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OZET

YUKSEK LiSANS TEZi

TiP 2 DIYABETIN MiKROVASKULER KOMPLIKASYONUNDA
INFLAMATUAR HASARIN POTANSIYEL BiYOBELIRTECLERI
OLARAK INAKTIF K VITAMINI BAGIMLI MATRIKS GLA
PROTEINLERI VE FETUIN-A

Jasim Awad Abdoun ALNAYLEE

Kirsehir Ahi Evran Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Kimya Anabilim Dah
Damisman: Dog¢. Dr. Zuhal ALIM
I1. Damgman: Dr. Ogr. Uyesi Anwar Jasib THAABAN

Tip 2 Diyabetes Mellitus (T2DM) hastalarinda vaskiiler kalsifikasyon mekanizmalari ile
mortalite iligkisi tam olarak anlasilamamistir. Arteriyel kalsifikasyonlar ve sertlik gibi
makrodolasim o6zellikleri, K vitamini durumunun biyolojik belirteci olarak kabul edilen
dolasimdaki defosfo-karboksilatlanmamig Matriks Gla Proteini  (dP-ucMGP) ile
iligkilendirilmistir. Yiiksek plazma dp-ucMGP konsantrasyonlari, diisiik K vitamini
durumunu gosterir ve vaskiiler kalsifikasyonla iliskilidir. Hiperglisemi, diyabetik vaskiiler
komplikasyonlarin ve inflamatuar yanitin gelisimi i¢in itici giigtiir. Fetuin-A, dolasgimdaki
kalsiyum ve fosfor ile etkilesime girerek c¢oziiniirliiklerini arttirir. Sonug olarak,
arterlerdeki kalsiyum birikimi azalir. Arter kalsifikasyonu, T2DM'de vaskiiler hastaligin
ayirt edici 6zelligidir. Bu ¢alismada, T2DM'nin mikrovaskiiler komplikasyonlar1 olan
hastalarda inaktif form dP-ucMGP'nin serum diizeylerini ve bunun K vitamini ve
inflamatuar yanit ile iligkisini arastirmak amaclandi. Bu ¢alismaya toplam 160 T2DM
hastasi dahil edildi. Bu hastalar her biri 40 hastadan olusan dort gruba ayrildi. Bu gruplar
su sekildeydi: Mikrovaskiiler komplikasyonu olmayan 40 T2DM hastas1 (T2DM, n=40),
diyabetik nefropatisi olan 40 T2DM hastas1 (DN, n=40), diyabetik retinopatisi olan 40
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T2DM hastast (DR, n=40), ve diyabetik ndropatisi olan 40 T2DM hastas1 (DNR, n=40).
Kontrol grubu olarak 40 saglikli birey kullanildi. Tiim gruplarda dP-ucMGP, K vitamini,
fetuin-A, Timor Nekroz Faktorii Alfa (TNF-0) ve matriks metalloproteinaz (MMP-9)
seviyeleri ELISA ile 6l¢iildii. DNR'si olan hastalarda Fetuin-A ve TNF-a diizeyleri anlamli
olarak yiiksekti (P<0,05). MMP-9 seviyeleri, kontrole kiyasla T2DM'li hastalarda 6nemli
degisiklikler gosterdi (P< 0,05). Ayrica sonuglar, diger hasta gruplar1 ve kontrol grubu ile
karsilastirildiginda DNR'li hastalarda (dP-ucMGP) ve K vitamini diizeylerinde 6nemli bir
diisiisiin oldugu goriildii (P< 0,05). Bu ¢alismada DNR hastalarinda dp-ucMGP ve K
vitamini arasinda gii¢lii bir negatif korelasyon bulundu. Sonug olarak, T2DM'de azalmis
dp-ucMGP ve K vitamini seviyeleri, mikrovaskiiler komplikasyonlar ve inflamatuar yanit
ile iligkilidir. Bu nedenle dp-ucMGP, T2DM vaskiiler komplikasyonlarinda umut verici bir
biyobelirte¢ veya terapotik hedef olarak goriilebilir.

Haziran 2022, 57 Sayfa

Anahtar Kelimeler: T2DM, Mikrovaskiiler komplikasyonlar, Fetuin-A, dp-ucMGP, K
Vitamini
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ABSTRACT

M.Sc. THESIS

INACTIVE VITAMIN K-DEPENDENT MATRIX GLA PROTEINS
and FETUIN-A as POTENTIAL BIOMARKERS of INFLAMMATORY
DAMAGE in MICROVASCULAR COMPLICATION of TYPE2
DIABETES

Jasim Awad Abdoun ALNAYLEE

Karsehir Ahi Evran University
Graduate School of Sciences and Engineering
Department of Chemistry
Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Zuhal ALIM
I1. Supervisor: Assist. Prof. Dr. Anwar Jasib THAABAN

The relationship between vascular calcification mechanisms and mortality in patients with
Type 2 Diabetes Mellitus (T2DM) is not fully understood. Macrocirculatory features such
as arterial calcifications and stiffness have been associated with circulating dephospho-
carboxylated Matrix Gla Protein (dP-ucMGP), which is considered a biomarker of vitamin
K status. High plasma dp-ucMGP concentrations indicate low vitamin K status and are
associated with vascular calcification. Hyperglycemia is the driving force for the
development of diabetic vascular complications and the inflammatory response. Fetuin-A
interacts with circulating calcium and phosphorus, increasing their solubility. As a result,
calcium deposition in the arteries is reduced. Arterial calcification is the hallmark of
vascular disease in T2DM. In this study, it was aimed to investigate serum levels of
inactive form dP-ucMGP and its relationship with vitamin K and inflammatory response in
patients with microvascular complications of T2DM. A total of 160 T2DM patients were
included in this study. These patients were divided into four groups of 40 patients each.
These groups were as follows: 40 T2DM patients without microvascular complications
(T2DM, n=40), 40 T2DM patients with diabetic nephropathy (DN, n=40), 40 T2DM
patients with diabetic retinopathy (DR, n=40), and diabetic neuropathy 40 patients with
T2DM (DNR, n=40). Forty healthy individuals were used as the control group. dP-ucMGP,
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vitamin K, fetuin-A, Tumor Necrosis Factor Alpha (TNF-a)) and matrix metalloproteinase
(MMP-9) levels were measured by ELISA in all groups. Fetuin-A and TNF-a levels were
significantly higher in patients with DNR (P<0,05). MMP-9 levels showed significant
changes in patients with T2DM compared to control (P < 0,05). In addition, when the
results were compared with the other patient groups and the control group, there was a
significant decrease in DNR (dP-ucMGP) and vitamin K levels (P< 0,05). In this study, a
strong negative correlation was found between dp-ucMGP and vitamin K in DNR patients.
In conclusion, decreased dp-ucMGP and vitamin K levels in T2DM are associated with
microvascular complications and inflammatory response. Therefore, dp-ucMGP may

appear as a promising biomarker or therapeutic target in T2DM vascular complications.
June 2022, 57 Pages

Keywords: T2DM, Microvascular complications, Fetuin-A, dp-ucMGP, Vitamin K
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1. GIRiS

Yiiksek kan sekeri seviyeleri ve anormal karbonhidrat, protein ve lipit metabolizmasi,
diyabetes mellitus (DM)'u karakterize eder. Diyabet, yetersiz insiilin tiretimi veya etkinligi
veya her ikisinin bir kombinasyonu ile ortaya ¢ikar. Esasen, pankreasin beta hiicreleri
tiikenebilir, bu da insiilinin etkinliginde bir azalmaya ve etkilerine kars1 bir dirence yol
acabilir. T2DM'nin hem kisa hem de uzun vadeli yansimalari vardir ve bu durum her iKi
diyabet tiiriiniin de hastalanip 6lmesinin baslica nedeni olan vaskiiler agaci dogrudan ve
dolayli olarak etkiler. Diyabetik nefropati, retinopati, ndropati, inme, kardiyovaskiiler

hastaliklar diyabetin mikrovaskiiler komplikasyonlaridir (Fowler, M.J., 2011).

Glutamik Asit Matriks Proteini (dP-ucMGP) ilk olarak kemik dokusunda kesfedilmis olup
kondrositlerde, damar diiz kas hiicrelerinde, endotel hiicrelerinde, ndronlarda ve glial
hiicrelerde bulunur (Borras, T. ve dig., 2015). dP-ucMGP besi glutamik asit (Glu), ligii
serin olmak tizere 84 amino asit kalintisina sahiptir. Aktif ve pasif olmak iizere iki formu
mevcuttur (Jeannin, A. ve dig., 2020). Glutamik asit kalintilar1 gama-glutamil
karboksilasyona, serin kalintilar1 fosforilasyona ugrar ve bunlarin her ikisi de K vitaminine
baglidir (Dalmeijer, G.W. ve dig., 2012). Yapilan ¢alismalarda vaskiiler kalsifikasyonlar ve
sertlik dolagimdaki dP-ucMGP ile iliskilendirilmistir. Bireyler ve gruplar {izerinde yapilan
uzun vadeli ¢alismalar, plazma dP-ucMGP'nin mortalite ve olumsuz kardiyovaskiiler
olaylarin bir belirteci oldugunu gostermistir. Ayrica ¢ok sayida calisma, MGP'nin sinir

sisteminde bir rolii oldugunu 6ne siirmektedir (Wei, F.F. ve dig., 2018).

Fetuin-A, viicutta karacigerden dolasima salinir. Fetuin-A dolasimdaki kalsiyum ve
fosforun daha kolay ¢oziinmesini saglar (Weikert, C. ve dig., 2008), Boylece arterlerdeki
kalsiyum birikintileri azaltir. Fetuin-A tarafindan insiilin sinyallemesinin inhibisyonu,
insiilin reseptor baglanmasi yoluyla saglanir (Srinivas, P.R. ve dig., 1993). Trigliseritler,
LDL kolesterol, viicut kitle indeksi (VKI) ve insiilin direnci, seviyeleri daha yiiksek
olanlarda Feutin-A seviyesi daha yiiksektir (Ix, J.H. ve dig., 2006). Bu tez ¢alismasinda

T2DM’nin ~ mikrovaskiiler =~ komplikasyonunda  inflamatuar  hasarin  potansiyel



biyobelirtecleri olarak inaktif K vitamini bagimli matriks gla proteinleri ve fetuin-A

arastirilmistir.

1.1. Amacg

1. T2DM'nin mikrovaskiiler komplikasyonlar1 olan hastalarda aktif olmayan MGP
formunun (defosfo-karboksilatlanmamis MGP (dP-ucMGP)) diizeylerini arastirmak.

2. T2DM’nin mikrovaskiiler komplikasyonlarinin K vitamini diizeyleri ve arteriyel

kalsifikasyonla iligkisini belirlemek.

3. T2DM'nin mikrovaskiiler komplikasyonlar1 sirasinda fetuin-A diizeylerini ve bunun

dp-ucMGP baglantili inflamasyonla iliskisini aragtirmak.

4. T2DM'nin mikrovaskiiler komplikasyonlarinda dP-ucMGP roliinii gostermek.



2. GENEL KISIMLAR

2.1. Diyabetes Mellitus (Seker Hastaligi)

Diyabetes mellitus (DM), uygun olmayan glukoz, protein ve lipit metabolizmasinin yani
sira yiiksek kan sekeri seviyeleri ile isaretlenmis metabolik bir hastaliktir. Diyabet, insiilin
sentezi eksikliginden, insiilin eksikliginin sonu¢larindan veya ikisinin kombinasyonundan

kaynaklanir.

