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1.GIRiS

Eritrosit membran1 Na'/K'-ATPaz aktivitesindeki diisiis, periferik noropatinin
olusmasi ile iliskili bulunmustur. Na'/K'-ATPaz’in disfonksiyonu sonucu, intraaksonal
Na’" konsantrasyonu artmakta, sinir depolarizasyonu bozulmakta ve iletim hizi
yavaslamaktadir. Na'/K"ATPaz enziminin ATP1A1 izoformunun bulunmasi diabetik
ndropati i¢in bir risk faktortidiir.

Na'/K'-ATPaz geninin allelik varyantin1 tastyan Tipl diabetli hastalarda eritrosit
Na'/K'-ATPaz enzim aktivitesindeki azalma ile noropati arasinda kuvvetli bir iliski oldugu
ileri stiriilmiistiir. ATP1A1 varyant1 bulunan Tip2 diabetli hastalarin néropatiden etkilenme
sikliginin da daha yiiksek oldugu bulunmustur.

C-peptid, Na'/K'-ATPaz enzim aktivitesi tizerindeki olumsuz etkileri nedeniyle
ndropatinin patojenezinde rol oynar. Eritrosit Na'/K -ATPaz enzim aktivitesi ile serum C-
peptid seviyeleri arasinda korelasyon bulunmaktadir. Na'/K'"-ATPaz aktivitesi ATP1A1
allelik varyantin1 tasiyan hastalarda disiiktiir. C-peptid eksikligi aktivite diistikliigiinii
sekonder olarak etkilemektedir.

Bir grup veya populasyondaki bireyler arasinda DNA dizisindeki degisiklikler
polimorfizm olarak adlandirilir. Bu degisiklerin siklig1 % 1 den daha siktir ve genellikle
hastalik ile direk iligkili degildir. Ancak bir¢cok polimorfik bdlge ile bazi hastaliklar
arasinda bir baglantinin olabilecegi son galismalar ile ortaya konmustur. Na'/K -ATPaz
enzimini kodlayan gendeki polimorfik degisikliklerin, PZR-RFLP teknigi kullanilarak

hasta-kontrol kargilagtirmalari ile degerlendirilmesi amaglanmistir.

Bu ¢alismada, Konya bdlgesinde yasayan Diabetes Mellituslu hastalarda, diistik
Na'/K'-ATPaz enzim aktivitesi ile gelisen polindropatinin Na'/K'-ATPaz-ATP1Algen

polimorfizmi ile iligkisinin olup olmadigini arastirdik.



2. LITERATUR BILGi

2.1. Diabetes Mellitus
2.1.1. Tamim

Diabetes Mellitus (DM), kronik hiperglisemi, karbonhidrat, yag ve protein
metabolizmasinda bozukluklarla karakterize bir grup metabolik hastaliktan olugmaktadir.
Bu hastaliklar insiilin salinnminda, insiilinin etkisinde veya her ikisinde bozulmalarla
sonuglanir. Tiim organ ve sistemleri etkileyen bu kronik hastaligin akut, kisa donem ve
uzun donemli komplikasyonlarindan, aglik ve kronik hiperglisemisi ve postprandiyal
hiperglisemi sorumludur (Barnett ve Braunstein 2001).

2.1.2. Siniflandirma
Diinya Saglik Orgiitii (WHO) tarafindan onerilen siniflama asagidaki gibidir ( Alberti
ve Zimmet 1998 );
A-Primer DM
1-Insiiline Bagimli DM (Tip 1 DM)
2-insiiline Bagimli olmayan DM (Tip 2 DM)
a) Metabolik Sendrom

b) MODY (Maturity Onset Diabetes of the Young)

¢) LADA (Latent Autoimmune Diabetes in Adults)
d) Malnutrisyonla iliskili DM

B-Sekonder DM

C-Gestasyonel DM

D-Bozulmus Glukoz Toleransi

E-Siniflandiriimayanlar

2.1.3. Tip I Diabetes Mellitus

Pankreas [ hiicrelerinin selliiler kaynakli otoimmiin yikimi sonucunda gelisir

(Atkinson ve Macleren 1994). Immiin hasarin belitleyicileri; adacik hiicre otoantikorlari
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(ICA), insiilin otoantikorlar1 (IAA), glutamik asit dekarboksilaz (GAD) otoantikorlari,
tirozin fosfataz IA-2 ve IA-2f otoantikorlaridir. Bu otoantikorlarin bir veya birkagi, aclik
hiperglisemisi ilk olarak saptandiginda % 85-90 hastada mevcuttur. Hastaligin HLA-DQA
ve B genleri ile baglantili olarak kuvvetli HLA iliskisi vardir ( Cantor ve ark 1995, Huang
ve ark 1996). Bu HLA-DR/DQ alelleri hastaliga predispozan veya koruyucu olabilir.
Immiin kaynakli diabet siklikla cocukluk ve adolesan dénemde ortaya ciksa da her yasta
baslayabilir. B hiicre harabiyetinin hiz1 degisken olup 6zellikle yenidogan ve ¢ocuklarda
hizli, yetigkinlerde ise yavastir (Zimmet ve ark 1994). Bazi hastalar ilk belirti olarak
ketoasidozla bagvururlar, digerlerinde ise infeksiyon veya diger stres durumlarinda hizla
ciddi hiperglisemi ve/veya ketoasidoza doniisebilen orta derecede aglik hiperglisemisi
vardir. Viral enfeksiyonlar, pankreas dokusunu ve adacik hiicrelerini de enfekte eder ve
instilinitis ad1 verilen bir tabloya yol agarlar. Erken devrede pankreas normal biiyiikliik ve

agirhiktadir.

_ 1 P hiicre antijen sunumu

T hilcre aktivasyonu (Th1/Th2) CD8
Aktive NK hiicreler ve makrafajlar
Sitokin IL-1 TNFo

Insiiltis/ ( hiicre yikim

RS

Plazma glukozu

p hicre kitlesifonkslyon/insilin yedegi %

% 5-%10
% O Semum insdfini
Saat () - “Balay” faz
Klinik diyabet

Sekil 2.1. Tipl diabetin dogal oykiisii.
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Sekil 2.1°de klinik tan1 konulmasindan sonra insiilin tedavisinin baglamasiyla beta
hiicre islevlerinde gecici diizelmeyle giden balayr donemi sematik olarak ifade edilmistir.
ICAS512 (adacik hiicre otoantijeni 512), tirozin fosfatazlar (IA2/1A2P), GAD (glutamikasit
dekarboksilaz), ICA (adacik hiicre antikoru), IAA ( instilin otoantikorlar1), IL ( interlokin),
NK ( dogal oldiiriicii) Thl (Cd4 +T yardimei hiicrelerinin alt grubu), hiicresel immiiniteden
sorumlu, Th2 (CD4 + T yardime1 hiicrelerinin alt grublari) ifade edilmektedir (Barnett ve

Braunstein 2001).

2.1.4. Tip 2 Diabetes Mellitus

Onceleri insiiline bagimli olmayan diabet, yetiskin baslangicli diabet terimleri
kullanilan bu tipte, insiilin rezistansi ve rolatif bir insiilin eksikligi vardir. Spesifik etyoloji
bilinmese de bu tip diabette, B hiicrelerinin otoimmiin yikimi yoktur. Tip 2 diabet
hastalarinda insiilin salgisinda eksiklik vardir ve bu insiilin salgist insiilin rezistansini
kompanse etmek i¢in yetersizdir. Kilo kaybi ve /veya hipergliseminin farmakolojik
tedavisi ile insiilin rezistansinda iyilesme olsa da normale donmesi nadirdir (Scarlett ve ark
1982, Wing ve ark 1994). Tip 2 diabetik hastalarda yemeklerden sonraki plazma glukoz
yiikselmelerine ve OGTT’ne (Oral Glukoz Tolerans Testi) insiilin cevaplari
incelendiginde ilk 10 dakikada ortaya ¢ikan erken insiilin cevabinin (birinci faz insiilin
cevabi) diisiik oldugu, ge¢ donemde ise yliksek diizeyde insiilin salindigi gézlenmistir.
Birinci faz insiilin cevabi yoklugu, postprandial erken donemde plazma glukozunun regiile
edilmesinde zorluk olustururken, ge¢ hiperinsiilinemi ise hastaligin klinik olarak asikar
hale gelmesinden 6nce goriilen reaktif hipoglisemiye neden olur. Tip 2 Diabetli hastalarda
proinsiilin ve iligkili diger peptidlerin dolasimdaki miktarlar1 2-4 kat kadar artmistir. Bu da
hiperinsiilinemiye ragmen yeterince periferik insiilin etkisi elde edilememesinin

nedenlerinden biridir. Saglikl kisilerde giin i¢i insiilin salinimi pulsatif 6zellikteyken, Tip
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2 diabetin erken donemlerinde kiiclik amplitiidlii salinimlar kaybolur ve yemeklerden
sonraki ana salinimlarin da amplitiidleri kiigiilmiistiir (Weir ve Leahy 1994). Zaman i¢inde
adacik beta hiicrelerinin sayisindaki azalmada hastalifin gidisini etkileyen bir faktordiir.
Yerlesmis bir Tip 2 Diabetes Mellitus’da beta hiicre kitlesi %20-40 oraninda azalmistir. Bu
azalmadan kronik hipergliseminin yani sira, pankreas adaciklarinda biriken adacik amiloid
polipeptidin (amilin) de sorumlu oldugu ileri siirilmektedir (Clark ve ark 1996). Yine son
zamanlarda serbest yag asitlerinin ve 6zelliklede postprandial hipertrigliserideminin beta
hiicresi iizerine toksik etki ile insiilin sekresyonunu bozdugu fark edilmistir. Insiilin
rezistanst Tip 2 Diabetin kardinal bir 6zelligidir. Tip 2 diabetli hastalarin ¢cogu obezdir,
obez olmayanlarin da daha ¢ok abdominal bdlgede olmak {izere viicut yag yiizdesi artmis
olabilir (Kissebah ve ark 1982). Insiilin sensitivitesini etkileyen birgok faktdrden biri
obezitedir. Ozellikle gdvdesel yerlesimli obezitede beraberinde glukoz intoleransi,
hipertansiyon, hiperlipidemi ve vaskiiler hastalik gibi major komponentlerin ve
hiperiirisemi, TPAI-1 (doku plazminojen aktivatdr inhibitér-1)  artist gibi mindr
komponentlerin bulunmasi halinde metabolik sendrom veya sendrom X adini alir. Obezite
insiilinin hedef dokulara baglanmasini da azaltir. Ayrica insiilinin kas kan akimin1 arttirict
etkisi obezlerde azalmig oldugundan insiilin rezistansina katkida bulunabilir. Visseral
adipoz dokuda eksprese olan ve kahverengi adipoz dokuda istirahat metabolik hizini ve
beyaz adipoz dokuda da lipolizi regiile ettigi bilinen B3 adrenerjik reseptdriiniin insiilin
rezistansi ve Tip2 Diabetes Mellitus’da rolii vardir (Sakane ve ark 1997).

Tip 1 ve Tip 2 DM arasindaki ayirim, her iki gruptada farklilik gosteren diabet
nedenlerinin anlasilmasi ve tedavi gereksiniminin degerlendirilmesi i¢in klinik olarak
Oonemlidir. Bir¢cok hastanin diabet tiplerinden hangisine dahil olduklar1 agikga

ayrilabilmesine ragmen, insiiline bagimli olmayan bazi diabetli kisilerin daha iyi bir saglik
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durumuna sahip olabilmek i¢in insiiline ihtiya¢ duymasi, belirgin bir sekilde basit olan bu

siniflamanin sinirlarini bir dereceye kadar bulaniklastirmaktadir.

