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Saglikli Cocuklarda Insiiliin Reseptdr Diizeyleri
Dr. Ibrahim Erkul*, Dr. Dursun Odabag**
OZET

Yaglari 9 ile 17 yil arasinda degisen saglikli 13 gocukta
dolasan lenfositlerde insiilin reseptdr diizeyleri arastirildi
ve % 9,10 ile % 11,81 arasinda bulundu. Bulunan degerler

erigkinlerdeki insiilin reseptdr diizeylerine gore yliksekti.
SUMMARY

Insulin receptor levels in healthy children.

Insulin receptor binding and 1levels on circulating
lymphocytes in 13 healthy children. Their ages were changing
between 9-17 years. The insulin binding rate(insulin receptor
level) was found between 9,10 percent and 11,81 percent. The

finding results were higher than in adults.
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GIRIS

Hicresel diizeyde, molekiiler biyoloji ve biyokimyasal
alanda gerceklesen son gelismelerle hormonlarin hedef organ-
lardaki spesifik etkilerini gdsterebilmeleri igin olusan bir-
cok mekanizma aydinlanmis bulunmaktadir. Hormonlar ile hicre-
lerin spesifik komponetleri arasindaki iligkilerin Kkapsamli
olarak anlasilmasi bazi patolojik durumlardaki temel bozuklu-
gun da ortaya gikarilmasina neden olmustur.

Genel olarak polipeptit hormonlarin hicreler ile 1ilk
reaksiyonlari, hiicrelerin yiizey membran Kkomponetleri olan
reseptdrler ile ortaya gikmaktadir. Bu grup hormonlara insii-
lin, glukagon, parathormon, tirotropin, blylime hormonu,
gonadotropin ve ACTH ornek olarak veriiebilir.Diger bir kisim
hormonlar da hiicre zarindan pasif diffizyonla gegerek hiicre
ici reseptdrlere baglanmakta ve daha sonra spesifik etkileri-
ni gostermektedirler. Bu gruba da steroid ve 1,25 (OH)2 vita-
min D ©rnek olarak verilebilir (1,2).

Hormonlarin fizyolojik etki yollarinin iyi bilinmesi fiz-
yopatolojik durumlarin da agiklanabilmesine kolaylik saglaya-
caktir. Bu nedenle g¢alismamizda insllinin hedef hiicrelere
baglanmasinli saglayan reseptdr dizeyini belirleyebilmek, do-
layisiyla da inslilin ile ilgili patolojik durumlarda reseptor
afinitelerinin etkilerinin incelenmesine uygun bir zemin ha-

zirlama amaci gldilmistur.
MATERYAL ve METOD

Calisma 1977 yilinda Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi
Cocuk Saglagi: ve Hastaliklari Anabilim Dali'nda baslamis ve

1987 yilinda Selguk Universitesi Tip Fakiiltesi Cocuk Sagligi
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ve Hastaliklari Anabilim Dali'nda tamamlanmistir. Galismanin
gergeklegtirilebilmesi igin Syki ve fizik muayene ile herhan-
gi bir hastaligl olmayan 13 saglikli gocuk arastirmaya alin-
mistir. Bunlarin 8'u erkek, 4'li kiz gocuklari idiler. Yaslari

9-17 yi1l arasinda degismekte olup, yas ortalamalari 13.1 idi.
Caligmada:

1- Bttun-vakalarda deneylér sabahlari a¢ karnina olmak
uzere alinan orneklerde yapildi. Vakalarin kan sekerleri, id-
rar seker ve asetonlarina bakildi.Kan sgekeri olgiimleri Somogy
-Nelson ydntemi ile, idrar sekerlerine Clinitest* tablet ve
idrar asetonlarina da Acetest** tablet kullanilarak bakild:
(B

2- Galismaya alinan biitiin vakalarda bir gece Once saat
21'deki kahvaltiyi dizleyen 10-12 saatlik agliktan sonra
lenfositlerdeki insiilin reseptorleri g¢alismasi igin 40 ml
heparinize kan alindi.

3- Alinan vendz kandan izole edilen lenfositlerde Olefsky
ve arkadaslarinin gelistirdigi yonteme gore insiilin reseptor
dizeylerinin Ol¢lmi yapildl (4). Lenfositlerin izolasyonu ve
bu islemde kullanilan Ficoll-Hypaque soliisyonunun hazirlanma-
sinda Bdyum'un yontemi uygulandi (5). Hazir Ficoll-Hypaque
solUsyonundan 75 mm x 15 mm' lik plastik tiiplere 3 ml konup,
Uzerlerine yariyariya serum fizyolojik ile sulandirilmig he-
parinize kandan PastOr pipeti ile tabaka yapacak sekilde il&a-
ve edildi. Tupler 400xG devirde (International Refrigerated
Centrifuge Model PR-6) 20°C'de 30 dakika cevrildi. Santrifiij
sonunda tuplerde dort tabaka olustu.En listte serum fizyolojik
ve plazma, hemen onun altinda bulanik olarak goriinen halka-
lanmig 1lenfosit tabakasi, daha altta Ficoll-Hipaque ve en

altta da eritrositler ve granulositler vardi.

