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1. GIRIS

Multifaktoriyel kalittimli hastaliklar, genetik faktorler ve ¢evresel faktorlerin
etkilesimi ile ortaya ¢ikan hastaliklardir. Bu hastaliklar tiim genetik bozukluklar
icinde insidansi ve prevalansi en yiiksek olan grubu olusturur. Diabetes Mellitus

(DM) multifaktoriyel olarak kalitilan hastaliklar arasinda yer almaktadir.

Diyabet, bir yandan yiiksek morbidite ve mortalite hizi, diger yandan yiiksek
tedavi harcamalar1 ve is giicii kayb1 nedeni ile hem hastaya hem de topluma biiyiik
yiik getirmesinden Otiirii 6nemli bir saglik sorunudur. Gelisen teknolojiye baglh
olarak sedanter yasam ve obezitenin yayginlagmasi, hastaliin tiim diinyada
sikliginin giderek atmasina neden olmustur. 2000 yilinda 151 milyon olan diinyadaki
diyabetli sayisinin 2025 yilinda 2 katina ¢ikarak 300 milyon civarina ulagmasi

beklenmektedir.

En sik goriilen Diabetes Mellitus formu, Tip 2 Diabetes Mellitus (T2DM)’dur
ve hedef dokularda insiilin direnci ve pankreatik [ hiicrelerinde insiilin saliniminin
azalmasi ile karakterize edilen bir hastaliktir. T2DM yillarca asemptomik kalir ve
genellikle 45 yas {izerinde ilk sikayetler goriilmeye baslanir. Hastalarin hekime ilk
basvurma nedenleri polidipsi, poliiiri ve polifaji gibi yakinmalardan ziyade gérme
bozukluklari, el ve ayaklarda uyusukluk veya fasiyal sinir paralizisi gibi kronik

komplikasyonlar mevcuttur. Hastalarin ¢ogu obezdir.

T2DM’nin patogenezinde yasam tarzi ve asirt beslenme gibi cevresel
faktorlerin yani1 sira genetik faktorler de yer alir. T2DM’nin gelisimden sorumlu
oludugu diisiiniilen bir¢ok aday gen bulunmaktadir. Bu aday genlerden birisi olan
Calpain-10 geni, 2. kromozom iizerinde (2q37.3) bulunmaktadir. Horikawa ve
ark’nin 2000 yilinda yaptig1 ¢alismada Calpain-10 geninin T2DM ile iligkili oldugu

ortaya konulmustur.

Calpain’ler, aktivite goOsterebilmek icin Ca++ iyonlarma ihtiyag duyan
stoplazmik  sistein = proteazlardir.  Fizyolojik  fonksiyonlar1 tam  olarak
aydinlatilamamis olmasina karsin trombosit aktivasyonu, membran flizyonu,
apoptoz, farklilasma, hiicre dongiisiiniin devamlilig1 ve sinyal iletimi gibi hiicresel
Cat+ diizenleyici faaliyetlerde bulunmaktadir. Aktivitesinin diizenlenmesindeki

bozukluklar ndronal dejenerasyon, Alzheimer, metastaz gibi patolojilere yol
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acabilmektedir. Calpain 10 geninin insiilin saliniminda 6nemli rolii oldugu
bilinmektedir. Calpain 10 genindeki genetik varyantlar serbest yag asitleri ve insiilin

direnci ile iligkilidir.

T2DM patogenezinde Calpain-10’un 6nemi toplumlara gore degismektedir.
Bazi toplumlarda Calpain-10 genindeki polimorfizmlerin T2DM riskini arttirdig1
saptanirken, bir kisminda ise bu iliski saptanamamistir. Bu tez calismasinda Tip 2
Diabetes Mellitus’lu hastalarda Calpain-10 genindeki SNP -44, -43, -19, -110, -137
ve -63 polimorfizmleri calisilarak Konya Bdlgesi’ndeki sikliginin arastirilmasi ve

genetik yatkinliginin belirlenmesi amaglanmistir.



1.1. Diabetes Mellitus

Diabetes Mellitus (DM), insiilin hormon saliminin ve/veya insiilin etkisinin
mutlak veya goreceli azlig1 sonucu karbonhidrat, protein ve yag metabolizmasinda
bozukluklara yol acan kronik hiperglisemik bir grup metabolizma hastaligidir
(Altuntas 2001). Baz1 hastalarda kan glukoz diizeyi bobrek esigini asarak poliiiri,
polidipsi, polifaji, kilo kayb1 gibi diyabetin klasik belirtilerine yol agar. Karbonhidrat
metabolizmasi yanisira lipid ve protein metabolizmasini da etkiler (Tamer 1998)
(Cizelge 1.1). Avrupa’da ve Amerika’da toplam populasyonun %8’inin, 65 yas
niifusun ise %20’sinin diyabetik oldugu bildirilmistir (Esen 2004). Ulkemizde ise
DM vyayginligi %13,7°dir (Batkin ve Cetinkaya 2005). Ulkelere ve etnik gruplara

gore bu rakamlar degismektedir.

Cizelge 1.1. Diyabet semptomlari.

Klasik semptomlar Daha az goriilen semptomlar

® poliliri e bulanik gérme

e polidipsi e aciklanamayan kilo kayb1

e polifaji veya istahsizlik e inatc1 enfeksiyonlar

e halsizlik, ¢abuk yorulma ® impotans

o ag1z kurulugu ° tekrarlgyan mantar
enfeksiyonlari

® noktiiri

1.1.1. Diabetes Mellitus’un tarihgesi

Misir uygarhiginda, M.O. 1500 yilina ait Ebers papiriisiinde diabetten soz
edilmektedir (Bagriagik 1997). Milattan 200 yil sonra Orta Anadolu’da (Kapadokya)
yasayan Areteus, fazla su icen ve idrar ¢ikaran hastalarin durumuna ‘diabetes’ yani
akip gitme, dteye gegme adini vermistir. Ortagag Islam hekimi Ibn-i Sina, diyabetik
hastalarin idrar1 buharlastirilirsa kahverengi ve tatli bir kalint1 biraktigini bildirmistir.
1674 yilinda diyabetiklerin idrarinin tath oldugunu tadarak bulan Thomas Willis bu
hastaliga ilk defa sekerli (balli) sifatin1 ekleyerek diabetes mellitus adini vermistir.
Hastaligin pankreas ile ilgisi 1889 yilinda Minkowski’nin pankreaktomi yaptig1 bir
kopegin diyabetik olusu ile anlasilmistir. 1921 yilinda Toronto’da Banting ve Best’in

insiilini bulmalariyla hastaligin patogenezinin aydinlatilmasinda 6nemli bir c¢ag
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baslamistir (Hatemi ve Urgancioglu 1986). 1936°da Hagedorn kristalize insiiline bir
balik proteini olan protamini ilave ederek daha uzun etkili insiilini gelistirmistir
(Yenigiin ve Ener 2001). 1964’de Cinliler ve Amerikalilar birbirinden bagimsiz
olarak insiilin molekiiliiniin sentezini basarmislardir (Hatemi ve Urgancioglu 1986).
1972°de Lilly saf insiilini piyasaya siirmiistlir (Yenigiin ve Ener 2001). Giinlimiizde
Recombinant DNA teknolojisi ile tamamen sentez iriinii olan insan insiilini

uretilmektedir.

1.1.2. Diabetes Mellitus’un siniflandirilmasi

Diabetes Mellitus patogenez, dogal gidis ve tedaviye cevap acisindan farkli
birgok klinik tabloyu kapsadigi i¢in glukoz intoleransi olan hastalarin siniflamasinda
klinisyenler ve arastirmacilarin genellikle kabul edilen terminolojinin yani sira
standardize smiflama ve tanisal kriterleri kullanmalar1 gerekmektedir. 1997°de
Amerikan Diyabet Birligi (ADA), 1979°da basilan Ulusal Diyabet Veri Grubunun
kriterlerinin yerini alacak olan yeni tan1 ve smiflama kriterlerini yayinlamistir. 2003

yilinda ise tekrar diizenlenmistir (Burant 2004).

ADA’ya gore Diabetes Mellitus, tip 1 diabetes mellitus, tip 2 diabetes
mellitus (T2DM), gestasyonel diabetes mellitus (GDM, gebelik diabeti), diger
spesifik diabet tipleri olmak {izere dort gruba ayrilir (Burant 2004) (Cizelge 1.2).
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Cizelge 1.2. Diabetes Mellitus siiflandirmasi.

1. Tip 1 Diabetes Mellitus (T1DM)

e Immiin nedenli

e Nedeni bilinmeyen

2. Tip 2 Diabetes Mellitus (T2DM)

e Periferik insilin direnci 6n planda

e Insiilin sekresyon yetmezligi n planda

3. Spesifik Tipler

e [3 hiicre fonksiyonunda genetik bozukluk

e Insiilin etkisinde genetik bozukluk

e Ekzokrin pankreas hastaliklart

e Endokrinopatiler

e Ilag ya da kimyasal maddeler

e Enfeksiyonlar

e Immun diabetin bilinmeyen formlar1

e Bazen diyabetle iligkili olan genetik sendromlar

4. Gestasyonel Diabetes Mellitus (GDM)

Tip 1 diyabet cocukluk ¢aginda ortaya ¢ikan kronik hastaliklar arasinda en sik
gorilenlerden biridir (Satman 2001). En 6nemli 6zelligi B hiicre yikimidir. Yikimin,
virlisler ve immiin kompleksler olmak iizere iki sebebi oldugu diisiiniiliir (Yenigiin
1997). Pankreastan salgilanan endojen insiilinin eksikligine veya yokluguna bagh
olarak gelisir. Bu yiizden tedavide insiilin mutlaka gereklidir (Altuntas 2001). Tip 1
diyabet dogumdan sonraki ilk 6 ayda son derece nadir gériiliir. insidans1 dokuzuncu
aydan sonra giderek artar ve 12-24 yaslarinda en yiiksek diizeye erisir. Bu tepe
degerden sonra yas ilerledikce insidans azalir. 30 yas lizerinde yeni olgu ¢ok azdir

(Turhan 2007).

Tip 2 diyabette ise yas ilerledik¢e insidans artmaktadir. Kadinlarda Tip 2
diyabet prevelansi 65 yasina kadar erkeklerden daha yiiksek bulunur, 65 yas lizerinde
fark ortadan kalkar (Turhan 2007).

Gestasyonel diyabet (GDM), gebelikten dnce var olmayan, gebelik esnasinda
ilk kez ortaya ¢ikan, gebeligin sona ermesiyle de kaybolan diyabettir (Altuntas
2001). Tipik olarak gebeligin 2. yarisinda ortaya c¢iktigindan embriyonun

organogenezini etkilemez, bu nedenle konjenital defektlere neden olmaz (Colak
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2004). Gebeliklerin yaklasik %4-7’sini etkilemektedir. GDM’si olan kadinlarin
%350’sinde daha sonra T2DM gelismektedir (Burant 2004).

Daha once ‘Sinirda Diyabet’ ya da ‘Latent Diyabet’ diye anilan bozulmus
glukoz toleransi (IGT) ve bozulmus aglik glukozu (IFG), artik ‘Pre-diyabet’ olarak
kabul edilmektedir (Tahmiscioglu 2008). Pre-diyabetli bireylerde aglik glukoz
seviyesi veya glukoz toleransi test sonuglar1 normalin {izerindedir. Fakat diyabet i¢in
tanisal degildir. Bu hastalar T2DM ve kardiyovaskiiler hastaliklar i¢in artmis riske
sahiptir ve takip edilmelidir. Diyabetten korunma programlar1 ve diger ¢aligmalar
gostermistir ki yasam sekli degisiklikleri (viicut agirligint %5-10 arasinda azaltmak
i¢cin yapilan diyet modifikasyonlar1 ve haftanin cogu giinlerinde en az 30 dakika orta
siddette fiziksel aktivite) pre-diyabetik hastalarin diyabete ilerlemesini Onler veya

geciktirir (Burant 2004).

Diger spesifik diyabet tipleri diyabetli hastalarin <%3’iinii temsil etmektedir.
Her ne kadar bu gruptaki hasta sayisi az olsa da bu hastalarin dogru tan1 almalar1 ve
uygulanacak tedavinin c¢ogunlukla farkli olmasi nedeniyle Onemli bir gruptur.
Cizelge 1.3’de bu kategoride yer alan hastaliklarin listesi verilmistir (Yilmaz ve

Kepekei 2004).
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Cizelge 1.3. Diabetes Mellitus’un diger spesifik tipleri.

¢ B hiicre fonksiyonunda genetik bozukluklar ¢ flaca veya kimyasala bagh

e Kromozom 20 (MODY]I)
e Kromozom 7 (MODY?2)
e Kromozom 12 (MODY3)

e Insulin promoter factor-1 (MODY4)

e HNF-1 3 (MODYS)

® NeuroD1/BETA2 (MODY6)
e Mitokondrial DNA

e Mutant insulinler

e Hiperproinsulinemi

e Digerleri

¢ Insiilin etkisinde genetik bozukluk

e Tip A insulin direnci
® [eprechaunism
e Rabson-Mendenhall sendromu
e Lipoatropik diyabet
e Digerleri
¢ Ekzokrin pankreas hastaliklari

e Pankreatit

e Travma/pankreatektomi
e Neoplazi
e Kistik fibrozis
e Hemokromatozis
e Fibrokalkiiloz pankreatopati
e Digerleri
+ Endokrinopatiler
e Akromegali
e Cushing sendromu
e Glucagonoma
e Feokromositoma
e Hipertiroidizm
e Somatostatinoma
e Aldosteronoma

e Digerleri

e Vakor
e Pentamidin
e Nikotinik asit
e Glukokortikoidler
e Tiroid hormonu
e Diazoksid
e [-Adrenerjik agonistler
e Thiazidler
e Dilantin
e o-Interferon
e Protease inhibitorleri
e Atipik antipisotikler
e Digerleri
4 Enfeksiyonlar
e Kongenital rubella
e Sitomegalovirus

e Digerleri

¢ immun aracihkh diyabetin nadir
formlan

e "Stiff-man" sendromu
e Anti-insulin reseptor antikorlar1
e Digerleri
+ Bazen diyabetle iliskili olan
diger genetik bozukluklar
e Down sendromu
e Klinefelter sendromu
e Wolfram sendromu
e Friedreich ataksisi
e Huntington koresi
e Laurence-Moon-Biedl sendromu
e Myotonik distrofi
e Porfiri
e Prader-Willi sendromu

e Digerleri

13



1.1.3. Diabetes Mellitus’un tani Kriterleri

Diyabet i¢in Onerilen tani kriterleri uluslararasi kurulus ve organizasyonlara
gore degismektedir. 1997°de ADA ve 1999°da Diinya Saglik Orgiitii (WHO) diyabet
icin yeni tani kriterleri (Cizelge 1.4) tanimlamiglardir. ADA ve WHO, Oral Glukoz
Tolerans Testi (OGTT)’nin rutin uygulanmast konusunda farkli goriis bildirmislerdir.
WHO, OGTT’yi rutinde kullanarak, erken tan1 konabilecegini, bdylece
komplikasyonlarin dnlenebilecegini ya da azaltilabilecegini savunmaktadir. ADA ise,
sadece diyabet tanis1 koymak icin gecerli olan yeni aglik glukoz diizeyi olan 126
mg/dL’yi  kullanarak, ~OGTT ile tanmnabilecek diyabetlilerin  ¢ogunun

saptanabilecegini ileri stirmektedir (Or¢un ve ark 2003).

Giliniimiizde kabul edilen kriterlere gore, diyabet tanisinin konulmasi i¢in
aclik kan sekeri Ol¢limiiniin farkli gilinlerde tekrarlanarak teyit edilmesi
gerekmektedir. OGTT diyabet tanisinda gelistirilen yeni kavramlara ragmen altin
standart olma 6zelligini korumaktadir. Aglik kan sekeri degerleri normal sinirlarda
bulunan, bununla birlikte diyabet sliphesi devam eden kisilere OGTT
uygulanmalidir. Standart OGTT (75 gr glukozla) degerlendirilmesinde incelenen ana
kriter 2. saat glisemi degeridir (Y1lmaz ve Kepekgi 2004).

Cizelge 1.4. Diabetes Mellitus tan1 kriterleri.

ADA Kkriterlerine gore diabet tanisi

Tani Aclik Glukozu

Diabetes mellitus >126 mg/dL

Bozulmus Aglik Glisemisi 100-125 mg/dL

WHO kriterlerine gore diabet tanisi

Tam Aclik Glukozu 2. saat glukozu
Diabetes mellitus >126 mg/dL veya >200 mg/dL
Bozulmus Glukoz Tolerans1 (IGT) <126 mg/dL ve 140-200 mg/dL
Bozulmus Aglik Glisemisi 100-125 mg/dL ve < 140 mg/dl
Saglikli <100 mg/dL ve < 140 mg/dl
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ADA diyabet tani kriterleri 4 madde ile 6zetlenebilir:

<> Diabetes Mellitus’un klasik semptomlari olan bir kiside giiniin
herhangi bir zamaninda kan sekerinin > 200 mg/dl bulunmasi
<o Aclik kan sekerinin iki kez > 126 mg/dl olmasi
> OGTT’de 2.ci saat kan sekerinin > 200 mg/dl bulunmasi
<> HbAlc > %6.5

Hemoglobin Alc (HbAlc) eritrositlerdeki hemoglobinin glikozillenmis
formudur. HbAlc diizeyleri 2-3 aylhik donemdeki glisemik kontrolii yansitir.
Diyabetik hastalarda hedeflenen HbAlc diizeyi <%7 olmalidir. Genel kan glukoz
kontroliinii degerlendirmenin en iyi yolu HbAlc’yi izlemektir. HbAlc arttik¢a aglik
glisemisinin katkis1 daha c¢ok artar. Buna karsilik HbAlc normale yakinsa tokluk
glisemisinin katkis1 daha on plandadir. Standardizasyonundaki sorunlar ve tam
esigindeki belirsizlik nedeniyle HbAlc’nin diyabet tani araci olarak kullanilmasi
uzun yillardir tartismalidir. Uluslararas1 Diyabet Uzmanlar Komitesi 2008 yilinda
yaptig1 bir dizi toplantilar sonucunda, uluslararas1 standardardizasyon kurallarina
uyulmas1 kosulu ile diyabet tanisi i¢in HbAlc kesim noktasini %6.5 olarak
belirlemistir. ADA ise 2010 ocaktan itibaren HbAlc %35,7-6.4 araliginda bulunan
bireylerin diyabet agisindan yiiksek riskli olduklarint ve koruma programlarina

alinmalar gerektigini bildirmistir.

