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OZET

Yiiksek Lisans Tezi
T2DM BIREYLERDE ENFLAMATUAR BELIRTECLERINDEGERLENDIRILMESI
Ruaa Ajel Shahel Almohsen

Cankir1 Karatekin Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Biyoloji Anabilim Dali

Danigman: Prof. Dr. Secil Akilli Simsek

Diabetes mellitus, insiilin salgilanmasindaki mutlak veya goreceli yetersizlikler ve / veya
bunun kronik hiperglisemi ile baglantili etkisi ve ¢esitli metabolizmanin bozulmasi ve
enflamasyona yol agmasiyla tanimlanmaktadir. Bu ¢alismanin amaci, tip 2 diyabetli
bireylerde (n = 20) gen modiilasyonunu ve serum enflamatuar belirteglerindeki
degisiklikleri; yas-cinsiyet uyumlu saglikli kontrol (n = 20) ile karsilagtirarak
degerlendirmektir. Mevcut kesitsel bu c¢alismada; aclik kani, glikoz seviyeleri ve
enflamatuar belirtegler, yani tiimor nekroz faktorii-alfa (TNF-a) ve interlokin-6 (IL-6)
gibi ¢esitli biyokimyasal parametrelerin arastirilmasi i¢in diiz ve EDTA igeren tiiplerde
toplanmistir. Bu enflamatuar belirteglerin, transkripsiyon faktorleri yani niikleer faktor-
kB (NFkp) ile birlikte ekspresyon profilleri de incelenmistir. Diyabet grubunda, viicut
kitle indeksi ve bel-kalga oraninin saglikli kontrole gore anlamli olmayan diizeyde arttig1
tespit edilmistir. T2DM hastalarinda, saglikli kontrol grubuna gore sirasiyla serum glikoz,
TNF-a (P<0.001) ve IL-6 (P<0.001) diizeylerinde artis, TNF-a ve IL-6 genlerinin
(P<0.01), NFxB diizenleyici genleri (P<0.05) ile birlikte ekspresyon profilinde saglikli
kontrollere kiyasla diyabet durumunda yukari regiile edildigi belirlenmistir. Diyabet
hastalarinda allopatik medikasyon kullanilsa bile, biyokimyasal parametrelerin ve gen
modiilasyonunun saglikli kontrollere kiyasla degistigi belirlenmistir. Uzun siireli
kullanildiklarinda, hedef etkileri ve baz1 yan etkileri bilinen bu ilaglarin yerine, viicutta
cok az yan etkisi olacak veya hi¢ olmayacak daha iyi ilag yonetimine acil ihtiyag vardir.

ANAHTAR KELIMELER: Tip 2 diabetes mellitus (T2DM), inflamatuar belirtecler,
Hiperglisemi



ABSTRACT
Master thesis
EVALUATION OF THE INFLAMMATORY MARKERS IN T2DM INDIVIDUALS
Ruaa Ajel Shahel Almohsen

Cankir1 Karatekin University
Institute of Natural Science
Department of Biology

Supervisor: Prof. Dr. Secil Akilli Simgek

Diabetes mellitus is characterized by absolute or relative insufficiencies in insulin
secretion and/or its action associated with chronic hyperglycemia and disturbed various
metabolism leads to inflammation. The aim of the present study was to evaluate the gene
modulation and serum inflammatory marker alterations in type 2 diabetes individuals
(n=20) as compared to their age-gender matched healthy control (n=20). In the present
cross-sectional study, the fasting venom blood was collected in plain and EDTA
containing vacutainer which was subjected for various biochemical estimation such as
glucose levels and inflammatory markers, i.e. tumour necrosis factor - alpha (TNF-a) and
interleukin-6 (IL-6). The expression profiles of above inflammatory markers along with
their transcription factor, i.e. nuclear factor-kff (NFkf) were also studied. In the diabetes
group, the body mass index and waist-hip ratio was found to be non-significant increased
as compared to healthy control. In T2DM patient, serum glucose, TNF-a (P<0.001) and
IL-6 (P<0.001) were increased as compared to the healthy control, respectively. The
expression profile of TNF-a and IL-6 genes (P<0.01) along with their regulatory gene
NFkB (P<0.05) were found to be upregulated in the diabetes condition as compared to
healthy control. Though, the diabetes patients are on allopathic medications, the
biochemical parameters and gene modulation were found to be altered as compared to
healthy controls. These drugs are known for their target action and some adverse side
effects also, when recommended for long term use. So, there is an urgent need for the
good drug management, which will have low or no side effects on the body.

KEYWORDS: Type 2 diabetes mellitus, Inflammatory markers, Hyperglycemia



ONSOZ VE TESEKKUR

“T2DM Bireylerde Inflamatuar Belirteclerin Degerlendirilmesi” adli tez ¢aligmasi 2020-
2021 yillar1 arasinda hazirlanarak Cankir1 Karatekin Universitesi Fen Bilimleri
Enstitiisii’ne yiiksek lisans tezi olarak sunulmustur. Bu tez ¢calismasinda; Irak AL-Khansa
Egitim Hastanesi Ozelinde, diyabetik ve diyabetik olmayan hastalarin bazi kan
biyokimyast parametreleri taranmistir. Caligmanin her asamasinda beni yonlendiren,
bilimsel katki sunan ve bilgilerini paylasan degerli hocam Prof. Dr. Secil Akilli Simsek'e,
caligmalarima rehberlik eden degerli hocam Prof. Dr. Eyhab Rassaq Muhssan’a ve beni
destekleyen ve tesvik eden tiim arkadaslarima ve her zaman yanimda olup desteklerini

esirgemeyen aileme tesekkiir ederim.



ICINDEKILER

OZET ettt et e h et b e st e bt e e a bt e bt e st e e bt e e bt e bt e et e e naaeeas i
ABSTRACT ...ttt ettt sttt et bt ettt s bt e bt et e e ees il
ONSOZ VE TESEKKUR ..ot iii
SEKILLER DIZINT.....ooiuiiiiiiiieeeeeeeeee et vi
CIZELGELER DIZINT ..o vii
SIMGELER DIZINT ... viii
L GIRIS et 1
1.1 Diyabet TUITETT .oc..eeeuiieiieiieeeee et st et 1
1.2 Insiilin-Kan sekerinin dnemli bir diZzenleyiCiSi..........coeveverueveveveveeeeeeeeeesereseseenennns 3
1.3 Glukagon-Kan sekeri regililasyonunda ikincil Oyuncu ...........c.cocceeeeiienieenieenvennnens 4
1.4 Diyabetin PatofiZyOlOjiSi...c...ueeiuieiriieiniieeiiee ettt ettt s 6
1.5 ENflamasyOn ....co.eeiiiuiiiiiiieiice ettt ettt ettt st 8
1.6 Obezite ve EnflamasyOn.........coocuiiiiiiiiiiieiiiieeieeesieeeeteeete ettt e 13
1.7 Lipid Metabolizmasi ve Enflamasyon Aracilart.........cc.cccooeeviiiiiniiniiniicneeee. 15
1.8 Diyabet ve Enflamasyon ........cocceiiiiiiiiiiiiiiiieiieceeeieeete e 16
1.9 Enflamasyon ve Diyabetik Komplikasyonlar.............ccocccooieniiniiiniinninieen. 17
LLIO TNF Qlfa Ve TL 6 ..ot 18
1.11 Diyabette antienflamatuar ajanlar............cccceeevveeriieeniieeniieeniieeeee e e 21

2. KAYNAK OZETLERI ....oooviiiieeeeeeeee et 22
2.1 Uluslararas1 Diyabetes Mellitus SEnaryosu...........coeeeveeeenieenierieneenieneenecneennenne 22
2.2 Diyabet 1¢in 1iSk faktOrleri.......cccueviiiiiiiiiiiiieeeceeee e 25
2.2.1 Fiziksel hareketsizlik ve airlik .........cccoovviieiiiiiniiiiiiiecccecee e 26
2.2.2 AGLE GEOIMIST cuvveeeiieeeiiieeiiieeeitteeesiteeestteeestaeesseeesesaeessseeesaseeesssessnsseesnsseesasseenns 27
223 EtniK KOKEN ..ot 27
2.2.4 SPESIfIK TIACIAT ..ot 27
2.2.5 Diger FaKtOTIOT ... .coviiiiiiiiiiieieece e 27

2.3 Diyabet komplikaSyonlart .........cccoocveiiiiieiiiieeiiieeeeee e e 28
2.4 Antidiyabetik 11aclar.........cocooviiiiiiiiiii e 28
3. AMAC VE HEDEFLER ........oooiiiiiiiiiiiiiteeee ettt 31
4. MATERYAL VE YONTEM .....oooiiiiieeeeeeeeeeee e 32
4.1 Kan Toplama ve Serum Ay1rma i$1€mi .........ccoceevveriineriiinienenieneeieeresecee e 32



4.2 Kan Biyokimyasal Parametrelerinin Tahmini..........c.ccccccveeriiiiniieenieeeniee e, 33

4.2.1 Serum Glikozunun Tahmin ........ccceceeviiiiiiniiiicceeceeeeeen 33
4.2.2 Serum timor nekroz faktorii-alfa (TNF- o) tahmini........ccccoceveeviiiiiieeeennenn, 34
4.2.3 Ayrilmig serumdan IL-6 tahmini ..........ccooeieeiiiiiieniiiieeecee e 36

4.3 Izole periferik kan mononiikleer hiicresinden (PBMC) molekiiler analiz ............ 37
4.3.1 PBMC'lerin IZ0laSyOnU.........ccovevevveeeeeeeeeeeeeeeee e 37
4.3.2 RNA ekstraksiyonu ve CDNA SENEZI ....cccveeeruveeeriieeeiieeeiieeeiieeeieeesveeeneneeens 38
4.3.3 GOIN SCCIIM ..veieuvrieeiiieeiieeeiteeeeteeeeteeesteeesabeeessseeesaeeesseesisseesssasessseeessseesnsseeans 38
4.3.4 Gen ekspresyon ¢alismasi/PBMC'lerin qRT-PCR analizi...........ccccccceeuenneee 39

4.4 TStatiStiKSEl ANALZ ......cv.veveveeceeiceeee e, 40
S. BULGULAR ...ttt sttt st ettt nbe e 41
5.1 Calismaya Dahil Edilmeyen Bireylerin Se¢imi...........cccveevieerieeniienieenieenieeneeene. 41
5.2 Anthopometrik OIGUMILT ........cociiiiiiiiiiiiiii e 42
5.2.1 Viicut kitle indeksi (VKI) Body mass index (BMI) ..........cccoovevrruererennnnnnne. 42

5.3 Serumdan Biyokimyasal parametrelerin degerlendirilmesi .........ccccceevueevieenennnee. 44
5.3.1 Serum kan seKeri tahmini ..........cccoueeiiuiieiiieiiiie et e 44
5.3.2 Serum tiimor nekroz faktorii-alfa (TNF- o)) tahmini........ccccceeveeniiiiiinienie. 45
5.3.3 Ayrilmis serumdan IL-6 tahmini ..........coooveeiiiiiniiiiniicceee e 46

5.4 RNA 1z0lasyonu ve c-DNA SENEZI .........ccoevevereeeeerereeeeeeeeeeeeeeeeeseeeseseeeenens 47
5.4.1 Transkripsiyon faktorii Niikleer Faktor-k3 (NFKB) .oovveeeeiiieniiiiiiiiiieeiiee 47
5.4.2 Inflamatuar belirteg GENler...........cooevevurvevierveiereereeeeeeseee e, 48

6. TARTISMA VE SONUC ..ottt ettt sttt s 51
T KAYNAKLAR ..ottt ettt sttt et st e bt 55



SEKILLER DiZiNi

Sekil 1.1 Diyabette instiline yanit VEIMEME .........c.eeevvveeriuieerieeeriieenieeenreeeveeeeveeeenens 2
Sekil 1.2 Insiilin ve glukagonun birbiriyle yakin ilisKisi ...........cocoveveveveveeeerererceeeenen. 3
Sekil 1.3 Tip 2 diabetes mellitus (T2DM) patolojisi .....ceecveeerveeerveeeriieeeiieeriee e 8
Sekil 1.4 Inflamatuar aracilar............o.o.oveveveueeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 13
Sekil 1.5 Obezite ve enflamasyon ve insiilin direncinin geligimi..........cocceerveerieeneenee. 14
Sekil 1.6 Lipit ve enflamasyon aracilari..........cccocceeeeiierieeiiieniieiieieeeesee e 15
Sekil 1.7. Diyabette enflamasyonun rolii ve komplikasyonu.............cccceeeveevivenieeneennen. 18
Sekil 1.8 Insiilin direncinde TNF O.........ccvuiviveuieeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 19
Sekil 1.9 Asir1 beslenmede proenflamatuar aracilar (Obezite). .......cccceeveeiiieenienneenen. 20
Sekil 2.1 Uluslararasi diabetes mellitus SENAryosu ..........coc.eeveveeienieneenieneeneeneeneennes 23
Sekil 2.2 Diyabetin risk faktorlerinin gematik gOSterimi ........ceeeveerereiierieeeiieenieereeneee. 25
Sekil 2.3 Oral antidiyabetik ilaglarin etki Yeri ........cccoceveeviniininiiinieniicnicceceeeen 29
Sekil 5.1 Serumun kandan ayrilmast ......c.ceeeeeciierieeiiienieeieerie et 42
Sekil 5.2 Calisma gruplarinin BKOSU. .. ..occoiiiiiiiiiiieeeee e 43
Sekil 5.3 Serumun kandan ayrilmast ..........ceeevuiiiiiiiiniiiinieee e 44
Sekil 5.4 T2DM hastasinda serum glikoz SEVIYESI ....cc.evuervverviniiriiinienieeienecreeeeeeene 45
Sekil 5.5 T2DM hastasinda serum TNF-alfa SeViyesi ......cccccecveverviinienericniineeieneenne, 46
Sekil 5.6 T2DM hastasinda serum IL-6 SEVIYeSi .....cc.eevuereriuerieniniinienieeicneeieeeeeeene 47
Sekil 5.7 NFKB gen ekspresyonu T2DM hastaslarinda regiilasyonu. .. .....c...cccceeuneeneee. 48
Sekil 5.8 Tiimor nekroz faktorii - alfa gen ekspresyonu T2DM hastalarinda
TEGUIASYONUL . ettt ettt 49
Sekil 5.9 Interlkin-6 gen ekspresyonu, T2DM hastalarinda regiilasyonu... ................ 50

