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OZET

Calismamizda, Tip 1 diyabetin akciger dokusu iizerine etkilerini histopatolojik
ve immiinohistokimyasal yontemlerle arastirmak ve akciger dokusunda ER stresine
yol a¢ip agmadigini belirlemek amaglandi. Bu amagla deneyde Balb\c tiirii, 2 aylik,
ortalama 40gr, 18 adet erkek fare kullanildi. Fareler; Kontrol grubu (n=6), Sham grubu
(n=6), ve Streptozotocin (STZ) Diyabet grubu (n=6) olmak {izere, rastgele ve
sistematik yontemle, {i¢ gruba ayrildi. STZ diyabet grubuna ait farelere tek doz 100
mg/kg STZ intraperitonal enjeksiyon uygulanarak diyabet olusturuldu. Deneysel
slirecin ~ sonunda  aliman  akciger  dokular1  iizerinde  histopatolojik,
immiinohistokimyasal ve semikantitatif incelemeler yapildi. Histopatolojik
incelemelerde; STZ diyabet grubu, kontrol ve sham grubu ile kiyaslandiginda brons,
bronsial ve alveolar epitel hiicrelerinde dejenerasyon ve apopitotik degisiklikler,
damar duvarlarinda dejenerasyon izlendi. Ayrica yer yer kapiller dilatasyonu ve
inflamatuvar hiicrelerin infiltrasyonu izlendi. Immiinohistokimyasal incelemelerde;
STZ diyabet grubunda kontrol ve sham grubuna gore Clara hiicreleri, endotel hiicreleri,
Tip 1 ve 2 pnomositler ve alveolar makrofajlarda ER stresinin gdstergeci olan Grp 78
immiinoreaktivitesinde onemli derecede artis gozlendi. Ayrica, bu hiicrelerde, ER
stresi ile tetiklenebilen inflamatuvar transkripsiyon faktorii NF-kB ve apopitozisin
belirleyici proteini kaspaz 3 immiinoreaktivitesinde de 6nemli derecede artis saptandi.
Bu sonuglardan yola ¢ikarak Tip 1 diyabetin akciger dokusunda ER stresine yol
acabilecegi diisiiniilmiistiir.
Anahtar kelimeler: Akciger, diyabet, endoplazmik retikulum stresi, fare, Grp 78,
kaspaz 3, NF-kB.
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SUMMARY

In our study, it was aimed to investigate the effects of type 1 diabetes on lung
tissue by histopathologic and immunohistochemical methods and to determine
whether it causes ER stress in lung tissue. For this purpose, Balb/c type, 2 months old,
average 40gr, 18 male mice were used in the experiment. Mice were divided into three
groups randomly. These groups were Control group (n = 6), Sham group (n = 6), and
Streptozotocin (STZ) diabetes group (n = 6). Diabetes was induced by intraperitoneal
injection of a single dose of 100 mg/kg STZ to the STZ diabetes group. At the end of
the experimental process histopathological, immiinohistochemical and semiquantative
examinations were performed on the lung tissues. In histopathological examinations
when STZ diabetes group compared with control and sham groups, degeneration and
apoptotic changes in epithelial cells of bronchia, bronchioles and alveoli and
degeneration in vessels’ walls were detected. Also, dilatation of capillaries and
infiltration of inflammatory cells were occurred in some areas. immiinohistochemical
studies showed in the STZ diabetic group according to the control and sham group a
significant increase in Grp 78 immiinoreactivity which is indicator of ER stress that
was seen in Clara cells, endothelial cells, type | and Il pneumocytes and alveolar
macrophages. Also, in these cells, a significant increase in the immiinoreactivity of
NF-kB which is an inflammatory transcription factor and in the caspase-3
immiinoreactivity which shows formation of apoptosis they can also be induced by ER
stress were observed. From these results, it has been thought that type | diabetes may
lead to ER stress in the lung.
Key words: Caspase 3, diabetes, endoplasmic reticulum stress, Grp 78, lung, mouse,
NF-kB



1.GIRIS

Diyabet hastalig1 instilin eksikligi, yoklugu ya da dokularda olusan insiilin
direnci gibi nedenlerle gelisen yiiksek kan sekeri ile karakterize metabolik bir
hastaliktir. Akut ve kronik komplikasyonlar1 ile insan yasam kalitesini olumsuz
etkileyen bu kronik hastalik hem diinyada hem de iilkemizde yaygin olarak goriiliir.
Uluslararas1 Diyabet Federasyonu (IDF), en az 366 milyon kisinin diyabet oldugunu
ve bu saymin 2030 yilinda yaklasik 552 milyon olacagini belirtmistir (Wild ve ark.
2004, Whiting ve ark. 2011). Tiirkiye’de yaklasik 7,9 milyon insan diyabet hastasidir
(Whiting ve ark. 2011). Bu hastaligin diinyada ve iilkemizde prevelansi hizli sekilde
artmaktadir (Tao ve ark. 2015).

Endoplazmik retikulum (ER) organeli, hiicrelerde protein ve lipit sentezi,
karbonhidrat, lipit ve yag metabolizmasi, detoksifikasyon, kalsiyum depolanmasi ve
sinyallesme gibi ¢ok onemli gorevleri olan bir organeldir (Borgese ve ark. 2006).
Hiicrelerin biiylimesini ve homeostazisini saglar (Ferro-Novick ve ark. 2013). Bu
organellerde olusabilecek bozukluklar giderilmez ise programli hiicre oliimiini
tetikleyen ER stresi denilen bir siire¢ yasanir (Schroder ve Kaufman 2005, Horwich
2007). Hiicrelerde olusan ve dokularda fonksiyonel degisikliklere sebep olan bu siirece
bagl gelisen histopatolojik degisiklikleri iyi anlamak durumundayiz.

Tip 1 diyabet hastaliginin akciger dokusunda dejeneratif degisikliklere sebep
oldugu birgok ¢alismada gosterilmistir (Farina ve ark. 1995, Kaparianos ve ark. 2008,
Wang ve ark. 2016a). Yapilan bu ¢alismanin amact; Tip 1 diyabetin akciger dokusu
tizerine etkilerini histopatolojik ve immiinohistokimyasal yontemlerle arastirmaktir.
Ayrica Tip 1 diyabetin akciger dokusunda ER stresine yol ag¢ip agmadigini

belirlemektir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Diyabet

Diyabet, diinyada yaygin goriilen 6nemli bir metabolik hastaliktir (Rother,
2007). Bu hastalikta, organizmada, insiilin salinim yetersizligi, yoklugu ya da
dokularda olusan insiilin direnci gibi nedenler ile hiicrelerin igerisine etkili glukoz
girisi yapilamaz ve bu duruma bagli hiperglisemi gelisir (Association 2017).
Kullanilamayan glukoz yerine, enerji saglanmasi ya da kolesterol sentezi amaciyla
viicuttaki yag ve proteinlerin kullanim1 artar. Bu sebeple kilo kaybetme ve ¢abuk
acikma sikayetleri olur. Dolasimda glukoz ve yag asidi birikimi olur. Asir1 glukozun
bir kisminin idrarla birlikte atilmasina bagli olarak ¢ok susama ve sik idrara ¢ikma
sikayetleri goriiliir (Satman 2007). Glukozu elde edemeyen hiicreler, her ne kadar yag
ve proteinler araciligi ile islevlerine devam etmeye caligsa da kendisine ait
yapitaglarin1 glukoz yerine kullanmis olurlar. Bu siiregte hiicrelerde apopitozis
(programli hiicre 6liimii) ve nekroz gibi olumsuz sonuglarla karsilasilir ki bu duruma

eslik eden bir¢ok komplikasyon gelisir (Biiyiik ve ark. 2015).

2.1.1. Diyabetin Tarihcesi

M.O. 1500 yilindan itibaren, diyabet hastaligina dair kanitsal yazilar
bulunmustur. Misir iilkesinde Ebers papiriislerinde poliliriden bahsedilmektedir
(Lakhtakia 2013). M.S. ikinci yiizyilda, Arataeus diyabeti, kollarin, bacaklarin ve
kasin eriyerek kana gecmesi olarak tarif etmistir. Ilk kez Ibni Sina (980-1037)
diyabetik gangreni tanimlamustir. Paracellus (1493-1541), diyabet hastalig1 ve tedavisi
amaciyla aglik kiirleri izerine aragtirmalar yapmustir. 1674’de Thomas diyabetli insan
idrarmin tath oldugunu, 1776’da Matthew Dobsoy idrarda seker bulundugunu, 1977-
78 wyillarinda Pool Cawley, kimyasal olarak, idrardaki sekerin glukoz oldugunu
aciklamiglardir (Hatemi 1996). 1850 yilinda Lerch idrarda aseton bulmustur. Claude
Bernard, glukozun karacigerde depolandigini belirtmistir. 1921°de Frederick Banting
ve Charles Best diyabet tedavisinde insiilinin kullanimimi kesfetmistir (Lakhtakia
2013). ilerleyen yillarda diyabetin agizdan tedavisi bulunmustur. Son yillarda insiilin
pompa tedavilerinin kullanimi artmistir. Diyabetin olusumu, yarattigi yan etkiler,
insiilin salinimi ve etki fizyolojisine doniik ilag tedavileri {izerine yapilan arastirmalar

geliserek devam etmektedir (Pickup ve Keen 2002) .



2.1.2. Diyabetin Epidemiyolojisi

Uluslararasi1 Diyabet Federasyonunu (IDF), en az 366 milyon kisinin diyabet
oldugunu ve bu saymin 2030 yilinda yaklasik 552 milyon olacagini belirtmistir (Wild
ve ark. 2004, Whiting ve ark. 2011). Tiirkiye’de yaklasik 7,9 milyon insan diyabet
hastasidir (Whiting ve ark. 2011). Bu hastaligin diinyada (Tao ve ark. 2015) ve
Tiirkiye’de (Tiirker ve Siizmegelik 2010) prevelans: hizli sekilde artmaktadir. Tiirkiye
Diyabet, Obezite ve Hipertansiyon Epidemiyolojisi Arastirmasina gore iilkemizde
diyabetin prevelansi %7,2 olarak bildirilmistir (Tiirker ve Siizmegelik 2010). Gelismis
tilkelerde fastfood tarzi beslenme ve obezite gibi etkenler ile diyabetin goriilme siklig1
artmaktadir. ilerleyen yillarda diyabetin, en fazla, Cin, Hindistan ve Amerika Bilesik
Devletleri gibi tilkelerde goriilecegi diistiniilmektedir (Wild ve ark. 2004).

2.1.3. Diyabetin Tan1 ve Siniflandirilmasi

Amerikan Diyabet Dernegi, sekiz saatlik aglik kan sekerinin 126 mg/dl
tizerinde olmasinin diyabet olarak kabul edildigini bildirmistir (Association 2017) ve
diyabet hastaligin1 Tip 1 diyabet, Tip 2 diyabet, gestasyonel diyabet ve spesifik diyabet
olmak tizere dort ayri tipte siniflandirmistir (Association 2017).

2.1.4. Diyabetin Komplikasyonlar:

Hipoglisemi  ve hiperglisemi  diyabetin akut komplikasyonlaridir.
Hipoglisemiye bagli terleme, titreme, c¢arpinti, otonomik ve ndroglikopenik
semptomlar goriilebilir. Hiperglisemiye bagli tehlikeli diyabetik ketoasidoz ve
hiperglisemik  hiperosmolar nonketotik koma komplikasyonlar1  goriilebilir
(Association 2017).

Diyabetik retinopati, nefropati ve ndropati diyabete bagli olusan mikrovaskiiler
kronik komplikasyonlardir. Atheroskleroz, hipertansiyon, iskemik kalp hastaligi,
serebrovaskiiler hastalik ve diyabetik ayak ise diyabete bagli olusan makrovaskiiler
kronik komplikasyonlardir (Association 2017). Bu komplikasyonlar uygun sekilde
tedavi edilmez ise organ kayiplarina neden olarak morbidite ve erken mortalite riskini

artirirlar (Panzram ve Zabel-Langhennig 1981).

2.1.5. Tip 1 Diyabet
Tip 1 diyabet, otoimmiin kaynakli veya immiin yanit olusturan farmakolojik

ajanlar vb. aracili pankreas beta hiicrelerinde harabiyete bagli gelisen insiilin



saliniminin azalmasi ya da engellenmesi ile gelisen diyabet tiiridiir (Bandeira Sde ve
ark. 2012. Tip 1 diyabet hastalig1 disaridan insiilin kullanimii gerektirir. Insiilin,
viicudumuzda, pankreas organinda, endokrin salgi bezlerini olusturan Langerhans
adaciklarinda bulunan, beta hiicrelerinden salgilanir (Biiyiik ve ark. 2015). Insiilin,
glukozun hiicre igerisine girmesini ve metabolizmasini saglayan bir hormondur.
Immiin sistemde rol alan makrofajlarin, T ve B lenfositlerinin, beta hiicrelerinde
harabiyete sebep olarak Tip 1 diyabet hastaliginin olusumunda etkili oldugu
bilinmektedir (Hassan ve ark. 2012). Tip 1 diyabetin gesitleri olan Tip 1A Diyabet
otoimmiin kaynakli, Tip1B Diyabet idiyopatik kaynakli olarak degerlendirilir. Adacik
hiicresi sitoplazmik otoantikorlari, glutamik asit dekarboksilaza karsi antikorlar,
insiilin otoantikorlari, anti-tirozin fosfataz antikoru, anti-fogrin antikoru ve ¢inko
transporter antikorlar1 Tip 1 diyabet iligkili antikorlardir ve bu hastaligi tanilamada
kullanilirlar (Hassan ve ark. 2012). Tip 1 diyabet, jiivenil diyabet ya da insiiline
bagimli diyabet olarak da isimlendirilir. Genellikle ¢ocuk ve genclerde goriilmesinin
yani sira her yasta goriilebilir (Rodrigues ve ark. 2010). Diyabet vakalarinin
ortalama %5-10’unu Tip 1 diyabet vakalar1 olusturur (Satman 2007).

2.1.6. Tip 2 Diyabet

Tip 2 diyabet, organizmada olusan insiilin direncine bagli gelisen diyabet
tiurtidiir (Satman 2007). Hiicrelerde insiilin cevabi, hiicrelerin membranlarinda
bulunan insiilin reseptorleri araciligi ile olur. Bu reseptorlerde gelisen insiilin
duyarliligindaki azalmaya bagl plazma insiilin seviyesinde artis olur. Tip 2 diyabette
viicut insiilini etkili kullanamaz. Bu duruma bagli glukoz kanda kiimelesir (Feero ve
ark. 2010). Diyabet vakalarinin yaklasik %90°1 Tip 2 diyabet hastalarindan olusur. Tip
2 diyabet yetiskin tipi diyabet olarak da isimlendirilir. ileri yas, hareketsizlik ya da

obezite ile Tip 2 diyabetin goriilme riski artar (Chang 2006).

