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SIMGE VE KISALTMALAR

ADA : American Diabetes Association (Amerikan diabet birligi)
AKS : Aclik kan sekeri

b¢ : Baz ¢ifti

BGT : Bozulmus glukoz toleransi

DKB : Diyastolik Kan Basinc1

DM : Diabetes Mellitus

DNA : Deoksi Riboniikleik Asit

dNTP : Deoksi Niikleotid Trifosfat

DSO : Diinya Saglik Orgiitii

EDTA : Etilen Diamnin Tetra Asetik Asit

HDL : High density lipoprotein (Yiiksek dansiteli lipoprotein)
IKH : Iskemik kalp hastalig1

Kb : Kilobaz

LDL : Low density lipoprotein (Diislik dansiteli lipoprotein)
MGP : Matriks Gla Proteini

MM : Mixed meal (Karigik yemek)

MODY : Maturity onset diabetes of young (Genglerde, eriskin baslangicli diabet)
oD : Optik dansisite

OGTT : Oral glukoz tolerans testi

PAH : Periferik arter hastaligi

PZR : Polimeraz Zincir Reaksiyonu

RAAS : Renin anjiyotensin aldosteron sistemi
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GIRIS VE AMAC

Diinya saglik orgiitiiniin (DSO) tahminlerine gore 2025 yilinda diinyada yaklasik 300
milyon kisiyi etkileyecek olan Tip 2 Diabetes Mellitus hastalifi, pankreasin  hiicrelerinden
salgilanan insiilin hormonunun sekresyonunun, normal hatta normalden yiiksek olmasi
ve/veya periferik insiilin kullaniminda direncin varligi sonucu olusan, karbonhidrat, protein ve
yag metabolizmasinin bozukluklar ile karakterize bir hastaliktir (1). Diabetes mellitus nedeni
oldugu mikrovaskiiler ve makrovaskiiler hastaliklar ile 6nemli mortalite ve morbidite
nedenidir. Patojenezinde c¢evresel etkilerin ve genetik faktorlerin birlikte rol oynadigi
multifaktoriyel bir hastalik olarak kabul edilmektedir. Kisilerin genetik yapilarindaki kiigiik
farkliliklar (polimorfizmler) ayni ¢evresel faktorler icin, bireylerde degisik sonuclar
dogmasina yol actig1 gozlenmektedir. Bunlar fizyolojik fonksiyonlara etki ederek bireyler
arasinda hastaliklara kars1 degisik yatkinlik diizeyleri olusturmaktadir (2).

Tip 2 Diabetes Mellitus hastalig1 vaskiiler dokuda, endotel hasarindan ateroskleroza
dek gelisen damar duvar hasar1 6nemli kardiyovaskiiler hastaliklar i¢in zemin hazirlamaktadir.
Aterosklerozun dnemli patojenetik basamaklarindan birisi de doku kalsifikasyonudur. Cesitli
dokularda ekstraselliiler sivida kalsiyum ve fosfat iyonlarinin konsantrasyonlar1 yeterince
yiiksek olmasi nedeniyle doku kalsifikasyonunun yiiksek olmasi beklenir. Ancak mineralize
dokularin organik matriksinde yer alan, K vitaminine bagimli bir kalsiyum/fosfat baglayici
non-kollagen bir protein olan ve insan viicudunda en yiiksek oranda bulunan matriks 7-
carboxyglutamic acid (matriks Gla) proteininin olmasi, bu kalsifikasyon islemini kontrol
altina alir. Matrix Gla proteininin (MGP) degisik varyantlar1 (polimorfizimler) kalsifikasyon
kontrol islemini degistirebilir ve dolayisiyla degisik hastaliklara neden olabilir. MGP gen

polimorfizimlerinin Diabetes Mellitus’lu olgularda gelisen aterosklerozda rol oynayabilecegi



diistintilmektedir (3, 4). Tip 2 Diabetes Mellitus’un neden oldugu komplikasyonlarda rol alan
genlerin bilinmesi, bunlarin rol oynadigi fonksiyon bozukluklarinin diizeltilmesine yonelik
yeni ilaglarin gelistirilmesini saglayacaktir. Kisisel genetik yatkinligin belirlenmesi,
zamaninda ve etkin koruyucu tedbirlerin alinabilmesini saglayacak, son olarak da ilaclara olan
kisisel duyarliligin bilinmesi en dogru ilag ve dozla tedaviyi miimkiin kilacaktir. Bu
nedenlerle, bu ¢alismada Tip II Diabetes Mellitus tanis1 alan hastalarda matriks Gla geninin
G-7A ve T-138C gen polimorfizimlerinin Diabetes Mellitus’lu olgulardaki etkisinin

incelenmesi amaglanmstir.



GENEL BIiLGILER

DIiABETES MELLITUSUN TANIMI

Diabetes Mellitus (DM) B-hiicrelerinden sekrete edilen insiilin miktarinda eksiklik
(veya yoklugu), ya da periferik dokuda insiilin direnci ile ortaya ¢ikan hiperglisemi ile
karakterize metabolik bir hastaliktir. Basta karbonhidrat metabolizmasi olmakla beraber
protein ve yag metabolizmasinda da birtakim kusurlar olmakta, agir komplikasyonlar

seyredebilmektedir. DM tiim diinyada 6nemli bir saglik sorunudur (1-5).

TARIHCE

Diabetes Mellitus hakkindaki ilk bilgiler M.O 1500 yillarinda Misir papiriislerinde yer
almaktadir. O donemde asir1 idrar ¢ikarma ile seyreden bir hastalik olarak tanimlanmistir.
Hastaliga diabet ismini M.S. 130-200 yillar1 arasinda yasayan Kapadokya’li hekim Aretheus
vermistir. Aretheus hastalig1 “bu illete tutulan hasta su igmeye asla kanmaz, idrar etmekten
kendini ali koyamaz, ¢iinkii sivilar viicudundan siiziilerek disar1 akar (diabetes: siizme,
stizilme)” seklinde tarif etmistir (6).

Yiizyillarca diabetlilerin idrarinin tatli oldugu bilinmekle birlikte, 1674 yilinda Willes
hastaliga “diabetes mellitus” (mellitus: bal) adin1 vermistir. Langerhans 1860 yilinda pankreas
adaciklarini, 1875 yilinda Claude Bernard diabetin nérohormonal mekanizmasini, 1889°da V.
Mering ve Minkowski pankreatektomi ile diabet olusumunu gergeklestirmistir. 1922°de Best

ve Banting pankreas ekstresi insiilin ile hastaligin tedavisine yeni boyutlar getirmistir (6).

EPIDEMIYOLOJI VE PREVALANS
Tip-1 DM c¢ogunlukla otoimmun nedenlere (% 90) baglh olarak pankreas [

hiicrelerinde harbiyet sonucu gelisir ve genellikle ¢cocuk ve geng yaslilarda ortaya ¢ikar. Tiim



diabet vakalarinin yaklasik % 10’unu olusturur. Tan1 konuldugunda hastalarin % 90’1 30 yas
altindadir (5).

Tip-2 DM, genellikle 40 yas iizerinde ortaya cikar, kismi instilin eksikligi ve periferik
dokularda insiilin direnci ile seyreder (5, 7).

Tip-1 DM’nin insidans ve prevalansi cografi ve etnik ozellikler gosterir, kuzey
ilkelerinde insidans ve prevalans daha yiiksektir. Gliney tilkelerinde ise daha diistiktiir (8).

Tip-2 DM prevalans a¢isindan etnik gruplar arasinda biiyiik farkliliklar bulunmaktadir.
ABD’de beyazlarda aclik kan glukozu degeri tani kriteri olarak kullanildiginda prevalans %
3.1 bulunurken, siyah irkta ve Ispanyol kokenli Amerikalr’larda daha yiiksek degerler dikkati
cekmektedir. Arizona’da yasayan Pima yerlileri arasinda sismanlik ile birlikte ¢ok yiiksek
Tip-2 DM prevalansi gozlenmektedir (5).

Ulkemizde yapilan TURDEP calismasinda Tip-2 diabet prevalansmin 20-60 yas
arasindaki bireylerde % 7.2 oldugu, 60 yas lizerindeki bireylerde ise bu oranin >% 20 oldugu

ve 2000 yil1 niifus sayimina gore 4.9 milyon diabetli hasta bulundugu tespit edilmistir (9).

DIABETES MELLITUSUN TANI KRITERLERI

Amerikan Diabet Birligi (ADA) 1997 ve Diinya Saglik Orgiitii (DSO) ise 1999 yilinda
diabetes mellitusun tani1 kriterlerini yeniden gézden gecirmislerdir. DM tanisi i¢in kan glukoz
Ol¢iimil, idrarda glukoz Sl¢limii (bu giin i¢in tan1 degeri yoktur), Oral Glukoz Tolerans Testi
(OGTT) en sik kullanilan testlerdir. Alc ve fruktozamin heniiz tanida yer almamaktadir (5,
10, 11).

