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OZET

Tip 2 diyabetli Hastalarda TCF7L2 ve Gen Polimorfizmlerinin Arastirilmasi

Tip 2 diyabetin (T2DM) patogenezinde, beta hiicrelerindeki fonksiyon ve Kiitle
kaybi1 onemli rol oynamaktadir. TCF7L2 (Transkripsiyon Faktorii 7-like 2)
geninin pankreatik beta hiicre adaciklari iizerinde insiilin salgilanmasinda énemli
etkileri bulunmaktadir. Bu gendeki polimorfizmler; ozellikle tip 2 diyabette
yiiksek risk tasimaktadir. Bu cahsmada, Tiirk populasyonu icin Mersin
ornekleminde TCF7L2 gen polimorfizmlerinin T2DM ile iliskisinin arastirilmasi
amaclanmistir. Calismaya, kontrol grubundan yas ortalamasi 51,32 olan 100
saghkh birey ile T2DM grubundan yas ortalamasi 54,24 olan 100 birey dabhil
edilmistir. Kontrol ve hasta grubundaki bireylerden alinan kan orneklerinden
DNA izolasyonu yapilmis ve genotipler Real-Time PCR yontemi kullamilarak
belirlenmistir. Hastalik ile genotiplerin ve allellerin iliskileri ‘Ki-kare trend’ testleri
ile incelenmistir. Yapilan genotip ve allel dagilimlar1 degerlendirmeleri sonucunda;
TCF7L2 rs7903146 C/T polimorfizmi icin T2DM hasta ve kontrol grubu arasinda
anlamh bir iliski oldugu saptanmmstir (p=0,0172). Hastalarda TT genotip sikhgi
kontrol grubuna gore daha fazla oldugu gozlenmistir ve TT genotipinin 2.05
oraminda tip 2 diyabet olma riskini arttirdigi saptanmistir (OR=2,051 , (1,11 -3,80),
p=0,0226). TCF7L2 gen rs12255372 G/T polimorfizmi i¢cin ise; hasta ve kontrol
grubu arasinda anlamh bir iliski bulunmamistir (p=0,1041). Ornek sayis1
arttirilarak yapilacak olan diger calismalar, bu sonu¢larin dogrulanmasi a¢isindan
onemli olacaktir.

Anahtar Kelimeler: T2DM, TCF7L2, Polimorfizm

Xi



ABSTRACT

The Investigation of TCF7L2 Gene Polymorphisms in Type 2 Diabetes Patients

Loss of beta cell function and mass are crucial in Type 2 Diabetes Mellitus
(T2DM)’s pathogenesis. TCF7L2 gene has a significant effect on pancreatic islands
at secreting of insulin. Thus, polymorphisms in TCF7L2 gene have higher risks at
type 2 diabetes. In this study, it was aimed to investigate TCF7L2 gene
polymorphisms (rs12255372 and rs7903146) effects on T2DM patients in Turkish
population. The study includes the average age is 51,32 of 100 healthy individuals
and the average age 54,24 of 100 individuals having T2DM diagnosis as patient
group. DNA isolation of control and patients’s blood was performed and
genotypes of samples were identified by Real-Time PCR method. Relationships
between diseases and genotypes and also alleles were examined by chi-square
trend test. As a result of the genotype and allele distributions; significant
differences in the TCF7L2 rs7903146 C/T gene polymorphism, in terms of
genotype distribution between the T2DM patients and control group were
statistically determined (p=0,0172). The frequency of TT genotype in patients is
more than compared to the control group and TT genotype was found 2.05 percent
increase the risk of type two diabetes ((OR=2,051 , (1,11 -3,80), p=0,0226).
However, there was no statistically significant difference between the T2DM
patients and control group (p=0,395) for the TCF7L2 rs12255372 G/T gene
polymorphisms. By being increased of number of samples with other studies, it will

confirm that result and contribute more to literature.

Key words: T2DM, TCF7L2, Polymorphism.
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1. GIRIS

Tip 2 Diabetes Mellitus (T2DM) hiperglisemi ile karakterize olan bir hastaliktir.
Hastaligin olusmasinda ve ilerlemesinde insiilin saliminin yetersizligi ve iretilen
insiiline kars1 direncin olusmasinin énemi biyiiktiir (1,2). Hastalik kronik bir hastalik
oldugu i¢in ve beraberinde kardiyovaskiiler ve endotelyal hastaliklar1 olusturdugu i¢in,
hastaligin 6miir boyu takibinin yapilmasi1 gerekmektedir (3,4). Hastaligin olusmasinda;
genetik yatkinlik, ¢evresel faktorler, fiziksel olarak hareketsizlik, uygunsuz beslenme ve
obezite etkili olup hastaligin ortaya ¢ikmasini kolaylagtirmaktadir. Hastaligin
patogenezinde ise beta hiicrelerinin fonksiyon ve kiitle kaybina ek olarak, karbonhidrat
homeostazisi ile ilgili sistemlerin bozulmasinin rolii biiytiktiir (5,6).

Tip 2 diyabet bugiin tim diinyada insan saghigi i¢in ciddi tehditleri olan bir
hastaliktir. Diinya Saglik Orgiitii’niin verilerine gore sadece 2005 yilinda 1.1 milyon
kisi diyabet hastaligi sonucu hayatin1 kaybetmistir. 2012 yilina geldigimizde ise,
rakamlar ¢cok daha ciddi sayilara ulagmistir. Uluslararasi Diyabet Federasyonunun (IDF)
2012 i¢in yayinladig1 sonuglara gore, tam 4.8 milyon insan diyabet hastalig1 nedeniyle
hayatin1 kaybetmistir. Tiirkiye’de ise 2008 ile 20012 yillar1 arasinda diyabet hasta sayisi
her yil ortalama yiizde 17 artmistir. Diyabet hasta sayis1 2 milyon 500 binden, 5 milyon
200 bine ulagsmistir. Yine IDF’ ten alinan verilere gore 2011°de tiim diinyada 366
milyona ulagan diyabet hasta sayisinin, 2030°da bu sayinin daha da artarak 552 milyona
ulagmas1 beklenmektedir. Dolayisiyla diyabet, tiim {ilkelerde dikkat ¢ceken hastaliklarin
basinda gelmektedir (7,8).

Tip 2 diyabetin genetik faktorleri tanimlanirken ilk zamanlarda monogenik olarak
kalitildig1 diistiniilmistiir. MODY (Maturity Onset Autoimmune Diabetes of the Adult)
genlerinde yapilan caligsmalarda otozomal dominant kalitim gosteren birgok aile
belirlenmistir. Fakat daha sonra yapilan ¢alismalarda MODY genlerinin tip 2 diyabette
sadece % 10 luk bir katkisinin oldugu goriilmiistiir. Bu yilizden hastaligin olusmasinda

birgok genin katkis1 oldugu gortisi giiglenmistir (9,10).



Tim genom boyunca yapilan taramalar sonucunda ise, 20 tane genetik
varyasyonun T2DM ile iliskisi oldugu belirtilmistir. Bunun yaninda bir¢ok lokusun
insiilin direncini dengelemek i¢in beta hiicrelerinin fonksiyonlarim1 diizenledigi rapor
edilmistir. Bu regiilasyonla ilgili 8 tane gen bulunmustur. Bu genlerden biri de TCF7L2
genidir. Fransiz ve Hint populasyonunda yapilan ¢alismalarda TCF7L2 geninde yer
alan varyasyonlarin tip 2 diyabet ile iligkili oldugu rapor edilmistir (11,12).

TCF7L2 geni, 10 nolu kromozom {izerinde yer alip, hiicre iginde 6nemli bir
transkripsiyon faktoriidiir. TCF7L2 geni ayrica Wnt/ B-katenin sinyal yolaginda yer
almakta ve B-katenin ile olusturdugu niikleer kompleks, hiicre proliferasyonunda ve
apoptozunda yer alan genlere baglanarak ekspresyonunu regiile etmektedir (13,14).

TCFL2 genindeki polimorfizmler tip 2 diyabette yiiksek risk tasimaktadir.
TCF7L2 geni adipogenez, miyogenez ve pankreatik adaciklarinin gelisiminde rol
almaktadir ve proglukagon genlerinin transkripsiyonel olarak regiile edilmesinde 6nemli
rol oynamaktadir. TCF7L2 gen polimorfizmlerini tasiyan bireylerde; proinsiilin
islenmesinde bir azalma, glikoz metabolizmasinda bir bozukluk oldugu goriilmiistiir. Bu
bulgular TCF7L2 gen polimorfizmlerinin pankreatik beta hiicre adaciklar1 tizerinde
insulin  salgilanmasinda etkili olabilecegini kanitlamaktadir. TCF7L2 gen
polimorfizmlerinin hangi mekanizmayla tip Il diyabet hastaligina sebep oldugu hala
aciklik getirilmis degildir. Fakat mevcut bilgiler bu gendeki polimorfizmlerin
zayiflatilmis glikoz toleransindan tip II diyabete geciste Onemli rol oynadigini
gostermektedir (15-17).

Bu ¢alismanin amaci, tip 2 diyabetli hastalarda, TCF7L2 {rs7903126} ve
{rs12255372} gen polimorfizmleri ile tip 2 diyabet arasinda bir iligski olup olmadigini
aragtirmaktir. Bu c¢alisma Tiirk toplumunda tip 2 diyabet ile TCF7L2 gen

polimorfizminin arastirilmasi konusunda ilk ¢aligma olacaktir.



2.GENEL BIiLGILER

2.1. Diabetes Mellitus

Diabetes Mellitus ya da diyabet hastaligi, insiilin iiretiminin yetersizligi ya da
insiilin fonksiyonlarindaki bozukluk sonucu meydana gelen ve kandaki glikoz
seviyesinin asir1 derecede yiikselmesi (hiperglisemi) ile karakterize olan bir hastaliktir.
Hastalik seker metabolizmasin1 kontrol eden pankreastaki beta hiicreleri tarafindan
salgilanan insiilin hormonunun yetersizligi ya da insiilin iiretimine karsi direncin

gelismesi ile ortaya ¢ikmaktadir (18,19).

Hastalik  beraberinde hipertansiyon ve metabolizma bozukluklar1  gibi
komplikasyonlara neden olabilmektedir. Diyabet hastaliginda uzun siiren hiperglisemi,
birgok organin fonksiyonlarmin bozulmasina neden olur. Ozellikle sinir sisteminde ve

bobreklerde 6nemli tahribatlara neden olur (4).

Diyabet hastalarinda ayrica, kardiyovaskiiler hastaliklarin sikliginin = arttigi
goriilmustiir. Bu nedenle diyabet hastaligi, kardiyovaskiiler hastaliklar i¢in 6nemli bir
risk faktoriidiir. Diyabet hastaligi kronik bir hastalik oldugu i¢in ve beraberinde
komplikasyonlar1 da getirdigi i¢in siirekli hastaligin takibinin yapilmasi gerekmektedir

(20).

2.2.Diyabet Siniflandirilmasi:

Tip 2 diyabetin siniflandirilmasina yonelik bilgiler, Tiirkiye Endokrinoloji Metabolizma

(13

Dernegi (TEMD) tarafindan 2013 yilinda yayimnlanan Diabetes mellitus ve

komplikasyonlarinin tani, tedavi ve izlem kilavuzu”nda yer almaktadir (21). Bu

siiflandirmaya gore;
. Tip 1 diyabet (Insiilin eksikligine bagli olarak B-hiicre yikimi vardir)
A. Immun aracilikli
B. Idiyopatik
1. Tip 2 diyabet (Insiilin direnci zemininde ilerleyici insiilin sekresyon defekti ile

karakterizedir)



1. Gestasyonel diabetes mellitus (GDM) (Gebelik sirasinda ortaya g¢ikan ve
genellikle dogumla birlikte diizelen diyabet)

IV.  Diger spesifik diyabet tipleri
A. B- hiicre fonksiyonlarimin genetik defekti (monogenik diyabet formlari)
= 20.Kromozom, HNF-40(MODY1)
= 7.Kromozom, Glukokinaz (MODY?2)
= 12.Kromozom, HNF-1a (MODY?3)
= 13.Kromozom, IPF-1(MODY4)
= 17.Kromozom, HNF-1B(MODY5)
= 2.Kromozom, NeuroD1(MODY6)
= 2.Kromozom, KLF11(MODY7)
= 9.Kromozom, CEL(MODY?8)
= 7.Kromozom, PAX4(MODY?9)
= 11.Kromozom, INS(MODY10)
» 8.Kromozom, BLK (MODY11)
= Mitokondriyal DNA
= 11.Kromozom, Neonatal DM(kir6.2, ABCC8, KCNJ11 mutasyonu)
B. Insiilinin etkisindeki genetik defektler
e Tip A insiilin direnci
e Leprechaunism
e Lipoatrofik diyabet
e Rabson-Mendenhall sendromu
e Digerleri
C. Pankreasin ekzokrin doku hastahiklar:
e Fibrokalkul6z pankreatopati
e Hemokromatoz
o Kistik fibroz

e Neoplazi



D.

Pankreatit
Travma/pankreatektomi
Digerleri
Endokrinopatiler
Akromegali
Aldosteronoma
Cushing sendromu
Feokromositoma
Glukagonoma
Hipertiroidi
Somatostatinoma

Digerleri

. 1la¢ veya Kimyasal ajanlar

Atipik anti-psikotikler
Anti-viral ilaglar

[3- adrenerjik agonistler
Diazoksid

Fenitoin
Glukokortikoidler
a-interferon

Nikotinik asit
Pentamidin

Proteaz inhibitorleri
Tiyazid grubu ditiretikler
Tiroid hormonu

Vacor

Digerleri



F. Immun aracilikh nadir diyabet formlar1

Anti —insiilin reseptdr antikorlari
“Stiff —-man” sendromu

Digerleri

G. Diyabetle iliskili genetik sendromlar

Alstrom sendromu

Down sendromu

Friedreich tipi ataksi

Huntington korea

Klinefelter sendromu
Laurence-Moon Biedl sendromu
Miyotonik distrofi

Porfiria

Prader —Willi sendromu

Turner sendromu

Wolfram (DIDMOAD) sendromu

Digerleri

H. Enfeksiyonlar

Konjenital rubella
Sitomegalovirus
Koksaki B

Digerleri(adenovirus,kabakulak)

2.3.Tip 1 Diabetes Mellitus:

hiicrelerinin otoimmiin bir siire¢ sonunda hasar1 ile olusmaktadir (22,23). Otoimmdiin
hastaliklar; viriis, agilanma, ilag, fiziksel veya stres gibi nedenlerle, bagisiklik sisteminin

kendi hiicrelerinin yabanci olarak algilamasi, onlara saldirmasi ve tahrip etmesi sonucu

Tip 1 diyabet hastalig1, pankreasta bulunan ve insiilin liretiminden sorumlu beta

olugmaktadir (24,25).



Beta hiicrelerinin tahribatina neden olan sebepler kesin olarak bilinmemektedir.
Hastaligin ¢evresel, genetik ve otoimmiin faktorlerin birlesimi ile olustugu
diisiiniilmektedir. Tahribata ugrayan beta hiicrelerinden ¢ok az insulin ya da hig insulin
iiretimi olmadig1 i¢in kandaki glikoz seviyesi yiikselmektedir. Tip 1 diyabet hastalig1
Omiir boyu siiren kronik bir hastalik oldugu i¢in bu hastalar 6miir boyu disaridan insiilin
almak zorundadir. Bu nedenle bu hastalik insuline bagimli diyabet (Insulin dependent
diabetes mellitus=IDDM) hastalig1 olarak da adlandirilmaktadir. Tip 1 diyabet hastalig1
cocukluk ¢aginda daha ¢ok goriilmekle birlikte herhangi bir yasta da goriilebilir (26,27).

