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OZET

Altimkih¢ E. M. RRM1, RRM2, ERCC2 Gen Polimorfizmleri ile Ateroskleroz ve
Tip 2 Diabet arasindaki iliskinin belirlenmesi. Yeditepe Universitesi Saghk
Bilimleri Enstitiisii, Molekiiler Tip Anabilim Dal. Yiiksek Lisans Tezi istanbul,
2015.

Ateroskleroz biiyiik, orta ve kiiciik arterlerde plak olusumu seklinde kendini
gOsteren mortalitesi yiiksek bir hastaliktir. Miyokard Enfarktiisii, Anevrizma ve bu
olgulara bagli 6liimlerin baslica sebebi olan Ateroskleroz, yas, cinsiyet, serum lipid
diizeyi, beslenme bozuklugu, hipertansiyon, ailesel yatkinlik, sigara ve alkol tiikketme
gibi gevresel ve genetik faktorlere bagli multifaktoriyel bir hastaliktir. Tip 2 Diabet
eriskin donemde insiilin intolerans1 yada yetersiz insiilin sekresyonuna baglh
hiperglisemi seklinde goriilen metabolik bir hastaliktir. Tip 2 Diabet ilerleyen donemde
hiperglisemiye bagli, kalp-damar hastaligi, nefropati, néropati, retinopati ve geciken
yara iyilesmesi olgularina sebep olmaktadir. Her iki olgunun toplumda gorilme
sikliklar1 giderek artmakla beraber gelisimlerinde rol oynayan molekiiler mekanizmalar
tam olarak bilinmemektedir. Son donemde yapilan ¢alismalar dogrudan oksidatif stres
yada oksidatif stres derivatiflerinin dolayli olarak yol actigit DNA hasarlarinin Tip 2
Diabet ve Ateroskleroz gelisiminde rol oynayabilecegini gostermektedir. Bu bilgiler
15181inda ¢alismamizda, Tip 2 Diabet ve Ateroskleroza bagli Koroner Arter Hastalarinda,
DNA Tamir mekanizmalarindan Nukleotid Eksizyon Tamir yolaginda bulunan XPD
helikaz enzimini kodlayan ERCC2 geni ve DNA sentezinde kullanilmak iizere
Ribonukleotidlerden Deoksiribonukleotid sentezinde goérev alan Ribonukleotid
Reduktaz enziminin alt birimlerini kodlayan RRM1 ve RRM2 gen varyasyonlari
incelenmistir. Calisma sonucunda Hasta ve Kontrol gruplar1 arasinda istatistiksel olarak

anlaml bir farklilik gériilmemistir.

Anahtar Kelimeler: Ateroskleroz, Koroner Arter Hastaligi, Tip 2 Diabet, DNA Hasari,
DNA Tamiri, Nukleotid Ekzisyon Tamiri, RRM1, RRM2, ERCC2, Polimorfizm.
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ABSTRACT

Altinkili¢ E. M. Determination of RRM1, RRM2, ERCC2 Gene Polymorphisms in
Atherosclerosis and Type 2 Diabetes Mellitus Cases.Yeditepe University Healt
Sciences Institude, Department of Molecular Medicine. Master Thesis. Istanbul,
2015.

Atherosclerosis is a very common disease with high mortality of pathological
plaque generations in arteries. The main causes of this high mortality are myocardial
infractions and aneurisms caused by atherosclerotic plaques. As a multifactorial disease,
atherosclerosis is related to both genetic and enviromental factors as age, sex, serum
lipid levels, feeding disorders, smoking and drinking. Type 2 Diabetes Melitus is a
metabolic disorder of adults with hyperglycemia caused by insulin intolerance and/or
lack of insulin secretion. Within time, Type 2 Diabetes can cause cardiovascular
diseases, nephropathies, neuropathies, retinopathies and latency in wound healing.
Despite increased incidences, molecular mechanisms have not been elucidated in either
of the diseases. Recent findings show that DNA damage by direct oxidative stress or
derivatives, may play role in generation of Type 2 Diabetes and Atherosclerosis. To
elucidate those informations, we aimed to investigate the relationships of gene
polymorphisms in DNA repair pathways with Type 2 Diabetes and Atherosclerosis.
ERCC2, RRM1 and RRM2 genes were investigated in our study, as they code XPD
Helicase enzyme in Nucleotide Excision Repair Pathway and subunits of
Ribonucleotide Reductase enzyme, respectively. In conclusion, there were no
statistically significant differences between patient and control groups in terms of those
polymorphisms.

Key Words: Atherosclerosis, Coronary Artery Disease, Type 2 Diabetes, DNA
Damage, DNA Repair, Nucleotide Excision Repair, RRM1, RRM2, ERCC2,

Polymorphism
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1. GIRIS VE AMAC

Ateroskleroza bagli olarak gelisen Koroner Arter Hastaligi (KAH) bati
toplumlarinda oliim nedenlerinin baginda yer alan genetik ve ¢evresel etmenlerin neden
oldugu kompleks (multifaktéryel) bir hastalik olarak tanimlanmaktadir(1). Bunun
yaninda genetik temeli tam olarak belirlenmis lipid metabolizmas1 bozukluklari(2)
disinda ateroskleroza yol acan genetik faktorler hakkinda bilim diinyasinda yeterli
diizeyde bilginin mevcut oldugu gézlemlenememistir(3).

Kalitimsal ve sonradan kazanilmasina bagli olarak smiflandirilan diabette,
metabolik bozukluklara bagli olarak c¢esitli mekanizmalarin 6nemli sorumluluklar
yiiklendigi gozlenmektedir. Son yillarda ileri glikozilasyon firiinleri (AGE) ve bunlarin
etkilesime girdikleri reseptorleri (RAGE) s6z konusu mekanizmalarin igerisinde énemli
sorumluluklar tistlendigi gosterilmistir(4,5).

AGE’ lerin ¢esitli mekanizmalar araciligr ile toksik etkiler gdsterebilecegi artik
klasik bilgilerimiz icerisinde yer almaktadir. AGE olusumu glikoz metabolizmasinin
hizli araciligi ile hiicre i¢inde meydana gelir ve s6z konusu proteinlerin yapi ve
fonksiyonunu degistirir(4). Diger taraftan AGE olusumu ekstraseliiler matrikste
sekonder liimen daralmasina yol ac¢maktadir(4,5,6). Son olarak AGE, baglayan
reseptorler ile etkileserek protrombik yollarin aktivasyonunu sagladigi gosterilmistir(6).
Tip 2 Diabetin molekiiler mekanizmasinin aydinlatilmasinda AGE olusumunun énemli
olabilecegi giin gectikce bilim diinyasinda 6nem kazanmaktadir(4,5,6).

Proteinlerin enzimatik olmayan glikozilasyonu artisi sonucu ortaya ¢ikan
proteaz enzimine direncli olan AGE bilesikleri makrofaj/ monositlerin, kardiak
fibroblastlarin ve vaskiiler diiz kas hiicrelerinin aktivasyonuna neden olarak dokularda
geri doniisli olmayan hasarlara neden olmakta ve bu sekilde kanser ve kardiovaskuler
hastaliklar gibi bir¢ok hastaliklarin gelisiminde 6nemli rol oynadigi ¢esitli arastirmacilar
tarafindan rapor edilmistir(7). S6z konusu hiicrelerin aktivasyonu DNA oksidasyonu ve
zar lipid peroksidasyonunu igeren reaktif oksijen turlerinin (ROS) olusumuna yol agtigi
cesitli arastirmalar sonucunda kanitlanmistir(8).

AGE iiriinleri kollagen ve miyelin(9) gibi proteinler ile ¢capraz baglar olusturarak
s0z konusu proteinlerin elastikiyetini azaltmaktadir. AGE iirtinleri genellikle yasa bagl

olarak ve diabette hizli bir artis gostermektedir. AGE’ ler endotelial zar reseptorlerine



baglanarak oksidatif strese neden olmaktadirlar. Endotelial hiicrelerin bu sekilde
harabiyeti proinflamatuvar yolagi uyarmaktadir. S6z konusu kronik ve diisiik
derecedeki inflamasyon vaskiiler endotel hiicrelerine zarar vermektedir. AGE tesekkiilii
diabette mikrovaskiiler komplikasyonlarinda 6nemli sorumluluklar yiiklenmektedir.
Ayrica AGE birikiminin ateroskleroz ile baglantili oldugu gosterilmistir (10).

Reaktif oksijen tlrlerinin (ROS) neden oldugul00’ den fazla DNA hasari
tanimlanmistir. Bu hasarlarin biyolojik 6nemi heniiz agiklik kazanmamakla birlikte 8-
hidroksi guanozin’ in (8-ohdG) mutasyonuna neden oldugu bilinmektedir(11). Hiicre,
Ozellikle kardiak hiicreler tiim bu DNA hasarlarina farkli metabolik yollar ile cevap
verir. Agir DNA hasarlar1 hiicrenin apoptozis yolunu aktive ederek hiicreyi 6liime
gotiirlir. Hiicre DNA hasarin1 DNA tamir mekanizmalari ile tamir edebilir. DNA hasari
replikasyon sirasinda tamir edilmezse mutasyona ve sonug olarak genomik kararsizliga
neden olmaktadir(10,11). DNA’da birgok 0zglin degisimi i¢ine alan genomik
kararsizlik, Koroner Arter Hastaliginin, yaslanmanin bir belirtisi olarak Kabul
edilmektedir.(12).

DNA hasar1 ¢ sekilde tamir edilmektedir; hasarin tamamen tersine
dondurilmesi, Nukleotid Eksizyon Tamiri ve rekombinasyon komplementasyon yolu ile
tamir.

Ribonukleotid rediiktaz mutasyonu gibi molekiiler birtakim gdstergelerin
saptanmasi bireysel bazda genomik farkliliklar gosterecek basit ve kisa siire sonra KAH
gibi kompleks hastaliklarda giinliik uygulamalarda tedavi planlama asamasinda yerini
alacaktir. Ribonukleotid rediiktaz holoenzimi, dimerize olmus, ribonukleotid rediiktaz
M1 ve ribonukleotid rediiktaz M2 (RRM1,RRM?2) iki altbirimden olugsmaktadir. RRM1
ve RRM2 eslesmesi planlanan DNA sentezi i¢in 6nemlidir. RRM1’in DNA tamir
asamasinda p53 tarafindan diizenlenen p53R2 olarak da bilinen P53 RRM2 ile birlikte
fonksiyon gosterdigi de bilinmektedir(13). Ribonukleotid rediiktaz DNA sentezi i¢in
ribonukleotidleri deoksiribonukleotidlere doniistiiriir. Bununla birlikte ribonukleotid
rediktaz enzimi ve alt birimleri DNA sentez ve onarmminda, deoksiribonukleotid
olusumunun sinirlamasinda kataliz  gorevini Ustlenerek O6nemli bir adimin
gerceklesmesini saglamaktadir(14).

Eksizyon tamir capraz- komplemantasyon grup 2 (ERCC2) nikleotid eksizyon
tamir (NER) kompleksinin protein komponentidir. ERCC2 blyluk bir DNA tamir



proteinidir. Bu genin polimorfizmlerinin DNA tamir mekanizmast ve KAH gibi
kompleks hastaliklarin riski ile iliskilendirilmistir(13,14,15).

ERCC2 DNA tamir mekanizmalarindan NER yolag1 {izerindeki 20’ den fazla
genle iliskidedir. Cesitli arastirmalarda bu genin Asp312Asn (Ekson 10) ve Lsy751GlIn
(Ekson23) polimorfizmleri tanimlanmistir(15).

Bugtne dek elde edilen tim bu veriler 6zellikle DNA tamiri ile ilgili genlerin
KAH gibi kompleks hastaliklarin tedavisinde kullanilabilecegini ve bu konuda daha
fazla calisma yapilmasina ihtiya¢ oldugunu gostermektedir.

Caligmamizda 6zellikle DNA tamir mekanizmalariyla direkt baglantili olduklari
icin RRM1, RRM2 ve ERCC2 genlerinin Tip 2 Diabet ve KAH hastaliklarina sebebiyet
verebilmesi olas1 olan gen polimorfizmlerinin incelenmesi amaglanmistir. Ayrica tani
degeri oldugu billinen lipid profil diizeylerinin 6lgiilerek hasta ve saglikli goniilliilerde
karsilagtirilmalart yapilarak hastaligin tani, tedavi ve sagkalimiyla ilgili molekiiler

mekanizmalarin 6neminin gosterilmesi hedeflenmistir.



2. GENEL BIiLGIiLER

2.1. Aterosklerozun Molekuler Mekanizmalari

Ateroskleroz terimi 1904 yilinda Felix Jacob Marchand tarafindan literatiire
kazandirilmistir. Yunanca “athero = yulaf lapasi” ve “sclerosis= sertlesme”
anlamlarindaki iki kelimenin birlesiminden olugsmustur (16).

Ateroskleroz intimanin kronik, progresif ve multifokal bir hastaligidir. Primer
olarak arteryel bir hastaliktir. intimada yag depolanmasi ve diiz kas hiicrelerinin
proliferasyonu sonucu gelisen intimal kalinlasma ile karakterizedir ve enflamasyon,
skar olusumu ve kalsifikasyon ile iligkilidir (17,18). Tiim bu olaylarin sonucunda,
limende stenoz ve ardindan trombotik okliizyon ve /veya emboli gelisir.

Aterosklerozun risk faktorleri arasinda serum kolesterol diizeylerinde artis,
diabetes mellitus, sigara, erkek cinsiyet, ileri yas, obezite, sistemik kronik enflamasyon
ve heniiz tam netlesmeyen genetik faktorler yer almaktadir.

Aterosklerozun ¢ok erken yaslarda bagsladigi otopsi ve radylojik ¢aligmalar ile
gosterilmistir (19).

Aterosklerozun ilk goriilebilen lezyonu “fatty streak= yagli ¢izgilenme” olarak
adlandirilir. Yagli ¢izgilenme intimada yag yiiklii makrofajlarin birikmesi sonucu olusur
(20). Bu makrofajlar kopiige benzer goriinimlerinden dolayr “kopiik hiicreleri” adini

almiglardir.

