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SIMGE VE KISALTMALAR

AGE : Tleri glikasyon son iiriinleri

b¢ : Baz ¢ifti

C825T :825. pozisyonda C—T polimorfizmi
C1429T :1429. pozisyonda C—T polimorfizmi
cAMP : Siklik AMP

DM : Diabetes Mellitus

DN : Diyabetik nefropati

DNA : Deoksiriboniikleik asit

ECM : Hiicre dis1 matris

GFR . Glomertiler filtrasyon

GNB3  : G proteini B3 alt {initesi

GTP : Guanozin trifosfat

GTPaz : Adenozin Guanozin trifosfat

GDP : Guanozin difosfat

a, B,y :Alfa Beta, Gama

Gao : G proteini alfa alt birimi
Gp . G proteini beta alt birimi
Gpy : G proteini beta gama alt birimi

HDL . Yiiksek Yogunluklu Lipoprotein
LDL : Diistik yogunluklu lipoprotein
MODY : Maturity onset diabetes of young (Genglerde, eriskin baglangicl diabet)



RFLP
PZR
RGS
SOR
TGF-p
uv
VKi

: Restriksiyon Fragment Uzunluk Polimorfizmi
: Polimeraz Zincir Reaksiyonu

. G protein sinyalini diizenleyici proteinler

: Serbest oksijen radikalleri

: Dondistiiriicii bitytime faktorii

: Ultraviyole

. Viicut kitle indeksi



GIRIS VE AMAC

Diabetes Mellitus (DM), ozellikle son yillarda diinyada ve iilkemizde sikligi hizla
artan ve ciddi komplikasyonlar1 nedeniyle yasam kalitesini olumsuz yonde etkileyen kronik
bir hastaliktir. Diabetes Mellitusun komplikasyonlar1 mikrovaskiiler ve makrovaskiiler
komplikasyonlar olarak ikiye ayrilir. Mikrovaskiiler komplikasyonlari; nefropati, retinopati ve
noropatidir. Makrovasiiler komplikasyonlar1 ise koroner kalp hastaligi, periferik damar
hastalig1 ve serebrovaskiiler hastaliklardir (1-3). Diyabetik nefropati (DN); diyabetin siklig
giderek artan bir sekilde goriilen komplikasyonlarindan biri olup son donem bdbrek
yetmezligine yol agan nedenlerin basinda gelmektedir (4). Diyabetik nefropati, diyabetes
mellitus tiplerinden olan hem Tip 1 hem de Tip 2 DM’de gelisebilir. Tip 2 diyabetle iligkili
olan diyabetik nefropati diinya ¢apinda son donem bdbrek yetmezliginin en ¢ok goriilen
sebebidir (5). Komplikasyonlarin baslamasi1 yagam kalitesinde azalmaya neden olmaktadir.
Erken tani ve tedavi ile bu komplikasyonlar1 6nlemek, geciktirmek veya etkilerini azaltmak
miimkiindiir. Diyabetin bu komplikasyonlarindan korunma ig¢in birgok farkli c¢alisma
yapilmaktadir.

DM’1i hastalarda yapilan ¢alismalarda, DN’nin baslama zamani1 ve derecesi agisindan
cok fazla gesitlilik oldugu gozlenmistir. DM siiresi ve glisemik kontrol gibi sadece bilinen
risk faktorleriyle agiklanamayan DN’de genetik faktorlerin de etkili olabilecegi belirtilmistir.
Genetik faktorler tip 1 DM’ye gore tip 2 DM’de daha fazla rol almaktadir (6). Kisilerin
genetik yapilarindaki polimorfizmlerin ayni ¢evresel faktorler i¢in, bireylerde farkli sonuglar
dogmasina yol actig1 gozlenmektedir. Bunlar fizyolojik fonksiyonlara etki ederek bireyler

arasinda hastaliklara kars1 degisik yatkinlik diizeyleri olusturmaktadir (7).
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DM’ye yatkinlik ve komplikasyonlar: ile iliskisi yoniinden sinyal iletim yollarinda
oldukca kritik bir konuma sahip olmalar1 nedeniyle, G proteinlerinin yap1 ve islevlerindeki
bozukluklar 6nemli hastaliklara neden olmaktadir. GNB3 geni 825T alleli, Na*/H* degistirici
aktivitesinin artis1 ile karakterize olan C825T polimorfizmi epitelyal yiizeylerde sodyum
tutulmasina neden olur ve bu nedenle diyabetik nefropati ile iligkisi oldugu diistintilmektedir.
G protein B3 geni (GNB3) C825T polimorfizminin hem Tip 1 hem de Tip 2 diyabette
diyabetik nefropatinin baslangi¢c tahmini ic¢in iyi bir belirte¢ oldugu hipotezine yol acan
birtakim hususlar vardir (8). Bu nedenlerle, bu ¢alismada Tip 2 Diyabetes Mellitus tanis1 alan
hastalarda GNB3 geni C825T ve C1429T polimorfizimlerinin diyabetik nefropati tizerindeki

etkisinin incelenmesi amaglanmustir.



GENEL BIiLGILER

DIYABETES MELLITUS

Diyabetes mellitus (DM), insiilin salinimi, insiilin etkisi ya da her ikisindeki
bozukluklardan kaynaklanan, 6zellikle hiperglisemi ile karakterize, karbonhidrat, lipid ve
protein metabolizmas1 bozukluklar1 ve hizlanmig aterosklerozla birlikte mikrovaskiiler ve
makrovaskiiler komplikasyonlarla seyreden kronik bir metabolizma hastaligidir (9). Bu
komplikasyonlardan biri de hem Tip 1 hem de Tip 2 DM’da gelisebilen DN’dir. Diyabetin
vaskiiler komplikasyonlar1 biitiin diinyada en 6nemli morbidite ve mortalite nedeni olmay1

stirdiirmektedir (10).

Diyabetes Mellitus’un Epidemiyolojisi

Diinya genelinde insanlarin yasam siirelerinin giderek uzamasi, fiziksel aktivitenin
azalmas1 ve obezitenin artmasi, diabetes mellitus insidans ve prevalansinda hizli bir artisa
neden olmustur (11). Diinya saglik orgiitiiniin ongoriilerine gore 2000 yilinda tiim diinyada
171 milyon olan diyabetli sayis1 2030 yilinda 366 milyona ulasacaktir. Yine diinya saglik
orgiitiine gore 2004 yilinda hiperglisemiye bagh gelisen komplikasyonlar sonucu 3.4 milyon
kisinin hayatin1 kaybettigi bilinirken, saglik teknolojisindeki tiim gelismelere ve diyabet
konusunda toplumun daha da bilinglenmesine ragmen bu sayr 2030 yilinda ikiye
katlanacaktir. Ulkemizde de Istanbul Universitesi Istanbul Tip Fakiiltesi ve Saglhk
Bakanligi’nin saha igbirligi ile 2010 yilinda gerceklestirilen ‘Tiirkiye Diyabet, Hipertansiyon,
Obezite ve Endokrinolojik Hastaliklar Prevalans Calismasi-Il (TURDEP-II Calismasi)’na
gore 1998 de % 7 olan eriskin diyabet sikliginin % 13.7’ye ulastig1 goriilmiistiir. Bu oran tiim
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ongoriilerin ¢ok tizerinde ¢ikmistir. Bu sonuglar Diabetes Mellitusun oniimiizdeki yillarda
tilkemizde ¢ok daha oncelikli bir saglik sorunu olacagini ortaya koymaktadir. Diyabetin her
iki tipi de Tiirkiye’de ve Diinya’da yukaridaki belirtildigi sekilde artmasina ragmen 6zellikle
tip 2 diyabet obezitenin artisina, fiziksel aktivenin azalmasina paralel olarak daha hizli bir

artig gostermektedir. (12).

Diyabetes Mellitus’un Siniflandirilmasi

Diyabet ve glukoz metabolizmasinin bozukluklariin tani ve siniflamasi kolaylikla
yapilabilir. Ancak Diyabetes Mellitus sinirlart net olarak ¢izilmis basit bir hastalik olmayip
degisik patolojik siiregler sonucu ortaya ¢ikan ve g¢ok farkli etiyolojik faktorler igeren
kompleks bir hastaliktir. Bu yiizden hastalik siire¢ icerisinde farkli sekillerde siniflandirilmis
ve adlandirilmistir. Tablo 1’de diyabetin etyolojik smiflamasinda dort klinik tip yer
almaktadir. Bunlardan {igii (Tip 1 diyabet, Tip 2 diyabet ve Gestasyonel Diyabetes Mellitus)
primer, digeri (spesifik diyabet tipleri) ise sekonder diyabet formlar1 olarak bilinmektedir
(13). Konumuzla iliskili olan Tip 2 Diyabetes Mellitus hakkinda asagida genel bilgiler

verilmistir.

Tip 2 Diyabetes Mellitus: Tip 2 DM, degisik derecelerde insiilin direnci, bozulmus
insiilin salinimi ve glukoz iiretiminde artma ile karakterize heterojen bir hastaliktir (14).
Hastalarin ¢ogu obezdir (%80) ve obeziteye bagl periferik insiilin direncinin beta hiicre
tiikketimine yol actig1 diisiiniilmektedir. Insiilin direnci olusmasinda dokularda, bilhassa adale
dokusunda insiilin reseptor ve postreseptor bozuklugunun mevcudiyeti ile glukoz
tastyicilarinin bozuklugu s6z konusudur (15).

Hastaliktan sorumlu genleri saptamaya yonelik caligmalar, glukoz ve insiilin
sisteminin ¢esitli basamaklarinda saptanmis birgok mutasyon tespit etmis olmasina ragmen
bunlarin hi¢ biri biitiin diyabetlilerde sabit olarak bulunmamaktadir ve tip 2 diyabet i¢in
karakteristik degildir. Sadece tip 2 diyabetin bir varyanti1 olan maturity onset diabetes of the
young (genglerde maturite ile baslayan diyabet) (MODY)’nin otozomal dominant gegis

gosteren bir genetik durum oldugu ispatlanmistir (16).



Tablo 1. Diyabetes Mellitusun Etiyolojik Siniflamasi

1. Tip 1 Diyabet (Genellikle mutlak insiilin noksanligina sebep olan B hiicre yikimi vardir.)

A. Immiin aracilikl1 (% 90)

B. Idyopatik (% 10)

2. Tip 2 Diyabet (insiilin direnci zemininde ilerleyici insiilin sekresyon defekti ile

karakterizedir.)

3. Gestasyonel Diyabetes Mellitus (GDM)(Gebelik sirasinda ortaya c¢ikan ve genellikle

dogumla birlikte diizelen diyabet.)

4. Diger spesifik diyabet tipleri

A. PB-hiicre fonksiyonlarinin  genetik
defekti(Monogenik diyabet formlari)

20. Kromozom, HNF-40 (MODY1)

7. Kromozom, Glukokinaz (MODY2)
12. Kromozom, HNF-1a(MODY3)
13. Kromozom, IPF-1 (MODY4)
17. Kromozom, HNF-1B8 (MODYY)
2. Kromozom, NeuroD1(MODY6)
Mitokondriyal DNA

Neonatal diyabet (Orn. Kir 6.2
mutasyona bagli diyabet)

Digerleri

YV V. VVVVVVY

B. Insiilin etkisindeki genetik defektler
» Leprechaunism
» Lipoatrofik diyabet
» Rabson-Medenhall sendr
» Tip A insiilin direnci
» Digerleri

C. Pankreasin ekzokrin doku hastahklar
Fibrokalkul6z pankreopati
Hemokromatoz

Kistik fibrozis

Neoplazi

Pankreatit
Travma/pankreatektomi
Digerleri

D. Endokrinopatiler
Akromegali
Aldosteronoma

Cushing sendromu
Feokromositoma
Glukagonoma
Hipertiroidi
Somatostatinoma
Digerleri

YVVVVYVYYVYYVY

VVVVYVYYYVYYVY

E. Ilac veya kimyasal ajanlar
Atipik anti-psikotikler
Anti-viral ilaglar
B-adrenerjik agonistler
Diazoksid

Fenitoin
Glukokortikoidler
A-Interferon

Nikotinik asit
Pentamidin

Proteaz inhibitorleri
Tiyazid grubu ditiritikler
Tiroid hormonu

Vacor

Digerleri

VVVVVVVVVVVVYVYY

G. immun aracilikh
formlari
» Anti-insiilin reseptor antikorlar
» Stiff-man sendromu
» Digerleri

nadir diyabet

H. Diyabetle iliskili genetik sendromlar
(Monogenik diyabet formlari)
Alstrom sendromu

Down sendromu

Friedreich tipi ataksi

Huntington korea

Klinefelter sendromu
Laurence-Moon-Biedl sendromu
Miyotonik distrofi

Porfiria

Prader-Willi sendromu

Turner sendromu
Wolfram(DIDMOAD) sendromu
Digerleri

VVVVVVVVVVVY




Diyabetes Mellitusun Komplikasyonlar:
Diabetes mellitusun komplikasyonlar1 akut ve kronik olarak asagida Tablo 2’ de

siniflandirilmastir.

Tablo 2. Diyabetes Mellitusun komplikasyonlar:

Akut Komlikasyonlar Kronik Komplikasyonlar
Makrovaskiiler Mikrovaskiiler
1-Diyabetik Ketoasidoz 1-Kardiyovaskiiler Hastaliklar | 1-Diyabetik Nefropati
2-Hiperosmolor  Hiperglisemik | 2-Serebrovaskiiler Hastaliklar | 2-DiyabetikRetinopati
Durum 3-Periferik damar Hastaligi 3-Diyabetik Noropati
3-Laktik Asidoz
4-Hipoglisemi

Diyabetin hem kendisi hem de olusan uzun siireli komplikasyonlari, hastanin yasam
kalitesini olumsuz yonde etkileyen ve erken 6liimle sonuglanabilen énemli sorunlardir (17).
Biz burada konumuzla daha yakindan ilgili oldugundan diyabetik nefropati iizerinde

duracagiz.

