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OZET

Tip 2 Diyabette Kan FFA, Desniitrin ve Resistin Diizeyler ile
Kardiyovaskiiler Risk Belirtecleri Arasindaki Iliski

Amac: Normalden prediyabete ve prediyebetten Tip-2 diyabete gecis siireclerinde
kandaki Desniitrin, Resistin, FFA ve Malonil-CoA’nin degisimini belirlemek ve bu analitlerin
karakteristik bir degisim gosteren bir biyobelirte¢ olup olmadiklarinin belirlenmesidir. Ayrica

belirtilen bu analitler ile kardiyovaskiiler risk belirtegleri arasindaki iligskiyi aragtirmaktir.

Materyal ve Metot: Calismaya saglikli 30 (8E), obez- pre diyabetli 29 (2E) ve obez-
tip 2 diyabetli 27 (2E) kisi dahil edilmistir. Subjelerin aglik kan glukoz, total kolesterol, HDL-
kolesterol, LDL-Kolesterol ve trigliserid diizeyleri klinik kimyasal yontemlerle, insiilin
diizeyleri kemiliiminesans yontemiyle, HbAlc diizeyleri HPLC yontemiyle, Desniitrin,

Resistin, FFA, Apo B100, APO A-I, Lp(a) ve Malonil-CoA ELISA yo6ntemi ile 6l¢iildi.

Bulgular: Hasta grubu ile kontrol grubu karsilagtirildiginda total kolesterol, LDL-
kolesterol, trigliserid, glukoz, insiilin ve HbAlc degerleri hasta grubunda yiiksek bulundu.
Hasta grubunda APO A-1, FFA ve Malonil-CoA diizeyleri kontrol grubuna gore anlaml diisiik
bulundu. Tip 2 diyabet grubunun desnutrin diizeyleri, pre-diyabet grubunun sonuglarina gore
anlamli diisiik bulundu. Resistin ile HbAlc arasinda negatif korelasyon gozlenirken ApoAl,
Malonil-CoA, Desnutrin ve FFA arasinda pozitif korelasyon vardi. Ayrica Desnutrin ile

ApoAl, Resistin ve FFA arasinda pozitif korelasyon bulundu.

Sonug: Resistinin normalden Pre-diyabete gegiste arttig1 ve Tip 2 diyabet siirecinde bu
seviyelerde kaldigi belirlendi. FFA ve Malonil-CoA diizeylerinin Tip 2 diyabete gegiste
diistiigii; ayrica Desnutrin’in bazal konumdan pre-diyabet evresine gegiste 6nemli derecede
arttig1 ve pre-diyabet evresinden Tip 2 diyabet evresine gegiste seviyelerinin diistiigli tespit
edildi.

Anahtar Kelimeler: Desnturin, FFA, Malonil-CoA, Resistin, Tip 2 Diyabet



ABSTRACT

Blood FFA, Desnutrin and Resistin Levels in Type 2 Diabetes and The
Relationship Between Cardiovascular Risk Markers and These Analytes

Aim: The aim of the study is to determine the change of Desnutrin, Resistin, FFA
and Malonyl-CoA in the blood during the transition from normal to prediabetes and from
prediabetes to Type-2 diabetes and to determine whether these analytes are a biomarker
with a characteristic change, and also to investigate the relationship between these
analytes and cardiovascular risk markers.

Materials and Methods: The study included 30 healthy (8 M), 29 (2 M) pre-
diabetic and 27 (2M) people with type 2 diabetes. Subjects' fasting blood glucose, total
cholesterol, HDL-cholesterol, LDL-Cholesterol, and triglyceride levels were determined
by clinical chemical methods, insulin levels by chemiluminescence method, HbAic levels
by HPLC method, and Desnutrin, Resistin, FFA, Apo B100, APO A-I, Lp(a), and
Malonyl-CoA by ELISA method.

Results: When the patient group and the control group were compared, total
cholesterol, LDL-cholesterol, triglyceride, glucose, insulin and HbAlc values were found
to be higher in the patient group. APO A-I, FFA and Malonyl-CoA levels were found to
be significantly lower in the patient group compared to the control group. Desnutrin levels
of the type 2 diabetes group were found to be significantly lower than the results of the
pre-diabetes group. There was a negative correlation between Resistin and HbAlc, and a
positive correlation between ApoAl, Malonyl-CoA, Desnutrin and FFA. A positive
correlation was found between Desnutrin and ApoAl, Resistin and FFA.

Conclusion: It was determined that resistin increased during the transition from
normal to pre-diabetes and remained at these levels during Type 2 diabetes. FFA and
Malonyl-CoA levels decreased in the transition to Type-2 diabetes; It was also found that
Desnutrin increased significantly in the transition to pre-diabetes and decreased in the
course of type 2 diabetes.

Key Words: Desnturin, FFA, Malonyl-CoA, Resistin, Type 2 Diabetes
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1. GIRIS

Diyabetes mellitus aglik kan sekerinin yiiksekligi ile karakterize olan, retinopati,
nefropati, noropati ve kalp krizi hastaliklarinin 6nemli bir nedeni olan metabolik bir
hastaliktir.! Bir kisiye diyabet (esas olarak tip 2) teshisi ne kadar erken konursa, kisinin
bobrek yetmezligi, korliik ve dolasim sorunlarina bagli uzuv amputasyonlar1 gibi birincil
olumsuz sonuglarina maruz kalmama sansi o kadar artar. Diyabette etkili bir tedavi
uygulanabilmesi i¢in 6ncelikle tip 2 diyabet tanisinin erken konulmasi biiyiik 6nem arz
etse de hastalifin sinsi seyretmesinden dolay1 teshisin ge¢ konuldugu bilinmektedir.
Genis kapsamli bir calismada diyabet tanist konulan hastalarin 1/5’inin tan1 konuldugu
anda HbA1c¢ seviyelerinin %8’in iizerinde oldugu bildirilmektedir.?

Diyabetin prediyabetik asamada uzun siireli gizli seyri sirasinda bir erken tani
biyobelirtecin belirlenmesi 6nemlidir ancak kullanilmakta olan biyobelirtecler, diyabet
etiyolojisinin karmasikligi karsisinda yetersiz kalmaktadir.® Klinikte prediyabet ve
diyabeti teshis etmek i¢in kullanilan en yaygin biyobelirte¢ olan HbAlc nin ¢ok 6nemli
limitasyonlar1 bulunmaktadir.* Diyabet olmayan kisilere kiyasla diyabetik hastalarda
eritrosit ortalama yasam siiresinin 3 aydan az oldugunun gosterilmis olmas1® , genetik
faktorlerden kaynakli sebeplerden dolayr farkli topluluklarda diizeylerinin homojen
olmamas1®, orak hiicre anemisi ile talasemi gibi hemoglobinopatilerde ve evre 4 veya 5
kronik bbrek hastalig1 olan hastalarda yalanci diisiik sonuclarin alinmis olmasi1’ , demir
eksikligi ve diger azalmis kirmizi hiicre dongiisii durumlariyla baglantili olarak yanlis
sekilde yiiksek sonuglarin alinmis olmasi® énemli 6rneklerdendir. Ayrica aglik kan glukoz

seviyesi ile her zaman miikkemmel uyum gdstermiyor olmas:®

cogu calismada
HbA1c’nin, aglik plazma glikozu veya 2 saatlik plazma glikozu testinden daha az diyabet

hastas1 tanimlamis olmasi’® ! gibi sebepler HbAlc dlgiimiiniin diyabet tanisindaki



giivenirliligi 6nemli bir tartisma konusu olusturmaktadir. Tip 2 diyabet agisindan risk
altinda olan bireylerde hastaligin 6nlenmesi veya kontrol altina alinmasi, ilerlemesinin
yavaslatilmasi, hastaliga bagli komplikasyonlarin minimuma indirilmesi, yasam
kalitesinin arttirilmasi i¢in 6nlemlerin alinabilmesinin yaninda bu hastaliklarin meydana
getirdigi maddi yiikiin hafifletilebilmesi i¢in erken taniya katki saglayacak daha giivenilir
ve yeni biyobelirteclere ihtiya¢ duyulmaktadir.

Saglikli bir grubun, once pre-diyabetik ve ardindan tip 2 diyabetik evreye gecisini
kontrollii bir sekilde takip etmek zordur. Her bir evreye geg¢is siirecinde meydana gelen
degisikliklerin belirlenebilmesi ve takibinin saglikli bir sekilde yapilabilmesi i¢in aclik
kan sekeri, HbAlc ve lipit paneli gibi parametrelerin istikrarli bir sekilde uzun bir siireg
boyunca uygulanan periyodik taramayla belirlenip kayit edilmesi gerekir. Siirecin ¢ok
uzun olusu, hastaligin c¢ogunlukla sinsi seyretmesi, goniilli bulma zorlugu veya
goniilliilerin devamlilig1 gibi sorunlar g6z 6niinde bulunduruldugunda bir bireyin saglikl
déneminden baslayip tip 2 diyabet evresine gegisindeki degisiklikleri takip eden bir
caligmanin planlanmasi yerine pratik bir model olusturma yoluna bagvuruldu. Kontrol
grubu bir bireyin saglikli donemini, pre-diyabet grubu tip 2 diyabete hazirlik evresini ve
tip 2 diyabetik grup ise tip 2 diyabetin belirti ve bulgularinin goriildiigii evreyi yansitan
bir model olarak diisiiniildii. U¢ gruptan alinan aclik kanlarindan 6zelikle hem obezite
hem de tip 2 diyabetle yakindan iliskili olan Desnutrin, Resistin, Malonil-CoA ve FFA
parametrelerini analiz ederek bazal konumdan baslayip obeziter tip 2 diyabet evresine
girisle sonlanan siiregte diizeylerinin degisimini yansitabilmeyi hedefledik. Boylece
biyobelirteg olma potansiyeli tagiyan analitlerimizin gruplar arasinda olusan belirgin
diizey farkliliklarini kullanarak erken teshiste yararlanilabilecek bir parametre 6nermeyi
umut ettik. Ayrica diger kardiyovaskiiler parametrelerin de 6lgtimii yapilarak aralarinda

olas1 bir korelasyonu aci8a ¢ikarmayi amagladik.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. TIP 2 DIYABET

2.1.1.Tanim

Diabetes Mellitus, kan glukoz diizeyini diisiiren tek hormon konumundaki
insiilinin yetersiz salgilanmasi veya salgilansa da etkisinin yetersiz kalmasi nedeniyle
meydana gelen hiperglisemiyle karakterize olan metabolik bir hastaliktir.!? Tip 2 Diyabet
(T2DM) diinyada artik salgin olarak kabul edilen obeziteyle yakindan iligkili, her gegen
giin biiyliyen kiiresel bir saglik sorunudur. T2DM o6zellikle sanayilesmis toplumlarda
salgin boyutuna ulasmustir ve prevalansi her gegen giin artmaktadir.  Insan
popiilasyonunda mortalite ve morbiditenin en biiyiikk nedenleri arasindadir.’®
Hiperglisemi kontrol altina alinmadiginda zamanla kardiyovaskiiler sistem hastaliklari,
obezite, bobrek yetmezligi, retinopati ve sinir hasar1 gibi komplikasyonlara yol agan
kronik, metabolik bir hastaliktir.*

Hastaligin ilk formu olan Tip 1 Diyabet, kendini c¢ocukluk ¢aginin erken
evrelerinde (Juvenil Diyabet) gosterir ve belirtiler hizla ciddilesir. Langerhans
adaciklarinin B hiicrelerine karg1 meydana gelen otoimmiin saldirilar, viral enfeksiyonlar
veya toksinler, stres vs. ¢evresel bir uyaranin sonucunda olusan tahribat giderek biiyiir ve
nihayetinde mutlak insiilin yetmezligi ile son bulur. Aniden meydana gelen polifaji,
polidipsi ve poliiiri bulgularinin yaninda hastada A¢lik Kan Sekeri (AKS)’nin 126
mg/d’nin {istiinde olusu, diyabetik ketoasidoz ve hipertriagilgliserolemi karakteristiktir.'®
Hastalar hayatina devam edebilmeleri i¢in devamli insiilin enjeksiyonuna ihtiyag
duyarlar. Diyet alim1 ve insiilin dozu arasindaki ince dengenin hayat boyunca korunmasi
gerekir.

Diyabet hastalarinin bilyiik gogunlugunda ise, yiikselen glukoz degerlerini normal

diizeye ¢ekebilmek i¢in daha fazla insiilin salinimina sabep olmasiyla karakterize olan



insiilin  direnciyle baglayip daha sonralar1 yetersiz insiilin salinimmin glukoz
homeostazin1 koruyamamasi tizerine meydana gelen hiperglisemi durumu olan T2DM
16,17

gorulir.

Insiilin Hormonu
Insiilin, pankreasin B hiicrelerinde pre-proinsiilin formunda sentezlenen polipeptid

yapida bir hormondur. Endoplazmik retikulumdaki konformasyonel degisimle proinsiilin
doniistiiriildiikten sonra’® golgide C-peptid ve insiiline boliiniir'®, sitozoldeki vezikiillerde
uygun bir uyar1t geldiginde ekzositozla salinmak i¢in depolanir. Glukoza en duyarl
hiicrelerden olan B hiicreleri, membranlarinda sensér gorevi goren GLUT-2 tastyicilari
icerir ve kan glukoz diizeyi yiikseldiginde glukoz konsantrasyon farkina gore hiicre igine
hizla dolar. Glukokinaz enziminin katalitik aktivitesi ile glukoz katabolizmas1 ve ATP
tiretimi hiz kazanir. ATP/ADP oraninin artmasi, ATP duyarli potasyum kanallarini inhibe
ederek membranda bir depolarizyona ve nihayetinde voltaj duyarli Ca*? kanallarmin
acilmasina neden olur. Hiicre iginde Ca*? iyonunu konsantrasyonunun artmasi, insiilin
vezikiillerinin iceriginin ekzositozla kana bosalmasiyla sonuglanir (Sekil 2.1.).1% 2021
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Sekil 2.1. Pankreatik  hiicreleri tarafindan insiilin sekresyonunun, glukoz diizeyi ile
kontrol edilmesi



2.1.2. Tip 2 Diyabet Epidemiyolojisi

Tiirkiye’de T2DM nin prevalansi 90’11 yillarin sonunda yapilan Tiirkiye Diyabet
Epidemiyoloji (TURDEP-I) ¢alismasi sonuglarina gére %7.2 bulunmustur ve bozulmus
glukoz toleransi ise % 6.7 oldugu tespit edilmistir.?? 2010 yilinda TURDEP- Il
caligmasinin sonucunda ise diyabet siklig1 % 90 artig gostererek toplamda %13’ e ulastigi,
obezitenin %44 artig gosterdigi ve onceki ¢aligmaya gore diyabet gelistirme yasinin bes
yas daha erken basladig1 bulunmustur.?

Uluslararas1 Diyabet Federasyonu’nun (International Diabetes Federation, IDF)
2019 yilinda yaymlamis oldugu Diyabet Atlasi’na goére diinyada 2019 yilina ait diyabetli
sayisinin yaklasik 463 milyon oldugu tahmin edilirken bu say1 2030 yilinda 578 milyon,
2045 yilinda ise 700 milyona ¢ikmasi beklenmektedir.?* Tiirkiye'nin 2045 yilinda

yaklasik 10 milyon hasta ile diinya diyabet listesinde ilk ona girecegi tanmin ediliyor.
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Sekil 2.2. Diinyada diyabetli hasta sayisinin 2045 yilina kadar 6ngoriilen artis miktart

Diinyada T2DM prevalans ve insidansi 4 katina ¢ikaran ana faktorler arasinda
obezite, sedanter yasam, yliksek kalorili besin tiiketimi ve ortlama yasam siiresinin

artmasi yer alir.



2.1.3. Tip 2 Diyabet Tam Kriterleri

Diyabet tanisi igin kullanilan en ilkel metodlardan biri idrarda glukozun
Ol¢iilmesiydi ancak glukozun idrar ve kan 6rneklerindeki diizeylerinin korele olmamasi
plazma glukoz diizeyini 6ne ¢ikard1.?® Diyabet tanis1 glukoz diizeyi ile konuldugudan hata
kaynaklarini minimize etmek ig¢in pre-analitik siiregleri iyi yonetmek gereklidir. Kan
numunesi almirken uygun tiipler kullanilmali, miimkiinse tiipler glikolizi inhibe eden
sitrat ve floriir icermeli, numuneler alindiktan 30 dk igerisinde santrifiijlenmeli gibi
kurallara goz ard1 edilmemelidir.?®

Diyabet tanis1 konulurken 4 ana testten yararlanilir; AKS, Oral Glukoz Tolerans
Testi (OGTT), rastgele glukoz 6lgtimii ve glikolize hemoglobin Alc (HbAlc).

HbA:c, diyabet tanisinda kullanilabilecek bir parametre olarak 1997 yilinda
Amerikan Diyabet Dernegi (ADD) tarafindan kabul edildi.?’” Hemoglobinin glikasyonu,
glukozun hemoglobin proteinlerine enzimatik olmayan kovalent baglanmasinin bir
sonucu olarak ortaya ¢ikar. Bu test hemoglobin A1C zincirinin glikozilasyon ylizdesini
ifade eder ve ortalama olarak son {i¢ aylik siirecte kan glukoz diizeyinin ne 6l¢iide yiiksek
seyrettigini gosterir. Her ne kadar sik kullanilan parametreler arasinda yer alsada genetik
cesitliliklere bagli olarak bazi hastalarin ortalama eritrosit Omiiriiniin normalden kisa
olmasi, HbA1c ‘nin aglik kan sekeri ile her zaman uyumlu olmamasi ve tam otomatize bir
yontemle dl¢iilemiyor olmasi gibi sebepler teshisteki roliinii kisitlar.> % ° Ulusal Saglik ve
Beslenme inceleme Anketi verilerine gore taramalarda AKS’ nin, HbA1c’ye gore 1-3 Kat
daha fazla 6nceden teshisi konulmamus diyabet vakalarin1 yakladig1 gériilityor.28 2% 30

ADD, T2DM’nin tan kriterlerini ilk olarak 1997°de yaymlamis pesinden 1999
yilinda Diinya Saglik Orgiitii (DSO) kiigiik diizenlemeler yaparak onaylamigtir. 2003
yilinda ADD bozulmus aclik glisemisi terimini katarak gilincellemis ve son olarak bugiin

kullandig1 kriter ve referans araligimi 2010 yilinda olusturup yayimlamustir.3% 3233



Aclik kan sekeri diizeyinin126 mg veya daha yiiksek olmastyla, %6,5 veya daha
yiiksek bir HbA1c degeriyle, rastgele dlgiilen kan sekerinin veya OGTT testinde glukozun
dL basia 200 ve iistii bir deger ¢ikmasiyla teshis konulabilir. Taniy1 dogrulamak adina
testin sonraki bir giin tekrar edilmesi uygun goriiliir. ADD, major risk faktorleri olan

bireylere yilda bir kez T2DM taramasi yapilmasini Onerir.

