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Expression of Glicoconjugats in the Gingiva Cells of the Experimentally
Diabetic Rats

Sabri Fatih Kursunlu', Aysegiil Bildik®, Veli Ozgen Oztiirk"

!Adnan Menderes Universitesi Dishekimligi Fakiltesi, Periodontoloji Anabilim Dali, Aydin
’Adnan Menderes Universitesi Veterinerlik Fakiiltesi, Biyokimya Anabilim Dali, Aydin

Ozet

AMAGC: : Diyabetes Mellitus periodontal sagligi olumsuz yénde etkilerken, periodontal enfeksiyonlarin da glisemik
kontroli olumsuz etkiledidi bilinmektedir. Enfeksiyonlarin sekillenmesinde bakteriyel karbonhidrat rezidileri ile
organlardaki karbonhidratlara spesifik proteinlerin (lektinler) etkilesimleri esansiyeldir. Dolayisiyla, bakterilerin digeti
dokusundaki migrasyonunda ve dokuya tutunmasinda glikokonjugatlarin rolt ¢cok 6nem tasimaktadir.

Bu g¢alismada deneysel diyabet olusturulmus ratlarin diseti dokusundaki hicrelerin hicre ylzeyindeki ve ekstraselluler
matriksdeki galaktoz, laktoz, N-asetil galaktozamin ve N-asetilglikozamin (nitelerinin ekpresyon ve
lokalizasyonlarindaki degisimlerin belirlenmesi amaclanmistir.

YONTEMLER: 10’ar adet sigan test ve kontrol grubunu olusturmustur. Siganlarda diyabet olusturmak igin; 0,01 M
sodyum sitrat tamponu iginde streptozotosin 50mg/kg intraperitonal olarak tek doz enjekte edildi. Kontrol grubu
hayvanlara deney grubuna benzer sekilde ayni oranda 0.01 M sodyum sitrat tamponu intraperitonal olarak uygulandi.
Otenazi uygulanan ratlarin disetlerinden. 6 um inceligindeki kriostat kesitler alindi. Dokular, glikoz (ECL, ECA, WGA),
Galaktoz (EEL, GSL I, BSL I), Laktoz (RCA I, RCA120) ile biotinlenmis olan lektinler ile inkiibe edildi, lektinlerin
baglanti yerleri DAB (3'-3'-Diaminobenzidin) renk substrati ile gérinir hale getirildi. Reaksiyonlarin degerlendirilmesi
Isik mikroskobunda gergeklestirildi.

BULGULAR: Arastirma sonunda, diseti dokusunda bulunan glukoz ve laktoz Unitelerine spesifik lektinlerle
baglanmanin kontrol grubunda, deneme grubuna gére daha siddetli oldugu gorilmustur.

SONUGC: Diyabetli ratlarin diseti dokusundaki bu degisimlerin hangi mekanizma ile meydana geldidi ve digeti
hastaliklarinin patogenezinde nasil bir etkisinin bulundugunu ortaya koymak icin ileri calismalarin yapilmasinin gerekli
oldugu disunilmektedir

Anahtar Kelimeler: Diyabet, lektin, glikoprotein, glikokonjugat, diseti bag doku

Abstract

OBJECTIVE: Diabetes negatively affects periodontal health, it is known that periodontal infections negatively affect the
glycemic control.. Interactions of bacterial carbonhydrate residues and specific protiens for carbonhydrates (lectins) in
the organs are essential fort he formation of the infections. Therefore, glycoconjugates are very important for the
migration of bacteries to the gingiva cause saprodontia and adhesion to tissues. In this study, we aimed to assess the
alternations of galactose, lactose, N- acetyl galactoseamine and N- acetyl glucoseamine which are located in the cell
surface and extracellulary matrix of gingiva cells belong to the rats experimentally diabetes caused.

