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OZET

Ileri glikasyon siirecinin diabetes mellitusda, komplikasyonlarin gelisiminde énemli rol
oynadig1 bilinmektedir. Bu tez ¢alismasinda oncelikle diyabetik nefropatide protein
glikasyonunda artis olup olmadig1 ve son yillarda ileri glikasyonu onleyici etkileri 6ne
cikan vitamin B1 ve vitamin B6 tiirevlerinin glikasyon lizerindeki etkileri arastirildi.
Calismada tip 2 diyabetli hastalar (n=57) nefropatisi olan (n=27) ve nefropatisi olmayan
(n=30) grup olarak iki gruba ayrildi. Tiim gruplardan alinan tam kan orneklerinde
HbAlc, TPP ve PLP vitamin diizeyleri, plazmada glukoz, trigliserid, kolesterol, C-
peptid, insiilin, AGE-peptid diizeyleri 6l¢iildii. HOMA-IR degeri hesaplandi. Nefropatili
hastalar B1+B6 verilen (n=15) ve B6 verilen grup (n=12) olarak randomize edildi.
Vitaminler 250 mg/giin dozunda, 5 ay siireyle verilerek siire sonunda analizler
tekrarlandi. Nefropatili diyabet grubunda plazma AGE-peptid diizeylerinin nefropatisiz
diyabet grubuna gore yiiksek oldugu (p=0,005) saptandi. Nefropatisiz grupta 5 ay siire
sonunda plazma AGE-peptid diizeylerinin arttig1 (p=0,042) saptandi. Nefropatili
hastalarda B1+B6 ve B6 vitamini kullaniminin plazma AGE-peptid diizeylerini
etkilemedigi gorildii. Sadece B6 vitamini verilen grupta HbAlc diizeylerinin 5 ay siire
sonunda distiigl (p=0,033) goriildi. Her iki vitaminin kullaniminin plazma C-peptid
diizeylerini artirdig1 saptandi.

Bu bulgular, diyabette nefropatili hastalarda nefropatisiz hastalara gore plazma AGE-
peptid diizeylerinin daha yiiksek oldugunu ve nefropatisiz hastalarda 5 aylik siire
sonunda plazma AGE-peptid diizeylerinin arttig1 fakat nefropatili olan ve B1+B6 veya

B6 vitamin kullananan hastalarda bu diizeyin artmadigin1 gostermektedir.

Anahtar kelimeler: Diyabetik nefropati, AGE-peptid, B1 vitamini, B6 vitamini, C-
peptid
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ABSTRACT

It is known that advanced glycation process plays an important role in development of
chronic complications of diabetes mellitus. In this study, whether protein glycation
increases in diabetes mellitus and whether vitamin B1 and vitamin B6 derivatives are
effective in inhibition are questioned. Type 2 diabetic patients (n=57) are separated as
the group with nephropathy (n=27), and the group without nephropathy (n=30). In each
blood sample of two groups, HbAlc, TPP and PLP, glucose, triglyceride, cholesterol,
C-peptide, insulin and AGE peptide levels in the plasma are measured. HOMA-IR value
is calculated. Patients with nephropathy are randomized into groups given B1+B6
(n=15) or B6 (n=12). Vitamins were given for 5 months, at 250 mg/day and the analyses
were repeated at the end of this period. The plasma level of AGE-peptides were higher
in group with nephropathy when compared to group without nephropathy (p=0,005).
In the group without nephropathy, AGE-peptide level displayed an increase in 5 months
period. It was observed that the B1+B6 or B6 vitamin usage doesn’t affect the AGE-
peptide level in diabetic nephropathy patients. For the group given B6 vitamin , a
decrease was observed in plasma HbAlc level at the end of 5 months (p=0,033). An
increase in plasma C-peptide level was observed in diabetic nephropathy patients due
to usage of BI+B6 or B6.

These findings show that , the plasma AGE-peptide level is higher for those with
nephropathy than those without nephropathy. Despite an increase in plasma AGE-
peptide levels in patients without nephropathy during the period of 5 months patients
with nephropathy who received either B1+B6 or B6 did not display this increase.

Keywords: Diabetic nephropathy, AGE- peptide, vitamin B1, vitamin B6, C-peptide



1. GIRIS VE AMAC

Diabetes mellitusun mikrovaskiiler komplikasyonlarinin patogenezinde ve
ilerlemesinde hipergliseminin dnemi bilinmektedir. Bugiine kadar yapilan deneysel ve
klinik caligmalar hiperglisemiyle diyabetik komplikasyonlar arasindaki baglantiy1
ortaya koymasina ragmen patogenetik mekanizmalar tam olarak agiklanamamigtir

(70,132,164).

Diyabette bobrekte ileri glikasyonu artiran major etken hiperglisemidir (33,79).
Diyabette glukoz disinda lipidler ve amino asitlerden de non-oksidatif ve oksidatif
kosullarda olusan reaktif karbonil bilesikleri proteinlerin serbest amino gruplarina
baglanmakta ve geri donilisiimlii erken glikasyon {iriinleri ( Amadori iiriini )
olugsmaktadir. Aralarinda oksidasyonun da yer aldigi bir seri geri doniisiimsiiz
reaksiyonla ileri glikasyon son iirlinleri ( AGE ) olugmaktadir. AGE’lerin olusumlar1 ve
reseptorleri ile etkilesimleri sonucunda reaktif oksijen tiirleri ( ROS ) meydana
gelmektedir. (33). Diabetes mellitusta glomeriil bazal membraninin ileri glikasyon ile
giderek artan modifikasyonu membranin (+) yiik yogunlugunu azaltarak anyonik
proteoglikanlarin baglanmalarinda azalmaya yol a¢maktadir (2). Bu sekilde
permeabilite Ozellikleri degisen bazal membrandan (-) yiiklii plazma proteinlerinin
glomeriiler filtrata ve mezangiyuma gecisleri artmaktadir. Ayrica AGE ile modifiye
bazal membrana albiimin, lipoproteinler ve IgG gibi serum proteinleri c¢apraz
baglanarak bazal membranin kalinlasmasina katkida bulunmaktadir. Bu durum

proteiiniriiye ve mezangiyumda protein birikimine yol agmaktadir (2).

AGE ile modifiye ekstraselliiler matriks ( ECM ) proteinleri 6zgiin reseptorleri
aracilig1 ile katabolize edilmektedir (81,128). Ozgiin AGE reseptorleri arasinda en iyi
karakterize edilmisleri olan RAGE’lerin diyabetli hastalarin kan damarlarinda ve
bobreklerinde diyabeti olmayanlara gore daha yiliksek konsantrasyonda bulunduklari
gosterilmistir (33).AGE-RAGE etkilesimi enflamasyon ve ROS artisina, sitokinlerin ve
adhezyon molekiillerinin salinimina neden olmaktadir (79). Fizyolojik kosullarda
dokunun yeniden sekillenmesine hizmet eden bu mekanizma asirt AGE olusumu
nedeniyle doku hasarina yol agmaktadir. Ayrica AGE’ler aracilig ile olusan asir1 ¢apraz
baglanma ECM’in enzimatik sindirime direncini artirmakta dokunun yeniden

sekillenmesini engellemektedir (33). ECM sentezinin artmasindan ve/veya yikiliminin



azalmasindan dolayr DN’nin karakteristik bulgular1 olan bazal membran kalinlagmasi,
damar gecirgenliginde artis ve glomeriiloskleroz gelismektedir. AGE’ler ECM’in
sentezinin artmasina ve yikiliminin azalmasina katkida bulunmaktadir (79). Glomeriil
bazal membran kalinlasmas1 ve mezangiyal matriksde genisleme goriilen erken evrede
pentozidin, karboksi metillizin ( CML ) ve diger ileri glikasyon son iiriinlerinin ( AGE )
kapiller duvarda ve proksimal tiibiiler hiicrelerde yiliksek miktarlarda bulundugu
gosterilmistir. Nodiiler lezyonlarin goriildiigii ilerlemis evrede ise nodiillerde iskemik
yarimay, arteryel duvarda ve bobregin tiibiiler hiicrelerinde AGE’lerin yogun olarak
varlig1 gosterilmistir. Erken glikasyon iirlinti olan glike albiiminin de AGE’ler gibi bir
prosklerotik sitokin oldugu bilinen TGF-_( transforming growth factor )
biyoaktivitesini ve ECM proteinlerinin sentezini artirdigi saptanmistir (79). Deneysel
tip 2 diyabet modelinde plazma glike alblimin konsantrasyonun azaltilmasi veya 6zgiin
antikor kullanimi ile ECM sentezinin, mezangiyal genislemenin ve proteiniirinin
azaldig1 ve bobrek yetmezligine gidisin yavasladigr gosterilmistir (79). TGF-_,
metabolik faktorler (glukoz ve AGE’ler) tarafindan uyarildigi gibi hemodinamik
faktorler (AT-II ve ET-1) tarafindan da uyarilmaktadir. DN gelisiminde metabolik
mekanizmalar kadar hemodinamik mekanizmalarin da rol oynamasi diger organlara

gore bobreklerin daha agir sekilde hasarlanmasina neden olmaktadir (70).

Doku makrofajlari, karacigerin siniizoidal hiicreleri ve endotel hiicreleri
tarafindan reseptdr aracili endositoz ile alinan AGE’ler ile modifiye proteinler
proteolitik enzimlere karsi direncli olduklarindan tam olarak katabolize
edilememektedir (31). Kismi proteoliz ile serbestlesen diisiik molekiil agirlikli AGE-
peptidler ( <10-15k Da ) ve serbest AGE’ler bobrek glomeriillerinden siiziildiikten sonra
proksimal tiibiiliisler tarafindan alinmakta ve lizozomal aktivite ile katabolize
edilmektedir. Bu fonksiyonu ile bobrek, sistemik dolagimdan AGE-peptidlerin
temizlenmesinde kritik rol oynamaktadir. Sistemik dolasimda kalan AGE-peptidler
giiclli capraz baglanma 6zellikleri ile LDL ve IgG gibi plazma proteinlerine ve damar

duvari proteinlerine baglanarak ikinci jenerasyon AGE’leri olusturmaktadirlar (131).

Dolasimdan uzaklastirilmalar1 kritik 6nem tasiyan AGE’lerin, bdbrek
yetersizliginde klirenslerinin azalmasi ve protein katabolizmasindaki artis nedeni ile
doku proteinlerinden serbestlesmeleri artarken oksidatif ve karbonil stres altinda AGE
olusumu da artmaktadir. AGE’lerin 6zellikle plazma proteinleri, ECM proteinleri ile

capraz baglanmalar1 ve reseptdr aracili biyolojik etkilerinden dolayi toksisitelerinden



bahsedilmektedir. AGE’lerin iiremi toksinleri olarak tanimlandigi arastirmalar

mevcuttur (22,131).

AGE-peptidler, DN’nin ve kardiyovaskiiler komplikasyonlarin ilerlemesine

katkida bulunur.

Diyabetik nefropatide temel tedavi yaklagimlari hiperglisemi ve hipertansiyonun
kontrol altina alinmasi oldugu halde bazi olgularda, bu strateji ile nefropatinin

ilerlemesi durdurulamamaktadir.

B1 vitamininin AGE olusumunu inhibe ettigi ve diyabetik nefropatiyi onledigi
deney hayvanlarinda gosterilmistir (3). Insanlarda B1 vitamininin diyabetik nefropati
tedavisindeki roliinii arastiran bir caligmaya rastlanmamistir. Deneysel diyabet
modellerinde plazma tiyamin diizeylerinin azaldig1 ve bunun kismen hiperglisemide
artan renal tiyamin klirensine bagli oldugu agiklanmistir. Tiyamin ve benfotiyamin

verilmesi ile vitaminin plazma diizeylerinin yiikseldigi gézlenmistir (3).

Diyabette hiicreye glukoz giriginin insiiline bagimli olmadig1 dokularda glukoz
konsantrasyonunun artmasina bagli olarak glikolizin hizlanmas1 sonucunda
gliseraldehid 3-fosfat (GA3P) ve dihidroksiaseton fosfat (DHAP) konsantrasyonlari
artmaktadir. Diyabet komplikasyonlarinin patogenezinde rolii olan ileri glikasyon,
protein kinaz C aktivasyonu, poliyol yolu ve heksozamin yollarnin aktivasyonlari,
mitokondriyal disfonksiyon ve sonugta gelisen oksidatif stresin trioz fosfat birikiminin

engellenmesi ile Onlenebilecegi One siiriilmektedir (12).

Transketolaz (pentoz fosfat yolu), piruvat dehidrojenaz ve alfa keto-glutarat
dehidrojenaz (trikarboksilli asit dongiisii) enzimlerinin koenzimi olan tiyamin
hiperglisemide trioz fosfat birikimini engelleyici farmakolojik 6zelliklere sahiptir.
Tiyamin transketolaz aktivasyonu ile GA3P’nin fruktoz 6-fosfat (F6P) ve riboz 5-
fosfata doniisiimiinii artirir. Tiyaminin bu etkisi hiperglisemik kiiltiir ortaminda
eritrositlerde gosterilmistir (21). Kapiller ve aorta endotel hiicreleri hiperglisemik
ortamda yiiksek doz tiyamin ve S-benzoil tiyamin monofosfat ( benfotiyamin ) ile
inkiibe edildiginde hiicre replikasyonundaki gecikme ortadan kalkmis, protein kinaz C
ve heksozamin yolu aktivasyonlarinda, oksidatif stres ve AGE’lerde azalma

gozlenmistir (121).

Insan umbilikal ven endotel hiicrelerinde de tiyamin ve etkisi ile hiicre

proliferasyonunda artma ve fluoresans 6l¢iimii ile izlenen AGE olusumunda azalma



oldugu saptanmistir (10). Streptozotosin (STZ) ile diyabet indiiklenen si¢anlarda yiiksek
doz tiyamin (4mg/kg) ve benfotiyamin ile tedavinin 24 haftalik siire i¢inde nefropati

gelisimini durdurdugu gosterilmistir (12).

Diyabette glomeriillerde artan PKC aktivitesini tiyamin ve benfotiyaminin;
metilglioksal ve karboksi metil lizin ( CML ) birikimini ise tiyaminin azalttigi
gosterilmistir. Diyabette bobrek glomeriillerinde %30 oraninda azalan transketolaz
aktivitesinin,vitamin kullanimi ile diizeltilebildigi belirlenmistir (12).STZ ile indiiklenen
ve dislipideminin goriildiigii diyabet modelinde tiyaminin benfotiyamine gore daha

yararli oldugu saptanmigtir.

Avrupa Diyabet Calismalar1 Birliginin (EASD) Mayis 2005’te yaptig1
toplantida,diyabetik hastalarda orta derecede tiyamin eksikligi oldugu ve hastalarda
diyabetik nefropatinin kontrol altina alinabilmesi i¢in 250-300 mg/giin dozda tiyamin
kullaniminin yararli olabilecegi 6ne siiriilmiistiir (19). Insanlarda B1 vitamininin

diyabetik nefropati tedavisindeki roliinii aragtiran bir calismaya rastlanmamustir.

C-peptidin, fizyolojik konsantrasyonlarda, insiilinin bazi etkilerini taklit ettigi

one siirtilmektedir (76 ).

Miyoblastlarda glikojen sentezini PI 3-K aracilig: ile artirdig1 gosterilen C-
peptidin AGE’lerin eliminasyonu {izerine de insiiline benzer sekilde etkili olabilecegi
diisiiniilebilir. Insiilinin fosfatidil inositol 3-kinaz (PI 3-K) aracilig1 ile AGE ile
modifiye proteinlerin reseptor aracili endositoz ile alinimlarini artirdigr bilinmektedir

(73).

Deneysel diyabet modellerinde ve tip 1 diyabetik hastalarda nefropatinin erken
evresinde C-peptid verilmesi ile glomertiiler hiperfiltrasyon, albiiminiiri ve glomertiler
hipertrofide azalma saglandig1 gosterilmistir (73). Tip 2 diyabetli hastalarda oral glukoz
yiiklemesine C-peptid yanit yetersizliginin albliminiiri ile iligkili oldugu saptanmig fakat
normoalbiliminiirik ve mikroalbiiminiirik hastalarin C-peptid diizeyleri arasinda farklilik

saptanmamustir (74 ).

Nefropatinin saptanmasi ve izlenmesi i¢in en sik ve en yaygin olarak kullanilan
tan1 araci kolay, hizli ve klinik seyirle olumlu sonug¢ veren idrarda albiimin tayinidir

(90).



Mikroalbiiminiiri (30-300 mg/giin) DN’nin erken doneminde gézlenen bulgudur.
DN’nin mikroalbiiminiiri evresinden ileri evrelere gecisinin uygun tedavi ile
yavaglatilabilecegi ve erken evrede saptanan DN prognozunun daha iyi oldugu 6ne

stiriilmiistiir (48).

Bu tez caligmasinin amaci, diyabetik nefropatide ileri glikasyonun roliiniin ve
B1 vitamininin ileri glikasyon iizerindeki etkisinin belirlenmesi ve diyabetik
nefropatideki olasi etkinliginin irdelenmesidir. Bu tez projesi yiiriirliige konulduktan
sonra, sadece Bl vitamini i¢eren preparatin (Bevigen) imalattan kaldirilmis oldugu
ogrenildi. Bu durumda B1 ve B6’y1 birlikte iceren vitamin preparat: (Benol, 250mg
tiyamin HCl ve 250mg piridoksin HCI) ve plasebo olarak da B6 vitamin preparati
(B6vigen, 250mg piridoksin HCIl) verildi. B6 vitamininin de glikasyonda etkili
olabilecegi Ongoriildiiglinden B1 ve B6 vitaminlerinin birlikte kullanimi ile B6
vitamininin tek kullaniminin etkileri karsilastirildi.
Bu tez caligmasinda ayrica plazma C-peptid diizeyinde diyabette nefropati

varligina bagli bir degisim olup olmadigi ve plazma C-peptid ve AGE-peptid

diizeyleri arasinda iliski olup olmadigi arastirildi.

Bu amagla, ¢alisma I¢ Hastaliklar1 Anabilim Dali, Endokrinoloji, Metabolizma ve
Diyabet Bilim Dalina miiracaat eden insiilin kullanmayan, oral antidiyabetik alan tip 2
diyabetli hastalarda (n=57) yiiriitiildii. Hastalar mikroalbiiminiiri diizeyinde nefropatisi
olan grup (n=27) ve nefropatisi olmayan grup (n=30) olmak {izere iki gruba ayrildi.
Tiim gruplardan alinan heparinize tam kan 6rneklerinde HbAlc ve TPP / PLP (tiyamin
pirofosfat / piridoksal 5-fosfat) vitamin diizeyleri, plazmada glukoz, trigliserid,
kolesterol, C-peptid ve insiilin diizeyleri ile plazma AGE-peptid diizeyleri 6l¢iildii.
HOMA-IR (Homeostasis Model Assessment:Insulin Resistance) degeri hastalarin
plazma glukoz ve insiilin diizeyleri kullanilarak hesaplandi. Nefropatili hastalar BI+B6
verilen grup (n=15) ve B6 verilen grup (n=12) olarak randomize edildi. Her iki vitamin
de 250 mg/giin dozunda 5 ay siireyle verildi. Hastalara B1+B6 vitamini/B6 vitamini

verilmesinden sonra ayni parametrelerin analizi tekrarlandi.



2. GENEL BILGILER

2.1. DIABETES MELLITUS

Diabetes mellitus (DM) glukozun yetersiz kullanildigi ve hipergliseminin
olustugu karbonhidrat metabolizmas1 bozukluklarinin bir grubudur. Insiilin
salgilanmasindaki eksiklik ya da insiilin yokluguna veya dokularin insiiline
duyarliliginda azalmaya bagl olarak karbonhidrat, yag ve protein metabolizmalari
bozulmustur. Diabetes mellitusa eslik eden metabolik bozukluk, multipl organ

sistemlerinde sekonder patofizyolojik degisimlere neden olur (133).

Diyabetin prevalansi bilinmemektedir. ‘Third National Health and Nutrition
Examination Survey’ 1994’de ABD’de 10.2 milyon kisiyi diyabetik olarak
tanimlamistir. ADA (American Diabetes Association) kriterleriyle tan1 konmamis

diyabetin prevalansi 5.4 milyondur (8,19).
ADA Kkriterlerine gore diabetes mellitusun simiflandirilmasi
Tip 1 diabetes mellitus : Otoimmiin, idiyopatik
Tip 2 diabetes mellitus
Diger spesifik diyabet tipleri :
Gebelik diabetes mellitusu (GDM)
Bozulmus glukoz toleransi (IGT)
Bozulmus aclik glukozu (IFG)

Tip 1 Diabetes Mellitus : Diabetes mellitus’lu tiim bireylerin % 5-10’udur.
Pankreas adacik  hiicre kaybindan dolay: insiilin eksikligi vardir ve insiilin
bagimlidirlar. Biiylik c¢ogunlugu otoimmiindiir, bazilarinda ise antikorlara
rastlanmadigindan idiyopatik olarak adlandirilir; hastalarin % 75’inde 30 yasindan once

baslar (8).

Tip 2 Diabetes Mellitus : Diabetes mellitus’lu bireylerin % 90’11 olusturur.
Daha onceleri insiiline bagimli olmayan diyabet ya da eriskin diyabeti olarak
tanimlanirken, ¢cocuklarda epidemik obezite ve inaktivite artisindan dolayi tip 2 diabetes

mellitus ¢cok erken yaslarda ortaya ¢ikmaya baglamistir (8).



Tipik olarak 40 yas iizerindeki bireyleri etkiler. Ketoza egilimli degillerdir ve
ketoniiriyi énlemek igin insiiline bagimli degillerdir. insiilin konsantrasyonlar1 normal,
diisiik ya da artmis olabilir ve birgcogunda azalmis insiilin etkisi vardir. Tip 2 diabetes

mellitus, periferik insiilin direnci ile karakterizedir (8).

Diabetes mellitusun diger spesifik tipleri : Spesifik bir bozukluk nedeniyle
hiperglisemisi olan bireylerde goriiliir. _ hiicre fonksiyonunda genetik defektler, insiilin
etkisinde goriilen genetik defektler, endokrin hastaliklar (Cushing, Akromegali) bazi
hormon ve ilaglar (glukokortikoid, tiyazid, _ adrenerjikler), enfeksiyonlar, baz1 genetik

sendromlar (Down, Kleinfelter, Porfiria) bunlar arasindadir (8).

Gebelik Diabetes Mellitusu (GDM) : Gebelik sirasinda baslayan ya da ilk kez
gebelikte belirlenen glukoz tolerans bozuklugudur. Daha 6nce diyabetli oldugu
bilinenler bu sinifa girmez (8).

2.2. DIABETES MELLITUSUN KOMPLIKASYONLARI
* Akut Komplikasyonlar
Diyabetik Ketoasidoz (DKA)
Hipergisemik hiperosmolar nonketotik koma
Hipoglisemi
* Kronik Komplikasyonlar
Mikrovaskiiler : Retinopati, nefropati, néropati

Makrovaskiiler : Hipertansiyon, koroner arter hastaligi, periferik vaskiiler

hastaliklar, serebrovaskiiler hastaliklar
* Diger komplikasyonlar

Gastrointestinal (gastroparezi, diyare), genitoliriner (seksiiel disfonksiyon),

dermatolojik komplikasyonlar, enfeksiyonlar, katarakt, glokom (8,149).



2.3. DIABETES MELLITUS TANI KRiTERLERI
Diabetes Mellitus

* Klasik diyabet semptomlar (poliiiri, polidipsi, kilo kayb1) varlig1 ve rastgele

bakilan plazma glukoz konsantrasyonu > 200 mg/dl olmas1 veya
* Aclik plazma glukoz diizeyi > 126 mg/dl olmas1 veya

* Oral glukoz tolerans testinde (OGTT) 2. saatte plazma glukoz

konsantrasyonu > 200 mg/dl olmasi.
Bozulmus A¢hk Glukozu (IFG)
* Aclik plazma glukozu 110-125 mg/dl arasindadir.

Glukoz toleranst azalmistir, aclik glukoz konsantrasyonu normalle diyabetik

arasindadir. Diyabet ve kardiyovaskiiler hastalik riskini artiran bir durumdur.

Bozulmus glukoz toleransi1 (IGT)
e 2saat OGTT plazma glukozu 140-199 mg/dl arasindadir.

