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OZET

Diabetli hastalarda yiiksek kan glukoz seviyesinin bir sonucu olarak plazma
ve doku proteinleri gibi uzun yanlanma- 6mriine sahip olan proteinlér
nonenzimatik bir reaksiyonla glikasyona maruz  kalirlar. Kanin sekilli
elemanlarindan biri olan notrofillerin plazma membran proteinleri de
diabetli hastalarda glikasyona maruz kalir. Diabetli hastalardaki bu
glikasyon notrofil fonksiyon bozukluklanmin sebeplerinden biri olabilir. Bu
diiginceden hareketle  nétrofiller, 21 diabetli hasta ve 20 saghkl kigiden
alinan kan Orneklerinden  dextran sedimentasyonu metodu ile izole edildi.
Ayrica yine aym sekilde 15 diabetli hasta ve 15 saglikli kigiden alinan kan
orneklerindeki lokositler Histopaque-1119 metodu ile granilositler . ve
monositler olarak iki fraksiyon halinde izole edildi. Hiicreler pargalandiktan
sonra  periferal (i¢ ve dig) ve integral proteinler aynldi. Bu fraksiyonlarda
total protein ve glikasyon tayinleri yapildi ve sonuglar mmol
Fruktozamin/mg protein olarak  verildi. Diabetli hasta total
Iskositlerin,graniilositlerin ve monositlerin integral membran
proteinlerinde istatistiki olarak onemli yiiksek glikasyon bulunurken
(P<0,0001) periferal proteinlerdeki degerleri istatistiki olarak ¢nemli
bulunmadi. Diabetli hastalardaki  nétrofil fonksiyon bozukluklari ve integral
membran proteinlerinin glikasyonu arasinda bir baginta olabilecegi
sonucuna varildi.
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SUMMARY

As a result of high glucose levels in serum in diabetic patients, the proteins
of long half life, such as plasma and tissue~ proteins, can undergo glycatioﬁ,
which is a nonenzymatic reaction. Neutrophils, one of the formed elements
of blood may also show a glycation in their plasma membrane proteins in
diabetic patients, which may be one cause of neutrophil dysfunctions in
these patients. On the basis of this thought, neutrophils were isolated by
dextran sedimentation method from the blood samples of 21 diabetic and 20
healthy controls.On the basis of this thought, granulocytes and monosites
were isolated by Histopaquue-1119 method from the blood samples of 15
diabetic and 15 healthy controls. After distruption of the cells, the
peripheral (inner and outher) and integral proteins were isolated. In the
fractions the total protein and glycation were determined and the results
were as mmol Fructozamin/mg protein. The statistically significant high
glycation (P<0.0001) was found in integral membrane proteins of diabetic
neutrophils, while no significant levels in peripheral proteins. It was
concluded that there may be a relationship between the glycation of

integral membrane and neutrophil dysfunction in diabetics.
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1.GIRIS ve GENEL BILGILER
1.1. Membran Yapis1 ve Fonksiyonlan

Membranlar organize biyolojik proseslerin gergeklesmesi igin onlan
b6lmelendiren yapilardir. Ornegin hiicre _canhiligin . temel birimidir ve
plazma membran:1 tarafindan ferdiyet kazamir. Okaryotlarda cekirdek,
mitokondri, kloroplast, endoplazmik retikulum ve golgi cisimcikleri gibi bir

¢ok hiicre i¢i organel de membranlar tarafindan sanilmigtir.

Membranlar maddelerin gegigini engelleyen bariyerlerdir. Hiicre digsindan
hiicre igine besin maddelerinin, suda ¢oziinen iriinlerin, iyonlann v.b.
kontrollii bir sekilde girigini saglarlar ve hiicre igi ortamin
kompozisyonunu diizenlerler. Membranlar bu iglemlerini, iglerine gomiili
olan "pompalar" ve "kapilar" yardimiyla gergeklegtirirler. Membranlarin
gergeklestirdikleri bu transport fonksiyonlari, spesifik bir maddeye kargi ya
elektrokimyasal bir gradient veya gecisi saglayacak baska bir- gradiente
karg:i gerceklestirilirl,

Birgok temel biyokimyasal proses membran iginde meydana gelir2. Meseld,
mitokondri i¢  membraninda organize olmus enzim topluluklari  tarafindan
fosforilasyon prosesi gergeklestirilir. Aymi gekilde kloroplastlarin g
membranlarinda da 1sik  enerjisi yardimiyla su ve karbondioksitten

karbohidratlan1 sentezleyen enzimler bulunur.

Canli organizmanin disandan aldif: bilgilerin (sinir uyarilaninin) iletimi,
hiicreler arasi1 iletisimin saglanmasi ve hormonlar ile besin maddelerinin

taninmasi1 membranlara bagli reseptdrler vasitasiyla olur.

Biyolojik membranlar : Lipidler, proteinler ve g¢ok az miktarda da

karbohidratlardan olusan organize topluluklardir.
1.1.1. Fosfogliseridler

Fosfogliseridler biyolojik membranlarin ana lipid bilesenidir ve 1 ila 2 nolu
karbonlarindan yag -asitleri ile esterlesmis gliserol-3-fosfat'tan ibarettir.Bir

fosfogliseridin genel . formiilii - §6yledir:
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Fosforil grubu da yaygin olarak Tablo 1.1°de goérilen gruplardan birini

baglar. Fosfogliseridler daima poiar bir "bas" kisma (fosforil grubu) ve

apolar bir "kuyruk" kismina sahiptirler. Bundan dolay:r da "amfibilik”
molekiillerdir.
Biyolojik membranlarda yaygin olarak bulunan fosfogliseridlerde bas

gruplar polar alkollerden olugsmugtur. 1 nolu karbonda 16 veya 18 Karbonlu
bir doymusg yag asidi esterlegsmigken,2 nolu karbonda 16-20 karbonlu

doymamis bir yag asidi esterlegmigtir.
1.1.2. Sfingolipidler

Biyolojik membranlarin bilegenlerindendir. Cj;g amino alkolleri olan
sfingozin, dihidrosfingozin ve bunlarin Cjg, C17, C19 ve C2¢9 homologlarinin
tirevleridirler. N-acil yag asidi tiirevleri "seramidler" olarak bilinir. Hayvan
ve bitki dokularinda az bulunmalarina ragmen bir ¢ok sfingolipidin ana

yap1 bilesenidirler3.
Sfingomiyelinler

Sfingolipidlerin en yaygin olarak bulunanidir. Seramid yapisina fosfokolin
veya fosfatidiletanolamin gruplarindan biri baglanmisur. Yapilarinda
bulunan fosfat grubundan dolayi fosfolipid sinifina da girerler. Birgok sinir
hiicresinin aksonlarinda elektriksel yalitim saglayan membranli miyelin

kilifi  sfingomiyelinlerce zengindir3.



Tablo 1.1. Bazi yaygin fosfolipidlerin bilesenleri ve isimleri

X-OH’ m ad:

-X’in formiilii

Fosfolipidin ad:

Su - H Fosfatidik asit
Etanolamin - CHpCH)yNH3* . Fosfatidiletanolamin
Kolin - CHpCHpN(CH3)3* Fosfatidilkolin
, (lesitin)
Serin - CHyCH(NH3HCOO~ Fosfatidilserin
miyo-Inositol Fosfatidilinisitol
Gliserin - CHyCH(OH)CHpOH Fosfatidilgliserol
Fosfatidilgliserin 3 Difosfatidilgliserol
— CH2CH(OH)CH>-0O-P-0-CHs o
) i
© CH=0—C —R4
0
I I
RS' C_O_CH2
Serebrosidler
Basit sfingoglikolipidlerdendir. Seramid yapisinin primer hidroksil

grubuna bagh

olarak bir geker

rezidiisi bulundururlar.

Galaktoserebrosit

beynin n&ral hiicre membranlarinda ¢ok bol olarak bulunur ve B-D-galaktoz

bag grubuna sahiptir. Glukoserebrositlerde bag grup

grubu

Bazi -galaktoserebrositler galaktoz

grubu baglarlar ve siilfatidler olarak bilinen

Kompleks

sfingolipidlerin bir: ¢gofunda

B-D-glukozdur,

dokularin membranlarinda bulunurlar. - Serebrositler fosfolipidler

rezidiisiiniin- 3 nolu karbonundan

iyonik bilesikleri

ve diger

gibi fosfat

icermezler :bu- nedenle: de ¢ok bol: bulunan . noniyonik bilegiklerdir.

siilfat

olustururlar.

~dort. veya:-daha ¢ok dallanmamig .

seker rezidiisi ihtiva eden oligosakkarit bir bag. grup bulunur.:.




Gangliosidler

Sfingolipidlerin ¢ok kompleks bir geklidir. Seramid oligosakkaritlerin geker
gruplann arasinda en az bir tane sialik asit rezidiisii bulunur. Hiicre yiizey
membranlarinin esas bilesenidirler ve beyin lipidlerinin % 6'sin1

olustururlar, diger dokularda daha az miktarda bulunurlar?, R

Gangliosidlerin oldukga biiyiik fizyolojik ve tibbi Onemleri vardir. Kompleks
karbohidrat bas gruplar1 hiicre membran yiizeyinden disarnya dogru
uzanirlar ve ¢ok sayida onemli. fizyolojik fonksiyonu diizenleyen,
glikoprotein iireten hormonlara kargt reseptor olarak davramirlar’.Ayrica
kolera toksini gibi protein kékenli toksinlerin de reseptdriidiirlerS.
Gangliosidlerin hiicrelerin birbirini tanimalarinda ve belirlemclcrind'e ve
dokularin biiyiimesi ve farklilagmasinda da (kanser olugmasinda vbldugu
gibi) Onemli rolleri vardir. Gangliosid bozulmas: diizensizli§i tedavi
edilemeyen ve Oldiirici bir noérolojik bozulma olan Tay-Sachs hastalifi gibi

genetik hastaliklardan da sorumludur?.
1.1.3. Kolesterol

Kolesterol hayvanlarda bol bulunan bir steroiddir. Steroidler genellikle
Okaryotik orijinlidir ve siklopentonoperhidrofenantren’in tiirevleridirler. 3
nolu karbon atomunda -OH grubu ve 17 nolu karbon atomunda ise 8 veya 10

karbonlu dallanmig bir zincir oldufunda kolesterol olusur.

Hayvan plazma membranlarinin ana bilegenlerinden biridir ve subselliler
membranlarda da ¢ok az miktarda bulunur. 3 nolu karbondaki -OH grubu
kolesterole ¢ok zayif bir amfibilik karakter kazandinir. Fakat kolesterol
halka sistemlerinden dolayr oldukg¢a rijiddir. Membran Ozelliklerinin
tayininde &6nemli bir bilesiktir8,9.10 Steroid hormonlarin  &nciil
maddesidir.Membrandaki lipid ¢ift tabakasinin genelde dig tabakasina

yerlesmigtir.
1.2. Lipid Agregatlarin - Ozellikleri

Su iizerine yag dokildiigi zaman lipid molekiillerinin hidrofilik bag gruplan
suya dogru, hidrofobik kuyruk : kisimlarida -havaya dofru yoénelerek - . bir

monolayer olugutururiar. Polar bag gruplarin.- suya yonelmisg olmasi, su



ylizeyini piiriizlii bir hale doniigtiirir ve su molekiilleri arasinda ki normal

etkilesimler azalir, bu sebeple de suyun yiizey gerilimi diiger.
1.2.1. Miseller ve Bilayerler

Sabunlar ve deterjanlar gibi amfibilik molekiillerin sulu c¢6zeltilerinde migcl
yapilari olusur (globtiler agregatlar). Bu molekiiller diizenleme de
hidrofobik kuyruklar miselin igine yo6nlenir ve su ile temas: kesilir. Polar
bas gruplanin solvasyonu  gergeklesir. Misel olusumu kooperatif bir olaydir.
Amfibiller sudaki konsantrasyonlari kritik misel konsantrasyonuna (CMC)
erigmedigi siirece seyretik sulu ¢ozeltilerinde misel olugturamazlar. Kritik
misel konsantrasyonunun iizerindeki konsantrasyonlarda lipid agregatlan
misel yapilarina doniigtir. Kritik misel konsantrasyonunun -dcgeri

ambfibilin tiirine ve  ¢bzeltinin sartlarina baghdirll.

Sabun anyonlann gibi tek kuyruklu amfibiller genellikle kiiresel veya
elipsodial miseller olusutururlar. Ciinkii polar bas grup kuyruk kismindan

daha genistir. Miselde ki molekiil sayis1 amfibile baglidirl2,

Gliserofosfolipidler ve sfingolipidler iki hidrokarbon kuyruguna sahiptirler;
bu sebeple de molekiiliin goriiniigii dikdortgen seklindedir. Bu sterik zorlama
nedeniyle bu molekiiller disk sgeklinde miseller olustururiar ve genellikle

bimolekiiller yapraklari meydana getirirler!2,

Bir lipid molekiiliiniin bilayerin bir tabakasindan  diger tabakasina ge¢mesi
olay1 transvers difiizyon veya flip-flop hareketi olarak bilinir ve ¢ok zor bir
olaydir. Bu olayda lipidin polar bas grubunun bilayerin hidrokarbon
cekirdeginden gegmesi gerekir. Fosfolipidlerin flip-flop hareketlerinin

yanllanma hizinin en az bir ka¢ giin oldufu 6lgiilmiistiirl 3.

Lipidlerin bilayer diizlemindeki hareketleri, lateral difiizyon olarak bilinir

ve oldukg¢a hizhidirl4,

Yapilan X-Ray difraksiyon- ¢aligmalan bilayerin diizlemleri arasinda 4,6A°
luk bir boglugun: oldufunu  goOstermigtir. Bu band sivi parafin tabakalan

arasindaki bandin aymsidir. -Bilayerdeki hidrokarbon zincirleri C-C bag:

etrafindaki serbest rotasyondan: dolay: siirekli hareket halindedir, membran - ..



bilesimi sirekli defisir. Bu sebeple membranlar iki boyutlu akigkanlar

olarak  tanimlaniriarl5,

Bir lipid bilayeri karakteristik geg¢is sicaklifinin altina 1sitihirsa bir faz
transferi gergeklegir bu olaya order-disorde gecisi denir. Membran jelimsi
bir katiya doniigiir, akigkanlifi azalir bilayer tabakalann arasindaki 4,6 A° luk
bosluk daralip 4,2 A° e iner ve hidrofobil: kuyruk parafin gibi kristallenir
(bilayer enine genisler). Biyolojik membranlarda gecis sicakligi aralign 10-
40 °C'ur. Lipidin yag asidinin .boyu uzayip doygunlufu arttikca gecis
sicaklifi yiikselir. Kolesterol yalmiz bagina bir bilayer yapist olusturamaz
fakat rijid halka sistemi yag asidi zincirlerinin hareketlerini
engellediginden membran akiskanlifini azaltir, order-disorder gegisinin
sicaklik aralifini  genigletir, Yiiksek konsantrasyonlarda ise tamamen yok
eder. Yag asidi zincirlerinin kristallenmesini engelleyerek bir membran

plasticijeri gibi davranir.

Biyolojik membranlarin akigkanhklart ayni zamanda da membran igine
gémiili  proteinlerinde bir fonksiyonudur. Memeli membranlarinin
tamaminda ge¢is sicakliklari viicut sicakliklarinin altindadir, Bu sebeple de
akigkanliklarini daima korurlar. Bakteri ve sogukkanh hayvanlarin
membranlar1 ise yasama sartlarina adapte oldufundan akiskanhklarini

korurlar8.10,
1.2.2. Lipozomlar

Fosfolipidlerin  sudaki c¢ozeltileri ¢ok katli yapilar olustururlar ve bu yapilar
lipid bilayerlerine  diizenlenebilir. Eger bu ¢ok kathh vezikiiller ultrasonla
muamele edilirse lipozomlara doniigiirler. Lipozomlar kapali yapilardir,
kendi kendilerine kapanabilirler, vezikiillerin i¢i ¢ozilicti ile doludur ve
yalnizca bir Dbilayer tarafindan kugatilmiglardir. Lipozomlar sentetik
lipidlerle hazirlanabildikleri gibi biyolojik kaynaklardan ekstrakte edilen
lipidlerle de hazirlanabilirler. Yaygin olarak biyolojik . membran

calismalarin da model . olarak kullanilirlarl2,

Hiicre membranlarini ¢eviren biyolojik membranlar iki sulu kompartimani
birbirinden ayinr. ‘Lipid . membranlaninin gegirgenligi ile ilgili . deneyler

lipozomlar yardimiyla  yapilmigtir. Yapilan c¢alismalarda: membranlarin. :su

hari¢ diger iyonik -ve polar maddeler igin  gecirgen olmadif: : bulunmustur.