Vi



CIZELGELER DIiZIiNi

Cizelge 1.1 Normal kan sekeri seviyesi ve diyabet durumu. .. .......cccccoeeeeevieniiienieenieennens 5
Cizelge 1.2 Glisemik, BP ve lipit kontrolii icin ADA Kilavuzlari.........ccccoeecvieviienneannnnn. 5
Cizelge 1.3 Enflamasyon tiirleri ve Ornekleri........coevviveiieriiiiienieeiieeeeieee e 11
Cizelge 4.1 Glikoz tahmininde reaktif ekleme S1rasi.........cccceeeeeriiieeniiieenciieeniee e 34
Cizelge 4.2 Secilen genler i¢in Primerler...........oovcuieieeiienieeiieie e 39
Cizelge 5.1 Calismaya saglikli ve diyabetik deneklerin kayd1 ..........cccceevvvieinieeennnnnnne. 41

Vii



SIMGELER DiZiNi

ADA
BMI
CVD
DM
FFA
GLP-1
IDDM
IDF
IGT
IL-6
IR
VLDL
NCEP
NFkp
T1DM
T2DM
TNF-a
WHR
WHO

Amerikan Diyabet Dernegi

Viicut Kitle indeksi

Kalp-damar hastaligi

Diabetes mellitus

Serbest yag asidi

Glucgon like peptide — I

Insiiline bagimli diabetes mellitus
Uluslararasi Diyabet Federasyonu
Bozulmus glukoz toleransi
Interlokin-6

Insilin direnci

Cok diisiik yogunluklu lipoprotein kolesterol

Ulusal Kolesterol Egitim Programi
Niikleer Faktor-x

Tip 1 diabetes mellitus

Tip 2 diabetes mellitus

Tiimor Nekroz Faktorleri-a
Bel-Kalga Orani

Diinya Saglik Orgiitii

viii



1. GIRIS

Diyabet; pankreasin, kan sekerini diizenleyen bir hormon olan insiilini yeterli
iiretemedigi ya da iiretilen insiilinin kullaniminda bozukluk sonucu olusan kandaki seker
diizeyinin yiikselmesiyle gelisen siiregen (kronik) bir hastaliktir. Klinik belirtileri agiz
kurulugu, polifaji, polidipsi, poliiiri, bulanik gérme, kilo kaybi, ayaklarda uyusma,
karmmcalanma, yanma, vulvovajinit, mantar enfeksiyonlari, idrar yolu enfeksiyonlari,
kasinti, ciltte kuruma, yorgunluk olarak tanimlanabilir (Anonim 1 2017).

Insiilin eksikligi veya yetersizligine bagl olarak hiicreler glikozu kullanamaz;
gerekli olan enerji, yaglar ve proteinlerden saglanir. Bunun sonucunda diyabetli birey

hem zayiflar, hem de idrarinda keton (aseton) olusur.

1.1 Diyabet Tiirleri

2004 yilinda, Amerikan Diyabet Dernegi (Anonim 3 2004) tarafindan, diyabetes
mellitus (DM)’un etyolojik siniflandirmas1 yapilmistir. Bu siniflandirmaya goére Diyabet
4 kategoriye ayrilir. Bunlar; Tip 1 diabetes mellitus (T1DM), Tip 2 diabetes mellitus
(T2DM), Gestasyonel diyabet ve diger spesifik tiplerdir.

1. Gestasyonel diabetes mellitus (gebelik diyabeti): Gebelik sirasinda tanimlanan

karbonhidrat intoleransi olarak ifade edilir (Anonim 2 2019).

2. Tip 1 diabetes mellitus: Pankreasin yeterli insiilin liretememesinden
kaynaklanmaktadir. Bu sinif daha onceleri "insiiline bagimli diabetes mellitus"
(IDDM) veya "juvenil diyabet" olarak adlandirilmistir (WHO 2013). Tip 1
diyabet kronik ve Omiir boyu siiren bir hastaliktir. Bu hastalikta, pankreasta
iiretilen insiilin ad1 verilen hormon, ¢ok az iiretilebildigi veya hig iiretilemedigi
icin kandaki sekeri enerjiye doniismek iizere hiicre i¢ine giremez ve bu nedenle
kanda glikoz seviyesi yiikselmektedir (Sekil 1.1). Genetik ve c¢evresel faktorler,

belirli virlislere maruz kalmak gibi c¢esitli faktorler tip 1 diyabet gelisimine



sebebiyet verebilir. Tip 1 diyabete, genel olarak ilkokula baglama doneminde ve

adolesan ¢aginda daha sik rastlanmakla birlikte, herhangi bir yasta da goriilebilir.

hticre insuline
Insulin yok yanit vermiyor

Insulin

—  glikoz

TIP1 TiP2

Sekil 1.1 Diyabette hiicrenin insiiline yanit vermemesi (Cardiosecur 2019)

3. Tip 2 diabetes mellitus: Viicut insiilin iiretmekte, ancak ya yeterli olmamakta ya
da viicut bu insiilini yeterince kullanamamaktadir. Viicudun, insiilini
kullanamamasinin nedeni Beta hiicrelerinin insiilin tiretmesi ancak bu insiilinin
kan sekerini diislirebilecek ve viicudun enerji ihtiyacini karsilayacak kadar yeterli
diizeyde olmamasidir. Insiilin direncinde, viicudun hiicreleri iyi bir sekilde
calisgamamakta ve glikozun igeriye gecisini saglayamamaktadir. Tip 2 diyabet,
tiim diyabet vakalarinin yiizde 90 ile 95’ini olusturur ve genellikle 40 yasindan
sonra baslamaktadir. Ancak, Tip 1 diyabette oldugu gibi, Tip 2 diyabet de
herhangi bir yasta ortaya c¢ikabilir ve hatta gilinlimiizde ¢ocuklarda da

goriilebilmektedir (Aktung vd. 2002)

4. Ozel nedenlere bagh diabetes mellitus: Beta hiicre fonksiyonunun genetik
bozukluklari, insiilin etkisinde genetik bozukluklar, ekzokrin pankreas

hastaliklari, endokrinopatiler, ilag ve kimyasal maddelerle olusan diyabet,



enfeksiyonlar, immiin iligkili diyabetin sik olmayan formlar1 ve diyabetle birlikte

goriilebilen diger genetik sendromlardan kaynaklanmaktadir (Anonim 2 2019).

Bu 4 diyabet arasinda, en yaygin olarak Tip 2 diabetes mellitus goriilmektedir
(WHO 2013). Giinlimiiziin en 6nemli saglik sorunlarindan birisi olan diyabet, diinyada
ve lilkemizde goriilme sikliginin da giderek artmasi ile toplumsal bir sorun halini almigtir
(Calan vd. 2019, Cosansu 2015). Uluslararas1 Diyabet Federasyonu (IDF) tarafindan
yayimlanan son rapora gore, 20-79 yas araliginda diinyada yaklasik 425 milyon diyabet
hastas1 bulunmaktadir. Bu saymin 2045 yilina kadar 629 milyona ulasacagi tahmin

edilmektedir (Calan vd. 2019).

1.2 Insiilin-Kan sekerinin 6nemli bir diizenleyicisi

Insan viicudunda, kan sekeri cok dar bir aralikta (0-120mg/dl) tutulmaktadir.
Insiilin ve glukagon isimli hormonlar, bu siiregte Snemli bir rol oynamaktadir. Her iki
hormon da pankreastan salgilanir ve bu nedenle pankreas endokrin hormonlari olarak da
bilinirler. Sekil 1.2 de hem insiilin hem de glukagonun birbiriyle olan yakin iligkisi
gosterilmektedir. Pankreas, semada goriildiigii lizere merkezi bir rol oynamaktadir. Her
iki hormonun, yani insiilin ve glukagonun pankreas tarafindan tretilmesi, bireylerde

diyabet, hipoglisemi veya baska bir seker problemi olup olmadigini belirlemektedir.

yiiksek digik kan
kan sekeri sekeri
P
//
¥
|
W

pankreas

Alfa hiicresi tarafindan beta hiicresi tarafindan

n
pankreasta salinan ‘-\‘,‘ | pankreasta salinan
glukagon b 9 insulin
A
S
= ;
@ - o

Karaciger serbest birakma glikozu kan igine Yag hiicreleri kanda glikoz alir

\\\_} ' ////
-

normal glikoz
kan seviyesine
ulagin

Sekil 1.2. insiilin ve glukagonun birbiriyle yakin iligkisi (Norman 2016)



Glukagon ve insiilin, viicuttaki kan sekeri seviyelerine yanit olarak pankreastaki
adacik hiicreleri (pankreatik alfa ve beta hiicreleri) tarafindan salgilanmaktadirlar. Her
zaman pankreas tarafindan salgilanan diisiik miktarda insiilin olmasina ragmen
pankreasin beta hiicreleri, yiiksek kan sekerine yanit olarak insiilin salgilamaktadir. Kan
sekeri diistiigiinde, insiilin seviyesi de diiser. Insiilin diizeyi, viicuttaki cesitli organlari
etkiler ve kas, kirmizi kan hiicreleri ile yag hiicreleri gibi ¢esitli hiicreler iizerinde etkileri
vardir. Bu hiicreler kan sekerini glikoz varliginda alirlar ve bu da kan sekerinin normal

araligma diisiiriilmesini etkiler (Rix ez al.. 2019).

1.3 Glukagon-Kan sekeri regiilasyonunda ikincil oyuncu

Glukagon, pankreatik alfa hiicreleri tarafindan salgilanir ve karacigere etki eder.
Kan sekeri yiiksek oldugunda, pankreas glukagon tiretimi azalir. Oysa ki glukagon
iiretimi diisiik kan sekerine yanit olarak daha yiiksektir. Glukagona yanit olarak, karaciger
hiicrelerinde depolanan glikoz serbest birakilarak kan dolasiminda kan sekeri seviyesi
artirtlir. Glukagon, ayrica karacigeri yapi taslarindan glikoz yapmaya tesvik eder, 6rn.

viicutta bulunan diger besin maddelerinden elde edilen protein gibi.

DM, tekrarlayan veya kalic1 yiiksek kan sekeri ile karakterizedir ve asagidaki
durumlardan herhangi biri ile teshis edilir (Vijan 2010). Normal kan sekeri seviyesi -

Cizelge 1.1'de gosterilmistir.



Cizelge 1.1 Normal kan sekeri seviyesi ve diyabet durumu

Durum

Unite

Normal

Bozulmus achk
glisemi

Bozulmus glikoz
toleransi

Diabetes mellitus

Achik glikozu

mmol/l (mg/dl)

<6.1 (<110)

>6.1 (>110) & <7.0
(<126)

<7.0 (<126)

>7.0 (>126)

2 saatlik glikoz HbAlc

mmol/l (mg/dl) mmol/mol  DCCT %
<7.8 (<140) <42 <6.0

<7.8 (<140) 42-46 6.0-6.4
>7.8 (=140) 42-46 6.0-6.4
>11.1 (>200) >48 >6.5

Amerikan Diyabet Dernegi gliseminin tespiti i¢in kilavuzlar yayinlamistir. Lipid

anormalligi ve kalp hastaligi, siirekli hiperglisemiye bagli baslica komplikasyonlardir.

Kan basinc1 ve lipit parametreleri ile birlikte kan sekeri seviyesi i¢in yaymlanmis ADA

kilavuzlar1 Cizelge 1.2'de gosterilmistir.

Cizelge 1.2 Glisemik, BP ve lipit kontrolii i¢in ADA Kilavuzlar

HbA,c

Achik (achk) glukoz
Postprandiyal glikoz
Tansiyon

Lipidler

Amerikan Diyabet Derneginin Hedefleri

<7.0%

70-130 mg/dl (3.9 -7.2 mml/l)
<180 mg/dl

<130/80 mmHg

LDL: < 100 m/dl (2.59 mmol/l)
<70 m/dl (1.81 mmol/l)



HDL: > 40 m/dl (1.04 mmol/l for male)
> 50 m/dl (1.30 mmol/l for female)

TG: <150 m/dl (1.69 mmol/l)

HDL: Yiiksek yogunluklu lipoprotein, LDL: Diisiik yogunluklu lipoprotein, TG:

Trigliseritler anlamina gelmektedir (Beaton et al. 2004).

Amerikan Diyabet Dernegi (ADA) 2019 ¢alismalarina gore, diyabet, aclik plazma
glikozu (FPG) veya 2 saatlik plazma glikozu temelinde teshis edilebilir. 2 saatlik glikoz
durumunda 75 gm oral glukoz tolerans testi (OGTT) yapilir ve glikat hemoglobin (A1C)

de tahmin edilebilir.

FPG>126 mg/dL (7.0 mmol/L), achgin daha fazla veya en az 8 saat olmasi
gerektigi ve kalori alimi1 olmadan diyabet durumu olarak tanimlanmaktadir. iki saatlik
post prandiyal glikoz (2 saatlik PG) durumunda, OGTT sirasinda >200 mg/dL (11.1
mmol/L) de diyabet teshisi konur. Teshis i¢cin bir A1C kriteri kullanilirsa, NGSP
tarafindan onaylanmis ve standartlastirilmis bir yontemle yapilmalidir. A1C >% 6,5 (48
mmol/mol) diyabet tanisi i¢in kriterdir. Rastgele plazma glikozu >200 mg/dL (11.1

mmol/L) olan ve klasik hiperglisemi semptomlarinin varlig1 diyabet olarak teshis edilir.

1.4 Diyabetin Patofizyolojisi

Tip 2 diyabet; bozulmus insiilin sekresyonu ve insiilin direnci ile ilgili genetik
faktorlerin yani sira obezite, asir1 yemek yeme, egzersiz eksikligi ve stres ve yaslanma
gibi ¢evresel faktorlerin bir kombinasyonundan kaynaklanmaktadir. Tipik olarak, cesitli
boyutlarda c¢oklu genleri ve cevresel faktorleri igeren c¢ok faktdrlii bir hastaliktir.
Patogenezde dnemli kabul edilen bir ger¢ek olarak Japonlarin seker yliklemesinden sonra
daha diisiik insiilin salgilama kapasitesi gostermelerinin, Batili insanlardan pankreatik
hiicre fonksiyonu agisindan daha az potansiyelleri oldugunu gostermektedir. Ayrica
Japon bireylerin tutumlu genler de dahil olmak {izere diyabete duyarli bir¢ok gene sahip
olabilecegi belirtilmistir. Diyabetik hastalarin sayis1 hizla artmakta ve yasam tarzindaki

degisiklikleri yansitmaktadir.



