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Tip 1 ve Tip 2 diyabetik hastalarda src ve src’la iliskili mapk ve stat3 sinyal

yolaklarinin regiilasyonunun arastirilmasi

Ogrencinin adi ve soyadi: Giinsel Kirman
Damsman: Prof. Dr. Engin DEVECI
Anabilim Dali: Histoloji ve Embriyoloji

1.1. TORKCE OZET

Amac¢: Amacimiz, Tipl ve Tip2 diyabet hastalarinda hiicre dejenerasyonlarina ve
oliimiine neden olan Src ve Src’ la iliskili MapK VE STAT-3 sinyal yolaklarinin
aragtirllmasi, bu proteazlarda meydana gelen ekspresyon diizeylerinin

belirlenmesidir.

Gere¢ ve Yontem: 15°er Tipl, Tip2 diyabet hastalar1 ve saglikli bireylerden
toplanan 20 ml total kandan periferik kan mononiikleer hiicreleri izole edildi.
Western Blot ve Immiinohistokimyasal yontemler kullamlarak MapK’lar, Src ve

Stat-3 aktiviteleri arastirildi.

Bulgular: Tipl diyabet grubunda Lenfosit, B tipi lenfosit, nétrofil ve trombositlerde
Stat-3 ekspiresyonunda artig, lenfositlerin ¢ogunda Src ekspiresyonu negatif bazi
notrofillerin niikleuslarinda pozitif goriildii. P38 ekspresyonu nétrofil hiicrelerinin
niikleuslarinda belirgin, lenfosit ve monosit hiicrelerinin bazilarinda hafif gozlendi.
Lenfosit ve monosit niikleuslarinda ve kiigiik trombosit pulcuklarinda Erk

ekspresyonunda pozitif artis gozlendi.

Tip2 diyabet grubunda ise lenfosit, monosit ve nétrofillerde negatif, bazi 16kositer
yapilarin membraninda ve trombositlerde hafif diizeyde Stat-3 ekspiresyonu
goriildii. Lenfosit, monosit ve 6zellikle noétrofil niikleus ve stoplazmalarinda Src
ekspresyonu pozitif goriildii. Lenfositler, monositler, baz1 dejenere olmus noétrofil
niikleuslarinda ve trombosit pulcuklarinda P38 ekspresyonu artig gostermistir. Bazi
notrofillerin niikleer yapilarinda pozitif Erk % ekspresyonu gozlenirken lenfosit,

monosit, diger notrofil ve graniillii I6kositlerde negatif gozlendi.



Sonug¢: Kontrol grubu ile kiyaslandiginda Tipl hastalarinda Tip2’nin aksine Stat-3
ekspresyonunun arttig1 ve fosforilasyonun baskilandigi goriilmistiir. Src ve P38 i¢in
kontrol ve Tipl grubunda ekspresyon diizeyinin baskilanip fosforilasyonun arttig1
izlenirken, Tip2 grubunda Src ve P38 fosforilasyonunun baskilanip ekspresyonun
arttiglt gozlemlenmistir. Erk ‘%2 ekspresyonu Tipl ve Kontrol grubunda artip,
fosforilasyonu baskilanirken, Tip2 grubunda ekspresyon ve fosforilasyon diizeyinin

baskilandig1 goriilmiistiir. Hiicresel olarakta sonuglar desteklenmistir.

Anahtar Kelimeler: Tipl diyabet, Tip2 diyabet, PBMC, Ekspresyon, Fosforilasyon



Investigation of the regulation of SRC and SRC-related MAPK and STAT3
signaling pathways in Type 1 and Type 2 diabetic patients.

Student’s surname and name: KIRMAN Giinsel
Advisor: DEVECI Engin, PhD, Prof.
Department: Histology and Embryology

1.2.ABSTRACT

Aim: Our aim is to investigate the Src and Src-related MapK and STAT-3 signaling
pathways that cause cell degeneration and death in Type 1 and Type 2 diabetes

patients, and to determine the expression levels occurring in these proteases.

Material and methods: Peripheral blood mononuclear cells were isolated from 20 ml
total blood collected from 15 patients with Type 1, Type 2 diabetes and healthy
individuals. MapKs, Src and Stat-3 activities were investigated by using Western blot

and immunohistochemical methods.

Results: An increase in Stat-3 expression in lymphocytes, B-type lymphocytes,
neutrophils and platelets in the type 1 diabetes group was found positive in the
nucleus of some neutrophils negative for Src expression in most lymphocytes. The
expression of P38 was evident in the nuclei of neutrophil cells and mild in some of
the lymphocyte and monocyte cells. A positive increase in Erk Y2 expression was

observed in lymphocytes and monocyte nuclei and small platelet platelets.

In Type 2 diabetes, lymphocytes, monocytes and neutrophils were negative, while
some leukocytic structures were found to have a slight Stat-3 expression in the
membranes and platelets. Src expression was found positive in lymphocytes,
monocytes and especially neutrophil nuclei and its stains. P38 expression in
lymphocytes, monocytes, some degenerated neutrophil nuclei, and platelet scales
increased. Positive expression of Erk 2 was observed in nuclear structures of some
neutrophils, but negative for lymphocytes, monocytes, other neutrophils and

granular leukocytes.



Conclusion: Contrary to type 2, Stat-3 expression increased and phosphorylation was
suppressed in Type 1 patients compared to control group. For Src and P38, it was
observed that the expression level was suppressed and phosphorylation increased in the
control and Tipl groups, whereas in the Type 2 group Src and P38 phosphorylation
was suppressed and expression increased. While expression of Erk /2 was increased in
Type 1 and Control groups, phosphorylation was suppressed and expression and

phosphorylation level were suppressed in Type 2 group. Cellular results are supported.

Keywords: Type 1 diabetes, Type 2 diabetes, PBMC, Expression, Phosphorylation



2. GIRIS ve AMAC

Diabetes Mellitus (DM), insiilin sekresyonu, insiilin aktivasyonu veya her ikisinde
birden meydana gelen defektler sonucu karbonhidrat, yag ve protein
metabolizmasindaki bozukluklarla karakterize olan, kronik hiperglisemi sonucu

meydana gelen ve ¢oklu etiyolojik nedenlerle tanimlanan metabolik bir bozukluktur

D).

Son yillarda insanlarin davraniglarinda ve yasam tarzlarinda meydana gelen
degisiklikler diinya ¢apinda diyabetin insidansinda ¢arpici bir bigimde artisa neden
olmustur. Genetik duyarliligin yam sira, ozellikle birtakim etnik gruplarda tip 2
diyabet, duragan yasam tarzi, yiilksek miktarda zengin beslenme ve obezite gibi
cesitli cevresel ve davranigsal faktorlerden de kaynaklanmaktadir (2). Diyabet ciddi
ve giderek artan bir kiiresel saglik yiikiidiir ve yaygmligina dair tahminler, diyabete
olan egilimlerin gozlemlenmesinin ve kaynaklarin uygun sekilde dagitilmasinin
onemli oldugunu gostermektedir. Biitiin bunlarin yani sira saghg gelistirici
yontemlerin uygulanmasi ve diyabetin 6nlenmesi i¢in gerekli adimlarin atilmasi da
Oonem tasimaktadir (3). 2015 yilinda yapilan bir ¢alismaya gore, 20-79 yas arasi
diyabetli niifusunun 415 milyon, diyabete bagli oliimlerinse yaklasik bes milyon
oldugu tahmin edilmistir. Ayrica diyabetle iligkili kiiresel saglik harcamalarinin

toplam 673 milyar ABD dolar1 oldugu sanilmaktadir (4).

Diyabetli hastalarin dortte ticli yani %751 orta ve diislik gelirli {ilkelerde
yasamaktadir. 20-79 yas arasi diyabetli kisilerin sayisinin 2040 yilinda 642 milyona
ulasabilecegi tahmin edilmektedir. Diyabetin epidemiyolojisindeki en oOnemli
gelismelerden biri Diinya Saglik Orgiitii (WHO) ve U.S. NDDG tarafindan yapilan
bozulmus glikoz toleransi ve diyabetin teshisi igin standart Kriterlerin belirlenmesidir
(5). Genis alani, gelismekte olan ekonomisi ve 65 milyondan fazla niifiisu olan
Tiirkiye diyabetle ilgili yeterli bilince sahip degildir. Tiirkiye’de diyabet tarama
programlarinin uygulanmasi 1940’lara dayanmaktadir ve simdiye kadar 1 milyon
insan bu taramadan faydalanmistir. Fakat ¢alismalar arasindaki metodoloji farklilig
ve standardizasyon eksikliginden dolay1 diyabetin prevelansinda zaman icinde bir

bolgeden bir bolgeye hatta ayni bolgede bile dikkate deger varyasyonlar tespit



edilmistir (6). 1999°dan beri WHO Diabetes mellitus’u, aglik sekeri ile iki saat sonra
75 gr yiikklenmis glikozun sonuglarini birlestirerek elde edilen sonuca gore teshis igin
uygulanabilir bir smiflandirma oldugunu ve bunun bir ydntem olarak

kullanilabilecegini gostermistir (7).

Diyabetin uzun dénem komplikasyonlar1 arasinda olasi gérme kaybina neden
olan retinopati, bobrek yetmezligiyle sonuglanan nefropati, ayak iilseri, amputasyon
ve Charcot eklemi riski olusturan periferik noropati ile kardiyovaskiiler,
gastrointestinal, genitoiliriner semptomlara ve cinsel islev bozukluguna yol acan
otonom noropati bulunmaktadir (8). Diyabet birgok agidan farklilik gosteren iki ana

forma sahip heterojen bir hastaliktir. Bunlar;

1. Tipl Diabetes Mellitus (T1DM) yani insiiline bagimli diyabet, tipik olarak
zayif ve genclerde goriilen, siirekli degisen insiilin ihtiyacina bagli olarak
eksojen insiiline ihtiya¢c duyuldugundan dolayr kan glikoz diizeylerinin
degiskenligiyle karakterize bir hastaliktir (9). Bu form diyabet vakalarinin
%5-10"unu olusturmaktadir (10).

2. Tip 2 Diaabetes Mellitus (T2DM) ise Tip 1 diyabete oranla 20 kat daha fazla
goriilen, tipik olarak obez ve orta yas ve istii bireylerde rastlanan Langerhans
adaciklarinda meydana gelen bozukluktan dolayr insiilin direncinin
iistesinden gelebilmek i¢in yeterince insiilin salgilanamamasi ile karakterize

olan, semptom ve belirtilerinin azlig1 nedeniyle sinsi ilerleyen bir hastaliktir
(9).

Diyabet vakalarmin %90-95’ini bu form olusturur. Fakat Tip 2 diyabetin
yaklasik %50’si semptomlarin eksik olusundan dolayr teshis konulamaz (10).
Ayrica, lclincli bir grup olarak “Diger spesifik diyabet tiirleri” bulunmaktadir.
Dordiincti  olarakta gebelik ilk donemlerinde teshis edilen glikoz tolerans
bozukluklaridir (gestasyonel diyabet) (11). Diyabetin tedavisinde genelde glikoz
kontrolii i¢in oral ilaglar veya insiilin uygulamasi yapilir. Su anda piyasada diyabet
tedavisi i¢in insiilin dahil ¢ok cesitli ilaglar bulunmaktadir. Fakat herkes her ilaca
ayn1 yanit1 vermemektedir ve her ilact her insan ayni sekilde tolere edememektedir.
Bugiin, hastaligin patofizyolojisini daha iyi anlayabilmek ic¢in daha etkili tedavi

yontemleri gelistirilmesine calisilmaktadir. Su anda, Tip 2 diyabet i¢in diyet ve



egzersiz ile yasam tarzi degisiklikleri, insiilin replasman tedavisi, insiilin
salgilaticilari, biguanitler, meglinititler, glukozidaz inhibitorleri ve PPAR-agonistleri
olmak iizere en az alt1 farkli ana tedavi yontemleri bulunmaktadir. Bu yontemler ¢ok
sayida olas1 kombinasyonlar saglar. Diyabetin komplikasyonlarin1 6nlemek ve 1yi bir
glikoz kontrolii saglamak icin hastalar genellikle coklu ilag kombinasyonlar: ile

tedavi edilirler (12).

Bu ¢alismamizin amaci, kullanacagimiz Src ve Src’la iliskili MAPK ve STAT3
genlerinin Tip 1 ve Tip 2 diyabet patogenezinde rol alan hiicresel ve molekiiler
mekanizmalarin daha iyi bir sekilde anlasilmasini saglamaktir. Ayrica hastalikla

ilgili olas1 bir tedavi yontemi olusturabilmektir.



3. GENEL BIiLGILER

3.1. Diyabetin Tanim

Diabetes Mellitus (DM), karbonhidrat, yag ve protein metabolizmasinda meydana
gelen anormalliklerden kaynaklanan, birkag farkli formda seyreden, insiilin

sekresyonu, insiilin sekresyonunda defekt veya her ikisinden meydana gelen

metabolik bir hastaliktir (13).