Tip 1 diyabetin baslica belirtileri arasinda: Agiz kurulugu, susama, bulanik gérme, sik
ve asir1 acikma, istem disi kilo kaybetme, yorgunluk ve halsizlik, ayaklarda hissizlik

veya uyusma, karincalanma, sik idrara ¢ikma goriilmektedir (22,24).

Diyabet hastaliginin olusmasinda, yeni gecirilmis enfeksiyonlarin biiyiik etkisi
bulunmaktadir. Virilis enfeksiyonlar1 arasinda konjenital rubella, Epstein-Barr viriisii,
sitomegaloviriis, hepatit, kabakulak, koksakivirus beta enfeksiyonlar1 gosterilebilir. Bu
enfeksiyonlarla ilgili semptomlarin goriilmesiyle beraber hastalarin dolasim sisteminde
pankreastaki adacik hiicrelerine karsi otoantikorlar ICA (islet cell autoantibodies)
olustugu tespit edilmistir. Viicudun kendi antijenleri yapisal agidan yabanci antijenlere
benzedigi icin, bu da immiin yanitin olugsmasina neden olmakta ve bunun sonucunda
beta hiicrelerinin harabiyetine neden oldugu diisiiniilmektedir. Bir diger faktor ise
virlisiin kendisi pankreastaki adacik hiicrelerini dogrudan hedef alabilir. Yapilan
calismalarda tip I diyabet hastaliginin ¢evresel faktorlerden ¢cok otoimmiinitenin daha
baskin oldugu goriilmiistiir (23,24).

Yapilan in vivo deneylerde Lan5 geninin tip 1 diyabet hastaligina neden oldugu
gozlenmistir. Lan5 geninin timus iizerinde etkisi bulunmaktadir. Buradan kodlanan T
hiicreleri beta hiicrelerini yabanci antijenler sanarak saldirmaktadir. Bunun sonucunda
B-hiicreleri zarar goriip, tip 1 diyabet hastaligin1 meydana getirdigi diisiiniilmektedir
(28,29).

Yapilan ¢alismalarda tip 1 diyabetli hastalarin baz1 doku uygunluk antijenlerinde (HLA)
bir artis gozlenmistir. Bu antijenleri kodlayan genler insanlarda 6’inct kromozom
tizerinde lokalizedir. Buradaki genlerin beta hiicrelerinin yikimi ile iliskisi uzun
zamandan beri bilinmektedir. Lan5 geninin %40 etkisi bulunurken HLA genlerinin tip 1

diyabetin olugsmasinda %60 katkisi bulundugu belirtilmistir (29).



Bir diger onemli faktér ise D vitamini eksikligi. Tip 1 diyabete kars1 D
vitamininin koruyucu etkisi oldugu disiiniilmektedir. Siit, onemli bir D-vitamini
kaynagidir. Yasamin ilk ii¢ ayinda inek siitli ile beslenen ¢ocuklarda tip 1 diyabetin
arttig1 goriilmistiir (30,31) . Tip 1 Diyabet hastalig1; annesinde ya da babasinda tip 1
diyabet hastalig1 olanlarda, Tip 2 diyabet hastaligi bulunan yakini olanlarda, gebelik
sirasinda diyabet hastaligina yakalanan kadinlarda, gelisme riski daha yiiksektir(30).

2.4. Diyabet Hastaliginin Tanisi:

Diyabet hastaliginin tanisinda aglik kan sekerinin 6nemi biiyiiktiir. Normalde saglikli bir
bireyin aglik kan sekeri diizeyi 100 mg/dl altindadir. Eger kiside pre-diyabet (gizli
seker) varsa aglik kan sekeri 100 — 125 mg/dl arasindadir. Eger kan sekeri diizeyi 126
mg/dl ve tizeri olursa kisi diyabet hastas1 olarak kabul edilmektedir (23).

Diyabet hastaligiin tanisi1 sadece kan sekerine bagh degildir. 2011 Ulusal Diyabet
Kongresi’nde yayinlanan diyabet tan1 ve tedavi rehberinde ayrica bu kriterlere de yer
verilmistir.

Tablo-1. UDK 2011 kilavuzuna gore tip 2 diyabet kriterleri(32)

Kriter-1 Aclik Plazma Glikozu (APG) ' | >126 mg/dl

Kriter-2 Rastlantisal Plazma Glikozu®+ | >200 mg/dl

Diyabet semptomlar1

Kriter-3 Oral Glikoz Tolerans Testi >200 mg/dl
(OGTT)’nde 2.st plazma glikozu
4,5

Kriter-4 HbA1C ®7 >% 6.5

Yukaridaki kriterlerden herhangi biri diyabet tanisi i¢in yeterlidir.
2.4.1. Oral glikoz tolerans testi (OGGT):
Aclik kan sekeri diizeyi 100 mg/dl {izerinde bulunan ve 126 mg/dl altinda bulunan

kisiler diyabet acisindan riskli bireyler olarak kabul edilmektedir. OGGT testi i¢in hasta
bireyin, test oncesi 3 giin yeteri kadar karbonhidrat almasi gerekir (En az 150 gr/giin



karbonhidrat). Testten 6nce 10-12 saatlik gece agligindan sonra yapilmali, herhangi bir
ila¢ kullanilmamali ve sigara i¢ilmemelidir (32,33).

Diyabet acgisindan riskli bireylerin 75 gram glikoz ile oral glikoz tolerans testi (OGTT)
yapilmast Amerikan Diyabet Cemiyeti(ADA) tarafindan Onerilmektedir. ~ ADA
kriterlerine gore OGTT sonuglari; DM, bozulmus aghik glikozu, bozulmus glikoz

toleransi olarak kategorize edilmektedir (32,34).

Tablo-2. OGGT testi sonrasi glikoz metabolizmasindaki bozukluklarinin degerlere gore tanimlanmasi (32).

Achik plazma Glikozu | OGTT 2.saat plazma Tanimlama
(mg/dl) Glikozu (mg/dl)

<100 <140 Normal

100-126 <140 Bozulmus aglik Glikozu

<100 140-199 Bozulmus Glikoz Toleranst

100-125 140-199 Bozulmus Aglik Glikozu +
Bozulmus Glikoz Toleranst

> 126 >200 Diyabet

OGGT testini oldukca hassas bir test olup dikkatli yapilmasi gerekmektedir.
Testin standardize edilmesinde karsilagilan giiclikkler ve hastalarin tam olarak
hazirlanmadan gelmeleri hatali degerlendirmelere yol agmaktadir. Ayrica testin

maliyetli olmasi nedeniyle rutin ¢alismalarda kullanimini zorlastirmaktadir (35).
2.4.2.Tam Testi olarak hemoglobin A;c:

Hemoglobin Aj testi de tipki OGGT testi gibi standardizasyonunda sorunlar ve tani
esigindeki belirsizlik nedeniyle uzun yillar kullanimi 6nerilmemistir. Fakat son yillarda
Alc’nin tim diinyada standardizasyonu Oniindeki engellerin kaldirilmasi ve tani

yoniindeki kanitlarin artmasi bu testin tekrar kullanilabilecegini giindeme getirmistir

(36).



Tablo-4. HbAlc diizeylerine gore ortalama plazma glikozu tahmini(36)

Hb1C (%) Ortalama PG
(mg/dl)
6 126
7 154
58 183
9 212
10 240
11 269
12 298

2.4.3.Diger Tarama Testleri:
Adacik Otoantikorlar::
- Anti-glutamik asit dekarboksilaz (Anti- GAD)
- Adacik hiicresi sitoplazmik antikoru(ICA)
- Insiilin otoantikoru(insiilin autoantibody: IAA)
- anti-tirozin fosfataz (1A2),
- antifogrin antikorlar1 (IA2- f3)
- ¢inko transporter- 8 antikoru (antiZnT8)’dur(30).

Cinko transporter- 8’e kars1 (Anti-ZnT8) otoantikoru son yillarda bu panele eklenmistir.
Tip 1 diyabetin tanisinda siirekli olarak otoantikorlarin dlciilmesine gerek yoktur yalniz
MODY ya da LADA (Late Onset Autoimmune Diabetes of the Adult) gibi otoimmiin

durumunun belirlenmesinde kullanilabilir(32).
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C-peptid diizeyi:

Pankreas beta hiicrelerinde biriken endojen insiilin miktarini yansitmaktadir. Tip 1
diyabetin tanisinda rutin olarak kullanilmasma gerek yoktur. LADA gibi otoimmun
durumunun belirlenmesinde kullanilabilir. Ayrica insiilin tedavisine baglayacak olan tip
2 diyabet hastalarmin aglik ve uyarilmis C- peptid diizeyleri 6l¢iilebilir. Fakat agiri
hiperglisemi durumunda glikoz toksisitesinin pankreas B-hiicrelerine etkisi nedeniyle
gercek endojen insiilin miktarini yansitmayabilir (32,37).

Glutamik asit dekarboksilaz (GAD): Tipl ve tip 2 diyabetin ayriminda, otoimmiin tip
1 diyabet olusmast durumunda ihtiya¢ duyulan testlerden biridir. GAD antikoru;
GADG65 ve GAD 670lmak tizere iki izoformu bulunmaktadir. Diyabet hastaliginda
GADG65’e kars1 gelisen antikorlar daha siktir. Yeni tan1 konan tip 2 diyabetli hastalarin
% 70- 80’inde goriiliir. Diyabetli kisinin yakinlarinda ise % 3-5 oraninda bir pozitiflik
saptanmustir (32,37).

Adacik sitoplazmik otoantikorlar: Adacik beta hiicresi sitoplazmik otoantikorlari

hiicre sitoplazmasinda bulunan antijenlerle reaksiyona girmektedir (37,38).

Adacik hiicre otoantikorlar1 (ICA): Farkl tip adacik antijenlerine karsi1 gelistirilen
poliklonal antikorlar olup, IgG yapisindadir. Bu antikorlar tan1 aninda hastalarin % 90
‘inda pozitiftir. Antikorun varligi devam etmekte olan beta hiicre harabiyetini
gostermektedir. Zamanla antikor orani diismeye baslar. Tanidan 10 yil sonra ise
yaklasik %5-10’a diiser. Eger diyabeti olmayan kisilerde ICA antijen pozitif bulunursa
bu hastaliga yakalanma riskinin yiiksek oldugunu gosterir. Ayrica bu test tip 1 ve 2’nin
ayriminda kullanilmaktadir (37,38).

Insiilin otoantikorlar1 (IAA): Tip 1 diyabetli yakinlarinda ilk olarak ortaya cikan
antikorlardir ve yeni tanili hastalarin %50’sinde pozitiftir. Zamanla titrelerinde azalma
goriilmektedir. Insiilin otoantikorlar1 bakiminda bir kisinin pozitif olmas: beta
hiicrelerindeki yikimin devam ettiginin ve insiiline bagimli (IDDM) diyabetin gelistigini
gostermektedir. Anti- insiilin antikorlar1 ise (AIS) disaridan alinan insiiline kars1 gelisen

antikorlardir. Insiilin tedavisinden bir hafta sonra pozitifi hale gelirler (32,37,38).

Insiilinoma assosiye- 1(IA-2): Merkezi sinir sistemi ve endokrin bezlerden
sentezlenmektedir. Protein tirozin fosfataz ailesine iiye bir antijendir. Insiilinoma

assosiye-2 (IA-2) antikorlar1 beta hiicre fonksiyonlari hakkinda bilgi edinmek igin
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kullanilir. Eger titrasyonu yiliksek bulunursa hizli progresyon oldugunu gostermektedir.

Yeni tan1 diyabet hastalarinin %60'inda IA-2 antikoru pozitif bulunmustur (32,37).
Tip 2 Diabetes Mellitus (T2DM):

Tip 2 diyabet; insulin liretimi ve fonksiyonlarindaki bozukluk ile karakterize olan bir
metabolizma hastaligidir (1,2). Hastaligin meydana gelmesinde genetik ve gevresel risk
faktorlerinin yaninda bir¢ok faktor bulunmaktadir. Bu faktorlerden biri de yasam
tarzidir. Tip 2 diyabetin gelismesinde yasam tarzinin onemi biiyiiktiir. Bunlar; fiziksel
olarak hareketsizlik, sigara bagimliligi, asir1 miktarda alkol tiiketimi ve obezitedir.
Obezite yapilan arastirmalara gore tip 2 diyabetin gelismesinde %355 katki sagladigi
goriilmiistiir. Ozellikle cocukluk ¢agindaki obezitedeki artis yetiskinlik doneminde tip 2
diyabetin olugmasinda biiyiik rol oynamaktadir (5,6).

2.5. Insiilin Sinyali:

Insanlarda bulunan insiilin reseptdrii bir heterodimer olup, ektraselliilar iki o-
subiinitesinden ve transmembran iki B-subiinitesinden olusmaktadir (39). Bunlardan a-
subiinitesi ekstraselliilar ligand baglanma bolgesi igermektedir. Bu bdlge ayni1 zamanda
hiicre i¢i B-subiinitesinin tirozin kinaz aktivitesini diizenlemektedir. Memelilerde insiilin
reseptor genlerinde 22 adet ekzon bulunmaktadir (40-42). Bu genlerden 11’inci ekzonda
alternatif splicing ile iki tane insiilin reseptoriiniin izoformu olusturulmaktadir (IRa ve
IRD). IRD insiiline daha siki baglanmaktadir. Bunlar insiiline hassas olan; karaciger, kas
ve adipoz gibi dokularda daha baskin olarak bulunmaktadir. IRa ise, insiilin-benzeri
biiylime faktorii-2 (IGF2)’ye baglanmakta ve insiiline orta derecede afinitesi
bulunmaktadir. Fetal dokularda ve merkezi sinir sisteminde daha baskin olarak

bulunmaktadir (43).
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Sekil .1 Insiilin sinyal yolag: ile GLUT4 translokasyonunun memeli iskelet kaslarinda diizenlenmesi (44).

Insulin hormonu insiilin reseptdriiniin o-subiinitesine baglanarak insiilin reseptdrii
tirozin kinazi aktiflestirir (sekil-1). Aktive olan insiilin reseptorii hem kendisini hem de
insiilin reseptor substrat-1 (IRS1)’i fosforiller. Fosforillenen IRS1 fosfatidilinositol-3-
kinaza (PI3K) baglanir ve PI3K’i plazma membranina dahil eder. Burada PI3K,
fosfatidilinositol -4, 5-bifosfot(PIP2)’i fosfotidilinositol-3,4,5- trifosfat(PIP3)’a gevirir
(sekil-1). Artan PIP3 miktar1 plasma membranimna fosfatidilinositol’e bagli kinaz-
1(PDK1) ve AKT’yi dahil eder. Burada AKT PDK1 araci fosforilasyon ile aktive edilir.
Aktive olan AKT, AS160/TBC1D1’i fosforiller ve ayni zamanda Rab GTPaz-aktive
edici protein (GAP)’i inhibe eder (sekil-1). GAP inhibisyonunun artmasi daha az aktif
olan Rab-GDP’yi daha aktif olan Rab-GTP’ye dondistiiriir (44). Aktive olan Rab-
GTP’inin artmas1 glikoz transport (GLUT4) vezikiillerinin hareket etmesini ve plasma
membrani ile birlesmesini saglar. GLUT4 vezikiilleri VAMP2 (vesicle associated
membrane protein 2), syntaksind ve NSF (N-ethylmaleimide-sensitif faktor) bagh
protein 23 etkilesimi vasitasi ile hedef “SNARE” kompleksine baglanir (sekil-1).

