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OZET

AMAC: Oncelikli amag inflamatuar barsak hastaliklari olusum ve
gelisiminde Onemli olabilecegi diisiiniilen adipoz doku ve
inflamasyon belirteglerinin tip 2 diyabet vakalarinda panel olarak
ve ilk defa bir arada calismaktir. Ayrica elde edilecek leptin,
ghrelin, resistin, EGF ve TNF-a belirteglerine ait analiz
verilerinden yararlanarak tip 2 diyabet ile ilgili tan1 yontemlerinin
gelistirilebilmesine katkida bulunmay1 planlamaktayiz
MATERYAL METOD: Caligmada kullanilan Ornekler
goniillilerden kuru tiiplerde kan almarak, 3000 rpm 5 dakika
sogutmali santrifiijden sonra alinan serum olarak aligotlanmustir.
ELISA caligmasi ise Leptin, Ghrelin, Resistin, EGF ve TNF-a
belirteglerine ait uygun protokoller esliginde gergeklestirilmistir.
BULGULAR: Elde edilen veriler SPSS-8 paket programi ile
istatistiksel olarak belirlenmistir. Denek sayis1<50 oldugundan
Leptin,EGF,Ghrelin i¢in gruplarda Shapiro-Wilk testi sonuglarina
bakildi. P< 0.05 oldugundan veriler normal dagilim
gostermemektedir. Ghrelinin sonuglart Mann-WhitneyU testi ile
degerlendirildi. Kontrol grubunda veriler normal dagilim
gostermig(p:0.544) ama hasta grubunda normal dagilim
gostermedigi igin nonparametrik test olan Mann-Whitney U testi
kullanildi. EGF  sonuglart Mann-Whitney U testi ile
degerlendirildi. TNF Alfa i¢in;p=0.0001 gibi yiiksek skorda iligki
saptanmustir. Leptin igin Mann-Whitney U testinde p=0.001
olarak anlamli sonuglar kaydedilmistir. Rezistinde serum
diizeyleri de benzer sebeplerden Mann-Whitney U testinde
p=0.003 olarak belirlenmistir

SONUC: Epiteliyal gelisimini, gastrik asid salimmmi ve
anjiyogenezi tesvik eden multipotent bir protein olan EGF, f
hiicrelerinin yenilenmesinde ve sayilarinin artirrmimda énemli rol
oynadigl anlagilmig, hiicrelerinin sayisinin artmasiyla kana
instilin salimiminda artis ve diyabette etkisi gosterilmistir. EGF
verilerine gore hasta serum diizeyleri kontrol gruplar diizeylerine
gore yiiksek diizeydedir ve ciddi fark/anlamlilik goriilmiistiir.
TNF-a ile ilgili elde ettigimiz sonuglar diger ¢aligmalarla beraber
sitokin/diyabet iligkisini daha iyi anlamamizi saglayacaktir.

SUMMARY

AIM: The primarily goal is to work for a first time as a panel and
that are related with the development of inflammatory bowel
disease derived from the adipose tissue and inflammatory markers
in type 2 diabetes patients. Also we plan to contribute to the
development of diagnosis methods for the type 2 diabetes by using
the datas obtained from leptin, ghrelin, resistin, EGF and TNF-a
markers

MATERIAL METHOD: Samples used in this study were
collected from volunteered patients by taking blood in dry tubes
and after cooling centrifuge at 3000 rpm for 5 minutes aliquoted
as serum. From the aliquoted serums LEPTIN, GREHLIN,
RESISTIN, EGF and TNF-a ELISA’s were performed by
appropriate methods.

FINDINGS: The obtained data were statistically determined by
the SPSS-8 package program. The results of Shapiro Wilk tests
were examined in groups for Leptin, Ghrelin and EGF due to the
number of subject was <50. The data do not show a normal
distribution because of P< 0.05. The reuslts of Ghrelin was
evaluated with Mann-Whitney U test. The data in control group
shows normal distribution. (p:0.544) Non-parametric Mann-
Whitney U test was used due to the data did not Show a normal
distribution.  The reuslts of EGF was evaluated with Mann-
Whitney U test. A high scorer relationship was obtained like
p=0.0001 for TNF-a. Significant results were recorded in the
Mann-Whitney U test for leptin as p = 0.001. The serum levesl of
Resistin were also determined with Mann-Whitney U test p=0.003
due to smiliar reasons.

RESULTS: It has been shown that a multipotent protein EGF
which is inducing epitelial development, angiogenesis and gastric
acid secretion play an important role in renewal of B cells and
increase numbers. The increase in the number of B cells leads to
an increase in blood insulin release and the effect of diabetes is
shown. According to the EGF data, the patient serum levels were
higher than the control groups and a remarkable difference /
significance was observed. The obtained results regarding TNF-a
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will provide better understanding of relationship between the
cytokine / diabetes with other studies.