Genellikle hangi yontemle tan1 konulmus ise ertesi giin bir diger yontemle

tan1 dogrulanmalidir.
1.2. Tip 2 Diabetes Mellitus

Toplumda en sik goriilen diabetes mellitus formudur. Genel olarak orta yas
grubu ve yaslilarin hastaligidir (Davidson 1998). Bununla beraber son yillarda bazi
etnik gruplarda geng eriskin ve adolesan gruplarda da siklig1 artmaktadir (Neufeld ve
ark 1998). Diinya Saglik Orgiitii destekli Tiirkiye Diyabet Epidemiyoloji Projesinde
(TURDEP) %13,7 oraninda diyabet saptanmistir. Tiim diyabetlilerin %80’den fazlasi
Tip 2 diyabetlidir (Ozkan 1993).

Tip 2 diyabetin en 6nemli 6zelligi, insiilin aktivasyonuna karsi hiicrelerde
direng olusumudur (Yenigin 2001). Polidipsi (¢cok su i¢me), poliiiri (sik idrara
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cikma), polifaji (cok yeme), pruritus (kasint1), agirlik kaybi, plazma kan glukoz
diizeyinin yiikselmesi (a¢ karnina 126 mg’dan biiyiik ya da esit olmasi) gibi klasik
belirtiler ile ortaya ¢iksa da ¢ogu kez uzun siirebilen asemptomik bir donemi
mevcuttur ve yillarca tan1 konulamayabilir (Altuntag 2001, Hilton ve ark 2002).
Hastalarin hekime ilk basvurma nedenleri polidipsi, poliliri ve polifaji gibi
yakinmalardan ziyade gdrme bozukluklari, el ve ayaklarda uyusukluk veya fasiyal
sinir paralizisi gibi kronik komplikasyonlar mevcuttur. Hiperglisemiye ragmen kan
ve idrarda keton cisimleri azdir veya yoktur. Insiilin tedavisi ¢ogu kez gerekli
degildir (Altuntag 2001). Diyabetteki kronik hiperglisemi durumu, goéz, bobrek, sinir
sistemi, kalp ve damarlar gibi ¢esitli organlarda uzun siireli disfonksiyona, hasar ve
yetmezlige neden olur (Hilton ve ark 2002). T2DM’nin dogal seyri sekil 1.1°de

tanimlanmustir.

Diyabetin Baglangici | |

Cevresel faktdrler I Komplikasyonlar
| \
Ornegdin beslenme, |
|
|
I

|
sismanlik, | |
fiziksel harekstsizlik | |

Genetik &
Yatkiniik “owm

is géremezlik

insdlin resistansi Hiperglisemi I Retinopati Karllik
I Bdbrek yetmezligi
YDL\l, Eteroskleroz Koroner kalp hastalig

I
I
|
Hiperinsdilinemi I Hipertansiyon Nefropati
I
I
|
I
I

I
|
|
|
I
Néropati I Amputasyon
|
|
I

Sekil 1.1. T2DM’nin dogal seyri ( YDL: yiiksek dansiteli lipoprotein,
BGT: bozulmus glukoz tolerans1) (Aykut ve ark 1999).

Son yirmi yilda gercgeklestirilen genis captaki epidemiyolojik arastirmalar, en
gelismis toplumlarda bile, daha 6nceden tanm1 konmus T2DM’li birey sayis1 kadar
bireyin hastaligmin farkinda olmadigim1 ortaya koymustur. Ulkemizde yapilan
diyabet taramalarinda bu oranin 1/3 civarinda oldugu goriilmektedir. Giiniimiizde
modern tiptaki gelismelere paralel olarak, diyabette de hastaliktan primer ve
sekonder korunma 6nem kazanmaktadir. Bir bakima T2DM’nin preklinik donemde

saptanmas1 anlamina gelen, diyabetik gelisme riski yiiksek gruplarin belirlenmesi ve
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uygun yontemler ile taranmasi, gelecekte hastalifa 6zgli sorunlar1 ve erken Olim

riskini biiylik 6l¢lide azaltacaktir (Bagriagik 1997).

1.2.1. Komplikasyonlar

T2DM c¢ogu kez sinsi gidislidir. Ancak diyabete 6zgii komplikasyonlar ortaya
ciktig1 zaman tanit konulabilir (Molvalilar 1997). Diyabet komplikasyonlar1 akut
komplikasyonlar ve kronik komplikasyonlar olarak ikiye ayrlir. Akut
komplikasyonlar diyabetik ketoasidoz, hiperosmolar nonketotik koma, laktik asidoz
ve hipoglisemik komadir. Hafif hipoglisemi ve hiperglisemiler diyabetli hastanin her
giin yasadig1 sorunlardir. Diyabetin kronik komplikasyonlar1 ise makrovaskiiler ve
mikrovaskiiler komplikasyonlar olarak ikiye ayrilir. (Cizelge 1.5). Makrovaskiiler
komplikasyonlar arterosklerotik kalp ve damar hastaliklaridir. Mikrovaskiiler
komplikasyonlar, diyabet hastalarinin arteriyel dolasimindaki degisikliklerden
kaynaklanan komplikasyonlar anlamina gelir. Diger bir degisle, diyabet hastalarinin
gozlerinde, bobreklerinde ve sinir sisteminde meydana gelen degisikliklerdir

(Molvalilar 1997, Tamer 1998).

Cizelge 1.5. Diabetes Mellitus Komplikasyonlari.

Akut Komplikasyonlar

Kronik Komplikasyonlar

¢ Diyabetik ketoasidotik koma
¢ Hiperozmolar nonketotik koma
¢ Hipoglisemi komasi

+ Laktik asidoz

¢ Makrovaskiiler Komplikasyonlar
— Koroner Arter Hastalig1
— Periferik Arter Hastalig1
— Serebrovaskiiler Hastaliklar

¢ Mikrovaskiiler Komplikasyonlar
— Retinopati
— Noropati
— Nefropati

¢ Diyabetik Ayak
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Diabetes Mellituslu hastalarda g6z dibinde, sinirlerde, bobreklerde ve
damarlarda tahribat olur. Ayak sinirlerindeki tahribat uyusmalar, karincalanmalar,
hissizlik ve gece baldira giren kramplar seklinde kendisini gosterir. DM’lu hastalarin
ayaklarinda ¢ikan yaralarin kapanmasi oldukca zordur. Ayaga giden damarlar ve
sinirler tam caligmadigr i¢in herhangi bir kesikle veya ayakkabi vurmasi gibi bir
nedenle ortaya ¢ikan yaralar iyilesmez ve kangrene cevirebilir. DM’de koroner arter
hastalig1, serebrovaskiiler hastalik denilen inme, felg ve beyin kanamasi, periferik
damar hastalig1 denilen uzun damarlarda tikanma goriilebilir. DM’un santral sinir
sistemine etkisi ile hastalarda sinirlilik, asabi durum, endise ve depresyona sik

rastlanilir (Tonyukuk Gedik 2007).

Genel popiilasyonda koroner arter hastaligt (KAH) prevalanst %2-4
arasindayken, diyabetik hastalarda %55°e kadar artmis KAH prevelans: bildirilmistir
(Araz 2004). Diabetes Mellitus’lu hastalarin 3/4'i KAH’a bagli komplikasyonlar
nedeniyle kaybedilir. Diabetes Mellituslu hastalarin en 6nemli 6liim nedeni miyokard

enfarktiisii ve inme ile sonlanan makrovaskiiler hastaliktir (Tonyukuk Gedik 2007).
1.2.2. Tedavi

Diabetes Mellitus tedavisinin esaslari; tibbi beslenme tedavisi, medikal tedavi
ve egzersizdir (Salman 2004). Obezitenin artisiyla T2DM giderek artmaktadir.
Farmakolojik olmayan tedaviyi diyet, kilo kontrolii, diizenli egzersiz olusturur.

(Tonyukuk Gedik 2007).

Dogru egzersiz planlanmasi, diyabet tedavisinde basariya ulagsmada
onemlidir. Cilinkli egzersiz, diyabetli bireyde insiiline duyarlhiligi artirarak kan
sekerini diisiirmek, kilo fazlas1 olanlarda kilo kaybin1 kolaylastirmak, lipid
metabolizmasi tizerine olumlu etkiler gibi yararlar saglamaktadir. Ancak bu olumlu

etkilerin olusabilmesi i¢in ortamda insiilin bulunmalidir (Salman 2004).

Diabet tanis1 alan hastalarda ilk etapta pre-obezite veya obezite s6z konusu
ise asir1 kilolarini vermeleri gereklidir. Hastalarin ideal kilolarin1 hesaplamada viicut
kitle indeksi (VKI) kullamlmalhdir. Bu degerin optimali 20-25 kg/m2 arasidir
(Turhan 2007).
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VKi=Kilo / Boy x Boy (m2)

Istenilen kiloya ulasabilmek igin uyulmasi gereken bazi hususlar vardir.
Diisiik kalorili diyet ile beslenmelidir (Aktif olan hastalar i¢in genellikle giinliik 900-
1000 kalori yeterlidir). Giinlik beslenmede yag orani %20’ye disiiriilmelidir.
Beslenirken kompleks karbonhidratlar secilmelidir. Lifli posali yiyecekler tercih
edilmelidir. Doymamis yaglarin kullanilmasi plazma lipidlerinin belli seviyede
tutulmasini saglar. Kardiyovaskiiler komplikasyonlarin 6nlenmesi agisindan, alkol ve

sigara kesilmelidir (Turhan 2007).

T2DM’li hastalarda ideal tedavi diyet ve egzersizle, glikoz metabolizmasinin
regiilasyonudur. Fakat bu dnlemler hastalarin dortte tiglinde yeterli olmamakta ve

oral antidiabetik ila¢ veya insiilin kullanimina ihtiya¢ duyulmaktadir (Tamer 1998).

T2DM’li bir hastada tedavi stratejisi gelistirilirken olayin yalnizca glukoz
tolerans1 olmayip ayni zamanda dislipidemi, hipertansiyon, obezite, pihtilagma
bozukluklari, mikroalbuminiiri ve hizlandirilmis ateroskleroz gibi kompleks

metabolik sendromun bir pargasi oldugu unutulmamalidir (DeForonzo 1999).
1.2.3. Tip 2 Diabetes Mellitus ve genetik

Yasam tarzi ve asir1 beslenmenin tetikleyici patojenik faktorler gibi
goriinmesine ragmen, T2DM’nin patogenezinde genetik faktorler de yer alir
(Tahmiscioglu 2008). T2DM’nin aile kusaklar1 igerisinde kiimelesmesi, etnik
gruplarda yiiksek oranda goriilmesi ve tek yumurta ikizlerinde yiiksek konkordans
yiizdesi (%50-95) genetik bir yonii oldugunu gostermektedir (Arslan ve ark 2001,
Williams ve Pickup 2004).

T2DM insidanst Hispanik/Latin, Amerika’daki ve Avustralya’daki
Aborjinler, Pasifik ve Hint Okyanusu ada toplumlar1 ve Hindistan altkita insanlari
gibi belirli etnik toplumlarda 6zellikle yiiksektir (Burant 2004). Diyabet gelisimi i¢in
ailede T2DM hikayesi bir diger onemli risk faktoriidiir. Aile Oykiisiiniin mevcut
olmasi tip 2 diyabet riskinin 2-4 kat artmis oldugunu gosterir. Tip 2 diyabetli
hastalarin % 15-25’inin birinci derece akrabalarinda, bozulmus glukoz toleransi ve

diyabet gelisir (Tahmiscioglu 2008).
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Genetik faktorler, monogenik ve poligenik olmak iizere iki gruba ayrilir.
Monogenik form tek bir gendeki nadir mutasyonlardir. Protein iglevini degistirirler.
Yiiksek fenotipik penetrans ve erken yasta tani ile karakterizedirler. Monogenik form
T2DM’nin kiigiik bir kisminm1 olusturur. HNF-1a (hepatocyte nuclear factor-1a),
HNF-4a (hepatocyte nuclear factor-4a), Glukokinaz, IPF1 (insulin promoter factor
1), mitokondrial genler, insiilin reseptor genleri, PPARYy (peroxisome proliferator-
activated receptor y), AKT2 (v-akt murine thymoma viral oncogene homolog 2)
monogenik grupta yer alan genlerdir. Poligenik form ise ¢evresel ve genetiksel
faktorler arasindaki etkilesimin bir sonucudur. Genlerdeki polimorfizm siklig1 ile
iligkilidir. Polimorfik alleler saglikli bireyler ve T2DM’li bireylerde farkli siklikta
mevcuttur. Bu dizilim farkliliklar1 hastaligin  gelisim riskini smirlt bir sekilde
etkileyebilir. Ancak hastaligin belirlenmesinde ana faktor degildir. Poligenik T2DM
genellikle ilerleyen yaslarda ortaya ¢ikmaktadir ve glisemi seviyesinde artisa neden

olmaktadir (McCarthy ve Froguel 2002, Malecki 2005).

Yapilan ¢aligmalar genetik yatkinlig1 olan bireylerin yeme aligkanligi, gebelik
hali, cerrahi stres ve steroid gibi ilaglarin tedavi amagli olarak alinmas1 T2DM riskini

artirabildigini gostermistir (Arslan ve ark 2001).

T2DM’nin gelisiminden sorumlu oldugu diisiiniilen bir¢ok aday gen
bulunmaktadir. Bu genler pankreatik B-hiicre fonksiyonu, insiilin aktivitesi (instilin
reseptor sinyal yolu, insiilin aktivitesinin negatif diizenleyicileri, karbohidrat
metabolizmasi), lipid metabolizmas1 ve enerji homeostazisi ile ilgili proteinleri
kodlayan genler olarak siniflandirilabilir (Barroso ve ark 2003). Calpain-10, ABCCS8
(ATP-binding Cassette, Sub-family C (CFTR/MRP), Member 8), KCNIJ11
(Potassium channel inwardly rectifying subfamily J, member 11), IRS1 (Insulin
receptor substrate 1) ve IRS-2 (Insulin receptor substrate 2) aday genlerden

bazilaridir (Cizelge 1.6).
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Cizelge 1.6: T2DM gelisimine aday baslica genler.

Gen Lokus Varyant
Calpain-10 2q37.3 A43G
KCNJ11 11p15.1 Glu23Lys
ABCC8 11pl5.1 Ser1369Ala
PPAR Y 3p25 Prol2Ala
TCF7-L2 10g25.3 —
HNF4a 20 q13.1-13.2 —

1.3. Calpain’ler

Calpain’ler, Ca™ ile aktive edilen sitoplazmik sistein proteinaz ailesinin
tiyeleridir (Goll ve ark 2003, Suzuki ve ark 2004). ilk kez yaklasik 30 yil dnce
tanimlanmistir (Guroff 1964). ilerleyen yillarda Calpain 1 (u-Calpain) ve Calpain 2
(m-Calpain) olmak iizere 2 tane Calpain siniflandirilmistir (Yoshimura ve ark. 1983).
Giliniimilizde tanimlanan en az 15 tane Calpain geni bulunmaktadir (Goll ve ark 2003,
Suzuki ve ark 2004). Calpain ailesi iiyeleri yiiksek organizmalarda bircok dokuda
eksprese edilmektedir. Ayrica Calpain katalitik alt iinitenin homologu nematod, bitki,
sinek ve mayalar1 igeren bircok organizmada bulunur (Perrin ve Huttenlocher 2002,

Swapan ve ark 2003).

Calpain’ler, hiicre iskeleti yeniden diizenlenmesi ile apoptozis ve doku
hiicrelerinin yeniden yapilanmasinda (proliferasyon, farklilasma ve transformasyon)
rol oynamaktadir (Horikawa 2006). Calpain’leri kodlayan genlerdeki mutasyonlar

cesitli hastaliklara neden olmaktadir (¢izelge 1.7).
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Cizelge 1.7: Calpain ailesi ve hastaliklarla iligkisi.

Calpain Hastahk

Calpain 1 Inme, Travmatik beyin hasar1, Alzheimer, katarakt
Calpain 2 Inme, Travmatik beyin hasar1, Alzheimer, katarakt
Calpain 3 Ekstremite-kavsak tip kas distrofisi 2A, katarakt
Calpain 9 Mide kanseri

Calpain 8/ 10 Tip 2 diabetes mellitus

Calpain-8 ve Calpain-10 tip 2 diabetes mellitusla, Calpain-9 mide kanseriyle,
Calpain-3 muskiiler distrofiyle iligkilidir. Ayrica norodejeneratif hastaliklar (6rn:
Alzheimer ve Parkinson hastaliklar1), iskemi ve miyokard enfarktiisiine neden olan
Calpain iiyeleri de bulunmaktadir (Squier ve ark 1994, Swapan ve ark 2003,
Horikawa 2006). Hiicre iskeleti proteinleri, aktin baglayici proteinler, kalmodulin
baglayic1 proteinler, hormon reseptorleri, hiicre membran hormon reseptorleri,
glukozu metabolize eden enzimler, sinyal iletimini diizenleyen enzimler ve
transkripsiyon faktorleri Calpin’ler icin bilinen substratlardir (Cizelge 1.8). Calpain-4
eksikligi olan transgenik fareler kardiyovaskiiler sistem gelisemedigi i¢cin embriyonik
gelisim sirasinda oOliirler (Croall ve Demartino 1991). Calpain-1 eksikligi olan
transgenik fareler ise, Calpain-2 Calpain-1’in yerini aldig1 i¢in normal gelisim
gosterir fakat farede siklikla trombosit agregasyon hastaligi gozlenir (Horikawa

2006).
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Cizelge 1.8: Calpain proteini substratlar.

CALPAIN PROTEINI SUBSTRATLARI

A. Iskelet kas sistem proteinleri

Aktin baglayici proteinler (spektrin, talin, filamin, a-aktinin)

B. Membran proteinleri

Biiyiime faktorii reseptorleri (EGF reseptorleri)
Adhezyon molekiilleri (integrin, kaderin, N-CAM),
Iyon transport molekiilleri (Ca - ATPaz)

C. Enzimler
Kinazlar (Protein kinaz C, myozin hafif zincir kinaz, kalmodulin-bagimli kinaz, pp60)
Fosfatazlar (kalsindrin)

Fosfolipazlar (fosfolipaz C)

D. Diger
Sitokinler (IL-1a)
Transkripsiyon faktorleri (Fos, Jun)

Lens proteinleri (kristallinler)

Calpain’lerin iki 6nemli izoformu m Calpain’ler (CAPN1) ve p Calpain’lerdir
(CAPN2). Aktiflenmeleri i¢in m Calpain’ler milimol seviyelerinde Ca™
konsantrasyonlarina ihtiyag duyarken, p Calpain’ler ise mikromol diizeylerinde Ca"
konsantrasyonlarinda aktiflenirler. Bu Calpain’ler 80 kDa katalitik ve 30 kDa
regiilator alt tinitelerden (CAPN4) olusan heterodimerlerdir. 80 kDa’luk alt {inite dort
bolge (I-IV), 30 kDa’luk alt {inite ise 2 bolge (V-VI) igerir (Hosfield ve ark 1999,
Strobl ve ark 2000) (sekil 1.2). Calpain kelimesi geleneksel olarak 80 kDa ve 30
kDa’dan olusan heterodimer p ve m Calpain’ler i¢in kullanilmaktadir. Ancak 80 kDa
kendi bagina tamamen aktif oldugu i¢in Calpain kelimesi giiniimiizde artik 80 kDa

i¢in kullanilmaktadir (Suzuki ve ark 2004).
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Proteaz bélgesi C2 bélgesi Ca"

| 1 I 1V 80 kDa
V VI 30 kDa
Ca™

Sekil 1.2. m-Calpain, p-Calpain ve onlarin 30 kDa regiilator alt iinitesinin yapisi
(Perrin ve Huttenlocher 2002).

