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GIRIS VE AMAG

Kalsiyum bagimli, glikoprotein yapisinda bir esteraz olan paraoksonazin (PON1),
HDL nin yapisinda bulundugunun anlasilmasindan sonra Koroner Arter Hastaligi1 (KAH) ile

iligkisine yonelik calismalar artmistir (1,2).

Serum PON1’in, LDL fosfolipidlerinin lipid peroksidasyonunu dnleyerek oksidasyona

kars1 korumada 6nemli oldugu yapilan ¢aligmalarda gosterilmistir (3,4,5) .

Diabetes Mellitus’ta paraoksonaz aktivitesinin azaldigi ¢esitli caligmalarla
gosterilmigtir. DM’lu hastalarda koroner arter hastaliginin gelismesinin paraoksonaz

aktivitesindeki azalmaya bagli olabilecgi diisiiniilmektedir(6,7).

AOPP (Advanced Oxidation Protein Products), oksidatif stresin proteinler iizerine
etkisini gosteren bir belirte¢ olarak deger kazanmaktadir. Caligmamizin amaci, Diabetes
Mellitus’lu kisilerde serum PONI1 aktivitesinin ve AOPP diizeylerinin Diabetes Mellitus i¢in
bir belirte¢ olup olmadigini arastirmak, aclik glukozu, HbAlc, kolesterol ve HDL ile

korelasyonunu belirlemektir.



2. GENEL BILGILER

2.1 DIABETES MELLITUSUN TANIMI ve TARIHCESI

Diabetes eski Yunanca’da “sifon” anlamina gelir ve asirt idrar yapimini anlatir.

Mellitus ise yine Yunanca’da “bal” anlamina gelen “mel” kelimesinden gelistirilmistir (8).

Diabetes mellitus kanda glukoz seviyesinin artmasi ve glukoziiri ile karakterize kronik
bir hastaliktir. Sebebi endojen insiilinin mutlak veya goreceli eksikligi veya periferik
etkisizligidir. Bunun sonucu olarak hiperglisemi, karbonhidrat, yag ve protein metabolizmasi
bozukluklari, kapiller membran degisiklikleri ve hizlanmis arteriosklerozis olusur. Bu
hastalarda en 6zgiin klinik semptomlar polidipsi, polifaji ve poliliridir. Baz1 hastalarda izah
edilemeyen kilo kaybi, bazilarinda da kronik komplikasyonlara bagli goz, merkezi sinir
sistemi, kardiyovaskiiler sistem veya ilirogenital sistemle ilgili yakinmalar 6n planda olabilir

(9,10, 11, 12).

Diinya Saglik Orgiitii (World Health Organization-WHO) bozulmus glukoz toleransi
ve Diabetes Mellitus tani kriterlerini 1980 yilinda tanimlamistir. American Diabet Cemiyeti
(American Diabetes Association-ADA) 1997°de bu kriterleri yeniden gozden gegirmis ve yeni

diabetes mellitus tan1 kriterlerini yayimnlamistir (13).

2.2 EPIDEMIYOLOJI

Diabetes mellitus, biitiin toplumlarda ve irklarda goriilen bir hastaliktir. Diinyanin bazi
yorelerinde goriilme siklig1 daha azdir. Gronland ve Alaska Eskimolarinda DM prevelansi cok
diistiktiir ve saptanan olgularin ¢ogu NIDDM’dur. Buna karsilik Amerika’da yasayan Pime
Kizilderililerinde prevelans %55’in tstiindedir ve diinya tiizerindeki en yiiksek diabet

prevelansi bu irktadir (14).



Diabetes Mellitus’un Siniflandirilmasi ve Etyopatojenez:

Tablo 1: DM ve ilgili Glukoz intoleransi Kategorilerinin Simiflandirilmasi:

Klinik Simiflar:
A)Diabetes Mellitus

Tip 1 Diabetes Mellitus

Tip 2 Diabetes Mellitus
-Non-obez
-Obez
-MODY (Maturity onset diabetes of the young)

Malnutrisyonla ilgili Diabetes Mellitus

Bazi sendromlar ve diger durumlarla ilgili Diabetes Mellitus
-Pankreas hastaliklar
-Hormonal bozukluklarla ilgili hastaliklar
-Ilaglar ve diger kimyasal maddelere bagl durumlar
-Insiilin yapisinda veya insiilin reseptoriiniin
yapisindaki bozukluklar
-Baz1 genetik sendromlar
-Diger nedenler

B)Bozulmus Glukoz Toleransi

Non-obez

Obez

Bazi durumlar ve sendromlarla ilgili

C)Gestasyonel Diabetes Mellitus

Istatistiksel Olarak Risk Altinda Olan Popiilasyon:

Bunlar; glukoz toleransi normal olmasina karsin, ileriki senelerde diabet gelisme

olasilig1 yiiksek olan insanlardir.

A)Daha 6nce glukoz toleransi saptanip normale dénenler

B)Potansiyel glukoz tolerans anomalisi olanlar




Tablo 1°deki smiflandirma Diinya Saghik Orgiitii’niin  1985°de  yayinladig
siniflamadir. Bu smiflandirmada klinik grup basligi altindaki diabetes mellitus, bozulmus
glukoz tolerans1 ve gestasyonel diabetin her iiclinde de asikar hiperglisemi olup, tedavi

uygulanmasi gerekmektedir.

Istatistiksel olarak risk altinda bulunan popiilasyonda ise hiperglisemi yoktur. Bunlar
gestasyonel DM’da oldugu gibi, yasamlarinin bir doneminde glukoz intoleransi gelismis ve
sonra tamamen normale donmiis bireyler olabilir (Oral Glukoz Tolerans Testi ( OGTT )
normallesmistir). Bundan bagka Tip 1 DM’a yatkin HLA antijenlerine sahip olup heniiz
hiperglisemi saptanmamis olmasina ragmen, dolagimlarda islet hiicresi veya insiiline karsi
otoantikor bulunanlar olabilir veya Tip 2 DM’li bir hastanin monozigot ikizi olabilir.
Istatistiksel olarak risk altinda bulunan bu gruba giren bireylerin erken tani agisindan
periyodik kontrollerden gegirilmeleri gerekir. Istatistiksel olarak risk altinda olan popiilasyon

sOyle Ozetlenebilir:

Tip 1 i¢in : Tip 1 diabetlinin kardesi ya da ¢ocugu olmak
Tip 1 diabetlinin HLA idantik kardesi olmak
Tip 1 diabetlinin tek yumurta ikizi
Adacik antikorlar1 pozitif

Tip 2 i¢in : Tip 2 diabetlinin tek yumurta ikizi
Tip 2 diabetlinin birinci derece akrabalari

4 kg’nin iizerinde bebek doguranlar

Amerikan Diabet Birliginin (American Diabetes Association- ADA) 1997 yilinin

Haziran ayindaki toplantisinda yeni bir diabetes mellitus siniflamasi da yapilmstir.



ADA DIABET SINIFLANDIRMASI

1.Tip 1 Diabetes Mellitus
a)Klasik tip
b)idiopatik tip

2.Tip 2 Diabetes Mellitus

3.Diger 6zel tipler
-Beta hiicresinin genetik hastaliklar
-Insiilin etkisinin genetik defektleri
-Pankreas hastaliklar
-Endokrinopatiler
-Ilaglar ve kimyasal madde etkileri
-Enfeksiyonlar
-Immiin mekanizmalar
-Diabetin diger sekilleri
-Diabetin genetik sendromlar1

4.Gestasyonel Diabet

Tip 1 Diabetes Mellitus’un Etyopatogenezi

Pankreastan salgilanan endojen insiilinin olmamasina bagli olarak gelisen diabetes

mellitus tiplerine bu isim verilir.

Tablo 2: Tip 1 Diabetes Mellitus’un Etyolojik Simiflamasi:

1) Pankreas beta hiicrelerinin idiopatik otoimmun yikimi
2) Poliglandiiler otoimmun sendrom Tip 2 (Schmidt sendromu)
3) Viral enfeksiyonlarin neden oldugu beta hiicresi yikimi
-Konjenital rubella viriisii
-Koksaki B (Tip B4 ve B3)
-Sitomegalovirus
4) Akut pankreatit, kronik tekrarlayici pankreatit, pankreas kanseri, konjenital pankreas

hipoplazisi ve pankreatektomiye bagli pankreas doku kaybi.




5) Pankreas beta hiicresinde yikima neden olan kimyasal ajanlar.
6) Genetik sendromlar: -DIDMOAD sendromu (Diabetes insipidus, DM, optik atrofi ve
sagirlik)
-Fredreich ataksisi.

7) Diger; Kesin olarak tanimlanamayan nedenlerle gelisen insiilin salgis1 azalmasi.

En sik rastlanani pankreas beta hiicrelerinin idiopatik otoimmiin yikimidir ve buna Tip
1 DM denir. Hastalik ani baslangichdir. Immunolojik olarak beta hiicrelerinin %901 harap
olduktan sonra klinik tablo ani olarak olusur. Polidipsi, poliiiri, kilo yakinmalar1 veya

ketoasidoz komasi ilk bulgu olabilir.

Hastaligin tanis1 ilk kez konuldugunda hasta zayiftir ve kural olarak komplikasyon

yoktur (15,16).

Tip 1 poligenetik bir egilim gosterir. Cesitli irklarda Tip 1 diabete yatkinlik saglayan
antijenin tipi degisiktir. Beyaz irk icin HLA B8, HLA B15, HLA DR3 ve HLA DR4, zenci irk
icin HLA DR7, Japonlar icin HLA DRO diabete yatkinlik saglayan antijenlerdir. Genetik
yatkinlig1r olan cocuklarda genelde 5-15 yaslar1 arasinda tetigi c¢eken bir olaydan sonra
hastalik hizla gelismektedir. Tetik ¢eken olay viral enfeksiyonlar, 6zellikle kabakulak,
konjenital rubella ve koksaki B, diyet, toksinler ve strestir. Biiylik ¢cogunlukta ise otoimmun
mekanizmay1 baslatan faktoriin ne oldugu bilinmemektedir. Bu hastalarda klinik yakinmalarin
baslamasi ile beraber dolasimda adacik hiicrelerine karsi otoantikorlar (islet cell
autoantibodies-ICA ) yiiksek oranda (%65-85) saptanir. Otoantikorlarin ¢ogu IgG tipindedir.
ICA titresi zamanla diisen tip 1 DM’lu hastalarda ICA (-) oldugu i¢in Tip 1 DM ile tip 2
DM’un erken yasta baglayan formunun ayirici tanisinda ICA 6nemli bir laboratuar bulgusudur

(17,18,19).

Tip 1 diabetin diger bir tipi “Poliglandiiler otoimmun sendromun tip II”” veya diger ad1
ile “Schmidt sendromudur”. Cogunlukla kadinlarda goriillen Schmidt sendromunda tiroid,
adrenaller, gonadlar ve midenin parietal hiicrelerine karsi da otoantikorlar {iretilir ve

hipotiroidi, stirrenal yetersizlik, hipogonadizm ve pernisiydz anemi gelisebilir.



Daha nadir goriillen Tip 1 diabet nedenleri arasinda pankreatit, pankreas kanseri,
konjenital pankreas hipoplazisi ve pankreatektomi yer alir. Tip 1 diabette total mortalite hiz1
Diabetik olmayanlara gore 4-7 kat yliksektir ve en sik mortalite nedeni (%55) son dénem

bobrek yetersizligidir (20).

Tip 2 Diabetes Mellitus’un Etyopatogenezi

Toplumda en sik rastladigimiz diabet tipidir. Genellikle 45 yas iizerinde ilk yakinmalar
baslar, kronik seyirlidir ve sinsi gidislidir. Hastalarin hekime ilk basvurma nedenleri polidipsi,
poliiiri ve polifaji gibi yakinmalardan ziyade gérme bozukluklari, el ve ayaklarda uyusukluk
veya fasiyal sinir paralizisi gibi kronik komplikasyonlar mevcuttur. Hastalarin ¢ogu obezdir.
Aile Oykiisii hemen hepsinde alinabilmesine karsilik, hastalik heniiz tek bir genetik zemine

oturtulamamustir.

Diabetik ketoasidoz komasi siddetli enfeksiyon veya mezenter arter embolisi gibi acil
bir durum olmadikca gelismez. Bu hastalarda daha sik goriilen koma, yeterli sivi

alinmamasina bagli gelisen hiperglisemik hiperosmolar non-ketotik komadir (21).

Insiiline bagimli olmayan Diabetes Mellitus’un diger ad1 “Tip 2 Diabetes Mellitus”
tur. Hastalarda glukoz intoleransi bilgi vermeksizin uzun siiredir mevcuttur ve metabolik

diizeyde bozukluklar gelismesine yol acar (21, 22).

Cevre faktorleri ile genetik faktorler su lic mekanizma ile tip 2 diabete yol acarlar (23).

a) Periferik dokularda insiilin direnci
b) Pankreastan insiilin salinim kusuru

c) Karacigerde glukoz iiretiminin artmasi

Bu hastalarda temel bozukluk insiilinin fizyolojik etkilerine kars1 periferik dokularda,
ozellikle de cizgili kaslarda diren¢ gelismesidir. Insiilin direncini olusturabilen veya
arttirabilen etkiler arasinda yaslanma, sedanter yasam, obezite, psisik ve fiziksel stresler,

glukokortikoid, seks hormonu yapisindaki ilaglar, akromegali, cushing hastalig1 ve benzeri



endokrinopatiler, gebelik, glukoz toksisitesine yol agan uzun siireli hiperglisemi ve genetik

yatkinlik bulunur.

Tip 2 Diabette beta hiicrelerinin kan seker diizeyine yaniti anormaldir. Ancak yapilan
deneyler gostermistir ki hasta beta hiicrelerinin ndrojenik uyarilara, oral antidiabetiklere ve

sekretine kars1 insiilin yanitinin bozulmamis oldugunu géstermistir.

