T.C.
DOKUZ EYLUL UNIVERSITESI
SAGLIK BILIMLERI ENSTITUSU

PREDIYABET VE TiP 2 DIiYABET
HASTALARINDA
OKSIDATIF MAKROMOLEKUL HASARININ VE
TRANSKRIPSIYON FAKTOR 7 BENZERI 2
GEN POLiIMORFiZMiNiN INCELENMESI

Melis KANT

BiYOKIMYA

DOKTORA TEZi
IZMIR-2016

TEZ KODU: DEU.HSI.PhD-2009970005



T.C.
DOKUZ EYLUL UNIVERSITESI
SAGLIK BILIMLERI ENSTITUSU

PREDIYABET VE TiP 2 DIiYABET
HASTALARINDA
OKSIDATIF MAKROMOLEKUL HASARININ VE
TRANSKRIPSIYON FAKTOR 7 BENZERI 2
GEN POLiIMORFiZMiNiN INCELENMESI

BiYOKIMYA
DOKTORA TEZi

Melis KANT

Danisman Ogretim Uyesi: Prof. Dr. Hiiray ISLEKEL

Bu aragtirma DEU Bilimsel Arastirma Projeleri Sube Mudurliiga tarafindan
2013.KB.SAG.094 sayili proje ile desteklenmisgtir.

TEZ KODU: DEU.HSI.PhD-2009970005



'wmwmmwumzm




ICINDEKILER

Sayfa No
ICINDEKILER.......ooviieeeeeeeeeeee ettt ettt et e et e et e e e saeeteeeenee s [
SEKILLER DIZINI.....ooviieeceeeeeeeeeeeeeee ettt \Y
TABLOLAR DIZINI ..ottt ettt eeeens Vi
(NS I Y PPN Vil
TESEKKUR ..ottt ettt ettt e et e et e et et e e re e teeae e e sreeneesreenes IX
(@ 74 = E RO 1
A B S T R A T e e 4
1. GIRISVE AMAQG .....ooiiieieeeceeeee ettt et et e eae e teeaeeaeene e 7
2. GENEL BILGILER ....oviitiiieiieee ettt e ettt 10
2.1. Diabetes Mellitus'unTarinGeSi ..........oovviiiiiiiie e 10
2.2. Diabetes Mellitus’'un Tanimi ve Siniflandirilmasi ..........ccccovvveeiiiiiii e, 11
2.3.Tip 2 Diabetes Mellitus ve Prediyabet Tanimi ve Tani Kriterleri ........................ 12
2.4. T2DM’UN ELYOIOJiSi cooeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 13
2.5. T2DM KompliKasSyOnIart..........ccouuiiiiiiiiii i 14
2.6. T2DM EPIdEMIYOIOJISI c.cevvvreiiiie et e e e e e e e e 15
2.7. T2DM’da Genetik FaKtOrler........coovvveeiiiiii e 16
2.7 L. TR T e 17
2.8. Reaktif Oksijen Turleri ve Oksidatif Makromolekil Hasari .................cooovvvinnnnnnnn. 21
2.8.1.  OKSIdatif DNA HASAIT ..........cccooeeeeiiieeee et 26
2.8.1.1. 8-hidroksi-deoksiguanozin (8-OH-dG) ..........ccceeeeeeiiiiiiiiiiiii e, 30
2.8.1.2. 8,5-siklo-2-deoksiadenozinler (R-cdA ve S-CdA)........ccccceeeeeeeeiiciirreenenn.n. 32
2.8.1.3. Oksidatif DNA Niikleozid Hasarinin OIGUIMESi............c..ccccovueecrrveeenannne. 33
2.8.2.  Lipid PerokSidasyOnU ..........coooiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeee 34
2.8.2.1. 8-izoprostan (8-1SO-PGF2q) .....ccuuuuuiiiiiiiiiiiiiiiiie e 37
2.8.2.2.  8-I1z0prostanin OIGUIMESI .............c..ccocceeceeeeeeeeeeeeeeee e 39
2.9. Oksidatif Stresin T2DM il TISKISi..........ceieirriiieeeieee e eeee e e, 39
2.10.Oksidatif Makromolekiil Hasari ile TCF7L2 Arasindaki iligKi .............ccccoceevnne.. 44
3. GEREGC VE YONTEM.....ocoiiiiieece ettt 45
3.1 Arastirmanin TiPl cooeee e 45



3.2. Arastirmanin Yeri V& Zaman! ........ccuuuuuuuiiiieeee ettt e e e ennan s 45

3.3. Arastirmanin Evreni ve Orneklemi/Calisma Gruplari ............cccceeevevveeerieeceeennnne. 45
3.4.Calisma Materyali..........oouueiiiiii e ———— 47
3.5. Arastirmanin DeGISKENIEri........ccuuiiiiiiiii e 47
3.6.Veri Toplama AraGlart ......... oo 47
3.6.1. Kullanilan Cihaz, Kimyasal Maddeler ve Malzemeler....................cccc.uuunnn... 47
3.6.2. Idrarda Hasarli DNA Niikleozidlerinin ve Izoprostanin Kantitasyon Yéntemi50
3.6.2.1. Hasarli DNA Niikleozidlerinin Ekstraksiyon Basamaklari.......................... 50
3.6.2.2. izoprostanin Ekstraksiyon BasamakIari ...............c..cccccoeeeeeeeeecnieneecninnn. 50
3.6.2.3.  LC-MS/MS SID-MRM......coiiiiiiieee e 51
3.6.2.4. Yontem Gegerlilik CaliSMalari ................couuuuuiiiiiieeiiiiiiiiiiiiiee e 57
3.6.2.4.1.  SeCiCilik (SEIECHVILY) .......ccoeeeeeeeeeeeeeeee 58
3.6.2.4.2. Analitik Duyarlilik (Analytical SensitiVity) ..........ccccovvviiiiiiiiieeeeeeeein, 58
3.6.2.4.3.  Dogrusallik (LINEAIILY) .............iiiiiii et 58
3.6.2.4.4.  DoGruluk (ACCUIACY) .........ccouieiiieeeeeeeeeeeee e 58
3.6.2.4.5.  KeSINliK (PreCiSION) .....cccoiiiiieieeeeeeee e 59
3.6.2.4.6. Tespit ve Kantitasyon Limiti (LOD — LOQ) ....cccceevirriiiiiiiiiieeeeeeeeeeeiiinnn, 59
3.6.3. TCF7L2rs7903146 Tek Niikleotid Polimorfizminin Belirlenmesi.................. 59
3.6.3.1. SNP Analizleri icin Kan Orneklerinin Toplanmasi .............cc..ccccoveeveenenne. 59
3.6.3.2.  Genomik DNA [ZOIASYONU..............ccocceeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e, 60
3.6.3.3. DNA’nin Spektrofotometrik AN@lIZi ...............ccccoueieeiiiiiieiiiiiieieeeeeeeeeinnn 60
3.6.3.4. TCF7L2 SNP ANAlZIEriccccceeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee 60
3.7. Arastirma Plant V& TaKViMi .......ccooiiiiiiiiiiiiie e e e e 62
3.8. Verilerin DegerlendiriliMesi.........cooiiiiiiiiiiie e 63
3.8.1.  [StatiStiKSEI ANGIIZIET ..............c.cceeeeieeeeceeeeee et 63
3.9. Arastirmanin SINIFHHKIGIT ......iieee e e 63
3 A0.ELK KUFUL ONAYI ..o 63
N = T | 1 Y o 64
4.1.LC-MS/MS SID-MRM Yodnteminin Optimizasyonu............ccoevvvvviiviiiiiiiieieieeennnnn. 64
4.2.Yontem Gecgerlilik Calismalarinin Bulgulari...........cccccoiiiiieeee 69
4.2.1.  ANANIEIK DUYAITHIK ........cccoooiiieieee e 69
A.2.2. DOGIUSAIIIK ...ttt e e 69



B.2.3. DOGIUILK .cv.eveeveseeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e eee e s es et s e s ees s e s eeseesees s eseeseereeseeseenes 72

424, KESINIK..coiiiiiiii i 74
4.2.5. Tespit ve KantitaSyon LiMiti..........ccooviiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee 74
4.3. Prediyabet, T2DM Hastalarinda ve Saglikli Kontrol Grubunda Tanimlayici
BUIGQUIAT ... 76
4.4.Hasarli DNA Nikleozidlerinin ve izoprostanin Kantitatif Analizleri...................... 79
4.5. TCF7L2 SNP Analizlerinin Bulgulari ... 84
4.6. Oksidatif Hasarin TCF7L2 Polimorfizmine Gore Degerlendirilmesi .................... 89
4.6.1. Oksidatif Stres Parametrelerinin Esik Degerlerinin Belirlenmesi ve Tanisal
POITOIMANSI ... 89
4.7.Korelasyon ANAIIZIEIT .......cccooo ot 96
D TART IS A 100
6. SONUC VE ONERILER .......coiiiiitiiteee ettt ettt anes 111
7. REFERANSLAR ..ottt e e e et e e e e e e e e e e e e e eanaeeeaas 113
8. EKLER 126



SEKILLER DiZINi

Sayfa No
Sekil 1. Diyabetik komplikasyonlar...............ooooo 15
Sekil 2. TCF7L2’nin bilinen fonksiyonlart ..., 18
Sekil 3. Wnt sinyal YOIagl.......ooii i 18
Sekil 4. TCF7L2 gen bolgesinde belirlenmis tek nikleotid polimorfizmleri................ 20
Sekil 5. O2’'in dort elektron ile H2O'ya indirgenmesi ... 21
Sekil 6. FENton reakSIYONU...........coooiiii i 23
Sekil 7. Haber-Weiss reakSiyOnNU ............coiiiiiiiiiiiiiiii e 23
Sekil 8. Serbest radikallerin neden oldugu makromolekdl hasarlari.......................... 25
Sekil 9. DNA'da ROT ataklarina duyarli bolgeler.............coooooei, 27
Sekil 10. DNA’da oksidatif hasar Urlnleri...........ccccvvviiiiiiiiiiie e 29
Sekil 11. 8-OH-dG olusum MeKanizmas! ............couvuiiiiiii e 31
Sekil 12. 8,5'-siklopurin-2'-deoksinukleozidlerin olusum mekanizmasi ..................... 33
Sekil 13. Lipid peroksidasyon basamaklari............ccccuviiiiiiiiiiiiiiiicieeeeeeen 35
Sekil 14. Lipid peroksidasyon UrlnIeri ... 36
Sekil 15. Non-enzimatik yolla olusan lipid peroksidasyon drtnlefi..............ccccouveee.. 37
Sekil 16. 8-is0-PGF2q 0lugum mekanizmasi..........ccooeeeeieeieeiiee 38
Sekil 17. Oksidatif stres ile iligkili olan patolojik durumlar ...............ccccoooeeeiiiiiiiinnnnnnn. 40
Sekil 18. Prediyabet ve T2DM’da oksidatif stresin olasi nedenleri..............ccc.......... 42
Sekil 19. Kltle spektrometresinin bilesenleri..............ouoiiiiiiiiiiie e, 52
Sekil 20.Triple quadrupole iyon trap MS/MS.........coooiiiiiii e, 53
Sekil 21. Coklu reakSiyon izIEBMe .........cooeei i 54
Sekil 22. internal standart ve analitin kiitle Spektrumu............cccooeveeveeiieecr e, 55
Sekil 23 a. 8-OH-dG Urlin iyon SPektrumu ... 64
Sekil 23 b. R-cdA ve S-cdA Urln iyon spektrumu...........ccooeeeiii 65
Sekil 23 c. 8-is0-PGF2q Urlin iyon spektrumu ..., 65
Sekil 24. 8-OH-dG, R-cdA ve S-cdA’ya ait ana iyon/Urdn iyon giftleri ....................... 66
Sekil 25. 8-iso-PGFzq'a ait ana iyon/Urin iyon Giftleri..........ccccccvviiiiiiii, 66
Sekil 26. 8-OH-dG’nin idrarda total iyon kromatogrami ...........cccceeeeeeeeiiiee, 67
Sekil 27. R-cdA ve S-cdA’'nin idrarda total iyon kromatogrami ..., 68
Sekil 28. 8-iso-PGF24'in idrarda total iyon kromatogrami..........ccccccvvvviiiiiiiiiiiiinnnnnn. 68



Sekil 29. 8-OH-dG Kalibrasyon €griSi..........cooeveeeeeieieeeeeeeeeeeeee e 70

Sekil 30. S-cdA kalibrasyon egriSi...........coooooeieiiiiiee 71
Sekil 31. 8-is0-PGF2d'In Kalibrasyon €griSi...........cccouvviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeee 72
Sekil 32. Olgu ve kontrol gruplarinin cinsiyete gore dagilimi.............ccoovvvviiieneeeennn. 76
Sekil 33. Olgu ve kontrol grubunda 8-OH-dG dUzeyleri..........cccevvvviiiiiiieeiiieciiiiinn, 80
Sekil 34. Olgu ve kontrol grubunda R-cdA dUzeyleri............coooooeiiiiii 81
Sekil 35. Olgu ve kontrol grubunda S-cdA dUzeyleri..........coovvviiiiiiiiiiiieee e, 82
Sekil 36. Olgu ve kontrol grubunda izoprostan dUzeyleri..........ccccooeeeeeeiiiiiiiiiiineeennn. 83

Sekil 37. DNA dizi analizi bulgularinin degerlendiriimesi ve genotiplerin belirlenmesi

Sekil 38. Blast2sequence programinda TCF7L2 rs7903146 polimorfizminin

(o [=To 1o 4 [=To o [T4] [ =T PSPPI 86
Sekil 39. TCF7L2 rs7903146 polimorfizminin gruplara gore dagilimi ...................... 88
Sekil 40. 8-OH-dG’NIN ROC €IS .....uvvviiiiiiieeeeiiiiiiiieeee e 90
Sekil 41. R-cdA'NIN ROC EJFiSi......ccevviiiiiiiie et 91
Sekil 42. S-CAA'NIN ROC €SI ....ceieeiiieeiiiiee e 92
Sekil 43. 8-iS0-PGF20'INn ROC €0riSi.....ccceeeiieeeeeeee e, 93



TABLOLAR DiZiNi

Sayfa No
Tablo 1. ADA’nin 2011 yilinda belirledigi DM tani kriterleri...........cccvvvvviiiiiiiiininnnnn. 13
Tablo 2. Reaktif oksijen turlerinin olusumuna neden olan etmenler.......................... 22
Tablo 3. Serbest radikal olan ve radikal olmayan tarler .............cccooooeeeiiiiiiiiinn e, 22
Tablo 4. DNA hasarina neden olan endojen ve ekzojen faktorler...........ccccccceeeee. 26
Tablo 5. Calismada kullanilan kimyasal maddeler ve malzemeler..............ccccc......... 48
Tablo 6. Calismada kullanilan cihazlar ... 49

Tablo 7. Hasarli DNA nukleozidlerinin ve izoprostanin iyon iftleri ve alikkonma

p4= 11 T 0] = | o DO PP 57
Tablo 8. 8-OH-dG kalibrasyon egrisi standartlarinin dogrulugu..............cccccevvvvveeeee. 73
Tablo 9. S-cdA kalibrasyon egrisi standartlarinin dogrulugu............ccccccevvviiiiiinnnnnn. 73
Tablo 10. 8-iso-PGF 24 kalibrasyon egrisi standartlarinin dogrulugu ........................ 74
Tablo 11. Hasarli DNA nikleozidlerinin ydntem gegerlilik bulgulari.......................... 75
Tablo 12. Izoprostanin yéntem gegerlilik bulgulart ...............c.cccoeeeeeeececceeeeeeeee 75
Tablo 13. Olgu ve kontrol grubunun demografik ve antropometrik 6zellikleri............ 77
Tablo 14. Olgu ve kontrol grubunun rutin laboratuvar verileri ..............ccccccoveeeeeeeenn. 78
Tablo 15. Olgu ve kontrol grubu idrar érneklerinde 8-OH-dG, R-cdA, S-cdA ve 8-iso-
O] Yo o (1 4] =Y o PP 79

Tablo 16. Olgu ve kontrol grubunda TCF7L2 rs7903146 polimorfizminin genotipleri87
Tablo 17. Oksidatif stres parametrelerinin esik degerlerinin belirlenmesi ................. 94

Tablo 18. TCF7L2 rs7903146 polimorfizmi olan ve olmayan kisilerde oksidatif hasar

(o [U =3/ = o [PPSR 95
Tablo 19. Kontrol grubunda korelasyon analizlerinin sonuglari...........cccccccceeeeennnn. 97
Tablo 20. Prediyabet grubunda korelasyon analizlerinin sonuglari .......................... 98
Tablo 21. T2DM hastalarinda korelasyon analizlerinin sonuglari...........cccccccceeeeee. 99

Vi



4-HNE

8-is0-PGFaq

8-OH-dG
ADA
AKS
ALT
AST
AUC
BOSS
BUN
CGMS
CRP
cv

DM
ELISA
ESCODD
ESI
FDA
GC-MS
GIP
GLP-1
HbAlc
HDL
HOMA-IR
HPLC
IDDM
IDF

KISALTMALAR

:4-hidroksinonenal

:8-izoprostan

:8-hidroksi-deoksiguanozin

:Amerikan Diyabet Birligi

:Aclik Kan Glukozu

:Alanin Aminotransferaz

:Aspartat Aminotransferaz

‘ROC Egrisinde Egri Altinda Kalan Alan
:Oksidatif Stres Biyobelirtecleri Calismasi
:Kan Ure Nitrojeni

:Siirekli Glukoz izleme Sistemi
:C-Reaktif Protein

:Varyasyon Katsayisi

:Diabetes Mellitus

:Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay
:Avrupa Oksidatif DNA Hasari Standartlar Komitesi
:Elektrospray Iyonizasyon

:Amerikan Gida ve ilag¢ Dairesi

:Gaz Kromatografisi-Kutle Spektrometresi
:Glukoza Bagimli insiilinotropik Peptid
:Glukagon Benzeri Peptid 1

:Hemoglobin Alc

:Yuksek Yogunluklu Lipoprotein

:Homeostasis Model Assesment-insiilin Direnci
:Yuksek Performans Sivi Kromatografisi
:Insiilin Bagimh Diabetes Mellitus

:Uluslararasi Diyabet Federasyonu

Vii



IFG
IGT
IS

LC-MS/MS

LDL
LOD
LOQ
MDA
MRM
MS/MS
NFG
NIDDM
NIEHS
NIH
OGTT
PARP-1

QQQ

R-cdA ve S-cdA

RIA
ROC
S/N

SH

SID
SNP
SS
TBARS
TG
TURDEP
VKI
VLDL
WHO

:Bozulmusg Aclik Kan Glukozu
:Bozulmus Glukoz Toleransi
:internal Standart

:Sivi Kromatografisi-Tandem Kutle Spektrometresi
:Dusuk Yogunluklu Lipoprotein
:Tespit Limiti

:Kantitasyon Limiti
:Malondialdehit

:Coklu Reaksiyon izleme (Multiple Reaction Monitoring)
:Tandem Kutle Spektrometresi
:Normal Aclik Plazma Glukozu
:instlinden Bagimsiz Diabetes Mellitus

:National Institute of Environmental Health Sciences
:National Institutes of Health

:Oral Glukoz Tolerans Testi

:Poli (ADP-riboz) Polimeraz-1

:Triple Quadrupole

:8,5-siklo-2 -deoksiadenozinler
:Radioimmunoassay

‘islem Karakteristigi Egrisi

:Sinyal Garultid Orani

:Standart Hata

:Stabil izotop Dillisyon

:Tek Nikleotid Polimorfizmi

:Standart Sapma

:Tiyobarbiturik Asit Reaktif Bilesikleri
:Trigliserid

:Turkiye Diyabet Epidemiyoloji Projesi
‘Viicut Kiitle indeksi

:Cok Dusuk Yogunluklu Lipoprotein
:Dinya Saglik Orgiiti

viii



TESEKKUR

Doktora egitimim suresince bilgi ve deneyimlerinden her zaman yararlandigim,
hosgorulu ve sevecen yaklagimi ile destegini esirgemeyen, 6grencisi olmaktan onur
ve mutluluk duydugum cok degerli danismanim Sayin Prof. Dr. Hiiray islekel’e,

Doktora tez galismalarim sirasinda oOneri ve katkilari ile her zaman yanimda
olarak destegdini esirgemeyen tez izleme komitesindeki dederli hocalarim Sayin Prof.
Dr. Giil Gliner Akdogan ve Sayin Prof. Dr. Zeliha Kerry'e,

Destegini her zaman hissettigim, engin bilgi ve tecrubelerini benimle paylagan
degerli hocam Sayin Prof. Dr.Gildal Kirkalr'ya,

Bilimsel ve manevi destegini esirgemeyen degerli hocam Sayin Prof. Dr. Miral
Dizdaroglu’'na,

DEU Saglik Bilimleri Enstitiisii Midiirii Sayin Prof. Dr. ibrahim Astarcioglu ve
tiim DEU Saglik Bilimleri Enstitiisii calisanlarina,

DEU Tip Fakiiltesi Tibbi Biyokimya Anabilim Dal’'nda almis oldugum egitimde
emegi gecen, guler yuzlerini ve yardimlarini esirgemeyen Anabilim Dali Bagkani
Sayin Prof. Dr. Canan Coker, tum degerli 6gretim tiyeleri ve galisanlarina,

Doktora tez galismalarimin istatistiksel analizlerinde bana yol gosteren, bilgi ve
tecrubelerini benimle paylasan Sayin Prof. Dr. Pembe Keskinoglu'na,

Calismamizin klinik yonunidn gergeklesmesinde katkilarini ve veri toplanmasi
asamasinda desteklerini esirgemeyen Sayin Prof. Dr. Firat Bayraktar'a, Dr.
Mehmet Calan ve Dr. Tugba Arkan’a,

Tez galismam boyunca bana her konuda destek ve yardimci olan, birlikte
calismaktan mutluluk duydugum degerli galisma arkadaglarim Merve Akis ve Yard.
Dog. Dr. Gamze Tuna'ya,

Manevi desteklerini ve yardimlarini esirgemeyen Tibbi Biyokimya Anabilim
Dali’ndaki tiim arkadaslarima ve bolim sekreterimiz sevgili Eda Nesrin Olum’a,

Egitim hayatim boyunca her zaman yanimda olan, beni her konuda karsiliksiz
destekleyen ve buglnlere gelmemde gdsterdikleri sabir ve fedakarlik igin ailem;
Alev-Bahadir Ding, Damla Din¢g ve Bengu-Recep Kant’a, esim Yalkin Kant ve

kizim Nehir Kant’a sonsuz tesekkurlerimi sunarim.



OZET
Prediyabet ve Tip 2 Diyabet Hastalarinda Oksidatif Makromolekul Hasarinin ve

Transkripsiyon Faktor 7 Benzeri 2 Gen Polimorfizminin incelenmesi

Melis KANT

Dokuz Eylil Universitesi, Saglk Bilimleri Enstitisi, 35340, inciralti/izmir

Giris ve amag¢: Tip 2 diyabet (T2DM), dinyada yaygin olarak gorilen
hiperglisemi ile karakterize kronik metabolik bir hastaliktir. Prediyabet, T2DM'’in orta
derecede hiperglisemi ve kan glukoz dalgalanmalarinin goézlendigi subklinik
doénemidir. Hiperglisemi nedeniyle ortaya c¢ikan oksidatif stres ve reaktif oksijen
turleri, insulin direnci gelisimi, B-hlcre disfonksiyonunun ortaya ¢ikisi ve diyabetin
uzun dénem komplikasyonlarinin yani sira, DNA, lipid ve protein gibi makromolekdl
hasarinda etkin bir rol oynamaktadir. Diger yandan, insulin direnci gelisimi ve B-hucre
disfonksiyonunda genetik faktorler de etkili olmaktadir. Transkripsiyon faktori 7
benzeri 2 (TCF7L2) polimorfizmleri T2DM gelisim riski ile iligskilendirilmis en énemli
tek nukleotid polimorfizmleridir (SNP). TCF7L2'nin T2DM hastalarinda ortaya ¢ikan
oksidatif makromolekul hasarina bir etkisi olup olmadigi henltz bilinmemektedir. Tip 2
diyabetin klinik olarak ortaya c¢ikmasindan once vucutta olusan hasarlarin ve
metabolizmaya yansiyan etkilerinin erken tanimlanmasi ve oksidatif hasarin tam
anlamiyla belirlenmesi icin prediyabet doneminin daha ayrintili olarak arastiriimasi
gerekmektedir. Bu Dbilgiler 1siginda projemizin amaci prediyabet ve T2DM
hastalarinda sistemik oksidatif hasarin guvenilir biyobelirtegleri olarak; DNA nukleozid
hasarinin baglica gostergeleri, 8-hidroksi-deoksiguanozin (8-OH-dG) ve 8,5-siklo-2-
deoksiadenozinler (R-cdA, S-cdA) ve lipid peroksidasyon GrinU 8-izoprostan (8-iso-
PGF2q) duzeylerinin arastiriimasi ve saglikli kontrollerle karsilastiriimasi; olgu ve
saglikli kontrol grubunda TCF7L2 rs7903146 polimorfizmi olan ve olmayan bireylerin
oksidatif hasar yoninden incelenmesidir.

Yontem: Calismamiz kapsaminda prediyabet (n=47) ve T2DM (n=43)
hastalarindan ve saglikh kontrol grubundan (n=37) kan ve idrar drnekleri toplandi.
idrar rneklerinde 8-OH-dG, R-cdA, S-cdA ve 8-iso-PGF24'in mutlak kantitasyonu sivi

kromatografisi-tandem kutle spektrometresi stabil izotop dilisyon-¢oklu reaksiyon



izleme yontemi ile gergeklestirildi. TCF7L2 geninde rs7903146 polimorfizmi otomatize
DNA dizi analizi yontemiyle belirlendi. Elde edilen bulgular, hastalarin rutin
laboratuvar verileri, klinik bulgulari ve demografik parametreleri ile birlikte
degerlendirildi. Prediyabet ve T2DM hastalarinda 8-OH-dG, R-cdA, S-cdA ve 8-iso-
PGF24'nin hiperglisemi icin esik degerleri belirlendi. Istatistiksel analizler SPSS 22.0
ve GraphPad Prism 5 programlarinda gergeklestirildi ve p<0.05 degerleri anlaml
kabul edildi.

Bulgular: Prediyabet hastalarinin idrar érneklerinde 8-OH-dG, S-cdA ve 8-iso-
PGF2qa duzeyleri kontrol grubuna gore anlamli olarak yuksek bulundu (Sirasiyla
p<0.0001, p=0.011 ve p=0.006).T2DM hastalarinda 8-OH-dG duzeylerinin kontrol
grubuna goére anlamli yliksek oldugu goézlendi (p=0.031). Prediyabet ve T2DM
hastalarinda incelenen hasarli DNA nukleozidleri, 8-OH-dG ile R-cdA ve S-cdA
arasinda pozitif yonde anlamli korelasyon bulundu (Sirasiyla r=0.549, p<0.001 ve
r=0.599, p<0.001, r=0.662, p<0.001 ve r=0.388, p=0.011). Prediyabet grubunda
HbA1c’nin S-cdA ve 8-iso-PGF2q dizeyleri ile negatif yonde anlamli korelasyonu
oldugu belirlendi (Sirasiyla r=-0.424, p=0.007 ve r=-0.373, p=0.018). Bulgularimiz
prediyabet, T2DM ve kontrol gruplarinda TCF7L2 polimorfizmi agisindan
incelendiginde, homozigot TT alelleli tagima orani sirasiyla % 7, % 22 ve % 9;
heterozigot CT alelleli tagsima orani ise sirasiyla % 50, % 50 ve % 52 olarak bulundu.
Gruplar arasinda homozigot allel gorulme oranlari karsilastiriidiginda T2DM
grubundaki oranin diger gruplara gore en az iki kat daha yuksek oldugu gozlendi.
Saglikli kontrol grubunda TCF7L2 gen polimorfizminin hasarli DNA nikleozidleri ile
negatif yonde anlamli korelasyonu belirlendi (Sirasiyla r=-0.468, p=0.024, r=-0.724,
p<0.001 ve r=-0.663, p=0.001). Ayrica T2DM hastalarinda TCF7L2 gen polimorfizmi
ile bel gevresi arasinda pozitif korelasyon bulunmaktadir (r=0.479, p=0.007).

Sonug: Calismamiz prediyabet ve yeni tani almis T2DM hastalarinda oksidatif
makromolekll hasarinin guvenilir biyobelirteclerle kapsamli olarak incelendigi ve
oksidatif DNA hasarinin TCF7L2 polmorfizmi ile iligkilendirildigi ilk ¢aligsmadir.
Prediyabet olgularinda kontrol grubuna gore yuksek bulunan hasarli DNA
nukleozidleri ve izoprostan duzeylerinin, T2DM’un subklinik evresi olarak tanimlanan

prediyabet déneminde ortaya c¢ikan sistemik oksidatif makromolekdl hasarini



yansittigi ve bu parametrelerin T2DM riskinin belirlenmesi igin hastahidin erken

biyobelirtecleri olabilecegi disuncesindeyiz.

Anahtar sozciikler: Oksidatif DNA hasari, Lipid peroksidasyonu, Prediyabet,
T2DM, Sivi kromatografisi-tandem kutle spektrometresi stabil izotop dilisyon-goklu

reaksiyon izleme, Tek nukleotid polimorfizmleri, TCF7L2



ABSTRACT
Evaluation of Oxidatively Induced Macromolecule Damage and

Transcription factor 7-like 2 Gene Polymorphism

in Patients with Prediabetes and Type 2 Diabetes Mellitus

Melis KANT

Dokuz Eylil University, Institute of Health Sciences, 35340, inciralti/izmir

Objective: Type 2 diabetes mellitus (T2DM) is an endemic chronic metabolic
disease characterized by hyperglycemia. Prediabetes is the subclinical stage of
T2DM with moderate hyperglycemia and blood glucose fluctuations. Oxidative stress
and reactive oxygen species resulting from hyperglycemia play an important part in
oxidatively induced damage to macromolecules such as DNA, lipids and protein and
in development of insulin resistance, B-cell dysfunction and long-term complications
of diabetes. Genetic factors are also involved in the development of insulin resistance
and B-cell dysfunction. Transcription factor 7-like 2 (TCF7L2) polymorphisms are the
most important single nucleotide polymorphisms (SNPs) associated with T2DM.
However, the effect of TCF7L2 polymorphism on oxidative macromolecule damage
remains to be clarified. Prediabetes stage must be thoroughly investigated for early
identification of oxidative macromolecule damage in the human body and for
determination of its effects on metabolism. New biomarkers which can be used in risk
stratification and therapy control as supplementary to current parameters are
needed. Therefore, the aims of this study were to investigate the levels of DNA
damage products  8-hydroxy-deoxyguanosine (8-OH-dG), 8,5-cyclo-2-
deoxyadenosines (R-cdA and S-cdA) and lipid peroxidation product isoprostane (8-
iIS0O-PGF2q) as reliable oxidative stress markers in patients with prediabetes and
T2DM in comparison with healthy volunteers, to detect TCF7L2 rs7903146
polymorphisms and compare these polymorphisms in terms of oxidative damage
levels.

Method: Urine and blood samples were collected from prediabetes (n=47) and
T2DM (n=43) patients, and control subjects (n=37). Absolute quantification of 8-OH-
dG, R-cdA, S-cdA and 8-iso-PGF2q« was made with stable isotope dilution-multiple

reaction monitoring liquid chromatography-tandem mass spectrometry methods.



TCF7L2 rs7903146 SNPs were analyzed with DNA sequencing method. Obtained
results were evaluated together with clinical and laboratory findings and demographic
features. Cut off values of 8-OH-dG, R-cdA, S-cdA and 8-iso-PGF2q were determined
for hyperglycemia in prediabetes and T2DM patients. Statistical analyses were
performed by using SPSS 22.0 and GraphPad Prism 5, and p<0.05 was considered
significant.

Results: 8-OH-dG, S-cdA and 8-iso-PGF2a levels were significantly higher in
the prediabetes patients than those in the healthy control group (p<0.0001, p=0.011
and p=0.006, respectively). T2DM patients had significantly higher levels of 8-OH-dG
compared to the healthy control group (p=0.031). 8-OH-dG were significantly
positively correlated with R-cdA and S-cdA for prediabetes and T2DM (r=0.549,
p<0.001 and r=0.599, p<0.001, r=0.662, p<0.001 and r=0.388, p=0.011,
respectively). HbAlc was found significantly negatively correlated with S-cdA and 8-
iIS0O-PGF2q in  prediabetes group (r=-0.424, p=0.007 and r=-0.373, p=0.018,
respectively). Concerning TCF7L2 rs7903146 SNPs, 7% of the prediabetes patients,
22% of the T2DM patients and 9% of the healthy control group had homozygote TT
allele and 50% of the prediabetes patients, 50% of the T2DM patients and 52% of the
control group had heterozygote CT allele. The T2DM patients had homozygote TT
allele minimum two times as frequently as the prediabetes and healthy control
groups. A significant negative correlation was found between TCF7L2 SNP and the
damaged DNA nucleotides of 8-OH-dG, R-cdA and S-cdA in the healthy control
group (r=-0.468, p=0.024, r=-0.724, p<0.001 and r=-0.663, p=0.001 respectively).
There was a significant positive correlation between TCF7L2 SNPs and waist
circumference in the T2DM patients (r=0.479, p=0.007).

