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OZET

Kardiyovaskiiler hastalik gelisimi i¢in temel risk faktorlerinden birisi olan tip 2
diyabet, oksidatif stres olusumu ile iliskilidir. Bu ¢alismanin temel amaci farkl tipte
insiilin tedavisi baglanan Tip 2 diyabet hastalarinda tedavi 6ncesi ve sonrasi glukoz
diizeyindeki degiskenligin oksidatif strese etkisini incelemekti. Bu amag¢ kapsaminda
Tip 2 Diyabetes Mellitus (DM) tanis1 almis 24 hasta ¢alismaya dahil edildi. Ug¢ gruba
ayrilan hastalara (her grup 8 hasta) birinci giin eski tedavi rejimi uyguland ve ikinci
giinden itibaren 3 degisik tipte insiilin analogu ve metformin baslandi. Birinci hasta
grubuna subkiitan Humolog Mix 50 (bifazik insiilin lispro; %50 Insulin lispro -%50
protamine lispro) ve 2000 mg oral Metformin, ikinci hasta grubuna subkiitan
Novomix 30 Flexpen (bifazik insiilin aspart; %30 aspart- %70 protamine aspart) ve
2000 mg oral Metformin, {li¢iincii hasta grubuna ise subkiitan Lantus Solostar (insiilin
glarjin) ve 2000 mg oral Metformin uygulandi. Caligmaya alinan hastalarin kan
glukoz diizeyleri deri altina yerlestirilen bir sensor aracilig ile siirekli olarak 72 saat
monitdrize edildi. Continuous (=devamli) Glukoz Monitorize edici Sistem (CGMS)
uygulamasi sonlandirildiktan sonra elde edilen data ile giinliikk glisemik patern
degerlendirildi. Tedavi oncesi ve sonrast glukoz diizeyindeki degiskenligin oksidatif
strese etkisini incelemek igin plazma protein karbonil seviyeleri, plazma ve idrar 8-
izoprostan diizeyleri ve plazma protein nitrasyonu 0l¢iildii. Hasta gruplarinda nitrik
oksit salinimini degerlendirmek i¢in plazma nitrit ve nitrat miktar1 belirlendi. Plazma
protein karbonil ve nitrit/nitrat diizeyleri spektrofotometrik olarak Olgiiliirken, 8-
izoprostan diizeyleri ve plazma protein nitrasyonu enzyme-linked immiinoassay
yontemine dayanan Ol¢iim kitiyle belirlendi. Tiim gruplarda insulin uygulamasi
sonrasi 2nci giinde dlgiilen ortalama kan glukozu ve ortalama kan glukozu standard
deviasyonlar1 tedavi oncesine gore anlamli olarak azalmisti. Benzer sekilde plazma
protein ve lipid oksidasyon parametreleri de tedavi sonrasi 2nci gilinde tedavi
oncesine gore anlamli olarak azalma gosterdi. Tedavi gruplari arasinda nitrik oksit
salmimi farklilik gostermedi. Bu calismadan elde edilen veriler, tedavi Oncesi ve
sonras1 glukoz diizeyindeki degiskenligin oksidatif stres iizerinde etkili oldugunu
gostermistir.

Anahtar kelimeler: Diyabetes Mellitus, insiilin, nitrik oksit, glukoz, oksidasyon.
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ABSTRACT

The aim of this study was to evaluate the effect of high dose insulin analog
initiation therapy on glucose variability and oxidative stress in type 2 diabetes
patients. Twenty four type 2 diabetic patients with HbAlc levels above 10% despite
ongoing combination therapy with sulphonylurea and metformin were selected.
Former treatment regimen was continued for the first day followed by substitution of
sulphonylurea therapy with different insulin analogs such as, 0.4 U/kg/day lispro mix
(50% insulin lispro protamine and 50% insulin lispro) (n=8); 0.4 U/kg/day insulin
aspart (30% insulin aspart and 70% protamine insulin aspart) (n=8) and 0.4 U/kg/day
insulin glargine (n=8). Glycemic profiles were determined over 72 hours by
continuous glucose monitoring system (CGMS) and blood/urine samples were
obtained from all patients at 24 and 72 hours. Plasma 8-isoprostane, protein carbonyl
and nitrotyrosine levels were measured to evaluate oxidized lipids, oxidized and
nitrated proteins, respectively. Plasma nitrite and nitrate levels were also determined
to assess nitric oxide (NO) production in all experimental groups. The glucose
patterns obtained from each patient on study days 1 and 3 were submitted to
calculations and showed that overall glucose control was significantly better
following treatment with insulin analog plus metformin compared to sulphonylurea
and metformin alone. Treatment with insulin analog plus metformin also resulted in a
significant reduction in glucose variability, as determined by decreased standard
deviation of measured blood glucose concentrations. Plasma and urine 8-isoprostane,
plasma protein carbonyl and nitrotyrosine levels were markedly decreased following
treatment with insulin analog plus metformin. No significant difference was observed
in plasma nitrite and nitrate values suggesting similar levels of NO production. These
findings indicate that lowering blood glucose and glucose fluctuations using high
dose insulin analogs plus metformin reduces oxidative stress over time. The present
data also suggest that therapy in type 2 diabetes should also target the reduction of
acute glucose fluctuations as well as hemoglobin Alc and mean glucose
concentrations.

Key words: Diabetes mellitus, insulin, nitric oxide, glukoz, oxidation
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GIRIS VE AMAC

Ortalama kan glukoz diizeyleri ve glikozile hemoglobin seviyeleri (HbAlc)
benzerlik gosteren diabetik hastalarin giinliik kan glukoz profilleri ¢ok farklr olabilir.
Diyabetik hastalarda normal kan glukoz diizeyinden sapmalar, hem say1, hem de siire
yoniinden degiskenlik gdsterebilir. Diyabet komplikasyonlar1 ve HbAlc dlgiimleri ile
belirlenebilen kan glukoz diizeyinin regiilasyonu arasinda kuvvetli bir iligki vardir
(1). Kan glukoz seviyelerindeki oynamalarin, yiiksek glukoz diizeyinin olusturdugu
komplikasyonlara ek olarak, diyabetik komplikasyonlarin olusumunda “arti risk”
olusturmasinin sebebi bilinmemektedir. Bu nedenle ortalama kan glukoz diizeyleri
benzerlik gosteren iki diyabetik hastanin komplikasyon gelisimi agisindan ayni riski
tastylp tasimadiklari belirlenemez. Benzer HbAlc diizeylerine sahip hastalarda
retinopati gelisiminin uygulanan anti-diyabetik tedavi protokoliine gore farklilik
gosterdigi rapor edilmistir (2). Goriilen farkliligin kan glukoz diizeyindeki
oynamalara bagimli olabilecegi belirtilmistir. Ag¢lik kan glukoz diizeyindeki
oynamalarin diyabetdeki kardiyovaskiiler komplikasyonlarin gelisimi yoniinden de
bir belirte¢ oldugu saptanmustir (3). Tip 2 diyabet hastalarinin tedavisinde hedeflenen
o6nemli bir unsur, kan glukoz diizeylerinde stabilite saglanmasidir. Benzer sekilde,
postprandial (yemek sonrasi) hiperglisemi makrovaskiiler komplikasyon gelisimi i¢in
onemli bir risk belirtecidir (4). Son yillarda yapilan c¢aligmalar, kan glukozundaki
oynamalarin diyabetde mevcut olan oksidatif stresi arttirdigini goéstermistir (5-7).

Yukarida Ozetlenen c¢alismalar temel alinarak gergeklestirilen arastirma
projemizde kan glukozundaki degiskenligin plazmada olusturdugu oksidan etki
incelendi ve farkli insiilin tedavilerinin bu mekanizmaya yanit1 degerlendirildi.



GENEL BIiLGILER

2.1.Tip 2 Diyabet

Tip 2 diyabet eriskin toplumda en yaygin goriilen metabolizma hastaligidir.
Geligmis iilkelerde toplumun %5-10"u tip 2 diyabetlidir (8). Genellikle orta ileri yas
hastalig1 olarak kabul edilmekle beraber, son yillarda daha geng¢ yaslarda tip 2
diyabet vakalar1 goriilmeye baslanmistir (9 , 10 , 11). Mikro ve makroanjiyopatik
degisimlerden kaynaklanan kronik komplikasyonlar1 nedeniyle diyabetin ulusal
saglik biitceleri tizerindeki ekonomik yiikii olduk¢a yiiksektir (12). Tip 2 diyabet
olgularin %85°1 kilolu veya obezdir. Gorme kaybi, bobrek yetersizligi ve ayak
amputasyonu nedenlerinin baginda diyabet gelmektedir. Diyabetli olmayan
yasitlarina kiyasla tip 2 diyabetlilerde kardiyovaskiiler olay riski 2-4 kat daha
yiiksektir, ayrica tip 2 diyabetlilerin %75’inde mortalite nedeni koroner arter
hastaliklarindan kaynaklanmaktadir (11 , 13).

Heterojen bir hastalik olan diyabetin bu formunda, iki metabolik defekt s6z
konusudur. insiilinin etkisi veya sekresyonu azalmigtir. Diger taraftan insiilin
etkisindeki bozukluk nedeniyle insiilin rezistansi (direnci) gelismistir. Insiilin
sekresyonu da insiilin direncini kompanse etmekten uzaktir. Genellikle, bu
bozuklardan birisi 6n plandadir (14 , 15). Hastaligin olduk¢a karmasik bir genetik
temeli vardir ve bir dizi aday gen sorumlu tutulmaktadir. Yasam tarzindan
kaynaklanan diizensiz ve dengesiz beslenme ile birlikte, fizik aktivite azlig1 gibi
cevresel faktorler hastaligin ortaya ¢ikisin1 hizlandirmaktadir. Cogu olguda hastalik
tan1 koyulmadan yillarca 6nce baglamistir (11, 13, 15).

