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Yangi, oksidatif stres ve apoptoz beta hiicre hasar1 ve beta hiicre islevinin bozulmasi
ile iligkili olarak sekonder stilfoniliire yanmitsizhiginda rol oynadigi ileri siiriilen
mekanizmalardir. Nitrik oksitin (NO) insiilin salinimini uyarici, proinflamatuar, apoptotik ve
oksidatif stresle iligkili bir molekiil olmasi, adenozin deaminazin (ADA) benzer etkiler
olusturabilen adenozinin hiicre i¢i ve disi konsantrasyonlarini etkilemesi, ilerleyici beta hiicre
hasarinin  molekiiler mekanizmalarmin  arastirilmasinda  Snemli olabileceklerini
gostermektedir. Bu caligmaya sekonder siilfoniliire yamitsizlig: gelismis tip 2 Diabetes
Mellitus’lu 24 hasta dahil edilmistir. Tedavi ncesi, 3 giinliik insiilin inflizyonu ve 6 ayhk
multipl subkutan insiilin tedavisi sonras1 alman kan 6rneklerinde serum NO diizeyi ve ADA
aktivitesi saptanmistir. NO diizeyleri kolorimetrik Griess reaksiyonuyla NO,ve NOj
diizeyinde, ADA aktivitesi amonyak olusumunun direk 6l¢timiine dayanan spektrofotometrik
Giusti metoduyla 6l¢tildii. Yogun insiilin tedavisinden 6nce (ortanca: 25.-75. yiizdelikler,
18.8: 11.6-28.4 pmol/L), tedavinin 3. giintinde (17.8: 9.7-33.6 umol/L) ve 6. ayinda (21.7:
16.0-33.9 umo/L) saptanan NO diizeyleri arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik
yoktu (p>0.05). Yogun insiilin tedavisinden énce (17.0: 14.6-21.7 U/L) saptanan ADA
aktivitesi, 3. giin (20.5: 16.2-23.4 U/L) ve 6. ayda saptanan degerlerden (21.2: 16.6-22.5 U/L)
anlamli olarak diistiktii (sirast ile p=0.018 ve p=0.010).

Sonuglanmiz sekonder sulfoniliire yanitsizligi gelisen Tip 2 Diabetes Mellitus’lu
hastalarda yogun insiilin tedavisi ile 3. giin ve 6. ayda serum NO diizeylerinde bir farklilik
olmadigini, ADA aktivitesinin ise anlamli olarak artigimi gdstermektedir. Adenozin
inflamatuar, apoptotik ve insiilin salimmimi baskilayici 6zellik gosteren bir molekiil oldugu
i¢in yliksek ADA aktivitesinin tedavi siirecinde hiicre 6liimiinii tetikleyen inflamatuar
uyarmin ortadan kalkmasi ile iliskili olabilecegi ve tedavi etkinliginde rol oynayabilecegi

diisiintilebilir.

Anahtar kelimeler: Adenozin deaminaz, apoptoz, nitrik oksit, sekonder siilfoniliire
yamtsizligy, tip 2 Diabetes Mellitus, yangi, yogun insiilin tedavisi
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ABSTRACT

EFFECTS OF INTENSIVE INSULIN TREATMENT ON SISTEMIC NITRIC OXIDE
LEVELS AND ADENOSINE DEAMINASE ACTIVITY
IN PATIENTS WITH TYPE 2 DIABETES MELLITUS AND
SECONDARY SULFONYLUREA FAILURE

DEVECI, Rukiye
Residency Thesis, Department of Biochemistry and Clinical Biochemistry
Supervisor: Assoc. Proff. Dr. Ayse Binnur Erbagc1
May 2005, 85 pages

Inflammation, oxidative stres and apoptosis are suggested to take part in
secondary sulfonylurea failure associated with beta cell destruction and impaired beta cell
function. Nitric oxide (NO) which stimulates insulin release, has proinflamatory,
apoptotic and free radical effects and adenosine deaminase (ADA) exerting control on
intra- and extracellular adenosine levels that possess similar effects, deserve to
investigate in course of molecular mechanisms of progressive beta cell destruction. 24
patients with type 2 Diabetes Mellitus and secondary sulfonylurea failure were enrolled
to this study. Serum NO levels and ADA avtivity were determined in blood samples
obtained prior to the treatment, after 3 day length insulin infusion and after 6 month
length multiple subcutane insulin administration. Nitric oxide levels were measured with
colorimetric assay by the method of Griess reaction as levels of NOyand NO5™ in serum.
ADA activities were estimated spectrophotometrically by the method of Giusti, which is
based on direct measurements of the formation of ammonia. A statistically significant
difference was not observed between NO levels determined before (median: 25th-75th
percentiles, 18.8: 11.6-28.4 umol/L), on 3rd day (17.8: 9.7-33.6 umol/L) and on 6th
month of intensive insulin therapy (21.7: 16.0-33.9 pmol/L, p>0.05). ADA activity
determined before intensive insulin therapy (17.0: 14.6-21.7 U/L) was significantly lower
than 3rd day (20.5: 16.2-23.4 U/L) and 6th month ADA activities (21.2: 16.6-22.5 U/L,
p=0.018 and p=0.010 respectively).

According to our study systemic NO levels do not exhibit a significant difference
in patients with type 2 Diabetes Mellitus and secondary sulfonylurea failure where ADA
activity significantly increase on 3rd day and 6th month of intensive insulin therapy. As
adenosine is characterised by inflammatory and apoptotic effects on beta cells and
supresses insulin secretion, it can be supposed that increase of ADA activity may be
related to disappearence of the inflammatory signal which triggers the cell death and

effectiveness of therapy.

Key words: Adenosine deaminase, apoptosis, inflammation, intensive insulin
treatment, nitric oxide, secondary sulfonylurea failure, type 2 Diabetes Mellitus
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KISALTMALAR

ADA: Adenozin Deaminaz
ADP: Adenozin difosfat

AGE: Ileri glikozile son tiriinler

AMP: Adenozin monofosfat

ATP: Adenozin trifosfat

BGT: Bozulmus glukoz toleransi

cAMP: Siklik adenozin monofosfat

cGMP: Siklik guanozin monofosfat

DAG: Diagil gliserol

dATP: Deoksi adenozin trifosfat

DM: Diabetes Mellitus

DNA: Deoksi ribontikleik asit

dNTP: Deoksi niikleotit trifosfat

ERK: Hiicre dis1 sinyal diizenleyici molekiil (Extracelular signal regulated molecul)
ESR: Eritrosit sedimentasyon hizi

FAD: Flavin adenin dintikleotit

FMN: Flavin adenin mononiikleotit

GLUT: Glukoz tasiyicisi

GK: Glukokinaz

HbAlc: Glikozile hemoglobin

HDLc: Yiiksek dansiteli lipoprotein kolesterol

v



HPLC: Yiksek performanslt sivi kromatografisi

HSP90: Is1 sok proteini 90

IL: Interlokin

INF: Interferon

IR: Instilin reseptorii

IRS: Insiilin reseptdr substrat

IP3: Inozitol trifosfat

LDLc: Diisiik dansiteli lipoprotein kolesterol

MA: Molekiil agirlig

MAP: Mitojen aktive edici protein (Mitogen activated protein)

MODY: Genglerin eriskin tip diyabeti (Maturity Onset Diabetes of the Young)
mRNA: Mesajc1 riboniikleik asit

NADPH: Rediikte nikotin adenin diniikleotit fosfat

NIDDM: Insiiline bagimli olmayan Diabetes Mellitus (Non insulin dependent diabetes
mellitus)

NF- kB: Niikleer faktor kB

NHANES: Ulusal Saglik ve Beslenme Arastirmalari (The National Health and Nutrition
Surveys)

NO: Nitrik oksit

NOS: Nitrik oksit sentaz

NPH: Nétral protamin hagedorn

PNP: Piirin ntikleozit fosforilaz

PI: Fosfatidil inozitol

PKC: Protein kinaz C
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ROS: Reaktif oksijen tiirevleri

SUR-1: Stilfoniliire reseptorii 1

TNE: Timoér nekroz faktori

UKPDS: Birlesik Krallik Prospektif Diyabet Caligmast (The United Kingdom
Prospective Diabetes Study)

UV: Ultraviole

VKI: Viicut kitle indeksi
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1- GIRIS ve AMAC

Diabetes Mellitus (DM) stirekli izlem ve tedavi gerektiren, akut ve kronik
komplikasyonlari ile hastanin yasam kalitesini olumsuz etkileyen, morbidite, mortalite ve
topluma ekonomik yiikii yiiksek, kronik metabolik bir hastaliktir (1). Gelismis ve
gelismekte olan tilkelerde Tip 2 DM’nin insidans ve prevalansi dramatik bir sekilde
artmaktadir (2). Prevalanstaki bu artis, tiim etnik gruplarda, kiiltiir diizeylerinde, her iki
cinsiyette ve yasta goriilmektedir (1). Daha agresif ve daha erken bir tedavi ile diyabet
baglangicinin geciktirilebilecegi veya onlenebilecegi, hastaligin seyrinin ve muhtemelen
kronik komplikasyonlarin yavaslatilabilecegi son donemlerde yapilan calismalarla
gosterilmistir (2).

Tip 2 DM, Amerika Birlesik Devletleri’nde 6liim nedenleri arasinda dérdiinei,
Avrupa’da yetiskin korliik nedenleri arasinda birinci sirada yer almaktadir. Nontravmatik
alt ekstremite amputasyonlar1 ve son dénem bobrek yetersizliklerinin yarisinin, koroner
kalp hastaliklarinm figte birinin sorumlusunun DM oldugu ileri siiriilmektedir. Amerika
Birlesik Devletleri’nde tiim saghk harcamalariin 1/7’si diabetik hastalar icin
yapilmaktadir (3). Tip 2 DM iilkemizde de sik goriilmesi nedeniyle en ¢nemli saglk
sorunlari arasinda yer almaktadir. Yetiskinlerde DM %7.2, bozulmus glukoz tolerans:
(BGT) %6.7 oraninda goriilmektedir (4).

Tip 2 DM tedavisinde en sik kullamilan oral hipoglisemik ajanlar olan
silfoniliirelere her yil %5-10 oraminda sekonder yamitsizlik gelismekte ve bu durum
ilerleyici beta hiicre hasarimin ifadesi olarak kabul edilmektedir. Ilerleyici beta hiicre
hasar1 stirecinin yavaglatilmas: amaciyla insiilin ile kurtarma ve replasman rejimleri
Onerilmektedir. Glukoz toksisitesi beta hiicre fonksiyonunun azalmasi, insiilin direncinin
gelismesi ve beta hiicre apoptozunda ciddi etkileri oldugu bilinen bir fenomendir. Gegici
instilin tedavisiyle glukotoksisitenin giderilmesi insiilin salinimimt  ve direncini

diizeltebilmekte ve silfoniliirelere karsi yeniden duyarhlik kazandirabilmektedir (5).



Tip 2 DM’de ilerleyici beta hiicre hasarinimn olugmasi, bu siirecin yavaslatiimas:
veya kismen de olsa beta hiicre iglevlerinin geri kazamlmasi, komplikasyonlarin
geciktirilmesi ve/veya hastalarin yasam kalitesine saglayacag: yarar agisindan 6nem tasr.
Bu siirece etkili mekanizmalarin aragtirilmasi tedavi etkinligini artirabilecek yeni
yaklasimlar i¢in yol gdsterici olabileceginden ilgi uyandirmaktadir (5).

Yangi, oksidatif stres, apoptoz ile beta hiicre hasari ve beta hiicrelerinin instilin
sekresyon islevinin bozulmasi sekonder stilfoniliire yanitsizhifinda rol oynadig: ileri
stirilen mekanizmalardir. Endotel ve néronal nitrik oksit sentaz (NOS) kaynakli nitrik
oksitin (NO) insiilin salinimin uyarici etkisi, indiiklenebilir NOS kaynakli yiiksek
konsantrasyonlardaki NO’nun proinflamatuar etki ve sitokrom C oksidaz islevini
engelleyerek c¢esitli hiicre gruplarinda apoptozu uyarabilmesi, reaktif oksijen tiirleri
(ROS) olusumunu artirarak direkt hiicre hasarma yol agabilmesi ilerleyici beta hiicre
hasar1 ve yogun insiilin tedavisinin molekiiler mekanizmalarinin arastiriimasida NO’nun
onemli bir yeri olabilecegini gostermektedir (6). Benzer sekilde adenozin deaminaz
(ADA) beta hiicrelerinde inflamatuar ve apoptotik etkili, instilin salinimint baskilayici
ozellik gosteren bir molekiil olan adenozinin hiicre i¢i ve dis1 konsantrasyonlarini
diizenlemekte (7, 8) ve sekonder siilfoniliire yamtsizlifi patogenezinde rol oynamasi olas
bir enzim olarak dikkati cekmektedir.

Bu ¢alisma ile sekonder siilfoniliire yamtsizlifi gelisen tip 2 DM’li hastalarda,
yogun insiilin tedavisinin beta hiicre fonksiyonlar: ve/veya yikimi tizerine etkileri bilinen

molekiiller olan NO ve ADA iizerine etkisinin aragtirilmast amaglannustir.



2- GENEL BILGILER
2.1 PLAZMA GLUKOZ KONSANTRASYONUNUN DUZENLENMES]

Insan viicudu igin primer enerji kaynagi olan glukoz besinlerle alinan

karbohidratlarin sindirimi, glikojenoliz veya de novo glukoz sentezi ile saglanabilir (3).

2.1.1 METABOLIZMA

Heksozlarin metabolizmas: viicut gereksinimlerine gore: 1. Karbondioksit ve suya
indirgenerek enerji tiretimi, 2. Karacigerde glikojen ya da yag dokusunda trigliserit olarak
depolama, 3. Ketaosit veya aminoasit ve proteine doniisme ile sonuclanir.

Karbohidratlarin saglanmas: ve harcanmasindaki biiytik dalgalanmalara kars: kan
glukoz konsantrasyonu, viicutta cesitli metabolik yollar1 kontrol eden hormonlar tarafindan
dar sinirlar igerisinde tutulur. Kan glukoz konsantrasyonunda kisa siireli bir diisme
karaciferde glikojenolizi aktiflestirir. Kirk iki saatten uzun siiren achkta glukoneogenez,
tim glukoz tretimini karsilar. Toklukta ise glukoz karaciger ve kasta glikojene, yag
dokusunda depo yaglara doniistiiriiliir. Kan glukozunu azaltict etkili insiilin ile karsit etkili
glukagon, epinefrin, kortizol ve biiyiime hormonlar metabolik akis1 diizenleyerek plazma
glukoz konsantrasyonunu kontrol eden temel hormonlardir, Glukozun plazmadan
uzaklastirilmas: baglica pankreasin insiilin salgilama yetenegine, instilinin glukozun
periferal dokulara alimini saglamasina ve hepatik glukoz iiretimini baskilamasina bagl

olarak gergeklesir. Insiilin bu etkiyi olusturan tek diizenleyici sinyal molekiilii olarak Snem

tagimaktadur (3).
2.2 INSULIN
2.2.1 TARIHCE

Instilin pankreas adacik beta hiicrelerinden salgilanan, karbohidrat, lipit ve protein
metabolizmasina etkili polipeptit yapida bir hormondur (9). Insiilin amino asit dizisi
belirlenen ilk protein hormon, radyoimmiinoassay yontemiyle Slgiilen ilk analit ve pratik
kullanim i¢in rekombinant deoksiriboniikleik asit (DNA) teknolojisiyle tiretilen ilk

bilesiktir (3). [lk kez Banting ve Best 1922°de pankreas 6ziitli hazirladilar ve anti-diyabetik



zincirleri arasinda bulunyr, Ugtincij disiilfit bagt A zinciri icinde 6 jle 1] amino asitler
arasinda bulunur (11) (Seki] 1).
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Insiilin ve C-peptit, hiicre membranindan portal dolasgima es miktarlarda salimir. Az
miktarda proinsiilin ve peptit parcalari da dolagima katilir. Ancak proinstilin ayiricr
enzimler tarafindan hizla insiiline doniistiirtldiigi i¢in dolasimda saptanamaz. Bazal insiilin

sekresyon hiz; yaklagik 1 U/saat, total glinltik sekresyon ise 40 Ulgtindiir (3).

2.2.4 SALINIMIN DUZENLENMES]

fizyolojik diizenleyicisidir (11). Sekresyon igin esik konsantrasyon 70-100 mg/dL’lik
plazma glukoz diizeyidir (11, 12). 300-500 mg/dL glukoz konsantrasyonlarmda ise ep
glicli yanit olugur (11) ve insiilinin ekzositotik saliverilmesi baslatilir. Glukagon da hem
direkt etki ile hem de dolayli olarak insiﬂiﬁ sekresyonunu uyarir. Amino asitler, yag asitleri
ve keton cisimleri gibi diger yakatlar da insiilin salgisini uyarabilir (3, 13). Stilfoniliireler ve
B-adrenerjik agonistler, insiilin salinimin uyaran farmakolojik ajanlardir. Hipoglisemi,
somatostatin,  a-adrenerjik agonistler, B-adrenerjik blokerler, diazoksit, fenitoin,

fenotiazidler ve nikotinik asit ise insiilin saliniming baskilar (3).
2.2.5 SALINIM MEKANIZMASI

Pankreas adacik beta hiicrelerinde bulunan, metabolik sinyalleri elektrikse]
sinyallere doniistiiren, adenozin trifosfat (ATP) duyarli K kanallar (Katp kanallarr) kan
glukoz konsantrasyonunun sensorleri gibi gérev yapar ve insiilin salgisinin diizenlenmesini
saglar (14). Glukoz tagiyicist protein (GLUT) 2 aracilifl ile beta hiicres; i¢ine tasinan
plazma glukozu glukokinaz ile glukoz-6 fosfata déniiserek glikolize girer. ATP/adenozin
difosfat (ADP) oranindaki artis Karp kanallarinm inhibisyonuna, beta hiicrelerinin
depolarizasyonuna ve bunun sonucu voltaj duyarl; kalsiyum kanallarinin aktivasyonuna
neden olur., Hiicreye Ca®*'nip girisi ile instilin sekresyonu meydana gelir (11, 14). Kapp

kanallarinin yapist Sekil 2°de goriilmektedir,

Karp kanallar, glukozun yani sira baz farmakolojik ajanlar tarafindan da diizenlenebilir.
Tolbutamid, glibenklamid gibi stlfoniliireler, pankreatik hiicrelerde Katp kanal aktivitesin;

baskilar ve Tip 2 DM tedavisinde kullanilir (14, 15).
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Sekil 2. K urp kanallarinm alt birimlerinin sematik goriniimii. K, rp kanal bir siilfoniltire reseptsriidiir.
2.2.6 INSULIN SALINIM PROFIL]

Glukoz insiilinin pankreastan iki fazda saliimina neden olur. flk faz, intravensz
glukoz enjeksiyonundan 1-2 dakika sonra baglar ve 10 dakika siirer. Keskin bir pikle
gosterilen bu faz, salg1 graniillerinde depolanan insiilinin  hizl; salinimim temsil eder.
Stiregelen insiilin sentezinj yansitan ikinci faz, ilk fazin bittigi noktada baslar, plazma
normoglisemik olup yeniden insiilin depolanana kadar, genellikle 60-120 dakika devam

eder (Sekil 3) (3).

Glukox infiizyo munun
baglangicy

Sekil 3. Glukozla uyarilan bifazik insiilin salinimini géstermektedir (14).

Glukoz tarafindan uyarilan pankreas beta hiicrelerinin instilin sekresyonunda 10 dakika
stiren 1. faz insiilin salgist, hepatik glukoz tiretimini baskilar ve iki saat devam eden 2. faz

instilin salgising kolaylastirir, Ogtinler arasinda devam eden diigitk insiilin diizeyi bazal



sekresyon profili ile ilgili caligmalar, hormon salinimmin pulsati] oldugunu g0stermistir.

kas, karaciger ve yag dokusudur 9.

IR, tirozin kinay aktivitesine sahip membran reseptor ailesinin bir tyesidir (9) (Sekil

4).

Dért tip IRS tanimlanmistsr, IRS-1, insiilinin hiicre biiyiimesi fizerine olan

aktive eder 3).
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Sekil 4. Insiilin sinyali insiilin reseptorit yoluyla hedef hiicrelerde Pleiotropik etkiler yapar.,

2.2.8 INSULIN ETKILER]



gibi glikoliz enzimleri ve glukoz 6 fozfatazdir. Insiilinin glukoz tagimmas;, glikoliz ve
glikojenez  iizerindeki ctkileri saniyeler ve dakikalar jcinde fosforilasyon  ve
defosforilasyonla enzimlerin aktivasyon ve inaktivasyonu seklinde olur. Uzun dénem
etkileri  ise karacigerde glikoneogenezin anahtar enzimi olan fosfoenolpiriivat

karboksikinaz miktarinin azaltilmasi yoluyla glikoneogenezin inhibisyonudur (1.

Protein Metabolizmasina Etkisi: Insiilin, protein metabolizmasinda genel olarak
anabolik etkilere sahiptir; protein sentezin; uyarip, yikimmi yavaslatir. By etkisini
dokulara, 6zeklikle kas hiicrelerine nétral aming asitlerin alinmasin uyararak gosterir.
Insiilinin iskelet kasi, kalp kasi ve karacigerde protein sentezi lizerindeki etkiler; bashca

translasyon diizeyinde olur (11).

daha ytiksektir ve insiilinin ana hedef dokusunun yag dokusu oldugu sGylenebilir (17).

