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1. OZET

Tip 2 diabetes mellitus (T2DM) ve Hasimato tiroiditi (HT) toplumlarda
yaygin olarak goriilen ve farkli toplumlardan pek cok insami etkileyen kiiresel
hastaliklardir. Son zamanlarda HT nin T2DM ile birlikte goriildigtinii 6ne siiren
bircok calisma yapilmistir. Protein Tirozin Fosfataz, Reseptor olmayan Tip 22
(PTPN22; Protein tyrosine phosphatase, non-receptor type 22) genindeki C1858T
polimorfizmi ise, HT ve T2DM hastaliklarinin ikisi ile de iligkili bulunmustur.

Calismamizda Elazig ili ve c¢evresinde, Endokrinoloji ve Dahiliye
Anabilim Dallarina bagvuran 135 T2DM’li hasta, 102 T2DM ve HT birlikte
bulunan hasta, 71 HT hastasindan ve 135 saglikli kontrolden EDTA’l1 tiiplere 3 cc
periferal kan oOrnekleri alinarak DNA izolasyonu yapildi. PTPN22 geninde
C1858T polimorfizmi PZR-RFLP analizi yapilarak belirlendi.

T2DM, T2DM+HT, HT ve kontrol gruplarinda CC ve CT genotiplerinin
goriilme oranlar sirasiyla 135°de 5 (%3.8), 102°de 7 (%6.86), 71°de 5 (%7.04) ve
135’de 3 olarak tespit edildi. Gruplarin higbirinde TT genotipi bulunmadi.
Istatistiki degerlendirmeler sonucunda hasta ve kontrol grubundaki bireyler
arasinda PTPN22 genotip ve allel frekanslar1 agisindan anlamli bir farklilik
saptanmamistir.

Sonu¢ olarak, calisma verilerimize goére PTPN22 geninin C1858T
polimorfizmi, bizim toplumumuzda T2DM ve HT hastaliklart icin yatkinlik
olusturmamaktadir.

Anahtar Kelimeler: Tip 2 diyabet, hasimato tiroiditi, PTPN22,

polimorfizm



2. ABSTRACT

INVESTIGATION OF PTPN22 C1858T GENE POLYMORPHISM IN
TYPE 2 DIABETES AND HASHIMOTO PATIENTS IN ELAZIG CITY
AND AROUND
Type 2 diabetes (T2DM) and Hashimoto thyroiditis (HT) are frequent in

general population. These global diseases effect a lot of people from different
populations. Recently, a good deal of studies suggested coexistence of HT with
T2DM. Protein tyrosine phosphatase, non-receptor type 22 (PTPN22) C1858T
polymorphism has been reported to be associated with both T2DM and HT
disorders.

In our study, 3 cc peripheral blood samples from 135 T2DM, 102
T2DM+Hashimoto, 71 HT cases and 135 healty controls who were consulted to
Departments of internal medicine and endocrinology were collected into EDTA
anticoagulated tubes and DNA was extracted. C1858T polymorphism in PTPN22
gene was analyzed with PZR-RFLP method.

The rates of CC and CT genotypes in T2DM, T2DM + Hashimoto,
Hashimoto and control groups were calculated as 5 in 135 (3.8%), 7 in 102
(6.86%), 5 in 71 (7.04%) and 3 in 135 (2.22%), respectively. TT genotype wasn’t
found in none of the groups. There were no statistically significant differences
between the patient and control groups with regard to genotypes and allele
frequencies.

In conclusion, according to our data the C1858T polymorphism of
PTPN22 gene does not constitute any susceptibility for T2DM and HT diseases in
our population.

Key Words: Type 2 diabetes, hashimoto thyroidit, PTPN22, polymorphism.



3. GIRiS

3.1. Otoimmiin Hastaliklar

Otoimmiinite, self toleransin (immiin yanitsizlik) kaybolmasiyla kisinin
kendi doku ve cesitli organlarina kars1 tipki yabanci istilacilarmig gibi saldirmasi
ve kendi antijenlerine kars1 immiin yanit gelistirmesidir (65). Bunun sonucunda
gelisen hastaliklara otoimmiin hastaliklar adi1 verilmektedir. Bu hastaliklar diinya
toplumlarim %5 ile 10 arasinda etkilemektedir (11). Otoimmiin hastaliklar genetik
ve c¢evresel faktorlerin etkilesimi sonucu ortaya c¢ikan multifaktoryel
hastaliklardir. Ortak etiyolojik mekanizmay1 igeren ¢ok sayida 6zelligi paylasirlar.
Benzer patofizyolojilere sahip olmalar1 ve ailelerde birlikte bulunmalari,
otoimmiin hastaliklarin ortak bir genetik temele sahip olugu hipotezini ortaya
koymaktadir (68). Bu nedenle otoimmiin hastalia sahip bireylerde diger
otoimmiin hastaliklarin da gozlenmesi sik rastlanilan bir durumdur. Otoimmiinite
konusundaki bilgilerimiz son yirmi yil icinde Ozellikle bu hastaliklara Ozgii
hayvan modellerinin gelistirilmesiyle ve otoimmiiniteye yatkinlik saglayan
genlerin tanimlanmasiyla biiyiik gelisme gostermistir (114).

3.1.1. Self Tolerans Mekanizmalari
Kisinin kaninda, hiicrelerinde ve bag dokularinda potansiyel olarak immiinojenik
olan self-antijenler (kisinin kendi antijenleri) bulunmaktadir. Bu antijenler bireyin
kendi lenfositleri ile siklikla karsilagirlar, ancak lenfositler normal bir bireyde bu
antijenlere yanit vermezler. Bu yanitsizlik, 6zellikle self reaktif olan lenfositlerin
siirekli olarak gelisim ve olgunlasmasinin engellenmesi ile miimkiin olmaktadir

(63).



Self toleransin devamliligindan su mekanizmalar sorumludur:

1-Self antijenlere karsi tolerans dinamik bir olaydir ve siireklilik gerektirir.
Kiside self veya nonself antijenleri taniyabilen T hiicre reseptorii (TCR; T cell
receptor) yani T hiicre yiizey reseptorleri gelisebilir (62).

2-Bu self reaktif olan T lenfositlerin gelisiminin engellenmesi veya
toleranst, cesitli basamaklarda olusturulur. Timusta lenfosit gelisimi sirasinda self
reaktif olan lenfosit klonlarinin yok edilmesine ‘“santral tolerans”, buna karsin
perifere cikan self reaktif olan lenfositlerin etkisiz hale getirilmesine ise “periferal
tolerans” denir (16, 62).

Boylece otoreaktif T hiicre klonlarindan temizlenmis immiin sistem
yabanci antijenlere karsi tepki gosterirken, kendi dokularina kars: siirekli tolerans
halinde kalmaktadir. Cesitli nedenlerden dolayr kisinin kendi dokularna karsi
siirekli tolerans hali (self tolerans) bozulmakta ve otoimmiin hastaliklar denilen
hastaliklar olusmaktadir. Tip 1 diyabet (T1DM) (93, 124), hasimato, graves (107),
romatoid artrit, jlivenil idiopatik artrit, multipl sklerozis, sistemik lupus
eritematosus (SLE), adison (68) ve vitiligo (19) gibi pek ¢ok hastalik otoimmiin
hastaliklar olarak bilinmektedir.

3.2. Diabetes Mellitus (DM)

Diabetes Mellitus (DM), mutlak veya fonksiyonel insiilin yetersizligi
sonucu ortaya cikan, karbonhidrat metabolizmasi basta olmak iizere yag ve
protein metabolizmasinda da bozuklukla seyreden bir endokrin ve metabolizma
hastaligidir (74). Diyabet kiiresel bir saglik sorunudur. Tiim diinyada yaklasik 250
milyon kisiyi etkilemektedir (35). Bu saymin 2030 yilinda 366 milyona ulagsmasi

beklenmektedir (58). 1987 yilindan beri DM’den 6len insanlarin sayist %45



artmistir ve 2003 yilinda USA’ da diyabet 6liim nedenleri arasinda 6. sirada yer
almaktadir (71). Ulkemizde niifusun %7.2’si diyabet hastasidir ve Oniimiizdeki
yillarda daha da artmasi beklenmektedir. Diyabet ve buna bagh komplikas-
yonlarin tani, tedavi, bakim ve rehabilitasyonu i¢in de her yil yaklasik 5 milyar
Euro harcandig1 tahmin edilmektedir (35).
3.2.1. Tam Kiriterleri
Amerikan Diyabet Birligi (ADA; American Diabetes Association) tanisal
kriterlerinde, diyabet tanis1 ii¢ sekilde konulabilir.
1- Diyabetin klinik bulgu ve belirtileri olan kisilerde rastlantisal plazma
glukozunun > 200 mg/ dL. olmasi.
2- Aclik kan glukozunun > 126 mg/ dL olmas:.
3- Agizdan verilen 75 gr'lik glukoz yiiklemesini takiben 2 saat sonraki
plazma glukozunun > 200 mg/ dL olmasi.
Bozulmus ac¢lik glukozu (IFG) > 110 mg/ dL ve < 126 mg/ dL (97).
3.2.2. Diyabetin Tarihcesi
Diyabet kelimesi ilk kez M.S ikinci yiizyllda Kapadokya’li Aretaeus
tarafindan kullanilmistir. Kelime Yunanca’dan gelmekte olup, icinden sivi akan
boru anlamina gelmektedir. Aretaecus hastaligin klinik tanimlamasini, bugiin
hemen fark edilebilecek olan artmig idrar akimi, susuzluk ve kilo kaybi gibi
ozellikleri belirterek yapmistir. Idrarin tatli olmasi eski Yunan, Cin, Misir, Hint ve
Pers uygarliklan tarafindan fark edilmistir. Eski Hintliler diyabeti teshis etmek
icin hastanin idrariin cevresine karincalarin toplanmasini kullanmislar ve bu
hastaliga “tatlt idrarl hastalik” anlamina gelen “medhumeha” ismini vermislerdir.

5. ve 6. ylizyillar boyunca Sushrut gibi Hindu hekimlerce idrarin tath oldugu



bildirilmigtir. Bu tamimlamalarda diyabetin iki formu oldugundan bile
bahsedilmistir (121).

Orta Cagda (981-1037), ibn-i Sina El-Kanun Fi't-Tib adli eserinde
diyabetten oldukca ayrintili sekilde bahsetmis ve hastalifi asir1 istah artis1 ve
cinsel islevlerin azalmasi1 seklinde tamimlayip, idrarin tatli olmasindan da
bahsetmistir. Ibn-i Sina’da birincil, ikincil diyabetleri ve diyabetik kangreni
tanimlamistir (78). 1858-1931 yillarinda Joseph Von Mering ve Oskar Minkowski
pankreas1 ¢ikarilmis kopeklerin diyabetin tiim belirtilerini gosterdiklerini ve kisa
bir siire sonrada oldiiklerini belirleyerek pankreasin diyabette oynadigi rolii
kesfetmislerdir. 1847-1888 yillarinda Paul Langerhans pankreastan alinan
preparatlarda kiiciik hiicre kiimeleri oldugunu tanimlayan ilk kisi oldu. Bu
hiicreleri sonradan (1893) Langerhans adaciklar1 olarak adlandiran Fransiz
Edouard Laguesse, bu hiicrelerin pankreasin endokrin dokusu oldugunu ve glukoz
diisiiriicti bir hormon salgiladigini 6ne siiren ilk kisi olmustur. 1921 yilinda cerrah
Sir Frederick Grant Banting ve 6grenci asistant Charles Best, biyokimyac1 James
B. Collip ve fizyolog JJR Macleod’un ortak calismasiyla insiilin bulunmustur.
1958 de Frederick Sanger tarafindan insiilinin amino asit dizilimi ortaya konmus
ve 1939- 1999 yillar1 arasinda ise Ingiltere diyabet arastirma caligmasi (UKPDS;
United Kingdom Prospective Diabetes Study) Oxford’lu hekim Robert Turner
tarafindan baslatilmistir (121).

3.2.3. Diyabet Cesitleri
Tip 1 diabetes mellitus

¢ Immiin mekanizmayla olusan

e Idiyopatik



Tip 2 Diabetes Mellitus
e Insiilin direnci 6n planda
e Insiilin sekresyon defekti n planda
Diger spesifik tipler
e B-hiicre fonksiyonunda defektler
e Insiilin etkisinde genetik defektler
e Ekzokrin pankreas hastaliklar
e Endokrinopatiler
e lac ya da kimyasal ajanlar
e Digerleri : genetik sendromlarin seyrindeki diyabet sekilleri
¢ Enfeksiyonlar
Gestasyonel diyabettir (115).

3.2.4. Tip 1 Diabetes Mellitus (T1DM)

Tip 1 diabetes mellitus (T1DM) cocukluk yas grubunda pankreasin insiilin
tireten beta hiicrelerinin siiregelen otoimmiin veya otoimmun disi nedenlerle
iltihaplanmas1 sonucu gelisen insiilin yetersizligi ve hiperglisemi ile karakterize
kronik metabolik bir hastaliktir. Diinyada bes yas civarindaki genel prevalans
1/1430, 16 yaslarinda ise 1/360 civarindadir. Ulkemizdeki prevalansi yaklasik
1/2000°dir (1). Etiyolojisinde genetik ve ¢evresel bircok etken rol oynamaktadir.
TIDM ile ilgkili PTPN22, CTLA4, HLA-DR3-DR4, IFIH1=MDAS,
IL2RA=CD25, FOXP3, Insiilin VNTR genlerinin belirlenmesiyle temelinde gii¢lii
ve poligenik bir bilesenin oldugu desteklenmis oldu (19, 27, 37, 70, 108). Tip 1

DM gelisiminde genetik faktorlerin 6nemli yer tuttugu bildirilmesine kasin,



herhangi bir mendelian kalitimsal faktoriin tek basmma rol oynamadigi ve
gelisiminin kompleks ve multifaktdryel oldugu one siiriilmektedir. TIDM’li bir
bireyin birinci derece akrabalarinda diyabet gelisme riskinin 15-20 kat daha
yiiksek oldugu bildirilmektedir. Bir calismada, TIDM olgularinin birinci derece
akrabalarinin %8.5’inde (141/1641) TIDM o6ykiistiniin oldugu saptanmistir (1).
Ikiz calismalarinda genetik ve cevresel faktorlerin 6nemli roliiniin oldugu
gosterilmistir.  Tek yumurta ikizlerinde gelisme riskinin %50 oldugu
bildirilmesine karsin (19), ayr1 yumurta ikizlerinde bu riskin %11 oldugu
belirtilmistir (70). Poliiiri, polidipsi ve kilo kaybi ile kendini gosteren T1DM,
insiilin, egzersiz ve beslenmenin planlanmasi ile tedavi edilmektedir. Bir¢ok farkli
insiilin rejimi uygulanmasina karsin, immiinoterapi gibi yeni tedavi yontemleri
tizerinde de ¢aligilmaktadir (1).