GiRisS

Inflamatuvar Barsak Hastaligi (IBH), bagisiklik, enfeksiyoz,
kalitimsal, otoimmiin nedenler ve gevresel faktorler ile olustugu
bildirilen; Crohn Hastaligi, ilseratif kolit ve bunun gibi
hastaliklari igerir. Bununla birlikte, mezenterik beyaz adipoz doku
(WAT) hipertrofisi, viicut kompozisyonu degisikligi, anoreksiya
gibi ozellikler gozlenmektedir. (1,2)

Barsak hastaliginda (IBD-IBH) insan metabolizmast &nemli
degisikliklere ugrar ve kronik inflamasyon bu hastaligin ayirt

edici 6zelliklerindendir. (2)

Potansiyel letal inflamasyonda rol oynadigi bilinen sitokinlerden
bazilar1 olan, timér nekroz faktori-alfa (TNF-a), interlokin 1B
(IL-1B), interlokin-2 (IL-2), interlokin-4 (IL-4), interlokin-5 (IL-
5), interlokin-6 (IL-6), interlokin-10 (IL-10), interlokin-12 (IL-
12) ve interferon-y (IFN- y)’nin etkisi insanlarda arastirilmakta ve
ozellikle inflamatuar barsak hastalig1 patogenezinde kritik bir rol

oynadigi bildirilmektedir. (2,3)

Adi gegen etkenlerden obeziteyle de iliskili oldugu bilinen adipoz
doku ve elemanlari birgok proteinin salgilanmasmi ve bdylece
cesitli  biyolojik  fonksiyonlarin  diizenlenmesini  saglar.
Adipositokinler ~ olarak  bilinen bu proteinler iginde,
arastirmamizda tayin edecegimiz leptin, ghrelin ve resistin gibi
belirtegler de yer almaktadir. Adipositokinler metabolizma ve
inflamasyonda 6nemli rol oynarlar. Anormal adipokin iiretiminin
baz1 proinflamatuvar sinyal yolaklarmin aktive olmasi ile
inflamasyonun biyolojik belirteclerinin indiiklenmesi sonucunda
ortaya ¢ikan kronik inflamasyon yanitiyla, iliskili oldugu one

stiriilmektedir. (3)

Diabetes mellitus ise biitin dinyada sik goriilen kompleks
hastaliklardan biridir. Tip 2 diyabet eriskin toplumda en yaygin
goriilen metabolizma hastaligi olmasiyla beraber gelismis
iilkelerde toplumun %5-10"u bu hastaliga yakalanmis topluluk
parcasidir(4). Son yillarda daha geng yaslarda tip 2 diyabet
vakalar1 goriilmeye baslamistir. Tip 2 diyabetli olgularin %85’
kilolu ve ya obezdir. Gorme kaybi, bobrek yetersizligi ve ayak
amputasyonu nedenlerinin basinda diyabet gelmektedir. Tip 2
diabet hastaligi olan populasyonda yasa gore mortalite hizi,
diabeti olmayan populasyona gore yaklasik iki kat artmistir.
Diyabetli olmayan yasitlarma kiyasla, tip 2 diyabetlilerde
kardiyovaskiiler olay riski 2-4 kat daha yiiksektir. Ayrica tip 2
diyabetlilerin ~ %75’inde mortalite nedeni koroner arter

hastaliklarindan kaynaklanmaktadir(5,6).

Heterojen bir hastalik olan tip 2 diyabette iki metabolik defekt soz

konusudur.  Lipid, protein, karbonhidrat  metabolizma

bozukluklari ile seyreden kompleks metabolik hastalik olan tip 2
diabetin komplikasyonlar1 genis bir yelpaze cizer. Insiilin etkisi
veya sekresyonu azalmistir. Diger taraftan insiilin etkisindeki
bozukluk nedeniyle insiilin direnci gelismistir. Insiilin sekresyonu
da insiilin direncini kompanse etmekten uzaktir(7). Hastaligin
oldukga karmagik bir genetik temeli oldugu bilinmekte ve bir dizi
aday gen sorumlu tutulmaktadir. Yasam tarzindan kaynaklanan
diizensiz ve dengesiz beslenme ile birlikte, fiziksel aktivite azlig
gibi ¢evresel faktorler hastaligin ortaya ¢ikisini hizlandirmaktadir.
Cogu olgularda hastalik tam1 konulmadan yillarca once
baslamustir. Diyabet riskini artiran faktorler modifiye edilebilir ve
modifiye edilemez olmak iizere iki grupta toplanabilir. Modifiye
edilebilir ~ faktorler: obezite, fiziksel aktivite azhigi, alkoli
birakmus olmak, sigara kullanmak ve posa orami diisiik, doymus
yaglardan zengin diyet ile beslenme tarzi tip 2 diyabet riskini
artiran ve degistirilmesi miimkiin olan faktérlerdir. Modifiye
edilemez faktorler: yaslanma, cins, genetik yatkinlik, ailede
diyabet Oykiisii, hipertansiyon, hiperlipidemi ve diisik dogum
tartist gibi etkenler ise diyabet riskini artiran ve degistirilmesi

