksiyon B
ise sitosol aktivitesinin yaklafl›k % 38’ini oluflturmaktad›r.
Normal kararaci¤erin ve hepatoman›n A fraksiyonunda
PEP için Km de¤erini 2,1 mM ile 0,75 mM olarak
saptam›fllard›r. Normal karaci¤er ve hepatoma pirüvat
kinaz›n›n B fraksiyonu (M2 tip) için Km de¤erini 1,40 mM,
0,55 mM bulmufllard›r. M2 tip (fraksiyon B) L tip
(fraksiyon A)’ten daha düflüktür. Hepatomada M2 tip
pirüvat kinaz›n substrata karfl› affinitesinin artt›¤›n›

bildirmifllerdir. Diabetik rat karaci¤er pirüvat kinaz›n›n
Km de¤eri normal karaci¤erden daha yüksek
bulunmufltur. Bu da diabetik rat karaci¤er pirüvat
kinaz›n›n substrat› olan PEP’e affinitesinin azald›¤›n›
göstermektedir. 

Normal ve diabetik rat karaci¤er doku pirüvat
kinaz›n›n baz› optimal flartlar› belirlenmifl ve kinetik
özellikleri incelenmifltir. Normal rat karaci¤er pirüvat
kinaz›n›n PEP için Km de¤eri ve pH’s› L tip pirüvat kinaz
izoenzimine, diabetik rat karaci¤er pirüvat kinaz›n›n PEP
için Km de¤eri ve pH’s› ise M2 tip pirüvat kinaz
izoenziminin de¤erleri birbirine yak›n olup, önemsiz
farkl›l›klar bulunmufltur (26-29). Bu da kullan›lan
tampona, tamponun konsantrasyonuna, ›s›ya, saklama
periyoduna ve hatta hayvan›n diyetine ba¤l› olabilir.
Diabetik karaci¤er pirüvat kinaz› PEP’e normal dokudaki
izoenzimden daha az affinite göstermektedir. Glikolizis
h›z›n›n azalmas› yaln›z glikolizisin anahtar enzimi olan
pirüvat kinaz aktivitesinin azalmas›na de¤il, ayn› zamanda
enzimin ana substrat› olan PEP’e affinitesinin azalmas›na
da ba¤l› olabilir. Di¤er doku pirüvat kinaz izoenzimleri ile
karfl›laflt›r›ld›¤›nda; normal rat karaci¤er dokusundaki L
izoenzimin diabetik karaci¤er dokusunda azalarak M2

izoenzime dönüflebilece¤i ve böylece diabetik hücrelerde
izoenzimin de¤iflebilece¤i düflünülmektedir.
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