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OZET

Tip 1 Diabetes Mellituslu Cocuklarda DNA Hasar1 Ve Oksidatif Metabolizmanin
Degerlendirilmesi

Dr. ihsan YILDIRIM
Cocuk Saghgi ve Hastaliklar1 Anabilim Dali Uzmanhk Tezi

Amag: Bu c¢alisma ile Tip 1 Diabetes mellituslu ¢ocuklarda DNA hasari, total antioksidan
seviye (TAS), total oksidan seviye (TOS) ve oksidatif stres indeksinin (OSI) birlikte calisiimasi ve

aralarindaki iligkinin arastirilmasi amaglandi.

Yontem: Calismamiza en az bir yildir izlemde olup, 6nceden tanimlanmis bir kronik
hastalig1 bulunmayan, 5-10 yas araliginda tip 1 diabetes mellitus (DM) hastast 30 cocuk ile yas,
cinsiyet ve sosyokiiltiirel olarak eslestirilmis 30 saglikli cocuk kontrol grubu olmak iizere toplam
60 cocuk alindi. Diyabet grubunun yas ortalamasi1 7,93 £1,55 yil iken kontrol grubunun yas
ortalamas1 7,70 +1,31 yil idi. DNA hasar tayini, Comet Assay (alkali mononiikleer hiicre
elektroforezi) yontemi ile taze heparinize kandan galisildi. Periferik vendz kandan TOS ve TAS O.
Erel yontemi ile ¢alisildi ve OSI degerleri hesaplandu. istatiksel analiz SPSS 20,0 (SPSS, Chicago,
IL, USA) istatistik paket programi kullanilarak yapildi. p degerinin <0,05 olmas1 anlamli olarak
kabul edildi.

Bulgular: Calismamizda Tip 1 DM grubunu olusturan hastalarda ve kontrol grubunda
periferik kan lokositlerinin comet assay teknigi kullanilarak elektroforez migrasyon goriintiileri
degerlendirildiginde hasta grubunda DNA hasarinin kontrol grubuna gore istatistiksel olarak

belirgin artmis oldugu saptand: ( p=0,001).

Her iki grupta oksidan-antioksidan sistem degerlendirildiginde ise TOS ve OSI
diizeylerinin hasta grubunda arttifi, TAS diizeyinin ise azaldig1 gozlenmistir. Total Oksidan

Seviye rakamsal olarak yiiksek bulunurken bu fark istatistiksel olarak anlamlh

Xl



degildi.(p=0,16)Buna karsilik TAS ve OSI diizeylerinin hasta grubunda kontrol grubuna gore
istatistiksel olarak anlamli diizeyde bulundu (p <0,001); (p=0,006).

Sonug: Tip 1 Diabetes mellituslu hastalarda oksidatif stres ve DNA hasarinin kontrol
grubuna gore yiiksek oldugunu saptadik. Tip 1 Diabetes mellituslu ¢ocuklarda goriilen oksitatif
stres diizeyindeki artisla, DNA hasar1 arasinda bir iliski oldugu goriildii.

Anahtar Kelimeler: Tip 1 Diabetes mellitus, DNA Hasar1, Oksidan- Antioksidan sistem.
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ABSTRACT

Assessment Of Total Oxidative Metabolism and Dna Damage In Children With Type 1
Diabetes Mellitus

Thsan Yildirim, Md
Specialty Thesis, Department of Pediatrics

Objective: At this study, it is aimed to reseach DNA damage, total antioxidant status
(TAS), total oxidant status (TOS) and oxidative stress index (OSI) in children with type 1

diabetes mellitus.

Methods: 30 patients with type 1 diabetes mellitus with mean age of 7,93 +1,55 years and
30 healthy children with mean age of 7,70 +1,31 were included in this study. Questionnaire about
socio - demographic characteristics was administered to children and their families. The control
group of the same age and socio - demographic conditions compatible with the patient group was
selected from children. Determination of DNA damage was studied in fresh heparinized blood by
the Comet Assay (mononuclear cell alkaline electrophoresis) method. Peripheral venous blood
TOS and TAS were measured by O.Erel method and OSI values were calculated. Statistical
analysis was performed using SPSS 20,0 (SPSS, Chicago, IL, USA) p value <0,05 was

considered to be significant.

Results: In the patients with Type 1 diabetes mellitus, DNA damage and OSI leves were
significantly higher than the control group (p=0,001, p=0,006).

Conclusion: In conclusion, impaired antioxidant defense in leukocytes of patients with
Type 1 DM may be one of the responsible mechanisms for increased DNA damage in those

patients.

Key Words: Type 1 diabetes mellitus, DNA damage, oxidant - antioxidant system.
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1.GIRIS VE AMAC

Diyabetes mellitus insiilin eksikligi, etkisizligi veya her ikisinin birlikte bulunmasi ile
karakterize karbonhidrat, yag ve protein metabolizmasi bozuklugudur. Cocukluk ve adolesan
donemin en sik goriilen endokrin ve metabolik hastaligidir. Diyabet; pankreatik beta hiicre
harabiyetine bagli insiilin sekresyon eksikligi ile giden Tip 1 DM ve ¢esitli donemlerde beta
hiicre bozuklugu ile birlikte yag dokusu, karaciger (KC) ve iskelet kasi diizeylerinde olusan

insiilin direncinin bir sonucu olarak ortaya ¢ikan Tip 2 DM olmak iizere iki gruba ayrilir

Insiilin eksikliginin yani sira insiiline kars1 gelisen direnc, diabetes mellitus gelisiminde
rol oynamakta ve karbohidrat, lipid ve protein metabolizmasini da etkilemektedir (2-3). Oksidatif
stres ateroskleroz, karsinogenezis, astim, DM, KOAH, romatoid artrit ve psoriyazis gibi kronik
inflamatuar hastaliklarin patogenezinde yer almaktadir (4). Diyabetes mellitus da artmis
inflamasyona bagli oksidatif stres mevcuttur. Oksidatif stres, artmis oksidana maruz kalma ya da
azalmis antioksidan kapasite olarak tanimlanabilir (5).Serbest oksijen radikallerinin (SOR), doku
hasar1 ve degisik hastaliklarin etyopatogenezindeki rolii son yillarda tipta giderek artan ilgi alani

olusturmaktadir.

Oksidatif stres, diyabet ve diyabetin daha sonraki komplikasyonlarinin patogenezinde
onemli gorev alir. Enzimatik olmayan glikozilasyon, otooksidatif glikozilasyon, sorbitol yolu
aktivitesi, antioksidan savunma sistemindeki ¢esitli degisiklikler, hipoksi gibi nedenler diyabette
oksidatif stresi artiran mekanizmalardir. Serbest radikaller, bir veya daha fazla ortaklanmamis
elektron ihtiva eden atom veya molekiillerdir. Bu tip maddeler, ortaklanmamis elektronlarindan
dolay1 oldukga reaktiftirler. Diyabetik kisilerin plazma ve dokularinda lipid peroksidasyon
irlinlerinde artis meydana gelmektedir (5). Diyabette serbest radikal olusumunun arttigi ve
radikal baglayici sistemlerde azalma oldugu ileri siiriilerek, diyabetiklerin antioksidanlara daha

cok ihtiyag gosterebilecegi savunulmustur (6,7)

Diyabette, serbest radikallerin fazlaca yiikselisi ve buna bagli olarak antioksidan savunma
sisteminin zayiflamasi, yalmizca hiicresel organellerin ve enzimlerin hasarma degil, lipit
peroksidasyonunun artmasina ve insllin reseptorlerinin insiiline kars1 duyarhiliklarinin

azalmasina neden olmaktadir. DNA hedefli serbest radikal ataklari, mutasyonlara ve hiicre



Oliimlerine yol a¢gmaktadir. Hidroksil radikali daha c¢ok bazlar ve deoksiribozla reaksiyona
girerken, hidrojen peroksit membranlardan gecerek c¢ekirdek DNA'sina ulasip ve hiicre
disfonksiyonuna hatta 6liimiine neden olabilmektedir (8,9,10). DM’da ilerlemis glikozillenme
iiriinlerinin  DNA'y1 etkilemesiyle, kromozomal degisiklikler, DNA zincirinde kirilmalar,

DNA'nin tamirinde, replikasyonunda ve transkripsiyonunda bozukluklar olabilir.

Tip 1 diabetes mellitus (DM) cocukluk yas grubunda DNA hasar1 ve bunun oksidatif
stresle iliskisini arastiran bir ¢aligma bildigimiz kadari ile bulunmamaktadir. Tip 1 diabetes
mellitus (DM) eriskin yas grubunda ve tip 2 diabetes mellitusta DNA hasar1 ve bunun oksidatif

stresle iligkisini arastiran ¢aligmalar mevcuttur (11,12,13).

Bu bilgilerin 1s18inda planlanan bu arastirmanin amaci Tip 1 diabetes mellitus (DM)
cocukluk yas grubunda I6kositlerde DNA hasarini ve oksidatif ve antioksidatif metabolizma ile

iligkisini ortaya koymaktir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Diyabetes Mellitus

2.1.1. Tanim

Diyabetes mellitus; insiilin eksikliginden, insiilin etkisine cevabin bozulmasindan veya
her ikisinden kaynaklanan, hiperglisemi ile seyreden, zamanla mikro ve/veya makrovaskiiler
komplikasyonlarin eslik edebildigi kronik metabolik bir hastaliktir (14).Diyabetik hastalarin
cogu etyopatogenetik agidan iki biiyiik kategoride yer alir.Tipl diyabet otoimmiin (% 80-90)
veya bilinmeyen (% 10- 20) bir nedenle, pankreas beta hiicrelerindeki yikim sonucu ortaya ¢ikar.
Cogunlukla serolojik gostergeler ve genetik belirtecler ile tanimlanir. Tip 2 diyabet ise, insiilin
sekresyonunda kismi bozulma ve/veya hedef dokulardaki insiilin direnci nedeniyle, insiilin
etkisindeki azalma sonucunda ortaya ¢ikar ve uzun siire semptom vermeden seyredebilir.
Hiperglisemiye bagli olarak gelisen semptomlar poliiiri, polidipsi, kilo kaybi, bazen polifaji,
gormede bulaniklik, cocuklarda biiyiime geriligi ve enfeksiyonlara yatkinlik sayilabilir. Bunlarin
disinda ketoasidoz veya non-ketotik hiperosmolar koma gibi akut, hayat1 tehdit eden durumlar
gelisebilir. Diyabetli hastalarda doku ve organlarda biyokimyasal, morfolojik ve fonksiyonel
birgok degisiklik olugsmaktadir. Akut komplikasyonlar yasami tehdit edecek diizeyde olabilir.
Kronik komplikasyonlar ise uzun vadede gelisen kiiciik ve biiyiik damar hastaliklarina bagl
olusan organ disfonksiyonlarina neden olmaktadir. Koroner arter hastaligi (KAH), diyabetik
nefropati ve diger vaskiiler komplikasyonlarin ilerlemesi, erken evrede iyi glukoz regiilasyonu

ile engellenebilir (14,15).

2.1.2 Diabetes Mellitus’un Tarihcesi

Yunanca diabetes “sifon” anlamma gelmekte olup c¢ok miktarda idrar g¢ikarimini
tanimlamak icin kullanilmistir. Yunanca mellitus ise ‘bal’ anlamina gelmektedir (16). DM’ un
ilk tarifine milattan 1500 y1l énce Misir Ebers yazitlarinda rastlanmaktadir. M.O 150 yillarinda,
Arataeus c¢ok su i¢cme, ¢ok idrara cikmayir vurgulayarak hastaligi erime hastaligi olarak

tanimlamustir (17).Tiirk Islam alimi Ibn- i Sina’ da seker hastaligmi bugiinkii tanimia yakin bir



sekilde tanimlamistir. Anatomist Thomas Willis, 1674 yilinda, ilk kez diyabetik hastalarin
idrarlarmin tatli oldugunu tespit etmistir. ingiliz Matthew Dobsoy, 1776 yilinda 4 idrarla seker
atildigin1 gostermistir. 1777 de Pool ve 1778’ de Cawley, kimyasal olarak idrarda seker bulmus
ve bu sekerin glukoz oldugunu ispat etmistir. Prague’den Lerch diyabetik komada idrarda aseton

bulundugunu ilk kez belirtmistir.

Minkowski, 1889 yilinda hayvan modelleri iizerinde yaptig1 calismalarda pankreatektomi
yapilan hayvanlarda diabetes mellitus gelistigini gostermistir. Best ve Banting, 1922 yilinda
pankreas ekstresi insiilini izole etmisler ve hastaligin tedavisinde énemli bir ¢igir agmislardir.
1946-1950 yillarinda ¢esitli uzun etkili insiilinler bulunmustur. Nova ve Leo firmalari, 1973
yilinda antikor olusturmayan, ileri derecede saf insiilini gelistirmislerdir. Bu insiilinler

giintimiizde kullanilan DNA teknolojisiyle yapilmis olan insiilinlere dnciiliik etmistir (18).

2.1.3 Diabetes Mellitus Siniflandirmasi

Ideal diyabet siniflamasinin hem klinik tanimlayici kriterlere dayanan diyabet evrelerini
hem de etyolojik gruplamayi igermesi Onerilmektedir. Bu dogrultuda 2003 yilinda Amerikan
Diyabet Birligi (ADA) diabetes mellitusta tant ve siniflama kriterini diizenlemistir. Diabetes
Mellitusun siniflamasi bes klinik sinifi igermektedir. Bunlar; Tip 1 DM, Tip 2 DM, diger spesifik
diyabet tipleri, gestasyonel diyabetes mellitus ve prediyabettir (Tablo 1).

Tablo-1: ADA (Amerikan Diyabet Birligi)’nin Diyabet Siniflandirmasi

I. Tip 1 Diyabet (tam insiilin eksikligine yol agan beta hiicre yikimi)
- Immiin mekanizma aracilikli
- Idyopatik
I1. Tip 2 Diyabet (insiilin direnci ve insiilin yetersizliginin ¢esitli kombinasyonlari)
[11. Diger Spesifik Tipler
A- MODY sendromlari
- Kromozom 12, HNF-1 o (MODY-3)
- Kromozom 7, glukokinaz (MODY-2)
- Kromozom 20, HNF-4 o (MODY-1)
- Kromozom 13, insiilin promoter faktor(IPF)-1 (MODY 4)
- Kromozom 17, HNF-18 (MODY-5)
- Kromozom 2, NeuroD1 (MODY-6)




B- Mitokondrial DNA Mutasyonlari
-Wolfrom sendromunun bir formu
-Pearson sendromu
-Kearns-Sayre
-Diabetes Mellitus, Sagirlik
C-Wolfram Sendromu-DIDMOAD (Diabetes insipitus,
atrofi,sagirlik)
IV. Tlag ve Kimyasal
A. Siklosporin- antirejeksiyon
B. Glukokortikoidler
C. L-asparajinaz
D. B-adrenerjik blokerler
E. Vacor- rodenticide
F. Fenitoin
G. Digerleri
V. Ekzokrin Pankreas Hastaliklari
A. Kistik fibrozis iliskili Diyabet
B. Travma- pankreatektomi
C. Pankreatitis- radyasyon
D. Digerleri
VI. infeksiyonlar
A. Konjenital Rubella
B. Sitomegalovirus
C. Hemolitik-Uremik Sendrom
VII. Tip-2 Diyabetin Varyantlari
A. Insiilin etkisinin genetik defektleri
1. Rabson-Mendelhall sendromu
2. Lipoatrofik Diyabet sendromlar1
3. Tip A insulin direnci-akantozis
B. Insiilin etkisinin edinilmis defektleri
1. Endokrin tiimorler
-Feokromasitoma
-Cushing
-Digerleri
2. Anti-insiilin reseptor antikorlari

Diabetes Mellitus,

VIII. Genetik sendromlar (insiilin direnci/yetersizligi ve Diyabet ile iligkili)

A. Prader-Willi sendromu-15. Kromozom
B. Down Sendromu-21. Kromozom
C. Turner sendromu
D. Klinifelter sendromu
E. Digerleri
-Bardet-Biedel
-Alstrom
-Werner
IX. Gestasyonel Diyabet
X. Neonatal Diyabet

optik




2.1.4. Tip 1 Diabetes Mellitus (Tip 1 DM)

Tip 1 diabetes mellitus, ¢ocukluk ¢aginda en sik goriilen kronik hastaliklardan biridir.
Pankreastaki insiilin iireten beta hiicrelerinin harabiyetine bagh insiilin eksikligi sonucu gelisir.
Genellikle ¢ocukluk ¢aginda bulgu verir. Olgularin dortte biri ise erigkin donemde tani alir.
Cocuklardaki obezite prevalansindaki artigsa bagli olarak artan tip 2 diyabet sikligina ragmen, Tip
1 DM, hala ¢ocukluk ¢aginda en sik goriilen diyabet tipidir. Amerika“da 19 yas alt1 yeni diyabet
tanilarinin tgte ikisi Tip 1 DM “dir. (19).

2.1.5. Tip 1 DM’nin Siniflandirilmasi

Tip 1 DM altta yatan etiyolojiye gore, tip 1A (immiin aracili) ve tip 1B (idiyopatik)
olarak iki gruba ayrilmistir. Tip 1A diyabette, Langerhans adaciklarinda insiilin {ireten beta
hiicrelerinin ¢esitli komponentlerine karsi1 otoantikorlar bulunmaktadir. Tip 1B diyabet formunda
ise beta hiicre yikimi1 olmakla beraber otoimmiin yikima bagli herhangi bir immiinolojik delil
yoktur. Tip 1A diyabet, Tip 1 DM’ lilerin %90’m1, Tip 1B diyabet ise %10’unu olusturmaktadir.
Diger yandan Tip 1 DM’ nin bir alt grubu genellikle 40 yasindan sonra ortaya ¢ikan, yillarca Tip
2 DM gibi seyreden, otoimmiinitenin serolojik bulgularin1 gosteren ve sonunda insiilin bagiml
olan formudur. Bu grup ge¢ ortaya ¢ikan otoimmiin diyabet (“late-onset” veya “latent
autoimmune diabetes in adults”, LADA) olarak tanimlanir. Tip 2 DM’ li vakalarin %10-25’nin
bu gruba girdigi bildirilmektedir (19).

2.1.6.Epidemiyoloji

Tip I DM, tiim yas gruplarinda goriilebilirken, esas olarak cocukluk ¢aginin (1-18 yas)
hastaligidir. Yasamin ilk 6 ayinda nadirdir. Baglangi¢ yas1 degisken olmakla birlikte, 5-7 yasinda
(okul ¢ocuklugu déoneminin baglamasi ve infeksiydz ajanlarla temasin daha fazla olmasiyla) ve
pubertal donemde (10-14 yas) (gonadal steroidlerin, biiyiime hormonu ve emosyonel streslerin

artmasiyla iliskili) goriilme siklig1 artar (20-22). Tip 1 DM’nin ortaya cikisindaki mevsimsel



degiskenlik de uzun yillardan beri bilinmektedir. Kis aylarinda insidansinda artis olmaktadir ve
bu donemde sik gecirilen viral infeksiyonlarin tetik ¢ekici mekanizmada, direkt ve indirekt

olarak rol oynayarak buna zemin hazirladigi diisiiniilmektedir (23-25).

Diinya Saglik Orgiitii (World Health Organization — WHO)’niin verilerine gore Tip 1 DM
Asya, Okyanusya, Giiney Amerika ve Japonya’da diisiik, Avrupa’da en yiiksek insidansa
sahiptir. Finlandiya, en yiiksek insidansa sahip iilkedir (34.9/100.000 hasta/yil). Beyaz irktaki
insidansi yiiksektir, ¢esitli lilkelerde degismekle birlikte ortalama 3.7-20/100.000 hasta/y1l olarak
bildirilmektedir (26,27). Buna karsilik siyah irkta (1,3-5,7/100.000) ve Asya irklarinda (Israil’de
5,9/100.000, Rusya’da 4,5/100.000, Japonya’da 1,3-2,1/100.000) daha seyrektir. En diisiik
insidans Pakistan, Kore ve Meksika’dan (0,6-1/100.000) bildirilmistir.