Membranin bir maddeye karsi gegirgenligi o maddenin nonpolar

coziictilerdeki ¢oziintirligi ile dogru orantilidirl2,
1.3. Membran Proteinleri

Membran proteinleri membrana baglanma tipleri ve gorevlerine gore

simflandinlirlar ve iki tiire  aynlirlarld,

Integral (intrinsic) proteinler

Bu proteinler membranlara hidrofobik giiglerle sikica baghdir ve
membranlardan membran  pargalayici ajanlarla etkilestirilerek
ayrilabilirler. Membran parcalayici ajanlarin icine organik c¢oziiciiler,

deterjanlar ve kaotropik maddeler girer. Integral proteinler, detegjanlar,
butanol ve gliserol gibi organik c¢oziiciilerin yoklugunda, sulu c¢ozeltilerinde
g¢bkelek ve agregat olusturmaya meyillidirler. Baz: integral proteinler
lipidlere ©&yle giigli baglidirlar ki ancak denatiire edici sartlar altinda

serbest olabilirler!2,16,
Periferal (extrinsic) proteinler

Bu proteinler kismen 1limli sartlar altinda iyonik giddeti yiiksek tuz
gozeltileri (1 M NaCl gibi), metal g¢elatlayici ajanlar veya pH degisimleri gibi
sartlarda membranlardan ayrilirlar. Sulu ¢ozeltilerinde kararhidirlar, lipid
baglamazlar. Tutunduklari membranin yiizeyine (¢ogunlukla membranin
integral proteinlerine) elektrostatik veya hidrojen bafi etkilesimleri ile

tutunurlarl?,

Biitiin biyolojik membranlar integral protein ihtiva ederler. membran
icindeki  yerlesimleri de ylizey isaretleme teknifi ile tayin edilebilir. Bu
teknikle yapilan deneyler bazi1 integral membran proteinlerinin bilayerin
yalnizca bir tarafinda (ecto-veya endo-integral proteinler) bulundugunu
bazilarimin ise membran1 boydan boya gec¢tifini . (trans-membran
proteinleri) gOstermigtir. Biitiin integral membran proteinleri bir - uglan - ile::
sulu ortamla temas halindedir. Tamamen membran igine gomiilii protein
yoktur. Bu sonuglar membran proteinlerinin asimetrik dagildiklarin

gostermektedirl7. - -



Trans-membran proteinlerinde proteinin membran iginde kalan kismi o-
heliks yapisindadir. Integral membran proteinlerinin hidrofobik kisimlan
aktif bolgeyi membrana baglarlar. Membran proteinlerinin asimetrik
diizenlenmesi, flip-flop hizlan ve asimetriklifi saglayici "flippaz" enzimleri

ile saglanirl8,
1.4.Membran Yapissimin Akiskan Mozaik Modeli

1972 yilina S.Jonathan Singer ve G.Nicolson membran yapisi hakkinda
akigkan mozaik modeli olarak bilinen  teorilerini ortaya atmiglardir. Bu
teoride integral proteinler lipid denizinde yilizen "aysberg"lere benzetilir. Bu
proteinler lipid matriksi igerisinde yanlamasina difiize olabildikleri gibi

bazanda diger hiicre komponentlerine tutunarak hareketsiz  kalabilirler!3..
»

Membran proteinlerinin dagilimlari  Freeze-Fracture ve Freeze-Etch
teknikleri ve ferritin isaretli antibodilerin yer aldifi boyama teknikleri ile

elektron mikroskobunda gozlenebilirl9.20,

Bir membrandaki lipidlerin dagilim: fosfolipidhidroliyazlar olarak bilinen
fosfolipaz enzimleri yardimi ile tayin edilebilir. Yapilan c¢aligmalarda
membran lipidlerinin de proteinlerde oldugu gibi asimetrik dagildiklan

goriilmiigtirl?,

Karbohidratlarinin ise plazma membranlarinin  dig ylizeylerinde lokalize

olduklari goriilmiigtirl7.

Sekil 1.1’de membran yapist ve bilesenleri goriilmektedir .
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1.5. Viicudun Enfeksiyonlara Karsi Direnci: Ldkositler ve

Makrofaj Sistemi
t

Insan viicudu ozellikle deri, agiz, solunum yollari, sindirim kanali, goziin
membranlann ve idrar yolunda normal olarak bakteri, virus, mantar ve
parazitlerle kargilasir. Efer bu ajanlar daha derin dokulara  girerlerse ciddi
hastaliklara sebep olurlar.

Viicudumuz ¢esitli enfeksiyéz ve toksik ajanlara kars1 savagsan &zel bir
sisteme sahiptir. Bu sistem lokositler, makrofaj sistemi ve lenfoid dokudan

olugur2l,

Bu dokular hastalifi: istilact ajani1 fagositozla yok edersek, antikor
olusturarak veya hassas lenfositlerle yok ederck veyahut da her iki sistemi

de birlikte kullanarak yok etmek gibi stratejileri uygularlarzz._
1.5.1. Lokositler (Akyuvarlar)

Lokositler viicut savunma sisteminin hareketli dyeleridir. Kemik iliginde
(graniilositler, monositler ve lenfositler) ve lenf dokuda <(lenfositler ve
plazma hiicreleri) iiretildikien sonra viicuttaki kullanilacaklari béliimlere
kanla tagimirlar.
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Akyuvarlarin  6nemleri enfeksiyon alanlarina spesifik  olarak
tasinabilmeleri ve herhangi bir enfeksiyon ajanina karsi yerinde, hizli ve

glicli bir savunma saglamalarindan geger.

Graniilosit ve monositlerin yabanct ajanlart  "aramak ve tahrip etmek” gibi

kabileyetleri de  vardir. .

-

1.5.2. Ldékositlerin  Genel Karakteristikleri

Kanda normal olarak alti1 tip 16kosit bulunur. Bunlar : polimorf niiveli
notrofiller , polimorf niiveli eozinofiller, polimorf niiveli bazofiller,

monositler, lenfositler ve plazma hiicreleridir.

Nétrofiller, eozinofiller ve bazofiller graniiler yapiya sahip olduklarindan
"graniilositler” olarak, klinik terminoloji de ise kisaca "poli" olarak
isimlendirilirler. Graniilositler ve monositler goérevlerini fagositoz yolu ile
lenfositler ve plazma hiicreleri ise immiin sistemle baglantili olarak

yaparlar23,

Yetigkin bir insanmin kaninin milimetre kiipiinde yaklasik olarak 7000 lokosit

bulunur. Cesitli lokositlerin  yiizde oranlan asagidaki gibidir (Tablo 1.2).

Tablo 1.2. Lokositler ve yiizde oranlari.

Ad % _si
Polimorf niiveli notrofiller 62.00
Polimorf niiveli eozinofiller 2.300
Polimorf niiveli bazofiller 0.400
Monositler 5.300
Lenfositler 30.00

Polimorf niiveli 18kositler = ve monositler normal olarak kemik iliginde
yapilirlar, Bunun yanminda  lenfositler ve plazma hiicreleri ise lenf bezleri,
dalak, timus, bademcikler, kemik ilifindeki lenfoid kalintilar, barsaklar gibi

lenfoid organlarda da {retilirler.

Kemik iliginde yapilan akyuvarlar, dolasgima ge¢meden o©nce kemik iliginde
1-1,5 giin kahrlar24. Aynica kemik iliginde viicudun alti giinlik ihtiyacina

yetecek miktarda lokosit siirekli olarak depolamir. Dolagim sistemindeki
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16kositlerin  yarist dolagirken diger yars1 kapiler cidarina yapismig
(marginasyon) olarak  bulunur?25. Dolasgima giren Ilbkositler artk
qogalamazlar%. Kemik iliginden dolasim kanina gegen l6kositlerin ortalama
omiirleri 14(26) veya 18 (27) giindiir.

1.5.3. Notrofil, Monosit ve Makrofajla.rm Ozellikleri N

Viicuda giren yabanci ajanlara saldirarak  onlan fagositoz yolu ile tahrip
eden l6kositler: noétrofiller ve monositlerdir. Notrofiller dolasim  kam ile
enfeksiyon bolgelerine wulagarak gorev yaparken, monositler dokulara

gecerck sabit ve mobil makrofaj sistemlerini olustururlar.

Notrofiller ve monositler sitoplazmalann da degisik tip ve Ozellikte graniller
tagirlar. Bu hiicreler  gergekte metabolik ©6zellik bakimindan diger hikcrelere
benzerler ancak nikleoproteinlerce zengindirler28. Polimorf niiveli
16kositlerde glikolitik yol enzimleri, heksoz monofosfat yolu enzimleri,
solunum enzimleri ve glikojen metabolizmas: ile ilgili enzimler yaygin

olarak bulunur.

Graniilositler ve monosit hiicrelerinin ilk evrelerinde mitokondri  boldur ve
oksidatif metabolizma hakimdir29. Hiicreler olgunlastikca mitokondri sayisi
azalir ve anaerobik metabolizma hakim olur??. Hiicrelerin boylece oksijen
almadan enerji  saglayacak durumda olmalari enfekte dokuda  ve iltihabi
eksudalarin hipoksik sartlarin da bile rahatca fonksiyon g&rmelerine,
bakterilerin dokuda c¢ogalmasini kontrol aluna almalarina ve nekrotik doku
artiklarini temizleyebilmelerine imkan saglar30, Yabanci pantikiil hiicreye
alindig1 zaman anaerobik glikoliz aniden artar ve daha fazla miktarda laktik
asit agifa cikar. Bu asidik ortamda da degraniilasyon olusur3l, Notrofiller ve
monositlerin ana gorevi fagositoz yapmaktir. Bu fonksiyonu ancak
olgunlagmig hiicreler yerine getirebilir,Polimorf niiveli lokositler hareket
kabiliyeti en fazla olan hiicrelerdir30, Dakika da 60 mikron yol alabilirler.

Yabanci partikiile 100 mikron : kala dogrudan o noktaya yOnelebilirler.
1.5.4. Fagositoz

Bir hiicrenin diger bir hiicreyi veya partikiili sitoplazmas: . igerisine. .
almasina "fagositoz". bunu ‘yapan hiicreye de. "fagosit" -denir32, Tek

hiicrelilerin  beslenmek' igin kullandiklari bu -olay, g¢ok hiicrelilerin de
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baslica savunma mekanizmalaridir33, Partikiil geklinde olmayan maddelerin
hiicre igine alinmasina ise "pinositoz" denir34. Cesitli savunma
mekanizmalarindan biri olan fagositoz, bakteriyal enfeksiyonlarin erken
dénemlerinde  bakterinin  yayilmasini  sinirlandinnp enfeksiyonun

yayilmasini Onlemek  agisindan onemlidir.

Birgok hiicre fagositoz yapma 6zelligine -sahiptir. Bazi hiicreler hareketli
olup enfeksiyon bolgesine gog¢ edebilirler (notrofiller) bazilari ise
hareketsizdir ve kan veya lenf dolagiminda ki bakterileri yakalamak igin
yerlesmislerdir  (monositler)33. Fagositozun birbirini takipeden dort
kademede vuku buldufu kabul edilmektedir33,36, Bunlar : Kemotaksis,

opsonizasyon,yutma ve hiicre igi 06ldlirme (sindirim) kademeleridir.
1.5.4.1. Kemotaksis v

Fagositoz olayinin baglayabilmesi igin lokositlerin mikroorganizmaya
yaklagmalar1 gerekir. Fagositik hiicrelerin, kemotaktik aktiviteye  sahip olan
maddelerin  bulundugu odaga dogru olan goégiine kemotaksis denir36.37,
Kemotaksis sirasinda hiicrelerin hiz1 artmaz fakat hiicreler enfeksiyon
odagina  dogru yonelmis olurlar36.37, Doku harabiyeti veya enfeksiyonun
oldugu bolge de notrofillerin endotel hiicrelerine yapismasi (marginasyon),
kan damarlarninin porlarindan gegmeleri (diyapedez) ve hasarh dokuya gog
etmeleri sadece bir kag dakika alir27, Notrotiller cevredeki dokuya gecmek
icin yol buluncaya kadar endotele paralel hareket edebilirler27. Normalde
16kositler devamli olarak dokuya gecgtiklerinden kemotaksis olugturan bir
maddenin siirekli olarak olmasi gerekir. Ancak bu maddenin ne oldufu ve
nereden kaynaklandig: bilinmemektedir30, Kendi baglarina kemotaktik
aktivite gOstermeyen fakat serum, plazma veya  kompleman komponentleri
ile birlestikten sonra bu aktiviteyi kazanan maddeere “sitotaksigen" direkt
olarak kemotaktik aktiviteye sahip olan maddelere ise “sitotaksin"
denilmektedir27.37. Copu patojen bakterilerin kiiltiir filtratlan kemotaktik
aktiviteye sahiptir27.39, Bakteriler serum kompleman sistemini etkilemek
suretiyle de kemotaktik -maddeleri meydana getirebilirler40, Pihtilagsma
mekanizmas1 ile olusan fibrinopeptidler ve - fibrinin yikim iiriinleri olan-

kallikrein ve plazminojen  aktivatérleride kemotaktiktirler3$,
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Kemotaktik faktorlerin nétrofil yiizeyindeki reseptrlere baglanmak
suretiyle bir esteraz  sistemini aktive ettifi ve bunun vasitasiyla sitosketal
sistemi harckete gegirdigi  gosterilmigtir27.37,41, By reseptorlerin sayisinin
insan 16kositlerinde 2.103 kadar oldugu tahmin edilmektedir2?. Kemotaktik
faktbrlerin ¢ofunun nétrofil disindan kaynaklanmasina ragmen nétrofiller,
diger notrofillerin kemotaktik cevabini -olumlu veya olumsuz yoénde

etkileyebilen maddeleride ihtiva ederler42,

Kemotaksis bir ¢ok  farmakolojik ajan tarafindan da etkilenir. Sitoskeletal
‘'yapiyr bozan  kolsisin, vinka alkaloidleri ve sitokalasin B gibi maddeler
no6trofil hareketini inhibe ederken, siklik guanozin monofosfat seviyesini
(cGMP) arttirmak suretiyle sitaskeletal yapiy1 kuvvetlendiren forbol
miristat ve karbamil kolin gibi maddeler olumlu yénde etki yapa;lar43.
Mn2+, Mg2+ ve Ca2+ gibi iki degerlikli katyonlar adezyonu arttirmak
suretiyle kemotaksisi olumlu yonde etkilerler?7.

1.5.4.2. Opsonizasyon

Serum proteinlerinden bazilarinin Dbakteriyi etkileyerek onu fagositoza
yatkin hale getirmelerine  "opsonizasyon" bu olayi gercgeklestiren maddelere
de "opsonin" denir44. Fagosite edilecek partikiilerin hiicre memraninca
adsorbe edilebilecek  ozellikte  bir yiizeye sahip olmalan gerekir. Halbuki
bakteri ve hiicre membranlar1 negatif yik tasir45. Bu durum hiicre ile
partikiiliin  birbirlerini itmelerine yol agar. Birgok mikroorganizma yiizey
antijenlerinin 6zellikleri ile fagositlerden kagabilirler. Boyle antifagositik
yiizey Ozelliklerine sahip mikroorganizmalara streptokokus pndmoni,
klebsielle pndémoni hemafiluz influenza, neisseria menenjitis,

psbdamonasaurizginoza ve neisseria gonore sayilabilir36,40,

Opsoninlerin  bakteriyi sararak, antifagositik yiizey o©zelliklerini
degistirdikleri veya bakteri ile fagosit arasinda koéprii gibi gorev yaptiklan
rapor edilmistir33,36.44 . Fagosit ile fagosite edilecek partikiil arasinda siki
bir yiizeysel temas' olmazsa fagositoz baglayamaz27,46. Fagosit ile ‘bakterilerin
yapigmas: "tanima basamafim" olugturur., Hiicresel tanmimada plazma

membran1 proteinlerinin rolii -vardir. :Bu ylizey proteinlerine: de antikor -ve

kompleman tamima. iginde aracilik eder30.42, Yapigsma olayinda -divalen bir
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kopritye ihtiyag vardir. Bu olayda Ca2t ve Mg2* iyonlarimin ¢aliguklan ve
bunlarin etkilerinin EDTA tarafindan inhibe edildigi go&sterilmistir30.