3.2. Epidemiyoloji

Diyabet, diinyada en sik goriilen metabolik bozukluklardan biridir ve son yillarda
eriskinlerde diyabetin prevelanst artmistir (3). Diyabetin nedenleri tiimiiyle
aciklanmamigtir. Hastaligin olugmasinda bir¢ok faktdriin rol oynadigi ve hem
genetik hem de cevresel faktorlerin de katkida bulundugu s6z konusudur (14).
Diyabet vakalari, siklikla Avrupa kokenli insanlarda goriiliir ve Avrupa ve Kuzey
Amerika’daki yaklasik 2 milyon insani etkilemektedir. Hastaligin insidansinda
belirgin bir varvasyon mevcuttur. Finlandiya'daki bir ¢ocugun Veneziiella’daki bir
cocuga gore diyabete yakalanma olasilig1 yaklasik 400 kez daha yiiksektir. Mevcut
kiiresel artisin yilda %3 oldugu rapor edilmistir (15).

Diyabet, diinya niifusunun yaklastk %6’sm1 etkileyen yaygin endokrin
hastaliklarinin en 6nemlilerinden biridir. Diyabetik hasta sayisinin 2025°te 300
milyona ulasacagi tahmin edilmektedir (International Diabetes Federation). Bu
hastalarin 97%‘sinden fazlas1 Tip 2 diyabettir. Diyabetik hasta sayisindaki 6ngoriilen
artig diinyadaki saglik hizmetlerinin kapasitesini zorlayacak niteliktedir. Bu yiizden
diyabetin epidemiyolojisini ve nedenlerini yeniden gozden gegirmek Onemlidir.
Diyabetin meydana gelmesinde hem genetik hem de cevresel faktorler etkilidir.
Diyabetin olusmasina yol agabilen faktorler, fiziksel hareketsizlik, ilaglar ve toksik
ajanlar, obezite ve viral enfeksiyonlardir. Tip I diyabet genetik olarak Onceden
belirlenmis bir hastalik olmasa bile artan bir duyarlilik sonucu kalitsal olabilir.
Genetik faktorlerin meydana gelmesini ¢evresel faktorler degistirilebilir. Duyarl bir
gene sahip olan birey, g¢evresel faktorlerin bu gen ifadesini degistirmesi sonucu

diyabet hastasi olabilir. Diyabet egiliminde yaygin bir artig s6z konusu oldugu i¢in



diabetes mellitusun nedenlerinden olan ¢evresel faktorlerin bu artigta dnemli rol

oynadig1 s6z konusudur (16).

Tahminler gosteriyor ki simdi ve onlimiizdeki yillarda diyabet hastaligi konusunda
gelecek nesiller icin tegvik girisimleri, saglig1 gelistirici politikalarin siirdiiriilmesi ve
uygun kaynaklar ayirmak énemlidir (3). 1980 yilinda Diinya Saglik Orgiitii (WHO)
diyabetle yasayan 108 milyon insanin varligini1 ve 2014 yilina kiyasla bu sayinin dort
kat arttigin1 tahmin etmistir. Uluslararas1 Diyabet Federasyonu (IDF) 2001 yilinda
151 milyon, 2003 yilinda 194 milyon, 2006 yilinda 246 milyon, 2009 yilinda 285
milyon, 2011 yilinda 366 milyon,2013 yilinda 382 milyon ve 2015 yilinda 615
milyon kisinin diyabet hastasi oldugunu tahmin etmistir. 2017 yilinda 451 milyon
(18 yas - 99 yas arasinda) insan bulundugu tahmin edildi. Diinyada diyabet hasta
sayisinin 2045 yilina kadar 693 milyona ¢ikmasi tahmin ediliyor. Diyabetli
insanlarin yaklasik yarisinda (% 49.7 ), diyabet ile yasayan tiim insanlarin yaklagik
yarisinin (%49.7) tan1 konmadigi sanilmaktadir. Ayrica, bozulmus glukoz toleransi
(IGT) olan yaklasik 374 milyon insan mevcuttur. Kadinlarin yaklagik 21,3 milyon
canlt dogumun bir kisminda etkilendigi tahmin edilmistir. Diyabet hastalarina
yonelik yapilan kiiresel saglik harcamalarinin 2017 yilinda 850 milyar ABD dolari
oldugu tahmin edilmistir (17).

3.3. Tarihgesi

Diyabet son 3.500 yildir bilinmektedir. Eski Misirlilar, Ebers Papiriis1 ad1 verilen bir
belge sayesinde ¢ok iyi bilmekteydi (18). Aretaeus (130-200 CE) on bes yiiz yil
sonra, diyabet terimini (Yunanca karsilig1 olan sifon) kulland1 ve Tip 2 diyabetin
semptom ve belirtilerini dogru bir bigimde tanimladi. Diyabet terim olarak
Kapadokya Aretaeus tarafindan ilan edildi. Yunanca olarak “diabainein” fiilinden
tiretilmistir; ‘dia’ yani “karsit, birbirinden ayr1” anlamina gelen bir 6n ekten
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olusuyordu ve “bainein” fiili olan ve  “yiirlimek, ayakta durmak” fiilinden
tiretilmistir. "Diabeinein" fiili birlikte " yiirimek veya ayaga kalkmak" anlamim
tasiyordu; bu sebeple, " diabétés " tanimu spesifik olarak "bir pusula, sifon" anlamina
karsilik geliyordu. Sifon kelimesinden tiiretilmesinin nedeni asir1 miktarda idrara
c¢ikilan bir hastalik olmasiydr ve bu hastaligin ad1 “diabétés” olarak kullanildi. Roma

ve Yunanh doktorlar, kardinal bulgunun yiiksek miktarda idrar oldugu durumlar



belirtebilmek i¢in “diyabet” terimini kullanmislardir. Eski Hindistan’daki Vedik
tibbi tedavilerde “deli idrar ya da bal idrar1” olarak tanimland: ve siniflandirildi. Eski
Kizilderililer, diyabet icin birinin idrarinin karincalar tarafindan cezbedici olup
olmadigini test ettiler ve "tatli idrar hastalif1" (Madhumeha) olarak adlandirdilar.
Ayni zamanda, Hintliler diyabetin obezite, kalitim, hareketsiz yasam ve diyetle
iliskisinin oldugunu da tespit ettiler. Yeni hasat edilen tahillar ile silikon ve benzoat
iceren preparatlar1 diyabet i¢in bir tedavi olarak &nermislerdir. Poliiiriyi ilk kez MO
5. yiizyildan itibaren Sushruta (taninmis bir Hint hekimi) tath tatlandirict bir madde
ile iligkilendirerek rapor etmistir (19).

Tip 1 ve tip 2 diyabet ilk kez M.O. 500-600 yillarinda Hintli doktorlar
Sushruta ve Charaka tarafindan genclikle iliskili olarak tip 1 ve fazla kiloyla iliskili
olarakta tip 2 diyabeti tanimladilar (20). Zamanla, diyabetin iki farkli tiirii
tanimlanmistir. Birincisi idrarin tatli oldugu diabetes mellitus digeri ise idrarin sulu
fakat tath olmadig1 diyabet incipidus olarak adlandirildi. Diyabet kelimesi genelde
diabetes mellitus ile esanlamli olarak kullanilmaktadir (21. Diyabet tarihindeki
modern ¢ag, 1675 yilinda Thomas Willis'in diyabetik hastalarin idrarimin tathiliginin
yeniden kesfiyle baslamistir. Birlesik Krallik'taki Guy‘s Hastanesi'nde gorev yapan
doktor Willis, diyabetik idrarin "seker ya da bal i¢mis gibi harika bir bicimde tatl
oldugunu” agikca ifade etmistir. Yunan diyabetine kelimenin tam anlamiyla ball
tatli anlamina gelen Latince “Mellitus” kelimesini ekleyerek hastaligin tanimim
yapti. Fakat Willis idrardaki bu tathilig1 sekerin varliiyla iliskilendiremedi. Dort yil
sonra, Frank, hastaligi, diyabet veras: yani tatli idrar ve seker benzeri maddenin
varligina dayali olarak diyabet insipdusu yani tatsiz idrar seklinde siniflandird (22).
1775'te diyabet Dobson tarafindan ayrica tanimlandi ve idrarda seker varligi tespit
edildi (23). 1889'da Von Mering ve Minkowski, kopeklerin pankreaslarini
toplamislar ve kopeklerde sindirim bozukluklarinin gelismesine ek olarak diyabetik
hale geldiklerini tespit etmisler (24). Pankreasin sindirmeyen boliimii yani adacik
hiicrelerinin diyabetin dnlenmesinde sorumlu oldugunun 1921 yilinda Basting ve
Best tarafindan ortaya atilmasindan once 1909 ‘da Mayer insiilinin diyabetin ortaya
¢ikmasini engelleyen bir madde oldugunu disiiniiyordu (25). Sulfonamidin
hipoglisemik etkisi Janben tarafindan 1942 yilinda kesfedildi ve Frank ve Fuchs
tarafindan 1955 ‘te onaylandi. (26).
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3.4. Diyabetin Siniflandirilmasi

Diyabetes mellitusun teshisi ve siiflandirilmasi amaciyla kullanilan testler,1979 ve
1980 yillarinda ABD Ulusal Diyabet Veri Grubu ve Ikinci Diinya Saglik Orgiitii
Uzman Komitesi tarafindan diizenlenmistir. WHO’nun 1985’te yaptigi ufak
degisiklikler disinda ¢ok az sey degismistir.(27) Diabetes mellitus (DM); Tip 1 DM,
Tip 2 DM, farkli nedenlere bagh 6zel diyabet gesitleri ve gestasyonel DM olmak
tizere 4 gruba ayrilir. Aglik plazma glukozu (APG) >126 mg/dL, 75 g oral glukoz
tolerans testinin (OGTT) 2. saatinde bakildiginda plazma glukozu >200 mg/ dL veya
HbA1C >%6,5 ise sonuglarin tekrardan dogrulanmasi sartryla DM tanis1 konulabilir
(28).

3.5. Diyabet Tipleri

1. Tip 1 Diyabet: B hiicrelerinin yikimlanmasindan dolayr meydana gelir.
Genellikle insiilin eksikligine neden olur.
A. Otoimmdiin
B. Idiyopatik
2. Tip 2 Diyabet: Aslen Insiilin direnci ile gelisen bir insiilin salgilama
defektinin neden oldugu bir tiirdiir.
3. Gestasyonel Diyabetes Mellitus (GDM):Gebeligin ikinci veya tgiincii
trimesterinde teshis edilen ve net olarak belirgin olmayan diyabet tiiriidiir.
4. Degisik nedenlerden dolayr meydana gelen spesifik diyabet tiirleri:
a. B hiicre fonksiyonunun genetik defektleri
i. MODY 1 (Kromozom 20,HNF-4
ii. MODY 2 (Kromozom 7, glukokinaz)
iii.  MODY 3 (Kromozom 12,HNF-1 a)
iv.  Mitokondrial DNA ve diger tipler
b. Insiilin salgilanmasindaki genetik bozukluklar
Robson-Menden Hall Sendromu, lepregauinizm, Tip A insiilin
rezistansi, lipodistrofik diyabet ve digerleri.
c. Ekzokrin pankreas hastaliklari
Kistik fibroz, Pankreatik travma/pankreotektomi, fibrokalkiil6z

pankreatit, neoplazi, hemokromotozis, vs.
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d. Endokrinopatiler
Feokromastoma, Cushing sendromu, Akromegali,
Glukogonoma, aldesteronoma, hipertiroidizm, somotostatinoma,
VS.

e. llag veya kimyasallardan kaynaklanan nedenler

Tiroid hormonu, nikotinik asit, Vekor, pentamidin, glukokortikoidler, tiazidler,

dilantin, diazoksit, beta adrenejik agonistler, alfa interferon, vb.

f. Enfeksiyonlar
CMV, Konjenital rubella gibi.

g. G. Nadir olarak goriilen immiin kokenli diyabet formlari
Anti insiilin resept6r antikorlari, Stiff-men sendromu gibi.

h. Diyabetle beraber ortaya ¢ikan diger genetik sendromlar

Myostonik distrofi, Preder Willi sendromu, Down Sendromu, Klinefelter sendromu,
Wolfam Sendromu, Lourance Moon Dieadl Sendromu, Friedrich ataksisi,

Hantington Koresi, Turner Sendromu vs. (29-31).

3.5.1. Tip 1diyabet
Tip 1 (insiline bagimli) diabetes mellitus (T1D) pankreasin beta-hiicrelerinin
tahribati sonucu gelisen, mutlak insiilin eksikligine yol acan, semptomlarinin ani
olarak ortaya ¢ikmasiyla karakterize olan, ketoz egilimi ve eksojen insiiline
bagimliligin siirdigii metabolik bir hastaliktir (32). Tarihsel olarak, tip 1 diyabet
cogunlukla ¢cocuklarda ve ergenlerde goriilebilen bir hastalik olarak kabul ediliyordu.

Fakat bu goriis son on yilda degisti ve yas kisitlayici bir faktdr olmaktan ¢ikmustir.