Calpain 1, 2, 3, 8, 9, 11, 12 ve 13; m-Calpain ve p-Calpain’de bulunan 4
bolgeden olusur ve tipik Calpain’ler olarak isimlendirilirler. Calpain 1, 2 ve 9; 30
kDa ile etkileserek heterodimer olustururlar. Fakat Calpain 3, 8, 11 ve 12; 30 kDa ile
etkilesime girmez ve heterodimer olusturmaz. Calpain 5, 6, 7, 8b, 10a ve 15’de bazi
bolgeler yoktur veya bazilart 2 tekrarhidir ve atipik Calpain’ler olarak
isimlendirilirler. Atipik Calpain’lerde IV. bdlge eksiktir ve 30 kDa ile bir dimer
olusturmazlar (Horikawa 2006, Suzuki ve ark 2004) (Sekil 1.3).

Calpainler genellikle sitozolde ubikuitdz olarak eksprese edilirler. Fakat doku
spesifik Calpain’ler de mevcuttur. Calpain 1, 2, 5, 7, 10, 13 ve 15 ubikuitoz
Calpain’ler, Calpain 3, 6, 8, 9, 11 ve 12 ise doku spesifik Calpain’lerdir (Huang ve
Wang 2001, Sorimachi ve Suzuki 2001) (Cizelge 1.9).

Hiicre i¢i kalsiyum seviyelerine Calpain’lerin hassasiyeti membran
fosfolipitleri sayesindedir (Swapan ve ark 2003, Wingrave ve ark 2003).
Calpain’lerin Ca™ afinitesini arttiran aktivatdr proteinlerin varliginda Calpain
aktivasyonu baslar (Suzuki ve ark 1995). Aktif Calpain membranlarda bulunur.
Calpain’lerin  aktivasyonlarinda veya inaktivasyonlarinda fosforilasyon ve
membrandaki lokalizasyonlari dnemli rol oynar (Ray ve ark 2000, Suzuki ve ark

1995).
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Sekil 1.3. Calpain ailesi (Suzuki ve ark 2004).
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1.4. Calpain-10 (CAPN10)

Insan Calpain-10 geni 2. kromozomun q37.3 bandinda bulunmaktadir ve 15
ekzondan olusmaktadir. 31 kb uzunlugundadir (Horikawa ve ark 2000). Calpain-10
geninin uluslararasi sembolii CAPN10’dur. En az 8 izoforma sahiptir (Calpain-10a-
h). Dokularda en fazla bulunan, en uzun izoformu olan Calpain-10a 672 amino
asitten olugsmaktadir (Horikawa ve ark 2000) (sekil 1.4). Faredeki Calpain geni ile
%81,7 benzerlik gostermektedir (Hanis ve ark 1996).

Calpain-10a, IV. domain yerine III. domain’in bulundugu bir atipik
Calpain’dir ve en fazla kalpte ifade edilir. Ayrica glukoz metabolizmasinda rol
oynayan ¢esitli dokularda, karacigerde, kasta, pankreas adaciklarinda ve yag
dokularinda saptanmistir (Horikawa ve ark 2000, Suzuki ve ark 2004). Calpain-10c
ve 10g bircok dokuda bulunmasina ragmen, Calpain-10b, 10d, 10e ve 10f daha az
miktarda bulunmaktadir (Horikawa ve ark 2000).

Calpain-10’da II. ve III. bolgelerdeki kalsiyum-baglayic1 kisimlar olmadigi
i¢in, kalsiyum tarafindan proteinin aktive edilip edilmedigi bilinmemektedir. Ayr1 bir

mekanizma i¢inde kalsiyum ile etkilesime girdigi diisiiniilmektedir (Ma ve ark 2001).
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41

81

121

161

201

241

281

321

361

401

441

481

521

561

601

641

MRAGRGATPA

ITWRRPQEIC

ALQKSRHLLD

EVITDDRLPC

SYEHLWAGQV

GRWEHRTCRQ

IVSDLRELQG

WSQVDAAVAS

VTEAGHLQSL

FPSNPKFWLR

GDSHTSWSPA

PPVAGTACHA

FLLRVFSTGR

GSWRVGQTAG

LHQHCRPSDT

LSCVPHRYAQ

TIATRIDRPS

RELFRDAAFP

ATPRLFPDDP

QVIPPGQPSW

LAGRLCFSRC

ADALVDLTGG

LLHLKDQCLI

QAGQCILLLR

ELLSQLQEGE

YTERLLCHTR

VSEPSEVYIA

SIPGKHYQAV

YDREVHLRCE

VSLSAIRAVA

GSRNFASYPT

EFHPIGFHIF

EVSRLCLLPA

THSQEMLGQF

AADSSLFCDL

REGQVKQGLL

ADQEYRGSFT

QREDVFWLPL

LAERWNLKGV

SCCVLSPRAG

IQNPWGRRCW

FWVEEEEFLR

ALPGAWVKGQ

VLQRSRLHAA

GLHLWKVEKR

LSPGYYLAVP

KNTTPGAALP

NPCFPFSVPE

QVPEGGRSQD

GTYKVVPSTY

LQEVSVMAVM

STPLAQFRED

GDCWFLCACA

CRIWQFGRWV

LEKVYAKVHG

AGSGGQQDRP

ARELGEFHAF

QGLWREGGEG

EFDELTVGYP

SAGGCRNNSG

DWAGRARALV

RVNLPRVLSM

STFLKDAPGE

AGEWGTVQLR

GPGPRCVRIT

APPLLLQEPL

LPDTEGAFTV

KT

Sekil 1.4. Calpainl0a’nin aminoasit dizisi.
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1.4.1. Calpain-10’un insiilin direnci ve salinim iizerine etkisi

CAPNI0O genindeki genetik farkliliklarin yiiksek serbest yag asitleri ve
insiilin direnci ile iliskili oldugu rapor edilmistir (Ortho-Malender ve ark 2002).
Ayrica artmig mikrovaskiiler aktivite, yag hiicrelerinde azalmis beta3-adrenoseptor
aktivitesi, polikistik over sendromu ve kan glukozu iizerine etkili oldugu cesitli
caligmalarda gosterilmistir (Gonzalez ve ark 2002, Hoffstedt ve ark 2002a, Lynn ve
ark 2002, Shore ve ark 2002, Carlsson ve ark 2004).

In vitro ¢alismalar (Griffin ve ark 1999) serbest yag asitlerinin protein kinaz
C’yi aktive ettigini gdstermistir. Insiilin reseptorlerinin asir1 fosforillenmesi, bu
reseptorlerin kinaz aktivitesinde azalmaya yol acar (Griffin ve ark 1999). Boylece
insiilin direnci artar. Bu ylizden protein kinaz C aktivitesinin kontrolii (asagi
regiilasyonu, downregulation) insiilin reseptorlerinin uygun fosforilasyon
diizeylerinde kalmasi icin onemli bir faktér olarak goziikmektedir (Itani ve ark
2000). CAPN-10’daki SNP’lerden ozellikle 3. intronundaki SNP-43’iin mRNA
ekspresyonunu etkiledigi ortaya konmustur (Baier ve ark 2000). G/G genotipli
bireyler daha diisiik Calpain mRNA diizeylerine sahiptir (Baier ve ark 2000). Protein
kinaz C, Calpain’in iyi bilinen bir in vivo substrati oldugu i¢in, diisiik Calpain diizeyi
insiilin sinyalini azaltarak protein kinaz C aktivitesinin yukar1 regiilasyonuna

(upregulation) yol acarak instilin direnciyle sonu¢lanmaktadir (Suzuki ve ark 2004)

Fare pankreatik ada hiicrelerinin Calpain inhibitorlerine kisa siireli maruz
birakilmasi glukozla indiiklenen insiilin salinimini artirir. Fakat adipositler ve iskelet
kasi i¢ine insiilin uyarici glukoz alimimi ve kaslardaki glikojen sentez oranini azaltir.
Ancak bu goriis kismen desteklenmektedir. Ciinkii insiilin sinyal yolundaki Calpain

etkisinin tam yeri bilinmemektedir (Sreenan ve ark 2001).

Calpain-10’un proteaz aktivitesi heniiz tam olarak ortaya konmamuistir. Atipik
Calpain-10’un kalsiyum duyarlilig1 tipik Calpain’lerden 6nemli bir sekilde farklidir
(Barnoy ve ark 2000). Calpain membran fiizyonunda rol oynamaktadir (Barnoy ve
ark 2000) ve hiicresel sinyallere aracilik eden kinazlar, reseptorler ve transkripsiyon
faktorleri gibi gesitli proteinleri hidroliz etmektedir (Suzuki ve ark 2004). Ayrica
Calpain preadipositlerin adipositlere farklilagsmasi i¢in 6nemlidir (Suzuki ve ark

2004). Bu etkiler Calpain’in insiilin salinimi1 ve etkisine aracilik etmesini artirir.
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Iskelet kaslarinda, karaciger ve pankreasta gesitli Calpain’ler ekprese edilir. Calpain
inhibitorleri kullanilarak Calpain etkisi {izerine yapilan c¢aligmalar Calpain-10
disindaki diger Calpain’lerin de insiilin salinnmma ve etkisine aracilik ettigini
gostermistir (Suzuki ve ark 2004). Calpain tarafindan bircok adim modiile
edilebildigi i¢in Calpain ile T2DM nin iligkisini agiklayici molekiiler ve fizyolojik
mekanizmalar1  aydinlatmak iizere daha fazla c¢aligmaya ihtiyag oldugu

belirtilmektedir (Suzuki ve ark 2004).
1.4.2. Calpain-10 ve Tip 2 Diabetes Mellitus arasindaki iliski

Son yillarda T2DM’ye yatkinlikta rol oynayan yiizlerce gen incelenmistir.
Fakat yanlizca birkag¢ tanesinin hastaliga etkisi kanitlanmistir. Meksikali-Amerikali
popiilasyonda T2DM’nin CAPN10 geni ile baglantis1 yillar siiren yogun arastirmalar
sonucunda gosterilmistir (Hanis ve ark 1996, Horikawa ve ark 2000). CAPN10 geni
Horikawa ve arkadaslar tarafindan T2DM ile iligkili ilk gen olarak tanimlanmistir
(Horikawa ve ark 2000). T2DM olusum riski, CAPN10 genindeki SNP-19, -43 ve -
63’1in olusturdugu haplotipde, genin diger SNP’lerine kiyasla ¢ok daha yiiksektir. Bu
3 SNP intronlarda lokalize olmustur. Bdylece proteinin aminoasit yapisini
etkilememektedir. Ancak CAPNI10 gen ekspresyonunu etkiledigi 6ne siiriilmektedir

(Horikawa ve ark 2000).

CAPNIO0 geninin T2DM ile olan iliskisi giindeme geldikten sonra degisik
etnik gruplarda ¢ok sayida arastirmalar yapilmistir. T2DM patogenezinde
CAPNI10’un 6nemi toplumlara gore degismektedir. Bir kisminda CAPN10 genindeki
polimorfizmlerin T2DM riskini arttirdif1 saptanirken, bir kisminda ise bu iligki
saptanamamistir. Ornegin bu gendeki polimorfizmler Meksikali-Amerikalilarda
ailesel gruplarin yaklasik %40’inda sorumlu iken Ingiliz populasyonunda bu oran
birka¢ kat daha diisiiktiir (Horikawa ve ark 2000, Evans ve ark 2001). CAPN10’un
T2DM riskine etkisi lizerine yapilan g¢alismalarda elde edilen sonuclar tutarsizdir
(Horikawa ve ark 2000, Evans ve ark 2001). Calpain-10 diger proteinlerin
parcalanmasinda is goérmektedir (Sorimachi ve ark 1997). Ayrica apoptosizi
diizenleyici etkisi oldugu da ortaya konmustur (Sorimachi ve ark 1997). Bununla
birlikte bozulmus glukoz metabolizmasi gibi Calpain-10’un iligkili oldugu molekiiler
mekanizmalar hala aydinlatilmayr beklemektedir. Bu molekiiler mekanizmalar

muhtemelen insiilin direnci ve insiilin salininmindaki bozukluklar1 da icermektedir
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(Sreenan ve ark 2001). Proteaz inhibitorleri ile tedavi edilen AIDS hastalarinda
bozulmus glukoz toleransinin olusumu, bir proteaz olan Calpain’in de T2DM’nin

patogenezindeki roliinlin anlagilabilmesinde 6rnek bir mekanizma olusturmaktadir

(Martinez ve ark 1999).
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2. GEREC VE YONTEM
2.1. Hasta ve Kontrol Gruplarinin Olusturulmasi

Hasta grubu, Selcuk Universitesi Meram Tip Fakiiltesi Dahiliye Anabilim
Dal1 Endokrinoloji Bilim Dali ve Konya Diyabet Cemiyetine basvuran T2DM teshisi
konmus hastalardan olusturuldu. Calismaya alinan hasta grubu insiilin kullanmayan,
40 yasin iizerinde, viicut kitle indeksleri (VKI) 30’un altinda, akraba olmayan
hastalardan; kontrol grubu ise ailesinde diyabet hikayesi olmayan, oral glukoz
tolerans testi (OGTT) normal, 40 yasin iizerindeki goniillii bireylerden olusturuldu.
Calismaya 168 hasta ve 59 birey kontrol grubu olarak dahil edildi. Molekiiler
caligmalar Selguk Universitesi Meram Tip Fakiiltesi Tibbi Biyoloji Anabilim Dal1 ve
Selguk Universitesi Selguklu Tip Fakiiltesi Tibbi Biyoloji Anabilim Dalinda
gergeklestirildi.

2.2. Biyokimyasal Tetkikler

Biyokimyasal tetkiklerde kullanilmak iizere falkon tiiplerine 10 ml kan alind1.
Glukoz, insiilin, HbAlc, C-peptid, kolesterol, HDL kolesterol, LDL kolesterol,
trigliserid diizeylerine bakildi. Kontrol grubundaki bireylere 9-16 saatlik agliktan
sonra sabah saat 8’de OGTT yapildi. 300 ml suda eritilen 75 gr glukoz bir limon
sikilarak limonata seklinde igirildi. OGTT yapilmadan 6nce ve glukoz igirildikten
sonra 1. ve 2. saatlerde kan 6rnegi alinarak glukoz, insiilin, C-peptid ve HbAlc
degerleri i¢in analizleri yapildi. OGTT diabetin tanisi i¢in kullanilan en duyarh
testtir. Glikoz alimindan 2 saat sonra dlgiilen kan sekeri sonucu 200 mg/dL ise diabet
tanist kesinlesti. Her bir hasta ve kontrol i¢in HOMA-IR (Homeostasis Model of

Assessment - Insulin Resistance) asagidaki formiile gore hesaplandi:

HOMA-IR = aclik insiilin (mU/L) x aclik glukoz (mmol/L) / 22.5

2-2,5’un iizerindeki oranda olan hasta ve kontrol grubu bireyleri insiiline

direncli kabul edildi.
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2.3. DNA Eldesi

2.3.1. Soliisyonlarin hazirlanmasi

0,5 M EDTA
EDTA oo 18,61 gr
AH2O e, 80 ml

1 M Tris-HCI

Tris-HCL .o 15,76 gr

AHO oo 83 ml
4 M NaCl

NaCl oo e 23,97 gr

AHO oo, 76,03 ml
Ureli Parcalama Cézeltisi

UL v, 4.2 gr

AHoO oo 10 cc

10x parcalama ¢ozeltisi.........cooviiiiiiiiiiiiiiinnn.. 1 cc
10x Parcalama Cozeltisi

BMNaC .o 75 ml

100 mM TrisHCL ... 10 ml

I00 MM EDTA ..., 20 ml

pH 7.5 a ayarlandi. Otoklavlandi. Oda sicakliginda saklandi.

%20 SDS

SIS 20 gr

AHoO oo 100 ml’ye tamamlandi
%70 Etanol

996 Etanol ......coooiiiiiiiii 72 ml

AHoO oo 100 mI’ye tamamlandi.
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Proteinaz K (10 mg/ml)

Proteinaz K ... 10 mg
AH20 o I ml
2.3.2. Teknik
1. GUN

10 ml tim kan EDTA’l1 (0.5M — 300 pl) tiipe alinarak 1 gece i¢in derin
dondurucuda saklandi.

Calismadan 6nce derin dondurucudan ¢ikarilarak oda 1sisinda ¢ozdiiriildi.

5 ml’si baska bir tiipe alinarak iizerine hacmi kadar soguk dH,O (distile su)
eklendi ve iyice alt {ist edildi. Daha sonra 4000 rpm de 15 dakika santrifiij
edildi. Bu isleme renk agilana kadar devam edildi (3 kez).

Stipernatan atildi. Pellete 3 ml {reli pargalama c¢ozeltisi eklendi (iireli
parcalama ¢ozeltisi taze hazirlandi). Pellet tamamen c¢ozdiiriildi. Alt st
edildi.

400 pl %20’lik SDS (sodyum dodesil stilfat) eklendi. Tekrar alt iist edildi.

100 ul 10 mg/ml proteinaz K eklendi ve alt {ist edildi.

37 °C’de 1 gece inkiibasyona birakildu.

2. GUN

Inkiibasyondan ¢ikarilan &rneklere 2 ml 5 M NaCl eklenerek 10-15 dakika alt
st edildi.

Uzerine 8 ml kloroform konularak 4000 rpm’de 15 dakika santrifiij edildi. Bu
asamada ornek siit goriintimiindedir.

Santrifiij sonunda 3 ayr1 faz olusumu goézlendi. En st faz temiz bir tiipe
alinarak hacmi kadar %98’lik etil alkol veya izopropilalkol eklendi (yaklagik
2,5 ml). DNA go6zlenmedigi takdirde alkol miktar artirildi.

