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1. KISALTMALAR

A : Adenin

Aa : Aminoasit

ADA : Amerikan Diyabet Birligi
AdoHcy : S-adenozil homosistein
APG : Aclik Kan Plazma Glikozu
APS : Adenozin 5’ fosfosulfat
Ark. : Arkadaslari

BHMT : Betain homosistein metiltransferaz
bp : Baz cifti

C : Sitozin

°C : Derece Celsius

CBS : Sistatiyonin beta sentaz
CCD : Charge Couple Device
CL : Sistationin gamma liyaz
CpG : Sitozin-fosfat-Guanin
dATP : Deoksiadenozin trifosfat
dCTP : Deoksisitidin trifosfat
dGTP : Deoksiguanozin trifosfat
DM : Diabetes Mellitus

DNA : Deoksiribontkleik Asit
dNTP : Deoksinukleotid trifosfat
DPN : Diyabetik Polindropati
dTMP : Deoksitimidin monofosfat, timidilat
dTTP : Deoksitimidin trifosfat
dUMP : Deoksilurudin monofosfat
ENMG : Elektronéromyografi

FAD : Flavin Adenin Dinukleotit
FFA : Serbest Yag Asidi

G : Guanin

HbA1C : Hemoglobin A1C

Hcy : Homosistein
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4.GIRiS

Seker hastaligi olarak adlandirilan Diabetes Mellitus (DM), plazma glukoz
oraninin yuksekligi (hiperglisemi) ile seyreden bir endokrin metabolizma
hastaligidir. DM hastaligi antik cadlardan beri bilinmekte ve gunumuzde
metabolizma hastaliklari igcinde dunyada en sik gorulen saglik problemi olarak
tanimlanmaktadir.

DM, yalnizca hasta bireyi degil, ailesini ve tim toplumu yakindan ilgilendiren
bir halk saghgi sorunudur. Genel olarak DM hastaligi Tip 1 ve tip 2 olarak 2 gruba
ayrilmaktadir. DM olgularinin yaklagik %90-95'ini tip 2 DM olusturmaktadir. Tip 2
DM, cevresel ve genetik faktorlerin etkili oldugu multifaktoriyel bir hastaliktir. Tip 2
DM'nin genetik temeli henuz kesin olarak bilinmese de genetik yatkinhgdin,
hastalik gelisiminde gok dnemli oldugunu gosteren bir gok arastirma mevcuttur.

Ozellikle Tip 2 DM hastaligi, kronik hiperglisemi sonucu gelisen birgok
komplikasyonla karsimiza gikabilmektedir. Tip 2 DM hastaliginda sikga gorulen
akut ve kronik komplikasyonlar mortalite ve morbiditeyi etkilemekte, toplumlara
sadece tibbi degil 6nemli oranda psikososyal ve ekonomik vyukler de
getirebilmektedir. Ornegin ABD‘de yapilan arastirmalarda Tip 2 DM’nin akut ve
kronik komplikasyonlari, son dénem bdbrek yetmezliginin, travmaya bagli olmayan
alt ekstremite amputasyonlarinin ve erigkin yas grubundaki korligun en sik
nedenleri  arasinda oldugu bildiriimektedir. Tip 2 DM’nin  kronik
komplikasyonlarindan olan diyabetik noéropati ise diyabet hastalarinin 6nemli bir
kisminda  gorulebilen, hastanin  yasam  kalitesini  dUsiren  Onemli
komplikasyonlardan biridir. Diyabetik noropati gelisiminin 6zellikle vasa nervorum
denilen sinir damarlarinin tikanikhigi sonucu olustugu bilinmektedir. Periferik
noropati gelisimi sonucu hastalarda, amputasyonlara kadar gidebilen iyilesmeyen
ayak Ulserasyonlari gorulmekte, otonomik ndropati ise kalp tutulumu ile ani
Olumlere dahi yol acabilmektedir. Uzun dénem tedaviler hastalara hem psikolojik
hem de ekonomik yuk getirmektedir.

MTHFR, folik asit, B12 vitamini metionin ve homosistein aminoasidinin
metabolizmasinda yer alan bir enzimin genidir. MTHFR genindeki polimorfizmler
gen aktivitesinin azalmasina, plazma homosistein dlzeyinin yukselmesine neden
olabilmektedir. Literatirde, plazma homosistein yuksekligi retina, bobrek ve
noronal dokularin yani sira diyabetik néropatinin de etiyolojisinde 6nem arzeden

mikrovaskuler komplikasyonlarla iligkilendiriimektedir. Ayrica MTHFR genindeki



polimorfizmler sonucu olusan folat duzeylerindeki dismenin, genomda DNA
metilasyon duzeylerinin azalmasina neden oldugu goésterilmistir. Bu durumun
bircok kanser ve norolojik hastaliklarla da iligkili olabilecedi bircok yayinla da
desteklenmektedir.

Arastirmamizda, periferik néropati gelisen diyabet hastalarinda ve saglikli
gonullulerde, Metiltetrahidrofolat Reduktaz (MTHFR) enzim genindeki C677T ve
A1298C  polimorfizmleri  arastirilarak, diyabetik  periferik  ndéropatinin
etiyopatogenezinde bu polimorfizmlerin  bir rolinin olup olmadiginin istatistiksel

olarak belirlenmesi amaglandi.



5. GENEL BILGILER
5.1. DIABETES MELLITUS

5.1.1. Tanim

Diabetes Mellitus (DM) olarak tanimlanan seker hastalidi, asiri yeme, ¢ok su
icme, sik idrara ¢cikma ve kilo kaybi gibi belirtilerle kendini gésteren, plazma glikoz
dizeyinin yuksekligi (hiperglisemi) ile karakterize olan metabolik bir hastaliktir.
Hipergliseminin pankreas beta hucrelerinden insulin hormonunun saliniminda
yetersizlik, insulin etkinliginin bozulmasi veya her iki faktorin de birlikte etkilesimi
sonucu gelisti§i  bilinmektedir (1). Insllin  hormonunun yetmezIligi yalniz
karbonhidrat metabolizmasinda degdil, ayni zamanda vyad ve protein
metabolizmasinda da bozukluklara yol acmaktadir. Hastalarin  buyuk
¢ogunlugunda ortaya ¢ikan komplikasyonlar ise ciddi mortalite ve morbiditeye

neden olabilmektedir (2).

5.1.2. Tarihge

Antik caglardan beri bilinen seker hastaligina iligkin tarihte ilk yazili kaynaklara
M.O. 1550'li yillarda Misirda yazilmis olan Ebers papiriisiinde rastlanmistir.
Hastaliga Diabetes ismini ise ilk kez M.S. 2. yuzyilda Kapadokyali hekim
Aretheaus vermistir. Aretheaus, seker hastalarinda sik idrara ¢cikma, asiri susama
ve kilo kaybi gibi belirtilerin oldugunu tanimlamigtir (3). Ayni yuzyilda yasayan bir
diger hekim Galen, diyabeti susuzluk hastaligi olarak tarif etmistir. M.S. 5.- 6.
yuzyilda Hintli hekimler bu hastalarin idrarlarinin tatli oldugunu fark etmiglerdir.
Unli tip bilim adami ibn-i Sina ise 11. ylzyillda El-Kanun fi't-Tib isimli eserinde
seker hastaliginin klinik bulgularini tanimlamis, gangren ve cinsel islevlerin
azalmasi gibi komplikasyonlarindan da bahsetmistir (4). XIV. yuzyilin buyuk
hekimlerinden Konya’li Hekim Haci Pasa, Miuntehab-1 Sifa adli eserinde seker
hastaliginin 6zelliklerini ve cesitli bitkisel tedavi yontemlerini yazmigtir (5). Osmanli
devletinde ise DM konusunda tibbi yaklagimlar 19. yy.’”da Mekteb-i Tibbiye ile
baslayabilmigtir. Faik Pasa tarafindan 1860 yilindan itibaren idrarda seker
bakildigi birgok yazili kaynakta belirtiimektedir (6).

Diabetes Mellitus terimi ise ilk kez 1674 yilinda Dr. Thomas Willis tarafindan
kullanilmigtir.  Ozellikle 19. ve 20. ylzyilda tim dinyada yapilan bilimsel

calismalarda, DM’nin tani ve tedavisine yonelik c¢ok Onemli ilerlemeler



kaydedilmistir. Kanadali bilim adamlari olan Banting ve Macleod, 1921 yilinda
pankreastan insulini basariyla izole etmigler ve 1923 yilinda da Nobel 6duliniu
almiglardir. Bu kesif, diyabet hastaliginda donim noktasi olmustur (4). 1996
yilinda Amerika Birlesik Devletleri’nde ilk rekombinant insan insulini ilag pazarinda
yerini almistir. Ginumuzde ise bilim adamlari insulin enjeksiyonu digi uygulama
yontemleri ve pankreas adacik hicre transplantasyonu Uzerinde calismaktadirlar.
Son vyillarda DMnin iyi taninmasi, hastaligin komplikasyonlari Uzerinde
yogunlasiimasina neden olmus, bu konuda da birgok yeni tedavi yodntemleri

gelistirmek icin arastirmalar devam etmektedir.

5.1.3. DM Siniflandirmasi

DM hastalarinin ¢ogu etiyopatogenetik olarak Tip 1 ve Tip 2 DM olmak Uzere
temelde 2 ana sinifa ayrilmaktadir. Ancak toplumda daha nadir goértlen birgok
etiyolojik nedene baglh DM hastalari da olabilmektedir. Amerikan Diyabet Birliginin
(ADA) etiyopatogeneze yonelik olusturdugu en son siniflandirma Tablo 1'de

verilmistir (1).

Tablo 1: DM ‘nin Etiyolojik Siniflandiriimasi

|- Tip 1 DM
A. Immunolojik sebeplerle olan
B. Idiopatik
lI- Tip 2 DM
lll- Diger Spesifik Alt Tipler
A. Pankreas beta hlcresi fonksiyon bozukluguna neden olan genetik
bozukluklar (Maturity Onset Diabetes of the Young =MODY 1-6)
B. Insiilin aktivitesindeki genetik bozukluklar
C. Ekzokrin pankreas hastaliklari
D. Endokrinopatiler
E. llag veya kimyasal maruziyeti
F. Enfeksiyonlar
G. Immun aracili DM’nin yaygin olmayan formlari
H. DM ile birlikte gorulebilen diger genetik sendromlar
IV- Gestasyonel DM




Tip 1 DM hastaligi ¢cogunlukla ¢ocukluk ve genglik gaglarinda ortaya gikan, ileri
derecede insulin hormonu yetmezligi nedeniyle hastalarin dmur boyu insulin
hormonunu enjeksiyon yoluyla disaridan almak zorunda olduklari kronik bir
hastaliktir. Tip 1 DM hastaligi literatirde kronik otoimmun hastaliklar grubu iginde
incelenmektedir. Pankreas beta hucrelerinin otoimmun harabiyeti sonucu insulin
hormonu Uretilememekte ve hastalar insuline bagimli hale gelmektedir. Tip 1 DM
hastalari tum DM hastalarinin yaklasik %5-10’unu olusturmaktadir (7).

Tip 2 DM hastaligi ise genellikle ileri yaslarda ortaya ¢ikan, insulin saliniminda
kismi yetersizlik veya periferik dokularda insilin direnci sonucu gelisen kronik
metabolik bir hastaliktir. Tum DM hastalarinin yaklasik %90-95’ini olusturmaktadir.
Tip 2 DM hastaligi, gorilme sikliginin her gegen yil siratle artmasi ve olgularin
cogunda gelisen agir komplikasyonlari nedeni ile tim dinyada 6nemli bir halk
saghgi sorunu haline gelmistir (2).

Literatrde Tip 1 ve Tip 2 DM grubuna dahil edilmeyen diger gruplarin ise DM
hastalarinin yaklasik %5’ini olusturdugu belirtiimektedir. Bu gruplardaki hastaliklar
tek gen bozukluguna ( MODY 1-6) bagl olabildikleri gibi, Down sendromu, Turner
sendromu, Klinefelter sendromu gibi kromozomal hastaliklarla birlikte de

gorulebilmektedir (1).

5.1.4. Tani
WHO (Diinya Saglik Orgitii) ve Amerikan Diabet Birligi (ADA)'nin ortaklasa
onerdikleri DM tani kriterleri (8);
1- HbA1C = %6.5 olmasi
2- Aclik kan glikozu (APG) 2= 126 mg/dl olmasi ( Olgiim gece boyunca, en az 8
saatlik a¢liktan sonra sabah yapilmalidir.)
3- OGTT’de (Oral Glikoz Tolerans Testi) 75 g glukoz yuklendikten sonra 2. saat
sonrasinda kan glikozu =200 mg/dl olmasi
4- Klasik hiperglisemi belirtileri gosteren hastada rastgele dl¢ilen kan glukozu
=200 mg/dl olmasi seklindedir.
Bu kriterlerden herhangi birisinin mevcudiyeti, DM tanisi igin yeterlidir.
Ayrica, bozulmus aclik glikozu (100mg/dl> Ac¢lik Kan Glukozu = 125 mg/dl),
bozulmus glikoz toleransi(140mg/dI> OGTT 2.saat = 199mg/dl) ve HbA1C’nin %

5.7- 6.4 deg@erlerinde olmasi da DM igin artmis risk faktorl olarak disunulmektedir.



5.1.5. Epidemiyoloji

WHQO’ya gore DM, 21. ylzyilin en 6nemli halk saglhgi sorunudur (9). 2025
yilinda tim dinyada yaklagik 300 milyon DM hastasi olacagi tahmin edilmektedir
(2). Ozellikle Tip 2 DM, her ne kadar orta ve ileri yas hastali§i olarak bilinse de
epidemiyolojik veriler, genglerde de Tip 2 DM’nin giderek arttigini géstermektedir
(10). 2009 yilinda yapilan bir prevalans c¢alismasinda, énumuzdeki 20 yil icinde,
tum dlnyada diabetli kisi sayisinin % 50 artacadi éngdrilmektedir. 2009 yilinda
216 ulkenin DM epidemiyolojik verileri kullanilarak yapilan bu c¢aligmada tum
dinyada 2010 yilinda erigkin yas grubunda DM prevalansinin 285 milyon (% 6.4),
2030 yilinda ise 439 milyon (%7.7) olacad: bildirilmistir. Ulkeler arasi DM
prevalansinin oldukga farklilik gosterdigi de ifade edilmektedir. Ornegin 2010
yilinda DM prevalansi Uganda’da %2.2, Cin'de %4.2, Malezya’da %11.6, ABD’de
%10.3, ingiltere’de %3.6, Suudi Arabistan’da %16.8, Tlrkiye'de ise %8 olacagi
ifade edilmistir (11). Yapilan birgok ¢alismada 6zellikle bazi etnik topluluklarda,
ornegin Afrikali Amerikalilar, Asyalilar ve Pasifik adalari kdkenli bireylerde 20 yas
alti Tip 2 DM insidansinin gittikge artan bir ivme kazandigi belirtiimektedir (12,13).

Tlrkiye'de ise diyabet prevalansina iligkin ilk ¢alisma 1997-1998 yillarinda
yurutalen Turkiye Diyabet, Hipertansiyon, Obezite ve Endokrinolojik Hastaliklar
Prevalans Calismasi’dir (TURDEP-I). Bu galismada DM prevalansi %7.2 olarak
bulunmustur. 2010 yilinda biten TURDEP-II ¢alismasinin én sonuglarina gore ise
Ulkemizde DM prevalansi son 12 yilda %90 artarak % 13.7°ye ulastigi tespit
edilmistir (14,15). Bu durum kaygi verici boyutlara dogru ilerlemektedir. WHO
diyabet konusunda halkin bilin¢glendiriimesi ve toplumsal 6nlemler alinmasi

konusunda ulkeleri uyarmaktadir.

5.1.6. DM komplikasyonlari

DM hastalarinda gelisen komplikasyonlar hastaligin ciddi mortalite ve
morbiditesinden sorumludur. Ozellikle Tip 2 DM hastalarinda tani konmadan énce
uzun bir asemptomatik hiperglisemik déneminin oldugu dusuntlmektedir. Bu
nedenle bu grup hastalarin ¢gogunda tani aldiklari donemde komplikasyonlar da
gelismis olabilmektedir (16).

DM’nin komplikasyonlari akut ve kronik olmak Uzere iki grupta incelenmektedir.
Akut komplikasyonlar; diyabetik ketoasidoz ve hiperglisemik hiperosmolar

komadir. DM’'nin akut komplikasyonlari ciddi yagamsal tehdit olusturabilmektedir.



DM'nin  kronik komplikasyonlari ise makrovaskuler ve mikrovaskuler
komplikasyonlar olarak ikiye ayriimaktadir. Gerek makrovaskuler gerekse de
mikrovaskuler komplikasyonlarda ortak noktanin endotel hasari oldugu bir gok
yayinda ifade edilmektedir (17,18,19). DM'de endotel hasarina neden olabilecek
birgok farkli metabolik olay da suclanmistir. Hiperglisemi, dislipidemi,
hipertansiyon, hiperinsulinemi gibi metabolik olaylar, DM hastalarindaki endotel
hasari ve vaskuler problemlerden sorumlu tutulmaktadir. Ayrica DM hastalarinda
gelisen tromboza yatkinlik, kanda FFA (serbest yad asidi) yuksekligi, oksidatif
stres, kanda leptin ylksekligi, sempato-adrenal sistem aktivasyonu, sitokin-aracili
enflamasyon, protein kinaz C aktivasyonu gibi olaylarin da vaskuler hasarla iligkili
olabilecegi literatirde belirtiimektedir (16).

DM’nin kronik komplikasyonlarindan olan makrovaskiler komplikasyonlara,
aterosklerotik kalp hastaligi, periferik vaskller hastallk ve serebrovaskiler
hastaliklar 6érnek olarak verilebilir. DM’in bu komplikasyonu, agir organ hasarina
neden oldugundan, o6lumle sonuglanabilecek kadar ciddi durumlara da yol
acabilmektedir (20).

DM’nin kronik hasarlarindan ikinci grubunu ise mikrovaskuler komplikasyonlar
olusturur. Mikrovaskuler komplikasyonlar sonucu bdbrek hasari yapan nefropati,
g6z hasari olusturan retinopati ve sinir hasarina neden olan ndéropatiler meydana
gelmektedir.

Tip 2 DM’nin mikrovaskuler komplikasyonlarinin en dnemli sonuglarindan olan
diyabetik néropati, tim dinyada DM hastalarinda artmis mortalite, morbiditenin
siklikla nedenidir. Diyabetik néropati genellikle ayak Ulserleri ile baslayip, gangren
ve kayiplara kadar giderek hastanin yasam Kkalitesini olumsuz yonde etkileyen
nontravmatik ekstremite amputasyonlarinin % 50-75’inden de sorumlu
tutulmaktadir (21).

Diyabetik noropati genis bir grup hastaligi kapsamaktadir. Bu nedenle
Amerikan Diyabet Birligi (ADA), diyabetik ndropatiyi etiyopatogenezine goére
siniflandirmigtir.

ADA'nin Diyabetik Noropati Siniflandirmasi:
1-Hizl ve geri donasgla olan tip ( Hiperglisemik noéropati)
2-Yaygin simetrik polinéropati

- Akut sensoriyel néropati

- Kronik sensérimotor néropati ( Diyabetik polinéropati= DPN )



- Otonomik noéropati
3-Fokal ve multifokal néropatiler
- Fokal ekstremite ndropatisi ( monondropati ve tuzak néropatileri)
- Kraniyal ndropati
- Proksimal motor néropati ( amyotrofi)
- Trunkal radikilondropati
- Kronik enflamasyonun eslik ettigi demyelinizan ndropati

Diyabetik noropatiler iginde yaygin simetrik polinéropati grubunda bulunan
kronik sensorimotor ndropati (DPN, diyabetik polinéropati) en yaygin gorulen tiptir.
Fakat diyabetik polinéropati hastalarinin neredeyse yarisi asemptomatiktir. DPN
ancak semptomatik oldugunda, dikkatli bir fizik muayene ile tanisi konulabilir. Bu
komplikasyonun duyusal belirtileri, 6zellikle alt ekstremitelerde agri, duyu kaybiu,
hiperestezi, derin agri, uyusukluk, yanma ve keskin batma hissidir (21). Fizik
muayenede simetrik eldiven-corap tarzi duyu kusurlari, vibrasyon, dokunma ve
pozisyon algisinda kayip, anormal sicak-soduk algisi olabilmektedir. DPN’in motor
bulgulari ise diz ve ayak bilegi reflekslerinde azalma veya yok olma seklinde
gorllebilmektedir.