Tablo 2.1. T2DM Tani Kriterleri ve T2DM Icin Yiiksek Risk

Kriter T2DM T2DM I¢in Yiiksek Risk
HbA:c >6.5% 6.0%-6.4%
5.7%6.4%
Aglik Kan Sekeri >126 mg/dL 100-125 mg/dL
OGTT (2 saatlik tokluk kan sekeri) ~ >200 mg/dL 140-199 mg/dL

Rastgele Plazma Glukoz Diizeyi >200 mg/dL

2.1.4. Tip 2 Diyabet Etiyolojisi

T2DM gelisimini destekleyen bircok faktdr vardir. Bunlardan biri de diyettir.
Yiiksek kalorili agir bir yemekten sonra kan glukoz diizeyi trigiseritten zengin ¢ok diistik
yogunluklu lipoprotein (VLDL), silomikron ve artiklar1 hiicre iginde oksidan
molekiillerin diizeyini arttirir. Ozellikle siiperoksit (O2") iiretimi T2DM patogenizinde rol
alan bes ana yolagi da aktive eder; ileri glikasyon son triinlerinin artan olusumu,
glikasyon son iirlinlerinin artan reseptor Uretimleri, protein kinaz C izoformlarinin
aktivasyonu, asir1 heksozamin aktivitesi ve poliol yolag1.3* 3% 3¢ Kan serbest yag
asitlerinin (FFA) diizeyinin artmasi, yan iriinleri vasitasiyla mitokondriyal elektron
trasnport zincirinde elektron akigini bozar ve bu FFA’lar mitokondriyal zarlara dahil
olduklarinda elektron kagaklarina neden olarak mitokondrilerde disfonksiyonu

destekler.?’



Sedanter yasam tarzi, kisith fiziksel aktivite ve sporsuz hayat diisiik seviyelerde
kronik sistemik inflamasyona sebep olabilir.®® *° nterlokin 6 (IL-6), interlokin 1(IL-1)
C-reaktif protein (CRP) ve tiimor nekrozis faktor- o (TNF-a)) gibi metabolik inflamasyona
sebep oldugu bilinen proinflamtuar molekiiller kana ve bazi dokulara salinir. *® Ozellikle
pankreas [-hiicrelerine karsi olusan bagisik yanitta rolii olan IL-1, B-hiicrelerinin
fonksiyonunu inhibe eder ve transkripsyon faktorii olan niikleer faktér —xB (NF-«xB) ‘yi
aktiflestirerek apopitozisi indiikler.*°

Insiilin ekzositozunu uyaran en énemli ikincil haberci cAMP’dir.*! Insiilin hiicre
i¢i Ca*? seviyesini arttirarak vezikiil mobilizasyonunu arttirir ancak Piirinerjik reseptér X
(P2X), priinerjik reseptor Y (P2Y), sarko-endoplazmik retikulum Ca*? -ATPaz (SERCA)
ve ryanodine reseptor kanali (RYR) da Ca*? iyonunun hiicre igine mobilizasyonunda
onemli katk1 saglar.*?

Glukoz homeostazisinin devamlilig1 i¢in insiilin sekresyonunun dengesi hassas bir
sekilde siirdiiriilmesi gereklidir. Bu da saglikl1 B- hiicre sayisinin korunumuna baglidir.
Asir1 beslenmeyle birlikte kontrol edilmeyen hiperglisemi ve hiperlipidemi, enflamasyon,
inflamatuvar stres, ER stresi, oksidatif stres ve amiloid stresi gibi toksik baskilara sebep
olarak pankreas adacik kaybma yol acabilmektedir.*® Uzanmus hiperglisemi, B-
hiicrelerinde pro-insiilin ekspresyonunu ve adacik amiloid polipeptit (AAP) sentezini
arttirir ve bu da hatali katlanmis insiilin ile AAP birikimi sonucu reaktif oksijen tiirlerinin
(ROT) iiretimiyle sonuglanir. ** Hiicrede meydana gelen bu degisim interlokin (IL)-1 B
seviyesini arttirarak makrofajlarin etkisiyle bolgesel adacik inflamasyonuna yol agar.*®
Ayrica Ca*? mobilizasyonu degisir, proapopitotik sinyaller artar, proinsiilinin mesajci

riboniikelik asit (NRNA) diizeyinde azalma goriiliir (Sekil 2.3.).%
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Sekil 2.3. B-hiicrelerinde disfonksiyona sebep olan mekanizmalar.

2.2. Tip 2 Diyabet, Obezite, Metabolik Sendrom ve KVH Arasindaki fliski

Obezite, T2DM, insiilin direnci ve plazma FFA diizeyleri arasinda kuvvetli bir
iligki vardir. T2DM patofizyolojisinde en 6nemli rolii obezite (viicut Kitle indeksi =[BMI]
>30 kg/m? ) oynar.*® 47 Obezite ilerledikge, preadiposit farklilasmasi bozulur ve olgun
adipositlerin yiizdesi azaldik¢a insiilin sinyaline verilen cevap azalir, glukoz alimi
diiserken adiponektin salmimi artar.*® Beyaz yag dokunun hacmi belirli bir diizeyin
tizerine ¢iktiginda kilcal damarlardan gelen oksijenin dokuya diffiize olma kabiliyeti
kisitlanir ve hipoksi meydana gelir.*® BMI arttikca T2DM tani yas1 diiser.>°

Abdominal asir1 kilo ve obezite prevalansinin artmasi, hipertansiyon ve
dislipidemi prevalans1 ile koreledir. Amerikan Kalp Dernegi’nin raporuna gore
abdominal obezite metabolik sendromun (MetS) artan prevalansindan baslica
sorumludur. Obeziteli bireylerin kardiyovaskiiler hastaliklar (KVH) ile daha erken yasta
tanigmalar1 ve normal kilolu insanlara gore ortalama Omiirlerinin kisa olmasi, obezitenin

KVH gelisimi igin gii¢lii bir risk faktorii oldugunu gosterir.>
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Sekil 2.5. Obezite ile T2DM arasindaki iliski

Dr. Reaven insiilin direncinin sadece T2DM patogenezinde degil ayn1 zamanda
KVH’larda rol oynayabilecegini diisiindii.>? 1998 yilinda X sendromu olarak da bilinen
MetS, abdominal obezite, bozulmus glukoz toleransi, yiiksek trigliserit diizeyleri, diisiik
yogunluklu lipoproteinin (HDL) diisiik diizeyleri ile karakterize olan kardiyovaskiiler risk
faktdrlerinin bir kiimesi olarak tanimlandi.>® Kendi basina bir hastalik olmayan MetS,

artmis hastalik riskine sahip bireyler i¢in semsiye olarak hizmet eder.

2.3. Adipoz Doku

Bilim diinyasi, adipoz doku (AD) hakkinda son otuz yila kadar pek bilgi sahibi
degildi ve tek gorevinin yag depolamak olduguna inanildig1 i¢in anatomi atlaslarinda dahi
yer verilmeyecek kadar nemsenmiyordu.®® Ancak giiniimiizde beyin ve karaciger gibi
diger organ ve dokularla yakindan iliskili olan istah, insiilin duyarliligi, lipit ve glukoz
homestazinin yaninda inflamasyon ve anjiyogenezde Onemli rolii olan endokrin ve

parakrin bir doku oldugu kabul ediliyor.
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Mezodermden koken alan yag doku® kahverengi yag doku (KYD) ve beyaz yag
doku (BYD) olmak iizere iki ¢esit oldugu kabul ediliyordu. Ancak gilintimiizde
kemirgenlerde ve insanda beyaz, kahverengi, bej, pembe ve sar1 olmak lizere 5 ¢esit
adiposit oldugu biliniyor (sekil 2.7.).%® KYD gebeligin ikinci trimesterin sonunda ortaya
cikar ve titreme yetenegi kazandirarak yenidoganlar1 soguktan korur. Yetiskinlerde KYD
boyun, omuzlar, serviks, aorta, bobrek, arka gogiis ve belli abdominal noktalarla
kisithdir.®” KYD ise birkag tane multilokiiler lipit igerigine sahip yiiksek mitokondri
yogunluguna sahip olan bir hiicre tipidir. KYD’ler mitokondrilerinde bulundurduklari
eslesmeyi bozan uncoupling proteinler (UCP) ile elektron tagima zinciri - ATP tiretimi
eslesmesini biribirinden ayririr nonshivering thermogenesis ile depolanmus trigliseritleri
depolamak yerine yakarak 1s1 iiretir. Enerji harcanmasindaki bu potansiyel rolii ile
viicutta yag birikimine karsit koruyucudur ve KYD aktivitesi ile viicut yag kitlesi ters
orantilidir.%® %° Ozellikle yenidoganlarda viicut 1sistnin korunmasi igin miktar yiiksektir.
KYD’nin ayrica insiilin duyarihiligim arttirarak insiilin direncini kirmada rolii vardir.%

BYD ‘de ikinci trimesterde doneminde gelismeye baglar ve dogumla birlikte hem
i¢c organ hem de deri alti depolarinda yayilim gosterir. BYD mitokondrisi nispeten az,
biiytik bir tek parga lipit damlacag ile dolu enerji depolayan hiicrelerdir. Lipit depolama
ve salimmin ana merkezi olmak, c¢esitli sitokinleri salgilayarak instilin duyarliligini,

glikoz homeostazini®: 62 63

ve beslenme davranisini diizenleyen bir endokrin organi
olarak islev gormek®* ® gibi fonksiyonlarla biyolojik siireglerde anahtar rol oynar. Ancak
BYD’nin en iyi bilinen islevi, fazla enerjiyi, daha yiiksek talep veya gida kithgi
durumunda tekrar salinabilen trigliseritler seklinde depolamaktir.

Bej yag dokusu, iskelet kasi, deri alt1 ve retroperitoneal beyaz yag dokularinda

yaygin olarak dagilir.®® Pembe yag dokusu, gebelik ve emzirme déneminde beyaz yag

dokusundan doniisen pembe adipositlerden olusan, siit iireten ve salgilayan bir alveol
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hiicresidir.%” Cocukluk doneminden sonra uzun kemiklerdeki kirmiz1 iligin yerini yavas
yavas yag dokusu alir ve bu da eller, ayaklar dahil olmak {izere distal iskelet i¢inde
benzersiz bir yag dokusu olan sar1 iligin olusumuna sebep olur. Bu sar1 renkli adipoz doku
bulunduklar1 bolgelerde salgiladiklar1 6zel faktorlerle hepatopoetik kok hiicrelerin

yapimini, yeniden yapilanmasini ve progenitor hiicrelere doniisiimiinii diizenleyerek

hematopoezde regiilator rol oynar.®

Lokasyon

Ozelligi

Fonksiyonu

Beyaz

8

Kahverengi

Pembe

ilik Yag Dokusu

>
@

Yaygin olarak i¢
organlarin gevresinde ve
deri alti dokuda yayilim
gosterir.

Temel olarak i¢
interskapuler
alandayayilim gosterir.

Erigkilerde omurga ve
kopruciik kemigine yakin
deri altinda yayilim
gosterir.

Hamilelik doneminde
beyaz yag dokudan
donastardlar.

Kemik iligi boslugunda
bulunur

Yag damlasi buyuktir
Mitokondri sayist
dusuktar.

Lipit damlaciklari
kugik ve gok sayida
Mitokondri sayisi
yuksek

* Lipit damlaciklan
kugik ve gok sayida
Mitokondri sayisi
yuksek

Yag damlasi buyuktir
Mitokondri sayisi
duguktar.

Yag damlasi blytiktar
Mitokondri sayist
duguktir.
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Sekil 2.7. Adipoz dokunun tipleri ve fonksiyonlari

Hematopoietik
homeostazi diizenler.
Osteogenez sirecini
duzenler.

Tam islevi hentiz
bilinmiyor

Yag dokusunun ana hiicre tipi adipositlerdir. Adiposit doku dinamik bir dokudur

ve her 15 yilda bir kendini tamamen yeniler.®® Biiyiimesi hem hipertrofi hem hiperplazi

ile olur.” Biiyiime konsunda diger hiicre gruplarindan ¢ok &ndedir, 30-40 um ¢apindan

100pum’nin {izerinde sisebilir ve hacim olarak on kat biiyiiyebilir.”*

Adipoz doku tek gorevi triagilgliserol (TAG) olarak depolama olan pasif bir doku

degildir. Adipoz doku enerji depolama, 1s1 yalitimi, enfeksiyon ve yaralanmalara karsi

mekanik bariyer olusturmanin

72

yaninda leptin ve adiponektin gibi hormonlari
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salgiladiginin kesfedilmesiyle ayn1 zamanda endokrin bir doku oldugu ortaya ¢ikmustir. ™
74,75,76

Olgun adipositler, genel enerji homeostazinda yer alan ¢ok sayida enzim, biiyiime
faktord, sitokin ve hormonu sentezler. Bunlar arasinda en 6nemlileri TNF-a, monosit
kemotaktik protein 1 (MKP1) ve strojendir. /" Adipositlerden salindig1 kanitlanmis istah
kontrolii ve enerji dengesinde gorev alan adipokin adiverilen sayis1 50’den fazla molekiil

vardir.

Sekil 2.8. insan beyaz yag dokusunun enine kesiti. (Her hiicre, ¢ekirdegi (kirmizi lekeli)
plazma zarma sikigtiracak kadar biiyiik bir yag damlacig1 (beyaz) igerir.)

Enerji dagiliminda merkezi bir rolii vardir. Metabolizmada enerji agig1
dogdugunda, adipositlerde depolanan TAG’lerin hidrolitik etkisi ile hizla mobilize edilir
ve enerji ihtiyacini karsilamak i¢in FFA’lar1 dolasima serbestlerler. FFA’larda karaciger,
kas ve renal korteks gibi dokularda oksidatif yakit elemani olarak kullanilir ve beyin i¢in
glukoz tasarrufu saglar.

TAG, yag dokusu sitozoliinde etrafi perilipin proteini ile ¢evrelenerek stabilize
edilmis yag damlaciklari formunda bulunurlar.”® Kan glukoz seviyesinin diismesiyle
seviyesi yiikselen katekolaminler, adrenokortikotropik hormon (ACTH) ve glukagon gibi
Adenil Siklaz aktivitesine sahip enzimler, Hormon Duyarli Lipaz (HSL) iizerinden

lipolizi uyarir.”® Bu enzimler hiicrede ilk olarak adenilat siklaz1 aktiflestirerek sitozolde
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3'-5'-halkasal adenozin monofosfat (cAMP) miktarini arttirir. cAMP ile aktiflenen protein
kinaz A (PKA), HSL enzimini fosforilleyerek aktiflestirir. PKA ayni zamanda yag
damlaciklarini etrafin1 kusatarak lipazlarin hidrolitik etkisinden koruyan perilipini de
fosforiller.8® Konformasyon degisikligine ugrayan perilipin, lipazlarin yag damlacag
icine rahatge girebilmesine izin verir. TAG’ler lipazlara kars1 savunmasiz hale gelir ve
lipoliz baslar. Tam tersine Insiilin hormonu ise cAMP seviyesinin diismesine neden
olarak anti-lipolitik etki meydana getirir.8 AD icerisinde lipoliz ve yeniden
esterifikasyon islemleri bir dongili halinde devam eder. Boylece AD, plazma TAG’si
yiikseldiginde bunun seviyesinin diismesi ve FFA’nin  dolagima salinimin
engellenmesiyle bir tampon gorevi goriir.%? Lipoliz sirasinda meydana gelen FFA’lar
diger dokularin kullanimina sunulmasi i¢in dolasima katilirken bir kismi1 yag dokuda
kalip yeniden esterlesebilir. AD’de TAG sentezi ve hidrolizi arasindaki dengesizlikler
ozellikle TAG birikimi obezite, insiilin direnci T2DM ve kardiyovaskiiler hastaliklar gibi
metabolik saglik sorunlarina neden olabilir.82 Bu nedenle lipolizde gorev alan enzimler
ve dolayistyla lipoliz hormonlarin siki kontrolii altindadir.

2.4. Desnutrin

Yakin zamandaki ¢aligmalar AD’deki lipoliz mekanizmasini aydinlatmadan 6nce
TAG’nin hidrolizini hiz smirlayic1 enzim olan HSL nin kontrol ettigine inaniliyordu.®®
Bu goriise gore lipolizin ilk basamagini HSL ger¢eklestirmekteydi. Ancak HSL {iretimi
baskilanmis farelerin normal viicut agirlig1 gosterirken yag kiitlesinin azalmaya devam
etmesi®* 8% 8. 87 ye AD’ de TAG miktarindaki azalmaya karsilik DAG birikiminin
artmasi®® lipolizdeki tek enzimin HSL olmadigim diisiindiirmiistiir. Bu sonuglara gore
lipoliz kaskadinda en az bir lipaz daha var olmaliyd1 ve enzimatik etkisi TAG hidrolizinin

birinci basamagina 6zgii olmaliydi.

14



2004 yilina gelindiginde birbirinden bagimsiz {i¢ ayr1 laboratuvar ekibi aranilan
bu lipaz1 farkli isimlerle tanimladilar. Villena ve ark.®® adiposit dokusunda eksprese
edilen genleri tanimlamak igin siganlar {izerinde yaptiklar1 bir ¢alismada 2.0 kb'lik bir
mRNA kesfettiler. Aclik sirasinda seviyesi artan bu mRNA nin {irettigi molekiiler agirlig
53.6 kD olan 486 amino asitlik proteinin trigliserit hidrolizinde artisa neden oldugunu
buldular ve Desnutrin adin1 verdiler. Patatin motifi olarak bilinen ve patates gibi bitkilerin
depo boliimlerinde de bol bulunan Glisin-X-Serin-X-Glisin (GXSXG) dizilerinin
desnutrin proteininin N-terminal bélgesinde varligi gosterildi. Bu diziler lipit hidrolaz
aktiviteyle iligkilidir. Enzimatik karakterinin arastirilmadigi bu ¢alismada desnutrini agiri
eksprese eden transfekte edilmis COS-7 hiicrelerinde TAG birikimini azaltmasindan yola
¢ikarak bunun bir lipaz olacagini diisiindiiler. Northern Blot analizi ile seviyesi belirlenen
Desnutrin mRNA’lar1 yag dokusundan bariz bir sekilde ¢alisilan diger dokulara gore daha
fazla eksprese edildigi kesfedilmistir. Aglikta gecici olarak indiiklenen ve yeniden
beslenmeyle miktar1 azalan desnutrinin obez farelerde normal farelere gore miktar
yaklasik %80 oraninda daha az oldugu goriilmiistiir.®8 Insiilin ile uyarilan glukoz alimini
incelemek icin kiiltiir ortaminda yaygin olarak 3T3-L1 adiposit hiicreleri kullanilir. Hiicre
kiiltirinde 3T3-L1 pre-adipositlerinde hiicreler olgunlasana kadar desnutrin {iretimi
olmadi ancak hiicreler farklilastiktan sonra 24 saat igerisinde liretim artti. Ayrica cAMP
aracili glukagon hormonunun desnutrin seviyesini arttirmasini beklerken glukokortikoid
deksametazonun takviyesinin Desnutrin ekspresyonunda artisa yol agtigin1 buldular.