Diyabet, pankreasin insiilin iiretememesi veya viicut hiicrelerinin insiiline tepki
verememesinden kaynaklanir. Siddetli hiperglisemi, sik idrara ¢ikma, polidipsi, kilo kayb1
ve bazen agir1 yeme durumuna ve gorme kaybina neden olur. Hastalar ¢cok ¢esitli belirti ve
semptomlar gosterdiginden, diyabet Onceden varsayildigindan daha karmagik bir
hastaliktir. Su anda tip 1 diyabeti 6nlemek i¢in bilinen bir teknik yoktur. Tiim vakalarin
yiizde 85-90"1in1 olusturan tip 2 diyabet, saglikli viicut agirliginin korunmasi, sik egzersiz
yapilmasi ve besleyici bir diyetin tiiketilmesiyle Onlenebilir veya geciktirilebilir
Uluslararas1 Diyabet Federasyonu'na gore, 2015 yilinda diinya ¢apinda 415 milyondan
fazla insan diyabet hastasiydi ve 2040 yilina kadar bu saymin 640 milyona ulasacag:
ongoriiliiyor. Diyabetlilerin yarisinin hastaliklar1 hakkinda bilgi sahibi olmamasi, diyabetin

gelisme riskini artirmaktadir.

2.2. Diyabetes Mellitus’un Belirtileri

Diyabet, hicbir belirti gostermemek de dahil olmak {izere cesitli sekillerde kendini
gosterebilir. Sik idrara ¢ikma (iirinasyon), asir1 susama (polidipsi), yorgunluk, kilo kayb,
halsizlik, odaklanma eksikligi, kasint1 ve kizariklik, yaygin semptomlardir. Diyabet ayrica
titreme, ellerde ve ayaklarda zayif hareket kabiliyeti, gorme bozuklugu, bas agrilari,
degisen enfeksiyonlar, orta derecede yara iyilesmesi, mide rahatsizligi, siskinlik, ve ayrica
bulanik ve zayif gorme ile baglantihdir (Li, H. ve dig., 2011). Uygun tedavi mevcut
degilse, ketoasidoz veya ketojenik olmayan hiperosmolar durum, koma ve Oliimle
sonuclanabilir. Bircok organ, diyabetin bir sonucu olarak uzun siireli hasar ve islev

bozukluguna ugrar. Bobrek yetmezligi, kardiyovaskiiler hastalik, periferik vaskiiler
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hastalik, serebrovaskiiler hastalik, retinopati ve nefropati, diyabetin uzun vadeli

komplikasyonlaridir.

2.3. Diyabet insidansim Artiran Temel Faktérler

Diyabet, diinya ¢apinda artan prevalansi nedeniyle bir halk sagligi sorunu olarak kabul
edilmektedir. Hastaligin ortaya ¢ikisi ¢ok sayida risk faktoriinden etkilenir. Cesitli nedenler
(6rnegin; genetik, ¢evresel faktorler, insiilin sentezinin ¢ok erken evrelerinin kaybi gibi)
sonucunda insiilin direnci ortaya ¢ikabilir. Prediyabet ve diyabet igin risk faktorleri
arasinda hiperinsiilinemi, dislipidemi, azalmis hiicre duyarliligit ve artmis glukagon
aktivitesi bulunur (Akter, S. ve dig., 2017). Her iki durumda da, bu degiskenlerin insiilin
direnci veya insiilin disfonksiyonu gelisiminde 6nemli bir rolii oldugu goriilmektedir

(Sears, B., ve Perry, M., 2015). Diyabet i¢in baz1 risk faktorleri asagida agiklanmistir:

Aile Oykiisii: Tip 2 diyabetin giiclii bir kalitsal baglantis1 oldugundan, tip 2 diyabetten
etkilenen akrabalara (6zellikle birinci derece akrabalara) sahip olmak, diayabet edinme
riskini 6nemli Ol¢lide artirir. Diyabetlilerin yaklagik %25'inin aile dykiisiinde bu durum
vardir. Yakin zamanda yapilan ¢aligmalarda genlerin tip 2 diyabetin ilerlemesinde 6nemli

bir rolii oldugu tespit edilmistir (Olokoba, A.B. ve dig., 2012).

Obezite: Obezite ve egzersiz eksikligi, yasam tarzi hastalifi olarak da bilinen tip 2
diyabetin en yaygin belirtilerinden ikisidir. Obezite cogunlukla fiziksel aktivite
eksikliginden kaynaklanir ve karaciger, kas ve yag dokusu gibi insiilin hedefli organlarda
insiilin direnci (IR) ile baglantihdir. IR, viicudun uygun insiilin seviyelerine tepki
vermemesi ve bunun sonucunda kan sekeri kontrol sorunlarma yol agmasi olarak
tanimlanir. Sonug olarak obezite ve kronik IR, tip 2 diyabetin gelisiminde rol oynar. Tip 2
diyabetin gelisimi, bir dizi yasam tarz1 faktorii ile iliskilendirilmistir. Hareketsiz bir yasam
tarz1 ve sigara igmek bunlara drnektir. Obezitenin tip 2 diyabet hastalarinin yaklagik yilizde
55'inin nedeni oldugu diistiniilmektedir (Olokoba, A.B. ve dig., 2012). Son yillarda tip 2
diyabetin artis1, biiylik Olc¢lide diinya niifusunun asir1 kilolu insan oranindaki artigla

baglantilidir (Amerikan Diyabet Dernegi, 2018).

Yas: Glukoz intolerans1 diyabet Oncesi ve tip 2 diyabette yasla birlikte artar. Yaslanma
insiilin  duyarliligint azaltir ve artan insiilin direnci karsisinda yetersiz beta hiicre
fonksiyonunu degistirir veya telafi eder. Ayrica, viicut kiitlesindeki azalma ve viicut

yagindaki, ozellikle viseral adipositlerdeki artis, yasa baglh insiilin direncine katkida
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bulunabilir. Yaslilarda mitokondriyal aktivite yasla birlikte azaldiginda insiilin direnci

gelisir (Chia, C.W. ve dig., 2018).

Mlaclar: Steroidler, antibiyotikler (florokinolonlar), kolesterol diisiiriicii ilaglar (niasin) ve

dogum kontrol haplar1 diyabet gelisimi ile iliskilendirilmistir (Tosur, M. ve dig., 2020).

Stres: Stres zamanlarinda hormonlar, insiilinin dogru sekilde hareket etmesini engelleyerek

kan sekeri konsantrasyonunun yiikselmesine neden olabilir (Wong, H. ve dig., 2019).

Hamilelik: Insiilin aktivitesi, hamilelik sirasinda iiretilen hormonlar tarafindan
engellenebilir. Pankreastaki beta hiicrelerinden artan instiilin iiretimi, gestasyonel diyabetli
kadinlarda insiilin direncini yenemez. Bozulmus insiilin duyarliligindan sorumlu anahtar
degiskenler, kortizol ve progesteronun yani sira plasental hormonlari icerir (Amerikan

Diyabet Dernegi, 2018).

2.4. Diyabetin Siniflandirilmasi

Diyabet, tiim diinyadaki insanlar1 etkileyen ciddi bir saglik sorunudur (Kandhasamy, J.P.,
ve Balamurali, S., 2015). Dort ana diyabetes mellitus tiirii vardir (Sekil 2.1).

\ Diyabetes Mellitus |
T1DM T2DM
Mutlak insiilin eksikligi Bagil insiilin eksikligi Gebelik Diyabeti
Beta hiicrelerinin yikim Insiilin direnci
Tipl A :
Bagisiklik .'I"Ipl B
aracili Idiyopatik

Sekil 2.1. Diyabetes mellitusun siniflandirilmasi (Ng, L.C., ve Gupta, M., 2020).



2.4.1. Tip 1 Diyabetes Mellitus (T1IDM)

T1DM, insiiline bagimh diyabet (IDDM) veya juvenil diyabet olarak adlandirilir (Sekil
2.2). Cocuklarda 15 yas altt TIDM, diyabetin en yaygin seklidir (Diaz-Valencia, P.A. ve
dig., 2015). TIDM diyabetli tiim bireylerin %10-15"ini olusturur. Immiin aracili B hiicre
yikimi, insiilin eksikligi ve hiperglisemiye yol agan TIDM'a neden olur (Weikert, C. ve
dig., 2008). TIDM'da antiglutamik asit, adacik hiicresi ve insiilin dekarboksilaz antikorlar1
dahil olmak iizere gesitli otoimmiin mekanizmalar kesfedilmistir (Baynest, H.W., 2015).
Insiilin iireten pankreas hiicreleri, T1DM'da pankreasin kendi bagisiklik sistemi tarafindan
yok edilir. Insiilin kan sekeri seviyelerini diizenlediginden, diyabete yol agabilecek beta
hiicre 6liimii siireclerini ve hayatta kalmak i¢in insiilin gerekliligini ifade eder (lfeanyi,
O.E., 2015). Tip 1 diyabette pankreas ya yeterli insiilin {iretmez ya da hig¢ insiilin iretmez
(Berezin, A.E., 2016).

‘ Diisiik insiilin
7 LS

Diisiik insiilin
nedeniyle glukoz
kullanamayan kas

edeniyle artan
glukoz

Ketoasidoza neden
olan glikojen ve
protein yikum

/ Kan
damarlarinda

Pankreas azalmis insilin

Sekil 2.2. Tip 1 diyabet (Kapruwan, N., 2016).

2.4.2. Tip 2 Diyabetes Mellitus (T2DM)

Tip 2 diabetes mellitus (T2DM), yetiskin baslangicli diyabet veya insiiline bagiml
olmayan diyabet olarak da bilinir. Kilo alimi, egzersiz eksikligi, kotii beslenme ve
yaglanma, tip 1 diyabetli kisilerde yiiksek kan sekeri seviyelerine katkida bulunan
faktorlerdir (Imamura, F. ve dig., 2015). Bununla birlikte T2DM’da wviicut hiicreleri
insiiline ya yetersiz yanit verir ya da insiilini yeterince olusturmaz. T2DM'da insiilin

sentezi azalir, bu da glukoz, lipid ve protein metabolizmasinda anormalliklere neden olur



(DeFronzo, R.A. ve dig., 2015). Genellikle "yetiskin baglangich diyabet" veya "insiiline
bagimli olmayan diyabet" olarak bilinen T2DM, tiim diyabet olusumlarinin %90-95'inden
sorumludur. Bu kategoride periferik kan damarlarinda insiilin yetmezligi ve insiilin direnci

olan kisiler bulunur.

Tip 2 diyabetli kisilerin biiyiik ¢gogunlugu, asir1 kilolu veya obezdir. Fazla kilo insiilin
direncini siddetlendirir (DeFronzo, R.A. ve dig., 2015; Umpierrez, G.,ve Korytkowski, M.,
2016). T2DM, Sekil 2.3°de goriildiigii gibi genetik ve cevresel faktorlerin etkilesimi ile
tiretilir. Sonu¢ olarak hem periferik dokularda hem de pankreas hiicrelerinde insiilin

disfonksiyonu meydana gelir (Taylor, R., 2013).

A -~ Kan dolasgiminda
X artan glukoz
Insiilin direluN l l

nedeniyle glukoz . o
kullanamayan kas / b ot dacans SN // Beta Hiicre \ﬁ

Obezite kalitin \ ) N >

. o R . e
ve diger faktorler
insiilin direncine
neden olur A
iya

!

An dolasiminda -
Pankreas s“%ﬂerh

Sekil 2.3. A: Tip 2 diyabet (Kapruwan, N., 2016), B: T2DM patogenezindeki evreler
(Durruty, P. ve dig., 2014).

2.4.3. Gestasyonel Diyabet

Gebeyken diyabete yakalanan kadinlar, patofizyolojik bir hastaliktan ¢ok fonksiyonel bir
kategorizasyon olan gestasyonel diyabetes mellitus (GDM) olarak siniflandirilmaktadir.
TIDM edinen veya gebelikleri sirasinda saptanmamis asemptomatik T2DM bulunan
gebelerin GDM oldugu soylenir. Durum, gebeligin ii¢lincii trimesterinde kendini gosterir

(Baynest, H.W., 2015). GDM, pankreasin beta hiicrelerinin gebelik sirasinda ortaya ¢ikan



artan insiilin talebine yeterli yanit vermemesine bagli olarak degisen derecelerde

hiperglisemi ile karakterizedir (Catalano, P. M., 2014).