METHODS: In this study constituted each test and control groups of 10 rats, To create diabetes in rats, 0.01 M sodium
citrate buffer in a single dose of streptozotocin 50mg/kg was injected intraperitoneally. Similar to the control group
animals, the experimental group was administered intraperitoneally at the same rate of 0.01 M sodium citrate buffer.
Euthanasia of rats with the gums. Kriostat-thin sections were obtained 6 microM. Tissues, glucose (ECL, ECA, WGA),
galactose (EEL, GSL I, BSL 1) and lactose (RCA I, RCA120) with the lectins were incubated with biotinylated, lectins,
joints DAB (3'-3'-diaminobenzidine) was visualized by color substrate. Evaluation of reactions carried out under the
light microscope.

RESULTS: Research at the end of the gingival tissue in the glucose, lactose, and mannose units fukoz lektinlerle
specific binding in the control group, more severe than in the experiment; sialic acid units to connect the trial group
were more intense.

CONCLUSION: The mechanism by which these changes in gingival tissue of rats with diabetes to occur, and how the
impact on the pathogenesis of gum disease that is thought to be necessary to establish the new work is done.
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GIRIS

Insulin  hormonunun yetersizligi ya da
reseptoriiniin insiiline karsi hassasiyetinin kaybolmasi
sonucu kan sekerinin yiikselmesi ile ortaya ¢ikan
diabetin, organizmada bircok komplikasyonlara yol
agtig1 bilinmektedir.! Bu komplikasyonlardan birinin de
periodontal hastalik oldugu, diabetlilerde daha siddetli
seyrettigi  ve  hizla  ilerledigi  aragtirmalarda
gosterilmigtir.  Periodontal hastaligin  baglangicini,
ilerleyisini ve siddetini etkileyen hastaliklarin baginda
diabet gelmektedir’>. Diabetle birlikte,  periodontal
dokularda vaskiiler degisiklikler meydana gelmektedir.
Oral mikrofloradaki degisiklikler, kollajen tiretiminde
azalma ve kollajenaz aktivitesinde artis sonucu
periodontal dokulardaki yikim artmaktadir®,
Diyabetik  hastalarda yaygin  sekilde
periodontal hastalik, giiniimiizde major bulgulara ek
olarak kabul gormektedir. Diyabetik bireylerde
gozlenen periodontal hastaligin etki mekanizmasina dair

insiilin

gbzlenen

yapilan  caligmalarda, = mikroanjiopati,  kollajen
metabolizmasi, konak cevabindaki degisiklikler ve
subgingival floraya bagh degisimler sayilabilir”.
Lektinler  genellikle  sekerlere  spesifik
baglanabilen protein ya da glikoprotein yapisindaki
maddelerdir®. Enfeksiyonlarin sekillenmesinde
bakteriyel karbonhidrat rezidiileri ile organlardaki
lektinlerin etkilesimleri esansiyeldir. enfeksiyonlarin
olusumunda da lektin-karbonhidrat etkilesimlerinin rol
oynadigina dair yayinlar bulunmaktadir®. Lektinlerle
glikokonjugatlarin ~ karbonhidrat {initeleri arasinda
anahtar  kilit prensibi esasina gore sekillenen
karbonhidrat-protein  etkilesimleri; hiicreler arasi
haberlesmede, sinyal transferinde, hiicre i¢i protein
transportunda, dollenmede, hiicre farklilagmasinda,
hiicre adezyonunda, biiylimenin kontroliinde, interferon
ve sitokinin salgilanmasi gibi immunolojik olaylarda,
makrofajlarin fagositoz igin uyarilmasinda, patolojik
olaylarda hiicrelerin transformasyonunda, metastazda,
embriyogenezde, ekzostoz ve endostozda rol
oynarlar”®®,

Diabet ve lektinlerle iliskili c¢alismalar genellikle
mannoz baglayan lektinler

olarak

iizerine yogunlasmistir.
Diabetli hastalar iizerinde yapilan c¢alismalarda gesitli
dokularda mannoz baglayan lektinin miktarinin arttigi
ve insiilin ile mannoz baglayan lektin’in baskilandigi
belirlenmistir'®. Lektinlerle ilgili cok fazla sayida
calisma olmasimma ragmen diseti dokusu, diabet ve
lektinler arasindaki iligkiler hakkinda c¢alisma yok
denecek kadar azdir, oOzellikle yapilan literatiir

aragtirmalarinda diabetik hastalarin dis eti dokusunun
lektinlerle olan iligkilerine dair bir ¢aligmaya
rastlanmamustir.