DiYABETIK NEFROPATI

Tanim ve Epidemiyoloji

Ik olarak 1936°da Kimmelsteil ve Wilson tarafindan tanimlanan diyabetik nefropati,
diyabetin en 6nemli ve yasam kalitesini bozan komplikasyonlarindan birisidir. Artan sayida
hastanin son dénem bobrek yetmezligi (SDBY) gelistirmesinde en 6nemli neden diyabetik
nefropatidir ve diyaliz uygulanan hastalarin biiyiik bir boliimiinii diyabetliler olusturmaktadir
(12,13). Ulkemizde’de Tiirk Nefroloji Dernegi 2009 verilerine gore diyaliz hastalar1 arasinda
DM % 35 ile SDBY nedenleri arasinda birinci sirada yer almaktadir (18). 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 nefropatili hastalarin ise %50-60’1 Tip 2 diyabetes mellitusa sahiptir (17-19).



Risk Faktorleri

Diyabetik nefropatinin gelisiminde en dnemlisi hastaligin siiresi olmak {izere bir¢ok
risk faktorii tanimlanmistir. DN gelisimi i¢in risk faktorleri; hiperglisemi, hipertansiyon,
dislipidemi, sigara, aile Oykiisii ve renin anjiyotensin aldesteron aksini etkileyen gen
polimorfizmi gibi genetik faktorlerdir (20).

Hipergliseminin DN’nin gelismesinde anahtar rolu oynadigi, Diabetes Control and
Complications Trial galismasinda kanitlanmistir (21). Gerek tip 1 gerekse tip 2 DN’nin bazi
ailelerde daha ¢ok goriilmesi, genetik faktorlerin de belirli roller oynadigini diisiindiirmektedir
(22,23). Tip 1 ve tip 2 diyabetiklerin diyabeti bulunmayan birinci derece yakinlarinda
kardiyovaskiiler olaylara toplumun geneline oranla daha sik rastlanmaktadir (24,25). SDBY
gelisme riski etnik kokene gore de degismektedir. Bir ¢calismada primer nedeni diyabet olan
SDBY hastalar1 arasinda Afrika kokenli yerli Amerikalilar acisindan belirgin bir risk artigi
dikkati ¢ekmektedir. Yerli Amerikali populasyonunda SDBY insidans1 600 olgu/milyon iken,
beyaz populasyonda 100 olgu/milyon olarak bulunmustur (26,27). Bir baska g¢alismada
anjiyotensin dondstiiriicii enzim geni intron 16'daki polimorfizm ile nefropati gelisme riski
arasinda iliski bulunmustur. Bu gendeki delesyon varyantlar1 agisindan homozigot olanlarda
nefropatinin daha hizli seyrettigi 6ne siiriilmektedir (28,29). Sigaranin nefropatinin baslamasi
ve ilerlemesi iizerinde temel bir etkiye sahip oldugu uzun zamandir bilinmektedir. Bobrek
yetmezligi olan ve sigara igen diyabetiklerdeki filtrasyon kayb1 sigara i¢gmeyen
diyabetiklerdekinin iki kati olarak hesaplanmistir (30). Nefropati bagladiktan sonra tablonun
ilerlemesine yol acan en dnemli risk faktorii ise hipertansiyondur. Normal bireylerde glomerul
mikrodolasimi sistemik kan basincindaki degisikliklere karsi glomerul dncesi yiiksek direng
tarafindan korunur. Diyabetik nefropatili hastalarda ise afferent arteriyollerde vazodilatasyon
nedeni ile aort basincinin 6nemli bir boliimii glomerul yatagina aktarilir. Boylece glomerul
kapiller basinct normal kan basinct degerlerinde bile yiikselir ve bu artis sistemik

hipertansiyon varliginda daha da belirgin hale gelir (31).

DIYABETIK NEFROPATiI PATOGENEZi

Diyabetik nefropati patogenezinde, glukozun direk toksik etkileri, polyol yolu
aktivasyonu, protein, lipid, lipoprotein, aminoasitlerin glikasyonu ve ileri glikasyon
tirlinlerinin olusumu, oksidatif stres, ¢esitli bliylime faktorlerinin artmis aktivitesi ve renin-

anjiotensin aldosteron sistemi rol oynamaktadir.



Genetik

Diyabetiklerin sadece bir kisminda nefropati gelisiyor olmasi, DN gelisiminde genetik
yatkinligin énemini ortaya koymaktadir (32). Tip 1 ve 2 DM’li ikizler ve ailelerle yapilan
calismalar, DN gelisiminde genetik yatkinligin 6nemli roliinii desteklemektedir (33,34). Her
iki diyabet tipinde de DN’nin ailesel kiimelenme gosterdigi ortaya konmustur. Tip 1 diyabetik
olan kardeslerden birinde proteiniiri varsa diger kardeste proteiniiri gelisme riski yliksek
bulunmustur (35). Baz1 genler ¢esitli enzim, hormon, sitokin, bliyiime faktorii, lipid ve yapisal
komponentlerin iiretim ve fonksiyonunu diizenlemektedir. DN gelisimine yatkinlik
yaratabilecek aday genlerden bazilar1 anjiotensinojen, anjiotensin doniistiiriicii enzim, Agt
(anjiyotensin) ll-tip 1 reseptor, nitrik oksit sentaz, endotelin-1, apolipoprotein E, AR, ileri
glikasyon son fiiriin reseptorii, perlecan, nefrin ve TGF-f 1 genleridir (36). Bunun yaninda
GNB3 geni 825T alelinin hem Tipl hem de Tip2 diyabette diyabetik nefropatinin baslangi¢
tahmini icin iyi bir belirte¢ oldugu hipotezine yol acan birtakim hususlar vardir. Bu
nedenlerle, bu ¢alismada Tip II Diyabetes Mellitus tanis1 alan hastalarda GNB3 geni C825T
ve C1429T polimorfizimlerinin diyabetik nefropati {izerindeki etkisinin incelenmesi

amagclanmistir.

Hiperglisemi

Kronik hiperglisemik bir tablo olan DM’ta, glukozun aracilik ettigi ¢ok sayida
metabolik olay komplikasyonlarin gelismesinde rol oynamaktadir. Bobrek hasar1 gelisiminde,
birbirinden bagimsiz etkileri oldugu diisiiniilen bu metabolik olaylarin birbirleriyle etkilesim
iginde oldugu son zamanlarda anlasilmistir. Hiperglisemi ile yapimi artan serbest oksijen
radikalleri (SOR)’nin bu metabolik yollarin aktivasyonu ve karsilikli etkilesiminde anahtar
faktor oldugu gosterilmistir (37).

1. Glukozun direk toksik etkileri (glukotoksisite): Glukoz, hiicrelere dogrudan
toksik etkide bulunur. Hiicre proliferasyonu, hiicre disi matriks (ECM) birikimine neden olan
kollajen, fibronektin, laminin, TGF-f 1 sentez artist ve mezangiyal hiicrelerde azalmis
heparan siilfat sentezine bagli proteiniiri, glukozun direk toksik etkileri arasinda sayilabilir
(38).

2. Polyol yolu aktivasyonu: Glukoz, nikotinamid adenin diniikleotid fosfat (NADPH)
varliginda, AR enzimi tarafindan sorbitole doniistiiriiliir. Hiperglisemide bu doéniisiim artar.
NADPH, nitrik oksit (NO) sentezi ve serbest radikallerin uzaklagtirilmasinda rol alan

glutatyon yapiminda kullanilir. Hiperglisemide NADPH tiiketiminin artmasi ile NO yapimi1
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azalir, serbest radikallere bagli vaskiiler hasar gelisir. Hiicre i¢inde artan sorbitol etkisiyle
miyoinozitol ve Na*K" adenozin trifospataz (ATPaz) aktivitesi azalir. Sodyum hiicre i¢inde
birikir, ozmoregiilasyon bozulur, hiicre 6demi ve fonksiyon bozuklugu ortaya ¢ikar. Sorbitol
ayrica, nikotinamid adenin diniikleotid (NAD) varliginda, sorbitol dehidrogenaz enzimiyle
fruktoza doniistiiriiliir. Fruktozun non-enzimatik glikozillenmesi sonucu ileri glikasyon son
tiriinleri (AGE) olusur ve doku hasarina neden olur (39).

3. Non enzimatik glikozillenme ve ileri glikasyon iiriinleri: ileri glikasyon son
irlinleri, bir enzim aracilik etmeksizin, aminoasit, lipid ve lipoproteinlerin kendiliginden
indirgenmesiyle olusur (40). Maillard reaksiyonu adi verilen bu siirecin ilk basamaginda
olusan Schiff bazlar, molekiiler yeniden diizenlenme sonucu Amadori cisimlerine doniisiir.
Son 2-3 aydaki glisemik kontrol hakkinda fikir veren hemoglobin Alc, bir Amadori cismidir.
Bu {irlinlerin olusumundan sonraki asama, geri doniisimsiiz AGE’nin ortaya g¢ikmasi ile
sonuglanir. Amadori cisimlerinin, sonraki basamaga ilerlemesi, hipergliseminin diizeyine
baghdir (39). AGE diizeylerinin, tiim insanlarda yaglanma ile serum ve cilt, lens gibi kollajen
iceren dokularda arttigi gosterilmistir (41). AGE fretimi, diyabetiklerde, diyabetik
olmayanlara gore en az iki kat artmistir. Diyabetik nefropatili olgularin serum ve skleroze
glomeriillerindeki AGE diizeylerinin artmis oldugu, glomeriildeki AGE varligiin diyabetik
renal hastaligin baglaticist ve DN’nin klinik seyriyle iliskili oldugu gosterilmistir. Artmis
AGE olusumu, diyabetin mikrovaskiiler komplikasyonlarinin patogenezinde oSnemli rol
oynamaktadir. Deneysel ¢alismalarda, ileri glikozile albiiminin diyabetik olmayan hayvanlara
uzun siire verilmesinin, DN’dekine benzer sekilde, kollajen, laminin ve TGF-f 1 gen
aktivasyonuyla iliskili glomeriiler degisikliklere ve proteiniiriye yol agtigi gosterilmistir (42).
AGE’lerin DN’deki molekiiler mekanizmalar1 tam aydinlatilamamis olmakla birlikte, yapilan
calismalarla baz etkileri ortaya konmustur:

* Biiylime faktorleri, ECM proteinleri ve inflamatuar sitokinlerin genetik indiiksiyonu
ile hiicre proliferasyonunu artirir.

* AGE’ler kollajen ve diger matriks proteinlerine baglanarak, vaskiiler gecirgenligi
artirir ve bolgeye mononiikleer hiicre gogiine neden olur (43).

* NO yapimin azaltarak, endotel disfonksiyonuna yol agar ve ateroskleroz siirecinde
rol alir.

* Endotel, mezangiyal, damar diiz kas hiicreleri ve makrofajlar {izerinde bulunan 6zel

AGE reseptoriine baglanarak lipid peroksidasyon artigina yol agar (42).



» Lipid peroksidasyon artisi, vaskiiler gecirgenligi artirarak, bolgeye mononiikleer
hiicre gogiine yol agar.

* Lipid peroksidasyon artisiyla, oksidatif strese duyarli niikleer faktér kappa B (NF-
kB), TGF-B 1 gen aktivasyonuna neden olur. Sonugta ECM {iretimi artar, yikimi azalir.
Deneysel calismalarda, AGE iiretimi aminoguanidin ile inhibe edildiginde, diyabete bagl
mikrovaskiiler komplikasyonlarin ve plazma lipid bozukluklarinin énemli dl¢lide azaldig: ve
AGE’lerin proteinlere baglanmasimi engelleyen phenacylthiazolium bromide ile DN’deki
renal hasarin geriledigi, vaskiiler kompliyansin yeniden saglandigi gosterilmistir (44).

4. Protein kinaz C aktivasyonu: Hiperglisemide aktive olan protein kinaz C (PKC),
bobrek hiicrelerinde fibronektin, tip IV kollajen, TGF-B 1 sentezini artirir. Angiotensin 11(Agt
I1) de, tip 1 reseptor aktivasyonu ile mezangiyal ve tiibiiler hiicrelerde PKC’yi aktive eder.

PKC aktivasyonu glomeriiloskleroz ile sonuglanir (45,46).