Tip 2 diabette 6zellikle glukoza karsi erken insiilin yanitinda bir bozukluk mevcuttur
ve beta hiicresi glukozu tanimakta gii¢liik ¢eker. Genglerde ortaya ¢ikan erigkin tipi diabette
(MODY) ve klasik Tip 2 diabetli olgularin bir kisminda genetik olarak belirlenen glikokinaz

enzim eksikligi bu bozukluga neden olur.

Karacigerden glukoz iiretiminin artmasi kismen insiilin eksikliginden ve bunun sebep
oldugu glukagon fazlaligindan, kismen de insiilinin etkisizliginden kaynaklanir. Bu

bozuklugun sonucu olarak a¢lik hiperglisemisi gelismektedir.

Tip 2 Diabetes Mellitus ii¢ evreye ayrilir: (18,24)

Preklinik evre: Beta hiicre fonksiyonlar: normal oldugundan bu evrede, periferdeki
inslilin direnci normale gore daha fazla insiilin salinarak (hiperinsiilinemi) asilmaya
calisiimakta ve boylece bir siire normal glukoz toleransi siirdiiriilmektedir. Bu donemde kan

glukozu normal diizeydedir. OGTT normaldir.

Bozulmus glukoz toleransi donemi: Asir1 ¢calisan beta hiicrelerinde bitkinlik ve salgi
yetmezligi gelisir. OGTT patolojik olmustur. Aclik glisemisi normal oldugu halde OGTT de
ikinci saat degeri 140 mg/dl’nin iistiine ¢ikmaktadir. Bu donemde de hiperinsiilinemi devam
etmekle birlikte periferik direnci asamamaktadir. Bu donemde kroner arter hastaligi i¢in risk
faktorleri olan hipertansiyon, hipertrigliseridemi, HDL —kolesterol diistikliigti sik goriiliir ve

bu nedenle makrovaskiiler komplikasyonlar gelisebilmektedir.

Preklinik ve bozulmus glukoz toleransi evrelerinin ikisine birden “kompanse periferik
insiilin direnci” donemi denir. Kompanse dénemde insiilin direncine sahip olan non-genetik
faktorler azaltilabilirse asikar diabet ortaya cikisi da geciktirilebilir. Kompanse donemden

asikar diabete gecisin ortalama 10-20 y1l oldugu diisiintilmektedir.



Asikar diabet: Bu doneme gegiste iic dnemli mekanizma isler. ilki ve en &nemlisi
beta hiicre say1 ve salgi fonksiyonunda azalmadir. Bunu genetik belirlese de, hiperglisemi ve
artmig yag asitlerinin toksik etkisi de beta hiicre fonksiyonlarmi bozabilmektedir. Ikinci
mekanizma karaciger glukoz {iretiminin artmasidir ki bu bozulmus glukoz toleransi
doneminde genelde normaldir. Ugiincii mekanizma ise periferik insiilin direncinin giderek

artmasidir.

Asikar diabet doneminin baslangicinda insiilin salgi yedegi yeterli oldugu igin diyet ve
oral antidiabetik ajanlar yeterli olmaktadir. Bu donem degisken olmakla birlikte uzun yillar

stirer. Beta hiicre yedegi zamanla azaldiginda insiilin tedavisine ihtiya¢ duyulur (25).

2.3 DIABETES MELLITUS’UN TANISI

Diabetes mellitus’un tan kriterleri, oral glukoz tolerans testi (OGTT) endikasyonlari,

OGTT hazirlig1 ve yapilist asagida tablolar halinde belirtilmistir .

Tablo 3: Diabetes Mellitus’un tani Kriterleri:

e Bir hafta arayla bakilan en az 8 saatlik tam aglik vendz plazma glukoz seviyesinin, iki
ayr1 0lciimde 126 mg/dl’ye esit veya yliksek saptanmasi veya;

e Diabete 6zgii semptomlarin varligina ek olarak giiniin herhangi bir zamaninda 6l¢iilen
vendz plazma glukoz degerinin 200 mg/dl’ye esit veya yliksek olmasi veya; (diabete

0zgll semptomlar; poliliri, polidipsi ve acgiklanamayan kilo kaybidir.)
e Oral glukoz tolerans testi sirasinda 2. saat plazma glukoz diizeyinin 200 mg/dl’ye esit

veya yliksek olmasi. Test WHO nun tanimladigi bicimde 75 gram anhidroz glukozun

suda ¢oziinmesiyle yapilmalidir(26).




Tablo 4: Oral Glukoz Tolerans Testi(OGTT) Endikasyonlari(27):

1.

wok wD

Tarama testinde aclik kan sekerinin 115 mg/dl ve tlizerinde ya da postprandiyal kan
sekerinin (120. dakika ) 140 mg/dl ve iistiinde bulunmasi.

Gestasyonel diabeti belirlemek veya reddetmek.

Sismanlik ve/veya o6zellikle agirlikli ailesel diabet hikayesi olanlar.

Otozominal dominant (MODY) tipi diabet hikayesi olanlar.

Aciklanamayan noropati, retinopati, ateroskleroz, koroner arter hastaligi, periferik
vaskiiler hastaliklar (6zellikle 50 yasin altinda olanlarda).

Operasyon, stres, travma, infarktiis, serebral vaskiiler olaylar, kortikesteroid kullanimi,
gebelik esnasinda anormal glukoz degerleri veya glukoziiri goriilenlerde, bu olaylar
gectikten sonra test yapilmalidir.

Metabolik sendrom X diisiiniilen kisilerde.

Reaktif hipoglisemi diisiiniilen kisilerde (bu kisilerde OGTT siiresi daha uzun tutulur).

Tablo 5: OGTT hazirhg: (27)

1.

Testten en az li¢ giin evvel hasta giinde en az 200 gr karbonhidrat igeren beslenme
programina alinmalidir.

Hastanin agir stres, akut serebral ve kardiyak olaylar, uzun siireli inaktivite (sedanter
yasam) enfeksiyon gibi OGTT’yi etkileyebilecek bir sorunun olmamasina dikkat
edilmelidir. Akut hastaliklarin gegmesi beklenmelidir.

Hipopotasemi, gastrointestinal motilite ve emilim bozukluklari, agir karaciger ve
bobrek yetersizligi, Addison hastaligi, Cushing Sendromu, hipertiroidi, akromegali,
feokromasitoma gibi hastaliklarin aktif doneminde OGTT yapilmamalidir.

Oral kontraseptifler, diiiretikler, kortikosteroidler, difenilhidantoin, tiroksin, nikotinik
asit, psikotrop ajanlar ve beta bloker gibi ilaglarin kullaniminda testten en az bir hafta
once, yiiksek doz Ostrojen iceren oral kontraseptif kullaniminda ise en azindan bir

sikliis Once ilag kesilmelidir.
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Tablo 6: OGTT yapilmasi: (27)

1. Hasta 10-16 saatlik aglik sonrasi sakin bir odaya alinir. O. dakikada ilk kan drnekleri
alinir.

2. 5 dakika iginde 300 ml suda eritilmis 75 gr glukoz hastaya igirilir.

3. Diinya Saglik Orgiitii’'ne gore glukoz verildikten yalnizca 2 saat sonra kan &rnegi
alinmas1 yeterli olmakla birlikte; NDDG (Amerikan Ulusal Diabet Veri Toplama
Grubu)’nin O6nerdigi sekilde 2 saat siireyle 30 dakikada bir (30., 60., 90., 120. dk) kan
ornegi alinmasinda fayda vardir. Reaktif hipoglisemi diisiiniilen vakalarda test siiresi 5
saat kadar uzatilmaktadir.

4. Test siiresince sigara i¢gmek, fazla dolagmak ve su disinda yiyecek almak sakincali ve

yasaktir.

Tablo 7: WHO Kiriterlerine gore OGTT yorumu:(27)

dgzeg;ﬁl\l/légéziz NGT (normal Glukoz IGT (bozulmus DM

plazma mg/dl) toleransi) glukoz toleransi) (Diabetik)
Aclik <110 <140 > 140
120 dk <140 < 140-199 >200

Tablo 8: National Diabetes Data Group (NDDG) kriterlerine gore OGTT yorumu (28)

Kan glukoz diizeyi
(vendz plazma NGT (normal glukoz IGT (bozulmus DM (Diabetik)
toleransi) glukoz toleransi)

mg/dl)
Aclik <115 <140 > 140

30., 60.3 90.,de en az <900 > 200 > 200

bir deger

120. dk <140 140-200 >200
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ADA 2007°de bozulmus aglik glukozu sinirin1 100 mg/dl’ indirmistir (26). WHO ise
sinir1 bu kadar diistirmenin risk altindaki populasyonu c¢ok arttiracagini belirtmektedir.
Bozulmus aclik glukozu olanlarin sayisi artacak ama bozulmus glukoz toleransi olanlar

azalacaktir (27).

Gestasyonel Diabet tanisi i¢in tiim gebelere gebeligin 24-28. haftalarinda 50 gr glukoz
icirilerek tarama testi yapilir. Test oncesi herhangi bir hazirliga gerek yoktur. 1 saat sonraki
kan seker diizeyi 140 mg/dl veya iistiinde ise 100 gr glukozla test yinelenir. 100 gr glukoz ile
yapilan testte tablo 9’daki degerlerden ikisinin bir arada bulunmasi gestasyonel diabet tanisini

koydurur.

Tablo 9: Gebelerde 100 gr glukoz ile OGTT yorumu:

Kan glukoz diizeyleri (mg/dl)

Aclik > 105
60. dk > 190
120.dk > 165
180.dk > 145
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2.4 DIABETES MELLITUS’UN KOMPLIKASYONLARI

Diabetes mellitusun komplikasyonlar1 asagida akut ve kronik olarak siniflandirilmistir.

A) Akut (metabolik) komplikasyonlar:
-Diabetik ketoasidoz
-Hiperosmolor non-ketotik koma
-Laktik asidoz komas1

-Hipoglisemi komasi

B) Kronik (dejeneratif) komplikasyonlar:

1) Makrovaskiiler komplikasyonlar:
-Kardiyovaskiiler hastaliklar
-Serebrovaskiiler hastaliklar

-Periferik damar hastaligi

2) Mikrovaskiiler komplikasyonlar:
-Diabetik nefropati
-Diabetik retinopati
-Diabetik néropati

Diabetes mellituslu hastalarda doku ve organlarda biyokimyasal, morfolojik ve
fonksiyonel bir takim degisiklikler meydana gelir. Akut donemde olusan metabolik
komplikasyonlar yasami tehdit edecek diizeyde hatta fatal olabilir, fakat bugiin i¢in asil sorun
daha dnce bahsedildigi gibi uzun siirede olusan, kiiciik ve biiyiik damarlarin hastaligidir, buna
“kronik vaskiiler sendrom” da denir. Diabetin kronik komplikasyonlar1 tutulan sisteme gore
Tablo 10°da smiflandirilmistir. Diabetik mikroanjiopatik degisiklikler, diabetik metabolik
bozukluklarla hizlanmis ateroskleroz tablosudur demek yanlis degildir. Buna karsilik Diabetik
mikroanjiopatik degisimler genelde diabete has ve tespit edildiginde diabet varligin1 akla
getiren patolojik damar bozukluklaridir(32, 33). Diabetik mikroanjiopatinin gelisimi hakkinda
“Metabolik Hipotez” ve “Genetik Hipotez” isimli iki 6nemli hipotez vardir (29, 30, 31).
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Tablo 10: Diabetin mikroanjiopatik ve makroanjiopatik kronik komplikasyomlari:(32)

Goz 1.Diabetik retinopati (vazoproliferatif ve makiilopatik)
2.Vitreus kanamasi
3.Rubeozis iritis
4.Glokom
5.Katarakt
6.Okiiler kas felci

Bobrek 1.Interkapiller glomeruloskleroz (Kimmelstiel Wilson)
2 Kronik bobrek yetersizligi
3.Renal papiller nekroz
4.Kronik pyelonefritis
5.Renovaskiiler hastaliklar ve hipertansiyon

Periferik sinir ve MSS 1.Somatik Diabetik néropati
2.0tonom Diabetik ndropatisi
3.Diabetik inmeler

Kardiyovaskiiler sistem 1.iskemik kalp hastaliklar
2.Diabetik kardiyomiyopati
3.Diabetik periferik arter hastaligi
4.Diabetik arterial organ beslenme bozuklugu

Deri ve bag dokusu 1.Necrobiosis lipoidica diabeticorum
2.Xantoma diabeticorum
3.Granuloma annulare
4.Fronkuloz
5.Mikotik infeksiyonlar

Gebelik 1.iri bebek gelisimi insidansinda artig
2.Kongenital defekt (bebekte)
3.Gebelikte miad gecikmesi
4.Neonatal hipoglisemi
5.Neonatal 6liim degerlerinde artis
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MAKROVASKULER KOMPLIKASYONLAR

Diabetin makrovaskiiler komplikasyonlar1 tip 2 DM i¢in heniiz asikar DM’nin ortaya
cikmadigi bozulmus glukoz toleransi doneminde baslar. Bu donemde makrovaskiiler
komplikasyonlar gelismemekle beraber koroner kalp hastaligi i¢in 6nemli risk faktorleri olan
hipertansiyon, hipertrigliseridemi ve HDL-kolesterol diizeyinin diisiik olmasi sik goériilmekte
ve bu nedenle makrovaskiiler komplikasyonlar gelisebilmektedir. Makrovaskiiler

komplikasyonlari agisindan kadin-erkek farki yoktur .

Makrovaskiiler komplikasyon olusumunu etkileyen faktorleri 3 grupta toplayabiliriz.

A) Diabete 6zgii faktorler:

* Metabolik kontrol

* Hiperinstilinemi

* Kadin-erkek farki kalkmasi
* Spesifik Diabetik anjiopati

* Diabetik nefropati ve hipertansiyon

B) Yasam sekli ile ilgili faktorler

* Diyet: Obezite, asir1 yagl gida, kat1 yag tiiketiminin yiiksek olmasi, asir1 tuzlu gida
alimu.