Bugiline kadar diyabetli ratlarin gingival dokusunda
glikokonjugatlarin yapilarinda ve lokalizasyonunda bir
degisimin olup olmadigi konusunda bir ¢aligma
yaptlmamigtir. Arastirmanin  amaci  deneysel diabet
olusturulan ratlarin dis eti dokusunda hipergliseminin,
glikokonjugatlarin yapilarinda ve lokalizasyonunda bir
degisime neden olup olmadig1 arastirilmasidir.

Gereg ve Yontem

Caligma da toplam 20 adet Wistar disi sican iki gruba
ayrilarak incelendi. 10 adet sican kontrol grubu olarak
secilirken kalan 10 adet si¢an ise diyabetik deney grubu
olarak ¢alisildi. Calismanin  hayvanlar iizerinde
gerceklestirilebilmesi amaciyla ADU-HADYEK ten
gerekli izinler 16.06.2009 tarihinde alimmistir (No:
B.30.2.ADU.0.06.00.00/124-HEK/2009/025).  Deneye
baglamadan once hem kontrol hem de test grubunda
bulunan biitiin sicanlarin aglik kan glikoz diizeyleri
belirlendi. Siganlarda diyabet olusturmak i¢in; 0,01 M
sodyum sitrat tamponu (pH 4.5) icinde streptozotosin
(572201, Calbiochem) 50 mg/kg intraperitonal olarak
deneme grubuna (n=10) tek doz enjekte edildi. Kontrol
grubu hayvanlara deney gurubuna benzer sekilde ayni
oranda 0.01 M sodyum sitrat tamponu intraperitonal
olarak uygulandi. Enjeksiyonu takiben 21 giin sonra
hayvanlar 12 saat siire ile a¢ birakildi ve tekrar serum
glikoz diizeyleri 6l¢iildi. Kan glikoz diizeyi kontrol
grubunda ort. 182.54£33.6 mg/dl, test grubunda
367,7+41 mg/dl olarak bulunmustur. Test grubundaki
biitiin hayvanlarin diyabetli oldugu belirlendikten sonra
(kan glikoz diizeyi > 300mg/dl) ratlara hafif eter
anestezisi altinda servikal dislokasyon ile Otanazi
uygulandi.

Histokimyasal Analiz: Otenazi
gingiva Ornekler alindi ve bu dokular -20°C‘de
muhafaza edildi. 6 pm inceligindeki kriostat kesitler
alind1. Kesitler, % 1’lik paraformaldehid (PBS, pH 7,4)
icinde 10 dakika siire ile oda 1sisinda tespit edildi.
Takiben iki kez 5 dakika PBS ile yikandi. Peroksidaz
aktivitesini bloke etmek i¢in 30 dakika siire ile
H202’nin metanol igersindeki %?2’lik soliisyonunda
birakildi. PBS (10 mM, pH 7.4) ile 10 dakika yikanacak
olan kesitler, spesifik olmayan baglanma noktalarim
bloke etmek i¢in %2’lik sigir albumini (BSA, Sigma)
cozeltisinde 30 dakika siire ile inkiibe edildi. Uc kez
beser dakika PBS’de yikanan dokular biotin ile
isaretlemis WGA lektin ile inkiibe edildi. Lektinlerin

uygulanan ratlarin
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baglanti yerleri DAB (3-3-Diaminobenzidin) renk
substrat1 kullanilarak goriiniir hale getirildi. Hiicreler
hematoksilen ile 3-5 saniye siire ile karsi boya
yapilip, dehidre edildi ve entellan kullanilarak
kapatildi. Reaksiyonlarin  degerlendirilmesi 151k
mikroskobunda ger¢eklestirildi.

