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OZET

Bu tezde, pankreas B hiicre ve asiner hiicre yiizey glikokonjugatlarindan, N-
Asetilglukozamin oligomerleri, sialik asidi (GICNAc, Neu5Ac), ozellikle B-GICNAc
tipi sialik asidi floresan isaretli Wheat Germ Agglutinin (WGA) lektini kullanilarak,
isaretlemek amaglanmistir. Deneylerde, Istanbul Universitesi Deneysel Tip
Enstitiisii'nden alinan kontrol diyeti ve yaglh diyet uygulanarak kismen obeziteye
bagli metabolik sendrom olusturulmus iki farkli grup sigan pankreas: kullanilmistir.
Ekzokrin ve endokrin pankreas dokusu hiicre zarlarinda yer alan glikan birimlerinin,
fluorescein isaretli lektinlerle 0zglin olarak isaretlenmede kullanilabilirligi
arastirllmistir.  Bu  amacgla ¢alismada, hiicre yiizeylerinde bulunan N-
Asetilglukozamin oligomerleri, ozellikle B-GICNAc tipi olmak iizere sialik asiti
isaretleyen FITC-WGA ile floresan mikroskopta mikrograflar alinarak
goriintiilenmistir.

Elde edilen verilere gore degerlendirilen mikrograflarin sonucunda, bu
birimler, goriintliler ¢ok net olmamakla birlikte, yagli diyet uygulanan siganlarda
kontrol grubuna gore, hem ekzokrin pankreasta asiner hiicrelerde hem de endokrin
pankreasta beta hiicrelerde GIcNAc oligomerleri, sialik asit ve 6zellikle B-GICNAcC
tipi sialik asit olduk¢a yaygin ve yogun olarak isaretlenmistir. Bu sonuglar, DAPI
boyamasinda da bir artmanin olmamasiyla ve her iki floresan boyamanin
cakistirilmasiyla desteklenmistir.

Bu c¢alismada kullanilan yontemin, hiicre ylizeylerinde tanima tutunma
mekanizmalarina aracilik eden seker birimlerinin uygulanan diyetle artmasiyla
Diabetes mellitus basta olmak {iizere otoimmun rahatsizliklar1 belirlemede
kullanilabilecegi, metabolik hastaliklara yonelik erken tan1 ve/veya tedavi
caligmalarinda, hastaliga iliskin yonlendirilmis ilag ¢alismalari igin yol gosterici

olabilecegi dnerilmistir.

Anahtar kelimeler: FITC-WGA, Diabetes mellitus, sialik asit, B-GICNAc tipi

sialik asit, floresan mikroskop.



SUMMARY

In this thesis, it’s purposed that staining by using of FITC-WGA of the N-
acetylglucosamine oligomers, sialic acid and especially B-GIcNAc type sialic acid
these are from among of the cell surface glycoconjugates of pancreatic beta and
acinar cells. Using two different group rat pancreases for the experiments provided
from Istanbul University Institute of Experimental Medicine that applied control diet
and high fat diet constituted obesity induced metabolic syndrome. It was researched
that the availability of glycan units on the surface of cells of exocrine and endocrine
pancreas tissue for specific labelling with fluorescent labelled lectins. With this
purpose, N-acetylglucosamine oligomers on cell surface were displayed with taking
micrographs by FITC-WGA that is labelled especially B-GICNAC type sialic acid.

Evaluated micrographs according to the data, this units with not very unclear
images, rats that fed with high fat diet GICNAc oligomers, sialic acid and B-GIcNAc
type sialic acids on both acinar cells of exocrine pancreas and beta cells of endocrine
pancreas stained more extensive and more intense to control group rats. This
conclusions were supported with no increase in DAPI staining and merged two
staining.

It is suggested that this method, increased glycan units by applied diet these
mediate mechanisms of recognition and adhesion on cell surface, it may be using for
detection of autoimmune disorders notably Diabetes mellitus, may be guiding to
early diagnosis and/or treatment studies for metabolic diseases , directed medicine

studies.

Key Words: FITC-WGA, Diabetes mellitus, sialic acid, p-GIcNAc type sialic

acid, fluorescence microscopy.
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1. GIRIS
1.1. Tezin amaci, kapsami, icerigi

Bu tez ¢alismasinda amag, floresan isaretli WGA lektini kullanilarak pankreas
B hiicre ve asiner hiicre ylizey glikokonjugatlar1 arasinda N-Asetilglukozamin
oligomerlerini, sialik asidi (GICNAc, Neu5Ac) isarctlemekle beraber (Vector
Laboratories) ozellikle B-GlcNAc tipi sialik asidi isaretlemektir [1]. Bu ¢alismada
sialik asit (GICNAc, NeuS5Ac) ve B-GIcNAc tipi sialik asit seker profillerinin
isaretlemesi  ve goreceli olarak miktarnin  belirlenmesini  kolaylastiracak
immiinohistokimyasal bir isaretleme yontemini denemek hedeflenmistir. Bu sayede
asinar ve P hiicre yiizeylerindeki sialik asit ve GlcNAc rezidiilerinin daha kolay
belirlenmesine yardimci olacagi ve tanima tutunma mekanizmast birimleri, yani
glikokonjugatlar kullanilarak hastaligin gelismesinde farkli pankreas hiicrelerinde
goriilen degisim, diinya genelinde en sik karsilagilan metabolik, kronik
hastaliklardan biri olan Diabetus mellitus’un etkilerine dair (Diyabet, Seker hastaligi)
yol gosterici olabilir. Ek olarak bu ¢alismamiz hastaligin ilerlemesine yonelik olasi
yonlendirilmis ilag ¢alismalar1 i¢in yol gosterici ve destekleyici olabilir

diistincesindeyiz.
1.2. Pankreasin tarihcesi

Pankreas, ilk olarak M.O. 336 yilinda anatomist ve cerrah Herophilus
tarafindan kesfedilmistir. Herophilus’tan 400 yil sonra, M.S. 1. ya da 2. yiizyilda
Efesli anatomist Ruphos bu organa Yunanca °’biitiin et’” (all flesh) anlamina gelen
“pankreas” adim1 vermistir. Roma Imparatorlugu déneminde Galen, pankreasin;
hemen arkasinda uzanan biiylik kan damarlarin1 korumak icin bir yastik ya da
tampon rolii oynadigimi diisiinmiistiir. Pankreas ile ilgili ¢alismalar Johann Georg

Wirsiing tarafindan pankreas kanalinin bulunmasiyla devam etmistir (Sekil 1.1) [2].
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Sekil 1.1: Pankreas kanalin1 gdsteren Wirsiling orijinal ¢izimi.

Par Moyse, 1852 yilinda yazdig1 teziyle, pankreasin histolojisini tanimlayan
muhtemelen ilk kisidir. Kabaca yaptig1 cizimde, ekzokrin asinusun yapisini tasvir
etmistir. 1869°da Paul Langerhans, bugiin Langerhans adaciklari olarak bildigimiz,
pankreasin endokrin sistemi olan, pankreasin adaciklarmi = tanimlamistir.
Langerhans’in tanimi, histolojik olarak pankreasin ilk iyi tanimidir. Sonralar1 diyabet
olarak bilinen semptomlari; sik idrara ¢ikma, giderilemeyen susuzluk, idrarda sekere
rastlama, kilo kayb1 ve 6liim olan hastalik, M.O. 1500li yillarda da bilinmektedir.
Bu hastaliga diyabet-Diabetes mellitus ismi ise Aretaeus (M.S. 81-150) tarafindan
verilmistir (Yunanca Diabetes: Idrara gecen, Latince mellis: tatli veya bal). Joseph
Friedrich Von Mering (1849-1908) ve Oskar Minkowski (1858-1931), 1889°da bir
kopegin pankreasinin cerrahi yolla alinmasmnin (pankreatektomi) diyabetle
sonuglandigini kanitlamiglardir [3]. Etiénne Lancereaux 1877°de pankreasta ileri
atrofiyi, ciddi diyabetik olan 2 modelle tanimlamasiyla, pankreatik diyabet kavramini
baslatmistir. Jean de Meyer, 1909°da “insiilin” kelimesini Langerhans adaciklarinin
bir {irlinii olarak tanimlamak {izere One sirmiistiir [4]. Frederick Grant Banting
(1891-1941) ve Charles Herbert Best (1899-1978), 1921°de insulini kesfetmislerdir.
[lk islet hiicresi hormonu kesfedilmis ve bu da yeni bir hastaligin; insiilin {ireten
tiimdriin kesfedilmesine yol agmstir. Frederick Sanger 1958’de insiilinin molekiiler
yapisint kesfetmistir. Pankreastan barsaga salgilanan sindirim enzimleri (amilaz,
lipaz, tripsin, vb.) 19. yy’in sonuna dogru kesfedilmistir. Yaglari, proteinleri ve

nisastayr yikim etkinliklerinin gdsterilmesi, basamak basamak gerceklesmistir.



Pankreasin birincil goérevi olan sindirim enzimlerinin esaslarinin kesfine, Johann
Nepomuk Eberle (1798-1834); Claude Bernard (1813-1878); Alexander Danilevsky
ve Willy Kuhne (1837-1900) olmak iizere pek ¢ok bilim insani, farkli iilkelerden
katilmistir. William Maddock Bayliss ve Ernest Henry Starling 1902’de sekretini
kesfetmisler ve boylece hormon kavramina giris yapmiglardir. Duodenal ve jejunal
mukozadan salgilanan sekretin hormonu, pankreas: sivisini barsaga salgilamasi igin
uyarmaktadir. Julius Wohlgemuth 1908’de serumda amilaz konsantrasyonunu
6lgmek i¢in bir metod tamimlamistir. Boylece laparotomi otopsiden Once, akut
pankreatit tanisinda kullanmilmistir. George Palade, 1974’de ekzokrin pankreas
hiicresindeki  protein  sentezi, segregasyon, tasinim, depolama, salinimin

biyokimyasal agamalar1 ve her bir islemle iliskili ultra-yapisal birimleri tanimlamigtir

[3].
1.3. Pankreasin anatomisi ve histolojisi

Pankreas, karnin iist kisminda midenin arkasinda yer almaktadir. Pankreas,
gastrointestinal sistemin pargasidir. Urettigi sindirim enzimlerini barsaga salgilayan
ve ayni zamanda viicutta enerji metabolizmasin1 ve depolamayr kontrol eden
hormonlar iiretip, kana salgilayan endokrin bir organdir [5]. Midenin arkasinda; ince
barsak, karaciger ve dalak arasinda yer almaktadir. Yaklagik 16 cm uzunlugunda ve
yaprak seklindedir. Genis kismi1 pankreas basi olarak isimlendirilip karin merkezine
dogru konumlanir. Orta kismi; govde, ince kism1 kuyruk olarak isimlendirilir ve sol
tarafa uzanmaktadir. Superior mezenterik arter, superior mezenterik ven, portal ven
ve ¢olyak arter (aksis) olmak tizere bir ¢ok kan damari pankreasi cevreleyerek;

pankreasi ve ¢evresindeki organlart kanla besler (Sekil 1.2) [5], [6].



Infenor vena
cava (IVC) '\.

Portal w.

L adrenal SPlenica.

Hepatic a.
Common bile duct

Miner papilla
R. kidney

Major papilla
jor papil L. kidney

Second part
of duodenum

Abdominal aorta

Sekil 1.2: Pankreasin ¢evresindeki organlarla ve yapilarla anatomik iliskisi.

Pankreas, ekzokrin ve endokrin pankreas olarak iki temel kisima ayrilmaktadir (Sekil

Sekil 1.3: Pankreasta endokrin ve ekzokrin doku (Formalin, H&E, Bar = 22.2 um). 1.
Ekzokrin pankreas dokusu (asinar hiicreler); 2. Endokrin pankreas dokusu
(Langerhans adaciklari); 3. Kan damarlari; 4. Endotel; 5. Bag doku; 6. Zimojen

graniilleri (Formalin, H&E, Bar=22.2 um).




e Ekzokrin pankreas

Sindirim enzimlerini tiireten ve oniki parmak barsagina (Duodenum)
salgilayan kisimdir. Bag dokuyla, damarlar ve sinirlerle iliskili asinar ve kanal
hiicrelerini igerir. Ekzokrin bilesenler, pankreasin kiitlesinin %95’inden fazlasini
olusturmaktadir [5]. Pankreastan ekzokrin salinim, sinirler ve hormonlarla kontrol
edilmektedir. Sekretin  hormonu, duodenuma noroendokrin hiicrelerinden
salindiginda, pankreas salgist sulu ve bikarbonat bakimindan zengin hale
gelmektedir. Bu temel salinim, ince barsaktan gelen asidik kimusu nétralize
etmektedir. Ayrica koleosistokinin (CCK) duodenumdaki noroendokrin hiicreler
tarafindan salgilandiginda, pankreas ince barsagin limenindeki karbohidrat, protein,
lipit ve niikleik asitleri yikan enzimler bakimindan zengin bir iiriin salgilamaktadir.
Pilorik néroendokrin hiicreler tarafindan salgilanan gastrin de, sindirim enzimlerince
zengin pankreas salinimina yol a¢gmaktadir. Pankreastan salgilanan iki sindirim
enzimi, tripsin ve Kkimotripsin; aktif olmayan, pro ya da zimojen formunda
sentezlenmektedir ve pankreatik asinar hiicrelerini sindirmemesi i¢in duodenumun
liimeninde enterokinaz ile aktiflestirilmektedir.

