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OZET

Diyabet; hiperglisemi ile seyreden insiilin eksikligi veye etkisizligi sonucu
gelisen kronik bir hastaliktir. Diyabet hastalarinda goriilen hiperglisemi, viicudun
birgok  molekiilinde modifikasyona yol agarak inflamasyonu baglatir.
Aterosklerozun patogenezinde birgok hiicresel ve molekiller mekanizmamn rol
oynamasinin yaninda etyolojisinde; infeksiyon ajanlari, genetik yatkinlik ve diyabet
gibi birgok hastalik suglanmaktadir. Bunlarin yamsira; CD40-CD40L sisteminin de
protrombotik ve proinflamatuar bir ortam yaratarak, aterosklerozu tetikledigi
yOniinde hipotezler 6ne siiriilmektedir.

Diyabet hastalarinda, makrovaskiiler komplikasyonlarda, trombositlerde
CD40 ve CD40L ckspresyon artiginin Snemli katki sagladigi birgok calismada
gozlenmigtir. Bu ¢alismalar 1s13inda biz de, trombositlerde CD40veCD40L
ckspresyonunu diyabetliler ile saglikli bireyler arasinda karsilastirmak istedik. Bizim
calismamizin amaci; diyabet hastalarinda ateroskleroza yatkinlik oldugu bilgisinden
yola ¢ikarak, CD40 ve CD40L deger artiglarint DM’da da gosterebilmekti.

Calismamiza; ADA( Amerikan Diyabet Birligi ) standartlarina gore, diyabet
tanis1 almig ve 5 yildir takip edilen 59 hastayr dahil ettik. Tip 1 diyabet hastalarinin
daha geng¢ populasyona dahil olmasi sebebiyle kontrol gruplarm ikiye ayirdik.
Kontrol gruplarim Tipl i¢in 35 yas alti, Tip2 i¢in 35 yas tistli saglikhh bireylerden
olusturduk. Istatistiksel analizler i¢in SPSS (Statistical Package for Social Sciences)
for Windows 10,0 programi ve student t testi kullandik.

Tip 1 DM grubu ile Tip 1 Kontrol grubunun CD40 ve CD40 L &l¢timleri
arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik gérmedik. Ancak Tip 2 DM ile Tip 2
Kontrol grubunun CD40 ve CD40L Olglimleri arasinda istatistiksel ileri diizeyde
anlamli farklilik gordiik. Ayrica, Tip 1 DM ile Tip 2 DM grubunun CD40 ve CD40L
dlgiimleri arasinda da anlamli farklilik bulduk.

Bu bulgular bize; CD40 ile CD40L ekspresyonunda ki artigin, Tip2 diyabetin
makrovaskiiler komplikasyonlarmmin belirteglerinden biri olabilecegini gosterdi.
Ancak, CD40-CD40L ekspresyon artiglarimn; DM’da geligen aterosklerozda erken
bir belirteg¢ olup olamayacagim belirlemek igin, daha ileri caliymalara ihtiyag
duyulmaktadir.



SUMMARY

Diabetes Mellitus is a chronic syndrome of impaired carbohydrate, protein and
fat metabolism, going with hyperglycemia, owing to insufficient secretion of insulin
or insulin resistance. The hyperglycemia observed in DM patients causes
modifications on many molecules and thereby, trigger inflamation. Many celluler
and molleculer mechanisms were considered in the of pathogenesis atherosclerosis.
Many infectious agents, genetic predisposition and DM were held responsible in
atherosclerosis etiology. Also CD40-CD40L system is put forward as a hypothesis,
for triggering atherosclerosis by creating a prothrombotic and proinflamatory
envoriment.

In many studies, it was shown that, the upregulation CD40L expression on T
lymphocyte and platelets contribute of development macrovasculer complication in
DM patients. In the light of these data we decided to evaluate CD40-CD40L
expression on platelets in both DM patients and healty controls. The spesific purpose
of this study is to show CD40-CD40L increase which is spesific for atherosclerosis
in DM.

In this study we included 59 DM patients, who were diagnosed on the basis of
ADA standardization and had DM follow up for 5 years. As, typel DM group mean
age is younger so we divided the control group in two subgroups according to age.
For typel DM, the age at the control group is under 35, for type2 DM, it is above 35.
Statistical analysis were performed using SPSS 10,0.

There were no significant differences between typel DM and its control group in
CD40 and CD40L levels. But there were a distinct and significant differences
between type2 DM and its control group in CD40 and CD40 L levels. And also there
were a significant difference between typel and type2 DM patients CD40 and
CDA40L levels.

The study shows that the upregulation in CD40 and CD40L expression could be
used as a marker of macrovasculer complication seen in type2 DM. But in order to
evaluate whether CD40-CD40L expression upregulation could be used as an early

marker of atherosclerosis developed in DM, further investigations are needed.



1.GIRIS VE AMAC

Diyabet tiim diinyada g¢ok yaygin olarak goriilen, komplike bir hastahktir.
Karbonhidrat, yag ve protein metabolizmalarindaki bozukluklar sonucu gesitli
semptomlar olusur ve kronik hiperglisemi ile kendini gosterir. Amerikan Diyabet
Birligi (ADA), tiim diinyada diyabet hastalarinin sayisinin hizla arttigini
bildirmektedir(1).

Bir multisistem hastalig1 olan diyabet, ¢ok &nemli mikrovaskiiler (retinopati,
nefropati, polindropati) ve makrovaskiiler komplikasyonlara yol agar. Diyabet,
aterosklerozun gelismesinde ¢ok Onemli bir risk faktoriidiir. Diyabette goriilen
hiperglisemi; makromolekiillerde modifikasyona yol agar. Bunlarin en bilineni, ileri
glikozilasyon son iriinleridir(Advanced glication end products-AGE- ). Bu
makromolekiillerdeki degisiklikler; proinﬂamatuar makrofaj sitokin iiretimini ve
vaskiiler endoteldeki inflamatuar olaylarin geligimini arttirarak, ateroskleroz
olusumunu hizlandirmaktadir (9).

Diyabette goriilen aterosklerozun patogenezinde; birgcok belli bash nedenle
birlikte, CD40 ve CD40 Ligand etkilesimi de rol oynamaktadir. CD40 ve CD40L
sistemi seliiler ve humoral immunitede 6nemli bir yer tutmakta ve dolayisiyla CD40
ile CD40L etkilesimi de; proinflamatuar ve proaterojenik bir siireg ile aterosklerozun
gelismesine katkida bulunmaktadir(5).

CD40L’nin protrombotik ve proinflamatuar bir ortam yaratarak, aterosklerozu
tetikledigi birgok caligma 1giginda ileri siirilmektedir. Bu g¢aligmalarda CD40L
ekspresyon artist ile diyabetik makrovaskiiler komplikasyonlar arasinda pararellikler
bulunmustur. CD40L’nin DM ve kardiovaskiiler hastaliklar i¢in, uzun dénem bir
belirteg  olabilecegi, ancak ileri c¢aligmalarla desteklenmesi  gerektigi
bildirilmigtir(10).

Biz bu ¢alismamizda; diyabet hastalarinda artmug ateroskleroz risk sebebiyle,
CD40-CD40L ekspresyonunun, saglikli kisilere oranla daha yiiksek olabilecegi
hipotezi {izerine kurduk. Diyabet hastalarinda CD40-CD40L ekspresyon artigim
gostermenin; ileri doneme ait bir kardiovaskiiler hastalik riskinin Onglirlisti
olabilecegini diislindiik. Boylece bu riskin yiiksek oldugu diyabet hastalarinda,
CD40-CD40L ekspresyonunu gostererek, kardiovaskiiler hastaliklar igin, onceden

Onlem alinabilecegini diistinmekteyiz.



2.GENEL BILGIiLER

2.1. DIABETES MELLITUS

Diabetes Mellitus (DM); insiilinin mutlak eksikligi, sentez ve sekresyon
bozuklugu veya reseptdr diizeyinde etkisizligi sonucu gelisen kronik bir
hastaliktir(21).

DM; 21’inci ylizyilda karst karsiya kalinan diinyanin énemli bir halk saglig:
problemidir. Degisen yasam bigimleri ve sagkalim siirelerinin uzamasi, 6zellikle
Tip2 DM’un prevalansini hizla arttirmaktadir. 2020 yilinda diinya genelinde Tip2
diyabet prevalansimin muhtemelen ikiye katlanacagi tahmin edilmektedir(11).
Diyabet hastalarinda g¢ok sik gelisen komplikasyonlar sonucu, bu hastalarin bakim
maliyeti artmakta ve saglik sistemlerine 6nemli bir yiik getirmektedir(1 ).

Diyabet hastali1 ile ilgili en eski kayitlar; M.O. 1550 yillarinda yazilmis Misir
papiriislerine kadar dayanir. ‘Diabetes’ kelimesi yunanca akip gitmek anlamina gelen
‘diat+betes’ ve bal kadar tath anlamma gelen, ‘Mellitus’ kelimelerinden
tiiretilmigtir(22).

1869 yilinda Paul Langerhans; pankreas bezi ic¢indeki kiigiik hiicre
topluluklarim1 g8stermis ve bu hiicre topluluklari, glintimiizde ‘’Langerhans
adaciklari’’olarak adlandirilmigtir. Yirminci yilizyilin baginda 6limeciil bir hastalik
olan diyabet; 1921°de Kanada Toronto Universitesi'nden Frederick G. Banting,
Charles H. Best, biyokimyaci James B. Collip ve fizyolog J.J.R.Macleod’un ortak
¢alismalar1 sonucu insiilinin izole edilmesiyle, tedavi edilebilmeye baglanmigtir.
Collip insiilini“ daha da saflagtirmig, 1922’de hasta tizerinde basarilibir sekilde
uygulamigtir. 1955°de Frederick Sanger; insiilin polipeptid zincirinin aminoasit

dizilimini tanimlamis ve o y1l Nobel édiiliinii almistir (22).



2.1.1.DM Tanimm

DM; kronik hiperglisemi ile karakterize, insiilin sekresyon bozuklugu veya
insiilinin  kullanllamamasindan kaynaklanan karbonhidrat, yag ve protein
metabolizmasindaki bozukluklar dolayisiyla gelisen bir hastaliktir. Insiilinin mutlak
eksikligi veya sentez ve sekresyon bozuklugu veya reseptor diizeyinde etkisizligi
sonucu olusur. Uzun dénemde ¢esitli makro ve mikro komplikasyonlara yol agar.
Bunlar; nefropati, retinopati gibi mikrovaskiiler ve damar duvart bozukluklarina
bagli gelisen; ateroskleroz gibi makrovaskiiler koplikasyonlardir(21).

Diyabet gesitli patolojik siireglerle ilerler. Bu stiregler; pankreas B hiicrelerinde
gelisen tahribat sonucu insiilin yetmezligi veya birgok karmagik mekanizmanin
tetikledigi insiilin direncini igermektedir.

DM’un Tipl ve Tip2 diye iki ana grubu olmasina kargin bunlarin patogenezinde
bircok aydinlatilmamis ve i¢ ige ge¢mis durum oldugundan dolayi, tam olarak
tiplendirilemeyen gruplari da vardir. 1997°de ‘World Health Organization’ Diinya
Saglik Orgiiti’'nden (WHO) adapte edilerek, ‘American Diabetes Association’
Amerikan Diabet Birligi (ADA) tarafindan bir siniflama gelistirilmistir(23).
2.1.2.DM’un Siniflanmasi

Diyabetin etiyolojik siiflandiriimast WHO ve ADA tarafindan asagidaki sekilde
bildirilmigtir(21,23).
Hipergliseminin etiyolojik siniflamasi
1) Tip1; B hiicre tahribat1 ile giden mutlak insiilin yetmezligi.
A: Otoimmunite
B: idiopatik
2) Tip2; Cogunlukla instilin direnci ile giden insiilin eksikligi.
3) Diger tipleri
- B hiicresinde genetik defekt
-insiilin sekresyonunda genetik defekt
-Ekzokrin pankreas hastaliklari
-Endokrinopatiler
-Ila¢ ve kimyasallar
-Infeksiyon
4) Gestasyonel Diyabet



Tipl DM

‘Insulin Dependent Diabetes Mellitus® Insiiline bagimli Diyabet ( IDDM ) diye
de adlandirilir. Primer olarak pankreas bezinin [ hiicrelerinde harabiyet sonucu,
mutlak instilin ihtiyaci ile ortaya ¢ikar. Viicut; B hiicrelerine karsi otoantikorlarla bir
tahribat baglatmaktadir. Bu otoantikorlar;

Anti-GAD ( Glutamik Asit Dekarbokilaz Antikoru )
Anti-islet cell ( Adacik Hiicre antikoru )
Anti-insulin antibodies-AIAA ( Instilin Antikoru ) vb. dir.