2.1.5. Diabetik noropati

Diabetik ndropati terimi periferik sinir sistemini etkileyen heterojen bir grup hastaligi
tanimlar ve diabetin en sik komplikasyonlarindandir. Kiigiik ve biiyiik ¢apli duyu liflerinde
kayip nedeniyle duyusal arazlar daha belirgindir. Kiiclik capli lif kaybi agri ve 1s1
duyusunda azalmaya neden olarak ayak iilserlerine yol acabilir. Biiyiik lif kaybi ise,
vibrasyon duyusu ve derin duyuda azalmalar ve sinir iletim hizinda yavaslamaya neden
olur (Nacar ve Omeroglu 2004).
Bir sinir lifinin normal fonksiyonunu stirdiirebilmesi su faktorlere baghdir;

1) Hiicre govdesinin saglam olup, sinir lifinin metabolik destegini saglamasi,

2) Schwann hiicrelerinin saglam olmasi ve myelin kilifinin devamlili§inin saglanmasi,

3) Vasa-nervorum araciligi ile sinirin diizenli bir sekilde beslenmesinin saglanmas.
Hiicre govdesinin metabolizmasit bozulursa sinir lifi canliligini siirdiiremez, aksonal
ndropati gelisir.
Polindropatiler dagilis bi¢cimine gore ;

a) Yaygin

b) Lokalize
Klinik seyrine gore;

a) Akut

b) Subakut

¢) Kronik
Aksayan fonksiyona gore ;

a) Motor
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b) Duyusal

c) Karnsik

d) Otonom néropatiler olarak isimlendirilebilir (Ozekmek¢i ve Apaydin 1995).

Diabetiklerde periferik noropati orani ¢ok degisik yilizdelerde verilmekle birlikte

genellikle % 20-30 dolayinda kabul edilmektedir. Diabette periferik sinirlerin vasa
nervorumlarinda mikro-anjiyopatilere bagli ya da periferik sinirlerin beslenmesi ile ilgili
metabolik aksakliklar sebebiyle periferik noropatiler goriilmektedir. En sik rastlanani distal
yerlesmeli, 6zellikle duyusal ve simetrik noropatilerdir. Bunun yani sira diabete bagli diger
ndropati tipleri bildirilmistir. Spinal sinirlerin yaygin ve simetrik olarak tutulmasina ise
polindropati (PNP) denilmektedir.

Diabetin sinir sistemini tutma olasiligi hastaligin siiresi ile artar ve glisemik
kontroliin derecesinden etkilenir, periferik veya otonom sinir sisteminin herhangi bir
boliimii etkilenebilir. (Barnett ve Braunstein 2001).

Hiperglisemi, ndrovaskiiler kan akimini azaltarak sinir iskemisi olusturur. Glukoz
oto oksidasyonu sonucu ag¢iga ¢ikan reaktif oksijen radikalleri endotel hasar1 yapar. Damar
gecirgenligi artar ve proteinler damar disina ¢ikar. Endonoéral 6dem sonucu gelisen
endondral basing artisi ile kapiller daralma ve sonucunda sinir iskemisi olur. iskemi de
sinir lifi kaybina neden olur. Hiicre dis1 matriks, sinir sisteminin ¢ok énemli bir bilesenidir
ve hiicre ¢ogalmasi, gogii ve hiicre seklinin korunmasinda rolii vardir. Diabetik ndropatide,
periferik sinir HDM’sinde (hiicre dis1 matriks) belirgin degisiklikler vardir. Bu

degisiklikler ndropati patogenezinde 6nemli yer tutmaktadir (Nacar ve Omeroglu 2004).
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2.2. C-PEPTID

C-peptid seviyeleri Tipl diabetli hastalarda endojen insiilin sekresyonunun
degerlendirilmesinde en giivenilir faktordiir (Zmyslowska ve ark 2004).

C-peptidin ana roli A ve B zincirlerinde disiilfit baglarinin olusumunu
kolaylastirmak suretiyle proinsiilin molekiiliiniin dogru katlanmasini saglamaktir. C-peptid
olduke¢a asidik bir peptiddir. Insanlarda bes asidik rezidiisii vardir ve bazik rezidiilerle
ndtiirlenmez (Wahren ve ark 2004).

Salgilanan C-peptidin fizyolojik rolii hala tartisilmaktadir. Bir¢cok arastirma C-
peptidin kan glukoz konsantrasyonunu degistirmedigini, heniiz tanimlanmamis reseptorlere
spesifik baglanma ile biyolojik etkileri oldugunu gostermektedir (Wahren ve ark 2000).
Saglikl1 goniilliilerde C-peptid konsantrasyon ambientinde reseptdrler satiire odugundan C-
peptid inflizyonu 6l¢iilebilir etkilere sahip degildir (Rigler ve ark 1999). Buna karsilik Tip
1 diabette insiilin ve C-peptid yoksunluk durumunda kisa vadeli C-peptid inflizyonu renal
fonksiyonlart artirir, protein kagagini azaltir ve hiperfiltrasyonu diizeltir (Sjoquist ve ark
1998). Hiicresel diizeyde C-peptid etkileri Na'/K'-ATPaz ve endotel nitrik oksit sentaz
aktivasyonlarinin sitlimiilasyonlarini i¢erir (Ohtomoto ve ark1996, Ohtomoto ve ark 1998).
C-peptid sinyal iletim yolu, proteinkinaz-C ve MAPK (Mitogen Associated Protein
Kinase) aktivasyonuna onciiliik eden hetero-multimerik-G protein aracilikli intraseliiler Ca
artisini igeren bir mekanizmayr diigiindiirir (Kitamura ve ark 2001). Sekil 2.2° de bu
mekanizma sematize edilmistir.

Na'/K'-ATPaz, renal tiibiil epitelyum hiicrelerinde aktif Na reabsobsiyonu igin bir
kuvvet saglar (Burg 1982). Bu enzimin aktivitesi multihormonal kontrol altindadir
(Feraille ve Doucet 2001). Henle kulpunun yukari ¢ikan kalin kolunda, aktif Na'/K'-
ATPaz bagimli Na absorbsiyonu, filtre edilmis Na iyonunun %15’ine yakin1 bu nefron

segmentinden reabsorbe edildiginden, Na dengesi i¢in temel olusturur. Buna ek olarak
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aktif Na absorbsiyonu yukari ¢ikan kalin medullar kolda (MTAL: Medullar Thick
Ascendind Limb) osmotik gradient olusumuna izin verir. MTAL‘de Na'/K'-ATPaz
aktivitesi genellikle regiilator inhibisyon ve cAMP- PKA (Proteinkinaz A) bagiml sinyal
yolu aracil@ ile siirekli bir sitlimiilasyondan kaynaklanir (Feraille ve Doucet 2001). Rat
MTAL’inde insiilin Na absorbsiyonu iizerinde muhtemelen insiilin reseptortorlerinin zayif
ekspresyonu nedeniyle kiiclik sitimulator bir etki gosterir (Mandon ve ark 1993). Buna
ilaveten yukari ¢ikan kalin kolda, insiilin Na'/K -ATPaz aktivitesini sitiimiile etmez. Bu
nefron segmentinde, C-peptid, Na transportunun, insiilinden daha miihim bir fizyolojik
regiilatorii olabilir. Na'/K'-ATPaz’in hormonlar tarafindan kontrol mekanizmasi, yiiksek
derecede bir hiicre spesifitesi gosterdigi icin Na”/K'-ATPaz aktivitesi iizerinde spesifik
fizyolojik etkisi rat MTAL’inde incelenmistir (Tsimaratos ve ark 2003).

C- peptidin pertussis toksini ile preinkiibasyonu C-peptid’ in hiicre membranina
baglanmasini engellemektedir. Bu bulgu C-peptid sinyal transdiiksiyonunun dahil oldugu
allosterik mekanizmayla uyumludur. Pertussis toksinine maruz kalmadan 6nce C-peptid ve
onun reseptorii arasinda yliksek affiniteli bir etkilesim varken, pertussis toksininden sonra
diisiik affiniteli bir etkilesim gézlenmistir (Hamm 1998).

Cesitli ¢alismalarda intraseliiler kalsiyumun C-peptid sinyal transdiiksiyonunda ikinci
mesajc1 fonksiyonu oldugu ileri siiriilmektedir. insanlarda C-peptidin tiim zinciri ve onun
C- terminal pentapeptidinin renal hiicrelerde intraseliiler kalsiyum artisindaki etkinlikleri
esittir.  Pentapeptidin Glu(1)’li (Glutamin) analogu, Ala(Alanin) ile yerdegistirdiginde
intraseliiler kalsiyum artiginin basarisiz oldugu ve baglanma prosesi i¢in bu rezidiiniin
onemli oldugu ileri stiriilmiistiir.

Ortama kalsiyum selatorii eklenmesi C-peptid’in etkilerini ortadan kaldirir. Bu etkinin
intraseliiler depolardan salinan kalsiyumdan ziyade, ekstraseliiler kalsiyum girisi yolu ile

ortaya ¢iktig1 ileri siiriiliir. Ortama pertussis toksininin ilave edilmesi, hem C-peptid’in,
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hem de pentapeptid segmentinin kalsiyum konsantrasyonu iizerine olan etkilerini 6nler.

Burada tekrar G- proteininin C-peptid sinyal yoluna karistigina isaret edilmektedir

( Wahren ve ark 2004).

eNOS

"4
NO

Na* K*-ATPaz

N

Na

Sekil 2.2. C-Peptidin hiicresel etkilerinin sematik gosterilmesi (Wahren ve ark 2004).
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2.3.Na'/ K'- ATPaz ENZIMi
2.3.1. Na'/K'-ATPaz enziminin fonksiyonu

1957 yilinda Jens Skou ATP’yi hidroliz eden bu enzimi kesfetmistir. Na'/K'-
ATPaz yapis1 ve enzimatik Ozellikleri iyi tanimlanmis bir aktif transport sistemidir. Bu
sistemin hiicre hacminin regiilasyonu, hiicreler aras1 pH’in korunmasi gibi gorevleri
vardir. Plazma membraninin her iki tarafinda Na ve K iyonlarmin elektrokimyasal
gradientini kurmak ve korumaktan sorumlu integral membran proteindir. Bu gradientler
ozmoregiilasyon i¢in, ¢esitli organik ve inorganik molekiillerin Na eslesmeli transportu
i¢in ve sinir ve kasin elektriksel uyarilabilirligi i¢in esansiyeldir (Stryer 1998).

Bu enzim genellikle iyon pompasi olarak nitelendirilir. ATP’nin hidrolizi ile
saglanan enerji sayesinde sodyum iyonu hiicre disina verilirken potasyum iyonu hiicre

icine alinir (Goziikara 1997 ). Sekil 2.3’°te bu mekanizma sematize edilmistir.

: ﬂ 2' ‘ _‘-\1 f hijcre digina
1 (S @ W ek
- & & AP '-._‘r: - )
o, ey o LR

i i : hitcre icitie
9 acik

P
61 : .V‘;’. J
4 /)
. ' ?‘ P P
Sekil 2.3. Na'/K'-ATPaz’in mekanizmasi (Bauer ve ark 2005)

Tim hiicreler irettikleri ATP’ nin biiyiik bir yiizdesini (sinir hiicrelerinde % 70’
inden fazlas1) hiicre i¢i Na" ve K™ konsantrasyonlarin1 saglamak icin kullanirlar. ATP
hidrolizinden saglanan serbest enerji, Na" ve K ‘un elektrokimyasal bir gradientle

endergonik transportunu saglar. Bu olayin nasil gergeklestigi konusunda ortaya atilan bir
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goriise gore; Na'/K'-ATPaz enzimi transport olay1 esnasinda sodyumun varliginda ATP
tarafindan fosforile edilir. Na'-K~ ATPaz iki 6nemli komponentten olusur. Calismalara
gore ATP, Na'/K'-ATPaz’1 sadece Na varliginda fosforile eder. Ayn1 zamanda Aspartil
Fosfat deposu da yalnizca K varliginda hidroliz igin substrat olur. Bu da enzimin iki tane
konformasyonel bolgeden olustugunu ispatlar. Bu iki bolge E; ve E,’ dir. Bu iki bolgenin,
degisik gorevlere sahip farkli alt boliimleri vardir. Degisik katalitik aktivite ve degisik
baglanma spesifiteleri gostermeleri 6rnek olarak verilebilir (Montogomery ve ark 1993,

Blank 1995 ).

ATP ADP
E1.3I:Ia+ \‘ Mg”"  E.ATP3Na"  Mg” _E;~P.3Na"
\ > >
1- ATP baglama 2- Yiiksek enerjili aspartil fosfat
3N§6; 1) ara iiriinii
2K* Membran ici

6- K transportu ve Na+ baglama  3-Na' transportu

Membran dist

\3T a'(disar)

v

E,.2K E,-P.2K < E,.P
Pi H,O 2K "(disar)

Sekil 2.4. Na'/K'-ATPaz’ 1n diizenli siral1 reaksiyon semasi.