ADA’nin 1997 ve DSO’niin 1999 y1li raporlarindaki kriterlere gore (10, 11):

1- Gliniin herhangi bir saatinde, a¢ veya tok olunmasina bakilmaksizin dlgiilen plazma
glukoz degerlerinin 200 mg/dl veya iizerinde olmasi ve eslik eden diabet semptomlarinin
(polidipsi, polifaji, poliliri ve izah edilemeyen kilo kayb1) bulunmast,

2- En az 8 saatlik tam aclik sonrasi, aglik plazma glukoz diizeyinin 2 kez 126 mg/dl
veya iizerinde olmas1 (DSO’ya gore 140 mg/dl veya iizerinde olmast).

3- Diabetes Mellitus tanist i¢in 75 gr OGTT sirasinda 2. saat plazma glukoz diizeyinin

200 mg/dl veya lizerinde olmasi yeterli bulunmaktadir.

Bozulmus Glukoz Toleransi

Bozulmus glukoz tolerans1 (Impaired glucose tolerance = BGT) tanisi aclik plazma
glukozu 126 mg/dI’nin altinda tespit edilen hastalarda OGTT ile konulmaktadir. OGTT ile 2.
saat plazma glukoz degerinin > 140 mg/dl, fakat 200 mg/dl’den diisiik olmasi ile tan1 koyulur.

4



BGT tanis1 koyulan hastalarda 10 yil icinde % 30 oraninda Tip-2 DM gelisme riski mevcuttur
(5,10, 11).

Bozulmus Achk Glukozu
Bozulmus aglik glukozu (Impaired fasting glocose = IFG) tamisi aglik plazma

glukozunun 126 mg/dl’den diisiik fakat >110 mg/dl olmas: ile konulur. Insiilin saliniminin ilk

faz1 bozulmustur ve diabetin makro ve mikro komplikasyonlarinin gelisme riski ytiksektir (5,

10, 11).

Standart OGTT Protokolii (10, 11)

Testten en az 3 giin 6nce > 200 gr/giin karbonhidart iceren diyet alinmals,

Infeksiyon, agir stres, uzun siirmiis inaktivite, asir1 fizik aktivite yapilmamal,
Kortikosteroidler, diiiretikler, oral kontraseptifler, difenilhidantoin, psikotrop ajanlar,
tiroksin, beta blokerler, nikotinik asid gibi ilaglar testten en az 1 hafta 6nce kesilmeli,
Malabsorbsiyonlarda, agir karaciger ve bobrek yetersizliklerinde, hipopotasemi
durumlarinda, Addison hastaligi, Cushing sendromu, Hipertiroidi, Akromegali ve

Feokromasitoma gibi hastaliklarin aktif donemlerinde test ertelenmelidir.

OGTT’ nin Uygulanmasi (5)

9-16 saatlik aclik sonrasi sabah 08:00°de teste baslanur,

300 ml suda eritilmis 75 gr glukoz 5 dakikada igilir,

0.60 ve 120. dakikalarda glukoz 6l¢iimii i¢in kan alinir. Plazma glukoz 6l¢timii glukoz
oksidaz metodu ile ¢alisilir,

OGTT sirasinda idrarda glukoz bakmaya gerek yoktur,

Test sirasinda dolagilmamali, sigara icilmemeli tam bir inaktivite saglanmalidir.

gortlir.

Standart OGTT Endikasyonlar: (12, 13)

Diyabet ve gestasyonel diabet arastirilmasi,

Obez ve ailesinde diabet bulunan bireyler,

Reaktif hipoglisemi diisiiniilen vakalar,

Iri bebek doguran kadnlar ( > 4000 gr),

Aciklanamayan ndropati, retinopati, erken ateroskleroz, koroner damar hastalig1 veya

periferik damar hastalii bulunan kisiler,



6- Operasyon, stres, travma, infarktiis, diabetojenik ila¢ kullanimi veya gebelik esnasinda
hiperglisemi yada glukoziiri saptanan vakalarda,

7- Metabolik Sendrom diisiiniilen vakalarda uygulanmalidir.

Mixed Meal

Mixed Meal (MM) karbonhidrat, protein ve yag iceren gida ile yapilan bir tolerans
testidir. Yapilan calismalarda 500 kcal - 919 kcal arasinda MM kullanilmis, ancak heniiz
standardize edilememistir, etkinligi yapilan caligmalarla gosterilmistir. Oral glukoza gore
pankreas P hiicrelerini daha fizyolojik sartlarda uyararak insiilin sekresyonuna neden olur.

Hentliz OGTT gibi Tip-2 DM, BGT veya insiilin direnci i¢in gelistirilmis tan1 kriterleri yoktur.

SINIFLANDIRMA
Amerikan Diabet Birligi (ADA) 2004 yilinda diyabetin tan1 ve siniflandirmasini
giincellemistir.
1. Tip 1 DM (B hiicre harabiyeti, genelde mutlak insiilin eksikligi vardir).
a) Otoimmiin
b) idiyopatik
2. Tip 2 DM (insiilin direnci ve rolatif insiilin eksikligi ile birlikte olan diabet)
3. Diger spesifik tipler
a) B hiicre fonksiyonlarinda genetik defekt
1. Kromozom 12, HNF-1a (MODY 3)
ii. Kromozom 7, glukokinaz (MODY 2)
iii. Kromozom 20, HNF-4 o (MODY 1)
iv. Mitokondriyal DNA
v. Digerleri
b) Insiilin eksikliginde genetik defekt
1. Tip A insiilin direnci
ii. Leprechaunism
iii. Rabson-Mendenhal Sendromu
iv. Lipoatrofik diabet
v. Digerleri
c) Egzokrin pankreas hastaliklar
i. Pankreatitis

ii. Travma, pankreatektomi



iii. Neoplazi
v. Kistik fibroz
v. Hemokramotozis
vi. Fibrokalkiiloz pankreotopati
vii. Digerleri
d) Endokrinopatiler
1. Akromegali
ii. Cushing Sendromu
iii. Glukagonoma
iv. Feokromositoma
v. Hipertiroidizm
vi. Somatostatinoma
vii. Aldosteronoma
viii. Digerleri
e) Ilag veya kimyasal maddeler
i. Vacor
ii. Pentamidine
iii. Nikotinik asid
iv. Glukokortikoidler
v. Tiroid hormonlari
vi. Diazoksid
vil. B adrenerjik agonistler
viil. Tiazidler
ix. Fenitoin
X. o interferon
xi. Digerleri
f) Infeksiyonlar
i. Konjenital rubella
ii. Sitomegaloviriis
iii. Digerleri
g) Immiin aracili diabetin yaygin olmayan formu
1. Stiffman Sendromu
ii. Anti insiilin reseptor antikoru

iii. Digerleri



h) Diabetle birlikte olabilen diger genetik sendromlar
1. Down Sendromu
ii. Klinifelter Sendromu
iii. Turner Sendromu
iv. Wolfram Sendromu
v. Friedreich Sendromu
vi. Huntington koreasi
vii. Laurence-Moon-Biedl Sendromu
viii. Miyotonik distrofi
ix. Porfiria
x. Prader Willi Sendromu
xi. Digerleri

4. Gestasyonel diabetes mellitus

TiP 2 DIABETES MELLITUS

Tip 2 DM gerek yaygilig1 gerekse neden oldugu akut ve kronik komplikasyonlardan
dolay1 gilinlimiizde hala en Onemli mortalite ve morbidite nedenlerinden biridir. Tip 2
diabetliler, tiim diabetiklerin ortalama % 85’ini olusturmaktadir (14). Yakinmalar genellikle
45 yas civarinda baslar. Ilk tan1 konuldugunda kronik komplikasyonlar ¢ogu zaman vardir

(12, 15).

TiP 2 DIABETES MELLITUSUN PATOGENEZI

Her ne kadar Tip 2 Diabetin klinik belirtileri cogunlukla 40 yasin iizerinde ortaya
ciksa da ve artan viicut agirlig ile iligkili olsa da, genetik faktorlerin patofizyolojisinde baskin
rol oynadig1 goriilmektedir. ikizlerde ¢ok yiiksek bulunan uyum oram, farkli sosyal ¢evrelerde
bliyiitiilseler bile, ikizlerden birinde Tip 2 Diabet goriildiiglinde digerinde de sonraki yillarda
klinik olarak belirgin Tip 2 Diabet gelisme olasiliginin ¢ok yiiksek oldugu anlamina
gelmektedir. Bununla birlikte, yasam tarzi ve diger sosyal degisikliklerin oldukc¢a biiyiik bir
klinik 6nemi vardir. Bu faktorlerin hastaligin baslangic1 ve olasi koruyucu stratejilerin
uygulanma sansi lizerinde giiclii etkileri vardir (16, 17).