Tip1DM; TiplA ve Tip1B olarak iki gruba ayrilabilir. Tipl A’da bir veya daha
fazla otoantikor saptanmaktadir(21,22). Ayrica siklikla ‘Human Leukocyte Antigen’
( HLA ) DR-3, DR-4 doku grubu genleri ile birliktelik gdsterir(24).

Tip 1 B ise; idiopatik oldugu varsayilan ve Tip 1 A’ daki gibi, diisiik insiilin ve C-
peptid seviyeleriyle karakterize bir formudur.

Tipl DM’da goriilen aglik hiperglisemisi, hizla ciddi ketoasidoz ve koma
tablosuna yol agabilir. Plazmada insiilin ve C-Peptid diizeylerinde distikliik
mevcuttur. TiplDM; Graves hastaligi, Hashimoto ve Addison gibi diger otoimmun
hastaliklarla da beraber goriilebilir. Tip1 DM tedavisinde ana ilke eksik olan instilini
yerine koymaktir(21).

Tip2 DM

‘Non insiilin dependent diabetes mellitus’ insiiline bagimli olmayan diyabet
(NIDDM) diye de adlandirilabilir. Diyabetin en yaygin formudur ( % 90 ) ve insiilin
sekresyonu veya etkisinde bozuklukla kendini gosterir. Etyolojisi tam olarak
aydinlatilamamasina karsin, genetik yatkinlik ve gevresel faktorlerin rol oynadigi,
ileri d6nemlerinde B hiicrelerinde harabiyetle sonlanan bir hastaliktir. Hastalarda
genellikle instilin direnci ve goreceli bir insiilin eksikligi vardir. Ilk baslarda insiilin
tedavisi gerekmese de ileri evresinde, glisemik kontrol i¢in insiilin gerekmektedir
(21,25).

Genglerde goriilme oranlari, beslenme ahigkanliklarimin degismesi nedeniyle son
yillarda artmigtir. Cogu Tip2DM hastalar1 obezdir ve obezite insiilin direncini
tetikler. Tip2 diyabet hastalari, tam konulmadan hayatlarmi uzun yillar idame
ettirebilirler. Bu hastalar; serum insiilin seviyeleri yiiksek olmasina ragmen, instilin

direnci sebebiyle kan glukoz diizeyini kontrol altina alamazlar (21).



Tip2 DM’da; ailevi yatkinlik kuvvetli bir sekilde goriilmektedir Genetigin
yaninda, ebeveynlerin yasam tarzlari ve yeme aliskanliklari bir tiir kaliim gibi
¢oguklarina kalmaktadir. Kotii beslenme, obezite ve fiziksel inaktivite Tip2 DM
gelisme riskini arttirmaktadir(21).

Diger Tipler
-B hiicrelerinde genetik defekt
MODY 1( kromozom 20) ‘Maturity Onset Diabetes of the Young’
MODY?2 ( kroozom 7)
Mitokondrial DNA mutasyonlari
-Instilin sekresyonunda genetik defekt
TipA insiilin rezistansi
Rabson-Mendenhall sendromu
Lipoatrofik diyabet
-Diger genetik sendromlar
Down sendromu
Frederik ataksisi
Huntington hastalig1
Turner sendromu
-Ekzokrin Pankreas hastalig:
Pankreatit
Travma
Neoplazma
Kistik fibroz
Hemakromatozis
-Endokrinopatiler
Cushing sendromu
Akromegali
Glukagonoma
Hipertiroidism

Somatostatoma



-[lag ve kimyasallar
Nikotinik asit
Glukokortikoid
Tiroid hormonlar
Tiazidler
Fenitoin
Streptozosin
Alloksan
Pentamidin

-Infeksiyonlar
Konjenital Rubella
Sitomegaloviriis

Coxsackie B4

Gestasyonel Diyabet

Gestasyonel diabetes mellitus; ilk kez gebelik sirasinda fark edilen, herhangi
bir diizeydeki glukoz intoleransi olarak tanimlanir. Hamilelerde normalde; aglik ve
postprandial glukoz konsantrasyonlari, hamile olmayanlara gore daha diisiik
seyreder. Bu konsantrasyonlardaki herhangi bir ylikselis gestasyonel diyabeti akla
getirmelidir( 23).

Gestasyonel diyabet genellikle semptomlara neden olmaz. Bu nedenle, ADA
bu riskin degerlendirilmesi i¢in tiim gebe kadinlarin taranmasim ve risk altindaki
bireylere oral glukoz tolerans testi (OGTT), yapilmasim Snermektedir. Gestasyonel
diyabet; hem bebek hem de anne igin risklidir. Yiiksek glukoz konsantrasyonlari;
erken dénem intrauterin Sliimlere, konjenital anomalilere sebep olabilir. Ayrica fetal
makrozomi riski bu hastalarda artmigtir( 26 ).

Hamilelikte; 126 mg/dL veya giiniin herhangi bir saatinde 200mg/dL glukoz
seviyesi diyabet tanisi igin esik degeri ifade eder. Gestasyonel diyabet tarust igin
testler genellikle 24-28. gebelik haftasinda yapilir( 21 ).



2.1.3. DM’unTam kriterleri

Diyabet hastalig1; tanisi konulmadan 6nce, (6zellikle Tip2 ) ¢ok uzun bir siire
gizli olarak kalabilir. Birgok miiphem semptomun yaninda; polidipsi, poliiiri, polifaji,
tekrarlayan gérme bozukluklari, periferik néropatiler gibi belirtileri de mevcuttur.

Diyabet tanisinda bozulmus glukoz toleransi, 6nemli bir yer tutar. Bozulmus
glukoz toleransi; diyabet tablosu tam olarak oturmadan 6nce uzun siire goriilen bir
durumdur. Bu durumda olan kisilerde,10 yil iginde diyabet gelisme riski g¢ok
yiiksektir(29).2003 ADA’ nin dnerdigi tan1 kriterleri, tablo 1°de gosterilmektedir(21).

Tablo 1. DM Tam kriterleri
Glukoz konsantrasyonu, mg/ dL. (mmol / L. )

kapiller kan vendz kan
Saglikli Bireyler
AKS (Aglik Kan Sekeri) <110(<6,1) <126(<7,0)
tokluk kanvsee);;ri (2.saat) <140 (<7,8) <140(<7,8)
DM
AKS (Adg;;an g >110 (26.1) 2126 ( 27.0)
tokluk kan sekeri (2.saat) >200 (> 11.1) 2200 (211.1)
Bozulmus glukoz toleranst
AKS <110(<6.1) <126 (<7.0)
tokluk l::n sekeri (2.saat) 140-199 (7.8-11.0) 140-199 (7.8-11.0)

Gestasyonel diyabet i¢in de ADA’nin sundugu kriterler tablo 2’de g6sterilmistir.
Iki veya daha fazla parametrede yiikseklik mevcutsa, taniy1 koydurur (21 ).
Tablo 2.Gestasyonal diyabet tani kriterleri

mg /dL( mmol /L) ADA WHO
75 groral glukoz 100 gr oral glukoz 75 gr glukoz
AKS 295(5.3) >95(5.3) 2126 (7.0)
1.saat >180(10.0) 2>180(10.0)
2.saat >155(8.6) >155(8.6) >140( 7.8)




2.1.4. DM Epidemiyolojisi

Diabetes mellitus tiim toplumlarda giderek yayginlasarak, daha bliylik insan
grublanm etkilemektedir. 1995 yili itibariyle diinya niifusunun %4,0.1 diyabetli iken,
bu rakamin 2025 yihnda %5,4 seviyesine tirmanacagi tahmin edilmektedir.
Gelismekte olan illkelerde diyabet hastalifinda ki artigin, daha da hizli olacag: ve
toplumdaki diyabetli sayisimin 30 yilda %170 artacag hesaplanmugtir (28).

Diinya saghk 6rgiitiiniin verilerine gore, diilnyada 194 milyon diyabet hastasi
mevcuttur. 2030 yllmda ise 330 nulyon kl$lde dlyabet gﬁrﬁlecegl 6ngdrﬁlﬁyor(16)

b

Sekll 1: Dﬁnyada Dlyabet hastalarinin hizla artis1

Epidemiyolojik veriler, toplumdan topluma gok biylik degiskenlik gOsterir.
Amerika Birlesik Devletler’inde(ABD) diyabetin insidansi; 100.000 kigide 11,7-16,4
arasinda  gosterilmigtir(28).  Bunlar kaba  verilerdir, bunlann  daha
detaylandirihilabilmesi igin; yasanan bolge, etnik kken, yas ve cinsiyette gbz Sniinde
bulundurulmalidar.

ABD verilerine gore; diyabetin prevalansi, amerikan toplumunda % 5,1°dir.
Bunun yaninda % 2,7 oraninda da tam konulmamig gizli diyabet oldufu
varsayilmaktadir(28).

Goriildiigi gibi; dinyada DM’un prevalans ve insidansi hizla artmaktadir. 2030
yilinda su anki dilnyada gorillen diyabet vakalanmn, ikiye katlanacag: birgok
kaynaktan desteklenmektedir(15,28).

Ulkemizde Satman ve arkadaglan tarafindan, 2001 yilinda yapilan kesitsel bir
caligmada, (TURDEP-Turkish Diabetes Epidemiology Study) diyabet prevalansi
%7,2, bozulmus glukoz toleransi da %6,7 olarak bulunmustur. Bu ¢alismada; glukoz
intoleransinin yag ile birlikte artis1 gosterilmistir(30).
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2.1.5. DM’un Etiyopatogenezi

Tipl DM

Tip 1 DM’da genetik yatkinhk ve aydinlatilamayan birgok sebepten dolayi;
otoimmun siire¢ devreye girer ve B hiicre hasan ile sonuglanarak, hastalik olusur.
Ozelikle HLA DR3 ve HLA DR4 birlikteligi normal populasyona gore gok
yitksektir. HLA DR3 diger otoimmun hastaliklarla siklikla birlikte goriliir (Orn;
Coliak). Tipl diyabetlilerin % 20’sinin tiroid antikorlannin pozitif oldugu
gosterilmigtir (12 ).

Ayrica; tek yumurta ikizlerinde %60 oraninda birlikte DM olma ihtimali varken,
¢ift yumurta ikizlerinde bu oran % 8 civarindadir. Anne veya babanin birinde diyabet
varken; gogukta goriilme olasihg: %36 iken, her iki ebeveynde DM oldugunda bu
oranin % 30’lara ¢ikabilecegi 6ne siiriilmektedir(13 ).

Enfeksiyonun da, Tipl DM igin 6nemli bir etyolojik faktor oldugu bilinmektedir.
Ozellikle konjenital rubella, sitomegalovirus, kabakulak, coxsackieB4 ve
ensefalomyelit viriisil, ajanlar arasinda sayilir. Birgok toksin, bebeklikte inek siitiine
erken baslanmasi, ileri yas annelik, psikolojik stres de etyolojik faktorler arasinda
sayilmaktadir(14).

Bu etiyolojik faktorler sonucunda; pankreasin B hiicrelerine karsi otoantikor

iiretilir ve adacik hiicreleri tahrip olarak insiilin salgilayamamaya baglar($ekil2) (14).

>

pankreas

%_{?"

ada hiicrelermme
antikor saldsi

Sekil 2: Tip 1 DM un patogenezi
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Tip2 DM

Tip2 DM ilk olarak iskelet kasinda insiilin direnci ve sonrasinda goreceli olarak
insiilin yetmezligi ile karakterize glukoz metabolizma bozuklugudur. Genetik
yatkinlik, obezite, sedanter yasam, beslenme aligkanliklari, yaslanma, stres ve
gebelik gibi birgok sebepten dolayr ortaya ¢ikabilir. Hareketsiz yasam bigimi ve
obezite, onemli bir risk faktériidiir. Tip 2 diyabetik hastalarinin %55°de obezite
rastlanmakta ve kronik obezite insiilin direncine neden olmaktadir(Sekil 3)(17).
insiilin direncinin sebepleri;
a)Hiicrelerin insiiline duyarliliginda azalma;

-Reseptor etkilesiminde bozukluk,

-Reseptor sayisinda azalma,

-Hiicre i¢i insiilin sinyalizasyonunu saglayan proteinlerde azalma,

- Hiicre ici glukozun fosforilasyonunu kontrol eden enzim aktivitesi azalmasi
b)Hiicrelerin insiiline yanitinda azalma ( Ligand-reseptor etkilesiminden sonraki
basamaklarda bozukluk ile kendini gsterir.)
¢)Yag metabolizmasinda:

-Obezitede goriilen, dolasimda serbest yag asitlerinin artmasi,
-Iskelet kasinda yag birikimi ve bu yaglarin okside olamamalari,

-Yag dokusunda iiretilen sitokinlerin saliniminin bozulmasi (18).

kan gikozu ——
' dokuya qirigi

Sekil 3: Tip 2 DM un patogenezi
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2.1.6. DM ve Metabolik Sendrom

Metabolik sendrom, kardiovaskiiler hastaliklara zemin hazirlayan bir g¢ok
metabolik sistem bozuklugu ile seyreden onemli mortalite ve morbidite nedenidir.
Hipertrigliseridemi, hiperinsiilinemi, hipertansiyon, hiperkolesterolemi ve obezite
gibi ateromatoz risk faktorlerinin, insiilin direnci ile birlikte oldugu durumdur.