Insiilin yag dokusunda, asetil coA, rediikte nikotinamid adenin niikleotit fosfat (NADPH)

Fibroblast biiyiime faktorii, trombosit kaynakl; bliyiime faktori, epidermal biiyiime faktorii,
timor ilerletici forbo] esterleri, prostoglandin F2-a, vazopressin ve siklik adenozin
monofosfat (cAMP) analoglarinin etkisinj potansiyalize eder, siklusun G1 fazinda duran

hticrelerin siklus ilerleyigini uyarir (11).

Instilin ile Iligkili Gen Regiilasyonu: Insilin, insiilin salmmasi ve direnci,

mitokondrial solunum hiz, enerji tiketimi, metabolik olarak aktif veya inaktif kas
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saatler i¢inde gereeklesir (11).

2.3 DIABETES MELL] TUS

2.3.1 EPIDEMIYOLOJi

DM’nin prevalansy, tlkeler ve etnjk gruplar arasinda énem]; farkhilik gésterir. Papua
Yeni Gine’deki kabilelerde, Eskimolar arasinda ve Cin’de %1 olan prevalans, Avustralya
yerlilerinde ve Arizona’daki Pima Kizilderililerinde %20-45’e¢  kadar ¢ikar. DM
prevalansindaki farkliligin, biiyiik olasilikla genetik ve cevrese] faktorlerden kaynaklandlgl
diistiniilmektedir (2). Amerika Birlesik Devletleri’nde yapilan ¢alismalarda 20-74 yag
grubunda 1988-1994 yillar arasinda DM prevalans: %6.6, bilinmeyen DM olgularinin ise
yaklasik %50 oldugu bildirilmistir (19). Ulkemizde 1997-1998 yillarinda yapilan Tirkiye
Diyabet Epidemiyolji Calismasina 8ore 20-80 yas grubunda DM sikligs %7.2, BGT ise
%6.7 bulunmug (4) bilinmeyen DM olgularinin yaklasik %30 oldugu tahmin edilmistir
(20). Tiim diinyadaki DM epidemisi ile ilgili tahmini degerler Tablo 1°de verilmistir (2).
DM ¢ogu iilkede ilk bes 61iim nedeninden biridir (2).
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Tablo 1. 1997-2010 yllart i¢in Diinya genelinde tip 1 ve tip 2 diyabetik hasta
Sayismna (milyon) yénelik tahmini degerler (2):

2.3.2 DMNIN ETIYOLOJig SINIFLAMASI

Amerikan Diabet Birligi bozulmus aclik glukozu adiyla yeni bir kategori ortaya
atmis ve plazma aglik glukoz diizeyinin 6.1 ile 6.9 mmol/L olmasi ifades; ile tammlamigtir
(2). DM’nin siiflandirilmas;  ve diger glukoz intolerans durumlart Tablo 2’de

Ozetlenmistir (3).

Tablo 2. DM nin siniflandirilmast ve diger glukoz intolerans; durumlar (3).

Diabetes Mellitus Diger glukoz intolerans; durumlar

- Tip 1 Diabetes Mellitus a)ldiopatik

1. Bozulmus glukoz toleransi
b) otoimmiin

2. Tip 2 Diabetes Mellitus

Gestasyonel Diabetes Mellitus

2. Bozulmug aclik glukozu

. DM’nin diger spesifik tipleri

2.3.2.1. Tip 1 Diabetes Mellitus

Tip 1 DM cocukluk déneminde en sik gortilen DM sinifidir ve pankreas adacik beta
hiicrelerinin tam yikimr ile seyreden otoimmiin bir olay olarak tanimlanir (21). Beta
hiicrelerindeki yikim genellikle otoimmiin mekanizmalar yoluyla olur (3), tam
konuldugunda hastalarin %065-90’ninda adacik hiicre antikorlar tespit edilebilir (22). Baz1
hastalarda otoimmiiniteden bagimsiz idiopatik beta hiicres; yikimr da gériilebilir (3). Tim
DM olgularinin yaklasik %5-10’unu tip 1 diyabetik hastalar olusturur. Tip 1 DM yaklasik
%75 oraninda 30 yasindan 6nce baglamakla beraber herhangi bir yasta da ortaya cikabilir.
Hastalarm viicut agithgr genellikle normal sinirlarin altindadir, Hastalik genellikle ani

baslangic gosterir (3). Pankreasin beta hiicrelerinin hizly ilerleyen kiitle ve fonksiyon kaybr
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nedeniyle tip 1 diyabetik hastalarda insiilin eksikligi vardir (23). Hiperglisemi ve
ketoasidoz semptomlar: sik goriiliir. Bu hastalarda yasamin devamu ve diyabetik komanin

Onlenmesi i¢in mutlak insiilin tedavisi gerekir (3).
2.3.2.2. Tip 2 Diabetes Mellitus

Tip 2 DM, bashca insilin direnci ve pankreas beta hiicre disfonksiyonu ile
karakterize kompleks, heterojen, poligenik bir hastaliktir (9). Biitin DM olgularinin
yaklagik %90°1 tip 2 diyabetiklerden olusur. Tip 2 diyabetiklerin tiim diinyadaki sayis:
2000 yilinda yaklagik 160 milyon olup, 2010 yihnda 215 milyona yikselecegi tahmin
edilmektedir (24). Tip 2 DM genellikle 40 yagindan sonra ortaya gikar, son calismalarda
cocuklarda da tip 2 DM olgular1 bildirilmektedir. Tip 2 DM’nin baslangi¢ yasinin giderek

diismesi obezite insidansiun artmasi ile iliskilendirilmektedir (21, 25).

Tip 2 DM Igin Risk Faktorleri: Primer korunma programlarinin basari ile
uygulanabilmesi igin risk faktorlerinin tanimlanmas: gereklidir. Tip 2 DM icin
degistirilebilir risk faktsrleri obezite, santral obezite, fiziksel aktivite yetersizligi, sigara ve
alkol tiiketimi, besin lif iceriginin yetersiz olmasi ve doymus yaglarin asm titketilmesi
olarak bildirilmistir. Etnik koken, yas, cinsiyet, genetik faktsrler, tip 2 DM agisindan
pozitif aile &ykiisi, gestasyonel DM, glukoz intolerans:, diigiik dogum agirhgi,
hipertansiyon ve dislipidemi ise degistirilemez olan risk faktérleridir (2). En yiikksek DM
gelisme riski BGT ve hiperinsiilinemi durumlarinda goriiliir. Her yal BGT’si olan kisilerin

%2-14%inde tip 2 DM gelisir (2).

Tip 2 DM’den Korunma: Son zamanlarda yapilan klinik aragtirmalar yasam tarzini
diizenleyen programlarin tip 2 DM’nin 8nlenmesinde etkili oldugunu gostermektedir.
Amerika Birlesik Devletleri’ndeki bir ¢aligmanin ilk sonuglarina gire diyet ve diizenli

egzersiz, BGT si olan 3234 vakada tip 2 DM insidansim % 58 azaltmigtir (2).
2.3.3 TIP 2 DM’NIN PATOGENEZI

Patofizyolojisi: Glukoz homeostazisi g0z ontine alindiginda, klinik olarak asikar tip
2 DM, tipik olarak asagidaki sira ile gelisen ve hastalik stirecinin farkli evrelerini temsil

eden patofizyolojik fenomen ile karakterizedir: 1. Insiilin duyarliliginda azalma veya



13

instilin direnci, 2. Géreceli insiilin yetersizligi ile birlikte pankreas beta hiicrelerinin

fonksiyon bozuklugu, 3. Karacigerde glukoz tiretiminde artts (16).

1. Instilin direnci: Tip 2 DM’deki patolojik stirecin temelini insiilin direncinin
olusturdugu diistiniiltir (3). Insiilin tarafindan uyarilan glukoz aliminda azalma veya insiilin
direnci, tip 2 DM gelisiminde en erken tespit edilebilen fonksiyon bozuklugudur (16).
Instilin direnci insiilinin iskelet kas1 ve yag dokusunda glukoz alimi ve kullanimin uyarma

ve karacigerde glukoz tiretimini baskilama yetenegini azaltir (Sekil 5) (9).

Navia [ Linsul  galeer .

.

ot .

pankreas

B~ niicre disfonksiyenu
Sekil 5. Hedef hiicrelerdeki insiilin direnci beta hiicre hasariyla birlikte Tip 2 DM’ye neden olur (6).

Yapilan prospektif bir calismada her iki ebeveyni de tip 2 DM hastast olan
¢ocuklarda instilin duyarlilig: ile birlikte insiilin sekresyon sekli incelenmistir. Cocuklar her
5 yilda bir kontrol edilmis, insiilin duyarliligindaki azalma, tip 2 DM klinik olarak ortaya
¢ikmadan 20 yil &ncesinde tespit edilmistir. Bunun aksine insilin sekresyonundaki
degisiklikler belirgin hipergliseminin baglangicindan sadece 3-5 yil dncesinde tespit
edilebilmistir (16). Siddetli insiilin direncinin meveut oldugu hastalarda eger insiilin
salgilanimi yeterli miktarda artirilabilirse glukoz seviyeleri normal seyredebilir (16).
Normal glukoz toleransindan tip 2 DM’ye gegis, viicut agirhigindaki artisla da iliskilidir (3).
Instlin duyarlihig sadece %5-10’luk viicut agirh@ kaybinda bile biiyiik oranda artar.
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Instilinin uyardigi glukoz alimi veya insiilin duyarliligr viicut kitle indeksinden (VKI) ¢cok,
intramural hiicresel lipit igerigi ile daha gliclt bir korelasyon gosterir. Pek cok insan ve
hayvan ¢alismasinda intramyoseliiler lipit kiimelenmesinin instilin tarafindan uyarilan

glukoz alim ile korelasyon gosterdi 8i vurgulanmustir (16).

2. Goéreceli insiilin yetersizligi: Tip 2 DM’de 1. faz instilin salinimg yoktur ve 2. faz
salimm gecikmis ve uygunsuzdur. Insiilin sekresyonunda 1. fazin yoklugu veya pulsati]
salgi diizenindeki degisiklikler, tip 2 DM gelisimine giden yolda beta hiicre fonksiyon
bozuklugunun ilk belirtileridir ve genellikle klinik belirtiler ortaya ¢ikmadan tespit
edilebilir (9, 23). Normal kisilerde 6giin zamam meydana gelen keskin pikli insiilin
salimmu tip 2 diyabetik hastalarda gecikir, uzar ve miktary yetersizdir. Tip 2 DM klinik
olarak teshis edildiginde normal beta hiicre kiitlesi ve fonksiyonunuﬁ yalnizca %50°si kalir
(5, 23). Birlesik Krallik Prospektif Diabet Calisma grubu (The United Kingdom

Prospective Diabetes Study-UKPDS), diyet, egzersiz, metformin, siilfoniliireler veya

fonksiyonuny korudugu gortilmiistiir, béylece potansiyel olarak diyabet gelismesinin
onlenmesi veya gecikmesi saglanir (5). Beta hiicre fonksiyonlari Meglitinidler (faz 1) ve

stilfoniliirelerle (faz 2) uyarilabilen endojen instilin salgisi ile tahmin edilemes (5).

hepatik glikojen olarak depolanmasini saglar ve glukoneogenezi baskilar, Tip 2 DM’de
instilin direnc;, karacigerde hiperinsiilineminin glukoneogenezi baskilamada yetersiz
kalmasina yol acar; bu durum aclik hiperglisemisi ve postprandiyal durumda karacigerde

glikojen depolanmasinda azalma ile sonuclanir (12).
2.3.4 DM’NIN GENETIK OZELLIKILER]

Tip 2 DM klinik ve genetik olarak multifaktsriyel, heterojen bir hastaliktir. Yapilan
genetik calismalar, DM nin tek bir major gen degisikliginden kaynaklanmad1g1m pek ¢ok

gen lokusunda meydana gelen degisikliklerin sonucunda ortaya ¢iktiging gostermistir (16).
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‘Ayrica fiziksel aktivite ve diyet gibi yagam sekli ile ilgili faktorler, DM’ye hassas

fenotiplerin ortaya ¢ikisinda ¢ok &nemli ro] oynar (26).

Genglerin Eriskin Tip Diabeti: Tip 2 DM’de genellikle goklu gen bozuklugu
olmakla beraber (26), genglerde erken baslangic gosteren ve Genglerin Erigkin Tip Diabeti
(Maturity Onset Diabetes of the Young-MODY) olarak adlandirilan tip 2 DM’nin nadir
goriilen bu formunda, tek gene bagli otozomal dominant geels goriilebilir. MODY de
hepatosit niikleer faktér-40. (MODY 1), glukokinaz (MODY 2), hepatosit niikleer faktsr-
la (MODY 3), insiilin promotor faktor-1 (MODY 4) ve hepatosit niikleer faktor-1p
(MODY 5) gen mutasyonlan saptanmistir. MODY, klasik tip 2 diyabetikler gibi, genellikle
diyet ve oral antidiyabetik ilaglar ile tedavi edilirler ve uzun siire]i insiilin tedavisi

gerektirmezler (27, 28).

Diabetojenik potansiyel tagiyan monogenik kusurlar Tablo 3’te gorilmektedir.



Tablo 3. Diabetogenezde 8nemli baz; potansi

fareler ve ilgilj fenotipik degisimler €
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yel monogenik defektleri tastyan

Global veya Fenotipik degisimler Kaynaklar
doku spesifik
geni ¢ikarilmig
fareler
IR Diabetik ketoasidoz, erken postnatal 61iim Joshi  ve  ark.
(1996), Accili ve
ark. (1996)
Kas IR™ Normal viicut glukoz dengesi, dislipidemi, Briining ve ark
artmis adipozite (1998), Kim ve
ark. (2000)
Karaciger IR™" Asirt insiilin direnci, achk hiperglisemisi, B- Michael ve ark.
hiicre hiperplazisi (2000)
B hiicre IR”™  Glukozla uyarilan ik faz insiilin salgismin - Kulkarni ve ark,
yoklugu, yaslanmayla birlikte glukoz intolerans: (1999)
IRS-17" Biiytimenin gecikmesi, 1limh instilin direnci, B- Araki ve  ark
hiicre hiperplazisi, hiperinsiilinemi (1994), Tamemoto
ve ark. (1994)
IRS-27- Siddetli insiilin direnci, azalmis beta hiicre Withers ve ark
kiitlesi, erken diabet (1998), Kubota ve
ark. (2000)
GLUT4™- Orta derece insiilin direnci, glukoz intoleransi, Katz ve ark (1995)
azalmis yag kiitlesi
GLUT4*~ Insiilin direnci, diabet, hipertansiyon Stenbit  ve ark
(1997)
Kas GLUT4’t  insiilin direnci, glukoz intolerans; Zisman ve qrk
eksik (2000)
Yag dokusu Kas ve karacigerde insiilin direnci, glukoz Abel ve ark (2001)
GLUT4 1 eksik intoleransi, hiperinsiilinemi
GLUT2 ™ Glukoz intoleransi, bozulmus insiilin salgisi, Guillam ve ark
erken §liim, diabet (1997)
GK™ veya B Diabetik ketoasidoz, erken postnatal 6liim Grupe ve ark
hiicre GK™~ (1995),  Terauchi
ve ark. (1995)
GK*- veya - Bozulmus instilin salgisi, ilimli diabet Grupe ve ark
hiicre GK*~ (1995),  Terauchi
ve ark. (1995)
Karaciger GK™  Iliml; hiperglisemi Postic ve ark
(1999)

GK: Glukokinaz
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2.3.5 GLUKOTOKSISITE

Kronik hiperglisemi, glukozla uyarilan insilin salgisini ve instilin gen ifadesini
bozar. Kronik hipergliseminin beta hiicre fonksiyonu tizerine etkileri ii¢ ayr1 fenomenle
tanimlanir:  Glukoz duyarsizigi, beta hiicre yorgunlugu ve glukotoksisite. Glukoz
duyarsizligy, kisa stire yiiksek glukoz konsantrasyonuna maruz kalma sonucu meydana
gelen, beta hiicre ekzositotik mekanizmasinin hizli ve geri déniistimlii fizyolojik adaptif
yamtsizlifidir. Glukoz duyarsizlig bu ozelligi ile beta hiicre yorgunlugundan ayrilir. Beta
hiicre yorgunlugu bir insiilin salgilatic1 ajanin uzun siire kullamlmasimn ardindan hizli
salinabilen hiicre igi insiilin havuzunun tikkenmes; olarak bilinir. Glukotoksisite ise yiiksek
konsantrasyonda glukoza uzun siire maruz kalma sonucu pankreas beta hiicrelerinde
meydana gelen, yavas, ilerleyici ve geri doniistimsiiz etkilerdir. Beta hiicre kusurlariyla
iligkili bu etkilerin siiresinin uzunlugu ile iligkili olarak geri doniisimlii veya geri
doniisiimsiiz olmasi beta hiicre yorgunlugu ile glukotoksisite arasinda bir stiregenlik
oldugunu diistindiirmektedir. Fonksiyonel degisikliklerin yani sira kronik hiperglisemi,

apoptozu uyararak beta hiicre kiitlesini azaltabilir (29).
2.3.6 LIPOTOKSISITE

Kronik hipergliseminin zarar verici etkilerine benzer sekilde, normal kosullarda
beta hiicrelerinin temel yakiti olan yag asitleri de uzun siiren yiiksek diizeyleri ile beta
hiicrelerine toksik etkilidir. Pankreas beta hiicrelerinin yag asitlerinin yiiksek diizeylerine
uzun stre maruz kalmasi bazal insilin salimmini artirir fakat glukozla uyarilan instilin
salgisin1 baskilar. Ayrica hiperglisemi varliginda yag asitleri transkripsiyon faktor
pankreatik-duodenum homeobox-1’in negatif diizenlemesi yoluyla insiilin gen ifadesini
baskilayabilir. Hem in vitro olarak hem de Zucker diabetik yagl sicanlarda yag asitlerinin

yiiksek diizeylerinin, beta hiicrelerinin apoptozunu uyardif goriilmiistiir (29).
2.3.7 DM’DE TEDAVININ HEDEFi

DM, major morbidite ve mortalite ile seyreden kronik bir hastaliktir. DM’de
tedavinin hedefi, akut semptom ve komplikasyonlar: hafifletmek ve daha sonra uzun
donemde ortaya cikabilecek sonuglart  6nlemektir. Cogu kez ilk hedef kolayca

gergeklestirilebilirken, uzun dénem komplikasyonlarin énlenmesi daha biyiik ¢aba
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gerektirebilir  (30). Postprandiyal hiperglisemi artmig mikro ve makrovaskiiler
komplikasyonlarla iliskilidir. Kardiyovaskiiler hastalik riski ve tiim mortalite nedenleri

artmis postprandiyal kan glukozunun yiikselmesiyle artar (31).
2.3.8 DM’NIN KRONIK KOMPLIKASYONLAR]

Mikrovaskiiler Komplikasyonlar: Mikrovaskiiler hastaligin patogenezinde pek ¢ok
farkli mekanizmanin etkisi vardir. Kronik hastaligin siiresi, metabolik bozukluklar ve
genetik faktdrler, patolojik stregte rol oynar. Klinik olarak belirgin diyabeti olmaksizin,

ttim mikrovaskiiler komplikasyonlarin gelistigi vakalar bildirilmistir (3 0).
Mikrovaskiiler hastaligm pato genezinde yer alan mekanizmalar sunlardir:

1. Ileri Glikozile Son Uriinlerin Olugumu: Artan hiicre ici glukozun hiicresel
proteinlerin nonenzimatik glikozilasyon yoluyla ileri glikozilasyon son {iriinlerin (AGE)
olusumuna yol agtigr bilinmektedir. Nonenzimatik glikozilasyon glukozun proteinlerin
amino grubu ile etkilesmesi sonucu gelisir. AGE’nin kollajen, hiicre dis1 matriks proteinleri
gibi proteinlere gapraz baglandigi, aterosklerozu hizlandirdigs, glomeriiler disfonksiyona
katkida bulundugu, NO sentezini azaltufl, endotel disfonksiyonunu indtikledigi,
ckstraseliiler matriks bilesimi ve yapisuu degistirdigi gésterilmistir (10). AGE makrofaj
AGE reseptoriine baglanarak sonucu vaskiiler endotel hiicrelerinde sinyal iletisinde

degisikliklere yol agar (30).

2. Aldoz Rediiktaz Aktivitesinde Artig: Aldoz rediktaz enzimi, retina, bsbrek ve
ndronlarin hepsinde bulunur. Hiperglisemi, bu enzimin etkinliginde artisa neden olur ve
daha ¢ok glukoz sorbitole doniistir (30). Yiiksek sorbitol konsantrasyonlar1 hiicresel

fizyolojiyi farkl yonlerde etkiler ve hiicresel disfonksiyona neden olabilir (12).

3. Sinyal Transdiiksiyon Yollarinda Degisiklikler: Hipergliseminin hiicre i¢i sinyal
iletisinde etkili gesitli molekiiller araciligt ile veya direkt olarak diagil gliserol-protein kinaz
C yolu etkinligini artirdig gosterilmistir. Potein kinaz C’nin glukoz tarafindan aktivasyonu
in vitro olarak endotelyal hiicrelerde ve ndronlarda fibronektin, tip 4 kollajen, kontraktil
proteinler ve ekstraseliiler matriks proteinleri genlerinin transkripsiyonunu degistirir (12).