5- Fosfatin hidrolizi 4- K" baglama

E; kapali, ige bakan ve yiiksek afiniteli Na baglayic1 boliime sahiptir ( Km=0,2 mM,
bu da intraseliiler sodyumunkinden kiiciik) ve Na" ile baglandig1 zaman aktive iiriin E;-P’
nin olugmasi i¢in ATP ile reaksiyona girer. E,-P disa bakan yilizde ve yiiksek K baglayict

afiniteli bir bolimdir (Km=0,05 M, ekstraseliiler potasyumunkinden diisiik) ve K
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baglandig1i zaman Pi + E,’ yi olusturmak icin hidrolize olur. Na'/K'-ATPaz asagidaki
diizenli sirali reaksiyon semasini kontrol etmek i¢in calisir ;

1. E;.3Na, yapisindaki Na® ’u hiicre iginde kazamir. ATP’ ye enerjili bilesigi olan
E;.ATP.3Na ‘u olusturmak i¢in baglanir.

2. Bu enerjili kompleks, yiiksek enerjili Aspartil Fosfat ara iiriinii E;~P.3Na" u olusturmak
icin reaksiyona girer.

3. Bu yiiksek enerjili ara iiriin diisiik enerjili konformasyona déniisiir. E;-P.3Na" ve bagh
sodyumu hiicre digina atar, bu sodyumun membrandan transfer edilmesidir.

4. E,-P, iki tane potasyuma hiicre disinda baglanir ve E,-P.2K" “u olusturur.

5. E».2K’ y1 olusturmak i¢in fosfat grubu hidrolize edilir.

6. E,.2K konformasyon degistirir. iki molekiil potasyumunu hiicre i¢ine aktarir. Onu 3 Na

ile degistirir ve transport siklusunu tamamlar.

2.3.2.Na"/K"-ATPaz izozimleri

Hiicrede ¢esitli molekiiler formlarda sentezlenen ¢ogu enzimin kesfi biyolojide
oldukg¢a ilging bir olgu olmustur. 1959 da Markert ve Moller, benzer biyokimyasal
reaksiyonlart katalizleyen ayri proteinleri tanimlamak igin ilk defa izozim ifadesini
kullandilar. Daha sonralar1 aragtirmacilar enzimlerin fizyolojik fonksiyonlarinin
anlasilmasi i¢in bu enzimlerin yapisal varyantlarmi arastirdilar. Na'/ K'-ATP az, P tipi
ATPaz lar sinifina aittir. P tipi ATP az’lar ¢esitli katyonlarin hiicre membranlarindan aktif
transportundan sorumludur. Prokaryotik ve okaryotik hiicrelerin her ikisinde de bulunurlar
ve H, Na', Mg, K", Ca™", Cu"" ve Cd"" katyonlarmin transportundan sorumludurlar. Bu
enzimlerin hepsi elektrokimyasal potansiyele karsi katyon transportunu yiiriitmek i¢in ATP

nin hidrolizini kullanirlar. P tipiATPaz’lar miisterek reaksiyon mekanizmalarina sahip
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olmalarina ek olarak, ekivalan membran uzaysal organizasyon ve son derece korunmus
protein bolgeleri gibi benzer tersiyer yapilar sergilerler ( Blanco ve Mercer 1998).

Na'/K'-ATPaz iki ana polipeptid, o, B ve y’ nin sitokiometrik bilesiminden meydana
gelen bir oligomerdir. Enzimin o ve B subiinitelerinin primer yapisi ve membran
organizasyonu sekil 2.5 te gosterilmistir. a subiinitesi 112.000 dalton molekiil agirlig1 ile
olduk¢a genis bir membran proteinidir. Enzimin katalitik ve transport 6zelliklerinden
sorumludur. o subiinitesinin katyonlar, ATP ve inhibitdr (oubain) baglanma bdlgeleri
vardir (Lingrel ve Kuntzweiller 1994, Mercer 1993). B subiinitesi, membrani1 bir defa
karsidan karsiya gegen bir polipeptitdir. Glikozilasyonunun derecesine bagli olarak farkli
dokularda 40.000 ila 60.000 dalton arasinda molekiil agirhigina sahiptir. B subiinitesi
enzimin normal aktivitesi i¢in esansiyeldir ve enzimin Na ve K afinitesinin modiilasyonu
ile ilgili oldugu goriilmektedir. Buna ek olarak omurgali hiicrelerde B subiinitesi o
polipeptitin dogru katlanmasini stabilizasyonda rol oynar (Blanco ve ark 1994, Chow ve
Forte 1995, McDonough ve ark1990).

vy subiinitesi olarak adlandirilan T{glincli protein, enzim preparasyonlarinin
saflastirilmasinda tanimlanmistir. y subiinitesinin, kiigiik 8-14 kDA hidrofobik bir
polipeptit oldugu ifade edilmektedir. y subiinitesi off kompleksleri ile birlikte
immiinopresipat olusturan ve nefron segmentlerinde a subiinitesi ile birlikte lokalize olan
Na-K-ATP az enziminin bir komponentidir. y subiiniteleri arasindaki homolojinin yiiksek
olmas1 nedeniyle bu y subiinitesinin Na'/K -ATPaz aktivitesi i¢in gerekli olabilecegi ileri
stiriilmiistiir. Ek olarak y subiinitesinin enzimin E1 konformasyonunu stabilize edebilecegi
gosterilmistir. y subiinitesinin Na"/K'-ATPaz fonksiyonunu modifiye edebildigine dair
deliller vardir. y subiinitesinin Na'/K'-ATPaz fonksiyonundaki kesin rolii daha ileri

caligsmalara gereksinim duyar ( Reaves ve ark 1980).
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Na'/K'-ATPaz hiicrede bircok esansiyel proteinlerle birlikte birka¢ izozimi olan

proteinlerden biri olarak vurgulanmaktadir. Gergekten her iki «, f polipeptitlerin farkli

molekiiller formlar1 farkli genlerle kodlanmistir. Memelilerde Na'/K'-ATPaz’1n ilk olarak
dogrudan gosterilmesi Sweadner tarafindan basarilmistir (Sweadner 1979, Urayama ve
Sweadner 1988). Sweadner « —subiinitenin iki formunu bulmustur. Renal o formu ve
beyin formu « + olarak tanimlanmistir. Enzimin bu alisilmamis katalitik subiinitesinin
SDS (sodyum dodesil siilfat)-poliakrilamid jelde gd¢li daha yavas ve Ouabain duyarlilig
daha ytiksektir. Bu oncii ¢alisma her iki izoformun biyokimyasal 6zelliklerine odaklanmis
caligsmalar tarafindan takip edilmistir. Boylece & + ; N etilmalemide karsilik daha yiiksek
bir reaktivite gostermektedir; vitamin B tiirevi pyrithiamine daha ytiksek bir duyarlilik ve
a ’ya kiyasla tripsine kars1 artmis direng gostermektedir. Bu 6zellikler izoformlar arasinda
farkliliklar oldugunu gostermektedir. Daha sonra ¢ ve o + ‘nin NH; terminalinde
farkliliklarinin  gosterilmesi izoform farkliligi i¢in genetik temeli ortaya atmaktadir.
Ratlarda Na'/K'-ATPaz’lar, santral sinir sistemiyle smirlandirilmis beyin tipi ve gogu
organda bulunan bobrek tipi Na'/K'-ATPaz olarak iki gruba ayrilmistir (Urayama ve
Nakao1979). Molekiiler biyolojik tekniklerin ulastigi nokta vertebralilarda en azindan 3 «
polipeptidin tanimlanmastyla sonuclanmistir. Simdilerde a1 ve a2 ve «3 olarak
bilinmektedir. Son zamanlarda Shamraj ve Lingrel (1994) rat testislerinde 4 « izoformu
tanimlamislardir. Na'/K'-ATPaz’in izoformlar1 birka¢ memeli tiirden klonlanmistir. Bu
izoformlarin biitiin memelilerde var oldugu ortaya konmustur (Hem plasental hemde keseli
tiirlerde ). Tavuklarda ve teleost baliklarinda Na'/K'-ATPaz izoformlarin tanimlanmasi,
vertabralilar arasinda smirsiz mevcudiyetin oldugunu anlatmaktadir. Ileri calismalar
gostermektedir ki Na pompasinin molekiiler farkliligi beta alt {inite’ye kadar uzar.
Simdilerde 3 farkli Na'/K-ATPaz beta izoformu tanimlanmistir. {zoformlardan ikisi (beta

1 ve beta 2) kuslarda ve memelerin farkli dokularinda bulunmustur. Halbuki beta 3,
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farelerde, ratlarda ve insanlarda belirlenmistir. Na pompasinin hem « hem f izoformlari,
ifade olarak doku-spesifik model sergilemektedir. £1 alt initeleri ile birlesmis alfa 1
izofomlar1 yaklasik olarak her dokuda bulunur. Ilaveten o 131 bobreklerin baslica

izozimidir. (Klasik olarak Na'/K'-ATPaz’in kaynagi olarak kullanilmistir)(Presley 1992,
Takeyasu ve ark 1990).

Bobreklerde diger Na'/K'-ATPaz izoformlarinin mevcudiyeti tartisma konusudur.
a2 ve a3 izofomlart hem RT-PZR (real time-PCR) ile hem de ouabain titrasyon analizi
ile renal korteks, medulla ve papillada tesbit edilmistir. @1 ve A1 in genis doku
dagiliminin aksine, diger o ve S polipeptitlerin ekspresyonu smirlanmistir. Na'/K'-
ATPaz izoformlarinin ekspresyon drnekleri hem mRNA hemde protein seviyesinde en ¢ok
ratlarda ayrintili olarak calisilmistir. a4 izoformu testise 0zgii bir izoformdur. « 2
izoformlar1 baskin olarak adipositlerde, kaslarda, kalpte ve beyinde « 3 izoformlar1 sinir
dokusunda bol olarak bulunur. Sinir sisteminde Na'/K'-ATPaz izoformlarin ifadesi en
karigtk duruma wulagir. Noron hiicreleri tek izozim veya farkli « f heterodimer
kombinasyonlarindan olusan c¢oklu izozimleri gostermektedir. Halbuki néronlar « 3

polipeptidin baslica kaynagidir. Glial hiicreler tercihen « 2 yi eksprese eder. S izoformlari
doku-bagli tarzda dagilmistir. S 2 izoformu; iskelet kaslarinda, pineal bezde ve sinir
dokusunda bulunur. Halbuki £ 3 testislerde, retina, karaciger ve akcigerde mevcuttur. Buna

ilaveten Na'/K'-ATPaz izoformlarin ekspresyon ornekleri, gelisimin yam sira hormanal

regiilasyona baglidir ve hastalik siirecinde degisebilir ( Blanco ve Mercer 1998).