Polydipsia (asir1 susama), polyhagia (asirt yeme) ve polyuria (asir1 idrara ¢ikma)
(diyabete 0zgili olarak ortaya cikan klasik {i¢lii semptomlar) ¢ocuklar, ergenler ve
daha az oranda olmak iizere yetiskinlerde hipergliseminin tanisal 6zellikleri olarak
ortaya ¢ikar. Eksojen insiilin ihtiyacini karsilamak ayn1 zamanda 0miir boyu devam
edecek olan tip 1 diyabetin bir 6zelligidir. Tip 1 diyabetin epidemiyolojisi, tedavisi,
hastaligin onlenmesi ve iyilestirilmesi, hastaligm nasil gelistigi Ile ilgili temel

sorularin yanitlari hala tam olarak bilinmemektedir (33).
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3.5.2. Tip 1 diyabetin 6zellikleri
Cogunlukla ¢ocuklarda goriilen kronik hastaliklardan biri olan Tip 1 diyabet uzun
stireli komplikasyonlarindan dolayr halk sagligi yoniinden onemli bir problemdir
(34). Tip 1 diyabet, genetik olarak duyarli bireylerde, insiilin {ireten pankreatik 3
hiicrelerinin hasariyla karakterize olan ve uzun bir preklinik siirece sahip metabolik
hastaliktir. T-hiicre aracili otoimmiin bir hastalik oldugu disiiniilmektedir (35). 14
yas alti ¢ocuklar arasinda Tip 1 diyabet insidansindaki kiiresel degisim biiytiktiir
(36). Tip 1 diyabet, ¢cevresel risk faktorleri, immiin aracili tetikleyiciler, pankteastaki
beta hiicrelerinin genetik olarak imha edilmesi, duyarlilik gibi multifaktoriyel bir
hastaliktir (37). Genellikle 35 yasin altinda olanlarda ortaya ¢ikar, fakat sik goriilme
yas1 10-15 yas grubundadir. Diinyadaki diyabetlilerin yaklasik %5-10’unu olusturur
(38). Mutlak insiilin yetersizligi s6z konusu oldugu i¢in tan1 konulduktan hemen
sonra tedavi i¢in insiilin kullanilmasi sarttir (39). Tip 1 diyabetin yaygin olarak
gorillen mikrovaskiiler komplikasyonlar1 ndropati, nefropati ve retinopati’dir.
Iskemik ve periferik vaskiiler hastaliga meyilli makrovaskiiler komplikasyonlar 30
yasin alt1 kisilerde seyrek goriiliir. Ayrica, ergenligin gecikmesi, ruhsal bozukluklar,
bliylimede gerilik, dermatolojik komplikasyonlar, ¢dlyak hastaligt ve otoimmiin

hipotiroidizm Tip 1 ile bagntili komplikasyonlardir (40).

3.5.3. Tip 1 diyabetin patogenezisi
Tip 1 diyabet T lenfositlerin pankreas adaciklarina sizdigi ve insiilinin
tiretilmesinden sorumlu olan beta hiicrelerinin yikimlanmasina neden olan otoimmiin
bir hastaliktir (41). Tip 1 diyabet iki temel form olarak tanimlanmistir. Tip 1A: Beta
hiicrelerinde hiicre aracili otoimmiin saldir1 sonucu meydana gelen tip (42-43). Tip
1B: Nedeni bilinmeyen ve Kketoasidozun sporadik vakalari arasinda degisik
derecelerde insiilin eksikligi olan ¢ogunlukla Asya veya Afrika irkli bireylerde

ortaya ¢ikan tip (44).

Tip 1 diyabet 100 yi1ldan daha uzun bir siire dnce ketoasidoz sonucu 6len diyabetli
cocuklarda Langerhans adaciklartyla siirlandirilan karakteristik bir enflamatuar
infiltrat (sizma) olarak tanimlanmistir. Daha sonra bu lezyona insiilitis adi verildi.
Simdi ise diyabetin baslangicinda olan ¢ocuklarda Tip 1 i¢in bu durum patagnomik

olarak kabul edilmistir (45). Bu infiltrat baskin olarak T-hiicreleri, CD8 ve ayni
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zamanda CD4’te iceren lenfositler, B lenfositler ve makrofajlari kapsamaktadir (46).
Aragtirma makalelerinin ¢cogu Tip 1 diyabetin patogenezi ile ilgili olarak insiilin
salgilayan pankreasin  hiicrelerinin bir otoimmiin yikimlanmasi sonucu olustugunu
belirtmektedir. Tip 1 diyabetin semptomatik baglangicinda pankreas adaciklarini
etkileyen kronik inflamatuvar bir infiltratin varligi bu goézlemlerin temelini
olusturmustur. Diger bir diisiince ise hastaligin uzun siire devam ettigi hastalarda,
pankreasin inslilin Ureten hiicrelerden yoksun oldugu ve diger B hiicrelerinin
yenilenme yeteneginin bulunmayisidir. Tip 1 diyabetin patogenezi hakkindaki bu iki
fikir uzun siire tartisilmistir. Ancak son verilere gore uzun siire Tip 1 diyabete sahip
bebek ve c¢ok kiiclik cocuklarda [ hiicrelerinin yenilendigine dair kanitlar
bulunmaktadir. Ancak ergen ve yetiskinlerde bdyle bir durum séz konusu degildir.
Tip 1 diyabetin patogenezisi hakkinda daha fazla bilgi edinmek i¢in hastalardan elde
edilen pankreas Ornekleri, serum ve periferik kandan alinan lenfositlerin analizi
gerekir. Bu bilesenler Tip 1 diyabetin patofizyolojisinde, B hiicreleri, immiin sistem,
timus ve kemik iliginde meydana gelen bir dizi fonksiyonel bozukluklara yonelik bir
fikir vermektedir (33).

Tip 1 diyabetin klinik semptomlar1 ortaya ¢ikmadan once birkag belirgin olmayan
bagisiklik olaylar1 meydana gelir. Bunlardan en Onemlisi, otoantikorlar iiretilir,
reaktif lenfositler kendiliginden aktive olur ve pankreasa sizarak Langerhans
adaciklarindaki insiilin {iretiminden sorumlu beta hiicrelerini imha ederler (47). Bu
kalict ve hedefli yok edis yillarca tespit edilemeyebilir ve cogunlukla ilk klinik
belirtiler ortaya ¢iktiktan sonra teshis edilir. Beta hiicrelerinin yikimlanmasi ve
sonugta islevini yitirmesi, bireyin hayatta kalmak i¢in insiiline bagimli bir hale

gelmesine neden olur (48).
Tip 1 diyabetin meydana gelmesindeki ¢evresel faktorler:

A. Viral Enfeksiyonlar

Farkli c¢alismalar viral enfeksiyonlarin tip 1 diyabetin patogenezisinde rol
oynayabildigini ileri stirmiistiir. Congenital rubella (konjenital kizamikgik) virilisten
kaynakli diyabetin klasik bir 6rnegidir. Fakat etkili agilama programlariyla cogu bati

tilkelerinde bu viriis elimine edilmistir (49). Diger bir viral tetikleyici viriis ise
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Picornavirus ailesine ait kiigiik ve zarfsiz RNA viriisii olan enteroviriis grubudur

(50).
B. Diyet Faktorii

Inek siitii proteinleri (CM) ile Tip 1 diyabet arasindaki iliskiye dayali hipotez onbes
yildan fazla bir siire tartisilmigtir. Yapilan ¢aligmalarda hastalik siirecinde 6zellikle
bebeklerde inek siitii gibi diyet proteinlerle beslenme sonucu zararhi etkilerinin
oldugu kanitlanmistir. Ayrica glutenli gidalarla beslenmenin Tip 1 diyabetin

gelisimiyle baglantili oldugu belirtilmistir (51).
C. Biiylime

Bebeklik doneminde artan kilo alimi hastaligin gelismesinde etkili olmustur (41).

D. Vitamin D Eksikligi

D vitaminin aktif form veya analoglari
Insiilitisi ve otoimmiin gelisimi 6nler (52).

E. Toksinler

i.  N-nitroso Bilesikleri
Ingiltere’de ekolojik bir analiz sonucunda, gocuklarda igme suyu ile
alinan artmis nitrat diizeyleri ile Tip 1 insidansi arasinda pozitif bir iliski
oldugu goriilmiistiir (53).

ii. Son zamanlarda farelerde yapilan arastirmalarda makrolid antibiyotik
olan bafilomisin, Al'nin ¢ok diisiik miktarlarda (nanogram) pankreas
adaciklarinda bozulmaya ve glukoz intoleransina neden oldugu
gorilmiistiir.

Bafilomisin Al ve ilgili makrolidler, toprakta yasayan Streptomyces spp.
tarafindan iretilmekte, yumrulu sebzeler 6zellikle patates ve pancarlar
gibi diyet sebzeleri kontamine ederek tip 1 diyabetin ¢evresel
nedenlerinden birini meydana getirir (54).

F. Dogum Oncesi ve Perinatal Faktorler

G. Stresli Yasam Olaylari
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Tip 1 diyabetin evriminde klinik olarak baglamasindan once stresli yagam
olaylarmin meydana getirdigi psikolojik faktorlerin olasi rolii kanitlanmasina
ragmen hala iizerinde tartisilmaya devam edilmektedir (55). Tip 1 i¢in
yiiksek riskli bireyleri gozlemleyen birtakim prospektif calismalar hastalik
belirtisine kadar psikososyal olaylarin degerlendirilmesinin gerekli olacagin
ve Ozellikle psikolojik stres ve yasanan olaylarin tip 1 diyabet gelisimini

tetikledigini gostermektedir (56).

. Genetik faktor

Tip 1 diyabetin temelde kalitsal olan HLA (Insan Lokosit Antijeni)
araciligiyla giiclii bir genetik bileseni vardir. Ancak hastaligi klinik olarak
tetikleyen faktorler genis bir bigimde bilinmemektedir. 1980'lerde Eisenbarth
Tip 1 diyabetin bagisiklik formunun gelisimine dair bir model 6énermistir ve o
zamandan beri bu konuda 6nemli 6lgiide ilerleme kaydedilmistir. Bu model
temel gorlis olarak kabul edilmistir. Bu fikir, herkesin dogustan Tip 1
diyabete bir dereceye kadar yatkin oldugunu ve bazilarinin hassasiyetinin
yiiksek kiminin ise daha az hassas oldugunu onerir. Duyarlilik biiyiik 6l¢iide
kalitsaldir. Bu agirlikli olarak HLA genotiplerinde bulunan DR ve DQ,
genleri ve daha az olmak tizere IDDM (insulin-dependent diabetes mellitus)

genetik lokuslarinda bulunan yatkin genlerden kaynaklanmaktadir (57).

Risk Faktorleri

© N o o B~ w DN PE

Zay1f glisemik kontrol

Erken yasta baslayan ve uzun siiren tip 1 diyabet

Genetik olarak yatkinlik - 6rnegin, aile dykiisiinde diyabetin varlig
Sigara kullanmak

Asiri kilolu olmak

Hareketsiz yasam tarzi

Hipertansiyon

Hiperlipidemi (58).
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3.5.4. Komplikasyonlar:
Tip 1 diyabet ile iliskili komplikasyonlar mikrovaskiiler ve makrovaskiiler olarak
siniflandirilir. Kardiyovaskiiler hastalik, uzun siire Tip 1 diyabetle yasayan bireyler
icin daha yaygmn olarak makrovaskiiler komplikasyonlara neden oluyor (59).
Diyabetli bireyler 0Ornegin, miyokard enfarktiis, anjina ve koroner-arter
revaskiilarizasyonu, inme gibi kardiyovaskiiler vakalarda diyabetsiz bireylere gore

10 kat daha fazla risk tasimaktadirlar.

Pittsburgh Epidemiology of Diabetes Complications’in yapmis oldugu
aragtirmaya gore 40 yasin altindaki tip 1 diyabetli yetiskin hastalarda
kardiyovaskiiler rahatsizliklar tespit edilmis ve 55 yasindan biiyiik bireylerde bu
vakalar ti¢ kat daha fazla gorilmistir (33). Diabetes Interventions and
Complications (EDIC)’ 1n uzun dénem komplikasyonlar i¢in yogun diyabet tedavisi
uygulanmis 109 Tip 1 diyabetli hastada geleneksel tedaviye gore % 42 oraninda

kardiyovaskiiler hastaliklarin azaldigi gézlemlenmistir (60).

Aciklanan bir rapora gore miyokard infarktiisiinden sonra Tip 1 diyabetli hastalarda
kalp proteinlerine kars1 antikor eksprese edilirken Tip 2 diyabetlilerde boyle bir
durum goriilmemistir (61). Retinopati, noropati ve nefropati gibi mikrovaskiiler
komplikasyon riskleri yogun insiilin tedavisiyle azalir. Son bes yilda bazi biiyilik
klinik calismalarmikrovaskiiler komplikasyonlarin 6nceden tahmin edilmesi ve

onlenmesi konusunda ilerleme gostermistir (33).

3.5.5. Teshis
Tip 1 diyabetli hastalarda, genellikle diyabetin akut semptomlar1 ve net bir sekilde
yiikselen kan glukoz seviyeleriyle teshis konulur. Yaklasik hastalarin iigte bir hayati

risk tagiyan ketoasidoz varligiyla teshis edilir.