miimkiin olmayan faktorlerdir(6-8).

Diyabetle ile iliskisi oldugu diisiiniilen faktorlerden bir tanesi
Ghrelindir. Yapilan ¢aligmalarda ndréendokrin gastrohipotalamik
aksis’in 6nemli pargalarindan biri olan Ghrelin kisa donemde
aclik-tokluk dengesini saglamakta oldugunu géstermistir. Ghrelin
seviyelerinde yiikselmenin Cachexia ve Anorexia Nervosa ile
iliskili oldugu, diisiik seviyede ghrelinin obezite ile iliskili oldugu
gozlemlenmistir(9-15). Disik ghrelin  seviyelerinin  olast
aciklamalarindan biri de insiilinin yiikselmesi olabilmektedir.
Yapilan deney hayvanlari ¢aligmasinda in vitro olarak midesi
izole edilmis olan farelerde insiilinin ghrelin sekresyonu
inhibit6rii oldugu gozlemlenmistir(16). Gozlemlenen bu ters iliski
insiiline direngli deneklerde ghrelin seviyelerinde artis ile

sonuglanmistir(17).

Diyabetle iliskisi olabilecegi diisiiniilen ve ghrelinle baglantisi
bulunan Leptin bir diger énemli faktor olarak kabul edilmektedir.
Yapilan c¢alismalarda intraperitoner leptinin ghrelin salinimini
inhibe ettigi(18), kisitlamali(kontrollii) yiyecek uygulama
sirasinda leptinin ghrelin seviyelerinin ~ yiikselttigi

gozlemlenmistir(19).

Kan dolagiminda bulunan dimerik proteinlerden olan Rezistin
diyabette etkili olan faktorlerden bir tanesi oldugu
diistintilmektedir(20). Rezistin potansiyel fonksiyonu hakkinda
fazla bilgi olmamakla beraber, yag asidi (adiposit) olarak ¢ok
sayida yag molekiilii igermekte ve ortamam saldig1 birkag protein

sayesinde viicudun insiiline olan duyarhligimi modifiye
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etmektedir. Thiazoladinedione gibi ilaglarin kullanimi sirasinda
insiilin direncinde azalma olmakla beraber tip II diyabetin
tedavisinde yardimer olmakta ancak rezistin’in  adipositler
tarafindan {retilme mekanizmasimi da etki etmekte ve bunun

sonucunda rezistinin abtidiyabetik etkisi de kaybolmaktadir(21).

Diyabette sitokinlerin de etkili oldugu bilinmektedir. Bu
sitokinlerlerden bazilar1 tiimor nekroz faktorii-alfa (TNF-a),
interlokin 1B (IL-1B), interlokin-2 (IL-2), interlokin-4 (IL-4),
interlokin-5 (IL-5), interlokin-6 (IL-6), interlokin-10 (IL-10),
interlokin-12 (IL-12) ve interferon-y (IFN- y)’nin etkisi insanlarda
arastirllmakta ve diyabetle iliskilerinin ne diizeyde oldugu

anlasilmaya calisilmaktadir(22).

Epiteliyal gelisimini, gastrik asid salmmmini ve anjiyogenezi
tesvik eden multipotent bir protein olan EGF, B hiicrelerinin
yenilenmesinde ve sayilarinin artirnminda énemli rol oynadig
anlasilmig, B hicrelerininsayisinin artmasmya kana insiilin

saliniminda artis ve diyabette etkisi gosterilmistir(23).

GEREC VE YONTEM: Calismada kullanilacak olan &rnekler
goniillillerden kuru tiiplerde alinacak olan kanlardan, 3000 rpm 5
dakika sogutmali santrifijden sonra almman serumlarda

yapilacaktir.