2.1.7. Gestasyonel Diyabet, Spesifik Diyabet Tipleri ve Prediyabet

Gestasyonel diyabet, gebelik doneminde ortaya ¢ikan diyabet tipidir. Gebelikle
gelisen glukoz tolerans bozukluguna bagl gelisir. Genellikle gebelik sonras1 donemde
bu bozukluk ortadan kalkar (Metzger 1991). Spesifik diyabet tipleri; endokrinopati,



insiilin etkisinde genetik defektler vb. durumlardan kaynaklanan diyabet tipleridir
(Association 2017).

2.2. AKkciger

Akcigerler, gogiis kafesi igerisinde, gogiis boslugunda yer alan solunum
sisteminin temel orgamidir (Marjit 2016). Viicudumuzda solunum islevini
gerceklestiren solunum sistemi, dis ortamla gaz aligverisini saglayan tiipler
sisteminden olusur (Junqueira ve Carneiro 2009, Marjit 2016). Bu tiipler sistemi
dallanarak ilerleyen, dallandikga caplari kiiciilen ve kapali hava keseleri ile sonlanan
bir yapiya sahiptir. Solunum sistemi, iletici ve solunum boliimii olmak tizere iki
kisimdan olusur (Junqueira ve Carneiro 2009). Iletici kisimda siras1 ile nares, nazal
kaviteler, nazofarenks, orofarenks, larinks, trakea, brons (bronchus-bronkus), bronsiol
(bronchulus-bronkulus) ve terminal bronsiol (bronkulus terminalis-bronkulus verus)
yapilar1 bulunur (Ozer 2010, Ross ve Pawlina 2011). Hava bu pasajlardan ilerleyerek,
solunumun gergeklestigi, solunum boliimiine ulasir. Gaz degisiminin yapildigi
solunum bolimiinde ise sirasi ile respiratuar bronsiol (bronkulus respiratoryus-
bronkulus alveolaris), alveolar kanal (duktus alveolaris), alveolar kese (sakkulus
alveolaris) ve alveol yapilar1 vardir (Ross ve Pawlina 2011, Lumb 2016). Solunum
boliimiinii tamamiyla igeren akciger dokusu ayni zamanda iletici boliimden bronglari

ve bronsiolleri igerisinde bulundurur (Junqueira ve Carneiro 2009).

2.2.1. Akciger Dokusunun Anatomisi

Akcigerler, sag ve sol akciger olmak iizere iki adettir (Alcamo 2012). Sag
akciger, sol akcigerden daha biiyiiktiir ve ti¢c lobdan olusur. Sol akciger ise iki adet
lobdan olusur. Her iki akcigerin arasinda bulunan bosluga mediastinum denir. Sternum,
kostalar ve interkostal kaslar tarafindan etrafi ¢cevrelenen akcigerleri (Rehfeld ve ark.
2017) taban kisminda diyafragma kasi ¢evreler (Alcamo 2012). Trakea, larinksden
asagiya dogru indikten sonra sag ve sol iki adet primer bronsa ayrilir ve akcigerlere
hilus kismindan girerler (Zhang 2013). Arterler, sinirler, venler ve lenf damarlar1 da
hilus kismindan girip ¢ikarak bronglara eslik ederler. Trakea ve primer bronslar,
akciger dis1 iletici havayolunu olusturur. Primer bronglar, ¢aplar1 azalarak ve
kiiciilerek, akciger igerisindeki iletici havayolunu olusturan dallara ayrilirlar. Bu

yapilar, sirasi ile; sekonder (lobar) bronslar, tersiyer (segmental) bronslar, kiigiik



bronslar, bronsioller, terminal bronsioller, solunumun basladigi respiratuar bronsioller
ve en kiigiik solunum birimi olan alveollerdir (Junqueira ve Carneiro 2009, Zhang
2013).

2.2.2. Akciger Dokusunun Embriyolojisi

Akciger dokusunun olusumu, solunum sisteminin olusumu ile baslar (Ross ve
Pawlina 2011). Solunum sistemi, tiroit tomurcugunun arkasindan, yutagin alt
duvarindan oluk (larinks olusumu) seklinde bir evaginasyonla (¢okiintiiyle) gelismeye
baslar. Once tomurcuk seklinde bir divertikul (trakeanin gelisimi) olusur. Sonra kaudal
yonde ilerleyerek boru seklini alir. Géglis boslugunda ikiye ayrilarak borucuklar
(bronglar ve bronsiollerin gelisimi) seklinde dallanarak uzarlar ve kesecikler (alveol
gelisimi) seklinde sonlanirlar (Lumb 2016). Akcigerin epiteli endoderm kaynaklidir.
Torasik mezensimin igine dogru respiratorik divertikulumun bas1 gelistiginden
bronsial kikirdaklar, diiz kaslar ve diger bag doku yapilar1 ise (interstitium) torasik
mezensimden gelisir (Ross ve Pawlina 2011). Akciger gelisiminde 7. haftaya kadar
(embriyonik dénem) tersiyer bronslari da kapsamak {izere tiim bronslar olusur. 16.
haftaya kadar olan dénemde (pseudoglandular donem) terminal bronsiol yapilari ve
pulmoner arter sistemi goriilmeye baslar. 26. haftaya kadar (kanalikiiler donem) damar
sistemi gelisir. Kapillerler bronsiollerin duvarlarina iyice yaklagmiglardir. 26.
haftadan doguma kadar (terminal kese (sakkiiler) donemi) olan donemde ise alveolar

keseler ve alveoller olusur.

2.2.3. Akciger Dokusunun Fizyolojisi

Akciger dokusu nefes alip vermeyi ve kanin oksijenlenmesini saglar (Gartner
ve Hiatt 2006). Nefes alip vermek, atmosfer ve akcigerler arasindaki basing farki ile
olusur (West 2012). Basing, gazin kapladigi alan ve karsilastigi direng ile iligkilidir.
Direng ise hava yolunun ¢ap1 ve elastik olmayan yiizey ile baglantilidir ve de gaz
akisini yavaslatir. Hava akisi, yliksek basing boslugundan, diisiik basing bosluguna
dogru olusan basing fark ile gelisir. Nefes aldigimizda, hava, genis ve nemli ylizey
alanina sahip olan, alveollere ulasir. Alveol genislerken, surfaktan maddesi yiizey
gerilimini azaltmaya yardimci olur ve nefes verme siirecinde kollabe olmasini engeller.
Havadaki oksijen, yogunluk farkindan dolayi (Zhang 2013) alveollerden kapillerlere

gecerek eritrositlerde bulunan hemoglobinlere baglanir ve dolagima katilir. Olusan



oksihemoglobin birlesigi oksijen gradyant: saglayan kan akimi ile gerekli dokulara
taginir. Karbondioksit ise ters yonde diflizyon ile yogunluk farkinda dolayi

kapillerlerden alveollere gegerek havaya tasinir (Gartner ve Hiatt 2006).

2.2.4. Akciger Dokusunun Histolojisi

Akciger dokusu, disaridan tek katli mezotelden olusan visseral plora ile
sarthdir. Altinda bulunan subseroza katmani bag dokusu yapisindadir. Akciger
icerisine girerek, organi loplara ve lopguklara ayiran subseroza bu alanlarda
insterstisyum olarak isimlendirilir (Ozer 2010). Insterstisyum igerisinde damarlar,
sinirler, bronglar ve brongioller bulunur. Akciger dokusu igerisinde, sekonder bronglar
ve dallanarak alveollere kadar kiigiilen yapilar bulunur (Gartner ve Hiatt 2006). Brons
ve bronsioller i¢i bos, tiip seklinde olan liimenli yapilardir. Bu yapilarda limen
igerisinden disariya dogru ortak olan {i¢ katman bulunur. Bu katmanlar; respiratorik
mukoza, submukoza ve adventisya tabakalaridir (Tanyolag 1999).

Respiratorik mukozada lamina epitelyalis, bazal lamina ve lamina propriya
bulunur. Lamina epitelyalis, kinosilyumlu yalanct ¢ok kath prizmatik epiteldir
(Hinrichsen, 1997). Bu epitelde; kinosilyumlu prizmatik hiicreler, mukus salgilayan
goblet hiicreleri (kadeh hiicreleri), bazal hiicreler, kiigiik graniil (kulchitsky) hiicreleri
olarak da adlandirilan diffuz néroendokrin sistem hiicreleri (DNES) ve reseptor
hiicreleri olarak kabul edilen fir¢a hiicreler bulunur (Hinrichsen 1997, Gartner ve Hiatt
2006, Ross ve Pawlina 2011). Bazal lamina, siki paketlenmis kollagen lifler ve daha
seyrek retikiiler lifler ile fibrin, nektin gibi ara maddelerden olusur. Bronglarda ¢ok
belirgin olan bazal lamina, bronslarin ¢ap1 kiigiildiikce siliklesir. Bazal laminanin
altinda lamina propriya adi verilen bag dokusu bulunur. Lamina propriyada ise bag
doku hiicreleri, ekstraselliller matriks, kollagen ve elastik iplikler ve kapiller aglar
bulunur. Lamina propriyanin derin kisminda, mukozal immiin sisteme dahil olan
soliter tipte bronslarla iligkili lenfoid doku (BALT) bulunur. Burada seyrek seromiikoz
bezler de goriiliir. Submukoza, lamina propriyadan sonra gelen katmandir. Gevsek ve
yogun arasi bu bag doku fibroelastik yapidadir. Burada, arteriyoller, veniiller, venoz
pleksusler, BALT ve brons bezleri (miikéz ve seromiikoz bezler) bulunur.
Submukozadan sonra gelen adventisya katmani fibroelastik bag dokudur. Kalin
kollagen bantlari, elastik iplikler, sinir lifleri, biiylik kan ve lenf damarlar1 bulunur
(Lumb 2016).



Akciger dokusu sekonder bronglardan itibaren olan kisimlar1 kaplar. Sekonder
bronslar ve dallanarak ilerleyen kiigiik bronslara gidildikge, tiim tabakalarin inceldigi,
lamina epitelyalisin boyunun kisaldigi, goblet hiicrelerinin azaldigi, bazal laminanin
siliklesmeye basladigi goriiliir. Birkag sira diiz kas tabakasindan olusan, mukoza ve
submukoza arasinda goriilmeye baslanan, baslangigta siirekli ve belirgin bir katman
olan lamina muskularisin kiiciildiigii ve spiral yonlenerek kesintili bir yapiya
doniistiigii izlenir (Ross ve Pawlina 2011). Brons bezlerinin miktarinin azaldigi, elastik
doku oraninin arttigi, submukozadan sonra goriilen parcali yapida ve devamlilik
gostermeyen kikirdak parcalarinin da kiigiildiigii ve de yapisinin da elastik 6zellik
gostermeye basladigi goriiliir (Zhang 2013, Lumb 2016).

Bronsioller ise ¢aplar1 yaklasik bir milimetre veya daha az olan (Lumb 2016,
Marjit 2016) kikirdaklarin1 (Zhang 2013) ve bezlerini yitiren tiibiiler yapilardir.
Bronsiollerin epitel boyu kiibige dogru algalir ve tek bir tabaka seklinde goriilmeye
baglar (Hinrichsen 1997). Terminal bronsiollerde kiiboidal hiicrelerin silyumlarinin
yok olmaya basladigi, goblet hiicrelerinin kayboldugu, lamina propriya ve lamina
muskularisin inceldigi, submukozanin ve brons bezlerinin ortadan kalktigi goriiliir
(Gartner ve Hiatt 2006, Zhang 2013). Yok olan goblet hiicrelerinin yerine apikal
yiizeyi siskin ve kubbe bi¢imli organellerden zengin ve eozinofilik boyanan Clara
hiicreleri (silyumsuz hiicreler) gozlenir (Hinrichsen 1997). Bu hiicreler ekspirasyon
sirasinda hava yolunun kollabe olmasini ve liimen yapisikligini engelleyen surfaktani
salgilar. Ayrica salgilari ile brong epitelinin korunmasini, rejenerasyonunu ve (Gartner
ve Hiatt 2006) akciger dokusunda olusan fazla sivinin geri emilimini saglarlar
(Hinrichsen 1997). Terminal bronsiolden sonra gelen respiratuar bronsiol ise
solunumun gergeklesmeye basladigi ilk kisimdir. Epiteli, terminal bronsiol epiteline
benzer. Incelmis lamina muskularis katmani ise sirkiiler sekilde devam eder
(Hinrichsen 1997). Terminal bronsiolden farkli olarak kiiboidal hiicrelerin silyumlari
kaybolmustur (Zhang 2013). Clara hiicrelerinin sayisi ve elastik iplikler artmistir. En
onemlisi liimenleri boyunca solunumun gergeklestigi birim olan alveoller aralikli bir
sekilde goriliir (Hinrichsen 1997, Lumb 2016).

Alveoller en kii¢iik solunum birimi olup kan ile hava arasindaki gaz degisimini
saglayan i¢i hava ile dolu yapilardir (Rehfeld ve ark. 2017). Alveoller, kilcal

damarlardan zengindirler ve elastin miktarinin ¢ok olmasindan dolayr nefes alma



sirasinda olusan gerginlige dayaniklidirlar. (Zhang 2013). Alveolar keseler, akciger
lobguklarinda yaygin olan, kiigiik alveol topluluklarindan olusan ve disariya dogru
balonlasan yapilardir (Lumb 2016). Alveolar kanallar ise sirayla yan yana dizilmis
alveollerden olusurlar ve uglar alveolar keseler ile sonlanir. Alveolar kanallarda az
miktarda olmak tizere alveoller ve alveolar keseler arasinda interalveolar septumlar
(duvarlar) vardir. Bu duvarlarda elastik ve retikiiler lifler, kapillerler, birkag fibroblast,
makrofaj ve diiz kas lifi bulunur (Zhang 2013). Alveolar porlar (Kohn porlari),
interalveolar duvarlarda bulunan ve hava geg¢isini saglayan deliklerdir. Bu porlar
kollateral hava dolasimini saglarlar ve alveoller arasindaki basinci esitlerler
(Hinrichsen 1997).

Tip 1 ve Tip 2 pnomositler (alveolar hiicreler) ve alveolar makrofajlar, alveolar
epitel parankimal hiicreleridir (Gartner ve Hiatt 2006). Tip 1 pnomosit, kiigiik alveolar
hiicre ya da membran6z pnomosit olarak da isimlendirilir. Alveol yiizeyinin %95’ine
yakin kismini kaplarlar. Kan hava bariyerine katilan ve gaz aligverisinde etkin rol
oynayan hiicrelerdir (Hinrichsen 1997). Kilcallarin etrafinda bulunurlar. Yassi epitele
sahip Tip 1 pnomositlerin sitoplazmalar1 ¢ok incedir (Lumb 2016). Organellerden
fakirdirler. Pinositotik vezikiilleri vardir. Diger hiicrelere siki baglantilarla baglanirlar.
Tip 2 pnomositlere biiyiik alveolar hiicre ya da graniiler pnomosit de denir. Alveol
yiizeyinin %5’ine yakin kismini kaplarlar. Kubbe seklinde ya da kiiboidal ve iri yapiya
sahip olan hiicrelerdir (Zhang 2013). Septal kisimda kiimelenen bu hiicreler septal
hiicre olarak da isimlendirilirler. Organel yoniinden zengindirler. Apikal
sitoplazmasinda ¢ok miktarda surfaktan igceren ekzositoz ile salinan paralel lameller
cisimciklere sahiptirler (Hinrichsen 1997, Gartner ve Hiatt 2006). Pulmoner surfaktan
yapimina katilirlar (Lumb 2016). Sodyum ve su emilimini saglayarak alveollerde sivi
birikmesini engellerler. Ayrica bu hiicreler alveolar hasarda Tipl ve Tip 2
pnomositlere farklilasarak kok hiicre gorevi goriirler (Gartner ve Hiatt 2006, Ross ve
Pawlina 2011). Alveolar makrofajlar, Dust hiicreleri olarak da bilinirler. Alveollerin
temizlenmesinden sorumludurlar. Bakteri, viriis, toz, yabanci partikiiller, hiicre
debrisleri vb. fagosite ederek yok ederler. Bu hiicreler mononiikleer fagositer sisteme
ait doku makrofajlaridir (Hinrichsen 1997).

