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SIMGE VE KISALTMALAR

A : Adenin

Ach : Asetilkolin

ADMA : Asimetrik dimetil arjinin

Apo Al : Apolipoprotein Al

Apo B : Apolipoprotein B

Apo E : Apolipoprotein E

Arg : Arginin

Asp : Aspartik asit

b¢ : Baz cifti

BKI : Beden-kitle indeksi

C : Sitozin

Ca™ : Kalsiyum

cAMP : Dongiisel adenozin monofosfat
cGMP : Dongiisel guanozin monofosfat
Cav-1 : Kaveolin-1

DAG : 1, 2-diagil gliserol

Dk : Dakika

DM : Diabetes mellitus

DNA : Deoksiriboniikleik asit

dNTP : Deoksiriboniikleozid trifosfat
EDRF : Endotelden tiirevlenen gevsetici faktor
EDTA : Etilen diamin tetra asetik asit
EC : Endotelyal hiicre

eNO : Endotelyal nitrik oksid

eNOS : Endotelyal nitrik oksid sentaz
ER : Endoplazmik retikulum

Et : Endotelin

G : Guanin

Glu : Glutamik asit

HDL : Yiiksek dansiteli lipoprotein
HIS : Hepatik insulin hassasiyeti
HOMA : B-hiicre indeksi

iNOS : Indiiklenebilir nitrik oksid sentaz
1P; : Inositol 1, 4, 5 trifosfat

KVH : Kardiyovaskiiler hastalik

LDL : Diisiik dansiteli lipoprotein
Mi : Miyokard infarktiisii

mRNA : Haberci riboniikleik asit

NO : Nitrik oksid

NOS : Nitrik oksid sentaz

Nt : Niikleotid



nNOS : Noronal nitrik oksid sentaz

(0))) : Optik dansite

PIP, : Fosfatidil inositol 4, 5-bifosfat
PZR : Polimeraz zincir reaksiyonu
RFLP : Restriksiyon parca uzunluk polimorfizmi
RNA : Riboniikleik asit

ROS : Reaktif oksijen tiirleri

sn : Saniye

T : Timin

T2DM : Tip 2 Diabetes Mellitus

TG : Trigliserid

T-kol : Total kolesterol
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1. OZET

Calismamizin amaci, Tip 2 diyabet (T2DM) gozlenmis hastalarda eNOS Glu298A«<n
polimorfizminin sikligin1 belirlemek, eNOS Glu298Asp genotiplerinin (Glu/Glu, Glu/A
Asp/Asp) insiilin ile iliskili fenotipler ve serum lipidleri iizerindeki etkilerini saptamaktir.

Calisma, T2DM tanis1 konmus 115 hasta (67 Erkek, 48 Kadin) ve klinik tan1 yontemleri
ile T2DM olmadig: belirlenen 68 saglikli kontrol (47 Erkek, 21 Kadin) iizerinde yapildi.
eNOS genotipleri, polimeraz zincir reaksiyonu ve restriksiyon parca uzunluk polimorfizmi
yontemlerinin uygulanmasi ile saptandi. eNOS geni Glu298Asp genotipleri, insiilin ile iligkili
fenotipler ve serum lipid parametreleri acisindan karsilastirildi.

Endotelyal nitrik oksid sentaz Glu298Asp genotip frekanslari Glu/Glu, Asp/Asp ve
Glu/Asp i¢in T2DM grubunda sirasiyla % 13.0, % 49.6 ve % 37.4; kontrol grubunda ise %
16.2, % 41.2 ve % 42.6 olarak saptandi. T2DM ve kontrol gruplar arasinda eNOS Glu298Asp
genotip sikliklar1 acisindan istatistiksel anlamli bir fark bulunmadi. Aclik kan sekeri, insiilin,
HbAlc, insiilin direnci, hepatik insiilin hassasiyeti (HIS) ve B hiicre indeksi (HOMA)
diizeyleri T2DM ve kontrol gruplart karsilastirildiginda anlamli bulundu (p<0.001). T2DM
grubunda Asp/Asp genotipine sahip kisilere ait HIS diizeyleri Glu/Glu genotipine sahip
hastalara oranla daha diisiik bulundu. Insiilin ve HOMA diizeyleri ise Asp/Asp genotipine
sahip saglikli kontrollerde Glu/Glu genotipine kiyasla daha diisiik bulundu. Ayrica, Asp/Asp
genotipine sahip tip 2 diyabetli kisilerde viseral obezite Glu/Glu genotipine sahip hastalara
kiyasla daha yiiksek bulundu. T2DM grubunda eNOS GIlu298Asp polimorfizminin lipid
diizeyleri iizerine bir etkisi saptanmazken, saglikli kontrol grubunda Asp/Asp genotipine sahip
kisilerde Glu/Glu genotipine kiyasla daha diisiik oranda serum apoB diizeyleri tespit edildi
(p=0.05).

Anahtar Kelimeler: eNOS, GIu298Asp, Tip 2 diyabet, hepatik insiilin hassasiyeti, HOMA



2. SUMMARY

The aim of our study is to determine the frequency of eNOS gene Glu298Asp
polymorphism in patients with Type 2 diabetes (T2DM) and to determine the effects of
Glu298Asp genotypes (Glu/Glu, Glu/Asp, Asp/Asp) on insulin related phenotypes and serum
lipids.

The study has been performed on 115 patients (67 Men, 48 Women) with T2DM and 68
healthy individuals (47 Men, 21 Women) proven not to have T2DM with clinical diagnosis
methods. eNOS gene Glu298Asp genotypes were determined with polymerase chain reaction
and restriction fragment length polymorphism methods. The eNOS gene Glu298Asp
genotypes have been compared with respect to insulin related phenotypes and serum lipid
parameters.

The frequencies of eNOS gene Glu298Asp genotypes were found to be % 13.0 for
Glu/Glu, % 49.6 for Asp/Asp and %37.4 for Glu/Asp in the T2DM group and % 16.2 for
Glu/Glu, % 41.2 for Asp/Asp, %42.6 for Glu/Asp in the control group. No significant
difference was observed for eNOS Glu298Asp genotype frequencies when T2DM and control
groups were compared. A significant difference (p<0.001) was observed for fasting glucose,
insulin, HbAIc, insulin resistance, hepatic insulin sensitivity (HIS) and B-cell index (HOMA)
levels when T2DM and control groups were compared. In T2DM group patients with
Asp/Asp genotype were found to have lower HIS levels in comparison to Glu/Glu. In healthy
controls, the insulin and HOMA levels were found to be lower in Asp/Asp genotype with
respect to Glu/Glu genotype carriers. Also, in type 2 diabetic patients with Asp/Asp genotype,
visceral obesity was found to be higher in comparison to Glu/Glu genotype. eNOS Glu298 Asp
polymorphism was not found to affect serum lipid levels in T2DM group. However in the
healthy control group, lower serum apoB levels have been observed in Asp/Asp genotype

when compared to Glu/Glu genotype carriers (p<0.05).

Key Words: eNOS, Glu298Asp, Type 2 diabetes, hepatic insulin sensitivity, HOMA



3. GIRIS VE AMAC

Tip 2 diabetes mellitus (T2DM), hiperglisemi, hiperlipidemi ve hiperaminozidemi ile
karakterize sistemik bir hastaliktir (1). Genetik ve ¢evresel faktorler T2DM olusumunda biiyiik
rol oynar (2). T2DM gelisimini etkileyen risk faktorleri arasinda; genetik yatkinlik, yas,
sismanlik, diislik fiziksel aktivite, yiiksek kan basinci, HDL-kolesterol, trigliserid, metabolik
sendrom, etnik koken, dogum agirhigmin diisiik veya yiiksek olmasi, prediyabet ve bazi
endokrin hastaliklar sayilabilir. T2DM’ un patogenezinde bir¢ok faktoriin insulin direnci ve 3-
hiicre fonksiyon bozuklugu ile baglantili oldugu ileri siiriilmiistiir. T2DM’ lu kisilerin biiyiik
cogunlugu sisman oldugundan yag doku T2DM patogenezinde c¢ok Onemli bir rol
oynamaktadir (2). T2DM’ lu hastalardaki temel fizyopatolojik bozukluklar anormal insulin
salinim1 ve hedef dokularda insulin etkisine kars1 direngtir.

Endotelden salinan gevsetici faktor (EDRF) olup yar1 6mrii ¢ok kisa olan nitrik oksid
(NO), tiim vasodilatorlerin aktif komponenti olmasi nedeni ile kalp-damar fizyolojisinin
diizenlenmesinde ©nemli rol oynar. NO, L-Arjininden nitrik oksid sentaz (NOS) enzimi
tarafindan sentezlenir. NOS enziminin noronal nitrik oksid sentaz (nNOS) (3,4), indiiklenebilir
nitrik oksid sentaz (iNOS) (5-7), endotelyal nitrik oksid sentaz (eNOS) (8-12) olmak iizere ii¢
izoformu vardir. eNOS hem in vivo hem de in vitro sartlarda siirekli sentez edilen tek NOS
izoformudur (13).

Yirmi alti ekson iceren eNOS geni, 21 kilobazlik genomik DNA’ dan olusur. eNOS
genine ait Glu298Asp polimorfizmi eNOS geninin 7. eksonunun 894. pozisyonundaki G-T
niikleotid degisimi sonucunda olusur. Bu degisim sonucunda eNOS proteininin 298. amino
asiti olarak Glutamik asit yerine Aspartik asit kodlanir (14). eNOS geninde Glu298Asp
polimorfizminin etkisi T2DM (15), kalp yetmezligi (16), koroner spazm (17), ateroskleroz
(18), miyokard infarktiisii (M) (19) ve hipertansiyon (19) gibi bir ¢ok kalp-damar hastalig1 ile
iligkilendirilmistir. eNOS geni Glu298Asp polimorfizminin hipertansiyon ve spastik angina
sikliginda artisa sebep oldugu bulunmustur (20). Diger bir ¢alismada ise anormal koroner
angiografik bulgularin arttigi ve ateroskleroza yatkinligin mevcudiyeti saptanmistir (21, 22,

23). eNOS Glu298Asp polimorfizminin, sigara kullanimi, metabolik toksinler gibi cevresel



sartlardan etkilendigi ve saglikli kisilerde bazal NO iiretiminde diisiis meydana getirdigi
belirlenmistir (21, 23, 24).

Bu ¢alismanin amaci, T2DM tanis1 konmus hastalarda ve saglikli kontrollerde etiyolojik
risk faktorlerinden biri olan eNOS geni Glu298Asp genotip sikliklarinin belirlenmesinin
yaninda insulin ile iligkili fenotipler ve serum lipid parametreleri ile Glu298 Asp genotiplerinin

etkilerini arastirmaktir.



4. GENEL BILGILER

4.1. KARBOHIDRAT METABOLIZMASI

Kan glikoz seviyeleri enerji metabolizmasinda temel rol oynar. Kan glikoz diizeyi
glikozun alim ve sentezi yolu ile belirlenir. Glikoz dengesi; karaciger ve bobrekler tarafindan
glikoz iiretimi ile beyin, bobrekler, kas ve yag doku tarafindan kullanilan glikoza baghdir.

Pankreasta Langerhans adaciklarinda hormon ireten hiicreler karbohidrat
metabolizmasinda énemli rol oynar. Adaciklardaki a, B ve d hiicreleri sinsisyum olustururlar.
Pankreas adaciklarindaki o, B ve o hiicreleri sirasiyla glukagon, insiilin ve somatostatin
tiretiminden sorumludurlar (Sekil 1).

Pankreas hormonlarinin ana fonksiyonlar1 besin maddelerini glikojen ve trigliserid
seklinde depolamak, glikoz oksidasyonu, aclikta veya streste enerji depolarint mobilize etmek,

kan seker diizeyini sabit tutmak ve biiylimeyi hizlandirmaktir (1, 25).

a - Pankreas b - Adacik ¢ - B-hiicresi

Ana safra kanali
Endokrin doku

o N Ekzokrin doku

Pankreatik kanal

Bagirsak

@© OL-hiicresi @ B-hﬁcresi @ §-hiicresi

Sekil 1. a- Pankreas yapisi;
b- Pankreas adacigindaki a, B ve o hiicreleri;

c- Pankreas B-hiicresi; (26).



