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Diyabetik ndropati, yiiksek hastalik ve oliim orani ile seyreden ve diyabetik hastalarin
yasam kalitesini diisliren onemli bir komplikasyondur. Goriilme sikligi, yapilan ndropati
calismalarinin toplum veya hastane kaynakli olmasi ve tespit i¢in kullanilan yontemlerdeki
farkliliga dayali olarak %10 ila 90 arasinda degismektedir. Bu arastirmada; SOD2 (veya
Mn-SOD) ve GPx-1 enzimlerini kodlayan genler {iizerinde gozlenen ve enzim
aktivitelerinde degisiklige neden olan SOD2 Ala-9Val (veya Ala(-9)Val veya Ala9Val)
ve GPx-1 Prol98Leu, polimorfizmlerinin Diyabetik Noropati hastaligindaki roliiniin
incelenmesi amaglanmistir. Calismanin hasta ve kontrol gruplariin her birinde 100 birey
bulunmaktadir. Caligmada tam kandan DNA izolasyonu yapilmistir. Genotipleme Real-
Time PCR yontemi ile hibridizasyon problar kullanilarak gergeklestirilmistir. Calisma
sonunda erime egrisi analizi yapilarak SOD2 Ala(-9)Val ve GPX1 Prol98Leu
polimorfizmleri tespit edilmistir. Mn-SOD genindeki Ala-9Val ve GPX1 genindeki
Pro198Leu genotipleri hasta ve kontrollerden elde edilen verilere bakildiginda Diyabetik
Noropati ile genel olarak iliskilidir. SOD2 Ala9Val polimorfizmlerinin allel ve genotip
frekans dagilimlari hasta grubunda, Ala9Ala igin %12.1, Ala9Val igin %52,5 ve Val9Val
icin %35.4 olarak tespit edilmistir. GPX1 genindeki Pro198Leu hasta grubunda ise bu
oranlar; %49 Pro/Pro, %43 Pro/Leu, %8 Leu/Leu olarak bulunmustur. Hasta gruplarinda
retinopati olanlarda Mn-SOD genindeki Ala(-9)Val degisimi %9.7 Ala/Ala, %64.5 Ala/Val,
%25.8 Val/Val olarak tespit edilirken, GPX1 genindeki Pro198Leu genotipleri ise %56.3
Pro/Pro, %34.4 Pro/Leu, %9.4 Leu/Leu olarak belirlenmistir. En 6nemli verilerden biri olan
hasta gruplarinda sigara igenlerde, Mn-SOD genindeki Ala(-9)Val degisimi %15.8 Ala/Ala,
%73.7 Ala/Val, %10.5 Val/Val, GPX1 genindeki Pro198Leu genotipleri ise %47.4 Pro/Pro,
%42.1 Pro/Leu, %10.5 Leu/Leu olarak tespit edilmistir.
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ABSTRACT
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EVALUATION OF SOME ANTIOXIDANT ENZYME POLYMORPHISMS
IN DIABETIC PERIPHERAL NEUROPATHY PATIENTS
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Diabetic neuropathy is an important complication with high morbidity and mortality
rate and reduces the quality of life of diabetic patients. Its incidence varies between 10-
90%, depending on the identification methods used and whether the studies conducted
were community or hospital based. The aim of this study was to investigate the role of
SOD2 Ala-9Val (or Ala(-9)Val, or Ala9Val) and GPx-1 Pro198Leu polymorphisms in
diabetic neuropathy. These are polymorphisms that are found on genes coding for SOD2
(or Mn-SOD) and GPx-1 enzymes, respectively, and cause changes in enzyme activities.
The patient and the control groups each were comprised of 100 individuals. DNA isolation
was carried out from whole blood samples. Genotyping was realized by Real-Time PCR
and hybridization probes. At the end of the study, melting curve analysis was carried out
and SOD2 Ala-9Val and GPX1 Pro198Leu polymorphisms were identified. When the data
obtained from both the patients and the control group were analysed, it was seen that Ala-
9Val and Pro198Leu genotypes are associated with diabetic neuropathy in general. Allele
and genotype frequency distributions in SOD2 Ala9Val polymorphisms in the patient
group were determined as 12.1% for Ala9Ala, 52,5% for Ala9Val and 35.4% for
Val9Val. The ratios for Pro198Leu in the patient group were determined as 49% for
Pro/Pro, 43% for Pro/Leu and 8% Leu/Leu. Ala(-9)Val change on Mn-SOD gene in
individuals with retinopathy in the patient group were observed as 9.7% for Ala/Ala,
64.5% for Ala/Val and 25.8% for Val/Val, while Pro198Leu genotypes on GPX1 gene were
as 56.3% for Pro/Pro, 34.4% for Pro/Leu and 9.4% for Leu/Leu. One of the most important
data in the study was the one obtained from smokers in the patient group. Ala(-9)Val
change on Mn-SOD gene in smokers were as 15.8% for Ala/Ala, 73.7% for Ala/Val and
10.5% forVal/Val, while Pro198Leu change on GPX1 gene were as 47.4% for Pro/Pro,
42.1% for Pro/Leu and 10.5% for Leu/Leu.
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1. GIRIS

Diyabetik noropati, yiiksek hastalik ve 6lim orani ile seyreden ve diyabetik hastalarin
yagsam kalitesini diigiiren dnemli bir komplikasyondur (Komplikasyon: Bir hastali§in seyri
esnasinda olusan ikinci bir hastalik, mevcut hastalia eklenen diger bir hastalik veya
bozukluk). Goriilme sikligi, yapilan noropati ¢alismasinin toplum veya hastane kaynakli
olmast ve tespit i¢in kullanilan yontemlerdeki farkliliga dayali olarak %10 ila 90 arasinda

degismektedir (Shaw ve Zimmet, 1999).

Diyabetik noropati’nin patogenezi tam olarak anlagilmis degildir, etkin ve ideal bir tedavisi
halen mevcut degildir. Diyabetik noropati igin kullanilan ilaglar semptomatik tedavi amagh
olup, agriy1 hafifletmekle birlikte asil tedavi hedefi olan hastalik seyri {izerinde etkisi
yoktur.

Oksidatif stresin, diyabetik komplikasyonlarin patogenezinde merkezi bir rol oynadig:
diistiniilmektedir. Diyabetik noropatide serbest radikallerin olusturdugu oksidatif stres,
sinirlerde oksijen azlig1 ve fonksiyon bozukluguna yol agmaktadir. Patogenezde suglanan
bir bagka mekanizma da protein glikozillenmesi olup, diyabetle birlikte artan protein
glikolizasyonunun diyabet komplikasyonlarinin esas sebepleri arasinda oldugu

bilinmektedir (Goh ve Cooper, 2008).



2. GENEL BILGILER

2.1 Diabetes Mellitus

2.1.1 Tanim

Diabetes Mellitus (DM), kronik hiperglisemi (kan seker diizeyinin normal degerlerin {istiine
cikmasi) ile karakterize metabolik hastaliklarin heterojen bir grubu olarak
tanimlanmaktadir. Kronik hiperglisemi, insiilin sekresyonunda, insiilin etkisinde veya her
ikisindeki bozukluklar sonucunda karbonhidrat, yag ve protein metabolizmasindaki
bozukluga bagli olarak gelismektedir (Bennett ve Knowler 2008). Diyabet, dmiir boyu
stiren akut ve kronik komplikasyonlari olan, yasam siiresini ve Kalitesini olumsuz etkileyen

ve multidisipliner yaklasilmas1 gereken kronik bir hastaliktir.

2.1.2 Epidemiyoloji

DM (diyabet), tiim diinyada goriilen kiiresel bir hastalik konumunda bulunmaktadir. 1980
yilinda diinyadaki diyabetli hasta sayis1 30 milyon iken, bu rakam giiniimiizde 371 milyona
ulagmig durumdadir (Guariguata 2012). Tiirkiye’de, toplumun yetigkin bireylerinde diyabet
gorlilme sikligr 1997 yilinda yapilan TURDEP-I ¢alismasinda %7,2 olarak bulunmusken,
540 merkezde 2010 yilinda yapilan TURDEP-II ¢alismasinda bu oranin %13.7’ye ¢iktigi
tespit edilmistir (Satman ve ark., 2013). Tirkiyede diyabet sikligi 12 yilda %90 artis
gostererek Diinya Saglik Orgiitiiniin 2030 yili hedeflerini asmistir. DM’un taninmasi,
tedavi programlarinin belirlenmesi, erken donemde tani konulabilmesi ve bu konuda
toplumsal saglik politikalarinin ~ olusturulabilmesi i¢in hastaligin  epidemiyolojik

Ozelliklerinin bilinmesi gerekir.



2.1.3 Tam

Diyabet tanis1 dort yontemle konulabilir. Bunlar; aclik plazma glukozu (APG), 75 gram
oral glukoz tolerans testi (OGTT) sonrasi 2. saat plazma glukozu, diyabet semptomlart ile

birlikte rastgele plazma glukozu ve HbA1C’dir.

DM’un tam Kriterleri

Asagidaki kriterlerden sadece biri DM tanisi i¢in yeterlidir:

o Aclik plazma glukozu > 126 mg/dl (aglik i¢in en az 8 saat kalori alinmamalidir)
e 75 gram oral glukoz tolerans testinin 2. saatinde plazma glukozu > 200 mg/dl

e Hipergliseminin klasik semptomlar1 + rastgele plazma glukozu > 200 mg/dl

e HbAIC > %6,5 (DCCT verilerine gore standardize edilmeli)

Bu yontemler icerisinde APG’nin daha kolay uygulanabilmesi ve ucuz olmast klinik
pratikte kullanimini artirmaktadir. Amerikan Diyabet Birligi’ne (ADA) gore diyabet tanisi,
aclik kan sekerinin vendz plazmada ardisik en az iki 6l¢iimde 126 mg/dl veya iizerinde
olmast ile konur (Expert Committee, 1997). Ayrica giiniin herhangi bir saatinde aglik ve
tokluk durumuna bakilmaksizin venéz plazmada Olgiilen kan sekerinin 200 mg/dl’nin
tizerinde olmas1 ve buna polidipsi, poliiiri, polifaji, kilo kayb1 gibi diyabet semptomlarinin
eslik etmesi de tan1 koymak i¢in yeterlidir. Bir test ile DM tanis1 konduktan sonra tani ayri
bir giin ikinci bir test ile dogrulanmalidir. Tercih edilen ayni testin tekrarlanmasidir. Bir
testin tani kriterlerinin Ustlinde, digerinin altinda olmasi durumunda test 3-6 ay sonra
tekrarlanmalidir (American Diabetes Association, 2011). Ancak belirgin DM klinigi
varliginda rastgele plazma glukozu ile tan1 konmussa ikici bir test ile dogrulamaya gerek

yoktur.

Aglik plazma glukozu 100-125 mg/dl ise (bozulmus aglik glukozu-BAG), 2 saatlik 75 ¢
OGTT sonrasi 2. saat plazma glukozu 140-199 mg/dl (bozulmus glukoz toleransi- BGT)

prediyabet olarak adlandirilir. Diinya saglik oOrgiiti  ve Uluslararast Diyabet
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Federasyonunun (IDF) 2006 yili raporunda APG 100-110 mg/dl arasinda bulunan kisilerin
cok azinda diyabet olabileceginden bu kisilere yapilmasi gereken OGTT’nin maliyeti
gbdzoniine alindiginda APG igin st siirin 110 mg’dl olmasi gerektigi belirtilmisti. Buna
karsilik ADA ve Avrupa Diyabet Calisma Birligi (EASD) 2007 yilinda yayinladiklar
konsensus raporunda 2003 yilindaki revizyona uygun olarak APG iist sinirmin 100 mg/dl

olmas1 gerektigini savunmuslardir.

Uzun yillardir DM tanis1t APG ve 2 saatlik 75 g OGTT ile konurken 2009 yilinda ADA,
IDF ve EASD, HbA1C’nin tamida kullanilmasini onermislerdir (International Expert
Committee, 2009). HbAlc’nin aglik gerektirmemesi, preanalitik stabilitesinin fazla olmasi
ve akut hastalilk ve stres durumlarindan etkilenmemesi APG ve OGTT’ye olan
ustiinliikleridir. Ancak daha pahali olup plazma glukoz 6l¢iimii kadar yaygin
kullanilmamaktadir. Kan kaybi, hemoliz, gebelik, hemoglobinopatiler ve anemilerden
etkilenip etnik kokene gore normal referans araliklar farkliliklar gosterebilmektedir. Ayrica
glisemik degiskenligi belirgin olan hastalarda ortalama glisemiyi yansittigindan HbA1C
degerleri normal bulunabilmektedir. HbA1C 6l¢lim yonteminin, ‘Ulusal Glikohemoglobin
Standardizasyon Programi’ (NGSP: National Glycohemoglobin Standardization Program)
tarafindan sertifikalandirilmasi ve diyabet kontrol ve komplikasyon calismasinda (DCCT)
kullanilan ve altin standart olarak kabul edilen yiiksek performansli lipid kromatografi
(HPLC) yontemine gore kalibre edilmesi sart kosulmaktadir. Bu kriterlere uyulmasit kosulu
ile HbAIC i¢in tanm esigi %6,5 olarak belirlenmistir. Yapilan ¢alismalarda HbA1C diizeyi
artttkca DM gelisme riskinin de arttigi gosterilmistir (Selvin ve ark., 2010). Bu nedenle
HbA1C, %5,7-6,4 arasindaki degerler prediyabet olarak kabul edilmistir (American
Diabetes Association, 2011).

Tiirkiye Endokrinoloji ve Metabolizma Derneginin (TEMD) 2013°de yenilenen ‘Diabetes
Mellitus ve Komplikasyonlarmin Tam, Tedavi ve Izlem Kilavuzunda’ iilkemizde
HbA1c’nin standardizasyon caligmalarina hiz verilmesi gerektigi ve yeterlilik belgesi alan
laboratuvarlarda Sl¢iilmek kosulu ile HbAlc testi diabet tanisinda kullanilabilir olabilecegi

belirtilmistir.



DM dort siifa ayrilir:

Tip 1 DM: Beta hiicre hasarina bagli mutlak insiilin eksikligi gelisir.

e Tip 2 DM: Insiilin direnci zemininde ilerleyici pankreas beta hiicre hasar1 ve insiilin
salimim defekti gelisir.

e Gestasyonel DM: ilk kez gebelik esnasinda tan1 konulan diyabettir.

e Diger spesifik diyabet tipleri: Beta hiicre veya insiilin fonksiyonundaki genetik defektler,

endokrinopatiler, egzokrin pankreas hastaliklari, ilaca bagli DM bunlar arasinda

sayilabilir.

DM’un smiflandirilmasi

1. Tip1 DM

A. Otoimmiin

B. idiyopatik

2. Tip2 DM

3. Gestasyonel DM

4. Diger spesifik tipler

A. Beta-hiicre fonksiyonlarinin genetik defekti (monogenik diyabet formlar):
* 20. Kromozom , HNF-4a (MODY1)

* 7. Kromozom, Glukokinaz (MODY?2)
* 12. Kromozom, HNF-1a (MODY 3)

* 13. Kromozom, IPF-1 (MODY4)

* 17. Kromozom, HNF-1b (MODYY5)

* 2. Kromozom, NeuroD1 (MODY6)

* 2. Kromozom, KLF11 (MODY?7)

* 9. Kromozom, CEL (MODY?)

* 7. Kromozom, PAX4 (MODY9)

* 11. Kromozom, INS (MODY10)

* Mitokondriyal DNA



* 11. Kromozom, Neonatal DM (Kir6.2, ABCC8, KCNJ11 mutasyonu)

* Digerleri

B. Insiilinin etkisindeki genetik defektler:
* Leprechaunism

* Lipoatrofik diyabet

* Rabson-Mendenhall sendr.

* Tip A insiilin direnci

* Digerleri

C. Pankreasin ekzokrin doku hastaliklari:
* Fibrokalkul6z pankreatopati

* Hemokromatoz

* Kistik fibroz

* Neoplazi

* Pankreatit

* Travma/pankreatektomi

* Digerleri

D. Endokrinopatiler :
» Akromegali

* Aldosteronoma

* Cushing sendr.

* Feokromositoma,

* Glukagonoma

* Hipertiroidi

» Somatostatinoma

E. ilag veya kimyasal ajanlar:

* Atipik anti-psikotikler



* Anti-viral ilaglar (HIV tedavisi)
« b-adrenerjik agonistler

* Diazoksid

* Fenitoin

* Glukokortikoidler

« a-Interferon

* Nikotinik asit

* Pentamidin

* Proteaz inhibitdrler

* Tiyazid grubu ditiretilkler
* Tiroid hormonu

* Vacor

* Digerleri (post transplant diyabet)

214 TiplveTip2 DM

Tip 1 DM

Tip 1 DM; genellikle ¢ocuk yas grubunda daha sik rastlanan, pankreasta bulunan ve insiilin
tireten beta hiicrelerinin kronik otoimmiin veya otoimmiin olmayan sebeplerle tahrip olmasi
neticesinde gelisen, insiilin eksikligi ve hiperglisemi ile karakterize olan kronik metabolik
bir hastaliktir (Alemzadeh ve Wyatt, 2004; Todd, 2010). DM, %75-80 oraninda 30
yasindan Once ortaya ¢ikmaktadir. Tip 1 DM; tip 1A ve tip 1B seklinde iki gruba ayrilir.
Tip 1A; Tip 1 DM’nin %90’ 1n1n1, tip 1B ise %10’unu olusturmaktadir (American Diabetes
Association, 2011). Tip 1 DM, hastaliga yatkin bir genetik yapiya gevresel faktorlerin de
etkisi ile, beta hiicrelerinin otoimmdiin yikimi ve gelisen inflamatuar olaylar sonucu insiilitis
olusumuyla ortaya c¢ikmaktadir (Atkinson ve Eisenbarth, 2001; In't Veld, 2011). Tek
yumurta ikizlerinde diyabetin birlikte goriilme sikliginin %30-50 arasinda degismesi
diyabet gelismesinde genetik dis1 faktorlerin de etkili oldugunu goéstermektedir. Sorumlu

tutulan ¢evresel etkenler; kimyasal ajanlar, viriisler ve gida bilesikleridir (Barnett ve ark.,
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1981; Redondo ve ark., 2001). Bennet ve Knowler’a gore (2005) Tip 1 DM klinik olarak

dort evreye ayrilabilir:

Preklinik evre, genetik olarak yatkin bireylerde ¢evresel faktorlerin etkisi ile beta hiicresine
kars1 otoimmiin olayin tetiklendigi ve klinik semptomlarin ortaya ¢ikincaya kadar gectigi
stirectir. Beta hiicrelerine yonelik dolasimdaki antikorlar Tip 1 DM’nin asemptomatik

oldugu preklinik evrede saptanabilir (Satman ve Giirol, 2003).

Erken klinik evre; Tip 1 DM’de hiperglisemi ve klinik semptomlarin basladigi ancak beta
hiicre rezervinin bir miktar korundugu evredir. Tip 1 DM’de klinik baslangi¢ sekli hastanin
yastyla iliskilidir. Cocukluk donemde giiriiltiilii bir klinik varken, ileri yaslarda ¢ok yavas
bir sekilde ortaya cikabilir. Erken klinik evreye ait kesin tani kriterleri, kan sekeri
yiiksekligi ve idrarda glukozun varligidir.

Remisyon evresi; balayr donemi olarak da bilinir. Otoimmiin yikimdan geriye kalan
hiicrelerin tedaviyi takiben kendilerini yenilemeleri ve araya giren insiilin ihtiyacini artiran
faktorlerin tedavi edilmesi ile endojen insiilinin yeterli hale gelmesi s6z konusudur.
Ekzojen insiilin ihtiyacinin azaldig1 ve hastanin endojen insiilini ile glisemi regiilasyonunun

saglandig1 evredir. ki hafta gibi bir siireden bir kag yila kadar uzayabilir (Giindz, 2010).

Klinik evre; semptomlarin tam olarak yerlestigi ve beta hiicre rezervinin ¢ok azaldigi
evredir. Bu evrede hiperglisemi ve osmotik dilireze, insiilin eksikligine, enfeksiyonlara

yatkinliga ve kalori eksikligine bagli semptom ve bulgular gelisir.

Tip 1 DM’ta semptom ve bulgular

1. Hiperglisemi ve osmotik diiireze bagh semptomlar ve bulgular
Poliiiri, noktiiri
Susama hissi artisi, polidipsi

Gorme bozuklugu



Dehidratasyon, halsizlik, yorgunluk, uyku hali

2. Insiilin eksikliginin semptom ve bulgular:
Hiperglisemi ve glikoziiri

Asirt yorgunluk

Kas erimesi

Kilo alamama veya kilo kaybi1

Ketoasidozis

3. Enfeksiyonlara yatkinhiga bagh semptom ve bulgular
Tekrarlayan cilt enfeksiyonlart

Tekrarlayan genital enfeksiyonlar ve kasinti

4. Kalori eksikligine bagh semptom ve bulgular.
Istah artis1

Kilo kaybi1

Tip 2 DM

Tip 2 DM, biitiin diyabetik hastalarin yaklasik %85’ini olusturmaktadir. Uzun siirebilen ve
semptomlarin goriilmedigi bir donem genellikle mevcuttur. Tip 2 DM gelisiminde beta
hiicre fonksiyon bozuklugu, insiilin direnci ve hepatik glikoz iiretimi artig1 gibi ii¢ ana
metabolik bozukluk rol oynar (Weyer ve ark., 1999). Birincil defekt olarak insiilin direnci
ve/veya insiilin eksikligi 6n plana ¢ikmaktadir. Tip 2 DM’de poligenik bir genetik yatkinlik
da s6z konusudur. Tip 2 DM hastalarinin %39’unda en az bir ebeveynde diyabet bulundugu
rapor edilmektedir (Klein ve ark., 1996).

Monozigotik ikizlerde de etkilenmeyen ikizde diyabet gelisme riski yaklasik %90’°dir
(Barnett ve ark., 1981). Insiilin direnci, sebebi halen anlasilmamis olangenetik
bozukluklarla birlikte, g¢evresel etmenlerin etkisi ile ortaya ¢ikmaktadir. Cevresel
etmenlerden en baslicalar1 arasinda obezite ve fiziksel aktivite eksikligi yer almaktadir.

Obezite, ¢evre dokularda insiilin araciligiyla gergeklesen glukoz alimina direng gelismesine



ve beta hiicrelerin glukozduyarliliginda azalmaya sebep olmaktadir (Friedman ve ark.,
1992).

2.1.5 DM’un Komplikasyonlari

Diyabetin akut ve kronik komplikasyonlar1 asagida siralanmastir.