Tip 2 DM’ye patogenetik yaklagiminda genetik agirligin ¢ok belirgin oldugu goriiliir.
Basit bir gozlem bile Tip 2 DM’larin 1. derece kan akrabalarinda DM tip 2 oraninin, genel
popiilasyondan daha fazla oldugunu gosterecektir; Ondan dteye bu ercek bir¢ok arastirmada

vurgulanmistir. Tek ve ¢ift yumurta ikizlerinde yapilan insidans arastirmalar1 da genetik



agirhig dogrulamustir. 1. Derecede akraba arastirmalarinda, kardesler en sik arastirma
yaklagimidir. (As) olarak belirleyecegimiz hastalik riski, kardeslerdeki insidansin, genel
popiilasyondakine oranidir. Tip 2 DM i¢in As 3.5 bulunmustur, bunun anlami kardeslerde %
35, genel popiilasyonda % 10°dur, Tip 1 DM ise bu As 1.5 civarindadir (18).

Tip 2 Diabet ii¢ patofizyolojik anormallikle karakterizedir: Bozulmus insiilin

sekresyonu, periferik insiilin direnci ve karacigerde glikozun asir1 tiretimi (19, 20, 21).

Insiilin Direnci

Tip 2 Diabetli hastalarda genetik hassasiyet ve obezite nedeniyle perifer dokularda
Ozellikle karaciger ve kas dokusunda insiilin direnci gelismesi hastalifin karakteristigidir.
Insiilin direnci insiilin duyarli dokularda glikoz kullanimini azaltirken karaciger dokusunda
glikoz iiretimini arttirir (20). Artmis karaciger glikoz iiretimi temel olarak aglik kan seker
diizeyini yiikseltirken perifer dokularda azalmis glikoz kullanimi postprandiyal kan sekerinin
yiikselmesine neden olur. Insiiline bagimli olmayan dokulardaki glikoz metabolizmasinda
herhangi bir degisiklik olmaz.

Insiilin direncinin molekiiler mekanizmalar1 heniiz tam agikliga kavusmus degildir.
Kas dokularinda insiilin reseptor diizeyleri ve tirozin kinaz aktivitesi azalmistir ama bunun
hiperglisemiye sekonder oldugu diisiiniilmektedir. Dolayisiyla postreseptor defektlerin insiilin

direncinde ana rol oynadiklarina inanilmaktadir.

Bozulmus insiilin Sekresyonu

Tip 2 diyabetli hastalarda insiilin rezistansindan dolay1 normoglisemiyi saglamak i¢in
baslangicta insiilin sekresyonu artar. Insiilin sekresyon defekti baslangicta ¢ok hafiftir ancak
ilerleyen donemlerde sekresyon defekti artar ve yetersiz insiilin salinmasiyla sonuglanir (22).
Tip 2 diyabetli hastalardaki insiilin sekresyonundaki bu azalmanin nedeni heniiz
bilinmemektedir. Insiilin rezistansinin {izerine eklenen genetik defektin beta hiicre
yetersizligine neden oldugu One siiriilmiigse de genetik ¢alismalar bdyle bir gen defekti
saptayamamustir. Beta hiicrelerinden insiilinle beraber salinan amilinin uzun stireli diyabetik
hastalarda beta hiicrelerinde amiloid depoziti olusturdugu bilinmektedir (23). Bunun disinda
diyabetin neden oldugu metabolik bozukluklar (glikoz toksisitesi ve lipotoksisite) da B hiicre

fonksiyonlarini olumsuz etkilemektedir.



Artmis Hepatik Glukoz Uretimi

Tip 2 diyabette karacigerdeki insiilin rezistansi hiperinsiilineminin glikoneogenezi
baskilamasinda yetersizlik oldugunu diisiindiiriir ki bu da hiperglisemiye ve karacigerde
azalmis glikojen depolarina neden olur. Diyabetin erken donemlerinde karacigerin glikoz

tiretiminde artis olur.

KOMPLIKASYONLAR
Diabet kronik bir hastalik oldugu i¢in akut yada kronik doénemde gelisebilecek
komplikasyonlar hastaligin seyri, tedavisi ve prognozu agisindan énem tagimaktadir.
Diabetes Mellitus’un komplikasyonlar1 (13, 24)
1- Akut komplikasyonlar;
a. Diabetik ketoasidoz,
b. Hiperosmolar nonketotik koma,
c. Hipoglisemi,
d. Laktik asidoz.
2- Kronik komplikasyonlar;
a. Diabetik makroanjiopati,
1. Koroner kalp hastaligi,
ii. Serebrovaskiiler hastalik,
iil. Periferik damar hastaligi.
b. Diabetik mikroanjiopati;
a. Diabetik noropati,
b. Diabetik retinopati,
c. Diabetik nefropati.

Diabetin Akut Komplikasyonlari

Diabetik ketoasidoz: Diabetik ketoasidoz insiilin ile insiilin karsit1 hormonlar arasindaki
dengenin insiilin aleyhine bozulmasi sonucu olusan ve ketoasidoz, hipovolemi, dehidratasyon
semptom ve bulgular ile kendini gosteren, normalden tam komaya kadar varabilen suur
degisikliklerine sebep olabilen diabetin agir bir metabolik komplikasyonudur. Oncelikle Tip-1
DM’li hastalarda ortaya ¢ikarsa da bazi 6zel durumlarda (enfeksiyon, travma, ameliyat vs.)
Tip-2 diabetiklerde de goriilmektedir. Diabetik hastalarin yogun bakim {iinitesine yatis
nedenlerinin % 5.4’linli olugturmaktadir. Diabetik ketoasidoz vakarlinin % 10’u diabet tanisi

yeni konulan vakalardir. Diabetik ketoasidoz tablosunun mortalite oran1 % 5-10 civarindadir.
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Bu nedenle dikkatli tedavi ve takip yapilmasi énemlidir. (5-12). Insiilin yokluguna cevap
olarak glukagon diizeyleri yiikselir ve fruktaz 2,6 bifosfataz diizeylerini azaltarak glikolizi
inhibe eder ve glikoneogenezi arttirir. Olusan hiperglisemi ozodotik diiireze neden olarak,
voliim azalmasi ve dehidratasyon gelisimine yol agar. Insiilin yetersizli§i nedeniyle yag
dokularindan agiga ¢ikan serbest yag asitleri keton cisimlerinin olusmasi i¢in primer substrat
gorevi gortrler (13).

Diabetik hiperosmolar nonketotik koma: DM nin ketoasidoz olmaksizin ileri derecede
hiperglisemi, plazma hiperosmolaritesi, dehidratasyon ve mental degisikliklerle karakterize,
mortalite orani yliksek (% 40-70) ve genellikle ileri yas grubunda goriilen komplikasyonudur.
Bu hastaliklarda az da olsa bir insiilin varlig1 lipolizi engeller ve ketoasidoz gelismez. Ancak
bu seviyedeki insiilin miktar1 hepatik glukoz iiretiminin inhibisyonuna veya glukoz
kullaniminin stimulasyonuna yeterli degildir (13).

Hipoglisemi: Diabetin en sik goriilen akut komplikasyonudur. Daha ¢ok insiilin ve
sulfoniliire kullanan hastalrda yan etki olarak karsimiza c¢ikar. Hipoglisemi masum bir
komplikasyon olmayip kalici nodrolojik sekellere neden olabilir. Ayrica trombosit
agregasyonunu arttirarak diabetin vaskiiler komplikasyonlarin1 daha da agirlastirabilir.
Tekrarlayan agir hipoglisemiler bir¢ok organ ve doku iizerinde olumsuz etkilere neden
olabilecegi gibi bazen fetal olarak sonlanabilir (13).

Laktik asidoz: Diabetik ketoasidoz komalarinin % 15’inde laktik asidin asir1 yiikselmesi

ile seyreden bir sendromdur. Genellikle agir doku hipoksisi olan vakalarda ortaya ¢ikar (13).

Diabetin Kronik Komplikasyonlar:

Yapilan calismalara gore diabet tanisini izleyen ilk yillarda komplikasyonlar
gozlenmeye baglanmakta veya tani konuldugunda hastalar komplikasyonlardan etkilenmis
olmaktadirlar. Diabetin kronik komplikasyonlarinin gelismesinde hiperglisemi, obezite,
dislipidemi, endotel ve intima degisiklikleri, hiperinsiilinemi ve instilin direnci gibi faktorler
rol oynamaktadir. Ayrica kronik komplikasyonlarin gelisiminde genetik faktorlerin de rol

oynadigt ileri siiriilmektedir (13, 25).

Diabetik Makroanjiyopatik Komplikasyonlar

Koroner Arter Hastaligi: Diabetik hastalarda morbidite ve mortaliteyi asil etkileyen
kardiyavaskiiler hastaliklardir. Diabetik hastalar saglikli bireylere gore kardiyavaskiiler
hastalik agisindan 2-3 kat artmus riske sahiptirler (13, 24, 25).
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Tip-2 DM igin yiiksek risk grubundaki popiilasyonlarda (Meksika kokenli
Amerikalilar gibi), Tip2 DM gelismeden 6nce kardiyavaskiiler risk faktorlerinin gorildiigi
belirlenmigtir. Bu risk faktorleri, HDL kolesteroliin diisiik olusu, LDL, trigliserid, total
kolesterol, insiilin, aglik glukozu, VKI ve kan basincinin diabeti olmayan kisilere goére daha
yiiksek olmasidir (26, 27).