4.1.1. insiilin

Panreatik B hiicrelerinden salgilanan peptid yapida bir hormon olan insiilin, karbohidrat,
lipid ve protein metabolizmalarmi diizenler. Insiilin, 51 amino asitten olusan bir peptiddir ve
proinsiilinden C zincirinin uzaklasmasi1 ile (84 a.a) olusur. Proinsiilin preproinsiilinin
parcalanmasi sonucu ortaya cikar. Insiilin A ve B zincirleri olmak iizere iki peptid zincirden
olusmaktadir. Bu zincirler iki disiilfit bag1 (S-S baglari) ile birbirlerine baglidir. Daha sonra
proinsiilin ve insiilin iceren graniiller olusur. Pankreasin insiilin igerigi kabaca 6-10 mg olup
bunun 2 mg’ 1 giinliik salgilanan miktardir. insiilinin yar1 6mrii yaklagik 10-30 dakikadir ve

cogunlukla karaciger ve bobreklerde parcalanir (Sekil 2) (25, 27).
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Sekil 2. Insiilin biyosentezi (27)

4.1.2. Insiilin Reseptorii ve Insiilin Sekresyonu

Insiilin reseptorii tiim viicutta bulunmasina ragmen kas, karaciger ve yag doku olmak
tizere 3 ana hedef dokuda metabolik faaliyetini siirdiiriir.

Insiilin reseptorii 2 o altbirim ve 2 B altbirimden olusmus tetramerik bir komplekstir.
Alfa altbirimler birbirleriyle ve beta altbirimlerle disiilfit kopriileri ile kovalent olarak
baglanmislardir. Ekstraseliiler bolgede bulunan o altbirimler insiilin baglanma bolgelerine
sahiptirler. Beta altbirimler transmembran bolgede bulunur ve tirozin kinaz aktivitesine

sahiptir. Insiilin molekiilii ekstraseliiler bolgeden dimer halindeki a altbirimlere baglanir ve



onlar1 aktive eder. Insiilin molekiiliiniin baglanmasiyla reseptoriin katalitik bolgesi fosforile
olarak aktiflesir. Otofosforilasyona ugrayan tirozin reziidiiler hiicre i¢indeki hedef proteinler

icin yiiksek ilgili baglanma bolgeleri olarak gorev yapar (28) (Sekil 3).

Tirazin
kinaz
1 Bélges
£l b 4 -
:"i' P Tirazinin
fasharilasyonu
3

Hilcra I smyal

B. Insdlin reseplér

Sekil 3. Insiilin reseptoriiniin yapisi (29)

Insiilin, karaciger basta olmak iizere glikoz depolanmasini artirarak hiicre ici glikoliz
diizeyinde ve glikogenezde artisa sebep olur. Boylece besin alinimini takiben glikozun plazma
diizeyi diisiiriiliir. Ince barsaktan absorbe olan glikozun yaklasik iicte ikisi gecici olarak
depolanir ve sindirim arast donemde yeniden kullanilir. Bu sayede, glikoza ileri derecede
bagimli olan merkezi sinir sistemine besin alimindan bagimsiz sekilde glikoz saglanmis olur.
Insiilin ayrica amino asitlerin proteinler seklinde depolanmasim saglar, biiyiimeyi hizlandirir
ve viicutta K" un dagilimini etkiler.

Insiilin fazlalig1 hipoglisemiye yol acar. Asir1 miktarda karbohidrat alimi ile glikojen
depo kapasitesi asildiginda karaciger glikozu yag asitlerine doniistiiriiliir. Yag asitleri yag

dokusuna tasinarak trigliserid seklinde depo edilirler (25).

4.1.3. Kan Glikoz Diizeyinin Hormonal Kontrolii

Insiilin, glikozun kas ve yag hiicrelerine girisini kolaylastirir. Karaciger hiicrelerinde ise

glikozun, glikojen seklinde depolanmasini uyarir. Glukagon ise karaciger hiicrelerinde, hiicre



ici ikincil haberci molekiil olan dongiisel adenozin monofosfat (cAMP) araciligi ile glikojen
kullanimini uyarir. insiilin ve glukagon kan glikoz diizeyini sabit tutmak icin birlikte calisir
(30). Plazma glikoz diizeyindeki artis insiilin salinimini uyararak insiilinin karaciger hiicre
membranindaki reseptorlere baglanmasina neden olur. Glikojen sentaz aktivitesinde artig
meydana gelerek plazma glikoz diizeyi azalir ve glikoz glikojen seklinde depolanir. Eger
plazma glikoz diizeyindeki artis sonucu insiilin yag ve kas hiicre membranlarindaki
reseptorlere baglanirsa glikoz tasiyicilarinin aktivasyonu gozlenir ve glikoz alimindaki artig
plazma glikoz diizeyinin azalmasim1 ve glikozun glikojen seklinde depolanmasini saglar.
Plazma glikoz diizeyinde azalma ise glukagon salinimimi uyararak glukagonun membran
reseptorlerine baglanmasi saglar. Adenil siklazin aktivasyonu cAMP diizeyinde artis meydana
getirir ve cAMP bagimh kinazi aktive eder. Glikojen fosforilazin aktivasyonu ve glikojen
sentazin inhibisyonu, glikojenin glikoza indirgenmesine ve glikozun kana karismasina neden
olur.

Yemek sonrasi, plazma glikozundaki kiiciik bir artis pankreatik B hiicrelerinden insiilin
salintmini artirir. Karaciger tarafindan glikoz iiretimi azaltilarak, kas ve yag dokunun glikoz
kullanimi artar. Tiim bu olaylar, gen transkripsiyonundaki degismeleri, glikojen sentezinde

kullanilan enzimlerin sentez hizini, glikolitik yolu ve lipid metabolizmasini etkiler (2).

4.2. DIABETES MELLITUS

4.2.1. Diabetes Mellitus Tani1 Kriterleri

Diinya Saglik Teskilati” nin 1997 ve Amerikan Diyabet Birligi’ nin 2006 tan1 kriterlerine
gore; rastgele bir plazma 6rneginde glikoz diizeyinin 200 mg/dl’ den fazla olmasi veya 10-12
saatlik bir acliktan sonra aclik plazma glikoz diizeyinin 126 mg/dl’ den fazla olmas1 Diabetes
Mellitus olarak tanimlanir (31, 32).

Aclik kan glikozu 126 mg/dl’ nin altinda fakat 100 mg/dl’ nin iizerinde olan hastalarda
insiilin salintminin ilk fazinin bozulmus olabilecegi diisiiniiliir ve bozulmus aclik glikozu
olarak isimlendirilir. 75 g glikozun oral yolla verilmesi ile 2. saat plazma glikoz degerinin

Olciilmesi oral glikoz tolerans testi (OGTT) olarak adlandirilir. OGTT ile aglik kan glikozu



126 mg/dl’ nin altinda bulunan hastalarda OGTT 2. saat degerinin 140 mg/dl’ den yiiksek 200
mg/dl’ den diisiik olmas1 bozulmus aclik glikozu olarak isimlendirilir ve diabetes mellitus tani
kriterlerinden bir digeridir (Tablo 1).

Tablo 1. Diabetes Mellitus tanm kriterleri

Plazma Glikoz Seviyesi (mg/dl)

Achik Plazma Glikozu Oral Glikoz Tolerans Testi ile
Olgiilen Plazma Glikozu
Diyabet >126 veya =200
Bozulmus Achk Glikozu >100<126
Bozulmus Glikoz Toleransi >140<200

4.2.2. Diyabetin Etiyolojik Siniflandirmasi

Diabetes Mellitus;
e Tip 1 Diyabet
e Tip 2 Diyabet
e Gestasyonel Diyabet
® Diger Spesifik Diyabet Tipleri olarak siniflandirilir.

Tip 1 diyabet, insiiline bagimli diabetes mellitus veya juvenil baslangicli diabetes
mellitus olarak da isimlendirilir. T hiicreleri aracilifiyla pankreatik B hiicrelerinin otoimmiin
harabiyeti s6z konusudur. Insiilin yetersizligi goriiliir (32).

Gestasyonel diyabet, gebelik esnasinda ortaya cikar. Cogunlukla iiclincii trimesterde
geligir. Kesin tanisi icin dogumdan 6 hafta sonra aclik plazma glikoz diizeyleri tayin
edilmelidir. Bu hastalarin tip 2 diyabet gelistirme riski oldukg¢a yiiksektir.

Diger spesifik diabetes mellitus tipleri icerisinde tip 1 ve tip 2 diyabet ile iligkisi olmayip
etiyolojileri bilinen diyabet tipleri bulunur. Pankreas hastaliklar1 (kronik pankreatit,
hemakromatoz), hormon bozukluklar1 (feokromositoma, akromegali), ilaglar ve kimyasal
maddeler (kortikosteroid, tiazid), insiilin reseptor anomalileri (Kahn A, B, C tipi), genetik

sendromlar (Wermer sendromu, Alstrom sendromu).



Tip 2 diabetes mellitus (T2DM), hiperglisemi, hiperlipidemi ve hiperaminozidemi ile
karakterize sistemik bir hastalik olup tiim diabetes mellitus vakalarinin % 90’ 1n1 olusturur.
T2DM insiilin direnci ve/veya insiilin salgilanma kusuru sonucu ortaya cikar. T2DM aymi
zamanda insiiline bagimli olmayan diabetes mellitus veya 40 yasindan sonra ortaya ¢iktig1 i¢in
eriskin baslangich diabetes mellitus olarak isimlendirilir. Heterojen ve cok genli bir hastaliktir.

Beyaz irkin %5-10" unu etkiler. Yasla beraber siklig1 artar (32).

4.2.3. Tip 2 Diabetes Mellitus Risk Faktorleri

Tip 2 diabetes mellitus, genler ve ¢evresel faktorler tarafindan ortaya ¢ikan cok genli bir
hastaliktir. T2DM’ un goriilme sikligindaki bu hizli artisin sebebi ikincil faktorler olan
obezite, hipertansiyon ve fiziksel aktivite eksikligidir. T2DM’ un tanimlanmis risk faktorleri
asagida siralanmastir (2).

1. Genetik Yatkinhk : T2DM aile hikayesi olan kisilerin hastaligi gelistirme riskleri
yiiksektir.

2. Yas : Genellikle 40-45 yas tizeri T2DM gelisimi icin bir risk faktoriidiir.

3. Obezite : T2DM hastalarinin ¢cogu sismandir. Sismanlik, karacigerde ve periferde azalmis
insiilin faaliyeti ile baglantilidir. Sismanhik ile T2DM arasindaki baglanti bircok
mekanizmanin sonucu ortaya c¢ikar. Plazma serbest yag asitlerinin (FFA) artisi, adipositlerden
timor nekroz faktorii o’ nin salinimi bunlardan birkagidir (2).

4. Fiziksel Aktivite : Fiziksel aktivite yoksunlugu T2DM ile baglantilidir. Calismalar;
egzersizin, insiilin etkisini artirdiZimmi ve kas hiicrelerindeki glikoz tasiyicilarinin  da
diizenlenmesini artirdigin1 gostermektedir (2).

5. Hipertansiyon : Kan basincinin >140/90 mmHg olmas1 T2DM gelisiminde ve T2DM’ a
bagli makrovaskiiler komplikasyonlarin olusumunda etkili bir risk faktoriidiir.

6. HDL-Kolesterol : Calismalar yiiksek HDL-kolesteroliin T2DM icin potansiyel bir
koruyucu faktor oldugunu gostermektedir (33). HDL-kolesteroliin 35 mg/dl’ den diisiik olmasi
T2DM igin bir risk faktoriidiir.

7. Trigliserid : Trigliserid diizeyinin 250 mg/dl’ den yiiksek olmast T2DM ig¢in bir risk

faktorudir.
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8. Metabolik Sendrom : Insiilin direnci sendromu olarak da bilinen metabolik sendrom,
T2DM i¢in bagimsiz bir risk faktoriidiir (34).