GLUTH4 vezikiilleri hiicrenin periferi kismia mikrotiibiiller boyunca transport edilir.
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SNARE kompleksi, SM genleri (Seclp/Muncl8) tarafindan regiile edilir. Ozellikle
Munc18c GLUT4’lin trafiginden ve Syntaksin’in stabilize olmasindan sorumludur (44-
45).

Glikoz hiicreye glikoz transport proteinleri (GLUTs) yardimi ile kolaylastirilmis
diflizyon ile girerler. En az 12 tane tanimlanan GLUT transportu bulunmaktadir. Iskelet
kas hiicrelerinde ve adipoz dokularinda GLUT1 glikoz transportunu saglarken, GLUT4

ise insulin araci glikoz alimindan sorumludur(46).

2.5.1.Parandiyel seker seviyesinin Dolasimi: Yemeklerin mideye gelmesiyle birlikte
GLP1 (glucagon-like peptidel) serbest birakilir ve glikoz kan damarlari tarafindan
absorbe edilir. Glikozlar ve GLP1 daha sonra insulini uyarir ve glukagon sentezini
pankreatik adaciklarinda inhibe eder (47). Bdylece insiilin sirkiilasyon seviyesi artmis
olur. Ayrica karacigerden glikoz salgilanmasini azaltir. Insiilin ayrica glikoz salimini
karaciger hiicrelerinde azaltirken, kas hiicrelerinde ve adipoz dokularinda glikoz alimini
arttirarak kan damarlarindaki glikoz seviyesi diistiriilmiis olur (sekil-2). Son olarak da
yemeklerin sindirilmesi ile baglantili olarak, beyinden gelen sinyaller sephalik fazi
boyunca insiilin Salimin1 daha da arttirir (48,49). Damar igindeki glikoz miktarini

diisiiriir.
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Sekil 2. Parandiyel seker seviyesinin dolasimmin sematik goriiniimii (50)
Yemeklerin sindirimi sonrasi kan damarlarindaki glikoz seviyesi beyinden gelen
sinyallerle ve GLP1 ile insiilin salinim1 uyarilir ve glukagon sentezi yine inhibe edilir
(sekil-2). Tip 2 diyabet hastalarinda ise pankreas adaciklarinda fonksiyonel bozukluga
bagli olarak insiilin salinimi1 engellenir ve glukagon sentezi artar boylelikle dolagimdaki

glikoz miktar1 artmis olur (50,51).

2.5.2.GLPY’in beta hiicreleri iizerindeki etkileri:

GLP1, yemeklerden sonra sindirim sisteminden serbest birakilmaktadir. GLP1
doygunlugu  indiikleyerek beyni, gastrik boslugu geciktirerek mideyi, insulin
salgilanmasini uyararak ve glukagon salimini engelleyerek adaciklari etkilemektedir.
GLP1; B- hiicre proliferasyonunu arttirir ve ayn1 zamanda - hiicrelerinde apoptozu
inhibe eder. Bu etkilerle beraber glikoz seviyesi diisiiriiliip, parandiyal glisemiye
gelistirilmekte ve viicut agirliginda bir diisme ile sonlandirilmaktadir. GLP1 etkisi ¢cok
kisa stirmektedir. GLP1, hizli bir sekilde dipeptidil peptidaz 4(DPP4) enzimi tarafindan
inaktive edilmektedir (52,53).
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Tedavi yontemleri GLP1’in exenatide, liraglutide, albiglutide, taspoglutide, AVEQ010,
ya da CJC1134 kullanilarak direk aktive edilmesi iizerinden yapilmaktadir. Bir diger
yolda sitagliptin, vildagliptin, saxagliptin, alogliptin gibi DPP4 inhibitorlerinin
kullanilarak hormonlarin inaktivasyonunun 6nlenmesidir. GLP1 bazl terapiler GLP1’in
bagirsak ya da mideden serbest birakilmasini uyarici etkileri igermektedir. Bu da G
protein- aracili reseptorlerin GPR119, GPR40 ya da GPR120 aktive edilmesi ile
basarilabilir (54,55).
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Sekil 3. Pankreatik [-hiicrelerinden insiilin salgilanmasimin uyarilmasinda rol oynayan hiicresel olaylarin
sematik goriintimii (50).

Insiilin salimimin ana tetikgisi, glikozun B- hiicrelerine GLUT2 (glucose transporter 2)
tarafindan hiicre i¢ine alinmasidir. - hiicrelerinin iginde glikoz metabolize olur ve ATP

olusturulur. ATP:ADP oranindaki artis K* gecirgenligini, ATP ile regiile edilen K*
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kanallarinin kapanmas: ile engeller (sekil-3) . Bunu da K* iyonlarmimn B- hiicrelerinde
birikmesi seyreder. Bununla beraber, plazma membraninin depolarizasyonu bir
degisime neden olur, bu da voltaja bagh Ca*? kanallarinin acilmasini saglar (sekil-3).
Daha sonraki Ca*? iyonlarimin hiicre i¢inde birikmesi ile, serbest sitoplazmik Ca*
iyonlarmm artigia neden olur. Sitozolik Ca*® birkag yolla insiilinin depolanmus
graniillerden ekzositozunun hizini arttirir (56,57). Ca*?iyonlart; protein kinaz C (PKC)
ve protein kinaz A (PKA) aktivasyonu i¢in gereklidir. Bu proteinlerin aktivasyonu,
spesifik proteinlerin fosforillenmesi ve ayni zamanda insiilin ekzositozunun baslanmasi
igin gereklidir. Ca* aym zamanda PLC(receptor- coupled enzim fosfolipaz)’m
kofaktoriidiir (58). PLC’nin aktivasyonu,  PIP( plazma membran fosfolipid
fosfatidilinositol)’nin DAG (diacylglycerol) ve IP3; (Inositol trifosfat)’a hidrolizine
neden olur. DAG, PKC’nin aktivasyonunu saglar. IP3 hiicre iginde depolanan Ca*?
serbest birakir. Bir diger sinyal yolagi ise AC (Adenylate cyclase)’nin aktivasyonudur.
Bu da hiicre i¢i siklik AMP seviyesini artirir (sekil-3). Bu artig protein kinaz A(PKA)
ve Epac (Exchange protein cAMP tarafindan aktive edilen exchange proteinleri)’ni
aktive eder. PKA ve PKC ekzositozda rol oynayan kinazlar aktive eder (58). Bir diger
sinyal yolu ise IRS1 tarafindan indiiklenen sinyal yolagidir. IRS1 fosfoinozitid 3 kinaz
(PI3K) aktive ederek fosfatidilinositol-3,4,5- trisfosfat (PIP3) olusumuna saglamakta bu
da K" kanallarini aktive etmektedir (sekil-3). Cesitli G protein- kenetli reseptorler (G
protein coupled reseptors) B hiicrelerindeki G proteinlerine baglanarak sinyal yolagin
etkilemektedir. Ayrica G protein- aracili reseptorleri PLC’yi aktive etmektedir (sekil-3).
Gi cAMP olusumunu inhibe ederken Gs cAMP olusumunu uyarmaktadir (59,60).

2.6.Tip 2 Diyabetin Patogenezi:

Fizyolojik olarak pankreatik B- hiicreleri; kan sekeri miktarina bakilmaksizin siirekli
olarak insulin sentezlemektedir. Uretilen insiilinler vakuollerde depolanir ve kandaki
seker orani arttign anda, insulinler serbest birakilir. Insiilinler iskelet hiicrelerinden
adipositlere kadar, bir¢ok hiicre tipinde kan sekerinin hiicre igine alinmasini saglayan,
en onemli hormondur. Kandaki glikoz seviyesi diistiigli anda, B- hiicrelerinden insiilin
salimim1 azalir ve a- hiicrelerinden glukagon sentezi artar. Bu da glikojenden glikoza

dontigiimii uyarir (61,62) .
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Tip 2 diyabet hastaliginin patogenezine baktigimizda; ozellikle [-hiicrelerindeki
degisim dikkat cekmektedir. Normal pankreatik B-hiicreleri asir1 yemek yeme
durumunda daha fazla insulin salgilayarak, normoglisemiya, yani kan sekerini normal
degerlerde tutmaya calismaktadir. Insiiline kars1 direnc olustugu durumda, pankreatik
adaciklar buna daha fazla insulin salgilayarak, cevap vermektedir. Buna B-hiicre
kompenzasyonu denilmektedir. Mekanizma tam olarak anlasilmis degildir (63,64).
Fareler iizerinde yapilan deneylerde insulin rezistansina karsilik B-hiicrelerinde hem
kiitle artis1 hem de fonksiyonunda bir artis goézlenmistir. Zamanla B-hiicre adaciklari
insulin rezistansim dengeleyememektedir. Ilk olarak B-hiicrelerinde fonksiyon kaybi
meydana gelmektedir. Buradan normal glikoz toleransindan, bozulmus glikoz
toleransina bir gecis olusmaktadir. Hastalifin daha da ilerlemesi ya da apoptozis
nedeniyle B-hiicre kiitlesinde bir azalma meydana gelmektedir. Bu da [-hiicre
fonksiyonlarini1 daha da azaltmakta ve zayiflatilmis glikoz toleransindan, tip 2 diyabete

gecisine neden olmaktadir. Artik insulin rezistansina karsi1 koyamamaktadir (65,66).
Tip 2 diyabet hastalarinda 6nemli 3 tane bozukluk vardir. Bunlar:

1. Insiilin salgilanmasinda azalma

2. Hepatik glikoz tiretiminde artis

3. Insuline kars: direncin gelismesi ya da duyarliligin azalmasidir(67).

1. Insiilin salgilanmasinda azalma

Beta hiicrelerinin fonksiyonlar1 hipergliseminin toksik etkisi ya da kanda artan yag
asitleri gibi faktorlerle bozulmaktadir. Insiilinin yetersiz salgilanmasinda beta
hiicrelerindeki fonksiyon kaybi ya da kiitlesindeki azalma ile iligkilidir. Yapilan bazi
caligmalarda tip 2 diyabetli hastalarin beta hiicrelerinde % 40-60 oraninda bir azalma
gorilmistiir (67).

2. Hepatik Glikoz iiretiminde artis

Insiilinin karaciger iizerindeki yetersizligi ve buna bagl olarak glukagon hormonlarinin
karaciger lizerinde glikoneogenezi arttiric1 etkisi nedeniyle hepatik glikoz iiretimini ve
kan sekerini arttirmaktadir. Yapilan bazi1 caligmalarda tip 2 diyabet hastalarinda
karacigerin insiiline kars1 duyarliliginda bir azalma oldugu ve buna bagli olarak glikoz
salinimi arttig1 gozlenmistir. Bunun yaninda glikoz tastyici proteinleri kodlayan genlere
ait kusurlar sonucu oldugu da diistiniilmektedir. Ayrica karacigerde yag asitleri,

insiilinin etkisine kars1 bir direng olusturmaktadir (68).
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3. Insiiline kars1 diirencin gelismesi

Insiilin direnci, herhangi bir dokuda belli bir miktardaki insiilinin gdstermesi gereken
etkiden daha az etki gostermesidir. Tip 2 diyabetin gelismesinde en Onemli faktor
insiilin direncinin olusmasidir (49).

Insiilinin hedef bolgesi karacigerde, kas ve yag dokusudur. Insiilin karacigerde
glikoneogenezi baskilar ve hepatik glikozun ¢ikisini engeller. Yag ve kas dokusunda ise
glikozun hiicre i¢ine alinmasini saglar, fakat insiilin direnci olustugunda hepatik glikoz
cikis1 engellenemez. Kas ve yag dokusunda glikoz alimi azalir. Bunun sonucu olarak
hiperglisemi meydana gelir. B-hiicreleri, hiperglisemiyi onlemek igin kiitle ve
fonksiyonlarindaki artigla beraber daha fazla insiilin iiretir. Bir siire sonra beta hiicreleri
bu dirence kars1 koyamaz ve diyabet hastaligi olusur (69-71).

Insiilin direncinin olusmasinda, reseptdr diizeyindeki goriilen kusurlarm 6nemi
biiyiiktiir. Yapilan calismalarda; insiilin reseptor kinazin aktivitesinin azalmasi, glikoz
transportunda ve fosforilasyonunda azalma, glikojen sentetaz aktivitesinde bozulma ve
sinyal ileti sistemindeki defektleri gibi hiicresel bozukluklarin insiilin direncinin
olugmasinda etkin rol oynadigi goriilmiistiir. Stres, yaslilik ve obezite insiilin direncinin
olusmasinda goriilen diger faktdrlerdir. Ozellikle obezitenin yapilan calismalar

sonucunda tip 2 diyabetin gelismesinde %55 katki sagladigi goriilmiistiir (72,73).

2.6.1. Insiilinin kas dokusundaki etkileri:

Tiim viicutta insiilin tarafindan uyarilan glikozun alinmasindan kas dokular1 yaklasik %
75 sorumlu oldugu igin, buradaki herhangi bir kusur, T2DM hastalarinin glikoz
homeostazinda énemli rol oynamaktadir. insiilin reseptdr tirozin fosforilasyonu T2DM
hastalarinda daha disiik olarak goriilmektedir (74).

Farelerde yapilan deneylerde; IRS1 geni ortadan kaldirildiginda, periferal insiilin
resistansinin olustugu goriilmiistiir. Buradaki hatalarin insiilin sinyal trandiiksiyonu i¢in
IRS1’den bagimsiz sinyal yolaklar1 ile kismi olarak dengelendigi goriilmiistiir. Bu
kismi olarak dengelenen sinyal yolagimin IRS2 tarafindan araci oldugu gozlenmistir
(75,76).
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IRS2 geni ortadan kaldirilmis farelerde; IRS1 genine oranla, T2DM hastaliginin
gelismesinde daha biiyiik katki sagladigi goriilmiistiir. Ayrica kas dokusunda insiilin
resistansinin olustugu goriilmistiir (76) .
Tip 2 diyabet hastalarinda yapilan ¢alismalarda, IRS1’in kas dokusu hiicrelerinde PI3K
fosforilasyonunda bir bozulma goriilmiistiir. Yine bir bagska c¢alismada obez ratlarda
zayiflatilmig PI3K ekspresyon seviyesinde bir bozulma goriilmiistiir(77).
Insiilin reseptoriindeki fonksiyonlarin bozulmas insiilin rezistansinin olusmasindaki ana
etkenlerden biridir (78) . Bu bozunma igin olusan mekanizmalardan biri de tiimor
nekrozis faktor a-(TNFao) aracils;

e mRNA transkripsiyonundaki regiilasyonun diigmesini,

e Kinaz araci serin-tironin fosforilasyonunu,

e Proteozom aracili degradasyonunu,

Fosfataz aracili difosforilasyonun diismesini icermektedir (78).