Ayni yil iginde es zamanli olarak Zimmermann ve ark.8% HSL’nin 6zellikle DAG
hidrolizinden sorumlu oldugunu ve TAG’lerin ilk ester bagin1 hidroliz eden yeni bir lipaz
enzimini buldular. Bu enzimi Adipoz Trigliseti Lipaz (ATGL) olarak tanimladilar.
Arastiricilar ATGL antikorunun TAG hidrolizini %64 oraninda inhibe ettiklerini

buldular. Bu oran HSL iiretemeyen hiicrelerde %90 ‘1 buldu. Yine aynmi yil i¢inde
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Jenkins ve arkadaslar1 bulduklar1 proteine Kalsiyumdan Bagimsiz Fosfolipaz A>
(calcium-independent phospholipase A2 = IPLA2) admni verdiler.*® Tanimlanan bu ii¢
proteininde biribirleriyle ayni oldugu anlasildi.Desnutrin lipolizde ilk enzim olarak islev
goriirken HSL, TAG, DAG ve MAG hidrolizi yapabilen ¢ok yonlii bir enzimdir ancak

DAG hidrolizine olan 6zgiilliigii digerlerine gore yaklasik on kat daha fazladir.8!

desnutrin HSI. MG lipase

TG DG MG ——FFA

Sekil 2.9. Adipoz Doku Lipolizi

11p15.5 kromozomu iizerinde bulunan insan desnutrin geni, 504 amino asitlik
desnutrin proteinini kodlayan on ekzon igerir.”! Desnutrin proteininin sekans analizi ile
boliimleri incelendiginde 1-253 kalintilar arasinda ti¢ katmanl (o/p/a) sandvi¢ domain
alanina sahip oldugu goriilmistiir. 10-178 arasinda bulunan patatin benzeri bir fosfolipaz
alani, kendisi gibi fosfolipaz alan1 tasgiyan protein ailesinde oldugu gibi TAG, retinol ester
ve fosfolipid gibi lipitlere spesifik substrat 6zgilliigii tagiyan katalitik aktivitesiyle lipid
hidrolizinde 6nemli bir gérev alryor.%? Desnutrin, TAG’lerin sn-1 ve sn-2 pozisyonunda
bulunan uzun zincirli FFA'lart hidrolize ederken sn -3 konumunda bulunan yag asitlerini

hidrolize etmez.?

1 253
' 3-layer (o/B/a) sandwich —»
N =
T Tgfr 47 Asp l(?( ) T T ? ! T
210 | FOSE Sp: 100 s . Se Ser 428
Ile |(,”y24 = Leu 178 Val 315 Ile 364 Su:\-l()i i\.r f-?\ Leu 504
'( atalytic Phosphorylation
serine-aspartate sites
dyad S

Sekil 2.10. Insan desnutrininin tahmin edilen yapisinin ve etki alan1 organizasyonlarinin
sematik gosterimi
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Sitoplazmada lokalize olan desnutrin lipid damlaciklarinin iizerinde ve plazma

membraninda yerlesik olarak bulunur.%

Lipoliz ile lipogenez arasindaki dengenin
korunmasinda merkezi bir role sahip olan desnutrinin diizenlenmesi transkripsiyonel ve
post-translasyonel diizenlemeler ile ger¢eklesmektedir. Adiposit farklilagmasi siirecinde
PPAR-y, Desnutrin promotoriinde specificity protein 1 (6zgiilliik proteini 1) ile etkilesime
girerek mMRNA ekspresyonunu transkripsiyonel olarak indiikler.®* % Indiiklenen mRNA
ekspresyonuna uygun olarak, aglik tizerine yag dokularinda ATGL protein seviyeleri
artar.% Fat specific protein 27 (lipit spesifik protein 27) ve insiilin, erken biiyiime yaniti
transkripsiyon faktorii aile iiyelerinden biri olan erken biiylime yanit1 1’in (early growth
response 1 = Egrl) Desnutrin promotériine afinetisini modiile ederek transkript
seviyelerini diisiiriir.” ®®A¢lik durumunda transkripsiyonel aktivatérler olan interferon
regulatory factor 4 (interferon diizenleyici faktdr 4)°° ve forkhead box protein O1'in
(FoxO1)’in desnutrin promotoriine baglanmas1 artarken'® lipolizin en temel
baskilayicilarindan olan insiilin varhginda azahr.%® ' Insiilin, sirtuin 1 (SIRT1)
tarafindanda kontrol edilebildigi gosterilen FoxO1’in niikleer lokalizasyonunu
kisitlayarak adipositlerde desnutrin ekspresyonunu smirlandirir.'% Adipositlerde insiilin
uyarisindan sonra mechanistic target of rapamycin complex 1’in (mTORCL) aktive olur
ve Egrl araciligi ile® desnutrin ekspresyonunu transkripsiyonel diizeyde inhibe eder.%®
B-adrenerjik aktivasyon ile aktive edilebilmesinin yaninda'®? farelerde AMP ile
Aktive Olan Protein Kinaz (AMPK) veya PKA ile 406. ser kalintisi iizerinden
fosforilasyon yaparak aktivasyona katki sagladig1 gosterilmistir.2%® 104195 yzun zincirli
FFA’larin miktar1 arttiginda negatif feedback ile Desnutrin iizerinde inhibe edici etki
gosterirler.!% Desnutrin tiim bu kontrol mekanizmalar1 sayesinde, beslenme durumuna

bagli olarak tiim viicut FFA'sin1 ve enerji arzini1 kontrol eder.
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Sekil 2.11. Desnutrin (ATGL) tiretiminin kontrol mekanizmasi

Depo lipitlerinin lipolizinde anahtar rolii olan ATGL, tim viicut enerji
homeostazini etkilediginden bozulmus ATGL aktivitesinin metabolik hastaliklarla iligkili
olmas1 sasirtict degildir. KVH, T2DM, alkolsiiz yaghh karaciger hastaligi gibi
hastaliklarinda 6nemli bir risk faktorii oldugu biliniyor ancak olusum mekanizmasi ¢ok
karmagiktir ve en kabul goren temel sebeplerinden biri asir1 lipid depolanmasidir.1%” Lipid
depolanmasi diizeyini ise lipoliz ve lipgenezin hiicresel seviyedeki dengesi belirler.
Dengenin lipoliz lehine kaymasi obezite ve obezite ile iliskilendirilen hastaliklarin
gelisimine kars1 koruyucu bir etki gosterdigi anlasilmigtir, 1% 10°

Desnutrin, adipositlerde yliksek oranda eksprese edilir ve desnutrin aracili lipoliz,
aclik sirasinda enerji iiretimi FFA saglamak igin gereklidir.!’® TAG'in ¢ok daha az

miktarda bulundugu diger dokulardaki lipolizden iiretilen FFA'lar, 6ncelikle hiicre i¢cinde

metabolize edilir.
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2.5. FFA

Yag asitleri, 4 ile 36 arasinda karbon atomu igerebilen bir hidrokarbon zinciri ile
bir karboksilik asit zincirinden meydana gelir.*? Karboksil karbonundan sonra gelen
karbon atomlar sirasiyla a, B ve y olarak adlandirilirken zincirin en ucundaki karbona
ad1 verilir. Plazmada esterifiye olmamis form olan serbest yag asitleri seklinde
bulunurken, uzun zincirli yag asitleri plazmada albiimine nonkovalent bagli olarak taginir,
hiicre iginde ise yag asidi baglayan proteine bagli olarak bulunur.'? FFA’lar adipoz
dokuda TAG hidroliziyle veya plazma TAG’lerinin lipoprotein lipaz ile par¢alanmasiyla
ortaya ¢ikar. Kalp kaynakli lipoprotein lipaz enziminin Km degeri, AD’ deki izoziminin
onda biri civarinda oldugundan aglik durumlarinda kalbin FFA kullaniminm
kolaylastirir.*? Viicudun enerji dengesi FFA’larin AD’de depolanmasi ve mobilizasyonu
arasindaki dengeye baghdir.

FFA, iskelet kasinda oksidasyon i¢in glukoz ile rekabet ederek glukoz kullanimini
azaltir. ™! Insiilin sinyal iletimini bozan protein kinazlar1 uyarir ve ayrica kasta TAG
birikimine katkis1 olur.11?

Obez bireylerde artan yag kitlesiyle dogru orantili olarak salinan FFA miktari
arttig1 igin plazmadaki seviyesi genellikle yiiksek seyreder.!'® % Yag dokudan
serbestlenen FFA’lar periferal dokularda insiilin direncine katkida bulunabilir.*®
Hiicrelerin artan FFA'ya maruz kalmasi, insiilin reseptdr substratinin (IRS) serin
kalintilariin fosforilasyonunu inhibe eder. Bu fosforilasyon, insiiline tepki olarak IRS-
1'in tirozin fosforilasyonunu azaltir ve insiilin reseptorlerine baglanma kabiliyetini
kaybeder, boylece insiilin etkisini ve sinyalini inhibe eder.}'® Uzun zincirli FFA’lar

insiilin salinimu iizerinde kisa zincirlilere gére daha uyarici bir etki gosterir. !’
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2.6. Malonil-CoA

Yag asidi yikimi olan B-oksidasyon mitokondride gergeklesirken, sitoplazmada
gerceklesen sentez islemi farkli olarak ti¢ karbonlu bir ara {irin olan malonil-CoA ile
meydana gelir. Malonil-CoA, yag asidi sentezinin prekiirsoriidiir ve diizeyleri hormonlar
ve diyetle birlikte degisiklik gosterir. Krebs siklusunda sitrat molekiiliiniin
konsantrasyonu ihtiyagtan fazla artarsa, mitokondriyi terk edip sitoplazmaya ¢ikar ve
sitrat liyaz enzimi ile pargalanir okzaloasetat ve asetil-CoA’y1 meydana getirir.

Asetil-CoA molekiilleri yiiksek enerji sinyal molekiillerinin varliginda Asetil-CoA
Karboksilaz (ACC) enzimi ile Malonil-CoA’ya doniistiiriiliir. Piruvatin, piruvat
karboksilaz tarafindan karboksilasyonunda oldugu gibi koenzim olarak yine biotin
kullanilir. ACC’nin kataliz ettigi bu basamak yag asidi sentezinin kontrol basamagidir.
Malonil-CoA seviyelerini modiile eden bir diger etken malonil-CoA'nin tekrar asetil-
CoA'ya dontisiimiinii katalize eden enzim olan malonil-CoA dekarboksilaz (MCD)
enzimidir. Beslenme durumuna ve hormonal degisikliklere yanit olarak genetik ifade ile

diizenlenir.8

Acetyl-CoA

v

ATP ADP + P, MCP

CH,;-CO U S-CoA + HCO3 \ / » QOC-CH3-COMNS -CoA + H*

Acetyl-CoA bEotio Malonyl-CoA
Acetyl-CoA
carboxylase
FAS
FA
O
o O
. MCD Il
Sc—cH,—c” +H* ——— % C€Os+ CHs—C—5—CoA
Yol 5-CoA
Malonyl-CoA Acetyl-CoA

Sekil 2.22. a) ACC enzimi ile Malonil CoA iiretimi b) MCD enzimi ile Malonil
CoA’nin Asetil CoA’ya geri doniisiimi
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Sitrat molekiiliit ACC’nin allosterik aktivatorii olarak rol alirken uzun zincirli yag
acil koa molekiilleri enzimde inaktivasyona neden olur. Bir diger diizenleme
mekanizmasi geri doniisiimlii fosforilasyon ile olur. Yiiksek karbonhidrathi bir 6giin
sonras1 kan sekeri ve insiilin seviyesi yiikselir. Insiilin bagimli protein fosfataz enzimi
ACC enzimini defosforile ederek aktiflestirir ve Malonil-CoA yapiminmi1 hizlandirir.
Malonil-CoA, karnitin agil transferaz 1’i (KAT1) inhibe ederek karnitin mekigi ile
mitokondri igine yag asidi tasinimi mekanizmasini devre disi1 birakarak beta oksidasyonu
minimize eder. Tam tersine kan glukozunun diismesi iizerine glukagon miktarinin artmasi
PKA aktiflesmesini, sonrasinda bu enzimin ACC’yi fosforilleyerek inhibe etmesine yol
acar. Ayrica AMPK, disiik enerji sinyali olan AMP tarafindan uyarilarak ACC
fosforilasyonunu ve inaktivasyonunu destekler. Boylece malonil-CoA seviyesi diiser,
KAT1 {izerindeki baski kalkar ve yag asitlerinin B oksidasyonla ATP eldesi i¢in
mitokondri igine girmesi kolaylasir. Bu diizenleyici mekanizmalar sayesinde birbirine zit

iki ana yolagin (lipogenez ve lipoliz) ayn1 anda devam etmesi dnlenmis olur.

Dietary N High blood Low blood
carbohydrate glu?ose glu?ose Fatty acyl- CoA

oi i ac;?-tg)A carnitine

TInsulin 1 Glucagon -

i i acyl- -
e #e ,x® transferase 1 Carnitine
@ s 0 =
phosphatase e PKA o’ll Fatt | Fatty
atty acyl- L
AMPK ,” car}r;itirre acyl-CoA
7
P. ’ lFADH2
//
,/
o | |
Glucose W Acetyl-CoA Malonyl-CoA B oxidation
pyruvate . lNADH
dehydrogenase lmummp
complex
Fatty acids
Acetyl-CoA
Fatty acid Fatty acid ) .
synthesis B oxidation Mitochondrion

Sekil 2.23. Karbonhidrat ve lipit metabolizmasi iizerinde Malonil-CoA’nin etkisi
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Hipotalamus, besin alimi ile enerji tiikketimi arasindaki dengenin siirdiiriilmesinde
ana aktor olarak gorev alir. Malonil-CoA’nin lipoliz ve lipogenez dengesinde kavsak bir
molekiil olmasinin yaninda hipotalamustaki seviyeleri istah merkezini uyarir ve besin
alimini arttirarak veya azaltarak kilo degisimine katki vermektedir. Giiglii bir yag asit
sentezi inhibitérii olan C75  (cerulenin and a synthetic compound) farelere
intraserebroventrikiiler veya periferik olarak uygulandiginda yag asidi sentezinde azalma
ile malonil CoA seviyesinde artmanin yaninda gida aliminda da belirgin bir azalma
goriilmiistiir.*° Hipotalamustaki malonil-CoA birikimi tokluk hissi meydana getirir ve
kilo kaybina sebep olur.?°

2.7. Resistin

Resistin insan ve farelerde pleiotropik role sahip olan, sirkiiler dolasimda bol
miktarda bulunan kiigiik bir salgi proteinidir. Resistin, sistein amino asidinden zengin
resistin benzeri molekiil ailesine (resistin-like molecules) dahildir ve hormon benzeri bir
etki gosterek inflamatuar siireclere katkist olan bir proteindir.!?t 122 Resistinin
insanlardaki biyolojik aktivitesi tamamen aciga kavusturulamamustir ancak giincel
calismalar kronik inflamasyon ve metabolik sendrom ile yakindan iligkili oldugunu
gosterir.}2

flk olarak 2001 yilinda Steppan ve ark.** tarafindan o6zellikle fare yag
dokusundan sentezlenip kana sekrete edildigi kesfedilen Resistin’nin genetik ve diyete
bagli obez farelerde kan diizeyleri belirgin bir diizeyde yiiksek bulunmustur. Bu bilgiler
1s181nda obezite ile diyabet arasinda bir baglanti olabilecegi diisiiniildii. Bu ¢alisma ekibi
resistin proteinini (32 pg/fare) C57BL/6J farelerine intraperitoneal olarak uyguladiginda,
glukoz homeostazinin ve insiilin etkisinin bozuldugu goriildii. Daha sonra yapilan fare

obez ve diyabet modellerinde resistin seviyelerinin yiiksek bulunmasi ilgi uyandird:.?
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mResistin: 1 MEKNLSFPLLFLFFLVPELLGSSMPLCPIDEAIDKKIKQDFNSLFPNAIKNIGLNCWTVSS 60
MK L + LL + L LL SS LC ++EAI+++ ++ SL ATl +IGL € +V+S
hResistin: 1 MKALCLLLLPV--LG--LLVSSKTLESMEEAINERIQEVAGSLIFRAISSIGLECQSVTS 56

mResistin: 61 RGKLASCPEGTAVLSCSCGSACGSWDIREEKVCHCQOCARIDWTAARCCKLQVAS 114
RG LA+CP G AV [C+CGSACGSWD+R E CHCOCA +DWT ARCC++Q
hResistin: 57 RGDLATCPRGFAVTGCTCGSACGSWDVRAETTCHCQCAGMDWTGARCCRVQP 108

Sekil 2.12. Insan ve Fare Resistinlerinin amino asit diziliminin karsilastiriimasi

Insanda, pre-polipeptid prekiirsdriinden 108 amino asit iceren 12,5 kDa molekiil
kiitlesine sahip olgun bir resistin proteini meydana gelir.}?® 12" C- terminalinde disiilfit
acisindan zengin bir  sandvi¢ bas boliimii (CX 11 -CX g -CXCX 3 -CX 10 -CXCXCX g -
CC-X 4 - ) ile a-sarmal yapisina sahip bir N- terminal kurugun olusturdugu iki ana
bolmeye sahip bir proteindir.*® Fizyolojik olarak kan diizeyleri 7-22 ng/ml araliginda
seyreder. Resistin konsantrasyona bagli olarak fizyolojik ve patolojik etkilerinden
sorumlu olan geri doniigiimlii konformasyonel degisiklikler gosterir ve kanda birden fazla
resistin formunda bulunur.!?!: 128 insanda iki ana formundan biri 45kDa molekiiler
agirhigina sahip bir trimer digeri ise 660 kDa’luk bir oligomerdir. Bu baskin formlar,
TNF-o, IL- 1B, -6, -8 ve -12 sekresyonunun uyarilmasi, ROT {iretilmesi gibi etkilerinin
yaninda MKP1‘in salinmasi ve B hiicrelerinde NF-kB‘nin diizeyinde artisa neden olur.
123,129,130 Resistin, Toll Like Reseptor 4 (TLR4) ve Adenylyl Cyclase-Associated Protein

1 (CAP1) reseptorlerine baglanarak etkilerini gosterebilirler.
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Sekil 2.13. Insan resistininin yapis1 ve reseptorlerinin sematik diyagrami

Insan ve fareler iizerindeki karsilastirma calismalari celiskili sonuclar {iretmistir.
Fare ve insanlardaki mRNA doku dagilimlar1 karsilastirildiginda insan yag doksunun
farelerinkinden 250 kat daha az {iretim yaptig1 bunun yerine resistinin insanda birincil
akut 16semi hiicrelerinde ve U937 ile HL60 miyeloid hiicre dizilerinde bol miktarda
iiretildigi gosterilmistir.*! Ayrica insanda iiretilen 108 amino asitlik protein, 114 amino
asitlik fare proteininden yapisal olarak farklilik gdsterir ve sadece %55’i 6zdestir.12® 132
133 Fare resistinlerinin 3’ucunda, PPARy, AP1 ve NF-kB gibi transkripsiyon faktorlerini
tanima motiflerine sahip bir intron bulunur. Insanda intronun bulunmamas: sebebiyle
resistin, PPARYy lizerinden etkisini gosteremez.