9. Dogum Agirh@ : Diisiik veya yiiksek dogum agirligt T2DM igin bagimsiz birer risk
faktoriidiir. Dogum agirliginin ¢ok yiiksek oldugu durumlarda annede gestasyonel diyabet
goriilmesi so0z konusu olup ileride T2DM gelismesi i¢in bir risk faktoriidiir. Yiiksek dogum
agirlikli bebekte de T2DM i¢in genetik yatkinlik bulunmaktadir (35).

10. Etnik Koken : Calismalar ve yapilan demografik gozlemler sonucu T2DM prevelansi
cesitli toplumlarda incelenmistir. Cin toplumunda ve Papua Yeni Gine’de prevalens %1 gibi
oldukca diisiik bir degere sahipken, Kuzey Amerika’da bulunan Pima Hintlilerinde %50 gibi
oldukga yiiksek bir degere sahiptir (2).

11. Prediyabet : Oral glikoz tolerans testi ile belirlenen glikoz degerinin 140’ tan yiiksek
200’den az oldugu durum bozulmus glikoz toleransi olarak bilinir. Bu tip hastalarin yaklasik
%30’ unda 10 y1l icinde DM gelisme riski bulunmaktadir (36).

12. Baz1 Hastaliklar : Polikistik over sendromu ve bazi endokrin hastaliklar (hipertiroidi,

akromegali...) T2DM gelisimi i¢in birer risk faktoriidiir.

4.3. TiP 2 DIYABETIN GENETIGi

Tip 2 diabetes mellitus’ ta hastalifin ortaya cikisi bircok gen lokusuna baghdir ve
hepsinin kiigciik de olsa etkileri vardir. Multifaktoriyel bir hastalik olan T2DM’ ta genler
sadece kendi aralarinda etkilesmez. Aym zamanda cevresel faktorlerle de etkilesir. Insiilin
aktivitesi ve salimmmu bir ¢ok lokusta genetik varyansa sahiptir. Bu multifaktdriyel modele
gore; hastaliga yatkinlik, degisik genetik varyantlarin (genotiplerin) ve cevresel faktorlerin
birlesmesiyle kendini gosterir (2). Obezite ve tip 2 diyabetin genetigi cogunlukla ¢akisir.

Tip 2 diyabet aday genleri ii¢ ana gruba ayrilir (37);

1. Pankreatik B-hiicre fonksiyonu ile ilgili olan genler (CDX2, NEURODI1, PAX4, PAXG6,

HNF4A, TCF1, TCF2, ABCC8, ADCYAPIRI1, CPE, GCK, GLPIR, INS, KCNJII,
SLC2A2).
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2. Ana hedef dokular olan kas, karaciger ve yag dokularinda insiilin faaliyeti ve glikoz
metabolizmasi etkileyen genler (INSR Sinyal Yolu Araciligi ile Etki Edenler; AKTI,
AKT2, CAV3, FOXO3A, FYN, GRB10, GRB14, GRB2, GRB7, INSR, IRS1, PDE3B,
PIK3CA, PIK3R1, RPS6KA2, SLC2A4, SOS1, SOS2. Insiilin Faaliyetinin Negatif
Regiilatorii Araciligi ile Etki Edenler; AHSG, ENPP1, GHI, INPPL1. Karbohidrat
Metabolizmasi Araciligi ile Etki Edenler; FBP1, GPD1, HK1, HK2, PFKM, SLC2AS, G6PT1,
GYS1, GYS2, PPP1CC, PPP1R3A, PPP2R1A, PCK1).

3. Enerji girisi ve kullanimi, yag metabolizmas1 gibi diyabet ile ilgili siirecleri etkileyen
genler (Lipid Metabolizmasi Araciligi ile Etki Edenler; CETP, FABP2, FABP4, LIPC, LIPE,
PLCGI1, PPARG. Beslenme Davranisi/Enerji Homeostazi Araciligt ile Etki Edenler; GAL,
PPARGCI1, ADRB3, PYY. Digerleri; USF1, KCNJ6, STXBP3, SGNE1, NCOA1, RXRG,
ABCC9, ENPP2, GC, NOS3 (eNOS) ).

4.4. NITRIK OKSIiD

Nitrik oksid (NO) 1995 yilinda kesfedilmistir. NO’ in bulunmasindan kisa bir siire sonra
endotelyal nitrik oksid sentaz geni (eNOS) klonlanarak bu enzimin substrati olan L-Arginin
tanimlanmistir (17, 38, 39, 40). NO, endotelden iiretilip salgilanan ve damar diiz kasinin
gevsemesini saglayan gevsetici faktordiir (EDRF) (17, 38, 41, 42). NO, lokal vaskiiler denge
icin esansiyel olup, kimyasal olarak stabil olmayan bir serbest radikaldir. 5-10 saniye arasinda
degisen yar1 omrii nedeniyle hiicre dis1 alanda sadece lokal bir etkiye sahiptir. NO, tiim

nitrovazodilatatorlerin aktif komponentidir (13, 16, 17, 39) (Sekil 4).

NHz

NHz
I NO sentaz I
C=NH?  c— =0 INO
| 2NADPH |
"II—H 202 I'II—H +2NADP
H-C-H fiEecig sz
| |
H-C-H H-C-H
| |
H-C-H H-C-H
| |
H-C-NH; H-C-NH7
| |
0-C0H 0-C-0H
Arjinin Sitrulin

Sekil 4. L-Arjininden NOS enzimi araciligiyla NO sentezi
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4.4.1. Nitrik Oksidin Gorevleri

Nitrik oksidin bashica gorevleri arasinda damar diiz kas hiicrelerinin gevsemesini
artirmak, trombosit aktivasyonunun inhibisyonu, damar diiz kas hiicrelerinde biiylime ve
gociin baskilanmasi ve damar duvarinda sentezlenen endotelin’ in diizenlenmesi yer alir (43,
44). NO aym zamanda, diiz kas hiicre proliferasyonunu onler, platelet yapiskanligin1 ve
endotel tabakasinin I6kositlerin iizerine yapigsmasini azaltir. NO’ in antiinflamatuar,
antioksidan ve antifibrotik etkileri vardir (45). NO eksikliginde vaskiiler endotelin artigina
bagh olarak periferik direncte artis meydana gelir (46, 47, 48). NO, hemoglobin tarafindan

etkisizlestirilir.

4.4.2. Nitrik Oksid Etki Mekanizmasi

Nitrik oksid sentezinde etkili olan baglica uyaranlar; kan akiminin damar {izerinde
olusturdugu basing, asetilkolin ve bradikinindir (47, 49, 50). Asetilkolin, endotel hiicre
yiizeyinde bulunan G proteine bagli reseptore baglanir. G proteininde olusan konformasyonel
degisiklikle fosfolipaz-C aktive olur. Aktiflesen fosfolipaz-C, fosfatidil inositol bifosfat’ 1
(PIP,) fosfatidil inositol 1,4,5- trifosfat (IP3) ve 1,2-diagil gliserol’ e (DAG) doniistiiriir.
Sitoplazmada IP; seviyesinin artisi endoplazmik retikulumda (ER) depolanan Ca** un
sitoplazmaya gecisini tetikler. Sitozolde olusan Ca**/ kalmodulin kompleksinin NOS enzimini

aktive etmesi sonucu L-Arginin ve O, den, sitrulin ve NO sentezlenir (Sekil 5) (47, 51, 52).
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Asetilkolin

“Asetilkolin l ; l
GPCR ——> | Fosfolipaz C j
1P
— O
Endotel

hiicresi / [Ca2+/kalmo dulin J

Arter liimeni

-—

Arjinin + O, Sitrulin + {NO}
_:NC‘)'-"" . emm e - Chan mera ’.7;1_(3,"'*«
3 NO GTP e BV
reseptoriy Protein
cGMP >| kinaz G
BB
Diiz kas hiicresi Diiz kas hiicresi gevser

Sekil 5. Nitrik oksid etki mekanizmasi

Endotel hiicresinden salinan NO, diiz kas hiicrelerine difiizyon ile gecer. Kas hiicresi
icerisinde artan NO konsantrasyonu, dongiisel Guanozin monofosfat (cGMP) artisini
tetikleyerek protein kinaz G’ yi aktive eder. Hiicre ici Ca®* seviyesi azalir ve kas hiicresi
gevser (28, 47, 52).

Nitrik oksid sentazi inhibe eden c¢esitli arginin tiirevlerinin deney hayvanlarina
verildiginde gozlenen kan basincindaki ani yiikselme, NO’ nun fizyolojik roliinii
desteklemektedir. Normal kan basincinin korunmasi icin NO’ nun tonik salinimi

gerekmektedir.

4.4.3. Nitrik Oksid Sentaz (NOS) ve Gorevleri

Nitrik oksid sentaz, L-Argininden NO sentezler. NOS ii¢ izoenzim ailesinden olusur.
Bunlar;
-nNOS: Noronal izoformdur. Sempatik sinir sonlarinda bulunur.
-iINOS: Uyarilabilir izoformdur. Aktif makrofajlar ve miyositlerde bulunur.
-eNOS: Endotelyal izoformdur. Vaskiiler endotel, trombositler ve endokardiyumda bulunur

(16, 53).
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Nitrik oksid sentazin endotelyal ve néronal izoformlari Ca**/kalmodulin mekanizmasina
bagimlhi bir sekilde bazal NO seviyesini az miktarda yiikseltir. Buna karsilik iNOS dogru
fizyolojik uyaran verildiginde yiiksek seviyelerde NO iiretir. Bu iiretim Ca*’ dan bagimsizdur.
NOS enziminin her ii¢ izoformu kalpte mevcuttur. eNOS vaskiiler endotel tarafindan hem in

vivo hem de in vitro sartlarda siirekli sentez edilen tek NOS izoformudur (16, 20, 53).

4.4.4. Endotelyal Nitrik Oksid Sentaz Geni

Endotelyal nitrik oksid sentaz geni 7q 32-q terminal (ter) bolgesinde yer alir (Sekil 6).
eNOS geni 1203 amino asitten olusan eNOS enziminin transkripsiyonundan ve sentezinden

sorumludur.

22
21
153
15.2
151
14
13
12

e

11.23

21

213
22

311
312

313

a2
33

g: 14342411141 L 7q 32- q (ter)
Sekil 6. eNOS geninin yerlesimi

Insan eNOS genine ait genomik klonlar kodlanmis ve genin yapisal organizasyonu
belirlenmistir. eNOS genine ait ayrintili bilgiler Sekil 7, Tablo 2 ve Tablo 3’ te goriilmektedir.
Yirmi alt1 ekson iceren eNOS geni 21 kilobazlik genomik DNA’ dan olusur. Kodladig: haberci
RNA (mRNA) 4052 niikleotid igerir ve haploid genomda tek kopya olarak bulunur. eNOS
geninin 5' flanking bolgesi TATA kutusu icermez. TATA kutusunun gorevi proksimal
promotdr elementler tarafindan {istlenilmistir. Bu elementler endotel hiicresinin yapisal
genlerinde bulunan promotor elementler ile uygunluk gostermektedir. Sterol diizenleyici cis
elementleri, SP1, CRE, GATA, NF-1, AP-1, AP-2 ve p53 eNOS geninin proksimal promotor

elementleridir (13).
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Endotelyal nitrik oksid sentaz

A+) WTR (CAN Ax+) A}
*B &l B B‘H R
el & B P pHE B BR R K BBK RH XK K
HHHH I HHH
e L]\ 7] NN
1234567891011 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 EXONS
- — s
F — s
H —] 239

Sekil 7. eNOS geninin yapisal organizasyonu

Endotelyal nitrik oksid sentaz geninde intron-ekson sinirlarinda donor-akseptor kuralina
uygun olarak intronlarin 5' ucunda GT, 3' ucunda ise AG baz ciftleri bulunmaktadir. Eksonlar,
5' ve 3" u¢larinda ayn1 tip yapiskan uglar tasimalari sart1 ile intronik rekombinasyon yolu ile
yerlestirilebilir, ¢ikarilabilir ve duplike olabilirler. Eksonlarin uzunlugu 67 ile 579 bg arasinda
degisiklik gosterir. 5, 15, 21 ve 25. intronlar yaklasik 80 b¢.” lik en kisa uzunluga sahiptir
(Tablo 2, 3).