Conclusion: This is the first study which examined oxidative macromolecule
damage thoroughly by using reliable markers of oxidative stress in patients with
prediabetes and newly diagnosed T2DM in comparison with healthy volunteers,
which compared these polymorphisms in terms of oxidative damage levels and which
showed a relation between DNA damage and TCF7L2 polymorphism. These results
indicate that oxidatively induced macromolecule damage in cells appears during
prediabetes, the subclinical stage of T2DM. Therefore, oxidatively induced DNA



damage and lipid peroxidation products found to elevate in the prediabetic stage can

be used as early disease markers in patients at risk of T2DM.

Key Words: Oxidatively induced DNA damage, Lipid peroxidation, Prediabetes,
T2DM, Stable isotope dilution-multiple reaction monitoring liquid chromatography-

tandem mass spectrometry, Single nucleotide polymorphism, TCF7L2



1. GIRIS VE AMAC

Tip 2 diabetes mellitus (T2DM) eriskin toplumda en yaygin gorulen metabolizma
hastaligidir. Son yillarda yasam tarzindaki hizli degisim ile birlikte gelismis ve
gelismekte olan toplumlarda T2DM goértlme sikhgi hizla artmaktadir. Dinyada 2015
yilinda diyabetli birey sayisi 415 milyon iken bu sayinin 2040 yilinda 642 milyona
ulasacagi ongorulmektedir (1). Genellikle orta-ileri yas hastaligi olarak kabul
edilmekle birlikte, son yillarda daha gen¢ yaslarda da gorilmeye baslanmistir.
T2DM’da baslangic doneminde pankreastan insulin salgisi yeterli olmakla birlikte,
salgilanan insulin hiacreler tarafindan kullanilamaz ve giderek insulline karsi direng
gelisir. Hastaligin ilerleyen donemlerinde insulin salgisi yetersiz hale gelir, insulin
direnci ve yetersizligi sonucunda hiperglisemi ortaya ¢ikar. T2DM gelisimi, bozulmus
glukoz toleransi ile karakterize geri donlisumli ve uzun bir prediyabet asamasini
izler. T2DM icin yuksek risk grubu olarak tanimlanan prediyabetiklerde, glisemik
parametre duzeyleri normale gore yuksek, ancak tip 2 diyabet tanisi alacak kadar
yuksek degildir (2). T2DM’de morbidite ve mortalitenin asil nedeni, kronik
hiperglisemi ve disglisemi sonucu ortaya ¢ikan mikro ve makrovaskuler
komplikasyonlardir (3). T2DM’un patogenezinde altta yatan mekanizmalar tam olarak
aydinlatilamamis olmakla birlikte, hiperglisemi nedeniyle artan oksidatif stresin
hastaligin ve mikro-, makrovaskuler komplikasyonlarin gelisiminde anahtar rol
oynadigl kabul edilmektedir (3). Bu komplikasyonlarin genellikle prediyabet
asamasinda olusmaya basladigi ileri sUrilmektedir. Ancak, prediyabet tanisi igin
kullanilan hemoglobin A1c (HbA1c), aclik kan glukozu (AKS) ve oral glukoz tolerans
testi (OGTT) gibi klasik glisemik biyobelirteclerin birgok prediyabet olgusunda normal
dizeylerde oldugu gdézlenmektedir (4). Bu nedenle bu evrenin iyi tanimlanmasi ve
izlenmesi i¢in kullanilabilecek ve sistemik hucresel hasari erkenden yansitacak
biyobelirteglere gereksinim duyulmaktadir (5,6).

Oksidatif stres reaktif oksijen tdrlerinin (ROT) Udretimi ve vlcuttan
uzaklastiriimasi arasindaki dengenin bozulmasi olarak tanimlanmaktadir. Yiksek
miktardaki ROT, DNA ve membran lipidleri bagta olmak Uzere hucresel molekullerle
reaksiyona girerek oksidatif hasara neden olur. DNA yapisinda olusan serbest radikal
aracili hasar mutagenez, karsinogenez, yaslanma, T2DM ve diger birgok hastalik

mekanizmasi ile iligkili olmasi nedeniyle 6zel bir 6neme sahiptir (7). Oksidatif stres



DNA uzerinde baz ve seker modifikasyonlari, zincir kiriklari, abazik bolgeler, DNA
protein c¢apraz baglanmasi ve nukleozid hasari gibi modifikasyonlara neden
olmaktadir. Okside bir nukleozid tlrG olan 8-hidroksi-2’-deoksiguanozin (8-OH-dG),
nikleer ve mitokondriyal DNA'da en sik galisilan ve tespit edilen hasar Grand olup,
duyarl bir in-vivo oksidatif stres biyobelirtecidir (8,9). Son yillarda, bir diger nukleozid
hasar parametresi olan 8,5-siklo-2’-deoksiadenozinin (S-cdA ve R-cdA) fizyolojik
kosullarda dusuk duzeylerde bulunmasi, kimyasal stabilitesi ve 0zgun yapisi
nedeniyle birgok hastaligin belirlenmesinde iyi bir biyobelirte¢ olabilecedi o6ne
surtulmektedir (10,11). DNA'da oksidatif hasar sonucu ortaya ¢ikan Grunlerin vicut
sivilarinda guvenilir analitik yontemlerle dogru olarak degerlendiriimesi oksidatif DNA
hasarinin ve hastaliklardaki rolinin anlasiimasi agisindan son derece 6nemlidir (7).
Avrupa Oksidatif DNA Hasari Standartlar Komitesi (ESCODD) 8-OH-dG duzeylerinin
farkli tekniklerle dlcumlerinin karsilastirmasi sonucunda, en guvenilir yontemin sivi
kromatografisi-tandem kutle spektrometresi (LC-MS/MS) oldugu yonunde gorus
bildirmistir (12). Son yillarda, diustik konsantrasyonlardaki DNA hasar Grdnlerinin
Olcllmesine olanak saglayan ve izotop isaretli internal standart (IS) kullanilarak
gerceklestirilen sivi kromatografisi-tandem kutle spektrometresi stabil izotop dillisyon-
coklu reaksiyon izleme (LC-MS/MS SID-MRM) yontemi, yuksek analitik duyarlihk ve
Ozgulligu, ayni anda birgok analitin kantitasyonunu gergeklestirebilme kapasitesi
nedeniyle diger yontemlere tercih edilmektedir (12,13).

Lipid peroksidasyonu oksidatif stresin iyi bir gostergesidir (14). Coklu doymamis
yag asitlerinin sekonder oksidasyon Urund olan izoprostanlar, National Institutes of
Health (NIH) tarafindan onaylanmis in-vivo oksidatif stres biyobelirtegleri olup,
endojen lipid peroksidasyonunun belirlenmesinde ‘altin  standart’ olarak
kullaniimaktadirlar (13). izoprostanlarin stabil kimyasal yapilari, biyolojik sivi ve
dokularda saptanabilir duzeyleri, oksidatif stres biyobelirtecleri olarak tercih edilme
nedenleridir. En sik g¢alisilan izoprostan olan 8-iso-PGF24’In biyolojik 6érneklerde
Olcimu igin en guvenilir ydntem LC-MS/MS’dir (15,16).

Literatirde farkh yontemler kullanilarak o&lgilen DNA hasarn ve lipid
peroksidasyonunun tip 2 diyabet ile iliskilendirildigi c¢esitli ¢galismalar yer almaktadir
(17-24). Ancak, hastaligin baslangic ve geri donusimli asamasini kapsayan

prediyabet doneminde oksidatif stresin arastirildigi sinirl sayida ¢alisma yapilmistir.



Bu calismalarda oksidatif stres duzeyleri referans yontemler kullaniimaksizin
incelenmis ve oksidatif DNA hasari sadece 8-OH-dG ile belirlenmistir (4,25). Ancak
biyobelirte¢ olarak tek bir DNA hasar urununin olgimu, DNA yapisinda dort bazda
ayni anda olusan serbest radikal kaynakli genis hasarin gozden kagmasina yol
acabilir (26). Diger yandan, hem prediyabet hem de T2DM olgularini kapsayan bir
orneklemde, DNA nukleozid hasarinin ve lipid peroksidasyonunun altin standart
parametreleri olan sirasiyla 8-OH-dG, S-cdA, R-cdA ve 8-iso-PGFa2d'In Dbirlikte
degerlendirildigi kapsamli bir caligmaya rastlanmamistir.

T2DM genetik ve cevresel faktorlerden etkilenen multifaktoriyel bir hastaliktir.
TCF7L2 (Transkripsiyon faktor 7 benzeri 2) ilk kez 2006 yilinda T2DM ile iligkili gen
olarak tanimlanmistir (27). TCF7L2, beta hicre (B-hucre) proliferasyonu ve instlin
sekresyonunda onemli rol oynayan wnt sinyal yolagi ile iligkili olan bir transkripsiyon
faktoradar. Son yillarda yapilan g¢alismalarda TCF7L2'nin ¢esiti DNA onarim
proteinleri ile kompleks olusturdugu ve DNA onariminda rol oynadigi ortaya
koyulmustur (28,29). Bu calismada prediyabet ve T2DM hastalarinda TCF7L2
rs7903146 tek nuikleotid polimorfizmi (SNP) belirlenerek, saghklh kontrol grubu ile
kargilastiriimistir. Bu yoOnuyle arastirmamiz, prediyabet ve T2DM hastalarinda
TCF7L2 SNP’leri ile oksidatif stres iligkisinin incelendigi ilk calismadir.

Bu bilgiler isiginda ¢alismanin amaci prediyabet ve T2DM hastalarinda;

» Oksidatif DNA nulkleozid hasarinin baslica gostergeleri, 8-OH-
dG, R-cdA, S-cdA ve lipid peroksidasyonu altin standardi 8-iso-
PGF2a duzeylerinin sivi kromatografi tandem kitle spektrometrik
olarak dl¢ulmesi ve saglikli kontrollerle karsilastiriimasi,

» DNA nukleozid hasari ve lipid peroksidasyonu bulgularinin
hastalarin rutin laboratuvar verileri, klinik bulgulari ve demografik
parametreleri ile iligkilerini inceleyerek prediyabet evresinde erken
birer biyobelirte¢ olup olamayacaklarinin arastiriimasi,

» TCF7L2 polimorfizmi olan ve olmayan bireylerin oksidatif
makromolekul hasari agisindan karsilastirilmasidir.

Calismanin hipotezi; prediyabet ve tip 2 diyabet hastalarinda oksidatif DNA
nikleozid hasari ve lipid peroksidasyonunda artis gorllecegi; oksidatif hasarin

TCF7L2 polimorfizmi olan bireylerde olmayanlara gore daha farkh olacagidir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Diabetes Mellitus’un Tarihgesi

Tarihte Diabetes Mellitus (DM) ile ilgili ilk tanimlamalar yaklasik 3000 yil 6nceye
dayanmaktadir. Klinik olarak ilk tanimi Aulus Cornelius Celsus tarafindan M.O. 50
yillarinda, ayrintili tanimi ise Kapadokyali Yunan Hekim Aretaeus tarafindan M.S. 2.
yy. déneminde yapilmigtir. M.S 960 yillarinda Ibni Sina diyabeti tanimlayarak cesitli
tedavi yontemleri onermigtir. Avrupa’da Mathew Dobson diyabetik idrar tadinin
sekerden kaynaklandigini ispatlamig, dusuk karbonhidratli diyetler vererek tedavide
basarili olmustur. 1870 yillarinda Fransiz doktor Bouchard DM hastalarinin savas
esnasinda yetersiz beslenmeye bagli diusik seker alimi sonucunda iyilestigini tespit
etmigtir. Arastirmaci Claude Bernard, karacigerde asiri glikojenoliz sonucu ortaya
cikan fazla glukozun idrara atildigi ve diyabete neden oldugu hipotezini ortaya
atmigtir. 1869 yilinda Paul Langerhans, pankreas dokusunda daha sonradan kendi
adiyla anilacak olan adacik hucrelerini kesfetmistir. Alman bilim adami, Georg
Zuelzer ilk enjektabl insulin ekstresini Uretmis ancak asiri yan etkileri goralmustar.
1921 yilinda Frederick Grant Banting ve Charles H. Best, pankreastan 6zel kimyasal
yontemlerle ilk saf insulini elde etmis ve instlinle tedavi edilen ilk hasta olarak tarihe
gecen Leonar Thomson’un tedavisinde basariyla kullanmiglardir. Bu buluglari igin
Banting ve laboratuvarin yoneticisi olan John James Richard Macleod’a 1923
yilinda Nobel Tip Odull verilmistir. 1936 yilinda Hagedorn kristalize insiiline bir balik
proteini olan protamin ilave ederek daha uzun etkili insulin bulmustur. 1940 yilinda
diyabet ve uzun donem komplikasyonlar arasindaki iligki tespit edilmistir. 1955-1957
yillarinda hala genis kapsamli kullanima sahip oral antidiyabetik ajanlardan
metfromin ve sulfonillreler piyasaya surtlmastir. 1966 yilinda ilk pankreas nakli
yapiimistir. 1983 yilinda ilk biyosentetik insan insulini bulunmus ve 1986 yilinda ilk
kez insulin preparatlari kalem halinde kullanima sunulmustur. Son yillardaki

gelismelerle de etkili insulin analoglari kullanimina baglanmistir (30).
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2.2. Diabetes Mellitus’un Tanimi ve Siniflandiriimasi

Diabetes mellitus, insdlin eksikligi ya da insulin etkisindeki bozukluklar
nedeniyle organizmanin  karbonhidrat, yad ve proteinlerden yeterince
yararlanamadigi, hiperglisemi ile karakterize kronik metabolik bir hastaliktir (31).
Dinya Saghk Orgiti (WHO) tarafindan etyopatogenez ve diyabetin evreleri goz

Oonune alinarak dort ana grup seklinde siniflanmistir.

[.  Tip 1 Diabetes Mellitus

immidin aracili

idiyopatik
[I.  Tip 2 Diabetes Mellitus
II. Diger Spesifik Tipler
B-hucre fonksiyonun genetik bozukluklari
insiilin etkisinde genetik bozukluklar
Ekzokrin pankreas hastaliklari
Endokrinopatiler

ilag ya da kimyasallara bagli

-~ 0o o o0 T p

Enfeksiyonlar

immiin aracili diyabetin nadir formlari

= @

Diyabetle bazen birlikteligi olan diger genetik sendromlar

IV.  Gestasyonal Diabetes Mellitus

Tip 2 diabetes mellitus (T2DM), DM’un en sik gorilen formudur ve tim olgularin
% 90'In1 olusturmaktadir. Ozellikle sanayilesen toplumda énemli bir saglk sorunu
haline gelmistir. Erigskin toplumda en yaygin gorulen metabolizma hastaligidir. Son
yillarda daha geng yaslarda da gorulmeye baglanmistir (31). T2DM tim dunyadaki
yuksek insidansi ve neden oldugu akut ve kronik komplikasyonlardan dolayi
ginimuzde en 6nemli mortalite ve morbidite nedenlerinin basinda gelmektedir
(31,32).
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2.3. Tip 2 Diabetes Mellitus ve Prediyabet Tanimi ve Tani Kriterleri

T2DM, pankreas B-hlcresinden insllin sekresyonunun yetersizligi ve/veya
vicudun insulini yeterli kullanamamasi sonucu ortaya c¢ikan insulin direnci ve
hiperglisemi ile karakterize kronik metabolik bir hastahktir (33,34). Klinik olarak
polidipsi (cok su i¢gme), poliuri (¢ok idrar yapma), polifaji (fazla yeme), pruritis
(kasinti), kilo kaybi gibi belirtiler ile ortaya cikar. Birgok olguda bu bulgularla tani
konulmadan yillar 6nce hastalik baglamistir. T2DM'da ortaya ¢ikan kronik
hiperglisemi, uzun dénemli hasarin ve retinopati, ndropati, nefropati ve ateroskleroz
gibi mikro-, ve makro-vaskuler diyabetik komplikasyonlarin baslica nedenidir.

Amerikan Diyabet Birligi (ADA) tarafindan 1997 yilinda yapilan didzenlemeyle
T2DM tani kriterleri; aghk kan glukozu (AKS) >126 mg/dL (7.0 mmol/L) ve 2. saat oral
glukoz tolerans testi (OGTT) >200 mg/dL (11.1 mmol/L) olarak belirlemigtir.
Hemoglobin Alc (HbAlc) ise 2010 yilinda, élgim standardizasyonunun saglanmasi
nedeni ile tani kriterleri arasina girmistir. HbA1c >% 6.5 ve Uzeri esik de@eri olarak
kabul edilmigtir (Tablo 1). Prediyabet, subklinik diyabet olarak belirtilen yeni bir klinik
terimdir, ilk olarak 2002 yilinda ADA tarafindan tanimlanmigtir (35). Orta duzeyde
hipergliseminin goézlendigi, kan glukoz dlzeylerinin normale goére yuksek, ancak
T2DM tanisi alacak kadar yuksek olmadigi bir dénemdir (2). Prediyabetin erken
tanisi, T2DM riskini azaltma veya Onleme firsati saglayabilir. WHO prediyabeti iki
parametre ile tanimlamaktadir; bozulmus acghk kan glukozu ve bozulmus glukoz
toleransi. Bozulmus aclk kan glukozu (IFG), acglik kan glukozunun normal degerlerin
uzerinde olup, T2DM tanisi igin gerekli olan duzeylerin altinda olmasi durumudur
(100-125 mg/dL ya da 6.1-6.9 mmol/L). Bozulmus glukoz toleransi (IGT) ise 75 gr
oral glukoz tolerans testinin (OGTT) 2. saat 6lgimunin normalden ylksek fakat
T2DM tanisi i¢in dusuk olan bireyleri tanimlamaktadir (140-200 mg/dL ya da 7.8-11
mmol/L) (36). ADA bu kriterlere ek olarak HbAlc degerleri % 5.7-6.4 arasinda olan
kisileri prediyabetik olarak tanimlamaktadir (37) (Tablo 1). Prediyabet olan bireylerin
yaklasik % 25’inde T2DM gelismektedir. Bu ilerleyis etnik kdken, obezitenin derecesi,
vucut yagdlarinin dagihmi, sedanter yasam tarzi, yaslanma ve eglik eden tibbi
durumlardan etkilenebilir. Prediyabet doneminde alinan onlemler ve yasam tarzinda
yapilan degigsiklikler ile T2DM riskinin % 40-70 oraninda onlenebilecegi yapilan birgok
calismada gosterilmistir (2). Ayrica yapilan birgok ¢alismaya gore prediyabetli kigiler
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T2DM geligsimine ilaveten kardiyovaskuiler hastaliklarin gelisimi bakimindan da

yuksek risk tagimaktadir (38).

Tablo 1. ADA’nin 2011 yilinda belirledigi DM tani kriterleri

Plazma Glukoz Konsantrasyonu
HbAlc AKS OGTT
(%) (mg/dL) (mg/dL)
Normal N/A <100 <140
Prediyabet 5.7-6.4 100-125 140-199
T2DM 26.5 =126 >200

2.4, T2DM’un Etiyolojisi

T2DM insulin direnci ile karakterize kronik metabolik bir hastaliktir. insilin
direnci, ekzojen veya endojen inslline karsi normal biyolojik yanitin bozulmasidir,
reseptor diizeylerinde bozukluklar ile ortaya cikmaktadir. insiilinin hedef dokulari
karaciger, kas ve yag dokusudur ve karacigerde glukoneogenezi ve glikojenolizi
inhibe ederek hepatik glukoz Uretimini baskilar. Ayni zamanda glukozun kas ve yag
dokusuna alinimini ve bu dokularda enerji kaynagdi olarak depolanmasini saglar.
insiilin direncinin gelismesi sonucu hepatik glukoz ¢ikisinda artis olur, kas ve yag
dokusuna alinamayan glukoz ile hiperglisemi ortaya c¢ikar. Pankreas [-hlcreleri
fonksiyonunu kaybeder ve kan glukoz duzeyine yanit olarak yeteri kadar insulin
salgilayamaz ve sonugta T2DM gelisir.

insiilin direnci genellikle T2DM 6ncesinde baslayarak uzun vyillar devam
etmekte, insullin salgilanmasinda ciddi azalma ise hastaligin ileri donemlerinde veya
araya giren hastaliklar sirasinda on plana gegmektedir. T2DM geligsiminde insulin
direnci ve B-hlcre disfonksiyonunun hangisinin daha énemli oldugu tam bir kesinlik

kazanmamigstir (39). T2DM gelisimi agisindan risk tasiyan diyabetiklerin birinci derece
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akrabalarinda bozulmus glukoz toleransi ortaya ¢ikmadan 6nceki donemlerde insulin
direnci varhginin gosteriimesi hastaligin patogenezinde insulin direncinin primer
bozukluk olabilecegini disindirmustar (40,41). B-hucre disfonksiyonunun genellikle
hastaligin erken dénemlerinde ortaya ciktigi bilinmektedir, ancak bu disfonksiyona
yol agan mekanizmalar henlz tam anlagilamamigtir. Yaygin kabul edilmekte olan
gorus ise her iki bozuklugun (insuline direng ve B-hucre disfonksiyonu) da T2DM
patogenezinde 6nemli oldugu ve erken basamaklarinda yer aldigidir (42). Fakat bu
iki bozuklugun patogeneze olan etkileri heterojendir, etnik ve kisisel farkliliklar
gOstermektedir. T2DM, cevresel ve genetik faktorlerin karmasik etkilesimi sonucu
ortaya ¢cikmaktadir. Diyabet acisindan pozitif aile dykusune, azalmis fiziksel aktivite
ve metabolik durumun (abdominal obezite, insllin direnci, hipertansiyon ve

dislipidemi) eklenmesi T2DM gelisim riskini olduk¢a ytkseltmektedir (43).

2.5. T2DM Komplikasyonlari

Diyabetik komplikasyonlar, T2DM’un morbidite ve mortalitesinde en yuksek riski
olusturmaktadir. Hastaligin gelisiminde ortaya ¢ikan kronik hiperglisemi, mikro-, ve
makro-vaskuler diyabetik komplikasyonlarin baslica nedenidir. Bu komplikasyonlar
akut ve kronik olmak Uzere iki grup altinda incelenebilir (Sekil 1).

Akut Komplikasyonlar: Hipoglisemi, hiperozmolar non-ketotik koma, diyabetik
ketoasidoz ve laktik asidozdur. Bu akut komplikasyonlarindan en sik goruleni
hipoglisemidir. Diyabetiklerde hipoglisemi hemen daima tedavinin bir yan etkisi olarak
ortaya ¢ikmaktadir.

Kronik Komplikasyonlar

Mikrovaskiler Komplikasyonlar: Diyabetik retinopati, nefropati, néropati
(periferik simetrik polindropati, otonom néropatiler, mononoropatiler).

Makrovaskiiler Komplikasyonlar: Koroner arter hastaligi, serebrovaskuler

hastalik, periferik arter hastaligi, diyabetik ayak ve enfeksiyonlardir.
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Beyin ve serebral dolasgim

Gozler (serebrovaskiiler hastalik)

(retinopati)

Kalp ve koroner dolagim
(koroner kalp hastaligi)

Bobrekler
(nefropati)
Periferik sinir sistemi
(noropati)
Alt ekstremiteleler
(periferik damar hastaligi)
A1)
/-/'t’ \\ ; Diyabetik ayak

(tlser ve amputasyon)

Sekil 1. Diyabetik komplikasyonlar

2.6. T2DM Epidemiyolojisi

Yasam tarzindaki hizli degisim ile birlikte gelismis ve gelismekte olan
toplumlarin timinde diyabet prevalansi hizla yukselmektedir. WHO verilerine gore,
2015 yilinda T2DM prevalansi % 9 civarindadir. Bu oran yasla birlikte artmakta ve
yaslanan dunya nifusuyla beraber hasta sayisinin artacagdi tahmin edilmektedir (44).
Bircok Ulkede o6lime neden olan hastaliklar icinde T2DM besinci sirada yer
almaktadir. T.C. Saglk Bakanligi ve istanbul Universitesi Tip Fakiiltesi igbirligi ile 18
Ocak—-15 Haziran 2010 tarihleri arasinda gergeklestirilen 15 il 540 merkezi kapsayan
"Turkiye Diyabet, Hipertansiyon, Obezite ve Endokrinolojik Hastaliklar Prevalans
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Calismasi-1l (TURDEP-II)" sonuglarina gore erigkin Turk toplumunda T2DM sikhgdi1 %
13.7 ve prediyabet sikligi % 13.9 olarak belirlenmistir. Insan saghgini tehdit eden
kronik bir hastalik olmasi yaninda, T2DM’'un hem bireye hem de ulkelerin saglk
sistemlerine maliyeti oldukga yuksektir. Kisiye ve topluma yUkunu azaltmak igin
hastaligin ve gelisebilecek hasarlarin olabildigince erken donemde taninmasi ve

uygun sekilde tedavi edilmesi sarttir.

2.7. T2DM’da Genetik Faktorler

Tip 2 diyabetin oldukca karmasik bir etyopatogenezi vardir. Hastaligin
gelisiminde yasam tarzindan kaynaklanan dizensiz ve dengesiz beslenme, fiziksel
aktivite azhgi gibi gevresel faktorlerin yani sira, genetik faktorlerin de etkili oldugu
bilinmektedir. T2DM riskinin % 30-70’inin genetik temellere dayandigi tahmin
edilmektedir (45). Ailesel T2DM hikayesi olan kisilerin hastaligin gelisiminde daha
yuksek risk altinda oldugu belirlenmistir. Genetik yatkinhigi belirleyen ortak bir gen
gosterilememigtir, poligenik etki ongorulmektedir. Monogenik Ozellik tagiyan tek
durum, MODY adi verilen erken baslangicli, insulin bagimh olmayan otozomal
dominant gegcigli T2DM alt tipidir. T2DM’'da poligenik etki hastaligin patogenezinde
temel unsur olan B-hicre disfonksiyonu ve insulin direncini ayri ayri etkilemektedir
(35).

Poligenik ya da multifaktoriyel T2DM, bir¢ok farkli genin birbirleri ve ¢evre ile
karsilikli etkilesimi sonucu ortaya c¢iktigi i¢in klinik durumu daha karmasik ve
heterojendir. Gen-gen ve gen-gevre arasindaki bu olduk¢ca karmasik etkilesimlerin
incelenmesi, T2DM patogenezinin aydinlatiimasi, komplikasyonlarin gelisimi
agisindan riskli bireylerin belirlenmesi ve genome-ila¢ etkilesimlerinin aydinlatilarak
hastalarin etkin bir sekilde tedavi edilebilmesi agisindan 6nemli bilgiler saglayabilir.
T2DM’un gelisiminde etkili genleri tanimlamaya yonelik ¢alismalar aday gen testi ve
tim genom iligkilendirme c¢alismalari (GWAS) olmak Uzere iki yaklagima
odaklanmistir. Buguine kadar yapilan ¢alismalar sonucunda farkli genlerde bulunan
yaklasik 153 polimorfizm hastalikla iligkili olarak tanimlanmistir (46—49). Bu
polimorfizmler arasinda T2DM gelisimde en yiksek riski tasiyanlarin transkripsiyon
faktori 7 benzeri 2 (TCF7L2) tek nlkleotid polimorfizmleri (SNP) oldugu
belirlenmistir (27).
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2.7.1. TCF7L2

TCF7L2 geni ylksek mobiliteli grup (high mobility group box) iceren
transkripsiyon faktorleri ailesinin tyesidir (27,50,51). ilk kez 2006 yilinda T2DM ile
iligkili gen olarak tanimlanmigtir ve bir transkripsiyon faktori olan T hicre
transkripsiyon faktori-4 (TCF-4) proteinini kodlamaktadir (52).

Memelilerde 4 tane TCF bulunmaktadir (53);

e Lenfoid glglendirici baglanma faktora (LEF-1)
e TCF7 (TCF-1)

e TCF7L1 (TCF-3)

e TCF7L2 (TCF-4)

TCF7L2 geni 10. kromozomun @25.3 bdlgesinde bulunur ve 215.9 kb
blyUkliginde genis bir alani kaplamaktadir (54). insan TCF7L2 geni 17 ekzon ve 13
intron bolgesinden olusmaktadir. TCF7L2 proteini [B-katenin baglama bodlgesi
(CTNNB1), DNA-baglanma bolgesi (HMG kutusu) ve birgok izoformda degisken olan
C-terminal bolgesi olmak Uzere 3 temel bolgeden olugsmaktadir.

TCF7L2'nin iskelet kaslari digsinda pankreas B-hucreleri de dahil olmak tzere
bircok dokuda uretildigi ve insllin sekresyonu, hepatik glukoz Uretimi ve kan glukoz
duzeylerini regule eden glukagon benzeri peptid 1 (GLP-1), glukoza bagimli
insulinotropik peptid (GIP) gibi inkretin hormonlarin dlizenlenmesinde rol oynadigi
bilinmektedir (Sekil 2). TCF7L2, wnt sinyal yolaginin son basamaginda goérev alarak
yolaktaki diger genlerin aktivasyonunu diuzenlemektedir (Sekil 3) (55). Wnt sinyal
yolagl metabolik homeostaz, B-hlcre proliferasyonu ve insulin sekresyonunda onemli

rol oynayan ve inkretin hormonlarin sentezini etkileyen bir yolaktir.
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TCF7L2

*Adipogenez
«Inkretin hormonlarin
(GIP ve GLP-1) uretimi

«Instlin salinimi
*Inkretin hormon reseptérlerinin
ekspresyonunun artmasi

*Glukoneogenez

Sekil 2. TCF7L2'nin bilinen fonksiyonlari
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Sekil 3. Wnt sinyal yolagi
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Son yillarda yapilan galigsmalarla TCF7L2’nin DNA onarimi ile iligkisi ortaya
koyulmustur. Poli (ADP-riboz) polimeraz-1 (PARP-1), DNA topoizomeraz 1, ATP
bagimh RNA helikaz A gibi DNA onarim proteinleri ile kompleks olusturdugu ve bu
proteinlerin TCF7L2 ekspresyonunu arttirdigi belirlenmigtir (28,29). TCF7L2 ile
olusan bu protein kompleksi, DNA hasarina cevaben duzenlenmektedir. PARP-1’in,
DNA hasarinin taninmasi ve onarimindaki rolu bilinmektedir, DNA hasarina cevaben
PARP-1 ekspresyonu artar (56-59). Bu verilere gére TCF7L2’'nin DNA onariminda
rol oynadidi disunudlmektedir. DNA onarimi ve TCF7L2 arasindaki bu iliskinin daha
ayrintili olarak incelenmesi ve T2DM’'da ortaya c¢ikan oksidatif DNA hasari ile
iliskisinin aydinlatiimasi gerekmektedir. Biz de galismamizda TCF7L2 polimorfizmi ile
oksidatif DNA hasari arasindaki iligkiyi inceledik.

incelenen tiim gen polimorfizmleri arasinda TCF7L2’de bulunan SNP’lerin
T2DM geligsiminde en dnemli etkiye sahip oldugu gosterilmis ve T2DM riskini iki kat
arttirdigi belirlenmigtir (60). TCF7L2 gen bdlgesinde belirlenmis yedi SNP vardir ve
bunlar DNA’nin kodlanmayan bdlgeleri olan intronlarda bulunmaktadir. T2DM
gelisiminde etkili oldugu dusunulen bolge dorduncu intronda yer alan rs7903146°dir
(55). Bu bdlgenin intronlarda bulunmasi iligkili oldugu diger proteinlerin regulasyon
sureclerinde rol oynayabilecegdini gostermektedir (61,62) (Sekil 4).