Metabolik Sendrom; bozulmus aglik glukozu veya insiilin direnci, santral
obezite, dislipidemi ve hipertansiyonun birlikteligi olarak tanimlanir.
Patofizyolojisinde insiilin direnci sorumlu tutulmaktadir.

Diinya Saglik Orgiitii tarafindan asagida sunulan kriterleri mevcuttur(65).
-Diyabet
-Bozulmus aglik glukozu
-Bozulmus glukoz toleransi
-Instilin direnci
Yukaridaki durumlarla birlikte;

-Hipertansiyon,
-Hiperlipidemi,
-Santra] obezite
-Mikroalbuminiiriden en az ikisinin olmasi, metabolik sendrom tanisim koydurur.

Metabolik Sendrom olusumunda birgok faktér sorumlu tutulurken, en ¢ok
suglanan fakt6ér insiilin direncidir. Suglanan diger fakt6rler ise viseral obezite,
proinflamatuar sitokinler, reaktif oksijen tlirleri, bozulmus glukoz ve lipid
metabolizmasi ile endotel disfonksiyonudur(66).

Yapilan bir ¢alismada ABD’de yasayan geng¢ populasyondaki metabolik sendrom
prevalansinin obezitenin derecesiyle birlikte arttigi ve ciddi diizeyde obezitesi olan

genglerde bu prevalansin % 50’lere ulagtig: bildirilmistir(66).
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2.2, ATEROSKLEROZ

Ateroskleroz; ilerleyici (progresif) arteryel darhk ve tikanmalarla meydana
gelen, arterlerin esnekliginin bozulmas: ve antitrombotik 6zelliklerinin azalmasiyla
seyreden bir hastaliktir. Damar duvarinda; lipidlerin, fibroblastlarin ve makrofajlarin
birikmesi sonucu geligir. Esas olarak bu birikime eslik eden hiicresel ve molekiiler
mekanizmalarin ve enflamasyonun rolii vardir(33).

Bu mekanizmalann pek gogu tam olarak aydinlatilamam:§ olmasina ragmen,
cesitli etiyolojik faktorlerin rolii bilinmektedir. Bunlarin baginda; enfeksiyon ajanlan
(Chlamydia pneumoniae gibi), genetik herediter &zellikler (homosistinemi),
hipertansiyon, DM, hiperlipidemi, sigara kullamimi, sedanter yasam, obezite gibi
etkenler gelir. Aterosklerozun geligimini; diigik dansiteli lipoprotein (LDL) ve
lipoprotein (a) artigt hizlandirirken, yiiksek dansiteli lipoproteinlerin (HDL) artig:
inhibe eder. Aterosklerotik siirecin baglamasindaysa; plasma bilegimindeki trombosit,
lenfosit ve monositlerle, endotel hiicreleri arasindaki yillarca siiren etkilegimlerin
bagrolde oldugu bilinmektedir. Aterosklerotik stiregte;  16kosit ve diiz kas
hiicrelerinin subendotelyal alana gelerek ¢esitli sitokin ve mitojenlerin (PDGF =
trombosit kokenli biiylime faktdrll ) salimmimt prolifere etmesi gibi ¢esitli nedenler

rol alir.

Sekil:4 Aterosklerozda damar duvari
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Sekil:4’de gosterildigi gibi; gelismekte olan plakta lipoproteinlerden ve
bunlarin okside formlarindan zengin bir birikimin olusmasi, hem dogrudan damar
duvarinin yapisal ve fonksiyonel 6zelliklerini bozmakta, hem de monosit ve ilgili
hiicrelerin aktivasyonuna yol agarak inflamatuar bir siirecin aktive olmasina neden
olmaktadir. Ayrica; makrofajlarin okside lipidleri fagosite etmesi sonucu, képiik
hiicreleri olusmakta, bu kopiikk hiicreleri de monosit aktivasyonunu ve sitokin

{iretimini arttirarak, bu kisir déngiiye katkida bulunmaktadir(34).

Aterosklerozun Patolojik Lezyonlari:

Aterosklerozun en erken patolojik bulgusu, yagli izler (fatty streak) olup daha
sonra bu bolgelerde fibréz plaklar gelisir. Komplikasyonlardan sorumlu olan esas
lezyonlar bu plaklardir. Baglica komplikasyonlari; trombus gelisimine yol agan
fissiir/iilserasyon olusumu, anevrizma geligimi, sekondet kalsifikasyon gelisimi ve
arterde stenoza yol agmalari sonucu, ilgili damarin besledigi organ ve dokularda akut
veya kronik iskemik hastalik ve fonksiyon bozukluklarmin geligsmesidir (31).

Giintimiizde en ¢ok desteklenen teoriler; zedelenme ve infeksiyon teorileridir.
Aslinda her iki teoride de, inflamatuar reaksiyonlar1 indiikleyen olaylar zinciri i¢inde
gelisen siire¢ birbirinin iginde yer alir. Bu siirecin akut ve kronik inflamatuar
cevaplari, immiinohistopatolojik ¢alismalarla kanitlanmigtir.Mekanik ve metabolik
travmalar disinda, kronik inflamasyonun en 6nemli tetikleyicileri olarak okside-
LDL-kolesterol ve Chlamydia'lar gosterilmektedir.Ancak aterosklerozda, hala
aydinlatilamamais bir ¢cok mekanizma mevcuttur (31). Aterosklerotik plak esas olarak;
birikmis intraselliiler ve ekstraselliiler lipitler, diiz kas hiicreleri, bag dokusu ve
glikozaminoglikanlardan olusur.

Aterosklerozun gelisim evreleri ve tipleri Amerikan Kalp Birligi (AHA)
tarafindan 1995 yilinda tablo 3°deki gibi 6zetlenmigtir(31,35).
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Tablo 3: Atrosklerozun patolojik lezyon tipleri veya gelisim evreleri

Plak tipi

1- Intimal kalinlasma

2- Yagl ¢izgilenme

3- Preaterom

4-Ateroma

5- Fibroz plak

6- Komplike lezyon

Plak karakteristigi

Kopiik hiicrelerinin

infiltrasyonu

Infiltre makrofaj ve diiz
kas hiicrelerinin i¢inde

lipid birikimi

Ekstraselliiler lipid
birikimi ve bag dokusu

artist

Ekstraselliiler intimal
lipid ¢ekirdegi; makrofaj,
kopiik hiicresi ve
inflamatuar hiicre

infiltrasyonu

Fibr6z tabakali aterom
Lipid ¢ekirdeginde
yaygin kalsifikasyon

Intramural hemoraji
ve/veya trombus olan,
yirtilmig tip IV veya V
lezyon

Iliskili klinik sendrom

Asemptomatik

Asemptomatik

Asemptomatik

Genellikle asemptomatik,
stable angina ile birlikte

olabilir.

Stable angina pectoris

veya asemptomatik

Akut koroner sendromlar

16



2.2.1. Ateroskleroz Patogenezi

Ateroskleroz; arter duvarinin intima ve media tabakasindaki degisimlerin eslik
ettigi, lipidlerin, makrofajlarin ve de fibr6z dokunun yerel birikiminden dogan
degisikliklerin bir kombinasyonu olarak tanimlanir(32). Lezyon, makrofajlarda lipid
birikmesi, intimadaki diiz kas hiicrelerinde lipid damlaciklarinin belirmesi ile sari-
grimsi yag ¢izgilerine (fatty streak) doniistir. Yag ¢izgilerinde diiz kas hiicreleri yer

almakla birlikte baskin hiicre tipi makrofajlardir.

Aterosklerozun patogenezinde; gegerli olan modelin iki 6nemli boliimii vardir.
Bunlarin ilki; tam olarak anlagilamamis olan, endotelde bozulmaya neden olacak
herhangi bir olay olmadan, hasar veya fonksiyon bozuklugunun olugmasi, ikincisi ise
duvarin kendi kendine iyilesebilmesi i¢in gerekli inhibitor sinyallerinin bir dengede

tutulamayarak, aterokslerotik lezyonlarda ilerlemenin olugmasidir(33).

Bu bolgeye toplanan makrofajlar; dolasimdan LDI-kolesterolu alarak k&piik
hiicrelerini olustururken, trombositler bu hasarli bolgeye yapisarak ¢oker ve
trombosit kaynakli biliylime faktorlerini salarak diiz kas hiicrelerinin mediadan
intimaya gogline ve poliferasyonuna yol agarlar. Aterosklerozun ana sebebi
hiperlipemi, &zellikle hiperkolesterolemidir. Ozellikle diisiik dansiteli lipoprotein
(LDL), ¢ok diisiikk dansiteli lipoprotein (VLDL) ve lipoprotein(a) bu aterojeniteden
sorumludur. Bu hipotezle ilgili olarak;

1. Arter duvarinda kolesterol birikmesi, hem deneysel hem de postmortem
calismalarla kanitlanmigtir.

2. Cok c¢esitli deney hayvanlarinda, plazma kolesteroliiniin yiikseltilmesi ile
ateroskleroz olusturulabilmektedir.

3. Plazma kolesterolu yiiksek kisiler, erken yasta koroner kalp hastaligina (KKH)
yakalanmaktalar.

4. Ortalama plazma kolesterol degerleri diistik olan Japonlar, Amerikaya g&¢
ettiklerinde diyet aligkanliklan degismis ve plazma kolesterol diizeyleri ylikselerek
KKH ‘imna yakalanma sikli1 artmagtir.

5. LDL reseptor eksikligi olan ailesel hiperkolesterolemili hastalarda, plazma

kolesterol diizeyleri artarak erken yasta ateroskleroz gelisir.
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6. Plazma kolesterolu diyet ve ilag tedavisi ile distiriildiigtinde KKH riski de
azalmaktadr.

Endotel hasar1 durumunda, tetigi ¢geken mekanizma bilinmiyorsa da dislipidemi,
hipertansiyon, sigara ve DM gibi hastaliklar patogenezde etkilidir. Ayrica; viral
enfeksiyonlar, immiin hasar ve homosistein diizeylerinde artisin da bu hasara neden
oldugu diistintilmektedir (34).

Hiperlipidemi ve Vaskiiler Hasar

Okside olmamis normal LDL’nin kendisi sitotoksik degildir ve de endotelin
fonksiyonlarinda herhangi bir degisime neden olmaz. LDL’nin makrofajlar
tarafindan alimp kopiik hiicreleri olusturmasi igin, énce LDL’nin yapisinda baz
degisiklikler olmasi gerekmektedir. Ancak modifiye LDL’ler makrofajlar tarafindan
alinabilmektedir (34).

Deneysel ¢aligmalar; LDL’nin kimyasal modifikasyonunun (asetil LDL,
asetoasetil LDL, malondialdehit LDL gibi ) soucunda makrofajlar tarafindan
kolesterol almmimmn arttngini  g6stermistir.  Bu kimyasal modifiye LDL’ler,
makrofajlarda LDL reseptorlerinden farkli reseptdrler tarafindan alinmaktadir. Arter
duvarindaki birgok hiicre LDL’yi okside edebilmektadir. Ayrica dolasgimda uzun siire
kalan LDL’de, kolayca okside olabilmektedir. LDL oksidasyonu; LDL
fosfolipidlerindeki doymamis yag asitlerinin peroksidasyonu ile baglamaktadir.
Bunun sonucu, lesitin lizolesitine doniismekte ve Apo B’nin ¢Opgli reseptor
tarafindan taninmasina yol agan kismi, yikima ugramaktadir. Endotel hiicreleri, diiz
kas hiicreleri ve 6zellikle makrofaj / monositler, dogal LDL’leri okside formlara
doniistlirebilmektedir. Bu modifiye LDL, makrofaj ve diiz kas hiicrelerinde bulunan
Ozgiin reseptorler ile tanmnurlar(63).