Etilalkolde yumak seklinde olusumu gozlenen DNA’lar icinde %70’lik etil
alkol bulunan 1.5 mI’lik santrifijj tiipiine alinarak alt {ist edildi.

Tiipler 10 dakika 13000 rpm’de santrifiij edilerek DNA’larin yapigmasi
saglandi. Uzerindeki alkol dokiilerek tekrar %70’lik etilalkol eklendi. Bu

islem en az 2 kez daha tekrarlandi.
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% Yikama isleminden sonra alkol tamamen dokiilerek tiipler agz1 acik olarak
vakumlu kurutucuya yerlestirildi ve yarim saat kurutuldu. Jelimsi kivam
gidene kadar kurutmaya devam edildi.

+¢ Kuruyan DNA’larin iizerine miktarina gore (300 ul) dH,O eklenerek derin
dondurucuya kaldirildi.

2.4. Polimeraz Zincir Reaksiyonu

Polimeraz zincir reaksiyonu (PZR), hedeflenen niikleotid dizilerinin in-vitro
olarak, uygun kosullar altinda ¢ogaltilmasi esasina dayanmaktadir. PZR istenilen

sayida tekrarlanabilen dongiilerden olusmaktadir.

2.4.1. PZR bilesenlerinin hazirlanmasi

AH0. e 12,87 ul
TOX taMPON .t 2 ul
MgCI2 (25 MM)..uviniiiii e 1,3 ul
ANTP (10MM)...oeoiiiii e 1,4 ul
Ileri primer (50 pmol)..........cccooeiviiiiineinnn.. 0,16 pl
Geri primer (50 pmol) ...........oooiiiiii.n. 0,16 pl
Taq polimeraz enzimi (S pl, 500 u)............... 0,11 pl
DN A 2 ul

Her bir 6rnek i¢in toplam 20 pl olacak sekilde buz tizerinde hazirlandi.

2.4.2. PZR basamaklar
Ik denatiirasyon............. 94°C........ 5dk
Denatiirasyon................. 94 °C......... 30sn
Baglanma..................... ... 30sn 35 dongii
Uzama.............oooevnenns 72 °C......... 30sn
Sonuzama..................... 72°C ........ 2 dk

Her bir primer c¢ifti i¢in belirlenen baglanma sicakligina gére PZR cihazina

uygun program kuruldu ve drnekler cihaza yerlestirildi. Ekzon 10 i¢in 61,4 °C, Intron
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3 igin 60,2 °C, Intron 6 icin 63 °C, Intron 13 igin 62.4 °C baglanma sicakliklari
kullanildi.

2.4.3.Primer tasarmmi

PZR yontemi ile ¢ogaltilmak istenen bolgenin iki ucuna 6zgi, bu bolgedeki
baz dizilerine tamamlayic1 Ozellikte 18-25 baz uzunlugunda, sentetik olarak
sentezlenebilen oligoniikleotidlere primer denir. Bu diziler ¢esitli tasarim
programlar1 kullanilarak hedeflenen gen bdlgesine 6zgii olarak sentezlenmektedir.
Primer tasariminda genel olarak dikkat edilmesi gereken baz1 noktalar
bulunmaktadir. Oncelikle primer dizisi hedeflenen DNA’ya 6zgiin olmalidir, bu
nedenle hedeflenen bdlgenin dizisi bilinmelidir. Primer genelinde G/C oran1 %45-55
olmalidir. Ileri ve geri primerlerin segiminde birbirlerine yakin Tm degerlerine sahip
olmalarina, bu araligin 55-65° C arasinda olmasina 6zen gosterilmelidir. Ayrica
primerlerin kendi i¢inde veya birbirleri ile tamamlayic1 olmamalarina dikkat

edilmelidir.

Calpain-10 geninin gen dizisi ve SNP’leri PubMed NCBI Gen Bankasindan
bulundu (Erisim Numarasi: NM_023083). Literatiirde hastalikla iligkili olarak
belirtilen SNP’lerin  bulundugu bolgeler tarandi (Cizelge 2.1). Primerler,
www.idtdna.com adresindeki online primer tasarlama programi ile tasarlandi.
Tasarlanan primer ciftleri ¢izelge 2.2°de, primerlerin bolgelere yerlesimleri ise sekil

2.2 ve 2.3’de gosterilmistir.

Primer ciftlerinin en verimli ¢alistigt erime sicakligini tespit etmek ve
tepkime kosullarini iyilestirmek i¢in dnce gradient PZR yapildi. Daha sonra hedef
gen bolgeleri tespit edilen uygun sicakliklarda ¢ogaltildi.
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Cizelge 2.1: Hastalikla iliskili olan SNP’lerin bulundugu bélge ve allel degisikligi.

NCBI SNP no | Polimorfizm Bolge Allel Niikleotid
s 2975760 SNP44 Intron 3 T/C 4841
s 3792267 SNP43 Intron 3 G/A 4852
rs 3842570 SNP19 Intron 6 INS/DEL 7920
rs 7607759 SNP110 Ekzon 10 A/G (T504A) 9803
- SNP137 Ekzon 10 C/T (R555C) 9956
rs 5030952 SNP63 Intron 13 C/T 16378
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Intron 3 (I-3)

TGGTGACATCAGTGCCCAGTGAGCCCTTCCATCCCAAGGGCTGTTTTAGGAAAAGCAGGG
TTGGAGCTTGAGAGCCAAGGGATGTGGGCATCCATAGCTTCCACGCCTCCTGCCCTGCTC
CTGTGCCCACACCGGATGCCAGAGAGTTTCTGTGTGTGGGCAGAGGACTGCAGGGCGCT
CACGCTTGCTGEGAAGTAAGGCETTTGAAGGTGAGGCTAAGCCTTGACTTGGTGAGGAT
GAGGAAGAAGGCAGAGGGGAGTAAAGAGGTGGGATTGAGGCAGCGGTTGGACGATTTG
GGGTGCTACAGACCATGGGAATCAGAGAGGGGGCCATGCTCAATGCCAGAGGCTCACTC
CCATGGTGATTGTGTCCCCTAG

Intron 6 (I-6)

GTAGTGCCCCGAGGGGCTGTGCTGGGCACGTGCTCTGCCTGCCGAAGTGAGGAGGCTGG
GCAGGTGCCTGGGTTCCCCCTGCCCAGGCCCAGTTTGGTTCTCTTCAGCGTGGAGAGATG
ATTCTGTCCCAGGAGC A G I NI I CICOONEEREE 1 GGGAGGAG
GGTGGGCTTGTGGGAGGGGCTGGCTCTGTCTGTGGCCGTAGCTGCTGCTTAGACCCTGCC
AGGGTTCATGAGGCCACCATGGCGGGAGGCCAGCGAGGAGCCGTGTCCCACAGCTGATG
CCTGGTGTTTTCTCACTAG

Exon 10 (E-10)

CTGTGGTTGGCAGGTGTCCATGTGGGAACTGAGGCCACCGGGAACCTGCTGCCAGC
GCCCTCCCATGTTTGTCTTCTTGGCAGCGCCATCAGGGCAGTGGCCAAGAACACCHCC
CCCGGGGCAGCCCTGCCTGCGGGGGAGTGGGGGACCGTGCAGCTACGGGGTTCTTGGAG
AGTCGGCCAGACGGCGGGGGGCAGCAGGAACTTTGCCTCATACCCCACCAACCCCTGCT
TCCCCTTCTCGGTCCCCGAGGGCCCTGGCCCCHGCTGCGTCCGCATCACTCTGCATCAGC
ACTGCCGGCCCAGTGACACCGAGTTCCACCCCATCGGCTTCCATATCTTCCAGGCAAGCT
CCTTGCCCC

e Koyu siyah ile yazilan yerler intron bolgesidir.
Intron 13 (I-13)

.................. GCCCCGAGCTGGCCGGGCCCGCAGCCCACTCCCTGGTCACTGGATGTTGCT
GACACTTCACTCGGTCAGAGCCCTAGCACCCAAGGGGGGCCAGGGCCTGACGGGGGTGG
AGBGAGGGGTGGGCCGCGTCTGTGCAGGCTCAGAAGCTTCCTAAGAGGCTGGAGAGTGG
AACCTTCAGGCACCACGCACTGCCTCCTCCCTGCC..............

Sekil 2.2: Hastalikla iligkili SNP’lerin bulundugu bolgeler ve SSCP ¢alismasi igin
tasarlanan primerlerin yerlesimi. SNP’ler gri dolgu ile isaretlenmistir. Primerler alt1
cizili olarak gosterilmistir.

39



Exon 10 (E-10)

CTGTGGTTGGCAGGTGTCCATGTGGGAACTGAGGCCACCGGGAACCTGCTGCCAGC
GCCCTCCCATGTTTGTCTTCTTGGCAGCGCCATCAGGGCAGTGGCCAAGAACACCHCC
CCCGGGGCAGCCCTGCCTGCGGGGGAGTGGGGGACCGTGCAGCTACGGGGTTCTTGGAG
AGTCGGCCAGACGGCGGGGGGCAGCAGGAACTTTGCCTCATACCCCACCAACCCCTGCT
TCCCCTTCTCGGTCCCCGAGGGCCCTGGCCCCCGCTGCGTCCGCATCACTCTGCATCAGC
ACTGCCGGCCCAGTGACACCGAGTTCCACCCCATCGGCTTCCATATCTTCCAGGCAAGCT
CCTTGCCCC

intron 13 (I-13)

.................. GCCCCGAGCTGGCCGGGCCCGCAGCCCACTCCCTGGTCACTGGATGTTGCT
GACACTTCACTCGGTCAGAGCCCTAGCACCCAAGGGGGGCCAGGGCCTGACGGGGGTGG
AGBGAGGGGTGGGCCGCGTCTGTGCAGGCTCAGAAGCTTCCTAAGAGGCTGGAGAGTGG
AACCTTCAGGCACCACGCACTGCCTCCTCCCTGCCCACGGTCCTGGTTTCTCCAGATGGG
GCCTTGGCCTTGGCTAGGTGTTGATCAGGAGCTGGGAGTGCTGCGCCCCGCCCAACTTCT
CCAAACTCCAGCCAGGGCACCTCAGTGAGGCCTCAGCCACCTGCGCCTTATTTGCTTCCT
CCTTGGAGGCCCTCGTGTCTGTTCATTCATCAAACAGCAGCTGGGGCCCCCAGCAGACCC
CCTTCCCCAACTTTC

Sekil 2.3: Hastalikla iligkili SNP’lerin bulundugu bolgeler ve RFLP ¢alismasi icin
tasarlanan primerlerin yerlesimi. SNP’ler gri dolgu ile isaretlenmistir. Primerler alt1

cizili olarak gosterilmistir.
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2.5. Agaroz Jel Elektroforezi

DNA’nin elektroforetik analizinin temeli, bu molekiiliin elektriksel bir
alanda, jel iizerinde hareketine dayanmaktadir. Bu hareketin hizi molekiiliin
biiyiikliigiine, yapisina, jelde kullanilan maddenin konsantrasyonuna, iyonik kuvvete
ve uygulanan akima bagli olarak degigsmektedir. Yontemin avantajlart basit ve hizl
olmasi, ayrica diger yontemlerle yeterli diizeyde ayrilamayan DNA fragmanlarinin
ayrilabilmesini saglamasidir. UV 15181 altinda fluoresan etki gosteren etidyum
bromiir (EtBr) boyasiin kullanimi ile ¢ok diisiik konsantrasyonlarda (1-10 ng) olsa

bile, DNA’nin jel iizerindeki yerini belirlemek miimkiindiir.

2.5.1. Soliisyonlarin hazirlanmasi

0.5 M EDTA
EDTA o 18,6 gr
DiSItile SU ..o 80 ml
NACT i 2 gr

Manyetik karistiricida karistirilir ve NaOH ile pH 8’ e ayarlanir.

50xTAE
Trisbaz ...ooiii 24,2 or
Glasiel asetik asit .......coovviiiiiiiiiiii e, 5,71 ml
0.5SMEDTA (PH 8).enviniiiiiie e, 10 ml
Disitile SU ..oovvieiiii i 100 ml’ye tamamlanir.
IxTAE
SOXTAE .o 10 ml
DIiSitile SU ..oveiniiiii 490 ml
%1.5’luk Agaroz jel
AGATOZ ..ot LS T
IXTAE. . 100 ml
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% 3,5’luk Agaroz jel
AGATOZ ...t 3,5 T

Agaroz ve TAE bir erlen igerisine ilave edilerek mikrodalga firinda agaroz
tamamen ¢oziiniinceye kadar kaynatildi. Ceker ocakli kabine alindi. Igine 5 pl
etidyum bromiir ilave edildi ve hafifce calkalandi. Birka¢ dakika sogumaya birakildi.
Yatay elektroforez tepsisine iizerinde herhangi bir kabarcik kalmamasina dikkat
edilerek dokiildii. Agaroz jel bu sekilde 15 - 30 dakika bekletildikten sonra
kullanildi. Etidyum bromiir gii¢lii bir mutajenik ajan oldugu i¢in jel dokme iglemi
ceker ocakli kabin igerisinde yapildi.

2.5.2. Orneklerin jele yiiklenmesi

Agaroz jelin tamamen donmasinin ardindan, iiriniin varligin1 kontrol etmek
amaciyla, DNA ile yiikleme boyasi karistirilarak kuyulara yiiklendi. Jel yiikleme
soliisyonu Ornegin kuyuya oturmasina ve elektroforez sirasinda ornegin takip
edilmesine imkan vermektedir. Ayrica bant biiyiikliikklerinin karsilastirilabilmesi

amaci ile bant biiyiikliikleri bilinen bir DNA standardi (marker) da jele yiiklendi.
Ornekler ortalama 100-200 V arasinda 30 dakika yiiriitiildii.

Elektroforez isleminin ardindan UV 1s1ik altinda goriintiilleme sistemi ile

bantlarin degerlendirmesi yapildi.

Intron 6’da bulunan SNP19, bir delesyon/insersiyon polimorfizmidir.
Polimorfizmi belirlemek i¢in Ornekler %3,5’luk agaroz jelde 100 V’da 1 saat

yiiriitiildii. Gozlenen bantlar, biiytikliiklerine gore degerlendirildi.
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2.6. SSCP Teknigi

SSCP (Single Strand Conformational Polymorphism = Tek Zincir Bigim
Cesitliligi) analizi, bilinmeyen mutasyonlarin saptanmasi i¢in kullanilan PZR’a bagh
bir mutasyon tarama yontemidir. Bu yontem nokta mutasyonlarinin yanisira kiigiik
insersiyon ve delesyon mutasyonlarinin saptanmasinda da tercih edilmektedir.

Mutasyon saptama orant %80 ile %90 arasinda degismektedir.

Bu yontemde PZR iiriinleri denatiire edilir ve denatiire edici olmayan
poliakrilamid jele uygulanir. Denatiire edilerek tek zincir haline getirilmis DNA’larin
zincir i¢i zayif baglarla kazandiklar1 yeni ikincil yapilart mutasyon sonucu
degisebilir. Mutasyon sonucu olusan bu ikincil yapida olusan konformasyon farki o
bolgenin elektroforezdeki hareketinde normal kontrol ile karsilastirildiginda bir
kaymaya, farkliliga neden olur. SSCP analizi genellikle tek iplikli DNA’daki
konformasyon degisikliklerinden yararlanilarak mutasyonun varligim1 tahmin

etmekte kullanilmaktadir.

Her SSCP analizi i¢in optimal kosullarin belirlenmesi gerekmektedir. Analiz
edilecek DNA parcasinin biiylikligi, jelin 6zellikleri, elektroforez sirasinda tercih
edilen sicaklik, elektroforetik hiz, tek zincirli niikleik asitlerin biiyiikliikleri ve

dizileri analizden alinacak sonucu etkiler.

2.6.1. Camlarin temizlenmesi ve jelin dokiilmesi

%70’lik alkol kullanarak camlarin her iki tarafi silindi. %96’lik alkol ile
sadece jelin dokiilecegi kisim ikinci kez silindi. Camlarin her iki tarafina aralik
meydana getirmesi i¢in aralik ¢ubuklart yerlestirildi. Camlar jel dokme aparatina

yerlestirildi.

Jel hazirlanmasi (29 :1)

Akrilamid : Bisakrilamid stok ................... 15 ml
LXTBE o 5ml
AH2O o 30 ml
AP 350 ul
TEMED ... 35 ul
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Akrilamid : Bisakrilamid Stogu (100 ml)

Akrilamid ... 29 gr
Bisakrilamid ... 1 gr

dH,O0 ile 100 ml’ye tamamlandi1. Hazirlanan ¢6zelti whatmann filtresinden

gecirildi.

APS (Amonyum Persiilfat)

AP S 0,035 gr
AH2O o, 350 ul
10 x TBE Tamponu
EDT A 9,37 gr
TriSbaz ..o 108 gr
Borik asit .....oooii 55 gr
AHoO o 1000 ml’ye tamamland1

pH 8,3 e ayarlandi.

1 x TBE Tamponu

Hazirlanan jel hava kabarcig1 olusmamasina dikkat edilerek iki camin arasina

dokiildii ve tarak yerlestirildi. Polimerize olmasi i¢in 1,5 saat bekletildi. Jel

polimerize olduktan sonra jel dokme aparatindan c¢ikarilip, elektroforez tankina

yerlestirdi ve tarak ¢ikarildi. Elektroforez tankina 1x TBE konuldu ve pH dengesinin

saglanmasi i¢in 125 V 40 mA 20 W’da 6n yliriitme yapildi.

2.6.2. Orneklerin jele yiiklenmesi

PZRUrGNG ..o, 3ul
SSCP tamponu ........oooviiiiiiiiiiiiiiieei e 15 pul

olacak sekilde hazirlandi.
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SSCP Tamponu

Bromofenol mavisi..............coooiiiiiiiiiie. 0,025 gr
Ksilen siyanol ............ocooiiiiiiiiiiiiiiii e, 0,025 gr
Formamid ..o 8 ml
AHoO oo, 2 ml

On vyiiriitmenin bitmesine yakin PZR’da 95 °C’de 10 dakika denatiire edildi.
Denatiirasyondan sonra renatiire olmamasi i¢in en az 5 dakika buzda bekletildikten

sonra Ornekler jele yiiklendi ve 17,5 saat yiiriitiildii.
2.6.3. Orneklerin goriintiilenmesi (Boyama)

%10’luk Asetik Asit

GUMIS NItrat ..o e, 0,3 gr
AHoO oo 250 ml
Formaldehit ........ccooiiiiiiiii e, 0,3 ml

Derin dondurucuda sogutulur. Kullanilmadan 6nce

Formaldehit ... 0,9 ml
Soydum tiyosiilfat ... 200 pl ilave edildi.