A) Akut (Metabolik) Komplikasyonlar:
-Diyabetik ketoasidoz

-Hiperosmolor non-ketotik koma

-Laktik asidoz komasi

-Hipoglisemi komast

B) Kronik (Dejeneratif) Komplikasyonlar:

1) Makrovaskiiler komplikasyonlar:

- Kardiyovaskiiler hastaliklar ( Hipertansiyon, Koroner kalp hastaligi)
- Serebrovaskiiler hastaliklar

- Periferik damar hastalig1

2) Mikrovaskiiler Komplikasyonlar:

- Diyabetik ndropati

- Diyabetik nefropati

- Diyabetik retinopati

3) Diger Kronik Komplikasyonlar:

- Diyabetik ayak

- Erektil disfonksiyon ve diger seksiiel fonksiyon bozukluklar
- Gastrointestinal problemler

- Kemik ve mineral metabolizma bozukluklari

- Psikolojik problemler ve psikiyatrik bozukluklar
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2.2  Diyabetik noropati

2.2.1 Tamim

Diyabetik noropati (DN), yiiksek morbidite ve mortalite ile seyreden ve diyabetik hastalarin
yasam kalitesini azaltan onemli bir komplikasyondur. Diyabetik ndropati, proksimal veya
distal sinirleri ve duyu, motor veya otonom sinirleri farkli sekillerde etkileyerek heterojen
bir Klinik Cizelge olusturur. Birgok ¢alismada diyabetik noropati prevalansinin %28,5-50
arasinda degistigi gosterilmistir (Young ve ark., 1993). Yiiksek diyabetik noropati orani alt
ekstremite enfeksiyonlari, tilserasyonlar1 ve amputasyonlarini igeren 6nemli morbiditeler ile
sonuclanmaktadir. Diyabetik ayak problemleri diger diyabet komplikasyonlarina gére daha
fazla hastane yatisin1 gerektirmektedir (Edwards ve ark., 2008). Diyabetik néropati, tek bir
klinik durum olmaktan ziyade bir ¢ok klinik ve subklinik belirtinin eslik ettigi sendromlar

butinuddr.

2.2.2 Diyabetik noropatinin siniflandirilmasi

Diyabetik ndropati sinir sisteminin belli bolgelerini tek veya birlikte tutan bir grup klinik
sendromdur. Diyabetik ndropatinin siniflandirtlmasi 1988 yilinda San Antonio’da
diizenlenen diyabet konferansinda gerceklestirilmis ve asagida gorildigi gibi

siniflandirilmistir (Consensus Panel, 1988).

A.Subklinik ndropati
1. Anormal diagnostik testler
a. Sinir ileti hizinda azalma

b. Uyarilmis kas veya sinir aksiyon potansiyelinin azalmasi

2. Anormal kantitatif duyu testi
a. Vibrasyon-dokunma

b. Sicak-soguk testi
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C

3
a
b

C

. Diger

. Anormal otonomik fonksiyon testleri

. Siniis aritmisi

. Sudomotor fonksiyonda azalma

. Pupiller latans artis1

B.Klinik noropati

1
a

ti

b.

a.

b.

C

. Yaygin noropati

. Distal simetrik sensorimotor polindropati (ince lif néropatisi, Kalin lif néropatisi, Karisik
P)

Otonom noropati

anormal pupil fonksiyonu (myozis ve dilatasyon bozukluklar),

lakrimal gland disfonksiyonlari,

kardiyovaskiiler bozukluklar (ortostatik hipotansiyon, istirahat tasikardisi, agrisiz
miyokard infarktiisii, uzamis QT diizeyine bagli ani 6liim)

sudomotor fonksiyon bozuklugu,

genitoiiriner otonomik noropati (mesane fonksiyon bozuklugu, seksiiel fonksiyon
bozuklugu),

gastrointestinal otonomik noéropati (mide atonisi, safra kesesi atonisi, diyabetik ishal,

hipogliseminin varligindan habersizlik, hipoglisemiye duyarsizlik)

. Fokal noropati
Monondropati (iist veya alt ekstremite)
Monondéropati multipleks

. Poliradikiilopati (L2, L3, L4 kokleri; diyabetik amyotrofi, T4-T12 kokleri; diyabetik

torasik radikiilopati, S1 (S2) kokleri, C5-C6 (C7,T1) kokleri)

d. Kranial ndropati

e

. Pleksopati

12



2.2.3 Diyabetik noropatide klinik

Diyabetik periferik polindropati baslangigta distal alt ekstremiteleri etkileyen primer olarak
simetrik bir duyusal polindropatidir. Hastaligin ilerlemesi ile birlikte duyu kayb1
proksimale ilerler ve ellerin tutulumu gozlenir. Boylece ‘eldiven-corap’ tarzi duyu kaybi

olusmis olur. Motor defisit ise daha ciddi vakalarda gelismektedir.

Semptom ve bulgular

Diyabetik polindropatinin en erken belirtileri hem biiylik hem de kiigiikk myelinize ve
myelinize olmayan sinir liflerinin biitlinliigliniin kademeli kaybin1 yansitmaktadir. Boylece
biiyiik sinir liflerinin kaybi ile vibrasyon duyusunda kayip ve propriosepsiyon duyusunda
degisiklik, kiiciik sinir liflerinin kaybi ile de agri, 1s1 ve hafif dokunmada bozulma

olmaktadir (Vinik ve Erbas, 2002).

Ayak bilegi refleksinin azalmasi veya kaybi erken diyabette gozlenirken genis refleks

kayiplar1 ve motor kuvvetsizlik diyabetin ilerlemesi ile gozlenmektedir.

Semptomlar iki tipdir: Negatif semptomlar; ndronal hipofonksiyon ile geligir. Taktil ve
diger mekanoreseptor duyularda kayip, duyusal ataksi, termal ve agri duyularn kaybi,
erkeklerde empotans, gastroparezi, sudomotor kayip gibi otonomik bozukluklar ve
atrofidir. ~ Pozitif semptomlar; olasilikla noronal hiperfonksiyon nedeniyledir.
Karincalanma, sikica bastirilma duyusu, parmak ve ayaklarin altinda pamuk varmis hissi

veya agridir.

2.2.4 Diyabetik noropatide tami ve ayirici tam

Gecmiste diyabetik  polindropatinin  tanist  semptom ve bulgularin  subjektif
degerlendirilmesine dayanmaktaydi. 1988’de diyabetologlar ve nérologlar, diyabetik

noropati tan1 ve takibi icin San Antonio Konsensus bildirisini yayinladilar (Consensus
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Panel, 1988). Mayo klinik de, benzer belirti skorlarini, kantitatif incelemeleri ve
elektrofizyolojik Olgiimleri kullanarak diyabetik noropati igin kriterler gelistirdi. Her iki
gruba ait kriter de rutin klinik kullanim i¢in pratik degildir. Basitlestirilmis kriterleri igeren
iki tarama testi gelistirilmistir. Bunlar, Birlesik Krallik tarama testi ve Michigan ndropati
tarama testidir. Diyabete 6zgii polindropati yoktur. Diyabetik ndropati tanisi i¢in dykii ve
fizik muayene bulgularinin ve hastanin klasik klinik degerlendirmesinin yanisira;
morfolojik, ve elektrofizyolojik incelemeler, kantitatif sensoryal testlerin yapilmasi biiytik
Oonem tasir. Diyabetik noropati teshisi Birlesik Krallik tarama testi, Michigan Noropati

tarama testi, elektrodiagnostik 6lgiimlerle konmaktadir.

2.3  Tip 2 diyabetin patogenezi

Tip 2 diyabet, periferal insiilin direnci nedeniyle pankreas B-hiicrelerinden salgilanan
instilinin kan glukoz seviyelerini normal sinirlar i¢inde tutamamasi sonucu ortaya ¢ikan
epidemik bir hastaliktir. Diyabetin patofizyolojisinde ¢esitli sebepler rol almakla birlikte,
pankreas P-hiicrelerinin fonksiyonlarim1 kaybetmesi karsimiza ¢ikan ana faktordiir
(DeFronzo, 1997; Halban ve ark., 2001). Travma, inflamasyon ve asir1 beslenme gibi
fizyolojik stresler, cesitli dokularda insiiline verilen post-reseptor tepkisini bozan yolaklari
aktive etmek suretiyle Tip 2 diyabete yol agmaktadir (Hotamisligil, 2006; Petersen ve ark.,
2007). Yapilan caligmalar Tip 2 diyabetin iskelet kaslarindaki insiilin direnci ile bagladigini
gostermekle birlikte (Cline ve ark., 1994), periferal insiilin direnci hastaligin
gerceklesmesinde yeterli olmayabilir. Ciinkii kas insiilin direncine sahip olmayan
transgenik ratlar veya hasarli mRNA splicing yliziinden kas insiilin direnci olan hastalar
normalde diyabet gelistirmemektedir (Bruning ve ark., 1998; Savkur ve ark., 2001). Tip 2
diyabetin genetik kokenleri oldugunu gosteren kanitlar olmasina ragmen, bu hastaliktan
sorumlu olan genleri net olarak tespit etmekte zorluk yasanmaktadir (Burghes ve ark.,

2001).

Tip 2 diyabetin patogenezi, insiilin salgilanmasini (pankreas P-hiicre fonksiyonunu)

olumsuz etkileyen faktorlerle dokularin insiiline verdikleri tepkileri etkileyen faktorler
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(insiilin hassayiyeti) arasindaki etkilesim sonucu ortaya g¢ikmaktadir. Bozuk [-hiicre
fonksiyonu ve insiilin direnci Tip 2 diyabetin baslangicinda once goriiliir ve hastaligin
habercisidir (Weyer ve ark., 2000; Kahn, 2001; Pratley ve Weyer, 2001). Tip 2 diyabet ¢ok
genli bir hastaliktir ve sayist heniiz bilinmeyen ¢esitli genetik polimorfizmin birlikte etki
etmesinin hastaligin gelismesi i¢in gerekli oldugu diisiiniilmektedir. Ancak, cevresel risk
faktorlerinin etkisi olmaksizin bu etkilerin yeterli olmayabilecegi de ileri siirlilmektedir

(Hamman, 1992).

Insiilini diizenleyen cesitli proteinlere dayali olarak yapilan aday gen arastirmalari bir
“diyabet geni” veya “diyabet genleri” bulmada genel anlamda basarili olamamistir.
Simdiye kadar birkag polimorfizm diyabette risk faktorii olarak nispeten net bir sekilde
tespit edilmistir. Bunlardan biri, insiilinin hedef dokularinda ve B-hiicrelerinde ifade edilen
peroksizom proliferator-aktif reseptor g (PPAR g)’deki Pro 12 Ala polimorfizmidir (Stefan
ve ark., 2001). Bu polimorfizm, serbest yag asitlerinin insiilin salinim1 iizerindeki negatif
etkilerine kars1 hassasiyete sebep olmaktadir. Ikinci bir polimorfizm, insiilin salinimini ve
kas dokusu ile yag dokulari tizerinde insiilinin etkilerini diizenleyen bir sistein proteaz olan
kalpain-10’u kodlayan gende goriilmektedir (Horikawa ve ark., 2000). Ugiincii olarak ise,
KIR6.2 geninin (ice rektifiye eden potasyum kanali J11 geni) E23K varyantidir. Biiyiik bir
calismada bu polimorfizmin Tip 2 diyabet riskini artirdigi gosterilmistir. Riskteki bu
artisin; polimorfizmin, B-hiicrelerinin potasyum kanalini ve dolayisiyla da insiilin
salmimin etkilemesinden kaynaklandigi diisiiniilmektedir (Gloyn ve ark., 2003; Florez ve
ark., 2007). Transkripsiyon faktorii 7-benzeri 2 geni (TCF7L2) varyantlarinin da yiiksek
Tip 2 diyabet riski ile iligkili oldugu tespit edilmistir (Florez ve ark., 2006; Grant ve ark.,
2006; Zhang ve ark., 2006). Riskli allelleri tasiyanlarda insiilin salinimi azalmaktadir
(Florez ve ark., 2006). Bagirsak endocrin hiicrelerindeki insan glukagon geni tarafindan
kodlanan bir peptit olan glukagon-benzeri peptit 1 (GLP-1)’in ekspresyonu TCF7L2
tarafindan diizenlenmektedir (Yi ve ark., 2005). Farelerde knockout teknikleriyle yapilan
baz1 c¢aligmalar insiilin sinyal zincirinde bazi O6geler belirlemistir. Bunlarm, genetik
polimorfizmlerin B-hiicre fonksiyonlarini etkileyebilecegi potansiyel bolgeler olma ihtimali

vardir (Saltiel ve Kahn, 2001).
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Kalitsal faktorlerin 6nemi, anne ve babasit Tip 2 diyabet agisindan homozigot olan ikizlerin
bu hastalig1 gelistirme riskinin %80 oldugunu gosteren c¢alisma ile ortaya konmustur
(Gloyn, 2001). Tip 2 diyabetli bir anne, baba veya kardesin olmast durumunda bu risk %30
civarindadir ve bu rakam normal niifusun 2-4 kat1 bir risk anlamina gelmektedir (Shatten ve
ark., 1993; Shaw ve ark., 1999). Normal glukoz toleransi olan ve genetik olarak Tip 2
diyabet gelistirmeye yatkin (yani birinci dereceden bir akrabasinda Tip 2 diyabet olan)
insanlarda en erken tespit edilebilen sorun B-hiicre fonksiyonu bozuklugudur (Gerich ve

Van Haeften,1998; Kahn, 2001; Pratley ve Weyer, 2001).

Ancak, cevresel faktorler de diyabet gelistirilmesinde 6nemli faktorlerdir ¢linkii bu etkiler
olmaksizin genetik faktorler Tip 2 diyabetin ortaya ¢ikmasinda tek basina yeterli
olmayabilir. En onemli faktorler insiilin hassasiyetini etkileyen faktorlerdir: obezite,
fiziksel aktivite eksikligi, asir1 yagl diistiik lifli beslenme, sigara aligkanligi ve diisiik
dogum kilosu bu faktorler arasindadir (Shatten ve ark., 1993; Marshall ve ark., 1994; Rich-
Edwards ve ark., 1999; Wei ve ark., 2000; Choi B, Shi, 2001; Hu ve ark., 2001;
Wannamethee ve ark., 2001). Cok sayida arastirma; kalori kisitlamasi, beslenme degisikligi
ve fiziksel aktivitenin artirilmasiyla Tip 2 diyabet gelistirme riskinin %60 oraninda
azaltilabilecegini gostermistir (Eriksson ve Lindgarde, 1991; Pan ve ark., 1997; Eriksson ve
ark., 2001; Tuomilehto ve ark., 2001; Wenying ve ark., 2001; Buchanan ve ark., 2002;
Knowler ve ark., 2002; Torgerson ve ark., 2004).

Tip 2 diyabet hastasi olan kisilerin %90’ indan fazlasi obez (dolayisiyla da insiiline karsi
direncli) olmakla birlikte, insiiline direngli insanlarin birgogu diyabetik degildir. Diyabet
hastas1 olan obez bireylerle olmayanlar1 birbirinden ayiran sey, artan insiilin
salgilanmastyla ortaya cikan insiilin direncini tolere edebilmeleridir (Porte ve Kahn, 2001).
Literatiirde, insiilin direncinin yoklugunda ve sadece insiilin salinimindaki bozukluk sonucu
ortaya ¢ikan ¢ok sayida Tip 2 diyabet 6rnegi mevcuttur (Kalant ve ark., 1982; Nesher ve
ark., 1987; Campbell ve ark., 1988; Bonora ve ark., 1993; Groop ve ark., 1993; Nosadini ve
ark., 1994; Banerji ve ark., 1995; Byrne ve ark., 1996; Carey ve ark., 1996). Tip 2 diyabet

hastalarinda goriilen insiilin direncinin neredeyse tamami, obezite, fiziksel aktivite yoklugu,
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asir1 yagli beslenme ve glukoz ve lipit toksisitesi gibi ¢evresel faktorlere verilebilir (Gerich,

1998).

Insiilin ilgili reseptdre baglandiktan sonra karmasik bir dizi olay1 tetiklemektedir (Sekil
2.1). Obezitede goriilen instilin direnci, insiilin reseptdrlerinin sayisinin azalmasi, insiilin
reseptor kinaz aktivitesinin azalmasi, insiilin sinyal proteinlerinin aktivasyonunun ve

glukoz tasinmasinin azalmasi olaylariyla iligkilidir (Dohm ve ark., 1988).

insulin/IGF-1
reseptoru

; j;«
.
e

Pl 3-Kinaz

o
< - AKT
& N Y i

Ras kompleksi

70k S6 kinaz
MEK
MAP kinaz
LD
& - 4 p90 S6 (rsk)
Y .
Glukoz Protein Hucre buyumesi Bazi genlerin
taginmasi sentezi ve gen ifadesi transkripsiyonu

Lipit ve glikojen sentezi
Sekil 2.1: insiilin sinyal ag1. (GAP: GTPaz-activasyon proteini, GRB2: bilylime-faktorii reseptor baglayici

protein 2, GTP: guanozin trifosfat, IGF: insiilin benzeri biiylime faktorii, MEK: MAP-Erk kinaz. (Alsahli ve
Gerich, 2012)

Insiilin sinyal ag1 oldukca karmasiktir ve 5 seviyeye ayrilabilir: 1) insiilin reseptorii tirozin
kinazin ve buna bagl olaylarin aktivasyonu, 2) Bir substrat protein ailesinin fosforilasyonu,

3) SH2 (src homoloji 2) ve diger tanmima bdlgeleri aracilifiyla gesitli araci sinyal
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molekiilleriyle reseptdriin ve substratlarinin aktivasyonu, 4) serin ve lipit kinazlarin
aktivasyonu ve genis ¢apli fosforilasyon-defosforilasyon olaylarinin gergeklesmesi ve 5)
glukoz tagimimu, lipit sentezi, gen ifadesi ve mitogenez gibi insiilinin etkisini diizenleyen
nihai biyolojik olaylar. SH2 proteinleri; insiilin reseptor substrat (IRS) proteinlerini, MAP
kinazlar, S6 kinazlar ve protein fosfataz-1A gibi serin/teorin kinaz ve fosfatazlari igeren bir
dizi kademeli reaksiyonla baglantilandirir. Bu serin kinazlar; glikojen sentaz, transkripsiyon
faktorleri ve diger baz1 enzimler iizerinde etki eder ve hormonun nihai biyolojik etkisinin
ortaya ¢cikmasini saglar. Yag ve kas dokusunda, insiilin uyarist ayn1 zamanda, hiicre i¢inde
bulunan bir glukoz transporter havuzunun plazma zarina translokasyonunu saglamak
suretiyle glukoz alinimini da artirir. Bu islemin fosforilasyon reaksiyon kademeleriyle tam
olarak nasil baglantili oldugu bilinmemektedir. insiilinin glikojen ve lipit sentezi gibi diger
etkileri, bu reaksiyonlara katilan enzimleri aktive etmek icin gerceklesen baska hiicre ici

olaylar sonucunda ortaya ¢ikmaktadir.

2.4  Diyabet, Diyabetik Noropati ve Oksidatif Stres

Diyabet ve diyabetin uzun donemli komplikasyonlariyla ilgili yapilan ¢ok sayida
popiilasyon c¢alismasi, diyabetle oksidatif stres arasinda bir iliski oldugu goriisiini
desteklemektedir (Tesfaye ve ark., 1996; Vincent ve ark., 2004; Said, 2007; Vincent ve ark,
2011).

2.4.1 Oksidatif stres

Oksitadif stres, “oksidanlarla antioksidanlar arasinda, oksidanlar lehine gergeklesen ve
zarara yol agma potansiyeli olan dengesizlik” olarak tanimlanabilir (Sies, 1991). Oksidatif
stres, reaktif tiirlerin (RT) dretimi ile antioksidan savunma sistemi arasinda ciddi bir
dengesizlik olarak goriilmektedir (Halliwell ve Gutteridge, 2007). Reaktif tiirlerin artan
miktarda iiretilmesi ve/veya antioksidan savunma sistemi tarafindan yok edilmelerinde bir
azalma sonucu oksidatif stres meydana gelmektedir. Oksidatif stres, genellikle oksidatif

hasara yol agmaktadir. Oksidatif hasar “canli organizmalar1 olusturan yapilara RT

18



tarafindan verilen biyomolekiiler hasar” olarak tanimlanmaktadir (Halliwell ve Gutteridge,

2007).

2.4.2 Serbest Radikaller ve Reaktif Oksijen Tiirleri (ROT)

Biyolojik agidan 6nemli olan reaktif tiirler, ya reaktif oksijen tiiri (ROT) ya da reaktif azot
tiriidiir (RAT). ROT lar, siiperoksit (O, ~) ve hidroksil (*OH) gibi serbest radikalleri ve
hidrojen peroksit (H,O;) gibi serbest olmayan radikalleri icermektedir. Reaktif azot tiirleri
ise, nitrik oksit (*NO) ve azot dioksit (NO,") gibi serbest radikalleri ve peroksinitrit
(OONO-) gibi serbest olmayan radikalleri igerir (Sies, 1991, Halliwell ve Gutteridge,
2007).

Aerobik organizmalarca RT {iretimi, metabolizmanin yan iiriinleri olarak (6rnegin elektron
transfer zincirinde), organizma tarafindan bilingli olarak (6rnegin inflamasyon gibi) veya
kimyasal olaylarin bir sonucu olarak (6rnegin dopamin gibi dengesiz molekiillerin
otooksidasyonu sonucunda) meydana gelebilmektdir (Halliwell, 2011). Tim RT’lerin
icinden, ozellikle O," ~, *NO ve OONO-"in kardiyovaskiiler rahatsizliklarda rol aldiklari
diistiniilmektedir (Johansen ve ark., 2005).

Oksidatif stresin meydana getirdigi oksidatif hasarin 6nlenmesi i¢in, fazla RT nin elimine
edilmesi gerekmektedir. Hiicre bilesenlerine verilen oksidatif hasar hiicresel islevleri
bozmaktadir. Toksik etkilerinin yanisira, ROT’lar birgok fizyolojik fonksiyon igin
gereklidir. Ornegin inflamasyon esnasinda fagositler, isgalci bakterileri 6ldiirmek iizere
ROT iiretmektedirler. Hafif veya orta seviyede yapilan egzersizler esnasinda iiretilen
ROT lar, egzersizin meydana getirdigi saglik fayda mekanizmalar1 arasinda yer almaktadir

(Sachdev ve Davies, 2008).
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Siiperoksit Anyonu

Stiperoksit anyonu canli dokularda cesitli sekillerde iiretilmekle birlikte, ana kaynagi
mitokondrilerdeki elektron tasima zinciridir (Nohl ve Hegner, 1978; Sohal, 1997).
Stiperoksit olusur olusmaz dismutasyon reaksiyonu ge¢irir ve hidrojen peroksit (H207)
meydana gelir (Sekil 2.2). Bu reaksiyon, siiperoksit dismutaz (SOD) enzim ailesi tarafindan
onemli Ol¢iide hizlandirilir (Fridovich, 1989). Bu yiizden SOD 6nemli bir antioksidan
enzim olarak kabul edilir (Touati, 1989).