Yapilan caligmalar bize gostermistir ki diabete bagli kardiyavaskiiler hastaliklarin
patogenezinde temel faktor insiilin direncinin gelismesidir (7, 26, 28).

Diabetik ayak: Patogenezinde noropati, vaskiiler faktorler ve infeksiyonlarin neden
oldugu hafif iilserden ampiitasyonlara neden olabilecek gagrenlere gidebilen 6nemli bir
morbidite nedenidir. Wagner siniflamasi ile degerlendirilirler; 0- Yiiksek riskli hasta ayakta
ilser yok. 1- Yiizeyesel iilser gelismesi. 2- Tendon yada kemige penetre iilser. 3- Derinabse

ve osteomiyelit. 4- Lokalize gangren. 5- Biiylik ampiitasyon gerektiren genis gangren (25).

Diabetik Mikroanjiyopatik Komplikasyonlar

Diabet siiresi uzadik¢a biiylik, kiigiik biitlin kan damarlar1 etkilenir. Kapiller ve
anteriolleri olusturan vaskiiler hiicreler ile onlarin bazi membranlar1 etkilenir. Klinik olarak
biitiin mikrovaskiiler yapilar etkilenmekle birlikte en fazla retina, renal glomerul ve kismen
bliyiik sinirlerde onemli patolajik degisiklikler olusur. Tiim bu tutulumlar1 tek bir hipotezle
aciklamak heniiz miimkiin degildir (5-12, 29).

Diabetik retinopati: Tiim gorme kayb1 nedenleri arasinda ilk siray1 almaktadir. Insiilin
kullanan 15 yillik diabet hastalarinda goriilme siklig1 %98, insiilin kullanan 30 yas tizerindeki
diabetiklerde %82, insiiline bagimli olmayan diabette %58 civarindadir (5, 7). Diabetik
retinopati klinik olarak nonproliferatif ve proliferatif olarak siniflandirilir (5, 7, 29).

Diabetik nefropati: Terminal donem bdbrek hastalarimin yaklagik yarisini diabetik
nofropatili hastalar olusturur. Diabetik nefropatinin klinik evreleri 5 doneme ayrilir (5, 7, 29).
Evre-1: Hipertrofi ve hiperfiltrasyon donemi.

Evre-2: Sessiz donem.
Evre-3: Mikroalbuminiiri baslangi¢c donemi.
Evre-4: Asikar nefropati donemi.
Evre-5: Son donem bdbrek yetersizligi.
Diabetik noropati: Diabetik noropatinin gelismesinde 6zellikle diabet yasinin énemli
oldugu bilinmektedir ve klinik olarak 3 tipte siniflandirilir (5, 7, 29).
1- Simetrik polindropatiler;

e Duysal veya sensorimotor polindropati,
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e Simetrik proksimal alt ekstremite motor néropatisi,
e Otonomik ndropati.
2- Fokal ve Multifokal Noropatiler;
e Kiranial noropati,
e Govde ve ekstremite monondropatisi,
e Asimetrik alt ekstremite motor ndropatisi.

3- Karisik formlar

DIABET VE KORONER ARTER HASTALIGI

Diabet; ateroskleroz adi da verilen damar sertligi gelismesini hizlandirmakta ve
koroner arter hastali§inin ortaya ¢ikma sikligini arttirmaktadir. Diabet . koroner arter hastaligi
ve ateroskleroza bagli olarak ortaya g¢ikabilecek diger biiylik damar hastaliklarinin (beyin
damarlarindaki tikanmalar, bacak damarlarindaki tikanmalar) olugma riskini de arttirmaktadir
(30). Hi¢ kuskusuz DM ile birlikte bulunan hipertansiyon, dislipidemi gibi risk faktorlerinin
aterosklerotik kalp hastaliginin gelismesine katkisi yadsinamaz. Ancak biiyiik olasilikla
hiperglisemi de bash basina patofizyolojiye onemli katkida bulunmaktadir. Hiperglisemi
dogrudan ve serbest yag asidi yiikiinii artirarak dolayli olarak serbest oksijen radikallerinin
olusmasina neden olmaktadir. Bu da bir¢ok olumsuz metaboliik yolu tetikler. Diger taraftan
diyabetik hastalarda renin anjiyotensin aldosteron sisteminin (RAAS) aktivitesinin arttigini
gosteren kanitlar da bulunmaktadir. Bu kanitlar RAAS blokorlerinin  tedavide ve
kardiyovaskiiler komplikasyonlarin énlenmesinde kullanilmasina yonlendirmis ve RAAS bir
tedavi hedefi haline gelmistir. Bu nedenle bugiin artik diyabetik hastalarda ACE inhibitorleri
ve/veya anjiyotensin reseptor blokorleri gilincel tedavinin vazgecilmez unsurlari olarak kabul
edilmektedir (31).

Diyabetin kardiyovaskiiler sistem {iizerine olumsuz etkileri aslinda ¢ok daha
karmasiktir. Sekil 1 de DM’un kardiyovaskiiler sistem iizerine olan olumsuz etkileri
gosterilmistir. Izlendigi gibi hiperglisemi ve RAAS aktivasyonu yaninda birgok olumsuz
etmen diyabetik hastalardaki hizli ve yaygin aterosekleroz gelismini hazirlamaktadir. Yeni

aragtirmalar diyabet, inflamasyon, aterosklerozun patogenetik iligkileri iizerine yogunlasmistir

31).
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Sekil 1. DM’un kardiyovaskiiler sistem iizerine olan olumsuz etkileri (31).

MATRIKS Gla PROTEINI GEN POLIMORFiZMi

Damar diiz kaslar tarafindan sentezlenen, organize dokularin matriksinde bulunan,
mineral baglayic1 bir protein olan MGP’nin, vaskiiler dokularin doku kalsifikasyonunda
onemli diizenleyici rol oynadigi bilinmektedir (32). MGP, y-karboksiglutamikasit igeren 10
kDa’ luk bir proteindir (33).

MGP sentezi vitamin D araciligiyla olur. Vitamin D, gelisim, farklilasma ve ¢esitli
uyaranlara karst hizli bir sekilde cevap vermekle gorevlidir. Hiicre ici reseptorleriyle
etkileserek gen ekspresyonunu diizenler. Kalsitriol (1,25 dihidroksivitamin D3) vitamin D’nin
aktif metabolitidir. Kalsitriole bagimli gen transkripsiyonu, vitamin D reseptdrii (VDR) ve
hedef genin promotdér bolgesindeki 6zel vitamin D cevap elementi (VDRE) araciligiyla
gerceklesir. VDRE, hormonun DNA’ya baglanma bdlgesiyle iliskiye girerek onun hetero
veya homodimerizasyonunun olugsmasina yardimei olur. Genellikle her gen i¢in farkli bir
VDRE gorev alir. VDR, vitamin D’nin hormonal formu olan kalsitrioliin baglanmasiyla,
hiicre icinde bir transkripsiyon faktorii olarak rol oynar. Ayrica VDR, ilgili genlerin
transkripsiyonlarin1 aktif hale getirebilmek i¢in Retinoik asit reseptorleri (RxR) ile
heterodimer olusturur.

D vitamini ve kalsiyum eksikliginin ozellikle tokluk kan sekerlerini ve insiilin
salinimini etkiledigi ve D vitamini ile kalsiyum desteginin bu siireclerde olumlu etki yaptig

bilinmektedir. Bununla birlikte D vitamini ve kalsiyum desteginin beta hiicre islevleri ya da
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insiilin duyarhiligini nasil etkiledigi konusu heniiz agikliga kavusturulmus degildir. D vitamini
B hiicresi insiilin saliniminda transkripsiyon faktorii olarak diizenleyici rol oynar (34).

DM sonucu biiyilk ve orta boy arterlerin intimasinda diizensiz dagilimli lipit
depolanmalariyla karakterize aterosklerozun patojenik basamaklarindan birisi doku
kalsifikasyonudur. Cesitli dokularda ekstraselliller sivida kalsiyum ve fosfat iyonlarinin
konsantrasyonlarinin yiiksek olmasi nedeniyle doku kalsifikasyonunun yiiksek olmasi
beklenir. Mineralize dokularin organik matriksinde yer alan, K vitaminine bagimli bir
kalsiyum/fosfat baglayict non-collagen bir protein olan ve insan viicudunda en yiiksek oranda
bulunan Matriks Gla Proteininin (MGP) olmasi, bu kalsifikasyon islemini kontrol altina alir.
MGP‘nin degisik varyantlar1 (polimorfizmler) kalsifikasyon kontrol islemini degistirebilmesi
ile birlikte insiilin direncini de degistirdigi diisiiniilmektedir (3, 4). Bu nedenle calismamizda
Tip 2 DM’li hastalarda MGP’nin G-7A ve T-138C gen polimorfizmlerini arastirmay1
amacladik.