DNA dizisinde sitozinin (C) timin (T) ile yer degistirmesiyle ortaya ¢ikan TCF7L2
rs7903146 polimorfizmi, amino asit sekansinda bir degisiklige yol acmadigi halde
protein fonksiyonunun bozulmasina neden olmaktadir. Bu durumun GLP-1 ve GIP
gibi inkretin hormonlarin azalmasina, insulin sekresyonunun bozulmasina ve hepatik
glukoz Uretiminin artmasina neden oldugu gosterilmistir (63,64). 2007 yilinda yapilan
bir caligmada TCF7L2 poliformizminin diyabetin tedavisini etkiledigi, insulin
sekresyonunu indikleyen sulfonillrelerin tedavi etkinligini azalttigi gézlenmistir (65).
T2DM iligkili genlerin ve polimorfizmlerin tanimlanabilmesinin en 6nemli kazanci,
hastaligin patofizyolojisini agiklayabilmek, hastalik gelisebilecek riskli bireyleri erken
donemde tespit edebilmek ve etkili tedavi edici yontemler gelistirebilmektir. Bu bilgiler
Isiginda ¢alismamizda prediyabet, T2DM hastalarinda ve saglikh kontrol grubunda
TCF7L2 rs7903146 polimorfizmi DNA dizi analizi yontemi ile incelendi.
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Sekil 4. TCF7L2 gen bolgesinde belirlenmis tek nikleotid polimorfizmleri
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2.8. Reaktif Oksijen Turleri ve Oksidatif Makromolekiil Hasari

Serbest radikaller, atomik yoéringelerinde bir ya da daha fazla eslesmemis
elektron tasiyan, kimyasal olarak ¢ok aktif, zararli molekullerdir. Bu bilesikler kendi
yorungelerini tamamlamak igin diger bilesiklerden elektron alarak serbest radikal
zincir tepkimelerini baslatirlar ve bir an 6nce kararl hale ulagsmak isterler. Serbest
radikal zincir tepkimeleri canli organizmalarda normal metabolik yollarin igleyisi
sirasinda olusabildigi gibi, ekzojen etkenlerin etkisiyle de olugsmaktadir.

Serbest radikaller Gg yolla meydana gelirler (66);

e Kovalent bagl normal bir molekllin pargalarinin her birinde ortak
elektronlardan birisinin kalmasiyla homolitik bolinmesi (homolitik
ayrilma ile radikal olusumu)

H-OH — H* + *OH

e Normal bir molekulden yalniz bir elektronun kaybi veya bir
molekulin heterolitik bélinmesi
H-OH — H* + ~OH

e Normal bir molekule yalniz bir elektronun transferi
Y + e - Y-

Biyolojik sistemlerde serbest radikaller en fazla elektron transferi sonucu
meydana gelerek, reaktif oksijen turlerini (ROT), reaktif nitrojen turlerini (RNT) ve
diger reaktifleri olusturmaktadir (67). En énemli radikal kaynagi oksijen (O2) dir. O2
molekull yasam igin vazgecilmez olmakla birlikte, metabolizma sirasinda vicuttaki
O2'nin % 95-98’i enzimatik yollarla suya cevrilirken, geri kalan kismi elektron
eklenmesi sonucu serbest radikal kaynagi olarak bilinen ara trUnleri olusturmaktadir.

O2toplam dort elektron alma glclnde olup suya indirgenebilir (Sekil 5).

e e, 2H" e H* e H*
02 — 02 — H202 — OH — H20

Sekil 5. O2’'in dort elektron ile H2O’ya indirgenmesi
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O2 ayri yorungelerde iki tane eslesmemis elektron tasir ve hicrelerde endojen
ve ekzojen kaynaklar sonucu tek elektron kabul ederek reaktif oksijen tarlerinin

ortaya ¢ikmasina yol agar (Tablo 2 ve 3).

Tablo 2. Reaktif oksijen turlerinin olusumuna neden olan etmenler

Endojen Kaynaklar

Mitokondriyal elektron transport zinciri
Endoplazmik retikulum

Redoks dongusu

Arasidonik asit metabolizmasi

Ekzojen Kaynaklar
Diyetsel faktorler
Cevresel faktorler
ilaglar, ksenobiyotikler

Zararli isinlar (x-ray, U.V.)

e Fagositik hucreler ve endotelyal
hucrelerdeki oksidatif reaksiyonlar
¢ Ksantin oksidaz, NADPH oksidaz vs.

e Otooksidasyon reaksiyonlari

Tablo 3. Serbest radikal olan ve radikal olmayan tirler

Serbest Radikaller Radikal Olmayan Tirler

e Superoksit, O2* e Hidrojen peroksit, H202
e Hidroksil, *OH e Hipoklordz asit, HOCI

e Peroksil, *RO2 e Ozon, O3

e Alkoksil, *RO e Singlet oksijen, O

e Hidroperoksit, *HO2 e Peroksinitrit, ONOO

e Nitrik oksit, *°NO e Hidroperoksid, L(R)OOH

Superoksit radikali (O2*), tim aerobik hlicrelerde oksijenin bir elektron alarak
indirgenmesi sonucu meydana gelir. Bu radikal hem oksitleyici hem de indirgeyici
Ozellige sahiptir. En 6nemli kaynagi elektron transport zinciridir;, NADPH oksidaz,
endotelyal nitrik oksit sentaz, ksantin oksidaz ve sitokrom P450 ise diger O2*
kaynaklaridir. O2*" bir serbest radikal olmasina karsin ¢ok reaktif degildir. Asil 6nemi,

hidrojen peroksit (H202) kaynagi olmasi ve gecis metallerini indirgeyebilmesidir.
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Lipofilik 6zelligi nedeniyle yari dmru uzundur, bu 6zelliginden dolay! uzak bdlgelere
difflze olabilmektedir (68).

Molekuler oksijenin ¢evresindeki molekillerden iki elektron almasi ya da O2*in
bir elektron almasi sonucu peroksit molekulu meydana gelir. Peroksit molekulu iki
hidrojen atomuyla birleserek H202'i meydana getirir (67). Ayrica, O2°*" spontan olarak
ya da superoksit dismutaz enziminin katalizi ile H202'e donusmektedir. H20:2
eslesmemis elektronu bulunmadigi i¢in aslinda bir radikal degildir ama ortamda agir
metallerin etkisiyle hidroksil radikalini (*OH) olusturur. H2O2 membranlardan kolayca
gegebilen, uzun émurld bir oksidandir.

*OH, kimyasal olarak yuksek reaktif yapisi ve suda ¢6zunebilir olmasi sebebiyle
biyolojik sistemlerde en gugcli serbest radikaldir. H202’in gecis metalleri ile
indirgenmesi sonucu °OH olusur, enzimatik olmayan bu reaksiyona Fenton
reaksiyonu adi verilmektedir (Sekil 6). *OH radikalinin diger bir olusum mekanizmasi
da O2*’in H202 ya da agir metallerle reaksiyonlaridir, enzimatik olmayan bu
reaksiyonlara Haber-Weiss reaksiyonlari adi verilmektedir (Sekil 7) (69). Suyun
yuksek enerjili iyonize edici radyasyona maruz kalmasi sonucunda da °*OH olusur.
Yarilanma 6mri 10 saniyeden daha kisadir, olustugu yerde bliylik hasara sebep
olur. Baslica tepkimeleri elektron transfer tepkimeleri, hidrojen ¢ikarma tepkimeleri ve
bunu takiben katilma tepkimeleridir. *OH’in sectigi baslica hedef noktalar elektronca
zengin bilegiklerdir; nukleik asitler, proteinler ve lipidlerde baslatilan tepkimelerde

binlerce farkli ara trln olusturabilir (67).

| H>02 + Fe*? -OH- + *OH" + Fe™*3 |

Sekil 6. Fenton reaksiyonu

| Fe*2 +O2* + H202 —Fe*® + *OH- + OH- |

Sekil 7. Haber-Weiss reaksiyonu
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Singlet oksijen (O), ortaklanmamis elektronu olmadigi icin radikal olmayan
reaktif oksijen molekudludur. Oksijenin eglesmemis elektronlarindan birinin verilen
enerji sonucu bulundugu orbitalden baska bir orbitale veya kendi spin yonunun
tersine yer degistirmesi sonucunda olusur. in-vivo ortamda sitokrom P450,
endoperoksit sentetaz ve myeloperoksidaz gibi enzimlerin reaksiyonlariyla olustugu
gibi iyonize radyasyonla da olusabilir (67).

Serbest oksijen radikallerinin etkisi sonucu karbon merkezli radikaller (R*),
peroksil - radikalleri (ROQ?®), alkoksil (alkoksi) radikalleri (RO®), thiyl radikalleri (RS*)
gibi onemli serbest radikaller de meydana gelirler. Bunlardan ozellikle coklu
doymamis yag asidlerinden meydana gelen peroksil radikali yari d6mri uzun olan
onemli bir radikaldir.

Reaktif oksijen tirlerinin olusumunu ve bunlarin meydana getirdigi hasari
onlemek amaciyla kullanilan birgok savunma mekanizmasi vardir. Bu mekanizmalar
antioksidan savunma sistemleri olarak adlandirilirlar (68,69). Ancak, cesitli
nedenlerle ROT uretiminin artmasi ve antioksidan mekanizmalarin yetersiz kalmasi
sonucu oksidatif stres adi verilen bir dizi patolojik olay meydana gelir. Oksidatif stres
oksidan ve antioksidanlar arasindaki dengenin oksidanlar yonunde bozulmasidir
(70). Oksidan-antioksidan dengenin bozuldugu durumlarda reaktif oksijen tarleri,
DNA, lipid ve protein gibi hlicresel makromolekullerde oksidatif hasara yol acar.
Ozellikle DNA ve lipid kimyasal yapilari nedeniyle serbest radikallerin reaksiyonlarina
kargi daha duyarlidir. Ayrica, organizmada yaygin olarak bulunmalari nedeniyle DNA
ve lipid hasar Urunlerinin biyolojik sivilardaki 6lgimu organizmanin toplam oksidatif
hasarini duyarh bir sekilde yansitmaktadir. Bu bilgilere dayanarak calismamizda
oksidatif DNA nulkleozid hasarinin baglica gostergeleri, 8-OH-dG, R-cdA, S-cdA ve
lipid peroksidasyonu altin standardi olan 8-iso-PGF2q duzeylerini inceledik.
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2.8.1.

Oksidatif DNA Hasari

Canliya ait tim genetik bilgiyi tagsiyan DNA molekull hicresel metabolik olaylar

veya cevresel faktorlerin etkisiyle surekli hasara maruz kalmaktadir. Bu etkenler,

DNA'nin yapisini ve diger nesillere aktarilan genetik bilgiyi degistirebilir. Genetik

materyalin batinliginde endojen veya ekzojen faktorlerin etkisiyle meydana gelen

tum bu degisiklikler DNA hasari olarak adlandirilmaktadir (71). DNA hasarina neden

olan faktorler Tablo 4’te gOsterilmigtir.

Tablo 4. DNA hasarina neden olan endojen ve ekzojen faktorler

[ DNA Hasarina Neden Olan Faktorler ]

/ Endojen Faktorler

Oksidatif Hasar

Yanlis eslesmeler,

insersiyon/delesyonlar
Kimyasal degisiklikler
Baz kayiplar

Replikasyon hatalari

N

=

Ekzojen Faktorler \

Fiziksel ajanlar
+ lyonize radyasyon
 UVisinlan
Kimyasal ajanlar
+ Aflatoksin
» Benzopren
» Kemoterapi ilaglari
« Alkilleyici ajanlar

*  Vinil klortir

+ Hardal gazlari /
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Aerobik organizmalar metabolik olaylar ve diger faktorler nedeniyle surekli
serbest radikal ataklarina maruz kalmaktadir. Oksidatif DNA hasari endojen
faktorlerin basinda gelen ve hastaliklarin patolojik slreclerinde rol oynayan mutajenik
ve sitotoksik hasar Urlnlerinin ortaya ¢ikmasina yol agan bir DNA hasar tlradar
(72,73). Basta hidroksil radikali olmak Gzere reaktif oksijen turleri, aromatik halkalara
katiilma egilimleri nedeniyle DNA vyapisinda yer alan purin ve pirimidinler ile
reaksiyona girerek, cift baglarin eklenmesi ve metil grubundan ya da deoksiriboz
sekerin C-H baglarindan H atomu c¢ikartiimasina neden olmaktadir. Bu radikaller
elektrofilik yapilari nedeniyle yuksek elektron yogunluguna sahip bdlgelere eklenirler,

Ozellikle adenin ve guanin bazlari bu reaksiyonlarda 6nem tagimaktadir (Sekil 9).

*OH ve H* saldin bolgeleri

</N ‘ j Adenin \

N
</ ‘ NH Guanin

Sitozin

*OH saldin bolgeleri

Sekil 9. DNA’da ROT ataklarina duyarl bolgeler
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DNA yapisinda gergeklesen bu reaksiyonlar gesitli oksidatif hasar Urtnlerinin

olusumuna yol acar (7). DNA yapisinda olusan baslica oksidatif hasar Urunleri

asagida siniflandiriimistir:

VI.

VII.

DNA niikleozid hasarii DNA vyapisinda nikleozidlerin serbest
radikallerle etkilesimi sonucu ortaya c¢ikan hasar urlnleri oksidatif
nukleozid hasari olarak tanimlanmaktadir.

DNA baz hasari: Serbest radikallerin DNA bazlarinda olusturdugu hasar
urinleri DNA baz hasari olarak adlandiriimaktadir.

DNA seker hasari: Hidroksil radikali DNA’daki seker artiklarindaki
karbon atomlarindan H atomunu uzaklastirarak C merkezli seker
modifikasyonlarinin olusumuna neden olur.

Tandem lezyonlar (8-5-siklopirin-2’-deoksintiklozidler): Hidroksil
radikalinin hem baz hem de seker ile reaksiyonu girmesi sonucu olusan
halkasal yapida hasar arunleridir.

DNA protein c¢apraz baglarn: DNA bazinin proteinin aromatik
aminoasidine eklenmesiyle kovalent bagli DNA-protein ¢apraz baglari
olusur.

Abazik bolgeler: DNA yapisinda bulunan modifiye bazlarin glikozidik
baglarinin enzim araciligi ile ya da enzim olmaksizin kopmasi ve o
bolgede bosluk olusturmasidir.

Tek ve ¢ift DNA zincir kiriklari: Zincir kiriklari, DNA onarimi sirasinda
nukleaz aktivitesi ile olusabilir, bu nedenle her zaman oksidatif DNA

hasarini gostermez (Sekil 10).
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Sekil 10. DNA’da oksidatif hasar urunleri
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Tum memeli hucrelerinde DNA hasarina karsi korunmak ve genetik materyalin
evrim suregleri boyunca nesillere degismeden aktarilmasini saglamak amaciyla DNA
onarim mekanizmalari bulunmaktadir (74). Onarim sureci hasarin taninmasi, hasarli
kismin uzaklastiriimasi ve boslugun doldurulmasi seklinde U¢ asamada gergeklesir.
Onarim mekanizmalan ile tamir edilen hasarli UrGnler idrar ile atiimaktadir, bu
nedenle oksidatif DNA hasar Urunlerinin idrar duzeyleri tum vucuttaki belirli bir
suredeki toplam oksidatif hasari yansitmaktadir (21,75,76). Normal kosullarda DNA
hasari ve onarimi arasindaki denge nedeniyle, saglikl bireylerde c¢ok dusuk
dizeylerde hasar saptanmaktadir. DNA hasari ve onarim mekanizmalarindaki
bozukluklar ile T2DM, kanser, yaglanma ve genetik hastaliklar arasinda nedensel bir
iliskinin varhigi bircok deneysel ve epidemiyolojik veri ile gésterilmistir (77,78). Bu
bilgiler 1s1ginda galismamizda prediyabet ve tip 2 diyabet hastalarinda oksidatif DNA
nikleozid hasarinin baslica gostergeleri olan 8-OH-dG, R-cdA ve S-cdA duzeylerini
arastirdik. Calismamizin bu konuda literaturde 6nemli bir eksikligi tamamlayacagini
disinmekteyiz. Prediyabet ve tip 2 diyabet hastalarinda olusan oksidatif DNA
hasarinin erken tanimlanmasi hastaligin gelisimi acgisindan Onemli Dbilgiler

saglayacaktir.

2.8.1.1. 8-hidroksi-deoksiguanozin (8-OH-dG)

Okside bir nikleozid olan 8-OH-dG, nukleer ve mitokondriyal DNA’da en sik
calisilan ve tespit edilen hasar drtnaduar; *OH’in guaninin 8. karbon atomu ile
reaksiyonu sonucunda olugsmaktadir (Sekil 11). Yuksek mutajenik etkisi olan bu
hasar Urunu adenin ile yanhs esleserek G-T transversiyonuna neden olur (79).
DNA’daki diger hasar Urlnlerinden farkli olarak hiicre membranlarindan gecerek
farkli boélgelerdeki molekillerin yapilarinda degisiklige neden olabilir. Bu nedenle
diyabet, metabolik sendrom, noérodejeneratif hastaliklar, kanser, ateroskleroz gibi
hastaliklarin patolojik sireclerinde rol oynadidi belirlenmistir (18,23,80,81). idrarda
Olculebilmesi ve vucuttaki toplam oksidatif DNA hasarini yansitmasi nedeniyle duyarl

bir in-vivo oksidatif stres biyobelirtecidir (8,9).
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Sekil 11. 8-OH-dG olusum mekanizmasi
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2.8.1.2.8,5-siklo-2"-deoksiadenozinler (R-cdA ve S-cdA)

Son yillarda diger nukleozid hasar parametresi olan 8,5-siklo-2’-
deoksiadenozininin, fizyolojik kosullarda dusuk duzeylerde bulunmasi ve kimyasal
stabilitesi nedeniyle birgok hastaligin belirlenmesinde iyi bir biyobelirte¢ olabilecegi
One surllmektedir (10). *OH radikalinin DNA’'daki seker molekilinin 5. karbon
atomundan H atomunu ¢ikarmasi ve 5. karbonun purin nukleozidindeki 8. karbon ile
halkasal yap! olusturmasinin ardindan oksidasyonu ile 8,5'-siklopurin-2'-
deoksinukleozidlerin R- ve S-diastomerleri (R-cdA ve S-cdA) olugsmaktadir (Sekil 12).
Ayni anda hem baz hem de gsekerde hasar olugsmasi nedeniyle 6zgun bir yapi
meydan gelir ve bu yapi tandem lezyon olarak adlandirilir. Bu tandem lezyonlar, DNA
polimerazin ve transkripsiyon faktorlerinin baglanmasina engel olur ve transkripsiyon
kapasitesini azaltarak gen ekspresyonunu dusuriur (82-85). 8,5'-siklopurin-2'-
deoksinukleozidlerin diger bir 6nemi, deoksiriboz sekerde olusan sekil degisikliginin
DNA’nin ¢ift sarmal yapisini bozmasidir (86). Bu 6zgln yapisi nedeniyle 8,5'-
siklopurin-2'-deoksinukleozidlerin arastiriimasi ve patolojik kosullardaki rolinin

incelenmesi gerekmektedir.
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Sekil 12. 8,5'-siklopurin-2'-deoksinukleozidlerin olusum mekanizmasi

2.8.1.3. Oksidatif DNA Niikleozid Hasarinin Olgiilmesi

Oksidatif DNA hasarinin  belirlenmesi icin  hasarl  DNA  Grdnleri
immunohistokimya, enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA), tek hucre jel
elektroforezi (comet assay), ylksek performans sivi kromatografi (HPLC) ve kutle
spektrometrik yontemlerle olgulmektedir. Bu hasar urUnlerinin vidcut sivilarinda
gUvenilir analitik yontemlerle dogru olarak degerlendiriimesi oksidatif DNA hasarinin,
onariminin ve hastaliklardaki rolinun anlagilmasi agisindan oOnemli bilgiler
saglamaktadir. idrar ile atilan hasarli DNA driinlerinin dlgimiinde diisik diizeylerde

bulunan Urlnlerin saptanmasi ve kantitasyonlari i¢in yuksek hassasiyet ve 6zgullige
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sahip yontemlerin kullaniimasi gerektigi belirtilmigtir (7). Bu nedenle bu Urunlerin
Olcimunde gaz kromatografi-kitle spektrometri (GC-MS), sivi kromatografi-kutle
spektrometri (LC-MS) ve sivi kromatografi-tandem kutle spektrometri (LC-MS/MS)
gibi kltle spektrometrik yodntemler tercih edilmektedir. DNA hasar Urlnlerinin
belirlenmesinde Avrupa Oksidatif DNA Hasari Standartlar Komitesi (ESCODD)
tarafindan referans yontem olarak kabul edilen LC-MS/MS SID-MRM yuksek
duyarlihik ve 6zgulliglu nedeniyle diger yontemlerin yerini almaktadir (7,87). Biz de
calismamizda olgu ve kontrol grubuna ait idrar 6rneklerinde oksidatif DNA nikleozid
hasarinin kantitasyonunu LC-MS/MS SID-MRM yontemiyle gerceklestirdik. Oksidatif
DNA hasarinin ayni anda birden fazla hasar Grunu araciligi ile belirlenmesi bu
yontemin en onemli Ustunligudur ve tek drun Olgimune kiyasla daha guvenilir ve
kesin sonuglar elde edilmesini saglar. LC-MS/MS SID-MRM yoénteminin diger bir
ustinligu de turevlendirme gerektirmeyen ornek hazirlik iglemleridir, ¢unku
turevlendirme yalanci oksidasyona neden olabilir (88). Ayrica ¢alismamizda DNA
hasar UrlUnlerinin kantitasyonunda kan yerine idrar érneklerinin kullaniimasi ve idrar
orneklerinin non-invaziv olarak toplanmasi genis capl klinik ¢alismalar icin buyuk bir

avantajdir.
2.8.2. Lipid Peroksidasyonu

Hucre igi ve hicre digi biyomembran fosfolipidlerindeki ¢oklu doymamis yag
asitleri konjuge c¢ift baglarinin varhgi nedeniyle ROT’nin olusturdugu oksidatif ataklara
karsi duyarlidir. Membran lipidlerinin oksidatif hasari lipid peroksidasyonu (LP) olarak
tanimlanir. LP'nun bazi biyolojik sonuclari; membran akiskanliginin azalmasi ve
batinltgundn bozulmasi, H* ve diger iyonlara karsi membran gegirgenliginin artmasi,
hacre igerigi ile lizozomal hidrolitik enzimlerin disariya salinmasi, hucre igi sinyal
iletiminin inhibisyonu, DNA ve protein hasarina neden olmasidir (14).

Lipid peroksidasyonu genellikle yag asitlerindeki konjuge ¢ift baglardan bir
elektron igeren hidrojen atomlarinin ¢ikarilmasi ve bunun sonucunda yag asidi
zincirinin bir lipid radikali niteligi kazanmasiyla baslar. Lipid radikali (L) dayaniksiz bir
bilesiktir ve bir dizi degisiklige ugrar, molekuler oksijenle etkilesmesi sonucu lipid
peroksit radikalleri (LOO") olugur. LOO®, membran yapisindaki diger ¢oklu doymamis

yag asitleri ile reaksiyona girerek, yeni lipid radikallerinin olusumuna yol agarken
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kendileri de acgiga c¢ikan hidrojen atomlarini alarak lipid peroksitlerine (LOOH)

donusdurler ve boylece olay zincirleme reaksiyonlarla devam eder (Sekil 13) (89).

BASLAMA
o o 2 \ COK DOYMAMIS YAG ASIDI
k RH
- T ~\_ LIPIT RADIKALI
‘
ILERLEME l
.
/:\//—o\/:\ DIEN KONJUGATI

LIPIT PEROKSIT RADIKALI

/_\//_\/—\ LiPIT HIDROPEROKSIT
l\ L.

KARBONIL BILESIKLER, ETEN, PENTAN v.s.)

Sekil 13. Lipid peroksidasyon basamaklari

Coklu doymamis yag asitlerinin ve kolesterollin serbest ve ester formlari in-vivo
lipid peroksidasyonu igin iyi bir substrat olarak bilinmektedir. Bunlar enzimatik veya
non-enzimatik reaksiyonlarla okside olarak ¢ok genis yelpazede hasar Urunlerinin

olusumuna yol agmaktadir (Sekil 14).
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Sekil 14. Lipid peroksidasyon Urlnleri

Tiyobarbiturik asit reaktif bilegikleri (TBARS), malondialdehit (MDA) ve 4-
hidroksinonenal (4-HNE) otuz yildan daha uzun bir stredir LP’nun biyobelirtegleri
olarak kullaniimaktadir. Ginumuizde halen MDA, lipid peroksidasyonunun gegerli bir
biyobelirtecidir ve 6lgimui spektroflorometrik, spektrofotometrik veya kromatografik
yontemlerle yapilabilmektedir. MDA’nin kararsiz yapisi ve diger molekullerle ¢apraz
reaksiyonlari nedeniyle 6zgullugu ve duyarhihdr dusik bir LP biyobelirteci oldugu

bilinmektedir (90). Bu nedenle MDA yerine daha stabil ve 6zgun LP biyobelirte¢lerine
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ihtiya¢c duyulmaktadir. Son yillarda izoprostanlar stabil kimyasal yapilari ve diyetsel
lipid miktarindan etkilenmemeleri nedeniyle LP’nun guvenilir biyobelirtecleri olarak
kullaniimaktadir. Biz de c¢alismamizda endojen lipid peroksidasyonunun
belirlenmesinde ‘altin standart’ olarak kullanilabilecegi onaylanmis olan 8-izoprostani
inceledik (13).

2.8.2.1. 8-izoprostan (8-iso-PGF2q)

Izoprostanlar, serbest radikallerin katalizledigi non-enzimatik reaksiyonlarla
esterlesmis arasidonik asitten in-vivo olarak sentezlenen prostaglandin benzeri
bilesiklerdir. ilk olarak fosfolipidlerden ester halinde olusturulur ve daha sonra
fosfolipazlar tarafindan serbest hale getirilerek salinirlar. Vicutta metabolize olduktan
sonra idrar ile atilirlar. Arasidonik asitin oksidasyonu sonucu sentezlenen ve
hidroksilin bulundugu yan zincirin karbon sayilarina goére siniflandirilan alti grup

izoprostan ve bu gruplardan altmis dort farkli izoprostan izomeri olusur (Sekil 15).

o
=~

AN N
Arachidonic acid

|

(6 Gy
Qi T e e

- OH ~.

7 Endoperoxide
e 1 -

HO

e sy

CA:AJA D— ) . :é\C — COOH
HO :

OH ;,»" 3 CH
Fz-lsnprostane ;’f Isothromboxane
rﬁ“——— -~ CO0H )‘ ]:, =" CODH
S N M ‘\\/""-./"‘M/ o, ~
~— o
S OO Dg-lsoprostarle E»- Isuprostane (ﬁf/-w\/xcoo"
& _
g;w S Gyl
oH
oo Isoprosmne As-lsoprostane
_'f:MCDOH

<F

J.r’“‘w:-_,—hb_,—\_ﬁ_/
o]

deoxy-J-lsoprostane

Sekil 15. Non-enzimatik yolla olusan lipid peroksidasyon Urunleri
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F2 izoprostanlar, biyolojik sivilarda ester halinde ve serbest halde
bulunmaktadir. insanlardaki F2-IsoP diizeyleri, oksidatif stresin fizyolojik dizeylerinin
en guvenilir gostergelerinden biridir (76). F2 izoprostan ailesinin bir Uyesi olan 8-iso-
PGF2q diger izoprostanlar arasinda vucutta en fazla bulunan izoprostandir (Sekil 16).
8-iso-PGF2q National Institute of Environmental Health Sciences (NIEHS) tarafindan
gerceklestirilen Oksidatif Stres Biyobelirtegleri Calismasinda (BOSS) endojen lipid
peroksidasyonunun belirlenmesinde ‘altin standart’ olarak tanimlanmistir (13-16).
Cesitli biyolojik sivilarda (plazma, idrar, sinovial sivi, bronkoalveoler sivi, safra, lenf
sivisi, organlardan mikrodiyaliz ile alinan sivilar, amniyon sivisi, sperm ve
perikardiyal sivi) ve dokularda (akciger, karaciger, bobrek, kalp, vaskiler doku, yag

dokusu, kas, beyin ve mide vb.) saptanabilir dizeylerde bulunmaktadir (91).

Arasidonik Asit
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Sekil 16. 8-iso-PGF2q olusum mekanizmasi
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2.8.2.2. Izoprostanin Olgiilmesi

8-iso-PGF24'In biyolojik érneklerde 6lgimu igin immunohistokimyasal yontemler,
ELISA, radioimmunoassay (RIA), HPLC ve kutle spektrometrik yontemler
kullaniimaktadir. izoprostanlarin prostaglandin benzeri yapilari ve diger izomerleri
nedeniyle capraz reaksiyonlar godzlenmektedir (16). Bu nedenle izoprostanlarin
Olciminde 6zgulligu ve hassasiyeti daha yluksek kutle spektrometrik ydontemler
tercih edilmelidir. Literatirde 8-iso-PGF2q Olgimu yapilan galismalarin birgogunda
Immunohistokimya, ELISA ve RIA gibi ydntemler kullaniimis, ancak celigkili ve
guvenilir olmayan sonuglar elde edilmistir (92). 2009-2010 yillarindan itibaren 8-iso-
PGF24'1n dlgimunde kutle spektrometrik yontemler kullaniimaya baslanmigtir.

Yapilan galismalarin ¢gogunda 8-iso-PGFzq idrar ya da plazmada ol¢iimustar,
ancak kesin ve dogru sonuglar igin idrar Orneklerinin tercih edilmesi gerektigi
belirtiimigtir (93,94). Calismamizda 8-iso-PGF2q 0lgu ve kontrol grubuna ait 24 saatlik
idrar érneklerinde en guvenilir ydntem olan LC-MS/MS SID-MRM ile dlgtimustar.

2.9. Oksidatif Stresin T2DM ile iligkisi

Oksidatif stres T2DM, hipertansiyon, obezite, iskemik hastaliklar, Alzheimer,
parkinson ve amyotrofik lateral skleroz gibi bircok hastaliin patogenezinde rol
oynamaktadir (Sekil 17). Artan reaktif oksijen tdrleri DNA, lipid, protein ve
karbohidratlari hedef alarak biyomolekillerde hasara neden olur. Bu oksidatif hasar
artnlerinin  sistemik hlcresel hasari erkenden yansitacak biyobelirtecler olarak
arastirlmasi ve Olculmesi hastaliklarin tani, izlem ve tedavisinde yararl bilgiler
saglayabilir (95,96).
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Sekil 17. Oksidatif stres ile iligkili olan patolojik durumlar

T2DM gelisiminde oksidatif strese neden olan mekanizmalar yapilan birgok

calisma ile wvurgulanmigtir. Bu calismalarda enerji metabolizmasindaki
degisikliklerden kaynaklanan metabolik stresin artigi, hipoksi ve iskemi-reperfizyon
sonucu olusan doku hasarinin serbest radikal Uretimini arttirdigi ve antioksidan
enzimlerin aktivitesini azalttid1 belirlenmistir (97,98). T2DM'’in patogenezinde ROT’un
en oOnemli kaynaklari, mitokondriyal elektron tasima zinciri, NADPH oksidaz,
endotelyal nitrik oksit sentaz (eNOS) ve sitokrom p450’dir (99). Ozellikle hastalk
suresince artan glukoz duzeylerinin mitokondride ROT olusumunu arttirdigi
gOsterilmigtir. Bu 6nemli bulgu 2001 yilinda Brownlee ve arkadaslari tarafindan

"unifying hipotezi" olarak adlandinimistir (100). "Unifying hipotezi", mitokondriyal
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elektron transport zincirinde O2°* Uretiminin artarak diger metabolik yolaklarin

aktivasyonuna neden olmasidir. Bu olayda en 6nemli roli oynayan enzim PARP-1

dir. PARP-1 DNA onariminda gorev alan bir proteindir, oksidatif DNA hasarina

cevaben dlzeyleri artmaktadir ve glikolitik bir enzim olan GAPDH'in aktivitesini poly-

ADP ribozilasyon ile inhibe ederek glikoliz UrUnlerinin birikimine neden olmaktadir

(101).

Unifying hipotezi ile birlikte T2DM ddéneminde oksidatif stresin artisini agiklayan

farkh mekanizmalar da belirlenmistir. Bu mekanizmalari prediyabet ve T2DM’da

oksidatif stresin olasi nedenleri olarak asagida siralayabiliriz:

VII.

Hiperglisemik kosullarda endotel ve vaskuler hicrelerin ROT Uretiminin

artmasi

. Glukozun oto-oksidasyonu ve polyol yolagina yonlenmesi

. lleri glikasyon son urlnlerinin (AGE) artisi

Protein kinaz C ve NADH oksidaz aktivasyonu

Yag asitleri ve lipid peroksitlerinin artigi

. Glutatyon ve vitamin E gibi antioksidan duzeylerinin azalmasi ve

superoksit dismutaz ve katalaz gibi bazi antioksidan enzimlerin
fonksiyonlarinin bozulmasi

Protein kinaz C, c-Jun-N-terminal kinaz, mitojen-aktiveli protein kinaz
(MAPK), forkhead box O (FOXO) ve nukleer faktér kappa B (NF-kB) gibi
bazi biyokimyasal yolaklarda meydana gelen degisiklikler sonucu endotel
disfonksiyonu ve superoksit Uretiminin artmasi (Sekil 18) (32,100,102—
104).
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Sekil 18. Prediyabet ve T2DM'da oksidatif stresin olasi nedenleri

Oksidatif stres T2DM gelisimi ve slrecinde merkezi bir rol oynamaktadir. Son
yilllarda yapilan c¢alismalarda oksidatif stresin, B-hicre disfonksiyonu ve insulin
direncinin yani sira diyabetik komplikasyonlarin gelisiminde de etkili oldugu
belirlenmistir (21,105). B-hicre disfonksiyonu ve instlin direnci, kan glukozu T2DM
tanisi konacak duzeylere ulagmadan c¢ok Once prediyabet doneminde ortaya
cikmaktadir (106). Olusan oksidatif hasar hastaligin erken ddénemlerinde
tanimlanabilirse, T2DM gelisiminin ve diyabetik komplikasyonlarin 6nlenmesinde
etkili olabilir. Bu nedenle prediyabet ve T2DM’in tanimlanmasi ve izlenmesi igin
kullanilabilecek ve sistemik hucresel hasari erkenden yansitacak biyobelirteglere
gereksinim duyulmaktadir. Calismamizda guvenilir oksidatif biyobelirtegleri olarak 8-
OH-dG, R-cdA, S-cdA ve 8-iso-PGF2q duzeyleri prediyabet ve T2DM hastalarinin

idrar orneklerinde incelenerek saglikli kontrol grubu ile karsilagtiriimigtir.

