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1. GIRIS

Diabetes mellitus (DM), glukoz diizeylerinin uzun siireli yiiksekligi sonucu
karbohidrat, yag ve protein metabolizmasinda bozukluklar ile karakterize heterojen
bir grup metabolik hastalik seklinde tanimlanmaktadir (ADA 2009). DM, insiilin
salimimi ve insiilin islevi ya da her ikisinin de kusurlu olmasindan kaynaklanmaktadir
(Altuntas 2001, Powers 2001, Arslan 2003, imamoglu 2005).

Kan sekeri yiiksekligi (hiperglisemi) kontrol altina alinamazsa, kronik
hiperglisemi uzun dénemde ¢esitli doku ve organlarda 6zellikle de goz, bobrek, sinir,
kalp ve damarlarda hasara, fonksiyon bozuklugu ve organ yetmezligine yol acar.
Heniiz tan1 almamig veya hastaligi kontrol altina alinmamis diyabetiklerde korliik,
renal yetmezlik, felg ve ekstremite amputasyonlar1 morbidite ve mortaliteyi
artirmaktadir. DM yilda 4 milyon kisinin 6liimiine neden olmaktadir. Bu oran diinya
genelinde hastaliklardan 6liim sebebi olarak % 9’luk bir kism1 olusturmaktadir (ADA
1998, Caro ve ark 2002). Tiim 6lim sebepleri arasinda besinci sirada (ADA 2002,
Roglic ve ark 2005, IDF 2006) yer almasinin yani sira, hastaligin kendisi ve
komplikasyonlarina yonelik yapilan tedavi harcamalar1 da bireye ve topluma biiyiik
bir ekonomik yiik getirmektedir (ADA 1998, Caro ve ark 2002).

Yasam tarzindaki hizli degisim ile birlikte gelismis ve gelismekte olan
toplumlarin tiimiinde 6zellikle Tip 2 diyabet prevelansi hizla yiikselmektedir. 2009
sonu itibar1 ile tiim diinyadaki diyabetli sayisi 285 milyon iken bu saymin 2030
yilinda 438 milyona ulagmasi beklenmektedir (IDF 2009). Bu konuda en fazla
diyabetli sayisin1 barindiracak tahmini ilk {i¢ iilke ise Hindistan, Cin ve Amerika
Birlesik Devletleri’dir (Malecki 2005). Insiiline bagimli olmayan diyabet (Non-
Insulin Dependent Diabetes Mellitus-NIDDM) olarak da bilinen Tip 2 diyabet
mellitus (T2DM), DM’nin en yaygin formudur ve hastaligin prevalansinin % 90-
95’inden sorumludur (ADA 2005, Das ve Elbein 2006).

Ulkemizde 1997-1998 yillarinda  gerceklestirilen ~ Tiirkiye Diyabet
Epidemiyoloji Calismasi (TURDEP 1) sonuglarina gore; T2DM prevelanst % 7.2
(tahminen 2.85 milyon) bozulmus glukoz tolerans1 (BGT) prevelanst % 6.7
(tahminen 2.6 milyon) olarak saptanmis iken (Satman ve ark 2002); 2010 yilinda
gerceklestirilen TURDEP II ¢alisma sonuclarina gore gecen 12 yilda Tiirk eriskin
toplumunda T2DM sikliginin % 13.7 ye ulastig1 goriilmiistiir (Satman ve ark 2010).



Diyabet gelismis iilkelerde, kisisel ve toplumsal diizeyde saglik hizmetlerinin
ve kaynaklarinin en ¢ok kullanilmasina sebep olan hastaliktir. Bu nedenle diyabet
giiniimiizde ciddi tehdit olusturan bir halk sagligi sorunu olarak kabul edilmektedir.
Diyabetli bir hastaya bakim hizmeti vermenin ortalama maliyeti saglik sisteminden
hizmet alan hastalardan ortalama 2.4 kat fazla olarak hesaplanmistir (ADA 2003).
Cesitli iilkelerde toplam saglik hizmeti harcamalarinin % 3-12’sini diyabet giderleri
olusturmaktadir (Donovan 2002).

Toplumda diyabet riski tasiyan kisilerin belirlenmesi i¢in uygun yontemlerin
bulunmasi, diyabetin heniiz ortaya ¢ikmadan onlenmesini veya erken donemlerde
tedavisini miimkiin kilacaktir. Bunu basarmak i¢in, oncelikle T2DM’de genetigin
rolii ve genler ya da aile hikayesi bilgisinin hedef miidahalelere nasil yardim
edeceginin anlasilmasi gerekmektedir.

T2DM patogenezinde 2 temel bozukluk bulunmaktadir; kas, yag ve karaciger
dokusu gibi hedef dokularda insiilin etkisine karst duyarliligin azalmasi ile
karakterize insiilin direnci (ID) ve pankreas beta (B-) hiicresinden bozulmus insiilin
salimmmi (Doria ve ark 2008). Diyabet agisindan pozitif aile Oykiisiine, azalmig
fiziksel aktivite ve dismetabolik durumun (abdominal obezite, insiilin direnci,
hipertansiyon ve dislipidemi) eklenmesi diyabet gelisim riskini oldukga artirmaktadir
(Laaksonen ve ark 2002, Lorenzo ve ark 2003). Genetik olarak programlanmis
insiilin direnci ve B-hiicre fonksiyon bozukluguna ¢evresel faktorlerin eklenmesiyle
yillar i¢inde diyabet gelisebilmektedir. Bazi monogenik formlarin disinda, T2DM
siklikla poligenik bir hastaliktir. Glukoz tasinimi, B-hiicre fonksiyonu, insiilin
salgilanmasi ve etki mekanizmasinda gorevli proteinleri kodlayan genlerde meydana
gelen degisimler (mutasyon ve polimorfizmler) diyabet genetiginin temelini
olusturmaktadir.

Son zamanlara kadar, aday gen yaklagimina gore; insiilin aktivitesi, islevi ve
salgilanmasinda is goren ¢ok sayidaki gen ve yaygin tek niikleotid degisimlerinin
(single nucleotide polymorphism, SNP) T2DM ig¢in risk olusturduklari 6ngoriisiiyle
birgok caligma yapilmistir. Ancak bu aday genlerin bir¢ogunun One siiriilen etkisi
beklenenden daha hafif bulunmus ve farkli populayonlardan gelen benzer iligki
calismalarinin sonuglarinin birbiriyle uyumsuz oldugu goriilmiistiir.

Grant ve ark (2006)’nin Izlanda populayonunda T2DM’li bir grupta yaptiklari
genom boyu tarama ¢alismasinda, TCF7L2 genindeki yaygin bir mikrosatellit marker
(DG10S478) ile ¢ok giiglii baglant1 kurulan iki intronik SNP’nin T2DM ile ¢arpict
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sekilde iligkili oldugunu gosteren olduk¢a giiclii veriler rapor etmeleri T2DM
genetigine yonelik ¢aligmalar i¢in 6nemli bir adim olmustur.

Ayni ¢alismacilar tamamen tutarli bir bi¢imde bu sonuglar1 Danimarka ve
Amerika’daki vaka kontrol 6rnekleriyle de elde etmislerdir (Grant ve ark 2006). Bu
calismadan sonra T2DM ile iligkilendirilen genler ile yapilan ¢alismalarda TCF7L2
geni odak haline gelmis ve orijinal bulgulardaki kodlanmayan bolge SNP’leri;
rs7903146 ve rs12255372 ile T2DM arasindaki iliski; kisa bir siirede birgok farkli
etnik gruplardan gelen bilgiler ile de dogrulanmustir. Ornegin Ingilizler (Groves ve
ark 2006), Avrupali beyazlar, gogmen Asyali Hintliler, Afrokarayipliler (Humphries
ve ark 2006), Kuzey isvegliler (Mayans ve ark 2007) ve Almanlar (Marzi ve ark
2007), Hintliler (Chandak ve ark 2007), Asyali Hintliler (Bodhini ve ark 2007),
Japonlar (Hayashi ve ark 2007, Horikoshi ve ark 2007), Meksika Amerikalilari
(Lehman ve ark 2007), Bati Afrikali bireyler (Helgason ve ark 2007), Faslilar
(Cauchi ve ark 2007), Fransizlar (Sladek ve ark 2007), Amisler (Damcott ve ark
2006) ve Finlilerle (Scott ve ark 2006) yapilan ¢alismalarda da ayni etki goriilmiistiir.
Bununla birlikte, farkli populasyonlarda TCF7L2 risk varyantinin toplum sagligi
tizerindeki Onemini etkileyecek olan allel frekansinda farkliliklar da bulunmustur
(Weedon 2007). TCF7L2 gen polimorfizmlerinin, Giiney Asya Hintlileri, Japonlar ve
Amerikali bireylerde de diyabet gelisme riskini artirdigi rapor edilmistir (Florez
2007). Bes genis olgekli genom boyu iliski (GWA-Genome Wide Association)
taramasimin tamamlanmis olmasiyla birlikte ve bircok farkli populasyon
caligmasindan gelen tutarli bilgiler 1518inda; T2DM’ye yatkinlik olusturma
anlaminda bugiine kadar tanimlanmis olan aday genler i¢inde en dikkat c¢ekeni
TCF7L2 genidir (Sladek ve ark 2007, Zeggini ve ark 2007, DGIBIH 2007, Scott ve
ark 2007, Steinthorsdottir 2007).

Tip 2 diyabet, kalitimsal (poligenik) ve ¢evresel faktorlerin etkilesimi sonucu
cok farkli yas gruplarinda ortaya c¢ikabilen metabolik bir hastaliktir. T2DM’ye
yatkinlik olusturan genlerin agik bir sekilde tanimlanmasi ve hangi kalitimsal
ozellikler ile ortaya c¢iktiginin bulunmasit hastalifin patogenezinin daha iyi
anlasilmasini saglayacaktir. Bu sayede, hastaya uygulanacak tedavinin bireyin
kalitsal 6zelliklerinin dikkate alinarak uygulanmasimnin miimkiin olacagi ve bdylece
hem koruyucu hem de tedavici edici saglik hizmetlerinin, daha ekonomik ve hastanin

yasam kalitesinin iyilestirilmesi bakimindan da daha verimli olacagi muhakkaktir.



Elde edecegimiz sonuglarin; genotip-fenotip iliskisinin ortaya ¢ikarilmast,
hastaligin patolojisi ve klinigi ile iligkilerinin degerlendirilerek hem ilerde
gelistirilecek tedavi yaklasimlarina hem de T2DM genetigi ile ilgili literatiire katki
saglayacag diisiiniilerek bu tez projesi tasarlanmistir. Calismada TCF7L2 geni i¢in
literatiirde belirtilen ve hastalikla iliskili oldugu diisliniilen polimorfizmlerden genin
intron 3 ve intron 4 bolgesindeki 6 SNP taranmistir. Ayrica bu tez projesinin,
TCF7L2 genindeki s6z konusu 6 SNP’nin Tirk toplumunda T2DM riski ile
iliskisinin ortaya konulmasina yonelik ilk c¢alisma olmasi bakimindan, daha
sonrasinda planlanacak olan diger caligmalara da yol gosterici olacagi

distiinilmustir.



1.1.  Diabetes Mellitus

Diabetes Mellitus (Seker hastaligl), insiilin hormonu salgilanmasinin azalmasi
veya insiilin etkisinin eksikligi sonucunda; karbohidrat, lipid ve protein
metabolizmasinda bozukluklara yol acan ve kronik hiperglisemi (kan sekerinin
yiikselmesi) ile karakterize, etiyolojisinde birden fazla etkenin rol oynadig

metabolik bir hastaliktir (Yenigiin 2001, Imamoglu 2005).

1.1.1. Diabetes Mellitus Tan1 Kriterleri

Amerikan Diyabet Dernegi (ADA 2010) tanmi kriterlerine gore; poliliri,
polidipsi, glukoziiri, ketotiri, agirlik kaybi gibi semptomlar ile birlikte ;

- alinan plazma 6rneginin glukoz miktarmin 200 mg/dl {izerinde olmasi

- 10-12 saat agliktan sonra sabah bakilan plazma glukoz diizeyinin 126 mg/dI
veya lizerinde olmasi

- aghk kan glukozunun 126 mg/dl altinda olmasia ragmen diyabet
semptomlar1 ve glukoz tolerans testinde (OGGT) glukoz degerinin 200 mg/dl

tizerinde olmasi Diabetes Mellitus olarak tanimlanir (Cizelgel.1).

Cizelge 1.1. Diabetes mellitus tani kriterleri (ADA 2010)

Rastgele ol¢iilen plazma glukozu > 200 mg/dl
(Klasik hiperglisemi semptomlariyla)

Achik plazma glukozu > 126 mg/dl
OGTT ile dlgiilen plazma glukozu >200 mg/dl
HbAlc > 6.5 %

1.2. Diabetes Mellitus’un Etiyolojik Simiflandirilmasi

I. Tip 1 Diyabet
A. Immiin aracili
B. Idiopatik
I1. Tip 2 diyabet
III. Diger Spesifik Diyabet Tipleri (Tip 1 ve Tip 2 diyabetten farkli ve etiyolojileri
bilinen diyabet tipleri)
A. Beta Hiicre Fonksiyonunda Genetik Kusurlar
a) MODY 3 (Kromozom 12, HNF-1a)
b) MODY 2 (Kromozom 7, glukokinaz)



¢) MODY 1 (Kromozom 20, HNF-4a)
d) MODY 4 (Kromozom 13, insiilin promotor faktor-1)
e) MODY 5 (Kromozom 17, HNF-1p)
f) MODY 6 (Kromozom 2, Neuro D1)
d) Mitokondrial DNA ve diger tipler...
B. Insiilin Etkisindeki Genetik Kusurlar
C. Ekzokrin Pankreas Hastaliklari
D. Endokrinopatiler
E. Ilag ya da kimyasal maddelerle indiiklenenler
F. Infeksiyonlar
1. Konjenital rubella
2. Sitomegalovirus
3. Digerleri
G. Immiin kokenli nadir goriilen diyabet formlar
H. Diyabetle bazen iliskili olabilen genetik sendromlar

IV. Gestasyonel diabetes mellitus

1.3. Tip 2 Diabetes Mellitus
1.3.1. Tip 2 Diyabetin Epidemiyolojisi

Tip 2 Diabetes Mellitus, en sik goriilen diyabet tipi olup tiim diyabetlilerin %
90-95’ini olusturmaktadir (ADA 2008). Obezite, fizik aktivite durumu, cografi ve
irksal degiskenlikler, hastaligin ortaya c¢ikisini etkiledigi gibi goriilme siklig
bakimindan da farkliliklara neden olmaktadir. Diinya genelinde 6zellikle Amerika
Birlesik Devletlerinde Arizonadaki Pima yerlilerinde (% 50) ve Giiney Pasifikte
Nauru Adasinda (% 40) en yiiksek oranlarda goriilmektedir (Buse ve ark 2008).
Birgok bolgede, hastaligin goriilme sikligi kentsel ve kirsal alanlarda da farklilik
gostermektedir. Sosyal ¢okiis, issizlik, yoksulluk, hareket azlhigi ve beslenme
aligkanliklar1 gibi etkenler kentlerde bu hastaligin goriilme sikliginin yiikselmesine

yol agmaktadir.

T2DM, obez ve aile dykiisii zemini olan ¢ocuk ve eriskinlerde gittikge artan
siklikta goriilmektedir. {1k kez yerli Amerikalilar gibi genetik yatkiligi olan etnik
gruplarda rapor edilen ¢ocukluk olgulari, artik tiim diinyada bildirilmektedir (De
Ferranti ve ark 2007, Shaw 2007, Buse ve ark 2008, Mayer-Davis 2008). Diinya
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Saghk Orgiiti (WHO) tahminlerine gére 2007 itibar1 ile diinyada 220 milyon
diyabetli yasadig1 ve dnlem alinmazsa 2030 yilina gelindiginde, bu saymin 2 katina
cikacag bildirilmistir. IDF Diyabet Atlasi’nda diinyanin bozulmus glukoz toleransi
(BGT) prevelansi da hesaplanmistir. Buna gore halen % 7.9 oldugu varsayilan BGT
prevelansinin yaklasik olarak % 37 artis gostererek % 8.4°e ulasacagi sanilmaktadir.
Sayisal olarak ifade edilirse halen 344 milyon oldugu tahmin edilen BGT’li
prediyabetik niifusun 2030 yilinda 472 milyona ulasmasi beklenmektedir (IDF
2009). Uluslararas1 Diyabet Federasyonunun (IDF) yayinladigi son rapora goére
diinyada 20-79 yas grubunda 2030 yil1 igin beklenen diyabet ve BGT sikliklari ile
2010 verileri Cizelge 1.2°de verilmistir (TDOKP 2011).

1997-1998 yillar1 arasinda iilkemizde 270 kdy ve 270 mahalle merkezinde
gerceklestirilen rastgele secilmis yaklasik 25 bin kiside yapilan “Tiirkiye Diyabet
Epidemiyolojisi Calismast (TURDEP I)’na gore, 20-80 yas grubu diyabet sikligi
%7.2 (heniiz tan1 konmamis yeni diyabet prevalanst %2.3 ve bilinen diyabet sikligi
%4.9), BGT ise %6.7 olarak bildirilmistir. 60 yas {izeri populasyonda ise diyabet
prevalansi %20 nin iistiine ¢ikmaktadir (Satman ve ark 2002). Bu oranlara dayanarak
Tiirkiye Istatistik Kurumu (TUIK) 2007 yili niifus rakamlarina gére iilkemizde 2.85
milyonun iizerinde Tip 2 diyabetli ve 2.6 milyon civarinda BGT’linin yasadig1
hesaplanmaktadir.  Calisma, {ilkemizde yasayan diyabetlilerin = %32’sinin
hastaliklarinin farkinda olmadiklarini ortaya koymustur. Tirkiye’deki Diyabet ve
BGT sikliklarma iliskin 2010 yili verileri Cizelge 1.3°de goriilmektedir (TDOKP
2011).



Cizelge 1.2. 2010 Yilinda Diinya’da Diyabet ve Bozulmus Glukoz Toleransi
ve 2030 Y1l i¢in Beklenen Artis (20-79 yas grubu)

2010 y1h 2030 yih
NUFUS
Diinya niifusu (toplam-milyar) 7,0 8,4
Erigkin niifus (20-79 yas) 4,3 5,6
DiYABET
Genel prevelans (%) 6,6 7,8
Diinya niifusunun standart dagilimina 6,4 1,7
gore prevelans (%)
Diyabetli sayis1 (milyon) 285 438*
BOZULMUS GLUKOZ TOLERANSI (BGT)
Genel prevelans (%) 79 8,4
Diinya niifusunun standart dagilimina 7,8 8,4
gore prevelans (%)
BGT’li sayist (milyon) 344 472
TiP 1 DIYABET (0-14 yas)
Toplam g¢ocuk niifusu (milyar) 1.9 -
Tip 1 diyabetli cocuk sayisi (bin) 479.6 -
Yeni Tip 1 diyabetli cocuk sayis1 (bin) 75.8 -
Yillik insidans artis1 (%) 3,0 -
DIYABET MORTALITESI (20-79 yas)
Diyabete bagli 6liim sayis1 (Erkek) 1.826.485 -
Diyabete bagl 6liim sayis1 (Kadin) 2.136.571 -
DIYABETE BAGLI SAGLIK HARCAMALARI
Kisi bast saglik harcamasi R=2** 703 ABD Dolar1 -

*2010°dan 2030’a diyabet artis1 %54,0 **R=2: Diisiik gelir grubu tilkelere gore diyabet
maliyet oran1 (TDOKP 2011).

Multifaktoriyel bir hastalik olan T2DM prevalansinda c¢ok genis etnik ve
cografi farkliliklar mevcuttur. Toplumlarin sosyal yasamlarinin hizla batililagmasi
sonucu gelisen duragan yasam tarzi T2DM’nin genetik yatkinhigindaki epidemiyi
aciklayabilir (Malecki 2005).




Cizelge 1.3. 2010 yilinda Tiirkiye’de Diyabet ve Bozulmus Glukoz Toleransi

Tiirkiye niifusu (toplam) 71.517.100*
Erigkin niifus (20-79 yas) 49.759.000*
DIYABET

Ulusal prevelans (%) 7,4
Diinya niifusunun standart dagilimina gére prevelans (%) 8,0
Diyabetli sayis1 3.679.000

BOZULMUS GLUKOZ TOLERANSI (BGT)

Bolgesel prevelans (%) 6,3
Diinya niifusunun standart dagilimina gore prevelans (%) 6,7
BGT’li sayist 3.137.700

TiP 1 DIYABET (0-14 yas)

Tip 1 diyabet insidans1 (100.000/y1l) 3,2
DIYABET MORTALITESI (20-79 yas)

Diyabete bagh 6liim say1s1 (Erkek) 13.001
Diyabete bagl 6liim sayis1 (Kadin) 20.830

DiYABETE BAGLI SAGLIK HARCAMALARI

Kisi bast saglik harcamasi R=2** 572 ABD Dolar1

*TUIK Adrese Dayal1 Niifus Kayit Sistemi 2008 y1l1 verileri
(http://www.turkstat.gov.tr) **R=2: Diisiik gelir grubu tilkelere gore diyabet maliyet
orant (TDOKP 2011).

1.3.2. Tip 2 Diabetes Mellitus’un Patofizyolojisi

Diabetes Mellitus, Tip 1 ve Tip 2 Diabetes Mellitus olarak iki gruba ayrilir.
Tip 1 Diabetes Mellitus pankreatik B-hiicrelerinin otoimmiin par¢alanmasina bagli
olarak mutlak insiilin yetersizligi ile ortaya ¢ikan geng yas seker hastaligidir. Tip 2
Diabetes Mellitus ise, hedef dokularda insiilin direnci ve pankreatik B-hiicrelerinde
insiilin saliniminin azalmasi ile karakterize edilen bir hastaliktir (Ozbey ve Orhan
2003). Tip 1 seker hastaliginin aksine bu hastalarda daima bir insiilin {retimi ve
salinim1 vardir. Fakat insiilinin hedef doku hiicrelerinde insiiline karsi bir direng

vardir (Dorman ve ark 2004).

Normal glukoz seviyesinin korunmasi (homeostaz), dokularin insiilin

varliginda glukozu alabilme yetenegine (insiilin hassasiyeti), hiicelerin insiilin
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yoklugunda glukozu kullanabilme yetenegine (glukoz hasasiyeti) ve pankreatik -
hiicrelerinin  diizenli insiilin salmimiyla glukoz seviyesini kontrol edebilme
yetenegine ve insiilin iiretim ve salgilama seviyesinin kandaki glukoz seviyesine gore
diizenlenmesine baghdir. T2DM hastalarinda periferal dokularda insiiline karsi
hassasiyet azalmis ve bir diren¢ kazanilmustir. Ikinci &zellik ise, bu hastalarda
pankreatik B-hiicreleri, artan direnci agacak insiilini salgilayamamaktadir (Mueckler
ve ark 1994, Eftychi ve ark 2004).

T2DM gelisiminde insiilin direnci ve -hiicre fonksiyon bozuklugunun
hangisinin daha once ve daha onemli oldugu tam bir kesinlik kazanmamistir
(Kabalak ve Cetinkalp 2009). T2DM gelisimi acisinda risk tasiyan diyabetiklerin
birinci derece akrabalarinda heniiz glukoz tolerans bozuklugu gelismeden onceki
donemlerde insiilin direnci (ID) varliginin gosterilmesi hastaligin patogenezinde
inslilin direncinin primer bozukluk olabilecegini diislindiirmiistiir (Martin ve ark
1992). Bununla birlikte, diyabet agisindan aile Gykiisii olmayan non-diyabetik
bireylerde sadece ID’ nin bulunmasinin ileride diyabet gelisimi i¢in ¢ok kuvvetli bir
belirleyici olmadig1 da gosterilmistir (Goldfine ve ark 2003). Insiiline direng gelisimi
T2DM riskini artirmasina karsilik, hastalikta temel Ozellik B-hiicre islevinin
bozulmasidir (Utzschneider 2004, Kahn 2004). B-hiicre fonksiyonunun bozulmasi f3-
hiicre kiitlesinde azalma ile beraberdir ve diyabetin ortaya ¢ikmasindan daha once
vardir. Ancak disfonksiyona yol agan mekanizmalar heniiz tam anlagilamamuistir.

Daha yaygin kabul edilmekte olan goriis ise her iki bozuklugun (B-hiicre
islevi ve insiiline direng gelisimi) da T2DM patogenezinde 6nemli oldugu ve erken
basamaklarinda yer aldigidir (Lyssenko ve ark 2005). Fakat bu iki bozuklugun
patogeneze olan etkileri heterojendir, etnik ve kisisel farkliliklar gdstermektedir.
T2DM, c¢evresel ve genetik faktorlerin karmasik etkilesimi sonucu ortaya
cikmaktadir. Diyabet agisindan pozitif aile Oykiisiine, azalmis fiziksel aktivite ve
dismetabolik durumun (abdominal obezite, insiilin direnci, hipertansiyon ve
dislipidemi) eklenmesi diyabet gelisim riskini olduk¢a artirmaktadir (Laaksonen ve
ark 2002, Lorenzo ve ark 2003).

Ileri yas, sismanlik, egzersiz yetersizligi, seker hastalig1 aile dykiisii, sigara,
genetik yatkinlik, beslenme aliskanliklari, insiilin direnci sendromlari, pankreas
hastaliklari, gegirilmis gestasyonel diyabet, cografi ve irksal degiskenliklerden dolay1
goriilme sikligindaki farkliliklar gibi degisik klinik risk faktorleri hastalik geligsimi ile
iliskilidir. Baslangic yast genelde 40’in iizerinde olmakla birlikte son yillarda
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genclerde de Onemli oranlarda rastlanmaktadir. Hastalarin %80 kadar1 sismandir
(Akgay 2000, Yenigiin 2001). T2DM’de her birey i¢in altta yatan sebepler farklilik
gosterir. Obezitenin varligina ve yokluguna gore T2DM, iki alt gruba ayrilir; obez
T2DM ve obez olmayan T2DM. Irklara gore diyabette obezite prevalansi farklilik
gosterir. Obezite, viicut kitle indeksi (VKI)nin >30kg/m? olmas: seklinde kabul
gormektedir. Seker hastalig gelisme riski VKI’nin (agirlik (kg)/boy (m?)) artmast ile
ilerleyerek artar. Seker hastaligi genellikle agiz kurulugu, polidipsi, poliiiri, bulanik
gorme ve kilo kayb1 gibi belirtiler ile ortaya ¢ikar (Dorman ve ark 2004).

Bireylerde bir kez diyabet gelistikten sonra, beraberinde bulunan metabolik
bozukluklar birincil neden ile ikincil nedenlerin birbirinden ayrilmasini zorlastiracagi
ve erken tami ile diyabet gelisim riski yok edilebilecegi ya da en azindan
Otelenebilecegi i¢in prediyabetiklerin tani, tedavi ve takibi 6nemlidir

Kronik hiperglisemi, mikrovaskiiler ve makrovaskiiler komplikasyonlari
beraberinde getirir. Kardiyovaskiiler hastaliklar, nefropati, ndropati, retinopati ve alt
ekstremite amputasyonlar1 gibi diyabetle iliskili komplikasyonlar, artmis morbidite
ve mortalitenin 6nemli nedenleridir.