Antikorlarin  opsonizasyondaki gorevleri ©®nemlidir. Immiinglobilin A
sinifindan olan antikorlar opsonin olarak c¢aligirken immunglobilin G ve M
sinifindan  olan antikorlar opsohin olarak _  davranmazlar. Antikorlar Fab
‘kisimlan ile bakterilere Fc kisimlann ile de fagosit reseptérierine

baglanarak bakteri ile fagosit arasinda koprii olustururlar27,.30,36,41,46
1.5.4.3. Fagositoz (Yutma)

Yutma olayr partikiiliin veya mikroorganizmanin fagositin yiizeyine
yapismasiyla baglar35. Temas noktasinda hiicre zam g¢ukurlasir, Partikiil
cevresinde her yonde olmak suretiyle psodopodlar (yalanc: ayaklaf)
uzatilarak partikiil sarilir. PsOdopodlar birbirlerine degdikleri anda
kaynasirlar ve bir vakiiol olusur33.4l. Bu vakiiole fagositik vakiiol veya
fagozom de denir®l. Fagozom periferde tesekkiil eder ve mikrotiibiiller
vasitasiyla merkeze dogru cekilir4!. Fagozom olusurken sitoplazmik
graniiller hizla fagozoma dogru giderler37. Bu harcketin sebebi
bilinmemektedir fakat mikrotiibiiller ve mikroflamentlerin bu olayda rolleri
oldugu sanilmaktadir37,

Mikroorganizma veya partikiilin yutulmas: igin gerekli olan enerji yiiksek
hizla cereyan eden anaerobik glikolizden saglanir29.36,  Tetrasiklin,
fenilbutazon, thioridazin, klorokin, kolsisin, sitokalasin B, vinblastin

kortikosteoridlerinin fagositozu inhibe  ettikleri bilinmektedir37.
1.5.4.4. Hiicre lI¢i Oldiirme ve Degraniilasyon (Sindirim)

Graniillerle fagozom temas ettiklerinde temas eden noktalarda  membranlar
erir ve kaynagirlar. Meydana gelen olusuma "fagolizozom" denir27.36,41,

Daha sonra graniiler muhteva fagolizozomun icine bogalir. Bu olaya

degraniilasyon  denir27.30,36,41 - (Once sekonder daha sonra:.da primer

graniillerin pargalanmasi - vuku bulur3?.

Birgok farmakolojik ajan lokositlerden lizozomal enzim saliveriligini ‘inhibe

eder. Prostaglandin. : Ej; teofilin, dibiitril siklik . adenozin .monofosfat, 2-

kloroadenozin, izoproterenol ve adrenalin gibi bilegiklerin _hiicre. iginde
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cAMP seviyesini arttirarak etki ettikleri sanilmaktadir47.48, Enzim
saliverigini cAMP'nin inhibe etmesi ve prostaglandin E; ile teofilinin
beraber verilmesinin aditif etki g&stermesi bu go6rigi desteklemektedir4?,
Baz1 aragtirmacilar ise  ltkositlerde tanecik ile temas: izleyen ilk bir iki
dakikalik siire igerisinde cGMP seviyesinin arttifim1 ve bu artisin §-
glukoronidaz saliverilisi ile paralellik g@sterdigini bildirmiglerdir4 8.
Kolinerjik bir amin olan asetilkolin I8kositte c¢cGMP seviyesini ve lizozomal
enzim saliverigini artturir .ve asetilkolinin bu etkileri atropin ile bloke
edilir. Bu bulgular hiicre i¢i cGMP nin lizozomal enzim saliveriginde ilk
isareti  veren bilesik oldugu ve bu olayda hiicrede ki c¢GMP/cAMP oraninin
mediatér olabilecegi goriigiinii  desteklemektedir48.

Uyarilan nétrofillerde hiicre igine giren kalsiyum miktarinin artuggv bunu
takiben hiicre ici c¢GMP seviyesinin ve B-glukuronidaz saliverilmesinin
arttigr  tesbit edilmistir48. Kortikosteroidler ve klorokininin fagolizozom
tesekkiiline engel olarak37.39, kolgisin ve vinblastinin sitoskeletal yapilan

bozarak37.48 degraniilasyonu inhibe ettigi belirlenmigtir.

Fagositin partikiille temasindan bir kag¢ saniye sonra solunumsal patlama
baglar. Bu da boyle bir metabolik hizlanmanin partikiiliin  yutulmasindan
once ve hiicre ile ilk temas esnasinda  basladigimi  gostermektedir3 0,
Uyarilmig l6kositlerde ki solunumsal patlama oksijen tiiketiminde  siiperoksit
(027), hidrojen peroksit (H202) ve singlet oksijen (103) iiretiminde artiga yol
acar27.39,50 Bu reaktif iiriinlerin bakterisidal etkiye sahip olduklan ve
aragidonik asitten prostaglandinlerin sentezini baglattiklan kesinlikle
bilinmektedir3 1.

Fagolizozom igerisindeki yiiksek asidite (pH:3.5-4.0) bakterisidal etkiyi
arttinir39.51. Asidite glikolizle olugan laktik  asitten veya karbonik anhidraz
varliginda tegekkiil eden karbonik asitten ileri gelir27,29  Bazu
mikroorganizmalar pH'ya duyarlidirlar. Aym asidik ortam optimum pH'lan

asidik olan enzimler iginde aktivatér gorevi goriir3?.
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1.6. Diabetes Mellitus (Seker Hastahg)

Diabetes Mellitus insulinin kismi veya mutlak eksikliginden ileri gelen
kronik bir metabolizma hastalifidir. Akut metabolizma bozuklufunda
insulinin tamamen olmamasi hali hayati tehlike arzeder. Diabetes mellitus
diyetle (karbohidratsiz besinlerle) ve gerekli hallerde ilagla (insulin oral

-

antidiabetika) tedaviyi gerektirir.

Seker hastalifina egilim irsidir. Bununla birlikte basit resesif katilim olay:
hi¢ bulunmazken, birbirine bafimli  diizensiz dominant katilim olaymmin g¢ok
sayida belirgin faktorlerinden birisi mevcuttur. Bilinen sebeplere bagh
diabetli hasta sayisinin diinyada yaklasik %3, tasima egilimlerinin ise %10-25

arasinda oldugu sanilmaktadir32,
Diabetes mellitus genellikle ikiye aymhir :
1. Juvenil diabet (tip-I) : Genellikle erken yasta ve birdenbire baslar ve

a. B-hiicrelerine karg1 antikor gelisimi ve bdylece hiicrelerin

otoimmiin mekanizma ile harap olunmasina
b. B-hiicrelerin virus hastalif1 ile tahribine
c¢. Bu hiicrelerin basit dejenerasyonuna kars: kalitsal yatkinhk vardir.

2. Erigkin diabeti (tip-II) : Genellikle hayatin daha ge¢ donemlerinde ve
sisman kigilerde goriilir. Hastalifa yatkin kisilerde hizli yaglanmaya bagh
olarak B-hiicrelerinin silipresyonu veya dejenerasyonu  soz konusudur. Bu tip

diabetle gigmanlik iki sebeple bir egilim nedenidir :

a. Sebebi bilinmemekle beraber gigsmanhikta langerhans adaciklarinin
B- hiicrelerinin kan glukozunun yiikselmesine karsy cevaplann azalir. Bu
nedenle bir yemekten sonra insulin sekresyonundaki arug daha az

belirgindir, BN

b. Sismanlik biitiin viicutta insulin hedef hiicrelerindeki reseptérlerin

sayisinin azalmasina yol - agar. Bu nedenle sgigman kimselerde aym

metabolik etkilerin .::~ . ortaya gikmast igin..gigman . olmayanlara gére daha -
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fazla miktarda insulin gereklidir. Bu scbeple bu tip diabet sismanhifin

kontrol altina alinmasiyla tedavi edilebilir,

Her iki tip diabetinde geligmesinde katilim O6nemli  bir rol oynar. Diabetes

mellitus ¢ogunlukla, insulin yetersizliginin agafida Dbelirtilen lig

belirtisinden biri veya birkaginin varligi ile tanimlanir: .
1. Glukozun viicut hiicreleri tarafmd;m kullanilamamasi sonucu kan
glukoz seviyesinin 80-90 mg/100 ml'den 300-1200 mg/100 ml ye
ylikselmesi ‘
2. Yag dokularindan ya§ mobilizasyonunun belirgin bir gekilde
artmast ve buna baghh olarak damar c¢eperlerinde lipid depolanmasi ile
arteroskleroz olusumu.

3. Viicut dokularinda protein azalmasi.

v

Asagidaki tabloda diabetes mellitusta goriilen metabolizma bozukluklan

6zetlenmigtir (Tablo 1.3).
1.6.1. Diabetli Hastalarda Notrofil Fagositozu ve Enfeksiyon

Diabetli hastalar, enfeksiyonlara yatkindirlar ve bu hastalarda savunma
mekanizmalant oldukg¢a zayiflamistir33.54. Bu zayifliktan hiimoral mi yoksa
selliler mi bir defektin sorumlu oldugu bilinmemektedird3.54. Lokositler
bakteriyal enfeksiyonlara kargi vicudun ilk savunma hattini olugtururlar
ve ¢ok Onemli bir rol oynarlar42.44, Mikroorganizmanin girig yerinde
birikerek etkili bir fagositik aktivite gosterirler ve enfeksiyonun
ilerlemesini ©nlerler. Etkisiz bir fagositik  aktivite kontrol edilemeyen bir
bakteriyel c¢ogalmaya ve afir enfeksiyonlarin olusmasina yol agar35. Bu
ylizden lokosit sayisinda muhtemel bir azalma ile  notrofil fonksiyonlannda
olusabilecek bozukluklar enfeksiyonlara zemin hazirlarlar42. Diabetli hasta
lokositlerinin  yetersiz  kemotaktik aktiviteye sahip olduklari
gosterilmistir36,57, Bu defekt plazma insulini, glukoz, karbondioksit ve kan
hiicre seviyeleri ile ilgili olmamasina ragmen in vitro insulin ilavesi
kemataksisi diizeltmigtir36,43,58  Ayrica tip-I diabetli hastalarin serumlarn
kemotaktik maddeler yo6niinden yetersiz bulunmustur37.38,  Kemotaktik
aktivitenin diabetes mellituslu hasta l6kositlerinde bozulmasi yine bir

anormal membran protein glikasyonu sebebiyle olabilir.
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Glikojen —————

Glikojen Glikojen
sentezi yrkinn

Glukoz-1-fosfat el

/] ‘ |

Glukoz i Glukoz-6-fosfut =—#—— Penloz-;’nsf at

Glikoliz Glukoncogenez

Trioz-fosfm

Fosfoenol piruvat —— Lipidler
Yag asidi 4. ‘
sentezi .
™~ Alanip —e——————— Piruvat— Malonil-CoA———F— Acil-CoA
Yag asidi 1
1 yikimt
Protein " Aspartat Okzaloasetat — Asetil-CoA — Asetoasetil-CoA
Sitrat
sikliisii
Glutarat e————— o -ketoglutarat —a———— Sitrat Keton cisimleri

Tablo 1.3.Diabetes mellitusta metabolizma bozuklugu (insiilin eksikliinde)

-+ duran reaksiyon — devam eden reaksiyonlar.

No6trofil gégti enfeksiyonlara karsi viicudu  korumakta erken ve cok Onemli
bir adimdir. Diabetes mellituslu hastalarda nétrofillerin  cilt-pencere
preparatlarina  gogii  azalmisur39.60,  Mikrosirkiilasyondan enflamasyon
b6lgesine l6kositlerin yeterli ve zamamin da gidememeleri enfeksiyon
riskini onemli olgiide arttirmaktadir38.60, Bu decfektin iiremi veya asidozla
ilgisinin olmadigi ve 18kositlerdeki intrinsik anormalliklere bagh

olabilecegi one siiriilmistiir30,

Diabetlilerde ketosis: ve: hipergliseminin fagositoz iizerine olan -etkileri
konusunda g¢ecligkili-- yaymnlar -vardir, Asidozlu olgularda lokal selliler
cevabin  erken granilostik - fazimin®l gnemli derccede azalmig oldugu, laktik-

asidin  baktcrisidal etkisinden koruyarak enfeksiyonlara - yatkimnlifir. -

arttirdifin  da  ilerisiiriilmigtir? 3. Bazi arastrmacilar is¢62.63  ketoasidozlu

diabetliler de in vitro fagositik aktivitenin azaldifim1 ve kctoasidozun
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giderilmesinden sonra aktivitenin diizeldigini belirtmislerdir. Diabetli
hastalarda notrofil fagositoz bozuklufunu hiperglisemiye baglayan
aragtirmacilar  da vardir®4.65,  Yiiksek kan glukoz konsantrasyonunun
I6kositlerin fagositoz aktivitelerini inhibe ettigini bazi arastirmacilar rapor

etmislerdir66.67,

Diabette deri, idrar yollar1 ve solunum sistemi enfeksiyonlarina siklikla
rastlanir33,68, Aynca bu vakalar da mantar enfeksiyonlari da sik olarak
goriilir69. Diabetliler de nefrit sik olarak goriilir ve pyelonefrite yol
agar/0,71, Uyluk .ve kollardaki cilt alti apseleri, olgulann % 5'in de goriiliir
ve Ozellikle alt ekstremitelerdeki enfeksiyonlar biiyiik 6lgiide periferik
damar yetersizliginden dolayr ortaya ¢ikar53.71, Cilt lezyonuna sebep olan
pyojenik bakterilerin en oOnemlileri stafilokok ve Dbeta hemolitik
streptokoklardir33.72, Aktif akciger tiiberkiilozu da diabetlilerde stk 'Igtsrﬁlﬁr
ve agir seyreder33.72,

Diabetlilerde enfeksiyonlar  tipik bir baglangic ve gidis gosterirler. Agn,
ates ve I0kositoz gibi reaksiyonlar ¢ogu kez hafiftir ve bazan hig
bulunmayabilir. Baglangicta Onemsenmeyen hafif enfeksiyonlar kisa

zamanda ilerleyerek sepsise yol agabilir67,

Diabetliler de insulin ihtiyaci enfeksiyonlarda daha da artar ve insuline
direng meydana gelir’0. Enfeksiyona bagli olarak genellikle glikoziiri ve
bazan da asetoniiri goriliir. Bu yiizden insulin  kullananlarda zamanla dozu
arttirmak veya kan sgekeri insulinsiz olarak ayarlanmig hastalar da insulin
kullanmak gerekebilir. Enfeksiyon sirasinda insuline ihtiyacin artmasina
bir takim sebepler gosterilebilir68 : antiinsuliner hormonlarin etkisi
(glikokortikoidler, glukagon, ketolaminler gibi), hiicre ylizeyindeki
reseptorlerin  azalmas: (yine bu duruma sebep olarak anormal protein
glikasyonu gosterilebilir). Diabetli hastalarda Oliimlerin % 6'st enfeksiyonlar

sebebiyle olmaktadir?0,
1.7. Proteinlerin Glikasyonu

Proteinlerin glikasyonu heksozlarin proteinlerin  amino gruplarina non- -

enzimatik olarak  baglanmasi olayidir. Reaksiyonu agafiidaki gibidir.
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H— §:=0 H— F=N— Protein H— ¢—NH- Protein
]
H— F—OH B— F—CH H—C—MH
" _ i
I‘D"‘?"H + PFO‘NHZ — . HO ?'H .kz—; HO— F_H
H—F—CH E* H—Ic—(H Ko H—C"MH
H— IC—CH H— lC'-C!-I H— 'O—(}I
I
CH,OH CH,OH CH,OH .
Kararsiz aldimin Kararli ketoamin

Fizyolojik sartlarda bu reaksiyonu katalizleyen enzim yoktur. Bu sebeple bu
reaksiyonun olabilmesi igin, seker ve proteinin uzun siire birbirleri ile

temas halinde olmalan gerekir.

v

Insanin periferal dolagiminda siirekli olarak 80-90 mg/100 ml oraninda
glukoz bulundugu igin proteinlerin glikasyona ugramalari normaldir, fakat
diabetli hastalarda kan seker seviyesi slirekli daha yiiksek oldugu igin bu
hastalar da proteinlerin glikasyona  ugrama ihtimalleri normal kigilere gore
daha fazladir. Yarilanma Omrii uzun olan doku proteinlerin de  normalden

fazla glikasyon goriillmektedir.

Glikasyon ilk defa 1955 yilinda Kunkel ve Wallenis tarafindan hemoglobin
de gﬁzlenmi§tir73. Bu aragtirmacilar elektroforetik mobilitesi yiiksek olan
kiiciik bir hemoglobin fraksiyonunu tesbit ettiler. Daha sonra bu konuda
yogunlagan caligmalar bu hizli hemoglobin fraksiyonunu izah edemedi74:75,
Ancak 1968 yilinda  Rahbar diabetli hastalarin  hemoglobin
elektroforezlerinde daha belirgin olan bu hizli  fraksiyonun glike
hemoglobin  oldugunu belirledi’®. Daha sonra yapilan c¢alismalar
diabetlilerde ki glike hemoglobin miktarimin kontrol grubuna gore iki kat
daha fazla oldugunu gosterdi?”?.