Insiilin direnci, T2DM’un ayirt edici 6zelligidir. Insiilin direnci, nispeten azalmis
instilin salgilanmasi nedeniyle gelisir (WHO 2013, Shoback ef al. 2011). Tip 2'nin erken
evresinde, hiicrenin insiilin duyarliligi en biiyiik 6l¢iide azaltilmistir. Bu asamada,
Olciimlerin ¢esitliligi, yasam tarzi degisikligi ve kullanilan ilaglar insiilin duyarliliini
artirabilir veya karacigerin glikoz {iretimini azaltabilir ve bdylece diyabet riskini

azaltabilir.

Yasam tarz1 degisikligi ve genetik, T2DM'nin ikinci ana nedenidir (Riserus e al.
2009). Yasam tarzi degisikligi; obezite (30'dan biiyliik bir viicut kitle indeksi ile
tanimlanir), zayif diyet, fiziksel aktivite eksikligi, stres ve kentlesmeyi igerir (Williams
2012). Obezite kriterleri wrklar, kitalar vb. arasinda degismektedir ve genellikle zayif
bireyler yiiksek bel-kalca orami1 gosterebilirler (Shoback er al. 2011). Diyet ayrica
T2DM'nin gelisimi i¢in de 6nemli bir faktordiir (Riserus et al. 2009, Malik vd. 2010a,
2010b). Sekerle tatlandirilmis igeceklerin asir1 tiiketimi risk artisi ile iliskilidir (Riserus
et al.. 2009, Malik et al. 2010b). Farkli yag tiirlerinin tiiketimi T2DM riskini artirabilir
(doymus yag ve trans yag alimi) veya azaltabilir (coklu doymamis ve tekli doymamis yag

alimi) (Malik et al. 2010a). Beyaz pirincin asir1 yenmesi de diyabet riskini artirabilir.

T2DM patolojisi Sekil 1.3'te gosterilmistir. Artmis kan serbest yag asidi (FFA)
seviyeleri, obezite, insiilin direnci ve enflamasyon B hiicre islev bozuklugunda rol
oynamaktadir. Baglangigta, B-hiicresi, hiperglisemiye yanit olarak insiilin salinimini
artirarak telafi ederken, zamanla bu telafi edici mekanizma basarisiz olur ve B-hiicresi
tikenme nedeniyle Oliir. Bu durum, alfa hiicreleri tarafindan glukagon iiretiminin
artmastyla sonuglanir. Her iki siire¢ de viicutta kan sekeri seviyesinin yilikselmesine yol
acar. Iskelet kas1 ve adipositler, glikoza duyarli dokular, artan glikozu almay basaramaz.
Adipositlerde maksimum yag birikimi, proenflamatuar sitokin ve artmis lipoliz de serbest
birakir. FFA'lar kanda salinir. Ayrica, bu FFA, glikoz iiretimi i¢in karacigeri uyarir. Inatg
glikoz salinimi, hiperglisemik ortami koruyarak sonunda T2DM'ye yol agar (Riddy et al.
2018).



B hiicre disfonksiyonu insiilin direnci

A hiicrelerinden artan Artmig FFA o
glukagon salinimi / sekresyonu = Artmis lipoliz

» 7 Artmig
1 inflamatuar
mediyator
B hiicre degraniilasyonu y salinimi
l ‘ (TNFar)
B hiicrelerinden azaltiimis ~ Artmis glukoz tretimi

instlin sekresyonu
Azalmis glukoz
~N == alimi ve GLUT4

ekspresyonu

| Hiperglisemi |

Sekil 1.3 T2DM patolojisi (Riddy et al. 2018)

1.5 Enflamasyon

Enflamasyon, viicudun zararli uyaranlar (patojenler, yabanci pargaciklar, tahris
edici maddeler veya hasarli hiicreler) tarafindan iiretilen biyolojik bir tepkisidir.
Enflamasyon, bagisiklik hiicrelerini, kan damarlarmi ve molekiiler aracilari igeren
koruyucu bir yanittir. Enflamasyonun ana belirtileri arasinda sisme, kizariklik, 6dem,
agri, 1s1 veya islev kaybi, vb. yer almaktadir. Enflamasyon, dogustan gelen bagisikliktan
kaynaklanan bir tepkidir ve bu nedenle, belirli bir adaptif bagigikligin aksine herhangi bir
patojene 0zgli degildir. Ayrica, akut ve kronik enflamasyon olarak siiflandirilan iki tip
enflamatuar yanit vardir. Viicuttaki zararli uyaranlara karsi ilk tepkiyi belirleyen akut
enflamasyondur. Enflamasyon devam ettikce kronik enflamasyona yol agtigi igin

enflamasyon bdlgesindeki hiicre tipinde degisiklige sebebiyet vermektedir.

Enflamasyon ayrica metabolik sendromla da baglantilidir. Metabolik sendrom,
glikoz intolerans1 / diyabet, merkezi obezite, hipertansiyon ve dislipidemi, vb.
rahatsizliklar kiimesidir. Metabolik sendromun kaynagi ve bununla iligkili patolojik
sonuglara diisiik dereceli bir enflamatuarik durum eslik eder. Diisiik dereceli

enflamasyon, genellikle "diisiik dereceli" kronik enflamasyon veya metabolik olarak



tetiklenmis enflamasyon anlamina gelen meta- enflamasyon olarak adlandirilir. Bir¢cok
fizyolojik siire¢, enflamasyon siireciyle iliskilidir, ancak yararli etkisi hala tartismalidir
(metabolik sendrom durumunda oldugu gibi). Diyabet gibi durumlarda, daha fazla
deregiilasyona neden olur ve durumun kotiilesmesine yol acar. Sadece kisa siireli etkilere
sahip olan ve daha sonra kronik enflamasyonda enflamasyon tepkisinin uyumsuz hale
geldigi varsayilmaktadir (Sharma 2011). Cizelge 1.3’de, Ornekleriyle birlikte

enflamasyon gosterilmektedir.

Monositler, makrofajlar ve nétrofiller, sitokinler tarafindan yaygin olarak kontrol
edilen enflamatuar aracilardir. NK hiicreleri ve sitotoksik T lenfositleri de sitotoksik

fonksiyon gostermektedir. Sekil 1.4, ¢esitli enflamatuar aracilari temsil etmektedir.



Cizelge 1.3 Enflamasyon tiirleri ve 6rnekleri (Chen et al. 2017).

Akut Enflamasyon Kronik Enflamasyon

1. Enzim/ a) Tamamlayici : C5a, C3a: mast hiicresi
Plazma Tamamlayict protein ve trombosit
Proteazlar: system degraniilasyonu.

b) Pihtilasma
sistemi

¢) Fibrinolitik

C5a, C5b-9: Sitokin
saliniminin
arttirilmasi,eikosanoid
sentezinin uyarilmasi.

system
d) Kinin
Sistemi
2. Lipitler Eikosanoidler Sitokin proteini : IL-1, IL-6, TNF-alfa
(SM)
Trombosit
Aktiflestirici
Faktor
3. Eikosanoidler :  Fosfolipitler
Akut Enflamasyon Kronik Enflamasyon
4. Digerleri Histamin Digerleri :  Sitokinler: IL-1 ve
TNF-alfa
Serotonin
Nitrik oksit
Nitrik oksit
Endotoksin
Endotoksin

Kinin sistemi

11



Enflamasyon aracilari

4

Akut inflamasyonda

Kronik inﬁamas‘yonda

v

Tamamlayici C5a (kemotaksl,
degranilasyon, 0'in uyariimasi);
CSa + C3a (mast hiicresi ve
trombaosit C5b-9 (Gligiendirme
sitokin salinimi, elkosanold
fagosit degrandlasyonunun
inddksiyonu): C5a + sentez):
C3b (Ab yamitinin
guglendirilmesi, hiicrelerin
opsonizasyonu ve liziz): C5b-9
(Cellysis)

Elkosanocidler (SM),
Trombosit Aktive Etme
Faktdril (SM)

1L4, IL-6, TNF-a (MSM)

// N
Digerleri Koagilasyon Fakt?r?
Xil (Hageman Faktori)
Plazmin
Bradikinin
/
J

SM= Specific mediators
MSM= More Specific mediators

Sekil 1.4 Enflamatuar aracilar (Ansar and Ghosh 2016).

1.6 Obezite ve Enflamasyon

Obezite, otokrin ve parakrin sinyalizasyonuna bagl olarak kas, karaciger ve yag
dokusunda lokalize enflamasyonda degisikliklere neden olmaktadir. Insiilin hedefli
dokularda endokrin aracili ¢aprazlama da uzak dokularda insiilin direnciyle

sonuclanmaktadir (Carl and Olefsky 2008).

Asir1 yaglanma veya yag birikimi insiilin direncine ve diyabete yol acabilir. Yag
dokusu, endokrin etki gosteren enflamatuar sitokinlerin salgilanma potansiyeline sahiptir.
Bu enflamatuar sitokinlerde diizensizlik, kas, karaciger ve vaskiiler endotelyal doku gibi
cesitli hedef organlarda insiilin direncine yol agabilir. Yag dokusu tarafindan salgilanan
tiimor nekroz faktorii (TNF) -a ve interlokin (IL) -6 gibi yiiksek sitokin seviyeleri, akut
faz tepkisine ve diisiik dereceli duyarli belirte¢ olan C-reaktif protein (CRP) seviyesinin

artmasina neden olur. Tiimor nekroz faktor-a (TNF-a), IL-6 ve CRP gibi enflamatuar



belirtecler, insiilin direncinin gelisiminde Onemli rol oynar. Ayrica, endotelyal
disfonksiyonun anahtar aracilar1 olan E-selektin, hiicreler arasi yapisma molekiilii-1
(ICAM-1) ve vaskiiler yapisma molekiili-1 (VCAM-1) gibi endotelyal yapisma

molekiillerini uyarirlar.

Son arastirmalar, prediyabet ve diyabetin Ongoriilmesinde yeni enflamatuar
belirteclere 1s1ik tutmustur. Enflamatuar belirtecler IL13, EN-RAGE, CRP'nin
normoglisemiden diyabet Oncesi ilerleme ile iliskili oldugu bulunmustur. Diyabette,
IL13, IL17, CRP ve insiilin tedavisine baslarken IL13 ¢ok 6nemli bulunmustur. EN-
RAGE, pre-diyabet, tip 2 diyabet i¢in IL17 ve pre-diyabet, T2DM olay1 ve insiilin tedavisi
durumunda IL13"lin tantmlanmasinda baglandig: bulunan yeni bir enflamatuar belirtectir

(Brahimaj et al. 2017).

K

Yag
-Adiposit hipertrofisi
-Makrofaj alimi

-Makrofaj polarite anahtari
-Artms sitokin Gretimi
-Artmis lipoliz

-ER stresi

IR

 sistemik Ins(ilin Direnci
ve Enflamasyon

¢~ endocrine crosstalk

Sekil 1.5 Obezite ve Enflamasyon ve insiilin direncinin gelisimi (Carl and Olefsky
2008).



1.7 Lipid Metabolizmasi ve Enflamasyon Aracilari

Normal kosullarda, adipositler lipitleri depolamak, metabolik homeostazi ve
makrofajlar1 diizenleme islevi goriir, normalde enflamatuar yanit liretmeyi gergeklestirir.
Ancak yag birikimi (obezite) durumunda (Sekil 1.6), yag dokusu daha fazla makrofaj
icine sizar ve daha fazla enflamatuar makrofaj iiretir. Bu, insiilin direncinin ortaya ¢iktig1
onemli bir adimdir. Adipositler ve makrofajlar birlikte sitokinleri, FABP'leri ve niikleer
hormon reseptorlerini ve diger birgok faktorii ifade etme ortak 6zelligine sahiptir (Wellen

et al. 2005).

Makrofaj Adiposit

FABPs: ap2, mal1

Metabolik
yanit

inflamatuar
yanit

Niikleer hormon
reseptorleri: LXR, PPARS

f

| Sitokinler: TNF-a, IL-6 ‘

Sekil 1.6 Lipit ve Enflamasyon aracilar1 (Wellen et al. 2005).

Makrofajlar, enflamasyon ve metabolik sendromun baglanmasinda hayati bir rol
oynar. Makrofajlar, adipositler tarafindan iiretilen gen {irlinlerinin ¢cogunu ifade eder.
Dolayisiyla gen ekspresyonu, makrofajlarda ve adipositlerde oldukca benzerdir veya
ortiismektedir. Makrofajlar, genellikle adipositler tarafindan eksprese edilen FABP4 ve
PPARy'yi ifade edebilirken, adipositler, makrofajlar tarafindan tiretildigi bilinen TNF-a,
IL-6 ve MMP'ler gibi proteinleri ifade etme kapasitesine sahiptir. Ayn1 baglamda, bu
hiicrelerin fonksiyonel kabiliyeti de bir ¢akisma ortaya c¢ikarmaktadir. Makrofajlar,
lipitleri saklama ve aterosklerotik kopiik hiicreleri olarak da bilinen hiicrelere doniisme
yetenegine sahiptir. Ayrica spesifik kosullar altinda preadipositler fagositik ve anti-
mikrobiyal 6zellikler sergilemektedir. Ayrica, preadipositlerin bagisikliktaki roliine isaret

eden makrofajlara farklilasma kapasitesine sahiptir. Makrofajlar ve adipositler yag



dokularinda bulunur (Kolokalizasyon). Obezite durumunda, yag dokularinda asiri
infiltrasyon veya makrofaj birikimi vardir ve adipositlerle birlikte, yag dokusundaki
makrofajlar enflamatuar aracilar iiretir. Bu nedenle makrofajlar, insiilin direncini
destekleyen O6nemli bir role sahiptir. Ancak makrofajlarin, diger hastaliklar veya
enflamatuar durumlarinda enflamasyonu desteklemedeki rolii net degildir. Boylece
makrofaj birikimi sadece obezitede degil, ayn1 zamanda diger enflamatuar durumlarda da

bulunur (Wellen et al. 2005).