Tablo 2. Insan eNOS geni ekson ozellikleri ve intron-ekson baglantilari

Intron ekson 5" Donor 3' Kabul eden Ekson

ACAG GTAAGG CCTGGCTCCCAACAG CcCCC
GCAG GTAAGG ACTCCCTCGACCCAG GATG
AGAG GTGACA CCCTCTCCTCCCCAG GAGC
GCAG GTGCGG CCTCGGCTGGCTCAG GTGT
TTCG GTGAGT CCCCATGCGTGCCAG CTCG
CGAG GTGGGC GCCCACTCCCCACAG CTCT
CCAC GTGAGC CCCCAACACCCCCAG GCTG
GGAG GTGAGG ACCCTTCTGCCCCAG GATG
CCAG GTGCAG CTCTCTCCCTTCCAG CTAG
CCAG GTGCCC TCATCTCTCTGCAAG CCAG
CCAA GTGGGT CTTCCTCTCCCGCAG CGCC
CCGG GTAGGG TCTTCCCACCCACAG GTCC
AGAG GTGAGA CACTCCCCTCGCCAG AGCT
ACAA GTGAGT GTCCTCTCTTGCCAG GAGT
TCAG GTCAGG ACCCCTGCACCCCAG GTTC
CCAG GTGAGC CCCGCTGTCCCGCAG GCCG
17 CCAG GTGGGC CCTCCCCGCCCCCAG GTCT
18 CCAC GTGAGG TCTCCCCACCCCCAG GAGG
19 CCTG GTGAGG GTGCACTATCCCCAG GTGG
20 CCAG GTTGGG ATCCTGCCCCGCCAG GATC
21 CAGG GTGAGG CCTTCCCACCCCCAG ATGG
22 GGGG GTAAGT TGTCTCTCCTGCCAG GGCT
23 AAAG GTGAGG CGGGGTTGCTTGCAG GGCT
2¢ CAAG GTGTGA CCCGCCGCCCCGCAG ACCT
25 GCGG GTGCGG GCTCTTTTCCGACAG GATC

b et bt et ek e b
UL OWW-I® OB WD

eNOS genine ait, intron-ekson baglantilarinda, intronlarin 5' ucunda GT, 3' ucunda ise AG baz

ciftleri (b¢) bulunmaktadir.
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Tablo 3. Endotelyal nitrik oksid sentaz geninde intron/ekson yerlesimleri ve uzunluklari

Ekson boyut amino asit ozellik intron be tip
1 180 53 5'-UTR, asetilasyon 1 1235 1
2 112 ki 2 =300° O
3 149 50 3 =12000 II
4 163 54 4 =1400° O
5 92 31 5 90 I
6 142 47 6 265 0
7 140 47 T 104 I
8 175 58 8 =500" O
9 102 34 9 =700 O

10 195 65 10 115 0
11 T4 26 Ca2+ 11 203 11
12 145 48 Kalmodulin 12 234 0
13 105 35 13 =43000 0
14 68 23 14 391 I
15 117 39 15 96 1}
16 175 58 FMN baglanma 16 =1700" (1]
17 133 44 17 125 1
18 79 27 18 130 I
19 188 62 19 530 1
20 173 58 {FAD baglanma 20 309 0
21 211 170 21 91 1
22 88 30 22 =12000 I
23 122 40 23 758 1
24 149 50 {NADPH baglanma 24 337 (4]
25 195 65 25 89 0
26 580 53 3'- UTR bolgesi

eNOS geninde tip I, II ve III intronlarin goriilme siklig1 sirasi ile % 48, % 16 ve % 36’ dir.
eNOS geninin 26. eksonunun 3' ucunda poliadenilasyon sinyali (AATAAA) bulunmamaktadir
(16).

4.4.5. Endotelyal Nitrik Oksid Sentaz Geni Glu298Asp Polimorfizmi

Endotelyal nitrik oksid sentaz genine ait Glu298Asp polimorfizmi 7. eksonun 894.
pozisyonundaki G-T niikleotid degisimi sonucu eNOS proteininin 298. amino asidi olarak

"Glutamik Asit" yerine "Aspartik Asit" kodlanir (14).

4.4.6. Nitrik Oksid le iliskili Hastahklar

Endotelyal nitrik oksid sentaz genine ait Glu298 Asp polimorfizmi ile T2DM (15), kalp
yetmezligi (16), koroner spazm (17), ateroskleroz (18), MI (19), hipertansiyon (19) gibi bir
cok kalp-damar hastaligi iligkilendirilmistir. Nitrik oksid iiretimi kalp yetmezligine karsi
koruyucu bir etkiye sahiptir. McNamara ve arkadaslari, eNOS aktivitesi bulunmayan Asp298

varyantinin kalp yetmezliginin olusumunu artirdifim1 gostermislerdir (16). eNOS genine ait
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Glu298Asp polimorfizmini homozigot mutant olarak tasiyan kisilerde ateroskleroz, koroner

spazm, koroner arter hastalig1 ve MI riskinin arttig1 cesitli calismalarla bildirilmistir (54-56).

4.4.7. Endotelyal Nitrik Oksid Sentaz Fonksiyon Bozuklugu ve Endotelyal Nitrik Oksid

Endotelyal nitrik oksid sentaz fonksiyon bozuklugu ve NO seviyesinin azalmasi ile
iliskili faktorler arasinda lipidler, reaktif oksijen tiirleri (ROS), glikozillenmis eNOS ve eNOS
Glu298Asp polimorfizmi yer almaktadir (45). eNOS plazma membraninin kaveoliinde
lokalize olmustur (30). Kaveolde, sinyal molekiilleri arasinda en iyi ¢alisilmis olan eNOS’ dur.
Kaveolin-1 (Cav-1) ile etkilesmeyen, kaveollere lokalize olmus eNOS optimal enzimatik
fonksiyona sahiptir. Ancak, Cav-1 ile interaksiyona girmek eNOS fonksiyonunu inhibe eder.
Kaveoller ¢ogu sinyal proteininin bazal aktivitesini inhibe eden, genel negatif regiilatorler
olarak fonksiyonlarm siirdiiriirler. Kaveoldeki eNOS lokalizasyonu maksimum eNOS
aktivitesi icin gerekli oldugu halde; Cav-1, bu aktiviteyi eNOS ile etkilesime girerek inhibe
edebilir. Sekil 8 de kaveolde eNOS aktivasyon ve inhibisyon dongiisii anlatilmistir. Cav-1
eNOS aktivitesini kuvvetli bir sekilde inhibe eder (Sekil 8, Asama 1). Asetilkolinin agonist
aktivasyonu ile Ca®* sitozole gecer ve kalmoduline baglanir (Sekil 8, Asama 2). Ca”* ile aktive
olmus kalmodulin eNOS’ a baglanir. Boylece Cav-1" in kuvvetli inhibisyonu hafifletilerek NO
tiretilir (Sekil 8, Asama 3). Cav-1 eNOS’ a tekrar baglanarak dongii tamamlanir (Sekil 8,

Asama 4) (57).

Agonist aktivasyonu
st Asetilkolin Kaveolde eNOS sinyalizasyonu

Ca* Agama 1
a®®

090 Can

."‘f’

Sekil 8. eNOS sinyal mekanizmasinin hiicre membraninin kaveoliinde gosterilmesi (57)
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Endotelyal nitrik oksid sentazin gorevi endotelyal nitrik oksid (eNO) iiretimini
dengelemektir. eNO endotel hiicresi tarafindan sentezlenen, dogal yollarla meydana gelen
endojen, zincir kiran bir antioksidandir. eNO saglikli endotel ile, superoksid [O2'] ise

fonksiyonel olmayan endotelle iliskilidir (45).

4.4.8. Endotelyal Nitrik Oksid Sentaz ve Tip 2 Diyabet

Endotelyal nitrik oksid sentaz reaksiyonu 3 koldan gerceklestirilen bir reaksiyon olup

eNO iiretiminden sorumludur.

eNO iiretiminde L-arginin Kolu

L-arginin substrati esansiyel bir amino asit olup ateroskleroz ve tip 2 diyabet ile iligkili
olan ateroskleropatide mevcut olan fonksiyonel olmayan endotel hiicrelerinin yiiksek oranda
ihtiya¢ duyduklar1 bir amino asittir. Endojen olarak iiretilen asimetrik dimetil arginin (ADMA)
endotel hiicre fonksiyon bozuklugunun en 6nemli sebeplerinden biridir. Nadir olarak goriilen
arginin eksikligi ADMA ve Nitroarginin ile kompetitif inhibisyonu sonucunda olusabilir.
ADMA L-argininin endojen olarak iiretilen kompetitif inhibitorii olup, eNOS enziminin eNO
tiretmek i¢in kullandigi dogal substrati olan L-arginin diizeylerinde azalmaya yol agabilir.
ADMA diizeylerinin yiikselmesi arginin N-metil transferaz (PRMTs) proteinin artmis sentezi
veya dimetil arginin dimetil amino hidrolaz (DDAH) enzimi tarafindan azalmig eliminasyonu
ile gerceklesir (58-61). DDAH selektif olarak ADMA’ y1 L-sitrulin ve dimetil amine hidroliz
eder. Bu sebeple DDAH aktivitesi artinca ADMA diizeyleri azalir. DDAH aktivitesinin
inhibisyonu ise ADMA diizeylerini artirir. Normal ve okside LDL-kolesteroliin PRMT
sentezini uyarirken DDAH aktivitesini diislirdiigii  bildirilmistir (62). Bu ise ADMA
diizeylerini yiikselterek endotel hiicre fonksiyon bozukluguna ve artmis oksidatif strese yol
acarak ateroskleroz ve tip 2 diyabetle iligkili ateroskleropatiye yol acgar. Tip 2 diyabetli ve
normal kisilere L-arginin infiizyonu yapildiginda Homosistein diizeylerinin diistiigi, NO
diizeylerinin yiikseldigi ve oksidatif stresin ortadan kalktigi goriilmiistiir (63). Bu sebeple
artmis ADMA diizeyleri sonucunda ortaya ¢ikan L-arginin eksikligi oksidatif strese yol acarak

insiilin direnci, metabolik sendrom ve tip 2 diyabete sebep olabilir.

19



eNOS Kolu

Endotelyal nitrik oksid sentaz enziminin aktivasyonu i¢in gerekli dnemli agonistler NO
tiretiminde dnemli bir rol oynarlar. eNOS geni ¢ikartilmis fare modelinde eNOS enzimi hig
bulunmadigindan bu farelerde insiilin direnci, hipertansiyon, hiperlipidemi gelistigi
goriilmiistiir (64). Duplain ve arkadaslar1i eNOS’ un insiilin sensitivitesinin diizenlenmesinde
cok Onemli bir rolii oldugunu kanmitlamiglardir (64). eNOS enziminin 1203 amino asitlik
proteininde yapilacak olan bir veya birkac degisiklik tip 2 diyabetik fenotiplerin ortaya
cikmasi i¢in yeterli olmaktadir. Poligenik bir hastalik olan T2DM ve ateroskleropatide onemli
rolii bulunan eNOS genine ait polimorfizm Glu298Asp’ tir. Gen polimorfizmlerinde eNOS
aktivitesi bozulmustur ve anormal yapt meydana gelmektedir. Glu298Asp polimorfizmi
hipertansiyon ve spastik angina (20), ateroskleroz (21, 22, 23) ortaya ¢ikma sikligim artirir
(20). Glu298Asp polimorfizminin saglikli kisilerde bazal NO diizeyini azalttigi Veltman ve
arkadaslar1  tarafindan  gosterilmistir  (24). Glu298Asp polimorfizmi  diger gen
polimorfizmleriyle etkilestigi gibi ayn1 zamanda sigara, obezite, insiilin direncinden sorumlu
toksisiteler (ROS, O,, H,0;), metabolik sendrom ve T2DM ile de etkilesebilir. Japon (21),
Ingiliz (23) ve Italyan (24) toplumlarinda Glu298Asp polimorfizmi ateroskleroz ve koroner
arter olaylariyla iligkili bulunmustur. Veltman ve arkadaglar1 (24) bu gen polimorfizminin
farkli hasta popiilasyonlarinda genis bir dagilim gosterdigini ve hasta popiilasyonlarinin
yaklasik %10’ unda mevcut oldugunu gostermislerdir. Noili ve arkadaslar1 renal hastaligi
bulunan T2DM’ lu kisilerde, Glu298Asp polimorfizmi ile hastalik arasinda bir iliski
bulmuglardir (65). Bu c¢alisma endotel hiicresi ve eNOS reaksiyonunun Onemini

gostermektedir.