O, +e- =2 02.7

2 02._+ 2H" > O, + H,0,

TApH* LApH*
I H+ H+ H+ I | H+ H+ I
ATP
 sentaz ucp

ety

&==0

NAD* NADH

B, 0. . i

Sekil 2.2: Mitokondride elektron tagima zincirinde siiperoksit olusumu. (Giacco ve Brownlee., 2012.)

Hidrojen Peroksit

Hidrojen peroksit (H,0,), hiicre iginde yiiksek konsantrasyonlarda bulunmadigi siirece

toksik etki olusturmaz. H,O; hiicre zarlarindan kolayca diffiize olmakta ve bu yiizden
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iretildigi yerlerden uzak kisimlara ulasabilmektedir. Fe** ve Cu'* gibi gecis metallerinin
varliginda Haber Weiss veya Fenton reaksiyonuyla hidroksil radikaline indirgenir (Imlay
ve ark., 1988; Halliwell ve Gutteridge, 1990; Yamazaki ve Piette, 1991).

Cogu hiicrede H,0,, iki 6nemli antioksidan enzim olan katalaz (CAT) ve selenyuma baglh

glutatyon peroksidaz (GPx) araciligiyla zararsiz tirlinlere dontistiiriiliir (Jain ve ark., 1991).

2H,0, - 2H,0 + 0,
0, +H,0,+0, = OH + 'OH

Fe?* +H,0, > Fe* + OH + 'OH

Hidroksil Radikali

Hidroksil radikali (OH) olusur olusmaz birka¢ angstromliik (A) mesafede bulunan
herhangi bir molekiille reaksiyona girer. Bu yliksek reaktivitesi yiliziinden cok kisa bir
yarilanma omrii vardir. Hidroksil radikali, ¢ekirdek ve mitokondri DNA’sinda, membran

lipitlerinde ve karbohidratlarinda hasara yol agmaktadir (Cochrane, 1991).

DNA hasarina neden oldugu iki mekanizma bilinmektedir. Birgok durumda H;0,,
DNA’nin hemen civarinda bulunan molekiillere bagl olan Fe** veya Cu'* ile reaksiyona
girmekte ve toksik hidroksil radikali olustugunda, ilk hedef olarak bitisigindeki DNA’y1
hedef alarak hasar olusturmaktadir (Halliwell ve Aruoma, 1991).

Alternatif mekanizmada ise, ndronlar ndrotransmitterlerle uyarildiginda hiicreler arasinda
biiylik miktarda ortaya ¢ikan serbest Ca* niikleer enzimleri aktive etmekte ve hidroksil
radikali olusturarak sonugta DNA hasarina neden olmaktadir (Orrenius ve ark., 1989).
Hidroksil radikali ayrica, membran lipitleriyle etkileserek, lipit peroksidasyonunu baslatir

(Halliwell ve Gutteridge, 1990).

F*' +0,” > Fe'+0,
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2.5 Antioksidan Sistem

Hiicre ve dokularin oksidatif strese dayanabilmesi, biiyiilk oranda antioksidan sistemin,
fizyolojik rollerine zarar vermeksizin fazla ROT’lar1 temizleyebilmedeki etkinligine
baglidir (Halliwell, 2011). Antioksidan savunma sistemi; antioksidan enzimler, glutatyon,
vitaminler, bazi kii¢iik molekiiller ve mikrobesinlerden olugsmaktadir (Sies, 1991, Halliwell
ve Gutteridge, 2007). Antioksidan bir madde, “hedef bir molekiilde olusacak oksidatif
hasar1 geciktirecek, Onleyecek veya giderecek herhangi bir madde” seklinde

tanimlanmaktadir (Halliwell ve Gutteridge, 2007).

Antioksidan enzimler, biyolojik siirecler esnasinda iiretilenler de dahil olmak {iizere cesitli
reaktif tiirleri gideren enzimlerdir (Sies, 1991, Halliwell ve Gutteridge, 2007). Temel
antioksidan enzimler; siiperoksit dismutaz (SOD), katalaz (CAT) ve glutatyon peroksidaz
(GPx) enzimleridir (Halliwell, 2011). SOD; O, ’i daha kararli bir ROT olan H,0;’¢
dontistirerek hiicredeki O, seviyelerini fizyolojik konsantrasyonlarda tutar (Halliwell ve
Gutteridge, 2007, Fukai ve Ushio-Fukai, 2011). CAT; H,0,’i O,  ’e ve H,O’ya metabolize
eder (Halliwell ve Gutteridge, 2007). GPx; bir hidrojen verici olan glutatyonu (GSH)
kullanarak enzimatik olarak H,0,’i O, ’e ve H,O’ya indirger. Glutatyon, glutatyon
disiilfid’e (GSSG) oksitlenir (Lubos ve ark., 2011) (Sekil 2.3 ve Sekil 2.4).

22
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- ROT salimmi

- Cevresel faktorler

- Enzimatik aktivite

Lipit peroksidasyonu
- DNA hasan
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- Ksantin Oksidaz
- Mitokondri
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GSH
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ONOO- \ LOH + HZO
GSH
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Sekil 2.3: Antioksidan savunma sistemi tarafindan reaktif oksijen tiirlerinin uzaklastirilmasi. (Tan ve ark.,
2012)
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Sekil 2.4: Mitokondriyel antioksidan agi1. (a-toc: a-tokoferol; Cyt c3+ (indirgenmis sitokrom c); CuZnSOD:
bakir-ginko siiperoksit dismutaz; Gpx: glutatyon peroksidaz; GSH: indirgenmis glutatyon, GSSG: oksidize
glutatyon; L-Arg: L-arginin; mtNOS: mitokondriyel nitrik oksit sentaz, NO: nitrik oksit; Prx3-(SH)2:
peroksiredoksin 3 indirgenmis, Prx3-S2: peroksiredoksin 3 oksidize; ROS: reaktif oksijen tiirleri, RNS:
reaktif azot tiirleri.) (Hernandez-Reséndiz ve ark., 2012)
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2.5.1 Enzimatik Antioksidanlar

Stiperoksit radikalinin yikimini katalizleyen spesifik enzimler SOD, CAT ve GPx’tir. Bu
enzimlerin baglica gorevi serbest radikalleri notralize etmek ve siiperoksit radikallerinin
hidroksil radikallerine doniismesini Onlemektir (Yildinnm ve ark., 2009). Siiperoksit
radikallerinin toksik etkilerine kars1i en dnemli savunma hattini, siiperoksit radikallerinin

hidrojen peroksite dismutasyonunu katalizleyen SOD olusturmaktadir.

Siiperoksit Dismutaz (SOD)

SOD (EC 1.15.1.1), McCord and Fridovich tarafindan kesfedilen ve oksijene maruz kalan
hiicrelerin savunma mekanizmasinda 6nemli rolii olan bir enzimdir (McCord ve Fridovich
1969 ). SOD, siiperoksit anyon radikalinin (O;" ) bir oksijen molekiilii ile bir hidrojen
peroksite dismutasyonu reaksiyonunu katalizler. Bu reaksiyon, hiicreleri siiperoksit
toksisitesine kars1 koruyan bir antioksidan sistemidir. Siiperoksit dismutaz, oksidatif strese
karsi ilk savunma hattidir. Siiperoksit radikalinin, hidrojen peroksit ve molekiiler oksijene
dontisiimiinii saglar, boylece hiicre icindeki siiperoksit radikali diizeylerini azaltir (Yalgin,
1998). Enzimdeki metal iyonuna bagli olarak ve viicutta hangi dokularda bulunduklarina

gbre memelilerde baglica ii¢ SOD izoformu tespit edilmistir (Zelko 2002).

SOD1 (Cu/Zn-SOD) memelilerde; sitoplazma, lizozom ve g¢ekirdekte bulunur (Keller ve
ark., 1991; Crapo ve ark., 1992; Liou, 1993). insanlarda, karacigerde olduk¢a yiiksek
oranda SOD1 aktivitesi gériiliir (Halliwell ve Gutteridge, 2007). insan SOD1°i, her biri 153
amino asitten olusan iki tane 16-kDa’lik alt biriminde bir bakir iyonu ile bir ¢inko iyonu

igeren bir homodimerdir. SOD1 asagidaki reaksiyonu katalizler:

Cu?*/Zn-SOD + 0," — Cu*/Zn-SOD + O,
Cu'/Zn-SOD + O,"~ + 2H" — Cu?'/Zn-SOD + H,0,

20, + 2H" — 0, + H,0;
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Insanlardaki SOD2 (Mn-SOD), aktif merkezinde bir Mn iyonu barindiran, 22-kDa’lik tek
bir alt {initesi olan bir homotetramerdir (Weisiger ve Fridovich, 1973). SOD2 genellikle

mitokondri matriksinde bulunur ve SODI ile ayni reaksiyonu katalizler.

SOD3 (hiicredis1 (EC)-SOD), plazma ve lenf gibi hiicre dis1 sivilarinda bulunan ve 30-
kDa’lik alt tinitelerden olusan bir tetramerdir (Nozik — Grayck ve ark., 2005). SOD3 de bir
bakir ve bir ¢inko iyonu iceren ve hiicreleri oksidatif hasardan koruyan bir enzimdir.
Insanlarda, SOD genlerinin kromozomlardaki lokasyonu su sekildedir: SOD1: 21g22.1,
SOD2: 6g25.3 ve SOD3: 4p15.3-p15.1 (Bag ve Bag, 2008).

Glutatyon Peroksidaz (GPx)

GPx (EC 1.11.1.9), her alt biriminin aktif merkezinde bir selenosistein kalintis1 barindiran
bir glikoproteindir. GPx, biyolojik organizmalar1 oksidatif hasardan korumak iizere,
hidrojen peroksit ve lipit hidroperoksitleri suya ve alkole indirgeme reaksiyonunu katalizler
(Matés ve ark., 1999):

ROOH + 2GSH—ROH +GSSG + H;0,

Bu reaksiyonda, indirgenmis monomerik glutatyon (GSH) hidrojen dondriidiir ve glutatyon
disiilfit (GSSG) seklinde oksitlenir. Memelilerdeki temel izozimleri; yapilar: (amino asit
dizini ve alt birim), dokulardaki dagilimlar: (karaciger, bobrek, alyuvar, kan plazmasi),
bulunduklar: yer (sitoplazma, hiicre dis1 sivi) ve substrat spesifitesi (hidrojen peroksit ve
lipit hidroperoksitler) agisindan smiflandirilir (Halliwell ve Gutteridge 2007). GPx1
kromozom 3 (3p21.3), GPx2 kromozom 14 (14g24.1), GPx3 ise kromozom 5 (5023)
tizerinde yer alir (Mak ve ark., 2007, Zhang ve ark., 2011a).

Hiicrede sitoplazma ve mitokondride daha yogun olarak bulunur. Hidrojen peroksit ile
organik hidroperoksitleri indirger. GPx fagositik hiicrelerde 6nemli islevler gergklestirir.

Solunum esnasinda, serbest radikal peroksidasyonu sonucu fagositik hiicrelerin zarar
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gormelerini engeller. Eritrositlerde de GPx, oksidatif strese karsi en etkili antioksidandir.
GPx aktivitesinde goriilen bir azalma, hidrojen peroksitin artmasma ve Onemli hiicre

hasarma neden olur (Akyol, 2004).

GPX’in kardiyovaskiiler sistemde anti inflamatuvar etkisinin oldugu ileri stiriilmiistiir (Chu
ve ark., 1993). Sitozolde GPx artis1, daha diisiik kardiyovaskiiler hastaliga yol agmaktadir
(Blankenberg ve ark., 2003 ). Diyabet kosullarinda, GPx aktivitesi kan, alyuvar, aort,
karaciger, bobrek ve pankreasta artmakta, retina ve kalpte ise azalmaktadir (Maritim ve
ark., 2003 ). Diyabetle GPx aktivitesi arasindaki iligskiyi diizenleyen mekanizma hala net

olarak ortaya konmus degildir.

Katalaz (CAT)

Katalaz, GPx ile birlikte hiicre igindeki hidrojen peroksitin ortadan kaldirilmasinda veya
atilmasinda rol alir. Katalazin doku dagilimi, siiperoksit dismutaz gibi genistir. Hiicrede
sitozolde de goriilmekle birlikte, daha ziyade peroksizomlarda bulunur. Katalaz, 6zellikle
hidrojen peroksitin ¢ogaldigi durumlarda etkindir .Oksijen ve suya doniistiirerek hidrojen
peroksiti ortadan kaldirir (Finaud, 2006).

Antioksidan Genlerdeki Degisiklikler

SOD, CAT ve GPx enzimlerini kodlayan antioksidan genlerde meydana gelebilecek
genetik  degisiklikler, bu enzimlerin aktivitesinin diizenlenmesinde azalma veya
bozulmalara yol a¢makta ve ROT’larin olusturdugu toksisitenin giderilmesinde
problemlere sebep olabilmektedir. SOD genetik polimorfizmi, enzim aktivitesini azaltir ve
siiperoksit anyonunun birikmesine yol agar. Siiperoksit anyonu NO ile reaksiyona girerek
peroksinitrit olusturur. Hem siiperoksit hem de peroksinitrit son derece sitotoksik tiirlerdir.
GPx ve CAT genetik polimorfizmleri, bu enzimlerin aktivitesini azaltarak hidrojen peroksit
birikmesine yol acar. Hidrojen peroksit, gecis metalleri ile reaksiyona girerek, hiicre

acgisindan toksik olan hidroksil radikallerini olusturur. ROT lardaki artis da oksidatif stresi
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artirir ve sonugta protein, DNA ve lipit gibi biyolojik molekiillerin oksitlenmesi gergeklesir
(Zhang ve ark., 2011b).

2.6 Diyabet ve Oksidatif Stres

Normal kosullar altinda ve diyabet dahil olmak iizere birgok hastalikta, reaktif tiirlerin ve
oksidatif stresin ana kaynagi mitokondridir. Fizyolojik kosullar altinda, yani mitokondriyel
oksidatif metabolizmada, oksijenin biiylik bir kismi suya indirgenir ve oksijenin %2’sinden
az bir kismi O," ye doniistiiriiliir (Brand, 2010). O, = 6nemli bir reaktif oksijen tiirtidiir
(ROT), ¢iinkii H,O,, OH and ONOO-— gibi diger reaktif tiirlere dondstiiriilebilmektedir
(Andreyev ve ark., 2005) (Sekil 2.5).

TISE]

0. 0. Matriks
NADH NAD* * FADH, FADH l’ 0, H,0 ADPH'ATP
_ : SOD2 GPX
Sitrik asit :
donglsii § - H202 . H20

Sekil 2.5: Mitokondride ROT iiretimi ve uzaklagtirilmasi. NADH and FADH,’den gelen elektronlar (e—),
electron tagima zincirinden gecer ve nihayetinde kompleks 4’de H,O olusturmak iizere O;’e indirgenir.
Kompleks I ve III’de siiperoksit (O,—) olusturmak iizere elektron sizintis1 meydana geldiginde mtROS olusur.
Stiperoksit, kompleks 1°deki matrikste tiretilirken, kompleks III’te hem matrikse hem de membranlar arasi
bosluga salmir. Uretildikten hemen sonra siiperoksit, siiperoksit dismutaz 1 (SOD1) tarafindan membranlar
arasi boslukta, SOD2 tarafindan ise matriks i¢inde H,0O,’ye dismiite edilir. Bunu takiben, glutatyon
peroksidaz (GPx) tarafindan tamamen suya indirgenir. (Mani , 2015)
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Fizyolojik kosullarda, viicut bu serbest radikallerin zararli etkilerinden bir antioksidan
savunma sistemi sayesinde korunmaktadir. Ancak, diyabetus mellitusta bu savunma
mekanizmas1 bozulmakta ve kronik hiperglisemi durumu daha da kotiilestirmektedir.
Kronik hiperglisemi, ROT iiretilmesine ve dolayisiyla da oksidatif strese yol agmaktadir.

Diyabette, ROT ve oksidatif stres kaynaklarindan bazilari su sekilde siralanabilir:

2.6.1 Hiperglisemi

Kronik hiperglisemi diyabetes mellitusun karakteristik 6zelliklerinden biridir. Kanatlar,
mitokondri tarafindan iretilen O," ’nin 6nemli bir ROT kaynagi oldugunu gostermektedir
(Andreyev ve ark., 2005). Kronik hiperglisemi ile birlikte, asir1 mitarda glukoz hiicrelere
girmektedir. Bu durum, glikoliz yoluyla asir1 glukoz akisina ve trikarboksilik asit (TCA)
dongiistine yol agmaktadir (Drews ve ark., 2010). Bu olay da, mitokondride elektron tagima
zincirinin asir1 ¢alismasina ve mitokondriyel SOD’in giderebileceginden daha fazla O, ~
iiretilmesine sebep olmaktadir (Wiernsperger, 2003, Brand, 2010). Bu da, mitokondriyel
ROT iiretimi ile mitokondriyel ROT giderilmesi arasindaki hassas dengenin mitokondriyel
ROT fdretimi lehine bozulmasma gotiirmekte ve boylece oksidatif stres baslamaktadir

(Brand, 2010) (Sekil 2.6).
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Sekil 2.6: Hiperglisemi tarafindan hiicrelerde ¢ok sayida sinyal mekanizmasinin aktive edilmesi. Burada,
hiperglisemi kosullarinda nihai olarak hiicre hasarina yol acan dort dnemli yolak gosterilmistir. 1) Asirt
miktardaki glukoz, sitosolik NADPH’i ve ardinda da GSH’yi tiiketecek sekilde polyol yolagini etkiler. 2)
Asirt glukoz ayrica otooksidasyon gecirir ve AGE’leri iiretir. AGE’ler, protein fonksiyonunu bozar ve ikinci
ulak olarak ROT’lar1 kullanan RAGE’leri aktive eder. 3) PKC aktivasyonu, hem hiperglisemiyi artirir hem de
doku hipoksisini daha da kotii hale getirir. 4) Elektron tagima zincirinin asir1 yiiklenmesi ve yavaslamasi
neticesinde reaktif ara maddelerin kagcmasma ve O, iiretilmesine yol agar. Ayrica yine O, iireten NADH
oksidaz da aktive edilir. (Feldman EL., 2003)

Yapilan c¢alismalar, hipergliseminin sebep oldugu asirt mitokondriyel O," = iiretiminin,
diyabette diger reaktif tiirlerin iiretilmesinde de onemli bir rol oynadigini gostermektedir
(Nishikawa ve ark., 2000b). Diyabette goriilen yiiksek seviyedeki glukoz lipitlerle de
reaksiyona girebilmekte ve reaktif tiirlerin olusmasina yol agabilmektedir (Johansen ve ark.,
2005). Enzimatik olmayan glikasyon reaksiyonu araciligiyla glukoz proteinlerle reaksiyona
girebilmekte ve Amadori ve Sciff baz iiriinleri gibi ara iiriinler olusturduktan sonra ileri

glikasyon fiirtinlerini (AGE’ler) iiretmektedir (Johansen ve ark., 2005). Kanitlar bu
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reaksiyonlarin her adiminda ROT iiretildigini gostermektedir. Ayrica yine, diyabette
gorilen asir1 glukozun, sorbitol ve heksozamin yolagi gibi diger yolaklara yonlendirildigi
ve bu yollar aracilifiyla da metabolize edilerek ROT olusumuna yol actig1 gosterilmistir
(Johansen ve ark., 2005, Figueroa-Romero ve ark., 2008, Giacco ve Brownlee, 2010) (Sekil
2.7)

NORMAL GLUKOZ SEVIYESI YUKSEK GLUKOZ SEVIYESI
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Sekil 2.7: Glukoz metabolizmas: yolaklari (normal ve hiperglisemik sartlarda). Artan glukoz seviyelerine
cevaben gelisen ve oksidatif stresin hizlanmasina katkida bulunan olaylar. (Glc: Glukoz, G6P: Glukoz -6-
fosfat, F6P: Fruktoz-6- fosfat, F1,6BP: Fruktoz -1,6-bis-fosfat, GADP: D-gliseraldehit 3- fosfat, DHAP:
Dihidroksiaseton fosfat, GAPDH: gliseraldehit -3- fosfat dehidrogenaz, 1,3-BPG: 1,3-bisfosfogliserat , ROT:
reaktif oksijen tiirii, PARP: poli(ADP-riboz) polimeraz, UCPler: uncoupling proteinleri, AGEler: ileri
glikasyon son {irtinleri, DAG: diagilogliserol, PKC: protein kinaz C, UDP GIcNAc: iiridin difosfat N-
asetilglukozamin.) (Piwowara ve Zurawska-Plaksejb, 2014)
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2.6.2 Hiperinsiilinemi (kanda asir1 insiilin)

Tip 2 diyabet hastalarinin ¢ogunlugunda rastlanilan insiilin direnci hiperinsiilinemi ile
karakterizedir. Insiilin, reseptorlerini  aktive ederken H,O, salinimimi tetiklemektedir
(Wiernsperger, 2003). H;O,, serbest olmayan bir radikal olmakla birlikte zardan
gegebilmekte ve ftretildigi bolgeden baska yerlere difiize olabilmektedir (Sies, 1991;
Halliwell ve Gutteridge, 2007). Kronik hiperinsiilinemi, diyabette bozuk olan antioksidan
sistemle bir araya geldiginde HyO; ‘in yetersiz bir sekilde yikilmasina yol agmaktadir.
Bakir ve demir gibi geg¢is metallerinin varliginda, H,O, Fenton reaksiyonu gegirmekte ve
*OH iretmektedir. *OH’nin, lipit peroksidasyonunun baglamasi ve artmasindan sorumlu
oldugu diisiiniilmektedir. Dolayistyla, H»O, olusturmas: aracilifiyla hiperinsiilinemi,
RT’leri artirabilir ve diyabette oksidatif strese yol acarak hasar olusturabilir. Ayrica,
instilinin ~ birgok  ndrotransmitterin ~ salintmimi  uyardigi  bilinmektedir.  Bu
norotransmitterlerin  bircogu ROT iiretmekte ve oksidatif stresi tetiklemektedir

(Wiernsperger, 2003).