Diabetes mellitus tanisi i¢in aglik glukozu gerekenden daha diisiik ancak oral
glukoz tolerans testi (OGTT) plazma glukoz degerleri normal ile diyabetik arasinda
gozlenir. Bozulmus glukoz tolerans testi olan bireylerde belirgin diyabet gelisimi % 1-5
oraninda ortaya cikar fakat olgularin biiyiik kismi1 kendiliginden normale doner.

Komplikasyonlarin gelismesi nadirdir (49,81).

2.4. INSULIN VE C-PEPTID

Insiilin pankreasin Langerhans adaciklarindaki _ biicreleri tarafindan iiretilen bir
proteindir. Molekiil agirlig1 6000 dalton, iki disiilfid kopriisii ile birbirine baglanmis 51
amino asitten olusur. Glukozun yag ve kas dokularina alimini uyarir ve depolanmak
iizere glikojen ve yaga cevrilmesini saglar. Karacigerde glukoneogenezi inhibe eder,

protein sentezini uyarir ve protein parcalanmasini inhibe eder (135,161).

C-peptid 35 amino asit kalintisindan olusan, proinsiilinin insiiline enzimatik
yarilmasi sirasinda ortaya ¢ikan protein fragmanidir. Genellikle biyolojik aktiviteden
yoksun kabul edilir. Bununla birlikte son zamanlarda yapilan caligmalarda tip 1

diyabetli hastalarda biyolojik etkileri oldugu bildirilmektedir (73).



C peptidin kisa déonem inflizyonunun, tip 1 diyabetin ortaya ¢ikisindan sonra erken
donemde glomeriiler hiperfiltrasyonu azalttig1 gosterilmistir (41,73,76,144). Ayrica
hayvan ¢aligmalarinda C peptid verilmesiyle iiriner albiimin ekskresyonunda (UAE)
azalma gorilmiistiir (142). Yine C-peptid inflizyonunun mikrosirkiilatuvar etkileri
oldugu, iskelet kasi ve deride kan akisini1 artirdigi, kapillerleri gili¢clendirdigi
gozlenmistir (68,73,75). Bu etkilerin C-peptidin endotelyal nitrik oksit sentaz iizerine
olan uyarici etkisinden kaynaklandig1 diisiiniilmektedir (41,73).

Diyabetik noropatili hastalara kisa donem C-peptid infiizyonu ile otonom sinir
fonksiyonlarinda diizelme gozlenmistir (72,73). C-peptid basta sinir ve bobrek dokusu
olmak iizere bazi dokularda Na'K'ATPaz aktivitesini uyarir (68,73). Johansson ve
arkadaslarinin tip 1 diyabetli hastalarda yaptiklar1 bir calismada ii¢ ay boyunca C-
peptid ve insiilin kombine tedavisiyle renal fonksiyonun diizeldigi, UAE nin azaldig1 ve

otonom ve sensoryel sinir fonksiyon bozuklugunun iyilestigi saptanmistir (73).

C- peptid pankreasdan insiilin salinimi sirasinda kan dolasimina salinir.

Bobrekler tarafindan dolagimdan temizlenir ve pargalanarak idrarla atilir (144).

Yapilan epidemiyolojik calismalar insiilin konsantrasyonunun Ol¢iimiiniin
diyabetin gelisimini 6nceden belirledigi ve diyabete yatkinligin saptanmasinda
kullanilabilecegini gostermistir (73). Tip 1 diyabetli bireylerde, plazma insiilin
konsantrasyonlar1 _ hiicre aktivitesinin Ol¢iisii olarak rezidiiel endojen insiilinin
hesaplanmasinda kullanilmaktadir. Bununla birlikte aglik ya da uyarilmig C-peptid
Ol¢iimleri bu belirlemeleri yapmak i¢in insiilin 6l¢iimiiniin yerini almistir. C-peptid
Ol¢iimii insiiline gore daha avantajlidir. Hepatik metabolizmast olmadigindan _ hiicre
fonksiyonunun insiiline gore daha iyi bir gostergesidir. Klinik arastirmalarda bazal ya
da uyarilmis C-peptid konsantrasyonlar1 bir bireyin insiilin salgilama kapasitesinin

gostergesi olarak kullanilabilir (74).

Tip 2 diyabet insiilin direnci ile karakterizedir ve adacik hiicrelerinin
fonksiyonel anormallikleriyle birliktedir. Normal kilolu diyabetik bireylerde,
normoglisemik kontrollerle karsilastirildiginda daha az insiilin salgilandig1 goriilmiistiir.
Normoglisemik popiilasyonda aclik plazma insiilin diizeylerinin degiskenligi azalir ve
_ hiicrelerinin fonksiyonel kapasitesinden ¢ok insiilin direnci i¢in daha iyi bir
gostergedir. Diisiik aclik plazma insiilin diizeyleri hi¢bir sekilde  hiicre yetersizligini

gostermez tersine yiiksek insiilin diizeyleri insiilin direncinin gostergesidir (161).



10

Insiilin direnci insiiline normalde cevap veren yag, karaciger, iskelet kas1 ve kalp kasi
gibi hedef dokularda insiilin sinyal yolunda yetersizlik olarak tanimlanabilir (42).
Hastalarda goriilen ortak 6zellik obezitedir. Obezlerde insiilin direnci orta derecededir
ve glukoza hassasiyet azalmistir. Viicut agirligindan bagimsiz olarak abdominal obezite

ve insiilin direncinin derecesi arasinda gii¢lii iligki vardir (42).

Insiilin direnci hastalarda dogal olarak gelisebildigi gibi ,insiilin tedavisi
sirasinda anti- insiilin antikorlarinin artmasi sonucu da gelisebilir. Insiilin reseptdr sayist
azalmistir ve plazma insiilin diizeyi normal veya yiiksektir. Glinliik insiilin gereksinimi

100U iizerine ¢ikmus ise kullanilan insiiline kars1 direng s6z konusu olabilir (42).

: Tip 2 Diyabet Etyolojisi:
Insilin Direnci ve Azalmig Insilin Sekresyonu

Yasam tarzi

Genler ‘ _
\ instilin / ve diyet

Direnci

Normal
p-hiicre
fonksiyonu

\

Kompansatuvar Goreceli insulin eksikligi
Hiperinstilinemi

¥ Hiperglisemi
Normoglisemi

Anormal
p-hiicre
fonksiyonu

Tip 2 Diyahet

Sekil 2-1: Tip 2 diyabet etyolojisi

Tip 2 diyabette glukoz tolaranst bozulmustur, insiilin direnci ve hiperinsiilinemi
vardir. Insiilin direnci tip 2 diyabet patogenezinde anahtar faktordiir ve dislipidemi,
hipertansiyon, ateroskleroz gelisimi de bu hastalarda kofaktordiir. Tip 2 diyabette

obezitedeki artigla birlikte kardiyovaskiiler risk ve hipertansiyon riski artmistir.
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Tip 2 DM gelisme siirecinde Oncelikle ortaya ¢ikan, dokularin insiiline karst
direng gelistirmesidir. Hiperglisemi daha sonra belirir. Dokularin insiiline karsi
duyarliliklart birbirinden farkli oldugundan, insiilin direnci basladiginda 6ncelikle kasta
glukoz yikimi azalir ve bu postprandiyal hiperglisemiye yol acar. Bunun arkasindan
karacigerden glukoz ¢ikist artar. Boylece aglik hiperglisemisi ve tiim giin hiperglisemisi

saptanir hale gelir (35).

Insiilin direnci ve yag dokusunda artis Tip 2 diyabet patogenezinde isbirligi
halinde goriilmektedir. Insiilin direncinde bir yandan plazma lipoprotein lipaz (LPL)
aktivitesi azalip plazma trigliseridleri artarken bir yandan da karacigerde LPL
aktivitesinin artmasi nedeniyle HDL yikimi1 hizlanir. Diger yandan plazma serbest yag
asidi konsantrasyonu artar. Serbest yag asitleri hem kas dokusunda glukoz alimini
azaltmak hem de karacigerden glukoz ¢ikisini artirmak yoniinde insiilin karsit1 etkiler

gostermektedir (141).

Adipdz dokudan salgilanan TNF-_ile yag kiitlesi ve insiilin direnci arasinda
yakin iligki vardir. Ancak TNF-_’ nin insiilin direncini hangi mekanizmalarla uyardig:

anlagilamamistir (69).

Adiponektin yag dokusunun salgiladigi bir plazma proteinidir. Plazmadan
glukoz, trigliseridler ve serbest yag asitlerinin temizlenmesini kolaylastirir ve
karacigerde glukoz iiretimini baskilar. Ayrica hasarli damarlarin duvarinda birikerek
aterogenez siirecinde dnemli olan inflamatuvar medyatorlerin olumsuz etkilerini
engeller. Adiponektin diizeyi obez bireylerde azalmistir. Adiponektin diizeyinin
regiilasyonu omental yag dokusundan yapilmaktadir. Bu da viseral adipozitenin
metabolik sendrom ve insiilin direnci ile olan baglantisi ile uyumlu bir mekanizmadir

(104).

Resistin son yillarda kesfedilen, yag hiicrelerinden salgilanan polipeptid yapida
bir hormondur. In-vivo ve in-vitro uygulanmasiyla insiilin direnci olusur (5,42). Resistin
obezite ve tip 2 diyabetle baglantilidir. Periferik sinyal molekiilii olarak glukoz
toleransini ve insiilinin hiicrelere etkisini bozar, hiicrelerin glukoz alimini ve insiiline

duyarliligini azaltir, insiilin direnci gelisimine neden olur (42).

Insiilin direncini gdstermek icin pek ¢ok metod gelistirilmistir.

Hiperinsiilinemik-6glisemik klemp teknigi altin standart olarak kabul edilir. Ancak bu
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teknigin pahali ve giic olmasi nedeniyle HOMA (Homeostasis Model Assessment)
metodu gelistirilmistir (Matthews) (95). Bu testte bazal plazma glukoz ve insiilin
konsantrasyonlar1 kullanilir. -hiicre yetersizligi ve insiilin direncinden ileri gelen

homeostatik konsantrasyonlar1 6ngoriir (95).

Diyabetin patogenezinde genetik ve gevresel faktorlerin yanisira hiperglisemi
ve hiperlipidemi de Onemlidir; _ hiicreleri ilizerinde toksik etki gosterirler.
Glukotoksisite, lipotoksisite ve glukolipotoksisite tip 2 diyabet patogenezinde rol

oynayan sekonder fenomenlerdir (120).

_hiicreleri diger dokularla karsilagtirildiginda ¢ok diisiik miktarda antioksidan

enzim icerirler. Bu nedenle oksidatif strese kars1 daha duyarhdirlar (58,120).

Glukoz hiicreye girdikten sonra trioz fosfatlara doniisiir ve piriivata metabolize
olur. Piriivat trikarboksilik asit siklusuna girer ve oksidatif fosforilasyona ugrar. Bu

siiregte ATP olusur ve ROS (reaktif oksijen tiirleri) agiga ¢ikar (47).

Insan pankreas adacik hiicrelerinde ROS yiiksek glukoz konsantrasyonlarinda
olusur. ROS olusumunun insiilin miktarim diisiirdiigii ve glukoz tarafindan uyarilan
insiilin salinimini inhibe ettigi goriilmistiir (120,147). Tip 2 diyabet patogenezinde
proapoptotik mekanizmalarin da rol oynadig bildirilmistir. Tip 2 diyabetli hastalarin
pankreatik dokular1 kontrol grubu ile karsilastirilmig,  hiicrelerinin replikasyon
diizeyleri arasinda fark bulunamazken, apoptozun diisiik kilolu hastalarda 10 kat, obez

vakalarda 3 kat daha fazla artmis oldugu bulunmustur (117).

Yiiksek glukoz konsantrasyonlarinda proapoptotik olan Bad, Bid ve Bik
genlerinin adacik hiicrelerinde asir1 eksprese olduklar1 saptanmistir. Antiapoptotik gen
Bcl-2 etkilenmezken Bcel-x1 azalmis olarak bulunmustur (117,120). Apoptozla hiicre

oliimiiniin artis1 diyabetin gelisiminden sorumludur.

Adacik hiicreleri iizerinde glukolipotoksisitenin etkisi aragtirilmis, yapilan in
vitro caligmalarda adacik hiicrelerinin uzun siire yiiksek diizeyde yag asidine maruz
kalmalarinin, glukoz tarafindan insiilin salgilanmasinin indiiklenmesini inhibe ettigi,
insiilin gen ekspresyonunun azaldigi ve apoptozla hiicre 6liimiiniin indiiklendigi

gorilmiistiir.

In vitro ve in vivo ¢alismalarda lipotoksisitenin yalnizca yiiksek glukoz

diizeyleri varliginda bu etkileri gosterdigi sonucuna varilmistir (117,120,140).
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Normoglisemik bireylerde kilo alma siirecinde insiilin direncine kars1 _ hiicre
kiitlesi, insiilin biyosentezi ve insiilin sekresyonu artar. _ hiicrelerinin bu fonksiyonel
adaptasyon mekanizmasi bilinmemekle birlikte yag asidi artisina bagli olabilecegi

diisiiniilmektedir (46,112,120).

2.5. DIYABETTE KRONIK KOMPLIKASYONLARIN PATOGENEZI
Diabetes mellitus hiperglisemiyle karakterize metabolik bir hastaliktir ve yag
protein metabolizmasindaki degisikliklerle ve uzun donem makro ve mikrovaskiiler

komplikasyonlarla birliktedir.

Gliseminin diizeyi ve uzun donem komplikasyonlarin gelisimi arasindaki
baglanti uzun yillar 6nce One siirlilmiis ve epidemiyolojik ¢alismalarda gosterilmistir

(119).

Glukoz hipotezine gdre hiperglisemi dogrudan ya da dolayli olarak diyabetin
spesifik komplikasyonlar1 nefropati, retinopati ve ndropatinin gelisimi ve ilerlemesi ile

baglantilidir (34,83,110,111).

Glisemik diizeylerle nonspesifik makrovaskiiler komplikasyonlar arasinda iligki
kurmaksa gii¢tliir. Makrovaskiiler komplikasyonlar multlfaktéryel olarak kabul

edilmektedir (34).

HIPERGLISEMI VE

| DIYABET __|

| HIPERGLISEMI |7

PROTEIN KiNAZ C GLIKASYON POLYOL YOLU

o XV ¥,

| MiIKROANJIYOPATI

Sekil 2-2: Hiperglisemi ve diyabetik mikroanjiyopati (83)
Glisemik diizeyleri diisimeye yonelik yogun tedavinin mikrovaskiiler

komplikasyonlar tizerindeki benzer yararli etkileri, hipergliseminin li¢ major diyabetik
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komplikasyon patogenezinde benzer rol oynadigini géstermektedir. DCCT (Diabetes
Complications Control Trial) ¢alismasinda yogun tedavinin biitiin komplikasyonlarin
gelisimi ve ilerlemesini % 50 azalttig1 gosterilmistir (34). Komplikasyonlarin ortak
ozelligi diyabetin siiresi ile baglantili olmalaridir. Nefropati ve retinopati gelisim ve

ilerlemesinde kan basinci gibi diger baz1 degiskenler de etkili olmaktadir (64,84,116).

Komplikasyonlarin farkli agamalarinda ise degisik patolojik mekanizmalar etkili
olabilir. Ornegin yeni damarlarin gelisimi ile karakterize ileri evre retinopatide
(proliferatif retinopati) anjiyogenik faktorler etkilidir, glisemiyle dogrudan iliskisi
yoktur (4).

Degismis yag asidi ve protein metabolizmasi veya goreceli veya mutlak insiilin

eksikliginin komplikasyonlarin nedeni olabilecegi diisiiniilmektedir (34).

Yiiksek glukoz diizeyi, non-enzimatik glikasyon iiriinleri, hekzozaminler ve
vazoaktif hormonlar matriks komponentlerinin kompozisyonunun degisimi ve
birikiminden sorumlu faktorlerdir. Growth faktdrler ve sitokinlerin sentez ve salinimini

uyarir, hiicre proliferasyonu ve hipertrofisi ortaya ¢ikar.

Bu profibrotik sitokinler arasinda TGF- , diyabetik nefropatideki yapisal
anormalliklerin gelisiminde anahtar rol oynar. In-vitro ¢alismalarda yiiksek glukoz
varliginda glomeriiller, mezangiyal hiicreler, epitelyal hiicreler ve interstisyel
fibroblastlarda TGF-_ ekspresyonunun arttig1 gosterilmistir (114,139).Yine in-vivo
olarak renal TGF-_ ekspresyonunun diyabette arttig1 goriilmiistiir (22,23).

Glomeriiler bazal membran ve ECM’de heparan siilfat proteoglikanin (HSPG)
heparan siilfat zincirindeki degisiklikler diyabetik renal hastalikta rol oynar. HSPG’nin

anyonik yan zinciri heparan siilfatta azalma proteiniiriye neden olur. HSPG

ekspresyonu ve mezangiyal genisleme arasinda ters iliski vardir (123).

ECM akiimiilasyonu tiibiilointerstisyel fibrozisin ve renal yetmezligin derecesi
ile proteiniiri arasinda gii¢lii bir birliktelik vardir. Tiibiilointerstisyel hasar hastaligin
ilerlemesinin baslica gostergesidir.Kronik interstisyel hasar glomeriiler proteiniirinin

baslangicini izler ( 26,162).

Calismalar intraselliiler hiperglisemide AGE 0nciillerinin hiicre i¢inde
sekillendigini gostermistir. Bu onciil maddeler intra ve ekstraselliiler proteinlerin amino

gruplariyla reaksiyona girer ve AGE’ler olusur. AGE’ler damar gecirgenligini artirir,
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protein ve lipoprotein birikimlerine neden olur ayrica nitrik oksidi inaktive etme ve

matriks protein sentezini artirma yetenegindedir (24).

Proteinkinaz C (PKC) hormonlara, growth faktorlere, ndrotransmitterlere,
prostoglandinlere cevapta fonksiyon gériir. Biiyiime hizi, DNA sentezi , Na'/H" antiport
aktivitesinin artirtlmasi, diiz kas kasilmasi ve hormonlara cAMP cevabini diizenler.
Hiicresel PKC aktivitesi diacilgliserol (DAG) ve inozitol fosfat diizeyleriyle diizenlenir.
Diyabetik hayvanlarda DAG diizeyleri artmistir (157). Intraselliiler glukoz artis1 PKC’yi
uyaran DAG diizeyini artirir (26). PKC pekcok hiicresel proteini fosforile eder. Artmis
PKC aktivitesi mezangiyal hiicrelerde gen ekspresyonunu degistirir, ozellikle tipIV
kollajen ve fibronektin olmak iizere ECM protein sentezi artar. Ayrica vazodilator

prostonoidleri artirir, hiperfiltrasyonla sonuglanir (162).

Diger yanda PKC, mitojen aktive edici protein kinaz (MAPK) ile baglantilidir.
MAPK intraselliiler sinyal ileti yollarinda 6nemlidir ve hiicre proliferasyonu ve

hipertrofiyle sonuglanir (60,61).

Hipergliseminin diger bir etkisi polyol yolunun aktiflenmesidir. Aldoz rediiktaz
araciligiyla sorbitoliin intraselliiler birikimi sonucu intraselliiler osmolalite artar.
Sorbitol birikimi doku hasarina neden olur. Rediikte glutatyon diizeyleri diiser

intraselliiler oksidatif stres artar (89).

Diyabetik hayvanlarda aldoz rediiktaz inhibisyonunun bazi yararh etkileri
gosterilmistir. STZ ile indiiklenen siganlarda artmis GFR ve proteiniirinin azaldigi
gozlenmistir (157). Tip 1 diyabetli glomertiler hiperfiltrasyonu olan normoalbiiminiirik
hastalarda yapilan bir ¢calismada aldoz rediiktaz inhibitdrleri ile tedavinin GFR’yi ve

albiimin ekskresyon hizini azalttig1 goriilmiistiir (157).

Hiperglisemide hekzozamin yolunun aktiflenmesiyle N- asetil glukozamin
diizeyleri artar. N-asetil glukozamin intraselliiler proteinleri modifiye eder. Modifiye

proteinler renal diyabetik komplikasyonlarin patogenezine katkida bulunurlar (162).

2.6. DIYABETIK NEFROPATI

Diyabetik nefropati gelismis tilkelerde ileri evre bobrek yetmezliginin en sik
nedenidir. ESRF (end stage renal failure-son donem bobrek yetmezligi) hastalari iginde

nedeni diyabetik nefropati olanlarin oran1 Amerika’da % 46, Japonya’da % 41, Yeni
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Zelanda’da % 40, Almanya’da % 34, Avustralya’da % 30, Ingiltere’de % 18,
Norveg’de % 15 olarak saptanmustir. Tip 2 diyabetiklerde ESRF hastalarinin sayist tip 1

diyabetiklerden sayica fazladir. Bazi iilkelerde bu 10:1 oraninda bulunmustur

(44,92,105).

Hiperglisemi, artmis kan basinci diizeyleri ve genetik predispozisyon DN
gelisiminde esas risk faktorleridir. Artmis serum lipidleri, sigara kullanimi, diyetle

alinan protein miktar1 da risk faktorleridir (77).

UKPDS (United Kingdom Prospective Diabetes Study) calismasinda tip 2
diyabetli hastalarda mikroalbiiminiiri goriilme siklig1 % 2 iken tanidan 10 y1l sonra yilda

% 25 e ¢ikmistir (65).

Mikroalbliminiiri erken tespit edilip, tedavi edildiginde nefropati ile birlikte
kardiyovaskiiler mortalite de azalmaktadir. Diyabetik nefropatiye karsi korunmada

erken agamada dort yaklagim 6nemlidir:
* Normoglisemi
* Diistik kan basinct
* RAS (renin-anjiotensin sistem) blokaji
* Sigara kullanmama

EDIC (Epidemiology of Diabetes Interventions and Complications) ¢aligmasi

erken asamada glisemik kontroliin kardiyovaskiiler riski azalttigin1 géstermistir (129).

ABCD c¢alismas1 (Appropriate Blood Pressure Control in Diabetes) kan

basincinin diisiiriilmesinin mikroalbiiminiiri riskini azalttigin1 géstermistir (137).

Mikroalbiiminiirinin tip 2 diyabette RAS blokaj1 ile 6nlenebilecegi goriilmiistiir.
Hayvan caligmalarinda prediyabetik evrede RAS blokaji ile bunun miimkiin oldugu

gosterilmistir (44,106,133).

Diyabetik nefropati, diyabetli hastalarin % 40’inda ortaya ¢ikar. Diyabet
bobrekte spesifik degisikliklere neden olur. Klasik glomeriiloskleroz artmis bazal
membran kalinligi, diffiiz mezangial skleroz, hyalinoz, mikroanevrizma ve hyalin

ateroskleroz ile karakterizedir. Ayrica tiibiiler ve interstisyel degisiklikler olur (77,118).

Klinik ¢alismalarda DM’lu hastalarda AGE (advanced glycation end products-

ileri glikasyon son {iriinleri) birikimiyle mikrovaskiiler komplikasyonlar arasinda gii¢lii
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korelasyon bulunmustur. Ozellikle serum AGE’leri mikroalbiiminiiri siirecinde ve

ardindan gelen overt nefropatide ileri derecede artmaktadir (77,150).

AGE’lerin DN gelisiminde ve ilerleme siirecinde, kimyasal, hiicresel ve dokular
iizerinde genis etkileri vardir. Bobrek, diyabette AGE’lerin patofizyolojik etkilerine en
acik dokudur. Ayrica AGE’ler filtre olduktan sonra proksimal tiibiiliislerden reabsorbe
olur. Bu endolizozomal aparat1 da igeren proksimal tiibiillerin aktif bir prosesidir.
Glukoz reabsorbsiyonu proksimal tiibiillerde insiilin kontrolii altinda degildir. Bu da
tiibiiliis hiicrelerinde glukoz konsantrasyonunun artmasina, yiiksek intraselliiler glukoz

seviyelerine, AGE iiretimi ve oksidatif stres olusumuna neden olur (9,150).

Pek ¢ok galisma gostermistir ki AGE diizeylerinde ve AGE reseptorlerinde
(RAGE) diyabetik bobrekte 6nemli degisiklikler olmaktadir (77).