42



Literatirde gunumuze kadar yapilan calismalarda, prediyabet ve T2DM ile
oksidatif stres arasindaki iligkinin gesitli oksidatif stres biyobelirtegleri ile incelendigi
g6zlenmektedir. Tip 2 diyabet hastalarinin incelendidi calismalarda 6zellikle DNA
hasari ve lipid peroksidasyonu 6ne ¢ikmis ve bu biyobelirtegler farkli yontemler
kullanilarak ol¢liimustar (17-24). Bu c¢alismalarda yontemsel farkliliklar ve
guvenilirligi kanittanmamis biyobelirteglerin kullaniimasi nedeniyle geliskili sonuglar
elde edilmigtir. Hastaligin baglangic ve geri donusuimli asamasini kapsayan
prediyabet déneminde ise oksidatif stresin incelendigi ve oksidatif hasar diizeylerinin
referans yontemler kullaniimaksizin arastirildigr sinirli sayida ¢alisma yapilmigtir
(4,25,107).

Oksidatif DNA hasarinin biyobelirtecleri olarak yaygin olarak olgtlen
biyobelirtecler DNA ntkleozid hasari, tandem lezyonlar, DNA baz hasari, zincir
kiriklaridir. Bu biyobelirteglerden yanlizca 8-OH-dG oksidatif DNA hasarinin guavenilir
bir biyobelirtecidir ve diger biyobelirteclerle birlikte dlgildugu zaman kesin sonuglar
elde edilebilmektedir. Prediyabet ya da T2DM hastalarinda 8-OH-dG duzeyleri LC-
MS/MS disinda diger yontemler ile dlgiimus ve birbiri ile uyumsuz olan sonuglar elde
edilmigtir (4,23,25). Calismamizda kullandigimiz oksidatif DNA hasarinin diger
guvenilir biyobelirtegleri olan R-cdA ve S-cdA’nin prediyabet ya da T2DM
hastalarinda incelendigi bir calismaya rastlanmamigtir. Bu parametreler Kklinik
calismalarda ilk kez ateroksleroz hastalarinda incelenmistir (108). R-cdA ve S-cdA
prediyabet ve T2DM hastalarinda ilk kez bizim g¢alismamizda incelenmistir. Bu
yonuyle calismamiz oksidatif DNA hasarinin kapsamli ve guvenilir biyobelirteglerle
incelendigi 6zgun bir galigmadir.

Gunumuze kadar yapilan calismalarda lipid peroksidasyonunun belirlenmesinde
yaygin olarak kullanilan biyobelirtecler MDA, TBARS ve izoprostanlardir.
Calismamizda diger LP urunlerine gore oksidatif stresin incelenmesinde en guavenilir
biyobelirtecler olan 8-iso-PGF2q kullaniimistir. Yapilan birgok ¢alismada 8-iso-PGFzq
T2DM hastalarinda LC-MS/MS disinda diger yontemler ile dlgulmis ve celiskili
sonuglar elde edilmistir, prediyabette ise tek bir gcalismada incelenmistir (17,20,25).
Calismamizda prediyabet grubunda 8-iso-PGF2d’'in arastiriimasi literatire dnemli bir

katki saglamigtir.
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Biz de literatirdeki bu boslugu doldurmak amaciyla c¢alismamizda hem
prediyabet hem de T2DM olgularini kapsayan bir orneklemde, DNA nukleozid
hasarinin ve lipid peroksidasyonunun altin standart parametreleri olan sirasiyla 8-
OH-dG, S-cdA, R-cdA ve 8-iso-PGF2d'1 referans yontem LC-MS/MS SID-MRM ile
inceledik.

2.10. Oksidatif Makromolekiil Hasari ile TCF7L2 Arasindaki iliski

TCF7L2 rs7903146 polimorfizmi literatirde T2DM ile en fazla iligkilendirilmis
olan genetik varyasyondur. Calismamizda TCF7L2 rs7903146 polimorfizmi olan
bireylerde oksidatif hasar dizeyleri, olmayanlardaki oksidatif hasar ile
kargilastiriimistir. Elde edilen veriler prediyabet ve diyabet hastalarinin izlem ve
tedavisinde genetik faktorlerin rolindn belirlenmesine yonelik dnemli bir adimdir.

Gunumuze kadar TCF7L2 ile ilgili yapilmis calismalarda bu genden kodlanan
proteinler, fonksiyonlari, Uretildigi dokular ve polimorfizmleri belirlenmistir (50,55,61).
TCF7L2’nin T2DM ile olan iligkisi 2006 yilinda bulunmus ve 2006 yilindan sonra farkli
populasyonlarda birgok galisma ile TCF7L2 rs7903146 polimorfizminin T2DM riskini
arttirdigi belirlenmistir (52). Ancak, literatiirde TCF7L2'nin oksidatif stres ile iligkisini
inceleyen bir galismaya rastlanmamis ve T2DM hastalarinda ortaya ¢ikan oksidatif
makromolekll hasarina bir etkisi olup olmadigi belilenmemistir. Calismamiz T2DM
riskini arttiran TCF7L2 polimorfizminin oksidatif stres ile iliskisinin incelendigi ilk
calismadir ve TCF7L2 genininde bulunan polimorfizmi segmemizin nedeni DNA
onarimindaki rolidir. 2007 yilinda Idogawa ve arkadaslari TCF7L2'nin 6zellikle
PARP-1 gibi DNA onarim proteinleri ile kompleks olugturarak DNA onariminda rol
aldigini gostermislerdir (28,29). Bu onarim proteinlerinden PARP-1’in rolinden,T2DM
ile oksidatif stres iliskisinin anlatildigi bolimde unifing hipotezinden bahsedilmistir.
PARP-1 glikolitik bir enzim olan GAPDH’in aktivitesini poly-ADP ribozilasyon ile
inhibe ederek glikoliz Grunlerinin birikimine neden olmaktadir (101). Bu olay tip 2
diyabette ortaya c¢ikan oksidatif stresin ve oksidatif makromolekll hasarinin en

onemli nedenidir.
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Arastirmanin Tipi

Yapilan arastirma olgu-kontrol tipinde ve kesitsel bir gcaligsmadir.

3.2. Arastirmanin Yeri ve Zamani

Calismamiz Klinik Arastirmalar Etik Kurulu tarafindan 22 Mart 2012
onaylandiktan sonra basglatildi. Nisan 2012 - Aralik 2015 tarihleri arasinda Dokuz
Eylil Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Biyokimya Anabilim Dali ve Endokrinoloji
Anabilim Dali tarafindan gergeklestirildi.

3.3. Arastirmanin Evreni ve Orneklemi/Calisma Gruplari

Olgu ve kontrol grubuna dahil edilecek kisiler calisma hakkinda bilgilendirilerek
kabul ettiklerine dair onam formu imzalatildi ve érnekler toplandi.

Olgu grubu; Dokuz Eylil Universitesi Tip Fakultesi Endokrinoloji poliklinigine
basvuran 18 - 70 yaslari arasindaki prediyabet (n=47) ve T2DM hastalarindan (n=43)
olugmaktadir.

Kontrol grubu olarak Dokuz Eylil Universitesi Tip Fakiltesi Endokrinoloji
poliklinigine bagsvurmus yas ve cinsiyet olarak olgu grubuyla benzer ve arastirmanin
protokoline uygun olan (dahil etme ve dislama kriterlerini karsilayan) ancak
prediyabet ve T2DM hastasi olmayan saglikli kisiler (n=37) ¢alismaya dahil edildi.

Endokrinoloji poliklinigine basvuran hastalarin demografik verileri (yas, cinsiyet,
prediyabet veya T2DM suresi, ek hastaliklari, kullandigi ilaglar, sigara ve alkol
kullanim Oykusl) kan basinci ve fizik muayene sonucunda ndropatisinin olup
olmadigi kaydedildi. Prediyabet, T2DM hastalarindan ve saglikh kontrol grubundan
istenen rutin analizler Dokuz Eylil Universitesi Merkez Laboratuvarinda
gerceklestirildi. Bu rutin analizler; aglik kan glukozu, oral glukoz tolerans testi
(OGTT), hemogram, sedimentasyon, BUN, HbAlc, lipid profili (total kolesterol, LDL,
HDL trigliserid), karaciger fonksiyon testleri (ALT, AST), 24 saatlik idrarda kreatinin

Olcumu ve mikroalbuminuri degerlendirmesidir.
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Olgu ve kontrol gruplarinin secilmesinde belirlenen dahil olma ve dislanma

kriterleri asagida gosterilmistir.

Prediyabet tanisi igin kullanilan kriterler:

Aclik plazma glukoz seviyesinin 2100 mg/dL ile <126 mg/dL,
75 gram glukoz yukleme testinde 2.saat glukoz degerinin =140
mg/dL ile <200 mg/dL,

HbA1c'nin 2 % 5.7 ile < % 6.5 arasinda olmasidir.

T2DM tanisi igin kullanilan Kkriterler:

iki kez élctilen aclik plazma glukoz diizeyinin >126 mg/dL,

75 gram glukoz ile yapilan yukleme testinde 2.saat glukoz degerinin
>200 mg/dL,

HbA1c’nin % 6.5 ve Uzerinde,

Klinik olarak polidipsi ve politiri yakinmasi olmasidir.

Calismadan dislanma kriterleri:

18 yasindan kuguk olmak,

70 yas ve ustu hastalar,

Gebe olmak,

Sigara iciyor olmak,

Son U¢ ayda X-isini ve DNA hasarina yol acabilecek solventlere
maruz kalmak,

Alkol kullanmak,

Klinik olarak hipotiroidik veya hipertiroidik olmak,

Romatoid artrit, sistemik lupus eritematozus gibi sistemik romatolojik
hastaliklara sahip olmak,

Akut veya kronik bir enfeksiyonun varligi,

Kanser hastaligi dykusunin olmasi,

Hemodiyaliz hastasi olmasi,

Karaciger yetmezliginin olmasi,

Kronik obstruktif akciger hastaligi dykistnin olmasi,

Evre llI-IV kalp yetmezliginin olmasi,
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e Herhangi bir sebepten dolayi steroid tedavisi aliyor olmasi veya son
ug ay igerisinde steroid tedavi dykusunun olmasi,

e Antioksidan etkisi olan (E vitamini, selenyum) preparat kullanimidir.

3.4. Caligma Materyali

Etik Kurul onayini (Ek 4) takiben olgu ve kontrol gruplarindaki katilimcilarin
kendileri ve aileleri calisma hakkinda bilgilendirildi. Bu kigilere ¢alismaya katiimayi
kabul ettiklerine dair onam formu imzalatildi (Ek 1 ve 2). Hasarli DNA nukleozidleri,
izoprostan ve TCF7L2 polimorfizminin belirlenmesi i¢in olgu ve kontrol grubundan

sabah idrari, 24 saatlik idrar ve 10 cc EDTA’li kan érnegi alind1.

3.5. Arastirmanin Degiskenleri

Bagimh degisken; prediyabet ve T2DM
Bagimsiz degiskenler; hasarli DNA nukleozidleri, izoprostan ve TCF7L2

polimorfizmidir.

3.6. Veri Toplama Aragclari

3.6.1. Kullanilan Cihaz, Kimyasal Maddeler ve Malzemeler

Tez calismasinda kullanilan kimyasal maddeler ve malzemeler Tablo 5’te ve

kullandigimiz cihazlar Tablo 6’da gosterilmistir.
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Tablo 5. Calismada kullanilan kimyasal maddeler ve malzemeler

Kimyasal/Malzeme
Adi

Filtreli

santrifiij tiipu

Asetonitril
Metanol

Formik asit

Tris HCL

Alkalen fosfataz

HPLC Amber vial

C18 HPLC kolonu

Kati faz
ekstraksiyon kartusu

8-OH-dG standardi

8-OH-dG

internal standardi
S-cdA standardi

R-cdA ve S-cdA

internal standartlar
8-is0-PGF2q standardi

8-is0-PGF2q
internal standardi
Nucleospin Blood

DNA izolasyon kolonlari

Marka

NANOSEP 3K OMEGA

Merck
Merck

Merck

Sigma

Roche

Shimadzu
Agilent

Waters

NIST

NIST

NIST

NIST

Cayman Chemicals

Cayman Chemicals

MN

Mevcut
Oldugu Yer

DEUTF Biyokimya AD.

DEUTF Biyokimya AD.

DEUTF Biyokimya AD

DEUTF Biyokimya AD.

DEUTF Biyokimya AD.

DEUTF Biyokimya AD

DEUTF Biyokimya AD.

DEUTF Biyokimya AD.

DEUTF Biyokimya AD.

DEUTF Biyokimya AD.

DEUTF Biyokimya AD

DEUTF Biyokimya AD.

DEUTF Biyokimya AD.

DEUTF Biyokimya AD

DEUTF Biyokimya AD.

DEUTF Biyokimya AD.

Kullanim Amaci

Hasarli DNA nukleozidleri ve
izoprostanin 6rnek hazirlik

asamasi

LC-MS/MS
LC-MS/MS

LC-MS/MS

Hasarli DNA niikleozidlerinin
ornek hazirlik asamasi
Hasarli DNA niikleozidlerinin

ornek hazirlik asamasi

LC-MS/MS

LC-MS/MS

Hasarli DNA niikleozidlerinin
ornek hazirlk asamasi
Hasarli DNA nukleozidlerinin
kantitatif analizleri

Hasarli DNA niikleozidlerinin
kantitatif analizleri

Hasarli DNA nukleozidlerinin
kantitatif analizleri

Hasarli DNA nukleozidlerinin
kantitatif analizleri
izoprostanin kantitatif
analizleri

izoprostanin kantitatif
analizleri

TCF7L2 polimorfizminin

belirlenmesi
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Tablo 6. Calismada kullanilan cihazlar

Cihaz Adi

MS/MS
(Tandem kiitle

spektrometre)

HPLC

SpeedVac konsantrator

sistemi

Salinimh santrifiij
Santrifiij

Otomatik pipet

Nanodrop

Ektraksiyon manifoldu

Hassas terazi

Manuel karistirci

pH metre

Isitmal kanigtirici

Distile su cihazi

Sogutmali santrifiij

Derin dondurucu (-80°C)

Derin dondurucu (-20 °C)

Buzdolabi (+4 °C)

Vorteks

Marka

AB Sciex
4000QTRAP

Shimadzu
20AD

Thermo

Nive
Hettich

Eppendorf

Heraeus

Waters

Precisa, XB
22A

Heidolph
Reax
Selecta pH
2005
Labnet
Vortemp 56
Millipore (Elix3
+Milliq)
Heraeus,
Biofuge
Stratos
Thermo
Scientific

Beko

Beko

Labortechnic

Mevcut Oldugu Yer

DEUTF Biyokimya AD.

DEUTF Biyokimya AD.

DEUTF Biyokimya AD.

DEUTF Biyokimya AD.

DEUTF Biyokimya AD.

DEUTF Biyokimya AD

DEUTF Tibbi Biyoloji
AD.

DEUTF Biyokimya AD

DEUTF Biyokimya AD

DEUTF Biyokimya AD.

DEUTF Biyokimya AD.

DEUTF Biyokimya AD.

DEUTF Biyokimya AD.

DEUTF Biyokimya AD.

DEUTF Biyokimya AD.

DEUTF Biyokimya AD.

DEUTF Biyokimya AD.

DEUTF Biyokimya AD.

Kullanim Amaci

Hasarli DNA niikleozidleri ve

izoprostanin olgilmesi

Hasarli DNA nukleozidleri ve
izoprostanin oélgilmesi
Hasarli DNA nukleozidleri ve
izoprostanin 6rnek hazirlik

asamasi

Ornek hazirlik asamasi
Ornek hazirlik asamasi

Genel kullanim

DNA miktarinin belirlenmesi

Hasarli DNA nukleozidlerinin
ornek hazirlik agamasi

Stok ¢ozeltilerinin, tamponlarin ve
diger kimyasal malzemelerin
tartilmasi

Ependorf ve falkon igerisindeki
drnelerin homojen hale getirilmesi
Tampon ¢ozeltilerin pH
ayarlamasi

Tampon ¢oézeltilerin pH

ayarlamasi
Genel kullanim

Hasarli DNA nukleozidleri ve
izoprostanin 6rnek hazirlik

asamasi
Orneklerin saklanmasi

Orneklerin ve kimyasal
maddelerin saklanmasi
Kimyasal maddelerin, viallerin

saklanmasi

Ornek hazirlik asamasi
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3.6.2. Idrarda Hasarli DNA Niikleozidlerinin ve Izoprostanin Kantitasyon

Yontemi

Calismamizda olgu ve kontrol grubundan alinan idrar érneklerinde hasarli DNA

nikleozidlerinin ve izoprostanin dizeyleri LC-MS/MS SID-MRM yoéntemi ile belirlendi.

3.6.2.1. Hasarli DNA Niikleozidlerinin Ekstraksiyon Basamaklari

» DNA nukleozidlerinin analizinde sabah ilk idrari kullanildi. Ekstraksiyon dncesinde
bir miktar idrar 6rneginden kreatinin dlgumu yapildi.

» Ekstraksiyon igin 1.3 mL idrar ornegi icine stabil izotoplar ile isaretlenmig internal
standartlar, 8-OH-dG*°Ns, R-cdA®Ns ve S-cdA'>Ns eklendi.

» |S eklenmis idrar 6rnekleri 1000 g’de 15 dk oda sicakliginda santrifujlendi.

» Supernatanlar siringa filtreleriyle (gozenek ¢api 0.22 ym) filtrelendi.

» Kati faz ekstraksiyon kartusu (60 mg) 1 mL metanol ile aktive edildi, 15 dk
kurumasi beklendi ve 2 mL dH20 ile yikandi.

» IS eklenmis 1 mL idrar 6rnegdi kati faz ekstraksiyon kartuslarina yuklendi ve kartus
2 mL dH20 ile yikandi. Ornekler 1 mL % 30 metanol ile ekstrakte edildi ve
SpeedVac ile kurutuldu.

> Ornekler 100 pL digestion buffer (10 mM Tris tamponu pH 7.5, 1 M NaAsetat) ile
¢Ozuldi ve 1 uL 22 U alkalen fosfataz eklenerek 37°C’de 1 saat inklibe edildi.

> Inkiibasyon sonrasinda 14000 g'de 10 dk santrifiijlenen drnekler ultrafiltrasyon
membranlari ile 5000 g'de 50 dk filtrelendi.

> Ornekler HPLC viallerine aktarildi ve LC-MS/MS analizleri gergeklestirildi.

3.6.2.2. Izoprostanin Ekstraksiyon Basamaklari

» 8-is0-PGF2q Olcimunde olgu ve kontrol grubundan toplanan koruyucu icermeyen
24 saatlik idrar érnekleri kullanildi.

» 2 mL idrar érnegine 40 uL 1 N HCI eklenerek asidik kosullarin olusmasi saglandi.

> Orneklere 10 ng/mL 8-iso-PGF2q internal standardi ilave edilerek 1500 g’de 10 dk
4°C de santrifujlendi.
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> Orneklerin  ekstraksiyonu kati faz ekstraksiyon Kkartuglari (30 mg) ile
gerceklestirildi.

» Kati faz ekstraksiyon kartusu 3 mL metanol ve 3 mL su ile aktive edildi.
Supernatan kartusa yuklendi.

> Ornekler sirasiyla 1.5 mL 0.1 moL/L HCI, 1.5 mL % 5 metanol ve 0.3 mL hekzan
ile yikandi.

» 8-is0-PGF2qa % 0.5 NH4OH igeren 480 pyL metanol ile elue edildi ve érneklere 300
ML dH20 eklendi.

» Ekstakte edilen 6rnekler LC-MS/MS analizi i¢cin HPLC viallerine aktarildi.

3.6.2.3. LC-MS/MS SID-MRM

Hasarli DNA nUkleozidlerinin ve izoprostanin kantitatif analizleri LC-MS/MS
SID-MRM (Shimadzu, Kyoto, Japan - 4000 QTRAP, AB SCIEX, ABD) ydntemiyle
gerceklestirildi. Veri analizi icin Analyst Software Version 1.5 kullanildi.

Kltle spektrometresinin temel prensibi, molekillerin elektriksel bir alanda ve
gaz fazinda iyonize olmasinin ardindan kutle/yuk (m/z) oranina gore ayrigtiriimasi ve
tespitine dayanmaktadir. iyonizasyon kaynagi molekiilleri uyararak yikli iyonize
molekulller haline doénastirir ve bu molekullerin  kitle/ylk oranlari  kitle
spektrometresi ile dlgulur. Yuksek duyarlilik ve 6zgulliige sahip analitik bir teknik olan
kUtle spektrometresinin kullanim amaglari; bilinmeyen bilesiklerin tanimlanmasi,
molekullerin  yapisal &zelliklerinin  belirlenmesi ve bilinen bilesiklerin hedefli
kantitasyonudur (109,110).

Kutle spektrometresinin temel bilesenleri Sekil 19°da gdsterilmigtir. Kompleks
biyolojik karigimlarin analizinde MS o6ncesinde ilk boyut, kromatografik olarak
bilesenlerine ayrimlanma islemidir, bunun icin HPLC kullanilir. Ornekler HPLC ile
ayrimlanir ve ardindan MS’e ulasir. MS’in ilk asamasi ise molekillerin

iyonizasyonudur. Bu agamada gesitli iyonizasyon yontemleri kullaniimaktadir.
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lyonizasyon ydntemleri;

> ESI (Electrospray)

> MALDI (Matrix Assisted Laser Desorption lonization)
> APCI (Atmospheric Pressure Chemical lonization)

> APPI (Atmospheric Pressure Photon lonization)

> PhotoSpray iyonizasyondur.

En sik kullanilan MS iyonizasyon yontemlerinden biri caligmamizda da
kullandigimiz elektrosprey iyonizasyondur (ESI). HPLC ile ayrimlanan bilesikler sivi
olarak ESl'ye ulasir, burada nitrojen gazi ve yuksek sicaklik etkisiyle sivi fazda
bulunan bilesikler iyonize damlaciklar haline déntstr. Damlaciklarin etrafindaki sivi
faz buharlagir ve bu damlaciklar kitle analizoru kismina gelir. Kutle analizérindeki
elektriksel alan belirli iyonlarin gecisine izin verirken, istenmeyen diger iyonlar
tutarak bir m/z filtresi gorevini yapar. iki kiitle analizériiniin art arda geldigi sisteme

sirali kitle analizéri (Tandem MS) adi verilir.

Sivi
Kromatografi

Kitle Analizori
QTRAP MS/MS

N;Inlet

o2
Collision Cell

iyon Kaynagi

Veri Analizi

m/.
Kitle Spektrumu

Sekil 19. Kitle spektrometresinin bilesenleri
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Katle analizorlerinin kullanim amaglarina gore farkl gesitleri vardir;
» Time of flight (TOF) MS
» Quadrupole MS
¢ Single quadrupole
e Triple quadrupole
» lon trap (iyon yakalayici) MS
»  Fourier transform ion cyclotron resonance (FTICR)
> Hibrid kiitle analizérleri (Triple Quadrupole ion Trap QTRAP,
Quadrapole TOF)

Calismamizda kullanilan tandem kitle analizéru triple quadrupole-lineer iyon
trap 6zelliginde olup analitlerin mutlak kantitasyonuna ve kalitatif karakterizasyonuna

olanak saglayan bir hibrid kitle analizéradur (Sekil 20).

Ia
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’
00 'Y X
0080 09930 % g0 000odb Al &M
— O ¥
) RF
iyon yolu Q1 Q2 Q3 Detektor

Pargalanma hiicresi

Sekil 20.Triple quadrupole iyon trap MS/MS

Triple quadrupole kutle analizorlerinde c¢esitli amaclara yonelik farkli tarama
modlari kullaniimaktadir;
Onciil (precursor) iyon
Uriin (product) iyon

YV V V

Noétral kayip
» Coklu reaksiyon izleme (Multiple Reaction Monitoring - MRM)
Calismamizda bu tarama modlarindan ¢oklu reaksiyon izleme (MRM) modu
kullaniimistir. MRM bilesiklerin miktar tayinlerinin yuksek duyarlihk ve o6zgullikte
yapildigi hedefli bir tandem MS yontemidir. MRM’de birinci quadrupole (Q1) dnceden

tanimlanmis m/z degerindeki molekillere ait ana iyon iyonlarinin secilmesini, ikinci
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quadrupole (Q2) bu segilmig iyonlarin carpisma ile fragmente olmasini ve Uguncu
quadrupole (Q3) fragmente olmus urlin iyonlardan tanimlanmig olan Urln iyonun
secilmesini saglamaktadir. Ana iyonun fragmentasyonu, bu molekillerin Q2’de N2,
Ar, He gibi inert gazlarla ¢arpistiriimasiyla gergeklestirilir. Carpisma sirasinda kinetik
enerji molekule transfer olur ve kararsizlasan molekuldeki kovalent baglar kirilarak
ardn iyonlar olusur. Q2'de olusan Urun iyonlar Q3’e geldiklerinde belirlenen m/z
degerlerindeki Urtin iyonlar segilir (Sekil 21). Segilen ana iyon/Grin ikilisi (transition)
dedektore ulastiginda m/z degerine karsi iyonlarin sinyal yogunlugu (intensite) kitle

spektrumu olarak kaydedilir.

Q1 Q2 Q3
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-
-
-
-
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iyon segimi lyon segimi

Sekil 21. Coklu Reaksiyon izleme
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LC-MS/MS SID-MRM yoOnteminde kantitasyonun guvenirliligini arttirmak
amaciyla g¢alismanin ilk asamasinda her bir érnege belirli konsantrasyonda stabil
izotoplarla isaretlenmis internal standart eklenir.

internal standart eklenmesiyle; MS éncesi (ekstraksiyon, ¢oktiirme, filtreleme
gibi 6n hazirlik iglemleri), MS kosullarindaki (iyonizasyon gibi) degisikliklerin
standardizasyonu saglanir ve ayni zamanda eklenen internal standardin
konsantrasyonundan yararlanilarak analitin mutlak kantitasyonu gerceklestirilir (111).
Stabil izotop isaretli IS’larin hedef analit ile kimyasal 06zelligi, kromatografik
ayrimlanma Ozellikleri, iyonizasyon etkinligi ve drun iyon dagiimi aynidir. Hedef
analitten farki, 2C yerine 13C, N yerine >N ve 'H atomu yerine ?H (d6teryum)
atomunun gegcmesi nedeniyle daha ylksek molekiler kitleye sahip olmasidir (Sekil
22).

2.0e4 4
8 ---- Analit
L : ---- Internal standart (IS)
= 1.5e4 1
')
3 :
: -
= b
fle)] 1
O -
A 1.0e44 . :
T b ormnek pik alani
E\ 1S X
i konsantrasyonu IS pik alani

5000 4

E 20.22
0K _—— - ———— ~
19.7 198 199 20.0 20.1 20.2 20.3 20.4 20.5 206 207 20.8 20.9
zaman (dk)

Sekil 22. internal standart ve analitin kiitle spektrumu
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Son yillarda LC-MS/MS'in birden fazla trunun tek bir analizde dlgiimesi, yuksek
hassasiyeti, yiksek duyarllik ve 6zgullige sahip kantitatif sonuglar elde edilmesi ve
tirevlendirme gerektirmemesi nedeniyle diger yontemlere gore daha fazla tercih

edilmektedir.

Yiiksek Performans Sivi Kromatografi Kosullari

HPLC sistemimiz Shimadzu Prominence moduler sistemdir, pompa sistemi (LC-
20AD), oto-6rnekleyici (SIL-20AC HT), degasser Unitesi (DGU-20A3) ve kolon
finnindan (CTO-10AS) olugsmaktadir.

Hasarli DNA ntkleozidlerinin analizlerinde érnekler C18 kolonu (Agilent Zorbax
SB Aqg 2.1x150 mm, 3.5 um) ve guard kolonu (Agilent Eclipse XDB C8 2.1x12.5 mm,
5 um) ile 35°C’de 0.3 mL/dk akis hizinda ayrimlandi. Mobil faz olarak % 0.1 formik
asit iceren dH20 (A) ve asetonitril (B) kullanilarak gradient analiz gergeklestirildi.
Toplam analiz zamani 26 dk, enjeksiyon hacmi standartlar i¢cin 10 pL, idrar ornekleri
icin 30 pL’dir.

Izoprostanin analizlerinde 6rnekler C18 kolonu (Agilent Zorbax Eclipse XDB
C18 2.1x50 mm, 3.5 ym) ve guard kolonu (Agilent Eclipse XDB C8 2.1x12.5 mm, 5
pm) ile 35°C’de 0.3 mL/dk akis hizinda ayrimlandi. Mobil faz olarak % 0.1 amonyum
hidroksit iceren dH20 (A) ve asetonitril (B) kullanilarak gradient analiz gercgeklestirildi.
Toplam analiz zamani 10 dk, enjeksiyon hacmi standartlar igin 10 pL, idrar érnekleri
icin 20 pL’dir.

Tandem Kiitle Spektrometre Kosullari

Calismamizda kullanilan tandem kutle spektrometresi elektrosprey iyonizasyon
kaynagi (Turbo V®) ile bagh 4000 QTRAP (AB SCIEX, ABD) modelidir, azot
jenaratoru (Peak Scientific) ve vakum pompasini (Oerlikon) icermektedir.

Kltle spektrometresinde analite 6zgu paramatreler, standartlarin inflzyon
pompasindan iyon kaynagina gonderilmesi ile optimize edildi ve MS/MS yontemi
olusturuldu. Analizler MRM modunda gergeklestirildi. 8-OH-dG, R-cdA, S-cdA igin
pozitif, 8-iso-PGF2a igin negatif iyonizasyon kullanildi. 8-OH-dG i¢in m/z 284/168, 8-
OH-dG™Ns igin m/z 289/173; S-cdA icin m/z 250/164, S-cdA®Ns icin m/z 255/169
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ana iyon/urun iyon giftleri (transitionlar) izlendi. 8-iso-PGFzq i¢in m/z 353/193 ve 8-
ISO-PGF2q-da4 igin m/z 357/197 ana iyon/urun iyon ciftleri izlendi. Hasarli DNA
nikleozidlerinin ve izoprostanin iyon ciftleri ve allkonma zamanlari Tablo 7’de
gériilmektedir. idrar érneklerinde 8-OH-dG, R-cdA, S-cdA ve 8-iso-PGF2q diizeyleri

idrar kreatinin degerleriyle normalize edilerek hesaplandi (10,112-114).

Tablo 7. Hasarli DNA nukleozidlerinin ve izoprostanin iyon ciftleri ve alikonma

zamanlari
Ana iyon/irun iyon ciftleri Allkonma zamani

(m/z) (dk)
8-OH-dG 284 — 168 5.26
8-OH-dG-1°Ns 289 — 173 5.26
R-cdA 250 — 164 3.64
R-cdA-°Ns 255 — 169 3.64
S-cdA 250 — 164 4.60
S-cdA-Ns 255 — 169 4.60
8-is0-PGF2q 353 — 193 3.22
8-is0-PGF24-d4 357 — 197 3.22

3.6.2.4. Yontem Gegerlilik Caligmalari

Bir yontemin gecerliliginin belirlenmesi, laboratuvarlar arasi c¢aligmalarla
performans kriterleri belirlenmig bir metodun laboratuvar gartlarinda dogrulanmasidir
(115). Cahsmamizda uluslararasi laboratuvarlarda validasyonu tamamlanmis LC-
MS/MS SID-MRM yontemleri laboratuvarimizda optimize edilmis ve yontem gecerlilik
calismalari gergeklestirilmistir. Bu calismalarda 8-OH-dG, R-cdA, S-cdA ve 8-iso-
PGF2a standartlar ve idrar havuzu kullaniimigtir. Yontem gecerlilik ¢alismalarinda
kullanmak amaciyla saglikli kisilerden alinmig spot idrar Ornekleri (n=10)

birlestirilerek idrar havuzu hazirlanmistir.
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3.6.2.4.1.  Segicilik (Selectivity)

Analitimizin kompleks bir bilesim icinde dogru olarak belirlenebilmesidir. LC-
MS/MS yontemlerinde segiciligin belirlenmesi i¢cin alilkonma zamani ve analite ait
farkh ana iyon/Uran iyon ciftleri kullanilir (111). Bu parametreler farkh kisilerden elde

edilen orneklerde dogrulanir.

