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GIRIS VE AMAC

Diyabetes Mellitus (DM) yetiskin donemin en sik goriilen kronik hastaliklarindan biri
olup, kontrol altinda tutulmazsa viicuttaki diger tiim sistemleri olumsuz yonde etkileyerek
giiniimiizde halk saglig1 agisindan en biiyiik saglik sorunlar1 arasinda ilk siralarda yer almaya
adaydir. DM protein, karbonhidrat ve lipit metabolizmalarininin bozuklugu ve kan sekeri
yiiksekligi ile karakterize kronik bir hastaliktir (1). Yasam boyu devam eden, hemen her
yastaki bireyi ve c¢evresini dogrudanetkileyen, geriye donisiimii olmayan ve Kronik
hasarlarindan dolayr maddi anlamda yiik getiren, kisisel aktiviteleri etkileyen bir hastaliktir
(2,3).

Kan glikoz diizeyinin yiiksek olmas1 sonucu; diyabetin kronik komplikasyonlar: olarak
kabul géren nefropati, néropative retinopati gibi mikrovaskiiler problemlerden kaynaklanan
sorunlara neden olabilmektedir. Makrovasiiler komplikasyonlar1 ise miyokardiyal, serebral,

periferik damar hastaliklar1 gibi rahatsizliklardir (4).

Diyabetik nefropati diyabetin dort klinik tiplerinden tip 1 ve tip 2 diyabette son donem
bobrek yetmezliginin (SDBY) en biiyik nedenlerinden biri olan mikrovaskiiler
komplikasyonudur. Diyabetik nefropati 6zellikle Tip 2 diyabetin morbidite ve mortalitesinden
esas sorumlu olan, bir¢ok organi tutabilen, hastanin yasam kalitesini olumsuz yonde etkileyen

ve erken Oliimle sonuglanabilen en 6nemli komplikasyonudur(5,6).

Tip 2 diyabetes mellitus’un gelismesinde bir¢ok gen bdlgesinin rolii vardir. Cok yonli
bir hastalik olan Tip 2DM’ de genler kendi aralarinda etkilesmekte olup, bunun yaninda
cevresel faktorlerle de etkilesirler. (7).DM’nin kisilerde goriilme riskini artiran ve azaltan

faktorler arasinda, gen ve gen bolgelerinin oldugu bilinmektedir (8).

1



Nitrik oksit sentaz enzimi l-arjinin ve oksijen molekiiliinden NO sentezlenmesinde rol
oynar. Bu enzimi kodlayan genlerin polimorfizmlerinin bazal NO diizeylerini etkiledigi
gosterilmistir (9). Imminolojik ve genetik calismalar ile yeni bilgiler kazanilirken Tip 2
Diyabetik hastalarda nefropati gelisiminde Onlenebilmesi igin ¢alismalar halen devam
etmetedir. DM’de rol oynayan genetik faktorlerin belirlenmesi, erken tani ve tedavi

tedbirlerinin alinmasiyla saglanabilir.

Bu nedenlerle, bu ¢alismada Tip 2 Diyabetes Mellitus tanis1 konmus hastalarda eNOS
geni 4 a/b polimorfiziminin diyabetik nefropati gelismesi {izerine etkisinin incelenmesi

amaglanmstir.



GENEL BiLGILER

DIYABETES MELLITUSUN TANIMI VE SINIFLANDIRILMASI
Diyabetes Mellitus

DM diinyadaki obezite pandemisine bagli prevalansi en hizli artan endokrin
hastaliklardandir. Insiilin salinimi, insiilin etkisi ya da her ikisindeki bozukluklardan
kaynaklanabilir. Diinya Saglik Teskilati’nin 1997 ve Amerikan Diyabet Birligi’nin 2006 tani

kriterlerine gore asagida verilen dort yontemden herhangisi birisi ile diyabet tanisi konulabilir.

1- Herhangi bir zamanda bakilan kan 6rneginde glikoz diizeyinin 200 mg/dl’den fazla
olmasi ve hastada diyabet semptonlarinin varlig

2- 10-12 saat siiren aglik sonrasi kan glikoz diizeyinin 126 mg/dl’den fazla olmasi

3- Hemoglabin A1C diizeyinin %6,5 lizerinde gelmesi

4- 75 gram glikoz yiikleme testi sonrasi bakilan kan 6rneginde glikoz diizeyinin 200

mg/dl’den fazla olmasi (9,10).

Diyabetes Mellitus Tipleri

Diyabetes Mellitus’un siniflandirilmasi; Tip 1 DM, Tip 2 DM, gestasyonel DM, diger

spesifik tipler olarak tanimlanmustir. (11).



Tablo 1: Diyabetes Mellitus’un Etiyolojik Siniflamasi (12-15)

I. Tip 1 DM: Genellikle mutlak insiilin noksanlifina sebep olan [ hiicre vikimi vardir
A-Immiin aracilikli
B-Idivopatik

Il. Tip 2 DM: Insiilin direnci ile beraber rélatif insiilin eksiklifi veya insiilin salgy
bozukluguyla beraber insiilin direnci

ITI. Gestasyonel DM: Gebelik sirasinda ortaya cikan ve genellikle dofumlabirlikte diizelen
diyabet

IV. Diger spesifik tipler: Endokrinopatiler, pankreasin ekzokrin bozukluklari, insiilin
etkisindeki genetik defektler, ila¢ ve kimyasallar, enfeksiyonlar

Tip 2 Diyabetes Mellitus’un Etiyolojisi ve Epidemiyolojisi

Tip 2 Diyabetes Mellitusun gelisme nedenleri hala bilinmemesine ragmen, onemli
kabul edilen bazi risk faktorleri mevcuttur. Bunlar; obezite, kotlii beslenme, fiziksel aktivite
azlig, ileri yas, aile Oykiisii, irk, hamilelik siiresince yliksek kan sekeri nedeniyle anne
karnindaki bebegin etkilenmesidir (16). Tip 2 diyabet obezitenin artisina, fiziksel aktivenin
azalmasina paralel olarak daha hizli bir artis gostermektedir (11).VKI >25 kg/m? olan kisiler
de riskli grupta sayilmaktadir (17). Tip 2 diyabet goriilme sikligi yasla beraber artis
gostermektedir. Yetiskin diyabetli niifusun ¢ogunlugu ise 40-59 yas araligindadir ve bu yas
grubundaki kisiler daha ¢ok diisiik ve orta gelirli iilkelerde yasamaktadir. Tiirkiye’de ise 20
yas ve lizeri yetiskinlerde DM goriilme sikligt TURDEP-I ¢alismasinda 1997-98 yilinda %7.2
iken (18) 2010 senesinde bu oran TURDEP-II ¢alismasinda %13.2” ye yiikselmistir (19). Bu
sonuglar Diyabetes Mellitusun oniimiizdeki yillarda iilkemizde ¢ok daha oncelikli bir saglik

sorunu olacagini ortaya koymaktadir.

Tiirkiye’ de ve Diinya’da Tip 2 diyabetli bireylerin sayisi hizla artis gostermektedir.
Bu artig, ekonomik kalkinma, yasam siirelerinin giderek uzamasi, kentsellesmenin artmasi,
beslenme degisiklikleri, fiziksel aktivitenin azalmasi ve diger yasam tarzi durumlarinin
degismesiyle iliskilidir.

Uluslararas1 Diyabet Federasyonunun 2017 verilerine gore diinya ¢apinda Diyabetes
Mellitus425 milyondan fazla insan1 etkiledigi tahmin edilmektedir. Bu hastalarin iicte biri 65
yas Ustli hastalardir. Eger gereken tedbirler yeterli 6l¢iide alinmazsa 2045 yilinda bu saymin
629 milyon ulasacag: diistiniilmektedir.Ayn1 zamanda, bozulmus glukoz toleransli olan 352

milyon kisi diyabet gelisimi agisindan yiiksek risk altindadir (20).