3D
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Sekil 2-3: Mezangiyal RAGE’ler

Park ve arkadaslar1 (115) yaptiklar1 ¢alismada diyabetin gelisiminden 6 hafta
sonra plazmada AGE birikiminin arttigini, aorta ve bobrekte lizatlar olustugunu
bildirilmistir. Bu bulgular aorta ve bobrekteki lizatlarda RAGE konsantrasyonunun

artigiyla birliktedir.
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Karin A. Jandeleith-Dahm ve arkadaslarinin (70) yaptiklar1 bir diger ¢alismada
20 haftalik tedavisiz diyabette AGE birikiminin bobrekte glomeriillerde ve
tiibiilointerstisyumda onemli derecede arttig1, bu artisin albiiminiirideki artigla birlikte

oldugu gozlenmis, glomeriiloskleroz ve tiibiilointerstisyel hasar saptanmaistir.

Lassila ve arkadaslar1 (88) aminoguanidin ve alagebrium kloriirle yaptiklar1

caligmada benzer sonuglar almistir.

Ancak biiylime faktorlerinin diyabetik bobrek hastaliklarindaki esas rolii tam
olarak anlasilamamistir. Biiylime hormonu (GH), insiilin benzeri biiylime faktorleri
(IGF’ler), TGF _, trombosit tiirevli biiytime faktorii (PDGF) ve diger biiylime faktorleri
bobrekteki uzun donem degisikliklerde 6nemli olabilir (118).

Epidemiyolojik calismalarda tip 1 ve tip 2 diyabette nefropatinin gidisinin ayni
oldugu 6ne siiriilmiistiir. Tip 2 diyabette hastalarin % 30-50’sinde mikroalbiiminiiri
diyabetin baglangicindan 20 yil sonra gelismektedir. Popiilasyon bazli c¢alismalarda tip

2 diyabette tan1 aninda nefropati prevalansinin % 5 -10 oldugu ileri siiriilmiistiir (48).

Geleneksel olarak nefropati {iriner albiimin atilim hizina (UAER) gore gizli ve
overt olmak tizere iki tipe ayrilir. Gizli nefropati UAER (30-300mg/24 saat) ve
genellikle 6-15 yillik diyabet ge¢misi vardir. Mikroalbiiminiiriye ragmen bu hastalarin
hepsi overt nefropatiye donmez. % 25’1 normoalbiiminiiriye donerken, % 40 hasta

mikroalbliiminiirik kalir (48,150) .

Proteiniirinin gelismesiyle (UAER > 300mg/24saat) hipertansiyonun ortaya
citkmasi1 baglantilidir. Sonu¢ olarak renal fonksiyondaki azalma kan basinci
diizeylerindeki artigla dogru orantili olur. Overt nefropatinin baglangicindan sonra yedi

yil igcinde son donem bdbrek yetmezligi ortaya ¢ikar (48,157).
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Diyabetik Nefropatinin Dogal Seyri
Artan kan basinci
Normal Albiimin Ekskresyonu ve kardiyovaskiiler
* 0% hastalik riski
(v
Mikroalbiiminiiri s Persistan
20-30% Mikroalbliminiiri
30%
‘ 40%
Proteiniiri
Renal Yetmezlik

Sekil 2-4: Diyabetik nefropatinin dogal seyri (151)

Mikroalbiiminiiri DN’nin ilk gostergesidir. UAER 20-200 pg/ml (30-300
mg/glin). Giinden giine degisiklik gosterdiginden ii¢ 6l¢iimden ikisinde pozitif olmalidir

(129).

Mikroalbiiminiiri gizli nefropati olarak da adlandirilir. Bununla birlikte erken
fazda dahi 6nemli glomeriiler patolojiler olabilir ve GFR hiz1 diismeye baslamis olabilir.
Ancak bazen UAER 200 pg/dak diizeyine ¢ikana kadar GFR normal sinirlarda kalabilir
(151).

Mikroalbiiminiiri 6zellikle tip 1 diyabetli hastalarda retinopati, periferik vaskiiler
hastaliklar ve noropati ile yakindan iliskilidir. Bu fazda kan basinci artar ve lipid
anormallikleri gelisir. LDL, trigliserid, apolipoprotein B artar ve HDL kolesterol azalir

(151).

Bu ilerleyici anormallikler tip 1 ve 2 diyabette goriiliir, bununla birlikte tip 2
diyabette hipertansiyon ve dislipidemi daha 6nceden bulunabilir. Mikroalbiiminiiri

generalize endotelyal disfonksiyonla da birliktedir (151).
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Tip 2 diyabette diyabetik nefropati
ve kardiyovaskiiler mortalite
Normal Albiimin Ekskresyonu 1.4%
2.0%
Mikroalbiiminiiri 3.0%
2.8% N
Olim
Overt proteiniiri 4.6%
2.3%
Artan plazma kreatinini veya
renal replasman tedavisi 19.2%

Sekil 2-5: Tip 2 diyabette diyabetik nefropati ve kardiyovaskiiler mortalite
(151)

Persistan Albliminiiride ise UAER deki artis 200 pg/dak iistiindedir ve klinik
olarak overt DN sathasindadir. Arteriyel hipertansiyon (HT) genellikle vardir, protein
kayb1 artabilir ve nefrotik sendrom, hipoalbiiminemi ve periferik 6dem ortaya ¢ikabilir.

Lipid bozukluklar1 ve aterosklerotik komplikasyonlar goriilebilir (151).

2.7. DIYABETIK NEFROPATIDE BOBREGIN HISTOPATOLOJISI

Diyabetik bobrekte esas patolojik degisiklik glomeriillerde ortaya c¢ikar. Tani
konuldugunda bobregin ve ozellikle glomeriillerin hacmi artmistir ve glomertillerin
genislemesi ge¢ donemde de devam eder. Erken donemde bu genisleme filtrasyon
artistyla sonuclanan bazal membran kalinlasmasi seklinde iken daha sonra mezangiyal
geniglemeye neden olabilir. Total renal hacimdeki artis tiibliler dokunun genislemesine

de neden olabilir (157).

Bazal membran kalinlagmasi uzun siire diyabetin ayirict 6zelligi olarak

tanimlanmistir. Kalinlagma tanidan iki y1l sonra gézlenebilir (157).
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AGE’lerin ekstraselliiller matriksde birikimi glomeriiler bazal membran
kalinlagmas1 ve mezangial genisleme ile sonuglanir. Ayrica tiibiilointerstisyel fibrozis

diyabetik nefropatide hakim olan morfolojik degisikliklerdir (77,150) .

Sekil 2-6: Diyabetik nefropati karakteristik lezyonlar1 (31)

Glomeriiler hastalik tek basina kisa donem diyabetli hastalarda siklikla
mikroalbliminiiri ile birlikte gozlenir. Daha az spesifik degisiklikler, vaskiiler ve
tiibiilointerstisyel anomaliler uzun donem diyabetli hastalarda dikkati c¢eken

patolojilerdir (makroalbiliminiiri, renal yetmezlik, hipertansiyon) (16,33,55,56,134).

Hemodinamik anormallikler glomeriillerdeki hipertrofik degisikliklerle
birliktedir. Biiylime hormonu (GH) ve GH serbestlestirici faktoriin transgenik farelerde
asir1 ekspresyonu, glomeriiloskleroz ve glomeriiler hipertrofiye neden oldugu

gosterilmigtir (157).

10 yildan daha uzun siireli diyabette hastalarin biiylik ¢ogunlugunda ve
mezangial hiicrelerde proliferasyon ve mezangial matriksde diffiiz artigla karakterize
glomertiloskleroz bulunmaktadir. Bazi vakalarda afferent ve efferent arterioldeki hyalin
aterosklerozla devam eder. Ancak bazal membran kalinlasmasinin aksine, mezangial

hacim bazi hastalarda 25 yi1l sonra normal olabilir (157).

Mezangiumda madde birikimi nodiiller seklinde de olabilir. Bu lezyonlar
Periodik asid-Schiff pozitif materyallerdir. Kimmelstiel-Wilson ad1 verilen bu nodiiller

diyabet i¢in patognomoniktir (157).
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Hyalin birikimleri eozinofilik aseliiler materyallerdir. Ancak nonspesifiktir ve
diger baz1 bobrek hastaliklarinda da goriilebilir. Endotelyal hiicrelerle bazal membran
arasinda ve afferent ve efferent arteriollerde bulunabilir. Afferent arteriol blokajina

bagli GFR’de azalma ortaya ¢ikabilir (157).

Tiibiiller ve interstisyumda diger kronik bobrek hastaliklarinda ortaya ¢ikan non-

spesifik degisikliklikler goriilebilir (54,157).
Biitiin bu degisiklikler RAGE’lerdeki artigla birliktedir.

Ayrica artmig makrofaj infiltrasyonu, hiicresel proliferasyon, aktin pozitif
hiicrelerle artmis infiltrasyon, artmis kollajen tip 1 ve tip 4 birikimi bunlarin disinda

TGF_-1, CTGF ve PDGF gibi ¢esitli sitokinlerin ekspresyonunda artma goriiliir (70,88).

Tip 1 diyabette erken fazda morfometrik calismalarda liiminal hacim ve
filtrasyon ylizeyindeki artis gosterilmis ve bu GFR’deki artigla iliskilendirilmistir.
Ilerleyici renal hastalikta fonksiyonel degisiklikler ve mezangial genisleme arasinda bir
iliski vardir. Ayn1 zamanda bu GFR ile de iliskilidir. Bu iliski degiskendir. Kapiller

yiizey alant ile ters iliskisinden kaynaklanir (157).

Diisiik diizeyde mikroalbiiminiirili (20-30 png/ dk) tip 1 diyabetli hastalarda
glomeriiler anomalilere rastlanmamaistir. Bu degerlerin iizerinde iiriner albiimin atilimi
olanlarda mezangiumun hacmi 6nemli derecede artmis, kreatinin klirensinde minor
diizeyde azalma, kan basincinda artig saptanmistir. Benzer bulgular mikroalbiiminiirili

ve proteintirili tip 2 diyabetli hastalarda da bildirilmistir (157).

2.8. AGE-DIYABETIK NEFROPATI ILISKISIi

Ileri glikasyon son iiriinleri ilk kez 1912 yilinda Fransiz kimyac1 Louis Maillard
(94) tarafindan tanimlanmistir. Fransiz kimyaci seker ve amino asit karisimlarinin
isitildiginda kahverengi bir bilesik olusturduklarini gozlemleyerek glukozun
oksidasyonunu ortaya koymustur. Giliniimiizde ‘Maillard reaksiyonu’ adi verilen bu
reaksiyon sonucu olusan bilesikler ileri glikasyon son iirlinleri (advanced glycation end
products-AGE) olarak tanimlanmaktadirlar (2,79). AGE’ler hem plazma hem de
dokularda proteinleri modifiye edebilen kompleks heterojen molekiillerdir. Giiniimiizde

biitiin AGE’ler tespit edilememis ve olusum mekanizmalar1 aydinlatilamamustir.
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Bununla birlikte bircogu model AGE’ler olarak tanimlanmis ve digerlerinin de
yapilar1 karakterize edilmektedir. Ancak, sadece bazilar1 organizmada patofizyolojik

etkilere sahiptir (2,79,131).

En iyi bilinen AGE’ler; pentozidin, N-—karboksimetillizin (CML), N--
karboksietillizin (CEL), glioksal lizin dimeri (GOLD), metilglioksal lizin dimeri
(MOLD), imidazolon (3-deoksiglukozon-arjinin-imidazolon) ve piralin’dir

(31,79,125,152).

Sirkiilasyon,

P lipoprotein vs. AGE’lerin bébrekler
AGE lern.n glikasyonu tarafindan
makrofajlarca alinimi eliminasyonu
Parsiyel degradasyon

@o

Diisiik mol agirlikli AGE ve
AGE peptidlerin plazmada
sirkiilasyonu

Sekil 2-7: AGE’lerin degradasyon ve eliminasyonu

AGE’lerin baslica karakteristik 6zellikleri; sari-kahverengi pigmentasyon,
fluoresans ve capraz baglama yetenekleridir. Ancak, bazi AGE’ler nonfluoresan
olmakla birlikte capraz baglama yeteneginden de yoksundurlar (2,79). Organizmada
AGE birikiminin bir¢ok toksik etkisi bulunmaktadir. Bu etkilerin bazilari Amadori
iriinlerine atfedilebilir. AGE’ler ekstraselliiller matriksin yapisini ya dogrudan
hasarlayarak onun fiziksel, kimyasal 6zellikleri ile metabolizmasini degistirirler, ¢apraz
baglanmalara neden olurlar, nitrik oksidin etkisini baskilarlar ve lipoperoksidasyonu
artirirlar ya da AGE spesifik reseptorler {izerinden etkilerini gosterirler (79,132,164).
Reseptor farkli AGE bilesenlerine nonspesifik olarak baglanir. Bunlar arasinda CML ve
pentozidin yiiksek afiniteye sahip ligandlardir (77,82).



24

Ekstraselliiler AGE varliginda duyarli hiicreler hemen RAGE anlatimint up
regiile ederler. Diyabetik nefropati hastalarinda bu etki bobrekte glomeriiler
podositlerde gosterilmistir. Ancak diger glomeriiler hiicrelerdeki RAGE anlatimi daha
diisiik diizeylerdedir (77,163).

RAGE’lerin DN gelisiminde 6nemli rol oynadigi gosterilmistir. Bu amacla
yapilan bir calismada RAGE geni asir1 ekspresyon yapan farelerde diyabet
indiiklenmesinin ardindan hizlanmis renal hasar olustugu gozlenmistir. Yine RAGE
knock out farelerde diyabette mezangiyal genislemeye karsi korunma saglandig: tespit
edilmistir (150). RAGE aktivasyonu, hiicre tipine bagli olarak ¢ok ¢esitli intraseliiler
transdiiksiyon kaskadlarini tetikler (77). ERK kinaz, p38M*™, JNK kinazlar ve NF- B
(niiklear faktor B) drnek olarak gosterilebilir (66,150).

[ A /F\f‘ @
AGE (ekstraseliiler mzm / AGE
Rl
O OC? O/)
AGE RESEPTORLERI (o /_//J

Endotelyal Hiicreler

Makrofajlar
Artmis permeabilite

Fibroblast proliferasyonu :
ROS liretimi IL1 sekresyonu

NFkB iiretimi ECM sentezi TNF alfa sekresyonu

Transkripsiyon artisi
Prokoagiilan etkiler

Sekil 2-8: AGE reseptorleri
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AGE-RAGE etkilesimi, sitokinler, bliyiime faktorleri (TNF- , IL-1, PDGF,
IGFI1, interferon ) ve adhezyon molekiilleri (ICAM-1, VCAM-1) genlerinin
transkripsiyonunu stimiile eder, hiicre proliferasyonunu stimiile eder, vaskiiler
permeabiliteyi artirir, makrofaj gecisini indiikler, endotelin-1 olusumunu stimiile eder,
trombomodiilini down regiile eder, kollajen IV, fibronektin ve proteoglikanlarin ve

prokoagulant doku faktorlerinin sentezlerini artirir (79,148).

AGE’ler viicutta fizyolojik kosullar altinda da olusur ve yaslanmayla birlikte
olusumlar1 da artig gosterir (79). Plazma diizeylerinin iiremik hastalarda anlamh
derecede yiiksek oldugu saptanmis ve ‘yeni iiremik toksinler’ olarak tanimlanmislardir.
Daha sonrasinda ndrodejeneratif hastaliklarda sinir dokularinda biriktikleri saptanarak,
romatoid artrit ya da kronik pulmoner hastaliklar gibi diger hastaliklardaki onemi

tartisilmaya baslanmistir (31,39,79,81).
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integrinler
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¥
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Sekil 2-9: AGE-RAGE etkilesimi
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Renal yetmezligi olan diyabetik hastalarda glikoksidasyon, hiperglisemi
karbonil stres ve oksidatif stres ile artar. Artmis AGE’ye hem dokuda hem de serum da
rastlanir ve serum AGE diizeyleri organ hasarinin siddetiyle orantilidir. Azalmis renal
fonksiyona sahip hastalarda, serum AGE diizeyleri normal fonksiyonlu diyabetik
hastalarinkinden birkag¢ kat daha fazladir. Saglikli 6rneklerle kiyaslandiginda AGE
flouresans1 3- 4- kat, CML 3 kat ve pentozidin 10 kat daha fazladir. Serum AGE
diizeyleri organlarda biriken AGE ile korelasyon gostermektedir (37).

Renal yetmezlikte AGE artis1 sadece klasik glikasyon yolu ile olusum ya da
azalmig renal atilim ile agiklanamaz. AGE olusumunda hem oksidatif hem de karbonil
stresin 6nemli rol oynadig1 bilinmektedir (136). Pek ¢ok calismada, renal yetmezlikte
oksidatif stresteki artigin serum lipoperoksidasyon iriinlerinin ve ayrica proteinlerin
ileri oksidasyon liriinlerinin seviyesinde artisa neden oldugu gdosterilmistir (93). Bunun
yani sira ileri derece renal yetmezligi olan hastalarda antioksidan savunmanin,

enzimlerin ve onlarin kofaktorleri olan Zn, Se ve vitaminlerin azaldig1 saptanmustir.

Bazal membran, mezangiyal ve endoteliyal hiicreler, podositler ve tiibiiller de

dahil olmak iizere, neredeyse biitiin renal yapilar AGE birikimine kars1 duyarlidir (77).

Bobrekte AGE birikimi ya AGE peptidlerin tiibiiler reabsorbsiyonu sirasinda
dolasimdaki AGE’lerin mezangiyal tutulmasi ile ya da diyabetik bobrekte yeni AGE
olusumuyla gerceklesir (164).

Ileri diyabetik nefropatili hastalarin, glomeriiler lezyonlarinda ve damar
sistemlerindeki glikoksidasyon {iriinlerinin immiinohistokimyasal yerlesimleri
arastirildiginda, genislemis mezangiyal matrikste, nodiiler lezyonlarda, kalinlagmis
kapiller duvarlarinda ve arteriyal duvarda artmig CML birikimine rastlanmistir. Buna
karsin ayni sonuglar normal bobreklerden elde edilememistir. Benzer sonuglari

imidazolon ile elde edilmistir (63,77).

Diyabetik nefropatide mezangiyal genisleme ve bazal membranda kalinlagma,

mezangiyal matriksin kompozisyonundaki degisikliklerden kaynaklanir.

ECM proteinlerinin glomeriiler mezangiyumda birikmeleri DN ig¢in
karakteristiktir. Normal kollajen ve matriks-hiicre etkilesimlerine AGE’ler zarar
verebilir. Bazal membran proteinlerindeki ¢apraz baglanmalar permeabiliteyi ve

proteinlerin glomeriiler gecislerini artirabilir (164).
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Diyabetli hastalarda yapilan calismalar AGE birikimi ile mikrovaskiiler
komplikasyonlarin siddeti arasinda dogrudan iligki oldugunu goéstermektedir (13).
Ozellikle overt nefropati ve mikroalbuminiirinin gelisiminde serum AGE seviyeleri de
dogru orantili olarak artmaktadir. Benzer caligmalarda tip 1 diyabetli hastalarda renal
komplikasyonlarin siddetiyle derideki AGE diizeyleri arasinda pozitif korelasyon
saptanmugtir (102). Diyabetik nefropatinin olusum ve gelisimi lizerinde AGE’lerin genis

bir kimyasal, hiicresel ve dokusal etkileri oldugu bilinmektedir.

Diyabette AGE’lerin patofizyolojik etkilerine en hassas olan bolge bdobrekler
olarak kabul edilmistir. Siiziilmiis AGE’lerin reabsorbsiyonu i¢in asil bdlge proksimal
tiibiildiir. Bu proksimal tiibiiliin endolizozomal aparatinin katildig1 aktif bir siiregtir

(150).

Proksimal tiibiilde glukoz alinimi insiilinin kontrolii altinda degildir. Bu da
hiperglisemide yiiksek intraseliiler glukoz seviyeleri olusturarak AGE ve oksidatif
stresin olusumuna neden olmaktadir. Tersine insiilin eksikligi diger renal hiicreleri

ekstraselliiler hipergliseminin etkilerine kars1 koruyor olabilir (90,150).

AGE’ler diyabetik nefropatinin gelisiminde rol alan pek cok patojenik
medyatoriin ekspresyonu ve aktivasyonuna neden olur. Bu etkisi reseptorler araciligiyla
direkt olarak veya serbest oksijen radikallerinin olusumu ve ekstraselliiler matriks
biitiinliigiindeki, sitokinler, adhezyon molekiilleri ve kemokinlerin olusumu ile
sonuglanan degisiklikler araciligiyla indirekt olabilir. Bu olay, vaskiiler endotel biiyiime
faktorli (VEGF), bag dokusu biiylime faktorii (EGF), transfoming biiylime faktorii 1
(TGF-_1), insiilin benzeri biiytime faktorii (IGF-1), platelet kaynakli biiyiime faktorii
(PDGF), tiimor nekroz faktorii-  (TNF- ) ve interlokinler (IL-1 ve IL-6) gibi anahtar
mediyatorleri kapsar (48).

Ozellikle TGF- 1’in indiiksiyonu, hiicre biiyiimesi ve matriks homeostazi
iizerinde AGE-RAGE kaynakli etkilerde anahtar ara basamak olarak goze carpar. TGF-
_ 1 anlatim1 bobrekte AGE birikimiyle yakindan iliskilendirilmektedir (48).

Reaktif oksijen tiirlerinin olusumuna yol acan oksidatif stres de diyabetik
nefropati gelisimindeki onemli bilesenlerden biridir. Bugiin oksidatif stresle ileri
glikasyon arasinda sinerjik bir iligkinin varligir bilinmektedir. Deneysel diyabet
modellerinde oksidatif stresin AGE birikiminin oldugu bdlgelerde arttigi ortaya

konmustur (67,150).
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2.9. AGE INHIiBISYONU

DCCT ve UKPDS c¢alismalart tip 1 ve tip 2 diyabette mikrovaskiiler
komplikasyonlarin gelisiminde hipergliseminin kontrol edilmemesinin risk faktorii
oldugunu gostermistir. Makrovaskiiler komplikasyonlarin hiperglisemi ile birlikteligi
acik degildir. Fakat birka¢ calismada hipergliseminin makrovaskiiler hastalik riskini

artirdig1 gosterilmistir (98,154).

AGE inhibitorlerinin diyabetik komplikasyonlara karsi yararli olduklar:
gosterilmistir. Arastirmalar, anti-AGE stratejilerinin diyabetik hastalarin tedavisinde

onemli rol oynadiklarini agik¢a gostermektedir (109).

Nonenzimatik glikasyon siirecinin Onlenmesi veya yavaglatilmasi konusunda
yogun caligmalar yapilmistir. Burada iki esas farmakolojik yaklasim vardir. Biri erken
glikasyon tiriinlerinin geri dontisiimlii asamada yeniden diizenlenmesi, digeri AGE’lerin

capraz baglarin1 kirmaktir (57,71).

Reaktif dikarbonil bilesikleri glioksal, metilglioksal (MG), 3-deoksiglukozon (3-
DG) AGE lerin komplikasyon gelisiminde oncii maddelerdir. AGE olusumunun bir¢ok
ajanla direkt kimyasal inhibisyonu gosterilmistir. Bu proges, AGE prekiirsorleri olan
reaktif karbonil ve dikarbonil bilesiklerinin ortadan kaldirilmasini gerektirir.
Aminoguanidin, piridoksamin ve OPB-9195 gibi bilesikler karbonil gruplarini ortadan
kaldirir (79).

AGE diizeylerinin disiiriilmesi degisik terapilerin birarada kullanilmasiyla
(AGE formasyon inhibitorleri, AGE capraz bag kiricilari, serbest radikal temizleyicileri,

antihipertansif ajanlar) kullanilmasiyla miimkiindiir (71,154).

2.9.1. B1 Vitamini (Tiyamin)

Anti beriberi faktorii olan tiyamin aneurin olarak da adlandirilir . Eksikliginde
beriberi hastalig1 ortaya ¢ikar. Karbonhidrat metabolizmasinda anahtar rol oynar.
Tiyamin difosfat oksidatif dekarboksilasyon reaksiyonlarini katalizleyen {i¢ multienzim
kompleksinin koenzimidir. Piruvat dehidrojenaz karbonhidrat metabolizmasinda, -
ketoglutarat dehidrojenaz sitrik asit siklusunda ve transketolaz pentoz fosfat yolunda

gorev alir (96).