1.8 Diyabet ve Enflamasyon

Tip 2 diyabet yaygin endokrin bozukluk ve ciddi bir halk sagligi sorunudur.
T2DM, insiilinin hatali salgilanmasi veya etkisi ile karakterizedir. Hedef dokularin
insiiline yanit vermedigi, hiperinsiilinemiye yol acan insiilin direnci tip 2 diyabetin
karakteristik 6zelligidir. Diyabette, enflamatuar belirtecler arasinda tiimdr nekroz faktorii
(TNF) -a, leptin, interlokin (IL) -6, resistin, monosit kemo-¢ekici protein-1 (MCP-1) ve
visfatin bulunur. TNF-a ve IL-1p gibi sitokinler, klasik reseptor aracili mekanizmalar
yoluyla etkiyen JNK ve IKK/NF-«xB yoluyla etki eder. Bunlar lipopolissakharide (LPS)
bagli gibi model tanima reseptorleri tarafindan aktive edilir. Ayrica ileri glikasyon son
iriinleri (RAGE) i¢in reseptorler icerir. Uzun siiredir devam eden hiperglisemi ve
AGE'ler NF-kB'yi aktive eder. TNF-a, IL-6, IL-8§, MCP-1, MIP-la, MIP-2, resistin,
ICAM-1, VCAM-1 gibi ¢ok sayida hedef genin ekspresyonunu tetikleyerek insiilin
direncini indiikler (Longo et al. 2014).

Tip 2 diyabet, bozulmus insiilin sekresyonu ve glikoz intoleransi ile
karakterizedir. Halen tip 2 diyabet, bagisiklik sistemindeki dengesizlik ile iliskili diisiik
dereceli enflamatuar hastalik olarak kabul edilmektedir. Enflamatuar siire¢ ayrica arterler,
gozler ve bobrekler gibi diyabetle iligkili komplikasyonlara yol acar. Bu nedenle
enflamasyon artik T2DM komplikasyonlarinda ana itici gii¢ olarak kabul edilmektedir
(Xia et al. 2017). Enflamasyon ilk olarak 1990'larin basinda diyabetle iliskilendirilmistir.
Obez sicanlarda nétralize edildiginde hayvan modellerinde yag dokusundan {iretilen
TNF-a'nin artmasmin periferik glukoz alimini iyilestirmeye yardimeci oldugunu

bildirmistir. Obezite ve diyabet durumunda IL-1B ve IFN-as gibi enflamatuar



belirteclerden de etkilenen insiilin sinyal siireci. IL-4 ve IL-10 gibi anti-enflamatuar
sitokinler, iyi instilin duyarliligint korumaya baglanmistir. Diizenleyici T hiicreleri tip 2
diyabette kronik enflamasyonla iligkilendirilmistir. Obezite durumunda CD4 + T
hiicreleri visseral kompartimanda artar. Ayrica adipositler tizerinde MHC-II (sinif II)
ekspresyonunda artis olur ve bu da igeri giren adipoz doku iltihabini baglatan CD4 + T
hiicrelerini aktive eder. Bu CD4 + efektor T hiicreleri, islevine bagl olarak dogada pro-
enflamatuar ve anti-enflamatuardir. Proenflamatuar hiicreler Thl ve Th17'yi igerirken,
anti-enflamatuar hiicreler Th2 ve Foxp3 + diizenleyici T hiicresini igerir. Aktivasyon
izerine Thl ve Th2 hiicreleri, daha fazla sitokin salinimini tetiklemek gibi bircok énemli
enflamasyon belirtisi gosterir. Aktivasyon ile {iretilen Thl hiicresi tiretme markdrleri,
hiicre aracili bagisiklik ve fagosit bagimli enflamasyon i¢in 6nemli olan interferon- (IFN-
) gama, interlokin-2 (IL-2) ve tiimor nekroz faktorii- (TNF-) beta'dir. Th2 hiicreleri,
antikor tepkisinde dnemli bir rol oynayan IL-4, IL-5, IL-6, IL-9, IL-10 ve IL-13 iiretir
(Xia et al. 2017).

1.9 Enflamasyon ve Diyabetik Komplikasyonlar

Diyabetle iligkili komplikasyonlar makro-vaskiilopati ve mikro-vaskiilopati,
kronik subklinik enflamasyon ile iligkilidir. Diyabetik kosullarda tiretilen ileri glikasyon
son iirlinleri, diyabetik kisilerde bagisiklik dengesizliklerinden sorumludur. Glikath
dokuya yayilan bagisiklik hiicreleri, diyabetik komplikasyonu kétiilestiren enflamatuar
hasar1 aktive eder. Bu nedenle yeni terap6tik hedefler, RAGE aktivasyonunun ve asagi
dogru enflamatuar degisikliklerin agag1 akis sinyalini daha da durduracak olan dokularda

AGE olusumuna veya AGE'lerin emilimine veya de-novo olusumuna yoneliktir.

Oksidatif stres, T2DM'de interlokin-13 (IL-1P), IL-6 ve monosit kemo-g¢ekici
protein 1 (MCP-1) gibi pro-enflamatuar sitokinleri ve insiilin benzeri biiylime faktorii I'de
(IGF-1) hastalarda bir azalmay arttirir. IL-6, diyabette makrovaskiiler komplikasyonlarla
iligkilidir. IL-1p {retimi, yiiksek glikoz konsantrasyonundan kaynaklanan insan
pankreatik beta hiicrelerinde artar. Anti-enflamatuar sitokin IL-10, dogal bagisiklik
sistemini diizenler ve diger pro-enflamatuar sitokinlerin {iretimini inhibe eder. Pro-

enflamatuar markorler MCP-1, IGF-1 ve IL-1 seviyelerine baghdir. IGF-1 diisiik



oldugunda veya IL-1 seviyesi yiikseldiginde, MCP-1 artar ve ayrica vaskiilatiirdeki
monositleri ve makrofajlart toplar. Diyabet durumunda yiiksek seviyelerde MCP-1
kardiyovaskiiler risk ile iligkilidir. Diyabette enflamasyonun rolii ve komplikasyonu Sekil

1.7'de gosterilmistir.

Hiperglisemi
ve
Hiperlipidemi

/\

AGE-RAGE ' Oksidatif Stres Hipoksi

i

inflamatuar Sinyal Basamaklari

1

Pro-inflamatuar Sitokinlerin Lokal Aktivasyonu

!

Enflamasyon

~— 1

Nefropati Retinopati Noropati

Sekil 1.7 Diyabette Enflamasyonun rolii ve komplikasyonu (Nguyen et al. 2012)

1.10 TNF alfa ve IL 6

TNFa ilk olarak obezitede kemirgen modellerinin yag dokusunda asir1 eksprese
edilen bir enflamatuar sitokin olarak tanimlanmistir. Fare modellerinde rekombinant TNF
amin harici olarak uygulanmasinin insiilin etkisini bozdugu kanitlanmistir. Ayrica
fonksiyonel TNFa veya reseptoriiniin eksikligi deney hayvan modellerinde insiilin
duyarhiligimmi artirmakta ve TNFa, obezite durumunda insiilin direncine onemli 6l¢iide

katkida bulunmaktadir (Wellen et al. 2005).
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Sekil 1.8 insiilin direncinde TNF a (Chen et al. 2015)

Lipoliz nedeniyle adipositlerde TNF o diizeyi gibi enflamatuar sitokinler artar.
Bu, JINK ve IKK / NF-Kf yolunu uyarir. Bunun IRS1'in serin / treonin fosforilasyonunu
arttirdig1 soylenmektedir. IL-6, JAK-STAT sinyal yolunu aktive ederek GLUT-4 ve IRS-
1 ekspresyonunu azaltarak IR'yi indiikler ve SOCS3 ekspresyonunu arttirir. IL-6'nin asir1
ekspresyonu, NF-kB'nin aktivasyonu yoluyla TLR-4 gen ekspresyonunu indiikleyerek

kaslarda insulin direncine neden olur.

IL-6'n1n, miR-200'leri asagi regiile ederek ve FOG-2 ekspresyonunu yukari regiile
ederek glikojen sentezini bozarak IR'yi indiikledigi de bildirilmektedir (Chen vd. 2015).
C-reaktif protein, karaciger tarafindan sentezlenen bir akut faz proteinidir. IL-6 ve TNFa
gibi pro-enflamatuar sitokinler tarafindan diizenlendigi i¢in CRP ekspresyonu
enflamasyonda oldukca artmistir. CRP, trombojenik ve diger ilgili proteinlerin
aktivasyonu ile vaskiiler enflamasyona neden olma potansiyeline sahiptir ve insiilin

direncine katkida bulunur (Chen et al. 2015).

Aktive edilmis insiilin reseptorii, daha sonra SOS biiyiime faktorii reseptoriine bagli
protein 2'ye baglanan protein igeren src homolojisi lizerinde tirozin kalintilarini fosforile

eder. Bu, MAPK sinyal yolunu tetikler. Ayrica PI3K'nin G proteinlerinin



fosforilasyonuyla aktivasyonu, GLUT-4'iin aracilik ettigi glikoz alimini indiikler. PI3K
aktivitesinden bagimsiz olarak, insiilin reseptdrlerine alinan proto-onkogen iiriinii olan
CAP/cbl kompleksi, GLUT-4'liin hiicre ylizeyi translokasyonuna aracilik etme
kapasitesine sahiptir (Carl and Olefsky 2008).

Asirt enerji veya asirt beslenme metabolik stresten sorumludur. Kandaki glikoz
ve FFA, pankreatik adaciklarda ve insiiline duyarli dokularda strese neden olmaktan
sorumludur. Bu stres, IL-1f gibi ¢esitli proenflamatuar sitokinleri ve IL-1B'ya bagimli
cesitli sitokinleri arttirir. Bdylece, insiiline duyarli dokularda dokuya 6zgii enflamasyonu

baslatan bagisiklik hiicreleri alinir (Rehman and Akash 2016).

Pankreas adaciklan

| Gastrointestinal sistemden |

\ -Glikoz

-Serbest yag asitleri

kemokinler

kemokinler Pro-inflamatuar
sitokinler ve kemokinler

Obese adipose tissue

Sekil 1.9 Asir1 beslenmede proenflamatuar aracilar (Obezite) (Rehman and Akash

2016).

IL-regula, diizenleyici enflamatuar aracidir ve diger cesitli proenflamatuar
sitokinlerin, kemokinlerin ve sitokinlerin ekspresyonunda énemli bir rol oynamaktadir.
Interldkin reseptor tip I'e (IL-1R1) baglanarak enflamasyona neden olur ve enflamasyon
iiretildikten sonra, bir¢ok transkripsiyon yolunun aktivasyonu yoluyla aracilik edilen
pankreasin p hiicreleri lizerinde zararl etkiler yaratir. IL-1 beta ayrica glikoz aliminda

bozulmaya ve periferik dokularda kullanimina neden olur (Rehman and Akash 2016).



1.11 Diyabette antienflamatuar ajanlar

Tip 2 diyabet i¢in mevcut tedavi segeneklerinin ¢ogu, anti-enflamatuar aktivite
uygulamaktadir. Bu etkiler hiperglisemi ve hiperlipidemi iizerindeki etki yoluyla ve
ayrica bagisiklik sistemini modiile ederek etki edebilir. Diyabeti tedavi etmek i¢in ilk
eylem hatti metformindir. Karaciger glikoz {iretimini baskilamanin ve insiilin
duyarliligini artirmanin yani sira metformin, anti-enflamatuar aktiviteye de sahiptir.
Metforminin IL-1f proformunun iiretimini engelledigini ve anti-enflamatuar sitokin, IL-
10 seviyesini arttirdigi dair raporlar vardir. Siilfoniliireler, makrofajlarda IL-1 P
aktivasyonunun NLRP3 enflamomomunu ve firther aktivasyonunu inhibe ettigi
gosterilen bir gliburiddir. Bununla birlikte serum CRP seviyeleri, siilfonil tedavisinden

etkilenmez.

CRP seviyelerinin, tizolididyonlar (TZD'ler) ve Glukagon benzeri peptit (GLP-1)
gibi ilaglar ile azaldig1, TZD'lerin viseral yag dokusu, karaciger, aterosklerotik plaklar ve
dolasimdaki plazmada enflamatuar belirtecleri azalttigi gdosterilmistir. Pioglitazon
tedavisi proenflamatuar makrofajlarin yag dokusu infiltrasyonunu azaltir ve hepatik ve
periferik insiilin duyarhiligim arttirir. TZD tedavisi ayrica alkolsiliz steatohepatitte ve

aterosklerotik lezyonlarda enflamasyonu azaltmistir (Pollack et al. 2016).

Bu arka plan bilgisi ile bu calismada, diyabet kosullarinda rol oynayan
enflamatuar belirteclerin biyokimyasal ve gen ekspresyon modiilasyonunu arastirilmaya
calisiimistir. Bu belirtegler, TNF-a ve Interlokin-6 (IL-6) ile birlikte transkripsiyon
faktorleri, yani Niikleer Faktor-(NFxf) 'dir. Bu calismaya yaklasik 20 diyabet hastasi
katilmistir. Karsilagtirma yas ve cinsiyet uyumlu saglikli kisiler arasinda ve diyabetli

bireyler de yapilmistir.



2. KAYNAK OZETLERI

Diabetes mellitus, karbonhidrat, protein ve yag metabolizmasindaki dengesizlige
bagli kronik hiperglisemi ile karakterizedir. Diabetes mellitus, insiilin sekresyonunda,
insiilin etkisinde veya her ikisinde mutlak veya goreceli eksikliklerle eszamanlidir (Abou-
Seif and Abd-Allah 2004, Shoback et al. 2011, Kanwar et al. 2015, Bamanikar et al.
2016, Polat vd. 2016). Tip I Diabetes mellitus, esas olarak bir otoimmiin bozukluktur
(Kanwar vd. 2015). Tip II Diabetes mellitus, pankreasin beta hiicrelerinden yetersiz
insililin {liretiminden veya periferal reseptorler iizerindeki bozulmus etkisinden
kaynaklanir (Bamanikar et al. 2016, Polat vd. 2016). Oncelikle karaciger, kaslar ve yag
dokusu,normal insiilin diizeylerine etkili bir sekilde yanit vermezler ve bu durum insiilin
direnci (IR) olarak bilinir (Shoback et al. 2011, Kanwar et al. 2015, Bamanikar et al.
2016, Polat vd. 2016).