Bu durum hiicrede bazal membranda kalinlagma, permeabilite artigl, pihtilagsma,
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kasilabilme yeteneginde bozukluklar, anjiogenezde artis ve kardiyomyopati gibi bir cok

anormallie neden olur (30).

Makrovaskiiler Hastalik: Kardiyovaskiiler hastalik diyabetik hastalarda en &nde
gelen mortalite nedenidir. Oliimlerin bitytik ¢ogunlugu koroner kalp hastaligina baglidir.
Risk diyabetik olmayan kisilere gore, kadinlarda daha belirgin olmak tizere 2-4 kat daha
fazladir. Ik kardiak olaydan sonra diyabetik hastalarin %50°si 1 yil icinde Slmekte ve

bunlarin yaris: hastaneye dahi ulasamamaktadir (30).
2.3.9 DM TEDAVISINDE ORAL HIPOGLISEMIK AJANLAR VE INSULIN

Oral Hipoglisemik .Ajan.lar: Tip 2 DM insiilin eksikligi, insiilin direnci ve artmis
hepatik glukoz ¢ikisiyla karakterizedir. Tip 2 DM’yi tedavi etmek icin kullamilan ilaclar, bu
metabolik anormalliklerin  bir veya daha fazlasmi diizeltmek i¢in  diizenlenmistir.
Glintimiizde kendine 0zgli farmakolojik 6zellikler gosteren bes farkli hipoglisemik ajan
sinifi bulunmaktadir. Bunlar: Stlfoniliireler, meglitinidler, biguanidler, tiazolidindionlar ve
alfa glukozidaz inhibitsrleridir. Diyet ve egzersizle uygun glisemik kontrol saglanamayan
hastalarda tek oral ajanla tedavi denenir. Bir ajan secilirken hem hastanin hem de ilacin
spesifik Ozellikleri diisiintiliir. Bir oral ajan kullanarak uygun kan glukoz kontrolii
saglanamiyorsa, daha iyi glisemik kontrol elde etmek igin farkli mekanizmalarla etki eden
gjanlar tedaviye eklenebilir (32). Stilfoniliireler tip 2 DM tedavisinde kullanilan en popiiler
ve ucuz oral antidiyabetiklerdir. Baslangicta siilfoniliirelerle glisemik kontrolii saglanmig
tip 2 diyabetik hastalarin, sekonder siilfoniliire yetersizligi sonucu glukoz kontrolii

bozulabilir. Bu durum kan glukozunun dikkatle takibini gerektirir (21).

Stlfonilireler: 1950’lerden bu yana siilfoniliireler oral antidiyabetik tedavinin
6nemli bir simifim olusturmus ve yan etkileri azaltilmis yeni kusak stilfoniliirelerin
gelistirilmesiyle yeniden popiilarite kazanmistir. Stilfoniliireler pankreas beta hiicrelerinden
instilin salimini uyararak etkili olur ve periferik hedef dokularda (kas, yag) hafif insiilin
direnci gelistirebilir. Ortalama glikozile hemoglobin (HbAlc) diizeylerini % 0.8 ile 2.0 ve
achk plazma glukoz konsantrasyonunu 60-70 mg/dL (3.3-3.9mmol/L) distirtir. Bu diiss,

tedavi dncesi plazma aghk glukozu ytiksek olan hastalarda daha fazladir (32).
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Stllfoniltre tedavisinin baglangicinda etkili en disiik doz kullanilir ve istenilen
etkiye bir veya iki hafta araliklarla doz artirilarak ulasilir. Ne yazik ki siilfoniliirelerle
tedavi edilen biitlin hastalarda uygun yamt alinamaz. Primer yanitsizlik stilfoniliire
tedavisine baslangigta zayif yanit alinmasidir (aghk plazma glukoz diizeyinin 20 mg/dL
veya 1.1 mmol/L’den daha az azalmasi). Tip 2 diyabetik hastalarin yaklasik %20-25’inde
stllfoniliire tedavisine primer yanitsizlik goriilir. Sekonder yanitsizlik tedavinin
baglangicinda iyi yanit alinmast (aglik plazma glukozunun 30 mg/dL veya 1.7 mmol/L’den
daha biytik azalmasi) fakat daha sonra tedaviyle yeterli glisemik kontroliin
saglanamamasidir. Bu fenomen her yil hastalarin yaklasik %5-10’unda ortaya cikar. Bu
sakincalara ragmen siilfoniliirelerin maliyet ve etki agisindan en potent glukoz diisiirticii

ajanlar oldugu gésterilmistir (32, 33).

Etki Mekanizmasi: Siilfoniliireler, stilfoniliire reseptor-1 (SURI1) alt birimlerine
baglanmak yoluyla Karp kanali kompleksinin kapanmasina yol agar. Geride biraz beta
hiicre fonksiyonu kalmugsa stilfoniliirelerle birlikte insiilin verilmesi glinliik total insiilin
ihtiyacinin azalmasini saglar ve HbAlc seviyelerini daha agag1 cekebilir. Glukoz seviyeleri

instilinle normallestirilirse siilfoniliireler daha iyi absorbe edilebilir (5).

Stlfoniliire Tedavisinin Dezavantajlart: Siilfoniliire tedavisinin ¢esitli dezavantajlar
vardir: glukozdan bagimsiz etkileri uzun siireli oldugu i¢in asirt ve uzamis hipoglisemi
gorilmesi, siilfoniliire grubu ilaglara sonradan yanitsizlik gelismesi (sekonder yanitsizlik)
ve uzun sireli tedaviden sonra pankreas beta hiicre hasar1 bunlar arasindadir (34).
Hipoglisemi siilfoniliirelerin en tehlikeli yan etkisidir. Biitiin stilfoniltireler kilo alimina
neden olabilir, bu nedenle obez hastalar i¢in en iyi ilk se¢im degildir (32). Sekonder

sillfoniliire yetersizligi gérillen hastalarin, oral tedavileri kesilerek insiilin monoterapisine

gecilir (21).

Insiilin Tedavisiyle Beta Hiicre Fonksiyonlarmin Artirilmasi, Replasmani veya
Kurtarilmasi: Tip 2 DM’li hastalarda akut hastalik, cerrahi girisim, gebelik, glukoz
toksisitesi, oral antidiyabetiklerin kontrendike veya yetersiz olmasi, ekzojen insiilin
tedavisinin baglica endikasyonlarini olusturmaktadir. Eger beta hiicre fonksiyonu varsa
bazal insiilinle ‘artirma tedavisi’ uygulanabilir. Bazal+bolus insiilinle ‘replasman

tedavisine’ ise beta hiicrelerinin yorgunlugu durumunda gerek duyulur. Replasman tedavisi



21

normal salgi paternine uygunluk gdsterecek sckilde diizenlenir. Replasman rejimlerinin
birkag hafta siire ile uygulanmasi ile yapilan ‘kurtarma tedavisi’ glukoz toksisitesini geri
gevirebilir (5). Fizyolojik insiilin profilinin yeniden olusturulmas: i¢in kullanilan kurtarma
tedavisi ile erken ve yogun glisemik kontroliin saglanmasi, aglik glukoz diizeylerinde
oldugu kadar postprandiyal glukoz kontroliinde de etkilidir ve beta hiicre fonksiyonunun
korunmasi, hastalik seyrinin yavaslatilmasi ve DM’nin kronik komplikasyonlarinin
azaltlmasi igin &nerilir (23). Insiilin replasman tedavisi aglik, preprandiyal ve
postprandiyal glukoz diizeylerine gore sistematik olarak yapilir. Ideal insiilin replasman
tedavisi Sekil 6°da goriilmektedir. Bazal insiilin tedavisinde uzun etkili instilinler (n&tral
protamin Hagedorn [NPH], ultralent, glargin gibi) kullamilir, giinde bir veya iki kez enjekte
edilerek alt1 giin devam edilir. Ogiin zaman1 bolus insiilin tedavisi, kisa veya hizli etkili
instilinler kullanilarak (regiiler, aspart, lispro gibi) yapilir, bu tedavi 63iinle alinan besinlere

karsilik gelir ve meveut glukoz diizeyini diizeltir (5).

- Tdeal insiilin replasman paterni
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Sekil 6. Ideal insiilin replasman tedavi profilini gostermektedir (5).

Insiilin tedavisini, oral antidiyabetiklerle tedaviye kiyasla glisemik kontrol ve
komplikasyonlarin gelisimini engellemede daha basarili bulan calismalar vardir. Tanidan
sonraki fi¢ yil iginde metformin veya silfoniliire ile tedavi edilen hastalarin yalmzca
%33’li %7°den daha az HbAlc diizeylerine sahiptir. UKPDS, HbAlc diizeyi %7 veya daha
diistik olan hastalarda, baslica retinal fotokoagiilasyon olmak tizere mikrovaskiiler hastalik
riskinde azalma bulmus fakat kardiyovaskiiler hastalik riskinde benzer azalma

saptanmamustir. Glisemi, lipit ve kan basmeci kontroliiniin bir kombinasyonu olan Steno-2
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¢alismasinda aligilmis tedaviyle kiyaslandiginda insiilin tedavisinde mortalitenin %50
azaldigr goriilmiistiir. Cerrahi yogun bakim tnitelerinde tedavi edilen DMl kritik
hastalarda yogun insiilin tedavisi aligilmis tedaviyle kiyaslansiginda morbidite ve
mortalitenin azaldig1 saptanmustir. Miyokard infaktiisti geciren hastalarda yogun insiilin
tedavisi alisilmig tedaviyle kiyaslandiginda 6liim riskinin %30 daha distik oldugu

goriilmustiir (5).
2.4 NITRIK OKSIT

NO doku dagilim1 yaygin, fizyolojik etkileri ileri derecede cesitlilik gosteren kiiciik
bir biyomolekiildiir (35). Biyolojik etkileri ilk kez 1987°de tanimlanan, endotel kaynakli
gevseme faktori olarak adlandirilan biyolojik mesajc1 molekiiliin (36) giintimiizde NO gaz
oldugu bilinmektedir (35). NO kisa yart Omiirlii (1-5 s) ve bir adet eslesmemis elektronu
olan, géreceli olarak kararli bir serbest radikaldir. Oksijen, stiperoksit radikalleri ve gecis
metalleri ile (hemoproteinlerin demir atomu gibi) reaksiyona girebilir. Bu basit gaz.
zarlardan rahathkla difiize olabilen lipofilik bir bilesiktir ancak yliksek reaktivitesi,

difizyonunu sentez bélgesinden 1 mm ¢ap uzaklifa kadar simnirlar (36).
2.4.1 NO’NUN HUCRESEL KAYNAGI VE BIYOSENTEZI

NO epitelyal hiicreler, néronlar, makrofaj, nétrofil ve mast hiicreleri gibi
inflamatuar hiicreler, vaskiiler endotelyal hiicreler, diiz kas hiicreleri, pankreas adacik

hiicreleri ve hepatositler gibi ¢esitli hiicre ve doku tiplerinde tiretilir (36, 37, 10).

NO, L-argininden NOS enziminin katalizledigi iki basamakli bir reaksiyonla olusur
(Sekil 7). Bir mol NO sentezi igin ayrica iki mol oksijen ve 1.5 mol NADPH kullanilir (38).
NO L-arginin disinda gliseril trinitrat gibi vazodilatrlerin metabolizmas: sirasmda ortaya
¢ikan nitritten de olusturulabilir. NOS un kimyasal inhibitsrleri NO olusumunu azaltmak
icin kullamlir. NO hemoglobin ve diger hem proteinleriyle, siki baglandig: icin bu
bilesenler ile baskilanr (3 5). Yiiksek hemoglobin diizeylerinin NO i¢in katabolik bir tuzak

oldugu ileri siiriilmiistiir (39).
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sekil 7. NO olusumu goriilmektedir.
2.4.2 NITRIK OKSIT SENTAZ

Sitozolik bir enzim olan, NOS’un iig ayrt izoenzimi protein saflastirilmasi ve
molekiiler klonlama teknikleri ile tanimlanmistir (35): 1. Yapisal noral NOS (NOS-1 veya
nNOS), 2. Uyarilabilir NOS (NOS-2 veya INOS) ve 3. Yapisal endotelyal NOS (NOS-3
veya eNOS) (36).

NOS’un yapisi: nNOS 161, iNOS 131, ve eNOS 133 kDa’dur. Gen lokuslari farkls
insan kromozomlarinda bulunur (swrasiyla 12, 17 ve 7. kromozomlar) (36). NOS bes redoks
kofaktoriiyle galisan gok kompleks bir enzimdir; NADPH, flavin adenin diniikleotit (FAD),
flavin adenin mononiikleotit (FMN), hem ve tetrahidrobiyopterin (35). NOS yapisal olarak
reditktaz ve oksijenaz fonksiyonu gésteren iki ana bélime ayrilan heterodimerik (40) bir

enzimdir (Sekil 8).

Oksijenaz bolumi Rediltaz balimmn
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Sekil 8. eNOS’un sematize yapisini gostermektedir.
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NOS ifadesine etkili faktorler: iNOS ifadesi makrofajlar, nétrofiller, hepatositler,
epitelyal, mezengial, endotelyal ve damar diiz kas hiicreleri gibi (41) cekirdekli tiim
hiicrelerde bulunur (42). iNOS indiiksiyon mekanizmalari arasinda de novo transkripsiyon
ve yeni protein sentezi bulunur (41). TNF-a, interferon (INF)-y ve interlokin (IL)-1p gibi
proinflamatuar ~ sitokinler tarafindan  indiiklenebilir (36). INOS indiiksiyonu
glukokortikoidler, trombin, transforme edici biiylime faktsrii beta, IL-4, IL-8, IL-10, IL-13
gibi molekdiller tarafindan baskilanabilir. Tiim NOS izoenzimleri NADPH ve kalmodiiline
bagimlidir. iINOS kalmodiiline sikica bagli bulundugu icin yeterli substrat ve uyaran
varlifinda yiiksek konsantrasyonlarda (nM konsantrasyonlarda) NO firetir (41). Ornegin
proinflamatuar sitokinlere birka¢ saat maruz kalma, saatler veya giinlerce yiiksek
konsantrasyonlarda NO’nun salimmina neden olur (36). Inflamatuar kosullar iNOS
tarafindan tretilen, géreceli olarak biiyiik miktarlardaki NO firetimi takip eden sitotoksik
etkilerle iliskilidir. NO nM konsantrasyonlarda fungal, bakteryel, helmintik ve protozoal
organizmalar ve tiimér hiicrelerine sitotoksik ve sitostatik etkili olabilir. Bobrek, ince
bagirsak ve brongial epitelde iNOS un yapisal ifadesi de gosterilmistir. iINOS indiiksiyonu
toksik veya koruyucu etkilere yol acabilir. iNOS ifadesinin sonuglarini belirleyen faktorler
arasinda uyaran, doku tipi, INOS ifadesinin uyarilma siiresi ve dokunun redoks durumu yer
alir. Son yillarda bulgular iNOS’un toksisitesi tizerinde yogunlasmistir. Makrofajlar ve
damar diiz kas hiicrelerinde iNOS indiiksiyonunun hiicresel salimini baskilayarak hiicre

disfonksiyonu ve dliimiine yol agabildigi gosterilmistir (41).

Endotelyal ve néronal izoenzimler yapisal enzimler oldugu icin birlikte yapisal
NOS (cNOS) grubunu olusturur. ¢cNOS trombositlerde, néronal, epitelyal ve endotelyal
hiicrelerde bulunarak (36) sl doku dagilmi gésterir (42). ¢cNOS’un en &nemli

uyaranlar: arasinda asetilkolin ve bradikinin gibi vazodilatér etkili molekiiller

bulunmaktadir (36).

Ug NOS izoenziminin subseliiler lokalizasyonu farklilik gostermektedir. nNOS ve
INOS ¢06ziiniir sitozolik proteinler olarak tanimlanmis, eNOS ise plazmalemmal kaveolada

(transmembran bir protein olan kaveolinle karakterize plazma membrani invajinasyonlari)

gosterilmistir (36).
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2.4.3 NO ETKI MEKANIZMASI

Endotelyal ve néronal kaynakli NO etkilerini ikincil haberci olan siklik guanozin
mono fosfat (¢cGMP) aracihiftyla yapar (35). NO sentez noktasindan hizlica yayilir, hiicre
membranlarini gecebilir, hem olustugu hiicrelerde hem de hedef hiicrelerde hticre ici
molekiiler bolgelerle ctkilesir. NO’nun hedefi, ¢Ozlinlir guanilat siklazin hem bilesenidir.
Cozintir guanilat siklaz GTP’nin cGMP’ye doniisiimiinti katalize eder (36, 10), cGMP-
bagimli protein kinazlar aktif hale doniistiiriir (35). cGMP hiicre disina Ca?* ¢ikisini ve
endoplazmik retikulum ve mitokondria gibi organellerde Ca** depolanmasim uyararak
sitozolik Ca®* konsantrasyonlarinm diigmesine yol acar. Hiicre ici Ca®* konsantrasyonunun
diismesi NO aracil vaskiiler ve nonvaskiiler diiz kas gevsemesinden, trombosit adezyon ve
agregasyonunun inhibisyonundan, nétrofil kemotaksisinin baskilanmasindan, santral ve

periferik sinir sisteminde sinyal iletisinden sorumludur (41).

Giintimiizde NO’nun ¢cGMP’den bagimsiz etkilerinin de oldugu bilinmektedir.
NO’nun yiiksek konsantrasyondaki lokal sitotoksik ctkileri mitokondride anahtar rol
oynayan demir siilfiir enzimlerinin inhibisyonunu, siklooksijenazin aktivasyonunu ve
sitokrom Pys0 enzimlerinin baskilanmasini icermektedir. NO cesitli  hiicrelerde gen
transkripsiyonu ve translasyonunu diizenleyebilir; endotelyal hiicrelerde c-fos’u aktive

ederken néronlarda c-fos promoteri ile iliskili gen ifadesinde Ca etkisini artirir (41).
2.44 NO’NUN SERBEST RADIKAL ETKILER{

En 6nemli etkilesim potent sitotoksik bir molekiil olan peroksinitrit anyonunu

(ONOO) olusturmak tizere stiperoksit anyonuyla (O,) olur (36):
NO- + 0," - ONOO ve ONOO™ + H" - ONOOH.

Peroksinitrit anyonu hiicre i¢i veya yakininda iken ¢ok 6nemli yasamsal bilesenlere:
zincir kesimi ile DNA’ya, peroksidasyon ile lipitlere, akonitaza, ve antioksidan miktarina
zarar verebilir. NO' ve 07y’ atfedilen toksik etkilerin énemli bir kisminmn peroksinitrit
anyonuna ait oldugu diisiiniilmektedir (41). Guglii bir oksidan olan peroksinitrit (ONOOH)

ileri dekompozisyonla HO" radikali olusumuna yol agar:
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ONOOH - NO,+HO HO ise biyolojik olarak yikici bir molekiildiir (41).

ROS ve reaktif nitrojen tiirevleri ile meydana gelen oksidatif stres, hiicre 6limi,
ndrolojik bozukluklar, inme, inflamatuar bagirsak hastaliklari, artrit, toksik sok ve akut

reperfliizyon hasari gibi doku hasariyla karakterize hastaliklarla iligkilendirilmektedir (41).
2.4.5 NO'NUN APOPTOTIK ETKILER]

NO gesitli hiicre tiplerinde apoptozu indiikleyebilir. Normal O, kosullarinda toksik
olmayan NO konsantrasyonlarinin hipoksik kosullarda hiicre 6liimiine neden olabildigi,
Bax’in NO ile uyarilan apoptoza aracilik ettii, Bel-Xy‘nin NO ile uyarilan apoptozu

Onledigi gosterilmistir (43).

Son galismalar NO’nun bugiine kadar bilinen etkilerinin yani sira nitrozilasyon ve
nitrasyon gibi proteinlerin posttranslasyonel modifikasyonlari, ROS’larla reaksiyon ve hem
grubu bulunduran proteinlerle etkilesim yoluyla gesitli diger hiicresel fonksiyonlar1 da
etkiledigini géstermektedir. Mitokondriyal sitokrom C oksidaz enzimi NO’nun etkilestigi
proteinlerden biridir. Normal fizyolojik kosullarda sitokrom C oksidaz, oksijenin suya
indirgenmesiyle sonuglanan solunum zincirinin son elektron alicisidir. NO  oksijenin
yarismali inhibitorii olarak davranir ve sitokrom C oksidaz aktivitesinin inhibisyonuna yol
acar. Normal oksijen kosullarinda NO’nun hiicresel solunum ve apoptozu diizenleyici rolii
oldugu gosterilmistir. Sitokrom C oksidazin NO ile inhibisyonu mitokondriyal membran
potansiyelinde azalma ve sitoplazmaya sitokrom C serbestlesmesine yol acar. Sitokrom C
sitoplazmada apoptotik proteaz aktive edici faktsr 1 ile reaksiyona girerek kaspaz 9’un
aktivasyonuna yol acar. Aktive kaspaz 9 da kaspaz 3 ve 7’yi aktive ederek DNA

fragmantasyonu ve laktat dehidrogenaz salimi gibi apoptotik degisimlerle sonlanir (43).

NO’nun stiperoksitle etkilesimi sonucu meydana gelen peroksinitrit de NO ile
inditklenen apoptoz i¢in ileri siiriilen bir diger mekanizmada rol oynamaktadir. Peroksinitrit
mitokondriyal elektron transportunu geri doniisiimsiiz olarak inhibe eder, mitokondriyal

membran gegirgenligini bozarak hiicre 6liimiine neden olur (43).