Bu isaretli lektinler sirasiyla: N-asetilglikozamine
spesifik [Erythrina Cristagalli Lectin (ECL, ECA)],
Galaktoza spesifik Euonymus Europaeus Lectin
(EEL), N-asetilgalaktozamine spesifik [Griffonia
Simplicifolia Lectin I (GSL I, BSL 1), Laktoza
spesifik Ricinus Communis Agglutinin 1 (RCA I,
RCA;5) ile biotinlenmis olan lektinler, fretici
firmanin belirttigi konsantrasyonlarda PBS iginde
sulandirilip hiicreler {izerine damlatildi gece boyunca
+4°C'de  inkiibasyona birakildi. Baglanmamis

lektinleri uzaklastirmak icin tekrarlanan yikama
isleminden sonra hiicreler ABC (avidin-peroksidaz
kompleksi) ile ayn1 sekilde 1 saat boyunca reaksiyona
sokuldu.

BULGULAR

N-asetilglikozamine spesifik biotin isaretli ECL
boyamalarinda kontrol grubundaki hayvanlarin
gingival bag dokusunda yogun olarak N-
asetilglikozamin iinitelerinin bulundugu, test grubu
gingival bag dokusunda da N-asetilglikozamin
initelerinin  bulundugu ancak burada goriilen
reaksiyonun siddeti kontrol grubuna oranla daha
diisiik oldugu tespit edilmistir (Resim 1).

Galaktoz initelerine spesifik EEL lektin ile yapilan
boyamalarda hem kontrol grubu hem de test grubu
bag dokusunda bulunan bazi hiicrelerin tek tiik

Resim 1: Test ve Kontrol grubuna ait N-asetilglikozamine spesifik biotin isaretli ECL boyama goriintileri (10 pm)

reaksiyon verdikleri gozlenmistir. Reaksiyonlarin
siddetinin her iki grupta da c¢ok hafif oldugu
goriilmistiir (Resim 2)

N-asetilgalaktozamine spesifik GSL-I ile yapilan
boyamalarda test ve kontrol gruplarinda bag
dokudaki fibroblast hiicrelerine benzer hiicrelerde
pozitiflik oldugu goriilmiistiir. Reaksiyonlarin siddeti

acisindan gruplar arasinda Onemli bir farkliligin
varligi tespit edilmemistir (Resim 3). N-asetil
galaktozamine spesifik RCA kullanilarak yapilan
boyamalarda test ve kontrol gruplarinda bag dokuda
pozitiflik oldugu goriilmiistiir. Kontrol grubundaki
boyamalarin reaksiyonlar1 deney grubundakiler gore
daha siddetli oldugu goriilmiistiir (Resim 4).

Resim 2: Test ve Kontrol grubuna ait Galaktoz iinitelerine spesifik EEL lektin ile boyama goriintiileri (10 pum)
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TARTISMA

Diyabet ve lektinlerle iliskili g¢alismalar genellikle
mannoz baglayan lektinler {izerine yogunlasmistir.
Diyabetli hastalar iizerinde yapilan ¢aligmalarda gesitli
dokularda mannoz baglayan lektin miktarinin arttig1 ve
insiilin ile mannoz baglayan lektin’nin baskilandigi
belirlenmistir®. Diyabetik  bireylerde  lektin
seviyesinindeki degisikliklerin gingiva dokusu ile
iliskisinin ~ arastirildignt ~ smirlh sayida  calisma
bulunmaktadir. Bampton ve ark. tarafindan yapilan bir
calismada 15 farkli lektin kullanilarak gingival
epitelyum, sulkular epitelyum, bag dokusu ve bazal
membran ile olan baglanma iligkileri arastirilmistir™,
PSA, RCA/, ve BSL I’i de igeren yedi farkli lektin ile
yapilan ¢aligmada saglikli ve gingivitisli bireylerin

gingival dokularinda i¢ ve dis gingiva dokusu iizerinde
lektin baglanmalarint gézlemlenmistir, fakat herhangi
bir farkh bulguya rastlanmamigstir'?,

N-asetilglikozamine spesifik biotin isaretli ECL
boyamalarinda kontrol grubundaki hayvanlarin dis
etinin bag dokusunda yogun olarak N-asetilglikozamin
iinitelerinin  bulundugunu ortaya koymustur. Deney
grubundaki hayvanlarin bag dokusunda da N-
asetilglikozamin {nitelerinin bulundugu ancak burada
goriilen reaksiyonun giddeti saglikli dokulardakine
oranla cok daha diisiik oldugu tespit edilmistir. Bu
bulgular diyabetli bireylerde ortaya c¢ikan diseti
hastaliklar1 ile bag dokudaki N-asetilglikozamin
molekiillerinin ~ miktar1  arasinda  bir  iliskinin
bulunabilecegini diisiindiirmektedir.