2.1.1.Ateroskleroz Mekanizmasi
Aterogenez ve aterosklerozun olusum teorisi, endotel hiicrelerinin, arter

duvarindaki diz kas hucrelerinin, monositlerin, trombositlerin ve lipoproteinlerin
etkilesimi ile agiklanmaktadir. Erken aterosklerotik lezyonlarin olugsmasinda 3 6nemli
faktor distliniilmektedir. Bunlar; lipid metabolizma bozukluklari, vaskiiler hiicre
aktivasyonu ve enflamasyondur ve bunlarin etkilesimleri sonucunda da yagh

cizgilenmelerin olustugu diistiniilmektedir (21-24).

2.1.1.1.Endotel Disfonksiyonu
Aterosklerozun patogenezindeki ilk olay endotel disfonksiyonudur. Endotel,

damar duvarinda gecirgenligi belirleyen, damar liimenindeki hemostazi kontrol eden ve

salgiladig1 vazoaktif maddeler yoluyla damar tonusunu ve bag doku yapimini kontrol
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eden bir organ olarak adlandirilabilir (25). Kronik hiperkolesterolemi, sigara kullanimi,
sistemik hipertansiyon ve hiperglisemi gibi faktorler endotel disfonksiyonuna neden
olarak ateroskleroz olusumuna katkida bulunur. Endotel disfonksiyonu sonucu endotel
hicreleri aktive olur ve adezyon molekulleri, sitokinler (IL-1, TNF-a), kemokinler
(MCP-1, IL-8) ve buyume faktorleri (PDGF, FGF) salgilanir. Adezyon molekdlleri;
Vaskuler hicre adezyon molekuli 1 (VCAM-1), interseller adezyon molekull 1ve 2
(ICAM-1, ICAM-2), Trombosit/ endotel hiicre adzyon molekili (PECAM), selektinler
(E-Selektin; endotel (zerinde, P-Selektin; trombosit Uzerinde, L-Selektin; lI6kosit
tizerinde) ve kadherinler olarak siniflanabilir. Selektinler, endotel Gzerinde, I6kositlerin
sigrama ya da yuvarlanma seklindeki hareketlerini uyarir (26). Endotel disfonksiyonu
gelistiginde, vazodilator etkiye sahip nitrik oksit (NO) salinimi azalacagindan dolayi
vazokonstriksiyon gelisir. Ayni zamanda oksijen radikalleri iiretimi artar. Damar
duvarinin gegirgenligi artar ve lipoproteinlere gecirgenlik kazanir. Doku faktoriiniin
ekspresyonuna bagli tromboz gelisir ve hasara bagli olarak adezyon molekullerinin
ekspresyonu, kemokin ve sitokin salimmimi artar ve trombositlerin ve enflamatuvar
hlcrelerin damar duvarina adezyonu artar (27). Aktive olmus endotel hiicreleri ayni
zamanda PDGF (platelet-derived growth factor) gibi buyume faktorlerini salgilayarak
vaskiler duz kas hicre proliferasyonu ve negatif yuklu proteoglikanlardan zengin
ekstraseliiler matriks depolanmasina neden olmaktadir. Yagli cizgilenmelerin 6zellikle
bu intimal kalinlasma bolgelerinde olustugu bilinmektedir. Bu boélgede negatif yikl
proteoglikanlarin pozitif yiikli LDL partikiillerine baglandigi ve makrofajlarin da
LDLyi fagosite ettigi diisiiniilmektedir (28).

2.1.1.2. LDL Oksidasyonu ve Lipid Birikmesi
Interstisyel boslukta yag depolanabilmesi igin bir yag kaynagina ihtiyag vardir.

Bu kaynak dolasimdaki yaglardir. Dolagimdaki yaglarin depolanmasi 6zellikle yiiksek
kolesterol diizeyleri ile iligkilidir (21,29). Kolesterol kanda degisik formda
lipoproteinler olarak dolagsmaktadir ve bunlardan diisiik dansiteli lipoprotein (LDL)
ateroskleroz olusumunu arttirirken, yiiksek dansiteli lipoprotein (HDL) kolesteroliin
damar duvarindan ters transportuna neden olarak ateroskleroza karst koruyucu rol
oynamaktadir. LDL damar duvarina girmeden dnce reaktif oksijen tiirevleri tarafindan
oksitlenir (okside LDL) (24,30). Okside LDL’nin yapisindaki apo —B100 degisiklige
ugradig icin LDL ‘nin makrofajlarda fagositoz hizi yiiksektir ve boylelikle intima



icerisinde hapsolurlar. Okside LDL kemokinlerin sitokinlerin adezyon molekdllerinin

ve biylme faktorlerinin salgilanmasini uyarir.

2.1.1.3. Enflamasyon
Aterosklerozda damar duvarinda depolanmis lipidlere dogru aktive olmus

enflamatuvar hicreler yonlenmektedir (23,24,29). Dolasimdaki 16kositler karakteristik
olarak lipid akiimiilasyonunun oldugu damar duvarindaki bolgelerde tutulurlar.
Baslangicta bu lokositler monosit halindeyken aktive olduklarinda makrofajlara
dontistirler. Lokosit aktivasyonu vaskiiler hiicrelerden salinan kemokinler yoluyla
olmaktadir. Monosit kemokin proteini-1 (MCP-1) endotelden okside LDL ve ceitli
uyarilarla salinir. MCP-1 monositlerin segici yonlendirilmis gociinii saglamaktadir.
Lokositler {izerindeki CXCR2’¢ baglanan bir molekiil olan interl6kin-8 de deneysel
ateroskleroz olusumunda rol oynamaktadir (30). IL-1, TNFa, CRP gibi sitokinler,
adezyon molekiillerinin salinimini arttirir ve endotele daha ¢ok I6kosit ve LDL
baglanmasina neden olurlar ve trombojenisiteyi arttirirlar. CRP ayni1 zamanda
monositleri uyararak koagiilasyonda rol oynayan doku faktorii salinmasini arttirir. Tim
bunlar sonucunda lipid akiimiilasyonunu tehlike sinyali olarak algilayan koptik hiicreleri
proinflamatuvar htcrelerden olan helper tipi T lenfositleri gibi daha fazla inflamatuvar
hicre tutulumuna neden olurlar. Helper T lenfositleri ise IFN-y ve IL-2 gibi sitokinlerin
salimimina neden olarak monositlerin aktive makrofaj haline donligmesini saglarlar.
Yagl cizgilenmenin klinik 6nemi yoktur. Ancak, bazi yagl ¢izgilenmeler fibrin ve yag
iceren gercek aterosklerotik plaklara doniisiirler. Aterosklerozun kompleks plaklar
haline donlsmesinde diiz kas hiicreleri rol oynar. Diiz kas hiicreleri, subendotelyal
araliga goc ederler, boliiniirler ve ekstraselliller matriksi sentezlerler. Aterosklerotik
plagin 6nemli kismini hiicredis1 matriks kismi olusturur. Dz kas hiicrelerinden fazla
miktarda kollajen tretimini saglayan uyarilar; PDGF ve TGF-8’ dir. Hiicredis1 matriksin
birikiminde de matriks molekullerinin biyosentezinin matriks metalloproteinazlarla
(MMP) dengesine baglidir. Hiicredisi matriksin MMP” larla yikimindan ortaya ¢ikan
makromolekiller diiz kas hiicrelerinin media tabakasindan intimaya gé¢ etmesine neden
olur. Sonugcta lezyonun lipid dolu ¢ekirdegini, endotelyal yiizeyden ayiran fibréz bir
sapka olusur. Bu sapka, ¢evresinde kendi matriksinin kalin tabakalar1 bulunan uzun diiz
kas hicrelerinden olusur. Fibroz baslikta bir yandan diiz kas hiicreleri tarafindan

ekstraselliiler matriks yapimi devam ederken diger taraftan makrofajlar tarafindan



tiretilen proteinazlar tarafindan bag dokusu yikimi olmaktadir. Bu yapim ve yikim ¢ok

sayida sitokin tarafindan kontrol edilmektedir (31).

2.1.2. Ateroskleroz ve Genetik
Ateroskleroz aile Oykiisii olan bireylerde, ateroskleroz ile iligkili olaylarin

gelisebilecegi ongoriilmektedir. Birgok deneysel ve klinik ¢alismada aterosklerotik plak
olusumuna ve progresyonuna neden oldugu tespit edilen genetik varyasyonlar rapor
edilmistir (32-34). Ancak tek bir gen lokasyonundan ziyade, bir¢cok gen etkilesiminin
etkili oldugu distiniilmektedir. Cok yakin Genome Wide Association Studies (GWAS)
(35) da ateroskleroz gelisiminde etkili olan genetik varyasyonlar bizlere sunulmustur.
Genetik varyasyonlarin aterosklerozla iligkili olduguna yonelik yapilan ilk caligmalar
ABOkan gruplan ile yapilan caligmalardir. O kan grubu disindaki kan gruplarinda
miyokardiyal enfarktis ve periferik damar hastaligi riskinin arttig1 gosterilmistir (32).
LDL reseptorlerini (LDLR) kodlayan genin yoklugunda familyal hiperkolesterolemi
hastaligt tanimlanmistir. LDLR, LDL’nin yapisinda bulunan Apolipoprotein B
(ApoB)’ye baglanarak kandan LDL ve IDL alimim saglar. LDLR’yi kodlayan genin
homozigot yoklugunda 20 yas alt1 kisilerde ateroskleroza bagli miyokardiyal enfarkt ve
Olim oldugu bildirilmistir. LDLR gen polimorfizmleri sonucunda da ateroskleroz
riskinin arttigin1 gosteren ¢aligmalar mevcuttur (32,36).

Apolipoprotein E (ApoE) kandan silomikron ve VLDL kalintilarinin alimi igin
gereklidir. ApoE alel varyasyonlar1 E2, E3 ve E4 olarak smiflanmistir. E4 alel
varyasyonu toplumda %30 oraninda goriiliir ve artmis kolesterol diizeyleri ile iliskili
bulunmustur (32,34).

LPA apolipoprotein A’y1 kodlayan gendir. Apo A’nin fonksiyonu tam olarak
bilinmemekle birlikte tromboz gelisiminde rol aldig1 diisiiniilmektedir ve yine Apo
A’nin artmasi ateroskleroz riskini arttirmaktadir (37,38).

VLDL silomikron ve HDL sentezinde yer alan APOAS ve SORT1 genlerinin de
aterosklerozda etkin oldugu gosterilmistir (22,24).

LDLR’yi parcalayan proprotein konvertaz subtilisin/kexin type 9 (PCSKO9)

geninin varyasyonlar1 sonucu LDLR diizeylerinin degistigi ve sonucunda da serum ve
doku kolesterol duzeylerinin degistigi bildirilmistir (39,40).
Kolesteril ester transfer proteini (CETP), kolesterol esterlerinin ve

trigliseridlerin VLDL, LDL ve HDL arasinda hareket etmesini saglayan bir enzimdir.



CETP’nin HDL diizeylerini diislirerek ateroskleroz riskini arttirdigr diisiiniilmektedir
(41).

Inflamasyon ile ilgili genlerdeki varyasyonlarin da ateroskleroz riskini arttirdig
yoniinde ¢alismalar vardir. Bu genlerden bazilart ALOXS, ALOX5AP, LTA4H, LTC4S
ve CD134 (0X40) kodlayan gen olarak siralabnabilir (32,42,43,44).

Kanda homosistein diizeylerinin artmasi vaskiiler hasara, ateroskleroza, tromboza,
koroner arter hastaligina ve inmeye neden olmakta ve bunun sebebinin de endotelyal
disfonksiyon oldugu savunulmaktadir (45,46). Homosistein mekanizmasinda yer alan
MTHFR, MS (methionine synthase) ve CBS (cystathionine-beta-synthase) gibi

genlerdeki varyasyonlarin 6nemli oldugu diisiiniilmektedir.

Sonu¢ olarak, ateroskleroz molekiiler mekanizmasi1 ¢ok faktorlii olan ve
sonucunda inme, koroner arter hastaligi ve Olimiin oldugu ciddi bir antitedir.
Tedavisine yonelik birgok ¢aligma yapilsa da tartisilacak ve arastirilacak bir ¢ok yoni

vardir.

2.2.Diabetes Mellitus

Diabetes Mellitus (DM) insulin hormon sekresyonunun ve/veya insulin etkisinin
mutlak veya goreceli eksikligi sonucu karbonhidrat, lipit ve protein metabolizmasinda
bozukluklara yol acan kronik hiperglisemi ile karakterize, etiyolojisinde mikrovaskiiler
ve makrovaskiler komplikasyonlar gibi birden fazla faktérin rol oynadigi metabolik bir
hastaliktir (47). Ulkemizde 1997-1998 yillar1 arasinda 20 yas iizeri eriskinlerde yapilan
Tirkiye Diyabet, Hipertansiyon, Obezite ve Endokrinolojik Hastaliklar Prevalans
Calismasi-I (TURDEP I) ‘in tekrari olan ve 2010 yilinda gerceklestirilen TURDEP
[I’nin sonuglarina gore diyabet prevalanst %7,2’den, % 13,7’e ylikselmistir (48,49).

Makrovaskiiler hastalik diyabetteki baslica mortalite ve morbidite nedenidir.
Diyabette ateroskleroz gelisiminin hizlanmasinda rol olan faktorlerle ilgili calismalar
yillardir devam etmektedir. Bununla birlikte, hem patojenik ateroskleroz
mekanizmalarimin hem de akut klinik olaylara yol agan tetikleyici mekanizmalarin
arkasindaki kavramlar son 20 yilda biiyiik 0Ol¢iide degismistir. Gliniimiizde
aterosklerozun yasla kaginilmaz olarak ilerleyen dejeneratif bir siire¢ degil de kronik bir
inflamatuvar siire¢ oldugu tamamen kabul edilmistir. Damar tikanikliginin derecesi
degil plak riiptiirii veya erezyonunun akut kardiyovaskiiler olaylarin ¢ogunlugundan

sorumlu oldugu gercegi de kabul edilmektedir. Diyabet biiyiik olasilikla aterosklerozun



karakteristik  kronik inflamatuvar sirecinde rol oynamakta ve bu sireci
hizlandirmaktadir (50).