2.6.3 Insiilin yetersizligi

Insiilin yetersizligi, diyabet hastaliklarinda siklikla gériilen bir durumdur. Bazi Tip 2
diyabet hastalarinda, hiperglisemiyi kontrol edebilmek i¢in insiilin enjeksiyonunu
gerektirecek kadar ciddi olabilmektedir (Turner ve ark., 1999; Cook ve ark., 2005). Insiilin
yetersizligi yag agil koenzim A oksidazin aktivitesini artirir. Yag acil koenzim A oksidaz,
yag asitlerinin oksidasyonundan sorumlu olan bir enzimdir ve artan miktarda H;0O,
olusumuna yol agar (Schonfeld ve ark., 2009). H,O,; proteinler, niikleik asit ve ¢oklu
doymamis yag asitleri de (PUFA’lar) dahil olmak {izere lipitler gibi cesitli hiicresel
bilesenler tizerinde zararli etkiler olusturmasiyla taninmaktadir (Sies, 1991; Halliwell and
Gutteridge, 2007). H,O;’in bu zararh etkileri dogrudan ya da *OH olusumu araciligiyla
veya serbaet radikallerin saldirisina karsi ¢ok agik olan toksik aldehitler olusturacak
sekilde, bakir ve demir gibi gecis metalleri ile reaksiyona girmek suretiyle

gerceklesebilmektedir (Sies, 1991; Halliwell ve Gutteridge, 2007). Bu durum, daha fazla
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serbest radikalin veya reaktif tiirlin olusmasimna sebep olan bir zincir reaksiyonunu

tetiklemekte ve sonucta oksidatif stresin etkilerini artirmaktadir.

2.6.4 Diyabet Kosullarinda Cesitli Yolaklar aracih@iyla Reaktif Oksijen Tiirlerinin

Artmasi

Diyabet sartlarinda ¢esitli dokularda reaktif oksijen tiirlerinin iretildigi gosterilmistir
(Dandona ve ark, 1996; Baynes ve Thorpe, 1999). Hiicrelerdeki ROT, enzimatik olmayan
glikolizasyon reaksiyonu (Sakurai ve Tsuchiya, 1988), mitokondrideki elektron tagima
zinciri (Brownlee, 2001) ve membrana bagli NADPH oksidaz (Mohazzab ve ark., 1994;
Harrison ve ark., 2003) gibi ¢esitli kaynaklardan gelmektedir. Diyabetik hayvanlarla
yapilan calismalarda ¢esitli doku ve organlarda glikasyon reaksiyonu gézlemlenmis ve bu
reaksiyon araciligiyla enzimatik olmayan yollarla glikozillenmis hemoglobin, albiimin ve
lens kristalin gibi c¢esitli glikatli proteinler tespit edilmistir. Bu reaksiyon, Schiff bazi,
Amadori liriinii ve son olarak da ileri glikolizasyon son firiinleri (AGE’ler) iiretmektedir.
Bu esnada ROT da {iretilmektedir. Mitokondrideki elektron tasima zinciri de 6nemli bir
ROT iiretim yolagidir. Diyabetik kosullar altinda, elektron tasima zinciri aktive edilmekte
ve daha ¢ok miktarda ROT {iretimine yol agmaktadir. Membrana bagli NADPH oksidazin
da o6nemli bir ROT iretim kaynagi oldugu gosterilmisti. NADPH oksidaz, AGE’ler,
insiilin ve angiotensin II gibi ¢esitli uyaranlar tarafindan aktive edilmektedir. Bu

uyaranlarin hepsi de muhtemelen diyabetik sartlar altinda uyarilmaktadir (Brownlee, 2005).

2.6.5 Tip 2 diyabette pankreas p-hiicresi bozuklugunun ilerlemesinde ROT’larin rolii

B-hiicrelerinin yiiksek glukoz konsantrasyonlarina akut olarak maruz kalmasi insiilin
geninin ifadesini uyarmakta, kronik olarak maruz kalmasi ise g¢esitli B-hiicresi
fonksiyonlarii olumsuz etkilemektedir. Ancak kronik hiperglisemi, insiilin biyosentezi ve
salgilanmasinin bozulmasina sebep olmaktadir. Bu olay, diyabetik kosullar altinda siklikla
gozlenen ve B-hiicresi glukoz toksisitesi adi verilen bir siiregtir. Diyabette, hiperglisemi ve

ardindan gergeklesen ROT iiretimi insiilin geni ifadesini ve salgilanmasini azaltmakta ve
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nihayetinde apoptoza yol agmaktadir (Kaneto ve ark., 1996; Weir ve ark., 2001). Insiilin
gen ifadesinin kaybolmasina, transkripsiyon faktorleri olan pankreatik ve duodonal
homeobox-1 (PDX-1) (Kaneto ve ark, 1999, Tanaka ve ark., 2002) ve MafA’nin (Moran
ve ark., 1997; Poitout ve Robertson, 2002; Harmon ve ark., 2005) ekspresyonunda ve/veya
DNA baglanma aktivitelerinde bir azalmanin eslik ettigi gosterilmistir. Yiiksek glukoz
konsantrasyonlarina maruz kaldiktan sonra bu iki transkripsiyon faktoriiniin ekspresyonu
ve/veya DNA baglanma aktivitesi azalmaktadir. PDX-1’in; pankreas gelisimi, B-hiicresi
farklilasmas1 ve olgun [-hiicresinin devaminda Onemli bir rol oynadigina dikkat
cekilmektedir. MafA ise, yakin zamanlarda izole edilmis [-hiicresine o0zgii bir
transkripsiyon faktoriidiir ve insiilin geninin transkripsiyonunda giiglii bir aktivator olarak

islev gérmektedir (Olbrot ve ark., 2002; Matsuoka ve ark., 2007).

Diyabetik sartlar altinda, ROT’lar indiiklenmekte ve B-hiicresinin glukoz toksisitesinde yer
almaktadir (Matsuoka ve ark., 1997; Holland ve ark., 2002). B-hiicreleri, bir yiliksek-Km
glukoz tasiyicist olan GLUT2’yi eksprese eder ve bu yiizden yiiksek glukoz
konsantrasyonlarina maruz kaldiginda yiiksek seviyeli glukoz alimimi gergeklesir. ROT
markorleri olan 8-hidroksi-2-deoksiguanozin (8-OHdG) ve 4- hidroksi-2, 3-nonenal (4-
HNE)’nin ekspresyonunun diyabetik kosullar altinda adaciklarda arttifi gdosterilmistir
(Ihara ve ark., 1999; Gorogawa ve ark., 2002). Bunlara ilaveten, glutatyon peroksidaz ve
katalaz gibi antioksidan enzimlerin nispeten diisiik ekspresyonu nedeniyle B-hiicreleri
ROT’lara karsi oldukg¢a hassastir (Lenzen ve ark., 1996; Tiedge ve ark., 1997).
Dolayisiyla; ROT’lar diyabetlerde goriilen [-hiicresi sorunlarinda muhtemelen yer
almaktadir. B-hiicrelerinden elde edilen hiicre hatlar1 veya ratlardan izole edilen adaciklar
ROT’lara maruz birakildiginda, insiilin geni promoter aktivitesi ve mRNA ekspresyonunun
baskilandig1 gosterilmistir (Kaneto ve ark., 1999; Tanaka ve ark., 2002). Ek olarak, bunlar
ROT’a maruz brrakildiklarinda PDX-1 ve/veya MafA’nin insiilin gen promotoruna
baglanmas1 6nemli oranda azalmistir. Ayrica, yiiksek glukoz konsantrasyonuna kronik
olarak maruz kaldiktan sonra gerceklesen insiilin geni ekspresyonundaki azalmanin,
antioksidan tedavisi ile engellendigi gosterilmistir (Ihara ve ark., 1999; Kaneto ve ark.,

1999; Tanaka ve ark., 1999; Tanaka ve ark., 2002).
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Yiiksek glukoza kronik maruz kalmanin yol agtigit PDX-1 ve MafA’nin ekspresyonu ve
DNA’ya baglanma aktivitelerinde goriilen azalmanin da antioksidan tedavisi ile
engellendigi gosterilmistir. Bu sonuglar; kronik hipergliseminin, artan ROT nedeniyle
insiilin  biyosentezini ve salgilanmasini baskiladigint ve Onemli iki pankreatik
transkripsiyon faktorii olan PDX-1 ve MafA’nin ekspresyonu ve DNA’ya baglanma
aktivitelerinde azalmanin bu olaya eslik ettigini gostermektedir. Transkripsiyon
faktorlerinde goriilen bu gibi degisiklikler, insiilin biyosentezi ve salgilanmasinin
baskilanmasimi kismen aciklamakta ve dolayisiyla B-hiicresi glukoz toksisitesinde yer
almaktadirlar. Gergekten de, N-asetil-L-sistein, C vitamini ve E vitamini ile yapilan
antioksidan tedavisinin, glukozun uyardig insiilin salinimini siirdiirdiigii ve obez diyabetik
farelerde glukoz toleransini kismen diizelttigi gosterilmistir (Kaneto ve ark., 1999). B-hiicre
kitlesi antioksidan uygulanan farelerde 6nemli 6lgiide daha biiyiik oldugu ve antioksidan
uygulanmasi insiilin igerigini korudugu tespit edilmistir. Antioksidan uygulanmasini
takiben, PDX-1 ekspresyonu B-hiicrelerinin ¢ekirdeklerinde daha agik olarak goriilmiistiir
(Kaneto ve ark., 1999). Benzer etkiler, Tip 2 diyabet hastaliginda model hayvan olarak
kullanilan Zucker diyabetik sisman farelerde de gozlenmistir (Tanaka ve ark., 1999.).
Dolayisiyla, antioksidan uygulamasinin B-hiicrelerini glukoz toksisitesine karsi koruyacagi

distiniilebilir.

Lipotoksisitenin, Tip 2 diyabette goriilen B-hiicrelerinin iglevinin bozulmasinda yer aldigi
bilinmektedir. Adacik hiicreleri veya B-hiicrelerinden elde edilen hiicre hatlar1 serbest yag
asitlerine (SYA) maruz birakildiklarinda ROT’lar indiiklenmis ve bu durum insiilin

salimiminda azalmaya ve sonug olarak da B-hiicre bozukluguna yol agmistir (Carlsson ve

ark., 1999; Bikopoulos ve ark., 2008).

2.6.6 Tip 2 Diyabette Insiilin Direncinin ilerlemesinde ROT’larin Rolii

Tip 2 diyabetin gostergesi insiilin direnci ve pankreas B-hiicrelerinin islevlerinde goriilen
bozukluklardir. Diyabet kosullarinda; karaciger, kas ve yag gibi cesitli insililin hedef

dokulari insiiline direngli hale gelmektedir. Insiilin direncinin patofizyolojisi karmasik bir

34



insiilin sinyal ag1 icermektedir. Insiilin, hiicre yiizeyindeki insiilin reseptoriine baglandiktan
sonra, insiilin reseptorii ve substrati fosforillenmekte ve bu olay ¢esitli insiilin sinyal
yolaklariin aktivasyonuna yol agmaktadir (Kahn ve Flier, 2000; Shulman, 2000; Saltiel ve
Kahn, 2001). ROT’larin, insiilin direnci ve pankreas p-hiicrelerinin fonksiyon
bozuklugunda yer aldig1 gosterilmis durumdadir (Evans ve ark., 2002). ROT un, insiilin
reseptOr substrati-1’in (IRS-1) ve fosfatidilinositol-3-kinazin (PI 3-K) hiicre i¢inde yeniden
dagilimimi engelledigi ve boylelikle 3T3-L1 adiposit hiicrelerde insiilince indiiklenen
GLUTH4 translokasyonunu bozdugu rapor edilmistir (Rudich ve ark., 1998). Ayrica, N-
asetil-L-sistein ve taurin antioksidanlariyla yapilan muamelenin in vivo olarak
hipergliseminin yol agtig1 insiilin direncini 6nledigi bildirilmistir (Haber ve ark., 2003). Tip
2 diyabet hastalarinda, bir antioksidan olan a-lipoik asitin verilmesi insiilin direncini
artirmistir. Bu olay da, insiilin direncinin ilerlemesinde ROT’larin bir roliiniin oldugunu

disiindiirmektedir (Jacob ve ark., 1999; Konrad ve ark., 1999).

Diyabetik sartlar altinda, hiperglisemi ROT’larin artmasia neden olmakta, bu durum da
muhtemelen c-Jun Nterminal kinaz (JNK) yolaginin aktivasyonuna yol agmaktadir (Kaneto
ve ark., 2002). Ayrica, serbest yag asitleri, timor nekroz faktorii alfa (TNFa) gibi cesitli
inflamatuar sitokinler ve endoplazmik retikulum stresi diyabetik kosullar altinda artmakta
ve JNK vyolagmin aktivasyonu gergeklesmektedir. JNK yolaginin aktivasyonunun,
diyabetik hastalarda goriilen pankreas B-hiicresi bozuklugunda ve insiilin direncinde de yer
aldig iler1 stiriilmiistiir (Hotamisligil, 2005; Wellen ve Hotamisligil, 2005). JNK yolaginin,
obez Tip 2 diyabet farelerin karaciger, kas ve adipoz dokularinda anormal derecede aktive
edildigi ve JNK-KO farelerde insiilin direncinin énemli 6l¢iide azaldigi rapor edilmistir
(Hirosumi ve ark., 2002). JNK-KO farelerle kontrol grubu fareler yiiksek yaglh ve yiiksek
kalorili bir diyetle beslendiklerinde, obez JNK-KO farelerin kan glukoz seviyeleri obez
yabanil tip farelere kiyasla 6nemli oranda daha diisiik oldugu goriilmiistiir. Sonuclar, JNK-
KO farelerin beslenme ve obezite kaynakli insiilin direncinin gelismesinden korundugunu
gostermistir. JNK1 yetersizliginin muhtemelen, diyabetin hem genetik hem de beslenme
modellerinde obezite, hiperglisemi ve hiperinsiilinemiye karsi direng sagladigi ileri

stirilmistiir. Bu sonuglar, Tip 2 diyabette goriilen insiilin direncinin gelisiminde JNK
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yolaginin aktivasyonunun dnemli bir rol oynadigini diistindiirmektedir (Hirosumi ve ark.,

2002).

2.6.7 Bozuk antioksidan savunma sistemi

Azalmis antioksidan seviyeleri, normalin disinda antioksidan enzim aktiviteleri
(artma/azalma) ve MDA gibi oksidatif stres markorlerinin seviyesinin artmasi gibi bozuk
bir antioksidan savunma sistemini gosteren durumlar DM’ta olduk¢a yaygindir (Maritim ve
ark., 2003; Johansen ve ark., 2005; Rahimi ve ark., 2005; Erejuwa ve ark., 2010a).
Diyabette, bozuk bir antioksidan savunma sisteminin neticesi olarak RT’nin yeterince
giderilememesi artan oranda oksidatif strese neden olabilir. Diyabette goriilen antioksidan
savunma sisteminin bozukluguna yol acan mekanizmalar heniiz iyi bir sekilde anlasilmis
degildir. Calismalar, antioksidan enzimlerin birlikte fonksiyon gordiiklerinde optimum
diizeyde bir koruma sagladiklarin1 gostermektedir (Michiels ve ark., 1994). Dolayisiyla,
antioksidan enzimlerin herhangi birinin glikasyonu, antioksidan savunma sisteminin
tamamimin etkinligini bozabilir. Ornegin, eger SOD akitivitesi bozulursa, bu durum Oy~
birikmesine yol acabilir. Ote yandan, eger SOD aktivitesi up-regiile edilirse, bu durum
H20, miktarlarinin artmasina neden olabilir. Her iki durumda da, CAT veya GPx aktivitesi

etkilenecektir.

2.6.8 Diyabetus mellitusun patogenezinde oksidatif stresin rolii

Kanitlar, diyabetus mellitusun c¢esitli gelisim sathalarinda - diyabet Oncesinden, glukoz
toleransinin bozulmasina, oradan tokluk hiperglisemisinden orta haldeki diyabet ve
nihayetinde de tam diyabetus mellitusa kadar - oksidatif stresin rol oynadigini
gostermektedir (Ceriello ve ark., 1998). B-hiicresi fonksiyonunun kayb her iki tip diyabetin
patogenezinde de goriilen bir olgudur (Drews ve ark., 2010). B-hiicresi fonksiyon
bozuklugunun yanisira, insiilin direnci de Tip 2 diyabetin Onemli karakteristik

Ozelliklerindendir (Evans ve ark., 2003). Oksidatif stres, hem [-hiicresi fonksiyon
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bozuklugu hem de insiilin direnci patogenezinde dnemli bir rol oynamaktadir (Evans ve

ark., 2003; Drews ve ark., 2010).

2.6.9 B-hiicresi fonksiyon bozuklugunda oksidatif stresin rolii

B-hiicreleri, SOD, GPX ve CAT gibi antioksidan enzimleri diisiik seviyelerde eksprese
ederler ve dolayisiyla oksidatif strese kars1 hassas bir konumda bulunurlar (Tiedge ve ark.,
1997). B-hiicrelerindeki yiiksek mitokondriyel ROT iiretimi, glikoliz ve TCA dongiisii
aracih@iyla artan glukoz veya yag asidi akimindan kaynaklanmaktadir. Bu durum, Oy  ~
tiretilmesine, o da diger ROT ve reaktif azot tiirlerinin iiretilmesine yol agmaktadir.
Antioksidan enzimlerin bu ROT’lar1 gidermede yetersiz kalmasi oksidatif strese sebep
olmaktadir. Mitokondrilerin yanisira, NADPH oksidazlar, nitrik oksit sentazlar ve
fagositler de B-hiicrelerinde 6nemli ROT kaynaklaridir (Drews ve ark., 2010). Kanitlar Tip
1 diyabette, otoimmiin reaksiyonlar, sitokinler ve inflamatuvar proteinlerin yol agtig1 -

hiicre bozuklugunda ROT’larin bir rolii oldugunu gdstermektedir (Drews ve ark., 2010).

Benzer sekilde Tip 2 diyabette de, B-hiicre bozuklugu ve insiilin direncinde ROT’lar rol
oynamaktadir (Drews ve ark., 2010). B-hiicre bozuklugunda glukotoksisitesinin rolii,
yiiksek glukoz konsantrasyonlarinin diyabet hastasi olmayan deneklerde insiilin salinimini
bozdugunu gosteren calismalarla ortaya konmustur (Marchetti ve ark., 2008). Bunun
tersine, iyi glisemik (kandaki seker diizeyi) kontrol Tip 2 diyabet hastalarinda insiilin
salgilanmasii artirmaktadir (Marchetti ve ark., 2008). Antioksidanlarin, yiiksek glukozun
instilin mRNAs1, insiilin igerigi ve salgilanma ekspresyonu iizerindeki toksisitesini
azaltmasi veya engellemesi, glukotoksisitenin toksik etkilerinin ortaya ¢ikmasinda oksidatif

stresin rolii oldugu fikrini desteklemektedir (Tanaka ve ark., 1999).

2.6.10 Insiilin direncinde oksidatif stresin rolii

Insiilin direnci, diyabetin baslangicindan &nce gergeklesir ve genetik yapi, yiiksek kalori

tiikketimi, hareketsiz bir yasam tarzi, obezite, hamilelik ve asir1 derecede yiikselmis hormon
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seviyeleri gibi gesitli gevresel faktorler tarafindan etkilenir (Evans ve ark., 2003). Oksidatif
stresin insiilin direnci patogenezinde rol oynadigi bildirilmistir (Kim ve ark., 2006). Hem
piruvat hem de yag asitleri kaslarda ve yag dokularinda enerji substrati olarak is goriirler.
Piruvat, glukoz ve diger sekerlerden, yag asitleri ise yaglardan elde edilir. Bu yakat
substratlart hiicrelerde mitokondri zarindan igeri tasindiktan sonra, mitokondriyel
enzimlerce asetil CoA’ya doniistiiriiliir. Sitrik asit dongiisii esnasinda, asetil CoA’daki
karbon atomlarmin oksidasyonu sonucunda CO; iretilir. CO; yanisira, sitrik asit dongiisii
tarafindan NADH ve FADH; ile tasinan yiiksek enerjili elektronlar olusturulur. Kas ve yag
dokularina yiiksek seviyelerde enerji substrati alinimi sitrik asit dongiisiiniin aktivitesini
artirir. Bu durum, gerekenden daha fazla mitokondriyel NADH iiretir. Bu olay da, yiliksek
hizda oksidatif fosforilasyona ve sonugta mitokondri zarmin proton gradiyentinde artisa
neden olur. Yiiksek enerjili bu elektronlar O;’e aktarilir; bu, O;"  olusumuna ve daha sonra
da diger ROT’larin iiretilmesine yol agar. Boylece bu olay, oksidatif strese zemin hazirlar
(Talior ve ark., 2003). Yapilan calismalarda, yiiksek yag igerikli bir diyetle beslenme
sonucu insiilin direnci gelistiren farelerin iskelet kaslarinin daha fazla miktarda
mitokondriyel H,O, iirettigi ve kontrollere gore normal redoks dengesini korumada basarili
olamadig: bildirilmistir (Anderson ve ark., 2009). Insiiline direngli, morbit obez insanlarda

da benzer bulgular gdzlemlenmistir (Anderson ve ark., 2009).

Oksidatif stresin, insiilin direncine yol acabilecegi cesitli mekanizmalar tespit edilmistir. Bu
mekanizmalar sunlardir: oksidatif stres — insiilin bozuklugu — yag dokusu hiicrelerinde
GLUT4 translokasyonu (Rudich ve ark., 1998), oksidatif stres — insiilin protein kinaz B’nin
insiilince uyarilmasinin bozulmasi ve yag dokusu hiicrelerine glukoz tasinmasi (Rudich ve
ark., 1999), oksidatif stres — P13-kinaza bagli sinyal yolagiyla p38 MAPK aktivasyonu
arasindaki etkilesimin tetiklenmesi (Kim ve ark., 2006), ve yag dokusu hiicrelerinde insulin
reseptorii substrat-1 ve fosfatidilinositol 3-kinazin insiilince gergeklestirilen hiicresel
dagiliminin bozulmasi (Tirosh ve ark., 1999). Diger ¢alismalar oksidatif stresin dogrudan;
glukoz alinimy, insiilin sinyali ve glikojen sentezini bozmak suretiyle iskelet kaslarinda
onemli oranda insiilin direncine yol agabilecegini gostermektedir (Dokken ve ark., 2008).

Oksidatif stresin neden oldugu bu insiilin direnci, kismen insiilin tarafindan gergeklestirilen
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glikojen sentaz kinaz-3’iin (GSK-3beta) baskilanmasinin azalmasindan kaynaklanmaktadir
(Dokken ve ark., 2008; Henriksen, 2010).