Oksidatif Stres

Hiicrelerde yapisal ve fonksiyonel degisikliklere neden olan reaktif oksijen {iriin
olusumunun arttig1, hem diyabetik hasta monosit ve graniilositlerinde, hem de yiiksek glukoza
maruz birakilan normal monosit ve graniilositlerde gosterilmistir (47). Glukozun
otooksidasyonu, AGE’ler, prostoglandinler ve agt II reaktif oksijen diriinlerinin ana
kaynaklaridir. Diyabette gozlenen artmis SOR yapimina ragmen plazma ve hiicre igi
antioksidan enzim (glutatyon, E vitamini, askorbik asit, katalaz, siiperoksid dismutaz)
kapasitesi azalmigtir. Hiicre hasarina yol agan reaktif oksijen tiriinleri ve bu hasart 6nlemekle
gorevli antioksidan savunma sistemi arasindaki dengenin bozulmas: tip 2 diyabetteki vaskiiler
degisikliklerin esas sorumlusudur (40,48). Nefropati dahil, diyabetin tim mikro Ve
makrovaskiiler komplikasyonlar1 bu vaskiiler degisiklikler sonucu ortaya ¢ikmaktadir (49).
Kornatowska ve arkadaslari, 21 proteiniirik, 14 normoalbiiminiirik tip 2 diyabetik hasta ve 19
saglikli goniilliide, lipid peroksidasyonu ve antioksidan enzim aktivitesi arasindaki farklari
incelemistir. Kontrol grubuna kiyasla, lipid peroksidasyonu tiim diyabetik hastalarda yiiksek,
antioksidan (siiperoksid dismutaz ve katalaz) enzim aktivitesi tiim diyabetik hastalarda diistik
bulunmustur (50). Diyabetikler arasinda yapilan karsilastirmada, bu olumsuz sonuglarin
proteiniirisi olanlarda daha belirgin oldugu goriilmiistiir. Aragtirmacilar, diyabetle artan ve
vaskiiler komplikasyonlarin ortaya ¢ikmasinda dnemli rol oynayan oksidatif stresin nefropati

gelismesiyle siddetlendigi sonucuna varmiglardir (37).
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Craven ve arkadaglar1 deneysel calismalarinda, kontrol grubundaki saglikli farelere
gore, diyabetik farelerde bobrek agirligi, glomeriiler hacim, iiriner albiimin atilimi ve
glomeriiler TGF-B 1 iiretiminin arttigini, bu olumsuz gelismelerin C vitamini verilen grupta
anlamli olarak disiik bulundugunu bildirmislerdir (51). SOR’nin, nefropati gelisimi
tizerindeki baslica etkileri asagida siralanmistir:

* SOR’nin yol agtigr lipid peroksidasyonu sonucunda ortaya ¢ikan bazi
prostoglandinler, siddetli renal vazokonstriksiyona neden olmaktadir.

*SOR, glomeriilde segici gegirgenligi saglayan hiicrelerden biri olan podositlerde,
vaskiiler endotel biiyiime faktorii (VEGF) sentezini artirmaktadir. VEGF, podositlerin
makromolekiillere olan gegirgenligini artirarak proteiniiriye yol agmaktadir (52).

* SOR ayrica, membran lipidlerinin peroksidasyonu yoluyla vaskiiler gecirgenligi
artirmaktadir (42).

» SOR, tip 2 DM’de sik goriilen hiperlipidemi ile beraber oldugunda, diisiik dansiteli
lipoprotein (LDL) oksidasyonunu ve aterosklerozu hizlandirabilmektedir.

* SOR, NF-kB araciligiyla biiylime faktorleri ve sitokin genlerinin uyarilmasina yol
acmaktadir. TGF-B 1 geni bu uyariya artmis ECM protein sentezi ile cevap vermektedir (37).

* Hiperglisemi varliginda SOR, PKC aktivasyonu ile baslayan yolaklar1 uyarmaktadir
(52,53).

Bityiime Faktorleri

Renal hasarm ilerleyici atrofiye neden oldugu pek ¢ok nefropatiden farkli olarak
DM'’ta, proteiniirinin gelistigi ve glomeriiler filtrasyonun (GFR) azaldig1 evrede bile, nefronda
hipertrofi mevcuttur. DN, glomeruloskleroz ve mezangiyal matriks artis1 ile karakterizedir.
Biiylime faktorlerinin, DN gelisiminde oynadigi rol genel kabul gérmiistiir. TGF-f 1’in
DN’de yapimi ilk ve en yiiksek oranda artan biiyiime faktorii oldugu saptanmustir (54).

Hemodinamik Faktorler

Hiperfiltrasyon ve artmis intraglomeriiler basing gibi hemodinamik mekanizmalar
renal hasarin ortaya ¢ikmasi ve ilerlemesiyle iligkilidir. Efferent arterioler vazokonstriksiyona
kiyasla rolatif afferent arterioler vazodilatasyon, sistemik basinci glomeriiler kapiller aga
yansitarak, intraglomeriiler basinci artirir. Bu hemodinamik degisiklikler artmis proteiniiri ve
hizlanmis glomertiiloskleroz ile birliktelik gosterir. Deneysel caligmalarda intraglomeriiler

basincin digiiriilmesiyle renal hasarlanmanin énemli 6l¢iide yavasladigi gosterilmistir (55).
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Renin Anjiotensin Aldosteron Sistemi (RAAS)

Diabetes Mellitus’ta dolasimdaki RAAS genellikle baskilanmig veya normal olmasina
karsin, bobrek dokusunda yer alan lokal RAAS uyarilmistir. Renal interstisyumdaki Agt 11
diizeyleri plazmadakine gore bin kat ytliksektir. Hiperglisemi, doku Agt II diizeylerini artirarak
oksidatif stres ve endotelyal disfonksiyonuna neden olur ki bu siire¢ vazokonstriksiyon,
tromboz, inflamasyon, vaskiiler remodeling, TGF-B1 aracilikli ECM birikimi ile sonuglanir.
Cok sayida deneysel ¢alismada, ACE inhibisyonu veya Agt Il-tip 1 reseptor blokajiyla renal
histopatolojik degisikliklerin geri dondiirtilebildigi gosterilmistir (56).

Morfolojik Degisiklikler
Morfolojik degisiklikler DN’de tiim renal kompartmanlar1 etkileyerek ortaya

cikabilmektedir. Bu degisikliklerin bir kism1 diyabet icin spesifik olmasina karsin bir kismi1 da

nonspesifiktir (53,57).

Diyabetik nefropatide goriilebilen morfolojik degisiklikler:
¢ Glomeriiller lezyonlar
- Kapiller bazal membran kalinlagsmalari
- Diffiiz glomeriiloskleroz
- Nodiiler glomeriiloskleroz
e Renal vaskiiler lezyonlar
- Renal ateroskleroz ve arteriyoskleroz
e Pyelonefrit
- Akut ve kronik piyelonefrit
- Nekrotizan papillit
Glomertiller lezyonlardan en énemlileri kapiller bazal membran kalinlagmalari, diffiiz
glomeriiloskleroz ve nodiiler glomerulosklerozdur (Kimmelstiel-Wilson lezyonu). Glomeriiler
kapiller bazal memran kalinlagsmalari, tiim damar boyunca goriiliir ve diyabetin baglamasindan
sonra birka¢ yil i¢inde de elektron mikroskopik incelemede gozlenebilir. Bazen renal
fonksiyonlarda herhangi degisim olmadan da izlenebilir. Diffiiz glomeriiloskleroz, mezengial
hiicre proliferasyonu ve beraberinde mezangial matrikste diffiiz artig olarak tanimlanabilir ve
her zaman membran kalinlagmasi ile iliskilidir. Nodiiler glomeriiloskleroz veya Kimmelstiel-
Wilson lezyonu, lobulun mezangial merkezinde tabakalanmis matriksin top seklindeki

birikimleri ile karakterize bir glomeriil lezyonudur. Glomeriiliin periferinde gelismeye egilimi
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olan nodiiller, mezangiumdan kaynaklandiklari i¢in glomeriiler kapiller kivrimlarint daha da
perifere iterler. Tibiiller, glomeriilin efferent arteriyolleri ile beslendiklerinden ileri
glomeriilosklerozda tiibiillerde iskemi ve interstisyel fibrozis goriiliir (58).

Diyabetiklerdeki sistemik damar lezyonlarinin 6nemli boliimiinii renal ateroskleroz ve
arteriyoloskleroz olusturmaktadir. Bu hiyalen arteriyoskleroz sadece afferent arteriyolleri
degil, ayn1 zamanda efferent arteriyolleri de etkiler ki efferent arteriyoskleroz diyabetli
olmayan kisilerde nadiren gozlenen bir lezyondur (57-59).

Piyelonefritin hem akut hemde kronik tipi diyabetiklerde normal populasyona gore
daha sik olarak ortaya cikar. Ozellikle akut piyelonefritin 6zel ve siddetli bir tipi olan
nekrotizan papillit diyabetiklerde normal populasyona gore ¢ok daha sik olarak
goriilmektedir. Bunun nedeni mikroanjiyopatiden kaynaklanan iskemi ve bakteriyel

enfeksiyona olan egilimdir (58).

Klinik Evreleri

Diyabetin baglangicindan SDBY gelisimine kadar ki siire yaklasik 15-30 yildir (60).
Bobrek yetmezligi gelisen Tip 1 ve Tip 2 DM’lu hastalarda bobrek hastaliginin dogal seyri
oldukca iyi belirlenmistir.

Diyabetik nefropati fizyopatolojik olarak 5 evreden geger:

1. Glomeriiler hiperfiltrasyon

2. Normoalbumintiri

3. Yerlesmekte olan albumintiri

4. Asikar nefropati

5. Son donem bobrek yetersizligi

Evre 1: Glomeriiler Hiperfiltrasyon(Hemodinamik Degisiklikler): Bu evrede GFR
artmistir. Tip 1 diyabetiklerde renal vazodilatasyon ve hiperfiltrasyon erkenden ortaya ¢ikar.
Tip 2 diyabetikler de ise bu degisiklikler baslangicta siklikla olmayabilir.

Erken goriilen islevsel degisikliklerden biridir. insanlarda hiperfiltrasyon ve bobrek
boyutlarinda biiyiime hem hiperfiltrasyon hem de metabolik bozuklugun agirligi ile iligkilidir.
Hastalarda agir asidoz ve dehidratasyon varsa glomeriiler filtrasyon hizi (GFR) diismektedir.
Tan1 kondugu anda GFR > 150 ml/dk ise nefropati riski ytiksektir.

Evre 2: Normoalbuminiirik evre(Erken Renal Degisiklikler): Bu evrede, hasta

diyabet yast ve metabolik kontrolii ne olursa olsun normoalbuminiiriktir. Bazi diyabetiklerin

13



kotii metabolik kontrole karsin bobrek yetersizliginden korunmast genetik faktorlerle ilgili
olmalidir. Kan basinci ise ¢ogu kez normaldir. Siki kan sekeri regiilasyonu ile ¢ogu kez bu
donem 5-15 yil siirer.

Evre 3: Yerlesmekte olan diyabetik nefropati evresi(Nefropatinin Baslangi¢
Donemi (Mikroalbiiminiiri)): Glomeriiler filtrasyon hizi normal veya yiiksek olabilir. 20—70
pg/dk mikroalbuminiirililerde GFR daha yiiksektir. Yani albuminiiri artip nefropati ilerledik¢e
GFR azalmaktadir. Bu ylizden mikroalbuminiiri nefropatinin ilerlemesini anlamak i¢in 6nemli
bir gostergedir.

Mikroalbiiminiiri Tip 1 diyabetiklerde diyabetin baslangicindan yaklasik olarak 5-15
yil sonra cikar. Tip 2 diyabetiklerde, mikroalbuminiiri diyabetin klinik bulgular1 ortaya
¢ikmadan da Once bulunabilir. Tip 2 diyabetiklerde, Tip 1 diyabetiklere gore daha fazla
goriilmektedir.

Evre 4:Asikar proteiniiri evresi(ilerlemis Nefropati): Bu evrede proteiniiri >300
mg/giin“diir. Bu diizey eser proteiniiri olarak belirtilir. 0.5 g/giin’den fazla olmaya baslayinca
mikroalbuminiiri veya proteiniiri denir. Proteiniiri doneminde GFR ve kreatinin normal
bulunabileceginden hipertansiyon, retinopati gibi diger anjiyopatik komplikasyonlar da
birlikte degerlendirilmelidir. Tip 2 diyabeti olan proteiniirili hastalarin prognozu kétiidiir, bu
durum sadece bobrek hastalifina ve son donem bobrek yetersizligine bagli degil ayrica
kardiyovaskiiler mortalite riskindeki artigsa da baglidir (61).

Bu evrenin histolojik 6zelligi glomerulosklerozdur. Baglangicta GFR’in devami i¢in
glomeriiler hipertrofi ile bu kompanse edilmektedir. Diyabetik nefropatinin ilerlemesi ile
glomeriiler skleroz gelisir ve glomeriiler kompansasyon mekanizmas: yetersiz kalir. Bu
evrenin karakteristik 6zelligi GFR’nin progresif azalmasi, proteiniiri ve hipertansiyonun
yerlesmesi, azoteminin eklenmesidir. Tipl DM’lilere goére Tip 2 diyabetiklerde goreceli
olarak 5 yi1l daha erken gorliir.

Diyabetik nefropatide, diger progresif glomeriilopatilerde oldugu gibi proteiniiri renal
fonksiyondaki azalmanin giiclii ve bagimsiz bir gostergesidir. Asir1 protein tubulointerstisyal
hasar1 artirir ve hastaligm progresyonuna neden olur. Ozellikle protenin tiibiillerden asir1
reabsorbsiyonu ve tiibiiler epitel hiicrelerde birikimi, vazoaktif ve inflamatuvar sitokinlerin
(endotelin—1, osteopontin, monosit kemoatraktan protein—1 (MCP—1) gibi) salinmasina neden
olur. Bu faktorler proinflamatuvar ve fibrotik sitokinlerin asir1 ekspresyonuna, monontikleer

hiicrelerin infiltrasyonuna, tiibiilointerstisyumun hasarina ve renal skarlagma ile yetersizlige
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neden olurlar. Renal hemodinamik degisikliklere neden olan bu kaskad hem primer olarak
hem de nefron kaybina sekonder olarak proteiniirinin artmasina neden olur.

Bu durum da interstisyel skarlasmay1 artirir ve daha fazla nefron kaybina neden olur
(62).