Hemoglobinden bagka proteinlerin de glikasyona ugradift daha sonra
g6sterildi78.79, Ancak bunun igin uzun siireli bir hipergliseminin olmasi
sarti. Bu  glikasyon glukoz konsantrasyonu ile dogru orantili olup Ozellikle
yapisal proteinlerde daha fazla gorilmektedir. Bu tip proteinler arasinda

Bazal membranlar80, kollagen81.82 hiicre membranalari83.84

albumin85.86.87  ve kan dolagiminda ki diger proteinler88.89 sayilabilir.
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Plazma proteinleri hemoglobinden daha kisa yanlanma Omirlerine sahip
olduklan igin hipergliseminin gegmisi hakkinda daha az bilgi verirler90. Bu
sebeple viicuttaki uzun Omiirli proteinler diabetik hipergliseminin

gegmisteki bir indexi olarak kabul edilmigtir90,

Proteinlerin non-enzimatik glikasyonunun kesfinden beri diabetin
komplikasyonlarinda bu anormal glikasyonun ™ muhtemel rolii ile ilgili ger;ig
aragtirmalar  yapilmistir?9:91,92 Hemoglobinin glikasyonu bu molekiiliin
oksijene olan  afinitesinde azalma meydana getirebilir, fakat bu azalma
biyolojik anlamda Onemsiz kalmaktadir.  Difer taraftan  yenilenme hizlan
yavag olan lens ve kollagen gibi proteinler diabetin  komplikasyonlarinda

hazirlayic1 rol oynayabilirler90.

Ayrica diabetli hastalar da gozlenen membran degisikliklerinde esase sebep

non-enzimatik  protein glikasyonu olabilir?3,

Uzun Omiirli proteinlerin glikasyonu  meyvelerde esmerlesme diye bilinen
Maillard reaksiyonu ile aymdir®4. Lens kristallerinin in vitro glikasyonu
diabetin veya galaktozaminin meydana getirdigi "seker" kataraktina benzer
bir opasifikasyona yol agmaktadir®l. Bu opasifitenin sebebi nisbeten yiiksek
molekiil agirlikli protein agregatlandir. Agregasyonun sebebi  ise normalde
birbirlerine ulagmalan miimkiin olmayan siilfhidril gruplarin, lizin amino
asitlerinin  glikasyonu sebebi ile birbirlerine yaklasip ¢apraz baglar

olusturmalaridir99,

Lizin amino asitleri bakimindan zengin olan kollagenin glikasyonu da genig
olarak arastinlmigtir?3. Bu glikasyon diabetli hatalarda normal kisilere gore
daha erken yaglarda maksimum bir degere ulagmaktadir. Bu da glikasyonun
yaglanma ile ilgisini ve diabetli hastalarda erken yaslanma teorisini
desteklemektedir. Diabetli  hastalarda bazal membranin  kalinlagmasi  yine

anormal glikasyonla aciklanmaktadir. Ayni1 diigiince ile renal glomeruler

bazal ~membranlarin- glikasyonu . gosterilmis ise de - membran  kalinlagmas: .

ile ilgi kurulamamigtir90, ... ..

Diabetli hastalarda -digiik  dansiteli lipoproteinlerde glikasyon lizin amino
asitlerin de olmakta ~ve ~bu durum lipoproteinlerin katabolizmasini

giclestirmektedir96.97. Ayrica bu hastalar da hiperglisemiye bagli- olarak
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fibrinin glikasyonunun bu molekiilin plazmin tarafindan pargalanmasim
azaltugr tesbit edilmigtir98,

Viicutta  yanlanma Omrii uwzun olan keratinin  diabetlilerde hiperglisemiye
bagli olarak aginn glukoz baglayacag: diisiiniilerek bu hastalarda sag ve
urnak proteinlerin de kontrol grubuna kiyasla iki kat1 kadar yiiksek

glikasyon tesbit edilmigtir99,100,

Bu hastalarin hemoglobinde oldugu gibi eritrosit membran proteinlerinin de -
anormal glikasyona maruz kaldiklari ve hiicreyi anormal fonksiyon

gbrmeye yoOnelttikleri bildirilmigtir! 01,

1.8. Calismanin Amaci

v
Bir endokrin ve metabolizma hastalifi olan  diabetes mellitus mutlak veya
fonksiyonel insulin yetersizlifi sonucu ortaya c¢ikar. Bu hastalifin gesitli
komplikasyonlar: arasinda enfeksiyon da yer alir ve insulin ihtiyacim

arttirir,. Bu durum da diabetin kontroliinti giiglestirir.

Diabetli hastalarda goriilen enfeksiyona yatkinlik ile lokosit fagositozu
arasinda bir iligski kurulabilir. Glikasyon oran1 arttikga fagositik indexte

diigme goriilmektedirl 02,

Periferal ve integral proteinlerin glikasyonu sonucu hiicrenin kemotaktik
cevabr gecikebilir veya tamamen yok olabilir yani hiicre yabanci partikiili
tanimayabilir. Hiicre ig¢ine glikoz (enerji) girmesini saglayan insiilin

reseptér proteine tutunamayabilir.

Aynmi sekilde integral membran proteinlerinin glikasyonu sonucu hiicrenin
dig ortamla olan madde aligverigsi  bozulabilir. Fagositoz olayindaki yutma

basamagi zorlagir veya tamamen imkansizlagir.

Yutma olay1 gergeklegse de  digaridan hiicre igine glikoz transferi . olmadif:
igin hiicre i¢i .-6ldiirme -olay: igin gerekli enerji ya saglanamaz veya

gecikmeli olarak saglanabilir.

Bu olaylar da lokositin . yabanci partikiilii = yok etmesi -ya yavaslar veya da
tamamen durur. Her iki halde de enfeksiyona yatkinhk devam eder.
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Biz galigmamizda &nce total l6kositlerin  dig perifer, i¢ perifer ve integral
membran protein miktarlariny, glikasyon miktar1 ve mg protein baslna
mMFruktozamin miktarlarini arastirarak hangi protein grubunun daha

fazla glikasyona maruz kaldigini1 bulmayr amagladik.

Daha sonra lokositleri "graniilositler” ve "monositler" olarak iki gruba ayirp
her iki grup icinde dig ve ig¢ perifer ve integral membran proteinlerin de
protein ve glikasyon miktarlarn ve mg protein basina mMFruktozamin

miktarlarini aragtirmayi dﬁ§1‘ind1’ik.



2. MATERYAL VE YONTEMLER

2.1.

Kullanilan kimyasal maddeler analitik saflikta olup karsilarinda yazih

firmalardan

2.2,

Kullamilan Kimyasal
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Maddeler

Kullanilan Alet ve Cihazlar

Bu caligmada agafida - belirtilen alet ve cihazlar kullamlmitir.. -

Masa santrifiijii
Sogutmali santrifiij

Spektrofotometre

: IEC Clinical Centrifuge USA.-

: Heraeus Sepatech

temin edilmiglerdir. -

Maddenin Ad: Markas:
Dextran Eczacibasi
Histopaduuc-tl077 Sigma
—HniStopaqﬁﬁe—{l 119 Sigma
Triton-X 100 Sigma
Standart serum albumin Sigma
N,N,N’,N’-tetrametil etilen diamin (TEMED) Sigma
NaCl Merck
NaHPO4 Merck
Ure Merck
CCly Merck
Gliserin Merck
B-merkapto etanol Merck
Etil alkol Merck
Fosforik asit Merck
N.N’- metilen bisakrilamid Merck
Coomassie-brillant blue R-250 Merck
Coomassie-brillant blue G-250 Merck
Glikasyon tayin kiti Biolab inc
Heparin Roche

olan

.

: LKB-Biochrom, ULTROSPEC-11 Model,:-4050:
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pH Metre : Perkin-Elmer, Coleman 28 C Metrion
Elektroforez tanki : Hoefer, HSI

Karigitiric: : Vortex-Genie, Model K-55

Hassas Terazi :  Mettler HSL Gallenkamp

Otomatik pipetler : Figcher, Oxford

Calkalayici : GFL

Magnetik karigtirici : IKA Combimag RCO

2.3. Kullamilan Coézeltiler ve Hazirlanmasi

I) Ure tamponu :.1 mol KCl, 3 mol ire ve 10 mM NapHPOg4 saf suda ¢bziildii

pH:6.8’¢ ayarlandi ve toplam hacim 1000 ml'ye tamamlandi.

II) %0.9'luk NaCl cozeltisi : 9 g NaCl alimip bir miktar saf suda ¢ozildi ve

toplam hacim saf su ile 1000 ml'ye tamamlandi.

III) % 1.8.'lik NaCl ¢ozeltisi : 18 g NaCl alindi, bir miktar saf suda
¢Ozildiikten sonra hacmi 1000 ml'ye tamamlandi.

V) Proteinlerin kantitatif tayininde Kullanilan Coomassie-
Birillant Blue G-250 renk reaktifinin hazirlamigi: 100 mg Coomassie-
Brillant Blue G-250, 50 ml %95'lik etanolde ¢Oziildi. Bu ¢ozeltiye 100 ml
%95'lik fosforik asit ilave edildi. Cozeltinin hacmi saf su ile 1000 ml'ye

tamamlandi.

VI) Ayirma jelinin hazirlamigi: 15 ml 1 M Tris-HCl (pH:8,8), 13.2 ml
%30'luk akrilamid-%0.8'lik bisakrilamid, 0.61 ml %0,1'lik SDS, 0.4 ml %5k
TEMED (N,N,N’,N’-tetrametil etilen diamin) ve 9.2 ml -su kanstiriidi. Bu
kangimin tiizerine en son -olarak 0.8 ml %1,5'Tuk (NH4)2S20g (amonyum - per
sulfat :PER) ilave . edildi. Burada kullanilan :PER kullanilmadan - hemen .06nce. .

taze olarak hazirland:.
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VII) Yigma jelinin hazirlanmasi: 1M'lik Tris-HCl (pH:6.8) den 1.24 ml,
%30'luk akrilamid-%0.8'lik bisakrilamidden 1 ml, %0.1'lik SDS'den 0.1 ml,
%S5'lik TEMED den 0.1 ml ve sudan 7.36 ml ahinarak kanstirildi. Son olarak
yine giinliikk hazirlanmig %1.5'luk PER'den 0.2 ml ilave edildi.

VIII) Jel renklendirme cozeltisi: 0.66 g Coomassie-Brillant blue R-250
alindi ve 120 ml metanolde ¢o&ziildii daha sonra iizerine 24 ml saf asetik asit

ve 120 ml su ilave edildi.

IX) Jel renksizliestirme coézeltisi: %7.5 asetik asit, %5 metanol ve %87.5

ile hazirlandi.

X) SDS-Elektroforezin de kullanilan numune tamponu : 0.65 ml 1 M
Tris-HCl (pH:6.8), 3 ml %0.1'lik SDS, 1 ml %100'lik gliserin ve 1 ml %0.1'lik
brom timol! mavisi kanstinldi ve toplam hacim saf su ile 10 ml'ye
tamamlandi. Bu tampona kullanilmadan hemen ¢nce 1 ul'ne 50 ml olacak

sekilde B-merkapto etanol ilave edildi.

XI) SDS- Elektroforezinde kullanilan yiiritme tamponu: 1.5 g Tris ve
7.2 g gliserin 50 ml suda ¢oziildi. Daha sonra bu c¢ozeltinin iizerine 5 ml

%0.1'1ik SDS ilave edildi ve toplam hacim saf su ile 500 ml'ye tamamlandi.

XII) Jel boyamada kullamlan gimiis ¢0zeltisinin hazirlamgi: 3 ml
NH3+42 ml 0.1 N NaOH kangim iizerine 8 ml %20'lik AgNO3 ¢o6zeltisi yavag
yavag damlauldi bu esnada alttaki faz kuvvetle kangtinldi. Cokelek olugmasi
halinde az miktarda NH3 ilave edildi ve son hacim saf su ile 200 ml'ye

tamamlandi.

XIII) Gimiis boyamasinda kullanilan renk ag¢ma ¢oézeltisi: 10 mg
sitrik asit 200 ml saf suda ¢o6ziildi ve bu c¢ozeltiye kullamilmadan hemen o©nce
100 pl %37'1ik formaldehit katild.

XIV) Giimiis boyamasinda kullamilan renk .durdurma g¢6zeltisiz - 100
mg sitrik asit 200:ml -saf. suda ¢6zildi ve. ¢bzeltiye: kullaniimadan hemen 6nce
100 pl metil amin katldi.

XV) Fosfatla tamponlanmig tuz -¢ozeltisi - (PBS)'nin- - -hazirlanmsi: -150
mmol NaCl ve 150 mmol - -sodyum fosfat saf suda ¢oziildii -pH:7.2'ye ayarland: ve

hacim 1000 ml'ye tamamlandi. .
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2.4. Yéntemler
2.4.1. Total Loékosit Membran Proteinlerinin Ayrilmasi
2.4.1.1. Kan Numunelerinin Alnmasi

Kan numuneleri 14-69 yas sininndaki 20 saghikli ve 21 diabetli kigiden 12
saatlik bir aglik periyodundan sonra plastik bir enjektérle 5'er ml olarak

heparinize tiiplere ahnmagtir.

2.4.1.2.Dextran Sedimentasyonu Metodu ile Lékositlerin

Ayrilmasi |

Lokositler dextran sedimentasyon metodu ile izole edildil03. Alman 5 m] total
kan 2.5 ml dextranla (2:1 arasinda) kangtinlarak alt iist edildi ve plastik
enjektére ¢ekildi. Enjekt6r igne takilacak yeri yukariya gelecek sekilde dik
olarak yerlesirildi. Oda sicaklifinda 30-60 dakika bekletildi. Bu esnada
eritrositler enjektoriin alt kismina dogru c¢okerek, iist kisimda lokositce
zengin (az miktarda eritrosit ihtiva cden) kan plazmasi ve dextrandan ibaret

bir muhteva kaldi.

Yeterli c¢Okmenin oldugu goOriliince enjektdre c¢engel haline getirilmis bir
igne takild1 ve piston alttan itilerek l6kositce zengin faz plastik bir tiipe
alindi. 160 x g'de 5 dakika santrifiijjlenerek I6kositleri coktirildi
(peletlendi). Olusan bu lokosit peleti 3 ml fizyolojik su (% 0.9 NaCl) ile yikand:
ve 160 x g'de 5 dakika santrifiijlenerek fizyolojik su uzaklastirildi. Bu islem

tic defa tekrarlandi.

Lokosit peletinin iginde bulunan eritrositler osmotik sok!93 uygulanilarak
uzaklagtinldi. Bu iglem su sekilde yapildi: Lokosit tableti iizerine 2 ml sofuk
saf su ilave edildi ve g¢alkalandi; 20 saniye sonra ortama %1.8'lik NaCl ilave
edildi ve kanistinldi. Santrifiijlenerek siipernatant wuzaklasiunldi. Geriye
kalan l6kosit tableti 13 ml -fizyolojik . su ile siispanse edildi ve. ml'deki 16kosit -
sayist belirlendi. :Elde edilen- 16kosit silispansiyonunda, periferik. ltkosit
sayimina benzer sekilde, lokosit sayimi yapildi. Bu siispansiyondan yayma-
yapilarak Wright .boyasi. ile boyandi -ve mm3 -deki lokosit sayisi. . bulundu.
Kullanilan bu izolasyon -metodu ile siispansiyonda % 80-90 -oraninda polimorf
niiveli 16kosit elde - edilebilmektedirl 05,
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2.4.1.3. Dig Perifer Membran Proteinlerinin Ayrilmasi

Lokosit peletinin iizerindeki siipernatant dekante edildi ve pelet iizerine 0.5
ml iire tamponul06 jlave edildi. Vortex de kanstinldi ve oda sicakhifinda 15
dakika  inkiibe edildi. Daha sonra 20 °C da, 20.000 rpm'de 30 dakika

santifiijlendi. .

Santifiijden sonra pelet iizerindeki sivi kistm bir tiipe dekante edildi ve pelet
0.2 m] iire tamponu ile yikand: -ve yine ilk tiipe dekante edildi. Ure
tamponunun hacmi 0.7 ml oldu. Bu tampon. lizerine ortamda bulunan lipidleri
uzaklagtirmak igin 0.2 ml CClg ilave edilerek karsitinldi, 1500 x g de 5 dakika
santrifiij edilerek fazlar aynldi ve  CClg uzaklagtinldi. Elde eilen bu c¢ozeltide

protein ve glikasyon tayinleri ve elektroforez yapildi.

Geriye kalan 16kosit peleti ii¢ defa liger ml fizyolojik su ile yikandi ve ii¢ ml

fizyolojik su igine alind:.
2.4.1.4. I¢ Perifer Membran Proteinlerinin Ayrilmas

Dig perifer proteinleri aynlmis olan lokosit tabletinin izerindeki fizyolojik
su uzaklastinldi ve 3 ml saf su ilave edildi ve dondurma-¢ozme teknigilO7 ile
hiicreler pargalandi. 20°C da, 20.000 rpm'de 30 dakika santrifiijlenerek

membran partikiilleri ¢Oktiiriildi. stpernatant uzaklagtinildi.