ABD’de diyabet, kardiyovaskiiler hastalik sonucu gelisen ¢ok daha yiiksek
mortaliteyle birlikte en sik rastlanan yedinci 6liim sebebi olarak gosterilmektedir (51).
Cesitli etnik ve 1rksal gruplar1 kapsayan bir¢ok prospektif ¢caligmada, diyabetik kisiler
arasinda koroner arter hastalifi (KAH) mortalitesinin 2-4 kat daha fazla oldugu
belirtilmektedir. Diyabet ayrica, siddetli karotis aterosklerozu olasiligmi da
arttirmaktadir (52) ve diyabet hastalarinda inmeye bagli mortalite yaklagik 3 kat artis
gostermektedir (53). Ayrica, diyabet hastalar1 klinik olaylar gelistirdiklerinde diyabetik
olmayan hastalara gore daha kot bir prognoza sahiptir (54). Her biri, diyabetle iliskili
morbidite ve mortalitenin biiylik bir kismindan sorumlu olan retinopati, néropati ve
nefropati gibi mikrovaskuler komplikasyonlar da bu makrovaskiler komplikasyonlarla
kenetlenmistir. Dolayisiyla diyabet, bir glukoz metabolizmasi problemi olmasina karsin,
Amerikan Kalp Dernegi (AHA) yakin bir zaman Once su agiklamada bulunmustur;
“Diyabet kardiyovaskiiler bir hastaliktir” (53).

Diabetes mellitus insiilin salgisi, insiilin etkisi yada her ikisinde meydana gelen
arizalarin sonucunda olusan karbonhidrat, lipid ve protein metabolizmalarindaki
bozulmalarla birlikte gelen kronik hiperglisemi ile karakterize olmus metabolik bir
hastaliktir. Diyabetin ortaya ¢ikmasinda degisik patogenetik mekanizmalar sorumlu
tutulmaktadir (Tablo2-1). Tip 1 diyabetin olusmasinda primer olay otoimmin
mekanizma ile veya bilinmeyen bir sekilde beta hiicrelerinin harabiyeti ile insiilin
eksikliginin agir bir sekilde ortaya ¢ikmasi; tip 2 diyabette ise beta hiicre yetersizligine
bagl insiilin sekresyonunda bozulma ve hedef dokulardaki insiilin direnci nedeniyle
insiilin etkisindeki azalmadir. Hiperglisemiye bagli gelisen semptomlar poliiiri,
polidipsi, kilo kaybi, bazi durumlarda polifaji, gérmede bulaniklik, infeksiyonlara
egilim ve biiylimede gerilik olarak sayilabilir. Diyabetin uzun dénemde ortaya ¢ikan
komplikasyonlar1 korliige kadar agirlasabilen retinopati, bobrek yetersizligine neden
olabilen nefropati, ayak yaralar1 ve amputasyona yol agabilen noropati ve damar
hastaligi, kardiyovaskiiler, genitoiiriner ve gastrointestinal sistem bozukluklarina yol
acabilen otonom ndropati, cinsel fonksiyon bozukluklar: sayilabilir. Diyabetli hastalarda
ateroskleroza bagli kardiyovaskiiler, serebrovaskiiler, periferik damar hastaliklari,

hipertansiyon ve hiperlipidemi diyabeti olmayanlara gore oldukga siktir (55,56)



Tablo 2-1: Diabetin Stmiflandirilmasi (57)

Tip 1 Diabetes AMellitus (Insiiline Bagimlh Disbetes Mellitus-TDDAL)
»  Otoimemiin (Tip LA)
» ldiyopatik (Tip 2B)
Tip ? Diabetes Aellitus -['fmﬁ]ine Bafiml Olmayan Diabetes Aellitns-NIDDALY
Diger Spesifik Tipleri
a Batz hiicrzlerinds agaihdaki mutasyonlarla karakier]li gemetik defeller
I Hepatosit niklesr transkoripsiyon falodni (HNF) 4 a-loomozam 20 (WODY 1)
o Glukokinaz- Eromozom {7) (ALODY2)
II. Hepatosit niklesr transkripsiyon f2lodni (HMNF) 1 o- Eromazom 12 (RIODY3)
IV. Mhtokondrival DMNA
V. Diferler
b, Imsilin etkisinde gemetik defelorler (mefin tip A insidlin dirsnci)
[ Ekzokrin panlorszs hastzliklan: pamlorestit, panlreratelotomd, neoplasi, kistik fibrosiz,
hamakrztasiz
d.  Endokrinopatiler: Cushing sendromm, akromeszli, feokromasitoma, hipertisoidizm,
glukasonoma, somatostatinoms
Naglar veya kimyasallar slnkokortikoidler, tizzidler, nikotinik asitler ve diferlen

Ho

Enfeksiyonlar: konjenitz]l knzemkak, sitomezlovinis, kolsakivinis ve di ferlen
lprdin zrzcalikl: diyabetrin sik olmayan formlan “*Stiff men ' sendsomn, anti insilin resapitr

antikaslan
DHyabetle ilighili difer gemetik sendromlar: Diown sendromn, Klinefelter sendromn, Tomer

e

sendromm ve di el
Gestasvonel Diabetes Mellitus {Gebelilt Disbeti)

2.2.1.Diabetes Mellitus Epidemiyolojisi

Diabetes mellitus biitiin toplumlarda ve irklarda goriilebilen 6zellikle bati
toplumlarinin yaklasik %3-5’ini ilgilendiren metabolik bir bozukluktur. Degisik
toplumlar ve farkli etnik gruplar arasinda prevalans oranlar1 agisindan biiytik farkliliklar
gdze carpmaktadir. Ornegin; Papua Yeni Gine’deki kavimlerde, Eskimo’larda ve
anakitada yasayan Cinli’lerde bu oran %]l dolaylarinda iken Avusturya’daki
‘Aborgine’lerde,  Amerika’daki  ‘Pima’  kizilderelilerinde, = Mikronezya’daki
‘Nauruan’larda %20-45 arasinda bulunabilmektedir (57). Degisik toplumlardaki bu
denli farkli prevalans oranlarimin nedeni genetik belirleyiciler yani sira olasi ¢evresel
faktorlerin etkileri olabilmektedir. 1998 yilinda A.B.D. Hastalik Kontrol ve Onleme
Merkezi, A.B.D. popiilasyonunun yaklagik %6 civarinda (50 yasin {iizerinde
muhtemelen %10-15’lere ¢ikan oranlarda) diabetes mellitus tani kriterlerine uydugunu
ve bunlarin iigte birinden fazlasina tan1 konmamis oldugu tahmininde bulunmustur.
Hasta sayisinin 21. yiizyil bagladiginda da artmaya devam ettigi ve su an i¢in her yil

ortalama 800.000 yeni hasta diizeylerine ulastig1 tahmin edilmektedir.

2.2.2.Tipl ve Tip 2 Diabetin Molekiler Mekanizmalari

2.2.2.1.Tip 1 Diabetes Mellitus
Tip 1 Diabetes Mellitus, insiiline bagimli (IDDM) veya juvenil diyabet olarak

adlandirilmaktadir (58). Tip 1 Diabetes Mellitusun total insiilin yetmezligine bagl
olarak ve genellikle 30 yasin altinda basladigi ve tiim diyabetik vakalar arasinda %10

oraninda oldugu bilinmektedir. Erken yaslarda genellikle poliiiri, polidipsi, polifaji ve
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hizli kilo kayb1 gibi semptomlarla aniden baglamaktadir. Tip 1 diyabet absolii insiilin
eksikligiyle sonlanan pankreasin langerhans adaciklarindaki B htcrelerinin kaybi ile
karakterize kronik bir hastaliktir. Cocukluk ¢aginda en sik goriilen kronik hastaliklardan
birisidir ve dunyada siklig: gittik¢e artmaktadir (59).

Tip 1 diyabet etiyopatogenezinden sorumlu bir¢ok faktdér tanimlanmistir. Tip 1
etiyolojik olarak otoimmiin ve idiyopatik olarak siniflandirilmaktadir; bazi kaynaklarda
tip 1A ve tip 1B diyabet olarak da isimlendirilmektedirler (60).

Otoimmiin tip 1 diyabeti (Tip 1A), tim diyabetiklerin %5-10"unu olusturan diyabet
tipidir. Daha Once insline bagimli diyabet olarak adlandirilmis olan bu diyabet sekli,
pankreas beta hiicrelerinin otoimmiin olay sonucu harabiyetinden ortaya ¢ikmaktadir.
Beta hiicresinin otoimmiin 6liimiine iligkin belirtiler ICA-adacik hiicresi antikoru (Islet
Cell Antibody), insuline karsi otoantikorlar (IAA), glutamik dekarboksilaza karsi
antikor (Anti-GAD), tirozin fosfataza karsi otoantikor (IA-2, 1A-2B) sayilabilir. Tip 1
diyabetiklerde hipergliseminin ilk saptandigi donemde bu antikorlardan bir veya birkag1
%85-90 olguda pozitif bulunabilmektedir. Tip 1 diyabet ayrica HLA genleriyle
yakindan iliski i¢indedir. DQA ve DQB genleri ile baglar1 vardir. HLA-DR/DQ genleri
diyabete yatkinlig1 artirabilir veya koruyucu 6zellik gosterebilirler. Tip 1 diyabetin bu
otoimmin formu beta hiicresinde harabiyete neden olan otoimmiin olaym hizi ve
siddetine gore degiskenlik gosterebilir. Bazi insanlarda, 6zellikle ¢ocuklarda beta
hiicresinin 6liimii ¢ok hizli olabilir ve hastalar ilk belirti olarak ketoasidoz tablosu ile
taninabilir. Beta hiicre harabiyetinin yavas oldugu hastalarda ise diyabet uzun siire aglik
glukozunun yiiksekligi ile seyreder. Stres ve infeksiyon gibi hallerde asir1 hiperglisemi
ve ketoasidoz tablosu aniden klinigin degistigi bir formda olabilir. Bazen eriskinlerde
beta hiicre harabiyeti ¢ok yavas ilerleyen bir hizda olabilir ve agir hiperglisemi ve
ketoasidoz tablosunun yillarca goriilmedigi bir sekilde karsimiza ¢ikabilir. Bu hastalar
baslangicta yasam i¢in insiilin gerektirmeseler de sonunda mutlaka insiilin tedavisine
bagimli hale gelirler. Bu sekilde ortaya c¢ikan 40 yas alti, obez olmayan, ailesinde
diyabet Oykiisii olmayan hastalar siklikla tip 2 diyabetmis gibi izlenebilirler. Ancak,
gergekte bu kisiler tip 1 diyabettirler. Bu klinik sekle verilen 6zel ad LADA’dir. (Latent
Autoimmune Diabetes of Adult/ Erigkinin gizli otoimmiin diyabeti).
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2.2.2.2.Tip 2 Diabetes Mellitus
Tip 2 Diabetes Mellitus, insiiline bagimli olmayan (NIDDM) veya eriskin diyabet

olarak adlandirilmaktadir (58). Tip 2 diyabet poligenik kalitimli, baslamasinda siklikla
obeziteye iliskin veya obezite olmadan da varolan insiilin rezistansi bulunan, beta
hiicresinin bu rezistans1 kompanse etmek i¢in rolatif fazla instilin salgiladig ve hastalik
ilerledikge insiilin salgilama fonksiyonunda zaten bozukluk olan beta hiicresinin insiilin
salgilama kapasitesinin daha da azalip, hipergliseminin artip kisir bir dongili yarattigi
metabolik bir hastaliktir (61). Tip 2 Diyabet gelisiminde rol oynayan cok cesitli risk
faktorleri gosterilmistir (Tablo 2-2) (62).

Tablo 2-2: Diabet Risk Faktorleri (63)

A. Degistirilebilir Risk Faktorleri
a. Obezite (VKI = 30 kg/'m?)
b. Santral Obezite
c. Sigara
d. Azalmis Fiziksel Altivite
e. Divet iceriginde liflerin azlig1 ve dovmus vaglarm fazlalig:

B. Degistirilemeven Risk Faktirleri
a. Irk/etnik kéken
b. Yas (=45)
c. Cinsivet
d. Genetik faktérler
e. Ailede Tip 2 Divabet dvkiisi
f. Gestasvonel divabet veva 4 kg."dan agwr bebek dogurma &vkiisi
g. Hipertansivon &vkiisii (eriskinler icin =140/90 mmHg)
h. BAG ve BGT tespit edilmis olanlar

i. Dislpidemi &vkiisi (HDL kolesterol =35 mg/dl ve/veva trigliserid =250 mg/dl)

j. Dhigiik dogum agwlig: Gvlkiisi
k. Polikistik over sendromu &vliisii

Hiperglisemiye bagli olarak Ileri Glikozilasyon Uriinlerinin (AGE) ve Seker
Alkollerinin (Polyol yolagi) meydana gelmesi, ¢esitli Diabetik patolojilere neden olur.

AGE firtinleri proteaz aktivitesine direng gosteren glikozillenmis proteinlerdir ve bu
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sebeple temizlenmeleri glctir(6,8). Dokularda biriken AGE fiiriinleri, dogrudan yada
immiinolojik reaksiyona neden olarak doku ve organ hasart meydana getirirler. Polyol
yolagi ile meydana gelen seker alkolleri glukozdan ve fruktozdan osmotik olarak daha
aktiftirler ve bu sebeple doku ve organlarda hasara neden olurlar(63). Bunlarin
haricinde bozulan karbonhidrat metabolizmasi sonucu meydana gelen metabolik
sendrom da Diabetin patolojik sonuglari arasinda yeralmaktadir(64).

Tip 2 diyabetin nadir gorulen bir tipi olan MODY (Maturity Onset Diabetes of the
Young/ Gencin erigkin tipte baslayan diyabeti), subtipleri olan otozomal dominant gecis
gosteren geng yaslarda insiilin sekresyonu defekti ile seyreden fakat tedavisinde hemen
highir zaman instlin gereksinimi duyulmayan, sorumlu gen lokuslarinin kesin olarak
gosterildigi bir diyabet tipidir. MODY dis1 klinikte yaygin olarak goriilen Tip 2
diyabetin genetigi heniiz tam olarak aydinlatilamamistir. Poligenik kalitim gosterir ve
hastalik olarak ortaya ¢ikmasinda ¢evre faktOrlerinin Ozellikle obezite ve sedanter
yasamin neden oldugu insiilin rezistansinin tetik ¢ekici faktér oldugu kabul edilir.
Hastaligin ortaya ¢ikmasi i¢in predispozan faktorler disinda pankreas beta hiicresinde

genetik bir defektin varolmasi gerektigi goriisii de yaygin olarak kabul edilir (65).