Evre 5: Son donem bébrek yetersizligi evresi: Uremi ile seyreder. Bu dénemde
tedavi diyaliz ve transplantasyondur. Olgularin tamamina yakini hipertansiftir. Asikar
proteiniiri doneminden SDBY’ne gidis hizlarn Tip 1 ve Tip 2 diyabetiklerde benzer
bulunmustur.

Diyabetik nefropatinin en erken belirtisi > 30 mg/giin veya 20 pg/dk albuminiirinin
olmasidir. Ug aylik periyod icinde yapilan 3 tetkikin iki veya daha fazlasinda persistan
albuminiiri > 300 mg/24 saat veya >200 pg/dak ile karakterize klinik sendrom diyabetik
nefropati olarak tanimlanmaktadir (61).

Tip 1 diyabetik hastalarin %80’inden fazlasinda siirekli mikroalbuminiiri yilda %10—
20 artarak 10—15 yillik siire¢ i¢inde asikar nefropati seklinde ilerleme gosterir. Nefropatinin
bu sekilde ilerlemesi hem hipertansiyon gelisimini hizlandirir hem de GFR giderek azalmaya
baglar. Asikar nefropatili olan Tip 1 diyabetiklerin %50’sinde 10 yil iginde, %75’den
fazlasinda ise 20 y1l icinde son donem bobrek yetersizligi gelisir. Mikroalbuminiirisi olan Tip
2 diyabetiklerde klinik olarak %20—40 oraninda asikar nefropatiye gidis gozlenir. Ancak 20

yillik siire i¢inde son donem bdbrek yetersizligi bunlarin %20’sinde gelisir (62).

Sinyal iletimi

Sinyal transdiiksiyon yollar1 olarak da bilinen ¢esitli sinyal iletim mekanizmalarinda
sinyal terimi reseptor aktivasyonunu, transdiiksiyon ise bir uyarinin yanita doniismesindeki
stireci anlatmaktadir (59). Sinyal olusumunda reseptor adi verilen 6zgiil proteinlere ihtiyag
vardir. Reseptorler sinyal molekiiliinii geri doniisiimlii olarak baglar ve hedef hiicrede bir
yanit olustururlar. Pek ¢ok durumda bu reseptorler hedef hiicre yiizeyinde bulunan
transmembran proteinleridir. Ligand yani ekstraselliiler sinyal molekiilii baglandiginda aktive
olurlar. Hiicrenin karakterine gore intraselliiler sinyal kaskadini baslatirlar. Baz1 durumlarda
ise reseptorler hiicrenin i¢indedir ve sinyal molekiilii reseptdrii aktive etmek i¢in hiicre i¢ine
girer. Bu sinyal molekiilleri kiiciik ve hidrofobik yapida olduklarindan plazma membranindan
difiize olabilirler. Sinyal transdiiksiyon sistemlerinin ortak Ozellikleri  6zgiillik,
amplifikasyon, desensitizasyon ve integrasyondur. Reseptor ligandi yiiksek derecede 6zgiilliik

ve duyarlilikla baglamaktadir. Reseptor etki mekanizmalarinda ¢ogunlukla enzim aktivasyonu
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olmaktadir. Ozellikle protein kinaz aktivasyonu ile ilerleyen mekanizmalarda sinyal
amplifikasyonu olmakta ve bu sekilde hiicrenin liganda duyarliligi artmaktadir. Eger uyarici
molekiil dolasimda uzun siire yiiksek diizeyde kalirsa hiicre reseptorlerini inaktiflestirerek,
sayilarini azaltarak veya hiicre ylizeyinden uzaklastirarak ligand etkisine yanitsiz kalmaktadir.
Sinyal transdiiksiyon mekanizmalar1 arasinda haberlesme ve etkilesim bulunmaktadir. Bu
sayede hiicre uyarilar biitlinlestirerek yanitini olusturmaktadir (63).

Sinyalizasyonda genel olarak bes temel mekanizma bulunur (64):

1) Lipidde ¢oziinebilen ligand membrani gegip intraselliiler reseptore baglanarak etki
gosterir.

2) Transmembran reseptor proteininin ekstraselliiler bolgesine ligand baglandiginda
intraselliiler bolgede enzimatik aktivite olur. Reseptoriin kendisi enzim gibi davranir.
Reseptorde intrensek enzim aktivitesi vardir.

3) Ligand yine transmembran reseptoriiniin ekstraselliller kismina baglanir ve
bagimsiz bir protein tirozin kinazi aktive eder. Ornegin Jak kinaz. Burada reseptdriin
intrensek kinaz aktivitesi yoktur.

4) Ligand veya iyon bagimli transmembran kanali ligandin baglanmasi ile agilip
kapanabilir.

5) Transmembran reseptor proteinine ligand baglandiginda G-protein stimule olur ve
intraselliiler ikincil haberciler yolu ile sinyal olusur.

Reseptor aracili sinyal iletimi agagidaki sekilde siniflandirilabilir (63-67):

A) Hiicre ici reseptorler (Gen transkripsiyonunu regiile eden niikleer reseptorler)

B) Hiicre yiizey reseptorleri:

a) Iyon kanali bagl reseptorler (iyonotropik reseptor)

- Voltaj bagimli
- Ligand bagh
b) Enzim bagli (kinaz bagli) reseptorler
- Reseptor guanilil siklaz
- Reseptdr tirozin kinaz
- Tirozin kinazla iligkili reseptorler ( reseptdr dist protein tirozin kinaz)
- Reseptor tirozin fosfataz
- Reseptor serin / threonin kinaz
- Reseptor serin / threonin fosfataz

c) G-protein bagl reseptorler (metabotropik reseptdr) ve ikincil haberciler
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- ¢ AMP yolu

- Fosfolipaz C ve inozitol fosfat yolu
- Ca "~ Kalmodulin yolu

- ¢ GMP yolu

- Iyon kanal1 diizenlenmesi

- Fosfolipaz A2 yolu

G PROTEINLERI (GTP/GDP BAGLAYICI PROTEINLER)

1957 yilinda Sutherland ve ark. (68,69) adenilat siklazin epinefrin, glukagon ve NaF
ile uyarildigin1 ve {irlinliniin cAMP oldugunu saptamislardi, ancak G proteinleri ve hormon
reseptorlerinin varligt bilinmiyordu. Bundan 10 yi1l sonra hormona duyarl adenilat siklazin
diizenleyici alt birimindeki 6zgiin bir bdlge ile hormon ligandinin allosterik etkilesiminin,
katalitik birimin aktivitesini diizenledigi ortaya ¢ikarildi. 1960’larin sonunda Birnbaumer ve
ark. (70) yag hiicresi adenilat siklazinda yaptiklari ¢alismalarda, adenilat siklaz enziminin
cesitli hormon reseptorleri tarafindan uyarildigi ve bu reseptorlerin katalizorlerinden farkl
olduklar1 sonucuna varmuslardir. Birkag yil sonra Orly ve ark. (71) reseptoér ve adenilat
siklazin birbirlerinden bagimsiz oldugunu gostermislerdir. 1981°de Shorr ve arkadaslari (72)
B adrenerjik reseptoriinii saflastirmislar ve hiicre zarin1 yedi kez kat eden ilk G protein
reseptoriinii karakterize etmislerdir. Kisa bir siire sonra Rodbell ve ark. (73) GTP’nin adenilat
siklaz enziminin hormonal uyarisindaki roliinii tanimlamislardir. Pfeufer ve ark. (74) adenilat
siklaz kompleksinden GTP baglayan bir proteini ayirmiglar, 1977°de Ross ve ark. (75) ise
hormona duyarsiz adenilat siklaz sistemine 40 kDa’luk GTP baglayan bir proteini, GTP
varliginda ekleyerek uyarinin yeniden olustugunu bildirmislerdir. O zaman Ns olarak
adlandirilan ve simdi Gas olarak bilinen bu protein yine Gilman ve ark. tarafindan
saflastirilarak karakterize edilmistir. 1994 yilinda Gilman ve Rodbell (76) o zamana kadar G
proteinleri ile ilgili calismalarindan dolayr Tip ve Fizyoloji alaninda Nobel o6diiliint
kazanmiglardir.

G proteinleri olarak bilinen heterotrimerik G proteinleri, bakterilerden memelilere
kadar korunmus biiyiik GTPaz ailesinin iiyelerindendir. GTP/GDP baglayici ve diizenleyici
proteinler olan G proteinleri hiicre ylizey reseptorlerinden gelen eksternal sinyallerin hiicre i¢i
molekiillere iletiminde rol alirlar (Sekil 1). G proteinleri guanozin difosfat (GDP) ve guanozin
trifosfat (GTP) ile galistiklar1 i¢in bu ad verilmistir. Hormonlar, ndrotransmitterler biiyiime

faktorleri ve otokoidler biyolojik etkilerini bu reseptorlerle etkileserek gosterirler. G-
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proteinlerinin biyolojik etkileri arasinda, koku ve tat alma, gérme, norotransmitter islevi,
endokrin ve ekzokrin bez islevleri, kemotaksis, ekzositoz, kan basincinin kontroli,
embriyogenez, hiicre bliylime ve farklilasmasi, onkogenez ve infeksiyonlar sayilabilmektedir
(77).

Pek ¢ok ekstraseliiller ligand, cAMP, Ca™ iyonu ve fosfoinozitollerin intraseliiller
konsantrasyonlarini arttirarak etki gosterir. Bu isi ise genellikle ii¢ farkli komponentten olusan
bir transmembran sinyal iletimi aracilig1 ile saniyeler i¢inde yaparlar. Sinyal iletimi sirasiyla
su sekilde gerceklesir:

* Ekstraseliiller ligand hiicre yiizey reseptorii tarafindan algilanir.

* Reseptor plazma membraninin sitoplazmik yiizeyinde yerlesik olan G proteininin
(GDP/GTP baglayici regiilator proteinler) aktivasyonunu tetikler.

» Aktive olan G-proteini ise genellikle bir enzim veya iyon kanali olan efektor
elemanin aktivitesini degistirir. Bu efektdr eleman ise intraseliiler ikincil habercinin
konsantrasyonunu degistirir. Boylece;

a) Adenilil siklaz/cAMP sisteminin uyarilmasi

b) Fosfolipaz C/inozitol fosfat sisteminin uyarilmasi

¢) Guanilil siklaz/cGMP sisteminin uyarilmasi

d) Ca++ kalmodulin yolunun aktive olmasi ya da

e) Iyon kanallarinin diizenlenmesi gergeklesir (78).

PI3Ky

,  PLCg
@ lyon kanallari

ai:’) GTP

Efektorler

Adenilat siklaz Adenilat siklaz PLCS P115-RhoGEF
Axin Fosfodiesterazlar (Ca?) LARG
tcamP) Fosfolipazlar PKC PDZ-RhoGEF
PKA LcAnP) Rho AKAP-Lbc

Rho

Sekil 1. G proteinlerinin 6zgiinliigiinii tanimlayan a alt birimleri (79)
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G-protein ve ikincil haberci yolunu kullanan endojen ligandlar ve bunlara ait ikincil
habercilere 6rnek olarak sunlar verilebilir (63):

« ikincil habercisi cAMP olanlar; adrenokortikotropik hormon, katekolaminler (beta),
koryonikgonadotrpin, FSH, LH, Glukagon, histamin, MSH, PTH, prostoglandin E2,
prostasiklin, serotonin (5-HT4), tirotiropin, vasopressindir (V2).

« lkinci haberci olarak Ca++ fosfoinozitleri kullanan ligandlar ise; Asetilkolin
(muskarinik), anjiotensin, katekolamin (al), PDGF, serotonin (5-HT1c ve 2), TRH,
vasopressindir (V1).

* cCGMP’yi kullananlara 6rnek olarak ise atriyal natriiiretik faktdr (ANF), nitrik oksit
(NO) verilebilir.

G PROTEINLERININ YAPISI

G-protein-aracili sinyal sistemlerinin g¢esitliliginin temelinde, G proteinlerinin modiiler
yapist ve birgok alt tiplerin varligi yatar. G-proteinleri a, 3, ve y olmak iizere ii¢ farkli alt
birimden olusmaktadir ve bu nedenle heterotrimerik G proteini olarak isimlendirilmektedir
(Sekil 2). B ve y alt birimleri By dimeri halinde birbirlerine bagli halde kalirlar. Her ii¢ alt
birim de fenilasyon adi verilen bir mekanizma araciligi ile {izerlerindeki bir aminoasit yan
zincirine baglanmis bir yag asiti ile membrana tutunurlar. G proteinlerinin membran i¢
yiizeyinde serbest bir sekilde difiize oldugu sanilmaktadir. Bu da bir hiicre iginde bulunan bir
G protein populasyonunun birden fazla reseptdr ve efektdr ile fazla secici olamayan bir
iliskiye girebilecegini O6neren anahtar 6zelliginde bir durumdur (80). Heterotrimerik guanin
niikleotid baglayan proteinler sinyal iletiminde hiicre i¢i ve hiicre dis1 sistemler arasinda kilit

konumundadir (81).

e skuneys
NAAAANY
Cezmpaal

Sekil 2. Heterotrimerik G proteinlerinin genel yapisi (82)
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G proteinleri, hiicre zarin1 7 kez kat eden G-Proteini-Kenetli-Reseptorler (G-Protein-
Coupled-Receptor) (GPCR) ile kenetli olarak ¢alisir. GPCR’1n karboksil grubu (C terminal
bolgesi) hiicre i¢inde kalir ve fosforillenme bu bolgede olur. Hiicre disindaki amino ucu ise (N
terminal bolgesi) ligand baglanma bolgesini olusturur (83). Hiicre zarim1 kat eden her birim
(TM) yaklasik 20-27 aminoasit icerir. N terminal bolgesi 7-595 aminoasit, C terminal bolgesi
12-359 aminoasit, hiicre igindeki ve hiicre zar1 disindaki halkalar da 5-230 amino asit igerir
(84).