Bu sinyallerdeki anomaliler bozulmus glikoz transportu ile sonuglanmaktadir. Tip 2
diyabet hastalar iizerinde yapilan ¢alismalarda, kas dokusunda insiilin uyarici glikoz
transportunun zayiflamis oldugu gériilmistiir (79).
Tip 2 diyabet hastalarinda goriinen bir diger énemli belirti de yaglardaki oksitadif
kapasitesindeki diislis ve dolagimdaki serbest yag asitleri seviyesinin yiikselmesidir(80).
Ayrica T2DM hastalarinin yag dokusunda GLUT4 ekspresyonunun regiilasyonunda bir
diistikliik oldugu goriilmiistiir (80,81).
2.6.2. Pankreatik B-hiicrelerinin harabiyeti:
Birgok mekanizma T2DM gelismesinde katkida bulundugu gibi, bu mekanizmalar -
hiicrelerinin apoptozuna ve [-hiicrelerinin kiitlesinde bir azalmaya ya da insulin
rezistansint kompense etme kabiliyetinde azalmaya sebep olabilir (82,83). Bu
mekanizmalar: siralayacak olursak;

+«» Endoplazmik retikulumda stress

% Kronik hiperglisemi

% Kronik lipidemi

% Oksidatif stres

% Inflamatuvar sitokinler
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IRS2 ekspresyonundaki azalma, B- hiicrelerinde apoptoza neden olmaktadir. T2DM
patogenezi ile ilgili birka¢ mekanizma, IRS2 serin-tironin fosforilasyonunu arttirabilir.
Bunun sonucunda IRS2 ubiquitinasyonu ve proteozomal yikilimi goriilmekte bu da

insiilin sinyalinde ve insiilin tiretiminde kusurlara neden olmaktadir (84).

B-hiicre fonksiyonlarina azalan insulin sensitivitesi baglaminda bakacak olursak;
T2DM’iin patogenezinin erken siirecinde insiilin salimmminda basarisizliga neden
oldugu, bir¢cok calisma ile desteklenmistir. Hayvan modelleri de bu goriisi
desteklemektedir. Normal p-hiicreleri kompenzasyonuna neden olan sinyaller ve bu
kompensasyonda yer alan mekanizmalar ve bunlarin tip 2 diyabetin patogenezindeki
etiyolojisi hala gizemini korumaktadir. Insanlarda T2DM bakildiginda insiilin
sensitivitesi ve saliniminin bozuldugu goriilmiistiir (84,85).

2.6.3. Glikoz metabolizmasinin diizenlenmesinde karacigerin onemi:

Karaciger glikoz ve lipidlerin firetilebildigi, tiiketildigi ve depo edildigi 6nemli bir
organdir. Hepatik glikoz metabolizmasi; kisa donem enerji deposu icin glikojenin
formasyonunu ve seker olmayan karbon substratlarindan glikoz yapimini icermektedir.
Yag asitlerinin oksidasyonu, de novo yag asitlerinin sentezi, kolesterol ve safra
tuzlarimin sentezi, buna ek olarak; lipoproteinlerin bir arada toplanmasi lipid
metabolizmasinin gerekli islemleridir. Bu metabolik yolaklar glikoz ve lipid
homeostazisinin korunmasi ve devam ettirilmesi i¢in koordineli bir sekilde regiile

edilmesi gerekmektedir (86,87).

Karaciger; anabolik insiilin hormonu ve onun katabolik olarak zitt1 olan glukagon ig¢in,
onemli bir hedeftir. Insiilin damarlarda artan glikoz konsantrasyonuna kars1, pankreatik
B-hiicrelerinden serbest birakilir. Zayiflatilmis insiilin - sensitivitesi ve insiilin
fonksiyonlarindaki bozukluk karacigerde T2DM’nin patogenezinde Onemli rol
oynamaktadir. Pankreatik o-hiicreleri, azalan glikoz miktarina karst glukagon
sentezlemektedir. Glukagon genel olarak, karaciger ve adipoz dokularinda etkili
olmaktadir. Glukagon glikojenin yapitaglarina doniisiimiinde rol oynamakta ve yag
asitlerinin hareketinde 6nemli rol oynamaktadir. Daha da 6nemlisi glikogenezi uyararak

laktat, gliserol ve glukogenik amino asitlerinden glikoz olusumunu saglamaktadir (88).

IRS1 ve IRS2 hepatik insiilin sinyalinin regiilasyonunda ve glikogenezinde, glikojen
sentezinde ve lipid metabolizmasinda yer alan genlerin ekspresyonunda 6nemli rol

oynamaktadir. IRS proteinlerinin fonksiyonlari; bu proteinlerin ekspresyon seviyelerine
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ve post translasyonel modifikasyonlarma goére diizenlenir. IRS proteinlerinin
fonksiyonlarin bozulmasi 6ncelikli olarak postparandiyal hiperglisemiye, daha sonra
fazla miktarda hepatik glikoz iiretimine ve regiilasyonu bozuk lipid sentezine yol
acarak, insiilinin rezistansinin olusmasina neden olmaktadir (89). T2DM gelisimine bu
sekilde katkida bulunmaktadir. IRS2 geni baskilanmis farelerde hizli bir sekilde T2DM
olusumuna neden oldugu, adipoz dokuda yaglanmanin artmasi ile birlikte karaciger

hiicrelerinde ve kas dokularinda insiilin rezistansinin olustugu gézlenmistir(90).

2.6.4. Reaktif Oksijen Tiirlerinin (ROS) insiilin rezistansina etkisi :

Reaktif oksijen tiirleri(ROS), insiilin rezistansini regiile edebilir (91). Yapilan son
deneylerde; adipositlerin TNFa ya da dexametazon ile muamelesinde, ROS seviyesinin
arttigi gézlenmistir. Bunun sonucunda, azalan insiilin etkisi goriilmiistiir. Antioksidan
molekiilleri ya da ROS enzimlerini kodlayan transgenlerin TNFa ya da deksaamethazon
ile birlikte muamele edilmis adipositlerde, insiilin rezistansin iyilestirdigi gézlenmistir
(92). Buna ek olarak, farelerde yapilan deneylerde antioksidan molekiillerin insiilin
sensitivitesini ve glikoz homeostazisini gelistirdigi gozlenmistir. Son zamanlarda
diyabet hastalarindan alinan 6rnekle yapilan mikroarray ¢aligmalarinda mitokondriyal

oksidatif fosforilasyonda normale gore bir azalma oldugu goriilmustiir (93).

Tip 2 diyabet hastalarinda yapilan c¢aligmalarda mitokondriyal yag asitlerinin
oksidasyonlarinda kusur oldugu, iskelet kaslarindaki mitokondri sayisinda azalma
oldugu ileri siiriilmiistiir. Ayrica T2DM hastalar1 ve saglikli bireyler iizerinde yapilan
caligmalarda; insiilin rezistanst olan bireylerde %38 daha az mitokondri yogunlugu
goriilmiistiir(94). Mitokondrideki yag asitleri oksidasyonunun azalmasinin nedeni
olarak; mitokondriyal fonksiyonlarda bozulma, mitokondri sayisindaki azalis ya da
hiicre i¢i yag a¢il CoA ve Diagilgliserol seviyesindeki yiikselmeler gosterilebilir. Bu
molekiiller protein kinaz C’yi aktive eder, daha sonra sirayla serin kinazi aktive eder.
Bu da IRS1’in serin fosforilasyonunun artisina neden olur. Serin fosforilasyonu;
IRS1’in tirozin fosforilasyonunu engeller, downstreamdeki sinyali inhibe eder. Ayrica
serin fosforilasyonu; GLUT4 transportlarinin plazma membranina dahil edilmesini

engeller ve iskelet kaslarinda insiilin arac1 glikoz alimini inhibe eder(95).
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2.6.5. Obezite ve Fiziksel olarak hareketsizlik:

Giliniimiizde Amerika’da yetigkinlerin sadece iigte biri sadece normal agirliktadir.
Diinya capinda da ayn1 egilim goriilmektedir. Tip 2 diyabet hastalarinin %80 ninin ayni
zamanda obez oldugu goriilmiistiir. Su an en ¢ok kabul edilen goriislerden biri de,
obezitenin ve fiziksel olarak hareketsizligin tip 2 diyabetin gelismesinde onemli risk

faktorii olarak kabul gormesidir (96).

Obez hastalarda, yag asitlerinin iskelet kaslar1 tarafindan alinmasindaki dengesizlikler
ve yag asitlerinin oksidasyonundaki kusurlar; fazla miktardaki triacilgliseroliin, yag
asitleri ara iriinlerinin (uzun zincirli agil-COA ve seramidler) iskelet kaslarinin
sarkoplazmasinda toplanmasina neden olmaktadir. Belfort ve arkadaslari tarafindan
2005 yilinda yaymlanan makalede, dolasim sisteminde bulunan yiiksek miktardaki yag
asitlerinin; insiilin sinyalinin azalmasina ve glukozun dagilim hizinin azalmasina neden

oldugunu agiklamiglardir(96).

Insiilin resistans1 gosteren hayvan modellerinde iskelet kaslarindaki diagilgliserol
miktarindaki artig, protein kinaz C’nin spesifik izoformlarini aktive etmektedir. Bu da
insiilin sinyalinin IRS1 serin fosforilasyonu boyunca inhibisyonuna neden olmaktadir

(97).

Giinliik fiziksel aktivitenin T2DM riskini diisiirdiigli birgok calisma ile gosterilmistir.
Klinik calismalarda fiziksel aktivitenin ve diyetteki degisimlerin T2DM vakalarinin
sayisint azalttigi goriilmiigtiir. Son yapilan ¢aligmalarda, mitokondrinin oksidatif
kapasitesindeki artma ile insiilin tarafindan indiiklenen glikoz aliminin artmasi arasinda

dogru bir orant1 goriilmiistiir(98).
2.7. Tip 2 diyabet hastahi@inda genetik analizler:

Aileden gelen genetik faktorler de, T2DM hastaliginin  klinik olarak
degerlendirilmesi i¢in kullanilmistir. T2DM’iin hastalik riskinin genel bir populasyon
icinde % 7 olarak goriiliirken, anne ya da babasindan birinin bu hastalig1 tagiyanlarda
%40 oraninda gorlilmiistiir. Hem annesinde hem babasinda bu hastalig1 tasiyanlarin
hastaliga yakalanma riskinin % 70 oldugu goriilmiistir.  Birinci derecedeki

akrabalarinda T2DM hastalig1 bulunanlarin; gelecekte bu hastaliga yakalanma riskinin,
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birinci derecedeki akrabalarinda bu hastaligi tasimayanlara gore, iki kat oldugu

goriilmiistiir (99).

Tip 2 diyabet hastaliginin ortaya ¢ikmasinda bir¢ok genin katkis1 bulunmaktadir.
2011 yilina kadar 36 tane genin tip 2 diyabetin gelismesinde katkida bulundugu rapor
edilmistir (100). Fakat bu genler, hastaligin genetik komponentlerinin sadece %10 ‘unu
olusturmaktadir. Tanimlanmayan ve de iliskili oldugu disiiniilen bircok gen
bulunmaktadir. Bazi nadir durumlarda diyabet tek bir gendeki anormalliklerden
kaynaklanmaktadir. Bu diyabetin monogenik formu olarak adlandirilmaktadir. Bunlar
arasinda; MODY (maturity onset diabetes of the young), “Donohue” sendromu ve
“Mendenhall” Sendromunu i¢ermektedir. Poligenik diyabetlerde ise birden fazla gen
tip 2 diyabetin gelismesinde katkida bulunmaktadir. Bunlar arasinda TCF7L2, PPARG,
FTO, KCNJ11,NOTCH2, WFS1, IGF2BP2, SLC30A8, JAZF1 ve HHEX genleri
bulunmaktadir (101,102).

Monogenik Diyabet:

Tip 2 diyabetin lokuslardaki genlerle olan iliskisi, aileleler {izerinde yapilan
haritalama ile tanimlanmaya c¢alisilmigtir. Bunun i¢in otozomal ve MODY diyabet
formu olan ailelerde yapilan ilk haritalama g¢alismalarinin sonucunda; pankreatik -
hiicrelerinin transkripsiyon faktorleri iizerinde ve birbirine yakin 6 tane geni
tanimlamiglardir. Bunlar; (hepatocyte nuclear factor HNFla, 4o, 1B, insiilin promotor
faktor,MODY ve NEUROD) ve ayrica glikoz tarafindan uyarilan insiilin sekresyonu
iceren sinyal yolagi ilk olarak tanimlanmistir. Bu 6 lokustan 3 tanesi; HNF1a, GCK, ve
HNF41 ailelerde klinik genetik taramalar i¢in yeterli olmustur. MODY genlerinin
herbirinin  etkilerini belirlemek i¢in tip 2 diyabet hastalarinda yapilan taramalar,
basarisizlikla sonuglanmistir. Daha sonra HNF1B ve HNF4a genlerinin kodlanmayan
kisimlarinin da T2DM’a katkida bulundugu gézlenmistir. Ayrica diger Mendenhall ve
(early onset Mendelian) formunun oldukga farkli bir patern gosterdigi goriilmiistiir. Bu
nedenle hastaligin kompleks formunun agiklanmasinda, monogenik diyabet formu

kisith bir goriis ortaya koymustur (103,104).

MODY (maturity Onset Diabetes of Young): MODY ilk defa 1964 yilinda Bell ve

arkadaslar1 tarafindan tanimlanmistir. MODY 'nin erken yaslarda ve otozomal dominant
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olarak kalitildig1 rapor edilmistir. Yapilan taramalarda dominant kalitim gdsteren bircok
aile belirlemistir fakat Fransiz populasyonunda yapilan taramalarda, ailesel diyabet
vakalarinin sadece %10-15’1ik bir kisminin MODY ile uyumlu bulunmustur (9,10).

2.8. Tiim Genom Assosiyasyon Calismalari:

2007 oncesine kadar baz1 aday genler iizerinde yapilan calismada, siklikla tekrar eden 3
tane gen bulunmustur. Bunlar; (thiazolidibedione)’nin hedefi olan PPARG geninde yer
alan (nonsynonymous) SNP’ler, siilfoniliirenin hedefi olan KCNJ11, 3’iincii intronik
bolgede bulunan ve kodlanmayan SNP’lerin oldugu TCF7L2 genidir. 2007 — 2008
yillar1 arasinda tiim genom calismalar1 (GWA) ile en az 14 tane daha aday gen
bulunmustur(105). Bunlar arasinda sadece SLC30A8 genindeki SNP’ler kodlanan
bolgelerde yer alirken, digerleri kodlanmayan bolgelerde yer almaktadir. Bu aday
genler arasinda diyabete katkis1 bakimindan en biiyiik etkinin TCF7L2 geninde oldugu
rapor edilmistir. 20 tane genin T2DM ve aglik plazma glikozu ile iliskilendirilirken, 12
tane aday genin insiilin sekresyonunu degistirdigi ya da P-hiicre transkripsiyon
faktorlerini degistirdigi rapor edilmistir. Ayrica birkag tane genin, hiicre siklusunu ve f3-
hiicre kiitlesini degistirirken, birgok GWA genlerinin siklikla adipoz, ve kas
hiicrelerinde eksprese edildigi belirtilmistir. Bu nedenle bu genlerin baska
fonksiyonlarinin oldugu rapor edilmektedir. Bunlardan en ilgi ¢eken gen ise enerji
metabolizmasini degistiren FTO genidir. Obezite ile iliskisi olan FTO geninin ayni
zamanda T2DM ile de iligkisi oldugu belirtilirken, diger obezite ile iliskisi olan genlerin

T2DM ile bir iliskisi olmadig: belirtilmistir(106).