2.3.DNA Tamir Mekanizmalari

DNA hasar hiicre i¢inde dogal yollarla meydana gelen yada ekzojen kaynakl
fiziksel ve kimyasal ajanlarin DNA ‘nin  yapisinda meydana getirdigi
degisikliklerdir(66). DNA tamir mekanizmalart DNA ‘nin yapisinda meydana gelen bu
degisikliklerin diizeltilmesi ve kalitsal materyalin korunmasindan sorumludur. DNA

tamir mekanizmalar1 5 baslik altinda siniflandirilmaktadir(67,68);

Direkt tamir: Fotoliyaz aktivitesi ile primidin dimerlerinin ayrilmasi, DNA
metiltransferaz aktivitesi ile O-6-metilguanin tamiri, DNA Ligaz aktivitesi ile tek zincir
kiriklarinin tamiri.

Eksizyon tamiri: Baz eksizyon tamiri (BER), Nukleotid eksizyon tamiri(NER) ve
Hatali eslesme tamiri (MMR) yoklaklariyla hasarli bolgelerin kesilip ¢ikarilmasi.
Rekombinasyonel tamir

SOS tamiri

ikili zincir kiriklarimin tamiri: Homolog rekombinasyon (HR), Serbest uglarin non-
homolog baglanmasi: (NHEJ)(68).
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2.3.1. NUkleotid Eksizyon Tamiri
Nukleotid eksizyon tamiri (NER) kimyasal (polisiklik hidrokarbonlar) yada

fiziksel (UV radyasyon) ajanlardan 6tiirii meydana gelen ve heliks yapisin1 bozan DNA
lezyonlarmin oligoniikleotid dizileri halinde kesilip ¢ikarilmasi esasmna dayanur.
Yaklagik olarak 30 farkli tamir faktoriinii iceren NER mekanizmasi uyarana bagli olarak

degisen iki alt tiire sahiptir (Sekil 2-1, Sekil 2-2) ve 3 asamada gergeklesmektedir (69);

a. Hasarli bolgenin taninmasi: NER yolaginin ilk adimi olan hasarli bdlgenin
taninmasi transkripsiyon esnasinda (transcription coupled- NER) yada eksojen
kaynaklt uyarim (global genomic- NER) sonucu XPC-HR23B protein
kompleksinin DNA {izerine baglanmasiyla baslar. XPC-HR23B kompleksi hasar
tanima  Ozelligine  sahiptir ve  hasar  bulunmuyorsa DNA  dan

ayrilmaktadir(69,70).

b. Hasarli bolgenin eksizyonu: Hasarli bolge tanindiktan sonra XPA-RPA protein
kompleksi XPC-HR23B kompleksiyle birlesir ve hasarli bolge iizerine sikica
baglanmasin1 saglar. Meydana gelen bu dortli yapiya TF2H transkripsiyon
faktor kompleksi tutunur. TF2H kompleksini meydana getiren XPB ve XPD
proteinleri tarafindan hasarli bolge helikaz aktivitesiyle yaklasik 30 nukleotid
uzunlukta acilir. Son olarak XPF-ERCC1 protein kompleksi agilan ipligi

sirasiyla 3’ ve 5° yonlerinden endonukleaz aktivitesiyle kesmektedir(69,70,71).

C. Olusan boslugun doldurulmasi: eksizyon ile olusan yaklagik 30 niikleotidlik
bosluk DNA polimeraz § ve ¢ tarafindan doldurulur. DNA ligaz 1 tarafindan
sentezlenen fragment ile genomik DNA ‘nin uglart birlestirilerek tamir siireci

tamamlanmaktadir(69,71).
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2.4. Ribonukleotid Reduktaz

Insan Riboniikleotid Rediiktaz enzimi (hRR) DNA sentezinde kullanilmak iizere
ribonukleotidlerden deoksiribonikleotid sentezini katalizleyen tetramerik bir enzimdir,
iki biiytik altbirim (RRM1) ve iki kiigiik altbirimin (RRM2) birlesmesinden meydana
gelir. Biiyiik altbirim substrat spesifik katalitik kisimlarini1 ve allosterik efektorlerin
baglandig regiilator kisimlarini igermektedir. Kiigiik altbirim aktif bélgeyi ve fonksiyon
icin gerekli olan ferrik demir iyonu ve sabit bir tirozin kalintis1 icermektedir(Sekil 2-3)

(72,73).

Sekil 2-3: Ribonukleotid Rediiktaz Enzimi Yapisi(72)

2.4.1. Ribonukleotid Rediktaz M1 (RRM1)

RRMI1 geni bolinen hiicrelerin S fazinda DNA sentezi igin gerekli
deoksiribonukleotidlerin  sentezlenmesinde gorev alan Ribonukleotid Rediiktaz
enziminin biiyiik altbirimini kodlamaktadir(73,74). RibonUkleotid Redlktaz M1 792
amino asitden meydana gelir, insan genomunda 11. Kromozomun p15.5 boélgesinde
kodlanmustir (Sekil 2-4) (75).
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Sekil 2-4: RRM1 Geni 11. Kromozom Uzerinde Yerlesimi (75)

2.4.2. Ribonukleotid Reduktaz M2 (RRM2)

RRM2 geni Ribonukleotid Rediiktaz enziminin kii¢iik altbirimini kodlamaktadir.
M2 kiiglk altbirimi p53 ile birlikte fonksiyon gostererek (p53R2) DNA tamirini regule
etmektedir(76,77). Ribonukleotid Redliktaz M2 389 amino asitden meydana gelir, insan
genomunda 2. Kromozomun p25.1 bolgesinde kodlanmigtir (Sekil 2-5)(78).
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Sekil 2-5: RRM2 Geni 2. Kromozom Uzerinde Yerlesimi (78)

2.5. Eksizyon Tamiri Capraz Komplement 2

ERCC2 geni Nukleotid eksizyon tamiri yolaginda yer alan XPD proteinini
kodlamaktadir. XPD proteini TF2H transkripsiyon faktor kompleksinin bir tyesidir ve
ATP bagimli helikaz aktivitesi ile hasarli bolgenin agilarak ayrilmasinda (ekzisyon)
gorev alir (Sekil 2-6)(79). DNA tamir mekanizmasi haricinde transkripsiyon, apoptoz
ve hicre dongusiniun dizenlenmesinde de rol oynamaktadir. 760 amino asitten
meydana gelen ERCC2, 19. Kromozomun q13.32 bolgesinde kodlanmistir (Sekil 2-7)
(79).

XPB

Sekil 2-6: XPD Proteininin TF2H Kompleksi Uzerinde Yerlesimi(80)
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Sekil 2-7: ERCC2 Geni 19. Kromozom Uzerinde Yerlesimi (81)
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3. GEREC VE YONTEM

3.1.0rnek Se¢imi Ve Tanim

Calisma Ateroskleroz Hasta grubu, Tip 2 Diabet Hasta grubu ve Saglikli Kontrol
grubu olmak iizere 3 grupdan olusmaktadir. Ornekler Marmara Universitesi Kalp ve
Damar Cerrahisi Anabilim Dal1 tarafindan, klinik muayene ile tanimlanmis olup, Hasta
ve Kontrol gruplart i¢in kan 6rnekleri Rutin kontrol, Koroner By-Pass ameliyati1 yada

Klinik muayene sirasinda Sml miktarda, EDTA” 11 tiiplerle toplanmustir.

Koroner Arter Hastahigi Hasta Grubu: Hastalar Miyokard Enfarktisi
gecirmis, yada EKG, Efor Testi, Miyokard Sintigrafisi ve Koroner Anjiografi ile
Miyokard Enfarktiisii riski goriilen kisilerden segilerek gruba dahil edilmistir.

Tip 2 Diabet Hasta Grubu: Oral Glukoz Tolerans Testi (OGTT) ve yuksek
GlikeHemoglobin degerleri (HA1c> %6) ile Diabet teshisi konan kisiler se¢ilerek gruba
dahil edilmistir.

Kontrol Grubu: Klinik inceleme sonucunda Miyokard Enfarktisi riski ve
Diabet gelisimi goriilmeyen, ailesinde erken yasta Koroner Arter Hastaligi ve Tip 2

Diabet Hastaliklarina rastlanmamus kisiler segilerek gruba dahil edilmistir.
3.2.Kullanilan Malzemeler ve Cihazlar

3.2.1.Kullanilan Sarf Malzemer

DNA Izolasyon kiti (iPrep Purelink), TagMan Genotyping Assay, TagMan
Genotyping Master Mix, Applied Biosystems Real Time PCR 96 Well Plate, DNase

RNase free 18m Q su, Microamp Clear Adhesive Film.
3.2.2. Kullamilan Cihazlar

DNA izolasyon Robotu (iPrep Purelink, Invitrogen), NanoDrop 2000
Spektrofotometre (Thermoscientific), Real Time PCR (Fast Real Time 7500, Applied
Biosystems), Plate Santrifiij (Hettich), +4 C° Buzdolabi (Haier), —20 C° Buzdolabi
(Haier), Ultra saf su cihazi (Purelab option Q), Vorteks (V.l. Plus Biosan), Pipet Takimi
(Denville Scientific).
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3.3.YOntemler

3.3.1.Kandan Genomik DNA izolasyonu

Hasta ve kontrol gruplarindan EDTA’ I tiiplere alinan kan ornekleri DNA
izolasyonu yapilanakadar +4C° buzdolabinda muhafaza edilmistir. Orneklerin DNA
izolasyonu, iPrep DNA ekstraksiyon robotu (Invitrogen) ile iPrep kandan genomik
DNA izolasyon kiti (iPrep gDNA Blood kit) kullanilarak yapilmistir.

Hasta ve saglikli kontrol olgularindan periferik venéz kan, 5 cc’lik EDTA’1
tipe alinmistir. Kandan DNA izolasyonu icin Invitrogen DNA izolasyon kiti (iPrep™
PureLink™ gDNA Blood Kit) kullanilmistir. Bu sistem her bir 6rnek igin 350pl
periferik kan kullanilarak bir calismada 13 Ornekten DNA izolasyonu yapma
kapasitesine sahiptir. Kitin icerisindeki prosediir Invitrogen iPrep izolasyon Cihazina
uygun olarak uygulanmistir. iPrep™ Izolasyon Cihazi ChargeSwitch® Teknolojisine
(CST®) gore c¢alismaktadir. Bu sistem, ortamdaki tamponun pH’1 iizerinden
degistirilebilir yiizey yiikiine bagli manyetik boncuk tabanli bir teknolojidir. Diisiik pH
durumunda CST boncuklart negatif yiiklii niikleik asit iskeletine baglanan bir pozitif
yiike sahiptir. Bu nedenle proteinler ve diger kontaminantlar baglanamaz ve sivi yikama
tamponu ile yikanirlar. Niikleik asitleri temizlemek i¢in; boncuk ylizeyinin yiikii, pH’1
diisiik tuzlu yikama (elution) tamponu kullanilarak pH 8,5’e yukseltilerek nétralize
edilir. izole edilmis niikleik asit hemen yikama tamponuna gecer ve uygulamalarda
kullanilmak tizere hazir hale gelmis olur. Bu kapali sistem icerisinde DNA izolasyon
islemi 45 dakika igerisinde gerceklesmis ve bu islem sonunda yaklagik 150 ul DNA
elde edilmistir. Saflastirilarak sulandirilmis DNA o6rnekleri ependorf tiiplere alinmus,

+4C° buzdolabinda muhafaza edilmistir.

3.3.2.DNA Saflik Ol¢iimii

DNA ornekleri Tris-EDTA ¢ozeltisi ile 1/100 oraninda sulandirildi ve
spektrofotometrede 260 nm ve 280 nm dalga boylarinda yapilan 6l¢iimlerle DNA nin
saflig1 ve konsantrasyonu belirlendi. 50pg/ml (50ng/pl) cift iplikli DNA igeriginin 260
nm dalga boyunda vermis oldugu absorbans degerinin 1 optik yogunlugu (OD) oldugu
kabul edilmektedir. Bu temel bilgiden faydalanarak, 260 nm’deki o6l¢iim degeri

asagidaki formiile uygulanarak DNA konsantrasyonu hesaplandi.
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DNA Konsantrasyonu: ODygp X 50pug/ml X Sulandirma orani (100)

DNA orneklerinin safligi ise ODgg/ ODajgp orant kullanilarak belirlendi.
Yeterince iyi saflikta kabul edilen DNA’nin ODygp/ ODogp degeri 1,7-1.8 arasindadir.
Ortamda fenol veya protein mevcutsa bu oran 1.7’den kiiciik olacaktir. OD2go/ OD2go
degeri 2’den biiylikse ortamda RNA bulundugu anlamina gelir. Saf olmayan DNA’lara

temizleme islemi uygulanda.