T2DM’nin ¢ok azi (<%5) monogenik iken cogu poligeniktir ve kronik
hiperglisemi ve dislipidemiye yanitta metabolik bir diizensizlik s6z konusudur.
Transgenik hayvan g¢aligmalariyla bu bozukluklarin nasil gelistigi ortaya konulmaya
calisilmigtir. Hepatik glukoneojenetik enzimlerin artigi, pankreatik B-hiicrelerinde
glukokinaz azalmasi, iskelet kasinda tirozin kinaz eksikligi olan insiilin
reseptorlerinin asir1 sunumu, iskelet kasi ve yag dokusunda GLUT4 glukoz
tastyicilarinin eksikligi ile glukoz intoleransi gelismis, fakat asikar diyabet ortaya
ctkmamustir (Virally ve ark 2007). Sonug olarak; T2DM, ID ve insiilin salgilanmasi
bozuklugunun birlikteliginde ortaya g¢ikmaktadir. B-hiicre disfonksiyonu; insiilin
salgilanmasimin pulsalite ve Kkinetiklerindeki bozukluk, insiilinin kantitatif veya
kalitatif anormallikleri ve B-hiicre kaybimi igerir. Normoglisemik Kisilerde insiilin
salgilanmas1 her 10-15 dakikada bir pik ve her 60-120 dakikada daha biiyiik bir
salinim gosterir. Tip 2 diyabetiklerde erken faz insiilin salinimi kaybolmus, ge¢ faz
ise azalmis ve gecikmistir. Insiilin salgilanmasinm ilk fazindaki azalma diyabetin
erken donemlerinde hatta diyabet 6ncesi donemde gosterilmistir (Virally ve ark
2007). Pulsatilite ve glukoza ilk faz insiilin yanitindaki bozulmanin kismen
glukokinaz ve iyon kanallarinda fonksiyon bozuklugu ile iliskili oldugu

distiniilmektedir (Virally ve ark 2007). T2DM’de insiilin salgilanmasindaki azalma
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ilerleyicidir. Birlesik Krallik Potansiyel Diyabet Caligmasi (United Kingdom
Prospective Study-UKPDS) verilerine gore T2DM tanisi alan hastalarin ¢ogunda tani
strasinda B-hiicrelerinin sadece % 50’sinin fonksiyon goérdiigii bilinmektedir. Yasam
tarz1 degisikligi, biguanid, siilfoniliire ya da insiilin ile tedavi edilenlerin tedaviden 6
yil sonra fonksiyon géren B-hiicresi % 25°dir. T2DM tanisindan yaklasik 10-15 yil
sonra endojen insiilin salgilanmasi normalin % 10°u kadardir (Corakc1 ve ark 2009).
Diyabetik olmayanlarda, pB-hiicrelerinden insiilin  duyarliligina gore
gereksinim kadar insiilin salgilanir ve bdylece plazma glukoz diizeyinin normal
sinirlar iginde siirdiiriilmesi saglanir. Insiilin salgilanmas1 ve duyarhiligi arasinda
hiperbolik bir iliski vardir. Kompanzasyon bozulursa plazma glukozu dereceli olarak
yiikselir. B-hiicre fonksiyon bozuklugu Tip 2 diyabetin erken donemlerinin yani sira
Tip 2 diyabetiklerin normoglisemik birinci derece yakinlarinda da gosterilmistir
(Pimenta ve ark 1995). ID, glukozun Karacigerde asir1 iiretimi ve iskelet kasinda
azalmig alim ve tiiketimi ile karakterizedir. Iskelet kasindaki ID’nin, insiilin bagiml
glukoz tasimmimindaki bozukluk nedeniyle gelistigi goOsterilmistir. Tip 2
diyabetiklerde, insiilin tarafindan uyarilan glukoz tasiyicilarinin (GLUT4) hiicre
zarinda taninmasi azalmaktadir (Virally ve ark 2007). Cesitli metodlarin 6zellikle de
“Oglisemik hiperinsiilinemik klemp” tekniginin kullanilmas1 Tip 2 diyabetiklerde
ID’nin tanimlanmasinda 6nemli bulgular saglanmustir. Tip 2 diyabetik obezler
kendileri ile benzer derecede obez fakat nondiyabetik kisilere gore daha fazla insiilin

direnci gosterirler (Virally ve ark 2007).

1.4. Pankreas p-Hiicrelerinde insiilin Salimm Mekanizmasi ve Glukozun Insiilin

Salgilanmasindaki Rolii

Insiilin, pankreastaki langerhans adaciklarinin B-hiicreleri tarafindan iiretilen
polipeptid yapida 6000 dalton molekiil agirliginda bir hormondur. Graniilli
endoplazmik  retikulumun ribozomlarinda preproinsiilin  olarak sentezlenir.
Preproinsiilin, salgt graniilleri i¢inde paketlenecek sekilde proinsiiline yikilir.
Proinsiilin, golgi aygitina geger ve buradaki proteazlarin etkisiyle c-peptid segmenti
koparilarak instiline doniisiir (Steiner ve James 1992). Proinsiilinin bir kismi (%15
kadar1) yikilmaz ve az miktarda c-peptid ve insiilin ile birlikte dolagima salinir. Bu
kismin miktarinda artig plazma proinsiilin/insiilin oraninda artig1 ifade eder ve insiilin

olgunlagmasi/salinma bozuklugunun bir gostergesi olarak diisiiniiliir. Bu oran Tip 2
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diyabetiklerde artmaktadir (% 40 civari) (Roder ve ark 1998, Kahn 2000, Ahren
2005). C-peptid insiilin salgilanmasinin periferik gostergesidir (Pedersen ve ark
1990).

Glukoz, insiilinin hem yapiminda hem de salgilanmasinda en 6nemli roli
oynar. Besin sindirimi sonucu, kanda glukoz diizeyi yiikselmeye baslayinca,
glukozun PB-hiicresine giris hiz1 artar. Insiilin salgilanmasi igin en giiclii etki, B-
hiicrelerine glukozun alinimiyla saglanir. Glukoz hiicrelere 6zgiin bir tasiyici ile
(GLUT 2) tasimr, sonra glukokinaz ile fosforillenir ve son olarak Krebs dongiisiinde
glikoliz ile metabolize olur. Hiicre igi enerji iiretimindeki artiy ATP/ADP oraninda
artisa ve ATP-duyarli potasyum kanallarmin (Katp) inhibisyonuna neden olur. Karp
kanallarmin kapanmasi ile K™un hiicre disina gecisi bloke olur ve zarmn
depolarizasyonuna neden olur. Depolarizasyon Ca*™" kanallarini agar, Ca™" iyonlari
hiicre icine akar ve bu da sitozolik Ca™ konsantrasyonunda artisa, plazma zarina
insiilin graniillerinin fiizyonuna ve sonugta insiilin salinimina (ekzositoz) neden olur
(Sekil 1.1) (Laukkanen ve ark 2004, Malecki ve Klupa 2005). Salgilanan insiilin,
kapiler damar duvarindan gegerek kana karigir; kan yoluyla viicudun herhangi bir

kosesine erisebilir ve eristigi yerlerdeki dokulart etkileyebilir.

o ATP duyarh

potasyum kanallar

Qlycolyss P o Y
respuation
@ Ke

Q!ucok-nusu @
*Pap ATP

ADP

voltaj uyarih
kalsiyvum kanah
depo graniilleri

insiilin salnmm

Sekil 1.1. Pankreatik beta hiicrelerinden Insiilin salinim mekanizmasi
(www.betacell.org/content/articles/articlepanel)
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1.5. Insiilinin Hedef Dokularda islevi

Insiilin; hedef hiicrelerde hiicreler arasi ve hiicre i¢i madde alisverisi, protein
kinazlarin ve fosfatazlarin uyarimi, hiicresel biiylime ve farklilagsmanin tesviki gibi
farkli yolaklar1 aktive ederken bazi yolaklar1 da inhibe eder (Baumann ve Saltiel
2001). Insiilin, metabolik ve biiyiimeyi devam ettiren iki isleve sahiptir (Kahn ve ark
2004). insiilinin metabolik islevi, insiilin uyari-ileti yolunu igerir. Insiilin uyari-ileti
yolunun en Onemli aracisi olan reseptorler (almag), hormonlari baglayan ve bu
baglanmadan sonra hormonun fizyolojik islevinin baslamasinda araci olan 6zgiin
proteinlerdir (Kahn ve ark 2004). Insiilin reseptorii (IR) cift islevlidir. Insiilin
islevinde ilk adim, insiilinin hiicrenin plazma zarindaki reseptére baglanmasidir.
Daha sonra reseptor-ligand bileseni hiicrede bir seri fizyolojik etkileri tetikler (Sekil
1.2).

® instlin / IGF-1
reseptorleri

Glukoz

MEK
MAP Kinase
p90 rsk
Glukoz p70 S6K GSK3
transportu \ l / l
Glikojen I Lipid Huicre blylmesi  Bazi genlerin
Protein sentezi farklilagmasi ekspresyonu

Sekil 1.2. Insiilinin molekiiler etki mekanizmasinin sematik goriiniimii (Kahn
2003’den degistirilerek alinmistir).

Insiilinin ana hedef dokulari; Kas, yag ve karacigerdir. Insiilin, bu dokularda
glukozun hiicre igine girmesini saglar ve enerji depolarindan glukozun salinimin
engeller. Cizgili ve kalp kasinda glikojen ve protein sentezini tesvik eder ve yagin
depolanmasini kolaylastirir. Insiilin, glikojenoliz ve glikoneojenezi inhibe ederek,

karacigerden glukoz ¢ikisini baskilar ve glukoz diizeylerini disiiriir (Zhang 1996).
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Insiilinin glukoz metabolizmasindaki ikinci etkisi glukozu glikojen olarak
depolamak igin karacigeri uyarmaktir. Ince bagirsaktan emilen glukozun biiyiik bir
kismi hepatositler tarafindan hemen alinir ve glikojen olarak depolanir.

Insiilinin ikinci etki mekanizmas1 olan biilyiimeyi tesvik eden etkileri, insiilin
benzeri biiyiime faktorleri olarak (insuline like growth factor, IGF) bilinen diger
hormon gruplariyla ilgilidir. IGF, insiilinin biyolojik etkilerini taklit etme

yeteneginde olan polipeptid hormon ailesidir (Zapf ve ark 1984).

1.6. Glukoz Homeostazi

Normal bir kiside aglik ve tokluk fark etmeksizin plazma glukoz diizeyi
olduk¢a dar smirlar (3.3 — 8.3 mmol/L) iginde tutulur. Bu siki kontrol, karaciger
glukoz iiretimi ile periferik dokularda glukozun kullanimi arasindaki denge ile
saglanir. Insiilin, kan glukoz diizeyinin temel diizenleyicisidir. Kas ve yag dokusuna
glukoz alimimi artirir ve karacigerde glukoz yapimini inhibe eder. Ayrica hiicre
biiyiimesi ve farklilagmasini uyarir, lipoliz, glukojenoliz ve protein yikimini engeller.
Insiilin direnci veya eksikliginde bu siireclerde bozukluk, aclik ve tokluk kan glukoz

ve lipid diizeylerinde yiikselme meydana gelir (Saltiel ve Kahn 2001) (Sekil 1.2).

1.7. Tip 2 Diyabet Gelisiminde Genler ve Cevresel Faktorler

Tip 2 diyabet hastaliginin olusmasinda genetik ve ¢evre olmak iizere iki grup
faktor etkilidir (Malecki ve Klupa 2005). Diyabet ile aile 6ykiisii arasinda ¢ok gliglii
bir iligki vardir. Amerika’da yapilan bir ¢aligmada bir aile liyesinde diyabet olmasi
durumunda digerleri igin riskin iki kat daha yiiksek oldugu, iki bireyinde diyabet
olmasi durumunda ise riskin dort kat yiiksek oldugu goriilmiistiir. Genetik egilimin
Oonemi yaninda en énemli baglayici etkenlerden biri de c¢evresel faktorlerin etkisidir.
Bu faktorlerin degisken olmasi risk grubundaki hastalarin biiyiik bir kismi igin
rahatlaticidir. Cevresel faktorler iyilestirildiginde risk azalmaktadir. Yine buradan
yola ¢ikarak, genetik egilimi olan kisilerde obezitenin tedavi edilmesinin ve diger
risk faktorlerinin iyilestirilmesinin (ya da ortadan kaldirilmasinin) son derece 6nemli
oldugu sdylenebilir.

Tip 2 diyabetin klinik olarak heterojen bir hastalik olmasi genetik zemininin
de heterojen oldugunu diisiindiirmektedir. Tip 2 diyabet igin tanimlanmig tek bir gen
yoktur. Sadece, gen¢ eriskinlik doneminde baslayan diyabet (MODY) bunun

digindadir. Tip 2 diyabet siklikla poligeniktir ve glukoz toleransi {izerine olan etkileri
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kisiden kisiye degisiklik gosteren farkli gen varyantlari arasindaki etkilesimler
sonucu ortaya ¢ikmaktadir. Obezite, Tip 2 diyabet ve kardiyovaskiiler hastaliklarin
ortak bir genetik zemine dayandiklarina dair kanitlar vardir (Froguel ve Hager 1995,
Carmelli ve ark 1994, Stern 1996). Obezite gelisiminden ve neden oldugu olumsuz
sonuclardan “diyabet” geninin sorumlu oldugu diisiiniilmektedir (Hales ve Barker
1992). Bu genotip, gelisimsel agidan degerlendirildiginde, fazla kalorilerin yag
olarak depolanmasini saglamakta ve obezite gelisimine yol agmakta, buradan da Tip
2 diyabet ve kardiyovaskiiler hastaliklar gelismektedir.

Birgok farkli yonden elde edilen veriler T2DM patogenezinde genetik

bilesenlerin roliinii destekleyen 6nemli kanitlar olugturmaktadir.
1.7.1. T2DM nin genetik temelini ortaya koyan kanitlar

Farkh etnik gruplarda farkh diyabet prevalansi: T2DM prevalansi
populasyondan populasyona cok genis bir spektrumda farklilagir. Sili Mapuse
yerlilerinde % 1, Avrupa Kafkas halkinda % 2, Nauru (Pasifik adasinda) % 41 ve
Arizonadaki pima yerlilerinde ise % 50°dir (Malecki ve Klupa 2005, Das ve Elbein
2006). Pima yerlilerinde oldugu gibi bazi etnik gruplarda T2DM siklig1 sadece
cevresel faktorler ile agiklanamayacak kadar yiiksektir (Bhatia 2004).

Ailesel kiimelenme: Aileler genlerden baska cevreyi, kiltiiri ve
aligkanliklar1 da paylasirlar. Bu nedenle ailesel kiimelenme diyabet patogenezinde
genlerin roliine 6nemli kanitlardan biridir. Diyabetik bir probandin kardeslerinde
T2DM gelisme riski, genel populasyon ile karsilastirildiginda 4 kat daha fazladir
(Das ve Elbein 2006). Tip 2 diyabetiklerin birinci derece yakinlarinda insiilin
duyarliligi daha azdir ve ileride diyabet gelisimi siktir (Lyssenko ve ark 2005).

ikiz calismalari: T2DM patogenezinde genetigin 6nemli olduguna yonelik
kanitlar ikiz calismalari sonucunda elde edilmeye baglamistir (Malecki 2005).
Amerika ve Danimarka’daki T2DM calismalarinda elde edilen verilere gore,
monozigotik ikizler arasindaki konkordans (hastaligin aymi anda ikiside de
goriilmesi) oran1 (%41-55), dizigotik ikizlere (%10-15) gore oldukga yiiksektir
(Malecki ve Klupa 2005, Das ve Elbein 2006).
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1.7.2. Cevresel faktorlere yonelik kamitlar

Biitiin bunlarin yan1 sira T2DM insidansinin, ¢evresel faktorlerle de yakindan
iligkili oldugu bilinmektedir. Son yillarda yasam sekli ve beslenme aligkanliklari ile
acikca baglantili sekilde yiikselen T2DM insidansi, hastaligin gelisiminde sadece
genetik ozelliklerin degil beslenme ve fiziksel hareketlilik gibi ¢evresel faktorlerin de
roline dikkat ¢cekmektedir. Farkli cografik ve kiiltiirel bolgelerde yasayan akraba
populasyonlarda (6rnegin Japonya ve USA’de yasayan Asyalilar), T2DM
prevalansinda  farkliliklarin ~ olmasi  genetik olmayan faktdrlerin  rollerini
desteklemektedir (Fujimoto ve ark 1994, Malecki 2005). ikiz c¢alismalarinda,
T2DM’nin monozigotik ikizlerde ayni anda bulunma oranlarinin yiiksekligi ile ilgili
olarak, bu ikizlerin genellikle tek bir plasentayr paylagsmalar1 ve ayni intrauterin
cevreden etkilenmeleri olabilecegi yaklagimi da yine c¢evresel faktorlere dikkat

cekmektedir (Williams ve Pick Up 2004).

1.8. Tip 2 Diyabetin Molekiiler Genetigi

Genetik 0Ozelliklere gore T2DM, monogenik ve poligenik olarak ikiye
ayrilabilir. Monogenik formlar, tek bir gendeki nadir mutasyonlar sonucu ortaya
cikan, belirli klinik ve fenotipik ozellikler gdsteren T2DM formlaridir. Fenotipik
olarak kendini gostermesi (penetransi) yliksektir, genotip/ fenotip orani 1’ e yakindir.
Genetik faktorler patogenezde 6nemli rol oynadig: i¢in hastalifin klinigi ¢evresel
faktorlerle ¢ok az degistirilebilir. MODY (maturity onset diabetes of the young —
genglerde goriilen erigkin tipi diyabet) monogenik T2DM formuna bir Ornektir
(Malecki 2005).

Poligenik ya da multifaktoriyel T2DM, bir¢ok farkli genin birbirleri ve ¢evre
ile karsilikli etkilesimi sonucu ortaya ¢iktig1 igin klinik goriiniimii de daha karmasik
ve heterojendir. Bu karmasik genetik yapinin incelenmesi T2DM patogenezinin
aydmnlatilmasi, diyabet ve komplikasyonlarin gelisimi agisindan riskli bireylerin
belirlenmesi, genom-ilag etkilesimlerinin aydinlatilarak hastalarin etkin bir sekilde
tedavi edilebilmesi i¢in 6nemli bilgiler saglayabilir. Monogenik bozukluklarin tersine
poligenik T2DM’de hastaliga yatkinlik olusturan ve hastalik olusumundan koruyan
allelleri ortaya ¢ikarma konusunda bazi zorluklar bulunmaktadir. T2DM, patogenez
acisindan ortak mekanizmalar1 paylasabildigi diger bozukluklar ile siklikla birlikte

bulunmaktadir. Hastaligin teshisi i¢in genetik ve ¢evrenin uzun siire etkilesimi s6z
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konusudur. Gen-gen ve gen-cevre arasinda olduk¢a karmasik bir etkilesim vardir ve
tam olarak ¢o6ziimlenmesi oldukca zorlayicidir. T2DM genlerinin kesfinin ilk
basamaginda, arastiricilar diyabet ile iligkili olabilecek genleri tanimlamak igin
baglanti analizi temeline dayali teknikleri kullanmislardir. Bu yaklasim goreceli
olarak kiiciik aile caligmalarinda giiclii etkileri olan genleri kesfetmek i¢in uygundur.

Glukoz tasmimi, B-hiicre islevi, insiilin salgilanmasi ve insiilin islevi ile
iliskili genlerin diyabet gelisiminde aday genler olabilecegi diisiiniilmiistiir (Sekil
1.3). Her bir aday genin allel sikliklar1 diyabetik olgu ve kontrol gruplarinda
kiyaslanarak, fazla ifade edilip edilmedikleri arastirilmigtir. Bu calismalar
kullanilarak giiniimiize kadar diyabet ile giiclii iliskili oldugu saptanan birkag gen
bulunmaktadir. Bunlardan PPARy geni, kodon 12 de prolin-alanin degisimi
(Prol2Ala), T2DM ile iliskisi kesin olarak gosterilmis ilk polimorfizmlerden biridir
(Malecki 2005, Grant ve ark 2009). Sonrasinda KCNJ11 genindeki E23K
polimorfizmi (Gloyn ve ark 2003) ve Calpain 10 (CAPN10) (Weedon ve ark 2003)
gen polimorfizmlerinin de T2DM riski ile iligkili olduklarina dair ¢calisma sonuglari
rapor edilmistir. Baglant1 analiz ¢alismalarini, bugiin devam etmekte olan biiyiik
genom caligmalar1 izlemis ve diyabet ile iligkili farkli genler ortaya g¢ikarilmistir.
Aday genler arasinda; pankreas [-hiicresi ile kas, yag dokusu ve glukoz
metabolizmasinda yer alan proteinleri kodlayan genler de sayilabilir (Malecki 2005)
(Sekil 1.3.).
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PPARY, ADIPOO, ADRBS,
RBP4 (kavhak)

FABF2, Y51, GLGR, |GFL
(ve diger dokular)

EMPPL, IMSR, IRSL, IRS2,
REP4, PIKSRL, PPPLRSA,
FOMOL, FOMAD

PGCL, SIRTL

MO53 (endotelyval
hiicreler),

TCF7L2
Kirbx&aBCCE
(hipotalamus)

CAPMAD, HHFda, TCFL (HMFLa),
ABCCS (SURLY, KCMILL (Kirs.2),
5LC242 (GLUT)2, UCF2, I4PP, IS,
GCK, SIRTL, ARMT, FOXOL, MNT

Sekil 1.3. Biyolojik fonksiyonlarina gére T2DM gelisimi ile iligkili oldugu
diistintilen aday genler (Freeman ve Cox 2006).

1.8.1. Monogenik kokenli Diyabet

Tek bir gende nadiren goriilen mutasyonlarin bir sonucudur. Mutasyonlar gen
yapisint ve dolayisiyla bir proteinin ya da nadiren bir tRNA’nin fonksiyonunu
degistirebilir. Baz1 durumlarda bunlar, genlerin diizenleyici kisimlarinda yerlesebilir
ve gen ifadesini degistirebilirler. Monogenik formlar, yiiksek fenotipik penetrans ile
karakterizedirler. Mutasyonun varligi hastalik gelisiminin kesin olarak ortaya
¢tkmast anlamindadir. Erken yasta tan1 konulur, her zaman olmasa da siklikla siddetli
klinik goriiniim ve bazen de ekstra-pankreatik 6zelliklerin varligi s6z konusudur.
Bunlarin patogenezinde ¢evre klinik goriiniimii yalnizca hafif bir sekilde etkilerken

genetik zemin oldukga kritik bir rol oynar (Malecki ve Klupa 2005).

T2DM’nin sadece kiiciik bir kismint kapsayan monogenik formlarin diyabet
ile ilgili risk etkileri ¢ok basarili bir sekilde belirlenebilmistir. Bu durum monogenik
formlarin, oldukga net tanimlanmis kalittm modellerinin olmasi ve erken yasta tani
dolayisiyla ¢ok jenerasyonlu ailelerde calismanin net kolayliginin bir sonucu olarak

olugsmustur. Monogenik T2DM nin bilinen formlari, ya insiilin salgilanmasinda
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siddetli defekt ya da insiilin duyarliiginda oldukga biiyiik bir azalma ile
karakterizedir. Diger Mendeliyen kalitim 6zelliklerinde oldugu gibi, bazi bireyler ve
ailelerin saglig1 lizerindeki biiyiik ve derin etkiye ragmen populasyon genelinde

rolleri olduk¢a sinirlidir (Malecki ve Klupa 2005).

1.8.2. Cok Genli Kalitim Gosteren Diyabet

Poligenik ya da multifaktoriyel olarak da adlandirilan kompleks T2DM’nin
klinik tablosu, bir¢cok farkli genin birlikte etkin oldugu genetik zemin ve gevre
arasindaki etkilesimin bir sonucudur. Olasi bir¢ok geni isaret eden, kalitim diizeni
gosteren ¢aligmalar mevcuttur. Bununla birlikte net say1 ve bu genlerin goreceli
istirakleri kesin degildir. Ayn1 ya da farkli nedensel yolaklara ait farkli genler T2DM
gelisimine igtirak edebilir (Malecki ve Klupa 2005, Das ve Elbein 2006). Baz1 genler
bir populasyonda diyabet gelisiminde oldukca etkili olabilirken bir baska etnik
grupta sinirlt etkili olabilir ya da hi¢ etkili olmayabilir. T2DM’nin kompleks
formlarina yatkinlik, ekzonlarda aminoasit varyantlarina neden olan ya da
diizenleyici bolgelerde (promotor ve intronlarda olabilir) genlerin ifadesini etkileyen
yaygin polimorfizmler ile iligkilidir. Bu polimorfizmlerin allelleri hem saglikli
bireylerde hem de T2DM hastalarinda fakat farkli sikliklarda bulunur. Bu dizi
farkliliklar1 hastaligin gelisme riskini yalnizca smirli bigimde artiracak kadar
iliskilidirler. Dolayisiyla, bu polimorfizmler hastaliga yatkinlik olusturan varyantlar
olarak diistiniilebilirler, fakat net bir sekilde hastaligi olusturan etkin nedensel
faktorler degildirler (Malecki ve Klupa 2005).

Son yillarda birgok bilim adami ve/veya g¢alisma gruplari tarafindan, gerek
insiilin salimiminda gerekse insiilinin islevinde rol oynayan ¢ok sayidaki proteinlerin
genlerindeki mutasyonlarin ve/veya polimorfizmlerin Tip 2 diyabet ile iligkili
oldugunu 6ne siiren galigmalar rapor edilmistir (Barraso ve ark 2003, Das ve Elbein
2006)

Lipoliz ve serbest yag asidi metabolizmasini diizenleyen B adrenerjik reseptor
ve hormon duyarli lipazi kodlayan genlerdeki mutasyonlar, TNF-a, PPAR-y,
adiponektin, rezistin, calpain 10, glikoprotein PC-1, insiilin reseptor substratlari ve
glikojen sentaz gibi insiilin duyarliligin1 etkileyen genlerdeki mutasyonlar, Kir6.2,
SUR1 ve insiilin geninin transkripsiyon baglama noktasmin -0,5 kb yukarisinda

yerlesik VNTR iligkili mutasyonlar T2DM gelisiminden sorumlu tutulan baslica

20



degisikliklerdir (Mueckler ve ark 1994, Pugliese ve Miceli 2002, Eftychi ve ark
2004).

Insiilin salgilama mekanizmasmin diizenlenmesinde gorev alan proteinleri
kodlayan genler lizerinde yapilan ¢alismalarda, 6zellikle glukoz tasiyici protein 2
(GLUT2) ve ATP bagimli potasyum kanal (Katp) proteinlerini kodlayan genlerdeki
mutasyonlarin insiilin salgilanmasi acisindan 6nemli oldugu ortaya konmustur
(Mueckler ve ark, 1994, Eftychi ve ark, 2004, Génen ve ark 2012). Insiiline kars
hedef hiicrelerde direncin artmasma pek ¢ok mekanizma neden olabilir. Viicut
agirlign ve yag dagilimini etkileyen genler, lipoliz, oksidasyon veya iskelet kasi
glukoz metabolizmasin1 metabolik sendroma ve T2DM’ye yatkin hale getirebilir.

Farkli populasyonlarda yapilan metaanaliz calismalarinda (Saxena ve ark
2006, Luo ve ark 2009, Tong ve ark 2009) pankreatik B-hiicrelerinde ve perifer hedef
hiicrelerde tespit edilen aday genlerin ve bu genlerdeki mutasyon ve/veya tek
niikleotid degisimlerinin tek tek olmasindan ziyade risk allellerinin birarada haplotip
olarak tasmmmasinin hastaligin ortaya ¢ikmasinda daha giiglii etkisinin oldugunu
ortaya konmustur.