Asinar salgi bezi, asinus hiicreleri ve kanallardan olugmaktadir. Asinus
hiicreleri, pankreasin salgi hiicreleridir ve kiiciik bir liimenin etrafina dizilmislerdir.
Pankreatik asinar hiicreler, protein sentezinin tipik modeliyle sindirim enzimi
tretirler. Bu hiicreler salinim i¢in fazlasiyla protein sentezi gerceklestirirler. Bu
yiiksek aktivite, hematoksilin-eozin gibi histolojide kullanilan boyalar ile ¢ift bolgeli
(bizonal) boyanma ozelliklerinde, agiga c¢ikmaktadir. Bu salgi hiicrelerinin bazal
bolgesi ribozomlarinda protein sentezlenen endoplazmik retikulumun fazla sayida
oldugunu gosteren hematoksilen ile yogun olarak boyanmaktadir. Bu proteinler
graniilli E.R.’den Golgi’ye glikozillenmek {iizere tasinmakta, ardindan salgi
graniilleri olarak salinmaktadir. Enzimler, bu graniillerde inaktif ya da zimojen
formunda bulunmakta, kanal sistemine salinimdan sonra aktiflesmektedir. Yiiksek
konsantrasyonlarda protein iceren, ¢ok sayida zimojen graniiliiniin varligir salg
hiicrelerinin apikal bdlgesinde yogun eozin boyama ile goriilmektedir. Bu graniiller
aclik boyunca ya da dgiinlerin arasinda en yiiksek seviyede ve yemek yendikten

sonra ise en diisiik seviyededir.

Kanallar, asinar hiicrelerin salgi iiriinlerini tasimaktadir. Kanal sisteminin ilk

kismu interkalar ya da intralobiiler kanal olarak adlandirilmaktadir. Salg: {iriinlerine



bikarbonat iyonunu salgilayan kiibik epitel hiicreler ile kaplidir. Bu kanal duvarlari
soluk boyanan sentroasinar hiicrelerden olusan asinar liimenin igine uzanmaktadir.
Interkalar kanal etrafinda ¢ok az bag dokuya sahiptir, daha &ne ¢ikan bag doku
septumun iginde uzanan genis interlobiiler kanalla sonuglanmaktadir. Interlobiiler
kanallar goblet hiicreleri igeren silindirik epitel ile kaplhidir. Salgilar, pankreasin

¢ikisi olan ana pankreatik kanallara dokiiliirler (Sekil 1.4) [8], [9].

Sekil 1.4: Isik mikroskobunda objektif lens ile pankreas kesiti [X40]. A: Asinus,
BC:Langerhans adaciklarindaki kilcal kan damarlar, CA: Senroasinar hiicreler, ID:
Interkalar kanal, IL: Langerhans adaciklar1, InD: Intralobiiler kanal, Sar1 y1ldiz imi:

Asinar hiicrelerin sitoplazmasi (Zimojen graniilleriyle dolu).
e Endokrin pankreas
Pankreasin bu kismi, pankreas kiitlesinin %1-2’sini olusturmaktadir [5].
Pankreasin endokrin hiicreleri, Langerhans adaciklar1 olarak bilinen kan damarlari
bakimindan zengin yuvarlak/oval sekilli alanlarda dizilmis ya da asinus ya da
kanallara yakin ekzokrin pankreas boyunca yayilmistir. Adacik ya da diger
bolgelerde, her biri farkli peptid hormonu salgilayan ¢ok sayida farkli tipte hiicre

bulunmaktadir. Bu hiicreleri rutin hematoksilin-eozin boyamasi kullanilarak



hazirlanan histolojik preparatlarda ayirt etmek miimkiin degildir. Ozel peptit
salgilayan hiicreleri tanimlayabilmek i¢in immunohistokimyasal uygulamalar
gereklidir. Bu yontem, 151k mikroskobunda farkli peptit hormonlarin1 salgilayan
hiicrelerin goriiniir hale gelmesi i¢in immunoperoksidaz gibi boyalarla birlestirilmis
spesifik peptide 6zgii antikor kullanilarak bir boyamaya ihtiyag duyulur. Endokrin
pankreastan salgilanan peptit hormonlar; insulin, glukagon, somatostatin, vazoaktif
intestinal peptid, pankreatik polipeptit, motilin, serotonin ve P maddesi olarak
siralanmaktadir [8], [9].

Sekil 1.5: Anti-glukagon a), anti-insulin b), anti-somatostatin ¢) ve anti-pankreatik
polipeptit d) ile immunohistokimya boyamada yan yana sigan pankreas adaciklarin
151k mikrograflar1 (X200).

Langerhans adaciklarinda, %60-80 insulin salgilayan [ hiicreleri, %10-20
glukagon salgilayan o hiicreleri, az sayida somatostatin salgilayan & hiicreleri,
pankreatik polipeptit (PP) hiicreleri ve ghrelin salgilayan ¢ hiicreleri olmak {izere 5

tip hiicre bulunmaktadir ( Sekil 1.6) [10], [11].



Insulin
Glucagon
Somatostatin

Mouse
islets

b Human
islets @ p-cells
@ a-cells
O o-cells
Intra-islet () PP-cells
vessels @ :-cells

Sekil 1. 6: Pankreatik adaciklarin anatomik karakteristikleri. a) Farede pankreatik
adaciklarin immunohistokimyasal analizi. Insulin-pozitif B hiicreler (mavi) adacigin
merkezi bolgesinde, glukagon-pozitif a hiicreler zar kisminda bulunmaktadir.[X40]

Sag iistte sematik olarak gosterilmistir. b) Insanda adacigin yapisinin sematik
gosterimi. o hiicreler, adaciklarin merkezinde adaciklar arasi, vaskiiler damarlarla
ylizlesip, B hiicreler tarafindan kusatilmaktadir.



2.EN SIK KARSILASILAN PANKREAS
HASTALIKLARI

Baslica goriilen pankreas hastaliklari, akut ve kronik pankreatit, kistik

fibrozis, pankreas kanseri ve diyabettir.

2.1. Akut ve Kronik Pankreatit

Pankreatit, asinar hiicrelere zarar veren ve pankreasta yangi veya iltihaplanma
yani inflamasyon olusturan temel lezyonlari igeren bir hastalik grubuna verilen
isimdir. Siddeti ve siiresi degiskendir. Klinik isleyisinde cesitlilikler gozlenir. En
ciddi akut formu, karin (abdominal) agrisi, sok ve bazen dliimle karakterize edilen,
akut hemorajik (kanamali) pankreatittir. Siddetli akut pankreatit, akcigerlerde 6dem,
hipoksemi (Arterlerde oksijen basincinin diismesi, yeteri kadar oksijen alinamamasi
durumu), bobrek yetmezligi ve diger sistemik belirtilerle karmasik hale gelebilen bir
hastalik tiirtidiir. Tedavi sonrasi, hastaligin iyilesmesini takiben, kisa siireli goriilen
akut pankreatitin hafif dereceleri interstisyel pankreatit olarak adlandirilmaktadir.
Pankreatitin devam etmesi veya bazi hastalarda aylar ya da yillar sonra niiksetmesi
pankreasin yikimiyla sonu¢lanmaktadir. Bu, kronik pankreatit olarak adlandirilan
pankreatit tipidir. Kronik formda, baglica klinik gostergeler, agr1 ya da pankreasin
ekzokrin islevinin kaybina yol agan hatali emilim isaretleridir.

Akut pankreatit diger adiyla, doku igi (interstisyel) pankreatitte, baslica
degisim, asinar dokunun stromasinda odemle seyreden akut inflamasyondur.
Pankreatitin hafif derecesi bazen 6demli pankreatit olarak adlandirilir. Asinar doku,
stroma ya da peripankreatik yagin, yag dokusunun 6liimii yani nekrozu dnemsizdir
ya da yoktur.

Akut hemorajik (kanamali) pankreatitte baslica degisim, asinar doku, stroma
ve bitisik yag dokunun nekrozudur. Nekrotik alanlar ve canli doku arasindaki ara
yiizde akut inflamasyon 6nemli bir diger dikkat ¢ekici belirtidir. Buna karsin, siirecin
ilk zamanlarinda lokositlerin sizmasi Onemsiz seviyededir. Nekroz alanlarinda
hemoraji, kanama tipik olarak goriiliir, ancak tek sekilde gozlenmez. Olii asinar
hiicreler, sindirim enzimlerinin yiiksek seviyede olmasi nedeniyle sivilasarak nekroza

ugramaktadirlar.



Kronik pankreatit, 1srarct interstisyel pankreatit, doku i¢i fibrozis
(dejenerasyon, bozulma) ve asinar dokunun kiiclilmesine yani atrofisine yol
acabilmektedir. Akut pankreatit asinar hiicre dokusunun tahribatina neden olan,
kalic1 iz birakan ve tekrarlayan ataklar nedeniyle asinar hiicre dokusunun ileri
derecede kaybina yol acan bir pankreas rahatsizligidir. Bu siirecin aktif asamalari
boyunca, doku i¢i bolgelere lenfositler sizmakta, takiben inflamasyon
azabilmektedir. Bu hastaligin belirtileri yani lezyonlar1 arasinda yer alan en 6nemli
degisimler, ekzokrin pankreasin atrofisi ve fibrozisidir. Kronik pankreatit, kanal
tikanmasi gibi pankreatitin siirekli uyarilma durumlarinda ortaya ¢ikmaktadir. Kronik
pankreatitin ileri seviyelerinde asinar doku tamamen atrofiktir ve yerini yogun yapili
bag dokusuna birakmistir. Adaciklar ve kanallar devamlilik gosterir ama bag dokuyla
kusatilmistir. Alkolik kisilerde daha sik gozlenen bir rahatsizliktir. Ekzokrin
pankreastaki atrofi, buna bagli kalici zarar nedeni ile enzim saliniminin normal
seviyenin %10 altma distiigii gozlenir. Buna bagli olarak ortaya g¢ikan emilim

bozuklugu, yag ve azotun digkiyla yogun sekilde kaybina yol acar [12].

2.2. Kistik Fibrozis

Kistik fibrozis, CFTR (cystic fibrosis transmembrane conductance regulator)
genindeki mutasyonlara bagli olarak gelisen, otozomal, resesif gegisli genetik bir
hastaliktir. Hastalik salgi sistemini bozmakta ve farkli sistemlerde patolojik
durumlara yol agmaktadir. Kistik fibrozis en ¢ok akciger ve pankreasin islevinde
sorunlar ortaya ¢ikmasina yol acan bir rahatsizliktir [13]. Klinik bulgular, koti
beslenmeyle pankreas yetmezligi, akciger hastaliklar1 ve bozulmus iyon transferi
(artan terlemeyle NaCl atilimi) ile tanimlanabilir.

Kistik fibrozisin pankreatik lezyonu; pankreatik kanal sisteminin asamali
tikanmasi ile sonuclanan kronik bir cesit pankreatitin yaygin seklidir. Interlobiiler ve
intralobiiler kanallar karakteristik olarak koyu miisinéz (musin yapili) ya da
proteindz (protein yapili) salgilarla dolmustur. Kanallar belli bir yerden ya da daginik
sekilde acilmis olarak gozlenebilir. Hastaligin erken asamasinda, yaygin interstitial
pankreatit ~mevcuttur. Bu rahim i¢indeyken ve doSum  esnasinda
gerceklesebilmektedir. Sonrasinda, asinar doku biiylik 6l¢iide atrofik hale geldiginde

inflamasyon azalmaktadir. Dogumu takiben 2-4 yaslarinda, pankreas bag ve/veya
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adipoz dokuya gomiilmiis olan kanal ve adaciklardan ibaret olmaktadir. Ekzokrin
pankreastan salgilanan yetersiz enzim sonucu olusan mal-absorpsiyon (hatali emilim)
hastalarin %85’inde goriilen klinik tablonun en 6nemli gostergesidir. Akcigerde
olusan kistik fibrozisin en 6nemli lezyonlar1 ise bronsektazi (brons genislemesi) ve
zatilirreden olugsmaktadir. Barsaklarda goriilen tikanmalar, anormal intestinal (barsak)
mukus salinimi yine hastaliga bagli pankreas enzimlerinin yoklugu ya da azalmasi

sonucu meydana gelmektedir.

2.3. Pankreas Kanseri

Pankreas kanseri, pankreasta kanal hiicreleri, asinar hiicreler ya da adacik
hiicrelerinde ortaya ¢ikmaktadir. Ekzokrin pankreasta ortaya ¢ikan tiimorler duktal
adenokarsinomlar, ksitik veya asinar hiicre tiimorleri olarak adlandirilirken, endokrin
pankreasta ortaya g¢ikan tiimorler, adacik hiicre tiimoérleri ndroendokrin tiimorler
olarak adlandirilmaktadir. Ikincisinde, tiimorlerde gergeklesen hormon salinimi
endokrin bozukluklara yol ac¢tigindan 6zel bir grubu temsil etmektedir. Pankreas
kanseri, genellikle bolgesel invazyon (¢evre dokulara yayilma) ya da metastazdan
sonra teshis edildigi i¢in cerrahi miidahalelerle 1iyilesme nadir olarak
gerceklesmektedir.