2.1.1. Tip 2 Diyabet Patogenezi

Tip 2 Diyabet Mellitus’a patogenetik yaklasimda genetik agirligin cok belirgin
oldugu goriiliir. Genetik yatkinlig1 belirleyen ortak bir gen gdsterilmemistir;
poligenik etki ongdriilmektedir. Tip 2 DM, insiilin direnci ve beta hiicresi salgi
kusuru ile ortaya cikar. Hangisi once ve agirhiklidir? Insiilin rezistansi ekzojen ve
endojen insiiline karsi normal biyolojik yanitin bozulmas: olarak tanimlanir. Beta
hiicresi de fonksiyonlarin1 kaybetmeye baslayinca, insiilin salinim eksikligi ve
sonugta diyabet gelisir. Insiilin direncinin gelisiminde reseptdr ve ozellikle
postreseptor diizeyindeki bozukluklar daha oOnemli ve siklikla karsimiza c¢ikan
durumlardir. Visseral yag dokusu, subkutan yag dokusuna gore insiilin direnci
gelisiminde 6nemli bir role sahiptir. Buradan agiga cikan serbest yag asitlerindeki
artiglar iskelet kasi ve karacigerde insiilin direncini artirmaktadir. Ancak obez
kisilerin sadece %Z20’sinde diyabet gelismektedir. O halde genetik olarak yatkin
kisilerde, obeziteye bagli olarak yiikselen serbest yag asitleri tip 2 diyabet
gelistirmektedir. Visseral yag dokusundan salinan timor nekrozis faktér (TNF)-
alfa’nin insiilin direncine katkilar1 insiilin reseptor substrat (IRS)-1’in serin
fosforilasyonunu artirmasi, IRS-1 ekspresyonunu azaltmasi, tirozin kinaz aktivitesini



inhibe etmesi, IRS-1 ve fosfatidil inositol (PI) 3-kinaz arasindaki iliskinin bozulmasi
sebebiyle glukoz tasiyicist olan glukoz transporter protein (GLUT)-4 ekspresyonunu
azaltmasi ile aciklanmaktadir. Adiponektin ise yine yag hiicrelerinde eksprese edilen
TNF-alfa etkilerini bloke eden &nemli bir adipositokindir. Insiilin direnci ortaya
ciktiginda adiponektin diizeyleri azalmaktadir. Inkretinler gastrointestinal sistemden
salgilanan insiilinotropik kiigiik peptidlerdir. Bu peptidlerden tip 2 diyabet
patogenezinde Onemli role sahip olan, glukagon benzeri peptid (GLP)-1’dir.
Glukagon benzeri peptid-1, sadece glukoz ile tetiklenmis insiilin sekresyonunu degil,
insiilin biyosentezi ve insiilin geni ekspresyonunu da uyarmaktadir. Bozulmus glukoz
toleransi bulunan kisilerde GLP-1 diizeyinin diisiik oldugu ve tip 2 diyabetiklerde
bunun daha da azaldigi kanitlanmistir. Tip 2 diyabetin 6nlenmesinde yasam tarzi
degisikliginin (saglikli beslenme ve egzersiz) temel unsur oldugu kesindir. Ne yazik
ki yasam tarzi1 degisikliginin 1 yildan fazla siirdiiriilmedigi gozlenmistir. Bu sebeple
hastalarda ila¢ tedavileri ile tip 2 diyabet gelisimini dnlemeye yonelik caligmalar
yapilmaktadir (16).

2.1.2. Insiilin

Insan insiilin geni 11. kromozomun kisa kolunda yer almaktadir. Oncii molekiil
olan pre-proinsiilin [molekiil agirligi (MA): 11500] 6nce proinsiiline (MA: 9000)
daha sonra C-peptidin ayrilmasi ile insiiline doniismektedir (sekil 2.1.).

]insﬂlin geni

Nukleus

Endoplazmik
Retikulum

=, Proinsilin
' ", o
pebrommtio

Golgi Cisimcigi

=

P Hiicre Membrani

Sekil 2.1. Pankreas f hiicresinde insiilin sentez ve sekresyonu

Insiilin (MA: 5808) 51 aminoasitten olusan A (21 aminoasit) ve B (30
aminoasit) olmak tizere iki adet aminoasit zincirinden meydana gelmektedir. A ve B
zincirleri birbirine iki adet disiilfid bag: ile baglanmistir. A zincirinde 6. ve 11.

aminoasitleri birbirine baglayan bir tane de zincir i¢i (intrachain) disiilfid bag
bulunmaktadir (17 , 18).

Endojen insiilinin dolagimdaki yar1 émrii 3-5 dakikadir. Karaciger, bobrek ve
plasentada yer alan insiilinaz enzimleri tarafindan katabolizma edilmektedir.



Pankreastan salgilanan insiilinin karacigerden ilk geciste %350’si kandan
temizlenmektedir. 31 aminoasitten olusan C-peptidin (MA:3000) biyolojik aktivitesi
bilinmemektedir. C-peptid, B hiicrelerinden insiilin ile esmolar miktarda salgilanir ve
kandan karaciger araciligi ile temizlenerek bobreklerden atilir (19) (17).

Insan pankreas: giinde ortalama 40-50 {inite insiilin {iretmektedir. Insan
viicudunda bazal ve uyarilmis (prandiyal) olmak iizere iki farkli sekilde insiilin
salgilanmaktadir. Bazal salgilanma egzojen uyar1 olmaksizin (aglikta) olan
salgilanmadir. Uyarilmis salgilanma ise agizdan besin alimina B hiicresinin insiilin
sekresyon yamitidir. Insiilin salgilanmasiin en 6nemli uyaran1 glukozdur. Kandaki
glukozun besin alimi ile birlikte ani artis1 dnce kisa siireli bir insiilin salgilanmasina
neden olmakta (birinci faz) eger kandaki glukoz konsantrasyonu hala yiiksek
seyrediyorsa hafifce diismeye baglayan insiilin konsantrasyonu tekrar ikinci ve daha
diisiik amplitiidlii bir pikle (ikinci faz) birlikte tekrar artmaktadir (17 , 18). Insiilin
salgilanmasiin diger uyaranlari mannoz, 16sin, vagal uyarilar ve siilfoniliire gibi
ilaglardir. Glukagon benzeri peptid-1, gastrik inhibitor peptid (GIP), kolesistokinin,
sekretin ve gastrin gibi enterik hormonlar, B adrenerjik uyarilar ve arjinin glukozun
uyardigi insiilin salgilanmasini artirici 6zellige sahiptir (20).

Insiilin sekresyonu; glukoz, aminoasit ve yag asitleri gibi absorbe edilen sindirim
{iriinlerinin serum konsantrasyonlar1 tarafindan belirlenmektedir. Insiilin sekresyonu
buna ek olarak intestinal entero-endokrin hiicrelerden salgilanarak, enteroinsular
aksin bir kolunu olusturan ve inkretinler ad1 verilen insiilin sekrete edici hormonlar
tarafindan da diizenlenmektedir. Glukagon benzeri peptid-1 ve GIP intestinal inkretin
etkiden sorumlu olan baslica inkretin hormonlardir. Glukagon benzeri peptid-1 ve
GIP bu hormonlara duyarlt B hiicrelerinde glukoza bagiml insiilin sekresyonunu
uyarmak i¢in 6nemli etki gostermektedirler. Her iki peptid ayn1 zamanda pankreas 3
hiicre poliferasyonu ve sitoproteksiyonu da diizenlemektedirler. Glukagon benzeri
peptid-1, gastrik bosalma, glukagon sekresyonu ve besin alimini inhibe ederken, GIP
bu etkileri gostermemektedir. Hem GIP hem de GLP-1’in sekresyonunu takiben,
baslica dipeptidil peptidaz IV (DPP 1V) tarafindan hizla yikimi nedeniyle kisa yari
Oomiirleri bulunmaktadir (21 , 22) (sekil 2.2.).
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2.1.3.Tip 2 Diyabet Patogenezinde Insiilin Direnci

Insiilin rezistans1 ekzojen veya endojen insiiline kars1 normal biyolojik yanitin
bozulmasi olarak tanimlanir. Insiilinin hedef dokular1 karaciger, kas ve yag
dokusudur. Insiilin karacigerde glukoneogenezi ve glikojenolizi inhibe ederek
hepatik glukoz iiretimini baskilar. Ayn1 zamanda glukozun kas ve yag dokusuna
alimimini ve burada enerji kaynagi olarak depolanmasini saglar (sekil 2.3.)
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Sekil 2.3. Insiilinin kas ve yag dokusu igindeki etkileri iki ana yolla olur.

Insiilin direnci gelisen ortamda, insiilinin karaciger, kas ve yag dokusundaki bu
etkilerine kars1 direng gelisir ve gerek hepatik glukoz ¢ikisinda artis (hepatik instilin
direnci) gerekse kas ve yag dokusu icine alinamayan glukoz (periferik insiilin
direnci) ile kanda hiperglisemi geligir. Hiperglisemiyi kompanse etmek icin f3
hiicresinden daha fazla insiilin salimimi gerceklesir. Fakat [ hiicresi de
fonksiyonlarini kaybetmeye baslayinca, insiilin salinim eksikligi ve sonucta diyabet
gelisir. Buradan da anlasilacagi gibi insiilin direnci ile baslayan preklinik donem,
insiilin sekresyonunun azalmasi ile diyabetle sonuglanir (23).

Insiilin direnci obezitede sik rastlanan bir durumdur. Ancak obez olmayan, oral
glukoz tolerans testi (OGTT) normal saglikli kisilerin %25’inde de insiilin direnci
saptanmistir. O halde diyabet gelisiminde genetik yatkinhk da O6nemli rol
oynamaktadir (24).

Insiilin direnci prereseptdr diizeyde (anormal beta hiicre salgi iiriinleri, dolasan
insiilin antikorlari, vb), reseptér diizeyinde (reseptdr sayisinda azalma, reseptor
mutasyonlar1) ve postreseptor diizeyde (tirozin kinaz aktivitesinde azalma, reseptor
sinyal sisteminde bozukluklar, glukoz transportunda azalma vb) gelisebilir. Insiilin
direncinin gelisiminde reseptdr ve 6zellikle postreseptor diizeydeki bozukluklar daha
onemli ve siklikla karsimiza ¢ikan durumlardir (25).

Giliniimiiz bilgileri 1s181inda yag dokusunun artik bir endokrin organ oldugunu
sOyleyebiliriz. Yag dokusundan salinan serbest yag asitleri ve adipositokinler (TNF-



alfa, adiponektin, IL-6, leptin, agouti protein, rezistin vb) obezite ve diyabet
gelisiminde bircok mekanizmada 6nemli rol oynarlar. Ozellikle viseral yag dokusu,
subkutan yag dokusuna gore insiilin direnci gelisiminde Oonemli bir role sahiptir.
Viseral yag dokusunun artiginin bir gostergesi de karaciger i¢i yaglanmadir. Yine kas
demetleri igindeki fasya alt1 yag dokusu insiilin direnci i¢in bir gosterge olarak kabul
edilmektedir (24).