84 aminoasitten olusan MGP 12. kromozomda (12p12.3) lokalizedir (33). G-7A gen
polimorfizmi MGP geninin 4. ekson bolgesinde yer alan guanine/adenine (G/A) yer
degistirmesiyle (alanin/treonin) karakterizedir. T-138C gen polimorfizmi ise, MGP geninin

promotdr bolgesinde yer alan timine/cytosine (T/C) yer degistirmesiyle karakterizedir (4, 35).
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GEREC VE YONTEM

GERECLER

Calismamiz 120 hasta ve 134 kontrol grubu olmak iizere toplam 254 kisi ile
gerceklestirildi. Hasta grubunun yas ortalamasi (62.758 + 11,1544) ve kontrol grubunun yas
ortalamasi (51.098 + 10,7787 ) olarak hesaplandi.

Hasta grubu olusturulurken Tip 2 DM tanist konan hastalar; kontrol grubu
olusturulurken ise Tip 2 DM tams1 almamus, IKH, PAH, felg ve herhangibir kronik
rahatsizlig1 olmayan saglikli bireyler calismaya alindi. Calisma i¢in etik kurul onay1 alindi
(EK 1). Caligmaya katilanlara ayrintili bilgi verildikten sonra onaylar1 alindi.

Hasta ve kontrol gruplarindan 2’ser ml periferik kan ornekleri EDTA’l1 vakumlu
tiiplere alinip, eZNA kiti kullanilarak DNA izole edildi. DNA kalitesi % 0.8’lik agaroz jel
elektroforezinde yiiriitilerek gozlendi. DNA izolasyonundan sonra polimeraz zincir
reaksiyonu (PZR) ile T-138C genindeki liriinler % 2’lik agaroz jellere yiiklenip EtBr ile
boyanarak elektroforezde 110 voltta yiiriitiildii. Daha sonra PZR iiriinleri T-138C geninin
polimorfizm bolgesine 6zgii BsrSI restriksiyon enzimi kullanilarak Restriksiyon Fragment
Uzunluk Polimorfizmi (RFLP) yontemi ile enzim, 65°C’de 3 saat inkiibasyon yapilarak
kesime birakildi. Kesim sonucu iiriinler % 3’lik agaroz jelde EtBr ile boyanarak
elektroforezde 110 voltta yiiriitiildiikten sonra UV 151k altinda polimorfizmler saptandi. G-7A
polimorfizmi i¢in yine DNA’lar PZR ile istenen bolgelere 6zgiin primerlerle ¢ogaltildi. PZR
iriinleri % 2’°lik agaroz jelde yiiriitiilerek iiriin olusup olusmadigina bakildi. Daha sonra PZR
tirtinleri G-7A geninin polimorfizm bdlgesine 6zgli Ncol restriksiyon enzimi kullanilarak
Restriksiyon Fragment Uzunluk Polimorfizmi (RFLP) yontemi ile enzim, 37°C’de 3 saat

inkiibasyon yapilarak kesime birakildi. Kesim sonucu iirtinler % 3’liik agaroz jelde EtBr ile
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boyanarak elektroforezde 110 voltta yiirtitiildiikten sonra UV 1s1ik altinda polimorfizmler

saptandi.

KULLANILAN KiMYASAL MALZEMELER
Agaroz (Sigma)

Borik Asit (Sigma)

DNA Marker seti, 50bg¢-100b¢ (Fermentas)

dNTP (deoksi Niikleotit Tri Fosfat; dATP, dCTP, dGTP, dTTP) (MBI)
Etanol %100 (Riedel)

Etidyum Bromit (Sigma)

Etilendiamintetraasetik Asit (EDTA) (Sigma)
Magnezyum kloriir (Fermentas)

BsrSI restriksiyon enzimi (Fermentas)

Ncol restriksiyon enzimi (Fermentas)

Primerler (Fermentas)

Proteinaz K (eZNA)

Taq DNA polimeraz seti (Fermentas)

Trisma (Base) (Bio Basic)

KULLANILAN CIHAZLAR
Agaroz elektroforez tanki (MINICELL PRIMO EC 320)
Derin dondurucu (AEG)
Dijital fotograf makinesi (Kodak Easy Share 2330)
Gli¢ kaynag1 (EC-105)
Manyetik karistirict (Niive)
Otoklav (Heraeus)
Otomatik mikro pipetler (ISOLAB)
pH metre (Hanna)
Santrifiij (Allegra X-22R)
Terazi (Sartorius)
Thermal Cycler (Boeco TS-100)
Vorteks (VELP Scientifica)
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COZELTILER

10xTris Borat Elektroforez (TEB) Cozeltisi (1 litre) pH: 7.4
60.5 gr Tris
3.72 gr Na,EDTA.2H,0
30.85 gr borik asit

YONTEMLER

DNA iZOLASYONU

Hasta ve kontrol gruplarindan EDTA’l1 tiiplere alinan 2ml kan &rneklerinden Ezna
DNA KITI ile DNA’lar izole edildi (Tablo 1). DNA miktarlar1 asagidaki formiil kullanilarak
belirlendi:

DNA (ng/ml)=260nm’deki optik yogunlugu (OD) x Seyreltme faktorii (Dilution

factor) x Katsay1 (DNA i¢in 50)

DNA’nin saflig1 260 nm ile 280 nm dalga boylarindaki optik yogunluk degerlerinin oraniyla
belirlendi. DNA’larin kalitesini belirlemek i¢cin DNA’lar agaroz jellere yiiklendi.

Tablo 1. EZNA Kkiti ile DNA izolasyonu

0.5 ml EDTA’l kan 2 mI’lik toplama tiipline koyuldu.
4°C’de 3000 rpm’de 3 dakika santrifiij edildi. Santrifiij

sonrasinda ¢ozeltinin {ist fazi1 atildi.

Toplama tiipiine 0.8 ml TBP Buffer eklenip, vortekslendi.
3000 rpm’de 3 dakika santrifiij edildi. Olusan ¢ozeltinin

yine st fazi atild1.

Cozeltiye 0.5 ml TBM Buffer eklenip, hizlica vortekslendi. 3 pl proteinaz K (20mg/ml)
eklendi.
55°C’de 30 dakika inkiibe edildi.
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Cozelti 5000 rpm’de 2 dakika santrifiij edilip, tist stvi 2 ml’lik toplama tiipiine aktarildi,

tizerine 260 pl saf ethanol eklendi.

Toplama tiipiindeki ¢ozelti, kolona aktarilip 10000 rpm’de 2
dakika santrifiij edildi. Toplama tiipiindeki atik siv1 atild1.

Ust s1v1 + 500 ul Yikama Soliisyonu eklendi.

10000 rpm’de 1 dakika santrifiij edildi, atik s1v1 atildi.

Yikama soliisyonundan arta kalani ¢ikarmak i¢cin 10000 rpm’ de tekrar santrifiij edildi.

Y

Kolon 1.5 mI’lik tiiplere yerlestirilip, 50 pl Elution Buffer eklendi.

¥
50 °C’de 2 dakika inkiibe edilip, 1000 rpm’de 1 dakika santrifiij edildikten sonra DNA elde
edildi.

Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR)

PZR, ilk kez 1985 yilinda Amerika Birlesik Devletleri’nde bulunan, Cetus sirketine
bagl olarak calisan Henry A. Erlich, Kary Mullis ve Randall K. Saiki tarafindan gelistirilen
metodla bilim diinyasina sunuldugundan itibaren hem arastirmada hem de klinik
laboratuvarlarinda tanida yeni bir ¢igir agmistir. PZR invitro kosullarinda DNA’nin
cogaltilmasi olarak tanimlanmistir. PZR’de {i¢ temel basamak vardir ve ¢ogaltilmig DNA
miktari, bu {i¢ adimin tekrarina baghidir.

1) Denatiirasyon (94-97°C)
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edilerek tek zincirli hale getirilir. Ikinci adimda primerlerin tek zincirli hale getirilmis

2) Primer baglanmasi (47-60°C)
3) DNA sentezi (72°C)
Bu ii¢ adim bir PZR sikliisiinii olusturur. (Sekil 2). Ilk adimda ¢ogaltilacak DNA denatiire

DNA’ya baglanmasi saglanir. Son agsamada ise DNA sentezi gergeklesir.

ey

SICAKLIK

DENATURASYON
94°C-97°C

47°C-60°C
CiFT ZiNCIR DNA,
25%

Sekil 2. PZR déngiisii (36)

PZR’nin temel bilesenleri; kalip olarak kullanilan DNA molekiilii, DNA polimeraz
enzimi (Taq polimeraz), enzim tamponu, primerler, dNTP (dATP, dGTP, dCTP ve dTTP)

karisimi ve MgCl,’dir.