Insanda pankreas kanserinin en yaygm histolojik tipi, dezmoplastik
reaksiyonu tetiklemesiyle kismen ayirt edilen kanal adenokarsinomudur. Pankreas
kanserinin 12 histolojik tipi, Antonio L. Cubilla ve Patrick J. Fitzgerald tarafindan
tablolagtirilmistir [ 14]. Aragtirmacilar tiplendirmeyi kanserin kdken aldigi hiicre tipini
esas alarak yapmuslardir. Buna gore gozlenen 12 tipten, 7’si kanal hiicrelerinden
kokenlenen kanserlerdir ve pankreas kanserlerinin toplaminin %85’ini olusturur.
Kalan 5 tip pankreas kanserlerinin %1-5’lik kismini asinar hiicrelerde goriilen
kanserlerin olusturdugu ve %10’unun ise hiicresel kokeni belli olmayan kanserlerin
olusturdugu ifade edilmistir. Bu tablo, histolojik tiplerin genis spektrumunu
yansitmas1 nedeniyle dikkat ¢ekicidir. Pankreas kanserlerinin klinik seyirlerine
bakildiginda, farkli histolojik tipler i¢in benzer oldugu gozlenmistir. Genel klinik
verilere gore, kist adenokarsinomada hastalar ortalamadan biraz daha uzun hayatta
kalim gostermektedirler. Papiller kistik tiimor tipinde diisiik malignant potansiyeli

goriilmektedir. Bu tip kanser, grubun en iyi teshis edileni ama maalesef en az siklikta

11



goriilenidir. Pankreas kanseri tasiyan ¢ogu hastada teshis ve klinik seyir, lezyonlu
bolgenin ve tiimoriin yayilima biyilikligiine baglidir. Tiimdrlerin ¢ogu, sert yigin
halindedir. Nadiren kistik formlar1 gdzlenebilir. Ornegin, Pankreas bezinin, basinda
bulunan adenokarsinomalarin ortalama biiyiikliigii 5 cm civarinda bir capa sahip
olurken, bezin govde ya da kuyruk kisminda yer alan tiimoériin boyutlart 10 cm
capinda olabilmektedir. Bu biiylikliik farki pankreas basinda ortaya ¢ikan kanserlerin
daha erken teshis edilmesinden kaynaklanmaktadir. Kanserlerin ¢ogu bas kisminda
(govde ve kuyruk kokenli kanserlerden 3 kat1 daha fazla oranda) ortaya ¢ikmaktadir.
Pankreas kanserlerinin, yaklasik %20’si ¢ok odaklidir ve/veya tiim pankreasi
kapsamaktadir. Pankreasin govde ya da kuyruk kisminda ortaya g¢ikan kanserler
erken semptomlar vermemekte ve tipik olarak agriya neden olan pankreasin bag
kismin1 saran zar {izerinde yer alan (retroperitoneal) sinirlere yayilmadan ya da
metastaz olmadan teshis edilememektedir. Bu durum cerrahi yolla tiimdriin
cikarilmasini imkansiz hale getirmektedir. Pankreas kanserlerinin metastazlar
genellikle karaciger, bolgesel bezler, karin zari, akcigerler ve akciger zarim
kapsamaktadir. Kanserin safhalar1 su sekilde siralanmistir: Safha 1. Kanser,
pankreasla sirlidir. Satha II: Bolgesel lenf bezlerine yayilir. Satha III: Uzak
metastazlar gerceklestirir.

Ozetle, ekzokrin pankreas kanseri, gogunlukla yetiskinlerde ortaya ¢ikan bir
hastaliktir ve artan yasla birlikte goriilme sikligi artmaktadir. Kadinlara oranla
erkeklerde 6 kat daha fazla goriilmektedir. Epidemiyolojik calismalar, belirli
kimyasallara maruz kalan ve sigara icen bireylerin pankreas kanseri riski altinda
oldugunu kanitlamistir. Cevresel faktorler hastalikta rol oynamakla birlikte nedenleri
tam olarak bilinememektedir.

Adacik hiicre tiimorleri: Herhangi bir adacik hiicre tipinde meydana
gelebilmekte ve islevsel ya da islevsiz sekilde olabilmektedir. Tiimdr tarafindan
hormon salinimi, fazla hormonun etkisini yansitan klinik sendromlara yol
acabilmektedir. Bu sendromlar, asir1 hormonal uyarilma ile hedef organlarda
fonksiyon bozulmasi ya da lezyonlar1 ortaya ¢ikarir. Baz1 fonksiyonel olmayan
adacik timorleri de malignant bir tablo sergiler. Bunlarin klinik etkileri arasinda
kanal tikanmasi, invazyon ve metastaz yer alir.

Bazi1 adacik hiicresi tiimorleri, 6zellikle kiigiik olanlar, sinirlt ve kapsiillii bir
yap1 sergilerler ve bunlar adenom adi verilir. Bunlarin iginde, histolojik olarak iyi

huylu goriinen bazi tipleri, karacigere metastaz yapabilmektedir. Adenokarsinomun
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teshisi, yayilimin biiyiikliigiine ve goriilebilirligine baghdir. Patologlar, erken adacik
hiicre adenokarsinomu ve adacik hiicre adenomu arasinda ayirim yapamadigindan,
adacik hiicre tlimorii terimi, siirlar1 belirsiz lezyonlar i¢in kullanilmaktadir. Hormon
salgilayan tiimorler, islevsiz tiimorlere gore klinik seyirde daha erken teshis
edilmektedir. Islevsel tiimérler, dliimciil seyirin baslangicinda, yalmzca birkag mm
capindadir. B hiicresi adenomlari, en ¢ok goriilen adacik hiicre tiimor tipidir. Bu tipte
asirt insiilin salinimi, beyini ciddi sekilde tehdit etmektedir. Gastrinoma; gastrin
salgilayan tiimor tipidir, asir1 gastrin salinimi sonucu midede olusturdugu fazla asit,

tilserlere sebep olmaktadir [12].
2.4. Seker Hastahg, Diyabet (Diabetes mellitus)

Diyabet, bilinen adi ile seker hastaligi insulin salinimi, insulinin etkisi ya da
ikisinde birden olusan bozukluklardan dolay1 olusan, hiperglisemiyle karakterize
edilen bir metabolik hastaliklar grubudur. Diyabet; kronik hiperglisemi, kalict doku
hasari, fonksiyon bozuklugu, o6zellikle gozler, bobrekler, sinirler, kalp ve kan
damarlar1 olmak iizere farkli organ yetmezlikleri ile iliskilidir. Diyabetin gelisiminde,
B hiicrelerinin otoimmun yikimi sonucu olusan insulin yetersizliginden ve/veya
insulinin etkisine direng ile sonuglanan anormalliklere kadar farkli patojenik siiregler
yer alabilir.

Bunlara ek olarak, Diyabette karbohidrat, yag ve protein metabolizmasinda
goriilen baz1 anormallikler de hedef dokularda insulinin etkisinin eksik olmasindan
kaynaklanmaktadir. Eksik insulinin etkisi ile hormon etkisinin karmasik yolaklarinin
bir veya daha fazla noktasinda yetersiz insulin salinimi ve/veya azalan insuline karsi
olusan doku yanitlari, hastaligin etkileri arasinda yer alir. Insulin saliiminda ve
etkiledigi noktalardaki bozulmalar genellikle diyabet hastalarinda bir arada goriiliir.
Karmagik etkileri olan bir metabolik hastalik olmasi nedeni ile hangi etki yada
etkenlerin  hiperglisemiye neden oldugu bilinmemektedir. Hipergliseminin
semptomlar1 (belirtileri) arasinda polilire olusumu, asir1 susuzluk, kilo kaybi ve
bulanik gérme yer alir. Biiyiime ve gelismenin bozulmasi, belirli enfeksiyonlara
duyarhlik, kronik hiperglisemiye eslik edebilmektedir. Kontrol edilmeyen diyabetin
akut, hayat1 tehdit eden sonuglari, ketoasidoz etkisi ile olusan hiperglisemi ya da

ketonik olmayan {iriinler etkisi ile olugan hiperozmolar sendromu olabilir.
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Diyabetin uzun zamanli komplikasyonlari potansiyel gérme kaybi, yani
retinopati, bobrek yetmezliginin yol agtigi nefropati (bobrek yetmezligi hastaligy),
ayak iilserlerinin yol agtig1 periferal noropati, ayak yaralar1 sonucu ayagin kesilmesi,
Charcot eklemi ile baglantili kemik yikiminin yol agtig1 noéropatik osteoartropati ve
otonomik néropati sonucu gastrointestinal, iirogenital, kardiyovaskiiler sistemlerde
ortaya ¢ikan semptomlar ve cinsel islev bozukluklar1 olarak siralanmaktadir. Bunlara
ek olarak, diyabetli hastalarin aterosklerotik kardiyovaskiiler, periferal arterial ve
beyin damar bozukluklarina sahip olma oranlar1 da oldukga yiiksektir. Hipertansiyon
ve lipoprotein metabolizmasindaki anormalliklerde bu hastalarda siklikla
goriilmektedir. Diyabet vakalarimin biiyiik cogunlugu, iki ana etiyopatojenik
kategoride yer almaktadir. Birinci kategori, tip 1 diyabet admni alan, insulin
saliniminin mutlak yoksunlugudur. Burada pankreas adaciklarinda meydana gelen
otoimmun patolojik siirecin serolojik olarak kanitlanmasi ve genetik belirteclerle
teshis edilmesi miimkiindiir. Daha yaygin olarak goriilen ve ikinci kategori, tip 2
diyabetin nedeni ise insulin etkisine hastanin direnci ve yetersiz miktarda dengeleyici
insulin salinim1 olusmasina karsin hastanin viicudunda olusan yanitlarin birlesimidir.
Tip 2 diyabette, hipergliseminin derecesi ¢esitli hedef dokularda patolojik ve islevsel
degisikliklere yol agmaktadir. Bununla beraber klinik semptomlar haricinde
diyabetin saptanmasi uzun zaman alabilmektedir. Asemptomatik periyod siiresince,
karbohidrat metabolizmasindaki anormalligi, plazma glukozunu aglik ve oral glukoz
yiiklemesinden sonra, tokluk sekerinin kandaki miktarin1 Olgerek belirlemek
miimkiindiir.

Buna karsin bazi diyabet hastalarinda goriilen semptomlari, bu iki diyabet
kategorisi altma yerlestirmek zordur. Ornegin, gestasyonel (hamilelik) diyabette
(GDM), hiperglisemi dogumdan sonra devam edebilmekte ve tip 2 diyabet olarak da
adlandirabilmektedir. Bu duruma bir diger o6rnek yiliksek dozda steroidlerin alimi
sonucu ortaya c¢ikan diyabettir. Burada metabolik glukokortikoidlerin iiretimi
durdugunda, steroidleri kullanan kisi normoglisemik hale gelmektedir. Bu etki,
kiside varsa pankreatitin niiksetmesi ve/veya diizelmis pankreatiti takiben yillar sonra
tekrar diyabet gelisebilmesine yol agmaktadir. Bir diger ornek, idrar soktiiriicli
(diiiretik) ila¢ grubu olan tiazidlerle tedavi gormiis hastalarda yillar sonra diyabetin
geligsmesi seklinde gozlenebilir. Tiazidler grubu ilaglar nadiren ciddi hiperglisemiye
yol acarlar. Boyle hastalarda tip 2 diyabet ilagla iyice siddetlenmis olarak gozlenir.

Bu tip vakalarda hem klinisyen, hem de hasta icin hipergliseminin patogenezini
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anlamak ve tedavi etmek, onun hangi 6zel tipte oldugunu belirlemekten ¢ok daha

onemlidir [15].
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3. GLIKOKONJUGATLARIN PANKREAS p
HUCRELERINDEKI VE DIYABETTEKI
ROLLERI

3.1. Sialik Asitler ve Diyabet

Sialik asitler, negatif elektrik yiikiine sahip, ndéraminik asitten tiireyen 9
karbonlu sekerlerdir [16]. Glikoprotein ve glikolipit yapilarinda yer alan karbohidrat
zincirlerinin son uglarina eklenirler. Insan serumunda belirlenen sialik asit miktar:
akut fazda hastalik belirteglerinden biri olarak kabul edilir. Yapilan calismalar,
serumda artan sialik asit konsantrasyonlarinin miyokardiyal enfeksiyon ve diyabet
gibi pek ¢ok hastalikta oldugunu gostermistir. Serumda yer alan sialik asit, fazlasiyla
sialillenmis akut faz glikoproteinlerinin artan seviyeleri sonucu ortaya ¢ikar.
Inflamatuvar siiregler boyunca da artarak gézlenmeye devam eder. Serumda yer alan
sialik asit, kilcal damar gegirgenligi, platelet kiimelenmesi, platelet antijenik
aktivitesi ve reseptor fonksiyonu araciligiryla enzimlerin aktivitesi ile yakin iliskilidir.
Bu nedenle serumda bulunma miktarlari, genel olarak akut faz proteinlerine bagl
kabul edilir. Serumda sialik asitlerin konsantrasyonu, 6zellikle damarli doku-dokular
olmak {izere; dokuda hasar, inflamasyon ve doku proliferasyonu gibi patolojik
durumlarda artmaktadir. Sialik asit hiicre membranlarinin bir bilesenidir ve artan
seviyeleri, Ozellikle vaskiiler doku hiicrelerinde, asir1 hiicre membrani hasarim
baglatmaktadir. Damar epitelyum hiicrelerinde yani vaskiiler endotellerde goriilen
membran sialik asitlerinin yiiksek konsantrasyonlari, dolagima tasinmakta ve tip 2
diyabetle iligkili agiga ¢ikan, yogun kilcal damar yani mikrovaskiiler hasarlar nedeni
ile sialik asitler kan dolasimina sizmaktadir. Bu da damar gecirgenliginde
bozulmalara, dolayisiyla artan sialik asit konsantrasyonu nedeniyle, kanda bulunan
sialik asit miktarinin daha fazla artmasina sebebiyet vermektedir. Buna bagl olarak,
eritrositlerin sahip oldugu sialik asit igerigi, onemli seviyede diismektedir. Bu
nedenle eritrositlerin yiizeyindeki elektronegatif yiikler azalmakta ve eritrositlerde
cokelmeler gozlenmektedir.