Yiiksek seviyelerdeki glukozun yol agtigi oksidatif strese karst koruma amagli olarak
(Talior ve ark., 2003), hiicreler daha fazla enerji veya substratin hiicreye erisimini
kisitlamak suretiyle cevap verir. Oksidatif fosforilasyon i¢in gerekli olan NADH miktarini
siirlandirmak i¢in, a-ketoglutarat dehidrogenaz’in baskilanmasi gibi ¢esitli mekanizmalar
devreye girmektedir. Dolayisiyla, besinlerin insiiline bagli alinimmi sinirlandirmak igin,
insiilin reseptorleri insiiline karsi duyarliliklarini gittikge kaybetmektedir. Bu olay insiilin
direncinin baslangicin1 belirlemektedir. Insiilin direncinde, normal seviyelerdeki insiilin,
iskelet kas1 ve yag dokusu gibi insiiline duyarli dokulardaki glukoz tasima sistemini artik
aktive edemez hale gelir. Bu durum, kandaki glukoz seviyelerinin siirekli yliksek olmasiyla
sonuglanir. Bu kosullardaki insiilin direncinin, daha fazla glukoz ve yag asidinin alinmasini
onlemek icin hiicreler tarafindan kullanilan bir telafi mekanizmas1 oldugunu savunanlar da
vardir (Hoehn ve ark., 2009). Bu telafi mekanizmasi, reaktif tlirlerin olusumu ve
birikiminin azalmasini1 ve sonugta oksidatif stresin ve hasarin azalmasini sagliyor olabilir.
Siirekli yiiksek seviyelerde kalan kan glukozu ile birlikte, hiperglisemi baglamakta ve Tip 2
diyabete yol agmaktadir.

2.7  Diyabetik noropati etiyopatogenezi

Diyabetik noropatinin patogenezinde birgok mekanizma 6ne siiriilmiistiir. Bunlar arasinda;
direkt sinir hasari yapan metabolik siirecler, endondral mikrovaskiiler hasar, otoimmiin
inflamasyon ve azalmis norotrofik destek sayilabilir. Epidemiyolojik calismalar Tip 1 ve
Tip 2 DM hastalarinda hiperglisemi siire ve ciddiyetinin diyabetik noropati gelisminde
major risk oldugunu gostermistir (Genuth, 2006).

2.7.1 Diyabetik noropati ve hiperglisemi

Hem Tipl DM hem de Tip2 DM, hem kiigiik (mikroanjiyopati) hem de biiyiik kan

damarlarin1 (makroanjiyopati) etkileyen spesifik bazi lezyonlarin olusmasma dogru
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seyreden yavas bir siirecle karakterizedir. Diyabetin  klasik  mikrovaskiiler
komplikasyonlari; diyabetik retinopati (yetiskinlerde korliigiin birincil sebebi), gelismis
tilkelerde diyaliz ve bobrek nakillerinin ana nedeni olan diyabetik bobrek rahatsizliklar: ve
tez konumuz olan diyabetik noropatidir. Calismalar; kronik hipergliseminin bu
komplikasyonlarda, oOzellikle de mikroanjiyopatide, goriilen diyabetik doku hasarinin
baslica nedeni oldugunu gostermektedir (DCCT Research Group, 1993; UK Prospective
Diabetes Study (UKPDS) Group, 1998). Aymi sekilde, diyabetik periferal néropatinin
(DPN) gelismesindeki ana faktor kronik hipergliseminin kiimiilatif etkisidir, yani diyabetin
stiresi ve metabolik kontrol diizeyidir. Gittikge artan deliller kronik hiperglisemi sonucunda
goriilen oksidatif stres ve endotel bozuklugunun, hipergliseminin zararl etkilerinin ortaya
c¢ikmasinda anahtar rol oynadigini diistindiirmektedir. Hiperglisemi, kronik diyabetik
komplikasyonlarin gelismesinde baslica risk faktorii olmakla birlikte, genetik faktorler de
onemli Olciide katkida bulunmaktadir. Bazi genetik faktorler, tim mikrovaskiiler
komplikasyonlarda (diyabetik retinopati, diyabetik bobrek rahatsizliklari ve diyabetik
ndropati) ortak payda olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Bunlara ek olarak, yiiksek tansiyon ve
insiilin direnci gibi bazi metabolik olaylar da hizlandiric1 faktorler olarak karsimiza

cikmaktadir.

Ancak, DPN’in gelismesinde katkisi olan epidemiyolojik iliskilerin aciga ¢ikarilmasinda
onemli ilerlemeler ger¢eklestirilmesine ragmen, altta yatan molekiiler patogenez ve gelisme
mekanizmalart hala tam olarak aydinlatilabilmis degildir. Mevcut bilgiler; DPN’in, sinirsel
dokuyu beslemekten sorumlu mikrodamarlarin hasar goérmesinden kaynaklandigini
diistindiirmektedir. Bu da, sinirsel yapilarin dogrudan zarar gérmesiyle iliskili olarak,
mikroanjiyopatinin bir roli oldugunu disiindiirmektedir. Her iki olay da, kronik
hiperglisemi ve oksidatif stress gibi metabolik olaylarla, sinir-kan damarlarinin
mikroanjiyopatisi gibi faktorlerin arasindaki bir etkilesimin ve sinir dokusunun tamir
mekanizmasinin bozulmasinin sonucu ortaya ¢ikmaktadir (Boulton, 2007). Vaskiiler ve
metabolik mekanizmalar es zamanli olarak etki gostermekte ve bir digerinin etkisini
artirmaktadir.  Sinirsel mikroanjiyopatinin mevcudiyeti, DPN’in diyabetin kronik

mikrovaskiiler komplikasyonlarindan biri olarak kabul edilmesinin ana nedenidir.
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DPN’in gelismesindeki baslica faktor, siiregiden hiperglisemidir (diyabetin siiresi ve
metabolik kontrol diizeyi) (Vinik ve ark., 2000; DCCT Research Group, 1993; Tesfaye ve
ark., 2005). Kronik hiperglisemi DPN’in gelisimine, diger tim mikrovaskiiler
komplikasyonlarda goriilen mekanizmayla yol agmaktadir. Brownlee ve ark. tarafindan ileri
stiriilen bir mekanizmaya gore; bu olaydaki kilit element, oksidatif fosforilasyon esnasinda
mitokondriyel elektron tagima zinciri tarafindan siiperoksit (O,—) anyonlarinin asir1
iiretilmesinin yol actig1 hiperglisemidir (Brownlee, 2005; Nishikawa ve ark., 2000) (Sekil
2.8)

Sitoplazma
T Glukoz Cekirdek

L A A ST

Mitokondri

4 GAPDH

v

T Polyol T Metilglioksal TPKC  THeksozamin
PW akisi PW akisi

TRAGE  NF-xB
S100A8/9

Sekil 2.8: Hipergliseminin tetikledigi asir1 mitokondriyel ROT iiretimi sonucu, diyabetik hiicre hasarina yol
acan ana yolaklarmn aktive edilmesi. (PARP: PoliADP-riboz polimeraz, GAPDH: Gliseraldehid-3-Fosfat
Dehidrogenaz, PKC: protein kinaz C, AGE: glikasyon son iiriinleri, RAGE: glikasyon son iiriinleri reseptorii).
(Giacco ve Brownlee, 2012)

Bu modele gore; hiperglisemi ROT’larin mitokondride iiretimini artirmakta, bunu ¢ekirdek

DNA iplik¢iginin bozulmasi izlemekte, bu olay da poli ADP-riboz polimeraz enzimini
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aktive etmekte ve sonug olarak diyabetik komplikasyonlara yol agan dort ana yolagin aktive

edilmesini netice veren bir olaylar zincirine yol agmaktadir. Bu yolaklar:

1. Artan aldoz rediiktaz aktivitesi ve polyol yolaginin aktivasyonu: sinirsel ddem, sinir
iletiminde bozukluk ve nihayetinde apoptoz gibi ozmotik etkilere yol agan artan sorbitol
birikimi (Boulton, 2007). Siirekli olan hiperglisemi, sinirlerde sorbitol ve friikktozun
birikmesiyle polyol yolaginin aktivitesini artirmakta ve heniiz bilinmeyen mekanizmalarla
sinirlerde hasara yol a¢maktadir. Bu olaya, azalan myoinositol alinimi ve Na+/K+ -
adenozin trifosfataz (ATPaz) aktivitesinin inhibisyonu eslik etmekte ve Na+ tutulmast,

06dem, miyelin sigmesi ve sinirlerin dejenerasyonuna sebep olmaktadir.

2. Protein kinaz C (PKC) ve ardindan niikleer faktor kappa B (NF-xB) yolaginin
aktivasyonu: hipergliseminin diagilgliserol olusumunu uyardigi ve bunun da PKC’nin
aktivasyonuna yol ag¢tig1 bilinmektedir (Tesfaye ve ark., 2005). PKC de, birgok genin
ekpresyonunun modifikasyonundan sorumlu olan transkripsiyon faktorii NF-xB’yi aktive
etmektedir (Cameron ve Cotter, 2008). NF-kB; ¢ok sayida uyaran tarafindan aktive edilen
bir transkripsiyon faktoriidiir ve cok sayida c¢esitli inflamatuvar ve immiin faktoriin

trankripsiyonunu baslatmakla yiikiimlidiir.

3. Hiicre icinde ileri glikasyon son {iriinlerin (AGE) tiretilmesi (Brownlee, 2005): AGE’ler;
enzimatik olmayan reaksiyonlarla protein, yag ve niikleik asitlerin serbest amino
gruplariyla sekerlerin indirgenmesi sonucunda olusan heterojen bir grup molekiildiir.
Hiperglisemi, proteinlerin ve AGE’lerin enzimatik olmayan glikasyonunu indiikler ve bu da
NF-kxB’yi aktive eder. Siiperoksitlerin lokal olarak tiretilmesi, a-ketoaldehitli proteindeki L-
lizin’in (ve muhtemelen diger amino asitlerin) kalintilarinin etkilesmesi sonucu olarak da
olusur ve proteinlerle diger biyomolekiillerin oksidatif olarak modifikasyonu ile sonuglanir.
Sinir liflerinin yapisal ve islevsel degisikligi araciligiyla hiicre iskeleti proteinlerinin

glikasyonu da DN patogenezinde rol almaktadir (Sekil 2.9).
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Sekil 2.9: Glikasyon son iirinleri (AGE) kaynakli hasarin genel mekanizmasi (Giacco ve Brownlee, 2012)

Cesitli arastirmalar periferal sinirlerdeki ve bunlar1 besleyen mikrodamarlardaki oksidatif
stresin sinirlerde bozulmaya, norotrofik destegin zayiflamasina ve ayni zamanda da
sinirlerde karakteristik noropatik morfolojik degisikliklere yol agtigini gostermistir
(Hounsom ve ark., 2001). Cogu morfolojik, histolojik ve elektrofizyolojik arastirma, DN’ye
yapisal sinir degisikliklerinin (karakteristik segmental demiyelinizasyon ve aksonlarda

dejenerasyon) ve fonksiyonel degisikliklerin eslik ettigini gostermektedir (Said, 2007).
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Schwann hiicreleri tarafindan glukoz alinimi insiilinden bagimsiz olarak gerceklestigi icin,
glukoz noronlara girmekte, orada birikmekte ve aldoz rediiktaz yolagini harekete
gecirmektedir. Bu metabolik yolak da, sorbitol ve fruktozun birikmesine ve myo-inositoliin
tilketilmesine yol agmakta ve glutatyon dongiisiine ve Na+/K+-ATPaz aktivitesine zarar

vermektedir.

Noronlardaki fazla glukoz, serbest radikal olusumu ve yetersiz antioksidan koruma
sisteminin birlesimi sonucu oksidatif stresin artmasina sebep olmaktadir. Mitokondriyel
solunum zinciri, NADPH oksidaz ve ksantin rediiktaz tarafindan iiretilen cogu ROT’larin
(02, OH, H,0,), ve NO sentez enzimi NO-sentaz tarafindan iiretilen reaktif azot tiirlerinin
(NO, peroksinitrit, ONOO-), streptozotocin (STZ) ile muamele edilen farelerde DPN’nin
gelisiminde yer aldigi gosterilmistir (Vincent ve ark.,, 2004). Bu farelerde serbest
radikallerin, hem Schwann hiicreleri hem de noronlar lizerinde zararli etkiler olusturdugu
gosterilmistir. ROT zincir reaksiyonlar1 her zaman siiperoksit dismutaz (SOD), katalaz ve
glutatyon peroksidaz ile nétralize edilmektedir, ancak bunlarin dokulardaki miktarlar
diyabet hastalarinda artan oksidatif srtresi gidermeye yetecek seviyelerde degildir (Bierhaus
ve ark., 2004; Vincent ve ark., 2004) (Sekil 2.10).
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TTNF -a, IL-1, IL-6, IL-8, IL-18, INF-y, Fibrynogen, von Willebrand Factor, Plasminogen, PAI-1,
Complement, ICAM-1, VCAM-1, E-selectin, ET-1; INO
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(mikro- ve makroanjiyopati)
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Sekil 2.10: Hiperglisemi ve oksidatif stres sartlarinda meydana gelen degisikliklerle, RAGE’in reaksiyonuyla
ortaya ¢ikan hiicre igi ve hiicre dis1 sinyal iletim yollarinin sonuglari. (RAGE: AGE reseptorii, AGEler: ileri
glikasyon son iiriinleri, AOPPler: ileri oksidasyon son iiriinleri, ALEler: ileri lipoksidasyon son iiriinleri,
PKC: protein kinaz C, NF- kB: niikleer faktor kappa B, IL-1,-6,-8,-18: interlokinler-1,-6,-8,-18, TNFC: timor
nekroz faktorii C, IFNI: interferon I, ICAM-1: hiicrelerarasi hiicre adezyon molekiili-1, VCAM-1: vaskiiler
hiicre adezyon molekiilii-1, ET-1: endotelin 1, NO: azot oksit.) (Piwowara ve Zurawska-Plaksejb., 2014)
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2.8  Diyabetik Noropati ve Antioksidan Enzim Polimorfizmleri

2.8.1. Diyabetik Noropati ve SOD2

Silig ve ark. (2010) 440 saghkli birey ile gergeklertirdikleri ¢alismada, Tiirk
popiilasyonunda SOD2 Alal6Val polimorfizmlerinin allel ve genotip frekans dagilimlarini,
Alal6Ala i¢in %17,5, Alal6Val i¢in %50,5 ve Vall6Val i¢in %32,0 olarak tespit

etmislerdir.

Tian ve ark. (2011) SOD2 geninin C47T (Vall6Val ) polimorfizmini DM riski agisindan

inceledikleri meta-analizde Cizelge 2.1°deki dagilimi elde etmislerdir.

Cizelge 2.1: GPX1 geni Pro198Leu ve Prol197Leu genotiplerinin ¢esitli aragtirmacilarda etnik dagilimi.

Meta-analize dahil edilen ¢aligmalardaki SOD2 geni C47T (Vall6Ala) polimorfizminin DM riski a¢isindan genotip dagilimi

Yazarlar Yil  Populasyon Hasta Kontrol - Genotipler (TT / TC / CC) G allel frekansi (%) Erkek % Yas ortalamasi
(hasta’kontrol) (hasta/kontrol)
Hasta Kontrol
Say1 Pn degeri Say1 Pndegeri Hasta Kontrol p value OR
Chistyakov et al. [6] 2001 Russian DM1 NC 15/104/47  0.001 5/47/36 0.053 59.6 67.6 0.084 0.708 58/67 25.0/28.3
el-Masry et al. [12] 2005 Egyptian DMI NC 13/88/49  0.003 3/21/16 0.478 62.0 663 0.517  0.831 58/63 16.6/19.0
Flekac et al. [13] 2008 Czech DM1 NC 79/36/5 0.767 52/90/38 1.000 19.2 46.1 0.000 0.277 48/52 40.0/39.0
Flekac et al. [13] 2008 Czech DM2 NC 220/80/6  0.825 52/90/38 1.000 15.0 46.1 0.000  0.207 51/52 57.0/39.0
Nomiyama et al. [14] 2003 Japanese DM2 NC 364/111/3  0.089 190/67/4 0.620 122 144 0.257 0.831 66/60 59.8/48.1
Lee et al. [15] 2006 Korean DM2 NC 243/57/4  0.761 152/37/3 0.712 107 112 0.835  0.949 59/58 53.4/52.1
Yang et al. [16] 2007 Chinese DM2 NC 114/67/6  0.384 66/27/4 0.503 21.1 180 0440 1217 52/55 55.0/42.0
Ye et al. [17] 2008 Chinese DM2 NC 192/18/54  0.000 133/15/50  0.000 239 290 0.082  0.766 49/54 55.0/52.0
Liu et al. [18] 2009 Chinese DM2 NC 214/39/4  0.244 134/35/3 0.712 9.1 119 0207  0.744 54/52 65.2/59.6
Kangas-Kontio et al. [19] 2009 Finnish DMI1 and DM2 NC 59/105/58 0.423 132/246/115  1.000 498 483 0.607 1.062 56/49 58.1/51.4

Chistyakov ve ark., 2001 yilinda yaptiklari ¢galismada SOD2 genindeki C47T polimorfizmi
ile diyabetik noropati arasinda onemli bir iliski oldugunu ilk defa gostermislerdir. Ala alleli
frekans1 DN hastalarinda %50.6, DN hastas1 olmayan kontrollerde %68.5, (p < 0.002),
Ala/Ala genotipi ise %17.1 ve %39.3 (p < 0.005) seklinde olup, bu rakamlar DN
hastalarinda 6nemli oranda diisiik bulunmustur. Bunun tersine, Val alleli (%49.4’e kars1
%31.5, p < 0.002) ve Val/Val genotipi (%15.9 *a kars1 %2.4, p < 0.01) ile DN hastalarinda
kontrole karsi daha yiiksek ¢ikmistir. Sonug¢ olarak, Mn-SOD genindeki Ala(-9)Val
degisiminin Rus popiilasyonunda DN ile iliskili oldugunu bildirmislerdir.
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Bu ¢alismada Tip 1 diyabet riski ile ilgili 6nemli bir iligki tespit edilmemistir. Bu gen
polimorfizminin, Tip 1 ve Tip 2 diyabet, diyabetik nefropati, diyabetik retinopati ve
diyabetik polindropati dahil diyabetik mikrovasculer komplikasyonlar (DMI) ile olan

iligkisi aragtirilmustir.

Zotova ve ark., (2003) Tip 1 diyabet hastalarinda mitokondriyal (SOD2) ve hiicre disi
(SOD3) siiperoksit dismutazlarin single niikleotit polimorfizmleri ile (SOD2: Ala(-9)Val
ve SOD3: Arg213Gly) diyabetik polinropati arasindaki iligskiyi inceledikleri
¢alismalarinda, SOD2 ve SOD3’{in Tip 1 DM’de diyabetik polindropati ile iliskili oldugu
sonucuna varmiglardir. SOD2 Val allelinin polindropatili hastalarda daha siklikla
goriildiigiinii rapor etmislerdir. Calismada DPN hastalari n = 86 ve kontrol n = 94 olmak
izere, allel degerlerini Ala icin hasta: 0.506, kontrol: 0.645, (p: 0.010), Val icin hasta:
0.494, kontrol: 0.355 (p:0.010); genotip degerlerini ise Ala/Ala i¢in hasta: 0.198, kontrol:
0.344 (p: 0.030), Ala/Val i¢in hasta: 0.616 kontrol: 0.602 (p: >0.05) ve Val/Val i¢in hasta:
0.186, kontrol: 0.054 (p:0.009) olarak vermislerdir. Enzimatik olmayan glikasyonun sebep
oldugu oksidatif stresin, Tip 1 DM’deki DPN’in 6nemli risk faktorleri arasinda oldugunu
bildiren E. V. Zotova ve ark., mitokondrilerinde Mn-SOD (Ala alleli) ile kanlarinda EC-
SOD (Gly alleli) enzimlerinde daha yiiksek aktiviteye yol acacak olan SOD2 ve SOD3
allelleri tasiyan kisilerin SOD2 Val alleli ve SOD3 Arg alleli tasiyanlara gére DPN’den

daha iyi korunacaklarini yazmiglardr.

Strokov ve ark. (2003), Tip 1 diyabetik hastasi olan Ruslarla yaptiklar1 calismada,
SOD2’nin Ala(-9)Val polimorfizmi ve SOD3’iin Arg213Gly polimorfizmi ile diyabetik
polindropati arasindaki iligkiyi incelemisler ve Mn-SOD extracellular superoxide dismutase
(EC-SOD) enzimlerini kodlayan genlerle diyabetik polindropati patogenezi arasinda
baglanti oldugunu bulmuslardir. DPN hastalar1 ve kontrol her ikisi de n=54 olmak iizere,
allel degerlerini Ala igin hasta: 43, kontrol: 51, (p: 0.002), Val i¢in hasta: 11, kontrol: 3
(p:0.02); genotip degerlerini ise Ala/Ala i¢in hasta: 8, kontrol: 17 (p: 0.03), Ala/Val i¢in
hasta: 35 kontrol: 34 (p: NS) ve Val/Val i¢in hasta: 11, kontrol: 3 (p:0.02) olarak
vermislerdir. Ala alleli ve Ala/Ala genotipinin diyabetik polinéropatili (DP) Tip 1 DM
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hastalarinda 6nemli oranda seyrek goriildigiinii ve disik DP riski ile iliskili oldugunu
bildirmislerdir. Bu grupta Val alleli ve Val/Val genotipinin daha yiiksek oldugunu,
dolayisiyla yiiksek DP riski ile iliskili oldugunu rapor etmislerdir. Sonug¢ olarak, SOD2
Ala(-9)Val polimorfizminin Tip 1 DM hastalarinda DP ile iliskili oldugunu bulmuslardir.

Nomiyama ve ark. (2003), 478 Japon Tip 2 DM hastasini inceledikleri ¢alismalarinda, Mn-
SOD Val(16)Ala polimorfizminin diyabet ve diyabetik nefropati ile iliskisini ele
almiglardir. Analizleri sonucunda, nefropatili DM hastalarinda Val/Val genotipinin
frekansinin Ala/Ala veya Val/Ala genotipinden daha yiiksek oldugunu, sonugta Mn-
SOD’un Val(16)Ala polimorfizminin Tip 2 diyabet etiyolojisi ile iliskisiz oldugunu fakat
Japon Tip 2 diyabet hastalarinda diyabetik nefropati ile iliskili gibi goriindiiglinii ortaya

koymuslardir.

El-Masry ve ark. (2005), 65 Misirhi Tip 1 diyabetik ¢ocukla yaptiklari ¢alismada, Mn-
SOD2 geni Ala(-9)Val polimorfizminin diyabetik noropati ile iliskili oldugunu, nefropati
olusumunda ise Onemli bir faktor olmadigini belirlemiglerdir. Mn-SOD2 geni allel
frekanslart DN hasta grubunda, Ala i¢in %48.80, Val icin %51.20 seklinde, genotip
frekanslar1 ise Val/Val i¢in %17.50, Val/Ala i¢in %67.50 ve Ala/Ala 15.00 seklinde
gerceklesmistir. Kontrol grubunda allel frekanslari, Ala i¢in %66.30, Val icin %33.70
olarak, genotip frekanslar1 ise Val/Val i¢in %7.50, Val/Ala i¢in %52.50 ve Ala/Ala 40.00
olarak bulunmustur. Ala allelinin ve Ala/Ala genotipinin diyabetik ndropatili hastalarda
onemli Ol¢iide daha diisiik oldugunu, bunun tersine Val alleli ve homozigot Val/Val
genotipinin DN’li hastalarda kontrol grubuna gore dnemli oranda daha yiiksek oldugunu

bildirmislerdir.