2.1 Uluslararasi Diyabetes Mellitus Senaryosu

Ekonomik, epidemiyolojik ve demografik farkliliklara bakilmaksizin, diinya
capindaki tiim tilkeler artan bir bulasic1 olmayan hastalik yiikii ile karst karsiyadir ve
diabetes mellitus bu baglica hastaliklarindan biridir (Animaw and Seyoum 2017). Diinya
genelinde 500 milyondan fazla tip 2 diyabet oldugu tahmin edilmektedir. Prevalans, hem
yiiksek hem de diistik gelirli iilkelerde karsilastirilabilir. Daha diisiik gelirli iilkelerde
yayginligin daha fazla oldugu tahmin edilmektedir (Kaiser et al. 2018). IDF diyabet
Atlasma gore, 2045 yilinda diyabette beklenen artis 693 milyon civarindadir. Bozulmus
glukoz toleransinin (IGT) diinya ¢apinda 374 milyon insanda mevcut oldugu tahmin
edilmektedir. Diyabetle yasayan pek ¢ok insan uzun siire tan1 konulmadan kalir (Cho et
al.. 2007). Yasli ve geng yasta diyabet prevalansi artmaktadir. Kentsel alanlarda ikamet
eden insanlar, merkezi obez veya fazla kilolu insanlar ve hipertansif bireyler, diabetes
mellitus gelistirme riski daha yliksektir (Animaw and Seyoum 2017). Tiim diinyada tan
konulmamis diyabet vakalarinin ve ayrica prediyabet sayisinin arttigina dair artan kanitlar

mevcuttur (Aynalem et al. 2018).



Diyabet prevalansi cesitli popiilasyonlarda farklilik gdstermektedir. ABD'de
yapilan Ulusal Ankette, 2013-2015 yillar1 arasinda, tip 2 diyabet prevalansi Ispanyol
olmayan beyazlarda %7.4 ve ispanyol olmayan siyahlarda %12.7, Asyali Amerikalilarda
%8, Hispaniklerde %12.1 ve Amerika Yerlileri/Alaska Yerlileri'nde %15.1 olmustur.
Polinezya ve Pasifik Adalarinda %25 diyabet prevalansi vardir. Kisinin bildirdigi diyabet
prevalansi Asyalilarda (%9.9) ve Yerli Hawai'lerde veya diger Pasifik Adalarinda (%
14.3) daha fazla olmustur. Sekil 1.10, 2015 ve 2040 yillarinda diabetes mellitusun

karsilastirmali prevalansini gostermektedir.

Estimated number of people with diabetes worldwide
and per reglon in 2015 and 2040 12079 years) IAT Al A
wWorlQ
North America and 415 mitlion
Caribbean 642

12 million
443 million 4 . J& L IO
60.5 million i 0SS . -
ol roDe
/M1 110 . .

Weostern Pacitic

214 8 million

Central America
29.6 million
488 million

14.2 million

34.2 million

Sekil 2.1 Uluslararasi diabetes mellitus senaryosu (International Diabetes Federation
2015).

1979'da, ABD Ulusal Diyabet Veri Grubu (National Diabetes Data Group),
diyabet hastalifina ilerleme riskinin arttigini belirtmek i¢in IGT kategorisini igeriye
almis, ancak bircogunun normale donecegi de kaydedilmistir. Diyabet bagslangici,
ozellikle tip 2, dogru beslenme ve diizenli egzersiz yoluyla geciktirilebilir veya
onlenebilir (Willett et al. 2006). Bu terim, diyabet damgasin1 ve "normal" ile diyabet
arasindaki araligi ifade etme siiresini ortadan kaldirmak i¢in tanmitilmistir. IGT'l
bireylerde artmis kardiyovaskiiler hastalik (CVD) riski de belgelenmistir. IGT klinik bir

nesne degildir, ancak gelecekteki diyabet ve/veya olumsuz sonuglar icin bir risk



faktoriidiir. Bazi raporlar, IGT'nin kas insiilin direnci ve pankreas tarafindan hatali insiilin
salgilanmasi ile baglantili oldugunu ve OGTT sirasinda glikoz yiikiiniin daha az verimli
sekilde atilmasina yol agtigimi ileri siirmiistiir (Abdul-Ghani et al. 2006). IGT'nin
yayginligr popiilasyonlar arasinda ve farkli yas gruplarina gore degismekte olup
prevalans oranlari kadinlarda erkeklere gore daha yaygindir ve %10'a kadar tolere
edilebilir. Yas arttikca artan yayginlik, DECODE calismasinda gosterilmistir. izole IGT
prevalansinin 30-39 yasindaki erkeklerde %2,9'dan 70-79 yasindaki erkeklerde %15,1'e
ve 30-39 yasindaki kadinlarda %4,5'ten 70-79 yasindaki kadinlarda %16,9'a yiikseldigini
gostermistir. (DECODA Study Group 2003). Benzer bir model, genellikle 70-89 yasina
kadar artan IGT prevalansi ile Asyali popiilasyonlarda goriilmektedir. Bununla birlikte,
Asyali Hint popiilasyonunda IGT prevalans: daha yiiksektir ve yasla birlikte degismez
(DECODA Study Group 2003).

Insiilin direnci ve tip 2 diyabet, azalmis HDL kolesterolii, kiiciik yogun LDL
partikiillerinin baskinligini ve yiiksek trigliserit seviyelerini i¢eren birbirine bagl plazma
lipit ve lipoprotein anormalliklerinin bir kiimelenmesiyle eszamanlidir (Krauss 2004). Bu
lipid anormallik 6zelliklerinin her biri, artmis kardiyovaskiiler hastalik ve koroner kalp
hastalig1 riski ile iligkilidir. Trigliseridden zengin biiylikk VLDL'nin artan hepatik
sekresyonu ve bozulmus VLDL klirensi, bu dislipideminin patofizyolojisinde merkezi bir
oneme sahip gibi goriinmektedir. Spesifik daha biiyiik VLDL 06nciillerinin intravaskiiler
islenmesinden sonra, kiigiik yogun LDL partikiilleri tiretilmektedir. Tipik olarak, tip 2
diyabette azalmis plazma HDL seviyeleri, HDL2b alt tiirlerinde azalma ve daha kii¢iik
yogun HDL3b ve HDL3c'de goreli veya mutlak artiglar olarak belirgindir. Diyet ve
egzersiz diyabetik dislipidemiyi iyilestirebilmesine ragmen, ¢ogu hasta i¢in tedavi

hedeflerine ulagmak i¢in farmakolojik tedaviye ihtiya¢ vardir. (Krauss 2004).

Benzer sekilde, diyabetik nefropati tip 2 diyabetik hastalarin yaklasik {i¢te birinde
goriilmektedir (Rehman er al. 2005). Diyabetik Nefropatide, bir dizi serum belirtecinin,
onemli morbidite ve mortalite ile bozulmus oldugu bilinmektedir (Puepet ez al. 2003). Bu
durum, doku hasarina, idrarda protein kaybina ve sonunda bazen diyaliz ve/veya bobrek
nakli gerektiren kronik bdbrek hastaligma yol agmaktadir. Obezite (VKI> 30), zayif

ve/veya sagliksiz beslenme, fiziksel aktivite eksikligi, stres ve sehirlesme gibi cesitli



yasam tarzi modifikasyonlarinin tip 2 Diyabetin gelisiminde 6nemli rol oynadig:

bildirilmektedir.

2.2 Diyabet icin risk faktorleri

Tip 2 diyabetten sorumlu cesitli degistirilebilir ve degistirilemez risk faktorleri
vardir. Glisemik yiik ve trans yag igeren yiyecekler, diyabet riskinin artmasiyla giiglii bir
sekilde iliskilidir. Aksine yiiksek lif igeren besinler (meyve, sebze vb.) diyabet riskini
diisiiriir. Bununla birlikte, glinlimiizde piyasanin kiiresellesmesi ve c¢ok uluslu gida
zincirlerinin yayilmasi nedeniyle yliksek lifli diyetin enerji yogun bir gidaya gegisine
neden olmustur. Ayrica giinde bir¢cok kez bu seker ilaveli igecek tiikketiminin yiiksek
diyabet riski ile de iliskilidir (Issaka et al. 2018). Hindistan'da geleneksel diyetin yerini
bat1 diyetinin almas1 s6z konusudur (Barik et al. 2016). Obezite, diyabet i¢in ana risk
faktorlerinden biridir. VKI'deki artis, diyabet riski ile giiclii bir sekilde iliskilidir. Fiziksel
inaktif olmak, insiilin direnci, bozulmus glukoz regiilasyonu diyabet riskini artirir.
Glinliik egzersiz yapmak ve yorucu isler yapmak diyabet riskini azaltmaktadir (Gillett et

al. 2012).
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Sekil 2.2 Diyabetin risk faktorlerinin sematik gosterimi (Bellou 2018).



Ulusal Diyabet ve Sindirim ve Bobrek Hastaliklar1 Enstitiisii'ne gore ayaklarda
veya ellerde uyusma/karincalanma hissi, iyilesmeyen yaralar veya yaralar da diyabet

belirtileridir.

Tip 2 diyabetin sebebinden c¢esitli faktorler sorumludur. Bununla birlikte, yasam

tarz1 faktorleri ve genler, tip 2 diyabetten sorumlu ana faktordiir.

2.2.1 Fiziksel hareketsizlik ve agirhk

Hareketsiz yasam tarzi ve daha az fiziksel aktivite, tip 2 diyabetle yakindan
baglantilidir. Yiiksek miktarda hareketsiz yasam tarzinin yiiksek diyabet gelisme riski ile
iligkili oldugu bildirilmistir (Hamilton et al. 2014). Diyabet hastasinda egzersiz veya
fiziksel aktivite eksikligi diyabeti yonetmeyi zorlastirir. Antidiyabetik bir ilag, fiziksel
aktivite ile birlikte glikoz kontroliinii iyilestirmeye ve diyabeti etkili bir sekilde
yonetmeye yardimci olur (Anjana et al. 2011). Viicuttaki orantisiz kas ve yag bireyler,
glikoz yiikiiniin uygun sekilde atilmasi i¢in normalden daha fazla insiiline ihtiya¢ duyar.
Bu nedenle, bu hastalarda uygun kilo kontrolii ve yasam tarzi modifikasyonu bir
zorunluluktur (Eaton 2017). Hareketsizlik ayrica kardiyovaskiiler riskle de ilgilidir ve

obezite ve diyabet riskini artirir (Brugnara et al. 2016).

Obezite veya kilo alimi, yag dokusunun asir1 birikmesidir Kilonun, insiilin direncinin
baslica nedeni olduguna inanilmaktadir. Genellikle merkezi obezite olarak adlandirilan
gobek yagi, insiilin direnci ile yakindan baglantilidir. Obezite tibbi, psikolojik ve sosyal
durumlarla ve hatta tip 2 diyabetle ilgilidir. Obezitede asirt NEFA salinimi ve insiilin
direnci ile iliskilidir. Antilipolitik ajanlarla plazma NEFA seviyesi diiserse, periferik
insiilin ve glikoz alimi iyilesir. Abdominal yag veya merkezi yag deposu daha lipolitiktir
ve insiilinin antilipolitik etkisine diizglin yanit vermez. Bu nedenle, merkezi veya karin
ici yag, insiilin direnci ve diyabete neden olma acisindan daha zararlidir (Al-Goblan et al.

2014).



2.2.2 Aile Gecmisi

Diyabetli birinci derece akrabalari olan bireyler, ailesinde diyabet Oykiisii
olmayan kisilere kiyasla diyabete daha duyarlidir (Annis et al. 2005). Ailede diyabet
gecmisi, halk sagligt miidahale programlarinin tasarlanmasi i¢in Onleyici bir strateji
olarak benimsenmektedir (Valdez et al. 2007). Aile ge¢misinin diyabet i¢in bir risk
faktorii oldugu ABD ve Cin toplumunda net bir sekilde belgelenmistir (Zhang et al.
2015). Sagliksiz yasam tarzi, ailede diyabet Oykiisii ile birlestiginde diyabet riskini
artirmaktadir. Boylelikle bu tiir konularda beslenme miidahalesi, bu tiir kisilerde diyabet

gelisme riskini azaltmaktadir (Zhao et al. 2017).

2.2.3 Etnik koken

Bazi etnik veya irksal kokenlere sahip kisiler, tip 2 diyabetin gelismesine daha
duyarhdir. Afrikali Amerikalilar, Alaska yerlileri, Giiney Asyalilar, Hispanikler/Latinler,
Yerli Hawaiililer ve Pasifik Adalilar seker hastaligina daha yatkindir.(Valdez et al. 2007).

2.2.4 Spesifik Tlaclar

Niasin, su haplar1 veya ditiretikler, nobet oOnleyici ve psikiyatrik 1ilaglar,
Glukokortikoidler, immiinosupresanlar, statinler gibi bazi ilaglar beta hiicrelerine zarar

verir ve insiilinin etkisini bozmaktadir (Galicia-Garcia et al. 2020).

2.2.5 Diger Faktorler

Olgunluk baglangicli gen¢ diyabet (MODY), tek gende meydana gelen
mutasyondur. Tip 2 diyabete yol acabilecek diger faktorler arasinda Kistik fibroz,
hemokromatoz, Cushing sendromu, Akromegali ve hipertiroidizmi igeren hormonal
bozukluklar yer alir. Pankreasin zarar gdérmesi de diyabetin sebebidir. Pankreatit,

pankreas kanseri, travma, pankreasmn beta hiicrelerine zarar verir. Insiilin iiretiminin



engellenmesi ve diyabetin ortaya ¢cikmasi nedeniyle veya pankreasin ameliyatla alinmasi,

beta hiicreleri ¢ikarilirken diyabete neden olur.