2.3.3. a ve P izoformlarin yapis

a -izoformlarin tamamlanmis aminoasit sekansi; insan ve ratlardan polipeptidler i¢in

cDNAs kodlanmasiyla ortaya ¢ikarilmistir (Schneider ve ark 1985, Lingrel ve ark1990). Ratlarda
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o alt lniteler uzunlukta azicik degisir. « -3 izoform 1,014 aminoasit ile en kiigligiidiir.
al -1,024, a2-1,021 ve o 4-1,028 kalint1 ile en biiyliglidiir. Aminoasit sekuansi, bolge
spesifik siiflandirma, immiinolojik ve proteolitik ¢aligmalar o -alt linitelerinin muhtemel
transmembran oryantasyonunun anlasilmasini saglamaktadir. Bu calismalarda dort trans
membran mesafe alan ile bir NH2 terminal segmenti, kabaca polipeptidin 1/3’{in biiytlik
stoplazmik alan ve 6 membran mesafe alan bir karboksi terminal bdolge ihtiva ettigi ileri
stirilmektedir. Bu membran topografisi Ca-, H- ve H-K-ATPaz’lar i¢in 6nerilen modellere

benzemektedir (Arystarkhova ve ark 1995).
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Sekil 2.5. Na'/K'-ATPaz enzimi alt {initeleri. Farkliczve S alt iiniteleri arasindaki

aminoasit homolojisini gostermek i¢in rezidiler renklendirilmistir.( Blanco ve Mercer

1998).
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Sekil 2.5° de gosterildigi gibi izoformlar arasinda en yiiksek yapisal farklilik NH;
terminalinde meydana gelir. Ekstraseliiler Oubain baglanma yeri transmembran segment 1
ve 2 arasinda ve aminoasit 403—503 arasinda stoplazmik bolgedir. Aksine en biiyiik
benzerlikler ATP baglama ve fosforilasyon yerlerinin lokalize oldugu sitoplazmik orta
bolge i¢inde meydana gelir (transmembran hidrofobik bolgeler ve COOH terminal bdlge)

(Blanco ve Mercer 1998).

o alt linitesi translasyonel veya posttranslasyonel modifikasyona ugrar, bunlardan
bazilar1 izoforma spesifiktir. Matiir a1 ve a2 polipeptidlerinde ilk 5 aminoasit
boliiniir. # 3 izoformun benzer bir islemden gecip gegmedigi bilinmemektedir. « 3
izoformu icin doku-spesifik post translasyonel bir modifikasyon énerilmektedir. izoform-
spesifik antikor beyinde « 3 olarak tanimlanmig ATP baglanma yerinin yakininda bir
bolgede aktivite gdsterir, fakat kalpte benzer izoforma aktivite gdstermez. Bu reaktifligin
eksikligi sentez esnasinda proteinin modifikasyonu tarafindan epitop antikorun blokaji

olarak yorumlanir (Arystarkhova ve Sweadner 1996, Lingrel ve Kuntzweiller 1994).

Bu f izoformlarin aminoasit sekuansi; fare, insan ve ratlarin cDNA larindan ortaya
cikarilmistir. Ratlarda S 1-izoformunun 304, f 2—izoformunun 290 ve / 3-izoformunun
279 aminoasiti vardir. Biitiin izoformlar genel temel yapiy1 paylasirlar. f izoformlar kisa

NH; terminal sitoplazmik boélge, bir transmembran mesafe segment ve bir genis

ekstraselliiler alandan ibarettir. Biitlin memeli tiirleri boyunca f1 ve 2 izoformlarin
homolojisi yaklasik %95°tir. Bu deger memeli olmayan tiirlerde %60’a diiser. Farkli £
izoformlar1 arasinda homoloji, katalitik altiinite i¢in daha diigiik bulunmustur. £ altiinitenin

transmembran alani hem izoformlar hemde tiirler arasinda en ¢ok korunmus bdlgedir.

Biitiin f -izoformlar agirlikta glikozilattir. Memelilerde f; izoformlar1 3 N -bagh

glikozilasyon bolgesine sahiptir. 2 izoformlar i¢in farz edilen N-bagh glikozilasyon
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bolgeleri tiirlere bagli olarak degisir. Ratlar 7, insanlar 8, fareler 9 potansiyel glikozilasyon
bolgesine sahiptir. Biitiin alanlarin kullanilip kullanilmadigi bilinmemektedir. Tunikamisin
ile Na'/K'-ATPaz alt iinitesinin glikozilasyonunun inhibisyonu, Oubain i¢in normal

affiniteyle, katalitik olarak yeterli Na pompalari ile sonuglanir (Blanco ve Mercer 1998).

f 1-alt iinitenin yapisinda bir diger 6nemli 6zellik 3 disiilfit kopriisiiniin olmasidir
ki, bunlar rat polipeptidlerinde, Cys'>- Cys'* - Cys'**- Cys'”,- Cys*'*- Cys*" arasinda
meydana gelir. Biitiin sisteinler sekans i¢inde baglantili pozisyonlar degil- 2 ve (3
izoformlar1 i¢inde muhafaza edilmistir. Indirgeyici ajanlarla Na'/K -ATPaz’m muamelesi
ve Na'/K'-ATPaz’m inaktivasyonunun sonuglari, disiilfit baglarinin enzim fonksiyonu igin

gerekli oldugunu ortaya koymaktadir. Diger Na pompa f-izoformlarinda siilfhidril

kopriilerinin rolii ve yeri bilinmemektedir ( Beggah ve ark 1997).

2.3. 4. Na'/K'-ATPaz izozimlerinin enzimatik 6zellikleri
Bireysel izozimlerin enzimatik &zelliklerinin anlagilmasi, Na'/K'-ATPaz’1
karakterize eden kompleks molekiiler farkliliklar i¢in temelin belirlenmesinde yardimci

olabilir. Bobrekte biitiin Na pompalarinin « 1 g1 izozimlerinin fonksiyonel 6zellikleri

kapsamli olarak analiz edilmistir. Na pompasi izozimlerinin katalitik 6zelliklerinin
degerlendirilmesindeki ilk girisim, bobrek ve beyinde enzimlerinin substrat affinitelerinin
kiyaslanmasiyla olmustur. Bu ilk ¢alismalar Na’, K™ ve ATP i¢in onlarm affinitelerinde
bariz farkliliklara sahip oldugunu ortaya koymustur. Daha sonra Sweadner Na'/K'-
ATPaz’1n, rat axolemma ve rat bobreklerinde 6zelliklerini kiyaslamistir (Sweadner 1985).

Bobrek a1 g1 isozimi a2« 3 alt lnitelerinden olusmus, ndral enzime gore daha

diisiik ATP, benzer K ve daha yiiksek Na affinitesi gdstermistir. Boylece Na’ ve K"

affinitelerinde, ratlarin farkli dokularinda, kismi olarak saflastirilmis Na'/K'-ATPaz
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arasinda farkliliklar bulunmustur. Ratlarmn biitiin adipositlerinde & 1 izozimin Na" i¢cin Km
degeri, a2 izozimden 3 kat daha diisik bulunmustur. Izoformlarn enzimatik

ozelliklerinde diger bir farkhilik, pineal bezde @32 Na'/K'-ATPaz formunda
bulunmustur (pineal « ; f;’e gore daha yiiksek Na+ affinitesi gostermektedir)(Blanco ve

Mercer 1998).

Gelisim boyunca Na pompasi izoformlarinin iligkili miktarinin degisimi birkag
dokuda meydana gelir. Na'/K'-ATPaz izoform ekspresyonunun diizenlenmesinde dikkate
deger 6rnegi gelisen rat kalbinde bulunmustur. Bu dokuda hayatin ikinci ve {igiincii hafta
arasinda « 3 izoformdan « 2 izoformda degisiklik vardir ve daha sonra yetiskin
miyokardiyumun baskin izoformu haline gelir. Ilging bir sekilde bu bulgu
miyokardiyumun elektrofizyolojik ozelliklerinde onemli degisiklikler ile ¢akigmaktadir
(Orlowski ve Lingrel 1988, Lucchesi ve Sweadner 1991). Na pompasi izozimleri
hormonlar tarafindan farkli olarak diizenlenebilir. Hormonlar 6zel bir izoformun
ekspresyonunun diizenlenmesiyle aksiyonlar1 ortaya c¢ikabilir veya bir birey Na'/K'-
ATPaz’m aktivitesini direkt olarak etkileyebilir (Ewart ve Klip 1995). Ornegin rat iskelet
kasinda insiilin, plazma membranina intraselliiler depolanma oncesi « 2 Na'/K'-ATPaz‘in
hizli translokasyonuna yolagabilir Bunun sonucunda, hiicre yiizeyine ilave fonksiyonel Na
pompalarinin  gereksinimi ve Na'/K'-ATPaz aktivitesi artar. Ilaveten Na'/K'-ATPaz
izoformlarinin normal ekspresyonu patolojik durumlar tarafindan degistirilebilir. Ornegin
birkag¢ kardiak hastalikta kalbin Na'/K'-ATPaz izoform kompozisyonu degismistir. Bu
degisiklikler, hastalik esnasinda degismis homeostazisin yeniden sekillenmesinde hiicresel

girigimi yansitabilir (Hundal ve ark1992).
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2.3.5. Na'/K'-ATPaz enziminin regiilasyonu
Na'/K'-ATPaz aktivitesinin regiilasyonu farkli hiicresel mekanizmalar tarafindan
gerceklestirilir. Plazma membraninda mevcut enzim molekiillerinin sayisinin modiilasyonu
tarafindan veya hiicre yiizeyinde hazir Na'/K'-ATPaz’in aktivitesinin etkilenmesiyle
basarilabilir. Ornegin plazma membranindaki enzimin miktar1 sentez oraninin
degismesiyle modifiye edilebilir. Alternatif olarak hiicre yiizeyinde Na pompasinin
aktivitesi Na pompast fonksiyonunda hizli diizenlenme saglanmasiyla hiicre ylizeyinde
direkt olarak regiile edilebilir. Bu hizli yanita karisan birkag etken vardir. Intraselliiler Na”*
konsantrasyonu, intraselliiler Ca™ ve endojen Ouabain, Na pompasi aktivitesinin
potansiyel kisa donem diizenleyicileridir (Ewart ve Klip1995).
al- Na'/K'-ATPaz aktivitesinin kisa siireli regiilasyonu igin, Na iyonu girisine
sekonder, = Na iyonu konsantrasyonunun artmasi, fosforilasyon, defosforilasyon,
subiinitelerin plazma membranina translokasyonu ya da Na’a ilginin artmasi ile sonuglanan
bir mekanizma ileri siliriilmektedir. Bu subiinitenin uzun siireli regiilasyonuna gen
transkripsiyonu, translasyonu ve protein degradasyonundaki degisikliklerin neden oldugu
ileri siiriilmektedir. .Bu degisiklikler kompleks intraseliiler sinyal ag1 iizerinde gergeklesir
ve proteinkinaz ve fosfatazin inhibisyon veya aktivasyonunu igermektedir (Sweeney ve

Klip 1998).
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Sekil 2.6. Insiilinle Na'/K'-ATPaz regiilasyonunun sematik mekanizmas1 (Ewart ve
Klip1995).

Na'/K'-ATPaz subiinitelerinin hiicre i¢i depolanma sitelerinden, plazma membranina
translokasyonunun, iskelet kasinda insiiline cevapta Na'/K'-ATPaz enzim aktivitesi igin
ana regiilator mekanizma oldugu ileri siiriilmiistiir. Sweeney and Klip(1998), rat kasinda
a2 subiinitesinin tercihli olarak insiilinle yer degistirtirdigini rapor etmislerdir. 30 dk
lizerinde insiilinden sonra iskelet kasi preparasyonlari izole edildiginde ol ve 1
izoformlar1 plazma membraninda artmis olarak bulunmustur. Hiicre i¢i membranda ise bu
izoformlar azalmis olarak bulunmustur. 02 ve B2 dagiliminda ise bir degisiklik
gozlenmemistir. Kas hiicreleri icinde Na'/K ™-ATPaz subiinitelerinin dagilimini insiilinin
regiile edebilecegi ileri siiriilmiistiir.

Insiilinle regiile edilmis Na'/K'-ATPaz aktivitesi ve insiilinle regiile edilmis glukoz
transportu arasinda ilging korelasyonlar vardir. Insiilin; subiinitelerin hiicre ici depo
kompartimanlarindan, plazma membranina translokasyonunu gergeklestirir. Bu sistemler
hiicre icinde sirastyla K* ve glukoz almmasina aracilik eder. Glut 1 gibi al subiinitesi de

heryerde bulunur. Glut 4 gibi 02 subiinitesi de dokuya spesifiktir (kas, kalp, yag dokusu).
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Na'/K'-ATPaz’in a2 subiinitesinin ve glut 4’iin, insiiline cevapta, hiicre i¢i membrandan
hiicre yiizeyine yer degistirdigi gosterilmistir. Insiilin subiinite dagilimimi yag hiicrelerinde
degistirmedigi, kaslarda degistirdigi ileri siiriilmiistir (Weidmann ve Ferrari 1991,
Mueckler 1993).

Protein kinaz A’nin cAMP aktivasyonu, protein kinaz C’nin diagil gliserol
aktivasyonu ve kalmodulin kinaz’in serbest intraseliiler Ca iyon konsantrasyonu. Bu
kaskadlar enzim aktivitesinin hormonal regiilasyonuna aracilik eden sinyal kaskadlari
olarak onerilir ve genellikle enzimin fosforilasyonu ile sona erer. Na'/K'-ATPaz
pompasinin yukarida bahsedilen kinazlar tarafindan fosforilasyona tabi olabilecegi ileri
siiriilmiistiir. Proteinkinaz A ve proteinkinaz C’nin, Na'/K'"-ATPaz’n katalitik aktivitesini
modifiye edebilecegi ileri siiriilmiistiir (Ewart ve ark 1995).