25ul’lik hacimde gerceklestirildi. Daha sonra PZR firiinleri % 2’lik agaroz jelde yiiriitiilerek,
ilgili hastalarin T-138C ve G-7A genleri incelendi, irtinler EtBr ile boyandiktan sonra UV

Ilgili gen bolgeleri verilen primer dizileri kullanilarak c¢ogaltildi. Reaksiyon toplam

151k altinda incelendi.
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PZR’de kullanilan Primer Dizileri:
MGP geninde G-7A polimorfizminin goézlendigi 4. ekson bdlgesini ¢ogaltmada

kullanilan primerler:

F: 5’-CTAGTTCAGTGCCAACCCTTCCCCACC-3’
R: 5’-TAGCAGCAGTAGGGAGAGAGGCTCCCA-3’

MGP geninde T-138C polimorfizminin goézlendigi promotdr bolgesini ¢ogaltmada
kullanilan primerler:
F: 5’-AAGCATACGATGGCCAAAACTTCTGCA-3’
R: 5’-GAACTAGCATTGGAACTTTTCCCAACC-3’

PZR icin Hazirlanan Karisimlar
G-7A icin:

Bir hasta i¢in kullanilan miktarlar:

2 mM MgCl, 2 ul MgCl,

I1x PZR Tamponu 2.5 pl Buffer

95.2 nmol primer 1 0.35 pl primer 1

67.7 nmol primer 2 0.35 pl primer 2

0.2 mM dNTP 1 ul ANTP

1.25U 0.25 pl Taq polimeraz

15.55 pl dH,O

3 ulizole edilmis DNA
Toplam hacim: 25ul

T-138C i¢in:

Bir hasta i¢in kullanilan miktarlar:

2.5mM 2.5 ul MgCl,

Ix PZR Tamponu 2.5 ul Buffer

89.7 nmol primer 1 0.3 pl primer 1

79.1 nmol primer 2 0.3 pl primer 2

0.2 mM dNTP 1 pl ANTP

1.25U 0.25 pl Taq polimeraz
15.15 pl dH,O
3.0 pul izole edilmis DNA
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Toplam hacim: 25 ul

PZR icin Gerekli Kosullar
G-7A igin:
Baslangig:  94°C 3 dakika
94°C 30 saniye
64°C 60 saniye 30 Dongii
72°C 60 saniye

Sonlanma:  72°C, 5 dakika

T-138C i¢in:
Baslangic:  94°C 3 dakika
94°C 30 saniye
57°C 60 saniye 30 Dongii
72°C 60 saniye

Sonlanma:  72°C, 5 dakika

Restriksiyon Enzim Kesimi Yontemi

Restriksiyon enzimleri, kisa DNA dizilimlerini 6zgiil olarak taniyan ve bu dizilimlere
yakin bolgelerden veya bu dizilimler i¢indeki spesifik bolgelerden cift yonlii simetrik olarak
DNA’y1 kesen enzimlerdir. Bu enzimlerin biiyiik bir kismi bakterilerde, ¢ok az bir kism1 da
viriis ve okaryotlarda bulunmaktadir (37, 38). Belli bir restriksiyon enzimi DNA’y1 kesecegi,
4-8 niikleotitlik (genelde 6) restriksiyon noktast tanir. DNA parcalarmin biytkligi
restriksiyon noktalarinin dagilimina baghdir (39).

Hastalarin G-7A polimorfizmi; PZR asamasindan sonra PZR iiriinlerinin Ncol
restriksiyon enzimi ile 3 saat 37°C’de kesime birakilmalari, % 3’liikk agaroz jelde
yuriitiilmeleri ve UV 1s1k altinda incelenmeleri sonucunda belirlendi. T-138C polimorfizmi
icin ise, PZR asamasindan sonra PZR iiriinlerinin BsrSI restriksiyon enzimi ile 3 saat 65°C’de
kesime birakilmalari, % 3’liik agaroz jelde yiiriitiilmeleri ve UV 1s1k altinda incelenmeleri

sonucunda belirlendi.
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G-7A icin Restriksiyon Enzim Kesimi Yontemi
PZR sonucu elde edilen trinler kullanilarak;
1xM (Enzim kesme) tamponu 1.0ul
5 U Ncol Restriksiyon enzimi 0.5ul Ncol Restriksiyon enzimi
2.0ul PZR reaksiyon iiriinii
6.5ul dH,O
Toplam hacim: 10 pl
ile karisim birka¢g saniye yavasca karistirildi. 37°C’de 3 saat inkiibasyona birakildi.
Inkiibasyon siiresinin sonunda iiriinler 4.5ul EtBr ile hazirlanan % 3’liikk agaroz jelde
ylriitiilerek UV 151k altinda olusan bantlar gézlendi. Elde edilen sonuglar tablodaki enzim

kesimi sonuclari ile karsilastirildi.

T-138C i¢in Restriksiyon Enzim Kesimi Yontemi
PZR sonucu elde edilen trinler kullanilarak;
1xM (Enzim kesme) tamponu 1.0ul
5 U BsrSI Restriksiyon enzimi 0.5ul BsrSI Restriksiyon enzimi
2.0ul PZR reaksiyon iiriinii
6.5ul dH,O
Toplam hacim: 10 pl
ile karigim birka¢g saniye yavasca karstirildi. 65°C’de 3 saat inkiibasyona birakild.
Inkiibasyon siiresinin sonunda {iriinler 4.5ul EtBr ile hazirlanan % 3’liikk agaroz jelde
ylriitiilerek UV 151k altinda olusan bantlar gézlendi. Elde edilen sonuglar tablodaki enzim

kesimi sonuclari ile karsilastirildi.

Necol icin Restriksiyon Enziminin Mekanizmasi
Ncol restriksiyon enzimi 5’-.....C +C A T G G....-3’ baz dizisinin bulundugu bolgeden kesim

yapar.

BsrSI i¢in Restriksiyon Enziminin Mekanizmasi

BsrSI restriksiyon enzimi 5°-...A C T G G N M ....=3” baz dizisinin bulundugu

bolgeden kesim yapar.
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Tablo 2. T-138C polimorfizmi i¢in kullanilan primer tablosu ve restriksiyon enziminin

kesim sonuglari

Uriin Uzunlugu

Enzim Kesimi Sonucu

Polimorfizm

Bolgesi PZR C Alleli T Alleli

Kullanilan Primer Dizileri
driinleri Normal Allel Mutant Allel

T-138CF:
5’AAGCATACGATGGCC
AAAACTTCTGCA-3’ 142 be 142 bg 118 bg

T-138CR: 24 be
5’GAACTAGCATTGGAA
CTTTTCCCAACC-3’

T-138C

ISTATISTIKSEL ANALIZ

Sonuglar say1 (ylizde) ya da ortalama =+ std. sapma olarak ifade edildiler. Yas, AKS,
TG, Kolesterol, HDL-C, LDL-C, SKB, DKB degiskenlerinin gruplar arasinda
karsilagtirmalarinda Student t testi kullanildi. MGP genotiplerinin gruplar arasi
karsilastirmalarinda ki-kare testi kullanildi. P<0.05 degeri istatistiksel anlamlilik sinir1 olarak

kabul edildi.
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BULGULAR

Calismaya alinan hasta ve kontrol gruplarinin yas, AKS, TG, Kolesterol, HDL-C,
LDL-C, SKB ve DKB klinik bulgulari T-testi sonucuna gore incelenmistir. Elde edilen

sonuglar (Tablo 3) gdsterilmistir.

Tablo 3. G-7A ve T-138C i¢in kontrol ve hasta gruplarimin klinik bulgulari

Kontrol grubu Hasta grubu
Hasta ve kontrol bilgileri
(n=134) (n=120) P
YAS 51.098 + 10,7787 62.758 £ 11,1544 0.001
AKS (mg/dl) 98.534 + 11,7920 169,417 + 64,3268 0.001
TG (mg/dl) 147.403 £ 91,2015 148.172 £ 103,1273 0.937
Kolesterol (mg/dl) 210.930 £ 43,3889 179.817 £ 52,3788 0.001
HDL-C (mg/dl) 41.240 £ 10,8768 33.814 + 17,9442 0.001
LDL-C (mg/dl) 130.428 £+ 33,1940 115.705 + 42,4384 0.002
SKB (mmHg) 123.45 + 14,149 125.73 + 23,183 0.556
DKB (mmHg) 76.55 £+ 11,028 76.08 + 12,967 0.934

AKS: Aclik kan sekeri, TG: Trigliserit, HDL-C: HDL kolesterol, LDL-C: LDL kolesterol SKB: Sistolik kan

basinci; DKB: Diyastolik kan basinci, Student t testi
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Hasta ve kontrol gruplarindan alinan kanlar eZNA DNA kiti ile izole edildi. DNA
ornekleri PZR’den 6nce %0.8’lik agaroz jelde yiiriitiilerek UV 1s1k altinda izlendi (Sekil 3).

Sekil 3. Hasta ve kontrol DNA orneklerinin %0.8 lik agaroz jelde

yiriitiilmesi ve UV 151k altinda goriintiilenmesi.

DNA’lar %0.8’lik agaroz jelde gozlendikten sonra G-7A ve T-138C gen
polimorfizmleri i¢in PZR iglemi yapild1 ve PZR iiriinleri de %2’lik agaroz jelde yiiriitiilerek
UV 1s1k altinda izlendi.