Barraso ve ark (2003), diyabet ve iliskili fenotipleri 71 aday gende 152 tek
niikleotid polimorfizmi (SNP) iizerinde arastirmis ve bu genlerin T2DM olugumunda

farkli mekanizmalar araciligiyla rol aldiklarini rapor etmislerdir (Cizelge 1.4).
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Cizelge 1.4. Tip 2 Diyabet i¢in aday genlerin bilinen veya muhtemel biyolojik etki
mekanizmalarina gore gruplandirilmasi (Barroso ve ark 2003).

Grup Altgrup (etki Gen sembol (Yaygin sembol)
mekanizmasi)

Pankreatik f- CDX (CDX3), NEUROD1, PAX4

hiicre PAX6, HNF4A

fonksiyonu TCF1 (HNF1A), TCF2 (HNF1B)

TCF7L2, ABCC8 (SUR1)
ADCYAP1R1 (PACAPR), CPE
GCK, GLP1R, INS

KCNJ11 (KiR6.2), SLC2A2

(GLUT2)
insiilin INSR sinyal yolag1 AKT1(PKB), AKT2, CAV3,
aktivitesi araciliyla etki FOXO3A (FKHRL1), FYN,GRB10,

GRB14 GRB2, GRB7, INSR (IR),
IRS1 PDE3B, PIK3CA
PIK3R1(p85¢), RPS6KA2
SLC2A4 (GLUT4)

SOS1, SOS2

Insiilin aktivitesin negatif | AHSG, ENPP1(PC-1)
diizenleyicileri olarak GH1, INPPL1(SHIP2)

Karbohidrat FBP1, GPD1, HK1, HK2, PFKM

metabolizmasi SLC2A5 (GLUT5), G6PT1 GYSI,

araciligryla etki GYS2, PPP1CC, PPP1R3A
PP2R1A , PCK1(PEPCK)

Digerleri Lipid metabolizmasi CETP, FABP2, FABP4 (aP2)

LIPC (HL), LIPE (HSL), PLCG1
PPARG

Beslenme GAL (GALN),

davranigi/ener;ji PPARGC1(PGC1)

homeostazi ADRB3, PYY

Digerleri USF1, KCNJ6 (Kir3.2)

STXBP3 (UNC-18c), SGNE1
NCOA1, RXRG, ABCCY (SUR2)
ENPP2 (PDNP2), GC (VDBP)
NOS3 (eNOS), PTPN1, PKLR
CASQ1, CAPN10, APM1

TCF7L2, PPARy

1.9. Wnt Sinyal Yolag:

Organizmalardaki gesitli hiicre ici sinyal ileti yolaklari, hem embriyonik hem
de ergin doénemde hiicrenin tiim biyolojik siireclerinde énemli gorevler iistlenirler.
Hiicre i¢i ve hiicreler arasi etkin iletisimin saglanmasi, biiyiime ve gelismenin normal
olarak gerceklesmesi ve hiicre homeostazisinin saglanmasi i¢in bu yolaklarin

islevselligi gereklidir. Bu sinyal yolaklarinda meydana gelebilecek islevsel
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bozukluklar, hiicrelerde normal olmayan degisikliklere neden olmaktadir. Evrimsel
acidan hayli korunmus olan Wnt sinyal yolu bu yolaklardan biridir.

Wnt sinyalizasyon yolagi ilk olarak kolon kanser arastirmalarinda ve meyve
sinegi (Drosophila), kurbaga ve diger organizmalarin embriyonik gelisim
caligmalarinda tanimlanmistir (Moon ve ark 1997, Peifer ve Polakis 2000).

Wnt geni, farenin tiimorlic meme dokusundan, int-1 adi ile klonlanmigdir.
Sonraki yillarda, Drosophilanin gelisimi sirasinda segment kutuplagsmasindan
sorumlu bulunan wingless geninin, int-1 geni ile dizi ve islev benzerligi gosterdiginin
saptanmasi tizerine, bu iki gen ismi birlestirilmis ve bu gen “Wnt geni” olarak
isimlendirilmistir. Gliniimiize kadar, C.elegans’ta 5, Drosophila’da 7, insanda ve
farede ise evrimsel agidan olduk¢a korunmus olan 19 adet Wnt geni tanimlanmistir
(Nusse ve Varmus 1992, Nusse 2005). Bu genlerden, insanda bulunan Wntl geni
tarafindan kodlanan proteinin, farelerde kodlanan protein ile %98 oraninda aminoasit
benzerligi gosterdigi saptanmistir (Miller 2002).

Farkli hiicre i¢i sinyal yolaklarini aktive eden bilinen {i¢ ¢esit Wnt sinyal yolu
bulunmaktadir (Sekil 1.4). Bunlar;

1.Wnt/B-katenin sinyal yolagi (kanonikal sinyal yolu-standart ya da klasik
yol),

2.Wnt/polarite yolagi (PCP yolu); embriyonik donemde hiicre polaritesinin
saglanmasinda rol oynayan yolak,

3.Wnt/kalsiyum (Ca*?) sinyal yolag:; kalsiyum metabolizmasinda gorev alan
biyomolekiilleri uyararak hiicre i¢indeki Ca*? miktarin1 artiran yolaktir (Welters ve
Kulkarni 2008).

Bazi arastiricilar PCP yolu ve Wnt/kalsiyum sinyal yolunu birlikte
degerlendirerek, “standart olmayan (non-canonical pathway)” ya da” B-katenin
bagimsiz sinyal yolu” olarak da tamimlamaktadirlar (Kikuchi ve Yamamoto 2008,
van Amerongen ve Nusse 2009).

Wnt sinyal yollar1, ergin donemde kendini yenileyen hiicrelerin adezyonunda,
hedef hiicre genlerinin transkripsiyonunun kontrol edilmesinde, embriyonik
donemdeki hiicrelerde ise hiicre polaritesinin, ¢ogalmasinin saglanmasinda,
farklilasmada ve hiicre gog¢iinde 6nemli 6lgiide rol oynamaktadir. Bu sinyal yolunda
gorev yapan molekiillerde meydana gelebilecek mutasyonlar bir¢ok kanser tiiriiniin

ortaya ¢cikmasina da neden olabilmektedir.
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(a)Kanonikal yolak (b) Kanonikal olmayan ya da () wnt-Ca2+ volad
planar hiicre polarite yolu

Goklu fonksiyonlar

Beta-latenin (:%)
birikimni

_________ 1_________%_____

Hukleus
! ' — & Gen trarskripsiyonu

Sekil 1.4. Wnt sinyal yollari. Habas ve Dawid (2005)’den alinarak
Tiirkgelestirilmistir.

Whnt/B-katenin sinyal yolagi, basta kolorektal (CRC) ve servikal kanserler
olmak lzere ¢esitli kanser tiirleri ve bir¢ok ciddi hastaliklar ile olan siki iligkisi
nedeniyle en ¢ok c¢alisilan Wnt sinyal yoludur (Polakis 2000, Moon ve ark 2004,
Donma ve Donma 2010).

Wnt genleri tarafindan kodlanan Wnt protein ailesi tiyelerinden her biri,
yaklasik 350 aminoasitten meydana gelmistir ve 23-25 adet sistein rezidiisiine
sahiptir. Sahip olduklar1 bu sistein rezidiileri, Wnt proteinin hedef hiicre zar ile
etkilesimini sagladigindan, solenterlerden insana kadar evrimsel agidan oldukga iyi
korunmustur (Mikels ve Nusse 2006, Coudreuse ve Korswagen 2007).

Wnt proteini, ergin donemde hematopoietik hiicreler, epitelyum dokusunun
en alt tabakasindaki bazal hiicreler, kan damarlari, beyin, karaciger, akciger, prostat
gibi doku ve organlarda bulunan eriskin kok hiicreler tarafindan sentezlenir (Nusse
ve Varmus 1992, Donma ve Donma 2010). Wnt polipeptid zinciri sentezlendikten
sonra, N-terminalinde bulunan hidrofobik sinyal dizileri ile endoplazmik retikulum
(ER)’a hedeflenir. Wnt, ER’de glikozilasyon ve lipid modifikasyonlar1 islemlerinden
gecerek son halini alir (Coudreuse ve Korswagen 2007) ve bu hiicreler tarafindan

hiicre dis1 matrikse salinir (Bradley ve Brown 1990). Hiicre dis1 matrikste difiizyon
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ile hedef hiicre zarma gelen Wnt proteininin, hedef hiicrenin zarmmda bulunan
Frizzled (Fz) ve LRP5/6 isimli reseptorlerine baglanmasiyla, sinyal yolunun
baslamasi i¢in gerekli olan Wnt-Fz-LRP5/6 iiglii bileseni (sekil 1.5) olusmus olur
(Cadigan ve Liu 2006, Lorenowicz ve Korswagen 2009). Salgilanan Wnt proteinleri,
Fz protinleri iizerinden, hiicrede parakrin/otokrin sinyal iletisini tetiklerler (Polakis
2000, Logan ve Nusse 2004).

Wnt proteinleri “kanonikal” (Wnt 1, Wnt3, Wnt3a, Wnt7a, Wnt7b, Wnt8) ve
kanonikal olmayan yolak (Wnt 5a, Wnt 5b, Wnt 4, Wnt 11) etkinlestiricileri olarak
gruplandirilirlar. Bu proteinler arasinda oOrtiismeler olabilmekte ve bazi wnt
proteinleri hem kanonikal hem de kanonikal olmayan yolag: etkinlestirebilmektedir
(Polakis 2000, Logan ve Nusse 2004).

E Fz

LAPS &

Jaktiuasmn

Jinhihisym

Wnt yolu {(a) Wnt yolua (h)

\emm -y

Sekil 1.5. Wnt-Fz-LRP5/6 ti¢lii kompleksi. Wnt proteinlerinin hedef hiicre
zarindaki reseptorlerine baglanmadigi (a) ve baglandigi (b) durumda Wnt/B-katenin
sinyal yolu (Tanir ve ark (2012)’den degistirilerek alinmistir).

APC?/B-katenin/TCF yolag: olarak da bilinen Wnt/B-katenin sinyal yolagi;
hiicrede gelisimsel ve biiyiime diizenleyici olan anahtar mekanizmalardan biridir.
TCF-4, TCF7L2/LEF ailesinin kolonik epiteliumda en yiiksek ifade edilen iiyesidir.
Hedef genlerin transkripsiyonunun modiile edilmesinde; TCF/LEF proteinleri ¢coklu
protein giiclendirici (multiprotein enhancer) komplekslerinin bir araya gelmesini
kolaylastiran faktorler olarak diisiiniilmektedirler (Duval ve ark 2000).

Wnt sinyalizasyonu, hiicre proliferasyonu, motilite ve normal embriyogenez
(hiicre farklilasmasi) igin kritiktir. Miyogenez ve adipogenezisi regiile ettigi (R0SS ve

ark 2000, Etheridge 2004) ve embriyonik gelisim siirecinde pankreas ve adaciklarin
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gelisimi i¢in de kritik oneminin oldugu gosterilmistir (Papadopoulou ve Edlund
2005, Weedon 2007). Wnt sinyal yolunun kronik aktivasyonu; Kkolorektal
karsinomalar, hepatoselliiler karsinomalar, melanomalar ile uterus ve ovaryum
karsinomalar1 gibi bir¢ok farkli insan malignansilerinin gelisiminde de tespit

edilmistir (Lyssenko 2008).

1.9.1. Wnt/p-katenin Sinyal Mekanizmasi

Whnt sentezlenip ekzositozla hiicre dis1 matrikse verildikten sonra, hedef hiicre
zarma ulasir. Wnt, hedef hiicre zarinda bulunan, Frizzled (Fz) (kivrimlanmis) ve
LRP5/6 (Low-density lipoprotein receptor-related protein) reseptorlerine baglanir. Fz
reseptorleri, G protein ailesinin iyesidirler ve sisteince zengin rezidiiniin (cystein-
rich domain (CRD)) bulundugu uzun amino terminal uca, yedi membran gegici o
helikse, ti¢ sitoplazmik hiicre i¢i ilmige Ve bir protein fosforilasyon bolgesi igeren C-
terminal kuyruga sahip bir membran gegici (transmembran) proteinidir (Nusse 2005).
Bu proteinin rezidii igeren kismi hiicre disinda bulunur. Wnt proteini sistein
rezidiilerinin bulundugu ug kismi ile Fz proteininin CRD bdlgesine yliksek afinite ile
baglanirken, diger ucu ile de, LRP5/6 proteinine baglanir. LRP5/6 diisiik yogunluklu
lipoprotein ailesinin {iyesi olan bir transmembran proteinidir ve Fz’nin ko-reseptorii
olarak is gormektedir.

Wnt proteinlerinin varliginda, Wnt’nin hedef hiicre zarinda bulunan
reseptorlerine (Fz ve LRP5/6) baglanmasiyla Wnt sinyal iletimi tetiklenir ve sinyal
hiicre igine aktarilir. Sinyal iletimi hiicredeki iki 6nemli fosforillenme reaksiyonunun
uyarilmasi ile gergeklesir. Ilk olarak LRP5/6’nin sitozol iginde kalan kismi1 glikojen
sentaz kinaz (GSK3p) ve kazein kinaz lo. (CKla) enzimleri tarafindan fosforillenir.
Bu kismin fosforillenmesiyle, sitozol icerisinde bulunan ve normalde B-katenin’i
yikim i¢in hedefleyen ve aksin, GSK3p ve APC (adenomatoz poliposis koli)’den
meydana gelen yikici kompleks baskilanir. Fosforillenmenin etkisiyle bu kompleksi
bir arada tutan Aksin ile ona bagl bulunan GSK3p bu kompleksten ayrilir ve
LRP5/6’n1n sitozol igindeki fosforillenmis kismina baglanir (Chen ve ark 2008, Zeng
ve ark 2008). Ikinci fosforilleme islevi ise, sitozolde bulunan ve bu siiregte anahtar
role sahip Dishevelled (Dsh/Dvl) proteininin CKla tarafindan fosforillenmesidir.
Aktive olan Dvl, bir ucu ile zarda bulunan Fz’nin hiicre i¢i kismina baglanirken,

diger ucu ile fosforillenmis LRP5/6’ya bagl halde bulunan Aksin’e baglanir. Bu
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baglanma ile Aksin proteininde konformasyonel bir degisim olur. Bu degisim,
GSK3pB’nin Aksin’den ayrilmasini saglar. Aksin’den ayrilan GSK3p hiicredeki bir
inhibitor protein tarafindan inhibe edilir ve bu sayede GSK3B’nin B-katenini
fosforilleme etkisi ortadan kaldirilmis olur (Peifer ve Polakis 2000, Chen ve ark
2008). B-katenin, bu sinyal yolunda anahtar rol oynayan sitozolik bir proteindir
(Willert ve Nusse 1998). Fosforillenmeyen [-katenin, proteozomlar tarafindan
taninip par¢alanamaz Ve sitoplazmada birikir (Sekil 1.6B,C). Biriken p-kateninin bir
kismi, ¢ekirdek zarindan ¢ekirdege girerek, burada bulunan transkripsiyon
faktorlerini (TCF/LEF-1) aktive eder ve Wnt sinyal yolunun hedef genlerinin
transkripsiyonunu baslatir (Sekil1.7b).

A B c
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Wit
Frizzled
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Sekil 1.6. Wnt/B-katenin yolaginin aktivasyon modeli. A. Wnt sinyali yoklugunda 3-
katenin fosforillenir ve proteozom aracili yikim i¢in yikim kompleksi tarafindan
hedeflenir. B.Wnt proteinlerinin reseptorlerine baglanmasi ile Dvl, Fz ye baglanir ve
aksin ile etkilesime girerek yikim kompleksini dagitir. Ardindan Gsk3f, LRP
tizerindeki kritik bolgeleri fosforilleyerek aksin igin tutunma bolgeleri olusturur.
C.Aksinin LRP’ye baglanmasi yikim kompleksinin inhibisyonuna ve B-kateninin
sitoplazmada birikimine neden olur (Fuerer ve ark 2008’den alinmistir).

Bu aktivasyonla, hem sinyal yolunda gorev yapan proteinlerin
transkripsiyonu  gergeklesir, hem de proliferasyonda, hiicre dongiisiinde,
farklilasmada O©nemli rol oynayan bir¢ok genin transkripsiyonunun kontrolii

saglanmis olur (Willert ve Nusse 1998, Miller 2002, Mikels ve Nusse 2006).
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Sitozolde biriken B-kateninin diger bir kismi ise hiicreler arasi baglantida 6nemli rol
oynayan E-kadherinin sitozol i¢indeki kismina baglanir (Sonmez ve Ergiir 2002).

Wnt sinyal yolagi inaktif iken ise, Wnt hiicre zarindaki Fz ve LRP5/6
reseptorlerine baglanamaz. Dolayisiyla, sinyal mekanizmasmin aktivasyonunda
onemli rol oynayan LRP5/6 ve Dvl proteinlerinin fosforillenme islemi
gerceklesemez. Fosforillenme reaksiyonlar1 gerceklesmedigi i¢in Dvl inaktif, yikici
kompleks ise aktif durumdadir. Bu yikici komplekse, sitozolde bulunan B-katenin
baglanir ve aktif halde bulunan GSK3p tarafindan fosforillenir. Fosforilize B-katenin,
B-TrCP tarafindan baglanir. B-TrCP fosforillenmis B-katenini yikict kompleksten
ayirarak proteazomlar tarafindan taninmasini saglar ve [-katenin proteazomlarda
parcalanir (Sekill.6A). Cekirdege girecek B-katenin ortamda bulunmadigindan Wnt
sinyal yolu inaktif hale gelmis ve sinyal yolunun hedef genlerinin transkripsiyonu
baskilanmis olur. (Sekil 1.7a) (Miller 2002, Sénmez ve Ergiir 2002).

a b o @ @

A WNT target gene

v
TCF/LEF |:/: | TCF/LEF | JI

Sekil 1.7. Kanonikal Wnt yolaginin 6zeti. a.Wnt uyariminin yoklugunda, -
katenin “yikict kompleks” i¢inde yeralir. GSK-33, CK-1a ve pERK tarafindan
fosforillenir, ve hemen ardindan proteozom araciligiyla yikilir. b.Wnt uyarimini
takiben, yikici kompleks ayrilir. Bu durum, gekirdege girerek iki pargal
transkripsiyon faktorii -kat/TCF’yi olusturan serbest B-katenin birikimi ile
sonuglanir ve Wnt hedef genlerininin transkripsiyonu gergeklesir (Jin 2008).
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Dickkopf (Dkk) proteinleri LRP ko-reseptdrleine baglanip, Wnt proteinlerinin
LRP’lerle etkilesimini engeleyerek potansiyel olarak Wnt sinyalini inhibe eder ve
baslamadan bu yola engel olabilirler (He ve ark 2004).

Wnt sinyal yolu, her dokuda farkli bir mekanizma bozuklugu ile basta
kolorektal kanser (CRC) olmak fizere, sizofreni, retinal anjiyogenezis defekti,
Alzheimer, tetra-amelia, polikistik bobrek hastaliklari, 16semi, akciger kanseri,
osteoporozis ve son yillarda diyabet gibi birgok hastaligin meydana gelmesinde
onemli rol oynamaktadir (Nusse ve Varmus 1992, Polakis 2000, Moon ve ark 2004,
Chong ve ark 2005, Aguilera ve Munoz 2007). Molekiiler c¢aligmalarla, CRC
olgularinin yaklasik %90 ninda Wnt sinyal yolu ile ilgili genlerde mutasyonlar tespit
edilmistir (Giles ve ark 2003).

Sitozol igindeki yikici1 komplekste veya B-kateninin N-terminalinde meydana
gelen mutasyonlar, Wnt sinyal yolundan bagimsiz olarak (inaktif durumdayken) -
kateninin sitozolik miktarinda artisa neden olmaktadir. B-kateninin birikimi, hedef
genlerin kontrolsuz ifade edilmesine yol agar. Bu anormal ifade ile cesitli hastaliklara
ve kansere neden olan genlerin transkripsiyonu saglanmig olur (Polakis 2000, Moon
ve ark 2004, Nusse 2005). insan kanserlerinin bircogu, APC ve Aksin proteinlerinde
meydana gelen mutasyonlar nedeniyle Wnt sinyal yolaginin kontroliiniin kayb1 ile
iliskilendirilmektedir (Schlange ve ark 2007).

Bircok hastaligin, sadece sinyal yolunun inaktif oldugu durumlarda meydana
gelen mutasyonlarla degil, sinyal yolunun aktif oldugu durumda gorev alan ve bu
mekanizmay1 kontrol eden biyomolekiillerde meydana gelen bozulmalarla olustugu
da bilinmektedir (Nusse 2005). Yapilan bir ¢alismada, arastiricilar hiicre zarinda
bulunan ve sinyal yolunun aktivasyonunda 6nemli bir role sahip olan LRP5/6
reseptorinde meydana gelen bir mutasyon sonucu kemik dansitesinde azalma
oldugunu gostererek, Wnt sinyal yolunun kemik yogunlugu iizerindeki Onemli
etkisini ortaya koymuslardir (Moon ve ark 2004, Nusse 2005). Bir bagka c¢alismada
ise, plazma hiicrelerinde Whnt sinyal yolunun inhibisyonunda rol oynayan Dickopff
(Dkk) glikoproteinin asir1 ifade edilmesine neden olan bir mutasyon sonucu multipl

myelomanin olusabilecegi diisiincesi bildirilmistir (Aguilera ve Munoz 2007).
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1.9.2. Wnt Sinyal Yolu ve Diabetes Mellitus

Birgok in vitro ve in vivo galismalarla Wnt yolaginin birgok bilesenlerinin
pankreatik B-hiicre cogalmasinda (Rulifson ve ark 2007, Liu ve Habener 2008, Shu
ve ark 2008) normal kolesterol metabolizmas: ve glukozla indiiklenmis insiilin
salgilanmasinda (Fujino ve ark 2003) ve inkretin hormon glukagon benzeri peptid 1
(GLP-1)’in tiretiminde (Yi ve ark 2005) yer aldig1 gosterilmistir.

Whnt/B-katenin (kanonikal) yolaginin temel efektord, iKi pargali transkripsiyon
faktorii B-katenin/T hiicre faktor (B-cat/TCF)’tidiir. Bu bilesik serbest B-katenin ve
TCF ailesi tiyelerinden birinin heterodimerizasyonu ile olusur (Sekil 1.8).

Bugiine kadar ¢alisilmis polimorfizmler igerisinde Wnt sinyal yolaginin temel
efektorlerinden olan TCF7L2 polimorfizmlerinin, T2DM gelisimi riski agisindan
acik farkla en biiyiik etkiye sahip olduklar1 gosterilmistir (Grant ve ark 2006, Elbein
2007, Grarup ve Andersen 2007, Owen ve McCarthy 2007, Weedon 2007). Ek
olarak, insan LRP5 geni kromozom 11g13’te yeralan ve Tip 1 diyabetle iliskili olan
IDDM4 boélgesinde haritalanmistir  (Twells ve ark 2003). LRP5 genindeki
polimorfizmlerin obezite fenotipleriyle ve LRP6’daki yanlis anlamli mutasyonlarin
ise kemik kaybi, erken koroner hastalik ve metabolik sendrom ile iligkili oldugu
gosterilmistir (Jin 2008). Bundan baska, Wnt5B’deki polimorfizmler de T2DM riski
ile iliskilendirilmistir (Kanazawa ve ark 2004).

Wnt yolagiin ko-reseptorleri (LRP5/6), bir Wnt ligandi (WNT5B) ve Wnt
sinyal yolagi efektoriiniin temel bileseni TCF7L2 diger metabolik hastaliklarda
oldugu gibi tip 2 diyabet hastaliginin gelisiminin 6nlenmesinde de agik bir sekilde
yer alir (Jin 2008).

1.10. TCF7L2 (TCF4) proteini

TCF7L2 (TCF4, Insan T-hiicre transkripsiyon faktorii-4) geni, bir
transkripsiyon faktorii olan TCF-4’1i kodlar. TCF proteinleri, bir DNA-baglanma
bolgesi olan yiiksek mobiliteli grup (high mobility group-box- HMG-box) igeren bir
transkripsiyon faktorleri ailesinin iyesidirler (Florez 2007, Tong ve ark 20009,
Weedon 2007) ve beta-kateninin Arm tekrarlarina baglanirlar (Sekill.8) (Willert ve
Jones 2006). TCF ve LEF-1 ilk olarak T-hiicre genlerini aktive eden transkripsiyon
faktorleri olarak tanimlanmiglardir (Behrens ve ark 1996), Memelilerde 4 tane T

hiicre transkripsiyon faktorii bulunmaktadir (Jin 2008).
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1. TCF7 [TCF-1],

2. Lenfoid giiglendirici baglanma faktorii [LEF-1],

3. TCF7L1[TCF-3] ve

4. TCF7L2 [TCF-4]
Bu proteinler HMG bolgeleri ile dogrudan DNA’ya baglanirlar ancak gen ifadesini
aktive edemezler, DNA sarmalin1 biikiilmeye yonlendiren yapisal transkripsiyon

faktorleri olarak is goriirler (Kikuchi ve ark 2006) (Sekil 1.9).

Sekil 1.8. B-catenin/Tcf4 kompleksinin yapisi. Tcf4 peptidi (sart), B-cateninin
armadillo tekrar bolgesi (mavi) ile etkilesimde olan 2 alana sahiptir (Poy ve ark
2001).

B-catenin

ve BCL9 (kirmiz1) (Sampietro J ve ark 2006).

Sekil 1.10°’da TCF4 proteininin en yaygin izoformunun aminoasit (aa) dizisi
gorilmektedir. TCF7L2 mRNA’s1, proteinin farkli sayidaki izoformlarini olusturan
ve alternatif kesim sonucu ekspresyon durumuna gore protein aktivitesini degistiren
farkli effektorlerin baglanabildigi bolgeler igerir ( Sekil 1.11) (Gostner ve ark 2011).
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IAkctivasyoh

1

TCF4 proteini, B-katenin baglama bolgesi (CTNNB1), DNA-baglanma
bolgesi (HMG kutusu) ve birgok izoformda degisken olan bir C-terminal bolgesi
olmak tizere 3 temel bolgeye boliinebilir. Sadece uzun uzun okuma gergeveli form
COOH-terminal baglanma proteini (CtPB)’ne baglanabilir, bu bakimdan C-terminal
onemli bir diizenleyici fonksiyona sahiptir. CtBP motifinin varligt TCF7L2’nin olas1

repressor fonksiyonu igin gereklidir (Shiina ve ark 2003, Shulewitz ve ark 2006).

MPQLNGGGGDDLGANDELISFKDEGEQEEKSSENSSAERDLADVKSSLVNESETNQN
SSSDSEAERRPPPRSESFRDKSRESLEEAAKRQDGGLFKGPPYPGYPFIMIPDLTSP
YLPNGSLSPTARTYLQMKWPLLDVQAGSLQSRQALKDARSPSPAHIVSNKVPVVQHP
HHVHPLTPLITYSNEHFTPGNPPPHLPADVDPKTGIPRPPHPPDISPYYPLSPGTVG
QIPHPLGWLVPQQGQPVYPITTGGFRHPYPTALTVNASMSRFPPHMVPPHHTLHTTG
IPHPAIVTPTVKQESSQSDVGSLHSSKHQDSKKEEEKKKPHIKKPLNAFMLYMKEMR
AKVVAECTLKESAAINQILGRRWHALSREEQAKYYELARKERQLHMQLYPGWSARDN
YGKKKKRKRDKQPGETNEHSECFLNPCLSLPPITDLSAPKKCRARFGLDQONNWCGP
CRRKKKCVRYIQGEGSCLSPPSSDGSLLDSPPPSPNLLGSPPRDAKSQTEQTQPLSL
SLKPDPLAHLSMMPPPPALLLAEATHKASALCPNGALDLPPAALQPAAPSSSIAQPS
TSSLHSHSSLAGTQPQPLSLVTKSLE
Sekil 1.10. TCF4 proteininin aminoasit dizisi (NCBI Ref. dizi: NP_110383.2)

Wnt ligandlariin yoklugunda TCF4, Groucho/TLE, karboksi uca baglanan
protein (CtBP) ve HMG-kutusu transkripsiyon faktorii-1 (HBP1) gibi korepresorler
ile direkt iliskiye girerek hedef genlerin transkripsiyonunu baskilayan bir represor
gibi is gorlir. Wnt sinyalizasyonu aktive oldugunda ise B-katenin TCF/LEF’e N-
terminal ucundan baglanarak baskilayicilarin yerine gecer ve TCF7L2’yi bir

transkripsiyonel aktivatore doniistiiriir (Widelitz 2005, Kikuchi ve ark 2006).