Cokelek {izerine 0.5 ml iire tamponu ilave edildi, vortex de karigtinldi, oda
siaklifinda 15 dakika inkiibe edildi ve daha sonra 20°C da, 20.000 rpm'de 30
dakika santrifiijlendi. Membran pargalart ¢Oktiiriildii. Siipernatant
uzaklagtinildi ve ¢okelek 0.2 ml iire tamponu ile yikandi, tamponlar
birlestirildi (toplam hacim 0,7ml). Co6zeltinin icindeki lipidleri uzaklagtirmak
icin ortama 0.2 ml CClg ilave edildi, calkalandi, 1500 x g de 5 dakika
santrifijlendi ve CClg uzaklastinldi. Bu ¢6zelti ile protein tayini, glikasyon

tayini ve elektroforez yapildi.

Membran pargalarindan olusan c¢okelek ti¢' defa 3'er  ml: fizyolojik "su ile -

yikandiktan sonra -1 ml fizyolojik su iginde siispanse edildi.
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2.4.1.5. Integral Membran Proteinlerinin Ayrilmasi

I¢ perifer proteinleri aynildiktan sonra 1 ml fizyolojik su icinde siispanse
edilen membran partikiilleri  igine %1'lik Triton X-100 ¢ozeltisinden 0.5 ml
ilave edildi. Vortexde kangtirildi ve 30 dakika oda sicakhfinda inkiibe edildi.
Daha sonra 20°C da, 20.000 rpm'de 30 dakika santrifiijlendi ve c¢okelegin

iizerindeki  siipernatant dekante edildi.

Siipernatant icindeki lipidlerin uzaklastinlmasi1 igin 0.5 ml CClg ile muamele
edildi. 1500 x g 5 dakika santrifiijlenerek fazlar aynldi ve CClg uzaklastinildi.
Bu ¢o6zelti ile protein tayini, glikasyon tayini ve elektroforez isglemleri

yapildi.

Geriye kalan membran c¢okelegi bir bagka c¢aligmada kullamiimak, ilizere

fizyolojik su iginde silispanse edildi ve buzdolabinda muhafaza edildi.
2.4.2. Graniilosit ve Monosit Mambran Proteinlerinin Ayrilmasi
2.4.2.1. Kan Numunelerinin Ahnmasi

Kan numuneleri 17-68 yas simminindaki 15 saghkli ve 15 diabetli kigiden, on
iki saatlik bir aghk peryodundan sonra  plastik bir enjektérie 20'ser ml

olarak heparinize tiiplere alinmigir.

2.4.2.2. Histopaque-1119 Metodu ile Graniilosit ve Monositlerin
Ayrilmas:

Dolagim kanindaki ve kemik iligindeki mononiikleer hiicrelerin izolasyonu
icin yogunluk gradientli santrifiigasyon metodlarin1 ilkdefa 1968 yilinda
Boyum tanimlamistir!07. Bu maksatla polisukroz ve radiopaque ortami ihtiva
eden c¢ozeltiler kullanilmigtir. Histopaque-1077 bu amacgla kullanilan ve
yogunlufu 1.077'ye ayarlanmig bir c¢oOzeltidir. Kan Histopaque-1077 lizerine
yerlestirildikten sonra::santifugal giliglerin etkisiyle mononiikleer hiicreler :
plazma-Histopaque-1077 ::-ara : yilizeyine yerlegirken eritrositler ve
graniilositler afirliklarinmin  etkisiyle dibe ¢okerler. Myeloid serisi
hiicrelerinin hepsini ~ bif basamakta ayirmay: - miimkiin - kilacak bir. . sistem -
diigiiniilmiis ve English ~ve Andersen'in ‘gézlemleri de esas .alinarak.

Histopaque-1119  metodu - gelistirilmistir,
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Bu metod da tipe o6nce Histopaque-1119 konur ve daha sonra iizerine esit
hacimde Histopaque-1077 dikkatlice yerlestirilir. Bu iglemden sonra kan
Histopaque-1077  tabakas: iizerine konur ve tiipler 700 x g'de 30 dakika
santrifiijlenir. Graniilostik serinin hicreleri 1077/1119 ara yilizeyine
yerlesirken lenfositler ve diger mononiikleer hiicreler ve plateletler

plazma/1077 ara yiizeyinde yerlegirler. .

-

Bu metodun uygulanabilmesi igin Histopaque-1119, Histopaque-1077 ve
fosfatla tamponlanmis tuz (Phosphat Buffered Saline : PBS) ¢Ozeltileri
gereklidir.

Metod su sekilde uygulands :

a) 15 ml'lik konikal bir santrifiij tipiine 3 ml Histopaque-1119 ¢gizeltisi
konuldu.

b) Sonra bunun {izerine dikkatli bir gekilde 3 ml Histopaque-1077  ¢6zeltisi

ilave edilerek tabaka olusturuldu.
¢) Histopaque-1077  iizerine dikkatli bir gekilde 6 ml kan yerlestirildi.

d) Tiipler oda sicakhifinda 700 x g'de 30 dakika santrifiijjlendi. Asagi
sicaklarda verim diismektedir (santrifiijin hizi rotorun yarigapimma gore
degisir).

e) Santrifiij tiipleri dikkatlice alindi ve iki belirgin opak faz goézlendi.

f) 0.5 cm kalimhigindaki iistteki ilk opak faz iizeri "mononiikleer hiicreler”

yazilt bir tiipe transfer edildi.

g) 0.5 cm kalinhifindaki iisten ikinci opak faz da iizeri "graniilositler” yazili

tipe transfer edildi.

h) Tiiplere 10 ml -PBS -ilave edilerek hiicreler yikandi ve- 20°C'de 200 ‘x g'de. 10

dakika. santrifiijlendi. Siipernatant ~dekante edildi.
1) Bir pastdr pipeti ile yavaggca cekilerek hiicreler resiispanse edildi.

i) h ve 1 basamaklan iki defa tekrar edildi. .
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J) Hicreler yaklagik olarak kendi hacimlerindeki PBS ¢6zeltisinde suspanse
edilerek miiteakip islemlerde kullanildilar.

2.4.2.3. Graniilosit ve Monositlerin Membran Proteinlerinin
Ayrilmasi

Grantilosit ve monositlerin dig perifer _proteinleri 2.4.1.3, i¢ perifer
proteinleri 2.4.1.4 ve integral mambran proteinleri de 2.4.1.5'de total
l16kositlerin proteinlerinin aynlmas: igin uygulanan prosediir takip edilerek
ayrnild.

2.4.3. Coomassie-Brillant Blue Metodu ile Protein Tayini

Bu yontem Coomassie Brillant Blue G-250'nin  proteine baglanarak renkli bir
kompleks olusturmasi esasina dayanir. Olugan komplex 595 nm'de maKsimum
absorbans gosterir. Proteine boyanin baglanarak kompleks olugturmasi
‘reaksiyonu g¢ok hizlidir (yaklasgik 2 dakika). Bu metodun hassasiyeti 1-100 pg

arasindadir!09,

Tayin islemleri §6yle yapildi: 1 mililitresinde 1 mg protein bulunan standart
serum albumin ¢ozeltisinden tiplere sirayla 10, 20, 30,40,50,60,70,80,90,100 ml
alind1 ve biitlin hacimler saf su ile 0,1 ml'ye tamamlandi. Daha sonra her
tiipe 5'er ml coomassie reaktifi ilave edildi, wortexde kanstinildi. Kor olarak
0.1 ml saf su ve 5 ml coomassie reaktifinden olugan kansim kullanildi. 10
dakika bekletildikten sonra 595 nm de ko6re karst absorbans degerleri

spektrometrede okundu.

Absorbans degerlerine karsilik gelen mg protein degerleri standart grafik
halinde verildi.

Ure tamponu ile elde edilen dig perifer ve i¢ perifer proteinleri ile %1'lik
Triton-X 100 ile elde edilen integral proteinlerden iki ayr tipe  100'er pl

alindi ve tiizerlerine 5 ml coomassie reaktifi ilave edildi. Vortexde karngstirildi

10 dakika bekletildi ve 595 nm'de absorbansi 6l¢iildii. : -1ki  6l¢limiin ortalama - :

absorbansina kargilik gelen protein miktar:, standart grafik yardimiyla

okundu.
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2.4.4. Glikasyon Tayini

Bu metod insan serumu veya plazmasindaki glikasyona ugramis proteinlerin
kantitatif O&l¢limii igin kullanilan nonkinetik kolorimetrik bir metoddur.
Fruktozaminlerin tayini tipki glike hemoglobinlerde oldugu gibi bir

glisemik kontrol indeksidir. - '

Bu yontem glukozun ketoamin bagiyla bir proteine baglanarak bir

tetrozolium  boyasmm alkali §artlar.a1unda. indirgemesi esasina  dayanir.
Metodun wuygulanabilmesi ig¢in gerekli olan reaktifler asagidadir:

Ornek hazirlama reaktifi : pH1 yaklasik olarak 13 olan bir tampon

cozeltisidir. -

Karbonat tamponu : Koruyucu olarak %0.02 araninda  cloramfenikol ilave

edilmis karbonat tamponudur. pH'st  10.35'dir.

Fruktozamin reaktifi : Liyofilize halde 0.57 mM 2-(4-iodofenil)-3- (4-
nitrofenil) -5-feniltetrazolium klorit (INT) ihtiva eder. Kullanimdan hemen

6nce karbonat tamponu ilave edilerek hazirlanir.

Kalibratorler : Lifolize insan serumundan olusan ve {ii¢ ayri
konsanirasyon (normal, intermediate ve elevated) ihtiva eden bir kittir.

Kullanimdan hemen o6nce 0.5 ml steril deiyonize su ile hazirlanir.
Metod su sekilde uyguland: :
Numune ©6n hazirlamasi

100 pl numune (veya kalibiratér) 10 pl numune hazirlama reaktifi ile
karigtinildi. 20-25°C da 30 dakika bekletildi.

Numune hazirlanmast:«::

50 pl 6n muamele gormiis “numune (veya: kalibraisr) 1 ml’ fruktozamin
reaktifi ile karisurildi. 20-25°C da 15 dakika inkiibe edildi. Tam 15 dakika

sonunda 500 nm'de absorbans okundu (spekirofotometre saf. suyla. sifirlandi).
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K&r hazirlanmasi

50 pl 6n muamele gormiiy numune (veya kalibratér) 1 ml karbonat tamponu
ile kangtinldi. 20-25°C da 15 dakika inkiibe edildi ve bu siirenin sonunda 500

nm'de abosorbans okundu.

»

Her 6lgiim  bir numune ve bir koér ile yapildi. Her bir numune ve kor ayni
sartlarda ve birbirinin pegi sira  okundu. Kalibratérler ve serum numuneleri

aymi sartlar altinda ve aymi miktarlarda kullanildi.
Sonucglart gu gekilde degerlendirildi

Once her bir kor absorbansi, karsihk gelen numune absorbansindan

¢ikarilds. .

AABS = ABSN - ABSk

Daha sonra kalibratbrlerin A ABS'lerinden faydalanarak lineer bir-
regresyon formiili bulundu ve bu formiilden de faydalanarak serum
numunesinin fruktozamin konsantrasyonu hesaplandi. Olgiim sonuglan

mMFruktozamine esdefer olarak verildi.

2.4.5. Membran Proteinlerinin Sodyum Dodesil Siilfat

§

Poliakrilamid Jel Elektroforezi

Laemmeli'nin metoduna uygun olarak %3-10 kesikli sodyum dodesil siilfat-
poliakrilamid jel elektroforezi (SDS-PAGE) yapildi!10,

Bunun igin elektroforez plakasi Once su sonra da alkol ile yikandi. Plakalari
birlestiren mikalar vazelinlendi ve cam plakalar birbirlerine kiskaglarla
tutturularak jel cihazina kondu. Cam plakalarin alti kaynama sicaklifina
getirilerek c¢oziilip daha sonra 40-50°C'ta getirilmig agar dd&kiilerek

kapatildi. Ayirma jeli hazirlanarak plakalar arasina enjektorle dokiildii.. Hava

kabarcifi olmamasina -dikkat edildi. Jel yiizeyinin 'diizgiin olmasi igin: %0.1'lik ...

SDS ile ince bir ‘tabaka olusturuldu.: Katilagincaya- kadar (yaklagik yarim -saat)
beklenildi.Katilagtiktan sonra iistiindeki %0.1'lik SDS d&kiildii. Daha sonra
yigma jel ist ylizeye kadar ilave edildi. tarak. -iizerine -dikkatlice yerlegtirildi. .
taragin da iizerine nemli siizge¢ kafidi. konularak bir gece bekletildi. Ertesi

giin tarak dikkatlice c¢ikarnilarak plakalar eclektroforez tankina yerlestirildi.
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Olusan bosluklar isaretlenerek, jelin iistii ®nce saf su, sonra da yiiriitme
tamponu ile yikandi. Elektroforez tankimin alt ve iist kismina vyiiriitme
tamponu  konuldu.

Numuneler her birinde 20 pg protein olacak sekilde hazirlandi, toplam
hacim 100 ml olacak sekilde 1:1 oraninda numune tamponu kauldi. 3 dakika
kaynar .su banyosunda inkiibe edildi. Num;mcler sofutularak, elektroforeze
¢ok ince bir enjektdér yardimiyla uygulandi. Tank kapa  kapatularak  alt
taraftan (+) kablo (anod), iistten .(-) kablo (katot) yerlestirildi. 80 wvoltta
yarim saat bekletildikten sonra 150 volta ¢ikanlarak 4-5 saat bekletildi. Bu -

yiiritme tamponu, tekrar kullanilmak iizere 6zel kabina kondu.

Jel agagidaki prosediire uygun olarak "giimiis boyamasi" ile boyandi:

a)5/1/5 oranindaki HoO/CH3COOH/ CH30H cozeltisi ile jel 30 dakika galkalandi.
b) Jel %151k CH30H/H20 ¢ozeltisi ile 15 dakika calkalandi.

¢) %10'luk glutaraldehit c¢ozeltisi ile 30 dakika calkalandi.

d) Jel ii¢ defa hizlica su ile yikandi . Daha sonra her 5 dakikada bir suyu
degistirilerek 45 dakika c¢alkalandi ve bir gece suda birakild:

(glutaraldehitin kokusu gelmeyinceye kadar).

e) Ertesi giin jel AgNO3 ¢ozeltisi ile 15 dakika g¢alkalandi.

f) Jel bir defa su ile hizlica yikandi ve daha sonra ii¢ defa S5'er dakika su ile
¢alkalandi.

g) Renk agma c¢ozeltisi ile 2-10 dakika muamele edildi.

h) Bir defa su ile hizlica yikandi.

1) Renk durdurma. ¢ozeltisi .ile 15 dakika c¢alkalanarak = renk - sabitlestirildi.
i) Jel su ile yikandi ve fotografi .gekildi.

Jel asagidaki prosediire uygun olarak da Coomassie-Brillant Blue R-250 ile :
boyands:
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Jel 6zel kabina alinarak renklendirme ¢bzeltisi iistiinti Ortiinceye kadar
dolduruldu. 1,5 saat galkalayic1i da birakildi. Daha sonra renklendirme
¢Ozeltisinden gikarilarak  renksizlestirme ¢ozeltisine alindi. Belirli aralarla
¢ozelti degistirildi, jelin zemin rengi agilip protein bantlan

belirginleginceye kadar 1-2 giin bu g¢bzelti iginde galkalandi. .
2.4.6.Kullamilan Istatistiki Metodlar

Bulgular ‘Istatistiki olarak kantitatif bulgularm‘ incelenmesi” metodu ile
degerlendirildilll, Bu maksatla biitiin parametrelerin ortalama degerleri (X)
ve standart sapmalari (SD) bulundu, "t" testleri ve korelasyon sabitleri hesap
edildi.

Aritmetik Ortalama
X=(2X;/ N)
formiilii kullanildi.
Standart Sapma
SD =[(Ex;2- (Zx:2) / N) / N-1]"*
formiild kullanilarak hesaplandi.
"t" testi:

Bu test grup ortalamalari arasindaki farkin 6nemli olup olmadifini tesbit
etmek igin yapildi. Ortalama farklarina ait standart sapmanin hesaplanmasi

icin asagidaki fomiiller kullanildi.

Sx;2 = [(N}-1)S,2 + (N,-1)S,%] / (N;+N,-2)
Sx1.x2 = [(Sx, (N +N,) / (N;*N,))]

Bulunan degerler -agagidaki- formiile konularak "t" hesapland:

t=((X-Xp) / (8x1.x2)]
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Korelasyon Katsayisinin Hesaplanmasi

Bu hesaplama aym grubun vasiflari arasindaki ilgiyi arastirmak igin yapld:.
Bu amagla asafidaki formiil kullamldi:

T (xyy=L(EZxy-(Ex*Zy)/MI/[(Ex2-((Ex)2/M))*(Zy2-((Zy)2MN]

Bu katsaymnin Onem testini bulmak igin agsagidaki formiil kullanilda,

Sr = £[(1-T%) / (M-2)]

t=I/Sr
veya
172
t=T/([(1-Ty) / M-2)]"
Regresyon Katsayisinin Hesaplanmasi ve Denkleminin
Cikarilmasi:

Regresyon katsayis1 asafidaki formiille hesaplandi

r=[(ZZxy - (Ex*Zy) / M) / [(Zx2 - (Ex)? / M)]
regresyon dogrusunun denklemi

y=ax+b
dir.