Kan hava bariyeri, kan ve hava arasindaki arayiizdiir (Hinrichsen 1997).

Kapiller ve alveoller arasindaki gaz aligverisinin saglanmasi i¢in agilmasi gereken
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hiicreler ve hiicresel iirlinlerinden olusur. Kan hava bariyerini olusturan birimler;
surfaktan, Tip 1 pndomosit membrani, Tip 1 pnomosit ile damar endoteline ait
kaynasmis bazal lamina, endotel hiicresi, eritrosit membrani Ve eritrosit
sitoplazmasindan olusur (Ross ve Pawlina 2011). Hava, genis ve nemli yiizey alanina
sahip olan alveollere ulasir. Iginde bulunan oksijen yogunluk farkindan dolayi, kan
hava bariyerindeki birimleri surfaktandan baslaylp (Zhang 2013) eritrosit
sitoplazmasina kadar gecerek hemoglobine baglanir. Karbondioksit ise ters yonde
eritrosit sitoplazmasindan surfaktana kadar olan birimleri gecerek difiizyon ile

yogunluk farkinda dolay1 alveollere tasinir (Gartner ve Hiatt 2006).

2.2.5. Akciger Dokusu ve Tip 1 Diyabet Arasindaki Iliski

Tip 1 diyabetin bozulmus akciger difiizyonuna yol agtigi ve alveolar epitel
kalinliginda ve alveolar duvar hacim oraninda belirgin artisa sebep oldugu
bildirilmistir (Kida ve ark. 1983; Ofuwe ve ark. 1988). Diyabet olusturulan deneysel
bir ¢alismada (Sandler 1990) akciger bag dokunda kollagen miktarinda artis gibi
degisimler oldugu belirlenmistir. Streptozotocin (STZ) uygulanan deneysel bir diyabet
caligmasinda, akciger dokusunun elektron mikroskobik bulgularinda kollagen
ipliklerden zengin ekstraselliilermatriks olustugu izlenmistir (Popov ve Simionescu
1997). Ayrica akciger dokularinda, hasar olustugunu, diyabetin pulmoner fibrozis igin
bir risk faktorii oldugunu ve nodiiler fibrozis bulgusunu bildiren STZ uygulanan
deneysel diyabet ¢alismalar1 vardir (Farina ve ark. 1995, Wang ve ark. 2016a).
Kaparianos ve ark. (2008), STZ uygulanan diyabet ¢alismalarinda Tip 1 ve 2
pnomositlerde, lamina epitelyalis hiicrelerinde ve bag doku hiicrelerinde dejenerasyon
gelistigi bildirilmistir. Diyabet olusturulan ¢alismalara ait akciger dokularinda
arteriollerin ve kapillerlerin duvarlarinda anlamli kalinlik artis1 oldugunu kapillerlerin
ve veniillerin endotellerinde yapisal degisikliklerin oldugunu ve inflamatuvar siirece
isaret eden, kapillerlerden dokuya makrofaj gogli oldugunu gosteren arastirmalar
vardir (Matsubara ve Hara 1991, Popov ve Simionescu 1997). Tip 1 diyabet
hastalarinda monosit ve makrofaj aktivitesinin arttigi (Devaraj ve ark. 2006) ve
diyabet durumunda alveolar makrofajlarin bakteriyi fagosite etme yeteneginin azaldig:
bundan dolayr polimorfoniikleer 16kosit aktivasyonunun uyarildig:r bildirilmistir

(Mohsenin ve Latifpour 1990).



11

2.3. Endoplazmik Retikulum

Endoplazmik retikulum, okaryotik hiicrelerde periniikleer yerlesimli,
¢ekirdegin dis zar1 ile devam eden, ¢ekirdek ve sitoplazma ile baglantili, tiibtiller ve
sisternalardan (genis bosluklardan) olusan, ¢ift katli fosfolipit seri membran
katlantilarindan olusan agimsi bir organeldir (Mullins 2005). Graniillii ve Graniilsiiz
ER olmak tizere iki Tipi vardir (Ross ve Pawlina 2011).

Kaba ER olarak da isimlendirilen graniilli ER (GER), sitozol tarafindaki
membranlarma gomiilii ribozomlardan dolay: bu sekilde isimlendirilir (Mullins 2005,
Tropp 2011). Ribozomlar araciligr ile GER’de protein sentezi olur (Brandizzi ve ark.
2014). Bu ribozomlar suda ¢oziilebilirler ve transmembran proteinlerin sentezini
yaparlar (Agostinis ve Afshin 2012, Khanna 2008). Protein yapimini hiicre igindeki
aminoasitleri kullanarak gerceklestirirler. GER’deki ribozomlarin sitozoldeki
ribozomlardan farki, iiretilen proteinlerin Golgi aygiti, lizozomlar ya da hiicre zar1
tarafindan kullanilmasi (Ferro-Novick ve ark. 2013, Khanna 2008) ya da hiicre disina
salinmasidir (Khanna 2008). GER, salgi hiicreleri gibi yogun protein sentezi yapilan
hiicrelerde fazla miktarda bulunur. Protein sentezi asamasinda ER liimeninin igerisine
her saniyede ortalama {i¢ ila bes aminoasidin olusturdugu zincir giris yapar. Burada
katlanma, montaj, sentez islemleri ve sentez sonrasi degisikliklerin yapilmasina
membrana yerlesik saperonlar ve enzimlerden kurulu aglar yardimer olur (Wiertz ve
Kikkert 2006). Proteinin katlanmasi demek dort boyutlu yapisinin tamamlanmasi ve
aktif formunun olusmasi demektir (Ferro-Novick ve ark. 2013).

GER’de iiretilen proteinler, GER liimeninden ilerleyerek ER’nin ikinci kismi
olan graniilsiiz ER’ (AGER) e ulasir. AGER, c¢ekirdekten uzak ve Golgi aygitina
yakindir. Membranlarinin {izerinde ribozomlarin olmamasit nedeniyle bdoyle
isimlendirilir. GER’e gore ylizeyleri daha diizgiin, katlantilart da daha tibiiler
yapidadir (Tropp 2011). AGER’de fosfolipit ve kolesterol sentezini kapsayan farkli
tipteki lipitlerin ve yag asitlerinin sentezi yapilir. (Agostinis ve Afshin 2012, Ghadially
2013, Khanna 2008, Marjit 2016) Ayrica, AGER’in glikojenin glukoza hidrolize
edilmesi, GER’de sentezlenen polipeptit zincirlere oligosakkaritlerin eklenmesi,
detoksifikasyon, Ca?"’nin depo edilmesi gibi ¢ok énemli gérevleri vardir (Agostinis
ve Afshin 2012, Brandizzi ve ark. 2014, Ghadially 2013, Khanna 2008, Tropp 2011).
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AGER’ de sentez edilen ya da GER’den gelen ve liimen aracilifi ile ilerleyen {iriinler

vezikiiller araciligr ile Golgi aygitina ulasir (Ross ve Pawlina 2011).

2.4. ER Stresi

ER Stresi, ER’de katlanmamis protein ve ER organelinin katlama kapasitesi
arasindaki denge bozuldugunda olusan bir durumdur (Schréder ve Kaufman 2005,
Horwich 2007). Bu stres, ER liimeninde Ca?" tiikenisi, disiilfid baglarinin azalmasi,
glikolizasyonun inhibisyonu, mutant protein alt iinitelerinin ya da mutant proteinlerin
tiretilmesi gibi durumlar1 kapsar (Dorner ve ark. 1989). Diizenli olarak katlanmig
protein islerlik kazanir ve fonksiyonunu yerine getirebilir. Yanlis katlanmis proteinler
herhangi bir islerlik kazanamaz ve fonksiyon géremez. Yanlis katlanmis proteinleri
engellemek, diizeltmek, diizeltemiyorsa bu proteinleri ortadan kaldirma islemlerini
saperonlar denilen proteinler saglar (Ferro-Novick ve ark. 2013). Saperonlar,
ribozomlarda, endoplazmik retikulumda ve sitoplazmada bulunurlar. GER’de bulunan
kalretikiilin ve kalneksin gibi katlayici saperonlar sentez edilen proteinlerin
katlanmasin1 saglar (Ross ve Pawlina 2011). Ancak saperonlarin miidahalesini
yoneten ve hiicrenin homeostazisini saglayan bir kalite kontrol noktasi vardir ki bu
nokta ER’nin kendisidir (Ferro-Novick ve ark. 2013). Bu kalite kontrol sistemi
sayesinde sadece dogru katlanmig proteinlerin transferi yapilir. Posttranslasyon
modifikasyonu yapilamayan ya da yanlis katlanmis proteinler ise tekrar indirgenmesi
icin sitoplazmaya gonderilir (Zhang 2015). ER stresi, hiicrenin i¢inde yasanilan zor bir
stiregtir. ER stresi olustugunda, katlanmamis ve yanlis katlanmig proteinlerin ER
limeninde birikimi olur. Bu siiregte olusan strese cevap olarak ER bir dizi
katlanmamis protein cevabi (unfolded protein response (UPR)) sinyal iletim yolagi
olusturur (Zhang 2015).

UPR, katlanmamuis protein girisi ve katlanmis protein ¢ikis1 arasindaki dengeyi
tamir edebilmek i¢in hiicre tarafindan olusturulmus adaptif ve homeostatik bir cevaptir
(Kaufman 1999). UPR cevabi, anormal proteinlerle basa ¢ikabilmek igin
transkripsiyonel ve translasyonel yeniden programlanmaya yol agar (Kaufman 1999).
Bu programlamada protein sentezi ve sentez edilen proteinlerin ER’ye gecisi
yavaglatilir. ER’nin kapasitesi, proteinlerin katlanmasini ve yanlis katlanan
proteinlerin indirgenmesini saglamak amaciyla artirilir. Yanlig katlanmis proteinlerin

kiimelenmesini 6nlemek amaciyla onlarin sitoplazmaya transferinin yeterli seviyeye
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ulagtirilmast, bilesenlerine indirgenmesi ve indirgemeyi saglayan saperon sentezinin
arttirilmasii saglayan (Ron Walter, 2007) ER iliskili indirgenme sinyal yolagini
aktive eder (Kaufman 1999). Ancak UPR etkili olmazsa programlanmis hiicre 6liimii
(apopitozis) gelisir (Ron ve Walter 2007).

ER stresinin, akciger dokusunda, fibrotik degisikliklerin olusumunda 6nemli
rol oynadigi bildirilmistir (Tanjore ve ark. 2013). ER stresinin, hiicresel diizeyde
duyarliligr artirarak, disfonksiyonel epitel fenotipine (Lawson ve ark. 2011) neden
oldugu ya da Tip 2 pnémosit hiicrelerinin hasarini tetikleyerek epitelde proapopitotik
yolaklar tetikledigi diistiniilmektedir (Majors ve ark. 2003, Tanjore ve ark. 2013). Bu
durumun ise epitelyal-mezensimal degisim ile pro-fibrotik uyart sagladig: ve fibrotik
yeniden sekillenmeyi kolaylastirdigi diisiiniilmektedir (Majors ve ark. 2003, Lawson
ve ark. 2011, Tanjore ve ark. 2013). Fibrotik yeniden sekillenmede, bag dokuda
kollagen birikimi (Torres-Gonzalez ve ark. 2012), hiyalurandan zengin ekstraselliiler
matriksin olusumu gibi degisiklikler gelisir ve inflamatuvar cevap artar (Majors ve ark.
2003, Tanjore ve ark. 2013). ER stresi akciger dokusunda hem akut hem de kronik
inflamasyonu tetikleyen degisikliklere sebep olur (Majors ve ark. 2003, Tanjore ve ark.
2013).

Diyabet ve ER stresi arasindaki iliski incelendiginde, protein katlama
reaksiyonlariin etkinliginin metabolik kosullardan etkilendigi bildirilmistir (Malhotra
ve Kaufman 2007). Uzun siiren hiperglisemi sonucunda ileri glikasyon iiriinlerinin ER
stresine sebep olabilecegi diisiiniilmektedir (Ertek 2015). ileri glikasyon iiriinleri
genellikle hiicre igerisinde birikerek (Brownlee 2001) proteinlerin normal
konformasyonunun bozulmasina, enzimatik aktivitelerinin degigsmesine, indirgenme
kapasitelerinin azalmasina ve reseptorlerin islevlerinde sekmeye sebep oldugu
diistiniilmektedir (Hsieh ve ark. 2007). Glikasyon kaynakli serbest radikallerin protein
kirilmalarina, niikleik asit ve lipitlerin oksidiyonuna (Hsieh ve ark. 2007), proteinlerde

yanlis katlanmaya neden oldugu bildirilmistir (Malhotra ve Kaufman 2007).

2.5. Glukozla diizenlenen protein 78 (Grp 78)

Grp 78, UPR’de etkin olan ve ER stresinin belirleyici bir proteinidir. Glukozla
diizenlenen protein (Grp) yapilar1 genel olarak biitiin hiicrelerde bulunur. Bu
proteinlerin, ER stresine 6zel, uyarilabilir aile proteinleri oldugu diisiiniilmektedir

(Kaufman 1999). Grp 78’ de bu aileye ait 6nemli ve etkin bir saperondur ve ER
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liimeninde bulunur. (Mullins 2005, Zhang 2015). Bu protein Bip/GRP 78 olarak da
isimlendirilir ve 1s1 sok protein 70 (HSP70) ailesine ait ER homologudur. Monomerik
globiiler bir yapiya sahip Grp 78 proteinin ATP ve 23 peptit baglayan iki islevsel
bolgesi vardir (Gething 1999, Prins ve Michalak 2009). Grp 78, kalite kontrol sistemi
olarak gorev yapar. Gorevini, katlanan proteini izleyerek ve diizgiin katlandigindan
emin olunca tasinmasini saglayarak yapar (Guo ve Li 2014). Grp 78’in UPR ile ilgili

baslica fonksiyonlari, ER’e proteinin translokasyonu, Ca?*’

nin baglanmasi, protein
katlanmasinin  saglanmasi ve Kkontrol edilmesi, yanlis katlanmig proteinin
indirgenmesi, apopitozisin ayarlanmasi ve UPR’nin diizenlenmesidir (Little E ve ark
1993). GRP 78, ER stres reseptorii olan ii¢ protein ile iligki halindedir. GRP 78’in bu
proteinlerden herhangi birinden ayrilmasi sonucunda ayrildigi proteinin aktive olmasi
ile UPR’nin gelistigi diisiiniilmektedir. Bu proteinler; protein kinaz RNA benzeri ER
kinaz (PERK), aktive edici transkripsiyon faktorii 6 (ATF6) ve Inositol gerektiren
kinaz 1 (IRE1) dir (Lake ve ark. 2013, Zhang, 2015). Bu sinyal yolaklarindan biri veya
birkag¢1 aktive olabilir. Buradaki dikkat c¢ekici nokta, UPR cevabinda etkili ii¢ ayr1
sinyal yolag1 ancak kendileri ile iligki halinde olan Grp 78 proteinin ayrilmasi ile aktive

olurlar, tek baslarina aktive olamazlar (Zhang 2015). Bundan dolay1 Grp 78, ER stresi
i¢in indikatdr bir proteindir (Guo ve Li 2014).