Cocukluk ¢agi TIDM gériilme yasi, bimodal dagilim gosterir. ilk pik 4 ila 6 yas arasinda,
ikinci pik ise erken ergenlik doneminde (10-14 yas) goriiliir (Felner ve digerleri, 2005).
Cocuklarin yaklasik yaris1 10 yastan once bulgu verir.Cocukluk cagi T1DM’nin toplam
insidansinda cinsiyet farki yok gibi goziikmektedir. Ancak Avrupa“da ergenlik doneminde
T1DM erkeklerde daha sik goriilmektedir (E/K:2/3) (Harjutsalo ve digerleri, 2008).Degisen
trend: Diinya genelinde T1DM insidans1 artmaktadir. Avrupa’da, Orta Dogu’da ve Avustralya’da
yillik %2-511 bir artis bildirilmistir (Karvonen ve digerleri, 1999; Patterson ve digerleri, 2009).
Amerika Birlesik Devletleri'nde de T1DM’nin toplam insidansi artiyor gibi goziikkmektedir
(Dabelea ve digerleri, 2007). Fakat diinya genelindeki bu artisin sebebi tam olarak
bilinmemektedir. Tip 1 diyabet sikligindaki en 6nemli artis en fazla kiiclik yastaki cocuklarda
goriilmektedir. On yedi Avrupa iilkesinin verilerini kullanarak yaymlanmig bir raporda 0-4 yas,
5-9 yas ve 10-14 yas aras1 ¢ocuklarda Tip I DM sikliginda artis sirasiyla; %5,4, %4,3 ve %2,9
olarak rapor edilmistir. Eger artis bu hizla devam ederse <5 yas cocuklarda siklik bazi bolgelerde
2020 yilindan once iki katina g¢ikacaktir. Bununla birlikte TIDM,<15 yas cocuklarda %70
oraninda artig gosterecektir (Patterson ve digerleri, 2009).Ancak diinyanin bazi bdélgelerinde
ergenlik doneminde Tip I DM insidansinda daha fazla artig gortildiiglinii belirten bazi raporlarda

mevcuttur (Berhan ve digerleri, 2011).



2.1.7. Etyopatogenez

Genetik ve ¢evresel faktorlerin etkilesimi ile gelisen otoimmiin bir hastalik olan Tip I
DM, pankreasta gelisen inflamasyon sonucu ilerleyici beta hiicre harabiyeti ve total insiilin
yetersizligi ile karekterizedir (1). Hastaligin etyopatogenezinde rol oynayan bu faktorler; genetik,

otoimmiinite ve ¢evresel nedenler olmak iizere ii¢ grupta toplanir(21)

Genetik Faktorler: Etyopatogenezinde birden fazla gen tanimlanmistir. Hastali§a
yatkinlik ve direng, 6 numarali kromozomun kisa kolu iizerindeki Major Histokompatibilite
Kompleksi (Major Histocompatibility Complex - MHC)’nin polimorfik, insan Lokosit Antijeni
(Human Leukocyte Antigen — HLA) olarak bilinen kismi ile iliskilidir. Diyabet gelismesinde
HLA Kklas-2 lokusu tzerinde bulunan DR ve DQ allellerinin rolii 6nemlidir. HLA- DR
antijenlerinden HLA-DR3 veya HLA-DR4’iin tek basina bulunmasi, tip I DM gelisme riskini 2-3
kat, bu antijenlerin ikisinin ayni kiside bulunmasi, riski 7-10 kat artirmaktadir. Bunun yaninda;
normal kisilerin %30-35’inde DR3 veya DR4 varlig1 saptanmakta, ancak bu antijenik yapiya
sahip olanlarin %20-30’unda DM gelismektedir. HLA-DR3 ve HLA-DR4 antijenlerinin birlikte
pozitif oldugu kisilerde, hastalik daha agir klinik seyir gostermektedir (17,28,29). HLA-DQ B
zincirinin 57. posizyonundaki aspartik asitin homozigot yoklugu (non Asp/non Asp), Tip | DM
gelisimi igin rolatif riski yaklasik 100 kat arttirir. Heterozigot yoklugu ise(non Asp/Asp),
homozigotlara gére daha az olmakla birlikte DM gelisme riskini artirmaktadir. Diabetes Mellitus
gelisimi agisindan en riskli lokuslar:DQA1*0301/DQB1*0302, DR4, DQA1*0501/DQB1*0201
ve DR3 olarak belirlenmistir. Ayrica, arastirmalar Tip 1 DM i¢in hayat boyu riskin, monozigot
ikizlerde %70 dizigot ikizlerde ise %10-15 oldugunu gostermistir (30).

Otoimmiinite: Beta hiicrelerine yonelik otoimmiin saldir1 siireci,  hiicrelerinin kendi
antijenleri, antijen tanima siiresi veya T ve B hiicreleri arasindaki etkilesimle ilgili

goriilmektedir. Antikorlarla olusan [ hiicre hasari, ii¢ farkli etki mekanizmasi ile olusur.

Ik mekanizmada; antikorlar, B hiicre yiizeyindeki antijenlerle birlesip, antikora bagl
sitotoksisite olusturur. Ikinci mekanizmada ise; Dogal Katil (Natural Killer — NK) hiicreler,
antikorun Fc reseptoriine tutunarak  hiicre hasarini baglatir. Son mekanizmada ise; komplemanin
klasik yoldan aktivasyonu, B hiicre yikimi olusturmakta ya da kompleman, dolagimdaki solubl

antikorlarla immiin kompleksler olusturarak otoimmiin olaylar baglatmaktadir (Tablo 2).



Tablo-2: Otoimmiin Olayin Baglamasinda Rol Oynayan Mekanizmalar

Antijen

e Daha 6nce uzaklastirllmis kendi antijenlerine maruz kalma
e Kendi antijenlerinde gelisen degisiklikler
e Molekiiler benzerlik

Antijen Sunumu

e Kilas-1 veya Klas-II antijen ekspresyonunda artis
e Antijenin MHC’ye baglanmasinda degisiklikler
e Antijen sunucu hiicrelere aitanormallikler

Regiilasyon

e Siipresor/Helper T hiicre oranindaki degisiklikler
e Siipresor antijenlere bagli genel aktivasyon

Olusan hiicre hasarina bagli, adacik hiicreleri insiilin salgilayamaz, mutlak insiilin
eksikligi gelisir, C-peptid oranlar1 ¢ok diiser. Saglam f hiicre oraninin %20’ye diismesi ile klinik

donem baslar. Ekzojen insiilin gereksinimi ortaya ¢ikar.

Antijen ile Tlgili Degisiklikler: Otoimmiin olaylarla ilgili bir mekanizma; kisinin kendi
antijenleri ile ayni antijenik bdliimleri tagiyan yabanci antijenin, molekiiler benzerlik nedeniyle

olay1 baglatmasidir (Tablo 3).

Tablo-3: Yabanci Antijen ile Pankreatik Antijenlerin Benzerligine Ornekler

Pankreatik Antijen Yabanci Antijen
ICA 69 Koksaki viriisii PC-2 proteini
GAD S1gir serum albumininin proteini
38 K CMV




Antijen Sunumundaki Degisiklikler: Immiin sisteme antijenin normalden farkl: sekilde
sunulmasi, otoimmiin olay1 baslatabilir. T hiicrelerinin antijeni tanimasi i¢in, antijen sunan
hiicrelerin yiizeyindeki MHC molekiillerine ihtiyag¢ vardir. Bu nedenle MHC ekspresyonundaki
anormallikler, MHC antijeninin baglanmasi, sitokin olusumu ve antijen sunan hiicrelerdeki

anormallikler, otoimmiin olay1 baslatir.

Immiin Sistemin Regiilasyonundaki Bozukluklar: Calismalarda; Tip 1 DM’li
bireylerde T hiicre sayis1 veya regililasyonundaki degisiklikler ile hastaligin iligkisi {izerinde
durulmaktadir. Hastaligin belirgin olmadig: riskli bireylerde, CD4, CD8, T hiicre oraninin
azaldig1 gosterilmistir. Bu bulgular sekonder degisiklikler olabilir, ayrica slipresyonun ortadan

kalkmasinin da olay1 baglatabilecegi diistiniilmektedir (23,24,31-33).

Otoimmiin Etki Mekanizmalari: Otoimmiin olayin baslamasiyla hiimoral ve hiicresel
immiin sistemin komponentleri rol alir. DM’li hastalar ve DM gelisme riski tastyan yakinlarinda
saptanan pankreas dokusuna karsi otoantikorlar, adacik antijenlerine baglanarak doku yikimini
baglatir. Adacik hiicre antikorlar1 (Islet Cell Antibodies - ICA), normal kisilerin %0.2-4’inde
pozititken, DM’li hastalarin DM olmayan yakinlarinda %3-5, yeni tan1 alan hastalarda %80-90
oraninda pozitif bulunmustur. Tani sirasinda B hiicresinin kaybina bagli ICA, serumda azalmaya
baslar. Hastanin yas1 kiigiildiikce ve antikor titresi yiikseldik¢e risk artmaktadir. Bu antikorlar,
preklinik donemde tanida yardimer olabilir. Az bir kisim hastada, hiicre yikimi tamamlandiktan

sonra da antikor titresinin yliksekligi devam etmektedir (33,34).

Klinik seyir ile iliskili diger antikorlar; Insiilin Otoantikorlar1 (Insulin Autoantibodies-
IAA), Adacik Antijen—2 Otoantikorlar1 (Islet Antigen — 2 Autoantibodies -1A-2) ve Anti
Glutamik Asit Dekarboksilaz (GAD) antikorlart olup, B hiicresindeki otoimmiin yikimin
gostergesidirler (35).

Insiiline kars1 antikor gelisimini tayin etmek ve klinik dénem 6ncesinde tip I DM tanisi
koymak i¢in kullanilan TAA, yeni tan1 alan hastalarda %30-40 oraninda pozitiftir. DM igin
duyarlhilik ve 6zgiilliik acisindan en onemli gosterge; ICA ve IAA’nin ikisinin birden pozitif

olmasidir ve hizli klinik gidis ile iliskilidir (36).

Glutamik asit dekarboksilaz, beyinde inhibitdr transmitter ve pankreas adaciklarinda
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parakrin sinyal ileticisi olan gamma aminobiitirik asidi (GABA) sentez eden ndronal bir

enzimdir. Pankreas adaciklari, embriyogenez sirasinda néronal krest’ten kaynaklanir.

Klinikte GAD, ozellikle tip I DM’nin takibinde, hastanin aile bireylerinde preklinik
donemin belirlenebilmesi i¢in yapilan arastirmalarda, tip I diyabete uygulanan immiinoterapinin

izlenmesinde ve etkinliginin belirlenmesinde kullanilmaktadir (36-39).

Adacik Antijen — 2 otoantikorlari, protein tirozin fosfataz benzeri molekiillere karsi
ozellikle noroendokrin kdkenli (pankreas adacik, beyin) hiicrelerde yapilir. Adacik Antijen — 2
antikoru, yeni tani almis tip I DM hastalarinin yaklasik %60-80’inde ve normal bireylerin
%?2’inde pozitif bulunur. Adacik Antijen—2 otoantikorlarinin pozitifligi, hastaliktan yillar sonra

da saptanabilir (37).

Bu oOnemli antikorlarin disinda, DM hastalarinin serumlarinda baska antikorlar da
saptanmistir. Bunlar karboksipeptidaz, adacik hiicresi, insiilin sekratuvar graniil, beta hiicresi
glukoz tasiyici (Glucose Transporter — GLUT) protein ve adacik hiicrelerindeki sulfatidlere karsi
bulunan antikorlardir(37-40).

Cevresel Faktorler: Genetik olarak tip I DM’ye yatkin pek ¢ok bireyde hastalik
gelismeyebilir. Genetik olarak yatkin bir bireyde, beslenme aliskanliklari ve diyet igerikleri,
kimyasal maddeler ve toksik ajanlar, emosyonel ve fiziksel stres, infeksiydz nedenler gibi
cevresel faktorlerin etkisiyle otoimmiin siire¢ baglamakta, buna bagl olarak insiilin eksikligi ile

giden tip I DM gelismektedir (41-42).

Infeksiyoz Ajanlar: Tip I DM etyolojisinde infeksiyoz ajanlarin iki mekanizma ile rol
oynadigi diisiiniilmektedir. Bunlardan birincisi, viriislerin, direkt olarak sitotoksik etkileri ile
hiicre harabiyetine neden olup, mutlak insiilin eksikligini ortaya ¢ikarmasi; digeri ise ajanlarin,
uzun yillar icerisinde otoimmiiniteyi tetikleyip, otoimmiin saldiriyr baslatmak suretiyle yaptigi
hasardir. Infeksiydz ajanlar icinde rubella, sugicegi, koksaki, kabakulak, Ebstein Barr viriis
(EBV) ve sitomegaloviriis (Cytomegalovirus — CMV) gibi viriisler 6nemli oranda rol oynar (43).
Kabakulak viriisii, as1 sonras1 ya da infeksiyon sirasinda pankreasta B hiicre hasarina neden
olabilecek antikorlar gelistirebilmektedir. Koksaki B3 ve B4 wviriisleri insanlar igin
diyabetojeniktir, direkt sitotoksik etkiyle pankreas [ hiicrelerini hedef alip hasar verebilir.
Koksaki B4 viral antijeni olan P2-C, duyarli bireylerde, B hiicre antijeni glutamik asit

dekarboksilaz ile capraz reaksiyon vererek otoimmiiniteyi de uyarmaktadir. Ayrica koksaki
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viriisleri, B hiicrelerinde interferon-o yapimini uyararak aktivasyonu baglatabilirler. CMV

infeksiyonu sonrasi 6len kisilerde yapilan otopsilerde insiilitis saptanmustir (31,39,44-47).

Beslenme Ozellikleri: Genetik yatkinlig1 olan ¢ocuklarda pankreas B hiicre harabiyetine
yol agan cevresel etkilere kars1 anne siitiiniin koruyucu oldugu diisiiniilmektedir. Inek siitii ile
erken beslenen bebeklerde adezyon molekiilleri daha yiiksek saptanmis olup, buna bagli olarak
tip I DM gelisme riskinin artabilecegi ileri siiriilmektedir (26,30,31). Siit ¢ocuklugu déneminde
verilen D vitamini desteginin DM riskini azaltacagi belirtilmistir (48-50). Diyette C ve E
vitaminleri gibi antioksidan maddelerin eksikligi sonucu olusan serbest radikaller, adacik
hiicrelerini tahrip etmekte ve DM gelisimine zemin hazirlamaktadir. Tiitsiilenmis et gibi
nitrozaminden zengin besinlerin sik tiiketilmesinin, i¢gme sularinda bulunan yiiksek nitrat
iceriginin ve ¢inkodan fakir beslenmenin Tip 1 DM ile iliskisi ile ilgili ¢alismalar yapilmaktadir.
Eser elementlerin eksikligi ise glukoz toleransinda bozulmaya ve DM komplikasyonlarinin

gelismesine yol agmaktadir (51).

Toksik ve Kimyasal Ajanlar: Aloksan, pentamidin, streptozotosin, fare zehiri (vacor),
klorozotosin, siproheptadin, siklosporin gibi kimyasal ajanlarin DNA pargalanmasi ve oksidatif
hasara yol agarak [ hiicrelerinde hasar olusturup DM gelisimine neden oldugu bilinmektedir (52-

55).

Emosyonel ve Fiziksel Stresler: Yasanan stres, immiinolojik sistemde degisiklige yol
acarak steroid salgilanmasina yol agarak insiilin ihtiyacin1 artirmakta ve DM’ nin belirgin hale

gelmesine neden olmaktadir (21,24,26).

2.1.8. Patofizyoloji

Tip I DM’de olusan metabolik degisiklikler, temelde insiilin eksikligi veya yokluguna
baghdir. Insiilin, hiicresel glukoz alimini, glikolizi, glikojen sentezini, protein sentezini ve
lipogenezi artirir. Epinefrin, kas ve yag dokusunda glukozun hiicre i¢ine girisini inhibe eder
glikojenolizi, glukoneogenezi uyarir. Lipolizi artirir. Glukagon, karacigerde glikojenolizi,
glukoneogenezi ve ketogenezi uyarir. Kortizol, glukoneogenezi uyarir, kas dokusunda glukoz
kullanimin azaltir, proteolizisi stimiile eder. Biiyiime hormonu, lipolizi uyarir ve kas dokusunda
glukoz kullanimini azaltir, aminoasitlerin kullanimini saglar, protein sentezinde insiiline benzer

etki gosterir. Insiilin eksikliginde bu etki bozulur. Insiilin karsiti hormonlarin aktivasyonlarinin
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artmasi, metabolik degisikliklerin ortaya ¢ikmasi ve agirlasmasina sebep olur.

Tip I DM’de as1l defektin insiilin yetmezligi olmasina ragmen, insiilin karsit1 hormonlarin
plazma diizeylerinin artmasinin ardindan hipergliseminin hakim oldugu metabolik bozulmalar
hiperozmolariteye ve ozmotik diiireze yol acar. Sivi kaybi ile birlikte elektrolit imbalansi ve
asidoz olusur. Gelisen hipovolemi ile birlikte glomeriiler filtrasyon hizinin diismesi, glukoz ve
elektrolit ekskresyonun azalmasina; bu da, organizmanin glukoz yiikiiniin artmasina sebep
olarak, hiperozmolariteye ve hiicresel dehidratasyonun artmasina yol agar. Basta hiperozmolarite
olmak iizere hiicresel dehidratasyon ve asidozdan santral sinir sistemi etkilenir. Biling

degisiklikleri ve koma goriilebilir (41,57).

Yag metabolizmasinda olusan katabolik siire¢ sonucu lipoliz hizlanir, dolasimdaki total
lipid, kolesterol, serbest yag asitleri artar. Dolasimdaki yag asitleri; glukagon/insiilin oraninin
artmasiyla baslatilan metabolik olaylarla karacigerde mitokondri igine tasinarak keton
cisimlerine doniisiir ve ketoasidoz tablosunun olusmasina yol acar. Keton cisimlerinin
(asetoasetik asit ve betahidroksibiitirik asit) liretiminin artmasi, periferik kullaniminin azalmasi
ve hipovolemi sonucunda, keton cisimlerinin bobrekler yoluyla ekskresyonu azalir, keton artisi

goriiliir.

Sistemik asidozun primer sorumlusu; ozmotik dilirezle elektrolit kaybina ek olarak
asetoasetik asit ve betahidroksibiitirik asit gibi keton cisimlerinin fazla tiretilmesidir. Diyabetik
ketoasidozda (DKA), sistemik asidoza katkist olan diger faktor laktik asidin fazla sentezidir.
Diyabetik ketoasidozda hipovolemi ve 2,3 difosfogliserat diizeyinin diisiik olmasi, doku
perflizyon ve oksijenasyonunu bozar, laktik asidin birikimine ve bobrek fonksiyonunun

bozulmasina yol agar. Asidoz, dolasim bozukluguna yol agar ve miyokarda zarar verir.

Metabolik asidozda hiicre disina ¢ikan potasyum keton cisimleriyle birlikte idrar yoluyla
kaybedilir. Hipopotasemiye bagli mide dilatasyonu ve ileus gelisir. Zaman ilerledik¢e olusan
hipovolemiyle birlikte bobrek perflizyonu bozulur. Potasyum idrarla atilamayarak kanda

yiikselir. Ancak viicut total potasyum diizeyi diistiktiir(21,22,32,35).
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2.1.9. Tip 1 Diabetes Mellitus’ta Klinik Belirti ve Bulgular

Klasik DM 0ykiisii; politiri, polidipsi, polifaji veya istahsizlik ve agirlik kaybidir.

Semptomlarin siiresi degisken olmakla birlikte genelde bir aydan kisadir. Daha once tuvalet

terbiyesi kazanmis g¢ocugun gece isemesi ilk bulgu olabilir. Sik goriilen erken bulgular

yorgunluk, halsizlik, huzursuzluk, uykuya meyil, ekstremite kramplari, karin agrisi, kilo kayb1

Ve

spontan hipoglisemilerdir. Baslangigta klinik hafif olup ve aile tarafindan fark edilemeyebilir.