BH, Kolu

Tetrahidrobiopterin (BH4), L-arginini NAD(P)H oksidaz enzimine baglayan ve L-
arginini okside edip NO ve L-sitruline ceviren onemli bir kofaktordiir. Bu kofaktoriin ve
mekanizmasinin 6nemi yeni anlagilmaya baslanmustir. Eger bu kofaktor dogru olarak islev
gormezse, tim eNOS reaksiyonu bozulur ve endotel bozulan NAD(P)H oksidaz reaksiyonu

icinde superoksid [O,'] iireticisi olur. BHy onemli bir kofaktdr olmasina ek olarak; [O,'] ve
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peroksinitrit [ONOQO'] gibi reaktif oksijen tiirlerini (ROS) temizleyen dogal bir antioksidandir.
Eger BH4 miktar ve islev olarak yetersiz ise eNOS reaksiyonu sadece sonradan olusan fazla
[O.'] 1 ve [ONOOQO']’ i ayirmaz; aym1 zamanda yiiksek miktardaki lokal ROS’ u temizleyecek
daha az BH, olusturma dezavantaji olusur (66). Bu onemli kofaktoriin eNOS reaksiyonunu
yiirlitmeyi siirdiirebilmesi icin direkt folik asit etkisi gereklidir. ADMA iiretimindeki azalma
folik asitin yardimiyla indirekt olarak saglamir. T2DM’ lu hastalara folik asit vermek,
endotelyal gevseme i¢in bir gelismedir. Bu olay homosisteinin diisiiriilmesinden ¢ok daha hizl
gerceklestirilir (67, 68). eNOS reaksiyonunun 3 kolunun O©Onemine bakildiginda;
ateroskleropati, insiilin direnci, metabolik sendrom, prediyabet ve T2DM ile iligkili endotelyal
fonksiyon bozuklugu goriilen bu hastalarin tedavi 6rneginde 2 olas1 degisiklik vardir. Birinci
olarak, hastaliin ilerlemesini azaltmak icin global risk azalmasi yaklasimina ihtiya¢ vardir.
Ikinci olarak, tedavi ornegine folik asit ve arginin eklemek gereklidir. T2DM giiniimiizde
koroner risk ile esdegerdir. Bu yiizden tim T2DM’ lu ve diyabetik olmayan ateroskleropatik

hastalara folat takviyesi yapilmalidir.

Folik asit (5-MTHF)

B vitamini son zamanlarda, kardiyovaskiiler hastaliklar (KVH), norodejeneratif hastalik,
noral tiip defektleri ve kansere kars1 pozitif etkisiyle ilgi kazanmustir. Folik asit, homosisteinin
remetilasyonunda onemli bir rol oynar, boylece yiikselen homosistein seviyelerini diisiiriir
(69). Folat metabolizmasinin yetersizligi veya bozulmasi hiperhomosisteinemi (hHcy),
hipometilasyon, DNA hasar1 ve bozulan hiicre proliferasyonu, malinansi ve bozulmus eNO
tiretimi ile iliskilidir (70-74). 5-MTHF bir elektron donorii, hidrojen donérii ve bir metil
donoriidiir. Tiim bu 6zellikler, folik asitin fonksiyonu ile ilgili tek bir rolii gosterir. eNOS
reaksiyonu icin onemli bir kofaktor olan BH,’ 1 olusturmak iizere BH, ve BH3” e hem hidrojen
hem de elektron saglar. Bu 6zellik eNOS reaksiyonunun tekrar olusabilmesine olanak saglar.
Boylece eNO tekrar iiretilir ve T2DM ve hiperlipidemideki endotelyal vazodilatasyon
yenilenir (75). Son yillarda Isvicre halkinda yapilan kalple ilgili calismalarda, folik asit, B12
ve B6 vitamin kombinasyonunun stent restenozu ve 1 yillik takipte rastlanan hastalik

tekrarlarinda azalmaya sebep oldugu gosterilmistir (76-78).
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Nitrik oksid sentaz, NO ve redoks stresi T2DM olusumunda rol alir. L-arjinin eksikligi
ve eNOS’ un inhibitorii olan ADMA seviyelerindeki artis; oksidatif strese ve insiilin direnci,
metabolik sendrom, prediyabet, T2DM nedeniyle olugsan ateroskleropatiye sebep olur (45).
T2DM’ un vaskiiler bir hastalik olup olmadig1 halen tartisma konusudur. Azalmis nitrik oksid
tiretimi ve endotel hiicre fonksiyon bozuklugu ile disfonksiyonel eNOS enzimi reaksiyonu
olusur ve bunun sonucu da T2DM ortaya cikar.

Tip 2 diabetes mellitus KVH icin artan morbidite ve mortalite gelisimi ile karakterize
olmast nedeniyle kardiyovaskiiler bir hastalik olarak diisiiniilebilecegi ileri siiriilmiistiir.
T2DM ve KVH’ lar ortak genetik ve gevresel etmenler tarafindan gelistirilir. Insiilin direnci
patogenezinde kas ve yag dokusu 6nemli rol oynar. Kalori aliminin fazla olmasi sonucunda
sitrik asit dongiisiindeki substrat fazlaligina bagl uyaril artis, mitokondrial NADH (mNADH)
ve ROS’ un miktari yiikseltir. In vitro ¢alismalar ve hayvan modelleri anti oksidanlarin,
insiilin hassasiyetini diizelttigini gostermektedir (79).

Fazla kalori alimi ve diisiik fiziksel aktivite hiicrelerde glikoz ve serbest yag asiti
miktarlarin1 artirir. Glikoz ve yag asitlerinin enerjiye doniisiimiine, oksidatif stres eslik eder.
Oksidatif stres, kas hiicreleri ve adipositlerde insiilin direnci olusumuna yol acarken,
pankreatik B-hiicrelerinde ve endotel hiicrelerinde fonksiyon kaybina neden olur. Olusan post-
prandiyal hiperglisemi ile oksidatif stres uyarilir. Hem bozulmus glikoz toleranst hem de

diyabet esnasinda olusan oksidatif stres KVH gelisimine zemin hazirlar (79).

4.5. POLIMORFIiZM

Ayni tiir organizmalar genellikle birbirinden farkli fenotip gosterirler. Bu farkliliklar
genetik olarak belirlenmistir ve polimorfizm olarak isimlendirilir. Bir ¢cok gen lokusunda iki
allel yer alir. Mutasyonlarin fenotipe farkli yansimalarinin nedeni c¢oklu allellerin
varligindandir. Genetik polimorfizm, bir popiilasyonda, farkli allelere bagl, genetik olarak
belirlenmis iki veya daha ¢ok alternatif fenotipin goriilmesidir. Coklu allel iceren bir bolge

polimorfiktir (80, 81).
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5. MATERYAL VE YONTEM

5.1. KULLANILAN KiMYASAL MADDELER VE COZELTILER
5.1.1. Kullamlan Kimyasal Maddeler

1) Gene Ruler 100 bp DNA molekiiler agirlik merdiveni (Fermentas, # SM0241)

2) Ban II restriksiyon enzimi, 1500 U (Fermentas, # ER0281)

3) Niikleotidler dATP, dCTP, dGTP, dTTP (Fermentas, #R0141, #R0151, #RO161,
#RO171)

4) Taq DNA polimeraz (Fermentas, # K0163)

5) 10 X PZR Tamponu (Fermentas, # B15)

6) Agaroz, (Sigma A # 5093)

7) Tris baz, (Sigma T 8524)

8) Sukroz, (Sigma S 2395)

9) Magnezyum kloriir (MgCl,), (Sigma M 0250)

10) Potasyum kloriir (KCl), (Sigma P 4504)

11) Borik asid, (Merck K21183760)

12) Primerler (IDT, #14846500, #14846498)

13) Proteinaz K, (Sigma P 4914)

14) Bromfenol mavisi, (Merck 8122)

15) Etidyum bromid (EtBr), (Applichem 1239-45-8)

16) Polaroid film, (Sigma 3000/36°C (677), F 4638)

17) Sodyum kloriir (NaCl), (BDH GPR " 301237S)

18) Sodyum hidroksit (NaOH), (Merck UN 1823)

19) Sodyum dodesil siilfat (SDS), (Sigma, L4390)
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5.1.2. Kullamlan Cozeltiler

® N N W

10.
11.

Jele Yiikleme Tamponu

% 0.25 Bromfenol mavisi
EtBr: 10 mg/dl

EtBr0.2 g

H,0 20 ml

% 1.5’ lik Agaroz (mini jel)
Agaroz 0.6 g

10 X TBE 40 ml

EtBr 5 ul

% 2’ lik Agaroz (midi jel)
Agaroz 2 g

10 X TBE 100 ml

EtBr 15 pl

Proteinaz K: cift distile suda 20 mg/ml
PZR primerleri: 0.5 pmol/ pl
dNTP’ ler: 10 mM

1 X TBE

Tris baz 10.8 g

Borik asit 5.5 g

0.5 M EDTA 4 ml, pH 8.0
H,O 11t

TE: Tris 1M, EDTA 0.5 M
10 X PZR Tamponu
Niikleaz Tamponu

Tris baz 10 mM

NaCl 400 mM

EDTA 2 mM
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12.  Lizis Tamponu
NH4CI 155 mM
KHCO; 10 mM
EDTA 0.1 mM

13. % 10 SDS
Trisbaz 15.1 g
Glisin 72 g
SDS5¢
HO 11t

14. 1 M EDTA (pH 8.0)
Na,EDTA X 2H,037.2 ¢
NaOH 10 M
H,O0 0.1 1t

15. 1 MKCI
KCl746 ¢
H,O 11t

5.2. CALISMA GRUBU

5.2.1. Tip 2 Diyabet ve Saghkh Kontrol Grubuna Ait Klinik Veriler

Toplam 115 tip 2 diyabetik hasta (67 Erkek, 48 Kadin) ve 68 saglikli kontrol (47 Erkek,
21 Kadm) ile calisildi. Tip 2 diyabetik hastalar, Ocak 2005-Ekim 2005 tarihleri arasinda
Caglayan Florence Nightingale Hastanesi’ ne her 1-2 ayda bir rutin tetkiklerini yaptirmaya
gelenler arasindan secildi. Diabetes mellitus, aclik plazma glikozu > 140 mg/dl ve/veya 75 g
oral glikoz yiiklemesinden 2 saat sonra plazma glikozu > 200 mg/dl olarak teshis edildi.
Kontrol grubu Ocak 2005-Ekim 2005 Caglayan Florence Nightingale Hastanesi merkez
laboratuvarina rutin saglik kontrolleri icin miiracaat edip diyabeti, kalp hastalig1 ve

hipertansiyonu olmadigi tespit edilen kisilerden olusturuldu.
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Tip 2 diyabetik hasta ve kontrol gruplarinda bulunan kisiler Tiirkiye’ nin degisik
bolgelerinden gelmekte ve calisma grubundaki higbir kimse arasinda akrabalik iliskisi
bulunmamaktadir. Tiim tip 2 diyabetik hastalarin hepatik ve endokrin fonksiyonlari normal
olup, HbAlc diizeyleri %8’ in altinda idi. Hasta ve kontroller yas, cinsiyet ve beden-kiitle
indeksi (BKI) acisindan eslestirilerek secildi. Hasta ve kontrol gruplarindaki kisilere
calismanin amaci aciklanarak izinleri alindi.