3.2.5. Gestasyonel Diyabet (GDM)

Ik kez gebelik sirasinda baslayan veya ilk teshisi hamilelik sirasinda
konulan glukoz intolerans1 olarak tamimlanir (23). GDM icin risk faktorleri
obezite, ailede tip 2 diyabet veya GDM hikayesi olmasi, gecmis gebeliginde
aciklanamayan ge¢c dogum veya yeni doganin liimii ve yiiksek riskli etnik gruba
ait olmaktir. Dogumdan sonra diyabet iyilesir ama takip eden gebeliklerde
tekrarlamaya meyillidir ve tip 2 diyabet olusma riski yasam boyu %30’dur (121).

3.2.6. Tip 2 Diabetes Mellitus (T2DM)

Heterojen bir hastalik olan diyabetin bu formunda, iki metabolik defekt
s6z konusudur. Bunlardan ilki, insiilinin etkisi veya pankreastan sekresyonunun

azalmasidir (97,104). Ikincisi ise, insiilin etkisindeki bozukluk nedeniyle insiilin



direnci gelismistir. insiilin sekresyonu da insiilin direncini gidermekte yetersiz
kalmaktadir. Genellikle bu bozukluklardan birisi 6n plandadir (59).

3.2.6.1. insiilin Direnci Defektleri

Insiilin direnci, ekzojen veya endojen uygulanan insiiline karsi normal
biyolojik yanitin bozulmasi seklinde tanimlanir (59). Bilindigi gibi insiilinin hedef
dokular1 karaciger, yag ve kas dokusudur (58). Insiilin karacigerde
glukoneogenezi ve glikojenolizi inhibe ederek hepatik glukoz iiretimini baskilar.
Ayn1 zamanda glukozun kas ve yag dokusuna alinimini ve burada enerji kaynagi
olarak depolanmasini saglar. Karaciger dokusu glukoz hemostazisinin devami i¢in
merkezi rol oynamaktadir. Insiilin direnci gelisen ortamda, insiilinin karaciger,
yag ve kas dokusundaki bu etkilerine kars1 direng gelisir ve gerek hepatik glukoz
cikisinda artis ve gerekse, kas ve yag dokusu igine alinamayan glukoz (periferik
insiilin direnci) ile kanda hiperglisemi gelisir. Hiperglisemiyi kompanse etmek
icin beta hiicrelerinden daha fazla insiilin salinim1 gerceklesir. Fakat beta hiicresi
de fonksiyonlarin1 kaybetmeye baslayinca, insiilin salinim eksikligi ve sonucta
diyabet gelisir (59).

Obezite insiilin direncinin gelismesinde major bir risktir (28). Ancak, obez
olmayan saglikli kisilerin %25’inde de insiilin direnci saptanmistir (59). Bu
veriler diyabet gelisiminde genetik yatkinligin da 6nemli bir rol oynadigini
gostermektedir (122).

3.2.6.2. Insiilin Sekresyonu Defektleri

Insiilin duyarlilig1 beta (B) hiicrelerinin, birincil salgilaticisi olan glukoz ile
uyarilmasi ile olusan insiilin cevabinin siddetinin belirlenmesinde 6nemli bir

faktordiir. Bu durumda f hiicrelerinin insiilin sekresyon yetenegi bozulmus ve



adacik hiicrelerinin kan glukoz konsantrasyonu deneysel olarak arttirildiktan
sonraki insiilin sekresyon yetenedi de korelmistir. Proinsiilinin insiiline olan
normal oraninda da bozulma gozlenmis olup, insiilindeki azalma proinsiilinde
goreceli artmaya neden olmustur (23). Tip 2 diyabet teshisi konan hastalarda 3
hiicre fonksiyonunun %50’si kaybolmustur (111).

3.2.6.3. Insiilin Sekresyonunu Diizenleyen Faktorler

Inkretin hormonlar (glukagon benzeri peptit (GLP-1) ) yemekten sonra
ince bagirsagin endokrin hiicrelerinden salgilanan, insiilinotropik kiiciik
peptitlerdir. Ilk olarak saptanan inkretin duedonumdan salgilanan gastrit inhibitor
peptittir (GIP). 1973 yilinda GIP’in insiilin salinimin1 uyardigi gosterilmistir. Bu
tarihten sonra GIP, glukoza bagimli insiilinotropik polipeptid olarak
adlandirilmistir. Ancak yapilan sican ¢aligmalarinda GIP’in uzaklastirilmasinin
inkretin etkisini ortadan kaldirmadigi gosterilmistir. Ayrica inkretin etkisininin
GIP sekresyonu ile degil, L hiicre (intestinal mukozanin en aktif endokrin
hiicreleri) yogunlugunun en fazla oldugu ileumun uzunlugu ile iliskili oldugu
saptanmistir. 1983 yilinda G. Bell ve arkadaglart hamster ve insan proglukagon
genlerini  klonlayarak, insan proglukagon dizisini ortaya koymuslardir.
Proglukagonun N terminal kism1 glisentin dizisinden olusuyordu ve ayn1 zamanda
iki glukagon dizisini de iceriyordu. Bu peptidler tip 2 diyabetin patogenezinde
daha 6nemli role sahip olan, glukagon benzeri peptit (GLP-1 ve GLP-2) olarak
adlandirildi. GLP-1’in oldukca giiclii bir insiilinotropik peptid oldugu, GLP-2’nin
ise bagirsakta 6nemli bir biiyiime faktorii olarak islev gordiigii ortaya konmustur
(59). Daha sonra GLP-1’in GIP’ten farkli oldugu ve glukagon sekresyonunu giiclii

bir sekilde inhibe ettigi fark edilmistir (54). GLP-1, pankreatik insiilin sekresyon
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kapasitesini artirmakta, beta hiicrelerinin apoptozisini engellemakte, gen
transkripsiyonunu ve proinsiilin biyosentezini uyarmaktadir. Bdylece periferal
insiilin direncinin iistesinden gelmeye ve Tip 2 diyabetin glukoza bagiml insiilin
sekresyon karakterini azaltmaya calisir (55). Tip 2 diyabetli hastalarda GLP-1
diizeyinin diisiik oldugu ve inkretin etkisinin de azaldig1 bilinmektedir (80).

3.2.7. Klinik Ozellikleri

Tip 2 diabetes mellitus (T2DM), genellikle 40 yasindan sonra goriiliir.
Ancak son 20 yildan beri diinyada artan sekilde ¢ocuk ve genglerde de T2DM
teshisi konulduguna dair bilgiler bulunmaktadir. ABD’de 2000 ve 2003 yillari
arasinda 10-19 yas grubundaki Hispanik olmayan beyazlarin %14.9’unda,
Hispaniklerin  %46.1’inde, Afrikan Amerikalilarin %57.8’inde, Amerikan
yerlilerinin %86.2’sinde T2DM teshisi konuldugu yazmaktadir. Bu oran daha az
vaka olan Avrupada %]1-2 oraninda iken; Tayvan, Kuveyt ve Japonya gibi
ilkelerde de okul cagindaki cocuk ve genclerde yiiksek olarak goriilmektedir
(104). Aile oykiisii siktir. Uzun siireli belirtisiz periyodu olmasi nedeniyle ¢ogu
zaman ge¢ teshis edilir. Belirtisiz periyodu takiben poliiiri, polidipsi, kilo kaybi,
bulanik gérme, karin agrisi, gii¢gsiizliik, bacak kramplari, bulant1 ve kusma, hafiza
kaybi, zihin bulamikli§n ve uyku hali, asidotik, susama gibi klasik DM
semptomlar1 (T2DM hastalarinin yaklasik %50’si) ile ortaya ¢ikar (115). Uzun
asemptomatik periyot siiresince gelisen komplikasyonlar DM’nin major
komplikasyonlar1 nefropati, noropati, retinopati ve kardiyovaskiiler hastaliklar da

hastaligin baslangici ile beraber gozlenebilir (77).
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3.2.8. Tip 2 Diyabet ve Genetik

Tip 2 diyabet multifaktdryel gecisli kompleks poligenik bir hastaliktir.
T2DM’li vakalarin yalmzca %5-10’ununda monogenik Mendelyan kalitim
goriiliir. Bunlar ise genglerde goriilen ergin baslangich diyabet (MODY; Maturity
onset diabetes of the young), insiilin direnci sendromu, mitokondrial diyabet, ve
neonatal diyabetli hastalardir (112). Hastaligin olusumunda genetik ve cevresel
faktorler etkili olmaktadir. Tip 2 diyabette giiglii bir kalitm kalib1 vardir (112).
Tek yumurta ikizlerinde konkordans (ikizlerden her birinin aymi anda hastaliga
yakalanma orani1) %70 iken, cift yumurta ikizlerinde %20- 30 civarindadir. Tek
bir ebeveyninde T2DM bulunan kisilerde hastaliga yakalanma riski %40 iken,
hem anne hem de babasinda T2DM bulunan bireylerin yasamlar1 boyunca
hastaliga yakalanma riski %70 civarindadir. Ozellikle T2DM’li baba degil de,
T2DM’li anneden dogan bireylerin hastaliga yakalanma riskleri ¢ok daha yiiksek
olmaktadir. Birinci dereceden akrabalarinda tip 2 diyabet vakasi olan kisilerde
T2DM olma riski 3 kat daha fazladir (47).

Son yillarda diyabet genetigi konusunda, T2DM’nin patogenezinde rol
alan insiilin direnci, B hiicre fonksiyonu, insulin salinimi ve aktivitesi, glukoz
metabolizmasi ile ilgili enzim ve proteinleri kodlayan genlerdeki hastaliga neden
olabilecek siipheli aday genlerin tamimlanmas1 onemli bir yaklagim olarak ©n
plana ¢ikmaktadir (36). Ayrica obezite insiilin direncine yol agtig1 i¢in ortak bazi
genler hem T2DM’nin hem de obezitenin ortaya ¢ikmasinda etkili olmaktadir
(FTO ve TMEMI18 gibi) (118). T2DM ile iliskili genlerin arastirilmasinda baslica
2 yontem kullanilmaktadir. Bunlardan ilki aday gen yaklasimi yOntemi

kullanilarak T2DM’nin olusumunda etkili oldugu diisiiniilen yaygin genetik
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varyantlarin alel frekanslarinin  saglikli  bireylerin allel frekanslart ile
karsilastirilmast  sonucunda genin T2DM ile iligkili olup, olunmadiginin
belirlenmesi; ikincisi ise tiim genomu kapsayan iliskilendirme c¢alismalaridir
(GWAS; genome wide association studies) (101). Tiim genom taramalarinda
varsayima dayanilmaz. Bu yaklasim ortak bir fenotipi paylasan aile bireylerinin
ayn1 geni iceren kromozomal bolgeleri paylasma esasina dayanir ve boylelikle
genler genomik pozisyonlarma gore lokalize edilir (102). GWAS, yiiksek sayida
ornekle calisma imkami sunar ve bu Olgekle etkisi kiiclik olan genleri de
tanimlayabilir (118).

Son yirmi yildan beri yapillan GWA ve linkaj analizleri yardimiyla
giiniimiize kadar ¢ok sayida genomik bolge, genler ve bu genlerdeki mutasyon ya
da polimorfizmler T2DM ile iliskilendirilmistir (112). T2DM genetigi ile ilgili
genis Olcekli ve yiiksek coziiniirliige sahip GWA caligsmalarinin ii¢ asamas1 vardir.
Bu ii¢ asamadan besi Beyaz Avrupa’da, biri Dogu Asya’da olmak iizere alu GWA
taramasi seklinde 6zetlenebilir (118).

1. Asama: ilk asamanin kesifleri Fransada 661 Tip 2 Diyabet ve 614
kontrol vakasinda yapilan kiigiik bir GWA calismas1 ile bagsladi (73). Bu
caligmada 3 yeni lokus kesfedildi. Bunlar insiilin iireten beta hiicrelerinden
eksprese edilen SLC30A8 geni iizerindeki R325W polimorfizmi ve beta hiicre
gelisimi ve fonksiyonuyla iligskili HHEX/IDE ve EXT2—-ALX4 genleriydi (118).

2. Asama: Welcome Trust Case Control Consortium (WTCCC), Diabetes
Genetics Initiative (DGI) and Finland United States Investigation of NIDDM
genetics (FUSION) gen tarama sonuglarinda CDKAL1, CDKN2A/B, IGF2BP2,

FTO ve daha 6nceden de rapor edilmis olan PPARG, KCNJ11 ile TCF7L2 genleri
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ile diyabet arasinda iliski bulunmustur (43, 109). Bu genler 500 vakadan olusan
Avrupali birey ve Finlandiya, Israil, Almanya ve Ingiltereden 497 kontrol ile
yapilan calismada T2DM ile ilskili bulunmustur. Ancak, farkli yeni genler
bulunamamustir (73). Bagka bir GWA calismasi ise; Izlanda’da 1399 T2DM’li
vaka ve 5275 kontrolden olusan bireylerde yapilmistir (73). Calismada T2DM’nin
yeni bir lokusu olan CDKAL1 geninin intronik varyanti rs7756992 bulunmustur.
Insiilin cevabmin bu polimorfizm icin homozigotlarda, heterozigotlar ve yabanil
tip alleleri tasiyanlarla karsilastirildiginda yaklasik %20 daha diisiik oldugu
gostermistir. Aymi ¢alismada bu varyantin insiilin salinimimt azaltarak T2DM
riskini artirdigi 6ne siiriilmiistiir (118).

3. Asama: Uciincii asama ise Wellcome Trust Case Control Consortium
(WTCCC), Diabetes Genetics Initiative (DGI) and Finland United States
Investigation of NIDDM genetics (FUSION) gruplarinin 4549 vaka ve 5579
kontrode yaptiklari calismalardan olugsmaktadir. Caligmanin ilk asamasinda 69
varyantin T2DM ile iligkisi P<10™ 6nem derecesine ulagmistir. Sonraki agsamada
bu 69 varyantin 6’s1, T2DM ile iliski acisindan pP<107® degerine ulasmistir. Bu 6
varyant, NOTCH2, CAMKI1D, ADAMTS9, JAZF1, TSPANS/LGRS, THADA
gen bolgelerinde veya bu genlerin yaninda yer almaktadir (118).

GWA calismalarinin  {i¢ asamasinmin devami olarak Cin Han
populasyonundan akraba olmayan 3210 T2DM’li birey ile yapilan bir calismada
daha onceden GWA caligsmalariyla belirlenmis olan 17 ortak varyant ile T2DM
arasinda iliski bulunmustur. CDKAL1, CDKN2A/2B, IGF2BP2 ile SLC30AS8
lokuslarindaki varyantlarin ise, T2DM olusma riski acisindan bagimsiz yada ek

bir katkida bulunduklar1 ortaya konulmustur. Cin Han populasyonunda, CDKAL1
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ve CDKN2A/2B varyantlarinin risk allellerinin T2DM olusturma riski Avrupa
populasyonundan daha yiiksek bulunmustur. Bununla beraber bu varyantlarin allel
frekanslar1 Avrupalilar ile karsilastinldiginda Cinlilerde daha yiiksek oranda
gozlemlenmistir (122).