2.3 Diyabet komplikasyonlari

Diyabet, Hindistan'da su anda hastaliga yakalanmis 62 milyondan fazla diyabetik
bireyle hizla potansiyel bir salgin statiisii kazanmaktadir (Kaveeshwar and Cornwall
2014). Diyabetik nefropati, tiim diyabet hastalarinin %30'unu etkiler ve son dénem
bobrek hastaliginin 6nde gelen nedenidir. Hastalarin yaklasik %80'ine diyabetle birlikte
lipid anormalligi teshisi konur. Diyabetik nefropati, 24 saatlik idrar toplanmasinda makro
albliminiiri [> 300 mg (proteinler spesifik olarak alblimin)] veya serum kreatininde ve
serum lresinde anormal bir artigla karakterize edilen anormal bdbrek fonksiyonu ile
tanimlanir (Puepet et al. 2003). Klinik olarak diyabetik nefropati, proteiniiri, glomeriiler
fonksiyon hizinda (GFR) diisiis, hipertansiyon ile kanitlanir ve yliksek kardiyovaskiiler
morbidite ve mortalite riskine sahiptir (Shlomo et al. 2011). Diyabetik nefropatide,
biyolojik belirtecler yani. serum iire ve kreatinin kontrolsiiz diyabetiklerde hiperglisemi
ile ytlikseldigi ve genellikle bobrek hasarinin siddeti ile iliskili oldugu bilinmektedir
(Zimmet et al. 2001, Shlomo et al. 2011). Kreatinin fosfat, iskelet kasindan sabit bir hizda
kreatinin olusturmak i¢in pargalanir. Serum kreatinin seviyeleri, iskelet kasi olan viicut
yiizdesi ile iligkilidir. Glomerulus tarafindan filtrelenir ve kii¢iik bir miktar1 da proksimal
tiibiil tarafindan glomertiler filtrata salgilanir (Schrier and Gottschalk 1993, Anjaneyulu
and Chopra 2004). Erken baslangi¢h diabetes mellitusu olan hastalar, sonunda bobrek
hastaligina yol agan daha yiliksek glomeriiler filtrasyon hiz1 (GFR) seviyelerine sahiptir
(Rosing et al. 2004).

2.4 Antidiyabetik ilaclar

Oral anti-diyabetik ajanlar veya oral hipoglisemik ajanlar, diyabetik hastalarda
glikoz yonetimi i¢in dnemli terapotik seceneklerdir. Oral antidiyabetik ilaglarin baslica
siiflari arasinda biguanidler, siilfoniliireler, meglitinid, tiazolidindion (TZD), dipeptidil
peptidaz 4 (DPP-4) inhibitorleri, sodyum-glukoz kotransporter (SGLT2) inhibitorleri ve
a-glukozidaz inhibitorleri bulunur (Chaudhary et al. 2017). Diyabet i¢in monoterapi



olarak onerilen dipeptidil peptidaz 4 (DPP4), sodyum glukoz kotransporter 2 (SGLT2)
inhibitorleri gibi birkag¢ yeni ajan mevcuttur. Metformin, diyabet durumunda kullanilan
ilk eylem hattidir. Ancak uzun siireli kullanim1 B12 vitamini eksikligi ile iliskilidir. Diger
recete edilen anti-diyabetik ajanlar arasinda Dipeptidly peptidaz 4 inhibitorleri, yani.
sitagliptin, linagliptin, teneligliptin vb. bulunur. Ancak mide bulantisi ve kusma gibi yan
etkilerle de iliskilidir. Diger sinif, genellikle iyi tolere edilen ve diger siilfoniliireler ve
instilin ile kombinasyon halinde alinan DPP4 inhibitorlerini igerir. Bu ilacin kullanimiyla
daha az hipoglisemi sans1 vardir (Kapoor and Thomas 2017). Insiilin genellikle oral
hipoglisemik ajanlarla birlikte alinir. Hizli etkili analoglar, hizli etki baslangicina sahip
olduklart i¢in kullanilir. Birden fazla enjeksiyondan kag¢inmak i¢in insiilin pompalari
(siirekli subkutan insiilin infiizyonu) kullamilir. Insiilin dozu veya tedavisi, fizyolojik
insiilin salintmina benzer olmali ve diisiik hipoglisemi ve kilo alma riski ile optimum
glisemik kontrol saglamalidir. Bazal seviyelerin 6tesinde kullanilirsa insiilin, daha sonra
stilfoniliireler, DPP-4 inhibitorleri ve GLP-1 reseptor agonistleri kesilir. Buna ragmen kan
sekeri kontrol altinda degildir ve yiiksek insiilin dozlar1 gereklidir, insiiline yardimeci
olarak TZD'ler (pioglitazon) veya SGLT2 inhibitorleri kullanilir (Chaudhury et al. 2017).
Oral antidiyabetik ajanlar genel olarak pleiotropik etkilere ve karaciger, yag dokusu,
kaslar ve karacigere sahiptir (Sekil 2.2). Ancak zamanla bu etkiler azalir ve insiilin

tedavisi zorunlu hale gelir.
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Sekil 2.3 Oral antidiyabetik ilaglarin etki yeri (Bahtiyar 2016)



Bu calisma, diyabet hastalarinin belirgin glikoz bozuklugu, proenflamatuvar ve
antienflamatuvar belirtecler arasindaki bozulmus denge ve yag asidi metabolizmasina
dahil olan genlerin degismesi ve dolayisiyla enflamasyon ile iligkili oldugu hipotezine
dayanmaktadir. Bu nedenle, bu kesitsel calismanin amaci, biyokimyasal profillemeyi ve
birka¢ enflamatuar belirtecin ekspresyonunu arastirmaktir. Tip 2 diabetes mellituslu
hastalardan alinan transkripsiyon faktorleri ile birlikte TNF-a ve Interleukin-6 (IL-6),
yani Niikleer Faktor-kf (NFxf), yas ve cinsiyet uyumlu saglikli deneklerle
karsilagtirildiginda, spesifik hedefler, molekiiler degisiklik ile birlikte serum TNF-a ve
IL-6 seviyelerinin belirlenmesinden diyabetik hastalardaki enflamasyon semptomlarini

bulunmaktir.



3. AMAC VE HEDEFLER

Bu tezin amaci asagida verilmis olan amag ve hedefleri ger¢eklestirmektir.
Amag: T2DM bireylerde enflamatuar belirteglerin roliinii saglikli kontrole kiyasla

degerlendirmektir.

Hedefler

1) Insan denekleri yaslarina ve cinsiyetlerine gore smiflandirmak.

2) SozIi onam alindiktan sonra deneklerden aglik kan 6rnegini diiz ve EDTA
vakalarinda almak.

3) Serumu glikoz seviyesi, TNF-a ve IL-6 belirtecleri icin analiz etmek.

4) PBMC'yi EDTA igeren kan 6rneginden ayirmak.

5) PBMC ve cDNA sentezinden RNA izolasyonu.

6) Enflamatuar belirte¢ genlerin ve bunlarin transkripsiyon faktoriiniin qRT-PCR

analizi.



4. MATERYAL VE YONTEM

Calisma icin gerekli diyabetik ve diyabetik olmayan hastalardan kan biyokimyast
Subat 2020-Mayis 2020 tarhleri arasinda AL-Khansa Egitim Hastanesine gelen 20'si

saglikli, 20'si hasta olmak iizere 40 kisiden 6rnek alinmistir.

Aglik venoz kani1 (n=20) i¢in katilimcilar bilgilendirilmis ve onaylar1 alindiktan
sonra her denekten bir kez tek bir ponksiyonla 6rnek alinmigtir. Saglikli bireyleri kontrol
(n=20) olarak secerken yas ve cinsiyet dagilimi dengeli olacak sekilde segilmeye

calisilmistir

Kan 6rnegi almak i¢in ¢alisgamaya dahil edilecek hasta se¢im kriterleri olarak:
1 .30-60 yas grubundaki T2DM hastalar1 (aglik plazma glukozu (FPG) > 126 mg / dl)
[Ulusal Kolesterol Egitim Programi (NCEP) kilavuzlarina gore]

2 .Hastalar oral hipoglisemik ila¢ (metformin) kullantyor olmalidir.

Ornek ahnmayan hasta kriterleri,

1. HIV / HBsAg

2. Herhangi bir bedensel yaralanma ve / veya yarasi olan hastalar, ameliyat sonrasi
hastalar

3. Kilosu diisiik olanlar (VKI (Viicut kitle indeksi) (zay1flik) 18,5).

4 Alkollii hastalar

5. Son 6 ayda viral enfeksiyon, ciddi hastalik vb. oykiisii

6 Kan basinci, kalple ilgili diger komplikasyonlar

4.1 Kan Toplama ve Serum Ayirma islemi

Izin alimmis hastalardan kan drnekleri (2ml) damardan diiz vakuatérler iginde
toplanmis ve oda sicakliginda (yaklasik 30 dakika) pihtilasmaya birakilmistir. Ornekler,
daha sonra oda sicakliginda 15 dakika siireyle 2000 rpm'de santrifiijlenip ayrilan serum

saklama i¢in temiz eppendorff tiiplerinde pipetlenmistir.



Kan toplanan hastalarin sosyo-ekonomik durumlari, antropometri ve fiziksel

aktivitelerinden olusan detayli bilgi klinik muayene uzmani tarafindan kaydedilmistir.

4.2 Kan Biyokimyasal Parametrelerinin Tahmini

Kandan ayrilan serumun asagidaki parametreleri degerlendirimis olup, parametreler
asagida verilmistir:

1.Serum glukozunun tahmi

2.Serum tiimor nekroz faktorii-alfa (TNF- o) tahmini

3.Ayrilmisg serumdan IL-6 tahmini

4.2.1 Serum Glikozunun Tahmini

Glikoz, glukoz oksidaz varliginda glukonik asit ve hidrojen peroksite oksitlenir. Hidrojen
peroksit ayrica kirmizi renkli bir kinonimin boya kompleksi olusturmak i¢in peroksidazin

katalitik etkisiyle fenol ve 4 aminoantipirin ile reaksiyona girer.

Olusan rengin yogunlugu, numunede bulunan glikoz miktar1 ile dogru orantilidir. Bu
sekilde serumdan glukoz tahmini, kitin (Coral Clinical Systems, Goa, Hindistan; Cat No:
GLU 010, Trinder 1969) verdigi talimatlara gore GOD-POD yontemi izlenerek
gerceklestirilmistir. Kullanilan kitin Prosediiriine gore ¢alisma yapilmigtir. Tiim 6rnekler
Trinder (1969) yontemi ile serum glikoz tahminine tabi tutulmustur. Kisaca, asagidaki
bilesenler temiz ve kuru eppendorf tiiplerine pipetlenip, bos (B), standart (S) ve test (T)

olarak etiketlenmistir.



Cizelge 4.1 Glikoz tahmininde reaktif ekleme sirasi

Toplama dizisi Bos (ml) Standart (ml) Test (ml)
Glikoz reaktifi 1.0 1.0 1.0
Aritilmis su 0.01 - -

Glikoz standard - 0.01 -
Ornekleme - - 0.01

Tiiplerdeki icerikler iyice karistirilmis ve oda sicakliginda 30 dakika inkiibe edilmistir.
Standardin (Abs. S) ve test numunesinin (Abs. T) absorbansi, blank (ELISA plaka
okuyucu, BIO-RAD) kars1 505 nm'de Sl¢iilmiistiir.

Serum glikoz igerigini hesaplamak i¢in asagidaki formii kullanilmistir::

Toplam Glikoz (mg / dI) = (Absorbance T/ Absorbance S) x 100

Absorbans T: Ornek absorbansi; Absorbans S: Standart absorbans anlamina

gelmektedir.

4.2.2 Serum tiimor nekroz faktorii-alfa (TNF- o) tahmini

Insiilin direncinin gelisimi ve T2DM patogenezi, ¢esitli proenflamatuar
sitokinlerin artan seviyeleri ile birlikte cesitli metabolik yollarin aktivasyonu ile
karakterize edilir. Bunlar arasinda TNF-a, en 6nemli proenflamatuar aracidir (Akash et

al. 2018(.

Calismada TNF-a ELISA kiti (RayBiotech'ten (ABD) (Kat No. ELR-TNF-a)

kullanilmustir.



4.2.2.1 Reaktiflerin hazirlanmasi

Tim reaktifler ve numuneler kullanimdan 6nce oda sicakligina getirilmis ve
Serum Tahlil Seyreltici A ile 2 kat seyreltilmistir. Yikama Konsantresi (20X) oda
sicakligma getirilip, kanstirtlip uygun sekilde ¢oziilmiistiir. Yikama Tamponu
Konsantresi (20 ml), 1X Yikama Tamponu elde etmek i¢cin 400 ml damitilmis su ile
seyreltilmistir. Deney Seyreltici B, damitilmis su ile 5 kat seyreltilmistir. Saptama antikor
konsantresi i¢eren flakona 100 pl 1X Test Diluent B eklenmis ve yavasca karistirilmistir.
Saptama antikor konsantresi, 1X Test Seyreltici B ile 80 kat seyreltilmis ve HRP-
Streptavidin konsantresi de, 1X Test Seyreltici B ile 200 kat seyreltilmistir.

4.2.2.2 Standardin hazirlanmasi

TNF-alfa standardi (100 ng/ml), Deney Diluent A (400 ul) i¢inde hazirlandi.
TNEF-alfa standard1 (100 ul), 20,000 pg/ml stok soliisyonu hazirlamak i¢in 400 ul Deney
Seyreltici A'ya ilave edildi. Bu stok ¢ozelti ayrica seri seyreltme i¢in kullanildi. Her bir
tiip bir sonraki aktarimdan once iyice karistirildi. Test Diluent A, sifir standart (0 pg/ml)
olarak kabul edilmektedir.

4.2.2.3 TNF-alfa seviyesini belirlemek icin kullanilan kitin protokoliine gére yapilan
islemler

Serum, tedarik¢inin protokoliine gére TNF-alfa seviyesini tahmin etmek igin
kullanild1 (RayBiotech, USA). Kisaca, 100 ul standartlar (0, 82.3, 246.9, 740.7, 2222,
6667, 20000 pg/ml) ve numune 96 oyuklu plakaya ilave edildi ve hafif ¢calkalanarak oda
sicakliginda 2.5 saat inkiibe edildi. Inkiibasyondan sonra kuyucuklar, 1X Yikama
Soliisyonu (300 ul) ile 4 kez yikandi. Daha sonra 100 ul 1X biyotinlenmis antikor eklendi
ve hafifce calkalanarak oda sicakliginda 1 saat inkiibe edildi. Inkiibasyondan sonra
yikama asamasi 4 kez tekrarlandi. Daha sonra 100 ul Streptavidin ¢6zeltisi eklendi ve 45
dakika oda sicakliginda hafifce calkalanarak inkiibe edildi. Yine yikama asamasi 4 kez
tekrarlandi. Ardindan 100 ul TMB Tek Adimli Substrat reaktifi ilave edildi ve hafif
calkalama ile oda sicakliginda 30 dakika karanlikta inkiibe edildi. Sonra, 50 ul Durdurma

Soliisyonunun eklenmesi, hemen 450 nm'de kaydedildi.