Diyabetik polinéropatiden korunmanin bilinen en etkin yolu hipergliseminin
kontrol altina alinmasidir. Diyabetik polinéropati gelismesinde en 6nemli faktérin
uzun suredir var olan hiperglisemik durum oldugu duasunulmektedir. Ancak ayni
sekilde uzun suredir hiperglisemisi olan hastalarin bir kisminda diyabetik
polindropati gelisip, digerlerinde neden gelismedigi halen bilinememektedir. Son
yillarda Kisilerin genetik yapisindaki farkliliklarin bu durumdan sorumlu olabilecegi
Uzerine dusUnceler giderek vyayginlagsmaktadir. Bu farkhliklarin insanlarin
polimorfik yapilarindan kaynaklanabilecedi dugunulmektedir (22).

Yapilan calismalarda DM hastalarindaki ndropatilerin  %10’'unun DM disi
nedenlerle gelisebildigi belirlenmistir (23). Bu DM disi gelisen ndropati nedenleri
arasinda kronik inflamatuvar demyelinizan ndropati, B12 vitamin yetmezIigi,
hipotiroidizm ve Uremi sayilabilir. Diger nedenlerle gelisen bu néropatiler, diyabetik
noéropatilerin disinda tutulmaktadir. Noropati gelisen DM hastasinda noéropatinin
DM’den dolay! olup olmadiginin belirlenmesi 6nem arzetmektedir. Bu nedenle
DPN tanisi koyarken elektrofizyolojik yontemlere bagvurularak hem diger noropati
nedenleri digslanmakta hem de ndrolojik bozuklugun tek odakli veya ¢ok odakl

olup olmadiginin ayrimini yapabilmek mamkuin olabilmektedir (21).



Noropati komplikasyonunu onleyebilmek i¢cin DM hastalarinda DPN tanisini
erken donemde koymak, hem uygun tedavi baslamak hem de hastalarin artmis
morbidite, mortalite ve psiko-sosyo-ekonomik problemlerden korunmasi agisindan

yarar saglayabilir.

5.1.7. Tip 2 DM Etiyolojisi

Tip 2 DM, multifaktoryel kalitim 6zelligi gosteren sistemik ve metabolik bir
hastaliktir. Tip 2 DM gelisiminde sekil 1'de gosterildigi Uzere birgcok gen ve
cevresel faktorun birbiriyle etkilesim halinde oldugu yapilan arastirmalarda ortaya
konmustur. Bu poligenik ve cevresel faktorler hem Tip 2 DM gelisimi hem de

komplikasyonlarin gelisiminden sorumlu tutulmaktadir (24).

Tip 2 DM
i A
Genetik . 0 I > Cevre
"""""""""I;"E ..................... - Ya$
i - Obezite ve beslenme
- Fizik aktivite

- Intrauterin cevre

\ &
Epigenetik
- DNA metilasyonu
- Histon modifikasyonlari
Sekil 1: Tip 2 DM olusumunda etkili olan patogenetik mekanizmalar

Tip 2 DM gelisiminde ¢evresel faktorler arasinda basta obezite olmak Uzere
sedanter yasam bigimi ve kentsel beslenme sekli sayilabilir (11). Tip 2 DM’'nin tum
dinyada epidemik bir sorun haline gelmesinde toplumlarin sosyal, kulturel,
ekonomik yapisi ve davranigsal egilimlerinin buyuk katkisi oldugu bildirilmektedir
(25). Ayrica son yillarda yapilan ¢alismalarda fetusun intrauterin ddnemde icinde
bulundugu ¢evre kosullarinin da yasam suresi boyunca Tip 2 DM gelisimine etkisi

oldugu ifade edilmektedir.



Sadece dogum sonrasi degdil anne karninda da buylime ve gelisme, kompleks
ve dinamik bir suregtir. intrauterin dénemde karsilasilan olumsuz cevre kosullari
fetusun erigkin yagsamda sahip olacagi hastaliklar belirlemektedir. Fetusun genetik
yapisinin yani sira annenin beslenme sekli ve plasental fonksiyonlarin yeterliligi,
intrauterin buyume ve gelismeye ¢ok onemli katkilar saglamaktadir. Gelisimsel
programlanma olarak ifade edilen bu durum o&zellikle tip 2 DM, obezite,
hipertansiyon, kardiyovaskuler hastaliklar gibi kronik hastaliklarin olusum sireciyle
yakindan iligkilendirilmistir (26). Sekil 2’de Tip 2 DM gelisiminin intrauterin gevre ile
iliskisinden bahsedilmektedir.

Annede malniitrisyon

Anneden yada plasentadan

kaynaklanan diger anomaliler
pmmmmmmmooos Fetal malnutrisyon ------------------------------- !
l B — hiicre kitlesi yada ada fonksiyonu
|
l Fetal bliyume

Cocukta malnutrisyon

l Erigkin B hiicre fonksiyonu

e e
D e

J Obezite  ? Diger insiilin
) Yas direnci
A 4
TiP 2 DM
Karaciger ve diger Hipertansiyon
organ malfonksiyonu l

Metabolik sendrom
Sekil 2: Tip 2 DM gelisiminin intrauterin gevre ile iligkisi (Hales CN ve ark, 2001’den

uyarlanmistir.)
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intrauterin hayatta yalniz koétii beslenmenin degil ayni zamanda fazla
beslenmenin de ileri yaglarda obezite ve DM gelisimini kolaylastirdigi yapilan bazi
calismalarda ortaya konmustur. Ozellikle diyabetik anne bebeklerinde bu riskin
yuksek oldugu belirtiimektedir. Diyabetik annenin gebeligi sirasinda olusan
hiperglisemik ortam, fetliste insidlin salinimini  surekli arttirarak, bebegin
makrozomik dogmasina neden olmaktadir. Makrozomik dogan diyabetik anne
bebeklerinde 10-16 yaslarinda glikoz tolerans bozukluklari, daha ileri yaslarda ise
obesite ve Tip 2 DM gelisim risklerinin diger bebeklerden daha ylksek oldugu
ifade edilmektedir. Ancak diyabetik anne bebeklerinde ileri yaslarda Tip 2 DM
gelisim riskinin yUksek olmasindan sadece intrauterin olumsuz kosullar degil ayni
zamanda anneden aktarilan ve DM gelisimine vyatkinhk olugturan gen
polimorfizmleri de sorumlu tutulmaktadir (28).

Tip 2 DM’nin genetik etiyolojisi bilim adamlari i¢in halen énemli bir aragtirma
konusudur. Yapilan c¢alismalar sonucu elde edilen birtakim bulgular, genetik
yapinin Tip 2 DM gelisimindeki dnemli etkisini ortaya koymaktadir. Bu bulgulardan
biri, kliglk etnik topluluklar UGzerinde yapilan galismalardan elde edilmistir. Pima
yerlileri, Mikronezyalilar, Avusturalyali Aborjinler ve Meksikali Amerikalilar gibi
etnik yapisi bozulmamis kiguk toplumlarda Tip 2 DM prevalansinin ¢ok yuksek
oldugu tespit edilmigtir (29). Etnik yapisi bozulmamis kiguk toplumlarda,
atalarindan gelen mutant veya polimorfik allel frekansinin diger toplumlardan daha
yuksek oldugu bilinmektedir. Bu nedenle bazi hastaliklarin gértlme insidansi bu
topluluklarda yUksek oranda gorulebilmektedir. Bu durum belirli bir hastaligin
genetik yatkinligina neden olan polimorfizmlerinin arastiriimasinda buyuk kolaylik
saglamaktadir. Tip 2 DM’nin etnik yapisi bozulmamis bazi klguk topluluklarda
daha yuksek insidansta gézlenmesi, hastaligin genetik yatkinlik ile iligkili oldugunu
akla getirmektedir.

Tip 2 DM’'nin genetik faktorlerle iligkili oldugunu ortaya koyan diger bulgular ise
aile calismalari ile ortaya konmustur. Bireyler arasinda akrabalik derecesi ne
kadar yakinsa ortak atalardan kalitilan ortak gen sayisi artmakta, akrabalik
derecesi uzaklastikga ortak paylasilan allel sayisi gittikge azalmaktadir.
Multifaktoryel hastaliklarda, genlerin hastaliga katkisi arastirilirken, etkilenen
bireylerin akrabalik dereceleri onemli bir faktordur. Hasta bireyler arasinda
akrabalhigin yakinlik derecesi arttikga ortak atasal genlerin hastalikla iligkili olma

ihtimali, cevresel etkilerin katkisindan daha ylUksek olabilmektedir. Bu ydnde
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yapilan bir¢ok calismada Tip 2 DM hastaliginin ¢ok goézlendigi ailelerde ve 1.
derece akrabalarinda Tip 2 DM olan kisilerde DM gelisme riskinin, normal
populasyona gore 3.5 kat arttigi tespit edilmistir (24). Bunun yani sira bir bireyin
sadece bir ebeveyninde Tip 2 DM varsa, o bireyin 6mur boyu DM olma riski %40
iken, her iki ebeveyninde varsa bu riskin % 70e vyukseldigi literatlirde
belirtiimektedir (30). Yukaridaki calismalar 1siginda Tip 2 DM’nin ylksek oranda
ailesel ozellige sahip olmasi, hastaligin genetik yatkinhkla iligkili oldugu hipotezini
guglendirmektedir.

Tip 2 DM hastaliginin genetik kodkenini arastirmak igin ikiz galismalari da
yapilmigtir. Ikiz calismalari, genlerin ve cevrenin bir hastaliga katkisini
degerlendirmede oldukga énemli galismalardir. Monozigotik ikizlerin genotipleri her
lokusta ortaktir ve ayni intrauterin ortami paylasirlar. Dizigotik ikizler ise ayni
intrauterin ortami paylasmalarina ragmen genotipleri % 50 oraninda ortaklik tasir.
Bu nedenle bir hastalik igin monozigotik ikizlerde dizigotik ikizlere oranla daha
yuksek konkordans mevcut ise bu durum mevcut hastaligin genetik kdkeninin
gugli bir gostergesidir. Yapilan ikiz calismalarinda  monozigotik ikizlerde
dizigotiklere goére daha yuksek oranda Tip 2 DM igin birliktelik gozlenmistir.
Monozigotik ikizlerde her iki kardesin Tip 2 DM olma olasiligli %70 iken, dizigotik
ikizlerde bu oran %10 olarak tespit edilmistir (30). Bu sonug¢ Tip 2 DM gelisiminde
genetik yapinin énemine isaret etmektedir.

DM’in genetik yatkinhiginin belirlenmesine ragmen bilinen mendeliyen kurallara
uymadigi tespit edilmigtir. Cevresel faktorlerin de hastaliktaki Gneminden dolayi
Tip 2 DM genetik olarak multifaktoryel kalitim kalibina uymaktadir. Sekil 3’te
metabolik ¢evre ve bazi gen polimorfizmlerinin diyabet hastaligi ile yakin iliskisi

gosterilmigtir (31).
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Sekil 3: Tip 2 DM’de metabolik ¢cevre ve iligkili gen polimorfizmleri (Farbstein D ve

ark, 2010)

Ayrica gunumuze kadar 40’dan fazla gen hastalikla iligkilendiriimesine ragmen

Tip 2 DM’nin genetik iceriginin ¢ok az bir kismi agiklanabilmistir (Tablo 2)(30).

Tablo 2: Polimorfizmleri Tip 2 DM gelisiminden sorumlu tutulan aday genler

ADAMTS9
CDC123/CAMK1D
DUSP9

HNF1B

JAZF1
NOTCH2/ADAM30
RBMS1

THADA

ZBED3

GCK
BCDIN3D/FAIM2

MC4R
TMEM18

ARAP1 (CENTD2)
CDKALA1
HHEX
HCCA2
KCNJ11
PPARG
SLC30A8
TP53INP1
ZFANDG6
GCKR
AIF1/NCR3
NEGR1

BCL11A
CDKN2A/2B
HMGA2
IGF2BP2
KCNQ1
PRC1

SRR
TSPAN8-LGR5
ADCY5
MTNR1B
FTO

CAPN10
TLE4
HNF1A
IRS1
KLF14
PTPRD
TCF7L2
WFS1
DGKB/TMEM195
PROX1
GNPDA2

SFRS10/ETV5/DGKG SH2B1

DM hastaliginin

genetik yatkinlik olabilecegi

yalniz gelisimi degil komplikasyonlarinin olusumunda da

tahmin

edilmektedir.

komplikasyonlarin
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gelisiminden sorumlu olabilecek genleri bulmak igin birgok arastirma
yapilmaktadir. Tip 2 DM komplikasyonlarindan sorumlu olabilecek bir¢ok gende
polimorfik degisikliklerin olabilecedi tahmin edilmekte ve bu yonde arastirmalar
devam etmektedir ( Tablo 3)(31).

Tablo 3: Polimorfizmleri Tip 2 DM’in komplikasyonlarinin gelisiminden sorumlu
tutulan aday genler

ACE ADIPOQ/ACDC ADIPOR1 AGT
AGTR1 CD40 CTP COX2
CX3CR1 ENPP1 EPHX2 HL
HSP70-2 GCH1 GSTT1 GSTM1
APOA4 APOE aP2 GSTP1
IL6 LPL MT1A MCP-1
NFKB1 PAI-1 PTPN1 RANTES
VEGF PPAR-A MTHFR PON-2

Genel kabul goren bir hipotezde Tip 2 DM gibi kompleks hastaliklarin, birgok
gende bulunan yaygin  varyasyonlarin  birlesiminden  kaynaklandigi
dusundlmektedir. Bu grup hastaliklarda polimorfik olan minér allel frekansi %5’in
Uzerindedir. Bu polimorfizmlerin birlesimi ayni zamanda olumsuz ¢evresel
faktorlerin de etkilemesi sonucu kompleks hastalik olusma yatkinhdini da
arttirmaktadir (32).

insan genomunda olusan tek nikleotid degisikliklerine, populasyonun
%71’inden azini etkiliyorsa mutasyon, %1’inden fazlasini etkiliyorsa polimorfizm adi
verilmektedir. Toplumun %1’inden fazlasini etkileyen tek nukleotid polimorfizmleri
(SNP), insanda en o6nemli genetik varyasyon nedenidir. SNP’ler, bilinen tim
genetik degisikliklerin %90’in1 olusturmaktadir. Genomda her 100-300 baz giftinde
bir SNP oldugu tahmin edilmektedir. Yapilan ¢alismalarda insan genomunda 11
milyondan fazla SNP oldugu bildirilmistir. insan genomunun yaklasik %1.5’i protein
kodlayan genlerden olugsmaktadir. Bilinen 20-25.000 gen iginde de yaklasik
165.000 SNP oldugu tahmin edilmektedir (33). SNP’ler bireyler ve toplumlar
arasinda protein ekspresyon farkliliklarina yol acabilmektedir. Bu ekspresyon
farkliliklari kalitilabilmektedir. SNP‘ler yalnizca Uzerinde bulunduklari geni degil,
yakininda bulunan diger genlerin ekspresyonunu da etkileyebilmektedir. Bu

nedenlerle SNP’ler, mendelien kalitima uymayan kompleks gegigli multifaktoryel
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hastaliklar ve komplikasyonlarinin etiyopatogenezinden sorumlu tutulmaktadirlar
(34).

Tip 2 DM’in vaskuler komplikasyonlarina neden olabilecek genler arasinda
MTHFR geni de yer almaktadir. MTHFR geninin en yaygin polimorfik bolgeleri
olan C677T ve A1298C bdlgelerindeki degisiklikler de mikrovaskuler
komplikasyonlari ile iliskilendiriimistir (31). Ancak tek basina MTHFR gen
polimorfizmleri ile diyabetik néropati arasinda iliski olup olmadigina dair yapiimis
bir calisma bulunmamaktadir.

DM hastaliinin etiyopatogenezinde rol alan genetik faktorler arasinda sadece
genomdaki tek baz degisiklikleri degil, ayni zamanda epigenetik faktorlerin de rol
aldigi literatlrde belirtiimektedir. Epigenetik faktorler, ntkleotid dizisinde degisiklik
olmaksizin gen fonksiyonunu etkileyen ve kalitilabilen faktorlerdir. Epigenetik
faktorler arasinda yer alan DNA metilasyonu ve histon modifikasyonlari gen
ifadesini degistirerek, yasam boyu cevresel uyaranlara kargi genomun cevabini
etkileyebilmektedir. Aileden kalitilarak aktarilan bu epigenetik faktorler, olumsuz
cevre kosullar ile karsilastiklarinda bireyde Tip 2 DM gibi ¢esitli multifaktoryel
hastaliklara yatkinlik seklinde karsimiza cikabilmektedir. Ozellikle MTHFR
genindeki C677T ve A1298C bolgelerindeki polimorfizmler, genlerin metilasyon
paternini  degistirmekte = ve  organizmanin  c¢evreye verecedi yanit
etkileyebilmektedir (30).

5.2. Metiltetrahidrofolat Reduktaz (MTHFR)

5.2.1. MTHFR enziminin yapisi ve gorevi

MTHFR enzimi ilk olarak Frosst ve arkadaslari tarafindan 1995 yilinda insan
dokularindan elde edilmigtir. Yapilan bu ¢alismada MTHFR enziminin molekuler
agirhiginin yaklasik 77 kDa oldugu;homodimer olarak tanimlanan 2 alt birimden
olustugu ve bu alt birimlerin 40 kDa agirliginda N- terminal katalitik dizi ile 37 kDa
agirhiginda C — terminal duzenleyici dizi igerdigi tespit edilmigstir. Katalitik dizi olan
N-terminal bolgenin FAD ve 5,10- metilen THF’'a, C- terminal dizenleyici dizinin
ise S- Adenozil Metionin (SAM)’e baglandigi bulunmustur (35,36).

Son yillarda yapilan ¢alismalarla ginimizde insan dokularinda farkih MTHFR
polipeptidlerinin oldugu da bilinmektedir (37). MTHFR enzimi insanda tim

dokulardan izole edilebilmis ve aktivite gosterdigi de tespit edilmistir. Molekuler
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dizeyde bu aktivitenin goOsteriimesi igin farelerde yapilan ekspresyon
calismalarinda en diusuk enzim aktivitesinin karacigerde oldugu; enzimin beyin ve
bdbrekte, karacigerde oldugundan 2-3 kat, testiste ise 10 kat daha fazla aktivite
gosterdigi  tespit edilmistir  (38). Insanda da ayni aktivitenin  oldugu
dusunulmektedir.

Fonksiyonel olarak MTHFR enzimi incelendiginde ise en 6nemli gorevinin
folik asit metabolizmasinda dizenleyici bir role sahip oldugu goértulmektedir (39).
Bilindigi Gzere folik asit, esansiyel bir vitamin olup insan organizmasi igin disaridan
alinmasi gerekmektedir. Diyetle alinan folik asit barsaklarda bakteriler tarafindan
okside olarak tetrahidrofolat (THF)a indirgenmektedir. Barsaktan gecen folat
plazmada 5-metil tetrahidrofolat (5-metil THF)'In monoglutamat deriveleri olarak
dolagsmaktadirlar (40). Buradan hucre sitoplazmasina reseptor aracili endositoz ile
alinan folat, hicre igerisinde THF kofaktdrleri olarak timidin, purin, metionin sentezi
gibi bircok biyosentetik reaksiyonda, tek karbon metabolizmasinda, DNA sentez ve
tamirinde o6nemli rol oynamaktadir. Enzimin sitoplazma disinda mitokondride de
onemli gorevleri mevcuttur (41).