3.3.3.Es Zamanh Pzr Yontemi ile Genotipleme Calismasi

Genotipleme calismasi Es Zamanli Polimeraz Zincir Reaksiyonu (EZ-PZR)
yontemiyle 7500 Fast- Real Time PCR (Applied Biosystems) cihazi kullanilarak
yapilmistir. Genotipleme yapilan gen bolgeleri; RRM1 geni i¢in rs 12806698 (A>C,
UTR-5’), RRM2 geni igin rs 6759180 (A>G, Intronik) ve ERCC2 geni igin rs
13181(G>T, kayip mutasyon, Lizin- Glisin) olup, bu bdlgelere spesfik primer ve prob
setleri olarak “TagMan Genotyping Assays” kullanilmistir, rs numaralarina iliskin
polimorfik bolge dizileri ve problarin floresans boyalar1 agagida verilmistir;

e RRML1, [VIC/FAM];
CACGTCGCCTGTCAGTCTGTGAAGIA/C]ICTACCCCGGGCGTGGGCCGCAGCG

e RRM2, [VIC/FAM];
TGGTTTAATTATTTTATGATATAG[A/G]TGTGGCAACTGAGGCCAAATAATG

e ERCC2, [VIC/FAM];
TGCTGAGCAATCTGCTCTATCCTCT[G/T]CAGCGTCTCCTCTGATTCTAGCTG

Eszamanli PZR, Amplifikasyon PZR ile aym1 temele dayanan ( ileri ve geri
primerler ile baglanan gen bolgesinin Taq polimeraz DNA polimeraz enzimi ile
sentezlenmesi) fakat ek olarak cogaltilan bdlgeye floresans boya bagli DNA problarinin
baglanmasi ve problarin Taq polimeraz tarafindan hidrolizi sonucu agiga ¢ikan floresans
1simalarin  okunmasi ile genotipleme yapilmasina imkan saglayan bir sistemdir.
Eszamanli PZR igin kullanilan floresans problarda Yabanil (Wildtype, WT) allel ve
Mutant (M) allel i¢in iki farkli sekans ve iki farkli dalga boyunda boya bulunur ve bu
sayede allelik ayrim yapilmaktadir.
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3.3.3.1.Eszamanh Pzr Protokoll

Reaksiyon karigimi: Total reaksiyon voliimii kuyucuk basma 20ul olacak

sekilde(Tablo 3-1);

Tablo 3-1: EZ-PZR Reaksiyonu Karisimi

KULLANILAN MALZEME MIKTARI
Master Mix 10 pl
TagMan Assay 0.5 pl

DNAse, RNAse icermeyen su | 8.5
Template DNA 1l

Es zamanli PZR kosullari: 95C° * de 10 dakika Bekleme (Hold) asamasi ve her
bir dongu icin (Tablo: 3-2);

Tablo 3-2: EZ- PZR ProtokolU

40 DONGU
BEKLEME | DENATURASYON BAGLANMA/UZAMA
SICAKLIK 95(° 92 C° 60 C°
SURE 10 DAKIKA | 15 SANIYE 1 DAKIKA

3.3.4.Istatistiksel Analiz

Genotipleme caligmasi ile elde edilen verilerin istatistiksel analizi SPSS 21.0
programi ile Student T Testi, Ki Kare ve Fisher’s Exact Testleri kullanilarak yapilmis
ve anlamlilik degeri p<0,05 olarak kabul edilmistir. Risk faktorii olarak goriilen
parametreler Lojistik Regresyon Analizi ile degerlendirilmistir. Genotipler arasindaki

iliski Haploview programi kullanilarak Haplotip Analizi ile incelenmistir.
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4. BULGULAR

4.1. Calisma GruplarIna Ait Demografik Veriler

Calismanin yapildigi Koroner Arter Hastaligt ve Tip 2 Diabete iliskin
Biyokimyasal parametreler, Klinik parametreler ve demografik veriler ve hasta ve

kontrol gruplarinda istatistiksel olarak incelenmistir (Tablo 4-1).

Tablo 4-1: Hasta ve Kontrol Gruplarina ait Demografik Veriler

3 ) KOROMER ARTER
KONTROL TIP 2 DIABET HASTALIGI
n=56 n=58 n=32
Yas 63,9 55,0 61,6
(YIL) +10,1 19,6 14,1
Cinsiyet %58,9/ %328/ %78,1/
(ERKEK/KADIN) ¥641,1 %67,2 %21,0
Obezite %89,3/ %86,2/ %78,1/
{UAR!\'OK} %10,7 %612,2 %21,9
Total Kolesterol 178,8 188,5 207,7
(mg/dl) +25,8 +32,0 37,1
Trigliserid 125,6 156,3 153,0
(mg/dl) 4554 +61,9 +46,0
LDL- Kolesterol 105,1 108,3 142,1
(mg/di) 22,8 +28,0 +40,7
HDL- Kolesterol 47,9 47,3 37,6
(mg/dI) +10,4 +12,7 +6,6
VLDL- Kolesterol 27,9 29,7 45,9
(mg/dl) +16,7 +15,1 +40,3
Hipertansiyon %3,6/ %586/ %344/
{(var/vok) %06,4 %41,4 %65,6
Diastolik Basing 75,3 85 78,6
(mmHg) 18,2 +12,8 +10,8
Sistolik Basing 125,0 131,1 131,1
{mmHg) 12,3 +22,4 +30,5
Sigara Kullamimi %17,9/ %29,3/ %59,4/
{Kullaniyor/Kullanmiyor) %82,1 %70,7 %40,6
Alkol Kullanimi %0,0/ %8,6/ %9,4/
{Kullaniyor/Kullanmiyor) %100 %691,4 %690,6
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Ileri kikare ve student-t testi analizi ile kontrol ve Tip 2 diyabet hasta gruplari
demografik 0zellikler agisindan karsilastirildiginda; Tip 2 DM hastalarda kadin cinsiyet
oran1 (%67,2), obezite prevalansi (%86,2), sigara kullanim orami (%29,3), alkol
kullanim orani (%8,6), sistolik kan basinci diizeyleri (131,1£22,4), diastolik kan basinci
duzeyleri (85+12,8), hipertansiyon prevalanst (%58,6), total kolesterol dizeyi
(207,7+37,1), LDL-kolesterol dizeyi (142,1+40,7), trigliserid duzeyi (156,3£61,9) ve
hipertansiyon (%58,6) Kontrol grubuna gore daha ylksek olarak gozlemlenmistir
(Tablo 4-1). Ayrica kontrol grubunun yas seviyesinin tip 2 DM hastalara gore daha
yiiksek oldugu tespit edilmistir (63,9+10,1), (Tablo 4-1).

Istatistiksel analizler sonrasinda kontrol ve koroner arter hasta gruplari
demografik ozellikler agisindan karsilastirildiginda; KAH grubu hastalarda erkek
cinsiyet orant (%78,1), sigara kullanim oranmi (%59,4), alkol kullanim oranmi (%9,4),
sistolik kan basinci diizeyi (131,1+30,5), diastolik kan basinci diizeyi (78,6+10,8),
hipertansiyon prevalansi (%34,4), total Kkolesterol seviyesi (207,7+37,1), trigliserid
seviyesi (153+46), LDL-kolesterol seviyesi (142,1+40,7), VLDL-kolesterol seviyesi
(45,9440.3) ve HDL-kolesterol seviyesinin (37,6+6,6) Kontrol grubuna gore daha
yuksek olarak gozlemlenmistir (Tablo 4-1).

4.2.Es Zamanli Pzr Sonuclarinin Degerlendirilmesi

Allelik diskriminasyon, problarda bulunan boyalarin yaptigi floresans 1gimalarin
7500 Fast- Real Time PCR cihazinin yazilimi tarafindan otomatik olarak okunup
yorumlanmasi seklinde yapilmistir. Ancak diskrimine edilemeyen bazi ornekler, 1s1ma

egrileri incelenip yorumlanarak “manuel’” diskrimine edildi (Sekil 4-1).
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Allelic Discrimination Plot
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Sekil 4-1: Allelik Diskriminasyon Gdosterimi

Alleller, gerek cihazin yazilimi tarafindan gerekse manuel olarak belirlenirken
orneklerin dongii bagina yaptig1 is1ma miktaria bagh ¢izilen grafikler ve bu grafiklerin

farkliliklar1 goz oniinde bulundurularak belirlenmistir(Sekil 4-2, Sekil 4-3, Sekil 4-4).
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Amplification Plot
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Sekil 4-2: Homozigot Mutant Genotip Isima Grafigi
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Amplification Plot
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Sekil 4-4: Homozigot Yabanil Genotip Isima Grafigi

4.3.Es Zamanli Pzr Verilerinin Istatistiksel A¢cidan Degerlendirilmesi

51 Koroner Arter Hastasi, 58 Tip 2 Diabet Hastas1 ve 60 Saglikli Kontrol ile
yapilan bu calismada RRM1, RRM2 ve ERCC2 gen varyasyonlar1 ile Koroner Arter
Hastaligit ve Tip 2 Diabet Hastalig1 arasinda istatistiksel olarak anlamli bir iligki

bulunamamustir (p>0.05).

Hasta Gruplar iginde yapilan mukayese sonucunda; sigara ve alkol kullanimi ile

gen varyasyonlari arasinda istatistiksel olarak anlamli bir iliski bulunamamaistir(p>0.05).

Hasta ve Kontrol gruplarinin RRM1, RRM2 ve ERCC2 genleri i¢in allelik
frekanslar1 asagida verilmistir(Tablo 4-2, Tablo 4-3, Tablo 4-4):
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Tablo 4-2: RRM1 Geni icin Genotip ve Allel Dagilimlari

CALISMA GRUPLARI GENOTIP RRM1

AA CA cc
KONTROL 11_18.3% 26 43,3% 23 38,3%
KORONER ARTER
HASTALIGI 3 59% 26 51,0% 2 431%
TIP 2 DIABET 7 121% 21 362% 30 517%

ALLELLER

A c
KONTROL 48  40% 72 60%
KAH 32 31.3% 70 68,6%
DIABET 35 30,1% 81 69,8%

Tablo 4-3: RRM2 Geni i¢in Genotip ve Allel Dagilin

GALISMA GRUPLARI GENOTIP RRM2

AA AG GG
KONTROL 30 50% 25 41,7% 5 83%
KORONER ARTER
HASTALIGI 23 451% 22 431% 6 118%
TiP 2 DIABET 28 48.3% 23 39.7% 7 121%

ALLELLER

A G
KONTROL 85 70,8% 35 29.1%
KAH 68  66,6% 34 333%
DIABET 79  68,1% 37 31.8%

Tablo 4-4: ERCC2 Geni i¢in Genotip ve Allel Dagilin

GALISMA GRUPLAR! GENOTIP ERCC2

GG GT T
KONTROL 10 16,7% 33 55% 17 28,3%
KORONER ARTER
HASTALIGI 13 255% 23 451% 15 29,4%
TiP 2 DIABET 12 20,7% 24 41,4% 22 37,9%

ALLELLER

G T
KONTROL 53 441% 67 558%
KAH 49 48% 53 51,9%
DIABET 48 41,3% 68 53.6%
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Yapilan Haplotip analizi sonucunda ¢aligma gruplar1 (Koroner Arter Hastaligi,
Tip2 Diabet, Kontrol) ve RRM1, RRM2 ve ERCC2 gen varyasyonlarmin birlikte
goriilme sikliklar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli bir iliski bulunamamistir (Tablo

4-5, Tablo 4-6).

Tablo 4-5: Koroner Arter Hastahigi Grubu Haplotip Analizi

Haplotip lliskisi Frekans
Tlimii Koroner | Kontrol | Chi P value

RRM1/RRM2/ECCR2 ﬁ::{ang. Square
CAG 0.231 0.256, 0.210 0663 | 04155
CAT 0.204 0.183, 0.222 0512 |0.4742
AAG 0.135 0.117, 0.150 0519 [0.4713
CGT 0.130 0.157, 0.108 1.155 | 0.2824
AAT 0.120 0.111, 0.127 0132 |0.7163
AGT 0.087 0.069, 0.102 0744 | 03883
CGG 0.075 0.091, 0.061 0724 | 03947
AGG 0.019 0.016, 0.021 0.061 | 0.8056

Tablo 4-6: Tip 2 Diabet Grubu Haplotip Analizi
Haplotip lligkisi Frekans
RRM1/RRM2/ECCR? Timi Si';iet Kontrol g::‘are P value
CAT 0.243 0.257, 0.230 0.24 0.6241
CAG 0.200 0.199, 0.201 0.0010 | 0.9787
CGT 0.129 0.153, 0.105 1.199 | 0.2735
AAG 0.127 0.104, 0.150 1.126 | 0.2886
AAT 0.124 0.121, 0.128 0.028 | 0.8668
CGG 0.077 0.089, 0.065 0003 |0.4782
AGT 0.076 0.055, 0.095 1349 | 02455
AGG 0.024 0.022, 0.027 0.062 |0.8035
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5. TARTISMA VE SONUC

Diyabetli hastalar ateroskleroz ve koroner arter hastaliginin artmis prevalansina
sahiptir. Diyabet, kardiyovaskiiler hastaliklar i¢cin bagimsiz bir risk faktoriidiir ve bu risk
beraberindeki dislipidemilerle daha da artar (59). Diyabetik hastalarda trigliseridlerin
artmasi ve HDL kolesteroliiniin azalmasi aterosklerozu hizlandirir (82). Diabetes
mellituslu hastalar nondiyabetiklere gore akut koroner sendrom ve MI sonras1 daha
fazla mortalite ve morbiditeye maruz kalirlar. Ayrica DM ateroskleroz gelisimini
uyarmakta ve gelismekte olan aterosklerozu ise hizlandirmaktadir. Bu da aterosklerozun
diyabete yiiksek oranda eslik etmesini ve 6liim nedenlerinin en 6nemli kaynagi olmasini
aciklamaktadir.

Koroner arter hastaligi, serebrovaskiiler hastalik ve periferik damar hastalig1 gibi
aterosklerotik komplikasyonlar diyabet hastalarinda en sik mortalite ve morbidite
nedenidir. Diyabet hastalarinda bu komplikasyonlarin riski, nondiyabetiklere gore 2-5
kat daha yuksektir. Aterosklerozda rol oynayan diyabete 6zgii diger faktorler arasinda
fibrinojen diizeylerinde artig, trombosit agregasyonunda tetiklenme, tromboksan
{iretiminde artis, protein ve lipoprotein glukozillenmesi sayilabilir. Ister anormal glukoz
toleransi, ister aglik hiperglisemisi, isterse de belirgin diyabet biciminde ortaya ¢iksin,
bozulmus glukoz toleransi kardiyovaskiiler olaylar gelisebileceginin habercisidir. Tip 2
DM’ 1i hastalarda siki glukoz kontrolii, retinopati ve nefropatiden korunma i¢in dnemli
olmasina ragmen kardiyovaskiiler hastalik insidansiyla iliskisi zayiftir. Diyabetiklerde
aterosklerotik kalp ve damar hastaliklar1 ile hipertansiyon birlikteligi yiiksek oranda
goriiliir. Bu oran diyabetin siiresi, diyabetin kontroliindeki basar1 diizeyi ve genetik
faktorlerle degismesine ragmen % 70’lere kadar yiikselebilmektedir.

Diyabetiklerde kan glukoz diizeyinin kontroliiniin, ateroskleroz gelisimini
Onlemede yetersiz olmasi aterosklerozun multifaktéryel dogasi ve hipergliseminin bu
faktorlerden sadece bir tanesi olmasiyla agiklanmaya calisilmaktadir. Eger
hipertansiyon veya hiperkolesterolemi gibi ek risk faktorleri varsa koroner arter
hastaligi riski diyabeti olmayanlara gore Kkatlanarak artmaktadir (58). Glisemik
kontroliin kardiyovaskiiler komplikasyonlar1 azaltamamasinin bir diger dnemli nedeni
ise aterosklerozun prediyabetik donemde baglamis olmasidir. Norhommar ve

arkadaglarinin yaptig1 bir ¢aligmada koroner yogun bakima akut koroner sendrom tanisi

30



ile yatirilan ve 6nceden diyabet tanist olmayan hastalarin % 31’ine yeni DM tanis1 ve %
35’ine bozulmus glukoz toleransi tanisi1 konmustur (60). Sonucta aterosklerotik sureg
prediyabetik donemden itibaren hizlanmaktadir. Daha da 6nemlisi sadece kotii takipli
hiperglisemik seyreden diyabetiklerin degil, iyi takipli ve normoglisemik diyabetiklerin
de makrovaskiiler komplikasyonlardan korunamadigi ortaya ¢ikmaktadir.