Sifir standart optik yogunluk, her okumadan ¢ikarildi ve x ekseni {izerinde
standart konsantrasyon ve y ekseni lizerinde emme ile grafik ¢izildi. Standart noktalardan
en uygun diiz ¢izgi ¢izildi ve dogru denklemi elde edildi. Bu, serum numunelerinde TNF-

alfa seviyelerini (pg/ml) hesaplamak i¢in kullanildu.

4.2.3 Ayrilmis serumdan IL-6 tahmini

IL-6, hiicre ve bagisiklik sistemi disindaki dokularda hem immiinoregiilasyon
hem de immiin olmayan olaylar iizerinde énemli bir etkiye sahip olan pleiotropik bir

sitokindir (Kamimura et al. 2003).

Bu test IL-6 ELISA kiti, RayBiotech'ten (ABD) (Kat No. ELR-IL6) kullanilarak
yapilmistir.

4.2.3.1 Reaktiflerin hazirlanmasi

Kit prosediiriine gore Tiim reaktifler ve 6rnekler kullanimdan 6nce oda sicakligina
getirildi. Deney Seyreltici B, damitilmig su ile 5 kat seyreltildi. Serum Tahlil Seyreltici C
ile 2 kat seyreltildi. Yikama Konsantresi (20X) oda sicakligina getirilip karigtirildi ve
uygun sekilde ¢oziindiiriildi. 1X Yikama Tamponu elde etmek i¢in 20 ml Yikama
Tamponu Konsantresini 400 ml damitilmis su ile seyreltildi. Saptama antikor konsantresi
iceren flakona 100 ul 1X Test Diluent B eklendi ve yavasca karistirildi. Saptama antikor
konsantresi, 1X Test Seyreltici B ile 80 kat seyreltildi. HRP-Streptavidin konsantresi, 1X
Test Seyreltici B ile 400 kat seyreltildi.

4.2.3.2 Standardin hazirlanmast
IL-6 Standardi1 (10000pg/ml), Deney Diluent C'de (500 ul) hazirland1. Seri seyreltme icin
bu stok ¢ozelti kullanildi. Her bir tiip bir sonraki aktarimdan 6nce iyice karistirildi. Test

Seyreltici C sifir standart (Opg/ml) olarak kabul edilmektedir.



4.2.3.3 Protokol

Hazirlanan serum, kit protokoliine gore IL-6 seviyesini tahmin etmek i¢in
kullanilmustir. islemde 100 ul standartlar (0, 40.96, 102.4, 256, 640, 1600, 4000pg/ml) ve
numune 96 oyuklu plakaya ilave edilmekte ve hafif calkalanarak oda sicakliginda 2.5 saat
inkiibe edilmistir. Inkiibasyondan sonra oyuklar 4 kez 1X Yikama Soliisyonu (300 ul) ile
yikanmigtir. Daha sonra 100 ul 1X biyotinlenmis antikor eklenmis ve hafifce ¢alkalanarak
oda sicakliginda 1 saat inkiibe edilmistir. Inkiibasyondan sonra yikama asamasi 4 kez
tekrarlanmigtir. Daha sonra 100 ul Streptavidin c¢ozeltisi eklenip 45 dakika oda
sicakliginda hafifce calkalanarak inkiibe edilmistir. Yine yikama asamasit 4 kez
tekrarlanmigtir. Ardindan 100 ul 3,3',5,5'-Tetramethylbenzidine (TMB) Tek Adiml
Substrat reaktifi ilave edilip hafif calkalama ile oda sicakliginda 30 dakika karanlikta
inkiibe edilmistir. 50 pl durdurma soliisyonunun eklenmesinden sonra, hemen 450 nm'de

kaydedildi.

Sifir standart optik yogunluk, her okumadan c¢ikarilip ve x ekseni iizerinde
standart konsantrasyon ve y ekseni tizerinde emme ile grafik ¢izildi. Standart noktalardan
en uygun diiz ¢izgi ¢izildi ve dogru denklemi elde edildi. Bu, serum 6rneklerinde IL-6

seviyelerini (pg/ml) hesaplamak i¢in kullanildi.

4.3 izole periferik kan mononiikleer hiicresinden (PBMC) molekiiler analiz

4.3.1 PBMC'lerin izolasyonu

EDTA vakalarinda kan toplandi ve histopak yogunluk gradyan ortami iizerine kan
yerlestirildi. Daha sonra kan 1550 rpm'de (Histopaque-1077 gradyani, Sigma-Aldrich)
santrifiije tabi tutuldu. Beyaz PBMCs tabakasi ayirildi ve RNA izolasyonu igin trizol
reaktifi icinde dagitildi.

Izole edilmis PBMC'ler, RNA izolasyonu ve cDNA sentezine tabi tutulacaktir.
Sentezlenen cDNA, enflamatuar belirtegler i¢in gen ekspresyon caligmasi i¢in analiz

edildi.



4.3.2 RNA ekstraksiyonu ve cDNA sentezi

PBMC'lerden RNA, verilen protokole gére TRIZOL yontemi (Invitrogen CA,
ABD) kullanilarak ekstrakte edilmistir. RNA kalitesi, %0.8 agaroz jel elektroforezinde
belirlenmistir. Daha sonra, RNA miktari, spektrofotometre (NanoDrop ND-1000,
Eppendoff, Almanya) kullanilarak 6l¢iilmiistiir.
C-DNA, kullanilan kitin protokoliine gore SuperScript birinci iplik sentez Kkiti
(Invitrogen, CA, ABD) kullanilarak izole edilmis RNA'dan sentezlenmistir. Sentezlenen
cDNA, kantitatif gergek zamanli PCR ile secilen genlerin ekspresyon profilinin analizi

i¢cin kullanilmustir.

4.3.3 Gen secimi

Gliseraldehit-3-fosfat dehidrojenaz (GAPDH), temizlik geni i¢in alinmustir.
Transkripsiyon faktorii, yani Niikleer Faktor - kB (NFkp), enflamatuar belirte¢ genleri
diizenlemekte olup calisma i¢in TNF-a ve IL-6 secilmistir (Cizelge 4.2).



Cizelge 4.2 Segilen genler i¢in primerler
Transkripsiyon faktorii, yani NFkf, enflamatuar belirteg genleri diizenlenmis ve
calisma i¢in TNF-a ve IL-6 secilmistir.

Sr No. | Primer ad1 Yonii dizi (5’°--- 3°)
Referans gen
1. gliseraldehit-3-fosfat Heri AGTTCAACGGCACAGTCAAG
dehidrojenaz
Geri TACTCAGCACCAGCATCACC
Transkripsiyon faktorii
1. Niikleer Faktor-xf (NFkp) Neri AAAAACGAGCCTAGAGATTG
Geri ACATCCTCTTCCTTGTCTTC
Enflamatuar belirtecleri
1. Tiimor Nekroz Faktorleri-o Tleri CTCACACTCAGATCATCTTC
(TNF-a)
Geri GAGAACCTGGGAGTAGATAAG
2. Interlékin - 6 (IL-6) Tleri CAGAGTCATTCAGAGCAATAC
Geri CTTTCAAGATGAGTTGGATGG

4.3.4 Gen ekspresyon ¢alismasi/PBMC'lerin qRT-PCR analizi

QPCR analizi, SYBr gen ekspresyon deneyleri (Applied Biosystems, CA, ABD)
ile birlikte bir StepOne gercek zamanli PCR sistemi (Applied Biosystems, CA, ABD)
yardimiyla gerceklestirildi. Kullanilan dongii kosullari, 10 dakika siireyle 94°C; 3 saniye
boyunca 94°C'de 40 dongii denatiirasyon; 60°C'de 30 saniye tavlama ve 95°C'de 15



saniye uzatma; 0,15 sn i¢in 60°C'de son uzatma adimi ile yapildi. RNA, endojen
kontrollerin miktarina, yani GAPDH'ye (Gliseraldehit-3-fosfat dehidrojenaz) normalize

edilmis olup gen ekspresyonunun analizi Pedersen yontemi ile yapilmistir.

4.4 istatistiksel Analiz

Tiim numuneler {i¢ kopya halinde analiz edilmistir. Veriler, GraphPad Instat (3.0,
Deneme Siiriimii) kullanilarak istatistiksel analize tabi tutulmus ve sonuglar Ortalama +
Standart Hata (SE) olarak sunulmustur. Istatistiksel nemi tahmin etmek igin eslesmemis

t testi yapilmustir.



S. BULGULAR

5.1 Calismaya Dahil Edilmeyen Bireylerin Se¢imi

Diyabetik hastalar (n=20) ve saglikli denekler (n=20) onamlar1 alinarak bu
caligmaya alinmistir (Cizelge 5.1). Aclik vendz kani her iki grup bireyden toplanmis ve

serum glikoz testleri i¢in degerlendirilmistir.

Cizelge 5.1 Calismaya saglikli ve diyabetik deneklerin kaydi

diyabetik bireyler (n=20) Saghkh bireyler (n=20)

erkek (n=10) erkek (n=10)

kadin (n=10)

kadin (n=10)




5.2 Anthopometrik 6l¢iimler

5.2.1 Viicut kitle indeksi (VKI) Body mass index (BMI)

Diyabet grubunun viicut kitle indeksi (VKI), saglikli kontrole kiyasla anlamli
olmayan artis gostermistir. Calisilan tiim gruplar arasinda diyabet kadinlar1 viicut kitle
indeksinde maksimum artis gostermistir. Calisma gruplarinmn VKi'si Sekil 5.1'de
gosterilmektedir. Diyabetli kadinlarda, diyabetli erkege kiyasla viicut kitle indeksinde

anlamli olmayan artig gorilmiistiir.

VKi

30+

VKi | 20-

104

Diyabetli Diyabetli ~ Saglikli  Saglikli
Erkek Kadin Erkek Kadin

CALISMA GRUPLARI

Sekil 5.1 Calisma gruplarinin VK1’si



5.2.2 Bel-kal¢a Oram1 (BKO)

Diyabet grubunun BKO’su, saglikli kontrole gore anlamli olmayan bir farklilik
gostermistir. Calisma gruplarinin BKO’su Sekil 5.2'de gosterilmektedir. Erkek BKO, her
iki grupta da kadinlardan ¢ok ciddi olmayan oranda yiiksek bulunmustur.

BKO

1.59

BKO

0.5

0.0-

Diyabetli Diyabetli ~ Saglikli  Saglikli
Erkek Kadin Erkek Kadin

CALISMA GRUPLARI

Sekil 5.2 Calisma gruplarinin BKO’su



5.3 Serumdan biyokimyasal parametrelerin degerlendirilmesi

Kan ornekleri santrifiije tabi tutulmustur. Daha sonra serum ayrilmis ve farkl
biyokimyasal tahlilere devam edilmistir. Sekil 5.3, tam kandan serum ayrilmasini
gostermektedir. Serum ornekleri -80 ° C'de tutulmus ve biyokimyasal testler 24 saat

icinde yapilmustir.

Sekil 5.3 Serumun kandan ayrilmasi

Serum Orneklerinden asagida verilen biyokimyasal tahminler yapilmistir:

a) Serum kan sekeri tahmini
b) Serum TNF-a tahmini
¢) Ayrilmig serumdan IL-6 tahmini

5.3.1 Serum kan sekeri tahmini

Serum glikozu T2DM hastasinda sirasiyla erkek (P<0.05) ve kadinda (P<0.01)
saglikli erkek ve kadin kontrole gore anlamli olarak arttis gosterdi. Serum glikoz seviyesi
Sekil 5.4'te gosterilmektedir. Tiim diyabetik hastalar, farkli bir ilag kullaniyor olmalarina
ragmen yiiksek kan sekeri gostermektedirler. Tiim diyabetik hastalar, yliksek kan sekeri

sergilemektedir ve hala farkli bir ilaglar kullanmaktadirlar.
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CALISMA GRUPLARI

Sekil 5.4 T2DM hastasinda serum glikoz seviyesi

Degerler ortalama + SE olarak temsil edilir (her grup icin n = 10 ve
biyokimyasal tahminler ii¢lii olarak yapilmistir)
* P<0.05 ve ** P<0.01 saglikl1 bireylere kiyasla (eslesmemis t-testi)

5.3.2 Serum tiimoér nekroz faktorii-alfa (TNF- o) tahmini

Serum TNF-a, T2DM hastasinda saglikli erkek ve kadin kontrole gore sirasiyla
erkeklerde (P<0.001) ve kadinlarda (P<0.001) 6nemli 6l¢iide artmistir. Serum TNF-a
seviyesi Sekil 5.5'te gosterilmektedir. Tim diyabetik hastalarinda, yiiksek TNF-a
seviyeleri goriiliir. Ancak farkli bir ilag kullanmaktadirlar. Tiim diyabetik hastalar,

yiiksek kan sekeri sergiler ve hala farkli bir ila¢ kullanmaktadirlar.



Serum TNF-alpha
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Sekil 5.5 T2DM hastasinda serum TNF-alfa seviyesi
Degerler ortalama + SE olarak temsil edilir (her grup i¢in n = 10 ve

biyokimyasal tahminler ii¢lii olarak yapilmistir)
**% Saghkl bireylere kiyasla P<0.001 (eslesmemis t-testi)

5.3.3 Ayrilmis serumdan IL-6 tahmini

Serum IL-6, T2DM hastasinda sirastyla erkek (P<0.001) ve kadinda (P<0.001)
saglikli erkek ve disi kontrole gore anlamli olarak artmistir. Serum IL - 6 seviyesi Sekil
5.6'da gosterilmektedir. Tiim diyabetik hastalar, yliksek kan sekeri sergiler ve hala farkl

bir ilag kullanmaktadirlar.
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Sekil 5.6 T2DM hastasinda serum IL-6 seviyesi
Degerler ortalama + SE olarak temsil edilir (her grup icin n = 10 ve
biyokimyasal tahminler ii¢lii olarak yapilmistir).
**% Saghkl bireylere kiyasla P<0.001 (eslesmemis t-testi)

5.4 RNA izolasyonu ve c-DNA sentezi

Gen ekspresyonu calismasi igin, bir transkripsiyon faktorii ve iki diizenleyici gen
secildi. Tip 2 diyabet hastalarinin PBMC'lerinden yirmi cDNA ve saglikli kontrol

kullanilmigtir.