Soydum tiyosiilfat (10 mg/ml)
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¢ Yiiriitme igslemi tamamlandiktan sonra camlar tanktan alind1 ve jel camlardan
cikarildi.

s 250 ml %10’luk asetik asitte 15 dakika calkalama cihazinda orta hizda
calkalandi.

% Asetik asitten alip dH,O’ya konuldu ve 10 dakika ¢alkalandi.

¢ 250 ml %2’lik glimiis nitrat ¢ozeltisine alinarak 30 dakika ¢alkalandi.

« dH,0O’ya batirilip, ¢ikarildi.

o 250 ml %0.75’1ik soguk sodyum karbonat ¢ozeltisinde bantlar goriinene
kadar ¢alkalandi.

¢ Bantlar goriiniir gériinmez dH,O’ya alinip, 1-2 dakika ¢alkalandi.

¢ %10’luk asetik asitte 5 dakika ¢alkalandi.

+ dH,O’da 5 dakika ¢alkalandi.

¢ Jel asetat kagitlar1 arasina alinarak, tarayicida tarandi.

s SSCP’de farkli go¢ profili gosteren Ornekler dizi analizi igin Macrogen’e

gonderildi.

2.7. Restriksiyon Enzim Kesimi

Restriksiyon Enzim Kesimi (RFLP) tek baz degisikliklerini veya farkli
bliytlikliikte minisatellitleri belirleyebilen bir tekniktir. Restriksiyon endoniikleazlarla
DNA'min farkli biiyiikliiklerdeki parcalara ayrilarak incelenmesine dayanmaktadir.
Restriksiyon endoniikleazlar, DNA molekiiliinii 6zgiin tanima siralarindan kesebilen

enzimlerdir. Parcalar jel elektroforezi yoluyla birbirlerinden ayrilabilirler.

PZR-SSCP  yontemiyle CAPNI10 genindeki SNP-63 ve SNP-110
polimorfizmlerini belirlemek icin planlanan bu ¢alismada hasta grubunun yarisinda
sonu¢ alinamadi. Bunun {izerine Evans ve ark (2001)’in ayn1 SNP’yi taramak i¢in
kullandiklar1 primerler ile ayni bolge yeniden PZR yontemi ile ¢ogaltildi. Her iki
SNP de Hhal enzimi ile kesildi. Hhal enziminin tanima bolgesi ve kesim sonrast

olusan {irlin biiyiikliikleri ¢izelge 2.3’de gosterilmistir.
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Cizelge 2.3: Hhal enziminin iiriin biiyiikliikleri

Enzimin Enzim Enzim kesiminden
Polimorfizm | Restriksiyon calisma tanima PZR iiriin elde edilen
Enzimi sicakhig (°C) bolgesi biiyiikliigii parcalarin
biyiikliigii (b¢)
SNP -110 Hhal 37 GCG|C 202 A aleli: kesim yok
G aleli: (173429 bg)
SNP -63 Hhal 37 GCG|C 189 C aleli: (159+30 bg)
T aleli: kesim yok
2.7.1. Reaksiyon karisiminin hazirlanmasi
AHoO . oo, 17 ul
Enzim tamponu............oooiiiiiiiiiiii e 2 ul
Enzim ..., I ul
PZR GEUNT. e 10 ul

Toplam hacim 30 pl olacak sekilde hazirlanan tiipler, 37°C’de, su banyosu

icinde, 5 dakika inkiibasyona birakildi. Inkiibasyondan sonra %2,5’luk agaroz jelde

100 volt (V)’ da, 1 saat yiiriitiildii. UV goriintiileme cihazinda degerlendirildi.

2.8. istatistiksel Analizler

Verilerin istatistiki analizi SPSS 11.0 program: kullanilarak yapildi.

Biyokimyasal veriler ortalama =+ standart sapma olarak verildi. Parametrelerin

gruplar arasinda karsilastirilmasi student t testi ile hesaplandi. Hasta ve kontrol

grubunun genotiple iliskisini belirlemek i¢cin Chi-Square testi, genotip dagilimi i¢in

Hardy-Weinberg esitligi kullanildi. Fenotip genotip iliskisini belirlemek ic¢in Single

point regression (parametrik) ve Kruskal-Wallis (nonparametrik) testleri yapildi. P

degeri <0,05 istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.
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2.9. Aracg ve Gerecler

2.9.1. DNA eldesi icin gerekli olan arac ve gerecler

Santrifilij (WiseSpin, Kore), derin dondurucu (Beko), mikropipet (Eppendorf),
hassas terazi (Kern), benmari (WiseBath, Kore), pH metre (Hach)

2.9.2. PZR teknigi icin gerekli olan arac¢ ve gerecler

PZR cihaz1 (Bio-Rad), manyetik karistirict (Stuart), vorteks (Heidolph),
hassas terazi (Kern), pH metre (Hach), mikrodalga firin (Argelik), goriintiileme
cihaz1 (Vilber lourmat), yatay elektroforez (Thermo), gii¢ kaynagi (Thermo), derin
dondurucu (Beko), mikropipet (Eppendorf), pipet ucu, PZR tiipii, kabin, ¢eker ocak

2.9.3. SSCP icin gerekli olan arag ve gerecler

Dikey elektroforez tanki (Biolab), gii¢ kaynag1 (E-C Apparatus Corporation,
St Petersburg, Florida), PZR aleti (Bio-Rad), ¢alkalayici (Biosan)

2.9.4. RFLP i¢in gerekli olan ara¢ ve gerecler

Yatay elektroforez tanki (Biolab), giic kaynagi (E-C Apparatus Corporation,

St Petersburg, Florida), su banyosu, goriintiileme cihazi

2.10. Kimyasallar

2.10.1. DNA eldesi icin gerekli olan kimyasallar

EDTA(Vivantis), Sodyum Dodesil Siilfat (SDS) (Applichem), proteinaz K
(Fermentas), sodyum kloriir (NaCl) (Amresco), Tris-HCl (Vivantis), kloroform
(Applichem), iire (Applichem), etil alkol, deiyonize steril su

2.10.2. PZR teknigi icin gerekli olan kimyasallar

DNA, disitile su, taq polimeraz enzimi (Vivantis), tampon, MgCl,, dNTP
(Vivantis), ileri ve geri primer (Biomers), agaroz (Prona), etidyum bromiir (Serva),
tris-HCI (Vivantis), glasial asetik asit (Merck), EDTA (Vivantis), NaCl (Amresco),
jel yiikleme soliisyonu (Vivantis), DNA standardi (marker) (Vivantis)
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2.10.3. SSCP i¢in gerekli olan kimyasallar

Akrilamid (Merck, Darmstadt, Almanya), bisakrilamid (Vivantis), amonyum
persiilfat (Vivantis), sodyum tiyosiilfat, TEMED (Sigma, St Louis, Amerika), ksilen
siyanol (Sigma, St Louis, Amerika), bromofenol mavisi (Merck, Darmstadt,
Almanya), sodyum karbonat (Merck, Darmstadt, Almanya), glimiis nitrat (Vivantis),
borik asit (Vivantis), asetik asit (Merck, Darmstadt, Almanya), EDTA (Vivantis),
Tris-HCI (Vivantis), formaldehit (Applichem), formamid (Applichem)

2.10.4. RFLP icin gerekli olan kimyasallar

Agaroz (Prona), etidyum bromiir (Serva), DNA standardi (Vivantis), enzim

(fermentas)
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3. BULGULAR
3.1. Klinik Ozellikler

Selcuk Universitesi Meram Tip Fakiiltesi Dahiliye Anabilim Dali
Endokrinoloji Bilim Dali ve Konya Diyabet Cemiyetine basvuran T2DM teshisi
konmus 168 hasta ve 59 kontrol grubu secildi. Tablo 3.1°de hasta ve kontrol
gruplarinin klinik ve metabolik 6zellikleri gosterildi. T2DM grubunun yas ortalamasi
56,25+£8,99, kontrol grubunun yas ortalamas: 40,35£12,86 olarak hesaplandi
(p<0,001). T2DM grubunun viicut kitle indeks ortalamasi1 26,47+2,79 dur. Gruplar
arasindaki istatistiksel farkin onemi student t testi ile belirlendi. P<0,05 degeri
istatistiksel olarak anlamli kabul edildi. Hasta ve kontrol grubu cinsiyet, viicut kitle

indeksi ve aglik insiilin degerleri bakimindan uyumludur.

Cizelge 3.1: T2DM hastalar1 ve kontrol gruplarinin klinik 6zellikleri

T2DM Kontrol P

(n=168) (n=59)
Cinsiyet (E/B) 105:63 30:29 0,16
Yas 56,25 £ 8,99 40,35 £ 12,86 0,000
Viicut Kitle indeksi (kg/m?) 26,47+ 2,79 26,03 £3,37 0,37
Aclhik glukoz (mg/dl) 161,14 £ 66,69 91,32 + 13,67 0,000
Aclik insiilin (mIU/1) 8,87+4,6 8,37 £ 4,06 0,42
HbA1lc (%) 7,52 2,52 5,37 0,54 0,000
c-peptid 2,24+ 1,2 3,77 £ 3,86 0,0058
HOMA-IR 3,39 +2,01 1,9+ 0,99 0,000

Sonuglar, ortalama + standart sapma olarak verilmistir.

3.2. SNP-44, -43, -19, -110 -137 ve -63’iin Genotiplenmesi

Literatiirde T2DM ile iliskili oldugu bildirilen CAPN10 genindeki 6 SNP,
PZR-SSCP ve PZR-RFLP yontemi ile ¢alisildi. Bu SNP’lerin CAPNI10 genindeki
lokalizasyonu sekil 3.1°de gosterildi. Genotiplerin dagiliminin Hardy-Weinberg
esitligine uygun oldugu saptandi. (Cizelge 3.2).
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SNP -44 ve SNP -43

SNP -44 ve -43 intron 3’de lokalize olmustur. Birbirlerinden 11 b¢ uzaklikta
bulunmaktadirlar. SNP -44 T/C, SNP -43 ise G/A polimorfizmidir. 168 hasta ve 59
kontrol PZR-SSCP teknigi kullanilarak degerlendirildi. SNP -44’de C/C, SNP -43°de

ise A/A genotipi gbzlenmedi.

SNP -44 icin genotip siklig1 hasta grubunda %89,4 (T/T), %10,6 (T/C) ve
%0,0 (C/C), kontrol grubunda %89,4 (T/T), %10,6 (T/C) ve %0,0 (C/C) olarak
hesaplandi.

SNP -43 icin hasta grubunda % 62,6 (G/G), % 37,4 (G/A) ve %0,0 (A/A)
kontrol grubunda ise % 44,8 (G/G), % 55,2 (G/A) ve %0,0 (A/A) olarak hesaplandu.

Resim 3.1°de SNP -44 ve -43’lin SSCP jel goriintiileri, sekil 3.2°de ise dizi

analizi goriintiileri gosterildi.

Resim 3.1: SNP -44 ve -43’{in SSCP jel goriintiisii. (2 numarali kuyucuk=SNP-44:
T/T, SNP -43: GG; 4 numarali kuyucuk=SNP -44: T/C, SNP -43: G/G, 10 numarali
kuyucuk=SNP -44: T/T, SNP -43: G/A).
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T A GEET CACETT ChibhCGCCTT LETT CACLGELAGE GT GAGC GE L6
ATCGOGA BTGO AA GTTT GCOOAA TOAA GTGTCGTT GG CA CTOOCGG GO
fswp-aacore) ?SNP—M(‘I’I‘I’) «— __
ilefi prifmer okuma yani

b)

3937 3135 12544 G262 G2 211762 6262 33 62 6262 62 G262 62 49 3211 3843 3209 6262 6259 5062 62 62 62 59 6359 bA6Y 62 62

GE CT CLCCTT ChL L GRET T A

ET T Ch
*CGGA GTG GAA GTTTG COGAATGAA GT
?SNP 43 (GI3) TSNF‘-M Ty <

ileri primer okurma yini

43 28 62 62 62593462 62 62 62 490724 3011 2327 62 56 62 6250 62 62 59496159 62 5962 62 62 64 B4 62 62 6262 59 5962 62 62 62

T Ahuﬂ

AT GECTTACT T CA

CLGLALGLEGT G AGCGCCET
TTTACGGAAT TGTCGTTCGCACTCGCGGGA
d
T SMNP-43 (GIA) SMNP -44 (TIT) «
ileri primer akuma yona

Sekil 3.2: SNP -44 ve -43’iin geri primer ile yapilan dizi analizi goriintiileri.
a) SNP -43 (G/G), SNP -44 (T/T). b) SNP -43 (G/G), SNP -44 (T/C).
c) SNP -43 (G/A), SNP -44 (T/T) (* geri primer ileri primere ¢evrildi.)
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SNP -19

SNP 19, 32 bg¢ biyikliginde 2 veya 3 tekrardan olusan bir
delesyon/insersiyon polimorfizmidir. Intron 6’da bulunmaktadir. SNP -19
polimorfizminin genotiplendirmesi dogrudan PZR sonrasinda gergeklestirilen agaroz
jel elektroforezi yontemi ile yapildi. Tekrar bolgesi ve allel biiylikliiglintin 6l¢limii
icin PZR iriinleri %3,5’luk agaroz jel elektroforezinde yiiriitiildii. Agaroz jel
elektroforezi sonucunda allel 1, 217 bg (2 tekrar) ve allel 2, 249 b¢ (3 tekrar)
biiyiikliigiinde bantlar olusturdu.

Genotip sikligi 168 T2DM hastasinda %27,4 (2R/2R), %43,4 (2R/3R) ve
%29,2 (3R/3R), 59 kontrolde ise %28,8 (2R/2R), %35,6 (2R/3R) ve %35,6 (3R/3R)

olarak hesaplandi.

Resim 3.2’de SNP -19’un agaroz jel elektroforezindeki goriintiisti gosterildi.

800 by
00 b

310 b 200 by

T 200 b

100 by

Resim 3.2: SNP -19’un agaroz jel elektroforez goriintiisii. (2 numarali
kuyucuk:3R/3R, 3 numarali kuyucuk:2R/3R, 4 numarali kuyucuk:2R/2R).
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SNP -110 ve SNP -137

SNP -110, A/G (T504A) ve SNP -137 C/T (R555C) polimorfizmidir. Ekzon
10’da ve birbirlerinden 153 bg uzaklikta bulunmaktadirlar. SNP -137 polimorfizmini
belirlemek i¢cin PZR-SSCP teknigi kullanildi. SNP -110 polimorfizmini belirlemek
icin 6nce PZR-SSCP teknigi kullanildi. Fakat yapilan SSCP ¢alismasinda 6rneklerin
yarisindan sonu¢ elde edilemeyince, Evans ve ark (2001)’in ayn1 SNP’yi taramak
icin kullandiklar1 primerler ile ayni bolge yeniden PZR yontemi ile ¢ogaltildi ve

PZR-RFLP ¢aligmast yapildi.

SNP -110 polimorfizmini belirlemek i¢cin 168 T2DM hastasina ve 59 kontrole
ait PZR frlinleri Hhal restriksiyon enzimi ile kesildi. Kesim sonrasinda iriinler
%2,5’luk agaroz jel elektroforezinde yiiriitiildii. Kesimden sonra A/A genotipli
bireylerde 202 bg’lik tek bant, G/G genotipli bireylerde 173 ve 29 bg’lik iki bant ve
heterozigot A/G genotipli bireylerde ise 202, 173 ve 29 bg¢’lik {i¢ bant olustu.

SNP -110’un genotip siklig1 hasta grubunda %59,5 (A/A), %40,5 (A/G) ve
%0,0 (G/G), kontrol grubunda ise %64,4 (A/A), %35,6 (A/G) ve %0,0 (G/G) olarak
hesaplandi. SNP -110’da sadece A/A ve A/G genotipleri gozlendi. G/G genotipi

gbzlenmedi. Dizi analizi sonuglari ile de bulgularimiz desteklendi (Sekil 3.3).

Resim 3.3’de SNP -110°un SSCP jel goriintiisii gosterildi. Resim 3.5’de SNP

-110’un RFLP agaroz jel elektoroforez gotiintiisti gosterildi.

SNP-137 polimorfizmini belirmek i¢in PZR-SSCP teknigi kullanildi. PZR-
SSCP sonuglarinda tiim bireylerde ayni1 go¢ profili gozlendi (Resim 3.4). Dizi analizi
sonuglar1 ile de bu bolgede C/C genotipinin oldugu gosterildi (Sekil 3.3). SNP-
137°de C/T ve T/T genotipleri gdzlenmemis olup tiim hasta ve kontrol bireylerimiz
C/C genotipinde oldugu belirlendi. Sonug olarak ¢alisma grubumuzda SNP -137

polimorfizmine rastlamadik.
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Resim 3.3: SNP -110’un SSCP jel goriintiisii. (1,3,4,5 numarali kuyucuklar: A/A,
2 numalarali kuyucuk: A/G).

Resim 3.4: SNP -137’nin SSCP jel gotiintiisii. (1,2,3,4 numarali kuyucuklar: C/C).
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Resim 3.5: SNP -110’un Hhal enzim kesimi sonrasinda yapilan agaroz jel elektrofez
goriintiisii. (2,3,4,5 numalar1 kuyucuklar: A/G, 6 ve 7 numarali kuyucuklar A/A).
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iz G262 620209 62 62 62 6262 6262 626209 62 6207 62 62 62 62 62 62 62 6262 6262 62 62 2632 13 20 22 24 62 62 62 62 62 62 62 5t

ileri primer okuma yand

b)

I55E5E 5646 323758 55 585554 5454 35 3555585558 35 35 4652 5647 5255355 35 58 DEL3 B50EAG A0 4G 5255 54 5558 5537 4

o

JoCoCa GGGCCCTGGCCCCCGCTGCGTCCGC CTCTGC
1’.I‘D 18 190 ZDD

Sekil 3.3: a) SNP -110 un geri primer dizi analizi goriintiisii b) SNP-137’nin ileri
primer dizi analizi goriintiisii. Ok isareti ile gosterilen baz SNP -137 (C/C).
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SNP -63

SNP -63 intron 13’de bulunan C/T polimorfizmidir. SNP -63 polimorfizmini
belirlemek i¢in 6nce PZR-SSCP teknigi kullanildi. Fakat yapilan SSCP caligmasinda
orneklerin yarisindan sonug elde edilemeyince, Evans ve ark (2001)’ 1 ayn1 SNP’yi
taramak i¢in kullandiklar1 primerler ile ayni bolge yeniden PZR ydntemi ile

cogaltildi ve PZR-RFLP c¢alismasi yapildi.