Insanda farkli etkileri olan Resistin, yag dokusundan ziyade biiyiik ¢ogunlukla

inflamatuvar durumlarda makrofajlar, nétrofiller ve akcigerler tarafindan iiretilen 125 134

135 insiilin etkisine kars1 koyarak glukoz homeostazini bozan kiiiik bir protein olarak

bilinir.!¥ Resistin geni obeziteye, insiilin direncine veya diyabete yatkinlikla ilgili
olmayan bir bdlge olan 19p13.3 kromozomunda bulunur.¥’

Resistin seviyeleri yiikseldiginde insiilin direnci indiklenir. Proinflamatuvar

etkiye sahip olan bu adipositokinin obezite ve insiilin direncinin patogenezinde tartismali
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bir role sahiptir.’*® Insan resistin geni aktarilmis transgenik farelerde resistin seviyesinin
yiikselmesinin akabinde adiposit dokularda enflamasyon, artmis lipoliz ve insiilin

direncinin diizeyini arttiric1 bir FFA birikimi tablosu ortaya ¢ikmustir. 13

Resistin Kardiyovaskiiler Sistemle Iliskisi

Metabolik sendromu meydana getiren temel nedenler arasinda yer alan insiilin
direnci ayn1 zamanda kardiyovaskiiler hastaliklar i¢in de bir risk faktoriidiir.

Verma ve ark.1*° 2003 yilinda resisitinin insan endotel hiicrelerini in vitro olarak
uyardigini bulmuslardir. Calismalarinda rekombinant resistin, endotel hiicrelerinde
endotelin-1 mRNA ekspresyonunu ve protein sekresyonunu arttirdigi gibi vascular cell
adhesion molecule-1 (VCAM-1) seviylerini yiikseltirken tumor necrosis factor receptor-
associated factor-3 (TRAF-3) ekspresyonunu azaltmistir. Bu etkiler resisitinin
kardiyovaskiiler sistem hastaliklarina endotelyum aktivasyonuyla katki sagladiginmi
gostermektedir. Resistin ayrica makrofajlarda lipid birikimini arttirarak kopiik hiicre

41,

olusumunu arttirir. !t 142 Yiikselen resistin seviyelerinin aterosklerotik plaklarin

boyutunda bir artisa neden oldugu ** ve Koroner Arter Hastalig1 ile bir baglantisinin

oldugu gosterilmistir. 144 14°

2.8. Kardiyovaskiiler Risk Belirtecleri

2.8.1. Kolesterol

Tim hayvan hiicre zarlarmin temel bileseni olan kolesterol zar akiskanligini
diizenlerken, steroid yapidaki hormonlarin prekiirsérii olmak, D vitamini sentezinde rol
almak, yaglarin sinidirimi ve lipofilik vitaminlerle birlikte emiliminde gorev almak gibi
viicutta hayati roller iistlenir. Kolesteroliin halka yapist agilmaz, temel besin maddeleri
gibi CO2 ve HxO’ya yikilamaz. Kolesterol ve kolesterol esterleri diger yaglar gibi

hidrofobik karakterde olduklari i¢in kanda HDL, IDL, VLDL, LDL gibi liporoteinlerle
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paketlenmis bir sekilde tasmirlar.1*® Diyetle alinabildigi gibi endojen olarak da sentez
edilebilir.*? Disaridan kolesterol alimi endojen sentez yolagimi baskilar. Sentez veya
disaridan alim ile tiiketim arasindaki denge bolzuldugunda kan damarlarinin daralmasiyla
neticlenen bir lipit birikimi meydana gelebilir.** Bu yiizden endojen ve ekzojen kaynakli
toplam kolesterol ile kullanilan miktar1 arasindaki denge korunmalidir. Ateroskleroz ve
kalp hastalilartyla birlikte sik anilir ve kandaki miktarinin artmas1 KVH ile
iliskilendirilmistir.

2.8.1.1. HDL-Kol.

Yiiksek yogunluklu lipoporetein en yiiksek yogunluga sahip en kiigiik hacimli
lipoproteindir. Protein icerigi yiiksek TAG igerigi ¢ok diisiiktiir. Hem karaciger hem
bagirsak tarafindan sentez ve salgi yapilan HDL, yeni iiretildiginde apo A ve serbest
kolesterol igeren disk yapidaki fosfolipit ¢ift tabakadan meydana gelir.!? Bagirsakta
tretilmis HDL kan dolstmimna katildiginda karaciger kaynakli HDL’den apo C-ll
(lipoprotein lipazin aktivatorii) ve apo E ‘yi transfer eder ki bu da silomikronlar ve VLDL
metabolizmasinda gerekli olmasi agisindan onemlidir.’> KVH’nin insidans1 HDL
konsantrasyonlari ile ters iligkili oldugu i¢in iyi kolesterol olarak da adlandirilir. HDL,
igerisinde yiiksek fosfolipid barindirmasiyla kolesterol molekiiliinii iyi ¢6zerek karaciger
dist dokulardan kolesterolii toplar. Alman kolesterol molekiili apo A-I (LCAT
aktivasyonu ve HDL’nin yapisal eleman1 olarak gorev alir) tarafindan aktive edilen
plazma enzimi lesitin kolesterol acil transferaz (LCAT) tarfindan derhal esterlestirilir ve
sonra kolesterol esteri olarak karacigere verilir.!* Periferik dokulardan karacigere dogru
gerceklesen bu taginma ters kolesterol taginimi olarak bilinir ve iyi kolesterol tasiyicisi

olarak anilmasinin temel sebebidir.
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Bu enzim fosfatidil kolinin ikinci karbon atomuna bagli olan yag asitini
kolesterole transfer eder. Hidrofobiklik derecesi iyice artan kolesterol esteri HDL nin 6z
bolgesinde depo edilirken bu olay HDL’ye kolesterol akiginin devamililigini saglar.

2.8.1.2. LDL- Kol.

Birincil gorevi periferik dokulara kolesterol saglamak'* olan LDL’nin ana
apolipoproteini apoB-100°diir.*? Karaciger ve pekgok ekstra hepatik doku LDL (apoB-
100, E) reseptoriine sahiptir ve LDL’nin yaklasik %30’u karaciger dist dokularda
yikilirken geri kalani karacigerde metabolize edilir.!? LDL’ler, plazma reseptorleri
sayesinde ekstra hepatik dokulara kolesterol tasir. LDL reseptorlerinin, LDL’nin
dolagimdan uzaklastirilmasinda olduk¢a 6nemli bir rolii vardir. Reseptdr sayisinin
azalmasina yol agan etkenler sebebiyle veya baglanmada herhangi bir kusurla meydana
gelen bir yetmezlik kanda LDL birikimine ve sonrasinda prematiir ateroskleroza yol
acabilir.'*® Dolasimda 6zellikle fagositoz yapan makrofajlarin yiizeyinde scavenger
receptors olarak bilinen ve LDL’yi baglayan SR-Al ve SR-A2 adl ylizey reseptorleri
icerirler.}® Bu reseptdrlerin genis bir aralikta ligand baglama kapasiteleri vardir ve LDL
kimyasal olarak modifiye olsa da endositoz ile hiicre i¢ine alimda rol oynarlar.}* Kan
LDL’sinin klirensindeki bir dengesizlik sonucu miktar1 artarsa makrofajlar lipit ile dolar
ve kopiik hiicrelerini (foam cells) meydana getirir. Kan damarlarinin subendotelyal
boliimlerinde biriken kopiik hiicreleri aterosklerotik plaklari meydana getirir ve
KVH’lere zemin hazirlar.

2.8.2. ApoA-I

Karaciger ve bagirsakta sentezlendikten sonra kan dolasimina katilan ¢6ziinebilir
ozellikteki ApoA-1 apolipoproteini'*’ | HDL’lerin gen¢ formuna eklenerek HDL’deki
lipoproteinlerin %70’ini olusturan yapisal unusur haline gelirler. ApoA-l plazmada

tamamen lipitsiz, az lipit igerikli veya lipitce zengin formlarda bulunabilir ve
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lipoproteinler aras1 degis tokus yapilabilir.!*® Lipitsiz apoA-I, N-terminal (NT) ve C-
terminal olmak tizere iki farkli alandan olusur. NT alan1 (1-178 kalintilar1) proteine yap1
ve stabilite saglar ve lesitin-kolesterol asiltransferaz (LCAT) aktivitesinde rol alirken,
kiigtik CT alan1 (179-243 kalintilar1) lipid baglanmasinin baslatilmasindan sorumludur Ki
bu da lipitsiz formdan az lipit icerikli forma gegisi kolaylastirir.X*® ApoA-I’in yapisal
unsuru oldugu HDL’nin plazma diizeyleri ile KVS hastaliklariyla ters iliskisi olsada
aslinda lipitsiz ApoA-I’in makrofaj tiirevli kopilik hiicrelerinden kolesterolii almada
HDL’ye gore daha etkin oldugu gosterilmistir.™®® 1 ApoA-I’in ABCAL ile etkilesimi
hiicresel kolesterol akisini ve diskoidal nascent HDL’nin olusmasinmi1 destekler. Bu
HDL nin erken formu yine ApoA-I’in LCAT enzimini aktive etmesiyle kiiresel HDL’ye
doniisiir.’® Ayrica karaciger hiicrelerindeki SR-B1 reseptdrleri ApoA-I’e baglanarak
HDL kolesteroliiniin karacigere aktarimini saglar. Kisacasi periferik dokulardan
kolesteroliin islenmek ve safra olarak atilmak iizere karacigere tasindigi ters kolesterol
tasinmasinda kritik bir rol oynar. Bu 6zellikleri ile ApoA-I aterosklerotik plaklardan
kolesterol uzaklastirilmasinda, lezyonal lipit iceriginin azaltilmasinda, diisiik riskli
plaklarn stabilize edilmesinde ve dolayisiyla kardiyak riskin azaltilmasinda potansiyel bir
rolii oldugu diisiiniilebilir.?>

2.8.3. ApoB-100

VLDL, LDL, IDL ve Lp(a) lipoproteinleri apoB-100 igerir. Kanda kendi basina
¢oziinmeyen bir apolipoprotein olan apoB-100, karacigerde sentez edilen 4536 amino
asitlik bir proteindir.*® Karacigerde lipit miktar1 diisik oldugunda apoB-100
yikimlanirken, lipit miktar1 yiiksek oldugunda mikrozomal trigliserit transfer proteini
(MTP) tarafindan endoplazmik retikulumda lipit baglanarak TG’den zengin primordial
bir VLDL molekiilii olusturulur.*®® VLDL apoB-100 igermesine ragmen, LDL’yi tantyan

reseptorlere baglanamaz. Hiicre zarlarinda ApoB-100 LDL reseptorleri bulunan
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dokularda, LDL’deki apoB-100 taninarak kolesterol hiicre igine reseptor aracili
endositozla alinir.’® Hiicre igine alinan endozomlarin lizozomlarla kaynasmasindan
sonra kolesteril esterlerini hidrolizleyen enzimler sayesinde kolesterol ve yag asitleri
sitoplazmaya birakilir. LDL reseptorleri yikima ugramadan hiicre zarina geri donerek
LDL baglama islemine devam ederken LDL’nin apoB100’ti amino asitlerine kadar
pargalanir. LDL ApoB-100 proteinindeki 3359-3362 arasindaki bazik amino asit dizisi,
arterial intimadaki proteoglikanlara baglanir bdylece aterogenezin ¢ok Onemli bir
basamagini olusturur.’>” LDL’deki fosfolipitlerin ve baglanan proteinin lizil kalintilarnin
zamanla oksitlenmesi MKP1 gibi kemoatraktanlarin sentezini arttirarak bolgesel bir

inflamasyon ve imiin cevabi tetikler. 8- 19

2.8.4. Lp(a)

Lp(a) olarak da bilinen Lipoprotein (a), ateroskleroz, koroner arter hastaligi, inme,
tromboz ve aort darlig1 i¢in kanitlanmis ve genetik olarak belirlenmis bir risk faktorii olan
LDL’nin farkli bir formudur.’® Aym sekilde 50 mg/dl'nin {izerindeki Lp(a) seviyeleri,
artmis kardiyovaskiiler hastalik riski ile iligkilidir.*®* Lipoprotein (a), LDL partikiiliine
cok benzer bir yapiya sahiptir. LDL’deki ApoB-100 ‘liin bir bolgesine
apolipoprotein(a)’nin eklenmesiyle olusur.!* Karacigerde sentez edilen Apo(a), LPA
geni tarafindan kodlanir.'®? Lp(a)'nin plazma konsantrasyonlar1 ile apolipoprotein (a)
izoformu arasinda ters bir iligki vardir. Apo(a), plazminojen ile yapisal bir homoloji tasir,
doku plazminojen aktivatoriine baglanmak i¢in plazminojen ile yarigir ve sonug¢ olarak
trombozu tesvik eder. Lp(a)’da yapisi geregi fibrinolizde diismeye neden olur.'®® ApoB-
100'e tek bir disiilfiir bagi (S—S) ile baglanir ve bu da ateroskleroza katkida bulunur.®*
Apo(a)’nin lizerinde bulunan lizin-baglayici bolge, Lp(a)’'nin hasarli endotele tutunarak

subintimal boslukta birikmesine yardimci olur.}®® Ayrica Apo(a)’nin iizerindeki
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oksitlenmis fosfolipitler plak inflamasyonu ve aterosklerozun tetiklenmesine yardimci
olur.’®® Lp(a)'nin kolesterol ve okside fosfolipid yiikii ve ayrica protrombotik potansiyeli
nedeniyle ateroskleroz ile nedensel olarak iliskili oldugu diisiiniilmektedir. Dolayisiyla
plazma Lp(a) seviyelerinin yiiksek olmas1 kardiyo vaskiiler hastaliklarla
iliskilendirilmistir ve yeni bir biyobelirteg olarak analizlere eklenmesi giindeme
gelmistir. ¢’

2.8.5. HbAlc

HbAlc, hemoglobinlere baglanmis glukoz molekiillerinin yiizdesinin bir
Olciisiidiir ve klinikte ortalama glisemik diizeyi belirlemek i¢in en ¢ok basvurulan
parametrelerden biridir. Son 2-3 aylik siire igerisinde kan glukozu ne kadar yiiksek
seyrederse HbAlc diizeyi o kadar yiiksek olacagindan'®® bu parametre diyabet teshisi
koymada ve diyabetlilerin takibinde kullanilir.!®® Tahara ve ark.’° gére son otuz giindeki
ortalama kan glukoz diizeyinin HbAlc diizeyine katkis1 %50 iken, bir 6nceki otuz ve
altmis gilinliik zaman dilimi %25’ erlik katki saglar.

Eritrosit yiizeyindeki tastyici proteinler sayesinde hiicrei¢i ve disindaki glukoz
konsantrasyonu dengeye ulasir ve hemoglobinler bu konsantrasyon oraninda devamli
olarak glukoza maruz kalirlar.'”* Hemoglobinin primer amino gruplari (amino terminal
valin veya lizin rezidiisini e- amino gruplari) ile glukoz arasinda nonenzimatik ve yavas
gelisen bir reaksiyon meydana gelir. Hemoglobinin glikasyonu eritrositlerin ortalama 120
giinliik dmiirleri boyunca devam eden bir siirectir. HbA 1¢ molekiilii toplam hemoglobinin
yaklasik %5’ini olusturur ve bu deger 120mg/100ml ortalama kan sekeri diizeyine
karsihk gelir.}’? Giiniimiizde Yiiksek Performansli Sivi Kromatografisi (HPLC),
immunoassayler ve katyon degisimi ve boronat afinite kromatografisi olmak {izere ii¢

temel metod ile 6l¢iimii yapilir.172 173
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KVH ile Gelismis Glikasyon Son Uriinleri Arasindaki iliski

Hiperglisemi, oksidatif streste artiga, hiicresel ve molekiiler islev bozuklugu ile
ilgili ileri glikosilasyon son iiriinlerinin (GSU) iiretimine katkida bulunur. Glikasyon
reaksiyonlariin birgogu nonenzimatik olarak gergeklesir ve bu durum DM’nin meydana
getirdigi olumsuz sonuglarin biiyiik kismindan sorumludur. Kontrolsiiz hiperglisemi ve
oksidatif stres, amino asitlerin, lipitlerin, niikelik asitlerin ve sekerlerin oksidasyonu

)174

(Maillard reaksiyonlar1)*"* ve 6zellikle hiperglisemide yiiksek diizeyde aktiflesen poliol

175 jle GSU iiretimine neden olur. Maillard reaksiyonlar1 niikleik asit, lipid ve

yolagi
proteinlerin amino gruplariyla, indirgeyici sekerler arasinda karbonil reaksiyonu ile
kararsiz schiff bazi meydana getirir, sonrasinda Amadori tiriinleri ad1 verilen daha kararl
yapidaki ketoaminler meydana gelebilir. GSU’ler hiicre i¢i ve disindaki prtoeinleri
modifiye ederek ve kendi reseptorlerine baglanarak hiicre sinyal yolaklarini aktiflestirir
ve patojenik etki meydana getirir. Hiicre dist proteinlerin glikasyonu dogrudan
aterosklerozu tesvik edebilir. LDL molekiillerindeki bir degisim reseptorleri tarafindan

alimint bozar monositler ve makrofajlar tarafinan fagosite edilerek kopilik hiicre

olusumuna neden olur.}’® 7 Dolasimdaki fibrinojen proteini glikasyona ugrarsa

178, 179

proteolize direngli hale gelir ve tromboza zemin hazirlar.

Amino asitler ve @ | ._,---------—-_..' ............. -~
proteinler k G Hs
‘ £ E=- H

Sekil 2.6. GSU olusumu ve etkileri
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3. MATERYAL VE METOT

Arastirmamiz deneysel tipte bir arastirmadir ve 15.04.2021 tarihinde Atatiirk
Universitesi/Tip Fakiiltesi /Klinik Arastirmalar Etik Kurulu ‘nun B.30.2.ATA.0.01.00/53
sayil1 karartyla ¢alismamizin bilimsel ve etik agidan her hangi bir sakinca tasimadigina
oy birligi ile karar verilmistir. (Ek-3)

3.1. Subjelerin Se¢imi

Calisma i¢in gerekli minumum katilimcr sayist G Power orneklem hesabi
programi (versiyon 3.1.9.4) ile hesaplanmistir. Minumum 6rneklem sayist Tip I hata (a)
0,05 ve Tip Il hata (1-B) 0.95 diizeyinde hesaplanmistir. Buna gére minumum 6rneklem
sayist tek yonliit ANOVA testi i¢in her grup i¢in 34 kisi olarak hesaplanmistir (Cohen’s f:
0,4). Bu nedenle ¢aligmada her grupta 34 kisinin yer almasina karar verilmistir.). Buna
gore 18-85 yas araliginda 34 T2DM-obez, 34 prediyabetik-obez kisi (BKI>30 kg/m2) ve
34 kontrol (BKI: 20,00-29,99 kg/m2) olmak iizere toplam 102 kisi ile c¢aligmaya
baslanmasi planmigtir.

Calismamiza dahil olan hasta grubuna ait bireyler Erzincan Binali Yildirim
Universitesi, Mengiicek Gazi Egitim ve Arastirma Hastanesi biinyesinde hizmet vermeye
baslayan Obezite Merkezi’ne kayith kisiler arasindan goniiliilik esasina dayanarak
secilmis ve gruplandirilmistir. Obezite merkezinde koordinator olarak bir endokrinoloji
ve metabolizma hastaliklar1 uzmani, bir sorumlu hekim, bir psikolog, iki diyetisyen, bir
fizik tedavi uzmani, bir yasam kocu (hemsire) ve bir halkla iliskiler sekreteri gorev
almaktadir.  Merkezin uzman personeli tarafindan standart teshis algoritmalar
uygulanarak Tip-2 diyabet tanis1 almis obez kisiler (BKI>30 kg/m2) arasindan 18-85 yas
araliginda en az 34 kisi ve pre-diyabet tanisi almis obez kisiler arasindan en az 34 hasta
secilmesi planlandi. Kontrol grubu icin laboratuvar sonucglari normal ¢ikan ve klinik

anormalligi olmayan bireylerin igerisinden 34 kisi segilerek galismaya toplam 102 kisi
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dahil edilmesi planlandi. Tim katilimcilardan bilgilendirilmis goniilli onam formu
alimmistir. Tiim katilimcilarin bilgileri hasta takip formu kullanilarak kaydedilmistir.
Ayrica bu forma demografik 6zellikleri, varsa kullanilan ilaglarin isimleri ve pozoloji
bilgileri kaydedilmistir.