Mitokondriyal DNA’s1 olmayan, bu nedenle fonksiyonel elektron transport zinciri

bulunmayan hiicrelerin NO ile indiiklenen hiicre 8liimiine direngli oldugunun gésterilmesi,
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NO ile indiiklenen apoptoz icin elektron transport zinciri fonksiyonunun &nemini
gostermektedir. Normal oksijen kosullarinda apoptotik  etkisi olmayan diisiik
konsantrasyondaki NO’nun, hipoksik kosullarda NO ile indiiklenen hiicre 6liimiine kars1

hiicreleri duyarlagtirdig: bildirilmistir (43).

Raines ve ark. nNOS tarafindan tiretilen NO’nun kaspaz aktivasyonuna yol agtigint
ve bu izoenzimin NO {iretiminin ortamdaki arginin substrati miktar! ile iliskisini ortaya
koyan bir deneysel calisma gerceklestirmislerdir. Buna gbre L-arginin substratinin
kullanilabilirligine bagli olarak nNOS hiicre sinyal ileti yollarmi ve fizyolojik fonksiyonlar
farkh olarak diizenleyebilen iki serbest radikal {iretebilir. L-argininin hiicresel diizeyleri
yeterli oldugunda nNOS NO’yu olusturarak Ras veya Rafl’i hedefleyen mekanizmalar
yoluyla ekstraseliiler sinyal diizenleyici kinaz (ERK) aktivasyonunu baskilayabilir ve
hiicreleri apoptoza duyarlagtirabilir. L-arginin diizeyi dusiik oldugunda nNOS primer
olarak O, olusturur. O";’nin ERK yolunun aktivasyonunda kiictik bir etkisi vardir ve hiicre
bilylimesi, gogalmasi, farklilasmasi veya immiin cevap gibi diger fizyolojik olaylarin

meydana gelmesine izin verebilir (Sekil 9) (44).

nNOS
Duigik: I-arginin

// Tiksek L-arginin
konsantrasyonu - kensantrasyonu

PN
O, i— > NO
] !

MIKK1/Z Apoptoz ywamby

|

ERKiI/2

Sekil 9. nNOS aracili ERK sinyal ileti yolunun diizenlenmesinin sematik gosterimi.

2.4.6 YIKIMI
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NO’nun intrinsik dayaniksizhg:, yikimin hedefleyen 6zel mekanizma geregini
ortadan kaldirmaktadir. NO kendi yikim ve inaktivasyonu i¢in bir ¢ok hedef molekiillerle
etkilesir. Yikim ile meydana gelen biyoaktif serbest radikallerin (peroksinitrit anyonu,
hidroksil radikali vb.) yan1 sira diger inaktivasyon mekanizmast da NO’nun nitrit (NOy)
olugturmak tizere molekiiler oksijenle reaksiyonudur. Nitrit daha sonra hemoproteinlerin
varliginda nitrata (NO5") yiikseltgenir (36). NO, NO deposu veya tasiyicisi olarak hareket
edebilen S-nitrozotiyol olusturmak {izere albiimin ve doku plazminojen aktivatérii gibi tiyol

igeren proteinlerle de reaksiyona girebilir (36).

NO metabolize olurken molekiiler oksijen ile spontan olarak baglanip azot dioksit

(NO3y) olusturur: NO-+ 0, - 2NO,

Omrii kisa olan NO’nun tiretimi hakkinda fikir sahibi olabilmek icin NO,, nitrat ve nitrit

Olgtimleri yapilabilir ( 45).
2.4.7 NO°NUN ETKILERT

NO aktivitesi tipik olarak NO {iretiminden sorumlu enzimlerin aktivitesi ve
miktarina, oksidan stresin diizeyine, hemoglobin ve glutatyon gibi antioksidan molekiiller
tarafindan geri alim hizimi igeren bir ¢ok lokal faktore baghdir. NO oksijen, stiperoksit
radikalleri veya gecis metalleri ile reaksiyona girer ve reaktif nitrojen tiirevlerini
olugturabilir. NO, etkileri doku tipine, organizmanin iginde bulundugu kosullara ve
konsantrasyona gore farklihk gosterebilen pleotropik bir molekiildiir. NO diisiik
konsantrasyonlarda periferik kan akig1, trombosit fonksiyonlari, immiin reaksiyonlarin
diizenlenmesi, non-adrenerjik non-kolinerjik nérotransmisyon ve bellek gibi bir cok
fizyolojik islevi etkileyen bir sinyal molekillit olarak gorev yapar. Yiksek
konsantrasyonlarda ise tiimér ve patojenlere kargi sitotoksik ve sitostatik savunma
mekanizmasinda yer alan bir ubikutin mesajer  molekiildiir (36, 46). Diigiik
konsantrasyonlarda antioksidan ozelligi olan NO, yiiksek konsantrasyonlarda prooksidan
etkilidir (47). iNOS tarafindan saglanan yiiksek konsantrasyondaki NO, tiimér hiicrelerini
oldiiriicti, viral replikasyonu durdurucu ve cesitli patojenleri etkisizlestirici immiin etkiler

gosterir (36).
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Doku ve Organ Sistemlerine Etkileri: Kardiyovaskiiler sistem: Vaskiiler endotel
hiicrelerden sentezlenen NO diiz kaslarda gevsemeye neden olur (48). Negatif inotropik
etkili bir norotransmitterdir (49). Kan basici ve vaskiiler tonusun diizenlenmesi, trombosit
agregasyonunun baskilanmasi, 16kosit adezyonu ve diiz kas hiicre ¢ogalmasinin dnlenmesi
yoluyla kardiyoprotektif etkiler gosterir (50). Endotel hiicrelerinden NO’nun salinmasi

pulmoner dolagimda vaskiiler bazal tonusu diizenler ve hipoksik vazokonstriiksiyona kars:

koyar (36).

Gastrointestinal sistem: NO yutma, Ozefageal distansiyon ve vagal efferent sinir
uyarisiyla indiiklenen alt 6zefageal sfinkterin gevsemesi i¢in bir aracidir (51). Enterik

noronlardan salimi gastrik ve intestinal diiz kaslari gevsetir (48).

Solunum Sistemi: TNF-a ve IL-18 gibi alveoler makrofaj kaynakli proinflamatuar
sitokinler ile iNOS’un uyarilmasi, solunum yolu ylizey sivisinin hipersekresyonu ve
eozinofilik yang: ile karakterize akciger hastaliklarmin patogenezinde 6nemli bir rol oynar
(36, 46). nNOS kaynaklt NO ise solunum yolu diiz kas gevsemesi ve diiz kas

proliferasyonunun baskilanmas: gibi bronkoprotektif etkiler gosterir (36).

Merkezi Sinir Sistemi: Bir serbest radikal gaz olan NO hiicre ve dokulara hizlica
penetre olabildigi icin beyindeki sinaptik iletide de énemlidir. Uzun dénemde Ogrenme ve
bellek fonksiyonlar1 icin esas olan hipokampustaki sinaptik plastisite olusumunu artirir

(48). Otonom sinir sistemine de etkileri bildirilmistir (49).

Gentotiriner Sistem: Corpus kavernozumdan salinan NO penil ereksiyona aracilik
eden kan damarlarini gevsetir (48). NO renal fonksiyonlar tizerinde potent bir modiilatér
olarak etki eder. Afferent ve efferent vaskiiler tonusu, glomeriiler filtrasyonu ve afferent
arteriyol tizerindeki belirgin etkiyle mediiller kan akigim  kontrol eder. Ayrica NO
natriliretik etkilere de sahiptir. Renal hemodinaminin NOS inhibitorlerine ¢ok duyarls

oldugu gésterilmistir (42).
2.48 NO’NUN DM OLUSUMUNA ETKILER]

NO’nun seviyesindeki degisiklikler DM’yi de igeren patolojik sartlarin olusmasina
katkida bulunabilir (52).
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NO’nun insiilin salinimina etkisi: nNOS pankreasta alfa, beta, delta ve PP
hiicrelerinde, eNOS beta, delta ve PP hiicrelerinde bulunur ve insiilin disinda glukagon,
somatostatin ve pankreatik polipeptidin saliniminda dlizenleyici olarak islev goriir. cNOS
izoformu tarafindan {iretilen NO, beta hiicrelerinde insiilin salmmim basamaklarinin 6nemli
bir modiilatérii olarak gérev yapabilir. Nakada ve ark. ekzojen NO’nun instilin salinimina
etkisinin konsantrasyon bagimli oldugunu gostermislerdir. Diisiik NO konsantrasyonlarinda

uyarict, yiiksek konsantrasyonlarda inhibitér etkiye yol agmaktadir (37).

NO’nun periferik insiilin duyarliligina etkisi: NO insiilinin periferik etkilerinin bir
aract molekiilii olarak ve direk etki ile kas hiicresi igine glukoz girisini kolaylastirir.
Instilinin in vivo glukoz tagmmasim artirmasina katkida bulunan dolayli mekanizmalardan
birisi endotelden salinan NO’nun kan ak1$1ﬁ1 artirmasidir. NO direkt etki ile iskelet kasinda
insiilin ve kas kasilmas: ile uyarilan sinyal ileti yollarindan bagimsiz bir mekanizmayla
glukoz girisine aracilik eder. NOS’un néronal ve endotelyal izoenzimleri iskelet kasinda
ifade edilir. Sodyum nitroprussid gibi NO donérlerinden saglanan ekzojen NO, hiicre
yizeyindeki GLUT4 diizeyini artirarak izole iskelet kaslarinda glukoz tagimmmasini uyarir.
NOS inhibitorlerinden NG—monometiI-L—arginin veya NG—nitro-L-arginin metil esterin akut
verilmesi belirgin insiilin  direnci, hipertansiyon ve/veya hiperglisemi gelisimi ile
sonuglanir. NOS blokaji ile iskelet kaslarina kan akisinin  azaldipi ve in vivo
hiperinstilinemik-6glisemik klemp esnasinda insiilin aracili glukoz giriginin bozuldugu
saptanmigtir (53). Ragoobirsingh ve ark. calisma grubuna NO dondrii olan S
nitrozoglutatyon (GSNO), kontrol grubuna plasebo olarak kaptopril verilen képeklerde,
GSNO’nun mononiikleer beyaz kiirelerdeki insiilin reseptorilt sayisini ve reseptérlerin

instiline ilgisini azalttig1 gostermislerdir (52).

NO’nun beta hiicre hasarma etkisi. Diger hiicre tipleriyle kiyaslandiginda beta
hicreleri yiiksek sayida mitokondri icermeleri ile iligkili olarak daha ytiksek oksidatif hasar
riski ve apoptoza artmis duyarlilik tagimaktadir (6). NO’nun DM patogenezinde beta
hiicrelerine hasar verici etkisi ROS araciligt ile, inflamatuar olayin bileseni olarak ve/veya
apoptotik mekanizmalarla meydana gelebilir (6). Normalde beta hiicrelerinde bulunmayan
INOS, proinflamatuar ajanlara beta hiicrelerinin maruz kalmasiyla ifade edilir ve iiretilen
yiksek miktardaki NO beta hiicre hasari ve nekrozuyla sonuglanan beta hiicre

disfonksiyonuna neden olabilir. Kisa stireli glukoza maruziyet bile adacik beta hiicrelerinde



31

NO aracili beta hiicre fonksiyon bozulmas: ile sonuglanan iNOS indiiksiyonuna yol

acabilir. Tip 2 DM’de kronik hipergliseminin beta hiicrelerine zarar verici etkileri iyi

bilinmektedir (54).

Insiilin salgilayan beta hiicreleri, oksidatif strese duyarli hiicrelerdir. Tip 1 DM’de
otoimmiin atak ve inflamatuar sitokinlerin etkileriyle stiperoksit anyonu, hidrojen peroksit,
hidroksil radikali gibi reaktif oksijen tirevleri ile es zamanlt NO olusumunun, beta hiicre
disfonksiyonu veya hiicre éliimiine neden oldugu gosterilmistir. ROS ile iliskili beta hiicre

fonksiyonu bozulmasi tip 2 DM’de de gosterilmistir (6).

Beta hiicre hasarimn NO ve ROS araciligi ile meydana geldigine dair kanitlar
asagidaki gozlemlere dayanir: 1. Beta hiicrelerinde serbest radikal savici enzimlerin
diizeyleri diisiiktiir ve serbest radikalle indiiklenen beta hiicre hasarina duyarliliga isaret
etmektedir. 2. IL-1 veya IL-1 ve INF-y kombinasyonu ile meydana gelen beta hiicre
apoptozunda iNOS ifadesinin ve NO olugumunun arttigy gosterilmistir. 3. iNOS eksik
adaciklarda, sitokinle indiiklenen hiicre 6liimii daha az goriilmektedir (55). 4. Pankreas beta
hiicrelerinde yiiksek sayida mitokondri igermeleri ile iliskili olarak metabolizma oksijene
daha bagimlidir ve yiiksek NO konsantrasyonlari sitokrom C oksidazin oksijen ile

reaksiyonunu yarigmali olarak baskilayarak apoptoza yol acabilir (6, 55).

2.4.9 NO’NUN DIABETIK KOMPLIKASYONLARIN PATOGENEZINDE
ROLU

Vaskiiler komplikasyonlarin olusumuna etkisi: Makro ve mikrovaskiiler hastalik tip
2 diyabetik hastalarda morbidite ve mortalitenin en yaygin sebebidir. Diyabetik
kardiyovaskiiler disfonksiyon nefropati, retinopati, néropati, artmis inme riski,
hipertansiyon, ve miyokard infarktiisii gibi gesitli ciddi komplikasyonlarin gelismesinin
temelinde yatan biyiik, 6nemli bir klinik problemi temsil eder. Iyi kontrolli DM
vakalarinda bile gériilebilen hiperglisemik ataklar, diyabetik komplikasyonlarin gelismesini

tetikleyen artmis oksidatif ve nitrozatif stres artist ile yakin iligkilidir (56).

Multifonksiyonel bir molekiil olan NO, vaskiiler tonusu diistirticti ve vaskiiler diiz
kas hiicrelerinde antiproliferatif etkileri ile DM’nin makrovaskiiler ve mikrovaskiiler

komplikasyonlar1 tizerinde etkili olabilmektedir. iNOS tarafindan lretilen biiyiik
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miktarlarda NO  toksik, hasar verici bir ajandir, eNOS tarafindan distik konsantrasyonda
tretilen NO ise endotel fonksiyonlar: icin gereklidir (57). Oberzite, tip 2 DM ve insiilin
direncinde goriilen endotel disfonksiyonu, NO iiretiminin azalmas: ve tiketimin artmasi ile
NO saglanabilirliginin azalmasindan kaynaklanabilir (58, 59). Endotelin-1 ve NO
arasindaki denge vaskiiler komplikasyonlarin gelisiminde ¢ok &nemlidir: trombosit
aktivitesi, lipid oksidasyonu, 16kosit kemotaksisi, vaskiiler diiz kas hiicreleri ve mural
fibroblastlarin proliferasyonu ve biiyiimesi gibi trombotik faktérlerin lokal iiretiminin

diizenlenmesi yoluyla NO antiaterosklerotik, endotelin-1 proaterosklerotik faktérler gibi

etki eder (58).

Tip 2 DM’de endotelyal disfonksiyon patogenezi ¢ok faktorlidiir; NO/endotelin-1
dengesinin bozulmasinin yani sira oksidatif stres, dislipidemi ve hiperglisemi de ana
etkenlerdir. Diyabetik dislipidemi trigliseritten zengin lipoproteinlerin birikimi, kiiciik
yogun LDL partikiillerinin artis1, azalmis HDL kolesterol ve artmig postprandiyal serbest
yag asidi akist ile karakterizedir. Bu degisikliklerin oksidatif strese katkida bulunabildigi ve
eNOS aktivitesini direk olarak baskilayarak endotel disfonksiyonuna yol agabildigi ileri

stirtilmiistiir (60).

Hiperglisemi ileri glikozile son iriinlerin olusumu, protein kinaz C ve polyol
yolunun aktivasyonu ile siiperoksit anyonu ve peroksinitrit olusumunu artirir. Peroksinitrit
vaskiiler endotel, vaskiiler diiz kas ve miyokardiyumdaki ¢esitli biyomolekiillere saldirarak

kardiyovaskiiler disfonksiyona neden olur (56).

Nitrozativ stres, poli (ADP-riboz) polimeraz aktivasyonu gibi sinyal iletisinin asag:
yollarinda yer alan mekanizmalarla diyabetik nefropati, retinopati ve néropatinin
ilerleyisine ve gelismesine de katkida bulunur (56). Hiperglisemi AGE olusumu yoluyla

damar duvari yapisi ve fonksiyonunun bozulmasina katkida bulunur (60).

eNOS geninde ¢esitli polimorfizmler tammlanmigstir. Ozellikle, T-786C promoter
gen bolgesinde intron 4 icinde 7-baz ¢ifti tekrar1 ve exon 7’de Glu298Asp,
polimorfizmlerinin koroner arter hastaligi, hipertansiyon ve beyin infarktiisii gibi
kardiyovaskiiler hastaliklarla iliskili oldugu bildirilmistir. 27-baz ¢ifti tekrari, ilerlemis
diyabetik retinopati ile iliskili bulunmustur. Baz1 eNOS allellerinin tip 2 DM’de diyabetik
makulopati riskini artirdigr bildirilmistir (57). eNOS kaynakli NO tretiminin azalmasi
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sistemik veya intraglomeriiler hipertansiyon nedeniyle glomeriiler hasarin ilerlemesinde
Onemli bir risk faktoriidiir. eNOS gen polimorfizmlerinin tip 1 ve 2 DM’deki nefropati ile

iliski bulundugu da bildirilmistir (61).

Yara iyilegmesi tizerine etkisi: Alt ekstremitelerinde piiriilan veya nekrotik lezyonu
olan 65 diyabetik hastada kontrol grubuna gére NO ile tedavi grubunda diyabetik iilser

epitelizasyonunun 2 kat daha hizli oldugu, yara iyilesme stiresinin biitiin fazlarimn kisaldig:

gézlenmistir (62).

Gastrointestinal komplikasyonlara etkisi: nNOS geni nakavt farelerde pilor
hipertrofisi ve gastrik dilatasyon goriilmiistiir. Spontan olarak DM gelisen fareler ile
streptozosin ile indiiklenmis DM gelisen farelerin mide kas liflerinde nNOS ekspresyonu
ve gevseme azalmigtir. Watkins ve arkadaglari, diyabetik farelerin miyenterik néronlarinda

nNOS proteini ve mRNA’sinin azalmig oldugunu gostermislerdir (63).

Genitotiriner komplikasyonlara etkisi: Diabette sik goriilen erektil disfonksiyonda
NO azalmasmnin 6nemli rolii vardir. NO intraseliiler cGMP’yi olusturmak icin guanilat
siklazi aktive ederek diiz kas gevsemesi ve ereksiyon olusmasina aracilik eder. cGMP
fosfodiesteraz inhibitérii olan sildenafil, NO’nun penil kan akismi artirma siiresini uzatici

etkisi nedeni ile erektil disfonksiyon tedavisinde kullanilir (48).
2.4.10 DM’NIN NO’YA ETKISI

DM’de rastlanilan yitksek glukoz konsantrasyonlarmin eNOS'un bradikinine
yamtin korlestirdigi, saf NO ¢6zeltisine glukoz eklenmesinin ise NO konsantrasyonunda
azalmaya yol agtifi gosterilmistir. Brodsky ve arkadaslar bu calisma ile hipergliseminin
NO konsantrasyonlarini diiiirerek diyabetik hastalarda hipertansiyon ve endotel
disfonksiyonuna yol agabilecegini ileri stirmiislerdir (64). Diger ¢alismalar yiksek glukoz
konsantrasyonlart veya glikozilasyon triinlerinin, NO’nun biyoyararlanimmi azaltici
etkisini destekleyen bulgular saptamislardir. Bu etkilerin glukoz tarafindan prostanoid ve
tromboksan A;’nin sentez veya etkisinin artmasi, protein kinaz C aktivasyonu, NO’nun
tiiketilmesi, NOS aktivitesinin inhibisyonu ve reaktif oksijen tiirevlerinin {iretilmesi gibi

yollarla saglandigi gosterilmistir (42).
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DM ve obezitede yaygin olarak gériilen artmus serbest yag asitlerinin endotelyal
hiicrelerden NO {iretimini engelledigi gésterilmistir. IRS-1, insiilinle uyartlan eNOS
aktivasyonu igin kritiktir. Sigir aort endotel hiicrelerinin insiilinden 6nce insan serumunda
bulunan serbest yag asitleri ile karsilasmasinin IRS-1 ve eNOS fosforilasyonunu
baskilayarak NO olugumunu azalttig gosterilmigtir. Serbest yag asitleri dozla iliskili
sekilde inflamasyonla iligkili transkripsiyonel bir faktér olan niikleer faktr xB’nin
olugumunu artirmaktadir. Bu sekilde inflamasyon ve endotelyal disfonksiyonla iliskili

yollarla baglantisini saglayabilir (65).

DM bé&brekte NO’nun biyoyararlanimint baskilayici veya artirict mekanizmalar
tetikleyebilir. Erken ddnem DM’de renal NO iiretimi ve/veya aktivitesi artmistir.

Insiilinopenili siddetli diyabetik vakalarda genel NO eksikligi s6z konusudur (42).