Gebeligin 24. haftasinda GDM insidans1 en yiiksektir. Bir onlem olarak, gestasyonel
diyabet gelistirme riski yiiksek olan hamile kadinlar, ikinci ve {i¢ilincli trimesterde oral
glukoz tolerans testi yaptirmalidir. Hamilelik sirasinda hiperglisemi, yiiksek tansiyonu ve
makrozomisi olan kadmlar igin zor ve tehlikeli bir vajinal dogum riskini artirir. Insiilin
veya bagka bir oral diyabet ilaci, duruma gore doktor tarafindan regete edilebilir. Daha
once gebelikleri sirasinda gestasyonel diyabet geg¢irmis olan kadinlarin, durum normal
olarak dogumdan sonra ortadan kalkmasina ragmen, gelecekte tip 2 diyabete yakalanmalar1
daha yaygindir. GDM annelerinden dogan ergenler ve geng yetiskinlerin T2DM edinme
riski daha yiiksektir (Amerikan Diyabet Dernegi, 2015).

2.4.4. Spesifik Diyabet Tiirleri

Bilinen ¢esitli etiyolojilere sahip diyabetes mellitus tipleri, "Diger Spesifik Tipler" olarak
bilinen kategorizasyonu olusturacak sekilde toplanmistir. Bu kategori, beta hiicre
aktivitesinde kalitsal anormallikleri veya insiilin eylemsizliginde kusurlar1 olanlar1 igerir.
Kistik fibroz veya pankreatit gibi pankreas ekzokrin bozukluklar1 olan kisiler;
endokrinopatilerle iliskili pankreas islev bozuklugu olan kisiler (6rn. akromegali); veya
DM'nin %10'undan daha azimi olusturan ilag enfeksiyonlari veya kimyasallarin neden

oldugu pankreasta islev bozuklugu olan kisiler bu katagoridedir (Berezin, A.E., 2016).

2.5. Teshis

Kontrolsiiz diyabet ciddi sonuglara yol acabileceg§inden, durumun erken tespiti
komplikasyon riskini azaltmaya yardimeci olabilir. Siirekli olarak yiikselen kan sekeri
seviyeleri, sik idrara ¢ikma, artan susuzluk ve artan istah, diyabetin gostergeleridir.
Prediyabet veya diyabeti tespit etmek icin diizenli olarak ¢esitli biyokimyasal testler

yapilir. Bu testler asagida siralanmastir.

1. Achk Plazma Glukozu (FPG) Testi: En az 10 saat aclik sonrasi test yapilir. Aclik
glukoz seviyesi 126 mg/dL'ye (7.0 mmol/L) esit veya daha fazla ise diyabet teshisi
konulabilir. Diyabet, semptomlarin fiziksel muayenesine ek olarak bu test kullanilarak

tespit edilirken, rastgele glukoz izleme, test edilen kisinin en son ne zaman yedigine



bakilmaksizin kan sekerini diigiiriir. Seker hastalarinda glukoz seviyeleri genellikle 7,0
mmol/L civarinda seyreder. 75 g glukoz alimindan iki saat sonra, bozulmus glukoz

toleransi olan bir kisinin plazma glukoz seviyesi 7.8 mmol/L olur (Siu, A.L., 2015).

Oral glukoz tolerans testleri (OGTT): Oral glukoz tolerans testi (OGTT), prediyabet,
gestasyonel diyabet ve insiilin direncini saptamak ve ayrica T2DM taramasi yapmak
icin kullanilabilir. Glukoz tolerans testi, WHO'niin herkes i¢in tavsiye ettigi 75 gramlik
bir oral dozu simiile eder. Genglerde, dozaj yalnizca kiloya gore degistirilir. Viicudun
bir yemekten sonra glukozu nasil yonettigini belirlemek igin viicudun sekere tepkisini
inceler (Arslanian, S.A. ve dig., 2018). OGTT testi, belirli bir miktar seker
tiketildiginde viicut hiicrelerinin glukozu ne kadar iyi emdigini Slger. Siipheliye
genellikle agizdan 75 gram glukoz verilir ve iki saat sonra plazma glukoz seviyesi
Olciiliir. Bir diyabetik, kan sekeri seviyesi 11.1 mmol/L veya daha yiiksek olan bir kisi
olarak tanimlanir (Alam, S. ve dig., 2021).

Glikozillenmis Hemoglobin (HbAXc): Eritrositlerin 120 giinliik bir 6mrii oldugu igin,
glikozillenmis hemoglobin (HbAlc) siklikla diyabeti belirlemek i¢in ek bir test olarak
kullanilir. Diyabet yeterince yonetiliyorsa, mevcut kilavuzlara gére en az alt1 ayda bir
HbAlc kontrol edilmelidir. Diyabetli olmayan bireylerde HbAlc seviyeleri %4-5.6
arasinda degisir ve pre-diyabetlilerde HbAlc seviyesi %5.7 ile %6.4 arasindadir.
%6.4 ve lizerinde HbAlc seviyesine sahip olanlar ise diyabetlidir (Sherwani, S.I. ve
dig., 2016). HbAlc'yi diyabet teshisi i¢in kullanirken, bunun yalnizca ortalama kan
sekeri diizeylerinin dolayli bir Ol¢iisii oldugu ve yas, irk/etnik koken, anemi /
hemoglobinopati ve hemoglobin glukoz diizeylerini etkileyebilecek diger faktorlerin
hesaba katilmadigi unutulmamalidir (Amerikan Diyabet Dernegi, 2018). Bir kisinin
diyabet tanisin1 dogrulamak i¢in ¢esitli glinlerde farkl testler yapilabilir.

. Idrar Testi: Diyabetik idrar testi de bir diger tam yontemidir. Normal idrar az miktarda
glukoz igerir. Giivenli kabul edilmesi i¢in idrardaki glukoz seviyeleri 0 ile 0.8 mmol/L
arasinda olmalidir (100 ml'de yaklasik 2 ila 20 mg glukoz). Glukoziiri, idrarin asir1
miktarda glukoz igerdigi bir durumdur. Idrardaki glukoz miktari, kandaki glukoz
seviyeleri ile belirlenir (Pihoker, C. ve dig., 2018).



2.6. Diyabetin Patofizyolojisi

Diyabet sorunlarina yol agan birka¢ karmasik yol vardir. Hastaligin gelisimi, oksidatif stres
ve inflamasyondaki artisla baglantili gibi goriinmektedir (Pickering, R.J. ve dig., 2018).
Artan oksidatif stres, iltihaplanma ve zayiflamis bagisiklik savunmalari, asir1 kilolu veya
diyabetik olmanin yan etkileridir. Vazokonstriksiyon ve vazodilatasyonun yani sira
fibrinolitik sistemi kontrol eden degiskenler bu durumdan etkilenebilir (Lotfy, M. ve dig.,
2016).

Insiilin direnci karacigerde glukoz sentezini artirarak daha fazla serbest yag asidini
erigilebilir hale getirerek patofizyolojiye katkida bulunur (Forbes, J.M., ve Cooper, M.E.,
2013). Viicudun glukoz homeostazi gesitli hormonlar tarafindan diizenlenir. Ote yandan,
glukoz homeostazi insiilin ve glukagona baglhidir (Okur, M.E. ve dig., 2017). Hiicreler, kan
sekeri seviyeleri arttifinda insiilin iiretir. Kan glukoz seviyeleri, insiilinin karacigerdeki
glikojenoliz ve glukoneogenez iizerindeki etkilerinin yani sira karaciger, kas ve yagdaki

glukoz emilimi {izerindeki etkileri yoluyla disiiriilir (Mayorov, A.Y., 2011).

Kan sekeri seviyeleri diisiik oldugunda, pankreas hiicreleri glukagon iiretir. Karacigerde,
glikojenoliz ve glukoneogenez dahil olmak iizere glukagon uyarici faaliyetler, insiilin
antagonizmi olusturur. Glukagon, kortizol ve katekolaminlerle birlikte plazma glukoz
seviyeleri yiikselir (Ojha, A. ve dig., 2019). Amilin (37 amino asit peptidi), GLP-1 (30
amino asit peptidi) ve GIP (42 amino asit peptidi) dahil olmak {izere kan sekeri seviyelerini

sabit tutmada rol oynayan bir dizi hormon vardir (Kahn, S.E. ve dig., 2014).

Amilin, insiiline benzer sekilde tiretilir. Yemekten sonra mide bosalmasini azaltarak glukoz
emilimini arttirir. Bagirsaklar, peptitleri veya inkretinleri GLP-1 ve GIP'i iretir. Bu
hormonlar, pankreas hiicreleri tarafindan insiilin iiretimine ve salinmasina yardimet olur
(Hieronymus, L., ve Griffin, S., 2015). Bu, viicudun glukoza ihtiyag duyan hiicrelerinin ve
organlarmin onu alamadigl anlamina gelir. Glukozu hiicrelere tasiyan enzimlere glukoz

tastyicilari denir. Glukozu tastyan iki tip glikoprotein vardir (Stringer, D.M. ve dig., 2015).
a) Sodyum ve glukozun yardimci tasiyicist (SGLT).
b) Gegisi kolaylastiran glukoz tasiyicis1 (GLUT).

T2DM'nin  patofizyolojisinde rol oynayabilecek bir dizi olast yol Sekil 2.4’de

gosterilmistir.
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Sekil 2.4. T2DM'nin patofizyolojisi (Padhi, S. ve dig., 2020).

Iskelet kasi, karaciger ve yag dokusu gibi periferik dokular tarafindan bozulmus veya
azaltilmig glukoz emilimi, hamilelik sirasinda meydana gelen hormonal degisikliklerden
kaynaklanir. Plasenta, hiicreleri insiilinin etkilerine daha az duyarh hale getiren maddeleri

salgilar (Mclintyre, H. D. ve dig., 2019).

2.7. Diyabetes Mellitus'un Komplikasyonlari

Ilgili kan arterinin tiiriine bagl olarak, diyabetik sorunlar makro ve mikrovaskiiler sorunlar

olarak ikiye ayrilir. Noropati, retina dekolmani ve bobrek yetmezligi mikrovaskiiler

11



komplikasyonlara 6rnek iken; serebral vaskiiler hastalik ve kardiyovaskiiler hastaliklar

makrovaskiiler komplikasyonlara 6rnektir (Fowler, M.J., 2008).

2.7.1. Makrovaskiiler Komplikasyonlar

Sadece arterler ve venler gibi biiyiik damarlart etkileyen diyabetik problemler
makrovaskiiler komplikasyonlar olarak bilinir. Makrovaskiiler komplikasyonlarin en
yayginlart arterioskleroz, kardiyovaskiiler hastaliklar, serebrovaskiiler bozukluklar ve

periferik arter hastaliklaridir (Devarapalli, P. ve dig., 2019).

2.7.2. Mikrovaskiiler Komplikasyonlar

Kilcal damarlar, seker hastaliindan etkilenen kiiciik kan arterleridir. Kilcal damarlar
etkileyen diyabetik problemler mikrovaskiiler komplikasyonlar olarak bilinir. Diyabetik
nefropati, diyabetik noropati ve diyabetle iligkili retina hastalifi mikrovaskiiler
komplikasyon ornekleridir (Klemis, V. ve dig., 2017). Diyabete uzun siireli maruz kalma,
cok c¢esitli yeni diyabetik sorunlarin ortaya c¢ikmasina neden olur. Hem diyabetik
nefropatide hem de retinopatide, yiiksek kan sekeri seviyeleri temel nedendir (Alam, S. ve
dig., 2021).

Diyabetin neden oldugu yiiksek kan sekeri seviyeleri sonucunda diyabetik retinopati,
nefropati, noropati ve diyabetik katarakt gelisir. Kontrolsiiz diyabette, korneanin kirillgan
damarlarindaki yiiksek kan sekeri seviyeleri ozmotik basinci ylikselterek bazi durumlarda
kilcal damarlarin sizmasina veya patlamasina neden olarak korneaya giden kan akiginin
azalmasina neden olur. Diyabet, glomertiler kilcal damarlarin tabanini zayiflatarak, protein
capraz baglarin1 bozarak ve diyabetik nefropati olarak bilinen bir durum olan idrardaki

proteinlerin sizmasini saglayarak bobreklere zarar verebilir. (Lim, A.K.H., 2014).