Tip 2 Diyabet Komplikasyonlari

Diyabet komplikasyonlar1 akut ve kronik olmak tizere iki grupta incelenmektedir.

Tablo 2. Tip 2 Diyabet Komplikasyonlari (12-22)

KRONIK KOMPLIKASYONLAR AKUT KOMPLIKASYONLAR

MIKROVASKULER Makrovaskiiler # Divabetik ketoasidoz

KOMPLIEASYONLAR | komplikasvonlar > Hiperosmolar non ketotik

# Divabetik # Koroner arter koma
nefropati hastalig: % Laktik asidoz
# Divabetik néropati # Periferik vaskiiler > 4 Hipoglisemi
> Divabetik hastaldk
retinopati # Serebrovaskiiler
# Divabetik avalk hastalik

Kronik komplikasyonun gelisme riski genellikle hiperglisemi siiresine bagli olarak
artmaktadir. Tip 2 diyabet hastalarinin ¢ogu uzun ve semptomsuz bir hiperglisemi donemi
gecirdikleri i¢in, tan1 kondugunda siklikla kronik komplikasyonlardan bir veya daha fazlasi
gelismis olabilir (20).

DIYABETIK NEFROPATI (DN)

Gelismis iilkelerde giin gectikce artan sayida hastanin son donem bdbrek yetmezligi
(SDBY) gelistirmesinde en sik nedeni diyabetik nefropatidir ve diyaliz uygulanan hastalarin
biiyiik bir béliimiinii diyabetlilerden olugsmaktadir. Ulkemizde diyalize giren hastalar arasinda
yapilan arastirmada SDBY sebepleri arasinda her 100 kisiden 35 kisi ile DM ilk sirada yer
almistir. Amerika Birlesik Devletleri’nde 1995 rakamlarina gore, tip 2 diyabetli hastalarda
nefropati prevelansinin tani sirasinda %5-10, diyabetin 20. yilinda oldugunda ise %25-60
oldugunu gostermektedir. Diyabetik nefropati tanisina sahip hastalarin yarisindan fazlasi Tip
2 diyabetes mellitus tanisina da sahiptirler. Diyabetik nefropatinin gelisiminde en onemlisi

hastaligin siiresi olmak tizere birgok risk faktorii tanmmmlanmistir. DN gelisimini etkileyen risk



faktorleri; hipoksi, obezite, hipertansiyon, aile &ykisii, sigara kullanimi, hiperglisemi,
sistemik kan basinci artig1 ve genetik etkenlerdir (22,23).

Diyabetik nefropati (DN), Tip 1 ve Tip 2 DM’nin en ¢ok karsilasilan
komplikasyonudur. Son déonem bobrek yetmezligi (SDBY) gelisim riskinin diyabet hastaligi
olmayanlara oranla Tip 1 DM’de 33 kat, Tip 2 DM’de 7 kat fazla oldugu bildirilmektedir
(24). Yirmi yillik izlem sonucunda Tip 1 DM’de %30-40, Tip 2 DM’de %15-25 oraninda DN
gelistigi gozlenmistir (25). Genetik yatkinlik, 1k, cinsiyet, diyabetin baglama yasi, hastaligin
siiresi DN gelisimini etkileyen risk faktorleridir (26). Glisemi kontrolunun bozuklugu,
hipertansiyon, hiperlipidemi, yiiksek proteinli diyetle beslenme, sigara kullanimi ve
albuminiiri varlig1 prognozu kétiilestirmektedir (27).Kalitmin DN gelisiminde aktif role sahip
oldugu diisiiniilmektedir (28,29).

DIiYABETIK NEFROPATI PATOGENEZI

Hiperglisemiyle birlikte sistemik hasar diyabetik nefropati gelismesinde etkili en
onemli faktorlerden biridir. Diyabetik nefropatinin patogenezinde hiperglisemi yaninda

hemodinamik degiskenlerin de biiyiik rolii vardr.

Metabolik Hemodinamik

Hiperglisemi Akim, basing 1

| f

Protein | — | Vazoaktif hormonlar

kinaz C (A-II, ET)

! | | |

T Sitokinler Vaskiiler
AGE ———5 <
(TGF-B, VEGF) permeabilite 1

| |

ECM degradasyonu ECM sentezi
Glomeriiloskleroz Proteiniiri

Sekil 1. Diyabetik Nefropatinin Patagonezi



Hemodinamik degisiklik olarak glomeriiler bazal membranda, tiibiiler bazal
membranda ve bowman kapsiiliinde kalinlagma olmaktadir. Sonrasinda mezengimal
hiicrelerde hipertrofi ve bunun sonucunda da ekstraselliiler matrikste artis goriiliir. Mezengial
matrikste artma nedeni ile glomeriiler kapiller ylizey alaninda azalma olur. Diyabetik
nefropatide temel olarak glomeriilde hastalik olusmasina ragmen ilerleyen donemlerde
tiibiilointerstisyel alan da etkilenir. Son asamada glomeriiloskleroz goriiliir. Diyabette ayni
zamanda nodiiler glomeriiloskleroz da goriilmektedir. Bu siire¢ gelisirken filtrasyonda ve
nefron sayisinda azalma, geriye kalan nefronlarda daha fazla kapiller kan akima yol agar.
Bunun sonucunda glomeriil i¢i basing artigi, hiperfiltrasyon ve bazal membrandaki aktivite
degisiklikleri ile ilerleyici proteiniiri olusur. Bu proseste; hipertansiyon, efferent arteriyollerde
vazokonstriiksiyona neden olan anjiyotensin Il seviyesinin artigi, renal vazodilatasyona ve
glomertiil igi basincin yiikselmesine neden olur. Bundan baska bobrek fonksiyonlari hasar
gordiikge sistemik ve glomeriiler hipertfiltrasyon artarak kisir dongiliye girer. Hastalarda
genellikle temel olarak glomeriiler degisiklikler sonucunda proteiniiri meydana gelsede uzun

donemli etkilerine renal sistemdeki intersitisyumdaki olaylarla karar verilir (30-32).

DIYABETIK NEFROPATININ EVRELERI

Diyabetin baslangicindan SDBY gelisimine kadar ki siire yaklasik 15-30 yildir.
Bobrek yetmezligi gelisen Tip 1 ve Tip 2 DM’li hastalarda bobrek hastaliginin dogal seyri

oldukca 1yi belirlenmistir.



Tablo3. Diyabetik Nefropatinin Evreleri ve Ozellikleri

|
Evreler Ozellikleri

Evre | Normal serum kreatinin ve yiiksek GFR (ancak tip 1 diyabetteki dlciide
(Tam oncesidiyabet  degil). Esansiyel hipertansiyon metabolik sendrom ve tip 2 diyabetle
olmaksizin klinik tam)  1ligkili olabilecegi i¢in kan basinc: yiikselebilir.

Evrell Hipergliseminin tam ve tedavisinden sonra anormal albuminiiri
genellikle goriilmez. Daha 1y1 bir glisemi kontrolii ile GFR hafifce
diigebilir. Kan basinci yiikselme egilimindedir.

"Sessiz evre"”

Yillarca diyabet tamisinin koyulamadi@ durumlarda klinik

Evre [lia tamida mikroalbuminiiri saptanabilir.
Diyabetle yasadiktan bir siire sonra kan basinci yiikselmes: ve

Evre IIIb glisemt kontrolit nedeniyle normoalbuminiiriden tipik sekilde
mikroalbuminiiri gelisebilir. Boyle hastalarda hipertansiyon siktir.
GFR hala normaldir.