Insiilin tedavisi goren diabetik hayvanlarin kas hiicre membranlarinda, 1srarci
hiperglisemiye ragmen Na-K-ATPaz aktivitesinin kismi restorasyonu kaydedilmistir.
Insiilinin, Na pompas: iizerinde direkt olarak onun Na affinitesini artirmak suretiyle
hareket ettigi, fakat membranda mevcut olan pompa sayisim1 degistirmedigi ileri
stiriilmistiir (Vague ve ark 1997).

Iskelet kas1 Na'/K'-ATPaz havuzlarindan en genislerinden birini icerir ve burada
enzim o ve [ subiiniteleri olarak ifade edilir.  Rat iskelet kas1 membran fraksiyonlar
aralikli siikkroz gradientleri ve diferansiyel santrifiigasyonlarla izole edilmis, insiilinin; a2
ve B1 subiinitelerinin plazma membranina translokasyonunu sagladigi, fakat al ve P2
dagiliminda bir degisiklik meydana getirmedigi ifade edilmistir. al izorformunun idari
fonksiyonunun bulundugu , a2 izoformunun ise hormon sensitif ve primer olarak aktivite
lizerinde insiilin etkisinden sorumlu oldugu ileri siiriilmiistiir. Iskelet kasinda Na'/K'-
ATPaz o subiiniteleri, insiiline cevapta serin/treonin ve tirozin rezidiileri lizerinde fosrforile

edilir. Na'/K"-ATPaz aktivitesinin insiilin tarafindan sitiimiile edilmesi proteinkinaz-C
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bagimli yollar aracihign ile meydana gelir. Hiicre yiizeyinde aktif Na'/K'-ATPaz

molekiilerinin sayis1 artar (Al-Khalili ve ark 2003)

2.4. Genetik Polimorfizm

Bir kromozomun aymi bolgesi veya lokusu, aymi tiiriin farkli bireylerinde veya
kromozomlarinda iki (veya daha fazla) farkli DNA dizilisine sahiptir ve bunlar polimorflar
olarak tanimlanir, ve lokuslarin (genetik) polimorfizm gosterdigi sOylenebilir. Genetik
polimorfizme mutasyonlar neden olur. Diploid bireyler igersinde, 6rnegin, belirli tek kopya
genin iki aleli sadece bir niikleotid yoniinden bile farklilik gosterebilir ve dolayisiyla gen
polimorfik olarak tanimlanabilir. Benzer sekilde populasyondaki bireylerde, eger ayni gen
icin diger alternatif DNA sekanslar1 varsa bu geni kodlayan bir¢ok aleller bulunabilir.
Yukarida tarif edildigi gibi, mutasyon olaylarinin genetik polimorfizme neden olmasi tek
niikleotid polimorfizmleri (SNP’ler) meydana getirir, fakat bunlar ayni1 zamanda
tekrarlayan sekanslarin demetlerinde uzunluk varyasyonlar1 da meydana getirir. Her farkli
tekrarin uzunlugu, farkli bir formdadir ve her birisi basit sekansli uzunluk polimorfizmin
bir 6rnegidir. SNP’ler, restriksiyon enzimlerince teshis edilebilen kisa diziler i¢inde olusur
ve boylelikle, bir restriksiyon enzimi tarafindan DNA molekiiliiniin kesilmesi ile elde
edilen bir fragmentin uzunlugu her iki alel i¢in farkli olur. Bu restriksiyon fragmenti
uzunluk polimorfizmi (RLFP) olarak bilinir. Genetik bir hastalifa neden olan aleli
belirleyen 6zel bir RLFP, klinik teshiste bir markir olarak kullanilabilir. RLFP’ler ayrica
genetik haritalarin olusturulmasinda da kulanilabilir ve bdylece genom sekanslama
projelerindeki DNA dizilerinin diizenlerinin belirlenmesi ¢alismalarina yardimei
olmaktadir. Restriksiyon fragmentleri veya PCR firiinleri gibi ayni uzunluktaki DNA
fragmentlerinde bulunan SNP’lerin belirlenmesinde jel elektroforezi kullanmak

miimkiindiir ( Turner ve ark 2004).
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2.5.Polimeraz zincir reaksiyonu (PZR)

Polimeraz zincir reaksiyonu 1985 yilinda Kary Mullis tarafindan kesfedilmis ve Saiki,
Falovna ve digerleri tarafindan gelistirilmistir (Kubista ve ark 2006). PZR teknigi
molekiiler biyoloji arastirma laboratuvarlarinda anahtar bir prosediir olmustur (Williams
1989). iki oligoniikleotid dizisi tarafindan tespit edilen spesifik DNA segmentleri,
polimeraz zincir reaksiyonu kullanilarak enzimatik olarak milyonlarca kat ¢ogaltilabilir
(Gyllensten 1989).

PZR, DNA’nin iki zincirinin yiiksek 1s1 ile (90-95 °C) birbirinden ayrilmasini
(denatiirasyon); daha sonra sentetik oligoniikleotidlerin (primer) hedef DNA’ya
baglanmasinin (hibridizasyonu); sonra zincirin uzamasini  (polimerizasyonu) ve bu
sikluslarin belirli sayida tekraranmasi ile saglanir.

Bu {i¢ adim (denatiirasyon / hibridizasyon / polimerizasyon) bir PZR siklusunu
olusturur. Her adim farkli 1silarda gergeklestirilir. Yani ¢ogaltilmak istenen bodlgenin iki
ucuna 0Ozgili, bu bolgedeki baz dizilerine tamamlayic1 bir ¢ift sentetik oligoniikleotid
primer (18-24 baz uzunlugunda) kullamarak, bu iki primer ile siirlandirilan genin
enzimatik olarak sentezlenmesine dayanir. Bu islem DNA polimeraz enziminin varliginda
bircok kez tekrarlanir. Amplifikasyon dongiisiiniin iirlinleri bir sonraki i¢in kalip gorevi
gorerek bol miktarda DNA {iriinii elde edilir.

Istya dayanikli DNA polimerazlar PZR’da kullanilmak iizere bazi termofilik
bakterilerden izole edilmis ve klonlanmistir. En yaygin olam1 Thermus aquaticus’dan elde
edilen Taq polimerazdir.

Bir ¢ift PZR primerinin herbiri yaklasik 18-24 niikleotid uzunluga ve benzer G+C
igerigine sahip olmasi gereklidir. Bdylece primerler benzer sicakliklarda tamamlayici
sekanslara tutunabilir. Kisa oligoniikleotidler (<25 niikleotid) i¢in annealing sicaklig1 (°C),

Tm=2(A+T) +4 (G+C) formiilii kullanilarak hesaplanabilir. Primerler hedef sekansin zit
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zincirlere tutunmasi amaciyla tasarlanir, dolayisiyla 3> wuglarina niikleotidlerin
eklenmesiyle birbirlerine dogru uzatilirlar. Genelde 500 bp(baz pair)’den kisa olan hedef
sekanslar kolayca c¢ogaltilabilir; fakat optimizasyon yapilarak 10 kb’den daha uzun
fragmentler PZR’da ¢ogaltilabilir. Eger cogaltilacak olan DNA sekansi biliniyorsa, primer

tasarimi nispeten kolaydir (Turner ve ark 2004).
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Sekil 2.7. PZR ile DNA ¢ogaltilmasi(http://www.istanbulsaglik.gov.tr/w/tez/tez_uroloji.asp)

PZR iirliniiniin zincir ayrigma 1silari, tirtin 6zgiilliigii, primer yapigsmasi, primer-dimer
kalintilarinin olusumu ile enzim etkinligi ve dogrulugu magnezyum iyonu derigiminden
etkilenebilmektedir. Bu nedenle PZR’ler toplam dNTP derisiminin iizerinde 0.5 ile 2.5mM
magnezyum igermelidir. Primer stoklarinda ve kalip DNA’da EDTA ya da diger
baglayicilarin varligi, uygun magnezyum derisimini bozabilecegi dikkate alinmalidir

(Kayrin ve ark 2003).
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2.6. Restriksiyon fragmenti uzunluk polimorfizmi (RLFP)

Restriksiyon enzimleri spesifik bir DNA ¢ift sarmal sekansini tanir ve DNA'y1
belirli bir bolgeden keser. Genomik DNA'da olusan sekans degisiklikleri restriksiyon
enzimlerinin kesim yerlerini degistirir ve kesim sonucu olusan parcalarin boyutlar1 degisir.
Enzim kesim yontemi ile kesim sonucu olusan pargalar agaroz jel iizerinde elektroforez
edilir ve molekiiler boyutlarina gore bandlara ayrilir (Sekil 2.8). Southern Blot ile
belirlenen DNA'ya dayali restriksiyon bolgelerindeki varyasyonlar "Restriction Length
Fragment Polymorphism" olarak adlandirilir ve DNA genotiplerinin belirlenmesinde
kullanilir. Insan genetik arastirmalarinda polimorfizm ¢alismalarmin sayist  hizla

artmaktadir. ( http://www.istanbulsaglik.gov.tr/w/tez/tez_uroloji.asp)

AA AB "~ BB
A } _ . : > TETED e =)
Probe

Sekil 2.8. Restriksiyon fragmenti uzunluk polimorfizm belirlenmesi. A alelinde *(yildiz)
ile belirtilen bolgedeki varyasyon nedeni ile kesim yapilamamakta ve B alelinden daha
genis bir DNA pargast olusmakta. Gosterilen lokus i¢in olast varyasyonlarin iicli de

gosterilmistir.

36



3.MATERYAL VE METOD
3.1.Vaka secimi

S.U. Meram Tip Fakiiltesi Endokrinoloji polikliniklerinde diabetik polindropati
tanis1 almis, Konya ili ve ¢evresinde yasayan Tip 2 Diabetes Mellituslu hastalardan secildi.
Hastalarin se¢imi endokrinoloji kliniginde yapilan muayene sonuglarina gore yapildi. 60
hasta (30E/30K) ve 28 kontrol (18E,10K) calismaya dahil edildi. Kontrol grubunda

diabetik noropati tanisi almayan saglikli bireylerinin kan 6rnekleri kullanildi.

Tablo 3.1. Kontrol ve hasta grubunda ortalama yas + standart sapma degerleri

X + 8D

Kontrol 36,00 + 5,89 34,13 £ 4,09
Yas
Hasta 60,97 £ 9,00 59,77 + 8,46

Diabet siiresi 11,54 + 7,40 12,67 + 7,08

DNA izolasyonu, Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR) ve restriksiyon enzim
kesimi ¢alismalar1 Selguk Universitesi Meram Tip Fakiiltesi Deneysel Tip Arastirma ve

Uygulama Merkezi arastirma laboratuvarinda yapildi.

3.2. Numunelerin Alimis1 ve Hazirlanisi
Uygulama i¢in heparinli, EDTA’l1 kan ve serum ornekleri alindi. Heparinli kan
santrifiij edilerek plazmasi ayrildi Alttaki sekilli elemanlar yikanarak santrifiij edildi.

Siipernatan atilarak yikama ve santrifiij islemi lic kez tekrarlandi. Sonucta elde edilen
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eritrosit membraninda Na'/ K'-ATPaz enzim aktivitesi 6lciildii. EDTA’I1 kandan DNA’lar
izole edildi. Serumda C-peptid diizeyleri 6l¢iildii.

3.3. Kullanilan Cihazlar

1. Sogutmali Santrifiij : Hettich Universal 30 RF

2. Sogutmali Ultra Santrifuj : Hettich Rotina 46 R

3. Hassas Terazi: Precisa 125 A

4. Vorteks: Niive —NM 110

5. Benmari: Niive 400

6. Manyetik Karistirici:Elektro-Mag

3.4. Kullanilan Kimyasal Maddeler ve Reaktifler

Tris : Cat No: Sigma 8168

HCI : Cat No: Sigma 920-1

NaCl : Cat No: Sigma 9625

KCI : Cat No : Sigma P4504

MgClI, : Cat No : Merck 8266

Na,ATP : Cat No : Sigma A7699

SDS: Sigma L4509

EDTA: Sigma E-1644

Heparin : Nevparin 5000 IU/ml
3.5. Kullanilan Cozeltiler

0,1 N HCI ¢ozeltisi : 8,3 ml HCI alind1 ve bir miktar distile su uzerine ilave edildi
ve son hacim 1 litreye tamamlandi.