C-ueu CtBp
baglanma metifi
LWPG SxxES

53 350 M3 459 505

Sekil 1.11. TCF7L2 protein yapisinin sematik gosterimi (Gostner ve ark 2011°den
alinarak Tirkgelestirilmistir.).
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Promotorlarinda TCF/LEF baglanma bolgeleri bulunan ve transkripsiyonu 3-
katenin-TCF/LEF tarafindan aktive edilen 75 farkli gen bulunmaktadir. Bu genler
arasinda c-myc, Siklin D1, siamois, twin, MMP7, gastrin, fral, c-jun, PPARy,
matrilysin, CD44 ve iirokinaz-tip plasminojen aktivator reseptér gibi genler
bulunmaktadir (Polakis 2000, Kolligs ve ark 2002, Widelitz 2005).

1.11. TCF7L2 geni

TCF7L2 geni 10. kromozomun q25.3 bolgesinde yerlesiktir ve 215.9 kb
(Damcott ve ark 2006) biiyiikliigiinde genis bir alan1 kaplar (114700201-114916063,
NCBI build 36.2) (Sekil.1.12). insan TCF7L2 geni 14 ekzon ve 13 intron bdlgesi
icermektedir (NCBI build 36.2). Bununla birlikte, Duval ve ark (2000) insan T hiicre
transkripsiyon faktorii 4 (hTCF4-human TCF4 ) geninin genomik yapisini ortaya
koymak i¢in kolorektal kanser hiicre hattinda yaptiklar1 ¢alismada TCF7L2 geninin

5’1 alternatif olmak {izere toplam 17 ekzonun bulundugunu belirlediler (Sekil 1.13).

10p15.3
lopiS.2
10pi15.1

10p14
10p 13
{gPIE.GS
H g EieT
10pl2.2
10pi2.1
10p11.23
10p11.22
10pii.21

1opil. 1
10g11.1
10g11.21
109i1.22
10q1l.23
i0g21.1
10921.2
10321.5

10922, 1
10q22.2
10922.3

10323.1
10q23.2
10923,31
1052332

1.q Falrd
i ,
10425.1 TCFTLZ2 geni (10g25.3)

10925,2
10325.3

10426.11 MNC_000010.10
10926.12
(114710009, 114927437)

10g26. 13
10926.2
10426,2

Sekil 1.12. TCF7L2 geninin 10 nolu kromozom {izerindeki yerlesimi (NCBI Map
viewer build 37.3).

Bu ¢alismalarinda, genin 3' ucundaki COOH- terminal uglarinda farklilasan

birgok hTCF4 protein izoformu yaratan ¢ok fazla sayida alternatif kesip-eklemeler
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oldugunu ve her bir hiicrenin birden fazla alternatif varyantlar: ifade ettigini tespit
ettiler. Bu mekanizma proteinin fonksiyonel 6neminden dolay1 beklenen bir sonugtur
clinkii TCF faktorleri, TCF ailesi iiyelerinin aktivitesinin transkripsiyonel
baskilanmasina aracilik eden gerekli bir korepreresor protein olan CtBP ile
fonksiyonel olarak COOH- terminal baglanma bélgeleri yoluyla etkilesirler (Duval
ve ark 2000).

Gen ~200 kb
81011121415
Ekzon 123 2 5 8 7 \9\ |12/ /1617
\ | N4
| ]
|

II_|
Sekil 1.13. TCF7L2 geninin yapisi ve alternatif olanlar dahil tiim ekzonlarinin
sematik gosterimi (Osmark ve ark 2009).

Duval ve ark (2000), ¢alisma sonuglarina gére TCF7L2 geninin belirlenen 17
ekzonundan 5’1 olan ekzon 4, 13, 14, 15 ve 16 nin alternatif ekzonlar oldugunu ve
ekzon 9, 16 ve 17’de kullanilan 3 alternatif kesim alici bolgesinin TCF4 mRNA
transkriptlerini olduk¢a karmasik bir hale getiren teorik olarak 256 farkli kesim
rlininiin olugsmasina neden oldugunu rapor ettiler (Sekil 1.14). Osmark ve ark
(2009)’da insan pankreatik adaciklarinda yaptiklari calismalariyla gen yapisina

iliskin bu bilgileri destekleyen sonuglar elde etmislerdir.

1 2 3 4 5 6 7 8 910 11 1213 14 15 16 17
(5) {8)(8B) (9) (o) (10}

Sekil 1.14. hTCF-4iin genomik organizasyonu ve alternatif kesimleri. Cift yonlii
oklar primer walking ile dizilenen ekzon/intron baglantilarini, gri renkli gubuklar
alternatif ekzonlar1, ¢izgili gubuklar bilinmeyen hTCF-4 dizileriyle iliskili ekzonlar
gostermektedir. hTCF-4 iin bilinen promotoru ve varsayilan diger ikincisi (noktali-
cizgiyle gosterilen) ok ve siyah nokta ile gosterilmistir (Duval ve ark 2000).
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Diyabetik olmayan bireylerden elde edilen olduk¢a genis farkli doku
orneklerinde yapilan bir baska ifade ¢alismasinda, TCF7L2’nin 5’ucunda ekzon 4'tiin
varligi ya da yoklugu durumuna goére dokuya bagimli bir degisiklik oldugu, alternatif
kesiminde dokuya ozgii farkliliklar gosterdigi, c¢alismada belirlenen spesifik bir
kesim formunun sadece pankreatik adaciklar, pankreas ve bagirsakta ifade edildigi ve
diger dokularda bulunmadigi tespit edilmistir (Prokunina-Olsson ve ark 2009).
Osmark ve ark (2009), ¢alismalarinda alternatif ekzonlar, ekzon 15’in kan dokuya,
ekzon 13 ve 14’lin yag ve kas dokuya 6zgiin eklendigini, ekzon 15 ve ozellikle
ekzon 4’lin yiiksek katilminin ise diger dokularla kiyaslandiginda adaciklarda
oldukca karakteristik oldugunu gostermislerdir.

TCF/LEF transkripsiyon faktorleri ailesi fonksiyonel olarak farkli proteinler
tiretebilmek igin alternatif transkripsiyon baslama bolgeleri (TSSs-Transcription start
sites) kullanirlar (van de Wetering ve ark1996, Hovanes ve ark 2000). Prokunina-
Olsson ve ark (2009)’ da galismalarinda TCF7L2 geninde bir¢ok TSS oldugunu
gostermislerdir (Seki 1.15).

LD blogu, 92 kb
rs7903146 rs12255372

f-katenin baglanma ;

bélgesi Y

1 2 3 3a 4 4a 5
ATG

TSS1 D-E-_

TS8S2

ATG
783 L‘ (—— -

Sekil 1.15. TCF7L2 geni N-terminal kisminin yapisi: ekzon 1 ve 2 tarafindan
kodlanan B-katenin baglanma bdlgesinin yerlesimi ve rs7903146 ve rs12255372
SNP’lerinin bulundugu T2DM iligkili LD blogu. Esas ekzonlar- siyah dikdétgenler
ile, alternatif ekzonlar beyaz dikdortgenler ile; alternatif transkripsiyon baglama
bolgeleri TSS1, TSS2, TSS3-oklar ile ve potansiyel translasyon baslangiclari—
“ATG” ile gosterilmistir (Prokunina-Olsson ve ark 2009’dan alinmistir).

TSS1, ilk translasyon baglama bdlgesinden -536bp yukarida yerlesik, TSS2,
exon 1°de +83 bp de yerlesik ve toplu halde TSS3 olarak ifade edilen bir dizi, genin
ilk intronunda (+200, +239, +302, +338bp) yerlesiktir (sekil 1.15). Sadece esas
baslama bolgesinden (ekzonl) TSS1 den baslayan transkriptler, ekzon 1 deki
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baglama kodonuna transle edilir ve ekzon 1 ve ekzon 2 tarafindan kodlanan p-katenin
baglanma bolgesini igerirler.

Alternatif baslama bolgeleri TSS2 ve TSS3’den baslayan transkriptlerde ise
B-katenin baglanma bolgesi bulunmaz. TCF7L2’nin alternatif promotorlar: ekzon 1
ve ekzon 2 tarafindan kodlanan B-katenin baglanma bolgesinin varligina bagh olarak
Wnt yolunu aktive eden ya da baskilayan protein izoformlar1 olustururlar (Korinek
ve ark 1997). Alternatif ekzonlar 3a ve 4a, Groucho represor proteini ile etkilesimden
sorumlu bir protein bolgesinde yerlesiktir (Brantjes ve ark 2001)). Alternatif C-
terminal ekzonlar 12,13,13a ve 13b’nin mRNA’da kombinasyonel doku-6zgii bir
araya gelisleri, 3'uctaki ardisik ekzonlar; ekzon 13a, 13b ya da 14 deki alternatif stop
kodonlar1 aktive edebilir ve kisa, orta ve uzun okuma cergeveli protein izoformlari
yaratabilir (Sekil 1.16) (Duval ve ark 2000, Shiina ve ark 2003). Bu protein
izoformlarnin islevleri net degildir, bununla birlikte, sadece uzun izoformlarda,
WNT yolunun negatif diizenleyicisi olan ekzon 17 tarafindan kodlanan C-terminal
baglanma proteini (CtBp) i¢in baglanma bolgesi bulunur (Fang ve ark 2006, Tang ve
ark 2008). CtBp bir korepressor oldugu i¢in, baglanma bolgesi icermeyen daha kisa
formlarin azalmis represor aktivitesi gdstermesi beklenebilir (Osmark 2009). Bu
nedenle TCF7L2 nin tiim alternatif formlar1 fonksiyonel olarak 6nemlidir (Fang ve
ark 2006, Tang ve ark 2008).

§-Katenin Grouche HMG (DNA) CiBP1

mRNA [ 1 o3 P se [7Isls [ AATRRTR w7 ]

~2 kb ~ T
AUG STOP STOP STOP sTOP
v/ 8 .
| | |
| S M | L

Sekil 1.16. TCF7L2 gen yapisinin sematik gosterimi (Osmark ve ark 2009°dan
uyarlanmustir). Alternatif ekzonlar farkli renklerde gosterilmistir. Onemli baglanma
bolgelerini kodlayan alanlar mavi ile renklendirilmistir. TCF7L2 proteininin kisa orta
ve uzun izoformlar1 da kutucuk i¢inde sirastyla S, M ve L harfleri ile gosterilmistir.

TCF4 ve diger TCF/LEF ailesi tiyeleri islevsel bolgeler ile iligkili korunmus
sekanslara sahiptirler. Insan TCF4 geninin B-katenin baglanma bolgesi (ekzon 1°de)
ve DNA-baglanma HMG kutusu (ekzon 10 ve 11); diger TCF/LEF {iyeleriyle birlikte
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insanlarda ve Drosophila (Pangolin), Xenopus (XTcf-3), tavuk (chTCF) ve fare
(mTCFs) yi de i¢eren diger tiirlerde de olduk¢a korunmustur (Duval ve ark 2000).

Bu transkripsiyon faktorlerinin HMG kutusu A/T A/T CAAAG konsensusuna
baglanan DNA baglanma bolgesidir. B-katenin baglanma bolgesi genin yukari
(upstream) tarafinda kodlayan bélgenin baslangicinda yerlesiktir (van de Wetering ve
ark 1996). Bu bolgeler disinda, sondaki ekzon 17°de de yiiksek bir korunum
gozlemlenmistir (Duval ve ark 2000).

TCF/LEF mRNA’lar 3’ uglarindan alernatif kesip-ekleme i¢in hedeftirler ki
bunun  miitekabil protein  izoformlarinin  transaktivasyonel  6zelliklerinin
diizenlenmesinde 6nemli oldugu diistiniilmektedir (Mayer ve ark 1995). Duval ve ark
(2000), hTCF-4 geninin 3'ucundaki farkli okuma ¢ergevelerinin alternatif
kullammmin zit ve benzer transaktivasyon etkinlikleri olan farkli protein
izoformlarinin olugmasina yol actigini ortaya koymuslardir.

TCF7L2 tarafindan kodlanan TCF4 proteini, CTNNBI1 (B-katenin) i¢in bir
niikleer reseptor gibi davranarak, Wnt sinyal yolaginda anahtar bir rol oynar (Florez
2007, Weedon 2007). Kolorektal epitelyum hiicreler daha baskin olarak TCF4 ifade
ederler. TCF4; kript kok hiicre ¢ogalmasi ve farklilagmasinda temel bir diizenleyici
olarak ig goriir (Poy 2001).

Whnt sinyalizasyonu, hiicre cogalmasi, motilite ve normal embriyogenez (hiicre
farklilasmasi) igin kritiktir. Miyogenez ve adipogenezisi diizenledigi (Ross ve ark
2000, Etheridge ve ark 2004) ve embriyonik gelisim siirecinde pankreas ve
adaciklarin gelisimi igin de kritik 6neminin oldugu gosterilmistir (Papadopoulou ve
Edlund 2005, Weedon 2007). Nukleusta TCF7L2’nin [-katenine baglanmasi, siklin
D1 gibi B-hiicre ¢ogalmasinda is goren bazi hedef genlerin transkripsiyonunu
indiikler. Siklin D1, pB-hiicre proliferasyonunun anahtar belirleyicilerindendir
(Lyssenko 2008). TCF7L2 geni, insan pankreatik adaciklarinda, p-hiicre
nukleusunda ifade edilir. Lyssenko ve ark (2008) ¢alismalarinda, T2DM’li hastalarin
adacik hiicrelerinde TCF7L2 gen ifadesinin diyabetik olmayanlarin adacik
hiicrelerindekine kiyasla 5 kat daha yiiksek oldugunu gostermisledir. Diyabetik
olmayan ancak rs7903146 polimorfizmini TT genotipinde tasiyanlarin adaciklarinda
ise TCF7L2 geninin en yiiksek miktarda ifade edildigini gosremislerdir.

T2DM ile iliskili risk allellerini tasiyanlar; B-hiicrelerinde glukoz uyarimina

cevapta kan dolasimina insiilin saliniminda azalma ile sonuglanan insiilin salgi
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siteminde kusurlar (Schéfer ve ark 2007), proinsiilinden insiiline doniisiim oraninda
azalma (Kirchhoff ve ark 2008) ve periferal dokularin insiiline cevabinda azalma ile
iligkili inaktif prohormon (proinsiilin) birikimi gibi bozukluklar (Potapov ve ark
2010) ile de yliz yiizedirler.

Insan adacik hiicre kiiltiirlerinde, kiiciik inerferans RNA (siRNAs)’lar
kullanilarak yapilan TCF7L2 gen ifadesini baskilama ¢aligmalar1 (Shu ve ark 2008),
bu transkripsiyonel diizenleyicinin B-hiicre fonksiyonu i¢in anahtar bir rol oynadigini
acikca gostermistir. SiIRNA ile TCF7L2 geninin baskilanmasi B-hiicre apoptozisinde
dramatik bir artig, proliferasyonunda azalma ve glukoz-bagimli insiilin
salgilanmasinda keskin bir azalma ile sonuglanmistir (Shu ve ark 2008). Ek olarak,
sessiz TCF7L2 geni tastyan adacik hiicreleri, insiilin salgisinin bosalmasi sirasinda,
salgilanmis  graniillerin dis hiicre membran1 ile birlesmesinde bozukluklar
gostermistir. Uriinleri bu islemin diizenlenmesinde yeralan genlerin ifadesinde de
degisiklikler ortaya c¢ikmustir (da Silva Xavier ve ark 2009). Bu sonuglar
gostermektedir ki; TCF7L2 geninin risk alleli tasiyicilarinda bu transkripsiyon
faktoriiniin (TCF4) ifadesindeki bozukluklar; B-hiicrelerinin gelisiminde, yasaminin
devaminda ve insillin salgilanmasinda Kusurlar igeren bir¢ok bozuklugu
indiikleyebilir ve boylece hizli bir bigcimde T2DM gelisimine neden olabilir (Potapov
ve ark 2010).

TCF7L2 geninin intron 3 ve intron 4 bdlgeleri, pek ¢ok farkli toplumda T2DM
ile giiclii iliskisi oraya konulmus 6zellikle rs7903146 ve rs12255372 ve benzeri tek
niikleotid polimorfizmleri igerirler (Potapov ve ark 2010) (Sekill.12). TCF7L2
genindeki SNP’lerden bu tez projesinde ¢alisilanlarin kromozom 10°da gen
tizerindeki sematik yerlesimi Sekil 1.17.’de, icinde yeraldiklar1 intronik diziler ise

Sekil 1.18 ve Sekil 1.19°da goriilmektedir.
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Sekil 1.17. TCF7L2 geninin yapisinin ve tezin konusunu olusturan SNP’lerin
10.kromozomda gen igerisindeki yerlesiminin sematik gosterimi (Jin ve Liu

2008’den uyarlanmustir.)
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AAAAAAAAGAAAGTAGCAGCTCTACTGAGATATTTAGAAACCATAAAATCCACCTATTTGAGGTGTAC
AATTGAGTGATTTTCTGTATAGTCACAGATCTGTGCAGTCATCCACACCCTCTAACTCCAGGACATTT
TCCTCACCCCCGAGGAGAAACCTCCCTTACCCATTAGCAGTCACTCCTCATTTCCTCTCCCCCCAGCC

CCTGGCAATCACTGTGGATTTGCCTGTTCTTGACATTTCATATAAATGGTATCATAAAATCTATGGGC
TTTTGTGTCTGTCTGCTTTCACTTAGCATACGGTTCTCAAGGTTCATCCAGTATTGTAGCATCTATCA

GTATGTCATTCCTTTTTATGGCCAAATAATATTTTATTGTATGGATAGACATTTTGTTTATTCATTTA
TCTGTTTTTGGTTATTATGAGTAACACTACTATGAACATTTTGCACAAATTTTTGTATTGACATGTTT
TCATTTCTCCTGGGTATAGTCCTATGAGTGGAATTGCTGGGTCATATAATAAATAACTGTTTAACATT
TTGGGGAGCTGCCAAACTTTTAAAACCTTGGGTTCTGTGATGTACCAGTTGTGTTAGGCAGCACAGCA
AAATGTGACTTTTGATTGCCAGAAACAATATTTAAAAAGTGGTTATAAAAAGTGGTTTGGGAGGCTGA
GGCAGGAGGATCACTTGAGCCCAGGAGTTTGAGACCAGCCTGGGCAACATAGTGAGACCCTGTTAAAA
AAAAAGAAGGCCAGGCACAGTGGCTCATGCCTGTAATCCCAGCACTTTGGGAGACTGAGGCGAGCAGA
TCACCTAAGGTCAGGAGTTCCAGACCAGCCTGGCCAACATGGCGAAACCCCATCTCTACTAAAAATAC
AAAAATTAGCCAGGCCTGGTGGTGGGCGCCTGTAATCCCAGCTACTCAGGAGGCTTGAGGCAGGAGAA

TTTTTGCCTGCAACCTTGCATTGTAATCCAGTGACACCTGACGTATCTGTAAATTTCTTCAAATTTCT
AAGTGTATTACAACCCCGTGTGCAAAAGATGATTAATTAATTGCCTTGACAGTAAAACAAAAAACAAA
AAAAAGGTGTGGGGGTATATGGTATCCCTGATTTACTATAGAAGATGCAGAGAGTGAAGGGAGATGAG
GTGGGGAGGAGGGGCCCAGGTTCTGGTCCTACTTTTTTTTTTTTTTTTCTAAAGAGATGGAGTCTTAC
CATGTTGGCCAGTCTAGGCTTGAACTCCTGGCCTCAAGAGGTGCTCTCACCTCAGCCTCCCAAAGTGC
TGGGATTATAGGCGTGAGCCACCGAGTTTAGCCCAGGTTCTGTTTCTTGCTTAGTCACTTTCTGTTTG
AACAAAATTGGAATTTCCTTTTTGGATCTGTTTCTTTAATTGTAAATTGAATCGGACTAAAACCTTTC
CAATTTTTTCACATGTGAAGACATACACAAAAGTTTTATTGGAGGGTTGCACATGTGAAAGAAAAAGG
GAGAAAGCAGGATTGAGCAGGGGGAGCCGTCAGATGGTAATGCAGATGTGATGAGATCTCTGCCGGAC
CAAAGAGAAGATTCCTTTTTAAATGGTGACAAATTCATGGGCTTTCTCTGCCTCAAAACCTAGCACAG
CTGTTATTTACTGAACAATTAGAGAGCTAAGCACTTTTTAGATACTATATAATTTAATTGCCGTATGA

GGCACCCTTAGTTTTCAGACGAGAAACCACAGTTACAGGGAAGGCAAGTAACTTAGTCAATGTCAGAT

AACTAGGAAAAGGTTAGAGGGGCCCTGGACACAGGCCTGTGTGACTGAGAAGCTTGGGCACTTCACTG
CTACATTTCATCTCTTCGCTATAAACATTTTAGCTTTTTGTGTTTGCTGACTGGCAACAATACATAGT
GAAAGTTCTAATAATTTGTAATGCTTTTGCATGTCTTTGTATTTTTCTTGGTTATCACATCACATCAA
ATTAAGATACTGATCAGCAGTGTGAGAGGTTATTTTTCCATTCCTCTTCATTAGTGTTAGCTTGTGGA
TGGATTTGAGGCTCTCTGTGCTTTCCCCCCAGCAAAGTGAATACCAGACTTTCCTATTAAAAAAAGTA
TTTTATTTTTCAGAGACAGGGTCTCATTCTGTCTCCCAGGCTGGAGTGCAGTGGCACAATCATAGCCC
Sekil 1.18. TCF7L2 geni Intron 3 kismi dizisi (PubMed NCBI Gen Bankasi (tim gen
Erisim No: NT_030059.13). Isaretli kistmlar ve SNP rs7901695 ve rs7903146

(srasiyla)’a aittir. Alt1 ¢izili kistmlar PZR i¢in tasarlanan ileri ve geri primerleri ifade
etmektedir.
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ATGTCATTAAAATGCTTAAGGATTTTTAATGACCACATAACAGTCCATAATATGATTAAACCCCAATT
TACTGAATCAATGCCATATTGTTGGGTCTTTAGATTGTCTCCTTTTGTTTCTGCTACTGTGAATGATC

CTGTGATGATCATCTTTGTGTGTAAATCTTTGTCCCCTCGCCCCCTCCCCTTTTATTATTTTCTTGGG
ATAGACCCCAGGACAAAAGGTAGAAAAGAACAAAGTGTTAAAAAATTTCTTGATACATAGCCACAGAT
TATTTTCCTGAAAGTTCTCAACATTTATAACTACGAGCAGTATGTAAGAGAGTTATGGTTGGAATGAT
TTTAATGTCTCTGGGGAATTTAACAACAAAAAAACTTTAGGCTTCTTTGGAGAGAGACATGCCCTTAA

CTCCACCCCGCCCTAGAACAGAGACCCAGCCCATCCAAGTCAGCCTCCCCAGGTCCTCCACCTTCAAA
ACAGGCAAACGAAATCATTTCTTGAATAATTGGTAGGCTTCAAGGTCAGATGTTTATTTTAGATAATT
CACAGCATAAATTTATATGTTTTAGGTACCTTAGCCCCTGAATATACTCAGTTCATTTAGGACTATTT
TAGAGGTCTTGAGTTTACTCTTATAACCTCACATTTTTTTGTGAATTTTTAGTTCTATTATCTTTGTT
TTCATGGCATATTATTGGGCAAAGATACTATTTATTCGATGCTATGTGTGAGCTGGGTCAGGATTATG
ACCCTGAGTTATGTTTCTGGGAAAATGTACCCACTTGTCAAAGATGCCGTTGGCTCCTGTGATTAAGG
TCAGCCCACAATGAATGTGGGGAGGGCTGGCAGCCTCTCAAATCAGCTCTTGACCATTTCTCAAGCTG
GGGCCTGTTGTGCTTGGGGGAAGAGTCTTTGGCAGCTCAGCTCGGGGCTAGCGTTTCCTGACATTTGT
TTCGCTGAATGTTAACAAGGTTACTGGAAAAAAGGGTTCTCTCCTAAAATAGGTTTAGGGAAGCACTG
GGATATGCGAAGTGAATGAGTTTCTTTAGGGCAGGATCTTGACTCTGCAGGGGGCTTGGAGGCCTTCC
CTAGAGTGGGGCTTCCTAACACTGCAGAGCTCTTCCCAGGACGAGGGGCAAGATTGGGACCTACTTTG
GAAGGTTGTTTTTGTTTCGGCACCTGCTCTGTTTACGAAGCGTGGGAGCCTGTTTTAAATTAATGTGC
GCCTACTTAGAGCTACACTCATGGTTTTGACTATGTTTATCTTTCCAGTAAATAAAACAAAATTGTTC
ATTTGGCACCCAGCCTGTCCTGCTTGTCATTTCTTGTCTTGCTGATTAACTCTATGGATGGGGCATGT
TTCTCCAACCAGATTGTAAGTTTCTTGAAGCCAAGGAGCCCTGTGGTTGATTTCTTCACATGTGGCTC
TCTCTCCTCCCACAATGGTGCTTCGTTAATTAAGCAGAAAACCCATCTCTGGTTAGGGACTGGAGTTG
ATTTCGTTTGGAATGAGTGTGACTTCATCATGACCTGAAAGTGTTCAGAACCATCTTGGTTAGCACAA
GGGCGTGGACGTGTGTCTACTTTCTACCTGATGGGATAGCATGTTTAATTTGGGGTTATGACACTGAA
TGGTTTGCCAGTAACTTGCTAATCCAACCTTATACATTCCAGCTCACAGTGGAGCGTGTCTAATTGCC
ACAGCAGCATTTATGTGGAACGTGGTTGCACAAAAGCTCCAGAAAGTCAGGCTGAGGGCTCCTATCTC
TCCTCAATCTTGGTTTACGATGTCTGTTTCTGAGGAATCCTGGGATGGGGCCACTGGCTCTTTAAGAG
AGAGCCCGATTTGGAAATCTAGGACTTGATTGTTGATTATGGGCAATAGATACATTTTAAGAATGATG
TTGTAGGCTGTATGAAGTCATTTGATGATTGTTTTGTTAATGGCTTGCAGGTCAGATTTTCATCTTTT

TAAATTAATTATCATAGAAGGAGAAAACAACTGGATTTCAGAATTGTCCCTTGAGGTGTACTGGAAAC
TAAGGCGTGAGGGACTCATAGGGGTCTGGCTTGGAAAGTGTATTGCTATGTCCAGTTTACACATAAGG
ATGTGCAAATCCAGCAGGTTAGCTGAGCTGCCCAGGAATATCCAGGCAAGAATGACCATATTCTGATA
ATTACTCAGGCCTCTGCCTCATCTCCGCTGCCCCCCCGCCCCCTGACTCTCTTCTGAGTGCCAGATTC
AGCCTCCATTTGAATGCCAAATAGACAGGAAATTAGCATGCCCAGAATCCACGTCTTTAGTGCACT