5.4.1 Transkripsiyon faktorii Niikleer Faktor-kp (NFkp)

T2DM hastasinda, NFkB geninin ekspresyon seviyesi (P<0.05), saglikli kontrole
kiyasla 6nemli 6l¢iide yukari regiile edildi. Sekil 5.7, saglikli kontrol ve T2DM hastasinin

NF«xB geninin ekspresyonunu gostermistir.
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Sekil 5.7 NFKB gen ekspresyonu T2DM hastaslarinda regiilasyonu
Degerler ortalama + SE olarak temsil edilir (her grup icin n = 20 ve
reaksiyonlar ikili olarak gergeklestirildi)
*Saglikl bireylere kiyasla P<0.05 (eslesmemis t-testi)

5.4.2 inflamatuar belirte¢ genler

Iki tane belirtec gen kullanilacaktir. Bunlar; a) Tiimdr Nekroz Faktorii- Alfa
(TNF-0) b) interl6kin-6 (IL-6)

5.4.2.1 Tiimor Nekroz Faktorii- Alfa (TNF-a)

T2DM hastasinda, TNF-a geninin ekspresyon seviyeleri, saglikli kontrole kiyasla
onemli 6l¢iide (P<0.01) yukari regiile edildi. TNF-a geninin ekspresyonu Sekil 5.8'de

gosterilmektedir.
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Sekil 5.8 Tiimor nekroz faktorii - alfa gen ekspresyonu T2DM hastaslarinda
regiilasyonu
Degerler ortalama + SE olarak temsil edilir (her grup i¢in n = 20 ve
reaksiyonlar ikili olarak gerc¢eklestirilmistir).
*%*Saglikl bireylere kiyasla P<0.01 (eslesmemis t-testi).

5.4.2.2 Interlokin-6 (IL-6)

T2DM hastasinda, interlokin-6 geninin ekspresyon seviyeleri, saglikli kontrole
kiyasla &nemli 6lgiide (P<0.01) artti. Interlokin-6 geninin ekspresyonu, Sekil 5.9'da

gosterilmektedir.
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Sekil 5.9 Interlokin-6 gen ekspresyonu, T2DM hastalarinda regiilasyonu
Degerler ortalama + SE olarak temsil edilir (her grup i¢in n = 20 ve
reaksiyonlar ikili olarak gerc¢eklestirilmistir).

** Saglikl bireylere kiyasla P<0.01 (eslesmemis t-testi)



6. TARTISMA VE SONUC

Bu ¢alismada, tip 2 diyabet hastalarinin gen ekspresyon profili ve ilgili saglikli
kontrolleri degerlendirilmistir. Daha 6nce yapilmis calismalar degerlendirilerek secilen
hasta ve saglikli bireylerin, benzer yaslarda olmasimna ve cinsiyet dagiliminin esit
olmasima dikkat edilmistir (Clinical trials recruitment best practices manual 2011,

Gliklich et al. 2014).

Hiperglisemi, diyabetik vaskiiler komplikasyonlarin ana nedeni olarak kabul
edilmektedir ve oksidatif stres, bozulmus eser element ve lipid metabolizmasinin yani
sira pankreas enzim anormallikleri ile baglantilidir (Abou-Seif and Abd-Allah 2004).
Arastirmalara gore Maksimum tip 2 diyabetik hastalar obezdir (Caprio and Tamborlane
1999; Amartey et al. 2015). Asir1 kilolu ve obez kategorilerindeki diyabetik hastalarin,
doymus yag ac¢isindan zengin gidalarin alimi gibi sagliksiz besleniyor olmalari, obezite
icin bir risk faktoriidiir. Amartey et al. (2015) kadin diyabetiklerde (% 33,3) obezite
prevalansinin erkek diyabetiklere (% 22,7) gore daha yliksek oldugunu ancak diyabetik
olmayanlarda obezite olmadigini yaymlamistir. Bu sonuglar, yiiksek viicut agirlig: ile
diabetes mellitus arasindaki giiclii iliskiyi gostermektedir. Diyabetli kadinlarin viicut kitle
indeksi de diyabet hastas1 olmayan kadinlardan daha ytliksek olmustur (Amartey et al.
2015). Bu c¢aligmada diyabetli kadinlar, diyabeti olmayan kadinlara gore daha ytiksek

BMI gostermistir. Sonuglarimiz bu rapora uygundur.

Sagliksiz beslenme, egzersiz eksikligi ve diyabetik ilaglarin kullanimina
uyumsuzluk, zayif glisemik kontrol i¢in olas1 faktorlerdir. Bu ¢alismada da benzer bir
bulgu goriilmektedir. T2DM insidans1 yillar i¢inde artmistir ve bu artan obezite
oranlarindan kaynaklaniyor gibi gériinmektedir (Gupta et al. 2012, Amartey et al. 2015).
Obezite cok faktorlii bir rahatsizliktir ve nedenleri cevresel ve genetik faktorleri
icermektedir (Gupta et al. 2012). Glikoz homeostazi, insiilin duyarlilig1 ile pankreastaki
tiretimi arasindaki harika diizenlenmis dengeye kritik bir sekilde baghidir (Caprio and
Tamborlane 1999, Newsholme an Krause 2012). Bununla birlikte, bu telafi, tip 2 diabetes
mellitusa yatkin kisilerde kaybedilmis ve bu da acik hiperglisemiye neden olmaktadir.

(Caprio and Tamborlane 1999, Gupta et al. 2012, Newsholme and Krause 2012).



Godsland et al. (2014), diyabetik olmayan kisilerde ilk asama insiilin yanitinin, 90-97
mg/dI'lik aclik plazma glukozundan ve 109 mg/dI'nin iizerindeki aglik plazma glukozunda
gec donem insiilin yanitindan diismeye basladigini bildirmistir. A¢lik plazma glikoz
aralig1 normal kabul edilmesine ragmen, B-hiicre fonksiyonunda ve insiilin duyarliliginda
ilerleyici diisiis bildirilmistir (Piche ef al. 2004). Bu ¢alismada, seker hastalarinda serum
glukozu 100mg/dl, saglikli bireylerde 70mg/dl civarindaydi. Diyabet hastalar1 ilag
kullandiklar i¢in seker seviyesi 100 mg/dl'ye yakindir. Diyabet durumunda enflamatuar

belirte¢ genlerinin yukar1 dogru diizenlendigi bulunmustur.

NFkp transkripsiyon faktorii, IL6 ve TNF-o gibi enflamatuar sitokinlerin
ekspresyonunu diizenlemektedir (Mandave et al. 2017). Diyabetin, insiilin direnci ve
T2DM ile birlikte daha yiiksek pro-enflamatuar belirte¢ seviyeleri arasindaki iliskinin
kuruldugu enflamatuar bir durum oldugunu bildirilmistir. Bagka bir ¢alismada, T2DM
hastalarinin PBMC'lerde TNF-a ve IL-6 genleri ile birlikte NFkf3 ekspresyonunun 6nemli
olgtide arttigini bildirmistir (Navarro et al. 2008, Mandave et al. 2017). Elde ettigimiz
sonuclar bu sonuglara uygundur. Erkek ve kadindan alinan serum enflamatuar belirtegleri

her iki gruptan ayri olarak analiz edilmistir.

Bununla birlikte, son kritik incelemeler insiilin direncinin hastalik durumuna 6nceligini,
ozgilligini ve katkisim1 sorgulamistir (Ferrannini 1998, Gerich 1998). Kronik
hiperinstilinemi hem instilin sekresyonunu (DeFronzo et al. 1981) hem de etkiyi (Prato et
al. 1994) inhibe ettiginden ve hiperglisemi, hem insiilin salgilayan glukoza tepkisini
(Unger andGrundy 1985) hem de hiicresel insiilin duyarliligini (Yki-Jarvinen 1992),
insiilin direncinin bir vekil 6l¢iisii olarak glikoz ve insiilin seviyesi arasindaki kesin iligki
sorgulanmistir. 65 yasin iizerindeki zayif tip 2 diyabetik hastalarin, yasa uygun diyabetik
olmayan kontroller kadar insiiline duyarli olduklar1 bulunmustur (Arner et al. 1991).
Dahasi, insiiline direngli tip 2 diyabetik hastalarin ¢ogunda obezite neredeyse degismez
sekilde mevcuttur (Bjorntop 1988, Kissebah et al. 1989)Obezite veya intraabdominal
adipoz dokudaki artis, diyabet yoklugunda insiilin direnci ile iliskili oldugundan,
kimilerince tip 2 diyabette insiilin direncinin tamamen artmis adipozite ile bir arada

bulunmasindan kaynaklandigina inanilmaktadir (Carey et al. 1996).



2003 yilinda gergeklestirilen bir vaka kontrol ¢alismasinda, temelde yiikselmis
CRP, IL-6 ve TNF-aR2 seviyeleri, 10 yillik takip siiresince tip 2 diyabet gelistirme riski
ile onemli olciide iliskilendirilmistir. Inflamatuar bir bozukluk olarak ateroskleroz
kavramu artik iyice yerlesmistir (Ridker 2003). En son kesitsel veriler, glikoz intoleransi,
instilin direnci ve obezite ile baglantili artmis CRP seviyelerini gostermistir (Visser et al.
1999, Festa et al. 2000, Pradhan et al. 2003), bu da enflamasyonun da tip 2 diyabet
etiyolojisine dahil oldugunu gdstermektedir. Bununla birlikte, yapilan ¢alismalarda, tip 2
diyabet riski ile CRP diizeylerinin degerlendirilmesinin tutarli goriildiigiini, ¢esitli
caligmalar, VKI ayarlamasindan sonra da pozitif anlamli bir iliski oldugunu gdstermistir
(Pradhan et al. 2001, Barzilay et al. 2001, Freeman et al. 2002; Spranger et al. 2003).
Mexico City'de yapilan diyabet calismasi, CRP, kadinlarda heniiz erkeklerde olmayan tip
2 diyabet ve metabolik sendromun bireysel belirleyicisiydi (Han et al. 2002), geleneksel
tedaviye kiyasla siilfoniliireler veya insiilin ile yogun kan glikoz kontrolii ve
komplikasyon riski olan hastalarda komplikasyon riski. tip 2 diyabet, Bu ¢alismanin
amaci, tip 2 diyabetli bireylerde (n = 20) gen modiilasyonunu ve serum enflamatuar
belirte¢ degisikliklerini yas-cinsiyet uyumlu saglikli kontrol (n = 20) ile karsilastirarak
degerlendirmektir. Mevcut kesitsel ¢alismada, aglik zehiri kani, glukoz seviyeleri ve
enflamatuar belirtegler, yani TNF-a ve interlokin-6 gibi ¢esitli biyokimyasal tahminlere
tabi tutulan diiz ve EDTA igeren vakutainer i¢inde toplanmustir. (IL-6). Yukaridaki
enflamatuar belirteglerin, transkripsiyon faktorleri, yani NFkp ile birlikte ekspresyon
profilleri de incelenmistir. Diyabet grubunda viicut kitle indeksi ve bel-kal¢a oraninin
saglikli kontrole gore anlamli olmayan arttig1 tespit edildi. T2DM hastasinda saglikli
kontrole gore sirasiyla serum glikoz, TNF-a (P<0.001) ve IL-6 (P<0.001) artt1. TNF-a ve
IL-6 genlerinin (P<0.01), diizenleyici genleri NFxB (P<0.05) ile birlikte ekspresyon
profilinin, saglikli kontrole kiyasla diyabet durumunda yukar1 regiile edildigi
bulunmustur. Diyabet hastalar1 allopatik medikasyon kullaniyor olsalar da, biyokimyasal
parametrelerin ve gen modiilasyonunun saglikli kontrollere kiyasla degistigi bulundu. Bu
ilaglar, uzun siireli kullanim i¢in onerildiklerinde hedef etkileri ve bazi yan etkileri ile
bilinir. Bu nedenle, viicut iizerinde ¢ok az yan etkisi olacak veya hi¢ olmayacak daha iyi

ilag yonetimine acil ihtiya¢ vardir.



Sonugta bu arastirmada diyabet grubunda viicut kitle indeksi (VKI) ve WHR
saglikli kontrole gore anlamli olmayan sekilde arttigi goriilmektedir. T2DM hastasinda,
serum TNF-a, saglikli erkek ve kadin kontrole gore sirasiyla erkeklerde (P<0.001) ve
kadinlarda (P<0.001) énemli 6l¢iide artmistir. T2DM hastasinda, serum IL - 6, sirasiyla
erkek (P<0.001) ve kadinda (P<0.001) saglikli erkek ve kadin kontrole gére anlamli

olarak artmistir.

T2DM hastasinda, serum glikozu sirasiyla erkek (P<0.05) ve kadinda (P<0.01)
saglikli erkek ve kadin kontrole gére anlamli olarak artmistir. NFKB ekspresyonunun,
saglikli kontrole kiyasla diyabet durumunda yukari regile edildigi (P <0.05)
bulunmustur. Bu nedenle, NFKB tarafindan diizenlenen genlerin, yani timor nekroz
faktorii- alfa ve interlokin-6'min da saglikli kontrole kiyasla énemli 6l¢iide (P <0.01)

yukari regiile edildigi bulunmustur.

Ozetle saglikli kontrole kiyasla yiiksek serum glikoz, tiimor nekroz faktorii- alfa
ve interlokin-6 seviyeleri gozlenmistir. Enflamatuar belirte¢ genlerinin transkripsiyon
faktorli (niikleer faktor-xf) ile birlikte yukar1 dogru diizenlendigi de bulunmustur. Bu
caligmaya dahil edilen diyabet hastalar1 allopatik ilaglar (Metformin, glibenklamid, statin,
vb. ) kullanmaktadir. Bu ilaglar, uzun siireli kullanim i¢in 6nerildiklerinde hedef etkileri
ve bazi yan etkileri ile de bilinir. Bu nedenle, viicut iizerinde ¢ok az yan etkisi olacak

veya hi¢ olmayacak daha iyi ila¢ yonetimine acil ihtiya¢ vardir.
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