Hastalarin %25°1 kadar1 ise diyabetik ketoasidoz (DKA) tablosunda bagvururlar.Ketoasidoz

belirtileri bulanti, kusma, karin agrisi, halsizlik, bas agrisi, irritabilite, uyuklama, poliliri,

polidipsi ve noktiirinin fazlalagmasi yaninda dehidratasyon, asidoz, uyku hali, suur bulanikligi

komadir. Ileri donemde nefeste aseton kokusu, “kussmaul” solunumu olusur. Hiperosmolaritenin

veE

derecesine bagl olarak beyin ddemi ve koma gelisebilir. Laboratuvar bulgusu olarak glukoziiri,

ketoniiri, hiperglisemi, ketonemi ve metabolik asidoz goriiliir. Lokositoz siklikla goriliir.

Nonspesifik serum amilazi yiikselirken, lipaz genelde degismez (20, 21, 57-58).

2.1.10. Tam

Tip 1 diyabet bir¢ok farkli diyabet tipinden sadece bir tanesidir. ilk asama, diyabet tanis

koymaktir. Tkinci asama ise hastanin klinik bulgularma ve laboratuvar sonuglarina bagh olarak

T1DM’yi diger diyabet sebeplerinden ayirmaktir. (Tablo-4’de) yer alan kriterlerden en az bir

tanesinin varlig1 diyabet tanisi koydurur (American Diabetes Association, 2011)

Tablo-4: Diabetes Mellitusta Tan1 Kriterleri

Diyabet semptomlarina ek olarak rastgele bakilan plazma glukoz konsantrasyonunun >11,1
mmol/L (200 mg/dl)* olmasi.

Veya

Aclik plazma glukozu >7,0mmol/L (126mg/dl)**.(Aclik, son 8 saat icerisinde higbir gida
aliminin olmamasidir.

Veya

Oral glukoz tolerans testinde yliklemeden 2 saat sonra glukoz konsantrasyonunun >11,1
mmol/L (200 mg/dl)* olmasi.(Bu test WHO tarafindan tanimlanan kriterler gére yapilmalidir.
Suda erimis olan, 75 gram veya maksimum 75 gram olmak {izere viicut agirligina gore
1,75g/kg kuru glukoz igerikli glukoz yiiklemesi yapilmalidir.)

* Karsilik deger vendz tam kan i¢in >10 mmol/L, kapiller tam kan i¢in >11,1 mmol/L’dir.
** Karsilik deger hem vendz hemde kapiller tam kan i¢in > 6,3 mmol/L’dir.
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2.1.11. Glukozillenmis Hemoglobin (HbA1c)

HbAlc enzimatik olmayan glikolizasyon yoluyla hemoglobin A’ya bagh glukoz
yiizdesinin Sl¢iimiidiir. Bir onceki 6l¢iimden sonraki 10-12 haftalik periyod boyunca ortalama
kan sekeri seviyesini gosterir. Gosterilmis hiperglisemi ile birlikte HbAlc nin %6,5%in iizerinde
olmasi erigkinlerde diyabet tani kriterleri arasinda yer alir(American Diabetes Association,
2011). Yiizde 6,5%in iizerindeki HbAlc degerleri diyabet i¢in tanisal iken 6,5’in altindaki
degerler diyabet tanisim1 ekarte ettirmez. Glikolizlenmis hemoglobinin ¢ocuklardaki tanisal
kullanimi ise erigkinlere gore daha az giivenilirdir(61). Almanya’dan yapilmis olan bir ¢alismada
yeni tant almig semptomatik Tip 1 DM’li ¢cocuklarin glikolize HbAlc degeri >6,35 iken gecici
hiperglisemisi olan ¢ocuklarin HbAlc degerleri %4,5 ila 6,1 arasinda bulunmustur (Ehehalt ve

digerleri, 2010).

HbA1c¢’nin 6l¢iimiindeki hassasiyet ¢ok onemlidir. Cilinkii HbA1c’deki % 1° lik yiikselme
ortalama kan sekeri diizeyinde %25-35 mg/dl’ ye karsilik gelir (59,60). ISPAD 2011, diyabet
tedavisinde HbA ¢ i¢in hedef diizeyi <%7.5 mg/dl 6nermektedir (Tablo 5). (Tablo 6).

Tablo-5: Yasa Gore Hedeflenen HbA1C Degerleri

Yas HbAlc (%)

<6 <8,5
6-12 <8,0
13-18 <755
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Tablo-6: HbAlc degerlerine gore metabolik kontrol siniflandirilmasi

Metabolik kontrol siniflandirilmasi HbA1c degerleri
Iyi metabolik kontrol (optimal) % 6,5-%7,5
Orta metabolik kontrol (suboptimal) %7,5-%9,0
Kotii metabolik kontrol (non-optimal) %9,0

2.1.12.Diyabet kontroliinde kullanilan diger laboratuvar testleri

Fruktozamin: Son iki-ii¢ haftalik ortalama kan glukoz diizeylerini yansitir. Fruktozamin,
glikozillenmis plazma protein diizeylerini gosterdiginden, serum protein konsantrasyonlarindaki
degisikliklerden kolayca etkilenir. 3 gr/dL’den diisiik albiimin degerlerinde fruktozamine
bakilmamalidir. Tedavide yapilan bir degisikligin, glisemik kontrol iizerine etkisinin daha kisa
sirede gozlenmesi acisindan 6nemlidir. Hemoglobinopatiler gibi (Hb S ve Hb C gibi) eritrosit
omriiniin azaldigr durumlarda ve HbAlc dl¢limlerinin dogru yapilamadigi hemolitik anemi gibi

olgularda fruktozamin diizeylerine bakilmasi 6nerilmektedir.(62)

C-peptid: Proinsiilinin, insiiline donlisiimii sirasinda agiga ¢ikar. Biyolojik olarak aktif
degildir. Portal dolasima insiilin ile esit miktarlarda salgilanmakla beraber yar1 dmriiniin daha
uzun olmas1 nedeniyle aglik C-peptid diizeyleri insiiline gore 5-10 kat daha fazladir.8 saatlik bir

aclik sonrasi dl¢iiliir. Endojen insiilin diizeylerini yansitir.

Diistik C-peptid diizeyi Tip 1 DM igin karakteristiktir. Tip 2 DM’de C-peptid diizeyleri
yiiksektir. Insiilin tedavisi goren diyabetik hastalarda viicut insiilin deposunun gostergesidir.
Dolagimda bulunan insiilin antikorlarinin varlig1 nedeniyle insiilinin 6l¢iilemedigi durumlarda

ya da insiilin tedavisi goren hastalarda C-peptid diizeylerine bakilabilir(62).
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2.1.13.Tedavi

Cocuklarda goriilen diyabetin ¢ogu Tip 1 DM’dir. Tedavinin bes ana ilkesi: insiilin tipi ve
dozu, diyet, egzersiz, stres yonetimi, kan sekeri ve keton izlemidir. Etkili metabolik kontrol i¢in
bu ilkelerin tiimii birlikte uygulanmalidir. Insiilinin ii¢ dnemli islevi vardir: glukozun hiicre i¢ine
gecmesini saglar, 6zellikle karacigerde glukozun fizyolojik iiretimini azaltir ve keton tiretimini
durdurur. Yeni tani diyabette, daha fazla asidemi ve keton iiretimi, daha fazla insiilin gerektirir.
Agir ketonemi var, vendz pH diisiik (<7.30) ve hasta dehidrate ise intravendz insiilin ve sivi
tedavisi verilmelidir. Cocuk yeterince hidrate ve kan pH’si normal ise direk subkiitan insiilin
tedavisine baglanabilir. Tip 1 diyabetin uzun siireli kontroliinde, yemek disinda karacigerin
irettigi glukoz icin bazal insiilin, yemeklerle birlikte bolus insiilin tedavisi gereklidir. Hasta ve
aile karbohidrat sayimini 6grendiginde, bazal insiilin yaninda, her yemekle birlikte kan sekeri ve
yemek igerigine gore bolus insiilin yapilmalidir. Bir¢ok aile, zamanla evde kan sekeri
Olgtimlerine dayali olarak insiilin dozlarindaki ayarlamalar1 kendileri yapabilirler. Bu
ayarlamalarda insiilinin baslangig, pik ve toplam aktivitesini anlamak esastir. Kan sekeri
hedefleri kiigiik ¢ocuklarda siklikla 70-180 mg/dL (3.9-10 mmol/L) ve genglerde 70-150
mg/dL’dir (3.9-8.3 mmol/L). Insiilinlerden doz ayarlamasi, ailelerin daha bilgili hale gelmesini

takiben karbonhidrat sayimina dayal1 yapilabilir (63).

Amerika Birlesik Devletleri (ABD)’nde wuygulanan Diyabet Kontrolii ve
Komplikasyonlar1 Calismasi (Diabetes Control and Complications Trial-DCCT), bir yemek
planma baglhilik, atistirma gidalardan kaginma, hipoglisemiye sebep olacak yogun tedaviden
kaginma ve yiiksek kan sekeri diizeylerinin hizli tedavisinin daha iyi bir glukoz kontrolii ve daha
disiik HbAlc diizeyine katkida bulundugunu bildirmistir. DCCT programi, alinan karbonhidrat
miktaria ve ongoriilen egzersiz miktarina gore; her enjeksiyonda verilecek hizli etkili insulin ya
da regiiler insiilin dozunun ayarlanmasin1 ve karbonhidrat sayimina dayali diyet planini uygun
bulmaktadir. Insiilin pompasi ile uygulanan siirekli subkiitan insiilin tedavisi, 6zellikle siki kan
sekeri takibi yapabilecek ve karbonhidrat sayimi yapmaya uyum gosterebilecek olgunluktaki
genclerde daha sik kullanilmaktadir. Yiyeceklerin karbonhidrat igerigine bagli olan insiilinin
bolus dozlari, yenilen yemek oncesi hasta ya da yardimer bir yetiskin tarafindan, bazal insiilin

dozlar1 da hekim tarafindan diizenlenir. Bu tedavinin, kan sekeri kontroliiniin diizenlenmesine ve
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diyabet sonucu olusabilen bdbrek, kalp-damar ile retina komplikasyonlart ve norolojik

komplikasyon riskinin azaltilmasina katkisi oldugu gosterilmistir (64-65).

2.1.14. Tip I Diabetes Mellitus’un Komplikasyonlari

Cocukluk c¢aginda goriilen komplikasyonlar, iyi bir izlem ile 6nlenebilen metabolik
bozukluklardan olusur. Mikrovaskiiler komplikasyonlar, tanidan yaklasik 10-20 yil sonra ortaya
cikar. Kronik komplikasyonlar; anjiopati esasina dayanir. Hastalarin gelisme geriligi, gecikmis
seksiiel maturasyon, eklem mobilitesinde kisitlilik, psikolojik bozukluklar gibi komplikasyonlar
yoniinden de aralikli izlenmesi gereklidir. Diabetes Mellitus seyrinde gelisen komplikasyonlar,
ortaya ¢ikis zamanlar1 esas alinarak akut, subakut, ve kronik komplikasyonlar olarak {i¢ gruba

ayrilabilir (Tablo 7).

Tablo-7: Tip I DM Komplikasyonlari

Akut Komplikasyonlar

Diyabetik Ketoasidoz
Beyin Odemi
Hipoglisemi

Insiilin alerjisi
Enfeksiyonlara egilim

Serebral tromboz

Subakut Komplikasyonlar

Lipodistrofi
Biiytime Geriligi
Hiperlipidemi
Pubertal bozukluk
Osteopenti,

Emosyonel bozukluk

Kronik Komplikasyonlar

1.Mikrovaskiiler Komp.

- Retinopati
- Nefropati
- Noropati

2. Makrovaskiiler komp.

SSS néropatisi

2.1.14.1 Tip 1 diabetes mellitus’un akut komplikasyonlari

2.1.14.1.1. Diyabetik ketoasidoz (DKA)

Diyabetik ketoasidoz, diyabetik cocuklarin hastaneye yatisinin en sik nedeni olup,
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cocukluk caginda DM’ye bagh oliimlerin de baslica nedenidir. Yapilan ¢alismalarda bir yilda
DKA nedeniyle hastaneye yatis sikligt %8.6 bulunurken O6liim orami %1-2 diizeyinde
bulunmustur (65).

DKA tanisi, klasik semptom ve bulgularin yaninda bir takim biyokimyasal kriterlere
dayanarak konulur.

1) Venoz tam kan glukozu 300 mg/dl’yi asar.
2) Ketonemi ve ketoniiri goriiliir.

3) Kan pH’s1 7.30’un altinda, bikarbonat 15 mEq/L’nin altinda, baz a¢i1g1 -7 nin istiinde
ve PCO2 30 mm/Hg’nin altindadir (66).

Diyabetik ketoasidozun, hipoglisemi, iiremi, metabolik asidozla giden gasrotroenterit,
laktik asidoz, salisilat intoksikasyonu, ensefalit ve diger intrakraniyal olaylar gibi asidoz ve
koma yapan diger nedenlerle ayirici tanist yapilmalidir. DKA ¢ogunlukla travma, infeksiyon,
kusma ve psikolojik bozukluklar gibi akut bir stres sonrasinda, insiilin yetmezliginin yaninda
karsit diizenleyici hormonlarin aktivasyonu sonucu ortaya ¢ikan agir dekompanse katabolik bir

siirectir.

Insiilin eksikligi sonucu kas ve yag hiicrelerine glukoz girisinin bozulmasma baglh
glukozun periferal kullanimi azalir. Hiperglisemi geligir. Bu durumda hiicrelere yakit temini i¢in
stres hormonlarinin etkisiyle glukojenoliz ve glikoneogenez uyarilir. Sonugta karacigerden kana
glukoz mobilize edilir. Ancak bu da hiicrelere giremeyeceginden sadece hipergliseminin artmasi

saglanmis olur.

Lipolizin uyarilmas1 sonucu yag asidi ve gliserol iretimi %300’lere kadar artar.
Normalde lipoliz sonucu agiga ¢ikan yag asitleri gliserol-3-fosfat ile reesterifiye edilerek
yeniden triagil gliserole doniisiir. Gliserol-3-fosfat glukozdan sentezlenen bir substrattir.
Diabetes Mellitus’ta glukozun hiicre i¢ine girememesi sonucu gliserol-3-fosfat sentezi yetersiz
oldugundan serbest yag asitleri artar. Bunlarin fazlasi karacigere taginarak oksidasyona ugratilir
ve asetil Co-A’ya doniistiiriiliir. Olusan asetil CoA’larda mitokondrilerde kullanilmak iizere
birleserek, asetoasetat, beta hidroksibiitirat ve aseton gibi keton cisimlerini olustururlar. Sonugta
keton cisimcikleriyle birlikte olusan asidoza laktik asidozun da katkisiyla hastada dekompanse

derin metabolik asidoz olusabilir.
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Klinikte aseton kokusu ve hiperventilasyon karsimiza ¢ikar. Hiperglisemi, osmotik
dilirez, poliiiri ve dehidratasyona, kusmayla birlikte elektrolit kaybina yol agabilir. Biling

bozukluklar1 ve komaya kadar giden agir klinik tablolar olusturabilir (65).

2.1.14.1 2. Beyin 6demi

Semptomatik beyin 6demi DKA tedavisinin komplikasyonu olarak kabul edilir. Siklig
%0.7-1 civarinda olup, etyolojisi tam olarak bilinmemektedir. Beyinde idiojenik ozmollerin
artig1 ile kan beyin arasindaki ozmotik dengenin bozulmasi sorumlu tutulmaktadir. Bu nedenle
DKA’nin hiperozmolar, hiponatremik bir dehidratasyon oldugu ger¢egine dayanarak
osmolaritenin ani diisiiriilmemesi, sivi-elektrolit tedavisinde hipotonik sivi verilmemesi ve

stvinin uzun siirede verilmesi, kan sekerinin yavas diistiriilmesi onerilir (68,69).

2.1.14.1.3. Serebral tromboz

Agir dehidratasyon ve asidoza bagli perflizyon bozuklugu, hemokonsantrasyon ve

koagulasyon bozukluklar1 beyinde tromboz ve hemorajik infarktlara neden olabilir (57).

2.1.14.1.4. Hipoglisemi

Diabetes Mellitus’un en sik goriilen akut komplikasyonu olan hipoglisemi, norolojik
fonksiyon bozukluklarinin (ndroglikopeni) ortaya c¢iktigi kan sekeri diizeyidir. Hafif
hipoglisemilerde carpinti, terleme, aclik ve halsizlik hissi gibi adrenerjik semptomlar, agir
hipolisemilerde ise bunlara ek olarak bas donmesi, konfiizyon, konviilsiyon, koma gibi ndrolojik
bulgular goriiliir. Agir egzersiz, yetersiz kalori alimi ya da fazla insiilin alimi hipoglisemi
sebeplerindendir. Noroglikopeni otonomik aktivasyondan once gelisebildiginden hipoglisemi
fark edilmeyebilir. Kotii kontrol, yiiksek kan sekeri diizeyi, gecirilmis hipoglisemi Oykiisii ve

uyku ile otonomik aktivasyon esigi diisebilir.

Diabetes Mellitus’lu hastalarda, plazma glukozu saglikli kisiler igin belirtilen
hipoglisemi sinirlarina inmeden (<60 mg/dl) belirti verebilir. Metabolik kontroliin iyi olmasi,

beyin glukoz aliminda artisa, stres hormonlar1 yanitinin azalmasina ve belirtisiz hipoglisemilere
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neden olabilir. Bu yiizden 1iyi kontrollii hastalarda da oOzellikle gece asemptomatik

hipoglisemilere dikkat edilmelidir (70-72).

Hastalarda hafif hipoglisemi gegici bas donmesi ya da biling bulanikligindan periferik
sinirlerde uyar1 belirtilerine hatta gegici hemiplejiye kadar degisen tipik geri doniigimli
norolojik disfonksiyona neden olabilirken, konviilziyona neden olan ciddi uzamis hipoglisemi
ozellikle kii¢iik ¢cocuklarda kalic1 santral sinir sistemi bozukluguna yol agabilir. Erken baglangicl
Tip 1 DM tanis1 almis olan ¢ocuklarda agir hipogliseminin kognitif fonksiyonlarina etkilerini
degerlendiren Strudwick ve arkadagslari, entelektiiel, spesifik hafiza giicliikleri agisindan kontrol
grubu ile aralarinda belirgin bir fark bulamamislardir(71-73).Dahlquist ve arkadaslar1 ise
Isvigre’de 1977-2000 yillar1 arasinda Tip 1 DM tams1 alan cocuklar ve Diyabetik olmayan
cocuklarin notlarini karsilastiran ¢alismalarinda 2 yasindan 6nce tani alan diyabetik ¢ocuklarin
not ortalamasinin digerlerine gore belirgin olarak diisiik oldugunu saptamislardir. Diizensiz diyet
aliskanligy, fiziksel aktivitede degisiklik, insiilin dozunda hatalar ve emiliminde degisiklikler gibi
rutinin diizensizlesmesi, 6 yasindan kii¢iik olmasi, HbAlc diisiikliigii, endojen insiilinin tam
eksikligi, onceden gecirilmis hipoglisemi ataklari, hipogliseminin farkinda olmama, glukagon ve

katekolamin ile ilgili bozukluklar, addlesanin alkol almasi hipoglisemiye neden olabilir (74-75).
2.1.14.1.5. infeksiyona egilim

Kronik hiperglisemi sonucunda hastalarin immiin sistemi baskilanmakta ve

infeksiyonlara egilimleri artmaktadir. infeksiyon sirasinda insiilin ihtiyac1 artmaktadir.
2.1.14.1.6. Insiilin alerjisi

Insiilinlerin iginde bulunan yabanci maddelere, amino asit yapilarinmn farkli olmasima ve

insiilin igerigindeki protamin, ¢inko gibi maddelere bagli gelisen immunolojik bir reaksiyondur.

2.1.14.2. Tip I diabetes mellitus hastalarinda subakut komplikasyonlar

2.1.14.2.1. Lipodistrofi

Insiilin enjeksiyon sahalarinda 6nce lipohipertrofi, daha sonra lipoatrofi seklinde kendini

gosteren, lokal immiinolojik bir reaksiyondur. Onlemenin yolu alerjen o6zellikli insiilin
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kullaninmindan kaginmanin yaninda insiilini bolgelere doniisiimlii olarak yapmaktir (77).
2.1.14.2.2. Biiyiime geriligi

Insiilinle biiyiime homonunun biiyiimede sinerjistik etkisi ve biiyiime hormonunun bir¢ok
basamakta etkisinin insiiline bagimli olmasi nedeniyle tip I DM’nin biiyiime ve puberteyi hafif

derecede olumsuz etkiledigi diisiiniilmektedir (67).