SNP -63 polimorfizmini belirlemek i¢in 168 T2DM hastasina ve 59 kontrole
ait PZR iirtinleri Hhal restriksiyon enzimi ile kesildi. Kesim sonrasinda iiriinler
%2,5’luk agaroz jel elektroforezinde yiiriitiildii. Kesimden sonra T/T genotipli
bireylerde 189 bg’lik tek bant, C/C genotipli bireylerde 159 ve 30 bg’lik iki bant ve
heterozigot C/T genotipli bireylerde ise 189, 159 ve 30 b¢’lik ii¢ bant olustu.

Genotip sikligr 168 T2DM’li hastada %48,8 (C/C), %51,2 (C/T) ve %0,0
(T/T), 59 kontrolde ise %64,4 (C/C), %35,6 (C/T) ve %0,0 (T/T) olarak hesaplandi.

Hem hastalarda hem de kontrollerde T/T genotipine rastlanmada.

Resim 3.6’da SSCP jel goriintiisii, resim 3.7°de RFLP jel goriintiisii ve sekil

3.4’de ise dizi analizi goriintiisii gosterildi.

Resim 3.6: SNP -63’iin SSCP jel goriintiisii. (7 ve 14 numarali kuyucuklar C/T,
digerleri ise C/C).
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Resim 3.7: SNP -63’lin Hhal enzim kesimi sonrasinda yapilan agaroz jel elektrofez
gorintiisi. (2,4,5,8,10,11 ve 12 numalar kuyucuklar: C/C, 3, 6, 7 ve 9 numarali
kuyucuklar C/T).

45 2835 4459 62 27 561932 22 4517 62 625959 62 62 5962 62 H959 56 6262 6262 62 62625059 5962 6259435 39 4362 B2 B

WNMWWWW i

GEEGEGTGGAGC GAGGGGT GEGGCCGC GTCTCT GCAGGCTC GCTT

f

Sekil 3.4: SNP -63’{in ileri primer dizi analizi sonucu. Ok isareti ile gdsterilen baz
SNP -63 (C/T).
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3.3. T2DM ile Genotip Iliskisi

Hastalikla genotip arasindaki iligkiyi belirlemek igin x* testi yapildi. SNP -44,

-43, -19, -110 ve -63’lin genotip dagiliminin hasta ve kontrollerde bagimsiz olup
olmadig test edildi. P degerleri sirasiyla 0,88; 0,04; 0,59; 0,54; 0,16 olarak bulundu.
SNP -43 hari¢ diger SNP’ler ile hastalik arasinda bir iligki goriilmedi.

Cizelge 3.3: SNP’lerin hasta ve kontrol grubundaki genotip dagilimai.

SNP -137

2R/2R (del/del)
2R/3R (del/ins)

3R/3R (ins/ins)

150 (%89,4)
18 (%10,6)
0

46 (%27,4)
73 (%43,4)
49 (%29,2)

168 (%100)
0
0

52 (%89.4)
7 (%10,6)
0

17 (%28.8)
21 (%35,6)
21 (%35.6)

59 (%100)
0
0
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Cizelge 3.4: SNP’lerin hasta ve kontrol grubundaki allel dagilimi.

SNP -44 T 318 (%94,6) 111 (%94)
C 18 (%5.,4) 7 (%6)
SNP -43 G 273 (%81,2) 85 (%72)
A 63 (%18.8) 33 (%28)
SNP -19 2R (del) 165 (%49,1) 55 (%46,6)
3R (ins) 171 (%50.9) 63 (%53,4)
SNP -110 A 268 (%79,7) 97 (%82,2)
G 68 (%20,3) 21 (%17.8)
SNP -137 C 336 (%100) 118 (%100)
T 0 0
SNP -63 C 250 (%74,4) 97 (%82,2)
T 86 (25,6) 21 (%17,8)

3.4. Genotip-Fenotip liskisi

SNP -44, -43, -19, -110 ve -63’iin aclik glukoz, aclik insiilin, HbAlc ve
HOMA-IR iizerine etkisi hesaplandi. Aclik insiilin ve HOMA-IR degerleri normal
dagilima uymadigi i¢in aclik insiilin degerlerine karekdk transformasyon, HOMA-IR
degerlerine ise log transformasyon yapildi. Aclik glukoz ile genotip iliskisi x* testi,
aclik insiilin ile genotip iliskisi F testi, HbAlc ile genotip iliskisi Kruskal Wallis testi
ve HOMA-IR ile genotip iliskisi One-Way Anova testi kullanilarak hesaplandi.

Aglik glukoz i¢in, SNP -44, -43, -110 ve -63 ile iliski gozlenmezken
(P>0,05), SNP -19 ile arasindaki iliskinin énemli oldugu bulundu (P<0,05) (cizelge
3.5).

HOMA-IR igin, SNP -44, -43, -19, -110 ve -63 ile iliski gozlenmedi (P>0,05)
(cizelge 3.5).
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HbAlc ile SNP -44, -43 -19 ve -110 arasinda iliski bulunmadi (P>0,05). SNP
-63 iizerinde siirda etkisi vardi (P=0,057) (cizelge 3.5).

Cizelge 3.5: Genotiplerle aglik glukoz, HOMA-IR ve HbAlc arasindaki iligki.

Achk glukoz P HOMA-IR P HbAlc P

SNP -44 0,72 SNP -44 0.728 SNP -44 0.974
SNP -43 0,22 SNP -43 0,093 SNP -43 0,701
SNP -19 0,004 SNP -19 0,798 SNP -19 0,724
SNP -110 0,29 SNP-110 o719 SNP-110 o713
SNP -63 0,68 SNP -63 0,27 SNP -63 0.057

Aclik insiilin i¢in, SNP -44, -43, -19 -110 ve -63 arasinda hasta ve kontrol
gruplarinda iliski bulunmadi (P>0,05) (¢izelge 3.6).

Cizelge 3.6: Genotiplerle aglik insiilin arasindaki iliski.

Aglik Insiilin  p (hasta) P (kontrol)
SNP -44 0.786 0.602
SNP -43 0.730 0.405
SNP -19 0.397 0.104
SNP -110 0.753 0.791
SNP -63 0.452 0.650
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4. TARTISMA

T2DM, genetik ve cevresel faktorlerin etkilesimi ile meydana gelen,
komplikasyonlar1 ile yasam kalitesini bozan karmasik bir hastaliktir. Giderek artan
ve epidemik boyutlara varan yayginligi, diyabetin 6nemini arttirmaktadir. Diinyada
en sik goriilen kronik hastaliklardan biridir. Diyabette daha iyi metabolik kontrol
saglamak ve diyabetle iligkili komplikasyonlar1 azaltmak icin yeni stratejilerin
gelistirilmesi amaciyla yogun caba sarf edilmektedir. Bunun yani sira, fiziksel
hastaliklarin 6tesinde diyabet, yasam kalitesini olumsuz etkilemekte ve psikososyal

zorluklara neden olmaktadir.

Insan DNA’sinda gen diziliminin %99,9’u birbirine benzemektedir. Insanlar
arasindaki genetik ¢esitlilik %0,01°lik farkliliktan ileri gelmektedir. Bu genetik
farkliliklar; fiziksel oOzellikler, hastaliklara yatkinlik ve direng, ilag veya besin
metabolizmasinda goriilen farliliklardir. Insan popiilasyonlar1 arasindaki genetik
farkliliklar nedeniyle bazi popiilasyonlar bazi hastaliklara daha duyarhdir

(International HapMap Consortium 2004).

SNP (Single Nucleotide Polymorphism) kavrami genom projesinin
tamamlandig siirecte giindeme gelmistir. Popiilasyondaki siklig1 %1’den fazla olan
genomdaki tek baz farkliliklarina SNP adi verilmektedir. Iki birey arasinda 1250
b¢’de bir farklilik oldugu tahmin edilmektedir. Diabetes Mellitus, kanser, Alzheimer,
baz1 kardiyovaskiiler hastaliklar ve migren gibi hastaliklar SNP ile yakin iligkilidir.
SNP taramalarinda hangi varyant allellerin hastalikla yakin iliskili oldugu
belirlenebilmektedir. Insan genom projesinin devam etmekte olan alt projelerinden
biri de HapMap (Haplotype Map) projesidir. 2002°de basglayan Uluslararas1 HapMap
projesinin amaci insanlar arasinda farkli olan genom dizilerini ortaya koymak ve
genomunun haplotip haritasini gelistirmektir. Yakin zamanlarda yapilan ¢alismalar
genomun biiylik cogunlugunun haplotip bloklar1 seklinde oldugunu gostermektedir.
Yanlizca birkag SNP bu haplotip bloklarinin isaretlenmesinde ve bir hastalikla iliskili
olup olmadigimin belirlenmesinde yeterli olacaktir. Bir hastalik birden fazla gen
tarafindan etkileniyorsa, haplotiplerden elde edilecek bilgi SNP’lerden bir seferde
elde edilecekten fazla olabilir (International HapMap Consortium 2003, International

HapMap Consortium 2004).
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Insan Genom Haritasinin ¢ikarilmasi i¢in girisimlere baslandiktan sonra genis
kitleleri etkileyen hastaliklar ve bu hastaliklarla genetik faktorlerin iliskisi de
arastirmalarda 6n planda yer almaya baslamistir. Bu kapsamda Diabetes Mellitus
gelisimine etkili genetik faktorlerin arastirilmasi sonucunda Non Insulin Dependant
Diabetes Mellitus 1 (NIDDM1) geninin Tip 2 Diabetes Mellitus ile iliskisi oldugu
ortaya konmustur (Polonsky ve ark 1996). Pozisyonel klonlama c¢aligmalarindan
sonra kromozom 2q37.3 lokalizasyonundaki Calpain-10 geni Horikawa ve
arkadaslar1 tarafindan Tip 2 Diyabet ile iliskili ilk gen olarak tanimlanmistir
(Horikawa ve ark 2000). Bunu takip eden g¢alismalarla birlikte Calpain-10 geninde
SNP -19, -43, -44 ve -63 polimorfizmlerinin T2DM ile iligkili oldugu diistiniilmiistiir
(Baier ve ark 2000, Evans ve ark 2001, Cassell ve ark 2002, Garant ve ark 2002,
Hoffstedt ve ark 2002b, Malecki ve ark 2002). Horikawa ve arkadaglarinin
Meksikali-Amerikali, Bosnali, Finlandiyali ve Alman populasyonunu igeren
gruplarda yaptig1 arastirmalar sonucunda SNP -43 ve SNP -63 polimorfizmlerinin
Meksikali-Amerikalilarda, Bosnak ve Finlandiya populasyonlarinda T2DM gelisimi
riskini  arttirdig1  belirlenmistir. Ayrica Meksikali-Amerikalilarda SNP  -19
polimorfizminin de T2DM gelisimiyle iliskili oldugu belirtilmistir (Horikawa ve ark
2000, Horikawa ve ark 2003, Horikawa ve ark 2006).

Calismamizda SNP’ler ile T2DM arasindaki iliskiye bakindiginda SNP -
43°Un hastalikla iligkili oldugu fakat SNP -44, -19, -110 ve -63’iin ise iliskili

olmadig1 saptanmuistir.

CAPNI10 geninin T2DM ile olan iliskisi giindeme geldikten sonra degisik
etnik gruplarda c¢ok sayida arastirmalar yapilmistir. T2DM patogenezinde
CAPNI10’un 6nemi toplumlara gore degismektedir. Bir kisminda CAPN10 genindeki
polimorfizmlerin T2DM riskini arttirdig1 saptanirken, bir kisminda ise bu iliski

saptanamamigtir.

Horikawa ve arkadaglarit SNP- 44’iin bir gii¢lendirici (enhancer) elementte
lokalize oldugunu ve CAPNI10 ekspresyonunu diizenledigini bildirmislerdir
(Horikawa ve ark 2000).

Ingilizler iizerinde yapilan bir ¢alismada SNP -43, -19 ve -63’iin T2DM ile

iliskisini bulamamislardir. Bununla birlikte yaptiklar1 aile bazli ¢calismada SNP -
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44°teki C allelinin hastaliktan etkilenen nesillere beklenenden daha fazla aktarildigini
gozlemlemislerdir. Bdylece SNP-44 gen polimorfizminin Onemi ortaya
koymuslardir. Bu ¢calismada Evans ve arkadaglari ayrica kodlanan bolgede SNP -136
(L34V), SNP -110 (T504A), SNP 137 (R555C) ve SNP -58 (V666I) olmak iizere 4
tane polimorfizm tespit etmislerdir. Ayrica SNP -44’iin SNP -110 ile ¢ok iyi bir
sekilde baglant1 dengesizliginde (linkage disequilibrium) oldugunu gostermislerdir.
SNP -110, CAPNI10’un islevi bilinmeyen T bdlgesinde lokalize olmustur ve
CAPNI10 aktivitesindeki roliinlin anlasilabilmesi i¢in fonksiyonel ¢alismalar
yapilmas1 gerekmektedir (Evans ve ark 2001). Evans ve arkadaglarinin aksine
Horikawa ve arkadaglari Meksikali-Amerikali popiilasyonunda SNP -110
polimorfizmine ¢ok seyrek rastlamislardir. Ayni toplumda SNP -137 polimorfizmi
gorilmemistir (Horikawa ve ark 2000). Calismamizda SNP -110 polimorfizmi tespit

edilirken, SNP -137 polimorfizmi saptanmamugtir.

Tsai ve arkadaglarinin Polinezya’nin Samoa halkinda, Rasmussen ve
arkadaslarinin Iskandinav popiilasyonunda, Fingerlin ve arkadaslarmmn Finlandiya
popiilasyonunda, Elbein ve arkadaslarinin Kafkaslar iizerinde yaptiklar1 Calpain-10
gen polimorfizm ¢aligmalarinda T2DM riskini arttirdiina dair bulgu saptanmamaistir
(Tsai ve ark 2001, Elbein ve ark 2002, Fingerlin ve ark 2002, Rasmussen ve ark
2002). Bununla birlikte Elbein ve arkadaglar1 SNP -19 ve SNP -63’{in aclik insiilin
diizeyini artirdigin1 rapor etmislerdir (Elbein ve ark 2002). Ortho-Malender ve
arkadaglarinin Finlandiya popiilasyonunda yaptig1 ¢aligmada SNP-44 G alelinin ve
SNP-63 T alelinin T2DM riskini arttirdigr belirtilmistir. Ayrica CAPN10 genindeki
genetik farkliliklarin yiiksek serbest yag asitleri ve insiilin direnci ile iligkili oldugu
rapor edilmistir (Ortho-Malender ve ark 2002). Cassell ve arkadaglarinin Giiney
Hindistan popiilasyonunda yaptig1 aragtirmada SNP-44, -43, -19, -63 polimorfizmleri
degerlendirilmistir. Bu ¢alismada bozulmus aclik glukoz ve bozulmus glukoz
toleransli olgularda SNP-63'lin T allelinde istatistiksel olarak anlamh diizeyde fazla

izlendigi belirtilmistir (Cassell ve ark 2002).

Calismamizda, Cassell ve ark. aksine SNP -63’tin aglik glukoz ve aglk
insiilin {izerine bir etkisi olmadig1 saptanirken, HbAlc iizerine ise simirda bir
etkisinin oldugu bulunmustur. SNP -19’un ise aglik glukoz ile arasindaki iliskinin

onemli oldugu, ancak aglik insiilin ve HbAlc ile iliskisinin olmadig1 gézlenmemistir.
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SNP -44, -43 ve -110 polimorfizmleri ile aclik glukoz, aclik insiilin ve HbAlc

arasinda bir iligski saptanmamustir.

Daimon ve arkadaslarinin Japonlar iizerinde yaptiklari ¢calismada SNP -44 ve
-43’iin T2DM ile iligkisini incelemislerdir. 81 hasta ve 81 kontrol ile yapilan ¢alisma
sonucunda bu genotip ve genotip kombinasyonu sikliginin gruplar arasinda herhangi
bir farkliliga neden olmadigini belirtmislerdir. Ayrica bu SNP’lerin obezite ve
hipertansiyon ile iliskisinde de bir farklilik olmadigin1 saptamislardir. Fakat serum
kolestrolii ile iligkisini incelediklerinde SNP -43 (G/G) ve SNP -44 (T/T) genotip
kombinasyonunun bir risk faktérii oldugunu gozlemlemislerdir (Daimon ve ark
2002). Shima ve arkadaslar1 Japon popiilasyonunda CAPN10 genindeki SNP -19 i¢in
VKI degerlerinin ve HbAlc diizeylerinin genotip 3R/3R’de genotip 2R/2R ve
2R/3R’e gore daha yiiksek oldugunu, SNP -63 icin VKI degerlerinin ve HbAlc
diizeylerinin genotip C/C’de genotip C/T ve T/T’e gore daha yiiksek oldugunu
bildirmiglerdir. Ayrica SNP-19’da genotip 3R/3R’ye sahip hastalarin daima SNP -
63’de genotip C/C’1 tasidigimi belirtmislerdir. SNP -43’iin ise hastalarda metabolik
ozellikleri etkilemedigini bulmuslardir. SNP-19 polimorfizminde Calpain-10 mRNA
diizeylerinin transkripsiyon ve protein ekspresyonunu etkileyerek T2DM gelisimine
etkili olabilecegini bildirmislerdir. Bu sonuglar Japonlarda obezite ve glukoz

toleransina SNP-19’un katkisin1 gostermektedir (Shima ve ark 2003).

Horikawa ve arkadaslarinin 2003 yilinda yaptiklar1 ¢alismada ise CAPN10
geninin 6zendirici (promoter) ve ekzon bélgelerini taramislardir. Ozendirici bolgede
5 niikleotid degisimi saptamiglardir. Fakat bu SNP’lerin niiklear faktorleri tanima
dizilerinde yer almadigin1 belirtmislerdir. Ayrica 3 tanesi sessiz (missense) mutasyon
(P200T, T504A (SNP -110) ve R202G) olan toplam 7 tane kodlama farkliligi
bulmuglardir. P200T hari¢ biitiin SNP’lerin sikliginin hasta ve kontrollerde benzer
oldugunu ve bu genetik farkliliklarin Japonlarda T2DM’nin olusumunda 6nemli bir
faktor olmadigini rapor etmislerdir. Ayrica CAPNI10 aktivitesinde P200T, R202G,
T504A (SNP -110)’nin rollerini aciklamak icin fonksiyonel caligmalara gerek
oldugunu bildirmislerdir (Horikawa ve ark 2003). Calismamizda SNP -110’un

T2DM olusumunda 6nemli bir faktér olmadigi saptanmastir.