2.1.4.Periferik Dolasimda Glukoz Diizeyinin Ayarlanmasi

Periferik dolagimda glukoz diizeyinin ayarlanmasinda baslica iki mekanizma rol
oynamaktadir. Bunlar dolasima glukoz girisi ve/veya periferik dokular tarafindan
glukozun dolasimdan alinarak kullanilmasidir. Birinci mekanizmada glukozun
barsaklardan absorbsiyonunun ve/veya hepatik glukoz iiretim ve periferik dolasima
verilmesinin diizenlenmesi s6z konusudur. ikinci mekanizmada periferik yag ve
iskelet kas dokusu 6nemli rol oynamaktadir (17).

Glukoz, hiicrelerin hemen hepsinin metabolizmasinda ¢ok dnemli bir maddedir.
Glukoz sadece enerji temin edilen bir madde olmayip glikojen ve/veya trigliserid
molekiilii olusturarak hiicre igerisinde depo edilebilmektedir. Hiicre membranlari
glukoz gibi polar molekiillere gecirgen olmadiklari i¢in bu tiir maddelerin hiicrelerin
icerisine girmeleri tagiyici (transporter) proteinler ile olmaktadir (17 , 26).

Memeli hiicrelerinde “sodyum glukoz ko-transporter” ve “kolaylastirilmig
glukoz transporter” olmak tizere iki tiir glukoz tasiyicisi bulunmaktadir. Sodyum
glukoz ko-transporter ince barsak ve bobregin proksimal tubiillerindeki firgamsi
kenarl1 epitel hiicrelerinde bulunmaktadir. Sodyum glukoz ko-transporter’lar glukozu
bir konsantrasyon gradiyentine karsi liimenden ince barsak ve bobrek hiicrelerine
tasirlar. Sodyum transportu konsantrasyon gradiyenti yoniindeki islemin yerine
getirilmesinde rol oynar.

Kolaylastirilmis glukoz tasiyicilari biitlin hiicrelerin ylizeyinde vardir ve
gradiyent konsantrasyonu yoniinde hiicre igerisine kolaylagtirilmis diflizyon ile
glukoz transportu saglamaktadir. Kolaylastirilmis difiizyon sistemi enerji
gerektirmeyen, glukoz tasiyici protein (GLUT) araciligi ile olan pasif bir transport
sistemidir. Glukoz tasiyict proteinler plazma membranina yerlesmislerdir ve hiicre
membraninda membrani 12 defa gecen bir zincir olustururlar. Glukozu baglar ve iki
lipid tabaka arasindan gecirerek hiicre igerisine girmesini saglarlar. Glukoz,
konsantrasyon gradiyentinin durumuna bagli olarak hiicre igerisine girebilir veya
cikabilir. Kolaylastirilmis glukoz tasiyicilar ince barsak ve bobregin proksimal
tubiillerindeki firgamsi kenarli epitel hiicrelerinde de vardir ve bu hiicrelerde hiicre
igerisindeki glukozu periferik dolasima tasima fonksiyonunu gosterirler. Dokulara
gore farkli spesifik glukoz tasiyicilar1 vardir. Glukoz tasiyici protein-1 daha ¢ok
pankreas beta hiicreleri gibi uyariya gerek olmayan dokularda bulunurken GLUT-4
hormonal (insiilin) ve mekanik (iskelet kas kontraksiyonu) uyarilara yanit veren
dokularda bulunmaktadir (17 , 26) (tablo 2.1) (sekil 2.4.).



Tablo 2.1. Farkli dokularda yerlesmis glukoz i¢i tasiyici proteinler (GLUT)

GLUT-1: | Dokularin ¢ogunda bulunur ve biitiin hiicrelerin temel glukoz tasiyicisidir.
Eritrosit, plesanta, fibroblast ve kan beyin bariyerindeki hiicrelerin ana
transporter’1dir.

GLUT-2: | Karaciger, pankreas beta hiicrelerinde ve daha az olarak bobrek bazo lateral ve
ince bagirsak epitelyum hiicrelerinde bulunur.

GLUT-3: | Noron hiicrelerinde, plesanta labirent ve retina hiicrelerinde bulunur.

GLUT-4: | Iskelet kas1, kalp kas1 ve yag dokusunda bulunur.

GLUT-5: | Ince bagirsak ve bobrekte bulunur.
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Sekil 2.4. Insiilinin periferik dokulara etkisi

Insiilinin etkisi hedef hiicre membraninda yer alan reseptdre baglanmasi ile
baslamaktadir. Bu reseptdr o ve B subiinitelerinden olusmaktadir. Insiilin o
subiinitesine baglanmaktadir. Insiilin hiicre icerisinde bulunan glukoz tasiyicilarinin
hiicre membranina go¢ (translokasyon) etmesini artirir. Burada ozellikle GLUT-4
gociinde artis &n planda olmaktadir. Insiilin kendine 6zgii membran reseptdriine
baglandiginda hiicre igerisindeki glukoz tasiyicilar hizla yaklagik bir dakika
igerisinde hiicre membraninda ekzositoz ve membrani eriterek kanal a¢ma
mekanizmalarina benzer fonksiyon gorecek sekilde hiicre membranina gog ederler.
Glukoz tasiyicilart hiicrenin dis kismi ile de temasa gegerek glukoz transportunu
artirirlar.

Insiilinin hiicre membranindaki reseptdriin a-subiinitesine baglanmasi insiilin
reseptOriiniin B subiinitesinde bulunan ti¢ adet tirozini fosforile ederek bunlara tirozin
kinaz aktivitesi kazandirir. Hiicre icerisinde fosforile olabilme o6zelligine sahip
tirozin igeren bir¢ok protein vardir. Tirozin fosforilasyonu protein kinaz veya protein




fosfataz enzimlerini aktiflestirerek hiicre i¢i biyolojik etkide tetikleme rolii oynar.
Insiilin reseptoriiniin B subiinitesindeki otofosforilasyon insiilin etkisinin anahtar
roliindeki ilk adimidir. Bundan sonraki adimlar protein kinaz ile proteinlerin
fosforilasyonu ve hiicre i¢i metabolik ve biyolojik aktivitelerin olusturulmasidir.
Insiilin reseptdriinde hiicre igindeki en 6nemli madde insiilin reseptdr substrat-1
(IRS-1) dir. Insiilin reseptor substrat-1 tirozin ile fosforilize olduktan sonra (p85) ve
Grb-2 adli en az iki tip proteine baglanir. p85; PI3-kinaz araciligi ile katalitik
aktiviteyi artirir. Bu yolak GLUT’lar aracilig: ile hiicre igerisine glukoz girisini
artirir. Grb-2; MAPK kinaz aktivitesini artirir. Insiilin reseptdr ve post reseptor
anomalileri insiilin etkinligini belirlemektedir (17) (sekil 2.5.)
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Sekil 2.5. insiilin reseptdr uyarisi, fosforilasyon kaskadi ve periferik hiicrelerde insiilinin etkisi

Islevi biten insiilin, reseptorden ayrilir ve parcalanip metabolize olur, glukoz
tastyicilart da endositoza benzer bir mekanizma ile hizla hiicre igerisine gog ederler
ve glukoz transportu tekrar 6nceki bazal diizeyine doner.

Insiilin etkinligini parakrin ve endokrin olarak gostermektedir. Salinan insiilin o
hiicrelerine etki ederek parakrin yolla glukagon salinimini baskilar. Endokrin
etkinligini ise karaciger, kas ve yag dokusu tizerine gostermektedir (17) (Tablo 2.2.).



Tablo 2.2. insiilinin endokrin etkileri

Karaciger iizerine:

1.Glikojenolizi inhibe eder.

2.Serbest yag asiti ve aminoasitlerin ketoasitlere doniisiimiinii inhibe eder
3.Aminoasitlerin glukoza doniislimiinii inhibe eder

4.Glukozun glikojen olarak depolanmasini saglar.

5.Trigliserid sentezini ve ¢ok diisiik dansiteli lipoprotein yapimini artirir.

Kas lizerine:

1.Aminoasit transportunu ve ribozomal protein sentezini artirarak protein sentezini
artirir.

2.Glukoz transportunu ve glikojen sentetaz enzim aktivitesini artirarak ve fosforilaz
enziminin etkinligini azaltarak glikojen sentezini artirir.

Yag dokusu iizerine:

1. Trigliserid depolanmasini artirir.

2.3.Tip 2 Diyabetes Mellitusda Insiilin Tedavisi

Diyabetes mellitus (DM) hem akut metabolik ve hem de kronik seyri sirasinda
mikro ve makrovaskiiler komplikasyonlara yol acabilen bir hastaliktir (27). Daha
onceleri 6liimciil seyrederken insiilinin 1920’li yillarda bulunusu ve klinik kullanima
girmesi ile birlikte DM fatal bir hastalik olmaktan ¢ikmistir (28). Insiilin tedavisinde
en onemli hedef DM’a bagl olarak gelisebilecek akut ve kronik komplikasyonlarin
onlenmesidir. Bunun saglanabilmesi i¢in de hedeflenen bazi glisemik parametreler
bulunmaktadir. Bunlar Amerikan Diyabet Birligi (ADA)’ne gore aglik kan sekerinin
90-130 mg/dl, 2.saat tokluk kan sekeri <180 mg/dl ve glukolize hemoglobin
diizeyinin (Alc) <%7 olmasi, Uluslararas1 Diyabet Federasyonu (IDF)’na gore aglik
kan sekerinin <110 mg/dl, 2.saat tokluk kan sekerinin <140 mg/dl ve HbA1c’nin
<%6.5 olmasi olarak 6zetlenebilmektedir (28,29).

Tip 1 diyabetiklerde yapilan Diabetes Control and Complications Trial (DCCT)
ve tip 2 diyabetiklerde yapilan United Kingdom Prospective Diabetes Study
(UKPDS) ¢aligmalar1 diizelmis glisemi kontroliiniin, diyabet hastalarinda retinopati,
noropati ve nefropati gelisimini yavaslattigini gostermistir (30,31). Diyabette glisemi
kontrollinliin 6nemi, subkutan insiilinin farmakokinetigini diizeltmek i¢in insiilin
molekiillerinin modifiye edilerek insiilin analoglarinin gelistirilmesi, hastaya endojen
insiilin saglayacak beta hiicrelerinin nakli ve subkutan uygulanan insiilinin fizyolojik
olmayan farmakokinetigini diizeltmeye yonelik insiilin uygulama yollarinin
denenmesi olmak iizere ii¢ yeni alanda arastirmalara yol agmistir (27).