2.1.14.2.3. Pubertal gelisim ve menstruasyon bozuklugu

Puberteden 6nce tip I DM gelisen c¢ocuklarda metabolik kontrol ¢ok kotii olmadigi
slirece, puberteye giris ve pubertal gelisim olumsuz etkilenmemektedir. Puberteden sonra DM
gelisen ve metabolik kontrolii iyi olmayan kizlarda ise sekonder amenore goriilebilmektedir

(40,41).

2.1.14.2.4. Hiperlipidemi

Insiilin eksikligi sonucu lipoliz ve plazmada serbest yag asitleri artar. Lipoprotein lipaz
enziminin aktivitesinin azalmasi sonucu c¢ok diisiik dansiteli lipoprotein (Very Low Density
Lipoprotein - VLDL) ve silomikronlarin plazmadan temizlenmesi zorlagir. Ko6tii metabolik
kontrollii hastalarda plazma diisiik dansiteli lipoprotein (Low Density Lipoprotein - LDL) diizey1
artmakta, yliksek dansiteli lipoprotein (High Density Lipoprotein - HDL) diizeyi azalmaktadir.

Lipid metabolizmas1 bozukluklarinin mikro ve makrovaskiiler komplikasyonlarda rol
alabilecegi distiniilmektedir (40,46). Diyabetik kisilerde iyi metabolik kontrol, kan basinci
kontrolii, diizenli egzersiz ve dislipidemi tedavisi ile makrovaskiiler hastalik gelisimi 6nlenebilir
(77).

2.1.14.3. Tip 1 diabetes mellitus’un kronik komplikasyonlar1

Tip I diyabetin kronik komplikasyonlari, anjiopati temeline dayanir. Bu komplikasyonlar,
adolesan donemde artmaktadir.
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2.1.14.3.1. Diyabetik nefropati

Cocukluk doneminde diabetes mellitus tanisi alan hastalarin 9%50’sinde diyabetik
nefropati gelismektedir. Diyabetik nefropati gelisiminde HLA-DR4 bdlgesi i¢in tanimlanan

major gen etkisinin predispozan rol oynadigi diisiiniilmektedir (78,79).

Klinikte tip | DM hastalarindaki ilk renal fonksiyonel degisiklikler glomeruler filtrasyon
hizindaki (Glomerular Filtration Rate — GFR) artig ve lriner albumin atilimindaki artigtir.
Tip I DM baslangicindan 5-10 yil sonra bazi hastalarda iiriner albumin atilim hizinda (AAH)
artis olup mikroalbuminiiri gelisir. Bobrek hasarina yol agan baslica risk faktorleri genetik ve

irksal etkiler, hipertansiyon, sigara, lipid diizeylerinde artis ve kotii glisemik kontroldiir (80,81).

Diabetes Mellitus baslangicindan yaklasik 15 yil sonra proteiniirinin saptanmasiyla

klinik diyabetik nefropati donemi baglar, belirgin proteiniiri (>300-500mg/giin) gelisir.

Proteiniirinin baglamas1 ile birlikte GFR genellikle normale doner ki bu, renal
fonksiyonlarda ilerleyici bir bozulmanin baslangicini gosterir. Proteiniiri fazinin baslangicindan
GFR’nin normalin %50’ sinin altina diismesine kadar gegen siire renal yetmezlik periyodu
olarak bilinir, yaklasik 5 yil siirer. Yaklasik 3-4 y1l sonra son donem bobrek hastaligi gelisir (82-
85).

Uriner AAH’yi kétii metabolik kontrol, stres, sistemik veya iiriner infeksiyon, ates,
egzersiz, konjestif kalp yatmezligi, hipertansiyon arttirirken, malniitrisyon, ACE inhibitdrleri,
nonsteroid anti-inflamatuvar ilaglar azaltir. Birgok merkezde mikroalbuminiiri taramasinda

zamanli gece boyu idrar toplanmas1 yontemi uygulanmaktadir.

Berlin Retinopati Calisma Grubu’nun 249 hasta iizerindeki ¢alismasinda ilk
mikroalbuminiiri saptanma yas1 ortalamasi 13 olarak bulunmustur (86). Janner ve arkadaslarinin
16 ¢ocuk ve adolesan tip I DM’li hastada 8 yil siireyle izleyerek yaptigi ¢alismada persistan
mikroalbuminiiri sikligini %20 olarak bulmuslardir (87).Mathiensen ve arkadaslar1 15 yasina
kadar mikroalbuminiiri olmaz derken, Dahliquist ve arkadaslar1 daha gen¢ yaslarda (11-13 yas)
mikroalbuminiiri ‘nin ortaya ¢ikabilecegini gostermislerdir (87-89). Danne ve arkadaslarinin

yayinlarinda ise tip I DM’li ¢cocuk ve addlesanlarda 11 yasindan baglayarak mikroalbuminiiri
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taramasinin 6-12 aylik aralarla yapilmasi 6nerilmektedir. Ayn1 yayinda bir kez mikroalbuminiiri
saptanan hastalarin alt1 ay arayla mikroalbuminiiri 6l¢limlerinin tekrari, kan basinci takibi

yapilmasi gerektigi bildirilmektedir (90).

2.1.14.3.2. Diyabetik retinopati

Diabetes Mellitus’un spesifik vaskiiler komplikasyonlarindan biri olan retinopati
prevalansi hastalik siiresine baglidir. Wisconsin Epidemiologic Study of Diabetic Retinopathy
(WESDR) 30 yasin altinda tan1 almig tip I DM hastalarinin %3.6’sinda korliik gelistigini,
diyabetik retinopatiye bagli gelisen korliklerin %86’sinin geng donemde ortaya ¢ikan DM
dolayistyla olustugunu saptanmistir (91-92). Retinopati insidansi hastalik siiresiyle artar, 5-10 y1l
sonra her yil %0.3-0.4 oraninda artig gosterir. Kernell’in DM siireleri 5.5-9.9 y1l arasindaki 780
tip I DM’li ¢ocuk ve addlesan tizerindeki fundus fotografi ile yaptig1 incelemede %14.5 hastada
retinopati saptanmis, Zhang L.Y. ve arkadaglarmin yayminda ise iyi metabolik kontrol ile
(HbA1c<6.87) diyabetik retinopati sikligin1 %10 olarak saptanmis, kotii metabolik kontrol ile
(HbA1c>9.49) bu riskin %40’ istiine ¢iktigi belirtilmistir (93-95).G6z muayenesi prepubertal
cocuklarda tip I DM tanisindan 5 yil sonra veya pubertenin hemen baslangicinda, adolesanlarda
tan1 sirasinda yapilmalidir ve her yil tekrarlanmalidir (96).

2.1.14.3.3. Diyabetik noropati

Erigkin DM hastalarinin yaklasik %50’sinde goriilen diyabetik noropati gocukluk ve
adolesan doneminde nadir goriilen bir komplikasyondur. Uzun hastalik siiresi, kotii metabolik
kontrol diyabetik noropati gelisimi i¢in risk faktorleridir. Diyabetik noropatinin patogenezinde

otoimmiinitenin rolii oldugu diistiniilmekle birlikte heniiz veriler yeterli diizeyde degildir (97).

2.1.15. Tip 1 Diabetes Mellitus’un Merkezi Sinir Sistemi Uzerine Etkileri

Tip 1 DM iyi kontrol edilse bile serebral glukoz ve insiilin diizeylerinin siklikla anormal
olmasindan dolayr merkezi sinir sistemi etkilenmektedir. Ciddi hipoglisemi durumunda asir1

diizeyde glutamatin sinaptik araliga serbestlesmesi sonucunda hiicre i¢i kalsiyum toksisitesi ile
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eksitotoksik hiicre hasar1 se¢ici néron 6liimiiniin olusmasinda iki 6nemli mekanizmadir.

Hiperglisemi kan beyin bariyerinin iglevini ve serebral kan akimini akut olarak
bozmaktadir. Buna karsin, kronik hiperglisemi serebrovaskiiler hastalik ve ndropati ile
iliskilendirilmektedir. Merkezi sinir sisteminin ozmotik degisikliklerine glukoz diizeylerindeki
dalgalanmalarin olusturdugu etki agik degildir. Aym1 zamanda DM’de, insiilinin amin
norotransmiterlerin ~ diizenlenmesine katilmasindan dolayr norotransmitter yolaklar da
etkilenebilmektedir. Norotransmitter diizenlenmesinde biiyiik rolii olan insiilinin, bahsedilen bu
néromodiilatuvar ve noroprotektif etkisinden yola ¢ikarak, tip 1 DM’deki insiilin azlig1 ya da

yoklugunun kognitif fonksiyonlar1 olumsuz yonde etkileyebildigi sdylenebilmektedir (98-99).
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2.2. DNA Hasarn

Canlinin biitiin genetik bilgilerini deoksiriboniikleik asit (DNA) molekiilii ihtiva eder.
DNA’da meydana gelen olumsuz degisiklikler kendisinden sonra gelen nesillere aktarilan
genetik bilgiyi de degistirebilir. iginde bulundugumuz ortamda meydana gelen olumsuzluklar,
canlilara ait DNA molekiillerinde hasara, olusan hasar tamir edilemedigi takdirde kontrollii hiicre
Oliimiine veya kansere kadar giden hastaliklara neden olabilmektedir. DNA hasarini olusturan
nedenlerin en basinda, ¢evresel sartlar, siirekli artan sanayi ve teknolojik atiklar, eksoz dumani,
sigara gibi faktorler gelmektedir. Cevresel faktorlerle birlikte alinan diyetsel faktorlerin de DNA
hasart olusumunda 6nemli rollerinin oldugu bilinmektedir. Diyetle alinan bazi gidalar DNA
hasar olusumunu artirirken, bazi gidalarin DNA hasar olusumunu 6nledigi bilinmektedir(100).

Canlinin her bir hiicresinde gilinde onbinlerce DNA molekiilii hasara ugramakla birlikte
olusan hasar, DNA tamir mekanizmalari ile tamir edilmektedir. Normalde hasar ve tamir denge
halindedir. Denge hasar lehine bozuldugunda tamir mekanizmalar1 yetersiz kalmakta, neticede
hiicre 6limii veya mutasyon, delesyon, insersiyon ve kanser olusumu gibi DNA molekiiliinde
kalic1 degisiklikler olabilmektedir. DNA hasarin1 6nlemenin yolu bir taraftan DNA molekiiliinii
hasara ugratan etkenlerden uzak dururken diger taraftan DNA hasar olusumunu 6nleyici tedbirler

almaktir (101).

2.2.1. DNA’min Yapisi ve Fonksiyonu

[lk defa A.F.Miescwer adli bir arastirict 19. yiizythn sonlarinda hiicre g¢ekirdegini
incelerken DNA molekiiliinii fark etmistir. ] Watson, Cambridge Universitesinden Francis Crick
ile giristigi ¢aligmalar sonu¢ vermis ve 1953 yilinda Nature dergisinde 900 kelimeden olusan
makalelerinin yaymlanmasiyla bilim adina 6nemli bir karanlik boliim aydinlanmistir. Ancak bu
kesif icinde Ingiltere King's Kolejinde Kristalograf olarak calisan Rosalinda Franklin'in de
katkist biiyliktiir. DNA'nin ¢ift sarmal oldugunun bulunmasinda Rosalinda Franklin'in X 1511
resimleri kilit rol oynamistir. James Watson 1956'da Harvard Universitesi'nde Molekiiler
Biyoloji ve Biyokimya Profesorliigiine getirilmis ve bugiin halen hayattadir. 1962 yilinda
Dr.Crick'le DNA'™min 3 boyutlu yapisint kesfetmelerinden dolayr Nobel 6diiliine layik
bulunmustur (102).
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Kimyasal olarak DNA, niikleotit olarak adlandirilan basit birimlerden olusan iki uzun
polimerden olusur (103). Bu polimerlerin omurgalari, ester baglari ile birbirine baglanmis seker
ve fosfat gruplarindan olusur Merdiven basamaklarinin arasinda gevsek hidrojen baglariyla
birbirini ¢eken piirin ve pirimidin denilen azotlu bazlar bulunur. Bu basamaklar merdivenin
kenarindaki seker molekiillerine baglidir. Her bir seker grubuna baz olarak adlandirilan dort tip
molekiilden biri baghidir (Sekil 1).

Seker-Fosfat
Molekiilleri

Fosfor

Hidrojen
Oksijen

Bazlar

Sekil-1: DNA’nin ¢ift sarmalli yapisi

Bu birimlere, timin (T), adenin (A), sitozin (C) ve guanin (G) denir. Bunlar DNA
molekiiliiniin bir iplik¢igini olusturur. iki iplik¢ik, yani merdivene benzer yapinm iki kolu,
karsilikli gelen baz giftleriyle birbirine baglanir. Bu iki iplik¢ik birbirlerine ters yonde giderler.
Her baz gifti tek bir sekilde eslesebilir: Her zaman T ile A ve G ile C birlesir. Sarmasik dalina
benzer her molekiil, bir DNA "ipligi"dir. Bu iplikler birbirlerine kimyasal olarak baglanmis
niikleotidlerden olusur. Niikleotidler ise bir seker, bir fosfat ve bir de dort ¢esit azotlu bazlardan
birisinden olusur. Iste bu niikleotidlerin DNA {izerinde siralanisi, DNA dizilimini belirler.

Genetik sifre de bu dizilimde yer alir.
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DNA, okaryotlarda dogrusal kromozomlar, prokaryotlarda ise dairesel kromozomlar
icinde bulunur. Kromozomlarda bulunan genler DNA yapisindadir. Her canli bireyin ve soyunun
hayat plani hiicre hafizasin1t meydana getirir. DNA molekiilleri sifrelerle kodlanmistir. DNA’nin
yapisina giren bazlarin (A,T,G,C) her biri sifre sembolii olarak kullanilir. Hayatin dili bu dort
harfli alfabeyle DNA molekiillerinde yazilmaktadir. DNA’nin ipliklerinde ard arda gelen iig¢
niikleotit bazi bir mana (sifre) ifade eder. Dort farkli niikleotitle arka arkaya 64 sifre kodlanabilir
(AAA, AAS, AAG, AGS, vb.). Sifrelerin DNA’daki siralaniglarinin degismesiyle binlerce mana
ifade edilebilir. DNA'nin omurgasi boyunca bu bazlarin olusturdugu dizi, genetik bilgiyi kodlar.
Protein sentezi sirasinda bu bilgi, genetik kod araciligiyla okununca proteinlerin amino asit
dizisini belirler. Bu siire¢ sirasinda DNA'daki bilgi, DNA'ya benzer yapiya sahip baska bir
niikleik asit olan RNA'ya kopyalanir. Bu isleme transkripsiyon denir.

Bir hiicredeki kromozomlar kiimesine onun genomu denir. Insan genomu 46 kromozom

icinde yer alan yaklasik 3 milyar baz ciftinden olusur (104).

Protein ve diger islevsel RNA molekiilleri kodlayan bilgi, gen adi verilen DNA
parcalarinin dizisinde yer alir. Genlerdeki genetik bilginin aktarilmasi baz eslesmesi ile
gerceklesir. Ornegin, transkripsiyon sirasinda bir DNA dizisinin ona komplementer bir RNA
dizisi olarak kopyalanmasi, DNA ile dogru RNA niikleotitler arasindaki ¢ekim ile miimkiin olur.
Protein ¢evrimi (translasyon) denen siire¢ sirasinda bu RNA dizisine kasilik gelen bir protein

sentezlenirken, RNA niikleotitleri arasinda gen ile baz eslesmesi olur.

DNA hiicre boliinmesinin hazirliklart sirasinda kendi kopyasimi yapar. Kromozomlarin
ikiye boliinmesi sirasinda DNA molekiilii kendisinin bir kopyasini yapar, buna replikasyon veya
duplikasyon denir. Bu olay yavru kromozomda ayni kisimlarin bulunabilmesi i¢in gereklidir.
DNA’nin kendini eslemesi esnasinda, iki sarmal ipligi bir arada tutan hidrojen baglar1 adeta bir

fermuar gibi acilir (Sekil 2).
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Sekil-2: DNA’da replikasyon olusumu

Acikta kalan piirin ve pirimidin niikleotitlerin uglari, hiicrede onceden sentezlenmis
niikleotitlerle tamamlanir. Boylece birbirinin ayn1 olan iki DNA meydana gelmis olur. Hiicre
boliinmesinde her biri bir hiicreye gider. Hiicre mekanizmasi DNA ikili sarmalin1 birbirinden
ayirip her iki DNA ipligini de yeni birer ipligi sentezlemek i¢in sablon olarak kullanma
yetenegine sahiptir. Yeni iiretilen iplikler oncekilerle hemen hemen tamamen aynidir, ancak
mutasyon ad1 verilen hatalar olusabilir. Hiicrenin bu 6zelligini laboratuvar ortaminda taklit eden

isleme de polimeraz zincirleme tepkimesi (PCR) ad1 verilir (103).

2.2.2. DNA Hasari Olusum Nedenleri

Genetik materyalin molekiiler biitiinliigiinde ekzojen veya endojen faktorlerin etkisiyle
meydana gelen tiim degisiklikler “DNA hasar1” olarak adlandirilir. Genom, DNA hasarina neden
olan sayisiz farkli etkene maruz kalir. Ekzojen kaynaklar icerisinde, gilinesten gelen ultraviole
radyasyon, radon bozunumundan kaynaklanan iyonize radyasyon, mantar kaynakli aflatoksin,
yanmis tiitlin ve bir¢ok kemoterapotigi sayabiliriz. Endojen kaynaklara 6rnek olarak, oksidatif
metabolizma, DNA’nin spontan degisimleri, immiinolojik ¢esitliligi olusturan V(D)J

rekombinasyon mekanizmasini (antijen tanima bolgelerini kodlayan ekson V,D ve J seklinde ii¢
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segmentten olusur ve bu segmentlerin bircogu farkli kombinasyonlarla bir araya gelebilir)

verebiliriz(109).

DNA Hasarina Neden Olan Etkenler;
1. Spontan veya kalitimsal olusan gen mutasyonlari

2. Cevresel faktorler

e Ultraviyole Isik
e Iyonize radyasyon
e Elektromanyetik dalgalar

e Kimyasal ajanlar: Aflotoksin, benzopren, kemoterapi ilaglari, alkilleyici ajanlar,

vinilklorid, v.b
e Sigara, alkol kullanimi1
e Hava kirliligi
e Kotii beslenme aligkanligt

3. Dogal hiicresel metabolizmadan kaynaklanan faktorler

e Mitokondriden enerji liretim esnasinda olusan Serbest Radikaller
e Enflamasyon
e Detoksifikasyon islemleri

Hiicre tiim bu DNA hasarlarina farkli metabolik yollar ile cevap verir. Agir DNA
hasarlar1 hiicrenin apoptozis yolunu aktive ederek hiicreyi Oliime gotiiriir. Hiicre, DNA
hasarlarin1 "DNA tamir mekanizmalar1" ile tamir edebilir. DNA hasar1 ikilesme sirasinda tamir
edilemezse mutasyona ve sonug olarak genomik kararsizliga, kanser ve yaslanmaya neden olur.
DNA tamir sisteminde 100’den fazla gen rol oynar ve bu genlerin kodladig1 proteinler tamir
mekanizmalarinda goérev alirlar. Her bir insan hiicresinin DNA'sinda gilinde yaklasik olarak

500.000 adet kodlanmayan veya yanlis kodlamaya neden olabilen hasar meydana
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gelmektedir(109).DNA Hasar1 sonunda DNA'nin yapist ve dahasit diger nesillere aktarilan

genetik bilgi degisir. Kiiciik hasarlar c¢ogunlukla DNA onarim sistemleri tarafindan

onarilabilirken, orta derecedeki hasarlarin birikimi ise mutasyon ve kanser ile sonuglanabilir.
Yiiksek diizeydeki hasarlar ise apoptozisi uyararak "hiicre oliimiine" yol agabilir ve

boylelikle organizma kendini korumus olur (110).