Uzun siire devam eden hiperglisemi, kardiyovaskiiler sistemin kan damarlarina, retinaya,
bobreklere ve noronlara zarar verebilir. Vaskiiler lezyonlar, diyabetikler arasinda en biiyiik
6liim nedenidir ve kronik diyabetin belirgin bir sonucudur. Vaskiiler komplikasyonlar1 ve
bobrek yetmezligi olan diyabetikler, popiilasyonun %22.3-27.2'sini olusturmaktadir.
Yasamin geri kalaninda diyabeti tedavi etmek i¢in vaskiiler anormalliklerden kaginmak ve
bunlar1 yonetmek ¢ok onemlidir (Wang, C. ve dig., 2019). Ileri yaslarda olan seker
hastalarimin felg ve kalp krizi gegirme olasiligir daha yiiksektir. Diyabet ayrica yaslhilarda
demans, depresyon ve eniirezis gibi yaslanma bozukluklar1 olasiligin artirir (Corriere, M.

ve dig., 2013). Vaskiiler problemler, T1 ve T2 diyabetli hastalarda morbidite ve 6liimiin
12



baslica nedenidir. Bu vaskiiler anomalilerin bir sonucu olarak, kalic1 hiperglisemi, oksidatif
stres ve inflamatuar yanitlardaki bir artig tarafindan indiiklenir (Chawla, A. ve dig., 2016)
(Sekil 2.2).

[ Hiperglisemi ve Hiperlipidemi ]
e mnilll
[ Yas- OFKE ] Oksidatif Stres [ Hipoksi ]
)
— [ Inflamatuar Sinyal Kaskadlan ] —

l

proinflamatuar sitokinlerin lokal
aktivasyonu

'

[ Inflamatuar }

I

(oo | (Bemop ) ([t )

Sekil 2.5. Diyabetik mikrovaskiiler komplikasyonlarin ilerlemesinde genel yol (Das, A.K.
ve dig., 2019).

2.7.3. Diyabetik Nefropati

Diyabetik nefropati (DN), ilk olarak 1936'da Kimmelstiel ve Wilson tarafindan
interkapiller glomeriilonefrit olarak tanimlanan, uzun siireli hipergliseminin neden oldugu
bir bobrek hastaligidir (Lopez-Revuelta, K. ve dig., 2015). DN'nin baglica semptomlari,
idrarda artan protein filtrasyonu (proteiniiri), yiiksek kan basmcini (hipertansiyon) ve
ilerleyici bobrek fonksiyon bozuklugudur. DN ile nadir durumlarda bobrek yetmezligi
meydana gelebilir (Kopel, J. ve dig., 2019).

Zengin lilkelerde, DN son donem bdbrek hastaliinin en yaygin nedenidir. Albiiminin
varliginin uzun zamandir DN'nin tanimlayici bir 6zelligi oldugu diislinilm{istiir (Ziirbig, P.

13



ve dig., 2019), ancak DN'nin patofizyolojisi gizemli olarak kalmistir. Yapilan arastirmalara
gore epigenetik degisiklikler ve belirli mikro RNA'lar, ¢oklu genlerin ekspresyonunu
degistirerek ve onemli hiicre ici yollar1 diizenleyerek DN'nin gelisiminde rol oynayabilir
(Reddy, M. A. ve dig., 2013). DN 6nemli bir diyabetik komplikasyonudur. Diyabet, bobrek
yetmezligine ve nihai 6liime neden olan en yaygin faktordiir (Toth-Manikowski, S., ve
Atta, M.G., 2015).

2.7.4. Diyabetik Noropati

Diyabetik periferik ndropati, diyabetin sik goriilen bir komplikasyonudur. Tan1 aninda
T2DM'li hastalarin yaklasik %10 ila 15'ini ve 10 yillik hastalik siiresinden sonra %50'ye
kadarini etkiler (Amerikan Diyabet Dernegi, 2019). Diyabetik noropati, diyabetin en sik
goriilen kronik komplikasyonudur ve néropatinin erken taninmasi ve uygun tedavinin
yapilmasi onemlidir (Pop-Busui, R. ve dig., 2017). Diyabetik noropati diyabetik
komplikasyonlar icinde en yaygin olamidir ve periferik ve otonom sinir sistemlerindeki
hasarin trettigi bir dizi klinik semptomdan olusur. Toplu olarak ¢esitli noropati tiirleri
olarak bilinen bu semptomlar, yaygin ve lokalize sinir sistemi hasarindan kaynaklanir ve

tiim diyabet hastalarinin yarisina etkiler (Callaghan, B.C. ve dig., 2015).

2.7.5. Diyabetik Retinopati

Diyabet, ¢alisma ¢agindaki yetiskinler arasinda hala 6nde gelen gérme kayb1 nedenidir ve
diyabetik retinopati (DR) yaygin bir komplikasyondur. Diyabetik retinopati iki asamalidir.
Hastaligin bir tiirii proliferatif (PDR) iken, digeri proliferatiftir degildir (NPDR). Retinal
kan damarlarinda gecirgenlikteki artis ve kilcal tikaniklik, NPDR asamasinin iki ayirt edici
ozelligidir. Fundus goriintiileme, hastaligin herhangi bir belirti veya semptomunu
sergilemeyen hastalarda mikrovaskiiler anevrizmalar, kanamalar ve kati eksiidalar gibi
retina anormallikleri gosterebilir. PDR asamasi ise daha gelismis bir DR seklidir. Konu
diyabetik gorme kayb1 oldugunda, diyabetik makula 6demi en yaygin hastaliktir. Diyabetik
makula 6demi, makula bolgesinde retinanin altinda ve iginde sivi birikmesine denir
(Romero-Aroca, P. ve dig., 2016). Gorme kaybia neden olan diyabetik retinopati,
T1DM'li hastalarda %80’den fazla prevalansa sahiptir (Anderzén, J. ve dig., 2016).

Histolojiye gore diyabetle iligkili retinopatinin ilk belirtisi retinadaki perisitlerin kaybidir
(Arboleda-Velasquez, J.F. ve dig., 2015). Tip 2 diyabetin mikrovaskiiler bir sonucu olarak,

retina diyabetik retinopatiden zarar goriir. Sanayilesmis diinyada c¢alisma ¢agindaki
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yetiskinler arasinda sik goriilen bir diyabet sonucu ve korligiin 6nde gelen nedeni
diyabetik retinopatidir. retinopati diyabetli herkesi etkileyebilir, ancak Tip 1 diyabetin
retinopati riski daha yiiksektir (Kashim, R.M. ve dig., 2018).

2.8. Matriks Gla Protein (MGP) ve Tip 2 Diyabetes Mellitus

K vitamini bagimli protein olan Matriks Gla Protein (MGP), insanlarda dogal olarak
olusan en giiglii kireglenme inhibitoridir. MGP, gama-karboksiglutamik asit (Gla)
kalintilarina biiyiik bir afinite ile baglanarak hiicre dis1 kalsiyum seviyelerini kontrol eder.
Diisitk MGP seviyeleri, kikirdak dokusunun kalsifikasyonunun artmasina ve kemik mineral
yogunlugunda bir azalmaya neden olur (Tufién-Le Poultel, D. ve dig., 2014) Matriks Gla-
Protein (MGP), arter duvarmin tunika ortamindaki vaskiiler diiz kas hiicreleri ve
kondrositler tarafindan iiretilen 14 kDa’luk kiigiik bir proteindir. MGP proteini hiicre
tarafindan inaktif olarak ftiretilir ve K vitamini tarafindan karboksilasyon (c-MGP) yoluyla
aktive edilir. Dolayistyla, MGPnin fizyolojik olarak aktif olabilmesi i¢in K vitamini
tarafindan karboksillenmesi ve fosforile edilmesi gerekir. K vitamini eksikligi durumunda,
MGP'nin karboksilatlanmamis, defosforile edilmis inaktif formu (dp-ucMGP) olusur
(Roumeliotis, S. ve dig., 2019). MGP'nin aktif hale gelmesi i¢in, defosforile edilmis-
karboksilatlanmamis MGP (dp-ucMGP) iki posttranslasyonel degisiklige ugrar. dp-

ucMGP'nin karboksilasyonu i¢in K vitamini gereklidir.

dp-ucMGP dp-cMGP Active MGP

¥ Glutamat karboksilasyon dp Serin fosforilasyon

Aktif MGP, kemik {iretimini azaltarak arteriyel kire¢glenmeyi onler (Schurgers, L.J. ve dig.,
2013). Tip 2 diyabette, dolasimdaki dp-ucMGP seviyeleri —makrovaskiiler
komplikasyonlarla iligkilidir (Liabeuf, S. ve dig., 2014). Ek olarak, kardiyovaskiiler
hastaliklar ve buna bagli mortalite, dp-ucMGP genine baglanmistir (Liu, Y.P. ve dig.,
2015).
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2.9. K Vitamini ve Tip 2 Diyabetes Mellitus

K vitamini 2-metil-1,4-naftokinon yapisina sahip, yagda ¢6ziinen bir vitamindir (Fusaro,
M. ve dig., 2017). K vitamini, proteine bagl glutamat kalintilarinin gama-karboksi
glutamata posttranslasyonel doniisiimiinde gama-glutamat karboksilaz i¢in bir kofaktor
olarak gorev yapar ve kanin pihtilasmasinda rol oynar (Manna, P., ve Kalita, J., 2016).
Phylloquinone (diyetteki birincil K vitamini kaynagi) ve menakinonlar (bakteriler
tarafindan iiretilen K2 vitamini) K vitamininin en yaygin iki formudur (Ferland, G. ve dig.,
2016). K vitamini, insiilin duyarliligimi ve glukoz metabolizmasini iyilestirme ve T2DM
riskini azaltmadaki yararli rolii nedeniyle 6nemli bir mikro besin maddesidir (Rasekhi, H.
ve dig., 2015).

2.10. Enflamasyon ve Tip 2 Diyabet

Enflamatuar reaksiyonlar insiilin direncinini artirarak T2DM olusumuna yol agabilir ya da
hiperglisemi ile artarak T2DM komplikasyonlarina yol agabilir (Cruz, N.G. ve dig., 2013).
Epidemiyoloji arastirmalari, enflamasyon biyobelirtecleri ile T2DM’nin gelisimi ve uzun
vadeli etkileri arasindaki iligkiyi incelemistir (Wang, X. ve dig., 2013). Vaskiiler diizeyde,
inflamasyon diyabetik nefropati, ndropati ve retinopati gibi komplikasyonlarla iliskili iken,
lipotoksisite koroner arter hastalii, periferik arter hastali§i, inme gibi diyabetin

makrovaskiiler komplikasyonlari ile baglantilidir (Shah, A. D. ve dig., 2015).

Enflamasyon, T2DM'nin bir 6zelligidir. T2DM metabolik sendromu ve kalp hastalig1 olan
hastalarda enflamatuar sitokinler artar. Farkli hiicre tiirleri, enflamatuar sitokinler iiretebilir
ve daha sonra bunlar kan dolagimina salabilir (Jafaripour, S. ve dig., 2020). Kronik
inflamasyon onarimdan ¢ok hasara neden olur ve bu da T2DM gelisimine yol acabilir.
Yapilan ¢aligmalar, diisiik dereceli inflamasyonun T2DM gelistirme olasilig ile baglantili
oldugunu ve subklinik inflamasyonun insiilin direncine yol ag¢tigin1 ve hiperglisemi ve
insiilin direncinin metabolik sendrom o6zellikleriyle baglantili oldugunu gostermistir

(Victoria, H. ve dig., 2019).

2.11. Fetuin-A ve Tip 2 Diyabetes Mellitus

Fetuin A yalnizca insan hepatositleri tarafindan salinan ¢ok islevli bir glikoproteindir.