Evre IV Diyabetten 10-15 yi1l sonra tipik proteiniirt metabolik kontrol ve kan

_ : _ basincina bagh olarak GFR de@isken derecelerde azalr.
Agsikar diyabetik  Kardiyovaskiiler hastalik siktir. Biyopside bu hastalarda tipik

nefropati lezyonlar soz konusudur nadiren baslangicta hastalar degisiklik
gostermez.
Evre V Geg evre, bobrek yetmezligi veya hemen Oncesi

Proteiniiri patofizyolojisi: Diyabetik nefropatinin glomeriiler kaynakli albiimin
atiliminin artisina bagli olduguna inanilir. Albumin endotel hiicrelerini, glomeriiler bazal
membran ve glomeriiler epitel hiicresi ya da podosit yapisini iceren filtrasyon bariyerini
gectikten  sonra  atilmaktadir.  Intraglomeriiler ~ basing  artis;,  negatif  yiiklii
glikozaminoglikanlarin kaybi, bazal membrandaki porlarin boyutundaki artis albuminiiriye
katkida bulunur. Bazal membrandaki heparan siilfat kaybi, anyonik yiik kaybina ve
albuminiiriye yol acar. Diyabetik nefropatili hastalarda heparan siilfat kayb1 gosterilmistir.
Heparan siilfat glomeriiler albiimin filtrasyonunu dnler, porlarin boyutuna katkida bulunur. Bu
nedenle heparan siilfat kayb1 GBM’nin mikro yapisinin bozulmasina yol agar. Ayni zamanda
mezengial hiicre bliylimesini ve mezengeal genislemeyi onler. Sonug olarak diyabet heparan
siilfat metabolizmasini etkiler ve heparan siilfat kaybina yol agar. Son zamanlarda podositlerin

de proteiniiriyi arttirdigr ileri siiriilmiistiir. Diyabetlilerde podosit morfolojisi de anormal



bulunmustur (33).Dokularda metabolik gereksinimlere gore sekresyonu degisen bir diger
madde nitrik oksittir. Nitrik oksitin hem vazodilatasyon yoluyla renal akimi arttirdigi hemde
dokulardaki oksijen tiiketimini diisiirdiigii tespit edilmistir. Boylece doku oksijenasyonunun
artisinda rol oynar. Son donemlerde diyabetis mellitus ve diyabetik nefropti gelisiminde rol
oynayan patogenetik proseslerde nitrik oksit metabolizmasinin bozukluklarinin etkili

degerlendirilmektedir.

NITRIK OKSIT (NO)

Nitrik oksit (NO), bir nitrojen ve bir oksijen atomundan olusan, yar1 6miirii ¢gok kisa
olan son derece toksik bir gaz olan, serbest radikal, yagda ¢oziinebilme 6zelligine sahip,
membranlardan rahatlikla gegebilen ve renksiz bir gazdir. Azot merkezli radikal olarak
bilinen NO diger radikal tiirlerinin aksine, paylasilmamis elektron nitrojen atomu {izerinde
yerlesik degil; oksijen ve azot atomlarinin iizerinde delokalize bir bigimde bulunur. Nitrik
oksitserbest radikalinin bu karekteristigi kendi reaktivitesini baskilar, stabilitesini yiikselterek
biyolojik sartlarda sentezlendigi noktadan uzak mesafelere difiizyonunun kolaylasmasini
saglar (34).

Viicutta bircok dokuda NO sentezlenmektedir. Nitrik oksit endojen L-arjininden nitrik
oksit sentaz enzimi tarafindan sentezlenir. Bu sentezleme islemi sonrasinda NO oldukga hizli
bir sekilde okside edilerek inaktif bilesikler olan nitrat ve nitrit gibi triinlere donisiir.
Hemoglobin NO’yu inaktive eder. Nitrik oksitin en 6nemli fizyolojik hedefi, ¢oziinebilir
guanilat siklaz enziminin hem grubudur. Diiz kas hiicresine gegen NO, guanilat siklazi
uyararak, guanozin trifosfatin cGMP’ye déniisiimiinii saglamaktadir. iyon kanallarivecGMP
de protein kinazi aktif hale doniistiiriir. Hiicre disina ¢ikarilma ve sekestrasyon yoluyla hiicre
ici kalsiyum azalir. Bu prosesin sonunda gevseme saglanir. cGMP’nin fizyolojik etkisi ise

3’5’ baginin fosfodiesteraz enzimi tarafindan hidrolize edilmesi ile sonlandirilir (35).

Nitrik oksitin sentezinin hem azalmasi hem de artmasi birgok yan etkiye yol

acar(Tablo 4)(36).



Tablo 4. Endojen NO’nin Artmasi ve Azalmasimin Etkileri

Nitrik Oksitin Azalmasi Nitrik Oksitin Artsi
Vazodilatasyonun azalmasi Vazodilatasyon
Sistemik hiperiansiyon Septik sokia hipotansiyon
Pulmener hipertansiyon Vazopressér sensitivitede azalma
Ateroskleroz Inotropik efkinin azalmas
Anjioplasti sonrasi restenoz Romaloid artrit
Angina pekloris Renin salinim
Iskemi-reperfiizyon hasar, Dializ sirasindo hipotansiyon
Subaraknoid kanama sonrasi veizospazm Diabefik nefropati
Hipertrofik pilor sterozu Dicbefik retinopoi

Serebral iskemi

Inme

Renal cllogreft atihm

Radikal bir molekiil olarak isimlendirilmesine ragmen, NO diger serbest radikallerden
farkli olarak her konsatrasyonda zararli olmayip, diisiik konsantrasyonlarda ¢ok onemli
fizyolojik islevlerde gorev yapmaktadir. Nitrik oksit sentezi insanda vaskiiler toniis
diizenlenmesinde, kan basinci ve bobrek fonksiyonunun kontroliinde kesin bir role sahiptir.

NO vaskiiler endotelyal hiicrelerde olusan 6nemli bir vazodilatordiir (37).

Artmig nitrik oksit iretimi romatoid artrit, osteoartrit, sepsis, sitokin kemoterapisi ve
iilserif kolit gibi hastaliklarda goriiliir. Bu durum serebral iskemiden beyin hasarina kadar

bircok olaya neden olabilir.

Septik sokta endotoksin, TNF ve IL-1 iNOS’u uyararak asir1 miktarda NO {iretimine
neden olur. Sonugta vazodilatasyon, vazopressor tedaviye azalmis veya beta azalmis
miyokard kontraktilitisine bagli olarak hipotansiyona yol acgar. Asirt NO, hemodializ
sirasinda hipotansiyona, renal allogreftin rejeksiyonuna, diyabetik nefropati ve retinopatiyede

neden olabilir(36).
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NITRIK OKSIT SENTAZ (NOS) VE GOREVLERI

Nitrik oksit sentaz enzimleri ilk olarak 1989 yilinda tanimlanmasindan sonra 1991-
1994 yillarinda major izoformlar1 ve 1998-1999 yillarinda ise kristal yapilar1 belirlenmistir
(38).

NO, pek cok hiicrede sitokrom p-450 rediiktazin homologu nitrik oksit sentaz (NOS)
enzim ailesi tarafindan, endojen bir aminoasit olan L-argininin terminal guanidin grubunun
NO’ya gevrilmesiyle sentezlenir (39). Bu reaksiyon sirasinda molekiiler Oz ile kofaktor olarak
nikotinamid adenin diniikleotit fosfat (NADPH), flavin adenin diniikleotit (FAD), flavin
mononiikleotit (FMN), tetrahidrobiyopterin (BH4) ve hem kullanilir.

NO sentezi iki basamakta gerceklesir. Birinci basamak, L-argininin NG-hidroksi-L-
arginine hidroksilasyonudur. Ikinci basamak ise, NG-hidroksi-L-argininin, L-sitriillin ve
NO’e oksidasyonudur (40). Sentez sonunda NO, nétralize edilerek ¢ok kisa siirede nitrit ve

nitrata dontstiiriiliir (41) Sekil 2° de NO’nun sentezi gosterilmistir.

HM N Hyh
>= WH % CH >= MO
H=—H H—N H=N
[ =T ] H:{) [a= T H=0
S < S L B
% NADPH MADP (A2 0.5 NADPH 0.5 NADPT M
O O o

HD HO HO

L-Arjinin L-N-Hidroksiarjinin L-Sitrullin

Sekil2. Nitrik Oksit Sentezi (40)

Asetilkolin, histamin, trombin, serotonin, ADP, bradikinin, norepinefrin, substant P ve
izoproterenol gibi gesitli agonistler, endotelden NO sentez ve salinimini arttirabilmektedirler

(42). Bununla birlikte, NO salinimi igin en fizyolojik agonist, siiregelen shear stresdir (43).