2.2.3. DNA Hasan Tipleri

DNA c¢esitli farkli mutagenler tarafindan hasara ugrayabilir. Bunun sonucunda DNA dizisi
degisebilir. Mutagenler arasinda, yiikseltgen (oksitleyici) etmenler, alkilleyici etmenler ve
yiiksek enerjili elektromanyetik 1sinlar (morétesi 151k ve X 1smlart gibi) sayilabilir. DNA'da
meydana gelen hasarin tipi mutagenin tipine baglidir. Ornegin, mor dtesi 151k timin ikilileri
(timin dimerleri) olusturarak DNA'ya hasar verir (105). Buna karsin, serbest radikaller veya
hidrojen peroksit gibi ylikseltgen etmenler farkli tiirden hasar olusturabilirler; baz degisimi
(6zellikle guanozin) ve iki iplik¢ikli kirilmalar gibi (106). Her bir insan hiicresinde giinde 500
baz yiikseltgeyici zarar goriir (107,108). Bu yiikseltgeyici hasarlardan en zararlisi ¢ift zincirli
kirilmalardir. Cilinkii bunlarin onarimi zordur. Bunlar DNA dizilerinde noktasal mutasyonlara,

insersiyonlara ve delesyonlara ayrica kromozomal translokasyonlara yol agabilir (109).

Baslica DNA hasar tipleri;

1. Deaminasyon

2. Depurinasyon

3. Alkilasyon

4. T-T and T-C dimerleri olusumu
5. Replikasyon hatalar1

6. Cift iplik kiriklar1 (DSB)

7. Oksidatif hasardir.

2.2.3.1. Deaminasyon

Deaminasyonda, Adenin (A) ve Sitozin (C)’deki bir amino grubu, keto grubuna
dontistiiriilmektedir. HNO2 (nitr6z asit) deaminasyon yoluyla Sitozin (C) => Urasil (U) ve
Adenin (A) => hipoksantine doniismesine neden olur. Adeninin deaminasyonu ile olusan

hipoksantin sitozinle yanlis eslesir. (Sekil 3)
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Deaminasyon

>_

5-Metilsitozin Timin

Sekil-3: Deaminasyon olusumu

2.2.3.2. Depiirinasyon

Memeli hiicreleri spontan olarak 37 derecede 20 saatlik bir lireme periyodunda yaklagik 10
000 purin’ini kaybeder. Aflatoksin depurinasyonu indiikler (purin bazi kaybi) ancak
depurinasyon spontan da olabilir. Depurine dizideki tamir eksikligi delesyonlara neden olabilir.
Eger bu mutasyonlar varsa replikasyon sirasinda onemli DNA kayiplarina neden olur. Baz

olmayan yerin karsisina baz eklenemez veya buraya bir baz eklenir fakat bu baz, mutant bir baz

olur(109).
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Sekil-4: Depiirinasyon olusumu

2.2.3.3. Alkilasyon

Alkilasyon, niikleotidlerdeki amino ve keto gruplarina metil (CH3 — ) ya da etil (CH3 —
CH2 ) gibi bir alkil grubu eklenmesi islemidir. Nitrozaminler, etilmetilsiilfonat ve N metil- N1 —
nitrosoguanidin en 6nemli alkilleyici ajanlardir. En 6nemli alkilasyon boélgesi, guaninin 6.
karbon atomundaki oksijendir (107). Alkilasyon sonucunda olusan O6 -etilguanin (ya da O6-
metilguanin), adeninin baz analogu gibi davranarak timinle eslesir. Bunun sonucunda hasarl
DNA replike oldugunda G:C baz cifti yerine A:T baz ¢ifti gecer. Bircok kimyasal mutajen
bazlarda modifikasyonlara neden olur. Bu ajanlar genellikle kiiciik alkillerdir (6rnegin metil

gruplar1). Ayni1 zamanda bir¢ok mutajen polisiklik bilesenlerden olusur.
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Deaminasyon

Ag

L

Alkilasyon
Sekil-5: Guanindeki kimyasal hasar bolgeleri (alkilasyon, oksidasyon, radyasyon)
2.2.3.4. T-T ve T-C dimerleri olusumu

Niikleik asit bazlarinin UV 15181 absorblamasi sonucu siklikla yakin primidin bazlarinin
birer zincirleri arasindaki bag olusumu sonucu dimerler olusur (siklobiitan pirimidin dimerleri).
DNA hasar1 giines yanigina ve melanin iiretiminin artmasina neden olur ve tiim melanomalarin

%8 inden de sorumludur.
2.2.3.5. Replikasyon Hatalar

DNA replikasyonu esnasinda yanlis niikleotlerin eklenmesiyle olusan hatalardir. DNA
polimerazin hata yapma (yanlis bazi ekleme) sikligi spontan mutasyon olusumunu etkiler.
Polimerazin dogruluk oranini etkileyen en onemli faktor, hata okuma (proofreading) 3°-5’
ekzoniikleaz aktivitesidir. Bu aktivite, polimeraz tarafindan yanlis eklenen bazlarin

cikarilmasina, boylece replikasyon esnasinda mutasyon olusumunu engellemeye yarar.
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2.2.3.6. Cift Iplik Kiriklar1 Olusumu

Iyonize radyasyon, transpozonlar, topoizomerazlar, endoniikleazlar, kromozomlar
iizerindeki mekanik stres, tek iplikli bolgede tek iplik kesimi ile (6rnegin replikasyon ve
transkripsiyon sirasinda ) olusurlar. DSB’ler bir hiicrenin yasami boyunca siirekli olarak ortaya
cikan en tehlikeli DNA lezyonu tiirleridir. DSB’ler hem endojen hem de ekzojen unsurlardan
kaynaklanabilir ve mutasyon olusumuna, onkojenik doéniisime ya da hiicre oliimiine yol

acabilecekleri i¢in, genom i¢in dnemli bir tehlikedirler.(109)

Radyoterapi
Kemoterapi

Serbest radikaller Au;_i_[as}'un hasan QE‘TESEI toksinler

Ultraviyole 15m \

I'|I ! N "

{ LY "’ S
3
f"‘ l* \J Zincir kirklan meti-guandn

Pirimidin

Sekil-6: Cift iplik Kiriklar:

2.2.3.7. Oksidatif Stresin Neden Oldugu DNA Hasar1

Endojen serbest radikallerin her bir hiicrede, giinde 200.000 kadar bazi hasara ugrattig
tahmin edilmektedir. Serbest radikaller, DNA ataklari, mutasyonlara ve hiicre o6liimlerine yol
agmaktadir. Hidroksil radikali bazlarla ve deoksiribozlarla kolayca reaksiyona girer. Hidrojen

peroksit ise membranlardan kolayca gecebileceginden hiicre ¢ekirdegindeki DNA'ya ulasir ve
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hiicre disfonksiyonuna hatta 6liimiine yol agar. Bu nedenle DNA kolay zarar gorebilen bir

molekiildiir (110,111).

ROS (Reaktif Oksijen Tiirleri) ve RNS (Reaktif Nitrojen Tiirleri) ile DNA hasarlarimin ¢ok
az bir kismi dogal olarak meydana gelmektedir (112). DNA hasarlarinin olusumunda yer alan
endojen reaksiyonlar; oksidasyon, metilasyon, depiirinasyon ve deaminasyon reaksiyonlaridir.
Nitrik oksid veya nitrojen dioksid (NO,), peroksinitrit (ONOO-), dinitrojen trioksid (N,O3) ve
nitrikasid (HNOs3) gibi reaktif {irlinleri, nitrozasyon ve deaminasyon reaksiyonlari ile mutajenik
aktivite gosterirler. Farkli ROS tiirleri farkli yollardan DNA hasarlarina neden olurlar. Ornegin
O, ve H,0; higbir zaman bazlarla reaksiyona girmezken OH radikali DNA’daki dort bazdan
herhangi birine baglanarak farkli reaktif tirlinlerin olusmasina yol agmaktadir. Singlet oksijen ise

guanine spesifik baglanarak hasar olusturur (110,111).

Hidroksil radikali piirin bazlar ile C4, C5 ve C8 pozisyonlarindan reaksiyona girerek
sirastyla C4-OH-, C5-OH-, ve C8-OH- piirin radikallerini olugsmaktadir (111). C4-OH- ve C5-
OH-piirin radikalleri dehidrasyona ugrayarak okside piirin radikallerini olustururlar. C8-OH
plirin radikallerinin bir elektronlarinin oksidasyonu ve bir elektronlarinin rediiksiyonu ile
sirastyla 8-hidroksipiirinler (7,8-dihidroksi—8-oxopiiriinler) ve formamidopirimidinler olusur
(111). Sekil 9°da 8-hidroksiguanin (7,8 — dihidroksi — 8 - oxoguanin: 8 — OH - Gua) ve 2,6 —
diamino — 4 — hidroksi -5 -formamidopirimidin (FapyGua) olusum mekanizmalari
goriilmektedir. Her ikisi de hem oksijenli hem de oksijensiz ortamlarda meydana gelebilmektedir
(110,111).

Indirgeyici ajanlar formamidopirimidinlerin olusumunu arttirirken 8-OH-pirimidinlerin
olusmasi i¢in oksijenli ortam uygun goriilmektedir. 8-OH-guanin ¢ok yaygin olarak meydana
gelen bir baz hasar iriinii oldugundan oksidatif DNA hasarlarinin 6l¢ililmesinde hasar indeksi
olarak kullanilmaktadir. Cogu zaman 8 hidroksideoksiguanozin (8-OH-dGua) niikleoziti seklinde
Olgtilmektedir (111).
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Sekil-7: 8-hidroksiguanin ve FapyGuo’nin olusum mekanizmalari

2.2.4. DNA Tamiri

DNA’da olusan kii¢lik hasarlar cogu zaman DNA onarim sistemleri tarafindan onarilir. Bu

cevaplardan herhangi birinin islev gormemesi, hiicre diizeyinde genomik kararsizlikla,

organizma diizeyinde ise genetik hastaliklar, kanser veya yaslanma ile sonu¢lanir.

DNA Hasari

N\
L

DNA Onarimai

Replikasyon [

Mutasyon

Replikasyon
Hatalar

Siirekli
DNA Hasar

Genomik
Kararsizlik

Sekil-8: DNA Hasari sonucu olusan siire¢

KANSER

YASLANMA

DNA tamir sisteminde 100’den fazla gen rol oynar ve bu genlerin kodladig1 proteinler

tamir mekanizmalarinda gorev alirlar(111).
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DNA Tamir Mekanizmalari;
1.Direkt Tamir ya da Hasarin Geri Dondiiriilmesi (Reversal of Damage)
A- Fotoreaktivasyon
B- O6-metilguanin tamiri
C- Basit tek zincir kiriklarinin ligasyonu
2. Eksizyon (kesip-¢ikarma) Tamiri
A-Baz eksizyon tamiri (BER) (base excision repair)
B- Niikleotid eksizyon tamiri (NER) (nucleotide excision repair)
C- Mismatch (yanlis eslesme) eksizyon tamiri (MER)
3. Replikasyon sonrasi (post-replikasyon) tamiri
4. SOS Tamiri
5. Cift Zincir Kiriklarimin Tamiri
A- Serbest Uglarin Non-homolog Baglanmas1 ( NHEJ )
B- Homolog Rekombinasyon ( HR )

2.3. Total Oksidan Seviye, Total Antioksidan Kapasite ve Oksidatif Stres Indeksi

Reaktif oksijen tiirleri, metabolik ve fizyolojik siireclerde iiretilir ve organizmada zararh
oksidatif reaksiyonlar meydana gelmesine sebep olurlar. Bunlar enzimatik ve nonenzimatik
antioksidan mekanizmalarla uzaklastirilir. Bazi  durumlarda oksidanlardaki artis ve
antioksidanlarda azalma Onlenemez. Oksidan/antioksidan denge, oksidatif taraf lehine kayar.
Sonug olarak, 100’den fazla hastaliga neden olan oksidatif stres meydana gelir (113). Oksidatif

stresin rol oynadigi diistiniilen siiregler (114-116):

o Sigara i¢imiyle iliskili hastaliklar
o Norodejeneratif siiregler

o Sistemik amiloidoz

o Romatoid artrit

o Respiratuar distres sendromu

o Kardiyovaskuler hastaliklar

o Obezite
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o Ateroskleroz

o Diyabetes mellitiis
o Multipl skleroz

o Yagslanma

o QGastrik iilser

o Katarakt

Aerob organizmalar hayatta kalabilmek i¢in kendilerini oksijen toksisitesinden koruyan
antioksidan savunma sistemlerine sahiptir. Bu organizmalar ayrica oksijeni (O3), enerji
iiretiminde (aerob hiicreler i¢in gerekli olan ATP nin %80’ ininin iiretildigi mitokondrial elektron
transport zincirinde; O, son elektron alicisidir) ve metabolik transformasyonlarda (oksidaz,
hidroksilaz enzimleri 6rnek; sitokrom p450) kullanma yollar1 gelistirmistir. Yani aeroblar, bir
yandan kendilerini O, nin zararli etkilerinden korurken bir yandan da hayati fonksiyonlarinda
Oy’den olduk¢a faydalanmaktadir. Ancak, aeroblar kendilerini sadece havadaki %21’lik O,’den
koruyabilen antioksidan savunma mekanizmalarina sahip olduklart i¢in, daha yiiksek

konsantrasyonlardaki O, organizmaya zarar vermektedir (117).

2.3.1. Serbest Radikaller

Serbest radikaller, en dis yoriingelerinde bir ya da daha fazla ¢iftlesmemis elektron igeren
reaktif molekiillerdir. Oksijen tiirevi radikaller, biyolojik sistemin en iyi bilinen serbest
radikalleridir ve canli hiicrelerde, normal siirecte fizyolojik miktarlarda {iretilirler. Asir
olustuklarinda hiicre ve dokularin hasarina neden olurlar. Yapilarindaki ortaklanmamis
elektrolitlerden dolay1 oldukga reaktiftirler ve tiim hiicre bilesenleri ile kolayca etkilesebilme

ozelligi gosterirler (118,119).

Serbest radikaller 3 yolla meydana gelirler:

1- Kovalent bagh radikal olmayan bir molekiiliin baglarinin koparilmasi ile iki ayr
radikal olusumu ile,

2- Normal bir molekiilden tek bir elektronun kayb1 veya bir molekiiliin boliinmesi ile,

3- Normal bir molekiile tek bir elektronun eklenmesi ile.
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Organik veya inorganik molekiiller, elektriksel olarak pozitif yiiklii, negatif yiiklii, notral
sekilde olabilirler.Oksijen atom numarasi 8 olan, dogada dioksijen olarak bulunan kararsiz bir
elementtir. Bu kararsiz konumu, enerji diizeylerinde bulunan elektronlariin yapisiyla iliskilidir.
Oksijen molekiiliindeki ayni1 yone donen iki elektrona sahip 2P son orbitali 6nemlidir. Bu
orbitallerden herhangi birindeki elektron, bir orbitali birakip digerine gectiginde veya farkli
yonde dondiigiinde “singlet oksijen” olusur. Orbitallerden birine ters doniisli iki elektron veya

ikisine ters doniislii iki elektron daha gelirse “oksijen radikali” elde edilir (118).

Olusan radikal eslesmemis tek elektronu nedeniyle ¢ok dengesizdir ve hizla ortamdan
kaybolur. Bu yiizden bu radikaller tek elektronlarini bir bagka molekiile verebilir (rediiksiyon) ya
da bir bagka molekiilden elektron alarak elektron cifti olusturabilirler (oksidasyon). Sonugta non

radikal yapiy1 radikal bir sekle doniistiirebilirler.

Tablo-8: Oksijen tiirevi bilesikler

Radikaller Radikal Olmayanlar
Hidroksil (HO) Hidrojen Peroksit (H20,)
Alkoksil (RO") Singlet Oksijen (0,™)
Peroksil (ROO) Ozon (03)

Siiperoksit (O2) Hipoklorid (HOCI)

Nitrik oksit (NO") Lipidhidroperoksit(LOOH)
Azot dioksit (NOy) Peroksinitrit (ONOQ)

2.3.1.1. Siiperoksit Radikali (O,

Canlilarda olustugu ilk gosterilen radikal olan siiperoksit radikali hasarlandirict 6zelligi
fazla olmayan bir serbest radikal tiirevi olup HyO, kaynagidir. Oksitleyici ve metal iyonlari
rediikleyici etkisi vardir. Mitokondrideki enerji metabolizmasi sirasinda oksijen kullanilirken,
tilketilen oksijenin %1-5 kadar siiperoksit yapimi ile sonlanmaktadir. Aktive edilen fagositik
l6kositlerden bol miktarda siiperoksit iiretilir. Antibakteriyel etki i¢in gerekli olan bu radikal

yapimi, daha reaktif tiirlerin olusumunu da baslatmaktadir (119,120). Daha sonra bu radikaller,
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Hidrojen Peroksit (H,0;) e doniisiir. H,O,’in kendisi serbest radikal olmasa da en reaktif serbest

radikal tiirlerinden hidroksil radikaline (HO™) otooksidasyon yolu ile doniisebilir.

2.3.1.2. Hidrojen Peroksit (H,0,)

Hidrojen peroksit, oksijenin enzimatik olarak iki elektronla indirgenmesi ya da
stiperoksitlerin enzimatik ve enzimatik olmayan dismutasyon tepkimeleri sonucunda
olusmaktadir. Dismutasyon spontan olarak veya siiperoksit dismutaz enzimi aracigiyla olabilir.
H,O, membranlardan kolaylikla gecip hiicreler iizerinde bazi fizyolojik rollere sahip olabilir.
H,O, ozellikle proteinlerdeki hem grubunda bulunan demir ile tepkimeye girerek, yliksek
oksidasyon diizeyindeki reaktif demir formlarini olusturabilmektedir. Bu formdaki demir ¢ok
giiclii oksitleyici Ozelliklere sahip olup, hiicre zarlarinda lipit peroksidasyonu gibi radikal

tepkimeleri baglatabilmektedir (119,121)

2.3.1.3. Hidroksil Radikali (HO ")

Hidroksil radikali, biyolojik sistemlerde bulunan en giiclii serbest radikaldir. Dokular
radyasyona maruz kaldiklarinda, enerjinin ¢ogu hiicre i¢indeki su tarafindan emilir ve radyasyon
oksijen ve hidrojen arasinda kovalent baga neden olur. Sonugcta iki radikal meydana gelir. Bu

radikallerden biri hidrojen (H") ve digeri ise hidroksil radikalidir (HO").

H-O-H — H™+ OH" (Hidroksil radikali)

Yine OH ~leri aromatik halkaya katilma &zelligi gosterdiklerinden DNA ve RNA’da
bulunan piirin ve pirimidin bazlarina katilarak radikal olusumuna neden olurlar. Bir dizi
reaksiyona katilabilen OH ~ radikalleri DNA’nin baz ve sekerlerinde ciddi hasarlar olusturarak
DNA iplik kirilmalarina neden olurlar. Hasar ¢cok kapsamli olursa hiicresel koruyucu sistemler
tarafindan tamir edilemeyebilir ve bunun sonucunda ¢esitli mutasyonlar ve hiicre oliimleri

meydana gelir (122).
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2.3.2. Serbest Oksijen Radikallerinin Hiicreye Zararh Etkileri

Serbest radikaller hiicrelerin lipid, protein, DNA, karbonhidrat ve enzim gibi tim 6nemli
bilesenlerine etki ederler. Mitokondrideki aerobik solunumu ve kapiller gegirgenligi bozarak, bir
yandan hiicrenin potasyum kaybina neden olurken ote yandan trombosit agregasyonunu

arttirirlar (Sekil 9.) (123).