0,08 M Tris ¢ozeltisi : 10,114 gr. Tris tartildi, bir miktar distile suda ¢oziildiikten

sonra son hacim distile su ile 1 litreye tamamland.
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Yikama ¢ozeltisi : Bir miktar distile su lizerine 26,56 ml 0,1 N HCI ilave edildi,
tizerine 31,25 ml 0.08M tris ¢ozeltisi ilave edildi. 9,125 gr. NaCl tartilip ¢ozeltiye ilave
edildi. Toplam hacim 1000 ml ye tamamlandi.

10 mM pH=7,4 tris tamponu: Bir miktar distile su tizerine 0.1N HCI'den 42,5 ml
ilave edildi, tizerine 0,08 M tris ¢ozeltisinden 50 ml eklendi. Son hacim distile su ile 800
ml'ye tamamlandi.

Medium: 5,85 gr. NaCl, 0,3728 gr. KCI, 1,2198 gr. MgCl,.6H,0, 0,0372 gr. EDTA
tartilip bir miktar distile suda ¢oziildii. Uzerine 159,41 ml HCI ve 187,54 ml 0.08M tris
ilave edilip karistirild1 ve son hacim distile su ile 1000ml'ye tamamland.

%10'luk SDS ¢ozeltisi: 10 gr. SDS tartildi, bir miktar distile suda ¢6ziildii ve son

hacim distile su ile 100 ml'ye tamamlandi.

3.6. Na'-K* ATP az Enzim Aktivitesinin Tayini

Eritrosit membran Na'/K'-ATP az aktivitesi 6l¢iimii, modifiye edilmis Kitao —
Hattori metodu ile yapildi (Kitao ve Hattori 1983). Alinan antikoagiilanli 10 ml kan,
1000g de 4 dk. santrifuj edildi. Santrifiij sonrasi elde edilen eritrosit pelleti ayn1 miktarda
yikama ¢ozeltisi ile muamele edildi. Hafif¢e alt {ist edildikten sonra siipernatan atildu.
Alttaki eritrosit pelleti tekrar ayn1 miktarda yikama ¢ozeltisi ile muamele edildi. Bu yikama
islemi ii¢ kez tekrarlandi. Yikama iglemi bittikten sonra eritrosit pelleti 10 mM, pH = 7,4
tris tamponuyla %40 hemotokrite getirildi. 0 — 4 °C de 15 dk. bekletildi. Hemolize
numune 11.000 rpm'de 45 dk. santriflij edildi. Siipernatan atilarak esit hacimde tris
tamponu ile karistirilarak 11000 rpm’de 45 dk. santrifiij edildi. Bu islem ii¢ kez tekrar
edildi. Elde edilen eritrosit ghostu, 10 mM Tris — HCI pH 7,4 tamponu i¢ine alindi.
Numuneden 200 pl. temiz bir deney tiipiine alinarak {izerine 800 pl. medium ilave edilerek

tyice karigtirildi. Su banyosunda 37°C de 10 dk. inkiibe edildi. Daha sonra su banyosundan
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cikartilarak hi¢ bekletilmeden reaksiyonu durdurmak i¢in 50 ul. %10' luk SDS ilave edildi.
Alt st edildi ve bulanmiklik varsa 5500 g’de +4°C de 10 dakika santrifiij edildi.
Siipernatandan Boehringer-Mainkeimin photometer 5010 marka spektrofotometrede,
Diasis Diagnostic Systems marka inorganik fosfor ve Spinreact marka mikroprotein ticari
kitleri kullanilarak inorganik fosfor ve mikroprotein tayini yapildi. Sonu¢ pmolP;.mg.prt
'.10dk™ olarak hesaplandi.

3.7. C-peptid Tayini:

Immuno Assay metodu ile serumda 6l¢iim yapildi. C-peptid dlgiimleri, Immiilite 1000
cihazi kullanilarak C-peptid i¢in kompetitif kemiluminesan enzim immunaassay yontem ile
yapild1 (DPC Diagnostic Products Corporation USA)

3.8. DNA lzolasyonu: Kan ornekleri 2ml’lik EDTA’ll tiiplerde topland: calisilincaya
kadar -20°C de bekletildi. Invisorb marka Spin Blood kiti kullanilarak DNA lar izole
edildi.

Caligmaya basamadan oOnce Ornek sayisina yetecek kadar Eluotion Buffer
hazirlandi ve 56°C ye 1sitildu.

1. 200 pl kan oOrnegi, 200 pl lizis buffer A ve 20ul Proteinkinaz K, 1.5 ml’lik
ependorf tlipliine konuldu. Kapag1 kapatilarak tiip kisaca vortekslendi. 10 dakika
56°C de inkiibasyona birakildi.

2. 400 pl Binding Buffer tiipe eklendi. 10 sn. vortekslenerek veya 3 defa pipetaj
yapildi. Kisa bir spin yapildiktan sonra sivinin tamami RTA Spin filtreli tiipe
aktarildi, 3 dk. oda sicakliginda inkiibe edildi ve 12 000 rpm/2 dk. santrifiij edildi.

3. Toplama tiipii degistirilerek, filtre tizerine 500 pul Wash Buffer R1 eklendi ve 12
000 rpm/1 dk. satrifiij edildi.

4. Toplama tiipii bosaltildi, tekrar ayn1 toplama tiipii kullanilarak filtre tizerine 800 ul

Wash Buffer R2 eklendi ve 12 000 rpm/1 dk. satrifiij edildi.
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5. Filtre bos toplama tiipiine aktarildi, maksimum 13 200 rpm/ 4 dk. santrifiij edilerek
alkolden arindirildi.
6. Filtre temiz 1.5 ml’lik ependorf tiipline aktarildi ve alkoliin tamamen uzaklasmasi
i¢cin 3 dk. kapak agik bicimde oda sicakliginda inkiibe edildi.
7. Filtre membranin tam ortasina 1sitilmis  56°C’deki 200 ul Eluotion Buffer-D
eklenerek, 5 dk. oda sicakliginda inkiibe edildi
8. 10 000 rpm/1 dk. satrifiij edilir ve filtre atilarak, ependorf i¢indeki ekstrakt alinarak
-20 °C de saklandi
3.9. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR): Na/K-ATPaz-ATP1Al geni kromozoml’in
kisa kolu {izerinde lokalize olmus ve 23 ekson ve 22 introndan meydana gelmistir. ilk
intronda BglII enzim kesimi ile bir restriksiyon polimorfizmi tanimlanmistir. PCR islemi
icin ATP1AT1 geninin intron 1’1
F:5-CAG TCC CTG GCT AGA CAA TTC CTT-3"’( Tm=58.3)
R:5-CCA AAT GCA GCC CATTTC GGA GTT-3’ (Tm=60.2)
primerleri kullanilarak ¢ogaltildi ( Vague ve ark 1997).

e 1,6 ul dATP, dGTP, dTTP ve dCTP (10 pmol)
e 2 ul 10xPZR tamponu

o | ulMgCl,

e 1,2 ul 10 pmol primer (LIG1; DNA ligaz 1)

e 11,8 uldH,O

e 0,4 ul DNA Taq polimeraz enzimi

e 2 ul genomik DNA

iceren karigim ile gergeklestirildi. PZR reaksiyonu Applied Biosystems GeneAmp PCR

System 2700 model termal cycler’da
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e 94°C’de 3 dakika bir dongii

e 94°C’de 0,15 dakika,

e 60°C’de 0,15 dakika, - 10 dongti
e 72°C’de 0,15 dakika, _/
e 94°C’de 0,15 dakika,

—
e 58°C’de 0,15 dakika, 25 dongi

e 72°C’de 0,15 dakika,

e 72°C’de 3 dakika ve

e 4°C’de bir dongii
seklinde termal cycler’da programlandi.
3.10. Jel Elektroforezi

%?2’lik agaroz jel hazirland1 ve EtBr ilave edildi. Meydana gelen PZR {iriiniinden 5 pl
alinip yiikleme boyasi (6 x loading dye) ile karistirilarak kuyucuklara yiiklendi. Jel 30
dakika 190 voltluk elektrik akimina tabi tutuldu. Jel, 1000 bp’lik ladder kullanililarak UV
illiiminator altinda degerlendirildi. Degerlendirme sonucunda 505 bp biiyiikliigiinde bantlar
goriildii.
3.11. Restriksiyon Enzim Kesimi

Restriksiyon enzim kesimi i¢in 2 pL buffer, 1 uL BglIl enzim ve 3 uL dH,O

karisimi hazirlandi ve 15 pl. PCR iirliniine eklendi ve 37°C de overnight islemi yapildi.
Enzim kesimi iirtiinii yine %1’ liikk agaroz jele yiiklendi. Jel 30 dakika 190 voltluk elektrik
akimina tabi tutuldu Tim degerlendirmelerde 1kb’lik marker kullanildi. UV 151k

kullanilarak jel goriintiileme sistemiyle genotipler degerlendirilerek fotograflari ¢ekildi.
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3.12. istatiksel Analiz

Veriler bilgisayar ortamina aktarilarak, istatistiki analiz SPSS for Windows 10.0
istatistik paket programi kullanilarak yapidi. Sonuglar, ortalama + standart sapma olarak
verildi. Parametrik kosullarin saglandig: ikili karsilastirmaar i¢in Student’s t testi, bunun
saglanamadigl durumlar i¢cin Mann-Whitney U testi kullanildi. Parametreler arasi iliski

Pearson korelasyon testi ile yapildi. P< 0,05 olmasi anlamli kabul edildi.
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4.BULGULAR

4.1.Na-K-ATPaz Aktivitesi C-peptid Diizeyleri:

Tablo 4.1. Hasta ve kontrol grubunda C-peptid ve Na-K-ATPaz degerlerinin
karsilastirilmasi.
kontrol hasta t P
C-peptid 1,51+ 0,44 2,11+1,19 3,24 0,002
Na-K-ATPaz 2,47+ 1.30 1,13+£0,45 3,62 0,000

Grafik 4.1. Hasta ve kontrol grubunda C-peptid diizeyleri grafigi.
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Grafik 4.2. Hasta ve kontrol grubunda Na/K-ATPaz diizeyleri grafigi.
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Na'/K'-ATPaz aktivitesi ile cinsiyet, yas ve diabet siiresi arasindaki korelasyon
istatiksel olarak anlamli bulunmadi (p>0.05). C-peptid diizeyleri ile Na'/K'-ATPaz

aktivitesi arasinda bir korelasyon yoktu (p>0.05).

4.2.Polimorfizm Bulgulari.

ladder

__505 beg

Sekil 4.1. ATP1A1 gen polimorfizmine ait genotip 6rnekleri. Restriksiyon enzim kesimi
her iki allel i¢in de yoktu (genotip AA). 1000 b¢ marker (DNA Ladder MBI, Fermentas)

Degerlendirme sonucunda 505bg¢ biiyiikliigiinde bant goriildii. Kesim sonucunda 310 ve
195b¢’ lik bantlar1 goremedigimiz igin ATP1A1 geni icin genotipler; AA homozigot,

seklinde degerlendirildi (Sekil 4.1)
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5.TARTISMA VE SONUC
5.1. Na'/K'-ATPaz Aktivitesi ve Diabetes Mellitus

Oksidatif stres, diabetin ve daha sonraki komplikasyonlarimin patogenezinde
onemli bir rol oynar. Nonenzimatik glikozilasyon, otooksidatif glikozilasyon, enerji
metabolizmasindaki degisikliklerden kaynaklanan metabolik stres, sorbitol yolu aktivitesi,
inflamatuar mediatorlerin diizeyleri ile antioksidan savunma sistemindeki degisiklikler,
hipoksi ve iskemik reperfiizyon hasari sonucu olusan lokalize doku hasari, diabette
oksidatif stresi arttiran mekanizmalardir. Diabetik kisilerde plazma ve doku lipid
peroksidasyon {riinlerinin ayni yastaki saglikli bireylerden daha yiiksek oldugu
bulunmustur (Dedov ve ark 1992).