Klasik semptomlara (hyperglisemi veya hiperglisemik krizin belirtileri )sahip

hastalarda, kan sekerinin 6lgiilmesi ile diyabeti teshisi koymak miimkiindiir. (plazma
glikozu 200 mg / dL [111 mmol / L].

Boylesi durumlarda, kan sekeri seviyesini bilmek hayati bir 6nem tagimaktadir.
Ciinkli saptanan semptomlarin diyabetten kaynaklanip kaynaklanmadigini dogru

tespit etmek gerekir. Sonugta tedavi programimin diizenlenmesini de etkiler. Bazen,
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bir hastanin ne kadar siire zarfinda hiperglisemisi oldugunu belirlemek igin Alc (Ug
aylik kan sekeri olarak bilinen hemoglobin Alc (HbAlc) seker hastaliginin teshis ve

takibinde kullanilan 6nemli bir laboratuvar testidir.) istenebilir (62).

3.5.6. Tedavi
Tip 1 diyabet onceden tahmin edilebildiginden hastaligin Onlenmesine veya

geciktirilmesine yonelik aragtirma yontemleri bulunmaktadir (63).

a) Hiicrelerde meydana gelen immiin yikimi1 durdurma

Amag klinik olarak hastaligin baglamasindan 6nce miidahale ederek immiin tahribati
durdurabilmek ve sonugta klinik agidan hastaligin olusumunu geciktirmek veya
onlemektir (64). Genetik belirteglerle yeni dogan taramasi yapilarak basari elde

edilebilir (65).

b) Islet transplantation (Adacik Nakli)

Tiim pankreas yerine adacik nakli ilk olarak 1972’de rodentlerde, 1977°de ise
insanlarda yapilmistir (66-67). Adacik izolasyonu ve saflastirmasindaki gelismeler,
adacik nakli caligmalarindaki ilerlemelerini belirgin bir sekilde kolaylastirdig:
1989°da rapor edildi (68). Pankreas transplantasyonuyla karsilastirildiginda islem
daha az invaziv islem gerektirmekte ve morbidite orant daha diisiiktiir. Bu islemde
karsilagilan problem ise adaciklar c¢ogunlukla insiilin iiretmeye devam
edememektedirler ve ikinci bir adacik nakli gerektirir veya insiilin tedavisine geri

dontiis s6z konusu olur (69).

c) Stem cells (kok hiicre)

Son zamanlarda, hastalik genotipleriyle uyarilmis insan pluripotent kok hiicreleri,
insan hastalik modellemesi i¢in bir ara¢ olarak tretilmektedir (70-71). Hastalikla
iliskili hiicre tipleri invitro farklilasma protokolii vasitasiyla iiretilebilir. Bu
protokoller hastalik patolojisinin in bir vitro ortamda analizini saglayabilir. ES (kok

hiicre) hiicreler pluripotent kok hiicreler i¢in altin degerinde olmasina ragmen ES
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hiicreleri basit bir Mendel genetigi olarak hastaligin teshisi veya tahmini konusunda

sadece hastaligi modeller (72).

Multijenik hastaliklarin yani sira Tip 1 diyabet i¢in indiiklenmis pluripotent kok
hiicreleri (IPS) tedavide en iyi baslangi¢ noktasidir ¢iinkii hastanin kendi
hiicrelerinden iiretilmektedir. Dolayistyla bu hiicreler bir kok hiicrede hastalikli geni
yakalayabilir. Insiilin iireten hiicrelerin kaynagina alternatif olarak pankreas

hiicrelerine farklilasabilen (PS) hiicreleridir (73).

d) Pankreas Nakli

Pankreas naklinin modern donemi 1967 yilinda Minnesota iiniversitesinde yapilan
bir raporla baslamistir (74). Pankreas transplantasyonu ile ilgili sorun, akut doku
reddi, greft trombozu, enfeksiydz komplikasyonlar ve nispeten yiiksek oranda
hematolojik kanserleri iceren morbiditedir (75). Diger bir sorunda organ bagisi
yapacaklarin sayisinin sinirli olmasidir. Ayni zamanda hepsinin transplantasyon igin
uygun bir pankreasa sahip olmamasidir (81). Pankreas naklinde uygulanan
yontemlerden biri laparoskopik Robotik bir yaklasim kullanarak pankreas nakli
yapmaktir (76).

3.6. Tip 2 diyabet

Tip 2 diabetes mellitus (T2DM), obezite ile yakindan iligkili olan ve siirekli olarak
yayginlik gosteren global bir problemdir. T2 DM'li bireyler, hem makrovaskiiler
komplikasyonlar (kardiyovaskiiler ~komorbiditeler) hem de mikrovaskiiler
komplikasyonlar (retinopati, ndropati ve nefropati gibi), hiperglisemi ve insiilin
direnci (metabolik) sendromunun bireysel bilesenleri sebebiyle yiiksek riskle karsi
karsiyadir. Cevresel faktorler ( obezite, sagliksiz beslenme ve fiziksel hareketsizlik)
ile genetik faktorler, Tip 2 DM'de bozulmus glikoz homeostazindan sorumlu olan
¢oklu patofizyolojik bozukluklara neden olur (77). Diyabetli hastalarin %90-95’ini
olusturan bu tip diyabette insiiline bagimli olmayan diyabet, yetiskin baslangi¢h
diyabet veya insiilin direncinin oldugu diyabet denmektedir. En azindan baslangigta
veya hayatlar1 boyunca hastalarin hayatta kalmak i¢in insiilin tedavisine

gereksinimleri yoktur. Tip 2 diyabetin birgok farkli nedeni bulunmaktadir.
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Muhtemelen bu diyabet formunun birgok farkli nedeni vardir. Spesifik etiyolojiler
bilinmiyor ancak bu hastalikta B hiicrelerinin otoimmiin seklinde yikimi s6zkonusu
degildir. Bu diyabet tiirii olan hastalarin ¢ogunlugu obezdir ve obezitenin bizzat
kendisi insiilin direncinin yiikselmesine neden olabilir. Ketoasidoz bu tip
diyabetlerde nadir olarak kendiliginden meydana gelir. Genellikle teshisi yillarca
yapilmaz. Ciinkii bu tip diyabette hiperglisemi yavas gelisir. Ayrica erken
donemlerde genellikle hastanin diyabetin klasik semptomlarini siddetli olmamasi
nedeniyle fark etmesi olduk¢a zordur. Ancak bu hastalar, makrovaskiiler ve

mikrovaskiiler komplikasyonlarin gelismesi bakimindan risk altindadirlar (8).

3.6.1. Tip 2 diyabetin ozellikleri
Tip 2 DM insiilin sekresyonunda bozukluk olmasindan baska insiilinin
caligmasindaki aksakliklar sonucu gelisir. Hastalarin %75-80’1 genellikle sismandir,
obezite bulunur fakat kilolu olmayanlarda da gelisebilir. Ancak kilolularda uygun
tedaviyle diizelme izlenebilir. Genellikle 30 yas ve lizerinde goriilse de her yasta
gelisebilir. Tip 2 diyabetli hastalarda makrovaskiiler ve mikrovaskiiler
komplikasyonlar bulunabilir. Klasik semptomlarindan ¢ok fazla su igme ve asirt
idrara ¢ikma goriiliir. Bazen de bu tiir sikayetler olmadan da hastalik ortaya ¢ikabilir.
Kilo ve genetik olarak yatkinlik bu hastaligin 6nemli risk faktorleridir. Bu hastaliga
g0z, sinir ve damar hastaliklar1 birlikte eslik edebilir. Tip 1’in aksine hasta kaninda

antikorlar bulunmaz. Temel 6zelligi ise insiilin sekresyonundaki bozukluktur.

3.6.2. Patogenezisi
Tip 2 diyabet tiim diinyada yaygin bir hastalik haline gelmistir. Insiilin duyarsizlig
obezite fenomeniyle iliskilendirilirken, pankreas hiicre fonksiyonlar1 klinik
hipergliseminin ortaya c¢ikmasindan Once kademeli olarak azalir. Hastaligin
olusumunda insiilin direnci nedeniyle artan esterlenmemis yag asitleri, inflamatuar
sitokinler, adipokinler ve mitokondriyal fonksiyon bozukluklari, hiicre fonksiyon
bozukluklar1 nedeniyle glukotoksisite, lipotoksisite ve amiloid olusumu gibi birkag
multifaktor oldugu ileri siiriilmektedir. Ayrica hastaligin gii¢lii bir genetik bileseni
bulunmaktadir. Ancak simdiye kadar bu genlerin ¢ok az1 tanimlanabilmistir. Bunlar
arasinda calpain 10, potassium inward-rectifier 6-2, peroxisome proliferator-
activated receptor, insulin receptor substrate-1 bulunmaktadir. Hastaligin tedavisinde

sadece diyet ve egzersiz degil aym1 zamanda lipid azaltici antihiperglisemik ilag
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tedavisi, antihipertansif ve anti trombosit tedavisi kombinasyonlarindan da

faydalanilir (7).

Insiilin direnci
Insiilin direnci, hem karacigerde iiretilen endojen glikozun iiretiminin
baskilanmast hem de iskelet kasindaki glikozun kullanilmamasi
sonucu insiilinin biyolojik etkisinin beklenenden daha az meydana
gelmesi olarak tamimlanmaktadir (78). Endojen glikoz tiretimi, aghik
glikozu bozulmus veya tip 2 diyabetli hastalarda hizli bir sekilde
tiretilir. Clinkdi bu artis hiperinsiilineminin varliginda meydana gelir
(7).

Obezite
Obezite Tip 2 diyabet ve insiilin direncinin meydana gelmesiyle
iligkili bie durumdur. Obez bireylerde adipoz doku gliserol, artmis
oranda esterlesmemis yag asitlerinin
miktarini,hormonlari,preinflamatuar sitokinlerive insiilin direncinin
gelismesini iceren diger faktorleri serbest birakir. Insiilin direncine
pankreasin beta adacik hiicrelerinin islevsizligi eslik ettigi zaman
instilin salgilayan hiicreler kan-glikoz seviyesini kontrol edemez
duruma gelir. Bu beta hiicrelerinin islevsel bozuklugu nedeniyle Tip 2
diyabet  gelisimi  ve  risklerinin  meydana  gelmesinin
aciklanabilmesinde hayati 6nem tasir (79).

Beta hiicre disfonksiyonu

Tip 2 diyabet, hastaligin seyri boyunca beta hiicrelerinde ilerleyici bir

hiicresel fonksiyon kaybi ile karakterize bir metabolik hastaliktir (80).

Normal pankreatik B hiicresi obeziteye bagl insiilin direncine yanit olarak

normoglisemiyi devam ettirmek amaciyla insiilin hipersekresyonunu

gerceklestirir. B hiicresi bu kompensatuar yanit1 devam ettiremediginde Tip 2

diyabet olusur. Yapilan g¢alismalar normoglisemiden diyabete ilerlemenin

temel belirleyicisinin [ hiicre fonksiyon bozuklugunu oldugunu tespit

etmistir (81).
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e Genetik faktorler
Tip 2 diyabetin genetiginde yatan temel nedenleri anlamamizi sinirlayan en
biiylik problem insiilin sekresyonu ve duyarliligindaki bir¢ok cevresel ve
genetik temelli faktorlerin varligidir ki bunlar yas, cinsiyet, etnik kdken,
fiziksel uygunluk, diyet, sigara kullanimi, obezite ve yag dagilimim
kapsamaktadir. Bunlarin ¢ogunun altinda genetik kontrol sézkonusu olsa da
diyabete spesifik genlerin olmayabilecegini de vurgulamak oOnemlidir.
Ornegin; insiilin direnci bulunan tip 2 diyabetlilerde temel neden karm igi
yag birikimidir ve esas olarak gen kontrolii altinda meydana gelmektedir.
Sonug olarak Insiilin direnci tespit edilmis diyabetik hastada bu durum
genetik olarak degerlendirilir. Fakat bu spesifik bir diyabet geninin varligini
temsil etmeyebilir. Ciinkii insiilin direnci bulunan obez insanlarda diyabet
gelismeyebilir. Ote yandan, insiilin reseptdrii genindeki insiilin direncine
neden olan bir mutasyon, diyabet icin spesifik bir gen olarak kabul edilebilir

(82).

3.6.3. Teshisi
Diabetes mellitus’un teshisi 1999’dan beri WHO’nun 6nermis oldugu aglik kan
sekeri ile iki saat sonra 75 gr glikoz yiiklendikten sonraki kan sekerlerinin Slgiilerek
her ikisinin birlesimi sonucu ortaya ¢ikan kriterlere gore tanisal siniflandirma
yapilmasi Ongoriilmiistiir (83). Diyabeti ortaya c¢ikaran predispose kosullar,
bozulmus glikoz toleransi ve bozulmus aclik glikozu sadece akademik bir meraktan
ileri gelmez. Ciinkii tedavi edilmedigi siirece her yil bu rahatsizliklara sahip
insanlarin % 7 ‘sinde diyabetin ortaya ¢ikmasi kaginilmazdir. Ayrica bozulmus

glukoz toleransinin bizzat kendisi makrovaskiiler hastalik riskinin artmasina neden

olmaktadir (7).