2.6. Niikleer faktor kappa-B (NF-kB)

NF-kB proteini, proinflamatuvar ve immiin cevap genlerini uyaran bir
transkripsiyon faktoriidiir. NF-kB, inflamatuvar yanitta rol oynayan proteinlerin
transkripsiyonlarin1 diizenler (Zhang 2015). Hiicrelerin sitoplazmasinda p50/p65
dimeri halinde bulunan NF-kB, inhibitor bir protein olan I kappa B'ye (IkB’ye) bagh
sekilde inaktif formdadir (Ritchie 1998). Ancak IkB’den ayrilinca aktif forma geger.
IkB, inflamatuvar ajanlarla uyarildigi zaman IkB’ye spesifik kinazlar araciligiyla
fosforillenir. Daha sonra proteozomlarla pargalanir. Bu durum NF-KB'nin serbest
kalmasini saglar. Aktiflesen NF-kB ¢ekirdege tasinir. Cekirdekte spesifik promoter
elemanlara baglanarak hedef inflamatuvar gen transkripsiyonunu baslatir (Ritchie
1998). Inflamasyon, dokular1 hasara karsi korumak ve onarmak amaciyla olusan bir
cevaptir. Ancak uzun siire devam ederse patolojik bir duruma doniigiir (Nakajima ve

Kitamura 2013).
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ER stresi ve NF-kB iliskisini inceleyen calismalar bulunmaktadir (Pahl ve
Baeuerle 1995, Hotamisligil 2010, Nakajima ve Kitamura 2013, Zhang, 2015). ER
stresinin, ER’den Ca?* salinimina yol agti§1, bu durumun ise reaktif oksijen tiirleri
(ROS) nin iiretimine neden oldugu, ROS {iretiminin ise, NF-kB’nin aktivasyonunu
saglayan IKB’nin indirgenmesine sebep oldugu diistiniilmektedir (Pahl ve ark. 1996).
Bazi ¢alismalarda ise (Pahl ve Baeuerle 1995, Nakajima ve Kitamura 2013) NF-kB
sinyal yolaginin aktivasyonunun, ROS artis1 gibi ¢esitli uyaranlar disinda, ER stresine
cevap veren UPR sinyal yolaklar1 vasitasiyla da tetiklenebilecegi gosterilmistir (Zhang
2015). NF-kB’nin aktivasyonunda UPR sinyal yolaklarinin {i¢liniin de rol oynadigi
distintilmektedir (Hotamisligil 2010). PERK’in, 6karyotik translasyon baslatic1 faktor
20, (elF2 o) y1 fosforilize ederek IkB-a ifadesini azalttigi ve NF-kB’nin aktiflesmesini
sagladigi rapor edilmistir (Deng ve ark. 2004). IRE1 i¢in, ER stresi tetiklendiginde IxkB
kinazlarin, IRE1a- tiimor nekrozu faktorii reseptor iliskili faktor-2 (IRE1a-TRAF2)
kompleksi tarafindan aktive edildigi ve bu durumun NF-kB’nin etkinligini saglayan
IkB’nin fosforilizasyonuna ve dolayisi ile indirgenmesine yol agtigi gésterilmistir (Hu
ve ark. 2006). ATF6 yolaginin da NF-kB aktivasyonunda rol oynadigi bulunmustur
(Yamazaki ve ark. 2009). NF-kB’nin hiicreyi apopitozisden korudugu, sag kalim
genlerini artirdig1 ve antiapopitotik cevap olusturdugu disiiniilmektedir (Van Antwerp
ve ark. 1996).

2.7. Kaspaz 3

Kaspaz 3, programli hiicre 6liimii olarak bilinen apopitozisin gelismesinde
bitirici kaspaz olarak gorev alan bir proteindir (Biosciences 2012). Enzim 6zelliginde
olan ve molekiiler makas olarak da nitelendirilen kaspazlar bir proteaz ailesidir (Eroz
ve ark. 2012). Bu proteinlerin NH2 (amin)-terminal bolgesi, biiyiik alt iinitesi (20 kDa),
kiiciik alt tinitesi (10 kDa) ve katalitik alt tiniteleri baglayan bolgesi vardir (Yerlikaya
ve Dokudur 2009). Aktif olan merkezlerinde sistein tasirlar ve hedef proteinleri
aspartik asit kisimlarindan keserler. Prokaspazlar, kaspazlarin hiicrelerde inaktif
zimojenler halindeki seklidir. Apopitozis sinyali ile aktifleserek kaspazlara doniistirler.
Kaspaz 3’tin N-terminal bolgesinde 23-28 aminoasitlik peptit bulunur. ER stresi
olusan hiicrelerde UPR etkili olamazsa apopitozis baslar. ER stresi ile baglantili
molekiiler mekanizma, UPR ile baglantili kaspaz aktivasyonu yoniinde gerceklesir

(Kaufman 1999). Kaufman ve ark. (1999), PERK aktivasyonunun ya da asir1 ifadesinin
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apopitozisi uyarmada etkili olacagini bildirmislerdir. PERK—Okaryotik translasyon
baglatict faktor 2o (PERK-elF2a) yolag: ile uyarilan aktive edici transkripsiyon
faktorii 4 (ATF4) (Harding ve ark. 2000), C/EBP homolog proteini aktivasyonunu
saglayarak, mitokondriden sitokrom c¢ sizintisina sebep olur (Offer ve ark. 2002).
Sitokrom ¢ kaspaz 9’un, kaspaz 9°da kaspaz 3 enziminin aktiflesmesini saglayarak
(Han ve ark. 2013) apopitozisi tetikler. IRE1 de, proapopitotik yolakta IRE1a- TRAF2
kompleksi seklinde rol oynar. IREla- TRAF2 kompleksi, apopitozis sinyal kinaz 1
aktivasyonunu saglayarak c-Jun NH2-terminal kinaz (JNK) lar1 uyarir ve JNK’lar
mitokondriden sitokrom c sizintisi ile apopitozisi baslatir (Szegezdi ve ark. 2006).
IREla- TRAF2 kompleksi ayn1 zamanda kaspaz 7’yi keser. Kaspaz 7°de kaspaz 3’i
keserek apopitozisi saglar (Choudhury ve ark. 2013). ER stresi durumunda Bcl-2
ailesinden apopitozisi indiikleyen Bax ve Bak, ER organeli membraninda kalpaini
aktive eden Ca?" salinmasmna sebep olan konformasyonel degisiklikleri ve
oligomerizasyonu saglar (Seydel ve Aksoy, 2012). Kalpein, prokaspaz 12’yi keserek
kaspaz kaskadini baslatir. Daha sonra sirasi ile kaspaz 12, kaspaz 9 ve en son kaspaz
3 aktifleserek apopitozis gergeklesir (Zong ve ark. 2003, Hitomi ve ark. 2004). ER
stresi kaynakli yolaklar farkli olsa da her yolakta ortak olarak kaspaz 3’iin bulunmasi
onemli bir yer teskil etmektedir (Conn 1986) ve apopitozisin gerceklesmesinde kilit
bir nokta olarak dikkat ¢cekmektedir.

2.8. ER stresi, Tip 1 Diyabet ve Akciger iliskisi

Tip 1 diyabetin akciger dokusu iizerinde olusturdugu histopatolojik
degisiklikleri gosteren birgok ¢alisma vardir (Kida ve ark. 1983, Popov ve Simionescu
1997, Sandler 1990). ER stresinin meydana geldigi akciger dokularinda olusan
histopatolojik degisiklikler de (Majors ve ark. 2003, Lawson ve ark. 2011, Torres-
Gonzalez ve ark. 2012, Tanjore ve ark. 2013) birgok arastirmada gosterilmistir. Bunun
yanisira, kalp kas1 (Li ve ark. 2007), hipokampus (Zhao ve ark. 2015), mide (Chen ve
ark. 2014) bobrek (Liu ve ark. 2008, De Blasio ve ark. 2017) ve retina (Li ve ark. 2009)
gibi dokular iizerinde Tip 1 diyabet ve ER stresi arasindaki iliskiyi inceleyen
caligmalar vardir. Ancak yapilan literatiir taramalarinda Tip 1 diyabetin akciger

dokusunda ER stresine yol a¢ip agmadigini bildiren bir ¢calismaya rastlanmadi.
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3. MATERYAL VE METOT

Bu deneysel calisma igin, Kafkas Universitesi Deney Hayvanlar1 Yerel Etik
Kurulu’ndan 03.09.2017 tarihinde 2017-082 sayili etik kurulu numarasi ile onay
almmistir. Calismaya ait deneysel asamalar Kafkas Universitesi Deney Hayvanlar
Uygulama ve Arastirma Merkezinde, histopatolojik ve immiinohistokimyasal analizler
ise Kafkas Universitesi Veteriner Fakiiltesi Histoloji ve Embriyoloji Ana Bilim

Dali’nda gergeklestirilmistir.

3.1. Deney Gruplan

Calismada Balb/c tiirii, iki aylik, ortalama 40 gr, 18 adet erkek fare denek
olarak kullanildi. Deneklerin temini Atatiirk Universitesi Tibb1 Deneysel Uygulama
ve Arastirma Merkezi’nden saglandi. Denekler; Kontrol grubu (n=6), Sham grubu
(n=6), ve STZ diyabet grubu (n=6) olmak iizere rastgele ve sistematik yontemle {i¢
gruba ayrildi. Daha sonra %60-65 nem oranina sahip 22 + 2°C ortam sicakliginda, 12
saat karanlik ve 12 saat aydmlatma uygulanan ortamda standart fare kafeslerinde

barindirildilar. Musluk suyu ve standart fare yemi ile ad-libitum beslendiler.

3.2. Deneysel Prosediir

Kontrol grubuna herhangi bir enjeksiyon uygulamasi yapilmadi.
Streptozotocin (STZ) diyabet grubuna, Tip 1 diyabet modeli olusturmak i¢in STZ ilaci
intraperitonal yontemle uygulandi. Sham grubuna ise diyabet modelindeki kosullar
saglanarak 1 ml sitrat tamponu (pH:4,5) intraperitonal yontemle enjekte edildi. Deney
stireci 30 giin olarak belirlendi (Karabay ve ark. 2006). Deneyin bitiminde eter
anestezisi altinda servikal dislokasyon uygulandi. Otenazi edilen farelerin akciger

dokusu histopatolojik ve immiinohistokimyasal analizler i¢in alindi.

3.2.1. STZ ile Deneysel Diyabet Olusturulmasi

STZ, pankreas dokusunda Langerhans adaciklarindaki insiilin salgilayan beta
hiicrelerini tahrip ederek Tip 1 diyabet olusumunu saglar. STZ nin ¢6ziindiiriildigi
sitrat tamponu (pH:4,5) hazirlamak i¢in 0.294 gr dozunda sodyum sitrat dihidrat (C6
H5 Na3 O7 2H20 = 294,1 g/mol) deiyonize su ile 100 ml hacime tamamland1 ve 1
Normal HCI ile Ph’1 4.5’e ayarlandi. 40mg/Iml oraninda sodyum sitrat tamponu
igerisinde ¢ozdiiriilen STZ (Sigma S0130-1G) 1sidan ve 1siktan etkilenmemesi igin

aliminyum folyo ile saril1 bir tiipte ve buz dolu beher iginde bekletilerek enjeksiyon
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uygulamalari yapildi. STZ uygulamadan 6nce, 12 saat siire ile a¢ birakilan farelerin
kan sekeri diizeyleri, kuyruk venlerinden alinan kanla glukometre cihazi1 (Roche Accu-
chek Go) kullanilarak olgtildii. Aglik kan sekeri 6l¢timii sonrasi farelerin kilolarina
uygun olarak 100 mg/kg (Deprem ve Giilmez 2014) STZ, 1 ml’lik insiilin enjektorii
ile tek doz seklinde intraperitonal yontemle uygulandi. STZ uygulamasindan dort saat
sonra yine standart fare yemi ve igme suyu verilmeye devam edildi. STZ
uygulamasindan 72 saat sonra diyabet grubu hayvanlarin tekrar 12 saat a¢ birakilarak
aclik kan sekeri Ol¢timii yapildi. A¢lik kan glukoz diizeyi 200 mg/dl iizerinde olan
hayvanlar diyabet olarak kabul edilip (Kanitkar ve Bhonde 2004) deneye alindi. STZ
diyabet grubunda biitiin hayvanlarda diyabet gelisti. Son olarak, ¢alismanin bitiminde

dokular alinmadan 6nce 12 saat a¢ birakilan hayvanlarin kan glukoz seviyeleri ol¢iildii.

3.3. Histopatolojik incelemeler

Tim gruplardaki farelerden alinan akciger dokulart %10’luk formol
soliisyonlarinda tespit edildi. Tespit isleminden 72 saat sonra doku takip islemlerine
basland1. Dereceli alkoller, metil benzoat ve benzol serilerinden gecirilerek parafine
ulastirilan dokular bloklandi. Parafin bloklardan, 4 um kalinliginda kesitler alindu.
Akciger dokularina histopatolojik degerlendirmesini yapmak igin, hematoksilen ve
eozin (H&E) boyama (Fischer ve ark. 2008) ve Crossman’im t¢lii boyamasi (triple
boyama) (Bancroft ve Cook 1984) yapildi. Incelemeye hazir hale gelen kesitler,
Olympus Bx51 (Japan) marka kamera atagmanli 151k mikroskobu altinda incelendi ve

tiim gruplara ait fotomikrograflar ¢ekildi.