Okside LDL partikiilleri, igerdikleri lipid peroksidasyon drlinleri ile
sitotoksiktirler. Ayrica okside LDL’ler; dolasgimindaki monositler igin de
kemotaktiktir ve monositlerin endotele ve diiz kas hiicrelerine adezyonunu
kolaylastiran monosit kemotaktik protein—1 (MCB-1) {iretimini artirirlar. DM’lu
hastalarda olusan glikolize LDL de, okside LDL benzeri etkilere sahiptir(35).
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Aterosklerozdaki Hiicresel Mekanizmalar

Endotel Hiicreleri(EH): Endotel hiicreleri, normalde vaskiiler yapilarda tek
tabaka halinde bulunurlar ve yavas degisim(turnover) gosterirler. EH; koagulasyon
sisteminini baslatan ve subendotelyal dokuda yer alan kollajenle, trombositlerin
etkilesimini dnleyen bir bariyerdir ve normal sartlarda kanin dokuyla temasim 6nler.
EH; her hangi bir damar hasari, sitokinler ( IL-6) veya proinflamatuar bir etkiye
maruz kaldifinda, koagulasyon sistemini koagulan lehine bozarlar. Ozellikle
lipopolisakkaritlerle ve Tiimor Nekrotizan Faktér(TNFo) ile uyarilan EH’leri,
proinflamatuar molekiilleri sentezlemeye baslarlar. Endotelde hasara neden olan
baslica faktorler; hiperlidemi, hipertansiyon, DM, sigara, hiperfibrinojenemi,
hiperhomosisteinemi, herpes enfeksiyonu ve immun mekanizmalardir. EH
fonksiyonlarindaki ~ bozukluklar,  aterosklerozdaki  histolojik  ozelliklerin
bulunmasindan daha 6nce saptanabilir (64).

Diiz kas hiicrelerilDKH): DKH’nin birbirinden farkli iki fenotipik o6zelligi
mevcut olup, bir kismi vazamotor degisikliklere karsi etki gosterirken, diger bir
kismi ise gen ekspresyonuna ve de ekstraseliiler matriks sentez yetenegine
sahiptirler. EH hasan sonunda, subendotelial intimada makrofaj birikimi oldugunda,
makrofaj ve endotel hiicrelerinden agifa ¢ikan biliylime faktorleri, DKH’lerinde
aktivasyona ve proliferasyona yol agar.

Makrofajlar: Aterosklerozda; 15kositler, enflamasyonun en erken lezyonlarinda
bulunmaktadir. Normalde endotel, beyaz kiirelerin baglanmasim o&nleyen bir
mekanizmaya sahiptir. Fakat aterojenik diyetin baslangicindan hemen sonra arteriyel
hiicre ylizeylerinde g¢esitli beyaz kiire gruplarimi baglayan adezyon molekiilleri
cksprese olmaya baglarlar. Vaskiiler adezyon molekiili-1(VCAM-1) denilen bu
molekiiller aterom plaklarinda goriilir. VCAM-1 ayrica , intraseliiler adezyon
molekiilerinin (ICAM-1 ) yapimmim da arttirirlar.Damar duvarinda EH’e yapisan
monositler buradan hemen intimaya gegerek adezyon molekdillerinin ve sitokinlerin
salnimini attirirlar. Ateroskleroz’un erken dénemlerinde monositlerin arter duvarina
adezyonu, migrasyonu ve daha sonrada makrofajlara doniistimii 6nemli bir kisir
déngiiyti olusturur(64).

Trombositler: Ateroskleroz’da, ¢ok &nemli bir role sahiptirler. Endotel

biitiinliigiiniin kayboldugu durumlarda geriye doniisiimsiiz bir sekilde adezyona yol
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acarlar. Adezyondan sonra aktive trombositler, platelet kaynakli ve endotel hiicre
biiylime faktorii (PD -ECGF)salgilanmasina yol agarlar. Bu faktorler, damar
duvarindaki profilerasyonu arttirmaya meyilidir. Ayrica trombositler, serotonin ve
tromboksan A2 gibi vazoaktif maddeleri salgilayarak da aterosklerozda 6nemli bir
rol oynarlar.

Adezyon molekiilleri: Bu molekiillerden olan VCAM-1 ve ICAM-1;
immiinglobulin gen ailesinin {iyeleridir ve EH’de bulunurlar. Bunlar monositler ve
lenfositlerden belirginlesen transmembran proteinler olup, beta integrin ailesi ile
etkilesim gosterirler. Aterogenezde endotel hiicrelerince yapilan VCAM-1 ve
ICAM-1 olusmasi, monosit kemotaksisini baglatan 6nemli bir bilesendir.

Interleukin-1 (IL-1): IL’ler, EH fonksiyonlarmi bozarak, fibrinolizi inhibe
ederek, prokoagiilan molekiillerinin ekspresyonunu arttirir ve adezyon molekiillerini
uyarirlar. IL—1, ayrica diiz kas hiicrelerindeki proliferasyonu da uyararak, diiz kas
hiicrelerinin prostaglandin ve nitrik oksit tiretimine neden olur.

Endotelin: Endotelin; diiz kas hiicrelerinde ve endotel hiicrelerinde
proliferasyonu uyaran molekiillerdir(31). Endotelin’in aktivasyonu diger biiyiime
faktorlerince de potansiyalize edilir. Okside LDL, endotel hiicrelerinden endotelin
tiretimini arttirir. {leri aterosklerotik durumlarda; dolasimdaki endotelin diizeyleri
yiikselmigtir ve endotelin, dolasan monositlerin ve aktif makrofajlarin hasarli

bodlgeye toplanmasini saglayan sitokinleri de salgilar(33,64).
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2.2.2. CD40-CD40 Ligand1 ve Ateroskleroz

1990’lardan sonra yapilan ¢aligmalarda, aterosklerozun olusmasinda ve
ilerlemesinde CD40 ve CD40L’1min 6nemli bir rol iistlendigi gosterilmigtir. CD40-
CD40L’1; aterosklerozun gelisimini agreve eden protrombotik ve proinflamatuar
ortamin olusumunda birgok immun mekanizmayla birlikte 6nemli rol oynar(19).

CD40-CD40L birlesmesinin tam inhibisyonunda, aterosklerozun ilerlemesinin
durdugu ve stabil aterosklerotik plak fenotipi olusumunun baslatildig1 bilinmektedir.
Aterosklerozun komplikasyonlar: siklikla bu plagin riiptiire olmast sonucu olustugu
i¢in, bu plagin stabilitesi, aterosklerozun mortalite ve morbiditesi igin 6nemlidir(36).

Son yillarda yapilan galigmalarda; aterosklerozla birlikte, kronik inflamatuar ve
otoimmun hastaliklarin incelenmesinde; CD40-CD40L’1mun major bir rol oynadigi
yoniinde hipotezler kabul gérmektedir(37).

Birgok hastalikta, deneysel olarak anti-CD40 antikorlarnn kullanilmakta ve
CD40’1mn CD40L’1 ile birlesmesi 6nlenerek, bir kisim inflamatuar hastalikta gelecek
icin umut vaat eden basarili sonuglar alinmaktadir. Ornegin; 2003 yilinda yapilan bir
calismada, 18 Crohn hastasina tek doz anti-CD40 antikoru verilmis. Daha sonra
alinan biopsilerde, hastalik aktivitesinin azaldig1 gosterilmistir(38).

CD40 veCDA40OL’min antikorlar, ateroskleroz gelisimini durdurmak igin
deneysel olarak kullamlmaktadir. Ancak bu sistemin uzun siireli inhibisyonunun
nelere yol agabilecegini bilmek i¢in, daha ¢ok ¢alismaya ihtiya¢ duyulmaktadir(36).
KKH’da; CD40 L’nin koroner arter endotel hiicrelerinden salindig1 gosterilmistir ve
bunun bir oksidatif stres mediatorii olabilecegi 6ne siiriilmiistiir( 62).

CD40 ve CD40L Sistemi;

CD40 ve CD40Ligandi; tumor nekrotizan faktdr reseptdr ailesine yapisal
benzerlik gbsteren, membran glikoproteinleridir. CD40 ile CD40L’mnin birlesmesi;
humoral ve hiicresel immiinitede anahtar rol oynamaktadir. Birgok mekanizmayla
birlikte bu mekanizmanin da aktiflenmesi, inflamatuar bir stire¢ olan aterosklerozun
hizlanmasina sebep olmaktadir(10).

CD40; 50 kiloDalton(kDa) agirhiinda, ¢ogunlukla B lenfositlerin {izerinde
bulunan, TNF ailesinden integral bir proteindir. B lenfositlerin yam sira; makrofajlar,

EH ve trombositlerin yiizeyinde de bulunur.
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CD40 ile trimer seklinde baglanan, CD40 ligandi; 39 kDa agirhgindadir.
CD40L’1 ilk olarak CD154 diye isimlendirilmistir. Ve esas olarak, aktive T lenfosit
hiicrelerinden eksprese edilir. Ancak yapilan birgok ¢alismada, T hiicrelerinin yam
sira B lenfosit hiicrelerinden, makrofajlardan, EH, trombositlerden, eozinofillerden
ve bazofillerden de salindig1 gosterilmistir(36,39).

CD40 ligand: yapisal olarak TNFa’ya benzeyen bir transmembran proteinidir.
Bu ligandin hem ¢oziiniir hemde membrana bagh formu vardir. Birgok faktdrin T
hiicrelerini aktiflemesi iizerine eksprese edilerek, CD40 ile birlesir ve enflamatuvar

cevabi olugturur. Trombositler de, CD40L nin major kaynaklan arasindadir(55).

Antibodies

Endothelial cells
Fibroblasts
Epithelic! cells

Sekil 5: CD40 ile CD40 ligandinin birlesmesi

CD40 ve CD40L’min birlesmesi sonucu, &zellikle T hiicre bagimli immun
sistemin iizerinden inflamatuar cevap olusur. Sekil 5°de gosterildigi gibi birgok
etkenle aktive olan T hiicreleri, CD40L’1m eksprese eder. Aym zamanda
trombositlerin aktiflenmesi ile de CD40L’1 eksprese olur. Bir kissm CD40L’dida
hiicre yiizeyinden ayrlarak serbest dolagima geger ve bunlara soliibl CD40L"
(sCD40L) denir. Genellikle T hiicreleri tizerindeki CD40L’1 ile etkilesen B
hiicrelerinden de; CD40L ekspresyonu yaparlar. Ve bunlar, ¢ogunlukla hiicre
yiizeyinden salinarak sCD40L’1m olustururlar(67).

CD40; Sekil 6’da goriildiigii gibi, B lenfositlerinin yamsira, makrofajlardan,
endotel hiicrelerinden, fibroblastlardan ve epitel hiicrelerinden de eksprese edilebilir.

CD40 ile CD40L’inin birlesmesi sonucu ortama birgok sitokinler, nitrik oksit ve
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kimokinler salgilamir. Boylece inflamasyonun baglamasi tetiklenmis olur. T
hiicrelerinin bir kismi dolagimdan, transmigrasyonla damar duvan igine girerek,
endoteldeki hiicre yiizeyi CD40 ile T hiicre yiizeyindeki CD40L’1nin birlesmesine
yol agarlar. Boylece; inflamatuar siire¢ bir gelale gibi biiyliyerek inflamasyonun
yayilmasina sebep olur(68).

CD40 ile CD40L’1 birlestiginde, EH’den adezyon molekiilleri eksprese
edilmeye baslar.Béylece ¢ok ¢esitli hiicre tiplerinden (monositler, fibroblastlar,
dentritik hiicreler, DKH gibi ) proenflamatuvar sitokinlerin ( IL-1,IL-6, IL-12, TNFa)
salinimi indiiklenerek inflamasyon baglar.Sitokinler, ICAM-1,VCAM-1 gibi adezyon
molekiilleri ve selektin gibi immun ve enflamatuar siireci baglatan, bir ¢ok
imunmediatériin, salimmi da bunu kolaylastirir(39).

CD40-CD40 L birlesmesi; ateroskleroz yaninda, multipl skleroz, lupus, kollajen
artirit, enflamatuar barsak hastaliklan gibi kronik hastaliklarla da iligkilidir(39).

CD40’1n hiicre i¢ine alinmasini agiklayan bir¢ok hipotez mevcuttur( Sekil 6).
Birincisi; B lenfositlerinde tamimlanmigtir; CD40, ligand ile baglandiktan sonra lipid
yariklarindan hiicre igine girer. Bunlar TRAF 1-2-3-6 (TNFa receptor-associated
factor) denilen, TNFa reseptor ailesi ile iligkili proteinlerle birlesir ve sinyal

yolaklarim aktifler(36).