Diyabetiklerde yapilan ileriye doniik calismalarda, hipergliseminin derecesi ile
mikrovaskuler ve makrovaskiiler komplikasyonlar ve genel mortalite nedenleri arasinda
dogrusal bir iliski oldugunun gosterildigi ¢alismalar vardir (61). Hiperglisemi, damar
disfonksiyonu, dislipidemi ve koagiilasyonu arttirarak ateroskleroz olusumuna katkida
bulunur (62).

Diyabetik hastalarda ateroskleroz ¢ok daha erken ddnemde ortaya
cikabilmektedir (65). Tip 2 diyabet hastalarinin %75 kadar1 kardiyovaskiiler hastaliklar
nedeniyle yasamlarini yitirmektedir. Diyabetik hastalar, miyokard enfarktiislii (MI)
hastalar arasinda sayica istiin olmakla kalmaz ayni zamanda diyabetik olmayanlara
gbre prognozlari daha kotidir (83). Diyabetin siiresi mevcut risk faktorlerinden
bagimsiz sekilde koroner kalp hastalifina bagli mortaliteyi arttirir (84). Diyabetik
hastalarda asemptomatik koroner hastalik insidansi yiiksektir. Sessiz miyokardiyal
iskemi orani diyabetikler igcin %20°den fazla olarak bildirilmektedir. Diyabet, kardiyak
otonomik disfonksiyona neden olmakta ve iskemiye karst agr1 yanitin1 bozmaktadir
(85).

Cesitli ¢alismalar, kadinlarda ve erkeklerde, semptomatik veya asemptomatik,
kronik hipergliseminin diger risk faktorlerinden (sigara, kan basinci, serum lipidleri ve
lipoproteinleri, mikroalbliminiiri, vs.) bagimsiz major bir risk faktorii oldugunu
dogrulamaktadir (86). Diyabetik hastalarda aterosklerotik lezyonlar daha yaygindir ve
bircok koroner arterde hastalik gelisir. 30 yas {izerinde ve bobrek komplikasyonu
gelisen diyabetiklerde mortalite artig1 daha yliksektir ve proteiniiri olmayan olgulardan
15 kat fazladir (86,87). Diyabetik hastalarda agir koroner arter hastaligi goriilmesinin
nedeni aterosklerozun erken gelismesidir. Prediyabetik hastalarda koroner arter hastaligi
mortalitesi, diyabetik olmayanlarin 2-3 kati1 artmis bulunmaktadir. Tip 2 diyabetin
gelisiminden onceki prediyabetik donemde metabolik sendromun bilesenleri olan
dislipidemi, hipertansiyon, mikroalbumintri, hemostatik ve inflamatuar gdstergelerin
arttigr tespit edilmistir (88). Genis kapsamli ileriye doniik 20 calismanin meta-

analizinde aglik ve 2. saat kan glukoz degerleri ile kardiyovaskiiler hastalik ve total
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mortalite arasindaki iligki incelenmistir. Hipergliseminin diyabetik olmayan hastalarda
da kardiyovaskiiler hastaliklarin riskini yiikselttigi gosterilmistir (87).

Son yillarda postprandiyal hipergliseminin diyabette bagimsiz bir risk faktori
oldugunu gosteren kamitlar ¢ogalmistir. Tip 2 diyabetik hastalarda gerek glukoz
yiklemesinden  sonraki  konsantrasyonlarin, gerekse  postprandiyal glukoz
konsantrasyonlarinin, kardiyovaskiiler hastaliklarla aclik glukoz diizeyinden bagimsiz
olarak dogrudan bir iligkisi bulundugu gorilmistir (89). Postprandiyal glukoz
degerlerinin kontrolii, diyabete bagli makrovaskiiler ve mikrovaskiiler komplikasyonlari
geciktirebilir veya onleyebilir (90). DECODE (Diabetes Epidemiology: Collaborative
Analysis of Diagnostic Criteria in Europe) ¢alismasinda 2. saat postprandiyal gliseminin
bozulmus aglik degerlerine oranla kardiyovaskiiler risk agisindan daha prediktif oldugu
gosterilmistir (91).

Tip 2 diyabetik hastalarda kardiyovaskiiler hastaliklarin  tedavisinde
multifaktoriyel yaklasim s6z konusudur. ADA sadece iyi bir glisemik kontroliin degil,
ayn1 zamanda iligkili kardiyovaskiiler risk faktorlerinin de tanimlanmasini ve agresif
tedavilerini Onermektedir. Ayrica genel popiilasyona oranla lipid ve kan basinci

degerlerinin kontroliinde daha sik1 hedefleri 6ngérmektedir (92).

Ateroskleroz gelisiminde risk faktorii olarak kabul edilen oksidatif stres ve buna
bagli DNA hasarlar1 goz oniinde bulunduruldugunda, DNA tamir yolaklarinda bulunan
genetik varyasyonlarin Ateroskleroz gelisiminde rolii olabilecegi diisiiniilmektedir(93).
Dogrudan Oksidatif stres kaynakli ve Oksidatif stresin yan iiriinlerinden kaynaklanan
(lipid peroksidasyonu sonucu meydana gelen mutajenik ajanlar) DNA hasarlarinin
Ateroskleroz gelisiminde ve plak stabilitesinin  bozulmasinda rolii oldugu
distiniilmektedir(93,94). Yapilan ¢alismalarda cesitli Ateroskleroz Hastalarinin Arter
duvarlarinda ve Ateroz Plaklarda DNA zincir kiriklarinin ve “Bulky DNA Adducts”
olarak tabir edilen kimyasal ajanlarin DNA molekiillerine baglanarak meydana getirdigi

modifiye olmus DNA lezyonlarinin bulundugu gosterilmistir, bu ¢alismalar;

Nair J. ve arkadaslarinin yaptig1 ¢calismada, Ateroskleroz hastalarinin Abdominal
Aorta fragmentlerinden izole edilen Vaskiiler Diiz Kas Hiicrelerinde saglikli kontrol
grubuna nazaran lipid peroksidasyon urunleri kaynakli DNA lezyonlarinin anlamli
sekilde artmis oldugu gosterilmis, bununla beraber hasta gurubu sigara kullanimina goére

kendi i¢cinde mukayese edildiginde, sigara kullanan hastalarda sigara kullanmayan
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(sigara kullanimin1 birakmig hastalar) hastalara gore artis goriilmiistiir. Ayrica hasta
grubunda aromatik ajanlarla meydana gelen DNA lezyonlarimin kontrol grubuna

nazaran artmig oldugu gosterilmistir(95).

Martinet W. ve arkadaglarinin yaptig1 calismada, Karotid Arterde meydana gelen
plaklarda, oksidatif DNA hasari i¢in bir Biyobelirte¢ olarak kabul edilen 8-oxo0-dG
miktarinin, komsu media dokusuna ve plak goriilmeyen toraksik arter dokularma
nazaran artig gostermis doldugu, bununla beraber DNA zincir kiriklarinda artis oldugu
gosterilmistir. Ayn1 ¢alismanin devaminda Baz Eksizyon Tamiri ile iliskili ve spesifik

olmayan DNA tamir proteinlerinin ifadesinde artis gozlendigi gosterilmistir(96).

Bu bilgiler goz Oniinde bulundurularak yapilan literatliir taramasinda,
Ateroskleroz olgularinda Anti-oksidan Sistem ve DNA tamir mekanizmalariyla iliskili

baz1 genetik varyasyonlarin DNA hasari ile iliskili oldugu goriilmektedir, bu ¢aligsmalar;

Izzotti A. ve arkadaslarinin yapmis oldugu ¢alismada, Ateroskleroz hastalarinda
8-oxo0-guanin DNA glikozilaz 1 (OGG1) geni Ser326Cys polimorfizmi ve Abdominal
aorta fragmentlerinden izole edilen vaskiler diz kas hucrelerinde modifiye DNA
lezyonu seviyeleri karsilastirilmig, Heterezigot tip hastalarda modifiye DNA lezyonu
seviyelerinin anlamli bir sekilde artis gosterdigi belirtilmistir. Hastalarin sag kalimlarina
bakildiginda hastalarin medyan sagkalim siiresi 10 y1l olmakla beraber, 14 yil icinde
hastalarin %71.4° {i Olmiistiir ve Olimlerin baglica sebebi (%57.2) Kardiyovaskiiler
hastaliklardir. Ayrica sag kalimlarin anti-oksidan mekanizmalarka iliskili genetik

varyasyonlardan etkilenmis oldugu bildirilmistir(97).

Ateroskleroza bagli gelisen Koroner Arter Hastaligt ve DNA tamir
mekanizmalariyla iligkili genetik varyasyonlara baktigimizda, XRCC1 geni Arg399GIn
polimorfizminin Koroner Arter Hastaligi ile pozitif iliskisinin bulundugu ve mutant

allelin Koroner Arter Hastalig1 riskini arttirdigi goriilmektedir(98,99).

Gliven M. Ve arkadaslarinin yapmis oldugu calismada, Koroner Arter
Hastalarinda XPD (ERCC2) ve XRCCI1 gen varyantlart ve DNA hasar iliskisine
incelenmis, DNA hasarini belirlemek i¢in yapilan Mikronukleus testinde Koroner Arter
Hastalarinin periferal lenfositlerinde Mikronukleus frekansinin artig gosterdigi goriilmiis
ve XPD ve XRCC1 genlerinde Mutant allel bulunduran hastalarin Mikronukleus

frekanslarinin  Yabanil allel bulunduran hastalara nazaran daha yiiksek oldugu
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gosterilmis fakat XPD ve XRCCI gen varyasyonlarinin Koroner Arter Hastalif
gelisimiyle bir iligkisi bulunamamistir(100).

Gokkusu C. Ve arkadaglarinin yapmis oldugu ¢alismada Koroner Arter
Hastaliginda AP endonuclease 1 (APEl), XRCC1, XRCC3, XPD (ERCC2), XPG
(ERCCS5), hOGG1 gen varyantlart incelenmis, XRCC3 ve hOGGI1 gen varyantlar ile
Koroner Arter Hastalig1 gelisimi arasinda pozitif iliski bulunmus, XRCC3 varyanti
Mutant allelinin Frekansinin Koroner Arter Hastaliginda arttigin1 ve Yabanil tip allel
bulundurmanin Koroner Arter Hastaligina karsi koruyucu rol oynadigi, hOGGI1 geni
mutant allel tasimanin Koroner Arter Hastalig1 Riskini 1.7 kat arttirdigi gosterilmistir.
Yapilan Haplotip analizinde ise XRCC3 ve hOGG1 geni Mutant varyantlariin iligkili
oldugu ve her iki genin mutant varyantini tasimanin Koroner Arter Hastalig1 i¢in risk

faktorii olabilece gosterilmistir(101).

Calismaya dahil edilen genler icin yapilan literatiir taramasinda; RRM1 ve
RRM2 gen varyasyonlar1 ile Ateroskleroz ve Ateroskleroza bagli gelisen Koroner Arter
Hastalig1 iizerine yapilmis bir calisma bulunamamis, fakat RRM1 ve RRM2 gen
varyasyonlarinin ¢esitli kanser tiirleriyle iligkili oldugu, kanser riskini arttirdigi ve
kanser tedavisinde ila¢ (Platin icerek kemoterapotik ajanlar) direnci ve
kemosensitiviteye sebep olabilecegi goriilmiistiir. Calismamiz RRM1 ve RRM2 gen
varyasyonlar1 ile Ateroskleroz gelisimi iizerine yapilmig ilk calisma olup orjinalligini

korumaktadir(102,103,104).

ERCC2 geni icin yapilan literatiir taramasinda, Shyu HY. Ve arkadaslarinin
blyuk arterlerde gorilen Aterosklerotik iskemik olgularda yaptigi ¢alismada ERCC2
gen varyasyonlarin Ateroskleroz hastalarinda sigara kullanimiyla pozitif iliskisinin
bulundugu ve Mutant allel tasimanin iskemik atak riskini 2.7 kat arttirdigi

gosterilmistir(105).

Yakin donemde yapilan calismalarda, Diabet ve Diabete baglh gelisen
komplikasyonlarin sebeplerinden birininde Diabetin arttirdigi oksidatif stres oldugu
gOsterilmistir(106). Diabet ile birlikte artan glukoz seviyeleri mitokondri kaynakl,
glikozilasyon kaynakli ve glikoz derivatifi molekiiller ile yiiksek seviyede oksidatif
stress meydana getirmektedir(106,107,108). Diabetli hastalarda artan oksidatif stresin
cesitli patolojilerle beraber DNA hasarina neden oldugu ve DNA tamir

mekanizmalarinin aktivitesini arttirdigi gosterilmistir(106,109). Tip 2 Diabet genetigine
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bakildiginda mutasyonlarin ve gen varyasyonlarinin Diabet gelisiminde rol oynadigi
gorilmektedir(110), fakat DNA tamir genlerinin Diabet gelisimiyle dogrudan bir ilgisi
bulunmamakla beraber dolayli olarak Diabet ve Diabetik patolojilerin gelisimiyle iliskili

oldugu goriilmektedir(110).

Bu bilgiler 1518inda yapilan literatiir taramasinda, Malin R. ve arkadaslarinin
yapmis oldugu calismada Tip 2 Diabet hastalarinda oksidatif stress ve oksidatif DNA
hasarmin saglikli kisilere nazaran Anti-oksidan gen varyasyonlari ile anlamli sekilde
iliskili oldugu gosterilmig(111), Goniil N. ve arkadaslarinin yapmis oldugu ¢alismada,
Anti-oksidan GSTM1 geni ve DNA tamir geni olan OGG1 gen varyasyonlarinin Tip 2
Diabet ile anlaml iliskisi oldugu ve bu varyasyonlarin birlikte goriilmesinin Diabet

riskini arttirdig1 gosterilmistir(112).