Fransa ve Danimarka basta olmak {iizere cesitli beyaz toplumlarda, Asya
toplumlarinda, Afrikan Amerikan ve Arizona yakinlarinda yasayan Pima
yerlilerinde yapilan bir calisgmada ise, CDKALI1, SLC30AS8, IGF2BP2,
CDKN2A/B, FTO, HHEX, EXT2 ve LOC387761 genleri ile T2DM arasinda
giiclii bir iligkili bulunmasina ragmen; Pima yerlilerinde bu genler ile T2DM
arasnda iligki bulunmadigi belirlenmistir. Hatta yapilan bir¢ok calisma sonucunda
beyaz irk ve Asya toplumunda T2DM ile giiclii iliskisi oldugu bulunan ve yiiksek
oranda tasiyici sikligi bulunan CDKALT genindeki rs7754840 C aleli, SLC30A8
genindeki C alleli, HHEX genindeki C alleli, CDKN2B genindeki T aleli tasiyict
sikligi1 ise hem Afrikan Amerikalilarda hem de Pima yerlilerinde c¢ok az
bulunmakta olup, T2DM ve obezite ile iligkileri bulunmamustir (87).

Avrupa’da aclik glukozu, aclik insiilini, azalmig beta hiicre fonksiyonu ve
insiilin direnci hakkinda bilgi edinmek icin 46.186 non-diabetik ve 76.558 kisiyi
kapsayan 21 GWA calismasinin meta analizi yapilmistir. Bu meta analiz
sonucunda ADCYS, MADD, ADRA2A, CRY2, FADSI1, GLIS3, SLC2A2,
PROX1, FAM148B lokuslarinin aglik glukozu ile IGF1 yakinlarinda tespit edilen
bir lokusun ise, aclik insiilini ve insiilin direnci ile ilskili oldugu belirlenmistir
(40). Belirlenen aym lokuslardan DGKB/TMEMI195, ADCYS, FADSI,
ADRA2A, SLC2A2, GCK, GCKR, G6PC2, IGF1 lokuslart sinyal iletimiyle,

GLIS3, MADD, PROXI1 lokuslar1 hiicre biiyiime ve farklilagmasi ile, SLC2A2,
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GCK, GCKR, G6PC2 lokuslar glukoz iletimi ve duyarliligr ile, MTNRI1B, CRY?2
lokuslari ise, giinliik ritim diizenlenmesi ile iligkili olarak da bulunmustur (40).

Biitiin bu caligmalara ek olarak Finlandiya ve Isvec gibi populasyonlarda
yapilan cesitli calismalarda PTPN22 (PTPN22; Protein tyrosine phosphatase, non-
receptor type 22) C1858T polimorfizmi T2DM ile iliskili olarak bulunmustur (10,
27). Etnik olarak homojen bir Kafkas toplumu olan Estonya populasyonunda
T2DM’li hastalarda yapilan bir calismada ise, CT genotipinin hasta grubunda
kontrol grubuna gore daha yiiksek oranda oldugu gézlemlenmistir (37).

3.2.9. Cevresel Faktorler

Cevresel faktorler arasinda etnik koken, cinsiyet, yas, kentsel yasam,
fiziksel aktivite, diisiik dogum agirligl, beslenme sekli, cografik farklilik ve
obezite yer almaktadir (58).

Ornegin, etnik kokenin diger faktorlere ek olarak T2DM gelisim
prevalansimi arttirbilecegini gosteren caligmalar vardir. Beyaz irk ve basta
Hintliler olmak iizere Asyalilar arasinda T2DM gelisiminde 6nemli farkliliklar
bulunmaktadir. Aynmi beden kitle indeksine (BMI; Body mass index) sahip
bireylerle yapilan calismalarda Asyalilarin viicutlarindaki yag oran1 ve abdominal
obezite oran1 bunun sonucunda ise insiilin direnci ve T2DM olusma riski beyaz
irka gore ¢ok daha yiiksek bulunmustur. Ayrica, Asya kitasinda diyabet gelisimi
diinyanin diger bolgeleri ile karsilastirildiginda, bu bolgede hastaligin daha kisa
siirede, daha genc yas grubunda ve daha diisilk BMI indeksine sahip bireylerde
gelismesi ile farklilik gosterdigi belirlenmistir (123). Singapur’da yapilan bir
calismada T2DM gelisime riskinin Asyali Hintlilerde, Cin ve Malezyal

bireylerden daha fazla oldugu rapor edilmistir (103). Amerika’ya go¢ etmis Los
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Angeles ve Hawaii’de yasayan, batili beslenme tarzina sahip Japonlar yerli
Japonlara gore daha yiiksek T2DM oranina sahiptir. Bu calisma, cografik
farhiligin ve beslenme tarzinin T2DM iizerindeki etkisini agik bir sekilde
gostermektedir (79). Cinsiyetin T2DM gelisimi iizerindeki etkisinin arastirildigi
bir calismada T2DM sikliginin, Meksika populasyonunda erkeklerde daha yiiksek
oldugu bulunmustur (69). Diyabetin farkli cografyalarda kirsal ve kentsel
yerlesimle iliskisine bakildiginda, Brezilya ve Avustralyada yapilmis olan
caligmalarda kentsel yerlesimin kirsal yerlesime gore prevalanst arttirdigi
gozlenmistir. Ancak bazen bunun tersi durumlarda s6z konusu olabilmektedir
(126). Diizenli fiziksel aktivitenin insiilin duyarlilig1 ve glukoz toleransini arttirici
etkisi oldugu, T2DM gelisimini ise azalttig1 gosterilmistir (66). Obezite de T2DM
icin biiyiik bir risk faktorii olarak degerlendirilmektedir (30). Diyabet hastas1 olan
3299 olgu iizerinde yapilan bir caligmada, diyabetik kadinlarin %57.7’si obez ve
%30.2’si ise kilolu bulunmustur (2). Kilolu ve obez kadnlar insiilin duyarliligina
sahip olma ac¢isindan zayif ve orta kilolu kadinlar ile karsilastirldiginda yiiksek
oranda artmus risk altindadirlar (26).

Yiiksek Viicut kitle indeksi (VKI), bircok etnik grupta T2DM gelisim
riskini direkt olarak arttirmaktadir (4).

Amerika’da yasayan Afrika kokenli populasyonda yapilan bir calismada,
obezitenin 6zellikle cocuk ve genglerde olmak iizere bireylerde insiilin direncine
yol acarak T2DM ‘ye yatkinliga yol actig1 gosterilmistir (82). Bir ¢alismada ise
olarak FTO, TMEM18, GNPDA2, NEGR1, ETV5-DGKG ve BCDIN3D-FAIM2
genlerinin  hem T2DM hem de obezite patogenezinde rol oynadiklar

belirlenmistir (118).
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3.2.10. Diyabetes Mellitus’un Prelevansi

Glinlimiizde diyabet kiiresel olarak 285 milyondan fazla insani
etkilemektedir (25). DM’li bireylerin %90’1 T2DM’ye sahiptir (25, 75). Diinya da
son 20 yilda Tip 2 diyabet hizli bir sekilde artmis ve goriilme sikli§1 %6 oranina
yaklagmistir. Bu oranin populasyondaki yas ortalamalarinin ve obezitenin artmasi
ile paralel olarak artacagi ve 2025 yilinda diinyada 300 milyon kisinin (109), 2030
yilinda ise 366 milyon kisinin T2DM’li olacagi tahmin edilmektedir (57).
2010 ve 2030 yillar1 arasinda gelismekte olan iilkelerde diyabetli hasta sayisinda
%69, gelismis iilkelerde ise %20 oraninda artis olacagi tahmin edilmektedir (128).
Diinyada en yiiksek diyabet oranlarinda %40 ile Orta Asya ilk sirada, %?28.2 ile
Kuzey Amerika 2. sirada, %17.9 ile Afrika 3. sirada yer almaktadir (109). Yeni
raporlar Hindistan, Cin ve Amerika Birlesik Devletleri’nde (USA; United State of
America) onceki raporlarin aksine daha yiiksek diyabet prevelansinin oldugunu
gostermektedir. 2030 yilinda Hindistan’da 87 milyon, Cin’de 62.6 milyon ve
USA’da 36 milyon diyabetli hasta beklenmektedir (128). Etnik ve cografik
farkliliklarda g6z Oniine alindiginda iilkemizde diyabet sikligini belirlemeye
yonelik ilk ¢aligmalar 1940’11 yillarda baslatilmig olmasina ragmen, yakin zamana
kadar diyabet epidemiyolojisi alaninda toplum genelini yansitacak sekilde
planlanmis  ve  uluslararas1  standartlarda  gerceklestirilmis  arastirma
bulunmamaktaydi. Satman ve arkadaslan tarafindan 2001 yilinda yayinlanan
TURDEP (Tiirkiye Diyabet Epidemiyolojik Calisma Grubu) calismasinda
toplumumuzda diyabet yayginlik orami %7.2, IGT oram ise %6.7 olarak
bulunmustur. Yaklasik 2.6 milyon diyabetli hasta bulunmaktadir. Bunlarin 0.8

milyonu hastaliklarindan habersizdir. Diyabet kadinlarda erkeklerden daha yaygin
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goriilmiistiir. Glukoz intoleransi, sehirlerde kirsallardan daha yiiksek orandadir.
Diyabet prelevans Tiirkiye’de Malta, Tunus ve ispanya’dan daha yiiksek; Misir,
Umman, Bahreyn ve Sudan’ dan daha diisiik; Orta Asyadaki Tiirk populasyonlari
ile benzer bulunmustur. Ancak Kuzey Kibris’taki Tiirklerde ve Almanya‘da
yasayan 2. ve 3. nesil Tiirklerde diyabet prelevanst daha yiiksek olarak
belirlenmistir (95). Yapilan bir calismada Tiirkiye’de 2030 yilindaki diyabet
oraninin %9.6 ve diyabetli birey sayisinin ise 6.323.000 olacagi ifade edilmektedir
(128).

3.2.11. Tip 2 Diyabet Tedavisi

Son yillarda ¢ikan yeni oral antidiyabetikler ve insiilinlerle tip 2 diyabet
tedavisinde secenekler cogalmaktadir. Amerikan Diyabet Dernegi’nin yeni
oOlciitlerine gore aglik kan sekeri <100mg/dl, yemekten sonra 2.saatte <140mg/dl
olarak belirlenmistir. T2DM nin oral tedavisinde kullanilan ilaglar siilfoniliireler,
sulfoniliire olmayan insiilin sekretagoglar, biguanidler, alfaglikozidaz inhibitorleri
ve tiazolidinedionlardir. Insiilin tedavisi gerektiren durumlar ise agir hipoglisemi,
oral ilaglarin maksimum dozlarin1 alirken bozuk glikoz kontrolii, araya giren
hastaliklar (miyokard infarktiisii, enfeksiyon) veya operasyon, gebelik, bobrek
hastaliklar1, karaciger hastaliklari, oral antidiyabetiklere intolerans veya alerjidir.
Bu durumlarda kansik insiilinler (NPH, human analog), cabuk etkili insiilin
analoglar1 (lispro insiilin, aspart insiilin) ve bazal insiilin analoglar1 (insiilin

glargin) kullamlabilir (113).
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3.3. Hashimoto Tiroiditi (HT)

Hasimato tiroiditi (HT), en yaygin otoimmiin tiroid hastaligidir.
Lenfositlerin tiroide ait antijenlere karsi duyarli olmasi ve bu antijenlere karsi
gelisen otoantikorlar varligi ile karakterizedir. Hastalik en fazla kadinlarda
goriilmektedir (13, 41). Kronik olarak ilerleyen otoimmiin tiroidit ve kronik
lenfositik tiroidit Hasimato tiroidit olarak bilinmektedir. Hastalik 6zellikle orta
yastaki kadinlarn etkilemektedir. Kadinlarda erkeklerden yaklasik 7 kat daha fazla
goriilmektedir (18). Otoimmiin tiroid, ilk kez 1912 yilinda Hakaru Hashimoto
tarafindan dort kadin hastada “Struma Lymphamotosa” olarak adlandirilmistir. Bu
hastalarda tiroid bezinin plazma hiicreleri ve lenfositlerce infiltre oldugu,
parankimde fibrozis, atrofi ve eozinofilik dejenerasyonun gelistigi goriilmiistiir.
Hasimato tiroiditi hastaligin baglangicinda tiroid bezinde sahip oldugu bu
karakteristik histopatolojik anomalileriyle, tiroid kanseri anomalilerinden farkli
olarak tanimlanmaktadir (9).

3.3.1. Etyoloji ve Patogenez

Hasimato tiroiditi ve Graves hastaligim i¢ine alan otoimmiin tiroid
hastaliklar1 (AITD; Autoimmune thyroid disease), genel populasyonun %5’i
kadarim etkilemektedir (107). Ancak, HT’de hipotiroidi goriiliircken, Graves
hasaliginda hipertiroidi goriilmektedir (56, 106).

Otoimmiin tiroid hastaliklarin patogenezi pek cok genetik ve cevresel
anomalinin, hastaligin tamamen gelismesinden Once bir noktada birlesmelerini
gerektiren ¢cok basamakli bir siire¢ icermektedir. HT baslangicinda, MHC sinif 2
pozitif antijen sunum hiicreleri (APC; antigen presenting cell), 6zellikle dentritik

(birincil immiin yanitta antijen sunucu hiicreler) ve makrofajlarin farkli alt
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gruplan tiroid bezinde birikirler. APC, T hiicrelerine tiroide ait otoantijenlerin
sunumunu yapar. Bu durum T hiicrelerinin aktivasyonuna ve daha sonrasinda
klonal ¢cogalmaya neden olur. Boylece hastaligin baslangicim klonal ¢ogalma ve
lenf nodiillerinde otoreaktif T ve B lenfositlerin gelisimi takip eder ( 29).

Hasimato hastaliginda, folikiil hiicreleri ve kolloid adaciklaridan zengin
tiroid dokusunun yerini histopatolojik degerlendirmede, yaygin olarak kiiciik
lenfositler, plazma hiicreleri ve germinal merkezler iceren mononiikleer
inflamatuar infiltrat almistir, folikiiller atrofiyedir ve interstisyel bag dokusu
artmistir. Artmis fibréz bag dokusu, bezi kolloid ve interstisyel sivi agisindan
fakir hale getirmektedir (99).