Sekil 6: CD40’1n hiicre igine giris mekanizmalan
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ikinci mekanizma; renal tiibiller hiicrelerde, CD40, caveoller gibi ozellesmis
yariklardan gegerek hiicre igine girer. TRAF2 iizerinden sinyal yolaklarim aktifleyen
CD40, caveollerden ayrlarak sitoplazma igindeki TRAF 6’ya baglanir. Uglincii
mekanizma ise; endotel hiicrelerinde tammlanmgtir. CD40L", CD40’a baglanir,
CD40 Rab5 gibi proteinlere baglanarak endosomla hiicre igine alimr. TRAF2 ve
TRAF 3 iizerinden sinyal yolaklarinm aktifler.

Sekil 7°de gosterildigi gibi; CD40L1 CD40’a baglandiktan sonra sinyal
sistemleri devreye girer. Bu sinyal aktivitesi ile adaptér molekiil diye adlandirilan
TNF ile iligkili proteinler, birgok kinazlar ve efektdr proteinleri aktifler.CD40 bu
proteinler ile baglanir ve aktivasyonla inflamasyonu baslatan birgok molekiil devreye
girerek, proinflamatuar yol aktiflenir. Boylece CD40 hiicre igine girer ve endositik
yollar aktive olarak hiicre i¢inden birgok molekiil salgilamr. Ornegin; JNF(Janus
kinase), P38, MAPK ( Mitojen activated protein kinase ), Nuclear factor kappa-
B(NFKB) vb.(40,41). Birgok yolag aktiflemesine ragmen, esas olarak CD40
sinyalizasyon sistemi NFKB’yi aktifler(41). CD40L’1min soliibl formlar: hiicre igine
girebilir, digerleri eksprese edildikleri hiicre yiizeyinde kalirlar(67).

Birgok deneysel galigmada CD40 ile CD40L’min birlesmesinin inhibisyonu
sonucu; aterosklerozun yavaslatildign goriilmesine ragmen, uzun dénemde bu

inhibisyonun bagigiklik sisteminde problemler yaratabilecegi one siiriilmektedir(36).

CD40L
cD40
TRAF2/3/5 TRAF8
MAPK MAPK
ERK1/2 Or EAK1/2 =
p38 p38 MMPs
SAPK JNK / Adezyon molekiilii
JNK Src /'
i% \ —_— Sitokin/
e s Remext
nucleus \ Buyiime

faktorii

Sekil 7: CD40-CD40L etkilesimi ve NFKB aktivasyonu
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2.2.3. Ateroskleroz ve DM

Diyabet; ateroskleroz ve artmig kardiovaskiiler risk ile birlikte seyreden bir
hastaliktir. DM’un en 6nemli makrovaskiiler komplikasyonu; ateroskleroz ve buna
bagl gelisen koroner kalp hastaliklaridir(KKH).

Diyabetteki hiperglisemi makromolekiillerde modifikasyona yol agar(ileri
glikozillenme son iriinleri-AGE olusumu). AGE resptorleri (RAGE); de
proinflamatuar makrofaj sitokin {iretimini ve vaskiiler endoteldeki inflamatuar
olaylarin gelisimini arttirarak, ateroskleroz olusumunu hizlandirmaktadir(9).

Hiperglisemi ve sonucunda kanda artan serbest yag asitleri (SYA); potansiyel
olarak; EH fonksiyonlarin1 degistirirler. Diyabette olusan AGE; damar duvarn
katiligina ve ateromat6z degisikliklere sebebiyet verir. EH disfonksiyonu ile 6zellikle
Tip2DM ’da goriilen, insiilin direncine bagh vazodilatasyonun azalmasi da,
protrombotik ve enflamatuar durumu siddetlendirir(2).

Diyabette aterosklerozun erken evrelerinde; hipergliseminin direkt olarak
endotel hasarini olusturdugu ve bunlara, birbirinden bagimsiz birgok mekanizma ile
yol agtig1 ileri siiriilmektedir. Bunlar; protein kinazC izoformlarmin aktivasyonu,
AGE olusumunda artma, proinflamatuar niikleer transkripsiyon faktorlerinin (NFKB)
aktivasyonu olarak siralanabilir. Biitlin bu mekanizmalar ile mitokondride; Elektron
transport zinciri aracili siiperoksitlerlerin olusmu artmaktdir. Hipergliseminin
indiikledigi, Reaktif Oksijen Tiirleri( ROT) ; endotel disfonksiyonunu siddetlendirip,
vazokonstriktdr prostoglandinler ve prostosiklinlerin sentezini arttirmaktadir. Ayrica
hiperglisemi ile artrms ROT seviyeleri sonucu, vaskiiler gegirgenlik artmaktadir( 59).
Hipergliseminin, makrofaj metalloproteinazin (MMP) ekspresyonunu arttirdig
bilinmektedir(60).

Sekil 8 ‘de de gosterildigi gibi; aterosklerozun patogenezinde diyabetle birlikte
birgok faktdr dnemli rol oynamaktadir.
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Sekil 8: Ateroskleroz olusumunda rol alan faktorler(59).

Tip 2 DM’da(daha az oranda da Tip 1 DM ) bozulmus fibrinoliz sonucu,
koagulasyon sisteminin dengesinde aksamalar olur. Ayrica; DKH’de artan migrasyon
ve proliferasyon nedeniyle, ateroskleroz olusumu hizlanmigtir. Hiperglisemi ve
kanda SYA, oksideLDL artisti ve glikozillenme {iirlinleri EH’nin bariyer
fonkiyonlarim1 bozar.Artrmig EH disfonksiyonu ile birlikte, DKH’lerinde;
prokoagulan molekiiller, adezyon molekiiller, kemotaktik faktorler, sitokinler ve
biiyiime faktorlerinin yapimu artar. Bylece monositler aktif hale doniigerek, intimaya
tutunmalar1 kolaylagir. Tiim bu olaylar; damar duvarmin tunika medyasinda hiicre
slumiinii tetikleyerek plaklarin olusmasina neden olurlar(3).

Diyabet; protein ve niiklek asitlerin oksidasyonu ve glikoksidasyonu ve
AGE’lerin birikmesi sonucu makrofajlardan sitokin salimmim arttirir. Tip 2 DM’da
ateroskleroz sonucu olugan plaklar, yaygin doku nekrozu ile birliktediler.Tipl
DM’da ise; artmus fibrdz doku ve daha az k6piik hiicrelerini igeren daha stabil plaklar
saptamr. Bu da paradoksal olarak koruyucu bir durumu yansitir. Ciinki bu plagin
stabilitesi, mortalite ve morbiditeyi 6nemli dglide azaltir(36).

Hem Tip 1DM, hem de Tip 2DM’a; protrombotik bir durum eslik eder. Insiilin
direnci ve hiperglisemi; SYA, fibrinojen, koagulasyon fakt6riiVII ve Plazminojen
aktivatdr inhibitorii (PAI-1) artigina neden olur(4).

Tip 2 diyabetde goriilen, insiilin direnci sendromu; koroner arter hastalifimin
hizlanmasinda sorumludur. Bu nedenle insiilin direncinin diizeltilmesi, gliseminin
normale dénmesi ile koroner aterosklerotik hastalifin ilerleyisini yavaglatabilir.

Diyabet, koroner kalp hastaliinin erken baslamas: igin Snemli bir risk faktoriidiir ve
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KKH olusumunda, hiperkolesterolemi ile giiglii bir birliktelik gdsterir(35). DM;
KKH riskini kadinlarda yedi kat, erkeklerde li¢ kat arttirmaktadir. DM’da;
hipergliseminin kanin viskozitesini arttirmasi nedeniyle, trombosit aktivitesi artar,
ayrica plazma fibrinojen ve PAI-1 diizeyleri ylikselir. Endotel disfonksiyonu da
siklikla DM’da gériilen damar disfonksiyonundan sorumludur(35).

Diyabet, ateroskleroz ve dolaysi ile artmg kardiovaskiiler risk birlikteligi sebebi
ile CD40veCD40L etkilesiminin rolii aragtirilmaktadir. Aterosklerozda ozellikle
trombositlerde yapilan ¢alismalarda; CD40 ile CD40L ekspresyon artiginin,
proinflamatuar ve proaterojenik siiregte rol oynadii ileri stiriilmektedir(42).

KKH’da; CD40L’run da koroner arter endotel hiicrelerinden eksprese oldugu
gosterilmistir ve bunun bir oksidatif stres mediatorii olabilecegi one siiriilmektedir.
Boylece vaskiiler hastaliklarda, CD40L’nin endotelyal disfonksiyona katkida
bulundugu gosterilmistir(19).

Birgok calismada; insiiline bagh diyabet hastalarinda, immun diizenleyici
molekullerin kuvvetli bir etkilesiminin oldugu ileri siiriilmektedir(7). Ayrica; Tip2
diyabet hastalarinin, ateroskleroza bagli olarak kardiovaskiiler hastalik riski, normal
populasyona gore ¢ok yliksek olmasi nedeniyle, diyabetin bir inflamasyon siireg
oldugu ileri siirlilmektedir.

Tipl DM; patogenezinde CD4 T hiicrelerinin rol oynadifi, pankreas f3
hiicrelerinin harabiyetiyle giden, klinikte hiperglisemi ile karakterize otoimmun bir
hastaliktir. Otoimmun hastalikli hayvan modellerinde CD4 T hiicrelerinden CD40L
ekspresyon artig1 gosterilmistir(7).

Tip2 DM; artmig kardiovaskiiler hastalik riski ile iligkilidir. Endotelyal
disfonksiyonun, aterosklerozun erken bir markirt oldugu distintilmektedir. Tip 2
diyabette de, CD40veCD40L etkilesiminin oldugu bilinmektedir. Ayrica bu
etkilesim, sadece komplikasyonlu vakalarda degil, heniiz komplikasyon gelismemis
olgularda da vaskiiler disfonksiyonla ile beraber gézlenmistir(8).

DM’da goriilen ateroskleroza yatkinlik, birgok sebebe dayanmakla beraber,
ozellikle trombositlerde CD40 ve CD40L’nmin protrombotik ve proinflamatuar bir
ortam yaratarak, aterosklerozu tetikledigi yoniinde hipotezler ileri siirilmektedir.
Diyabetiklerde = makrovaskiiler =~ komplikasyonun  gelismesinde, CD40L
ekspresyonunun artisinin katkida bulundugu ¢aligmalarla desteklenmisgtir(10).
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2.3. FLOW SITOMETRI
2.3.1. Tanimi

S1vi akiminda hareket eden, heterojen hiicre siispansiyonlari igerisindeki her
bir hiicrenin &zelliklerinin &lgiilebildigi bir teknolojidir. Tek hiicre seviyesinde hizl,
¢ok parametreli analiz saglar. Bir sivi igerisinde siispansiyon haline getirilen
hiicrelerin; biiyiikliigii, graniilaritesi, vizkozitesine belirleyerek analiz yapar(43).

Siispansiyon igindeki hiicreler; akis kanali boyunca teker teker tamnmak
esasina gére incelenir. Hiicrelerin i¢inde bulundugu siispansiyon, akigin stabilitesini
ve diizgiinliigiinii saglayan ‘sheath fluid ‘denilen bir sivinin merkezine dogru injekte
edilip, hiicrelerin akim boyunca bu siv1 ile beraber hareket etmesi saglanir. Kiigiik bir
delik boyunca, bir partikiiliin gegisi stiresince olusan elektiriksel iletkenlikteki
degisikliklerin yaminda, hiicrelerin monoklonal antikorlarla isaretlenip, {izerlerine
gonderilen lazer 1131 ile bircok farkli fotodedektérler yardimu ile sagilimlarinin

gOsterilmesi temeline dayanir($ekil-9)(44).

Oimelk

: 7
B
\",'/

:?

Sekil 9: Flow sitometri ¢alisma mekanizmas1

Ana kural, hiicrelerin siispansiyon haline gelmesi ve monoklonal Antikor ile
isaretlenmesidir. Dokularin ise pargalanip, belirli filitrelerden gegirilerek siispansiyon
haline getirilmesi gerekir. Hiicrelerin izolasyonu ve saf eldesinden sonra bir veya
daha fazla floresan bagli monoklonal antikorlar hiicre ile konjuge edilir (isaretlenir).

Antikorlarn floresan yaymalari, florokrom maddelerle konjuge olmalar: sayesinde
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olur. Bu floresana bagl antikorlara prob denir ve problar genellikle yiizey antijenine

veya hiicre igi elemanlara spesifiktirler(45).

Flow sitometri, ¢ok sayida hiicreyi hizli sayarak, ¢cok az sayidaki neoplastik

hiicreleri bile genis bir hiicre popiilasyonu i¢inde saptayabilir. Aym1 zamanda hiicre

alt gruplarini ayirir ve heterojen hiicre popiildsyonlarim saflagtirabilir(43).