Bugiin genlerin insiilin iizerinde etkisini agiklamak olduk¢a karmasik ve zordur.
GWA varyantlari arasinda sadece KCNQ1 geninin Avrupa’daki popiilasyonlarda dnemli
bir risk faktorii olmazken, Asya popiilasyonunda ise 6nemli bir risk faktoriidiir. GWA
aday genleri arasinda TCF7L2, CDKAL1, SLC30A8, IGF2BP2, HHEX, and
CDKN2A/2B genlerindeki varyantlar Asya’daki populasyonlarda siklikla goriildigi
rapor edilmistir (107).

Tiim genom boyunca yapilan bir diger ¢alismada; 20 tane genetik varyasyonun Tip
2 Diyabet ile iligkili oldugu saptanmistir. Bir¢cok lokusun insulin resistansina ya da

obeziteye karst bir cevap olarak, insililin iiretimini arttirmak i¢in [-hiicrelerinin
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kapasitesini regiile ettigi rapor edilmistir. Bu regiilasyonla iligkili 8 tane gen
bulunmustur. Bu genleri siralayacak olursak; TCF7L2, KCNJ11, HHEX,
SLC30A8,CDKAL1,CDKN2A/2B,IGF2BP2 ve KCNQ 'dur. PPAR-gamma genindeki
varyasyonlarin insiilin sensitivitesi ile iliskili oldugu belirtilirken, CAPN10 genindeki
varyasyonlar  glikoz transportu ile iliskili oldugu belirtilmistir. =~ PPAR-
gamma(peroxisome proliferator- activated reseptor) varyantlarinin insiilinin
sekresyonunda rol aldigr belirtilirken, KCNJ11 genindeki varyantlarin insiilin
sekresyonunda etkisi gorilmiistiir. Bunun yaninda MC4R genindeki varyasyonlar
obezite ile iligkili bulunmustur (108,109).

2.9. TCF7L2 Geninin T2DM olan iliskisi ve hiicredeki diger fonksiyonlari:

TCF7L2 (Transkripsiyon Faktorii 7-like 2) hiicre i¢inde transkripsiyon faktorii
olarak gorev almaktadir. TCF7L2 birka¢ genin transkripsiyonunu etkilemektedir ve bu
yiizden hiicre iginde cesitli gorevleri bulunan bir proteindir. insanlarda bu protein
TCF7L2 genleri tarafindan kodlanmaktadir. Olgun bir TCF7L2 molekiilii yaklagik 68
kDa molekiiler agirhiginda bir proteindir. Yapilan ¢alismalarda TCF7L2 geni kandaki,
bozulmus glikoz homeostazisi ile iliskilendirilmistir TCF7L2 geni 10 nolu kromozomun

q bandinda 25.3 pozisyonunda yer almaktadir (110,111).
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Sekil 4. TCF7L2 geninin lokalizasyonu(111)

TCF7L2 mobilitesi yliksek transkripsiyon faktorlerini kodlamaktadir (HMG-box).
TCF7L2 transkripsiyon faktorii Wnt sinyal yolaginin 6nemli bilesenlerinden biridir.
Wnht sinyal yolaginin uyarilmasi ile B-kateninin BCL9 ile birlesimini saglamaktadir. Bu
da ¢ekirdek i¢ine translokasyonu saglayip, TCF7L2 ile birlesimini saglamaktadir (112).
Bunun sonucunda Wnt hedef genlerinin aktivasyonunu saglamaktadir. Endokrin

hiicrelerinde de spesifik olarak proglukagon sentezini baskilamaktadir ve beta
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hiicrelerinin hiicrelerinin fonksiyonlarinin bozulmasi ve insiilin sekresyonunun azalmasi
ile iligkilidir (113). Bu sinyal yolagindaki mutasyonlar c¢esitli hastaliklara yol
a¢cmaktadir. Bunlarin basinda da meme ve prostat kanseri, glioblastoma, tip 2 diyabet
gelmektedir (114).

TCF7L2 geni MYC geninin promotoriine baglanarak bu genin ekspresyonunu
diizenlemektedir. MYC(c-myc) geni ise birgok transkripsiyon faktorlerini
kodlamaktadir ve tiim genlerin % 15’ini regule etmektedir. MYC multifonksiyonel bir
gen olup, hiicre proliferasyonunda, apoptoziste ve hiicre siklusunun progresyonunda,
hiicresel transformasyonda oOnemli rol oynamaktadir. Bu gendeki mutasyonlar,
translokasyonlar ve fazla ekspresyonlar bircok meme ve prostat kanseri tiiriiyle iliskili
bulunmustur. Ozellikle Myc t(8;14) translokasyonu Burkitt lenfomanin gelisiminde
kritik 6neme sahiptir. TCF7L2 geni de bu genin ekspresyonunu diizenledigi i¢in, bircok
kanser tiiriinde kritik 6neme sahiptir (115).

TCF7L2 geni, Myc geninin ekspresyonunu ortamdaki katenin (kaderin assosiye
protein) beta 1 (CTNNBI1) proteinin varligina goére diizenlemektedir. Eger ortamda
CTNNBL proteini varsa, aktivator olarak hareket etmektedir. Eger ortamda CTNNBI1
proteini yoksa TCF7L2 transkripsiyon faktorli, represor olarak hareket etmektedir.
CTNNBI proteininin varliginda Tcef motiflerinin birka¢ kopyasinin transkripsiyonunu
aktive etmektedir. TCF7L2/TCF4 ve CTNNBI tarafindan araci edilen transaktivasyonu
TLE1, TLE2, TLE3 ve TLE4 baskilamaktadir. Buradaki dominant negatif mutantlarin
ekspresyonlari hiicre sikliisunun G1 fazinda baskilanmasina sebep olmaktadir.
Tutuklanmast da kiiclik incebagirsak  hiicrelerindeki  epitelyal kok  hiicre

kompartmanlarin devamini bozmaktadir(111).

Tip 2 diyabetle baglantili olan lokuslar kadinlarda, yaygin olarak goriilen
polikistik over sendromu (poli cyctic ovary- PCOs) ile iliskili oldugu rapor edilmistir.
Bu lokuslardan biri de TCF7L2 geninin yer aldig1 lokustur. Polikistik over sendromu
diizenli yumurtlamanin olmamas ile ilgili bir endokrin hastaligidir. Polikistik over
sendromu tip 2 diyabetle benzer ozellikler gostermektedir. T2DM ile iligkili olan ve
patogenezine katkida bulunan lokuslardan; FTO (yag kiitlesi ve obezite ile iligkili),
MCR4 (Melakokortin-4), CAPN10 (Calpain-10), PPARG, INSR (insiilin reseptor) ve
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TCF7L2 ‘nin ayrica polikistik over sendromunu patogenezine katkida bulundugu rapor

edilmistir (116).

TCF7L2 geninin promoter bolgesindeki genetik varyantlariyla yapilan
calismalarda intestinal “Crohn” hastalig: ile iligkili oldugu rapor edilmistir. Crohn
hastalig1 inflamatuvar bagirsak hastaligi olarak isimlendirilmektedir. Crohn hastaligi
bagirsaklarin i¢ yilizeyini kaplayan mukoza tabakasinda iltihaplanma ya da iilserler
(yaralar) ile karekterize olan kronik bir metabolizma hastaligidir. Sik olarak ince
bagirsagin son boliimii ve kalin bagirsakta hastaliga neden olmaktadir. Bu hastaligin
molekiiler patogenezine bakildiginda Paneth hiicrelerindeki antimikrobiyal a-
defensin(HD-6 ve HD-6) ekspresyonunun azalmasi ile karakterizedir. Paneth hiicreleri
Wnt sinyal yolaginin 6nemli bir transkripsiyon faktorii olan TCF7L2 geni direk olarak
HD-5 ve HD-6 ekspresyonunu regiile ederek Paneth hiicrelerinin farklilagsmasini
diizenlemektedir. TCF7L2 geninin ekspresyon seviyesindeki azalma Paneth
hiicrelerinde daha az a-defensin ekspresyonuna neden olmakta, bu da Crohn hastaligini
tetiklemektedir (117).

TCF7L2 geninin diyabetten bagimsiz olarak kanser ile iliskisinin olabilecegi
distintilmistiir. Ciinkii TCF7L2 geni Wnt/ B-katenin sinyal yolaginda yer almaktadir.
TCF7L2’nin B-katenin ile olusturdugu niikleer kompleks; hiicre proliferasyonunda,
apoptozdan kagista, doku invazyonunda ve metastazda yer alan genlere baglanmakta ve
ekspresyonunu regiile etmektedir. Yapilan bir ¢alismada TCF7L2 geninde yer alan
cerceve kaymasi mutasyonlar (frameshift) kolorektal kanser ile iligskisi oldugu rapor

edilmistir(114,118).

TCF7L2 geni insiilinin olgunlagsmasindan sorumlu genleri regiile etmektedir. Daha
Onceleri TCF7L2 geninin konvertaz 1 ve 2 nin promotdriinii regiile ettigi belirtilmistir.
Bu nedenle proinsiilin islenmesinde etkin rol oynadigi rapor edilmistir. Fakat Gabriela
ve ark.’larmnin fareler iizerinde yapmis oldugu bir ¢alismada, TCF7L2 genini manipule
ettiklerinde her iki genin de ekspresyon seviyelerinde herhangi bir farklilik
gozlenmemistir. Dolayistyla TCF7L2 geninin bu iki geni regiile etmedigini rapor
etmislerdir. Yine ayni deneyde, TCF7L2 geninin ekspresyonunu arttirdiklarinda slc30a8
geninin de ekspresyonunun arttigimi  gézlemlemislerdir. TCF7L2 genini

susturduklarinda ise slc30a8 mRNA seviyesinde bir azalma oldugu goriilmiistiir. Yine

28



bu geni susturduklarinda proinsiilinden sorumlu genlerin ekspresyonunda bir azalma
olmasina ragmen, graniil sayisinda ve inslilinin  iglenmesinde bir farklilik
gozlenmemistir. TCF7L2 geninin susturulmasinin insiilin sekresyonu iizerindeki akut

etkisinin insiilin tiretimindeki degismenin sonucu olmadigi rapor edilmistir (119).

TCF7L2 genini ortadan kaldirdiklarinda, beta hiicre proliferasyonlarinin markirlari
olan pinl ve ki67 ekspresyonlarin azaldigr goriilmiistiir. Beta hiicrelerine elektron
mikroskobu ile bakildiginda; herhangi bir fenotipik olarak bir degisim, mitokondriyal
bir harabiyet, nuklesun kondensasyonu ya da endoplazmik retikulumda herhangi bir

stres gozlenmemistir(120).

TCF7L2 geni kisa siireligine azaltildiginda, TCF7L2 geninin beta hiicrelerinde
glikoz uyarict insiilin sekresyonunda azalma oldugu goriilmiistiir. Bu degisikliklerin
glikoz transport-2 ve glikokinaz genlerinin ekspresyonu ile iligkili olmadigi rapor
edilmistir. Glikoza bagl uyarimlar, sitozolik serbest Ca"® miktarim arttirmaktadur.
TCFL2 geni ortadan kaldirildiginda, hiicresel adenin niikleotid konsantrasyonunun az
da olsa arttigt gozlenmistir. Fakat beta hiicrelerinde kalsiyum subiinitelerinde,
sodyum/kalsiyum iyonlarinin degisimlerinde, PMCA ve kalsiyumu algilayan
synaptotagminlerde herhangi bir farklilik g6zlenmemistir (119).

Gabriela ve ark.’larinin yaptigi ayn1 deneyde TCF7L2 geninin ortadan kaldirmak
icin kullandiklart siRNA sonucunda syntaksin 1A seviyesinde bir artis gozlenirken,
Munc18-1 mRNA ve protein seviyesinde bir diigiis gozlemlemislerdir. TCF7L2 genini
ekspresyonunu 4 kat arttirdiklarinda ise Munc18-1 ve Rab3a mRNA seviyesinde bir
artis gozlenirken, syntaksin 1A ekspresyonunda bir farklilik gézlenmemistir. Bu sonugla
syntaksinin TCF7L2 geninin 6nemli bir efektorii oldugunu belirtmislerdir. Ayrica
TCF7L2 geninin transkripsiyonel represor olarak da hareket ettigi rapor
edilmistir(119).

TCFL2 genindeki polimorfizmler, 6zellikle tip 2 diyabette yiiksek risk tagimaktadir.
TCF7L2 geni tip 2 diyabette etkisini adipogenez, miyogenez ve pankreatik adaciklarinin
gelisiminde rol alarak gostermektedir. Ayrica beta hiicreleri ve insiilin salgilanmasindan
sorumlu graniillerin fonksiyonlari iizerinde etkisi bulunmaktadir(121). Bu gen insiilin

graniillerinin ekzositozunda yer alan proteinleri kodlayan genlerin ekspresyonunu
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regiile etmektedir. TCF7L2 geni, ayrica proglukagon genlerinin transkripsiyonel olarak
regiile edilmesinde ve glukagon benzeri peptidler; GLP-1 ve GLP-2 iizerinde etkisi
bulunmaktadir. Bu peptidler postparandiyel insiilin salgilanmasinda 6nemli rolii
bulunmaktadir (122).

TCF7L2 gen polimorfizmlerini tasiyan bireylerde; proinsiilin islenmesinde bir
azalma, glikoz metabolizmasinda bir bozukluk, gastrik inhibitor miktarinda artma gibi
birtakim bulgular goriilmistiir(123). Bu bulgularla TCF7L2 gen polimorfizmlerinin
pankreatik beta hiicre adaciklari iizerinde insulin salgilanmasinda ve glikoz iiretiminde
bir bozulmaya neden olarak etkisini gostermektedir. TCF7L2 gen polimorfizmlerinin
hangi mekanizmayla tip II diyabet hastaligina sebep olabilecegi hala aciklik getirilmis
degildir. Fakat mevcut bilgiler bu gendeki polimorfizmlerin zayiflatilmis glikoz

toleransindan tip II diyabete gegiste dnemli rol oynadigimi gostermektedir(124) .
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3. GEREC VE YONTEM

Tip 2 diyabet hastalarinda TCF7L2 (rs12255372) ve (rs7903146) gen
polimorfizmlerinin arastirildigi bu ¢aligmada, 100 hasta ve 100 kontrol gruplarinin
olusturulmasi islemi Mersin Universitesi Tip Fakiiltesi I¢ Hastaliklar1 Anabilim Dali
tarafindan gerceklestirilmistir. Calismaya baslanmadan Once Mersin Universitesi Etik
Kurulu’'ndan onay alimmistir. Deneylerin yapilmasi ve molekiiler biyolojik analizler

GEN Plaza Biyoteknoloji Merkezi’nin destegi ile tamamlanmustir.

DNA izolasyonu i¢in 6-7 ml’lik vendz kan hasta ve kontrol bireylerden alinarak
%2’lik EDTA iceren (etilendimetiltetraasetik asit) 15 ml’lik santrifiij tiiplerine
konulmustur. Saf DNA elde etmek i¢in “High Pure Template Preparation Kit (Roche,
Isvigre)” kullanilmistir. izole edilen DNA’lardan TCF7L2 polimorfizmine ait gen
bolgesinin cogaltilmasi, genotiplendirilmesi ve analizleri “Bioneer Marka ExiCycler96
Model Real Time PCR” cihazi ve ExiData V3.54.8 yazilimi (Bioneer) kullanilarak

gerceklestirilmistir. Alinan veriler istatiksel olarak degerlendirilmistir.