Diabette oksidatif stresin eritrosit membraninda lipid peroksidasyonuna sebep
oldugu ve zar lipid igeriginde degisimlere yol agtigi, eritrosit membraninda ortaya ¢ikan
tiim bu degisiklikler sonucunda da eritrositlerde Na'/K'-ATPaz aktivitesinde ve membran
akiskanliginda azalma oldugu ileri siiriilmiistiir (Rabini ve ark 1997).

Rabini ve ark (1993) yaptiklari ¢alismada, diabetli vakalarda Na'/K'-ATPaz
enziminin eritrosit membraninda yarismasiz inhibisyona ugradigini ve membran lipid
igeriginin degismesinin enzim aktivitesini etkiledigini ileri stirmislerdir.

Tip2 diabetli hastalarda Na'/K'-ATPaz aktivitesinin inhibisyonunun serbest radikal
aracilikli mekanizmalarla iligkili oldugu ileri siiriilmektedir. (Konukoglu ve ark. 2003)

Mazzanti ve ark. (1992) yaptiklar1 ¢calismada, Na'/K -ATPaz enzim aktivitesinin
yaslanma ile azaldigini1 gostermisglerdir ve yine kontrol grubunda diabetlilere oranla

enzim aktivitesini daha yiiksek bulmuslardir.
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2004 yilinda Diabetes mellituslu hastalarda, hastalik siiresinin eritrosit membran1 Na"/K -
ATPaz enzim aktivitesi lizerindeki etkilerini arastirmak amaciyla yaptigimiz ¢aligmamizda da,
literatiirlerle uyumlu olarak diabet siiresi uzadikca Na'/K'-ATPaz enzim aktivitesinin azaldig
bulunmustu (Giirbilek ve ark.2004).

Na'/K'-ATPaz aktivite azalisinin, artmus oksidatif/nitrozatif stres mekanizmalari ile iliskili
olabilecegi ileri slirtilmistiir (Sampathkumar ve ark 2005). Transport proteinlerinin ROS (Reaktif
Oksijen Tirleri) degisimlerine karst olduk¢a hassas oldugu bilinmektedir. Diabetik hastalarda
Na'/K'-ATPaz aktivitesindeki azalma ve glutatyon tiikenisi arasinda gozlenen birliktelik, hiicresel
GSH (indirgenmis glutatyon) azalmasmm, Na'/K'-ATPaz fonksiyonunu bozabilecegi
gosterilmistir ki bu birka¢ yolla agiklanmistir. Hipoklordz asitin sekillenmesinin, glutatyon
azalmasmm indiikleyen oksidatif stres araciligtyla, Na'/K'-ATPaz aktivitesini baskiladig1i ve
GSH’1n galaktozemik ratlarda Na'/K'-ATPaz inhibisyonunu engellemek suretiyle koruyucu bir rol
oynadig1 da gosterilmistir (Tsakiris ve ark 2004).

Post-translasyonal bir bozulma olarak, Na'/K'-ATPaz’in glutatyonilasyonun miimkiin
olabilecegi ileri siiriilmiistiir. Redoks sipesifik glutatyonilasyon gibi hiicresel proteinlerin
modifikasyonu son caligsmalarda gosterilmistir. Diabetik hastalarda lipid peroksidasyonu ve
hipoglutatyonemi arasindaki birliktelik glutatyonun asir1 kullanimi disinda, glutatyon sistemindeki
cesitli enzimlerin kendileri oksidasyona hedef olabilmektedir. Hakim olan glukoz konsantrasyonu
ve dolayisiyla glikasyon araciligiyla enzimatik inaktivasyonun meydana gelebilecegi gosterilmistir.
Diabetik kisilerde ileri glikasyonun artigi gdzlenmistir. Na'/K'-ATPaz’m glikasyonu,
eksperimental diabetik retinopatide katarakt sekillenmesiyle ve ayni zamanda eksperimental
diabetik noropatide sinir disfonksiyonuyla iliskilidir. Diabetik subjelerde mikroanjiyopati
varhginda azalmis Na'/K'-ATPaz aktivitesi ve artmis AGEs (Advanced glycation end products)

arasinda korelasyon oldugu ileri siiriilmiistiir. (Sampathkumar ve ark 2005).
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Ruitz-Guttierez ve ark (1993) Na'/K'-ATPaz aktivitesindeki azalmayi, enzimdeki yapisal
anormallige baglamislardir. Membran fosfolipidlerinin organizasyonundaki kalitatif anormalligin,
lipit katmanindaki Na'/K'-ATPaz lokasyonunda anomaliye ve Oubain baglanmasinin
engellenmesine yol agtig1 rapor edilmistir. Bu azalmadan kantitatif defekt ve maksimum enzimatik
iinite sayisindaki azalma sorumlu tutulmustur

Raccah ve ark(1996) tarafindan Kuzey Afrikali kontrol, beyaz irk kontrol ve insiiline
bagimli diabet hastalarinin eritrositlerinde, Na'/K'-ATPaz Oubain baglanma sitelerinde azalmanin
diyabetik noropati ile iliskisi aragtirllmigtir. Saglikli beyaz 1rk kontrolleri ile karsilagtirildiginda,
insiiline bagimli diabet hastalarmin ve saglikli Kuzey Afrikali kontrollerin eritrositlerinde Na'/K -
ATPaz aktivitesinde yaklasik olarak %30 azalma gdzlenmistir. Ayni1 zamanda eritrositlerde
maksimum enzimatik iinite sayisinda da (B max) %30 azalma tespit edilmistir. Her ii¢ grupta da
Oubain i¢in disasyon sabitinde 6nemli diizeyde fark gozlenmemis ve bdylece ili¢ grupta Oubain
icin enzim afinitesi karsilastirilabilmistir. Beyaz irk vakalarina gore Kuzey Afrikali vakalarin
eritrosit membranlarinin daha az pompa {initesi icerdigi ileri siiriilmistiir. Saglikli beyaz irk
kontrollerde ve Kuzey Afrikali kontrollerde eritrositlerde Na'/K'-ATPaz aktivitesi ve maksimum
enzimatik {inite sayis1 arasinda korelasyon bulunmus, fakat insiiline bagimli diabet hastalarindan
olusan grupta boyle bir korelasyon gozlenmemistir.  Kuzey Afrikali kontrollerde enzim
aktivitesinde bir azalma oldugu ve bu insanlarda diabet gelisirse noropatiye egilim meydana
gelebilecegi ileri siiriilmiistlir (Vague ve ark 1988).

Eritrosit Na'/K'-ATPaz aktivitesi intra ve ekstraseliiler katyon homeostazisinde santral bir rol
oynar. Bu enzimdeki degisikliklerin diabetes mellitus komplikasyonlar1 ile iliskili oldugu
diistintiliir. Tip2 diabetli hastalarda bu iliskiyi aragtirmak amaciyla yapilan bir ¢calismada ndropati
ve retinopati mevcut olan diabet hastalarinda, kontrol grubuna ve noropati veya retinopati mevcut
olmayan diyabet hastalarina gére Na'/K-ATPaz aktivitesi daha diisiik bulunmustur (Kog ve ark,

2003).
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Diabetik noropati gelisiminde sinir dokusunda Na'/K'-ATPaz aktivitesinde azalmaya isaret
eden ¢alismalar vardir. Enzimatik aktivitedeki bir azalma intraaksonal Na® konsantrasyonunu
artirir ve sinir membran depolarizasyonunu bloklar. Siyatik sinirin Na'/K -ATPaz aktivitesindeki
bir azalma; aksiyon potansiyeli ile indiiklenen depolarizasyondan sonra, normal membran akson
repolarizasyonunu degistirebilir, boylece NCV’de (Nevre Conduction Velocity) bir azalma
beklenebilir (Vague ve ark 2004).

Wright ve Nukada yaptiklar1 aragtirmada (1994) diabetin 16 haftalik indiiksiyonundan sonra,
4. haftada ani bir duraklama ile NCV de 6nemli bir azalma tesbit etmislerdir. Bu ¢alismada ergin
ratlarda diabet indiiklenmistir. NCV deki azalma; siyatik sinirlerde Na'/K'-ATPaz aktivitesindeki
azalmadan kismen sorumlu tutulmustur. Ciinkii bazi caligmalarda, motor NCV nin azalmasi,
Na'/K'-ATPaz aktivitesindeki azalmadan daha once goziikmektedir. Diabetik ratlarn siyatik
sinirlerinde ¢esitli teropatik miidahalelerden (gamma linoleik asit veya balik yag1 destegi vb.) sonra
kondiisyon hizinin hem kismi, hemde total restorasyonunun daima Na'/K'-ATPaz aktivitesindeki
kismi restorasyonla birlikte oldugu gézlemlenmistir. Na'/K'-ATPaz aktivitesindeki azalmanin, Na
kanallarinin inaktivasyonunun artmasi ile birlikte oldugu ileri stiriilmiistiir (Sima ve Sugimoto
1999).

Grene ve ark(1987), Na'/K'-ATPaz aktivitesindeki azalmanin periferal sinirlerde
hipergliseminin direkt bir sonucu olabilecegini ileri siirmiisler. Bu hipotezde, periferal sinirlere
fazla glukoz girisinin, aldoz rediiktaz yoluyla sorbitole doniistiigiinii, sorbitolde bir artmanin
miyoinozitolde bir azalmaya ve dolayisiyla sebebi agiklanamayan bir mekanizma ile PKC ( Protein
kinaz C) aktivitesinde azalmaya yol acabilecegi ileri siiriilmiistir. PKC ‘m, Na'/K'-ATPaz
lizerinde sitlimiilator bir etkisi oldugu ve diabette bu etkinin azalabilecegi rapor edilmistir.

Goriildiigii gibi Na'/K'-ATPaz aktivitesinin bozulma mekanizmasi olduk¢a komplekstir.
Serbest radikallerin artmasi ile glutatyon azalmakta radikaller temizlenememektedir. Kan sekerini

reglile edilememesi, enzim protein yapisinin glikozilasyonuna ve glutatyonilasyonuna neden
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olmaktadir. Biz de ¢alismamizda néropati tanist almus tip 2 diabetik hastalarda Na'/K'-ATPaz
aktivitesini kantitatif olarak degerlendirdik. Kontrol grubuyla karsilastirildiginda istatistiksel olarak
anlamli sonuglar elde ettik. Calismamizda yukaridaki bilgilerle uyumlu olarak Na-K-ATPaz
aktivitesini diisilk olarak saptadik. Bu bulgu diabetin iyi regiile edilemediginin bir gostergesi
olmaktadir. Diabetle indiiklenen Na'/K'-ATPaz disfonksiyonu diabetli insanlarin periferik
sinirlerinde motor iletim hizin1 azaltarak noropati ve elektrofizyolojik anomalilerin patogenezine
etki edebilir. Na'/K -ATPaz enzim aktivitesini daha dnceki ¢alismamizda da diisiik bulmustuk. Bu
calismamizda Konya bolgesinde yasayan Diabetes Mellituslu hastalarda diisik Na'/K'-ATPaz
enzim aktivitesi ile gelisen polindropatinin gen polimorfizmi ile iliskisinin olup olmadigi
arastirdik. Calisma sonucunda ATP1A1 gen polimorfizminin bulunmadigini tespit ettik. Bu
hastalarda ATPIA1 gen polimorfizminin bulunmamas: ndropatiye yatkinligin olmadigini
diisiindiirmektedir. Na'/K'-ATPaz aktivitesi ile cinsiyet, yas ve diabet siiresi arasindaki korelasyon
ise istatiksel olarak anlamli bulunmadi.

5.2. C-Peptid ve Diabetes Mellitus

Ekberg ve ark (2003); tip 1 diabetli hastalarda C-peptid replesmaninin sinir fonksiyonlari
tizerindeki etkilerini incelemisler ve {i¢ aylik replesman sonunda sinir fonksiyonlarinda iyilesme
kaydetmislerdir.

Chan ve arkadaslart (2004); tip2 diabetli hastalarda yaptiklar1 calismada, bodymass
indeksi, C-peptid ve metabolik statiiler arasindaki iliskiyi incelemisler BMI (Body Mass Index)
diisitk olan hastalarda C-peptid diizeylerinin  diisiik, glisemik kontroliin de iyi olmadig:
bulunmustur.