CTCTCCCCAGCTCCAAACCTGTTACTGCTTGTGTTCAACATCTCAGTAAAGCTCAACAACATCGACCC
ATTACTTAGGCCTCAAACCTTGGGTGGCATCGTCGATTGCTCTTTTCTTTCATACCCCACATTCAACC

CATCAGCCCATCCCACAGGCCCAAGTGTGTCCTCTCTACCTTCAAAGCGTGTGTGGCATCCACCGCTT

ACTTTCCTATACATTTCCTTAATTTAAGGGAACAGCGTAAACTCAGCCCAGGTGGATTAATCTCTCCA
GTGACTTTTGAAACTTCAATTTCCAATTTCCCTCTTATGTCTAGGTGTGAGTGAGGATACGTGTAGTA
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ATTGTCGCAGGTATTAGTGAGAAAGGGTGCAGATCACACAAATATTTCACACGTTATTAGTTGGACCA
GACTTTGGAGGCAAGGGAGGGCCGTGTCACCTAGGAAATTTGCTCTTCCGTGGAGATGAAAGGGCAGT

GAATTAAGTGCCTGCTTTTTCTCCCTTTTTCCCTCTGACGGTTATTGATCCTCCCCTGGAACTGTACA
GTTCACGTTCTGATCTTTTTCTTGACAAAGGGAATTCCCAGTTTGTTCGCTGGEGAACGCACTAGCAG
GTGAGGAGTTAAAAGTTGGCAACGCCTGCCCTCTCGAGAGTGTCAGGATTTTTAGTCTCTTCCTTGAG
AGCTAGAAGATGTTTCTAAAAGAATCTCTTTGGTGACTTAGAAGTGGAGAGAGCTTTAGAAGCATGGC
ACAAATAAAAGGAAAGAGGCAAACACCGTCATTCTACATCTGTTTATTTTGTTATTAACAAAAGGCAA
GGCGATTTTCATTAAAGTTTTGCTGGGGTTGGGGTTGAGGGTGTAGAGAGCAAAAGTGTGAGTTGTAC

ACCATGACTGGAATCGCTTGGACATACTCTTCAGCAGACATCGTGTGACTGTGGAAGAAATGAGTTTC
ATGAAGATGACTGATAGAAGGAAGCCACTGAACCAGTCCTCTATCACCTCTTCCAAGGCTAAAGTTTG
GAGCCACTTGCAGAAGGCTCTCCTCAAACCCCTGTGTTCTTTGCCTACCCCTGCTGTTGCCACATCAT

GGGCATCGTGTGATGTAGGAAGAAAGGGTTCTGGGGTCTGAGGCCGGAGAGACATAGGCATTTGTAAG
AAGAAAATCCCTCCATCATAGAGGATTCCAGGTAGAGGCAGGTTGGCTGGAGTGGCAATTAGTCCCTG
GTTTTGGCAGGTATGACCACAGAGTTCTCCTCTCTTGCAAGGGAACCCATGAGCTTGGACAGAGAGGA
AGTTCTGTTCTTTCACAGGGACCTGCCTGGCATGCAGTTGAGGTCAGAGGGAGTAAGGCTAGTCCTAG
TACAGGTCCCATTTTTTCCCCCTAAAGCCAGGCAGTACCTAAAACTTCCAGTTCCCTGCCACCCCCTC
CACCCCACCCCCACCCCCATGGTATAGTTTTGACTGAACAGGAAAAAACTAGTTGGCTAGGCTCAGGT

GTGCAAAATAATACIEGGGAGAGGTGTTAGTAGCCAGAACACAGGGCTCCACCTTTTGTTGGAATCGCC
TTCATATGTATATCTAAGAAGATGGAGACTTAATTTTTAAATCTCACACTCAGTTAACTCCATTATTG
CCCAAACGCTATCTTCCTCTTTTGTTGTAAAGTAGAGAAAGAGGGTTTTCCCCACATCTCCCCTTAGT
CCTGCTTAGAAGATGGCTGTGGGATTTGTGCTTCTTTACTGTAGACAGATCATGTCATCTGGACAGCT

TCTTCCTAACAATAAAAATAATATTAATAATAAACCACTGTAATAGATAATAAATAACAAACTTATCA
TGTGCTAGGTTCTGTGCTAAGCCTTTTCCTGGGTTCCTTAAGAACTAGGATTTGATTCATGATCAGAA
CCCATGGCTCTTTGCCTCTGTGCTTGCCTGTGTGCGTGTGGTCCTCATGGCGGAACACAAGAACCACC
Sekil 1.19. TCF7L2 geni Intron 4 kismi dizisi (PubMed NCBI Gen Bankasi (tiim gen
Erisim No: NT _030059.13). Isaretli kistmlar SNP rs11196205, rs12255372,

rs11196213, rs3814573 (sirastyla)’e aittir. Alt1 ¢izili kisimlar PZR i¢in tasarlanan
ileri ve geri primerleri ifade etmektedir.
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2. GEREC VE YONTEM
2.1. Hasta ve Kontrol Gruplarinin Olusturulmasi

Calismaya ADA Kriterlerine gore Tip 2 Diabetes Mellitus tanis1 konmus 169
hasta alindi. Hastalar, Selcuk Universitesi Meram Tip Fakiiltesi i¢ Hastaliklari
Anabilim Dali Endokrinoloji Bilim Dali ile Konya Diyabet Cemiyetinden segildi.
Hastalarin se¢iminde insiilin kullanilmamasi, viicut kitle indekslerinin (VKI) 30’un
altinda olmasi kriterleri dikkate alindi. Kontrol grubunun olusturulmasinda ise,
ailesinde diyabet hikayesi olmayan, oral glukoz tolerans testi (OGTT) normal olan
119 birey alind.

OGTT uygulamasi, 8-12 saatlik acliktan sonra sabah saat 8:00 da yapildi. 300
ml suda 75 gr glukoz ¢oziilerek bir limon sikildi ve limonata seklinde igirildi. Ag¢lik
c-peptid ve HbALc degerleri ile, glukoz igirilmeden 6nce ve igirildikten 2 saat sonra
alinan kan 6rneklerinde glukoz ve insiilin degerlerine bakildi.

Hasta ve saglikli bireylerden DNA eldesi i¢in EDTA igeren tliplere ve serum
insiilin, c-peptid, glukoz ve HbAlc degerlerini analiz etmek igin pihtilasma
engelleyici icermeyen tiiplere 10°ar ml kan alindi. EDTA’l tiipler ¢alisilincaya kadar
-20°C de saklandi.

HOMA-IR (Homeostasis Model Assesment of Insulin Resistance)
hesaplamasi; aclik insiilin (uIU/ml) x aclik glukoz (mmol/ml) / 22.5 formiiliine gore
yapild1 ve 2.5 iizerinde degerlere sahip bireyler insiiline direngli kabul edildi.

HbAlc diizeyleri HPLC yontemi ile, insiilin ve c-peptid degerleri ise

kemilimiinesans yontemi ile analiz edildi.

2.2.DNA Izolasyonu, PZR, SSCP, RFLP ve Agaroz Jel Elektroforezi I¢in
Gerekli Olan Gerecler

Santrifiij (NF 100R, Istanbul, Tiirkiye), derin dondurucu (-80 C), buzdolabi
(Argelik, Istanbul, Tiirkiye), mikrodalga firin (Arcelik, Istanbul, Tiirkiye), su
banyosu (Niive, Istanbul, Tiirkiye), giic kaynagi (E-C Apparatus corparation,
Petersburg, Florida), pH-metre (inolab), manyetik karistiric (Elektro-mag), vorteks
(Niive, Istanbul, Tiirkiye), Termal cycler (Quanta biotech, Ingiltere), mikropipet
(Eppendorf, Hamburg, Almanya), hassas terazi (Kern, Almanya), yatay elektroforez
tanki (Themo scientific, NH, ABD), dikey elektroforez tanki (Biolab, Ankara,
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Tiirkiye), biyolojik emniyet kabini (Metisafe, Ankara, Tiirkiye), UV goriintiileme
cihaz1 (Vilber-Lourmat, ingiltere).

2.3. DNA izolasyonu, PZR, SSCP, RFLP ve agaroz jel elektroforezi icin gerekli
olan kimyasal maddeler

EDTA (Merck, Darmstadt, Almanya), Tris-Hcl, NaCl (Merck, Darmstadt,
Almanya), KCI (Merck, Darmstadt, Almanya), Ure (Merck, Darmstadt, Almanya),
SDS, Proteinaz-K (Sigma, St Louis, Amerika), Kloroform (Merck, Darmstadt,
Almanya), Etil alkol, Akrilamid (Applichem, Darmstdt, Almanya), Bisakriland
(Applichem, Darmstdt, Almanya), Amonyum persiilfat (Sigma, St Louis, Amerika),
TEMED (Sigma, St Louis, Amerika), Formaldehit, Asetik asit, borik asit (Sigma, St
Louis, Amerika), Na2HCO3 (Merck, Darmstadt, Almanya), Sodyum tiyosiilfat
(Merck, Darmstadt, Almanya), Ksilen siyanol (Sigma, St Louis, Amerika), Taq
polimeraz, 100 b¢ ve 20 b¢ DNA ladder, dNTP karisimi (Fermentas, Vilnius,
Litvanya), 10xAmonyum siilfath PZR tamponu, yiikleme boyasi, (Fermentas,
Vilnius, Litvanya), Kesim enzimleri Rsal enzimi, Bsrl enzimi, Tsp509I restriksiyon
enzimi (Fermentas, Vilnius, Litvanya), Cac8l restriksiyon enzimi, 6 g¢ift primer

(Biomers, Singapur ).

2.4. DNA izolasyonu

2.4.1. DNA izolasyonu i¢in gerekli soliisyonlarin hazirlanmasi

0.5 M EDTA (pH 8)

EDTAH0. .., 18.6 gr

AH20 oo 80 ml

IN NaOH ile pH 8’e¢ ayarlandi ve toplam hacim 100 ml ye tamamlanarak
otoklavlandi.

4M NaCl

NaCl oo 23.97 gr

AHO o 100 ml’ye tamamlandi.
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5M NaCl

1 N NaOH ile pH 8’e ayarlandi. Toplam hacim 100 ml’ye tamamlanip otoklavlandi.

Parcalama Cozeltisi (5X)

NACT e 4M
BT A e 0.5M
TrisSHCL oo i, 1M

100 ml’ye tamamlanip pH 7.5’¢ ayarland1 ve otoklavlandi.

Ureli Parcalama Cozeltisi

UL i 4.2 gr
AH20 oo, 1 ml
Parcalama ¢Ozeltisi ..............coeeiiiiiiiii 2 ml
%20 SDS

S S 20 gr
AH20 oo 80 ml

SDS iyice ¢6ziiniinceye kadar karistiricida tutuldu. Toplam hacim 100 ml’ye

tamamlandi.

%70 Etanol
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2.4.2. DNA Eldesi

1- EDTA’1 tiipler oda 1s1smna alind1 ve tlizerine hacmi kadar soguk saf su eklendi.

2- Nazikge altiist edildikten sonra 20 dk. 4000 devir/dk santrifiij edildi.

3- Ustteki s1v1 kisim atildi. 2 ve 3. basamak 3 kez tekrarlandh.

4- Tiiplere 3 ml. iireli pargalama ¢6zeltisi ilave edildi ve tiipler altiist edildi.

5- Uzerine 400 pl %20 SDS ve 100 ul 10 mg/ml proteinazK ilave edildi.

6- Tiipler 37°C de 1 gece inkiibasyona birakildu.

7- ikinci giin inkiibasyondan cikarilan tiiplere 2 ml 5M NaCl eklendi ve 10-15 dk
altiist edildi.

8- Uzerine 8 ml kloroform konularak 15 dk 4000 devir/dk santrifiij edildi.

9- Santrifilij sonunda olusan 3 fazlik kisimdan iistteki beyaz faz temiz bir tiipe alindi
ve iizerine hacmi kadar soguk %96°1ik etilalkol eklendi.

10- Alkol ilavesiyle yumak seklini alan DNA’lar pipet yardimiyla 1.5 ml’lik
ependorf tiiplere alind1 ve tizerlerine 1000 pul %70’lik alkol eklendi.

11- Tiipler 13000 devir/dk dal0 dk santrifiij edildi.

12- Santrifiij sonrasinda dibe yapisan DNA pelletinin istiindeki alkol dikkatlice
dokiildii.

13- 12. basamak 3 kez tekrarlandi.

13- DNA pelleti iceren tiipler oda sicakliginda agzi agik bir sekilde kurmaya
birakildi.

14- Alkoliin tamamen ug¢tugundan emin olunduktan sonra pelletin iizerine uygun
miktarda deiyonize steril su eklendi.

15. +4°C de ¢dziinmesi i¢in bir giin bekletilen DNA’lar -20°C de sakland.

2. 5. Hedef Gen Bolgelerinin Belirlenmesi ve Primer Tasarimi

TCF7L2 geninin niikleotid dizisi Gen Bankasindan NCBI (National Center
for Biotechnology Information) araciligi ile NT_030059.13 erigsim numarasindan
temin edildi. TCF7L2 geninin literatiirde ozellikle hastalikla iliskili oldugu tespit
edilen intron 3 bolgesindeki 2 SNP ve intron 4 bolgesindeki 4 SNP nin bulundugu
bolgeyi tarayacak sekilde ¢alisilmasi planlandi (Cizelge 2.1).
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Cizelge 2.1. TCF7L2 genindeki taranan SNP’ler ve ilgili 6zellikleri

SNP TCF7L2 Genomik Risk Analiz

(rs numarasi) Lokasyon pozisyon alleli Yontemi
rs7901695 Intron3 114744078 C SSCP
rs7903146 Intron3 114748339 T RFLP (Rsal)
rs11196205 Intron4 114797037 C SScp
rs12255372 Intron4 114798892 T RFLP (Tsp5091)
rs11196213 Intron4 114811544 T RFLP (Cac8l)
1s3814573 Intron4 114888150 T RFLP(Bsrl)

Hedeflenen bélgelere uygun primerler, www.idtdna.com adresindeki online

primer dizayn programi ile tasarlandi (Cizelge 2.2). Sadece SNP rs7903146 igin

kullanilan primer dizileri Moczulski ve ark (2007)’den alindi. Hazirlanan primerler

ticari olarak siparis edildi. Liyofilize formda gelen primerler 50 pmol/ul olacak

sekilde hazirlandi.

Cizelge 2.2. TCF7L2 geninin hedef bolgelerine uygun tasarlanan primer dizileri

1 I: GAGGAGAAACCTCCCTTACCCATT
G:GGATGAACCTTGAGAACCGTATGC
2 i: GAGAGCTAAGCACTT TTTAGG TA
G: CTGACATTGACTAAGTTACTT GC
3 1I: TCTGCTACTGTGAATGATCCTGTG
G: GCATGTCTCTCTCCAAAGAAGCCT
4 i: TGTTAATGGCTTGCAGGTCAGA
G:CACCCAAGGTTTGAGGCCTAAGTA
5 I: AGTTGGACCAGACTTTGGAGGCAA
G: TCCAAGCGATTCCAGTCATGGTGT
6 I: AACTAGTTGGCTAGGCTCAGGTGT
G:AGCACAAATCCCACAGCCATCTTC

Primer Dizisi (5'—3")

(izileri)
(G:geri)

Bolge Ad1

Intron 3-1
(rs7901695)
Intron 3-2
(rs7903146)
Intron 4-1
(rs11196205)
Intron 4-2
(rs12255372)
Intron 4-3
(rs11196213)
Intron 4-4
(rs3814573)

Uriin Erime

Biiyiikliigii Sicakhigi

(baz cifti) ‘c)
174 65
113 58,2
285 63,4
466 62,7
508 63,1
258 63,8
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2.6. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR) Uygulamasi

2.6.1. Gradient PZR

Calismada kullanilacak 6 ¢ift primerin her bir ¢ifti igin uygun erime
sicakliginin tespit edilebilmesi amaciyla gardient PZR uygulandi. Her bir tiipde 10ul
PZR karigimi olacak sekilde tiipler hazirlandi ve farkli sicaklik araliklarina
programlanan 1s1 dongii (thermal cycler) cihazlarina yerlestirildi. Calismada Biorad
ve Peqlab thermal cycler cihazlar1 kullanildi. PZR karigiminin hazirlanmasi ve

cihazlarin programlanmasi Cizelge 2.3 ve 2.4°de gosterildigi gibi yapildi.

Cizelge 2.3. Gradient PZR karisiminin Hazirlanmasi.

dH,0 6.235
10X Tampon 1
MgCl; (25 mM) 0.6
dNTP (10 mM) 0.7
fleri primer 0.08
Geri primer 0.08

Taq polimeraz enzimi (5u / pl, 500 u)  0.055
DNA 1.2

Cizelge 2.4. Gradient PZR Reaksiyon Kosullari

Reaksiyon Sicaklik (°C) Siire
[Ik denatiirasyon 94 5 dk
Denatiirasyon 94 30 sn
Baglanma Her primer c¢ifti i¢in 30 sn

degisen araliklarda

Uzama 72 30 sn
Toplam 35 dongii
Son uzama 72 2 dk
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2.6.2. PZR uygulamalan

Her primer ¢ifti i¢in gradient PZR’da belirlenen sicakliklar dikkate alinarak
ornekler cogaltildi. PZR karisimi Cizelge 2.2 de verildigi gibi toplam1 20 pl olacak
sekilde hazirlandi. PZR kosullar1 Cizelge 2.3°de verildigi gibi programlandi. Her bir
bolge icin baglanma sicakligr gradient PZR sonucuna gore uygulandi. PZR sonuglari
Agaroz Jel Elektroforez yontemi ile incelendi. Sonu¢ alinamayan 6rnekler, PZR
karisim oranlart ya da kosullar1 degistirilerek yeniden ¢ogaltildi. Gerektiginde farkli
sicaklik araliklar1 denenerek yeniden gradient PZR yapildi.

2.7. Agaroz Jel Elektroforezi

Gradient PZR ve PZR sonucunda elde edilen hedef DNA bolgeleri % 1.5°luk
agaroz jel elektroforezde yiiriitiildii ve goriintiileme cihazinda degerlendirilerek

fotograflandi.

2.7.1. Jelin Hazirlanmasi

Mikrodalga firinda agaroz iyice eriyinceye kadar tutuldu. Daha sonra jelin
sicaklig 6OOC’ye kadar diislince ¢eker ocakta 8 pul ethidium bromiir eklendi ve jel

havuzuna dokiildi. 30 dk polimerizasyona birakildi.

2.7.2. Orneklerin Jele Yiiklenmesi

Jel donduktan sonra kuyucuklara yiikleme boyasiyla birlikte DNA (PZR
liriinii) karistirilarak yiiklendi. Orneklerle ayni siraya bir kuyucuga da bant
bliytikliikleri bilinen bir belirteg ytliklendi.

2.7.3. Orneklerin Jelde Yiiriitiilmesi

Ornekler jelde 150 volt (V)’da 20-30 dk yiiriitiildii.

2.7.4. Goriintiileme

Jel, ultraviyole goriintiileme cihazinda goriintiilendi ve fotograflandi.
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2.7.5. Agaroz Jel Elektroforezde kullanilan ¢o6zeltilerin Hazirlanmasi

50X TAE tamponu

TrIS DAz «evee 24.2 gr

Glasiyel asetik asit ........ooveiiiiiiiiiiiiii e 5.71 ml

0. 5MEDTA .o 10 ml

AHoO oo, 100 ml’ye tamamlandi.
1X TAE tamponu

SOX TAE tamponu .......ovveenieniiiiiieiieieeieeieeeenannn, 100 ml

AH20 .o 900 ml

2.8. DNA’nin Enzimatik Kesim Islemi (RFLP-Restriction Fragment Length
Polymorphism)

Kesim enzimleri kullanilarak DNA’nin farkli biyiikliikteki pargalara
ayrilmast RFLP (Restriksiyon Fragment Length Polymorphism - Kesim pargasi
uzunluk polimorfizmi) olarak adlandirilir. RFLP; DNA’da,
mutasyonlar/polimorfizmler sonucu olusan niikleotid degisimleriyle kesim enziminin
kesim bolgesinin yok olmasi ya da yeniden olusmasi ve buna bagl olarak DNA
enzimle kesildiginde farkli uzunlukta DNA pargalarinin olugmasi temeline dayanan

bir yontemdir. Polimorfizm ¢aligmalarinda siklikla kullanilmaktadir.

Bu ¢alismada, PZR {irtinlerinin Agaroz Jel Elektroforezinde ¢ogalma kontrolii
yapildiktan sonra geriye kalan PZR iriiniinde belirlenen 4 bolge igin restriksiyon
enzim kesimi islemi yapildi. Kesim yapilmis PCR iiriinlerinde kesim olup olmadiginin
kontrolii % 2.5'lik agaroz jelde yapildi. Bunun i¢in 5 pl yiikleme boyasi ve 15 pl kesim
tiriinii karistirilarak jel kuyucuklarina yiiklendi ve jel 85 dakika 120 voltluk elektrik
akimina tabi tutuldu. Gozlenen bantlarin beklenen bantlar olup olmadigini tespit etmek
i¢in 100 b¢’lik ve 20 bg’lik belirte¢ kullanildi. Yiiriiylis panellerine gére UV 1s1k altinda

goriintlilenerek degerlendirildi.
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2.8.1. Rsal enzim kesimi reaksiyonu

Rsal enzim tanima bolgesi 5..GT*AC..3
3..CAT G..5'

Reaksiyon karisiminin hazirlanmasi

PCRUMINT. ..o 13 ul
Buffer......oooiii 2 ul

Rsal Enzim............oooiiiiii e, 0,5 ul

AH2O 13,5ul igeren karisim tiipleri

su banyosunda 37°C’de 16 saat inkiibe edildi.

Rsal enziminin rs7903146 i¢in tasarlanan 113 bg¢’lik gen bolgesinde C allelinin
varligr tek bir kesim bglgsei olusturmaktadir. Kesim sonucunda 91 ve 22 bg

biiyiikliigiinde bantlar olugsmasi beklenmektedir.

2.8.2. Tsp509I (Tasl) enzim kesimi reaksiyonu

Tsp5091 (Tasl) enzim tanima bolgesi 5.MATT .3

3.. TTAAN.S
Reaksiyon karisiminin hazirlanmasi
PCRUGIUNU. ..ooveeeei e 13 ul
Buffer......oovee 2 ul
TSPS09I Enzim......ooviieiiiiiiiiiieeeee 0,5 ul
AH20 e 13,5ul igeren karisim tiipleri

su banyosunda 37°C’de 16 saat inkiibe edildi.

Tsp5091 enziminin rs12255372 igin tasarlanan 466 bg¢’lik gen bolgesinde T
allelinin varlig1 4 kesim bolgesi olusturmaktadir. Kesim sonucunda 145, 132, 116, 92

ve 31 be biiyiikliigiinde bantlar olugmas1 beklenmektedir.
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2.8.3. Cac8l (R0579) enzim kesimi reaksiyonu

Cac8l (R0579) enzim tamima bolgesi 5..GCNNGC..Z3
3..CGNANCG..5

Reaksiyon karisiminin hazirlanmasi

PCRUMINT. ..o 13 ul

Buffer.... ..o 2ul

Cac8l Enzim..........cooiiiiiiii e 0,5 ul

AH2O 13,5ul igeren karisim tiipleri

su banyosunda 37°C’de 16 saat inkiibe edildi.

Cac8l enziminin rs11196213 i¢in tasarlanan 508 bg’lik gen bolgesinde C allelinin
varligi 3 kesim bolgesi olusturmaktadir. Kesim sonucunda 268, 107, 90 ve 43 bg
biiyiikliigiinde bantlar olusmas1 beklenmektedir.

2.8.4. BseNI (Bsrl) enzim kesimi reaksiyonu

BseNI (Bsrl) enzim tanima bolgesi 5.ACTG GNA .3
3.TGACACN ..5

Reaksiyon karisiminin hazirlanmasi

PCRUMING. ..., 13 ul
Buffer........ooiii 2ul
BSITENzim.......coooiiiiii 0,5 pl

AH2O 13,5ul igeren karisgim tiipleri

su banyosunda 37°C’de 16 saat inkiibe edildi.

Bsrl enziminin rs3814573 igin tasarlanan 258 bg¢’lik gen bolgesinde T allelinin
varligr tek bir kesim bolgesi olusturmaktadir. Kesim sonucunda 218 ve 40 bg

bliyiikliiglinde bantlar olusmasi beklenmektedir.
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2.9. SSCP (Single Strand Conformational Polymorphism) Yontemi ve
Uygulamasi

DNA’nin denatiire edilerek tek iplikli hale getirilmesi ve denatiire olmayan
poliakrilamid jelde yiiriitiilmesi esasina dayali bir tekniktir. Tek iplikli DNA sahip
oldugu ikincil yapist nedeniyle kendi iizerinde katlanarak yeni bir konformasyona
sahip olur ve molekiill agirligindan bagimsiz dizilimine o6zgii bir sekilde
elektromanyetik alanda hareket eder. Bu konformasyon, esas olarak zincir igi baz
eslesmelerine bagh olarak olusan ikincil yapidir. Boylece iki iplik arasinda tek bir
niikleotid farki dahi olsa ikincil yap1 degiseceginden yliriimede farklilik olusur. Bu
farkliliklar giimiis boyama ile farkli bantlar ya da farkli konumdaki bantlar olarak
gozlenir. Bu nedenle mutasyon ve/veya polimorfizm taramalarinda tercih edilen bir
tekniktir. SSCP igin ideal iiriin biiyiikliigii 150-250 bg dir. Uriin biiyiikliigii arttik¢a
farkliliklar1 yakalama sansi azalir. 150 bg¢’nin altindaki pargalarda SSCP analizinin
duyarliligr kiigiik DNA parcalarinin ikincil yap1 olusturmalarindaki gii¢liikler
nedeniyle azalmaktadir. 250 b¢ nin {izerindeki biiyiikliige sahip DNA larda da tek
baz degisikligi ile daha az konformasyonal degisiklik olugsmaktadir ve bunun jelde
ayirt edilmesi gliglesmektedir.  Ayrica ortam sicakligi ve jelin 6zellikleri gibi
faktorler de sonucu etkiler. Bu nedenle yeni bir bolge calisilirken dnce sartlarin
optimizasyonu saglanir. Optimal kosullar altinda mutasyon saptama orani %80-

90dur.

2.9.1. SSCP Tekniginde Kullanilan ¢ozeltilerin hazirlanmasi

10X TBE tamponu (pH 8.3)

ED T A o 9.37 gr

TrIS DAZ .o 108 gr

BOTiK aSit ....oeieie i 55 gr

AH20 1000 ml’ye
tamamlandi.

1X TBE tamponu

LOX TBE ..o 100 ml

AH20 .o 900 ml
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%10 Asetik asit (Durdurma cozeltisi)
Asetik asit ... 10 ml

GUMITS NILTAL ..ot ee e 0.25 gr
AH20 oo 250 ml

0.3 ml formaldehit eklenir.

%0.75 Sodyum Karbonat (Renk gelistirme c¢ozeltisi) (taze hazirlanmal)

Sodyum karbonat ... 0.75 gr
AH20 ..o 250 ml
Derin dondurucuda 20-30 dk sogumaya birakildi. Kullanmadan hemen 6nce;
Sodyum tiyostilfat ............ccoeiiiiiiiii 52.5ul
Formaldehit ..o 0.3 ml eklendi.