Bilindigi iizere Hasimato tiroiditi lenfositlerin, tiroide ait otoantijenlere
kars1 duyarli olmasi ve bu antijenlere karsi gelisen otoantikorlarin varhigi ile
karakterizedir. Tiroid dokusunun otoantijenleri; tiroperoksidaz (TPO: tiroid
folikiil hiicrelerinin stoplazmasinda ve ylizeyinde yer alan, T3 ve T4 tiroid
hormonlarinin iiretilmesini katalizleyen membrana bagli bir enzimdir (52). tiroid
uyaricit hormon (TSH; thyroid stimulating hormone) reseptorii ve tiroglobulindir
(Tg). Bunlara ek olarak NIS, T3, T4 ve tiroid folikiil hiicrelerinin apikal bir
proteini olan Pendrin gibi diger tiroid spesifik veya restriksiyon otoantijenleri de
otoimmiin tiroid hastaligi bulunanlarda immiin sistemin potansiyel hedefleri
halindedirler. Ancak simdiye kadar AITD da pendrine ait otoantikor olduguna
dair caligmalar rapor edilmemistir (50). Hasimato tiroiditinde tiroperoksidaz,
tiroglobulin, TSH reseptor otoantijenlerine kars1 gelisen baslica ii¢ tiroid
otoantikoru ise; tiroglobulin antikoru, TPO antikoru ve TSH-R bloke edici

antikordur (98). Hasimato tiroiditinin erken evrelerinde tiroglobulin antikorunun
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belirgin olarak ve TPO antikorunun ise, hafif¢e artmis oldugu saptanir. Daha
sonra tiroglobulin antikoru azalarak kaybolurken TPO antikoru yillarca pozitif
kalir (32). Hasimato tiroiditinin patolojisinde, normal tiroid yapisini tamamen
yikan yogun lenfosit infiltrasyonu vardir (106). Lenfoid folikiiller ve germinal
merkezler olusabilir. Bezin hasar1 serum T3 ve FT4 seviyelerinde diisiise, TSH
seviyesinde yiikselmeye yol acar. Baslangicta, TSH bezin boyutunda artisa veya
guatra yol acarak yeterli hormon salgilanmasinm saglar. Fakat siklikla bez zamanla
yetersiz kalir ve guatrli veya guatrsiz hipotiroidzm gelisir (32). Hasimato tiroiditin
patogenezinde rol oynayan diger bir molekiiler mekanizma ise; apoptozistir. T
helper (yardimci) lenfositler farkli seviyelerde immiin ve hedef hiicrelerin her
ikisini de etkileyen sitokinler iiretirler. Oncelikle TH1 ve TH2 lenfositler,
sitokinlerin pro-apoptotik ve anti apoptotik proteinleri indiiklemesi yoluyla
tirositlerin (tiroide ait hiicreler) varligim siirdiirmelerini diizenlemektedirler. TH1
aracili mekanizma, reseptor Oliimii ve sitokinleri diizenleyici apoptotik yollarla
Hasimato tiroiditinde tirositlerin 6liimiine neden olur (29).

3.3.2.Hasimato Tiroiditinin Genetik Temeli

Bir otoimmiin tiroid hastalig1 olan Hasimato tiroiditi genetik, immiinolojik
ve cevresel faktorler sonucu ortaya ¢ikan kompleks bir hastaliktir (56, 106, 107).
Cok sayida epidemiyolojik aile ve ikiz calismalarinda AITD’nin (otoimmiin tiroid
hastaliklar1) gelisiminde giiclii bir genetik etkiye dikkat c¢ekilmektedir.
Monozigotik ikizlerde (MZ) hastalik konkordansi dizigotik ikizlerden (DZ) daha
yiikksek oranda bulunmakta olup, monozigot ikizlerde AITD konkordansi %50
olarak rapor edilmistir (24). Danimarkada ikiz bireylerle yapilan bir ¢alismada

tiroid antikorlart icin konkordans oranlar1 (ikizlerden her birinin ayni anda
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hastaliga yakalanma orani1) MZ’lerde %80, DZ’lerde ise %40 olarak bulunmustur
(20). UK’da yapilan bir ¢alismada tiroglobulin antikoru i¢in konkordans MZ’lerde
%59, DZ’lerde ise, %23 olarak bulunmustur. TPO antikoru ic¢in ise; bu oran
MZ’lerde %47, DZ’lerde %29 olarak bulunmustur (84).

AITD’nin etiyolojisine katkida bulunan genleri belirlemek i¢in aday gen
yaklagimi ve tiim genom tarama teknikleri kullamilmaktadir (107). Bu calismalar
sonucunda AITD ile iligkili pek ¢ok gen ve lokus belirlenmistir. Bu lokus ve
genlerden bazilar1 sadece Graves, bazilar1 sadece Hasimato bir kismi da her iki
hastalikla da iliskili olrak bulunmustur. Caligsmalar sonucu belirlenen pek cok
lokus ve genin birbiriyle etkilesim halinde olduklar1 belirtilmistir. Genler
arasindaki etkilesim hastalik fenotip ve siddetini etkilemektedir (106). Hasimato
ile iliskili bulunan genler; HLA, CDA40, sitotoksik T lenfosit iligkili antijen-4
(CTLA-4), PTPN22 gibi immiin sistem ve immiin cevapla ilgili genler ve tiroid
spesifik ( TSH reseptor ve tiroglobulin) genlerdir (38, 44, 56, 106, 107). Hasimato
tiroiditinde atrofik varyantin HLA-DR3 genleri ile gectigi, guatrli formun ise;
HLA-DR5 genleri ile uyumluluk gosterdigi diisiiniilmektedir (48). Oncelikli
olarak immiin cevapla baglantili olan bir¢cok protein ve HLA glukoproteinini
kodlayan, 6p21 kromozomu iizerinde yer alan HLA lokusundaki bircok gen
bolgesi HT ve AITD ile iliskili bulunmustur (29, 56, 106). HLA simf 2 genleri,
AITD ig¢in test edilmis ilk genlerdir (107). Asya toplumlarinda HLA simif T (A2,
B16, B35, B46, B51, B54, C3) ve HLA simif II (DR2, DR9, DR53, DQ4) genlerin
HT ile iligkili oldugu gosterilmistir. Beyaz irkta ise, HT DR3, DR4, DR5, DQA1
0301, DQB10201 ve DQB10301 gibi HLA simif II genleri ile iliskili bulunmustur.

Ancak HLA-DP ve HLA siif I (HLA-A, HLA-B ve HLA-C) genleri ile iligki
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bulunamamistir (29). Yine beyaz 1rkta transgenik farelerle yapilan calismalarda da
HLA-DR ve DQw7 lokuslar1 ve Hasimato arasinda giiclii bir baglanti oldugu
rapor edilmistir (70).

X kromozomu anomalilerinin kadinlarda AITD oranim artirabilecegi
calismalarla ortaya konmustur. Bu verinin biiyiik ¢ogunlugu Turner sendromlu
hastalarla yapilan c¢alismalardan elde edilmistir. Turner sendromu ile tiroid
otoankikorlarin iiretilmesi ve otoimmiin tiroidit arasinda giiclii bir iliski
bulunmustur. Erken cocukluk déneminde Turner sendromlu hastalarin %350
kadarinda tiroid otoantikorlari, %20’sinde ise klinik tablo goriilmektedir.
Calismalarda izokromozom X’e sahip olan Turner sendromlu hastalarin
%83’iinde AITD ile karyotip arasinda baglanti gosterilmistir. Bu sonuclar Xq
tizerindeki bir genin AITD gelisiminde rol oynayabilecegini gostermektedir (106).
CTLA4 geninin de AITD’nin biitiin ¢esitleri ile ilskili oldugu rapor edilmistir.
CTLAA4, T hiicreleri ile antijen sunum hiicreleri arasindaki etkilesimde onemli bir
uyarici molekiil olarak yer almaktadir (106). T hiicre aktivasyonunun 6nemli bir
baskilayicisidir (56). Beyaz 1rki iceren ¢esitli populasyonlarda ve Japonlarda HT
ile CTLA4 geni arasinda gii¢lii bir ilgkinin oldugu kaydedilmistir (106).

CTLA4 gibi T hiicre aktivasyonunun giiclii bir baskilayicist olan PTPN22
geninin 620. kodonunda meydana gelen arjinin triptofan degisiminin (C1858T)
HT ve diger otoimmiin hastaliklarla iligkili oldugu bir¢cok caligma ile ortaya
konmustur (85, 108, 130).

3.3.3. Cevresel Faktorler

Hasimato tiroiditi, cevresel ve genetik faktorlerin etkilesimi sonucu ortaya

cikan multifaktoryel bir otoimmiin hastaliktir (105). Monozigot ikizlerle yapilan
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calismalarda, HT goriilme sikligimin %50 olmasi, etiyolojide genetik faktorlerin
yaninda cevresel faktorlerin de onemine isaret etmektedir. Cevresel faktorler,
oncelikle HT’ ye genetik yatkinligi olan bireylerde hastaligi tetiklemektedir (24).

Yapilan bir c¢alismada hormon dengesini ve tiroid fonksiyonlarim
degistiren 90 sentetik kimyasal rapor edilmistir. Bu kimyasallar herbisitlerden
insektisitlere, dezenfektanlardan, pillere, petrolden elde edilen iiriinlere kadar
genis bir yelpaze icermektedir (22). Hasimato ve diger AITD‘de etkili baslica
cevresel faktorler: asir1 iyot alimi, bakteriyal ve viral infeksiyonlar, yas, cinsiyet,
sitokin ve cesitli ilaglar, gebelik (83), selenyum eksikligi, sigara dumani gibi
politanlar, kronik hepatit C gibi enfeksiyon hastaliklar1t (39), stres (14),
polihalojenat bifenil (PBB), poliaromatik hidrokarbonlar (PAH), poliklorinat
bifenil gibi endiistriyel alanlarda kullanilan kimyasallardir. Ayrica ratlarda yapilan
calismalarda petrol iirtinlerinin yanmasi ile agiga ¢ikan dumanlarin anti TG ve anti
mikrozomal tiroid antikorlar1 artis1 ile iliskili hipotiroidizme yol actiklar
bulunmustur (24).

Epidemiyolojik calismalarla ve hayvan calismalar ile diyet ile alinan
iyotun etyolojideki rolil iyi tanimlanmistir ve tiroidit olusumunu tetikleyen en
onemli ¢evresel faktor olarak bildirilmistir (24, 89). Iyot ile yiiksek oranda
doymus tiroglobiilin molekiilii, daha diisiik iyot igeren tiroglobiilin molekiiliine
gore daha immunojendir. Yani antijenite 6zelligi daha yiiksektir. Bu yiiksek
antijenite otoimmiin siirecin ilk basamaginin olusumunda rol almaktadir (88).

3.3.4. Semptomlar ve Bulgu

Agnl tiroid biiyiimesi, bitkinlik, tiikenmislik, kuvvet kaybi, kilo alimi,

kuru cilt, kabizlik, soguk intoleransi, depresyon, biiylime geriligi, ¢ocuklarda
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pubertede gecikme, saclarda kalinlagsma ve dokiilme, ses kisikligi, hafiza ve
mental zayiflik, konsantrasyon giicliigii gibi bulgular1 bulunmaktadir (76).

3.3.5. Laboratuvar Bulgulari

Baslangic donemlerinde serum T3 ve T4 tiroid hormon degerleri normal
saptanirken, TSH baskilanmig olabilir. Bunun nedeni yikima ugrayan tiroid
dokusundan kan dolasimina gecen tiroid hormonlaridir. Bu dénemde radyoaktif
iyot alimmmi (RAIU) artmistir. Hastalik ilerledikce azalan hormon yapimini
karsilamak i¢in TSH yiikselir. RAIU ve serum T4 diiser. Normal serum T3 ve T4
diizeyi ile birlikte TSH nin artmis olmasina subklinik hipotiroidizm denir. Bunu
izleyen donemlerde serum T3 ve T4 diisiik, TSH1n yiiksek oldugu asikar
hipotiroidi goriilebilir (67).

3.3.6. Tam

Giiniimiizde genellikle antitiroid antikor pozitifli§i ve/veya guatr ve/veya
tiroid fonksiyon bozuklugu olmast durumunda tani konulmaktadir. Tiroid
otoantikorlarmin negatif olmasi durumunda tanisal amach, Ince i§ne aspirasyon
biopsisi (IIAB) yapilabilir. Tiroid ultrasonografisinde (US) tiroid parankiminin
hipoekojen ve heterojen saptanmas1 HT tanisim1 destekler (34, 120). Giintimiizde
otoimmiin tiroid patolojilerinde rutin olarak kullanilan goriintilleme yontemleri
US ve radyoniiklid incelemelerdir. Ayrica son yillarda difiizyon agirlikli
ekoplanar manyetik rezonans (MR) goriintilleme ile tiroid bezi patolojileri
degerlendirilebilmekte ve konvansiyonel MR sekanslarinin kombinasyonu ile

ayrintili morfolojik degerlendirme miimkiin olabilmektedir (99).
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3.3.7. Tedavi

Hasimato tiroiditinin tedavi endikasyonlart guatr veya agikar
hipotiroidizmdir. Tek basina pozitif tiroid antikor pozitifligi olan bir hastada
tedavi ihtiyaci yoktur. Cerrahi, Hasimato tiroiditinde nadiren gereklidir fakat eger
guatr gerilemez, baski semptomlart devam ederse nadiren yapilir. Yeterli doz T4
tedavisi TSH seviyesini normale getirmek ve guvatrin gerilemesini saglamak igin
verilir (32).

3.3.8. Prevelansi

Hasimato tiroiditi, genel populasyonun %10’u kadarini etkilemektedir
(76). Amerika Birlesik Devletleri’'nde en sik hipotiroidizm ve guatr nedenidir.
Amerika’da yapilan bir ¢aligmada subklinik ve klinik hipotiroidizm yayginligi
%4.6 ve %0.3 olarak bulunmustur (53). Bagka bir calismada ise spontan
hipotiroidzm, kadinlarda %1.5, erkeklerde ise, %0.1’den daha az bulunmustur. Bu
yayginlik oranlar1 Japonya ve Findlandiya‘da da benzer oranlardadir. Hastalarin
onemli bir kismi asemptomik kronik otoimmiin tiroidite sahiptir ve kadinlarin
%8’inde ( bunlarin da %10’u 55 yas ve iizeri), erkeklerin ise, %3’iinde subklinik
hipotiroidizm vardir (29).

3.3.9. Hasimato Tiroiditi ile Birlikte Goriilen Hastahklar

Otoimmiin hastalifa sahip bireylerde diger otoimmiin hastaliklarin da
gozlenmesi sik rastlanilan bir durumdur (41, 108). HT de pek ¢ok otoimmiin ve
otoimmiin olmayan hastalikla birlikte bulunabilmektedir. Hasimato ile birlikte
bulunan baglica hastalilar: Tip 1 diyabet (72), pernisiy6z anemi, romatoid artrit,
vitiligo, myastenia gravis (110), addison hastaligi, poliglandiiler sendrom 2 (41),

¢colyak (100), ve T2DM dir (96, 119, 125). Yayinlanmis olan bir vaka sunumunda
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ise, Down sendromlu bir hastada Tip 1 diyabet, ¢olyak ve Hasimato
hastaliklarinin bir arada bulundugu belirtilmistir (64).