Kan serumundaki sialik asitin artis, metabolik olarak, membran Glikoforin
A’ya bagh sialik asitlerin ayrilmast sonucu gerceklesmektedir [17]. Yapilan
denemeler, noéraminidaz ile adiposit hiicre ylizeyindeki sialik asitlerin

kaldirilmasiyla, insiilin aktivasyonunun inhibe edilebildigini gostermistir. Hiicre zar1

16



glikoproteinleri, insulinin hiicresel uyarici (effektor) sisteme baglanmasini saglayan
sinyalin yayillmasinda énemlidir. Insulin reseptorii asparajin bagh bir glikoprotein
yapisindadir. Bununla beraber mannoz, galaktoz ve N-asetilglikozamin de
icermektedir.

Hiicre yiizeyi etiketlemesi ve spesifik bir ekzoglikosidaz olan néraminidaz ile
sindirimi, insulin reseptoriiniin sialik asit de icerdigini goéstermistir. Bu insulin
reseptorii. mannoz ve N-asetilglikozamin igeren Oncii bir glikoproteinden
sentezlenmektedir. Bu Oncii proteinin  proteolitik  kesimi ve terminal
glikozillenmesiyle o ve B alt birimleri olugur. Tunikamisin gibi inhibitdr maddeler ile
glikozilasyon engellendiginde, reseptdriin insiilin baglayamadig ve glikozilasyonun
reseptoriin  sentezi igin ne kadar O6nemli oldugunu gosterilmistir [18]. Benzer
sonuglar, Kavaler ve arkadaglariin 2011 yilinda yaptiklart caligmada da
goriilmektedir. Bu ¢alismada CMP-Neu5Ac hidroksilaz (CMP-Neu5Ac hydroxylase,
Cmah) geni ve null fareler kullanilmistir. Adi gegen Cmah geni, CMP-N-
glycolylneuraminic acid (Neu5Gc)’den CMP-N-acetylneuraminic acid (Neu5Ac)
dontigimiinti katalizleyen bir gendir. Yapilan denemede, farelerin Cmah geninde
olusan delesyonun, aglik hiperglisemisine neden oldugu goriilmiistiir. Benzer sekilde
yiiksek yagli diyet ile beslenen Cmah null farelerin pankreaslarinda  hiicrelerinin
fonksiyon kaybi, glikoz toleransinin kétiiye gitmesi ve NeuS5Ge ile sialilasyonun 3

hiicre fonksiyonunda 6nemli bir rol oynadig: belirlenmistir [19].

3.2. Glikoz sensorii ve insulin sinyalinin diizenleyicisi olarak

heksozamin biyosentez yolag (HBP)

Bir glikoz molekiilii hiicre i¢ine girdiginde hizlica bircok metabolik yolakta
kullanilan glikoz-6-fosfata ¢evrilmektedir. Bu ara triin ya glikojen sentezinde yer
alan pentoz fosfat yolaginda kullanilmakta ya da fruktoz-6-fosfata ¢evrilmektedir.
Fruktoz-6-fosfatin biiyilk ¢ogunlugu, fruktoz-1,6-bisfosfata c¢evrilir ve bdylece
glikoliz yolagina teslim edilir. Ancak %2-5 arasinda kiigiik bir kismi L-glutamin D-
fruktoz 6-fosfat amindotransferaz (GFAT), enzimiyle glukozamin-6-fosfata gevirilir
ve buradan da urasil-difosfat N-asetilglikozamin (UDP-GIcNAC) iiretilir. UDP-
GIcNAC, oksijene bagli, O N-asetil glikozaminin (O-GIcNAC) iiretilmesi i¢in Oncii

molekiildiir. Heksozamin biyosentez yolagi (HBP), bir glikoz sensériidiir. Insulin
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direncinde, bu yolak boyunca akisin yavaglatilmasi/hizlandirilmasi engellenerek ya
da uyarilarak diizenlenir. HBP yolaginin son {iriinii olan UDP-GIcNAc’i kullanan
yolaklar, HBP yolaginin, besin algilayicisi (sensorii) ve sinyal diizenleyici olarak rol

oynadigi yolaklardir [20].

3.3. O N-asetil glikozaminin (O-GIcNAc) Modifikasyonunun

Pankreas Beta Hiicrelerindeki Fonksiyonlari

O-Glikozaminilasyon, 1984 yilinda Gerald Warren Hart tarafindan, T-
lenfositlerin yiizeyindeki N-asetilglikozamin (GIcNACc) rezidiilerinin - dagilimi
calisilirken yeni bir glikozilasyon tipi olarak kesfedilmistir. Bu glikozilasyon tipinde
GlcNAc, serin ya da treonin rezidiilerinin hidroksil gruplarina eklenmektedir [21].
Bu olusum fosforilasyona/defosforilasyona ugrayan yiizlerce kinaz ve fosfotaz ile
idare edilir. O-bagli N-asetilglikozaminilasyon (O-GIcNAc), O-bagli N-
asetilglikozamin transferaz (O bagh glikoziltransferaz, O-GICNAc transferaz,
OGT)’lar ve O-bagli N-asetilglikozaminaz (O-GIcNAc’az, OGA) olmak tizere iki
enzimle idare edilmektedir. Hiicrede yer alan O-GIcNAc transferazlar niiklear ve
sitoplazmik proteinlere, amino sekerleri ve O-GIcNAc birimlerini eklerken, O-
GIcNAc’az ise sekerin uzaklastirilmasinda, diger bir degisle koparilmasinda-
sindirilmesinde gorev alir [22]. Bu enzimler O-GIcNAc’in diizenlemede, baglandig
proteinin fosforilasyonun bir iiyesine, birimine analog-benzer olarak rol oynadigi
diistiniilmektedir. Bunun sebebi ¢alismalarda O-GICNAc seviyelerinin mitojenlerde,
hiicresel sinyallerde, biiyiime faktorlerinde, hiicrenin safhalarinda ve hiicresel
gelisimde gozlenen yanitlar1 yardimiyla varilmistir. Yin-yang modeli adi da verilen
olusturulan model sistemde (O-GICNAc ya da O-fosfat birimleri ile olusturulan
model), O-GIcNAc’in gorevleri arasinda, yalnizca proteinlerin  spesifik
fonksiyonlarma yardimci olmalart degil, ayn1 zamanda sinyal iletimine yanit olarak
fosforlanan hidroksil rezidiilerine erisimi degistirerek hiicresel fonksiyonun
diizenlemesinde de rol oynadiklar1 belirlenmistir [23].

Basta transkripsiyon faktorleri olmak iizere pek ¢ok proteinin O-GICNAC ile
modifikasyonu, pankreas beta hiicrelerinden insulin salinimimi olumlu sekilde
diizenlemektedir. Ozellikle, nérojenik farklilagsma transkripsiyon faktorii 1’in

(Neurogenic Differentitation 1, NeuroD1) modifikasyonu, insulin geninin

18



transkripsiyonunu arttirmakta, nuklear lokalizasyonunu tesvik etmektedir. Benzer
sekilde pankreas ve duodenum transkripsiyon faktoriiniin (Pancreatic and duodenal
homeobox 1, PDX-1), O-GIcNAc modifikasyonunu ve Deoksiriboniikleik asit
(DNA) baglanmasini arttirdigi goériilmiistiir. Ancak, farmakolojik yaklasimlarla O-
GlcNAc seviyelerinin uzun donemli yilikselmesi, mekanizmanin Fosfoinositid-3-
kinaz sinyal yolagiyla (phosphoinositide 3-kinase-protein kinase B signaling
pathway, PI3K-Akt/PKB) iliskili olabilecegini diisiindiirmiis ve tam olarak isleyisi
bilinmese de, beta hiicre apoptozisiyle iliskili oldugu gorilmistiir [20].

3.4. O N-asetil glikozaminin (O-GIcNAc) Modifikasyonu ve
Diyabet

Insuline duyarli dokularda, HBP yolag1 boyunca artan glukoz akis1 nedeniyle
tip 2 diyabete yol acan insulin direncinin gelisimiyle iliskilidir. Bu yolagin hiicrenin
besin durumunda bir sensor olarak rol oynadigi ve insulin aktivitesini diizenledigi
distiniilmistiir. Bu durum, iskelet kasi, pankreas B hiicreleri ve adipoz dokuda
Glutamin fruktoz-6 fosfat amidotransferazin (Glutamine fructose-6-phosphate
amidotransferase, GFAT) asir1 ekspresyonunun insulin direnciyle sonuglandiginin
bulunmasiyla, kanitlanmistir. Kas ve adipoz dokuda, O-GIcNAc transferazin asiri
ekspresyonu da, insulin direncine yol agmaktadir. Bu her iki transferaz enziminin
asir1 ekspresyonu, tip 2 diyabete yol agan insulin direncinin altinda yatan
mekanizmadir. Bu mekanizmada yer alan proteinlerden, insulin reseptor substrati 1
(Insulin Receptor Substrate-1, IRS-1) dahil olmak iizere, insulin sinyal yolaklariyla
iliskili pek ¢ok protein, aktiviteyi nasil etkiledigi tam olarak bilinmese de O-GICNAC
ile modifiye olmaktadir. Insulin iiretiminin uyarilmasia karsilik, glukozu - glikojene
ceviren enzim olan glikojen sentazin aktivitesi, ortama O-GIcNAc ilavesinden
etkilenmektedir. Yiiksek glukoz varliginda yapilan ¢alismalarda, O-GIcNAc daha
cok glikojen sentaza eklenmekte ve protein fosfataz 1 aracilifiyla insuline yanit
aktivasyonuna daha az duyarli hale gelmektedir. Boylece glikojen sentazin artan O-
GlcNAc modifikasyonu, insulin direncine yol ag¢an mekanizmalardan biridir.

Diyabetin ortaya ¢ikis1 yani patogenezi ile iligkili olarak, ekstraselliiler glukoz
konsantrasyonu ve intraselliiler proteinlerin O-GICNACc ile modifikasyonu arasindaki

baglant1 besinlere erisime ve buna dair hiicrelerde ortaya ¢ikan genel yanitin bir
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pargasi olabilmektedir. Sinyal yolaklar1 i¢inde yer alan transkripsiyon faktorlerine ya
da proteinlerine O-GIcNAc’in eklenmesi, bulunduklari gevreye bagli olarak olusacak
hiicresel yanitlar1 diizenlemektedir. Ayrica, O-GIcNAc eklenmesi ile proteozomun
modifikasyonunun protein degradasyonunu inhibe etmesi, ayni zamanda hiicrenin
besin durumu ile protein ve aminoasitlere erisilebilirligini saglayan ve onlar
baglayan mekanizmay1 olusturmasi miimkiin olabilmektedir.

O-GIcNAc  transferazdan  yoksun  hiicrelerin  yasayamamasi, bu
modifikasyonunun hiicre fizyolojisinin hayati bir pargasi oldugunu gostermektedir.
Hiicrelere, galaktozil-transferazin ilave edilmesi, galaktoz rezidiisiiyle O-GICNAC
modifikasyonuna yol a¢gmakta ve N-asetilglukozaminidaz ile serbest birakilmasi
engellenmektedir. Bu hiicrelerin bir hiicre dongiisii icinde 6lmesi, hiicre dongiisiiniin
kontroliinde O-GlcNAc’mn en az bir hayati roliiniin oldugunu dogrulamaktadir. O-

GlcNACc tiim hiicresel siireglerde hayati ve 6zel rol oynamaktadir [24].

3.5. O N-asetil glikozaminin (O-GIcNAc) Modifikasyonun
Diyabetik Komplikasyonlarla Iliskili Organ ve Dokularda

Fonksiyonlari

Insulin, anti-apoptotik PI3K-Akt yolaginin aktivasyonu ile hayatta kalimda
biiyiik 6lgiide rol oynamaktadir. HBP yolagi ve proteinlerin  O-GIcNAc
modifikasyonunun artig1 siiresince, ¢oklu sistemlerde yer alan PI3K-aktivasyon
yolagi indirgemekte ve bu dokularda apoptozisin baslamasinda 6nemli bir rol
oynamaktadir. Ayrica, O-GlcNAc modifikasyonu, organ yetmezligine yol agan
makro ve mikrovaskiiler komplikasyonlar tetikleyen, endotel hiicrelerde nitrik oksit
tiretimini de diizenlemektedir. O-GIcNAc’in vaskiiler diizenlemedeki rolii ile iligkili
olarak yapilan ¢alismalar yardimiyla kalp dokusundaki rolii kanitlanmistir. Kalp
dokusunda proteinlerin O-GIcNAc ile modifikasyonunun hiperglisemi/insulin
direnciyle bagslatilan mitokondrial fonksiyon kaybi, kontraktil hasarlar ve
aterosklerozda olusturan bir mekanizma oldugu goriilmiistiir. Ek olarak O-bagli N-
asetilglikozaminaz (OGA) proteinlerinin ve O-GIcNAc ile modifiye edilmis
proteinlerinin  seviyeleri diyabetin baslangict ve diyabeti olan hastalardaki
eritrositlerde artis gostermistir. Boylece diyabetin erken teshisi ve etkili tedavisi i¢in

bir belirte¢ olmaktadir [20].
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3.6. Proteoglikanlar ve Diyabet

Proteoglikanlar, fazla sayida O-glikozil grubu sekerleri igeren
glikoproteinlerdir. Bunlar ¢ekirdek proteinlerinden ve onun etrafina eklenmis

glikozaminoglikan (Glycosaminoglycan, GAG) zincirlerden olusmaktadir [24].