Hastalarin yas, boy, kilo, sigara, icki kullanip kullanmadiklari, beslenme aliskanliklari,
egzersiz, kendilerinde veya ailelerinde diyabet, kalp hastaligi, anne ve baba arasinda akrabalik
olup olmadig: sorularak saptandi. Hastalarin tamami oral antidiyabetik ila¢ kullanmakta olup,

kontrollerin higbiri ila¢ kullanmamakta idi.

5.3. KULLANILAN INCELEME YONTEMLERI

5.3.1. Kan Orneklerinin Alinmasi ve Saklanma Kosullar

Hasta ve kontrol gruplarin aglik periferik kan ornekleri 5 ml’ lik vakumlu steril Ks-
EDTA’ 1 ve antikoagiilan icermeyen steril tiiplere alindi. K3- EDTA’ 11 kanlar alindiklar
andan itibaren ilk 3-5 giin icerisinde genomik DNA’ lar1 izole edilene kadar +4°C’ de saklanda.

Antikoagiilan icermeyen tiiplere alinan kandan, serum hemen ayrilarak lipid 6l¢iimleri yapildi.

5.3.2. Uygulanan Biyokimyasal Laboratuvar Analizleri

Hasta ve kontrol o6rneklerinin biyokimyasal analizlerinden total-kolesterol, trigliserid,
apolipoprotein E (Apo E), apolipoprotein A1 (Apo Al), apolipoprotein B (Apo B), aclik kan
sekeri, insiilin ve HbAlc degerlerinin Ol¢iimii yapildi. Total- kolesterol, trigliserid, Apo E,
aclik kan sekeri otoanalizorde ve serumla calisildi. Serum Apo Al, Apo B degerleri
nefelometrede Ol¢iildii. Serumlar 6n isleme tabi tutulmadan analiz edildi. Lipid ya da
apolipoprotein diizeyleri referans degerlerinin iizerinde olan ornekler ise ¢ift distile su ile

sulandirilarak 6lciildii. Sismanligi degerlendirmede, beden kiitle indeksi (BKI) Quatelet’s
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(agirlik (kg) / uzunluk? (m?)) formiiliine gore hesapland1 (82). BKI 25 ve iizerinde olan kisiler

sisman olarak degerlendirildi.

5.4. ENDOTELYAL NIiTRiK OKSIiD SENTAZ GEN COGALTILMASI
VE GLU29SASP POLIMORFIiZMININ TESPiTi ILE ILGILi
YONTEMLER

Hasta ve kontrol grubuna ait kisilerden alinan venoz kan 6rneklerinden, genomik DNA’
larin izolasyonunu takiben 517 b¢ uzunlugundaki eNOS gen iiriiniinii ¢ogaltmak amaciyla
polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) uygulandi. Cogaltilan {irlinler, eNOS Glu298Asp
genotiplerinin belirlenmesi amaciyla restriksiyon parca uzunluk polimorfizmi (RFLP)

yontemine tabi tutuldu.

5.4.1. Kandan Genomik DNA izolasyonu

Yiiksek tuz konsantrasyonu kullanilarak genomik DNA asagida belirtilen yonteme gore

izole edildi (83).

1. 0.5 ml EDTA’ I periferik kan iizerine 1.5 ml lizis tamponu eklendi. (Lizis tamponu:

155 mM NH4Cl; 10 mM KHCOs3; 0.1 mM EDTA)

2. +4°C’ de 15 dakika (dk) inkiibe edildi.

3. 5000 rpm’ de 10 dk. santrifiij edildi.

4. Siipernatant atild1 ve pellet iizerine lizis tamponu eklendi.

5. 5000 rpm’ de 10 dk. santrifiij edildi.

6. 4. ve 5. basamaklar 2-3 kez tekrar edildi.

7 Niikleus pelleti iizerine, 150 ul niikleaz tamponu (Niikleaz tamponu: 10 mM Tris-

base; 400 mM NaCl; 2 mM EDTA) , 20 ul ¢ift distile su, 1.5 ul proteinaz K ve 2.5 ul % 10

SDS eklendi.

8. Karisim 37 °C’ de bir gece inkiibasyona birakildi.

9. Inkiibasyon sonras1 1:1 oraninda cift distile su ve 5 M NaCl karisima ilave edildi.

10. 10000 rpm’ de 20 dk. santrifiij edildi.
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11. Siipernatant baska bir tiipe aktarilarak iizerine saf etanol eklendi ve tiip birka¢ kez
altiist edilerek karistirildi.

12. 10000 rpm’ de 5 dk. santrifiij edildi.

13. Pellet iizerine %70 izopropanol eklendi ve DNA coktiiriildii.

14. Siipernatant atildi ve pellet 200 pl 1X TE igerisine ¢ozdiiriildii.

5.4.2. DNA Miktarmin Olciilmesi

izole edilen DNA’ nin konsantrasyonu 260 nm’ deki optik dansitesinden (OD), saflig1 da
260 nm/280 nm’ deki OD oranindan tespit edildi (84).

5.4.3. Primerlerin Hazirlanmasi

Endotelyal nitrik oksit sentaz geni Glu298Asp genotiplerinin belirlenmesi icin ileri
(298F) ve geri (298R) primerler (HPLC yoOntemi ile saflastirilmig) kullanildi. Liyofilize
formdaki primerler DNaz, RNaz icermeyen cift distile saf su ile ¢oziindiiriildii (100 pmol/ pl).
Sulandirilmig primer stoklar1 (10 pmol/ pul) -20°C’ de kullanilincaya dek muhafaza edildi.

Oligoniikleotid Primerlerin Dizisi

Endotelyal nitrik oksid sentaz Glu298Asp genotiplerini belirlemek amaciyla PZR
reaksiyonunda kullanilan ileri (298F) ve geri (298R) primerlerin dizileri asagidaki gibidir.

298F : 5'- GACCCTGGAGATGAAGGCAGGAGA -3’
298R : 5'- ACCACCAGGATGTTGTAGCGGTGA -3’

Standart 25 pl’ lik PZR reaksiyon karisimi 0.2 ml’ lik ince duvarli PZR tiiplerinde Tablo
4’ te belirtildigi gibi hazirlandi.
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Tablo 4. eNOS Glu298Asp PZR reaksiyon karigimi icerigi

Kullanilan temel komponentler Final Konsantrasyon

10 X PZR tamponu 2.5 ul

MgCl, 2.0 mM

fleri primer (10 pmol/ul) 0.4 uM

Geri primer (10 pmol/ul) 0.4 uM

dNTP’ler (2 mM) 200 uM

Taq DNA polimeraz (5 U/ pl) 05U

Kalip DNA 100 ng

Cift distile su Total hacim 25 pl’ ye tamamlanir

Total hacimleri 25 upl olan PZR karisimlar1 termal dongii cihazinda c¢ogaltilan iiriinler

restriksiyon yapilana dek - 20°C’ lik derin dondurucuda saklandi.

PZR Program

1. 95 °C’ de 5 dk. denatiirasyon
2. 30 kez tekrarlanacak sekilde;
94 °C’ de 1 dk.
58°C’ de 1 dk.
72°C’ de 1 dk. sentez ve uzama

3.72°C’ de 5 dakika

5.4.4. PZR Uriinlerinin Yatay Jel Elektroforezinde Goriintiilenmesi

PZR iiriinlerinin jel elektroforezinde kullanilacak agaroz jelin konsantrasyonu
ayristirilmak istenen parcanin biiyiikliigiine gore degismektedir. Bu calismada c¢ogaltilan
eNOS geninin PZR iiriinleri (517 bg) % 1.5° lik agaroz jelde yiiriitiildii. Agaroz jeller
ultraviyole (UV) 151k altinda incelendi.
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Mini jel kasetinin biiylikliigline gore tartilan 0.6 g agaroz, 10 X ana stoktan sulandirilmis
40 ml 1 X TBE tamponu igerisinde kaynatildi. Elle tutulabilecek sicakliga (55-50°C)
diistiigiinde 5 ul etidyum bromid eklendi. lyice karistirilip kaset iizerine dokiildii. Cepleri
olusturacak tarak yerlestirilip donmasi beklendi. Tarak dikkatlice uzaklastirildiktan sonra jel
elektroforez tankina gecirildi.

5 wl PZR iiriinleri 2 pl yiikleme tamponu ile karistirilip ceplere yiiklendi. Jeldeki DNA,
Consort E861 elektroforez sistemi ile 90 V gerilimde ve 1X TBE tamponu icerisinde 30
dakika yiiriitiildii. PZR iirtinlerinin biyiiklikleri Gene Ruler 100 b¢ DNA ladder molekiiler

agirlik standardi ile karsilastirilarak belirlendi.

5.4.5. Restriksiyon Parca Uzunluk Polimorfizmi (RFLP) Analizi

Prokaryotlardan izole edilen, ¢ift iplikli DNA’ da 6zel dizileri tantyan ve DNA’ y1 belli
noktalardan kesen enzimlere restriksiyon enzimleri adi verilir (85). Bakteriler, sahip olduklari
restriksiyon endoniikleazlar1 ile virus DNA’ sim1 bozarak bakteri hiicresini virus saldirisina
karst korumaktadir. Bu enzimler, DNA’ da 4-8 niikleotidlik spesifik dizileri tanirlar. Bazi
restriksiyon endoniikleazlari, kesilen parcalarin her iki ucunda kisa, tek zincirli DNA
kuyruklart olusturur. Bu tip uclar yapiskan uclar olarak tanimlanir. Yapigskan uclar ayni1 enzim
ile kesim sonucu olusan diger uclarla komplementer baz ciftleri olusturabilir. Bu sekilde
herhangi iki DNA fragmam yapigskan uclar sayesinde kolayca birbirine baglanabilir. Bazi
enzimler ise DNA’ daki tanima noktalarinda ayni noktadan karsilikli kesim yaparlar ve Kkiit
uclu olarak adlandirilirlar. EcoRI, HindIIl, Pst I enzimleri yapiskan uclar, Hpal gibi enzimler
ise kiit uclar olustururlar.

eNOS Glu298Asp genotiplerinin belirlenmesi amaciyla amplifiye edilen PZR iiriinleri
Ban II (Eco241) enzimi ile kesildi. Ban II restriksiyon endoniikleazi DNA parcalarinda
yapiskan u¢ olusturan bir enzimdir. Ban II enziminin tanidigi niikleotid sirasi asagidaki

gibidir.
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5-GPuGCPy"rC-3
3-CA"PyCGPuG-5

Sekil 9 . Ban II (Ec0241) enziminin kesim bolgesi

Restriksiyon enzimlerinin optimal aktivite gosterdikleri iyon konsantrasyonu ve 1silari
farklidir. 20 pl PZR iiriinii i¢in 3 U (0.3 ml) Ban II enzim eklendi ve 37°C’ lik etiivde 1 gece
inkiibe edildi.

5.5. ISTATISTIiKSEL DEGERLENDIiRME

Istatistiksel analiz Unistat 5.1 software programi kullanilarak yapildi. Degerler ortalama
+ standart hata (SE) olarak ifade edildi. Genotipler ile tip 2 diyabet ve diger risk faktorleri
arasindaki iliski iki yonlii varyans analizi ile tespit edildi. p < 0.05 degerleri istatistiksel acidan
anlaml kabul edildi. Hasta ve kontrol grubundaki parametreleri karsilastirmak icin Student- t
testi kullanildi. Hasta ve kontrol grubundaki genotip frekanslar1 5 testi ile karsilastirildi.
Bonferroni testi ile her bir parametre i¢in genotipler birebir karsilastirildi. Calisilan hasta
grubunda eNOS Glu298Asp polimorfizmi T2DM igin bagimsiz bir risk faktorii

olusturmadigindan Lojistik Regresyon analizi yapilmasina gerek duyulmadi.
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6. BULGULAR

Bu calismada 115 tip 2 diyabetli hasta ve 68 saglikli kontrol ile ¢alisildi. Tip 2 diyabet
grubu, yas ortalamalar1 58.23 + 0.93 olan 67 erkek ve 48 kadindan, kontrol grubu ise yas
ortalamalar1 55.30 + 1.46 olan 47 erkek ve 21 kadindan olusturuldu.