Bu denklemlerde gegen terimlerin anlamlart sunlardir :
N = analiz sayisi

t= kritik oran

x1= her bir gbézlem -

SD= standart sapma

Sx1-x2= ortalamalar arasindaki: farkin hatasi

n= serbestlik derecesi (N1+N2-2)

Sx2= her iki gozlemin ortak varyansi.
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I'= korelasyon katsayisi

Sr= korelasyon katsayisinin standart hatasi
y= bagimli degisken

x= bagimsiz defisken

r= regresyon katsayis:

Istatistik hesaplamalarin yapilmasinda Minitab V.8.02 ve SPSS V.5 (IBM

versiyonlani) programlarn kullanilmigtir.
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3.DENEY SONUCLARI

3.1.Coomassie-Brillant Blue Yoéntemi —ile— Yapilan —Protein Tayini
I¢in Hazirlanan Standart Epgri

Kantitatif protein tayini igin coomassie-blue kullanildi. Coomassie-blue
yOontemi ic¢in &6nce bir standart egri _ hazirlandi. Lokosit hiicre
membranlarindan elde edilen dig periferal, i¢ periferal ve integral membran
proteinlerinin miktarlan bu egriye. gdre belirlendi. Standart ¢ozeltilerdeki
mikrogram proteine karsilik gelen absorbans degerleri Sekil 3.1'de

gbsterilmigitir.

1.0

Absorbans

0.0 i L L 1 1 1 2 1 Py ] r's
0 20 40 60 80 100 120
pg Protein

Sekil 3.1.Coomassie-blue ybntemiyle protein tayininde kullanilan standart
grafik.

3.2.Glikasyon Tayini Icin: Kullamilan Standart Grafikler . .

Kantitatif glikasyon tayininde - Gliko-Probe GSB -glikasyon . kiti- kullaniidi ve

her kit g¢aligilmadan ®Once iginde bulunan  kalibratdrler:-vasitasiyla -standart. . . -

glikasyon grafikleri galigildi. - Ltkosit . membran -proteinlerine . (periferaller -

ve integral) ait -glikasyon . miktarlar . bu grafiklerle.. belirlendi. ;i .0 ~oi0
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Caligma esnasinda kullanilan iki glikasyon kitine ait kalibratérlerin mM
Fruktozamin degerlerine karsihk gelen absorbans miktar1 agsagidaki

grafiklerde gosterilmigtir (sekil 3..a,b).

, 4
£ .
g
N
=
;

s
2
3
-
2 2. 2 L,
0.14 0.16 0.18 0.20 0.22 0.24
A ABS
. 5

g b

;

8

-4

é’

g

0.4 0.5 0.6 0.7 0.8
A ABS

Sekil 3.2.Gliko-Probe metoduyla glikasyon tayininde. kullanilan . standart
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3.3.Total Loékosit Membran Proteinleri Ic¢in Elde Edilen Kantitatif

Protein ve Glikasyon Sonuclan

20 saglikli sahis ve 21 diabetli hastadan elde edilen total l6kositlerden izole
edilen dig periferal, i¢ periferal ve integral proteinler igin coomassie-
brillant blue metodu ile elde edilen protein, GLiko-Probe GSB metodu ile elde
edilen glikasyon ve bu deferler yardimiyla elde edilen mg protein basx;la
mM Fruktozamin degerleri Tablo 3.1, 3.2; 3.3, 3.4; 3.5, 3.6 da verilmigtir.
Tablo 3.1.Kontrol grubu ic¢in" bulunan total lokosit dig periferal
proteinlerinin protein ve glikasyon miktarlar1 ile mg proteine

karsihik gelen mMFruktozamin oranlar.

No Protein miktan Glikasyon miktar: mMFruk./mgprotein.
mgprotein/ 100 ml | mMFruktozamin/100 .
m]
1 2525,7 19,32 7,650
2 2098.,4 17,95 8,550
3 2548.8 17,27 6,780
4 2791.3 16,59 5,940
5 1359,2 15,22 5,323
6 1451,6 16,59 11,43
7 1567,1 20,00 12,76
8 2271,6 20,68 9,100
9 2872,2 19,32 6,730
10 2799,8 18,63 6,700
11 2595.0 20,68 7,970
12 2759,9 26,82 6,570
13 1855.8 21,36 11,51
14 52514 19,32 3,680
15 6314,0 15,91 3,240
16 1099,4 11,68 L 4,660
17 2410,2 18,63 7,730
18 6117,6 . 21,36 3,490
19 93808 26,82 ~ 3,701
20 4177,0 17,95 4,300
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Tablo 3.2.Diabetli hasta grubu igin bulunan total Ilokosit dis periferal
proteinlerinin protein ve glikasyon. miktarlart ile_.mg proteine

karsgihk gelen mMFruktozamin oranlari.

No Protein miktarn Glikasyon miktar: mMFruk./mgprotein,
mgprotein/ 100 ml mMFruktozar.nin/IOO
m |

1 15867,6 30,94 1,950
2 7972,20 25,48 3,190
3 8125,60 35,28 4,340
4 18121,6 32,06 1,770
5 4701,60 49,70 10,57
6 11506,6 33,04 2,870
7 0113,70 49,77 5,460
8 12153,5 71,64 5,890
9 11358,9 61,44 5,410
10 11377,3 70,18 6,180
11 10989,3 61,44 5,590
12 8152,70 89,14 10,93
13 11783,9 65,81 5,580
14 9963,70 54,15 5,430
15 9575,63 67,27 7,030
16 6378,74 52,52 8,230
17 11229,5 67,27 5,990
18 10111,5 97,89 9,680
19 8845,70 134,3 15,19
20 12892,6 124,1 9,630
21, 12670,9 156,2 12,33
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Tablo 3.3.Kontrol grubu igin bulunan total I16kosit i¢ periferal
proteinlerinin protein ve glikasyon miktarlan—-ile mg proteine

karsilikk gelen mMFruktozamin oranlari.

No Protein miktan Glikasyon miktari mMFruk./mgprotein.
mgprotein/- 100 m! | mMFruktozamin/100
‘ m |

1 573,90 24,09 41,98
2 1070,5 19,32 18,05
3 908,80 18,63 20,50
4 1624,9 17,95 11,05
5 400,60 20,00 49,93 w
6 238,90 15,91 66,60
7 850,45 14,54° 17,10
8 366,00 17,27 47,19
9 3403,5 15,91 4,670
10 539,20 15,91 29,51
11 677,80 19,32 28,50
12 493,00 17,95 36,41
13 1128,2 16,59 14,70
14 285,10 17,95 62,96
15 781,70 30,92 39,55
16 840,13 20,00 23,80
17 963,00 17,27 17,93
18 981,00 47,97 48,89
19 3057,0 23,41 7,660
20 1682,6 24,09 14,32
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Tablo 3.4.Diabetli hasta grubu igin bulunan total l6kosit i¢ periferal
proteinlerinin protein ve glikasyon miktarlan ile mg proteine

karsilik gelen mMFruktozamin oranlari.

No Protein miktan Glikasyon miktar: mMFruk./mgprotein.
mgprotein/ 100 ml | mMFruktozamin/100
m ]

1 0,000 ' 0,000 0,000
2 1564,9 29,89 19,06
3 0,000 0,000 0,000
4 0,000 0,000 0,000
5 0,000 0,000 0,000 =
6 0,000 0,000 0,000
7 0,000 0,000 0,000
8 0,000 0,000 0,000
9 151,11 46,03 304,61
10 0,000 0,000 0,000
11 0,000 0,000 0,000
12 0,000 0,000 0,000
13 0,000 0,000 0,000
14 0,000 0,000 0,000
15 0,000 0,000 0,000
16 0,000 0,000 0,000
17 0,000 0,000 0,000
18 530,13 31,45 59,33
19 3505,2 31,45 8,970
20 493,15 35,82 72,64
21 483,91 29,26 60,47
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Tablo 3.5.Kontrol grubu igin bulunan total 16kosit integral membran
proteinlerinin protein ve glikasyon miktarlanni ile mg proteine
karsihik gelen mMFruktozamin oranlari.

No Protein miktan Glikasyon fiktan mMFruk./mgprotein\
mgprotein/ 100 ml | mMFruktozamin/100
m |

1 239,73 34,13 _ 30,36
2 264,48 34,13 28,11
3 1192,6 35,63 17,71
4 2380,5 38,50 16,09
5 660,46 37,00 56,03
6 969,82 44,25 45,06
7 932,70 35,63 38.20
8 1019,3 41,50 40,23
9 1922,7 38,50 20,02
10 1613,3 35,63 21,91
11 1749,4 50,25 28,72
12 945,07 48,72 50,92
13 1143,1 45,75 39,60
14 127,36 50,25 29,19
15 310,30 17,27 59,71
16 772,27 17,83 14,80
17 772,27 21,48 17,83
18 1007,0 19,65 19,51
19 1959,8 15,91 8,120
20 2649,58 34,84 13,15




45

Tablo 3.6.Diabetli hasta grubu igin bulunan total lokosit integral membran

proteinlerinin protein ve glikasyon miktarlarnn ile mg proteine

karsihk gelen mMFruktozamin oranlari.

No Protein miktan Glikasyon miktan mMFruk./mgprotein’
mgprotein/ 100 ml | mMFruktozamin/100
m ]

1 3927,4 105,4 26,84
2 1163,4 156,0 134,1
3 1611,4 180,4 112,0
4 1754,0 132,0 75,26
5 1939,4 114,3 58,03 "
6 1431,6 141,6 98,91
7 892,60 78,93 88,43
8 772,30 74,56 96,54
9 832,40 64,26 77,20
10 462,80 70,51 152,4
11 462,80 84,57 182,8
12 1571,5 67,39 42,88
13 1167,6 58,52 50,12
14 770,33 68,73 89,22
15 897,38 58,52 65,21
16 733,37 65,90 85,76
17 018,17 59,98 65,32
18 304,40 148.,6 1443
19 660,80 98.63 149,3
20 650,00 179,9 121,5
21 680,50 100,0 168.9
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3.4. Graniilosit Membran Proteinleri Icin Elde Edilen Kantitatif
Protein ve Glikasyon Sonuglar:

15 saglam sahis ve 15 diabetli gahistan elde edilen graniilositlerden izole
edilen dig ve i¢ periferal ve integral proteinler igin, coomassie-brillant bh\xc
metodu ile elde edilen protein, Gliko-Probe GSB metodu ile elde edilen
glikasyon miktarlari ve bu deferler yardimiyla elde edilen mg protein
bagina mMFruktozamin degerleri Tablo 3.7, 3.8; 3.9, 3.10,; 3.11, 3.12 da

verilmigtir,

Tablo 3.7.Kontrol grubu igin bulunan graniilosit dig periferal

proteinlerinin protein ve glikasyon miktarlann ile mg proteine

kargiik gelen mMFruktozamin oranlan. s
No Protein miktan Glikasyon miktan mMFruk./mgprotein
mgprotein/ 100 ml | mMFruktozamin/100
ml
1 2068.4 20,1 9,7
2 2362,4 18,9 8,0
3 4176,6 13,9 3.4
4 2008,2 19,0 9,5
5 2537,2 40,7 16,0
6 2668,8 37,6 14,1
7 2560,4 23,0 9.0
8 1767,5 22,2 12,6
9 2708,9 15,0 5,5
10 2022,5 21,4 10,6
11 3333,2 21,9 6,6
12 3860.4 : 25,0 6,5
13 24142 ) 26,5 11,0
14 29234 24,7 8,4
15 2518,8 26,5 10,5
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Tablo 3.8.Diabetli hasta grubu igin bulunan graniilosit dig periferal
proteinlerinin protein ve glikasyon miktarlar1 ile mg proteine

karsilik gelen mMFruktozamin oranlarn.

No Protein miktan Glikasyon miktari mMFruk ./mgprotein‘
mgprotein/ 100 ml | mMFruktozamin/100
' m |

1 2172,35 2663 | 12,26
2 5210,73 26,82 5,15
3 3660,74 29,37 8,02
4 4973,66 13,35 2,68
5 4334,93 14,67 3,38
6 2633,45 12,25 4,65
7 4413,75 18,93 4,29
8 4707,29 15,03 3,19
9 34783,75 11,93 3,43
10 7224,18 12,67 1,75
11 3611,71 22,41 8,58
12 7226,89 19,10 2,64
13 2537,20 20,25 7,98
14 4000,05 18,00 4,50
15 4490,05 19,44 4,33
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Tablo  3.9.Kontrol grubu ig¢in bulunan graniilosit i¢ periferal
proteinlerinin protein ve glikasyon miktarlar1 ile mg proteine

kargilik gelen mMFruktozamin oranlan.

No Protein miktan Glikasyon miktar mMFruk./mgprotein‘
mgprotein/ 100 ml | mMFruktozamin/100
' m]
1 752,800 11,35 15,08
2 3051,40 69,73 22,85
3 750,900 5,100 6,790
4 575,200 13,00 22,60
5 2911,60 97,00 33,32
6 884,900 12,20 13,79
7 927,910 22,57 24,32
8 712,350 15,85 22,24
9 935,460 28,50 30,47
10 810,570 17,10 21,10
11 612,350 17,85 29,15
12 747,600 15,10 20,20
13 811,170 16,47 20,30
14 845,430 20,57 24,33
15 647,130 15,83 24,46
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Tablo 3.10.Diabetli hasta grubu igin bulunan graniilosit i¢ periferal
proteinlerinin protein ve glikasyon miktarlarni ile mg proteine

karsihik gelen mMFruktozamin oranlarn.

No Protein miktan Glikasyon miktarn mMFruk./mgprotcin‘
mgprotein/ 100 ml | mMFruktozamin/100
' ml

21 1265,12 0,000 A . 0,000

2 1751,12 0,000 0,000

3 327,940 29,77 90,78

4 1327,40 0,000 0,000 "
3 1688,84 60,04 35,55

6 3139,00 0,000 0,000

7 279,650 18,34 65,58

8 518,830 0,000 0,000

9 1850,66 23,39 12,64
10 1578,86 0,000 0,000

11 1062,44 0,000 0,000

12 3307,56 0,000 0,000
13 1103,00 0,000 0,000

14 1913,14 32,89 17,19
15 964,800 0,000 0,000
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Tablo 3.11.Kontrol grubu igin bulunan graniilosit integral membran
proteinlerinin protein ve glikasyon miktarlann ile mg proteine

karsilik gelen mMFruktozamin oranlar.

No Protein miktan Glikasyon miktan mMFruk./mgprotcin\
mgprotein/ 100 ml | mMFruktozamin/100
m |l

1 1218,91 11,35 7 1 9,310

2 1650,37 18,03 10,92

3 1377,60 12,16 8,830

4 1200,50 14,85 12,37

5 1350,50 17,43 1201
6 1357,75 15,29 v 11,26

7 1418,15 13,81 9,740

8 1264,74 15,94 12,60

9 1158.67 12,11 10,45
10 1671,12 16,78 10,04
11 1241,24 13,75 11,08
12 1458,10 15,95 10,94
13 1358,67 14,13 10,40
14 1261,63 15,85 12,56
15 1485,85 13,62 9,170




Tablo 3.12.Diabetli

hasta grubu
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i¢in bulunan graniilosit integral membran

proteinlerinin protein ve glikasyon miktarlari ile mg proteine

karsilik gelen mMFruktozamin oranlan.

No Protein miktan Glikasyon miktari mMFruk./mgproteinh
mgprotein/ 100 ml | mMFruktozamin/100
m |

1 3085,87 94,750 30,70

2 2253,50 87,400 38,78

3 4507,43 102,45 22,73

4 5544,09 67,180 12,12

5 4361,76 51,590 11,83 N
6 2696,00 51,500 19,10

7 5940,15 100,00 16,84

8 3458,99 66,200 19,14

9 4524,84 89,160 19,70

10 5806,19 104.08 12,92

11 1228,28 54,020 43,98

12 7011,82 134,82 19,22

13 3011,01 58,740 19,51

14 6004,92 77,120 12,84

15 4507,24 60,480 13,42
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3.5.Monosit Membran Proteinleri I¢in Elde Edilen Kantitatif
Protein ve Glikasyon Sonuglari |

15 saglam gahis ve 15 diabetli sahistan elde edilen monositlerden izole edilen
dis ve i¢ periferal ve integral membran proteinleri igin coomassie-brillant
blue metodu ile elde edilen protein, Gliko-Probe GBS metodu ile elde edilen
glikasyon ve bu degerler yardimi ile elde edilen mg protein basina
mMFruktozamin degerleri Tablo 3.13, 3.14; 3.15, 3.16; 3.17, 3.18'da verilmigtir.

Tablo 3.13.Kontrol grubu -i¢gin bulunan monosit dig periferal
proteinlerinin protein ve glikasyon miktarlari ile mg proteine

karsihk gelen mMPFruktozamin oranlan.