Bu diyabet tipi seker hastaligi olanlarin% 90-95’ni kapsar ve insiiline bagimh
olmayan diyabet yada yetiskin baslangicli diyabet olarak adlandiriimaktadir. Insiilin
direncine sahip bireylerde s6zkonusudur ve genetik yakinlikla iligkilidir. En azindan

hastaligin baglangicinda bireyler hayatta kalmak icin insiilin tedavisine ihtiyag
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duymazlar. Bircok nedeni bulunmasina ragmen spesifik bir etiyolojiye sahip

degildir. Tip 1 diyabetteki gibi B-hiicrelerinde otoimmiin yikim goriilmez (84).

Tip 2 diyabet teshisi i¢in yapilan testler

e Rasgele yapilan plazma glikoz 6l¢timii

Rastgele veya giindelik olarak plazma glikoz olglimii ucuz, basart orani yiiksek,
rahatsiz edici bir yonii olmayan ve kan alma sirasindaki riskler hari¢ herhangi bir

risk icermeyen bir test yontemidir.

e ACLIK PLASMA GLIKOZ OLCUMU
Aclik plazma glikoz seviyesi en az 8 saat a¢ birakilmis ve klinik olarak takibi
yapilan hastalarda olgiilmesi gereken bir testtir (85).
Oral glikoz tolerans testi
OGTT ashinda 1922'de suprafizyolojik bir glikoz yiikiinii tolere etme
yeteneginin bir Ol¢iisii olarak tanimlanmisti. Testin su andaki hali 1979'da
tanimlandi (86).
Fakat ADA artik bu testin rutin olarak kullanimin1 6nermemektedir (85).

e Hemoglobin Alc

Hemoglobin Alc Ol¢limii, giivenilirligi yiiksek olan bir testtir. miikemmel
giivenilirlige sahiptir. Birey i¢i varyasyon katsayis1 kisa stireli diyabetli bireylerde %
4,2 iken uzun vadede ve diyabetsiz bireylerde bu oran %1.9 olarak belirlenmistir.
Hemoglobin Alc diizeylerinin tespit edilmesi aym1 zamanda diyabete 0zgii
komplikasyonlarin tahmin edilmesine de katkida bulunur (87-88). Diyabet tedavi
kararlarinin temel tedavisinin ne oldugu konusunda fikir edinilmesini saglamaktadir.
Biitiin bunlara ek olarak gelecekte glisemide glikoz toleransi bozuk kisiler arasinda
ve daha az bozukluklar1 olan insanlar arasinda hemoglobin Alc seviyesindeki ufak

yiikselmeler 6ngoriilmektedir (85).
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3.6.4. Tedavi
Tip 2 diyabetin tedavi se¢iminde ilk amag hastay1 uzun dénemli komplikasyonlardan
korumaktir. Ciinkii insiilin direnci tip 2 diyabetin patogenezisinde temel rol
oynamaktadir ve ozellikle kardiyovaskiiler rahatsizliklar dogurabilir. Miidahalelerde
ilk hedef insiiline duyarli dokularin iyilesmesini saglamaktir. Cesitli ilag tedavileri
uygulanabilir. (Thiazolidinediones, Metformin, Sulfonylurea derivatives, glucosidase

inhibitors, Glucagon-like peptide 1, Eksojen insulin) (7).

Bariatric cerrahi (Obezite ameliyat1): Bariatrik cerrahi, tip 2 diyabetli hastalarda
iyilesmeyi ve hastaligin dnlenmesini net bir sekilde saglamaktadir. Ancak bariatrik

cerrahi sonrasinda hastalarda diyabetin niikks etmesi gerceklesebilir (86).

3.7. PBMC Hiicreleri

Periferik kan mononiikleer hiicresi (PBMC), yuvarlak g¢ekirdege sahip (diger bir
deyisle bir lenfosit, bir monosit veya bir makrofaj i¢ceren)herhangi bir kan hiicresi
olarak tanimlanmaktadir. Bu hiicreler, bagisiklik sisteminin, enfeksiyonlarla savasan
veya disardan gelecek mikroorganizmalara karst uyumu saglayan Onemli birer
pargasidir. Lenfosit popiilasyonu meydana getiren bilesenler, T hiicreleri, B hiicreleri

ve Natural Killer hiicreleridir (87).

3.8. Mitojenle-Etkinlesen Protein Kinaz (MAPK)

Okaryotik hiicrelerin tiimiinde bulunan MAPK enzimleri, farkli reseptérler ile alinan
mitojenik uyarilarin kesisme ya da birlesme noktalaridir (88). Sitoplazmada bulunan
bu proteinler hiicre zarindan cekirdege bilgi aktarilmasinda 6nem tasimakla birlikte,
hiicre igindeki diger proteinlerin, serin(Ser)/treonin(Thr) amino asitlerine fosfat
gruplarini aktararak etkinliklerini diizenleyebilmektedirler. Simdiye kadar Insan
genomunda 14 MAPK geni ve 7 farkli MAPK sinyal iletimi yolagi oldugu tespit
edilmistir (89-90-91).

MAPK ailesi; gen ekspresyonu, hiicre bdliinmesi, hiicre canlilifi, apopitoz,

metabolizma, farklilasma ve motiliteyle iliskili stireclerin kontroliinde yer alan sinyal
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iletimi yolaklarni olusturmaktadirlar (19). MAPK ailesi, klasik MAPK’ lar olarak
ifade edilen dis sinyal diizenleyici kinaz (ERK)1/2, c-Jun N-terminal kinaz (JNK)’
lar, p38MAPK’lar ve ERKS ile atipik MAPK” lar olarak bilinen ERK3, ERK4, nemo
benzeri kinaz (NLK) ve ERK7 MAPK”’ larimi igermektedirler (92).

1. ERKyolag:
Dokularin biiyiik bir kisminda eksprese olmaktadir (93). ERK yolagi, hiicre
cogalmasi hiicre iskeletinin sekillenmesinde ve hiicre 6liimiinde rol oynamaktadir.
ERK’ in gegici ve siirekli etkinlesmesi, E-26 bolgesi igeren proteini (ELK-1)
fosforile ederek hiicre dongiisii sirasinda, FBJ osteosarkoma onkogen (Fos) protein

ekspresyonunu uyarmaktadir (94).

2. JINKyolag:
En iyi bilinen JNK substratlari, Fos ve Jun aile tiyelerini kapsayan, A P-1 transkript
faktorleridir. Fare fibroblastlarinda, JNK etkinliginin hiicre ¢ogalmasini uyardigi
ifade edilmistir (92). JNK’ larin pro-apopitotik islevleri hiicrenin tipine ve uyaranina
baglidir. INK tarafindan indiiklenen apopitoz, B-lenfoma 2 (Bcl-2 ) protein ailesinin

fosforillenme ve ekspresyonuna baglidir (95).

3. p38 yolag
Yapilan arastirmalarda p38 MAPK yolagmin, p38a (MAPK14),p383 (MAPK11),
p38y (SAPK3 veya ERK6 veya MAPK12) ve p386 (SAPK4 veya MAPK13) olan
dort izoformu elde edilmistir (96). Dokularin ¢ogunda p38a ve p38p izoform
ekspresyonu goriiliirken, p38y iskelet kasinda, p386 ise daha ¢ok akciger, bobrek,
testis, pankreas ve ince bagirsakta eksprese olmaktadir (97). p38 yolagi enzimleri,
oksidatif stresler ve iyonizan radyasyon gibi uyaranlar araciligiyla p38’ de yer alan
Thr-Gly-Tyr amino asit dizisini fosforille ederek p38 yolagini etkinlestirmektedirler
(90). p38 izoformlar1 substrat Ozgiinliiklerine bagli olarak bazi proteinleri ve

transkripsiyon faktorlerini fosforile ederek hiicresel yanitlar olusturmaktadirlar (98).

MAP kinazlarin diyabet kaynakli hiicresel degisikliklere cevaplarinda
potansiyel katilimimi ortaya koyan biyokimyalarini, smiflandirmalarini  ve
isimlendirmelerini dikkate almak gerekmektedir. Mitojenle aktive olan protein

kinazlar, korunmus treonin ve tirozin artiklarinda ¢ift fosforilasyon yoluyla hiicre
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dis1 uyaricilara cevap olarak aktive edilen bir serin / treonin spesifik kinaz grubunu
olustururlar. Ug ana MAP kinaz grubu vardir; hiicre dis1 sinyal diizenlenmis kinazlari
(ERK), c-Jun N-terminal kinazlar1 (JNK) ve p38 kinazlar1 (99). MAP kinaz sinyal
mekanigi, uyaranlar1 ve substratlar tetikleyen detaylar1 igeren son zamanda birkag
elestiri yazisi bulunmaktadir (100-101-102). Hiicre fizyolojisindeki algilanan rolleri
evrimlesmektedir, ancak genel olarak p38 ozmotik bir cevap elemani olarak
gortiniirken (103) , JNK'lar, gesitli hiicresel stres formlarina cevap verir ve arketipal
stresle aktive olan protein kinazlar olarak goriiliir (SAP kinaz) (99) ERK'ler ise esas

olarak biiylime faktor sinyal kinazlari olarak kabul edilmektedirler (100).

Ancak daha sonra, hem ERK hem de p38 kinaz gruplarinin hiicresel reseplere
yanit verdigi netlesmistir, boylece ii¢c MAP kinaz grubunun tamami belirli kosullar

altinda SAP kinazlar1 haline gelebilmistir (104-107).

3.9. STAT3

STAT3 sitokin stimiilasyonundan sonra sinyalleri ¢ekirdege ileten Onemli bir
transkripsiyon faktoriidiir. Sitokin stimiilasyonundan sonra, Janus Kinaz (JAK),
STAT tirozin fosforilat1 olan sitokin reseptorii ile iligkili kinazlar1 aktive eden sitokin
reseptoriinii fosforile eder. Daha sonra, iki STAT molekiili, SH2 domeni iizerinden
homo veya hetero dimerize olur ve gen ekspresyonunu diizenlemek i¢in spesifik
DNA elemanlarina baglanmak tizere ¢ekirdege translokasyon yapar (108). Simdiye
kadar toplam 7 tane STAT proteini belirlenmistir: STAT-1, STAT-2, STAT-3,
STAT-4, STAT-5a, STAT-5b ve STAT-6 (109).

Bu proteinlerden biri olarak bilinen STAT3, hiicre biiylimesininin
diizenlenmesinde, yeniden deri sekillenmesinde, hiicresel transformasyonda,
keratinosit gdciinde, makrofaj inaktivasyonunda, IL-6" ya bagml karaciger
rejenerasyonunda, epiteliyal hiicrelerin apoptozunda ve T-helper hiicre cevabinda
olusan inflamatuvar sitokinlerin downregiilasyonunda rol aldig1 bildirilmistir (110-
112) Ayrica, STAT3 IFN'ler, IL-2, IL-6, IL-7, IL-10, IL-12, IL-15, IL-21, IL-23 ve
IL-27 iceren ¢esitli sitokinler yoluyla hem dogal hem de adaptif tepkilerin modiile

edilmesinde 6nemlidir (113).
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3.10. Src family kinase

Src ailesi kinazlar1 (SFK'ler), hiicre ¢ogalmasi, yapisma, goc, hayatta kalma ve
bagisiklik fonksiyonlar1 da dahil olmak iizere ¢esitli hiicresel olaylarin
diizenlenmesinde onemli rol oynayan reseptdr olmayan tirozin kinazlardir.( 114)
SFK'ler, yapisal olarak korunmus sekiz {iyeden (Hck, Lyn, Fyn, c-Src, Lck, Evet,
Blk ve Fgr) olusur ve SFK'lerin anormal ekspresyonu veya aktivitesi, kanser ve
otoimmiin hastaliklar dahil olmak iizere bir¢ok hastalik tipiyle iligkilidir (115).
Ayrica, reseptor olmayan tirozin kinaz ailesinin bir {iyesi olan c-Src'nin ekspresyonu
ve aktivasyonu, diyabetle iliskili kardiyovaskiiler hastaliklarin patofizyolojisinde
biiyiik rol oynamaktadir (116). c-Src, ¢coklu mekanizmalar yoluyla aktive edilir ve
hipergliseminin hiicre i¢i sinyaline, sitokinlere, biiyiime faktorlerine, vazoaktif

ajanlara (ET-1 dahil) ve 2 adrenerjik reseptore aracilik eder (117).