Calisma grubunu olusturan tip 2 diyabet ve kontrol gruplarina ait demografik 6zellikler
Tablo 5° te verilmistir. Gruplar agirhik, boy, BKI, bel, kalga ve bel/kalca degerleri agisindan

karsilastirildiklarinda istatistiksel olarak anlamli bir fark tespit edilmedi (Tablo 5).

Tablo 5. Hasta ve kontrol gruplarinin demografik 6zellikleri agisindan karsilastirilmasi

Parametre Hasta (n=115) Kontrol (n=68) p

Agirlik (kg) 73.63 £ 1.17 72.50 + 1.53 AD
Boy (m) 1.64 +£0.00 1.63 £0.01 AD
BKI (kg/m?) 27.39£0.41 27.19 £0.50 AD
Bel (cm) 96.83 +£1.80 95.88 £2.61 AD
Kalca (cm) 103.69 + 0.82 103.88 + 0.97 AD
Bel/Kalca 0.92 £0.01 0.91 £0.02 AD

Degerler ortalama + Standart hata olarak ifade edilmistir. Istatistiksel olarak anlamly

olmayan sonuglar AD olarak belirtilmistir.
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Calisma grubunu olusturan hasta ve kontrol gruplarinin BKI acisindan degerlendirilmesi

Tablo 6 ve Sekil 10° da gosterilmistir.

Tablo 6. Hasta ve kontrol gruplarinin BKI degerleri

BKIi < 25 (%) BKi >25(%)
Diyabet 31.9 68.1
Kontrol 35.6 64.4

OBKi < 25 B BKi 225

Diyabetik Kontrol

Sekil 10. Hasta ve kontrol gruplarmin BKI degerlerinin grafik ile gosterilmesi
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Tablo 7° de hasta ve kontrol gruplarinin biyokimyasal ozellikleri karsilagtirilmistir.
Hasta ve kontrol gruplarinin, insiilin, HbAlc, aclik kan sekeri, hepatik insiilin sensitivitesi
(HIS), B-hiicre indeksi (HOMA), total-kolesterol, trigliserid, apolipoprotein E (apo E),
apolipoprotein Al (apo Al), apolipoprotein B (Apo B) diizeyleri belirlenmistir. Hasta
grubunda insiilin (p<0.001), HbAlc (p<0.001), achk kan sekeri (p<0.001) ve HOMA
(p<0.001) diizeyleri kontrol grubuna kiyasla oldukc¢a yiiksek bulunmus ve ileri derecede
anlaml1 oldugu tespit edilmistir. Kontrol grubunda HIS (p<0.001) diizeyleri hasta grubuna
kiyasla daha yiiksek bulunmus ve ileri derecede anlamli oldugu goriilmiistiir. Hasta ve kontrol
gruplari, total-kolesterol, trigliserid, apo E, apo Al ve apo B diizeyleri acgisindan
karsilastirlldiginda p degeri 0.05’ in lizerinde bulunarak anlamli bir farklilik gostermedigi

saptanmistir.

Tablo 7. Hasta ve kontrol gruplarinin klinik ve biyokimyasal veriler agisindan karsilastirilmasi

Parametre Hasta (n=115) Kontrol (n=68) p
Insiilin (uWU/ml) 14.19 £ 0.57 3.85+£0.20 <0.001
HbAlc 7.69 +0.21 4.58 +0.06 <0.001
Aclik kan sekeri (mmol/L) 9.60 £ 0.36 3.62 £0.09 <0.001
Hepatik Insiilin ~ Sensitivitesi 0.26 +0.02 1.96 +0.12 <0.001
(HIS)

B- hiicre indeksi (HOMA) 1.82 +0.07 1.29 £0.07 <0.001
Total-kolesterol (mmol/L) 541 +0.11 5.63+0.16 AD
Trigliserid (mg/dl) 2.00 +0.20 1.83 +£0.12 AD
Apolipoprotein E (mg/L) 45.40 £2.51 52.44 +4.40 AD
Apolipoprotein Al (g/L) 1.42 £0.02 1.40 £0.03 AD
Apolipoprotein B (g/L) 1.15+£0.03 1.15+£0.03 AD

Degerler ortalama + Standart hata olarak ifade edilmistir. Istatistiksel olarak anlamly

olmayan sonuglar AD olarak belirtilmistir.



Endotelyal nitrik oksid sentaz geni Glu298Asp genotiplerinin saptanmasi amactyla 517
b¢ uzunlugundaki PZR iiriinlerinin (Sekil 11) Ban II enzimi ile kesimi sonucunda olusan DNA
parcalarinin uzunluklar1 Tablo 8 de verilmistir. Ban II enzimi kesim bdélgesinin bulunmasi
346 b¢ ve 171 bg’ lik iki DNA pargasinin olusmasina neden olurken, kesim bolgesinin
bulunmamasi 517 b¢’ lik tek parcanin gozlenmesiyle sonuclanir. Kesim iriinleri %2’ lik
agaroz jelde yiiriitiiliip UV 151k altinda polaroid film ile fotograflar: ¢ekildi.

Her 6rnek icin kesim olup olmadigi, Gene Ruler 100 b¢ DNA ladder molekiiler agirlik
merdiveni standartina gore degerlendirildi. eNOS GIlu298Asp genotipleri, restriksiyon
bolgesinin her iki allelde de bulunmamasi normal (Glu/Glu), restriksiyon bolgesinin her iki
allelde de bulunmasi mutant (Asp/Asp), restriksiyon bolgesinin sadece bir allelde bulunmasi

heterozigot (Glu/Asp) seklinde agiklanir (Sekil 12, 13).

Tablo 8. eNOS Glu298Asp PZR iiriinlerinin Ban II enzimi ile kesiminden sonra ortaya ¢ikan

DNA parcalarinin uzunluklar

Homozigot Normal  Heterozigot Homozigot Mutant
(Glu/Glu) (Glu/Asp) (Asp/Asp)
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B0 ARG a5, A% B0l b 125 80 1415416, 17

Sekil 11. eNOS geni Glu298 Asp polimorfik bolgesini tasiyan PZR iiriinleri
M: 100 b¢ DNA molekiiler agirlik merdiveni; 1, 2, 3, 5, 6, 7, 8, 11, 13, 14, 15, 16. kuyular:
517 b¢’ lik PZR iirtinleri
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Sekil 12. PZR iiriinlerinin kesimi ile elde edilen Glu298 Asp genotipleri
M: 100 b¢ DNA molekiiler agirlik merdiveni; 1, 2, 3, 4, 5, 7, 11, 12, 14, 15, 16. kuyular
Glu/Asp genotipi; 6, 8. kuyular Glu/Glu genotipi; 9, 10. kuyular Asp/Asp genotipi.
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Sekil 13. PZR iiriinlerinin kesimi ile elde edilen Glu298 Asp genotipleri
M: 100 b¢ DNA molekiiler agirlik merdiveni; 12, 19. kuyular: Glu/Glu genotipi; 5, 13, 14, 15,
16, 17, 18. kuyular: Glu/Asp genotipi
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Hasta ve kontrol gruplarina ait Glu298Asp genotip dagilimi Tablo 9 ve Sekil 14’ te
verilmistir. Tip 2 diyabetli grupta 57 kisi mutant, 43 kisi heterozigot ve 15 kisi normal
bulunurken, kontrol grupta 28 kisi mutant, 29 kisi heterozigot ve 11 kisi normal genotiptedir.
eNOS geni Glu298Asp allel frekans dagilimlari; hasta grubunda % 49.6 Asp/Asp, % 37.4
Glu/Asp, % 13.0 Glu/Glu ve kontrol grubunda % 41.2 Asp/Asp, % 42.6 Glu/Asp, % 16.2
Glu/Glu olarak bulundu. Hasta ve kontrol gruplart eNOS gen sikliklart agisindan
karsilastirildiginda genotip dagilimlarinin istatistiksel olarak anlamli bir farklilik gostermedigi

saptand1 (y’= 1.243, p= 0.537).

Tablo 9. Hasta ve kontrol gruplarinda eNOS geni Glu298 Asp genotip dagilimlar

eNOS Glu298Asp Genotip Sikhiklar:

Glu/Glu; n (%) Glu/Asp; n (%) Asp/Asp; n (%)
Hasta 15 (13.0) 43 (37.4) 57 (49.6)
Kontrol 11 (16.2) 29 (42.6) 28 (41.2)

Glu/Glu, homozigot normal ; Glu/Asp heterozigot ; Asp/Asp homozigot mutant. Degerler sayi
ve yiizde olarak verilmistir. Kontrol ve diyabetik gruplarda eNOS genotip frekanslart )(2 testi

ile karsilastirtlmustir ve istatistiksel olarak anlamli bulunmamugtir ( )(2 = 1.243, p= 0.537).
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Sekil 14. Hasta ve kontrol gruplarinda eNOS Glu298Asp genotip dagilimlarinin grafik ile

gosterilmesi

Tablo 10 ve 11° de sirasiyla hasta ve kontrol gruplarinin eNOS Glu298Asp genotipleri
demografik ve biyokimyasal parametreler acisindan Bonferroni testi ile
birebir karsilastirildi. Tip 2 diyabetli grupta eNOS geni Glu298Asp genotipleri birbirleriyle
ikili gruplar halinde karsilastirildiginda genotipler arasinda incelenen klinik 6zelliklerin higbiri

icin istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmadi (p>0.05) (Tablo 10).
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Tablo 10. Tip 2 diyabetli grupta eNOS geni Glu298Asp genotiplerinin klinik karakteristik

ozellikler acisindan birbirleriyle karsilastirilmasi

Parametre

Agirlik (kg)

Boy (m)

BKI (kg/m?)

Bel (cm)

Kalg¢a (cm)

Bel/Kalg¢a (cm)

Aclik kan sekeri (mmol/L)
HbAlc

Insiilin (uU/m)

Hepatik insiilin sensitivitesi (HIS)
- hiicre indeksi (HOMA)
Total-kolesterol (mmol/L)
Trigliserid (mg/dl)
Apolipoprotein E (mg/L)
Apolipoprotein Al (g/L)

Apolipoprotein B (g/L)

eNOS geni Glu298Asp Genotipi

Glu/Glu (n=15)

Glu/Asp (n=43)

Asp/Asp (n=57)

69.00 + 2.38

1.61 £0.02

26.48 +1.02

88.13 £5.94

101.20 £2.53

0.86 +£0.04

9.43 +£1.36

7.43 £0.65

11.64 +1.62

0.37 £0.07

1.54 £0.24

5.64 £0.41

1.40 £0.17

41.29 +3.31

1.45 +£0.09

1.14 £0.09

76.90 +2.12

1.65 +0.01

28.22 £0.71

98.62 +2.80

104.97 + 1.32

0.93 £0.02

9.66 £ 0.56

7.63 £0.35

15.43 +0.94

0.22 £0.03

1.95+0.13

5.37+£0.16

2.17+0.27

47.28 +3.65

1.39 £ 0.03

1.11 £0.03

72.35 + 1.57

1.64 +£0.01

26.99 +0.56

97.78 £2.47

103.37+1.14

0.94 £0.02

9.61 £0.50

7.83 £0.30

13.88 £0.79

0.27 £0.03

1.78 £0.10

5.39+0.16

2.03+£0.35

45.01 £4.19

1.43 +£0.03

1.19 £ 0.06

Degerler ortalama * Standart hata olarak ifade edilmistir.
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Kontrol grupta eNOS geni Glu298Asp genotipleri birbirleriyle ikili gruplar halinde
karsilastirlldiginda Apo B degerlerinin Glu/Glu genotipine sahip kisilerde Asp/Asp genotipine
sahip kisilere kiyasla daha yiiksek oldugu bulundu (p<0.05). Kontrol grubunda incelenmis
olan diger klinik parametreler agisindan Glu298Asp genotipleri arasinda anlamli bir fark

saptanmad1 (p>0.05) (Tablo 11).