Calismaya Dahil Edilme Kriterleri

1. Pre diyabet tanis1 almis olmak

2. Tip 2 Diyabetli tanist almis olmak

3. Herhangi bir kronik hastaligi olmayan saglikli kisiler ¢aligmaya kontrol grubu olarak
dahil edilmistir.

4. Kontrol grubunun yas ortalamasi ile hasta grubunun yas ortalamasi homojen
olmasma dikkat edildi.

Calismaya Dahil Edilmeme Kriterleri

1. Hasta grubu icin pre-diyabet ve T2DM haricinde herhangi bir kronik hastalig
(kalp ve damar hastaliklari, romatoid artrit, KOAH ve astim gibi kronik solunum
yolu hastaliklar1 ve kanser hastalar1) olan kisiler ¢alismaya dahil edilmemistir.

2. Kontrol grubu igin herhangi bir kronik hastalig1 olan kisiler ¢alismaya dahil
edilmemistir.

3. 18-65 yas aralig1 disinda kalanlar

4. Gebeler

3.2. Numulerin Toplanmasi

Hasta ve kontrol grubundan bir kez alinan kan numuneleri sekiz saat a¢lik sonrasi
antekiibital venden oturur pozisyonda alindi. Serum eldesi i¢in rutinde kullanilan
separator Ozellikli jel iceren sar1 kapakli biyokimya tiipii kullanilirken, tam kan eldesi i¢in
EDTA’l1 mor kapakli tiipler kullanildi. Biyokimya tiiplerine 10 dakika boyunca 3000 rpm
devirde santrifiij islemi yapildiktan sonra siipernatant kisimlar1 kapaklar1 kilit 6zellikli
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ependorf tliplere alikotlandi. Elde edilen serumlar kademeli olarak once -20°C’ye

sonrasinda ise -80 °C’ ye kaldirilarak ¢alisma giiniine kadar tekrar ¢ozdiriilmeden

bekletildi. Alikotlanan 6rnekler ¢alisma giintiniin bir glin 6ncesinden sirasiyla -20°C,

+4 °C ve oda sicakligina asamali olarak ¢ozduruldi. Cozdirilen 6rneklerin tekrar

dondurulup ¢ozdiiriilmesinden kaginildi.
3.3. Kullanilan Malzeme ve Cihazlar

Laboratuvar analizlerinde kullanilan cihazlar Tablo 3.2.’de gosterilmistir.

Tablo 3.1. Kullanilan Kitler, cihazlar ve malzemeler

Cihazin Ad1 Marka Mensei
Human Resistin ELISA Kit Bioassay Technology Laboratory (BT LAB) China
Human Free Fatty Acids (FFA) Bioassay Technology Laboratory (BT LAB) China
Human Calcium-independent Phospholipase A2 (IPLA2) Bioassay Technology Laboratory (BT LAB) China
Human Malonyl Coenzyme A ELISA Kit Bioassay Technology Laboratory (BT LAB) China
Human Apolipoprotein B100 (APOB100) ELISA Kit Bioassay Technology Laboratory (BT LAB) China
Human Apolipoprotein A (APO-A) Bioassay Technology Laboratory (BT LAB) China
Human Lipoprotein a (Lp-a) Bioassay Technology Laboratory (BT LAB) China
Yiiksek Performansli Sivi Kromatografisi (HPLC) Tirinity Biotech Premier Hb9210 frlanda
Klinik Kimya Otoanalizorii Beckman Coulter AU 5800 ABD
Mikroplate Okuyucu BIO-TEK PowerWave XS ABD
Inkiibator Inovia Technology SC-200-1001 Tiirkiye
Vorteks Velp Scientifica ZX3 Italya
Santrifij Beckman Coulter, Allegra X-30R ABD
Saf Su Cihazi Mes mp MINIpure Tiirkiye
Buzdolabi (+4°C) Arcelik 5231 NFY Tiirkiye
Derin Dondurucu (-80°C) Niive DF 290 Tiirkiye
Ayarlanabilir Hacimli 8 Kanalli Otom. Pipet (10-100 pL) Eppendorf Research Plus Almanya
Ayarlanabilir Hacimli Otomatik Pipet (20-200 pL) Axygen ABD
Ayarlanabilir Hacimli Otomatik Pipet (100-1000 uL) Axygen ABD
Tek Kullanimlik Pipet Ucu (200 pL) ISOLAB Almanya
Tek Kullanimlik Pipet Ucu (1000 pL) ISOLAB Almanya
Kilitli Kapakli Mikro Santrifiij Tiipii (1,5 mL) ISOLAB Almanya
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3.4. Yontemler

3.4.1. Rutin Biyokimyasal Ol¢iimler

Tablo 3.2. Rutin Biyokimyasal Olgiimler icin Kullanilan Y&ntem ve Cihazlar

Test Ad1 Yontem Cihaz Marka Cihaz Model Cihaz Kitin ticari adx
Mensei
Glukoz Enzimatik Beckman Coulter AU 5800 ABD Beckman Coulter
Total Kolesterol Enzimatik Beckman Coulter AU 5800 ABD Beckman Coulter
HDL Kolesterol ~ Immiino inhibisyon ~Beckman Coulter AU 5800 ABD Beckman Coulter
LDL Kolesterol Enzimatik Beckman Coulter AU 5800 ABD Beckman Coulter
Trigliserit Enzimatik Beckman Coulter AU 5800 ABD Beckman Coulter
Insiilin Immiino enzimatik Beckman Coulter AU 5800 ABD Beckman Coulter
HbAlc Olgiimii:

Bu analiz i¢in mor kapaklit EDTA’l1 tiipe alinan tam kan ornekleri kullanildi.
Analizler Trinity Biotech Premier 9210 otoanalizdriinde boronat afinitesi ve yliksek
performansl s1v1 kromatografisi (HPLC) yontemi ile gerceklestirildi.

HbA1c’ler bir ketoamin bagi araciligiyla glukoz tagimasi ve 1,2-cis-diol gruplarini
icermesiyle diger proteinlerden ayrilirlar. ¥ Boronat afinite kromatografisinin calisma
prensibi kolon igerisinden bir protein soliisyonu (hemolizat veya seyreltilmis plazma)
gecerken HbAlc disindaki proteinleri matrikse tutunmadan ¢ikmasi, HbAlc’deki diol
gruplarinin, kolon i¢indeki boronata baglanip kompleks olusturarak matrikse tutunmasi
tizerine kuruludur. Kolonu ilk terkeden grup olan glukoz tasimayan proteinler
spektrofotometrik dedektérde 415 nm dalga boyunda miktar1 belirlenir. Daha sonra
glikozile bilesen boronattan ayirici eliisyon reaktif ile kolondan ayristirilir. Kolondan

ayrilan HbA1c spektrofotometrik dedektore ulastiktan sonra yine 450 nm’de analiz edilir.
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Olgiilen degerler cihazin bilgisayar tarafindan kaydedilir ve islenir. Toplam degerin

yiizdesi olarak HbA1¢ konsantrasyon sonucu verilir.

3.4.2. Enzim iImmiinassayler

Tablo 3.3. ELISA Parametrelerinin Olgiimleri I¢in Kullanilan Yéntem ve Cihazlar

Test Ad1 Yontem Cihaz Marka Cihaz Mensei
Resistin Sandwich-ELISA Bioassay Technology Laboratory (BT LAB) CIN
FFA Sandwich-ELISA Bioassay Technology Laboratory (BT LAB) CIN
Desnutrin Sandwich-ELISA Bioassay Technology Laboratory (BT LAB) CIN
Malonil-CoA ELISA Bioassay Technology Laboratory (BT LAB) CIN
ApoA-I ELISA Bioassay Technology Laboratory (BT LAB) CIN
ApoB 100 ELISA Bioassay Technology Laboratory (BT LAB) CIN
Lp(a) ELISA Bioassay Technology Laboratory (BT LAB) CIN

Resistin Analizi:

Insan serum Resistin analizi i¢cin Cin menseli Bioassay Technology Laboratory
(BT LAB) firmasinin iiretmis oldugu ticari (Human Resistin ELISA kit, E0338Hu)
ELISA kiti kullamldi. Kit serum, plazma, doku homojenat, hiicre kiiltiirii siipernatant ve
asit s1vis1 gibi biyolojik sivilarda insan resistin diizeyini belirlemek i¢in iretilmistir. Bu
kitin ¢alismalar aras1 kesinlik CV degeri <%10, ¢alisma i¢i kesinlik varyasyon katsayisi
(CV) degeri <%§8, duyarlilig1 10,2 ng/L ve standart egri aralig1 20-6000 ng/L’dir.

Bu kitin ¢alisma prensibi Sandvi¢ Enzime Bagli Immiinosorbent (sandwich-
ELISA) yontemine gore tasarlanmistir. 96°lik plate, her bir kuyucukta Insan resistin
antikoru ile dnceden kaplanmistir. ilk asamada numune eklenir ve numunede bulunan
resistin, kuyucuklara sabitlenmis antikorlara baglanir. Daha sonra biyotinlenmis insan
resisitin antikoru eklenir ve numunedeki resistine baglanir. Daha sonra Streptavidin-HRP

eklenir ve biyotinlenmis resistin antikoruna baglanir. 37 °C’de 60 dakika inkiibe edilir.
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Inkiibasyondan sonra, baglanmamis Streptavidin-HRP yikama asamasi sirasinda yikanir
ve ortamdan uzaklastirilir. Daha sonra substrat soliisyonu eklenir ve serum resistin diizeyi
ile dogru orantili olarak renk degisimi meydana gelir. 37 °C’de 10 dakika inkiibasyona
birakildiktan sonra asidik stop soliisyonu eklenerek reaksiyon sonlandirilir ve absorbans
450 nm'de olc¢ilir.
Serum Resistin analizi kitin prospektiisiinde yazan talimatlar izlenerek asagidaki
basamaklar takip edilerek yapilmistir;
1. Kullanilacak tiim reaktifler, standart soliisyonlart ve numuneler oda
sicakligina getirildi. Analiz oda sicakliginda gercgeklestirildi.
2. Plate diizeni belirlendi. Standart kuyucuklarina 50 pL standart eklendi.
3. Numune kuyucuklarina 40 puL serum ve 10 puL resistin antikoru eklendi.
4. Kor kuyucuklarimi hari¢ tutarak standart ve numune kuyucuklarina 50 pL
Streptavidin-HRP eklendi. Karigmasi saglandi. Plate iistii kapatilarak 37 °C’de
60 dakika inktibe edildi.
5. Plate kuyucuklarinin her biri 300 pL yikama tamponuyla 30 saniye ile 1
dakika yikanacak sekilde 5 defa yikandi ve plate iyice kurulandi.
6. Tim kuyucuklara (numune, standart, kor) 50 pL substrat soliisyonu A
eklendikten sonra, yine tiim kuyucuklara 50 pL substrat soliisyonu B eklendi.
Mavi renk olusumu gozlendi. Plate iizeri kapatilarak 37 °C’'de 10 dakika
karanlik ortamda inkiibasyona birakildi.
7. Tim kuyucuklara 50 pL stop soliisyonu eklenerek reaksiyon durduruldu.
Mavi rengin sartya doniisiimii gozlendi.
8. On dakika i¢inde daha 6ndecen 450 nm dalga boyuna ayarlanmig BIO-TEK
PowerWave XS mikroplate okuyucu cihazinda absorbans degerleri 6l¢iildii,

konsantrasyon hesaplar1 yapildu.
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Kit prosediiriine gore hazirlanan standartlarin absorbanslari kullanilarak R? degeri
0,9995 olan bir standart egri grafigi cizildi (Sekil 3.1.). Bu grafik kullanilarak

numunelerin resistin konsantrasyonlar1 birimi ng/L olacak sekilde hesaplandi.
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A=_0.0322 B=07577 C=10453680 D=23E6405 R-Square = 0.9995

Sekil 3.1. Resistin Standart Egrisi
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FFA Analizi:

Insan serum FFA analizi i¢in Cin menseli Bioassay Technology Laboratory (BT
LAB) firmasmin iiretmis oldugu ticari (Human FFA ELISA kit, E2013Hu) ELISA kiti
kullanildi. Kit serum, plazma, doku homojenati, hiicre kiiltiirii siipernatanti ve asit sivisi
gibi biyolojik sivilarda insan resistin diizeyini belirlemek icin iretilmistir. Bu kitin
caligsmalar aras1 kesinlik CV degeri <%§8, calisma i¢i kesinlik varyasyon katsayist (CV)
degeri <%10, duyarlilig1 10,47 nmol/ml ve standart egri araligi 20-6000 nmol/ml’dir.

Bu Kitin calisma prensibi Sandvi¢ Enzime Bagli Immiinosorbent (sandwich-
ELISA) yontemine gore tasarlanmustir. 96’11k plate, her bir kuyucukta Insan FFA antikoru
ile 6nceden kaplanmistir. Ilk asamada numune eklenir ve numunede bulunan FFA,
kuyucuklara sabitlenmis antikorlara baglanir. Daha sonra biyotinlenmis insan FFA
antikoru eklenir ve numunedeki FFA’ya baglanir. Daha sonra Streptavidin-HRP eklenir
ve biyotinlenmis FFA antikoruna baglanir. 37 °C’de 60 dakika inkiibe edilir.
Inkiibasyondan sonra, baglanmamis Streptavidin-HRP yikama asamasi sirasinda yikanir
ve ortamdan uzaklastirilir. Daha sonra substrat soliisyonu eklenir ve serum FFA diizeyi
ile dogru orantili olarak renk degisimi meydana gelir. 37 °C’de 10 dakika inkiibasyona
birakildiktan sonra asidik stop soliisyonu eklenerek reaksiyon sonlandirilir ve absorbans
450 nm'de Olgiiliir.

Serum FFA analizi, kitin prospektiisiinde yazan talimatlar izlenerek asagidaki
basamaklara gore yapilmistir;

1. Kullanilacak tiim reaktifler, standart soliisyonlart ve numuneler oda

sicakligina getirildi. Analiz oda sicakliginda gerceklestirildi.

2. Plate diizeni belirlendi. Standart kuyucuklarina 50 pL standart eklendi.

3. Numune kuyucuklarina 40 pL serum ve ardindan 10 pL FFA antikoru eklendi.

4. Kor kuyucuklarimi hari¢ tutarak standart ve numune kuyucuklarina 50 pL
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Streptavidin-HRP eklendi. Karigsmasi saglandi. Plate iistii kapatilarak 37 °C’de
60 dakika inkiibe edildi.

Plate kuyucuklarinin her biri 300 pL yikama tamponuyla 30 saniye ile 1
dakika yikanacak sekilde 5 defa yikandi ve plate iyice kurulandi.

. Tim kuyucuklara (numune, standart, kér) 50 pL substrat soliisyonu A
eklendikten sonra, yine tiim kuyucuklara 50 pL substrat soliisyonu B eklendi.
Mavi renk olusumu gozlendi. Plate iizeri kapatilarak 37 °C’de 10 dakika
karanlik ortamda inkiibasyona birakildi.

. Tim kuyucuklara 50 pL stop soliisyonu eklenerek reaksiyon durduruldu.
Stop soliisyonunun eklnmesiyle es zamanli olarak mavi rengin sariya
doniisiimii gézlendi.

. On dakika icinde daha 6ndecen 450 nm dalga boyuna ayarlanmis BIO-TEK
PowerWave XS mikroplate okuyucu cihazinda absorbans degerleri 6l¢iildi,

konsantrasyon hesaplar1 yapildi.

Kit prosediiriine gore hazirlanan standartlarin absorbanslari kullanilarak R?

degeri 0,9984 olan bir standart egri grafigi ¢izildi (Sekil 3.2.).
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Abzorbance
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Sekil 3.2. FFA Standart Egrisi

Desnutrin Analizi:

Insan serum Desnutrin (iPLA2) analizi i¢in Cin menseli Bioassay Technology
Laboratory (BT LAB) firmasinin {iretmis oldugu ticari (Human calcium-independent
phospholipase A2 (iPLA2) ELISA kit, E6584Hu) ELISA kiti kullamldi. Kit serum,
plazma, doku homojenati, hiicre kiiltiirii siipernatanti ve asit s1visi gibi biyolojik sivilarda
insan Desnutrin diizeyini belirlemek igin iiretilmistir. Bu kitin caligmalar arast kesinlik
CV degeri <%10, calisma ici kesinlik varyasyon katsayis1 (CV) degeri <%§8, duyarlilig
9,16 ng/L ve standart egri aralig1 20-4500 ng/L’dir.

Bu kitin calisma prensibi Sandvi¢ Enzime Bagli Immiinosorbent (sandwich-
ELISA) yontemine gore tasarlanmustir. 96°lik plate, her bir kuyucukta Insan iPLA2
antikoru ile dnceden kaplanmistir. ilk asamada numune eklenir ve numunede bulunan
IPLA2, kuyucuklara sabitlenmis antikorlara baglanir. Daha sonra biyotinlenmis insan

IPLAZ antikoru eklenir ve numunedeki iPLA2’ye baglanir. Daha sonra Streptavidin-HRP
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eklenir ve biyotinlenmis iPLA2 antikoruna baglanir. 37 °C'de 60 dakika inkiibe edilir.
Inkiibasyondan sonra, baglanmamis Streptavidin-HRP yikama asamasi sirasinda yikanir
ve ortamdan uzaklastirilir. Daha sonra substrat soliisyonu eklenir ve serum iPLA2 diizeyi
ile dogru orantili olarak renk degisimi meydana gelir. 37 °C’de 10 dakika inkiibasyona
birakildiktan sonra asidik stop soliisyonu eklenerek reaksiyon sonlandirilir ve absorbans
450 nm'de olcilir.
Serum iPLA2 analizi, kitin prospektiisiinde yazan talimatlar izlenerek asagidaki
basamaklara gore yapilmistir;
1. Kullanilacak tiim reaktifler, standart sollisyonlart ve numuneler oda
sicakligina getirildi. Analiz oda sicakliginda gercgeklestirildi.
2. Plate diizeni belirlendi. Standart kuyucuklarina 50 pL standart eklendi.
3. Numune kuyucuklarina 40 pl. serum ve ardindan 10 uL iPLA2 antikoru
eklendi.
4. Kor kuyucuklarim1 hari¢ tutarak standart ve numune kuyucuklarina 50 pL
Streptavidin-HRP eklendi. Karigmasi saglandi. Plate iistii kapatilarak 37 °C'de
60 dakika inkiibe edildi.
5. Plate kuyucuklarinin her biri 300 pL yikama tamponuyla 30 saniye ile 1
dakika yikanacak sekilde 5 defa yikandi ve plate iyice kurulandi.
6. Tium kuyucuklara (numune, standart, kor) 50 puL substrat soliisyonu A
eklendikten sonra, yine tiim kuyucuklara 50 pL substrat soliisyonu B eklendi.
Mavi renk olusumu gozlendi. Plate ilizeri kapatilarak 37 °C’'de 10 dakika
karanlik ortamda inkiibasyona birakildu.
7. Tim kuyucuklara 50 pL stop soliisyonu eklenerek reaksiyon durduruldu.
Stop soliisyonunun eklnmesiyle es zamanli olarak mavi rengin sariya

dontistimii gézlendi.
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8.