Folat kofaktorleri sitoplazmada baslica 3 biyosentetik yolakta yer almaktadir.
Sekil 4'te gosterildigi Uzere bu biyosentetik yolaklar; denovo purin sentezi, denovo
timidilat (dTMP) sentezi ve homosistein remetilasyonudur. Butin bu 6énemli
biyosentetik yolaklardaki folat kofaktorlerinin etkisi, sitoplazmada bulunan MTHFR
enziminin aktivitesi ile yakindan iligkilidir. Toplumda sik goérilen MTHFR gen
polimorfizmleri, enzimatik aktiviteyi azaltmakta ve bu biyokimyasal reaksiyonlari
olumsuz yonde etkilemektedir (42).

Bunun yani sira folatin en dnemli etkilerinden biri dTMP sentezine katiimasidir.
Folatin ana metaboliti olan THF, sitoplazmada piridoksal fosfat (PLP) bagimli serin
hidroksimetil transferaz (SHMT) enzimi aracihg ile 5,10-metil THF’a
donusmektedir. Bu reaksiyonda serin aa’i tek karbon vericisi olarak
kullanilmaktadir. 5,10 —metil THF, timidilat sentaz enzimi aracihdi ile tek
karbonunu uridilat (dUMP)’a vererek dTMP olusumuna katkida bulunmaktadir. Bu
sirada olugan dihidrofolat, tekrar THF’a donuserek folatin yeniden
kullanilabilmesini saglamaktadir. Bu reaksiyon DNA sentezinde Onemli bir
basamaktir. Bu reaksiyon gerceklesemez ise timin yerine urasil DNA’ya entegre

olmaktadir. DNA sentezi sirasinda timin yerine urasilin gegmesi, DNA’da nokta
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mutasyonlarina, tek ve ¢ift zincir DNA kiriklarina, kromozom kiriklarina,
mikronukleus olusumuna ve DNA tamir kusurlarina da yol agabilmektedir (43).

Ayrica folik asitin aktif metaboliti olan 5,10-metil THF ayrica denovo purin
sentezine de katilmaktadir. Bu metabolit, metiltetrahidrofolat siklohidrolaz enzimi
araciligi ile 10-formil THF’a donusmektedir. 6 adet enzimin olusturdugu purinozom
adi verilen purin sentezinde etkili olan bir komplekste 10-formil THF’da kofaktor
gorevini ustlenmektedir (Sekil 4) (44).

Bunun yani sira folat kofaktorleri, MTHFR enzimi araciligi ile homosistein ve
metionin aminoasidlerinin metabolizmasini da etkilemektedir. 5,10-metil THF,
sitoplazmik bir enzim olan MTHFR araciligi ile geri donusimsiz olarak 5-metil
THF’a indirgenmekte ve olusan 5-metil THF, homosisteini metilleyerek metionine
donustirmektedir. Metionin, hlcre proliferasyon ve gen ekspresyon olaylarinda
onemli gorevleri olan bir aminoasittir. Homosisteinden transmetilasyon reaksiyonu
ile olusan metionin aminoasidi, ya protein sentezine girer, yada S-adenozil
metionin (SAM) ‘e donusur. Organizmada SAM, 6nemli bir metil grubu vericisi
olarak gorev yapmaktadir (45). Bu nedenle SAM metabolizmasindaki bozukluklar,
hicresel  buyume, farklilasma ve fonksiyonu Uzerinde onemli etkilere yol
acabilmektedir (46). Ayrica SAM’in bu metilasyon etkisi, DNA metilasyon
mekanizmasinda da 6énemli bir role sahiptir. DNA metilasyon bozukluklari, bir ¢ok
genin ekspresyonunu etkilemekte, kromozomlarda yapisal ve sayisal problemlere
yol acabilmektedir (43). Sekil 5’te folat yetmezligine baghh meydana gelebilen
genetik degisikliklerden bahsedilmigtir.
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DNA SENTEZIi

FOLIK ASIT

MTHFR+FAD

DNA
METILASYONU

DNA SENTEZi

Sekil 4: MTHFR ve homosistein metabolik yolagi

- SAM:S-adenozilmetiyonin - BHMT:Betain homosistein metiltransferaz - MTHFR:Metiltetrahidrofolat rediiktaz
- CL: Sistationin gamma liyaz - MT: Metil transferaz - CBS:Sistatiyonin beta sentaz

- THF:Tetrahidrofolat - SAH:S-adenozilhomosistein
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Sekil 5: Folat yetmezligine bagh meydana gelebilen genetik degisiklikler
(Stover PJ ve ark, 2011’den uyarlanmisgtir.)

SAM olusumu organizmada MTHFR enzimi araciligi ile homosistein
transmetilasyonu sonucunda gergeklesir. Bu durum organizma igin onemli bir
MTHFR geninde bulunan
birikimine  yol

Homosisteinin yliksek dizeyleri ise hicreler igin toksik etki olusturdugu ve basta

homosisteinin  detoksifikasyon mekanizmasidir.

polimorfik  degisiklikler, vicutta homosistein acmaktadir.

kardiyovaskuler hastaliklar olmak Uzere bir¢ok vaskuler olayda risk faktort oldugu
literatirde bildirilmektedir (47). Sonu¢ olarak MTHFR enzimi; DNA sentezi ve
metilasyonu  arasindaki dengeyi duzenlemekte ayrica  homosisteinin
metabolizmasini da etkileyerek c¢esitli vaskuler olaylarin etiyopatogenezine katkida

bulunmaktadir.

5.2.2. Homosistein yapi ve ozellikleri

Homosistein, kikurt i¢erikli bir aminoasit olmasina ragmen proteinlerin yapisina
girmemektedir. Kimyasal olarak sistein aminoasidine ¢ok benzer. Sistein
aminoasidinden farkli olarak fazladan bir metil grubu tagimaktadir.

Homosistein, diyetle disaridan alinamamakta,

bir

Homosistein, vicutta hemen her dokuda sentezlenebilmektedir. MTHFR enziminin

organizmada tek karbon

metabolizmasinda ara UuUrin olarak metioninden sentezlenmektedir.
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rol aldigi bir reaksiyon ile de metillenerek tekrar metionine dénlismektedir.
Homosisteinden sentezlenen metionin ise hlcrede protein sentezine girmekte
veya SAMe donuserek DNA, protein, fosfolipid ve ndrotransmitterlerin
metilasyonunda 6nemli rol oynamaktadir (48).

Homosistein eksikligine literatirde rastlanmazken, homosisteinin plazmada
yuksekliginin hucrelerde toksisiteye yol acgabildigi bilinmektedir. Homosisteinin
organizmada birikimi, remetilasyon ve transsulfurasyon reaksiyonlari ile
engellenmektedir. Transsulfirasyon reaksiyonunda sistatiyonin beta sentaz enzimi
araciligi ile homosistein, 6zellikle karaciger ve bdbrekte, sisteine donlismektedir.
Homosistein, vaskuler doku ve deride ise sadece MTHFR aracili remetilasyon
reaksiyonu ile detoksifiye olabilmektedir. Cinkl bu dokularda transsulfurasyon
enzimleri bulunmamaktadir (49). Ayrica yalnizca karaciger dokusunda ortamda
betain varsa kisa bir yol olarak, betain homosistein metiltransferaz enzimi araciligi
ile de metillenerek homosistein, metionine donusebilmektedir (50).

Homosistein sentez ve detoksifikasyon reaksiyonlarinda gorev alan enzim veya
enzimi kodlayan genlerdeki mutasyonlar, homosistein ylUksekligine neden
olabilmektedir. Homosisteinin orta derecedeki ylksekligi bile pihtilagsma sistemini
aktifleyerek arteriosklerozis ve trombozis gelisimine de yol agabilmektedir (51). Bu
durum zaman igerisinde kardiyovaskuler hastaliklar, inme, demans ve Alzheimer
hastaligi gibi nérodejeneratif hastaliklar icin bir risk faktori oldugu da literaturde
bildirilmektedir (49).

Homosisteinin plazmada ylUkseldiginin hem vaskuler endoteliyal hicreler hem
de noronlar Gzerinde toksik etkileri oldugu bilinmektedir. Homosistein, endotelial
hidcre proliferasyonunu inhibe etmekte ve endotelial hicre yaslanmasini
hizlandirdidi yapilan arastirmalarda belirtiimektedir (52). Bu etkisi, gerek oksidatif
hasar olusturmasi gerekse de hilcrede metilasyon olaylarini inhibe ederek gen
ekspresyon degisiklikleri olusturmasi ile agiklanmaktadir. Ayrica vaskuler diz kas
hlcrelerinde kollajen sentezini arttirip hiicre biyumesini tetikleyerek aterosklerozis
gelisimine katkida bulunmaktadir.

Homosistein toksisitesinden, hicrede donustugu sistein ve metionin disindaki
diger metabolitleri sorumlu tutulmaktadir. Bu metabolitler, homosistein tiolakton
(Hcy-thiolactone), S-nitroso homosistein, homosisteik asit, homosistein disulfidler,
S-adenozil homosistein (AdoHcy)'dir (Sekil 6).
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Hcy-tiolakton
S-nitrozo-Hcy
_ _ Homosisteik asit
HOMOSISTEIN Hcy-disiilfidler
AdoHcy
Sistein
Metionin

Sekil 6: Homosisteinin organizmada olugsan metabolitleri (Jakubowski H, 2004))

- Hcy: Homosistein - AdoHcy: S-adenozil homosistein

Homosistein tiolakton, proteinlerdeki lizin aminoasidi ile reaksiyona girmektedir.
S-nitroso homosistein ise metionin, 16sin ve izoldsin aminoasitlerine ¢cok benzedigi
icin proteinlerde bu aminoasitlerin yerine gecgebilmektedir. Bdylece artmis
homosistein proteinlerin yapi ve fonksiyonunu bozabilmektedir. Ayrica
homosisteinlenmis proteinler oksidatif strese daha duyarli hale gelmektedirler.
Homosistein metabolitleri immun yaniti da tetiklemekte, homosisteinlenmis
proteinlere kargi olusan otoantikorlarin, plazma homosistein dizeyi ile orantili

olarak artigl, doku hasarina yol acabilmektedir (Sekil 7) (49).

HOMOSISTEIN

\

Homosistein-tiolakton

\

N-Homosistein-protein

Otoimmun cevap
Anti-N- Homosistein-protein antikorlari

}

Hucre 6lumu, enflamasyon

ATEROSKLEROZ

Sekil 7:Homosisteinin olasi ateroskleroz olugsturma mekanizmasi (Jakubowski H,
2006)
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Literatirde hiperhomosisteineminin vaskuler endotelde nitrik oksit Gretimini

azalttigi ve reaktif oksijen UrUnlerini arttirdigina iligkin bulgular mevcuttur (54).

Ayrica basta fibrinojen olmak Uzere pihtilasma yolunda bulunan diger proteinlerin

aktivitesini degistirerek aterotrombotik hastaliklara yatkinlik olusturabilmektedir

Bu

(Sekil 8) (55).

calismalar

vaskulopatiye yatkinlik olugturabildigini gostermektedir.

homosistein yuksekliginin ateroskleroz ve

\ Fibrinogen

Intrinsic system Extrinsic system
Contact activation Tissue injury
{raleasa of lissua
Factor _ Factor Heys S
Xl XIla
Heys
Facmf Y, Factor Factor___ Factor
Xl Xla VI Vila Inhibition of fibrinolysis
Facwr l Factor pre
Tt Xa '
Heys Factor VI, Hays
hosphol ; :
Pspicipoe Plasminogen Plasminogen
Faclor Factor X8 {fibrin surface) (fluid phase)
Heye Factor Va Hop HeE
Ca?! - Activated . =
Proth :hosphmlplds Profeinc -PA or u-PA
rothrombinase
complex _ £
Thrombomedulin
Heys Factor I _‘_ Factor I!a’ﬂ Y ¥
(prothrombin) Ca2+ {thrombin) Plasmin w_' Plasmin
proteinc ] fibrin surface) (fluid phase)
Factor Factor
Hoys/HIL il Xilla Heys

Fibrin (soluble) —— Fibrin (insoluble) —= Fibrin-degradation products

: Fibrinopeptide A or B

Coagulation

Fibrinolysis

Sekil 8: Homosistein ve onun metaboliti olan homosistein tiolaktonun koagulasyon

ve fibrinolitik sistem lizerine olan etkileri (Karolczak K ve ark, 2009)
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Ayrica homosistein metabolitlerinin néronlar igin sitotoksik oldugu c¢esitli hiicre
kultdra galismalarinda gosterilmistir. YUksek homosistein dizeyleri amiloid beta
peptid toksisitesini potansiyelize ederek Alzheimer hastaliginda néronal hasardan
sorumlu  tutulmaktadir  (56). Ayrica yapillan hayvan c¢alismalarinda
hiperhomosisteineminin beyinde dopaminerjik hucrelerde oksidatif hasara yol
acarak Parkinson hastaliginin etiyolojisine katkida bulundugu bildirilmistir (57).
Homosisteinin  norotoksisitesini, noéronlarda DNA hasarini, oksidatif stresi
arttirmasi, N-metil-D-aspartat (NMDA) reseptorlerini asiri uyarmasi ve glutamat
norotoksisitesini potansiyelize ederek hucreleri apopitozise yonlendirmesi seklinde
aciklayan yayinlar da literatirde mevcuttur (58).

Hiperhomosisteinemi, sitotoksik 06zelligi ve vaskller hasara yol agmasi
nedeniyle birgok hastalikla iliskilendiriimistir. Ozellikle aterosklerotik kalp hastalig
icin bagimsiz bir risk faktéridir. Bunun yaninda noéral tip defektleri (59),
sendromik olmayan yarik dudak-damak (60), dogumsal kalp hastahg (61),
depresyon (62), Alzheimer hastalii ve vaskuler demanslar (63), migren, meme
kanseri ve diabetik nefropati ile hiperhomosisteinemi iligskilendiriimektedir. Butun
bu hastaliklarda hiperhomosisteinemiye neden olan en sik nedenin ise MTHFR

gen polimorfizmleri oldugu belirtiimektedir (48).

5.2.3. MTHFR geninin yapisi ve gorevleri
MTHFR geni, vicutta MTHFR enzimini kodlayan, 1 no’lu kromozomun telomer

bdlgesine (1p36.3) yerlesmis fonksiyonel bir gendir (Sekil 9).
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Sekil 9: MTHFR geninin 1 nolu kromozom iizerindeki lokalizasyonu
(http://ghr.nlm.nih.gov/gene/MTHFR)
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MTHFR geni, 27.374 baz cifti (27.37 kb) bulyukliginde ve 12 ekzondan
olusmaktadir (Sekil 10). 1 nolu kromozom uzerinde 11845786- 11866159

arasindaki baz dizisinde yer almaktadir.

n MTHFR 4324 chr1:11843786-11866160 - 1 transcript UCSEC - hg19 Feb 2004
i

o

_ gﬁ?&?‘ " —_— o
— B
- C"p_, Kb
T T T T T T
11600 11700 11800 11800 12000 12100

e ey Y || |11 1]
12 b1 4 3 2

11 1 9876

- (chr1l- P;Cb from pter
I I I I

11845 11850 11855 11860 11865

Sekil 10: MTHFR geninin 1p36.3’teki intron ve ekzonlarinin yerlegimi
(http://atlasgeneticsoncology.org/Genes/png/MTHFR.png)

MTHFR geni uzun yillardir bilinmesine ragmen ilk olarak 2000 yilinda genin 3
farkli mRNA Uriininiin oldugu dokularda tespit edilmistir. Ozellikle 2.8 ve 7.2 kb
uzunlugundaki MTHFR geninin mRNA drunleri, tim dokularda gdzlenirken, 9.8
kb’lik GrinU yapilan ¢alismalarda sadece beyin, kas, plasenta ve mide dokusunda
gOzlenebilmistir. Bu genin tim mRNA drinlerine bakildiginda ise en yluksek olarak
kalp, akciger ve testis dokusunda bulundugu gézlenmistir. DNA metilasyonunu da
etkileyen MTHFR geninin testis dokusundaki ylksekligi, bu dokuda gerceklesen
normal germ hlcre maturasyonu, genomik damgalanma ve DNA onarim surecine
de oOnemli bir etkisinin olabilecegini dusundurmektedir. Yapilan calismalarda
MTHFR geninin 3 mRNA Urtininin dokulara gore farkhlik gostermesi nedeniyle bu
genin ekspresyonunun dokuya 0zgu kalitatif ve kantitatif fonksiyonel olarak

farkliliklar gosterdigi sonucuna ulasilimigtir (64).
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MTHFR geninin genomik yapisini aragtiran bir g¢alismada genin promotor
bolgesinin TATA dizisi igcermedigi tespit edilmistir. Promotor bdlgesinde TATA
dizisi olmayan genlerin dig uyaranlardan, cevresel faktorlerden daha c¢ok
etkilendigi bilinmektedir. Ayrica MTHFR geninin promotor bdlgesinde GC
bazlarindan zengin bdlgeler bulunmustur. Bu bdlgelerin varligi, Sp1 gibi bazi
transkripsiyon faktorlerinin baglanmasini kolaylastirmaktadir. Sp1 transkripsiyon
faktorunin cekirdekteki seviyeleri hlcre tipine ve organizmanin gelisiminin farkh
donemlerine gore degisiklik gostermektedir. Ayrica Sp1, promotor bdlgesinde
TATA dizisi olmayan MTHFR gibi genlerin bazal transkripsiyonunu da
duzenlemektedir (37).

Yapilan bir¢ok ¢alismada MTHFR geninde alternatif kesme bdlgelerinin oldugu
da tespit edilmigtir. Ayrica bu genin 5 wucunda cesitli transkripsiyonel ve
translasyonel baslangi¢ bdlgelerinin, 3’ ucunda ise ¢esitli poliadenilasyon
bdlgelerinin oldugu 2002 yilinda yapilan bir galismada belirlenmigstir (38 C). Son
yillarda yapilan bir bagska ¢alismada ise MTHFR geninin 7.2 ve 9.8 kb’lik mRNA
transkriptlerinin 3 UTR bdlgelerinin beklenenden c¢ok daha uzun oldugu
g6zlenmistir.  Bu durumun c¢esitli protein izoformlarina neden olabilecegi
dusunulmektedir (64).

5.2.3.1. MTHFR geninin allelik varyantlari

MTHFR geninde meydana gelen tek nlkleotid degisiklikleri, mutasyon ve
polimorfizmler, genin fonksiyonel o6zelliklerini degistirebilir. Bu durum MTHFR
enziminin  aktivitesini orta veya siddetli derecede bozabilir. Sonugta
hiperhomosisteinemi, homosistinuri ve folat metabolizma bozukluklari gibi
metabolik problemlere yol acabilir. MTHFR enzim aktivitesini bozan allelik

varyantlarin en sik olanlari C677T ve A1298C polimorfizmleridir.

5.2.3.1a. MTHFR termolabil polimorfizm, 677C >T (rs1801133)

Kang ve arkadaslari 1991 yilinda yaptiklari bir galismada MTHFR geninde
4. ekzonda yer alan 677. nukleotiddeki sitozin yerine timin nukleotidinin girmis
oldugu termolabil bir polimorfizmi kesfetmislerdir. Bu polimorfizmde allellerden
birindeki sitozin-timin degisimi sonucu olugan heterozigot (C/T) genotip
durumunda normalin %65’i, allellerin her ikisindeki homozigot (T/T) genotip

durumunda ise normalin %30’u dlzeyinde aktivite gosterdigi bulunmustur. Ayrica
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bu degisikligin enzim termolabilitesini arttirdigi ve bunun sonucu olarak da
monomerlerinde flavin kaybina neden olarak enzimatik aktivitenin azaldidi tespit
edilmigtir (65).