Pek c¢ok caligmada ozellikle vitiligo hastaligi, HT ve diger AITD
hastaliklar1 ile giiclii bir sekilde iligkili bulunmustur (8). AITD ve vitiligo
otoimmiin hastaliklarinin birlikteligi ¢ok sik rastlanan bir durumdur (7). Bir
calismada Ailevi Akdeniz Atesi (FMF; Familial Mediterranean Fever) ile HT ‘nin
birlikte goriildiigii ortaya konmustur. FMF ve HT nin benzer patofizyolojiye sahip
olduklart ve FMF’de de HT‘de oldugu gibi sitokin ekspresyonunun otoimmiin
cavabi artirdig1 gozlemlenmistir. FMF ve HT nin ortak sitokinler tarafindan aktive
edilebilecegi One siiriilmektedir. Bagka bir ¢calismada da Tiimor Nekrozis Faktor
Alfa (TNFa; tumor necrosis factor alfa) ve interferon gama (IFNy; Interferon
gamma) gibi inflamatuar markirlar iki hastalikta da iligkili bulunmustur (48).

3.4. PTPN22 Geni ve PTPN22 C1858T Polimorfizmi

Kromozom 1p13.1-13.3 iizerinde haritalanmis olan PTPN22 geni protein
tirozin fosfataz ailesinin non reseptor sinif 4 altfamilyasinin bir tiyesidir (117).
110 KD biiyiikliigiindeki PTPN22 geni, T hiicre aktivasyonunun gii¢lii bir
baskilayicisidir. PTPN22, hem olgun hemde olgun olmayan T ve B lenfositlerde
eksprese edilen protein tirozin fosfataz ailesine ait olan lenfoid tirozin fosfataz
proteinini (LYP) kodlamaktadir. LYP, bir intraseliiler protein tirozin fosfatazdir.
Protein, C terminal ucundan Src tirozin kinaza (CSK) baglanmaktadir (108). Bu
baglanma hiicre aktivasyonunu ve proliferasyonunu diizenleyen protein tirozin
fosforilasyonu olaylarin1 engelleyerek antijenlere karsi cevabi sinirlandirmaktadir
(108). T hiicre reseptdér (THR) sinyallerinin inhibe edilebilmesi icin CSK ve

LYP’nin baglanmasi gerekmektedir (68). Bu kombinasyon (baglanma sonucu)
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THR aracili T hiicre aktivasyonunu saglayan bir diger protein tirozin kinaz olan
I6kosit spesifik kinazin (LCK) aktivasyonunu azaltir (56). LYP’nin katalitik kismi1
4 adet SH3 baglanma yeri icerir. Bu baglanma yerlerinin birincisinin CSK’nin
SH3 parcasina baglandigr gosterilmistir. CSK, LCK’nin 505. pozisyonundaki
tirozini fosforile ederek LCK aktivitesini inhibe eder. CSK ve LYP[Inin kombine

calismalar1 LCK inhibisyonuna yol acar (46).
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Sekil 1: LCK’nin PTPN22 (LYP) ve CSK tarafindan regiilasyonu (3).

Yapilan caligmalarda Lyp’nin Lck’ya (tirozin kinaz) ek olarak THR
sinyalinde rol oynayan bircok molekiile baglandigi ve defosforile ettigine dair
kanitlar da gosterilmistir (6rnegin zap70, CD3¢, THR( zinciri) (46).

PTPN22 CI1858T polimorfizmi 1pl13.3’iin 14. eksonunda meydana
gelmektedir (130). PTPN22 geninin 620. kodonundaki bu polimorfizm LYP’de
fonksiyonel bir degisime neden olmaktadir. Bu fonksiyonel degisim sonucunda
Csk ve LYP nin baglanma affinitesi degismektedir. Invitro calismalar PTPN22
1858T allelinin C1858 alleline gore daha az etkili olarak Csk’ya baglandigini

gostermistir (60). 620. pozisyondaki arjinin yerine triptofan yerlesmis olup
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(C1858T) bu degisim LYP ve CSK arasindaki etkilesimi bozarak ikisinin
kompleks olusturmasint ve T hiicre aktivasyonunun baskilanmasini engeller.
Bunun sonucunda ise T allelinden ekprese edilen T hiicrelerinin cok duyarh
olduklar1 ve sonugta bu alleli tagiyan bireylerin ilgili otoimmiin hastaliklara yatkin
olabildikleri rapor edilmistir (68). Calismalar hastalikla iliskili olan triptofan
(1858T) varyantinin, proteini T hiicrelerinin bir kazan¢ fonksiyon degisikligi
olarak daha giiclii bir baskilayicist haline getirdigini 6ne siirmektedir. Bu
sasirticidir ¢iinkii; ilgili allelin T hiicre aktivasyonunu artirmasi beklenirken
(CTLA4’te oldugu gibi) tam tersi bir durum ortaya c¢ikmaktadir (108). Bu
paradoksun muhtemel agiklamasi ise daha diisiik T hiicre reseptor sinyalinin kendi
kendine reaktif olan T hiicrelerinin Timin delesyonundan kagmasina ve boylece
periferde kalmasini saglamasi olabilir (56).

PTPN22 C1858T polimorfizmi kurucu etki veya belirli etnik gruplarda bu
varyantin bulunmamasindan dolay1 cografik bolgelere gore etnik farklilik
gostermektedir (56, 130). Triptofan varyanti Afrikan Amerikalilarda ve basta
Japonlarda olmak {izere c¢ok nadir bulunmaktadir. Bu nedenle Japon
populasyonunda bu varyantin otoimmiin hastaliklara katkis1 yoktur (107). Bu
varyant daha cok beyaz irkta otoimmiin hastaliklarla 6nemli derecede iliskili
bulunmustur (45). Amerika, Italya, Ingiltere, Ispanya, Ukrayna, Almanya ve
Estonya populasyonlarinda yapilan caligmalarda cesitli otoimmiin hastaliklarla
iliskili oldugu saptanmistir. Bu varyant kuzey Avrupa’da giiney Avrupa’dan daha
sik bulunmaktadir (107). 1858T allelinin Italya ve Sardunya populasyonlarindaki
bulunma oran1 %2-3, bati Avrupada %7-8, Iskandinav populasyonunda yaklasik

%10, Fin toplumunda %15, Avrupa—Amerikan populasyonunda ise %8-9
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civarinda bulunmaktadir. Bu gen varyant1 beyaz irkta yiliksek oranda bulunurken,
Asya ve Afrika toplumlarinda neredeyse hi¢c bulunmamaktadir (46). Yapilan bir
calismada Japon, Koreli ve Cinlilerde bu genin T alleli bulunmamistir ve
dolayistyla bu toplumlarda otoimmiin hastaliklarda etkili degildir (46, 61).

2004 yilinin baglarinda bulunan bu SNP (620. kodonda arjinin -triptofan degisimi
C1858T) yapilan calismalarda tip 1 diyabet (T1DM), romatoid artrit, sistemik
lupus eritromatosis (17, 93), hasimato, graves, (108, 130), jiivenil idiopatik artrit,
vitiligo (19, 68) gibi otoimmiin hastaliklar ve T2DM ile iliskili bulunmustur (10,
27).

3.5. Polimorfizm Nedir?

Polimorfizm, bir toplumda sadece tekrarlayan mutasyonlarla
siirdiiriilemeyecek oranlarda var olan, nadir sikliktaki, devamlhilik gostermeyen iki
veya daha fazla genetik 6zelligin bir arada olmasi olarak tamimlanabilmektedir.
Gen polimorfizmi, ayn1 genin DNA dizisindeki degisikliklerdir. Eger toplumun
%2 veya daha fazlasi nadir bir alleli tasiyorsa, bu durum polimorfiktir (5).
Polimorfik durumun olusmasi icin gereken allel frekansi farkli yayinlarda %1
olarak ta gosterilmektedir (21). Bu orandan daha az siklikla rastlanan alleller ise
“mutasyon” olarak adlandirilir. Polimorfizmler tipki mutasyonlar gibi, baz1 DNA
bolgelerinde eksilme bir veya daha fazla bazin diziye katilmasi (insersiyon),
diziden baz eksilmesi (delesyon) veya bir bazin digeri ile yer degistirmesi

(substitiisyon) sonucu meydana gelebilir (51).
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Polimorfizmler 2 ana grup olarak incelenmektedir:

1. Tek niikleotid polimorfizmi: TNP (SNP; Single Nucleotide
Polymorphism)

2. Kisa DNA dizilerinin tekrar1 (VNTR; Variable number tandem repeat).

Tek niikleotid polimorfizmleri (SNP), tek bir niikleotidin degismesi ile
meydana gelen ve insan genomunda en ¢ok goriilen polimorfizmlerdir. SNP’ler
genomda yaklasik her 1000 bazda bir tane olacak siklikla bulunur (81). Insan
DNA dizisindeki degisikliklerin %90 kadar1 tek baz degisimleridir (31) ve bu
degisimleri iceren allellerin frekans1 toplumda %1’1 gectiginde tek baz
polimorfizmi adin1 almaktadir. SNP’ler ekzonlarda olabilecegi gibi intronlarda ve
5’ ve 3’ ifade edilmeyen bolgelerde de (UTR; 5° and 3’ Untranslated Regions)
olmaktadir. Bu bolgelerdeki SNP’ler RNA splicing ve stabilitesini etkilemektedir.
SNP veritabanlarinda 4 milyonun iizerinde SNP bildirilmistir. Bu SNP’ler kanser,
kardiyovaskiiler hastaliklar, diyabet, mental bozukluklar ve otoimmiin hastaliklar
gibi baz1 yaygin major rahatsizliklarda risk tayini i¢in genetik belirtecler olarak
kullanilabilmektedir (21).

3.6. Tibb1 Genetikte Polimorfizmlerin Kullanim

Polimorfizmler, tiim insan genetik arastirmalarinda anahtar niteligindeki
elementlerdir. Polimorfizmler genin farkli kalitsal formlarim1 veya genomun farkli
bolgelerini ayirt edebilmek igin kullanilmaktadir. Genetik belirleyiciler Tibbi
Genetikte kullanim i¢in pratiklik sunar. Baglanti analiz yolu ile kromozomlarin
belirli bolgelerindeki genlerinin haritalanmasi, genetik hastalikta dogum Oncesi
tani, genetik hastaliklarda heterozigot tasiyicilarin belirlenmesi, koroner kalp

hastaligi, kanser ve diyabet gibi yaygin yetiksin hastaliklara yatkin kisilerin
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yiiksek ve diisiik risklerin degerlendirilmesi adli tipta ve babalik testinde kullanim
ve organ transplantasyonu icin doku tiplenmesi tibb1 genetik kapsami ic¢indedir
(81). Ayrica bu polimorfik durumlar tedavi edici ilag se¢imi ve ilaca cevapta
kigiler arasindaki farkliliklart agiklamak ve kisiye oOzgii tedavi secenekleri
gelistirmek i¢in de kullanilmaktadir. Bu polimorfizmlerin mutasyona olan nispi
stabiliteleri onlarin baglanti esitsizligi durumlarinda kullanilmalarina olanak
saglamaktadir (42).

3.7. Polimorfizmlerin Onemi

Bir polimorfizmin etkisi o polimorfizmin yerlesimine baglidir. Genin
kodlanan bolgesinde, yani eksonunda meydana gelen farkliliklar protein dizisini
etkileyebileceginden proteinin yapisi ve fonksiyonu degisebilir. Ayrica proteini
kodlayan bolgelerin disinda, genin sonundaki diizenleyici bolgede veya intronik
dizilerde de niikleotid degisiklikleri gozlenebilir. Genin promoter bolgesinde
transkripsiyon faktorlerinin baglanmast i¢cin uygun DNA motifleri vardir. Bu
bolgede meydana gelen polimorfizmler transkripsiyon  faktorlerinin
baglanmalarin1 veya baglanma etkinliklerini degistirebilir. Boylece genin
transkripsiyon aktivitesi artabilir veya azalabilir. mRNA kopyasimin kaliciligi ve
dayanikliligim ise 3"'UTR bolgesi etkiler. Bu bolgedeki polimorfizmler, mRNA
kalicihigin1 diizenleyen proteinlerin mRNA’ya baglanmasimi etkileyebilir ve
sentez edilen protein miktarinin degismesine neden olabilir (51).

3.8. Amac

Calismamizda Elazig ili ve ¢evresinde yaygin olarak goriilen Tip 2 diyabet
ve Hasimato hastaliklart PTPN22 CI1858T gen polimorfizmi agisindan

incelenecektir. Hagimato ve Tip 1 diyabetin birlikteligi uzun zamandan beri
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bilinmektedir. Ancak, son zamanlarda yapilan pek cok calismada HT nin T2DM
ile birlikte goriildiigii vurgulanmaktadir (96, 119, 125). Yapilmis calismalara
benzer sekilde T2DM ve Hasimato hastaliklar1 Elazig ili ve ¢cevresinde de 6nemli
derecede birlikte goriilmektedir. Kromozom 1p13.1-13.3 iizerinde haritalanmig
olan PTPN22 geni T hiicre aktivasyonunun gii¢lii bir baskilayicisidir (108, 117).
Inceleyecegimiz PTPN22 C1858T gen polimorfizmi ¢esitli ¢calismalarda T2DM
ve HT’yi de i¢ine alan pek ¢ok otoimmiin ve otoimmiin olmayan hastaliklarla
iligkili bulunmustur (10, 27, 108). Bu geni secmemizin sebebi; T2DM, HT ve pek
cok otoimmiin hastalikla iliskili oldugunun tespit edilmis olmasidir. Daha once
yapilan calismalarda T2DM ve HT hastalarinda PTPN22 C1858T gen
polimorfizmi ayr1 ayr1 ele alinip, incelenmistir. Biz yapacagimiz ¢alismada dnceki
calismalardan farkli olarak tip 2 diyabet ve hasimato hastaliklarinin ikisini de
beraber  bulunduran hastalarda bu gen  polimorfizmini  arastirmayi
hedeflemekteyiz. Arastirmanin sonunda elde edilecek genotip ve allel
frekanslarinin Tip 2 diyabet ve Hasimato hasta grubu, tip 2 diyabet hasta grubu,
hasimato hasta grubu ve kontrol grubu arasinda karsilagtirilmasi amaglanmistir.
Boylece gruplar arasinda allel ve genotip frekanslarindaki farkliliklar incelenecek,
bu gen polimorfizminin incelenen hastaliklar iizerinde etkili olup olmadigi
arastirllacaktir. Calismamiz populasyonumuzda tip 2 diyabet ve hasimato
hastaliklarinda PTPN22 C1858T geninin allel ve genotip frekanslarinin
saptanmast ve bu hastaliklara kargi yatkinliklarin belirlenmesi agisindan 6nem
tasimaktadir. Calismamizin gelecekte Tip 2 diyabet ve Hasimato birlikte olan
hastalarla yapilacak caligmalar i¢in bir temel olusturacagini ve yol gosterici

olacagini timit etmekteyiz.
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4. GEREC VE YONTEM
4.1. Hastalarm Secimi
Firat Universitesi Tip Fakiiltesi etik kurulunca onaylanan calismada, mart
2010 ile nisan 2011 tarihleri arasinda Elaz1g Ozel Hayat Hastanesi Dahiliye
polikliniginde ve Elazig Egitim ve Arastirma Hastanesi Endokrinoloji
polikliniginde Tip 2 diyabet, Hasimato ve Tip 2 diyabet+Hasimato tanisiyla
takip ve tedavileri yapilan hastalardan; kendilerinin, birinci derece yakinlarinin,
hastane otoriteleri ve hekimlerinin rizasi ile kan ornekleri alindi. Kontrol
grubunu ise, Tip 2 diyabet ve Hagimato hastaliklar1 basta olmak iizere herhangi
bir organik ve kronik hastaligi olmayan, goniilli saglikli bireylerden
olusturuldu. Hasta ve kontrol grubunun benzer cografi bolgelerden olmasina
dikkat edildi. Calismamiz 135 T2DM’lu hasta, 102 T2DM ve HT birlikte
bulunan hasta, 71 hasimato hastasindan ve 135 saglikli kontrol grubundan
olusmaktadir.
4.2. Orneklerin Alinmasi, Saklanmasi ve Analizlere Hazirlanmasi
Kanlar hastalarin antekiibital veninden daha ©Onceden hazirlanmig 0.3
ml’lik EDTA igeren EDTA’ L tiiplere 2 veya 3 cc olarak alindi. Kanlar, kan alinma
islemleri bittikten sonra DNA saflastirmasi yapilincaya kadar -20 C°’de bekletildi.
Kanlar birka¢ defa alt-iist edilerek homojen hale getirilip 24’erli gruplar

olusturularak caligildi.
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9

10-

11-

12-

13-

4.3. Demirbas Malzemeler

PZR cihaz1 (Biometra USA)