Song ve arkadaglart T2DM riskine CAPN10’un etkisini belirlemek i¢in 21

popiilasyon temelli ve 5 ailesel temelli ¢alismalarin meta-analizini yapmuslardir.
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Popiilasyon temelli ¢calismada, SNP -43 ve T2DM arasinda istatistiksel olarak 6nemli
bir iliski bulmamiglardir. Bununla birlikte G/G genotipini tasiyan bireylerin G/A ve
A/A genotipini tagiyanlardan %19 daha yliksek T2DM riski tasidigini bildirmislerdir.
Ayrica SNP -43 G/G genotipi ve metabolik fenotipler arasindaki iliski i¢in kanit
bulamamiglardir. Ailesel temelli c¢alismalarin meta analizinde ise T2DM’li
heterezigot anne babalarin, T2DM’lu ¢ocuklarinda SNP -44’deki nadir goriilen C
allelinin daha fazla iletildigini bildirmislerdir (Song ve ark 2004).

Cin popiilasyonunda yapilan ¢alismada ise SNP -43 i¢cin A/A genotipine
rastlanmamistir.  Ayrica SNP -43’{in insiilin direnci iizerinde etkili olmadigi
gozlemlenmistir (Wu ve ark 2005). Demirci ve arkadaslar1 Calpain-10 SNP-44
polimorfizminde T/C genotipinin T2DM riskini arttirdigini saptamiglardir (Demirci
ve ark 2007). Kifagi ve arkadaslar1 Tunus popiilasyonunda SNP -43, -19, -63 ve -110
polimorfizmlerini incelemislerdir. Yalnizca SNP-43’lin A allelini T2DM ile iliskili
bulmuslardir (Kifagi ve ark 2008). Saez ve arkadaslarinin Ispanyollarla yaptiklar1 bir
calismada SNP44 T/T genotipinin hastalikla iligkili oldugu, SNP -19°da ise 3R/3R
genotipinin HOMA degerini artirdigini gozlemlemislerdir (Saez ve ark 2008). Adak
ve arkadaglarinin Bati Hindistan popiilasyonunda yaptiklar1 ve SNP-43, -19, -63
polimorfizmlerini degerlendirdikleri ¢alisma sonucunda SNP-63'te T alelinin T2DM
riskinde artisa neden oldugunu ortaya koymuslardir (Adak ve ark 2010).
Calismamizda SNP -44, -43, -19, -110 ve -63 polimorfizmleri ile HOMA degeri

arasinda bir iligski saptanmamustir.
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5.SONUC VE ONERILER

Bu calismada Konya Bolgesindeki Tip 2 Diabetes Mellituslu hastalarda
CAPNI0 genindeki 6 polimorfizmin (SNP -44, -43, -19, -110 -137 ve -63)
sikliklarint ve polimorfizmlerin T2DM gelisimine etkisini arastirdik. Selguk
Universitesi Meram Tip Fakiiltesi Dahiliye Anabilim Dali Endokrinoloji Bilim Dali
ve Konya Diyabet Cemiyetine basvuran T2DM teshisi konmus 168 hasta ve 59
kontrol grubu ile calistik.

Sonug olarak;

SNP -44’de C/C, SNP -43’de A/A, SNP -110’da G/G ve SNP -63’de T/T
genotiplerini  gézlemedik. Calisma grubumuzda SNP -137 polimorfizmine
rastlamadik. Hastalikla genotip arasindaki iligki incelendiginde, SNP -43 harig¢ biitiin
SNP’lerin hastalikla iliskili olmadigini bulduk.

Ayrica CAPN10 gen polimorfizmlerinin aclik glukoz, aglik insiilin, HbAlc
ve HOMA-IR {izerinde herhangi bir etkiye sahip olup olmadigini inceledik. Bu
fenotiplerle SNP -44, -43 ve -110 arasinda bir iliski gézlemlemedik. SNP -63’iin
HbA Ic iizerinde zayif etkili oldugu ancak aclik glukoz, aclik insiilin ve HOMA-IR
tizerinde herhangi bir etkiye sahip olmadigi bulduk. SNP -19’un aglik glukoz ile
iliskisinin 6nemli oldugunu, aglik insiilin, HbAlc ve HOMA-IR iizerine ise herhangi

bir etkisinin olmadigin1 gézlemledik.

Bu caligmanin ileri bir adimi olarak hasta ve kontrol sayilarinin arttirilarak
SNP -44, -43, -19 ve -63 i¢in haplotip analizlerinin yapilmasina ihtiya¢ oldugunu

diisiinmekteyiz.
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6. OZET

T.C.
SELCUK UNiVERSITESI
SAGLIK BIiLIMLERI ENSTITUSU

Konya Bolgesi Tip 2 Diabetes Mellitus Hastalarinda Calpain-10 Geninin Hastalik ile iliskisinin
Arastirilmasi

Hiilya Ozdemir

Tibbi Biyoloji Anabilim Dah

DOKTORA TEZi / KONYA-2011

Tip 2 diabetes mellitus (T2DM) diinyada yaklasik 135 milyon insanda goriilen, genetik ve
cevresel faktorlerden etkilenen multifaktoriyel bir hastaliktir. Patogenezinde insiilin salinimi ve
insiilin direncinde azalma rol oynar.

Calpain’ler kalsiyum ile aktive edilen proteazlardir. Hiicre i¢i sinyal iletimi, ndral
fonksiyonlar ve hiicre iskeleti yeniden diizenlenmelerini i¢eren birgok hiicresel etkinlikte gorev alirlar.
Son yillarda yapilan galigmalar Calpain-10 (CAPN10) genindeki varyasyonlarin T2DM ile iliskili
oldugunu gostermistir. CAPN10’nun insiilin direnci ve saliniminda bozulma ile iligkili oldugu ileri
stirtilmektedir.

Bu ¢aligmada Konya bolgesindeki T2DM’li hastalarda CAPN10 genindeki 6 polimorfizmin
(SNP-19, -43, -44, -63, -110 ve —137) ve haplotip kombinasyonlarinin hastalikla iliskisini arastirdik.
Hastalar, Selguk Universitesi Meram T1ip Fakiiltesi Dahiliye Anabilim Dali Endokrinoloji Bilim Dalt
ve Konya Diyabet Cemiyetine bagvuran T2DM teshisi konmus hastalardan segildi. Caligmaya
aralarinda akrabalik iligkisi olmayan, yas ve viicut kitle iligkisi birbiriyle uyumlu 168 hasta ve 59
kontrol grubu dahil edildi. Biyokimyasal tetkiklerde; total kolesterol, HDL-kolesterol, LDL-
kolesterol, trigliserid, HbA;c, C-peptid, aglik ve tokluk kan sekeri ve serum insiilin diizeylerine
bakildi. Kontrol grubundaki bireylere oral glikoz tolerans testi (OGTT) yapildi. Her bir hasta ve
kontrol igin HOMA-IR hesaplandi. Periferal kandan DNA izole edildi. Polimeraz zincir reaksiyonu-
tek zincirli konfarmasyonal polimorfizm (PZR-SSCP) ve polimeraz zincir reaksiyonu-restriksiyon
enzim kesimi (PZR-RFLP) teknikleri kullanildi.

SNP -44’de C/C, SNP -43°de A/A genotipi, SNP -110’da G/G, SNP -63°de ise T/T genotipi
gdzlenmemistir. Caligma grubumuzda SNP -137 polimorfizmi gézlenmedi.

T2DM ile CAPN10 gene polimorfizmleri arasinda SNP -43 harig iligski gozlenmedi. Aglik
glukoz, aclik insiilin, HbAlc ve HOMA-IR {iizerinde SNP -44, -43 ve -110’un herhangi bir etkisi
bulunmadi. SNP -63’tin HbAlc iizerinde zayif etkili oldugu ancak aglik glukoz, aglik insiilin ve
HOMA-IR iizerinde herhangi bir etkiye sahip olmadigi gozlemlendi. SNP -19°un aclik glukoz ile
iliskisinin 6nemli oldugu, aglik insiilin, HbAlc ve HOMA-IR {izerine ise herhangi bir etkisinin
olmadig1 bulundu.

Anahtar Kelimeler: Calpain-10, SNP -19, SNP -43, SNP -63, Tip 2 Diabetes Mellitus
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7. SUMMARY

Investigation Of Association Between Type 2 Diabetes Mellitus And The Gene For Calpain-10
In Konya Region

Type 2 diabetes mellitus (T2DM) is a multifactorial disease, influenced by both genetic and
environmental factors, that affects apporoximately 135 million people worldwide. Two major
pathophysiological pathways coexist in the disease: impaired insulin secretion and decreased insiilin
sensitivity.

Calpains are ubiquitous calcium-activated proteases that are implicated in many cellular
activities, including intracellular signal transduction, neural functions and cytoskeletal rearrangemets.
Recent studies have shown that variation in gene encoding Calpain-10 (CAPN10) is associated with
T2DM. It has been suggested that CAPN10 may be implicated in insiilin resistance and impaired
insiilin secretion.

In this study, we examined the possible association between six CAPNI10 gene
polymorphisms (SNP-19, -43, -44, -63, -110 ve —137) and haplotype combinations with T2DM in
Konya Region. Patients with T2DM were recruited at the Selcuk University Meram Medical Faculty
Endocrinology Department and Konya Diabetes Society. The study population consisted of 168
unrelated , age and body mass index matched subjects with T2DM and 59 non-diabetic controls.
Biochemical examinations included total cholesterol, HDL- cholesterol, LDL- cholesterol,
triglyceride, HbA ¢, C-peptid, fasting and postprandial blood glucose and serum insiilin. All control
subjects underwent oral glucose tolerance test (OGTT). Homeostasis model assement (HOMA) of
instilin resistance (IR) was calculated. DNA was isolated from peripheral blood lymphocytes. The
method of polymerase chain reaction-single stranded conformational polymorphism (PCR-SSCP) and
polymerase chain reaction-restriction fragment length polymorphism (PCR-RFLP) was applied on
genomic DNA.

We didn’t showed C/C genotype for SNP -44, A/A genotype for SNP -43, G/G genotype for
SNP -110 and T/T genotype for SNP -63. SNP -137 was not observed in this study.

We found no association between polymorphisms of CAPN10 gene and type 2 diabetes
except SNP -43. There were no effect of SNP -44, -43 ve -110 on fasting plasma glucose (FPG),
fasting insulin, HbA ;. and HOMA-IR. We found a weak association of SNP -63 with HbAlc but no
effect on FPG, fasting insulin and HOMA-IR. SNP -19 had a significant association on FPG, but no
effect on fasting insulin, HbAlc and HOMA-IR.

Key Words: Calpain-10, SNP -19, SNP -43, SNP -63, Type 2 Diabetes Mellitus
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9. EKLER

EK-A: CAPN10 Tim Gen Dizisi

1

61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781
841
901
961
1021
1081
1141
1201
1261
1321
1381
1441
1501
1561
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1741
1801
1861
1921
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2041
2101
2161l
2221
2281
2341
2401
2461

aatgggagac
tggagggctg
gccttctcte
gaggatgcgg
cceccgecgceg
ggacatcacg
ggtttctgag
cgaacgcagg
cctccttcecat
taggtcgtgg
cgttttaaca
tgtctgctcce
acaaagcaaa
aacacctaga
gaaatggttt
gtcttagcgg
tcgtgactga
ggaggaggca
taaaagattg
ctcttggatg
ggcaagaatg
cttgacgact
ggatcgagag
tgccttctgg
gggtgaccta
tggatctgtc
gaggcggagce
tcagtaaaga
tcaggcaggt
cggggagcat
gttctgctgt
cagtgggttt
attggctcag
ggcagctctt
taatgtctta
tgagaggagc
gtcgaagctc
gggaaggtat
cagcaggatg
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aaggaaggca

cccgctgcag

tagcgggccg
ggccgggcgg
cggggctgcg
gcgggccggg
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tggaggcggce
atctccgctc
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cctcecgectg
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atctgctgaa
agacaactga
gatggctttg
agggtcagac
attttaggtg
tgtgttttta
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gttaggatgt
gccatagtga
gtttctggcc
gagttgggct
ctggaggcag
atattagatg
agaagggggc
gccctgacag
gcggcctcac
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gataacatag
aagctagagg
tcaagagctg
aagaacatgg
ccaggctctg
agaggggtgg
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tagctgtttt
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gaaaccacct
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gcgcgacgcec
tcttctgcga
cccaggtggg
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agggccgctce
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ccaagggatg
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cagctggagg
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gggtttggag
ctgattgaaa
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ttgctctcac
gtggatacgg
gtttacagtc
cttggggctg
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gctgagtagt
aggtgacagc
agcctgtgtg
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gggtgggatt
agggcaggag
gcaagggcag
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aagctggaca

tcctgtceccect

ctggtccagc
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gcggggcggyg
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tggattttgt
ccctggceccga
cagggagcaa
tcttcgaaca
tggtttcctt
cttgtcattg
ccactagagg
cttgctgctg
cctggagaaa
tagattggtt
tagagggtga
ggtggatggt
gtcttcaggt
agcagggata
cacagcctgg
agccttgagg
gaagcagcag
tggggaccac
tggggaagag
gacattgatc
gagagtgaat
aagcctgaag
ctgcccgggg
agagggtcag
tgtggatgtt
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ccagcatgag
ttgctagagt
gaggcatttg
ttttgggtaa

acctgcgggg
gaggcggcgg
agatgggagc
ctgttccggg
ccgctggecce
gtgcggtggg
gtgggcggcec
ccecggeccece
ctaccctaag
gctcagagcg
ttcgcecctga
gaagtggcta
gcacctgcct
gtgctgtgtt
ccttgcccta
gagctggaac
ggacaacact
gaatttgggt
gttttggtag
ggtgggaagt
gatgaagggg
tgagacgtac
ggatagtgga
ggtcctggga
ggagctgtcc
ggctagaggc
gagagtgtct
aaccctaaca
gcagtgaggg
ctcaggggca
agttgggacc
gaggcagttt
gggaagcagg
gagactatgg
agctggaagg
gtccagaagc
ttgagtagac
ctgctagaga
taaaaagtga
ttgggatttt
aagccaggag
cactgatgat

ccctcgggcet
cggctgactc
ccgcggagcec
acgccgcecctt
agttccgcga
cgccgtttet
agggtagctc
tcttttcgta
gacgctaaac
ctgcgagagg
agagcgtttg
ggccgagccc
ttccagttgt
catattttta
agtggatgcg
ttctgggctc
gaagggcctg
tttattttgt
aggagtggtt
gggttgtcgg
ctcagattag
cttgcagggg
gggatcaaca
cagagcctgg
tggaggcagg
attcttctgg
cgggggagta
tttcttgggg
agaggacacc
gcagatggct
aagagaagcc
aggggccatg
tagtgggcat
tgctgagaga
gaaggagttg
aggaggcaag
ggggagaaag
aacagatttc
aacttttcga
tccagtaagg
ctgaaggaca

cggaaaagct
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2521
2581
2641
2701
2761
2821
2881
2941
3001
3061
3121
3181
3241
3301
3361
3421
3481
3541
3601
3661
3721
3781
3841
3901
3961
4021
4081
4141
4201
4261
4321
4381
4441
4501
4561
4621
4681
4741
4801
4861
4921
4981
5041
5101
5161
5221

ccaccccaac
catgatctaa
ttccagatga
tgtgtgcctg
tccectgtgtt
gaggccttgce
aggagagttc
gccttggcect
ccccggacte
acaggaggac
gttttcttac
agacagatac
gttttatgct
cctcattcag
tttcagacac
tgccattgtg
cagcctgcac
acgctgtggg
ggctgctgtt
catgcccttg
agagtgtgtc
tctgttaatt
agagttctct
agagttctct
agagttctct
gacactggag
atggcaggtc
cacctgtcgce
gtgccttgca
cttactggaa
caagtgggag
cagagccccce
aggtgcagag
gttccaaagc
ttatcggccce
agactcattg
atcacggtgc
cttccctett
ggaagctggt
cccaagggcet
catagcttcc
tgtgtgggca
aggctaagcc
ttgaggcagc
tgctcaatgc

cgagcacctg

tcctgtcatce
ctctggacaa
cccacgggaa
cgccgcgctg
tgtcctggag
gaaagcagag
caaggcagag
cgccagaagg
catggagtca
ggggctggct
aggttttgaa
tctgggagga
tggcttgttg
agtttcactc
atggtcttac
tttctggccg
tcccececcecgatg
tgcaagcagc
cctgtggtga
aatgtcacat
ccgggatatg
tcatgtgggt
gcgacatcca
gcgacatcca
gcagaccgcg
tagcgccggg
attcctccgg
atttggcagt
gggagactct
aaggtctacg
ctgccactac
ttcagttctg
attcttettt
ccagcgtgga
cagcaagaaa
tgtagtcgtt
ttgctggctc
agaatgcatt
gaacatggga
gttttaggaa
acgcctcecctg
gaggactgca
ttgacttggt
ggttggacga
cagaggctca

tgggccggge

tagagccttg
ctttctgtat
gggcaggtga
cagaagagca
ccggtttett
ctgtgccgca
gctgaggact
ctccatcagg
gatcaccacg
ggcagcctct
tataagtttg
gaaggccttc
ctaagtgttg
atgtcccagg
cagctttgac
taaagtggca
ctgggtcaga
tggcccagtg
cgtgttgcectt
ttgttttggce
tggctccctce
gatgcagccc
ggtgtgccgt
ggtgtgccgt
gtgcctgtgg
tggtgcttat
gacagccgag
ttggacgctg
gtttctcccecg
ccaagtgcgt
catgggctgc
agggtctggce
tgggcctgtg
gtcgttctcc
gatgcttctt
ggggaggaat
aggggaccag
tgtcttcttg
aggctggctyg
aagcagggtt
ccctgcectect
gggcgctcac
gaggatgagg
tttggggtgc
ctcccatggt
aggtggcgga

ggttcttagt
ctcaggagat
agcaggggcet
ggcacctcct
tttgcgtttc
gccggatctce
gcactctgtc
gaggttcgcc
tttagaataa
gcctcagatc
caaaaagtta
tcaggttttc
ctgattaatg
ccccatggta
ttttttttta
gagccaggac
atgcttaccc
tcggggcgece
gcagccagct
ttcaggtcag
ggtgtggtcc
tgtgcaggcg
agagttctct
agagttctct
agcactcagc
atcacgctcg
ctgggccgac
ggtggaggtg
ctgccagagg
gtgctggggg

cccaggaggg
agctcattct

gattgcccac
acagagaaca
tatatttgtt
gaggctaccc
gaccctcacc
ccaaaggcaa
gtgacatcag
ggagcttgag
gtgcccacac
gcttgctgtg
aagaaggcag
tacagaccat
gattgtgtcc
tgccctggtg