Klinik kullanimda olan insiilin preparatlarinin farmakokinetigini diizeltmeye
yonelik ¢alismalar sonucu insiilin preparatlarinda énemli yenilikler elde edilmistir.
1920’1i yillarda gelistirilen insiilinler, sigir ve domuz pankreas ekstrelerinden elde
edilmekteydiler ve yiiksek oranda antijenik 6zelliklere sahiptiler. Komplikasyonlar
onlemekte yetersiz kalmaktaydilar (28). Daha kaliteli bir yasama ulagsmak i¢in
stirdiiriilen ¢abalar, 1980°li yillarda endojen insiilinle homolog yapiya sahip olan
rekombinan insan insiilininin bulunmasina ve kullanilmaya baslanmasina neden




olmustur. Giliniimiizde rekombinant DNA teknolojisi ile insiilin {iretimi i¢in genetik
yapist degistirilmis bakteri (E.coli) suslart ve mayalar (Saccharomyces cerevisiae)
gelistirilmistir (32). Rekombinant DNA teknolojisi ile elde edilen insan insiilininin
antijenik ozelligi diisiik olmasina ragmen yiiksek konsantrasyonlarda dimer ve
hekzamer olusturma egiliminde oldugu goriilmistiir (33). Bu durum egzojen olarak
verilen insiilinin absorbsiyonunu olumsuz yonde etkilemektedir.

Fizyoloik konsantrasyonlarda dolasimdaki insiilin dokulardaki etkisini monomer
olarak gdstermektedir. Monomer ve dimerler subkutan dokudan dolasima hizla
difiize olabildikleri halde hekzamerlerin boyutlari nedeniyle absorbsiyonu yavastir
(34). Bu durumun klinige yansimasi insiilin absorbsiyonu ve glukoz emilimi
arasindaki uyumsuzluktur. Doz ne kadar yiiksekse hekzamer/monomer orani o kadar
artmakta ve insiilinin emilimi o kadar yavaslamaktadir (27).

Diyabetik olmayan bir kiside insiilin sekresyonu bazal ve besin alimi ile
uyartlmis salgilanma olmak iizere iki fazdan olusmaktadir (28). Uygulanan insiilin
tedavisi ile besin alimi ile uyarilmis insiilin salgilanmasi karsilanmak isteniyorsa
inslilinin monomerden dimer ve hekzamer olusturma egilimini azaltmak ya da
engellemek glukoz emilimine uyum gosteren bir insiilin absorbsiyonu saglamaktadir
(27) (sekil 2.10).

Bu yo6nde yapilan calismalar kisa etkili insiilin analoglarmin elde edilmesini
saglamistir. Uygulanan insiilin tedavisi ile bazal insiilin salgilanmasi karsilanmak
isteniyorsa hekzamerden dimer ve monomer olusturma hizini azaltmak ve boylece
enjeksiyon noktasinda yavas salinim yapan bir depo olusturarak bazal insiilin diizeyi
saglamak miimkiin olabilmektedir (27) (sekil 2.11). Bu yonde yapilan ¢aligmalar da
uzun etkili insiilin analoglarinin elde edilmesini saglamistir.
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Sekil.2.6. Kisa etkili insiilin analoglarinda monomerden dimer ve hekzamer olusturma
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Sekil.2.7. Uzun etkili insiilin analoglarinda hekzamerden dimer ve monomer olusturma
egilimi azalmistir.

Yapilan calismalar sonucunda giinlimiizde klinik pratikte kullanilabilecek insiilin
alternatiflerinde ¢esitlilik s6z konusudur.

2.3.1.Insiilin Analoglar

2.3.1.1.Insiilin Lispro

Insiilin lispro, insan insiilinin B zincirinde yer alan 28. aminoasit prolin ile 29.
aminoasit lizinin yer degistirilmesi ile elde edilmistir. Molekiiler yapidaki bu
degisiklik lispronun rekombinant insan insiilinine gore dimer olusturma egiliminin
300 kat daha diisik olmasmi saglamakta ve enjeksiyonu takiben emilimi
kolaylastirmaktadir (35). Insiilin lispro subkutan enjeksiyonu takiben 15.dakikada
etki gostermeye baslamakta, pik serum diizeylerine ortalama 1 saat icinde ulasmakta
3.5-4.5 saat i¢inde etkisi sona ermektedir. Etkisi kisa siirede basladigi i¢in hemen
0glin oncesi enjeksiyonu Onerilmektedir. Rekombinant insan insiilinine gore daha
kisa stirede, daha yiiksek pik yaptigt ve bazal diizeye daha hizli indigi i¢in
hipoglisemi riski daha diisiiktiir (36 , 37). Alerjik reaksiyon gelistirme riski, yan etki
profili ve immiinojenite yOniinden degerlendirildiginde rekombinant insan
instilininden farksizdir (27).

Lispro ve regiiler insan insiilininin insiilin reseptoriine afiniteleri benzerdir (27).
Lispronun insiilin benzeri bityiime faktorii-1 (IGF-1) reseptoriine afinitesi regiiler
insiiline gore %50 daha fazladir ancak in vitro kosullarda yapilan ¢alismalarda her
ikisinin de hiicre boliinmesini benzer sekilde etkiledigi gosterilmistir (35).

2.3.1.2. Insiilin Aspart

Insan insiilinin B zincirindeki 28. aminoasit olan prolin, aspartik asit ile yer
degistirmistir. Bu degisim negatif yiiklii aminoasitlerin birbirini itmesine ve sonugta
bu analogun hekzamer olusturmaksizin monomer ve dimerler seklinde ortamda
bulunmasina neden olmaktadir (38 , 39). Insan insiilini ile karsilastirildiginda
reseptdr baglanma afinitesi %88dir. Insiilin ve IGF-1 reseptdrlerine baglanma ve
glukozu diisiirme etkinligi yoniinden insan insiilinine benzer 6zelliklere sahiptir (40 ,

11



41). Etki baslangic1 ve devam siiresi insan insiilinine gore kisadir (28). Insiilin
aspartin etki siiresi 10-20 dakikada baslamakta, maksimum serum konsantrasyonuna
60 dakikada ulasmakta ve etkinligi 3-5 saat siirdiirmektedir (36) (42). Bu nedenle
postprandiyel hipoglisemi riskinin daha az oldugunu bildiren c¢alismalar
bulunmaktadir (43). B28 aspart iyi tolere edilmekte, etki siiresi abdominal bolgeye
subkutan enjeksiyon sonrast uyluk ve deltoid bolgesine enjeksiyona gore en kisa
olarak bildirilmektedir (44). Transgenik fare modelinde antikor olusumu
gosterilmemistir (45).

2.3.1.3. Insiilin Glarjin

Proinsiilinden insiiline doniislimiin bir ara formu olan diarjinil insiilinin A
zincirinde 21.aminoasit olan asparjinin glisin ile yer degistirmis seklidir. A21’deki
glisin, molekiiliin stabilitesini ve biyoyararliligini artirmaktadir. Bu degisiklikler
insan insiilininin izoelektrik noktasini pH 5.4’ten 7.0’a kaydirarak enjeksiyon yerinin
noétral pH’sinda analogu daha az ¢oziiniir hale getirmekte, enjeksiyon sonrasi daha
notral pH’ya gecis insiilinin enjeksiyon noktasinda presipite olmasina yol acarak
yavas salinan bir depo goérevi gérmesine neden olmaktadir (28). Absorbsiyonu yavas
olmakta ve 24 saat siiren bazal insiilin diizeyi saglamaktadir (27 , 28 , 46).

2.5.Tip 2 Diyabette Oksidatif Stress

Diyabetde oksidatif stres olusumunun mekanizmasi aydmlatilmistir (47).
Yiiksek kan sekerine bagli olarak hiicre icinde glukoz yikimi artar ve
trikarboksilikasit (TCA) sikliisiinde artmis miktarda indirgenmis (elektron dondr)
bilesikler olusur (NADH ve FADH,). Bu bilesiklerin mitokondrial elektron
transportuna elektronlarin1 aktarmalar1 sonucunda mitokondrial membranlar arasi
bosluga proton pompalanarak yiliksek membran potansiyeli olusur. Olusan yliksek
membran potansiyeli kompleks III’de elektron akisini inhibe eder. Mitokondrial
elektron transport zincirinde ilerleyemeyen elektronlar molekiiler oksijene aktarilarak
stiperoksit anyon (Oz°-) olusumuna neden olur (sekil 2.15).
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Sekil..2.8. Mitokondrial elektron transport zincirinde siiperoksit anyon olugumu
(Ref: Nature 414:813-820, 2001)
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Hiperglisemiye bagimli olarak indiiklenen mitokondrial siiperoksit anyon
olusumu hiperglisemik komplikasyonlarin olusumuna neden olan 4 farkli yolu aktif
hale getirir (47) (sekil 2.16). Fazla O,e- olusumu glikolitik yolda yer alan
gliseraldehid-3-fosfat dehidrogenaz (GAPDH) enzimini inhibe eder. Bu enzimin
inhibe olmas1 sonucunda glikolitik yolda biriken gliseraldehid-3-fosfat kullanilmak
tizere farkli metabolik yollara sapar. Gliseraldehid-3-fosfat’dan dihidroksiaseton
fosfat (DHAP) meydana gelir. Didihroksiaseton fosfat’dan, protein kinaz C (PKC)
aktivatorili, diagilgliserol (DAG) olusur.  Gliseraldehid-3-fosfat, metilglioksal
olusumuna da oOncilik eder. Metilglioksal, hiicre icinde ileri-glikasyon iirlinii
(advanced glycation end-product; AGE) olusumu igin onemli bir prekiirsordiir.
Biriken fruktoz-6-fosfat (F6P), UDP-N-asetilglukozamin (GIcNAc) olusumunu
arttirir  ve proteinlerde modifikasyona neden olur. UDP-N-asetilglukozamin,
proteinlere serin amino asitinin —OH grubu yoluyla baglanir. Hiicre i¢inde artan
glukoz polyol yoluna girerek sorbitol olusturur. Bu esnada NADPH kullanimina
neden olarak hiicre i¢inde GSH miktarini azaltir.