DNA tamir gen varyasyonlar1 ve Tip 2 Diabet iizerine yapilan literatiir
taramasinda; farkli popiilasyonlarda (Cin, Meksikan-Amerikan) yapilan caligmalarda
OGG1 gen varyasyonlarinin Tip 2 Diabetle iliskili oldugu gosterilmig(113,114),
Kasznicki J. ve arkadaslarinin Polonya’ da yapmis oldugu c¢alismada XRCC1 ve OGG1
gen varyasonlart ve Tip 2 Diabet arasinda bir iliski bulunamamis, fakat yapilan
varyasyon iliski analizinde XRCCl1 heterezigot- OGG1 homozigot yabanil genotipin

Tip 2 Diabet hastalarinda goriilme sikliginin arttig1 gdsterilmistir.

Literattirde, Tip 2 Diabet gelisimi ve RRM1, RRM2, ERCC2 gen varyasyonlari
ile ilgili yapilan bir ¢alisma bulunamamis olup, ¢alismamiz bu yoniiyle orijinalligini

korumaktadir.
Sonug olarak diyebiliriz ki;

Tip 2 Diabet ve Ateroskleroza bagli Koroner Arter Hastalarinda RRM1, RRM2
ve ERCC2 gen varyasyonlarinin ilk defa birlikte incelendigi calismada, RRM1 rs
12806698 (A>C, UTR-5’), RRM2 rs 6759180 (A>G, Intronik) ve ERCC2 rs
13181(G>T, kayip mutasyon, Lizin- Glisin), gen varyasyonlar1 ve allellerin birlikte
gorilme duzenleri ile s6z konusu hastaliklar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir
iliski bulunamamistir. Bununla beraber yapilan istatistik calismada hasta ve kontrol
gruplarinda, klinik ve demografik parametrelerde genotipe bagli olarak anlamli bir
degisiklik gozlenmemistir. Tip 2 Diabet ve Koroner Arter Hastaligi olgularinin
gelisimiyle dogrudan bir iliskisi bulunmamakla beraber, ileriki ¢alismalarda s6z konusu
genetik varyasyonlarinin, bu olgulara bagli gelisen farkli patolojilerle iliskisinin
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bulunabilecegini ve daha genis drneklemlerle yapilacak caligsmalarda anlamli sonuglara

ulagilabilinecegini diistinmekteyiz.
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7.EKLER

7.1. Ham Veriler

grup * genotip_RRM1

Crosstah
genotip_REM1
A CA (M Total

Qrup FORTROL  Count 11 26 23 &1
%o within grup 18,3% 43,3% 38.3% 100,0%

kAH Count 3 26 22 51

% within grup 0,9% a1,0% 431% 100,0%

Total Count 14 a2 45 111
% within grup 12 6% 46 8% 40.5% 100,0%

Chi-Square Tests

Asymp. Sig.
Walle df (Z-sided)
Pearson Chi-Sguare 3,880 2 143
Likelihood Ratio 4152 2 25
E Y
M oafvalid Cases 111

a. 0 cells (0% have expected count less than . The minimum expected count is 6,43,
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grup * RRM1_WT_Allel

Crosstah
RREM1_WT_Allel

h{al4 VAR Total
grup KOMTROL  Count 23 ar G0
% within grup 3832% 61,7% 100,0%
kAH Count 22 28 51
% within grup 431% 56,9% 100,0%
Total Count 45 GE 111
% within grup 40.5% 50 5% 100,0%

Chi-Sguare Tests

Asymp. Sig. Exact Sig. (2- Exact Sig. (1-
Yalle of (2-sided) sided) sided)

Fearson Chi-Sguare 2G4 1 Bav
Cantinuity Carrection® 102 1 749
Likelihood Ratio 264 1 JB0g
Fizher's Exact Test Raxcle] 374
Associton 262 1 609
M afvalid Cases® 111

a. 0 cells {0%) have expected count less than 5. The minimum expected count is 20,68,

h. Computed only for a 22 table

Risk Estimate
95% Confidence Interval
Walle Lower LUpper

Odods Ratio for grup
(KONTROL § KAH) 818 383 1752
Far cohart
RREM1_WT_Allel = YOK 289 587 1,393
Far cohart
REM1_WT_Allel = VAR 1,084 794 1,481
M oofvalid Cases 111
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grup * RRM1_M_Allel

Crosstah
RRM1_i_aAllel
YO VAR Total
grup KOMTROL  Count 11 49 G0
% within grup 18,2% a1,7% 100,0%
kAH Count 4 a7 a1
%o wiithin grup 7.8% H22% 100,0%
Total Count 18 QR 111
% within grup 13,56% g26,5% 100,0%
Chi-Square Tests
Asymp. Sig. Exact Sig. (2- Exact Sig. (1-
Walue df (2-sided) sided) sided)
Fearson Chi-Sgquare 2,5952 1 a7
Continuity Correction® 1,776 1 183
Likelihood Ratio 2,708 1 1on
Fisher's Exact Test 163 a0
Linear-kry-Linear
Association 24872 1 109
M ofvalid Cases? 111
a. 0 cells {0%) have expected count less than 8. The minimum expected count is 6,89,
b, Computed only for a 2x2 table
Risk Estimate
495% Confidence Interal
Yalue Lower Upper
?@gﬁﬁ;gﬁmﬁﬁp 2,638 785 8,366
EI:J;SEHDH RRER1_M_Allel 2 338 792 6,585
Enrcthnrt REM1_M_Allel 896 767 1.024
M ofvalid Cases 111
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grup * genotip_RRM2

Crosstah
genotip_RREM2Z
BB AG GG Total

QLR FONTROL  Count 30 2h a &1
% within grup a0,0% 41 7% 8,3% 100,0%

KAH Count 23 22 3] 51

% within grup 45 1% 43,1% 11,8% 100,0%

Total Count 53 47 11 111
%o weithin grup 47 7% 42 3% H 9% 100,0%

Chi-Square Tests

Asymp. Sig.
Walue df (2-sided)
Pearson Chi-Sguare EENE 7 8E
Likelihood Ratio A74 P Far
il
M ofValid Caszes 111

a. 0 cells {0%) have expected count less than 5. The minimum expected count is 5,04,
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grup * RRM2_WT_Allel

Crosstab
RREMZ_M_Allel
h{ol4 WAR Tatal
arup KOMNTROL  Count 30 3n G0
% within grup 50,0% a0,0% 100,0%
kA Count 23 28 51
% within grup 151% a4 9% 100,0%
Total Zount K] a3 111
% within grup 47 7% A2.3% 100,0%
Chi-Square Tests
ASymp. Sig. Exact Sig. (2- Exact Sig. (1-
Yalue df (2-sided) sided) sided)
FPearzon Chi-Sguare el el 1 JB0E
Continuity Correction® 105 1 745
Likelihood Ratio 2GR 1 B06
Fizher's Exact Test 704 373
e R
M of valid Cases? 111

a. 0 cells {0%) have expected count less than 5. The minimum expected count is 24,35,

b, Computed only for a 2x2 table

Risk Estimate
958% Confidence Inteneal
Walue Lower pper
Cdds Ratio for grup
El::r%:l%hnrt RREMZ_M_Allel 1108 747 1,645
Eu:\:;;ﬁc_uhnrt RREMZ_M_Allel a1 639 1299
M oofvalid Cases 111
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grup * RRM2_M_Allel

Crosstab
REMZ_WT_Allel

WOk, VAR Total
grup KOMTROL  Count A a5 &1
%o within grup 8,3% 91,7% 100,0%
kaH Count ] 45 51
o within grup 11,8% 88,2% 100,0%
Total Count 11 100 111
o within grup 9 9% 90.1% 100,0%

Chi-Square Tests

Asymp. Sig. Exact Sig. (2- Exact Sig. {1-
Yalue df (2-gided) sided) sided)

Pearson Chi-Soguare 6442 1 547
Cantinuity Correction® ik 1 776
Likelihood Ratio 362 1 547
Fisher's Exact Test Fal 286
w0 | | s
M ofvalid Cases® 111

a. 0 cells (0%} have expected count less than 5. The minimum expected countis 5,05,
h. Computed only far a 2x2 table

Risk Estimate
95% Confidence Interval
Yalue Loviver Upper

Dddds Ratio for grup
(KONTROL  KAH) 682 195 238
For cohort
RRM2_WT_Allel = YOK o8 230 21845
For cohort
REMZ_WT_Allel = VAR 1,034 A16 1178
M of Valid Cases 111

o1




grup * genotip_ERCC2

Crosstah
nenotip_ERCC2
GG TG TT Total

Qrup EORNTROL  Count 10 33 17 60
% within grup 16,7% 55,0% 28,3% 100,0%

kAH Count 13 23 14 a1

% within grup 25 .6% 45 1% 28,4% 100,0%

Total Count 23 Ak 3z 111
%o within grup 207% a0 5% 28,8% 100,0%

Chi-Square Tests

Asyrmp. Siog.
Walue if (2-sided)
FPearson Chi-Sgquare 1,533 4483
Likelihood Ratio 1,582 453
as| vl e
M ofWalid Cases 111

a. 0 cells (0% have expected count less than . The minimum expected count is 10,57,
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grup * ERCC2_WT_Allel

Crosstah
ERCCZ_WT_Allel

YOk WAR Total
grup  KOMTROL  Count 17 43 g0
o writhin grup 283% 71T % 100,0%
kAaH Count 14 36 a1
%o writhin grup 29 4% 706% 100,0%
Total Count 3z Ta 111
%o within grup 28 8% 712% 100 0%

Chi-Square Tests

Asymp. Sig. Exact Sig. (2- Exact Sig. (1-
Walue df (2-sided) sided) sided)

Fearson Chi-Square J164 1 Ao
Continuity Correctiont 000 1 1,000
Likelihood Ratio L6 1 A
Fisher's Exact Test 1,000 533
Iﬁlsnsenacri é:utyirnhmear 015 1 01
M of Valid Cases® 111

a. 0 cells {0%) have expected count less than 5. The minimum expected countis 14,70,

h. Computed only for a 2x2 tahle

Risk Estimate
95% Confidence Interval
Walue Lower pper

Cdds Ratio far grup
(KONTROL ! KAH) 244 B 2182
For cohort
ERCCZ_WT_Allel = YOK 963 536 1,730
For cohort
ERCCZ_WT_Allel = VAR 1,014 800 1,288
M ofValid Caszes 111
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grup * ERCC2_M_Allel

Crosstah
ERCCIZ_M_Allel

YO, WAR Total
grup EOMTROL  Count 10 a0 B0
%o wiithin grup 16,7% g83,3% 100,0%
kAH Count 13 a8 a1
% within grup 25 .6% 74.5% 100,0%
Total Count 23 a8 111
%o within grup 207% 7H3% 100,0%

Chi-Square Tests

Asvmp. Sig. Exact Sig. (2- Exact Sig. (1-
Walue of (Z-sided) sided) sided)

Fearson Chi-Sguare 1,3072 1 253
Continuity Correction® 025 1 364
Likelihood Ratio 1,303 1 254
Fisher's Exact Test 348 a2z
s ||
M of valid Cases® 111

a. 0 cells {0%) have expected count less than 5. The minimum expected count is 10,57,

b, Computed only for a 2x2 table

Risk Estimate
95% Confidence Interval
Walue Lower Upper

Qodds Ratio for grup
(KONTROL / KAH) 395 232 1,476
Far cahort
ERCCZ_M_Allel = ¥OK 54 314 1,364
For cohort
ERCCZ_M_Allel = VAR 1,118 A1 1,361
M ofYalid Cases 111
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7.2. Formlar

7.2.1. Biyolojik Materyal Transfer Formu

F N KLINIK ARASTIRMALARDA KULLANILACAK
vevinere Oniversimesi | BIYOLOJIK MATERYAL TRANSFER FORMU

HASTANESI

Arastirmanin Acik Adi: Ateroskleroz ve Tip Il Diabet Geligiminde RRM1, RRM2 ve ERCC2 Gen
Polimorfizmierinin Rolii .

Arastirmanin Ozeti: Ateroskleroz ve Tip Il Diabet gelisiminde hicre hasar ve disfonksiyonunun rol
bilinmektedir. -

Kronik inflamatuvar bir hastalik olan Ateroskleroz, okside LDL nin arter endotelinden intima tabakasina
gecisiyle baslayan bir strectir. Aterosklerozun meydana gelmesinde iki dnemli faktar bulunmaktadir, bunlar:
LDL molekiil buyUklugi ve endotel gecirgenligidir. Endotel hitcrelerinde meydana gelen hasar endotelin LDL
gecirgenligini arthrmaktadir.

Tip Il Diabet instlin miktarinda azalma veya dokularda insilline gésterilen dirence bagh kan glukoz
dengesinin bozulmasi durumudur, insilin miktannn azalmas, pankreas B- hiicrelerinde fonksiyon kaybi yada
dogrudan hiicre kaybina bagh olabilir.

RRM1, RRM2 ve ERCC2 DNA tamir yolaginda bulunan genlerdir. DNA tamir genlerinde bulunan

polimorfizmlerin zaman igerisinde hicre hasar ve disfonksiyonuna ve Ateroskleroz ve Tip Il Diabet gibi hitcre
hasarina bagh hastalikiarin gelisiminde rol oynayabilecegi dusuniimektedir.

Is bu anlasma ile, biyolojik materyali génderen arastirmaci ve kurum Ateroskleroz ve Tip Il Diabet
Gelisiminde RRM1, RRM2 ve ERCC2 Gen Polimorfizmlerinin Rolii isimli aragtirmada kullaniimak Gzere
gonderilecek 5ml miktarda ve arastirma amacla kullanilacak biyolojik materyali 26 Agustos Yerleskesi
Yeditepe Universitesi Kayisdagi / iISTANBUL adresindeki Yeditepe Universitesi Molekiiler Tip Anabilim
Dalr’ ndaki merkeze géndermeden énce ALIC| kurumdan asadidaki kosullari kabul etmesi istenmektedir;

1. Génderilen biyolojik materyaller yalnizca yukarida yazilt amag icin, ya da génderici kurumun yeniden
yazili iznini almak kosulu ile ikincil amag icin kullanilabilir.