3.6.1. Heparan siilfat iceren proteoglikanlar

Perlekan insanda ve farede adaciklarda, B hiicrelerinde eksprese olmakta ve
bu hiicrelerden salinmaktadir. Hiicre yiizey heparan siilfatlarinin transkripsiyon
faktorlerinden BETA 2/NeuroD ve PDX-1’in beta huicre kilturlerinde, hiicresel
aliminda kritik oldugu gosterilmistir. Adacik heparan siilfatin degradasyonu ya da
adacik heparan siilfat sentezinin transgenik olarak bozuldugu c¢alismalarda, bu
durumu takiben, insulin salimminin ve adacik morfolojisinin  bozuldugu
gozlenmistir. Son yillarda yapilan calismalarda, heparan siilfatin B hiicrelerinin
hayatta kaliminda anahtar rol oynadigimi gostermistir [25]. Ancak adaciklarda, diger
proteoglikanlarin ve/veya GAG’larin varligi heniiz belirlenmemistir. Yapilan bir
calismada tip 1 diyabetli obez olmayan diyabetik (Non-obese diabetic, NOD)
farelerde, Langerhans adaciklarindaki bozulma yani insulitis boyunca hyaluronan
saptanmistir ve hyaluronan igerigi pankreas kanserinde tiim pankreasta artis
gostermistir [26].

Genel olarak heparan siilfat proteoglikanlari,  hiicre fonksiyonu ve hayatta
kaliminda onemlidir [27]. Adacik amyloid depolari azalan B hiicre kiitlesi ile
iliskilidir ve tip 2 diyabette gozlenen ilerlemis B hiicre fonksiyon kaybina katkida
bulunmaktadir. S6zii gecen bu depolar insiilinle birlikte salinan bir B hiicre {iriinii
olan amylin igermektedir (IAPP- Islet amyloid polypeptide). Tip 2 diyabette,
pankreatik adaciklarin, amyloid depolarinda perlekan ve heparan siilfatlar
bulunmustur. Perlekan ve heparan siilfatlar, glikozaminoglikan yapilardir. Insan
amylini ile gergeklestirilen deneylerde, fibril olusumunu arttirdigit gozlenmistir.
Adacik amyloidlerindeki proteoglikanlarin  kdkeni  bilinmemektedir. Ancak
immunohistokimyasal kanitlar yardimi ile perlekanin normal [ hiicrelerde de
oldugunun gosterilmistir. Bu durum B hiicrelerinin amylinle etkilesen ve bdylece

adacik amyloid olusumunun, 6nemli rol oynayan proteoglikanlar1 sentezlenmesi ve
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salgilanmasinda gorevli olabilecekleri hipotezi Onerilmistir. Perigo ve arkadaslar
2003’de yaptiklart bir c¢aligmada, Oliimsiiz (immortal) islet B hiicre hattinda,
transforme [ hiicrelerin (BTC3) proteoglikan sentezleyip - sentezlemedigini,
salgilayip - salgilamadigini, bu proteoglikanlarin dogasini tanimlamay1 ve amylin ile
etkilesim yeteneklerinin belirlenmesini arastirmiglardir. Calisma sonucunda,
proteoglikanlarin heparan ve kondroitin/dermatan siilfat oldugunu ve perlekanin
amyloid depolarda bulundugunu gostermislerdir. Perlekan, heparan siilfatin
glikozaminoglikan zincirlerini ve heparinin amyloidojenik peptit Ap’ya baglandigini,
bdylece amyloid fibril olusumunu arttirdigin1 géstermislerdir. Aragtiricilara gore, bu
pankreatik B hiicrelerinin proteoglikan sentezledigini kanitlayan ilk makaledir. Tip 2
diyabette gozlenen [ hiicre fonksiyon kaybi, amylinin ve heparan sulfat yapili
proteoglikanlarin (Heparan sulphate proteoglycans, HSPG) hiicre i¢indeki {iretimi,
trafigi ve/veya salimmmindaki degisikliklerle iliskilidir. Amylin-proteoglikan
kompleksinin direkt etkilesim ve olusumu, adacik amyloid birikimini tesvik etmekte
ve tip 2 diyabette gozlenen P hiicre kiitlesinde, fonksiyonunda kayiba ugramasina yol
acmaktadir [28].

3.7. Glikosfingolipitler ve Diyabet

Glikosfingolipitler (Glycosphingolipids, GSLs), oOkaryotik hiicrelerde sik
goriilen hiicre membran bilesenleridir. Glikosfingolipitler; seramidler ve glukoz,
galaktoz, sialik asit rezidiilerinin bulundugu seker zincirlerinden olusan amfipatik
molekiillerdir. Seramid kismi1 hidrofobik, seker kismi hidrofilik 6zellige sahiptir. Bu
molekiiller membrana gomiilii olmakla birlikte, Golgi aygiti, nuklear membran ve
mitokondri gibi hiicre igin yapilarda da bulunmaktadirlar. Glikosfingolipitler, hiicre
sinyal yolaklarinda; sinyal ve diizenleyici molekiiller olarak, hem birincil, hem de
ikincil mesajcilar olarak 6nemli bir rol oynamaktadirlar [29].

Sialik asit igeren glikosfingolipitler ve gangliositler, reseptor aktivitesininin
ligandlar1 hiicre sinyallerinde, diizenleyiciler olarak gérev alirlar. Insulin reseptorii,
sialilparaglobosit (sialylparagloboside) ve monosialodiheksozilgangliosit
(monosialodihexosylganglioside, = GM3)  gangliositleri,  ¢0ziilebilir  insiilin
reseptoriiniin, i¢ tirozin kinaz aktivitesini inhibe etmekte ve GM3 kiiltiir hiicrelerinde

insiilin reseptori sinyalinin miktarmin distiigii gézlenmektedir. Bundan yola ¢ikarak
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yapilan calismalarda, GM3 gangliositinin asir1 ekspresyonunun tip 2 diyabet
patogenezinde, insulin reseptdr sinyalinin negatif diizenlemesiyle rol oynadigi
distiniilmektedir. Bu amagla yapilan bir ¢alismada, GM3 gangliositinin fizyolojik
rolii ve insulin reseptdr sinyalinin in vivoda iliskisi ve etkilesimini belirlemek igin,
farelerin GM3’ii kodlayan GM3S geni mutasyona ugratilmistir. GM3 sentezinden
yoksun farelerde, ligandin baglanmasindan sonra iskelet kasinda insulin reseptoriiniin
fosforilasyonunun arttigi goriilmiistiir. Ayni1 sekilde bu farelerde yapilan glikoza ve
insiiline tolerans testleri de etkili sonuglar gostermistir. Bu mutant farelere yiiksek
yag diyeti ile indiiklenen insiilin direncinden de korunmuslardir. Boylelikle, GM3
gangliosidinin  insiilin  duyarliligin1  diizenlemede O6nemli rol oynadig

diistintilmektedir [30].

3.7. Diyabet ve Siilfatidler

Diyabet rahatsizliginda siilfatidlerin  roliine baktigimizda, siilfatidler
glikozilfosfatidil inositol ¢ipas1 igeren glikoproteinlerdir. Ik olarak tanimlanan
lipopolisakkarit (Lipopolysaccharide, LPS) reseptorlerinden biri hiicre farklilasma
kiimesi 14’tiir (Cluster of differentiation, CD14). Bu yap1 serumda lipopolisakkarit
baglayan protein (Lipopolysaccharide binding protein, LPS-LBP) kompleksini
tanimaktadir. CD14 insanlarda, temel olarak monosit, makrofaj ve diger immun
sistem hiicrelerinde bulunmaktadir. Insan pankreas B hiicrelerinde de ¢ok miktarda
yer alir. LPS, Langerhans adaciklarinda, 6zellikle B hiicreler tarafindan nitrik oksit
sentaz ekspresyonunu baslatmasiyla, LPS’lerin adaciklarda fonksiyonel taninmay1
gerceklestirdigi goriilmektedir. Insanda glikolipit orjini, siilfatid ve onun onciisii -
galaktozilseramid’in  (Beta-galactosylceramide,  B-GalCer) genellikle  sinir
dokularinda ifade edildigi belirlenmesine ragmen, pankreas beta hiicrelerinde de
ifade edildigi belirlenmistir. Bu glikolipitler, mononiiklear hiicrelerde farklh
interlokin tiplerinin (Interleukin, IL) IL-1B, IL-6 ve timér nekrozis faktorii o (
Tumor necrosis factor alpha, TNFa) {liretimini diizenlemektedir. B hiicrelerde stilfatid
ve insulin ayni hiicresel boliimlerde bulunmaktadir. Siilfatid, insulinin islenmesi,
stirdiiriilmesi ve salinimiyla iliskilidir, B-GalCer hiicre i¢i Onciidiir ve endoplazmik
retikulumda siilfatide cevrilmektedir. Insulin graniilleri ve plazma membranin da

bulunmaktadir. Insulin graniillerinde siilfatid miktari, B hiicrelerin artan metabolik
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aktivitesiyle birlikte digmektedir. Boylece, siilfatid ve B-GalCer tip 1 diyabetin
patogenezinde potansiyel olarak rol oynamaktadir. Ornegin, siilfatidin insulin
salinimi iizerinde negatif geri besleme 06zelligine sahip oldugu gosterilmistir.
Calismalar, siilfatidin B hiicre dinlenmesini indiikleyen insulin salinimi boyunca
hiicre dismna salindigmmi ortaya koymaktadir. Ayni zamanda siilfatit, CDI14
kompleksini baglayan, ekzojen uyar1 sinyalini engelleyen CD14 kompleksinin
ayrilmasii baslatmaktadir. Boylece, B hiicreler i¢in potansiyel olarak ortaya c¢ikan
stresli bir durumda, iltihap ve yangilar olusumunda bulunduklar1 doku ortamini

korurlar [31].

3.8. B Hiicrelerin Belirlenmesi ve Simiflandirmasinda
Isaretleyici Olarak Sialik asit polimerli Néral hiicre

adezyon molekiilii (PSA-NCAM)

B hiicrelerin belirlenmesi ve siiflandirmasinda isaretleyici olarak kullanilan
sialik asit polimerli ndral hiicre adezyon molekiili (Poly-sialylated neural cell
adhesion molecule, PSA-NCAM) yetiskin memelilerde pankreas [ hiicreleri, uzun
donemli dinamik degisikliklere ugramaktadirlar. Gebelik gibi belirli fizyolojik
durumlarda ve obezite gibi fizyopatolojik durumlarda, glukoza kars1 artan B hiicre
yanit1 ile paralel olarak B hiicre sayisinin ve [ hiicre olgunlugunun artisi devam
etmektedir. Bu tip 2 diyabette 6nemlidir; bunun nedeni son yillara kadar insulin
saliniminin bozulmasinin tam olarak fonksiyonel B hiicrelerinin sayisinda azalma ile
iligkili olduguna inanilmaktaydi. Bu nedenle, bazi tedavi yaklasimlarinda f hiicre
kiitlesinin korunmasi1 amaglanmistir. Benzer sekilde pek c¢ok deneysel modelde, {3
hiicre rejenerasyonu baslamasina calisilmistir. Ancak, pankreas fonksiyonunda
gelisme derecesi, rejenerasyon siireci boyutuyla paralel gézlenmemistir. Bu da tim
rejeneratif B hiicrelerin tam fonksiyonel olgunluga sahip olmadigin1 gostermektedir.
B hiicre kiitlesindeki c¢esitlilik ve pankreas fonksiyonu arasindaki iliskiyi agiklamak
icin, farkli fonksiyonel olgunluktaki B hiicre alt populasyonlarini belirlemek
gerekliligi ortaya c¢ikmistir. Normal yetigkin farelerde yapilan c¢alismalarda,
pankreasin iki B hiicre alt populasyonuna ayrildigi gézlenmistir. Birincisi, yliksek
redoks potansiyeline ve yiiksek glikoz yamtma sahiptir. Ikincisi, diisiik redoks

potansiyeline sahiptir ve glikoza ¢ok daha az duyarlidir. Beta hiicrelerin hangi alt
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populasyona ait oldugunu belirlemek icin PSA-NCAM belirtec¢ olarak kullanilmistir.
N-CAM (Neural Cell Adhesion Molecule, NCAM), hiicre adezyonunu tesvik eden
bir immunoglobulin siiper ailesi tiyesidir. Ancak, a2-8 bagl sialik asit polimerinin
(Poly sialic acid, PSA) NCAM’e baglanmasi, NCAM’in adheziv 6zelligini
diizenlemekte ve hiicre adezyonunu azaltmaktadir. Memelilerde, PSA-NCAM sinir
sisteminin gelisimiyle ve dokunun yeniden olusumuyla iligkilidir. Dogumdan sonra,
PSA-NCAM vyetiskin farelerin beyininde devamlilik gostermekte ve glial hiicre gocii
gibi morfolojik degisimlerde rol oynamaktadir. Ayni zamanda yetiskinlerde pankreas
B hiicrelerinde de eksprese olmaktadirlar. Ek olarak, insulin salgilayan B hiicre
hattinda  (INS-1), PSA-NCAM insulin salgt graniillerinin membraninda
bulunmaktadir ve glukozla uyarilan insulin salinimi esnasinda hiicre membraninda
goriilmektedir. Insulin graniillerinde, PSA-NCAM molekiiliiniin etkisinde gerekli
molekiillerin elektronegatifligi i¢in katyon stoguna katkida bulunmaktadir. PSA-
NCAM’in adacik fonksiyonundaki rolii, NCAM nakavt (Knockout) farelerde NCAM
eksikligi, PSA igerigi toplaminda kayiplara yol agmistir. Bu farelerde, B hiicrelerinin
biiylik kisminin sitoplazmasinda bulunan graniillerin disar1 birakilmasi (degraniile
olmasi), insulin saliniminin bozulduguna isaret etmektedir. Bu veri, PSA-NCAM’in
insulin igeren salgi graniillerinin, normal c¢evirimiyle iliskili oldugunu
gostermektedir. Diger hiicrelerden ayrilmig B hiicrelerinde PSA-NCAM igerigi ile
glukoza yanit olarak insulin salgilama yetenekleri arasinda oldukca giiclii bir
paralellik gdzlenmistir. Immiinohistokimyasal c¢alismalarda, floresan isaretleme ile
PSA-NCAM ile yiiksek miktarda isaretlenen B hiicrelerinde, PSA-NCAM ile diisiik
miktarda isaretlenen hiicrelerden daha fazla insulin salgilandigi belirlenmistir.
Boylelikle PSA-NCAM varlig1 farkli B hiicre alt populasyonlarini ayirmak ve

fonksiyonel aktivitelerine gore belirlemek icin iyi bir aragtir [32].
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4. GLIKOKONJUGATLAR VE LEKTINLER

4.1. Lektinlerin genel 6zellikleri

Lektinler, bitkilerin ¢ogunda ve bazi hayvanlarda bulunan karbohidrat
baglayan proteinlerdir. Lektin terimi, segmek anlamina gelen Latince ‘’Legere’’
kelimesinden tiiretilmistir. Lektinler, immun sistemde herhangi bir antijenik
uyarilmaya yol agmayan, antikora benzer baglanma kapasitesine sahiptir. Hiicre
yiizeyini doseyen glikoproteinlerin ve glikolipitlerin karbohidrat kisimlarini segici
olarak baglamaktadir.