* Sigara, alkol kullanimi

* Sedanter hayat

C) Genetik faktorler

* Kalitimsal hastalik riski: Hipertansiyon, hiperlipidemi, hiperiirisemi, subklinik
hipotiroidi

* Irksal ve bireye ait duyarlilik

* Olast aterosklerozla beraber diabet gelisimine genetik yatkinlik (33).
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KARDIYOVASKULER HASTALIKLAR

Diabet kardiyovaskiiler morbidite ve mortalite agisindan 6nemli ve bagimsiz bir risk
faktoriidiir. Tip 2 diabette mortalite nedeni, basta koroner arter hastaligi olmak iizere (KAH)
kardiyovaskiiler hastaliklardir. Diabetik kadinlarda KAH riski yiikselmekte, non-diabetik
erkeklere yaklagmaktadir (34).

fyi kontrol altina alinmamus hiperglisemi ve insiilinle yaratilan hipoglisemi arasinda
bliyiik dalgalanmalar gosteren diabetliler ateromaya karsi en yatkin grubu olusturur. Kontrol
altina alinmamus diabetikteki kronik hiperglisemi arter c¢eperinden mukopolisakkarid
sentezinin artmasina yol acar ve bu durum LDL’lerin hapsedilmesi i¢in uygun ortami hazirlar.
Boylece insiilin yoklugunun aterojen oldugu sdylenebilir. Ancak kan dolasiminda artan
insiilin aslinda bagka yollardan ateroma olusumunu harekete gecirir. Lipidlerin arter
ceperinden temizlenmesini inhibe eder ve hepatik plazma lipidleri sentezini arttirir. Birgok
hafif diabetli ya da egzojen insiilin tedavisi gorenlerde zaman zaman (6zellikle aglik
durumunda) kan dolasiminda insiilin hormonu asir1 derece mevcuttur. Diabetlilerde ayni
zamanda trombosit adezyon ve agregasyonu artmig, fibrinoliz aktivitesi azalmis ve kan
viskozitesi artmistir. Biitiin bunlar ateromali hastalarda intravaskiiler tromboza ortam yaratan

faktorlerdir (34).

Koroner yetersizlik diabetik olan ve olmayan kisilerde ayni klinik semptomlarla
seyreder. Ancak otonom ndropati gelismis diabetiklerde asemptomatik koroner arter hastaligi

olacag ve sessiz infaktiis gelisebilecegi bilinmelidir.

Korunma i¢in iy1 bir diabet regiilasyonu ve diger risk faktorlerinin (hipertansiyon,
dislipidemi, sigara, nefropati) tedavisi yasamsal onem tasir. Antiagregan ajanlar profilaksi

amaciyla kullanilabilir (34).

Koroner arter hastaligi1 olan diabetiklerin tedavisi diger hastalarla aynidir. Diabetlilerin
daha 1yi regiilasyonu gereklidir, hipoglisemi ataklarindan kaginilmalidir. Dislipidemi tedavisi
icin HMG Co-A rediiktaz inhibitorleri ve fibratlar, hipertansiyon i¢in ise ACE inhibitdrleri
tercih edilmelidir. Antiiskemik tedavi gereginde uygulanir. Medikal tedavi yeterli olmazsa by-

pass veya anjioplasti yapilabilir(34).
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Diabetiklerde dilate kardiyomiyopati de goriilebilir. Muhtemelen myokarddaki
mikroanjiopatik degisikliklere ve interstisyumda mukopolisakkarid yapidaki maddelerin
birikimine baghdir. Klinikte hipertansiyon ve koroner arter hastalii olsun veya olmasin sol

ventrikiil fonksiyon bozuklugu ve kalp yetersizligi ile ortaya cikabilir (34).
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2.5 DIABET VE OKSIDATIF STRES

Diabette reaktif oksijen tiirlerinin rolii 1980’li yillardan beri genis capta tartigilan bir
konu olmustur . Diabet ve diabet komplikasyonlarinin reaktif oksijen tiirleri ile olan iligkisini
gosteren caligmalarda, nonenzimatik glikasyon, enerji metabolizmasindaki degisikliklerden
kaynaklanan metabolik stres, sorbitol yol aktivitesi, hipoksi ve iskemi-reperfiizyon sonucu
olusan doku hasarinin serbest radikal iiretimini arttirdig1 ve antioksidan savunma sistemini

degistirdigi vurgulanmaktadir (35).

Stiperoksit dismutaz, katalaz, glutatyon peroksidaz gibi antioksidan enzimlerin
ekspresyonlarinin ve antioksidan kapasitenin pankreas adacik hiicrelerinde, karaciger, bobrek,
iskelet kasi ve adipoz doku gibi diger dokularla kiyaslandiginda en diisiik diizeyde oldugu
bilinmektedir. Oksidatif strese en duyarli yapilardan biri oldugu da bilinen beta hiicrelerinde

gozlenen hasarin, hipergliseminin toksik etkilerinden kaynaklandig: diisiiniilmektedir (35).

Hidrojen peroksidin, yiiksek reaktiviteye sahip bir ROS iiriinii olan OH. radikaline
doniismesi sonrasi insiilin reseptdr sinyal sistemi iizerinde etkili oldugu ve insiilin tarafindan
reseptor araciligi ile diizenlenen sinyal transdiiksiyon yollarinda anahtar bir rol
oynayabilecegi gorilisii arastirmacilarin savlar1 arasinda bulunmaktadir. Glikasyon aracili
serbest radikal iiretiminin insiilinin gen transkripsiyonunu azalttigimi ve beta hiicre
apoptozuna yol actigin1 gosteren ¢aligmalarin bulgular1 bu goriisii destekler niteliktedir . T ve
B lenfositlerin, makrofajlar gibi inflamatuvar hiicrelerin beta hiicrelerine toksik etkilerini de
serbest radikaller araciligiyla yaptigi diistiniilmektedir. Diabet olusturulan rat deney
modellerinde oksidatif stres belirte¢ci olarak degerlendirilen 8-OHdG (8-hidroksi
deoksiguanozin) diizeylerinde de artis gozlenmistir. Serbest radikal olusumunun
hipergliseminin direkt sonucu oldugunu destekleyen ¢aligmalarin yani sira endotel ve diiz kas
hiicreleri yiiksek konsantrasyonda glukoz iceren ortamda inkube edildiginde de serbest radikal

olusumunun bagladig1 gézlenmistir (35).
Hiperglisemi ile oksidatif stres arasinda yakin iliski oldugu goriisii in vivo ¢alismalar

ile de desteklenmistir. Deneysel hayvan calismalarinda insanlardakine benzer diabet

olusturmak i¢in kullanilan N- nitroso tiirevi D-glukozamin yapisindaki streptozotosin ,
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oksidan maddeler meydana getirerek langerhans adaciklarini selektif olarak tahrip etmekte ve

uygun olmayan NO cevaplari vererek diabeti baglattig1 diisiiniilmektedir.

Arastirmacilarin bulgulari, vaskiiler komplikasyonlar1 olan diabetik hastalarda, hem
LDL’nin oksidasyonunda hem de nonenzimatik glikasyonunda, hiperglisemiye bagli artislar
oldugunu gostermektedir. Diabetik olgularda, lipidlere ilave olarak protein oksidasyonu da
artmaktadir. Ozelikle kollajen, elastin ve myelin kilifindaki ekstraselliiler proteinlerin
oksidasyonu sonucu; lens, damar, bazal membran gibi dokularda katarakt, mikroanjiyopati,

ateroskleroz ve nefropati gibi diabetik komplikasyonlar gelismektedir(35).
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2.6. PARAOKSONAZ

Paraoksonaz (PON1), hem arilesteraz (E.C. 3.1.1.2) hem de paraoksonaz (E.C.3.1.8.1)

aktivitesine sahip, glikoprotein yapisinda olan kalsiyum bagimli bir ester hidrolazdir (1).

2.6.1. TARIHCE

1946’da Abraham Mazur hayvan dokusunda organofosfat bilesiklerini hidroliz
edebilen bir enzimin varligin ilk kez bildirmistir (37). Bu enzim 1953 yilinda Aldridge W.N.
tarafindan p-nitrofenil asetat, propiyonat ve biitirat’t hidroliz eden A-esteraz olarak teshis
edilmistir (38, 39). 1961°de Uriel tarafindan insan serumunda yapilan bir ¢aligmada ilk kez
HDL ile PON iliskisi gosterilmigtir (40). Mackness ve ark., yaptiklar1 ¢caligmalar ile, 1985’ te
PON’un HDL f{izerinde bulundugunu (41), 1988’ de, PON’un HDL {izerinde apoA-I'e
bagimli olarak aktivite gosterdigini (42) ve 1991 yilinda da LDL {izerindeki lipidperoksit
birikimini azalttigim bulmuslardir (43). immunoaffinite kromatografi caligmalari insan serum
paraoksonazinin HDL nin yapisindaki apolipoprotein Al ve klusterin (apolipoprotein J) ile
iligkili oldugunu ve total HDL’ nin ¢ok kiigiik bir boliimiinii olusturdugunu gdstermistir
(Mackness ve ark., 1996) (44). Bu bulgularin sonucunda arastirmacilar, kardiyovaskiiler

hastaliklar ile PON1 arasindaki iliskiyi arastirmaya yonelmislerdir.

2.6.2. PARAOKSONAZ GEN AILESI

Paraoksonaz igin ilgili insan geni HUMPONA dir. insanda 7. kromozomun uzun
kolunda bulunan paraoksonaz gen ailesinin PON1, PON2 ve PON3 seklinde 3 {iyesi vardir.
PON1, PON2 ve PON3 genlerinin memeliler arasinda; %60 sekans benzerligi gosterir. PON
ailesi enzimleri substrata spesifik hidrolazlardir. PON1 bu ailenin ilk bulunan ve iistiinde en

cok calisma yapilan ferdidir. (45)

PON1’de 106. kodonda lizin bulunurken, PON2 ve PON3’te lizin bulunmamaktadir.
PON1 ve PON3 karaciger ve plazmada bulunmasina karsilik, PON2’nin karaciger, bobrek,
kalp, beyin, testis dokularinda 6zellikle endotel tabakasinda bulundugu ve aortik diiz kas

hiicrelerinde de yer aldig1 immiinohistokimyasal yontemle gosterilmistir (37).
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2.6.3. PON1 GEN POLIMORFIiZMi

Giliniimiizde, PON1 iki yaygin kodon polimorfizmi gosterir (Sekil 1). Bunlar 55.
kodonda metionin (M) ile 16sinin (L) yer degistirdigi (M/L55) ve 192. pozisyonda glutamin
ile argininin yer degistirdigi (Q/R192) polimorfizmdir. Her iki polimorfizm cesitli
patofizyolojik durumlarla ilgilidir. Uzerinde en gok calisilan polimorfizmler bunlardir. Ciinkii
bu iki alloenzimin cesitli substratlara karsi affiniteleri ve katalitik aktiviteleri farklilik
gostermektedir. Paraokson, PON1 9, tarafindan alt1 kat daha hizli hidroliz edilir. PON19,¢
ise sarin, soman ve diazoksonu daha hizli hidroliz etmektedir. Fenilasetat ve
dihidrokumarinde ise farklilik goriilmez. Tek bir aminoasitteki degisimin enzim aktivitesini
bu kadar fazla etkilemesi enzimin yapisina baglanmistir. 192. pozisyondaki arginin aktif
bolgenin 6nemli bir yerindedir. Bu polimorfizm ayni zamanda LDL’yi oksidasyondan koruma

ozelligini de etkiler. PON1 9, alloenzimi daha koruyucudur (2, 4).

M/LS55 polimorfizmi substratla iliskiyi degistirmez. Enzimin diigiik serum aktivitesi ve
konsantrasyonuyla iliskilidir. M aleli tasiyanlarda disik PONI mRNA seviyeleri
bulunmustur. L aleli tasiyanlar, daha stabildir ve proteoliza daha dayaniklidir. Bu da ytiksek

serum aktivitesine sahip olmalarini agiklayabilir (5).

Promoter Coding region

slgnal

Eli‘l.||.l'li'l'|-."' |

OS890 AB320 Ael620 Cal07T L54M QI192R

Sekil 1: PON1 geninin polimorfik bdlgeleri
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2.6.4. PON1
2.6.4.1. PONT’IN YAPISI

Insan serumundan saflastirilan PON1, minimum 43000 dalton agirhiginda, 354 amino
asitten olusan bir glikoproteindir. Agirliginin %15.8’ini olusturan karbohidrat iiniteleri, 4

farkli konumda proteine bagli olarak bulunur . (Sekil 1).

PON1’in amino asit bilesimi incelendiginde, 16sin igeriginin yiiksek olmasina karsilik,
“kringle” yapisina sahip olacak kadar sistein icermedigi goriiliir. Bununla beraber, 42, 284 ve
353. konumlarda yer alan sistein artiklarinin, PON1’in yapisal ve fonksiyonel 6zelliklerine
katkida bulundugu sodylenebilir. Protein yapisinda bulunan tek disiilfid bagi, polipeptid

zincirinin siklik yapida olmasina neden olmaktadir (Sekil 2).

Arg veya Gln

192
el i _f_,_,_———_]_‘——-__\__\_m
ARy T ~_ | Karbohidrat |
L MBS o=
~ \"‘ijl-(arbnhidrat |
Karbohidrat |
[ Met veya
Leu 55
| Hidrofobik bdige
=
N
Apo A-1 | Paraocksonazin Yapisi

Sekil 2. Insan Serum Paraoksonaz Enziminin Yapist
KC’de sentezlenen ve dolagima verilen PON1’in HDL yapisinda yer aldig

bilinmektedir. PON1, hidrofobik N-terminal bolgesi araciligiyla HDL lipidlerine kolayca
baglanabilmektedir. PON1’1 baglayan HDL alt birimleri, Apolipoprotein A1(Apo Al) ve Apo
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J (klusterin) proteinlerini de icerdiginden, Apo Al ve Apo J’nin baglanmada rol

oynayabilecegi diisiiniilmektedir (46).

PONI1, 6 yaprakli beta tabakasi bir yapi igerir (47). Her bir yaprak 4 beta tabakasi
icerir ve enzimin merkez kisminda yapi1 ve katalitik aktivitesinin korunmasi i¢in gerekli olan
iki kalsiyum atomu vardir. Bunlardan bir tanesi yapisal kalsiyum olup, yapidan
uzaklastirilmas1 irreversbl denatiirasyona neden olmaktadir. Digeri ise katalitik etkinlikte
gorev alan kalsiyumdur. Bu kalsiyum iyonu bir su molekiilii ile fosfat iyonunun oksijeni ile

etkilesmektedir (47).