Resim 4: Test ve Kontrol grubuna ait N-asetil galaktozamine spesifik RCA ile yapilan boyama goriintiileri (10 pm)

Oral, gingival, sulkular ve bag epitelinde cesitli lektinlerle yapilan histokimyasal bir calismada BPA gingival ve
sulkular epitelyum tabakalarinda pozitif boyanma gdosterirken bag dokusu epitelinde negatif reaktivite gostermistir.
GSL I, gingival ve sulkular epitelyumun bazal ve supra-bazal tabakalarinda ve ayrica bag dokusu epitelinin apikal

bolgesinde pozitif boyanma gostermistir®®,

N-asetil galaktozamine spesifik GSL-I ile yapilan boyamalarda diyabetli ratlarin dis eti dokusundaki N-asetil
galaktozamin tnitelerinin saglikli hayvanlarinkine gére bir farklilik gostermedigi ortaya ¢ikmistir. Bu bulgu galaktoz
iinitelerinde oldugu gibi dis eti dokusunda bulunan N-asetil galaktozamin initelerinin de miktar ve lokalizasyon
yoniinden artan kan glikozundan etkilenmedigini gostermektedir.
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Hormia ve Virtanen RCA1, ‘yi de igeren ondort farkli
lektin ile insan gingiva dokusu {izerine yaptiklari
calismada bu lektinlerin baglanmasi ile ilgili yapilan
calismada elde edilen sonuglarla paralel bulgular ortaya
koymustur. Dis eti bag dokusunun RCA Iektinleri ile
baglandigim gdrmiislerdir™. Ancak laktoza spesifik
RCA kullanilarak yapilan boyamalarda deney ve
kontrol gruplarinda bag dokuda pozitiflik oldugu
goriilmiistir.  Kontrol ~ grubundaki ~ boyamalarin
reaksiyonlar1 deney grubundakiler gore daha siddetli
oldugu goriilmiistiir. Bu iki farkli bulgunun yontemsel
farkliliktan dogdugu kanisindayiz.

Galaktoz {initelerine spesifik EEL lektin ile yapilan
boyamalarda hem kontrol grubundaki hem de deney
grubundaki hayvanlarin bag dokusunda bulunan bazi
hiicrelerin tek tiik reaksiyon verdikleri gdzlenmistir.
Reaksiyonlarin siddetinin her iki grupta da ¢ok hafif
oldugu goriilmiistiir. Bu bulgular galaktoz {nitelerinin
dis eti dokusundaki miktar1 ve lokalizasyonu ile kan
glikoz  konsantrasyonu iligkinin
bulunmadigimi  gdstermektedir. Sonuglar N —asetil
glikozamine spesifik lektinlerle elde edilen reaksiyon
bulgularina yakindir.

Ancak glikoz ve laktoz gibi karbonhidrat {initelerinin

arasinda  bir

bag doku da yapilan histokimyasal boyamalarda
diyabetli diseti bag dokusunun kontrol grubuna gore
daha az hipergliseminin  beklenilen
sonuglarin aksine karbonhidrat tnitelerinin miktarin
artirmadigl, azalttigimi  gostermektedir.  Galaktoz
glikoz konsantrasyonundan
etkilenmedigi goriilmektedir. Diyabetli ratlarin diseti
dokusundaki bu degisimlerin hangi mekanizma ile

boyanmasi,

unitelerinin  ise  kan

meydana geldigi ve diseti hastaliklarinin patogenezinde
nasil bir etkisinin bulundugunu ortaya koymak i¢in yeni
caligmalarin oldugu
diistiniilmektedir.

yapilmasinin gerekli
Calismamizin sonuglarina gore, hipergliseminin diseti
dokusu konjugatlarinda azda olsa bir degisime neden
oldugu ancak bu degisimin  mekanizmasinin
anlagilabilmesi i¢in  daha
gereksinim vardir.

kapsamli  g¢aligmalara
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