%50 Akrilamid : bisakrilamid stok (29:1)

Akrilamid ... 29 gr

Bisakrilamid ... 1 gr

OHoO 100 ml’ye
tamamlandi.

3 MM filtre kullanilarak stizildi.

% 7 Akrilamid

%50 akrilamid : bisakrilamid stok ..................... 5.6 ml
AH20 o 32 ml

IX TBE .o 2.4 ml
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Yiiriime boyasi

Ksilen siyanol ..........oooiiiiiii e 0.025 gr
Bromofenol mavisi ...........ccoeiiiiiiiiiii e 0.025 gr
Formamid ..o 8 ml
AH20 o 2 ml

2.9.2. SSCP’nin yapihis1

1- Camlarin hazirlanmasi

Camlar deterjan ile yikandiktan sonra iyice kurulandi. Camlarin her iki yiizeyi
de once %70 etilalkol ile 3 kez daha sonra %96 etilalkol ile 1 kez temizlendi ve iyice
kurulandi. Camlarin kenar kisimlarina aralik olusturmasi i¢in aralik cubuklari
(spacer) yerlestirildi. Aralik ¢ubuklarinin diizgiin durdugundan ve camlarin tam
birbiri iizerine geldiginden emin olununca camlar dikkatlice alinarak elektroforez
kiskaclar1 i¢ine yerlestirildi ve camlar vidalarla iyice sikistirildi. Daha sona jel
dokme aparatina yerlestirildi. Camlar arasina dH,O dokiilerek akip akmadigi kontrol
edildi. Eger dH,O camlar arasindan akarsa camlar aparattan g¢ikartilip diizenek

yeniden hazirland1 ve yine su ile test edildi.
2- Jelin hazirlanmasi

Jel, 250 ml beher i¢inde DNA’nin biiyiikliigline gore tespit edilen oranda
hazirlandi. Bu ¢aligmada kullanilan jeller, iiriin biiyiikliikleri birbirine yakin oldugu
icin genellikle 29:1 oraninda hazirlandi. Manyetik karistiricida, 15 ml %50 stok
akrilamid:bisakrilamid ¢6zeltisi, 5 ml 1XTBE ve 30 ml dH,O karistirildi. Iyice
karigtiktan sonra 350 pl %10 APS ve 35 ul TEMED ilave edildi ve 15 sn daha
karistiricida tutuldu. Hazirlanan jel 50 ml’lik enjektor yardimiyla dikkatlice ve hava
kabarcig1 olugsmamasina 6zen gosterilerek iki cam arasma dokiildi. Kuyucuklar

olusturmak i¢in tarak takildi ve jel 45-60 dk polimerizasyona birakildi.
3-Orneklerin hazirlanmasi

Jel, polimerize olduktan sonra jel dokme aparatindan cikarilip elektroforez

tankina yerlestirildi. Elektroforezin orta kismina 1X TBE konuldu ve tarak ¢ikartildu.
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Tarak ¢iktiktan sonra kuyucuklarda olusan bozukluklar diizeltildi ve jel parcaciklar
temizlendi. pH dengesini saglamak amaciyla elektroforez, 88 wvoltda 30 dk

calistirllarak on yiiriitme yapildi.

Ornekler, 4 pl PCR iiriinii ve 20 pl yiiriitme boyasi olacak sekilde 0.2 ml’lik
tiiplerde hazirland. Tiipler 95 °C’de 10 dk denatiirasyona birakildi ve denatiirasyon
sonrasinda hizlica buza alindi. Tek iplik haline gelen DNA’nin tekrar birlesmesini
onlemek amaciyla 4-5 dk buzda bekletilen 6rneklerden 10-12 pl kuyucuklara
yiiklendi. Orneklerin yiiklenmesi tamamlandiktan sonra tankin igine 1X TBE ilave

edilerek 130 volt 2 amper 2 wat hizda 15-18 saat yiiriitiildi.
4- Orneklerin goriintiilenmesi

Yiiriime tamamlandiktan sonra tanktan alinan camlar bisturi yardimiyla
birbirinden ayrildi. Jel camla birlikte %10 asetik asit bulunan kaba alindi. Calkalama
cihazinda 15 dk tutuldu. Bu asamada camdan ayrilan jel 6nce dH20’da yikandi sonra
9%0.1 giimiis nitrat ¢ozeltisine alind1 ve 30 dk calkalama cihazinda ¢alkalandi. Giimiis
nitrat sonrasinda jel, %0.75 soguk sodyum karbonat ¢6zeltisinin bulundugu kaba
alindi. Bantlar goriinlinceye kadar elde nazikce calkalandi. Bantlar goriiniince jel
dH,O’ya alindi ve birka¢ dk yikandi. Daha sonra %10 asetik asit ve ardindan
dH,O’da 5 dk tutuldu. Boyama islemi tamamlanan jel iki asetat kagidinin arasina

alind1 ve tarayicidan gecirilerek fotograflandi.

2.10. Dizi Analizi

RFLP ve SSCP tekniklerinde farklilik gdsteren bantlardan birer drnek dizi
analizi yapilmak iizere secildi. Orneklerin dizi analizleri 6zel laboratuarlarda (lontek,
Tirkiye ve Macrogen, Kore) yapildi. Dizi analizi sonuglar1 Java programi ile
degerlendirildi. NCBI blast programi ile gen bankasindaki dizilerle eslestirildi. Blast
sonuclar1 ve pik gorintiileri dikkatli bir bi¢cimde karsilastirilarak degisiklikler
degerlendirildi.

2.11. Istatistiki Analizler

Tiim istatistik analizler R 2.11.1 istatistik programi kullanilarak yapilmistir.
Klinik ve biyokimyasal ozelliklerin degerlendirilmesi i¢in tanimlayici istatistik

yapildi, veriler + standart sapma olarak hesaplandi. Ilk karsilastirma hasta ve kontrol
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gruplar arasinda t-testi kullanilarak, hasta ve kontrol gruplarmin Hardy-Weinberg
(HW) dengesi bakimindan analizi ise ki kare testi ile yapildi. Analizler dominant,
eklemeli (additif) ve resesif modeller altinda ayri ayr1 degerlendirildi. Hasta ve
kontrol bireylerinde SNP’lerin allel frekanslar1 ise Odds oranlar1 hesaplanarak tespit
edildi.

Aclik insiilin ve HOMA-IR degerleri normal dagilima uymadig i¢in istatistik
analiz Oncesi aclik insiilin degerleri karekok transformasyon, HOMA-IR degerleri ise
log-transformasyon ile normalize edilerek tek yonlii (tek SNP) ve 2 yonlii (2 SNP)
regresyon analizi modeli uygulandi.

Bireylerin aclik glukoz degerleri <100, 101-125, 126-200 ve >200 seklinde
gruplandi. Ac¢lik glukoz ile SNP genotipleri iligkisi ki-kare, aclik insiilin-SNP
genotipleri iliskisi F testi, HbAlc- genotip iliskisi Kruskal-Wallis testi ve HOMA-IR
ile genotip iliskisi one-way ANOVA testi kullanilarak hesaplandi. Tiim analizler
icin, P degeri <0.05 istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.
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3. BULGULAR
3.1. Calisma Gruplarmin Klinik Ozellikleri

Calismaya, S.U. I¢ Hastaliklari AD Endokrinoloji Bilim Dali ve Konya
Diyabet Cemiyeti polikliniklerinden 169 diabetik ve 119 saglikli birey dahil edildi.
Hastalarin ortalama yasi 56 idi. Hastalar 30 VKI’den kiiclik (obez olmayan) ve
hiperglisemikti. Hastalarin ve saglikli kontrol grubunun klinik ve biyokimyasal

ozellikleri Cizelge 3.1°de 6zetlenmistir.

Cizelge 3.1. Hasta ve kontrol gruplarinin klinik ve biyokimyasal 6zellikleri

Hasta Kontrol p

Cinsiyet (E/K) 169 (107/62) 119 (63/56) 0.08
Yas (yil)* 56 (39 - 78) 40 (26 — 80) 0.00
VKI (kg/m2)* 26.7 (18.6 -35) 26 (17.6 — 34.9) 0.20
Achik glukoz (mg/dry* o0 (/7—526)  91(58 ~129) 0.00
Aclik insulin 82(76-89)  7.3(6.6-8.0) 0.04
(WU/mL)**

HbALC (%)* 6.9 (16195 54 (4—6.6) 0.00
c-peptid (ng/mL)* 19(05-7.2) 21(0.4-157) 0.02
HOMA-IR*** 29(26-32)  15(14-17) 0.00

*Medyan (minimum — maksimum) ** Geri doniistiiriilmiis ortalama ve 95% CI
*** Geometrik ortalama 95% CI

Kontrol gruplar ile karsilastirildiginda, Tip 2 diyabetik bireylerin aglik
glukoz, aglik insiilin, HbAlc ve HOMA-IR diizeyleri anlaml sekilde farkli bulundu
(p<0.05). OGTT sonuglarmma gore yapilan degerlendirmede, 2. saat aglik plazma
glukoz diizeyi >200 olan bireyler diyabetik olarak diisiiniildii, 140-200 araliginda
aclik glukozu olan digerleri ise bozulmus glukoz toleransina sahip olduklar

diisiiniilerek kontrol grubuna alinmadi.
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3.2. TCF7L2 Genindeki SNP’lerin belirlenmesi

Hasta ve kontrol bireylerinde TCF7L2 geninde yeralan 6 SNP’nin bulundugu
intronlar 6 primer ¢ifti kullanilarak PZR-SSCP ve PZR-RFLP yontemleri ile

taranmistir.  Cizelge 3.2°de bu SNP’ler ile ilgili bilgiler ve Cizelge 3.3’de bu

SNP’lere ait genotiplerin hasta ve kontrol bireylerde goriilme sikliklar1 verilmistir.

Cizelge 3.2. TCF7L2 geninde bulunan SNP’lerin yerleri ve 6zellikleri

SNP r's numarasi Yeri Degisiklik

(baz)
1 rs7901695 Intron 3 T—C
2 rs7903146 Intron 3 C—T
3 rs11196205 Intron 4 G—C
4 rs12255372 Intron 4 G—-T
) rs11196213 Intron 4 C-T
6 rs3814573 Intron 4 C-T

Cizelge 3.3. TCF7L2 genindeki SNP’lerin genotiplerinin hasta ile kontrollerdeki

goriilme sikliklari

SNP Genotip Hasta Kontrol Additif Dominant  Resesif
n (%) n (%) P P P

rs7901695 T/T  50(29,76) 27 (24,11)
C/T ~ 82(4880) 62(5533)  >0,05 >0,05 >0,05

C/IC  36(21,43) 23(20,53)

rs7903146 C/IC  58(34,52) 57 (47,5)
CIT  95(54,76) 47(39,16) <005 <0,05 <0,05

T/T  18(10,71) 16 (13,33)

rs11196205 G/G  18(11,25) 16 (14,68)
GIC  89(55,62) 54(4954) 0,05 >0,05 >0,05

C/C  53(33,12) 39(35,77)

rs12255372  GIG 72 (42,85) 30 (27,5)
G/T  65(3869) 51(46,78)  <0,05 <0,05 >0,05

TIT  31(1845) 28(25,68)
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6

111196213  C/IC 50 (3521) 22 (20,95)
CIT  73(51,40) 69(6571) >0,05 >0,05 >0,05
TT  19(13,38) 14(133)

rs3814573  C/IC  59(38,31) 51 (46,36)
CIT  67(435) 43(39,09) 0,05 >0,05 >0,05
T/IT  28(18,18) 16 (14,54)

rs7901695 ve rs11196205 SSCP yontemi ile analiz edilmistir. SNP’lere ait
SSCP jel goriintiileri Resim 3.1 ve Resim 3.2°de gosterilmistir (sirastyla). SSCP
analizi sonucunda Jel iizerinde farkli yiirime profilleri gosteren Ornekler
gruplanarak, segilen ornekler dizi analizi ile degerlendirilmistir. SNP’lere ait dizi

analizi sonuglar1 Sekil 3.1 ve Sekil 3.2°de gosterilmistir (sirasiyla).

Resim 3.1. rs7901695 (intron 3)’in SSCP jel resmi. 1,2,6,8,9,11 nolu 6rnekler
TT genotipini; 3,5,7,10,12 nolu 6rnekler TC genotipini; 4,13,14,15 nolu 6rnekler CC
genotipini gostermektedir.

Sekil 3.1. rs7901695 (intron 3), T—C doniisiimii dizileme sonuglari. a) heterozigot
TC genotipi, b) homozigot TT ve ¢) homozigot CC genotipleri
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Resim 3.2. rs11196205 (intron 4)’in SSCP jel goriintiisii.
1,12,13,14,15,18,20,21 nolu 6rnekler CC genotipini; 2,3,4,5,6,7,8,9,10,11,16,17
nolu 6rnekler CG genotipini; 19 nolu 6rnek ise GG genotipini gostermektedir.

o PR

cC G & G

I

Sekil 3.2. rs11196205 (intron4) G—C doniisiimii dizileme sonuglari. a)
homozigot GG b) heterozigot GC ve c¢) homozigot CC genotipleri

rs7903146, rs12255372, rs11196213 ve rs3814573 polimorfizmleri RFLP analizi ile
calisgitlmistir. SNP’lere ait RFLP jel goriintiileri Resim 3.3, 3.4, 3.5 ve 3.6’da
gosterilmistir (sirastyla). RFLP analizi sonucunda jel {izerinde farkli bant profilleri
gosteren orneklerden secilen drnekler dizi analizi ile degerlendirilmistir. SNP’lere ait

dizi analizi sonuglar1 Sekil 3.3, 3.4, 3.5 ve 3.6’da gosterilmistir (sirasiyla).

113bg
a1hg

Resim 3.3. Rsal enzim kesimi sonuglari. M: molekiil agirligi belirleyici K:
kesilmemis PZR {iriinii 1no’lu kuyucuk; kesime ugramis iiriinler (CC) 2 no’lu
kuyucuk; kesime ugramamis iirlin (TT) 3 no’lu kuyucuk; heterozigot kesilmis tiriin
(CT) *22 be’lik diger kesim iiriinii oldukea kii¢lik oldugu i¢in jelde secilememistir.
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Sekil 3.3. rs7903146 (intron 3) C—T doniisiimii dizileme sonuglari. a)
homozigot CC b) heterozigot CT ve ¢ ) homozigot TT genotipleri

162k

145
1 30%
99bg

200kg

35136bp

Resim 3.4. Tsp5091 (Tasl) enzim kesimi sonuglari. M: molekiil agirlig: belirleyici
K: kesilmemis PZR {irlinii Ino’lu kuyucuk; kesime ugramis tirtinler (TT) 2 no’lu
kuyucuk; kesime ugramamis iirtin (GG) 3 no’lu kuyucuk; heterozigot kesilmis
iirtin (GT) *17 ve 4 b¢’lik diger kesim {iriinleri jelde se¢ilememistir

P DU S

Sekil 3.4. rs12255372 (intron 4) G—T doniisiimii dizileme sonuglari. a)
homozigot GG b) heterozigot GT ve ¢) homozigot TT genotipleri
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Resim 3.5. Cac8l (R0579) enzim kesimi sonuglart. M: molekiil agirlig
belirleyici K: kesilmemis PZR iiriinii Ino’lu kuyucuk; kesime ugramamis
tiriinler 2 no’lu kuyucuk; kesime ugramis iiriin 3 no’lu kuyucuk; heterozigot
kesilmis {iriin * diger kesim iiriinleri jelde secilememistir

i a¥

Sekil 3.5. rs11196213 (intron 4) C—T doniisiimii dizileme sonuglart.
a) homozigot CC
b) heterozigot CT ve ¢) homozigot TT genotipleri

500kg
o w0
200kg

100kg

Resim 3.6. BseNI (Bsrl) enzim kesimi sonuglart. M: molekiil agirligi
belirleyici K: kesilmemis PZR {iriinii 1no’lu kuyucuk; heterozigot kesilmis
iirlin 2 no’lu kuyucuk; kesime ugramamis iiriin 3 no’lu kuyucuk; kesime
ugramis uriin
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Sekil 3.6. rs3814573 (intron 4) C—T doniisiimii dizileme sonuglari. a)
homozigot CC b) heterozigot CT ve c) homozigot TT genotipleri

3.3. Iliski calismasi

Analiz edilen tim SNP’lerin genotip dagilimlart Hardy-Weinberg esitligi
bakimindan dengedeydi (P>0,05). Yapilan ki-kare analizi ve odds hesaplamasi
sonucunda rs7901695 T—C, rs11196205 G—C, 11196213 C—T ve rs3814573
C—T doniisiimlerinin hastalikla anlamli bir iligkisi saptanmadi (P>0.05).

rs7903146 (intron3) C—T doniigiimii dominant (OR:1.71 [95% CI:1.06-2.77]
P=0,01) ve eklemeli (OR:1.9 [95% CI:1.15-3.19] P=0.005) modeller altinda;
rs12255372 (intron 4) G—T doniisiimii de eklemeli (OR:1.99 [95% CI:1.14-3.48]
P=0.007) ve dominant (OR:2.1 [95% CI: 1.25-3.55] P=0.002) modeller altinda, Tip 2
diyabet ile olduk¢a anlamli iliskili bulundu. rs7903146 ve rs122255372 SNP’lerinin

her ikisi i¢in de risk alleli T olarak belirlendi.

3.4. Genotip-fenotip iliskisi

Aclik glukoz diizeyleri ki-kare testi ile degerlendirildi. rs7901695 T—C,
rs11196205 G—C, 11196213 C—-T, rs3814573 C—-T ve rs12255372 G—-T
doniistimlerinin aclik glukoz ile iliskili bulunmazken (P>0.05), rs7903146 C—T
dontisiimii aglik glukoz ile olduk¢a anlamli sekilde iligkili bulundu (P= 0.003).

Aclik insiilin diizeyleri varyans analizi ile degerlendirildi ve tiim SNP’ler ile
aclik insiilin diizeyleri ve HOMA-IR degerleri arasinda herhangi bir iliski
saptanmadi. HbAIC degerleri i¢in yapilan kruskal-wallis testi sonuglar1 da

SNP’lerin HbA1C diizeyleri ile iliskili olmadig1 yoniindeydi (P>0.05).
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3.5. SNP’lerin epistatik etkisi

Tip 2 diyabet, aglik insiilin ve HOMA-IR diizeyleri iizerinde SNP-SNP
etkilesimi ve bu fenotipler {lizerine birlikte etkilerinin analizi 2 yonlii regresyon
modeli kullanilarak yapildi. SNP kombinasyonlar1 ve fenotipler ile arasinda anlaml

bir etkilesim bulunmadi.
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4. TARTISMA

Tip 2 diyabetin oldukc¢a giiclii bir genetik temelinin oldugu asikar olmasina
ragmen, yakin zamanlara kadar, T2DM ig¢in risk olusturduklar1 6ngoriisiiyle ¢alisilan
aday genlerin birgcogunun One siiriilen etkisi beklenenden daha hafif bulunmus ve
farkli populayonlardan gelen benzer iliski calismalarinin sonuglarin birbiriyle
uyumsuz oldugu goriilmiistiir (Florez ve ark 2003, Malecki ve Klupa 2005). Grant ve
ark (2006)’nin yaptiklart ¢alismada beklenmedik bir sekilde karsilagtiklart TCF7L2
(Transkripsiyon faktorii 7 benzeri 2) gen varyantlarinin T2DM ile oldukga giiclii
iliskisini rapor etmeleri ve izlandali grupta elde ettikleri bu sonucu, tamamen tutarli
bir bicimde Danimarka ve Amerika’daki farkli vaka-kontrol ornekleriyle de elde
etmelerinden sonra bu yeni kesif tiim diinyada olduk¢a dikkat ¢ekmis ve kisa siirede
farkli etnik gruplarda yapilan ¢alismalar ile benzer sonuglar tekrarlanmigtir (Damcott
ve ark 2006, Groves ve ark 2006, Humphries ve ark 2006, Scott ve ark 2006, Cauchi
ve ark 2007, Chandak ve ark 2007, Hayashi ve ark 2007, Helgason ve ark 2007,
Lehman ve ark 2007, Marzi ve ark 2007, Mayans ve ark 2007, Sladek ve ark 2007).

TCF7L2 (TCF4), Wnt sinyal yolunun bir pargasi olan ve [-katenin
(CTNNBI) i¢in niikleer reseptor olarak is géren bir transkripsiyon faktoriidiir (Smith
2007). Wnt sinyalizasyonu, hiicre proliferasyonu, motilite ve normal embriyogenez
(hiicre farklilagmas1) i¢in kritiktir. Miyogenez ve adipogenezisi regiile ettigi (Ross ve
ark 2000, Etheridge 2004) ve embriyonik gelisim siirecinde pankreas ve adaciklarin
gelisimi i¢in de kritik oneminin oldugu gosterilmistir (Papadopoulou ve Edlund
2005, Weedon 2007). Wnt sinyal yolu onceleri kanser gelisimi (basta kolorektal
kanserler olmak iizere) ile olan giiclii iligkisi ile bilinirken, TCF7L2’nin T2DM ile
olan carpici iligkisinin ortaya ¢ikmasindan sonra, T2DM gelisimindeki 6nemi ve yeri
bakimindan da ilgi konusu olmustur.

Bes genis 0Olcekli genom boyu iliski (GWA) taramasmin (DGIBIH 2007,
Scott ve ark 2007, Sladek ve ark 2007, Steinthorsdottir 2007, Zeggini ve ark 2007)
sonuglari, TCF7L2’nin bugiine kadar tanimlanmis olanlar i¢inde en onemli Tip 2
diyabet geni (yatkinlik olusturma anlaminda) oldugunu acik bir sekilde ortaya
koymustur.

Farkl1 etnik gruplardan gelen analiz sonuglar1 ve bunlarin bir¢ogunun verileri
kullanilarak yapilan kapsamli meta analiz c¢aligmalarinin sonuglar1 TCF7L2’nin

T2DM gelisimindeki yerini olduk¢a giiclendirmekte ve rs7903146 T allelini T2DM
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gelisimi icin bagimsiz bir risk faktorii olarak belirtmektedir (Saxena ve ark 2006,
Luo ve ark 2009, Tong ve ark 2009).

TCF7L2 geninin tiim ekzonlar1 ve ekzon-intron baglant1 bolgeleri T2DM ile
iliskisi bakimindan c¢alisilmis, ancak hastalik ile iliskili herhangi bir kodlayan bolge
varyant1 tespit edilememistir (Ji ve ark 2008, Ren ve ark 2008). Hastalikla iligkili
oldugu literatiire kaydedilen tiim varyantlar intronik bolge degisiklikleridir.

TCF7L2 geni ile ilgili olarak ¢alisilan SNP’lerden en ¢ok dikkat ¢ekenleri;
intron 3’deki rs7903146 C>T, rs7901695 T>C ile intron 4’deki rs12255372 G>T ve
rs11196205 G>C degisiklikleridir. Bu dort polimorfizm arasindaki gii¢lii baglanti
pek ¢ok sekilde ortaya konulmustur (Tong ve ark 2009).

Farkli etnik gruplarda TCF7L2 genindeki polimorfizmlerin T2DM ile
iligkilerinin ~ ¢alisildigt 36  bagimsiz  populasyon ¢aligmasinin  verilerin
degerlendirildigi kapsamli bir metaanaliz ¢alismasinda (Tong ve ark 2009), bizim de
sunulan doktora tez projesinde calistigimiz rs12255372 G>T, rs7903146 C>T,
rs7901695 T>C ve rs11196205 G>C doniisiimlerinin hastalik gelisimine etkileri
saptanmistir. Calismada toplamda 35 843 T2DM’li ve 39 123 saglikli bireyin verileri
istatistiksel olarak degerlendirilmistir. Calisma sonuglarina gore; TCF7L2 geni
rs7903146 i¢in T allelinin homozigot (TT) ve heterozigot (CT) tasiyicilarinda T2DM
riskinin yaygin alleli homozigot (CC) tasiyanlara oranla 1.9 kat arttifini ve
populasyon atfolunabilir riskinin TT/TC genotipleri bakimindan tiim populasyon igin
%16.9 oldugunu tespit etmislerdir. rs12255372 G>T igin ise TT homozigot ve TG
heterozigot genotiplerini tasiyanlarin GG homozigot olanlara oranla 1.8 kat artmig
T2DM riski tasidiklarini da gostermislerdir. Bu meta analiz ¢alismasinda,
TCF7L2’nin s6z konusu 4 varyantinin da T2DM riski ile iligkili oldugu gosterilmis
ve rs7903146 T allelinin T2DM gelisimi i¢in bagimsiz bir risk faktorii oldugu
bildirilmistir (Tong ve ark 2009).

On ayr1 ¢alismanin verileri kullanilarak toplam 10 124 Tip 2 diyabetik hasta
ve 9 330 kontrol ile yapilan Dogu Asya toplumlarinda TCF7L2 tek niikleotid
polimorfizmlerinin (SNP) T2DM riski ile iligkilerinin arastirildigi baska bir
metaanaliz ¢alismasinda ise rs7903146 T alleli, rs12255372 T alleli, rs11196205 C
alleli, rs290487 C alleli ve rs11196218 G allellerinin hastalik ile iliskileri
degerlendirilmis ve rs7903146 risk allelinin (T) varligi, T2DM olusumunu 1.4 kat
arttiran bagimsiz bir risk faktorii olarak bildirilmistir (Luo ve ark 2009).
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rs7903146 C>T’nin T alleli, rs7901695 T>C’nin C alleli; rs12255372
G>T’nin T alleli ve rs11196205 G>C’nin C alleli’nin Kafkas irkinda, kuzey
Afrikalilarda, Afrika ve Hindistan populasyonlarinda Dogu Asya populasyonlarina
nazaran daha yiiksek frekansa sahip oldugu goriilmiistiir. Bir ¢alisma sonucuna gore
TCF7L2’nin yaygin varyantt rs7903146 nin risk allelinin bir bireyde 2 kopya halinde
bulunmasi, T2DM riskini 2 kat artirmaktadir (Tong ve ark 2009).

Kuzey Isvecli 872 diyabetik ve 857 kontrol bireyinin bulundugu populasyon
temelli ve 59 aile (149 etkilenmis, ve 83 etkilenmemis bireyden olusan) temelli bir
arastirmada rs12255372, rs7903146, rs7901695 ve rs11196205 genotiplenmis ve
vaka kontrol grubunda rs7901695 (P=0.003), rs7903146 (P=0.00002) ve rs12255372
(P=0.000004) SNP’lerini; aile temelli Orneklerde ise rs7901695 (P=0.01) ve
1s7903146 (P=0.04) SNP’lerinin iliskili oldugunu gozleyerek ve T2DM gelisiminde
TCF7L2 gen polimorfizmlerinin yerini gili¢lendiren sonuglar elde etmislerdir
(Mayans ve ark 2007).

Bir baska calismada, arastiricilar 545 Meksika Amerikalisi SAFAD (San
Antonio Family Diabetes Study) bireyinde (178’1 diyabetik), 9 haplotip blogundan
11 SNP’yi diyabet patogenezindeki rollerini aragtirmak iizere genotipleyerek; 3
haplotip blogundaki 4 SNP (rs10885390, rs7903146, rs12255372 ve rs3814573) ile
Tip 2 diyabet, tan1 yas1 ve 2.saat glukoz diizeyleri arasinda nominal iliski oldugunu
saptamiglar (P=0.001-0.005) ve rs7903146 ve rs12255372 polimorfizmlerinin T2DM
ile iliskili oldugunu tespit etmislerdir (P=0.03 ve 0.033). Ayni ¢alismada, TCF7L2
ekzon 1’in yukarisinda bagka bir genis haplotip blogunda yerlesik SNP rs10885390,
T2DM (P=0.002), tan1 yas1 (P=0.014) ve 2.saat glukoz diizeyi (P=0.002) ile giiglii
iliskili bulunmustur. intron 4°de yerlesik diger SNP de, T2DM (P=0.012), tam yas1
(P=0.0003) ve 2.saat glukoz diizeyi (P=0.01) ile iligkili bulunmustur. Tan1 yasi
analizi i¢in sadece Tip 2 diyabetikler (n=178) degerlendirildiginde ise SNP
rs3814573’lin tam1 yast ile iliskili (P=0.005) oldugu gorilmiistiir (Lehman ve ark
2007).