Bu yontemin avantajlari;

Hizl1 ve objektif bir yontem olmas,

Hiicrelerin fiziksel ve kimyasal 6zellikleriyle ilgili 6l¢iimler yapmast,
Morfolojik yontemler gore daha fazla sayida hiicrenin incelenebilmesi,
Olgtimlerin tekrarlanabilirligi daha iyi olmasi,

Daha az is giicli ve zaman gerektirmesi.

Flow sitometrinin béliimleri;

Ornek toplayici, Sheath fluid(akis sistemi), Isik kaynagi(lazer), Sferik ve ¢apraz
silindirik filitreler, Sinyal dedektérleri (fotodedektor) ve bilgisayardir(Sekil-10).
Fotodedektorler;

» FALS (Forward Angle Light Scatter }(6nden sagilimi gosterir.)-Hiicre boyutu

» RALS (Right Angle Light Scatter )(yandan sagilimi gosterir )-Igyap1

» Yesil floresan

>» Kirmuzi floresan (43).

FL3 PerCP, Cy5
RS,

o

Sekil 10: Flow sitometrinin béltimleri

29



Hiicre siispansiyonu; akigin stabil ve diizglinligii igin, ‘sheat fluid’ denilen
stvinin merkezine yavasca injekte edilir ve hiicreler akim boyunca bu siv1 ile beraber
gecer. Girdikleri akim kabininin geometrik sekli nedeniyle hiicreler tek sira
halindedirler.

Monoklonal antikor ile igaretli hiicreler, iizerilerine gelen lazer 151831 ile
yaydiklan 1s181in yogunluguna gdore; hiicre boyutu, igyapisi, ylizey morfolojisi ve
canliliklar1 ile ilgili degerlendirilebililer. Daha baska modellerinde de; hiicre
stispansiyonu ince bir delikten gegirilirken, iki tarafta 2 elektrot ve sabit bir akim
vardir. Her hiicre delikten gegerken, direng artar ve elektriksel potansiyel farkinda
ani bir artig olur ve ani ylikseligler amplifiye edilir ve sayilir(43).

Boyama teknikleri

-Hiicre ylizeyinde eksprese edilen antijene kars1 spesifik antikor kullanilir.

-Boyama tekniklerinin  gelismesi ile hiicrelerin birden fazla antikorla
karakterizasyonunu saglanmistir.

-Her boyamn (florokrom); emisyonu istenmeyen floresanimi azaltmak icin optik
filitreler kullanlir.

-Boyalarin; FITC (fluorescein isothiocyanate), PE (phycoerythrin), PETR
(phycoerythrin-Texas red), PECYS5 (phycoerythrin-cyanin 5), PI (propidium iodide)
FDA(floresein di asetat), Rhodamine gibi bir ¢ok ¢esidi vardir.

-Boyalarin 6zelliklerine bir kag ornek verilecek olursa; PI (propidium iodide); 6lii
hiicreler ile kirmiz: floresans verirken, FDA(floresein di asetat); canli hiicrelerle yesil
floresans verir.

-Rhodamine 123; plazma membran bozulmanus, aktif mitokondrisi olan hiicreler ile
parlak yesil floresans verirken, lii hiicreler ¢ok soluk boyamir ve PI ile giiclii
floresans verir. Canli hiicrelerin boyanmasi igin daha uzun siire ink{ibasyon gerekir.

Ol hiicrelerin boyanmas: daha kisa siirede gergeklesir(46).
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2.3.2. Tipta Kullanim alanlar::

1-immiinofenotipleme: Eksprese edilen antijene kars1 gelistirilmis immunofléresan
isaretli monoklonal antikorlar kullanilarak hiicreler birbirinden ayrilir. Lokosit ylizey
molekiilleri ile immunofenotiplemeler yapilir. Hiicre yiizeyinde bulunan protein
yapisindaki antijenik yapilar CD(Cluster of differentiation ) diye isimlendirilir.
CD’ler sadece lokositler iizerinde degil; dendritik hiicre, trombosit, eritrosit vb gibi
birgok hiicre yiizeyinde de bulunur(46).Giintimiizde yaklagik 247 CD yiizey antijen
vardir ve her gecen giin yenileri gruba eklenmektedir. Ozellikle 16semi lenfoma
immiinfenotiplemesi, hematolojik malignitelerin belirlenmesi, immiin yetmezliklerin
teshisi ve otoimmiin hastaliklarin tamsinda flow sitometri ¢ok sik olarak
kullamlmaktadir.

2-Hiicre ici Sitokin Tayini: Sitokinler dogal ve kazamlmig immiinitede rol oynayan
protein ailesidir. Her hangi bir uyar1 ile hiicreden salinan sitokin, bagka bir hiicrenin
reseptorlerine baglanir. Hiicre biiylimesi, hiicre aktivasyonu, inflamasyon, fibrosis
gibi 6nemli olaylarin diizenlenmesinde rol alir. Flow sitometre; isaretli anti-sitokin
antikor kullanarak Slgiimleri yapar. Hiicre yiizeyinde, avidin-isaretli sitokin spesifik
antikorlar1 kullanilirken, hiicre i¢inde direkt sitokin boyalar: kullamlir.

3-DNA analizi: Flow sitometri; ploidi tayini ve eszamanh hiicre siklusunun her
fazinda bulunan hiicre sayis1 tespit edebilir. Acridine Orange (AO ) adli boya siklikla
kullanilir. AO’1n metakromatik boyanma zelligine bagli olarak, ¢ift sarmal DNA
yesil ve tek sarmal DNA ise kirmiz1 floresan verir. Daha ¢ok denature DNA igeren
apopitotik hiicreler; daha yogun kirmizi boyanirken, apopitotik olmayan hiicreler
parlak yesil boyanip diisiik oranda kirmizi floresans verir. Bu yontemle kirmizi
floresans gosteren histogramlar 6lgiiliip, hiicre apoptozisi saptanabilir.

Flow DNA analizinde; dzel boyalar kullanilarak tek hiicre diizeyinde analiz
yapilabilir. DNA boyalari, DNA’da istenen spesifik bolgelere baglanir. Ornegin:
Hoechst boyasi, DNA’da A-T zengin bolgelere veya Mitramisin ise G-C’den zengin
bolgelere baglanir. Birgok boya DNA analizinde kullamlir. (en sik; PI, AO,
Hoechst). Analiz sirasinda, hiicre membram ortadan kaldirilir ve DNA boyasiin
hiicre i¢ine girmesi saglanir. DNA boyasinin, RNA’ya baglanmamas igin RNase ile
RNA uzaklagtirilir. Flow’da DNA analizi yapilirken iki tiir bilgiye ulagilir:

- Go ve G1 de bulunan hiicrelerin ortalama DNA igerigi
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-Hiicre siklusunun her fazinda bulunan hiicre sayis1(47).
4-Apoptoz Tayini; Apoptoz; asirt hiicre proliferasyonu ve migrasyonunu engelleyen
bir seri biyokimyasal reaksiyon sonucu olusan, programh hiicre Oliimiidiir. Aslinda,
vucudun bir savunma mekanizmasidir. Flow analizinde; heniiz hiicrelerde niikleer
degisiklik olmadan tespit edilebilir. En sik Annexin V olmak iizere, Rhodamin, PI,
Hoechst 33258 boyalan da kullanilir. Apoptozun erken déneminde: hiicre membrani,
biitiinliigiinii korur. Ancak, membrandaki fosfolipid asimetrisi kaybolur ve normalde
membran i¢ kisminda bulunan fosfotidilserin hiicre yiizeyine gikar. AnnexinV; segici
olarak hiicre yiizeyindeki fosfotidil serine baglamr. Erken donemde AnnexinV,
spesifik bir goriintil olusturur($ekil 11). Ancak yine de, apoptoz ile nekrotik hiicre

sliimiinii kesin ayirmak igin, monoklonal antikorlarla birlikte kullanilmalidir(48).

b Oli —| Erken —rGu,'
‘ hiicre | Apoptoz |Canhhk Apoptoz
1
Pl =

T T T 1
o 1 L5 131 0oa

Annexin V-FITC

Sekil 11: Annexin boyas ile apoptoz tayinine 6rnek

5-‘Sorting’ Hiicre aywrma: Siispansiyon igindeki hiicrelere; lazer 15181
gonderildikten sonra, ultrasonik vibrasyon uygulamr. Bu ultrasonik vibrasyon; akig
halindeki siviy1 damlaciklara (hiicrelere) pargalar. Bu parcaciklar; yiiksiiz, +, - yiiklii
damlaciklar olarak, elektriksel alandan gegirilir ve yiikiine gore saptirma plaklar ile
birbirinden ayrihr. Omegin; pankreas adacik B hiicre izolasyonu bu yOntemle
ayrilir(43).

6-Mikrobiyolojide Kullanimi; Mikroorganizma canlihifi, sayis, identifikasyonu da

flow sitometre tayini ile saptanabilir.
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3. GERECLER ve YONTEMLER:

Hastalar;

Bu ¢aligma igin Marmara Universitesi Tip Fakiiltesi Arastirma Etik Kurulundan
B.30,2.MAR.0.01.00.02/AEK~784 sayili ve Haydarpasa Numune Egitim ve
Arastirma Hastanesi Baghekimliginden B104ism434017-4158 sayili onaylar
almmstir. Caligmaya; Haziran 2007 - Ekim 2007 tarihleri arasinda, Haydarpasa
Numune Egitim ve Arastirma Hastanesi Diyabet Poliklinigi’'ne basvuran hastalar ve

saglikli goniilliller dahil edilmistir.

Calismamiza; ADA standartlarina gore, diyabet tamisi almig ve 5 yildir takip
edilen 59 hastayi dahil ettik. Tip 1 DM hastalarinin, daha geng¢ populasyonda yer
almas1 sebebiyle, kontrol gruplarini iki gruba ayirdik. Kontrol gruplarimi, Tipl igin
35 yag alti, Tip2 igin 35 yas iistii saglikli bireylerden olusturduk. Ayrica, kontrol
gruplarmi; herhangi kronik bir hastalig1 olmayan rutin biyokimya tetkiklerinde de
AKS’i 110mg/dL ‘nin altinda, total kolesterolii 220’ yi gegmemis bireylerden segtik.
Kontrol grubumuzu, 28 tanesi 35 yas ati, 28 tanesi de 35 yas Uistli olmak {izere
toplam 56 kisiden olusturduk. Tip 2DM’un kontrol grubuna; 65 yas lizeri bireyleri
dahil etmedik. Bdylece; tan1 konulamamis kronik kalp veya diger kronik hastalik
riskini uzaklastirmaya galistik. Aktif enfeksiyonu olanlari, diyabet harici diger
multisistem hastali1 olanlar1 (6rn; koroner kalp hastaligi, serebro vaskiiler hastalik,
miyokard enfaktiisii ge¢irmis olmak gibi), ileri derecede diyabete bagli gelismis
bobrek ve sinir sistemi komplikasyonlu diyabet hastalarini, aspirin kullanan diyabet

hastalarim ve gebeleri bu ¢aligmaya dahil etmedik.

Daha onceki ¢aligmalarda elde edilen verilerle, aterosklerozdaki CD40 ve
CD40L etkilesiminin daha ¢ok trombosit kaynakli oldugu ongliriildiigtinden, hemde
elde edilmesi daha pratik oldugundan biz de calismamizi trombositler tizerinde

yapmay1 uygun gordiik.

Calismaya alinan hastalarin ve kontrol gruplarinin, onaylari alinarak 2ml
EDTA’L tiipte kanlar1 alinmugtir. Ayrica HbAlc igin ve AKS ve total kolesterol
tayinleri i¢in uygun ornekler alindi. ( Kontrol grubuna HbAlc, tamisal bir kriter
olmadid i¢in dahil edilmedi .)
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Kitler (Reagents ): Beckman Coulter Corporation, CA, USA
IgG1-PE; Izotopik kontrol

IgG1-FITC; Izotopik kontrol

CD62-FITC; Trombosite has konjuge antikoru

CD40-PE; Integral membran proteini antikoru

CD154 ( CD40 L ); CD40 ligand1 olan membran proteini antikoru

ow sitometr1 analizleri, eckman Coulter Corporation) cihazi
Fl 1 i analizleri; EPICS XL® (Beckman Coulter C ion) cih

ile yapildi. Her tiipte 20.000 hiicre sayildi. List mode analizleri System II yazilim
programi ile yapildi. Flow sitometri sisteminin lazer ayar1 ve floresans ayarlari, her
kullanim 6ncesinde ‘FlowCheck’ kalibrasyon boncuklar: kullanilarak yapildi.