Ist sok proteini 90 (HSP90) eNOS aktivitesini artirici etki gOsteren saperon
proteinlerdendir. Diabetik hastalarda renal kortekste HSP90 ifadesinin azaldigt
bildirilmistir (42); Lin ve ark. umblikal ven endotelyal hiicrelerinde yiiksek glukoz

konsantrasyonlarimin eNOS ile HSP90 etkilesimini bozdugunu gostermislerdir (66).
2.4.11 NO OLCUM YONTEMLERI

Klinik ve arastirma laboratuarlarinda NO veya metabolitlerinin biyolojik sivilarda,
solunum havasinda ve dokularda 6lgtimii yapilabilmektedir. NO*nun yar1 6mrii ¢ok kisa
oldugu i¢in direk 6l¢limii zordur. Bu nedenle NO oksidasyonu sonucu olusan nitrat ve nitrit
iyonlari olarak bilinen stabil son tirlinleri saptayan analitik yontemler daha yaygm olarak

kullamilmaktadir (67).

Nitrit ve nitrat 6l¢limiine dayali metodlar: NO’nun insan organizmasindaki stabil
son lriinleri olan nitrit ve nitrat kolorimetrik, amperometrik, kromatografik ve florometrik
olarak olctilebilmektedir. Ak&z soliisyonlarda nitrit analizi icin en yaygin dlgiim yéntemi

Griess kolorimetrik yontemdir (45).

1-Griess kolorimetrik yontemi: Bu teknik kimyasal veya enzimatik yontemler ile
nitratin nitrite doniistiiriildigi bir 6n asamay: icerir. Ornekte bulunan nitrit 2 basamakl

diazotizasyon ile siilfanilik asitle diazonyum iyonu iiretir. Diazonyum iyonlarimin N-
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(naftil)etilendiamin ile olusturdugu renkli azo tiriinleri spektrofotometrik olarak él¢iiliir. Bu
ybntemin nitrit igin deteksiyon limiti 0.1-1 pM’dir (67, 45). Ancak bu yéntemde tiriiniin
tam olusmamasi, ¢evre sicakligi ve Griess reaktiflerinin kolay bozulmasi gibi nedenlerle
hata oram yiiksektir. Griess yo6nteminin diger dezavantajlar1 arasinda reaksiyon
basamaklarinin sikici ve zaman alic1 olmast ve zellikle drnek basina maliyetin yiiksek

olmasi sayilabilir (67).

2-Nitrat ve nitritin amperometrik Sl¢timii: Nitrit ve nitratm iyon segici elektrotlar ile
direkt olglimii herhangi bir ara kimyasal reaksiyona geregi ortadan kaldirarak zaman

kaybini 6nler, ancak 6zel analizorlere gerck duyulur (67).

3- Florometrik yontem: Florometrik yontem NO olusumunun bir géstergesi olarak
nitritin 2,3-diaminonaftalen ile reaksiyonu temeline dayanir. Asidik sartlarda floresan 2,3-
naftotriazol olusur. Nitritin minimum deteksiyon miktar1 10-20 nM’dir. Bununla birlikte
hiicre kiiltlirii ve biyolojik stvilarda nitrit ve nitrat konsantrasyonlarinin pM diizeylerde

olabilmesi, biyolojik bilesenler veya kolorimetrik kimyasallar tarafindan interfere edilmesi

sakincalari vardir (45).

4~ Yiiksek Performansh Sivi Kromatografisi (HPLC): Iyon degisim, ters faz iyon
¢ifti ve ters faz HPLC yontemleri, ultraviole (UV)- goriiniir 151k absorbsiyonu, iletkenlik,
elektrokimyasal veya floresan dedektorler kullanarak biyolojik sivilarda nitrit ve nitrat
ol¢timiinde kullamlabilmektedir. Klorit ve biyojenik aminler gibi interfere eden maddelerin
uzaklagtirilmasi igin 6n saflastirma adimlarina ve meklerin filtrasyonuna gerek duyulur.
Bu 6n hazirlik islemleri cevresel nitrat ve nitritle kontaminasyona ve geri kazanimin
diismesine neden olabilir. HPLC sistemlerinde floresans ve kemiluminesans deteksiyon,
UV-goriintir 151k absorbsiyonu, kondiiktometrik, elektrokimyasal veya bazi floresans

deteksiyonlara gore daha duyarlidir (45).

5- Gaz kromatografisi: Gaz kromatografik analizler uzun ornek hazirlama
islemlerine ve pahal analitik cihazlara gerek duyar. Yeniden elde edilebilirligi zayif oldugu

i¢in laboratuarlarda yaygin olarak kullanilmaz (45).

Gergek zamanlt NO analizi: 1- Kemiliiminesans ybntem ile gercek zamanlt NO

oleimi: NO gibi biyolojik sivilarda diisiik konsantrasyonda bulunan ve stabil olmayan
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radikallerin gergek zamanli analizlerinde kemiluminesans yéntemlerin yiksek duyarlilik
gosterdigi bilinmektedir. NO i¢in deteksiyon limiti yaklasik 100 fM’dir. Pahali cihazlara
gerek duyulmasi, N-nitro-L-arginin, S-nitrbzotiyoller ve nitrozodifenilamin gibi baz

bilesiklerin girisimi dezavantajlari arasindadir (45).

2- Dokuda elektrokimyasal yontemlerle gercek zamanli NO analizi: Siklikla
elektrokimyasal porfirinik mikrosensorler kullanilarak direk dokuda (vaskiiler endotel
hticreleri gibi) NO 6l¢timi yapilabilir. 0.5-8 pm ¢apl kii¢tik bir sensorle 0.1-1ms’de sonug
alinabilmesi ve nM konsantrasyonlarin saptanabilmesi avantajlaridir. Porfirinik sensér in
vitro veya in vivo izole tek hiicre veya dokuda NO 6lgiimii i¢in kullanilabilir (68). Dokunun

redoks durumu, hidrojen peroksit varlig: slgiimleri etkileyebilir (69).

Soluk havasinda NO Olgiimii: Soluk havasindaki NO’nun 6lgimii i¢in en sik
kullanilan &l¢tim teknigi ozonla reaksiyondan sonra ozon konsantrasyonundaki azalmanin

UV absorbsiyon veya olusan 15151n kemiliiminesans yéntemle olgtilmesidir (46, 70).
NO-+ 03 - NO, + O, + 151k
2.5 ADENOZIN DEAMINAZ

Adenozin Deaminaz (E.C.3.5.4.4.), adenozin ve 2’deoksiadenozinin, sirastyla
inozin ve 2’deoksiinozine hidrolitik deaminasyonunu kataliz eder. Bu reaksiyon piirinlerin
trik asite yikiminda yer almasmin yam sira hipoksantin guanin fosforibozil transferaz
enzimine hipoksantin substrati sagladig1 icin aym zamanda piirin kurtarma yolunun da
onemli bir basamagini olugturmaktadir. ADA, 5° niikleotidaz ve adenozin kinaz ile birlikte
hiicre i¢i ve hiicre dis1 adenozin konsantrasyonlarinin diizenlenmesinde de rol alir (8). ADA
tim memeli hiicrelerinde ifade edilen 41 kDa’luk sitozolik bir ektoenzimdir (71). ADA 20.
kromozomun uzun kolunda bulunan ve farkli kinetik &zellikler ile iliskili kodominant
ADA*1 ve ADA*2 allelleri ile kontrol edilir (72). ADA*1 biitiin hiicrelerde bulunmakla

birlikte en fazla lenfosit ve monositlerde, ADA*2 ise sadece monositlerde saptanmigtir

(73).

ADA aktivitesinin T lenfositler basta olmak tizere lenfosit ¢ogalmasi, farklilasmasi,

olgunlasmasi ve islevi i¢in esansiyel oldugu diisiiniilmektedir. Klinik laboratuarlarda doku
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veya biyolojik sivilardaki ADA aktivitesi artisi hiicre proliferasyonu ve/veya yikim hizi
degisikliklerinin veya T hiicre aktivasyonunun non spesifik g0stergesi olarak kabul edilir

(74). ADA Piirin metabolizmasinin anahtar enzimidir ve normal immiin yeterlilik i¢in

gereklidir (75).
2.5.1 ADA’NIN KLINIK ONEMI

Normal dokunun hizl ve uyarilmis biiytimesi sirasinda yiiksek ADA aktivitesi hem
ptirin kurtarma yolunun aktif oldugunun hem de biiyiimekte olan hiicrelere toksik etkili
adenozin ve 2’deoksiadenozinin inaktivasyonunun saglandiginin belirteci olarak 6nem
kazamir. Enzim 6zellikle hizli doku ¢ogalmas: sirasinda biiytime faktorleri ve sitokinlerin

uyarisina duyarlidir (76).

Yiksek serum ADA diizeyleri lenfoid malign hastaliklarda, pulmoner ve plevral
tiberkiiloz, sarkoidoz, tifo gibi kronik T hiicre aktivasyonu ile seyreden infeksiy6z ve
noninfeksiydz sistemik hastaliklarda, ilerleyici sistemik skleroz, dermatomyozit gibi bag
doku hastaliklarinda, gastrointestinal sistem ve akciger karsinomalarinda saptanmustir (74).
Kolon kanserinde tiimdr proliferasyonu, invazyonu ve metastazi ile iliskili olabilecegi
digtintilmektedir. ADA’min karsinogenezde direk yolla degil ancak RNA ve DNA
prekirsorleriyle iligkili niikleozitlerin yeniden kullanimini saglayarak, dokularin hizli
biiytimesini destekleyen metabolik yollar1 etkiledigi ifade edilmistir. Bir ADA inhibitérii
olan Deoksikoformisin ile tedavi edilen kolon karsinomlu hastalarda hiicre biiytimesinin
baskilandig1 gosterilmistir. Artmis ADA aktivitesi hizl biiyliyen malignensilerde bir timor
belirteci olarak kullanilabilir (76).

ADA aktivitesi ve apoptoz arasinda énemli bir iliski bulundugu gosterilmis ve ADA
eksikliginin Ps3 bagimli apoptotik mekanizmalari tetikledigi ifade edilmistir. ADA eksikligi
p53’e bagumlr apoptotik mekanizmalari hizlandirirken p53 mutantlarda ADA aktivitesinde
2 ila 7.5 kat artig saptanmigtir. Bel-2 ifadesindeki artisin apoptozu engelleyici etkisi ADA
aktivitesi yoklugunda biriken deoksi (dATP) ile etkilesimini icermektedir (76).

2.5.2 ADENOZIN DEAMINAZ EKSIKLIGI
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Kalitsal immiin yetmezlikler T ve B hiicreleri veya her ikisindeki kalitsal
bozukluktan kaynaklanir. ADA eksikligi, T ve B lenfositlerin uygun sekilde gelisemedigi
ciddi immiin sistem hastaliklarina neden olur. ADA’nin yoklugu riboniikleotit rediiktazin
gliclii bir inhibitérii olan dATP’nin hiicresel derisiminde 100 kat artiga neden olur (Sekil
10). dATP’nin yiiksek diizeyleri T lenfositlerde diger deoksi niikleotit trifosfatlar (ANTP)
de genel bir eksiklige yol agar (40).

Deoksiadenozin

—s JARSF

ADA @ A&DE
Deoksiinozin g

ALTE

Sekil 10. ADA eksikliginde dATP artis1 goriilmektedir.

Lenfoid doku ve hiicreler piirin katabolizmasindaki bozukluklara karst hassastir (77). ADA
eksikligi tim siddetli kombine immiin yetmezlik sendromu olgularinin yaklasik %15°ini

olusturur. ADA eksikligi otozomal resesif gecis gdsterir (75, 77).
2.5.3 ADENOZIN

Endojen piirin niikleozittir (Sekil 11) (8). Intraseliiler olarak olustuktan sonra hiicre
membranindan difiize olarak ekstraseliiler adenozin konsantrasyonlarini belirler, bazi
ektoenzimler tarafindan hiicre disinda da meydana getirilir. Hedef hiicrelerdeki
reseptdrlerine baglanarak etkilerini gosterir. Adenozin reseptorleri kalp kasi, diiz kaslar,
iskelet kaslari, beyin, bobrekler, adipoz doku, immiin sistem hiicreleri ve vaskiiler

endotelyal hiicreler gibi ¢esitli doku ve hiicre tiplerinde bulunur (8).

G proteini ile eslenik reseptor ailesinin bir iiyesi olan adenozin reseptorlerinin dort
tipi tanimlanmustir: Aj, Aja, Asg ve As A1 ve App yliksek afiniteli digerleri ise distik
afinitelidir (8). A| ve Aj adenilat siklaz aktivitesi {izerinde baskilayici, Axa ve Ajp uyarici

etkilere sahiptir (78).
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Sekil 11. Adenin niikleozit ve adenin niikleotit yapisi goriilmektedir.

Normal = sartlarda adenozin ekstraseliiler alanda yapisal olarak diisiik
konsantrasyonda bulunur, ancak medikal stres, c¢esitli metabolik yollarla dramatik bir
artisa yol agabilir. Stres durumunda hiicre i¢i adenozin yiiksek konsantrasyonlara ulasir ve
ozel niikleozit tasiyicilariyla hiicre dis1 bosluga geger. Normal kosullarda saglikli kisilerde
hiicre dis1 adenozin konsantrasyonu <1 pM iken iskemik doku ve inflamasyonda 100 pM

kadar yiiksek olabilir. (8).

Adenozin konsantrasyonlarina etkili sistemler: Adenozinin fizyolojik etkileri hiicre
ylizey reseptdrlerini isgal etmesi ve hiicre igi sinyal iletilerini baglatmas: ile iligkilidir ve
Uretimi, salmimi, hiicresel alimi ve metabolizmasim etkileyen metabolik olaylarla
belirlenir. Hiicre digi adenozin konsantrasyonunun en biiyitk kaynagmi hiicrelerden
serbestlesen ATP, ADP, AMP gibi adenin niikleotitleri olusturur. Niikleozit trifosfat
defosforilaz ve 5’nilkleotidaz gibi ektoniikleotidazlar bu énciillerin adenozine déniisiimiini
kataliz eder. Endotelyal hiicreler adenin niikleotitlerin adenozine defosforilasyon
kapasitesini etkileyen enzimlerin &nemli bir kaynafi olarak kabul edilir. Notrofiller
endotelyal tabakadan gecerken adenozin kaynagi olabilen AMP’yi serbestlestirir. Doku
zedelenmesi bolgesinde trombositlerden salinan ADP de adenozine defosforile edilebilir
(8). Adenozin konsantrasyonlarina etkili ikinci bilesen adenozinin ADA ve adenozin kinaz
aktivitesi ile ortamdan uzaklagtirilmasidir. Adenozin konsantrasyonuna etkili metabolik
yollarin birbiri ile yakin iliski i¢inde oldugu gdzlenmistir. Ornegin hipoksi ve iskemi
durumlarinda adenozin konsantrasyonlarini artiran 5’niikleotidaz aktivitesi artarken,

adenozin konsantrasyonlarini azaltan adenozin kinaz enziminin aktivitesi de baskilanir (8).

Yikimi: Insanlar bir piirin niikleozit olan adenozini tirik asite kadar yikabilir.

Adenozin ve/veya deoksiadenozin énce ADA ile inozin ve/veya deoksiinozine
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doniigtiiriiltir. Bu reaksiyonla bir mol H,O harcanip bir mol NH; cikartilir. Inozinden de
plrin niikleozit fosforilaz etkisiyle bir fosfat katilarak hipoksantin ve riboz-1P
(deoksiriboz-1P) olusur. Hipoksantin ksantin oksidazla ksantine, ksantin de aym enzimle

urik asite ylikseltgenir (Sekil 12). Olusan tirik asit, bébrekler yoluyla atilir (79).
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Sekil 12. Piirin nitkleotitlerin tirik asite yikilmasi (PNP: Piirin niikleozid fosforilaz)

Adenozin biyolojik doku ve sistemlerde ¢esitli etkilere sahiptir:
Apoptoz: Adenozin epitelyal, endotelyal, diiz kas hiicreleri, immtin ve néronal hiicreler gibi
bir ¢ok hiicre tipinde ¢ogalma, hayatta kalim ve apoptozu diizenler. /n vivo ve in vitro
¢alismalar adenozinin gelisim ile iligkili apoptoz, iskemi, travma ve yaslanma ile iliskili
ndrodejenerasyon gibi patolojik olarak hiicre 6liimiiniin artmas ile karakterize hastaliklar
veya kanser gibi spontan apoptozun azalmasi ile ilgili hastaliklardaki roliinii
gostermektedir. Reseptdr aracili veya reseptdr aracisiz mekanizmalarla adenozin
analoglarinin hiicre 6liimiine neden olduguna dair ¢esitli kanitlar vardir. Szondy ve ark.
adenozin analoglarmin insan timositlerinde apoptozu en az iki farkh mekanizmayla
tetikleyebilecegini gostermislerdir. Jacobson ve ark. Aj reseptdr agonistlerinin yaklasik 10
pM agonist konsantrasyonlarinda 48 saatlik inkiibasyondan sonra ve her hiicre tipi icin

apoptotik etkileri baglatabilecegini bildirmis ve %30-50 oraninda apoptotik hiicrelerin
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varhigint saptamislardir. Az reseptdrleri nM adenozin konsantrasyonlarinda sitoprotektif
etkilere, uM konsantrasyonlarda ise apoptotik hiicre 6liimiine neden olabilen,

konsantrasyona bagiml bifazik etkiler gosterir (78).

Antioksidan etkileri: Adenozin oksidatif hasardan hiicrelerin korunmasimda 6nemli

rolil olan glutatyon peroksidazin aktivitesini ve ifadesini artirarak sitoprotektif etkiler

gosterir (80).

Kardiyovaskiiler sistem: Ektraseliller bir sinyal molekili olan adenozin
kardiyovaskiiler sisteme koruyucu etkiler gésterir; potent negatif inotropik bir ajan, koroner
vazodilatér ve endojen antiaritmiktir (8, 81). Adenozin kardiyoprotektif etkilerini iki farkli
mekanizmayla ortaya gikartir: Birincisi parankim hiicre fonksiyonlari tizerindeki direkt
baskilayic: etkisiyle dokunun enerji ihtiyacint azaltir. Ikincisi ise koroner vazodilatasyon ile

parankim hiicrelerine besin ve oksijen saglanmasinin artirilmasidir (8).

Merkezi Sinir Sistemi: Noronal aktivite lzerinde potent inhibitér etkili bir
norotransmitterdir. Adenozinin giiglii antidepresan etkilerinin oldugu saptanmustir.
Metilksantin, kafein ve teofilinin uyarici etkilerini antagonize eder (82). In vitro kosullarda
adenozinin epileptik nébetlerin baskilanmasinda rolii oldugu, presinaptik etkiyle glutamat

salimmini azaltti1, post sinaptik etkiyle de néronal aktiviteyi baskiladigi gosterilmistir

(83).

Solunum sistemi: Solunum yolu diiz kasinda bronkokonstritksiyonu ve nétrofil

aktive edici faktér salinimini uyaric etkileri bilinmektedir (8).

Immiin sistem: Doku hasarimi izleyen dénemde yangt ve bagisiklik sisteminin
bolgesel olarak kontrol edilmesi ile bagigiklik yanitinin doku zedelenmesine yol agmasini
engeller ve doku bitiinliigiiniin stirdiiriilmesine katki saglar. Normal kosullarda <1 puM
bulunan adenozin konsantrasyonu bagisiklik iizerinde zayif etkiler gosterirken iskemik ve
inflamatuar kosullarda goriilen yiiksek konsantrasyonlarda, immiin modiilatsr ve dzellikle
immiin baskilayici etkilere yol agar. Adenozin A4 reseptorleri yoluyla endotelyal ve diger
hiicrelere uyarilmus nétrofil yapigmasini, bakterisidal aktiviteyi, apoptozu, adezyon
molekillerinin ifadesini, sitokinler ve biiyiime faktérlerinin salgisit ve lékotrien B4’{in

sentezini baskilar. Aya reseptorlerinin cAMP aracilt yollarla biitiin nétrofil fonksiyonlarin
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etkiledigi, diger adenozin reseptdrlerinin ise membranla iliskili fosfatazlarin aktivasyonu ve
kemoatraktan reseptérlerin  duyarsizlastirilmasi  da iceren cAMP’den bagimsiz
mekanizmalarla notrofillerin  siiperoksit anyonu olugumunu baskiladig1 gsterilmistir.
Bunun aksine A reseptorleri aracihifiyla da immiin uyarict etkiler gstererek nétrofil
kemotaksis ve fagositozunu artirdig1 bildirilmistir. Genel olarak adenozinin antiinflamatuar
etkilerini Aj’den g¢ok A4 reseptdrleri yoluyla yaptig: kabul edilmektedir (8). Mast hiicreleri
adenozinin immunosupresif etkilerinin bir istisnasini olusturmaktadir. Adenozin mast
hticrelerini baslica Agg ve Aj reseptorleri yoluyla uyararak histamin, serotonin, kemokinler

ve konaga zarar verici proteazlarm serbestlestigi mast hiicre degrantilasyonuna yol agar (8).

Karbohidrat ve lipid metabolizmasina etkileri: Adenozinin Ay reseptorleri
aracihfiyla karacigerde insiiline karsit etkiler olusturdugu, adipositlerde ise insiilinin
etkilerini kolaylastirdig1 gériilmiistir (72). Domuzlarda yapilan bir ¢alismada adenozin ve
instilinin beta adrenerjiklerle uyarilan lipolizi birbirinden bagimsiz olarak inhibe ettigi
gosterilmigtir. Adenozin Gi proteinleri araciligiyla olusturdugu lipoliz inhibisyonunda
instlinden daha etkili olmustur. Endojen adenozinin ADA ile nétralizasyonu insiilin

yanitini bazalin %30-60 tizerine ¢ikarmistir (84).