Frosst ve arkadaslari 1995 yilinda bu nukleotid degisimindeki homozigot
mutasyonun orta derecede hiperhomosisteinemiye neden oldugunu bulmuslardir
(35). Homosistein duzeyinin yuksek oldugunun tespiti, bu polimorfizmin vaskuler
hastaliklar igin bir risk faktorl olabilecedini akla getirmistir. Clinkl plazmada artan
homosistein, vaskuler endotel hucrelerinde doku hasarina neden olarak, aterom
plagi gelisimine neden olabilen akut faz reaktanlarini tetiklemektedir (66).
GUnumuzde ise MTHFR 677T/T homozigot polimorfizminin bireylerde, orta
dizeyde homosistein artigsina neden oldugu, artan homosisteinin ise iskemik kalp
hastaligi, inme, derin ven trombozu ve periferik arter hastaligina yol acgabildigi
bilinmektedir (67). Kluijtmans ve arkadaslarinin 1996 yilinda yaptigi bir ¢alismada,
T/T homozigotlarda kardiyovaskuler hastaliklar agisindan 3 kat artan riskten
bahsedilmektedir (68). 2002 yilinda yapilan bir metaanalizde ise 677T/T
genotipinin, yuksek homosistein ve dusuk folik asit duzeyleri ile birlikte koroner
kalp hastaligi igin yuksek risk olusturdugu tespit edilmistir (69). Ayrica 2009 yilinda
yapilan bir diger ¢alismada, 677T/T homozigot genotipin, 677C/C genotipine gore
periferik arter hastaligi agisindan artmis riske sahip oldugu bildirilmistir (70).

Vaskuller hastaliklarin  yanisira, MTHFR gen polimorfizmlerinin  folat
metabolizmasinda bozukluklara yol agarak, bebeklerde néral tup defektlerine
(NTD) neden olabilecegi yapilan calismalarla ortaya konmustur. NTD, tim
dinyada en sik gorilen 2. dogumsal yapisal anomalidir ve 500 dodumda bir
gorulmektedir (71). Birgok calisma gostermistir ki, konsepsiyon dncesi ve sonrasi
folik asit destedi NTD gorulme ve tekrarlama riskini dusirmektedir. Gunumuizde
arttk NTD gelisiminin genetik ve c¢evresel etkilesimin sonucunda olustugu
bilinmektedir. Sorumlu genetik faktorlerden birinin ise MTHFR genindeki C677T
polimorfizmi oldugu yapilan ¢alismalarla ortaya konmustur (72).

NTD’li bebeklerin fibroblast kulturlerinden yapilan bir ¢alismada, homozigot
MTHFR 677T/T genotipinin NTD riskini 7.2 kat arttirdigi tespit edilmigstir (73). Yine
baska bir calismada, annedeki folik asit eksikligi ile anne ve bebekteki 677 T/T
genotipinin NTD riskini arttirdidi tespit edilmistir. T/T homozigot anne ve NTD’li
bebeklerinde serum ve eritrosit folat dizeyleri dustk bulunmustur (74). Yapilan bu

calismalarla anne ve bebekteki MTHFR polimorfizmi ile annedeki disik folat
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dizeylerinin, bebekte  NTD riskini arttirdigi tespit edilerek, insanlarda hastalik
gelisiminde genetik ve c¢evre (beslenme) etkilesiminin 6nemi vurgulanmistir.
isotalo ve arkadaslarinin yapti§i bir calismada ise, fetiiste MTHFR C677T ve
A1298C genotiplerine bakilmig, 3 ve daha fazla mutant alleli olan fetuse
rasttanmamistir. MTHFR 677CT/1298CC ve 677TT/1298CC genotiplerinin
yasamla bagdasmadigi, fetislin yasama ve dogma olasiligini dasurdigl bu
calismada ifade edilmektedir (75).

MTHFR 677 T/T genotipi, izole yarik dudak-damak (76), hipertansiyon (77),
preeklampsi (78), vendz tromboemboli (79), depresyon (80), aurali migren (81),
primer acgik acili glokom (82), sizofreni (83) ile iligkilendirilmistir. Sizofrenide dusuk
folat dlzeyleri ile birlikte MTHFR 677T/T genotipi, 6zellikle negatif semptomlara
yatkinlik olusturmakta ve hastaligi daha da agirlastirmaktadir (84). MTHFR
677T/T genotipinde meydana gelen yuksek homosistein dlizeyleri, dopaminerjik
noronlar igin toksik olabilir ve striatumdaki dopamin déngusunu hastalik yoninde
etkiliyor olabilir (85). Ayrica homosistein yuksekligi beyinde eksitotoksik etki
olusturmaktadir. Bu etki sonucu homosistein, beyinde glutamat ve benzeri
maddelerin agiri salinimina neden olarak néronal hasara yol agabilmektedir (80).
Yine MTHFR C677T polimorfizminin noéronlar Uzerindeki olumsuz etkileri, folat
metabolizmasi Uzerindeki olumsuz etkileri ile iligkili olabilir. Folat, tek karbon
metabolizmasi Uzerinden serotonin ve diger norotransmitterlerin sentezinde ¢ok
onemli rol oynamakta ve antidepresan 6zelligi olan SAM sentezinde esansiyel bir
gorevi bulunmaktadir Ayni zamanda MTHFR genindeki bu polimorfizm, DNA
metilasyonunda ve hucre igi yasamsal metilasyon sureclerinde bozukluklara yol
acarak santral sinir sistemini (SSS) etkiliyor olabilir. Sizofreni gelisiminde gen-
cevre etkilesimini tanimlarken, SSS gelisimi sirasinda DNA metilasyon
degisikliklerinin dnemli rol oynayabilecegi ifade edilmektedir (86). Tum bu etkiler
nedeniyle MTHFR C677T polimorfizminin sinir sistemi ile ilgili hastaliklara yol

acabilecegi dusunulmektedir.

5.2.3.1b. MTHFR termolabil polimorfizm, 1298 A>C (rs1801131)

MTHFR geninde C677T polimorfizmi diginda genin baska bir boélgesindeki
polimorfik degisikligin de c¢esitli hastaliklarla iligkili oldugu gunumuzde
bilinmektedir. Van der Put ve arkadaglari 1998 yilinda MTHFR genine ait yeni bir

polimorfizm tespit etmiglerdir. Genin 7. ekzon ve regulator dizisinde bulunan 1298.
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nikleotidinde A—C degisimi sonucunda, glutamin aa’nin alanine donustigu
belirlenmistir (87). Bu calismada tek basina MTHFR 1298 C/C veya A/C
mutasyonlari, 677 T/T kadar yuksek homosistein ve dusuk folat dizeyleri ile iligkili
bulunmamistir. Ancak, MTHFR geninde 677C/T heterozigotlugu ile birlikte oldugu
zaman ise ciddi anlamda enzimin aktivitesinin azaldigi tespit edilmistir. Son
yillarda yapilan ¢alismalarda ise MTHFR A1298C polimorfizminin sizofreni (88),
inme (89), hipertansiyon (90), okluziv arter hastaligi ve derin ven trombozu (91),
primer agik acili glokom (92), renal ven trombozu (93), romatoid artrit (94) ve son
donem bdbrek hastalarinda (95) kardiyovaskuler hastalik riski ile iligkili oldugu
ortaya konmustur. Vaskuler hastaliklarla iligkisi genellikle homosistein yuksekligine
neden olmasi ile agiklanmigtir.Yapilan bagka bir gcalismada ise MTHFR genindeki
birlesik heterozigotluk durumunun (677C/T ve 1298A/C), 677T/T homozigotlugu
gibi dederlendirilebilecegi ve NTD gibi hastaliklarla iligskilendirilebilecegi ifade
edilmektedir. 677. ve 1298. bolgelerindeki 3 veya daha fazla mutasyon yasamla
bagdasmazken (75), en az bir mutasyonun, folat ihtiyacinin ylksek oldugu
embriogenez doneminde, embriyoya zararli etkileri olabilecegi, dusuk
materyellerinden yapilan bir calismayla gdsterilmigtir (96).

Ayrica MTHFR geninin 677T/T veya 1298C/C mutasyonlarinin genomda DNA
metilasyonunu anlamli derecede azalttig1 tespit edilmistir (97). Bu epigenetik
mekanizma sonucunda MTHFR  polimorfizmleri hicrede = genomun
hipometilasyonuna yol agarak kolorektal, gastrik, akciger, endometrial kanserler ve

I6semilerle iliskili oldugu bir¢ok yayinda ifade edilmektedir (98 -102).

5.3. MTHFR ve DM

DM hastaliginin  ve komplikasyonlarinin gelisimine ydnelik etiyolojik
arastirmalar, halen surmektedir. Bu konuyla ilgili olarak plazma homosistein
yuksekligi ve MTHFR gen polimorfizmleri de suglanmaktadir.

Son yillarda yapilan c¢alismalarda Tip 2 DM hastalarinda hiperglisemi ile
hiperhomosisteinemi arasinda siki bir iligki oldugu tespit edilmistir. Ancak
hipergliseminin ~ mi  homosistein  yuksekligine neden oldugu yoksa
hiperhomosisteinin mi hiperglisemiye yol a¢tigi halen arastirma konusudur (103).
Yapilan diger calismalarda ise kronik hiperinsilineminin ve insulin tedavisinin

plazma homosistein yuksekligine yol actigi tespit edilmistir (104). Ayrica Tip 2 DM
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hastalarinda zaman iginde gelisen bdbrek fonksiyon bozuklugunun da plazma
homosistein dlzeyinin yukselmesine neden olabilecegdi bildirilmistir (105).

Tip 2 DM hastalarinda ylUkselen homosistein dizeyleri bu hasta grubunda
vaskuler komplikasyonlarla iligkilendirilmistir. Hiperhomosisteinemi organizmada
Ozellikle vaskuler endotel hicreleri icin toksik etki olusturmaktadir. Sonugcta
homosistein yukseldigi zaman HDL'nin antiaterojenik aktivitesini azaltmakta,
oksidatif stresi arttirmaktadir. Bunun yani sira doku faktori ve faktor 5 gibi
pihtilagsma faktorlerinin sentez ve aktivasyonunu arttirip, fibrinolizisi, protein C,
nitrik oksit, prostasiklin gibi antikoagllan etkisi olan molekullerin sentez ve
aktivasyonunu azaltarak prokoagulan etki de olusturmaktadir. Bu olumsuz etkileri
sonucunda hiperhomosisteineminin Tip 2 DM hastalarinda kardiyovaskuler
hastaliklar (106), periferal arteriopati, nefropati (107), néropati (108) gibi makro ve
mikrovaskuler komplikasyonlar igin artmis bir risk faktori oldugu literatlrde
bildiriimektedir.

Tip 2 DM hastalarinda zaman icinde ylkselen homosisteinin, ayni zamanda
MTHFR geninin 677 ve 1298 bdlgelerindeki en yaygin polimorfizmlerinde de
yukseldigi bilinmektedir. Tip 2 DM hastalarinda diger faktorlerin yani sira MTHFR
677 ve 1298 bolgelerindeki polimorfizmlerin de homosistein yuksekligine neden
olarak, bu grup hastalarda vaskuler komplikasyonlar igin risk  olusturdugu
dusundlmektedir. MTHFR polimorfizmlerinin diabetik retinopati gelisimi agisindan
da onemli bir risk faktérl oldugu, Japonya’da yapilan bir arastirmada tespit
edilmistir (109). Baska bir calismada ise MTHFR gen polimorfizminin, DM
hastalarinda, periferik arter hastaligi agisindan normal populasyona gore 3.5 kat
risk artisina neden oldugu bildirilmektedir (110). Ayrica diyabetik nefropati (111),
diyabetik hastalarda inme risk artisiyla (112) ve Tip 2 DM hastalarinda artmis
koroner kalp hastahgi riski (113) ile iligkili oldugunu ifade eden yayinlar da
mevcuttur. Ancak literatirde MTHFR C677T ve A1298C polimorfizmlerinin
diyabetik noropati ile iligkisini gosteren herhangi bir gcalisma bulunmamaktadir.

Bu calismada diyabetin mikrovaskuler komplikasyonlarindan olan diyabetik
néropatinin olusum patogenezinde MTHFR genindeki C677T ve A1298C

polimorfizmlerin muhtemel etkilerinin ortaya ¢ikariimasi amaglanmistir.
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6.Gere¢ ve Yontem

6.1. Arastirmanin Tipi

Arastirma retrospektif vaka-kontrol klinik ¢calismadir.

6.2. Arastirma Bolgesi ve Zamani

Hasta grubu, 2010 yilinda Selguk Universitesi Meram Tip Fakiltesi I¢
Hastaliklari Anabilimdali Endokrinoloji Poliklinigine bagvuran, en az 10 yildir Tip 2
DM tanisi nedeniyle takip edilen ve elektrondéromiyografi (ENMG) tetkiklerinde
Diabetik Periferik Polindropatisi olan hastalardan olugsmaktadir.

Kontrol grubu ise 2010 yilinda Konya ilinde yasayan rastgele secilmis saglikl

gonullilerden olusmaktadir.

6.3. Arastirma Evreni ve Yeri

Bu arastirmada Konya ilinde yasayan ve Selguk Universitesi Meram Tip
Fakiiltesi i¢ Hastaliklari Anabilimdali Endokrinoloji Poliklinigine bagvuran Tip 2 DM
hastalari arastirma evrenini olusturmaktadir. Arastirma uygulamasi, Selcuk
Universitesi Meram Tip Fakdiltesi Tibbi Genetik Anabilimdali biinyesindeki Genetik

Hastaliklar Tan1 Merkezinin Molekller Genetik laboratuarinda yapilmigtir.

6.4. Orneklem Segme Kriterleri
Hasta grubunda;
- Enaz 10 yildir Tip 2 DM hastasi olmak,
- Herhangi bir otoimmun hastaligi bulunmamak,
- Diyabetik Periferik Noropati haricinde herhangi bir nérolojik
hastaligi bulunmamak,
- Diyabetik Periferik Noropati tanisi ENMG raporu ile kanittanmig
olmak.
Kontrol grubunda;
- Halen veya 6zgecmisinde otoimmun, kardiyovaskuler, nérolojik

veya diger sistemleri tutan kronik bir hastaligi bulunmamak.

6.5. Galisma Gruplarinin Randomizasyonu
Arastirmanin yapildigi bolgede érneklem se¢gme kriterlerine uygun ilk
belirlenen 103 Diabetik Periferik Polinéropati hastasi ve kontrol grubu olarak da

100 saglikli birey arastirma kapsamina alinmistir. Arastirmaya ilk dahil edilenlerle
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birlikte arastirmanin uygulama asamasi basglatimis ve yeni dahil edilenlerle

surdUrtlmustir. Bu asama toplam olarak 12 ay surmustar.

6.6. Aragtirma Oncesi Bilgilendirme

Hasta ve kontrol gruplarina oncelikle arastirmaya dahil olma kriterleri
anlatilmistir. Kriterlere uygun bireylerden sadece bir kerelik kolun antekubital
bdlgesinden 6zel bir tipe 1cc kadar vendz kan alinacagi ardindan DNA’larinin
izole edilerek  toplumda sik gorulen bir gen polimorfizminin calisilacagi
belirtiimigtir. Calismanin tamamen gonulltlik esasina dayandidi ve kan verseler
dahi istedikleri zaman c¢alismadan c¢ikabilecekleri 6zellikle ifade edilmistir. Gerekli
bilgiler verildikten sonra c¢alismaya katiimak isteyen ve kriterlere uyan bireylere

gonulli onam formlari okutulup imzalatilmigtir (Ek-1 ve Ek-2).

6.7. Arastirmanin izni ve Etik Durum

Arastirmaya baslamadan 6énce Selguk Universitesi Meram Tip Fakiiltesi'ne
bagli Etik Kurul komisyonuna yapilacak tum iglemleri bildiren detayli bir ¢calisma
protokolU sunulmustur. Etik kurul onayi 24.11.2010 tarih ve 2010/162 sayili karari
ile alinmistir (Ek-3)

6.8. MTHFR Polimorfizmi Belirlenmesinde Kullanilan Yéntemler

GUnumuzde MTHFR gen polimorfizmini belirlemek icin Polimeraz Zincir
Reaksiyonu/ Restriksiyon Enzimi Uzunluk Polimorfizmi (PCR/RFLP), Gergek
Zamanh Polimeraz Zincir Reaksiyonu (RT-PCR) ve bdlgesel DNA dizileme
(Pyrosequencing) gibi ¢esitli ydontemler kullaniimaktadir.

Polimeraz Zincir Reaksiyonu/ Restriksiyon Enzimi Uzunluk Polimorfizmi
(PCR/RFLP) yontemi, ilk kullanilan yontemdir. PCR yodntemi ile hedef diziye
spesifik oligonukleotid dizisi (primer) kullanilarak gerekli DNA dizisi cogaltilir.
Cogaltilan DNA dizisi bolgeye 6zgu bir enzim ile kesilir. Elektroforez cihazinda
etidium bromid ilave edilmis agaroz jelde DNA vyurutilerek, UV isik altinda
sonuglar degerlendirilir. PCR/ RFLP yontemi jele dayali ve ¢ok zaman alici bir
yontemdir. Genis epidemiyolojik galismalarda uzun zaman aldigindan bu yontemin
kullanimi sinirhdir. Ayrica etidium bromid gibi kullanicinin sagligini riske atabilecek
kimyasallar da kullanildigindan tercih edilmemektedir. Bu ydntemde yeni
yontemlere gore daha yuksek oranda yanlis negatif veya yanlig pozitif sonuglar

gorllebilmektedir.
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Gercek Zamanli Polimeraz Zincir Reaksiyonu (RT-PCR) ydntemi bir diger
MTHFR polimorfizm analiz yontemidir. Bu ydntemde farkli floresan boyalarla
isaretlenmis 2 prob ( isaretli primer) kullanilir. Normal ve polimorfik allel igin ayri
olarak duzenlenen bu problar, PCR cihazinda her dongude sentez sirasinda
Isima verir. Olusan 1simanin miktari bilgisayarda grafik haline déntsturalir ve bu
grafiklere gore degerlendirme yapilir. RT-PCR yodntemi kantitatif ve guvenilir bir
yontem olmakla birlikte sistemin optimizasyonunda sikinti yasanabilmektedir. Her
uygulamada amplifikasyonun dogru yapilip yapilmadigini belirlemek igin internal
kontrol dizi ve probuna ihtiyag vardir. Ayrica primer setinin galistigini gézlemlemek
icin ise nuUkleotid dizisi bilinen pozitif kontrole bu sistemde gereksinim
duyulmaktadir. Prob dizayni ve Tm degerlerini dnceden optimize etmek oldukga
hassas bir ¢alismay! gerektirir ve sadece bilgisayardan ¢ikan grafiksel sonuglara
gOre yorum yapillir.

Bdlgesel dizileme yontemi, MTHFR polimorfizmini belirleyen en son gelistirilen
ve bizim de kullandigimiz yontemdir. Bolgesel dizileme (Pyrosequencing), senteze
dayali yeni bir DNA dizileme ydntemidir. Oncelikle ilgilenilen DNA bdlgesinin PCR
ile cogaltiimasi saglanir. PCR sonucu elde edilen tek zincirli DNA dizisine
baglanan sekans primerinin 3’ ucuna 4 farkli nikleotid ( dATP, dCTP, dGTP, ve
dTTP ) tek tek eklenmektedir. NUkleotid ekleme islemini DNA polimeraz enzimi
yapmaktadir. Eklenen nukleotid, kalip DNA’nin tamamlayicisi degilse baglanma
olmamakta ve o nukleotid apiraz enzimi araciligi ile ortamdan uzaklastiriimaktadir.
Eklenen nikleotid, kalip DNA'nin tamamlayicisi ise agiga ¢ikan inorganik fosfat
(PPi) ATP sulfurilaz enzimi araciligi ile derhal ortamdaki adenozin 5’ fosfosulfat
(APS) ile birleserek ATP’ye donuismektedir. ATP ise lusiferaz enzimi araciligiyla,
ortamda substrat olarak bulunan lusiferini oksilusiferine donustirmektedir. Bu
sirada agiga cikan 1sima CCD kamera ile algilanip Pyrogram programi ile her
nikleotite ait farkli renkte pikler olusturmaktadir (114). Sekil 11’de bdlgesel

dizileme sisteminin ¢alisma prensipleri sematik olarak gosterilmistir.
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Sekil 11: Bolgesel dizileme sisteminin sematik gosterimi
(http://www.qiagen.com/literature/brochures/category.aspx?1D=3559)
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Bdlgesel dizileme sistemi birgok genetik arastirma igin oldukga hizli, uygun ve
guvenilir bir metoddur. Yontemin bir dezavantaji, en fazla 60-100 nikleotide kadar
dizileme yapabildiginden tum genomun dizilenmesi icin uygun olmayisidir. Ancak
bolgesel dizileme sistemi her allel igin kantitatif sonu¢ verdiginden SNP
taramalarinda, CpG metilasyon c¢alismalarinda, hemopoetik  kimerizm
analizlerinde, tumodr ve normal hlcre igeren karisik Orneklerdeki heterojen
genotipin ayriminda diger analizlere gore oldukg¢a avantajli bir yontemdir. Belirli bir
bolgedeki nukleotid degisimini kisa surede ve vyuksek dogrulukla ortaya
cikarabilmektedir.