Tiyamin, gliseraldehid 3-fosfati (GA3P) glikolizden pentoz fosfat santina

kaydirir. Sadece intraselliiler proteinleri ve laktik asidi glikozilleyen birikimini
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onlemez, ayn1 zamanda pentoz fosfat yolunu kullanarak antioksidan olusumunu ve
NADPH diizeylerini artirir. Tiyaminin fonksiyonel aktivitesi eritrosit transketolaz

aktivitesi ile 6l¢iiliir (38,87,124).
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Sekil 2-10: Tiyaminin kofaktdr olarak rol oynadig1 enzim reaksiyonlar1 (96)

Diyabetik hastalarda hiperglisemi ile vaskiiler hastalik arasinda giiclii birliktelik
vardir. Yiiksek glukoz diizeyleri endotel hiicre disfonksiyonuna neden olur ve
replikasyonu geciktirir. Bu siirecin gelisimindeki patolojik mekanizmalar AGE’ler ve
toksik metabolitlerin agir1 miktarda birikimidir. Endotel tarafindan sentezlenen von

Willebrand faktoér (vVWF) diyabetik hastalarda artmistir (10,14,145).

Tiyamin vWF diizeylerini azaltir. vWF vaskiiler endotel hiicrelerde iiretilen ve
primer hemostazda rol alan bir maddedir. Artmis vWF diizeyleri miyokard infarktiisii ve
tromboembolik komplikasyonlarla birliktedir (10,53,148). Retinopatide de yiiksek vVWF
diizeyleri saptanmistir (10).

vWF yiiksek diizeylerinin kardiyovaskiiler patoloji riskini artirdigin1 ve vWF {in

diyabetik komplikasyonlar i¢in yararli bir marker olabilecegi bildirilmistir (78).
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Normoglisemide tiyamin tedavisinin endotelyal hiicrelerde vWF sekresyonu iizerine

etkisi yoktur (103).

Tiyamin tedavisinin endoteliyal hiicre proliferasyonunu iyilestirdigi, artmis olan
laktik asit olusumunu normal diizeylere ¢ektigi ve hiperglisemik kosullarda inkiibe

edilmis endoteliyal hiicrelerde fluoresans AGE olusumunu 6nledigi gosterilmistir (10).

Son zamanlarda yapilan ¢aligmalarda diyabette doku tiyamin aliminin azaldig:

ince barsakta membran transportunun bozuldugu gosterilmistir (10,86).

Tiyamin intraselliiler NADPH diizeylerini artirir bdylece hiperglisemide olusan
serbest oksijen radikallerinden hiicreyi korur. Plazmada ng/ml diizeyindedir. Sirkiile
eden tiyamin organizmadaki hiicreler tarafindan alinir ve depolanir. Intraseliiler

konsantrasyonu her hiicrede degisiktir (124).
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Sekil 2-11: Hiperglisemide biyokimyasal disfonksiyonun tiyaminle geri dondiiriilmesi

(11)
Ascher ve arkadaslar1 (10) tarafindan yapilan bir ¢alismada tiyaminin endotelyal

hasardan sonra endotel hiicre migrasyonunu artirdigi gortilmiistiir. Yiiksek glukoz
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diizeylerine sekonder olarak azalmig migrasyon ve artmis vVWF sekresyonu tiyaminle
geri dondiiriilmiistiir. Bu in vitro c¢alismanin sonucunda tiyaminin hiperglisemik
kosullar altinda endotelyal hiicre disfonksiyonunu azalttig1, diyabetik ve nondiyabetik

kosullarda reendotelizasyonu sagladig: ileri siiriilmektedir.

Tiyamin pirofosfat pankreatik  hiicre fonksiyonu ve glukoz metabolizmasi
iizerine 6nemli rol oynar. Tiyamin eksikligi olan sicanlarda glukoz oksidasyonu ve

insiilin sekresyonunun azaldig1 goriilmiistiir (126,127).

Seyrek goriilen bir hastalik olan tiyamine duyarli megaloblastik anemi (TRMA)
dejeneratif bir sendromdur. Megaloblastik anemiyle birlikte DM ve sensorinoral sagirlik
ile karakterizedir. Yiiksek doz tiyamin ve eksojen insiilin tedavisine ihtiya¢ duyulur.
Ozellikle biyolojik membranlar1 kolay gecen tiyaminin lipofilik formu (benzoil

oksimetil tiyamin) olan BOM ile basarili sonuglar alinmaktadir (130).

TRMA sendromlu hastalarda tiyamin kan glukoz diizeylerini ve glukoz tolerans

egrisini normale dondiiriir (130).

Pek ¢ok caligmada DM’lu hastalarda vitamin eksikligi bulundugu goriilmiistiir.
Ozellikle B grubu vitaminler ve tiyamin eksikligi karbonhidrat intoleransiyla birliktedir

(154).

TRMA sendromlu hastalarda BOM (vitaminin lipolifilik formu), diyabet
metabolizmasinin kontroliinii saglayarak, endojen insiilin sekresyonu artirir ve insiilin

terapisine gereksinimi ortadan kaldirir (158).

Tip 1 diyabetli hastalarda yapilan bir ¢aligmada plazma tiyamin diizeyi kontrol
grubuyla karsilastirildiginda ¢ok diisitk bulunmustur. Uzun siireli tipl diyabetli
hastalarda BOM ile metabolik kontroliin diizenlenemedigi gozlenmistir. Ancak bu
hastalarin bir kismi puberte doneminde oldugundan insiiliin direnci gelisiminin

durumdan sorumlu olabilecegi diisiiniilebilir (80).

Bir ¢alismada tiyaminin AGE olusumunu azalttigini ve replikasyon defektlerini
diizelttigini gostermistir (86). Yiiksek glukozdan dolay: artan laktat diizeyi normale

donmiistiir.

F. Pomero ve arkadaslar1 (121) endotelyal hiicrelerde yaptiklar1 bir ¢alismada
tiyamin ve benfotiyamini karsilagtirmislar ve benfotiyaminin AGE olsumunu diyabetli

Wistar sicanlarda azalttigini buna karsilik tiyaminin boyle bir etkisi olmadigim
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gostermistir. Bununla birlikte HUVEC ¢alismasinda tiyaminle de benzer sonuglar elde

edilmistir (97).

Deneysel calismalar diyabette doku spesifik tiyamin eksikligi oldugunu
gostermektedir. Plazma tiyamin diizeyleri ve transketolaz aktivitesi dnemli derecede
azalmistir. Ayrica renal glomeriillerdeki patolojiye bagli olarak tiyaminin renal klirensi

artmistir (80,154).

Thornalley ve arkadaslarinin (154) diisiik plazma tiyamin diizeyi olan diyabetik
hastalarda yaptiklar1 ¢aligmada, tiyaminin artan renal klirensinin diyabette renal
disfonksiyonun erken gostergesi olabilecegi ve bu disfonksiyonun proksimal tiibiillerle

iliskili oldugu 6ne siiriilmiistir.

Tiyaminin proksimal tiibiillerden geri emilimi tiyamin tagiyicilart THTR-1 ve
THTR-2 ile sodyum bagimli proton antiport mekanizmasi yoluyla olur ve Ca'/
kalmodulinle regiile edilir (11,154). THTR-1 ve THTR-2 tastyicilar1 gen ekspresyonu
SP1 promoter elementleri ile diizenlenir. Hiperglisemide SP1 sinyal mekanizmasi
tiibiiler epitelde azalmistir. Bu azalma heksozamin yolu aktivitesinin artis1 ile SP1 O-
glikozilasyonunun artmasina baglanmaktadir. Tiyaminin tiibiiler epitel tarafindan geri
alinim1 deneysel diyabet ve klinik diyabette THTR-1 ve THTR-2 tasiyic1 gen
ekspresyonunun heksozamin yolu bagimli olarak azalmasindan; bu tiyamin
tasiyicilarinin dikarbonil glikasyonu ile inhibisyonundan ve tiibiiler liimen

asidifikasyonundan kaynaklanabilecegi diistintilmektedir (11,12,38,108,154,160).

Vaskiiler hiicrelerde tiyamin eksikligi hiperglisemide metabolik disfonksiyonu
siddetlendirir. Endotelyal disfonksiyon gostergesi olarak S VCAM-1 diizeyleri ile
birlikte ateroskleroz gelisimi de artar (143).

S VCAM-1 diyabet hastalarinda artmistir. Normal renal fonksiyonla ve mikro-
ve makrovaskiiler komplikasyonlarla iliskilidir (43,91,143,154). Diisiik tiyamin
diizeyleri artmis VCAM ile iligkili olabilir.

Yiiksek doz tiyamin ve benfotiyamin terapisi deneysel diyabette metilglioksal

tirevi AGE formasyonunu azaltir (1,3,12,59).
Tiyamin (20 mg/giin) ile piridoksinin (50 mg/giin) karsilagtirildig bir calismada
polindropatili diyabetik hastalara tiyamin verilmesi 5 kat daha etkili olmustur (3). Baska

caligmalarda da benzer sonuglar alinmistir (21).
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2.9.2. Benfotiyamin (BOM)

Benfotiyamin allitiyaminler ailesinden, suda ¢dziiniir olan tiyaminin yagda
¢cOziinlir bir tiirevidir. Allitiyaminler tiyaminden, ac¢ik bir tiyazol halkasina sahip
olmalariyla ayrilir. Bu agik halka intraselliiler indirgeme reaksiyonlar: ile kapanarak
biyolojik olarak aktif hale gecer. Oral kullanimda biyoyararlilig1 tiyamine gore daha
yiiksektir (38) .

Benfotiyaminin AGE olusumunu inhibe edici etkileri hizlanmig glikolizi
normalize etmesi sonucu ortaya ¢ikar. Yiiksek glukoz varliginda glikolitik ara iirtinler
gliseraldehid 3-fosfat, fruktoz 6 fosfat, fruktoz 1,6 bisfosfat proteinlerin amino
gruplariyla reaksiyona girer ve glikasyon liriinleri olugur. Bu ara iirlinlerin sitoplazmik
kosantrasyonlarinin artis1 mitokondriyel oksidatif stresi ve metilglioksal olusumunu
tetikler. Boylece AGE {iretimi kolaylasir. Benfotiyamin bu metabolizma ara tirlinlerinin

konsantrasyonunu azaltir (15,121).

Diyabetik sicanlarda AGE olusumunu inhibe etmistir. Erken donemde diyabetik

hasara kars1 periferik sinirler lizerinde koruyucu etkileri vardir (79).

Hayvan ¢aligmalarinda gosterilmistir ki benfotiyamin hiperglisemiye bagli NF-
K aktivasyonunu, pentoz fosfat yolu enzimi transketolazi aktive ederek inhibe eder

(166).

I
O—P—0O
NH, CH3)=<—/ (l)H
"
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Benfotiyamin

Sekil 2-12: Benfotiyamin
2.9.3. Vitamin B6

B6 vitamini ilk kez 1934 yilinda esansiyel besin maddesi olarak bulunmustur.
Bitkilerden ve bazi bakteriler tarafindan sentezlenir. B6 vitamini aktivitesi gosteren alt1
bilesik vardir. Piridoksin, piridoksal, piridoksamin ve bu bilesiklerin kinazlarla

dontistiikleri 5° fosfatlar1 B6 vitamini aktivitesine sahiptir .
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Piridoksal fosfat amino asit metabolizmasinda 6zellikle transaminasyon ve

dekarboksilasyon reaksiyonlarinda pek ¢cok enzimin koenzimi olarak rol oynar.

Steroid hormon aktivitesinde, hormon reseptér kompleksinin DNA’ya
baglanmasini ortadan kaldirmakta ve hormon aktivitesinin sonlandirilmasinda
onemlidir. B6 vitamini eksikliginde Ostrojen, androjen, kortizol ve vitamin D diisiik

konsantrasyonlarda artmis aktivite gosterirler (97).

B6 vitamini eksikliginde norolojik semptomlar ortaya ¢ikar. Bu etkisi
aminobutirik asit (GABA) sentezinin azalmasina baglanmaktadir . Glutamik asitten
GABA sentezini katalizleyen glutamat dekarboksilaz kofaktor olarak piridoksal fosfata
gereksinim duyar. B6 vitamini eksikligi romatoid artrit, karaciger hastaligi, alkolizm,

diabetes mellitus , ateroskleroz ve bazi malignensilerde bildirilmistir (97).

Amadorinler Amadori lriinlinin AGE’lere doniisiimiinii inhibe eden
bilesiklerdir. Piridoksamin (Piridorin) bu sinifin ilk {iyesi olarak denenmistir. Terapdtik
potansiyeli halen aragtirilmaktadir. Hayvan modelerinde umut verici sonuglar

alinmaktadir (146).

O Pyndoxine

H_E-E
HOQ CH O H
Pyrndaxamine
T £ -
H = e H 2 (Amine Growp)
HO CHgOH
H.
& My
CHO Pyndoxalk {(AEdehyde Group)
HO CH,OH
H =
4 ™

Sekil 2-13: Amadorinler

AGE ve ileri lipoksidasyon son lriinii (ALE) formasyonunu in vitro,
hiperglisemik ve hipoglisemik hayvan modellerinde proteinlerin kimyasal

modifikasyonunu inhibe eder (99,113).

Piridoksaminin baslica iki mekanizma ile AGE olusumunu azalttigi one

stiriilmistiir. Bunlardan birincisi karbonil gruplarinin yakalanmasi, ikincisi ise metal
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iyonlarnin ortamdan uzaklastirilmasidir. Glukoz ve lipid degradasyonu sonucu ortaya

c¢ikan diisiik molekiil agirlikli 1-4 dikarbonil bilesiklerini uzaklastirir (6,7).

Piridoksamin in vitro efektif ALE inhibitoriidiir. AGE inhibisyonundaki

mekanizmalarin ALE inhibisyonu i¢in de gegerli oldugu 6ne siiriilmektedir (7,20).

Tip 1 (streptozosin modeli deneysel diyabet) ve tip 2 diyabette yapilan birkag
klinik ¢alismada oral piridoksaminin diyabetik nefropatiye karsi koruyucu etkileri
oldugu goriilmiistiir. Hiperlipidemide ALE inhibitorii olarak, plazma kolesterol ve
trigliserid diizeylerini diisiirmiis, renal ve vaskiiler kollajeni kimyasal modifikasyona ve

capraz baglara kars1 korumustur (6,164).

Piridoksamin fruktozaminin AGE’lere doniisiimiinii inhibe eder ve lipid
peroksidasyonu sonucu olusan aldehid tiirevlerinden AGE olusumunu 6nler. STZ-
indiiklenmis diyabetik sicanlarda dislipidemiyi diizeltmistir ve mikrovaskiiler

komplikasyonlara kars1 korudugu gézlenmistir (3,22,36,62,146).

Halen piridoksaminle diyabetik nefropatinin tedavisi i¢in arastirmalar
yapilmaktadir ve umut verici sonug¢lar alinmaktadir. Degenhardt ve arkadaslar
tarafindan yapilan calismada piridorin adli ilacin iyi tolere edildigi ve ciddi yan
etkisinin olmadig1 bildirilmistir (36). Hastalarda UAER nin % 32 azaldig1 bildirilmistir.
15 hastanin 12’sinde piridorin 300 mg verilmesiyle 45 giinde makroalbiiminiiri

mikroalbiiminiiriye donmiistiir (71).

Diyabetik hastalarda PLP eksikligi saptanmigtir. 120 mg/giin piridoksin verilen
hastalarda PLP diizeyi ylikselmis ve total kolesterol ve LDL konsantrasyonlar1 azalmis

bulunmustur (3,30).

2.9.4. Aminoguanidin

Inhibisyondaki ilk yaklasim, erken glikasyon iiriinlerinden ileri iiriinlere gegis
esnasinda inhibisyon yapmaktir. Bu amagcla kullanilan aminoguanidin (AG) Schiff baza
baglanarak Amadori iiriiniine dontisiimiinii engeller (40). Ne yazik ki AG ile yapilan

klinik calismalar diyabetik hastalarda yan etkiler nedeni ile gegici olarak
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durdurulmustur. Uzun doénem AG verilen hayvan g¢alismalar1 B6 eksikligi ve

norotoksisite ile sonuglanmistir (71).

Mikrovaskiiler komplikasyonlara kars1 terapotik ajan olarak kullanilmis olan
aminoguanidin (Pimagedin) MG’e kars1 scavenger etkisi vardir. Ancak, kisa
farmakokinetik yar1 omrii etkinligini kisitlamaktadir; ayrica dnemli toksik etkileri

vardir. Calismalarda basarisiz bulunmustur (3,153).

Aminoguanidin uzun yillardir ¢ok tartigilan bir ilagtir. Niikleofil hidrazin grubu
karbonil grubuna baglanir ve ¢apraz baglanmalar1 onler. Proteinlerin terminal amino
grubundan daha yiiksek kimyasal reaktivite gosterir. Bu nedenle glukozun proteinlere

baglanmasini inhibe edici olarak secilmistir (100).

Albiiminiiriyi azaltir ve glomeriiloskleroz gelisimini onler. Glomeriil bazal
membraninda kalinlasmay1 ve mezangiyal genislemeyi azaltir. Etkileri bobrekle sinirli
degildir. Lens proteininin c¢apraz baglanmasini, periferik sinirlerde fonksiyonel
anomalileri ve dokularda AGE birikimini Onler. Retinadaki olusan vaskiiler

degisiklikleri yavaglatir (79).

Primer olarak Amadori iiriinii ile reaksiyona girer, karbonil gruplarinin
ketoaminlere ve tiirevlerine doniisiimiinii bloke eder (100). Ayrica AGE peptidlerle ve
diger reaktif aracilarla reaksiyona girer, boylece serbest amino grubuna baglanmay1

inhibe eder.

Pek c¢ok hayvan c¢alismasi goéstermistir ki AG diyabetin ge¢ donem

komplikasyonlarini 6nler veya ilerlemesini geciktirir (100).

Son donem yapilan ¢aligmalara gére AG nitrik oksit sentaz (NOS) aktivitesini
azaltir. In vitro calismalarda AG’nin hidroksil radikalini uzaklastirdig1 goriilmiistiir.

Bazi aragtirmacilara goreyse in vivo lipid peroksidasyonunu 6nler (100).

Ancak otoantikor gelisimi, ilerleyici glomeriilonefrit ve anemi gibi ciddi yan

etkileri aminoguanidinin kullanimini sinirlandirir (79).
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Sekil 2-14: Aminoguanidinin etki mekanizmasi (100)

Bir calismada n-metilguanido asetik asit (kreatin) ve dimetilbiguanid
(metformin) kullanilmistir. Kreatin spesifik kas dokusu metaboliti, non-toksik biyolojik
bir bilesiktir. Metformin tip 2 diyabetli hastalarda kullanilir. Dimetilbiguanid
glikasyonun ilerlemesini Oonler ve Maillard reaksiyonu sirasinda olusan reaktif karbonil

bilesiklerini ortadan kaldirir (100).

2.9.5. Fenasil Tiyazol Bromiir

AGE’lerin ¢apraz ve kovalent baglarini kiran bilinen en iyi madde fenasil

tiyazol bromiir (PTB) diir (32,100,159).

AGE inhibitorii olarak kabul edilen fenasil tiyazolyum bromiir MG’yi
temizleyici ve endojen tiyamini potansiyalize edici etkilere sahiptir; ancak stabil

degildir ve inaktif iiriinlere pargalanir (3,5,45,155,156).

2.9.6. OPB--9195 (Izopropiliden hidrazon-4-okso-tiyazolidin-5-asetanilidin)

Hipoglisemik ajan olarak kullanilan tiyazolidin tiirevidir. Hidrazon olusumu
sirasinda karbonil gruplariyla reaksiyona girer. Etki mekanizmasi aminoguanidine

benzer ancak daha potent olmasi beklenmektedir. In vitro ¢aligmalarda pentozidin
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olusumunu azalttif1 in vivo ¢alismalarda ise sican karotid arterinde neointima

olusumunu inhibe ettigi gosterilmistir (79).

Olmesartan ve OPB-9195 Cu iyonlariyla selasyon yapar AG’den daha biiyiik

miktarda, askorbik asidin otooksidayonunu inhibe eder (33).

Hammes ve arkadaslari AGE’lerle birlikte diyabetik komplikasyon

patogenezinde biyokimyasal yollar lizerinde engelleyici oldugunu goéstermistir (59).

2.9.7. Antioksidanlar

GSH, lipoik asid, vitamin E gibi antioksidanlarin AGE inhibisyonu {izerindeki
etkileri halen yogun bir sekilde tartisilmaktadir. Oksidatif stresi de i¢ine alan, AGE
formasyonundaki rolleri ve AGE-RAGE etkilesimindeki etkileri arastirilmaktadir (79).

2.9.8. Antihipertansifler

Anjyiotensin doniistiirlicii enzim inhibitdrlerinin ve anjiyotensin reseptor-1
antagonistlerinin AGE formasyonunu azalttig1 in vitro c¢aligmalarda gosterilmistir
(79,101). Transizyon metallerini selasyona ugratarak reaktif karbonil prekiirsorlerinin
iiretimini ve hem pre- ve hem de post-Amadori asamalarinda oksidatif basamaklar1

inhibe eder.

Diger bir AGE inhibisyon yolu reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) blokajidir.
Oksidatif metabolizma RCO’larin jenerasyonu i¢in Onemlidir. Olmesartan ve
temocaprilat serbest radikaller iizerine etkilidir. Hidroksil radikali olusumunu ve karbon

merkezli radikalleri azaltir (33).

Bu sonuglar diyabetik ve subtotal nefrektomize ramipril ve losartan tedavisi
yapilan sicanlarda alinmistir. Benzer sonucglar nondiyabetik nefropatili ramipril

tedavisindeki hastalarda da alinmistir (48,79,138).

Diger bir antihipertansif hidralazin ile de siipheli sonug¢lar alinmistir. Reaktif
karbonil bilesiklerini ortadan kaldirmakta ve oksidatif metabolizmayr modifiye

etmektedir (79,107).

Ca kanal blokeri nifedipin AGE diizeylerini diisiirlicii etki gdstermedigi
saptanmistir (79).
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2.9.9. Alagebrium

Fenasiltiyazolyum bromiir tiirevi AGE ¢apraz bag kiricisidir. Kimyasal olarak
B1 vitamini ile ilgilidir. Sican diyabet modellerinde alagebriumun ¢apraz bag kirici

aktivitesi 0lgiilmustiir (164).

Diyabetiklerde artan IgG’nin eritrositlere baglanmasinda azalma goriilmiistiir.
Bilinen klinik hedef diyabette matriks protein kollajenine baglanan AGE’lerdir. Ayrica
damarlar1 genislettigi saptanmistir. Kardiyovaskiiler sisteme yararlt oldugu hayvan
calismalariyla dogrulanmistir ve diyabetik nefrosklerozda denenmesi onerilmektedir.

Renoprotektif potansiyeli ile ilgili heniiz ¢cok az bilgi vardir (164).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. MATERYAL

Arastirmada, I¢ Hastaliklar1 Anabilim Dali Endokronoloji, Metabolizma ve
Diyabet Bilim Dali tarafindan izlenen 40 yas {iizeri, insiilin kullanmayan, oral
antidiyabetik kullanan, Tip 2 diyabetli 57 hastaya ait kan Orneklerinde calisildi.
Hastalara arastirma siiresince 6zel bir diyet uygulanmadi. Deney siiresi 5 ay (Ekim
2006-Aralik 2007) olarak planlandi (12,80). Hastalar, poliklinik dosyalarindaki

mikroalbiiminiiri diizeylerine gore iki gruba ayrildu.
Nefropatisiz Diyabet Grubu (n=30)
Nefropatili Diyabet Grubu (n=27)

Nefropatili diyabet grubuna randomize olarak B1+B6 veya B6 vitamini 5 ay
sireyle 250 mg/giin dozunda verildi. Nefropatisiz gruba herhangi bir vitamin

uygulamasi yapilmadi.
B1+ B6 vitamini verilen nefropatili diyabet grubu (n=15)
B6 vitamini verilen nefropatili diyabet grubu (n=12)

Hasta gruplarindan, 5 ay arayla iki kez kan ornekleri alind1 ve parametreler

analiz edildi.
Plazmada ; glukoz, trigliserid, kolesterol, C-peptid, insulin,AGE peptid
Tam kanda ;glike hemoglobin, TPP ve PLP vitamin diizeyleri ¢aligildu.
Plazma kreatinin diizeyleri hasta dosyalarindan elde edildi.

HOMA-IR (Homeostasis model assessment:insulin resistance), plazma glukoz

ve insiilin diizeylerine gore hesaplandi.