NO, bobrek kan akiminin ve glomeriiler filtrasyonun diizenlenmesi, bobregin
otoregiilasyonu, renin salgilanmasi ve tuz itrah1 gibi bdbrek fonksiyonlarinin kontrol
edilmesinde gorev alan 6nemli bir molekiildiir. NOS enzim sentezinin uyarilmasi bobrekte

vazodilatasyona neden olurken sentezinin bloke edilmesi ise renal kan akiminin ve sodyum
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itrahinin azalmasina neden olmaktadir. Ayrica NO anjiyotensin II'nin fizyolojik antagonisti

olarak kabul edilmektedir (44).

Renal sisteme etkileri; glomeriiller, makula densa, toplayici kanallar ve periferik
damarlarda NOS mevcuttur. Afferent arteriollerde perfiizyon basicinin artmasi, NO
salinmasina ve renal otoregiilayonda 6dnemi olan vazodilatasyona yol acar. NO, ayrica renin

salinimi ve sodyum atilimiliyla da iliskidir.

Indiiklenebilir NOS tarafindan iiretilen NO’nun kalp bobrek ve kemik iligi

transplantinin atiliminda rol oynadigi ileri siiriilmektedir (36).

NOS’un ii¢ farkli izoformu tanimlanmistir. Bunlardan ikisi yapisal, digeri ise sitokin
ve diger bilesikler tarafindan uyarilabilen formudur. Yapisal izoformlarindan biri endotelyal
NOS (eNOS veya NOS3), digeri ise noéronal NOS (nNOS veya NOS1) olarak adlandirilmistir
(39). Indiiklenen izoformu (iNOS veya NOS2) ise hiicrede infeksiyon ve inflamasyon gibi
anormal durumlarda uyarilir (45). NOS tiirleri hem bulunduklar1 hiicre tipleri hem de NO’in
miktari, molekiiler hedefleri ve islevleri bakimindan farkliliklar gosterirler. Nitrik oksit sentaz

izoenzimlerinin hepsinin ortak tirtinii NO’dur (46).

Endotelyal NOS (eNOS veya NOS 3): Yedinci kromozomda lokalizedir. 11k olarak
vaskiiler endotelyal hiicrelerde tanimlanmigtir. Endotelyal NOS kardiyovaskiiler sistemde
vaskiiler diiz kas gevsemesi, damar toniisiiniin diizenlenmesi, trombosit agregasyonunun
inhibe edilmesi gibi fizyolojik olaylarda goérev almaktadir (38,47). Diger 2 NOS
enzimlerinden farkl olarak hiicresel membranda partikiiler subseliiler fraksiyonda 6zellikle de
plazmalemmal kaveola’da bulunmaktadir. Néronal NOS gibi Ca*? ve kalmoduline bagimli
aktivite gosteren bir enzim olup kisa siireli ve pikomolar konsantrasyonlarda NO sentezini
katalizlemektedir. Endotelyal NOS’un aktivasyonu sonucu olusan NO, diflizyonla diiz kas
hiicrelerine gecerek guanilat siklazi aktive etmektedir. Bunun sonucunda ¢cGMP diizeyinde

artma ve diiz kaslarda gevseme meydana gelmektedir.

Noronal NOS (nNOS veya NOS 1): 12. kromozomda lokalize olarak bulunan ilk
izoformdur. Esas olarak santral sinir sisteminde ve periferik sinirlerde bulunan,
ndrotransmiter / ndromodiilatdr olarak gorev yapan, Ca*? kalmoduline bagimli olarak aktivite

gosteren ve ¢oziiniir formda bulunan sitozolik bir enzimdir.

Indiiklenebilir NOS (iNOS veya NOS 2): 17. kromozomda lokalizedir. Makrofajlar,
tip 2 alveolar epitel hiicreleri, fibroblastlar, mast hiicreleri, nétrofiller ve kondrositlerde yogun

olarak bulunan ve aktivitesi kalsiyuma bagli olmayan bir enzimdir. indiiklenebilir NOS tiimér
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nekroz faktor-o (TNF- o), endotoksin, interferon-y ve interlokin-1p gibi proinflamatuvar
sitokinler ile indiiklenmektedir. Sitozolik bir enzim olan iNOS, indiiklenmesinden birkag saat
sonra (saatler, giinler) uzun sire devam edebilen nanomolar konsantrasyonlarda

proinflamatuvar NO salinimi saglamaktadir (48).

eNOS GEN POLIMORFiZMLERI

Organizmalar ayni tiirde olmalarina ragmen genellikle farkli fenotip gosterirler. Bu
farkliliklar genetik olarak tespit edilmistir vepolimorfizm olarak adlandirilmistir.Pek ¢ok gen
lokusunda iki allel bulunmaktadir.Coklu allellerin mevcut olmasi mutasyonlarin fenotipe
farkli yansimalariin nedenidir.Popiilasyondagenetik olarak belirlenmis, birbirinden farkli

allelere bagli, iki ya da daha fazla fenotipin goriinmesi genetik polimorfizmdir.

Nitrik oksit sentaz izoformlari farkli genler tarafindan kodlanmaktadir (Tablo 5) (38).
Endotelyal Nitrik Oksid Sentetaz (eNOS); 134 kD’lik iki benzer monomerden olusan bir
dimerdir ve fonksiyonel olabilmesi i¢in dimerik formda olmasi gerekir. Monomerleri

kodlayan gen 7935-36 kromozomu iizerinde bulunur ve 21 kb’lik 26 ekson tasir.

Sekil 3. Kromozomda eNOS Geninin Yerlesimi
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eNOS geni 1203 tane amino asitten meydana gelen eNOS enziminin transkripsiyonundan ve

sentezinden sorumludur.Bu gende meydana gelecek polimorfizm NOS’de iiretim asamasinda

bir bozukluga yol acar ve devaminda bir hastalik siireci gelisir.

Tablo 5. NOS izoformlarim Kodlayan Genler ve Ozellikleri

NOS Gen Yapisi ve Kromozomal Aminoasit Sayisi,
izoformlan Biiyiikliigii Yerlesim Protein Biiyiikliigii
nNOS 29 ekzon 12¢24.2 1434 aa
28 intron 12q24.3 161 kDa
> 200kb

iNOS 29 ekzon 17 cen-qll.2 1153 aa
25 mtron 131 kDa
37kb

eNOS 26 ekzon 7q35-7q36 1203 aa
25 intron 133kDa

21-22 kb

Insanda eNOS geninin intron, ekzon ve promoter bdlgede olmak iizere 3 degisik

polimorfizm varyasyonu bulunmaktadir.

1-Intron bolgesindeki polimorfizm: 18. intronda; Ala27Cys ve 23. intronda; Glu10Thr,

tek niikleotid degisiminin oldugu bunun yaninda 4. 12. ve 23. intronlarda degisken tekrarlarin

oldugu polimorfizmler bulunmaktadir.

2- Ekzon bolgesindeki polimorfizm: Ekzon 7’nin agik okuma bdlgesinde, Glu298Asp

degisiminin oldugu polimorfizm saptanmistir. Bu polimorfizm eNOS enziminin protein

dizisinde degisiklik yapan tek polimorfizmdir. Bu durum proteinin primer yapisini bozarak,

enzimde fonksiyonel degisiklikler meydana getirmektedir. eNOS geninin ekzon 7’deki bu

polimorfizmi enzim yapisinda bulunan 298 numarali glutamatin (Glu) aspartata (Asp)

dontismesine neden olmaktadir.
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3-Promoter bolgedeki polimorfizm: Promoter bolgede 3 tekli niikleotid degisimi

saptanmistir.