2.6.4.2. PON 1’IN SUBSTRATLARI

PONI1 tarafindan hidrolize edilen bilesikler olan organofosfatlar (paraokson ve
diazokson), sinir gazi ajanlar1 (somon ve sarin) ve aromatik esterler (fenilasetat) PONI1’in

non-fizyolojik substratlar1 oldugu bildirilmistir .

Parokson (O, O-dietil-O-p-nitrofenil fosfat),  paroksonazin hem Aril esteraz

aktivitesini hem de Paroksonaz aktivitesini 6lgmede en sik kullanilan substrattir (Sekil 3).

0
HgC—HsC—~0._ 7 D
>P_©_Noz PON T FETTRETON OH— -
HsC— HyC—0 HSC—H;C—oo/P_OH + NO2

parackson dietil fosfat p-nitrofenscl

Sekil 3. Paraoksonazin Paraoksonu hidrolizi
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Fenil asetat ise sadece arilesteraz aktivitesini 6l¢mede kullanilan bir substrattir. PON1

polimorfik dagilimi nedeniyle ayni substrata kars1 farkl aktivite gosterir(46) (Sekil 4).

2 PON
TRy - OH + CHOCO
Fenil asetat Fenol Asetat

Sekil 4. Paraoksonazin Fenil Asetat1 hidrolizi

PON1 lipoprotein kaynakli fosfolipid peroksitlerinde ve kolesterol ester
peroksitlerinde bulunan O ve P arasindaki ester bagini hidroliz ettigi gosterilmistir. Okside
olmus lipoproteinler ve kolesterol esterlerinin HDL bagimli PON1 icin fizyolojik substrat
oldugu diisiiniilmektedir . insan arteriyel duvar hiicre kiiltiirlerinde yapilan bir ¢alismada
PONI’in okside I-palmitil-2-aragidonoil-sn-glisero-3-fosforilkolin {iizerindeki fosfolipid
tiirlerini  hidroliz ettigi, bdylece HDL’nin LDL’yi oksidasyondan koruyucu etkisinin

paraokson hidroliz kapasitesinden bagimsiz oldugu goriilmiistiir (48,49).

2.6.4.3. PONT’IN FiZYOLOJiK FONKSIYONU

Serum paraoksonaz enziminin, aromatik karboksilik asid esterleri ve paraokson,
diazookson, sarin, somon gibi organofosfat tlirevlerini detoksifiye ettigi pek ¢ok calisma ile
gostermistir. Paraoksonaz enzimi, paraoksondaki O-P ester baginin hidrolizinden sorumlu
olan esterazdir. Son yillarda PONI’in ayrica laktonaz, siklik karbonat esterleri ve

farmakolojik ajanlar1 da hidroliz ettigi gosterilmistir.

HDL, LDL’yi oksidasyondan koruyabilme yetenegine sahiptir. Cesitli mekanizmalar
bu koruyucu roliin a¢iklanmasinda 6nem kazanmaktadir. HDL ile iliskili enzimlerin [PON1,
LCAT, Trombosit Aktive Edici Faktor Asetil Hidrolaz (PAF-AH)] oksidatif modifikasyonlara
kars1 lipoproteinleri koruduguna inanilmaktadir. Paraoksonaz; LDL’yi, Cu iyonunun ve

serbest radikallerin indiikledigi oksidasyondan korumaktadir.

HDL yapisinda bulunan PON1 enzimi, Minimal Modifiye LDL (MM-LDL)’deki aktif

lipidleri yikar ve bdylece arter duvarinda yer alan hiicrelerde inflamatuar cevap olusumuna
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karst1 koruyucu etki gosterebilir. Paraoksonaz, okside LDL’deki kolesteril linoleat

hidroperoksitleri ve spesifik okside fosfolipidleri de hidroliz eder.

Paraoksonazin, HDL’yi oksidasyondan korudugunu gdsteren calismalarda
saflagtirllmis PON1’in HDL’ye eklenmesi ile doza bagimli olarak oksidasyonun lag fazinin
uzadig, HDL’de lipid peroksit ve aldehit birikiminin %95'e kadar azaldigi gosterilmistir.
Oksidatif stres altinda sadece lipoproteinler degil hiicrenin yapisindaki lipidler de lipid
peroksidasyonuna ugramaktadir. Paraoksonaz lipid peroksitlerinin aterojenik etkilerini
noétralize eder, hiicre membranlarint koruyucu etki gosterir. LDL oksidasyonu esnasinda
olusan okside fosfolipidlerden okside kolesterol esterleri, lizofosfatidilkolinler PON1
enzimindeki serbest siilfidril grubu ile (Sistein 284°deki) etkilesime girer ve enzimin inaktive

olmasina yol agarlar.

LDL oksidasyonu esnasinda PON1’in inaktive olduguna iligkin goriisler calismalarca
desteklenmistir. Yapilan bir ¢aligmada, PON1’in arilesteraz aktivitesinin, LDL oksidasyonu
esnasinda yaklagik %50 oraninda azaldigi gosterilmistir. LDL’yi oksidasyona karsi koruyan
paraoksonaz enzimi okside LDL olusumu esnasinda zamana bagli olarak inaktive olmaktadir.
Bu olayin mekanizmasi heniiz yeterince aciklanamamistir. Paraoksonazin serbest siilfidril
grubu ile lipid peroksidasyonunun baz iiriinleri arasinda bir iligki olabilir. Bu durum; okside
LDL’deki okside kolesteril arasidonat veya okside aragidonat i¢eren fosfolipidler ile PON1’in
sistein 284. bolgesinde bulunan serbest siilfidril grubu arasindaki etkilesim ile iliskili olabilir

(50).

Oksidatif sistemdeki Cu'’/Cu®" iyonlarmm oksidasyon esnasinda, PONI’in
paraoksonaz/arilesteraz aktivitesi i¢in gerekli olan Ca iyonunun yerine ge¢mesinin PON1’in
kismen inaktivasyonundan sorumlu olabilecegi de diisliniilmektedir. Ayrica bir calismada,
H,O>’nin PON1’in giiglii inaktivatorii oldugu da gosterilmistir. Son zamanlarda MM-
LDL’nin, Apo J/Paraoksonaz oraninin artmasina neden oldugu ve bu olayin okside LDL
tarafindan PON1 inaktivasyonu ile iligkili olabilecegi diisiiniilmektedir.Yapilan bir bagka
calismada ise, karacierde PON1 mRNA seviyelerinin okside fosfolipidlerle inhibisyon

sirasinda  azaldigi gosterilmistir.  Yine son yillarda flavonoidlerin; LDL’nin endojen
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antioksidanlarinin yikimini1 engelledigi, LDL nin hiicre aracili oksidasyonunu inhibe ettigi ve
HDL iligkili enzim olan PON1’in aktivitesini korudugu gosterilmistir. Paraoksonaz
organofosfat hidrolizini gerceklestirebilmek icin Ca gerektirirken; lipid peroksidasyonundan

koruyucu antioksidan aktivitesi i¢in Ca gerektirmez (50).

Calismalar, PAF-AH ve PON1’in ayni ortamda bulunduklarinda MM-LDL’deki aktif
lipidleri tek baslarina gosterdikleri etkinin toplami bir etki ile yiktiklarin1 géstermistir. LDL’-
nin Cu®" iyonu ile uyarilmis oksidasyonunda PAF-AH; Apo-B100 modifikasyonunu ve kon-
juge dien olusumunu inhibe eder, ancak TBARS olusumu iizerine etkisi yoktur. Paraok-sonaz
ise hem lipid peroksit olusumu hem de TBARS iiretimini inhibe etmektedir. Paraokso-nazin
yoklugunda PAF-AH ve LCAT, LDL’ yi oksidasyondan korumada cok etkili degildirler.
Oksidatif stres altinda, HDL’de oksidasyona maruz kalmaktadir. HDL-K, lipid peroksitlerin
serumdaki en Onemli tastyicisidir. HDL-K ya-pisindaki kolesterol ester hidroperoksitler,

LDL’de bulunanlara oranla daha hizli ancak daha az reaktif hidroksitlere indirgenmektedir.

HDL’nin oksidatif modifikasyonu; ters yonde kolesterol tasima fonksiyonunda
bozulmalara yol agar. Paraoksonaz, HDL’yi oksidasyondan koruyarak ters kolesterol tagima
fonksiyonunun devamini saglar. Bu durum makrofajlarda kolesterol birikimini engelleyerek

koptik hiicre olusumunu ve ateroskleroz gelisimi yavaglatmaktadir(50).

2.6.4.4. PONT’IN SENTEZIi

PONTI karaciger tarafindan iiretilir ve kana verilir. Kanda HDL ile birlikte bulunur.
Insanda serum PONI1 konsantrasyon ve aktivitesi genis bir aralifa sahiptir . Enzim
aktivitesinin ve konsantrasyonunun PON1 geninin polimorfizmiyle birlikte diet, yasam bi¢imi

ve ¢esitli hastaliklardan etkilendigi gosterilmistir.
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2.6.4.5. PONI’IN HUCRELERDEN SALINIMI

PONI1 sekresyonunun mekanizmasi énemlidir. Clinkii ¢esitli faktorler bu mekanizmay1
degistirerek serum diizeyinin belirlenmesini saglar. Lipoproteinlerin yoklugunda az miktarda
PONI1 sekrete edilir. Hiicrelerden sekrete edilen PON1’i fosfolipid migeller ve HDL

sekresyonu stimiile ederken, LDL ve ApoAl etki géstermez.

PON1 HDL ile fosfolipidlerden ayrilabilir. Membrana bagli PON1 fenilasetata etki
gosterir. HDL’ nin belirmesiyle bu etki ortadan kaybolur. Bu da HDL’nin PON1’i hiicre
membranindan ayrabildigini  gosterir.  HDL ile indiikklenmis PONI1 sekresyonu
konsantrasyona bagimlidir. Ayn1 zamanda reseptdre de bagimlidir. HDL en uygun alict
olmasina ragmen fosfolipid kompleks tek basina hiicrelerden PON1 salinimini uyarma
kapasitesine sahip oldugu gosterilmistir . Bununla birlikte sadece fosfolipid iceren lipid
kompleks salinim i¢in yeterli degildir. Bu da PON1 salgilanmasi i¢in niye LDL’nin yetersiz

oldugunu aciklamay1 saglayabilir .

PON1’in hiicre membraninin dig yilizeyinde bulundugu ve HDL  yaklasinca
lipoproteinler vasitasiyla HDL’ye gectigi belirtilmistir . HDL i¢in bir reseptér olarak daha
onceden tanimlanan scavenger reseptdr B1 (SR-B1)’in HDL ile PONI iligkisini sagladigi
hipotezi ortaya atilmigtir. SR-B1 HDL’yi hiicre membranina baglanmasii ve hiicre ile
lipoproteinler arasinda materyal degisimini saglar. SR-B1, yiiksek afinite ile HDL ‘ye
baglanir ama bag1 gevsektir ve fosfolipid komplekse baglanma kapasitesi vardir. Sonunda

PON1’in karacigerden bol miktarda salindig1 belirtilmistir (Sekil 5) (45).

A_poAI weya dider
HDL Badlayan Ligant

Protein \ N
/ S HDL
Hucre Membranl —_— ’ Membrana
HDL'nin
'b(;* =, badlanmasi
,L.,\Vw:

'f\f} Membrandan HDL'nin
4 gy Transfer

aynlmasi
£
<D
A< .
< ‘(?

POR1

Sekil 5: Hiicre membraninda bulunan PON1’in HDL ye transferi
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2.6.4.6. PON1 VE HDL

PONI1 gen polimorfizmi varyasyonun %25’ini olusturur. %75 ise diger faktorler
tarafindan saglanir. HDL, PONI1 i¢in serum vektoriidiir. Serum konsantrasyonunun énemli bir
gostergesidir. HDL eksikligi olan durumlarda PON1 konsantrasyonu da diigmektedir. PON1
trigliseridden zengin HDL2 partikiillerinde gosterilmistir. PON1’in biiyiik kism1 apoA1l igeren
HDL ile birliktedir. Ayn1 zamanda, HDL nin apo j ve clusterin ile iligkili PONTI iceren bir alt
grubu daha vardir. PON1 ‘in biiyiik ebattaki HDL’ye baglanma egilimi diabet gibi HDL nin
azaldig1 hastaliklardaki degisimini aciklayabilir (45).

2.6.4.7. PON1 VE OKSIDATIF STRES

PON1‘in, LDL’nin hiicre kaynakli oksidasyonuna karsi koruyucu oldugu
gosterilmistir (3). PON1‘in bunu nasil yaptiginin mekanizmasi tam olarak agiklanamamasina
ragmen caligmalarda PON1’in antioksidan kapasitesinde 284. pozisyondaki serbest sisteinin
rol oynadig bildirilmistir . Aviram ve ark. yaptig1 bir calismada sistein 284’de mutasyon olan

PON1’in LDL’yi oksidasyona kars1 koruyucu olmadigini gostermislerdir (51).

HDL bagimli PON1’in yalmiz LDL oksidasyonunu degil, aynt zamanda HDL
oksidasyonunu da engelledigi gosterilmistir. Bu etki PON1’in lipoprotein aracili peroksitleri
hidroliz edebilme 6zelligine baglidir. PONI1 lipoprotein kaynakli fosfolipid peroksitlerinde ve
kolesterol ester peroksitlerinde bulunan O ve P arasindaki ester bagini hidroliz edebildigi

gosterilmistir (52).
Paraoksonazin fosfotidilkolinleri hidroliz etme kapasitesi, okside LDL’deki kolesteril
linoleat hidroperoksitleri ve hidroksitleri indirgemesi nedeni ile peroksidaz benzeri aktivitesi

oldugu bildirilmistir (53).