Ahzorbance

On dakika i¢inde daha dndecen 450 nm dalga boyuna ayarlanmis BIO-TEK
PowerWave XS mikroplate okuyucu cihazinda absorbans degerleri 6lgtildii,
konsantrasyon hesaplar1 yapildi.

Kit prosediiriine gore hazirlanan standartlarm absorbanslar1 kullanilarak R?

degeri 0,9998 olan bir standart egri grafigi ¢izildi (Sekil 3.3.).
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Sekil 3.3. Desnutrin Standart Grafigi
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Malonil CoA Analizi:

Insan serum Malonil CoA analizi i¢in Cin menseli Bioassay Technology
Laboratory (BT LAB) firmasinin iiretmis oldugu ticari (Human Malonil CoA ELISA kit,
Cat. No: E5628Hu) ELIiSA kiti kullanildi. Kit serum, plazma, doku homojenati, hiicre
kiiltiirti sipernatant1 ve asit sivisi gibi biyolojik sivilarda insan Malonil CoA diizeyini
belirlemek igin iiretilmistir. Bu kitin ¢alismalar arasi kesinlik CV degeri <%10, ¢alisma
i¢i kesinlik varyasyon katsayis1 (CV) degeri <%8, duyarlilig1 0,152 ng/ml ve standart egri
araligi 0,3-90 ng/ml’dir.

Bu kitin ¢aligma prensibi Enzime Bagli Immiinosorbent (ELISA) yontemine gére
tasarlanmistir. 96’1k plate, her bir kuyucukta insan Malonil CoA antikoru ile 6nceden
kaplanmistir. Numune eklenir ve numunede bulunan Malonil CoA, kuyucuklara
sabitlenmis antikorlara baglanir. Daha sonra biyotinlenmis insan Malonil CoA antikoru
eklenir ve numunedeki Malonil CoA’ya baglanir. Daha sonra Streptavidin-HRP eklenir
ve biyotinlenmis Malonil CoA antikoruna baglanir. 37 °C’de 60 dakika inkiibe edilir.
Inkiibasyondan sonra, baglanmamis Streptavidin-HRP yikama asamasi sirasinda yikanir
ve ortamdan uzaklagtirilir. Daha sonra substrat soliisyonu eklenir ve serum Malonil CoA
diizeyi ile dogru orantili olarak renk degisimi meydana gelir. 37 °C’de 10 dakika
inklibasyona birakildiktan sonra asidik stop soliisyonu eklenerek reaksiyon
sonlandirilir ve absorbans 450 nm'de 6lgiiliir.

Serum Malonil CoA analizi kitin prospektiisiinde yazan talimatlar izlenerek
asagidaki basamaklar takip edilerek yapilmistir;

1. Kullanilacak tiim reaktifler, standart soliisyonlar1 ve numuneler oda

sicakligina getirildi. Analiz oda sicakliginda gergeklestirildi.

2. Plate diizeni belirlendi. Standart kuyucuklarina 50 pL standart eklendi.

3. Numune kuyucuklarina 40 pL serum ve 10 uLL. malonil CoA antikoru eklendi.
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4, Kor kuyucuklarimi hari¢ tutarak standart ve numune kuyucuklarina 50 puL
Streptavidin-HRP eklendi. Karigsmasi saglandi. Plate iistii kapatilarak 37 °C’de
60 dakika inkiibe edildi.

5. Plate kuyucuklarinin her biri 300 pL yikama tamponuyla 30 saniye ile 1
dakika yikanacak sekilde 5 defa yikandi ve plate iyice kurulandi.

6. Tim kuyucuklara (numune, standart, kér) 50 pL substrat soliisyonu A
eklendikten sonra, yine tiim kuyucuklara 50 pL substrat soliisyonu B eklendi.
Mavi renk olusumu gozlendi. Plate iizeri kapatilarak 37 °C’de 10 dakika
karanlik ortamda inkiibasyona birakildu.

7. Tim kuyucuklara 50 puL stop soliisyonu eklenerek reaksiyon durduruldu.
Mavi rengin sartya doniisiimii gézlendi.

8. On dakika i¢inde daha 6ndecen 450 nm dalga boyuna ayarlanmis BIO-TEK
PowerWave XS mikroplate okuyucu cihazinda absorbans degerleri dl¢iildi,
konsantrasyon hesaplar1 yapildi.

Kit prosediiriine gore hazirlanan standartlarin absorbanslari kullanilarak R? degeri

0,9996 olan bir standart egri grafigi c¢izildi (Sekil 3.4. ). Bu grafik kullanilarak

numunelerin Malonil CoA konsantrasyonlar1 birimi ng/ml olacak sekilde hesaplandi.
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Sekil 3.4. Malonil-CoA Standart Grafigi
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3.5. Istatistiksel Analiz

Calismamizin istatiksel analizleri yapilirken SPSS 23.0 paket programi kullanildi.
Stirekli verilerin normal dagilim analizi yapilirken Kalmogorov-Smirnov ile Shapiro-
Wilk testleri kullanildi. Normalite testimizin sonuglarina gore verilerimizin biiyiik
cogunlugu normal dagilim gostermedigi i¢in mean (ortalama) ve SD (standart sapma)
degerleri yerine medyan ve IQR (interquartile aralik) degeleri hesaplandi. Bagimsiz

gruplarin karsilastirma analizinde Mann Whitney U testi kullanildu.
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4. BULGULAR

Calismaya HbAlc degerleri <%5,7 olan ve aglik kan sekeri degerleri 64-99 mg/dl
arasinda olan ve diyabet veya pre-diyabet olmadigi tespit edilen saglikli 30 goniillii
kontrol grubu olarak belirlenmistir. Erzincan Binali Yildirrm Universitesi, Mengiicek
Gazi Egitim ve Arastirma Hastanesi biinyesinde hizmet veren Obezite Merkezi’ne kayith
goniillillerden HbAlc degerleri %5,7-6,4 arasinda, aghik kan sekeri 100-125 mg/dl
arasinda olup merkezin endokrinoloji uzmani tarafindan pre-diyabet tanis1 almis 29 kisi
calismanin Pre-DM grubuna dahil edilirken, merkeze kayith goniilliiler i¢inden HbAlc
degerleri > %6,5, aglik kan sekeri >126 mg/dL olup merkezin endokrinoloji uzmani
tarafindan T2DM tanis1 almis 27 kisi ¢calismanin T2DM grubuna dahil edilmistir.

Calisma gruplarindan alinan kanlarin sonuglarinin karsilagtirilmasi (Kontrol grubu
— Hasta grubu) ve sonuglarin anlamlilik diizeyleri (p degeri) Tablo 4.1°de gosterilmistir.
Kontrol grubunun biyokimyasal ve ELISA 6l¢iim sonuglari ile hasta grubunun (Pre-DM
ve T2DM) sonuglari karsilastirildiginda HDL-kolesterol, ApoB100, Resistin ve
Desnutrin diizeyleri hari¢ geriye kalan parametrelerde anlamli fark oldugu gortildii. Hasta
grubunda Total kolesterol, LDL-kolesterol, TAG, glukoz, insiilin, HbAlc ve Lip(a)
degerleri belirgin yiiksek bulundu (p<0,01). Kontrol grubunda ise ApoAl, Malonil-CoA
ve FFA degerleri belirgin yiiksek bulundu (p<0,01).

Serum Malonil CoA diizeylerinin medyan degerleri kontrol grubunda 24,55 ng/ml,
hasta grubunda 8,80 ng/ml olarak 6l¢iildii ve kontrol grubunda belirgin yiliksek oldugu
goriildi (p<0,01). Serum FFA diizeylerinin medyan degerleri kontrol grubunda 1270,4
nmol/l, hasta grubunda 460,8 nmol/1 6l¢iildii ve kontrol grubunda belirgin yiiksek oldugu
goriildii (p<0,01). Serum Resistin diizeylerinin medyan degerleri kontrol grubunda 652,8

ng/ml, kontrol grubunda 1109,7 ng/ml 6lgiiliirken serum Desnutrin diizeylerinin medyan
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degerleri kontrol grubunda 447,8 ng/l, hasta grubunda 672,3ng/l olarak Olgiildii. Ana

parametrelerimizden olan Resistin ve Desnutrinin yaninda HDL-kolesterol ile ApoB100

diizeylerinin medyan degerlerinde de kontrol ve hasta grubunda anlamli bir fark

gériilmedi (p>0,05).

Tablo 4.1. Kontrol ve Hasta gruplarinda 6l¢iilen analitlerin gruplar arasindaki dagilimu.

Kontrol Grubunun (n:30)

Hasta (Pre-DM + T2DM) Grubunun

Median Degerleri (IQR) (n:56) Median Degerleri (IQR) P
Total Kol. (mg/dL) 146,50 (130,00-166,00) 200,00 (169,50-226,95) 0.000**
HDL- Kol. (mg/dL) 45,50 (42,00-61,00) 47,95 (41,00-57,00) 0.878
LDL- Kol. (mg/dL) 92 (78-109) 122 (99-143) 0.000**
TAG (mg/dL) 98,50 (62,00-135,00) 140,00 (114,35-192,40) 0.000**
Glukoz(mg/dL) 79 (74-83) 99 (90-107) 0.000**
Insiilin 6,36 (3,21-9,84) 11,60 (8,13-19,10) 0.000**
HbAlc (%) 4,8 (4,6-5,2) 6,1 (58-6,5) 0.000**
ApoB100 (ng/ml) 1352,47 (1072,07-1579,10) 1274,17 (988,81-1505,56) 0.315
ApoAl (mg/ml) 2,90 (1,24-4,90) 1,07 (0,97-1,23) 0.000**
Lip(a) (ng/ml) 1406,37 (1032,32-1886,62) 3828,10 (1952,73-5408,83) 0.000**
Malonil CoA (ng/ml) 24,55 (16,81-24,55) 8,80 (7,35-10,53) 0.000**
Resistin(ng/ml) 652,82 (389,08-3996,19) 1109,72 (795,63-1336,06) 0.928
Desnutrin (ng/L) 447,88 (314,61-1291,05) 672,30 (361,42-923,83) 0.971
FFA (nmol/L) 1270,44 (455,14-5358,73) 460,87 (409,18-603,80) 0.000**

IQR: Interquartile range, Total Kol: Total Kolesterol, HDL-Kol.: HDL Kolesterol, LDL-Kol.: LDL

Kolesterol, TAG: Triagilgliserol

**: n<0,01
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Malanil CoA Dizeyvleri ng/mi

Sekil 4.1. Malonil CoA Diizeylerinin Kontrol ve Hasta Gruplarinda Karsilastirilmasi (p<0,01)
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Sekil 4.2. FFA Diizeylerinin Kontrol ve Hasta Gruplarinda Karsilastirilmasi (p<0,01)
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Pre-DM ve T2DM gruplarindan alinan kanlarin sonuglarinin karsilastirilmasi ve
sonuglarin anlamlilik diizeyleri (p degeri) Tablo 4.2’de gosterilmistir. Pre-DM grubunun
biyokimyasal ve ELISA 0Ol¢iim sonuglart ile T2DM grubunun sonuglari
karsilastirildiginda glukoz ve desnutrin parametrelerinde p<0,05 diizeyinde, HbAlc
diizeyinde ise p<0,01 diizeyinde anlamli fark oldugu goriildii. Geriye kalan diger
parametelerde ise gruplar arasinda anlamli bir farklilik gézlemlenmedi (p>0,05).

Serum glukoz diizeylerinin medyan degerleri Pre-DM grubunda 93 mg/dl, T2DM
grubunda 100 mg/dl olarak belirlenmistir ve T2DM grubunda anlamli derecede yiiksek
oldugu gozlemlendi (p<0,05). Serum HbAlc diizeylerinin medyan degerleri Pre-DM
grubunda 5,8(%), T2DM grbunda 6,5(%) olarak belirlendi ve T2DM grubunda belirgin
diizeyde yiiksek oldugu gozlemlendi (p<0,01). Ana parametrelerimizden Desnutrinin
serum diizeylerinin medyan degerleri Pre-DM grubunda 800,6 ng/l, T2DM grubunda
380,1 ng/l olarak o6l¢iilmiistiir ve T2DM grubunda anlaml diizeyde diisiik oldugu
gozlemlendi (p<0,05). Diger ana parametrelerimizden Malonil-CoA’nin medyan
degerleri Pre-DM grubunda 7,97 ng/ml, T2DM grubunda 9,03 ng/ml; Resistin’in medyan
degerleri Pre-DM grubunda 1153,3 ng/ml, T2DM grubunda 1078,8 ng/ml; FFA’nin
medyan degerleri Pre-DM grubunda 465,3 nmol/l, T2DM grubunda 457,4 nmol/l olarak
Olclilmiistiir ve bu {li¢ parametrenin diizeylerinde gruplar arasinda anlaml bir fark tespit

edilmemistir (p>0,05).
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Tablo 4.2. Pre diyabet ve Tip 2 Diyabet gruplarinda analitlerin gruplar arasindaki

dagilim1

Pre-DM Grubunun (n:29) Median

T2DM Grubunun (n:27) Median

Degerleri (IQR) Degerleri (IQR) P
Total Kol. (mg/dL) 196,00 (169,00-219,20) 210,00 (171,70-238,50) 0,179
HDL- Kol. (mg/dL) 48,70  (42,90-58,30) 46,60 (40,50 - 57,00) 0,481
LDL- Kol. (mg/dL) 112 (96-129) 125 (107-152) 0,098
TAG (mg/dL) 131,00 (92,00-178,40) 146,00 (122,40-227,00) 0,147
Glukoz (mg/dL) 93 (85-103) 100 (94-121) 0,05*
Insiilin 10,60 (8,12-15,50) 12,30 (9,19-20,70) 0,171
HbAlc (%) 58 (5,6-5,9) 6,5 (6,1-6,9) 0,00**
ApoB100 (ng/ml) 1356,95 (1017,34-1484,63) 1207,80 (698,45-1742,17) 0,629
ApoAl (mg/ml) 1,11 (1,00-1,26) 1,01 (0,92-1,21) 0,087
Lip(a) (ng/ml) 3830 (2159,62-5419,67) 3820,00 (1634,54-5398,00) 0,363
Malonil-CoA (ng/ml) 797 (7,13-10,39) 9,03 (8,22-10,95) 0,228
Resistin (ng/ml) 1153,37 (784,35-1438,66) 1078,84 (914,56-1274,28) 0,466
Desnutrin (ng/L) 800,69 (506,96-982,73) 380,19 (295,34-858,35) 0,04*
FFA (nmol/L) 465,32  (422,23-595,15) 457,43  (393,31-613,30) 0,838

IQR: Interquartile range, Total Kol: Total Kolesterol, HDL-Kol.: HDL Kolesterol, LDL-Kol.: LDL Kolesterol,

TAG: Triagilgliserol

*: p<0,05

**: p<0,01
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Malonil CoA Duzeyleri ng/ml
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Sekil 4.5. Malonil-CoA Olgiimiiniin Median Degerlerinin Gruplar Arasindaki Degisimi
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Sekil 4.6. FFA Olgiimiiniin Median Degerlerinin Gruplar Arasindaki Degisimi
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Desnutrin Duzeyleri ng/L

Resistin Dlzeyleri ng/ml
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Kontrol grubu ve tiim hasta grubunun sonuglar1 dahil edilerek biitiin
parametrelerin birbirleri arasindaki korelasyonu hesaplanmistir ve asagida Tablo 4.3 ‘te
oldugu gibi sadelestirilmistir. Aralarinda negatif korelasyon olan parametrelerin r
(korelasyon kats.) degerleri (-) isareti ile gosterilmistir.

Bu analize gére Malonil-CoA’nin Total Kolesterol, LDL- Kolesterol, Glukoz,
HbAlc parametreleri ile p<0,01 diizeyinde, TAG ve Lp(a) parametreleriyle p<0,05
diizeyinde negatif korelasyon iligkisine sahip oldugu goriilmiistiir. Ayrica ApoAl,
Resistin ve FFA parametreleriyle p<0,01 diizeyinde pozitif korelasyona sahip oldugu
goriilmistir. FFA parametresinin Total Kolesterol ve LDL- Kolesterol ile p<0,05
diizeyinde, Glukoz, HbAlc ve Lp(a) ile p<0,01 diizeyinde negatif korelasyon iliskisine
sahipken ApoAl, Malonil-CoA, Resistin ve Desnutrin ile p<0,01 diizeyinde pozitif
korelasyon iligkisine sahip oldugu gorilmdstiir. Resistin parametresinin HbAlc ile
p<0,05 diizeyinde negatif korelasyon iligkisi tespit edilmis, ApoAl, Malonil-CoA,
Desnutrin ve FFA ile p<0,01 diizeyinde pozitif korelasyon iligkisine sahip oldugu
gOriilmiistiir. Desnutrin parametresinin ApoAl, Resistin ve FFA ile p<0,01 anlamlilik

diizeyinde pozitif korelasyon iligkisine sahip oldugu goriilmiistiir.
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Tablo 4.3. Kontrol ve Hasta Grubunda Olgiilen Parametrelerin Korelasyon Analizi

Resistin Desnutrin FFA Malonil CoA

r p r p r p r p
Total Kolesterol (mg/dL) -0,092 0,399 -0,064 0,556 -0,262* 0,015 -0,336™ 0,002
HDL Kolesterol (mg/dL) 0,113 0,301 0,109 0,318 0,128 0,239 0,023 0,830
LDL Kolesterol (mg/dL) -0,064 0,561 -0,128 0,241 -0,212* 0,050 -0,297™ 0,005
TAG (mg/dL) -0,118 0,278 0,056 0,606 -0,189 0,082 -0,219" 0,043
Glukoz (mg/dL) -0,161 0,139 -0,100 0,362 -0,309** 0,004 -0,348"™ 0,001
Insiilin 0,013 0,904 -0,060 0,581 -0,007 0,951 -0,028 0,798
HbAlc (%) -0,216* 0,046 -0,169 0,119 -0,364** 0,001 -0,401™ 0,000
ApoB100 (ng/ml) 0,023 0,832 0,140 0,200 -0,071 0,518 -0,004 0,973
ApoA | (mg/ml) 0,634** 0,000 0,453** 0,000 0,615** 0,000 0,843" 0,000
Lp(a) (ng/ml) -0,104 0,340 0,001 0,990 -0,337%* 0,002 -0,264" 0,014
Malonil CoA (ng/ml) 0,576** 0,000 0,153 0,160 0,484** 0,000 1
Resistin (ng/L) 1 0,385** 0,000 0,685** 0,000 0,576™ 0,000
Desnutrin (ng/L) 0,385** 0,000 1 0,402** 0,000 0,153 0,160
FFA (nmol/L) 0,685** 0,000 0,402** 0,000 1 0,484™ 0,000
r: correlation coefficient; *: p<0.05; **: p<0.01
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5. TARTISMA

Diyabet insiilin hormonunun yoklugu veya yetersizligi sonucu acglik
hiperglisemisi, glukoziiri ve hiperlipidemiyle sonuglanan metabolik bir bozukluktur.**
T2DM siklikla uzun yillar teshis edilmez ¢iinkii hiperglisemi kademeli olarak gelisir ve
erken evrelerde genellikle klasik diyabet semptomlar1 ortaya ¢ikmaz. Bununla birlikte,
teshis edilmemis hastalarda bile makrovaskiiler ve mikrovaskiiler komplikasyonlar
gelisme riski olabilir.® Ancak hastaligin bu denli gizli seyretmesinin karsisinda teshiste
kullanilan parametreler T2DM patofizyolojisinin karsisinda yetersiz kalmaktadir ve bu
yiizden erken teshis i¢in yeni ve daha giivenilir biyobelirteclere ihtiya¢ vardir.