Son yillarda, SFK’larin diizenleme modlar1, SFK’larin etkilesime girdigi birgok
kinaz ve fosfatazin etkilerini anlayacagimiz bir dereceye kadar aydinlatilmistir. SFK
aktivitesi bir¢ok faktor tarafindan diizenlenir. En 6nemlisi, Tyr-418 (kalint1 sayilari,
insan Src'sine atifta bulunur), bir trans otokatalitik reaksiyonda fosforile edilir ve
kinaz aktivitesini 6nemli Olglide arttirir (118). Src familyasi kinazlarinin gesitli
reseptorlerle etkilesime girmesi ve ayni zamanda diger sinyal yolaklarina dahil
olmasi, SFK'larin dahil edilmesinden kazanilan fizyolojik fayda ve etkilesim
mekanizmas1 hakkinda daha fazla agiklama yapilmast i¢in genel bir model
gerektirmektedir. Boyle bir genel model, belirli sinyalizasyon sistemlerinden
herhangi biri hakkinda, 6rnegin aralarindaki paralelliklerin ¢izilmesi ve bilinmeyen
molekiiler mekanizmalarin aydinlatilmas: i¢in temel fayda saglayacaktir. Ayrica
SFK'larin oynadig1 belirli fizyolojik rol hakkindaki soruyu cevaplamaya da yardimci
olacaktir (119).
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4. GEREC VE YONTEM

Calismamizdaki biitiin deneyler Dicle Universitesi Bilim ve Teknoloji Uygulama ve
Arastirma Merkezinde (DUBTAM) gerceklestirildi. Calismamiz Dicle Universitesi
Tip Fakiiltesi Endokrinoloji kliniginde yatmakta olan ve Diyarbakir Gazi Yasargil
Arastirma Hastanesi Endokrinoloji poliklinigine basvuran Tip 1 ve Tip 2 diyabet
tanis1 konulmus 15 Tip 1 ve 15 Tip 2 hastast ile (cinsiyet farki gézetilmeden) 15
kontrol olarak saglikli bireylerden (cinsiyet ve yas agisindan uyumlu) kan ornekleri

alindi.

Calisma protokoliiniin amaci, gere¢ ve yontemlerinin incelenmesi, Helsinki
Deklarasyonu Kararlarina, Hasta Haklar1 Yonetmeligi’ ne ve etik kurallarina uygun
olarak tasarlandigina iliskin Dicle Universitesi Tip Fakiiltesi Etik Kurulu tarafindan

15.03.2018 tarih ve 7/9 sayili karariyla etik kurul onay belgesi alind1 (Ek 1).

Tablo 1: Tipl, Tip 2 ve Kontrol gruplarina ait yas ve cinsiyet bilgileri

Sira | Grup | Cinsiyet | Yas Sira | Grup | Cinsiyet | Yas
1 Kontrol | Erkek 26 24 | Kontrol | Erkek 26
2 Kontrol | Kadin 43 25 | Kontrol | Kadin 43
3 Kontrol | Kadin 32 Kontrol | Kadin 32
4 Kontrol | Erkek 28 Kontrol | Erkek 28
5 Kontrol | Erkek 33 Kontrol | Erkek 33
6 Kontrol | Erkek 28 Kontrol | Erkek 28
7 Kontrol | Kadmn 44 Kontrol | Kadin 44
8 Kontrol | Kadmn 50 Kontrol | Kadin 50
9 Kontrol | Erkek 38 Kontrol | Erkek 38
10 | Kontrol | Kadm 45 Kontrol | Kadin 45
11 | Kontrol | Kadmn 32 Kontrol | Kadin 32
12 | Kontrol | Erkek 40 Kontrol | Erkek 40
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13 | Kontrol | Erkek 52
14 | Kontrol | Erkek 39
15 | Kontrol | Erkek 41
16 |Tip1l Erkek 21
17 | Tipl Kadin 36
18 |Tipl Kadin 41
19 |Tip1l Erkek 25
20 |Tipl Kadin 20
21 | Tipl Erkek 32
22 |Tipl Kadin 19
23 | Tipl Kadin 23

4.1. Western blot

4.1.1. Ficoll-Paque yontemi

izolasyonu

ile periferik kandan PBMC’

Kontrol | Erkek 52
Kontrol | Erkek 39
Kontrol | Erkek 41
Tip1l Erkek 21
Tip 1l Kadin 36
Tip 1l Kadin 41
Tipl Erkek 25
Tip1l Kadin 20
Tip 1l Erkek 32
Tip 1 Kadin 19
lerin

Tip 1, Tip 2 hastalar1 ile saglikli bireylerden alinan 20 ml vendz kanin 10 ml’si

immiinohistokimya analizi i¢in 10 ml’si ise PBMC’lerin izolasyonu i¢in heparinize

tiip icine aktarildi. Hiicre izolasyon basamaklari, steril kosullarda yapilabilmesi i¢in

Class II tip laminar kabin i¢inde (Thermo safe 1.2 class II) gergeklestirildi (Resim 1).

Toplam kandan PBMC’lerin izolasyonu mevcut standart protokolii uygulanarak su

sekilde gerceklestirildi.

a) Heparinize kan 50 ml’ lik falkon tiip i¢ine aktarildi. Uzerine total kan miktari

kadar(10 ml) Phosphate Buffered Saline (PBS) [Gibco®] eklendi.
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b)

d)

L uidl

Resim 1: Class II tip laminar kabinde ¢alismanin yapilmasi

PBS ile sulandirilan kan dort-bes defa pipet yardimiyla (pipetaj) karistirildi.
50 ml’lik falkon tiip i¢ine almman 15 ml FicollPaque PLUS (GE Healthcare
Life Sciences) iizerine PBS ile sulandirilmis olan kan tiipiin yan duvarindan
oldukga yavas bir sekilde ve sizdirma tarzinda eklendi.

Tiipler 400 xg’ de 18°C’ de 30 dk 4 acc ayar1 ile declaration ayar1 0 olacak
bi¢imde santrifiij edildi (Thermo SL16R).

Santriflij yapildiktan sonra falkon tiipiin en dip kisminda eritrositler,
eritrositlerin iistiinde yiliksek yogunluktaki ficoll ve en {ist kisimda da PBS ile
plazma bulundu. PBS ile Ficoll’lin birlesim yerinde halka seklinde PBMC’
ler tespit edildi (Sekil 2).
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Resim 2: Santrifiijden sonra meydana gelen tabakalanma

€)10 ml’lik steril pipet kullanilarak PBS ve plazma uzaklastirildi.

f) 5 ml’lik steril pipet yardimiyla PBMC’ ler toplandi. Toplanan PBMC’ ler baska
bir 50 ml’ lik falkon tiipe transfer edilerek, iistiine total voliim 50 ml olacak sekilde

PBS eklendi.

g) Tipler 200 xg’ de 18 °C’ de 10 dk acc ayar1 9 declaration ayar1 9 olacak bigimde

ayarlanarak santrifiij edildi.
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Resim 3 : Coken Hiicre Peleti

h) Falkon tiipiin dibine ¢oken PBMC”’ lerin iizerindeki PBS uzaklastirildi. Coken
hiicreler hafifce tiipe vurularak kaldirildi. Uzerine total miktar 14 ml olacak sekilde
pbs eklenerek pipet yardimiyla pipetaj yapildi.15 ml’lik falkona aktarilarak tekrar
200 xg’ del8 °C’ de 10 dk acc ayar1 9 declaration ayar1 9 olacak sekilde ayarlanrak
santrifiij edildi (Resim 3).

1) PBS Santrifiijden sonra pipet yardimiyla hiicre peletine dokunulmadan

uzaklagtirildu.

4.1.2. Western Blot icin PBMC Hiicre Lizatlarinin Hazirlanmasi

Hiicre lizatlar1 agagidaki protokol esliginde yapildi.

Tiipler i¢inde bulunan hiicre peletleri iizerinde yapilacak olan iglemlerin tiimii buz
icerisinde gerceklestirildi. Peletlerin lizerine niikleaz (Thermo Fischer) i¢eren soguk
RIPA buffer (160 ul) (Sigma Aldrich) ve proteaz-fosfotaz inhibitor kokteyli
(Thermo Fischer) eklendi. Pipetle pipetlendikten sonra vortekslenerek karistirilan
ornekler 1 saat boyunca buzun fiizerinde tutulmak kaydiyla 15 dakikada bir

vortekslendi ve lizisi saglanmis oldu. Protein karigimi igindeki toplam protein
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miktarin1 6lgmek amaciyla BCA protein assay kiti (Thermo Scientific Pierce)
kullanildi. Kitin {lizeride yazili olan kullanma talimatina uygun sekilde BSA (Bovine
Serum Albumine) standartlar1 kullanild1 ve 562 nm’ de 6l¢iim yapilarak pg/ml deki
total protein konsantrasyonu tespit edildi (Resim 4).

Resim 4 : Orneklerin Protein Degerlerinin Olgiimii

4.1.3. Western blot icin protein érneklerinin jelde ayrimi ve membrana
transferi

1. Biitiin protein orneklerinin ayrimi Mini Protean Tetra Cell apparatus sistemi (Bio-
Rad) kullanilarak % 10 luk TGX stain-free fast cast acrylamid jel (Bio-Rad)

iizerinde gerceklestirildi.

2. Protein 6rnekleri % 0.01 (w/v) bromophenol blue, 1x SDS loading buffer [% 2
(w/v) SDS, % 5 (v/v) glycerol, % 8 (w/v) DTT] igerisinde hazirlandi. 94’ °C de 2 dk
1s1tilda.

3.Esit miktardaki (20 pg) ve esit hacimdeki (20 pl) proteinler % 10’ luk TGX stain-
free fast cast acrylamid jel tlizerine yiiklendi (Resim 5) . 300 V’ da 20 dk SDS
running buffer (2.4 mM Tris, 19.2 mM glycine, % 0.01 (w/v) SDS) igerisinde
elektroforez yapildi (Resim 6,7).
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Resim 5 : Orneklerin membrana yiiklenmesi

Resim 6 : Yiiriitme Islemi
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Resim 7 : Orneklerin Yiiriitiilmesinde Kullanilan Cihaz

4. Ayrilan proteinler jelden PVDF membrana transfer edildi (Bio-Rad, Transfer
pack) (Resim 8,9).

Resim 8 : Proteinlerin Ayristigi Jelin Alinmasi
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Resim 9 : Jelin Membrana Transferi

5. Memranlar, % 5’ lik 1 gr yagsiz siit tozunun 20 ml PBS-Tween igerisinde
eritilerek hazirlanan soliisyon icerisinde calkalayici (shaker) iizerinde 1 saat boyunca

oda sicakliginda bloke edildi.

6. Bloklanan membranlar yine % 5’ lik siit tozundan PBS-Tween igerisinde 1/1000

oraninda hazirlanan primer antikorlar 2 saat oda sicakliginda ve ¢alkalayici lizerinde

inkiibe edildi.

7. Membranlar ilki 15 dk olmak tizere 25 ml PBS-Tween ve toplam 15 dk olacak
sekilde 3 defa (5 dk+5 dk+5 dk) 25 ml PBS-Tween ile yikandiktan sonra 1 saat oda
sicakliginda calkalayici iizerinde sekonder antikorlar (1/10000 oraninda PBS-Tween

icerinde hazirlanmis) ile inkiibe edildi

8 .Membranlar yine 15 dk 25 ml PBS-Tween ve toplam 15 dk olacak sekilde 3 defa
(5 dk+5 dk+5 dk) 25 ml PBS-Tween ile yikandiktan sonra, proteinler, ECL
(enhanced chemiluminiscent) (Bio-Rad) metoduna gore goriintiileme cihazi (Bio-

Rad ChemiDoc MP) araciligiyla goriintiilendi.
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Tablo 2: Primer Antikorlarin Listesi

Primer antikor Firma

STAT3 antibody BD Biosciences
Phospho- STAT3 antibody Cell Signaling
P38 antibody Abcam
Phospho -P38 antibody Cell Signaling
SRC antibody CELL SIGNALING
Phospho -SRC antibody CELL SIGNALING
Erk 1/2 antibody Cell Signaling
Phospho Erk 1 /2 antibody Cell Signaling
BETA-ACTIN antibody Abcam

Tablo 3: Sekonder antikorlarin listesi

Sekonder antikor Firma
1. HRP conjugated anti-rabit Abcam
antibody

2. HRP conjugated anti-mouse Abcam
antibody

4.2. PBMC Hiicrelerinin Immunohistokimyasal Analizi

Immiinohistokimyasal analiz i¢in Tip 1 ve Tip 2 diyabet hastalarindan ve saglikl
bireylerden alinan 10 ml’lik edta’li tiip igindeki kanlar santrifiij edildi. Uzerlerine
formalin eklendi. Daha sonra rutin parafin protokoliinii takiben boliimler bir
mikrotom ve Ultra V blogu ile kesildi. Primer antikorlarimiz olan SRC ve SRC’la
iliskili MAPK ve STAT3 uygulandi. Seconder antikor uygulamasindan sonra

boliimler streptavidin-peroksidaza maruz birakildi. Diaminobenzidin, bir kromojen
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olarak kullanilacak ve kesitler Hematoksilen ile boyandiktan sonra 151k mikroskobu

altinda incelendi (Resim 10).