Mikrosantrifiij (Ole Dich Instrumentmakers APS, type 157.MP, Germany
ve Eppendorf microcentrifuge type 5415C, Germany)

Elektronik hassas terazi (Shimadzu Corporation Libror AEG-320, Japan)
Elektroforez aparat1 1200V-500mA E815 (Belgium)

Electrophoresis box (Consort N.V. Parklaan 36 B-2300 Turnhout,
Belgium),

UV lambasi ve ilgili okuma, kaydetme, fotograflama tinitesi (TCP-20-M,
Vilber Lourmat, Cedex, France)

Hiz ayarl vorteks (Labinco L46, The Netherlands)

Etiiv (Weiss Gallenkamp, UK)

Otoklav (Niive, Germany)

Mikrodalga firm (Argelik)

Laminar air flow

Su banyosu (Kétterman labortechnic type 3643, Germany)

Otomatik Pipetler (Eppendorf Research, Germany)

14- Derin Dondurucu (Liebherr, Germany)

15-

Buzdolabi1 (Arcelik)

4.4. Sarf Malzemeleri

Kandan DNA izolasyon kiti (PROMEGA, MADISON, WI).
Rsal Restriksiyon enzimi (FERMENTAS)
Eppendorf Tiipler (0.2, 0.5, 1.5, 2’lik)

Primerler (ELLA BIOTECH)
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5- Amonyum asetat
6- Amonyum kloriir
7-  Sodyum dodesil siilfat (SDS)
8- Potasyum hidrojen karbonat
9- Etanol (%70’lik)
10- izopropil alkol
11- Etilendiamin tetraasetik asit (EDTA)
12- Borik asit
13- Agaroz
14- Ethidium bromide
15- Deoksiniikleotid trifosfat (ANTP) mix (INTRON)
16- Taq DNA polimeraz (INTRON),
17- 6X Yiikleme Tamponu (SIGMA)
18- 100 bp DNA ve 50 bp DNA step marker’leri (FERMENTAS).
19- TRIS baz
20- MgCl, (FERMENTAS)
21- Distile Su
22- Tiplik
23- Cam malzemeler
4.5. Kandan DNA izolasyonu
DNA saflastirilmasit Promega firmasindan alinan ticari “Wizard Genomic
DNA Purification Kit”i ile gergeklestirildi (Kat. No.: A1125, Madison, WI, USA).

Bu kit 300 pL kandan DNA izolasyonu i¢in dizayn edilmistir. Calisma esnasinda
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kitin genel kurallarina uymak kosuluyla bazi modifikasyonlar yapildi.

Gergeklestirilen deney asamalart agsagida siralandig gibidir:

1.5 ml’lik tiiplere 900 pL “cell lysis” (hiicre pargalama) soliisyonu
konuldu.

Alt-iist edilmis kandan 300 pL alinarak hiicre parcalama soliisyununun
izerine ilave edildi, 5-6 defa alt-iist edildi, 10 dak. oda 1s1sinda bekletildi.
15.000 x g de 20 saniye oda 1s1sinda santrifiijlendi.

Alttaki beyaz kisma zarar vermeden miimkiin oldugu olclide fazla
siipernatan uzaklastirildi ve atildi. Altta hiicrelerin iizerinde yaklasik
olarak 10-20 uL s1v1 birakildi.

Hiicre parcalama solusyonundan 300 pL alinarak cok hafifce
vortekslenmis hiicre ¢okiintiisiiniin iizerine eklendi ve 5-6 kez alt-iist
edildi. 2-4. basamaklar tekrar edildi. Beyaz hiicrelerin arasinda hala bazi
kirmiz1 hiicreler goriiliyorsa bu durumda tekrar hiicre parcalama
solusyonu eklenerek yukaridaki deneyler tekrarlandi.

Beyaz hiicreler siddetle vortekslenerek iyice karigmasi saglandi (10-15
saniye).

Vortekslenmis hiicrelerin iizerine 350 pL “Nuclei lysis” (¢ekirdek
parcalama) solusyonu eklendi. Beyaz hiicrelerin parcalanmast igin
solusyon 5-6 kez pastor pipeti ile pipetlendi ve birakildi. Solusyon viskoz
bir yap1 kazandi. Karistirildiktan sonra hala hiicre kiimeleri goriiniiyorsa
37°C’de inkiibe edildi.

Oda 1sismna getirilmis Niikleer lizatin iizerine 120 pL  “protein

precipitation” (protein ¢oktiirme) solusyonu eklendi. 10-20 saniye siddetle
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vortekslendikten sonra kiiciik, degisik kahverengi tonlarinda protein
kiimeleri goriildii. Numuneler tam oda 1sisina gelmeden protein ¢oktiirme
solusyonu eklendiginde yeterli bir protein ¢okiintiisii  elde
edilemeyeceginden hareketle iyi bir c¢oktiirme icin bu ayrintiya dikkat
edildi.

Oda sicakliginda 15.000 x g’de 3 dakika santifiijlendi. Eppendorf tiipiin
dibinde koyu kahverengi bir protein ¢okiintiisii goriildii.

Siipernatan 300 puL izopropanol iceren 1.5 ml’lik santifiij tiipiine transfer
edildi.

Siirekli alt-iist edilerek ve ters cevrilerek karistirlldi. Beyaz iplik
goriinimiindeki DNA, goriilebilen bir kitle oluncaya kadar bu c¢evirme
islemine devam edildi. Bazi numunelerde goriilebilen kiimeler olusurken
diger bazilarinda ¢ok kii¢iik miktarda iplik¢ik goriildii.

1 dakika oda sicakliginda 15.000 x g’de santrifiijlendi. DNA, 6rnekteki
Iokosit miktarinin az veya fazla olmasina gore miktar1 degisebilen beyaz
bir ¢okiintii olarak goriildii.

Siipernatan dokiilerek dipte kalan DNA’nin iizerine 300 pL oda
sicakligindaki %70’lik etanol eklendi. Alt-iist yapilarak DNA pelleti ve
tiipiin kenarlar1 yikandi. Yukaridaki santrifiijleme islemi tekrarlandi.
Etanol dikkatlice aspire edildi. Bu asamada DNA c¢ok gevsektir.
Yanliglikla pipetlenebileceginden dikkatli olmak gerekir. Tiipler temiz
kurutma kagitlarinin tizerine agizlan alta gelecek sekilde yerlestirildi,
boylece fazla etanol alinmig oldu. Sonra 5-10 dakika normal havada

kurumaya birakildi.
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e Kurumus tiipe 100 pL. DNA rehidratasyon solusyonu eklendi. DNA’y1
rehidre etmek i¢in 65°C’de 1 saat inkiibe edildi. Tiip ara ara ¢alkalandi.
e DNA 0.5 mL’lik eppendorf tiiplere aktarilarak 2-8°C’de sakland.

Bu islemler bittikten sonra ependorf tiiplerde bulunan DNA’nin tahmini
miktarin1 hesaplamak i¢in su islem gergeklestirildi: UV/visible spektrometre 260
ve 280 nm’de ¢ift dalga boyu araliginda okuma yapacak sekilde ayarlandi. DNA
orneginden 4 pL alinarak mikro kiivette bulunan 746 pL saf suyun iizerine
konuldu ve alt-iist yapildi. Okuma gerceklestirildi. Daha sonra ng/pul DNA= A4y x
dilusyon faktorii x 50 formiiliinden hareketle orneklerdeki DNA’nin yaklagik
miktar1 hesaplandi.

4.6. PZR-RFLP Y ontemi

4.6.1. Oligoniikleotidler (primerler)

Calismada kullanilacak olan Primer (Oligoniikleotid) Ella Biotech
firmasina (Ella Biotech, Martinsried, Almanya) sentezlettirildi. PZR deneylerinde
kullanilacak olan oligoniikleotidler, insan DNA’s1 iizerindeki ilgili gen bolgesinin
amplifikasyonunu gergeklestirmek i¢in kullanildi. Satin alinan primerin niikleotid
sekansi ve orijini asagida belirtilmistir:

Tablo 1: PTPN22 genine ait primer dizileri

PTPN22 Sense primer: 5°- ACT GAT AAT GTT GCT TCA ACG G-3’

PTPN22 Antisense primer: 5’- TCA CCA GCT TCC TCA ACC AC -3’
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4.6.2. Polimeraz zincir reaksiyonu (PZR)

Hasta ve kontrollerden elde edilen DNA o6rnekleri PZR ile ¢cogaltildi. PZR
kosullart Zhang ve arkadaslarinca tariflenen protokole gore belirlendi (129). PZR
optimizasyonundan sonra protokol laboratuvar sartlarimiza gore yeniden
olusturuldu.

PZR icerigi:

10X PZR Buffer 3l

MgClI (25mM) 3ul

dNTP (2.5mM) 3ul

Primer R (20pmol) 1pl

Primer F (20pmol) 1l

DNA Sul

Taq DNA Polimeraz 0,2pl

Toplam voliim 30 pl ye distile su ile tamamlandi

4.6.3. PTPN22 1858 C/T PZR Programm

95 °C 5dk. Denatiirasyon periyodu

95 °C 30sn

64 °C 30sn 36 siklus

72 °C 40sn

72 °C 7dk. Ekstensiyon periyodu
PZR islemi gerceklestirildikten sonra %3’lilkk agaroz jelde PZR iiriinleri
kosturuldu. 218 bg iiriin elde edildi. Elde edilen iiriinler daha sonra Rsal

(Fermentas) restriksiyon enzimi ile kesildi.
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4.6.4. Rsal Restriksiyon Enzim Muamelesi

10X Reaksiyon Buffer 2.5ul

PZR Ornegi 15 pl

Enzim (Rsal RE) 1 pl

Toplam voliim 25 pl ye distile su ile tamamlandiktan sonra 37°C’de 1 gece
inkiibe edildi. Inkiibasyon isleminden sonra iiriinler %3’liik agaroz jelde
kosturularak hastalarin ve kontrollerin polimorfizm sonuglari verildi (129).

Tablo 2: Calisilan polimorfizmin Restriksiyon enzimi ve bant boyutlar

Calisilan Gen Kullanilan PZR Normal Heterozigot Homozigot
Polimorfizmi Restriksiyon ~ Uriinii  genotip  Genotip Uriinleri ~ Polimorfik Genotip
Enzimi
PTPN22-1858(C/T) Rsal 218 bg 176b¢  218bg 218 bg
42bg 176bg
42b¢

4.6.5. PZR ve RFLP Uriinlerinin Elektroforezi

PZR ve enzim kesim {iiriinlerinin amplifikasyonlarinin ya da kesimlerinin
dogru gerceklesip gerceklesmediginin kontrol edilebilmesi i¢in agaroz jelde
kosturuldu.

4.6.6. Kullanilan Soliisyonlarin Hazirlanmasi

4.6.6.1. Etidyum Bromiir Hazirlanmasi:

0.2 gr etidyum bromiir tartilarak distile su ile 20 ml’ye tamamlanir.
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4.6.6.2. TBE Tamponu (5X):

54 gr Tris

27.5 gr Borik Asit

20 mL 0.5 M EDTA tartilarak (pH 8) 1 L distile ve deiyonize suda
¢oziildii.

4.6.6.3. %3’liikk Agaroz Jel Hazirlanmasi:

3 gr agaroz tartilir, TBE ile 100 ml’ye tamamlanir. Mikrodalga firinda
kaynatilarak eritilir. Sogutulur, jel kalibina dékmeden i¢ine 7 pl etidyum bromiir
eklenir, karistirllir ve kaliba dokiiliir. Kuyucuklarin olugmasi i¢in tarak konur ve
donmaya birakilir.

4.6.7. PZR ve RFLP Uriinlerinin Agaroz Jele Yiiklenmesi:

PZR ve RFLP iiriinlerinin yiiklenecek miktarlarinin %10’u kadar icerisine
6X yiikleme tamponu eklenir ve kuyucuklara mikropipetle yiikleme yapilir.
DNA’lar jele yiiklenirken, beklenen bantlarin boyutlarinin belirlenebilmesi
amactyla ayni jelin ilk ve son kuyucuguna Fermantas firmasindan alinan 100
bp’lik 7 ul DNA boyut marker’1 de yiiklendi. Jel, oda sicakliginda 60 V ve 25 mA
sabit akimda yiriitiildii. 1 saatlik yiiritmeden sonra jeller UV 1sik altinda
degerlendirilerek fotograflandi.

4.7. istatistiksel Analizler

Biitiin istatistiksel testler “SPSS® for Windows computing program,
Version 127 (SPSS Inc. Chicago IL USA) ile gerceklestirildi. Parametreler arasi
iliskiler Pearson korelasyon analizi kullanilarak degerlendirildi. Genetik dagilimin
Hardy-Weinberg dengesine uyumu Ki Kare (X?) testi ile analiz edildi. Hastalar ve

kontroller arasindaki genotipik dagilimlarin farkliliklar1 Ki-kare veya Fisher’s
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exact test ile degerlendirildi. Kontrol ve hastalar arasindaki allelik dagilim
farkliliklar1 Fisher’s exact test ile degerlendirildi. Hastalarin demografik
ozelliklerindeki farkliliklar (yas, cinsiyet) her iki PTPN22 genotipi g6z Oniine
almarak tek yonlii varyans analizi (one-way analysis of variance (ANOVA) ile
belirlendi. P degerinin <0.05 olmasi istatistiksel agidan anlamli olarak kabul

edildi.
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S. BULGULAR

Bu calismada 135 T2DM’li, 102 T2DM ve HT birlikte bulunan ve 71 HT

olmak {iizere toplam 308 hasta ve 135 saglikli kontrolden kan 6rnekleri alinarak

DNA izolasyonu yapildi. Hasta grubunun demografik ozellikleri tablo 3’te

verilmistir.