Bu siire igerisinde 6rnekler -80 °C de saklandi.

3.2. KIMYASAL MADDELER
Albumin (Sigma A-2153)
Tris (Sigma: T 9159)

Proteinaz K (Sigma: P 4032)
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Glukoz (Sigma: G 7528)

Trikloroasetik asit (TCA) (Riedel-de Haen 33731)

Disodyum hidrojen fosfat (Carlo Erba 480141)

Potasyum dihidrojen fosfat (Merck 4871)

Hidroklorik asit (Carlo Erba : 302626)

Sodyum azid (Riedel-de Haen 13412)

Glukoz kiti (Futura system S.R.1.Liqui glucose enzymatic colorimetric method)

Kolesterol kiti (Futura system S.R.1.Liqui total cholesterol enzymatic

colorimetric method)

Trigliserid kiti (Futura system S.R.1.Liqui triglycerids enzymatic colorimetric
method)

TPP analiz kiti (CHROMSYSTEMS: 35000)
PLP analiz kiti (CHROMSYSTEMS: 31000)
Insiilin ELISA kiti (BIOSOURCE: KAP 1251)
C-peptid ELISA kiti (BIOSOURCE: KAP 0401)

HbA1c kiti (Pronto FAR S.r.I. Enrico Fermi 37026)

3.3. GERECLER
Kuru ve EDTA’ I1 kan alma tiipleri
Terazi
Elektronik tart1 (Shimadzu-Libror AEu-210)
- 80° C derin dondurucu (RUA Instrument)
- 20° C derin dondurucu (Indesit)
Buzdolab1
Santrifiij (Christ IT KS)
Santrifiij (Heraus)

Eppendorf santrifiij (Sigma)



Vorteks (Elektromag)
Etiiv (Heraus)
pH metre (SCHOOT, CG 840)
Spektrofotometre (Shimadzu UV-1201)
Milli-Q HPLC Grade su sistemi
0.22 m Ultrafree-MC Millipore ependorf filtre
Millipore filtre (Millipore Millex. ,22 m 13 mm Katalog No : SLGVO013NL)
HPLC sistemi Hewlett-Packard
Dortlii pompa (Quaternary pump)
Vacuum degasser
Autosampler
Diode Array Dedektor (DAD)1100
Fluoresans Dedektor
Laser Jet 6L yazici
Bilgisayar Toshiba Satellite U400
Mikropipetler
Pasteur pipeti

Eppendorf tiipii

42
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3.4. YONTEMLER

3.4.1. GLUKOZ ANALIiZi

Prensip: Glukoz, glukoz oksidaz (GOD) varliginda glukonik asit ve H,O,’e okside
edilir. H,O, peroksidaz (POD) varliginda 4-aminofenazon ve fenol ile kirmizi menekse
renkli kinonimin bilesigini olusturur. Olusan bu renkli bilesik, belirli dalga boylu 15181,

konsantrasyonu ile dogru orantili olarak absorblar.

Glukoz + O, + H,O GOD. Gluk(;r(l)ilg asit + H,O,

2H,0, + 4-aminofenazon + fenol —— kinonimin + 4H,0O

Glukoz analizi kit kullanilarak yapild1 (50).

Cozeltiler :

Glukoz Ayrract : Fosfat Tamponu 0,l mol/L, pH7
Fenol 10mmol/L
4-aminofenazon 0.3 mmol /L
Glukoz oksidaz >10000 U /L
Peroksidaz >1000U /L
Sodyum azid <% 0,1

Glukoz standart ¢ozeltisi: 100 mg / dL

Uygulama :
* 1 ml glukoz ayirac1 6rnek ve standart etiketli tiiplere konuldu.
* Kor olarak isaretli tiipe 1 ml glukoz ayiract konuldu.

* Plazma Ornekleri ve glukoz standart ¢ozeltisinden 10 1 alinarak etiketli

tiiplere ilave edildi.
* 30 dakika oda 1s1sinda inkiibe edildi.
* 510 nm dalga boyunda kdore kars1 absorbans dl¢iildii.

Hesap :
Glukoz konsantrasyonu (mg / dL) = Adrn / Astd x 100



44

3.4.2. TRIGLISERID ANALIiZi

Prensip : Trigliseridler lipoproteinlipaz (LPL) varliginda gliserol ve yag asitlerine
hidroliz olurlar. Gliserol gliserokinaz (GK) ile gliserol-3-fosfata fosforillendikten sonra
gliserol-3-fosfat oksidaz (GPO) ile dihidroksiaseton ve H202 ’e doniisiir. H202
peroksidaz (POD) varliginda 4-aminofenazon ve fenol ile kirmizi menekse renkli
kinonimin bilesigini olusturur. Olusan bu bilesigin 510 nm dalga boyundaki absorbansi

Olcilir.
Trigliseridler + H,O LPL, Gliserol + Yag asitleri

GK
Gliserol + ATP ——  Gliserol-3-fosfat +ADP

GPO
Gliserol-3-fosfat + O, ’ Dihidroksiaseton fosfat + H,O,

2H,0, + 4-aminofenazon + fenol POL» kinonimin + H,O

Trigliserid analizi kit kullanilarak yapild1 (52).

Cozeltiler :

Trigliserid Ayiract : Tampon 50 mmol /L, pH 7.5
Fenol 3 mmol /L
4-aminofenazon 0.3 mmol /L
Gliserokinaz > 1000 U /L
Lipoproteinlipaz >2000U /L
Peroksidaz >2000U /L
GPO >2500U /L
ATP 2 mmol / L
Magnezyum klortir 20mm/L
Sodyum azid <% 0,1

Tigliserid standart ¢ozeltisi: Gliserol 200 mg / dL.

Uygulama :
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* 1 ml ayirag¢ 6rnek ve standart etiketli tiiplere konuldu.
* Kor olarak isaretli tiipe 1 ml trigliserid ayiraci konuldu

* Plazma o6rnekleri ve trigliserid standart ¢ozeltisinden 10 | alinarak ilave

edildi.
* 10 dakika oda sicakliginda inkiibe edildi.
* 520 nm dalga boyunda kdre kars1 absorbans dl¢iildii.
Hesap :

Trigliserid (mg / dL) = Adrn / Astd x 200

3.4.3. TOTAL KOLESTEROL ANALIiZi

Prensip : Kolesterol esterleri, kolesterol esteraz (CHE) varliginda yag asitleri ve serbest
kolesterole hidroliz olurlar. Daha sonra kolesterol, kolesterol oksidaz (CHOD) ile 4-
kolesten-3-bir ve H,O; ‘e oksitlenir. H,O, peroksidaz (POD) varliginda 4-aminofenazon
ve fenol ile kirmizi menekse renkli kinonimin bilesigini olusturur. Olusan bu bilesigin

520 nm dalga boyundaki absorbans1 6l¢iiliir.

Kolesterol esterleri + H;O  CHE Kolesterol + Yag asitleri
—>
Kolesterol + O, ﬂ 4-kolesten-3-bir + H,O,
POD

2H,0, + 4-aminofenazon + fenol —— kinonimin + H,O

Kolesterol analizi kit kullanilarak yapildi (51).

Cozeltiler :
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Kolesterol Ayiract : Tampon 50 mmol /L, pH 6.8

Fenol 3 mmol /L
4-aminofenazon 0.28 mmol / L
Kolesterol esteraz >300U/L
Kolesterol oksidaz >300U/L
Peroksidaz >2000U /L

Sodyum azid <% 0,1

ATP 4 mmol / L

Kolesterol standart ¢ozeltisi: 200 mg / dL

Uygulama :
* 1 ml kolesterol ayiraci 6rnek ve standart etiketli tiiplere konuldu.
e Kor olarak isaretli tiipe 1 ml kolesterol ayiraci konuldu.

* Plazma ornekleri ve kolesterol standart ¢ozeltisinden 10 | alinarak ilave

edildi.
* 10 dakika oda sicakliginda inkiibe edildi.
* 520 nm dalga boyunda kdore kars1 absorbans dl¢iildii.
Hesap :

Total kolesterol (mg / dL) = Adrn/ Astd x 200

3.4.4. INSULIN ANALIZi

Prensip : Test, insiilinin spesifik epitoplarina kars1 monklonal antikorlar1 kullanir.
Kalibratorler ve 6rnekler, kuyucuklarda kapli olan monklonal antikorlar (MAb 1) ile ve

HRP ile isaretli monoklonal antikorlarla (MAD 2) reaksiyona girer.

Inkiibasyondan sonra MAb 1-insan insiilini-MAb 2-HRP seklinde bir sandvi¢ yap1
olusur. Plaka yikanarak baglanmamis enzim isaretli antikorlar uzaklagtirilir. Baglanmig

enzim isaretli antikorlar kromojenik reaksiyon ile Olgiiliir. Bu amagla kromojenik
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sollisyon ilave edilir ve inkiibasyona birakilir. Stop soliisyonla reaksiyon durdurularak

uygun dalga boyunda okuma yapilir.

Kolorimetrik olarak ol¢ililen absorbans ile insiilin miktar1 dogru orantilidir.

Kalibrasyon egrisi ¢izilir ve 6rneklerdeki insiilin konsantrasyonu egriden yararlanilarak

hesaplanir.

Insiilin analizi kit kullamlarak yapildi. (BIOSOURCE: KAP 1251) (18)

Cozeltiler :

Anti INS kapli 96 kuyulu plaka

Konjugat: HRP isaretli monoklonal antikorlar

Insiilin kalibratorleri: 0-500 IU/ml

Yikama soliisyonu: Tris-HCI

Insiilin kontrolleri: 1-2 IU/ml

Kromojen TMB (tetrametilbenzidin)

Stop soliisyonu: H,SO4

Substrat tamponu: asetat/sitrat tampon

Uygulama :

Kalibratorler, kontroller, kromojen ve yikama soliisyonu kitte dnerildigi

sekilde hazirlandu.
Kalibratdr, kontrol ve drneklerden 50’ser 1 isaretli kuyulara pipetlendi.
Her kuyuya seyreltilmis 50 1 anti-INS-HRP pipetlendi.

30 dakika oda sicakliginda yatay ¢alkalayicida 700 rpm’de inkiibasyona
birakildu.

Her kuyudaki siv1 aspire edildi ve her kuyuya 3 kere 0,4 ml yikama

cozeltisi ilave edilip yikanmasini takiben kuyu icerigi aspire edildi.

200 1 taze hazirlanmis kromojen her kuyuya pipetlenerek 15 dakika
yatay ¢alkalayicida 700 rpm’de inkiibasyona birakildi.

Her kuyuya 50 1 stop soliisyonu pipetlendi.
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* 450 nm’de 650 nm referans dalga boyuna kars1 okundu.

Hesap : Her bir standart konsantrasyonu X eksenine, standartlara ait absrobanslar
absorbanslar Y eksenine yerlestirilerek 4-parametreli lojistik fonksiyon kalbirasyon

egrisi ¢izildi. Orneklerin konsantrasyonlari kalibrasyon egrisinden hesaplandi.
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Sekil 3-1: Insiilin standart grafigi

3.4.5. C-PEPTID ANALIZi

Prensip: Belirli miktardaki HRP (horseradish peroksidaz) ile isaretlenmis C-peptid,
smirli sayidaki spesifik antikorlara baglanmak i¢in, kalibratorler, kontroller ve plazma
orneklerindeki isaretlenmemis C-peptid ile yarisir. Oda sicakliginda 2 saatlik

inklibasyondan sonra plaka yarigmali reaksiyonu durdurmak amaciyla yikanir.



49

Kromojenik soliisyon eklenir ve 30 dakika inkiibasyona birakilir. Stop soliisyonun

eklenmesiyle reaksiyon sona erdirilir ve plaka uygun dalga boyunda okunur.

C-peptid konsantrasyonu Olgiilen absorbans ile ters orantilidir. Kalibrasyon

egrisi ¢izilir ve 6rneklerdeki C-peptid konsantrasyonu egri kullanilarak hesaplanir.
C-peptid analizi kit kullanilarak yapildi. (BIOSOURCE: KAP 0401) (17)
Cozeltiler :
Anti C-peptid kaplt 96 kuyulu plaka
Konjugat: HRP isaretli C-peptid
Konjugat tamponu: Tris malat tamponu
C-peptid kalibratdrleri: 0-5 pmol/ml
Yikama soliisyonu: Tris-HCI
C-peptid kontrolleri: 1-2 pmol/ml
Kromojen TMB (tetrametilbenzidin)
Stop soliisyonu: HCI
Uygulama :

¢ Kalibratorler, kontroller, C-peptid-HRP konjugati ve yikama soliisyonu

hazirlandi.
* Kalibratdr, kontrol ve drneklerden 100°er 1 uygun kuyulara pipetlendi.
* Her kuyuya seyreltilmis 50 1 anti-C-peptid-HRP pipetlendi.

* 2 saat oda sicakliginda yatay calkalayicida 700 rpm’de inkiibasyona
birakildu.

* Her kuyudaki sivi aspire edildi ve her kuyuya 3 kere 0,4 ml yikama

soliisyonu ilave edilip kuyu icerigi aspire edildi.

* 100 _I kromojenik soliisyon her kuyuya pipetlenerek 30 dakika yatay
calkalayicida 700 rpm’de inkiibasyona birakildu.

* Her kuyuya 100 _1 stop soliisyonu pipetlendi.

* 450 nm’de 650 nm referans dalga boyuna absorbanslar okundu.
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Hesap :
OD (kalibratdr / kontrol / 6rnek)

% B/Bo= x100

OD (kalibrator 0)

Kalbiratorlere ait B/Bo degerleri Y eksenine, kalibratér konsantrasyonlart X
eksenine yerlestirilerek 4 parametreli lojistik fonksiyon kalibrasyon egrisi ¢izildi.
Orneklerin, % inhibisyon degerleri kullanilarak standart kalibrasyon egrisinden

konsantrasyonlar1 bulundu.
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Sekil 3-2: C-peptid standart grafigi

3.4.6. HEMOGLOBIN Alc ANALIZi

Prensip: Kan 6rnekleri, kirmizi kan hiicrelerini lize edip, hemoglobin agiga ¢ikaran ve
labil Schiff baz prekiirsorlerini uzaklastiran ayirag ile karistirilir. Sonra Hemoglobin

Alc diger glikozillenmis ve glikozillenmemis hemoglobinlerden katyon degisimi
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kromatografisi yontemi ile ayrilir. Olgiim, HbAlc fraksiyonunun absorbansi ile
ornekteki hemoglobinleri iceren soliisyonun absorbansini 415 nm de kiyaslayarak

yapilir. Degerler 20-28 derece sicaklikta sabit kalir (122).
Cozeltiler:
Ayirag 1 : Potasyum bifatalat 1x10 ml
Ayirag 2 : 30 mmol/L tampon, LiCL, pH 6 1x160 ml
Ayirag 3 : 30 mmol/L tampon, LiCL, pH 6 1x160 ml
Kolonlar : iyon degisimi kromotografisi kolonlar1
Uygulama:

* 0,050 ml kan 6rnegi 0,200 ml ayira¢ 1 ile karigtirilarak hemolizat

hazirlandi.

* Hazirlanan kolonlara 15 dakika bekletilmis 0,050 ml hemolizat
pipetlendi. 3 dakika beklendi.

* 4 ml Ayirag 2 pipetlenerek sivinin tamamen akmasi saglandi, eluat atildi.

* 4 ml Ayira¢ 3 ilave edilerek sivinin akmasi saglandi. Eluat HbAlc

fraksiyonunu icermektedir.
* Eluat toplanarak 415 nm dalga boyunda distile suya kars1 6l¢iildii.
* Hemolizatta 0,050 ml alinarak 12 ml distile su ile karigtirildu.
* 415 nm dalga boyunda distile suya kars1 6l¢iildii.
Hesap:

(AHbAlc) / (3 X AHb TOTAL) x 100 =% HbAlc

3.4.7. TI'YAMIN PIROFOSFAT (TPP) ANALIZI

Prensip : Tam kanda tiyaminin aktif formu olan tiyamindifosfat’in izokratik HPLC
sisteminde fluoresans dedektdrii kullanilarak direkt 6l¢iilmesine dayanir. Bu ayirimda

kitte belirtilen kolon ve mobil faz kullanilir.

Analiz kit kullanilarak yapildi. (CHROMSYSTEMS: 35000) (28).
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Parametreler:
Enjeksiyon hacmi: 50 pl (autosampler ile)
Akas siiresi: 6 dakika
Akis hizi: 1 ml/dakika
Kolon temparatiirii: Oda 1s1s1 (~ 20°C))
Fluoresans dedektorii : eksitasyon 367 nm, emisyon 435 nm
Kolon : n0.17001
Cihazin analize hazirlanmasi :

* Kolon yerlestirilmeden 6nce sistem 50 ml mobil faz ile 1 ml/dakika akis

hizinda yikandi.

* Kolon yerlestirildi ve baseline sabitlenene kadar yaklagik 15-20 dakika
boyunca 1 ml/dk akis hiziyla mobil faz gegirilerek, sistemin

dengelenmesi saglandi.

* Onceden hazirlanmis kalibrasyon standardi, iki farkli kromatogram
tamamen ayn1 alikonulma zamani ve pik alanin1 gosterene kadar tekrar

tekrar enjekte edilerek sistemin kalibrasyonu saglandi.
* Mobil faz sirkiile edildi.

Kromatografik ayirim : TPP icin alikonulma zamani 1 ml/dakika akis hizinda 3

dakikadir. Islem zamani yaklasik 5-6 dakikadir.
Kalibrasyon standartlarinin hazirlanmasi:

* Liyofilize tam kan kalibrasyon standardina 1 ml distile su ilave edilerek,
tam bir rekonstitlisyon saglanmasi amaciyla oda sicakliginda 10-15

dakika bekletildi.
Kontrollerin hazirlanmasi :

* Liyofilize kontrollere 2 ml distile su ilave edilerek 10-15 dakika oda
sicakliginda bekletildi.

Derivatizasyon karisimimin hazirlanmasi :

¢ Derivatizasyon ¢ozeltisi 1’ e ( n0.35005 ) 0.3 ml distile su ilave edildi.
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Bu ¢ozeltiden 100 pl alinarak 2 ml derivatizasyon ¢dzeltisi 2 (n0.35006)

ile 1:20 oraninda karigtirildi.

Karisim 6rneklerin hazirlanmasinda derivatizasyon karisimi olarak taze

kullanildi.

Orneklerin hazirlanmasi :

Isik gecirmeyen renkli ependorf tiiplere 20 pl tam kan 6rnekleri konuldu
ve lizerlerine 100 pl ekstraksiyon tamponu ilave edildi. (n0.37003) 2

saniye vortekslendi.

Uzerlerine 300 pl presipitasyon ¢ozeltisi ilave edildi. (no. 37004) 30

saniye vortekslendi.
5 dakika 9000 g’de santrifiij edildi.

Yeni ependorf tiipler hazirlanarak i¢lerine 200 pl derivatizasyon karisimi

konuldu.
100 pl stipernatant eklenerek karistirildi.

100 pl notralizasyon tamponu ve 100 pl stabilizasyon tamponu ilave

edilerek karistirildi.
20 dakika beklendi ve iclerinden 50 ul alinarak HPLC sistemine verildi.

Ayni iglemler kalibrator ve kontroller i¢cinde uygulandi.
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FLD1 A, Ex=367, Em=435 (81\20020013.D)
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Sekil 3-3 TPP kromatogram ornegi

Hesap :
Aérnek

Cérnek (Hg/L) = X C standan( Hg/L )
Astandan

Ajmek = Ornegin kromatogramdaki pik alani

Agtandart = Kalibrasyon standardinin kromatogramdaki pik alant
Cstandart = Kalibrasyon standardinin konsantrasyonu

Referans degerleri:

28-85 pg/L

3.4.8. PIRIDOKSAL-5 -FOSFAT (PLP) VITAMINI ANALIZi

Prensip: Orneklerin hazirlanmas: siirecinde uygulanan protein presipitasyon ve
ekstraksiyon agamalar1 optimum kosullarda B6 vitamininin (piridoksal-5-fosfat,PLP)
bagli oldugu bilesiklerden ayrilamsini saglar. Bunlar1 takip eden dervatizasyon agsamasi
ise fluoresans veren PLP tiirevleri olusturur. Kromatogrif ayirim izokratik HPLC
sisteminde flouresans dedektorti ile yapilir.

Analiz kit kullanilarak yapildi. (CHROMSYSTEMS: 31000) (29).
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Parametreler:

Enjeksiyon hacmi: 50 pl (autosampler ile)

Akas siiresi: < 8 dakika

Akis hizi : 1.2 ml/dakika

Kolon temparatiirii : 25°C

Fluoresans dedektorii : eksitasyon 320 nm, emisyon 415 nm
Kolon : n0.17001

Cihazin analize hazirlanmasi :

¢ Kolon yerlestirilmeden 6nce sistem 30 ml HPLC grade su ve ardindan 30

ml mobil faz ile 1.3 ml/dakika akis hizinda yikandi.

* Kolon yerlestirildi ve baseline sabitlenene kadar yaklasik 10 dakika
boyunca 1.2 ml/dk akis hiziyla mobil faz gecirilerek, sistemin

dengelenmesi saglandi.

* Onceden hazirlanmis kalibrasyon standardi, iki farkli kromatogram
tamamen ayn1 alikonulma zamani ve pik alanin1 gosterene kadar tekrar

tekrar enjekte edilerek sistemin kalibrasyonu saglandi

e Mobil faz sirkiile edildi.

Kromatografik ayirim : PLP i¢in alikonulma zamani 1 ml/dakika akis hizinda 4

dakikadir.

Kalibrasyon standartlarimin hazirlanmasi: Liyofilize tam kan kalibrasyon

standardina 1 ml distile su ilave edilerek, tam bir rekonstitliisyon saglanmasi1 amaciyla

oda sicakliginda 10-15 dakika bekletildi.

Kontrollerin hazirlanmas : Liyofilize kontrollere 2 ml distile su ilave edilerek 10-15

dakika oda sicakliginda bekletildi.
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Orneklerin hazirlanmasi :

* Isik gegirmeyen renkli ependorf tiiplere 200 pl tam kan ornekleri
konuldu ve ftizerlerine 300 pl presipitasyon ¢ozeltisi ilave edildi. 30

saniye vortekslendi.

e Ornekler 10 dakika +4 derecede inkiibe edildikten sonra 5 dakika 13000
rpm de santrifiij edildiler.

e 250 pl siipernatant yeni ependorf tiiplere aktarildi. Uzerlerine 250 pl

notralizasyon ¢ozeltisi ilave edilerek hafifce karistirildi.

* 100 pl derivatizasyon ¢ozeltisi eklenerek 20 dakika 60 °C su banyosunda
inkiibe edildi.

*  Ornekler buzda sogutulduktan sonra 10 dakika +4 derecede inkiibasyona
birakildu.

* 2 dakika 13000 rpm de santrifiij edildi.
* Siipernatant autosampler viallere aktarilarak sisteme 50 pl enjekte edildi.

* Ayni islemler kalibrator ve kontroller i¢inde uygulandi.

FLD1 A, Ex=320, Em=415 (B6\80206017.D)
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Sekil 3-4: PLP kromatogram 6rnegi
Hesap :
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Aérnek

Cérnek (Hg/l) = X Cstandan
Astandan

Ajmek = Ornegin kromatogramdaki pik alani

Asuandart = Kalibrasyon standardinin kromatogramdaki pik alan
Cstandart = Kalibrasyon standardinin konsantrasyonu

Referans degerleri:
3.6-18 ng/L

3.4.9. PLAZMA %AGE-PEPTID ANALIZI

Prensip: Plazma Orneklerine ait diisiik molekiil agirlikli AGE-peptidlerin AGE
komponentleri fluoresans, peptid komponentleri ise absorbans dlgiilerek
analizlendi.HPLC akis sisteminde seri olarak bagli spektrofluorometrik (ex : 247nm,
em : 440nm ) ve spektrofotometrik (280 nm ) dedektorler kullanildi.Kalibrasyon egrisi
kullanilarak , fluoresans/ absorbans (F/ A) oranlarindan AGE-peptidlerin AGE

konsantrasyonlar1 hesaplandi (165).
Cozeltiler:
Fosfat tamponu 0,2 mol/L pH 7.4
Glukoz 0,5 mol/L
Albumin 50 g/L
Proteinaz K 8 g/L
NaCl 9 g/L
Trikloroasetik asit 0,15 mol/L
Kloroform
Metanol
Isopropil alkol

Kalibratorlerin hazirlanmasi:
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AGE- peptid kalibratoriiniin hazirlanmasi : Albumin (50g/L), glukoz (0,5mol/) ile
fosfat tamponunda (0,2 mol/L, pH 7,4) 37 °C’de ve karanlikta 60 giin siireyle
inkiibe edildi.