G proteini-kenetli reseptoére ligandin baglanmasi reseptoriin hiicre zar1 kisminda
bicimsel degisime ve onun G proteinine baglanmasina neden olur (85). Bu etkilesim G
proteinini aktive eder. G protein ayrilarak sinyali hiicre i¢i bilesene efektorler araciligiyla
iletir (82). Ligand baglanmasi reseptérde bigim degisikligine neden olur, reseptoriin hiicre
icindeki boliimii G proteinle etkileserek GDP’nin serbest kalmasini ve GTP baglanmasini
saglar. GTP bagl alfa birimi beta ve gama dimerinden ayrilir; ayrilan her iki birim hiicre i¢i
hedeflere yonelir ve onlart etkinlestirir. Alfa alt biriminin aktivitesi GTP’den fosfatin

ayrilmasi ile son bulur. Boylece G proteini tekrar inaktif duruma geger (Sekil 3) (86,87).
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Sekil 3. G protein etki mekanizmasi (88)
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G Proteinlerin Alfa Alt Birimi

G o-alt birimleri molekiill agirliklar1 39-52 kDa arasinda degismektedir.
Gproteinlerinin o alt birimi 16 gen ile kodlanmaktadir Bilinen 16 memeli alfa alt birimi
aminoasit dizilerinin karsilastirilmasi ile 4 alt aileye ayrilmaktadir (89).

Ga alt birimi yapisal olarak iki boliimden olusur. Bunlardan birincisi GDP/GTP’ nin
baglanma ve GTP hidrolizinde rol alan GTPaz yani katalitik kisimdir. Bu boliim yapisal
olarak kiigiik G-proteinleri ve elongasyon etkenlerini kapsayan siiperaileye identiktir. Bu
kisimda guanin niikleotid baglayici bir cep, Mg™ baglayici boliim, guanin halkasi baglayici
motif ve GTP hidrolizi i¢in gereken treonin ve glutamin birimleri yer alir. Ga alt birimindeki
Mg** varlig1 bu iinitenin GTP baglayabilmesi i¢in zorunludur. Ikincisi olarak ise, helikal
bolge GTPaz bolgesine esnek bir sekilde baglidir. GTPaz bdlgesi lizerinde guanin niikleotid,
efektor ve reseptor baglanma bolgeleri bulunur (84). a alt biriminin aminoasit dizileri arasinda
% 45-80 benzerlik vardir ve o alt birimleri, dizisel benzerliklerine gore 4 sinifa ayrilmaktadir:
Gs, Gi/o, Gq, G12. Her aileye ait G proteinlerinin dokulardaki dagilimi ve etkilestigi efektorii
farklidir. (Tablo 3) (90).

GTPaz islevsel bolgesi, GTPaz siiperailesinin tiim proteinlerinde (protein sentez
faktorleri, ras proteinleri gibi) ¢ok iyi korunmus bir iiglinciil yapiya sahiptir. o alt birimi
bir¢ok proteinde korunmus bolge olarak yer alir. Bu bolgeler GTP baglanmanin ve GTP
hidrolizinin temel yapisini diizenler (87).

Ga alt biriminde ii¢ adet anahtar (switch) bolge vardir. Bunlar GTP/GDP baglanmasi
sirasinda  konformasyonel degisiklige ugramaktadirlar. G-protein ve GTP’nin 7y fosfati
arasindaki yeni hidrojen baglart olusumu ile konformasyonel degisiklik meydana gelmektedir.
Bu bolgeler efektér baglamada onemlidir. Anahtar I ve II bolgesi B alt birimi ile iligki
halindedir (Tablo 3) (89).
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Tablo 3. G-protein alfa alt birimlerini kodlayan genler ve insan viicundundaki dagilim

(89)
Tsim Doku Efektir
Ga_ ailesi
Gu, Her yerde AC (tim tipleri) 4
Ga,, Néroendokrin AC 4
Gu, Koku epitelynumu. beyin ach
Gua, ailesi
Gao, Oldukca yaygin AC (ap LIIVVIVIILIV) \ (Direkt
diizenlenme)
Ga,, Her yerde Gy aracilifn ile diger bazi efektorler dizenlenir.
Ga, Oldukca yaygin Uyanlm; Ga, ,'den serbestlenir.
Ga, Néronal, néroendokrin vDCC + . GIEK + (fy aracilif ile)
Gu, Noronal, trombositler AC (e.g., VNI) + (direkt diizenlenir); RaplGAP
Gu;.... Tat hiicreleri, sag hiicreleri PDE 4-: (Gfy aracilif ile diger efektérler 7)
Gu_ﬂ Petinal ¢ubuklar, tat hiicrelen PDE & { v altbirim ¢ubuk)
Gu, Retinal koniler PDE & { v altbirim ¢ubuk)
Ga,_,, ailesi
Ga, Her yerde PLC-p1-4
Ga,, Hemen hemen her yerde PLC-pl-4
Gu,, Bibrek. karaciger, PLC-p1-4
Ga, Hematopoietik hiicreler PLC-p1-4
Gu,,,, ailesi
Gu,, Her yerde PDZ-RhoGEF'LARG, Btk, Gaplm, cadherin
Ga,, Her yerde pll15EhoGEF, FDZ-RhoGEF/LARG, radixin

G-Proteinlerinin Beta-Gama Alt Birimi:

Beta (B) ve gamma (y) alt birimleri birbirine sikica bagli bir dimer komplekstir ve
denatiirasyon disinda birbirlerinden ayrilmazlar. Beta () alt biriminin boyutu 36 kDa
kadardir. B alt birimi 7 kanatli pervaneye benzeyen bir yapiya sahiptir. Her bir pervane 40
adet WD (triptofan-aspartat) tekrar1 icermektedir. Ayrica B alt birimi 20 aminoasitlik bir
heliks de icermektedir. WD tekrar1 pek cok farkli hiicresel siirecte rol alan proteinlerde
rastlanan bir motiftir.

y alt birimi her biri 6-9 kDa agirliginda olan daha kii¢iik proteinlerden olusan bir
gruptur. Gamma alt birimi betaya gore daha heterojen bir yapidadir. Bu proteinlerin timii
translasyon sonrast degisimlere ugramakta ve bdylelikle y alt birimi ailesine daha fazla
cesitlilik katmaktadir. Farkli By alt birimlerindeki islevsel farkliligin y alt birimleri tarafindan
belirlendigi diistiniilmektedir (89,90).

B alt birimi 5, y alt birimi ise 12 gen ile kodlanir (Tablo 4) (89). Beta alt birimini

kodlayan genler 11 ekzondan meydana gelmistir. § alt biriminin toplam 5 adet alt tipi vardir
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ve bunlar aminoasit homolojisine gore B1- B4 ve B5 seklinde iki alt aileye ayrilmaktadir. v alt
birimini kodlayan genler, dort ekzondan olusan y5 disinda, ii¢ ekzondan olugsmaktadir. B1 y1
dimerinin kristal yapis1 gama alt biriminin (3 alt birimi ile N terminal halka ve y alt biriminin
birgok aminoasidi iizerinden etkilestigini gostermistir (91). B1l- B4 biiyiik 6l¢iide homolog
olmasina karsin B5 gorece daha az homologdur. Bu da B5’in farkli bir islevinin olabilecegini
diisiindiirmektedir. Digerlerinin aksine farkli y alt birimleri ile etkilesebilen B5 ayni zamanda
vy alt birimine benzeyen domen igeren G protein sinyal diizenleyici (RGS) ailesinin tiyeleriyle
de etkilesime girebilmektedir (92).

By kompleksi, o alt biriminin reseptore ilginliginin (afinite) arttirilmasinda ve
dogrudan ya da G protein o alt birimi ile birlikte ¢esitli efektorlerin diizenlenmesinde gorev
yapar (93). By dimeri, Ga-GDP’deki hidrofobik cebe baglanir. GTP, Ga’ya baglanarak
hidrofobik cebi ortadan kaldirir ve Ga’nin GBy kompleksine olan ilginligini azaltir (94). By
kompleksinin ayrica G protein kenetli reseptor kinazlarin hiicre zarina alinmasina yol agtigi

distiniilmektedir.

Tablo 4. G-protein beta ve gama alt birimlerini kodlayan genler ve insan viicudundaki

dagilim (89)
B, Petinal cubuklar
B, Oldukca yaygin
B, Retinal koniler
B, Oldukca yaygim
B, Esas olarak beyin actipl ¥ actpIivvi 4 PLCp
¥ Altbirimleri (p3=p2=p1) } GIRK14 (Kir3 1-3.4) 4
Vo Voa Retinal ¢ubuklar, beyin > kinazlar (GIEK 2 ve 3) + PL3-K, B.v + T tip
e fo Setmal komler, beyin VDCC €a32) ¥ (GPy2)N-PQ-Retip VDCC
Lol B =4
T Beyin. kan (Ca2.1-2.3) ¥
Y. Beyin ve diger dokular
A Yaygin
Y, Yaygin
Vo Vo Eoku/vomeronazal epitelyum
Yo Tayzin
Yo Yaygin
Vie Yaygin
Vs Beyin, tat tomurcuklar /l

AC, adenilat siklaz; PDE fosfodiesteraz; PLC, fosfolipaz C; GIRK, G proteini ile diizenlenen digan diizeltilmis potasyum kanah; VDCC voltaj-
bagumh Ca® kanali; PI-3-K, fofoinositol 3-kinaz; GRE. G proteini ile diizenlenen kinaz; RhoGEF, Rho guanin niikleotit degis-tokug faktorii

G-protein Aracili Sinyal Yolunun Diizenlenmesi
G proteinleri inaktif (sessiz) durumdayken o alt birimi, By kompleksi ve GDP birbirine

baghdir (Sekil 4) (95). GDP bagl dinlenim durumunda heterotrimerik yapida bulunan G
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proteini hiicre dis1 reseptorle ya da hiicre ici efektor sistemleri ile etkilesim halinde degildir.
Bir sinyal molekiiliiniin G protein kenetli reseptore baglanmasiyla reseptor uyarilir. Uyarilan
reseptor, a alt biriminin guanin niikleotit baglama bolgesinden GDP’nin serbestlenmesine ve
yerine GTP’nin baglanmasina yol agar. GTP’nin baglanmasi, G proteininde yapisal
degisiklige neden olur ve GTP bagl a alt birimi, uyarilmis reseptdorden ve Py dimerinden
ayrilir. Sonra, hem o alt birimi hem de Py kompleksi iyon kanallar1 ya da enzimler gibi
efektorlerin aktivitesini diizenlerler.

G protein a alt birimi GTPaz aktivitesine sahiptir ve a alt birimine bagli GTP’yi GDP
ve inorganik fosfata (Pi) hidrolizler. Olduk¢a yavas seyreden GTP hidrolizi, efektér o alt
birim kompleksinin ayrilmasina neden olur ve diizenleyici sinyal sonlanir. GDP bagl a alt
birimi ile By alt birimleri bir araya gelerek inaktif G proteinini olustururlar ve uyarilmis
reseptOr varliginda yeni bir dongiiye girebilirler. G proteinlerinin uyarilmasinda hiz belirleyici
asama, niikleotit baglama cebinden GDP’nin serbestlenmesidir. GDP, heterotrimerik G
proteininden Go alt birimi tipine gore degisen bir hizda kendiliginden saliverilir. Ga alt
birimlerinin uyarilmamis hali ise GBy kompleksinin baglanmast ile kontrol edilir. G proteinin
reseptor ile uyarilmasi sonucu, GDP’nin saliverilmesi biiyiik 6l¢lide kolaylasir (96).

G protein a alt biriminin GTPaz aktivitesini diizenleyen proteinlere RGS (Regulators
of G protein signaling proteins; G protein sinyalini diizenleyici proteinler) adi verilmektedir.
RGS ailesinin 30’dan fazla iiyesi oldugu ve hepsinde ortak olan RGS bdolgesinin bulundugu
bilinmektedir. Bu bolge a alt birimine baglanir ve GTPaz’1 uyararak GTP hidroliz hizini
diizenler. Normal olarak yavas olan i¢csel GTP hidrolizi, bir RGS proteinin baglanmasi ile
artar ve RGS’ler boylece etkin G protein sinyal siiresini azaltarak negatif sinyal
diizenleyicileri olarak gorev yaparlar. RGS protein ekspresyonunda ve islevinde herhangi bir
bozulma, sinyal siiresinin artmasina neden olur (97,98). RGS’lerin G protein aracili sinyal
kinetigini dilizenlemenin yanisira sinyal iletiminin 6zgiinliigiinii etkiledikleri ve bazi

durumlarda efektor islevini listlenebildikleri diisiiniilmektedir.
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Bazal durum Fezeptor aktivasyonLl

i3 protein
ayrimas

Sekil 4. G protein aracih sinyal yolunun diizenlenmesi (89)

G Proteinlerinin Hastahklarla liskisi

Sinyal iletim yollarinda oldukca kritik bir konuma sahip olmalar1 nedeniyle, G
proteinlerinin yap1 ve islevlerindeki bozukluklar 6nemli hastaliklara neden olmaktadir
(95,96). Gen haritalanmasinin temel amaglarindan birisi de hastalia neden olan gen
lokuslarinin belirlenmesidir.