Miyake ve ark (2008) 2 214 vaka ve 1 873 konrol Japon bireyde TCF7L2
genindeki 5 SNP’yi analiz ederek rs7903146, rs12255372 ve rs11196205’in risk
allelleri ile hastalik arasindaki iligskiyi teyit eden sonuclar bildirmislerdir. Yas,
cinsiyet ve viicut kitle indeksi de goz oniine alindiginda da iliskinin hala anlaml
oldugunu gostermislerdir. Bir baska Japon populasyonda da, Avrupa toplumuyla

kiyaslandiginda risk alleli frekans1 daha diisiik saptanmasina ragmen, rs122553372
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en giiclii iligkili olmak tizere rs7903146, rs7901695 ve rs11196205 polimorfizmleri
de hastalik ile iligkili bulunmustur (Hayashi ve ark 2007)

Duan ve ark (2007), iki ayr1 gruptan toplam 1 080 Fransiz Kanadalis1 koroner
arter hastas1 bireylerde obezite ve rs12255372’nin T2DM’ye yatkinlik olusturmada
birlikte etkisini arastirdiklari ¢aligmalarinda; TCF7L2 genindeki polimorfizmlerin
(P<0.0001) ve obezitenin (P<0.001) her ikisinin de artmis T2DM riskiyle iligkili
oldugunu gostermisler ve obez olmayan bireylerdeki genetik iliskinin ¢ok daha giiglii
oldugunu ve rs12255372 TT genotipinin azalmis VKI (P<0.0481) ile iliskili
oldugunu gézlemlemislerdir.

Parra ve ark (2007), atasal, cinsiyet, yas, viicut kitle indeksi ve egitimi
kapsayan bir lojistik regresyon modeli kullanarak Meksikali Tip 2 diyabet ve kontrol
bireylerinde yaptiklar1 ¢alismada, TCF7L2 geninin 3.intronundaki DG10S478
mikrosatelliti ve sirasiyla intron 4 ve 3’deki 2 SNP (rs12255372, rs7903146)’yi
analiz etmisler ve rs12255372 ile DG10S478 arasinda kuvvetli bir iliski oldugunu
fakat rs7903146 ile hastalik riski arasinda iligkinin anlamli olmadigini rapor
etmislerdir.

Moczulski ve ark (2007), Polonyali 290 Tip 2 diyabetik ve 195 saglikli
bireyde rs7903146 nin TT homozigot olmasi durumunda T2DM ile iliskili oldugunu
tespit emislerdir.

Chandak ve ark (2007), Giliney Asya Hintlilerinden 955 T2DM’li ve 399
kontrolde yaptiklart ¢alismalarinda TCF7L2 gen polimorfizmlerinin T2DM riski ile
cok giiclii iliskili oldugunu ve TCF7L2 varyantinin Hindistan populasyonunda
bugiine kadar T2DM ile iligkilendirilen en onemli ve en giiglii genetik faktor
oldugunu belirtmislerdir.

Rees ve ark (2008), Giiney Asyali 831 T2DM’li kisi ve 437 T2DM’li
olmayan bireyde TCF7L2 geni rs7901695, rs7903146, rs11196205 ve rs12255372
SNP’lerini genotiplemisler ve tim SNP’lerin risk allellerinin Tip 2 diyabetle iligkili
oldugunu, rs7903146 varyantinin ise diger varyantlardan daha kuvvetli bir etki
gostererek hastalik olusumunu 1.3 (OR) kat arttirdigini (95 % CI: 1.11-1.56, P=1.96
x 10°®) saptanislardur.

Ezzidi ve ark (2009) Tunusdan Arap bireylerin olusturdugu bir populasyonda
rs7903146 risk alelinin T2DM’ye yatkinligi artirdigimi (OR=1.25 [1.06-1.47],
P=0.006) ve TT genotipi tasiyicilarinda riskin, CC homozigotlarla kiyaslandiginda
56% daha yiiksek oldugunu belirlemislerdir.
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Potapov ve ark (2010) ise 588 diyabetik 597 saglikli Rus bireyde yaptiklart
analizde rs12255372 T allelinin yliksek T2DM riski ile iligkili (OR:1.37) oldugunu
rapor etmislerdir.

Cruz ve ark (2010), Meksika populasyonunda ¢alismislar ve TCF7L2
rs12255372 ve rs7903146 gentotiplerinin T allellerinin (OR=1.78, P=0.002 ve
OR=1.76, P=0.001, sirastyla) T2DM ile ¢ok giiclii iliskili olduklarin1 gostermislerdir.
Farkli iki bolgeden Meksikalilarla yapilan g¢alismada da benzer sonuglar elde
edilmistir (Martinez-Gomez ve ark 2011).

TCF7L2 varyantlar1 ve T2DM arasindaki anlamli iliski Hindistan orijinli
Asyalilar (Humpries ve ark 2006, Bodhini ve ark 2007) ve Pakistanli (Rees ve ark
2011) populasyonlarda da gosterilmistir.

Iran populasyonundaki iki ¢calismada da (Amoli ve ark 2010, Palizban ve ark
2012), Arap populasyonunda yapilan onceki ¢alismalarin (Alsmadi ve ark 2008,
Saadi ve ark 2008) aksine rs7903146’nin Iran populasyonunda da T2DM yatkiligimn
belirleyen onemli bir varyant oldugu gosterilmistir. Palizban ve ark (2012)’nin
calismalarinda Iranlilarda risk allelini homozigot tastyanlarda T2DM riskinin, hi¢
risk alleli tasimayanlara kiyasla 4 kat daha fazla oldugu tespit edilmistir.

Chang ve ark (2007), 1 520 Han Cinlisi populasyonunda TCF7L2 genindeki
20 SNP’yi genotipleyerek, rs290487 disindaki diger varyantlar ile T2DM arasinda
herhangi bir iligski bulmadiklarini rapor etmislerdir.

Ng ve ark (2007), T2DM’li Hong Kong Cinlilerinde TCF7L2 genindeki
yerlesik 22 SNP’nin analizini yaptiklar1 vaka kontrol ¢aligmalarinda; daha once
Hayashi ve ark (2007) nin bir Japon populasyonunda tanimladiklar1 rs11196205’in C
risk alleli ile hastalik arasinda bir iliski oldugunu tekrarlamislar ve rs7903146 ile ise
anlamli bir iliski olmadigini bildirmislerdir.

Ren ve ark (2008), 100 Cinli T2DM hastasinda yeni varyantlar bulmak
amaciyla TCF7L2 geninin tim ekzonlari ve intron ekzon baglantilarini direk
sekanslama yoluyla analiz ettikleri ¢alismada, yeni bulduklar1 bir SNP (c.1,637 C>A)
ile bilinen 4 SNP’yi (rs7903146, rs12255372 ve rs290487 ve rs3814573) 1.000 Cinli
bireyde genotiplemislerdir. TCF7L2’nin kodlanan (ekzon) bolgelerindeki SNP’ler ile
T2DM arasinda herhangi bir iligski bulamamislardir. Diger populasyonlarda anlamhi
iligkili rapor edilen intronik SNP’ler ise Cinli kadinlarin bir alt grubunda

gozlenmistir.
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Kuzeydogu Cin (Harbin Cinlileri) populasyonundan bir grupta yapilan
caligmada rs290487 T alleli hastaliga yatkinlikla ilgili anlamli sekilde iliskili
bulunurken (P=0.039), rs11196218 and T2DM arasinda anlamli bir iligki
bulunmadig: bildirilmistir (Qiao ve ark 2012).

rs12255372, rs7903146, rs7901695 ve rs11196205 SNP’lerin risk allellerinin
Kafkas (beyaz 1rk) irkinda, kuzey Afrikalilarda, Afrika ve Hindistan
populasyonlarinda Dogu Asya populasyonlarina nazaran daha yiiksek frekansa sahip
oldugu goriilmiistiir (Tong ve ark 2009).

Avrupa toplumunda olduk¢a yaygin ve T2DM ile iligkili oldugu bildirilen
SNP’lerin aksine ve 2 Japon grupta bu iligki bildirilmesine ragmen; Asya
populasyonlarinda farkli SNP’ler 6zellikle rs290487, rs1196218 ve rs3814573 iliskili
olarak goze carpmaktadir. Bu durum olasilikla, Asya ve Cin populasyonlar iizerinde
etkili olan farkli evrimsel giigler nedeniyle diger yaygin risk allellerinin, Asya ve Cin
populasyonlarina 6zgii olmasindan dolayidir.

TCF7L2 gen polimorfizmlerinin, T2DM ile herhangi bir iligkisinin
olmadigin1 belirten yalnizca birka¢ ¢caligma bulunmaktadir. Bunlardan, Tayvanli 425
diyabetik ve 500 saglikli kontroliin bulundugu grupta yapilan analizde rs12255372
ve 1s7903146 polimorfizmlerinin olduk¢a nadir oldugu bildirilirken (Tsao ve ark
2009), Avrupali olmayan 4 grupta Cinliler (Chang ve ark 2007); Pima yerlileri (Guo
ve ark 2007) ve Suudi bireylerde (Alsmadi ve ark 2008) TCF7L2 varyantlari
(rs12255372 ve rs7903146) ve onceki iki ¢alismanin (Horikoshi ve ark 2007,
Hayashi ve ark 2007) aksine bir Japon populasyonda (Iwata ve ark 2012) rs7903146
ile T2DM arasinda herhangi bir iligki bulunmadig1 gosterilmistir.

TCF7L2 geninin T2DM ile iliskisinde risk allelleri bakimindan o6zellikle
Asya populasyonlarinda farkliliklar goriilmesi; T2DM’nin heterojen bir hastalik
olmasi, 1rksal ve ¢evresel farkliliklar gostermesi nedeniyle farkli gen-gen ve gen-
cevre etkilesimlerinden kaynaklaniyor olabilir. Bu nedenle, iliskili oldugu bildirilen
diger SNP’lerin de ¢alisilmas1 bu populasyonlarda da farkli sonuglar elde edilmesine
neden olabilir.

Calismamizda TCF7L2 genindeki SNP’lerden tiim populasyon ve metaanaliz
caligmalarinda hastalik gelisimine etkileri bakimindan en ¢ok c¢alisilan intron 3’deki
rs7901695 ve rs7903146 ile intron 4°deki rs11196205 ve rs12255372, rs11196213 ve
rs3814573 varyantlarini 169 diyabetik ve 119 saglikli kontrol bireyinde genotipledik.

Bizim populasyonumuzda, bu konuda yapilan ¢aligmalarin biiyiik kismiyla uyumlu

71



olarak rs12255372 G>T (OR:2.1 [95% CI: 1.25-3.55] P=0.002) ve rs7903146 C>T
(OR:1.9 [95% CI: 1.15-3.19] P=0.005) doniistimlerinin Tip 2 diyabet ile giiglii
sekilde iliskili oldugu tespit edildi. Odds oranlarinin da (1.9 ve 2.1) literatiire kiyasla
daha yiiksek oldugu, 36 farkli gruptan gelen populasyon verilerinin degerlendirildigi
metaanaliz c¢alismasimin 1s7903146 ve rs12255372 (1.9 ve 1.8 sirasiyla) igin
hesaplanan odds oranlari ile ise benzer oldugu goriilmiistiir.

Calisma sonuglarimiz, en ¢ok beyaz Avrupalilarda, ayrica Bat1 Afrikalilar,
Meksika ve Afrika kokenli Amerikalilar, Hintliler ve Japon populasyonlarinda
yapilan iligki ¢alismalarinda elde edilen sonuglar ile benzerlik gostermektedir. Bu
populasyonlarda bildirildigi gibi bizim populasyonumuzda da; rs7903146 ve
rs12255372 SNP’leri igin “T” alleli bagimsiz bir risk faktorii olarak tespit edilmistir.

Iliski galismalarinin yani sira, TCF7L2 polimorfizmleri, T2DM’nin 6nemli
fenotipik belirtecleri olan aglik insiilin ve aglik glukoz diizeyleri ile HbA1C ve
Insiilin direnci (HOMA-IR) iizerine etkileri bakimindan da analiz edilmistir.

Melzer ve ark (2006), 65 yas alt1 944 bireyde yaptiklar ¢aligmada, TCF7L2
rs7903146 varyantinin yiiksek aglik glukozu T alleli varligina gére artan sekilde
[ortalama ag¢lik glukozu; TT grubunda 5.31 mmol/L, CT grubunda 5.19 mmol/L ve
CC grubunda 5.08 mmol/L] ), daha diisiik insiilin ve HOMA-IR diizeyleri ile iliskili
oldugunu saptamislardir. Bu ¢alismada ilging sekilde rs7903146’nin T allelinin lipid
risk profili agisindan koruyucu oldugunu ve T alleli tagiyan diyabetik hastalarin daha
az diizeyde metabolik sendrom 6zelliklerine sahip oldugunu gostermislerdir.

Bizim c¢alismamizda; rs7901695, rs11196205, rs12255372,rs11196213 ve
rs3814573 risk allellerinin ise aglik insulin, agchk glukoz, HbAlc ve HOMA-IR
diizeyleri ile iligkili olmadig1 gozlendi. rs7903146 C>T doniisiimii ise yiiksek aglik
glukoz diizeyleri ile oldukga anlamli sekilde iliskili bulundu (P= 0.003).

Freathy ve ark (2007), dogum agirliklarin1 degerlendirerek yaptiklar1 farkli
calismalarinda TCF7L2’nin insiilin salgilanmasinin diizenlenmesindeki rollerine dair
literatiire katki yapmustir. Bu retrospektif aragtirmada, 6 ¢alismadan 15 709 birey ve
3 calismadan 8 344 annede rs7903146 varyantini1 genotiplemisler ve T2DM risk
allellerinin her bir fetal kopyasinin dogum agirlhiginda 18 g’lik artigla (P=0.001)
iligkili oldugunu ve her bir maternal kopyanin da bebek dogum agirligindaki 30g’lik
artisla (P=2.8x107) iligkili oldugunu saptamislardir. Ayrica 10 314 diyabetik

olmayan bireyde, diyabetle iliskili fenotipleri de analiz etmisler ve dogum agirlig:
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artisindaki mekanizmanin, T risk allelinin varliginin maternal insiilin salgilanmasini
azaltmasi oldugunu ve bu durumun gebelikte maternal kan glukoz seviyelerinde
artisa ve dolayisiyla bebek dogum agirliginda artisa neden olabilecegini
belirtmislerdir.

Shaat ve ark (2007) Iskandinav bireylerden olusan populasyonlarinda Tip 2
diyabet ile ile iliskili oldugu gosterilen farkli polimorfizmlerin GDM (Gestayonel
Diabetes Mellitus) riskine etkilerini arastirmiglar ve yalmizca 157903146
polimorfizminin GDM ile anlamli sekilde iliskili oldugunu ve T/T genotipini tagiyan
kadinlarda riski 2 kat daha artirdigim1 gostermislerdir. Freathy ve ark (2010) da
rs7903146 polimorfizminin, Avrupa kokenli gebe kadinlarda (birlesik krallik ve
Avustralya) ve Gilineydogu Asya kdkenli (Tayland) gebe kadinlarda GDM ile iliskili
oldugunu destekleyen benzer sonuglar bildirmislerdir. Bu caligmalarin aksine; Klein
ve ark (2012) 24 - 28 haftalik gebe, GDM’li ve normal glukoz toleransina sahip 1800
beyaz kadinda, rs12255372 ve rs7903146 degisimlerini genotipleyerek yaptiklari
caligmalarinda; rs12255372 risk allellinin homozigot genotipinin (T/T) beyaz ik
kadinlarinda GDM ig¢in bagimsiz bir risk faktorii (OR=7.7, 95% CI:1.71-34.60)
oldugunu, rs7903146 (T/T)’nin ise herhangi bir iligkisinin olmadigini bildirmislerdir.

TCF7L2 polimorfizmlerinin T2DM ile iliskisi tartigmasiz bir¢ok sekilde
ortaya konulmustur. Bununla birlikte, farkli populasyonlarda TCF7L2 risk
varyantinin, toplum sagligi lizerindeki 6nemini etkileyecek olan allel frekansinda
farkliliklar da bulunmustur (Weedon 2007).

Marquezine ve ark (2008), koroner kalp hastasi oldugu bilinen 560 Brezilyal
bireyde rs7903146’nin T alleli varliginin, bu bireylerde 1.5 kat artmis T2DM riski ile
iligkili oldugunu saptamiglardir. Ayni ¢calismada Giineydogu Brezilya’dan 144 bireyi
iceren genel populasyonda da TCF7L2 1s7903146 varyantinin risk etkisini
arastirmiglar ve genotip prevelansini CC igin %43.4 (n=614), CT genotipi i¢gin %46.6
(n=660) ve TT genotipi icin %10.0 (n=142) olarak gozlemislerdir. Gruptaki
diyabetik (%12.1) ve diyabetik olmayan (%9.9) bireylerde genotip prevalansinda ¢ok
az bir farkliblk bulundugunu ancak bunun istatistiksel Onemde olmadigini
saptamislardir.

Melzer ve ark (2006), 65 yas istii genel poulasyonda yaptiklar: ¢alismada,
rs7903146 gentip sikliklarinmi tiim bireylerde CC icin %42, CT ig¢in %47 ve TT ig¢in
%12, diyabetli grupta ise sirasiyla %39, %57 ve %17 olarak gozlemislerdir.
Marquezine ve ark (2008) Breziyalda gergeklestirilen MASS 11 ¢alismasinda CC, CT
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ve TT genotip sikliklarint T2DM’1i grupta sirastyla %22, %61.3 ve %16.8, T2DM’li
olmayan grupta ise sirastyla %31.1, %59.6 ve %9.3 olarak bildirmisler ve gruplar
arasinda istatistiksel farklilik (P=0.0034) oldugunu saptamislardir.

Hayashi ve ark (2007)’nin galismasinda rs12255372 GG, GT ve TT genotip
sikliklart T2DM’li grupta sirasiyla %92.9, %6.9 ve %0.2 ve kontrol grubunda
sirastyla %95.7, %4.3 ve  %0.0 olarak; rs7903146 igin ise CC, CT ve TT
genotiplerini T2DM’1i grupta sirastyla % 89.6, %10.2 ve %0.2 ve kontrol grubunda
sirastyla %91.8, %8.0 ve %0.2 olarak bildirilirken; Mayans ve ark (2007)
rs12255372 GG, GT ve TT genotip sikliklarim1 T2DM’li grupta sirastyla %55.2,
%40.2 ve %4.6 ve Kontrol grubunda sirasiyla %64.4, %30.0 ve %3.6 ve rs7903146
CC, CT ve TT genotip sikliklarim1 T2DM’li grupta sirasiyla %54.9, %38.6 ve %6.6
ve Kontrol grubunda sirasiyla %64.9, %30.9 ve %4 olarak gdzlemisler ve rs790316
ve rs12255372 varyantlarinin her ikisinin de risk allellerinin T2DM’li grupta kontrol
grubuna kiyasla (sirastyla P=3.10" ve P=2.10") daha yiiksek oranda izlendigini
bildirmislerdir.

Potapov ve ark (2010)’nin Rus populasyonundaki ¢aligmalarinda rs12255372
GG, GT ve TT genotiplerinin goriilme siklig1 ise sirastyla T2DM’li grupta %62.4,
%33.5 ve %4.1 ve kontrol grubunda ise %70.5, %26.8 ve %2.7 olarak gozlenmistir.

Bizim populasyonumuzda ise; rs7903146 CC, CT ve TT genotip sikliklar
T2DM’li grupta %34,2, %54,76 ve %10,71 ve kontrol grubunda %47,5, %39,16 ve
%13,33; rs 12255372 i¢in ise GG, GT ve TT genotip sikliklart T2DM’li grupta
%42,85, %38,69 ve %18,45 ve kontrol grubunda %27,5, %46,78 ve %25,68 olarak
belirlenmistir.

Diger SNP’ler degerlendirildiginde ise; rs7901695 TT, CT ve CC genotipleri
T2DM’li grupta %29,76, %48,8 ve %21,43 kontrol grubunda ise %24,11, %55,33 ve
% 20,53; rs11196205 GG, GC ve CC genotipleri T2DM’li grupta %11,25, %55,62
ve %33,12 kontrol grubunda %14,68 9%49,54 ve %35,77 olarak gozlenirken;
rs11196213 CC, CT ve TT genotipleri T2DM’li grupta %35,21, %51,40 ve %13,38
ve kontrol grubunda %20,95, %65,71 ve %13,3 ve rs3814573 CC, CT ve TT
genotipleri T2DM’li grupta %38,31, %43,5 ve %18,18 ve kontrol grubunda ise
%46,36, %39,09 ve %14,54 olarak belirlenmistir.

Literatlirde, calistigimiz SNP’lerle ilgili yaygin allellerin goriilme sikliklarinin
genel olarak heterozigot ve homozigot nadir allellere kiyasla dikkat cekici bir

bicimde yiiksek oldugu izlenmistir. Bizim c¢aligmamizda, hem diyabetik hem de
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kontrol gruplarinda nadir ve ozellikle heterozigot allel sikligi, yaygin allellere gore
daha yiiksek bulunmustur. Ancak buna ragmen rs7901695, rs11196205, rs1196213
ve rs 3814573 genotiplerinin sikligi bakimindan calisma gruplar1 arasinda bir
farklilik bulunmamistir. Heterozigot allel sikliklarinin bizim populasyonumuzda
daha ytiksek frekansta goriiliiyor olmasinin, cografi konumumuzun tarihsel 6nemi ve
goc yollar1 bakimindan merkezi bir konumda bulunmasimin neden oldugu genetik
cesitlilikten kaynaklanmiyor olabilecegini ve bu nedenle izole toplumlarla
kiyaslandiginda heterozigot genotip sikliklarimin  farklilik — gosterebilecegini
diistinmekteyiz.

Gilinitimiize kadar gerceklestirilen GWA ve iligski ¢aligmalar1 sonucunda, T2DM
genetiginde rolii oldugu diisiincesiyle degerlendirilen genlerin biiyiik cogunlugu,
ayrintilar1 hala net olarak bilinmeyen molekiiler mekanizmalar yoluyla B-hiicre
fonksiyonunu etkilemektedirler. Bununla birlikte, bir¢ok c¢alismanin sonuglari
degerlendirildiginde; bu genlerin bir grubunun glukoz-uyaricili insiilin salinimini, bir
grubunun inkretin-uyaricili insiilin salinimini (inkretin duyarliligi ya da salinimi) ve
bir grubunun da proinsiilinden insiiline doniisiimii etkileyerek T2DM’ye neden
oldugu gosterilmistir (Schifer ve ark 2011).

Tanimlanmis olanlar i¢indeki en 6nemli Tip 2 diyabet risk geni olan TCF7L2 ise,
bu li¢ mekanizma ile de cakismaktadir (Schéfer ve ark 2011). Ancak, TCF7L2
geninin T2DM gelisim siirecindeki rolii heniiz net degildir.

Yapilan kapsamli ¢alismalarda, TCF7L2 gen polimorfizmlerinin farkli etnik
gruplarda T2DM ile olan iliskisinin belirlenmesinin yan1 sira Wnt sinyal yolunun bir
bileseni olarak pankreatik ve intestinal endokrin hiicrelerdeki fizyolojik
fonksiyonlarmin molekiiler mekanizmalarinin da ortaya koyulmasi hedeflenmistir
(Lyssenko ve ark 2007, Liu ve Habener 2008, Shu ve ark 2008).

TCF7L2 varyantlarinin T2DM riskini hangi yolla artirdigini agiklayabilmek i¢in
birgok hipotez ileri siiriilmektedir. Mevcut ¢alismalar ise, TCF7L2 gen
varyasyonlarinin insiilin salgilanmasi ve insiilin duyarlilig: tizerine etkileri ile ilgili
celisen sonuglar ortaya koymaktadir.

Florez ve ark (2006), “Diyabet Korunma Programi”na dahil olmus bozulmus
glukoz toleransina (BGT) sahip bireylerde; rs12255372 ve rs7903146’nin BGT den
T2DM’ye ilerleyisindeki etkilerini arastirdiklar1 c¢alismalarinda, rs7903146 T
allellinin homozigot tastyicilarinin, C allelini homozigot tasiyanlardan daha ytiksek

oranda BGT’den T2DM’ye doniisiim ile ilsikili oldugunu tespit etmislerdir. Ayni
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aragtiricilar, rs7903146 T alleli tasicilarinin CC homozigotlara kiyasla anlaml
sekilde daha diisiik insiilin salgilanmasina sahip olduklarini gdstermisler ve buna
gore TCF7L2 risk genotiplerini; insiilin cevabindan ziyade, azalmis insiilin
salgilanmasi ile iliskilendirmislerdir.

Saxena ve ark (2006) ise rs7903146’nin risk alleli i¢in homozigot bireylerin
insiilinojenik indeksinde (P=0.003) ve insiilin dispozisyon indeksinde (P=0.004)
yaklasik %50 azalma oldugunu tespit etmislerdir. Diger caligmalarda her bir allel i¢in
eklemeli (additif) etkinin genel olarak, insiilin direnci 6l¢iimlerinden ziyade insiilin
salgilanmast Ol¢timlerinde goriildiigiinii bildiren benzer sonuglar elde etmislerdir
(Cauchi ve ark 2006, Loos ve ark 2007, Marzi ve ark 2007).

Lyssenko ve ark (2007), 22 yil takip edilmis olan Iskandinav bireylerde
yaptiklar1 aile-temelli ve populasyon-temelli ¢alismada rs7903146’nin CT/TT
genotiplerinin gelecekte ortaya ¢ikacak T2DM riskinin belirtecleri oldugunu rapor
ettiler. Yine bu gruptan Isvecli ve Finlandiyal bireylerde yapilan kapsamli metabolik
caligmalar ile; T risk alenin bozulmus insiilin salgis1 ve hepatik glukoz tiretimindeki
artis ile iliskili oldugunu gosterdiler. Tip 2 diyabette, 6zellikle TT genotipi
tagiyicilarinda, insan pankreas adaciklarinda TCF7L2’nin ifadesinin 5 kat arttigini
gozlemlediler ki bu durum insan adaciklarinda TCF7L2 ifadesinin asir1 artmasi
sonucu, glukoz-uyaricili insiilin salgilanmasinin azalmasi ile sonuglanmaktadir.

TCF7L2, Wnt sinyal yolunun i¢inde bir transkripsiyon faktoriidiir ve her
dokuda ifade edilir. Lyssenko ve ark (2007); 6nceki ¢aligmalar1 (Florez ve ark 2006,
Saxena ve ark 2006, Freathy ve ark 2007 ve Loos ve ark 2007) teyit ederek;
T2DM’ye gidisin azalmis insiilin aktivitesinden ziyade, azalmis insiilin
salgilanmasimin sonucu oldugunu gostermislerdir. Bu bulgu, pankreatik beta
hiicrelerini, TCF7L2’nin degismis aktivitesinin neredeyse en Onemli hiicre hedefi
haline getirmistir. Bununla birlikte bu sonug, oldukca fazla tekrarlanmis olan dnceki
hipoteze zittir. Bu hipoteze gore, risk genotipi, intestinal TCF7L2 aktivitesini
degistirerek indirekt yolla insiilin salgilanmasini degistirmektedir. Intestinal TCF7L2
aktivitesinin degigmesi, inkretinlerin, glukagon intestinal peptidin (GIP) ve glukagon
benzeri peptid-1 (GLP-1)’in salgilanmasini azaltmaktadir. Bu azalma da insiilin
salgilanmasini degistirmektedir.