NADPH — NADP* = GSH{
TGILI(DZ —M TSnrhl‘tnl

POLYOL YOLU
T Glukoz-6-Fosfat

3 > #UDP-GlcNAc
Fruktoz-6-Fosfat

HEKSOZAMINYOLU
NADH NAD*
forne S foacedrrc
.- 'I'd i T PROTEIN KiNAZ C YOLU
Gliseraldehid-3-P
NAD* e *Metilglioksal-»4
),LGAPDHq—Oz"f stiiglioksal=F| AGE
NADH . |

¥
1,3-Difosfogliserat

Sekil.2.9. Mitokondrial siiperoksit anyon olusumuna bagimli gelisen hiperglisemik
komplikasyonlar (Ref: Nature 414:813-820, 2001).
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MATERYAL VE METOD

3.1. Cahismaya Alinacak Hasta Gruplarinin Belirlenmesi

Calismaya Tip 2 Diyabetes Mellitus (DM) tanist almig 24 hasta dahil edildi.
Calismaya dahil edilen hastalar 18 yas ve lizerinde ve HbAlc ortalamalart % 10’nun
tizerinde Ol¢tildii. Calismaya dahil edilen hastalarin aldiklar kalori standardize edildi.
Ug gruba ayrilan hastalara (her grup 8 hasta) birinci giin eski tedavi rejimi uygulandi
ve ikinci gilinden itibaren 3 degisik tipte insiilin analogu ve metformin baslandi.
Hastalara uygulanan tedavi tip 2 DM tedavisinde uygulanmakta ve Amerikan Klinik
Endokrinoloji Birligi tarafindan onerilen protokoller igerisinde yer almaktadir (48).
Birinci hasta grubuna 0.4 U/kg/giin dozunda subkiitan Humolog Mix 50 ii¢ doza
boliinerek (bifazik insiilin lispro; %50 Insulin lispro -%50 protamine lispro) 2000 mg
oral Metformin ile beraber, ikinci hasta grubuna 0.4 U/kg/giin dozunda subkiitan
Novomix 30 Flexpen iki doza béliinerek (bifazik insiilin aspart; %30 aspart-%70
protamine aspart) 2000 mg oral Metformin ile beraber, liglincii hasta grubuna ise 0.4
U/kg/giin dozunda subkiitan Lantus Solostar tek doz (insiilin glarjin) 2000 mg oral
Metformin ile beraber uygulandi.

3.2.Kan Glukoz Diizeyleri Ve Olciimii

Kan glukozu genellikle vendz plazmada Olgilir. Plazma glukoz
konsantrasyonunun 100 mg/dL altinda Olgiilmesi klinik olarak referans sinirlar
icinde kabul edilir (48). Kan glukoz diizeyi arteryal ve vendz seviyeler arasinda 3-5
mg/dl farklilik gosterir. Bu fark yemek sonrasinda artar (49). Venoz kanda glukoz
diizeyi daha diisiiktiir ¢linkli kapiller gecis sirasinda bir miktar glukoz, dokulara
diftizyon gosterir. Arteriyel ve kapiller kanda glukoz miktari esit diizeylerdedir (50).

Glukometre araciligr ile dlgiilen kan glukozu tam kandaki glukoz miktarini tayin
eder. Plazma glukoz diizeyi 6l¢iimii, tam kandan yapilan l¢lime gore daha yiiksektir.
Hematokrit seviyelerinin %50°nin {izerinde olmasi glukometre ile yapilan glukoz
Olctimlerinde yanlis diisiik sonuca (false low) sebep olurken, hematokrit seviyelerinin
%40’ altinda olmasi ise yanlis yiiksek sonuca (false high) neden olur (51). Glukoz
Ol¢limii yapilacak kanin transportunda meydana gelen gecikme, glukoz diizeylerinde
saat bas1 %5-7 oraninda bir azalmaya sebebiyet verir (52).

3.2.1.Kan Glukozunun Siirekli Olarak Moniterize Edilmesi

Kan glukozunun giin boyunca devamli olarak 6l¢iimii [Continuous (=devamli)
Glukoz Monitorize edici Sistem (CGMS)] deri altina yerlestirilen glukoz sensorleri
ile miimkiin olabilmektedir. Glukoz sensdriinlin deri altina yerlesimi sekil 2.6’da,
glukoz sensoriiniin kendisi ise sekil 2.7’ de gosterilmistir.
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Sekil.3.1. Derinin katmanlar1 ve glukoz sensoriiniin yerlesimi
(Ref: Diabetes Technology & Therapeutics. June 2009, 11(s1): S-11-S-16).
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Sekil.3.2. Glukoz sensorii

Glukozun kapiller damarlardan interstisyel siviya diflizyonu kandaki
konsantrasyonu ile dogru orantilidir. Plazma ve interstisyel sivi arasindaki glukoz
dinamigi iki kompartmant modeli ile agiklanabilir (53). Bu modele gore interstisyel
stvidaki glukoz konsantrasyonu asagida verilen denkleme gore hesap edilir.

deGz/dt =Ky VG - (K12 + Koz)Vsz

Gl= Plazma glukoz konsantrasyonu; G2= Interstisyel sividaki glukoz
konsantrasyonu; K12= Kapillerden glukoz transportunun ileri akis hizi; K21=
Kapillerden glukoz transportunun geri akis hizi; K02= subkiitan dokuya alinan
glukoz; V1= Plazma voliimii; V2= interstisyel s1v1 voliimii.

Sensorden alinan glukoz sinyali, belirli araliklarla glukometre ile dlgiilen glukoz
diizeyleri ile kalibre edilmelidir (54). Yapilan bu kalibrasyonlar ile sensor sinyali kan
glukoz degerine donistiiriiliir. Sensor tarafindan almman glukoz sinyali transmitter
aracihig1 ile viicutda tasinan monitére iletilir. ikinci jenerasyon aletlerde transmitter
wireless ileti yaparken birinci jenerasyon cihazlarda kisa bir kabloyla monitore
baglidir (54) (Sekil 2.8).
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Sekil.3.3. Medtronic/minimed continuous (=devamli) glukoz monitorize edici sistem (CGMS)

Sensor tarafindan oOlciilen interstisyel glukoz diizeyi, plazmadaki seker diizeyini
birka¢c dakika geriden takip eder. Bu siireye “lag siiresi” denir. Hizli kan sekeri
degisimlerinde bu siire 5-10 dakikayi bulabilir (55).

Glukoz sensorleri enzim-bagimli  amperometrik sistem ile glukoz
konsantrasyonunu tayin ederler (56). Bu sistemlerde glukoz, glukoz oksidaz (GOXx)
enzimi tarafindan okside olur ve glukonik aside doniisiir. Glukozdan alinan
elektronlar molekiiler oksijene (O,) verilerek hidrojen peroksit olusur (H207). Olusan
H20, biosensor igerisinde yer alan 0.7 V’luk bir elektrod tarafindan (GOx working
electrode-Platinum iridium yapisinda) okside edilerek oksijen ve suya doniistiiriliir.
Hidrojen peroksitin oksidasyonu sirasinda aciga ¢ikan akim karsi elektroda iletilir
(Counter electrode). Elektrodun gergeklestirdigi oksidasyon sirasinda agiga cikan
akim, kan glukoz konsantrasyonu ile korelasyon gosterir.

Bu sistemin ilk olusturuldugu zamanlarda kullaniminmi kisitlayan bir unsur,
H20,’nin oksidasyonunu saglayan elektrodun 0.7 V’da ortamda bulunan diger bazi
maddeleri de okside etmesiydi (6rn, asetaminofen ve askorbat) (57). Bu sebepten
dolay1 “GOx working elektrod” etrafina kismi gecirgen bir membran (i¢ polisulfon
membran) konarak sadece H,0, ve daha kiiglik molekiillerin gegisine izin verildi. Bu
membran i¢in uygun bir yapr maddesi selliiloz asetat ve nafion’dan olusan
sulfonlanmis bir kopolimerdi (58). Sistemin kullanilmasinda ikinci bir kisitlayict
unsur ise fizyolojik sivilardaki diisiik oksijen konsantrasyonunun glukoz oksidaz
enziminin reaksiyonunu engellemesiydi. Bu durumda sistemde olusan diisiik akim,
glukoz azligindan degil, oksijen diisiikligiinden kaynaklanmaktaydi. Bu engeli
asmak icin sistemin etrafina ikinci bir se¢ici membran (dis poliliretan membran) ilave
edildi ve glukozun gecisine oranla oksijenin gecisi daha kolay hale getirildi (56).
Sistemde bulunan bu ikinci membran lag siiresini uzatti ancak oksidasyona bagl
olusan akimin glukoz konsantrasyonu ile dogru orantili olmasimi sagladi. Glukoz
biosensoriinde working elektrodun yapist sekil 2.9’da gosterilmistir.
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Sekil. 3.4. Working elektrodun yapisi (Ref: Biosens Bioelectron. 2002 Mar;17(3):181-9).

Glukoz sensoriiniin kullaniminda tiglincii kisitlayict unsur ise enzim igeren
membranin makrofajlar, proteinler ve protein fragmanlan tarafindan kirletilmesidir
(59). Bu sebepten dolay1 oksijen gegirgen dis membranin varligi enzim membrani
icin koruyucu bir islev de gormektedir. Bu koruyucu bariyere ragmen sensorde
bulunan enzim zamanla yikima ugrar (60). Bu sebepten dolayr her sensor igin
kullanim siiresini FDA 72 saat ile siirlandirmistir.

3.2.2. Calismaya Alinan Hastalarin Kan Glukozunun Monitorize Edilmesi

Calismaya alinan hastalarin endokrinoloji servisine yatisi yapildiktan sonra kan
glukoz diizeyleri deri altina yerlestirilen bir sensor araciligi ile siirekli olarak 72 saat
stiresince monitdrize edildi. CGMS uygulamasi sonlandirildiktan sonra elde edilen
data ile giinliik glisemik patern izlendi. Caligmaya alinan hastalara birinci giin eski
tedavi rejimi uygulandi, kan ve 24 saatlik idrar &rnekleri alind1. Ugiincii giin (72 saat)
sonunda hastalardan tekrar kan ve 24 saatlik idrar 6rnekleri toplandi. Toplanan kan
orneklerinde protein/lipid oksidasyonu &lgiildii ve nitrat/nitrit tayini yapildi. Idrar
orneklerinde ise lipid oksidasyon {iriiniiniin atilimina bakildi.

3.3. Protein Oksidasyonu

Protein karbonil olusumu genellikle protein oksidasyonunu gosteren bir
parametredir (61). Karbonil gruplarinin 6l¢iimii; oksidatif stresin proteinler tizerinde
meydana getirdigi hasarin miktarinin belirlenmesinde 1iyi bir belirte¢ olarak
diisiiniilmektedir. Sekerlerin ve membran lipitlerinin ROS aracili oksidasyonunu
takiben olusan karboniller; biyolojik aktivitelerinin degismesine neden olan ve
genellikle yapisal proteinler ile CO-proteinler (karbonil grubu tasiyan proteinler)
olarak bilinen bilesikleri olusturabilir (62). Proteinlerdeki reaktif karbonil gruplar
protein yan zincirlerinin direk oksidasyonu ile de olusabilir (63). Reaktif oksijen
tirleri aminoasit rezidii yan zincirlerini keton ya da aldehit tiirevlerine okside
edebilir. Histidin, arjinin ve lizin ROS-aracili protein karbonil olusumuna en hassas
aminoasitlerdir (64) (sekil 3.5).
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Sekil.3.5. Arjinin yan zincirinin ROS aracili oksidasyonu ile protein karbonil olusumu

Proteine bagli karbonilleri 6lgen bircok metod; karbonillenmis protein yan
zincirlerinin 2,4 dinitrofenil-hidrazin (DNPH) ile kovalent reaksiyonu ve 2.4-
dinitrofenil-hidrazon gruplarinin spesifik anti-dinitrofenil (DNP) antikoru ile
belirlenmesine dayanir. DNPH reaksiyonula tiretilen protein hidrazon ayni zamanda
spektrofotometrik olarak 360-385 nm aras1 bir absorbansta da olgiilebilir (63) (sekil
3.6).