Fetuin A, hiicrelerdeki proteinlerin ve yaglarin metabolizmas1 da dahil olmak iizere 6nemli
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biyolojik siireglerle baglantilidir. Akut inflamatuar reaksiyonlar, kemik mineralizasyonu ve
kalsifiye matriks metabolizmasi, notrofil degraniilasyonu, lenfosit alimi, tiroid hormonlari
ve kalsiyum iyon dengesi, yiiksek fetuin diizeylerinden etkilenebilir (Denecke, B. ve dig.,
2003). Futein-A'min kan dolasimindan kalsiyum ve fosforu uzaklastirarak vaskiiler
kire¢clenmeyi onlemede onemli bir islevi oldugu belirtilmektedir (Schéfer, C. ve dig.,
2003). Ayrica Futein -A'nin insiilin reseptor substrat-1'i inhibe ederek daha diisiik dereceli
bir inflamatuar yanita neden olabilecegi ve bunun sonucunda insiilin direncine yol acacagi

belirtilmektedir (Hennige, A.M. ve dig., 2008).

2.12. Tip 2 Diyabetes Mellitus'ta Matriks Metalloproteinazlar (MMP'ler)

MMP'ler, hem fizyolojik hem de patolojik rollere sahip ¢inko iceren proteinlerdir. Genetik
olarak farkli ancak yapisal olarak benzer olan 34 farkli metalloproteinaz mevcuttur
(Vitlianova, K. ve dig., 2015). Hiicreler arasi ve bazal membran bilesenlerinin ¢ogu
metaloproteinazlar tarafindan yok edilebilir. Yaralarin iyilesme siirecinde kolajenazlar
(MMP-1 ve MMP-8) ve jelatinazlar (MMP-2 ve MMP-9) 6nemli bir rol oynar (Yadav, S.S.
ve dig., 2014). Dokularin yeniden sekillenmesi ve hiicre dist matrisin pargalanmasi,
MMP'ler olarak bilinen ¢inko bagimli endopeptidazlarin iki ana islevidir (Guo, S., ve
DiPietro, L.A., 2010). Hiperglisemi, oksidatif stres veya ilerli glikasyon son iiriinleri
(AGE'ler) dogrudan veya dolayli olarak MMP aktivitesini arttirir (Martins, V.L. ve dig.,
2013). Son yapilan arastirmalarda Tip 2 diyabetiklerde, bobrek fonksiyon bozuklugu ile
idrar MMP-9 varlig1 arasinda bir baglanti kurulmustur (Garcia-Tejeda, A.U. ve dig., 2018).

2.13. Tip 2 Diyabetes Mellitus'ta Tiimor Nekroz Faktorii-alfa (TNF-a)

Kronik inflamasyona yanit olarak iiretilen sitokinlerden biri TNF-o, makrofajlar,
osteoblastlar, T ve B hiicreleri, diiz kas hiicreleri ve epitel hiicrelerinin yan1 sira timor
hiicreleri de dahil olmak {izere ¢esitli inflamatuar hiicre tipleri tarafindan salgilanir.
T2DM'nin  pankreastaki  kronik, diisiik dereceli inflamasyondan kaynaklandig:
diisiiniilmektedir (Alzamil, H., 2020) Insiilin direnci ve T2DM igin, TNF-o siirecteki
roliiyle taninan ilk sitokindi. iskelet ve kalp kaslarinda, adipositlerde ve diger dokularda,
TNF-a'nin, insiiline bagimli bir glukoz tasiyicist olan GLUT4 ekspresyonunu azalttigi
gdsterilmistir. Insiilin direnci, insiilin substrat-1'in TNF ile indiiklenen serin fosforilasyon

reseptoriiniin neden oldugu TNF'yi inhibe eden periferik insiilin etkisinden kaynaklanabilir
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(Akash, M.S.H. ve dig., 2018). Kandaki yiiksek miktarda TNF-o diyabet ve insiilin
direncine neden olabilir (Swaroop, J.J. ve dig., 2012). Tip 2 diyabet ve TNF-a geni, yakin
zamanda yapilan bir sistematik inceleme ve meta-analizde iliskilendirilmistir (Liu, C. ve
dig., 2016). TNF-a, diger proinflamatuar sitokinlerle birlikte, T2DM patogenezine katkida
bulunan dokuya 6zgili inflamasyonun etiyolojisinde rol oynar (Akash, M.S.H. ve dig.,
2018).
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3. MATERYAL ve YONTEM

3.1.

Materyal

3.1.1. Ekipman ve Araclar

Tez Calismasinda kullanilan ara¢ ve gereglerinin tiimii Tablo 3.1'de listelenmistir.

Tablo 3.1 Calismada kullanilan arag ve geregler.

No Arac ve Gerecler Sirket Mense Ulke
1 Farkli hacimlerde mikropipetler Eppendorf Almanya
2 Cok Kanalli Pipet (50-300pL) Biohit Ingiltere
3 Absorbans Mikroplaka Okuyucu Karl Kolb Almanya
4 Kapakli plastik borular Afco-Dispo Urdiin

5 96-Kuyulu plaka Bioassay Cin

6 Santrifiij Kokusan Almanya
7 Ependorf Tiipler Sigma Ingiltere
8 Derin Dondurucu (-80 ‘C) Angel Antoni Italya

9  Jel Tiipler Afco Urdiin
10  Sicak plaka karistiric LabTech® Kore

11  Inkiibator Memmert Almanya
12 Mikrosantrifiij Bioneer Kore

13  Mikropipet ucu 1000pul Axy Gen USA

14  Mikropipet ucu 200ul Axy Gen USA

15  Mikropipet ucu 10ul Axy Gen USA

16 pH Metre Hanna Italya

17  Yiiksek hizli Sogutmali Santrifiij Eppendorf Almanya
18 Hassas Terazi Sartorius Almanya
19  Spektrofotometre Shimadzu Japonya
20  Vorteks CYAN Belgika
21  Buzdolab1 Concord Liibnan
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3.1.2. Cahsmada Kullanmilan Kitler

Tez Calismasinda kullanilan kitler Tablo 3.2'de listelenmistir.

Tablo 3.2 Calismada kullanilan kitler.

No Kit Katalog No Firma  Mense Ulke
1 Inaktif MGP ELISA Kiti E7431Hu Biyoanaliz Cin
2 Insan Tiimérii Nekroz E0082Hu Biyoanaliz Cin
Faktorii-o ELISA Kiti
3 Insan MMp-9(matris E0936Hu  Biyoanaliz Cin
metalloproteinaz) ELISA Kiti
4 Vitamin K ELISA Kiti E2175Hu Biyoanaliz Cin
5 Insan Feutin ELISA Kiti E1386Hu Biyoanaliz Cin
6 Kolesterol Kiti 37941 Biyosistem Ispanya
7 Ure/Bun Kiti 35060 Biyosistem Ispanya
8 Trigliserid Kiti 35204 Biyosistem Ispanya
9 Glukoz Kiti 34018 Biyosistem Ispanya
10 Kreatin Kiti 37647 Biyosistem Ispanya
3.2. Metod

3.2.1. Cahsma Tasarimi

Bu ¢alismaya hasta grubu olarak; ortalama yasi 62,2 +8,1 olan toplam 160 T2DM hastasi
katildi. Bunlar her biri 40 hastadan olusan dort gruba ayrildi. Bu gruplar su sekilde
olusturuldu: (1. Grup: Mikrovaskiiler komplikasyonlart olmayan 40 (N=40) T2DM
hastasi, 2. Grup: Diyabetik nefropatisi (DN) olan 40 (N=40) T2DM hastasi, 3. Grup:
Diyabetik retinopatisi (DR) olan 40 (N=40) T2DM hastasi, 4. Grup: Diyabetik néropatisi
(DNR) olan 40 (N=40) T2DM hastas1). Ayrica 40 saglikli denek kontrol grubu olarak
alindi. Bu ¢alismaya katilan hastalar, Nisan 2021'den Temmuz 2021'e kadar Al-Diwaniyah
Egitim Hastanesi’ne kayithi hastalardan olusmaktaydi. Ayrica yas ortalamasi (58,3+1,6; 20
erkek, 20 kadin) olan, diyabet Gykiisii olmayan ve rutin muayene i¢in hastaneye gelen,
gorliniiste saglikli kirk denek kontrol grubu i¢in alindi. Kontrol grubunun endokrin
problemleri, metabolik bobrek problemleri, akut hastalik veya enfeksiyonu yoktu. Tiim

laboratuvar testleri Al-Diwaniyah Egitim Hastanesi ve Al-Qadisiyah Universitesi Tip
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Fakiiltesi Klinik Kimya Arastirma Laboratuvari'nda yapildi. Viicut kitle indeksi (VKI),
viicut agirligmin (kg) boyun karesine (metre olarak) boliinmesiyle hesaplandi. Genel

veriler: Yas, cinsiyet ve DM bilgilerinin stiresi kaydedildi.

3.2.2. Kan Orneklerinin Toplanmasi

Tim gruplardan 5 ml'lik kan 6rnegi bir tiipe alindi. HbAlc analizi i¢in bu kan 6rneklerinin
I’er mililitresi Dipotassium-EDTA Vacutainer® tiiplerine alindi. Kalan kan 6rneklerinin 4
ml’sinin oda sicakliginda yarim saat pihtilasmasina izin verildi ve 4 °C'de 15-20 dakika
4000 rpm hizinda santrifiijlendi. Santrifiijleme sonucunda serum Ornekleri elde edildi.
Biyokimyasal analiz i¢in serum parcalara ayrildi ve ependroff tiiplerinde (0.3 mL) 20°C'de
sakland1. Bu serum orneklerinde aglik kan sekeri (FBS), serum kreatinin (S.Cr), iire (BU),
toplam kolesterol (TC), trigliseritler (TG) ve albiimin (Alb) ol¢limleri spektrofotometrik
olarak yapildi. Ayrica ELISA yontemi ile MGP, TNF-a, MMP-9, fetuin-A, K Vitamini
Olctimii yapild1 (Sekil 3.1).

Kan Orneklerinin

HbAlc Olciimii
Toplanmasi

l serum

u izolasyonu
J

ELISA A Spektrofotometrik él¢tiimler

\

. Glukoz (::;.I _ Kreatin
(B3 (B.U)J (CR)

-

Trigliserid_ Kolesterol

)

Sekil 3.1 Deneysel tasarim
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3.2.3. Biyokimyasal Analiz

3.2.3.1. ELISA Ol¢iimleri

dp-ucMGP, TNF-a, MMP-9, K Vitamini ve Fetuin-A'y1 6lgmek i¢in sandvi¢ ELISA
yontemi kullanildi. Standartlar ve numuneler, istenen analiz i¢in uygun bir yakalama
antikoru ile 6nceden kaplanmis 96 oyuklu bir mikro ELISA plakasina yerlestirildi. Bundan
sonra, plaka ilk olarak bir numune, ardindan biyotinlenmis bir tespit antikoru ve son olarak
bir streptavidin ile inkiibe edildi. Plak kuyulara konjuge yaban turpu peroksidaz (HRP)
enzimi (HRP enzimi oksitleyici ajan olarak H2O'e sahiptir) ilave edilerek 37 “C'de inkiibe
edildi. Tetrametilbenzidin (TMB) substrat olarak daha sonra eklendi ve mavi renk
olusturuldu. Enzim-substrat reaksiyonu, durdurma soliisyonu (siilfiirik asit soliisyonu)
eklenmesiyle durduruldu. Renkteki degisim bir mikroplaka okuyucu (Karl Kolb, Almanya)
kullanilarak 450 nm’de 6lgiildii. Konsantrasyon (ng/ml) standart egriden hesaplandi.

3.2.3.2. Reaktif Hazirlama

Elisa 6l¢iimleri igin reaktifler asagidaki gibi hazirlandi.

1- Tiim reaktifler kullanilmadan 6nce oda sicakligina (18-25 °C) getirildi.
2-20 ml konsantre yikama soliisyonu 1/25 oraninda seyreltildi.