LDL iizerine PON1’in antioksidan etkisi endotel hiicrelerine monosit adezyonunu ve

okside fosfolipidlere baglanan makrofaj kemotaksisini azalttig1 bildirilmistir (54).
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Yapilan caligmalarda Paraoksonaz diizeyi ile oksidatif stres arasinda karsilikli bir iligki

oldugu ileri siirtilmiistiir (55).

2.6.4.8 PON1 VE DIABET

Tip 1 ve Tip 2 diabette PON1 aktivitesinin azaldig1 pek ¢ok ¢alismada gosterilmistir.
Bu azalmanin diabetik hastalarda okdidatif stresin artmasi sonucu antioksidan kapasitenin
azalmasma bagli olabilecegi disiiniilmektedir. Aktivite {izerindeki etki muhtemelen
genotipten bagimsizdir. Bununla birlikte PON1ss;’nin diabetik retinopati ile iliskili oldugu
belirlenmistir ve PON19or daha c¢ok kardiyovaskiiler hastaligiolan diabetiklerle iligkilidir.
L55M polimorfizmi ise azalmis glukoz toleransi, pankreas hiicre harabiyeti ve artmis insiilin

rezistanst ile iligkili olarak bulunmustur.

Diabetiklerde PON1’in azalma mekanizmasi tam bilinememektedir. Fakat artmis
glukoz konsantrasyonu ile iligkili olabilecegi diisiiniilebilir. Glikasyon hem PON’u inaktive
eder hem de HDL iizerindeki lipid peroksidasyonun arttirir. Glike HDL oksidasyona da
direngsiz hale gelir. Yiiksek glukoz seviyesi olan sagliklilarda da PONT1 aktivitesinin azaldig1

gosterilmistir(45).

2.7 PROTEIN OKSIiDASYONU BELIRTECLERININ KLINIK ONEMi

Proteinler oksidanlara maruz kaldiklarinda bir¢cok kovalent degisiklige ugrar. Bu
degisikliklerden bazilar serbest radikallerin protein molekiilleri lizerine direkt etkileri sonucu
olusabildigi gibi, bazilar1 da oksidasyon yan iiriinlerinin proteinlere kovalent olarak
baglanmasi ile meydana gelir. Proteinlerin radikal aracili hasari; elektron kaybi, metal-iyon
katalizli reaksiyonlar, lipit ve sekerlerin otooksidasyonu ile baslatilabilmektedir. Bu tiriinlerin
olusum hizinin artmasi veya temizleyici mekanizmalarin yetersiz kalmasi, proteinlerde dahil

olmak iizere diger hiicresel molekiillerdeki oksidatif modifikasyonlarin artigina yol agar.

Pek c¢ok sayida mekanizmanin protein oksidasyonuna neden oldugu bilinmektedir.
Proteinlerde yapisal degisiklige yol acan baslica molekiiler mekanizmalar: PCO olusumu ile
karakterize edilen metal katalizli protein oksidasyonu, protein tiyol (P-SH) gruplarinin kaybz,
3- nitrotirozin (3-NT), ditirozin (diTyr), olusumu olarak siralanabilir. Potansiyel olarak biitiin

amino acil yan zincirleri oksidatif modifikasyona ugrayabilme 6zelligindedir. Bu yiizden, ¢cok
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sayida ve farkli ¢esitte oksidatif protein modifikasyonu olmasina bagli olarak, protein
oksidasyonunun tek bir evrensel belirteci yoktur. Bazi oksidatif protein modifikasyonlari, hem
oksidasyona ugrayan amino asit bakiyesi, hem de olusturulan {irlinler bakimindan gayet
spesifiktir. Baz1 oksidatif protein modifikasyonlari ise global 6zellik tasir, cok sayida amino
asit bakiyesinde degisiklige yol agarak, yine c¢ok sayida fiiriin olusturabilir. Spesifik
modifikasyonlara tirozin’nin ditirozine doniisiimii, global modifikasyonlara ise Pro, Arg, Lys,
ve Thr amino asitlerinin yan zincirlerinin, 4-hidroksi-2-nonenal ile reaksiyonu sonucunda
olusan PCO’ler ornek olarak gosterilebilir. Protein oksidasyonunun saptanmasinda HPLC,
ELISA, izotop diliisyon gaz kromatografisi-kiitle spektrofotometrisi, Western blot ve spek-
trofotometri teknikleri kullanilmaktadir. 3-NT, diTyr gibi spesifik belirtecler biyolojik
materyallerde oldukca diisiik diizeyde bulundugundan, bu belirteglerin diizeylerinin saptan-
mas1 olduk¢a duyarli ve pahali yontemleri gerektirmektedir. Bu ydntemlerin uygulanmasi

oldukca yiiksek maliyetlidir.

Spesifik modifikasyonlar risk agisindan degerlendirildiginde; global modifikasyonlara
gore protein molekiiliiniin daha kiigiik bir kisminda etkili olmasi nedeniyle, protein fonksi-

yonlar1 i¢in daha az bir risk tasir.

Lipit peroksidasyon iiriinleri ile karsilagtirildiginda, PCO gruplarinin oksidatif stres
belirteci olarak kullanilmasinin bazi avantajlar1 vardir. PCO’in bu avantajlar1 arasinda
nispeten erken donemde olusmasi ve stabil olmasi sayilabilir. Yanls katlanmis proteinler,
dogal proteinlere gore geri doniislimsiiz bir protein modifikasyonu olan karbonilasyona daha
yatkindir. Karbonilasyona ugramis protein onarilamayacagindan, proteozom kompleksinin rol
oynadig1 proteolitik metabolik yola yonlendirilir. Hiicreler oksidasyona ugramis proteinleri
saatler ve gilinler icinde yiktig1 halde, lipit peroksidasyon firiinlerini dakikalar i¢inde yik-
maktadir. Hastalarda erken donemde olusan PCO gruplari, oksidatif stresin diger para-
metreleri olan glutatyon disiilfit (GSSG) ve malondialdehit ile karsilastirildiginda uzun donem
kan dolagiminda kalir. PCO’lerinin yiiksek diizeyde bulunmasi sadece oksidatif stresteki artisi
degil, ayn1 zamanda protein fonksiyon bozuklugunu gdstermektedir. PCO’lerinin kimyasal
olarak dayanikliligi, PCO’ni laboratuvar oOl¢iimleri ig¢in uygun bir parametre haline

getirmektedir. PCO’nin -800C’de 3 ay siireyle stabil oldugu gosterilmistir.
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Pek ¢ok hastalikta, oksidatif stresin bir sebep mi yoksa primer hastalik siirecinin bir
sonucu mu oldugu agik degildir. Diger taraftan, protein oksidasyonu, protein fonksiyon
bozuklugu ve hastaliklar arasindaki iligkiler de biiyiik oOlgiide agikliga kavusmamistir.
Bununla birlikte enzimlerin ve yapisal proteinlerin oksidatif modifikasyonlarinin hastaliklarin
etyolojisinde dnemli rol oynayabilecegi kesinlik kazanmistir. Giiniimiizde oksidatif stres
calismalarindaki en biiylik ¢aba, ¢esitli insan hastaliklarinda spesifik olarak okside olmus

proteinlerin tanimlanmasi iizerine yogunlasmaktadir (56).

2.7.1 ILERI PROTEIN OKSiDASYON URUNLERI (AOPP):

Reaktif oksijen tiirleri (ROT) viicutta siirekli olarak olugmaktadir. ROT, inflamatuar
ve dejeneratif hastaliklar gibi insandaki birgok patolojik duruma katkida bulunur. Oksidatif
stresin kritik olan hastalarin hastaliklarinin gelisiminde 6nemli bir rol oynadig: bilinmektedir.
(57, 58). Serbest radikal zararina neden olan dort ana grup iriin vardir. Bunlar lipid
peroksidazlar, isoprostenazlar, DNA hidroksilasyon iiriinleri ve protein karbonil bilesikleridir.
Oksidatif stresin degerlendirilmesinde ¢ok sayida uygulanabilecek yontem oldugu halde, bu
yontemlerin birgogunun otomasyon eksikligi ve/veya karisik yontemlerinden dolayi rutin
klinik laboratuvarlarinda kullanilamamaktadir. Ornegin isoprotenazlarin 6l¢iimii biiyiik
dogruluga sahiptir ve viicut sivilarindaki lipid peroksidasyonunun degerlendirilmesinde
giivenilirdir. Fakat karisik yonteminden dolay1 klinik ¢alismalarda kullanimi sinirlanmaktadir
(59).

1996°da kronik liremik hastalarin plazmasinda, Advanced oxidation protein products
(AOPP) olarak adlandirilan, yeni bir oksidatif stres belirteci tespit edildi (60) ve calisma sekli

klinik kimya analizerlerine programlandi.

AOPP’nin mononiikleer fagositleri aktive ederek, notrofil ve monositler arasinda

sitokin benzeri medyator gibi davrandigi da 6ne siiriilmektetir. (60, 61, 62).

Bu bilgilerin 151ginda biz de ¢alismamizda diabetli hastalarda oksidan-antioksidan
durumun degerlendirilmesi i¢in PON1 ile AOPP’nin birlikte kullanilip, kullanilamayacagini
tesbit etmeyi amagladik. Ayn1 zamanda bu degerler ile lipid profili ve HbAlc’ nin korele olup

olmadigini aragtirdik
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4. GEREC VE YONTEMLER

4.1. GERECLER
4.1.1. HASTA VE KONTROL GRUPLARI

Calisma grubumuzu Haseki Egitim ve Arastirma Hastanesine basvurmus ve diabet

tanis1 almis 93 kisi olusturdu.

Kontrol grubu olarak Diabeti olmayan, Koroner Arter Hastalig1 olmayan, Metabolik
Sendrom kriterleri bulunmayan, karaciger,bobrek ve tiroid hastaligi olmayan 30 kisi ile

calisildi.
4.1.2. KAN ORNEKLERI

Calisma grubuna dahil edilen hastalardan 12 saat aclik sonrasi alinan kan ornekleri
yarim saat i¢inde 1300 g’de 10 dk santrifiij edilerek serumlar1 ayrildi.. Hemoliz olan serum
ornekleri ¢alismaya dahil edilmedi. Kan Ornekleri katkisiz tiiplere alindi. Serum ornekleri

analiz edilecegi giine kadar (-)20°C’de sakland.
4.1.3 KULLANILAN KIMYASAL MALZEMELER

Serum Total Kolesterol, HDL, Trigliserid ve glukoz 6l¢iimleri Roche Diagnostics

firmasinin ticari kitleri ile yapildi. Hemoglobin Alc 6l¢iimii HPLC yontemi ile yapildi.

Fenil Asetat; Aldrich firmasindan, Eserine; Sigma’dan, Tris, Chloramine T, Sodyum
Hidrojenfosfat, Asetik asit; Merck’ten, Potasyum lodit ve Potasyum dihidrojen fosfat;

Baker’dan temin edildi. Aseton ve kalsiyum kloriir Kimya Ofisi’nden alindi.
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4.1.4. KULLANILAN CiHAZLAR

- Roche Modiiler P800 analizor (Roche Diagnostics GmbH Corp.)

- Schimadzu UV 1601 spektrofotometre

- Linear Kromalin Fotometre

- TOSOH G7 HPLC

- Niive RF 800 R Santrifiij

- Ayarlanabilir Sicak Su Banyosu

4.2. YONTEMLER

Total kolesterol test prensibi: Kolesterol CHOD-PAP yontemi
CHOL esteraz
Kolesterol esteri + H20 ® kolesterol + yag asidi
CHOL oksidaz
Kolesterol + O2 ® A4- kolestenon + H202

Peroksidaz
H202 + 4-aminofenazon + fenol ———®4 (p-benzokinon monoimino) fenazon +

4H20

e Olusan renkli kompleks fotometrik olarak okunur.

HDL-C test prensibi:
PEG modifiye enzim oksidaz

PEG-kolesterol

HDL-kolesterol ester +H20 ® HDL-kolesterol +RCOOH
esteraz
PEG- kolesterol
HDL-kolesterol + O2 ® 4-kolestenon + H202
oksidaz
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peroksidaz
2H202 + 4-amino-antipirin + HSDA* + H + H20 —®
mor-mavi pigment + SH20
Olusan renk konsantrasyonu fotometrik olarak ol¢iiliir.

(*HSDA: N-(2-hidroksi-3-sulfopropil)-3,5 —dimetoksianilin)

Glukoz test prensibi:
Glukoz oksidaz yontemi
GOD
Glukoz +O2+H20 ——® Glukonik asit +H202
POD
H202 +phenol + 4-AP ——® Quinone + H20

Olusan kirmizi renkli kinon bilesikleri fotometrik olarak dl¢tliir.

TG test prensibi:
TG GPO-PAP yontemi
LPL

Trigliserid +3H20
GK-Mg2+
Gliserol + ATP ——® gliserol-3-fosfat + ADP
GPO

® gliserol +3RCOOH

Gliserol-3-fosfat + O2 ® dihidroksiasetonfosfat + H202
(LPL= Lipoprotein lipaz, GK= Gliserokinaz, GPO= Gliserol fosfat oksidaz)

HbAlc 6l¢iim yontemi:

Tosoh G7 cihazinda iyon degisim prensibine dayanan HPLC yontemi ile ol¢tildi.
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4.2.1. SERUM PON1 AKTIVITE OLCUMU

Yontemin prensibi : Olgiim igin Eckerson (63) tarafindan gelistirilen yéntem modifiye
edilerek kullanildi. Yontem fenil asetatin insan serumunda bulunan paraoksonaz ile fenol ve
asetata donistiiriilmesine dayanir. Butiril kolin esterazlari inhibe etmek i¢in reaksiyon
karisgimina eserine eklendi. Olusan fenoliin absorbansindaki artis 25°C’de 270 nm dalga

boyunda spektrofotometrik olarak ol¢iiliir.

2 PON 1
-0~ C-CHy —» —OH + G000

Fenil asetat Fenol Asetat

Sekil 6. Substrat olarak Fenil Asetat kullanimi1

Yontem manuel olarak ¢alisildi.