3.4. Iimmiinohistokimyasal incelemeler

Akciger dokusunda Grp 78, NF-kB, kaspaz 3’iin immiinolokalizasyonunu
incelemek amaciyla avidin-biotin peroksidaz kompleks (ABC) teknigi uygulandi1 (Hsu
ve ark. 1981). Bu proteinlerinin ekspresyonunu 1gik mikroskobik diizeyde incelemek
amactyla 4um kalinligindaki fare akciger doku kesitleri, krom-alum-jelatin ile
kaplanmig lamlara alindi. Deparafinizasyon ve dehidrasyon igslemlerinden sonra lamlar
0,1 M’lik Fosfat Buffer Salin (PBS) de hazirlanmis %3’1liik H2O2’de 15 dk. bekletildi.
Daha sonra dokulara, mikrodalga firinda, sitrat buffer soliisyonu igerisinde 600 watt-
15 dk. 1s1 uygulamasi yapildi. Devaminda UV serumda (%10) 8 dk. inkube edildi.
Sonrasinda monoklonal olan ve fare dokularinda immunoreaktivite gosteren primer
antikorlar; Anti-GRP78; 1/150 (abcam-ab108615), NFxB p65; 1/100 (santa cruz-
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(F6):sc-8008), Kaspaz 3;1/100 (santa cruz-(31A1067):sc-56053) diliisyon oranlarinda
uygulanarak dokular bir saat oda 1sisinda inkube edildi. Primer antikor uygulamasi
bittikten sonra dokular siras1 ile biotinlenmis sekonder antikor ve streptavidin
peroksidaz ile 15’er dk. inkiibe edildi. Son olarak kromojen uygulamasi igin
Diaminobenzidine (DAB (Thermo TA-125-HD)) (Shu ve ark. 1988) uygulandi. Bu
asamaya kadar her uygulama arasinda dokulara fosfat buffer salin (PBS) (0,1 M, pH;
7,2) ile ii¢ kez yikama uygulandi. Kesitlere DAB kromojen soliisyonu uygulanirken,
1s1k mikroskobu altinda kontrolii yapilarak, immiinoreaktivitenin olusumuna gore,
reaksiyon distile su ile durduruldu. Distile su ile yikama yapildiktan sonra zit boya
olarak Harris’in hematoksilen boyamas: uygulandi. Immiinohistokimyasal boyama
yapilan dokular igerisinde pozitif kontrol amaciyla karaciger dokusu kullanildi. Bunun
yanisira, immiinohistokimyasal boyama yapilan dokularda negatif kontrol amaciyla
STZ diyabet gruplarina ait akciger dokular1 kullanildi. Negatif kontrol uygulamasinda
primer antikor asamasinda primer antikor yerine PBS uygulandi. Diger tiim
asamalardaki adimlar ise aymiydi. Boylece antikorlarin  ve  yapilan
immiinohistokimyasal boyamanin giivenilirligi test edildi. Hazirlanan preperatlar, 151k
mikroskobu (Olympus Bx51, Japan) altinda incelenerek ilgili tiim gruplara ait
fotomikrograflar ¢ekildi.

Grp 78, NF-kB ve kaspaz 3 proteinlerine ait immiinohistokimyasal
incelemelerde, immiinoreaktivite gosteren hiicrelerin boyama derecesi kriter alinarak
kesitler incelendi ve tiim gruplarda elde edilen verilerin yarikantitatif analizleri yapilda.
Her gruba ait kesitler iizerinde, 20 um? alanda, 40x biiyiitmede ve 10 rastgele secilmis
mikroskobik alanda tarafsiz inceleme yapildi. Gruplara ait elde edilen verilerin
aritmetik ortalamasi alindiktan sonra yarikantitatif skorlamasi yapildi. Skorlama —’den
4+’ya kadar yapildi. Veriler; — yok, +: az, ++: orta, +++: yogun, ++++: ¢cok yogun
seklinde skorlandi (Okihiro ve Hinton 2000).

3.5. Istatistiksel Analiz

Yar1 kantitatif analiz verilerinin istatistiksel analizi i¢in Microsoft SPSS for Windows
18.0 istatistik paket programi (SPSS 18 for Windows, IBM, Chicago, IL, USA)
kullanildi. Sonuglarin gruplar aras1 karsilastirilmasinda Kruskal-Wallis testi post hoc
analizi Bonferroni diizeltmeli Mann Whitney U testi ile yapildi. Gruplar arasindaki

anlamlilik degeri p<0,05 olarak kabul edildi.
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4. BULGULAR
4.1. Histopatolojik Bulgular
4.1.1. Kontrol ve Sham Grubu
Kontrol grubunda, akcigerin histolojik yapisi normal yapida izlendi.

Bronglarda, respiratorik mukozada; lamina epitelyalis, bazal lamina ve lamina
propriya yapilart belirlendi. Iki ii¢ sira diiz kas tabakasi ile lamina muskularis,
seromiik6z bezleri ve bazi yerlerinde BALT dokusu ile submukoza izlendi. Pargali
hyalin kikirdak yapilar1 belirlendi. Adventisya bag dokusunda kollagen iplikler, kan
damarlar1 ve sinir lifleri izlendi. Cap1 kiigiilen bronslarda tiim katmanlarin inceldigi
belirlendi. Bronsiollerde ise lamina epitelyalisin tek katli kiibik epitele dondiigi,
lamina propriyanin inceldigi, lamina muskularis katmaninin sirkiiler yapida ve
adventisya bag dokusunun da daha ince oldugu belirlendi. Lamina epitelyaliste Clara
hiicreleri izlendi. Alveolar epitelde Tip 1 ve 2 pnoémositler ile interalveolar septum
yapilart normal izlendi. Alveollerin ¢evresinde yogun kapiller damarlar goriildii. Ara
ara seyrek alveolar makrofaj hiicrelerine rastlandi. Akcigerin genel yapisi i¢inde arter,
ven, arteriyol, veniil yapilari, lenf damarlar1 ve sinir lifleri de izlendi (Resim 1, 2, 4).

Sham grubu dokulari ise kontrol grubuna benzerdi (Resim 6, 8).
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Resim 1. Kontrol Grubu Akciger Dokusunun Histolojik Goértiniimii. a: Alveol, b: Sakkulus
Alveolaris, L: Bronsiol Liimeni, S: Submukoza, V: Ven, Ok Basi: Lamina Muskularis, *:
Lamina Epitelyalis, Triple Boyama.
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Resim 2. Kontrol Grubu Akciger Dokusunun HlStOlOJlk Goriintimii. L: Bronslol Liimeni, OK:
Kapiller, Ok Basi: Tip 2 pnomosit, Kivrik Ok: Tip 1 Pnémosit, Kuyruklu Ok: Clara hiicresi,
s: Interalveolar Septum, Triple Boyama.

4.1.2. STZ Diyabet Grubu

STZ diyabet grubu, kontrol ve sham grubu ile karsilastirildiginda, bronslarin
lamina epitelyalisinde belirgin, submukozada ise hafif dejenerasyon oldugu izlendi.
Bronsiollerin lamina epitelyalisinde, bazal lamina ve lamina propriyasinda da kontrol
ve sham grubuna gore hasar olustugu belirlendi. Ozellikle lamina epitelyaliste piknotik
cekirdekli ve sitoplazmasi yogun eozinofilik boyanan Clara hiicreleri dikkat ¢ekiciydi.
Bunlarin yanisira interalveolar septumlarda fibrozis bulgularini diisiindiiren yer yer
kalinlagma, hyalinizasyon ve kollagen birikimi goriildii. Alveolar epitelde apopitozisin
karakteristik bulgusu olan yogunlasmis ¢ekirdeklere sahip ve dejenerasyon gostergesi
iri olan Tip 1 ve 2 pnémosit hiicrelerin miktar1 fazlaydi. Bazi alveolar epitellerde
biiziilen hiicreler ve apopitotik cisimciklere benzer yapilar izlendi. Alveolar epitelde
de yer yer kalinlasma oldugu goriildii. Damarlara ait dejeneratif endotel ve diiz kas
hiicreleri izlendi. Damarlarin etrafinda kollagen birikimi vardi. Kapillerlerde yer yer
dilatasyon oldugu gozlendi. Bazi damar duvarlarindan eritrositlerin infiltre oldugu
bosluklar vardi. Ayrica damarlarda, akut inflamasyonu diisiindiiren yogun miktarda

polimorfoniikleer 16kosit (ndtrofil ve makrofajlar) infiltrasyonu goriildi. Kontrol ve
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sham grubuna gore artmis ve yogun miktarda alveolar makrofajlar izlendi. Diger
taraftan kronik inflamasyonu da isaret eden lenfosit infiltrasyonu da vardi ve nadiren
cok ¢ekirdekli dev hiicreler izlendi. Bu inflamatuvar hiicreler dejenere olmus alanlarda

fazla miktardaydi. (Resim 3, 5, 7, 9, 10,11).

Resim 3. STZ diyabet Grubu Akciger Dokusunun Histolojik Gériniimi. R: Bronkulus
Respiratoryus Liimeni, A: Arteriol, V: Veniil, s: Kalimlagsmis Interalveolar Septum, Triple
Boyama.
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Resim 4. Kontrol Grubu Akciger Dokusunun Histolojik Gortiniimii. a: Alveol, b: Duktus

Alveolaris, c: Sakkulus Alveolaris, A: Arter, L: Bronkulus Respiratoryus Liimeni, V: Veniil,
Ok Bagi: Clara Hiicresi, H&E Boyama.

53
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Resim 5. STZ diyabet Grubu Akciger Dokusunun Histolojik Goriiniimii. a. N: Damar
Duvarindan Notrofillerin ve Lenfositlerin Gogii, Kivrik Ok: Damar Duvarinda Ayrisma
Sonucu Olusan Bosluk, X40, H&E Boyama, b. Ok: Kapiller Dilatasyon, H&E Boyama.
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Resim 6. Sham Grubu Akciger Dokusunun Histolojik Goriintiimii. H: Hyalin Kikirdak, M:
Lamina Muskularis, S: Submukoza, *: Lamina Epitelyalis, Triple Boyama.
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Resim 7. STZ diyabet Grubu Akciger Dokusunun Histolojik Goriiniimii. A: Adventisya, H:

Hyalin Kikirdak, M: Lamina Muskularis, S: Submukoza, *: Dejeneratif Lamina Epitelyalis
Katmani, Triple Boyama
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Resim 8. Sham Grubu Akciger Dokusunun Histolojik Goriintimii. OK: kapiller, Ok Basi: Tip
1 Pndmosit, Kuyruklu Ok: Tip 2 Pnémosit, s: interalveolar Septum, H&E Boyama.

Resim 9. STZ diyabet Grubu Akciger Dokusunun Histolojik Goriiniimii. D: Cok ¢ekirdekli
dev hiicre, a: Apopitotik Cisim, Ok: Monosit, Ok Basi: Dejeneratif Tip 1 Pnomosit,
Kuyruklu Ok: Dejeneratif Tip 2 Pnomosit, H&E Boyama.
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Resim 10. STZ diyabet Grubu Akciger Dokusunun Histolojik Goriniimii. L: Lamina
Epitelyalis Dejenerasyonu, Ok: Kollagen Fibril, Ok Basi: Vaskiiler Dejenerasyon, Triple
Boyama.

-
a

Resim 11. STZ diyabet Grubu Akciger Dokusunun Histolojik Gortiniimii. a. Ok Basi:
Monosit Kaynakli Makrofaj, X60, Triple Boyama, b. Ok Basi: Makrofaj, Ok: Alveolar
Makrofaj, Kuyruklu Ok: Kollagen Fibril, Triple Boyama.
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4.2 immiinohistokimyasal Bulgular
4.2.1. GRP 78 Immiinoreaktivitesi

Tim gruplara ait farelerin akciger dokusunda Grp 78 immiinoreaktivite
derecesi hiicre diizeyinde degerlendirildi. Kontrol grubunda, GRP 78
immiinoreaktivitesi, Clara hiicreleri, endotel hiicreleri, Tip 1 ve 2 pndmosit
hiicrelerinde goriillmedi. Ancak alveolar makrofajlarda zayif derecede Grp 78
immiinoreaktivitesi izlendi (Tablo 1, Resim 12). Sham Grubuna ait Grp 78
immiinoreaktivite reaksiyonu, kontrol ile benzerdi. Kontrol grubundan farkli olarak
sham grubunda, Tip 1 pnomosit hiicrelerinde az derecede, alveolar makrofaj
hiicrelerinde ise orta derecede immiinoreaktivite gozlendi (Tablo 1, Resim 14). STZ
diyabet grubunda, kontrol ve sham grubuna gore, belirgin Grp 78 immiinoreaktivitesi
gosteren hiicreler vardi. Damar endotel hiicrelerinde orta derecede, Clara hiicreleri ve
Tip 1 pndmosit hiicrelerinde yogun derecede, Tip 2 pnomosit hiicreleri ve alveolar
makrofajlarda ¢ok yogun derecede immiinoreaktivite gézlendi (Tablo 1, Resim 13, 15,
16). Pozitif kontrol grubunda, karacigerde immiinoreaktivite gosteren immiinpozitif
hepatositler izlendi (Resim 17). Negatif kontrol grubu akciger dokusunda parankimal

ve stromal doku hiicrelerinin hicbirinde reaksiyon goériilmedi (Resim 18).

Tablo 1. Gruplar aras1 Grp 78 immiinoreaktivite (I.R) sinin Semikantitatif Analiz Sonuglari.
Gruplara ait GRP 78

LR yogunlugu Kontrol Sham STZ diyabet
Clara Hiicreleri - - T+
Endotel Hiicreleri - - ++

Tip 1 pnomosit - + T+

Tip 2 pnomosit - - T+

Alveolar makrofaj + ++ ++++
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Resim 12. Kontrol Grubu Akciger Dokusunda GRP 78 immiinoreaktivitesi.

Resim 13. STZ diyabet Grubu Akciger Dokusunda Grp 78 immiinoreaktivitesi. Ok: Tip 1
Pnomosit, Ok Basi: Tip 2 Pnomosit, Kuyruklu Ok: Alveolar Makrofaj.



Resim 15. STZ diyabet Grubu Akcig
Makrofaj.
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Resim 16. STZ diyabet Grubu Akciger Dokusunda Grp 78 Immiinoreaktivitesi. Ok: Tip 1
Pnomosit, Ok Basi: Tip 2 Pnomosit, Kivrik Ok: Alveolar Makrofaj, Kuyruklu Ok: Clara
Hiicresi.

Resim 17. Pozitif Kontrol Karaciger Dokusu Grp 78 immiinoreaktivitesi. Ok Basi: Hepatosit.
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Resim 18. Negatif Kontrol Akciger Dokusu Grp 78 immiinoreaktivitesi.
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4.2.2. NF-kB Immiinoreaktivitesi

Tim gruplara ait farelerin akciger dokusunda NF-kB immiinoreaktivite
derecesi  hiicre diizeyinde degerlendirildi. Kontrol grubunda, NF-kB
immiinoreaktivitesi, Clara hiicreleri, endotel hiicreleri, Tip 1 ve 2 pnémosit hiicreleri
ve alveolar makrofajlarda az derecede vard:r (Tablo 2, Resim 19). Sham Grubunda da
NF-kB immiinoreaktivitesi, bu hiicrelerde, kontrol grubuna benzer olmakla birlikte
orta derecedeydi (Tablo 2, Resim 21). STZ diyabet grubunda, kontrol ve sham
gruplarina goére bu hiicrelerde belirgin bir NF-kB immiinoreaktivitesi artisi vardi.
Endotel hiicrelerinde yogun derecede, Clara hiicrelerinde, Tip 1 ve 2 pnomosit
hiicrelerinde ve alveolar makrofajlarda ¢ok yogun derecede immiinoreaktivite vardi
(Tablo 2, Resim 20, 22, 23). Pozitif kontrol grubunda, karaciger dokusunda,
hepatositlerde immiinoreaktivite gozlendi (Resim 24). Negatif kontrol grubu akciger
dokusunda parankimal ve stromal hiicrelerin hi¢birinde reaksiyon goriilmedi (Resim

25).