Lee ve Choi (2006), 304 Koreli Tip 2 DM hastasi ile gergeklestirdikleri arastirmada, Mn-
SOD2 geni V16A polimorfizminin Tip 2 DM gelisimi ve diyabetik retinopati (DR) ve
diyabetik maculer edema’nin (DME) ilerlemesi arasinda bir iliski olup olmadigini
incelemislerdir. Sonugta, V16A polimorfizminin diyabet gelisimi ve DR’nin ilerlemesi ile

iliskili olmadigini, ama DME ile alakali oldugunu bulmuslardir.
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Lee ve ark. (2006), 371 Koreli Tip 2 DM hastasi ile ger¢eklestirdikleri ¢alismada, Mn-SOD
geninin  V16A polimorfizminin  diyabetin patogenezi ve diyabet hastalarinda
albuminurianin agsamalar1 ile iligkili olup olmadigmi arastirmislardir. Calisma sonunda,
V16A polimorfizminin diyabetin patogenezi ile iligkili olmadigimi ve fakat Tip 2

diyabetteki albuminurianin agamalari ile iliskili oldugunu ortaya koymuslardir.

Mollsten ve ark. (2007), 1510 Finli ve Isvecli hasta ile gerceklestirdikleri calismada,
MnSOD (V16A, rs4880) polimorfizminin tek basina veya sigara igme ile birlikte diyabetik
nefropati gelisimine katkida bulunup bulunmayacagini aragtirmiglardir. Sigara igen ve
Val/Val genotipli yiiksek riskli grubun, hi¢ sigara icmemis olan ve Val/Ala veya Ala/Ala
genotipine sahip olan diisiik risk grubuna goére 2.52 kat daha fazla diyabetik nefropati
riskine sahip oldugunu ortaya koymuslardir. Sonug olarak, sigara icme ve MnSOD Val allel

homozigotlu olmanin artan diyabetik nefropati riski ile iliskili oldugunu belirtmislerdir.

Flekac ve ark. (2008), bazi antioksidan enzimlerin polimorfizmleri ile DMun (DM)
vaskiiler = komplikasyonlar1  arasindaki iliskiyi  arastirdirdiklar1  calismalarinda,
makroangiyopatili hastalarla bu rahatsizlig1 tasimayanlar arasinda onemli derecede SOD2
gen polimorfizmlerinin allel ve genotip farkliligi bulundugunu tespit etmislerdir. Sonug
olarak, SODI1 ve SOD2’nin genotip dagilimmim DM’lu hastalarla hasta olmayanlar

arasinda farklilik sergileyecegini ortaya koymuslardir.

Nakanishi ve ark. (2008), diyabet hastasi olmayan ve 75 g oral glukoz tolerans testi
(OGTT) uygulanan 523 Japon asilli Amerikaliy1 ortalama 9.9 yil takip etmislerdir. MnSOD
Alal6éVal polimorfizminin Tip 2 diyabet gelistirme konusunda bir risk olusturup
olusturmadigin1  aragtirmislardir. Takip periyodunda 65 katilimci Tip 2 diyabet
gelistirmistir. Ala alleli tasiyanlara kiyasla, Val homozigotlu bireylerin énemli oranda
diyabet hastaligi gelistirme riski tasidigini belirlemislerdir. Sonug¢ olarak, Japon asilli
Amerikalilar arasinda MnSOD Alal6Val polimorfizminin Tip 2 diyabet gelistirme ile
alakal1 olabilecegini vurgulamislardir. Reaktif oksijen tiirlerinin yetersiz uzaklastirilmasinin

glukoz intoleransina yatkinlik ifade edebilecegi yorumunu yapmislardir.

49



Petrovic ve ark. (2008), 426 Sloven hastayla gergeklestirdikleri ¢alismalarinda Mn-SOD
geninin V16A polimorfizminin VV genotipinin hasta grubunda 6nemli oranda yiiksek
olugunu buldumuslardir. Bu genotipin Tip 2 diyabet hastalarindaki retinopati ile iliskili
oldugu ve diyabetik retinopatinin genetik markir1 olarak kullanilabilecegi sonucuna

varmislardir.

Tiwari ve ark. (2009); Hindistan’in kuzey (149) ve giineyinden (75) iki farkli grup iizerinde
yaptiklar1 ve kronik diyabetik bobrek yetersizligi (CRI) ile gen polimorfizleri arasindaki
iligkiyi arastirdiklar1 ¢alismalarinda, SOD2 Ala9Val polimorfizmi ile gliney Hindistan
hastalarinda bulunan CRI arasinda 6nemli iliski oldugunu bulmuslardir. Bu iligkinin
kuzeyli hastalarda hi¢ bulunmadigin1 ve bunun diyabetik CRI riski agisindan, Hindistan’in
farkli iki bolgesinden olan hasta gruplarinin farkli genetik yatkinlik sergiledigi anlamina

gelebilecegini bildirmislerdir.

Mollsten ve ark. (2009) Danimarkali hastalarla yaptiklari ¢alismalarinda, MnSOD V16A
polimorfizmi V allelinin Tip 1 diyabette nefropati gelisimi ile iligkili oldugunu ve takip

evresinde kardiyovaskiiler hastalik gostergesi oldugunu tespit etmislerdir.

Tian ve ark., 2011 yilinda yayinladiklart ve 17 makaleyi dahil ederek gergeklestirdikleri bir
meta-analizde, SOD2 geninin C47T (rs4880) (Vall6Ala) polimorfizmi ile Tip 1 Tip 2 DM
ve diyabetic nefropati, diyabetik retinopati ve diyabetik polindropati dahil diyabetik
mikrovasculer  komplikasyonlarn  (DMI)  diisik  riski  arasindaki  iliskiyi
degerlendirmislerdir. Bu meta-analizde, SOD2 geninin C47T polimorfizmi C allelinin
diyabetic nefropati, diyabetik retinopati ve DMI riskine kars1 koruyucu etkileri oldugu

sonucuna varmiglardir.
Chen ve ark. (2012), 168 Cinli hastada MnSOD Vall6Ala (T>C), GPX1 Pro198Leu (C>T),

ve CAT -262C/T (C>T) fonksiyonel polimorfizmlerinin Tip 2 diyabet hastaligi veya

diyabet CVD iizerine etkisini arastirmislardir. Calismalariin sonunda, yaygin MnSOD,
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GPX1, ve CAT TT+CC+CC genotiplerinin Tip 2 diyabet veya diyabetik CVD’li olan Cinli

hastalarda hipertrigliseridemi’ye katkida bulunabilecegini bildirmislerdir.

Ascencio-Montiel ve ark. (2013), Meksikali Tip 2 diyabet hastalar1 ile yaptiklar
caligmalarinda, SOD2 geni Vall6Ala polimorfizmi (rs4880) ile albuminuria arasinda

onemli bir iligki oldugunu bulmuslardir.

Vats ve ark. (2015), 207 hastada Tip 2 diyabet hastaligi (T2DM) ile SOD1, SOD2 ve GPX1
gen polimorfizmlerinin iliskisini arastirdiklar1 ¢aligmalarinda, yas hari¢ diger tim
biyokimyasal parametrelerin T2DM vakalar1 ile yiiksek oranda baglantili oldugunu
bulmuslardir. SOD2 + 47C/T genotip/allel frekansi ve ‘C’ allelini tasima orani arasinda
onemli bir iligki oldugunu rapor etmislerdir (p<0.05, <0.001; OR 2.434). GPX1 + 599C/T
genotip/allel frekanst ve tasima orani herhangi bir iligki gostermemekle birlikte, GPX1’in
‘C’ allelinin OR (odds ratio) degerinin, 1.362 kat daha fazla T2DM riski olduguna isaret
ettigini bildirmislerdir. SOD2 ‘CT’ ve GPX1 ‘CC’ genotipleri, biyokimyasal parametrelerle
maksimum iliski sergilemistir. Analizler, SOD2 + 47C/T ve GPX1 + 599C/T genotiplerine
sahip bireyler 1.273 kat daha fazla T2DM gelistirme riski tasidiklarini gostermistir.
Yazarlar sonug olarak, bir popiilasyondaki risk haplotiplerinin belirlenebilmesi i¢in, gen
varyantlarmin bilesik etkileri ile T2DM arasindaki iligkinin degerlendirilmesinin 6nemli

oldugunu belirtmislerdir.

2.8.2. Diyabetik Noropati ve GPX1

Siizen ve ark. (2010), bir Tirk popiilasyonunda CAT C-262T ve GPX1 Prol98Leu
genotipik varyantlarin dagilimini inceledikleri ¢aligmalarinda, GPX1 Prol198Leu i¢in
genotip frekanslarin1 0.416 (CC), 0.44 (CT), ve 0.144 (TT) olarak tespit etmislerdir.
Bulduklar1 sonuglarin rapor edilen diger popiilasyonlarla karsilastirildiginda 6nemli etnik
farklilik sergiledigini bildirmislerdir. Zhang ve ark. (2014), GPX1’in Prol98Leu ve

Prol97Leu polimorfizmlerini kardiyovaskiiler risk agisindan degerlendirdikleri bir meta-
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analizde, ¢esitli etnik kokenlere gore genotip frekanslarini inceleyip Cizelge 2.2°deki

dagilimi elde etmislerdir.

Cizelge 2.2: GPX1 geni Pro198Leu ve Pro197Leu genotiplerinin ¢esitli aragtirmacilara gore etnik dagilimu.

GPx-1 Pro198Leu ve Prol19Leu polimorfizmlerinin hasta ve kontrollere gore dagilimi

Etnik Koken Hasta Kontrol Hasta Kontrol OR (95%CI) P-HWE
cCC Cr Tr C€C CTr 1T T C T C
Forsberg, ve ark. DoguAsyaliOlmayan 56 38 73 113 85 16 52 150 117 311 0.90 (0.45-1.35) 1.00
Sergeeva, ve ark. DoguAsyaliOlmayan 56 41 6 27 19 6 53 153 31 73 0.78 (0.13-1.43) 0.97
Hamanishi,ve ark. Dogu Asyali 35 18 0 116 15 0 18 88 15 247 3.98 (1.68-9.38) 0.78
Oguri,ve ark. Dogu Asyali 84 21 2 315 37 2 25 189 41 667 2.13 (0.72-3.55) 0.69
Nemoto, ve ark. Dogu Asyali 6 5 0 65 15 0 5 17 15 145 3.61 (0.75-16.16) 0.57
Tang, ve ark. Dogu Asyalt 197 65 3 222 43 0 71 459 43 487 1.70 (1.08-2.69) 0.54
Kuzuya, ve ark. Dogu Asyali Yok Yok Yok Yok Yok Yok Yok Yok Yok Yok 1.34 (0.90-1.78) 0.27
Ramprasath, ve ark. Dogu AsyaliOlmayan 101 118 22 137 128 20 162 320 168 402 1.29 (0.84-1.73) 0.35
Chen,ve ark. Dogu Asyali 62 23 0 63 20 0 23 147 20 146 1.17 (0.55-2.49) 0.18
Zeikova, ve ark. Dogu AsyaliOlmayan 79 71 22 206 176 30 115 229 236 588 1.13 (0.73-1.54) 0.99

Hamanishi ve ark. (2004), Tip 2 diyabet hastasi 184 Japonda, ateroskleroz ile GPX1
geninin varyantlari arasindaki iligkiyi arastirdirmiglardir. Ortalama karotid arterlerin intima-
media kalmlhigmin (IMT) ve kardiyovaskiiler hastalik ile periferal vaskiiler hastalik
prevalansinin Pro/Leu grubunda Pro/Pro grubuna kiyasla 6nemli oranda yiliksek oldugunu
bulmuslardir. Gergeklestirdikleri in vitro analizlerde GPX1 geninin Ala6/198Leu
polimorfizminin enzim aktivitesinde %40 azalma tespit etmislerdir. Bu ¢alismada GPX1
geninin islevsel varyantlarinin; diyabet hastalarinda karotis intima-media kalinliginin
artmasi ve kardiyovaskiiler hastalik ve periferik vaskiiler hastalik riski arasinda bir iliski

oldugunu ortaya koymuslardir.

Dutkiewicz ve ark. (2010), 159 hasta ile gerceklestirdikleri calismada, hastalara bobrek
nakli sonrasinda olusan post-transplant diabetes mellitus (PTDM) ile SOD1 Alal6Val,
CAT rs1001179 ve GPX1 Pro200Leu gen polimorfizmleri arasindaki iligkiyi
incelemislerdir. Analizleri sonucunda SOD1 ve CAT gen polimorfizmleri ile PTDM
arasinda herhangi bir iligki tespit edemezken, GPX1 geninin Pro200Leu polimorfizminin
PTDM ile iligkili olabilecegini rapor etmislerdir. EK olarak, 200Leu (599T alleli)

bulunduran hastalarin bu komplikasyona kars1 daha acgik olabileceklerini belirtmislerdir.
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Panduru ve ark. (2011), 238 hasta ile gergeklestirdikleri ¢aligmalarinda, GPX1 geninin
Prol98Leu olarak da bilinen Pro200Leu polimorfizminin Tip 1 diyabet hastalarinda
diyabetik nefropati gelisimi riski ile iliskisini aragtirmislardir. Elde ettikleri sonuglarin,
Pro200Leu polimorfizminin 200Pro allelinin ileri diyabetik nefropati gelistirme riskini
artirdigini rapor etmislerdir. Iliski testinde, ProPro polimorfizminin risk genotip oldugu,

LeuLeu genotipinin ise koruyucu tip oldugunu bidirmislerdir.

Matsuno ve ark. (2011), GPX1 geninin Prol98Leu missense polimorfizminin periferal
noropati ile iliskili olup olmadigini arastirmislardir. Diyabetik sensorimotor distal simetrik
polindropati (DSPN) ve diyabetik otonom noropati (DAN) hastaliklarini ayr1 ayri
degerlendirmislerdir. Pro/Pro, Pro/Leu ve Leu/Leu genotip frekanslari tim diyabetik
hastalarda, sirasiyla %86.1, %13.9 ve %0 olarak bulunmustur. Pro/Leu genotipinin frekansi
DSPNIi diyabetik hastalarda %21.5 ile kontrol grubuna %7.5, (P=0.0076) gére 6nemli
oranda yiiksek bulunmustur. Pro/Leu genotipinin frekansi agisindan, %12.0 Pro/Leu
frekans1 sergileyen DAN'li diyabet hastalar1 ile %14.2 Pro/Leu frekansina sahip (P =
0.7696) DAN'siz grup arasinda 6nemli fark bulunmamustir. 173 Tip 2 diyabet hastasi
tizerinde gergeklestirdikleri ¢alismalarinin sonucunda, GPX1 geninin Pro198Leu missense
polimorfizminin, diyabetik sensérimotor distal simetrik polindropati (DSPN) ve
macrovaskiiler hastaliklarina (MVD) genetik bir yatkinlik ifade edebilecegi kanaatine

varmiglardir.

Tang ve ark. (2012), birbirinden bagimsiz iki farkli hasta grubu ile yaptiklar1 ¢alismada
rs1050450 glutathione peroxidase-1 (C > T) gene varyant1 Pro198Leu ile periferal ndropati
arasindaki iligkiyi incelemislerdir. Bu ¢alismada, birinci grupta yer alan noropatili
hastalarda (558); genotip degerleri CC (Pro/Pro) %47.5, CT (Pro/Leu) %40.1, TT
(Leu/Leu) %12.4 olarak, kontrol grubunda ise ayni degerler sirasiyla %37.4, %51.2 ve
%11.4 (p=0.01) olarak tespit edilmistir. ikinci gruptaki ndropatili hastalarda (319); genotip
degerleri CC (Pro/Pro) %51.1, CT (Pro/Leu) %43.0, TT (Leu/Leu) %6.0 seklinde, kontrol
grubunda ise sirasiyla %34.9, %60.3 ve %4.8 (p=0.02) seklinde belirlenmistir. T alleli

tagiyanlarda periferal noropati goreceli olasilik (OR) oranmi, CC genotipine gore 1.61
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[1.10e2.28], p=0.01 olarak bulunmustur. Sonug olarak; T alleli, periferal néropati ve LDL

oksidasyonu arasinda kuvvetli bir iligki bulundugunu bildirmislerdir.

Zhang ve ark. (2014), GPX1’in rs1050450, Pro198Leu ve Pro197Leu polimorfizmlerini ele
aldiklar1 meta-analizde, bu polimorfizmlerin 6zellikle Uzakdogu Asya popiilasyonlarinda
kardiyovaskiiler hastalik (CVD ) riski agisindan, istatistiksel anlamda 6nemli olmakla
birlikte az miktarda iliskili oldugu sonucuna varmislardir. Etnik farkliliklarin genetik
calismalarda heterojenlik iireten bir faktor olduguna dikkat g¢ekmislerdir. Onceki
caligmalarda T allelinin dagilim siklifinin beyazlarda %36, Afrikalilarda %33 ve
Japonlarda %5 olarak rapor edildigini, kendi ¢alismalarinda ise Dogu Asyalilarda %8.57 ve
Dogu Asyali olmayanlarda %29.56 oranlar ile benzerlik bulundugunu belirtmislerdir.
Gergeklestirdikleri bu meta-analizin sonucunda, GPX1 geninin Pro198Leu ve Prol97Leu
varyantlarinin Dogu Asyali populasyonlarda CVD riskini 6nemli oranda artirdigini ve bu

sonuglarin diger etnik gruplardaki ¢alismalarla dogrulanmasi gerektigini ifade etmislerdir.

54



3. MATERYAL ve YONTEM

3.1. Calisma Grubunun Secimi

Calismanmiz Gaziosmanpagsa Universitesi Saglik Arastirma ve Uygulama Hastanesi Fizik
Tedavi ve Rehabilitasyon Poliklinigi’ne basvuran kisiler arasindan secilmistir. Diyabetik
Noropati hastaligi tanist konmus ve Diyabetik Noropati hastasi tanisi diginda bilinen baska
hastalig1 olmayan 100 birey calismamizin hasta grubunu olusturmaktadir. Kontrol grubunu
ise; Diyabetik Noropati hastasi tanis1 almamis, bilinen herhangi bir sistemik ve enflamatuar
hastalig1 olmayan 100 birey olusturmaktadir. Calismaya baslamadan 6nce Gaziosmanpasa
Universitesi Tip Fakiiltesi Dekanlig1 Klinik Arastirmalar Etik Kurulu’na basvuru yapilmisg
ve 14-KAEK-193 proje numarastyla etik kurul onay1 alinmstir.

3.2. Orneklerin Toplanmasi ve Saklanmasi

Calisma icin gerekli kosullar1 tasiyan bireylere ¢alismamiz hakkinda bilgi verilmis olup,
“Aydinlatilmis Onam Formu” imzalatilarak ¢alismaya katilmalar1 saglanmistir. Calismaya
katilan bireylerin rutin tetkikler i¢in verdikleri EDTA igeren tiiplere alinan tam kan
ornekleri Gaziosmanpasa Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Biyokimya Anabilim Dali
Molekiiler Biyokimya Laboratuari’nda +4 °C’de muhafaza edilmistir. Toplanan tam
kanlardan elde edilen DNA ornekleri ¢alisma i¢in gerekli sayiya ulagsana kadar -80 °C’de

saklanmustir.

3.3. DNA izolasyonu

Tam kandan DNA izolasyonu Vivantis marka GF-1 Blood DNA Extraction Kit kullanilarak

yapilmistir. DNA izolasyonu i¢in asagidaki prosediir uygulanmistir.

e EDTA’L tiipte bulunan tam kan oda sicakligma getirildikten sonra alt-list edilerek

homojenize edilmistir.
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EDTA’l1 tiipte bulunan tam kandan 200 pL 1,5 mL hacimli tiipe alinmustir.

Tipe aliman tam kanin {izerine 200 pL binding buffer ve 20 uL proteinaz K konduktan
sonra karistirilmistir.

Isitic1 blokta 10 dakika boyunca 65 °C sicakliginda beklemeye birakilmistir.
Bekleyen karisim tizerine 200 pL saf etanol eklendikten sonra tekrar karistirilmistir.
Filtreli tiipe konulan karisim 1 dk siireyle 5000 rpm’ de santrifiij edilmistir.

Dipte kalan s1v1 uzaklastirilmistir.

Filtreli tiipe 500 pL wash buffer 1 eklenmistir.

Filtreli tiip1 dk siireyle 5000 rpm’ de santrifiij edilmistir.

Dipte kalan fazla sivi uzaklastirilmistir.

Filtreli tiipe 500 uL wash buffer 2 (yikama soliisyonu 2) filtreli tiipe eklenmistir.
Filtreli tiip 1 dk siireyle 5000 rpm’ de santrifiij edilmistir.

Dipte kalan fazla siv1 uzaklastirilmistir.

Filtreli tiipe 500 puL yikama soliisyonu 2 tekrar eklenmistir.

Filtreli tiip 3 dk siireyle 5000 rpm’ de santrifiij edilmistir.

Dipte kalan fazla s1v1 uzaklastirilmistir.

Filtreli tiip10 saniye siireyle 13.000 rpm’de santrifiij edilmistir.

Filtreli tiip yeni bir tiipe alinmustir.

Onceden 65 °C sicaklikta 1sitilmis 100 pL elution buffer filtreli tiipe konulmustur.
5000 rpm’de 1 dk siireyle santrifiij edilmis ve filtre uzaklastirilmistir.

Tiip icerisinde kalan sivida DNA elde edilmistir.