Bozuk G-protein aracili sinyal iletimi, G-protein baglh reseptorler ve G
proteinlerindeki ekspresyon diizeyinde olusan farkliliklar veya translasyon sonrasi
modifikasyonlar nedeniyle gelisen, nicelik ve/veya niteliksel degisikliklere bagli olarak ortaya
cikmaktadir (90).

G proteini, efektor ve reseptor, hiicre disi sinyallerle tetiklenen bir dizi agma-kapama
diigmesi olarak disiiniilebilir. a alt biriminin GTPaz etkinligi ve duyarsizlagma islemi bu
acma kapama diigmelerinin ¢alisma siirelerini ayarlar. Sinyal yolunun herhangi bir
bilesenindeki degisimin diigmenin agilmasini 6nlemesi sonucu hedef organda sinyale karsi

direng¢ olusur. Benzer sekilde, diigmenin gerekmedigi halde acilmasina veya uzun siire acik
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kalmasina neden olan degisiklikler birincil haberciden bagimsiz olarak asir1 isleve neden olur.
(97). GTP baglayici proteinler (G proteinleri) birgok agonistin islevsel yanitina aracilik eder
(98).

G Proteini B3 geni

GNB3 geni kromozomun 12p13 (12. kromozomun kisa kolunun, 1. segment ve 3.
bandinda) bélgesinde lokalize olmustur. Gen 11 ekzondan olusur. Ugiincii ekzondaki ATG
kodonu ile baslar ve onbirinci ekzondaki TGA kodonu ile sonlanir (Sekil 5) (8).

1 2 34 S6789 10 11
| _
HH- I’rl@ -
1 kb | | |
ATG | TGA

tggeag [TGCC  —TCCTGAC - 33 nt -ﬁ(_ gtga
[ I I |

498 579 585 620 609

il

;

123 bp = 41aa

Sekil 5. GNB3 geni (101)

G PROTEINI 3 ALT UNITESI C825T VE C1429T POLIMORFIiZMLERI

GB3’i kodlayan gen GNB3’diir (Sekil 6). Bu gene ait ¢esitli polimorfizmler iizerinde
calisgilmistir. Bunlar G814A, A657T, C1429T, A(-350)G ve C825T gibidir. C825T
polimorfizmi esansiyel hipertansiyon, diyabetik nefropati, obezite gibi gesitli hastaliklarla

iliskilendirilmektedir (99).

10 i1

Exon: 1 2 3 4 5 6 7 8 9
JHHD 1
L
+o I 4 M |4
A(-350) G ATG ABSTT C825T TGA Ci429T
| | il |
[-350] [+ 1] [+ 1077] [+ 3725] [+54qus ISSUIJJ [+ 7087]

Sekil 6. G proteini B3 altiinitesini kodlayan gen bolgesi (99)
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GNB3 gen polimorfizmi ilk olarak Siffert W. ve arkadaslar tarafindan agiklanmis bir
polimorfizmdir ve oncelikle hipertansiyon ile iliskilendirilmistir (101). Bu polimorfizm, T
allel tasiyicilarinda GB3s seklinde izlenen varyant, ekzon 9’da 498-620. niikleotidde 123 baz
ciftlik delesyon, translasyon sonrasi 41 aminoasit kayip ve bir WD tekrar domaini kayb1 ile
karakterizedir (101,102). Ekzon 10’da meydana gelen polimorfizm ve olugan T alleli ekzon
9’daki kriptik splicing bolgesinin taninabilmesini saglamaktadir (100).

GNB3’tin 10. ekzonunda C825T seklinde bir dimorfizm tanimlanmistir (100,101).
Ekzon 10’da 825. niikleotidde C-T seklinde tek baz degisikligi saptanmistir. Bu durum
nedeniyle T alleli GB3s seklinde kodlanan bir splice varyant (Bs) olusumu ile iligkilidir. Ekzon
9’daki alternatif RNA kaymasina (splicing) bagl olarak, 498— 620. niikleotidlerde 123 baz
ciftlik bir delesyon meydana gelmektedir. Bu durum wild type (CC) genotipe gore 41
aminoasitlik bir kayipla sonuglanmaktadir. Bu ¢ergeve i¢i (in-frame) delesyon nedeniyle
normalde yedi adet olan WD tekrar kalitinda bir adet kayip olmakta ve pervane benzeri
(propeller) parca sayist altiya inmektedir.

Heterotrimerik G-proteinlerinin 3 alt birimini kodlayan GNB3 geninde, ekzon
10°’daki C825T polimorfizmi sonucu dogal (wild) tip allel (C) Timin kalit1 (T) ile yer
degistirir. Sonucta CT (heterozigot) ve TT (homozigot) genotipler meydana gelir (101).
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GEREC VE YONTEM

Bu ¢alismada, GNB3 geninin C825T ve C1429T gen bolgelerindeki polimorfizimlerin
diyabetik nefropati ile iliskisinin arastirilmasi amaciyla “Trakya Universitesi Tip Fakiiltesi
Girisimsel Olmayan Klinik Arastirmalar Etik Kurulu” izni alindi. Ilgili belge Ek’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 girmekte durumu olan toplam 99 hasta
(Nefropati grubu) ile diyabetik nefropatisi olamayan 99 Tip 2 diyabet hastas: (Nefropati
olmayan grup) birey alinarak ¢alisma grubuna dahil edilmistir. Hasta grubunun yas ortalamasi
ve standart sapmas: 61,99+9,3550lup, yas araligi 38-87°dir. Kontrol grubunda ise yas
ortalamasi ve standart sapmasi 60,84+9,802 olup, yas araligi 38-81°dir.

Polikliniklerde yapilan goriisme ve muayene sonucu hastalarin yas, cinsiyet, kilo, boy,
sigara ve alkol kullanimi, diyabet ve aile Oykiisii sorgulandi ve ¢aligmaya alinma kriterlerini
karsilayan bireyler calismaya davet edilmisler ve kan Ornegi vermeleri istenmistir.
Bilgilendirilmis onay islemi ardindan goniillii bireylerden, EDTA’I1 tiiplere 2 ml kan 6rnekleri
alinmistir. DNA izolasyonu kandan, DNA izolasyon kiti ile yapilmistir. Elde edilen DNA’lar
analiz edilinceye kadar -20 °C’de saklanmistir. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR)
kullanilarak izole edilen DNA’larin GNB3 geninin C825T ve C1429T bolgeleri ¢ogaltildi.
PZR sonucu olusan iirlinler etidyum bromiir ile hazirlanmis %2’lik agaroz jele yiiklenerek UV
151k altinda iirlinlin  olusup olusmadigina bakildi. GNB3 geninin C825T ve C1429T
bolgelerinin C ya da T allellerinden hangisine sahip oldugu Restriksiyon Fragment Uzunlugu

Polimorfizimi (RFLP) yontemi ile tespit edildi. RFLP ydnteminde, PZR iiriinleri GNB3
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geninin C825T polimorfizmi i¢in BseDI ve C1429T polimorfizmi i¢in BShNI restriksiyon

enzimleriyle 1 saat boyunca 37° C’de kesime birakildi. Bu kesim iriinleri %2’lik agaraoz

jelde yiritiilerek polimorfizimleri belirlendi ve elde edilen veriler istatistiksel olarak

degerlendirilmistir.

KULLANILAN ARAC VE GERECLER

Cahsmada Kullanilan Kimyasal Malzemeler

Agaroz (BioMax)

Borik Asit (Sigma)

EDTA (Sigma)

Tris (Bio Basic)

Etidyum Bromiir (EtBr) (Sigma)

100 b¢ DNA marker (Fermantas)

dNTP (dATP, dCTP, dGTP, dTTP) ( Fermantas)
Primerler (Fermantas)

Tag DNA polimeraz Seti (Fermantas)

BseDI Restriksiyon Enzimi (Fermantas)

BshNI Restriksiyon Enzimi (Fermantas)

Calismada Kullanilan Cihazlar

Agaroz Elektroforez Tanki (Bio-Metra)
Giig¢ Kaynagi (Bio-Metra)

Derin Dondurucu (Argelik)

Manyetik Karistiric1 (Wisestir)
Otoklav (Niive)

Otomatik Mikro Pipetler (Dragon, Thermo Scientific)
Santrifiij (Beckman Coulter)

Terazi (AND)

Thermal Cycler (Techne)

Vortex (VELP)

ETUV (Heraeus)
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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,),SO,

% 0.1 Tween 20

Agaroz Jel Elektroforezinde Kullanilan Cozeltiler

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

1lt distile su igerisinde ¢oziindiirildii.

%2’lik Agaroz Jel
0.6 gr Agaroz, 30ml 0.5XTBE c¢ozeltisi i¢inde kaynatildi ve kaynayip biraz
beklendikten sonra EtBr eklendi.

YONTEMLER

DNA izolasyonu

DNA izolasyon yontemi asagidaki adimlar uygulanarak gerceklestirildi.

e 200 ul tam kan 2 ml’lik ependorflarin igerisine konuldu. Uzerine 20 pl proteinaz K
cozeltisi ve 400 pl Liziz ¢ozeltisi eklendi. Cozeltiler ilave edildikten sonra
homojen bir karisim elde etmek i¢in kisa bir siire vorteks edildi.

e Hiicre zarlarimi1 tamamen parcalanana kadar karigimlar 56 C’de 10 dk inkiibe
edildi.

e 200 pl etanol (% 96-100) eklendi ve kisa bir siire vorteks edildi.
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e Kolona, hazirlanmis olan karisim ilave edildikten sonra 1 dk 6000xg’de santrifiij
edildi. Atig1 igeren toplama tiipii atildi ve yeni toplama tiipiin igerisine kolon
yerlestirdi.

e 500 ul Wash Buffer I (etanol ilave edilmis) eklendi ve 1 dk 8000xg’de santrifiij
edildi.

e Toplama tiipiin icerisindeki atik atildi ve kolon igerisine tekrar yerlestirildi.

e 500 pl Wash Buffer II (etanol ilave edilmis) eklendi ve 3 dk 12000xg’de santrifiij
edildikten sonra kolon 2 ml’lik ependorf igerisine yerlestirildi.

e 100 pl Elution Buffer ilave edildi ve oda sicakliginda 2 dk beklendi daha sonra 1
dk 8000xg’de santrifiij edildi.

e Son olarak DNA eliisyon tamponunun yardimi ile 2 mI’lik kapaklt DNA saklama

tiiplerine gectigi i¢in filtre tiipleri uzaklastirilir ve DNA eldesi tamamlanmis olur.

Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR)

C825T icin PZR Uygulamasi

PCR’ da kullanilan Primer Dizileri

G proteini B3 alt initesini kodlayan genlerin amplifikasyonu, Polimeraz Zincir
Reaksiyonu (PCR, Polymerase Chain Reaction) yontemiyle 6zgiin primerler kullanilarak
cogaltilmaya baslanmistir.

PZR’de kullanilan Primer Dizileri:

C825T icin:
C825T Forward: 5’-TGA CCC ACT TGC CAC CCG TGC-3’
C825T Reverse: 5’-GCA GCA GCC AGG GCT GGC-3’

C1429T i¢in:

C1429T Forward: 5’-CAG CCT CTC CCT TAATGA GC-3’
C1429T Reverse: 5’-ACT ACT CTG CTC AGA ACT CC-3°
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C825T icin PZR Kosulu

C825T igin PZR karisimi, asagidaki iriinler kullanilarak 200 pl’lik PZR tiipleri
igerisinde hazirlandi.

3.5 ul MgCl, (25mM)

1.5 ul PCR Tampon (10XTaq Buffer ile(NH),S0,)

0.5 ul ANTP (5mM)

0.5 pul T174M Primer F (10pmol/ul)

0.5 ul T174M Primer R (10pmol/ul)

0,25 ul Taq Polimeraz enzimi (5u/ul)

16.25 pl dH,0

2 ul DNA

Toplam hacim: 25 pl

C825T icin PZR Dongiisii

C825T’ nin bir dongiisii 94°C’de 1dk denatiirleme, 69 °C’de 1dk tutunma, 72°C’de
1dk uzamadan olusan toplam 35 dongiiliik bir PZR programi uygulandi.
Baslangig: 94°C, 5 dakika

94°C, 1 dakika
69°C, 45 saniye } 35 dongii

72°C, 1dakika
Sonlanma: 72°C, 5 dakika

C1429T i¢in PZR Kosulu

C1429T i¢in PZR karisimi, asagidaki iriinler kullanilarak 200 pl’lik PZR tiipleri

igerisinde hazirlandi.

3.5 ul MgClz (25mM)

1.5 ul PCR Tampon (10XTaq Buffer ile(NH),S0,)
0.5 ul ANTP (5mM)

0.5 ul T174M Primer F (10pmol/pul)

0.5 ul T174M Primer R (10pmol/ul)

0,25 pl Taq Polimeraz enzimi (5u/pl)
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16.25 pul dH,0
2 ul DNA
Toplam hacim: 25 pl

C1429T icin PZR Dongiisii
C1429T’ nin bir dongiisii 94°C’de 1dk denatiirleme, 65 °C’de 1dk tutunma, 72°C’de
1dk uzamadan olusan toplam 35 dongiiliik bir PZR programi uygulandi.

Baslangic:  94°C, 5 dakika

94°C, 1 dakika
65°C, 1 dakika }déngﬁ
72°C, 1dakika

Sonlanma:  72°C, 7dakika

Restriksiyon Enzim Kesim Yontemi (RFLP)

C825T icin RFLP

C825T i¢in RFLP asagidaki iriinler kullanilarak 200 pl’lik kesim tiipleri icerisinde
hazirlandi.