Serbest Radikaller
e \
/ \ DNA hasari

Karbonhidrat hasari Protein hasari

Lipid peroksidasyonu

++
Hacre ici Ca  artigi

/

ATP sentezinin azalmasi

v

Poli(ADP)riboz
NAD(H) yikimig  Sentstaz aktivasyonu

Zar peroksidasyonu ve hasari

DNA, protein ve lipidierde Dokularda metal iyonlarinin serbestlegmesi
hasann artig ve yakin hiicrelerde hasar

Sekil-9: Serbest radikallerin hasar olusturma mekanizmalar1

2.3.2.1. Membran Lipidlerine Etkisi (Lipid Peroksidasyonu)

Lipidler, serbest oksijen radikallerine karsi en hassas olan viicut bilesenleridir.
Membrandaki kolesterol ve doymamis yag asitleri, serbest radikaller tarafindan kolayca
perokside edilirler ki bu hasar geri doniisiimsiizdiir. Hasar ile membran gecirgenliginin
degismesi, anormal kalsiyum iyonu girisine yol acarak hiicresel fonksiyonlarin bozulmasina ve
oksidasyon ile fosforilasyonun ayrilmasina neden olur. Ayrica ortamdaki demir ve bakir gibi

metal iyonlari, lipid peroksitlerinin sitotoksik iirlinlere doniistimiinii hizlandirir.
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Lipid hiperoksidleri yikimi ile biyolojik olarak aktif olan aldehitler olusur ki bu maddeler,
hiicre i¢ine yayilarak, hasarin hiicrenin diger boliimlerine de yansimasina neden olurlar. Lipid
peroksidasyonun sonunda MDA olusur. Olusan MDA, iyon transportu, enzim aktivitesi ve hiicre
yiizey bilesenlerinin agregasyonu gibi membran 6zelliklerini degistirerek mutajenik, genotoksik

ve karsinojenik etkilere yol acabilir (124).

2.3.2.2. Proteinlere EtkKisi

Serbest radikallerin proteinlere etkisi proteinlerin aminoasit igerigine gore degisir. Protein
molekiilleri tizerindeki siilfhidril veya amino gruplariyla serbest radikallerin etkilesmesi sonucu
proteinlerde olusan yapisal degisiklikler lice ayrilir:

1- Aminoasitlerin modifikasyonu,

2- Proteinlerin fragmantasyonu,

3- Proteinlerin agregasyonu veya c¢apraz baglanmalardir (125).

Proteinin temel yapisindaki degisme, antijenitesindeki degismeye ve proteolize
hassasiyete yol agabilir. Radikaller, membran proteinleri ile reaksiyona girebilirler ve enzim,
ndrotransmitter ve reseptor proteinlerinin fonksiyonlarinin bozulmasina neden olabilirler. Serbest
radikallerin etkisiyle IgG ve albiimin gibi fazla sayida distilfit bagi bulunduran proteinlerin ii¢
boyutlu yapilari bozulur. Béylece normal fonksiyonlarini yerine getiremezler. Hem proteinleri de
serbest radikallerden énemli oranda zarar goriirler. Ozellikle okside olmus hemoglobinin O
veya H,0; ile reaksiyonu methemoglobin olusumuna sebep olmaktadir (124).

2.3.2.3. Niikleik asitlere EtKkileri

Niikleik asitler, serbest radikallere bagli degisikliklere duyarlidir. Hidroksil radikallerin
DNA ile tepkimesi sonucunda baz modifikasyonlari, baz delesyonlari, zincir kirilmalar

gergeklesebilmektedir.
Oksijen radikalleri, oksidatif yarilma ile DNA hasarina yol agabilmektedir. Ozellikle

pirimidinlerden olan timin en hassas yapidir. DNA halatlarinin kopmasi, DNA ¢ift sarmali

ayrilmasi sonucu hiicrede mutasyonlar ve 6liim gelisebilmektedir. 8-hydroxydeoxyguanosine (8-
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OhdG), oksidatif DNA hasarmin bir gostergesidir. Yenidogan ve hipokside kalan bebeklerde
oranin yiiksek oldugu bildirilmektedir (126).

2.3.2.4. Karbonhidratlara Etkileri

Monosakkaritlerin  otooksidasyonu sonucu hidrojen peroksid, peroksitler ve
okzoaldehitler meydana gelmektedir. Monosakkaritlerin otooksidasyonu sonucu katarakt,
diyabet ve sigara i¢imi ile iligkili kronik hastaliklarin, inflamatuar eklem hastaliklarinin

olusumuna katkida bulunabilirler (118).

2.3.3. Antioksidan Mekanizmalar

Yiikseltgenebilir bir substratla (protein, lipid, karbonhidrat ve niikleik asitler)
karsilastirildiginda daha diisiik konsantrasyonlarda bulundugu zaman o substratin oksidasyonunu
belirgin bicimde geciktiren/6nleyen maddeye antioksidan denir (127). ikinci bir tanima gore
diyetsel antioksidan normal fizyolojik fonksiyonlarin varliginda reaktif oksijen ve nitrojen tiirleri
gibi reaktif tiirlerin yan etkilerini belirgin bigimde azaltan ve yiyeceklerde var olan maddeler
olarak tanimlanir (128). Ancak bu tanim yeniden gozden gecirilmis ve genisletilerek membran
stabilitesini devam ettirme Ozelliginin de antioksidanlarin fonksiyonlarindan biri oldugu

belirtilmistir (129).

Antioksidan savunma mekanizmalari etkilerini agsagidaki yollarla gosterebilirler:

1- Hasarli hedef molekiillerin yerini alarak,

2- Reaktif oksijen tiirleri olusumunu minimumda tutarak,

3- Hasarli hedef molekiilleri onararak,

4- Yiiksek derecede reaktif tiirlerin olusumunda gorev alan metal iyonlarin1 baglayarak,
5- Reaktif tiirleri enzim kullanarak yahut bizzat kendisinin yer aldigi reaksiyonlarla

temizleyerek (130).

Aerobik hiicrelerde pek ¢ok antioksidan sistem bulunmaktadir. Bu antioksidanlar endojen
ve eksojen kaynakli olarak ikiye ayrilmaktadir. Endojen antioksidanlar, enzim olarak gorev
yapanlar ve enzim olmayan antioksidanlar olarak iki grupta incelenmektedir. Enzim olan

antioksidanlar; siiperoksit dismutaz (SOD), glutatiyon peroksidaz (GSH-Px), katalaz (CAT),
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glutatiyon-S- transferaz (GST), glutatiyon rediiktaz ve mitokondrial oksidaz sistemidir. Enzim
olmayanlar ise; bilirubin, albiimin, trik asit, o-tokoferol, askorbik asit, seruloplazmin,
transferrin, ferritin ve glutatiyon gibi maddelerdir. Bunlar oksijen radikallerine kars1 ilk savunma

sistemini olusturmaktadirlar (131,132).

Eksojen antioksidan olarak da allopurinol, folik asit, C vitamini, E vitamini, asetilsistein,
mannitol, adenozin, kalsiyum kanal blokerleri, non steroid antiinflamatuar ilaglar ve demir

selatorleri sayilabilir (133).

2.3.3.1. Enzim Olan Antioksidanlar

2.3.3.1.1. Siiperoksit Dismutaz (SOD)

SOD enziminin bakir-¢inko, mangan ve demir igeren ii¢ tip izoenzimi bulunur. Bakir ve
¢inko igeren Cu-Zn-SOD sitoplazmada, mangan iceren Mn-SOD mitokondride aktivite gosterir.
Cu-Zn-SOD ve Mn-SOD ayn1 mekanizma tizerinden etki gosterirler ancak Mn-SOD pH 7’nin
izerinde aktivitesini kaybederken Cu-Zn-SOD’un aktivitesi pH 5.5-10 araliginda degismez.

SOD, substrat olarak serbest oksijen radikallerini kullanan ve siiperoksiti hidrojen
peroksite ¢eviren bir metalloenzimdir. Bu reaksiyon “oksidatif strese karsi ilk savunma” olarak
da adlandirilmaktadir. Ciinkii stiperoksit zincirleme radikal reaksiyonlarmin giiglii bir
baglaticisidir. Bu sistem sayesinde hiicresel kompartmanlardaki siiperoksit diizeyleri kontrol
altinda tutulmaktadir. Losemi, iskemi, hepatit, miiskiiler distrofi, respiratuar distres sendromu,
bobrek yetmezligi, Fankoni anemisi, akciger enfeksiyonlar1 ve motor noron hastaliklar1 gibi
serbest radikal agiga ¢ikaran olaylarda ve hastaliklarda koruyucu rol oynadig: diistiniilmektedir.
Ayn1 zamanda SOD, lipid peroksidasyonunu da inhibe etmektedir. SOD aktivitesi yiiksek
oksijen kullanan dokularda fazladir. SOD’1n ekstraselliiler aktivitesi ¢ok diisiiktiir (134).

2.3.3.1.2. Katalaz
Katalaz enzimi hidrojen peroksitin su ve molekiiler oksijene c¢evrildigi reaksiyonu

katalizler. Enzim hiicre i¢inde peroksizomlarda yerlesmistir ve bir hemoproteindir. Dort tane

hem grubu igerir. Katalaz’in etkisi de SOD’a benzerdir.
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H,0, .+ H,O7 > H,O0+1/20,

Bu reaksiyon H,0O; konsantrasyonlar1 yiikseldiginde onem kazanirken diisiik H»O;
konsantrasyonlarinda diger peroksidazlar H,O,‘lerin daha az reaktif olan alkollere ve suya
parcalanmasini katalizler. Kanda, bobrek ve karacigerde ayrica mukoz membranlarda bulunur.

Granulomatoz hiicreleri solunumsal patlamaya kars1 korur (129).

2.3.3.1.3. Glutatiyon Peroksidaz (GSH-Px)

GSH-Px, pek cok hiicrenin sitozollerinde bulunan bir enzimdir ve hidroperoksitlerin
indirgenmesinden sorumludur. Sitozol ve mitokondrilerde SOD tarafindan olusturulan H,0, ve
yag asidi hidroperoksitlerini ortadan kaldirmaktadir. Disiik H,O, konsantrasyonunda

caligmaktadir. Kofaktor olarak selenyum elementinin kullanir.

GSH-Px
H,0, + 2 GSH ,» GSSG +2H,0

GSH-Px
ROOH + 2 GSH » GSSG + ROH + H,0

Hidrojen peroksit ve organik peroksitlerin indirgenmesiyle oksitlenen glutatyon,
glutatyon rediiktaz enzimi ve baglica pentoz fosfat yolundan saglanan NADPH yardimiyla

indirgenerek reaksiyonlarin devamini saglar (134).

GSH-Px, fagositik hiicrelerde 6nemli fonksiyonlara sahiptir. Diger antioksidanlarla
birlikte GSH-Px, solunum patlamasi sirasinda serbest radikal peroksidasyonu sonucu, fagositik
hiicrelerin zarar gérmesini engeller. Eritrositlerde de GSH-Px oksidan strese karsi en etkili
antioksidandir. GSH-Px aktivitesindeki azalma, H,O,‘in artmasina ve siddetli hiicre hasarina yol
acar. Yapilan calismalarda kord kan1t GSH-PX ve total antioksidan diisiikliigli olan bebeklerde
DNA hasarinin yiiksek oldugu gdsterilmis ve dogumda oksijen radikallerinin olugumunun arttig1

ifade edilmistir (135).
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2.3.3.1.4. Glutatyon-S-Transferaz (GST)

Lipid peroksitlerine karsi selenyumdan bagimsiz glutatyon peroksidaz aktivitesi
gostermektedir.

GST

ROOH + 2 GSH GSSG + ROH + H,O

v

Antioksidan aktivitesine ek olarak baska biyokimyasal fonksiyonlara da sahip olup
bilirubin, hem ve bazi kortikosteroidler gibi endojen maddelere geri doniissiiz olarak baglanarak

bunlarin hiicre i¢i transportunda da gorev almaktadir (134).

2.3.3.1.5. Glutatyon Rediiktaz (GR)

H20, indirgenmesi esnasinda GSH oksitlenir. Glutatyon peroksidazin fonksiyonunun
devamliligr icin okside glutatyon tekrar indirgenmelidir. Reaksiyon GSH rediiktaz tarafindan

katalizlenir. Enzim NADPH bagimli bir flavoproteindir (134).

GSH
GSSG + NADPH+ H- » 2 GSH+ NADP”

2.3.3.1.6. Mitokondrial Sitokrom Oksidaz

Stiperoksit anyonunun suya doniistiigii reaksiyonu katalizler. Bakir icerir. Mitokondrideki

elektron tagima zincirinin son basamaginda yer alir.

2.3.3.2. Enzim Olmayan Antioksidanlar

2.3.3.2.1. Glutatiyon (GSH)

Glutamat, sistein ve glisin aminoasitlerinden sentezlenen ve hiicrede en fazla tiyol iceren
bilesiktir. GSH sentezinde kullanilan sisteinin kaynagi N- asetilsisteindir. Glutaminin glutaminaz

ile hidrolizi ve a-ketoglutarat ile dalli zincirli aminoasitlerin transaminasyonu GSH sentezinde

kullanilan glutamatin temel kaynaklaridir. GSH’dan kaynaklanan glutatiyon radikali (GS") bir
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prooksidandir. Ancak iki GS™ birleserek okside glutatiyonu (GSSG) olustururlar bu da GSH
rediiktaz tarafindan GSH’ya indirgenir. Dogrudan veya dolayli yollarla reaktif oksijen tiirlerini
temizler. Hiicresel oksidasyon-rediiksiyon dengesinin diizenlenmesinde énemli rol oynayan tiyol

proteinleriyle etkilesime girer (136).

2.3.3.2.2. Vitamin C (Askorbik Asit)

C Vitamini pek c¢ok biyolojik fonksiyon igin gerekli suda ¢oziinebilen bir
mikronutrienttir. Bir¢ok enzimin kofaktorii olarak gorev yapar. Bunlar; kollajenin post-
translasyonal hidroksilasyonu, karnitin biyosentezi, dopaminin norepinefrine donmesi, peptid

amidasyonu ve tirozin metabolizmasinda gorev alan enzimlerdir.

Anti-skorbutik fonksiyonu yaninda C vitamini potent bir indirgeyici ajan ve biyolojik
sistemlerde serbest radikal toplayicisidir (137). Biyolojik sivilarda en ¢ok bulunan ve suda
cozlinen bir antioksidandir. Siiperoksit, hidroperoksit radikalleri ve singlet oksijen ile
peroksinitrit, nitrojen dioksit ve nitroksit radikallerini toplayabilme 0Ozelligine sahiptir.
Paradoksik olarak C vitamini in vitro kosullarda bir prooksidan gibi davranabilir. C vitamininin
demir ve bakir ile birlikteligi lipidlerin, proteinlerin ve DNA’nin oksidatif modifikasyonunu
indiiklemek i¢in kullanilmaktadir (127). C vitamini oksidatif strese ferrik demiri ferroz demire
indirgeyerek ve sonrasinda H,O;’in hidroksil radikaline doniisiimiinii saglayarak neden olabilir.
Ancak genel olarak bu C vitamini aracili Fenton reaksiyonlar1 insanda ferritin ve transferin gibi
metal baglayict proteinlerin etkin demir sekestrasyonu sayesinde kontrol edilir. Prooksidan
etkinin in vivo kosullarda gerceklesip ger¢eklesmedigi net degildir (127,138). Insan plazmasinin
in vitro inkiibasyonu yontemiyle yapilan ¢aligmalar C vitamininin aktive redoks gecis metalleri

ve H,0; eklenmesi durumunda bile lipid peroksidasyonunu engelledigini gostermistir (126).

Plazma askorbik asit havuzunda sigara kullanimiyla iligkili diisiis ilk olarak 1930’larda
tanimlanmisgtir  (127). Sonraki ¢alismalarda da sigara igenlerde igmeyenlere gore
plazma/serum/I6kosit C vitamini konsantrasyonlarinin yaklasik olarak %40 daha diisiik olma
egiliminde oldugu goézlenmistir. Son c¢aligmalarda sigara icen erkek ve kadinlarda plazma,
l16kositler ve idrarda gozlenen diisiik askorbik asit konsantrasyonlarinin nétrofillerin aktivite ve
sayllarinda artisla iliskili oldugu bunun da C vitaminin artmis kullanimi, diisiik alimi veya

azalmis biyoyararliligiyla agiklanabilecegi soylenmistir (139).
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2.3.3.2.3. Vitamin E (Tokoferol)

Alfa tokoferol yagda ¢oziinen lipit zincirini kiran bir antioksidandir. Mitokondri ve
endoplazmik retikulum gibi membrandan zengin hiicre kisimlarinda vitamin E konsantrasyonu
artmistir. Cok giiclii bir antioksidan olan alfa tokoferol hiicre membran fosfolipitlerinde bulunan
coklu doymamis yag asitlerini serbest radikal ataklarina karsi korur, olusan radikalleri temizler,
lipid peroksidasyonunu inhibe eder. Askorbik asit E vitaminin etkisini arttirir. E vitamini ve
GSH-Px serbest radikal etkisine karsi birbirlerini tamamlayic1 etki gosterirler. E vitamini,

sentezlerini engeller iken GSH-Px, olusmus peroksitleri ortadan kaldirir (142).

2.3.3.2.4. g Karoten

A vitaminin metabolik bir 6n maddesi olan ve yagda ¢dzlinen bir antioksidan olan beta
karoten son derece gliclii bir oksijen temizleyicisidir. Serbest radikalleri direkt olarak
yakalayabilir ve ayni zamanda zincir kiran bir antioksidan olarak etki ederck de peroksit

radikalleri olusumunu engeller (143).

2.3.3.2.5. Seruloplazmin

Plazma antioksidan aktivitesinin 6nemli bir kismi, bakir igeren ve tasiyan akut faz
proteini seruloplazminden kaynaklanir. Demir ve bakir bagimli lipid peroksidasyonu inhibe eder.

Daha az 6nemli olmakla birlikte siiperoksit radikali ile reaksiyona da girer.

2.4.4. Total Antioksidan Kapasite

Antioksidan savunma sistemleri, 6zgill etkiler disinda bir ortak etkiler ve iligkiler agi
olusturur. Ornegin; vitamin C ve glutatiyon, vitamin E’nin rejenerasyonunu saglayarak; iirik asit,
vitamin C’nin otooksidasyonunu engelleyerek sinerjistik etki gosterirler. Boylece antioksidan
durumu gostermede tek tek antioksidan Ol¢iimii yaninda degisik antioksidanlar1 ortak etkilerinin

Olclimiine yani ‘‘total antioksidan kapasite’’nin bilinmesine ihtiya¢ dogar. Sonugta plazmanin
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total antioksidan kapasitesinin her antioksidanin tek basma etkilerine ek olarak degisik

antioksidanlar arasindaki iliskilere bagli oldugu sdylenebilir (144).

2.4.5. Oksidatif Stres

Organizmada normal sartlarda da olusan serbest radikal {iiretimi, degisik savunma
mekanizmalar ile ortadan kaldirilir. Bu nedenle patolojik bir durum olusmaz. Serbest radikal
olusum hiz1 ve serbest radikal miktar1 savunma mekanizmalarinin giiciinii astig1 zaman oksidan
stres ortaya ¢ikar. Sonu¢ olarak serbest radikallerinin hiicre fonksiyonlarina net etkisi, radikal

iirlinleri ile koruyucu sistemler arasindaki dengeye baglhidir.

Organizmada serbest radikallerin olusum hizi ile bunlarin ortadan kaldirilma hizi bir
denge igerisindedir ve bu durum oksidatif denge olarak adlandirilir. Oksidatif denge saglandigi
slirece organizma, serbest radikallerden etkilenmemektedir. Bu radikallerin olusum hizinda
artma ya da ortadan kaldirilma hizinda bir diisme bu dengenin bozulmasina neden olur.
‘Oksidatif stres’ olarak adlandirilan bu durum ozetle: serbest radikal olusumu ile antioksidan
savunma mekanizmasi arasindaki ciddi dengesizligi gostermekte olup, sonugta doku hasarina yol

acmaktadir (145).
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3. MATERYAL VE METOD
3.1. Yontem

Bu ¢alismaya, Harran Universitesi Tip Fakiiltesi Cocuk Endokrinoloji ve Metabolizma
Bilim Dalina 15.10.2014-15.03.2015 tarihleri arasinda bagvuran, ergenlik donemine girmemis,
en az 1 yil once tip 1 diabetes mellitus tanisi almig 30 hasta, kontrol grubu olarak 30 saglikli

cocuk alindu.

Kontrol grubu gelisim takibi i¢in saglik merkezlerine getirilen, dykii ve fizik muayene ile
sikayet ve hastalik durumlar1 bulunmayan, ayni yastaki ve sosyokiiltiirel durumlar1 ayn1 hasta

grubuyla uyumlu ¢ocuklardan segildi.