3.4. Polimorfizmlerin Tespit Edilmesi

SOD2 Ala-9Val ve GPX1 Pro198Leu polimorfizmlerinin tespiti Real-Time PCR yontemi

ile Floresan Rezonans Enerji Transfer (FRET) hibridizasyon problar1 kullanilmis ve erime

egrisi analizi yapilarak gerceklestirilmistir. Hibridizasyon prob yonteminde farkli floresan

boyalarla etiketli, donér ve akseptdr adi verilen istenen diziye 6zgii oligoniikleotit problar

kullanilmistir. Bu problar PCR ile c¢ogalan DNA parcasinin hedef dizilerine
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hibritlesmektedir. Bu durum floresan boya ile isaretli iki probu birbirine yakin hale
getirmektedir. Dondér boya uygun uyarma filtresi segilerek uyarilmaktadir. iki boya
birbirine yakinken floresan isaretli akseptor prob farkli bir dalga boyunda floresan 15181
yaymaktadir. Floresan isaretli iki probun arasindaki bu etkilesime FRET denilmektedir.
Yayilan floresan 1gima miktari, PCR sirasinda iiretilen hedef DNA miktar1 ile dogru
orantilidir. Bu sayede PCR ile gergeklesen DNA artis1 gozlenebilir hale getirilmektedir.
PCR isleminin hemen sonrasinda uygulanan erime egrisi analiziyle polimorfizm tespiti
yapilmaktadir. Erime egrisi analizi PCR {irlinlerinin PCR sonras1 analizi, PCR f{iriin
karakterizasyonu veya mutasyonlarin tespiti i¢in kullanilmaktadir. Erime egrisi analizinin
prensibi mutasyon tasimayan hedef diziye gore tasarlanmis bir hibridizasyon probunun
kendine miikkemmel uyan mutasyonsuz diziyle eslesmesi durumunda, tek niikleotit
polimorfizmi tasiyan hedef diziyle eslesmesinden daha yiiksek sicakliklarda erimesi
temeline dayanmaktadir. Ciink{i miikemmel olarak eslestirilmis prob (6rnegin normal tipe
0zgiil prob) daha kararli oldugundan, yanlis eslestirilmis tekli niikleotit mutasyonu tasiyan
bir hedef diziye bagli olan probdan daha yiiksek sicaklikta eriyecektir. Hibridizasyon
problarinin altindaki sicakliklarda, floresan isaretli prob cifti hedef diziyle eslesir ve bu
donér probu akseptdr probla yakinlastirarak FRET iretir. Sicaklik problarin erime
derecesine ylikseldikge prob cifti ayrilacak ve arttk FRET iiretmeyecektir. Bu erime
floresan sinyalinde diisiise neden olmaktadir. Sonucta polimorfizm tasiyan ve tasimayan

diziler tespit edilebilmektedir.

Real-Time PCR ve erime egrisi analizi LightCycler® 480 Il (Roche Diagnostics Ltd.,
Rotkreuz, Swirzerland) cihazinda, LightCycler® 480 Software 1.5.0 yazilimi kullamlarak
gerceklestirilmistir. Uygulanan Real-Time PCR islemi sonunda DNA miktarindaki artist
gosteren amplifikasyon egrisi, erime egrisi analizi sonucu elde edilen egrime egrisi ve
erime egrisinden elde edilen erime piki grafikleri elde edilmistir. Elde edilen bu grafiklere

gore SOD2 Ala-9Val ve GPX1 Pro198Leu gen polimorfizmlerinin tespiti yapilmistir.
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3.4.1. SOD2 Ala-9Val Gen Polimorfizminin Tespit Edilmesi

SOD2 Ala-9Val gen polimorfizminin belirlenmesi igin gerekli primer ve hibridizasyon
prob seti (TIB MOLBIOL Syntheselabor GmbH, Berlin, Germany) daha 6nce yapilan bir
calismaya gore (Akbas, 2009) sentezlettirilmistir. Primer ve probe dizileri Cizelge 3.1°de

gosterilmistir.

Cizelge 3.1. SOD2 Ala-9Val gen polimorfizminin tespitinde kullanilan primer ve prob setinin dizileri

Primer/Prob Oligoniikleotit Dizisi

Tleri Primer: 5’-CAGCCTGCGTAGACGGTCCC

Geri Primer: 5’-CGTGGTGCTTGCTGTGGTGC

Probl: 5’-CTCCGGCTTTGGGGTATCTG—FL

Prob2: 5’-LC640-GCTCCAGGCAGAAGCACAGCCTCC—PH

SOD2 Ala-9Val gen polimorfizminin tespiti icin PCR karisgim1 optimizasyonu Cizelge
3.2’deki gibi gergeklestirilmistir.

Cizelge 3.2. SOD2 Ala-9Val gen polimorfizminin tespitinde kullanilan PCR kosullari

Icerik Hacim  Baslangi¢ Son
Konsantrasyonu Konsatrasyon
Ileri Primer 2mL 5 pmol/mL 0,5 mM
Geri Primer 2mL 5 pmol/mL 0,5 mM
Probl 2mL 1,5 pmol/mL 0,15 mM
Prob2 2mL 1,5 pmol/mL 0,15 mM
MgCl, 1.6mL 25mM 2 mM
FastStart Master Mix 2mL 10X 1X
Kalip DNA SmL 40 ng/mL 10 ng/mL
H,O 34mL - -
Toplam hacim 20mL - -
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Hazirlanan PCR karisim1 polimorfizm tespiti yapmak iizere LightCycler 480 II cihazina

yerlestirilmistir. Asagidaki Cizelge 3.3.’de gosterilen PCR prosediirii izlenecek sekilde

PCR islemi baslatilmustir.

Cizelge 3.3. SOD2 Ala-9Val gen polimorfizminin tespitinde kullanilan PCR prosediirii

PCR Asamasi Sicakhk  Siire Dongii Sayisi
Denaturasyon 95°C 600 sn 1
95°C 5sn
Amplifikasyon 60 °C 10 sn (Tek Okuma) 32
72 °C 15 sn
95 °C 30 sn
Erime Egrisi Analizi 45 °C 30 sn 1
75 °C 0,19 °C/sn (Siirekli Okuma)
Sogutma 40 °C 30 sn 1

Calisma sonunda elde edilen amplifikasyon egrisi, erime egrisi ve erime piki grafikleri

Sekil 3.1, Sekil 3.2 ve Sekil 3.3’ de gosterilmistir.

Calisma sonunda olusan erime egrisinde, pik derecelerine gore hasta ve kontrol grubuna ait

bireylerin genotiplendirilmeleri SOD2 Ala-9Val polimorfizmi igin;

SOD2 Ala-9Ala,

SOD2 Ala-9Val ve SOD2 Val-9Val olarak belirlenmistir.

SOD2 Ala-9Val polimorfizmi i¢in genotip belirlenmesi su sekilde yapilmistir;

e Erime egrisi analizi sonunda olusan erime piki 65 °C’de tek bir pik seklinde ise iki allel

de alanin (Ala) amino asidini kodlamaktadir (SOD2 Ala-9Ala).

e Erime egrisi analizi sonunda olusan erime piki 57 °C ve 65 °C’de iki pik seklinde ise

allellerden biri alanin (Ala), digeri valin (Val) amino asidini kodlamaktadir (SOD2 Ala-

gval).
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e Erime egrisi analizi sonunda olusan erime piki 57 °C’de tek bir pik seklinde ise iki allel

de valin (Val) aminoasidini kodlamaktadir (SOD2 Val-9Val).

Amplification Curves
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Sekil 3.1. SOD2 Ala-9Val igin amplifikasyon egrisi
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Sekil 3.2. SOD2 Ala-9Val igin erime egrisi
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Melting Peaks
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Sekil 3.3. SOD2 Ala-9Val i¢in erime pikleri

3.4.2. GPX1 Pro198Leu Gen Polimorfizminin Tespit Edilmesi

GPX1 Pro198Leu gen polimorfizminin tespiti i¢in gerekli primer ve hibridizasyon prob seti
(TIB MOLBIOL Syntheselabor GmbH, Berlin, Germany) daha dnce yapilan bir ¢caligmaya
gore (Akbas, 2009) sentezlettirilmistir. Primer ve probe dizileri Cizelge 3.4’de gosterildigi
gibidir.

Cizelge 3.4. GPX1 Pro198Leu gen polimorfizminin tespitinde kullanilan primer ve prob setinin dizileri

Primer/Prob Oligoniikleotit Dizisi

Forward Primer 5’-ACTTTGAGAAGTTCCTGGTG

Rewerse Primer 5’-TTCCTCCCTCGTAGGTTTAG

Probl 5’-LC640-TGCTGTCTCAAGGGCCCAG—PH

Prob2 5’-CAGACCATTGACATCGAGCCTGACATCGAA—FL

GPX1 Prol198Leu gen polimorfizminin tespiti i¢cin PCR karisimi optimizasyonu Cizelge
3.5’de goriildiigii gibi gerceklestirilmistir.
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Cizelge 3.5. GPX1 Pro198Leu gen polimorfizminin tespitinde kullanilan PCR kogullari

Icerik Hacim  Baslangic Son Konsatrasyon
Konsantrasyonu
Ileri Primer 2,6 mL 5 pmol/mL 0,65 mM
Geri Primer 2,6 mL 5 pmol/mL 0,65 mM
Probl 2mL 1,5 pmol/mL 0,15 mM
Prob2 2mL 1,5 pmol/mL 0,15 mM
MgCl, 0,8mL 25mM 1mM
FastStart Master Mix 2mL 10X 1X
Kahp DNA 4 mL 40 ng/mL 10 ng/mL
H,O 4 mL - -
Toplam hacim 20mL - -

Hazirlanan PCR karisimi polimorfizm tespiti yapmak tlizere LightCycler 480 II cihazina

yerlestirilmis olup, Cizelge 3.6’da belirtilen PCR prosediirii izlenecek sekilde PCR islemine

gecilmistir.

Cizelge 3.6. GPX1 Pro198Leu gen polimorfizminin tespitinde kullanilan PCR prosediirii

PCR Asamasi Sicaklik  Siire Dongii Sayisi
Denaturasyon 95°C 600 sn 1
95°C 10 sn
Amplifikasyon 60°C 20 sn (Tek Okuma) 37
72°C 20 sn
95°C 30 sn
Erime Egrisi Analizi 40°C 30 sn 1
75°C 0,1 °C/sn (Siirekli Okuma)
Sogutma 40°C 30 sn 1

Calisma sonunda elde edilen amplifikasyon egrisi, erime egrisi ve erime piki grafikleri

Sekil 3.4, Sekil 3.5 ve Sekil 3.6’da gosterilmistir.
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GPX1 Pro198Leu polimorfizmi igin genotip belirlenmesi su sekilde yapilmistir;

e Erime egrisi analizi sonunda olusan erime piki 63 °C’de tek bir pik seklinde ise iki allel
de prolin (Pro) aminoasidini kodlamaktadir (GPX1 Pro198Pro).

e Erime egrisi analizi sonunda olusan erime piki 63 °C ve 55 °C’de iki pik seklinde ise
allellerden biri prolin (Pro), digeri 16sin (Leu) aminoasidini kodlamaktadir (GPX1
Prol198Leu).

e Erime egrisi analizi sonunda olusan erime piki 55 °C’de tek bir pik seklinde ise iki allel

de 16sin (Leu) aminoasidini kodlamaktadir (GPX1 Leul98Leu).

Fluorescence (498-640)

20 2z Za 26 75 30 3z En 36

Sekil 3.4. GPX1 Pro198Leu i¢in amplifikasyon egrisi
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5.207|
5.007]
4807
4607
F 4407}
$ 4.207]
£ 400
§ 3807
$ 3807
& 3407]
3.207)
3007
2807

/ Pro/Pro

_— Pro/Leu

Lewlen = |

4 42 44 4 4 B B2 R4 B BB Bl G2 B4 BE BB 0 72 74
Temperature [*C)

Sekil 3.5. GPX1 Pro198Leu i¢in erime egrisi

Melting Peaks

0.300H

0,250
Pro/Pro
0220
0180
01140+
0100

0. 06H

0.020H

-(d/dT) Fluorescence (498-640)

-0.020

Pro/Leu
01060

0100 =

4 12 44 45 4a 50 52 54 55 58 &0 62 54 66 &8 70 72 74

Temperature [*C)

Sekil 3.6. GPX1 Prol198Leu i¢in erime pikleri
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3.5. istatistik Analizler

Tim veriler ortalama + standart sapma olarak verilmistir. Tiim istatistik hesaplamalari
SPSS 21.0 programi ile yapilmistir (SPSS Inc. Chicago, IL). Verilerin normal dagilima
uygunlugu Kolmogorov-Smirnov testi ile analiz edilmistir. Gruplar arasindaki verilerin
karsilastirilmasinda Samples T Test ve Mann-Whitney U Test kullanilmistir. Gruplar arasi
genotip frekanslarinin ve kategorik degiskenlerin karsilastirilmasinda Ki-kare testi
kullanmilmistir. Goreli oranlar lojistik regresyon analiziyle belirlenmistir. P<0,05 olan

degerler istatistiksel olarak anlamli kabul edilmistir.
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4. BULGULAR

4.1. Demografik Ozellikler

Kontrol grubunu olusturan 100 bireyin %27’si erkek, %73l kadin olup yas ortalamasi
54,28 + 9,36 olarak bulunmustur. Diyabetik Noropati hastas1 grubunu olusturan 100 bireyin
ise 30’u erkek, 70’i kadin olup yas ortalamalar1 55,87+9,18 olarak belirlenmistir. Kontrol
grubu ve Diyabetik Noropati grubu arasinda yas ve cinsiyet acgisindan anlamli bir fark

yoktur (Cizelge 4.1).

Cizelge 4.1. Kontrol ve Diyabetik Noropati hastalarinin demografik 6zellikleri

Demografik Kontrol n =100 Noropati n = 100 P
Erkek/Bayan (N) 27 (%27) 1 73 (%73) 30 (%33) / 70 (%70) 0,638
Yas (y1l) 54,28 + 9,36 55,87+9,18 0,227

(Veriler ortalama =+ standart sapma seklinde verilmistir.)

4.2. Genotip Frekanslar

Konrol ve hasta gruplarimin genotip frekanslarma bakildiginda kontrol grubunda MnSOD
Ala-9Val genotiplerin yiizde oranlari; %13.1 Ala/Ala, %46.5 Ala/Val, %44.4 Val/Val
olarak tespit edilmistir. Diyabetik Noropati hastalart grubunda ise bu oranlar; %12.1
Ala/Ala, %52.5 Ala/Val, %35.4 Val/Val seklindedir. MnSOD Ala-9Val genotipleri

acisindan kontrol ve hasta gruplar1 arasinda anlamli bir fark yoktur (Cizelge 4.2).

Cizelge 4.2. MnSOD Ala9Val genotip frekanslari

Genotip Kontrol n =99 DNP n =99
Ala/Ala 13 (%13,1) 12 (%12,1)
Ala/Val 46 (%46,5) 52 (%52,5)
Val/Val 37,5 (%44,4) 35 (%35,4)
P=10,690
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GPX1 Prol98Leu genotiplerinin kontrol grubundaki yiizdelik oranlart %51.5 Pro/Pro,
%37.4 Pro/Leu, %11.1 Leu/Leu, hasta grubunda ise bu oranlar; %49 Pro/Pro, %43 Pro/Leu,
%8 Leu/Leu olarak bulunmustur. Bu oranlar ele alinarak kontrol ve hasta grubu arasinda
genotip frekanslarina bakilarak yapilan degerlendirmede istatistiksel olarak anlamli bir fark

yoktur (Cizelge 4.3).

Cizelge 4.3. GPX1 Pro198Leu genotip frekanslari

Genotip Kontrol n =99 DNP n =100
Pro/Pro 51 (%51,5) 49 (%49)
Pro/Leu 37 (%37,4) 43 (%43)
Leu/Leu 11 (%11,1) 8 (%8)
P=0,619

4.2.1. Diyabetik noropati hastalarinda cinsiyete gore genotip frekanslar

Hasta gruplarinin genotip frekanslarina bakildiginda erkek genotip dagilimi MnSOD Ala-
9Val genotiplerin yiizde oranlar;; %20 Ala/Ala, %56.7 Ala/Val, %23.3 Val/Val olarak
tespit edilmistir. Diyabetik Noropati hastasi olan kadin grubunda ise bu oranlar; %8.7
Ala/Ala, %50.7 Ala/Val, %46.6 Val/Val seklindedir. MnSOD Ala-9Val genotipleri

acisindan hasta cinsiyetleri arasinda anlamli bir fark yoktur (Cizelge 4.4).

Cizelge 4.4. MnSOD Ala9Val hastalarda cinsiyetlerine gére genotip frekanslar

Genotip Erkek n =30 Kadin n = 69
Ala/Ala 6 (%20) 6 (%8,7)
Ala/Val 17 (%56,7) 35 (%50,7)
Val/Val 7 (%23,3) 28 (%46,6)
P=0,128

Hasta gruplarimin genotip frekanslarma bakildiginda erkek genotip GPX1 Prol98Leu
genotiplerin yilizde oranlari; %40 Pro/Pro, %46.7 Pro/Leu, %13.3 Leu/Leu olarak tespit
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edilmistir. Diyabetik Noropati hastasi olan kadmn grubunda ise bu oranlar; %52.9 Pro/Pro,
%41.4 Pro/Leu, %b5.7 Leu/Leu olarak  bulunmustur. GPX1 Prol98Leu genotipleri

acisindan hasta cinsiyetleri arasinda anlamli bir fark yoktur (Cizelge 4.5).

Cizelge 4.5. GPX1 Pro198Leu hastalarda cinsiyetlerine gore genotip frekanslari

Genotip Erkek Kadin

n =30 n=70
Pro/Pro 12 (9%40) 37 (%52,9)
Pro/Leu 14 (%46,7) 29 (%41,4)
Leu/Leu 4 (%13,3) 4 (%5,7)
P= 0,306

4.2.1. Diyabetik noropati hastalarimin ila¢c kullanma durumlarina goére genotip

frekanslari

Diyabetik Noropati hastas1 olanlarin ilag kullanma durumlarina (insiilin yada oral
antidiyabetik kullanmalarina) gore genotip frekanslarina bakildiginda insiilin kullananlarin
MnSOD Ala-9Val genotiplerinin yiizde oranlar;; %12.5 Ala/Ala, %62.5 Ala/Val, %25
Val/Val olarak tespit edilmistir. Oral Antidiyabetik ila¢ kullananlarin MnSOD Ala-9Val
genotiplerinin yiizde oranlar; %12 Ala/Ala, %50.7 Ala/Val, %37.3 Val/Val seklindedir.
Ilag kullanmayan Diyabetik Noropati hastasi olanlarmm MnSOD Ala-9Val genotiplerinin
yiizde oranlart ise; %12.5 Ala/Ala, %50 Ala/Val, %37.5 Val/Val seklindedir. MnSOD Ala-
9Val genotipleri agisindan hastalarin ila¢ kullanma durumlarina gore genotip frekanslari

arasinda anlamli bir fark yoktur (Cizelge 4.6).
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Cizelge 4.6. MnSOD Ala9Val hastalarda ilag kullanma durumlarina gore genotip frekanslari

Genotip Insiilin Oral Antidiyabetik Ila¢ Kullanmayan
n=16 n=175 n=38

Ala/Ala 2 (%12,5) 9 (%12) 1 (%12,5)

Ala/Val 10 (%62,5) 38 (%50,7) 4 (%50)

Val/Val 4 (%25) 28 (%37,3) 3 (%37,5)

P=0,918

Diyabetik Noropati hastast olanlarin ila¢ kullanma durumlarina gore genotip frekanslarina
bakildiginda insiilin kullananlarin genotip GPX1 Pro198Leu genotiplerin ylizde oranlart;
%75 Pro/Pro, %18.8 Pro/Leu, %6.3 Leu/Leu olarak tespit edilmistir. Oral Antidiyabetik
ila¢ kullananlarin GPX1 Pro198Leu genotiplerinin yiizde oranlari;; %44.7 Pro/Pro, %47.4
Pro/Leu, %7.9 Leu/Leu olarak bulunmustur. Ilag kullanmayan Diyabetik Noropati hastasi
olanlarin GPX1 Pro198Leu genotiplerinin yiizde oranlar ise; %37.5 Pro/Pro, %50 Pro/Leu,
%12.5 Leu/Leu olarak bulunmustur. GPX1 Pro198Leu genotipleri agisindan ilag kullanma

durumlarina gére genotip frekanslari arasinda anlamli bir fark yoktur (Cizelge 4.7).

Cizelge 4.7. GPX1 Pro198Leu hastalarda ilag kullanma durumlarina gore genotip frekanslari

Genotip Insiilin Oral Antidiyabetik Ila¢c Kullanmayan
n =16 n=76 n=38

Pro/Pro 12 (%75) 34 (%44,7) 3 (%37,5)

Pro/Leu 3 (%18,8) 36 (%47,4) 4 (%50)

Leu/Leu 1 (%6,3) 6 (%7,9) 1(%12,5)

P= 0,306
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4.2.2. Diyabetik noropati hastalarinda Retinopati olup olmamasina gore genotip

frekanslari

Diyabetik Noropati hastast olanlarin Retinopati varligina gore genotip frekanslarina
bakildiginda MnSOD Ala-9Val genotiplerinin yiizde oranlar;; %9.7 Ala/Ala, %64.5
Ala/Val, %25.8 Val/Val olarak tespit edilmistir. Retinopati olmamasi durumunda MnSOD
Ala-9Val genotiplerinin yiizde oranlar1 ise; %13.2 Ala/Ala, %47.1 Ala/Val, %39.7 Val/Val
olarak gerceklesmistir. Bu durum MnSOD Ala-9Val genotipleri acisindan hastalarin
Retinopati varligi/yoklugu agisindan genotip frekanslari arasinda anlamli bir fark tespit

edilememistir (Cizelge 4.8).

Cizelge 4.8. MnSOD Ala9Val hastalarda Retinopati olup olmamasina gore genotip frekanslari

Genotip Var Yok

n=31 n =68
Ala/Ala 3 (%9,7) 9 (%13,2)
Ala/Val 20 (%64,5) 32 (%47,1)
Val/Val 8 (%25,8) 27 (%39,7)
P=0,270

Diyabetik Noropati hastalarinin  Retinopati  varliina gore genotip frekanslarina
bakildiginda GPX1 Pro198Leu genotiplerin yiizde oranlari; %56.3 Pro/Pro, %34.4 Pro/Leu,
%9.4 Leu/Leu olarak tespit edilmistir. Retinopati olmamasi durumunda GPX1 Pro198Leu
genotiplerinin yiizde oranlar ise; %45,6 Pro/Pro, %47.1 Pro/Leu, %7.4 Leu/Leu olarak
bulunmustur. GPX1 Prol98Leu genotipleri Retinopati varligi/yoklugu agisindan genotip
frekanslari arasinda anlamli bir fark yoktur (Cizelge 4.9).
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Cizelge 4.9. GPX1 Pro198Leu hastalarda Retinopati olup olmamasina gore genotip frekanslar

Genotip Var Yok

n =32 n =68
Pro/Pro 18 (%56,3) 31 (%45,6)
Pro/Leu 11 (%34,4) 32 (%47,1)
Leu/Leu 3(%9,4) 5 (%7,4)
P=0,489

4.2.3. Diyabetik noropati hastalarinda hipertansiyon olup olmamasina goére genotip

frekanslari

Diyabetik Noropati hastasi olanlarin hipertansiyon olup olmama durumlarina gore genotip
frekanslarina bakildiginda hipertansiyon olanlarin MNnSOD Ala-9Val genotiplerinin yiizde
oranlari; %12.2 Ala/Ala, %51 Ala/Val, %36.7 Val/Val olarak tespit edilmistir. Diyabetik
Noropati  hastalarinda  hipertansiyon bulunmamasi durumunda  MnSOD Ala-9Val
genotiplerinin yiizde oranlari ise; %12 Ala/Ala, %54 Ala/Val, %34 Val/Val seklindedir.
Diyabetik Noropati hastalarinda hipertansiyon olup olmamast MnSOD Ala-9Val
genotipleri agisindan genotip frekanslari arasinda anlamli bir fark bulunamamaistir (Cizelge

4.10).