3.6.2.4.2. Analitik Duyarlilik (Analytical Sensitivity)

Analitik Duyarliik UGg¢ tekrarli cgizilen kalibrasyon egrisinin edimi (ortalama *

standart sapma) ile ifade edilir.

3.6.2.4.3. Dogrusallik (Linearity)

Yontem gecerlilik galismalarinda analitin farkh konsantrasyonlari kullanilarak bir
kalibrasyon egrisi ¢izilir. Egrinin olusturulmasi, icinde miktari bilinen referans érnekler
veya koér oOrnek icine analitin bilinen konsantrasyonlarinin eklenmesiyle
gerceklestirilir. Dogrusallik, kalibrasyon egrisinde dlgulen analitin konsantrasyonu ve
dedektor yanitinin dogru orantili olarak goruldugu araliktir.

8-OH-dG igin 0.2-50 pmol/mL, S-cdA igin 0.05-25 pmol/mL ve 8-iso-PGF2q 0.25-
50 ng/mL konsantrasyon araliginda kalibrasyon egrileri cizildi. Bitiin ornekler tg¢

tekrarli olarak c¢aligildi.

3.6.2.4.4. Dogruluk (Accuracy)

Analitik bir metodun dogrulugu, bir analitin dlgtlen degerinin gergcek degere olan
yakinhgi olarak tanimlanir. Dogruluk, bilinen konsantrasyonda analit iceren 6rnegin
tekrarlanan analizleri ile belirlenir. iki deger arasindaki farkin + % 15 olmasi kabul

edilir. Ornekler Ug tekrarli olarak galisild.
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3.6.2.4.5. Kesinlik (Precision)

Yontemin kesinligi, herhangi bir degerin tekrarlanabilme kabiliyeti ve tekrarl
Olgimlerin dogrulugudur (111). Gun i¢i ve gunler arasi kesinlik c¢alismalari idrar
havuzu kullanilarak gerceklestirildi.

idrar havuzunda giin ici tekrarlanabilirlik icin, bir giin icinde 10 tekrarli okuma,
gunler arasi tekrarlanabilirlik icin 10 ardisik glinde birer okuma yapilarak yéontemin

kesinligi hesaplandi. Kesinlik varyasyon katsayisi (% CV) olarak ifade edildi.

3.6.2.4.6. Tespit ve Kantitasyon Limiti (LOD — LOQ)

En dusuk tespit limiti (LOD), analitin tespit edilebilecek en dusuk
konsantrasyonudur. En disuk kantitasyon limiti (LOQ) ise, bir érnekteki analitin
uygun dogruluk ve kesinlikle kantitatif olarak hesaplanabilecegi en duisuk
konsantrasyonudur. LOD ve LOQ belirlenmesi igin idrar havuzunun seri dilisyonlu
ornekleri (dilusyon faktora 1/2, 1/4, 1/8, 1/16, 1/32, 1/64, 1/128, 1/256) kullaniidi.
Kromatografik élgimlerde LOD ve LOQ belirlenmesi i¢in sinyal/gurulti orani (S/N)
kullaniimaktadir. S/N>3 oldugu konsantrasyon LOD, S/N>10 oldugu konsantrasyon
ise LOQ olarak belirlendi.

3.6.3. TCF7L2 rs7903146 Tek Niikleotid Polimorfizminin Belirlenmesi

TCF7L2’de SNP bdlgeleri DNA dizi analizi ile belirlenerek, TCF7L2 polimorfizmi

olan bireyler, olmayanlarla oksidatif hasar agisindan kargilastirildi.

3.6.3.1. SNP Analizleri i¢in Kan Orneklerinin Toplanmasi

Calismamizin ilk agamasinda olgu ve kontrol grubuna dahil edilen kisiler telefon
ile aranarak tekrar c¢agirldi ve rutin kontrolleri gergeklestiriirken TCF7L2
polimorfizminin belirlenmesi i¢cin 10 cc (1 tip) EDTA’ll kan oOrnekleri alindi. Bu
kisilerden bazilarina sehir degisikligi, diger hastaliklar ve 6lim gibi sebeplerden
dolayi ulasilamadi. Toplanan kan o6rnekleri DNA izolasyonu éncesinde -20°C’de
saklandi.
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3.6.3.2. Genomik DNA izolasyonu

Genomik DNA izolasyonu EDTA’ll kan o6rneklerinden Nucleospin Blood DNA
izolasyon kolonlari kullanilarak gergeklestirildi.

» 200 pL kan ornegine 200 pL lizis tamponu ve 25 L proteinaz K eklendi,
vortekslendi ve 70°C’de kuru blok i1siticida 15 dk inkube edildi.

» Baglanma kosullarinin hazirlanmasi icin DNA izolasyon kolonu 210 uL etanol ile
yikandl. Pargalanma tamamlandiktan sonra lizatlar DNA izolasyon bu kolona
yuklendi ve vortekslendi.

> Ornekler Nucleospin kolonuna yiiklenerek 11000xg’de 2 dk santrifiijlendi. Santrif]
sonrasinda Nucleospin kolonunda altta kalan kisim atilarak kolon 500 uL yikama
solusyonu ile 11000xg’de 2 dk yikandi.

» Yikama iglemi iki kez tekrarlandi ve ardindan Nucleospin kolonu 11000xg’de1 dk
santrifijlenerek kurutuldu.

» DNA'nin izolasyonu igin Nucleospin kolonuna 100 uyL énceden 70°C’de isitiimis
elusyon solusyonu eklendi, oda sicakliginda 1 dk inkibe edildi ve en son iglem
olarak drnekler 11000xg’de 2 dk santrifujlendi. DNA 6rnekleri 4°C’de saklandi.

3.6.3.3. DNA’nin Spektrofotometrik Analizi

izole edilen DNA 6rneklerinin safligi ve konsantrasyonlari spektrofotometre
(NanoDrop ND 2000) ile olculerek belirlendi. 260 nm DNA’'nin ve 280 nm proteinin
maksimum absorbans verdigi dalga boyudur. DNA'nin safligi degerlendirilirken
A260/A280 oranina bakilmaktadir. Bu oraninin 1.6-1.9 araliginda olmasi DNA'nin saf
oldugunu gostermektedir. izole edilen DNA o&rneklerinin bu aralikta oldugu ve

konsantrasyonlarinin yaklasik 50 ng/pL oldugu belirlendi.

3.6.3.4. TCF7L2 SNP Analizleri

Tek nukleotid polimorfizmlerinin belirlenmesinde kullanilan klasik yéntemler
hibridizasyon teknikleri (mikro array, real time PCR) ve enzime bagli yontemlerdir

(PCR, oligonukleotid ligasyon testleri ve reaksiyon son urlnlerinin belirlenmesi).
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Calismamizda SNP analizlerinde ‘altin standart’” yontem olan DNA dizi analizi
kullanildi (116,117).

Elde edilen DNA 6érneklerinde TCF7L2 gen bdlgesinin PCR ile amplifikasyonu
yapildi ve SNP’lerin belirlenmesi icin ABI 3500XL Genetic Analyzer 24 cihazinda
DNA dizi analizi gerceklestirildi.

TCF7L2-Forward  GGTGACAAATTCATGGGCTT ve  TCF7L2-Reverse
GTTGCCAGTCAGCAAACACA primerleri kullanildi. Olgu ve kontrol grubundan elde
edilen DNA dizi analizi bulgulari, blast2sequences programinda ile SNP bdlgelerinin
belirlenmesi ve bu bodlgelerde genotiplerin (CC, CT ve TT) Choromas Lite

programinda taranmasiyla incelendi.
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3.7. Arastirma Plani ve Takvimi
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3.8. Verilerin Degerlendirilmesi
3.8.1. Istatistiksel Analizler

istatistiksel analizler SPSS 22.0 programinda gerceklestirildi. Verilerin normal
dagiima uygun olup olmadigini belirlemek amaciyla Kolmogorov-Smirnov ve
Shapiro-Wilk testleri kullanildi. Normal dagilim gosteren veriler ortalama + standart
sapma, normal dagihm gostermeyenler ortanca ve en dusuk-en yuksek deger olarak
gosterildi. Gruplar arasi karsilastirmalar normal dagilim gésterenler icin “parametrik”
testler (t testi), normal dagilm gdstermeyen veriler icin “non-parametrik” testler
(Kruskal-Wallis testi) kullanilarak gerceklestirildi. Oksidatif stres parametrelerinin
tanisal performanslari ve esik degerleri islem karakteristigi egrisi (Reciever Operating
Characteristic Curve — ROC) ile belirlendi. Beklenen ve gozlemlenen dederlerin
karsilastirimasinda Ki-kare testi yapildi. istatistiksel analizlerde p<0.05 anlamli
olarak kabul edildi. Oksidatif makromolekul hasarinin bulgulari, klinik veriler ve rutin
laboratuvar sonuclari ile birlikte degerlendirildi ve degiskenler arasindaki iligkilerin
belirlenmesi icin Pearson (r) ve Spearman (rs) korelasyon katsayilari kullanildi. Tim

ornekler ug tekrarl olarak caligildi.

3.9. Arastirmanin Sinirhihklari

Calismamizin ilk asamasinda olgu ve kontrol grubuna dahil edilen kisiler
TCF7L2 polimorfizminin belirlenmesi icin telefon ile aranarak tekrar c¢agiridi. Bu
kisilerden bazilarina sehir degisikligi, diger hastaliklar ve 6lum gibi sebeplerden

dolay! ulagilamadi.
3.10. Etik Kurul Onay:

Calismamiz Klinik Arastirmalar Etik Kurulu tarafindan 22 Mart 2012 (protokol
numarasi: 41-SBKAEK - 2012/07-08) onaylandi. 15 Agustos 2013 tarihinde isim
degisikligi gerceklestirilerek, bu degislik Klinik Arastirmalar Etik Kurulu tarafindan
kabul edildi (Ek 4).
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4. BULGULAR
4.1. LC-MS/MS SID-MRM Yonteminin Optimizasyonu

LC-MS/MS SID-MRM yoénteminde kutle spektrometresine ait parametrelerin
optimizasyonu igin 8-OH-dG, R-cdA, S-cdA ve 8-iso-PGF2q standartlari kullanildi.
Klatle spektrometresinde analite 06zglu paramatreler, inflzyon pompasindan
standartlarin iyon kaynagina gonderilmesi (infuzyonu) ile optimize edildi. Bu
parametreler kullanilarak yontem olusturuldu ve MRM ydnteminde izlenecek ana
iyon/urtin iyon ciftleri secildi. 8-OH-dG, R-cdA, S-cdA ve 8-iso-PGF2q Urln iyon
spektrumlari Sekil 23'de gorilmektedir. 8-OH-dG igin m/z 284/168, 8-OH-dG°Ns igin
m/z 289/173; S-cdA icin m/z 250/164, S-cdA™Ns icin m/z 255/169; 8-iso-PGF2q igin
m/z 353/193 ve 8-iso-PGF2q-d4 icin m/z 357/197 ana iyon/Urln iyon iftleri izlendi
(Sekil 24 ve 25).
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Sekil 24. 8-OH-dG, R-cdA ve S-cdA’ya ait ana iyon/Urun iyon giftleri
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Sekil 25. 8-iso-PGFaqd’a ait ana iyon/Urun iyon ciftleri
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Saglikli idrar érneklerinin LC-MS/MS SID-MRM analizlerinden elde edilen total
iyon kromatogramlari Sekil 26, 27 ve 28'de gorulmektedir. 8-OH-dG, R-cdA, S-cdA
ve 8-is0-PGF2qicin alikkonma zamanlari sirasiyla 5.26, 3.64, 4.60 ve 3.22 dk’dir.

B of +hRM (4 pairg) 284.0163.0 Da I0: 30HG from Sample 13 (idrar DNA hasta 77 050814) of DataDNA hasta omekler 0508201 4.wiff (Turbo Spra) Max, 7.1ed tps,

38ef
36e5

3465
3265
3065
2865
2865
2468 8-OH-dG

2265 m/z 284 —m/z 168

200 8-OH-dG N,
m/z 289 —m/z 173

188

Intensity, cps

15ef
1445
1245
1065
8064 528
5.0e4
41e4

20ed

"

oo

47 48 44 4.0 8.1 52 4.3 54 34 5.8 a7 5.8 5.8 6.0 6.1
Time, min

Sekil 26. 8-OH-dG’'nin idrarda total iyon kromatogrami
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Intensity, cps
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[T XIC of *MRM (3 pairy: 250 0/168.0 Da ID: SodA from Sample 12 (idrat DNA hasta 77 U508 19 of Datab M hasta ormeklar U50G2018wiff (T a1bo S pray)

S-cdA
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15
S-cdA N5
m/z 255 —-m/z 169

R-cdA

Max, 5200.0 eps|

26

28

2.0 2.2 249 26 28 40 42 4.9 a6 4.2 &0 5.2 5.4

Sekil 27. R-cdA ve S-cdA’'nin idrarda total iyon kromatogrami

B IC of -MRM (2 pairs) 353.2/193.0 Da from Sample 4 (Standart ekleme 1 (endojen)) of Dataldrar h da endojen kons. 220

Intensity, cps

ERPES
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z.5ea
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23e9

zzeq
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EX]

zz

23 za 2.5 6 27 238

Sekil 28. 8-iso-PGF24'in idrarda total iyon kromatogrami
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4.2. Yontem Gegerlilik Calismalarinin Bulgulari

Oksidatif hasar parametrelerinin LC-MS/MS SID-MRM yoéntemiyle élgtlmesi icin
8-OH-dG, S-cdA ve 8-iso-PGF2q standartlari ve saglikli bireylerden elde edilmis idrar
havuzu kullanilarak yontem gecerlilik c¢alismalari gergeklestirildi. Bu kapsamda
analitik duyarhlik, dogrusallik, dogruluk, kesinlik, tespit ve kantitasyon limitleri

belirlendi.

4.2.1. Analitik Duyarlilik

Analitik duyarllik Ug tekrarli gizilen kalibrasyon egrisinin egimi ortalama + SS ile
ifade edildi. 8-OH-dG, S-cdA ve 8-iso-PGF2q'In kalibrasyon egrisinin egimi sirasiyla
2743.25+5.73, 1254.80£2.121 ve 2.34910.079 olarak hesaplandi. 8-OH-dG, S-cdA
ve 8-is0-PGF2q icin belirlenen % CV’ler 0.21, 0.17 ve 3.38’dir.

4.2.2. Dogrusallik

Yontemimizin analitik performansinin degerlendiriimesinde, oksidatif hasar
parametrelerimizin herbiri i¢in en az yedi farkli konsantrasyonda standart hazirlandi
ve dogrusallik grafikleri cizildi. Her konsantrasyon Ug¢ tekrarli olarak ¢ahgildi. 8-OH-
dG’nin 0.2-50 pmol/mL, S-cdA’nin 0.05-25 pmol/mL ve 8-iso-PGF24'In 0.25-20 ng/mL
konsantrasyon araliginda dogrusal oldugu belirlendi, regresyon denklemleri ve

korelasyon katsayisi (r?) degerleri Sekil 29, 30 ve 31’de gorilmektedir.
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Analit pik alani

160000

140000

120000

100000

80000

60000

40000

20000

0

] y=2739,2x+ 247,01
R?=0,9991

0 10 20 30 40 50
8-OH-dG (pmol/mL)

Sekil 29. 8-OH-dG kalibrasyon eqgrisi

Konsantrasyon: 0.2, 0.5, 1, 2.5, 5, 10, 25, 50 pmol/mL (n=3)
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Analit pik alani

350000

300000

250000

200000

150000

100000

50000

0

y=12533x+1068,1
R?=0,9996

5 10 15 20 25
S-cdA (pmol/mL)

Sekil 30. S-cdA kalibrasyon egrisi

Konsantrasyon: 0.05, 0.1, 0.25, 0.5, 2.5, 5, 10, 25 pmol/mL (n=3)
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Analit / IS pik alar oram

y=2,3491x+0,1416
R2=0,9979

0 | | |
0 2,5 5 7,5

8-iso-PGF ,, (ng/mL)

10 12,5 15 17,5 20

Sekil 31. 8-iso-PGF24’In kalibrasyon egrisi
Konsantrasyon: 0.25, 0.5, 1.25, 2.5, 5, 10, 20 ng/mL (n=3)

4.2.3. Dogruluk

8-OH-dG, S-cdA ve 8-iso-PGF2q4 %

gOsterilmektedir.

dogruluk degerleri Tablo 8, 9 ve 10°da
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Tablo 8. 8-OH-dG kalibrasyon egrisi standartlarinin dogrulugu

8-OH-dG
(pmol/mL)
0.2
0.5
1
2.5
5
10
25
50

Olgiilen Konsantrasyon

(n=3)
0.21
0.47
0.91
2.67
5.10
10.44
23.89
50.35

% Dogruluk

106.89
93.81
91.40

106.78

101.99

104.38
95.58

100.70

Tablo 9. S-cdA kalibrasyon egrisi standartlarinin dogrulugu

S-cdA
(pmol/mL)
0.05
0.1
0.2
0.5
2.5
5
10
25

Olgiilen Konsantrasyon

(n=3)
0.06

0.11

0.19

0.45

2.66

5.49

10.19

24.96

% Dogruluk

126.00
112.73
97.25
89.92
106.58
109.84
101.91
99.82
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Tablo 10. 8-iso-PGF 2q kalibrasyon egrisi standartlarinin dogrulugu

8-iS0-PGF 24 Olgiilen Konsantrasyon
% Dogruluk
(ng/mL) (n=3)
0.25 0.179 71.75
0.5 0.437 87.33
1.25 1.155 92.43
2.5 2.905 116.19
5 5.224 104.49
10 9.396 93.96
20 20.204 101.02

42.4. Kesinlik

Kesinlik galismalarinda (n=10), 8-OH-dG, S-cdA ve 8-is0-PGF2q igin gun ici %
CV sirasiyla % 5.2, % 4.9 ve % 1.2, gUnler arasi % CV sirasiyla % 9.2, % 2.3 ve %
4.5 olarak belirlendi (Tablo 11 ve 12).

4.2.5. Tespit ve Kantitasyon Limiti

LC-MS/MS SID-MRM yoénteminde sinyal/gurtlti  oraninin  S/N>3 oldugu
konsantrasyon, en dusuk tespit limiti; S/N>10 oldugu konsantrasyon ise en dusuk
kantitasyon limiti olarak belirlendi. 8-OH-dG, S-cdA ve 8-iso-PGFzq icin LOD sirasiyla
1.8x10* pmol/mL, 1.1x10° pmol/mL ve 2.4x10? ng/mL, LOQ degerleri ise sirasiyla
5.8x104 pmol/mL, 4.4x10-3 pmol/mL ve 38x102ng/mL olarak hesaplanmistir.
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Tablo 11. Hasarli DNA nukleozidlerinin yontem gecerlilik bulgulari

Giin-i¢i kesinlik Gunler-arasi kesinlik
10 0 LOD LOQ
n= n=
Dogrusallik ( ) ( )
(pmol/mL) | OrtalamatSS OrtalamatS$S SIN23 SIN210
% CV % CV
(pmol/mL) (pmol/mL) (pmol/mL) | (pmol/mL)
8-OH-dG 0.2-50 10.14+£0.53 5.24 6.91%0.16 2.31 1.8x10* 5.8x10*
S-cdA 0.05-25 0.25%0.01 4.94 0.15%0.01 9.25 1.1x103 4.4x103
LOD: Tespit limiti, LOQ: Kantitasyon limiti, S/N: Sinyal gurulti orani
Tablo 12. Izoprostanin yéntem gegerlilik bulgular
Gln-ici kesinlik Gilnler-arasi kesinlik
LOD LOQ
Dogrusallik (n=10) (n=10)
(Mg/mL) T oOrtalamatss OrtalamatSS SIN23 | SIN210
% CV % CV
(ng/mL) (ng/mL) (ng/mL) | (ng/mL)
1.25%0.01 1.20 1.25+0.02 5.32
5
& 0.25-20 5+0.01 1.21 5£0.04 451 | 24x10% | 38x10°
o
0
10+0.03 1.52 10+0.10 5.26

LOD: Tespit limiti, LOQ: Kantitasyon limiti, S/N:

Sinyal gurulta orani
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4.3. Prediyabet, T2DM Hastalarinda ve Saglikli Kontrol Grubunda

Tanimlayici Bulgular

Calismamizda saglkl kontrol grubuna % 73’0 kadin, % 27’si erkek olmak Uzere
37 kisi, prediyabet grubuna % 72’si kadin, % 28’i erkek 47 kisi ve T2DM grubuna %
47’si kadin, % 53U erkek 43 kisi dahil edildi (Sekil 32).

Kontrol Grubu Prediyabet T2DM

Kadin % 47

Erkek % 27

Erkek % 28

Kadin % 72

Kadin% 73

Erkek % 93

uKadin wErkek #Kadin ®Enkek Kadin @Erkek

Sekil 32. Olgu ve kontrol gruplarinin cinsiyete gére dagilimi

Olgu ve kontrol grubu orneklerinin demografik verileri Endokrinoloji
polikliniginde hastalarin muayenesi sirasinda kaydedildi ve rutin analizleri DEU
Merkez Laboratuvar’'nda gerceklestirildi. Prediyabet ve T2DM gruplarinda vicut kitle
indeksi, bel ¢evresi, HbA1c, aclik kan glukozu, OGTT, ALT ve CRP duzeyleri kontrol
grubuna goére anlamli olarak ylksek bulundu (Tablo 13 ve 14). T2DM gruplarinda
HDL duzeyleri kontrol grubuna gore anlamli olarak dusuk bulundu. Trigliserid
duzeylerinin T2DM grubunda kontrol grubuna gore anlamli olarak yuksek oldugu
g6zlendi (Tablo 14). Gruplar arasinda AST, BUN, total kolesterol ve LDL agisindan

anlamli bir fark bulunamad..
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Tablo 13. Olgu ve kontrol grubunun demografik ve antropometrik 6zellikleri

Kontrol Grubu Prediyabet T2DM
(n=37) (n=47) (n=43)
p
Ortanca
(Min-Max)
Cinsiyet
27/10 34/13 20/23
(Kadin/Erkek)
Yas 40.50 48 51.50
>0.05
(yil) (23-63) (20-68) (30-64)
VKi 26.80 31,84 31.87
0.000 *
(kg/m?) (20.12-41.14) (19.83-45.01) (22.66-46.80)
0.000 "
Bel gevresi 85 99 101
(cm) (70-121) (67-122) (71-160) 0.000°
cm - - -
0.000 "

Gruplar Kruskal Wallis testi ile kargilastirildiginda p<0.05 ise istatistiksel olarak anlamlidir.

¥ Kontrol ile Prediyabet

® Kontrol ile T2DM

VKI: Viicut kitle endeksi

77



Tablo 14. Olgu ve kontrol grubunun rutin laboratuvar verileri

Kontrol Grubu Prediyabet T2DM
(n=37) (n=47) (n=43)
Ortanca
(Min-Max) P
HbAlc 5.40 5.80 7.20 0.000 *
(%) (4.90-6.10) (5-6.40) (5.80-18) 0.000*
AKS 83 105 131 0.000 ¥
(mg/dL) (75-98) (90-122) (84-338) 0.000*
OGTT 112.50 121.50 212.50 0.000*
(mg/dL) (79-163) (67-189) (108-586) 0.000 £
ALT 17 21.50 29 0.005*
(U/L) (9-43) (7-58) (6-172) 0.011¢
AST 18 19.50 23.50
>0.05
(U/L) (13-29) (12-34) (9-128)
CRP 1.85 3.55 3.75 0.019 ¥
(mg/dL) (0.20-24) (0.40-19.30) (0.60-55.50) 0.018*
BUN 12 12.50 12
>0.05
(mg/dL) (8-23) (7-26) (9-49)
Total Kolesterol 206 213.50 212.50 i
>0.
(mg/dL (153-300) (148-276) (129-372)
LDL 132 135 129.50
>0.05
(mg/dL) (88-208) (69-196) (68-312)
HDL 51 46 42.50
0.001°*
(mg/dL) (35-94) (31-96) (29-68)
Trigliserid 89 119.50 162.50
>0.05
(mg/dL) (37-306) (55-343) (43-645)

Gruplar Kruskal Wallis testi ile kargilastirildiginda p<0.05 ise istatistiksel olarak anlamhdir.

¥Kontrol ile Prediyabet
® Kontrol ile T2DM
£ Prediyabet ile T2DM

AKS: Aclik kan glukozu, OGTT: Oral glukoz tolerans testi, ALT: Alanin aminotransferaz, AST:

Aspartat aminotransferaz, CRP: c-reaktif protein, BUN: Kan ure nitrojen testi, LDL: Diisiik

yogunluklu lipoprotein, HDL: Yiiksek yogunluklu lipoprotein
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4.4. Hasarli DNA Niikleozidlerinin ve izoprostanin Kantitatif Analizleri

Olgu ve saglikli kontrol grubundan toplanan idrar 6rneklerinde;

> 8-OH-dG, R-cdA ve S-cdA,

> 8-is0-PGF24'In LC-MS/MS SID-MRM yontemi ile kantitatif analizleri
gerceklestirildi. Prediyabet hastalarinin idrar érneklerinde 8-OH-dG, S-cdA ve 8-iso-
PGF2q duzeyleri kontrol grubuna gdre anlamli olarak yiuksek bulundu (sirasiyla p
<0.0001, p=0.011 ve p=0.006), (Sekil 33, 34 ve 36). 8-OH-dG duzeylerinin T2DM
hastalarinda kontrol grubuna gore anlamli yiksek oldugu goézlendi (p=0.031), (Tablo
15), (Sekil 33 ve 36). R-cdA duzeylerinde gruplar arasinda anlamh bir fark
bulunmadi (Sekil 35). Oksidatif makromolekll hasari agisindan prediyabet ve T2DM

hastalari arasinda anlamli bir fark gozlenmedi.

Tablo 15. Olgu ve kontrol grubu idrar érneklerinde 8-OH-dG, R-cdA, S-cdA ve 8-iso-
PGF2q duzeyleri

Kontrol Grubu Prediyabet T2DM
Oksidatif stres (n=37) (n=47) (n=43)
parametreleri Ortanca P
(Min-Max)
8-OH-dG 0.955 1.625 1.641 <0.0001 *
(nmol/mmol kr) (0.171-2.546) (0.050-10.323) (0.394-9.399) 0.031°*
R-cdA 0.014 0.021 0.017 0.05
>U.
(nmol/mmol kr) (0.002-0.105) (0.003-0.166) (0.003-0.093)
S-cdA 0.027 0.039 0.037
0.011 ¥
(nmol/mmol kr) (0.003-0.121) (0.004-0.121) (0.007-0.518)
8-is0-PGF2q¢ 0.134 0.239 0.163
0.006 ¥
(ng/mg kr) (0.015-0.344) (0.010-0.750) (0.013-0.712)

Gruplar Kruskal Wallis testi ile kargilastirildiginda p<0.05 ise istatistiksel olarak anlamhdir.

¥Kontrol ile Prediyabet

® Kontrol ile T2DM
8-OH-dG:

8-is0-PGF24: 8-izoprostan, Kr: Kreatinin

8-hidroksi-2’-deoksiguanozin, R-cdA ve S-cdA: 8,5-siklo-2’-deoksiadenozin,
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8-OH-dG

12+

I I |
Kontrol Grubu Prediyabet T2DM

Sekil 33. Olgu ve kontrol grubunda 8-OH-dG duzeyleri
8-OH-dG duzeyleri ortanca degerleri ile gosterilmistir.
p<0.05 ise istatistiksel olarak anlamlidir.

¥Kontrol ile prediyabet; ® Kontrol ile T2DM
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R-cdA

, 104

T | T
Kontrol Grubu Prediyabet T2DM

Sekil 34. Olgu ve kontrol grubunda R-cdA dizeyleri

R-cdA dlzeyleri ortanca degerleri ile gosterilmigtir.
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S-cdA

;50
40+
30
.20
¥
107 5
N e = —
T | T
Kontrol Grubu Prediyabet T2DM

Sekil 35. Olgu ve kontrol grubunda S-cdA dizeyleri
S-cdA duzeyleri ortanca degerleri ile gosterilmistir.
p<0.05 ise istatistiksel olarak anlamlidir.

¥Kontrol ile prediyabet
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B-isoprostan

¥
60
40
.20
,00
T 1 T
Kontrol Grubu Prediyabet T2DM

Sekil 36. Olgu ve kontrol grubunda izoprostan duzeyleri
izoprostan diizeyleri ortanca degerleri ile gosterilmistir.
p<0.05 ise istatistiksel olarak anlamlidir.

¥Kontrol ile prediyabet
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4.5. TCF7L2 SNP Analizlerinin Bulgular

TCF7L2 rs7903146 tek nikleotid polimorfizmi, DNA dizisinde sitozinin timin ile
yer degistirmesiyle ortaya c¢ikar. Calismamizda TCF7L2 polimorfizmi olgu ve kontrol
grubu kan orneklerinde DNA dizi analizi ile incelendi. Elde edilen verilerin ilgili SNP
bdlgeleri blast2sequences programinda belirlendi ve bu bdlgelerin genotipleri (CC,
CT ve TT) Choromas Lite programi ile tarandi (Sekil 37 ve 38).

File Edit Options Help

=3 ¥y & W A ;
Open bort| Prnt | Nest Find Sample: HURAY ISLEKEL_H2_
10 20 30 40 50 a0 70

80 a0 100 110
[mE N=] mpimmmsmayy pesimnsmicy gy L SU R L DR R R TR L R L LR LR LR Ryl
LA CGGAM TGECCAGC TGTIATTIACTG AACAATTAGAGAGCTAL ATGRAGGC CGAGRAARACCACA

CIAAGCACTITIIAGATACTATATAATITAATTGCCGTAT GGCACCCTITAGITITICAGACGA

1

a) CC

Polimorfizm yok

84



File Edit Options Help

= ‘|§! Q 3 M
T o | G | T (e Sample: HURAY ISLEKEL TCFL_F_H8_
10 20 30 40 50 &0 70 80 a0 100
- 110 - em ) = HE s Ees BN NEEE IS N RN NN s Hen e == AN NN EEEEEEEE NN EENEEE N EEEEEEEN am
CTG6E CCCAGCC IG T IATTTIACTI G BACRATTR AGCTARGCACT T TITTAGATACTATATARTITTIARTT TIRT ACCCTTAGTITITICRAGR

1

by CT

Heterozigot polimorfizm

sl i

File Edit Options Help
= .l

=) ST
op B Pri Met  Find Sample: HURAY ISLEKEL TCFL F H24_
10 20 30 10 50 &0 70 20 20 100
= W e B e e e P T L R L L R LR L L R R R TN R PP ORI T R Tyt
\C GTR6 CMAG C T6 TTATTTACTG AACAATTAG AGAGCTAAGCACTT TTITAGATAT TATATAAT I TAATTGCCGTATGAGGCACCCTTIAGTTITICAGACGAGARAC

c) TT

Homozigot polimorfizm

\ emr oA Y ‘“ ' ‘ ‘] |

Sekil 37. DNA dizi analizi bulgularinin degerlendiriimesi ve genotiplerin
belirlenmesi
Saglikh kisilerden temsili bir DNA dizi analizi verisi gosterilmektedir.
a) TCF7L2 rs7903146 tek nukleotid polimorfizmi gézlenmedi
b) TCF7L2 rs7903146 tek nukleotid polimorfizmi heterozigot CT alellerini
tasiyan ornek bir DNA dizisi
c) TCF7L2 rs7903146 tek nukleotid polimorfizmi homozigot TT alellerini
tasiyan 6rnek bir DNA dizisi

85



< BLAST®

-’

Home Recent Results Saved Strategies  Help

» NCBUY BLAST/ blastn suite-2sequences/ Formatting Results - RN35Y21Z2114
Edit and Resubmit  Save Search Strategies  © Formatting options  » Download Youllll) H
Blast 2 sequences

NC_000010:Homo sapiens chromosome 10, GRCh38.p2...