Sistem kendi i¢inde negatif ve pozitif kontrolleri barindirmakta ve bu da ayri bir
avantaj saglamaktadir. Ornegin SNP taramalarinda sisteme verilecek niikleotid
sirasi programlanirken SNP’den hemen 6nceki 1 veya 2 nikleotid negatif kontrol
olarak kullaniimaktadir. SNP’den sonraki sisteme verilecek nlkleotid sirasi ise
pozitif kontrol olarak degerlendiriimektedir. Ayrica bir kontrole gerek
duyulmamaktadir.

Calismamizda MTHFR gen polimorfizmi calismasinda bolgesel dizileme
yontemi, yukarida belirtilen dogru, hizli, givenli sonu¢ verme avantajlari nedeniyle

tercih edilmistir.

6.9. DNA izolasyonu

Her bir galisma ve kontrol grubundaki bireyden DNA izolasyonu igin ¢alismaya
alinacak kanlar, buzdolabinda +4°C’ de saklanmistir. DNA izolasyonu EZ1 Blood
200yl Kit ( Qiagen, Almanya) ile Bio Robot EZ1 ( Qiagen, Almanya) cihazi
kullanilarak otomatik olarak yapilmistir (Sekil 12,13).

Sekil 12: DNA izolasyon kiti gosterimi
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Sekil 13 :Boliimiimiizde bulunan otomatik DNA izolasyon cihazi Bio Robot EZ1
(Qiagen, Almanya) ile olgularin DNA izolasyonu

Bu otomatik DNA izolasyon ydntemi, magnetik partikil ve silika bazli DNA
saflastirma teknolojisine dayanmaktadir. Lizatlarla izole edilen DNA, magnetik
partikullerin  silika yuzeyine tutunmakta, daha sonra miknatis araciligiyla
lizatlardan ve diger maddelerden arindirilmaktadir. Bu sistem, diger ydntemlerden

daha kullanigh, pratik ve yuksek kalitede DNA eldesini mumkuin kilmaktadir.

DNA izolasyonu uygulamasi:

Calismamizda hasta ve saglikli bireylerden alinan ve +4 derecede
buzdolabinda saklanan kanlardan 200 pl alinarak 2 ml’lik ependorf tlplerine
aktarildi. Ardindan;

1- Cihazin kapagi acgilarak arka tarafindaki kartus rafina 6’li reaksiyon kartusu
yerlegtirildi.

2- Icinde DNA izole edilecek kan iceren 2 ml'lik ependorf tipleri yerlestirildi.

3- DNA elUsyon tupleri siralandi.

4- Tek kullanimlik ug tasiyici ve uglar yerlestirildi.

5- Cihazin kapagi kapatilarak program cgalistirildi. DNA elisyon volima 100ul’ye
ayarlandi.

Elde edilen DNA ‘larin miktarlari bolimimuzde bulunan Nanodrop 2000
spektrofotometre (Thermo scientific, USA) cihazi ile olguldu (Sekil 14). DNA
konsantrasyonu ortalama 50 ul/ ml olacak sekilde ayarlandi ve daha sonra PCR

‘da kullaniimak tzere -20 °C’de derin dondurucuda saklandi.
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Sekil 14: Boélumimizde bulunan Sekil 15 : Olgularda MTHFR

Nanodrop 2000 spektrofotometre genindeki C677T ve A1298C

(Thermo scientific, USA) cihazi boélgelerinin bulundugu DNA
segmentlerinin ¢ogaltilmasi igin
kullanilan 1si-déngii cihazi (Primus
96 plus, MWG AG Biotech,
Almanya)

6.10. DNA amplifikasyonu
MTHFR geninin hedef bolgelerini godaltmak igin PCR ydntemi kullanildi.

Uygulama sirasinda daha 6nceden elde edilen ve -20 °‘C’de saklanan DNA’lar ve
PCR kiti (PCR Master Mix, PCR primerleri ve RNaz igcermeyen distile su) oda
Isisinda bekletilerek erimeleri saglandi. PCR primerleri hari¢ diger solusyonlar
vortekslendi. PCR Primer tlpleri mikrosantrifij cihazinda ( MiniSpeedy
MicroCentrifuge, EuroClone, Italya) 13.000 rpm'de 4-5 saniye doéndiriliip
ardindan el ile hafifge vurularak homojenize edildi. Ardindan her birinden Tablo

4’te belirtilen miktarlarda alinarak reaksiyon karisimi hazirlandi.

Tablo 4 :MTHFR geninde C677T ve A1298C lokuslarini iceren DNA bdlgelerinin
amplifikasyonu i¢in olusturulan PCR diizeneginde her bir birey i¢in hazirlanan
reaksiyon karigim oranlari

PyroMark PCR Master Mix, 2x 12.5 pl
PCR Primeri 1l
RNaz icermeyen distile su 6.5 pl
Toplam 20ul

Reaksiyon karisimi mikrosantrifijde 13.000 rpm’de 4-5 saniye dondurullp,

ardindan el ile hafifge vurularak homojenize edildi. Elde edilen reaksiyon

36



karisimindan her birey igin hazirlanmis olan 0,2 ml ‘lik PCR tuplerine 20 ul kondu.
Bu karisimin Uzerine pipetajlanmis DNA'dan 5 pl eklendi. PCR tupleri i1si-déngu
cihazi (Thermal cycler) ( Primus 96 plus, MWG AG Biotech, Almanya)’ na konarak,
MTHFR C677T ve A1298C igin belirlenen protokole uygun program olusturuldu
(Sekil 15) (Tablo 5).

Tablo 5: MTHFR geninin C677T ve A1298C bdlgeleri i¢in dizenlenen PCR programi

Aktivasyon basamagi 95°C 15 dakika
3 Asamali Déngu

Denaturasyon 94°C 30 saniye

Baglanma 60°C 30 saniye

Uzama 72°C 30 saniye

Dongu sayisi: 45
Son Uzama 72°C 10 dakika

Her PCR yapilisinda negatif kontrol olarak, DNA yerine 5ul distile su kullanildi.
PCR sonucu olugan MTHFR C677T Urinu (amplikon) 127 baz cifti, A1298C uranu
ise 218 baz cifti uzunlugundaydi.

6.11. Minidizileme (Pyrosequencing)
Gerekli Malzemeler:
1- Pyromark Q24 minidizileme cihazi
2- Pyromark Q24 Vakum istasyonu
3- Pyromark Q24 Plate Holder
4- Is1 blogu
5- Calkalayici
6- Pyromark Q24 Plate
7- Streptavidin Sepharose
8- Baglanma tamponu
9- Ultra saf su
10-Sekans primeri
11-Anneling tamponu
12-Etanol
13-Denaturasyon solusyonu

14-Yikama solusyonu
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Bolumimuzde kullanilan Pyromark Q24 minidizileme cihazi ve Pyromark vakum

istasyonu Sekil 16’da gosterilmistir.

Sekil 16 : Minidizileme i¢in kullanilan Pyromark Q24 minidizileme cihazi

Elde edilen MTHFR genine ait amplikonlarin dizilemesini yapabilmek amaciyla
Streptavidin igeren bir stok solusyon olusturuldu.

Stok solUsyon her bir érnek igin;

Streptavidin .................... 2ul
Baglanma tamponu.......... 40ul
Ultrasafsu .................... 28l
Toplam.........coeviininnn.. 70 pl olacak sekilde hazirlandi.

+ 4°C’de saklanan streptavidin sefaroz, dolaptan ¢ikarildiginda nazikge alt-ust
edilerek homojenize hale getirildi. Olusturulan stok solisyondan 24’luk PCR
kalibinda her kuyucuga 70ul konuldu. Daha sonra her kuyucuga, dnceden elde
edilen PCR urunleri 10’ar pl olacak sekilde eklendi ve Uzeri strip ile kapatildi. Alt-
ust edilerek 1400 rpm ‘de , oda isisinda orbital ¢alkalayiciya konuldu. Bu arada

sekans primeri igeren ikinci bir solusyon hazirlandi.
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Her bir 6rnek igin;

Sekans primeri............... 2,5ul
Anneling tamponu......... 22,5 ul
Toplam.........coovviiiinnn. 25 ul

olacak sekilde ikinci stok solusyon hazirlandi ve Pyromark Q24 kaliplarina (24’lUk)
her kuyucuga 25 pl olarak dagitildi. Vakum istasyonundaki yerine metal rafi ile

birlikte yerlestirildi.

50 ml — "Parking"
wash buffer position

4m |3 ] T 70 ml
denaturation

| =l [l highpurily
solution 2 I j— walter
=—

50 ml 1] 4 — 50 ml
70% ethanol — : high-purity
- - ‘ ™
PCRplate  PyroMark
Q24 plate
Sekil 17: Vakum ve yikama iglemlerinin Sekil 18: Pyromark vakum filtresi
yapildigi Pyromark vakum istasyonunun
boélumleri

(http://lwww.pyrosequencing.com/DynPage.aspx?id=57898 )

Vakum istasyonunda 1. bdlgeye %70 Etanol, 2. bolgeye 40 ml denatlrasyon
solUsyonu, 3. bolgeye yikama solUsyonu, 4 ve 5. bolgeye ultra saf su kondu (Sekil
17). Isi blogu 80°C ‘ye ayarlandi.Orbital calkalayicida bulunan PCR kalibi,
calkalayicidan alinip, vakum istasyonundaki yerine (PCR plate) birakildi ve
Uzerindeki strip kaldirildi.

Vakum pompasi calistirildi ve 5. bolgedeki saf suyu c¢ekerek temizlenmesi
saglandi. Her vakum isleminden sonra Pyromark vakum filtresi yukari kaldirilarak,
borularin icinde sivi kalmadigi, vakumlandigi gozlendi (Sekil 18). Daha sonra
vakum filtresi PCR kalibi igindeki kuyucuklara daldirildi ve 15 saniye kadar orada
tutuldu. Bdylelikle PCR drand iceren streptavidinli boncuklar, filtre uglarinda
tutulmus oldu. Ardindan sirasiyla %70 etanol iceren kisimda 5 saniye,

denaturasyon sollisyonunda 5 saniye ve yikama solisyonunda 10 saniye tutuldu.
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Bu islemin sonunda vakum filtresi 5 saniye kadar yukarida ve vertikal pozisyonda
tutulup, vakum pompasi kapatildi. Vakum filtresi Pyromark Q24 kalibina
konularak, nazik¢e calkalandi. Boylelikle filtre uglarinda bulunan boncuklar, sekans
primeri iceren kuyucuklara dokalduler.

Onceden 80°C’de 1sitilmis olan 1si blogunun Gzerindeki kalip taslyicisina
konarak, 2 dakika tutuldu ve daha sonra en az 5 dakika oda isisinda sogumaya
birakildi. Boylece sekans primeri ile tek zincirli hale gelmis olan biotinli PCR
kalibinin birbirine baglanmasi saglandi.

Bu islemler yapilirken, sekans igcin dnceden Pyromark Q24 Software ile
dizenlenmis olan bilgisayar programinin (Pre Run Dosyasi) oldugu USB ,
PyroMark Q24 cihazina takildi. Kartus hazirlandi. 9 kuyucugu olan kartusa, analiz
yapilacak birey sayisina gore belirlenen, Pre Run dosyasinda belirtilen enzim,
substrat ve dNTP miktarlari yiklendi. Hazirlanan kartus cihazda ilgili bolime
yerlestirildi.

Sekans primeri iceren diger kartus ise yine ilgili bolime yerlestirildi ve cihaz
calistinldi. Cihaz ortalama olarak dakikada 1 nukleotid okumaktadir. Yaklasik 15-
20 dakikada sekans islemi tamamlandi. Pyrogram programi ile yapilan sekans
analiz edildi.

Programda, dNTP’lerin hangi sirayla ortama verilecegi dnceden bilinmektedir.
MTHFR C677T icin dizenlenmis nukleotid sirasi $ekil 19-a’da histogram olarak
verilmigtir. Histogramda ilk nikleotid olan G, negatif kontrol, GATCA dizisi ise
pozitif kontrol olarak dizenlenmistir.

MTHFR C677T normal genotip: CCGATTTCA
MTHFR C677T mutant genotip: TCGATTTCA

i

I

G T C G A T C i

g
Sekil 19-a: MTHFR C677T’nin programa yuklenen dNTP dagilimini gésteren
histogrami
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Sekil 19-b’de MTHFR 677. bolge i¢in normal (CC) nukleotit dizilemesi, sekil
19-c’de MTHFR 677. bdlge icin heterozigot (CT) nukleotit dizilemesi ve sekil 19-
d’de MTHFR 677. bdlge i¢in homozigot mutant (TT) nukleotit dizilemesi grafiksel

olarak gosterilmistir.

AB: C/TCGATTTCAT
o 93
.14
11PN . 0205500 59.0.0.3. 0 o
1 PR TRPRREE
T R F RN TRPRREE
| TR R R R R R R R LR R R Lt L LN T TTTT PPN . . . o c 000000000 | o o o R K ....... P\ ................. I\ ...............
S S - ah L . .- . A
| | | | | | | | | |
E 5 G T C G A T C A
5

Sekil 19-b: MTHFR 677. bodlge icin NORMAL (CC) niikleotit dizilemesinin grafiksel
gosterimi

A2 CATCRATTTCAT

Sekil 19-c: MTHFR 677. bolge icin HETEROZIGOT (CT) niikleotit dizilemesinin
grafiksel gosterimi

2 CATCGATTTCAT

Sekil 19-d: MTHFR 677. bélge igcin HOMOZIGOT MUTANT (TT) niikleotit
dizilemesinin grafiksel gosterimi
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Sekil 20-a’da MTHFR A1298C i¢in dizenlenmis nukleotid sirasi histogram
olarak verilmigtir.  Histogramda ilk nukleotid olan G ve 3. nukleotid olan T, negatif

kontrol, GTG dizisi ise pozitif kontrol olarak dizenlenmistir.

MTHFR A1298C normal genotip: AGAAAGTGTG
MTHFR A1298C mutant genotip: AGCAAGTGTG

e e e e
]
1 . .............. I ..........
: 4 T 6 ¢
5

Sekil 20-a: MTHFR A1298C’nin programa yuklenen dNTP dagilimini gosteren
histogrami

Sekil 20-b’de MTHFR 1298. bdlge icin normal (AA) nukleotit dizilemesi, sekil
20-c’de MTHFR 1298. bolge icin heterozigot (AC) nukleotit dizilemesi ve sekil 20-
d’de MTHFR 1298. bdlge i¢in homozigot mutant (TT) nikleotit dizilemesi grafiksel

olarak gosterilmistir.

AT AGACAAGTET

Sekil 20-b: MTHFR 1298. bolge icin NORMAL (AA) nukleotit dizilemesinin grafiksel
gosterimi
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U3 AGA/CAAGTRT

Sekil 20-c: MTHFR 1298. bolge i¢in 21 nolu hastangln HETEROZIGOT (AC) niikleotit
dizilemesinin grafiksel gosterimi

A2 BR&/CAAGTRT

5o
Sekil 20-d: MTHFR 1298. bélge igin HOMOZIGOT MUTANT (CC) niikleotit
dizilemesinin grafiksel gosterimi

6.12. istatistiksel Analiz

Arastirmadan elde edilen tim veriler, bilgisayar ortaminda SPSS 17.0 paket
programi kullanilarak analiz edildi.

Calismamizda, genotip ve allel frekanslar Hardy-Weinberg esitligi esas
alinarak hesaplandi. MTHFR C677T ve A1298C genotiplerinin hem diyabetik
noropati hemde kontrol gruplarindaki oranlari tespit edildi ve bu genotiplerin
hastalik gelisimine etkisi istatistiksel olarak karsilastirildi. Kisideki genotip ¢esidinin
hastalik durumunu etkileyip etkilemedigini (kategorik veriler) belirlemek icin ise Ki-
kare bagimsizlik test istatistigi ve Fisher testi kullanildi. Batin test sonuglarinda,

p <0.05 istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.
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7. Bulgular
7.1. Yas ve Cinsiyet

Bu calismaya yas ortalamasi 59.4+8.6 (40-82) yil olan toplam 103 diyabetik
polindropati hastasi ile yas ortalamasi 49.8+7.9 (37-84) yil olan toplam 100 saglikli
birey dahil edilmigtir. Bu bireylerin hasta grubunda %58 ve kontrol grubunda
%42’si kadin, yine hasta grubunda % 43.8 ve kontrol grubunda ise %56.2’si erkek
cinsiyet idi (Tablo 6).

Tablo 6: Hasta ve kontrol grubunda kadin-erkek olgularin veri dagilimi

CINSIYET \
KADIN ERKEK TOPLAM
n % n % n
HASTA 57 58.0 46 43.8 103
KONTROL 41 42.0 9 56.2 100
TOPLAM 98 100.0 105 100.0 203

7.2. Genotip ve Allel Frekanslarinin Karsilastiriimasi

Cahigmadaki MTHFR geni rs1801133 SNP (C677T) ve MTHFR geni rs1801131
SNP (A1298C) genotiplerinin allel sikliklari Hardy Weinberg esitligi yoninden
degerlendirildi ve her iki genotipinde Hardy Weinberg esitligine uydugu gozlendi.

7.21. Hasta ve saglkh kigilerdeki MTHFR C677T allel frekanslarinin
karsgilagtiriimasi:

Hasta ve kontrol grubu arasinda MTHFR geni C677T polimorfizmi igin allel
dagilimi Tablo 7’de gosterilmistir. Buna gore hasta grubunda T allel sikhdr 72
(%35), C allel sikhgr 134 (%65), kontrol grubunda T allel sikhgi 63 (%31.5), C allel
sikligi 137 (%68.5) olarak bulunmustur. Hasta ve saglikli kisilerdeki MTHFR
C677T allel sayl ve frekanslar karsilastirmak icin Ki-kare testi uygulanmis ve

istatistiksel olarak anlamli bir iliski gdézlenmemistir (p>0.05) (Tablo 7).
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Tablo 7: Hasta ve saglhkh kisilerdeki MTHFR C677T allel say1 ve frekanslarinin
kargilagtiriimasi

MTHFR HASTA KONTROL TOPLAM P
cerT n = 206 n =200
n 134 137 271
c
% 65.0 68.5 66.75
=l n 72 63 135
- T 0.264
< o 35.0 315 33.25
. 206 200 406
TOPLAM % 100.0 100.0 100.0

7.2.2. MTHFR C677T polimorfizmi igin hasta ve kontrol grubunda normal,
heterozigot ve homozigot genotip verilerinin karsgilagtiriimasi:

Diyabetik polinéropati hastalari ile kontrol grubunda MTHFR genindeki C677T
polimorfizminin CC (wild tip), CT (heterezigot), TT (mutant) genotip frekanslar
karsilastirlmis , TT homozigot mutant genotipinin hasta grupta daha fazla oldugu
gorulmustar. Ancak Ki-kare testi uygulandiginda hasta ve kontrol grubu arasindaki

bu fark istatistiksel olarak anlamli bulunamamistir (p>0.05) ( Tablo 8).