Resim 10 : immiinohistokimya Alkol Serilerinden Gegirilmesi
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5. BULGULAR
5.1. Western Blot Bulgular

Hasta ve kontrol gruplarindan (Tip 1 ve Tip 2) alinan total kandan izole edilen
PBMC hiicrelerinde STAT-3 proteinin fosforilasyon ve expresyon diizeyleri Western
Blot yontemiyle arastirildi. Kontrol ve Tip 1 hasta grubunun hiicre lizatinlarinda
STAT-3 expresyonunun deteksiyon diizeyinde oldugu gbézlemlenmistir. Tip 2 hasta
gruplarinda ise expresyonunun baskilandigr goriilmistiir. Kontrol ve Tip 1
gruplarinda STAT-3 ekpresyonu artarken fosforlisyon diizeyi baskilanmistir. Tip 2
grubunda ise bu durumun tam tersi olan STAT-3 fosforilasyon diizeylerinin arttig1

gbzlemlenmistir (Sekil 3).

Kontrol Tip1l Tipl Tip2 Tip2

BT T
Stat3 - - —

B-actin B h . - n

Sekil 1: Kontrol ve Tip 1 Diyabet Hastalarinin Pbmc Hiicrelerinde Stat-3

fosforilasyon diizeyleri baskilanmigtir. Hiicre lizatinda STAT-3 expresyonu anti-
STAT-3 antikoru kullanilarak arastirildi. STAT-3 aktivitesi ( Tyr-705 fosforilsyonu)
tyr-705 in fosforilsyonu igin spesifik olan antikor kullanilarak Western Blotla

arastirildi. B-actin yiikleme kontrolii olarak kullanildi.

Kontrol ve hasta gruplarindan (Tip-1 ve Tip-2) alinan total kandan izole edilen
PBMC hiicrelerinde Src proteinin expresyon ve fosforilasyon diizeyleri Western Blot
yontemiyle arastirildi. Kontrol ve Tip 1 hasta grubuna ait hiicre lizatinda Src
expresyonunun neredeyse deteksiyon diizeyinde olmadigi, fakat Tip 2 hasta
gruplarinin lizatinda Src expresyonunun belirgin diizeyde arttifi gdzlemlendi.

Kontrol ve Tip 1 gruplarinda Src ekpresyonu baskilanmis olmasina ragmen Src
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fosforlisyon diizeyinin dramatik bir sekilde arttig1 tespit edildi. Buna karsin, Tip 2
grubu, kontrol ve Tip 1 gruplariyla kiyaslandigida Src fosforilasyon diizeylerinin

onemli derecede baskilandig1 saptandi (Sekil 3.1.2).

Kontrol Tip1l Tip 1 Tip2 Tip2

.-

—

P-src

SI'C - -

B-actin h . -- -

Sekil 2: Tip-2 Diyabet Hastalarinin Pbmc Hiicrelerinde Src Fosforilasyon Diizeyleri

baskilanmistir. Hiicre lizatinda Src expresyonu anti-Src antikoru kullanilarak
arastirildi. Src aktivitesi ( Tyr-416 fosforilsyonu) tyr-416 nin fosforilsyonu igin
spesifik olan antikor kullanilarak Western Blotla arastirildi. B-actin yiikleme

kontrolu olarak kullanildi.

Hasta ve kontrol gruplarindan (Tip 1 ve Tip 2) alinan total kandan izole
edilen PBMC hiicrelerinde P38 proteinin fosforilasyon ve expresyon diizeyleri
Western Blot yontemiyle arastirildi. Kontrol ve Tip-1 hasta grubunun hiicre
lizatinlarinda P38 expresyonunun belirgin diizeyde olmadigr goriilmiistiir. Tip 2
hasta gruplarinda ise expresyonunun artmis oldugu goézlemlendi . Kontrol ve Tip 1
gruplarinda P38 ekpresyonu baskilanmis olmasina karsin P38 fosforlisyon diizeyinin
artt1g1 tespit edildi. Tip 2 grubu, kontrol ve Tip 1 gruplartyla karsilastirildiginda ise
P38 fosforilasyon diizeylerinin dikkate deger miktarda baskilandig: tespit edilmistir.
(Sekil 3.1.3).
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Kontrol Tip1l Tipl Tip 2 Tip2

oo -—

B-actin h . - . -

Sekil 3 : Tip 2 Diyabet Hastalarinin Pbmc Hiicrelerinde P38 Fosforilasyon Diizeyleri
baskilanmistir. Hiicre lizatinda P38 expresyonu anti-p38 antikoru kullanilarak
arastirildi. P38 aktivitesi ( Tyr-180 fosforilsyonu) tyr-180 nin fosforilsyonu i¢in
spesifik olan antikor kullanilarak Western Blotla arastirildi. B-actin yiikleme

kontrolii olarak kullanildi.

Hasta ve kontrol gruplarindan (Tip-1 ve Tip-2) alinan total kandan izole edilen
PBMC hiicrelerindeERK(P44) proteinin fosforilasyon ve expresyon diizeyleri
Western Blot yontemiyle arastirildi. Kontrol ve Tip-1 hasta grubunun hiicre
lizatinlarinda ERK expresyonunun arttig1 Tip-2 hasta gruplarinda ise baskilandig:
goriilmiistiir. Ayn1 sekilde Kontrol ve Tip-1 gruplarinda ERK fosforlisyon diizeyi de
artmistir. Tip-2 ~ grubunda da ekspiresyonda oldugu gibi fosforilasyon da
baskilanmistir. (Sekil 3.1.4).
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Kontrol Tip1l Tipl Tip 2 Tip 2

P-Erk - -

Erk  —

sacin e o Y R

Sekil 4 : Kontrol ve Tip-1 Diyabet Hastalarinin Pbmc Hiicrelerinde Erk (P44)’in
Hem Ekspresyon Hem de Fosforilasyon Diizeyleri baskilanmistir. Hiicre lizatinda
ERK expresyonu anti-ERK antikoru kullanilarak arastirildi. ERK 1/2 aktivitesi (Tyr-
202/Tyr-204 fosforilsyonu) tyr-202 ve 204’iin fosforilsyonu igin spesifik olan
antikor kullanilarak Western Blotla arastirildi. B-actin yiikleme kontrolii olarak

kullanildi.

5.2. Immiinohistokimyasal Bulgular

Resim 11 : Kontrol grubu : Lenfosit ve monosit hiicrelerinde hem niikleus hem de
stoplazmada Stat-3 ekspiresyonu pozitif(sar1 ok), notrofillerde(kirmizi ok) ve bazi
trombosit pulcuklarinda Stat-3 ekspiresyonu belirgin idi. Stat-3 immiinohistokimya

boyama bar 20 pm
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Resim 12 : Tip 1 diyabet grubu : Lenfosit hiicrelerinin bazilarinda niikleus kayb,
hiicre membraninda pozitif Stat-3 ekspiresyonu, plazma hiicresine benzer B tipi
lenfosit hiicrelerinde niikleus periferde hiicre membrani ile birlikte Stat-3 pozitif(sart
oK) reaksiyonu gosterdi. Notrofil hiicrelerinde piknotik niikleus yapilariyla birlikte
Stat-3 ekspiresyonunda artis gézlendi. Lokositer yapilarin arasinda kiimeler halinde
soliter dagilmis trombositlerde Stat-3 ekspiresyonunda artig goriildii. Stat-3

immiinohistokimya boyama bar 20 pm

Resim 13 : Tip 2 diyabet grubu : Bu gruba ait immiinohistokimyasal incelemede
lenfosit(sar1 ok) ve monosit(mor ok) hiicrelerinde negatif Stat-3 ekspresyonu,
notrofillerde(kirmiz1 ok) piknotik niikleus yapilar1 ve hiicre membraninda negatif
Stat-3 ekspiresyonu, bazi niikleus kaybi goriilen 16kositer yapilarin membraninda ve
kiigik gruplar halindeki plateletlerde hafif diizeyde Stat-3 ekspiresyonu goriildii.

Stat-3 immiinohistokimya boyama bar 20 pm
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Resim 14 : Kontrol grubu : Lenfosit(sar1 ok) ve monosit(mor ok) hiicrelerinde
niikleus stoplazmaya yakin biiyiikliikkte olup hem niikleus hem de stoplazmada Src
ekspiresyonu negatif olarak goriildii. Baz1 soliter plateletlerde(yesil ok) ise Src

ekspresyonu orta diizeyde izlendi. Src immiinohistokimya boyama bar 20 um.
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Resim 15 : Tip 1 diyabet grubu : Bu grubun immiinohistokimyasal incelemesinde
bazi1 lenfositlerde(kirmizi ok) orta diizeyde Src ekspiresyonu gozlenirken genel
olarak lenfositlerin(sar1 ok) biiyiik bir gogunlugunda Src ekspiresyonu negatif oldugu
goriildii. Baz1 noétrofillerin niikleuslarimin belirgin olarak piknotik oldugu ve bu
niikleuslarda ekspresyonun pozitif oldugu goriildii. Src immiinohistokimya boyama

bar 20 pm

Resim 15 : Tip 2 diyabet grubu : Lenfosit(sart ok) ve monosit(mor ok) hiicrelerinin
hem niikleuslarinda hem de stoplazmalarinda Src ekspresyonu pozitif, notrofillerde
ve diger graniiler lokositlerde niikleuslarda dejeneratif degisiklikler(mavi oK)
gozlenirken o6zellikle notrofil niikleuslarinda belirgin - bir  kiiglilme ve Src
ekspresyonunda artis oldugu goriildii. Bununla beraber apopitotik indiiksiyonla
birlikte inflamasyonun da dnemli dlgiide artti§i goriilmiistiir. Src immiinohistokimya

boyama bar 20 um
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Resim 16 : Kontrol grubu : Bu grubun immiinohistokimyasal kesitinde lenfosit ve
monositlerin normal oldugu, P38 ekspresyonunun hem niikleusta hem de
stoplazmada negatif ekspresyon gosterdigi, bazi notrofil niikleuslarinda ise hafif
diizeyde P38 ekpresyonunun(kirmizi ok) oldugu goriildii. P38 immiinohistokimya

boyama bar 20 um

Resim 17 : Tip 1 diyabet grubu : Bu grupta kontrol grubuna gore lenfosit ve monosit
hiicrelerinin bazilarinda hafif diizeyde P38 ekspresyonu, bazi nétrofil hiicrelerinde
ise P38 ekspresyon 6zellikle niikleuslarda belirgin(kirmizi ok) oldugu gortldi. P38

immiinohistokimya boyama bar 20 um
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Resim 18 : Tip 2 diyabet grubu : Lenfositlerde(sar1 ok) ve monositlerde(mor ok) P38
ekspresyonunda artig, bazi dejenere olmus notrofil niikleuslarinda(kirmizi ok) ve
plateletlerde(yesil ok) P38 ekspresyonu belirgin olarak izlendi. P38

immiinohistokimya boyama bar 20 um

Resim 19 : Kontrol grubu : Bu grubun immiinohistokimya kesitinde lenfosit,
monosit, notrofil ve plateletlerde negatif Erk 1/2 ekspresyonu gorildi. Erk %

immiinohistokimya boyama bar 20 pm
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Resim 20 : Tip 1 diyabet grubu . Lenfosit(sar1 ok) ve monosit(mor ok)
niikleuslarinda  piknozis ve noétrofillerde uzun ¢ubuk seklinde nukleus
dejenerasyonu(kirmizi ok) pozitif Erk Y ekspresyonu ayrica diffuz bir bi¢imde
yayilmus kii¢iik trombosit pulcuklarinda pozitif Erk 2 ekspresyonunda artis gozlendi.

Erk 2 immiinohistokimya boyama bar 20 uym

Resim 21 : Tip 2 diyabet grubu : Bu gruba ait immiinohistokimyasal incelemede
lenfosit ve monositlerde negatif Erk '2 ekspresyonu, bazi noétrofillerin niikleer
yapilarinda pozitif Erk 2 ekspresyonu gozlenirken diger notrofil(kirmizi ok) ve
graniillii 16kositlerde negatif Erk '2 ekspresyonu gézlendi. Erk 2 immiinohistokimya

boyama bar 20 pm

JNK’ya ait herhangi bir bulgu elde edilememistir.



6. TARTISMA

Tip 1 diyabet, kandaki seker diizeyinin yiikselmesiyle meydana gelen metabolik bir
rahatsizliktir ve yasamin tiim evresinde insan sagligimi tehdit etmektedir. Tip 1
diyabete yol acan bu glikoz yiiksekligi pankreastaki B ve o hiicrelerindeki
dengesizlik sebebiyle ortaya ¢iktigi, otoimmiin sistemi etkileyecek baska organlarda
onemli hasarlara neden oldugu bildirilmistir (120). Doku hasarmnin olusumu
sirasinda hiicre yikimina neden olan faktorlerin birbirini tetikleyerek gelisen instilin
yanitina karsit olumsuz bir cevap verdigi ve hasarin daha da arttigi belirtilmistir
(121). Insiilin hasarina bagh olarak (insiilitis) B hiicrelerinde asir1 dejenerasyon ve
MHC-1°de baskilanma sebebiyle [ hiicrelerinde insiilin sekresyonunda azalma
goriiliir. Buna bagli olarak inflamatuvar reaksiyonun kanda artmasi sebebiyle
buradaki lokositer sistem etkilenerek molekiiler diizeyde hiicrelerde sinyal

yetersizligine bagl hasarlar olusmaya baglar.