RID RN35Y21Z114 (Expires on 06-13 15:39 pm)

Query ID gi|568815588|refINC 000010.11] Subject ID Icl|Query_65059
Description Homo saplens chromosome 10, GRCh38.p2 Primary Assembly Description HURAY_ISLEKEL_H36_
Molecule type dna Molecule type nuclelc acld
Query Length 133797422 Subject Length 587

Program BLASTN 2.2.31+ b Citation
Other reports: » Search Summary [Taxonomy reports]

© Graphic Summary

Distribution of 1 Blast Hits on the Query Sequence &

{Mouse over to see the defline, click to show alignments |

Color key for alignment scores
<40 4050 | 50-80 80-200 >=200
Query
1 25000000 50000000 75000000 100000000125000000
Range 1: 9 to 260 Graphics
Score Expect Identities Gaps Strand
466 bits(252) 3e-130 252/252(100%) 0/252(0%) Plus/Plus
Query 112998543 CAGCTGTTATTTACTGAACAATTAGAGAGCTAAGCACTTTTTAGATACTATATAATTTAA 112998602
; IIIIIIIIIII||II||Il|||||IlIIIIIIII||IIIHIHIIIIIIIIIIHIIII
Sbjct 9 AGCTGTTATTTACTGAACAAT TAGAGAGCTAAGCACTTTTTAGATACTATATAATT 68

Query 112998603 TTGCCGTATGAGGCACCCTTAGTTTTCAGACGAGAAACCACAGT TACAGGGAAGGCAAGT 112998662
IIIIIIlIlIIIIIHIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIlIIHlllIIIIlIIIlllIIIII

Ssojct 69 TTGCCGTATGAGGCACCCTTAGTTTTCAGACGAGAAACCACAGT TACAGGGAAGGC 128

Query 112998663 CTTAGTCAATGTCAGATAACTAGGAAAAGGTTAGAGGGGCCC TGGACACAGGCCTGTG 112998722
; IIlIIIl|III|II|IIlllIIIIIIIIIlIIIIIIIIIIIIlIIIIIlIIIllIIIHI

Sojct 129 TTAGTCAATGTCAGATAACTAGGAAAAGG TTAGAGGGGCCC TGGACACAGGCCTGTG 188

Query 112998723 TGACTGAGAAGCTTGGGCACTTCACTGCTACATTTCATCTCTTCGCTATAAACATTTTAG 112998782

IIlIIIlIIII|IIlIIIllIIIIIllIIIIIIlIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII

Sbjct 189 TGACTGAGAAGCT TGGGCACTTCACTGCTACATTTCATCTCTTCGCTATAAACATT 248

Query 112998783 ?ITITT?T?TTT 112998794

sbjct 249 TTTTTGTGTTT 260

Sekil 38. Blast2sequence programinda TCF7L2 rs7903146 polimorfizminin
degerlendiriimesi
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Kontrol grubunun % 39unda polimorfizm yoktur, % 52’si heterozigot CT
alellerini ve % 9u homozigot TT alellerini tagimaktadir. Prediyabet grubunun %
43’Unde polimorfizm yokken, % 50’sinde heterozigot CT alelleri ve % 7’sinde
homozigot TT alelleri gbdzlenmektedir. Tip 2 diyabet hastalarinin % 28’inde
polimorfizm yoktur, % 50’si heterozigot CT alellerini ve % 22’si homozigot TT
alellerini tagimaktadir (Tablo 16, Sekil 39).

Tablo 16. Olgu ve kontrol grubunda TCF7L2 rs7903146 polimorfizminin genotipleri

GENOTIP
TCF7L2
CcC CT TT
Kontrol Grubu 10 (% 39) 13 (% 52) 2 (% 9)
Prediyabet 12 (% 43) 14 (% 50) 2(%7)
T2DM 9 (% 28) 16 (% 50) 7 (% 22)
Gruplar arasindaki fark Ki-kare testi ile kargilastiriimistir.
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Sekil 39. TCF7L2 rs7903146 polimorfizminin gruplara gére dagilimi
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4.6. Oksidatif Hasarin TCF7L2 Polimorfizmine Gore Degerlendirilmesi

Oksidatif hasarin TCF7L2 polimorfizmine gére degerlendiriimesi icin dncelikle
olgularin oksidatif hasar duzeyine gore gruplandiriimasi gereklidir. Bu amagcla
prediyabet ve T2DM olgularini kapsayan disglisemi grubu ile normoglisemik saglkli
kontrol grubunda 8-OH-dG, R-cdA ve S-cdA ve 8-iso-PGF2q igin hiperglisemik
kosullarda belirleyici olan esik degerlerinin bulunmasi amaciyla ROC egrileri gizildi
(Sekil 40, 41, 42 ve 43).

4.6.1. Oksidatif Stres Parametrelerinin Esik Degerlerinin Belirlenmesi ve

Tanisal Performansi

ROC egrisi, farkli esik degerleri icin dikey eksen Uzerinde dogru pozitiflik
(duyarhlik) ve yatay eksen Uzerinde yanlis pozitiflik (1-6zgullik) oranlarinin yer aldigi
bir egridir. ROC egrisi Uzerindeki her nokta, farkli esik de@erlerine karsilik gelen
duyarlihk ve 1-6zgullik degerlerini ortaya koyar. Genelde disik yanlis pozitiflik
oranlarini veren esik degerleri, distk dogru pozitifik oranina da sahiptir. Dogru
pozitiflik orani arttik¢a, yanhs pozitiflik orani da artar. Bu egri; testin saglikli ve hasta
bireyleri ayirt etme gucunin belirlenmesine, farkh testlerin etkinliklerinin
kiyaslanmasina, duyarlilik ve 6zgullugu yuksek en uygun egik degerin belilenmesine

olanak saglar (118).
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Calismamizda ROC egrisinde Youden index yontemi kullanilarak (ROC
egrisinde bire en yakin esik degeri belirlenerek) 8-OH-dG, R-cdA, S-cdA ve 8-iso-
PGF24'In esik de@erleri hesaplandi (Tablo 17, Ek 4)(118). ROC egrisinde egri altinda
kalan alan (AUC) bir biyobelirtecin ya da bir testin dogrulugunun ve tanisal
yeterliliginin degerlendiriimesinde kullaniimaktadir. 8-OH-dG, R-cdA, S-cdA ve 8-iso-
PGF2q igin hesaplanan AUC degerleri sirasiyla 0.699, 0.595, 0.657 ve 0.642°dir. 8-
OH-dG igin 1.170 nmol/mmol kreatinin dederinin, prediyabet ve T2DM hastalarini
kapsayan disglisemik olgularda % 75 duyarlihk ve % 63 6zgullikle belirleyici oldugu
gosterildi. S-cdA igin 0.027 nmol/mmol kreatinin degerinin % 71 duyarlilik ve % 56
Ozgullukle, 8-iso-PGFzq igin 0.146 ng/mg kreatinin degerinin % 61 duyarhlik ve % 62
Ozgullukle prediyabet ve T2DM hastalarini kapsayan disglisemik olgular igin
belirleyici oldugu bulundu. Bizim c¢alismamizda bu dizeyler hastalara tani koymak
amaciyla kullaniimamigtir. Olgu ve kontrol grubundaki kigilerin oksidatif hasar
duzeyleri bu degerlerden yararlanilarak belirlendi. Dusuk ve yuksek oksidatif hasar

gruplarina ayrilan kisiler TCF7L2 polimorfizmi agisindan degerlendirildi.

Tablo 17. Oksidatif stres parametrelerinin esik degerlerinin belirlenmesi

Oksidatif Stres % 95 Giiven N
] AUC Duyarlihik Ozgiilliik Esik Degeri
Parametreleri Aralig
1.170
8-OH-dG 0.699 0.603-0.795 % 75 % 63
(nmol/mmol kr)
0.008
R-cdA 0.595 0.468-0.721 % 79 % 44
(nmol/mmaol kr)
0.027
S-cdA 0.657 0.553-0.761 % 71 % 56
(nmol/mmaol kr)
) 0.146
8-is0-PGF2q 0.642 0.533-0.752 % 61 % 62
(ng/mg kr)

AUC: Egri altinda kalan alan
8-OH-dG: 8-hidroksi-2’-deoksiguanozin, R-cdA ve S-cdA: 8,5°-siklo-2’-deoksiadenozin,

8-is0-PGF2q4: 8-izoprostan, kr: kreatinin
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8-OH-dG, R-cdA, S-cdA ve 8-iso-PGF2q igcin ROC analizlerinde belirlenen egsik
degerler kullanilarak olgu ve kontrol grubuna ait tUm bireyler yuksek oksidatif hasar
ve dusuk oksidatif hasar duzeyleri olarak gruplandirildi. Oksidatif stres
parametrelerinden en az tGglunln yidksek dizeyde bulundugu bireyler ylksek oksidatif
hasar grubuna, Ug¢ten azinin yuksek oldugu kisiler ise dusuk oksidatif hasar grubuna
dahil edildi. Daha sonra TCF7L2 polimorfizmi olan ve olmayan kisilerde oksidatif
hasar dlzeyleri incelendi. TCF7L2 polimorfizmi olan ve olmayan kisilerde oksidatif
hasar dizeyleri arasinda anlamli bir fark gézlenmedi. TCF7L2 polimorfizmi olmayan
kisilerin % 33’Unde oksidatif hasar duzeyinin disuk oldugu, % 67’sinin oksidatif hasar
duzeylerinin yuksek oldugu belirlendi. TCF7L2 polimorfizmi olan kigilerin % 52’sinde

oksidatif hasar dizeyleri duslk, % 48’inde ise yuksek bulundu (Tablo 18).

Tablo 18. TCF7L2 rs7903146 polimorfizmi olan ve olmayan kigilerde oksidatif hasar

duzeyleri
Oksidatif Hasar Duzeyi
Diisuk Yiiksek
€
& | Yok 10 (% 33) 20 (% 67)
o
O
49 c
L © T
O Q@ =
59
< | Var 28 (% 52) 26 (% 48)
Z
4
Q
-
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4.7. Korelasyon Analizleri

DNA nUkleozid hasari ve izoprostan duzeylerinin olgimiyle elde edilen
bulgular ile hastalarin rutin laboratuvar verileri, klinik bulgulari ve demografik
parametreleri arasindaki iligkilere ait istatististiksel olarak anlamli bulunan korelasyon
analizleri Tablo 19, 20 ve 21’de gosterilmisgtir.

Kontrol grubunda; 8-OH-dG’nin S-cdA ile gugli dizeyde anlaml pozitif
korelasyonu, S-cdA’'nin R-cdA ile orta duzeyde anlamli pozitif korelasyonu ve R-
cdA’nin 8-iso-PGF2q ile guglt duzeyde anlamli pozitif korelasyonu bulundu. S-cdA’nin
AKS ile orta dizeyde anlamli negatif korelasyonu goésterildi. TCF7L2’nin 8-OH-dG ile
orta dizeyde anlamli negatif korelasyonu, S-cdA ile glcli dizeyde anlamli negatif
korelasyonu ve R-cdA ile guclu duzeyde anlamli negatif korelasyonu belirlendi.

Prediyabet grubunda; 8-OH-dG’nin S-cdA ile guclu dizeyde anlamli pozitif
korelasyonu ve R-cdA ile gugcli dizeyde anlamli pozitif korelasyonu bulundu. S-
cdA’nin R-cdA ile glcli dizeyde anlamli pozitif korelasyonu ve HbAlc ile orta
dizeyde anlamli negatif korelasyonu belirlendi. R-cdA ve S-cdA’nin yas ile orta
dizeyde anlamli negatif korelasyonu ve 8-iso-PGF2.’'nin HbA1c ile orta dizeyde
anlamli negatif korelasyonu bulundu.

T2DM grubunda; 8-OH-dG’nin S-cdA ile orta dizeyde anlamli pozitif
korelasyonu ve R-cdA ile gucli dizeyde anlamli pozitif korelasyonu gézlendi. S-
cdA’nin R-cdA ile orta dlizeyde anlamli pozitif korelasyonu ve R-cdA’nin trigliserid
duzeyleri ile orta dizeyde anlamli negatif korelasyonu belirlendi. TCF7L2'nin bel

cevresi ile orta dliizeyde anlamli pozitif korelasyonu bulundu.
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Tablo 19

. Kontrol grubunda korelasyon analizlerinin sonuglari

Yas ge?/(:(lesi HbAlc AKS ([Trigliserid | 8-OH-dG | S-cdA R-cdA | 8-is0-PGFy, | TCF7L2
- r ,203 -,142 235 -,021 321 232 ,202 -,068 -,149
(©
>
p ,249 ,402 161 ,902 ,060 ,201 ,267 724 ,489
_m | 224 403 ,206 212 ,066 114 1242 -,262
S| p ,203 ,018 243 244 732 ,555 ,224 ,228
8 r ,266 184 -,253 -,279 -125 -,201 ,186
<
Q
a5 p 112 277 143 122 497 ,296 ,385
w r 136 -,035 -,367" ,000 076 ,099
X
<
p 421 844 ,039 1,000 ,695 ,644
©
5 r -,054 112 -,050 175 ,009
> 0
2 >
2 = p ,760 542 ,785 ,364 ,967
o [
= Q r 642" 310 205 -,468"
g |2
& p ,000 ,084 ,295 024
< r 478" ,193 -,673"
e
o
2 1p 007 344 001
< r 554" -,663"
e
o
N 004 001
g
[ r -,100
O
e
2 |p 674
o
S r
~
L
O
= p

* p<0.05 ise istatistiksel olarak anlaml

** p<0.01 ise istatistiksel olarak anlamli
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Tablo 20

. Prediyabet grubunda korelasyon analizlerinin sonuglari

Yag ge?/(:(lesi HbAlc AKS$ | Trigliserid | 8-OH-dG | S-cdA R-cdA | 8-is0-PGF,, | TCF7L2
- r 277 202 241 127 -,093 -315" -342" 1136 -,350
(©
>
p ,097 ,188 114 410 565 ,045 ,028 1390 073
_g | 212 ,008 ,169 152 -,203 -,060 068 1050
& p ,208 565 319 407 257 746 ,706 813
8 r ,300" ,180 -,242 -424" -,082 373 ,190
<
Q
= p ,048 241 ,138 ,007 1620 018 342
- r 269 -,033 -123 147 1160 018
X
<
p 077 843 454 373 324 927
©
5 r -,068 -,061 -,068 1136 114
(2]
5 2 |»p 681 714 682 403 570
o [
>
3 2 r 599" | 549" 226 174
a I
g p ,000 ,000 172 405
< b 626" ,088 -,029
e
o
2 1p ,000 1600 889
< r -,028 1229
e
o
N 868 270
5
L r -,049
o
e
2 p 816
)
S r
=
L
O
= p

* p<0.05 ise istatistiksel olarak anlamli

** p<0.01 ise istatistiksel olarak anlamli
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Tablo 21

. T2DM hastalarinda korelasyon analizlerinin sonuglari

Yas ge?/(:(lesi HbAlc AKS ([Trigliserid | 8-OH-dG | S-cdA R-cdA | 8-is0-PGFy, | TCF7L2
- r ,003 134 -,036 -,131 117 163 131 -,002 322
(©
>
p ,986 ,403 820 ,408 465 ,308 414 1991 078
_ B r 184 261 -,100 -,162 ,010 ,189 -,322 479"
S| p 262 104 543 325 1953 ,249 ,088 ,007
8 r 489" 227 ,011 ,038 ,092 ,008 1259
<
Q
a5 p ,001 ,153 ,944 814 566 ,964 ,160
- r -,071 -077 ,093 022 061 123
<
p ,657 ,626 ,558 ,888 ,740 ,501
o *
5 r -171 -162 -,337 -173 -,025
(2]
2 p 285 313 031 343 892
= [
[a)]
P 9 r 388" 661" 073 -079
5
& p ,011 ,000 1692 1668
< r 436" ,033 /318
e
o
2 1p 004 858 076
< r -,119 ,062
e
Q
& p 517 738
5
i r 113
0}
o
2 |p 607
)
S r
~
L
O
= p

* p<0.05 ise istatistiksel olarak anlamli

** p<0.01 ise istatistiksel olarak anlamli
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5. TARTISMA

Tip 2 diyabet glukoz metabolizmasinin bozulmasi sonucu vicuttaki tim doku ve
organlar Uzerinde etkili olan kompleks metabolik bir hastaliktir (119). T2DM geligimi,
bozulmus glukoz toleransi ile karakterize geri donusumli ve uzun bir prediyabet
asamasini izler (120). Prediyabet olan bireylerin yaklagik % 25'inde T2DM
gelismektedir. Prediyabet doneminde alinan onlemler ve yasam tarzinda yapilan
degisiklikler ile T2DM riskinin % 40-70 oraninda onlenebilecedi yapilan birgok
calismada belirtiimektedir (2). Bu nedenle prediyabet ve T2DM'in erken tanisi,
vicutta olusan hasarlarin ve metabolizmaya yansiyan etkilerinin erken belirlenmesi
ve onune gecilmesi hastaligin uygun sekilde tedavi edilmesi agisindan onemlidir.
Prediyabet ve T2DM'’in rutin laboratuvar parametrelerine ek olarak hastalik riskinin ve
tedavi etkinliginin belirlenmesi igin kullanilabilecek yeni biyobelirteclere ihtiyag
duyulmaktadir.

Oksidatif stres T2DM gelisimi ve surecinde merkezi bir role sahiptir.
Hiperglisemi nedeniyle ortaya g¢ikan reaktif oksijen turleri ve oksidatif stres insulin
direncinin geligimi, B-hucre disfonksiyonunun ortaya ¢ikigi ve diyabetin uzun dénem
komplikasyonlarinin gelisiminde rol oynamaktadir (21,105). Oksidatif stres-diyabet
iliskisi birgok mekanizma aracihdi ile gerceklesmektedir: Prediyabet ve T2DM
hastalarinda biriken glikoliz GrlGnlerinin ROT Uretimini arttirmasi, glukozun oto-
oksidasyonu ve polyol yolagina yonlenmesi, AGE’lerin artigi, protein kinaz C ve
NADPH oksidaz aktivasyonu, yag asitleri ve lipid peroksitlerinin artigi gibi nedenlerle
ortaya cikan oksidatif stres DNA, lipid, protein ve karbohidratlar gibi 6nemli
makromolekillerde hasara yol agmaktadir. Olusan hasarli Urlnlerinin dlgulmesi
oksidatif hasar duzeyi ile ilgili bilgi verir. Literatirde glnimize kadar yapilan
calismalarda, T2DM hastalarinda oksidatif makromolekll hasarinin incelenmesinde
cesitli oksidatif stres biyobelirtegleri farkli yontemler ile dlgilmus ve cgeligkili sonuglar
bildirilmigtir (17-24). Hastaligin baslangi¢c ve geri donusumlid asamasi olan
prediyabet donemini de kapsayan hasta grubunda ise oksidatif stresin incelendigi
sinirh sayida c¢alismaya rastlanmakta olup, bu c¢alismalarda oksidatif stres
dizeylerinin referans yontemler kullaniimaksizin arastirildigi belirlenmistir (4,25).
Ancak, hastaligin ortaya c¢ikmasindan oOnce viacutta olugsan hasarlarin  ve

metabolizmaya yansiyan etkilerinin erken tanimlanmasi ve oksidatif hasarin tam
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anlamiyla belirlenmesi igin prediyabet doneminin daha ayrintili olarak arastiriimasi
gerekmektedir.

Tip 2 diyabetin gelisiminde yagsam tarzindan kaynaklanan duzensiz ve dengesiz
beslenme, fiziksel aktivite azlgi gibi cevresel faktorlerin yani sira, genetik faktorlerin
de etkili oldugu bilinmektedir. T2DM riskinin % 30-70’inin genetik temellere dayandigi
tahmin edilmektedir. Hastaligin genetik temelinin incelenmesi; T2DM patogenezinin
aydinlatiimasi, komplikasyonlarin geligsimi agisindan riskli bireylerin belirlenmesi ve
genom-ilag etkilesimlerinin aydinlatilarak hastalarin etkin bir sekilde tedavi
edilebilmesi acisindan 6nemli bilgiler saglayabilir. T2DM’'un gelisiminde etkili genleri
tanimlamaya yonelik ¢alismalarda farkli genlerde bulunun yaklasik 153 polimorfizm
hastalikla iligkili olarak tanimlanmistir (46—49). Bu polimorfizmler arasinda T2DM
gelisimde en yuksek riski tasiyan TCF7L2 rs7903146 tek nikleotid polimorfizmidir
(27). Ancak, literaturde TCF7L2'nin oksidatif stres ile iligkisini inceleyen bir ¢alismaya
rastanmamis ve T2DM hastalarinda ortaya ¢ikan oksidatif makromolekll hasarina
bir etkisi olup olmadigi belirlenmemigtir. Diger yandan, 2007 yilinda ldogawa ve
arkadaslari TCF7L2'nin 6zellikle PARP-1 gibi DNA onarim proteinleri ile kompleks
olusturarak DNA onariminda rol aldigini gostermiglerdir (28,29).

Tam bu bilgiler 1s1ginda ve ilgili literatir taramasi sonucunda eksik oldugunu
disunduigumuz prediyabet ve T2DM hastalarinda oksidatif makromolekuil hasarinin
ve TCF7L2 tek nukleotid polimorfizminin incelendigi bir c¢alisma planladik.
Calismamizda 8-OH-dG, R-cdA, S-cdA ve 8-iso-PGF2q duzeyleri sivi kromatografi
tandem kutle spektrometri yontemiyle oOlculda ve saglikh kontrollerle karsilastiriidi.
TCF7L2 rs7903146 tek nukleotid polimorfizmi DNA dizi analizi yontemiyle
belirlenerek ve TCF7L2 SNP’leri olan ve olmayan bireylerde oksidatif hasar dizeyleri
incelendi.

Calismamizi 6rnek sec¢imi acgisindan irdeledigimizde; planlanma
asamasinda Ozellikte literatirde eksik olan bilgiler dikkate alinarak 6rnek secimi
bayuk bir titizlikle gergeklestirildi. Olgu ve kontrol grubuna dahil edilen orneklerin
seciminde sigara, antioksidan etkisi olan preparat kullanimi ve diger kronik hastaliklar
gibi kafa karistirici etkenlerin diglama kriterleri arasinda olmasi ¢alismamizin énemli
bir GstinlGgudur. Ayrica prediyabet ve T2DM hasta grubunda bulunan érnekler yeni

tani almigs ve daha Once diyabet ile ilgili higbir tedavi almamis kisiler arasindan
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secildi. 2010 yilinda Al-Aubaidy ve Jelinek tarafindan yapilan ¢alismada prediyabet
ve T2DM hastalarinda oksidatif DNA hasari 8-OH-dG ve lipid peroksidasyonu MDA
ile Olgulmus, ancak diglama kriterleri arasinda sigaranin olmamasi ve sigara igen
Kisilerin ¢alismaya dahil edilmesi nedeniyle g¢alismada gulvenilir olmayan sonuglar
elde edilmigtir (4). Maschirow ve arkadaglarinin 2015 yilinda gerceklestirdigi
calismada diglama kriterlerinin olmadigi prediyabet ve T2DM hastalarinda oksidatif
DNA hasari 8-OH-dG ve lipid peroksidasyonu 8-iso-PGF2q ile dlglimustlir, oysa
sigaranin oksidatif stres Uzerindeki etkisi yillar 6énce belirlenmis ve birgok guvenilir
oksidatif stres biyobelirteci ile dogrulanmistir (121,122). Bu nedenle Maschirow ve
arkadaslarinin galismasinda sigaranin kafa karistirici etkisinden dolayi prediyabet
déneminde ortaya cikan oksidatif hasarin tam olarak belirlenmesi mimkin degildir.
Oksidatif stres biyobelirteglerimizin idrarda Olcllebilmesi ydntemimizin diger bir
UstlnlGgudar. Idrar érnek aliminin kolay ve non-invaziv olmasi nedeniyle Klinik
arastirmalarda tercih edilen bir drnektir. idrarda hasarli DNA nikleozidleri ve lipid
peroksidasyonu duizeyleri vicuttaki toplam oksidatif stres miktarini yansitmaktadir
(75,76). Maschirow ve arkadaslari 2015 yilinda yaptiklari galismada 8-OH-dG ve 8-
iS0O-PGF24'In idrarda seruma gore daha stabil oldugunu ve oksidatif stres
biyobelirteclerinin 6lgimunde idrar orneklerinin kullaniimasi gerektigini belirtmislerdir
(25).

Calismamiz kullanilan yéntemler agisindan literatirde yapilmis olan diger
calismalara gore ustlnlik gostermektedir. Oksidatif DNA hasarinin incelenmesinde,
ESCODD tarafindan referans yontem olarak kabul edilmis ve yuksek duyarlilik ve
O0zgullugu nedeniyle diger yontemlerin yerini almaya baglayan LC-MS/MS SID-MRM
yontemi kullanilmigtir (7,87). Bu yontem son yillarda klinik ve arastirma
laboratuvarlarinda turevlendirme gerektirmeyen zahmetsiz 6rnek hazirlik agsamasi,
dusuk analiz maliyeti, kisa analiz suresi ve dusuk konsantrasyonlardaki analitlerin
Olcllebilmesi nedeniyle diger yontemlere gore daha fazla tercih edilmeye baglamistir.
LC-MS/MS ayni anda birden fazla analitin belirlenmesine olanak saglamaktadir.
Oksidatif DNA hasarinin ayni anda birden fazla hasar trGna araciligi ile belirlenmesi
bu yontemin en dnemli Ustunligudur ve tek Grun dlgimuane kiyasla daha guvenilir

sonugclar elde edilmesini saglamaktadir.

102



Hasarli DNA nukleozidlerinin idrar orneklerinde olgimu icin LC-MS/MS SID-
MRM yontemi ilk kez Dizdaroglu ve arkadaslari tarafindan olugturuldu ve validasyonu
gerceklestirildi (26,112). Biz de calismamizda hasarli DNA nukleozidlerinin LC-
MS/MS SID-MRM yoéntemini laboratuvarimizda optimize ederek ydntem gecerlilik
calismalarini gergeklestirdik. Yontem optimizasyonu sirasinda orijinal yontemden
farkli olarak optimum kosullarin saglanmasi igin kromatografik kosullarda degisiklik
yaptik ve kullanilan mobil fazin i¢ine % 0.1 formik asit ekledik. Formik asitin hasarl
DNA nukleozidlerinin iyonizasyonunu arttirdigini gozlemledik. Bu yontemler daha
sonra yapilacak c¢alismalarda farkli hasta gruplarinda oksidatif DNA hasarinin
belirlenmesi amaciyla kullanilabilir.

idrar drneklerinde izoprostanin LC-MS/MS SID-MRM yénteminde 2010 yilinda
Teng ve arkadaslarinin valide ettigi yontem kullanildi (113). Bu yontemin literatirde
daha 6nce kullaniimakta olan yontemlere Ustunlugu, ornek hazirlik asamasinda kati
faz ekstraksiyon kartuglarinin kullaniimasi ve 8-iso-PGF2d'in diger izomerleri ile
capraz reaksiyonlarini  engelleyerek, bu izomerlerinden ayirabilmesidir.
izoprostanlarin ektraksiyonu ve érnek hazirlik islemleri icin literatiirde klasik olarak
kullanilmakta olan sivi-sivi  ekstraksiyon, kati-sivi  ekstraksiyon ve affinite
kromatografi gibi yontemler daha zahmetlidir ve duslik ornek geri kazanimi
saglanabilmektedir. izoprostanin LC-MS/MS SID-MRM yéntemi laboratuvarimizda
optimize edilmis ve yontem gecerlilik calismalari tamamlanmigstir, bu ydntem gelecek
calismalarda degisik hasta gruplarinda oksidatif lipid hasarinin belirlenmesi amaciyla
kullanilabilir.

LC-MS/MS SID-MRM ydnteminde kantitasyonun guvenirliligini arttirmak
amaciyla ticari olarak mevcut ya da Ozel laboratuvarlarda sentezlenmis stabil
izotoplarla isaretlenmis internal standartlar kullaniimaktadir (110). Biz de
calismamizda stabil izotoplarla isaretlenmis internal standartlar kullanarak literatlrde
ayni yontem ile yapiimis ¢alismalarin sonuglari ile karsilastirilabilir kesin ve guvenilir
kantitatif sonuglar elde ettik. Calismamizda saglikh kigilerin idrar érneklerinde LC-
MS/MS SID-MRM yontemiyle olgulen 8-OH-dG, R-cdA, S-cdA ve 8-iso-PGFaq
dizeyleri literatur ile uyumludur (26,112-114). Bu parametreler icin literatirde daha

once bir esik deger belirlenmedidi gézlendi ve ¢alismamizda olgu ve saglikli kontrol
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grubundan elde edilen veriler kullanilarak ROC egrisinden Youden Index yontemiyle
8-OH-dG, R-cdA, S-cdA ve 8-iso-PGF2q4'In esik degerleri belirlendi.

Calismamiz oksidatif stres parametrelerinin  sonuglari agisindan
degerlendirildiginde; literatirde T2DM ve oksidatif stres arasindaki iligki
incelendiginde bu iligkinin uzun vyillardir degisik yonleri ile ele alindidi ancak
prediyabet doneminde oksidatif stresin rolu ve olusan oksidatif hasarin hentz tam
olarak ortaya koyulmadidi gorulmektedir (17—24). T2DM hastalarinda oksidatif stresin
incelendigi calismalarda bizim c¢alismamizin aksine, tedavi gormekte olan hasta
grubu secilmis ve ¢esitli oksidatif stres biyobelirtegleri genellikle ELISA, RIA ve HPLC
yontemleriyle Olgllerek birbirinden farkli sonuglar elde edilmistir (25,123,124).
Yapilan caligmalarda elde edilen celigkili sonuglar, herhangi tedavi almamig olan
T2DM hastalarinda oksidatif stresin referans yontemler kullanilarak daha kapsamli bir
calisma ile arastiriimasi gerektigini disundurmektedir.

Bizim calismamizda yeni tani almis ve tedaviye baslanmamis prediyabet ve
T2DM hastalarinda 8-OH-dG, R-cdA, S-cdA ve 8-iso-PGFzq dlzeylerinin LC-MS/MS
SID-MRM yontemi ile olgilmesi sonucunda oksidatif DNA hasari ve lipid
peroksidasyonu saglikli kontrol grubuna gore yuksek bulundu. Prediyabet
hastalarinda kontrol grubuna gore artmis 8-OH-dG, S-cdA ve 8-iso-PGF2aqa duzeyleri
ortaya ¢ikan oksidatif hasarin erken donemlerde olusmaya basladigini ve olgulebilir
duzeylerde oldugunu gostermektedir. Bu kapsamdaki bir bulgu literaturde daha once
bildiriimemis, ilk kez bizim g¢alismamizla ortaya koyulmustur. Hastaligin asikar klinik
bulgu vermeden 6nceki erken doneminde bu bulgularin ¢ikiyor olmasi, olasilikla ilimli
hiperglisemi ya da prediyabet donemi icin karekteristik olan kan glukoz
dalgalanmalari nedeniyle vicudun yaygin olarak oksidatif stres etkisine maruz
kaldigini dugundurmektedir.

Literatirde hastaligin erken Klinik evresi olan prediyabet doneminde oksidatif
stresin arastinldigi iki ¢alisma yer almaktadir. Bu c¢alismalarda oksidatif stres
dizeyleri referans yontemler kullanilmaksizin incelenmis ve oksidatif DNA hasari
sadece 8-OH-dG ve lipid peroksidasyonu 8-iso-PGFzq ile belirlenmistir (4,25). Bu iki
¢alismada da 8-OH-dG ve 8-iso-PGF2q duzeyleri idrar 6rneklerinde ELISA yontemiyle
Olcilmus ve 8-OH-dG duzeyleri prediyabet grubunda saglikli kontrol grubuna gore

anlamli olarak yuksek gozlenirken, 8-iso-PGFz2a duzeylerinde anlamli bir fark
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bulunmamistir (4,25). 2015 yilinda Maschirow ve arkadaslarinin yaptigi galismada 8-
OH-dG ve 8-iso-PGF2q duzeylerinin herhangi bir diglama kriterleri olmaksizin segilmis
176 prediyabet olgusunda incelenmis olmasi ¢alismanin gavenilirligini etkilemektedir.
Bizim calismamizda olgu ve kontrol grubuna dahil olan kisiler sigara, antioksidan
etkisi olan preparat kullanimi ve diger kronik hastaliklar gibi oksidatif stresi
etkileyecek diglama kriterleri dikkate alinarak titizlikle secilmistir. Maschirow ve
arkadaslarinin g¢alismasindan farkl olarak biz 8-iso-PGF2q dizeylerini prediyabet
grubunda saglikli kontrol grubuna gére anlamli olarak yiksek bulduk. Prediyabet
grubunu kapsayan ikinci ¢alismada ise Al-Aubaidy ve Jelinek, 33 prediyabet, 35
T2DM hastasini ve 98 saglikli bireyi diglama kriterleri olmaksizin ¢alismalarina dahil
etmigler ve serum 8-OH-dG duzeylerini prediyabet ve T2DM grubunda kontrol
grubuna goére anlamh olarak yiuksek bulmuslardir (4). Bu ¢alismanin sonuglari bizim
calismamizla uyumludur ancak ornek segiminde diglama kriterlerinin olmamasi
oksidatif DNA hasarinin gergek kaynagi konusunda kafa karistirmaktadir. Bu
caligmalarin yani sira prediyabet hastalarinda DNA hasarini vurgulayan 2013 yilinda
yapilan diger bir galismada, belirli bir hasar tipinin hedef alinmadan duyarhli§i ve
Ozgulligu dusuk Comet assay yontemi kullanilarak olguldigu 28 prediyabet
olgusunda DNA hasari saglkl kontrol grubuna gore anlamli olarak yuksek
bulunmustur (125). Bu ¢alismanin sonuglari, oksidatif DNA hasari sonuglarimizin bir
kismi ile paralellik gdéstermekle birlikte gerek yontem gerekse hasta sayisi agisindan
bizim ¢alismamiz daha ustundur.