Wahren ve ark.(1996), yaptiklart calismada C-peptid replesmaninin insiiline bagimli
hastalarda, kisa siire bazinda (1-3 saat), glomeriiler hiperfiltrasyonun azalmasi, glukoz
kullaniminin artig1 otonom sinir fonksiyonlarinin iyilesmesi ile sonuclandig1 gosterilmistir. 1-3 aya

kadar olan replesman otonom sinir fonksiyonlari ile birlikte renal fonksiyonlar1 da iyilestirmistir.
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Proinsiilin C-peptidin rat renal tiibiillerinde Na'/K'-ATPaz aktivitesini sitiimiile ettigi
gosterilmistir ( Ohtomo ve ark 1998).

Calismamizda C-peptid diizeyleri hasta grubunda kontrol grubuna gore daha yiiksek olmasina
ragmen degerler referans araliklarinin igersinde idi. Cinsiyet, diyabet siiresi ve yas ile C-peptid
degerleri arasinda ise bir iliski bulunmadi.
5.3.Na /K-ATP az Aktivitesi ve C-Peptid

Insiilinin periferal sinirlerde Na'/K'-ATPaz’n dogal aktivatorii olmasi dolayistyla, insiilinin
Na'/K'-ATPaz’1 sitiimille etmesindeki muhtemel bir problemin, néropati sendromunun
gelismesine yol acabilecegi ileri siiriilmiistir. Na'/K'-ATPaz aktivitesinde azalmayla beraber
insiilin direnci meydana gelebilecegi ve bu defektin polyol yolu araciligryla hiperglisemi ile de
iligkili olabilecegi ifade edilmistir (Sweeney and Klip 1998).

Insiilinopenik diabetik ratlara C-peptid verilmesi Na'/K -ATPaz aktivitesini diizeltmis, nodal
ve paranodal degisiklikleri onarmis ve dnlemistir (Sima ve ark 2001).

Forst ve ark (2000) tarafindan Tipl diabetes mellituslu hastalarda proinsiilin C-peptidin
nitrik oksit, mikrovaskiiler kan akis1 ve Na'/K -ATPaz aktivitesi iizerindeki etkileri arastirilmis ve
C-peptid infiizyonu siiresince eritrosit Na'/K'-ATPaz aktivitesi ve plazma C-peptid diizeyleri
arasinda onemli, lineer bir iligki tesbit edilmistir. Salin inflizyonu yapilan hastalarda cGMP ve
Na'/K'-ATPaz aktivitesi arasinda onemli olmayan degisiklikler gozlenmistir. C-peptidin
mikrovaskiiler kan akis1 iizerindeki etkileri, nitrik oksit {iretiminde ve Na'/K'-ATPaz aktivitesi
lizerinde artis1 araciligryla meydana geldigi gosterilmistir.

Caligmamizda C-peptid diizeyleri ile Na'/K'-ATPaz aktivitesi arasinda bir korelasyon
yoktu. Diabetli hastalarda dokulara gére enzim aktivitesi degismektedir. Ornegin barsak dokusunda
enzim aktivitesi artis1 ile al ve Pl izoformlarmin mRNA seviyelerindeki artig ile iliskilidir.

Bobreklerde al ve Bl izoformlarinin mRNA seviyeleri medullada artar, kortekste artmaz bununla
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birlikte tiim nefron segmentlerinde enzim aktivitesi ile al izoformunun mRNA seviyelerindeki

artis onemli korelasyon gosterir.

5.4. Na'/K'-ATPaz Aktivitesi ve Polimorfizm

Insan genomunun, herbiri 20-25 kb uzunlugunda en az bes farkli o subiinitesi ve ilgili
genleri igerdigi gosterilmistir. al, a2 ve a4 ; sirastyla, ATP1A1, ATP1A2 ve ATP1AL2 genleri
tarafindan kodlanir kromozom 1 iizerinde lokalize olmuslardir. Bununla birlikte a3, ATP1A3 geni
tarafindan kodlanir ve kromozom 19 {iizerinde lokalize olmustur. o genleri iizerinde ozellikle
ATP1ALI iizerinde bazi polimorfizmler tanimlanmigtir. Bu polimorfizm restriksiyon enzimi Bg111
ile gosterilmistir (Shull ve ark 1990).

Cesitli galismalarda eritrosit membraninda Na'/K'-ATPaz aktivitesi ile peroneal ve tibial
sinirlerde kondiisyon hiz1 arasinda korelasyon gdzlenmistir. Cinsiyet ve etnik orjine gore de enzim
aktivitesinde varyasyonlar tespit edilmistir. Na'/K'-ATPaz aktivitesi; erkeklerde kadinlardan,
siyahlarda beyazlardan, Asyalilarda Iskandinavyalilardan, Yahudi toplumunda beyaz irkdan daha
diisiik bulunmustur. Yahudi toplumu siddetli ve erken néropatiye egilimlidir. Na'/K -ATPaz’1n
kontrol edilme mekanizmalar1 araciligiyla diabetik ndropatiye genetik bir yatkinlik s6z konusudur
(Raccah ve ark 1996).

Diabetik noropatinin patojenezi tamamen anlasilmamus olsa bile Na'/K -ATPaz akivitesinde
bir azalma goriilmektedir. Son yillarda yapilan caligmalarda eritrosit Na'/K'-ATPaz aktivitesi
tizerinde, genetik etkiler ve cevresel faktorler aragtirilmaktadir.

Cesitli calismalarda diabetik noropatide de Na'/K'-ATPaz fonksiyonunda bir defekt
tanimlanmistir. Streptozotocin-diyabetik rat deneylerinde motor NCV’de bir azalmanin, Na'/K'-
ATPaz’mm al izoformunun ekspresyonu sonucu Na'/K'-ATPaz aktivitesinde bir azalma

goriilmiistiir (Vague ve ark 2004).
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Tipl diabetli hastalarin eritrositlerinde diisiik Na'/K"-ATPaz aktivitesi ile birlikte Na"/K -
ATPaz‘m al izoformonu kodlayan ATP1-A1l geninin restriksiyon enzimi uzunluk polimorfizminin
arasgtirildigr bir ¢alismada, ATP1A1 geninin varyantinin varhiginin %6.5 lik relatif riskle diabetik
ndropatiye yatkinlik faktorii oldugu ileri stirtilmiistiir (Jannot ve ark 2002).

Na'/K'-ATPaz aktivitesinin eritrositlerde ( ki eritrositlerde ol izoformdur) diisiik bulunmas:
ve al izoformunun sinir dokusunda da baskin izoform olmasi dolayisiyla, ATP1A1l olarak
adlandirilan bu genin ndropatiye yatkinlikla iligkili olabilecegi ileri siirlilmiistiir Bu gen kromozom
I’in kisa kolu iizerinde kodlanmaktadir. . Genin primer yapist cDNA sekanslamasi ile ortaya
cikarilmigtir.  Promotor bolgesi tanimlanmig ve Bgl-II  kullanarak intronl’in PCR
amplifikasyonundan sonra 11 kb’lik bir fragment elde edilmis. Baz1 6rneklerde BglI-II ile kesim
sonucunda 3 ve 8 kb’lik iki fragment elde edilmistir. Restriksiyon sitesi polimorfizmi ile cinsiyet,
diabet siiresi ve HbAlc diizeyleri arasinda korelasyon gozlenmemistir. Noropati ve restriksiyon
sitesi bulunmasi arasinda yakin bir iliski bulunmus ve restriksiyon sitesini tagiyan hastalarin hemen
hemen hepsinde néropatinin mevcut oldugu rapor edilmistir

Restriksiyon sitesi olmayan homozigot diabetik hastalarda, restriksiyon sitesi olan
heterezigot diabetik hastalara goére Na'/K'-ATPaz aktivitesi daha yiiksek bulunmus fakat buna
ragmen saglikli kisiler arasinda, ATP1A1 gen polimorfizmi ve Na'/K'-ATPaz aktivitesi arasinda
iliski gézlenmemistir. Polimorfizme baghi genomik mutasyonun, intraseliiler insiilin mesajcisinin
baglanma sitesini etkileyebilecegi ileri siiriilmiistiir (Vague ve ark 1997).

Jannot ve ark(2002) yaptiklar1 ¢alismada Kuzey Afrikali kisilerde oldugu gibi, Avrupal
kontrollerde de enzim aktivitesinin ATP1A1 polimorfizminin varligindan etkilenmedigi rapor
edilmistir. Avrupali Tipl ve Tip2 diabetlilerde bu varyant alelini tasiyan hastalarda, tasimayanlara
gbre enzim aktivitesi diisiik bulunmustur. Insiilin sekresyonu diisiik olan Avrupali ya da Kuzey
Afrikali Tipl ya da Tip2 1i hastalarda, bu varyant alelinin varhiginin, diisiik enzim aktivitesi ile

iliskili oldugu rapor edilmistir.
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Calismamizda 60 hasta ve 28 kontrol vakasinda ATP1A1 geni Bgl-II ile kesilerek
polimorfizm agisindan incelendi ve gen bolgesindeki her iki allel i¢in de restriksiyon enzim kesimi
gozlenmedi. Bolgesel degerlendirmemizde ATP1Al polimorfizmi ve polindropatiye yatkinlik
goriilmedi. Bu hastalarda ATP1A1 gen polimorfizminin bulunmamasi ndropatiye yatkinligin
olmadigini diistindiirmektedir .

Diabette oksidatif stres membranda lipid peroksidasyonuna sebep olmakta ve bunun
sonucunda Na'/K'-ATPaz aktivitesi diismektedir. Diisiik enzimatik aktivite sinir iletim hizinin
azalmasia neden olmaktadir. Bu nedenle, diabetin iyi regiile edilmesi komplikasyonlar1 ortadan

kaldiracagindan ndropati gelisimine engel olunacagi kanaatindeyiz.
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6. OZET
S.U Saglik Bilimleri Enstitiisii

BIiYOKIMYA ( TIP ) Anabilim Dali
Doktora Tezi / KONYA — 2006

Cemile TOPCU

Tip 2 diabetik hastalarda ATP1A1 polimorfizminin Na'/K -ATPaz aktivite degisimleri ile
iliskili olup olmadigini arastirdik. Ayn1 zamanda C-peptid seviyelerinin ATP1A1 polimorfizmi ve
Na'/K'-ATPaz aktivitesi arasindaki iliskiyi etkileyip etkilemedigini arastirdik. Tip 2 diabetik
hastalarda, Na'/K'-ATPaz aktivitesi kontrol grubuna gére daha diisiik, C-peptid seviyeleri daha
yliksek bulundu. Enzim aktivitesi ve C-peptid seviyeleri arasinda korelasyon bulunmadi.
Parametrelere ait ortalama =+ standart sapma degerleri; C-peptide seviyeleri kontrol grubu i¢in; 1,51
+ 0,44 ve hasta grubu i¢in 2,11 £ 1,19, (p<0,002), Na-K-ATPaz aktiviteleri; kontrol grubu
icin 2,47 + 1.30 hasta grubu i¢in; 1,13 £ 0,45 (p< 0,000). Tiim diabetik hastalar ve saglikli

kontrol grubu kesilmemis allel i¢in homozigot olarak bulundu.
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7. SUMMARY

Investigation of Na'/K'ATPase gene polymorphism in diabetic patients.

We investigated whether the ATP1A1 polymorphism is associated with Na'/K'-ATPase
activity modifications and C-peptide levels in healthy subjects and in type 2 diabetic patients. We
also tested whether C-peptide level could influence the relationship between ATP1A1
polymorphism and Na+/K+-ATPase activity. Tip 2 diabetic patients, Na'/K -ATPase activity was
lower than in healthy controls and C-peptide levels was higher in healthy controls. There wasn’t
correlation between enzymatic activity and The mean + standart deviation of the parameteres; C-
peptide levels of control; 1,51 + 0,44 and patients; 2,11 = 1,19, (p<0,002), Na-K-ATPase
activity of control; 2,47 + 1.30 and patients; 1,13 £+ 0,45 (p< 0,000). All diabetic patients and

healthy controls were homozygous for the unrestricted allele.
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