Tablo 3: Hasta gruplarinin demografik 6zellikleri

T2DM HT T2DM+HT

N 135 71 102

Yas 55.1 £12.46 45 £13.5 56.4 £9.52

Cinsiyet (kadin/erkek) 83K/52E 68K/3E 100K/2E

Boy 167.4 +11 163.8 £6.6 161.9 +£6.49

Kilo 80.25 +10.7 71.5 £14.9 81+12.12

BMI ( Boy/kilonun karesi) 28.38 +4.7 26.71+£5.7 31.12 +4.94

HAIC 8.65 +2.18 8.07 £1.59

Hastalik Siiresi 7.55 +6.18 3.42 +3.1 DM siiresi: 7.2 £5.8
HT siiresi : 3.6+ 4.4

Aclik Kan Sekeri (Aks) 181.6 £71.33 156 £52.19

Tokluk kan sekeri (TKS) 252.14 £92.50 252 £70.14

Baslangig yas1 47.9 £12.38 41 £13.9 T2DM:49 +9.8
HT:52 £9.9

TSH 6.47 £13.6 2.79 £5.06

FT3 3.36 +1.08

70 kadin ve 65 saglikli bireyden olusan kontrol grubunda ise, yas

ortalamasi 38.62 standart sapma: 13.97 olarak tespit edilmistir.
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[zolasyon sonrast PTPN22 primerleriyle PZR kuruldu. DNA’s1 elde edilen hasta
ve kontrol gruplari PZR ile cogaltildiktan sonra iriinler %3’liikk agoroz jelde
kosturularak degerlendirildi. Hasta ve kontrol 6érneklerinde PTPN22 C1858T 218
bp’de ilk PZR fiiriinleri olusturuldu (Sekil 2). PZR ile amplifiye edilen gen
tiriinleri Rsal restriksiyon endoniikleaz ile muamele edildi ve ilgili polimorfizimin
belirlenmesi icin %3’liik agoroz jelde kosturularak yabanil tip (CC) ve heterozigot

(CT) olgulan tespit edildi (Sekil 3).

300 — —
o0) Cammmmp TR S S . - e

100 — A

Sekil 2: Kesim oncesi ilk PZR iiriin 6rnekleri. M: 100b¢’lik DNA Boyut Markiri.
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Sekil 3: PTPN22 genindeki rs2476601 (C1858T) polimorfizmi icin PZR’ye
yonelik agaroz jel elektroforez goriintiisii. Siitunl: Kesim oncesi ilk PZR {iriinii,
Siitun 2, 3, 4, : 218 bg+42 bg (CC: yabanil tip 6rnekler), Siitun 5, 6, 7, : 218
bc+176bg+42 be (CT: heterozigot 6rnekler), M: 100b¢’lik DNA Boyut Markiri.

Hasta ve kontrol grubu ile yaptigimiz ¢aligma sonucunda 135 T2DM’li
hastanin 130’unda (%96.2) CC genotipi ve S’inde CT genotipi (%3.8); 71
Hasimato’lu hastanin 66’sinda CC genotipi (%92.95) ve 5’inde CT genotipi
(%7.04); 102 T2DM ve Hasimato birlikte bulunan hastanin 95’inde CC genotipi
(%93.13) ve 7’sinde CT genotipi (%6.86) tespit edildi. Kontrol grubunda ise, CC
ve CT allel sikliklart 135 saglikli bireyde sirasiyla; 132 CC genotipi (%97.77), 3
CT genotipi (%?2.22) olarak belirlenmistir. Gruplarin hicbirinde TT genotipi tespit
edilmemistir. T2DM, T2DM+ HT, HT ve kontrol gruplarinda C alell frekanslar1
sirastyla; 265 (%98.14), 197 (%96.56), 137 (%96.47) ve 267 (%98.88) olarak; T
allel frakansi ise sirayla; 5 (%1.86), 7 (%3.44), 5 (%3.53) ve 3 (%1.12) olarak

tespit edilmistir. (Tablo 4 ve 5 ).
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Tablo 4: Hasta ve Kontrol Gruplarinin Genotip Frekanslar

Gruplar n CC CT P 95% GA H-W es
T2DM 135 130 (%96.2) 5 (%3.8) 0.722 (0.396-7.227) 0.05
HT 71 66 (%92.95) 5(%7.04) 0.127 (0.772-14.375) 0.09
T2DM+ 102 95 (%93.13) 7 (%6.86)  0.318 (0.141-1.816) 0.13
HT

Kontrol 135 132 (%97.77) 3 (%2.22) 0.02

Genotip dagilimlart hasta ve kontrol gruplar1 arasinda karsilastirildiginda

istatistiki olarak anlamli bir farklilik saptanmadi (P>0, 05). Kontrol ve hastalarin

genotipik dagilimlar1 Hardy Weinberg dengesi i¢indedir.

Tablo 5: Hasta ve Kontrol Gruplarinin Allel Frekanslari

Gruplar N C T P 95% GA
T2DM 270 265 (%98.14) 5 (%1.86) 0.72 (0.397-7.097)
HT 142 137 (%96.47) 5(%3.53) 0.13 (0.764-13.793)
T2DM+HT 204 197 (%96.56) 7 (%3.44) 0.323 (0.807-12.383)
Kontrol 270 267 (%98.88) 3(%1.12)

Hasta ve kontrol gruplan arasinda allel frekanslar1 agisindan anlaml bir farklilik

saptanmadi (P>0, 05)

Istatistiki degerlendirmeler sonucunda hasta ve kontrol grubundaki

bireyler arasinda PTPN22 genotip ve allel frekanslar1 acisindan anlamli bir

farklilik saptamamigtir Khi kare testi uygulandi (p>0.05 bulundu.). Tiim hasta

gruplarmin genotipleri ile demografik ozellikler (yas, boy, cinsiyet, kilo, BMI,

HAI1C, aclik ve tokluk kan sekerleri, TSH, FT3, baslangi¢c yasi, hastalik siiresi)
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istatiksel olarak karsilastirildiginda CC VE CT genotipleri arasinda herhangi bir
iligki tespit edilmedi. Ancak, T2DM ve HT birlikte bulunan hasta grubunda
genotiple, BMI ve serbest T3 (FT3; free T3) ortalama degerleri arasinda istatistiki
olarak anlamli iliski bulunmustur (BMI P: 0.044 ve FT3 P: 0.021). Bu grupta CC
genotipinde 31.4 ve CT genotipinde ise, 27.5 ortalama BMI degerleri tespit
edilmistir. Ortalama FT3 degerleri ise CC genotipinde 3.285, CT genotipin de

4.176 olarak belirlenmistir.
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6. TARTISMA

2004 yilinda PTPN22’nin otoimmiin hastaliklar tizerinde etkili oldugu
kesfedildiginden beri pek ¢ok calisma yapilmistir. Yapilan ¢alismalar sonucunda
PTPN22 polimorfizmleri ve bazi hastaliklar arasinda iliskilerin oldugu
bulunmustur. Infeksiyon, otoimmiin ve inflamatuar hastaliklarda PTPN22 geninin
rolii oldugu gosterilmistir (37). PTPN22 geni T hiicre aktivasyonunun giiclii bir
baskilayicisidir ve yapilan bircok calismada PTPN22 C1858T gen polimorfizmi
ile tip 1 diyabet, tip 2 diyabet, hasimato tiroiditi ve bir¢cok otoimmiin hastalik
arasinda iliski bulunmustur (27, 37, 108).

Tip 2 diyabetin patogenezinde otoimmiinite ve inflamasyonun iki énemli
mekanizma oldugu bilinmektedir (37, 104). T2DM’nin patogenezinde adacik
hiicre oto antikorlart negatif olarak bilinse de; obezite, ketoasidoz veya
ketoasidozsuz, minimal veya ciddi hiperglisemi, ailesinde diyabet hikayesi
bulunma, deri kabalagmasi gibi T2DM’nin klinik 6zellikleri temel alinarak T2DM
teshisi konulmus genclerin %10 ile %75’1 arasinda beta hiicre otoantikorlarinin
pozitif bulundugu rapor edilmistir. Bu hastalarda otoantikorlar test edildiginde;
ICA (Adacik Antikoru) %5 ile %8, GADA (Glutamik asit dekarboksilaz antikoru
) %8 ile %30, IA-2 (Adacik Antijeni) %8 ile %42 ve insiilin antikorlar1 (IAA) ise
%5 ile %35 arasinda pozitif bulunmustur. Bir ¢calismada ise; klinik olarak T2DM
teshisi konulan genclerin %11’inde bu dort antikorun hepsi pozitif bulunmustur.
Ozellikle genc T2DM hastalarinda, bazi otoantikorler pozitif bulundugundan bu
hastaligin patogenezinde otoimmiin mekanizmalarin 6nemli roller oynadiklar

isaret edilmektedir (104).
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Kronik diisiik dereceli inflamasyonu bulunan T2DM’li hastalarda dogal bagisiklik
sisteminin genel aktivasyonu ile T2DM’nin iligkili oldugunu ortaya koyan ¢ok
sayida kamtlar bulunmaktadir. T2DM proinflamatuvar durumlarnn ile
karakterizedir (94). T2DM’de ve obezitede gozlenen insiilin direnci, diisiik
dereceli bir inflamasyon durumu ile yakindan iliskilidir. insan adipoz dokusunda,
T2DM’li ve obez hayvan modellerinde ¢ok sayida inflamasyonda rol alan
molekiiliin  (proinflamatuvar sitokinler gibi) gen ekspresyonunun arttigi
bulunmustur. Bu inflamatuvar aracili molekiiller IRS-1 geninde serin
fosforilasyonu, insiilinin hedef dokularinda JNK ve NF Kappa B sinyallerinin
aktivasyonu ve SOCS3 indiiklenmesi gibi pek cok mekanizma ile insiilin
sinyallerini inhibe ederler. Bu inflamatuvar aracili molekiillerin bir cogu immiin
sistemin ©Onemli hiicrelerinden olan aktive edilmis makrofajlar tarafindan
tretilirler (116). Dikkat cekici bir sekilde inflamasyon ozellikle orta yas grubu
diyabetik hastalarda belirgin olarak goriilmektedir. Kiiltiire alinmis fare
adipositleri ile yapilmis in vitro ¢alismalarda TNF-o’nin insiilin direnci ile ilgili
pek c¢ok metabolik mekanizmayr (IKK-B ve SOCS3 gibi) aktive ettigi
gosterilmistir. Ayrica TNF-q; insiilin reseptor, IRSI, GLUT4, Adiponektin ve
PPAR-gama genlerinin ekspresyonunu degistirerek insiilin  duyarliligini
etkilemektedir. Benzer sekilde diger inflamatuvar sitokinlerde insiilin sinyali ile
iligkilidir, ornegin IL-1, ERK’i aktive ederek IRS1 serin fosforilasyonunu tetikler
ve IL-6, IRS aracili insiilin sinyalini SOCS proteinleri yolu ile karaciger ve
kaslarda bloke etmekte olup, IL-6 konsantrasyonunun artmasinin insiilin
duyarhiligmm artirdigr gosterilmistir. Bir inflamatuvar araci molekiil olan MCP-

1’in insiilin direnci iizerine direkt etkisi tanimlanmig olsa da, MCP-1 ve 1L-8 gibi
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kemokinlerin makrofajlar1 yag dokusu i¢ine ¢ekerek insiilin duyarliligina neden
olmalar1 kemokinlerin insiilin duyarliligina nasil neden olduklarina dair muhtemel
ana mekanizmadir. Ayrica makrofajlarin inflamasyon kisir dongiisiiniin
siirdiiriilmesinde ve insiilin direncinde merkezi rol oynadiklar1 6ne siiriilmektedir
(127).

Tim bu calismalarda belirtildigi gibi T2DM’de otoimmiinitenin ve
otoimmiinitenin bir pargasi olan inflamasyonun etkili olmasindan dolayi, bu
calismada PTPN22 gen polimorfizmini ¢alismay1 planladik.

Pek ¢ok calismada PTPN22 C1858T gen polimorfizmi ile TIDM, T2DM,
HT ve bir¢cok otoimmiin hastalik arasinda iligki bulunmustur (37, 108, 27).

135 T2DM, 102 T2DM ve HT birlikte bulunan hasta, 71 hasimato hastasi
ve 135 kontrol ile yaptigimiz bu calismada ise, populasyonumuzda T1858 alleli
T2DM grubunda %1.86, HT grubunda %3.53, T2DM ve HT grubunda %3.44,
kontrol grubunda %1.12 olarak tespit edilmistir. En yiliksek T1858 allel frekansi
HT ve T2DM ve HT gruplarinda bulunmustur. Kontrol grubu ile karsilagtirilarak
yapilan istatiksel analizler sonucunda ise, hasta gruplar ile PTPN22 C1858T
polimorfizmi arasinda iligki bulunmamastir.

PTPN22 geni, hem olgun hemde olgun olmayan T ve B lenfositlerden
eksprese edilen lenfoid tirozin fosfataz proteinini (LYP) kodlamaktadir. LYP bir
intraseliiler protein tirozin fosfatazdir. LYP, C terminal ucundan Src tirozin kinaza
(CSK) baglanmaktadir. Boylece hiicre aktivasyonunu ve proliferasyonunu
diizenleyen protein tirozin fosforilasyonu olaylaria engel olarak antijenlere karsi
cevabr smirlandirmaktadir. PTPN22 C1858T polimorfiziminde 620. kodonda

arjinin aminoasiti, triptofan aminoasitine doniismektedir. Hastaliklarla beraberlik
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gosteren triptofan varyanti, proteinde bir fonksiyon kazancina yol agmakta ve bu
protein T hiicre aktivasyonunu daha gii¢lii bir sekilde baskilamaktadir (108).
PTPN22 CI1858T polimorfizminin ile iliskili oldugu c¢alismalarla
gosterilmis olan diyabet hastaligi kiiresel bir saglik sorunudur. Tiim diinyada
yaklagik 250 milyon kisiyi etkilemektedir (35). Bu saymin 2030 yilinda 366
milyona ulagmasi beklenmektedir (58). Ulkemizde ise, niifusun %7.2’si diyabet
hastasidir (35). Tiroid hastaliklar1 diyabetli hastalarda diyabeti olmayan kisilere
gore 2-3 kat daha fazla goriilmektedir. Hasimato ve Tip 1 diyabetin birlikteligi
uzun zamandan beri bilinmektedir. Ancak son zamanlarda yapilmis olan
calismalarda HT’ nin T2DM ile birlikte goriildiigii vurgulanmaktadir (96, 119,
125). Birlikte goriilen Hasimato ve Tip 2 diyabet hastaliklari, genetik ve cevresel
faktorlerin etkilesimi sonucu ortaya c¢ikan multifaktoryel hastaliklardir. Cok
sayida epidemiyolojik aile ve ikiz caligsmalarinda bu hastaliklarin gelisiminde
giiclii bir genetik bilesenin varligina dikkat ¢ekilmektedir (24, 56, 86, 106).
GWAS ve linkaj analizleri yardimiyla ¢cok sayida genomik bolgeler, genler
ve bu genlerdeki mutasyon ya da polimorfizmler tip 2 diyabet ve hasimato ile
iligkilendirilmistir. Hasimato ile iliskili bulunan baslica genler; HLA, CD40,
sitotoksik T lenfosit iliskili antijen-4 (CTLA-4), PTPN22 gibi immiin sistem ve
immiin cevapla ilgili genler ve tiroid spesifik (TSH reseptor ve tiroglobulin)
genleridir (44, 56, 90, 106, 107). T2DM patogenezinde ise; insiilin direnci, 3
hiicre fonksiyonu, insulin salimmi ve aktivitesi, glukoz metabolizmasi ile ilgili
enzim ve proteinleri kodlayan genlerdeki hastaliga neden olabilecek siipheli aday
genlerin tamimlanmasi Onemli bir yaklasim olarak son yillarda ©n plana

cikmaktadir (36). T2DM ile iliskili bulunan baglica genler ise: PPARG, KCNJ11,
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TCF7L2, CDKALI1, CDKN2A/B, IGF2BP2, FTO (86), NOTCH2, CAMKID,
ADAMTSY, JAZF1, TSPANS/LGRS, THADA (118), SLC30A8, HHEX, EXT2
ve LOC387761 (87) ve PTPN22 genleridir (10, 27).