Yi ve ark (2005), TCF7L2 nin intestinal proglukagon gen transkripsiyonunun
diizenlenmesi ve intestinal endokrin L hiicrelerde GLP-1’in iiretiminde is gordiigiinii

gostermiglerdir. Grant ve ark (2006), TCF7L2 varyantlarinin T2DM ile giicli
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iligkisini bulduklar1 ¢caligmalarinda bu gen polimorfizmlerinin, inkretin hormon GLP-
I’in iretimini ve dolayisiyla buna bagl insiilin salgilanmasini etkilemek yoluyla
T2DM riskini artirabilecegini 6ne stirmiislerdir. Birkag ¢alismada da; TCF7L2’nin
insan pankreatik adaciklar1 ve rat pankreatik adacik B-hiicre hatti Ins-1’de de insan
adipositlerinde oldugu kadar ifade edildigi gosterilmistir (Lyssenko ve ark 2007,
Ahlzen ve ark 2008, Shu ve ark 2008).

TCF7L2’nin insiilin salgilanmasinin azalmasi ile olan iliskisi heniiz tam
anlasilabilmis degildir. TCF7L2 kolorektal kanser gelisminde 6nemli bir faktordiir ve
TCF7L2 homozigot knock-out farelerde epitelyal kok hiicre kompartimaninda kayip
oldugu ve farelerin dogumdan yaklasik 24 saat sonra 6ldiigii gozlenmistir. Bu
defektin, enteroendokrin hiicrelerden GLP-1 salgilanmasimin azalmasindan
kaynaklanabilecegi diisliniilmiistiir. Alternatif olarak ise; Wnt sinyal yolunun bir
pargast olan TCF7L2’nin, pankreas ve adaciklarin embriyonik gelisimi, beta hiicre
kiitlesi iizerine etkisi, pankreatik beta hiicre gelisimi ve/veya beta hiicre fonksiyonu
icin de kritik olan Wnt yolunun bir efektorii olarak da insiilin salinimini etkiliyor
olabilecegi diisliniilmektedir (Weedon 2007).

Lyssenko ve ark (2007), Tip 2 diyabetik ve diyabetik olmayan insan
kadavralarindan dikkatlice piirifiye ettikleri pankreatik adaciklarinda yaptiklar1 ifade
calismasinda, daha onceki ifade galismalarinin aksine diyabetik adaciklarda TCF7L2
ifadesinin azalmasindan ziyade 5 kat daha fazla artmis oldugunu gézlemislerdir. Bu
bulgulara gore; risk allelinin varligi, pankreatik B-hiicresinde TCF7L2 geninin
ekspresyonunda asir1 artisa neden olarak pek ¢ok farkli uyarana karsi cevap olan
insiilin salinimin1  azaltmaktadir. Azalmis insiilin salinimi artmis hepatik glukoz
tiretimini agiklamaktadir (Damcott ve ark 2006, Saxena ve ark 2006, Chandak ve ark
2007, Hattersley 2007, Lyssenko ve ark 2007).

Ote yandan Elbein ve ark (2007) TCF7L2 gen varyasyonunun insiilin
salgilanmasi ile degil, azalmis glukoz toleransi ve insiilin duyarlilig ile iliskili
oldugunu gostermislerdir.

TCF7L2 risk varyantlarinin, periferal dokularda trigliserid depozisyonuna Onciiliik
eden adiposit disfonksiyonu ile iligkili olabilecegi ve bu iliskinin insiilin direncine
neden olabilecegi hipotezi ileri siiriilmektedir. Damcott ve ark (2006)
(Kafkasyalilarda) ve Chandak ve ark (2007) (Dogu Asya Hintlilerinde) yaptiklari
calismalar ile TCF7L2 varyantlarinin artmis insiilin direnci ile iliskili oldugunu

bildirerek bu hipotezi desteklemektedirler.
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Calismalarin ¢ogunlugunda insiilin salgilanmasinin risk genotipleri ile iliskili
oldugu goriisii hakimken; TCF7L2 varyantlarinin hem insiilin salgilanmast hem de
insiilin duyarliligr ile iliskili oldugunu ileri siiren arastirmalar da bulunmaktadir.
Ornegin; Damcott ve ark (2006), Amis Aile Diyabet Calismasinda yer alan 835
bireyde bu 4 SNP’yi genotiplemisler ve tip 2 diyabet, bozulmus glukoz toleransi
(BGT) ve normal glukoz toleransina (NGT) sahip bireylerde genotip frekanslarini
karsilastirmislardir. Tip 2 diyabetikler, normal glukoz toleransina sahip olanlar ile
karsilastirildiginda rs7901695 (P=0.05) sinirda iliskiliyken, Tip 2 diyabetik/BGT
grubu birlikte NGT ile karsilastirildiginda rs7901695 ve rs7903146 (P=0.008 — 0.01,
sirasiyla) oldukega giiclii iliskili, rs11196205 ve rs12255372 (P=0.07 ve P=0.04,
sirastyla) ise sinirda iligkili bulunmustur. Bu ¢alismanin esliginde, diyabetik olmayan
698 Amis bireyde de bu SNP’leri genotiplemisler ve 3.saat oral glukoz testi boyunca
Amis bireylerde insiilin ve glukoz diizeyleri ile herhangi bir iliski bulmazken,
intravendz glukoz tolerans testi uyguladiklart Amis olmayan ve diyabetik olmayan
48 bireyde rs7901695 ve 157903146 nin insiilin duyarhiliginda azalma (P=0.003 ve
P=0.005 sirasiyla) ve dispoziyon indeksi (P=0.04 ve P=0.007 sirasiyla) ile iliskili
oldugunu saptamisglardir. Bu c¢alismalarinda Damcott ve ark (2006) TCF7L2
varyantlarinin hem insiilin salgilanmasi hem de insiilin duyarliligr ile iligkili
oldugunu ifade etmislerdir.

Loos ve ark (2007), Ingiliz T2DM’li ve normal bireylerde yaptiklari
calismalarinda, rs7903146 risk allelli (T) ile aclhik proinsiilin diizeyleri ve
proinsiilin/insiilin oranlar1 arasinda oldukga gii¢lii bir iligki oldugunu saptamislardir
(P=4.55x10"®). Buna gore, rs7903146 risk allellinin varliginin; proinsiilinin instiline
doniistimiinde is goren faktorlerin PC1, PC2 ve/veya CPE’nin transkripsiyonlarini
etkilemek yoluyla B-hiicre proinsiilinin islenmesinde bozukluga ve azalmis insiilin
salgilanmast yoluyla T2DM’ye yatkinliga neden oldugunu ileri silirmiislerdir.
Proinsiilin diizeyleri ve T2DM arsindaki bu iliski sonraki baska ¢alismalarla
(Gonzalez-Sanchez ve ark 2008, Kirchhoff ve ark 2008, Stolerman ve ark 20009,
McCaffery ve ark 2011) da tekrarlanmis ve da Silva Xavier ve ark (2009)’nin deney
hayvanlariyla yaptiklari ¢alismalarinda; TCF7L2 geninin sessizlestirilmesinin insiilin
vezikiil trafigini bozarak insiilin salgilanmasini etkileyebilecegi gosterilmistir.

Calismamizda, rs12255372 G>T ve rs7903146 C>T doniisiimlerinin HOMA-
IR degerleriyle iliskili ¢ikmamis olmasi ve rs7903146 C>T donlisiimiiniin aglik
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glukoz diizeyiyle giiglii diizeyde iliski gdstermesi bizi, bu polimorfik varyantlarin
T2DM ile iliskili risk etkilerini, insiilin direncinden ¢cok Lyssenko ve ark (2006) nin
gosterdigi sekilde, pankreastan insiilin salgilanmasinin etkilenmesi yoluyla T2DM
gelistigi diislincesine yakinlastirmaktadir.

TCF7L2 varyantlarin (rs7903146) genel populasyondaki etkisini arastiran
¢ok az caligma bulunmaktadir. Fakat bu caligmalar da risk allelinin diyabetik
tagiyicilarinda, daha siddetli B-hiicre islev bozuklugu ve daha fazla mikrovaskiiler
komplikasyonlara sahip olduklarin1 ancak daha az metabolik sendrom ozellikleri
gosterdiklerini ve bu alleli tasimayan digerlerine gore daha koruyucu bir lipid
profiline sahip olduklarini ortaya koymaktadirlar (Cauchi ve ark 2006, Melzer ve ark
2006).

TCF7L2 risk etkisiyle ortaya ¢ikan diyabet, insiilin salgilanmasinda azalma
ve pankreatik [-hiicresinden ¢ikis1 stimiile eden inkretin hormon GLP-1’in
aktivitesinde bozulma ile beraberdir. Bu net bilgilerin yaninda TCF7L2’nin diyabet
patogenezine etkisini netlestirecek bir hipotez yoktur. TCF7L2 mRNA’smin
alternatif kesimi oldukc¢a karmagiktir ve hangi kesim varyantinin ve protein
izoformlariin diyabet ile iliskili oldugu bilinmemektedir. Ayrica, TCF7L2 bir
transkripsiyon faktoriidiir ve ¢ok sayida gene baglanmaktadir, fakat hangisinin
diyabete neden oldugu agik degildir (The TCF7L2&Wnt Action Group).

Genetik varyasyonlar ekspresyon diizeylerini ve mRNA transkriptlerinin
kesim mimarisini de etkiliyor olabilir (Graham ve ark 2006, Zhang ve ark 2008) . Bu
nedenle birgok calismada, insan dokularinda TCF7L2 mRNA ekspresyonu ve
rs7903146 ile rs12255372 genotipleri arasindaki iliski de test edilmistir (Elbein ve
ark 2007, Lyssenko ve ark 2007, Ahlzen ve ark 2008, Osmark ve ark 2009). Ancak
bu calismalarda kiigiik hacimli 6rnek setleri ve az sayida doku tipleri kullanilmasi
onemli bir kisitlama olarak diisiiniilmektedir (Prokunina-Olsson ve ark 2009).

Prokunina-Olsson ve ark (2009), 8 farkli insan dokusundan (pankreas,
pankreatik adaciklar, bagirsak, karaciger, monositler, iskelet kasi, subkutandz adipoz
doku ve lenfoblastoid hiicre hatlar1) elde ettikleri 380 6rnekte ¢ok sayidaki TCF7L2
kesim formlarmin mRNA ifadesini arastirdiklar1 ¢alismalarinda, TCF7L2 geninde
dokuya Ozgili bir alternatif kesim paterni goézlemisler ve bunlardan bir kesim
formunun sadece pankreatik adaciklar, pankreas ve bagirsaga 06zgii oldugunu,
calistiklart diger dokularda ise bulunmadigini saptamiglardir. Bu 6zgiin formun

ifadesinin, pankreatik adaciklarda glukoz uyaricili proinsiilin ifadesi ile de iliskili
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oldugunu tespit etmislerdir. Ayrica ayni ¢alismada, rs7903146 ve rs12255372 risk
allelleri ile TCF7L2 kesim formlar1 arasinda bir iliski olup olmadigini da test
etmisler ve T2DM iliskili bu risk varyantlar ile alternatif kesim formlar1 arasinda
anlamli bir iligki saptamamaislardir.

Bir baska calismada; 100 saglikli beyaz bireyden elde edilen periferal kan
mononukleer hiicrelerinde TCF7L2 alternatif kesimi, gen ifadesi ve bunlarin
rs12255372 ve rs7903146 SNP’leri ile iliskisi calisilmis; rs12255372 ve rs7903146
risk allellerini homozigot (TT/TT) tasiyan bireylerde TCF7L2 mRNA’smin hig risk
alleli tasimayanlara (GG/CC) kiyasla 2.6 kat daha fazla ifade edildigi ve TCF7L2
transkriptlerinin  alternatif kesimlerininin risk genotiplerinden etkilenmedigi
gosterilmistir (Pang ve ark 2012).

TCF7L2’nin T2DM ile iligkili risk varyantlarimin genin doku spesifik
alternatif kesimini nasil etkiledigi ve T2DM riski ile olan iliskisinin anlagilabilmesi
icin daha biiyiikk 6rnekli ve fazla sayida fonksiyonel caligmalara ihtiyag vardir.
Ayrica, TCF7L2 risk varyantlar, mRNA ekspresyonu ve alternatif kesim formlari
disinda, T2DM ile ilgili birgok farkli tipte molekiiler mekanizmalar ile de iligkili
olabilir (Prokunina-Olsson ve ark 2009).

T2DM poligenik bir hastalik oldugu i¢in tek bir gen ya da varyantin sorumlu
tutulmasindan ziyade diger aday genlerin ve varyantlarin da calisilarak birlikte
kiimiilatif etkilerinin degerlendirilmesi daha anlamli bir yaklagimdir.

Weedon ve ark (2006), literatiirde T2DM ile en ¢ok iligkilendirilen, KCNJ11
E23K, PPARG Prol2Ala ve TCF7L2 rs7903146 varyantlarmin Tip 2 diyabet
gelisimine birlikte etkilerini analiz etmek icin yaptiklar1 ¢alismada, bu ii¢ varyanti
2 409 diyabetik ve 3 668 saglikli bireyde genotiplemislerdir. Alti risk allelinin
timiinii tasiyan Tip 2 diyabetiklerde odds oranini, hi¢ risk alleli tasimayanlara
kiyasla yaklasik 6 kat daha yiiksek hesaplamislardir.

Hastalikla iliskili genlerin ve iliskili varyantlarin tanimlanabilmesinin en
onemli kazanci, buna dayanarak hastaligin patofizyolojisini agiklayabilmek ve bu
bilgi kullanilarak da tan1 koyucu, koruyucu ve tedavi edici yontemler
gelistirebilmektir. Ornegin; Ilaclarin yan etkilerinin ve terapédtik basarisizigin her
ikisinin de altinda giicli bir etkiyle genetik bilesenlerin yattig1 diisiincesi
bilinmektedir. Bu nedenle spesifik bir terapiye digerlerinden daha iyi yanit
verebilecek bireylerin tespit edilmesi onemlidir. TCF7L2 risk genotipini tasiyan

T2DM’li hastalarin stilfoniliirelerle tedaviye cevabmin olduk¢a zayif oldugu,
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metformine ise hi¢ cevap vermedikleri saptanmistir (Pearson ve ark 2007). Ayrica, T
allelinin homozigot tasiyicilari, CC homozigotlara kiyasla oral ila¢ ya da insiilin
tedavisine daha fazla gerek duymaktadirlar. Bu onlarin daha siddetli bozulmus beta
hiicre fonksiyonuna sahip olmalarinin bir sonucu olarak diistiniilmektedir (Lyssenko
2008).

Calisma grubumuzun amaci, Konya ve cevresindeki T2DM hastalarinda
iliskili gen ve gen ailelerinin taranmasi ve bu genler bakimindan genis tabanli bir veri
merkezi olusturarak c¢alistigimiz genlerin T2DM gelisimi agisindan birlikte risk
etkilerine dair bilgiler edinebilmektir. Bu amaca yonelik olarak ilk kez insiilin
reseptor substrat-1 ve 2 (IRS-1 ve 2) genleri ¢alisilarak (Saglik Bilimleri 2003/010 ve
SBAG 105S306) ¢ekirdek bir hasta grubu (Aksoy Hepdogru 2006) olusturulmustur.
Olusturulan bu c¢ekirdek grubumuza yeni hasta ve kontroller ekleyerek sayimizi
genisletme calismalarimiz devam etmektedir. Olusturdugumuz Ornek grubunda,
bugiine kadar; ATP bagimli potasyum kanallarini (Katp) olusturan SUR1 ve Kir6.2
proteinlerini kodlayan ABCC8 ve KCNJ11 genleri, Calpain-10 ve Adiponektin gen
polimorfizmleri ¢alisilmigtir. Sunulan bu ¢alismayla TCF7L2 gen polimorfizmlerine
yonelik veriler de mevcut birikimimize ve literatiire eklenerek amacimiza 6nemli bir
adim daha yaklasmamizi saglamistir.

Calismamiz TCF7L2’nin T2DM gelisimi ile ilgili olarak literatiirde oldukca
tutarl sekilde tekrarlanan iliskisini desteklemekte ve rs12255372 ile rs7903146 risk
allellerinin Tiirk populasyonunda T2DM gelisiminin bagimsiz risk faktorleri

oldugunu gostermektedir.
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5. SONUC ve ONERILER

Tip 2 diyabet, kalitimsal ve ¢evresel faktorlerin etkilesimi sonucu ¢ok farkli
yas gruplarinda ortaya ¢ikabilen poligenik bir metabolik hastaliktir. Monogenik

hastaliklara kiyasla, Klinik gériiniimii de daha karmasik ve heterojendir.

T2DM’ye yatkinlik olusturan genlerin acik bir sekilde tanimlanmasi ve hangi
kalitimsal 6zellikler ile ortaya ¢iktiginin bulunmasi hastaligin patogenezinin daha iyi
anlasilmasini saglayacaktir. T2DM patogenezinin aydinlatilmasi, diyabet ve iligkili
komplikasyonlarin gelisimi bakimindan risk tasiyan bireylerin belirlenmesi ve
genom-ilag etkilesimlerinin tespit edilmesi yoluyla bireysel farkliliklar gozetilerek
hastalarin daha etkin bir sekilde tedavi edilebilmesi i¢in dnemli bilgiler saglayabilir.

Cok biiytik o6rnekli ve farkli etnik gruplardan gelen populasyon ¢alismalarinin
sonuclart TCF7L2 ve T2DM iliskisini agik bir sekilde ortaya koymaktadir. Ancak,
cogunlukla rs7903146 ve rs12255372 SNP’leri 6ne ¢ikmak iizere farkli varyasyonlari
da dahil olmak kaydiyla, farkli populasyonlarda, farkli TCF7L2 varyantlar1 T2DM
ile iligkili olabilmektedir.

Bizim populasyonumuzda rs7903146 ve rs12255372 gen polimorfizleri
T2DM ile oldukea iligkili bulunan gen varyantlaridir. Ayrica, rs7903146 aglik glukoz
diizeyleri ile oOnemli diizeyde iliskili iken rs12255372 doniisiimiiniin etkisi
istatistiksel Oonemde degildir. rs7901695, rs3814573, rs11196205 ve rs1196213
polimorfizmleri ise hastalik ya da HbAlc, aglik insiilin ve aglik glukoz ve HOMA-IR
fenotipleri ile iliskili bulunmamustir.

TCF7L2’nin olduk¢a karmasik alternatif kesiminin ve dokulara 6zgii ¢ok
farkli protein izofromlarinin bulunmasi, ve bir transkripsiyon faktorii olarak ¢ok fazla
sayida genin ifadesini etkiliyor olmasi, Tip 2 diyabet patogenezindeki yerinin
aydinlatilmasini1 oldukga gii¢lestirmektedir. Mevcut ¢alismalarla birgok hipotez ileri
striilmekle birlikte, TCF7L2 ve T2DM arasindaki kuvvetli iligskinin altinda yatan
molekiiler mekanzimalar ile ilgili belirsizlik stirmektedir. Bu nedenle, TCF7L2 gen
varyasyonlarinin, gen ifadesinin, protein {riinlerinin ve insan dokularindaki
fonksiyonunun net olarak anlasilabilmesi ve dogrulanabilmesi i¢in daha ¢ok sayida
fonksiyonel ¢alismalara ihtiyag¢ vardir.

Ayrica, TCF7L2 geninin, énemli bir bilesen olarak is gordiigi Wnt sinyal
yolunun, pankreatik B-hiicrelerinin embriyolojik gelisimi, proliferasyonu, sagkalimi

ve fonksiyonu ig¢in kritik Onemde olmasindan dolayi; sinyal yolundaki Wnt
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proteinleri, reseptorleri ve B-katenin gibi diger tiyelerin de T2DM ile iliskilerinin
degerlendirilmesi i¢in ¢aligsmalar yapilmasi da dnerilebilir.

Ek olarak, bu ¢alisma TCF7L2 genindeki s6z konusu 6 SNP’nin Tirk
toplumunda T2DM riski ile iliskisinin ortaya konulmasina yonelik ilk ¢alisma olmasi

bakimindan da 6nem arz etmektedir.

83



6. OZET
T.C.
SELCUK UNIVERSITESI
SAGLIK BiLIMLERI ENSTITUSU

Konya Bolgesinde Tip 2 Diabetes Mellitus Hastalarinda TCF7L2
(Transcription factor 7 like-2) Gen Polimorfizmlerinin Taranmasi ve Hastalik

ile Iliskilerinin Ortaya Konulmasi

Dudu ERKOC KAYA
Tibbi Biyoloji Anabilim Dah
Doktora Tezi / KONYA-2012

Tip 2 Diabetes Mellitus (T2DM) 21.ylizyilin en zorlu saglik sorunlarindan biridir ve endise
verici bir bigimde artmaktadir. Malesef Tiirk populasyonu da bu egilimin disinda degildir. T2DM,
birgok genetik ve cevresel faktoriin etkilesimi sonucunda ortaya ¢ikan olduk¢a kompleks bir
hastaliktir. Bugiine kadar T2DM yatkinlig1 olusturdugu diisliniilen aday genler arasinda, TCF7L2
(Transkripsiyon faktorii 7 benzeri 2) geni birgok farkli populasyon calismasinin oldukca tutarli
sonuglari 1s18inda T2DM ile en giiglii iliskilendirilmis olan gendir. TCF7L2 geni, hiicre biiyiimesi ve
gelisiminin temel diizenleyicisi olan Wnt sinyal yolaginda is géren bir transkripsiyon faktoriinii
kodlar. Wnt sinyalizasyonu endokrin pankreas gelisimini etkiler ve insiilin salgilanmasi, sagkalim ve
proliferasyon gibi olgun B-hiicre fonksiyonlarini degistirir. TCF7L2 geninin O6zellikle intron 3
(rs7903146 C>T) ve intron 4 (rs12255372 G>T) bolgelerinde yer alan tek nukleotid
polimorfizmlerinin (single nucleotide polymorphism-SNP) T2DM riski ile iliskili olduklari
gosterilmistir. Biz de bu c¢aligmamizda TCF7L2 geninin Tirrk populasyonunda, T2DM riski ile
iligkisini ortaya koymay1 amagladik.

Calismamizda, TCF7L2 genindeki en yaygin alt1 polimorfizm (rs7903146 C>T, rs12255372
G>T, 137901695 T>C, rs11196205 G>C, rs11196213 C>T ve rs3814573 C>T doniisiimleri) 169
diyabetik ve 119 saglikli bireyde genotiplendi. Tiim hasta ve kontrollerin aglik plazma glukoz, aghk
insiilin, Homa-IR, HbAlc ve c-peptid degerleri 6l¢iildii. Kontrol grubuna oral glukoz tolerans testi
(OGTT) uygulandi. Genotiplendirme PZR-RFLP ve PZR-SSCP teknikleri kullanilarak yapildu.

rs7901695 T>C, rs11196205 G>C, rs11196213 C>T ve rs3814573 C>T polimorfizmleri ile
biyokimyasal parametreler ve genotip-fenotip frekanslarinda hasta ve kontrol gruplari agisindan
istatistiksel onemde bir farklilik bulunmadi (p>0,05). Bununla birlikte, rs7903146 ve rs12255372
T2DM ile (OR:1.9 [95% CI: 1.15-3.19] p=0.005 ve OR:2.1 [95% CI: 1.25-3.55] p=0.002 sirasiyla) ve
ayrica rs7903146 aclik glukoz diizeyleri ile anlamli sekilde (p< 0.05) iliskiliydi.
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Calismamizin sonuglari, rs12255372 ve rs7903146 polimorfizmlerinin hastalikla iliskisini
bildiren 6nceki ¢aligmalar1 destekler yondedir ve TCF7L2 geninin T2DM gelisiminde giiglii bir aday

olabilecegini gostermektedir.

Anahtar sozciikler: SNP, TCF7L2 geni, Tip 2 Diabetes Mellitus, Wnt yolu.
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7. SUMMARY

Screening of TCF7L2 (Transcription factor 7 like-2) Gene Polymorphisms and
Its Association with Disease Among Type 2 Diabetes Mellitus Patients in Konya
Region

Type 2 Diabetes Mellitus (T2DM) is the most challenging health issues of the 21st century
and is associated with an alarming rise in the incidence. The Turkish population is no exception to this
trend. T2DM is a complex disease which occur by the interaction of multiple genetic and
environmental effects. To date, TCF7L2 gene has been shown to be the strongest association with an
increased risk of T2DM with well-replicated results in several different populations. TCF7L2 gene
encodes a transcription factor, involved in Wnt-signalling pathway, a major regulator of cell growth
and development. Consequently, Wnt signaling influences endocrine pancreas development and
modulates mature B-cell functions including insulin secretion, survival and proliferation. We aimed to
investigate whether TCF7L2 also has a role in T2DM susceptibility in Turkish populations.

Genotyping was carried out by PCR-RFLP and PCR_SSCP techniques and six common
variants (rs7903146 C>T, rs12255372 G>T, rs7901695 T>C, rs11196205 G>C, rs11196213 C>T and
rs3814573 C>T substitutions) were genotyped in 169 diabetic and 119 healty individuals.
Biochemical parameters and genotype-phenotype associations were tested statistically (p<0.05).

There was no difference in biochemical parameters and genotype-phenotype frequencies in
case and controls for rs7901695 T>C, rs11196205 G>C, rs11196213 C>T and rs3814573 C>T (p>
0,05). However, rs7903146 and rs12255372 was significantly associated with T2DM (OR:1.9 [95%
Cl: 1.15-3.19] p=0.005 and OR:2.1 [95% CI: 1.25-3.55] p=0.002 respectively) and also, rs7903146
with fasting glucose levels (p< 0.05).

Our results for rs7903146 and rs12255372 are consistent with previous studies that reports
the association between these SNPs and the disease and indicate that TCF7L2 might be a strong
candidate for T2DM development.

Key words: SNP, TCF7L2 gene, Type 2 Diabetes Mellitus, Wnt pathway.
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10. OZGECMIS

1981 yilinda Beysehir’de dogdu. ilk 6grenimini 1987-1992 yillar arasinda
Beysehir Atatiirk ilkokulu’nda, ortadgrenimini ise 1992-1999 yillar1 arasinda
Beysehir Ali Akkanat Anadolu Lisesi (Hazirlik-Orta ve Lise kismi)’nde tamamladi.
1999 yilinda girdigi Ege Universitesi Fen Fakiiltesi Biyoloji Boliimiinden 2003
yilinda mezun oldu. 2003-2006 yillar1 arsinda Selguk Universitesi Saglik Bilimleri
Enstitiisii Tibbi Biyoloji ve Genetik Anabilim Dali, Tibbi Biyoloji Bilim Dali’nda
yiikksek lisans programimi tamamladi. 2006 yilinda Selguk Universitesi Saglik
Bilimleri Enstitlisti, Tibbi Biyoloji Anabilim Dali’nda basladigi doktora egitimi
devam etmektedir. 2011 yilinda Selguk Universitesi Selcuklu Tip Fakiiltesi, Tibbi
Biyoloji Anabilim Dali’na Ogretim gorevlisi olarak atandi. Evli ve bir cocuk

annesidir.
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