3- Standart soliisyon kullanimdan 15 dakika once hazirlandi. 96ng/mL standart stok
soliisyonu olusturmak i¢in 120 uL standart (192 ng/mL), 120ul standart seyreltici ile
sulandirild: ve seyreltmeler yapilmadan once hafif ¢alkalama ile 15 dakika beklemesine
izin verildi. Ardindan standart stok soliisyon standart seyreltici ile seri olarak 1/2 oraninda
seyreltilerek standart noktalar1 ¢ogaltildi. Standart seyreltici kor olarak kullanildi (Sekil
3.2, Sekil 3.3, Sekil 3.4, Sekil 3.5 ve Sekil 3.6).
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Sekil 3.2. dp-ucMGP 6l¢giimii igin standart ¢6zeltinin hazirlanmasi.
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Sekil 3.3. TNF-a 6l¢limii i¢in standart ¢ézeltinin hazirlanmasi.
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Sekil 3.4. MMP-9 6l¢limii i¢in standart ¢ozeltinin hazirlanmasi.
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Sekil 3.5. K Vitamini o6l¢iimii i¢in standart ¢ozeltinin hazirlanmasi.

/ﬁ“\/ﬂﬂﬁﬁ

in

120l 120 pl

120 ul

120 ul 130l

Standart Kons.

Standart No.5

Standart No.4

Standart No.3

Standart No.2

Standart No.l

4800mg/L

2400mg/L

1 200mg/L

600mg/L

300mg/L

Sekil 3.6. Fetuin-A 6lglimii i¢in standart ¢6zeltinin hazirlanmasi.

3.2.3.3. ELISA Prosediirii

1. Testten dnce ¢ozlinmiis numuneler santrifiijlendi ve tiim kimyasallar bir Vortex mikseri

kullanilarak orta derecede vorteksleme ile iyice karistirildi.

2. Standart kuyusuna 50 pl standart eklendi.

3. Olgiim igin gerekli olan seritler cercevelere yerlestirildi. Kullanilmayan seritler 2-8

°C'de saklandi.

4. Ornek kuyucuklarina 40 pl olarak eklendi.

5. Ornek kuyularina 10 pl dp-ucMGP, TNF-0, MMP-9, K vitamini ve Fetuin antikoru
eklendi (not: antikor standart kuyucuga eklenmedi ¢ilinkii standart ¢ozelti antibiyotik
iceriyordu).
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6. Ornek kuyucuklara ve standart kuyucuklara 50 pL Streptavidin-HRP eklendi.
Cozeltiler, ELISA plakasimin dibine ilave edildi, hafif¢e karigtirild1 ve plaka, bir dolgu
macunu ile kaplandi. Daha sonra 37 °C'de 60 dakika inkiibe edildi.

7. Her kuyu cok kanalli bir pipet kullanilarak yaklasik 350 pl'lik bir yikama tamponu
yiiklenerek yikandi ve ardindan aspire edildi, islem bes kez tekrarlandi.

8. Her bir kuyucuga 50 pl substrat soliisyonu A ve daha sonra her kuyucuga 50 pl substrat
soliisyonu B ilave edildi. Karanlikta 37 °C'de 10 dakika inkiibe edildi.

9. Her kuyucuga 50 pl durdurma soliisyonu eklendi, bunun sonucunda mavi renk hemen

sartya dondii.

10. Her kuyu ig¢in absorbans degeri, 450 nm'ye ayarlanmis bir mikroplaka okuyucu

kullanilarak belirlendi

Sekil 3.7. ELISA cihazi ve ¢alismada kullanilan bazi materyaller



Sekil 3.8. ELISA plakalari

3.2.3.4. ELISA Sonuclarimin Hesaplanmasi

dp-ucMGP, TNF-0, MMp-9, K Vitamini ve Fetuin konsantrasyonlari ng/ml cinsinden
asagidaki standart egriler kullanilarak hesaplandi (Sekil 3.9).
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Sekil 3.9. dp-ucMGP, TNF-a, MMp-9, K Vitamini ve Fetuin-A'nin ELISA teknigi ile elde
edilen standart egrileri.

3.2.3.5. Glukoz Olciimii

Prensip: Numunelerdeki glukoz konsantrasyonu, asagida agiklanan reaksiyon prensibi ile

belirlendi.
Glukoz Ol¢iim Prosediirii

1- Reaktif oda sicakligina getirildi.
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2- Karnisim asagidaki gibi hazirlandi ve inkiibasyon tiiplerinde 37 °C’de 5 dakika iyice

karigtirildi.
Kor Standart Ornek
Standart - 10 uL -
Ornek - - 10 uL
Reaktif 1mL 1mL 1mL

3- Standart ve numune i¢in absorbans (A) kore karsi 500 nm'de 6lgiildi

4- Numunedeki glukoz konsantrasyonu asagidaki denkleme gore hesaplandi.

A O0rnek

— X . ’
A standart C standart 100 mg/dl C 6rnek

3.2.3.6. Trigliseritlerin Olgiimii

Prensip: Numunelerdeki trigliserid konsantrasyonu, asagida agiklanan reaksiyon prensibi
ile belirlendi.

Lipaz
Trigliserid + H,O — > Gliserol + Yag asitleri

Gliserol Kinaz
Gliserol + ATP —— = Gliserol-3-fosfat + ADP

G-3-P Oksidaz

Gliserol-3-fosfat +O, » Dihidroksiasetonfosfat + H,O,

Peroksidaz

2H,0, + 4-aminoantipirin + 4-klorofenol » Kinonimin + 4H,0

Trigliserid Ol¢iim Prosediirii

1- Reaktif oda sicakligina getirildi.

2- Karisim asagidaki gibi hazirlandi ve inkiibasyon tiiplerinde (37 °C) 5 dakika iyice
karistirildi.
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Kor Standart Ornek
Standart - 10 uL -
Ornek - - 10 uL
Reaktif (A) 1mL 1mL 1mL

3. Standart ve numune i¢in absorbans (A) kore kars1 500 nm'de 6l¢iildii.

4. Numunedeki trigliserid konsantrasyonu asagidaki denkleme gore hesaplandi.

A 6rnek

ST % C = C;
A standart standart 200 mg/dL Ornek

3.2.3.7. Kolesterol Ol¢iimii

Prensip: Numunelerdeki kolesterol konsantrasyonu, asagida agiklanan reaksiyon prensibi

ile belirlendi.

Kolesterol esteraz

Esterlesmis kolesterol + H,O » Kolesterol + Yag asidi

Kolesterol Oksidaz

Kolesterol + 1/2 O, » Kolestenon + H,0,

Peroksidaz .
» Kinonimin + 4H,0

2H,0, + 4-aminoantipirin + fenol

Kolesterol Ol¢iim Prosediirii
1- Reaktif oda sicakligina getirildi.

2- Karisim asagidaki gibi hazirland1 ve inkiibasyon tiiplerinde (37 °C) 5 dakika iyice
karistirildi.
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Kor Standart Ornek
Standart - 10 uL -
Ornek - - 10 uL
Reaktif (A) 1mL 1mL 1mL

3 - Standart ve numune i¢in absorbans (A) kore kars1 500 nm'de 6l¢iildi.

4- Numunedeki kolesterol konsantrasyonu asagidaki denkleme gore hesaplandi.

A O0rnek

A standart X Cstandart 200 mg/dL = Cornek

3.2.3.8. Ure/Bun (B.U) Ol¢iimii

Prensip: Numunelerdeki {ire konsantrasyonu, asagida agiklanan reaksiyon prensibi ile

belirlendi.
Ureaz
Ure + H,0O » 2NH," + CO,
nitroprussid o
NHy+ + Salisilat + NaClO » indifenol

Ure Olciim Prosediirii

1- Reaktif oda sicakliina getirildi.

2- Karisim asagidaki gibi hazirlandi ve inkiibasyon tiiplerinde (37 °C) 5 dakika iyice
karistirildi.

Kor Standart Ornek
Standart - 10 uL -
Ornek - - 10 uL
Reaktif (A) 1mL 1mL 1mL
Reaktif (B) 1mL 1mL 1mL

3- Kore kars1 600 nm'de standart ve numunenin absorbansi (A) okundu.
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4- Numunedeki iire konsantrasyonu asagidaki denkleme gore hesaplandi.

A 0rnek

— X — A
A standart C standart 50 mg/dL Cornek

3.2.3.9. Kreatin olciimii

Prensip: Numunedeki kreatin, alkali ortamda renkli bir kompleks olusturan pikrat ile
reaksiyona girer. Bu reaksiyondan yararlanilarak numulerdeki kreatin dl¢tildii.

Kreatin Ol¢iim Prosediirii

1- Kullanmadan 6nce fonksiyonel dedektoriin ve fotometrenin normal sicaklikta
oldugundan emin olundu.

2- Karisim asagidaki gibi hazirlandi ve bir kiivet alinarak fotometreye koyuldu ve
zamanlayiciy1 ayarlandi.

Kor Standart Ornek
Standart y 10 uL -
Orneklem - - 10 uL
Cahisma reaktifi 1mL 1mL 1mL

3- ik absorbans (A1) 30 saniye sonra 500 nm'de okunurken, ikinci (A2) 90 saniye sonra
okundu.
4- Numunedeki kreatin konsantrasyonu asagidaki denkleme gore hesaplandi.

(A2-A1) Ornek
(A2—-A1) standart

X Cstandart 2mg/dl =C Ornek

3.2.3.10. HbAlc'nin Kantitatif Tayini

Test, bir sandvi¢ bagisiklik algilama yontemi kullanilarak yapildi. Tampondaki antikor,
numunedeki antijene baglanir ve antijen-antikor kompleksi olusur. Bir test seridi {izerinde
diger hareketsizlestirilmis antikor tarafindan yakalanmak iizere nitroseliiloz matrisi {izerine
goc eder. Numunedeki antijen sayisi ne kadar yiiksek olursa, antijenik antikorun

karmasiklig1 o kadar yiiksek olur ve reaktif antikor iizerinde floresan sinyalinin daha giiclii
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bir yogunluguna yol acar. Kroma testleri i¢in bir alet, kandaki toplam hemoglobin yiizdesi

cinsinden glise edilmis hemoglobin igerigini gosterir.

T R I\ B, R AT e

Sekil 3.10. HbAlc'yi 6lgmek i¢in kullanilan Chroma HbA1c cihazi.

3.3. istatistiksel Analiz

SEM ortalamalar1 ve standart hatasi, verileri tanimlamak i¢in kullanildi. Andersen-Darling
testini kullanarak verilerin normal olup olmadigi belirlendi. Kontrol ve hasta gruplar
arasindaki anlamli farkliliklar1 arastirmak i¢in uygun bir tek yonlit ANOVA ve ardindan
Tukey testi kullanilarak bir post hoc analizi kullanildi. Tiim durumlarda, 0,05'ten kiigiik bir

P degeri istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.
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4. BULGULAR

4.1. Hasta ve Kontrol Gruplarinin Genel Ozellikleri

Bu calismaya hasta grubu olarak; ortalama yas1 62,2 + 8,1 olan toplam 160 T2DM hastas1
katildi. DM grubu, yiizde 67,5 kadin ve yiizde 32,5 erkek olmak flizere, yas ortalamasi
56+1,3 olan, mikrovaskiiler sorunu olmayan 40 T2DM'li bireyi igeriyordu. Cinsiyet ayrimi
yizde 62,5 kadin ve yiizde 37,5 erkek olmak iizere toplam 40 hastada DN vardi ve
ortalama yas 61,2 +8.0 idi. Ortalama yasi1 58,3+1,6 olan ve cinsiyet dagilimi %42.5'i
kadindan %57.5'i erkek olan 40 DR'li birey vardi. DNR'si olan 40 hastanin yas ortalamasi
57+1,7 olup, bunlarin yiizde 52,5'1 kadin, yiizde 47,5'1 erkekti. Kontrol grubu olarak, yas
ortalamasi 52,9+1,2 olan, %50 kadin ve %50 erkek olmak tizere toplam kirk saglikli kisi
alindi (Tablo 4.1).

Tablo 4.1. Hasta ve kontrol gruplarinin genel 6zellikleri.