Tablo 8: MTHFR C677T polimorfizmi igin hasta ve kontrol grubunda normal,
heterozigot ve homozigot genotip verilerinin karsilagtiriimasi

“g';';f HASTA KONTROL TOPLAM P
CC % 43.7 45.0 44.3
HETEROZIGOT | N 44 47 91
CT % 42.7 47.0 44.8
0.429
HOMOZIGOT n 14 8 22
L % 13.6 8.0 10.8
n 103 100 203
TOPLAM
% 100.0 100.0 100.0
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7.2.3. MTHFR C677T polimorfizmi igin hasta ve kontrol gruplarinda
homozigot mutant genotip ile normal ve heterozigot genotip verilerinin
kargilagtiriimasi:

Hasta ve kontrol grubu arasinda MTHFR C677T polimorfizmi i¢cin homozigot
mutant genotipi ile ile normal ve heterozigot genotip dagihmi karsilastiriimis,
homozigot mutant genotipinin hasta grupta daha fazla oldugu goértlmastir. Ancak
Ki-kare testi uygulandiginda hasta ve kontrol grubu arasindaki bu fark istatistiksel

olarak anlamli bulunamamistir (p>0.05) (Tablo 9).

Tablo 9: Hasta ve kontrol gruplarinda homozigot mutant genotip ile normal ve
heterozigot genotip verilerinin karsilastiriimasi

. HASTA KONTROL TOPLAM
GENOTIP P
n % n % n %
X - | HOMOZIGOT
E E MUTANT 14 13.6 8 8.0 22 10.8
s O NORMAL+

HETEROZIGOT | 89 864 92 920 181 892 | 9446

TOPLAM 103 100.0 100 100.0 203 100.0

7.2.4. Hasta ve saglikli kigilerdeki MTHFR A1298C allel frekanslarinin
karsilagtiriimasi:

Hasta ve kontrol grubu arasinda MTHFR geni A1298C polimorfizmi igin allel
dagilimi degerlendirilmig, hasta grubunda C allel sikhgi 90 (%43.7), A allel sikligi
116 (%56.3); kontrol grubunda C allel sikhgi 70 (%35), A allel sikligi 130 (%65)
olarak bulunmustur. Hasta grubunda mutant C allel sikligi kontrol grubuna gore
daha fazla olmakla birlikte hasta ve saglikh kisilerdeki MTHFR A1298C allel sayi
ve frekanslari karsilastirmak igin Ki-kare testi uygulanmis ve istatistiksel olarak

anlamli bir iligki gozlenmemistir (p>0.05) (Tablo 10).
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Tablo 10: Hasta ve saghkh kisilerdeki MTHFR A1298C allel sayi ve frekanslarinin
kargilagtiriimasi

MTHFR
AR HASTA | KONTROL | TOPLAM P
N n 116 130 246
. % | 56.3 65.0 60.6
i n 90 70 160
2 c % | 437 35.0 39.4 0.073
n 1 206 200 406
TOPLAM  — =1 100.0 100.0 100.0

7.2.5. MTHFR A1298C polimorfizmi i¢in hasta ve kontrol grubunda normal,
heterozigot ve homozigot genotip verilerinin kargilagtiriimasi:

Diyabetik polinéropati hastalari ile kontrol grubunda MTHFR genindeki A677C
polimorfizminin AA (wild tip), AC (heterezigot), CC (mutant) genotip frekanslari
karsilastiriimis , CC homozigot mutant genotipinin hasta grupta daha fazla oldugu
gorulmustar. Ancak Ki-kare testi uygulandiginda hasta ve kontrol grubu arasindaki

bu fark istatistiksel olarak anlamli bulunamamistir (p>0.05) (Tablo 11).

Tablo11: MTHFR A1298C polimorfizmi i¢in hasta ve kontrol grubunda normal,
heterozigot ve homozigot genotip verilerinin karsilagtiriimasi

MTHFR
A1298C HASTA KONTROL TOPLAM P
NORMAL n 34 43 77
AA % 33.0 43.0 37.9
HETEROZIGOT | n 48 44 92
AC % 46.6 44.0 45.3 0.216
HOMOZIGOT | n 21 13 34 '
cc % 20.4 13.0 16.7
n 103 100 203
TOPLAM % 100.0 100.0 100.0

7.2.6. Hasta ve kontrol gruplarinda MTHFR geni A1298C polimorfizmi igin
homozigot mutant genotipi ile normal ve heterozigot genotip sikliginin
karsgilagtiriimasi:

Hasta ve kontrol grubu arasinda MTHFR A1298C polimorfizmi i¢in homozigot
mutant genotipi ile normal ve heterozigot genotip dagilimi karsilastirmasi yapiimis
olup homozigot mutant genotipinin hasta grupta daha fazla oldugu goralmustar.
Ancak Ki-kare testi uygulandiginda hasta ve kontrol grubu arasindaki bu fark

istatistiksel olarak anlamli bulunamamigtir (p>0.05) (Tablo 12).
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Tablo 12: Hasta ve kontrol gruplarinda MTHFR geni A1298C polimorfizmi igin
homozigot mutant genotipi ile normal ve heterozigot genotip sikhiginin
kargilagtiriimasi

_ HASTA KONTROL | TOPLAM
GENOTIP P
n % n % n %
® O "HOMOZIGOT
o0
E&, MUTANT 21 204 13 130 34 167
=< | NORMAL+
HETEROZIGOT | 82 796 87  87.0 169 833 | g 450
TOPLAM 103  100.0 100 100.0 203 100.0

7.2.7. Hasta ve kontrol gruplarinda MTHFR geni C677T ve A1298C
polimorfizmlerinin birlesik genotip analizinin degerlendirilmesi:

Hasta ve kontrol grubunda MTHFR geni C677T ve A1298C polimorfizmlerinin
birlesik genotip analizi yapilarak genotip frekanslari Ki-kare testi ile karsilastiriimis
ve istatistiksel analiz sonucunda hasta ve kontrol gruplari arasinda anlamli bir
iliski gdzlenmemigtir (p>0.05) (Tablo 13). Bu tabloda MTHFR geni C677T
polimorfizmi igin risk genotipi olan TT ile A1298C polimorfizmi igin risk genotipi
olan CC ‘nin birlikte olma durumunun diyabetik polindropati ile iligkisi arastiriimis
ve iki polimorfik bdlge igin homozigot mutant genotipler olan TT ve/veya CC
genotiplerinin hasta grupta kontrol grubuna gore daha yuksek oranda goruldugu
tespit edilmistir. iki polimorfik bélge icin homozigot normal genotipler olan CC
ve/veya AA genotipleri ise kontrol grubunda hasta grubuna goére daha ylksek

oranda gorulmektedir.
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Tablo 13: Hasta ve kontrol grubunda MTHFR C677T ve MTHFR A1298C
polimorfizmlerinin birlesik genotip analizinin degerlendirilmesi

MTHFR HASTA SAGLIKLI TOPLAM
P

C677T / A1298C . % " ” - "
TTICC

HOMOZIGOT/HOMOZIGOT 0 0.0 0 0.0 0 0.0
CT/CC

HETEROZIGOT/HOMOZIGOT T 09 0 0.0 1 0.5
CcC/CC

NORMAL/HOMOZIGOT 20 194 14 140 34 16.74
TT/IAC

HOMOZIGOT/HETEROZIGOT T 098 0 0.0 1 0.5
CTIAC

HETEROZIGOT/HETEROZIGOT | 29 282 22 220 51 2512

0.258
NORM AL&‘;’?gROZiGOT 18 175 22 220 40 19.70
HOMOZITG-g%ORMAL 13 126 8 80 21 1034
HETEROZC:i.(I;/(%NORM A | 14 138 25 250 39 192
NORMC,:AE;QSRMAL 7 68 9 90 16 79
TOPLAM 103 100.0 100 100.0 203 100.0

7.2.8. Hasta ve kontrol gruplarinda MTHFR C677T ve A1298C polimorfizmleri
icin normal (CC/AA) ve en az 1 mutant allel) tasiyan bireylerin genotip
frekanslarinin karsilagtiriimasi:

Hasta ve kontrol grubu arasinda MTHFR C677T ve A1298C polimorfizmleri
icin normal genotipe sahip bireyler ve en az 1 mutant allel tasiyan bireyler Ki-kare
testi ile karsilastirlmis olup hasta ve kontrol grubu arasinda istatistiksel olarak
anlamli bir iligki tespit edilmemigstir (p>0.05) (Tablo 14).
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Tablo 14 : Hasta ve kontrol gruplarinda MTHFR C677T ve A1298C polimorfizmleri
icin normal (CC/AA) ve en az 1 mutant allel ) tasiyan bireylerin genotip
frekanslarinin karsilastirilmasi

C67l\7n_;_l' /:5598C HASTA KONTROL TOPLAM P
NORMAL n 7 9 16
% 6.8 9.0 7.9
En az 1 n 96 91 187
mutant alleli 0.560
olanlar % 93.2 91.0 92.1
n 103 100 203
TOPLAM
% 100.0 100.0 100.0

7.2.9. Hasta ve kontrol gruplarinda MTHFR C677T ve A1298C polimorfizmleri

icin normal ve Dbirlesik heterozigot (CT/AC) genotip verilerinin

karsgilagtiriimasi:

Hasta ve kontrol grubu arasinda MTHFR C677T ve A1298C polimorfizmleri
icin normal genotipe (CC/AA) sahip bireyler ile birlesik heterozigot (CT/AC)
genotipe sahip bireyler karsilastiriimig, birlesik heterozigot genotipin hasta grupta
daha fazla oldugu gorulmustur. Ancak Ki-kare testi uygulandiginda hasta ve

kontrol grubu arasindaki bu fark istatistiksel olarak anlamli bulunamamigstir
(p>0.05) (Tablo 15).

Tablo 15 : Hasta ve kontrol gruplarinda MTHFR C677T ve A1298C polimorfizmleri

icin normal ve birlesik heterozigot genotip verilerinin karsilagtiriimasi

MTHFR

C677T/A1298C HASTA | KONTROL | TOPLAM P
n 7 9 16

NORMAL
% 194 29.0 23.9

HETEROZIGOT % 80.6 71.0 76.1

n 36 31 67

TOPLAM
% 100.0 100.0 100.0
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7.2.10. Hasta ve kontrol gruplarinda MTHFR C677T ve A1298C
polimorfizmleri icin normal ve 3 mutant allel tasiyan bireylerin genotip
frekanslarinin karsilagtiriimasi:

Hasta ve kontrol grubu arasinda MTHFR C677T ve A1298C polimorfizmleri
icin normal genotipe (CC/AA) sahip bireyler ile 3 mutant allel (CT/CC- TT/AC)
tasiyan bireylerin genotip frekanslari karsilastirilmig, 3 mutant allel tasiyan
genotipin hasta grupta daha fazla oldugu goérlimustir. Ancak Fischer testi
uygulandiginda hasta ve kontrol grubu arasindaki bu fark istatistiksel olarak

anlamli bulunamamistir (p>0.05) (Tablo 16)

Tablo 16 : Hasta ve kontrol gruplarinda MTHFR C677T ve A1298C polimorfizmleri
icin normal ve 3 mutant allel tasiyan bireylerin genotip frekanslarinin
kargilagtiriimasi

MTHFR
COTTTIAP08C HASTA KONTROL | TOPLAM P
n 7 9 16
NORMAL
% 778 100.0 88.9
3 MUTANT | " 2 0 2
ALLEL 0.471
% 222 0.0 11.1
n 9 9 18
TOPLAM
% 100.0 100.0 100.0

7.2.11. Hasta ve kontrol gruplarinda MTHFR C677T ve A1298C
polimorfizmleri icin normal ve en az 2 mutant allel tasiyan bireylerin genotip
frekanslarinin karsilagtiriimasi:

Hasta ve kontrol grubu arasinda MTHFR C677T ve A1298C polimorfizmleri
icin normal genotipe sahip bireyler ile en az 2 mutant allel tagiyan bireylerin
genotip frekanslari bireyler karsilastiriimig, en az 2 mutant allel tagsiyan genotipin
hasta grupta daha fazla oldugu goérulmustir. Ancak Ki-kare testi uygulandiginda
hasta ve kontrol grubu arasindaki bu fark istatistiksel olarak anlamli degerlere
bulunamamistir (p>0.05) (Tablo 17).
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Tablo 17: Hasta ve kontrol gruplarinda MTHFR C677T ve A1298C polimorfizmleri

icin normal ve en az 2 mutant allel tasiyan bireylerin genotip

kargilagtiriimasi

frekanslarinin

MTHFR
LLL AN HASTA | KONTROL | TOPLAM P
n 7 9 16
NORMAL
% 9.9 17.0 12.9
EN AZ 2 n 64 44 108 0242
MUTANT ALLEL | o, 90.1 83.0 87.1
n 71 53 124
TOPLAM
% | 100.0 100.0 100.0

7.2.12. Hasta ve kontrol gruplarinda MTHFR geni C677T ve A1298C

polimorfizmleri i¢in 1 ve daha az mutant allel tasiyanlar ile 2 ve daha fazla

mutant allel tasiyan bireylerin genotip frekanslarinin karsilagtiriimasi:
Hasta ve kontrol grubunda MTHFR geni C677T ve A1298C polimorfizmlerinin

1 ve daha az mutant allel tagiyanlar ile 2 ve daha fazla mutant allel tasiyanlar

karsilastiriimis olup hasta grubunda saglikli kontrol grubuna goére 2 ve daha fazla

mutant allel tasima oraninin ylksek oldugu tespit edilmistir. Ki-kare testi

uygulandiginda hasta ve kontrol grubu arasindaki bu fark istatistiksel olarak

anlamli bulunmustur (p<0.05) (Tablo 18).

Tablo 18: Hasta ve kontrol gruplarinda 1 ve daha az mutant allel ile 2’den fazla

mutant alleli olanlarin karsilastiriimasi

MTHFR HASTA KONTROL TOPLAM
C677T/A1298C P
n | % n | % n | %
MUZ‘NT 64 620 44 440 108  53.0
MUENT 39 380 56 560 95  47.0 |0.010
TOPLAM 103 1000 100  100.0 203  100.0
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7.3. Genotip ve ENMG sonuglarinin kargilagtiriimasi:
Calismamizda diyabetik polindropati tanisi olan hasta grubunun ENMG
sonuglarinda yer alan motor, duyusal ve miks tutulum verileri, MTHFR geni C677T

ve A1298C genotip verileriyle karsilastirildi.

7.3.1.Hasta grubunda EMG sonuglan ile MTHFR C677T polimorfizmi
genotiplerinin karsilastiriimasi:

Hasta grubunda MTHFR geni C677T polimorfizminin normal, heterozigot ve
homozigot mutant genotipleri ile ENMG sonucu tespit edilen motor, duyusal veya
miks tip polindropatiler arasinda anlamli bir iligki olup olmadigini arastirmak igin Ki-
kare testi uygulanmis ve istatistiksel olarak anlamli bir iligki tespit edilmemistir
(p>0.05) (Tablo 19).

Tablo 19: Hasta grubunda ENMG sonuglarn ile MTHFR C677T polimorfizmi
genotiplerinin kargilastiriimasi

ENMG B
MTHER MOTOR  DUYUSAL MIKST TOTAL
Cce77T n % n % n % n %

NORMAL |N| 1 167 6 333 38 481 45 437
cc %| 2.2 ; 133 - 844 - 1000 -

HETEROZIGOT | M| 5 833 11 611 28 354 44 427
CT % 12' . 250 - 636 - 1000 -

0.70

HomozicoT |N| O 00 1 56 13 165 14 136
TT %! 0.0 ; 7.1 - 929 - 1000 -

100.
n|l 6 1000 18 1000 79 103 100.0

TOTAL 0
%| 5.8 - 175 - 767 - 100.0 -

7.3.2. Hasta grubunda ENMG sonuglari ile MTHFR A1298C polimorfizmi
genotiplerinin karsilastiriimasi:

Hasta grubunda MTHFR geni A1298C polimorfizminin AA/AC/CC genotipleri
ile ENMG sonucu tespit edilen motor, duyusal veya miks tip polindropatiler
arasinda anlamli bir iligki olup olmadigini arastirmak igin Ki-kare testi uygulanmis

ve istatistiksel olarak anlamli bir iligki tespit edilmemistir (p>0.05) (Tablo 20).
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Tablo 20: Hasta grubunun ENMG sonuglan ile MTHFR A1298C polimorfizmi
arasinda iligkinin arastiriimasi

ENMG
MTHFR _
A1298C MOTOR DUYUSAL MIKST TOTAL P
n % n % n % n %
NORMAL ni 2 333 4 222 28 354 34 33.0
AA % 59 - 118 - 824 - 100.0 -
HETEROZIGOT |"| 3 500 11 611 34 430 48 46.6
AC i i i i
%]| 6.3 22.9 70.8 100.0 0.730
HOMOZIGOT |n| 1 16.7 3 16.7 17 215 21 20.4
cC %| 4.8 - 14.3 - 81.0 - 100.0 -
n| 6 1000 18 1000 79 100.0 103 100.0
TOPLAM
%]| 5.8 - 17.5 - 76.7 - 100.0 -
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8. Tartisma ve Sonug

Diabetes Mellitus, hiperglisemi ile seyreden ve en sik gorilen sistemik bir
metabolizma hastaligidir. DM hastaliginin etiyopatogeneze gore tanimlanmis
birgok alt tipi olmasina ragmen tim dinya toplumlarinda %95 oraninda Tip 2 DM
gorulmektedir. Tip 2 DM hastaligi, pankreas beta adacik hicrelerinden insulin
hormonunun salinim yetersizligi veya plazmada yeterli miktarda var olan insulin
hormonunun periferik dokularda yeterince aktivite gbsterememesinden
kaynaklanmaktadir. Organizmada meydana gelen bu gergek veya rolatif insulin
yetersizligi yalniz hiperglisemiye degil ayni zamanda yag ve protein
metabolizmasinda da bozukluklara yol acmaktadir. Hastalarin  buylk
¢ogunlugunda ortaya ¢ikan akut ve kronik komplikasyonlar ise ciddi mortalite ve
morbiditeye neden olabilmektedir (2).

Tip 2 DM ileri yag hastaligi olmasina ragmen artik gunumuzde geng¢ yas
gruplarini da tutmaya baslamistir. Kentsel yasamin artisi, sedanter yasam bigimi,
sanayi Urunu gidalarin tiketimi, obesite gibi ¢evresel faktorlerin, DM hastaliginin
artik daha gen¢ yaslarda goértulmesine katkida bulundugu bilinmektedir. Yapilan
ikiz calismalari, ailesel 6zellik gdstermesi ve bazi etnik topluluklarda insidansinin
yuksek olmasi ise Tip 2 DM'in etiyopatogenezinde genetik faktorlerin dnemli bir
rolU oldugunu desteklemektedir. Tip 2 DM hastaligi, etiyopatogenezde ¢evresel ve
genetik bircok faktorin suglanmasi nedeniyle multifaktoryel bir hastalik olarak
tanimlanmaktadir (24).

Binlerce yildir bilinen Tip 2 DM hastaligi, ginimizde ¢ok yaygin gorulmesi,
siklikla gelisen komplikasyonlarinin yuksek oranda morbidite ve mortaliteye neden
olmasi, toplumlara buylk ekonomik yukler getirmesi nedeniyle WHO tarafindan
21. yuzyilin en 6nemli halk sagligi sorunu olarak ilan edilmistir. 2025 yilinda tim
dinyada 300 milyon DM hastasi olacagi tahmin edilmektedir (2). Bu nedenle DM
hastaligini ve komplikasyonlarini gidermek amaciyla daha etkin tedavi segenekleri
arastirilirken diger yandan hastaligin ve komplikasyonlarinin olusmasini dnlemek
icin bir¢cok bilimsel ¢alisma da yapilmaktadir.