Biz hasta gruplarimiz1 her iki hastalikta da etkili oldugu one siiriilen ve iki
hastaliginda patogenezinde rol oynadigi rapor edilmis olan PTPN22 C1858T gen
polimorfizmi agisindan inceledik.

T2DM’li hastalarda PTPN22 CI1858T gen polimorfizmi ilk olarak
Douroudis ve arkadaslar1 tarafindan ¢alisilmistir. Bu calismada, Estonya orjinli
170 T1DM, 244 T2DM ve 230 bireyden olusan kontrol grubunda, PTPN22
C1858T gen polimorfizmi arastirilmistir. Bu vaka kontrol calismasi sonucunda
244 T2DM’li hastanin 164’iinde (%67.2) CC genotipi, 77’sinde (%31.6) CT
genotipi, 3’linde (%1.2) ise TT genotipi belirlenmistir. 170 TIDM hastasinin
99’unda (%58.2) CC, 57 kiside (%33.5) CT genotipi, 6 kiside (%8.3) TT genotipi
goriilmiistiir. Istatiksel analizler sonucunda P= 0.005 olarak bulunmustur. Sonug
olarak PTPN22 C1858T gen polimorfizminin hem TIDM, hem de T2DM
hastaliklar ile iligkili olabilecegi belirtilmistir (37).

Cervin ve arkadaslarinin isve¢ ve Finlandiya’dan 1676 T2DM’li, 361
LADA’L, 718 TIDM’li hasta ve 1704 saglikli bireyle yapmis olduklar ¢calismada
PTPN22 CT/TT genotipleri T2DM’li bireylerde %?23.1, LADA hastalarinda
%29.2, TIDM’li hastalarda %32, kontrol grubunda ise %17.1 olarak bulunmustur.
Kontrol grubu ile hasta gruplan istatiksel acidan karsilagtirildiginda PTPN22
C1858T polimorfimi agisindan anlamli fark bulunmustur (27).

Andersen ve arkadaglarinin Finlandiyali T2DM’li, LADA’lh, T1DM’li

hasta ve saglikli bireyler ile yaptiklar1 ¢alismada PTPN22 (rs2476601) allelel
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frekansim1 T1DM grubunda P = 0.01, LADA ve T2DM grubunda ise, P < 0.05
olarak bulmuslardir. Calismanin sonucunda PTPN22 (rs2476601) allel frekansi
T1DM’de daha yiiksek olmakla beraber, T2DM’de de anlamli bulunmustur (10).
Dultz ve arkadaglar1 Alman hastalarla yaptiklar1 bir ¢calismada otoimmiin
tiroid hastaliklar1 (hasimato ve graves) ve tip 1 diyabeti birlikte bulunduran
hastalar1 PTPN22 CI1858T gen polimorfizmi agisindan degerlendirmislerdir.
Calisma sonucunda kontrol grubu, tipl DM ve AITD ile karsilastirildiginda T
allel frekansinin AITD ve tip]l DM’nin birlikte bulundugu hastalarda daha yaygin
oldugunu, hasimato + tip 1 diyabetli hastalarda ise T allel yaygiliginin en fazla
oldugu belirtilmistir. Ancak Hasimato hastalar1 ile PTPN22 C1858T polimorfizmi
arasinda ¢ok zayif bir iligski bulunmustur (38). Criswell ve arkadaslart Amerika’da
beyaz kokenli 265 ailede, 746 etkilenmis bireyde, otoimmiin hastaliklarda
PTPN22 C1858T gen polimorfizmi iligkisini arastirmiglardir. Bu hasta gruplar
arasinda en yiiksek T allel frekans1 %18.9 orani ile 61 T1DM’li hastada, ikinci en
yiiksek frekans ise, %14.2 (27 kisi) ile 194 hasimato hastasinda bulunmustur.
Calismada C1858T gen polimorfizmi ile hasimato tiroiditi arasinda baglantinin
oldugu belirtilmistir (33). Kahles ve arkadaglar1 220 tip 1,94 hasimato ve 121
addison hastaligimi tagiyan Alman hastada PTPN22 C1858T gen polimorfizmini
arastirmiglardir. 94 hasimato hastasinin 67’sinde CC genotipini, 25’sinde CT,
2’sinde TT genotipini rapor etmislerdir. Ancak kontrol grubu ile karsilastirilarak
yapilan istatistiksel analizler sonucunda Hasimato ve Addison hastalari ile bu gen
polimorfizmi arasinda baglanti bulunmazken, TI1DM ile baglant1 oldugu

belirtilmistir (60).

55



Populasyonumuzda yaptigimiz caligmada, T1858 allel frekans1 Finlandiya,
Estonya, Almanya ve Isve¢ gibi Avrupa toplumlarinda T2DM, HT ve diger bazi
otoimmiin hastaliklarla PTPN22 C1858T polimorfizmi arasinda iligki bulunan
tiim bu ¢alismalara oranla daha diisiik oranda bulunmustur. Ayrica bu toplumlarda
yapilmis olan calismalarda TT genotipi saptanmis olmasina karsin ¢alismamizda
ilgili genotip saptanmamistir. Calisgmamizda PTPN22 C1858T polimorfizmi ile
calisigimiz hastaliklar arasinda iligki bulunamamasi ve alel ve genotip
frekanslarinin beyaz irkta yapilmis olan calismalardan daha diisiik bulunmasi
PTPN22 genindeki C1858T polimorfizm sikliginin etnik gruplarda farkliliklar
gostermesinden kaynaklandiginmi diisiinmekteyiz. Birgok genetik ¢aligma farkli
populasyonlarda ve bununla beraber farkli cografyalarda T1858 allel frekanslarini
ortaya koymustur. Bu bulgular polimorfizmin Kuzey Avrupa orjinini veya
diinyanin bu bolgesinde se¢ilim avantajinin oldugunu gostermektedir (117). Bu
gen ile beyaz 1rk arasinda giiclii bir iliski vardir. Etnik farkliligin muhtemel sebebi
ise belirli etnik gruplarda belirli varyantlarin olmamasindan dolay1 veya kurucu
etkiden dolayidir. Yani PTPN22 C1858T varyantinin kurucusunun beyaz irktan
olabilecegi one siiriilmiistiir (56).

Bu vaka-kontrol calismamizda, Tiirk popiilasyonundaki tip 2 diyabet ve
hasimato birlikte bulunan hastalarda, tip2 diyabet hastalarinda ve hasimato
hastalarinda PTPN22 1858C/T gen polimorfizmi (rs2476601) arastirllmis ve bu
polimorfizmin frekans dagilimi hasta ve saglikli bireylerde farkli bulunmamistir.
Bununla birlikte, bu genin homozigot polimorfik genotipi (TT) hasta ve kontrol
grubunda rastlanmamistir. Bu genin homozigot polimorfik genotipi (TT), Tiirk

populasyonunda ilk defa 70 Akalazya hastas1 ve 100 saglikli bireyde yapilan bir
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calisgmada, kadin hastalarda gosterilmistir. Bu calismada CC, CT ve TT
genotipleri sirast ile akalazya hastalarinda %92.9 (65 kisi), %4.3 (3 kisi), %2.8 (2
kisi); kontrol grubunda %94 (94 kisi), %6 (6 kisi) ve 0 olarak bulunmustur. T allel
sikligit ve C allel siklig1 agisindan karsilastirma yapildiginda hasta ve kontrol
grubu arasinda fark saptanmamistir (p=0,39). Ancak, homozigot polimorfik
genotip (TT) sadece hasta grubunda (2 tane kadin hasta) tespit edilmistir. Kontrol
grubunda ise saptanmamistir (49).

Tiirk populasyonunda Sahin ve arkadaslari 134 Behget hastasi ve 177
kontrol ile yaptiklar1 calismada, CT polimorfik genotipini 9 kontrol bireyinde
(%5.1) bulmugslardir. Ancak ayn1 calismada hasta grubunda bu polimorfik allele
rastlanmamistir. Buna goére PTPN22 CI858T gen polimorfizminin Tiirkiye’de
otoimmiinitenin patogenezinde sinirli bir roliiniin oldugunu 6ne siiriilmiistiir (91).
Bizde caligmamizda benzer sekilde bu polimorfizmin populasyonumuzda oldukga
diisiik oranlarda (% 2.22) bulundugunu gosterdik.

Sahin ve arkadaglart1 167 romatoid artritli hasta ve 177 saglikli bireyle
yaptiklar1 ¢alismada, 11 hastada ve 9 saglikli bireyde CT genotipine
rastlamislardir. Ancak, Istatiksel analizler sonucunda hastalikla PTPN22 C1858T

gen polimorfizmi arasinda iliski bulunmamistir (P=0.55) (92).

Aksoy ve arkadaslari, romatizmal kalp hastalig1 ile yaptiklar1 ¢alismada
121 hastaninin 114’tinde CC (GG), 7’sinde CT (AG); 160 saglikli bireyin
153’tinde CC (GG), 7 tanesinde CT (AG) genotipini bulmuslardir. 137 SLE
hastalas1 ve 160 saglikli bireyde de benzer frekanslar bulunmustur. Sonug¢ olarak
Tiirk populasyonunda PTPN22 C1858T gen polimorfizmi ve arastirilan bu iki
hastalik arasinda iligki olmadigi kanaatine varmislardir (6). Ancak Ates ve

arkadaslarimin Tiirk populasyonunda 323 romatoid artritli hasta ve 426 saglikh
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kisiyle yaptig1 calismada hasta ve kontrol gruplarinda TT genotipi bulunmazken,
CT genotipi hasta grubunda %8.4 (27 kisi), kontrolde %5.4 (23 kisi) olarak
belirlenmis ve istatiksel analizler sonucunda RA hastaligi ile PTPN22 C1858T
gen polimorfizmi arasinda iliski bulundugunu savunmuslardir (12).

Sahin, Ates ve Aksoy gibi arastirmacilarin Tiirk populasyonunda farkli
hastaliklarda PTPN22 gen polimorfizmi ile yaptiklart bu ¢aligmalardaki kontrol
gruplarmin polimorfik genotip (CT) frekanslart ile calismamizdaki kontrol
grubunun polimorfik genotip frekansi karsilastirildiginda, calismamizda 135
kontrolden 3 bireyde (%2.22)’de CT alleli saptanmis olup, polimorfik genotip
frekansinin daha diisitk oldugu goriilmektedir. Bizim populasyonumuzda ve
tilkemizde yapilan diger ¢aligmalarda PTPN22 C1858T polimorfizmi i¢in C1858T
genotip frekansi %8.4 ile 1.86 arasinda bulunurken, Avrupa toplumlarinda T1858
allel frekans1 Finlandiya’da %15.5, Isve¢’te%12, UK’da %8 ve giineye dogru
gittikge azalarak Ispanya’da %6 civarinda ve Italya’da ise %2 olarak bulunmustur.
T1858 alleli Afrikan Amerikalilarda, Afrika populasyonunda ve Asya toplumunda
neredeyse yoktur (107, 130). Cin, Japon, Kore ve Afrika populasyonlarinda
yapilan caligmalarda T alleli bulunamamistir (46, 56). Bu bulgular goz Oniine
alindiginda toplumumuzun bu polimorfizm acisindan Asya ile Avrupa toplumlari
arasinda bir gecis gosterdigi goriilmektedir. Tiirk popiilasyonunda bu gen
polimorfizminin frekansmin diisiik olmasi nedeniyle daha fazla sayidaki hasta ve

kontrol ile yapilacak ¢calismalar bu konuya agiklik getirecektir.
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6.1. Oneriler

Son zamanlarda insan genomundaki dogal genetik varyasyonlar ve
bunlarin klinik ve fonksiyonel onemleriyle ilgili pek ¢cok calisma yapilmaktadir.
Bu ilerlemeler bize baz1 multifaktoriyel hastaliklarin olusumunda ve ilerlemesinde
rol oynayan genetik faktorlerin anlasilmasinda yol gosterici olacaktir. Insan
genomunda polimorfizmlerin cogu fonksiyonel olarak nétraldir. Yani, genin
olusturdugu protein yapisin1 ya da fonksiyonunu etkilemezler. Bununla birlikte
bazi polimorfizmler gen yapisindaki kodlayici alanlar1 ya da diizenleyici bazi
dizileri etkileyerek gen transkripsiyonu, mRNA stabilitesi, RNA u¢ birlestirme,
protein yapisi ve fonksiyonunu etkileyebilmektedirler. Boyle degisiklikler hastalik
yatkinligin1 ve ciddiyetini arttirma ya da azaltma, tedaviye cevap ve ilacin yan
etkilerine kars1 hassasiyet gibi farkli klinik etkiler ortaya ¢ikarabilirler (15).

Polimorfizmlerin degerlendirilmesinde kullanilan restriksiyon enzim
uzunluk polimorfizm yontemi gercek zamanli PZR gibi yontemlerin gelismesine
ragmen halen spesifik, hizli ve diger yontemlerle kiyaslandiginda daha ekonomik
bir sekilde polimorfizm ve mutasyonlarin tespitini saglamaktadir. Calismamizda
secilen polimorfizmin degerlendirilmesinde RFLP yontemi kullanilmis ve tim
degerlendirilen polimorfizmler basariyla genotiplendirilmistir.

Bu calismanin sonuglart 1s1¢inda saglikli kontrolle karsilastirildiginda
T2DM ve HT hastaliklar1 ile PTPN22 C1858T polimorfizmi arasinda istatiki
acidan anlamli fark bulunamamistir. Calismada elde edilen verilerin
dogrulanabilmesi icin aym polimorfizmlerin farkli toplumlarda T2DM ve HT
hastalarinda calisilarak verilerimizin daha fazla arastirilmayla desteklenmesi

gerekmektedir.
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