Peptid kalibratoriiniin hazirlanmasi : Ayni kosullarda albumin, glukoz igermeyen

ortamda inkiibe edildi.Inkiibasyon siiresi sonunda diyaliz yapildi.

90uL AGE-albumin diyalizatina 10JL Proteinaz K (8g/L) eklendi ve karistirildi.
37 °C’de ve karanlikta 24 saat inkiibe edildi.

Albumin diyalizat1 Proteinaz K ile ayn1 kosullarda inkiibe edildi.

Inkiibasyonlar sonucunda AGE-peptid ve peptid kalibratorleri elde edildi.1:5
oraninda %9 NaCl ile seyreltme yapildi.

AGE-peptid kalibratoriiniin AGE konsantrasyonu %100 olarak kabul edildi. AGE-
peptid ve peptid kalibratorleri (0:1), (1:8), (1:5), (1:3), (1:2) oranlarinda
karistirilarak peptid konsantrasyonlar1 benzer, AGE konsantrasyonlar1 farkl

kalibratorler hazirlanda.

Uygulama:

Ependorf tiiplerine 480uL TCA konuldu.

20puL AGE-peptid kalibratorii, plazma ve kor i¢in deiyonize su eklendi.10 dakika
bekletildi.

100uL kloroform katildi. Tiipler kuvvetlice calkalandi. 10 dakika 13000 g’ de
santrifiij edildi.

Stipernatantlar 0.22pum Millipore filtreden siiziildi. Siiziintiiler viallere konuldu.

HPLC Sisteminin Analize Hazirlanmasi ve Fluoresans-Absorbans Olciimleri:

Deiyonize su Milli-Q HPLC Grade su sistemi ve Waters vakum siizme sisteminde

hazirlandi.

Filtreler ve siseler ultrasonik banyoda bir kez % 20-60 metanol veya izopropil

alkol ile 5 dakika , 2 kez deiyonize su ile 10’ ar dakika yikandi.

Tubinglerden 10-15 dakika siire ile deiyonize su gecirilerek hava kabarciginin

kalmamasi saglandi.

Akis hiz1 0.5mL/dk degerinde sabit tutuldu.
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* Dedektor sinyallerinin bazal diizeye oturrmasi icin yaklasik15-20 dakika
beklendikten sonra peptid absorbansi “Diode Array Detector” (DAD) de 280
nm’de(referans dalga boyu 550 nm) ,AGE fluoresans: fluoresans dedektorde

(ex:247nm, em:440nm ) (Band genisligi 17nm cut off filter 370nm ) 6l¢iildii.

* Sinyal dl¢timiinde pik yiiksekligi kullanildi.

DAD1 A, Sig=280,16 Ref=550,100 (A\GEEBRU\80327123.D)

0.129

FLD1 A, Ex=247, Em=440 (AGEEBRU\80327123.D)
-
o~
=]

Sekil 3-5: AGE kromatogram 6rnegi

* Kor icin Olciilen fluoresans ve absorbans degerleri kalibratorler veye drnekler igin
Ol¢iilen degerlerden ¢ikarildi ve fluoresans (F) degerleri absorbans (A) degerlerine

boliinerek F/A oranlar1 hesapland.

*  AGE-peptid kalibratoriiniin icerigi % 100 olarak kabul edilerek ,diger AGE-peptid

kalibratdrlerinin ve peptid kalibratoriiniin AGE igerikleri hesaplandi.

» Kalibratorlerin F/A oranlar1 y eksenine , %AGE konsantrasyonlar1 x eksenine

yerlestirilerek kalibrasyon egrisi ¢izildi.
» Kalibrasyon egrisinin denklemi y=0,3373x+2,4888 olarak hesaplandi.

*  Orneklerin %AGE konsantrasyonlari egri denkleminden hesaplandi.
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40 | ¥ =0,3373x + 24888
R? = 0,9989
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Sekil 3-6: AGE standart egrisi

3.4.10. HOMA-IR (Homeostasis model assessment: insulin resistance ) :

HOMA-IR skoru Matthews tarafindan tanimlanan su formiil ile hesaplandi (95);
HOMA-IR =(aglik plazma insiilini (u1U/mL) X aglik plazma glukozu (mmol/L) /22,5)

Insiilin direnci icin referans deger yoktur ancak 4,5 degeri dnemlidir.
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3.5. BULGULARIN ISTATIKSEL DEGERLENDIRILMES]

Iki grubun baslangi¢ degerlerinin karsilastirilmasinda Student’s t testi, 5 aylik
siirenin baslangi¢c ve sonundaki grup ici degerlerinin karsilagtirilmasinda kii¢iik
eslendirilmis serilerde t testi kullanildi. Gruplarda bu siire i¢cinde saptanan farklarin
karsilagtirilmasinda Covariance analizi kullanildi; nefropatisiz grubun baslangic

degerlerine gore diizeltme yapildi ve post hoc Bonferroni testi uygulandi.

Gruplarda calisilan parametreler arasindaki iligkiler Pearson korelasyon katsayisi

ile belirlendi.
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4. BULGULAR

Nefropatili ve nefropatisiz diyabet gruplarinin klinik 6zellikleri Tablo 4-1° de

gosteridi.

Deney gruplarinda 6lgiilen parametrelerin degerleri Tablo 4-2 (Nefropatili diyabet
grubunda parametrelerin vitamin verilmesinden 6nce ve 5 ay sonraki degerleri), Tablo
4-3 (Nefropatisiz diyabet grubunda parametrelerin baslangic ve 5 ay sonraki degerleri ),
Tablo 4-4 (B1+B6 grubunda parametrelerin vitamin verilmesinden dnce ve 5 ay sonraki
degerleri ) ve Tablo 4-5’de ( B6 grubunda parametrelerin vitamin verilmesinden 6nce

ve 5 ay sonraki degerleri) gosterildi.
Tiim deney gruplarin Ortalama + SD degerleri ve istatistiksel karsilagtirma
sonuglar1 Tablo 4-6, Tablo 4-7 ve Tablo 4-8 de gosterildi.

Hasta yaslari, “Nefropatisiz diyabet” grubunda 59,58+8,07 ; ”Nefropatili diyabet”
grubunda 61,29 £9.45 ; B1+B6 grubunda 60,26+9,91; B6 grubunda 62,58 +£9,1 olarak

saptandi1. Gruplarin istatistiksel karsilastirilmasinda anlamli farklilik saptanmadi.

VKI ( kg/m_ ),” Nefropatisiz diyabet” grubunda 31,50+5,33; “Nefropatili diyabet”
grubunda 29,23 £3.41 ; B1+B6 grubunda 29,81+3,50; B6 grubunda 28,70 £3,38 olarak

saptandi1. Gruplarin istatistiksel karsilastirilmasinda anlamli farklilik saptanmadi.

Diyabet yas1 (y1l ), “Nefropatisiz diyabet” grubunda 6,57+6,14; Nefropatili diyabet”
grubunda 6,57 +5,09 ; B1+B6 grubunda 5,94+4,01; B6 grubunda 7,18 +6,04 olarak

saptand1 . Gruplarin istatistiksel karsilastirilmasinda anlamli farklilik saptanmadi.

Achik plazma glukoz degeri (mg/dL), baslangicta “Nefropatisiz diyabet” grubunda
132,29430,44; Nefropatili diyabet” grubunda 137,57 +29,35 ; BI+B6 grubunda
134,07£25,65; B6 grubunda 141,95+34,07 ; 5 aylik siire sonunda “Nefropatisiz
diyabet” grubunda 138,424+21,22; BI1+B6 grubunda 138,22+22.55; B6 grubunda
142,27 +£23,14 olarak saptandi.

HbAlc degeri (%), baslangicta “Nefropatisiz diyabet” grubunda 7,05+0,83;
“Nefropatili diyabet” grubunda 7,33 £2,02 ; B1+B6 grubunda 7,30+2,42; B6 grubunda
7,37 £1,45; 5 aylik siire sonunda “Nefropatisiz diyabet” grubunda 6,78+0,83; B1+B6
grubunda 7,02+1,16; B6 grubunda 6,14 +£0,50 olarak saptandi. B6 verilen nefopatili

diyabet grubunda vitamin verilmesinden Once ve sonra saptanan degerler arasinda
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istatistiksel olarak anlamli farklilik oldugu bulundu (p=0,033).B6 grubunun 6nceki ve
sonraki degerleri arasindaki farkin “Nefropatisiz diyabet” grubundaki farka kiyasla

anlaml1 derecede yiiksek oldugu bulundu (p=0,020)

Kreatinin degeri (mg/dL), baslangigcta “Nefropatisiz diyabet” grubunda 1,00+0,26;
“Nefropatili diyabet” grubunda 1,01 £0,31 ; B1+B6 grubunda 0,99+0,33; B6 grubunda
1,02 +0,33; S aylik siire sonunda “Nefropatisiz diyabet” grubunda 1,00+0,26;
B1+B6 grubunda 1,12+0,30; B6 grubunda 1,00 +0,21 olarak saptandi.

Insiilin degeri (MIU/mL), baslangicta “Nefropatisiz diyabet” grubunda 16,18+9,44;
“Nefropatili diyabet” grubunda 18,43 +9,30 ; B1+B6 grubunda 17,98+8,69; B6
grubunda 19,05 +10,48; S aylik siire sonunda “Nefropatisiz diyabet” grubunda
17,08+8,67;, B1+B6 grubunda 23,78+9,02; B6 grubunda 18,70 +8,21 olarak saptandi.

HOMA-IR degeri , baslangicta “Nefropatisiz diyabet” grubunda 5,40+3,64;
“Nefropatili diyabet” grubunda 6,38 £3,70 ; B1+B6 grubunda 6,04+3,16; B6 grubunda
6,84 £4,46; 5 aylik siire sonunda “Nefropatisiz diyabet” grubunda 5,88+3,53; B1+B6
grubunda 7,83+3,04; B6 grubunda 6,71 +3,54 olarak saptandi.

C-peptid degeri (pmol/mL), baslangicta “Nefropatisiz diyabet” grubunda 1,81+1,54;
“Nefropatili diyabet” grubunda 1,80 £1,42 ; B1+B6 grubunda 1,68+1,52; B6 grubunda
1,94 +1,33; 5 ayhk siire sonunda “Nefropatisiz diyabet” grubunda 2,59+2,09;
“Nefropatili diyabet” grubunda 3,78 +1,83; B1+B6 grubunda 3,77+2,08; B6 grubunda
3,78 +1,55 olarak saptandi. B1+B6 verilen nefropatili diyabet ve B6 verilen nefropatili
diyabet gruplarinda vitamin verilmesinden dnce ve sonra saptanan degerler arasinda
istatistiksel olarak anlamli farklilik oldugu bulundu (p=0,006 ve p=0,004). B1+B6 ve
B6 verilen nefropatili diyabet gruplarinin dnceki ve sonraki degerleri arasindaki farklar

arasinda anlamli farklilik bulunmadig: saptandi.

Trigliserid degeri (mg/dL), baslangicta “Nefropatisiz diyabet” grubunda
152,56+70,52; ”Nefropatili Diyabet” grubunda 191,46 £128,52; B1+B6 grubunda
200,49+126,81; B6 grubunda 180,17 +135,37; 5 aylik siire sonunda “Nefropatisiz
diyabet” grubunda 204,84+79,12; B1+B6 grubunda 209,95+127,09; B6 grubunda
194,30 +82,39 olarak saptandi.”Nefropatisiz diyabet” grubunun 5 aylik siire sonundaki
degerleri ile baslangi¢c degerleri arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik bulundu

(p<0,001).
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Kolesterol degeri (mg/dL), baslangicta “Nefropatisiz diyabet” grubunda
159,87432,03; “Nefropatili Diyabet” grubunda 159,23 +29,53; B1+B6 grubunda
145,29+19,54; B6 grubunda 176,64 +31,30; 5 aylik siire sonunda “Nefropatisiz
diyabet” grubunda 154,154+24,32; BI1+B6 grubunda 151,38+23,73; B6 grubunda
164,32 +£29,59 olarak saptandi.

Plazma AGE-peptid degeri (%), baslangicta “Nefropatisiz diyabet” grubunda
9,02+4,68; “Nefropatili diyabet” grubunda 16,68 +£12,60; B1+B6 grubunda 13,70+7,68;
B6 grubunda 20,40 +16,53; 5 aylk siire sonunda “Nefropatisiz diyabet” grubunda
11,7846,91; B1+B6 grubunda 12,82+4,76; B6 grubunda 16,64 £10,23 olarak saptandi.
“Nefropatili diyabet” grubu ile “Nefropatisiz diyabet” grubunun baslangi¢ degerleri
arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik bulundugu saptandi (p=0,005).
“Nefropatisiz diyabet” grubunda 5 aylik siire sonunda saptanan degerler ile baslangi¢

degerleri arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik bulundu (p=0,042).

TPP degeri (ug/L), baslangicta “Nefropatisiz diyabet” grubunda 47,61+13,09;
”Nefropatili Diyabet” grubunda 47,55 £15,90; B1+B6 grubunda 47,05£18,94; B6
grubunda 48,19 +11,84; 5 aylik siire sonunda “Nefropatisiz diyabet” grubunda
47,42+20,13; B1+B6 grubunda 78,514+26,42; B6 grubunda 59,28 +£25,01 olarak
saptandi. B1+B6 verilen nefropatili diyabet grubunda vitamin verilmesinden 6nce ve
sonra saptanan degerler arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik oldugu bulundu.
(p=0,001). B1+B6 grubunun vitamin verilmesinden Onceki ve sonraki degerleri
arasindaki farkin B6 grubundaki farka kiyasla anlamli derecede yiiksek oldugu bulundu

(p=0,036).

PLP degeri ( pg/L), baslangicta “Nefropatisiz diyabet” grubunda 17,26+11,92;
”Nefropatili Diyabet” grubunda 24,96 +£25,50; B1+B6 grubunda 25,42+25,03; B6
grubunda 24,40 £27,19 ; 5 aylik siire sonunda “Nefropatisiz diyabet” grubunda
24,57+30,70; B1+B6 grubunda 108,88+79,69; B6 grubunda 125,17 £110,92 olarak
saptand1.” B6 verilen nefropatili diyabet grubunda vitamin verilmesinden 6nce ve sonra

saptanan degerler arasinda istatistiksel olarak anlamli derecede fark oldugu bulundu

(p=0,004).



Tablo 4-1: Nefropatili ve nefropatisiz diyabet gruplarinin klinik 6zellikleri

DN(+) | Cinsiyet | Yas | Diyabet VKIi Mikro Hipertansiyon* DN(-) Cinsiyet | Yas | Diyabet VKIi Mikro Hipertansiyon*
(n=27) Yas1 (kg/m_) | albiiminiiri (n=30) Yas1 (kg/m_) | albiiminiiri
(1) (mg/24sa) (y1)) (mg/24sa)

A.A. E 59 216 + A.A. K 57 1 35,1 6,6 +
i.K. E 46 8 38,1 45 - M.G. K 68 1 26,2 6 +
S.C. K 48 55 G.G. K 56 4 253 6 -
N.S. K 55 111 - 0.K. E 57 7 25,4 4 +
G.C. K 48 3 30,7 150 - S.K. E 61 5 29,1 7,5 +
V.C. E 58 5 25,7 87,5 - K.C. K 59 10 36,9 11 +
S.S. E 71 10 31,8 30,6 + H.G. E 67 9 32,8 16,5 +

A.P. K 68 10 28,6 39 - 7K. K 57 7,5
C.S. E 61 89 B.A. K 60 1 32,3 6 +
N.O. K 65 12 32 40 + G.E. K 47 3 42,8 8 -
K.U. E 75 3 26,6 32 - H.K. E 56 34,9 10 +
S.G. K 75 11 28,1 30 + B.Y. K 66 10 374 10 +
B.M. E 66 28,2 112 + H.K. E 59 6 37,2 6 +
S.C. K 66 5 30,3 30 + N.Y. K 54 3 33,5 20 -
E.B. K 59 5 29.9 190 + R.A. K 81 2 25 11 +
K.O. E 58 20 23 46 + R.C. E 47 2 243 9 -
S.0. K 65 2 25,3 37 + G.E. K 48 1 23 9 +
R.A. K 75 5 26,3 35 + Z.8. K 47 13 38,5 10 +
S.T E 60 2 26,8 154 + R.K. E 63 6 28,7 5,2 -
N.O. E 60 2 27 81 - H.E. K 58 1 37,5 7,5 -
M.U. E 45 3 35,8 46 - H.A K 56 16 32,9 9 +
H.A. E 51 27,5 34,4 - A.T. K 58 30,9 13,5 +
M.K. E 58 17 27,8 77 M.D. K 64 20 31,2 8,5 +
C.K. E 73 6 28,7 45 + S.K. E 12,2 +
R.T. K 70 4 31,2 94 + A.E. E 58 2 22,5 13,2 -
S.S. E 48 1 30,9 33 + N.S. K 60 6 36,1 8,1 +
N.Y. E 72 4 32,1 117 + Y.T. E 67 5 31,9 10,5 +
Ort 61,30 6,57 29,23 76,17 i.S. E 52 8 26,8 5 +
SD 9,45 5,09 341 52,20 A.A. K 70 25 35 8 -
M.G. E 75 4 29 8,4 -

Ort 59,59 6,58 31,51 9,11

SD 8,07 6,15 5,34 3,45

* >130/80 mmHg (27).
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Tablo 4-2: Nefropatili diyabet (DN) grubunda vitamin verilmesinden dnce

ve sonra ¢aligilan parametrelerin degerleri

Hasta TPP PLP
n=27 Glukoz HbAlc Kreatinin insiilin | HOMA-IR | C-peptid | Trigliserid Kolesterol AGE (ng/L) (ng/L)
(mg/dL) % (mg/dL) (nIU/mL) (pmol/ml) (mg/dL) (mg/dL) % tam kan tam kan
once | sonra | once | sonra | 6nce | sonra | Once | sonra | énce | sonra | once | sonra | Once | sonra | Once | sonra | Once | sonra | Once | sonra | once | sonra
A.A. | 118,11 ] 109,79 | 6,10 8,94 |1 10,75 | 2,61 | 291 | 5,14 | 3,87 | 179,71 | 135,21 | 84,61 | 122,20 | 8,57 | 12,75 | 50,21 | 110,68 | 9,54 | 203.92
i.K. | 104,60 | 103,14 | 6,00 | 6,10 | 1,10 | 1,76 |36,26 | 21,78 | 936 | 5,55 | 2,62 | 1,40 | 205,00 | 223,18 | 166,43 | 142,85 | 15,86 | 14,92 | 31,05 | 63,75 | 13.83 | 58.16
S.C. | 153,42 | 139,16 0,70 8,30 | 15,61 | 3,14 | 536 | 0,84 | 0,50 | 393,38 | 633,80 | 143,12 | 174,52 | 10,23 | 9,20 | 33,85 | 64,89 8,05 |280.82
N.S. | 114,38 | 177,16 16,68 4,71 1,25 | 4,16 | 171,90 | 237,68 | 134,37 | 154,94 | 3225 | 12,79 | 29,87 | 62,23 | 14,51 | 69,23
G.C. | 107,64 | 138,58 | 5,60 | 5,40 14,37 | 3823 | 3,82 | 13,08 | 048 | 2,19 | 87,36 | 142,02 | 148,36 | 131,86 | 8,43 | 14,92 | 43,11 | 68,00 | 13,09 | 118,25
V.C. | 15488 | 146,45 | 7,10 | 7,00 0,90 | 1895|1847 | 725 | 6,68 | 024 | 1,41 | 9295 | 182,60 | 149,54 | 142,85 | 13,28 | 14,92 | 30,61 | 3222 | 22,42 | 24,27
S.S. | 106,72 | 15433 | 590 | 6,20 1,20 [ 22,30 | 1999 | 588 | 7,62 | 1,46 | 190 | 57,89 | 202,89 | 221,09 | 146,15 | 8,06 | 7,87 | 66,71 | 66,16 | 14,01 | 14,51
A.P. | 12758 | 151,04 | 6,60 | 7,10 1,21 | 14,37 | 1561 | 4,53 | 582 | 1,13 | 4,16 | 483,09 | 211,26 | 153,75 | 143,94 | 10,55 | 9,71 | 52,80 | 104,20 | 10,82 | 53,11
C.S. | 137,92 | 127,97 30,431 19,59 | 10,36 | 6,19 | 0,65 | 7,54 | 249,47 | 250,70 | 149,81 | 193,63 | 14,21 | 6,93 | 54,11 | 122,29 | 10,75 | 131,79
N.O. | 161,18 | 159,44 | 7,50 | 7,10 | 0.80 | 0,96 | 24,95 9,93 1,51 | 4,16 | 115,00 | 143,66 | 162,23 | 182,16 | 12,13 | 14,35 | 26,21 | 58,58 | 11,23 | 65,83
K.U. | 147,40 | 148,95 | 6,50 1,60 10,79 | 31,73 | 3,93 | 11,67 | 5,14 | 4,16 | 62,10 | 154,93 | 136,72 | 115,92 | 5,38 | 7,79 | 34,20 | 95,94 | 44,34 | 194,28
S.G. | 140,80 | 15594 | 7,10 | 820 | 0,80 | 0,79 | 16,68 | 23,94 | 5,80 | 9,22 | 0,81 | 5,48 | 107,04 | 118,31 | 165,16 | 187,26 | 8,24 | 13,33 | 81,63 | 114,56 | 105,10 | 204,38
B.M. | 123,54 | 139,16 7,90 1,00 | 25,04 | 26,58 | 7,64 | 9,13 | 0,77 | 1,67 | 120,00 | 219,71 | 142,54 | 147,77 | 5,40 | 8,06 | 57,53 | 86,03 | 30,31 | 104,60
S.C. | 130,76 | 122,36 22,30 | 10,75 | 7,20 | 3,25 | 1,24 | 3,30 | 177,50 | 135,21 | 211,18 | 165,60 | 7,60 | 10,98 | 52,77 | 38,27 9,43 84,46
E.B. | 179,81 ] 109,09 | 6,30 | 6,10 | 0,75 12,62 3,40 | 5,14 | 5,10 | 50,52 | 194,36 | 158,54 | 133,75 | 16,31 | 14,92 | 53,83 | 97,57 | 21,40 | 140,50
K.O. | 142,20 | 148,95 [ 10,20 | 6,90 | 1,10 5,67 | 12,62 | 1,99 | 4,64 | 0,77 | 2,70 | 58,94 | 163,38 | 187,63 | 147,77 | 7,40 | 12,38 | 63,64 | 57,96 | 105,31 | 356,85
S.0. | 181,34 116,08 | 6,80 | 5,30 | 0,80 | 0,80 | 32,56 | 12,01 | 14,58 | 3,44 | 1,75 | 1,74 | 86,31 | 118,31 | 212,36 | 132,48 | 9,50 | 9,48 | 47,56 | 49,61 | 10,01 9,57
R.A. | 9540 | 111,84 | 6,70 | 590 | 0,70 | 0,84 | 8,30 | 1791 | 1,96 | 495 | 4,14 | 4,15 | 276,05 | 192,50 | 181,98 | 144,05 | 16,26 | 9,81 | 30,38 | 24,22 | 10,68 | 75,03
S.T 85,63 | 157,23 | 790 | 6,10 | 1,50 | 1,17 | 5,69 | 29,68 | 1,20 | 11,52 | 1,80 | 4,14 | 384,50 | 372,50 | 199,39 | 151,04 | 48,80 | 40,11 | 43,64 | 113,00 | 13,47 | 429,63
N.O. | 96,83 | 101,52 | 6,50 | 5,90 5,69 | 2340 | 1,36 | 587 | 1,48 | 7,50 | 256,33 | 251,22 | 153,75 | 128,76 | 23,02 | 15,14 | 29,97 | 84,80 | 13,62 | 88,71
M.U. | 161,84 | 172,36 17,251 12,01 | 6,89 | 5,11 | 1,20 | 7,54 | 470,00 | 337,50 | 151,04 | 218,18 | 10,23 | 9,48 | 41,10 | 53,33 | 15,60 | 19,19
H.A. | 151,43 | 155,92 36,79 | 23,40 | 13,76 | 9,01 | 1,78 | 4,16 | 107,04 | 215,00 | 121,92 | 153,84 | 54,15 | 26,07 | 37,61 | 61,30 | 15,65 | 219,17
M.K. | 172,41 | 167,10 22,30 | 34,75 | 9,49 | 1434 | 0,85 | 3,71 | 109,85 | 117,50 | 156,75 | 186,01 | 35,08 | 18,11 | 54,00 | 57,40 | 44,34 | 140,98
CK. | 176,14 | 163,81 1,29 11,40 | 12,01 | 496 | 486 | 1,25 | 2,77 | 171,83 | 150,00 | 177,17 | 218,18 | 10,35 | 28,92 | 30,68 | 33,40 | 21,54 | 19,31
R.T. | 119,68 | 128,28 | 7,80 | 6,50 2495 | 27,00 | 7,37 | 855 | 1,90 | 4,19 | 211,59 | 132,50 | 140,65 | 174,82 | 21,09 | 7,82 | 56,30 | 59,12 | 13,54 | 262,74
S.S. | 194,48 | 159,86 | 14,00 | 9,20 | 0,93 | 1,05 | 24,50 | 21,24 | 11,76 | 838 | 1,87 | 4,18 | 368,11 | 120,00 | 136,26 | 158,04 | 12,34 | 10,94 | 67,20 | 52,10 | 32,28 | 13,54
N.Y. | 128,34 | 115,13 6,30 1,25 | 13,78 | 42,16 | 4,37 | 1198 | 1,34 | 4,16 | 115,94 | 125,00 | 152,74 | 144,05 | 25,62 | 26,50 | 83,33 | 57,40 | 41,38 | 2228
137,57 | 140,02 | 7,33 | 6,66 | 1,01 | 1,08 | 18,43 | 21,34 | 6,38 | 7,30 | 1,80 | 3,78 | 191,46 | 202,99 | 159,23 | 157,13 | 16,68 | 14,51 | 47,55 | 69,96 | 2496 | 116,12
29,35 | 2247 | 2,02 | 1,03 | 0,31 | 0,27 | 9,30 | 8,385 | 3,70 | 3,27 | 1,42 | 1,83 | 128,52 | 107,85 | 29,53 | 26,77 | 12,60 | 7,75 | 1590 | 27,12 | 25,50 | 93,23
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Tablo 4-3: Nefropatisiz diyabet grubunda 5 aylik siirenin 6ncesinde ve sonrasinda calisilan parametrelerin degerleri