Yintem;
EDTA’l1 vakumlu tiiplere alinan kan 6rnekleri ayn: giin i¢inde isleme konularak

calisildi. Tiipler; 1200 RPM’(Rotation Per Minute)de 10 dakika santrifiij edilerek;
Trombositten Zengin Plazmalari ( TZP) ayrildi. Ayn bir yerde 3 tiip hazirlands;
1.tlipiin icine, Izotopik kontroller olan 10uL IgG (FITC) + 10uL IgG (PE) konuldu.
2.tiipiin igine, 10uL, CD61 +10uL. CD40 konuldu

3.tiipiin igine, 10ul. CD61 + 10uL. CD40 L konuldu.

Tiim tiiplerin tizerine; 100 pL TZP eklendikten sonra, 2025 dakika oda
sicakliginda ve karanlikta inkiibasyona birakildi. Inkiibasyondan sonra tiim tiiplerin
tizerine 1000uL. PBS tamponu konuldu. Ve analizleri EPICS XL (Beckman Coulter
Corporation), system II yazilim programi ile 20.000 hiicre sayilarak yapildi. Her
olgtimde FS (Forward Scatter), SS (Side Scatter ), FL1 (Floresans 1) ve FL3
(Floresans 3) parametreleri kullanuldi. Degerler; Mean Fluorescence Intensity (MFT)
olarak verildi.

Caligma grubunun ve kontrol grubunun serum AKS, Total kolesterol degerleri
spektrofotometrik yontem ile Modular P800 (Roche Diagnostics, Mainheim,
Germany ) cihazinda ve HbAlc degerleri ise HPLC Varyant 2 ( Bio-Rad, USA)

cihazi ile Sl¢tildii.
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istatistiksel incelemeler

Bu caligmada, istatistiksel analizler i¢in SPSS (Statistical Package for Social
Sciences) Windows 10,0 programi kullanildi. Caligma verileri degerlendirilirken
tammlayici istatistiksel metodlarin (Ortalama, Standart sapma) yanisira niceliksel
verilerin karsilastirilmasinda normal dagihm gosteren parametrelerin gruplar arasi
karsilastirmalarinda student t testi kullanildi. Parametreler arasi iligkiler ise Pearson
Korel4syon analizi ile degerlendirildi. Sonuglar % 95°1ik giiven aralifinda, anlamlilik

p<0.05 diizeyinde degerlendirildi.

35



4. BULGULAR;

Calisma; Haziran 2007 - Ekim 2007 tarihleri arasinda Haydarpasa Numune
Egitim ve Arastirma Hastanesi Diyabet Poliklinigi’ne bagvuran toplam 115 olgu
tizerinde yapilmigtir. Olgular dort grup altinda incelenmektedir; Tipl DM ’da 28
olgu; Tip 1 kontrol grubunda 28 olgu; Tip 2 DM’da 31 olgu ve Tip 2 kontrolde ise 28
olgu incelemeye alimmistir. Olgularin yaslar1 19 ile 65 arasinda degismekte olup
ortalamast 38,51+13,72°dir

Tablo 4: Parametrelerin dagilimlar

Tip1 DM  Tip 1 Kontrol Tip 2 DM Tip 2 Kontrol

(n=28) (n=28) (n=31) (n=28)
Ort+SD Ort:SD Ort:SD Ort+SD

Yas 29,89+6,91  24,96+5,12 50,5449,56  47,35+10,21

Cinsiyet (K/E) _ 15/13 18/10 19/12 15/13

T. Kolesterol 168,00+32,74 180,35£26,39  210,70+42,49  198,75%31,00

LDLKolesterol  9378+26,97  96,75+17,70 129,00+35,68  122,85+27,84

HDLKolesterol  50,96+14,78 56,67+10,05 41,70+9,34 43,57+14,10

HbA 1c 7,7241,38 - 7,86+1,43 -

Yas dagilimlarma bakildiginda Tip 1 DM grubu 20 ile 43 yas arasinda
degismekte olup ortalama yas 29,89+6,91; Tip 1 Kontrol grubunda 19 ile 35 arasinda
degismekte olup ortalama 24,96+5,12; Tip 2 DM’da 30 ile 65 arasinda deg8ismekte
olup ortalama 50,54 + 9,56 ve Tip 2 Kontrol grubunda 35 ile 65 arasinda degismekle
birlikte ortalamas1 47,35 + 10,21°dir.

Total kolesterol diizeyleri; Tip 1 DM’da 168,0£32,74; Tip 1 Kontrol
grubunda 180,35+26,39; Tip 2 DM’da 210,70+42,49 ve Tip 2 Kontrol grubunda ise
198,75+31,0°dir. LDL diizeyleri; Tip 1 DM’da 93,78+26,97; Tip 1 Kontrol de
96,75+17,0; Tip 2 DM’da 129,0+35,68 ve Tip 2 Kontrol de ise 122,85+27,84 diir.
HDL diizeyleri; Tip 1 DM’da 50,96+14,78; Tip 1 Kontrol grubunda 56,67+10,05;
Tip 2 DM grubunda 41,70+9,34 ve Tip 2 Kontrol grubunda ise 43,57+14,10’dur.
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HbAlc diizeyleri; TiplDM grubunda 7,72+1,38; Tip 2 DM grubunda ise
7,8611,43"diir.
Tablo 5: Tip 1 DM ve Tip 1 Kontrol gruplarinin CD40 MFI ve CD40 L MFI

diizeyleri degerlendirmesi

Tip 1 DM Grup Tip 1 Kontrol Grup
Test Deg; p
Ort+SD Ort+SD

1:1,245;
CD40 MFI 4,45+1,37 4,06+0,96

p:0,333

t:1,132;
CD40 L. MF1 3,03+0,87 2,79+0,73

p:0,262

t: Student t tes
Tip 1DM Grubu ile Tip 1 Kontrol grubunun CD40 MFI &l¢iimleri arasinda

istatistiksel olarak anlaml farklilik goriilmemektedir (p>0,05); Tip 1 DM’da CD40
MFI ol¢timleri bir miktar yilksek olmakla beraber bu anlamli olarak
degerlendirilmemigtir (Tablo5).

Tipl DM Grubu ile Tip 1 Kontrol grubunun CD40 L MFI &l¢timleri arasinda da
istatistiksel olarak anlamli farklilik goériilmemektedir (p>0,05); Tipl DM’da yine
CD40 L MFI ol¢timleri bir miktar yiiksek olmakla beraber bu anlamli degildir
(Sekil:12)

Wikl
{Ortalama+S0)
(2]

co40 co40L

[ Tipl DI m Tipl konteol |

Sekil 12: Tipl DM ve Tip Kontrol gruplarinda CD40 MFI ve CD40 L MFI
Olgtimleri dagilimi
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Tablo 6: Tip2 DM ve Tip 2 Kontrol gruplarinin CD40 MFI ve CD40 L MFI

diizeyleri degerlendirmesi

Tip 2 DM Grup Tip 2 Kontrol Grup
Test Deg; p
Ort+SD Ort+SD
1:5,628;
CD40 MFI 5,64+1,04 4,26+0,81
p:0,001%*
t:3,126;
CD40 L MFI 3,6210,81 2,98+0,75
p:0,003%*

t: Student t test
Rk p<0.01

Tip2 DM ile Tip 2 Kontrol grubunun CD40 MFI o&lglimleri arasinda
istatistiksel olarak ileri diizeyde anlamli farklilik gériilmektedir (p<0,01); Tip 2
DM’da CD40 MFI ©6lgiimlerinin kontrol grubuna gore yiiksekligi anlaml
bulunmustur(Tablo-6, Sekil-13).

CD40

MFI
{Ortalama+8D)

Tip2 DI Tip 2 kontrol

Sekil 13: Tip2 DM ve kontrole gore CD 40 MFI lgtimleri dagilimi
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Tip 2 DM ile Tip 2 Kontrol grubunun CD40L MFI dl¢limleri arasinda da
istatistiksel olarak ileri diizeyde anlamli farklilik goriilmektedir (p<0,01); Tip 2
DM’da CD40L MFI &igiimlerinin kontrol grubuna goére  yiiksekligi anlamli
bulunmustur(Tablo-6, Sekil-14).

CD40L

MFI
{Ortalama+5D)

Tip 2 konteol

Tip2 DM

Sekil 14: Tip2 DM ve kontrole gére CD 40 L. MFI &l¢timleri dagilim
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Tablo 7: Tip 1 DM ve Tip 2 DM gruplarinin CD40 MFI ve CD40L. MFI diizeyleri

degerlendirmesi
Tip 1 DM Tip 2 DM
Test Deg; p
Ort+SD Ort+SD
t:3,731;
CD40 MF1 4,45+1,37 5,64+1,04
p:0,001%*
1:2,667;
CD40 L MFI 3,03+0,87 3,62+0,81
p:0,010*

L student t test
*9<0,05 ** p<0.01

Tip 1 DM ile Tip 2 DM Gruplarinin CD40 MFI §lgiimleri arasinda
istatistiksel olarak ileri diizeyde anlamli farklilik goriilmektedir (p<0,01); Tip 2
DM’da CD40 MFI &lgtimlerinin yiiksekligi, Tip 1| DM grubuna gore anlaml
bulunmustur(Tablo-7, Sekil-16).

Tip 1 DM ile Tip 2 DM gruplarinin, CD40 L MFI §lgiimleri arasinda
istatistiksel olarak anlamli farklilik gortilmektedir (p<0,01); Tip2 DM’da CD40 L
MFI 6lgtimlerinin yiiksekligi, Tip 1 DM grubuna gére anlamli bulunmustur (Tablo7,
Sekil-15)

MF)
Otaama+30)

ch40 co4aL

{BTipl DM ™ Tip2 DM |

Sekil 15: Tip 1DM ve Tip 2 DM gruplarinda CD40 MFI ve CD40 L MFI

olgtimleri dagilim
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Tip 1 DM grubunda ve Tip 1 kontrol grubunda; CD40 MFI ile total
kolesterol diizeyleri arasinda istatistiksel olarak anlamli bir iligki bulunmamistir
(p>0,05). CD40 L MFI olgiimleri ile total kolesterol diizeyleri arasinda da
istatistiksel olarak anlamli bir bag bulunamamugtir. (p>0,05).

Tip 2 DM grubunda ve Tip 2 kontrol grubunda; CD40 MFI ile total
kolesterol diizeyleri arasinda istatistiksel olarak anlamli bir iligki bulunmamistir
(p>0,05). CD40 L MFI olgiimleri ile total kolesterol diizeyleri arasinda da
istatistiksel olarak anlamli bir bag bulunamamaistir. (p>0,05).

Tip 1 DM grubunda; CD40 MFI ile HbAlc diizeyleri arasinda istatistiksel olarak
anlaml bir iliski bulunamamigtir (p>0,05). CD40 L MFI &lgtimleri ile HbAlc
diizeyleri arasinda da istatistiksel olarak anlamli bir iliski yoktur (p>0,05)(Tablo-8).
Tip 2 DM grubunda; CD40 MFI ile HbAlc diizeyleri arasinda pozitif yonde ve
orta diizeyde iligki goriilmesine ragmen bu istatistiksel olarak anlamli bulunmamaigtir.
(p>0,05).. CD40 L MFI &lgtimleri ile HbAlc diizeyleri arasinda da pozitif yonde ve
orta diizeyde iligki goriilmesine ragmen bu da istatistiksel olarak anlamli degildir.
(p>0,05)(Tablo-8, Sekil-16,17).

Tablo 8: Tip 1 DM ve Tip 2 DM gruplarinda HbAlc diizeyleri ile CD40 MFI ve
CD40 L MFI ol¢timleri iligkisi

HbA 1¢
r P

CD40 MFI 0,115 0,559
Tip 1 DM

CD40 L. MFI 0,103 0,602

CD40 MFI1 0,298 0,103
Tip 2 DM

CD40 L. MF1 0,276 0,133

r: pearson korelasyon katsayisi
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111

GRUP

51 ¢ TIP2

* TIP 1

HbA1c

CD40 MFI
Sekil 16: Tip 1 DM ve Tip 2 DM gruplarinda CD40 MFI ile HbA 1c lgtimleri

12

114

44

s GRUP

§ 2 . TP2

£ 1 ' _ 1 % TIP1
1 2 3 4 5 6

CD40L MFI

Sekil 17: Tip 1 DM ve Tip 2 DM gruplarinda CD40L MFI ile HbAlc dl¢timleri
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5. TARTISMA

Diyabet; artmis kardiovaskiiler hastalik riski ile seyreden, kronik bir multisistem
hastaligidir. Diyabet hastalari; ayn1 yastaki saglikli bireylere gore ateroskleroza daha
yatkindirlar ve kardiyovaskiiler morbidite ve mortalie riskleri 2—4 kat daha artmigtir
(53). Diyabetik hastalarda; normal populasyondan daha fazla koroner arter hastaligi
gortiliir. Ozellikle Tip2 DM’da iskemik olaylar ve myokard infarktiisti siklikla
birlikte goriiliir(49). Diyabet hastalarinda goriilen kardiovaskiiler hastaliklarin
tehlikeli bir yonii de, asemptomatik seyretmesi ve daha ciddi komplikasyonlar
gelistikten sonra tan1 konulabilmesidir(50).