Yapisal olarak ve karbohidratlara baglanma 6zelliklerine gore farkli siniflara
ayrilmaktadirlar. Tek bir siniflandirma bulunmamaktadir. Bazilar1 yapilarina gore;
ertyhrine C lektinler, konkavalin (Concavalin) C lektinler, Ulex europeus lektinler ve
C tipi lektinler olarak smiflandirilmaktadir. Glukoz/mannoz, galaktoz ve N-asetil-D-
galaktozamin, L-fukoz ve sialik asitlere baglanma affinitelerine gore dort gruba
ayrilmaktadir. Diger bir smiflandirmada ise, yapisal ve evrimsel sekans
benzerliklerine gore, tip I lektinler; beta prizma lektinler (B tipi), kalsiyuma bagimli
lektinler (C tipi), fikolinler-fibrinojen/kolajen bdlgesi iceren lektinler (F tipi),
sarimsak ve kardelen lektinleri (G tipi), hyaluronin bagli proteinler (H tipi),
immunoglobulin superailesi lektinleri (I tipi), Jacob ve iliskili lektinler (J tipi),
legitimlii bitki tohumu lektinleri (L tipi), alfa mannozidaz iligkili lektinler (M tipi),
rasin lektin (R tipi), Tachypleus tridentatus lektini (T tipi), bugday ruseymi
agglutinini (Wheat germ agglutinin, WGA, W tipi) ve Xenopus yumurtast lektinidir (
X tipi). Herhangi bir evrimsel baglanti olmayan lektin benzeri proteinler olarak
onerilen tip II lektinler ise; anneksinler, bes degerlikli bolge iceren pentraksinler, alfa
dekstroglikanlardaki G domainli glikanlar, fungal glukanlar ve glikoproteinlerin
GlcNAc rezidiilerinde CD11b/CD18 glikoproteinleridir (beta-integrinler, CR3).
Lektinlerin, basit ya da kompleks oligosakkaritlere baglanmasi tersinir ve kovalent
olmayan bir baglanmadir. Lektinler, hem sicakliga (70°C’de 30 dakikadan daha
fazla) hem de proteolitik enzim ve mide asidiyle pargalanmaya direnglidir [33]. Bazi
lektinler pargalanmakta ve yaklasik olarak %1-5 oraninda barsaklarda geri emilmekte
ve kana karigmaktadir, bu da immun yanita sebebiyet vermektedir [34].

Lektinler ilk olarak, Hermann Stillmark tarafindan 1888’de hintyag: bitkisi
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(Ricinus communis) tohumlarinda kesfedilmis, 1945°te William Boyd tarafindan
lektinlerin bazilarinin kan grubuna 6zgii oldugu bulunmustur. W. Boyd, lima
fasiilyesi tohumunda bulunan lektinlerin A kan grubu ile aglutine oldugunu
bildirmistir. ilerleyen zamanda, bitki, hayvan hiicreleri, bakteriler ve viriisler de de
tanimlanmaya devam edilmistir. Gegen pek ¢ok yil boyunca birincil ve ii¢ boyutlu
yapilart aydinlatilmigtir. Hayvan lektinlerinde yiiriitiilen yapisal c¢aligsmalar,
lektinlerin ¢gogunun karbohidrat baglama aktivitelerinin, karbohidrat tanima domaini
(Carbohydrate recognition domain, CRD) olarak bilinen aminoasit rezidiileriyle
sinirli olarak iretildigini gdstermistir. Son zamanlara kadar, lektinlerin medikal
Oonemiyle iligkili ¢aligmalar, hastaligin olusumundaki rolleri ya da immun sistem
diizenleyicileri olmalar1 iizerine odaklanmistir. 1950ler, 1960lar, ve 1970lerin
basinda, belirli hastaliklar tizerindeki rolleri daha ¢ok ele alinmistir. Lektinler {izerine
yapilan c¢aligmalarin ¢ogu, oncelikle; hastaliklarin farkli asamalarinin teshisinde
belirte¢ olarak kullanimi olmakla birlikte, sonralar1 terapdtik ajanlar olarak
potansiyellerine deginilmeye baslanmistir.

Lektinlerin, biyolojik fonksiyonlar1 tartismalidir. Seker tasinimi ya da
karbohidrat depolanmasi ile iliskili olduklar1 diisiiniilmektedir. Lektinlerden bazilari,
kok nodiillerinin olusturan simbiyotik Rhizobium bakterilerinin baglanmasi ile
iligkilidir.  Adezyon ve agliitinasyondaki  6zel rolleri nedeniyle, baz1
mikroorganizmalar ve konuk¢u organizma arasinda simbiyotik ve patojenik
etkilesimlerde 6nemli olduklar1 diisiiniilmektedir. Cok yiizeyli biyolojik 6zelliklere
sahip olduklar1 i¢in, hiicre ylizeyinin yapist ve fonksiyonlarini incelemek iizere
isaretleyici-tasiyic1 (prob) olarak kullanilmiglardir [33]. Endojen lektinler, hiicre-
hiicre tanimalari, hiicre-ekstraselliiler matriks etkilesimleri, gametin dollenmesi,
embriyonik gelisim, hiicre biiyiimesi, hiicre farklilagmasi, hiicre sinyali, hiicre
adezyonu ve gog¢ii, apoptozis, immun diizenleme ve inflamasyon, konukgu-patojen
etkilesimleri, glikoprotein katlanmast ve tasinmasi, mitozun baglamasit ve
homeostazisin bulundugu biyolojik siireclere aracilik etmektedir. Lektinler, tipta

teshis ve tedavide, biyokimyasal araglar olarak kullanilmaktadirlar [34].
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4.2. Bugday tohumu lektini (Wheat Germ Agglutinin,
-Triticum vulgaris-, WGA)

Bugday tohumu lektini (Wheat germ agglutinin, WGA), 16 disiilfit
kopriisiiyle birlesen benzer glisin-sisteince zengin alt birimlerden olusan 36 kDa
agirh@inda homodimerik bitki lektinidir. Hiicre ylizeyinde yer alan N-asetil-D-
glukozamin ve sialik asitleri tanimaktadir. Dort karbohidrat baglayan bolgelerden-
birimden olusur. Her biri iki baglanma bolgesine ve ara yiize sahiptir. Sekiz baglama
bolgesi, es zamanli fonksiyoneldir [35]. Yapilan bir aminoasit sekansina gore,
polipeptit zinciri basina 171 aminoasit diismektedir. Asidik ortamda monomerlerine
ayrilmaktadir.

Ik defa Aub ve ark. (1963) bitisik timér hiicrelerinden aldiklari maddeyle,
bugday tohumu lipaz preparasyonunda, bu lektinin varligini bildirmistir. Birkag yil
sonra, agliitinasyon gosteren bugday tohumundan yola ¢ikilarak WGA adi verilmis;
Nagata ve Burger (1972), LeVine ve ark. (1972) tarafindan izole ve kristalize
edilmistir. Klasik yontemler kullanilarak saflagtirilmistir.  6-amino-1-hekzil-2-
asetamido-2-deoksi-p-D-glukopiranozilamin-Sefaroz 4B (6-amino-1-hexyl-2-
acetamido-2-deoxy-p-D-glucopyranoside-Sepharose 4B), p-aminobenzil-1-tio-f-D-
glukopiranozid (p-aminobenzyl-1-thio-f-D-glucopyranoside),  2-asetamido-N-(6-
aminohekzanol)-2-deoksi-4-D-glukopiranozilamin-Sefaroz 4B (2-acetamido-N-(6-
aminohexanoyl)-2-deoxy-p-D-glucopyranosylamine-Sepharose ~ 4B), immobilize
ovomukoid ve Kitin {izerinde afinite kromatografisi yapilmistir [36].

Genetik olarak uzak tiirlerde, izolektinlerinin varlig1 Allen ve ark., tarafindan
bildirilmis, Rice ve Etzler tarafindan karakterize edilmistir. Bol miktarda bulunan iki
izolektini 1 ve 2 capraz dimerize olacak kadar benzer yapidadir. Bu birbirine ¢ok
yakin izolektinler birbirlerinden, histidin igerikleri, elektroforetik hareketlilik ve
¢oziinlirliik 6zellikleriyle ayrilmaktadir.

X-ray difraksiyon (Kirinim) calismalari, WGA molekiiliiniin, yapisal olarak
benzer A, B, C ve D adinda dort domainden olustugunu, her birinde merkezi
hidrofobik domain c¢ekirdek roliindeki dort homolog disiilfit kopriisii igerdigini
gdstermistir. ki lektinin es yapili kristallerinden toplanan x-ray verilerinde izolektin
2’de protein seker-ligand etkilesimlerde onemli olan B domaininde iki histidin

gortliirken, izolektin 1°de goriilmemistir. Aminoasit sekanslama caligmalariyla, iki
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histidinin pozisyonu (59 ve 66) belirlenmis ve dort yapisal domain arasinda yiiksek
seviyede sekans benzerligi ortaya c¢ikarilmistir. Sekans temel alinarak, molekiiliin
ortak bir atasal genden geldigi ve gen duplikasyonu sonucu evrimlestigi on

goriilmiistiir [37].

4.3. WGA ile yapilan ¢calismalar

Antonina M. Yashchenko ve ark., 2012’de yaptiklari ¢alismada,
streptozotosin ile baglatilan diyabetik siganlarin karacigerindeki karbohidrat
degisimlerini incelemek ic¢in lektin histokimyasin1 kullanmistir. Calismanin
sonucunda WGA nin kontrol si¢anlarinin karacigerinde, siniizodial kilcal damarlarin
bazal membranina, portal kanal ve merkezi veniillerin endotel duvarina tutundugu
goriilmiistiir. Diyabetik sicanlarda, siniizodial kilcal damarlara tutunma azalmis,
fakat portal kanal ve merkezi veniillerin endotelinde degisim gozlenmemistir. Hem
kontrol hem de diyabetik modellerde safra kanali WGA pozitiftir. Ancak diyabet
olustugunda, safra kanalina lektin baglanmasinin yogunlugu artmakta, bu da artan
safra akisina neden olmaktadir. Bu calismayla WGA’nin safra kanali i¢in alternatif
bir histokimyasal belirte¢ oldugu kanitlanmistir [38].

Lidiya Petrova ve ark., 2014’de yaptiklar1 ¢alismada kanser hiicrelerini
belirlemek i¢in, normal hiicrelere nazaran tiimor hiicrelerine daha ¢ok baglanan
WGA’y1 kullanmistir. Bu protein prostat kanser hiicrelerinin yiizeyindeki sialik asit
ve N-asetil-D-glukozaminlere baglanmakta ve hiicre igine girmektedir. WGA,
doksorubisin, paklitaksel, bufalin gibi antikanser ajanlarin kanser hiicrelerine
ulagmasinda, tasiyict molekiil olarak rol oynamaktadir. Petrova vd., Hematoporfirin
IX, Mn- ve Fe-porfirin adli ii¢ antikanser ajanin WGA’ya baglanmasini incelemistir.
WGA-porfirin kompleksinin ilerleyen zamanda tiimor hiicrelerine uygulanabilecegi
sonucuna ulagsmiglardir [39].

Marie Louise Ward ve David J. Crossman 2014’de yaptiklar1 ¢alismada,
diyabetik kardiyomiyopatide bozulmus kontraktilitenin altinda yatan mekanizmalari
aragtirmistir. Kardiyak miyositlerde, uyarilma-kasilma sisteminde onemli olan t-
tiibiillerin diyabetik kalpte bir degisiklige ugrayip ugramadigini gérmek igin, t-
tibiiller WGA ile isaretlenmis ve konfokal lazer tarama mikroskobunda

incelenmistir. Diyabetik miyositlerin t-tiibiil sisteminde T-giiclinde (sarkomer giicii)
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az miktarda bir disiis oldugu goriilmistiir [40].

Itzhak Levi, Yael Segev ve Esther Priel’in 2012°de yaptiklari ¢alismada, Tip-
1 diyabetin bobrek, karaciger ve pankreasta topoizomeraz I aktivitesine olan
etkilerini saptamada, Topoizomeraz | (Topo-1) proteinin in vivo O-GIcNAc ile
modifikasyonunu belirlemek i¢cin, WGA’y1 kullanmistir. Daha 6nce bdbrek hiicre
hattindan tiirevlenen topo 1’in presipite oldugu ve serbest O-GlcNAc varliginin
presipitasyonu engelledigi daha once Noach vd. tarafindan 2007°de kanitlanmistir.
Agaroz-WGA niiklear protein ekstraktina eklenmis ve sodyum-dodesil siilfat-
poliakrilamid jel elektroforezinde (Sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide gel
electorphoresis) goriintiilenmistir. Western blot analizleri spesifik anti topo-l ya da
anti-OGT antikorlariyla yapilmistir. Topo-l proteini agaroz WGA ile birlikte
presipite olmustur. Densitometrik analiz, diyabetik bobrekte diyabetik olmayana gore
daha ¢ok presipitasyon oldugunu gostermistir. Pozitif kontrol olan OGT proteini de
agaroz-WGA ile presipite olmus ve presipitasyon diyabetik bobrekte normal bobrege
nazaran iki kat fazla olmustur. Bu sonuglar topo-I ve OGT enziminin diyabetik
bobrekte yiiksek seviyede O-GIcNAc ile modifiye oldugunu géstermektedir. Diger
organlar; karaciger ve pankreasta da sonuglar aynidir [41].