Calisma i¢in Harran Universitesi Tip Fakiiltesi Etik kurulunun onayr alind1. Arastirmaya
katilmay1 kabul eden ailelere gocuklarin ve ailenin bazi sosyodemografik 6zelliklerini inceleyen
anket uygulandi. Ankette ayn1 zamanda, ¢ocugun 6zge¢cmisi, soygecmisi, beslenme dykiisii, fizik
muayenesi, laboratuar ve diger inceleme yontemlerinin sonuglari da yer aldi. Hastalardan
yakinmalarinin ve akut enfeksiyon tablosunda olmadiklart ve herhangi bir ilag kullanmadiklari

donemlerde kan alinarak ¢alisma yapildu.

Calismadan cikarilma kriterleri: Hastalar1 calismaya almama kriterleri; yaslari1 10 yil
tizerinde ve 5 yas altinda olanlar, ergenlik donemine girmis hasta ve kontrol grubu g¢alisma dis1
birakildi.Antiepileptik, steroid, antikoagiilan ila¢ kullananlar, tiroid fonksiyon bozuklugu olanlar,
bobrek, karaciger hastaligi olanlar, akut enfeksiyon gecirmis olanlar calisma dis1 birakildi.
Hastalar ¢alismaya alinirken, balayr donemini dislamak icin, en az bir yildir tanili olmalar1 sarti
aranmist1 ve calismada en diisiik giinliikk insulin ihtiyac1 0,8 U/kg/giin olarak saptandi, balay1

doneminin dislandigini destekledi.

Kan ornekleri: Kan 6rnekleri heparin ile yikanmis tliplere alinan 3 cc’lik kan drnekleri
mononiikleer 16kosit seperasyonu DNA hasari ¢alisilmak tizere isleme konulurken biyokimyasal
analiz ve oksidanlar icin alinan kan 6rnekleri 4000 rpm’de 5 dakika santrifiij edildikten sonra

sekilli elemanlar tiip ile birlikte atildi. Ustteki serum 6rneklerin bir kismi -80 %C’de sakland1.
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-20 ile -80 °C arasinda saklanan serum ise calisma giinli Erel yontemi ile TOS ve TAS
oto-analizorde (Abbott Aeroset, Abbott Diagnostics, Abbott Park, IL, USA) kolorimetrik olarak
olciildii.

Calisma grubundan heparin ile yikanmis tiiplere alinan 3 cc’lik kan Ornekleri
mononiikleer 16kosit DNA hasar1 ¢alisilmak lizere isleme konuldu. EDTA 11 kan 6rneklerinde
Harran Universitesi Arastirma Hastanesi Biyokimya laboratuvarindaki otomatik kan sayim
cihazi ( celldyn 3700 ) ile tam kan sayimmi ve retikiilosit tayini yapildi. Heparinli tiiplere alinan
kan Ornekleri DNA analizlerinde kullanilacak mononiikleer I6kositlerin seperasyonu ig¢in

kullanildi. Bir ml histopaque —1077 tizerine bir ml taze heparinize kan yavasca konup 2100 rpm

ve 250C’de 30 dakika santrifiij edildi . Orta tabakada biriken mononiikleer 16kositler pipet
yardimiyla alinip bir ml tuzlu fosfat tamponu (pH=7.4) ile karistirildiktan sonra 1600 rpm ve

250C’de 10 dakika santrifiij edilerek iki kez yikandi. Ustteki siipernatan atilip pellet tuzlu fosfat

tamponu (pH=7,4) ile 106 mononiikleer 16kosit /pul olacak sekilde diliie edildi. Bu yontemde
DNA migrasyonu viziiel olarak degerlendirildi. Olusan hasarin derecesine gore DNA’lar bes
kategoriye ayrildi. Hi¢ hasar bulunmayan DNA’lar Class 0, maksimum hasar olan DNA’lar ise
Class 4 olarak degerlendirildi. Degerlendirilen 50 hiicreye ait DNA’lardaki hasar dereceleri
tespit edilip ¢ikan sonug 2 ile carpilip ve degerlendirme 100 iizerinden yapildi. Dolayisiyla bu
degerlendirmede en yiiksek deger 400 olabilmistir.

3.1.1. Toplam Antioksidan Status Diizeyinin Ol¢iimii

Orneklerin total antioksidan status diizeyi, O. Erel tarafindan gelistirilen Rel Assay marka
ticari kitler kullanilarak olgililen tam otomatik bir yontem olup, gii¢lii serbest radikallere karsi
viicudun total antioksidan kapasitesini dlgen bir metoddur (146). Ol¢iim yéntemi, drnekteki tiim
antioksidan molekiillerin renkli ABTS™ katyonik radikalini rediiklemesi sonucu renkli radikali
antioksidan molekiillerin toplam konsantrasyonlariyla orantili olarak dekolorize olmasi esasina
dayanir. Kalibrator olarak E vitamininin suda ¢oziiniir bir analogu olan Trolox kullanilir.

Sonuglar mmol Trolox Eqiv/L olarak ifade edildi.
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3.1.2. Toplam Oksidan Status Diizeyinin Ol¢iimii

Orneklerin total oksidan status diizeyi, O. Erel tarafindan gelistirilen Rel Assay marka
ticari Kitler kullanilarak 6l¢iilen tam otomatik bir yontem olup testin ¢aligma prensibinde ifade
edildigi iizere 6rneklerin icerdigi oksidan molekiillerin ferroz iyonu ferrik iyona kiimiilatif olarak
oksitlemesine dayanan, kolorimetrik yontem kullanilir (147). Kalibrator olarak Hidrojen Peroksit

kullanilir. Sonuglar pmol H,O, Eqiv./L olarak ifade edilir.

Prensip: Ornekte bulunan oksidanlar ferrdz iyon-o-dianisidine kompleksini ferik iyona
oksitlerler. Ortamda bulunan gliserol bu reaksiyonu hizlandirarak yaklagik {i¢ katina
cikarmaktadir. Ferrik iyonlar asidik ortamda xylenol orange ile renkli bir kompleks olustururlar.
Ormekte bulunan oksidanlarin miktariyla iliskili olan rengin siddeti spektrofotometrik olarak

Olciilmektedir.

3.1.3. Oksidatif Stres Indeksi Ol¢iimii (OSI)

Orneklerin oksidatif stres indeksi (OSI), orneklerin toplam oksidan status (TOS)
diizeylerinin, 6rneklerin toplam antioksidan status (TAS) oranina ylizdesi olarak belirtilir (148).
Hesaplamadan once TAS testinin birimindeki mmol degeri TOS testindeki gibi mikromol

birimine ¢evrilir. Sonuglar Arbutrary Units olarak ifade edildi.

3.1.4. Mononiikleer Lokositlerin Seperasyonu

Bir ml histopaque-1077 {izerine bir ml taze heparinize kan yavas¢a konup 2100 rpm ve
25°C'de 30 dakika santrifiij edildi. Orta tabakada biriken mononiikleer 16kositler pipet yardimiyla
alinip bir ml tuzlu fosfat tamponu (pH=7.4) ile kanistirildiktan sonra 1600 rpm ve 25°C'de 10
dakika santrifiij edildi. Ustteki siipernatan atilip pellet tuzlu fosfat tamponu (pH=7,4) ile 10°

mononiikleer 16kosit olacak sekilde diliie edildi.
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3.1.5. Comet Assay (alkali mononiikleer hiicre elektroforezi) yontemi ile DNA Hasar
Tayini

3.1.5.1. Yontemin Prensibi

Comet Assay yontemi alkali pH’da farkli molekiil agirliklarina ve farkl elektrik yiike
sahip DNA molekiillerinin elektriksel alanda farkli go¢ etmeleri esasina dayanmaktadir. Tek
hiicreler agaroza yerlestirilir ve lizisten sonra zarar gormemis DNA'lar tasinma sirasinda comet
(kuyruk) olusturmazlar. Oysa DNA fragmente olusmussa fragmentler (niikleik asitler) farkli
molekiiler agirliklara ve farkli elektrik yiiklerine sahip olacaklarindan elektriksel alanda farkli

hizlarda hareket ederek kuyruk seklinde bir goriintii olustururlar (149-153).

3.1.5.2. Yonteminin Uygulanisi

3.1.5.2.1. Slaytlarin Hazirlanmasi

NMP agaroz jel % 1,0 'lik olarak hazirlandi ve 80”1 jel kenarlar1 buzlanmis lam {izerine
damlatild1 ve iizeri lamel ile kapatilarak buzdolabinda (2-4 °C) 5 dakika bekletildikten sonra
lamelleri kaldirildi. Hazirlanan lamlar nemli kutularda bekletildi. PBS (Fosfat buffered saline) ile
mm?>te 10* hiicre olacak sekilde diliie edilmis mononiikleer hiicrelerden 10 jil almarak 80 jil
%0,5'lik Low Melting Point (LMP) agaroz jel (37°C) ile karistirilarak birinci tabaka iizerine
tabakalandirildi ve tekrar lamel ile kapatilarak buzdolabinda donmasi i¢in 5 dakika bekletildi.
Ugiincii asamada ise ayn1 konsantrasyonda LMP agaroz jel hazirlanarak ikinci tabakanin iizerine

ince bir tabaka halinde tabakalandirilarak slayt hazirlanmasi tamamlandi (149-153).

3.1.5.2.2. Lizis asamasi

Agaroz jel kuruduktan sonra slaytlar yaklasik bir saat siire ile yiliksek konsantrasyonda
tuz ve deterjan igeren soguk lizis soliisyonunda bekletildi. Lizis soliisyonunun igerigi 100 mM
EDTA, 2,5 M Sodyum klorid, 10 mM Trizma base ve %]l oraninda Triton X-100'den
olugsmaktadir. Bu soliisyonun pH 's1 10'a ayarlandi. Lizis tamponu ile hiicre ve g¢ekirdek zari

lizise ugratildi (149-153).
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3.1.5.2.3. Elektoforez Tamponu

Elektroforezde yiiriitmeden 6nce DNA zincirlerinin ayrilmasi icin slaytlar alkali
elektroforez tamponunda 20-30 dakika inkiibasyona birakildi. Alkali ¢ozeltisi ImM EDTA ve
300 mM sodyum hidroksit icermektedir (pH <13) (137-141).

3.1.5.2.4. Elektroforezde Yiiriitme

Alkali elektroforez tamponunda inkiibasyon tamamlandiktan sonra DNA'lar bu tampon
cozeltisi icerisinde 300 mA, 14 volt'luk elekriksel alanda ve 5-25 °C'de 30 dakika yiiriitiildii
(149-153).

3.1.5.2.5. Nétralizasyon

Elektoroforezde yliriitme islemi tamamlandiktan sonra alkali tampon ¢6zeltisini ortamdan
uzaklastirmak igin slaytlar 3 dk siire ile 3 kez noétralizasyon tamponu ile (0.4 M Tris-HCL, pH
7.5) yikandi (149-153).

3.1.5.2.6. Boyama

Notralizasyon tamamlandiktan sonra boyama yapilarak cometler sayilir veya jel oda
sicakliginda kurutularak slaytlar nemli ortamda en fazla bir hafta depolanabilir. Boyama islemi
i¢in floresan boya olan etidyum bromit boyasi (5 [ig/ml) kullanildi. Her bir slayt i¢in 80 [iL boya
slayt lizerine damlatildiktan sonra lamel ile iizeri kapatilarak 20 biiyilitmeli floresan mikroskop

ile (Eksitasyon DB: 546 nm, Emisyon DB: 580 nm) 50 adet DNA goriintiisii degerlendirildi.

3.1.5.2.7. Analiz
Bu yontemde DNA migrasyonunu viziiel olarak degerlendirildi. Olusan hasarin

derecesine gore DNA’lar bes kategoride degerlendirildi. Sekilde de goriildiigli gibi, hi¢ hasar
bulunmayan DNA’lar 0, maksimum hasar olan DNA’lar 5 kategoride degerlendirildi.
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0. kategori 1. kategori 2. kategori

3. kategori 4. kategori

Sekil-10: DNA hasarlar1 sonucu meydana gelen hasarlarin elektroforez migrasyonu sonrasi

DNA'larim fleuresan mikroskop altindaki goriintiileri

Migrasyonun uzunlugu fragmentlerin miktarina, DNA zincir kirilmalarina ve alkali labil

bolgelerin seviyelerine bagli olarak degisiklik gostermektedir (149-153).

3.2. Yapilan istatistiksel Analizler

Istatiksel analiz: Istatiksel analiz SPSS 20.0 (SPSS, Chicago, IL, USA) istatistik paket
programi kullanilarak yapildi. Verilerin analizinde ortalama, frekans ve standart sapma degeri
belirlendi. Degiskenlerin normal dagilima uygunlugu Kolmogorov—Smirnov testi ile analiz
edildi. Iki grup arasindaki farklilig1 ortaya koymak i¢in student t testi kullamldi. Hasta ve kontrol
grubunun cinsiyet oranlarmin karsilastirilmasinda ise nonparametrik test olan Ki-Kare testi
kullanildi.Parametreler aras: iliskilerin incelenmesi Pearson ve Spearman korelasyon testleri

kullanilarak yapildi. Istatistiksel olarak p<0.05 anlamli kabul edildi.
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4. BULGULAR

4.1. Demografik Veriler

Caligmamiza en az bir yildir izlemde olup, 6nceden tanimlanmis bir kronik hastaligi
bulunmayan, 5-10 yas aralifinda tip 1 diabetes mellituslu (DM) 30 ¢ocuk ile yas, cinsiyet ve
sosyokiiltiirel olarak eslestirilmis 30 saglikli ¢ocuk kontrol grubu olmak iizere toplam 60 ¢ocuk
alindi. Kontrol grubunun yas ortalamasi 7,70 +1,31 yil iken, diyabet grubunda bu deger 7,93
+1,55 yil idi. Tip 1 DM grubu yas ortalamasi ile kontrol grubu yas ortalamasi arasinda anlamli
fark saptanmadi (p>0,05) (Tablo 9). Kontrol grubunu olusturan 30 ¢ocugun 13’1 (%43,3) kiz,
17°s1 (%56,7) erkek iken, tip 1 DM grubunu olusturan 30 ¢ocugun 13’i (%43,3) kiz, 17’si
(%56,7) erkek idi. Gruplar arasinda cinsiyet agisindan anlamli fark yoktu (p>0,05) (Tablo 9).

Tablo 9: Hasta grubu ile kontrol grubunun sosyodemografik verileri

Hasta Kontrol P
(n:30) (n:30)
Yas (yil) 7,93 +1,55 7,70 £1,31 0,533
Agirhik (kg) 25,23 £5,09 24,10 £7,96 0,514
Boy (cm) 124,83 £9,59 120,63 £10,25 0,107
BMI (kg/m’) 16,05 +1,69 16,17 3,18 0,856
Cinsiyet(E/K) 17/13 17/13 1,000

Calismamizda Tip 1 DM grubunu olusturan hastalarda ve kontrol grubunda periferik kan
lokositlerinin  comet assay teknigi kullanilarak elektroforez migrasyon goriintiileri
degerlendirildiginde hasta grubunda DNA hasarinin kontrol grubuna gore istatistiksel olarak

belirgin artmis oldugu saptand: ( p:0,001).
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Her iki grupta oksidan-antioksidan sistem degerlendirildiginde ise TOS ve OSI

diizeylerinin hasta grubunda arttig1, TAS diizeyinin ise azaldig1 gézlenmistir.

Yine Tablo 10 ‘da goriilecegi lizere kontrol grubuna gore tip 1 DM °li hasta grubunda
Total Oksidan Seviye (TOS) rakamsal olarak yiiksek bulunurken bu fark istatistiksel olarak
anlaml1 degildi (p:0,16). Buna karsilik TAS ve OSI diizeylerinin hasta grubunda kontrol grubuna
gore istatistiksel olarak anlamli diizeyde yiiksek bulundu (p<0,001); (p: 0,006).

Tablo 10: Tip 1 DM hastalar1 ve kontrol grubunun DNA hasar1 ve oksidatif stres
parametrelerinin karsilastirilmasi

Hasta grubu Kontrol grubu p
(n=30) (n=30)
DNA hasari(Arbitrary Unit) 8,20 +2,64 6,13 £2,09 0,001
TOS (umol H,0, Eqv./L) 18,00+4,46 16,67 £2,54 0,160
TAS (mmol Trolox Eqv./L) 0,72 +£0,17 0,96 +0,24 <0,001
OSI (Arbitrary Unit) 2,61 +0,87 1,93 +0,95 0,006

e Degerler ortalama+SS olarak verilmistir.

12,50

10,00 o

750

DNA hasari

5,00

2,50

Hasta Kontrol

Sekil 11 : Tip 1 DM vakalarinin ve kontrol grubunun DNA hasari diizeyleri
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TOS (pmol H202 Eq./L)

TAS ( mmol Trolox Eq./L)

30,00

20,007 1

15,007

1

10,00

Hasta Konirol

Sekil 12 : Tip 1 DM vakalarinin ve kontrol grubunun TOS diizeyleri

1,257

1,00

0,757

0,50

0,25

| I
Hasta Kontrol

Sekil 13 : Tip 1 DM vakalariin ve kontrol grubunun TAS diizeyleri
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Tip 1 diabetes mellitus hastalarinda, hastalik maruziyet siiresi, HoAlc,fruktozamin, DNA
hasar1i, TAS, TOS, OS] arasindaki korelasyon varlig1 arastirildi. Elde edilen sonuglar Tablo
11'de, grafiksel goriiniimler Sekil 14-17’de goriilmektedir.

Tablo 11: Tip 1 diabetes mellitus hastalarinin DNA hasari, oksidan-antioksidan sistem,

HbA 1c,hastalik maruziyet siiresi ve fruktozamine ait korelasyon degerleri

DNA Hasan TOS TAS oSl

Maruziyet r -0,028 -0,028 -0,151 0,122
Siiresi p 0,882 0,885 0,426 0,521
HbAlc r -0,241 0,262 0,116 0,129

p 0,200 0,162 0,540 0,497

Fruktozamin r -0,338 0,055 0,128 0,019
p 0,068 0,772 0,501 0,919

TOS r -0,06 - 0,66 0,675

p 0,580 -—-- 0,728 0,000

TAS r -0,121 066 - -0,647

p 0,524 0,728 --—- 0,000

DNA Hasan r ---- -0,105 -0,121 0,054
p -—-- 0,580 0,524 0,777

TOS: Total Oksidan Seviye, TAS: Total Antioksidan Statii, OSI: Oksidatif Stres Indeksi

Tip 1 diabetes mellitus hastalarinda DNA Hasari, TAS ve TOS arasinda istatistiksel olarak
anlaml bir iliski saptanmad.

Tip 1 diabetes mellitus hastalarinda maruziyet siiresi ve DNA Hasari arasinda istatistiksel
olarak anlaml bir iligki saptanmadi.

Tip 1 diabetes mellitus hastalarinda maruziyet siiresi, TAS ve TOS arasinda istatistiksel

olarak anlaml bir iliski saptanmadi..

60



6,00 o

5004 O (=] [s}
-
2]
a
i
=
@4 00 o o ]
o
o
Rt
N
=
Tt
.f_." 300 © [o} o} o
-~

2 0o o] o] L] o] (o]

100 @ (=] o o

T T T I T T
4,00 6,00 8,00 10,00 12,00 14,00
DNA Hasar

Sekil 14: Tip 1 DM vakalarinin maruziyet siiresi ile DNA hasar1 arasindaki korelasyon grafigi

Tip 1 diabetes mellitus hastalarinda DNA Hasar1, HbAlc ve fruktozamin arasinda istatistiksel
olarak anlamli bir iliski saptanmadi.Yine tip 1 diabetes mellitus (DM) hastalarinda HbAlc,

fruktozamin, TOS ve OSI arasinda istatistiksel olarak anlamli bir iliski saptanmadi.
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Sekil 15: Tip 1 DM vakalarimin HbAlc ve DNA hasari arasindaki korelasyon grafigi
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5. TARTISMA

Diyabetes mellitus insiilin eksikligi, etkisizligi veya her ikisinin birlikte bulunmasi ile
karakterize karbonhidrat, yag ve protein metabolizmasi bozuklugudur. Cocukluk ve adolesan

donemin en sik goriilen endokrin ve metabolik hastaligidir.