2002 yilinda, ABD ’inde yapilan bir postmortem ¢aliymada; diyabetlilerde
normal populasyona gore daha fazla damarsal harabiyet oldugu gosterilmistir. Bu
sonug; 15 yil boyunca toplanan, 30 yag iistli ani Oliimler sonrasi otopsi galisma
verilerinden elde edilmistir. Bu ¢alismada goriilmiistiir ki, diyabet tanisi aldiktan
sonra Olen Kisilerin; damarsal harabiyetleri ile yasarken gortilen klinik sikdyetleri
paralel gitmemektedir. Bu durum, diyabet hastalarinda goriilen, kalp hastaliklarinin
sinsi seyirli olmasmi ve daha ciddi komplikasyonlarla ortaya g¢ikmasin
aciklamaktadir(51).

Yapilan ateroskleroz hayvan modeli ¢aligmalarinda; CD40L antikor tedavisinin
farelerde, ateroskleroz plakalarindaki lipid / kollajen oranmni, kollajen lehine
cevirerek damar elastkiyetinin diizelttigi gOsterilmistir. Boylece; aterosklerozun
myokard enfarktiisi ve cerebrovaskiiler inmeler gibi komplikasyonlarim
onleyebilmek i¢in, bu antikorlarin kullanilabilecegi ileri stirlilmektedir(19).

In vivo yapilan ¢aligmalarda; diyabetiklerde, trombosit aktivasyonu yamnda,
aterosklerozda da gorillen CD40 ve CD40L ekspresyon artisi da, g6zlenmisgtir.
Diyabet hastalarinda, diyabet olmayan kontrollere gre, anlamli olarak artmus bir
CD40 ve CD40L koekspresyonu vardir ve beraberinde sCD40L ile CD40L
ekspresyon artislarimin birlikteligi gosterilmistir( 10, 55 ).

Bu ¢aligmalar 1s181nda, biz de diyabet hastalarinda; trombositler lizerinde CD40
ve CD40L ekspresyonunun normal populasyona gore arttabilecegi hipotezini
degerlendirmek istedik.

Tip2 DM da; sCD40L diizeylerinin arttifr ve bunun nedeninin, trombosit

aktivasyonunun sorumlu oldugu yoniinde yaymlar mevcuttur. Diisiik doz aspirin
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tedavisi ile bu aktivasyonun kismen geri dondiiriildiigi, ancak antiplatelet ajanlarin
kullanilmasinin daha basarili sonuglar verdigi bildirilmektedir(55).

Tipl DM ve Tip2 DM’da goriilen aterosklerozun patogenezinde; birgok belli
bagli sebebin yan sira, trombositlerde CD40 ve CD40L ekspresyon artisi da sorumlu
tutulmaktadir. Ancak; diyabet hastaliginda CD40 ve CD40L’1n artist ile ilgili ¢ok
az sayida ¢alisma mevcuttur (7,8 ).

2004 yilinda yapilan bir ¢alismada, diyabet hastalarinda, trombositlerde CD40
ve CD40 L ekspresyon artigina bakilmig. Ve hem Tipl DM hem de Tip2 DM’da
kontrol gruplarina gére, CD40 ve CD40L ekspresyonunun arttigi gézlenmistir(10).

Tipl DM ile CD40 ve CDA4OL ilgkisi aragtirilmig; CD40 eksprese eden
hiicrelerin  diyabetle iligkili “‘self antijen’ reaktif hiicrelerini barindirdig:
gosterilmigtir. Insiilinit denilen pankreas hiicre inflamasyonu varliginda, T lenfosit
hiicrelerinden CD40L ekspresyonunun arttif1 da gosterilmistir. Immun mekanizma
g6z Oniine alindiginda, siirekli yliksek diizeylerde CD40 ve CD40L degerlerinin
birgok mekanizmay tetikleyebilecegi one stirtilmektedir( 61).

Bizim g¢alismamiza katilan, 28 Tipl DM hastasi, yaslar itibari ile ¢ok geng
populasyona dahil idi. Bu nedenle, kontrol gruplarimi yaslarina gore ikiye ayirdik.
Boylece; Tipl DM ve Tip2 DM gruplarini kendi yas gruplar ile karsilastirmis olduk.
Tipl DM grubu ile Tipl Kontrol grubunun CD40 ve CD40 L degerleri arasinda
istatistiksel olarak anlamli farklilik géremedik. Ancak Tip2 DM grubu ile Tip2
Kontrol grubunun CD40 ve CD40L Ol¢limleri arasinda istatistiksel olarak ileri
diizeyde anlamli farklilik gordiik.

Ayrica, Tipl ile Tip2 DM gruplarinin, CD40 ve CD40 L degerleri arasinda da
istatistiksel olarak ileri diizeyde anlamli farklilik bulduk. Bir¢ok ¢aligmada; hem
Tipl hem de Tip2 DM hastalarinda, CD40 ve CD40L ekspresyon artig1 goriiliirken,
biz ¢aligmamizda; sadece Tip2 DM’da bu artist gézlemledik. Bu farkliligin
nedeninin; Tipl DM grubumuzun ¢ok gen¢ olmasi ve erken tam ve tedaviye
gecilerek, damarsal inflamasyonlarinin, Tip2 DM grubuna gore daha az olabilecegini
diigtinmekteyiz.

Bagka bir c¢alismada; yine Tipl DM’da trombositlerde CD40L
ekspresyonunda ve plazma sCD40L konsantrasyonlarinda artig gdzlenmigtir. Bunun

sebebinin; hiperglisemi ve glikozillenmis makromolekiillerin proenflamatuvar ve
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protrombotik bir ortam yaratarak, inflamasyonun bir géstergesi olabilecek CD40 ve
CD40OL ekspresyon artiglarimin olabilecegi ileri siiriilmiistiir. Aym1 ¢aligmada;
sCD40L’1n trombosit glikoprotein IIb/Illa’ya baglanarak trombosit aktivasyonuna
sebep oldugu ve dolagimdaki aktive trombositlerin, monositlere baglanarak ‘platalet-
monosit’ kompleksleri olusturdugu yoniinde hipotezler One stirilmiistiir. Aktive
trombositlerin; monositlere baglanarak, ateroskleroz patogenezinde énemli bir siireg
olan monositlerin endotele girisini arttirdig1 bildirilmistir. Boylece trombosit
aktivasyonunun ve artmig trombosit-monosit bilesiklerinin, unstabl plak olusumu ve
riiptiirine yatkinlik yaratip, aterosklerozda 6nemli bir basamak oldugu o6ne
stiriilmektedir(56 ).

Calismamizda; Tipl DM’da, kontrol grubuna gore anlamli bir farklilik
goremeyesimizi literatiirdeki, su bilgiye dayandirabiliriz. Insiilinin kuvvetli bir
antiinflamatuar etkisinin oldugu bilinmektedir. Bu etkinin, glukokortikoidlerin
etkisine benzedigi ve potansiyel bir antiaterojenik hormon olabilecegi ileri
stirlilmektedir(57). Bir bagka hipotezde de; insiilinin bu etkisini, Dbilinen
vazodilatatér ve trombosit antiagregasyon etkisine baglamislardir. Bu etkilerle
instilinin; epikard ve myokardin mikrovaskiiler perflizyonunu diizeltebilecegi ve
insiilin tedavisinin bu yo&nden ateroskleroz i¢in koruyucu olabilecegi One
stirtilmektedir(58). Bizim geng ve sadece insiilin tedavisi alan Tipl DM grubumuzda;
CDA40 ve CD40L ekspresyon artisinin kontrol grubuna gore anlamli diizeyde yiiksek
olmamas, insiilin tedavisinin bu pozitif etkilerine baglanabilir. Ama yine de, daha
genis ¢alismalara ve kontrol gruplar ile diyabetik hastalarin bazal 6zelliklerini daha
stk1 bir protokole gore eslestirilmesine ihtiya¢ duyuldugunu séyleyebiliriz.

Hemoglobin Alc (HbAlc); hemoglobin A nin, h zincirinin geri d6niistimsiiz
non enzimatik glikasyonunu sonucu olusan ve diyabetik bireylerin uzun dénem kan
seker kontroliinde objektif bir 6l¢lim parametresi olarak kullanilan bir degerdir.
2004’de yapilan bir ¢alismada; Tipl veTip2 DM hastalarinin trombosit yiizeyinde
CD40 ve CD40L deger artiglarnn ile HbAlc arasinda pozitif ydnde bir iligki
bulunmustur. Biz de bu ¢aligmaya paralel olarak; Tip1 ve Tip2 DM grubunda; CD40
ve CD40L MFI degerleri ile HbAlc diizeylerini kargilagtirdik ve aralarinda pozitif
yonde zayif bir iligki bulmamiza ragmen, bunu istatistiksel olarak anlamli
bulamadik(10).
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Birgok aragtirmada, CD40L ekspresyon artis1, sadece akut koroner sendromla
iliskili degil aym1 zamanda hiperkolestrolemi ile de iligkili bulunmustur. Ozellikle
trombosit ylizeyinde CD40 ve CD40L diizeylerinin artmasinin; ateroskeroz riskini
gosterdigi yoniinde hipotezler ileri siirtilmektedir(54). Biz de bu bilgiler is1ginda,
hastalarin aterosklerozun patogenezinde onemli rol oynayan lipid degerlerini de
inceledik. Ancak; trombositlerde CD40 ve CD40 L ekspresyon artiglart ile total
kolesterol deger artiglar1 arasinda herhangi anlamli bir iligki gozlemleyemedik.
Ancak diyabet tanis1 almig hastalarimizin ¢ogunlugunun, lipid profilini diizenleyen
ilaglar kullanmasinin, beklemedigimiz bu sonucun sebebi olabilecegini
diistinmekteyiz. Ayrica, hastalarin ve kontrol gruplarimin HDL-kolesterol deger
ortalamlarina baktigimizda; Tipl DM grubu ile Tip 2 DM grubu arasinda nemli bir
fark bulduk. Tipl DM HDL-k ortalmasi 50,96 iken, Tip2 DM grubunun HDL-k
ortalamas1 41,70 idi. Bu farklilik literatlirdeki verilerle paralellik g6stermektedir.
Ciinkii Tipl DM hastlarinda, HDL diizeyleri normal seyretmektedir. Buna kargin,
Tip2 DM’da genellikle HDL diizeyleri ¢cok diisiik seyretmektedir. Bunun nedenini;
Tip2 DM’da; plazmada VLDL HDL arasindaki kolesterol ester tranferinin VLDL
y6niine kaymasi olarak gosterilmektedir(35).

Literattirde de Tip2 DM ‘un Tip 1DM’a gbre daha fazla mikrovaskiiler ve
makrovaskiiler komplikasyonlara maruz kaldig: bilinmektedir. Tip2 DM hastalarinin
gec tam almalarmin da birgok nedenle birlikte, vaskiiler komplikasyonlarin gériilme
sikligini agiklayabilmektedir( 52 ).

Sonu¢ olarak bizim calismamizin amaci; diyabet hastalarinda ateroskleroza
yatkinlik oldugu savindan yola g¢ikarak, aterosklerozun bir gdstergesi olan, CD40 ve
CD40L deger artiglarini, DM’da gosterebilmekti. Yukarida da belirttigimiz gibi
bunu Tip2 DM’da goriirken, Tipl DM’da gozlemleyemedik. Bu bulgular bize CD40
ve CD40L deger artisinin, diyabetin makrovaskiiler komplikasyonlarinin gelisimine,
birgok bagka mekanizmanin yaninda katkida bulundugunu diistindiirmektedir. Belki
daha genis gruplarla ve daha ileri yas Tipl DM hasta gruplarnyla g¢alisilmasi
gerekmektedir. Ayrica CD40 ve CD40L ekspresyon artis;; DM ve kardivaskiiler
hastaliklar igin uzun donemli bir belirteg olarak kullamlabilmesi igin, ileri

calismalara ihtiya¢ duyulduguna inanmaktay1z.
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