Tablo 2. Gruplar aras1 NF-KB Immiinoreaktivitesinin Semikantitatif Analiz Sonugclari.
Gruplara ait NF-kB

I.R yogunlugu Kontrol Sham STZ diyabet
Clara Hiicreleri + ++ ++++
Endotel Hiicreleri + ++ +4+
Tip 1 pnomosit + ++ T+
Tip 2 pnomosit + ++ 4+

Alveolar makrofaj + ++ ++++
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Resim 19. Kontrol Grubu Akciger Dokusunda NF-kB Immiinoreaktivitesi. Ok: Tip 1
Pnomosit, Ok Basi: Tip 2 Pnomosit.

Resim 20. STZ diyabet Grubu Akciger Dokusunda NF-kB Immiinoreaktivitesi. Ok: Tip 1

Pnomosit, Ok Basi: Tip 2 Pnomosit, Kuyruklu Ok: Clara Hiicresi, Kivrik Ok: Alveolar
Makrofaj.
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Resim 21. Sham Grubu Akciger Dokusunda NF-kB Immiinoreaktivitesi. Ok: Tip 1 Pndmosit,
Ok Basi: Tip 2 Pnomosit.

Resim 22. STZ diyabet Grubu Akciger Dokusunda NF-kB Immiinoreaktivitesi. Ok: Tip 1
Pnomosit, Ok Basi: Tip 2 Pnémosit, Kuyruklu Ok: Clara Hiicresi.
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Resim 23. STZ diyabet Grubu Akciger Dokusunda NF-kB Immiinoreaktivitesi. Ok: Tip 1
Pnomosit, Ok Basi: Tip 2 Pnomosit, Kuyruklu Ok: Clara Hiicresi.
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Resim 24. Pozitif Kontrol Karaciger Dokusu NF-kB Immiinoreaktivitesi. Ok Basi: Hepatosit.
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Resim 25. Negatif Kontrol Akciger Dokusu NF-kB Immiinoreaktivitesi.
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4.2.3. Kaspaz 3 immiinoreaktivitesi

Tim gruplara ait farelerin akciger dokusunda Kaspaz 3 immiinoreaktivite
derecesi hiicre diizeyinde degerlendirildi. Kontrol grubunda, kaspaz 3
immiinoreaktivitesi, Clara hiicreleri, endotel hiicreleri, Tip 1 ve 2 pnomosit ve de
alveolar makrofaj hiicrelerinde gézlenmedi (Tablo 3, Resim 26). Sham grubunda ise
bu hiicrelerin hepsinde az derecede kaspaz 3 immiinoreaktivitesi gézlendi (Tablo 3,
Resim 28). STZ diyabet grubunda, kontrol ve sham grubuna gore belirgin ve artmis
immiinoreaktivite izlendi. Clara hiicreleri, endotel hiicreleri, Tip 1 ve 2 pnomosit ve
alveolar makrofaj hiicrelerinde kaspaz 3 immiinoreaktivitesi ¢ok yogun dereceydi
(Tablo 3, Resim 27, 29, 30). Pozitif kontrol grubunda, karacigerde immiinoreaktivite
gosteren immiinpozitif hepatositler izlendi (Resim 31). Negatif kontrol grubu akciger
dokusunda parankimal ve stromal hiicrelerin hi¢birinde reaksiyon goriillmedi (Resim
32).

Tablo 3. Gruplar aras1 Kaspaz 3 immiinoreaktivitesinin Semikantitatif Analiz Sonuglari.

Gruplara ait Kaspaz

3 I.R yogunlugu Kontrol Sham STZ diyabet
Clara Hiicreleri - + ++++
Endotel Hiicreleri - + +4+++
Tip 1 pnomosit - + ++++
Tip 2 pnomosit - + ++++

Alveolar makrofaj - + ++++
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Resim 26. Kontrol Grubu Akciger Dokusunda Kaspaz 3 immiinoreaktivitesi.

Resim 27. STZ diyabet Grubu Akciger Dokusunda Kaspaz 3 Immiinoreaktivitesi. Ok: Tip 1
pnémosit, Ok Basi: Tip 2 Pnomosit, Kuyruklu Ok: Clara Hiicresi.
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Resim 28. Sham Grubu Akciger Dokusunda Kaspaz 3 Immiinoreaktivitesi. Ok: Tip 1
Pnomosit, Ok Basi: Tip 2 Pnémosit, Kuyruklu Ok: Clara Hiicresi.

*\ >

Resim 29. STZ diyabet Grubu Akciger Dokusunda Kaspaz 3 Irnmunoreakt1v1tesi. Ok:
Alveolar Makrofaj, Ok Basi: Clara Hiicresi.
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Resim 30. STZ diyabet Grubu Akciger Dokusunda Kaspaz 3 Immiinoreaktivitesi. Ok: Tip 1
Pnomosit, Ok Basi: Tip 2 Pnomosit, Kuyruklu Ok: Clara Hiicresi, Kivrik Ok: Endotel
Hiicresi.

, A :ﬁ‘ﬁli
Resim 31. Pozitif Kontrol Karaciger Dokusu Kaspaz 3 Immiinoreaktivitesi. Ok Bagi:
Hepatosit.
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Resim 32. Negatif Kontrol Akciger Dokusu Kaspaz 3 Immiinoreaktivitesi.
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4.3. Istatiksel bulgular

Tim gruplara ait Grp 78 immunoreaktivitesi yarikantitatif analizlerinin istatistiksel
sonucunda, kontrol ve sham grubunda Tip 2 pnémositler, Clara hiicreleri ve endotel
hiicrelerine ait degerlerde anlamli bir farklilik yoktu (p>0,05). Ancak, bu iki grup
arasinda Tip 1 pnomositler ve alveolar makrofajlara ait degerler arasinda anlaml
farklilik vardi (p<0,05). STZ diyabet grubunda ise hem kontrol hem de sham grubuna
gore tiim hiicrelerin degerlerinde anlamli bir farklilik saptandi (p<0,05). Kontrol ve
sham grubunun sonuglar1 STZ Diyabet grubu sonuglarina gore 6nemli derecede

diisiiktii (Sekil 1).

1] Tip 1 Prémositler
I Tip 2 Pnémositler
[ Alveclar Makrofajler
B Clara Hocreleri

[ Endotel Hicreleri

5,00

L

%
=+

4,00

3,00

2,00

1,00

Tiim Gruplarda Grp 78 immiinoreaktivitesi Yarikantitatif
Analizlerinin Istatistiksel Sonuglan

0,00-
Kontrol Grubu Sham Grubu STZ Diyabet Grubu

Gruplar
Sekil 1. Tim Gruplarda Grp 78 Immiinoreaktivitesi Yarikantitatif Bulgularimin Istatistiksel Sonucunu

gosterir grafik. (Sonuglarin gruplar arasi karsilagtinlmasinda Kruskal-Wallis testi post hoc analizi Bonferroni diizeltmeli

Mann Whitney U testi ile yapildi. Gruplar arasindaki anlamlilik degeri p<0,05 olarak kabul edildi. p<0,05 anlamlilik degeri * ve

** ile ifade edilmistir.)
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Tim gruplarda NF-KkB immunoreaktivitesi yarikantitatif analizlerinin istatistiksel
sonucunda, tiim gruplarin degerleri arasinda anlamli bir farklilik (p<0,05) oldugu
goriildii. STZ Diyabet grubuna ait sonuglarin kontrol ve sham grubuna oranla belirgin

seviyede yliksek oldugu gozlendi (Sekil 2).

1] Tip 1 Prémositler
I Tip 2 Pnémositler
[ Alveclar Makrofajlar
M Clara Hicreleri

[ Endotel Hicreleri

5,00

L
L
L
L

4,00

L

3,00

2,00

1,00

Tiim Gruplarda NF-kB immiinoreaktivitesi Yarikantitatif
Analizlerinin Istatistiksel Sonuglan

0,00=
Kontrol Grubu Sham Grubu STZ Diyabet Grubu

Gruplar

Sekil 2. Tiim Gruplarda NF-KB Immiinoreaktivitesi Yarikantitatif Bulgularmin Istatistiksel Sonucunu

gosterir grafik. (Sonu(;larm gruplar arasi karsilastirilmasinda Kruskal-Wallis testi post hoc analizi Bonferroni diizeltmeli

Mann Whitney U testi ile yapildi. Gruplar arasindaki anlamlilik degeri p<0,05 olarak kabul edildi. p<0,05 anlamlilik degeri * ve

** jle ifade edilmistir.)
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Tiim gruplara ait kaspaz 3 immunoreaktivitesi yarikantitatif analizlerinin istatistiksel
sonucunda, tiim gruplarin sonuglari arasinda anlamli bir fark goriildi (p<0,05). Dikkat
¢ekici olan ise STZ Diyabet grubu sonuglarinin diger iki deneysel grup olan kontrol

ve sham grubuna gore oranla 6nemli derecede yiiksek seviyede olmasiydi (Sekil 3).

1] Tip 1 Prémositler
I Tip 2 Pnémositler

i [ Alveclar Makrofajlar
5,00 M Clara Hicreleri
[ Endotel Hicreleri

4,00

3,00

2,00

1,004

Tim Gruplarda Kaspaz 3 Imminoreaktivitesi
Yarikantitatif Analizlerinin Istatistiksel Sonuglan

Kontrol Grubu Sham Grubu STZ Diyabet Grubu

Gruplar
Sekil 3. Tiim Gruplarda Kaspaz 3 Immiinoreaktivitesi Yarikantitatif Bulgularinin Istatistiksel Sonucunu
gosterir grafik. (Sonuglarin gruplar arasi karsilagtinlmasinda Kruskal-Wallis testi post hoc analizi Bonferroni diizeltmeli

Mann Whitney U testi ile yapildi. Gruplar arasindaki anlamlilik degeri p<0,05 olarak kabul edildi. p<0,05 anlamlilik degeri * ve

** jle ifade edilmistir.)
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5. TARTISMA

Tip 1 diyabet ile akciger (Kida ve ark. 1983, Popov ve Simionescu 1997,
Sandler 1990) ve akciger ile ER stresi (Majors ve ark. 2003, Lawson ve ark. 2011,
Tanjore ve ark. 2013) arasindaki iliskiyi inceleyen ¢alismalar bulunmaktadir. Ancak,
yaptigimiz literatiir taramalarinda, Tip 1 diyabetin akciger dokusunda ER stresine yol
aclp acmadigimi bildiren herhangi bir calismaya rastlanmadi. Ayrica diyabette
akcigerde ER stresini inceleyen immiinohistokimyasal bir aragtirmaya da rastlanmadi.
Calismamizda, metabolik bir hastalik olan Tip 1 diyabetin akciger dokusu iizerinde
olusturdugu histopatolojik ve immiinohistokimyasal degisiklikleri gostermek ve ER
stresinin olusup olusmadigini ortaya koymak amaglandi.

Histopatolojik Degerlendirmeler

Calismamizda, kontrol ve sham grubuna ait akciger dokular1 normal histolojik
yapida izlendi. Bronglarin ve bronsiollerin respiratorik mukoza, submukoza ve
adventisya katmanlar1 gibi yapilar1 ve de alveolar epitel yapilar1 literatiire olarak
paralel izlendi (Hinrichsen 1997, Gartner ve Hiatt 2006, Ozer 2010, Ross ve Pawlina,
2011).

Alireza ve ark. (2013), STZ ile diyabet olusturduklari si¢anlarin akciger
dokularin1 incelediklerinde Tip 2 pnomositlerde dejenerasyon oldugunu
bildirmislerdir. Kaparianos ve ark. (2008), STZ ile olusturulan diyabet modellerinde
akciger dokusunda Tip 1 ve 2 pnomositlerde, lamina epitelyalis hiicrelerinde
dejenerasyon gelistigini bildirmislerdir. Calismamizda, STZ diyabet grubunda kontrol
ve sham grubuna gore, Kaparianos ve ark. (2008) nin g¢alismalarindakine benzer
sekilde Tip 1 pnomositlerde ve bronglar ile bronsiollerin lamina epitelyalis
hiicrelerinde dejenerasyon goriildii. Ayrica Kaparianos ve ark. (2008) ve Alireza ve
ark. (2013) nin caligmalarina yakin sekilde Tip II pnomosit hiicrelerinde artmis
dejenerasyon izlendi. Bu ¢aligmalardan (Kaparianos ve ark. 2008, Alireza ve ark.
2013) farkli olarak ¢alismamizda bazi alanlarda apopitotik cisimciklere benzer
yapilara rastlandu.

Xiong ve ark. (2012), diyabet olusturulan farelerin akciger dokularinda belirgin
inflamasyon izlemislerdir. Sunahara ve Martins (2012) ve Mo ve ark. (2009) diyabet
durumunda akciger dokularinda alveolar makrofaj sayisinin arttigini bildirmislerdir.

Alireza ve ark. (2013), STZ ile diyabet yapilan gruplarin akciger dokularinda
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polimorfoniikleer 16kosit infiltrasyonu izlemislerdir. Devaraj ve ark. (2006), Tip 1
diyabet hastalarinda monosit ve makrofaj aktivitesinin arttigimni bildirmislerdir.
Mohsenin ve Latifpour (1990), diyabet durumunda alveolar makrofajlarin bakteriyi
fagosite etme yeteneginin azaldigin1 bundan dolayr polimorfoniikleer 16kosit
aktivasyonunun uyarildigini bildirmislerdir. Popov ve Simionescu (1997), diyabet
calismalarinda kapillerlerden dokuya gecis yapan intravaskiiler makrofajlar
bulundugunu gostermislerdir. Calismamizin STZ diyabet grubunda, diger gruplara
gore, Sunahara ve Martins (2012) ve Mo ve ark. (2009) nin ¢alismalarinda bildirdigi
gibi belirgin miktarda artmis alveolar makrofajlarin yanisira, Devaraj ve ark. (2006)
rapor ettigi gibi lenfosit ve Alireza ve ark. (2013) c¢alismalarinda gosterdigi gibi
polimorfoniikleer 16kosit infiltrasyonlar1 izlendi. Ayrica ¢alismamizda Popov ve
Simionescu (1997) nun ¢alismalarinda oldugu gibi kapillerlerden dokuya gegis yapan
intravaskiiler makrofajlar da gézlendi. Calisma bulgularimiz ele alindiginda Xiong ve
ark. (2012) nin, calismalarinda bildirdigi gibi inflamasyon olustugu, goriilen
polimorfoniikleer 16kosit infiltrasyonunun ise Mohsenin ve Latifpour (1990) un
calismalarinda belirttigi gibi alveolar makrofajlarin bakteriyi fagosite etme
yeteneginin azalmasina bagli gelisebilecegi diisiiniilmiistir. Bu ¢aligmalardan
(Mohsenin ve Latifpour 1990, Popov ve Simionescu 1997, Devaraj ve ark. 2006,
Xiong ve ark. 2012, Sunahara ve Martins 2012, Alireza ve ark. 2013) farkli olarak
calismamizda nadiren dev hiicreler gozlendi. Yapilan literatiir taramalarinda, STZ ile
diyabet olusturulan deneysel calismalarda akciger dokusunda dev hiicreler ile ilgili bir
bulguya rastlanmadi. Ancak STZ ile diyabet olusturulan deneysel caligmalarda testiste
(Ozdemir ve ark. 2009, Kianifard ve ark. 2012) ve bobrekte (Honjo 1986) dev
hiicrelerin goriildiigii rapor edilmistir.