3.1. Kullanilan Arag¢ ve Geregler

3.1.1. Kullanilan Cihazlar
Otoklav (Niive OT 4060 V)

Mikropipet Seti (Eppendorf)
Santrifiij (Niive NF-800)

Etiiv (Niive EN-500)

vV VYV YV V V¥V

ExiCycler Model Real Time PCR Cihaz1 (Bioneer Kat No: A-2060, Exi-05C-
1201027)

> (Dynex Tecnologies, Virginia, USA)
> Buzdolab1 (Argelik-8188 NF)

> Filtreli Pipet ucu (AXYGEN, Kat No: AXT-300)
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Ependorf tiipler (AXYGEN, Kat No: AXMCT-150-C)
Derin Dondurucu (Argelik-2031D)

Otomatik Pipet Seti (Arise, Kat No: A-Pette)

YV V V V

Vorteks (VELP)

3.1.2. Kullanmilan Kimyasallar ve Solusyonlar

> Steril distile Su (Sigma W-3500)

> gPCR Master Mix (Bioneer, icerdikleri: Tag DNA Polimeraz, 10X reaction
buffer, Dye (Xylene Cyanole), Stabilizer (sorbitol), Tween 20, dNTP)

> AccuPower GreenStar qPCR PreMix (Kat No: K-6210, Bioneer)
> DNA izolasyon Kiti (Roche)

> Primer/Probe (Bioneer Kat No: S-1001)

>

EDTA (Etilendiamin tetraasetik asit) (Sigma E-5134)

3.1.3. DNA izolasyonu

Genomik DNA’nin molekiiler analizi i¢in yapilmasi gereken ilk islem DNA
izolasyonudur. DNA izolasyonlart ile ilgili insan genomik DNA’sinin piirifikasyonu
igin gesitli protokoller mevcuttur. TCF7L2 gen bolgesine ait (rs12255372) ve (7903146)
SNP’leri igin DNA 6rnekleri kit yontemi ile izole edilmistir.

DNA ’nin saf eldesi i¢in 3 asama bulunmaktadir:
1. Ik olarak hiicre duvarinin pargalanip genomik DNA’nim eldesi
2. DNA protein kompleksinin denatiirasyon ile ayrilmasi
3. Enzimatik ya da kimyasal yontemlerle DNA’nin protein, RNA ve diger

makromolekiillerden ayrilmasi.
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3.1.4. Hiicre Duvarinin Par¢alanmasi

Genomik DNA’ya ulagmak icin hiicre duvarinin Oncelikle olarak pargalanmasi
gerekmektedir. Bu pargalanma islemi fiziksel ya da kimyasal yollarla yapilabilir.
Fiziksel yontemlerde isitilan hiicreler kimyasal maddelere maruz birakilarak hiicre
duvariin pargalanmasi saglanabilir. Proteinleri DNA’dan ayrilmasini saglayan ise bu
kimyasal karisim i¢indeki tuzlardir. Bu tuzlar hiicre duvarindan gegerek proteinleri
DNA’dan ayirir. Hiicre igeriginin serbest kalmasini ise deterjanlar saglamaktadir.
Deterjanlar hiicre duvarmnin gecirgenligini arttirmaktadir. DNA’nin stabil halde
kalabilmesi icin EDTA magnezyumu tutarak DNaz aktivitesini engeller. Protein
pargalayici enzimler ile hiicre icerigindeki proteinler parcalanir. Hiicre icerigindeki

RNA’lar ise RNaz enzimi tarafindan ortamdan uzaklastirilir.

3.1.5. DNA’nin Denatiirasyonu

DNA’nin denatiirasyonu, DNA’nin diger protein kompklekslerinden ayrilmasi
ve diger molekiillerden ¢oziilmesidir. Genellikle denatiirasyon isleminde fenol
ekstraksiyonu kullanilir. Fenol ekstraksiyonu ile DNA fragmanlart ve proteinlerin
birbirinden ayrilip uzaklagsmalar1 saglanir. Fiziksel ¢oziilmede ise 6zel soliisyonlar ile
DNA’nin tilipler i¢indeki matriks tabakasina tutunmasi saglanir. DNA haricindeki
molekiiller matriks tabakasina tutunamadigi icin ortamdan uzaklastirilir. Spin kolonlar
belirli soliisyonlarla DNA harici maddelerin tamamen uzaklagmasi igin “yikama”
denilen islemden gegcirilir. Son asamada ise DNA ile matriksi birbirinden ayrilmasini
saglayan sollisyonlarin kullanildigr “Eliisyon” asamasi vardir ve bu asama ile birlikte

DNA saf olarak elde edilmektedir.

3.1.6. Hasta ve Kontrol Gruplarinin Olusturulmasi

Mersin Universitesi Tip Fakiiltesi I¢ hastaliklar1 Anabilim Dali tarafindan tip 2
diyabet tanisi almig, 18-65 yas araligindaki 100 Hasta ve herhangi bir hastaligi olmayan
100 saglikli bireyden olusturulmustur. Kontrol ve hasta grubu; say1 ve cinsiyet dagilimi
acisindan uyumlu olacak sekilde olusturulmustur. Calismaya baslamadan 6nce Mersin

Universitesi Etik Kurulundan onay alinmistir. Hem hasta hem de kontrol grubundaki
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bireylerden c¢alismaya dahil olmayi kabul ettiklerine dair etik kurulda belirtilen
yonergelere uygun bir bi¢imde hazirlanmig bilgilendirilmis onam formunu doldurmalari
istenmistir. Calismaya dahil olmay1 kabul eden her bireyin onay1 alindiktan sonra, 6-7

ml periferik kan alinarak 1 ml, % 2’lik EDTA igeren santrifiij tiiplerine konulmustur.

3.1.7. DNA Izolasyonunda izlenen Yol

Bu calismada hasta ve kontrol grubuna ait bireylerden 6-7 ml periferik kan
alimmistir. Her birey i¢in 6zel protokol numarasi kaydedilen ve igerisinde 1 ml EDTA
bulunan 15 ml’lik plastik tiiplerde -20 °C’de saklanmigtir. 1.5 ml’lik steril santrifiij

tiiplerine her bireye ait 200l periferik kan alinarak asagidaki yontem uygulanmistir:

» Steril santrifiij tiipii igerisine pipetlenen 200ul periferik kan tizerine 400ul Lysis
Soliisyonu ve 20ul Proteinaz K Soliisyonu eklendi, dikkatlice vortekslenerek karigmast
saglandi.

» Ornekler su banyosunda 56 °C’de 10 dakika inkiibasyona birakilds.

» Inkiibasyonu tamamlanan 6rneklerin iizerine 200ul % 96°lik etanol eklenmis ve
vortekslenerek karistirildi.

» Hazirlanan karigim 2ml’lik toplama tiipiine yerlestirilerek kolona aktarilmig ve
6000rpm’de 1dk santrifiij edildi, toplama tiipli atilarak kolon yeni toplama tiipiine
yerlestirildi.

» Kolon iizerine 500ul Wash Buffer I pipetlenmis ve 8000rpm’de 1dk santrifiij
edilmis, toplama tiipiindeki siv1 bosaltilarak kolon tekrar yerlestirildi.

» Kolon iizerine 500ul Wash Buffer II pipetlenmis ve maksimum hizda (>12000rpm)
3dk santrifiij edildi, toplama tiipii atilarak kolon 1,5ml’lik steril saklama tiipiine
yerlestirildi.

» Kolon tizerine 200ul Elution Buffer pipetlenmis 2dk oda isisinda bekletildikten
sonra 8000rpm’de 1dk santrifiij edildi.

» Kolon atild1 ve elde edilen DNA +4 °C’de saklandi.
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3.2. TCF7L2 Geninde rs12255372 Gen Polimorfizmi (G/T) ile rs7903146 (C/T) Gen

Polimorfizminin Belirlenmesi

3.2.1. TCF7L2 geninin rs12255372 SNP bolgesi ile rs7903146 SNP bdlgesinin 6zgiil

primerlerle amplifikasyonu

TCF7L2 genine ait rs12255372 polimorfizmi ve rs7903146 polimorfizmi
“Bioneer” tarafindan iretilen, Q-PCR Premix sistemine gore “Ger¢cek Zamanh
Polimeraz Zincir Reaksiyonu” (Real Time Polymerase Chain Reaction) yontemiyle

belirlendi.

Cizelge 3.1: TCF7L2 genine ait primerler (rs12255372)

Primerler Sekanslari Uzunluk

TCF7L2 (G/T) rs12255372

Forward Primer: 22
5’- CCAGGAATATCCAGGCAAGGAT -3’

Reverse Primer: | 5’- GGCATTCAAATGGAGGCTGA -3’ 20

TCF7L2 (C/T) rs7903146

Forward Primer: | 5’- AGAGCTAAGCACTTTTTAGGT -3’ 21

Reverse Primer: 5'- GATGAAATGTAGCAGTGAAGT -3' 21
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3.2.2. SNP Ozellikleri

Cizelge.3.2 TCF7L2 genine ait rs12255372

GEN-SNP rs | rs12255372 [Homo sapiens]
Varyant (M>m) GIT
Cogaltilan TGCCCAGGAATATCCAGGCAAGAAT[G/T]IACCATATTCTGATAATTACTCAGGC
Sekans FAM/TAMRA

Cizelge.3.3 TCF7L2 genine ait rs7903146

GEN-SNP rs rs7903146 [Homo sapiens]
Varyant (M>m) | C/T
Cogaltilan Sekans | TAGAGAGCTAAGCACTTTTTAGATA[C/TITATATAATTTAATTGCCGTATGAGG

FAM/TAMRA

3.2.2.1. Real Time-PCR reaksiyon ortaminin hazirlanmasi

Polimorfizmlerin belirlenmesi i¢in 6nce 96 kuyucuklu saydam polipropilen

tabagin kuyucuklarina(plate) Real Time PCR reaksiyon miksi dagitildi. Hazirlanan

karisimin ig¢inde kontaminasyon olup olmadigini belirlemek i¢in her bir reaksiyon

tabaginda 6rnek DNA igermeyen negatif kontrol kuyucugu kullanilmistir. Reaksiyon

karisimi1 kuyucuklara dagitildiktan sonra Real Time PCR Filmi ile kuyucuklarin {izeri

kapatilmistir. Is1 bloguna yerlestirilen plate daha onceden hazirlanan yiiriitme metodu

sablon dosyasi agilarak reaksiyon baslatilmistir. Yaklagik iki bucuk saat siiren deneyin

ardindan genotip tayini yapilmistir. Her bir polimorfizm i¢in sablon dosyada kayitl

asagidaki Real Time PCR sartlar1 kullanilmistir:

> 43,0 ul, PCR Grade Water

> 5,0 ul Ornek DNA’s1 (Yaklasik 50 ng/uL)
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> 1,0 ul, Primer/Prob Seti (10 pmol/uL)

> ul, gPCR PreMix (igerigi: Tag DNA Polimeraz, 10X reaction buffer, Dye
(Xylene Cyanole), Stabilizer (sorbitol), Tween 20, dNTP)

Cizelge 3.4: Real Time PCR sartlari, kullanilan malzemeler ve miktarlari

Q-PCR Reaksiyon Karisim Reaksiyon Hacmi
Ornek Ne"gatif Kontrol 5l
Ornek DNA 5l
Forward Primer 1l
Revers Primer 1l
PCR Grade Su 43 pl
Toplam 50 pl
Basamak Sicakhik Calisma Zamani
Linel: ilk-denatiirasyon 95 5 dakika
Line2: denatiirasyon 95 5 saniye
Line3: ayrilma ve uzama 60 40 saniye
Scan Hedef boya/filtre: FAM/TAMRA

3.3. istatistiksel Analiz

Tip 2 Diyabetli hastalar ile kontrol gruplari; TCF7L2 gen polimorfizmlerinin tip
2 diyabet ile arasindaki iliskinin belirlenmesi amaciyla uygulanan istatistiksel testler,
Mersin Universitesi Tip Fakiiltesi Biyoistatistik ve Tibbi Bilisgim Anabilim Dali’ndan
danigmanlik alarak yapilmigtir. Hasta ve kontrol grubunun Orneklem sayisinin
belirlenmesi i¢in ‘‘Power analizi’’ kullanilmigtir. Gruplar arasinda yas bakimindan bir
farklilik olup olmadiginin incelenmesi amaciyla “Independent Samples t test”
kullanmilmistir. Hastalik ile genotiplerin ve allellerin iligkileri “ki-kare”  veya
“Likelihood ratio” testleri ile incelenmistir. Genotipler bakimindan hasta ve kontrol

gruplarinin “Hardy-Weinberg” dengeleri kontrol edilmistir. Siirekli degiskenler igin
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tanimlayicr istatistikler ortalama+standart sapma, kategorik degigkenler i¢in ise frekans
ve yiizde olarak verilmistir. Istatistik analizler SPSS v.11.5 paket programi ile yapilmus,

istatistik analizlerde p<0,05 ise sonuglar anlamli kabul edilmistir.
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4. BULGULAR

4.1. T2DM Goriilme Oranlarimin Yas ve Cinsiyete Gore Dagilim

Yaptigimiz bu calismada T2DM tanist konmus hasta grubunu olusturan
bireylerin  59’u erkek olup (% 59), 41't (% 41) kadindir. Yas ortalamalari
54,24+16,52°dir. Kontrol grubunu olusturan saglikli bireylerin ise 56 ‘s1 erkek (% 56),
44°1 kadin (%44), yas ortalamalart ise 51,32 + 14,82’tiir (Cizelge 4.1.1). Yas degerleri
bakimindan kontrol ve hasta gruplar1 arasinda istatiksel olarak anlamli bir fark yoktur
(p= 0,189). Cinsiyet bakimindan hasta ve kontrol gruplari incelendiginde ise istatiksel

olarak anlamli bir iliski olmadig1 saptanmistir (p=0,775)(Cizelge 4.1.2).

Kontrol Hasta
ortst.sapma ortxst.sapma P
Y 51,32+14,82 54,24+16,52
as 3 3 3 3 0’189

Cizelge 4.1.1 T2DM hasta ve kontrol grubunun yas ortalamasina gére dagilimi

Kontrol Hasta
p
n(%o) n(%o)
Erkek 56 (%56,0) 59 (%59,0)
o 0,775
Cinsiyet
Kadin 44 (%44,0) 41 (% 41,0)

Cizelge 4.1.2 T2DM hasta ve kontrol grubunun cinsiyete gore dagilimi(n:birey sayisi)
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Cizelge 4.2. Hardy Weinberg Denge Kontrolii (TCF7L2)

Genotipler | Gozlenen deger | Beklenen deger P degeri
Kontrol GG 82 (%82) 74,8 <0,001
GT 9 (%9) 23,4
T 9 (%9) 1.8
GG 69 (%69) 62,4 <0,001
Hasta GT 20 (%20) 332
TT 11 (%11) 44

Istatiksel analizler sonucunda, hasta ve kontrol grubunun TCF7L2 gen polimorfizmi

acisindan ‘Hardy Weinberg’ dengesinde olmadigi saptanmistir (p<0,001).

4.2. TCF7L2 (G/T) rs12255372 Gen Polimorfizmine Ait Allel ve Genotip
Oranlarinin Kontrol Grubu ile Hastalar Arasindaki Dagilimi ve T2DM ile iliskisi

Tip 2 diyabetli hasta ve kontrol grubundaki bireylere ait genotip sikliklari
incelendiginde;

GG genotipinin goriilme sikligi; kontrol grubunda % 82, Tip 2 diyabetli hastalarda
% 69 olarak;

GT genotipinin goriilme siklig1; kontrol grubunda % 9, Tip 2 diyabetli hastalarda %
20 olarak

TT genotipinin goriilme sikligi; kontrol grubunda % 9, Tip 2 diyabetli hastalarda %
11 olarak bulunmustur.