R NO,

|
Protein —C—0 + H,NNH NO,

Protein karbonil
2, 4-dinitrofenilhidrazin
(DNPH)

,l,\ H,0

R NO,

|
Protein — C —— NNH NO,

Protein-hidrazon

Sekil..3.6. Protein karbonillerin belirlenmesi

3.4. Plazma Protein Karbonil Seviyelerinin Ol¢iimii

Protein oksidasyonunun en yaygin ve genel gostergesi protein karbonil
miktaridir. Demir ve bakir gibi kolay indirgenen ve oksitlenen iyonlar proteinlerde
katyon baglayic1 bolgelere baglanip, hidrojen peroksit (H,0;) ve siiperoksit anyonu
(O27) ile reaksiyona girebilirler. Bu reaksiyon sonucunda lizin, arginin, prolin ve
histidin gibi aminoasitlerin amin yan zincirleri karbonillere doniisiir. Protein
orneklerinde karbonil miktarint belirleyip dl¢gmek i¢in en uygun yontem, protein
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karbonilleri ile 2,4-dinitrofenilhidrazin (DNPH) arasinda reaksiyon olusturmaktir.
Son iiriin olarak gosterilen protein hidrazon 360-385 nm’de absorbans vererek
spektrofotometrik olarak tayin edilir.

Protein karbonil miktarinin kalitatif tayini PAGE-western blot yontemiyle de
yapilmistir. Tedavi gruplarindan alinan plazma 6rneklerinde protein konsantrasyonu
595 nm’de Coomassie reaktifi kullanilarak belirlenmistir. Bu 6l¢iimde bovine serum
albumini de standard olarak kullanilmistir. Plazma 6rnekleri 20 pg protein igerecek
sekilde diltie edildikten sonra %12 SDS ve sonrasinda 2,4-dinitrofenilhidrazin
(DNPH) ile 15 dk oda 1s1sinda inkiibe edildi. Ornekler %15°lik poliakrelamid jele
tatbik edilerek elektroforetik ayrim saglandi. Jelde ayrilan proteinler, seliiloz asetata
transfer edilerek western blot analizi gerceklestirildi. Ayrilan doku proteinleri primer
anti protein karbonil antikoru igerisinde (1:150 diliisyonda) bir gece bekletildikten
sonra HRP-bagl sekonder antikor (1:300 diliisyonda) ile muamele edildi. Reaktif
doku proteinleri kemiliiminesans yontemle belirlendi. SDS-PAGE ile ayrilan doku
proteinleri es zamanli olarak protein boyamasi ile de jelde goriintiilendi.

3.5. Plazma ve idrar Lipid Oksidasyonunun Ol¢iimii

Plazmada izoprostanlar fosfolipidlerin oksidasyonu sonucunda olusan
eikosanoidlerdir. Oksidatif stresin arttigi durumlarda plazma ve idrar seviyeleri
yiikselir. Saglikli insanlardan elde edilen plazmada 8-izoprostan seviyesi 40-100
pg/ml’dir ve bu diizey yasla birlikte artig gosterir. 8-izoprostan tayininden 6nce elde
edilen plazma ornekleri afinite kolon purifikasyonuna tabi tutuldular. Bu sayede
enzim immiinoassay Oncesi Ornekler 8-izoprostandan zengin hale getirildi. 8-
izoprostan miktarinin tayini kompetatif enzim immiinoassay ile yapildi. Reaksiyon
ortamina izoprostan antikoru ile beraber alkalen fosfataza (ALP) bagimli 8-
izoprostan ve Ornek ilave edildi. Daha sonra alkalen fosfatazin substratini igeren
reaktif ilave edildi. Reaktif ALP ile reaksiyona girdikten sonra 412 nm’de OSlgiilen
sar1 renk olusumuna neden oldu. 412 nm’de 6lgiilen absorbans, 6rnekteki izoprostan
miktari ile ters orant1 gosterdi.

3.6. Plazma Nitrit ve Nitrat Olciimii

In vivo olarak nitrik oksitin son metabolik iiriinleri nitrit (NO2-) ve nitrat (NOs-
)’dir ve biyolojik sistemlerde genellikle bu sekilde tanimlanir. Nitrik oksit
metabolitlerinin 6l¢iilmesinde sistemde var olan tlim nitrat, nitrat rediiktaz enzimi ile
nitrite doniistiirilir. Olusan nitrit 2,3,-diaminoaphthalene (DAN) ile reaksiyona
girerek 1-naphthotriazole olusturur. Olusan iiriin florometrik olarak dl¢iiliir.

3.7. Protein Nitrasyonu

Aromatik nitrasyon patolojik kosullar, NO ve oksidatif stresi igine alan
sinyalizasyon olaylarinin aracist olarak taninir. Cok sayida in vitro biyokimyasal
calisma protein tirozin rezidiilerinin nitrasyonunun proteinin fonksiyonunu
degistirebildigini gostermistir (65). 3-nitrotirozin, 3-bromotirozin ve 3-klorotirozinin
protein nitrasyonunun secici markirlari oldugu gosterilmistir (66). Gergcekten de
protein 3-nitrotirozin (NO,Tyr) tayini genellikle hem insan hastalik dereceleri hem
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de hayvan modellerinde NO“dan tiireyen oksidanlarin tanisal markir1 olarak
kullanilir (67). Western blotlama, enzim-bagli immunosorbent assay (ELISA),
immiinokimya, HPLC ve mass spektrometriyi igeren bir¢ok teknik c¢esitli hastalik
seviyelerinde NO,Tyr olusumunun belirlenmesinde kullanilir (67).

3.8. Plazma Protein Nitrasyonunun Ol¢iimii

Peroksinitrit olusumu protein tirozin rezidiilerinin nitrasyonuna sebebiyet verir.
Bu modifikasyon, olusan nitrojen radikallerinin (‘NO;) aromatik aminoasitlerle
reaksiyona girmesiyle meydana gelir. 3-Nitrotirozin olusumu ig¢in nitrojen dioksit
(*°NO»), tirozil radikali (Tyre) ile reaksiyona girmelidir. Bu reaksiyon, diflizyon ile
sinirlandirilacak bir hizda (3 x 10° M™ s™*) meydana gelir ve iki basamakli olarak
gerceklesir. Ilk olarak, proteinde bulunan Tyr aminoasidi hiicre icinde olusan
radikaller ile oksidasyona ugrayarak tirozil radikalini (Tyre) olusturur. Ikinci olarak,
Tyre nitrojen dioksit (*NO>) ile reaksiyona girerek nitrotirozini (NO,Tyr) olusturur.
Tirozin nitrasyonunda hiz kisitlayici basamak, nitrojen dioksit (*NO;) olusumudur.
Nitrojen dioksit (*®NO3), nitrik oksit’den (NO) koéken alan nitrit (NO2-) molekiiliiniin
oksidasyonu ile olusur. Enzimatik ve non-enzimatik olarak meydana gelen *NOp,
proteinlerde bulunan tirozin nitrasyonu igin hiz kisitlayici faktordiir (68). Plazmada
protein nitrotirozin miktar1 enzyme-linked immiinoassay yontemine dayanan o6l¢giim
kitiyle belirlenmistir.

3.9. Sonuclarin Degerlendirilmesi

1.CGMS uygulamasinda kan glukoz diizeyindeki degiskenlik giin i¢inde elde edilen
verilerin Standard Deviasyonu (SD) olarak bildirildi. Sekil 4.1’de goriildiigi gibi, her
giin icin elde edilen SD degeri cihaz tarafindan hesap edilmektedir.

2. Kan glukoz diizeylerindeki variabiliteyi gosteren gilinliik SD degerleri ve
biyokimyasal 6l¢iim verilerinin tedavi 6ncesi ve sonrasi sonuglart arasindaki farklilik
2 yonlii varyans analizi ile belirlendi.

3.Hastalardan yapilan CGMS kaydi ile elde edilen veriler ise Tablo 4.1’de
sunulmugtur. Sunulan verilerin istatistiksel degerlendirmesi iki yonli varyans analizi
ile yapilmistir. Gruplararast ve grup ici istatistiksel farklilik ise Tukey testi ile
belirlenmistir.

4.Tedavi gruplarinda plazma protein karbonil diizeyleri sekil 4.2°de gosterilmistir.
Degerler ortalama + SD olarak verilmistir. Sunulan verilerin istatistiksel
degerlendirmesi iki yonlii varyans analizi ile yapilmistir. Gruplararasi ve grup i¢i
istatistiksel farklilik ise Tukey testi ile belirlenmistir.

5.Tedavi gruplarinda plazma 8-izoprostan diizeyleri sekil 4.4’de gdsterilmistir.
Degerler ortalama + standard hata (SEM) olarak verilmistir. Sunulan verilerin
istatistiksel degerlendirmesi iki yonlii varyans analizi ile yapilmistir. Gruplararasi ve
grup ici istatistiksel farklilik ise Tukey testi ile belirlenmistir.
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6.Tedavi gruplarinda idrar 8-Izoprostan diizeyleri sekil 4.5°de gosterilmistir. Sunulan
verilerin istatistiksel degerlendirmesi iki yonlii varyans analizi ile yapilmistir.
Gruplararasi ve grup i¢i istatistiksel farklilik ise Tukey testi ile belirlenmistir

7.Tedavi gruplarinda plazma nitrit ve nitrat diizeyleri sekil 4.6’da gosterilmistir.
Degerler ortalama + standard hata (SEM) olarak verilmistir. Sunulan verilerin
istatistiksel degerlendirmesi iki yonlii varyans analizi ile yapilmistir. Gruplararasi ve
grup ici istatistiksel farklilik ise Tukey testi ile belirlenmistir.