1 ul 10XTampon

0.5 pl BseDI enzim

2.5 ul dH,0

5 ul PZR {irtinii

Toplam Hacim: 9 pl

Yukaridaki karisim hazirlandiktan sonra 55°C°de 1 saat boyunca inkiibasyona
birakildi. Inkiibasyon siiresinin sonunda iiriinler EtBr ile hazirlanan %2’lik agaroz jelde
yiiriitiilerek UV 151k altinda olusan bantlar gozlendi (Sekil 2).

BseDlI kesim enziminin ¢alisma mekanizmasi asagidaki gibidir:

5..CICNNGG..3

3..GGNNC1TC..5
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Sekil 7. Hasta ve kontrol PZR iiriinlerinin GNB3 geninin C825T bélgesini iceren RFLP

sonucunun %?2’lik jelde yiiriitiilmesi ve UV 151k altinda incelenmesi

C1429T icin RFLP

C1429T i¢in RFLP asagidaki iiriinler kullanilarak 200 pl’lik kesim tiipleri igerisinde
hazirlandi.

1 pl 10XTampon

0.5 pl BshNI enzim

2.5 ul dH,0

5 ul PZR iirtinii

Toplam Hacim: 9 pl

Yukaridaki karistm hazirlandiktan sonra 37°C’de 1 saat boyunca inkiibasyona
birakildi. Inkiibasyon siiresinin sonunda iiriinler EtBr ile hazirlanan %2’lik agaroz jelde
yiiriitiilerek UV 151k altinda olusan bantlar gdzlendi.

BshNI i¢in ¢alisma mekanizmasi asagidaki gibidir:

5...GIGYRCC...3

3..CCRYG1G..5
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Sekil 8. Hasta ve kontrol PZR iiriinlerinin GNB3 geninin C1429T bdolgesini iceren RFLP

sonucunun %?2’lik jelde yiiriitiilmesi ve UV 151k altinda incelenmesi

ISTATISTIKSEL ANALIZ

Sonuglar say1 (ylizde) veya ortalama + std. sapma olarak ifade edildiler. Yas ve viicut
kitle indeksi (VKI) degiskenlerinin gruplar arasinda karsilastirmalarinda Student t testi
kullani1ldi. GNB3 geninin genotipleri, cinsiyet, alkol, sigara ve aile dykiisiiniin gruplar arasi
karsilastirmalarinda pearson ki-kare testi kullanildi. P<0,05 degeri istatistiksel anlamlilik
siir1 olarak kabul edildi. HDL-C, LDL-C ve Hbalc degerlerinin karsilastirmalarinda Mann
Whitney U testi kullanildi. Analizler, SPSS 20.0 (Statistics Package of Social Science)
(Lisans No: 10240642) istatistik paket programi kullanilarak gerceklestirildi.
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BULGULAR

Calismaya, GNB3 geninin C825T ve C1429T gen bolgeleri i¢in; diyabetik nefropati
tanis1 almig Tip Il diyabetli (DN) 99 hasta (51 erkek, 48 kadin) ve diyabetik nefropati tanisi
almamus Tip Il diyabetli (NDN) 99 kontrol (33 erkek, 66 kadin) olmak iizere toplam 178 kisi
dahil edildi. Diyabetik nefropatili grubun yas ortalamasi 61.99+9.355 ve kontrol grubunun yas
ortalamasi 60.84+9.802 olarak hesaplandi. Calismaya katilan gruplara iliskin demografik ve
klinik bulgular incelendi. Gruplar istatistiksel ag¢idan karsilastirilirken, kategorik degiskenler
icin Pearson ki-kare testi, sayisal degiskenler i¢in ise Student t-testi kullanildi ve normal
dagilim gostermeyen verilerin karsilastirilmasinda, gruplar arasi farki bulmak i¢in Mann-
Whitney U testi uygulanmistir. Tim testler i¢in anlamlilik diizeyi p<0,05 olarak kabul
edilmistir. Normal dagilim gdstermeyen veriler ortanca (minimum—maksimum / aralik) olarak
verildi. Bulgular Tablo 1’de verilmistir. Elde edilen bulgular ¢ercevesinde cinsiyet, sigara
icme durumu ve HDL-C sonucu diyabetik nefropati ile iliskili bulundu. Bulgular Tablo 5 ve

Tablo 6’de 6zetlenmistir.
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Tablo 5. Diyabetik nefropatili hasta ve kontrol gruplarindaki cinsiyet, aile dyKkiisii, alkol,

sigara kullanimi ve risk oranlari

Hasta Kontrol p degeri
n(%o) n(%o)
Kadin
Gruplar aras1 | 51(60,7%) 33(39,3%)
Grup i¢i 51(51,5%) 33(33,3%) 0.010
Cinsiyet Erkek ’
Gruplar aras1 | 48(42,1%) 66(57,9% )
Grup igi 48(48,5%) 66(66,7%)
Alkol Var
Gruplar aras1 | 91(48,7%) 96(51,3% )
Grup igi 91(91,9%) 96(97,0%) 0,121
Yok
Gruplar aras1 | 8(72,7%) 3(27,3%)
Grup igi 8(8,1%) 3(3,0%)
Sigara Var
Gruplar aras1 | 79(46,2%) 92(53,8% )
Grup i¢i 79(79,8%) 92(92,9%)
0,07
Yok
Gruplar aras1 | 20(74,1%) 7(25,9% )
Grup i¢i 20(20,2%) 7(7,1%)
Aile OyKiisii Var
Gruplar aras1 | 35(42,7%) 47(57,3%)
Grup i¢i 35(35,4%) 47(47,5%)
0,83
Yok
Gruplar aras1 | 64(55,2%) 52(44,8% )
Grup ici 64(64,6%) 52(52,5%)

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

Tablo 6. Diyabetik nefropatili hasta ve kontrol gruplarindaki yas, VKi, HDL, LDL,

Hbalc ve risk oranlar

Hasta

Kontrol

(n=99) (n=99) P degeri
Yas 61,99 + 9,355 60,84 + 9,802 0,399*
VKi 31,841 +5,9064 31,161 + 6,0046 0,422*
HDL-C 46,20 £ 13,280 51,99 + 16,460 0,043+
LDL-C 112,72 + 37,435 113,39 + 34,226 0,980+
Hbalc 7,2273 +£1,33215 8,4769 + 8,88663 0,614%

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

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

edilmigtir.
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DN (hasta) ve NDN (kontrol) grubundaki hastalarin kategorik degiskenlerinin, GNB3
genindeki polimorfizminin anlamlilik agisindan karsilagtirilmasinda pearson ki kare testi
kullanilmistir. Ttim testler i¢cin anlamlilik diizeyi p<0,05 olarak kabul edilmistir.

Kontrol ve hasta gruplarina ait C825T ve C1429T gen bdlgelerindeki genotip
dagilimlar1 Tablo 7 ve Tablo 8’de oOzetlenmistir. C825T gen polimorfizminin genotip
dagilimina bakildiginda, diyabettk nefropatili hasta grubu i¢in CC=%8,1, CT=%65,7 ve
TT=%26,3 ve kontrol grubu i¢cin CC=%26,3, CT=%63,6 ve TT=%10,1 olarak bulundu. Hasta
grubunun TT genotipleri kontrole gore daha yiiksek bulunmusken, CC genotipleri daha diisiik
bulunmustur. istatistiksel olarak degerlendirildiginde Tip 2 DM lilerde diyabetik nefropati ile
C825T genotipleri arasinda anlamli bir fark bulunmustur (Tablo 7).

Tablo 7. C825T gen polimorfizminin hasta ve kontrol gruplarina gore genotip dagilimi

GRUP p
HASTA KONTROL | TOPLAM | DEGERI
CcC SAYI 8 26 34
% Gruplar arasi 23,5% 76,5% 100,0%
%Gruplar igi 8,1% 26,3% 17,2%
CT SAYI 65 63 128
% Gruplar arasi 50,8% 49,2% 100,0%
%Gruplar igi 65,7% 63,6% 64,6%
[ TT SAYI 26 10 36
§ % Gruplar arasi 72,2% 27,8% 100,0%
O %Gruplar ici 26,3% 10,1% 18,2%
TOPLAM SAYI 99 99 198
% Gruplar arasi 50,0% 50,0% 100,0%
%Gruplar igi 100,0% 100,0% 100,0% 020,001

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

C1429T gen polimorfizminin genotip dagilimina bakildiginda, diyabetik nefropatili
hasta grubu i¢in CC=%32,3, CT=%57,6 ve TT=%10,1 ve kontrol grubu igin CC=%434,
CT=%45,5 ve TT=%11,1 olarak bulundu. Istatistiksel olarak degerlendirildiginde Tip 2
DM’lilerde diyabetik nefropati ile C1429T genotipleri arasinda anlamli bir fark

bulunamamistir (Tablo 8).
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Tablo 8. C1429T gen polimorfizminin hasta ve kontrol gruplarina gore genotip dagilim

GRUP p
HASTA KONTROL | TOPLAM | DEGERI
CC  SAYI 32 43 75
% Gruplar arasi 42,7% 57,3% 100,0%
%Gruplar ici 32,3% 43,4% 37,9%
CT  SAYI 57 45 102
% Gruplar arasi 55,9% 44,1% 100,0%
%Gruplar ici 57,6% 45,5% 51,5%
= SAYI 10 11 21
S % Gruplar arasi | 47,6% 52,4% 100,0%
O %Gruplar ici 10,1% 11,1% 10,6%
TOPLAM SAYI 99 99 198
% Gruplar arasi 50,0% 50,0% 100,0%
%Gruplar igi 100,0% 100,0% 100,0% 520 215

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

C825T ve C1429T gen polimorfizmleri i¢in 198 kisinin (hastatkontrol) istatistiksel
sonuglara gore Tip 2 DM’li diyabetik nefropatili hasta ve Tip 2 DM’li kontrol grubu
arasinda C825T arasinda anlamli bir fark bulunurken; C1429T arasinda anlamli bir fark

bulunamamustr.
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TARTISMA

GNPB3 geni kromozomun 12pl13 bdlgesinde lokalize olmustur. Bu gene ait cesitli
polimorfizmler tizerinde ¢alisilmistir. Bunlar G814A, A657T, C1429T, A(-350)G ve C825T
gibidir. Onbir ekzondan olusan GNP3 geninin onuncu ekzonunda siklikla C825T
polimorfizmi ortaya ¢ikmaktadir (8,102-104). 825T aleli dokuzuncu ekzonda 498 ile 620’ nci
niikleotidler arasindan 123 bazin silindigi GB3-s ek varyant: ile iligkilidir. Bu 41 aminoasidin
delesyonu heterotrimerik G proteinlerinin 3 boyutlu yapisinda konformasyonel degisime
neden olur (103). Bu polimorfizm hiicre membranini yedi kez kateden yiizey reseptorleri ile
iligkili olan ve hiicresel yanitlarin olusmasina aracilik eden G proteinlerine aktivasyon artigt
saglar. G protein sinyalizasyonundaki anormallikler pek ¢ok bozukluga neden olmaktadir. G
protein alt birimlerini kodlayan gene ait islevsel olarak 6énemli genetik polimorfizmler, ¢esitli
hastaliklara neden olabilmekte veya hastaliklari tetikleyebilmektedir (105). C825T ve C1429T
polimorfizminin ¢esitli hastaliklar ile iliskisini arastiran bir¢ok caligma yapilmistir. GNB3
genindeki splice varyant Tlizerinde yapilan cesitli caligmalarda T allel tastyicilarinin
hipertansiyon, ateroskleroz, inme (stroke), obezite, immiin yanitta artis gibi ¢esitli durumlarla
iligkili oldugu gozlenmistir (8,106-109).

Siffert W. ve arkadaslar1 tarafindan 1998 yilinda 426 hipertansif ve 427 normotensif
hasta grubu ile yapilan bir ¢alismada esansiyel hipertansiyon ile 825T aleli arasinda 6nemli
bir iligki bulundugu rapor edilmistir (100). Giilyasar T. ve arkadaslar1 825T varyantina sahip
bireylerde hipertansiyon goriilme sikliginin CC genotipine sahip bireylere gore anlamli bir
sekilde yiiksek oldugunu rapor etmislerdir (110). Cabadak H. ve arkadaslari esansiyel
hipertansiyon ve C825T ve C1429T polimorfizmleri arasinda iligski bulurken, Tirk toplumu
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i¢in risk olusturabileceginden s6z etmislerdir (111). Y. Suwazono ve arkadaslari tarafindan
1997 ile 2002 yillar1 arasinda 936 erkek ve 662 kadin hiperkolesterolemisi olan hasta
calismaya alimmis GNB3 geni C1429T polimorfizminin Japon toplumunda bagimsiz risk
faktorii oldugunu ve erkek populasyonunda bu polimorfizmin arastirilmasinin
hiperkolesterolemiyi énlemede yararl olabilecegini rapor etmislerdir (112). Insiilin direnci de
bu polimorfizm ile iligskilendirilmis bir baska konudur. CT ve TT genotipleri tasiyan, yash
hipertansif hastalarda insiilin direnci daha sik izlenmektedir (113). Turner ve arkadaslar1 da
yaptiklar1 arastirmada yine CT ve TT genotipindeki hipertansif hastalarda, hidroklorotiyazid
kullanim1 ile kan basincinin daha fazla distiigiinii gozlemlemislerdir (114). Yamamato ve
arkadaslar ise sistolik kan basinci artisinin T alleli ile iligkisinden s6z etmisglerdir. Diastolik
kan basinct ile bu iliskiyi gozlememislerdir. T allel tasiyicilart ayrica obezite,
hipertrigliseridemi, diabetes mellitus ac¢isindan da CC genotipine gore daha fazla riske sahiptir
(115).