TPP PLP

Hasta|  Glukoz HbAlc | Kreatinin | Insilin | HOMA-IR C-PeBﬁ(li Trigliserid Kolesterol AGE (ng/L) (ng/L)
n=30 (mg/dL) % (mg/dL) (pIU/mL) (pmol/ml) (mg/dL) (mg/dL) % tam kan tam kan

once | sonra | Once | sonra | 6nce | sonra | once | sonra | 6nce | sonra | 6nce | sonra | Oonce | sonra | énce | sonra | once | sonra | once | sonra | 6nce | sonra
A.A. 106,29 | 125,17 | 6,30 0,60 12,60 10,75 | 3,31 | 3,32 | 5,14 | 1,49 |150.72| 197,18 | 108,79 | 155,41 | 6,84 | 10,20 | 44,63 | 53,12 | 11,33 |15,39
M.G. | 96,85 |106,29| 7,60 | 7,00 | 0,90 | 0,90 10,11 2,65 [2,55] 0,87 [202,89|109,85|142,85|154,14| 7,70 | 17,24 | 44,69 | 43,35 | 16,40 | 16,08
G.G. [ 180,82 106,29 | 5,90 | 5,00 13,23 347 | 514 | 1,14 314,04 | 272,46 | 143,75| 145,05 | 8,51 | 11,78 |35,75| 41,49 | 19,95]|12.25
O.K. | 184,58 |165,03| 7,60 | 8,60 | 1,60 | 1,71 |17,25| 26,58 | 7,86 | 10,83 | 1,82 | 0,95 | 62,80 | 188,73 | 127,50 | 149,04 | 8,37 | 38,68 | 26,22 | 36,71 | 10,16 | 10,20
S.K. 126,71 |123,62| 6,10 | 6,40 | 1,20 | 1,10 | 894 | 2233 | 2,80 | 6,82 | 1,05 | 8,08 | 46,28 | 173,91 | 131,87 | 134,06 | 16,74 | 9,90 |26,55| 38,49 | 16,50 | 13,75
K.C. | 154,88 | 141,95| 7,00 1,10 23,95 9,16 1,69 | 0,87 | 173,29 | 154,93 | 123,12 143,94 | 8,37 | 22,41 | 95,23 | 140,41 | 56,63 | 58,78
H.G. | 138,81 | 155,11 | 7,90 | 7,00 1,07 |22,85|20,14| 7,83 | 7,71 | 0,52 | 0,87 |255,00|200,00| 174,82 127,47 | 7,57 | 14,74 | 41,23 | 45,86 | 10,91 | 14,42
Z.K. | 118,04 | 126,77 21,19 13,23 | 6,18 | 4,14 | 0,73 | 0,25 | 77,89 | 156,52 | 146,90 | 135,16 | 7,58 | 11,78 | 39,55| 47,93 | 6,15|5,22
B.A. | 116,51 | 149,60 | 7,50 14,95 4,30 0,64 | 1,29 | 84,21 |214,49| 171,63 |141,75| 4,47 | 11,78 | 38,06 | 35,86 | 6,37 |11,17
G.E. | 1024411258 10,18 | 8,12 | 2,57 | 2,26 | 0,36 | 1,35 | 50,52 | 92,95 [ 165,09 |196,17| 7,17 | 12,51 [ 29,09 | 27,15 | 10,47 | 14,22
H.K. | 100,00 | 144,09 | 5,40 | 5,60 10,79 3,24 | 2,66 | 1,15 | 0,90 | 6,83 | 190,00 | 324,63 | 121,67 | 115,38 | 5,42 | 4,09 |47.40| 46,39 | 16,06 |20,48
B.Y. | 85,63 |118,89]| 6,70 | 6,70 | 1,10 5,01 | 11,38 | 1,06 | 3,34 | 1,68 | 3,16 |228,16|347,82|201,21|140,65| 7,33 | 5,99 |56,66| 44,62 |20,09|11,80
H.K. | 144,03 | 152,75| 7,10 | 7,00 | 0,90 | 0,90 |20,08| 25,00 | 7,14 | 9,43 | 0,58 | 1,94 | 70,52 | 243,47 | 154,90 | 140,65 | 6,07 | 11,99 | 50,80 | 40,63 | 15,60 | 12,04
N.Y. | 159,19 (174,82 | 7,90 | 8,00 | 0,90 35,74 14,05 497 | 4,47 (216,90 | 188,73 | 161,56 | 200,00 | 8,53 | 5,33 |54,52| 48,76 | 11,83 |23,69
R.A. | 125,65(155,94(6,30 | 6,90 | 1,20 | 1,30 | 17,25|19,59 | 535 | 7,54 | 1,16 | 8,08 | 177,50 (245,07 |212,58 15923 | 4,66 | 11,71 | 61,97 | 54,33 | 14,85 11,28
R.C. | 150,86 | 83,20 | 5,90 | 5,70 0,98 130,43 | 11,38 11,33 | 2,34 3,00 | 2,44 | 83,09 | 60,97 | 124,92 | 135,61 | 7,80 | 4,39 |45,19| 40,81 | 17,89 16,02
G.E. | 109,48 | 125,87 | 6,10 | 5,80 10,18 9,46 | 2,75 | 2,94 | 0,81 | 2,77 | 85,91 | 107,04 | 155,55 |202,54 | 13,68 | 11,78 | 35,56 | 25,31 | 17,55|157,87
Z.S. | 135,16 |148,95| 7,80 | 7,70 16,11 18,47 | 538 | 6,79 | 1,78 | 4,30 | 148,42 | 188,73 | 144,00 | 137,58 | 5,35 | 6,25 |53,39| 36,24 | 18,31 20,53
R.K. [ 135,52 |148,95| 8,00 | 6,50 | 1,20 10,79 6,73 | 3,61 | 2,48 | 0,73 | 1,25 | 95,00 | 138,02 | 148,25 |177,07 | 11,21 | 11,06 | 36,03 | 48,53 | 9,19|17,03
H.E. | 187,76 | 130,51 | 6,40 0,80 | 0,75 20,14 6,49 | 3,09 | 2,34 |149,47|222,53|183,27|135,03 13,68 | 17,80 |53,02| 41,43 | 15,28 15,22
H.A | 161,46 122,13 | 8,70 11,40 13,83 | 454 | 4,17 | 0,85 | 2,19 | 134,73 | 156,09 | 241,45 |126,02 | 5,43 | 9,35 |52,13| 51,51 | 18,00| 17,55
A.T. | 107,33 |134,26| 6,80 | 6,90 | 0,80 | 0,80 | 3,60 | 23,40 | 0,95 | 7,76 | 0,76 | 5,35 | 116,84 | 230,98 | 213,09 | 171,97 | 8,80 | 4,81 |56,25| 49,17 | 56,63 | 18,50
M.D. | 94,25 | 158,04 | 8,00 | 7,20 1,05 | 7,02 | 16,19 | 1,63 | 6,32 | 1,06 | 0,80 | 130,98 | 230,98 | 146,54 | 145,22 | 8,79 | 8,78 |50,25| 74,29 | 11,57 | 30,77
S.K. [ 135,53 139,16 17,34 5,96 | 5,14 | 1,49 | 82,50 | 121,12 144,05]| 150,31 | 13,60 | 11,78 | 47,94 | 52,93 | 8,43 |7,06
A.E. | 109,86 170,62 | 6,90 | 6,90 7,02 | 6,73 | 1,90 | 2,84 | 0,63 | 2,53 |230,00 | 366,19 | 138,13 | 180,89 | 27,76 | 22,23 | 51,10 | 40,61 | 4,70|5,12
N.S. (194,86 | 130,26 | 6,40 | 6,10 | 0,70 | 0,82 | 7,67 | 20,14 | 3,69 | 6,48 | 0,73 | 3,02 205,00 | 150,00 | 191,60 | 151,04 | 497 | 7,57 |42,39| 26,33 | 11,70 10,57
Y.T. | 111,20 | 15524 | 7,00 | 6,40 0,82 | 14,37 3,95 1,01 | 1,01 |240,84 | 366,19 | 138,13 180,89 | 6,98 | 5,20 [59,35| 47,80 | 19,37 |26,88
i.S. 167,52 (162,23 (7,80 | 7,50 | 1,20 31,50 17,34 113,03 | 6,95 | 1,01 | 2,99 | 130,98 | 160,56 | 158,55 | 142,67 | 6,98 | 13,50 | 43,29 | 41,27 | 19,06 | 19,87
AA. | 121,71 (153,94 7,60 | 6,60 | 0,85 | 0,85 | 11,40 (2286 | 3,43 | 8,69 | 1,05 | 1,79 [215,00 | 260,00 | 212,58 | 206,99 | 13,38 | 9,50 | 55,98 | 59,53 | 16,49|96,78
M.G. | 105,92 130,26 | 7,60 | 7,60 38,36 (31,22 110,03 | 10,04 | 3,68 | 1,88 |227,50|275,00 | 167,83 | 142,65| 6,84 | 9,38 53,98 | 41,77 | 30,41 | 26,66

132,29 113842 | 7,05 | 6,78 | 1,00 | 1,00 | 16,18 17,08 | 540 | 5,88 | 1,81 | 2,59 | 152,56 204,84 | 159,87 | 154,15| 9,02 | 11,78 | 47,61 | 47,42 | 17,26 | 24,57

30,44 | 21,22 | 0,83 | 0,84 | 0,26 | 0,26 | 9,44 | 8,67 | 3,64 | 3,53 | 1,54 | 2,09 | 70,52 | 79,12 | 32,03 | 2432 | 4,68 | 691 |13,09| 20,13 |11,92| 30,70
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Tablo 4-4: B1+B6 verilen nefropatili diyabet (DN) grubunda vitamin verilmesinden dnce ve sonra ¢alisilan parametrelerin degerleri

Hasta Glukoz HbAlc Kreatinin Insiilin HOMA-IR C-peptid Trigliserid Kolesterol AGE (Egl;{) (!l:gl}{)

n=15 (mg/dL) % (mg/dL) (nIU/mL) (pmol/ml) (mg/dL) (mg/dL) % tam kan tam kan
once | sonra | Once | sonra | dnce | sonra | dnce | sonra | 6nce | sonra | dnce | sonra | dnce | sonra | Once | sonra | Once | sonra | once | sonra | Once | sonra
A.A. | 118,11 | 109,79 | 6,10 8,94 | 10,75 ] 2,61 | 291 | 5,14 | 3,87 | 179,71 | 135,21 | 84,61 | 122,20 | 8,57 | 12,75 | 50,21 | 110,68 | 9,54 |203.92
i.K. | 104,60 | 103,14 | 6,00 | 6,10 | 1,10 | 1,76 | 3626 | 21,78 | 9,36 | 5,55 | 2,62 | 1,40 |205,00 | 223,18 | 166,43 | 142,85 | 15,86 | 14,92 | 31,05 | 63,75 | 13.83 | 58.16
S.C. | 153,42 ]139,16 0,70 8,30 | 15,61 | 3,14 | 5,36 | 0,84 | 0,50 |393,38 | 633,80 | 143,12 | 174,52 | 10,23 | 9,20 | 33,85 | 64,89 | 8,05 |280.82
N.S. | 114,38 | 177,16 16,68 4,71 1,25 | 4,16 | 171,90 | 237,68 | 134,37 | 154,94 | 32,25 | 12,79 | 29,87 | 62,23 | 14,51 | 69,23
G.C. | 107,64 | 138,58 | 5,60 | 5,40 14,37 | 38,23 | 3,82 | 13,08 | 0,48 | 2,19 | 87,36 | 142,02 | 148,36 | 131,86 | 8,43 | 14,92 | 43,11 | 68,00 | 13,09 | 118,25
V.C. | 154,88 | 146,45 | 7,10 | 7,00 0,90 | 18,95 1847 | 7,25 | 6,68 | 0,24 | 1,41 | 92,95 | 182,60 | 149,54 | 142,85 | 13,28 | 14,92 | 30,61 | 32,22 | 22,42 | 24,27
A.P. | 127,58 | 151,04 | 6,60 | 7,10 1,21 | 14,37 | 15,61 | 4,53 | 5,82 | 1,13 | 4,16 | 483,09 | 211,26 | 153,75 | 143,94 | 10,55 | 9,71 | 52,80 | 104,20 | 10,82 | 53,11
C.S. [ 137,92 ]| 127,97 30,43 1 19,59 [ 10,36 | 6,19 | 0,65 | 7,54 | 249,47 | 250,70 | 149,81 | 193,63 | 14,21 | 6,93 | 54,11 | 122,29 | 10,75 | 131,79
N.O. | 161,18 | 159,44 | 7,50 | 7,10 | 0,80 | 0,96 | 24,95 9,93 1,51 | 4,16 | 115,00 | 143,66 | 162,23 | 182,16 | 12,13 | 14,35 | 26,21 | 58,58 | 11,23 | 65,83
K.U. | 147,40 | 148,95 | 6,50 1,60 10,79 | 31,73 | 3,93 | 11,67 | 5,14 | 4,16 | 62,10 | 154,93 | 136,72 | 115,92 | 5,38 | 7,79 [34,20 | 95,94 | 44,34 | 194,28
S.G. | 140,80 | 155,94 | 7,10 | 820 | 0,80 | 0,79 | 16,68 23,94 | 5,80 | 9,22 | 0,81 | 548 |[107,04 | 118,31 | 165,16 | 187,26 | 8,24 | 13,33 | 81,63 | 114,56 | 105,10 | 204,38
B.M. | 123,54 | 139,16 7,90 1,00 | 25,04 26,58 | 7,64 | 9,13 | 0,77 | 1,67 | 120,00 | 219,71 | 142,54 | 147,77 | 5,40 | 8,06 | 57,53 | 86,03 | 30,31 | 104,60
N.O. | 96,83 [ 101,52 | 6,50 | 5,90 5,69 12340 | 1,36 | 5,87 | 1,48 | 7,50 |256,33 | 251,22 | 153,75 | 128,76 | 23,02 | 15,14 | 29,97 | 84,80 | 13,62 | 88,71
S.S. | 194,48 | 159,86 | 14,00 | 9,20 | 0,93 | 1,05 | 24,50 | 21,24 | 11,76 | 8,38 | 1,87 | 4,16 | 368,11 | 120,00 | 136,26 | 158,04 | 12,34 | 10,94 | 67,20 | 52,10 | 32,28 | 13,54
N.Y. | 128,34 | 115,13 6,30 1,25 | 13,78 | 42,16 | 4,37 | 11,98 | 1,34 | 4,18 | 115,94 | 125,00 | 152,74 | 144,05 | 25,62 | 26,50 | 83,33 | 57,40 | 41,38 | 22,28
134,07 | 138,22 | 7,30 | 7,02 {099 | 1,12 | 17,98 | 23,78 | 6,04 | 7,83 | 1,68 | 3,77 | 200,49 | 209,95 | 145,29 | 151,38 | 13,70 | 12,82 | 47,05 | 78,51 | 25,42 | 108,88
25,65 | 22,55 | 242 | 1,16 | 0,33 | 0,30 | 8,69 | 9,02 | 3,16 | 3,04 | 1,52 | 2,08 | 126,81 | 127,09 | 19,54 | 23,73 | 7,68 | 4,76 | 18,94 | 26,42 | 25,03 | 79,69
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Tablo 4-5: B6 verilen nefropatili diyabet (DN) grubunda vitamin verilmesinden dnce ve sonra ¢alisilan parametrelerin degerleri

Hasta Glukoz HbAlc Kreatinin Insiilin HOMA-IR C-peptid Trigliserid Kolesterol AGE (:gl;{) (!l:gl}{)
n=12 (mg/dL) % (mg/dL) (nIU/mL) (pmol/ml) (mg/dL) (mg/dL) % tam kan tam kan
once | sonra | Once | sonra | dnce | sonra | énce | sonra | 6nce | sonra | dnce | sonra | dnce | sonra | Once | sonra | Once | sonra | 6once | sonra | Once | sonra
S.S. 106,72 | 154,33 | 5,90 | 6,20 1,20 {22,301 19,59 | 588 | 7,46 | 1,46 | 1,90 | 57,89 |202,89 | 221,09 | 146,15 | 8,06 | 7,87 | 66,71 | 66,16 | 14,01 | 14,51
S.C. | 130,76 | 122,36 22,30 10,75 | 7,20 | 3,25 | 1,24 | 3,30 | 177,50 | 135,21 | 211,18 | 165,60 | 7,60 | 10,98 | 52,77 | 38,27 | 9,43 | 84,46
E.B. | 179,81 | 109,09 | 6,30 | 6,10 | 0,75 12,62 3,40 | 5,14 | 5,10 | 50,52 | 194,36 | 158,54 | 133,75 | 16,31 | 18,62 | 53,83 | 97,57 | 21,40 | 140,50
K.O. | 142,20 | 148,95 [ 10,20 | 6,90 | 1,10 5,67 112,62 | 1,99 | 4,64 | 0,77 | 2,70 | 58,94 | 163,38 | 187,63 | 147,77 | 7,40 | 12,38 | 63,64 | 57,96 | 105,31 | 356,85
S.0. | 181,34 | 116,08 | 6,80 | 5,30 | 0,80 | 0,80 | 32,56 | 12,01 | 14,58 | 344 | 1,75 | 1,74 | 86,31 | 11831 | 212,36 | 132,48 | 9,50 | 9,48 | 47,56 | 49,61 | 10,01 9,57
R.A. | 9540 | 111,84 ] 6,70 | 590 | 0,70 | 0,84 | 830 | 1791 | 1,96 | 4,95 | 4,14 | 4,15 |276,05|192,50 | 181,98 | 144,05 | 16,26 | 9,81 | 30,38 | 24,22 | 10,68 | 75,03
S.T | 85,63 | 157,23 7,90 | 6,10 | 1,50 | 1,17 | 5,69 | 29,68 | 1,20 | 11,52 | 1,80 | 4,16 | 384,50 | 372,50 | 199,39 | 151,04 | 48,80 | 40,11 | 43,64 | 113,00 | 11,34 | 159,77
M.U. | 161,84 | 172,36 17,251 12,01 | 6,89 | 511 | 1,20 | 7,54 | 470,00 | 337,50 | 151,04 | 218,18 | 10,23 | 9,48 | 41,10 | 53,33 | 15,60 | 19,19
H.A. | 151,43 | 155,92 36,79 | 23,40 | 13,76 | 9,01 | 1,78 | 4,16 | 107,04 | 215,00 | 121,92 | 153,84 | 54,15 | 26,07 | 37,61 | 61,30 | 15,65 | 219,17
MK. | 172,41 | 167,10 22,30 | 34,75 9,49 | 14,34 | 0,85 | 3,71 |109,85| 117,50 | 156,75 | 186,01 | 35,08 | 18,11 | 54,00 | 57,40 | 44,34 | 140,98
C.K. | 176,14 | 163,81 1,29 11,40 | 12,01 | 496 | 4,86 | 1,25 | 2,77 | 171,83 | 150,00 | 177,17 | 218,18 | 10,35 | 28,92 | 30,68 | 33,40 | 21,54 | 19,31
R.T. | 119,68 | 128,28 | 7,80 | 6,50 24,95127,00 | 7,37 | 8,55 | 1,90 | 4,16 | 211,59 | 132,50 | 140,65 | 174,82 | 21,09 | 7,82 | 56,30 | 59,12 | 13,54 | 262,74
141,95 | 142,28 | 7,37 | 6,14 [ 1,02 | 1,00 | 19,05 | 18,70 | 6,84 | 6,71 | 1,94 | 3,78 | 180,17 | 194,30 | 176,64 | 164,32 | 20,40 | 16,64 | 48,19 | 59,28 | 24,40 | 125,17
34,07 | 23,14 | 1,45 | 0,50 | 0,33 ] 0,21 | 1048 | 821 | 446 | 3,54 | 1,33 | 1,55 | 135,37 | 82,39 | 31,30 | 29,59 | 16,53 | 10,23 | 11,84 | 25,01 | 27,19 | 110,92
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Tablo 4-6: Nefropatili ve nefropatisiz diyabet gruplarinda 5 aylik siirenin baslangicinda
ORT =£SD degerleri ve istatistiksel karsilastirma sonuglari

NEFROPATILI | NEFROPATISIZ Student’s t-
DIYABET DIYABET test
n=27 n=30

Glukoz (mg/dl) 137,57429,35 132,29+30,44 n.s.
HbAlc (%) 7,33+2,02 7,05+0,83 n.s.
Kreatinin (mg/dl) 1,01+0,31 1,00+£0,26 n.s.
Insiilin (uIU/ml) 18,43+9,30 16,18+9,44 n.s.
HOMA-IR 6,38+3,70 5,40+3,64 n.s.
C-peptid (pmol/ml) 1,80+1,42 1,81+1,54 n.s.
Trigliserid (mg/dl) 191,46+128,52 152,56+70,52 n.s.
Kolesterol (mg/dl) 159,23+29,53 159,87+32,03 n.s.
AGE (%) 16,68+12,60 9,02+4,68 p=0,05
TPP (ng/ml) 47,55+15,90 47,61£13,09 n.s.
PLP (ng/ml) 24,96+25,50 17,26+11,92 n.s.
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Tablo 4-7: Nefropatili ve nefropatisiz diyabetik gruplarda 5 aylik siirenin dncesinde ve
sonrasinda saptanan degerlerin istatistiksel karsilagtirilmasi

ONCE SONRA paired t-test

Glukoz(mg/dl) 137,57+£29,35 |140,02+22.47 |n.s.

HbA1c(%) 7,33+2,02 6,66+1,03 p=0,045
Kreatinin(mg/dl) |1,01+0,31 1,08+0,27 n.s.
insiilin(uIU/ml) 18,43+9,30 21,34+8,85 n.s.
NEFROPATILI | HOMA-IR 6,38+3,70 7,30+3,27 n.s.