Adenozin instilin benzeri etkiyle yag dokusuna glukoz transportunu artirici etki
gosterebilir. Bu 6zelligi ile adenozinin yag dokusundaki net etkisi submaksimal insiilin
konsantrasyonlarinda bile yani insiilin reseptor baglama kapasitesinde artig olmadan glukoz
transportunu artirabilir. Adenozin hiicre yiizeyinde bulunan GLUT4 diizeyini artirir (84).
ADA yag asidi sentez hizinin yaklasgik %25 azalmasiyla iligkilidir. Adenozin ADA ile
yikilarak veya adenozin reseptor blokaji ile insiilinle uyarilan glukoz girisi azaltilir. Cizgili
kaslara glukoz girisi insiilinden bagimsiz olarak kontraksiyonla da saglanabilir. Insiilin ile
kontraksiyonun glukoz girisi iizerine etkileri aditiftir. Insiilin yoklugunda adenozin kalpte
kontraksiyonla glukoz girisini potansiyalize eder. Bunun aksine insiilinle uyartlan glukoz

girigi tizerine adenozinin baskilayici etkilerinin oldugunu bildiren calismalar da vardir (85).

Insiilin Salinimuna Etkileri: Beta hiicreleri iki tip birbirine zit etkili piirinerjik
reseptore sahiptir. P; adenozin reseptérii, P, ise ATP ve ADP reseptorleridir. Adenozin beta

hiicrelerinde Gi proteini ile eslenik reseptérler aracilifryla insiilin sekresyonunu azaltir (7).
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Uriner sistem: Adenozin mezengial hiicrelerden de tiretilebilen lokal bir hormondur.

Glomeriiler filtrasyon hizini azaltir, bobrek kan akimmin metabolik diizenleyicisidir (86).

2.5.4 ADA ve DM

Dustik ADA aktivitesi ile iligkili genotip tasiyan tip 2 DM’li hastalarda yiiksek
viicut kitle indeksi egilimi gosterilmistir. Son calismalar adenozinin karacigerde A,p
reseptOrleri ile insiiline karsit etkiler olusturdugunu bildirilmektedir. Adipositlerde ise
adenozin insiilin etkisini artirmaktadir. ADA*1 alleli ile iliskili yiiksek ADA aktivitesinin
distik adenozin konsantrasyonu ve adenozin reseptorlerinin aktivitesindeki azalma ile
glukoz toleransim artirabilecegi, diisiik aktiviteyle karakterize ADA*2 allelinin ise yiiksek
adenozin konsantrasyonunda ve artmis adenozin reseptdr aktivitesiyle glukoz toleransinda
azalmaya yol acabilecegi ileri stirtilmiistiir. Tip 2 DM’li hastalarda ADA genotipi ile aclik
kan glukozu diizeyleri arasinda iliski saptanmigtir. ADA, tip 2 DM’de klinik bulgularin
ortaya ¢ikmasina katkida bulunur (72).

ADA instilinin biyoaktivitesinin diizenlenmesinde &nemli bir enzimdir (87, 88).
Instilinin periferik etkisi ve glisemik kontrolde rol oynayabilecegi ileri striilmiistiir (87).
Insiilin verilmesinden sonra ADA aktivitesinin farkl: iskelet kas tipleri, kalp ve karacigerde
azaldifl gdsterilmistir. Streptozosinle DM gelistirilen hayvanlarda plazma insiilin
konsantrasyonunun biiyiik oranda azalmasiyla dokulardaki ADA aktivitesi artmigstir. Sonug
olarak lokal adenozin konsantrasyonunun plazma insiilin konsantrasyonu tarafindan
etkilenebilecegi kabul edilmistir (89). Tip 1 ve tip 2 DM’de plazma glukozunun
diizenlenmesiyle ADA*2 aktivitesinin azaldig: gosterilmistir. Zayif kontrollii tip 2 DM’de
ADA*2 aktivitesinin HbAlc diizeyi ile direkt korele oldugu gésterilmistir. Serum ADA*2
aktivitesinin 6l¢limii hem tip 1 hem de tip 2 DM’nin klinik gOriinlimiintin daha 1iyi
anlagilmasinda 6nemli olabilir (88). ADA gen lokusu ve MODY arasinda iliski oldugu
bildirilmistir. Kromozom 20q bélgesi tip 2 DM’ye yatkinlik olugturabilir (90).

Mezengial ~disfonksiyon ve proliferasyon diabetik glomertilopatinin  tipik
lezyonlandir. Kollajenazla tedavi edilmis Sprague-Dowley ratlarmin bobrek korteksinden
izole edilen glomeriiler mezengial hiicreler yiksek glukoz (30 mmol/L)
konsantrasyonlarina maruz birakildiginda, hiperglisemik sartlarin 5'niikleotidaz yoluyla

adenozin tretimini, ADA yoluyla da yikimini azalttig1 bildirilmistir (86).



44

VKI 25 kg/m® veya daha diistik olan tip 2 diyabetik hastalarda ADA*2 allelinin
diistik, VKI 34 kg/m? den daha biiytik olan hastalarda ise yiiksek oldugu gozlenmistir. VKI
ara grupta olan hastalarda normal hastalardan farkli bulunmamustir. Adenozin A, reseptor
aktivitesinin artmas, tip 2 DM’de adipoziteye katkida bulunabildigine dair ¢esitli deneysel
kamtlar vardir (91). ADA inhibitrii olan 2°deoksikoformisin’in tip 1 DM gelismesindeki
etkisi BB Wistar ratlarda ¢aligilmis. 1.5 mg dCF/kg/hafta tedavi edilen 61 erkek sigcanda tip
1 DM insidans: kontrollerde %78 iken tedavi grubunda %32 olmusgtur (92).



3- GEREC VE YONTEM

3.1 CALISMANIN TANIMLANMASI VE ETIK KURALLARA UYGUNLUGU

Bu ¢alismada tip 2 DM’li sekonder siilfoniliire yamtsizlig1 gelismis hastalarda,
kendi i¢inde kontrollii olarak tedavi oncesi, tedavinin 3. giintinde ve 6. ayinda alinan
orneklerde serum NO diizeyi ve ADA aktivitesi saptandi. Olgtimler Gaziantep
Universitesi Tip Fakiiltesi Biyokimya ve Klinik Biyokimya Anabilim Dali’nda yapilds.

Calisma oncesinde Gaziantep Universitesi Tip Fakiiltesi Yerel Etik Kurulu’ndan
bu klinik aragtirmanin yapilmasimin uygunluguna dair onay alindi ve biitiin hastalara
Helsinki bildirgesinde belirtildigi gibi kendilerine yapilacak islemler ve caligsma ile ilgili
gerekli bilgiler verildi.

3.2 TIP 2 DM’LI HASTALARIN SECIMI

Calismaya Gaziantep Universitesi Tip Fakiiltesi I¢c Hastaliklari Anabilim Dal
Endokrinoloji ve Metabolizma Poliklinigine ayaktan bagvuran, Amerikan Diyabet
Birligi’nin 2004’te ¢nerdigi DM tam kriterleri esas alinarak, aglik plazma glukozu
oletimil ya da oral glukoz tolerans testi sonucuna gore Tip 2 DM tanisiyla izlenen, DM
siireleri 4-32 yil arasinda olan, oral antidiyabetik kullanan ve oral antidiyabetik

kullanimiyla iyi metabolik kontrol saglanamayan 48 hasta dahil edildsi.

Asagidaki kriterler calisma dig1 birakilma nedeni olarak kabul edildi:

-Insiilin tedavisine gegmis olan hastalar

-Diizenli ilag kullanim: 6ykiisii olmayanlar

-Diyabetojenik ilag¢ kullananlar (glukokortikoidler, diiiretikler, beta blokerler)
-Cerrahi girisim, akut miyokard infarktiisi gibi medikal stres faktdriintin

bulundugu hastalar
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-Hipertiroidizm, karaciger ve bobrek yetersizligi, infeksiyon gibi eslik eden
sistemik hastalig1 olanlar

-Alkol kullamim &ykiisii olanlar

-Gebelik veya laktasyon déneminde olanlar

-Siilfoniliirelere primer yanitsiz olgular.

Yirmidort hafta stireyle izlenen hastalardan bu kriterleri tasiyan 24 hasta calisma
dist birakildi. 26-75 yaslan arasinda (ortanca; 25-75. yiizdelikler, 57; 52.3-64.3), 17’si
kadin, 7si erkek olmak izere toplam 24 hasta ¢aligmaya dahil edildi. Hastalara ilk ic glin
inflizyonla instilin tedavisi uygulanarak plazma glukozlar1 150 mg/dL’nin altinda tutuldu.
Daha sonra multipl subkutan insilin tedavisi ile devam edildi.

Bu caligma siiresince hastalar ¢nceki diyet ve egzersiz programlarina devam

ettiler. Hastalar ilk bir ay 2 haftada, daha sonra 4 haftada bir olmak tizere 6 ay slireyle

kontrollere geldiler.
3.3 KAN ORNEKLERININ ALINMASI VE SAKLANMASI

Hastalar sikayetleri, Sykiileri alimp fizik muayeneleri yapildiktan sonra rutin
biyokimya, tam kan sayim, tam idrar tetkiki, elektrokardiyografi ve akciger grafisi ile
takip edilmislerdi. Hastalardan NO ve ADA élgtimleri icin kan rnekleri tedavi éncesi, lic
giinliik insiilin infiizyon tedavisi ve alti aylik multipl subkutan insiilin tedavisi sonrasi
olmak {izere toplam ii¢ kez alindi. Bitiin Ornekler alimrken test sonuglarinin
etkilenmemesi i¢in kan verecekleri giiniin 6ncesinde agir egzersiz yapmamalari, sigara
veya alkol tiiketmemeleri ve aksam yemeginden sonra bir sey yememeleri onerildi. Sabah
saat 8.00-10.00 arasi hastalarmn antekubital venlerinden, oturur pozisyonda 19 G
kelebekle plastik enjektére 5 mL kan Srnekleri alindi ve diiz tiiplere aktarildi. Alman
kanin pihtilagmasi igin oda 1s1sinda 30 dakika bekletildi. Tiipler 3000 rpm’de 10 dak 10-
18 °C’da santrifiij edilerek elde edilen serum ependorf tiiplerine konuldu ve -80 °C’da

analiz zamanina kadar sakland.
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Venoz kandan elde edilen serum veya plazma, idrar émekleri ve kiiltiir ortami NO

Slelimil igin uygundur. Uzun siire saklamak gerekiyorsa —20 °C’da veya daha agagisinda

saklanmasi geregine, 6rneklerin bir defadan fazla dondurulup ¢ézdiiriilmemesine, belirgin

hemoliz veya lipemi bulunmamasina dikkat edildi. Calisma 6ncesinde dondurulmusg

Orneklerin oda 1sisinda ¢ozinmesi beklendi. NO analizi icin kullamilan &rnekler

¢bzlindiikten sonra 13.000 rpm’de 15 dakika santrifiij edildi.
3.5 KULLANILAN GEREC VE CIHAZLAR

-Cesitli ayarlanabilir otomatik pipet (Socorex, Isveg)

-Cam pipetler ve ¢esitli cam malzemeler

-Ependorf tlipler

-Santriftij (NF 800 R, masaiistii santrifiij, Niive, Tiirkiye)

-Mikroplak sallayicis1 (Vibramax 100, Heidolgh Ins., Almanya)

-Mikroplak okuyucu (ELx 800 Universal Microplate Reader, Bio-Tek, ABD)
-Spektrofotometre (UV-1601 Shimadzu, Japonya)

-Karistirrer (VF2, Janke Kunkel, IKA Labortechnik, Almanya)

-Benmari (BM 402, Niive, Tiirkiye)

-Hassas terazi (Sartorius-Basic)

-Istticili manyetik karistiricr (Ikamag RH, Janke Kunkel, IKA Labortechnik, Almanya)

-pH metre (Hanna instrument 8521, [talya)
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3.6 KULLANILAN KIMYASAL MADDELER

-Adenozin hemisiilfat tuzu (C;oH;3N504.1/2H,S04 A 7636, Sigma, ABD).
-Amonyum sillfat (NH4) ,SO4, A675017, Merck, Almanya)

-Potasyum dihidrojen fosfat (KH,PO4, 60230, Fluka Chemica, Isveg)

-Disodyum hidrojen fosfat dihidrat (Na;HPO4.2H,0, 1.06580, Merck, Almanya).
-Fenol (CsHgO, 16017, Riedel-deHaén, Isvec)

-Sodyum Nitroprussid (Nay(Fe[CN]sNO).2H,0, 826 K4688340, Merck, Almanya)
-Sodyum hidroksit (NaOH, 1.06462, Merck, Almanya).

-Sodyum hipoklorit (NaOCI, teknik sodyum hipoklorit)

3.7 YONTEMLER
3.7.1 NITRIK OKSIT OLCUMU

Serum NO diizeyleri ticari enzimatik, kolorimetrik iki basamakli nitrat-nitrit
analiz reaktifleri tireticinin 6nerilerine uygun sekilde kullanilarak saptandi (Nitrate/Nitrite
colorimetric assay kit, Cayman Chemical Co, Ann Arbor, MI, ABD).

Test Prensibi:

Ik basamakta 6rnege nitrat rediiktaz ve reaksiyon igin gerekli koenzimler

eklenerek ornek i¢indeki nitratin nitrite doniisiimii saglanir.

Nitrat rediiktaz
FAD + NADPH + NO5 > NO, + NADP"

Ikinci basamakta siilfanilamid ile 6rnekte bulunan nitritin reaksiyonu sonucu diazonyum
iyonlart meydana gelir. Diazonyum iyonlarinin N-(naftil)etilendiamin ile olusturdugu

renkli azo Urtinleri spektrofotometrik olarak 540 nm’de dlg¢tiliir.
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Bulfanilamid

HaNSC3

3.7.1.1 Reaktiflerin Saklanmasi ve Test Oncesi Hazirlayic Islemler
NO test reaktifleri mikroplaklar iireticinin &nerilerine uygun olarak sirasi ile -20

°C’da ve 2-8 °C’da, nemden korunarak ¢alisma tarihine kadar saklandi.

3.7.1.1.1 Caligma Tamponunun Hazirlanmas:
Caligma tamponu hazirlamak i¢in sise igerigi 100 mL HPLC derecesinde su ile
seyreltildi. Bu tampon liyofilize formda olan diger reaktiflerin hazirlanmasi, standart ve

omeklerin diliisyonu i¢in kullanildi. +4°C’da saklandi.

3.7.1.1.2 NO Standartlar
Total NO &l¢timil igin nitrat standardi kullamldi. Liyofilize toz 1.0 mL calisma

tamponu ile sulandirilarak hazirlandi. Sulandiilmus  standartlar +4°C’da sakland:
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(Hazirlandiktan sonra +4°C’da 4 ay stabildir). Calisma yapilacagl giin stok standart

soliisyonundan 0.1 mL, ¢aligma tamponundan ise 0.9 mL almarak calisma standard:

hazirlandi.

3.7.1.1.3. Nitrat Rediiktaz

Sise igerigi 1.2 mL calisma tamponuyla sulandirildi ve kullanim sirasinda buz

tizerinde tutuldu, kullanimda degilken -20 °C’da saklandi.

3.7.1.1.4 Enzim Kofaktorii

Sise igerigi 1.2 mL ¢aligma tamponuyla sulandirildi ve kullanim sirasinda buz

lizerinde tutuldu, kullanimda degilken -20 °C’da sakland:.

3.7.1.1.5 Griess Reaktifi 1 ve 2

Griess 1 reaktifi stilfanilamid, Griess 2 reaktifi ise N-(1-Naftil) etilendiamin

iceren kullanima hazir soliisyonlardi. +4°C’da saklandu.

3.7.1.2 Testin Uygularnsi

Olgiim yapilirken standartlar ve serum omekleri, 96 kuyucuklu mikroplaklar
kullanilarak aymi seride ¢alisildi. 7 adet nitrat standardi ve 1/2 oraminda seyreltilmis
serum Ornekleri kuyucuklara konuldu. Kér ve standartlar ¢ift olarak calisildi. Uzerine
enzim kofaktrleri ve nitrat rediiktaz eklenip nitratin nitrite tamamen doniismesi i¢in 3
saat oda sicaklifinda inkiibasyona birakildi. Birinci inkiibasyondan sonra siilfanilamid
igeren Griess reaktifi 1 ve ardindan N-(1-Naftil) etilendiamin iceren Griess reaktifi 2 seri
bir sekilde eklenerek 10 dakikalik ikinci inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon bitiminde
substratin enzimatik yikimumin derecesi 540 nm dalga boyunda mikroplak okuyucuda
absorbans Sl¢timiiyle tespit edildi. Olgiilen absorbans, serumdaki NO konsantrasyonu ile
dogru orantilidir. NO standartlari ile ¢izilen standart egri grafiginden, calisilan Grneklerin

NO konsantrasyonlari hesaplandi.
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3.7.1.3 Testin Analitik Performansi

Interferanslar: Alkil aminler, gogu sekerler, lipitler veya tiyol grubu icermeyen
amino asitlerle etkilesim bildirilmemigtir. Biiyiik miktarda antioksidanlar renk olusumu
reaksiyonunu etkileyebilecegi, azid, askorbik asit, ditiotreitol ve merkaptoetanoliin ise
100 pM kadar diistik konsantrasyonlarda oldugunda renk olusumu ile girisim meydana
getirebilecegi bildirilmistir. 50 mM’dan daha biiyiik fosfat konsantrasyonlarinin nitratin
nitrite d6niislim reaksiyonunu etkileyebilecegi belirtilmistir.

Duyarlilik: Nitrat analizi i¢in maksimum 6rnek miktan (80 pL) kullanildiginda
testin, en diigiik l¢tim siin 2.5 uM’dir. Plazma 6mekleri % oraminda seyreltildigi icin

bu sinir daha da ytiksektir. 35 pM konsantrasyona kadar lineer okuma yapilabilir.

3.7.1.4 NO Ol¢tim Basamaklar

Biitiin kitler ve &rneklerin sicakliginin oda isisina gelmesi beklendi. Calisma
oncesi santrifilj edilmis Orneklerin alt-iist edilerek karistirilmamasina dikkat edildi.
Mikroplakta kullanilacak mikroplak kuyucuklar isaretlenerek kér, standart ve 6rneklerin

hangi kuyucuklara konulacagi 6nceden belirlendi.

Olgiim basamaklar1 su sekildedir:

1. Kor kuyucuklarima 200 pL su konuldu, bu kuyucuklara calisma siiresince diger
reaktiflerden herhangi biri eklenmedi.

2. Standart kuyucuklarina sirastyla 80, 75, 70, 65, 60, 55, 50 ve 45, érnek kuyucuklarina
ise 40’ar uL ¢aligma tamponu eklendi.

3. Calisma standardindan standart kuyucuklarina sirasiyla 0, 5, 10, 15, 20, 25, 30 ve 35
HL eklenerek hacim 80 pL olacak sekilde 0, 5,10, 15, 20, 25, 30 ve 35 uM’lik nitrat
standartlari olusturuldu.

4. Ornek kuyucuklarina 40 pL serum Srnegi eklenerek hacim 80 ul’ye tamamlandi.

5. Yar1 otomatik bir pipet ile enzim kofaktériinden standart ve ek kuyucuklarina 10’ar

pL eklendi.



6. Nitrat Rediiktaz karisimindan standart ve rnek kuyucuklarma 10’ar uL eklendi ve
mikroplak kapak ile kapatildi. Pipetleme islemlerinde hacimler ¢ok kiiciik oldugu i¢in
pipet uglar1 standart ve 6rnek kuyucuklarinda yikanarak her defasinda degistirildi.

7. Reaksiyonun daha iyi olusabilmesi i¢in mikroplak, 30 dakikast mikroplak sallayicida,
300 rpm’de olmak tizere, toplam 3 saat oda 1si1sinda inkiibe edildi.

3. Standart ve 6rnek kuyucuklarina 50 pL Griess reaktifi 1 eklendi.

9. Hizl1 bir sekilde standart ve 6rnek kuyucuklarina 50 uL Griess reaktifi 2 eklendi ve 10
dakika tekrar inkiibe edildi.

10. Mikroplak kuyucuklarindaki ¢zeltinin absorbansi, mikroplak okuyucu ile 540 nm
dalga boyunda okundu.

3.7.1.5 Hesaplama

Standart ve Orneklerin  absorbanslari  suya karst okundu. Standart
konsantrasyonlar1 ve absorbansi arasindaki lineer iliski grafik ¢izilerek saptandi. Y%
oraninda seyreltilmis olan Orneklerin absorbansi standart absorbans-konsantrasyon

grafifinden saptanan faktorle carpildiktan sonra seyreltme faktorii ile diizeltilerek

konsantrasyonlar1 hesaplandi.
3.7.2 ADENOZIN DEAMINAZ OLCUMU

ilhan ve ark. ile Erel ve ark.’nin ¢aligmalarinda kullandiklar1 Modifiye Bertholet

yontemi olarak da bilinen Giusti yontemiyle kolorimetrik olarak calisildi (93, 94).