G-7A licin Restriksiyon Enzim Kesimi

G-7A bolgesinin kesimi i¢cin PZR sonucu elde edilen f{iriinlerle Ncol enzimi
kullanilarak, yontemde gosterilen sekilde enzim kesimi gerceklestirildi. Restriksiyon islemi
sonucunda MGP geninin 4. ekson boélgesindeki G—A polimorfizmin varliginda bant
olusumlar1 gozlendi (Sekil 4).

GG genotipinde kesim goriilmez ve 138 bg’lik tek bant olusur.

AA genotipinde iki allelde kesim gerceklesir (2 bant).

GA genotipinde ise bir allelde kesim gerceklesir (ii¢ bant).
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1 2 3 4 5 6 7 8 30

Sekil 4. G-7A polimorfizmini gosteren EtBr ile boyanan % 3’liik agaroz
jel goriintiisii. GG; 1, 6 ve 8, GA; 2, 3, 5 ve 7, AA; 4 nolu hasta gen
polimorfizmini gosterir. 50 b¢; DNA markeridir.

T-138C icin Restriksiyon Enzim Kesimi

T-138C bolgesinin kesimi i¢cin PZR sonucu elde edilen {iriinlerle BsrSI enzimi
kullanilarak yontemde gosterilen sekilde enzim kesimi gergeklestirildi. Enzim kesimi islemi
sonucunda MGP geninin promotdr bolgesindeki T—C polimorfizmin varlifinda bant
olusumlar1 gozlendi (Sekil 5).

CC genotipinde kesim goriilmez ve 142 bg¢’lik tek bant olusur.

TT genotipinde iki bolgede kesim gerceklesir, 118 ve 24 bg’lik iki bant olusur.

CT genotipinde ise her iki allel de goriiliir ve 142, 118, 24 b¢’lik bolgelerde ii¢ bant

gozlenir.
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Sekil 5. T-138C polimorfizmini gosteren EtBr ile boyanan % 3’liik agaroz
jel goriintiisii. CC; 1 ve 3, CT; 2,4, 6, 8 ve 10, AA; 5, 7 ve 9 nolu hasta gen
polimorfizmini gosterir. 100 b¢; DNA markeridir.

Calisilan hasta ve kontrol gruplarinin G-7A ve T-138C genotip dagilimlari
incelendiginde;

G-7A i¢in; Tip 2 DM’li grubun AA genotipi 13 hasta olup % 38.2, GA genotipi 50
hasta olup % 43.5 ve GG genotipi 57 hasta olup %54.3. Kontrol grubunun AA genotipi 21
hasta olup % 61.8, GA genotipi 65 hasta olup %56.5 ve GG genotipi 48 hasta olup %45.7 dir.
Hasta grubunun GG genotipleri kontrole gore daha yiiksek bulunmusken, GA ve AA
genotipleri daha diislik bulunmustur. Ancak istatistiksel degerlendirildiginde Tip 2 DM’lilerde

G-7A genotipleri arasinda anlamli bir fark bulunamamaistir (Tablo 4)

Tablo 4. G-7A genotiplerinin hasta ve kontrol gruplarina gore dagilim

G-7A GRUP
GENOTIP HASTA KONTROL TOPLAM | P
AA 13 (% 38.2) 21 (% 61.8) 34 (% 13.4)
GA 50 (% 43.5) 65 (% 56.5) 115 (% 45.3)
GG 57 (% 54.3) 48 (% 45.7) 105 (% 41.3)
TOPLAM 120 (% 47.2) 134 (% 52.8) 254 (%100.0)
0.146

AA: Adenine-Adenine; GA: Guanine-Adenine; GG: Guanine-Guanine

Ki kare testi

28



T-138C i¢in; Tip 2 DM’li grubun CC genotipi 10 hasta olup % 66.7, CT genotipi 49
hasta olup % 48.0 ve TT genotipi 61 hasta olup % 44.5’tiir. Kontrol grubunun CC genotipi 5
hasta olup % 33.3, CT genotipi 53 hasta olup % 52.0 ve TT genotipi 76 hasta olup % 55.5tur.
Tip 2 DM’li grubun CC genotipi kontrole gore daha yiliksek bulunmugken CT ve TT
genotipleri daha diisikk bulunmustur. Ancak istatistiksel olarak degerlendirildiginde Tip 2
DM’lerde T-138C’deki genotipler arasinda anlamli bir fark bulunamamaistir (Tablo 5).

Tablo 5. T-138C genotiplerinin hasta ve kontrol gruplarina gore dagilimi

T-138C GRUP
GENOTIP HASTA KONTROL TOPLAM P
CC 10 (% 66.7) 5 (% 33.3) 15 (% 5.9)
CT 49 (% 48.0) 53 (% 52.0) | 102(%402)
TT 61 (% 44.5) 76 (% 55.5) | 137 (% 53.9) | 92>9
TOPLAM 121 (% 47.2) 134 (% 52.8) | 254 (% 100.0)

CC: Cytosine-Cytosine; CT: Cytosine-Timine; TT: Timin-Timin
Ki kare testi

G-7A ve T-138Cgen polimorfizmleri i¢in 254 kisinin (hastatkontrol) istatistiksel
sonuclarina goére Tip 2 DM’li hasta ve kontrol grubu arasinda anlamli bir fark

bulunamamastir.
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TARTISMA

DM; karbonhidrat, protein ve yag metabolizmasinin bozukluklar1 ile karakterize bir
hastaliktir (1). Tip 2 DM’in patogenezinde hem insiilin direnci, hem de bozulmus insiilin
sekresyonu vardir. D vitamini, transkripsiyon faktorii olarak [ hiicrelerinin insiilin
sekresyonunda diizenleyici bir rol oynar (38). D vitamini eksikligi, Tip 2 DM prevalansini
arttirirken, D vitamini destegi insiilin sekresyonunu arttirabilir (38, 39). D vitamini reseptorii
steroid / tiroid hormon reseptdriidiir. Tip 1 DM’de D vitamini reseptoriiniin (VDR) pankreas 3
hiicrelerindeki etkisi, ¢esitli gen polimorfizmleri incelenmistir (40, 41). Saglikli Asyalilar
tizerinde yapilan bir calismada, VDR geninin B hiicrelerinin insiilin salgilama kapasitesini
etkiledigi ortaya konulmustur (42).

7 yil stiren Finlandiya ¢aligmasina gore D vitamini diizeyi en yiiksek olanlarda Tip 2
diabete yakalanma riski %40 azalmistir. Calismaya katilan 4000°den fazla kisi arasinda Tip 2
diabet tanis1 koyulan 187 bireyde yas, cinsiyet ya da mevsime bagl olmaksizin D vitamininin
en diistik diizeylerde oldugu belirlenmistir. Arastirmacilar egitim, sigara kullanimi, kilo,
yiiksek tansiyon kontrolii ve egzersiz farkliliklarini goz Oniine alarak incelediklerinde, D
vitamininin etkisi hafif azalmakla birlikte anlaml1 bulunmustur (30).

D vitamini ile birlikte kalsiyum eksikliginin de 6zellikle tokluk kan sekerlerini ve
insiilin salinimin etkiledigi ve D vitamini ile kalsiyum desteginin bu siireglerde olumlu etki
yaptig1 bilinmektedir. Bununla birlikte D vitamini ve kalsiyum desteginin beta hiicre islevleri
ya da insiilin duyarliligini nasil etkiledigi konusu heniiz a¢ikliga kavusturulmus degildir. Pitas
ve arkadaglart erigkinlerde kan sekeri kontrolii ve D vitamini-kalsiyum durumuna iliskin
yayimlanmis gozlemsel calismalarla, klinik denemeleri gdzden gegirdiklerinde goézlemsel

calismalarin kalsiyum-D vitamini ya da siit iirlinlerinin alimindaki diistikliik ile tip 2 diyabet
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arasinda gorece olarak sabit bir iliski bulundugunu ortaya ¢ikarmislardir. Elde ettikleri veri
incelenen kisilerde kalsiyum-D vitamini kullanimi ya da siit tiiketimi en yiiksek diizeyde olan
kisilerin tip 2 diyabet gelisme oraninin % 64 diisiik oldugunu gdstermekteydi (43).

Mineralize dokularin organik matriksinde yer alan, K vitaminine bagimli bir
kalsiyum/fosfat baglayict non-collagen bir protein olan ve insan viicudunda en yiiksek oranda
bulunan Matriks Gla Proteininin (MGP) olmasi, bu kalsifikasyon islemini kontrol altina alir.
MGP‘nin degisik varyantlar1 (polimorfizmler) kalsifikasyon kontrol iglemini degistirebilmesi
ile birlikte insiilin direncini de degistirdigi diisiiniilmektedir (3, 4).

Farzaneh-Far ve arkadaslar1 tarafindan yapilan ¢aligmada matriks Gla proteininin
ekspresyonunu ve serumdaki diizeyi MGP T-138C gen polimorfizmi ile iliskili oldugu
gosterilmistir (2).

Herrmann ve arkadaslar1 yaptiklar1 ¢alismada ise G-7A polimorfizminin miyokarttaki
bir alanin, genellikle koroner arter tikanmasi sonucu gelisen enfarktiisii ile ilskili oldugu
gostermislerdir (44).