Sonuglar allel siklig1 bakimindan ytlizdesel olarak incelendiginde;

Kontrol grubunda

G aleli %86.5, T aleli % 13.5 olarak bulunmustur.

Tip 2 diyabetli hastalarda

G aleli % 79, T aleli % 21 olarak bulunmustur.(p=0.1041).
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Hasta ve kontrol grubunda genotip olarak interaksiyon oldugu i¢in Chi-square test for
trend’den hesaplamalar yapilmistir.

TCF7L2 rs12255372 (G/T) polimorfizmine ait genotip oranlar1 karsilastirildiginda;
kontrol grubu ile Tip 2 diyabet hastalar1 arasinda istatiksel olarak anlamli bir fark

bulunmamustir. (p=0,1041).

Genotip Kontrol Hasta P OR Giiven Arahgi P degeri
N (%) N (%) Degeri (%95)
GG 82(%82) 69(%609) 0,1041 Referans
GT 9(%9) 20(%20) 2,641 1,13-6,17 0,0250
TT 9 (%9) 11 (%11) 1,452 0,57-3,71 0,4341
Allel
G 173 (%86,5) 182 (%79) 0,8137 1,249 0,49-3,16 0,6379
T 27 (%13,5) 42(%21)

Cizelge 4.3. TC7L2 (rs12255372) Polimorfizminin Genotip ve Alel Oranlarinin Hasta ve
Kontrol Grubu Arasindaki Dagilimi

GT genotipleri bakimindan hasta ve kontrol grubu arasinda anlamli bir fark
bulunmustur (p=0,0250; OR ;2,641 (1,13-6,17)). TT genotiplerinde ise hasta ve kontrol
grubu arasinda bir fark olmasmna ragmen istatistiksel olarak anlamli bir fark
saptanmamistir(p=0,4351; OR ; 1,452 (0,57-3,71).

TCF7L2 icin genotip dagilimlart bakimindan hasta ve kontrol grubu arasinda

istatistiksel olarak anlaml bir fark olmadigi saptanmistir. (p=0,1041)
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Sekil 4.2.4. TCF7L2 G/T (rs12255372) Polimorfizmine Ait G ve T Alleli Oranlarinin Kontrol Grubu ile
T2DM Hasta Grubu Arasindaki Dagilim1

42



Cizelge 4.4. Hardy Weinberg Denge Kontroli (TCF7L2)

Genotipler | Gozlenen deger | Beklenen deger P degeri
CcC 58 (%58) 39,5 <0,001
Kontrol

CT 10 (%10) 47,9

TT 32(%32) 145

CcC 36 (%36) 22,1 <0,001
E— CT 22(%22) 49,8

TT 42(%42) 28,1

Istatiksel analiz sonucunda, hasta ve kontrol grubunun TCF7L2 gen polimorfizmi

acisindan ‘Hardy Weinberg’ dengesinde olmadigi saptanmstir. (p<0,001).

4.3 TCF7L2 (C/T) rs7903146 Gen Polimorfizmine Ait Allel ve Genotip Oranlarinin

Kontrol Grubu ile Hastalar Arasindaki Dagihimi ve T2DM ile Iliskisi

Tip 2 diyabetli hasta ve kontrol grubundaki bireylere ait genotip sikliklart

incelendiginde;

CC genotipinin goriilme sikligi; kontrol grubunda % 58, Tip 2 diyabetli hastalarda %

36 olarak;

GT genotipinin goriilme sikligi; kontrol grubunda % 10, Tip 2 diyabetli hastalarda %

22 olarak

TT genotipinin goriilme siklig1; kontrol grubunda % 32, Tip 2 diyabetli hastalarda %

42 olarak bulunmustur.

Sonuglar allel siklig1 bakimindan yiizdesel olarak incelendiginde;

Kontrol grubunda

C aleli %63, T aleli % 37 olarak bulunmustur.
Tip 2 diyabetli hastalarda
C aleli % 47, T aleli % 53 olarak bulunmustur.(p=0.0172).
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TCF7L2

rs7903146 (C/T) polimorfizmine ait genotip oranlari karsilastirildiginda;

kontrol grubu ile tip 2 diyabet hastalar1 arasinda istatiksel olarak anlamli bir fark

bulunmustur (p=0,0172).

Cizelge 4.5. TCF7L2 (rs7903146) Polimorfizmi Genotip ve Alel Oranlarinin Hasta ve Kontrol Grubu
Arasindaki Dagilimi (N: alel ve genotip sayist)

Genotip Kontrol Hasta P OR Giiven Arahgi P degeri
N (%) N (%) Degeri (%95)
CcC 58(%58) 36(%36) 0,0172 Referans
CT 10(%10) 22(%22) 3,222 1,39-7,42 0,0060
TT 32 (%32) 42 (%42) 2,051 1,11-3,80 0,0226

126 (%63)

94 (%47)

74(%37)

106(%53)

0,2426

1,470

0,83-2,61

0,1895

Hastalarda CT genotipine sahip olanlarin oran1 % 22 iken , kontrol grubundaki CT

genotipine sahip olanlarin oran1 % 10°dir. CT genotipi agisindan Tip 2 diyabet olma
riskinin 2,051 kat daha fazla oldugu belirlenmistir (OR=2,051 (1,11 -3,80), p=0,0226).
Bu sonuca gore CT genotipe sahip bireylerde Tip 2 diyabet riskinin arttigi

belirlenmistir. Allel dagilimlari bakimimmdan da hasta ve kontrol grubu arasinda

istatistiksel olarak anlamli bir fark oldugu saptanmistir (p=0.0172).

Hastalarda TT genotipine sahip olanlarin orani, kontrol grubunda TT genotipine sahip

olanlarin oranindan 2,051 kat daha fazla oldugu belirlenmistir (OR=2,051 (1,11 -3,80),

p=0,0226). Bu sonuca gore TT genotipe sahip bireylerde Tip 2 diyabet riskinin arttig

belirlenmistir.
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5.TARTISMA

Cevresel faktorler, fiziksel olarak hareketsizlik, obezite ve genetik
varyasyonlarin kombinasyonlartyla tip 2 diyabet hastaliginin prevalansi tiim diinyada
hizla artmaktadir. Uluslararas1 Diyabet federasyonunun verdigi rakamlara gore 2011°de
366 milyona ulasan diyabet hasta sayisinin, 2030°da 552 milyona ulagmasi
beklenmektedir. Hastaliktan hayatin1 kaybedenlerin sayis1 her yil giderek artmaktadir.
Dolaysiyla T2DM tiim diinyada alarm veren hastaliklarin basinda gelmektedir (7,8).

Hastaligin pathogenezinde ve ilerlemesinde, insiilin direnci ©6nemli rol
oynamaktadir. Insiilin direnci olustugunda, beta hiicreleri buna daha fazla insiilin
salgilayarak cevap vermektedir. Beta hiicreleri daha fazla insiilin salgilayabilmek i¢in
hem fonksiyonlarinda hem de kiitlesinde bir artis meydana gelmektedir. Zamanla beta
hiicreleri insiilin rezistasint kompense edememektedir. ilk olarak beta hiicrelerinde
fonksiyon kaybi meydana gelmektedir ve zamanla kiitlesinde bir azalma meydana
gelmektedir. Ilerleyen siireclerde ise artik insiilin rezistansma karsi koyamamaktadir.
Mekanizma hala tam olarak anlagilmis degildir. Hastaligin altinda yatan molekiiler
mekanizmalarin aydinlatilmast ve bu mekanizmalar iizerinde durulmas: hastaligin
ilerleyisinin 6nlenmesinde, daha erken siireclerde tanisinin konulmasinda ve sagkalim

oranlarinin arttirilmasinda énemli katki saglayacaktir(125).

T2DM hastaligina kars1 gesitli tedavi metodlar1 mevcuttur. Ozellikle diyetler ve
egzersizler, diyabet hastaliginin tedavisinde Onemli bir yere sahiptir. Yeni tani
konulmus bir diyabet hastasina diyet ve egzersizlere ek olarak tedaviye ilk olarak
metformin ile baslanmaktadir. Daha sonra ise aglik kan sekeri, HbAlc degeri ve
postprandiyal kan sekeri ADA kritelerlerine ulasamayan diyabet hastalarina, oral
antidiyabetik ilaglar ve insiilin verilmektedir. Bu antidiyabetik ilaglar ile insiilin
tiretimininin ya da duyarlilifinin artmasimi saglanmaktadir. Bunun yaninda bu ilaglar
karbonhidratlarin absorpsiyonlarini azaltarak etkisini gostermektedir. Giintimiizde farkl

etkilere sahip c¢ok cesitli antidiyabetik ilaglar mevcuttur. Fakat hem yan etkilerini
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minimuma indirecek hem de olusabilecek komplikasyonu engelleyecek bir
antidiyabetik ila¢ bulunmamaktadir. Hastaliktan etkilenen kisi sayisinin ve kronik
komplikasyonlarin artmasi sebebiyle tip 2 diyabete karsi yeni tedavi yontemlerinin

gelistirilmesini zorunlu kilmaktadir (126).

Tip 2 diyabetin genetik faktorlerinin tanimlanmasinda ilk olarak otozomal kalitim
gosteren MODY genleri tizerinde ¢alismalar yapilmistir. Yapilan taramalar sonucunda
otozomal dominant kalitim gosteren birgok aile belirlenmistir. Fakat Fransa’da yapilan
caligmada ise, ailesel diyabet vakalarimin sadece %10’luk bir kisminin MODY ile
uyumlu bulunmasi, hastaligin olusmasinda birgok genin katkisinin oldugunu

gostermistir (9,10).

Tiim genom boyunca yapilan assosiyasyon c¢alismalar1 sonucunda ise, 20 tane
genetik varyasyonun T2DM ile iliskisi oldugu belirtilmistir. Bunun yaninda bir¢ok
lokusun insiilin direncini kompense etmek i¢in beta hiicrelerinin fonksiyonlarini regiile
ettigi rapor edilmistir. Bu regiilasyona ilgili 8 tane gen bulunmustur. Bu genlerden
TCF7L2’nin bu hastaliktaki rolii heniiz tam olarak aciklanamamistir. Bu gendeki
varyasyonlarin Fransiz ve Hint populasyonunda tip 2 diyabet ile iligkili oldugu rapor
edilmistir (10,11).

Literatiir taramas1 sonuglarina gore Tiirk toplumunda tip 2 diyabetli hastalarda
TCF7L2 (rs122553372) ve (rs7903146) gen polimorfizimlerini inceleyen bir ¢alismaya
ulagilamamistir. Bu ¢alismada; Tip 2 diyabet ile iligkili oldugu diisiiniilen TCF7L2
(rs122553372) ve (rs7903146) gen polimorfizminin hastalikla iliskisi incelenmistir.

Yaptigimiz c¢alismada tip 2 diyabette iligkili oldugu diisiiniilen TCF7L2
rs7903146 (C/T) polimorfizmi i¢in genotip oranlart degerlendirildiginde; T2DM hasta
ve kontrol grubu arasinda anlamli bir fark saptanmistir (p=0,0172). Hastalardaki mutant
TT genotipine sahip olanlarin oranlarinin kontrol grubundakilere gore 2,051 kat daha
fazla oldugu gozlenmistir. Bu sonuca gore, TT genotipine sahip bireylerde T2DM

gelisme riskinin yiiksek oldugu sdylenebilir.
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T2DM olusumunda iliskili oldugu diistiniilen TCF7L2 gen rs12255372 (G/T)
polimorfizmi i¢in ise; genotip oranlar1 degerlendirildiginde, T2DM hasta ve kontrol
grubu arasinda anlamli bir fark saptanmamustir (p=0,1041). Allel frekanslari
karsilastirildiginda T- alleli i¢in hastalarda % 21, kontrol grubunda % 13.5 olarak, G-
alleli i¢in hastalarda % 79, kontrol grubunda ise % 86.5 olarak belirlenmistir ve anlamli
bir iliski bulunmamustir (p=0,813). Fakat GT genotipi agisindan hasta ve kontrol grubu
arasinda anlamli bir fark bulunmustur (p=0,0250; OR=2,641 (1,13-6,17). TT genotipi
acisindan ise hasta ve kontrol grubu arasinda bir fark olmasina ragmen istatiksel olarak
anlamli bir fark saptanmamistir (p=0,4351; OR=1,452 (0,57-3,71). Calisilan 6rneklem

sayisinin arttiritlmasiyla bu farklilik anlamli olabilir.

Jyothi ve ark. (12) Hint populasyonunda yapmis oldugu ¢alismada, tip 2 diyabet
tanist konmus 758 hastada farkli SNP bolgelerini tarayarak; rs7903146(C/T)
rs12255372 (G/T) and ve rs11196205 (G/C) polimorfizminin tip 2 diyabetle iliskisi olup
olmadigint arastirmislardir. Caligma sonucunda rs7903146 (OR 1.88, p<0.001);
rs11196205 (OR 1.23, p=0.011) ve rs12255372(OR 1.50, p < 0.001) 3 SNP’ninde
T2DM ile iliskili oldugunu bulmuslardir. Ozellikle 1s7903146 ve rs12255372 nin tip 2
diyabetle iliskisinin rs11196205°e gore daha yiiksek oldugunu belirtmiglerdir.

Jyothi ve ark. (12) tip 2 diyabetli hastalarda rs7903146 polimorfizmi igin
yaptiklar1 ¢alismada CC, CT ve TT genotip oranlar1 sirasiyla % 45, % 43 ve % 11
olarak, kontrol grubunda ise % 63, % 31 ve % 5 olarak bulmuslardir. Bizim
calismamizda ise CC, CT ve TT genotip oranlar1 hastalarda sirasiyla % 36, % 22 ve %
42 olarak, kontrol grubunda ise % 58, % 10 ve % 32 olarak bulunmustur. Elde edilen
sonuglarla Jyothi ve ark.’lariin sonuc¢larinin uyumlu oldugu goriilmiistiir. Rs7903146

polimorfizminin tip 2 diyabet riskini arttirdigi bulunmustur (p=0,0172).

Jyothi ve ark. TCF7L2 geninde yer alan diger rs12255372 polimorfizmi i¢in
hastalarda GG, GT ve TT genotip oranlar1 sirasiyla % 57, % 37 ve %S5, kontrol
grubunda ise % 68, %28 ve %4 olarak bulmuslardir. Yaptiklart ¢alismada GT ve TT
genotip frekanslarin1 hasta grubunda kontrol grubuna gore daha fazla oldugunu
bulmuslardir ve hastalik riskini arttirdigin1 tespit etmislerdir (p<0.001). Bizim
calismamizda ise GT genotipi bakimindan anlamli bulunurken (p=0,0250), TT genotipi

bakimindan anlamli bir iliski gézlenmemistir (p=0,4341). Bunun nedeni olarak Jyothi
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ve ark. yaptiklari ¢alismada 758 hasta calisilirken, bizim yaptigimiz ¢alismada ise 100
hastada genotipleme yapilmistir. Bu nedenle 6rneklem sayisinin arttirilmasi ile sonuglar

anlaml ¢ikabilir.