Tip 2 diyabetli hastalarin hepsi olmasa da ¢ogu, fazla kilolu veya obeziteye
sahiptir.'®? Bu calismada hem obezite hem de T2DM ile yakindan iliskili oldugunu
bildigimiz bazi parametrelerin hastalik siireci boyunca genel seyrini ortaya ¢ikarabilmeyi
ve olasi biyobelirte¢ olabilme potansiyelini tartismayr amagladik. Bunun igin bir insanin
saglikli oldugu sifir noktasindan baglayip dnce Pre-DM evresine gectigi sonrasinda
Obeziter-T2DM teshisi aldigt ana kadar yasadigi hastalik siirecinde arastirma
parametrelerimizin nasil degistigini yansitabilmek i¢in model olusturma yoluna
bagvurduk. Kontrol grubunu olusturan goniillilleri bir insanin saglikli oldugu evreyi
yansittigini diisiinerek Pre-DM veya T2DM tanis1 almamis saglikli kisilerin arasindan
sectik. Pre-DM grubunu olusturan goniillilleri Pre-DM teshisi almis obez kisiler
arasindan, Obeziter-T2DM grubunu ise T2DM teshisi almis obez bireyler arasindan
sectik. Bu ii¢ grubun aglik kanlarinin alinmasinin ardindan glukoz homeostazisini ve lipit
profilini yansitan parametrelerin yaninda bazi kardiyovaskiiler risk belirteglerini ve 4 ana
parametremizin analizlerini gerceklestirdik. Istatiksel sonuglarimizi gruplar bazinda

karsilastirdik ve degerlendirdik.
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Calismaya dahil olacak vakalarin belirlenmesinde obezite merkezi ile is birligine
gidilmistir. Katilimcilarin cinsiyet ve yas dagilimlarinin homojen olmasi planlanirken
numune toplama doneminin COVID-19 pandemisine rastlamasi numune toplama
acisindan obezite merkezine olan mecburiyetimizi arttirmis cinsiyet ve yas agisindan
dengeli olmayan bir popiilasyonla devam edilmek zorunda kalinmistir. Pandemi
nedeniyle planladigimiz vaka sayisindan biraz daha az numune toplanmis olsa da
toplanilan vaka sayisi istatistik analizler i¢in yeterliydi ve vakalarin BMI dagilimlari
tatmin ediciydi.

Hasta ve kontrol grubundan alinan numunelerde rutin parametreler (glukoz, HDL,
LDL vs.) diizenli olarak bakimlarinin, kontrol ve kalibrasyon ¢alismalarinin yapildigi,
hastalara sonu¢ vermede kullanilan rutin biyokimya otoanalizorlerinde yapildi. Ana
parametrelerin analizi i¢in ise molekiiler yontemler ve immundl¢iimler gibi secenekler
vardi. Laboratuvar altyapist ve calisma biitgesi gbz Onilinde bulundurularak sonuglari
kabul goren ve tekrarlanabilirlifi iyt olan immiinodl¢iimler tercih edildi. ELISA
6l¢timlerinde elde edilen sonuglarin kitlerde belirtilen standart egri aralif1 igerisinde yer
aldig1 goriildii. Ana parametrelerimiz i¢in standart egrisinin R-square degeri >0,998
olarak bulundu. Kit protokollerinde belirtilen agamalar eksiksiz uygulandi. Numuneler -
80°C’de saklandi, calismanin yapilacagi zaman kademeli olarak ¢ozdiirme islemi
uygulandi. Hemolizli numunelerin test sonuclarini etkileme ihtimali oldugu ig¢in

hemolizin minimize edilmesi uyarist goz 6niinde bulunduruldu.
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Kontrol grubu ile hasta grubunun sonuglar1 kiyaslandiginda literatiirdeki diyabet
verilerine uyumlu olarak beklenildigi gibi hasta grubunda HbAlc, glukoz, insiilin, TAG,
LDL, ve Lip(a) p<0,01 anlamlilik derecesinde yiiksek ApoAl ise diisiikk bulunmustur. Ana
parametrelerimizden Resistinin ile Desniitrin diizeyleri hasta grubunda bir miktar yiiksek
bulunsa da istatiksel agidan anlamli ¢tkmamustir. Malonil-CoA ve FFA parametreleri ise
hasta grubunda anlamli derecede diisiik bulunmustur.(p<0,01)

Malonil-CoA, TCA dongiisiinde biriken sitratin sitoplazmaya gectikten sonra
ACC enzimi tarafindan karboksillenmesi sonucu olugur. Malonil-CoA, yag asidi
sentezinin Onciisiidiir ve seviyeleri, besinlere ve hormonlara yanit olarak diizeyleri biiyiik
olgiide dalgalanir.® ACC, yag asidi sentaz (FAS) ve MCD enzimleri malonil-CoA
metabolizmasinda yer alan ve aktivitelerini degistirerek hipotalamik malonil-CoA
diizeyini degistirerek gida alimini etkiledigi gosterilen enzimlerdir.84 18

Hipotalamik malonil-CoA seviyelerindeki bir artis, beslenme davranisini
diizenlemenin &tesinde periferik enerji harcamasindaki artiglarla iliskilidir. C75 ile yag
asidi sentezi baskilanan obez fareler kontrol grubuna goére daha fazla kilo
kaybetmislerdir.’8® Cha ve Col. hipotalamik malonil-CoA artisinin sempatik sinir sistemi
araciligyla iskelet kaslarinda yag asiti oksidasyonunu ve enerji tiiketimini arttirdigun
bulmuslardir.?8” 8 Uzun siireli aclik, agir egzersiz, AMPK hiperaktivasyonu, obezite
veya leptin direnci gibi metabolik stres, beynin farkli bolgelerinde (hipokampus, korteks
ve serebellum) malonil-CoA seviyelerinde azalmaya neden olur.¥® McGarry ve ark.!®°
iskelet kasindaki malonil-COA konsantrasyonunun, aglik durumunda artan yag asidi
oksidasyonu ihtiyacina uygun olarak, 48 saatlik agliktan sonra %80 oraninda azaldigini
gostermistir.

Bu ¢alismada ise serum malonil-CoA diizeylerinin belirlenmesi, Malonil-CoA’nin

istah diizenleyici roliinii arastirmak i¢in degil bu analitin adipositlerden kan dolagimina
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katilmasi sonucunda diizeylerindeki degisimin lipit metabolizmasinin yoniinii yansitmast
amagclanarak yapilmstir.

Calismamizin bulgularina gore Malonil-CoA diizeylerini kontrol ve hasta
grubunda Kkarsilastirdigimizda hasta grubundaki diizeylerinin  p<0,01 anlamlilik
diizeyinde daha diisiik oldugu goriilmiistiir. Bunun sebebi ise saglikli durumdan
T2DM’ye giden patolojik siirecin ilerlemesiyle birlikte glukozu yakit molekiilii olarak
etkin kullanamamaya bagli olarak gelisen metabolik aglik sonrasi ve buna paralel
seyreden insiilin direnci/yetmezligi sonucu malonil-CoA iiretiminin azalmasi olabilir.
Ciinkii hiicre i¢inde glukoz kullanimi arttiginda biriken sitrat ACC’nin ana allosterik
aktivatorii olarak rol oynar ve malonil-CoA seviyelerinde yiikselmeye sebep olur. Ancak
bu noktada hastaligin ilerlemesiyle birlikte glukozun hiicre i¢ine alinamamasi ve
kullaniminin azalmasi durumuna paralel olarak sitratin ACC iizerindeki pozitif etkisi
ortadan kalkar ve aym1 zamanda artan insiilin duyarsizligina bagli olarak fosfataz
enziminin aktivasyonunun diismesi ACC’nin fosforile halde kalmasina ve Malonil-CoA
tiretememesine sebep olur. Boylece siire¢ ilerledik¢e hasta gruplarinda Malonil-CoA
diizeylerinin diisiiyor olmas1 beklenilen bir durumdur. Ozellikle hipotalamusta Malonil-
CoA iretiminin azalmasi sonucu istah artmasiyla birlikte insiilin direncinin derecesi
olgiisiinde polifaji artmasi yine insiilin direncini alevlendirerek T2DM evresine gegisi
hizlandirict etki gosteriyor olabilir. Malonil-CoA diizeylerinin ¢aligma gruplarimizdaki
egilimine baktifimizda kontrolden hasta grubuna dogru gidildikce seviyelerinin
distiigiinii  gézlemledik. Pre-DM ile T2DM grubu arasinda anlamli bir fark
gozlemlenmemistir.

Bulgularimiza gore Malonil-CoA, FFA ile (r=0,484**, p<0.01) pozitif korelasyon
iliskisi gostermistir. Malonil-CoA miktar diistiiglinde KAT-1 {izerindeki inhibisyon

ortadan kalkar, karnitin mekigi ile mitokondri i¢ine yag asidi tasinimi mekanizmasi
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aktiflesir, beta oksidasyon ile FFA kullanimi artar. Saglikli grup ile hasta grubunu
karsilastirdigimizda, malonil-CoA diizeylerinin hasta grubunda anlamli distiik
bulunmustu. Bazal konumdan Pre-DM evresine gegiste malonil-CoA seviyesi diistiik¢e
dokularda FFA kullanimi artar. Bu durum FFA birincil yakit elemani olarak kullanildikg¢a
serum diizeyi azalir ve hasta grubunda diisiik ¢ikar. Bu durum FFA ile Malonil-CoA
arasindaki pozitif korelasyonu agiklamaktadir.

Malonil-CoA ayrica Resistin ile (r=0,576**, p<0.01) pozitif korelasyon
gostermistir. Resistin, obezite aracili insiilin direnci ve T2DM’de potansiyel bir faktor
olarak tanimlanmaktadir.’®* Diyabetik olmayan obezler iizerine yapilan ¢alismlarda obez
gruplarin serum resistin diizeylerinin yiiksek olmasinin yaninda adipozite ile resistin
arasinda pozitif korelasyon oldugu gosterilmistir.1%> 1° Calismamizin bulgularina paralel
olarak 3T3-L1 hiicreleri tizerinde resistinin erken olgunlasma dénemindeki biyolojik
islevini aragtirmak i¢in yapilan bir ¢alismada resistin seviyesinin diismesine yanit olarak
iki ana ACC izoformundan biri olan ACC2’nin ekspresyonunda yaklasik %45'lik bir
azalmanin oldugu gosterilmistir. Bunun yaninda hiicre i¢i lipid igeriginde yaklagik
%30'luk bir azalma ile hiicre i¢i trigliserit seviyelerinde yaklasik %20 oraninda azalma
gdzlemlenmistir.’% Bu sonuglara gore resistinin hiicre igi lipidlerin birikmesine katkida
bulundugu disiiniilebilir. Bu ¢alismanin tersi bir durum disiiniildiigiinde Resistin ile
birlikte seviyesi yiikselen Malonil-CoA adipositlerde FFA sentezini arttirip, beta
oksidasyon ile yikimi baskilayacagi i¢in hiicre i¢i lipid birikimine neden olacagi ve
obeziteyi bu sekilde destekleyecegi ongoriilebilir. Genel olarak total kiitlesi artan yag
dokusunun da insiilin direnciyle iligkili olduguna deginmistik. Adipositlerde normalin
istiinde bir FFA’nin birikimi de lipotoksisiteyle birlikte, inflamasyona ve iclerinde

resistininde bulundugu bazi adipokinlerin {liretimine sebep olur. Boylece kompleks bir
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kisir dongii meydana gelebilir ve patofizyolojik siire¢ T2DM evresine dogru bu sekilde
hi1z kazaniyor olabilir.

Malonil-CoA’nin korelasyon analizinde total kolesterol, LDL-kolesterol, TG,
glukoz, HbAlc ve Lp(a) parametreleriyle istatiksel agidan anlamli kabul edilen negatif
bir iligkisi oldugunu tespit ettik. Bazal konumdan baslayarak ilerleyen hastalik siirecinde
malonil-CoA seviyesinin 6nce anlamli dl¢iide diistiiglinii sonrasinda 6nemsiz bir artig
gosterdigini  bulmustuk. Bu diismenin etkisiyle dokularda lipogenez yolunun
baskilanacagina, lipoliz ve FFA oksidasyonunun artacagini belirtmistik. Beklenildigi gibi
FFA’nin birincil yakit elemani konumuna gelmesi insiilin direncinde artisa, kan glukoz
seviyesinin yiiksek kalmasmna ve HbAlc yiizdesinin artmasina sebep olmustur. Bu
yiizden Malonil-CoA seviyesi diistiikkge glukoz ve HbAlc diizeyi artmasi beklenilebilir.
Malonil-CoA diizeyi diistiikge serum diizeyi artan FFA karacigere ulasir ve karacigerin
oksidatif kapasitesini astig1 i¢in yeniden VLDL’ye doniistiiriilerek sirkiiler dolasima
salinir ve indirekt olarak total kolesterol, LDL, TG ve Lp(a) diizeylerinde bir yiikselmeye
neden olur ki bu da Malonil-CoA ile ters korelasyon iligkisini yansitmaktadir.

FFA, ¢ogu hiicrede bulunsa da agirlikli olarak yag dokusu i¢inde trigliseritler
seklinde depolanir. Enerji taleplerine yanit olarak, depolanan trigliseritlerin yag asitleri
periferik dokular tarafindan kullanilmak {izere mobilize edilebilir. Adiposit lipolizinin
diizensizligi sonucu dolasimdaki FFA nin yiikselmesi, obezite ve T2DM gelisimi de dahil
olmak iizere komorbiditelerle iliskilidir.8 Tip 2 diyabette insiilin direnci nedeniyle
FFA’nin periferik dokular tarafindan aliniminin azalmasi ve adipositlerden FFA’ nin
saliimin artmasiyla dislipidemi gelisir ve kardiyovaskiiler hastaliklar icin risk tagir.**

FFA her ne kadar, karaciger, istirahat iskelet kasi, renal korteks ve miyokard i¢in
birincil oksidatif yakit elemani olarak fizyolojik bir role sahip olsa da plazmada yiikselen

FFA, kalp, kas ve yag dokularinda glukoz ile rekabet ederek glukoz oksidasyonunu
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azalttig1 ve hatta insiilin sinyalini inhibe ederek insiilin direncine katki sagladigi 6ne
stiriilmiistiir.’®® FFA oksidasyonu, kaslarda glikolitik enzimleri inhibe eder ve glikoz
fosforilasyonunun bloke edilmesi, glikoz seviyesinde bir artisa neden olur ve glikozun
hiicreler iginde tasnmasini engeller.!®

Diyabetik fareler iizerinde yapilan bir calismada anti-lipolitik ajanlarin kullanimi
tizerine plazma FFA seviyelerinde bir diismenin ardindan insiilin duyarliliginda artmaya
bagl olarak kan glukozu seviyelerinde diismeler kaydedilmistir® ve bu bilgi yiiksek
plazma FFA’siin insiilin direncine katki sagladigin1 dogrular. Ayrica B-hiicrelerindeki
FFA’ya ait yag acil-CoA’larin yikimiyla olusan lipotoksisite insiilin etkisine zarar verdigi
gosterilmistir. 1%

Serum FFA diizeylerini arastiran bir¢ok calisma T2DM hastalarinin yiiksek
plazma FFA diizeylerine sahip olma egiliminde oldugunu gostermistir.!%" 1% 19 Ma ve
ark.?®® Kazak ve Uygur popiilasyonlar: iizerinde yaptiklari calismada T2DM
kohortlarinda o6lgiilen plazma FFA konsantrasyonlarinin tiimii kontrollere kiyasla
degismedi veya arttigin1 bulmasi sonuglarin farkli etnik kokenlere gore degisebilecegini
diistindiirtr.

Calismamizda literatiirden fakli olarak FFA diizeylerini kontrol ve hasta
gruplarinda karsilastirdigimizda hasta grubunun sonuglarini p<0,01 anlamlilik diizeyinde
daha diisiik oldugunu belirledik. Her ne kadar bu sonug literatiirdeki diger calismalarin
sonuglariyla ters goriinse de ¢alismamizin sonuglarina gore FFA nin desnutrin ile pozitif
korelasyon gostermesi (r =0,402, p<0.01) ve hasta grubunda da desnutrinin diizeylerinin
anlamli derecede diisiik olmasi, hasta grubunda plazma FFA diizeyinin diisiik
bulunmamasi siirpriz degildir. FFA diizeylerinin ¢alisma gruplarimizdaki egilimine
baktigimizda ise kontrolden hasta grubuna dogru gidildik¢e seviyelerinin diistiigiinii

gozlemledik. Serum FFA diizeyindeki ciddi diisiisiin sebebini ise Malonil-CoA
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seviyesinin diismesi ve periferik dokularda FFA tiiketiminin artmasiyla izah etmistik.
Pre-DM ile T2DM grubu arasinda FFA diizeyleri acisindan anlamli bir fark
gozlemlenmemistir.

Bulgularimiza gére FFA diizeyleri ile resistin diizeyleri pozitif korelasyon
gostermistir (r=0,685**, p<0,01). Li-Kun Wang ve arkadaslari ¢calismamizin sonuglartyla
uyumlu olarak T2DM’li 120 hasta lizerinde yaptiklar1 ¢alismada FFA ve Resistinin
pozitif korelasyon gosterdigini bulmuslardir.?®* R. Palanivel ve arkadaslar yaptiklari
hiicre kiiltiirii calismalarinda resistinin L6 iskelet kas1 hiicrelerine FFA alimini azalttigini
ayrica yag asidi oksidasyonunu azalttiklarin1 bulmuslardir.?’? Bu bilgilere gore resistin
seviyesi yiikseldiginde artan insiilin direncine bagl olarak plazma FFA diizeylerinin de
yiiksek kalacagi yorumu yapilabilir ve bu iki parametre arasindaki pozitif korelasyonu bir
miktar aciklayabilir. Insanda resistinin en énemli kaynaklarindan biri makrofajlardir ve
adiposit hiicrelerdeki makrofaj ylizdesi obezite ile dogru orantili olarak artar. Obezitenin
en tipik 6zelliklerinden birinin adipositlerde lipid birikiminin olmast ve obez bireylerde
zamanla serum FFA diizeylerinin yliksek olmasi resistin ile olan pozitif korelasyonunda
agiklayici olabilir.