Cizelge 4.10. MnSOD Ala9Val hastalarda hipertansiyon olup olmamasina gére genotip frekanslari

Genotip Var Yok

n =49 n=>50
Ala/Ala 6 (%12,2) 6 (%12)
Ala/Val 25 (%51) 27 (%54)
Val/Val 18 (%36,7) 17 (%34)
P=0,953

Diyabetik Noropati hastasi olanlarin hipertansiyon olup olmama durumlarina gore genotip

frekanslarina bakildiginda hipertansiyon olanlarin GPX1 Prol198Leu genotiplerin yiizde

71



oranlari; %48 Pro/Pro, %44 Pro/Leu, %8 Leu/Leu olarak tespit edilmistir. Diyabetik
Noropati  hastalarinda  hipertansiyon bulunmamasi durumunda GPX1 Prol98Leu
genotiplerinin yiizde oranlar1 ise; %50 Pro/Pro, %42 Pro/Leu, %8 Leu/Leu olarak
bulunmustur. Diyabetik Noropati hastalarinda hipertansiyon olup olmamast GPX1
Prol98Leu genotipleri acisindan genotip frekanslar1 arasinda anlamli  bir fark

bulunamamustir (Cizelge 4.11).

Cizelge 4.11. GPX1 Pro198Leu hastalarda hipertansiyon olup olmamasina gére genotip frekanslari

Genotip Var Yok

n =50 n=>50
Pro/Pro 24 (%48) 25 (%50)
Pro/Leu 22 (%44) 21 (%42)
Leu/Leu 4 (%8) 4 (%8)
P=0,978

4.2.4. Diyabetik noropati hastalarinda sigara icip icmemeye gore genotip frekanslari

Diyabetik Noropati hastasit olanlarin  sigara kullanma durumlarina goére genotip
frekanslarina bakildiginda sigara kullananlarin MnSOD Ala-9Val genotiplerinin yiizde
oranlart; %15.8 Ala/Ala, %73.7 Ala/Val, %10.5 Val/Val olarak tespit edilmistir. Sigara
kullanmayan Diyabetik Noropati hastasi olanlarin MnSOD Ala-9Val genotiplerinin yiizde
oranlari ise; %11.4 Ala/Ala, %46.8 Ala/Val, %41.8 Val/Val seklindedir. MnSOD Ala-9Val
genotipleri acisindan hastalarin  sigara kullanma durumlarma gore genotip frekanslar

arasinda anlamli bir fark bulunmustur (Cizelge 4.12).
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Cizelge 4.12. MnSOD Ala9Val hastalarda sigara i¢ip igmemeye gore genotip frekanslar

Genotip Evet Hayir

n=19 n=79
Ala/Ala 3 (%15,8) 9 (%11,4)
Ala/Val 14 (%73,7) 37 (%46,8)
Val/Val 2 (%10,5) 33 (%41,8)
P=0,038

Diyabetik Noropati hastasi olanlarin  sigara kullanma durumlarina gére genotip
frekanslarina bakildiginda sigara kullananlarin GPX1 Prol98Leu genotiplerin yiizde
oranlart; %47.4 Pro/Pro, %42.1 Pro/Leu, %10.5 Leu/Leu olarak tespit edilmistir. Sigara
kullanmayan Diyabetik Noropati hastasi olanlarin GPX1 Pro198Leu genotiplerinin yiizde
oranlar1 ise; %48.8 Pro/Pro, %43.8 Pro/Leu, %7.5 Leu/Leu olarak bulunmustur. GPX1
Pro198Leu genotipleri agisindan sigara kullanma durumlarina gore genotip frekanslar

arasinda anlamli bir fark yoktur (Cizelge 4.7).

Cizelge 4.13. GPX1 Pro198Leu hastalarda sigara i¢ip igmemeye gore genotip frekanslari

Genotip Evet Hayr

n=19 n=280
Pro/Pro 9 (%47,4) 39 (%48,8)
Pro/Leu 8 (%42,1) 35 (%43,8)
Leu/Leu 2 (%10,5) 6 (%7,5)
P=0,910
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5. TARTISMA ve SONUC

Diyabetik noropati, yiiksek hastalik ve oliim orami ile seyreden ve diyabetik hastalarin
yagsam kalitesini diisiiren 6nemli bir komplikasyondur. Goriilme siklig1, yapilan noropati
caligmalarinin toplum veya hastane kaynakli olmasi ve tespit i¢in kullanilan yontemlerdeki

farkliliga dayali olarak %10 ila 90 arasinda degismektedir.

5.1. Diyabetik Noropati ve MnSOD Ala-9Val

Calismamizda kullandigimiz Mn-SOD genindeki Ala(-9)Val degisiminin, hasta ve
kontrollerden elde edilen verilere bakildiginda Diyabetik noropati ile genel olarak iligkili
oldugu ifade edilmektedir (Chistyakov ve ark., 2001; Zotova ve ark., 2003; Strokov ve ark.,
2003; Nomiyama ve ark., 2003; El-Masry ve ark., 2005; Lee ve ark., 2006; Mollsten ve
ark., 2007; Flekac ve ark., 2008; Nakanishi ve ark., 2008; Tiwari ve ark., 2009; Tian ve
ark., 2011; Hong Chen ve ark., 2011; Ascencio-Montiel ve ark., 2013; Vats ve ark., 2015).
Bu degerlendirmeler genel olmayip herbir allel genotipinin kontrol grubu ile
kiyaslanmasindan elde edilmektedir. Buna gore calismamizda kullandigimiz genotiplerin

hasta ve kontrol arasindaki farkliliklar Cizelge 4.2 de ifade edilmistir.

Allel frekanslar1 dikkate alindiginda; Silig ve ark. (2010) 440 saglikli birey ile
gerceklestirdikleri ¢alismada, yas ortalamasi 56,3 = 11,1 yil (erkek, 57,4 £6,6; kadin, 55,5 +
4,1) olan bir Tiirk popiilasyonunda, SOD2 Alal6Val polimorfizmlerinin allel ve genotip
frekans dagilimlarini, Alal6Ala i¢cin %17,5, Alal6Val icin %50,5 ve Vall6Val i¢in %32,0
olarak tespit ettiler. Bizim ¢alismamizda ise kontrol grubunun %27’si erkek, %731 kadin
olup yas ortalamasi 54,28 + 9,36 olarak bulunmustur. Hasta grubunda ise 30’u erkek, 70’i
kadin olup yas ortalamalar1 55,8749,18 olarak belirlenmistir (Cizelge 4.1). Diger yandan
calismamizda SOD2 Ala9Val polimorfizmlerinin allel ve genotip frekans dagilimlar: hasta
grubunda, Ala9Ala i¢in %12.1, Ala9Val i¢in %52,5 ve Val9Val igin %35.4 olarak tespit
edilmistir (Cizelge 4.2).
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Strokov ve ark. (2003), Tip 1 diyabetik hastasi olan Ruslarla yaptiklart calismada,
SOD2’nin Ala(-9)Val polimorfizmi ve SOD3’iin Arg213Gly polimorfizmi ile diyabetik
polindropati arasindaki iligskiyi incelemisler ve Mn-SOD extrasellular superoxide dismutaz
(EC-SOD) enzimlerini kodlayan genlerle diyabetik polindropati patogenezi arasinda
baglanti oldugunu tespit etmislerdir. Ala alleli ve Ala/Ala genotipinin diyabetik
polindropatili (DP) Tip 1 DM hastalarinda 6nemli oranda seyrek goriildiigiinii ve diisiik DP
riski ile iliskili oldugunu bildirdiler. Bu grupta Val alleli ve Val/Val genotipinin daha
yiiksek oldugunu, dolayisiyla yiiksek DP riski ile iliskili oldugunu rapor ettiler. Sonug
olarak, SOD2 Ala(-9)Val polimorfizminin Tip 1 DM hastalarinda DP ile iligkili oldugunu
buldular. Bizim ¢alismamizda ise durum kontrol ve hasta grubunda farkli gézlemlenmis ve
istatistik (kontrolde %44.4 Val/Val, Diyabetik Noropati hastalart grubunda ise; %35.4
Val/Val seklindedir.) olarak 6nemsizdir. Hasta grubunda ise; Ala/Val heterozigot durumu

daha yiiksek gozlenmistir (Cizelge 4.2).

Diger yandan Nomiyama ve ark. (2003)’nin yapmis oldugu 478 Japon Tip 2 DM hastasini
caligmalarinda, Mn-SOD Val(16)Ala polimorfizminin diyabet ve diyabetik nefropati ile
iliskisinde nefropatili DM hastalarinda Val/Val genotipinin frekansinin Ala/Ala veya
Val/Ala genotipinden daha yiiksek oldugunu, sonugta Mn-SOD’un Val(16)Ala
polimorfizminin Tip 2 diyabet etiyolojisi ile iliskisiz oldugunu fakat Japon Tip 2 diyabet
hastalarinda diyabetik nefropati ile iligkili gibi goriinmesi bizim ¢alismamizla uygunluk
(Ala9Ala i¢in %12.1, Ala9Val i¢in %52,5 ve Val9Val icin %35.4) gostermektedir (Cizelge
4.2).

Calismamiza benzer bir diger makalede EI-Masry ve ark. (2005), 65 Misirli Tip 1 diyabetik
cocukla yaptiklart ¢alismada, Mn-SOD2 geni Ala(-9)Val polimorfizminin diyabetik
noropati ile iliskili oldugunu, nefropati olusumunda ise 6nemli bir faktor olmadiginmi
belirlemislerdir. Mn-SOD2 geni allel frekanslart DN hasta grubunda, Ala i¢in %48.80, Val
icin %51.20 seklinde, genotip frekanslari ise Val/Val i¢cin %17.50, Val/Ala i¢in %56.90 ve
Ala/Ala 15.00 seklinde gergeklesmistir. Kontrol grubunda ise allel frekanslari, Ala igin
%66.30, Val i¢cin %33.70 olarak, genotip frekanslar1 ise Val/Val i¢in %7.50, Val/Ala i¢in
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%352.50 ve Ala/Ala 40.00 olarak bulunmustur. Ala allelinin ve Ala/Ala genotipinin
diyabetik noropatili hastalarda 6nemli 6l¢iide daha diisiik oldugunu, bunun tersine Val alleli
ve homozigot Val/Val genotipinin DN’li hastalarda kontrol grubuna gore 6nemli oranda
daha yiiksek oldugunu bildirmislerdir. Bizim sonuglarimiz da ise anlaml bir farklilik tespit
edilememistir (Cizelge 4.2). Diger yandan Lee ve Choi (2006), 304 Koreli Tip 2 DM
hastas ile gergeklestirdikleri arastirmada, Mn-SOD2 geni V16A polimorfizminin Tip 2
DM gelisimi ve diyabetik retinopati ve diyabetik maculer edema’nin (DME) ilerlemesi
arasinda bir iliski olup olmadigini1 incelemelerinin sonucunda, V16A polimorfizminin
diyabet gelisimi ve DR nin ilerlemesi ile iligkili olmadigini, ama DME ile alakali oldugunu

ifade etmislerdir.

Diyabetik Noropati hastast olanlarin Retinopati varligina gore genotip frekanslarina
bakildiginda MnSOD Ala-9Val genotiplerinin yiizde oranlar;; %9.7 Ala/Ala, %64.5
Ala/Val, %25.8 Val/Val olarak tespit edilmistir. Retinopati olmamasi durumunda MnSOD
Ala-9Val genotiplerinin yiizde oranlari ise; %13.2 Ala/Ala, %47.1 Ala/Val, %39.7 Val/Val
olarak gerceklesmistir. Bu durum MnSOD Ala-9Val genotipleri acisindan hastalarin
Retinopati varligi/yoklugu acisindan genotip frekanslari arasinda anlamli bir fark tespit
edilememistir (Cizelge 4.8). Petrovic ve ark. (2008), 426 Slokyali hastayla
gerceklestirdikleri caligmalarinda Mn-SOD geninin V16A polimorfizminin VV genotipinin
ise hasta grubunda 6nemli oranda yiiksek olugunu bulmuslar. Bu genotipin Tip 2 diyabet
hastalarindaki retinopati ile iligkili oldugu ve diyabetik retinopatinin genetik markir1 olarak
kullanilabilecegi sonucuna varmis olmalarina ragmen bizim sonuglarimizla uyum

saglamamuistir.

Diyabetik Noropati hastasi olanlarin  sigara kullanma durumlarina goére genotip
frekanslarina bakildiginda sigara kullananlarin MnSOD Ala-9Val genotiplerinin yiizde
oranlari; %15.8 Ala/Ala, %73.7 Ala/Val, %10.5 Val/Val olarak tespit edilmistir. Sigara
kullanmayan Diyabetik Noropati hastasi olanlarin MnSOD Ala-9Val genotiplerinin yiizde
oranlari ise; %11.4 Ala/Ala, %46.8 Ala/Val, %41.8 Val/Val seklindedir. MnSOD Ala-9Val

genotipleri acisindan hastalarin sigara kullanma durumlarma gore genotip frekanslar
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arasinda (Ala/Val grubunda 1.57 kat) anlamli bir fark bulunmustur (Cizelge 4.12). Méllsten
ve ark. (2007), 1,510 Finli ve Isvecli hasta ile gerceklestirdikleri ¢alismada ise; MnSOD
(V16A, rs4880) polimorfizminin tek basina veya sigara igme ile birlikte diyabetik nefropati
gelisimine katkida bulunup bulunmayacagini arastirmislar. Buna gore; sigara icen ve
Val/Val genotipli yiiksek riskli grubun, hi¢ sigara icmemis olan ve Val/Ala veya Ala/Ala
genotipine sahip olan diisiik risk grubuna gore 2.52 kat daha fazla diyabetik nefropati
riskine sahip oldugunu ortaya koydular. Sonug olarak, sigara igme ve MnSOD Val allel
homozigotlu olmanin artan diyabetik nefropati riski ile iliskili oldugunu belirtmisler. Bu
durum sonug olarak ¢caligmamizla iliskili iken alleller agisinda farklilik géstermektedir.

Chen ve ark. (2011), 168 Cinli hastada MnSOD Vall6Ala (T->C), GPX1 Prol98Leu
(C->T), ve CAT -262C/T (C->T) fonksiyonel polimorfizmlerinin Tip 2 diyabet hastalig
veya diyabet CVD iizerine etkisini arastirdilar. Caligsmalarmin sonunda, yaygin MnSOD,
GPX1, ve CAT TT+CC+CC genotiplerinin Tip 2 diyabet veya diyabetik CVD’li olan Cinli
hastalarda hipertrigliseridemi’ye katkida bulunabilecegini bildirdiler. Ascencio-Montiel ve
ark. (2013), Meksikal1 Tip 2 diyabet hastalar1 ile yaptiklar1 galigmalarinda, SOD2 geni
Vall6Ala polimorfizmi (rs4880) ile albuminuria arasinda 6nemli bir iligki oldugunu
belirttiler. Ancak bizim c¢alismamizda bu durumu ifade edebilmek pek miimkiin
gorinmemektedir. Bunun gerekgesi tiim verilerimize bakildiginda heterozigot gen
allellerinin daha yiiksek oldugu goriilmiistir. Bunun sebebi de muhtemelen inceleme
yaptigimiz bolgenin gen kaynaklari yoniinden heterojen bir yapi sergilemesinden dolay:

olabilecegi seklinde yorumlanabilmektedir.

5.2. Diyabetik Noropati ve GPX1

Calismamizda kullandigimiz  GPX1 genindeki Prol98Leu genotiplerinin  kontrol
grubundaki yiizdelik oranlar1 %51.5 Pro/Pro, %37.4 Pro/Leu, %11.1 Leu/Leu, hasta
grubunda ise bu oranlar; %49 Pro/Pro, %43 Pro/Leu, %8 Leu/Leu olarak bulunmustur. Bu
oranlar ele alinarak kontrol ve hasta grubu arasinda genotip frekanslarina bakilarak yapilan
degerlendirmede istatistiksel olarak anlamli bir fark yoktur (Cizelge 4.3). Calismalar1 bizim

calismalarimizla iliskili olan makalelerde de benzer durumlar s6z konusudur (Hamanishi ve
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ark., 2004; Siizen ve ark., 2010; Dutkiewicz ve ark., 2010; Panduru ve ark., 2011; Matsuno
ve ark., 2011; Tang ve ark., 2012; Zhang ve ark., 2014; Vats ve ark., 2015).

Stizen ve arkadaslariin (2010) yapmis olduklar1 ¢alisma sonuglari, 6zellikle Leu/Leu (TT),
grubu calismamizla (%8) uygunluk gostermektedir. Arastirmacilar Tirk popiilasyonunda
CAT C-262T ve GPX1 Prol98Leu genotipik varyantlarin dagilimini incelediklerinde,
GPX1 Prol198Leu i¢in genotip frekanslarin1 0.416 (CC), 0.44 (CT), ve 0.144 (TT) olarak
tespit etmislerdir. Bulduklar1 sonuglarin  rapor edilen diger popiilasyonlarla

karsilagtirildiginda dnemli etnik farklilik sergiledigini bildirmislerdir.

Panduru ve ark. (2011), 238 hasta ile gergeklestirdikleri ¢alismalarinda, GPX1 geninin
Prol98Leu olarak da bilinen Pro200Leu polimorfizminin Tip 1 diyabet hastalarinda
diyabetik nefropati gelisimi riski ile iligkisini arastirmislardir. Elde ettikleri sonuglarin,
Pro200Leu polimorfizminin 200Pro allelinin ileri diyabetik nefropati gelistirme riskini
artirdigmi rapor etmislerdir. Iliski testinde, Pro/Pro polimorfizminin risk genotip oldugu,
Leu/Leu genotipinin ise koruyucu tip oldugunu bildirmislerdir. Calismamizda, Noropati
hasta grubunda GPX1 ile retinopati arasindaki iliski baglaminda, Panduru ve arkadaslarinin
sonuclarina benzer sekilde Pro/Pro, %56.3, Leu/Leu ise %9.4 olarak bulunmustur. Bu
durum hasta grubu icersinde retinopati olmayanlar ile kiyaslandiginda (%7.4) farklilik
oldugu goriilmektedir. Panduru ve arkadaslarinin ¢alismalarinda, Pro/Pro polimorfizminin
nefropati acisindan risk genotipi, Leu/Leu genotipinin ise koruyucu tip olmasina benzer
sekilde, bizim ¢alismamizda ayn1 genotipler (Pro/Pro, Leu/Leu) retinopati igin sirasiyla risk

ve koruyucu genotipler olarak ortaya ¢ikmaktadir.

Tang ve ark. (2012), birbirinden bagimsiz iki farkli hasta grubu ile yaptiklar1 ¢alismada
rs1050450 glutathione peroxidase-1 (C > T) gene varyant1 Pro198Leu ile periferal néropati
arasindaki iliskiyi incelemislerdir. Bu ¢alismada, birinci grupta yer alan noropatili
hastalarda (558); genotip degerleri CC (Pro/Pro) %47.5, CT (Pro/Leu) %40.1, TT
(Leu/Leu) %12.4 olarak, kontrol grubunda ise ayni degerler sirasiyla %37.4, %51.2 ve
%11.4 (p=0.01) olarak tespit edilmistir. Ikinci gruptaki ndropatili hastalarda (319); genotip
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degerleri CC (Pro/Pro) %51.1, CT (Pro/Leu) %43.0, TT (Leu/Leu) %6.0 seklinde, kontrol
grubunda ise sirasiyla %34.9, %60.3 ve %4.8 (p=0.02) seklinde belirlenmistir.
Calismamizda ise, hem kontrolde hemde hasta grubunda benzer ylizdelik dilimlerde
goriilmesine ragmen istatistik olarak farkli ifade edilmistir. Bunun sebebi ise bizce hasta ve
kontrol grubunda yer alan birey sayisindaki farkliliklardir. GPX1 Pro198Leu genotiplerinin
kontrol grubundaki yiizdelik oranlar1 %51.5 Pro/Pro, %37.4 Pro/Leu, %11.1 Leu/Leu, hasta
grubunda ise bu oranlar; %49 Pro/Pro, %43 Pro/Leu, %8 Leu/Leu olarak bulunmustur
(Cizelge 4.3).

Zhang ve ark. (2014), GPX1’in rs1050450 Pro198Leu ve Pro197Leu polimorfizmlerini ele
aldiklar1 meta-analizde, bu polimorfizmlerin 6zellikle Uzakdogu Asya popiilasyonlarinda
kardiyovaskiiler hastalik (CVD ) riski agisindan, istatistiksel anlamda 6nemli olmakla
birlikte az miktarda iliskili oldugu sonucuna varmislardir. Etnik farkliliklarin genetik
calismalarda heterojenlik iireten bir faktor olduguna dikkat c¢ekmislerdir. Onceki
caligmalarda T allelinin dagilim siklifinin beyazlarda %36, Afrikalilarda %33 ve
Japonlarda %5 olarak rapor edildigini, kendi ¢aligmalarinda ise Dogu Asyalilarda %8.57 ve
Dogu Asyali olmayanlarda 9%29.56 oranlar1 ile benzerlik bulundugunu belirtmislerdir.
Gergeklestirdikleri bu meta-analizin sonucunda, GPX1 geninin Pro198Leu ve Prol97Leu
varyantlarinin Dogu Asyal1 populasyonlarda CVD riskini 6énemli oranda artirdigini ve bu
sonuglarin diger etnik gruplardaki ¢alismalarla dogrulanmas1 gerektigini ifade etmislerdir.
Calismamizda, T allelini ifade eden Leu kontrolde %11.1, hastalarda %8 olarak
bulunmustur. Diger yandan hasta grubu igerisinde cinsiyete bakildiginda erkekler %13.3,
kadinlar %5.7 olarak tespit edilmistir. Hasta grubu igersinde retinopati varligi (%9.4) ve
yokluguna (%7.4) gore bu allelin incelenmesinde de degisimler belirlenmistir. Sonug olarak
inceledigimiz kontrol ve hasta, cinsiyet, hastalar arasinda ki incelenen diger alt hastalik
gruplarinin tamaminda Leu/Leu allelleri daha ¢ok Zhang ve arkadaslarinin yaptigi

caligmadaki Japonlar ve Dogu Asyali olmayan gruplar arasinda yerini almaktadir.
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seksiyonuna ait tiirlerde sicaklik stresinin antioksidant enzimler iizerindeki etkisi.
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siireyle 40C sicaklikta 1s1 soku uygulamasinin, katalaz (CAT), peroksidaz (POD),
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