Pankreas kanser hiicreleri, normal hiicrelere goére hiicre ylizeylerinde ¢ok
sayida sialik asit eksprese etmektedir. Kanser hiicrelerinde goriillen membran
glikoprotein anomalileri, bu hiicrelerin daha agresif biyolojik davranig ve metastazik
potansiyel gostermelerine sebebiyet vermektedir. Cesitli lektinler, normal ve
neoplastik hiicrelerin hiicre yiizey karbohidrat kompozisyonlarini belirlemek icin
kullanmistir. WGA’nin neoplastik hiicre membranlarina daha ¢ok baglandig
goriilmiistiir. R.E. Schwarz ve ark. 1999’da yaptiklar1 ¢aligmada, pankreas kanser
hiicrelerinde WGA’nin in vitro toksisitesini gostermek amaciyla, pankreatik kanser
hiicre hatlarinda test etmislerdir. Bu etki karbohidrat aracilidir, sialik asit ve GIcNAc
baglama yetenegine baglidir. Lektin blot sonuglarinda, ndéraminidaz uygulanmadan
once tlim hiicre hatlarinda WGA, membrana etkili bir sekilde baglanmstir.
Noraminidaz uygulamasi sonucu sialik asitlerin ayrilmasiyla, tiim hiicre hatlarinda
WGA baglanmasinda onemli derecede diisiis gozlenmistirr. WGA tiim hiicre
hatlarinda giiglii bir toksisite gostermistir. WGA, lektin-direngli kanser kiiltiir
hiicreleri olusturmak i¢in kullanilmis ve olusan kolonilerin ¢ofu metastaz
yeteneklerini 6nemli seviyede kaybetmisti. WGA’nin membrana baglanmasi

apoptotik yanitin baglamasinda gereklidir [42].
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5.MATERYAL-METOD

5.1.Deneyde Kullanilacak Doku Materyalinin Eldesi ve

Hazirlanmasi

Calismamizda 254 + 11 gr agirhiginda, 8 Kontrol ve 8 Yagh diyet grubuna ait
erkek Sprague-Dawley sigan (n=16) kullanmilmis ve deney hayvanlar1 Istanbul
Universitesi Deneysel Tip Arastirma Enstitiisiinden alimustir. Deney hayvanlarinda
uygulanacak deneysel metodlar igin I.U. Hayvan Etik Kurulundan izin almmistir
(No: 48/2013).

Hayvanlar tel tabanli paslanmaz gelik kafeslerde, 24-25°C’de 12 saat giindiiz
12 saat gece siklusunda bakilmistir. Hayvanlar rastgele se¢im ile 2 gruba ayrilmis:
Kontrol grubu (n=8), total kalorilerinin %10’nu yagdan karsilamak tizere kontrol
diyeti ile beslenmistir (3.7 kcal/g giinliik diyet, TD.06416 Harlan Laboratories,
Madison, Wisconsin, USA); Yagh Diyet Grubundaki hayvanlar ise (n=8), total
kalorilerinin %60°1n1 yagdan karsilamak iizere yagh diyet ile beslenmistir (5.1 kcal/g
diet, TD.06414 Harlan Laboratories, Madison, USA) Tim hayvanlar 16 hafta
boyunca beslenmislerdir. Bu siire boyunca yemek ve su kisitlamasi yapilmamaistir.
Deney sonlandirilmadan once hayvanlarin kilo degisimleri 6l¢iilmiis ve kontrol
grubu i¢in 361 = 14 g (Viicut Kitle Indeksi artis1 %41,4), yagh diyet grubu igin ise
364+22 g (Viicut Kitle Indeksi artis1 %42,5) olarak belirlenmistir.

Deney hayvani Otenazi yapilacagi giin beslenmeleri kesilmistir. Hayvanlar
sodium pentobarbital (50 mg/kg, intraperitoneal (i.p.) injeksiyon) ile anestezi ye
alinarak, kardiak kan alimi ile sakrifiye edilmistir. Hizl1 bir sekilde pankreas dokusu
alinmus, fiksatif’in (%10 Formol) daha etkili olmasimi saglamak amaci ile kiigiik
parcalara ayrilarak, fiksatif solusyonu i¢ine atilmistir.

Tespit edilen pankreas dokusu takip cihazina alinarak parafin bloklara
gomiilmiistiir (Thermo Scientific), bloklardan mikrotom (Thermo Scientific) yardimi
ile 4 mikron (p) kalinhiginda ince kesitler alinmis ve Poly-L-Lysin (PLL) kapl
lamlar iizerine yerlestirilmistir. Boyama Oncesi lamlar deparafinizasyon
asamalarindan gegcirilerek isleme alinmistir. Bu amagla lamlar 6nce 2X10dk Ksilolde
birakildiktan sonra azalan alkol serilerinden (%100, %96, %80 ve %70) gecirilerek

boyama asamasina almmustir. Daha sonra bu Kesitlere florescein isaretli lektin
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uygulanmistir. Kesit alinan pankreas dokularinda ayrica histolojik boyama da
yapilmistir. Hematoksilen+Eosin ile boyanan pankreas kesitleri 151k mikroskobunda

incelenerek genel pankreas yapisi irdelenmistir.
5.2. Floresan Isaretleme Prosediirii

Denemede kullanilmasi planlanan Fluorescein isaretli Wheat Germ Aglutinin
(Triticum vulgaris (WGA) FL-1021 Vector Labroratories, Burlingame, CA, USA)
ilgili firmadan satin alinmistir. Kesitler {izerine once deparafizasyon yontemleri
uygulanmistir. Bu basamagi takiben FITC isaretli iirlinlin kullanim sertifikasindaki
uygulamalar dikkate alinarak hazirlanan boya yardimi ile isaretlemeleri yapilmistir.
Uygun siirede ve seyreltmede isaretleme uygulamasini takiben, preparatlar %0.05
Tween-20 igeren PBS icinde 10-15 dakika oda sicakliginda yikanmis, kurumaya
birakilmistir. Kurumay1 takiben {izerlerine DAPI igeren 6zel kapatici soliisyonu
(Fluoroshield Mounting Medium with DAPI, ab 104139, Abcam) damlatilarak
preparatlar kapatilmistir. Kapatilan ornekler, Nikon Eclipse 801 Fluoresan
Mikroskobu ile incelenmis, DAPI ve FITC filtresi kullanilarak fotograflanmistir.
Elde edilen mikrograflar ayn1 makinede yer alan, NIS Elements programi ile proses

edilmistir.
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6. SONUCLAR

Yapilan ¢alismamizda, normal pankreas dokusu igeren hayvanlarda Pankreas
dokusu hiicrelerinin, zar ylizeylerinde goriilen degisiklikler, farkli seker rezidiilerini
isaretleyebilen Fluorescein (FITC) isaretli lektin yardimiyla goriiniir hale getirilmeye
calisilmigtir. Bu amagla polylizin kapli lamlar {izerinde yer alan 4 p’luk kesitler
Nikon Eclipse 801 Fluoresan Mikroskobu ile mikrograflar1 alinarak goriintiilenmistir.
Elde edilen mikrograflar ayn1 makinede yer alan, NIS Elements programi ile analiz
edilmistir.

Calismamizda kullanilan lektin Fluorescein isaretli Wheat Germ Aglutinin
(FITC-WGA) lektinidir. WGA, N-Asetilglukozamin oligomerlerini, sialik asidi
(GlcNAc, NeuSAc) isaretlemekle beraber (Vector Laboratories) 6zellikle B-GIcNAc
tipi sialik asidi isaretlemektedir [43]. Caligmamizda bu verilere gore elde edilen

mikrograflarin sonuglar1 degerlendirilmistir.

6.1. FITC-WGA Lektini Isaretleme Sonuclari

FITC-WGA  lektini ile yapilan c¢aligmamizda; N-Asetilglukozamin
oligomerlerini, sialik asidi (GICNAc, Neu5Ac) ve ozellikle B-GIcNAC tipi sialik asit
birimleri gosterilmek istenmistir. Kontrol grubuna ait pankreas kesitlerinde, her ne
kadar goriintiiler ¢cok net olmasa da; hem ekzokrin pankreas, yani kanalli bez
hiicreleri, asiner hiicre ylizeylerinde; hem de kanalsiz bez, diger bir degisle endokrin
pankreas hiicresi olan B-hiicrelerinde oldukca yaygin ve yogun olarak bu birimler
isaretlenmistir (Sekil 3.1). Ayni kesitler, hiicre ¢ekirdegini boyayan DAPI boyasi ile
de boyanmis, boylece nukleus farkliliklar1 da degerlendirilmistir. Sadece nukleuslar
boyanmis mikrograflar ile N-Asetilglukozamin oligomerlerini, sialik asidi (GIcNAc,
Neu5Ac ) ve B-GIcNAc tipi sialik asit birimlerini isaretleyen FITC-WGA lektini ile
boyanmis mikrograflar ¢akistirilarak (Merged) boyama ayni anda (Sekil 3.3 a-c)’de
gosterilmistir.

Buna gore; kontrol grubuna ait, saglikli pankreas kesitlerinde; hem kanalli
bezleri olusturan asiner hiicre ylizeylerinde, hem de kanalsiz bezleri olusturan
Langerhans adas1 B-hiicreleri yiizeylerinde FITC-WGA lektinin isaretledigi N-
Asetilglukozamin oligomerlerini, sialik asidi (GIcNAc, NeuSAc ) ve ozellikle B-
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GlcNAc tipi sialik asit birimleri yaygin ve yogun olarak goriilmektedir. Bu sonug
bize, FITC-WGA lektininin N-Asetilglukozamin oligomerlerini, sialik asidi

(GlcNAc, NeuSAc ) ve ozellikle B-GlcNAc tipi sialik asit birimlerini isaretlendigini
gostermektedir (Sekil 3.3.b).

-

Lan‘gerhans adacigis
i o

“ 7

Sekil 6.1: FITC - WGA ile isaretlenmis kontrol pankreas kesitleri. Hem hiicreleri
olan asiner hiicre yiizeylerinde (Ekzokrin bez), hem de Langerhans adacig1 hiicreleri
(B-hiicreleri, Endokrin bez) yiizeylerinde N-Asetilglukozamin oligomerlerinin, sialik

asidin (GlcNAc, NeuSAc) ve B-GlcNAc tipi sialik asit birimlerinin goriintiileri.

Yaghh diyet grubuna ait pankreas kesitlerine FITC-WGA lektini ile
bakildiginda, hem ekzokrin pankreas olusturan asiner hiicre yiizeylerinde, hem de
kanalsiz bezleri olusturan B-hiicre yiizeylerinde N-Asetilglukozamin oligomerlerini,
sialik asidi (GlcNAc, Neu5Ac ) ve ozellikle B-GIcNAc tipi sialik asit birimleri
kontrol grubu FITC-WGA lektini ile isaretleme sonucundan farkli olarak tiim
pankreas dokusu hiicrelerinde daha fazla ve yogun 1s1ma gostermektedir (Sekil 3.2).
Yine yagh diyetle beslenen sican pankreas dokusu kesitlerine de DAPI boyamasi
uygulanmis ve FITC-WGA ve DAPI floresan boyamalari ¢akistirilmistir.
Mikrograflarin sonuglari da bu verileri desteklemektedir (Sekil 3.3 d-f).
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Sekil 6.2: FITC — WGA ile isaretlenmis yagli diyet pankreas kesitleri. Hem asiner
hiicre ylizeylerinde (Ekzokrin bez), hem de Langerhans adacig ( - hiicreleri,
Endokrin bez) hiicrelerinde artan N-Asetilglukozamin oligomerlerinden, sialik

asitten (GIcNAc, NeuSAc) ve odzellikle B-GIcNAc tipi sialik asit birimlerinin
goriintileri.

Buna gore; yagh diyet grubuna ait, sagliksiz pankreas kesitlerinde; kontrol
pankreas dokusundan ¢ok daha fazla FITC-WGA lektini ile isaretlenen, diger bir
degisle artan sayida N-Asetilglukozamin oligomerlerinden, sialik asitten (GIcNAc,
NeuSAc ) ve ozellikle B-GIcNAc tipi sialik asit birimlerinin varligindan s6z
edebiliriz. Bu degerlendirmeyi DAPI boyamas1 sonuglarinda bir artma olmamas1 da
desteklemektedir. Bu sonug¢ bize isaretli FITC-WGA lektinin baglandig1 seker

birimlerinin arttig1 sonucuna getirir (Sekil 3.3.e).
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Ornek

DAPI Boyamasti FITC — WGA Lektini 7 _Merged
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Dokusu

(16x10X)

Pankreas
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Dokusu

(10X)

Pankreas
Kontrol
Dokusu

(20X)

Sekil 6.3. FITC — WGA (Wheat Germ Aglutinin) ile yapilan denemenin sonuglari: (A-1) Kontrol diyetli gruba ait pankreas kesitlerinde, hem asinar hiicre
yiizeylerinde (A), hem de B-hiicrelerinde (—) artan N-Asetilglukozamin oligomerlerinden, sialik asitten (GlcNAc, Neu5Ac) ve 6zellikle B-GIcNACc tipi sialik
asit birimlerini gosteren yaygin floresan isaretli lektin 1s1malart yer aliyor.