Bizim ¢aliygmamizda 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 120 hasta grubu ile 134 kontrol grubu olmak iizere toplam 254 kiside G-
7A ve T-138C gen polimorfizmleri incelendi.

Iki grubun klinik parametreleri incelendiginde aglik kan sekeri, HDL kolesterol, LDL
kolesterol ve yas i¢in beklendigi gibi istatistiksel olarak anlamli fark bulunmusken (p<0.05),
G-7A polimorfizmi i¢in AA, GA ve GG allellerinin sikligi Tip 2 DM’li hasta grubunda
strastyla 13 (% 38.2), 50 (% 43.5) ve 57 (% 54.3) bulunmusken; kontrol grubunda sirastyla 21
(% 61.8), 65 (% 56.5) ve 48 (% 45.7) bulunmustur. Ki-kare Testi degerlerine bakildiginda Tip
2 DM’li hasta grubu ile kontrol grubu arasinda G-7A polimorfizmi agisindan anlamli bir fark
bulunmamistir (p>0.05).

Yine T-138C polimorfizmi i¢in CC, CT ve TT allellerinin siklig1 Tip 2 DM’li hasta
grubunda sirasiyla 10 (% 66.7), 49 (% 48.0) ve 61 (% 44.5) bulunmusken; kontrol grubunda
strastyla 5 (% 33.3), 53 (% 52.0) ve 76 (% 55.5) bulunmustur. Ki-kare Testi degerlerine
bakildiginda Tip 2 DM’li hasta grubu ile kontrol grubu arasinda T-138C polimorfizmi
acisindan anlamli bir fark bulunmamistir (p>0.05).

Calisma sonucunda elde edilen bu degerler G-7A ve T-138C gen polimorfizmlerinin
Tip 2 DM iizerinde ¢alisilan gruplarimiz i¢in herhangi bir etkisinin olmadigi yoniinde bilgi

vermektedir.
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Yaptigimiz ¢alisma da dahil birtakim ¢alismalarin sonuglarindan goriildiigii gibi G-7A
ve T-138C polimorfizmlerinin Tip 2 DM iizerindeki etkileri agisindan cesitli bilgiler
bulunmustur. Bu genetik ¢aligmalardaki ¢esitliligin etnik farkliliklardan veya hasta ve kontrol
gruplart i¢in farkli se¢im kriterlerinin olmasindan kaynaklanabilecegi diisiintilmektedir.

fleride calismanin gelistirilmesi ve ¢alismaya devam edilmesi tasarlanmaktadir.
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SONUCLAR

Calismaya alman Tip 2 DM’li hasta ve kontrol gruplarinin yas, AKS, TG, Kolesterol,
HDL-C, LDL-C, SKB ve DKB klinik bulgular1 belirlendikten sonra calisma Biyofizik
Anabilim Dalinda baslatilmistir.

Bizim ¢aliygmamizda 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 120 hasta grubu ile 134 kontrol grubunun G-7A ve T-138C gen
polimorfizmleri incelendi.

Bu polimorfizmlerden G-7A polimorfizmi i¢in AA, GA ve GG allellerinin siklig1 Tip
2 DM’li hasta grubunda sirasiyla 13 (% 38.2), 50 (% 43.5) ve 57 (% 54.3) bulunmusken;
kontrol grubunda sirasiyla 21 (% 61.8), 65 (% 56.5) ve 48 (% 45.7) bulunmustur. Ki-kare
Testi degerlerine bakildiginda Tip 2 DM’li hasta grubu ile kontrol grubu arasinda anlamli bir

fark bulunamamustir (p>0.05).

T-138C polimorfizmi i¢in ise CC, CT ve TT allellerinin siklig1 Tip 2 DM’li hasta
grubunda sirasiyla 10 (% 66.7), 49 (% 48.0) ve 61 (% 44.5) bulunmusken; kontrol grubunda
sirastyla 5 (% 33.3), 53 (% 52.0) ve 76 (% 55.5) bulunmustur. Ki-kare Testi degerlerine
bakildiginda Tip 2 DM’li hasta grubu ile kontrol grubu arasinda anlamli bir fark

bulunamamustir (p>0.05).

Calisma sonucunda elde edilen bu degerler G-7A ve T-138C gen polimorfizmlerinin
Tip 2 DM iizerinde herhangi bir etkisinin olmadig1 yoniinde bilgi vermektedir.

Yaptigimiz ¢alisma da dahil birtakim ¢aligmalarin sonuglarindan gortildiigi gibi G-7A
ve T-138C polimorfizmlerinin Tip 2 DM {izerindeki etkileri agisindan ¢esitli bilgiler
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bulunmustur. Bu genetik ¢aligsmalardaki ¢esitliligin etnik farkliliklardan veya hasta ve kontrol
gruplari i¢in farkli se¢im kriterlerinin olmasindan kaynaklanabilecegi diistiniilmektedir.

[leride calismanin gelistirilmesi ve ¢alismaya devam edilmesi tasarlanmaktadir.
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OZET

Diabetes Mellitus gerek kendisi gerekse hayati tehdit edici komplikasyonlar1 nedeniyle
onemli bir saglik problemidir. Tip 2 Diabetes Mellitus hastaligi, pankreasin B hiicrelerinden
salgilanan insiilin hormonunun sekresyonunun, normal hatta normalden yiiksek olmasi
ve/veya periferik insiilin kullaniminda direncin varligi sonucu olusan, karbonhidrat, protein ve
yag metabolizmasinin bozukluklar ile karakterize bir hastaliktir.

Tip 2 Diabetes Mellitus sonucu biiyiik ve orta boy arterlerin intimasinda diizensiz
dagilimh lipit depolanmalariyla karakterize aterosklerozun patojenik basamaklarindan birisi
doku kalsifikasyonudur. Cesitli dokularda ekstraselliiler sivida kalsiyum ve fosfat iyonlarinin
konsantrasyonlarinin yiiksek olmasi1 nedeniyle doku kalsifikasyonunun yiiksek olmasi
beklenir. Mineralize dokularin organik matriksinde yer alan, K vitaminine bagimli bir
kalsiyum/fosfat baglayici non-collagen bir protein olan ve insan viicudunda en yliksek oranda
bulunan Matriks Gla Proteininin olmasi, bu kalsifikasyon islemini kontrol altina alir.
MGP*‘nin degisik varyantlar1 kalsifikasyon kontrol iglemini degistirebilmesi ile birlikte instilin
direncini de degistirdigi diisiiniilmektedir.

Bu ¢alismanin amaci Tip 2 Diabetes Mellitus’lu hastalarda Matriks Gla Proteininin G-
7A ve T-138C gen polimorfizmlerini aragtirmaktir.

Calisma 120 Tip 2 Diabetes Mellitus’lu hasta ve 134 kontrol grubu icermektedir. G-
7A ve T-138C gen polimorfizmleri polimeraz zincir reaksiyonu ve restriksiyon fragmant
uzunluk polimorfizmi yontemleri kullanilarak belirlenmistir.

Calismamizda G-7A ve T-138C gen polimorfizmlerinin Tip 2 Diabetes Mellitus
gelismesinde genetik risk faktorlerinin istatistiksel olarak anlamli olmadiklar1 belirlendi.

Anahtar Kelimeler: Diabetes Mellitus, Matriks Gla Proteini, polimorfizm
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STUDY OF GENE POLYMORPHISMS OF MATRIX GLA PROTEINS
G-7A AND T-138C IN PATIENTS WITH TYPE 2 DIABETES
MELLITUS

SUMMARY

Diabetes Mellitus is an important health problem due to the ilness itself and its life
threatening complications. Type 2 Diabetes Mellitus is a disease characterized by
carbonhydrate, protein and fat metabolism disorders resulting from insiilin hormone secreted
by P cell of pancreas being normal or even higher than normal and/or the presence of
peripheral insiilin resistance.

One of the pathogenic stages of atherosclerosis, characterized by uneven distribution
of lipid storage in intimas of large and medium-sized arteries, is calcification. In varios
tissues, tissue calcification is expected to be high due to extracellular fluid concentrations of
calcium and phosphate ions being high.

Existing in the organic matrix of mineralized tissues Matrix Gla Protein, which is
Vitamin K dependent calcium/ phosphate binder non-collagen protein and exists in the
human body at the highest rate, takes control of the process of calcification.

The purpose of this study is to investigate gene polymorphisms of matrix gla proteins
G-7A and T-138C in patients with Type 2 Diabetes Mellitus.

The study includes 120 patients with Type 2 Diabetes Mellitus and 134 control group.
G-7A and T-138C gene polymorphisms were determined by using polymerase chain reaction

and restriction fragment lenght polymorphism method.
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In the study, it was determined that G-7A and T-138C genetic risk factors in the
development of gene gene polymorphisms in Type 2 Diabetes Mellitus were not statistically
significant.

Key Words: Diabetes Mellitus, Matrix Gla Protein, polymorphism
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