Kaparianos ve ark. (2008), calismalarinda diyabetik akciger dokularinda bag
doku hiicrelerinde dejenerasyon oldugunu bildirmislerdir. Ofuwe ve ark (1988), Tip 1
diyabet olusturduklar siganlarda akciger bag doku yapisinda dejeneratif degisiklikler
oldugunu tespit etmiglerdir. Popov ve Simionescu (1997), STZ ile olusturulan
deneysel diyabet modelinde, akciger dokusunun ultrastriiktiirel analiz bulgularinda
kollagen ipliklerin miktarmin arttigini rapor etmislerdir. Alireza ve ark. (2013), STZ
uygulanan diyabetik grup akciger dokularinda pulmoner fibrozis ve alveolar septum

kalinlig1 artis1 izlendigini belirlemislerdir. Kida ve ark. (1983), arastirmalarinda
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diyabetik alveolar duvar hacim oraninda saglikli gruba gore %24 artis izlediklerini
bildirmislerdir. Sandler (1990), diyabetin, artmis alveolar epitel kalinligina sebep
oldugunu gostermistir. Farina ve ark (1995) Tip 1 diyabet olusturulmus akciger
dokusunda nodiiler fibrozis bulgusunu saptamislardir. Zuo ve ark. (2012) ve Wang ve
ark. (2016a), STZ ile olusturulmus diyabet ¢aligmalarinda, akciger dokularinda
dejeneratif degisiklikler olustugunu ve bu durumun pulmoner fibrozis igin bir risk
faktorii oldugunu gostermislerdir. Calismamizda, STZ diyabet grubu diger deneysel
gruplar ile kiyaslandiginda, Popov ve Simionescu (1997) nin ¢alismalarinda oldugu
gibi akciger dokusunda kollagen miktarinda artis, Ofuwe ve ark. (1988) nin
calismalarinda oldugu gibi bag doku yapisinda dejeneratif degisiklikler, Alireza ve ark.
(2013) nin c¢alismalarinda oldugu gibi interalveolar septumlarda dejenerasyon
gozlenmistir. Kida ve ark. (1983) nin ve Alireza ve ark. (2013) nin ¢alismalarinda
oldugu gibi alveolar septum ve de Sandler (1990) in ¢alismasina benzer sekilde
alveolar epitelde kalinlagsma izlendi ancak farkli olarak bu kalinlasmalarin yer yer
oldugu goriilmiistiir. Zuo ve ark. (2012), Alireza ve ark. (2013) ve Wang ve ark.
(2016a) nin ¢alismalarina benzer sekilde akciger dokularinda hasar olustugu ve bu
durumun pulmoner fibrozis i¢in bir risk faktorii olabilecegi diisinildi. Ayrica
Kaparianos ve ark. (2008) ¢alismalarinda bag doku hiicrelerinde goriilen dejenerasyon
bizim ¢alisma bulgularimizda goriilen kollagen birikimini ve hyalinizasyon
olusumunu destekler niteliktedir.

Matsubara ve ark. (1991), diyabet olusturulmus akciger dokularinda
arteriollerin ve kapillerlerin duvarlarinda degisimler oldugunu bildirmislerdir. Popov
ve Simionescu (1997), diyabet olusturduklari ¢aligmalarinda, akciger dokularinda,
kapillerlerin ve veniillerin endotelyumlarinda yapisal degisikliklerin oldugunu
gostermistir. Alireza ve ark. (2013) nin, STZ uygulanan c¢alismalarinda, akciger
dokularinda vaskiiler degisiklikler izlemislerdir. McCloud ve ark. (2004) nin, Tip 1
diyabet olusturulan akciger dokularinda kapiller dilatasyonu ve parankimal hemoraji
izlemiglerdir. Calismamizda, STZ diyabet grubunda, kontrol ve sham grubuna gore,
Alireza ve ark. (2013) ¢alismalarinda bildirdigi gibi vaskiiler degisiklikler izlendi.
Matsubara ve ark. (1991) nin ¢alismalarina benzer sekilde arteriollerin ve kapillerlerin
duvarlarinda, Popov ve Simionescu (1997) nun ¢alismalarindaki gibi kapillerlerin ve

veniillerin endotelyumlarinda yapisal degisiklikler goriildii. Ancak Matsubara ve ark.
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(1991) ve Popov ve Simionescu (1997) nin ¢alismalarindan farkli olarak arteriol ve
veniillerin ¢ogunun hem endotellerinde ve hem de kas tabakasinda dejenerasyon
saptanmistir. McCloud ve ark. (2004) nin ¢alismalarinda oldugu gibi kapiller
dilatasyon ve parankimal hemoraji izlenmekle birlikte farkli olarak bu bulgularin bazi
alanlarda oldugu saptanmustir.

Immiinohistokimyasal degerlendirme

Grp 78 immiinoreaktivitesini Degerlendirme

Normal akciger dokusunda Grp 78’in immiinoreaktivitesini inceleyen
caligmalarda, Zhong ve ark. (2011) Tip 2 pnomosit hiicrelerinde, Tagawa ve ark.
(2008) brons epitelinde Grp 78 immiinoreaktivitesini izlemediklerini bildirmislerdir.
Baek ve ark. (2012), normal akciger dokusunda Grp 78 immiinoreaktivitesinin
goriilmedigini ancak alveolar makrofajlarda zayif Grp 78 immiinoreaktivitesi
goriildiigiini bildirmislerdir. Tanjore ve ark. (2012) alveolar epitel hiicrelerinde ¢ok az
ya da hi¢ boyanma olmadigini bildirmislerdir. Bizim ¢alismamizda, kontrol grubunda,
Zhong ve ark. (2011) nin ¢alismalarina benzer sekilde Tip 2 pnémosit hiicrelerinde,
Tagawa ve ark. (2008) nin ¢alismalarinda oldugu gibi Clara hiicrelerinin bulundugu
brons epitelinde Grp 78 immiinoreaktivitesi goriilmemistir. Baek ve ark. (2012) nin
caligmalarina benzer sekilde ve Tanjore ve ark. (2012) nin ¢alismasindan farkli olarak
alveolar makrofajlarin az derecede reaksiyonu disinda akciger dokusunda Grp 78
immiinoreaktivitesi izlenmemistir. Sham grubunda ise bu hiicrelerden sadece Tip 1
pnomositlerde az derecede ve alveolar makrofaj hiicrelerinde ise orta derecede Grp 78
immiinoreaktivitesi gbézlenmistir. Bu durumun ise deneysel kosullara bagli olarak
farelerde olusan stresten kaynaklanabilecegi diisiiniildii.

Diyabet olusturulan c¢alismalarda, akciger dokusunda, Grp 78
immiinoreaktivitesini bildiren arastirmalara rastlanilmadi. Ancak Tip 1 diyabet
olusturulmus diger dokulara ait ¢calismalarda; De Blasio ve ark. (2017), STZ uygulanan
ve diyabetik nefropati olusturduklari ¢alismalarinda, Grp 78 gen ekspresyonunun
arttigin1 gostermiglerdir. Li ve ark. (2007), STZ uygulanan siganlarin miyokart
dokularinin immiinohistokimyasal incelemesi ve real time PCR (RT-PCR) analizinde,
Grp 78’in protein ve mRNA diizeylerinin arttigini rapor etmislerdir. Liu ve ark. (2008),
STZ uygulanan deneysel ¢alismalarinda, bobreklerde yogun derecede Grp 78

immiinoreaktivitesi oldugunu ve Grp78’in mRNA diizeyinde artis oldugunu



49

gostermislerdir. Li ve ark. (2009), Tip 1 diyabetin genetik modeli olan Akita
farelerinin retinalarinda Grp 78’in immiinoreaktivitesinde ve mRNA diizeylerinde
artis oldugunu gostermislerdir. Zhao ve ark. (2015), diyabetik ensefalopati
calismalarinda hipokampus dokusunda ER stresinin varligini tespit etmislerdir.
Yaptiklar1 ¢alismada (Zhao ve ark. 2015), immiinohistokimyasal ve western blot
analizleri sonucunda Grp 78 aktivasyonunun arttigimni gostermislerdir. Chen ve ark.
(2014), STZ uygulanan siganlarin mide diiz kas hiicrelerinde Grp 78 immiinoreaktivite
derecesini yliksek izlemislerdir. Yapilan diyabet olusturulmus ¢alismalarda, miyokard
(Li ve ark. 2007), bobrek (Liu ve ark. 2008, De Blasio ve ark. 2017), hipokampus
(Zhao ve ark. 2015), retina (Li ve ark. 2009) ve mide (Chen ve ark. 2014) gibi
dokularda ER stresinin 6nemli gostergesi olan Grp 78 immiinoreaktivitesinde 6nemli
derecede artis oldugu goriilmiistiir. Bizim diyabet olusturdugumuz farelerimizde de
benzer sekilde akciger dokusunun epitel hiicrelerinde ER stresinin varligini gosteren
belirleyici protein olan Grp 78 immiinoreaktivitesinde oOnemli derecede artis
gOriilmiistiir.

ER stresinin  meydana geldigi akciger dokularina ait Grp 78
immiinoreaktivitesini inceleyen immiinohistokimyasal c¢aligmalar (Tanjore ve ark.
2012, Baek ve ark. 2012, Tagawa ve ark. 2008, Zhong ve ark. 2011) vardir. Tanjore
ve ark. (2012) bleomisin ve tunimakisin ile olusturulan ER stresi c¢aligmalarinda
alveolar epitel hiicrelerinde Grp 78 immiinoreaktivitesinde artis gorildigiini
bildirmislerdir. Baek ve ark. (2012)yaptiklar1 bir ¢alismada, bleomisin ile ER stresi
olusturulmus fare akciger dokularinda Tip 1 pnomosit, Tip 2 pnémosit ve alveolar
makrofajlarda kuvvetli derecede, fibroblastlarda ise daha az derecede Grp78
immiinoreaktivitesi oldugunu belirlemislerdir. Tagawa ve ark. (2008), ER stresinin
bronsial epitelde ve alveolar epitel hiicrelerinde apopitozise sebep oldugunu
bildirmislerdir ve bu hiicrelerde Grp 78 artis1 izlemislerdir. Zhong ve ark. (2011), ER
stresi olusturduklari farelerin akciger dokusunda, Tip 2 pndmosit hiicrelerinde Grp 78
immiinoreaktivitesi artis1 izlemislerdir. Bizim ¢alismamizda, STZ diyabet grubunda
Tanjore ve ark. (2012) ve Tagawa ve ark. (2008) nin ¢aligmalarina benzer sekilde
alveolar epitel hiicrelerinde ve Tagawa ve ark. (2008) nin ¢alismalarinda oldugu gibi
bronsial epitellerde, Zhong ve ark. (2011) nin ¢alismalarina benzer sekilde Tip 2

pnomosit hiicrelerinde Grp 78 immiinoreaktivitesinde artis goriildi. Ayrica
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caligmamizda Baek ve ark. (2012) nin ¢alismalarinda belirttigi gibi Tip 1 ve Tip 2
pnomosit hiicreleri ile alveolar makrofajlarda yogun derecede immiinoreaktivite
gozlemledik ancak bizim bulgularimizda Tip 2 pnomosit hiicreleri ve alveolar
makrofajlarda immiinoreaktivite derecesi daha yogun olarak belirlendi. Baek ve ark.
(2012) nin bulgularindan farkli olarak ¢alismamizda endotel hiicrelerinde orta, Clara
hiicrelerinde ise yogun derecede Grp 78 immiinoreaktivite artist da izlendi.

Diyabet olusturulmus ¢alismalara ait farkli dokularda (Li ve ark. 2007, Liu ve
ark. 2008, De Blasio ve ark. 2017, Zhao ve ark. 2015, Li ve ark. 2009, Chen ve ark.
2014) Grp 78 immiinoreaktivitesinin artmasi ve buna paralel olarak ER stresinin artis
gostermesi, diyabet olusturulan ¢alismamizda da benzer sekilde akciger dokusunda
Grp 78 immiinoreaktivitesinin 6nemli derecede ve istatistiksel olarak anlamli (p<0,05)
artts gostermesi, Tip 1 diyabetin akciger dokusunda ER stresine yol agabilecegini
diistindiirmiistiir. Ayrica diyabetten bagimsiz ER stresi olusturulan akciger dokularina
ait calismalarda (Tanjore ve ark. 2012, Baek ve ark. 2012, Tagawa ve ark. 2008, Zhong
ve ark. 2011) akciger epitel hiicrelerinde Grp 78 immiinoreaktivitesinin artmasi bu
diisiincemizi destekler niteliktedir.

NF-kB Immiinoreaktivitesini Degerlendirme

Normal akciger dokusunda NF-kB’nin immiinoreaktivitesinin izlenmedigi
birgok aragtirmaci (Wang ve ark. 2016b, Al-Gabri ve ark. 2017, Eickmeier ve ark.
2013) tarafindan bildirilmistir. Diger yandan bazi arastirmacilar ise normal akciger
dokusunda (Beigh ve ark. 2017), alveolar epitelde (Liu ve ark. 2011) ve alveolar
makrofajlarda (Farver ve ark. 1998) zayif derecede, brons ve bronsiollerin epitelinde
orta derecede (Liu ve ark. 2011) NF-kB immiinoreaktivitesinin goriildigiini
gostermislerdir. Caligmamizin immiinohistokimyasal bulgularinda, kontrol grubunda
akciger dokusunda NF-kB immiinoreaktivitesinin gériilmedigini bildiren Eickmeier ve
ark. (2013), Wang ve ark. (2016b) ve Al-Gabri ve ark. (2017) dan farkl olarak, Beigh
ve ark. (2017) na ise benzer sekilde normal akciger dokusunda az derecede
immiinoreaktivite gozlendi. Ancak Beigh ve ark. (2017) nin ¢alismalarindan farkli
olarak bizim ¢alismamizda hiicre diizeyinde immiinoreaktivite degerlendirilmis olup,
Clara hiicreleri, endotel hiicreleri, Tip 1 ve 2 pnémositler ve alveolar makrofajlarda az
derecede immiinoreaktivite izlenmistir. Ayrica Farver ve ark. (2011) nin

caligmalarinda belirttigi lizere bizim g¢alismamizda da alveolar makrofajlarda az
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derecede reaksiyon gozlendi. Calismamizda sham grubunda brons ve bronsiollerin
epitelinde orta derecede NF-kB immiinoreaktivitesinin goriilmesi Liu ve ark. (2011)
calismalarina benzer iken diger hiicrelerde de orta derecede NF-kB
immiinoreaktivitesinin goriilmesi Liu ve ark. (2011) nin g¢alisma bulgularindan
farklidir.