2. ALICI biyolojik materyali génderici kurumun yazili izni olmadan Gclncl sahislara vermeyecektir. ALICI
tgtinch sahislardan gelebilecek istekleri GONDERICI'ye bildirecektir,

Biyolojik materyaller GONDERICI tarafindan bireyin kimlik bilgileri olmaksizin ALICI'ya gonderilecektir.

4. ALICI biyolojik materyalleri Birlesmis Milletler insan Genomu ve insan Haklar Evrensel Beyannamesine
uygun olarak kullanacaktir, ) ' ’

S. Biyolojik materyaller ALICI'ya gonderilmeden 6nce biyolojik materyalin sadlandidi kisilere ait Saghk
Bakanlig’nin ve Etik Kurul'un onayladigi bilgilendirilmis génilli olur formunun her bir gonilliden
alinmis olmasi gerekmektedir.

6. Bu anlasma ile gonderilecek biyolojik materyalin arastirma igin kullanilacak oldugu ve biyolojik materyal
kullaniminin bazi tehlikeli 8zelliklerinin var oldugu ALIC! tarafindan kabul edilmektedir. Biyolojik
materyali saglayan kurum bu konuda sorumiu degildir.

7. GONDERICI ve ALICI yapilacak ortak bir yayinla ya da dogabilecek patent hakki ve ticari gelismelerle
ilgili haklarini arastirma baslangicinda karsilikli olarak belirleyecektir.

8. Buanlasma asagdaki iki maddeden herhangi birinin gergeklesmesi halinde son bulacaktr.

a. Arastirmanin sonlanmasi durumunda,

b. Taraflardan herhangi birinin digerine gonderdidi yazili uyanyi takiben 30 (otuz) gin iginde
Anlasma kurallarina uymama: patent haklarinin ihlali veya saglik tehdidi olusturan riskler disinda bu
anlagma 8 (b) kosulunda materyali sadlayan tarafin yazili uyansi ile bitirilecek olursa ALICI'min

1/3 BASH.P.06-F.02 Rev 0

55



/% KLINIK ARASTIRMALARDA KULLANILACAK

vepitepe Oniversitisi | BIYOLOJIK MATERYAL TRANSFER FORMU
HASTANESI

arastirmasinin engellenmemesi igin ve ALICI'nin istegi Ozerine materyali saglayan aragtirmaci 1 (bir)
yila kadar varan bir stre iginde anlagmanin sonlanacag bir tarih belirleyebilir.

8. ALICI bu anlagmanin bitiminde biitin materyalleri geri vermeyi veya ortadan kaldirmay ve bunu
belgelemeyi kabul eder.

10. GONDERICI biyoiojik' materyali toplama, hazirlama ve gdndermek igin bir dcret talep ediyorsa bu tcret
burada belirilecektir.

11. Bu anlasmanin yurimesinde ALICI ve GONDERICI kurum amirleri ile destekleyici sorumiudur.
Anlagmazlik halinde ihtilafin ¢6zUm igin her iki Ulke mahkemeleri de yetkilidir.

BIYOLOJIK MATERYALI GONDEREN ARASTIRMACI BiLGisi

Adi Soyadi ve Unvan: Selim Ishir, Profésér Doktor

Uzmanlik Alani: Kalp Damar Cerrahisi

Kurumu: Marmara Universitesi Tip Fakiiltesi

Adresi: Marmara Universitesi Tip Fakdltesi Kalp Damar Cerrahisi Anabilim Dali Fevzi
Gakmak Mahallesi Pendik/ ISTANBUL

Telefon:

Faks:

E-posta: isbir@yahoo.com

BiYOLOJIK MATERYALI ALAN ALICI BiLGISi

Adi Soyadi ve Unvani: Emre Murat Altinkilig, Biyolog

Uzmanlik Alani:

Kurumu:

Adresi:

Telefon: 0537 861 44 61

Faks:

E-posta: disorderedgenius@hotmail.com

Bu anlasmada belirtilen kosullan okudum ve anladim. Génderilen materyalde bu anlagmada belirtilen kosullara
uyacagdimi taahhit ederim. P
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KLINIK ARASTIRMALARDA KULLANILACAK

BIYOLOJIK MATERYAL TRANSFER FORMU

YEDITEPE UNIVERSITES
HASTANESI
Gonderen Gonderen Klinik Sefi/ Kurum Amiri{ | Ahci Kurum
Arastirmaci Destekleyici Ana Bilim Dali | Rektdr veya Yetkilisi
Firma Yetkilisi | Baskam Yetkilendirdigi .
veya Yasal Makam
Temsilcisi
El Yazisi ile
Adi Soyad
Unvam
Tarih 7
Imza | ;Z/\

Not: Bu anlasmada yer alan alici kurum yetkilisinin imzasi yerine alici kurum tarafindan verilecek olan ve icerik
clarak bu anlagmadaki hukumlere benzer hitkumleri igeren imzali “end use certificate” “son kullanim sertifikas!”
de kabul edilir.
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7.2.2. GOnullt Olur Formu

5 =
R

2 Klinik Arastirmalar Etik Kurulu Bilgilendirilmis
YEDITEPE UNVERSITES Gonullt Olur Formu
HASTANESI

Hastanin veya yerine onam verecek Terciiman gerektiyse;

kis

sorunu mevcut mu? Imza
Evet O Hayir OJ Tarih
Cevabiniz EVET ise Hasta Iliskileri
Sorumlusu ile iletisim kurunuz.

inin okuma, anlama, konusma, dil | Tercimanin adi

Sayin Hastamiz,

L]

Bu belge bilgilendirime ve aydinlatiimis onam haklarinizdan yararlanabilmenizi
amaclamaktadir.

Size gergeklestirilebilecek  Klinik arastirmalar amagl girigimler konusunda, tim
segenekler ile bu girigimlerin yarar ve muhtemel zararlar konusunda anlayabileceginiz
sekilde bilgi aima hakkiniz ve bir kopyasini isteme hakkiniz vardir,

Yasal ve tibbi zorunluluk tasiyan durumlar disinda bilgilendirmeyi reddedebilirsiniz.
Yazili bildirmek kosulu ile bilgi almama veya yerinize glvendidiniz bir kimsenin
bilgilendirilmesini talep etme hakkina sahipsiniz. .

klinik aragtirmalara katiim konusunda bilgilendirildikten sonra bunu kabul edebilirsiniz.
Ya da karar verebilmek igin uygun zaman talep edebilirsiniz.

Hayatiniz veya hayati organlariniz tehlikede olmadigi siirece onaminizi (yazih talep
etme kosulu ile) dilediginiz zaman geri alabilir ya da 6nceden kabul etmediginiz
herhangi bir tani/tedavi amagh girisimi tekrar talep edebilirsiniz.

Hastanemizde verilen hizmetleri Hastane Tanitim Brosiiriinden edinebilirsiniz. Ayrica

Hastanemiz personeli hakkinda http:/iwww.veditepehastanesi.com.tr/ web sayfamizdan

daha detayl bilgilere ulasabilirsiniz.

Burada belirtilenlerden baska sorulariniz varsa bunlar yanitlamak gorevimizdir.
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Y  Klinik Arastirmalar Etik Kurulu Bilgilendirilmis

YEDITEPE UNiVERSITES Gonallh Olur Formu
HASTANESI

TANIMLAMA
Aragtirmanin Adi / Protokol numarasi

Ateroskleroz ve Tip Il Diabet Gelisiminde RRM1, RRM2 ve ERCC2 Gen
Polimorfizmlerinin Rolii

Arastirma Konusu

Ateroskieroz ve Tip Il Diabet Gelisiminde RRM1, RRM2 ve ERCC2 Gen
Polimorfizmlerinin Rolii

Aragtirmaya Katilime1 Sayisi
180

Bu aragtirmanin

Amaci
Ateroskleroz ve Tip Il Diabet Gelisiminde RRM1, RRM2 ve ERCC2
Gen Polimorfizmlerinin Roliiniin Arastiriimasi
Siiresi
12 ay

izlenecek Yéntem / Yéntemler

Ateroskleroz ve Diabet Tip Il hastalarindan olusan deney grubu ve saghkh
kontrol grubunda Iprep Dna izolasyon robotu kullanilarak Dna izolasyonu ve ABI 7500
Fast- Real Time PCR ve TagMan Assay kullanilarak genotipleme yapilmasi.

Arastirma Sonunda Beklenen Fayda

Ateroskleroz ve Tip Il Diyabet hastaliklarinin Molekiiler mekanizmalarinin
aydinlatiimasina katki saglanmasi, DNA tamir genlerinde bulunan polimorfizmleri
hakkinda bilgi sahibi olunmasi.
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4 L%
YEDITEPE UNIVERSITES]
HASTANESI

Klinik Arastirmalar Etik Kurulu Bilgilendirilmis
Gondlli Olur Formu

Alternatif Tedavi Veya Girigimler

Arastirma Sirasinda Karsilasilabilecek;

Riskleri
a)
b)
c)
d)
e)
f)
9)

Rahatsizliklar
a)
b)
c)
d)
€)
f)
9)

Risk / rahatsizlik durumlarinda yapilmasi gerekenler

Asagidaki 6zel durumlara ait katihmei var mi?

EVET* HAYIR
Cocuk X
Mahkum X
Gebe X
Mental yetersizlik X
Sosyoekonomik egitim olarak yetersiz b ¢

*Ancak cocuklarda, hamilelik, lohusalik ve emzirme dénemlerinde ve Kisithlik durumunda; génilitler

yoninden arastirmadan dofrudan fayda saglanacag umuluyor ve arastirma gonalid saghgr agisindan
ongdrilebilir ciddi bir risk tagimiyor ise, usuliine uygun bir sekilde alinmig bilgilendirilmis génalla olur formu ile
birlikte ilgili efik kurulun onayi ve Bakanlik izni alinmak suretiyle aragtirmaya izin verilebilir.

ONAM (RIZA)
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Klinik Arastirmalar Etik Kurulu Bilgilendirilmig

Y /3
YEDITEPE UNIVERSITES] Gondllt Olur Formu
HASTANES]

Bilgilendirilmig Gonullii Olur Formundaki tim agiklamalan okudum. Bana, yukarnda konusu
ve amaci belirtilen aragtirma ile ilgili yazili ve s6zIU aciklama asagida adi belirtilen hekim
tarafindan yapildi. Arastirmaya goniillti olarak katildigimi, istedigim zaman gerekgeli veya
gerekgesiz olarak arastirmadan ayrilabilecegimi ve kendi iste§ime bakilmaksizin
arastirmaci tarafindan arastirma disi birakilabilecegimi biliyorum. Bu durumda hastanenin
caligma duzeni ve hastalara verilen bakimda aksakllk olmayacadi konusunda
bilgilendirildim. Bu arastirmaya katilirken zorlama, maddi gikar ve ast ust iligkisine dayali
hérhangi bir baski olmaksizin bu caligmaya katidigimi beyan ederim. Bu bilimsel
calismanin devami esnasindaki siregle ilgili olarak ayrica eklenen galisma protokolil ile
bilgilendirildim.

S6z konusu arastirmaya, higbir baski ve zorlama olmaksizin kendi rizamla katilmayi kabul
ediyorum.

Gonulluniin Adi / Soyadi / imzasi / Tarih

Aciklamalarn Yapan Kiginin Adi / Soyadi / Imzasi / Tarih

Gerekiyorsa Olur iglemine Tanik Olan Kisinin Adi / Soyadi / imzasi / Tarih

Gerekiyorsa Yasal Temsilcinin Adi / Soyadi / Imzasi / Tarih

24 Saat ulasilabilir iietigim bilgiler
Emre Murat Altinkilig- 0537 861 44 61

Bilgilendirilmig Génulla Onam Formu asgari olarak yukarida belirtilen basliklari icermelidir.
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7.3.Etik Kurul Karan

y

T.C. YEDITEPE UNIVERSITES]

Say1 :  37068608-6100-15-1068 26/06/2015
Konu: Etik kurul Bagvurusu hk.

Ilgili Makama (Sayin Emre Murat Altinkilig)

Yeditepe Universitesi Molekiiler Tip Anabilim Dal Emre Murat Altinkilig*in sorumlu oldugu
“Ateroskleroz ve TipII Dizabet Gelisiminde RRM1, RRM2 ve ERCC2 Gen
Polimorfizmlerinin Rolii” isimli aragtirma projesine ait KAEK Basvuru Dosyas: ( 1059 kayit
sayll KAEK Bagvuru Dosyas), Yeditepe Universitesi Klinik Aragtirmalar Etik Kurulu
tarafindan 22.06.2015 tarihli toplantida incelenmistir.

Kurul tarafindan yapilan inceleme sonucu, galigmanin yapilmasinda etik ve bilimsel agidan
uygun olduguna karar verilmistir. (Karar No: 62/501).

Bilginizi ve geregini saygilarimla arz ederim.

by
Prof. Dr. Turgay CELIK

Yeditepe Universitesi
Klinik Aragtirmalar Etik Kurulu Bagkam

Yeditepe Universitesi 26 Agustos Yerlesimi, Inoni Mahallesi Kayisdadn Caddesi 34755 Atasehir / istanbul
T.0216 578 00 00 www.yeditepe.edu.tr F.0216578 0299
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8. OZGECMIS

Kisisel Bilgiler

Adi Emre Murat Soyadi Altinkilig
Dog.Yeri |Istanbul Dog.Tar. 06.09.1988
Uyrugu T.C. TC Kim No | 15227377262
Email emurataltinkilic@hotmail.com | Tel 05378614461

Egitim Duzeyi

Mezun Oldugu Kurumun Adi Mez. Yih
Doktora
Yuk.Lis.
Lisans Istanbul Universitesi Fen Fakiiltesi Biyoloji Boliimii 2011
Lise Maltepe Anadolu Lisesi 2006

Is Deneyimi (Sondan gecmise dogru siralayin)

Gorevi Kurum Siire (Y1l - Yil)

1.

2.

3
Yabana |Okudugunu . . KPDS/UDS (Diger)
Dilleri Anlama* Konusma* | Yazma Puam Puan
Ingilizce |lyi Iyi Iyi KPDS: 60.00
*Cok iyi, iyi, orta, zayif olarak degerlendirin

Sayisal Esit Agirhik Sozel

LES Puam
(Diger) ALES Puam 77,37309 76,20095 66,23889

Bilgisayar Bilgisi

Program

Kullanma becerisi

Microsoft Office

Iyi
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