Yapilan baz1 ¢caligmalarda Tip bir diyabet etkisine bagli olarak pankreastaki 3
hiicrelerinde otoimmiin sistemde meydana gelen degisikliklere bagli olarak periferal
kanda nétrofil olgunlagsmasinda ve hasarinda artisin oldugu, 6zellikle de nétrofil
sayisinda azalma oldugu bildirilmistir (122-123). Calismamizda periferik yaymada
Tip 1 diyabette notrofil niikleuslarinda piknozis, niikleer yapilari birlestiren kromatin
kopriilerinde kirilmalar ve kayipla birlikte apopitotik degisiklikler gozlendi.
Calismamizda nétrofil sayisindan ziyade notrofilde olusan hasarin hiicresel defansi
etkiledigi, Tip 1 diyabete bagli olarak olusan sinyal yolaklarindaki yetersizlikten
dolay1r hiicre kaybinin hizli bir sekilde gerceklestigi gozlenmistir. Calismamizin
lenfosit ve monosit hiicrelerindeki niikleus yapilarinda boyut olarak Onemli
farkliliklar goriilmesiyle birlikte noétrofiller kadar etkilenmedigi tespit edilmistir.
Caligmamizda dikkat ¢eken Onemli bulgulardan biri de trombosit pulcuklarinda
goriilen kii¢iilmelerdir. Bunun da ozellikle makrofaj aktivitesine bagli olarak
gelisebilecegi ve makrofajlarda goriilen defansin etkisine bagli olarak oldugu

distintiilmiistiir.

Stat-3 antikoru T lenfositler tarafindan IL-6 (interlokin-6) araciligiyla
baskilandig1 ve Ozellikle de Tip 1 diyabetli hastalarda Stat-3’tin daha fazla bloke

edildigi bildirilmistir. Stat-3 blokajinin  kalkmasini Oneren immiin tedavilerin

49



inflamasyonun ilerlemesini azaltacagi bildirilmistir (124). Calismamizda Tip 1
diyabet grubunda lenfosit hiicrelerinin bazilarinda ¢ekirdek kaybi belirgin olmakla
birlikte genel olarak tiim lenfositlerde hem membranda hem de niikleuslarda Stat-3
ekspresyonu pozitif reaksiyon gostermistir. Bizim ¢alismamiz Emmi-Leena Ihantola
ve arkadaglarinin yapmis oldugu c¢aligmayr destekler niteliktedir. Ayrica
caligmamizda notrofillerde ve trombositlerde Stat-3 ekspresyonunun belirgin olmasi
inflamasyon artisin1 ve pihtilasma aktivasyonunu arttirict niteliktedir (Sekil 1 ve

Resim 12).

.Yapilan bir calismada insiilin sekresyonu ve glikoz metabolizmasindaki
Src’nin rolii arastirilmig, glikoz metabolizmas: ve insiilin salgilanmasi tizerinde
Src’nin  asagr dogru baskilayict etkileri, glikokinaz aktivitesini aktiflestirerek
oksidatif stres tizerinde glikoz metabolizmasini azalttigi rapor edilmistir (125). Baska
bir ¢alismada pankreastaki B hiicrelerinde indiiklenmis glikoz insiilin sekresyonu
(GIIS) hiicre i¢i lokalizasyonla sitozole dogru yonlendirmek suretiyle Src’nin glikoz
aktivitesinin diizenlenmesinde ve hiicre ici lokalizasyonunda 6nemli rol oynadigi
bildirilmistir (126). Calismamizda Tip 1 ditabetik hastalardan alinan periferik yayma
kan Orneklerinde lenfositlerin ve monositlerin ¢ogunlugunda Src ekspresyonunun
negatif oldugu gozlenirken 6zellikle bazi nétrofillerde niikleuslarin piknotik oldugu
ve erken dejenerasyona ugrayarak apopitotik degisime dogru erken yonde ilerleme
gosterdigi tespit edilmistir. Bunun da artan insiilin sekresyonuna bagli indiikleyici
etkiyle inflamasyonun arttiginin bir isareti olabilecegi diistiniilmistiir (sekil 2 ve

Resim15).

Erk 1 ve Erk 2 pankreastaki langerhans adaciklarinda esit olarak ve bol
miktarda goriindiigli, hiicre proliferasyonu ile farklilagsmasi i¢in fosforilasyon
boyunca hiicre oOliimiinde sinyal molekiili olarak gorev yapan Onnemli bir
molekiildiir (127). Yapilan bir ¢aligmada Erk 1’in glikoz indiikleyici aktivitede kritik
bir anahtar protein oldugu agik¢a gdsterilmis olup insiilin direncinin gelismesinde
onemli rol oynadiglr goriilmiistiir. Diyabet sonrasinda glikoz metabolizmasindaki
degisime bagli olarak Erk sinyalinde olusan degisiklik sonucu hiicresel farklilagsma
degisime ugramistir. Bunun da apopitozisin erken donemde proapopitozise dogru

ilerlediginin bir belirtisi oldugu diistiniilmistiir (128).
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Calismamizda Tip 1 diyabet grubunda lenfosit ve monosit niikleuslarinda piknotik
degisiklikler, notrofillerdeki niikleuslarda sekil degisiklikleri, uzun ¢ubuk seklinde
niikleus yapist ve her tarafa dagilmis trombosit pulcuklart goriilmistiir. Diyabete
bagli Erk 2 aktivasyonundaki degisim sonucu hiicre proliferasyonu ve farklilasmasi
onemli Ol¢lide degismis, Erk 2 sinyali ile hiicre farklilagsmasi apopitozise dogru

ilerleme gostermistir (Sekil 4 ve Resim 21).

Yapilan bir ¢alismada P38 mitojen aktive edici proteininin hiperglisemideki
etkileri arastirilmistir. P38’in gen diizenlenmesinde, hiicre biiyiimesinde, apopitozis
gelisiminde proinflamatuvar bir sitokin oldugu ve oksidanlar tarafindan
indiiklenebilecegi bildirilmistir. P38 Mapk’nin (Mapkinaz) yiiksek glikoz ve diyabet
ile aktive edilebilecegi, vaskiiler hiicrelerde ©Onemli bir hedef olabilecegi
tanimlanmistir. P38 Mapk aktivitesinin ge¢ hiperglisemi diizeyinde glikoz
metabolizmasint  6nemli  Olgiide  etkileyebilecegi One  siiriilmistir  (129).
Calismamizin Tip 1 diyabet grubunda kontrol grubuna gore lenfosit ve monosit
hiicrelerinde hafif diizeyde P38 mitojen aktive edici ekspresyonunun oldugu, bazi
notrofil hiicrelerinde 6zellikle niikleuslarinda P38 ekspresyonunun pozitif reaksiyon
gosterdigi goriilmistiir. Tip 1 diyabete bagl olarak P38 mitojen aktivitesinin sinyal
yolaklar1 dagiliminda ara basamak oldugu, Erk '2 sinyal yolaklarin1 aktive

edebilecegi ongorilmiistiir (Sekil 3 ve Resim 18).

Stat-3 instiline bagl iiretim yapan hiicrelerde sinyal diizenleme programini
kontrol eden endokrin farklilagmasi ve pankreas gelisimi i¢in temel oldugu, 3
hiicrelerinin baskilanmasi sirasinda Stat-3’tin aktive olacagi bildirilmistir. Alloksan
verilen diyabetik farelerde olusturulmus olan hiperglisemik esnasinda transkripsiyon
faktorii olarak tanimlanmis olan Stat-3’lin [ hiicrelerinde baskilama nedeni
olabilecegi belirtilmistir (130). Yapilan bir galigmada yiiksek glikoz aktivitesine
bagli makrofajlarda Interlokin-10 asagi dogru hareketi sonucunda Stat-3
aktivasyonunu bozdugu tespit edilmistir (131). Calismamizda Tip 2 diyabet
grubunda Stat-3 ekspresyonunun lenfosit ve monositlerde negatif oldugu,
nétrofillerde ise niikleuslarda piknozisle beraber hiicre membraninda negatif Stat-3
ekspresyonunun goriilmesi Stat-3 aktivasyonunun baskilandig1 ve nétrofil yapilarinin
erken apopitotik degisiklige ugradiginin bir belirtisi olarak diistiniilmektedir (Sekil 1
ve Resim 13).
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Hiperglisemi sonucu ortaya ¢ikan endotel hasarindaki Src’nin roli
arastirilmis, diyabetik siganlarda Src-1 ve Src-3’te onemli azalmalar tespit edilmistir.
Bu ¢alismada aktive edici sinyal yolaklarinin oksidatif strese baglh olarak oksidatif
stres tarafindan baskilanarak endotel hasarini ortaya ¢ikardigi ve beraberinde Src

diizeyinin azalmasina sebep oldugu belirtilmistir (132).

Yapilan bagka bir ¢alismada Tip 2 diyabetin P38/Mapkinaz aktivitesini
inhibe ettigini, bunun da Ozellikle gelisen glikoz metabolizmasina bagli oldugu, bu
sinyal uyaricilarinin beraberinda Src’yi baskilamasi nedeniyle hiicre apopitozisini
hizlandirdig1 belirtilmistir (133). Yapilan ¢aligmalar gostermistir ki Tip 2 diyabetin
sinyal yolaklarim1 baskilayarak hiicresel hasari arttirdigi, 6zellikle ¢alismamizda
periferik yayma asamasinda graniiler 16kositlerin ¢ekirdeklerinde goriilen dejeneratif
degisiklikler, notrofil niikleuslarinda  belirgin ~ kiiglilme, beraberinde  Src
ekspresyonunda artig olusan bu inflamasyonu 6nemli dl¢lide agiklamaktadir (Sekik 2

ve Resim 26).

Tip 2 diyabetle ilgili yapilan calismada pankreastaki [ hiicrelerinin
inhibisyonu sebebiyle Erk '; aktivasyonunun Kaspaz-3 sinyalini uyararak
apopitozise sebep oldugu bildirilmistir. Bu ¢alismanin Tip 2 diyabet olusturulan
grubunda uygulanan tedaviyle Erk ' sinyalinin etkilenerek apopitozisi
onleyebilecegi belirtilmistir (134). Baska bir ¢aligmada, Tip 1 ve Tip 2 diyabette
inflamasyon hastalarinda diyabete bagli olarak P38, Erk '2 ve NF-kB gibi sinyal
diizenleyicilerin baskilandigi, Metformin tedavisiyle 6zellikle T-helper hiicrelerinin

ve diger monositer kokenli hiicrelerin bu tedavide baskilandigi belirtilmistir (135).

Calismamizda lenfosit ve monosit hiicrelerinde Erk ' ekpresyonunun hafif
ya da negatif boyandigi, baz1 nétrofillerin niikleer yapida Erk 2 pozitif ekspresyonu
oldugu goriildii. Tip 2 diyabetin hasta gruplarinda Erk 2 ekspresyonunu onemli
oOlciide etkilemedigi ancak inflamasyon modiilatorii olarak diger sinyal uyaricilarinin

daha etkili oldugu goriilmiistiir (Sekil 4 ve Resim 22).

Tip 2 diyabeti olan periodontis hastalarinda nétrofillerin anormal yapilari
incelenmis, Ozellikle periferik yaymada P38 Mapkinaz sinyal yolaginin ndtrofil

hiicrelerinde apopitotik degismelere yol actigr ve periodontitisi indiikledigi tespit
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edilmistir. Bu calismada mRNA ve protein ekspresyonunun artmasi nedeniyle

Kaspaz-3 ve Box aktivitesi artig gostermistir (136).

Calismamizda notrofil hiicrelerinin  yaninda lenfosit ve monositlerde de P38
ekspresyonunda artig goriilmiistiir. Ancak 6zellikle bazi1 notrofillerin niikleuslarinda
ve trombosit pulcuklarinda dejenerasyonla birlikte P38 sinyal uyarici ekspresyonu
artis gostermistir. Tip 2 diyabet grubunda P38 sinyalinin apopitozisi arttirdig
diistintilmiistir (Sekil 3 ve Resim 19).
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7. SONUC

Calismamizin sonucunda Tip 1 ve Tip 2 diyabetin bir¢cok hastaliga sebebiyet
vermesiyle birlikte bozulmus insiilin metabolizmasi ve yliksek glisemiye bagh
hiicrelerde olusan dejenerasyonlarin molekiiler diizeydeki etkisi tanimlanmistir.
Periferal kan hiicrelerinde her iki diyabet tipine bagli olarak inflamasyon
modiilatorlerinden Stat-3,Src ve Mapkinaz ailesine ait Erk 2 ve P38 sinyal
yolaklarinin 6zellikle nétrofillerde niikleus dejenerasyonuna erken déonemde isaret
ettigi ve proapopitotik reaksiyonu erken donemde uyararak notrofil defansinin
apopitozise dogru siiriklenmesine, lenfositlerde de gerek membran diizeyinde
gerekse niikleer yapida degisikliklere neden oldugu goriilmiistiir. Bu ¢alismada isaret
ettifimiz Onemli bulgulardan bir tanesi diyabete bagli periferal kanda nétrofil

apopitozisinin sinyallesme doneminde apopitozise neden olabilecegi diigiiniilmiistiir.
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