Bunlar; Thr786Cys, Ala922Gly ve Thrl468Ala polimorfizmleridir. Bu
polimorfizmlerin, transkripsiyonu ve dolayisiyla enzim seviyelerini degistirebildigi

belirtilmektedir.

HHHE—

1234567891011 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 EXONS
L ]
I = A24
L 1
! i A8
L 1
I 1 A39

Sekil 4. eNOS Geninin Yapisal Organizasyonu

Plazma NO diizeylerinin her kisinin genetik ozelliklerine gore farklilik gosterdigi
belirtilmektedir. Insanda yapilan birgok galismada, eNOS gen polimorfizmlerinin plazma NO

diizeylerindeki degisikliklerin genetik kontroliinden sorumlu oldugu ileri siirtilmektedir.

Insan 7. kromozomun 4. intronunda bulunan eNOS genindeki polimorfizmin a ve b
olmak tizere iki alleli bulunmaktadir. a allelinde 4, b allelinde ise 5 ardisik 27 baz ciftlik
tekrarlar vardir ve intron 4’teki eNOS gen polimorfizminin aa, ab ve bb olmak {iizere lig

genotipi vardir (49).

eNOS gen polimorfizmleri ile ¢esitli hastaliklar arasinda iliski olup olmadigifarkl
hasta gruplarinda ¢alisilmistir. Bobrek hastaliklarinda ise 6zellikle Tip 1 veya Tip 2 diyabetik
veya non diyabetik son donem bobrek yetmezligi hastalarinda(SDBY) eNOS geni intron 4a/b
polimorfizmi ve Glu298Asp polimorfizmi ¢esitligruplar tarafindan g¢aligilmigtir. Kronik
glomerulonefrit (KGN), diyabet, hipertansiyon, polikistik bobrek hastaligi, lupus nefriti,
vaskulit, reflii, obstruktif nefropati, otozomal dominant polikistik bobrek hastaligi (ADPKD)
ve interstisyelnefrit gibi bobrek hastaliklari sonucu SDBY gelisen ve hemodiyalize giren

hastalardaGlu298 Asp mutasyonu kontrollere gore belirgin olarak yiiksek bulunmustur. Bu
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calismalarla diyabet ve nefropatisi olan hastalar igin Glu298Asp polimorfizminin kati
prognoz ve SDBY’ye gidis i¢in bir risk olusturdugu (50,51), benzer sekilde eNOS intron 4
AKST polimorfizmi a allelinin diyabetik ve non diyabetik hastalar, kronik glomeriilonefrit,
membranoz nefropati ve lupus nefriti gibi bobrek patolojilerinde hastaligin prognozu ve

SDBY ’ye gidis i¢in olas1 bir prognostik faktor oldugu gosterilmistir (52-55).
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GEREC VE YONTEM

Bu c¢aligmada eNOS geniintron 4’de 27 bazlik tekrarlardan olusan Ardisik Kopya
Sayis1 Tekrarlari (AKST) genindeki insersiyon/delesyon polimorfiziminin diyabetik nefropati
ile iliskisinin arastirilmas1 amaciyla “Trakya Universitesi Tip Fakiiltesi Girisimsel Olmayan
Klinik Arastirmalar Etik Kurulu” izni alindi. ilgili belge Ek-1’de sunulmustur. Tip 2
Diyabetes Mellitus tanis1 konulmus ve Trakya Universitesi Tip Fakiiltesi Nefroloji ve
Endokrinoloji Bilim dallar1 izleminde olan hastalarin gizli, agik diyabetik nefropatisi veya
diyabetik nefropati nedeni ile diyalize girmek durumu olan toplam 58 hasta (Nefropati grubu)
ile diyabetik nefropatisi olamayan 55 Tip 2 diyabet hastas1 (Nefropati olmayan grup) birey
aliarak calisma grubuna dahil edilmistir. Hasta grubunun yas ortalamasi1 ve standart sapmasi
55,86+6,370lup, yas araligi 38-64’dir. Kontrol grubunda ise yas ortalamasi ve standart
sapmasi 53,78+6,35 olup, yas aralig1 38-64"dir.

Polikliniklerde yapilan gdriisme ve muayene sonucu hastalarin yas, cinsiyet, kilo, boy,
sigara ve alkol kullanimi, diyabet ve aile oykiisii sorguland1 ve ¢alismaya alinma kriterlerini
karsilayan bireyler calismaya davet edilmisler ve kan Ornegi vermeleri istenmistir.
Bilgilendirilmis onay islemi ardindan goniillii bireylerden, EDTA’l1 tiiplere 2 ml kan 6rnekleri
alinmistir. DNA izolasyonu kandan, DNA izolasyon kiti ile yapilmistir. Elde edilen DNA’lar
analiz edilinceye kadar +4 °C’de saklanmistir. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR)
kullanilarak izole edilen DNA’larin eNOS geniintron 4’deki AKSTgenbolgesi ¢ogaltildi. PZR
sonucu olusan iiriinler etidyum bromiir ile hazirlanmis %2’lik agaroz jele yiiklenerek UV 151k

altinda iiriiniin olusup olusmadigina bakildi.
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KULLANILAN ARAC VE GERECLER

Cahsmada Kullanilan Kimyasal Malzemeler
e Agaroz (BioMax)
e Borik Asit (Sigma)
e EDTA (Sigma)
e Tris (Bio Basic)
e Etanol %100 (Riedel)
e Etidyum Bromiir (EtBr) (Sigma)
e 100 b¢ DNA marker (Fermantas)
e dNTP (dATP, dCTP, dGTP, dTTP) ( Fermantas)
e Primerler (Fermantas)
e Taq DNA polimeraz Seti (Fermantas)
e BseDI Restriksiyon Enzimi (Fermantas)

e BshNI Restriksiyon Enzimi (Fermantas)

Calismada Kullanilan Cihazlar
e Agaroz Elektroforez Tanki (Bio-Metra)
e Gii¢ Kaynagi (Bio-Metra)
e Derin Dondurucu (Argelik)
e Buzdolab (Argelik)
e Manyetik Karistirici (Wisestir)
e Otoklav (Niive)
e Otomatik Mikro Pipetler (Dragon, Thermo Scientific)
e Santrifiij (Beckman Coulter)

e Terazi (AND)
18



e Thermal Cycler (Techne)
e Vortex (VELP)
e ETUV (Heracus)

e Termo-Shaker (Boeco)

COZELTILER
Polimeraz Zincir Reaksiyonunda (PZR) Kullanilan Cozeltiler
PZR 10X Tampon, PH: 8.3

750 mM Tris-HCI (25°C’de PH=8.8)
200 MM(NH,),S0,
% 0.1 Tween 20

Agaroz Jel Elektroforezinde Kullanilan Cozeltiler

10X(TEB)
108 gr Tris
7.44 gr EDTA
55 gr Borik Asit

11t distile su igerisinde ¢oziindiiriildii.

%2’lik Agaroz Jel

0.6gr Agaroz, 30ml 0.5XTEB c¢ozeltisi iginde kaynatildi ve kaynayip biraz
beklendikten sonra EtBr eklendi.

YONTEMLER
DNA izolasyonu
DNA izolasyon yontemi asagidaki adimlar uygulanarak gerceklestirildi.

1) 200 ml kana 20 pl Proteinaz K eklendi.
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2) Elde edilen 6rnege 20 ul RNAse A eklendi, vortekslendi ve 2 dk inkiibasyon
yapildu.

3) 200 pl PureLink Genomic Lysis/Binding Buffer eklendi ve homojen oluncaya kadar

vortekslendi.

4) 550C’de 10 dk inkiibe edildi.

5) 200 pl etanol eklendi ve 5 saniye vortekslendi.

6) Ornek, kolona alind1.

7) 10.000 x g’de 1dk santrifiij edildi.

8) 500 ul Wash Buffer 1 eklendi ve 10.000 x g’de 1dk santrifiij edildi. 41
9) 500 pl Wash Buffer 2 eklendi ve 10.000 x g’de 3dk santrifiij edildi.
10) Kolon steril ependorfa alindi.