8.Tedavi gruplarinda plazma protein nitrasyon (nitrotirozin) diizeyleri sekil 4.7°de
gosterilmistir. Degerler ortalama + standard hata (SEM) olarak verilmistir. Sunulan
verilerin istatistiksel degerlendirmesi iki yonlii varyans analizi ile yapilmistir.
Gruplararasi ve grup ici istatistiksel farklilik ise Tukey testi ile belirlenmistir.
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BULGULAR

4.1. Hasta Gruplarindan Elde Edilen CGMS Verileri

Hastalara ait yas, cinsiyet ve HbAlc verileri tablo 4.1’de verilmistir. Her {i¢
hasta grubundan CGMS ile elde edilen bir data 6rnegi sekil 4.1°de gosterilmistir.
Hastalardan yapilan CGMS kaydi ile elde edilen veriler ise Tablo 4.1°de
sunulmustur. Tim ilag gruplarinda tedavi sonrasi 2nci giinde Olgiilen ortalama kan
glukozu ve kan glukozu standard deviasyonlari tedavi oncesine gére anlamli olarak

azalmist.

Tablo 4.1. Hasta Gruplarinda Yas, Cinsiyet ve HbAlc Verileri

Yas Cinsiyet HbAlc (%)
Bifazik Insulin Lispro (n=8) 54.25+16.10 4K/AE 11.94 £3.08
Bifazik Insiilin Aspart (n=8) 46.5+9.7 4K/AE 11.91+£1.99
Insulin Glarjin (n=8) 52.25 +6.48 3K/5E 11.48 +1.85

SD, standard deviasyon; K, kadin; E, erkek; HbA1c, glikolize hemoglobin.
Veriler ortalama £ SD olarak gosterilmistir.

Tablo 4.2. Hasta Gruplarindan Elde Edilen CGMS Verileri

Tedavi Oncesi Ortalama Tedavi Oncesi Tedavi Sonrasi Ortalama Tedavi Sonrasi

Kan Sekeri (mg/dl) Kan Sekeri SD Kan Sekeri (mg/dl) Kan Sekeri SD
Bifazik Instilin Lispro (n=8) 227 +65.91 67.25 +28.53 183.25+77.09 a 39.38+16.99b
Bifazik Insiilin Aspart (n=8) 187.75 +51.17 45.88 +17.06 165.88 +50.08 a 325+14.35b
Insulin Glarjin (n=8) 231.63 +30.87 38.75+10.59 182.75+32.85a 32.25+9,5b

SD, standard deviasyon.

Veriler ortalama + SD olarak gosterilmistir, a: p=0,019 tedavi dncesi ayni grup ile kiyaslandiginda; b: p=0,003 tedavi 6ncesi ayni grup ile

kiyaslandiginda.
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Sekil 4.1. Hasta gruplarindan elde edilen CGMS sonuglari

4.2. Hasta Gruplarinda Plazma Protein Karbonil Diizeyleri

Tedavi gruplarinda plazma protein karbonil diizeyleri sekil 4.2°de gosterilmistir.
Degerler ortalama + SD olarak verilmistir. Tedavi Oncesi tiim gruplarda plazma
protein karbonil diizeyleri (Bifazik Insiilin Lispro (n=8), 68.01 + 7.34; Bifazik
Insiilin Aspart (n=8), 70.94 + 13.79; Insulin Glarjin (n=8), 67.84 = 7.20 nmol/ml)
tedavi sonrasina gore (Bifazik Insiilin Lispro (n=8), 46.78 + 6.29; Bifazik Insiilin
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Aspart (n=8), 46.42 £ 7.04; Insulin Glarjin (n=8), 46.39 = 7.89 nmol/ml) anlaml
olarak daha yiiksekti (p<0.001).
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Sekil.4.2. Plazma protein karbonil diizeyleri

Protein karbonil miktarinin kalitatif tayini western blot analizi ile yapildi
Sonuglar sekil 4.3’de gosterilmektedir. Tedavi Oncesi ile kiyaslandigi zaman, plazma
protein karbonil miktar1 tedavi sonrasinda azalma gostermistir (Sekil 4.3). Protein
boyamasi ise tiim kuyucuklara benzer oranlarda protein yiiklendigini géstermektedir.

Tedavi Tedavi
kDa Marker Bazal Sonrasi kDa Marker Bazal Sonrasi
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68 — - 100 —
o 75—
43 —
50—
37—
29—
25—
21— “. 15—

Sekil 4.3. Plazma protein karbonil western blot analizi

4.3. Hasta Gruplarinda Plazma ve Idrar 8-izoprostan Diizeyleri

Tedavi gruplarinda plazma 8-Izoprostan diizeyleri sekil 4.4’de gosterilmistir.
Degerler ortalama + standard hata (SEM) olarak verilmistir. Tedavi Oncesi tiim
gruplarda plazma 8-izoprostan diizeyleri (Bifazik Insiilin Lispro (n=8), 57.98 + 6.3;
Bifazik Insiilin Aspart (n=8), 58.73 £ 6.23; Insulin Glarjin (n=8), 56.11 £ 4.89 pg/ml)
tedavi sonrasina gore (Bifazik Insiilin Lispro (n=8), 26.67 + 4.04; Bifazik Insiilin
Aspart (n=8), 32.10 = 1.97; Insulin Glarjin (n=8), 27.36 £+ 2.02 pg/ml) anlaml1 olarak
daha ytiksekti (p<0.001).
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Sekil.4.4. Plazma 8-izoprostan diizeyleri

Tedavi gruplarinda idrar 8-izoprostan diizeyleri sekil 4.5°de gdsterilmistir.
Tedavi Oncesi tiim gruplarda idrar 8-izoprostan diizeyleri (ortalama + SD) (Bifazik
Insiilin Lispro (n=8), 2.31 £ 1,84; Bifazik Insiilin Aspart (n=8), 1,76 £ 1,51; Insulin
Glarjin (n=8), 1,72 £ 1,17 ng/mg kreatinin) tedavi sonrasina gore (Bifazik Insiilin
Lispro (n=8), 0.81 + 0.46; Bifazik Insiilin Aspart (n=8), 0.71 £ 0.66; Insulin Glarjin
(n=8), 0.87 + 0.86 ng/mg kreatinin) anlamli olarak daha yiiksekti (p=0.002).
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Sekil.4.5. idrar 8-izoprostan diizeyleri
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4.4. Hasta Gruplarinda Plazma Nitrit ve Nitrat Seviyeleri

Tedavi gruplarinda plazma nitrit ve nitrat diizeyleri sekil 4.6’da gdsterilmistir.
Degerler ortalama + standard hata (SEM) olarak verilmistir. Tedavi Oncesi tiim
gruplarda plazma nitrit/nitrat diizeyleri (Bifazik Insiilin Lispro (n=8), 7.6 + 0.99;
Bifazik Insiilin Aspart (n=8), 6.95 + 0.52; Insiilin Glarjin (n=8), 7.83 + 2.4 umol/L)
tedavi sonrasina gore (Bifazik Insiilin Lispro (n=8), 7.56 + 1.3; Bifazik Insiilin
Aspart (n=8), 6.8 £ 0.79; Insulin Glarjin (n=8), 8.5 £ 1.77 umol/L) anlamli bir
farklilik gostermedi.
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Sekil 4.6. Plazma nitrit ve nitrat seviyeleri

4.5.Hasta Gruplarinda Plazma Protein Nitrasyonu Seviyeleri

Tedavi gruplarinda plazma protein nitrasyon (nitrotirozin) diizeyleri sekil 4.7 de
gosterilmistir. Degerler ortalama + standard hata (SEM) olarak verilmistir. Tedavi
oncesi tiim gruplarda plazma nitrotirozin diizeyleri (Bifazik Insiilin Lispro (n=8),
45.11 £ 3.88; Bifazik Insiilin Aspart (n=8), 43.61 £ 2.11; Insiilin Glarjin (n=8), 41.36
+ 1.63 nmol/L) tedavi sonrasima gore (Bifazik Insiilin Lispro (n=8), 28.01 + 1.91;
Bifazik Insiilin Aspart (n=8), 30.86 = 0.76; Insulin Glarjin (n=8), 28.93 + 1.11
nmol/L) anlaml bir farklilik gosterdi (p<0.001).
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Sekil 4.7. Plazma nitrotirozin seviyeleri
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TARTISMA

Kan glukoz konsantrasyonunun ortalama seyrini gosteren HbAlc diizeyleri ile
kardiyovaskiiler diabetik komplikasyonlar arasinda kuvvetli bir iliski gosterilmistir
(69, 70, 71). Ancak, kan glukoz konsantrasyonundaki giinliik oynamalarin diabetik
komplikasyonlar agisindan ilave bir risk olusturup olusturmadigi halen kesinlik
kazanmamustir. 1995 yilinda yayinlanan “Diyabet Kontrolii ve Komplikasyonlar1”
raporunda benzer HbAlc diizeyine sahip diyabetik hastalarda retinopati gelisim
riskinin uygulanan tedaviye bagimli oldugu gosterilmistir (72). Intensif tedavi
uygulanan hastalarda klasik tedavi uygulanan hastalara gore daha az diyabetik
retinopati goriilmiistiir (73). Bu durum klasik tedavi uygulanan hastalarda kan glukoz
konsantrasyonlarindaki degiskenligin daha fazla oldugunu gostermektedir.

Yash tip 2 diyabet hastalarinda aglik plazma glukoz diizeylerindeki instabilite,
kardiyovaskiiler mortalite olusumu yoniinden risk teskil etmektedir (73). Bu tip
hastalarin tedavisinde glukoz stabilitesinin saglanmasi hedeflenmektedir. Endotelyal
disfonksiyon, diyabetik kardiyovaskiiler komplikasyonlarin olusumunda etkendir (74
, 75). Kan glukoz konsantrasyonunun yiiksek olmasi oksidatif stress araciligi ile
endotelyal disfonksiyon olusturur (76).

Osilasyon gosteren glukoz diizeyleri 24 saatlik bir donemde endotelyal
fonksiyonu bozmustur. Osilasyon gosteren glukoz diizeyleri ile meydana gelen
endotelyal fonksiyon bozuklugu, yiiksek seyirli sabit glukoza gore daha fazladir (77).
Yapilan pek ¢ok calisma, kan glukoz konsantrasyonlarinda goriilen akut yiikselmenin
endotelyal fonksiyonu hem normal hem de diyabetik bireylerde bozdugunu
gostermistir (78 , 81). Ancak bu raporlarin tiimiinde tek bir glukoz yilikselmesinin
etkileri arastirilmistir. Mevecut c¢alismamizda fluktuasyon gosteren glukoz
diizeylerinin plazma ve idrar oksidatif markirlar1 iizerindeki etkisi incelenmistir.