3.7.2.1 Prensip

Giusti yontemi, ADA aktivitesi 8l¢iimii i¢in substrat olarak adenozin kullanilarak
elde edilen amonyum iyonunun sodyum hipoklorit ve fenol/nitroprussid ile birlikte alkali
solisyonda koyu mavi renkli indofenol olusturmasi ilkesine dayanan Bertholet
y6nteminin modifiye sekli olarak tamimlanmistir. Sodyum nitroprussid katalizér olarak
kullamlmis ve NH," konsantrasyonunun degisimiyle orantili olarak indofenol olusumu

(mavi rengin siddeti) da degismistir.
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Bu ¢alismada, adenozin yerine adenozin hemisiilfat kullamilmis ve {iriin olarak inozin ve

amonyum stilfat olusmustur.

ADA
Adenozin + H,O » Inozin + NH,"

Sodyum nitroprussid
NH," + 5NaOClI + 2C¢HO » Indofenol + 5NaCl + 5H,0
OH

3.7.2.3 ADA Olgtimii I¢in Gerekli Cozeltiler
-Substrat ¢ozeltisi: %0.379°luk adenozin hemisiilfat ¢cozeltisi
-Fosfat tamponu: pH 6.5, 0.1 M potasyum dihidrojen fosfat ve disodyum hidrojen fosfat
dihidrat tamponu
-Fenol ¢6zeltisi: 0.106 M fenol ve 0.168 mM sodyum nitroprussid ¢ozeltisi
-Alkali hipoklorit ¢6zeltisi: 1 M sodyum hidroksit ve 0.11 M sodyum hipoklorit ¢ézeltisi
-Stok standart soliisyon: 15 mM amonyum siilfat (NH;) SOy ¢ozeltisi
-Caligma standard1: 75 pM amonyum siilfat ¢zeltisi

3.7.2.4 Cozeltilerin hazirlanmasi

3.7.2.4.1 Substrat ¢6zeltisi hazirlanmasi

Substrat olarak Adenozin hemisiilfat tuzu kullamldi. 0.0379 g Adenozin
Hemisiilfat tuzu fosfat tamponu ile 10 mL’ye tamamlandi, ¢oziinmenin gerceklesmesi
igin 1siticili manyetik karistiricida 2 saat karistinldi. Substrat her calismadan 6nce taze
olarak hazirlandi.

3.7.2.4.2 Fosfat tamponunun hazirlanmasi

Fosfat tamponu i¢in 6.8 g potasyum dihidrojen fosfat ve 8.89 g disodyum hidrojen
fosfat dihidrat tartild1 ve distile su ile 1000 mL’ye tamamlandi. konsantre HCI ve doymus
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NaOH ¢ozeltileri kullanilarak tampon pH’s1 6.5°a ayarlandi. Fosfat tamponu +4°C’da
saklandi.

3.7.2.4.3 Fenol Cozeltisinin Hazirlanmasi

5 g fenol ve 0.025 g Sodyum Nitroprussid tartilarak distile su ile 500 mL’ye
tamamlandi. +4°C’da saklandi.

3.7.2.4.4 Alkali-Hipoklorit Cozeltisinin Hazirlanmasi

62.5 mL 1 N sodyum hidroksit ve 8.2 mL sodyum hipoklorit distile su ile 500
ml.’ye tamamlandi. +4°C’da saklandi.

3.7.2.4.5 Stok standart soliisyonun hazirlanmasi

15 mM’lik stok standart ¢ozeltisi hazirlamak i¢in 0.198 g amonyum stilfat tartilir
100 mL’ye distile suyla tamamlanir.

3.7.2.4.6 Calisma Standardinin Hazirlanmasi

15 mM’lik amonyum siilfat stok sollisyondan 75 puM ¢alisma standardi
hazirlamak i¢in 0.25 mL amonyum stilfat stok soliisyon 50 mL fosfat tamponu icerisinde
eritilir,

3.7.2.5 Deneyin Yapilisi

Fosfat tamponu, substrat ¢ozeltisi ve Orneklerin absorbansinin elimine edilmesi

icin kullanilan ¢esitli kor tiipleri ile 6rnek tiiplerinin bilesenleri Tablo 4’te gériilmektedir.

Tablo 4. Ayiwrag korii, substrat korii, 6rek korii, 6rnek ve standart tiiplerinin

icerikleri

Ayrag korii - Substrat korii  Omek kot Ornek Standart
Fosfat  tamponu 0.95 - 0.95 - -
(mL)
Substrat (mL) - 0.95 - 0.95 -
Ornek (mL) . - 0.05 0.05 .
Standart (mL) - - - - 0.95

Distile su (mL) 0.05 0.05 - - 0.05
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Tablo 4’te belirtildigi sekilde deney tiiplerine sirastyla ¢ozeltiler eklendi, tiiplerin agz
parafilmle kapatildi ve vorteks ile karistirildiktan sonra 37°C benmaride 1 saat inkiibe
edildi. Inkiibasyon bitiminde tiiplerin hepsine sirasi ile 3’er mL fenol ¢6zeltisi ve 3’er mL
alkali hipoklorit ¢ozeltisi eklendi. Ttipler vorteksle karistirildi, agzi kapatildi ve 37°C°da

15 dakikalik ikinci inkiibasyonun ardindan olusan iriiniin absorbansi, 625 nm dalga

boyunda degerlendirildi.

3.7.2.6 Enzim aktivitesinin hesaplanmasi

A Astandart (A)= Astandart - Aayirac korii
A Abr (B)= Adr — Aomek korti

AAKOr (C)= Asubstrat koérii - Aayirac korii

ADA aktivitesi (U/L)= [(B-C)/A]* kalibrasyon faktorii

(Kimyasal formiilde amonyum iki mol oldugu i¢in standart konsantrasyonu 2 ile capilir).
Kalibrasyon faktorii= [ (toplam hacim/6rnek hacmi)* standart kons.]/ inkiibasyon stiresi
Kalibrasyon faktorii= [(1/0.05)* (75*2)]/ 60

Kalibrasyon faktorii= 50

Sonuglar U/L olarak rapor edildi.

3.8 DIGER VERILERIN ELDES]
Tam kanda beyaz kiire sayisi, mutlak lenfosit sayisi, eritrosit sedimentasyon hizi

(ESR) ve arteryel tansiyon ile ilgili veriler hastalarin dosyalarindan retrospektif olarak

temin edildi.

3.9 ISTATISTIKSEL ANALIZLER

Verilerin kaydi ve istatistiksel analizlerde; SPSS 10.0 (SPSS Inc.) istatistik
programi kullanildi. Sonuglar ortanca, 25 ve 75. yiizdelikler seklinde verildi. Tedavi
gruplariin - karsilastirilmasinda  bagimli  gruplarda iki ortalama arasindaki farkin
onemlilifi testi uygulandi. Verilerin kendi arasindaki korelasyonlar Spearman’s rho
korelasyon analizi ile degerlendirildi. Tiim istatistiksel degerlendirmelerde 0.05’den

kii¢tik p degeri anlamli olarak kabul edildi.



4- BULGULAR

Bu ¢aligmaya, tip 2 DM tanistyla izlenen sekonder stilfoniliire yanitsizhigi gelismis
26-75 yas arasi (ortanca; 25.-75. ylizdelikler, 61; 54-65 y1l) 17 kadin, 7 erkek olmak tizere
toplam 24 hasta dahil edildi. Hastalarin 18’inin hipertansif oldugu saptand:. Hastalarin

demografik verileri Tablo 5°te verilmistir.

Tablo 5. Calisma grubunun demografik verileri (ortanca: 25.-75. yiizdelikler)

Tip 2 DM’li hastalar
n: 24

Yas (y1il) 61 (54-65)

Cinsiyet 17K/ 7E

Diastolik kan basincr (mmHg) | 90 (70-90)
Sistolik kan basinci (mmHg) 150 (140-165)

Tip 2 DM’li sekonder stilfoniliire yanitsizig1 gelismis hastalarda, tedavi éncesi, tig
giin inflizyonla insiilin tedavisi sonrasi ve 6 ay multipl supkutan insiilin tedavisi sonrasi

alinan 6meklerde saptanan NO diizeyleri Tablo 6, Sekil 13, 14 ve 15°de gsterilmistir.

Tablo 6. Calisma grubunda tedavinin farkli agamalarinda saptanan NO diizeyleri

(ortanca: 25.-75. ytizdelikler)

Tedavi dncesi 3. giin 6. ay p

n: 24 n: 24 n: 24
NO 18.8 17.8 21.7 >0.05
(pmol/L) (11.6-28.4) (9.7-33.6) (16.0-33.9)
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Hastalarin instilin tedavisi 6ncesi NO diizeyleri 18.8 (11.6-28.4) pmol/L, 3 giinliik
instilin inflizyonu sonrast 17.8 (9.7-33.6) pumol/L ve 6 aylik multip] subkutan insiilin
tedavisi sonrasi 21.7 (16.0-33.9) umol/L olarak  saptanmustir. Tedavinin farkls
dénemlerindeki NO diizeyleri istatistiksel olarak anlamli fark géstermemektedir (p>0.05).

NO (umol/L)

.| * tedawt Bncest

O 3. gin

-

6. ay

Sekil 13. Tip 2 DM’li sekonder siilfoniliire yanitsizhgi olgularinda yogun insiilin
tedavisinin gesitli asamalarinda saptanan NO diizeyleri her birey icin ayr1 noktalar halinde

gorilmektedir.
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60 - o0 06
47,00

40 -

NO (umol/L)

()

Tedavi éncest . glin 6. ay

Sekil 14. Tip 2 DM’li sekonder stilfonilire yanitsizligi olgularinda tedavi Oncesi,
tedavinin Uglinct glini ve altinci ayindaki NO diizeyleri. Orta hattaki yatay cizgiler
ortancayl, dikddrtgenin alt ve iist kenarlar1 25. ve 75. yiizdelikleri, dikey ¢izgiler en kiigiik
ve en biiyiik degerleri temsil etmektedir. Ug degerler ayr1 noktalar halinde verilmis ve

6rnek numaralar1 gésterilmistir.
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[Sn
s8]

NO (umol/L)

Tedawi éncest 3. gin 6. ay

Sekil 15. Tip 2 DM’li hastalarda tedavi éncesi, tedavinin 3. giinii ve 6. ayinda saptanan

NO (ortanca) diizeyleri gériilmektedir.

Tedavi 6ncesi dénemde saptanan NO diizeyleri ile sistolik ve diastolik kan basmci
arasinda bir korelasyon olasiligi Spearman rho korelasyon analizi ile aragtirilmig ve

anlamli bir iligki saptanmamugtir (p>0.05) (Tablo 7).
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Tablo 7. Tip 2 DM’li hastalarda tedavi 6ncesi NO diizeyi ile sistolik ve diastolik

kan basinci arasindaki korelasyonlar

Sistolik KB Diastolik KB
(mmHg) (mmHg)

NO (pmol/L) r: 0.278 r: 0.317
p: 0.381 p: 0342

Tip 2 DM’li sekonder siilfoniliire yamtsizlifi gelismis hastalarda retrospektif

olarak hasta dosyalarindan saglanan, periferik kanda total beyaz kiire sayisi, mutlak

lenfosit sayis1 ve ESR Tablo 8’de sunulmustur.

Tablo 8. Tip 2 DM’li hastalarda beyaz kiire sayisi, lenfosit sayis1 ve ESR (ortanca:

25.-75. ylizdelikler)

Tip 2 DM’li hastalar
n: 24

Beyaz kiire /uL. 9120 (6135-10570)
Lenfosit/pL 2220 (1335-3140)
ESR mm/saat 8 (3-36.5)

Tip 2 DM’li hastalarda tedavi 6ncesi saptanan NO diizeyleri ile beyaz kiire sayisi

ve ESR arasinda bir korelasyon olasilig1 Spearman rho korelasyon analizi ile arastirilmisg

ve anlamli bir iliski saptanmamigtir (p>0.05) (Tablo 9).




61

Tablo 9. Tip 2 DM’li hastalarda tedavi oncesi NO diizeyinin beyaz kiire sayis1 ve

ESR ile korelasyonu
Beyaz kiire ESR
hiicre/pL mm/saat
NO (umol/L) r: 0.347 r: -0.077
p: 0.123 p: 0.778

Tip 2 DM’li sekonder stilfoniliire yanitsizligi gelismis hastalarda, tedavi 6ncesi, {i¢
giin infiizyonla insiilin tedavisi sonrast ve 6 ay multipl supkutan instilin tedavisi sonrasi

alinan 6rneklerde saptanan ADA aktivitesi Tablo 9, Sekil 16, 17 ve 18°de gosterilmistir.

Tablo 10. Calisma grubunda tedavinin farkli agsamalarinda saptanan ADA

aktivitesi (ortanca: 25.-75. ytizdelikler)

Tedavi 6ncesi 3. glin 6. ay P
n:24 n:24 n:24
ADA 17.0 20.5 21.2 <0.05
(U/L) (14.6-21.7) (16.2-23.4) (16.6-22.5)

Tip 2 DM’li sekonder siilfoniliire yanitsizhg: geligsmis hastalarda ADA aktivitesi
(ortanca:25.-75. yiizdelikler) insiilin tedavisi 6ncesinde (17.0: 14.6-21.7 U/L), 3 giinliik
insiilin inflizyonu sonrast (20.5: 16.2-23.4 U/L) ve 6 aylik multip]l subkutan instilin
tedavisi sonrasina gore (21.2: 16.6-22.5 U/L) anlaml1 olarak diisik bulunmustur (sirasi ile

p<0.018, p<0.010). Tedavinin 3. giinii ile 6. ayimnda saptanan ADA aktiviteleri arasinda

istatistiksel olarak anlamli fark bulunmamaktadir (p>0.05).




80
1
60 -
4
Q
)
~ 40
o«
2
| %

rd
L

e | y Y ¢
m-~x ggﬁjff%jigﬁ 1i¥ij % # Tedavi dncesi

Sekil 16. Tip 2 DM’li sekonder siilfoniliire yanitsizligr olgularinda yogun instilin
tedavisinin ¢esitli agamalarinda saptanan ADA aktivitesi her birey igin ayri noktalar

halinde gériilmektedir.
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sekil 17. Tip 2 DM’li sekonder siilfoniliire yamtsizligi olgularinda tedavi oncesi,
tedavinin Uglincli glinii ve Uglincii ayindaki ADA aktivitesi. Orta hattaki yatay cizgiler
ortancayi, dikdrtgenin alt ve {ist kenarlar1 25. ve 75. yiizdelikleri, dikey ¢izgiler en kiictik

ve en bilytik degerleri temsil etmektedir. Ug degerler ayr1 noktalar halinde gOsterilmistir.
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ADA (U/L)

Tedawi dncest

Sekil 18. Tip 2 DM’li hastalarda tedavi &ncesi, tedavinin 3. giinii ve 6. ayimnda saptanan

ADA aktivitesi (ortanca) goriilmektedir.

Tip 2 DM’li sekonder siilfoniliire yamitsizligi geligmis hastalarda retrospektif
olarak hasta dosyalarindan saglanan periferik kanda toplam beyaz kiire sayisi, lenfosit
sayist ve ESR’nin tedavi Oncesi alinan &rneklerde saptanan ADA aktivitesi ile olasi

korelasyonlari degerlendirilmis ve anlamli bir iligki saptanmamuistir (Tablo 11).



Tablo 11. Tip 2 DM’li hastalarda tedavi 6ncesi ADA diizeylerinin periferik kanda

beyaz kiire sayis1, lenfosit sayist ve ESR ile korelasyonlart

Beyaz kiire sayisi Lenfosit sayisi ESR

(hticre/puL) (hicre/pL) (mmHg)
ADA (U/L) r: 0.008 r: 0.081 r: 0.080

p: 0.973 p: 0.742 p: 0.770




5- TARTISMA

Sekonder siilfoniliire yanitsizlig1 siilfoniliire tedavisi alan hastalarda her yil %5-10
oraninda ortaya ¢ikmaktadir. Bu hastalarda alternatif tedaviler denenerek, gerekli
goriildiigiinde oral antidiyabetik kombinasyonlarina bagvurulmaktadir. Bu ydntemlerle
hipergliseminin etkin sekilde kontrolii saglanamadiginda ise insiilin tedavisine
gecilmektedir (33). Sekonder siilfoniliire yanitsizlig1 alternatif oral antidiyabetik tedavi
segeneklerinden daha etkin olmasi ve insiilin tedavisine gére hasta icin daha kolay
uygulanabilir olmasinin yan1 sira beta hiicre islev ve/veya kiitlesinin azalmasmin bir

belirteci olarak da onem tagimaktadir (5, 33).

Son yillarda yapilan ¢alismalar sekonder siilfoniliire yanitsizlig1 olgularinda yogun
insiilin tedavisinin gecici uygulamasi ile beta hiicre fonksiyonlarinin kismen geri
kazamlabildigini gostermektedir (5, 95). Yapilan arastirmalarda sekonder siilfoniliire
yamtsizhgr olgularinda yogun insiilin tedavisi sonrasinda hastalarin ekzojen insiilin

gereksiniminde azalma ve insiilin direncinde diisme belirlenmistir (96).

Tiryaki yaptig1 calismada 3 giinliik insiilin infiizyonu ve 6 aylik multipl subkutan
instilin tedavisi sonrasinda hastalarin ekzojen insiilin gereksiniminde azalma ve insiilin
direncinde diigme ile birlikte proinflamatuar bir sitokin olan IL-1p ve akut faz reaktam
olan C reaktif proteinin sistemik diizeylerinde anlamli bir diisme saptamiglardir (96).
Dupuy ve ark. hiperglisemisi kontrol altina alinamayan tip 2 diyabetik hastalara ic giin
siireyle insiilin infiizyon tedavisi sonras1 multipl subkutan insiilin tedavisi uygulamis ve
250 hastay1 ortalama 3.5 yil takip etmislerdir. Bu hastalarin %45’inde oral antidiyabetik
ajanlarla glisemi kontroliiniin yeniden saglanabildigi goriilmiistiir (95). Bu ¢alismalar
sekonder stilfoniliire yanitsiziginin patogenezinde yangmn roli olabilecegini ve insiilin
tedavisi ile en azindan bazi hastalarda bu stirecin yavaslatilabilecegini veya kismen geri
dondirtilebilecegini géstermektedir. Pankreas adacik beta hiicrelerinde normal kosullarda

INOS ifadesine rastlanilmazken TNF-a, IL-18 gibi proinflamatuar sitokinlere maruz
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kalma sonrasi bliylik miktarda ifade edilmektedir (54). Ayrica pankreas adaciklarinda
meydana gelen lokal inflamatuar olay ve kemotaksis sonrasinda gd¢ eden monosit ve
notrofillerde de iINOS’nun indiiksiyonu ile NO’nun sitotoksik etkiler gosterdigi nM

konsantrasyonlara ulagilabilmektedir (41).

Sekonder stilfoniliire yanitsizlig: olgularinda apoptoz artigt beta hiicre kiitlesinde
azalmaya yol agtifi bilinen bir diger mekanizmadir. Proinflamatuar sitokinler,
hiperglisemi, ROS ve NO beta hiicre apoptozunu indiikleyebilen veya patogenezinde yer
alan mediatorler olarak bildirilmistir. Ornegin IL-1p niikleer faktér kapa B (NF-kappaB)
aktivasyonu ve Fas ifadesinin uyarilmast ile beta hiicre apoptozunu baslatabilmektedir (6).
Yapilan difer g¢aligmalarda IL-1B aracili beta hiicre apoptozunda NO’nun araci bir
molekiil olabilecegi ileri siirtilmiig ve bu hipotez IL-1 veya IL-1 ve INF-y kombinasyonu
ile meydana gelen beta hiicre apoptozunda iNOS ifadesinin ve NO olusumunun
artmasinin gosterilmesi ve iNOS eksik adaciklarda, sitokinle indiiklenen hiicre 6liimiiniin

daha az goriilmesi ile desteklenmistir (55).

Fridlyand ve Philipson ROS aracilifiyla meydana gelen apoptozun hiperglisemi ile
indiiklenebilecegini gdstermislerdir. Mitokondriyal siiperoksit {iiretiminin normale
¢ekilmesi ile hipergliseminin olusturdugu hasara yol agan ana yollarin da engellenmesi,
beta hiicrelerinde hiperglisemiye bagli olarak meydana gelen artmis glukoz
metabolizmasinin muhtemelen elektron transport zincirinin artmis aktivitesi sirasinda

agiga ¢ikan ROS’lar araciligs ile beta hiicre hasarina yol agabilecegini gostermektedir (6).

ROS’un beta hiicre 6liimii veya hasarindaki roliinii arastiran ¢alismalar adaciklarda
bulunan antioksidan enzimlerin ifadesinin artis1 ile bazi oksiradikallerin hasar verici
etkisinin azaltilabilecegine dayanmaktayd:. Bu gézlem daha sonra transgenik farelerde de
dogrulandi. Serbest radikaller beta hiicrelerinde direkt protein, lipit ve niikleik asit hasari
ile mitokondriya ve hiicre hasarina yol agarak veya makromolekiil ve organel hasari
olmadan hiicre i¢i sinyal yollarint uyararak hiicre 5liimiine neden olabilmektedir. Beta
hiicrelerde hiicre igi sinyal ileti sistemlerini ilgilendiren apoptotik yol intrinsik olarak
ROS aracaihig ile veya ekstrinsik olarak proinflamatuar sitokinler tarafindan

uyarilabilmekte ve NF-xB’nin ve strese duyarli diger hedeflerin aktivasyonunu
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igermektedir. Ins-1 beta hiicre serilerini de icine alan cesitli hiicresel modellerde ROS
aracili mitokondriyal fonksiyon degisikliginin apoptozu indiikledigini gOstermigtir. Eger
beta hiicrelerde de aym mekanizma gerceklesiyorsa beta hiicrelerinin proinflamatuar

sitokinlere duyarliligi ROS’larin agir1 tiretimi ve serbest radikal savic1 enzimlerin yetersiz

diizeyleri ile agiklanabilir (6).