Uygulanacak Olan ELISA Prosediirleri: Kit prosediiriine
uygun sekilde 6rnek sulandirilmasi, standartlarin hazirlanmasi ve
kit  bilesenlerinin  gerekli  sicakliklarda  bulundurmalar:
saglanmustir. Leptin, Ghrelin, Resistin, EGF ve TNF-a Kitleri
uygulamasi takip edilerek ELISA calismalari yapilmistir. Yapilan
ELISA ¢aligmalart sonucu elde edilen verilen SPSS-8 istatistiki

programini kullanilarak istatistik analizi yapilacaktir.
BULGULAR

Yapilan ELISA ¢alismalart sonucu elde edilen verilen SPSS-8
paket programu ile istatistiksel olarak belirlenmistir. Ghrelin i¢in
denek say1si<50 oldugu igin gruplarda Shapiro-Wilk testi
sonuglarina bakildi. P< 0.05 oldugundan veriler normal dagilim
gostermiyor. Bu yiizden Mann-Whitney U testi ile sonuglar
degerlendirildi. Kontrol grubunda veriler normal dagilim
gostermis  (p:0.544) ama hasta grubunda normal dagilim
gostermedigi igin nonparametrik test olan Mann-Whitney U testi
kullamildi. EGF icin denek sayisi<50 oldugu igin gruplarda
Shapiro-Wilk testi sonuglarina bakildi. P< 0.05 oldugundan
veriler normal dagilim gostermiyor. Bu yiizden Mann-Whitney U
testi ile sonuglar degerlendirildi. TNF Alfa i¢in; p= 0.0001 gibi
yiiksek skorda iligki saptanmistir. Leptin serum diizeyleri verileri
icin Shapiro-Wilk testi sonuglarina bakildi. P< 0.05 oldugundan
veriler normal dagilim gostermediginden Mann-Whitney U

testinde p=0.001 olarak anlamli sonuglar kaydedilmistir.

Rezistinde serum diizeyleri de benzer sebeplerden Mann-Whitney

U testinde p=0.003 olarak belirlenmistir.
TARTISMA

Adipositokinler olarak bilinen leptin, ghrelin ve
resistin metabolizma ve inflamasyonda 6nemli rol oynadiklarina
dair bir ¢ok giiclii kanit bulunmaktadir. Buna karsin literatiirde
IBH agisindan etkisi pek fazla incelenmemektedir. Ghrelin igin
sonuglar kontrol grubunda veriler normal dagilim gdstermis
(p:0.544) ama hasta grubunda normal dagilim gostermedigi icin
nonparametrik test olan Mann-Whitney U testi kullanildi ve
veriler beklentiler yoniinde elde edildi. Leptin serum diizeyleri
verileri i¢in Shapiro-Wilk testi sonuglarma bakildi. P< 0.05
oldugundan veriler normal dagilim gostermediginden Mann-
Whitney U testinde p=0.001 olarak anlamli sonuglar kaydedilmis,
hasta ve kontrol verileri arasinda median ve interquartile range
verilerinde ciddi fark gozlemlenmisti. Rezistinde serum diizeyleri
de benzer sebeplerden Mann-Whitney U testinde p=0.003 olarak
belirlenmistir. Boylece adipositokinlerin IBH vakalarmda serum

diizeyindeki etkileri bekledigimiz yonde olmustur.

Epiteliyal gelisimini, gastrik asid salimimmi ve
anjiyogenezi tesvik eden multipotent bir protein olan EGF,
hiicrelerinin yenilenmesinde ve sayilarmimn artirnminda 6nemli rol
oynadigr anlagilmig, B hiicrelerininsayisinin artmasinya kana
insiilin saliniminda artis ve diyabette etkisi gosterilmistir. Bizim
calismamizda elde edilen EGF verilerine gore hasta serum
diizeyleri kontrol gruplart diizetylerine gore yiiksek diizeyde ve
ciddi bir fark ve anlamlilik goriilmiistiir. Bu sonuglar literatiirlere

gore beklentilerimizi karsilamaktadir.

Tiimor nekroz faktori-alfa (TNF-o), interlokin 1§ (IL-
1), interlokin-2 (IL-2), interlokin-4 (IL-4), interlokin-5 (IL-5),
interlokin-6 (IL-6), interlokin-10 (IL-10), interlokin-12 (IL-12) ve
interferon-y (IFN- y) gibi sitokinlerin diyabetle etkili oldugu
bilinmekte ve bu etkinin insanlarda diyabetle iligkisinin ne
diizeyde oldugu anlasilmaya ¢alisilmaktadir. Bizim ¢alismamizda
TNF-a ile ilgili elde ettigimiz sonuglarin yapilan diger
caligmalarla beraber sitokinlerin diyabetle olan iliskisini daha iyi

anlamamizi saglayacaktir.

Bu ¢alisma, Istanbul Universitesi Bilimsel Arastirma
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