FFA diizeylerinin total kolesterol, LDL-kolesterol, glukoz, HbAlc ve Lp(a)
parametreleriyle istatiksel agidan anlamli kabul edilen negatif bir iligkisi oldugunu tespit
ettik. Serum FFA diizeylerinin TG (r = 0.338, P < 0.001), total kolesterol (r = 0.169, P <
0.001) ve aclik kan sekeri (r = 0.205, P < 0.001)?% ile pozitif bir korelasyonu oldugu daha
once gosterilmistir. 48 uzun siireli kontrollii T2DM hastanin ve 48 diyabetik olmayan
saglikli kontrollerin katildig1 bir bagka calismada FFA diizeylerinin HbAlc (r=0,50),
LDL-kolesterol (r= <0,36) ve total kolesterol (r= <0,36) ile pozitif korelasyona sahip

oldugu gosterilmistir.2%
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Ayrica beklenildigi gibi serum FFA diizeyleri aragtirma parametrelerimizden
desnutrin ile pozitif bir korelasyon gostermistir. Daha once belirttigimiz gibi Malonil-
CoA ile pozitif bir korelasyon iliskisi vardir. Saglikli konumdan Pre-DM evresine gegiste
adipositlerdeki desnutrin aktivitesinin artiyor olmasi lipolizi hizlandirarak serum FFA
diizeyinin destekler. Ayni sekilde bu evrede malonil-CoA diizeyinin 6zellikle
hipotalamusta azaliyor olmasi da istahin artmasini ve dolayli olarak serum FFA diizeyini
arttirici bir etki gdsterebilecegini diisiindiiriir.

Pre-DM grubu ile T2DM grubunun verileri karsilagtirildiginda beklenildigi gibi
T2DM grubunda glukoz (p<0,05) ve HbAlc (p<0,01) parametrelerinin diizeyleri anlamli
yiiksek bulunmustur. Ana parametrelerimizden yalnizca desniitrinin T2DM grubunda
(p<0,05) anlaml1 diisiik oldugunu gozlemledik. Geriye kalan parametrelerin tamaminda
iki grup arasinda anlamli bir fark saptanamamastir.

Desniitrin 6zellikle adipositlerden, aglik durumunda artan enerji ihtiyacin1 FFA’lar
ile telafi etmek igin eksprese edilen bir trigliserit lipaz enzimidir.2®® Ancak adipositlerdeki
diizensiz TAG lipolizi, dolasimdaki FA konsantrasyonlariin degismesiyle instilin direnci
ve T2DM gelisimi dahil olmak iizere ciddi metabolik bozukluklarla iliskili yiikselmesine
neden olabilir.2® Adipositlere spesifik desnutrinin fonksiyonunu ve desnutrin etkisiyle
gerceklesen lipoliz ile salinan FFA’larin akibetini arastirmak i¢in yapilan bir ¢aligmada
yag dokusunda yapisal olarak desnutrini asir1 eksprese eden transgenik fareler kullanilmis
ve ¢alisma sonunda desnutrin aracili lipolizin diyete bagli obeziteyi azalttigini ve sasirtici
bir sekilde ektopik TAG depolanmasina veya serbest yag asiti diizeylerinin artmasina
neden olmadig1 gdsterilmistir.?®® Bu ¢alismaya gore desnutrinin asir1 ekspresyonu, adipoz
dokuda TAG ve DAG (ve/veya MAG) arasindaki goriiniir dongliyii arttirmasi ve 6zellikle
adipositlerde FA oksidasyonunu desteklemesiyle bu transgenik farelerin insiilin

duyarhiligin arttig1 ve diyete bagli obeziteye karsi1 direngli hale geldigi soylenebilir.
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Desnutrin tiretimi olmayan fareler ise adipoz TG seviyelerini kontrol grubuna gore
yaklasik 2 kat daha yiiksek tuttular.8®: 2% Bununla birlikte beklenmedik bir sekilde, kalp
kasinda 20 kat, bobrekte 15 kat, pankreasta 4 kat, iskelet kasinda 3 kat, karacigerde 2 kat
artig & 2% dahil olmak iizere test edilen tiim dokularda onemli 6lciide fazla TG
biriktirdikleri ve bu sebeple erken 6liim meydana geldigi gosterilmistir.'%3

Ayni arastirmacilar ATGL eksikligi olan farelerde ciddi diyete bagli obezite ve
TG birikimine maruz kalmalarma ragmen, glisemik kontrolii 1iyilestirdigini
bulmuslardir.?®” Bu, adipoz TG depolarindan serbest yag asitlerini serbest birakma
yeteneginin bozulmasina ve bunun sonucunda dolagimdaki aclik FFA'sinda belirgin bir
azalmaya baglanmistir. Hem adipoz dokuda hem de tiim dokularda desnutrin iiretimi

103, 206, 208

baskilanmis farelerde serum FFA diizeyi azalirken asir1 liretim yapan transgenik

farelerde FFA diizeylerinin normal seyrinde oldugu goriilmiistiir.2%°

Her ne kadar FFA yerine glukoz ve glikojen depolarinin kullanimiyla glisemik
kontrol diizeliyor olsa da desnutrin iiretimi hi¢ olmayan farelerde glikozla uyarilan insiilin
sekresyonu bozulur ve hipoinsiilinemi gériilmeye baglar.2% 20°

Adipoz dokusunda desnutrin/ATGL'yi asir1 eksprese eden farelerde, adipoz
dokunun kiiciildiigii ve TAG igeriginin seyreldigi goriiliirken®®, tam tersine adipoz
dokusunda desnutrin/ATGL eksprese edilmeyen farelerde azalmis bir lipoliz ile yag
dokusunda bir artis gosterilmistir.1%% 129

Calismamizda saglikli kontrolden pre-DM’ye gegis siirecinde Desnutrin
seviyesinin ylikseldigini gdzlemledik. Desnutrin seviyesinin yiikselmesiyle ektopik
dokularda DG birikiminin yaninda FFA lipotoksisitesinin sonucu olarak insiilin
direncinde bir artis ve bozulmus insiilin sinyallerinin meydana gelmesi pre-DM evresine

gecisi hizlandiriyor olabilir. Pre-DM grubu ile T2DM grubunun desnutrin diizeylerini

karsilastirdigimizda literatiir ile uyumlu olarak T2DM grubunun sonuglarinin p<0,05
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anlamlilik diizeyinde daha diisiik oldugunu tespit ettik. Bunun sebebi ise Pre-DM
evresinde bozulmus glukoz homeostazisini telafi etmek igin seviyesi yiikselen insiilinin
adipositlerde lipolizi baskilayici bir etki gostermesi olabilir. Bu inhibisyona bagli olarak
desnutrinin T2DM evresine gegis siirecinde miktariin diismesi adipositlerde TAG
birikimine sebep olur ve en nihayetinde obeziter-T2DM’ye yol agabilecegini diistindiiriir.

Bir diger olas1 sebep ise pre-DM’den T2DM ye gecis evresinde desnutrin
seviyelerinin diismesiyle glikozla uyarilan insiilin sekresyonu bozulmasi sonucu
T2DM’ye gegcisin hizl olabilecigidir. Liu ve ark.’nin ?'° insan yalanci adaciklarinda ve
sican INS-1 hiicrelerinde desnutrin down regiile oldugunda glikoz ve KClI ile uyarilan
insiilin sekresyonunu bozdugunu gostermesi fikrimizi desteklemektedir. Fare adacik
hiicrelerinin aksine insan adacik hiicrelerinde lipit damlaciklarinin bulunmasi, bu
hiicrelerde lipolizden sorumlu enzimin desnutrin oldugu bilgisiyle asir1 lipit
depolanmasimin B-hiicre disfonksiyonuna sebep oldugu?! bilgileri birlestirilince
desnutrinin rolii hakkinda ipucu vermektedir. Desnutrin, PKA ve AMPK ile fosforile
edildiginde aktivitesi artan bir lipazdir.19% 104 105 ACC’nin bu enzimler ile fosforile
oldugunda inaktifleserek Malonil-CoA diizeylerinde azalmaya neden olur ve bunun da
adipoz dokudan lipoliz ile gelen FFA’ lari diger dokularda [-oksidasyona
yonlendirecegini akla getirir.

Bekledigimiz gibi desnutrin seviyesi, serum FFA diizeyleriyle pozitif korelasyon
iligkisine sahiptir. Adipoz dokuda aktivitesi artan desnutrinin TAG’leri lipoliz etmesi ve
serum FFA’ sim yilikseltmesi beklenir. Adipositlerdeki diizensiz lipolizle plazma
FFA’larinin yiikselmesi insiilin direnci ve T2DM gibi ciddi metabolik bozukluklarla
iliskili oldugu i¢in®'? desnutrin’in dzellikle yag dokuda lipit metabolizmas: iizerindeki

roliiniin iy1 anlasimasi hastaliklarin patofizyolojisini anlamada katki saglayacaktir.
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Bulgularimiza gore desnutrin diizeyleri, serum resistin seviyeleriyle pozitif
korelasyon gostermistir. Hem desnutrin hem resistin ikisi de adiposit farklilagsmasi
sirasinda Uretilir ve her iki parametrenin gruplar arasinda serum diizeylerinin degisimi
birbirlerine ¢ok benzerdir. Pre-DM evresine gegis siirecinde once artar, T2DM evresine
gecis siirecinde azalma egilimine gecerler. cAMP, resistin sekresyonunun gii¢lii bir
tetikleyicisidir ve resistin salimi, adrenerjik sinyal yollar1yla uyarilabilir.?*3

Resistin, glukoz metabolizmasini diizenleyen, seviyeleri yiikseldiginde insiilin
direncini tetikleyen ve proinflamatuar etkiler gosteren protein yapidaki bir hormondur.**®
191 T2DM, obezite, insiilin direnci ve adipoz dokudan salgilanan resistin birbiriyle
baglantihidir. Syed S. Habib ve ark. 24 107 T2DM hastasinin resistin sonuglarmin 84
saglikli insanin sonuclariyla kiyaslandiginda anlamli derecede yiiksek buldular (p<0,05).
Bagka bir caligmada gestasyonel diabet hastast 50 gebenin resistin sonuglar1 50 saglikli
gebenin sonuglarindan istatiksel agidan anlamli yiiksek bulunmustur (p<0,01).2%

Kendi caligmamizda resistin diizeylerini kontrol grubu ile hasta grubunda
karsilagtirdigimizda hasta grubunda yiikseldigini gbzlemledik ancak istatistiksel agidan
anlaml degildi. Kontrol grubu ile sadece T2DM grubu kiyaslansaydi istatiksel agidan
anlaml bir yiikseklik goriilebilirdi. Beklenildigi gibi saglikli konumdan Pre-DM’ye gecis
evresinde artis goriilmistiir. Pre-DM’den T2DM ‘ye ge¢is evrelerinde resistin
seviyelerinde hafif bir diisme gozlenmistir ancak istatistiksel olarak anlamli ¢cikmamustir.

Ayrica resistin, bu ¢alismadaki sonuglara gore ApoAl ve Desnutrinin yaninda
Malonil-CoA ve FFA ile de pozitif korelasyon gostermis (p<0,01), HbAlc ile ters
korelasyon gostermistir (p<0.05). HbAlc ile ortaya ¢ikan bu ters korelasyon
beklenilmeyen bir bulgu gibi goriinebilir ¢linkii literatiir bilgilerine gore resistin seviyesi
arttik¢a instilin direnci artar, insiilin direnci arttikca kan glukoz seviyesi yiiksek seyreder

ve dolayisiyla glikasyona ugramis hemoglobin yiizdesi yiiksek olur. Ancak saglikli

72



adacik hiicrelerinin sayis1 ve dokularin insiiline olan duyarliliginin diizeyinin etkisiyle
belkide salgilanan asir1 insiilin hormonu hiperglisemiden normoglisemiye hatta belki de
hipoglisemiye gecis frekanslarinin artmasina, glukoz seviyelerinin normale yakin veya
diisiik seyretmesine ve Pre-DM evresindeki hastalara ait glikoz bagli hemoglobin
yiizdesinin diisiik olmasina sebep olmus olabilir.

Resistin ile FFA arasindaki iliski i¢in literatlire bakildiginda benzer ¢aligmalarda
caligmamizin sonuglartyla uyumlu sonuglar goriilmiistiir. Resistinin obezite ile iliskili
insiilin direncindeki roliinii arastiran bir calismada plazma resistin seviyeleri, plazma FFA
seviyeleri ile pozitif korelasyon gosterdi. (r = 0.68, P < 0.01).26 3T3-L1 hiicrelerinin
kullanildigi ¢alismalarda resistin mRNA seviyelerinin gegici olarak up-regiilasyonu lipid
birikiminde bir artisa tam tersine down-regiillasyonu ise azalisa neden oldugu
gosterilmistir. 1% 217 Daha 6nce bahsedildigi gibi FFA’nin insiilin direncini arttirtyor
olmast ve Resistinin FFA ile pozitif korelayon gostermesi birbirleriyle uyum gosteren iki
durumdur.

Bulgularimiza gore Resistin, Malonil-CoA ile pozitif korelasyon iliskisi
gostermistir. Resistinin, 3T3-L1 adipositlerinde resistin ekspresyonunun baskilanmasiyla
lipid iiretiminin azaldig1 gosterilmisti.!®* Belkide resistinin yag asidi sentez reaksiyonlar
tizerinde ilk basamagin disinda bir konumda inhibisyon etkisi varsa resistin seviyesi

yiikseldiginde Malonil-CoA birikimi artiyor olabilir.
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6. SONUC VE ONERILER

Arastirma parametrelerimizden Malonil-CoA ve FFA’nin serum diizeylerinin
gruplar arasi degisimine bakildiginda biiylik benzerlik gosterdigi dikkat ¢ekmektedir.
Saglikli konumdan obez Pre-Diyabetik evreye gecis siirecinde birbiriyle yakin iliskili bu
iki parametrenin diizeylerinde birlikte belirgin bir azalmanin goriilmesi bu evre i¢in bir
biyobelirte¢ olabilme potansiyeli tasidigina isaret etmektedir.

Desnutrinin, obez Pre-DM evresine gecis silirecinde plazma diizeyinin artiyor
olmasi yine bu evrede erken tani i¢in kullanilabilecek bir parametre gibi goriinmektedir.

Calismamizin en ilging sonuglarindan biri de kardiyovaskiiler hastaliklarla ters
iligkisinin oldugu bilinen HDL’nin yapisal bileseni olan ApoAl, arastirma
parametrelerimiz olan Desnutrin, Resistin, FFA ve Malonil-CoA ile pozitif korelasyon
gOstermistir. Literatiir taramasi yapildiginda bu bulgumuzu destekleyen veya reddeden
bir agiklamasi bulunamamustir. Spekiilasyona agik bir parametre olarak durmaktadir ve

tizerinde daha detayli ¢alismalarin yapilmasina ihtiyag¢ vardir.
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Kisisel Bilgiler

Adi Soyadi:
Dogum tarihi:
Dogum Yeri:
Medeni Hali:
Uyrugu:
Adres:

Tel:

Faks:

E-mail:

Egitim

Lise:
Lisans:

Yiiksek lisans:

Doktora:

Yabanc Dil Bilgisi

Ingilizce:
Almanca:

Rusca:

Uye Olunan Mesleki Kuruluslar
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EK-2. ETiK BILDIRIiM VE INTIHAL BEYAN FORMU

: g‘?’%\ SAGLIK BILIMLERI ENSTITUSO
\'\'(\‘3,—/“;'/ Graduate School of Health Sciences

Tk units

ETIK BILDIiRIM VE INTIHAL BEYAN FORMU'

Ogrencinin Adi ve Soyadi Veysel ARSLAN
' Ogrencinin Numarasi
' Ana Bilim Dah Tibbi Biyokimya
Ogrencinin Kayith Oldugu Program Doktora
Tiirii

Yukarida bilgileri verilen tezin intihal tespit yazihmiyla (Turnitin) yapilan tarama sonucunda
 elde edilen benzerlik oranlari asagidaki gibidir. Beyan edilen bilgilerin dogru oldugunu, aksi halde
dogacak hukuki sorumluluklari kabul ve beyan ederiz.

Biliimler Benzerlik Oram Maksimum Benzerlik Oranlan
L. Girig % 2 % 15
{ 1L Genel Bilgiler % 2 % 35
| IIL Materyal ve Metod % 14 % 35
IV. Bulgular % 9 % 15
V. Tartisma % 1 % 20

Not: Yedi kelimeye kadar benzerlikler ile Baslik, Kaynakga, Icindekiler, Tesekkiir, Dizin ve Ekler kisimlar:
tarama dis1 birakilabilir. Yukaridaki azami benzerlik oranlar: yaninda tek bir kaynaktan olan benzerlik
- oraniarmm %35 'den biiyiik olmamasi gerekir.




EK-3. ETIK KURUL ONAY FORMU

QTATI'.'IBK I'JNiVERSiTESi TIP
FAKULTESI KLINIK ARASTIRMALAR
ETIK KURULU

Boliimii : Dekanlik
Servisi : Klinik Arastirmalar Etik Kurulu

Saya B.30.2.ATA.0.01.00/359
Konu Etik Kurul Karari

15.04.2021
Saymn: !

Tibbi Biyokimya Anabilim Dah
Ogretim Uyesi

Degerlendirilmek ilizere Klinik Arastirmalar Etik Kurulu’na basvuruda bulundugunuz
“Tip-1I1 Diyabette Kan FFA, Desniitrin ve Resistin Diizeyler ile Kardiyovaskiiler Risk

Belirtegleri Arasindaki Iliski” isimli bilimsel tez c¢alismasina ait Kurul Karar ekte
sunulmustur.

Bilgilerinizi ve geregini rica ederim.
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ATATURK UNIVERSITESI TIP
FAKULTESI KLINIK ARASTIRMALAR

ETIK KURULU
KARAR
= ETIK KURULUN ADI Atatiirk Universitesi Tip Fakiiltesi Klinik Arastirmalar Etik Kurulu
.g. é - ACIK ADRESI: Atatiirk Universitesi Tip Fakiiltesi Dekanlig1
A -
=2 = TELEFON
=
= FAKS
E-POSTA
SORUMLU ARASTIRMACI ’
UNVANI/ADI/SOYADI
Tip-II Diyabette Kan FFA, Desniitrin ve Resistin Diizeyler
ARASTIRMACININ ACIK ADI s " 56 ‘ 2 " —
3 ¢ ile Kardiyovaskiiler Risk Belirtecleri Arasimdaki Iliski
Toplant: Sayisi: 03 Karar No: 47 | Tarih:15.04.2021
E Yukarida bilgileri verilen bagvuru dosyasi ile ilgili belgeler aragtirmanin/caliymanin gerekge, amag, yaklagim ve
== yontemleri dikkate alinarak incelenmis ve ¢alismanin biitgesinin TUBITAK tarafindan kargilanmasi kosulu ile
g ﬁ yapilmasinda bilimsel ve etik agidan sakinca olmadigina oy birligi ile karar verildi.
(&)
§ ﬁ Klinik Arastirmalar Hakkinda Yénetmelik kapsaminda yer alan arastirmalar/calismalar igin Tiirkiye ilag ve
= Tibbi Cihaz Kurumu’ndan izin alinmasi gerekmektedir.
Aragtirmaciya ¢aligmalarinda basarilar dileriz.



User
Dikdörtgen

User
Dikdörtgen

User
Dikdörtgen

User
Dikdörtgen