¥ : Clinitest tablet: Ames Company Division of Miles Laboratories 1td.
England.
¥¥ 1 Acetest tablet: Ames Company Division of Miles Laboratories 1td.

England.
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Lenfosit tabakasi Pastor pipeti ile taksimetreli tiplere
alindi. Bu suspansiyén 3 kere 25 mM Tris* tamponu ildve edi-
lerek 200 x G devirde 20°C' de 10 dakika santrifiij edilerek
yikandi. Son santrifilijde gdkelegin lizerindeki sivi dokiilerek
elde edilen lenfosit ¢okelegi 25 mM Tris tamponu ile 1 ml ye
tamamlanarak yeniden silispansiyon haline getirildi. Lenfosit
sispansiyonu Neubauer sayma kamerasinda sayilarak ml'de 50x106
hiicre olacak gekilde tamponla sulandirildi.Ayni zamanda Wright
ile yayma yapilarak hiicre tiirleri iyece belirlendi.Daha sonra
trypan mavisi ile canlilik testi yapildi. Hazirlanan ve can-
1111531 gOsterilen hiicre siispansiyonu % 2' den az graniilosit,
% 4'den az monosit ve geri kalan hiicreler de canli lenfosit-
lerden olusuyordu.

Galigma sirasinda yurtdisindan hazir olarak temin edilen
biyolojik olarak aktif monoiodoinsiilin kullanildi. Bu 1251-
Insiilinin** spesifik aktivitesi 100-200 microCi/microg. olup,
1 ml'de biyolojik olarak aktif 20 ng insiilin igeriyordu.Soguk
insilin olarak da monokomponet domuz insiilini*** kullanildi.
Bunun da 1 ml'sinde 40 inite kristalize insiilin vardi.

Baglanma galismasi igin sayilan (50x106 hiicre/ml) ve can-
111181 gosterilen lenfosit siispansiyonu kapakli plastik tiip-
lere kondu. Uzerlerine 0,5 ml (25 mM Tris + % 1 s1fir serum
albumin) tampon eklendi. 15°C'lik su banyosunda 100 dakika
enkiibe edildi.Ortamin son pH'il 7,6 idi.Biitiin deneylerde ortam
PH'1, enkiibasyon siiresi ve hiicre sayisi sabit tutuldu(4,6,7).
1 ml hiicre sispansiyonu igeren tipler I,II,III diye numara-
landirildi. Biitin tiiplere 1 ng 1251—insulin (24 mikroiinite)
ildve edildi. Bu doz biitiin deneylerde sabit tutuldu (8). I
numarali tiipe yalniz 125I-ins‘tilin konurken, II ve III numara-
11 tiplere 1251—insﬁline ek olarak soguk insiilin de konarak

deneydeki ©0zgiil olmayan baglanma ihtimali ortadan kaldirilda.
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Bu islem i¢in II numarali tiipe 0,5 ng (12 mikroiinite) soguk
insiilin ve III numarali tlipe de 1000 ng (24.000 mikroiinite)
soguk insiilin iladve edilerek baglanmanin inhibisyonu saglan-
di. 1000 ng soguk insiilin konan tiipteki baglanmanin ozgiil ol-
madigi kabul edildi (9). 100 dakikalik enkilbasyon sonunda ye-
niden trypan mavisiyle canlilik testi yapildi. Bagli ve ser-
best insiilin Rodbell ve arkadaslarinin yontemine gore ayril-
di (10). Deneyin bu doneminde her ig¢ tiipten ayri ayri ¢gift
ornekleme ile plastik monotiiplere 200 mikrolitre hiicre siis-—
pansiyonu konup uUzerlerine tabaka yapacak gekilde 150 mikro-
litre iyice sogutulmus tampon (25 mM Tris + % 2 sigir serum
albumin) eklendi. Mikrotipler 200 x G devirde 2 dakika siire
ile +4°C' de gevrildi. Santrifiij sonunda tiiplerdeki 1251 cto-
matik gama sayacinda 1 dakika sayildi. Boylece tiiplerdeki
total radyoaktivite ortaya g¢ikti. Tuplerdeki g¢oOkelek 1dustu
(sipernatan) Pastor pipeti ile alindi. Tiiplerde yalniz lenfo-
sit ¢bkelegi kaldi. Ikinci kez 125I'gama sayacinda 1 dakika
sayilarak lenfositlere baglanmis olan 125I-insﬁlin bulunmusg
oldu. 1 dakikalik sayim sUresince tuplerdeki total radyoakti-
vite sayimi ile lenfosit gOkelegindeki sayim ayri ayri yapi-
larak lenfositlere baglanan radyoaktif insiilinin yﬁzdesilhe—
saplandi. Lenfositlere baglanan radyoaktif insiilin lenfosit-
lerdeki bos reseptOr sahalarini godsterdifi ig¢in baglanan rad-
yoaktifvite baglanma afinitesi ylizdesi olarak veya insiilin
reseptor dizeyi olarak ifade edildi.