Grup T2DM DN DR DNR Kontrol
Ozellikler
Toplam Say1 40 40 40 40 40
Kadin, n(%) 27(67,5%) 25(62,5%) 17(42,5%) 21(52,5%) 20(50%)
Erkek, n(%0) 13(32,5%) 15(37,5%) 23(57,5%) 19(47,5%) 20(50%)
Yas (y) 56+1,3 61.2+8.0 58,3 £1,6 57 £1,7 52,9+1,2
Ortalama +S.D
Ailede hastahik 19 30 12 24 0
oykiisiti
Evet
Ailede hastahik 21 10 28 16 40
oykiisii
Hayir

* DN: Diyabetik nefropati, DR: Diyabetik Retinopati, DNR: Diyabetik Noropati
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4.2. Biyokimyasal Degerlendirme

T2DM, DN, DR ve DNR gruplari, Tablo 4.2'de belirtildigi gibi klinik ve biyokimyasal
Ozellikler kullanilarak bir kontrol grubuyla karsilastirildi. T2DM, DN, DR ve DNR
gruplarinin FBS seviyeleri, kontrol grubuna kiyasla énemli olgiide yiiksekti (P < 0,05).
T2DM, DN, DR, DNR gruplarinda kontrol grubuna kiyasla albiimin konsantrasyonu (P <
0,05) azalirken, S.Cr ve BU konsantrasyonlarinda 6nemli bir artis meydana geldi. Ayrica,
DN, DR ve DNR gruplart1 arasinda TG ve TC

kontrol grubuna kiyasla

konsantrasyonlarinda anlamli bir fark vardi (P < 0,05).

Tablo 4.2. Calisma gruplarinda klinik, biyokimyasal ve hemodinamik degiskenlerin

karsilastirilmasi.
Parametreler T2DM DN DR DNR Kontrol
FBS(mg/dL) | 284,8+17,8* | 301,2+£19,4* | 355,2+56,1* | 331,7+15,9* | 97,3+2,0
HbAlc (%) 7,87+0,2* 8,8+0,2* 8,9+1,4* 8,6+0,2* 5,140,2
BU (mg/dL) 31,8+1,2 116+8,6* 34,1+5,3 35,7+1,5 27,9+0,9
S.Cr (mg/dL) | 0,7+0,3 3,5+0,2* 0,7+1,2 0,8+0 0,6+0,2
Alb (mg/dL) | 3,6+0,4 3,2+0,8 3,6+0,5 3,50 3,7+0,2
TG (mg/dL) | 215+13,3 256,8+12,4* | 268,6+42* 274 £14% 103,3 £3,7
TC (mg/dL) 193,1£5,9 207 +£5,9* 203 +£32* 209 +4,5* 166,3+3,2
*FBS: Aglik kan sekeri, Cr: Kreatinin, BU: Kan iire, Alb: Albiimin, TG: trigliseritler, TC:
toplam kolesterol, * kontrole kiyasla 6nemli farkliliklar1 gosterir (P < 0,05). DN: Diyabetik
nefropati, DR: Diyabetik Retinopati, DNR: Diyabetik Noropati.

4.3. Serum Fetuin-A Seviyeleri

Serum Fetuin-A konsantrasyonlar1 ELISA ile 6l¢iildii. Bu ¢alismada, serum Fetuin-A

seviyelerinin, kontrol grubuna kiyasla T2DM, DN, DR ve DNR gruplarinda 6nemli bir
artiga sahip oldugu goriildi (P < 0,05) (Sekil 4.1).
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Sekil 4.1. T2DM, DN, DR, DNR hastalar1 ve kontrol gruplarinda Serum Fetuin-A
seviyeleri. * Veriler, ortalama + SEM olarak ifade edilir, kontrol ile karsilastirildiginda
onemli farkliliklar1 belirtir (P < 0,05). T2DM: Tip 2 diabetes mellitus, DN: Diyabetik
nefropati, DR: Diyabetik Retinopati, DNR Diyabetik Noropati.

4.4. Serum TNF-a Seviyeleri

Serumdaki TNF-a seviyeleri ELISA yéntemi kullanilarak belirlendi. Bu ¢alismada, serum
TNF-a seviyelerinin, kontrol grubu ile karsilastirildiginda T2DM, DN, DR ve DNR
gruplarinda 6nemli bir farkla arttigi gortildi (P < 0,05), Sekil 4.2. Ayrica, DNR grubundaki
hastalarin diger gruplardakilerden 6nemli 6l¢giide farkli oldugu bulundu (P < 0,05).
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Sekil 4.2. T2DM, DN, DR, DNR ve kontrol grubundaki hastalarda serum TNF-o
seviyeleri. * Veriler, ortalama + SEM olarak ifade edilir, kontrol ile karsilagtirildiginda
onemli farkliliklart belirtir (P < 0,05). T2DM: Tip 2 diabetes mellitus, DN: Diyabetik
nefropati, DR: Diyabetik Retinopati, DNR: Diyabetik Noropati.
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4.5. Serum MMP-9 Seviyeleri

Bu ¢alismada T2DM, DN, DR ve DNR hastalarinin kanlarinda saglikli bireylere kiyasla
onemli Olglide daha yiiksek MMP-9 seviyeleri oldugu gortldi (P < 0,05) (Sekil 4.3).

T2DM grubunun sonuglar1 diger gruplarin sonuglarindan énemli 6lctide farkliydi.

-

SO0 =

200 -

MMP-9 (Pg/mL)
-

A -

kontrol T2DMA rd DR DMNR

Sekil 4.3. T2DM, DN, DR, DNR ve kontrol grubundaki hastalarda serum MMP-9
seviyeleri. * Veriler, ortalama + SEM olarak ifade edilir, kontrol ile karsilastirildiginda
onemli farkliliklar1 belirtir (P < 0,05). T2DM: Tip 2 diabetes mellitus, DN: Diyabetik
nefropati, DR: Diyabetik Retinopati, DNR: Diyabetik Noropati.

4.6. Serum dp-ucMGP Seviyesi

dp-ucMGP'nin serum seviyelerini belirlemek igin ELISA ydntemi kullamldi. Mevcut
bulgulara gére, T2DM, DN, DR ve DNR'li hastalarin kan dp-ucMGP seviyeleri kontrol
gruplarindakilere gore 6nemli 6l¢iide daha diisiiktii (P < 0,05), (Sekil 4.4). DNR grubunda

diger hasta gruplarina kiyasla dnemli bir azalma vardi (P < 0,05).
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Sekil 4.4. T2DM, DN, DR, DNR ve kontrol grubundaki hastalarda serum dp-ucMGP
seviyeleri. * Veriler, ortalama + SEM olarak ifade edilir, kontrol ile karsilastirildiginda
onemli farkliliklar1 belirtir (P < 0,05). T2DM: Tip 2 diabetes mellitus, DN: Diyabetik
nefropati, DR: Diyabetik Retinopati, DNR: Diyabetik Noropati

4.7. Serum K Vitamini Seviyeleri

Serum K vitamini seviyelerini 6lgmek i¢in ELISA yontemi kullamldi. Bu ¢alismada DR,
DNR ve T2DM hastalarinin, kontrol gruplarina goére dnemli 6l¢iide daha diisiik K vitamini
seviyelerine sahip oldugu goriildii P < 0,05, (Sekil 4.5). Sonuglar ayrica DNR grubu ve
diger hasta gruplar1 arasinda onemli bir disiis gosterdi (P < 0,05). dp-ucMGP ve K
vitamininin DNR'de giiclii bir negatif baglantis1 varda.
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Sekil 4.5. T2DM, DN, DR, DNR ve kontrol grubundaki hastalarda serum K vitamin
seviyeleri. * Veriler, ortalama + SEM olarak ifade edilir, kontrol ile karsilastirildiginda
onemli farkliliklar1 belirtir (P < 0,05). T2DM: Tip 2 diabetes mellitus, DN: Diyabetik
nefropati, DR: Diyabetik Retinopati, DNR: Diyabetik Noropati.

4.8. K Vitamini ve dp-ucMGP Arasindaki Korelasyon

dp-ucMGP seviyeleri, T2DM, DN ve DR'de K-Vitamini ile 6nemli pozitif korelasyon
gostermedi (Tablo 4.3). Ayrica dp-ucMGP ve K vitamininin DNR'de 6nemli bir negatif
korelasyona sahip oldugu gézlemlendi (r=-0.341, P<0,05), (Sekil 4.6).
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Sekil 4.6. Hasta gruplarinda K vitamini ve dp-ucMGP arasindaki korelasyon.

4.9. dp-ucMGP ve Fetuin-A Arasindaki Korelasyon

T2DM, DN ve DR'de fetuin-A seviyeleri ile dp-ucMGP seviyeleri arasinda negatif
korelasyon (r = -0,15, -0,113, -0.114, P > 0,05) (Tablo 4.3), DNR'de ise pozitif korelasyon
bulundu (r = 0,18, P > 0,05) (Sekil 4.7).
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Sekil 4.7. Hasta gruplarinda fetuin-A ve dp-ucMGP arasindaki korelasyon

4.10. dp-ucMGP ve TNF-a Arasindaki Korelasyon

T2DM grubunda dp-ucMGP seviyeleri ve TNF-a seviyeleri arasindaki korelasyon 6nemsiz
diizeydeydi (r = -0,005, P >0,05), ancak diger hasta gruplarinda (DN, DR ve DNR) dp-
UCMGP seviyeleri ve TNF-a seviyeleri arasindaki korelasyon pozitifti (Sirasiyla, r = 0,065,
0,03 ve 0,27) (P > 0,05), (Sekil 4.8).
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Sekil 4.8. Hasta gruplarinda TNF-o ve dp-ucMGP arasindaki korelasyon

4.11. dp-ucMGP ve MMP-9 Arasindaki Korelasyon

T2DM, DN ve DR'de MMP-9 ile dp-ucMGP seviyeleri arasinda negatif bir korelasyon
gozlendi (sirasiyla r = -0,36, -0,047 ve -0,004). T2DM'de olduk¢a 6nemli bir degere sahip
bir korelasyon belirtildi (P< 0,01), (Tablo 4.3). DNR'de dp-ucMGP ile MMP-9 arasinda
anlamli bir korelasyon gozlendi (r=0,7, P<0,01), (Sekil 4.9).
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Sekil 4.9. Hasta gruplarinda MMP-9 ve dp-ucMGP arasindaki korelasyon.
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Tablo 4.3. Hasta gruplarinda dp-ucMGP ile diger biyobelirtegler arasindaki korelasyon.

Parametreler dp-ucMGP
T2DM DN DR DNR
r-degeri | p-degeri | r-degeri | p-degeri | r-degeri | p-degeri | r-de@eri | p-degeri
K Vitamini 0,41 0,55 0,18 0,87 0,12 0,76 -0,34" 0,01
Fetuin-A -0,15 0,17 -0,11 0,24 -0,11 0,23 0,18 0,87
TNF-a -0,005 0,48 0,065 0,65 0,03 0,57 0,27 0,9
MMP-9 -0,36" 0,01 -0,047 0,38 -0,004 0,48 0,7 0,01
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5. TARTISMA ve SONUC

5.1. Biyokimyasal Degerlendirme

Bu c¢alismada T2DM, DN, DR ve DNR'nin klinik, biyokimyasal ve hemodinamik
degiskenleri Tablo 4.2'de gosterildigi gibi kontrol ile karsilastirildi. T2DM, DN, DR ve
DNR gruplarinin aglik kan sekeri ve HbALc seviyeleri kontrole kiyasla 6nemli 6l¢giide artti
(P< 0,05). Diger gruplara gore DN'de serum kreatinin ve lire degerinde anlamli bir artig

bulunurken, albiimin konsantrasyonu azaldi (P < 0,05).