DIYABET C-peptid

ORT +SD (pmol/ml) 1,80+1,42 3,78+1,83 p<0,001
n=27 Trigliserid(mg/dl) | 191,46+128,52]202,99+107,85 |n.s.
Kolesterol(mg/dl) | 159,23+29,53 |157,13426,77 |n.s.
AGE(%) 16,68+12,60 |14,51+7,75 n.s.

TPP(ug/ml) 47,55+15,90 |69,96+£27,12 | p<0,001

PLP(ng/ml) 24,96,£25,50 |116,12+93,23 |p<0,001
Glukoz(mg/dl) 132,29430,44 |138,42+21,22 |n.s.
HbA1c(%) 7,05+0,83 6,78+0,84 n.s.
Kreatinin(mg/dl) |1,00+0,26 1,00+£0,26 n.s.
insiilin(uIU/ml) 16,1849,44 17,08+8,67 n.s.
NEFROPATISIZ | HOMA-IR 5,40+3,64 5,88+3,53 n.s.

DIYABET C-peptid

ORT +SD (pmol/ml) 1,81+1,54 2,59+2,09 n.s.

n=30 Trigliserid(mg/dl) | 152,56+70,53 |204,84+79,12 |p<0.001
Kolesterol(mg/dl) | 159,87+32,03 |154,15424,32 |n.s.

AGE(%) 9,01+4,68 11,78+6,91 p=0.042
TPP(ug/ml) 47,61£13,09 |47,42+20,13 |n.s.
PLP(ng/ml) 17,26£11,92 |24,57£30,70 |n.s.
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Tablo 4-8: B1+B6 ve B6 verilen DN gruplarinda ve nefropatisiz grupta 5 aylik siirenin

oncesinde ve sonrasinda saptanan degerlerin ve farklarin istatistiksel

karsilastirilmast
paired ANCOVA
ONCE SONRA | t-test FARK Bl;‘:;zrhr‘:fni
Glukoz(mg/dL) 134,07+25,65 | 138,21422,54 | n.s. 4,14423,16
HbA1c(%) 7,342,42 7,02+1,16 n.s. -0,55+1,79
Kreatinin(mg/dL) | 0,98+0,32 1,07+0,27 n.s. 1,11+£0,30
DN (+) insiilin(uIU/mL) 17,98+8,68 23,77+9,02 n.s. 6,23+13,14
B1+B6 HOMA-IR 6,03+3,16 7,83+3,03 n.s. 1,99+4,44
C-peptid(pmol/mL) | 1,68+1,52 3,76+2,08 p=0,006 |2,08+2,50
ORT #SD | Trigliserid(mg/dL) |200,49+126,81 | 209,95+127,09 | n.s. 9,46+127,94
n=15 Kolesterol(mg/dL) | 145,29+19,53 |151,38+23,72 | ns. 6,09+23,41
AGE(%) 13,70+7,68 12,81+4,76 n.s. -0,88+6,51
TPP(ug/mL) 47,04+18,94 | 78,51426,42 | p=0,001 |31,46+27,33 |p<0,001a
PLP(ug/mL) 25,42425,02 | 108,88+79,69 |p<0,001 |83,46+78,99 |p=0,02a
Glukoz(mg/dL) 141,94+34,07 | 142,27+23,141 | n.s. 0,33+39,79
HbA1c(%) 7,37+1,44 6,14+0,49 p=0,033 |-1,22+41,17 |p=0,02¢
Kreatinin(mg/dL) | 1,02+0,32 1,00+0,21 n.s. -0,06+0,24
DN (+) insiilin(uIU/mL) 19,04+1048 | 18,69+8.21 n.s. 0,20+12,82
B6 HOMA-IR 6,84+4,45 6,71+3.53 n.s. 1,68+5,61
C-peptid(pmol/mL) | 1,94+1,33 3,78+1,55 p=0,004 | 1,84+1,76
OIETESD Trigliserid(mg/dL) | 180,16+135.36 | 194,30+82,38 | n.s. 14,13+93,49
Kolesterol(mg/dL) | 176,64+31,30 |164,32+29,59 | n.s. -12,31+49,96
AGE(%) 20,40+16,52 | 16,63£10,22 | n.s. -3,76+12,01
TPP(ug/mL) 48,18+11,83  |59,27+25,00 |p<0,036 |11,09+23,87 |p=0,036D
PLP(ug/mL) 24,40+27,19 | 125,17+110,92 | p<0,001 |100,77+95,48 |P<0,001 ¢
Glukoz(mg/dL) 132,29+30,44 | 138,42421,22 |n.s. 6,13+35,99
HbA1c(%) 7,05+0,83 6,78+0,84 n.s. -0,24+0,56
Kreatinin(mg/dIL) | 1,00+0,26 1,00+£0,26 n.s. 0,02:0,75
insiilin(uIU/mL) 16,1849 44 17,08+8,67 n.s. 2,35+8,94
DN (-) |HOMA-IR 5,40+3,64 5,88+3,53 n.s. 1,153 .25
ORT +SD C-peptid(pmol/mL) | 1,81%1,54 2,59+£2,09 n.s. 0,78+2,74
n=30 Trigliserid(mg/dL) | 152,57+70,53 |204,84+79,12 |p<0.001 | 52,27+68,46
Kolesterol(mg/dL) | 159,87+32,03 | 154,15+24,32 |n.s. -5,72+37,82
AGE(%) 9,01+4,68 11,78+6,91 p=0.042 |2,76+7,11
TPP(ug/mL) 47,60£13,09 | 47,42+20,13  |n.s. -0,18+12,96
PLP(ug/mL) 17,26+11,92 | 24,57+30,70 | n.s. 7,31430,45
a= B1+B6 vs Nefropatisiz; b= B1+B6 vs B6; c= B6 vs Nefropatisiz
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Grafik 4-2: Gruplarin plazma AGE(%) diizeyi histogrami
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Grafik 4-3: Gruplarin AGE-peptid ( %) diizeyi histogrami B1+ B6
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Grafik 4-4: Gruplarin AGE-peptid ( %) diizeyi histogram1 B6
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Grafik 4-5: Gruplarin C-peptid (pmol/mL) diizeyi histogrami
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Grafik 4-6: Gruplarin C-peptid (pmol/mL) diizeyi histogrami
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Grafik 4-7: Gruplarin PLP (ug/mL) diizeyi histogrami
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Grafik 4-8: Gruplarin PLP (ug/mL) diizeyi histogrami
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Grafik 4-9: Gruplarin TPP (ng/L) diizeyi histogrami
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Grafik 4-10: Gruplarin HbAlc (%) diizeyi histogrami
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Grafik 4-11: Gruplarin Trigliserid (mg/dL) histogrami
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4.1. KORELASYON BULGULARI
Hasta gruplarinda ¢aligilan parametreler arasinda saptanan Pearson korelasyon

katsayilar1 ve anlamlilik dereceleri asagidaki gibi bulundu.

“Nefropatisiz Diyabet” grubunda baslangicta :
*  Glukoz ile HOMA-IR arasinda r=0,581 (p=0,002)
* Insiilin ile HOMA-IR arasinda r=0,951 (p=0,000 )
* Insiilin ile C-peptid arasinda r=0,521 (p=0,006)
* HOMA-IR ile C-peptid arasinda r=0,470 (p=0,015)
e Trigliserid ile TPP arasinda r=0,375 (p=0,041)

e TPP ile PLP arasinda r=0,625 (p=0,000)

“Nefropatili Diyabet” grubunda vitamin verilmesinden once :
*  Glukoz ile HOMA-IR arasinda r=0,602 (p=0,001)
* Insiilin ile HOMA-IR arasinda 1=0,924 (p<0,001)

e TPP ile PLP arasinda r=0,545 (p=0,003)

B6 verilen nefropatili diyabet grubunda vitamin kullanimina bagh olarak

parametrelerde saptanan farklar arasindaki korelasyonlar :

Glukoz ile insiilin arasinda r=0,688 (p=0,019)

Glukoz ile HOMA-IR arasinda r=0,813 (p=0,002)

Insiilin ile HOMA-IR arasinda 1=0,973 (p=0,000)

C-peptid ile kolesterol arasinda r=0,700 (p=0,011)
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B1+B6 verilen nefropatili diyabet grubunda vitamin kullanimina bagh olarak

parametrelerde saptanan farklar arasindaki korelasyonlar :

Glukoz ile HbAlc arasinda r=0,784 (p=0,021)

* Insiilin ile HOMA IR arasinda r=0,963 (p=0,000)

* C-peptid ile kreatinin arasinda r= - 0,974 (p=0,026)
¢ Kolesterol ile kreatinin arasinda r=-0,976 (p=0,024)

e TPPile PLP arasinda r=0,609 (p=0,016)
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Grafik 4-12: Nefropatisiz diyabet
grubunun 6nce degerlerinde insiilin ile
C-peptid arasindaki iliski

Grafik 4-13: Nefropatisiz diyabet
grubunun 6nce degerlerinde HOMA-IR
ile C-peptid arasindaki iliski
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Grafik 4-14: Nefropatisiz diyabet
grubunun 6nce degerlerinde insiilin ile
HOMA-IR arasindaki iligki

Grafik 4-15: Nefropatili diyabet
grubunun 6nce degerlerinde insiilin ile
HOMA-IR arasindaki iligki
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grubunun 6nce degerlerinde glukoz ile
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Grafik 4-17: Nefropatili diyabet
grubunun 6nce degerlerinde glukoz ile
HOMA-IR arasindaki iligki
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Grafik 4-18: Nefropatisiz diyabet
grubunun 6nce degerlerinde TPP ile PLP
arasindaki iligki

Grafik 4-19: Nefropatili diyabet
grubunun 6nce degerlerinde TPP ile PLP
arasindaki iligki
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Grafik 4-20: B1+B6 grubunun 6nce
degerlerinde glukoz ile HbAlc arasindaki
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Grafik 4-21: B1+B6 grubunun 6nce
degerlerinde C-peptid ile kolesterol
arasindaki iligki
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Grafik 4-22: B6 grubunun dnce
degerlerinde HbAlc ile PLP arasindaki
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5. TARTISMA

Diyabetik nefropati Tipl ve Tip 2 diyabet hastalarinda mortalite ve morbiditenin en

onemli nedenidir. AGE’lerin diyabetik nefropatideki klinik énemi ilk olarak bir AGE
inhibitorii olan aminoguanidin ile yapilan ¢aligmalarda ortaya konulmustur (21).
Ileri glikasyon, oksidatif stres ve karbonil stres reaktif ara iiriinleri tarafindan
proteinlerin  modifikasyon ve dejenerasyona ugratildigt ve AGE olusumu ile
sonuglanan bir siirectir.Fizyolojik kosullarda yaslanma ile artan ileri glikasyon,
diyabette hiperglisemi nedeni ile hizlanir. Uremiye bagl karbonil stresle karakterize
kronik renal yetmezlikte ileri glikasyon onemlidir. Diyabette AGE’lerin patofizyolojik
etkilerine en hassas olan bolgenin bobrekler oldugu kabul edilmektedir. Renal
yetmezligi olan diyabetik hastalarda hem bdbrek dokusunda hem de serumda AGE
diizeyleri artmigtir. Serum AGE diizeyleri organ hasarinin siddetiyle orantilidir; azalmis
renal fonksiyonlu hastalarda, normal fonksiyonlu diyabetik hastalarinkinden birkac kat
daha fazladir. Sistemik dolagimda kalan AGE-peptidler gii¢lii ¢apraz baglanma
ozellikleri ile LDL ve IgG gibi plazma proteinlerine ve damar duvari proteinlerine
baglanarak ikinci jenerasyon AGE’leri olustururlar. Bobrek hasarina bagl olarak
klirensleri azalan ve plazmada konsantrasyonlari1 artan AGE-peptidler DN’nin ve
kardiyovaskiiler komplikasyonlarin ilerlemesine katkida bulunur (31).

Bobrekte AGE birikimi ya dolasimdaki
reabsorbsiyonu sirasinda mezangiyal tutulmasi ile ya da diyabetik bobrekte yeni AGE
olusumuyla gerceklesir (164). Siiziilmiis AGE’lerin reabsorbsiyonunu yapan asil bolge
proksimal tiibiildiir; reabsorpsiyon proksimal tiibiiliin endolizozomal aparatinin katildig1
aktif bir siirectir (150). Tip 1 diyabetli hastalarda bobrek morfolojisindeki degisimden
once AGE birikiminin varlig1 saptanmis ve AGE birikiminin mikroalbliminiirinin
prediktorii oldugu one siiriilmiistiir. Diyabetik nefropatinin biyopsi bulgulari ile AGE
birikimi ve mikroalbliminiiri arasinda dogru orantili bir iligki bulundugu gosterilmistir
(129).

Ileri glikasyon hiperglisemiye bagli doku hasarinda etkin tek mekanizma
degildir. AGE’ler tek baslarina veya diger patolojik yollarla ilgkili olarak diyabetik
komplikasyonlara neden olabilmektedir. AGE’lerin hiperglisemi yoklugunda dahi

olustuguna dair gii¢li kanitlar vardir. Diyabetik nefropati patogenezinde ileri

AGE »p
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glikasyonun primer mekanizma oldugu One siiriilmektedir. AGE birikiminin
azaltilmasina yonelik girisimlerin diyabette renoprotektif oldugu gosterilmistir (79).

Bu tez calismasinda tip 2 diabetes mellitusda nefropati varliginda plazma AGE
diizeylerinde artis olup olmadigr arastirilmigtir. Diyabetik hastalarin nefropatili alt-
grubunda nefropatisiz alt-gruba gore plazma AGE-peptid diizeyinin anlamli derecede
yliksek oldugu saptanmistir. Bu tez ¢calismasinda incelenen parametreler arasinda, AGE-
peptid diizeyi nefropatili ve nefropatisiz diyabetik gruplar arasinda tek anlamli farklilik
gosteren parametredir.Kan glukoz , HbAlc degerleri bakimindan farklilik géstermeyen
nefropatili ve nefropatisiz diyabetik gruplar arasinda sadece AGE-peptid diizeylerinin
farkli saptanmis olmasi carpici bir bulgu olarak dikkati ¢ekmektedir. Nefropatisiz
diyabetik grupta bes aylik slire sonunda AGE diizeylerinde artis oldugu ; ancak
B1+B6 vitamin kombinasyonu veya B6 vitamini verilen nefropatili diyabetik grupta
ise bu artisin olmadig1 goézlenmistir.Nefropati varlifinda arttigin1 saptadigimiz plazma
AGE-peptid diizeyinin bes aylik siire sonunda artis géstermemesi uygulanan vitamin
tedavisinin ileri glikasyon iizerindeki etkinligini dolayli olarak ortaya koymaktadir.
Beklendigi tlizere vitamin tedavisine bagli olarak TPP ve PLP diizeylerinin anlamh
derecede yiikselmis oldugu goriildii.

Suda c¢oOziinen vitaminlerden olan B grubu vitaminleri ¢esitli metabolik
reaksiyonlarda ve enerji liretiminde gorev alan enzimlerin kofaktdrleri olarak gereklidir
(38).

B grubu vitaminlerinden olan tiyaminin aktif formu tiyamin pirofosfat, sitozolik
transketolaz, piriivat dehidrojenaz ve mitokondriyel dehidrojenazlar, -ketoglutarat
dehidrojenaz ve dall1 zincirli ketoasid dehidrojenazin kofaktoriidiir (31,101,102 ).
Tiyaminin deneysel diyabet modellerinde orta diizeyde eksikligi saptanmis ve bu
eksikligin renal klirensin artisina bagli oldugu one siirilmiistiir. (74). EASD
sempozyumunda diyabette orta diizeyde tiyamin eksikligi oldugu, bu eksikligin
giderilmesi gerektigi bildirilmistir.Hastalara giinde 250-300 mg tiyamin verilmesi
onerilmisitir (19).

Tiyamin eksikliginde hiperglisemide glukoz girisinin insiiline bagimli olmadig,
intraselliiler hipergliseminin var oldugu ve glikolizin artis gosterdigi hiicrelerde
piriivatin  asetil CoA ya doniisiimii ve sitrik asit dongiisiinde oksidasyonunun
azalmasina bagli olarak piriivat, laktat ve trioz fosfatlarin konsantrasyonu artmaktadir

(31,101,102). Tiyamin,diyabette intraselliiler hiperglisemiye bagl olarak artan glikolizi,
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glikolitik metabolitleri pentoz fosfat yoluna kanalize ederek inhibe
etmektedir.Glikolizin {i¢ karbonlu metabolitleri glukozdan daha aktif glikasyon
ajanlaridir. Gliseraldehid 3-fosfat (GA3P) proteinleri glukozdan 200 kez daha fazla
reaktif olarak glikozilleyen bir trioz fosfattir.

Diabetes mellitusda endotel hiicrelerinde intraselliiler hiperglisemiye bagl olarak
mitokondride reaktif oksijen radikallerinin ve AGE’lerin olugsumu artmaktadir. Non-
enzimatik olan ve kontrolsiiz ilerleyen oksidasyon ve ileri glikasyon birbirine eslik
eden ve biri digerini artiran siireglerdir. Diabetes mellitusda glikoksidatif hasar s6z
konusudur. Tiyamin, 6nemli bir hiicresel antioksidan olan glutatyon diizeylerini de
artirmaktadir; tiyamin pentoz fosfat yolunu aktive ederek glutatyonun rediiksiyonunu
saglayan NADPH iiretimini artirmaktadir (121). Glutatyon konsantrasyonunun artmast
ile antioksidan savunma gii¢lenirken yiiksek derecede reaktif glikasyon ajani olan
metilglioksal detoksifikasyonu da artmaktadir. Diyabette yiiksek doz tiyamin tedavisi
ile metilglioksal birikiminin 6nlendigi saptanmistir.(74) Oksidatif stresin arttigi bu
kosullarda pleitropik bir transkripsiyon faktorii olan NF_ aktivasyonu da artmaktadir.
Glikolitik metabolitlerden diagilgliserol sentezinin arttig1 kosullarda protein kinaz C
aktive olmaktadir. Tiyaminin bu siirecleri dnleyerek AGE olusumunu azalttig1 6ne
stirlilmiigtiir (121).

Nefropatili STZ diyabetik sicanlarda yapilan bir caligmada, 24 hafta yiiksek doz oral
tiyamin tedavisiyle mikroalbiiminiiri ve proteiniirinin ortadan kalktig:
saptanmistir. Yiiksek doz tiyamin tedavisiyle incipient nefropatinin onlenebilecegi
bildirilmistir (12).

Aminoguanidin ile tiyaminin etkilerinin karsilagtirildig1 bir ¢alismada tiyaminin
AGE diizeylerini diisiirmede daha etkili oldugu saptanmstir (21).

Bu tez projesinde diyabetik nefropatili hastalarda B1 vitamini ile tedavinin protein
glikasyonu iizerine etkili olup olmadiginin incelenmesi amaglanmis ve nefropatili
diyabetik hastalarin bir kismina sadece B1 vitamini bir kismina da plasebo verilmesi
planlanmisti.Ancak tez c¢alismasina basladiktan sonra ,sadece B1 vitamini i¢eren
preparatin imalattan kaldirilmis oldugu 6grenildi.Bu durumda B1 ve B6’y1 birlikte
iceren vitamin preparati (250 mg tiyamin HC1 ve 250 mg piridoksin HCI) ve plasebo
olarak da B6 vitamini preparati verildi.B6 vitamininin de glikasyonda etkili olabilecegi
ongoriildiigiinden , B1 ve B6 vitaminlerinin birlikte kullanim1 ile B6 vitamininin tek

kullaniminin etkileri karsilastirildi.
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B6 vitamerlerinden olan piridoksaminin in vitro kosullarda AGE olusumunu inhibe
ettigi; hiperglisemik ve hiperlipidemik hayvan modellerinde proteinlerin kimyasal
modifikasyonunu inhibe ettigi gosterilmistir(164). Piridoksamin, Amadori {iriiniiniin
AGE’lere donlisiimii agamasinda etkilidir.

Serbest karbonil grubuna sahip olan piridoksal fosfatin ise karbonil gruplu glikasyon
ajanlar1 ile yarigsarak proteinlerin serbest amino gruplarina baglandig1 ve bu sekilde
glikasyonu erken asamada (Schiff baz) inhibe ettigi bilinmektedir (113). Bu bilgi ile
uyumlu olarak ¢alismamizda da nefropatili grubun B6 vitamini verilen alt grubunda
HbAlc diizeylerinde azalma oldugu saptanmistir.Ancak, B1+B6 vitamini verilen
nefropatili grupta bu etki goriilmemistir.

Bu ¢alismada nefropatisiz ve nefropatili diyabet gruplarinin C-peptid diizeyleri de
Olclilmistiir. Hepatik metabolizmast olmayan C-peptidin insiiline gore , hiicre
fonsiyonlarinin daha iyi bir gostergesi oldugu one siiriilmiistiir. Ayrica son zamanlarda
yapilan ¢aligmalarda C-peptidin bazi biyolojik etkileri oldugu gosterilmistir. C-peptidin
kisa donem infiizyonunun , tip 1 diyabetin ortaya ¢ikisindan sonra erken donemde
glomeriiler hiperfiltrasyonu azalttig1 gosterilmistir (118,142) Hayvan calismalarinda C-
peptid verilmesiyle liriner albiimin ekskresyonunda (UAE) azalma goriilmiistiir. Yine
C-peptid infiizyonunun iskelet kasi ve deride kan akisini artirdigi, kan akisini
giiclendirdigi gozlenmistir (75,76). Diyabetik nefropatili hastalara kisa donem C-peptid
inflizyonu ile otonom sinir fonksiyonlarinda diizelme goriilmistiir (72). Tip 1 diyabetli
hastalarda yapilan bir ¢caligmada ii¢ ay siireli kombine C- peptid ve insiilin tedavisiyle
renal fonksiyonlarin diizeldigi, UAE azaldig1 ve otonom ve duysal sinir fonksiyon
bozuklugunun iyilestigi saptanmistir (72).

Caligmamizda ,bobrekler tarafindan dolasimdan temizlenen C-peptidin plazmadaki
diizeyinin nefropatili ve nefropatisiz diyabetli hastalar arasinda farklilik gosterip
gostermedigi ve Bl ve B6 vitaminleri ile tedavinin nefropatili hastalarda plazma C-
peptid diizeyleri iizerine olasi etkileri arastirilmistir. C-peptid diizeyleri agisindan
nefropatili ve nefropatisiz hastalarda farklilik olmadigi saptanmistir. Diyabetik
hastalarda nefropati yoklugunda plazma insiilin ve C-peptid diizeyleri arasinda
saptadigimiz korelasyonun (r=0,521*%*) nefropati varliginda bulunmadig1 goriildii.

Gerek B1+B6 kullaniminin ve gerekse B6 kullaniminin nefropatili hastalarda
plazma C-peptid diizeylerini artirdig1 saptandi. Bu bulgu B1+B6 /B6 kullanimina bagl
olarak C-peptid diizeyinin arttigin1 géstermektedir. C-peptidin yukarida belirtilmis olan
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yararl etkileri goz Oniine alindiginda, B1/B6 vitamin kullaniminin C-peptid diizeyini
artic1 etkilerinin onemli oldugu goriilmektedir. Diyabetik nefropatide B1/B6 vitamin
kullaniminin C-peptid diizeylerini artirict etkilerinin klinik 6nemi ileri ¢aligmalarla
arastirilmalidir.

Sonug¢ olarak bu tez ¢aligmasinda, plazma AGE-peptid diizeyinin nefropatili
diyabetik hastalarda, nefropatisiz diyabetik hastalardan daha yiiksek oldugunu
saptanmistir. Nefropatili ve nefropatisiz diyabetik gruplar arasinda kan glukoz ve
HbAlc degerleri bakimindan farklilik saptanmamistir ve incelenen parametreler
arasinda, plazma AGE-peptid diizeyi nefropatili ve nefropatisiz diyabetik gruplar

arasindaki tek anlamli farklilik gdsteren parametredir.

Diyabetik nefropatisi olmayan ve vitamin tedavisi uygulanmayan hastalarda
plasma AGE-peptid diizeyleri bes aylik siire icinde artis gosterdigi halde B1+B6
vitamin kombinasyonu veya B6 vitamini verilen nefropatili diyabetik hastalarda bu
artisin olmadig1 gozlemi uygulanan vitamin tedavisinin ileri glikasyon iizerindeki
etkinligini dolayli olarak ortaya koymaktadir. Bu nedenle B1 ve B6 ile ilgili

caligmalarin devam ettirilmesi gerektigi inancindayiz.
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