LE

Ornek
Pankreas
Yagli Diyet
Dokusu
(80X)

DAPI Boyamasi

FITC — WGA Lektini

s

Pankreas
Yagl Diyet
Dokusu
(160X)

Pankreas
Yagl Diyet
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(320X)

Sekil 6.3. FITC— WGA (Wheat Germ Aglutinin) ile yapilan yaglh diyet denemesinin sonuglari: (J-S) Yagl diyet grubuna ait pankreas kesitlerinde, hem
ekzokrin pankreas hiicreleri olan, asinar hiicre yiizeylerinde (A), hem de endokrin pankreas hiicreleri olan B-hiicre yiizeylerinde (—).



6.2. Histolojik Boyama Sonuglari

Doku kesitleri floresan isaretleme yaninda ayni zamanda histolojik
degerlendirmeler i¢cin Hematoksilen+Eosin boyamas: yapilarak incelendi. Kontrol
grubu kesitlerinde normal pankreas yapisi, adaciklar gozlenirken, yagl diyet grubuna
ait pankreas dokusunda yaglanmanin siddetle arttif1 adacik sayisinin azaldig: tespit

edildi (Sekil 3.4).

9

\qu’

Sekil 6.4: Histolojik boyama sonuglari. a) Kontrol grubu kesitlerinde normal
pankreas yapisina uygun boyutlarda ve sayida adaciklar gozlenmektedir. b) Kontrol
grubu kesitlerinde normal pankreas yapisina uygun boyutlarda ve sayida adaciklar

gozlenmektedir. ¢) Yagh diyet grubuna ait pankreas doku kesitlerinde ise
yaglanmanin siddetle arttig1 adacik sayisinin azaldigi tespit edilmistir. d) Yagh diyet
grubuna ait pankreas doku kesitlerinde ise yaglanmanin siddetle arttig1 adacik
sayisinin azaldigi tespit edilmistir. = Langerhans adacigi=¥ doku i¢i damar kesiti,
= yag hiicrelerini gdstermektedir. (Biyiitme 20X)
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7. TARTISMA

Bu calismamizda, farkli pankreas dokusu hiicre ylizeylerinde yer alan seker
rezidi farkliliklarinin incelenmesinde kontrol diyeti ve yagh diyet uygulanmis; basit
anlamda bir gesit obezite ile uyarilmig, metabolik sendrom modeli olusturulmus
deney hayvaninda pankreas dokusu hiicre zarlar1 glikan birimlerinin, lektin bagl
floresan boyalar ile 6zgiin olarak isaretlenmede kullanilabilirligi arastirilmistir.

Bilindigi tizere oligosakkaridler ve polisakkaridler, genellikle protein ve lipid
birimlerine eklenmis olarak, biitiin hiicrelerin yiizeylerinde yer alan, yogun bir
Glikokaliks tabaka olustururlar. Bu tabakanin hiicreler i¢in Onemi, basta ortam
kosullar1 olmak {tizere, tiim hiicresel iliskileri ya da daha genel bir tanimla tiim
tanima-tutunma mekanizmasini olusturuyor olmalarindan gelir [43]. Bu 6zellikleri ile
yiizey glikanlari, organ ve doku hiicrelerinin 6zgiin olarak secilmesi ig¢in ideal
molekiiller olarak  goriilmektedirler. Calismamizda kullanilan  isaretleyici
molekiillerin varligi ve 06zgiin baglantilar olusturmasi; yani hassas seciciligi,
dolayisiyla gilivenilirligi son derece 6nemlidir.

Glikokonjugatlar, biitiin hiicrelerin yilizeyinde bulunan, yogun bir glikokaliks
tabaka olusumunu saglayan hiicre yilizey molekiilleridir. Glikobiyoloji alaninda
yapilan arastirmalar ile bu glikokonjugatlarin ¢esitli ve karmasik biyolojik rolleri
oldugu tespit edilmistir. Hiicrelerde bulunan bu tabaka sayesinde hiicrelerin
bulundugu ortamin kosullarina cevap vermesi miimkiin olurken, ayn1 zamanda
komsu hiicreler ile etkilesimleri diizenlenmektedir. Bunlarin yani sira hiicrelerin
konumlanmalarinin belirlenmesinde glikokonjugatlarin etkin rol oynadiklar1 da
bilinmektedir [43], [44], [45]. Yapilan literatiir caligmasi ile glikokonjugatlarin
lektin ve floresan isaretleyicilerle hassas isaretlenebilmesi, hiicrelerin dogru olarak
secilmeleri [46], [47], yOnlendirilmis tedavi [48], [49] ve yapay organ [50]
caligmalarinda, destekleyici olarak pek ¢ok metabolik hastaligin tedavisinde
kullanilabilmelerini miimkiin kilacagr goriisii hakimdir [51], [52]. Literatiir
caligmasindan da anlagilabilecegi gibi ylizey glikoproteinleri ve proteoglikanlari,
genel anlamda hiicre ylizeyinde yer alan glikokonjugatlar hiicrelerin yasamlarini
devam ettirebilmeleri i¢cin hayati 6neme sahiptir.

Bu amagla yapilan tez projemizde; kontrol ve yagh diyet uygulanmis ve
kismen obeziteye bagli metabolik sendrom modeli olusturulmus siganlarda endokrin
ve ekzokrin pankreas dokusu hiicre =zarlarinda yer alan glikokonjugatlarin
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yapisindaki sialik asitlerin hassas olarak belirlenebilirligi Fluorasein isaretli Wheat
Germ Aglutinin (FITC-WGA) yardimiyla irdelenmistir. Wheat Germ Aglutinini
(WGA) N-Asetilglukozamin oligomerlerini, sialik asidi (GIcNAc, Neu5Ac)
isaretlemekle beraber, 6zellikle B-GlcNAc tipi sialik asidi isaretleme kabiliyetinde
bir lektindir [1]. Caligmamizda bu verilere gore elde edilen mikrograflarin sonuglari
degerlendirilmistir.  Fluorescein isaretli WGA lektini ile kontrol grubunda yapilan
calismamizda; her ne kadar goriintiiler ¢ok keskin olmasa da; hem ekzokrin
pankreas, yani kanalli bez hiicreleri, asiner hiicre yilizeylerinde; hem de kanalsiz bez,
diger bir degisle endokrin pankreas hiicresi olan B-hiicrelerinde olduk¢a yaygin ve
yogun olarak bu birimler isaretlenmistir (Sekil 3.1). Ayni kesitler, hiicre ¢ekirdegini
boyayan DAPI boyasi ile de boyanmis, bdylece nukleus farkliliklar1 da
degerlendirilmistir. ~ Sadece  nukleuslart  boyanmis  mikrograflar ile  N-
Asetilglukozamin oligomerlerini, sialik asidi (GIcNAc, NeuSAc) ve B-GIcNAC tipi
sialik asit birimlerini isaretleyen FITC-WGA lektini ile boyanmis mikrograflar
cakistirilmis (merged) boyama ayni anda (Sekil 3.3 a-c)’de gosterilmistir.

Buna gore; kontrol grubuna ait, saglikli pankreas kesitlerinde; hem kanalli
bezleri olusturan asiner hiicre ylizeylerinde, hem de kanalsiz bezleri olusturan
Langerhans adasi f-hiicreleri yiizeylerinde FITC-WGA lektinin isaretledigi N-
Asetilglukozamin oligomerlerini, sialik asidi (GIcNAc, Neu5Ac) ve o6zellikle f-
GlcNAc tipi sialik asit birimleri yaygin ve yogun olarak goriilmektedir. Bu sonug
bize, FITC-WGA lektininin N-Asetilglukozamin oligomerlerini, sialik asidi
(GlcNAc, NeuS5Ac ) ve ozellikle B-GIcNAc tipi sialik asit birimlerini isaretlendigini
ve kontrol grubu yiizeylerinde bu sialik asit rezidiilerinin/birimlerinin yogun olarak

bulundugunu gostermektedir (Sekil 3.3.b).

Caligmamizda kullanilan diger grubumuz olan yagli diyet grubuna ait pankreas
kesitleri FITC-WGA ile isaretlenerek bakildiginda, hem ekzokrin pankreas olusturan
asiner hiicre yiizeylerinde, hem de kanalsiz bezleri olusturan B-hiicre ylizeylerinde N-
Asetilglukozamin oligomerlerini, sialik asidi (GlcNAc, NeuSAc) ve ozellikle B-
GlcNAc tipi sialik asit birimlerinin miktarlarinin kontrol 6rneklerine gére daha da
fazla oldugu goriilmektedir. Bu sonuca tiim pankreas dokusu hiicrelerinin
mikrograflarinda goriilen 1s1manin artmis ve yogunlasmis olmasinin kesin olarak
olarak goriilmesi ile varilmistir (Sekil 3.2). Yine yagh diyet grubuna ait kesitlere de

DAPI boyamasi ve her iki floresan boyamanin ¢akistirilmis sonuglart da eklenmistir.
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Bu sonuglarda elde edilen veriyi desteklemektedir (Sekil 3.3 d-f).

Buna gore; yaglh diyet grubuna ait, sagliksiz pankreas kesitlerinde; kontrol
pankreas dokusundan c¢ok daha fazla FITC-WGA lektini ile isaretlenen/diger bir
degisle artan sayida, N-Asetilglukozamin oligomerlerinden, sialik asitten (GICNAc,
NeuS5Ac ) ve oOzellikle B-GIcNAc tipi sialik asit birimlerinin varhigindan soz
edebiliriz. Bu degerlendirmeyi DAPI boyamasi sonuglarinda bir artma olmamasi da
desteklemektedir. Bu sonug¢ bize isaretli FITC-WGA lektinin baglandig1 seker
birimlerinin yaglh diyette /hatali beslenme ve/veya obezite ile arttigi sonucuna getirir

(Sekil 3.3.¢).

Bu sonucu biraz daha agiklamak gerekirse; yagh diyete maruz birakilan, diger
bir deyisle metabolik sendrom modeli olusturulan deney hayvanlarina ait pankreas
dokusu kesitlerinde; hem ekzokrin pankreasi olusturan asiner hiicrelerde, hem de
endokrin dokuyu olusturan langerhans adasi hiicrelerinin yiizeylerinde kontrol
grubuna gore daha yogun miktarda pozitif isaretleme goriilmektedir. Bu sonu¢ N-
Asetilglukozamin oligomerleri, sialik asit (GlcNAc, Neu5Ac ) ve B-GIcNAc tipi
sialik asit birimlerinin miktarinin beslenmeye bagli olarak arttiginin bir gostergesidir.
Diger bir deyisle, hiicre yiizeylerinde tanima tutunma mekanizmasinda gorevli seker
birimlerinin arttigini, kiloya ve/veya hatali beslenmeye bagli olarak meydana gelen
bu durumun daha fazla baglanma noktasi olusturarak canlida meydana gelen ve/veya
gelebilecek basta Diabetes mellitus gibi bir otoimmiin rahatsizlik olmak iizere, tim

otoimmiin rahatsizliklar igin isaretleyici gibi diistiniilebilir.

Yukarida bildirildigi gibi konuya yonelik yaptigimiz glikokaliks literatiir
aragtirmasinda; hiicre yiizeylerinde bulunan spesifik glikoproteinlerin ya da seker
dizilimlerinin etkin rol oynayabilecekleri sonucuna ulagilmistir. Bu dogrultuda hiicre
yiizeyinde bulunan glikoproteinlerin yapilarina uygun lektin molekiilleri ile
isaretlenmeleri ile olduk¢a hassas bir secicilik saglanabilecegi diisliniilmiistiir. Bu
amagla calismamizda, ozellikle farklilagsmada etkili olan ve degisim gosterdigini
distindiigiimiiz N-Asetilglukozamin oligomerlerini, sialik asid (GIcNAc, Neu5Ac)
rezidiilerini isaretlemeyi hedefledik. Bununla beraber FITC-WGA o6zellikle -
GIcNAc tipi sialik asid rezidillerini de 0zgiin olarak isaretlemektedir.
Mikrograflardan yola ¢ikarak bu yontemin kullanilabilirliginin oldugu, bununla
beraber biraz daha gelistirilerek gerekirse sayisal veriler yardimiyla desteklenmesi

verilerin  giivenilirligini  kuvvetlendirecektir. Buna ek olarak mikroskobik
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incelemelerin gelistirilmesi de daha net ve hassas mikrograflara ulasmay1

saglayacaktir.

Tim bunlar 1s181inda tez ¢aligmamiz planlanan amacina ulagmis ve FITC-
WGA lektini kullanilarak gergeklestirilen isaretleme metodu ile N-Asetilglukozamin
oligomerleri, sialik asit (GICNAc, NeubAc) ve ozellikle B-GIcNAc tipi sialik asit
endokrin pankreas ve ekzokrin pankreas dokusu hiicrelerinde isaretlenmis ve
sonuglart irdelenmistir.

Bu sonuclardan yola ¢ikarak tez ¢alismamizda kullanilan oldukg¢a hassas olan
bu yontemin gelistirilmesi ve ¢esitlendirilmesi ile gelecekte metabolik hastaliklara
yonelik erken tani1 ve/veya tedavi ¢alismalarinda (6r: diyabet ve kanser gibi) hiicre
tiplerine 0zglin glikan rezidiisii ve/veya rezidiileri varliginin tespiti yapilabilir.
Kullanilan bu yontem ile karisik hiicre siispansiyonlarinda potansiyel hasta
hiicrelerin  6zgiin se¢iliminin daha kolay ve nispeten daha hizli bir hale
getirilebilmesi miimkiin olabilir ve ¢alismamiz bu alanda yapilmis Onciil

calismalardan biri olarak kabul edilebilir.
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