Reaktifler

e Reaksiyon karigimi; 20 mM Tris (pH: 8) tampon i¢inde 0,9 mM CacCl,. 20 mmol Tris
tartildi. Distile su ile bir litreye tamamland1 pH’1 8 olarak pHmetre ile tesbit edildi.
Icine 0,9 mmol CaCl, tartilarak eklendi.

e 100 mM Fenil asetat; %99’luk fenil asetattan 13 pl alinip iizerine 500 pl aseton
eklenip ¢oziindii. 500 ul’de reaksiyon karigimindan eklendi. Her ¢alismada taze olarak

hazirlandi.

e 62,5 mM Eserine; 62,5 mmol eserine tartilip bir litreye tamamlandi.

35



Deneyin Prosediirii :

Serumlar reaksiyon karigtmi ile 1/40 oraminda diliie edildi. 920 pl reaksiyon
karigimina, 25 pl diliie serum ve 80 pl eserine (son konsantrasyon SuM) eklendi. 10 dakika
37°C’de inkiibe edildi. 10 pl 100 uM’lik fenil asetat eklenerek (son konsantrasyon 1 puM)

spektrofotometrede 270 nm’de okundu.

Serum PONI aktivitesinin hesaplanmas: Ilk 1 dakika boyunca absorbanstaki degisim
dikkate alinmadi. Son 4 dakika boyunca olan absorbans degisiminden 1 dakikadaki ortalama
absorbans degisimi (AA) hesaplandi. Molar absorbtivite (e:1310 M"'.cm™) kullamlarak

sonuglar U/mL birimiyle rapor edildi.

Bir linite PON1 aktivitesi dakikada 1 pmol fenol olusturan enzim aktivitesi olarak

tanimlandi.
4.2.1.1 Serum Pon1 Aktivitesinin Performans Calismalari
Presizyon (Tekrarlanabilirlik) Calismasi

Serum PON1 aktivitesinin 6l¢im yonteminin ¢alisma i¢i ve giin i¢i tekrarlanabilirligini
belirlemek i¢in serum havuzu olusturuldu. Serum havuzu olusturmak icin HDL degerleri
yiiksek olan, biliriibin diizeyleri normal olan poliklinik hastalarinin serumlar1 kullanildi.
Calisma ici ve giin ici tekrarlanabilirlik i¢in serumlar porsiyonlara boliindii. Giin igi
calismasinda ¢alisma zamanina kadar serumlar +4°C’de saklandi. Calisma i¢i ve giin igi
tekrarlanabilirlik i¢in arka arkaya 30 kez g¢alisildi. Ortalama, standart sapma ve varyasyon

katsay1s1 degerleri hesaplandi.
4.2.2 SERUM AOPP DUZEYININ OLCUMU

Yontemin Prensibi: AOPP ol¢limii Witko-Tarsat ve arkadaslarinin tanimladigir yonteme
gore yapildi. Bu yonteme gore; AOPP olusumu klorine oksidanlarin (kloraminler ve
hipoklor6z asit gibi) olusumu ile indiiklenmektedir. Bu sebeple konsantrasyonu da bunlara
korele olarak degisir. AOPP konsantrasyonu dlgiimiinde bu iliski nedeni ile Chloramine-T

standart olarak kullanildi (64).
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Reaktifler:

Reaktif 1 (Asetik Asit): 96%, v/v olacak sekilde hazirlandi.

Reaktif 2 ( (KI): 1.16 mol/L olacak sekilde hesaplandi ve PBS (20 mmol/L, pH:7.4)

ile litreye tamamlandi.

Tampon:

PBS (20 mmol/L, pH:7.4) hazirlanmasi: Na,HPO4’den 5.796 gr, KH,PO4’den 0.52
gr ve NaCl’den 8.71 gr tartild1 ve distile su ile 1 litreye tamamlandi.

Standart 1: Chloramine T soliisyon (1000 pmol/L)
Standart 2: Chloramine T soliisyon (750 pmol/L)
Standart 3: Chloramine T soliisyon (500 umol/L)
Standart 4: Chloramine T soliisyon (250 pmol/L)
Standart 5: Chloramine T soliisyon (100 pmol/L)

Tablo 11. AOPP standartlar:
Standartlar:

. Chloramine-T stok soliisyonu (10 mmol/L), PBS (20 mmol/L, pH:7.4) ile 100
kez seyreltilerek 1000 pmol/L konsantrasyonda ana standart ¢ozeltisi (standart 1) elde edildi.

. Chloramine-T ana standart ¢ozeltisi (standart 1: 1000 pmol/L) 5 noktali
kalibrasyon egrisi olusturabilmek ic¢in; PBS (20 mmol/L, pH 7.4) ile seyreltilerek 750, 500,

250, 100 umol/L konsantrasyonlarda Chloramine-T standartlar1 hazirlandi.

. Daha sonra Chloramine-T standartlari, Linear Kromalin fotometrede
calisilarak, her 5 standartin konsantrasyonuna karsilik gelen absorbans (A) degerleri elde

edildi ve bu degerlere gore cihaz tarafindan kalibrasyon egrisi olusturuldu (Sekil 7).
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Sekil 7. AOPP Kalibrasyon egrisi

. Herbir konsantrasyona karsilik gelen absorbans degeri asagida gdsterilmistir
Standartlar | Konsantrasyon (mikromol/L) Absorbans (A)

Standart 1 | 1000 0,7277

Standart 2 | 750 0.4646

Standart 3 | 500 0.3289

Standart 4 | 250 0.1158

Standart 5 | 100 0.0458

Tablo 12. AOPP Konsantrasyon-Absorbans degerleri
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Deneyin Prosediirti:

Calisma Oncesinde oda 1sisina getirilen ornekler Linear Cromaline Fotometre

cihazinda ¢alisildi. Bunun i¢in;

10 puL serum iizerine 160 uL PBS reaktifi eklenip karigtirilarak 25 sn inkiibe edildi.
Sonra 20 pL asetik asit eklenip, 25 sn inkiibe edildi.

Son olarak 10 pL KI ¢ozeltisi eklendi ve tekrar 25 sn inkiibe edilip absorbans 340
nm’de okutuldu.

Linearite sinirinin iizerinde ¢ikan serumlar diliie edilerek calisildi.

Olgiilen AOPP konsantrasyonlart Chloramine-T iinitesi ile pmol/L olarak belirlendi.
Tiim basamaklar 37°C’de tek kiivette gerceklestirildi ve zaman araliklari, her

basamak i¢in, 25 sn veya daha uzun olacak sekilde ayarlandi.

4.3 PON1 AKTIiVITE PERFORMANS KRIiTERLERI

4.3.1 PON1 PRESIZYON CALISMASI

PON1 aktivitesi Ol¢clim yontemi icin yapilan calisma i¢ci ve caligmalar arasi

tekrarlanabilirlik ¢alismasinda elde edilen sonuglar tablo 13’de gosterilmistir.

TEKRARLANABILIRLIK

ORT SD %CV
1.GUN 41,712 |5,8144 [13,93939
2.GUN 36,656  |4,1712 | 11,37931
3.GUN 42,976 | 5,056 11,76471
4.GUN 39,184 3,792 9,677419

Tablo 13 : Tekrarlanabilirlik ¢alisma sonuglari
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4.4 AOPP OLCUM YONTEMININ PERFORMANS KRITERLERI
4.4.1 AOPP PRESIZYON CALISMASI

50 saglikli insana ait serumdan serum havuzu olusturuldu ve 4 porsiyona boliinerek
(-)20°C’de saklandi. Herbir giin i¢i calismada, bir porsiyon dondurucudan c¢ikartilarak
yaklagik 45 dakika oda 1sisinda ¢oziinmesi beklendi.

Daha sonra porsiyon 30’a bdoliindii. Herbiri ayr olarak c¢alisildi. Buna gore asagidaki

sonugclar elde edildi (Tablo 14).

Tablo 14. AOPP Presizyon Calismasi

Xort+SD CV
Gln ici galisma (1. giin) 170+3,825 % 2.25
Gln ici galisma (2. giin) 172+5,41 % 3.15
Gln ici galisma (4. gun) 167+6,66 % 3.99
Gin ici galisma (10. giin) 175+9,13 % 5.22

4.4.2 AOPP LINEARITE CALISMASI

Chloramine-T stok soliisyonu (10 mmol/L), PBS (20 mmol/L, pH:7.4) ile 10 kez
seyreltilerek 1000 pmol/L konsantrasyonda ana standart ¢ozeltisi elde edildi. Daha sonra bu
¢ozelti de PBS (20 mmol/L, pH:7.4) ile seyreltilerek 100, 250, 500, 750, 1000 pmol/L
konsantrasyonlarda Chloramine-T standartlari hazirland1 ve kalibrasyon egrisi elde edildi.

100-1000 pmol/L konsantrasyonlar arasinda kalibrasyon egrisi lineer bulundu (Sekil 8).
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Sekil 8. AOPP Linerite grafigi
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Tablo 15. AOPP Linearite Calismast
Standartlar Konsantrasyon Absorbans (A)
(mikromol/L)

Standart 0 1000 0,7277
Standart 1 750 0.4646
Standart 2 500 0.3289
Standart 3 250 0.1158
Standart 4 100 0.0458

4.5. ISTATISTIKSEL ANALIiZ

Hasta gruplari ile kontrol grubu arasindaki karsilagtirmalar, gruplar homojen dagilim
gosterdiginde bagimsiz Student t testi ile homojen dagilim gostermediginde Mann Whitney-U
testi ile uygulanildi. Parametreler arasindaki korelasyon Pearson korelasyon analizi ile

degerlendirildi.

Tiim istatistiksel analizler “SPSS for Windows versiyon 11.0” paket program ile

yapildi.
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5. BULGULAR

5.1 HASTA ILE KONTROL GRUBUNDA OLCULEN PARAMETRELER

Diabetes Mellitus’lu hasta grubu ile saglikli kontrol grubuna ait yaslarin ortalamalari
ile standart sapma degerleri tablo 16’de gdsterilmistir. Hastalarin demografik bilgileri ile

biokimyasal degerleri tablo 18’de gosterilmistir.

Calisma Grubu
Diabetli Grup (n=93) | Saglikli Kontrol Grubu (n=30)
Mean+SD Mean+SD P
Yas (yil) 54,24+15,01 33,03+10,47 0,00

Tablo 16: Hasta ve kontrol gruplarinin yasa gore dagilimi

Diabetes Mellitus’lu hasta grubu ile saglikli kontrol grubuna ait PON1 aktiviteleri ve
AOQOPP degerlerine ait ortalama ve standart sapma degerleri tablo 17’te verilmistir. Diabetes
Mellitus’lu hasta grubu ve saglikli kontrol grubu karsilastirildiginda PONI1 aktiviteleri
istatistiksel olarak anlamli diisiik (p=0,042) ve AOPP diizeyleri ise istatistiksel olarak anlaml
yiiksek bulundu (p=0.000).

Diabetli Grup (n=93) Saglikli Kontrol Grubu
(n=30) P
Mean£SD Mean+SD
PONI1 (U/ml) 36,48+19,8 45420 0,042
Min-max 10,9-125,14 18,9-93,9
AOPP (umol/L) 1024+417 315170 0,000
Min-max 172-1702 60-569

Tablo 17 : Diabetes Mellitus’lu hasta ve saglikli kontrol gruplarinin PON1 aktiviteleri ile AOPP

diizeyleri

Daha 6nceki yayinlarda AOPP diizeyleri genelde plazmada bakildigi i¢in saglikli
kontrol grubunun ve diyabetiklerin degerleri bizimkine gore diisiik bulunmus. Saglikli kontrol

grubu ortalama 79,8423,72 umol/L, diyabetik grupta ortalama 157,5+75,2 olarak ol¢lilmiis
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(65). PON1 aktivite degerleri ise substrat olarak fenil asetat kullanildiginda bizimkilere yakin

olarak bulunmus (ortalama 59,334+21,97 U/ml) (66).

NO |ADI YAS | KiLO | DM [HBA1C | GLC | CHOL | HDL | LDL |ire | CREA|PON | AOPP
1 | FIKRIYE ONER 57| &7 |var 6,2| 103 178 42| 108 | 32 0,8]147,19| 431,7
2 | PELUZE GELEBI 62 80 | var 6,8 134 192 53894 | 34 0,7]94,38| 616,4
3| NOZLEM CELIK 17| 85]|var 74| 100 201| 57| 126| 22 0,6]48,45| 353,5
4 | EMIN HARMAN 80 75 | var 8| 137 154| 50|83,8| 96 1,4/32,86| 782,9
5 | FEHMi KOGAK 67 75 |var 12| 272 292| 42| 216| 46 1,1148,45| 426,7
6 | SUKRAN DEMIRTAS 21 48 | var 6,7] 113 93| 53|13,2] 26 0,6]72,89| 2954
7 | ELMAS OZTURK 42 81 | var 8] 139 124| 46|43,8 60,25 | 766,6
8 | ISLAYE BASKOY 56| 56 |var 14,9| 382| 267| 67| 174| 48 0,7| 94,8| 498,6
9 | FIKRIYE CITACI 70| 80]var 8,9 191 194| 49| 120| 24 0,8142,98| 1702
10 | HASIBE KIZILET 56| 80]var 6,6 105| 200| 52| 126| 26 0,9]87,64| 362,7
11 | ADIL GUL 41 78 | var 11,5] 368| 286| 46| 103]| 23 1/61,09] 4914
12| FATMA DAMAT 63| 73]var 7,1 153 207 53| 119] 40 0,9/68,26 | 436,3
13 | AYHAN ERTAN 48| 102 |var 6,3| 102| 220| 53| 154| 34 0,8 /63,62 | 479,7
14 | HATICE SAHIN 69| 55|var 64| 99 174| 56| 96| 43 1/67,41| 544,2
15| NAZLI AY 65| 70]var 7,7] 163 142| 68| 58| 30 0,9]62,36| 347,3
16 | HATICE SEZER 63| 90]var 10,9| 237 290| 73| 172] 37 0,8]125,1| 447,2
17 | SAADET AKAR 38 65 | var 57| 89 192 47| 116| 26 0,8]42,98 | 458,3
18 | ZENNURE ATMACA 65 70| var 14| 302| 287| 60| 200| 39 0,8 /50,98 | 547,9
19 | SUKTAN OLGUN 47| 84 |var 68| 116| 216| 69| 124| 38 0,7]162,78 | 651,9
20 | EMRAH TOKER 17| 60 |var 92| 46 146 41|89,6| 20 0,8]72,89| 805,8
21| MERYEM CAN 16| 53 |var 10,1| 340 133] 59| 57| 11 0,6/18,54 | 508,8
22 | ONNIK ASLANYAN 76| 90]|var 76| 134] 226| 33| 164| 37 1,3[50,56 | 790,5
23 | D MEHMET CAKAR 75| 110|var 10,3| 162 178| 37| 118] 30 1124,86| 457,7
24 | ZEKIYE OYULMAZ 75| 50| var 11,2| 238 201 51| 110] 33 0,8182,58 | 405,2
25| OMER FIDAN 65| 88]var 8,7] 152 152 43|79,6| 43 1/36,66| 539,1
26 | HASAN BAYRAM 57 72 | var 10,7 497 216| 30| 168] 29 1,1139,18| 1267
27 | SUKRIYE OZTING 73| T71]|var 7,71 138] 273| 39| 201| 27 0,8] 43,4| 9839
28 | HUSNIYE DEIZER 62 68 | var 9,11 299| 238| 52| 126| 36 0,7/80,05| 668,9
29 | NAZIRE OZSU 63| 64| var 11,1 407 153| 68|71,4 26,12 704,4
30 | SATI YASLICIMEN 40| 92 |var 79| 129 140| 47652 34 0,8]28,65| 7181
31| NAZO KAPLAN 57| 100 |var 6,2| 116 176 48| 105| 25 0,8/4593| 688
32 | REFIYE OZSOY 45| 48 |var 59| 94 174| 48| 117| 20 0,7129,91| 962,1
33 | MUJGAN KUCUK 35| 115]var 66| 87| 238]| 40| 148| 15 0,7 /44,66 | 916,4
34 | MEDINE OZTATLI 48| 94 |var 65| 111 224| 50| 149| 20 0,7]54,35| 481,2