Tip 2 DMnin kronik komplikasyonlari, makrovaskuler ve mikrovaskuler
komplikasyonlar olarak iki grupta toplanmaktadir. Tip 2 DM’nin makrovaskuler
komplikasyonlari olan aterosklerotik kalp hastaligi, periferik vaskiler hastalik ve
serebrovaskuler hastaliklar, dlume kadar gidebilen agir organ hasarlarina yol

acabilmektedir. Tip 2 DM’nin mikrovaskuler komplikasyonlari ise bobrek hasari
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yapan nefropati, g6z hasari olusturan retinopati ve sinir hasarina neden olan
noéropatilerdir (20).

Tip 2 DM hastaliginin mikrovaskuler komplikasyonlarindan olan néropatiler, DM
hastalarinin %50’sini etkilemekte ve tim dinyada 6nemli bir saglik sorunu olarak
karsimiza ¢gikmaktadir. Diyabetik polinéropatiler ise diyabet hastalarinda en yaygin
gorllen ndropatik sendromdur. Hastalarda siddetli agri, uyusma, karincalanma, his
kaybi sikayetleri genellikle 6nce ayak parmaklarindan baglamakta, daha sonra el
ve ayaklarda eldiven-gorap tarzi bir dagihim gosterebilmektedir. Bu sikayetler
geceleri siddetlenip hastanin uyku kalitesini bozabilmekte, siddetli agri hastada
depresyon ve anksiyeteye yol acabilmektedir. ilerleyen donemlerde kas
gugsuzligu gibi motor problemler de hastaliga dahil olabilmektedir. His kaybi,
daha sonra amputasyon ve 6lime kadar gidebilen ayak Ulserasyonlarina yol
acabilmektedir. Hastalarda var olan bu sikayetler, sinir hasarinin siddetini gosteren
guvenilir belirtegler degillerdir. Siddetli agri sikayeti olanlarda hafif bir duyusal
hasar olabilirken, agri sikayeti olmayanlarda siddetli duyu kusuru olup ayak
ulserasyonu icin yuksek risk tasiyabilmektedir (115). Bu nedenle diyabetik
noropati hastaliginin erken taninmasi, altta yatan patogeneze ydnelik uygun
tedavilerin geligtiriimesi ile hastalarin yagsam kalitesi ve yasam sureleri arttirabilir.
Bizim calismamizda yer alan diyabetik néropati hastalarinin ¢cogunda yukarida
bahsedilen eldiven-corap tarzinda duyu kusuru, siddetli agri, kas gugsuzIugd,
iyilesmeyen ayak Ulserasyonlari mevcuttu. Hatta bazi hastalarimizda ekstremite
amputasyonu dahi s6zkonusuydu. Biz hastalarimizda semptom ve klinik bulgular
olmasina ragmen hem diyabetik polinéropati durumunu kantitatif ortaya koymak
hem de diger nodropati nedenlerini diglamak igcin ENMG tetkiki yapilmis hasta
grubunu galismamiza dahil ettik.

Diyabetik polinéropati patogenezinde metabolik ve vaskller faktorlerin
ortaklasa rol oynadigi bilinmektedir. Diyabetik polindropati olgularinda
mikrovaskuler problemler 1993 vyilinda vyapilan c¢alismalarla ispatlanmistir.
Diyabetik polinéropati hastalarinda mikrovaskuler yataktan yapilan morfometrik
incelemede, endondral kapillerlerde bazal membran kalinlagsmasi, endotel hicre
proliferasyon ve hipertrofisi tespit edilmis, bu kapillerlerde oksijen basincinin da
dusuk oldugu gozlenmigtir. Polindropatisi olmayan DM hastalarinda ise bu bulguya
rastlanilmamigtir (116). Yapilan baska bir calismada ise diyabetik polinéropati

olgularinda epindral arter ve venlerde aterosklerozis ile birlikte azalmig kan akimi
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mevcut iken polindéropatisi olmayan diyabetik hastalarda bu bulguya
rastlanilmamistir (117). Diyabetik polindropati hastalarinda santral sinir sistemi
tutulumu da arastiriimakta olup 2008 yilinda yapilan bir galismada beyinde talamik
bdlgede mikrovaskiler yetersizlik oldugu ve bunun periferik néropati gelisimi ile
iliskisi oldugu bildirilmistir (118).

Literatirde diyabetik polinéropati patogenezinde vaskiler hasara yol agan en
onemli etkenin hiperglisemi ve kotu glisemik kontrol oldugu belirtiimekle birlikte her
Tip 2 DM hastasinda diyabetik polinéropati gelismemekte yada iyi bir glisemik
kontrol olsa dahi diyabetik polinéropati gibi mikrovaskuiler komplikasyonlar yine de
gelisebilmektedir (115). Bu durum genetik polimorfizmlerle agiklanmaktadir.

Son 20 yilda yapilan ¢alismalar, genomdaki belirli bolgelerdeki polimorfizmlerin
Tip 2 DM hastalarinda vaskuler hasar gelisme riskini arttirdigini géstermistir. Bu
polimorfik genlerden birisi de MTHFR genidir. MTHFR geni polimorfizminin, DM
hastalari disinda tim populasyonda homosistein duzeylerini yukselterek
ateroskleroza yatkinlik olusturdugu 6nceki yapilan ¢alismalarda bilinmekteydi (51).
Biz de g¢alismamizda diyabetin mikrovaskuler komplikasyonlarindan olan diyabetik
polindropati etiyopatogenezini arastirmak icin diyabetik polindropati hastalarinda
ve saglkh kontrol grubunda MTHFR C677T ve A1298C polimorfizmlerini ¢alistik.
Literatirde MTHFR polimorfizmlerinin neden oldugu homosistein yuksekliginin
immun yaniti tetikleyerek ve pihtilasma yolagindaki proteinlerin aktivitesini
degistirerek ateroskleroza ve insulin direncine yol acgabileceg@ine iliskin yayinlar
bulunmaktadir. Ancak MTHFR C677T polimorfizminin homosisteinden bagimsiz
olarak insulin sekresyon ve sensitivitesi Uzerine karmasik bir duzenleyici etkisi
olabilecegi de literaturde bildiriimektedir (119). MTHFR geni polimorfizmlerinin
gerek homosistein duzeylerini arttirarak vaskulopatiye yatkinlik olusturmasi,
gerekse de homosisteinden bagimsiz olarak insilin sensitivitesi Uzerine etkisinin
olmasi, ayrica promotor bolgesinde TATA dizisi icermediginden dis faktorlerden
etkilenebilen bir gen olmasi nedeniyle diyabetik polindropati etiyopatogenezini
arastirirken MTHFR geninin polimorfizmlerini ¢alistik.

MTHFR geni  polimorfizminin  Tip 2 DM hastalarinin  vaskuler
komplikasyonlarindan sorumlu olabilecegine iligkin ilk yayinlar 1990l yillarda
ortaya ¢ikmistir. 1995 yilinda Brulhart ve arkadaslari, Tip 2 DM ve koroner kalp
hastaligi olan 649 bireyde MTHFR C677T polimorfizmini ¢alismiglardir. Calisma

sonucu elde edilen verileri daha 6nce saglikl kisilerde yapilan gesitli galismalarla
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karsilastirmiglar ve anlamli bir iliski tespit edememislerdir (120). Ancak sonraki
yillarda Tip 2 DM hastalarinin vaskiler komplikasyonlarinin  genetik
etiyopatogenezinin MTHFR geni polimorfizmleri ile iligkisi arastiriimis ve cesitli
sonugclara ulasiimistir.

Tip 2 DM’in makrovaskuler komplikasyonlarinin MTHFR gen polimorfizmleri ile
iliskilendirildigi cesitli calismalar literaturde bulunmaktadir. 2004 yilinda Sun ve
arkadaslarinin yaptigi bir ¢alismada 126’sinda koroner kalp hastaligi da mevcut
olan toplam 228 Tip 2 DM hastasi ve 114 saglhkli kontrol ile MTHFR C677T
polimorfizminin koroner kalp hastaligi ile iligkisi arastiriimis ve bu c¢alismada Cin
populasyonu i¢cin MTHFR C677T polimorfizminin Tip 2 DM hastalarinda koroner
kalp hastaligi i¢in belirleyici bir faktor oldugu sonucuna ulasiimistir (121). 2005
yilinda Hermans ve arkadaslarinin Belgika’da yaptigi bir ¢calismada ise 165 Tip 2
DM hastasinda MTHFR C677T polimorfizminin inme ile iligkisi arastiriimis olup
¢alisma sonunda Tip 2 DM hastalarinda MTHFR geninin C677T polimorfizminde T
allelinin inme igin bir risk faktord oldugu veya C allelinin Tip 2 DM hastalarinda
inme icin koruyucu etkisi olabilecedi sonucuna ulasiimistir (122). 2009 yilinda
Cin’de Sun ve arkadasglarinin yaptigi bir calismada Tip 2 DM ile MTHFR C677T
polimorfizminin iskemik inme ile iligkisi arastiriimistir ve sonugta Cinli Tip 2 DM
hastalarinda MTHFR C677T polimorfizminin, plazma homosistein duzeylerini
yukselterek iskemik inme igin belirleyici bir faktdor oldugu kanaatine variimistir
(123). Kanada’da yapilan bir galismada ise Tip 2 DM hastalarinda MTHFR C677T
polimorfizminin periferik arteryel hastalik ile iliskisi arastinimak amaciyla
Kanada’'nin izole ve yerli populasyonunu olusturan Oji-Cree kabilesinden Tip 2 DM
ve periferik arteriyel hastaligi olan 138 birey c¢alisma grubuna dahil edilmigtir.
Calismanin sonunda bu etnik grupta Tip 2 DM hastalarinda MTHFR 677 T alleli
tasiyicilarinda periferik arteriyel hastalik gelisme riskinin 3.5 kat arttig1 sonucuna
ulasiimistir (124).

DM’nin  makrovaskuler komplikasyon gelisiminin MTHFR polimorfizmleri ile
iliskilendiren yayinlar olmakla birlikte iligkili olmadigini belirten yayinlar da
bulunmaktadir. Ornegin italya’da yapilan ve 2011 yilinda yayinlanan prospektif bir
calismada hiperhomosisteinemi ve MTHFR C677T polimorfizmi ile Tip 2 DM
hastalari arasinda makrovaskuler komplikasyon gelisimi agisindan anlamli bir iligki
bulunamamistir (125). Yapilan baska bir ¢alismada ise Tip 2 DM hastalarinda

homosistein duzeyleri ve MTHFR C677T genotipleri analiz edilerek makrovaskuler
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hastalik ile iliskisi degerlendiriimis olup, MTHFR genotipinin koroner arter hastaligi
ve serebrovaskuler hastalik ile iligkisi olmadigi sonucuna ulagiimistir (126).

Biz diyabetin mikrovaskuller komplikasyonlarindan olan diyabetik noéropati
etiyopatogenezinde MTHFR gen polimorfizminin etkisini arastirdik. Literatirde Tip
2 diyabetin mikrovaskuler komplikasyonlari ile MTHFR polimorfizmlerinin iligkisi
Uzerine vyapilan bazi c¢alismalar mevcuttur. Ornegin MTHFR geni C677T
polimorfizminin diyabetik nefropati ile iliskisini arastiran bir ¢alisma Sun ve
arkadaslar tarafindan Cin’de yapilmistir. 220 Tip 2 DM hastasi ve 130 saglikli
gonullide yapilan bu ¢alismada Tip 2 DM hastalari, diyabetik nefropatisi olan ve
nefropatisi olmayan seklinde 2 gruba ayrilmistir. Calismada MTHFR geni C677T
polimorfizmi icin mutant T allel frekansi kontrol grubunda %30, nefropatisi olmayan
DM grubunda % 28.6, nefropati olan DM grubunda ise % 42.3 olarak bulunmustur.
TT genotip frekansi ise kontrol grubunda %16.9, nefropatisi olmayan DM
grubunda %16.7, nefropatisi olan DM grubunda ise % % 21 olarak tespit edilmigtir.
Bu calismada MTHFR C677T polimorfizminin Tip 2 DM’li Cinli populasyonda
diyabetik nefropati igin genetik bir risk faktorl oldugu sonucuna ulasilmigtir (127).

MTHFR geni C677T polimorfizminin diyabetik nefropati ve retinopati ile iligkisini
arastiran, Maeda ve arkadaslarinin yaptigi bir ¢calismada 190 Tip 2 DM hastasi
incelenmigtir. Diyabetik nefropati agisindan istatistiksel olarak anlamli bir iligki
bulunmazken diyabetik retinopati olgularinin %41.9'unda CC genotipi, %31.1’inde
CT genotipi, %61.5'inde TT genotipi tespit edilmistir. Bu oranlar istatistiksel olarak
anlamli bulunmus ve MTHFR polimorfizmini temel alan onleyici tedavilerin Tip 2
DM hastalarinda retinopati gelisimini geciktirebilecegi sonucuna ulasiimistir
(109).

MTHFR geni Ce77T polimorfizminin diyabetin mikrovaskuler
komplikasyonlarindan olan retinopati ile iligkisini de arastiran literatlirde cesitli
yayinlar bulunmaktadir. 2003 yilinda Cin’de yapilan bir arastirmada 208 Tip 2 DM
hastasi ve 57 saglikli kontrol grubu ile bir calisma yapilmigtir. 208 DM hastasi ise
diyabetik retinopatisi olan ve olmayan seklinde 2 gruba ayrilmistir. T allel frekansi
kontrol grubunda %31.58, retinopatisi olmayan DM grubunda %33.16, retinopatisi
olan DM grubunda ise %49.09 olarak tespit edilmistir. TT genotip frekansi ise
kontrol grubunda % 17.54, retinopatisi olmayan DM grubunda % 18.37, retinopatisi
olan DM grubunda ise % 28.18 olarak tespit edilmistir. Bu ¢alismada MTHFR geni
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C677T polimorfizminin diyabetik retinopati gelisimi ile iligkili oldugu sonucuna
ulasilimistir (128).

MTHFR gen polimorfizminin diyabetik retinopati ile iliskisini arastiran bir bagka
calisma Japonya’da yapilmis ve 156 Tip 2 DM hastasi galisma grubu olarak
secilmistir. Tip 2 DM hastalari retinopatisi olmayan bireyler, non-proliferatif
retinopatisi olan bireyler ve proliferatif retinopatisi olan bireyler olmak tzere 3
gruba ayrilmistir. TT genotip frekansi retinopatisi olan grupta olmayanlara gore
anlamli derecede ylUksek oldugu tespit edilmistir. Retinopatisi olan grupta ise TT
genotip frekansinin non-proliferatif grupta, proliferatif gruptan daha ytuksek oldugu
tespit edilmistir. Retinopatisi olan grupta TT genotip frekansi % 60.9 ve non-
proliferatif retinopatisi olan grupta TT genotip frekansi % 39.2 olarak bulunmustur.
Bu calismada MTHFR geni C677T polimorfizminin diyabetik retinopati gelisimi igin
bagimsiz bir risk faktord oldugu sonucuna ulasiimistir (129).

2009 yihinda Turkiye’de Uking ve arkadaslarinin yaptigi bir calismada ise
MTHFR C677T polimorfizminin diyabetin mikrovaskuler komplikasyonlari ile iligkisi
arastinimis ve bu amacgla daha 6nce makrovaskiler komplikasyon 6ykusu
olmayan Tip 2 DM hastasi 52 birey calismaya dahil edilmistir. Bu hastalarda
retinopati, nefropati ve noéropati gelisimi ile birlikte MTHFR C677T genotipi
arastinimistir. 37 bireyde mikrovaskuiler komplikasyon tespit edilmis, 15 bireyde
mikrovaskuler komplikasyon tespit edilmemistir. Gruplarin higbirinde MTHFR geni
C677T polimorfizmi icin TT homozigot mutant birey bulunmazken, CT genotipi
mikrovaskuler komplikasyonlari olanlarda % 41, olmayanlarda % 60 olarak
g6zlenmistir. CT genotipi néropatisi olanlarda % 50, retinopatisi olanlarda % 44 ve
nefropatisi olanlarda % 73 oraninda tespit edilmistir. Bu galismada MTHFR C677T
polimorfizminin  diyabetin mikrovaskller komplikasyonlarindan noéropati ve
retinopati ile iligskisi bulunamazken, nefropati gelisimine katkida bulundugu
sonucuna ulagilimistir (111).

Literatirde MTHFR geni C677T polimorfizmlerinin tip 2 DM’in mikrovaskuler
komplikasyonlari ile iliskisiz oldugunu belirten bazi yayinlar da mevcuttur. Ornegin
Japonya’da 1999 yilinda yapilan bir ¢calismada 274 Tip 2 DM hastasit MTHFR geni
C677T polimorfizmi agisindan incelenmistir. 274 Tip 2 DM hastasi diyabetik
nefropatisi olan 43 birey ve olmayan 131 birey olmak Uzere 2 gruba ayrilmistir.
Gruplar arasinda genotip frekansi (p= 0.42> 0.05) ve allel frekansi (p= 0.34> 0.05)

arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark tespit edilememis ve Japonya’'da Tip 2
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DM hastalarinda diyabetik nefropati gelisimi ile MTHFR geni C677T polimorfizmi
arasinda bir iligki olmadigi kanatine varilmistir (130). Brezilya’da yapilan bir bagka
calismada ise 107 saglikli birey ve 141 diyabetik retinopati ( 46 kisi tip 1 DM, 95
Tip 2 DM) hastasi bireyde MTHFR gen polimorfizmi arastinimistir. Gruplar
arasinda allel ve genotip frekanslari bakimindan anlamli bir farklihk
bulunamamistir. Bu c¢alismada Brezilya populasyonunda MTHFR geni C677T
polimorfizminin  diyabetik retinopati gelisimi ile iligkili olmadigi sonucuna
ulasilmistir (131). Ambrosch ve arkadaslarinin 2000 yilinda yaptiklari bir
calismada hiperhomosisteinemi ve.  MTHFR C677T polimorfizminin diyabetik
noropati gelisimine etkisi arastiriimistir. Diyabetik néropati gelismis 43 hasta ve
néropatisi olmayan 22 Tip 2 DM hastasinda yapilan ¢alismada, MTHFR geni
C677T polimorfizminin diyabetik noéropati gelisimine etkisi olmadigi, artmig
homosistein dizeylerinin ise iligkili olabilecedi sonucuna ulasiimistir (108).

Biz calismamizda 103 diyabetik polinéropati hastasi ve 100 saglikli bireyde
MTHFR C677T ve A1298C polimorfizmlerini ¢aligtik. Tablo 7°de goéruldigu gibi
MTHFR C677T polimorfizmi igin diyabetik noéropati grubunda mutant T allel
frekansi %35 iken kontrol grubunda %31.5, normal C allel frekansi hasta grubunda
%65 iken kontrol grubunda %68.5 idi. Hasta ve saglikl bireylerde MTHFR C677T
polimorfizmi icin C ve T allel frekanslari karsilastirildiginda her iki grupta
istatistiksel olarak anlamli bir fark olmadigini tespit ettik. Ancak saglikli grupta C
normal allelin daha yuksek oranda oldugunu, hasta grubunda ise T mutant allelin
daha yuksek oranda oldugunu goézlemledik. MTHFR geni C677T polimorfizmi igin
normal, heterozigot ve homozigot genotip verilerini kargilastirdigimizda, tablo 8’de
goraldugu Uzere diyabetik néropati grubunda normal (CC) genotip orani %%43.7,
kontrol grubunda ise % 84.9 iken homozigot mutant (TT) orani diyabetik néropati
grubunda % 23.7 iken kontrol grubunda %8 oldugunu goérduk. Bu verilerin
dogrultusunda diyabetik néropati ve saglikli bireylerde istatistiksel olarak anlamli
bir fark olmamakla beraber hasta grubunda homozigot mutant genotipin (TT)
sagliklh gruba goére daha ylksek oranda oldugunu tespit ettik. Calismamizda
MTHFR geni C677T polimorfizmi ile diyabetik nGropati arasinda istatistiksel olarak
anlamli bir iliski olmadigini tespit ettik. Bu sonug¢ Uking ve arkadaslarinin ayrica
Ambrosch ve arkadaslarinin bulgulari ile uyumluydu.