11) 200 pl Elution Buffer eklendi, 1 dk oda sicakliginda inkiibe edildi.
12) 10.000 x g’de maksimum hizda 1dk santrifiij edildi.

Tiim bu islemlerden sonra saf DNA’lar elde edildi

Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR)

eNOS4 a/b icin PZR Uygulamasi

PCR’ da kullanilan Primer Dizileri

eNOS geniintron 4’de 27 bazlik tekrarlardan olusan Ardisik Kopya Sayis1 Tekrarlari
(AKST) genindeki insersiyon/delesyon polimorfiziminin kodlayan genlerin amplifikasyonu,
Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR, Polymerase Chain Reaction) yontemiyle 6zgiin primerler

kullanilarak ¢ogaltilmaya baslanmistir.
PZR’de kullanilan Primer Dizileri:
eNOS4 a/b :
eNOS 4 a/bForward: 5’-AGGCCCTATGGTAGTGCCTT-3’

eNOS 4 a/b Reverse: 5’-TCTCTTAGTGCTGT GGTCAC-3’
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eNOS 4 a/b i¢in PZR karisimi, asagidaki tirtinler kullanilarak 200 pl’lik PZR tiipleri

icerisinde hazirlandu.
3.5 ul MgCl12 (25mM)
1.5 ul PCR Tampon (10XTaq Buffer ile(NH),S0,)
0.5 pl ANTP (5mM)
0.5 pl T174M Primer F (10pmol/ul)
0.5 pl T174M Primer R (10pmol/pl)
0,25 ul Taq Polimeraz enzimi (5u/ul)
16.25 pl dH,0
2 ul DNA

Toplam hacim: 25 pl

eNOS4 a/b icin PZR Dongiisii

eNOS 4 a/b’ nin PZR protokolii 94°C’de 1 dakika baslangi¢ denatiirasyonuyla bagladi.
Bunu 38 dongiiden olusan 25 saniye 95°C’ de denatiirasyon; 35 saniye 56°C’ de baglanma;
40 saniye; 72°C’ de uzama takip etti ve sonunda 72°C’ de 5 dakika son uzama asamasi ile

tamamlandi.

Baslangic: 94°C, 1 dakika

95°C, 25 saniye

56°C, 35 saniye 38 dongii
72°C, 40 saniye

Sonlanma: 72°C, 5 dakika
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bb bb ab bb aa bb bb bb ab bb

Sekil 5. eNOS geni 4. introndaki 4a/b polimorfizmi i¢in PZR jel elektroforez goriintiisii,
M: 100 bg¢ ladder, bg: baz ¢ifti. bb:421 bg, ab: 394 b¢ ve 421 bg, aa: 394 be

ISTATISTIKSEL ANALIZ

Bu calismada elde edilen verilerin istatistiksel analizi SPSS (Statistics Package of
Social Science) v20 (Lisans No:10240642) istatistik paket programi kullanilarak
gerceklestirildi.Sonuglar say1 (ylizde) veya ortalama =+ std. sapma olarak ifade edildiler. Yas
ve viicut kitle indeksi(VKI) degiskenlerinin gruplar arasinda karsilastirmalarinda Student t
testi kullanildi. eNOS 4 a/bgeninin genotipleri, cinsiyet, sigara ve aile dykiisiiniin gruplar
aras1 karsilastirmalarinda pearson ki-kare testi kullanildi. P<0.05 degeri istatistiksel anlamlilik
sinir1 - olarak kabul edildi. HDL-C, LDL-C, Hbalc ve diyabet siiresi degerlerinin
karsilastirmalarinda Mann-Whitney U testi kullanildi. Hasta ve kontrol gruplarinda allel

dagilimlar1 i¢in Hardy-Weinberg testi kullanildi.
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BULGULAR

Calismaya, eNOS geni intron 4’de 27 bazlik tekrarlardan olusan Ardisik Kopya Sayisi
Tekrarlar1 (AKST) genindeki insersiyon/delesyon polimorfizimini kodlayan gen bolgesi igin;
diyabetik nefropati tanist almig Tip 2 diyabetli(DN) 58 hasta ( 32erkek, 26 kadin) ve diyabetik
nefropatitanist almamis Tip 2 diyabetli(NDN) 55 kontrol (12 erkek, 43 kadin) olacak sekilde
toplamdall3 kisi dahil edildi. Diyabetik nefropatili grubun yas ortalamasi 55.86+6.37 ve
kontrol grubunun yas ortalamasi 53.78+6.35 olarak hesaplandi. Caligmaya katilan gruplara
iliskin demografik ve klinik bulgular incelendi. Gruplar istatistiksel ac¢idan karsilastirilirken,
kategorik degiskenler i¢in Pearson ki-kare testi, sayisal degiskenler i¢in ise Student t-testi
kullanildi ve normal olmayan dagilim gosteren verilerin karsilastirilmasinda, gruplar
arasindaki farki bulmak i¢cin Mann-Whitney U testi uygulandi. Uygulanan biitiin testlerde
anlamlilik diizeyi p<0.05 olarak alindi. Normal olmayan dagilim gosteren veriler ortanca
(minimum-maksimum / aralik) olarak verildi. Bulgular Tablo 7’de verilmistir. Elde edilen
bulgular ¢ercevesinde cinsiyet, sigara igme durumu, aile 6ykiisii ve diyabet siiresi diyabetik

nefropati ile iliskili bulundu. Bulgular asagidaki tablolarda 6zetlenmistir (Tablo 6-10).
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Tablo 6.Diyabetik Nefropatili Hasta Ve Kontrol Gruplarindaki Cinsiyet, Sigara icme

Durumu Ve Aile Oykiisii Ve Risk Oranlar

Hasta Kontrol p degeri
n(%o) n(%o)
Kadin
Gruplar aras1 | 26(37,7%) 43(62,3% )
Grup i¢i 26(44,8%) 43(78,2%)
o 0,001
Cinsiyet Erkek
Gruplar arast | 32(72,7%) 12(27,3% )
Grup i¢i 32(55,2%) 12(21,8%)
Sigara Var
Gruplar arast | 15(75,0%) 5(25,0% )
Grup igi 15(25,9%) 5(9,1%)
0,037
Yok
Gruplar aras1 | 43(46,2%) 50(53,8% )
Grup igi 43(74,1%) 50(90,9%)
Aile OyKkiisii Var
Gruplar aras1 | 43(59,7%) 29(40,3% )
Grup i¢i 43(74,1%) 29(52,7%)
0,030
Yok
Gruplar aras1 | 15(36,6%) 26(63,4% )
Grup i¢i 15(25,9%) 52(47,3%)

*p-degerleri Pearson ki-kare testi sonucunda elde edilmistir.
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Tablo 7. Diyabetik Nefropatili Hasta ve Kontrol Gruplarindaki Yas, VKi, HDL, LDL,
Hbalc, Diyabet Siiresi ve Risk Oranlari

Hasta Kontrol
p degeri

(n=58) (n=55)
Yas 55.86+6.37 53.78+6.35 0.085*
VKIi 32,38 + 5,64 31,83 + 6,004 0.618*
HDL-C 46,16 + 14,193 49,39 + 15,35 0,694*
LDL-C 113,252 + 38,584 107,51 £ 31,90 0,395*
Hbalc 7,1574 £1,30178 8,94 + 11,341 0,795
Diyabet Siiresi 10,534 +6,1707 7,804 £4,8511 0,016

VKi: Viicut kitle indeksi; HDL-C: HDL kolesterol;LDL-C:LDL
kolesterol;Hbalc:Hemoglobin Alc

*p-degerleri Student-t testi sonucunda elde edilmistir. *p-degerleri Mann-Whitney U testi

sonucunda elde edilmistir.