Oral glukoz tolerans testi yapilan normal bireylerde olusan kan glukoz
konsantrasyonu ile endotelyal disfonksiyon arasinda direkt iliski gosterilmistir (81).
Yapilan bagka bir ¢aligmada ise insanlarda osilasyon gosteren glukoz diizeylerinin
yiiksek seyirli sabit glukoz’a gore daha kotli etkilerinin oldugu gosterilmistir.
Osilasyon gosteren yiiksek seyirli sabit glukozun hiicre kiiltlirii ve hayvan
modellerinde etkileri incelenmistir (82 , 85). Osilasyon gosteren glukoz varliginda
protein kinaz C, NADPH oksidaz, indiiklenebilen nitrik oksit sentaz (INOS) ve
inflamatuar markerlar, yiiksek seyirli sabit glukoza gore daha yiiksektir (82 , 87).
Osilasyon gosteren glukoz varliginda hiicreler antioksidan savunma mekanizmalarini
da yeterince arttiramazlar (88). Bu durumun varligi, diyabetik komplikasyonlarin
gelismesine elverisli bir ortam hazirlar.

Bu g¢alismanin temel amaci farkl tipte insiilin tedavisi baslanan Tip 2 diyabet
hastalarinda tedavi oncesi ve sonrast glukoz diizeyindeki degiskenligin oksidatif

28



strese etkisini incelemekti. Calismamizda yiiksek doz insiilin analoglar1 ile baslatilan
tedavi sonrasinda plazma protein karbonil diizeyleri, kan glukoz diizeylerine benzer
sekilde, anlamli olarak azalmistir. Yapilan pekcok calisma diyabetik hastalarda
saglikli bireylere goére protein karbonil diizeyinin daha yiiksek oldugunu rapor
etmistir (89 , 90). Daha yakin zamanda yapilan ¢alismalar ise glisemik kontroliin
protein oksidasyonu iizerindeki etkisini gostermistir. Bir calismada HbAlc diizeyi
%7’ nin lizerinde olan 17 hastada ve %7’nin altinda olan 23 hastada plazma protein
karbonil diizeyi Ol¢iilmiistiir. Kotii glisemik kontrolii olan hasta grubunda plazma
protein karbonil diizeyi anlamh olarak artis gostermistir (91). Benzer sekilde yapilan
diger iki calismada, diyabetik retinopati ve nefropatisi olan tip 2 diyabetes mellituslu
hastalarda plazma protein karbonil diizeylerinin komplikasyonsuz tip 2 diyabetes
mellituslu hastalara gore anlamli olarak artig gosterdigi goriilmiistiir (92 , 93). Farkh
bir caligmada, mikroanjiopatisi olan 26 tane tip 2 diyabetes mellitus hastasinda ve 28
tane komplikasyonu olmayan tip 2 diyabetes mellitus hastasinda protein karbonil
diizeyleri Ol¢lilmiistiir. Protein karbonil diizeyleri komplikasyonu olan diyabetik
hastalarda komplikasyonsuz gruba gore anlamli olarak yiiksek bulunmustur (94).
Protein karbonil diizeylerindeki artisin tip 2 diyabetes mellituslu hastalarda insiilin
rezistansiyla (HOMA-IR) Korelasyon gosterdigi bulunmustur (95). Sunulan
calismamizda ilk defa farkli insiilin analoglari ile kan glukozu regiile edilerek CGMS
esliginde 72 saatlik glisemik kontrol izlenmis ve tedavi gruplarinda plazma protein
karbonil diizeylerindeki degiskenlik belirlenmistir. Elde ettigimiz veriler ortalama
kan glukozundaki ve glukoz fluktuasyonlarindaki azalmanin benzer sekilde plazma
protein karbonil diizeylerinde de azalmaya neden oldugunu gostermistir. Yaptigimiz
calisma farkli insiilin analoglarinin plazma protein karbonil diizeylerini benzer
sekilde azalttigini gdstermistir.

Yiiksek doz insiilin analoglart plazma nitrotirozin diizeylerini de anlamli olarak
azaltmistir. Diyabetik hastalarda plazma nitrotirozin diizeylerinin saglikli kontrollere
gore daha yliksek oldugu yapilan ¢alismalarla ortaya konmustur (96 , 97). Literatiirde
var olan caligmalar nitrotirozin olusumunda postprandial hipergliseminin roliinii de
gostermistir (98). Literatiirde yayinlanan bir calismada insiilin aspart (0.15 U/kg/giin)
veya regiiler insiilin (0.15 U/kg/giin) verilen hastalarda aclik plazma nitrotirozin
diizeylerine bakilmustir. Insiilin aspartin hem plazma glukoz diizeylerini hem de
plazma nitrotirozin miktarin1 regiiler insiiline gore anlamli olarak azalttig
gosterilmistir (98). Sunulan calismamizda ilk defa yiliksek dozda (0.4 U/kg/giin)
farkli insiilin analoglar ile kan glukozu regiile edilerek CGMS esliginde 72 saatlik
glisemik kontrol izlenmis ve tedavi gruplarinda plazma nitrotirozin diizeylerindeki
degiskenlik belirlenmistir. Elde ettigimiz veriler ortalama kan glukozundaki ve
glukoz fluktuasyonlarindaki azalmanin plazma nitrotirozin diizeylerinde de azalmaya
neden oldugunu géstermistir. Insiilin analoglari ile 48 saat yapilan tedavi sonrasinda
plazma nitrotirozin diizeylerindeki belirgin azalma nitrozile proteinlerin kandan
temizlendigini gostermektedir. Bu bulgu nitrozile plazma proteinlerinin normal
plazma proteinlerine goére artmis transendotelyal transportunu ortaya koyan
mekanizmayr destekler niteliktedir (99). Yaptigimiz ¢alismada farkli insiilin
analoglariin benzer sekilde plazma nitrotirozin diizeylerini azalttig1 goriilmiistiir.

Yiiksek doz insiilin analoglar ile baslatilan tedavi sonrasinda plazma ve idrar 8-
izoprostan diizeyleri, kan glukoz diizeylerine benzer sekilde, anlamli olarak
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azalmistir. Yapilan pekgok calisma glukoz diizeylerindeki oynamalarin plazma ve
idrar 8-izoprostan diizeylerini arttirdigini  gostermistir (100 , 101). Sunulan
caligmamizda ilk defa yiiksek dozda (0.4 U/kg/giin) farkli insiilin analoglar1 ile kan
glukozu regiile edilerek CGMS esliginde 72 saatlik glisemik kontrol izlenmis ve
tedavi gruplarinda plazma ve idrar 8-izoprostan diizeylerindeki degiskenlik
belirlenmistir. Elde ettigimiz veriler ortalama kan glukozundaki ve glukoz
fluktuasyonlarindaki azalmanin plazma ve idrar diizeylerinde de azalmaya neden
oldugunu gostermistir. Yaptigimiz ¢alismada farkli insiilin analoglarinin benzer
sekilde plazma ve idrar 8-izoprostan diizeylerini azalttig1 goriilmiistiir. Farkl instilin
tedavilerinin oksidatif stres ve glisemik kontrol tizerindeki etkilerini inceleyen
degisik ¢alismalar vardir. Yapilan bir caligmada 60 tane tip 2 diyabet hastasina oral
diyabetik, 31 tane tip 2 diyabet hastasina ise oral antidiyabetik ve insiilin tedavisi
verilmistir. Oral antidiyabetik tedavisi alan tip 2 diyabet hastalarinda 24 saatlik 8-
izoprostan miktar1 insiilin ve oral antidiyabetik verilen gruba gére anlamli olarak
daha ytliksek bulunmustur (102). Diger bir ¢alismada 17 tane tip 2 diyabet hastasina
bazal bolus insiilin, 20 tane tip 2 diyabet hastasina ise miks terapi verilmistir. Iki
grup arasinda idrar 8-izoprostan diizeyleri arasinda fark goriilmemistir (103). Oral
antidiyabetik verilen 24 tane tip 2 diyabet hastasinda 48 saat siiresince CGMS ile kan
glukozu izlenmistir. Bu ¢alismada idrar 8-izoprostan diizeyleri ve glukoz variabilitesi
arasinda bir iliski bulunamamistir (104). Baska bir calismada 61 tane tip 2 diyabet
hastasina oral antidiyabetik, 30 tane tip 2 diyabet hastasina diisiik doz insiilin (<0.4
U/kg/gilin) ve oral antidiyabetik, 31 tane tip 2 diyabet hastasina ise yliksek doz
insiilin (>0.4 U/kg/giin) ve oral antidiyabetik verilmistir. Insiilin ve oral antidiyabetik
verilen gruplarda, oral antidiyabetik verilen gruba gore 24 saatlik 8-izoprostan diizeyi
anlamli olarak diigmiistiir (105). Bu ¢alismadan elde edilen veriler bizim ¢alsmamizi
destekler niteliktedir.

Calismamizda yiiksek doz insiilin analoglar1 ile baslatilan tedavi sonrasinda
plazma nitrit ve nitrat diizeylerine de bakilmistir. Tedavi Oncesi tiim gruplarda
plazma nitrit/nitrat diizeyleri tedavi sonrasina gore anlamli bir farklilik gostermedi.
Tip 2 diyabetde plazma nitrit/nitrat diizeylerini rapor eden calismalar arasinda g¢eligki
vardir. Yapilan bazi ¢aligmalar tip 2 diabetik hastalarda saglikli kontrol grubuna gore
yiiksek nitrit/nitrat diizeyleri rapor ederken (106 , 108) diger calismalar iki grup
arasinda fark olmadigini rapor etmektedir (109). Glisemik kontroliin plazma
nitrit/nitrat diizeylerine olan etkisini inceleyen bir ¢alismada kan glukoz diizeyleri
haftalik olarak izlenmis ve aglik kan glukoz diizeyleri ile plazma nitrit/nitrat
diizeyleri arasinda bir iliski bulunamamistir (110). Bu ¢alisma mevcut ¢alismamizi
destekler niteliktedir.
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SONUCLAR

Tiim ilag gruplarinda tedavi sonrasi 2nci glinde Slgiilen ortalama kan glukozu ve
ortalama kan glukozu standard deviasyonlar1 tedavi Oncesine gore anlamli olarak
azalmisti. Benzer sekilde plazma protein ve lipid oksidasyon parametreleri de tedavi
sonrasi 2nci giinde tedavi Oncesine gore anlamli olarak azalma gosterdi. Tedavi
gruplar1 arasinda nitrik oksit salinimi farklilik gostermedi. Bu ¢alismadan elde edilen
veriler, tedavi Oncesi ve sonrasi glukoz diizeyindeki degiskenligin oksidatif stres
tizerinde etkili oldugunu ve farkli insiilin analoglarimin oksidatif stresi azaltma
yoniinde benzer etkilere sahip oldugunu gostermistir.
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