Hiperglisemisi, biiylik 6l¢iide, tip 2 diyabetin patogenezinde rol oynayan ana faktor olan 3-
hiicrelerinin insiilin salgilama islevinin bozulmasindan kaynaklanir (Gerich, J.E., 1998). ve
oksijen eksikliginin bir sonucu olarak yiiksek tansiyon ve kan damari hasari meydana
gelebilir (Fowler, M.J., 2008). Bu durum viicut dokularina zarar verebilir ve T2DM
hastalarinin gozleri, bobrekleri ve sinirlerinde gelisen komplikasyonlara neden olabilir.
Uzun vadeli glisemik yonetimin temel bir 6l¢iisii olan HbA ¢, bir kisinin 6nceki iki ila ii¢
aydaki genel glisemik profilini gosterir ve degerli bilgiler saglar (Sherwani, S.I. ve dig.,
2016). Artan HbAlc degiskenligi, T2DM komplikasyonlari ile yakindan iligkilidir ve giiglii
bir gésterge olarak kabul edilebilir. Bu ¢aligmada da T2DM, DN, DR ve DNR gruplarinda

HbA 1c seviyesi kontrol grubuna kiyasla 6nemli 6l¢iide artis gostermistir.

TG seviyesi diyabet i¢in bagimsiz bir risk faktoriidiir ve diyabet tahmininin bir gostergesi
olabilir. Kandaki yiiksek seviyelerdeki lipidler (kolesterol ve trigliseritler) kan damarlarina
ve arterlere zarar verir ve kalp hastaligi ve diger rahatsizliklarin riskini artirir (Rafieian-
Kopaei, M. ve dig., 2014). T2DM'deki yiiksek TG ve TC seviyelerini agiklayan potansiyel
mekanizma, serbest yag metabolik yollarina atifta bulunabilir, ¢linkii biiyiik miktarda FFA,
TNF-a ve yag dokusu tarafindan salinan diger bilesikler insiilin direnci iiretebilir. Ayrica
plazma FFA, hiicrelere kolayca girebilir ve yeniden esterlesebilir ve TG olarak veya TC
sentezi i¢in depolanabilir, bu da TG ve TC seviyelerini yiikseltir ve TG birikmesine neden
olabilir (Boden, G., 2008). Caligmamizda, kontrol grubuna kiyasla DN, DR ve DNR
gruplar1 arasinda TG ve TC konsantrasyonlarinda anlamli bir fark (P < 0,05) oldugu tepit

edilmistir ve bu sonuglar literatiirle uyumludur.
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5.2. Serum Fetuin-A Diizeyleri

Fetuin-A, karaciger ve iskelet kasinda insiilin direncine neden olur (Yilmaz, A. ve dig.,
2018). Yapilan bir calismada, T2DM ve periferik arter hastaligi (PAH) olan hastalarda,
T2DM ve PAH olmayan hastalara gére fetuin-A seviyelerinin arttigi gézlemlenmistir ve
fetuin-A'nin kalsiyum ve fosforu serumda ¢oziiniir halde tutarak vaskiiler kalsifikasyondan
korunmada 6nemli bir rol oynadig1 disiiniilmistiir. (Zhou, Z. ve dig., 2015). T2DM'li
hastalarda fetuin-A'daki artis, fetuin-A'nin T2DM ve inflamasyon gibi metabolik
sendromun patofizyolojisinde rol oynayabilecegini diistindiirmektedir (Ix, J.H. ve dig.,
2006). Buna paralel olarak, fetuin-A diizeylerinin hs-CRP diizeyleri ile iliskili oldugu ve
monosit ve adipositlerde sitokin ekspresyonunu destekledigi bulunmustur (Hennige, A.M.
ve dig., 2008). Calismamizda, serum Fetuin-A diizeylerinin T2DM, DN, DR ve DNR'de
kontrol gruplariyla karsilastirildiginda 6nemli 6l¢iide arttigr (P < 0,05) belirlenmistir (Sekil
4.1). Ayrica DNR’li hasta grubunda diger hasta gruplarmma gore serum fetuin-A
seviyesinde dnemli bir artis (P < 0,05) oldugu goriildii.

5.3. Serum TNF-a Diizeyleri

TNF-a, patojen veya enfeksiyona karsi ilk savunma hatti olarak inflamatuar olan
makrofajlar tarafindan salimir (Sethi, J.K., ve Hotamisligil, G.S., 2021). TNF-a bir
adipokindir, insiilin direncini arttirir ve obezitenin neden oldugu T2DM ile iliskilidir. TNF-
o’'nin T2DM patogenezinde Onemli bir rol oynadigi daha once yapilan g¢aligmalarla
gosterilmistir (Rahman, M.H. ve dig., 2016). Calismamizda, serum TNF-a diizeylerinin
kontrol grubuna kiyasla T2DM, DN, DR ve DNR'de 6nemli Slgiide arttigi (P < 0,05)
belirlendi, (Sekil 4.2). DNR grubu, diger hasta gruplarina gore olduk¢a anlamli bir farklilik
gosterdi (P < 0,05). Calismamizin sonuglari, artan TNF-a'nin T2DM'yi artirdigini bildiren

onceki caligmalararin sonuglari ile uyumludur.

5.4. Serum MMP-9 Seviyesi

Matris metalloproteinazlar (MMP'ler), kollajen, proteoglikanlar ve elastin gibi bag dokusu
proteinlerine kars1 proteolitik aktiviteye sahip ¢inko bagimli bir enzim ailesidir. MMP'lerin
artan ekspresyonu ve aktivitesi, genel inflamasyon, timdr metastaz, solunum yolu
hastaliklari, miyokard hasari, vaskiiler anevrizmalar ve yeniden sekillenme gibi cesitli

patolojik siireclerde tanimlanmistir (Creemers, E.E. ve dig., 2001). Vaskiiler yeniden
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sekillenmedeki biiylik Onemlerinden dolay, MMP'lerin ateroskleroz ve restenoz gibi
kardiyovaskiiler ~ hastaliklarin ~ patogenezinde  6nemli bir rol oynadigindan
stiphelenilmektedir (Galis, Z.S., ve Khatri, J.J., 2002). Diyabetin kalp, bobrek ve plazma
dahil olmak iizere ¢esitli dokularda MMP'leri aktive ettigi gosterilmistir (Blankenberg, S.
ve dig., 2003). Insan idrarindaki MMP-9, diyabetik nefropati ve idrar yolu
enfeksiyonlarinin bir belirteci olarak Onerilmistir (Garcia-Tejeda, A.U. ve dig., 2018).
Insan idrar tortusundaki MMP-9 (jelatinaz-B, makrofaj jelatinaz veya nétrofil jelatinaz)
mRNA's1, epitelyal-mezenkimal gegisin bir belirteci olarak onerilmistir; bu, idrar albiimin
atilimi ve kan iire nitrojeni ile iligkilidir ve diyabetikler i¢in yiiksek bir tan1 degeri sunar.
Uriner MMP-9'un diyabetik nefropatili hastalarda &zellikle erken donemde bdobrek
hasarinin derecesini degerlendirmede faydali olabilecegi 6ne siiriilmiistiir (Tashiro, K. ve
dig., 2004). Calismamizda, T2DM, DN, DR ve DNR gruplarinda, serum MMP-9
diizeylerinin kontrol gruplarina kiyasla énemli 6lgiide arttigini (P < 0,05) belirledik (Sekil
4.3). Ayrica, T2DM grubu olan hastalar, diger hasta gruplarindan biiyiik bir anlamh
farklilik sergilemistir (P < 0,05). Bu sonuglar, MMP-9'un diyabet komplikasyonlarinin
goriilme sikligindaki 6nemli roliiniin yami sira gelecekte MMP-9 inhibitorlerinin DM

komplikasyonlarini azaltmak i¢in kullanma olasiligin1 ortaya koymaktadir.

5.5. Serum dp-ucMGP Diizeyi

Tip 2 diyabette, dolasimdaki dp-ucMGP seviyeleri makrovaskiiler komplikasyonlarla
iliskilidir (Liabeuf, S. ve dig., 2014). Bununla birlikte, kardiyovaskiiler hastaliklar ve buna
bagli mortalite, dp-ucMGP genine baglanmistir (Liu, Y.P. ve dig., 2015). Yiiksek dp-
ucMGP diizeylerinin, tip 2 diyabetiklerde, ozellikle periferik arter hastaligi ve kalp
yetmezligi kategorilerinde, yiiksek kardiyovaskiiler hastalik riski ile iliskili oldugu
gosterilmistir (Dalmeijer, W. ve dig., 2013). Ayrica, dp-ucMGP ile diyabetik periferik
noropatinin patofizyolojisi arasinda bir iligki oldugu diisiiniilmektedir (Goritz, C. ve dig.,
2007). Calismamizda, serum dp-ucMGP seviyeleri, kontrole kiyasla T2DM, DN, DR ve
DNR gruplarinda énemli (P < 0,05) olgiide azaldi, (Sekil 4.4). Kontrole kiyasla DNR'li
hastalarda oldukga anlamli bir diisiis gozlendi (P < 0,05). Bu sonuglar diger ¢alismalarla
uyumludur. Ayrica ¢alismamizda dp-ucMGP ile K vitamini ve MMP-9 arasinda anlamli
bir negatif korelasyon gozlendi ve bu da dp-ucMGP ile inflamasyon arasinda bir baglanti
oldugunu diisiindiirdii, bu nedenle dp-ucMGP diyabetik komplikasyon riski tasiyan kisileri
belirlemek i¢in tercih edilen bir biyobelirtec olabilir.
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5.6. Serum K Vitamini Diizeyleri

K vitamini, glisemik durumun diizenlenmesinde 6nemli bir rol oynayan yagda ¢oziinen bir
vitamindir. K vitamini takviyesi, diabetes mellitus riskini azaltabilir ve insiilin duyarliligini
iyilestirebilir. Yapilan ¢alismalarda K vitamini eksikliginin diyabetik komplikasyonlari
gelistirme riskini arttirdigr  gosterilmis ve diyabetin zararli etkilerini azaltmak igin
gelecekte K vitamini kullanmanin etkili bir strateji oldugu belirtilmistir (Ho, H.J. ve dig.,
2020). Calismamizda T2DM, DN, DR ve DNR'li hastalarda serum K vitamini seviyeleri
kontrol grubuna kiyasla 6nemli 6lgiide azald1 (P < 0,05), (Sekil 4.5). DNR grubunda diger
hasta gruplarma gore K vitamin seviyesinde anlamli bir diisiis gozlendi. Ayrica, DNR
grubunda K vitamin seviyeleri ile ile dp-ucMGP arasinda negatif korelasyon vardi (Sekil
4.6). Elde ettigimiz bu sonuglar K Vitamininin T2DM komplikasyonlar1 igin bir
biyobelirteg olabilecegini gostermektedir.
Bu calismadaki ana bulgulara gore, 6zetle asagidaki sonuclara varildi:
1. DN, DR ve DNR hasta gruplarinda kontrol grubuna kiyasla yiiksek fetuin-A seviyeleri
goriildii, bu sonu¢ da fetuin-A'nin T2DM ve komplikasyonlarinin patogenezinde rol

oynayabilecegini goriisiinii desteklemektedir.

2. T2DM patogenezinin indiikledigi inflamatuar yanit nedeniyle hasta gruplarinda serum

TNF-a seviyeleri kontrol grubuna gore anlamli olarak artig gosterdi.

3. T2DM, DN, DR ve DNR'li hastalarda MMP-9 seviyelerinin yiikselmesi, T2DM'de

hiicre dis1 matris bozulmasini diisiindiirmektedir.

4. Kontrol grubuna kiyasla tiim hasta gruplarinda diisiik serum dp-ucMGP seviyeleri
gozlenmis olup, bu durum da diyabetiklerde arteriyel kalsifikasyondaki anormallikleri

aciklayabilir.

5. T2DM, DN, DR ve DNR'li hastalarda K vitamini seviyesi 6nemli dl¢lide azald1 ve bu
sonu¢ K vitamininin mikrovaskiiler diyabetik komplikasyonlarin belirlenmesinde bir

biyobelirte¢ olabilecegini gdstermektedir.

6. DNR grubunda dp-ucMGP ile MMp-9 ve K vitamini arasinda negatif bir korelasyon
gozlendi, bu sonu¢ T2DM komplikasyonlarinin arteriyel sertlik ile iligkili olabilecegini

diistindiirdi.
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