DNi(hasta) ve NDN (kontrol) grubundaki hastalarin kategorik degiskenlerinin, eNOS
geni intron 4’de 27 bazlik tekrarlardan olusan Ardigik Kopya Sayisi Tekrarlar1 (AKST)
genindeki polimorfizminin anlamlilik agisindan karsilagtirilmasinda pearson ki kare testi

kullanilmistir. Ttim testler i¢in anlamlilik diizeyi p<0.05 olarak kabul edilmistir.

eNOS geni intron 4’de 27 bazlik tekrarlardan olusan Ardisik Kopya Sayis1 Tekrarlari
(AKST) gen bolgesindeki genotip dagilimlari Tablo 8’de Ozetlenmistir. eNOS4 a/b gen
polimorfizminin genotip dagilimma bakildiginda, diyabetik nefropatili hasta grubu igin
aa=%8,6, ab=%27,6 ve bb=%63,8 ve kontrol grubu igin aa=%12,7, ab=%41,8 ve bb=%45,5
olarak bulundu. Hasta grubunun bb genotipleri kontrole gore daha yiiksek bulunmusken, aa
genotipleri daha diisiik bulunmustur. Istatistiksel olarak degerlendirildiginde Tip 2 DM’lilerde

diyabetik nefropati ile eNOS genotipleri arasinda anlamli bir fark bulunmamuistir (Tablo 8).
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Tablo 8. eNOS 4 a/bGen Polimorfizminin Hasta Ve Kontrol Gruplarina Gore Genotip

Dagilhim
GRUP p*
HASTA |KONTRoL | TOPLAM | DEGERI
aa SAYI 5 7 34
%Gruplar arasi 41,7% 58,3% 100,0%
%Gruplar i¢i 8,6% 12,7% 10,8%
o |ab SAYI 16 23 39
QS
< 0 0, 0, 0,
8 % Gruplar arasi 41,0% 59,0% 100,0% 0=0,147
< %Gruplar i¢i 27,6% 41,8% 34,5%
bb SAYI 37 25 62
% Gruplar arast 59,7% 40,3% 100,0%
%Gruplar i¢i 63,8% 45,5% 54,9%
TOPLAM SAYI 58 55 113
% Gruplar arasi 51,3% 48,7% 100,0%
%Gruplar i¢i 100,0% 100,0% 100,0%

*p-degerleri Pearson ki-kare testi sonucunda elde edilmistir.

eNOS 4 a/b Hardy-Weinberg testi i¢in uygun olup olmadigi kontrol edildi. Gruplarin

dagilimmin Hardy-Weinberg testine uygun oldugu gozlendi. Bu yiizden eNOS 4a/b gen

polimorfizmi hastaliga sebep olmamaktadir (Tablo 9,10).
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Tablo 9.Hasta Grubu Allel Dagilimi

Hasta Allel Dagilimi a b
n=116 26 90
Frekans 0,2241 0,7759
HW p 0,1295

Tablo 10. Konrol Grubu Allel Dagilimi

Kontrol Allel Dagilimi a b
n=110 37 73
Frekans 0,3364 0,6636
HW p 0,7618
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TARTISMA

Diyabetik nefropati diyabetin dort klinik tiplerinden tip 1 DM ve tip 2 DM’nin en ¢ok
goriilen mikrovaskiiler komplikasyonudur. DN’nin 6zellikle tip 2 diyabetin morbidite ve
mortalitesinden esas sorumlu olan, bir¢ok organi tutabilen, hastanin yasam kalitesini olumsuz
yonde etkileyen ve erken Oliimle sonuglanabilen en 6nemli komplikasyonudur (5). DN
diyabetin en ciddi mikrovaskiiler komplikasyonlarindan biridir ve genel olarak bobrek

yetmezliginin 6nde gelen nedenlerinden biridir(6).

Tip 2 diabetes mellitusun ortaya ¢ikist birgok gen lokusuna bagli olup ve tiimiiniin az
da olsa etkileri vardir. Multifaktoriyel bir hastalik olan Tip 2 diyabetes mellitusta genler
sadece kendi aralarinda etkilesmez. Bununla beraber gevresel etmenlerle de etkilesir ve
kendini gosterir (7).Bazi genlerin veya gen olasiliklarinin mevcut olmasida, bir kisinin
hastaliga yakalanma riskini olumlu ya da olumsuz yonde etkileyebilir (8).Polimorfizm, irklara
ve etnik kokenlere gore farkli etkiler gostermektedir yani kisisel farkliliklarin ortaya

¢tkmasina neden olan bir durumdur.

Nitrik oksit ve nitrik oksit sentaz enzimince L-Argininden sentezlenir. NO sentaz
enziminin ndronal, indiiklenebilir ve endotelyal olmak iizere ii¢ farkli izoformu vardir. eNOS
canli ortamda ve laboratuar sartlarinda siirekli sentez edilen tek nitrik oksit sentaz
izoformudur. Bu gene ait ¢esitli polimorfizmler {izerinde ¢alisilmistir. Calismamizda eNOS
gen polimorfizmi ile diyabetik nefropati arasinda iliski olup olmadigini ortaya ¢ikarmak
amaciyla 58 diyabetik ve 55 kontrol bireyde kandan eNOS gen polimorfizmi analiz edildi.
eNOS geni 21 kilo baz uzunlugunda 7q35-36 kromozomunda lokalizedir. eNOS intron 4
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AKST tekrarlanan bolgesi, 4 veya 5 kez tekrarlanmaktadir. Bu bdlgenin 5 tekrari (b), 4 tekrart
ise (a) olarak genotiplendirir (56).

Bobrek hastaliklarinda ise 6zellikle Tip 1 veya Tip 2 diyabetik veya non diyabetik son
donem bobrek yetmezligi hastalarinda (SDBY) eNOS geni intron 4a/b polimorfizmi ve
Glu298Asp polimorfizmi ¢esitli gruplar tarafindan calisilmistir. Kronik glomerulonefrit
(KGN), diyabet, hipertansiyon, polikistik bobrek hastaligi, lupus nefriti, vaskulit, refli,
obstruktifnefropati, otozomal dominant polikistik bobrek hastaligi (ADPKD) ve interstisyel
nefrit gibi bobrek hastaliklar1 sonucu SDBY gelisen ve hemodiyalize giren hastalarda
Glu298Asp mutasyonu kontrollere gore belirgin olarak yiiksek bulunmustur. Bu ¢alismalarla
diyabet ve nefropatisi olan hastalar icin Glu298Asp polimorfizminin kotii prognoz ve
SDBY’ye gidis igin bir risk olusturdugu (50,51), benzer sekilde, eNOS intron 4 AKST
polimorfizmi a allelinin diyabetik ve non diyabetik hastalar, kronik glomeriilonefrit,
membranoz nefropati ve lupus nefriti gibi bobrek patolojilerinde hastaligin prognozu ve

SDBY’ye gidis i¢in olas1 bir prognostik faktor oldugu gosterilmistir (52-55).

Galanakis ve arkadaslar1 tarafindan intron 4 a/b polimorfzmi ve diyabetes mellitus

arasinda bir iliski oldugu tanimlanmustir (57).

Rahimi Z. ve arkadaslar1 tarafindan eNOS 4a allel frekansinin DN hastalarda,
normoalbliminiirik hastalara gore daha yiiksek oldugu tespit edilmistir. Ancak Tip 2 DM ve

DN gelisiminde eNOS 4 a/b gen varyantlari risk faktorii olarak tanimlanmamustir.

Ezzidi ve arkadaslar1 Kuzey Afrika Tunuslularin dahil edildigi ¢alismada eNOS 4 a/b
geni ve Tip 2 DN gelisimi arasinda bir iligki tanimlamig fakat DN ile arasinda bir iliski

bulamamustir.

Ahluwalia ve arkadaglarinin yaptig1 ¢alismada eNOS 4 a/b gen polimorfizimine sahip

bireylerde DN gelisim riskinin daha yliksek oldugunu tanimlamugtir.

Bellini ve arkadaglar1 son donem bdbrek yetmezligi (SDBY) ve eNOS 4 a alleli
arasinda gii¢lii bir iligski tanimlamistir (58).