Calismamiz T2DM hastalarinin sonuglari agisindan degerlendirildiginde, idrarda
artmis 8-OH-dG duzeyleri erken donemde ortaya ¢gikmaya baglayan oksidatif DNA
hasarinin, hastaligin ilerleyen donemlerinde de sistemik etkilerini gosterdigini
desteklemektedir. 8-iso-PGF2q duzeylerinin prediyabet grubunda ylksek, T2DM
hastalarinda ise normal dizeylerde olmasi ortaya c¢ikan lipid peroksidlerinin
hastaligin ilerleyen doénemlerinde diger makromolekillerle 6zellikle DNA ile
reaksiyona girmis olabilecegini dusundurmektedir.

Literatirdeki diger T2DM c¢alismalari incelendiginde; 2010 yilinda Zheng ve
arkadaslari T2DM hastalarinda ELISA ydntemiyle olgulen idrar 8-OH-dG ve 8-iso-
PGF2qa dlUzeylerini saglikli kontrol grubuna gére anlamh olarak ytksek bulmuslardir

(20). Bu calismada yeni tani almig 27 T2DM olgusu ¢alismaya dahil edilmistir. Bizim
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calismamizda 43 yeni tani almis T2DM olgusu ile birlikte 47 prediyabet olgusu
incelenmigtir. Zheng ve arkadaslarinin gergeklestirdigi bu g¢alismanin Gstinligu Ug¢
gln boyunca glukoz dalgalanmalarini sirekli glukoz izleme (CGMS) sistemiyle
olgmeleridir. Glukoz dalgalanmalarinin oksidatif stresi arttirdigini 8-OH-dG ve 8-iso-
PGF2q duzeyleri ile gostermislerdir (20). Bulgularimizda bu ¢alismadan farkl olarak,
8-is0-PGF2q dlzeylerinde T2DM hastalariyla saghkl kontrol grubu arasinda anlamli
bir fark gdézlenmemistir. Bizim ¢alismamizda DEU Endokrinoloji polikliniginde CGMS
sisteminin olmamasi nedeniyle glukoz dalgalanmalari &l¢ilememistir. Tabak ve
arkadaslarinin 2011 yilinda yaptiklari galismada, plazma 8-OH-dG ve serum 8-iso-
PGF2qa dlUzeyleri ELISA yontemiyle 6lgliimus ve 8-is0-PGFaqa dlUzeylerinin T2DM
hastalarinda saglikli kontrol grubuna goére anlamli ylksek oldugunu belirtilmistir
(126). Tabak ve arkadaslarinin galismasinda T2DM grubuna 69 kisi dahil edilmis ve
bu kigiler komplikasyonlarina gore gruplanmistir. Ancak 8-OH-dG ve 8-iso-PGFaq
duzeylerinin komplikasyonsuz ve komplikasyonlu T2DM hastalarinda anlamli bir fark
gOstermedigi belirlenmistir. Calismamizda yeni tani T2DM hastalarini sectigimiz igin
komplikasyonlu T2DM grubunu olusturmamiz mimkin olmadi. 2012 yilinda Chang
ve arkadaslarinin yaptigi ¢alismada saglikli kontrol grubunda ve T2DM hastalarinda
idrar 8-OH-dG ve 8-is0-PGFaq duzeyleri ELISA yontemiyle ol¢giimus ve T2DM
grubunda 8-iso-PGF2q duzeyleri saglhkl kontrol grubuna gére anlamli olarak yuksek
go6zlenirken, 8-OH-dG dlzeylerinde anlamli bir fark bulunmamistir (22). Yukarida
bahsedilen galigmalarda 8-OH-dG ve 8-iso-PGF2a dizeyleri bizim c¢alismamizdan
farkli olarak ELISA yontemiyle ol¢ulmustur, ELISA yontemi capraz reaksiyonlar
gOsterebilen hassasiyeti ve guvenilirligi dusuk bir yontemdir. Bu nedenle bu yontem
ile yapilan c¢aligmalardan elde edilen veriler bizim c¢aligmamizin sonuglari ile
kargilastirilamaz.

Tip 2 diyabet hastalarinda oksidatif stres biyobelirteglerinin LC-MS/MS ile
Olguldugu iki gahisma yapilmistir. 2012 yilinda Serdar ve arkadaslari tarafindan tip 2
diyabet hastalarinda idrar 8-OH-dG duzeyleri LC-MS/MS ile 6lgiimis ve anlamh
olarak yuUksek bulunmustur, bizim calismamizda bu c¢aligmadan farkh olarak
prediyabet ve yeni tani almig T2DM hastalar incelenmistir. Bu c¢alisma tedavi
gormekte olan diyabetik nefropati hastalarini icermektedir (127). Komplikasyonlu

T2DM hastalarinin birgogu uzun suredir ilag tedavisi almaktadir, bu ilaglarin oksidatif
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stres Uzerindeki etkisini degerlendirmek i¢in arastirmayi hastalarin aldiklari tedaviye
gore alt gruplara ayrilmis daha buyuk hasta gruplarinda planlamak gerektigini
dusundyoruz. Tip 2 diyabet hastalarinda oksidatif stres biyobelirteglerinin LC-MS/MS
ile 6lglldugu diger bir calisma 2011 yilinda Siegelaar ve arkadaslar tarafindan idrar
8-iso-PGF2q duzeylerinin incelendigi arastirmadir. Bu ¢alismada bizim ¢alismamizla
uyumlu olarak 8-iso-PGF2q duzeylerinde saglikli kontrol grubu ile T2DM arasinda
anlamli bir fark bulunamamistir (24). Siegelaar ve arkadaslarinin ¢alismasina dahil
edilen 28 Kkisi oral hipoglisemik ajan kullanmakta olan uzun dénem T2DM
hastalaridir. Oral hipoglisemik ajanlarin oksidatif stres (Uzerindeki olumlu etkisi
bilinmektedir (128).

Calismamizda kullandigimiz  oksidatif DNA hasarinin diger guvenilir
biyobelirtecleri olan ve ayni anda hem baz hem de sekerde hasar olusturan tandem
lezyonlar R-cdA ve S-cdA’'nin prediyabet ya da T2DM hastalarinda incelendigi bir
calismaya rastlanmamigtir. Bu parametreler klinik ¢galismalarda ilk kez ateroksleroz
hastalarinda LC-MS/MS yontemiyle incelenmis ve saglikli kontrol grubuna goére
anlamli olarak yuksek bulunmustur (107). Bu anlamda calismamiz R-cdA ve S-
cdA’nin prediyabet ve tip 2 diyabet hastalarinda LC-MS/MS SID-MRM yoéntemiyle
Olculdugu ilk calismadir, dolayisiyla oksidatif DNA nukleozid hasarinin guvenilir
biyobelirtegleri olarak kullaniimasi igin diger ¢alismalara 1sik tutacaktir.

Calismamizi inceledigimiz parametrelerin birbirleriyle iliskileri agisindan
degerlendirdigimizde; prediyabet ve T2DM hastalarinda oksidatif stres
biyobelirteglerinin anlamli korelasyonlari bu parametrelerin paralel artis gdsteren
guvenilir biyobelirtecler olarak kullanilabilecegini gostermektedir. 8-OH-dG’'nin R-cdA
ve S-cdA ile pozitif korelasyonu ve R-cdA’nin kontrol grubunda 8-iso-PGFaq ile pozitif
korelasyonu oksidatif stresin belirlenmesinde birden fazla parametre kullanilarak
daha dogru sonuglar alinabilecegini desteklemektedir. Bu anlamli korelasyonlar daha
once higbir gcalismada gosteriimemigstir. Prediyabet hastalarinda hem oksidatif DNA
hasari hem de izoprostanda artis gobzlenmesi oksidatif hasarin farkli
makromolekullere yansidigini ve vucuttaki sistemik hasarin erken biyobelirtegleri

olarak kullanilabilecegini diustindirmektedir.
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Oksidatif stres parametrelerinin rutin laboratuvar verileri, klinik bulgular
ve demografik parametreleri ile iliskileri incelendiginde; sadece prediyabet
grubunda S-cdA ve 8-iso-PGFz2d'In HbA1c ile negatif yonde anlamh korelasyonu
bulunmasi, bize ylksek aclik kan sekerinden ziyade, HbA1c’'nin ¢ok ylksek olmadigi
T2DM’in erken subklinik donemlerinde, glukoz dalgalanmalarinin oksidatif hasara
daha onemli bir etkisi olabilecegini dusundirmektedir. Zheng ve arkadaslarinin
calismasinda yeni tani T2DM hastalarinda 8-iso-PGF2q ile glukoz dalgalanmalari
arasinda belirlenen anlamli korelasyon, bu bulgumuzu desteklemektedir (20). T2DM
grubunda R-cdA’nin trigliserid duzeyleri ile pozitif ydonde anlamli iligkisi belirlenmistir.
DNA hasarinin lipid metabolizmasi ile iligkisi beklenen bir bulgudur. Calismamizda
elde edilen bu bilgiler literatirde ilk kez gdsterilmis olan oksidatif makromolekil
hasarin belirlenmesinde onemli bilgilerdir.

Calismamizi TCF7L2 rs7903146 tek niikleotid polimorfizm belirleme
yoéntemi agisindan ele aldigimizda; tek nukleotid polimorfizmlerinin 6l¢iimesinde
kullanilan yodntemler DNA dizi analizi, Micro Array ve RT-PCR gibi hibridizasyon
teknikleri ve oligonukleotid ligasyon testleri gibi enzime bagl tekniklerdir. Bu
yontemlerden DNA dizi analizi 1977 yillinda Sanger ve arkadaglar tarafindan
geligtiriimis enzimatik DNA sentezine dayanan zincir sonlanma yodntemidir ve
gunumuzde polimorfizmlerin belirlenmesinde ‘altin standart’ olarak kullaniimaktadir
(117). Bu yontemde dizisi saptanacak olan DNA ipligi yeni sentezlenecek iplik icin
kalip gorevi gormektedir. DNA sentezini saglamak icin Taq DNA polimeraz enzimi
kullanilir. Yontemin temeli DNA polimerazin dNTP’lerin (deoksiribonukleozit trifosfat)
yanisira deoksiribozun 3’ pozisyonunda OH grubu tasimayan ddNTP’leri de
(dideoksiribonikleozit trifosfat) substrat olarak kullanabilmesine dayanir. Sentezlenen
DNA’'ya bir ddNTP’nin katilmasi 3’ pozisyonunda OH grubu olmadigi igin sentezi
durdurur. DNA dizi analizi gergeklestirilirken dort ayri reaksiyon karisimi hazirlanir.
Her bir karisim kalip DNA zinciri, bir primer, dNTP’lerin dordi ve az miktarda
ddNTP’lerden birini igerir. Ozgll zincir sonlanmasi igin her bir reaksiyonda farkl bir
ddNTP bulunur. Reaksiyonlarin her birinde ¢ok az miktarda modifiye nukleotit
kullanildigi igin yeni zincir sentezi sonlanarak bir dizi DNA fragmenti meydana
gelmektedir (116).
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Gunumuzde Sangerin enzimatik DNA sentezine dayanan zincir sonlanma
yontemi DNA dizi analizérlerinde gercgeklestiriimektedir. DNA dizi analizorleri kisa
analiz suresi, standart ¢calisma kosullari ve guvenilir sonuglari ile onemli yararlar
saglamaktadir. Bu sistemlerde elektroforetik Gnitelerde bulunan lazer 1sik kaynagi ile
monokromatik bir 1sik olusturulur, DNA'nin bulundugu jelmatriks bu monokromatik
Isik ile taranir ve elektroforez suresince DNA’ya baglanan floresan boya isik ile
taranan bolgeye geldiginde uyarilir. Uyarilan boya kendi igin karakteristik olan dalga
boyunda 1s1§1 geri yansitir ve bu isik demeti bir detektér tarafindan kaydedilir.
Kaydedilen veriler bilgisayar programlari ile degerlendirilerek sonuclar grafiksel ya da
matematiksel olarak bilgisayar ekranina aktarilir (129). Calismamizda TCF7L2
rs7903146 polimorfizmi, Sanger’in zincir sonlanma yéntemine dayanan ABI 3500XL
Genetic Analyzer 24 ile belirlenmigtir. Bu yontemin kullaniimasiyla elde edilen
guvenilir sonuglar galismamizin gcuna arttirmaktadir.

TCF7L2 rs7903146 polimorfizm bulgulan degerlendirildiginde; prediyabet
ve T2DM hastalari saglikli kontrol grubu ile kargilastirildiginda TCF7L2 rs7903146
polimorfizminin prediyabet ve T2DM grubunda oldugu gibi saglikli kontrol grubunda
da yuksek oranda bulundugu belirlenmistir. Ozellikle heterozigot alelleri tasiyan
Kisiler g6z onunde bulunduruldugunda saglkl kontrol grubunun, prediyabet ve T2DM
gruplarindan farki olmadigi goézlenmektedir. Bu bulgular toplumumuzda TCF7L2
rs7903146 polimorfizminin goérilme sikhdinin yiksek olmasiyla agiklanabilir. Tim
gruplarda homozigot aleller degerlendirildiginde, T2DM grubundaki oranin diger
gruplara gore U¢ kat yuksek olmasi homozigot TT alellerinin T2DM riskini arttirdigini
destekleyen bir bulgudur. Olgu ve kontrol grubu érnekleri oksidatif hasar duzeylerine
gore gruplandiriimis ve bu gruplarda oksidatif stres parametrelerinden en az tglinin
yuksek dizeyde bulundugu kisiler yiksek oksidatif hasar grubuna, UGgten azinin
yuksek oldugu kisiler ise dusuk oksidatif hasar grubuna dahil edilmigtir. TCF7L2
polimorfizmi olan ve olmayan kisilerde oksidatif hasar duzeylerinde anlamh bir fark
g6zlenmemigstir. Bu bulgulara gére TCF7L2 polimorfizminin oksidatif hasar tzerine
direkt bir etkisi yoktur. Gelecek dénemlerde g¢alismamizin bu bulgulari ile ilgili daha

yuksek olgu sayisi ile galismalar planlanmaktadir.
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TCF7L2 rs7903146 polimorfizminin oksidatif stres biyobelirtegleri ile
iligkileri degerlendirildiginde énemli sonuglar ortaya ¢ikmaktadir. TCF7L2'nin
hasarli DNA nukleozidleri ile negatif yonde anlamli korelasyonu TCF7L2’nin DNA
onariminda roll olabilecegini desteklemektedir. Bu bulgu literattirde ilk kez bizim
calismamizda gosterilmigtir. 2007 yilinda ldogawa ve arkadaglarinin gerceklestirdigi
calismada bizim bu bulgularimizi destekler nitelikte bulgular elde edilmis ve
TCF7L2'nin 6zellikle PARP-1 gibi DNA onarim proteinleri ile kompleks olusturarak
DNA onariminda rol aldigi belirtilmistir (28,29). Bu bilgiler TCF7L2’'nin PARP-1 ile
birlikte T2DM hastalarinda olusan DNA hasarinin onarilmasinda énem rol oynadigini
gostermektedir. TCF7L2 rs7903146 polimorfizmi bir yandan genetik olarak T2DM
riskini artirirken diger yandan olusabilecek DNA hasarinin onarimi yonunde olumlu
rol oynamaktadir. Calismamiz bu paradoks iligkiyi ortaya koymasi agisindan da
literatlre onemli bir katki saglamaktadir.

TCF7L2 rs7903146 polimorfizmi ile ilgili diger bir yeni bulgu ise, T2DM
hastalarinda bel gevresi ile anlamh pozitif korelasyonudur. Bu korelasyon TCF7L2
rs7903146  polimorfizminin  lipid metabolizmasi ile iligkili  olabilecegdini
dusundurmektedir. Bu bulgulara goére T2DM riskini arttiran bu polimorfizmlerin
metabolik sendrom ve obezite ile iligkisi olabilir. Literaturde daha oOnce yapilan
calismalarda TCF7L2'nin bel c¢evresi ile iligkisi gosteriimemistir, bu ydnuyle

calismamizda 6nemli yeni bulgular elde edilmistir.
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6. SONUC VE ONERILER

Sonu¢ olarak calismamizdan elde edilen veriler, prediyabet ve T2DM’da
meydana gelen oksidatif makromolekudl hasarinin ortaya koyulmasi agisindan
literatlrde onemli bir boslugu doldurmus ve daha Once belirlenmemis olan yeni

bilgiler saglamistir.

Bu yeni bilgiler ve calismamizin literatiire katkilar1 asagidaki gibi
6zetlenebilir:

» T2DM hastalarinda oksidatif makromolekll hasarinin arttiyi gézlenmis ve bu
bulgu literatlirdeki diger sonuglara son noktayi koymaktadir. Clnku titizlikle
secilmis olgu ve kontrol grubunda guvenilir oksidatif stres biyobelirtecleri
referans yontem ile dlgulmustur.

» Prediyabet doneminde oksidatif makromolekll hasarinin arttigi belirlenmistir.
Prediyabet donemi hastaligin gelisiminde kritik bir noktadadir. Oksidatif
hasarin bu donemde olugsmaya baslamasi T2DM’un erken evrelerinin ve
Ozellikle prediyabet doneminin daha fazla ©nemsenmesi gerektigini
dusundurmektedir.

» Bu bulgular vicutta oksidatif makromolekil hasarininin  hastalik tanisi
konulmadan c¢ok 6énce birikebilecegini gostermistir. Bu dnemli bilgi gelecek
calismalara i1sik tutmaktadir.

» Prediyabet donemi T2DM gelisim riskinin belirlenebilecegi ve vicutta meydana
gelecek makromolekll zararinin 6nlenebilecegi bir donemdir. Bu nedenle
prediyabet doneminde yuksek duzeylerde bulunan hasarli DNA
ndkleozidlerinin  ve izoprostanin T2DM riskinin belirlenmesinde erken
biyobelirtecler olarak kullanilabilecedi dusunulmektedir. Bu bulgumuz ayrica
prediyabet doéneminde proflaktik olarak antioksidan kullanim etkinligi
tartismalarina 1g1k tutacak bir bulgudur.

» Laboratuvarimizda 8-OH-dG, R-cdA, S-cdA ve 8-iso-PGF2q 6lgum yontemleri
optimize edilerek validasyon calismalari gergeklestiriimistir. Bu ydntemlerle
elde ettigimiz bulgular 8-OH-dG, R-cdA, S-cdA ve 8-iso-PGFzaq dizeyleri
agisindan literatirde daha 6nce yapilan galismalarin bulgulari ile uyumludur.

Bu yontemler daha sonra yapilacak ¢alismalarda kullanilabilecektir.
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» Prediyabet ve T2DM hastalarinda 8-OH-dG, R-cdA, S-cdA ve 8-iso-PGF2q igin

esik degerleri belirlenmigtir, literatirde daha once bu esik degerlerin

belirlendigi herhangi bir calisma bulunmamaktadir.

» TCF7L2 rs7903146 polimorfizminin prediyabet ve T2DM grubuna benzer

olarak, saglikli kontrol grubunda da ylUksek duzeylerde goézlenmesi, bu

polimorfizmin toplumda yaygin olarak bulundugunun kanitidir.

» Ancak TCF7L2nin hasarli DNA nukleozidleri ile negatif yonde anlamli

korelasyonu belirlenmistir. Bu bulgu literatirde yenidir ve TCF7L2’'nin DNA

onariminda rolu olabilecegini dustindurmektedir.

Calismamiz ile elde ettigimiz bu bulgular literatlire 6nemli katkilar saglamasinin

yani sira gelecek calismalar igin bir kaynaktir ve yeni hipotezler igin ipucu

olusturmaktadir.

>

>

Gelecege yonelik planlanan diger ¢calismalar:

Prediyabet doneminde prospektif bir calisma planlanarak T2DM olusma riski
ile oksidatif stres parametreleri arasindaki iligkiler incelenebilir.

Prediyabet ve T2DM hasta grubunda DNA onarim enzimleri 6zellikle PARP-
1’in incelendigi kapsamli bir galisma gercgeklestirilebilir.

TCF7L2 rs7903146 polimorfizminin daha genis bir grup olusturularak saglkl
kisilerde de incelenmesi ve bu kisilerin ileriye yonelik takip edilerek hastalik
riskinin belirlenmesi, bu bulgularin DNA onarimi ile iligkilerinin arastiriimasi

literatirde 6nemli bir ihtiyactir.
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8. EKLER

EK 1. Arastirma Amach Galisma igin Bilgilendirilmis Gonulli Olur Formu

(Hastalar igin)

(Hekimin Agiklamasi)

Diyabet (Seker Hastaligi), insulin salgilanmasi veya dokulardaki insulin
cevabinda meydana gelen bozukluklara bagli olarak kan glukoz dizeyinin
yukselmesiyle ortaya ¢ikan uzun sureli bir hastaliktir. 2010 yilinda Ulkemizde yapilan
TURDEP-2 calismasinda (Turkiye Diyabet, Hipertansiyon, Obezite ve Endokrinolojik
Hastaliklar Prevalans Calismasi-1l) 20 yas ve Uzerindeki Kigilerde diyabet goriime
sikligi % 13.7, prediyabet (diyabete yatkinlik) gértlme sikligi ise % 13.9 bulunmustur.
Bu verilere gore toplumumuzda vyaklagik olarak her 4 eriskinden biri diyabet
acisindan risk altindadir. Diyabetin kesin bir tedavisi yoktur, erken teghisi 6nemlidir
ve hem uzun vadede hem de kisa sure igerisinde ortaya cikabilecek diyabete bagh
sorunlar igin gereken tibbi dGnem verilmelidir.

Bu hastaliga i1sik tutmak amaciyla bizler de Dokuz Eylil Universitesi Tip
Fakultesi Hastanesi Tibbi Biyokimya ve Endokrinoloji Anabilim Dali olarak, prediyabet
ve tip 2 diyabet hastalarinda oksidatif DNA hasarinin ve lipid peroksidasyonunun
incelenmesi ile ilgili bir arastirma planlamaktayiz. Sizin de bu arastirmaya katiimanizi
Oneriyoruz. Bu g¢alismaya katiliminiz arastirmanin basarisi agisindan énemlidir.

Eder arastirmaya katilmayi kabul ederseniz Uzm. Dr. Mehmet Calan veya Uzm.
Dr. Tugba Gumdus tarafindan muayene edileceksiniz ve bulgulariniz kaydedilecektir.
Muayene sonucunda doktorunuz uygun goérlUrse bu galismaya alinacaksiniz. Yine
izniniz dogrultusunda rutin laboratuvar tetkikleri igin verdiginiz kan érnegine ek olarak
10 cc (1 tUp) kan, sabah ilk idrari ve 24 saatlik idrardan 10 mL almamiz
gerekmektedir. Kan ve idrar ornegi, rutin tetkikleriniz alinirken alinacak, bu sebeple
ikinci bir 6rnek alma girisimi olmayacaktir. Kan alma iglemi sirasinda kanin damar
disina sizmasina bagh ciltte morarma ve agri olabilir, bu durum ciddi bir risk
olusturmayacak; kendiliginden gerileyecektir. Bunun diginda arastirmaya bagli
herhangi bir zarar gormeniz s6z konusu degildir.

Sizinle birlikte yaklasik 300 hastanin ¢alismaya dahil edilmesi planlanmaktadir.

Bu caligmaya katilmayi reddetme ya da arastirma bagladiktan sonra devam etmeme
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hakkina sahipsiniz. Bu ¢alismaya katilmamaniz veya basladiktan sonra herhangi bir
safhasinda ayrilmaniz daha sonraki tibbi bakiminizi etkilemeyecektir. Arastirmaci da
gonullinin kendi rizasina bakmadan, olguyu arastirma disi birakabilir. Bu ¢alisma
sirasinda bakilacak ek tetkikler icin gerekli olan igslemin masrafi size veya glvencesi
altinda bulundugunuz resmi ya da 6zel hi¢bir kurum veya kurulusa 6detilmeyecektir.
Calismaya katildiginiz i¢in size ek bir 6deme de yapilmayacaktir.

Bu calismada yer aldiginiz sure icerisinde kigisel kayitlarinizin yani sira iligkili
saglik kayitlariniz da kesinlikle gizli kalacaktir. Bununla birlikte kayitlariniz kurumun
yerel etik kurul komitesine ve Saglik Bakanlhdrna acik olacaktir. Hassas
olabileceginiz kigisel bilgileriniz yalnizca arastirma amaciyla toplanacak ve
islenecektir. Calisma verileri herhangi bir yayin ve raporda kullanilirken bu yayinda
isminiz kullanilmayacak ve veriler izlenerek size ulagilamayacaktir.

Bu bilgileri okuduktan sonra arastirmaya katilmak isterseniz formu imzalayiniz.
Bilgilendirilmig gonulli olur formunun bir kopyasi hekimde kalirken, bir kopyasi da

size verilecektir.

(Katihmcinin/Hastanin Beyani)

Bilgilendirilmis  Gonulli Olur Formundaki tum agiklamalar okudum. Bana,
yukarida konusu ve amaci belirtilen arastirma ile ilgili yazili ve szl agiklama
asagida adi belirtlen hekim tarafindan vyapildi. Arastirmaya gonulli olarak
katildigimi, istedigim zaman gerekgeli veya gerekgesiz olarak arastirmadan
ayrilabilecegimi ve kendi istegime bakilmaksizin arastirmaci tarafindan arastirma disi
birakilabilecegimi  biliyorum. ister dogrudan, ister dolayli olsun arastirma
uygulamasindan kaynaklanan nedenlerle meydana gelebilecek herhangi bir saglk
sorunumun ortaya c¢ikmasi halinde, her tarli tibbi mudahalenin saglanacagi
konusunda gerekli giivence verildi. (Bu tibbi mtudahalelerle ilgili olarak da parasal bir
yuk altina girmeyecedim). Arastirma sirasinda bir saglik sorunu ile karsilastigimda;
Uzm. Dr.Mehmet Calan’i 0(232)4123746 no’lu telefondan ve Dokuz Eylil Universitesi
Tip Faklltesi Endokrinoloji Bilim Dali adresinden arayabilecegimi biliyorum. Sé6z
konusu arastirmaya, higbir baski ve zorlama olmaksizin kendi rizamla katiimayi kabul

ediyorum.
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Katilimci
Adi, soyadr:
Adres:

Tel. :

Tarih:

imza:

Goriisme tanigi
Adi, soyad:
Adres:

Tel. :

Tarih:

imza:

Katilimci ile gorugen hekim
Adi, soyadi:

Adres:

Tel. :

Tarih:

imza:
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EK 2. Arastirma Amach Galisma igin Bilgilendirilmis Gonulli Olur Formu
(Saglikli Kontrol Grubu igin)

(Hekimin Agiklamasi)

Diyabet (Seker Hastaligr), insulin salgilanmasi veya dokulardaki insulin
cevabinda meydana gelen bozukluklara bagli olarak kan glukoz duzeyinin
yukselmesiyle ortaya ¢ikan uzun sureli bir hastaliktir. 2010 yilinda Ulkemizde yapilan
TURDEP-2 calismasinda (Turkiye Diyabet, Hipertansiyon, Obezite ve Endokrinolojik
Hastaliklar Prevalans Calismasi-1l) 20 yas ve Uzerindeki kigilerde diyabet gorilime
sikligi % 13.7, prediyabet (diyabete yatkinlik) gértlme sikligi ise % 13.9 bulunmustur.
Bu verilere gore toplumumuzda vyaklagik olarak her 4 eriskinden biri diyabet
acisindan risk altindadir. Diyabetin kesin bir tedavisi yoktur, erken teshisi onemlidir
ve hem uzun vadede hem de kisa sure igerisinde ortaya cikabilecek diyabete bagh
sorunlar igin gereken tibbi dnem verilmelidir.

Bu hastaliga i1sik tutmak amaciyla bizler de Dokuz Eylil Universitesi Tip
Fakultesi Hastanesi Tibbi Biyokimya ve Endokrinoloji Anabilim Dali olarak, prediyabet
ve tip 2 diyabet hastalarinda oksidatif DNA hasarinin ve lipid peroksidasyonunun
incelenmesi ile ilgili bir arastirma planlamaktayiz. Sizin de bu arastirmaya katiimanizi
Oneriyoruz. Bu ¢alismaya katiliminiz arastirmanin basarisi agisindan énemlidir.

Eder arastirmaya katilmayi kabul ederseniz Uzm. Dr. Mehmet Calan veya Uzm.
Dr. Tugba GUmus tarafindan muayene edileceksiniz ve sistemdeki daha once
yapilmis olan rutin analizleriniz (aclik kan sekeri, hemogram, sedimentasyon, BUN,
kreatinin, lipid profili, karaciger fonksiyon testleri) incelenecektir. Muayene sonucunda
doktorunuz uygun gorurse bu calismaya alinacaksiniz. Yine izniniz dogrultusunda 10
cc (1 tip) kan, sabah ilk idrari ve 24 saatlik idrardan 10 mL almamiz gerekmektedir.
Kan alma iglemi sirasinda kanin damar digina sizmasina bagl ciltte morarma ve agri
olabilir, bu durum ciddi bir risk olugturmayacak; kendiliginden gerileyecektir. Bunun
diginda arastirmaya bagl herhangi bir zarar gormeniz s6z konusu degildir.

Sizinle birlikte yaklasik 150 saglkh kisinin calismaya dahil edilmesi
planlanmaktadir. Bu Kkisiler c¢alismaya katilmayl reddetme ya da arastirma
bagladiktan sonra devam etmeme hakkina sahiptir. Bu galismaya katilmaniz veya

basladiktan sonra herhangi bir safhasinda ayrilmaniz daha sonraki tibbi bakiminizi
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etkilemeyecektir. Arastirmaci da gonullinun kendi rizasina bakmadan, olguyu
arastirma digi birakabilir. Bu galisma sirasinda bakilacak ek tetkikler i¢in gerekli olan
islemin masrafi size veya guvencesi altinda bulundugunuz resmi ya da 6zel higbir
kurum veya kurulusa 6detilmeyecektir. Calismaya katildiginiz igin size ek bir 6deme
de yapilmayacaktir.

Bu calismada yer aldiginiz sure igerisinde kayitlarinizin yani sira iligkili saglik
kayitlariniz kesinlikle gizli kalacaktir. Bununla birlikte kayitlariniz kurumun yerel etik
kurul komitesine ve Saglik Bakanlidi'na acik olacaktir. Hassas olabileceginiz kisisel
bilgileriniz yalnizca arastirma amaciyla toplanacak ve islenecektir. Calisma verileri
herhangi bir yayin ve raporda kullanilirken bu yayinda isminiz kullanilmayacak ve
veriler izlenerek size ulagilamayacaktir.

Bu bilgileri okuduktan sonra arastirmaya katilmak isterseniz formu imzalayiniz.
Bilgilendirilmis gonudlld olur formunun bir kopyasi hekimde kalirken, bir kopyasi da

size verilecektir.