No Protein miktamn Glikasyon miktan mMFruk./mgprotein
mgprotein/ 100 ml | mMFruktozamin/100
m 1
1 1426,20 42,60 29,90
2 1271,50 39,00 30,70
3 750,900 10,20 13,60
4 575,200 13,00 22,60
5 2911,60 97,00 33,30
6 884,900 12,20 13,80
7 730,900 25,60 35,00
8 1916,00 41,80 21,80
9 2131,80 38,00 17,80
10 812,200 32,00 39,40
11 1672,30 23,40 14,00
12 644,100 29,60 46,00
13 1108,00 31,40 28,30
14 1149,80 36,00 31,30
15 1128,80 33,50 29,70




53

Tablo 3.14.Diabetli hasta grubu igin bulunan monosit dig periferal
proteinlerinin protein ve glikasyon miktarlari ile mg proteine

karsiik gelen mMFruktozamin oranlar.

No Protein miktan Glikasyon miktar: mMFruk./mgprotein_
mgprotein/ 100 ml | mMFruktozamin/100
m ]
1 1467.38 2372 16,16
2 3519,75 21,53 6,120
3 2472,76 15,70 6,350
4 9798,14 16,44 1,680
5 7640,03 12,03 1,570
6 5231,87 10,69 2,040
7 4729,04 9,550 2,020
8 3753,27 11,82 3,150
9 4163,69 11,69 2,810
10 4576,83 10,00 2,180
11 3370,03 11,44 3,390
12 3927,22 10,67 2,720
13 2911,60 48,50 | 16,66
14 4185,22 13,54 3,240
15 4670,42 19,34 4,140
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Tablo 3.15.Kontrol grubu igin bulunan monosit ig¢ periferal  proteinlerinin
proteinve glikasyon miktarlar1 ile mg proteine kargihk gelen

mMFruktozamin oranlarn.

No Protein miktar: Glikasyon miktar: mMFruk./mgprotein
mgprotein/ 100 ml miVIFruktozamin/lOb o
' m |
1 2200,7 11,7 S 5320
2 2408,3 32,7 13,58
3 4127.6 13,9 3,370
4 2008,2 19,0 9,460
5 2537,2 41,3 16,28
6 529,00 _ 37,6 71,08
7 2842.3 40,1 14,11
8 2703,1 ; 30,3 11,21
9 18054 34,9 19,33
10 3117,3 38.7 12,41
11 1988,1 26,3 13,23
12 29149 34,9 11,97
13 1503,5 24,2 16,10
14 1712,1 28,8 16,82
15 2478.9 32,7 13,19
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Tablo 3.16.Diabetli hasta grubu i¢in bulunan monosit i¢ periferal
proteinlerinin protein ve glikasyon miktarlann ile mg proteine

karsilik gelen mMFruktozamin oranlarn.

'S

No Protein miktar Glikasyon n‘liktarl mMFruk./mgprotein
mgprotein/ 100 ml | mMFruktozamin/100
‘ m | ;

1 672,430 _0.000 0,000

2 1476,62 7,500 5,080

3 482,790 15,70 35,52

4 1394,05 0,000 0,000 .
5 1792,59 0,000 0,000

6 314,980 9,460 30,03

7 475,360 0,000 0,000

8 2299,13 5,390 2,340

9 358,470 7,100 19,81

10 361,190 0,000 0,000

11 293,240 0,000 0,000

12 372,060 0,000 0,000

13 814,650 6,390 7,840

14 902,370 0,000 0,000

15 782,140 0,000 0,000
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Tablo 3.17.Kontrol grubu igin bulunan monosit integral membran
proteinlerinin protein ve glikasyon miktarlan ile mg proteine
karsihk gelen mMFruktozamin oranlan.

No Protein miktan Glikasyon miktan mMFruk./mgprotein’
mgprotein/ 100 ml | mMFruktozamin/100

m |}

1 562,66 10,62 18,87

2 686,48 11,21 16,33

3 859,82 15,46 17,98

4 543,96 7,620 14,01

5 614,78 7,920 12,88 ©

6 732,90 10,11 13,79

7 612,21 9,820 16,04

8 800,13 7,010 8,760

9 822,68 14,72 17,89

10 770,85 8,120 10,53

11 843,60 9,280 11,00

12 762,05 6,430 8.440

13 721,46 7,510 10,41

14 518,22 6,140 11,85

15 762,22 7,120 9,340




57

Tablo 3.18.Diabetli hasta grubu igin bulunan monosit integral membran
proteinlerinin protein ve glikasyon miktarlar1 ile mg proteine

kargilik gelen mMFruktozamin oranlar.

No Protein miktan Glikasyon miktar mMFruk./mgprotcin‘
mgprotein/ 100 ml | mMFruktozamin/100
m]

1 2426,94 101,23 41,71

2 1670,74 110,67 56,16

3 2892,17 144,14 49,84

4 3363,22 145,42 43,24
5 4174,10 165,96 39,76 ’
6 2511,88 105,95 42,18

7 2512,88 : 114,69 45,64

8 2272,05 117,64 42,44

9 1677,08 100,00 59,64

10 2247,86 102,35 45,56

11 1831,42 92,930 50,74

12 2501,22 115,16 46,04

13 2555,64 102,69 40,18

14 1870,78 92,540 49,46

15 2131,96 104,85 49,18
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3.6. Diabetli Hasta Grubu ile Saglam Sahis Grubu Arasinda Total
Ldkosit Membran Proteinlerinin Istatistiksel Sonuglar:

Yapilan istatistiki hesaplamalar sonucunda bulunan degerler Tablo 3.19, 3.20
ve 3.21'de korelasyon degerleri ise Tablo 3.22, 3.23 ve 3.24'de verilmigtir,

-

LY

Tablo 3.19.Kontrol grubu ve diabetli hasta grubu total lokosit dig perifer
proteinleri ig¢in elde edilen kantitatif protein (mg protein/100
ml), glikasyon (mM Fruktozamin/100  ml) ve mMFruktozamin/mg

protein arasinda yapilan istatistik sonuclan.

Grubun ad: N X SD. t P .
Protein Kontrol 20 3212 2071 9,25 < 0,0001
Diabet 21 10614 2990
Glikasyon Kontrol 20 19,10 351 6,36 < 0,0001
Diabet 21 68,1 35,1
mMFruk./mg prot.| Kontrol 20 6,89 2,78 0.07 > 0,1
Diabet 21 6,82 3,50
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Tablo 3.20.Kontrol grubu ve diabetli hasta grubu total l6kosit dig perifer
proteinleri icin elde edilen kantitatif protein (mg protein/100
ml), glikasyon (mM Fruktozamin/100 ml) ve mMFruktozamin/mg

protein arasinda yapilan korelasyon hesab1 sonuglar.

]

Grubun adi N r 1 P
Protein 20 0,465 3,228 < 0,005
Glikasyon 20
f
Kontrol | |[Protein 20 0,651 5,287 < 0,0005

mMFruk./mg prot. 20
Glikasyon 20 0,064 0,395 > 0,25

%

mMFruk./mg prot. 20

Protein 21 0,189 1,186 >0,1
Glikasyon 21
Diabet Protein 21 0,315 2,046 < 0,025

mMFruk./mg prot. 21
Glikasyon 21 0,837 9,429 < 0,0005

mMFruk./mg prot. 21
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Tablo 3.21.Kontrol grubu ve diabetli hasta grubu total ltkosit ig perifer
proteinleri igin elde edilen kantitatif protein (mg protein/100
ml), glikasyon (mM Fruktozamin/100 ml) ve mMFruktozamin/mg

protein arasinda yapilan istatistik sonuglan.

Grubun adi N X | sb. t P

Protein Kontrol 20 | 1043 845 3,00 < 0,05
Diabet 21 327 668

Glikasyon Kontrol 20 20,75 7,46 2.85 > 0,05

",.

Diabet 21 9,70 16,00

mMFruk./mg prot. | Kontrol 20 30,10 18,20 2,73 < 0,01
Diabet 21 12,20 23,50
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Tablo 3.22.Kontrol grubu ve diabetli hasta grubu total Itkosit i¢ perifer
proteinleri igin elde edilen kantitatif protein (mg protein/100
ml), glikasyon (mM Fruktozamin/100 ml) ve mMFruktozamin/mg

protein arasinda yapilan korelasyon hesab1 sonuglan.

Grubun ad: N r t P
Protein 20 0,028 0,173 >0,25
Glikasyon 20
Kontrol | Protein 20 0,726 6,508 < 0,0005

mMFruk./m g prot. 20

Glikasyon 20 0,226 1,430 <0,1

mMFruk./mg prot. 20

Protein 21 0,776 7,584 <0,0005
Glikasyon 21
Diabet Protein 21 0,345 2,266 < 0,01

mMFruk./mg prot. 21

Glikasyon 21 0,824 8,965 <0,0005

mMFruk./mg prot. 21
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Tablo 3.23. Kontrol grubu ve diabetli

membran proteinleri

icin elde edilen

hasta grubu

total

16kosit integral

kantitatif protein (mg

protein/100 ml), glikasyon (mM Fruktozamin/100 ml) ve
mMFruktozamin/mg protein arasinda yapilan  istatistik
sonuglari.
Grubun adi N X S.D. t P
Protein Kontrol 20 1132 712 0,07 >0,1
Diabet 21 1115 775
Glikasyon Kontrol 20 34,8 11,1 7,13 < 00,0001y
Diabet 21 101,3 41,1
mMFruk./mg prot.} Kontrol 20 29.8 15,0 7,12 < 0,0001
Diabet 21 100,1 42,6
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Tablo 3.24.Kontrol grubu ve diabetli hasta grubu total l6kosit integral
membran proteinleri igin elde edilen kantitatif protein (mg
protein/100 ml), glikasyon (mM Fruktozamin/100 ml) ve
mMFruktozamin/mg protein arasinda yapilan korelasyon hesab:
sonuglari,

Grubun adi N r t P
Protein 20 0,059 0,364 >0,25
Glikasyon 20
Kontrol | Protein 20 0,528 3,833 | <0,0005
mMFruk./mg prot. 20 “
Glikasyon 20 0,320 2,082 >0,01
mMFruk./mg prot. 20
Protein 21 0,149 0,929 >0,1
Glikasyon 21
Diabet Protein 21 0,615 4,808 | <0,0005
mMFruk./mg prot. 21
Glikasyon 21 0,332 2,170 >0,01
mMFruk./mg prot. 21
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3.7.Diabetli Hasta Grubu ile Saglam $Sahis Grubu Arasinda

Graniilosit Membran Proteinlerinin [Istatistiksel Sonuglari ;
Yapilan istatistiki hesaplamalar sonucunda bulunan degerler Tablo 3.25, 3.26,
3.27'de korelasyon hesab: sonuglani ise Tablo 3.28 , 3.29 , 3.30°de verilmigtir,

Tablo 3.25.Kontrol grubu ve diabetli hasta grubu graniilosit dig perifer
proteinleri icin elde edilen kantitatif protein (mg protein/100
ml),glikasyon (mM Fruktozamin/100 ml) ve mMFruktozamin/mg
protein arasinda yapilan istatistik sonuglari.

Grubun adi N X S.D. t | S
Protein Kontrol 15 2659 670 - 3,67 > 0,001
Diabet 15 4245 1535
Glikasyon Kontrol 15 23,76 7,28 2,12 < 0,05
Diabet 15 18,72 5,62
mMFruk./mg prot.| Kontrol 15 9,43 3,29 3,82 < 0,01
Diabet 15 5,12 2,86
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Tablo 3.26.Kontrol grubu ve diabetli hasta grubu graniilosit disg perifer
proteinleri ig¢in elde edilen kantitatif protein (mg protein/100
ml), glikasyon (mM Fruktozamin/100 ml) ve mMFruktozamin/mg

protein arasinda yapilan korelasyon hesab1 sonuglar.

Grubun adi N r t P
Protein 15 0,119 0,634 >0,25
Glikasyon 15
Kontrol Protein 15 0,629 4,281 | <0,0005
mMFruk./mg prot. 15 "
Glikasyon 15 0,823 7,667 <0,0005

mMFruk./mg prot. 15

Protein 15 0,228 1,239 >0,1

Glikasyon 15
Diabet Protein 15 0,707 5,290 < 0,0005

mMFruk./mg prot. 15

Glikasyon 15 0,736 5,753 <0,0005

mMFruk./mg prot. 15
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Tablo 3.27.Kontrol grubu ve diabetli hasta grubu graniilosit
proteinleri igin elde edilen kantitatif protein (mg protein/100
ml), glikasyon (mM Fruktozamin/100 ml) ve mMFruktozamin/mg

protein arasinda yapilan istatistik sonuglar.

Grubun ad: N X “ S.D. t P
Protein Kontrol 15 | 1065 786 1,33 >0,1
Diabet 15 1472 882
Glikasyon Kontrol 15 25,2 24,7 1,8 >0,05
Diabet 15 11,0 18,2
mMFruk./mg prot.| Kontrol 15 22,07 6,67 0,98 >0,1
Diabet 15 14,8 28,0

i¢ perifer
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Tablo 3.28.Kontrol grubu ve diabetli hasta grubu graniilosit i¢ perifer
proteinleri igin elde edilen kantitatif protein (mg protein/100
ml), glikasyon (mM Fruktozamin/100 ml) ve mMFruktozamin/mg

protein arasinda yapilan korelasyon hesabi1 sonuglarn.

Grubun adi N r t P
Protein 15 0,952 16,457 <0,0005
Glikasyon 15

Kontrol! Protein 15 0,350 1,977 >0,05

mMFruk./mg prot. 15

Glikasyon 15 0,574 3,709 <0,0005

mMFruk./mg prot. 15

Protein 15 0,087 0,462 >0,25
Glikasyon 15
Diabet Protein 15 0,468 2,802 < 0,005

mMFruk./mg prot. 15

Glikasyon 15 0,625 4,237 <0,0005

mMFruk./mg prot. 15
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Tablo 3.29.Kontrol grubu ve diabetli hasta grubu graniilosit integral
membran proteinleri igin elde edilen kantitatif protein (mg
protein/100 ml), glikasyon (mM Fruktozamin/100 ml) ve

mMFruktozamin/mg protein arasinda yapilan istatistik sonuglar1.

Grubun adi N X S.D. t P

Protein Kontrol 15 | 1365 | 153 | 6.88 |<0,0001
Diabet 15 4263 1624

Glikasyon Kontrol 15 14,74 1,99 10,32 | <0,0001

.
Diabet 15 80,0 24,4

mMFruk./mg prot. | Kontrol 15 10,84 1,32 417 < 0,001
Diabet 15 21,19 9,52
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Tablo 3.30.Kontrol grubu ve diabetli hasta grubu grantilosit integral
membran proteinleri igin elde edilen kantitatif protein (mg
protein/100 ml), glikasyon (mM Fruktozamin/100 ml) ve

mMFruktozamin/mg protein arasinda yapilan korelasyon hesab:

sonuglar. .
Grubun adi N r t P
Protein 15 0,546 3,449 <0,005
Glikasyon 15
Kontrol | Protein 15 0,304 1,689 <005

¥

mMFruk./mg prot. 15

Glikasyon 15 0,630 4,293 <0,0005

mMFruk./mg prot. 15

Protein 15 0,593 3,897 <0,0005
Glikasyon 15
Diabet Protein 15 0,718 5,458 < 0,0005

mMFruk./mg prot. 15

Glikasyon 15 0,033 - 0,175 >0,25

mMFruk./mg prot. 15
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3.8. Diabetli Hasta Grubu ile Saglam Sahis Grubu Arasinda Monosit
Membran Proteinlerinin Istatistiksel Sonuclar:

Yapilan istatistiki hesaplamalar sonucunda bulunan degerler Tablo 3.31, 3.32
ve 3.33'de  korelasyon hesab: sonuglann ise Tablo 3.34 , 3.35 , 3.36'de

verilmigtir,

‘Tablo 3.31. Kontrol grubu ve diabetli hasta grubu monosit dis perifer
proteinleri igin elde edilen kantitatif protein (mg protein/100
ml),glikasyon (mM Fruktozamin/100 ml) ve mMFruktozamin/mg

protein arasinda yapilan istatistik sonuclari.

LS

Grubun adi N X S.D. t P
Protein Kontrol 15 1274 649 5,73 < 0,0001
Diabet 15 4428 2029
Glikasyon Kontrol 15 33,7 20,4 2,94 > 0,001
Diabet 15 16,44 9,89
mMFruk./mg prot.| Kontrol 15 27,15 9,72 7,91 < 0,0001
Diabet 15 4,95 4,87
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Tablo 3.32.Kontrol grubu ve diabetli hasta grubu monosit dig perifer
proteinleri igin elde edilen kantitaiif protein (mg protein/100
ml), glikasyon (mM Fruktozamin/100 ml) ve mMFruktozamin/mg
protein arasinda yapilan korelasyon hesab1 sonuglarn.