ttgaagggtt
ttgtgccaca
gctgggggat
ggaccaggtg
tccagcctge
ctgctgtgtt
cctctgctge
ctgctctgtg
agagacaaat
tctcctcage
ttaaacctgt
cttacctggg
cagcggcgtce
agcgtgtcac
aacgagagtg
cgcaccaggt
ctgaaggagc
aggctcccag
cggtcaagaa
atgcttttag
tcaagttttg
ccgacatcca
gcgacatcca
gcgacatcca
tgtggccaca
ccttttgcett
caggagtacc
accacagatg
gaggatgtgt
ctgaagggcc
tctctgctca
gtgagtcagg
tccectgettt
tgtgtgccgt
gtggagtggt
cagcatacca
atgagtcata
ctggactgac
tgcccagtga
agccaaggga
cggatgccag
aagtaaggcg
aggggagtaa
gggaatcaga
cctagggtcc

gacctgaccg

ccacagcagg
ccccggcetgt
tgctggttcc
cggggcccct
tgagtaccag
gggggaaggc
agggggggat

ctctcctgac
gtgccagctc
tagctcgctg
ttctgtgggt
agtgttcacc
aacagtgtga
agtcactggc
ctaaaatcac
gcctggtgcec
cctgcggtgg
cagcaggagg
ctgggtcact
tgagggcagc
caatgagagg
ggtgtgccga
ggtgtgccgt
ggtgtgcgtt
ccgeggecgg
ctccctgtge
ggggctcctt
accgcctgcec
tctggctccce
tggcctgggg
ctctgggctg
ctgacaggcc
cccttecectt
cctccttatt
tgggacaggc
acacttgtgt
attgaatagc
aggcaggcag
gcccttceccat
tgtgggcatc
agagtttctg
tttgaaggtg
agaggtggga
gagggggcca
atgggtccta
gcggcctgge
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5281
5341
5401
5461
5521
5581
5641
5701
5761
5821
5881
5941
6001
6061
6121
6181
6241
6301
6361
6421
6481
6541
6601
6661
6721
6781
6841
6901
6961
7021
7081
7141
7201
7261
7321
7381
7441
7501
7561
7621
7681
7741
7801
7861
7921
7981

agaaagatgg
ctgggagcac
ctgcgtgctce
cgtgcccceccce
ccctgtcagg
tgaccttcce
tttccactag
ccctggcecca
acattcgtta
cctgtaatcc
agagacccgc
cacttagatg
ggtttacgtg
cgccccatga
tctctectggt
acttaggatt
agttgtcata
cacgttgaga
ccaggaagga
cattagctcg
cacttcaggc
ggtgcattgg
ccaggagacc
ggctctttct
ccctgggect
ctagcaggct
gcagcatgtt
actgaggcct
ggccccgtgt
ggagctctcg
gagcatctcc
tgcccttect
ccatgccttce
gctgctgegg
gtgagtgctg
tgtgtcctgg
agtccctgcet
gaccaaggtg
agcagtcctg
agggtggccg
gcagagctgg
ttcccececcag
tgaggtttct
cctgtcccag
tgacgagctc
aggtagtgcc

aacctgaagg
aggacttgtc
agccccagag
actgccaggc
actaagtggg
ctactgtcct
tgcgaggcag
gctggcaacc
aaaacagttt
cagaactttg
ctgggcaaca
gaaccacatg
ttccctteceg
gcgggtttgce
tttatataat
attttaaaaa
ggccttggtc
ggttcagaga
cgctggcctc
gggagctgtt
tttagaggaa
agcctgctga
ctcctctcta
tttctatgcc
ccatgcctcce
ttgccaagag
tgagaactgg
agagaagggg
gcttgctcct
tggtccatgg
agaggaggag
gcctgtgcect
attgtctcgg
atccagaacc
gggcctggac
tcaccttcag
ctcgtgacac
gccattgggc
ggaagacgca
ctgcccagaa
ggcacggggt
cctgccggceca
tccaggggtg
ctccaggaag
accgttggcect
ccgaggggct

gcgtagcagg
ggcagctgcect
caggtgaggc
ctcaggcaca
aagaagtaag
cttccagagg
gaagaggtgg
tggcaaaatc
gtctccaaaa
ggaggctgag
tggcaagatc
tgacttttga
caccgcttcet
cacagtctct
tataagcagt
tatgggttaa
tgggtccccce
gcctggaggg
agagcctccc
ggttttgggt
gcccccaggce
ggtggcaagg
gaccgttgcc
catctgtctc
agtgggcttc
aaacactctc
tgctgtgcca
atgacttacc
ggagatgctc
ggatctgggg
gcagaggcct
gcgccattcce
acctgcggga
cctggggcecg
catgctgctg
ctgtcaggac
catgcttgtc
ctggggtttc
tccagaggcg
ggccctgtgce
tgctggcagg
agttgacact
aagggtggag
gggagttctg

acccggtcac

gtgctgggca

aagcggaggce
ccacctgaag
acgtggccag
ctgtagcttt
cttgttctca
gacgtggccc
caccgagtca
aaaacctgtt
aatgaaaggg
gtgggagtat
tcatctctac
gtgcgctctc
cacactgcca
taatcattcc
atcaatgaac
agaatatgaa
ataagcagac
cgtgtactcc
acctgggagt
gctccagggt
agagagagat
ggccgceggcyg
ccgccacaga
aaggtctctg
tagccagggc
tagatttctg
ggcatcgtgce
cagcaccaga
ctgagctgat
tctccegtgt
gtgtgtcctt
tcatgcaggt
gctccagggt
gcggtgctgg
tcgggagggg
tgtacttggc
ttggctccag
aatagggcag
tgaagttcct
tgcagagctg
aactcagggc
accagttctc
ccaggtagat
ggtggaggag
ggaggccggce
cgtgctctge

cagcaggaca
gaccagtgtc
catgggaggg
ttatgtgact
agggtggtgt
ttctctccce
aagcccactg
ttttatttta
gccaggtgtyg
cgctggagcc
aaaaaatgaa
agttttccat
cacacgcgct
cctgatgttg
atctttatca
tatcacagta
cctgagatga
ccgccagcecce
gagggcgctg
ggggtagcgce
ggcagctggc
tgggcgagac
tgtggccttce
gccaggtgga
actatctgaa
gcagttgcag
acagatgggt
cccggatgge
gggtcacagc
agccatagtg
gtcagtttgg
gcecegggage
caggcgggcce
caggggctct
ggcccagtgce
tgtctccagce
gcaatccttg
acatcatcac
ctgggaaaag
cttcgggtgt
tctctgggtce
gggaggggct
gcagcggtag
gaggagttcc
cacctgcaga

ctgccgaagt

ggccaggcecg
tgatcagctg
ctgcagccag
ggctacacag
cctcagtttg
tgaccagtcc
tctgtgccat
gtgatagata
gtggctcaca
caggagttca
ggaaaaaaat
gagcacgcac
gtcaaatgtt
gatattaaga
tttttttcat
aactgaaaca
ggttcaggag
cgctggggtg
gtctggtggg
taagtcctag
actgactgga
tgaagtcctt
ctctctgttt
gctgttgccc
tgtcctacct
atgcatctgt
acggacgatg
agccgagtca
tgctaagaaa
gggtgggctg
gactccatgg
tgggggagtt
agtgcatcct
ggagagaggg
cagtctggcc
aaggcccctg
tgaggcctgg
gggctcgggce
agagggctcc
gggaggggct
ccctceccaggce
tctgctgaga
catctgagct
tcagggagtt

gcctctacac

gaggaggctg
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8041
8101
8161
8221
8281
8341
8401
8461
8521
8581
8641
8701
8761
8821
8881
8941
9001
9061
9121
9181
9241
9301
9361
9421
9481
9541
9601
9661
9721
9781
9841
9901
9961
10021
10081
10141
10201
10261
10321
10381
10441
10501
10561
10621
10681
10741

ggcaggtgcc
gattctgtcc
tgggcttgtg
ggttcatgag
ggtgttttct
aagggccagt
tggctgcggg
cacgcggcgg
agcccagcga
actcagcccc
gggttctagg
ccccectectt
acctgagact
gagtctgcag
gccgtgectt
ccagctctgce
ttcceccectgea
tcccaggcete
cctgagggca
ggttttcatc
cttcatggat
ccactgtcca
ggaggacttg
gattggtggg
cgctttcatc
cgtctgaccc
cggcgggtca
gcatacgacc
cccagcacct
cgagtctccc
cttccaaggc
gaggccaccg
agggcagtgg
gtgcagctac
tcatacccca
gtccgcatca
ttccatatct
cagagaattt
ggctcccect
acctctcaga
agggctgatc
gtttggagag
ggaacgcagg
acagcagccc
tccacttacc

ccctggaatg

tgggttcccce
caggagccgg
ggaggggctg
gccaccatgg
cactagagag
cagcaggagg
tctcagaacc
actgggcagg
gcatcccggg
gtctggctca
actggctctg
gggctgttgce
gcaggtcttt
ccagggcagg
tctgaggcaa
agcttgctgt
agacggggtc
aaccactggt
aagggcctga
ttgtgtgtct
gtggcccaca
gcagccccca
caggctcgtg
catctctagc
tgtcaactcc
cggccgctcecc
atctgcctag
gggaggtcca
tcctgaagga
ttaggtgaga
aggatttggg
ggaacctgct
ccaagaacac
ggggttcttg
ccaacccctg
ctctgcatca
tccaggcaag
gcatcttggc
gcccttcgag
ggcaaggccg
caggcagggc
gacaggaggc
gggctgatgg
ctcgggtgtg
ctgactcaga

caggggccct

ctgcccaggce
gaggagggtg
gctctgtctg
¢gggaggccea
gctgctctgce
ctgccggaac
gagtgaggtg
ccgggececgyg
caagcactac
cgctcggttce
ccgggacaca
acggggttga
ctgccttgcece
acccgcagga
ggaggtagag
gtgacctggc
ctgacacgga
tcacaaagtg
gtgtgggtcg
tgacagggtg
tgatgttcct
ggttgcctgg
tctgggacag
tggtccctga
agaggccctt
tccacactga
ggtcctgtcce
cctgcgttgt
cgcgcecaggg
ggaaccgcgc
cactttccct
gccagcgcecc
cacccccggyg
gagagtcggc
cttcccctte
gcactgccgg
ctccttgceccce
ctccattgtc
gcgctgceccta
aagatggcct
aggtttccag
cgaggttgag
actcaggagt
aggaagtcca
atgactgtgt
gacgaggaag

ccagtttggt
atgattctgt
tggccgtagce
gcgaggagcc
catacgcggg
aacagcggct
tacattgccg
gcactggtgg
caggctgtgg
agcaggtggt
tgtgactctg
cgtctgctgg
gtgtgcctca
ggggcctgga
ccagcggcetg
acacatcctc
tctcatggga
tgttgtttcc
aggatatgcc
tgacacttgg
ttcctecttge
gccacggtgce
atactggcgce
gagagggtgg
gtgcttgcag
gcctcctgceca
atgcccccecceg
gagctctcac
gagttcctgce
agtgctgctg
ctgtggttgg
tcccatgttt
gcagccctgce
cagacggcgg
tcggtccceccg
cccagtgaca
cagggaggga
ccaacagagg
gaacccgcac
ctggaagggc
aggaggtggt
accagcgggg
gagaggaggg
cagtcactga
cccaaggttc

gcactgcaac

tctcttcage
cccaggagct
tgctgcttag
gtgtcccaca
cgctgcctgg
ttcccagcaa
tcctgcagag
gtgacagtca
gtctgcacct
gtggaggccc
ccacgggccce
tgctcccaga
ttggccaaag
cceggggggce
aggacctgtc
tccctgecte
ttgctctgag
aggaagaaca
ggctgctcgce
caccacactg
aaaagaagtt
ctttgtgggce
cagggccaag
agggtgctga
cagggaggtc
cgtgctcaca
tggctggcac
cgggctacta
tccgagtcett
gctctccgag
caggtgtcca
gtcttcttgg
ctgcggggga
ggggcagcag
agggccctgg
ccgagttcca
gggggagcag
gctctgggcect
agggccctcect
cgggggcctg
gagtggggag
gtgggtcgag
gaggcccagg
gctcagccag
attctctgca
cctcggttca

gtggagagat
g99aggaggg
accctgccag
gctgatgcct
ggcctgggte
ccccaaattce
atccaggctg
tacttcgtgg
ctggaaggta
atggaggtct
caccagtctc
cccggctcectg
gaaagcaaca
tcctggcage
agggccagtc
cctcagtctc
gcccaggcag
gatgggggcg
tcaggggctg
ttccctgtcece
gctggaaggce
ccagctacaa
tgaagcccgg
caggccttgg
aaggccaggg
ggtagagaag
cgcgtgcecat
cctggctgtce
ctctaccggg
gccacaggcc
tgtgggaact
cagcgccatc
gtgggggacc
gaactttgcc
ccceegetgce
ccccatcggce
aaggggccct
cagtcacttg
cccatctcca
ggaggtgggc
gaagggagaa
ccctggcettg
ctggctggcec
cagccccttg
gacatgtgtc
cagtgggctg
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10801
10861
10921
10981
11041
11101
11161
11221
11281
11341
11401
11461
11521
11581
11641
11701
11761
11821
11881
11941
12001
12061
12121
12181
12241
12301
12361

cctggggacc
tctgaggaaa
gtgttaaagc
ctggcaaggg
ctcctcagag
ctgggctggg
gtcccagagg
agctgcgtgce
acctacaagg
atcgcaacca
ggtgctggag
agcccctatce
ggtctgagcc
tgacaagtgc
caggagatgc
cctgcctggg
cctgggacgt
cagggggagce
ggcgagtgcece
gatgaaaacc
gacaggttcc
ggcctgcecte
aggagagacg
cttctgttgce
cccagatcct
ttctttataa

agcgctgatg

cttggaccct
acacatgcca
ccctgatgat
tggccaggcc
aaggggctgt
ctccctaccce
gtggaaggag
cacatcgcta
ttgtgccecctc
ggattgacag
tcttagtgct
tgtcctggca
tggaaggaga
agtctgggag
tgggccagtt
gctgcctggt
gaggtgccct
tgaggctgcg
accgctgccc
taacagggtg
cagcagctgg
ccagccctgce
cagccctggg
gccactgaga
ctgctgactc
ctatttattg
atttgc

cgctgtttge
gggccagtgg
gtgacaggcc
ttggtgagga
atgtgactca
caaggctggc
ccaggacgca
cgcccaggag
cacctacctg
gtggggctct
cgcctgtcecce
gaccagggct
gtctagtggg
cgctgatctg
cctccaagag
ggcctagggt
tgactcttcc
tcccattcecce
gggccccceca
gcccectgtg
gccggcecagce
caggaggctg
ggccagctgg
cggcagagac
catatggagg

ttcgaatcac

cctgggccac
gagcccttgg
tccaggcggg
ggcgagtcca
agagggccaa
cccctecagtce
cccccactge
gtgagccggce
ccggacacag
gggacttggg
cccacgtctc
gtcctgccta
aggtgggcca
gtgtctctcc
gtgtgtatgc
ctacctgcaa
tgtgagagcc
tggctgcact
tctgtctttg
ccagctcagg
cttgcactgt
cggcctaggg
tgctgcaagg
cccaggatcc
cctcacaccc

ttttaggatg

cggctcaggt
ggcgggcetgg
ggccccactg
gtgtccaggc
gggcatccga
tgagcctgceg
tgctgcagga
tctgcctcect
agggggcectt
ggcggccage
ctgcctgceccce
cctggggacc
ggagcacaca
acaggccatc
agcccecgceca
cctcaggcag
ccgggcggtg
cggggtgggg
caggtctcca
tgactggagc
gggggctggt
gtccacggga
aagggtggga
cagagcttcc
agagggtagg
taactttata

cccctagagce
gcagtcacag
ccggcacctt
ctggcagccc
gcagatggcc
ctttcctcag
gccgctgcetg
gcctgcggge
cacagtgacc
tggaggctgg
ctcaccctca
cttccttgcet
gccacttgtg
cattcacagc
gcccggctca
gtggtttctg
ccttgaaggg
tgtgagaagg
tcatggcagt
ccgagggcct
cctgagtctt
agcctccgtce
agcttgctgg
caggatccct
gcagcagatc

aataaacatg
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EK-B: Etik Kurul Karari

T.C.
SELGCUK UNIVERSITESI
MERAM TIP FAKULTESI DEKANLIGI
ETIK KURUL KARARLARI

y IiToplantl Sayisi: 4 Toplant1 Tarihi: 24-04-2009 I

Karar Sayis1:2009/126: Fakiiltemiz Temel Tip Bilimleri Boliimii Tibbi Biyoloji Anabilim Dali
Opretim Uyesi Yrd.Dog.Dr. Ogretim Uyesi Yrd.Dog.Dr. A.Biillent TURHAN’1n “Konya Bélgesi Tip 2
Diabetes Mellitus Hastalarinda Calpain-10 Geninin Hastahk ile iliskisinin Aragtirilmasr” baglikl
doktora tezi ile ilgili 08.04.2009 tarihli dilekgesi ve ekleri goriigiildii; doktora tez caliymasimn Fakiiltemiz
Temel Tip Bilimleri Bliimii Tibbi Biyoloji Anabilim Dali Ogretim Uyesi Yrd.Dog.Dr. Ogretim Uyesi
Yrd.Dog.Dr. A.Biilent TURHAN’in sorumlulugunda yiiriitilmesinin uygun olduguna oybirligi ile karar

verildi.. - .

ASLVGIBIDIR .

24-04-2009"

o
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10. OZGECMIS

1981 yilinda Konya’da dogdu. Ilkdgrenimini 1987 — 1992 yillar1 arasinda
Konya Nesrin ve Aysegiil Kardesler ilkokulu’nda yapti. Ortadgrenimini 1992 — 1995
yillart arasinda Konya Karma Ortaokulu ve 1995 — 1998 yillar1 arasinda Konya
Atatiirk Kiz Lisesi'nde tamamladi. Universite &grenimini 1998 — 2002 yillari
arasinda Konya Selguk Universitesi Fen Edebiyat Fakiiltesi Biyoloji B&liimii'nde
tamamladi. 2003 yilinda Selguk Universitesi Tip Fakiiltesi Merkez Mikrobiyoloji
Laboratuvar’inda 6,5 ay staj yaptr. 2003 — 2006 yillar1 arasinda Selguk Universitesi
Meram Tip Fakiiltesi Tibbi Biyoloji Anabilim Dali’nda yiiksek lisans yapti. 2006

yilinda ayni boliimde doktora egitimine bagladi.
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