(Katilimcinin/Hastanin Beyani)

Bilgilendirilmis Gonulli Olur Formundaki tum agiklamalarn okudum. Bana,
yukarida konusu ve amaci belirtilen arastirma ile ilgili yazili ve sézlu agiklama
asagida adi belirtlen hekim tarafindan vyapildi. Arastirmaya gonullu olarak
katildigimi, istedigim zaman gerekgeli veya gerekgesiz olarak arastirmadan
ayrilabilecegimi ve kendi istegime bakilmaksizin arastirmaci tarafindan arastirma disi
birakilabilecegimi  biliyorum. Ister dogrudan, ister dolayli olsun arastirma
uygulamasindan kaynaklanan nedenlerle meydana gelebilecek herhangi bir saglk
sorunumun ortaya c¢ikmasi halinde, her tarli tibbi mudahalenin saglanacagi
konusunda gerekli glivence verildi. (Bu tibbi mtdahalelerle ilgili olarak da parasal bir
yuk altina girmeyecegdim). Arastirma sirasinda bir saglik sorunu ile kargilastigimda;
Uzm. Dr.Mehmet Calan’i 0(232)4123746 no’lu telefondan ve Dokuz Eyliil Universitesi
Tip Faklltesi Endokrinoloji Bilim Dali adresinden arayabilecegimi biliyorum. Séz
konusu arastirmaya, hicbir baski ve zorlama olmaksizin kendi rizamla katiimayi kabul

ediyorum.
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Katilimci
Adi, soyadr:
Adres:

Tel. :

Tarih:

imza:

Goriisme tanigi
Adi, soyad:
Adres:

Tel. :

Tarih:

imza:

Katilimci ile gorugen hekim
Adi, soyadi:

Adres:

Tel. :

Tarih:

imza:
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Ek 3. ROC Egrisinde Esik Deger Belirlenmesi i¢in Kullanilan Degerler

Coordinates of the Curve
Test Result Variable(s): 8-OH-dG

Positive if Greater Than or Equal o o
Sensitivity 1 - Specificity
To?
-,95016 1,000 1,000
,11042 ,988 1,000
,21088 ,988 971
,32251 ,988 ,943
,39487 ,976 ,943
,40724 ,964 ,943
,42692 ,952 ,943
,43642 ,940 ,943
,44700 ,928 ,943
,45738 ,916 ,943
,45914 ,904 ,943
,46115 ,892 ,943
,48238 ,892 ,914
,51200 ,892 ,886
,55866 ,892 ,857
,60816 ,892 ,829
,62150 ,892 ,800
,63300 ,892 771
,65050 ,892 ,743
,66467 ,892 714
,67393 ,880 714
,68876 ,867 ,714
,70985 ,855 714
,72635 ,843 714
,73800 ,831 ,714
,75050 ,831 ,686
, 76466 ,819 ,686
, 77365 ,807 ,686
,80299 ,807 ,657
,83900 ,807 ,629
,85500 ,807 ,600
,86750 ,795 ,600
,87900 ,795 571
,88350 ,783 571
,90500 ,783 ,543
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,93993
,95450
,96057
,98556
1,02606
1,05698
1,07798
1,12950

1,17041

1,17607
1,21526
1,25310
1,27281
1,29131
1,33350
1,37721
1,38621
1,39450
1,39900
1,43600
1,47420
1,50362
1,54158
1,55466
1,55800
1,56716
1,58167
1,58975
1,60524
1,61901
1,62508
1,63485
1,64103
1,66125
1,69150
1,70487
1,70887
1,75250
1,82185
1,86821
1,90985

,783
71
71
71
, 759
, 759
, 759
(A7
(47
, 735
723
, 723
711
,699
,687
,675
,663
,651
,639
,627
,614
,602
,590
,578
,578
,578
,566
,554
,542
,530
,518
,506
,494
,482
470
470
470
470
470
,458
446

,514
514
,486
457
457
,429
,400
,400
371
371
371
,343
,343
,343
,343
,343
,343
,343
,343
,343
,343
,343
,343
,343
314
,286
,286
,286
,286
,286
,286
,286
,286
,286
,286
,257
,229
,200
171
171
171
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1,93800
1,94950
1,96150
1,97688
2,01691
2,06717
2,09449
2,11335
2,13900
2,18828
2,24028
2,25838
2,30535
2,36236
2,37939
2,39950
2,42505
2,46571
2,50666
2,52869
2,54300
2,59879
2,70697
2,77400
2,80106
2,84041
2,90690
3,00420
3,27079
3,49115
3,72321
3,97721
4,21850
4,55422
4,79408
5,04600
5,49364
6,20921
6,66674
7,61069
8,95067

,446
434
422
422
,410
,398
,386
,386
,373
,361
,361
,349
,337
325
,313
,313
,301
,289
277
,265
,253
,253
241
,229
,217
,205
,193
,181
,169
,157
,145
,133
,120
,108
,096
,084
,072
,060
,048
,036
,024

,143
,143
,143
,114
,114
,114
,114
,086
,086
,086
,057
,057
,057
,057
,057
,029
,029
,029
,029
,029
,029
,000
,000
,000
,000
,000
,000
,000
,000
,000
,000
,000
,000
,000
,000
,000
,000
,000
,000
,000
,000
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9,86102 ,012 ,000
11,32300 ,000 ,000
Coordinates of the Curve
Test Result Variable(s): ScdA

Positive if Greater Than or Equal o o
Sensitivity 1 - Specificity
To?
,00000 1,000 1,000
,00332 1,000 ,969
,00550 ,988 ,969
,00731 ,976 ,969
,00781 ,964 ,969
,00850 ,952 ,938
,00905 ,928 ,938
,01055 ,928 ,906
,01225 ,916 ,906
,01260 ,904 ,906
,01274 ,892 ,906
,01289 ,892 ,875
,01350 ,880 ,875
,01403 ,880 ,844
,01453 ,880 ,813
,01539 ,880 ,781
,01584 ,867 ,781
,01633 ,855 ,781
,01688 ,855 ,750
,01736 ,843 ,719
,01786 ,831 ,719
,01804 ,819 ,719
,01833 ,807 ,719
,01879 ,795 ,719
,02000 , 795 ,688
,02111 ,795 ,656
,02160 ,783 ,656
,02228 ,783 ,625
,02279 771 ,625
,02302 771 ,594
,02329 ,759 ,594
,02378 ,759 ,563
,02417 147 ,563
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,02500
,02578
,02597
,02652

,02747

02797
,02880
,02962
,03050
,03146
,03178
,03210
,03236
,03269
,03293
,03352
,03417
,03443
,03525
,03596
,03598
,03637
,03675
,03688
,03743
,03813
,03856
,03886
,03950
,04100
04221
,04252
,04280
,04299
,04350
04414
,04514
,04650
,04778
,04881
,04942

735
723
723
723
711
699
699
687
675
675
663
651
639
627
614
602
,590
590
578
566
554
542
542
530
530
518
506
494
446
434
422
410
398
398
386
386
373
373
349
349
337

563
563
531
,500
438
438
406
406
406
375
375
375
375
375
375
375
375
344
344
344
344
344
313
313
281
281
281
281
281
281
250
250
250
219
,188
,156
,156
125
125
,094
,094
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,05039 ,325 ,094
,05120 ,313 ,063
,05159 ,301 ,063
,05238 ,289 ,063
,05414 277 ,063
,05550 ,265 ,063
,05625 ,253 ,063
,05688 ,241 ,063
,05885 ,229 ,063
,06072 ,229 ,031
,06087 ,217 ,031
,06200 ,205 ,000
,06420 ,193 ,000
,06620 ,181 ,000
,06800 ,169 ,000
,07055 ,157 ,000
,07424 ,145 ,000
,07912 ,133 ,000
,08394 ,120 ,000
,08630 ,108 ,000
,08735 ,096 ,000
,09208 ,084 ,000
,09917 ,072 ,000
,10567 ,060 ,000
,11500 ,048 ,000
,13025 ,036 ,000
,30375 ,024 ,000
,49300 ,012 ,000
1,00000 ,000 ,000
Coordinates of the Curve
Test Result Variable(s): RcdA
Positive if Greater Than or Equal o o
Sensitivity 1 - Specificity
To?
,00000 1,000 1,000
,00233 1,000 ,938
,00268 ,988 ,938
,00285 ,976 ,938
,00316 ,964 ,906
,00337 ,952 ,906
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,00358
,00380
,00394
,00401
,00444
,00493
,00529
,00579
,00612
,00634
,00662
,00700
,00729
,00738
,00745
,00759
,00785

,00802

,00818
,00832
,00836
,00899
,00979
,01016
,01116
,01276
,01362
,01386
,01450
,01550
,01608
,01617
,01631
,01671
,01700
,01717
,01745
,01779
,01814
,01849
,01916

,940
,928
,928
,916
,916
,916
,892
,880
,867
,855
,855
,855
,843
,831
,819
,807
,807
, 795
, 795
, 783
71
,759
(47
, 735
723
,699
,699
,687
,651
,651
,639
,627
,614
,614
,578
,566
,554
,554
,542
,530
,518

906
906
875
813
781
750
688
688
688
688
656
625
625
625
625
625
594
563
531
531
531
531
531
531
531
531
500
500
500
469
469
469
469
438
438
438
438
/406
344
344
344
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,01971
,01988
,01997
,02050
,02110
,02147
,02187
,02250
,02346
,02408
,02540
,02706
,02775
,02843
,02910
,02964
,03100
,03267
,03363
,03474
,03562
,03585
,03876
,04176
,04300
,04420
,04456
,04498
,04617
,04731
,04790
,04944
,05071
,05169
,05367
,05540
,06050
,06550
,07200
,07850
,08076

506
494
482
470
446
446
434
410
386
373
361
349
337
325
325
313
301
289
277
265
253
241
229
217
205
205
205
193
181
169
157
145
133
133
120
108
108
108
,096
,084
072

344
344
344
344
344
313
313
313
313
313
313
313
313
313
281
281
281
281
281
281
281
281
250
250
250
219
,188
,188
,188
,188
188
188
188
156
156
156
125
,094
,094
,094
,094
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,08789 ,072 ,063
,09512 ,060 ,063
,09920 ,060 ,031
,10169 ,048 ,031
,10299 ,036 ,031
,10443 ,024 ,031
,11293 ,024 ,000
,14350 ,012 ,000
1,00000 ,000 ,000
Coordinates of the Curve
Test Result Variable(s): isoprostan
Positive if Greater Than or Equal L e
Sensitivity 1 — Specificity
To2
,00000 1,000 1,000
,01140 ,987 1,000
,01390 ,973 1,000
,02020 ,973 ,966
,02655 ,973 ,931
,02835 ,973 ,897
,02930 ,973 ,862
,03030 ,973 ,828
,03270 ,960 ,828
,03570 ,947 ,828
,03755 ,933 ,828
,03880 ,920 ,828
,03975 ,907 ,828
,04125 ,907 ,793
,04295 ,893 ,793
,04670 ,880 ,793
,05035 ,880 ,759
,05170 ,867 ,759
,05375 ,853 ,759
,05835 ,840 ,759
,06245 ,827 ,759
,06805 ,813 ,759
,07650 ,800 ,759
,08295 ,787 ,759
,08650 773 ,759
,08830 147 ,759
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,09275
,09645
,09740
,09990
,10400
,10610
,10690
,10830
,11075
,11320
,11415
,11485
,11730
,12065
,12560
,12980
,13125
,13390
,13690
,14055

,14640

,15340
,15785
,15885
,16400
,16905
,17155
,17540
,17940
,18455
,18740
,19035
,19350
,19665
,21040
,22975
,23850
,24000
,24225
,24610
,24885

747
747
733
733
720
720
720
707
693
,680
667
653
653
653
,640
627
613
613
613
613
613
,600
587
573
573
560
560
547
533
520
507
493
493
493
480
467
453
440
440
440
427

724
,690
,690
,655
,655
,621
,586
,586
,586
,586
,586
,586
,552
517
,517
,517
517
,483
,448
414
379
379
379
379
,345
,345
,310
,310
,310
,310
,310
,310
276
,241
,241
,241
,241
,241
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EK 4. Etik Kurul Onayi

/s

DOKUZ EYLUL UNIVERSITESI KLINIK ARASTIRMALARI ETIK KURULU KARAR FORMU

Karar No:2013/16-19 | Tarin: 15.08.2013

Prof.Dr. Hiiray ISLEKEL'in sorumlusu Melis KANT'in ylritticis0 oldugu “Prediyabet ve Tip 2 Diyabcr
Hastalarinda Oksidatif DNA Hasarimin ve Lipid Peroksidasyonunun Incelenmesi™ isimli klinik aragtirmaya ait
sorumlu arastinic: tarafindan gonderilen 12.08.2013 tarihli dilekgeye iliskin olarak:
-“Prediyabet ve Tip 2 Diyabet Hastalannda Oksidatif DNA Hasarmmn ve Lipid Peroksidasyonunun
Incelenmesi® isimli klinik arastirmanin adinin “Prediyabet ve Tip 2 Diyabet Hastalaninda Oksidatif
Makromolekill Hasarinmn ve Transkripsivon Faktor 7 Benzeri 2 (TCF7L2) Gen Polimorfizminin incelenmesi”

E olarak degistirilmesi,
= -Protokol degigikligi- 12.08.2013 Versiyon 3.0
< -Bilgilendiriimis gon(110 olur formu - 12.08.2013 Versiyon 3.0
= incelenerck uygun bulunmugtur,
E -Aragtirma biitgesi- 12.08.2013 Versiyon 3.0
< - Aragtirma bagvuru formu dmegi
incelenerck bilgi edinilmigtir,
DOKUZ EYLUL ONIVERSITESI KLINIK ARASTIRMALARI ETIK KURULU
CALISMA ESASI Klinik Aragtrmalar Hakkinda Yonctmelik, lyi Klinik Uygulamalan Kilavuzu
BASKANIN UNVANI/ ADI/ SOYADI: | Prof.Dr.Aysegtl YILDIZ
UnvanAdvSoyadi Kurumu Uzmanlek Alam Clasiyet Am;::' e | Katiim * l-ju
4 e DEU Tip Fakiltesi I K E H E H =~
ProfDrAysegtl YILDIZ | Psikiyatri im0 |2 |0 |2 |0 |0 M
RO 7
: Ege Universitesi lag ve ; :
e | Bivofarmasdtik ve . Y E K E H E H
Gor.Dr.Iskender INCE | 1+ A Farmakokinetik A 3
Ops Farmakokinetik Usg Merk. is O O 53] O O ch*’i‘o \a:);
Cocuk Saghp ve DEU Tip Fakoltess Cocuk E K E H E " L /
Prof Dr. Nuray DUMAN HastaliXlar (Yeni Saghig ve Hastabklan 0 |lo0I® |o|O { L L/
Dogan) Anazbilim Daly { /
N/
Prof.Dr.Holya , DEU Onkolojitnsiasa |E |K |E | |E |n
ELLIDOKUZ < prevanitonkolojiAD. (0 |® |0 |B |0 |0 |lahbod),
" Cocuk Saghgive | DEU TipFakoltesiCoclk | = |« |g Im |e |n i
Prof.Dr.Hale OREN Hastaliklan (Cocuk | Saghg ve Hastaliklan
rrsnrork T ve it 0O|® |0 |® (0|0 |kdilec)
DEU Tip Fakoltesi E K E " E " Iy
Prof.Dr.Sule KALKAN Farmakolojt Farmakoloji Anabilim -
£ D|® |0D|® |O|O
Prof. Dv.A Necati Anesteziyoloji ve Anesteziyoloji ve E K i H E
GOKMEN Reanimasyon Reanimasyon A,D ® |00 |8 |0O koJ !ku(\d;
5 PR Ege Universitesi Tip E K E H E H -
Dog.Dr. Taner DAGCH Firyoloji Fakoltesi 2 lolo!l® |lOo|lO
DEU Tip Faklvesi .
Dog.Dr.Pembe . g gty 2 [} K E H E H |
e ¢ Biyoistatistik Biyoistatistik ve Tibbi /
KESKINOGLU Bilisim A.D O ® |0 & 0 (0 ‘
b LA
2 i DEU Tp Fakolesi E K E H E H (
Dog.Dr.Erdem YAKA Noroloji Norokji A.D = O 0 = O [m] {
A q " v
X DEU Tip Fakoliesi -
Dog.Dr.Mualla Aylin " - B8 = E K E H E H
ARICI Farmakoloji ga:ll‘n&olon Anabilim Ol lol® |o|o v a4 oo W
" 3t i Batt Anadolu Mersinli E K E H E H
Uzm. beg\ll’ Onsel TURK kll’dl)blbjl Tlp Merkezi B D D E D D %‘
o ! e |k | |n |E [H
Av.Semrs MARMARA Hukuk DEU Rekwarlogo O B8 0 ® ] 0 /I‘A‘V\'
R 75.¥11 Ozel z : . ‘ .
. < Saplk MeslegiMensube | E K |E o |E |H %)‘
Ihsan Cl‘.l.lkDEMlR ::(:t{?:::l Okulu Olm:ym O)t g D D E D D
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EK 5. Ozgecmis

I.Genel Bilgiler

Diizenleme Tarihi: Mayis, 2015
Adi Soyadi : Melis KANT
TC Kimlik No: 61987090842
Dogum Yilh: 1984

Dokuz Eyliil Universitesi Tip Fakiiltesi, Tibbi Biyokimya

Yazigma Adresi: . R
Anabilim Dali, Inciralti 35340/IZMIR

Tel: 0232412 44 28 GSM: 0 533 468 38 04

melis.dinc@deu.edu.tr
E-Posta: Faks: 0232 412 44 39
melissdinc@gmail.com

I Egitim Bilgileri
. . .. Ogrenim
Ulke Universite Fakulte/Enstitii Ogrenim Alani Derece B
Donemi
. Dokuz Eylill o o
Tarkiye . o Tip Fakdltesi Biyokimya Doktora 2009-
Universitesi
izmir Yiksek
o . Muhendislik ve Fen Molekdler Biyoloji ve Yiksek
Tarkiye Teknoloji _ 2006-2009
Fakiltesi Genetik Bolimu Lisans
Enstitisd
Turkiye | Ege Universitesi Fen Fakiiltesi Biyoloji Bélumu Lisans 2004-2006
Il Akademik ve Mesleki Deneyim
. Gorev
Kurum/Kurulusg Ulke Sehir Boliim/Birim Gorev . .
Doénemi
Dokuz Eylil Universitesi , Aragtirma
. . . Turkiye [zmir Biyokimya Bolumdu o 2010-
Saglik Bilimleri Enstitisu Gorevlisi
izmir Yiksek Teknoloji o . Molekdler Biyoloji ve | Arastirma
L Tarkiye [zmir o o 2006-2009
Enstitlisu Genetik Boélumu Gorevlisi
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V. Yurtdigi Deneyimi

Eylil-Kasim
2013

Ulusal Standartlar ve Teknoloji Enstitiisii (NIST) Biyomolekiiler Olgiim

Laboratuari, Washington DC, ABD

Bu Donemde Gergeklestirilen Caligmalar:

e Hasarli DNA Bazlarinin GC-MS/MS ve Hasarli DNA Nikleozidlerinin LC-MS/MS

ile Olgtimleri

e DNA Onarim Enzimleri Apurinik/Apirimidinik Endonutkleaz (APE 1) ve DNA
Polimeraz Il (POLB) nin LC-MS/MS SID-MRM Yéntemi ile Analizleri

V. Uzmanhk Alanlari

e Oksidatif Stres, Oksidatif DNA Hasari ve Onarimi, DNA Onarim Proteinleri, Lipid Peroksidasyonu,
Diyabet ve Diger Metabolik Hastaliklar, Hiicre Olimii, Tek Nikleotid Polimorfizmleri

o Sivi Kromatografi-Tandem Kitle Spektrometresi, Gaz Kromatografi-Tandem Kiitle Spektrometresi,

Akim Sitometrisi, Western-Blot ve Elektroforez Teknikleri,

Calismalari

DNA Dizi Analizi, Hicre Kulttra

VI. Diger Akademik Faaliyetler

Son Bir Yilda Uluslararasi indekslere Kayith Makale/Derleme igin Yapilan

Danismanlik Sayisi

Son Bir Yilda Projeler igin Yapilan Danismanlik Sayisi

Yayinlara Alinan Toplam Atif Sayisi

6

Danigmanlik Yapilan Ogrenci Sayisi

Tamamlanan Devam Eden

Yuiksek Lisans

Diger Faaliyetler

(Eser/gorev/faaliyet/

sorumluluk/olayl/iiyelik vb.)

Doktora

Uzmanlk
2009- Turk Biyokimya Dernegi
2016 16. FEBS Young Scientists’ Forum

Organizasyon Komite Uyesi

27 Temmuz - 1 Agustos 2015

ARLAB XI. Hucresel, Molekdler ve
Analitik Teknikler Kursu LC-MS/MS
Laboratuvar Uygulamasi Dokuz

Eylil Universitesi izmir, Tirkiye
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20-22 Mayis 2015

International Congress of Molecular
Medicine, iZMIR

21-23 Ekim 2014

DNA Hasari, DNA Onarimi ve
Proteomiks, Dokuz EylUl
Universitesi Tip Fakiiltesi inciralti—
iZMIR

22-24 Ocak 2014

7. EUA-CDE WORKSHOP
Dokuz Eylil Universitesi izmir,

Tirkiye

26-27 Kasim 2013

ARLAB IX. Hticresel, Molekiler ve
Analitik Teknikler Kursu LC-MS/MS
Laboratuar Uygulamasi Dokuz Eyll

Universitesi izmir, Turkiye

16-17 Mayis 2013

Saglikta inovasyon Calistayi
Universiteden Sanayiye Dokuz Eylil

Universitesi izmir, Turkiye

22-25 Mayis 2012

Oksidatif stres, DNA hasari, DNA
onarimi ve hastaliklarla iligkisi teorik
ve uygulamal kursu, Dokuz Eyll

Universitesi izmir, Tirkiye

27-30 Nisan 2011

6. ORPHEUS Konferansi
Organizasyon Komitesi,

Dokuz Eyll Universitesi izmir

Vil.  Odiiller
Alindig1 Kurulus Odiiliin Adi Tarih
Tiirk Psikiyatri Proje Tegvik Odiill, "Depresyonda DNA Hasarinin ve
. . . Mayis, 2016
Dernegi Onariminin Belirtili Donem ve Diizelme ile lligkisi"
. Poster Odilii "Kordon Kani iskemi-Modifiye Albumin Perinatal .
Turk Biyokimya 03-06 Eylul
Asfiksi Tanisinda Erken Bir Biyobelirte¢ Olabilir mi?" adli
Dernegi ] - ) 2013
poster ile 25. Ulusal Biyokimya Kongresi
European
) Eyliil-
Molecular Biology EMBO Kisa Dénem Yurtdigi Arastirma Bursu
o Kasim 2013
Organization
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VIII. Burslar

Tarih Bursun Adi

22-26 Haziran 2014 IFCC WorldLab Istanbul 2014 kongre kayit bursu

. 25. Ulusal Biyokimya Kongresi destekleyen firma Roche tarafindan kayit
03-06 Eyliil 2013 b
ursu

14-16 Haziran 2012 EMBO Young Scientists’ Forum konaklama bursu

23. Ulusal Biyokimya Kongresi katilim igin Turk Biyokimya Dernegi
29 Kasim-2 Aralik 2011
tarafindan kayit ve konaklama bursu

) 22. Ulusal Biyokimya Kongresi katilim i¢cin Tirk Biyokimya Dernegi
27-30 Ekim 2010
tarafindan kayit ve konaklama bursu

) 21. Ulusal Biyokimya Kongresi katilim i¢in Tlrk Biyokimya Dernegi
28 - 31 Ekim 2009
tarafindan kayit ve konaklama bursu

IX. Yayinlar

Uluslararasi Hakemli Dergilerde Yayinlanan Makaleler (SCI)

1. Kumral A, Okyay E, Guclu S, Gencpinar P, Islekel GH, Oguz SS, Kant M, Demirel G, Duman N,
Ozkan H. Cord Blood Ischemia-Modified Albumin: Is It Associated With Abnormal Doppler
Findings in Complicated Pregnancies and Predictive value of Perinatal Asphyxia? J Obstet
Gynaecol Res. 2013 Mar;39(3):663-71. doi: 10.1111/j.1447-0756.2012.02055.x.

Ulusal Hakemli Dergilerde Yayinlanan Makaleler (SCI-EXPANDED)

1. Kant M, Akgul B, Nalbant A. Endogenous Heat Shock Protein GroEL of
A.Actinomycetemcomitans Preferentially Targets Primary Human CD8+ T Cells Turk J Biol
2015 Ocak 39:104-110 doi:10.3906/biy-1404-64

Hakemli Konferans/ Sempozyumlarin Bildiri Kitaplarinda Yer Alan Yayinlar

1. AcetF, Celiloglu M, Okyay E, Akis M, Kant M, Islekel H. The Importance of Maternal Ischemia
Modified Albumin in Foreseeing Perinatal Asphyxia V. International Congress of Molecular
Medicine 20-22 May 2015

2. Turan R, Akis M, Kuyum P, Cakar S, Kant M, Arslan N, islekel H. Evaluation of Vitamin B12,

Methymalonic Acid and Homocysteine Levels in Obese Adolescents V. International
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Guclu%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23278910
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Gencpinar%20P%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23278910
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Oguz%20SS%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23278910
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Kant%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23278910
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Demirel%20G%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23278910
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Duman%20N%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23278910
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Ozkan%20H%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23278910
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/23278910
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/23278910

10.

11.

12.

Congress of Molecular Medicine 20-22 May 2015

Kant M, Akis M, Calan M, Giimiis T, Bayraktar F, Dizdaroglu M, islekel H. Absolute
Quantification of Oxidatively Induced DNA Damage and Lipid Peroxidation Products in

Patients with Prediabetes and Type 2 Diabetes Mellitus IFCC WorldLab Istanbul, 6/2014
doi:10.1515/ccim-2014-4019 (scCi)

Akis M, Kant M, Isik I, Arslan M, N, islekel H. Plasma Methylmalonic Acid and Homocysteine
As Functional Vitamin B12 Deficiency Markers in Phenylketonuria and Healthy Children
IFCC WorldLab Istanbul, 6/2014 doi:10.1515/ccim-2014-4060 (SCI)

Kumral A, Kant M, Okyay E, Guclu S, Gencpinar P, Oguz SS, Demirel G, Duman N, Ozkan H,
Islekel H. Kordon Kani iskemi-Modifiye Albumin Perinatal Asfiksi Tanisinda Erken Bir
Biyobelirte¢ Olabilir mi? 25. Ulusal Biyokimya Kongresi, 9/2013 Turk J Biochem, 2013; 38 (S),
Sayfa 340 (SCI-Expanded)

Akis M, Kant M, Isik |, Arslan N, islekel H. Fenilketoniiride Merilmalonik asit ile Fonksiyonel
B12 vitamin eksikliginin arastirilmasi 25. Ulusal Biyokimya Kongresi, 9/2013 Turk J Biochem,
2013; 38 (S), Sayfa 362 (Ayni bildiri sunulmustur.) (SCI-Expanded)

Akis M, Kant M, Isik i, Arslan N, islekel H. Fenilketoniirili Cocuklarda Fonksiyonel B12
Vitamin Eksikliginin Plazma Metilmalonik Asit ve Homosistein Diizeyleri ile Arastiriimasi
Uluslararasi katihmli Xll.Metabolik Hastaliklar ve Beslenme Kongresi Eskisehir, Tlrkiye 2013

(Ayni bildiri sunulmustur.)

Islekel H, Akis M, Kant M. A Model of Biochemistry Dry Practical for Learning Liver
Functions and Bilirubin Metabolism in Medical School; Student Feedback, FEBS Education
Workshop "Trends in Undergraduate Biomolecular Science Education & Tips for Postgraduate

Students and Beyond", 1zmir, Turkey

Islekel H, Kant M, Akis M. Metabolic Acid-Base Disorder Cases as an Effective Vehicle for
Comprehension of Acid-Base Balance, FEBS Education Workshop Trends in Undergraduate

Biomolecular Science Education & Tips for Postgraduate Students and Beyond, Izmir, Turkey

Kant M, Akis M, Tuna G, islekel H, Kirkali G, Dizdaroglu M. Sivi Kromatografi-Tandem Kiitle
Spektrometresi ile Hasarli DNA Niikleozidleri S-cdA ve 8-OH-dG’nin idrarda Olgiimii igin
Yontem Gegerlilik Calismasi 23. Ulusal Biyokimya Kongresi, 11/2011 Turk J Biochem, 2011; 36
(S), Sayfa 211 (SCl-Expanded)

islekel H, Yusufoglu N, Kant M, Akis M, Sanli A, Ozdemir N. Akciger Kanserinde Doku ve
Serum VEGF, Anjiopoietin-1 ve Anjiopoietin-2 Diizeylerinin Degerlendirilmesi 23. Ulusal
Biyokimya Kongresi, 11/2011. Turk J Biochem, 2011; 36 (S), Sayfa 226 (SCI-Expanded)

Kant M, Tuna G, Akis M, Islekel H, Kirkali G. The PhD Program in Department of Medical
Biochemistry Institute of Health Sciences Dokuz Eylul University 6th ORPHEUS Conference-
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PhD Quiality Indicators for Biomedicine and Health Sciences, 04/2011. Orpheus Conference Book

2011, Page 74

13. Akis M, Ding M, islekel H. Metilmalonik Asit Olgiimiinde LC-MS/MS-MRM Y&nteminin
Gegerliliginin Belirlenmesi 22. Ulusal Biyokimya Kongresi, 10/2010. Turk J Biochem, 2010; 35
(S) Page 97 (SCI-Expanded)

14. Dinc M, Islekel H, Giiner G. A Biochemistry Dry Practical Prepared For Comprehension of

Acid-Base Balance Using Metabolic Acid-Base Disorder Cases IX. International Congress of
Medical Sciences, 05/2010. Conference Book 2010; LXII Page 93

X. Projeler

. Projedeki Proje Baslangic-
Destekleyen Kurum Proje Adi -
Gorevi Bitis Tarihleri
Adrenal Adenomu Olan Hastalarda
Deksametazon Supresyon Testi
Sonuglarina Serum Kortikosteroid
- . i Ocak 2016- Subat
TUBITAK 3001 Baglayici Globulin Dlzeyi, Plazma Bursiyer 2018
Deksametazon Konsantrasyonu, Kortizol
Olglim Yoéntemi ve Olglilen Kortizol
Fraksiyonunun Etkilerinin Aragtiriimasi
Dokuz Eylil
. L Gestasyonel Diabetes Mellitus ve
Universitesi
e e L Bozulmus Glukoz Toleransi Olan
Rektorlugu Projesi Arastirmaci | Mart 2016-Mart 2018
Gebelerde Oksidatif DNA Hasarinin Demir
(Proje No: . L .
. Duzeyleriyle lligkisinin Incelenmesi
2016.KB.SAG)
Dokuz Eylul .
L L Insan Umblikal Ven Endotel Hiicre
Universitesi
R L Kultirinde Kalsitriol ve Parikalsitol’iin Mart 2014-Haziran
Rektorlugi Projesi . Arastirmaci
Oksidatif DNA Hasari ve Onarimi Uzerine 2017
(Proje No: o .
. Etkilerinin Incelenmesi
2014.KB.SAG.41)
Dokuz Eyliil Prediyabet ve Tip 2 Diyabet Hastalarinda
Universitesi Oksidatif Makromolekil Hasarinin ve
T L Aralik 2013-
Rektorliigii Projesi Transkripsiyon Faktor 7 Benzeri 2 Arastirmaci
Aralik 2015

(Proje No:
2013.KB.SAG.94)

(TCF7L2) Gen Polimorfizminin

incelenmesi
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Dokuz Eylil

Universitesi

Obez Adolesanlarda B12 Vitamin Eks

Fonksiyonel Biyobelirtegleri, Serum

ikligi

Ekim 2013-

) ) ) o Arastirmaci .
o Metilmalonik Asit ve Homosistein Haziran 2015
Rektorligi Projesi .
Duzeylerinin Incelenmesi
Dokuz Eylul Adipoz Doku Kdkenli Erigkin Kok Hiicre
Universitesi Uygulamasinin D-Galaktoz Yaslanma
R L. Temmuz 2013-
Rektorligu Projesi Modeli Olusturulmus Deride Yara Arastirmaci
. . Ocak 2014
(Proje No: lyilesmesi Uzerindeki Etkilerinin Molekdler
2013.KB.SAG.61) Dlzeyde Gosterilmesi
Dokuz Eyliil .
. . Maternal Iskemi Modifiye Albumin, Non-
Universitesi
R L. Stres Test ve Fetal Doppler Haziran 2013-
Rektorligi Projesi Arastirmaci
Ultrasonografinin Perinatal Asfiksiyi Haziran 2014
(Proje No: . . .
. Ongormedeki Yeri
2013.KB.SAG.54)
Dokuz Eylil
Universitesi Preterm Bebeklerde Kord Kani iskemi
e .. Aralik 2009-
Rektorligii Projesi | Modifiye Albumin Diizeyleri Beyaz Cevher | Aragtirmaci Aralik 2010
rali
(Proje No: Hasarinin Tanisal Gostergesi Olabilir mi?
2009.KB.SAG.154)
Dokuz Eylul
L . Saglikh Ve Fenilketondrili Cocuklarda
Universitesi
R L. Fonksiyonel B12 Vitamin Eksikliginin Temmuz 2008-
Rektorlugi Projesi Arastirmaci
Plazma Metilmalonik Asit Ve Homosistein Temmuz 2012
(Proje No: . .
. Duzeyleri lle Arastiriimasi
2009.KB.SAG.37)
Dokuz Eylil
Universitesi
R L Akciger Kanserinde Serum ve Doku Agustos 2009 -
Rektorligu Projesi . Arastirmaci
Protein Belirteclerinin Incelenmesi Agustos 2012
(Proje No:
2009.KB.SAG.54)
. Proteomik Yaklasim: Bakteriyel Isi Soku
TUBITAK o _ Aralik 2006-
Proteini GroEL’e Cevaben T Lenfosit Arastirmaci
(Proje No: 106T417) o o Aralik 2008
Sitokin Profillerinin Cikarilmasi
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