Beta hiicre apoptozunda NO’nun hem inflamatuar hem de ROS olusumu ile ilgili
olarak apoptozu uyaric: etkilerinin yani sira yiiksek konsantrasyonlarda beta hiicreleri gibi
oksidatif metabolizmanin 6nem kazandigr dokularda direkt sitokrom C oksidaz
fonksiyonunun bozulmas: ile de apoptoza yol acabildigi bilinmektedir. Pankreas beta
hiicreleri yiiksek sayida mitokondri igermeleri ile iliskili olarak oksijene bagimli
metabobolizma &zelligi gosterir. Yiksek konsantrasyonlarda NO sitokrom C oksidazin
oksijen ile reaksiyonunu yarismali olarak baskilayarak apoptoza yol agabilir (43)
Sitokrom C oksidazin NO ile inhibisyonu mitokondriyal membran potansiyelinde azalma
ve sitoplazmaya sitokrom C serbestlesmesine yol agar. Sitokrom C sitoplazmada
apoptotik proteaz aktive edici faktor 1 ile reaksiyona girerek kaspaz 9’un aktivasyonuna
yol agar. Aktive kaspaz 9 da kaspaz 3 ve 7’yi aktive ederek DNA fragmantasyonu ve

laktat dehidrogenaz salimi gibi apoptotik degisimlerle sonlanir (43).

Insiilin tedavisi ile beta hiicre fonksiyonunun kismen de olsa geri kazanilabilmesi,
tedavi sirasinda etkilenen mekanizmanin beta hiicre kiitlesinden ¢ok islevi oldugunu
diistindtirmektedir. NO insiilin salinimi ve periferik insiilin duyarliligina etkileri nedeniyle
DM patogenezi ve sekonder siilfoniliire yanitsizligi olgularinda yogun insiilin tedavisi ile
beta hiicre fonksiyonlarinin geri kazanilmasi siirecinde énem tasiyan bir molekiildiir.
Pankreas beta hiicrelerinde bulunan eNOS ve nNOS izoenzimlerinin Urettigi NO beta
hiicrelerinde insiilin  salmumini  diizenleyici role sahiptir (37). NO’nun yiiksek
konsantrasyonlarda insiilin salinimina baskilayici, diisiik konsantrasyonlarda ise uyarici
etkili oldugu bilinmektedir. Ayrica NO’nun direkt etki ile iskelet kaslarma kan akisini
artirarak  glukoz tagmmasini uyarmasi da insiilin duyarhligina katkida bulunan
mekanizmalardandir (37). Bu nedenle NO yogun insiilin tedavisi ile beta hiicre islevinin

kazamlmasi ve periferik instilin direncinin azalmasinda da rol oynayabilir .
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Gortltyor ki sekonder sulfoniliire yamitsizlig: patogenezinde rol oynadigr bilinen
ve yogun insiilin tedavisi ile kismen geri donerek klinik iyilesme saglayan beta hiicre
apoptozu, yangi ve periferik insiilin direnci gibi mekanizmalarin timiinde NO araci bir
molekiil veya direkt etken olarak onemli bir rol tstlenmektedir ve yogun insiilin tedavisi

sonrasinda NO diizeylerinin azalmasi beklenebilir.

Yapilan gesitli klinik ¢aligmalarda DM’de serum NO diizeyleri arastirilmustir. Lo
ve ark. tip 1 diyabetik ¢ocuklarda NO diizeylerinin saglikli kardeslerinden daha diigiik
oldufunu bulmuglardir. Ancak tip 2 DM’li hastalarda yapilan galigmalarda ise tip 1
DM’den farkli sonuglar elde edilmistir (97). Abou-Seif ve Youssef ise tip 2 DM’de NO
diizeylerinin yliksek, stiperoksit dismutaz ve katalaz aktivitelerinin ise diigik oldugunu
saptamiglar ve tip 2 DM’de oksidatif stresin varligim gostermislerdir (98). Ozden ve ark.
tip 2 DM’de NO diizeylerinin saglikli kontrollerden daha yiiksek oldugunu géstermisler,
proliferatif ve nonproliferatif diyabetik retinopatililerde diyabetik retinopatisi
olmayanlardan daha yliksek bulmuslardir (99). Aksun ve ark. ise tip 2 DM’li hastalarda
serum NO diizeyleri ile mikroalbuminiiri ve glomeriiler hiperfiltrasyon saptanan
hastalarda NO diizeylerinin daha yiiksek oldufunu bildirmisler, diyabetik nefropati

gelisiminde rolii olabilecegini ileri stirmiislerdir (100).

Yaptigimuz klinik ¢alismada sekonder siilfoniliire yanitsizligi olgularinda yogun
instilin tedavisine yanit olarak hastalarin sistemik NO diizeylerinde anlamli bir farklihik
saptanmamustir. Ancak bu galismada sistemik NO diizeylerinin hiicresel kaynag
belirlenmemistir. Insan organizmasinda tiim dokularin kiitlesine oranla beta hiicre
kiitlesinin ¢ok kii¢iik olmasi, beta hiicre hasariyla iliskili NO degisiminin dolagimdaki NO
diizeylerine yansimasinin saptanamamasina yol acan faktdrlerden biri  olarak
digtintilebilir. NO’nun beta hiicre hasarindaki roliiniin gésterilmesi i¢in doku diizeyinde
NO seviyelerinin ve farklt NOS izoenzimlerinin ifadesindeki farkliliklarin saptanmasi, bu
faktorlerin olaya katilim oranlari hakkinda daha dogru bilgi saglayabilir (35, 36).

Calismamizda sistemik NO diizeyleri daha stabil tiriinler olan nitrit ve nitratin
kolorimetrik yontemle &lgiilmesiyle saptannustir. Elektrokimyasal veya kemiluminesans
yontemlerle gergek zamanli NO 6l¢iimii Griess kolorimetrik yontemde interferansa yol

acan faktdrlerin eliminasyonu ile sistemik NO diizeyleri hakkinda daha dogru bilgi
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saglayabilir. Ancak NO yarn 6mrid ¢ok kisa bir molekiil oldugu icin sistemik NO
diizeyindeki kisa stireli dalgalanmalarin bu yéntemle yapilan NO analizini daha az
etkilemesi beklenmektedir (45, 46). Ayrica Griess yonteminin NO analizi igin en yaygin
olarak kullanilan y&ntem olmasi sonuglarimizin meta-analiz ydntemi ile diger ¢calismalarla
karsilastirilmasina olanak tammaktadir.

Glisemik kontrol, kan basinci, diyabet siiresi, hiperlipidemi, enfeksiyon, yang1 ve
doku oksijenasyonu gibi hastalar arasindaki bireysel farkliliklar NO degisiminin baz
hastalara smirli kalmasina ve ¢alisma grubunda tedavi sonrasi saptanan NO diizeylerinin
tedavi 6ncesi degerlere olan farkinin istatistiksel anlamliliga ulasmamasina yol agabilir.
Ornegin yiiksek glukoz konsantrasyonlart ve AGE’nin NO’nun biyoyararlamimin: azaltici
etkisi, hipergliseminin beta hiicre digindaki bazi dokularda iNOS indiiksiyonuna yol
agmast (6, 54), eNOS ile HSP90 etkilesimini bozmasi (66), endotel disfonksiyon
farkliliklari, serbest yag asitlerinin eNOS baskilamasina yol agmasi (60) hiperglisemi

derecesi ile iliskili olarak bireysel farkliliklarin nedeni olabilir.

Yaptigimiz ¢alismada NO dtizeyleri ile tedavi Oncesi kan basinglar arasinda
anlamh bir iligki saptanmamustir. Hipertansif hastalarin hipertansiyonlar1 antihipertansif
ilaglarla kontrol edilmekteydi. Bu da NO diizeylerinin kan basinci iizerindeki primer
belirleyici roliinii ortadan kaldirmaktadir. Ayrica tedavi dncesi kan basinglarinin &l¢timii
ile NO oletimii i¢in 6rnek alimmin es zamanli olarak gergeklestirilmemis olmasi da
beklenen bu iligkinin saptanmamasinda rol oynayabilir. Es zamanh almnan érneklerde

tedavi 6ncesi ve sonrasi saptanan kan basinglari bu konuda daha yeterli bilgi saglayabilir.

Bu ¢alismada inflamatuar/antiinflamatuar dengede rolii olan adenozinin hiicre i¢i
ve dis1 konsantrasyonlarint diizenleyen ADA’nin rolii de arastinilmistir (8). ADA islevi
ortamdan adenozinin uzaklastirilmas: olan bir enzim oldugu igin ADA artisiin doku ve
sistemik adenozin diizeylerinde diigme ile birlikte seyretmesi beklenir. Zira degisen
kosullara gére adenozin konsantrasyonuna etkili farkli metabolik yollarin adenozin
konsantrasyonunu ayni yénde etkilemek iizere esgiidim ile ¢alistigt bilinmektedir.
Omegin hipoksi ve iskemi durumlarinda adenozin konsantrasyonlarin1  artiran
5’ntikleotidaz aktivitesi artarken, adenozin konsantrasyonlarini azaltan adenozin kinaz ve

ADA enziminin aktivitesi de baskilanir (8).
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Adenozin etkilestigi cesitli reseptorler araciligiyla birbirinden farkli etkiler
meydana getirebilen pleotropik bir molekiildiir. A; reseptorleri ile pankreas beta
hiicrelerinde inflamatuar etkiler, A,p ve Aj reseptérleri aracilifiyla mast hiicrelerinde
degraniilasyon, ~Aja  reseptorleri aracihifiyla da  yiksek konsantrasyonlarda
antiinflamatuar, immiin baskilayic1 etkiler gosterebilen bir molekiildiir. Az reseptorleri nM
konsantrasyonlarda sitoprotektif etkili iken pM konsantrasyonlarda her hiicre tipinde

apoptoza yol agabilmektedir (8).

Caligmamizda sekonder siilfoniliire yamtsizligi olgularinda tedavi éncesi, yogun
instilin tedavisinin 3. giinii ve 6. ayinda 6lgiilen ADA aktiviteleri karsilastirilmis, tedavi
ncesi ile kiyaslandiginda tedavinin 3. giinii ve 6. ayinda ADA aktivitesinin istatistiksel
olarak daha yiiksek oldugunu gézlenmistir (p<0.05). Tedavinin 3. giinii ile 6. ay1 arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir fark saptanamamustir (p>0.05) ancak 6. ayda elde edilen
degerlerin tedavi oncesi ADA aktivitesiden farkinin &nemlilik katsayist (p) 3. giin
degerlerine gore daha digiiktir (p<0.018; p<0.010). Bu sonuglar ADA aktivitesinin
yogun insiilin tedavisi stirecinde arttigini gdstermekte ve degisimin tedavi siiresi ile olasi

ilgisine dikkat ¢ekmektedir.

Sonuglarimiz tedavi éncesi dénemdeki goreceli olarak diisiik ADA aktivitesi ile
iligkili yiliksek adenozin konsantrasyonlarinin, patogenezinde yangin onemli rol
oynadig1 bilinen beta hiicre hasarinda etkili olabilecegini diistindiirmektedir. Adenozinin
Asa reseptorleri yoluyla endotelyal ve diger hiicrelere uyarilmis nétrofil yapismasini,
bakterisidal aktiviteyi, apoptozu, adezyon molekiillerinin ifadesini, sitokinler ve biiyiime
faktorlerinin salgisim ve lokotrien B4’iin sentezini baskilayarak antiinflamatuar etkiler
gosterdigi bilinmektedir. Ancak pankreas adaciklarinda immiin uyarici etkiler gdstererek
ndtrofil kemotaksis ve fagositozu uyarici etkili A; reseptérlerinin bulunmasi, adenozinin

beta hiicre hasarinda inflamatuar siirece katkida bulundugunu diistindtiirmektedir (8).

Reseptdr aracili veya reseptSr aracisiz mekanizmalarla adenozin analoglarinin
hiicre 6limiine neden olduguna dair cesitli kanitlar vardir. Szondy ve ark. adenozin

analoglarimin  insan timositlerinde apoptozu en az iki farkli mekanizmayla
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tetikleyebilecegini géstermislerdir. Jacobson ve ark. adenozin reseptor agonistlerinin
yaklasik 10 uM agonist konsantrasyonlarinda 48 saatlik inkiibasyondan sonra ve her
hiicre tipi i¢in apoptotik etkileri baglatabilecegini bildirmistir (79). Bu nedenle yiiksek

adenozin konsantrasyonlarinin beta hiicrelerinde apoptoza yol agmas: da olasidir.

Hillaire-Buys ve ark izole sigan pankreasinda adenozinin A, reseptorleri aracilifi
ile instilin salinmim baskiladigini géstermistir (7). Bunu destekleyen insanlarda yapilmis
bir ¢alisma bulunmamasina ragmen sonuclarimiz tedavi dncesi dénemde goreceli olarak
diigik ADA aktivitesi ile iliskili yliksek adenozinin beta hiicre islevini de olumsuz

etkileyebilecegini diisiindiirmektedir.

AdenozinAkarbohidrat ve lipit metabolizmasmna yag dokusu ve cizgili kaslarda
glukoz girisini atirarak insiiline benzer, karacigerde ise insiiline karsit etkiler meydana
getirmektedir. Adenozinin periferik dokulara farkli etkilerinin klinik sonuglara net
yansimasinin ne oldugu bilinmemektedir. Ancak klinik ¢calismalarla DM siirecinde yliksek
ADA aktivitesi saptandig goriilmektedir. Erbager ve ark. tip 2 DM’li hastalarda serum
ADA aktivitesini saglikli kontrollerden yiiksek bulmuslar, ADA aktivitesi ile HbAlc
oranlar: arasinda anlamli korelasyon saptamislardir (74). Kurtul ve ark. benzer sonuclar
elde etmis ve artmig ADA aktivitesinin insiilin tedavisi endikasyonunun belirteci
olabilecegi seklinde degerlendirmislerdir (87). Hoshino ve ark hem ADA1 hem de ADA?2
izoenzim aktivitelerinin saghkli kontrollere gore tip 1 ve tip 2 diyabetiklerde arttigim
saptamuslardir. Hiperglisemisi kontrol altinda olmayan hastalarda hospitalizasyonla
hipergliseminin kontrol edilmesi tip 1 ve tip 2 DM’de ADA2 izoenziminin anlamli
diizeyde azalmas: ile iliskili bulunmus, ADA1 aktivitesinde ise anlamli bir degisiklik
gozlenmemistir. ADA2 aktivitesinin zayif kontrollii tip 2 diyabetiklerde HbAlc ile direk
korelasyon gosterdigi bildirilmistir (88). Bu c¢alismalar yiksek ADA aktivitesinin
muhtemelen diisiik adenozin konsantrasyonlarina yol agarak, periferik insiilin direncini
artirmig olabileceini desteklemekte ve adenozinin yag dokusu ve ¢izgili kaslara etkisinin
plazma glukoz konsantrasyonlarinin kontroliinde karacigere olan etkilerinden nicel olarak

daha 6nemli olabilecegini gdstermektedir.



Yogun instilin tedavisi ile hipergliseminin kontrol edilmesi yiiksek glukoz
diizeylerin hem ROS olusumunu artirarak hem de proinflamatuar sitokinleri etkileyerek
yol agtig1 apoptoz, yangi ve serbest radikal aracili etkilerin sonlanmasi veya azalmasina
yol agar (5, 6). Reaktif oksijen tiirevlerinin insiilin gen transkripsiyonunu azaltici etkisi
ortadan kalkmis olur. Benzer sekilde insiilin tedavisi ile plazma serbest yag asitlerinin
diizeyinin diismesi de beta hiicrelerini koruyucu ve islevini artiric etkiler saglar (29).
Yogun instilin tedavisi siirecinde bu ve benzeri mekanizmalarla yanglyi uyarict sinyallerin
azalmasi veya ortadan kalkmasi adenozin konsantrasyonlarimin azalmasmna ve bunu
saglayan metabolik yollarin diizenlenmesine yol agabilir. Sonuglarimiza gére ADA
aktivitesinde tedavi sonrasinda saptanan artigmin bu diizenlemeden kaynaklandig:

distiniilebilir.

Bu ¢aligma grubunda NO diizeylerinde ve ADA aktivitesinde sistemik yangt ile
meydana gelebilecek degisikliklerinin elimine edilebilmesi icin akut faz reaktani olarak
ESR ve beyaz kiire sayilar1 6lgiit alinmistir. Ancak bu veriler retrospektif olarak hasta
dosyalarindan saglandig i¢in alman kan 6rnekleri es zamanh degildir, elimizde tedavinin
ileri dénemlerine iliskin veri bulunmadig icin bu dénemdeki yangi aktivasyonuyla ilgili
degerlendirme yapilamamaktadir. Mevecut bulgular, baglangic ESR’si yiiksek olan
hastalarda NO diizeylerinin diistiglinii géstermekte ancak olgu sayisinin yetersiz olmasi
nedeniyle istatistiksel anlamhiliga ulasmamaktadir. ESR ve beyaz kiire sayilarinin
sistemik yangi i¢in yeterince hassas olmamasi da bir sakinca olusturmaktadir. Calismanin
planlanmas: asamasinda daha hassas bir belirtecin es zamanli olarak Slgtimi katki

saglayabilir ve NO’nun beta hiicre hasaryla iliskisini daha net ortaya koyabilir.

Bu ¢aligmada hastalarda mikrovaskiiler ve makrovaskiiler komplikasyonlarin
varhg ile ilgili bilgi saglanamadigindan bu komplikasyonlarla NO’nun iligkisi
degerlendirilememistir. NO’nun DM’de vaskiiler komplikasyonlarin gelisiminde rol
oynadigi iyl bilinmektedir (60). Trombosit aktivitesi, lipid oksidasyonu, ldkosit
kemotaksisi, vaskiiler diiz kas hiicreleri ve mural fibroblastlarin proliferasyonu ve
biiylimesi gibi trombotik faktdrlerin lokal diizenlenmesi yoluyla antiaterosklerotik etkiler
gosterir  (58). NO iretiminin azalmas: veya tiilketiminin artmas yoluyla

biyoerigilebilirliginin  azalmas1 tip 2 DM’de mikrovaskiiler ve makrovaskiiler
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komplikasyonlar ile endotelyal disfonksiyon patogenezinde Onemli bir etken olarak
bildirilmistir (42, 58, 59). Kronik komplikasyonlarin varl g1 ile ilgili detayl bilgi saglanan

bir ¢alisma grubunda NO diizeylerinin 6l¢iimii ile bu iliski degerlendirilebilir.

Sonu¢ olarak ¢alismamiz sekonder siilfoniliire yanitsizhi@l olgularinin yogun
insiilin ile tedavisinin sistemik NO diizeylerine anlamli etkisinin olmadigini, ADA
aktivitesinin tedavi 6ncesine gére 3. giin ve 6. ayda anlamli diizeyde arttigini gdstermistir.
Bulgularimmiz = 6nceden yapilan calismalarla  birlikte degerlendirildiginde, ADA
aktivitesindeki artigin tip 2 DM’nin tedavisi sonucunda beta hiicre hasari ve yangiy1
tetikleyen  mekanizmalanin  etkinliginin azalmasindan  kaynaklanabilecegini

diigtindiirmektedir.



6- SONUCLAR

Sekonder siilfoniliire yanitsizhigi gelismis tip 2 DM’li olgularda yogun instilin
tedavisiyle yapilan bu ¢aligmada:
1. Tedavi &ncesi NO diizeyleri ile 3 giinliik ve 6 aylik tedavi sonrasi NO diizeyleri
arasinda anlamli bir fark saptanmamigstir (p>0.05).
2. Tedavi 6ncesi alinan kaﬁ omeklerinden ¢aligilan NO diizeyleri ile sistolik ve
diastolik kan basinci arasinda anlamli bir korelasyon gosterilememistir (p>0.05).
3. Tedavi &ncesi saptanan NO diizeyleri ile beyaz kiire sayis1 ve ESR arasinda anlaml
bir korelasyon saptanmamustir (p>0.05).
4. Tedavi dncesi dénemde saptanan ADA aktivitesi 3 giinliik insiilin infiizyon ve 6
ayhk multipl subkutan insiilin tedavisi sonrasinda &lgiilen ADA aktivitesine gbre
anlamli olarak diistik bulunmustur (sirast ile p=0.018 ve p=0.010).
5. ADA aktivitesi tedavi 6ncesi dénemle kiyaslandiginda tedavinin 6. ayinda artig 3.
gliniindeki artigtan istatistiksel olarak farkli degildir (p>0.05).
6. Tedavinin 3. giinii ile 6. ayr arasindaki ADA aktivitesinde istatistiksel acidan
anlaml bir fark saptanmamistir (p>0.05).
7. Tedavi &ncesi alinan kan drneklerinden saptanan ADA aktivitesi ile toplambeyaz

kiire sayisi, lenfosit sayis1 ve ESR arasinda anlamli bir korelasyon saptanmamustir

(p>0.05).
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