Galismada elde edilen bulgular gerekli istatistik yontem-
leri kullanilarak karsilastirildi. Istatistiksel yontemde or-

talamalar arasi farkin onem kontroli testi uygulandi (11).
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BULGULAR

Caligmamizda elde edilen verileri asagidaki gsekilde Ozet-
leyebiliriz:

Calisma grubunda aglik kan sekerleri diizeyleri 50-80
mg/dl arasinda degismekte olup, ortalama 65 mg/dl idi. Vaka-
larin higbirinde idrarda glikoz veya aseton tespit edilmemis-
tir. Lenfositlerdeki insiilin baglanma ylizdesi (reseptor dii-
zeyleri) % 9,10 ile % 11,81 arasinda olup, ortalama baglanma
yuzdesi 10,38 + 0,238 olarak bulunmustur. Calisma grubundaki

degerler tablo 1'de gosterilmistir.

Vaka Lenfositlirdeki Aglik kan tdrarda
No insiilin baglanma sekeri(mg/dl) Glikoz Aseton
yiizdesi :
1 11,81 50 - -
2 10,19 50 - -
3 11,60 80 - -
4 9,71 63 - -
5 9,28 53 - -
6 10,96 70 - -
7 9,93 63 ~ -
8 10,35 60 a F
9 9,10 60 - E:
10 10,67 80 - -
11 9,63 76 - -
12 11,28 71 = -
13 10,38 69 - =
Ortalama 10,38 ¥ 0,238 65 ¥ 2,89

TABLO 1: CGaligma grubunun bireysel degerleri.
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i

TARTISMA

Calisma slUresince hiicre olarak lenfosit}er kullanilmig-
tir. Yag hiicreleri, fibroblast, karaciger hﬁc}eleri,eritrosit
ve lenfositler gibi birgok hiicre tiiriinde inslilin reseptdrleri
galisilmis ve bunlardan da en uygununun yag hiicresi oldugu
bildirilmistir (1,2). Ancak yag hiicresi, fibroblast ve kara-
ciger hucrelerinin elde edilmesi giic ve eritrositler de len-
fositlere gilre daha az hassas olduklarindan lenfositler
tercih edilmigtir.

Normal erigkinlerde insiilin reseptor diizeyleri (gerek sa-
yisal ve gerekse afinite bakimindan) hakkinda yapilan galis-
malar isaretli inslilinin dolasimindaki lenfositlere baglanma
oraninin % 4,2 ¥ 0,8 ile % 4,7 ¥ 0,8 dolaylarinda didugunu
gostermektedir (9). Biz de aragtirmamizda ©nce yontemin is-
lerligini gostermek bakimindan saglikli eriskinlerde yaptigi-
miz galigmada insllinen lenfositlere baglanma oranini 570,82
gibi daha Oncekilere oldukga yakin degerler elde ettik. Sag-
likl1 gocuklarda insiilin reseptdr diizeyleri ile ilgili calig-
ma yok denecek kadar azdir. Bu belki de arastirmanin guc ol-
masindan kaynaklanmaktadir.Bununla beraber cocuklarda insiilin
reseptor diizeylerinin yiliksek olmasi gerektigini destekleyen
bazi klinik gozlemler ve deneyler vardir. Thorsson ve arka-—
daslarinin yeni dogan bebeklerin kordon kaninda elde ettikle—
ri lenfositlerde insiilin reseptdrlerinin saylr ve afinite
bakimindan yilksek oldufunu gosterdikleri ¢alisma bunlardan
biridir(12). Adi gegen g¢alismada lenfositlerdeki reseptorlere
baglanma orani % 24,3 T 3,5 iken,kontrol grubu olarak segilen
erigkinlerde % 4,7 + 0,9 olarak bulunmustur. Diabetli anne
gocuklarindaki dogum agirliginin yiksekligi ve hiperinsiilinizm
de dikkate alinirsa yenidoganlardaki reseptdr diizeylerinin
yiksekligi insiilinin intrauterin hayattaki siliratli biliyUmeye

katkisiyla yorumlanabilir (13,14,15,16).
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Bu galismada ele alinan grupta segilen 9 ile 17 yaslara
arasindaki 9 erkek vé 4 kiz toplam 13 saglikli gocugun dola-
simlarindaki lenfositlerinde insiilin reseptor diizeyleri orta-
lama % 10,38 + 0,238 olarak bulunmustur.Elde edilen bu deger-
ler belirgin bir sekilde literatiirde verilen yenidogan resep-
tor dizeylerinden diusiik ve fakat normal eriskinlerinkilerden
yuksektir.

Sonu¢ olarak, g¢ocukluk c¢aginda insiilin reseptdr diizeyle-
rinin erigkinlere oranla yiiksek olarak bulunmus olmasi, ge-
lisme g¢aginda insiilinin biylmeye pozitif etkisini gosterebil-
mesi i¢in reseptorlerin sayisal veya insililine baglanma afini-

telerinin artmasiyla yorumlanabilir.
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