Sladek ve ark. (11) Fransiz popiilasyonunda T2DM tanist konmus 1363 hastada
392,935 SNP bolgesini taramislardir. Bunlar arasinda TCF7L2 genininde yer aldig1 4
tane lokusun tip 2 diyabetin gelismesinde dnemli rol oynadig: belirtilmistir. Ozellikle
TCF7L2 rs7903146 (C/T) polimorfizminin T2DM gelisiminde etkisinin yiiksek
oldugunu belirtmislerdir (p=3.2 x10™"). Yaptiklari calismanin sonuclari bizim
calismamizin sonuglarini desteklemektedir. Bunun yani sira 8.kromozom fiizerinde yer
alan SLC30A8 geninde yer alan rs13266634 polimorfizminin tip 2 diyabette etkisinin
oldugunu rapor etmislerdir. Ayrica IDE- KIF11-HHEX lokusunun ve EXT2 (introns of
exostin-2) yer alan 3 tane SNP’nin tip 2 diyabette gii¢lii bir etkisinin bulundugunu rapor
etmislerdir. HHEX pankreatik adaciklarinin gelisimi i¢in gerekli olup, Wnt sinyal
yolaginin hedef proteinlerinden biridir. KIF11 kinezin baglantili faktor olup, IDE ise
insiilin pargalayic1 bir enzimdir. Sladek ve ark. Tip 2 diyabetle iligkili bulduklar1 bu
genler ve lokuslar arasinda herhangi bir epistatik interaksiyonun olmadigini rapor
etmigtir. TCF7L2 genindeki varyantlari igin insiilin sekresyonunu regiile etmelerinin

yaninda insiilin sensivitesini de degistirebilecegini belirtmislerdir.

Salem ve ark. (116) TCF7L2 gen polimorfizmlerinin (rs790314,rs12255372,
rs4506565, 1s12243326) Tunuslu kadmlarda Polikistik Over Sendromu (PCOS) ile
iligkisini aragtirmiglardir. Calisma i¢in yas ortalamalar1 29.8 olan 119 hasta ve yas
ortalamalar1 30.6 olan 150 kontrol kullanilmistir. Yaptiklar1 ¢alisma sonucunda TCF7L2
gen polimorfizminin, Tunuslu kadinlarda PCOS’ye ¢ok az etkisinin oldugunu
gormiiglerdir. Allel frekanslarinmi sirasiyla rs12255372 icin p= 0.60, rs7903146 icin ise
p=0,68 olarak rapor etmislerdir. Bu sonucu dogrulamak ic¢in de daha biiyiik 6rneklem

sayisina ihtiya¢ duyuldugunu belirtmislerdir.

Sofia ve ark. (127) Isve¢ populasyonunda T2DM tanist konmus 872 hasta
tizerinde TCF7L2 geninde yer alan 5 tane SNP taramiglardir. Bunlar SNP’ler arasinda;
rs12255372 (P=0,00002 ) ve rs7903146 (P= 0.00003)’nin tip 2 diyabette giiclii bir
iliskisinin oldugunu belirtmislerdir. Yaptiklari ¢calismada rs7903146 polimorfizmi (C/T)
icin hastalarda CC, CT ve TT genotip oranlar1 sirasiyla % 54.9, % 38.6 ve % 6.6,

49



kontrol grubunda ise sirasiyla % 64.9, % 30.9 ve % 4.3 olarak bulmuslardir. Bu ¢alisma
bizim bulgumuzu destekler niteliktedir.

Sofia ve ark. (127) isve¢ populasyonunda TCF7L2 gen polimorfizmlerin aileye
baglh kalitilip kalitilmadigini arastirmak i¢in 59 aileden gelen 231 6rnek kullanilmistir.
Calisma sonucunda aragtirilan TCF7L2 geni iizerindeki 4 SNP’den 2 tanesinin;
rs7903146 (p=0.01) ve rs7901695 (p=0.005) aileye bagl kalitildig1 goriilmiistiir. Diger
2 SNP’nin 1512255372 (p=0.1) ve rs11196205( p=0.2) aileye bagh kalitilmadigini

tespit etmislerdir.

Ozellikle rs7903146’nin bircok populasyonda yaygin olarak T2DM ile
iligkisinin oldugu goriilmistiir. Bu da rs7903146°daki (C/T) allel degisiminin T2DM’da

major bir risk faktorii olabilecegini diistindiirmektedir.

Sofia ve ark. yine ayni calismada 872 T2DM hastasinda rs12255372 (G/T)
polimorfizmi i¢in T2DM ile iliskili oldugunu tespit etmislerdir (p=0.00002). Yaptiklar
calismada, hastalarda GG, GT ve TT genotip oranlarini sirasiyla % 55.2, % 40.2, % 4.6,
kontrol grubunda ise % 66.4, % 30.0 ve %3.6 olarak bulmuslardir. Bizim yaptigimiz
calismada ise GG, GT ve TT genotipleri hastalarda sirasiyla % 69, % 20 ve %11,
kontrol grubunda ise % 82, %9 ve % 9 olarak bulunmustur (p=0,1041). Bizim
calismamizda GT genotipi bakimindan hasta ve kontrol grubunda anlamli bir fark
bulunurken (p=0,0250), TT genotipi bakimindan bir fark bulunmamistir (0=4341).
Sofia ve ark.’larinin ¢alisma grubundaki birey sayisinin (872) bizim g¢alismamizdaki
birey sayisindan (100) daha fazla olmasi, farkli sonuglar elde etmemize neden olmus
olabilir ayrica ¢aligmadaki etnik koken farkliligi, beslenme aligkanliklari, cografik bolge

farklilig1 ve obezite sonucu etkilemis olabilir.

Ostaptchouk ve ark. (128) Alman populasyonunda 502 Tip 2 diyabet hastasi ve
920 kontrol iizerinde yapmis oldugu ¢aligmada her iki TCF7L2 gen varyasyonlarinin
(rs12255372 ve 1s7903146) T2DM ile iliskili oldugunu bulmuslardir. Yaptiklar
calismada rs12255372 polimorfizmi i¢in GT ve TT genotip oranlarim1 hasta grubunda
sirasiyla % 44 ve %12 olarak, kontrol grubunda ise % 39 ve % 9 olarak bulmuslardir.
Bizim c¢aligmamizda ise GT ve TT genotip oranlart hasta grubunda % 20 ve % 11

olarak, kontrol grubunda ise % 9 ve % 9 olarak bulunmustur. Yaptigimiz ¢aligmanin
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sonuglari Ostaptchouk ve ark. yaptigi calisma GT genotipi bakimindan paralellik
gostermektedir. Ostaptchouk ve ark. yaptigi calismada GT ve TT genotipinin
frekanslar1 sirasiyla p=0,03 ve p=0,01’dir. Bizim yaptifimiz ¢calismada ise GT ve TT
sirastyla (p=0,0250) ve (p=0,4341) olarak gozlenmistir. Bu farkliligin nedenleri
arasinda orneklem biiylikliigiiniin daha az olmasi, etnik koken farkliligi ve beslenme

aligkanliklar1 gosterilebilir.

TCF7L2 genindeki diger varyantin rs7903146 Alman populasyonunda T2DM ile
iligkili oldugu saptanmistir. T allel frekansinin hasta grubundaki oranit % 37 olarak
goriiliirken kontrol grubundaki oranmn ise % 29 olarak goriilmiistiir (p= 4.4 x 10°). CT
ve TT allel frekanslar1 ise hasta grubunda sirasiyla % 45 ve % 15 olarak goriiliirken,
kontrol grubunda ise %40 ve % 9 olarak goriilmiistiir (p=0.0003). Bizim ¢alismamizda
ise T allel frekansinin hasta grubundaki oran1 % 53 goriiliirken kontrol grubundaki oram
ise % 37 olarak goriilmiistir. Dolayisiyla Alman populasyonunda yapilan ¢alismanin

bizim ¢alisma ile uyumlu oldugu gériilmistiir (p=0,0172).

Tip 2 diyabet hastalarinin, saglikli bireylere gore kanser hastasi olma risklerinin
yiiksek oldugu bilinmektedir. Bu nedenle kanserle TCF7L2 gen polimorfizmlerinin
arastirildigr ¢alismalara bakildiginda; Chen ve ark.(129) Amerikan populasyonunda
TCF7L2 gen polimorfizmlerinin kanser ile iligkisini arastirmiglardir. Bu calismada
14.814 kanser hastast ve 33.856 kontrol {lizerinde bu polimorfizlerin etkisine
bakmiglardir. Meta analizleri sonucunda TCF7L2 gen polimorfizmleri arasinda
rs7903146’nin kanser ile giiclii bir iligkisi oldugu goriilmiistiir. Bu polimorfizmin
akciger, kolorektal ve over kanserine oranla prostat, meme ve kolon kanserinde daha
yiiksek risk tasidigi gormiislerdir. Meme kanserinde homozigotlarda OR=1.17,
heterezigotlarda OR=1.11, prostat kanserinde homozigotlarda OR= 0.89
heterezigotlarda OR= 0.89, kolon kanserinde ise homozigotlarda OR= 1.15
heterezigotlarda OR=0.65 olarak bulmuslardir. Bu ¢alismada siirpriz olarak rs7903146
polimorfizminde etkili olan T allelinin tip 2 diyabet ile iliskisi oldugu birgok ¢alisma ile
gosterilirken, prostat kanserde iizerinde yaptiklari ¢alismada ise ters bir assosiyasyon
oldugu goriilmiistir. TCF7L2 rs7903146 polimorfizminin kanser ile iliskisini etnik
kokenin 6nemli bir unsur oldugunu belirterek diger etnik gruplarda da arastirilmasi

gerektigini de rapor etmislerdir.
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Horikoshi ve ark. (130) TCF7L2 gen polimorfizmlerinin T2DM’li Japon
hastalarda etkisini arastirmiglardir. Calisma icin 1174 tip 2 diyabet hastast ve 823
kontrol kullanmislar. Calismada rs7903146 polimorfizminin tip 2 diyabetli hastalarda
giiclii bir iligkisi oldugunu goriilmistiir (p=0.002). Fakat rs12255372°nin aralarinda
bulundugu diger TCF7L2 polimorfizmlerin tip 2 diyabette 6nemli bir katkisinin
olmadigint saptamiglardir. Diger farkli etnik gruplarda oldugu gibi, Japon
populasyonunda da rs7903146 polimorfizminin tip 2 diyabette etkili oldugunu belirterek
TCF7L2 geninin hastaliga yatkin bir gen oldugunu rapor etmislerdir. Her iki
polimorfizm yoniiyle (rs7903146 ve rs12255372) Japon populasyonunda yapilan

calisma bizim ¢alismamizi destekler niteliktedir.

Tiim bu sonuclar goz oniine alindiginda, rs7903146’nin tiim etnik kdkenlerde
tip 2 diyabette major bir risk faktorii oldugu goriilmektedir. Bu polimorfizmin tip 2
diyabette yatkinlik saglayan bir gen oldugu goriilmektedir. Ayrica rs7903146 prostat,
meme ve kolon kanseriyle gii¢lii bir iligskisinin olmasit TCF7L2 geninin kansere de
yatkin bir gen oldugunu gostermektedir. Bu gen iizerindeki calismalarin farkli etnik
kokenler iizerinde arttirilmasi diyabet ve kanser arasindaki iliskinin aydinlatilmasinda

da 6nemli katki saglayacaktir.

Diger TCF7L2 1rs12255372 polimorfizmi i¢in yaptigimiz calismada tip 2
diyabette bir etkisinin olmadigi gozlenmistir (p=0,1041). Japon populasyonundaki
calismalar bizim calismamizi destekler niteliktedir. Fakat Isve¢, Alman ve Hint
populasyonunda tip 2 diyabette énemli bir katkisi oldugu rapor edilmistir. Bu sonucu,
calisma O6rnekleminin biiyiik olmamasi ve etnik farkliliklarin olmasi etkilemis olabilir.
Dolayisiyla bu galismadan bagimsiz daha genis bir 6rneklem grubunda yapilacak olan

aragtirmalar literatiire onemli katkilar saglayacaktir.
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6.SONUC VE ONERILER

Diyabet hastaligi, toplumdaki siklig1i giderek artan ve beraberinde
komplikasyonlara neden olan, tedavisinin pahali olmasi sebebiyle, sadece hasta bireyleri
degil tiim toplumu yakindan ilgilendiren bir hastaliktir. Hastali§a kars1 tedavide cesitli
metotlar kullanilmaktadir. Ozellikle diyetler ve egzersizler diyabet hastaliginin
tedavisinde 6nemli bir yere sahiptir. Bunun yaninda antidiyabetik ilaclar verilmektedir.
Fakat bu ilaglar arasinda olusabilecek komplikasyonlar1 engelleyecek bir ilag
bulunmamaktadir. Dolayisiyla yeni tedavi yoOntemlerinin arastirilmasint  gerekli

kilmaktadir (3.,4,5).

Diyabet hastaligin gelisimi baz1 patogenetik olaylar dizisi sonucunda meydana
gelmektedir. Diyabette ortaya ¢ikan glikoz metabolizmasi bozuklugu insiilinin hedef
dokulardaki eksikligine baghidir. Bu eksiklik; insulin sekresyonunda azalma ya da
instiline kars1 doku cevabinda azalma ile olusur. Mekanizma hala tam olarak
aciklanabilmis degildir (63,64).

Yapilan bu c¢alismada, tip 2 diyabetin patogenezinde etkin rol oynadigi
diisiiniilen TCF7L2 gen polimorfizmlerinin T2DM ile iligkisi aragtirilmigtir. Calisma
sonucunda  TCF7L2  (rs7903146) C/T  polimorfizmine  genotip  oranlari
karsilagtirildiginda; ; T2DM hastalar1 ile kontrol grubu arasinda genotip dagilimlar
bakimindan istatistiksel olarak anlamli bir iliski oldugu saptanmistir (p=0,0172).
Hastalarda TT genotipine sahip olma olasiligi kontrol grubuna gore 2,05 kat daha
fazladir (OR=2,051, (1,11 -3,80), p=0,0226). TCF7L2 rs12255372 G/T gen
polimorfizmine ait genotip oranlar1 karsilastirildiginda ise; kontrol grubu ile T2DM
hastalar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli bir iliski gozlenmemistir ve dolayisiyla
pre-miR-608 G/T degisiminin tip 2 diyabet riskini arttirmadigi belirlenmistir
(p=0,1041). GT genotipine bakildiginda ise hasta ve kontrol grubu arasinda anlamli bir
fark bulunmustur (p=0,0250; OR ;2,641 (1,13-6,17)). TT genotiplerinde ise hasta ve
kontrol grubu arasinda bir fark olmasina ragmen istatistiksel olarak anlamli bir fark
yoktur. Bu farkin istatiksel olarak anlamli olmasi i¢in 6rneklem sayisinin arttirilmasi

gerekmektedir.
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Calismamiz, Tirk toplumunda tip 2 diyabet ile TCF7L2 polimorfizminin
arastirtlmasi konusunda ilk ¢alismadir. Bu arastirmadan bagimsiz daha genis 6rneklem
grubunda ve farkli populasyonlarda sonuglarin tekrarlanmasi faydali olacaktir. Ayrica
tip 2 diyabet olusmasinda bir¢ok faktér oldugu i¢in genetik faktorlerin ne kadar etki
ettigi bilinmemektedir. TCF7L2 polimorfizmlerinin diginda T2DM etiyolojisinde rol
alan diger genlerle birlikte kapsamli ¢alisma yapildiginda daha anlamli sonuglar elde
edilebilir.
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