MUHARREM
35 | CALISKAN 66| 55| var 6,1| 136 132] 53| 63| 30 0,8|24,02| 233,5
36 | AZIME ERDURMUS 39| 560]var 58| 82 155| 43|86,2| 27 0,7]30,76 | 364,2
37 | MEVZUL AKKEMIK 67 82 | var 11,2] 255| 2585| 44| 161| 34 1/33,71] 553,1
38 | NURAY GUNGOR 33| 96 |var 11,1] 214 130 42458 29 0,8] 31,6 460,3
39 | SUKRU GUMUSTEN 65| 75| var 9,8| 263 199| 35| 84| 52 1]24,44| 608,2
40 | PAKIZE DOGAN 55| 71]var 88| 304| 215| 38| 107| 36 1,1133,71] 402,6
41 | VESILE AYVALI 60| 80]var 9| 227 201| 46| 125| 26 0,8126,54 | 988,3
42 | NAZIF SEN 61 95 | var 10,8 | 234 190 45| 129| 41 1/21,49] 965,8
43 | AYSE SEN 54| 57 |var 59| 234 177 44| 117 24 0,9]20,65| 874,9
44 | NECATI TOKMAKTAS 69| 69]var 7,9] 213 184| 34| 132| 58 1,1]15,17| 726,6
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45 | HASIM OZKURT 54 65 | var 8,1] 185 138 39|79,2| 33 1,2(12,22 | 172,1
46 | PERIHAN KUNDUZ 48| 78 |var 53| 91 167 49|952| 26 0,9]29,49| 466,7
IBADET
47 | VATANSEVER 52| 105]var 89| 98| 222 32| 161 21,49 | 648,6
48 | NURE SENSES 55| 80]var 10,3| 204| 246| 41| 168| 23 0,7 /23,17 | 995,2
49 | MUSTAFA AKYUZ 41 74 | var 7,8 121 248| 31| 174 27,39| 1333
50 | NURIYE ER 61 60 | var 13,8 278| 214| 33| 114| 54 1,1160,67 | 518,7
51 | HASAN DOGERCI 59| 73]var 7,7] 148 190| 47| 110| 47 1,3[18,12] 977.,9
52 | MEDINE KAYA 24| 41 |var 6,7 99 73| 13|26,4| 32 0,8 13,9| 813,2
53 | YILDIZ DEMIR 30| 94 |var 7,2] 113 188| 21| 138 15,59 | 917,2
54 | NECLA ERCOK 67| 65]var 9,5| 231 280| 26| 178 50,14| 614
55| SUNA POLAT 42 88 | var 88| 149| 225| 49| 149| 25 0,8] 37,5| 8479
56 | OMER OZSARI 62 64 | var 6| 87 188 | 30| 137| 30 1,2121,91] 2241
57 | MEHMET KAYA 45| 97 |var 7,8] 150 138 47(734 22,75 302
58 | SAADET AKTAN 63 80 | var 6,5| 93| 244| 47| 174| 51 1,4/16,18| 821,9
59 | NIMET CICEK 60| 60]var 134 325| 223| 41| 142| 26 0,7 17,7| 778,6
60 | RUSTU SEN 68| 65| var 9,7| 228 212 43| 148| 34 0,9]20,65| 336,7
61| SEMIYE TEPE 45| 67 |var 56| 101 170 52|93,4| 18 0,7] 51,4 406
62 | ELVEDA OZDEMIR 55| 71|var 48| 84| 234| 65| 132] 91 6,2[33,29| 310,7
63 | BEDIA OZKAN 76 70| var 6,1] 103| 258| 47| 141| 35 0,9/32,86| 492,7
64 | HAKIME ARGUN 40| 100 |var 73| 147 268| 58| 168| 18 0,6]10,95| 640
65 | HAMDICALISKAN 75| 90| var 7,2| 118 177] 511|996 70 1,9132,02 | 622,6
66 | AYSE KAYA 39| 62]var 6,3] 119 180| 32| 104 45,5 206,7
67 | AYTE OZDEMIR 63| 71]|var 58| 95 177] 61|72,4| 40 1,2]28,23 | 622,6
68 | GULER KOSE 40 57 | var 57| 111 192| 59| 101103 3,6/21,49| 691,9
69 | ABDULLAH MESECI 71 74 | var 96| 172 330| 54| 254| 50 1,1115,17 | 674,6
70 | SENIYE OZTURK 63| 53| var 6,7| 137 187 40|96,2| 40 0,9]64,04| 553,3
71| AYDIN SECEN 55| 80]var 6,2| 106 166 41| 112 11,38 | 847,9
72 | NESE YAVUZ 18| 53 |var 56| 110 138| 52|59,2 21,49| 752,6
73 | HASIBE GOZ 52 58 |var 7,2 131 355| 64| 226 32,86 | 765,9
74 | ZEYNEP CONKARA 83| 69]var 58| 122 239| 69| 133 24,86 519
75 | GULSUM CINKILIC 56| 80]var 7,3 118 198| 32| 133 31,18 | 667,4
76 | MENDERES KOCAK 45| 80|var 7,7] 102 196 40| 101| 49 1/34,55| 796
77 | EMRIYE KOTIL 67| 68 |var 69| 94 179| 53| 109| 62 0,9/20,22 | 889,7
78 | BELGIN ISIK 21 60 | var 59| 92 199| 46| 128 17,7| 6484
79 | MUNURE SELCUK 58| 50| var 8,8 96 186 43| 119 22,75| 255,3
80 | IBRAHIM SONMEZ 53| 53]var 8,9| 146 167 45| 105| 34 1/29,07| 505
81| SANIYE GONULLU 65| 65| var 74| 186 164| 28| 93| 67 1,4(17,27 | 453,8
82 | EMINE LiGINA 67| 85]var 48| 126| 289| 24| 245| 50 1,1]37,92 | 584,6
83 | HACER CIRIL 44 68 | var 98| 152| 278| 48| 194| 24 0,7]37,92 | 803,1
84 | GULSEN AKIN 44| 64 |var 93| 198 250| 43| 163| 22 0,8]53,09| 518,7
85 | ATIFET OZTURK 44 76 | var 8,6| 183 188 45| 113 15,59| 406
86 | YILMAZ NOYAN 65| 67 ]|var 7] 219 129| 46|69,6| 52 1,2122,33| 3714
87 | SATILMIS ORUGC 60| 86 |var 8,7 143 186| 42| 113| 44 0,8/13,48| 691,9
88 | NIMET DEDE 55| 78] var 8,7| 165| 154| 33|85,2 18,96 | 795,1
89 | FERIDE SIRIN 55| 73]var 6,6 141 206| 42| 108| 43 1,3[16,43 | 322,8
90 | AYSEECE 63| 62]var 6| 124| 247| 56| 162| 26 0,8]37,08| 461,5
91 | MNSURE OZER 54| 60]var 96| 121 239| 49| 159| 25 0,7]122,75| 518,7
92 | ASLAN KILG 68| 95| var 6,8| 232 170| 54| 84| 31 0,9129,49| 608,2
93 | NURIYE TEZER 55| 70]var 10,2] 220 264| 52| 172 25,7| 569,8
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94 | YASIN KOKSAL 28| 75|yok| 54| 82| 180| 55| 105| 26| 0,8[41,29| 87,68
95 | GOKSEL SEYMEN 30| 80|yok| 53 86| 192] 42| 129[ 27| 09| 47,5] 159,5
96 | ONDER GIGEK 25| 70lyok| 61[ 77| 200] 30| 146] 26] 0,8]29,07| 224,1
97 | AHMET DONMAZ 33| 71|yok| 45[ 100] 180| 45| 108[ 42| 0,9|56,88| 206,7
98 [ ISMAIL GULEN 43| 86[yok| 59| 112 218] 32[158] 32 1]54,35] 172,1
99 [ MUSTAFA ERKAN 34| 74lyok| 52 92| 176] 65|91.4] 57| 0,9]93,96] 102,8
100 | SEYIT BULUT 42| 76]yok| 48| 74| 198] 41[135] 38] 09[40,87[ 138,3
101 [ UMIT DEMIREL 21| 67]yok| 61| 99| 164| 42[96,8| 45| 09[40,87] 98,77
102 | ADEM YAMAN 20| 65|yok| 48[ 71| 178] 45| 115 28] 0,9]29,91| 2154
103 | SAVER NANTAS 53| 85|yok| 62| 82| 195] 56| 115 30| 1,1]72,05] 94,09
104 | ERHAN SENTURK 26| 72][yok 5| 89[ 186] 64]952| 32 0,7[9269] 2154
105 | CEMIL KAYNAR 25| 83|yok| 54| 81| 142] 48[72,4| 24| 09 64,3] 432
106 | SEREF SAHIN 39| 64|yok| 46| 86| 164] 53|71.4] 31| 0,7|71,63] 150,4
107 | SERHAT HEKIM 21| 72]yok| 53| 82| 128] 42| 65| 27| 07] 43,4| 681
108 | FERRUH KILIC 48] 76[yok| 6,3] 110[ 230] 37[161]| 38 0,9]29,07] 146,1
109 | ALA YOLAZKAN 50 60[yok| 64| 116] 224| 46| 154| 24| 0,6(33,29] 149,5
110 | EMINE ONAL 32| 68|yok| 47| 95| 168| 54| 76| 36| 0,6]27,39| 224,1
111 TIVEB TASKINER 46 61|yok| 49| 77| 186| 66| 82| 33| 0,6[4845] 3367
112 NECLA GOZMEN 41| 64]yok| 53| 86| 154| 65(51,8] 37| 08[4593| 68,1
113 MIMET AKGICEK 26| 53|yok| 65| 82| 168] 52(956] 22| 0,6[49,72[ 60,99
114 | 5ZGE OTA 25| 58lyok| 49| 79| 124| 48(436] 25| 08 37,5( 2036
115 | SEHER GETIN 23| 47lyok| 48| 81| 146] 60| 58| 34| 0,7[18,96] 2264
116 | PINAR YILDIZ 23| 56|yok| 56| 98| 143| 42(83,4| 26| 06[34,13[ 312,9
117 | DAMLA ASLANTAS 26| 52[yok| 48] 103 174 48] 104 22 0,8]2528] 497
118 | OZLEM NUR 43] 80[yok| 52| 15[ 142| 44[78,8] 26] 0,7[34,55] 232,2
119 | FILZ NARTOP 56| 58|yok| 56| 82| 164 52|87,2] 24| 0,6/41,29] 205,2
SONGUL _
120 | SENEMOGLU 33| 57|yok| 62| 106| 143| 32|886| 33| 0,7|2697| 1757
121 | AYSE MENTESE 35| 65|yok| 64] 116] 128] 44| 64| 29] 0,7 758] 68,1
122 [ SEMRA YILDIZ 19] 60[yok| 48] 88| 112[ 46[41,6] 25| 0,7[21,07] 83,69
123 SIBEL SENDAR 25| 57]yok| 63| 79| 144] 40[76,8] 23] 0,7[23,17[ 273,

Tablo 18: Diabetik hastalar ve kontrol grubunun demografik ve biyokimyasal degerleri
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5.2 KORELASYON ANALIZLERI

Parametrelerin korelasyonunun tesbitinde Pearson korelasyon analizi kullanildi.
Sonuglar Tablo 18.’de gosterildi. PON 1 ile HDL arasinda zayif iliski (1=0,36), AOPP ile
glukoz, HbAlc ve kolesterol zayif iliski tesbit edildi. (r= 0,324, r= 0,376, r=0,27). PON1 ile
AOPP arasinda da negatif yonde zayif iligki bulundugu tesbit edildi (r=-0,218)

Parametreler |r degeri Zegeri
PON1-AOPP -0,218| 0,05
PON1-HDL 0,36| 0,01
AOPP-GLUKOZ 0.324| 0,01
AOPP-HbA1c 0,376 0,01
AOPP-KOLEST. 0,27| 0,01

Tablo 19.
KORELASYON ANALIZzi
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5.3. TANISAL YETERLILIK ANALIZi

Tez ¢alismasindaki hasta gruplarina tanisal yeterlilik analizi uygulayabilmek icin iki

onemli kriter gerekmektedir.

e Hasta gruplar icin AOPP ve PONI1 belirteglerinin konsantrasyonlarim1 —arttiracak
herhangi bir islemin uygulanmamis olmasi,

e Ayrica hastalarin hicbirinde Diabetes Mellitus disinda oksidatif stresi arttirici
malign/benign bir hastaligin, klinik ya da laboratuvar bulgularinin saptanmamis
olmast.

e Kontrol grubu ise, patolojik klinik ya da laboratuar bulgusu olmayan kisilerden

olugma kosulunu saglamaktaydi.