Yapilan literatir taramalarinda, Tip 1 diyabet olusturulan deneysel
arastirmalarda, akciger dokularinda, NF-KB immiinoreaktivitesini bildiren bir
calismaya rastlanilmadi. Bununla birlikte, diyabet olusturulmus calismalara ait diger
dokularda NF-kB aktivitesini inceleyen galismalar bulunmaktadir (Alves ve ark. 2005,
Dias ve ark. 2005, Chen ve ark. 2008, Wang ve ark. 2010, Su ve ark. 2012). Bunlardan
Alves ve ark. (2005), STZ ile olusturulan diyabet ¢alismalarinda, sican tiikiiriik
bezlerinde immiinohistokimyasal ve Western blot analizlerinde, NF-kB
aktivasyonunun arttigini bildirmislerdir. Chen ve ark. (2008), Tip 1 diyabet
olusturduklar1 ¢alismalarinda, siganlarin bobrek dokularina ait immiinohistokimyasal,
Western blot ve RT-PCR analizlerde NF-kB aktivasyonunda belirgin bir artis
oldugunu gostermislerdir. Ayni ¢alismada NF-kB immiinoreaktivitesinin yogun
derecede arttigini bobrek dokusu glomertillerinde gostermislerdir. Su ve ark. (2012),
STZ ile olusturulan diyabet ¢aligmalarinda, retina dokularinin immiinohistokimyasal
incelemelerinde ¢ift immiinofloresan metodu ile retinal hiicrelerde artmis NF-kB
immiinoreaktivitesi izlemislerdir. Dias ve ark. (2005), Tip 1 diyabet olusturulan
deneysel ¢alismalarinda karaciger dokularinda elektroforez analiz yontemi ile, Wang
ve ark. (2010), ise immiinohistokimyasal incelemelerinde NF-kB aktivasyonunun asir1
arttigin1 tespit etmislerdir. Bizim calismamizda, diyabet olusturulan fare akciger
dokularinda, NF-kB immiinoreaktivitesinin énemli derecede arttigi izlendi. Tip 1
diyabet olusturulmus tiikiiriik bezi (Alves ve ark. 2005), bobrek (Chen ve ark. 2008),
retina (Su ve ark. 2012), karaciger (Dias ve ark. 2005, Wang ve ark. 2010) dokularina
ait bu caligmalarda, NF-kB aktivasyonunun belirgin sekilde arttigi goriilmektedir.
Bizim c¢alismamizda da benzer sekilde, diyabet olusturulmus akcigerlerin epitel
hiicrelerinde NF-kB immiinoreaktivitesinde onemli derecede artis gortildii.

Beigh ve ark. (2017), bleomisin uygulamasi ile ER stresinin olustugu akciger
dokularinda, akciger epitel hiicrelerinde NF-kB immiinoreaktivitesinde kuvvetli

derecede artis izlemislerdir. Serrano-Mollar ve ark. (2003), bleomisin ile ER stresinin
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meydana geldigi modellerde akciger dokularinda, bronsial epitel hiicrelerinde, alveol
epitel hiicrelerinde ve alveolar makrofajlarda, NF-kB immiinoreaktivitesinde dnemli
derecede artis oldugunu bildirmislerdir. Bizim ¢alismamizda da akciger epitel
hiicrelerinde ¢ok yogun NF-kB immiinoreaktivesi izlenmistir. Calismamizin sonuglari
ile Beigh ve ark. (2017) ve Serrano - Mollar ve ark. (2003) nin bulgular1 paralellik
gostermekle birlikte bu bulgulara ilaveten calismamizda endotel hiicrelerinde de
yogun NF-kB immiinoreaktivitesi izlenmistir.

STZ diyabet grubunda, asir1 derecede ve istatistiksel olarak anlamli (p<0,05)
inflamatuvar transkripsiyon faktorii olan NF-kB’nin immiinoreaktivitesi artigini
gosteren bulgularimiz ile diyabet olusturulmus diger dokulara ait ¢aligmalarin (Alves
ve ark. 2005, Dias ve ark. 2005, Chen ve ark. 2008, Wang ve ark. 2010, Su ve ark.
2012) bulgulari ve ER stresi meydana gelmis akciger dokularindaki ¢aligmalara (Beigh
ve ark. 2017, Serrano-Mollar ve ark. 2003) ait bulgular benzerdir. Bulgular arasindaki
bu benzerlik sonucunda, Tip 1 diyabetin akciger dokularinda olusturdugu ER stresi ile
artig gosterebilen NF-kB aktivasyonunu tetikleyebilecegi diistinilmiistiir.

Kaspaz 3 immiinoreaktivitesini Degerlendirme

Beigh ve ark. (2017) tarafindan normal akciger dokusunda kaspaz 3
immiinoreaktivitesinin izlenmedigi bildirilmistir. Saad ve ark. (2016), normal akciger
dokularinda kaspaz 3 immiinoreaktivitesinin = gozlenmedigini  belirlemistir.
Mohammed ve ark. (2017), ¢alismalarinda sham grubu akciger dokusunda bronsial
epitel hiicrelerinde zayif reaksiyon oldugunu bildirmistir. Calismamizin
immiinohistokimyasal bulgularinda, Beigh ve ark. (2017) ve Saad ve ark. (2016) nin
caligmalarinda oldugu gibi kontrol grubu akciger dokusu hiicrelerinde kaspaz 3
immiinoreaktivitesi izlenmedi. Sham grubunda ise Mohammed ve ark. (2017) nin
calismalarina benzer sekilde Clara hiicrelerinde az derecede reaksiyon goriiliirken,
farkli olarak ise endotel hiicreleri, Tip 1 ve 2 pnomositler ve alveolar makrofajlarda da
az derecede kaspaz 3 immiinoreaktivitesi izlendi. Bu durumun ise, sham grubunda,
deneysel kosullara bagli farelerde olusan strese bagli gelisebilecegi diistiniildii.

Tip 1 diyabet olusturulan deneysel arastirmalarda, akciger dokusunda, kaspaz
3 immiinoreaktivitesini arastiran bir ¢alismaya rastlanmadi. Ancak Tip 1 diyabet
olusturulmus diger dokulara ait calismalar vardir (Cai ve ark. 2002, Liang ve ark. 2012,
Nagayach ve ark. 2014). Cai ve ark. (2002), STZ uygulanan farelerin miyokart
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dokularinin enzimatik analizinde kaspaz 3 ekspresyonunda anlamli artis oldugunu
gostermislerdir. Nagayach ve ark. (2014), STZ ile uygulanan deneysel diyabet
calismalarinda, hipokampus bolgesinde kaspaz 3 aktivasyonu izlemislerdir.
Calismalariin  immiinohistokimyasal incelemelerinde astrosit ve mikroglia
hiicrelerinde kaspaz 3 immiinoreaktivitesini gostermislerdir. Liang ve ark. (2012),
STZ ile olusturulan deneysel Tip 1 diyabet ¢alismalarinda, kemik dokularindaki
osteoblastlarda, yogun derecede kaspaz 3 immiinoreaktivitesi oldugunu
gostermislerdir. Kim ve ark. (2013), STZ ile Tip 1 diyabet olusturulan siganlarin retina
dokularinda, kaspaz 3 immiinoreaktivitesinde artis oldugunu bildirmislerdir. Bizim
bulgularimizda, STZ diyabet grubunda akciger dokusunda ¢ok yogun derecede
immiinoreaktivite izlendi. Diyabet olusturulmus miyokard (Cai ve ark. 2002),
hipokampus (Nagayach ve ark. 2014), kemik (Liang ve ark. 2012) ve retina (Kim ve
ark. 2013) gibi dokularda kaspaz 3 ekspresyonunda ve bizim ¢alismamizda da akciger
dokusunda kaspaz 3 immiinoreaktivitesinde énemli derecede artis gériilmesi diyabette
kaspaz 3 aktivasyonunun arttigin1 gostermektedir.

Beigh ve ark. (2017) bleomisin ile ER stresinin meydana geldigi deneysel
calismalarinda, akciger dokularinda, akciger epitel hiicrelerinde asir1 kaspaz 3
immiinoreaktivitesi oldugunu gostermislerdir. Lawson ve ark. (2011), ER stresinin
olustugu deneysel c¢alismalarinda, akciger dokularinda, immiinohistokimyasal
analizlerinde kaspaz 3 immiinoreaktivitesinin 6nemli derecede arttigini bildirmislerdir.
Kitaguchi ve ark. (2012), ER stresi meydana gelmis deneysel ¢aligmalarinda, akciger
dokularinda, alveolar septal hiicrelerinin immiinoreaktivitesinde asir1 miktarda artis
gormiislerdir. Bizim bulgularimizda akciger epitel hiicrelerinde yogun derecede
goriilen kaspaz 3 immiinoreaktivitesi ile Beigh ve ark. (2017) ve Lawson ve ark.
(2011) nin ¢alismalarinda goriilen kaspaz 3 immiinoreaktivitesindeki asir1 artis uyumlu
goziikmektedir. Bunun yanisira Kitaguchi ve ark. (2012) nin ¢alismalarindaki alveolar
septal hiicrelerdeki (Tip 2 pnomositler) kaspaz 3 immiinoreaktivitesindeki asir1 artis
ile caligma bulgularimizda goriilen Tip 2 pnomositlerde goriilen asir1 artis  benzer
goriilmektedir.

Calismamizda, STZ diyabet grubunda akciger dokularinda, apopitoziste
onemli rol oynayan kaspaz 3’iin immiinoreaktivitesinde ¢ok yogun derecede ve

istatistiksel olarak anlamli (p<0,05) artig goriildii. Bu durum diyabet olusturulmus
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farkli dokulara ait ¢aligmalarin (Cai ve ark. 2002, Liang ve ark. 2012, Nagayach ve
ark. 2014) bulgular1 ve ER stresi olusturulmus akciger ¢alismalarinin (Beigh ve ark.
2017, Lawson ve ark. 2011, Kitaguchi ve ark. 2012) dokularindaki bulgular ile benzer
sekilde izlendi. Tip 1 diyabetin akciger dokularinda ER stresi ile artis gosterebilen
kaspaz 3 aktivasyonunu tetikleyebilecegi diisiindiirdii.

ER stresinin akciger dokusunda lamina epitelyalis ve alveolar epitel
hiicrelerinde olusan dejenerasyonlar (Majors ve ark. 2003, Lawson ve ark. 2011,
Tanjore ve ark. 2013) polimorfoniikleer ve lenfosit infiltrasyonlari (Majors ve ark.
2003, Torres-Gonzalez ve ark 2012, Tanjore ve ark. 2013), bag dokuda ve epitelde
fibrotik degisiklikler (Torres-Gonzalez ve ark. 2012, Majors ve ark. 2003) ve vaskiiler
dejenerasyonlara (Osorio ve ark. (2013) sebep oldugu literatiirde gosterilmistir.
Yapilan caligmalardaki bu bulgular ile ¢alismamiza ait histopatolojik bulgular
benzerlik gostermektedir. Ayrica Tip 1 diyabet olusturulmus c¢alismamizda, ER
stresinin belirleyici proteini Grp 78 immiinoreaktivitesinin akciger epitel hiicrelerinde
onemli derecede artis gostermesi ve ER stresi ile artis gosteren NF-kB ve kaspaz 3
immiinoreaktivitesinin de onemli derecede artis gostermesi akciger dokusunda ER

stresinin olustugunu diistindiirmiistiir.

6. SONUC

Yapilan bu ¢alisgmada Tip 1 diyabet olusturulmus fare akciger dokularina ait
histopatolojik bulgularimizda; STZ diyabet grubunda kontrol ve sham grubuna gore
alveolar epitel hiicrelerinde dejenerasyon ve apopitotik degisiklikler, damar
duvarlarinda dejenerasyon ve yer yer kapillerler dilatasyonu, bazi alanlarda alveolar
epitel ve interalveolar septum yapilarmin kalinliginda artis ve de inflamatuvar
hiicrelerin infiltrasyonu gosterildi.

Immiinohistokimyasal ¢alisma bulgularimizda; ER stresinin belirteci olan Grp
78’in immiinoreaktivitesi, kontrol ve sham grubuna gore STZ diyabet grubunda,
damar endotel hiicrelerinde orta derecede, Clara hiicreleri ve Tip 1 pndmosit
hiicrelerinde yogun derecede, Tip 2 pnémosit hiicreleri ve alveolar makrofajlarda cok
yogun derecede gozlendi.

Inflamatuvar transkripsiyon faktorii olan NF-KkB’nin immiinoreaktivitesi,

kontrol ve sham gruplarina gére STZ diyabet grubunda, endotel hiicrelerinde yogun
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derecede, Clara hiicrelerinde, Tip 1 ve 2 pnomosit hiicrelerinde ve alveolar
makrofajlarda ¢ok yogun derecede izlendi.

Apopitozun gostergeci olan kaspaz 3’lin immiinoreaktivitesi, kontrol ve sham
grubuna gore STZ diyabet grubunda, Clara hiicreleri, endotel hiicreleri, Tip 1 ve 2
pnomosit ve alveolar makrofaj hiicrelerinde ¢ok yogun derecede oldugu belirlendi.

Tip 1 diyabet olusturulmus bu ¢alismamizda, Clara hiicreleri, endotel hiicreleri,
Tip 1 ve 2 pnomosit ve de alveolar makrofaj hiicrelerinde asir1 miktarda artmis Grp 78
immiinoreaktivitesi ile ER stresinin varligi ortaya konuldu. Bu hiicrelerde ¢ok yogun
derecede artmig NF-kB immiinoreaktivitesi ER stresi ile inflamasyonun tetiklendigini
ve ¢ok yogun derecede miktart artmis kaspaz 3 immiinoreaktivitesi ER stresi ile
apopitozisin tetiklendigini disiindiirdi. Histopatolojik bulgularimizda goriilen
inflamatuvar ve apopitotik degisiklikler bu durumu destekler niteliktedir.

ER stresinin belirleyici proteini Grp 78 ve ER stresi durumunda artis gosteren
NF-kB ile kaspaz 3 immiinoreaktivitesinin ¢aligmamizda paralellik gésteren yogun
artisi, bize Tip 1 diyabetin akciger dokusunda ER stresini olusturdugunu

diistindiirmiistiir.

7. ONERILER

Ileriye doniik ¢alismalarda; bulgularimizi destekleyen elektron mikroskop gibi
ultrastriiktiirel caligmalar yapilabilir. Bununla birlikte diyabet olusturulan akciger
dokusundaki UPR ’nin ii¢ sinyal yolagindan hangisinin ya da hangilerinin rol aldig: ve
de apopitozis asamasinda hangi kaspaz kaskadinin gergeklestigi arastirilabilir. Ayrica
Western blot, RT PCR ve in situ hidribizasyon gibi diger molekiiler ¢alismalar ile ER
stresinin varligin1 destekleyen kantitatif ¢alismalar uygulanabilir. Bunlarin disinda
diyabete bagli goriilen akciger hastaliklarinda, ER stresini engelleyen ilaglarin
uygulamalarina dair arastirmalar deneysel diyabet olusturulmus hayvan modelleri

tizerinde yapilabilir.
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