Grubun adi N r t P
Protein 15 0,823 7,667 <0,0005
Glikasyon 15
Kontroli Protein 15 0,154 0,825 >0,1

mMFruk./mg prot. 15

o]

Glikasyon 15 0,370 2,107 >0,01

mMFruk./mg prot. 15

Protein 15 0,289 1,597 >0,05
Glikasyon 15

Diabet Protein 15 0,593 3,897 < 0,0005

mMFruk./mg prot. 15

Glikasyon 15 0,851 8,575 <0,0005

mMFruk./mg prot. 15
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Tablo 3.33.Kontrol grubu ve diabetli hasta grubu monosit i¢ perifer
proteinleri icin elde edilen kantitatif protein (mg protein/100
ml), glikasyon (mM Fruktozamin/100 ml) ve mMFruktozamin/mg

protein arasinda yapilan istatistik sonuglar. , .
‘Grubun  ad1 N | X S.D. t P

Protein Kontrol 15 2325 823 5,55 | <0,0001
Diabet 15 853 615

Glikasyon Kontrol 15 29,81 9,22 9,79 | < 0,0001
Diabet 15 3,44 4,89

mMFruk./mg prot. | Kontrol 15 16,5 15,7 1,93 > 0,05
Diabet 15 6,7 11,9
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Tablo 3.34.Kontrol grubu ve diabetli hasta grubu monosit i¢ perifer
proteinleri ig¢in elde edilen kantitatif protein (mg protein/100
ml), glikasyon (mM Fruktozamin/100 ml) ve mMFruktozamin/mg

protein arasinda yapilan korelasyon hesab: sonuglan.

Grubun adi N r t P
Protein 15 0,137 0,732 50,1
Glikasyon 15
Koatroll Protein 15 0,710 5335 | <0,0005

mMFruk./mg prot. 15

Glikasyon 15 0,412 2,393 >0,01

mMFruk./mg prot. | 15

Protein 15 ' 0,052 0,276 - >0,25
Glikasyon 15
Diabet Protein 15 0,321 1,793 < (0,05

mMFruk./mg prot. 15

Glikasyon 15 0,906 11,326 | <0,0005

mMFruk./mg prot. 15
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Tablo 3.35.Kontrol grubu ve diabetli hasta grubu monosit integral
membran proteinleri i¢in elde edilen kantitatif protein (mg
protein/100 ml), glikasyon (mM Fruktozamin/100 ml) ve

mMFruktozamin/mg protein arasinda yapilan istatistik sonuglarni.

Grubun ad1 N | X S.D, t P
Protein Kontrol 15 708 112 10,46 | < 0,0001
Diabet 15 2463 640
Glikasyon Kontrol 15 9,27 2,82 19,04 |« 0,0001‘
Diabet 15 114,4 21,2
mMFruk./mg prot. | Kontrol 15 13,21 3,53 19,22 | < 0,0001
Diabet 15 46,78 5,77
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Tablo 3.36.Kontrol grubu ve diabetli hasta grubu monosit integral
membran proteinleri igin elde edilen kantitatif protein (mg
protein/100 ml), glikasyon (mM Fruktozamin/100 ml) ve

mMPFruktozamin/mg protein arasinda yapilan korelasyon hesab:

sonuglar.
Grubun adi N r t P
Protein 15 0,387 2,221 >0,01
Glikasyon 15
Kontrol | Protein 15 0,200 1,080 >0,1
mMFruk./mg prot. 15 v
Glikasyon 15 0,818 7,525 <0,0005

mMFruk./mg prot. 15

Protein 15 0,656 4,599 <0,0005
Glikasyon 15
Diabet Protein 15 0,664 4,699 < 0,0005

mMFruk./mg prot. 15

Glikasyon i5 0,111 0,591 >0,25

mMFruk./mg prot. 15

3.9.Membran Proteinlerinin 2 Sodyum  Dodesilsiilfat-Poliakrilamid

Jel Elektroforezi Sonuclar:

Total 16kosit c¢alismalarindan elde edilen dig periferal, i¢ periferal ve integral
proteinler Laemli'nin metoduna uygun olarak %3-10 kesikli elektroforeze
tabi tutuldu ve jeller yiiriitme sonunda giimiis ve coomassie-brillant blue ile

boyands.

Gimiis boyamasinda protein bandinin ©niinde . (normal -proteinden  -~daha -
hizli) hafif bir kahverengi band olustu (Sekil 3.9.1).
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ise mavi protein bandinin 6niinde 1,5 saat

Coomassie boyamasinda
band: olustu, fakat renk agma

boyamadan sonra bordo renkli glike protein

basamaginda kayboldu.

proteinlerinin  sodyum dodesilsiilfat-

Sekil 3.3.Total 16kosit membran
perifer

jel elektroforezi sonuglars : (1) dig

poliakrilamid
proteinleri (3) integral membran

proteinleri (2) i¢ perifer
proteinleri (sagdan kontrol , diabet sirasiyla).
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4. TARTISMA

Bu ¢aligmada diabetes mellituslu hastalardaki uzun stireli hiperglisemiye
bagli olarak anormal 18kosit membran proteini glikasyonunun hangi
protein grubunda oldufunu aragtirmak hedeflenmigtir. Bu amagla total
lskositler, graniilositler ve monositler igin ayn ayn olmak iizere dig ve Ig
periferal membran proteinleri ile integral membran proteinlerinin

glikasyonu, diabetli hastalar ve saglam sahislar igin belirlenmigtir.
Bu bélimde once kullanilan metodlar daha sonra da bulgular tarusilacakur:

Total kandan I6kositlerin izolasyonu igin antikoagulan olarak heparin
kullanilmigtir. Ciinkii 6zellikle EDTA kullanildifinda nétrofil yiizeyindeki
Ca*2 ve Mg+t2 gibi divalan katyonlari baglandigindan dolay: = hiicre

yapismasini  ¢nlemekte ve hatali sonuglara sebep olmaktadir48.

In vitro 16kosit fonksiyonlannin incelendigi deneylerde ortam olarak serum
kullanilmaktadir42,54,55,111  Otolog veya homolog serum  kullamilmasinin
deney sonuglarimi etkilemedigi gosterilmigtir! 12, Bu bakimdan daha pratik

olmasi1 sebebiyle deney ortami olorak homolog serum kullanilmigtir.

Caligma siiresince protein miktarlar1 coomassie-brillant blue G-250
metoduyla belirlenmigtir. Bu yontem, proteine coomassie-brillant blue G-
250'nin baglanmas: esasina dayamir. Olusan komplex 595 nm'de maksimum
absorbans gosterir.Proteine boyanin baglanmasi ¢ok hizli gelisir (yaklagik- 2
dakika). Protein boya kompleksi ¢ozeltilerde uzun siire kalir. Bu yo6ntemin
hassasiyeti 1-100 pg arasindadir!!3.  Biyokimyasal aragtirmalarda protein
tayini ig¢in kullamilan Lorwy yontemine coomassie-brillant blue  yontemini
tercih etmemizin  sebebi, kullandigimiz medonun ¢ok kisa zaman almasi ve
diger metodlart bozan bir ¢ok faktdrden etkilenmemesidir. Biiiret
yonteminin hassasiyeti azdir (0.25-20 mg), Lowry metodunda ise her tayin

oncesinde  standart. galistlmas: gerekmektedir! 14,115,

IIk tesbit edilen glike: protein. hemoglobin . . oldufu. icin - glike. protein. tayin:::

metodlarinin  ¢ofu. hemoglobinin : glikasyonuna - ydnelik olmustur. Bu

metodlar arasinda - kolon kromatografisi’4,  agarjel :elektroforezil 16, .i..

zzzzz

izoelektrik odaklamall7, kolorimetrik metod!18,  immiinoassay metodlanl19 :.

ve afinite kromatografisil20 sayilabilir. Bu metodlardan kolorimetrik metod . -
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harig¢ diger metodlar yalmizca hemoglobinin glikasyonuna hastir ve

hemoglobinin glike alt  birimlerinin  belirlenmesinde kullanilmigtir,

Kolorimetrik metod ise genel anlamda glikasyona  uframis her tip proteini
tayin edebilir. Cinkii bu metod proteinlerdeki bazi amino gruplan ile
heksozlarin yapmis oldugu "ketoamin" baglanna hassastir. Metodun esag:
sbyledir: glukoz proteine baglanarak bir ketoamin olusturur. Olusan
ketoamin alkali sartlar altinda bir tetrazolium boyasini indirger, indirgenme

sonucunda aciga c¢ikan renk spektrofotometre de okunur.

Bu amagla arasirmamizda Glyco-PROBETM GSP glikasyon tayin kiti
kullanilarak glikasyona uframig proteinler mMFruktozamin/100 ml
cinsinden tayin edilmigtir. Glike proteinlerin tayininde kullanilan bu
metodun kromatografik ve elektroforetik metodlara gore numunelerit’ uzun
siire saklanmasi halinde sonuglarnn etkilenmemesi, biitiin proteinlerin
glikasyonunun tayin edilebilmesi, sonuglarin tetrarlanabilmesi, kolay

standardize edilebilmesi ve fazla zaman almamasi gibi  istiinliikleri vardir.

Tez kapsaminda lokositler iki farkli sekilde c¢ahsilmisur. Ilk olarak total
I6kosit c¢aligmas: yapilmi§ daha  sonra da total lokositler graniilositler ve

monositler olarak iki alt gruba aynlmigtir.

Hem total c¢alismada hem de fraksiyonlandinlmis c¢aligmada hiicrelerin dig
perifer, i¢ perifer ve integral membran proteinleri ayri ayrn izole edilmig,
degerleri okunmus ve kontrol grubu ile hasta grubu birbirlerine karg:

istatistiki olarak degerlendirilmigtir.

Yaptigimiz istatistiki hesaplamalar sonucunda  total lokositlerde dis perifer

ve i¢ perifer proteinlerinde mMFruktozamin/mg protein oranlarinda
kontrol ve hasta gruplan igin istatistiki acidan O6nemli bir fark
bulunmazken integral membran proteinlerin de istatistiki olarak ¢ok

6nemli fark  bulunmusgtur (P<0.00001).

Yine ayni sekilde--graniilosit. - ve 'monositlerin .dig- perifer pfoteinlcrinin
mMFruktozamin/mg - protein --oranlarinda graniilositlerde o6nemli 'p<0.01),
monositlerde ise gok o6nemli (p<0.001) fark go6zlenirken i¢ perifer protein
oranlari mMFruktozamin/mg .. protein -~ . -6nemsiz --olarak bulunmustur.

Graniilosit ve  :.monositlerin integral. . membran .. proteinlerinin
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mMFruktozamin/mg protein oranlari her iki grupta da istatistiki agidan g¢ok
Onemli bulunmustur (sirasiyla P<0.00001 ve P<0.0001).

Yapilan korelasyon hesaplamalari sonucunda dig perifer proteinlerinde total
lokositlerin  kontrol grubunda protein-glikasyon gruplann arasinda ¢ok
6nemli (P<0.0001),graniilositlerde protein-mMFruktozamin ve glikasyon-
mMFruktozamin gruplann arasinda ¢ok éne.mli (P<0.0001),monositlerin ise
protein-glikasyon gruplar1 arasinda c¢ok &nemli (P<0.0001) korelasyon
bulunmugtur.Aym sekilde dig perifér proteinlerinde total l6kositlerde diabet
grubunda glikasyon-mMFruktozamin gruplari  arasinda ¢ok Onemli
(P<0.0001),graniilositlerde protein-mMFruktozamin ve glikasyon-
mMPFruktozamin gruplann arasinda ¢ok Onemli (P<0.0001),monositlerde ise
protein-mMFruktozamin ve glikasyon-mMFruktozamin gruplarn a;asmda

¢ok onemli (P<0.0001) korelasyon bulunmugtur.

I¢ perifer proteinlerinde total Ibkositlerde kontrol grubunun protein-
mMFruktozamin gruplari arasinda gok 6nemli (P<0.0001),graniilositlerin
protein-glikasyon ve glikasyon-mMFruktozamin gruplarnni arasinda c¢ok
6nemli (P<0.0001),monositlerde ise protein-mMFruktozamin gruplari
arasinda ¢ok 6nemli (P<0.0001) korelasyon bulunmusgtur.Ayn1 sekilde ig
perifer proteinlerde total l0kositlerin diabet grubunda protein-glikasyon ve
glikasyon-mMFruktozamin gruplari arasinda ¢ok 6nemli
(P<0.0001),graniilositlerde glikasyon-mMFruktozamin gruplari arasinda ¢ok
onemli (P<0.0001),monositlerde ise glikasyon-mMFruktozamin gruplari

arasinda ¢ok o6nemli (P<0.0001) korelasyon bulunmusgtur.

Integral membran proteinlerinde total l6kositlerde kontrol grubunda
protein-mMFruktozamin gruplari arasinda ¢ok O6nemli
(P<0.0001),graniilositlerde glikasyon-mMFruktozamin gruplar1 arasinda c¢ok
onemli (P<0.0001),monositlerde ise glikasyon-mMFruktozamin gruplan

arasinda ¢ok o6nemli (P<0.0001) korelasyon bulunmugtur.Ayn1 sekilde

integral membran .:proteinlerinde . .total lokositlerde . diabet .grubunda protein-.-.: .

mMFruktozamin gruplari arasinda- gok -Onemli (P<0.0001),graniilositlerde
protein-glikasyon - ve -glikasyon-mMFruktozamin-  gruplann arasinda- g¢ok.

6nemli (P<0.0001),monositlerde ise: protein-glikasyon ve glikasyon-

mMFruktozamin :gruplari arasinda ¢ok dnemli (P<0.0001),korelasyon -

bulunmugtur.



80

Bu sonuglar lokosit fonksiyon bozuklugu ve bu bozukluga bagh olarak
diabetli hastalarda goriilen enfeksiyona yatkinlifin integral membran

proteinlerinin glikasyonu ile bagimuili olabilecefini gostermektedir.

Hiicreler tanmima ve dis ortamla olan madde ve bilgi aligverislerini
membranlarina bafli reseptorler vasitasiyla gergeklegstirirler. B;l
reseptorler protein  olabilecegi gibi (imsiilin rdseptdri) bir lipid de olabilir
(kolera toksini reseptdrii). Proteinler glikelendigi zaman hiicrenin

yarigap: genigler ve membran dig yiizeyinin  kompozisyonu degisir.

Integral proteinler glikasyona maruz kaldif: zaman dig perifer
proteinlerinin integral proteinlere tutunmak igin yeterli wuzaklifa
gelmeleri engellenir. Aym  gekilde dis uyaricilann reseptorierine
kavugmalart ve yeterli uyarnyr olusturmalari miimkiin olmayabilir. Ayrica
glikelenen integral proteinlerin  flip-flop hizlarn ve lateral hizlan yavaglar
veya kaybolur bu durumda da membran asimetrikligini kaybedip statik bir
hal alabilir, membran akigkanlifi azalir bazan da tamamen yok olabilir. Bu
durumda ise membran fonksiyonlarini kaybeder. Integral proteinler
glikasyona maruz kaldigi zaman membranin transport fonksiyonlarini
saglayan "pompalar® ve "kapilar" da atil duruma diiserler. Bu  durumda ise
hiicre digsanidan enerjiyi az aldifn veya hi¢ alamadifi icin fonksiyonlarim
kaybederek oliir. Lokositlerde bu fonksiyon kaybi meydana geldigi  zaman
diabetli hastalarda da enfeksiyona  yatkinhik goriilebilir.

Genel manada diigiinlilecek olursa integral proteinlerin glikasyona ugramasi
onlarin membran igindeki hareketlerinin yavaglamasina dolayis1 ile
membran aligkanliginin azalmasina ve  hiicrenin fonksiyonlarinin
kaybolmasina yol agar. Membran fonksiyonlarn azalmig bir lokosit ise damar
porlarindan gegerken, yabanci partikiile yapigirken, yutarken ve
sindirirken fonksiyon bozukluklar1 gosterebilir ve sonugta da
enfeksiyonlar1 onlemek :-ve :-durdurmak - fonksiyonlan yavaglayabilir veya
durabilir her iki sonucta da- enfeksiyona yatkinhk. meydana- gelir.

Yapilan elektroforetik ‘galigmalarda giimiis . boyamast  ve .. .coomassie - brillant

blue R-250 boyamasi - teknikleri - . uygulandi.Gimiis  :boyamasinda

elektroforetik mobilitesi normal ~proteinlerden . yilksek :-olan - agik :kahverengi =

renkli bir glike protein bandi gtzlendi.Bu gbzlem hemoglobinde : : gdzlenen -
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literatiir goézlemlerine de uymaktadir’3. Coomassie boyamasinda ise 1,5 saat
boyamadan sonra yine elektroforetik mobilitesi normal proteinlerden
yiiksek olan bir band gbzlendi, fakat band jel renginin agilmas

basamagfinda  kayboldu.
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