Literatirde sadece MTHFR geni A1298C polimorfizminin  diyabetin

mikrovaskuler komplikasyonlari ile iliskisini arastiran bir yayin mevcut dedgildi.
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Bizim calismamizda ise tablo 10'da goérildugu Uzere MTHFR geni A1298C
polimorfizmi igin diyabetik néropati grubunda mutant C allel frekansi %35 iken
kontrol grubunda %35, normal A allel frekansi hasta grubunda %56.3 iken kontrol
grubunda %65 idi. A ve C allel frekanslari karsilastirildiginda diyabetik
polindropati hastasi ve sagdlikli bireylerde istatistiksel olarak anlamli bir fark
olmadigini ancak hasta grubunda A normal allelin daha diguk oranda ve C mutant
allelin saglikli gruptan daha ylksek oranda oldugunu tespit ettik. MTHFR geni
A1298C polimorfizmi i¢cin normal, heterozigot ve homozigot genotip verilerini
karsilastirdigimizda, tablo 11’de gorildigu Gzere diyabetik polindropati grubunda
normal (AA) genotip orani %33, kontrol grubunda ise % 43 iken homozigot mutant
(CC) orani diyabetik noropati grubunda % 20.4 iken kontrol grubunda %13
oldugunu gorduk. Bu verilerin dogrultusunda diyabetik noéropati ve saglikli
bireylerde istatistiksel olarak anlamli bir fark olmamakla beraber hasta grubunda
homozigot mutant genotipin (CC) saglikh gruba gore daha yiksek oranda
oldugunu tespit ettik.

Literatirde Tip 2 DM’in mikrovaskuler komplikasyonlarinin MTHFR C677T ve
A1298C polimorfizmlerinin her ikisi ile iligkisini arastiran yayinlar da mevcuttu.
Ornegin Shpichinetsky ve arkadaslarinin 2000 yilinda israil’de yaptiklari bir
calismada diyabetik nefropati gelisiminde MTHFR C677T ve A1298C
polimorfizmlerinin etkisi arastirilmigtir. Calismaya 55 nefropatisi olan ve 43
nefropatisi olmayan Tip 2 DM hastasi dahil edilmistir. MTHFR C677T ve A1298C
allel frekansi ve genotip dagiliminin her iki grupta da anlamli bir farklilik
gOstermedigi, ancak 677T mutasyonu olanlarda serum folat dizeyinin oldukga
dusuk oldugu folat tedavisinin koruyucu olabilecegi sonucuna ulagiimistir. Ayrica
A1298C polimorfizminde CC homozigot mutasyonun diyabetik nefropati agisindan
koruyucu etkisi olabilecegdi de bildiriimektedir (132).

Polonya’da 2003 yilinda yapilan bir ¢alismada ise MTHFR C677T ve A1298C
polimorfizmlerinin diyabetik nefropati ile iligkisi arastinimistir. Calismaya katilan
429 Tip 2 DM hastasi, normoalbumintri, mikroalbuminiri ve proteinurisi-kronik
bobrek yetmezligi olmak Uzere 3 gruba ayrilmis ve bu gruplarda MTHFR geni
C677T ve A1298C polimorfizmleri arastiriimistir. Bu galismada gruplar arasi allel
frekanslari ve genotip oranlari arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark
olmamakla beraber erkek cinsiyette MTHFR geni C677T polimorfizminin diyabetik
nefropati gelisimi igin bir risk faktora olabilecegi bildirilmistir (133)
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Mtiraoui ve arkadaslarinin 2007 yilinda Tunus’ta yaptiklari bir galismada
diyabetik nefropati gelisiminde MTHFR C677T ve A1298C polimorfizmlerinin etkisi
arastinimistir. Calismaya 93 diyabetik nefropati hastasi, 267 nefropatisi olmayan
tip 2 DM hastasi ve 400 saglikli kontrol grubu dahil edilmistir. MTHFR geni 677T
ve 1298A allellerinin diyabetik nefropati grubunda diger gruplara gore yuksek
oldugu tespit edilmigtir. Tunuslu diyabetik hastalarda MTHFR A1298C polimorfizmi
degdil ancak C677T polimorfizminin, homosistein duzeylerini ylkselterek diyabetik
nefropati gelisiminde risk faktori olabilecedi sonucuna ulasilmis ve farkli etnik
gruplarda ¢alismanin genisletiimesi gerektigi vurgulanmigtir (134).

Rahimi ve arkadaslarinin 2010 yilinda iran’da yaptiklari bir calismada diyabetik
nefropati gelisiminde MTHFR C677T ve A1298C polimorfizmlerinin etkisi
arastinimistir. Calismaya 72 nefropatisi olan ve 72 nefropatisi olmayan Tip 2 DM
hastasi dahil edilmistir. Diyabetik nefropatisi olan grupta MTHFR geni C677T
polimorfizmi i¢in heterozigot ve homozigot mutant genotip dagilimi, nefropatisi
olmayanlara gore yuksek olarak tespit edilmistir. Diyabetik nefropatisi olan grupta
MTHFR geni A1298C polimorfizmi icin heterozigot ve homozigot mutant genotip
dagihmi da nefropatisi olmayanlara gore yuksek olarak tespit edilmistir. Birlesik
heterozigotluk durumu ise yine nefropatisi olan grupta anlamli olarak yuksek
bulunmustur. iranli Tip 2 DM hastalarinda MTHFR genindeki hem 677T ve hem de
1298C allellerinin nefropati gelisimini arttirdigi sonucuna ulagiimistir (135).

Bizim galismamizda ise MTHFR geni C677T ve A1298C polimorfizmleri igin
hasta ve saglikli bireylerdeki olasi tUm genotip verileri tablo 13’de gosterilmistir.
Diyabetik néropati ve kontrol grubunda her iki bolge icin homozigot mutant birey
tespit edilmedi. 3 mutant allele sahip birey kontrol grubunda bulunmazken
diyabetik noropati grubunda 2 birey mevcuttu. Birlesik heterozigotluk durumu
hasta grubunda %28.2 ve kontrol grubunda %22 oranlariyla hasta grubunda daha
yuksekti. Tablo 18'de gosterildigi Uzere gruplar arasinda 1 ve daha az mutant
allele sahip bireyler ile 2 ve daha fazla mutant allele sahip bireyler karsilastirildi ve
istatistiksel olarak anlamli bir sonug elde edildi. Diyabetik néropati grubunda 2 ve
daha fazla mutant allele sahip bireyler anlamli bir sekilde yUksekti.

Hasta grubunda ENMG sonuglari ile MTHFR C677T polimorfizmi genotiplerinin
kargilastirimasi yapilmis olup tablo 19'da goéruldugu Uzere MTHFR C677T
genotipi ile motor, duyusal ve miks tip diyabetik polindropati arasinda istatistiksel

olarak anlamli bir iligki tespit edilmedi.
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Hasta grubunda ENMG sonuglan ile MTHFR A1298C polimorfizmi
genotiplerinin karsilastiriimasi yapiimis olup tablo 20°’de goéruldugu Gzere MTHFR
A1298C genotipi ile motor, duyusal ve miks tip diyabetik polindropati arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir iligki tespit edilmedi.

Calismamizda Konya bdlgesinde bulunan Tip 2 diyabet hastalarinda MTHFR
C677T ve A1298C polimorfizmlerinin diyabetik polinéropati gelisimi Uzerine etkisi
olup olmadigini arastirdik. Literatirde Tip 2 diyabetin mikrovaskuiler
komplikasyonlari ile MTHFR polimorfizmlerinin iligskisi Uzerine yapilan bazi
calismalar olmakla birlikte 6zellikle diyabetik polinéropati gelisiminde MTHFR
geninin hem C677T ve hem de A1298C polimorfizmininin incelendigi bir ¢alisma
literatirde mevcut degildir. Ayrica ENMG sonuglari ile MTHFR polimorfizmleri
arasinda anlamli bir iligski olup olmadigini arastiran bir ¢galisma da yine literatirde
bulunmamaktadir. Bu calisma ile MTHFR geninde sik gorulen 2 polimorfizmin
birlikte olabildigi birlesik heterozigotluk durumunda diyabetik noropatiye yatkinlk
olup olmadigini da arastirdik. Birlesik heterozigotluk igin istatistiksel olarak anlamli
bir sonu¢ olmamakla birlikte birlesik heterozigotlugun da iginde bulundugu 2 ve
daha fazla mutant alleli olan bireylerin diyabetik ndropatisi olan grupta anlamli bir
sekilde yuksek oldugunu tespit ettik. Bu durum mutant allel sayisi arttikca
diyabetik noropati gelisimine yatkinlik saglayabilecedi yonunde yorumlanmakla
birlikte MTHFR polimorfizmlerinin diyabetik polindropati etiyopatogenezine katkisi
olup olmadigini kesin olarak agiklayamamaktadir.

Tip 2 diyabetin vaskuler komplikasyonlarinin gelisiminde baslica etken olan
endotel hasarina yol agabilecek olasi birgok gen polimorfizmi tim dinyada halen
en onemli arastirma konusudur. Multifaktoryel bir hastalik olan Tip 2 diyabetin
vaskuler komplikasyonlarinin poligenik dogasi, gesitli cevresel faktorlerle etkilesim
halinde olmasi, MTHFR gen polimorfizmlerinin tek basina etkisini ortaya koymay!
zorlastirmaktadir. Hasta ve kontrol gruplarinin daha fazla sayida oldugu, farkli
etnik gruplari igeren, ¢ok merkezli ve hatta tim genomun SNP taramalarinin
yapilacagl daha genis Olgekli arastirmalarla diyabetik polinéropatilerin poligenik
dogasi aydinlatilabilir. Boylece erken tani koyarak hastaligin gelismesini 6nlemek

mumkun olabilir veya hedefe yonelik daha etkin tedaviler gelistirilebilir.
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9. Ozet.

Amag: Bu calismada MTHFR geni C677T ve A1298C polimorfizmlerinin diyabetik
periferik polindropati patogenezine katkisi olup olmadigini arastirdik.

Gere¢ ve Yontem: Hasta grubu, Selguk Universitesi Meram Tip Fakiiltesi ic
Hastaliklari Anabilimdali Endokrinoloji Poliklinigine bagvuran, en az 10 yildir Tip 2
DM tanisi nedeniyle takip edilen ve ENMG tetkiklerinde Diabetik Periferik
Polindropatisi olan 103 hastadan olusturuldu. Kontrol grubu ise 2010 yilinda
Konya ilinde yasayan rastgele secilmis 100 saglkli gondlliden segcildi. Hasta ve
kontrol grubundan yazili onay alindiktan sonra kanlari alindi. Pyrosequence
teknigi ile MTHFR geni C677T ve A1298C polimorfizmleri arastirildi.

Bulgular: Arastirmamizda diyabetik néropatili bireyler ile saglikli kontrol grubu
karsilastirildiginda MTHFR geni C677T ve A1298C polimorfizmlerinin genotip ve
allel frekanslari igin istatistiksel olarak anlamli bir farkhlik bulunamadi. Bununla
birlikte 2 ve daha fazla mutant alleli olan bireylerin, 1 ve daha az mutant alleli olan
bireylerle karsilastirildiginda diyabetik néropati grubunda kontrol grubuna goére
anlaml bir sekilde ( p=0.010) ylksek oldugu tespit edildi.

Sonug¢: Tip 2 DM hastalarinda MTHFR geni C677T ve A1298C polimorfizmleri,
polimorfik allel sayisi arttikga diyabetik periferik polinéropati gelisimine yatkinhk
saglayabilir. Ancak diyabetik periferik polindropatilerin poligenik dogasi ve ¢evresel
faktorlerden etkilenmesi, MTHFR gen polimorfizmlerinin tek basina etkisini ortaya
koymayi zorlastirmaktadir. Bu nedenle hasta ve kontrol gruplarinin daha fazla
sayida oldugu, farkh etnik gruplari iceren, ¢ok merkezli daha genis Olcekli

arastirmalarla diyabetik periferik polinéropatilerin genetik nedenleri aydinlatilabilir.

Anahtar sozcukler: Diabetes Mellitus; diyabetik polinéropati; genetik polimorfizm;

Pyrosequencing.
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10. ABSTRACT

investigation of the Role of Common Polymorphysms of
Methyltetrahydrofolate Reductase Gene in the Etiopathogenesis of Diabetic

Neuropathy by Pyrosequence Technique

Purpose: in this study,we investigated whether MTHFR gene C677T and A1298C
polymorphisms contribute to the etiopathogenesis of diabetic peripheral
neuropathies.
Methods: The patients group was constituted 103 individuals with diabetic
peripheral polyneuropathy diagnosed by electrophysiological techniques who were
followed the diagnosis of type 2 DM at least 10 years at the Selguk University
Meram Medical School, Department of internal Medicine. The control group was
constituted 100 healthy volunteers randomly selected and living in Konya. Blood
samples were collected after written consent from patients and control group.
MTHFR gene C677T and A1298C polymorphisms was investigated using
pyrosequence technique.
Findings: in our study, there was not found any statistically significant diffrences
allele and genotype frequencies of MTHFR gene C677T and A1298C
polymorphisms when patient and control groups were compared. Nevertheless,
the number of individuals who has got 2 or more the mutant allele in the patients
group were significantly higher than the control group, compared with the number
of individuals who has got 1 and less than the mutant allele ( p=0.01).
Conclusion: As the number of polymorphic alleles of MTHFR gene C677T and
A1298C polymorphisms in type 2 DM patients may predispose to the development
of diabetic peripheral polyneuropathy. But, polygenic nature of diabetic peripheral
polyneuropathy and influenced of environmental factors makes it difficult to reveal
the effect of MTHFR gene polymorphisms in diabetic peripheral polyneuropathy.
Thus the genetic causes of diabetic peripheral polyneuropathies may be
elucidated by large-scale multi-center studies containing different ethnic groups
and consisting of more individuals.
Key words: Diabetes Mellitus; diabetic polyneuropathy; genetic polymorphism;

Pyrosequencing.
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13. EKLER

13.1. Hasta onam form ornegi

BILGILENDIRILMiS GONULLU OLUR FORMU

Seker hastaligi  damar yapisinda bozukluklara neden olmaktadir. Damarsal
bozukluklar ise sinir ucu harabiyetine yol agmaktadir. Bu galismada bu harabiyete
yol actigr disunulen bir genin 2 (iki) bdlgesi incelenecektir. Sizde seker hastaligina
bagli bu sinirsel harabiyet oldugu igin bu c¢alismaya davet edildiniz.Bu amagla
sizden 6zel bir tipte 1.5 cc kolunuzdan kan alinacaktir. Kan alma islemi hastane
ortaminda ve hekim esliginde gergeklestirilecektir. Bagka bir doku oOrnegi
istenmeyecektir.

Bu calismaya 100 diyabetik noropati hastasi ve 100 saglikli birey dahil
edilecektir.

Bu calisma gonllt igin herhangi bir risk tagimamaktadir.

Arastirma suresi 15 aydir.

Calisma sirasinda hastadan herhangi bir mali destek talep edilmeyecektir.

Hastalarin kimlik bilgileri gizli tutulacaktir. Ancak tibbi bilgiler ve arastirma
sirasinda elde edilen bulgular yayin olarak kullanilacaktir.

Arastirmada yer alacak gonulla sayisi en az 200 olarak dusunulmektedir.

Calisma ile ilgili S.U. Meram Tip Fakiltesi Tibbi Genetik Anabilim Dal
Arastirma Gorevlisi Dr.Mine BALASAR’a 05053693770 numarali telefondan ve
minebalasar@hotmail.com internet adresinden ulasilabilir.

GoOnulll istemedigi durumda arastirmadan gikarilacaktir.

Kullanilacak materyal bozuldugu ve yeniden materyal alimi miumkuin
olmadigi durumlarda hasta arastirma digi birakilacaktir.

GoOnulla arastirmaya katilmak istemedidi durumda her hangi bir zamanda
vazgecip arastirmadan ayrilma hakkina sahiptir.

Gebeler bu ¢alismaya dahil edilmeyecektir.

Yukarida gonulliye arastirmadan once verilmesi gereken bilgileri gésteren metni
okudum. Bunlar hakkinda bana yazili ve s6zlU agiklamalar yapildi. Bu kosullarda
s6z konusu Klinik Arastirmaya kendi rizamla, higbir baski ve zorlama olmaksizin
katilmayi kabul ediyorum.

Gondlliinin Adi soyadi, imzasi, Adresi (varsa telefon/faks no.)

Velayet veya vesayet altinda bulunanlar icin veli veya vasinin.
Adi soyadi, imzasi (varsa telefon/faks no.)

Aciklamalari yapan arastiricinin Adi soyadi, imzasi:

Herhangi bir nedenle basvurulacak doktorun Adi soyadi, imzasi (varsa
telefon/faks no.)

Riza alma islemine basindan sonuna kadar taniklik eden kisinin. Adi soyadi, imzasi,
Gorevi.
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13.2. Saglhikh génullii onam form 6rnegi

SAGLIKLI GONULLULER ICIN
BILGILENDIRILMIiS GONULLU OLUR FORMU

Seker hastaligi  damar yapisinda bozukluklara neden olmaktadir. Damarsal
bozukluklar ise sinir ucu harabiyetine yol agmaktadir. Bu g¢alismada bu harabiyete
yol actigi dusundlen bir genin 2 (iki) bolgesi incelenecektir. Siz bu galismaya Turk
toplumunda saglikli kisiler arasinda bu gendeki degisiklikler acisindan fark olup
olmadigini belirlemek igcin davet edildiniz.Bu amacla sizden 6zel bir tipte 1.5 cc
kolunuzdan kan alinacaktir. Kan alma islemi hastane ortaminda ve hekim
esliginde gergeklestirilecektir. Baska bir doku 6rnegi istenmeyecektir.

Bu calismaya 100 diyabetik noropati hastasi ve 100 saglikli birey dahil
edilecektir.

Bu ¢alisma gonllt igin herhangi bir risk tagimamaktadir.

Arastirma suresi 15 aydir.

Calisma sirasinda hastadan herhangi bir mali destek talep edilmeyecektir.

Hastalarin kimlik bilgileri gizli tutulacaktir. Ancak tibbi bilgiler ve arastirma
sirasinda elde edilen bulgular yayin olarak kullanilacaktir.

Arastirmada yer alacak gonulla sayisi en az 200 olarak dugunulmektedir.

Calisma ile ilgili S.U. Meram Tip Fakiiltesi Tibbi Genetik Anabilim Dal
Arastirma Gorevlisi Dr.Mine BALASAR’a 05053693770 numarali telefondan ve
minebalasar@hotmail.com internet adresinden ulasilabilir.

GoOnulll istemedigi durumda arastirmadan gikarilacaktir.

Kullanilacak materyal bozuldugu ve yeniden materyal alimi mimkun
olmadidi durumlarda hasta arastirma digi birakilacaktir.

GoOnulla arastirmaya katilmak istemedigi durumda her hangi bir zamanda
vazgecip arastirmadan ayrilma hakkina sahiptir.

Gebeler bu ¢alismaya dahil edilmeyecektir.

Yukarida gonulluye arastirmadan once verilmesi gereken bilgileri gosteren metni
okudum. Bunlar hakkinda bana yazili ve s6zlU agiklamalar yapildi. Bu kosullarda
s6z konusu Klinik Arastirmaya kendi rizamla, higbir baski ve zorlama olmaksizin
katilmayi kabul ediyorum.

Gondlliinin Adi soyadi, imzasi, Adresi (varsa telefon/faks no.)
Velayet veya vesayet altinda bulunanlar icin veli veya vasinin.
Adi soyadi, imzasi (varsa telefon/faks no.)

Aciklamalari yapan arastiricinin Adi soyadi, imzasi:

Herhangi bir nedenle basvurulacak doktorun Adi soyadi, imzasi (varsa
telefon/faks no.)

Riza alma iglemine basindan sonuna kadar taniklik eden kiginin. Adi soyadi,
Imzasi, Gorevi.
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