AOPP ve PONI degiskenleri hem saglikli hem de DM hasta grubunda goézlenebilen
degiskenler olmasina ragmen bu degiskenler i¢in hangi degeri bireyleri hasta ya da saglam
diye ayirmada kullanmaliy1z? Sorusuna cevap bulabilmek i¢in ROC egrisinden elde edilen
verilere gore hem AOPP hem de PONI i¢in duyarlilik ve 6zgiilliigiin optimum oldugu esik
degerleri (cut off) belirlendi.

AOPP ve PONI1 degerleri i¢in olusturulan ROC egrisi gosterildi (Sekil 9).

1,0

.81

51

2 Reference Line

3 AOPP
0.0 = PON

0,0 3 5 8 1,0

1 - Spesifite

Sekil 9. AOPP ve PONI1 degerleri ile olusturulan ROC egrisi
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PONT1 i¢in egri altinda kalan alan 0.366 olarak hesaplandi (P=0.028). Egri altinda
kalan alan 0.500’den kii¢iik oldugundan PON1 degeri icin esik degeri (cut off) saptanmadi.

AOPP i¢in egri altinda kalan alan 0.965 olarak hesaplandi (P=0.000).

AOPP belirte¢i bircok durumda yiikselebileceginden DM olan hastalarin tanisinda

kullanilmasi giictiir.

AOPP belirteci saglikli insanlarda oksidatif stres bulunup bulunmadigini
degerlendirmek bakimindan tarama maksatli kullanilabilir. Bu sebebten 6tiirii esik deger (cut

off) olarak testin duyarlilik vedzgiilliigiiniin yiiksek oldugu deger tespit edildi.
Bu maksatla AOPP i¢in ¢izilen ROC egrisi sonucunda elde edilen verilere gore

ozellikle 6zgiilliigiin optimum oldugu muhtemel esik deger saptandi. Buna gore duyaliligt %

96,8, ozgiilligii % 83,3 olan 389 pmol/L esik degeri (cut off) olarak belirlendi.
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6. TARTISMA ve SONUC

Diabetes Mellitus ve komplikasyonlari giiniimiizde en sik goriilen hastaliklardandir ve

insidans1 giderek artmaktadir.

Diabette reaktif oksijen tiirlerinin rolii 1980°li yillardan beri genis ¢apta tartisilan bir
konu olmustur. Diabet ve diabet komplikasyonlarinin reaktif oksijen tiirleri ile olan iligkisini
gosteren caligmalarda, nonenzimatik glikasyon, enerji metabolizmasindaki degisikliklerden
kaynaklanan metabolik stres, sorbitol yol aktivitesi, hipoksi ve iskemi-reperfiizyon sonucu
olusan doku hasarmin serbest radikal {iretimini arttirdigi ve antioksidan savunma sistemini

degistirdigi vurgulanmaktadir (35).

Oksidatif stres pek c¢ok hastaligin patogenezinde Onemli rol oynamaktadir.
Antioksidan tedavi de oksidatif stresi azaltmaktadir. Bu yiizden antioksidan tedavi pek c¢ok
hastalik i¢in potansiyel tedavi yoOntemidir. Oksidatif stresin diabet patogenezi ve
komplikasyonlarinin olusumunda oynadigi rol goz Oniine alinirsa tedavi icin farkli

yaklagimlar gelistirilebilir.

Protein oksidasyon iiriinleri de oksidatif stresin onemli goOstergelerinden biridir.
Hastaligin ilerlemesindeki artis ile protein oksidasyonu arasinda kuvvetli bir iliski oldugu
ifade edilmektedir. Pek ¢ok hastalikta, oksidatif stresin bir sebep mi, yoksa primer hastalik

stirecinin bir sonucu mu oldugu agik degildir.

Genel bilgilerde belirtildigi gibi; diabette oksidan/antioksidan oranindaki dengesizlige
bagli olarak goriilen sistemik oksidatif stres PCO diizeylerinde artisa yol agmaktadir. Karbonil
stresin artisinda; hiperglisemi, hiperlipidemi, oksidatif stres ve/veya reaktif karbonil
tirevlerinin detoksifikasyonundaki azalmanin etkili olabilecegi bildirilmektedir. PCO
diizeylerindeki artis hem Tip 1 hem de Tip 2 diabette goriilmektedir. Komplikasyonsuz
diabetik ¢ocuklar ve adolesanlarda, kontrol gruplart karsilagtirildiginda plazma PCO
diizeylerinin anlamli derecede yiliksek oldugu saptanmistir. Bu durum oksidatif protein
hasarinin diabetin erken donemlerinde basladigini ve ileriki evrelerde arttigini gdstermektedir.
(56)

Oksidatif stresin direkt invivo 6l¢limii olduk¢a karmasiktir. Bunun yerine pratik ve
Olclimii kolay yontemler gelistirilmeye calisilmaktadir. Bu da oksidatif modifiye iirlinlerin
ikincil {trlinlerinin tesbitiyle yapilmaya calisiimaktadir. AOPP oksidatif stres siiresince

uretilir. Aktive notrofillerdeki myeloperoksidaz tarafindan hipokloréz asit ve kloraminlerin

49



etkilesimi yoluyla iiretimi gerceklesir. Ditrozin igeren capraz bagli proteinler olarak
tanimlanir ve proteinlerin oksidatif modifikasyonun 6lgmek icin giivenli bir belirte¢ olarak

tanimlanabilir (67).

Daha 6nce de belirtildigi gibi PON1 enzimi, 6zellikle aterogenezde major rol oynadigi
kabul edilen lipid peroksitlerin oksidasyonunu onlediginden dolayir antioksidan savunma

sistemi i¢inde yer almaktadir.

PONI1 enzimi {lizerine yapilan caligmalar enzimin LDL ve HDL partikiillerinin
oksidasyonunu onleyerek ve diger mekanizmalarla aterosklerotik olusumu engelledigi ya da
yavaglattigint gostermistir. Bu caligmalar, ateroskleroz ve diabet gibi serbest radikallerin

patogenezde rol oynadig hastaliklarda PON1 enziminin 6nemini ortaya ¢ikarmistir (50).

Bizim g¢aligmamizda serum PONI1 enzimi aktivitesinin diabetli hastalarda kontrol
grubuna gore anlamli bicimde diisiik oldugu tesbit edildi (p=0,042). Mackness ve
arkadaslarinin ¢alismasinda da bizim c¢alismamizi destekler sekilde diabetik hastalardaki
PONI degeri kontrole gore anlamli sekilde diisiik bulunmus (66). AOPP degerlerinin ise
diabetlilerde anlamli bi¢imde yiikseldigi bulundu (p=0,000). Piwovar ve arkadaslarinin
calismasinda da AOPP diizeyi diabetlilerde anlamli bir sekilde yiiksek bulunmustur (67).
Azalmig PON 1 aktivitesinin; azalmis spesifik aktivite (glikasyon veya dolasimdaki bir
inhibitér nedeniyle) veya serum konsantrasyonun azalmasi sonucu meydana gelebilecegi

onceki ¢alismalarda belirtilmistir (68, 69).

PON1 degeri ile glukoz diizeyi ya da HbAlc arasinda anlamli bir korelasyon
bulunmamaktadir. PONT1 aktivitesinin azalmasi; enzimin serum konsantrasyonun azalmasiyla
veya daha kuvvetli bir ihtimalle oksidatif stres arttiginda dolasima salinan oksidasyon

tiriinlerinden birinin inhibisyonu sonucu gerceklestigi diigtiniilebilir.

AOPP diizeyleri ile glukoz, HbAlc ve kolesterol arasinda zayif anlamli bir iliski tesbit
edildi (= 0,324, r= 0,376, r=0,27). Bu da hiperglisemi ve hiperkolesteroleminin protein
oksidasyonunu arttirdigin1 gosterir. Kalousova ve arkadaslarinin calismasinda diabetli
hastalardaki AOPP degerleri bizim c¢alismamizi destekler bigimde kontrol grubuna gore
yiiksek bulunurken, kolesterol ile AOPP arasinda anlamli korelasyon tesbit edilememistir
(65). Sahng Xi Liu ve arkadaslarinin ¢alismasinda da AOPP’nin hiperkolesterolemide spontan
olarak fretildigi sonucuna varilmistir. Bu c¢aligmada tesbit edilen iliski hiperglisemi ve

hiperkolesterolemi durumunda AOPP’nin arttigin1 gostermektedir (70). Her iki durum
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oksidatif stresle beraber oldugundan AOPP oksidatif stresin 1iyi bir belirteci olarak

diistiniilebilir.

Bu calismada ayrica PON1 aktivitesi ile AOPP diizeyleri arasinda negatif yonde zayif
bir iligki tesbit edilmistir (r=-0.218). Iliskinin zayif olmasmin nedeni muhtemelen bir ¢ok

farkli enzim ve proteinin oksidatif streste rol oynamasidir.

Sonug olarak; diisitk PON1 aktivitesi ile yiiksek AOPP diizeylerinin DM’da oksidatif
hasarin gostergesi oldugunu ve diabetin komplikasyonlar1 ile beraber oldugunu diisiindiiren
ayr1 ayr1 ¢aligmalr yapilmistir (67,68). Fakat PON1 Ve AOPP’nin birlikte degerlendirildigi bir

calismaya rastlanmamustir.

Calismadaki amacimiz; DM’da PON1 ve AOPP iliskisini gézlemekti ve DM’da PON1
ve AOPP arasinda anlamli bir iligki bulduk.

Bu bilgilerin 1518inda, PON1 ve AOPP’nin diabetin erken komplikasyonlarini
gosterebilecegi diistiniilebilir. Bunun i¢in, PON1 ve AOPP’nin birlikte degerlendirildigi, uzun

stireli ve vaka sayis1 fazla ¢alismalara ihtiyag¢ vardir.
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7. OZET

Diabetes Mellitus’ta PON1 aktivitesi ve AOPP diizeyleri

Paraoksonaz (PON1) apolipoprotein Al igeren HDL alt gruplar ile iligkili kalsiyum
bagimli bir esterazdir. HDL nin LDL oksidasyonunu 6nleyebildigi ve okside fosfolipidlerin
serum PONI i¢in fizyolojik bir substrat oldugu son c¢alismalarla belirtilmistir. PON1’in
antioksidan etkisi vardir. Dislipidemi, diabetes mellitus ve ileri yas gibi oksidatif stresin
arttig1 olaylarda PON1 diizeyi diisiikk bulunmustur. Bu ¢aligmada Diabetes Mellitus’ta PON1
ve AOPP diizeyleri arasindaki iliskiyi belirlemeyi amagladik. Calisma saglikli 30 kisi ve DM
tanist almis 93 hastada gergeklestirilmistir. Bireylerin PON1 enzim aktivitesi ve AOPP
diizeyleri spektrofotometrik yontemle degerlendirilmis ve PONI1 aktivitesi ile AOPP

diizeyleri arasindaki iliski belirlenerek klinik agidan 6nemi olup olmadig1 degerlendirilmistir.

Diabetes Mellitus’lu hastalarda PONI1 aktivitesi saglikli kontrol grubuna gore
istatistiksel olarak anlamli derecede diisiik bulundu (p<0.05). AOPP diizeyleri ise istatistiksel
olarak anlamli artmis bulundu (p<0.000).

Parametrelerin korelasyonunun tesbitinde Pearson korelasyon analizi kullanildi. PON
1 ile HDL arasinda zayif iliski (r=0,36), AOPP ile glukoz, HbAlc ve kolesterol zayif iliski
tesbit edildi. (r= 0,324, r= 0,376, r=0,27). PON1 ile AOPP arasinda da negatif yonde zayif
iligki bulundugu tesbit edildi (r=-0,218).

Sonu¢ olarak Diabetes Mellitus ile PON1 aktivitesi ve AOPP degerleri arasinda
anlamhi bir iliski bulunmustur. Diisik PONI1 aktivitesi DM’de oksidatif hasar artisini
gostermektedir. AOPP artist  da hiperglisemi ve hiperlipidemiye bagli protein

oksidasyonundaki artis1 gostermektedir.
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8. SUMMARY

PONT1 activity and AOPP levels in patients with Diabetes Mellitus

Paraoxonase (PON1) is a calcium-dependent esterase closely associated with the high-
density lipoprotein (HDL) subfraction that contains apolipoprotein Al in human serum. Latest
studies shown that HDL can prevent LDL oxidation. PON1 is capable of hydrolysing
oxidized lipids and preventing the oxidation of low-density lipoproteins. Low PON1 has been
shown in oxidative stress-associated processes such as dyslipidemia, diabetes mellitus,
advancing age, and smoking. Therefore, we studied the possible relationship between PON1
activity and AOPP levels in Diabetes Melitus (DM).

Aim of our study is determination of serum activity of PON1 which is antioxidant
enzyme in DM and evaluation of its clinical importance. We studied the correlations between
PONI and one of biochemical markers of the oxidation system AOPP. We measured PON1

activity and AOPP levels in spectrophotometer.

PONI1 activity is significantly lower (p=0,042) and AOPP concentrations is
significantly higher( p=0,000) in patients with DM.

We found a positive corelation between PON1 and HDL (r=0,36). Between AOPP and
fasting glucose, HbAlc, cholesterol a positive correlation also was observed (r=0,324, r=

0,376, 1=0,27). Between AOPP and PONI a negative correlation was observed.

There were significant differences between the patient group and the control group.
Low PONI activity shows oxidative damage in Diabetes Mellitus. High AOPP levels shows

increase in protein oxidation due to hyperglycemia or hyperlipidemia.
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