GNB3 825T alleli Na+/H+ degistirici(NHE) aktivitivasyon artisi1 ile karakterize edilen
C825T polimorfizmi epitelyal yilizeylerden sodyum tutulmasina neden olur (8) ve bu nedenle
diyabetik nefropati ile iliskisinin oldugu da diistiniilmektedir (8,112). Na+/H+ degisimi hiicre
ici pH’1, hiicre hacmini diizenlemektedir ve aktivitesindeki artig bobrek Na+ retansiyonu,
insiilin direnci, vaskiiler ve ventrikiiler hipertrofi ile de iligskilendirilmistir (100,113).

Siffert W. ve arkadaslar1 tarafindan yapilan ¢alismada, GNB3 geninin C825T
polimorfizminin hipertansiyon, obezite ve diyabetik nefropati igin genetik bir belirte¢ olup
olmadigini arastirilmis, G-proteinlerinin adipogenezde 6nemli rol oynamalari nedeniyle, T
allelinin obezite ile iliskili oldugu gosterilmistir ve son donem bobrek yetmezligi evresindeki
hastalarda bu gen frekansinda bir artis gézlemlemis ve diyabetik nefropati i¢inde genetik bir
belirte¢ olabilecegini rapor etmistir (8).

Fogarty ve arkadaslar1 yaptiklar1 ¢aligmada Tip I diyabetli hastalarda, diyabetik
nefropati olusumundaki C825T polimorfizminin roliinli arastirdilar ve T allelinin frekansini
0,32 olarak saptamis diyabetik nefropati ile iliski olmadigini rapor etmislerdir (116).

Natalia S. ve arkadaglarinin rus toplumunda yaptiklar: 515 kisinin katildig1 ¢calismada
insilin bagimli diyabet hastalarinda GNB3 geninin C825T polimorfizminin diyabetin
komplikasyonlar1 ile iligkisini arastirmis; diyabetik nefropatili hastalarda T allel frekansim
0,31 olarak saptanmiglardir ve bu komplikasyonlardan nefropati, ndropati ve retinopati ile T

alleli arasinda bir iliski olmadigini rapor etmislerdir (117).
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Beige ve arkadaglar tarafindan yapilan ¢alismada, 1008 hasta ve 1940 saglikli kontrol
calismaya alinmis; diyabetes mellituslu hastalarda GNB3 geninin C825T polimorfizminin
hem Tip 1 hemde Tip 2 diyabette nefropati riskini arttirmadigi sonucunu rapor etmislerdir
(118).

G proteinlerinin B3 alt birimini kodlayan GNB3 genindeki polimorfizmler belirgin
hiicresel ve metabolik etkilerle iligkilidir (3). Tip 2 diyabetli hastalarda, diyabetik nefropati
sinyal yolaklarinda ¢ok 6nemli rolleri olan ve Na+/H+ degistirici aktivasyonu ile karakterize
olan heterotrimerik G proteinleriyle baglantili GNB3 geni C825T ve C1429T polimorfizmleri
arasindaki olasi iligkiyi arastirdigimiz ¢alismamizda ilk 6nce hasta ve kontrol gruplarinin yas,
cinsiyet, viicut kitle indeksi, aile Oykiisii, sigara ve alkol kullanimi 6zellikleri sorgulanda.
Hastalarin yaslarinin ortalama 38—87 arasinda olmasi nedeniyle kontrol grubu olusturulurken
bireylerin Ozellikle benzer yas grubu araliginda olmasina dikkat edilmistir. Kontrol grubu
yaslar1 38 ile 81 arasinda degisen 99 kisiden olugmaktadir. Yas araligi benzer olmakla birlikte
calismamizda hasta ve kontrol grubunda yas ortalamasi agisindan istatistiksel olarak anlamli
bir iligki bulunmamaktadir. Hasta grubu yas ortalamasi 61,99 iken kontrol grubunda 60,84
olarak bulunmustur.

Viicut kitle indeksleri, alkol kullanimi, aile &ykiisii, LDL-C ve Hbalc sonuglari
bakimindan hasta ve kontrol grubu arasinda anlamli bir farklilik bulunamamistir. Cinsiyet,
sigara kullanim1 ve HDL-C risk faktorleri agisindan hasta ve kontrol grubu arasinda fark
bulunmustur. HDL-C ortalama seviyesinin kontrol grubunda hasta grubuna goére daha fazla
oldugu gozlemlenmistir.

C825T gen polimorfizminin genotip frekansi dagilimmna bakildiginda, diyabetik
nefropatili hasta grubu i¢cin CC=%S8,1, CT=%65,7 ve TT=%26,3 ve kontrol grubu i¢in
CC=%26,3, CT=%63,6 ve TT=%10,1 olarak bulundu. Hasta grubunun TT genotipleri
kontrole gore daha yiiksek bulunmusken, CC genotipleri daha diisiik bulunmustur. Istatistiksel
olarak degerlendirildiginde Tip 2 DM’lilerde diyabetik nefropati sikligi1 ile C825T genotipleri
arasinda anlamli bir fark bulunmustur (0,001).

C1429T gen polimorfizminin genotip dagilimina bakildiginda, diyabetik nefropatili
hasta grubu i¢in CC=%32,3, CT=%57,6 ve TT=%10,1 ve kontrol grubu icin CC=%43,4,
CT=%45,5 ve TT=%11,1 olarak bulundu. Istatistiksel olarak degerlendirildiginde Tip 2
DM’lilerde diyabetik nefropati sikligi ile C1429T genotipleri arasinda anlamli bir fark
bulunamamustir (0,215).
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Sonug olarak; gergeklestirdigimiz c¢alismada cinsiyet (P=0,010), sigara kullanimi
(P=0,007) ve diisik HDL seviyesi (Hasta = 46,20 = 13,280; Kontrol = 51,99 + 16,460),
(P=0,043) DN ile iliskili risk faktorleri olarak bulundu.(P<0,05). Ayrica, GNB3 geninin
C825T gen bolgesindeki TT polimorfizminin de DN gelisiminde etkili bir faktor olabilecegini

diistinmekteyiz.
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SONUCLAR

Calismamizda, DN’da rolii oldugu bilinen yas, cinsiyet, diyabet, sigara igme durumu,
alkol kullanim, aile 6ykiisti, HDL, LDL ve Hbalc gibi risk faktorleri belirlendikten sonra, bu
risk faktorleri g6z oniinde bulundurularak DN tansisi almis kisilerden olusan bir hasta grubu
ve DN tanist almamig Tip 2 DM’li kisilerden olusan bir kontrol grubu belirlenerek c¢alismaya
baslandi.

Bizim calismamizda Tip 2 DM tanis1 almis Trakya Universitesi Tip Fakiiltesi I¢
Hastaliklar1 Nefroloji Ana Bilim Dalina basvuran ve yapilan tetkikler sonucunda DN
olduklar1 saptanan 99 hasta ile Tip 2 DM sikayeti ile Trakya Universitesi Tip Fakiiltesi I¢
Hastaliklar1 Endokrinoloji Ana Bilim Dalina bagvuran ve yapilan tetkikler sonucu Tip 2 DM
olduklar1 saptanan 99 kontrol olmak iizere toplam 198 kisi calismaya alindi. T.U. Tip Fak.
Biyofizik Anabilim Dalinda, DNA izolasyonu, PZR, RFLP ve agaroz jel elektroforezi
teknikleri kullanilarak, DN ile C825T ve C1429T gen polimorfizmleri arasindaki incelendi.
Ayrica, DN ile iliskili risk faktorleri belirlenmeye calisildi.

C825T gen polimorfizminin genotip frekanst dagilimma bakildiginda, diyabetik
nefropatili hasta grubu i¢cin CC=%S8,1, CT=%65,7 ve TT=%26,3 ve kontrol grubu i¢in
CC=%26,3, CT=%63,6 ve TT=%10,1 olarak bulundu. Hasta grubunun TT genotipleri
kontrole gore daha yiiksek bulunmusken, CC genotipleri daha diisiik bulunmustur. Ki-kare
testi degerlerine bakildiginda Tip 2 DM’lilerde diyabetik nefropati ile C825T genotipleri
arasinda anlamli bir fark bulunmustur (0,001).

C1429T gen polimorfizminin genotip dagilimina bakildiginda, diyabetik nefropatili
hasta grubu i¢cin CC=%32,3, CT=%57,6 ve TT=%10,1 ve kontrol grubu icin CC=%43,4,
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CT=%45,5 ve TT=%11,1 olarak bulundu. Ki-kare testi degerlendirine bakildiginda Tip 2
DM’lilerde diyabetik nefropati ile C1429T genotipleri arasinda anlamli bir fark
bulunamamustir (0,215).

Sonug olarak; gerceklestirdigimiz ¢alismada cinsiyet, sigara kullanim1 ve diisitk HDL
seviyesi DN ile iligkili risk faktorleri olarak bulundu. Ayrica, GNB3 geninin C825T gen

bolgesindeki TT polimorfizminin de DN ile iliskili olabilecegi sonucuna varildi.

45



OZET

Heterotrimerik G proteinleri transmembran reseptorlerinin bir kismmin 6nemli bir
bilesenidir ve hiicre i¢i sinyal iletiminin diizenlenmesinde rol alirlar. Heterotrimerik G
proteinleri a, B, ve y olmak {izere ii¢ alt birimden meydana gelmektedir. GNB3 geni G protein
B3 alt birimini kodlayan gendir. Bu gene ait cesitli polimorfizmler arasinda ise en dnemlisi ve
cesitli hastaliklarla iligskilendirilmis olan1 C825T polimorfizmidir. Bu ¢aligmada, DN tanis1
alan hastalarda GNB3 geninin C825T ve C1429T gen bolgelerindeki polimorfizimlerin DN
ile iligkisinin arastirilmasi ve DN’ye yol actig1 diisiiniilen olasi risk faktorlerinin belirlenmesi
amagclanmistir.

Spesifik primerler ve BseDI ve BshNI restriksiyon enzimleri ile Polimeraz Zincir
Reaksiyonu (PZR) ve Restriksiyon Fragment Uzunluk Polimorfizmi (RFLP) yontemleri
kullanilarak jel elektroforezinde gbzlemlendi. Ki-kare testi kullanilarak gen polimorfizimleri
ile DN arasindaki iligki arastirildi.

Calismaya, tip 2 diabetes mellitus tanisi ile takip edilen toplam 198 hasta alinmistir.
Bu hastalardan 99’1 diyabetik nefropatisi bulunan (DN), 99’u ise kontrol grubu olarak
diyabetik nefropatisi bulunmayan (NDN) hastalardan segilmistir. C825T igin genotip
dagilimlari arasinda

TT polimorfizmi, hastalarda kontrollere goére anlamli derecede yliksek bulundu.
Ayrica CC polimorfizmi, kontrollerde hastalara gore anlamli derecede yiiksek bulundu.
C1429T i¢in ise genotip dagilimlar1 arasinda anlamli bir farklilik gozlenmedi (p>0,05). Diisiik
HDL seviyesi (Patient = 46,20 + 13,280; Control = 51,99 + 16,460, p<0,05), ve sigara
kullanimi (p<0,05) DN ile iliskili risk faktorleri olarak bulundu.
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Bu sonuca gore, GNB3’iin C825T gen bolgesindeki TT polimorfizmi DN gelisiminde
etkili bir faktor olabilir. Daha fazla sayida vakanin katilimiyla olusturulacak gruplarda

calismanin genisletilmesi uygun bir yaklasim olacaktir.

Anahtar Kelimeler: Tip Il diyabet, diyabetik nefopati, G protein, GNB3, C825T,
C1429T, polimorfizm
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THE ROLE OF G PROTEIN B3 C825T AND C1429T GENE
POLYMORPHISMS IN THE DEVELOPMENT OF DIABETIC
NEPHROPATHY IN PATIENTS WITH TYPE Il DIABETES MELLITUS

SUMMARY

Heterotrimeric G proteins are important components of a multitude of transmembran
receptors and are involved in the regulation of intracellular signaling pathways.
Heterotrimeric G proteins consist of three subunits as a, B, and y. GNB3 is the gene that
encodes the G protein B3 subunit. There are numerous polymorphisms of this gene but C825T
polymorphism is the most important one which is related with several diseases. In this work,
we aimed to study the association between GNB3 C825T/C1429T gene polymorphisms and
DN. Moreover, we intend to determine the possible risk factors that cause DN.

The Btechnique will use a polymerase chain reaction-restriction fragment length
polymorphism (PCR-RFLP) with BseDI/BshNI as restriction enzyme and specific primers,
followed by gel electrophoresis.

Study subjects comprised of 198 Type 2 diabetes patients. 99 were with diabetic
nephropathy (DN), 99 without nephropathy (NDN) as control subjects. For C825T, TT
polymorphisms were significantly higher in patients compared to controls. Besides CC
polymorphisms were significantly higher in controls compared to patients. However, there is no
significant difference between cases and controls for C1429T gene polymorphisms (p>0,05).
Low HDL level (Patient = 46,20 + 13,280; Control = 51,99 + 16,460, p <0,05) and cigarette
consumption (p <0,05) were found to be associated with DN.
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According to this result, TT polymorphism in the GNB3 C825T can be an influential
factor in the development of DN. However further studies with larger scaled groups should be
performed in order to investigate the role of C825T single nucleotide polymorphisms of G-

protein beta 3 gene (GNB3) in type 2 diabetes patients with diabetic nephropathy.

Keywords: Type Il diabetes, diabetic nefropati, G protein, GNB3, C825T, C1429T,
Polymorphism
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