Diyabet; pankreatik beta hiicre harabiyetine bagl insiilin sekresyon eksikligi ile giden Tip
1 DM ve cesitli donemlerde beta hiicre bozuklugu ile birlikte yag dokusu, karaciger (KC) ve
iskelet kas1 diizeylerinde olusan insiilin direncinin bir sonucu olarak ortaya ¢ikan Tip 2 DM
olmak iizere iki gruba ayrilir (1). Hastalik cagimizin en ¢ok karsilasilan, morbidite ve mortalitesi
en yiiksek olan hastaliklardan birisidir. Hastalikta glikoz kullanimi bozulur. Kan seker diizeyinin
artmasi, basta kan damarlar1 ve sinirler olmak iizere ¢ogu viicut sistemlerinde ciddi bigimde

hasara neden olur (154-156).

Diabetes mellitusda oksijen stresine karsi antioksidan koruyucu mekanizmada dengenin
bozuldugu ve hiicre hasarimin arttig1 bilinmektedir. Serbest oksijen radikallerinin, doku hasar1 ve
degisik hastaliklarin etyopatogenezindeki rolii, son yillarda tipta giderek artan ilgi alani
olusturmaktadir. Oksidatif stres, artmis oksidana maruz kalma ya da azalmis antioksidan kapasite
olarak tanimlanabilir (157). Viicutta lipid, protein ya da DNA oksidayonu gibi etkiler
yapabilirler. Diabetes mellituslu hastalarin diabetik olmayan populasyona gore daha fazla

oksidatif strese maruz kaldig1 yapilan ¢caligmalarda gdsterilmistir (159).

Oksidatif stres nedeniyle olusan radikallerin zararli etkileri antioksidan enzimler ile yok
edilmektedir. Diabetes Mellitus'ta en dnemli problem glukozun metabolize edilememesi sonucu
kanda birikmesi, enerji lretiminde lipidlerin kullanilmasi ile zararli serbest radikallerin
artmasidir. Bu hastalikta, glukozun otooksidasyonu hizlanmakta ve okside olan glukoz, glukoz
asitlerine dontiislirken bir taraftan da serbest radikalleri olusturmaktadir (158, 160). Her iki
durumda da, yani serbest oksijen radikallerinin olusumunun artmasi ve/veya antioksidan sistemin
kesintiye ugramasi diyabetli hastalarda oksidatif stresin artmasina yol agmaktadir. Oksidatif stres
hipotezinde reaktif oksijen tiirleri ve serbest radikallerin olusum hiz1 ile antioksidan savunma

kapasitesi arasindaki dengesizlik diyabetin kronik komplikasyonlarina neden olmaktadir. Bir
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baska deyisle hiperglisemi oksidatif strese yol agmaktadir(161-162). Cok sayida calismada

hiperglisemi ve oksidatif stres arasindaki nedensel iliski varsayimini desteklemektedir (219-225).

Total antioksidan kapasiteye en biiylik katki plazmadaki antioksidan molekiillerdan
gelmektedir. Plazmada serbest demiri toplayan transferrin ve seruloplazmin gibi proteinler
yaninda serbest radikalleri kapan zincir kiric1 antioksidanlar da bulunmaktadir. Albumin, tirik
asit ve askorbik asit insan plazmasindaki total anti oksidan kapasitenin %85’inden fazlasini
Olusturur. Plazmada antioksidanlar bir etkilesim i¢indedir. Diyabetin tedavisine yonelik yapilan
aragtirmalarin diger bir kism1 da hastalikta bozulan oksidan/antioksidan dengenin diizeltilmesine
yonelik ¢alismalardir. Bu caligmalar ya antioksidan savunma sistemini giiglendirmeye ya da

oksidatif strese bagli hasar1 azaltmaya yoneliktir (164).

Diyabetik insanlarda ve deneysel diyabet ¢alismalarinda, hiperglisemi ile olusan serbest
radikallerin antioksidan seviyelerine etki etmedigi, azalttig1 ve/veya arttirdig1 seklinde farkli
sonuglar bulunmaktadir. Maxwell ve ark. (202) diyabetik kisilerde TAS ve vitamin C
seviyesinde azalma oldugunu belirtmislerdir. Total antioksidan kapasite’nin bakilan herhangi bir
antioksidandan daha 6nemli bir parametre oldugunu vurgulayan Ceriolla ve ark. (203), diyabetik
hastalarda TAS ve vitamin A seviyelerinin diiserken, vitamin E’nin artti§ini, vitamin C’nin ise
degismedigini saptamislardir. Tip 1 diyabetli ve diyabetik ketoasidozisli hastalarda yapilan
caligmalarda TAS diizeyinde azalma oldugu bildirilmistir (204,205). Merzouk ve arkadaslar
(206), diyabetli hastalarda a-tokoferol ve vitamin A diizeylerinin distiiglini, vitamin C
diizeylerinin degismedigini saptamiglardir. Bir baska calismada da diyabetiklerde tedavi sonrasi
antioksidan enzimlerden serum katalaz , superoksit dismutaz enzim aktivitelerinde ve vitamin A
diizeyinde anlamli bir artig goriiliirken, glutatyon peroksidaz enzim aktivitesinde, vitamin C ve
likopen seviyelerinde degisiklik olmadigi saptanmistir (207). Sundaram ve arkadagslar tip 2
diyabetli hastalarda teshis konulmasmin 2. yilinda SOD, CAT, GP-x enzim aktivitelerinin ve
glutatyon (GSH), vitamin (C, E) seviyelerinin 6nem gosterecek sekilde azaldigi, bu
degisikliklerin hastaligin siiresi ile iligkili oldugu ve komplikasyonlarin gelismesi ile birlikte
farkin daha da arttig1 belirtilmistir (208). Baska bir calismada diyabetli kisilerde biyokimyasal
degisimleri degerlendirmisler, MDA, SOD ve GSH gibi bir¢cok parametreleri 6l¢miislerdir. SOD
aktivitesinde azalma, MDA diizeyinde ve GSH miktarinda ise ¢cok azalma saptamis, oksidatif
stresin Diabetes Mellitus da 6nemli olduguna dikkat ¢ekmislerdir(210). Dave GS ve arkadaslari
tarafindan yapilan ¢alismada Tip 1 ve Tip 2 diyabetli hasta grubunda antioksidan parametreleri
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kontrol grubuna gore diisiik bulunmustur (201). Soliman ve arkadaslarinin yaptigi ¢alismada
hipergliseminin oksidatif stresi artirdigina isaret ederek, sekillenen antioksidan tiikenmesinin
diyabetik komplikasyonlarin olusumunda risk faktorii olarak degerlendirilmesine dikkat
cekmistir. Bu profilin diyabetik komplikasyonlarin baglangic ve gelismesinde 6nemli oldugu,
ayrica hastalarda plazma oksidan ve antioksidan sistem arasinda bir imbalans, dengesizlik
bulundugu kanaatine varmistir. Yine bu arastirma ile calisma sonuclarinin paralellik gosterdigi
diyabetlilerde lipit peroksidasyonun artip, antioksidan sistemde azalma oldugu
desteklenmektedir (209). Calismamizda Tip 1 DM ve kontrol gruplar arasinda yapilan
istatistiksel karsilastirmada, Tip 1 DM grubunda TAS diizeyi anlamli diisiik bulundu. Diyabette
gorlilen oksidatif stresi baskilayabilmek amaci ile; antioksidan enzim aktivitelerinin arttigi,
azaldig1 veya degismedigi bildirilmistir (201-210). Bu farkliliklar; diyabetin siiresinden, ¢aligilan
enzim veya dokudan kaynaklanmaktadir. Ayrica enzim aktivitesinde zamana bagli gegici
degisiklikler de etkileyici faktorler arasinda sayilabilir. Oksidatif stres varliginda adaptif bir
mekanizma ile; antioksidan savunma enzimlerinin aktivitelerinin arttigi bilinmektedir(145).
Diger yandan; enzimlerin serbest oksijen radikalleri ile inaktivasyonu sonucu aktivitelerinin
azaldig1 da bildirilmistir.(208-210). Oksidan-antioksidan sistem degerlendirmesinde TOS, OSI
diizeylerinin kontrol grubuna gore arttigini, OSI diizeylerinin istatistiksel olarak anlamli yiiksek
bulundu. Bu bulgular diyabetik hastalarda oksidatif stres belirte¢lerini daha yiiksek bulan ve
antioksidan savunmada azalma oldugunu saptayan ¢alismalarin verileri ile uyumluydu(201-210).
Bizim calismamizda oldugu gibi, bircok calisma gostermistir ki diyabetik hastalarda TAS
genelde oksidatif stresin artmis olmasindan dolay: diistiktiir.

Sonug olarak; Tip I DM gibi glukoz toleransinin bozuldugu durumlarda, serbest oksijen
radikallerinin agir1 olusumuna cevap olarak hiicre i¢i antioksidan kapasitede onemli degisiklikler
meydana gelebilir. Ancak, diyabetli hastalarda kan glukoz diizeylerinin iyi kontrol edilemedigi
uzun siireli hiperglisemi durumlarinda, antioksadan enzim aktivitelerinin olduk¢a azalacagi,
serbest oksijen radikallerinin tam olarak detoksifiye edilemeyecegi ve bunun sonucunda da
eritrosit membram1 ve diger hiicresel yapilarda ciddi hasarlanmalar meydana gelebilecegi
kanaatindeyiz. Bu durumun asir1 ve kontrolsuz gelisimi ise vaskiiler ve diger komplikasyonlari
da beraberinde getirebilir. Diabette olusabilen oksidatif stres yeni terapdtik yaklagimlara yol
acabilir. Anti-oksidanlar, biiyliik bir olasilikla diabette bozulan oksidatif stresin ve glukoz

metabolizmasinin diizeltilmesinde 6nemli etkiler olusturabilirler.
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Kronik hastaliklarda inflamasyondaki oksidatif stresin DNA hasarina neden oldugu
gOsterilmistir. Artmis riskin molekiiler temelinin iki yonli oldugu disiiniilmiistiir: CevredeKi
epiteliyal hiicrelerde DNA hasarina yol acan reaktif oksijen radikallerinin inflamatuar
makrofajlar tarafindan tiretimi ve inflamatuar hiicreler tarafindan salgilanan sitokinlerin aracilik

ettigi gelismis proliferatif sinyaller mutasyonlar igin riskteki hiicrelerin sayisini artirir (172,173).

Oksidatif streste; organizmanin antioksidan savunma sistemini olusturan enzimlerin
adaptif cevap ile uyarildiklart bilinmektedir (178-179). Aerobik organizmalarin, mutasyonlardan
korunabilmeleri ve yasamlarint devam ettirebilmeleri igin DNA onarim enzimlerinin dogru
fonksiyon yapmalar1 mutlaka gereklidir. Diistik diizeylerde oksidatif DNA hasart minimal hata
riski ile etkin bir sekilde onarilabilmektedir. Ancak, DNA onarim enzimleri ve DNA
polimeraz’in oksidatif stres altinda hasarlanmalar1 dogru replikasyon ve transkripsiyon olasiligini
azaltmaktadir. DNA'daki oksidatif hasar yasam ile bagdasmayan yiiksek diizeylere ulagtiginda
hiicre 6liimii (apopitoz) veya genotoksik hasarlar gergeklesmektedir (180-182).

DM’da ilerlemis glikozillenme {iriinlerinin DNA'y1 etkilemesiyle, kromozomal
degisiklikler, DNA zincirinde kirilmalar, DNA'nin tamirinde, replikasyonunda ve
transkripsiyonunda bozukluklar olabilir.Diyabetik hiperglisemilerde olaylarin hizlanmasi erken
hiicre yasglanmasi ve Olimiinii meydana getirebilir (187). Dandona ve arkadaslar1 DM
hastalarinda oksidatif DNA hasarinin ve oksidatif DNA hasar iirlinlerinden 8-OHdG’in gerek Tip
I gerekse Tip II DM hastalarinda saglikli kontrol gurubundan yiiksek oldugunu bildirmektedir
(188). Yine diyabet olusturulan rat deney modellerinde oksidatif stres belirteci olarak
degerlendirilen 8-OHdAG diizeylerinde de artis gdzlenmistir (189). Dinger ve arkadaslarinin
Comet Analiz yontemiyle Tip I DM hastalarinda mononiikleer 16kosit DNA hasar diizeylerini
arastirdiklar1 calismada, Tip I DM hastas1 kadin ve erkelerde monontikleer 16kosit DNA hasar
diizeylerininin saglikli kontrol grubuna gore anlamli olarak artmis oldugunu tespit etmislerdir
(190). Lima ve arkadaslarmin (211) diyabetik ve diyabetik olmayan disi ratlara ait kan
l16kositlerindeki DNA hasarmi tayin ettikleri ¢aligmalarinda, kontrol grubuna kiyasla diyabet
grubunun kuyruk momenti, kuyruk uzunlugu ve kuyruk yogunlugu degerlerinin anlamli bir
sekilde yiiksek oldugu goriilmistiir. Kushwaha ve arkadaslari (212) streptozotosine bagl diyabet
olusturulan ratlarda DNA hasar1 ve apoptosize kars1 enalaprilin koruyucu etkilerini aragtirmislar
ve sadece streptozotosin uygulanan DM grubunun karaciger, kalp ve bobrek dokularinda kuyruk

uzunluklarimin kontrol grubuna gore cok daha fazla oldugunu comet yontemi ile ortaya
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koymuslardir. Kushwaha ve arkadaslarida (213) ratlarda streptozotosin ile meydana getirilen
deneysel diyabetteki germ hiicre toksisitesi {izerine Telmisartanin 1yilestirici etkisini
arastirdiklar1 ¢alismalarinda diyabet grubu ratlara ait sperm Orneklerinin kuyruk uzunlugu ve
kuyruk momentlerinin kontrol grubuna kiyasla artig gosterdigini belirtmiglerdir. Ayrica deneysel
hayvan c¢alismalart disinda diyabetik hastalara ait DNA hasarinin comet yontemi ile
aydinlatildig1 arastirmalarda hasarin artan hiperglisemiye paralel olarak yiikseldigi bildirilmistir
(214-220).

Tezimizdeki Comet Analiz sonuglarimiz, hasta grubunda DNA hasarim1 8,20 £2,64 AU,
kontrol grubunda DNA hasar1 6,13 +2,09 AU olarak bulduk ve hasta grubunda DNA hasari
istatistiksel olarak anlamli derecede yiiksekti (p<0,001). Sonug olarak Tip 1 Diabetes mellituslu
hastalarda kronik hipergliseminin oksidatif stres belirteglerinin artmasina ve dolayist ile DNA
hasarina neden olabilecegi ifade edilebilir. Diyabetiklerde oksidatif stresi artirmast ve DNA
hasarinin artigi, diyabetik hastalarda gelisen kronik komplikasyonlarin etyolojisinde rolii

olabilecegini diisiinmekteyiz.

Tip 1 diyabete bagh komplikasyonlarin etyopatogenezinde kotli metabolik kontrole bagl
artmig glikozilasyon ve oksidatif stres iliskisi iyi bilenen mekanizmalardir. Calismamizda
glisemik kontrol belirtecleri olan HbAlc ve fruktozaminle; TAS, TOS, OSI ve DNA hasarini
karsilastirdik. Tip 1 Diabetes Mellitus hastalarinda HbAlc ve fruktozamin ile DNA hasari, TAS,
TOS ve OSI arasinda istatistiksel olarak anlamli bir iliski saptamadik. Bizim ¢alismamizdan
farkli olarak Dinger ve arkadaslarinin Comet Analiz yontemiyle Tip I DM hastalarinda
mononiikleer 16kosit DNA hasar diizeylerini arastirdiklar1 ¢alismada, Tip I DM hastas1 kadin ve
erkelerde mononiikleer 16kosit DNA hasar diizeyininin saglikli kontrol grubuna gdre anlamli
olarak artmis oldugunu tespit etmisler ve DNA hasar1 ile HbAlc diizeyleri arasinda pozitif
korelasyon bulunmustur (190). Tip 2 diyabet hastalarinda DNA hasar1 belirteci olan 8-OHdG
diizeyleri ve HbAlc degerleri bakimindan karsilastirilan ¢alismada; HbAlc degerleri ile 8-
OHAG diizeyleri arasinda korelasyon bulunmustur(201). Matteucci ve arkadaslarinin, tip 1
diyabette oksidatif stresin 6nemini vurgulayan ¢alismalarinda yiiksek HbAlc diizeyine isaret
ederek prooksidan MDA (malondialdehyde) diizeyinde artisa isaret etmislerdir. Plazma MDA
seviyesenin kan glukozu, kreatinin, fibrinojen ile iliskili oldugunu belirtmislerdir (227). insuline
bagli diyabetli hastalarda yapilan bir baska caligmada idrarda 8-OHdG,plazmada MDA, GSP ve
Hbalc degerleri kontrol grubuna gore yiiksek bulunmus olup; diyabetik grupta idrarda 8-OHdG
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diizeyleri ile HbAlc diizeyleri arasinda korelasyon saptanmustir (228). Bizim g¢alismamizda
parametreler arasinda korelasyon saptanmamasi olgu sayisinin az olmasina ve orta-koti
metabolik kontrole sahip hastalardan olusmasina bagli olabilecegi diisiinlilmektedir ancak
oksidatif stresi etkileyen bilinmeyen baska mekanizmalarin da rolii olabilir. Bu nedenle tip 1
diyabette oksidatif stres ve bunu etkileyen faktorleri arastiran genis kapsamli ¢alismalara ihtiyag
vardir.

Sonug olarak Tip 1 DM c¢ocukluk yas grubunda oksidatif stres ve DNA hasarinin yiiksek
oldugunu saptadik. Tip 1 Diabetes mellituslu hastalarda kronik hipergliseminin oksidatif stres
belirteglerinin artmasma ve dolayis1 ile DNA hasarina neden olabilecegi ifade edilebilir.
Diyabetiklerde oksidatif stresi artirmasi ve dolaysi ile DNA hasarmin artisi, diyabetik hastalarda
gelisen kronik komplikasyonlarin etyolojisinde rolii olabilecegini diisiinmekteyiz. Fakat
calisgmamiz vaka kontrol calismasi olmasi nedeniyle hastalarin kontrol edildigi siradaki
durumunu gostermektedir. Bu cocuklarda yapilacak olan uzun izlemli c¢alismalarin
bulgularimizin, prognoz ve tedavide Onemli olup olmayacagi konusunda daha fazla bilgi

verecegini disiiniiyoruz.
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6. SONUC VE ONERILER

Calismamiz sonucunda Tip 1 DM hastalarinda total oksidan seviyenin arttigi, total
antioksidan kapasitenin azaldig1 ve dolayisiyla oksidatif stres indeksinin belirgin diizeyde arttigi

saptandi.
Calismamiz sonucunda Tip 1 DM hastalarinda DNA hasarinda artis saptandi.

Diyet, diyabet tedavisinin vazgecilmez bir parcasi olup, medikal tedavi ile birlikte
yiirlitiilmelidir. Diyetle tedavide diyabetik kisinin ¢ok dikkatli olmasi1 gerekmektedir. Diyetle
birlikte yeterli enzimatik olmayan antioksidanlarin (vitaminler) alinmasi, enzimatik savunma
sistemlerine yardimci olacak ve diyabetin komplikasyonlarinin azaltilmasina yardimci

olabilecegi kanaatindeyiz.

Kan seker diizeylerinin normal smirlara yakin tutulmasi, antioksidan kapasiteyi
artiracagindan diyabete bagli olarak gelisen diyabetik noropati, kardiyovaskiiler hastaliklar,
retinopati, nefropati, nefrotik sendrom gibi uzun doénemli komplikasyonlarin zararli etkilerini

azaltabilir ve Onleyebilir.

Diyabetin tedavisi i¢in toplum olarak bilgi sahibi olmak, tedaviye bilingli yaklasmak,
diyabetik kisilerin yasam kalitelerini olumlu etkileyecek ve kisiye dolayisiyla iilkeye getirecek

mali kiilfeti azaltacaktir.

Elde ettigimiz sonuglarin Tip 1 DM hastalarinda oksidan- antioksidan sistem ve DNA

hasart ile ilgili yeni ¢alismalara 151k tutacagi kanaatindeyiz.
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