Tip 2 diyabetli hastalarda, diyabetik nefropati eNOS 4 a/b polimorfizmi arasindaki
olast iligkiyi arastirdigimiz ¢aligmamizda ilk once hasta ve kontrol gruplarinin yas, cinsiyet,
viicut kitle indeksi, aile Oykiisii ve sigara kullanimi Ozellikleri sorgulandi. Hastalarin
yaglarinin ortalama 38—64 arasinda olmasi nedeniyle kontrol grubu olusturulurken bireylerin
Ozellikle benzer yas grubu araliginda olmasina dikkat edilmistir. Kontrol grubu yaslar 38 ile

64 arasinda degisen 55 kisiden olusmaktadir. Yas aralii benzer olmakla birlikte
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calismamizda hasta ve kontrol grubunda yas ortalamasi agisindan istatistiksel olarak anlamli
bir iliski bulunmamaktadir. Hasta grubu yas ortalamasi 55,86 iken kontrol grubunda 53,78

olarak bulunmustur.

Viicut kitle indeksleri, yas, HDL-C, LDL-C ve Hbalc sonuglar1 agisindan hasta ve
kontrol grubu arasinda anlamli bir farklilik bulunmamuistir. Cinsiyet, sigara kullanimi, diyabet
sliresi ve aile dykiisii risk faktorleri agisindan hasta ve kontrol grubu arasinda anlamlibir fark

bulunmustur.

eNOS 4 a/b gen polimorfizminin genotip dagilimina bakildiginda, diyabetik nefropatili
hasta grubu icin aa=%S8,6, ab=%27,6 ve bb=%063,8 ve kontrol grubu icin aa=%12,7,
ab=%41,8 ve bb=%45,5 olarak bulundu. Hasta grubunun bb genotipleri kontrole goére daha
yiiksek bulunmusken, aa genotipleri daha diisik bulunmustur. Istatistiksel olarak
degerlendirildiginde Tip 2 DM’lilerde diyabetik nefropati ile eNOS genotipleri arasinda
anlamli bir fark bulunmamustir.(p = 0,0147)

Sonug¢ olarak; gerceklestirdigimiz c¢aligmada cinsiyet (P=0,001), sigara kullanimi
(P=0,037), diyabet stiresi (P=0,016) ve aile oykiisii (P=0,030) DN ile iliskili risk faktorleri
olarak bulundu (P<0.05).

Sonug olarak gen polimorfizmi ¢aligsmalari ¢aligmanin yapildigi topluma 6zgtiolup bu
tip calismalarda incelenen parametreleri yalnizca arastirilan polimorfizmin tek basina
etkilemedigine dikkat edilmelidir. Kisilerin i¢inde bulunduklari ¢evresel faktorler,
kullandiklar1 ilaglar, sigara vb. maddeler arastirilan polimorfizmin etkiledigi enzimin
fonksiyonlarinda degisiklikler yapabilmekte ve farkli sonuglarin ortaya ¢ikmasina neden

olabilmektedir.
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SONUCLAR

“Trakya Universitesi Saglik ve Uygulama Merkezine bagvuran Tip II Diyabetli
hastalarda eNOS 4 a/b Gen Polimorfizminin Diyabetik Nefropati gelisimine etkisinin
arastirilmas1”  baglikli tez ¢aligmamizin sonuglari asagida verilmistir. Bu c¢alismamizda
Trakya Universitesi Tip Fakiiltesi Endokrinoloji ve Nefroloji bilim dallar1 izleniminde olan ve
yapilan tetkikler sonucunda Tip 2 DM tanisi almig toplam 55 hasta kontrol grubu ile Tip 2
DM tanist almis bunun yaninda diyabetik nefropatisi olan 58 kisi hasta grubu olmak {izere
planladik. Kontrol grubunun 43’ kadm, 12’si erkek ve hasta grubunun 26’s1 kadin 32’ si
erkek kisilerden olusmaktadir. Hasta grubumuzun yas ortalamasi1 55,86+6,37 ve kontrol
grubunun yas ortalamasi 53,78+6,35 olarak hesaplandi. Trakya Universitesi Biyofizik
Anabilim Dalinda; DNA izolasyonu, PZR ve agaroz jel teknikleri kullanilarak DN ile

eNOS4a/b gen polimorfizmi arasindaki iliski incelendi.

Calismamizda oncelikle belirlenen risk faktorleri; cinsiyet, yas, aile oykiisii, diyabet
siiresi, sigara i¢gme durumu, allel dagilimlar, HDL-LDL, VKI, Hbalc igin analizler
gerceklestirildi. Yapilan analizler sonucunda halc degerleri, HDL-LDL seviyeleri, VKI, yas
ve allel dagilimlarDN ile iliskili risk faktorleri olarak bulunmadi. Cinsiyet, diyabet siiresi,
sigara icme durumu ve aile Oykiisii faktorleri agisindan hasta ve kontrol grubu arasinda

anlamli bir fark bulunmustur.

eNOS 4a/b gen polimorfizminin genotip frekansi dagilimina bakildiginda diyabetik
nefropatili hasta grubu i¢in aa=%8,6, ab=%27,6, bb=59,7 ve kontrol grubu i¢in =%17,7,
ab=%41,8, bb=45,5 olarak bulundu. Ayrica eNOS 4a/b gen polimorfizminin Tip 2 Diyabetli

DN ile iliskili olmadig1 sonucuna varildi.
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OZET

Bu calismada amag¢ eNOS 4 a/b gene polmorfizmi ile diyabetik nefropati arasindaki
iliskiyi degerlendirmektir. Calisma DN tanis1 konmus 58 hasta (26 kadin, 32 erkek) ve klinik
yontemlerle Tip 2 diyabetes mellitus oldugu belirlenen 55 kontrol ( 43 kadin,12 erkek)
tizerinde yapildi. Spesifik primerler ve polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) yontemleri

kullanilarak jel elektroforezinde gézlemlendi.

Endotelyal nitrik oksit sentaz 4 a/b genotip frekanslar1 aa, bb, ab igin DN grubunda
sirastyla %8,6, %59,7, %27,6 ve kontrol grubunda ise sirasiyla %12,7 , %45,5 %41,8 olarak
hesaplandi.

Sonuglar hasta-kontrol gruplari ile eNOS 4a/b gen polimorfizimi arasinda anlamli bir
fark bulunmadigini géstermistir. Cinsiyet, sigara kullanimi, aile dykiisii ve diyabet siiresi DN

ile iligkili risk faktorleri olarak bulundu.

Anahtar Kelimeler: Tip 2 diyabet, diyabetik nefopati, eNOS,4 a/b, polimorfizm
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INVESTIGATION OF THE EFFECT OF eNOS 4a/b GENE
POLYMORPHISM IN DEVELOPING DIABETIC NEPHROPATHY IN
TYPE Il DIABETIC PATEINTS IN THE APPLICANT OF TRAKYA
UNIVERSITY HEALTH CENTER FOR MEDICAL RESEARCH AND
PRACTICE SUBJECTS

SUMMARY

In this work, the aim was to assess the relationship between eNOS 4 a/b gene
polymorphisms with diabetic nephropathy. The study has been performed on 58 patients (26
Women, 32 Man) and 55 inviduals (43 Women, 12 Man) proven to have Tip 2 DM with
clinical diagnosis. The technique will use a polymerase chain reaction and specific primers,

followed by gel electrophoresis.

The frequencies of eNOS gene 4 a/b genotypes were found to be %8,6 for aa, %59,7
for bb and %27,6 for ab, in the DN group and %12,7 for aa, %45,5 for bb and %41,8 for ab

in the control group.

The results showed no significant difference between eNOS 4 a/b gene polymorphism
with patient-control group. Gender, smoking, family DM history and duration of diabetes

were found to be associated with DN.

Keywords: Type 2 diabetes, diabetic nefropati, eNOS, 4 a/b, Polymorphism
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