Tablo 11. Kontrol grupta eNOS geni Glu298Asp genotiplerinin klinik karakteristik 6zellikler

acisindan birbirleriyle karsilastiriimasi

eNOS geni Glu298Asp Genotipi

Parametre Glu/Glu (n=11)  Glu/Asp (n=29)  Asp/Asp (n=28)
Agirlik (kg) 72.72 +4.82 71.78 £2.08 73.14 +£2.47
Boy (m) 1.63 £0.03 1.63 £0.01 1.63 £0.01
BKI (kg/m?) 26.94 +1.21 27.01 £0.75 27.47 +£0.84
Bel (cm) 90.81 £7.78 96.82 +3.89 96.92 +3.93
Kalga (cm) 100.45 £2.95 104.39 £ 1.43 104.71 £ 1.40
Bel/Kalca 0.90 £ 0.06 0.92 £0.03 0.92 £0.03
Aclik kan sekeri (mmol/L) 3.52+0.17 3.74 £0.16 3.51+0.13
HbAlc 4.46 +£0.14 4.66 +0.09 4.54 £0.08
Insiilin (uU/ml) 4.00 £0.61 3.78 £0.27 3.87+£0.33
Hepatik insiilin sensitivitesi (HIS) 1.98 + 0.29 1.93+0.19 2.00+£0.19
B- hiicre indeksi (HOMA) 1.36 £0.22 1.22 £0.09 1.34 £0.13
Total-kolesterol (mmol/L) 6.33 £0.37 5.65+0.24 5.30+£0.27
Trigliserid (mg/dl) 1.69 +0.16 2.02+0.19 1.67 +£0.20
Apolipoprotein E (mg/L) 43.44 £4.29 58.04 +8.61 49.56 + 4.87
Apolipoprotein Al (g/L) 1.41 +0.07 1.37 £ 0.04 1.43 £0.05
Apolipoprotein B (g/L) 1.33 £0.08" 1.16 £ 0.06 1.08 £0.04

Degerler ortalama * Standart hata olarak ifade edilmigstir. “ p<0.05 Asp/Asp genotipine kiyasla.
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Calisilan hasta ve kontrol gruplarinda eNOS Glu298Asp polimorfizmi ile arastirilmis
olan tip 2 diyabetle iliskili fenotipler arasinda anlaml bir iliskiye rastlanmadig: icin Logistik

Regresyon analizi yapilmasina gerek duyulmadi.
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7. TARTISMA

Tip 2 diyabet ¢ok faktorlii bir genetik sendrom olup bir ¢cok gen ve cevresel faktor
tarafindan belirlenir. Diinya capinda 150 milyon kisiyi etkileyen tip 2 diyabet insidansi
sismanlik, hipertansiyon ve fiziksel aktivite gibi sekonder faktorler sebebiyle hizla
artmaktadir. Tip 2 diyabetin prevelans ve insidansim etkileyen en onemli faktorler diabetes
mellitus i¢in pozitif aile dykiisii, yas, fazla kilo, artmis abdominal yag, hipertansiyon, fiziksel
aktivite azligt ve etnik kokendir. Bazi biyokimyasal belirtecler de risk faktorii olarak
bulunmus olup bunlar; aglik hiperinsiilinemisi, aclik proinsiilindeki artis ve azalmis HDL-
kolesteroldiir (86).

Insan genomunda yaklasik 34.000 gen oldugu (87, 88) ve bu genlerin farkli formlarinin
bulundugu ve genlerin birbirleriyle ve cevresel faktorlerle etkilestigi diisiiniiliirse tip 2
diyabetin aday genlerinin belirlenmesinin ne kadar karmasik bir problem oldugu ortaya cikar.
Diyabetin molekiiler temelinde glikoz ve enerji metabolizmalarinin molekiiler genetik ve
patofizyolojisinde rol oynayan genler yer alir. Tip 2 diyabette rol alan pek cok gen lokusunun
hastalik iizerinde kii¢iik veya orta derecede etkileri bulunur. Tip 2 diyabette rol alan genlere ait
tek niikleotid polimorfizmlerinin (SNP) tespiti tip 2 diyabetin patogenezinin aydinlatilmasina
yol acacagi gibi aym1 zamanda hastaligin teshis, tedavi ve onlenmesinde yardimci olacaktir.
Tip 2 diyabetin ailesel yatkinlik gostermesi, kisinin hastaliga olan yatkinliginda genlerin
roliiniin fazla oldugunu gostermektedir. Tip 2 diyabet olusumunu etkiledigi bilinen yas,
cinsiyet, etnik koken, diyet, sigara i¢imi (89, 90), obezite ve viicudun yag dagilimi (89, 91)
gibi faktorlerin de genetik kontrol altinda oldugu gosterilmistir (89, 92).

Cogunlukla obezite sebebiyle ortaya ¢ikan insiilin direnciyle karakterize tip 2 diyabet, -
hiicresinin artan insiilin direncini dengelemek icin [-hiicresinin yeterince insiilin
salgilayamamasindaki yetersizlik sebebiyle meydana gelir (93, 94). Tip 2 diyabet hastalarinin
cogu obezdir. Genetik kontrol altinda olan abdominal obezitenin (89, 95-98) insiilin direncine
yol actig1 bilinmektedir. Insiilin direnci her ne kadar tip 2 diyabetin 6nemli bir gostergesiyse
de tek basina diyabet sebebi degildir. Tip 2 diyabetli hastalarin cogunda orta derecede insiilin
direnci bulunur (99, 100). Tip 2 diyabetin primer genetik belirleyicilerinin insiilin direnci ya

da bozulmus insiilin sekresyonu ile iligkili anormal genler ya da polimorfizmler mi oldugu
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yoksa hastaligin patogenezinde sadece insiilin direnci ve bozulmus insiilin sekresyonunun
belirleyici oldugu halen arastirma konusudur. Bu konuda yapilmis olan ¢alismalar hastaligin
olusmasindaki genetik tablonun insiilin direnci ve sekresyonundaki bozukluklarin 6nemini
azaltmadigim gostermektedir. Bu nedenle insiilin direnci ve sekresyonunu etkileyen genler tip
2 diyabet olusumunda O©nem kazanmaktadir. Uzun zincirli yag asitlerinin gen
transkripsiyonunu etkiledigi ya da direkt olarak glikojen sentaz aktvitesini etkiledigi
bilinmektedir (99, 101). Ayrica adipoz dokusu proinflamatuar bir sitokin olan timor nekroz
faktor o yi1 iiretir ki bu da instiilin reseptorii ve IRS1’ in fosforilasyonu inhibe ederek insiilin
sinyallesmesini onler (99, 102). Interlokin gibi diger sitokinler ayni1 zamanda endotel
fonksiyon bozukluguna yol acarak metabolik sendrom risk faktorlerinin biraraya gelmesine
neden olabilir (99, 103). Cogu insiilin direnci olan obez kisiler diyabet gelistirmez (89, 104).
Cogu obez kisi diyabet gelistirmezken, zayif kisilerin tip 2 diyabeti oldugu goriiliir. Bu
bulgular tip 2 diyabetin ¢ok genli olma 6zelliginden kaynaklanip bozuk olan birka¢ genin tek
basina diyabete yol agmadiginin gostergesi olabilir. Buna ek olarak obez ve diyabetik olmayan
kisiler orta derecede insiilin direncine sahip olup her zaman glikoz intolerans1 gostermezler.
Bu da insiilin eksikliginin hiperglisemi gelisimindeki esansiyel roliinii kanitlamaktadir.
Hiperglisemi gelistikten sonra glikoz toksisitesi insiilin direncini indiikleyerek pankreatik B-
hiicre fonksiyonunu azaltabilir.

Endotelyal nitrik oksid, eNOS enzimi tarafindan L-argininden sentezlenen bir endotelyal
vazodilatordiir. eNOS bagimhi NO salgilanmasi; kofaktor etkilesimi, fosforilasyon, protein-
protein etkilesimleri ve substrat varligi gibi pek c¢ok olay tarafindan diizenlenir. Saghikli bir
endotel eNO salgilarken, fonksiyonu bozulmus olan endotel siiperoksid tiretir (105). Hem tip 2
diyabet hem de ateroskleropatide fonksiyonel olmayan endotel tarafindan iiretilen siiperoksid
radikali rol alir. eNOS molekiiliiniin endotel hiicresindeki fonksiyon bozukluguna yol agmasi
intimada ateroskleropatiye, pankreasin [ adaciklarinda ise redoks stresi ile [-hiicre
fonksiyonunda azalmaya yol acar. Arastirmacilar tip 2 diyabetin vaskiiler bir hastalik olup
olmadig1 sorusuna cevap ararken NOS, NO ve redoks stresinin rollerini de arastirmaktadirlar.
Popiilasyon veya doku caligmalari, eNOS genindeki bazi DNA varyantlarinin diisiik eNOS
ekspresyonuna sahip olup, tasiyic1 endotel hiicrelerini cevresel risklere karst daha

hassaslastirdigin1 gostermistir. eNOS geninin 7. eksonunda, 298. pozisyondaki Glutamik asitin
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Aspartik asite doniisiimiine yol acan Glu298Asp polimorfizminin bazal NO iretiminde
azalmaya sebep oldugu bilinmektedir (24, 106).

Endotelyal nitrik oksid sentaz geni Glu298Asp polimorfizminin koroner arter hastalig
(107), koroner arter spazmi (55), miyokard infarktiisii (22, 108), koroner ateroskleroz
yaygmhigi (14, 23) ve hipertansiyon gibi hastaliklar ile olan iligkileri ¢esitli calismalar ile
bildirilmistir. Senthil ve arkadaslari insan umblikal ven endotel hiicrelerinde (HUVEC)
yaptiklar1 ¢alismalarinda Glu298Asp polimorfizmine ait nadir rastlanan Asp/Asp genotipinde
diisiik diizeyde eNOS proteini saptarken, kontrol ve sigara i¢enlerin ekstraktlar ile muamele
edilmis endotel hiicrelerinde yiiksek diizeyde eNOS mRNA diizeyleri saptamiglardir. Diisiik
diizeydeki eNOS protein diizeyleri ve enzim aktiviteleri artmis vaskiiler risk ile iligkili olan
nadir allelin (Asp/Asp) siklig1 ile uyumludur. Aym hiicrelerdeki yiiksek diizeydeki eNOS
mRNA’ lann transkripsiyondaki dengeleyici diizenleme olabilir. Ciinkii ekson 7° deki
Glu298Asp polimorfizmi hizlandirilmis protein yikimi ile sonuglanabilir (106, 108).
Glu298Asp mutasyonu protein stabilitesini diislirerek biyolojik olarak aktif eNOS miktarini
etkileyebilir. Ancak bu polimorfizm farkli toplumlarda yapilan diger bazi caligmalarda
vaskiiler hastalikla iligkili bulunmamistir. Endotelyal nitrik oksid sentaz genine ait Glu298 Asp
varyantlarinin olusturdugu protein iirlinler farkli bolgelerden kesime ugrayabilir. Soyle ki; 35
kDa’ luk amino terminal ve 100 kDa’ luk karboksi terminal fragmanlar1 olusturabilir (108) bu
da, bu polimorfizmin eNOS proteini iizerinde fonksiyonel bir etkisi oldugunu diisiindiiriir.
Glu298Asp polimorfizminin ayrica eNOS enziminin hiicreler arasi trafigini kontrol eden
saperon proteinlerle, protein-protein etkilesimleri yaptigi gosterilmistir (108). Ayni protein-
protein etkilesimleri enzimin aktive edilmesindeki siirecte islev goren proteinlerle de
gerceklestirdigi  bilinmektedir. Fonksiyonel olmayan eNOS’ un vaskiiler hastaliklarin
patogenezinde yer alip almadigi kesin olarak bilinmemektedir.

Endotelyal nitrik oksid sentaz gen varyantlarindan Glu298Asp polimorfizminin insiilin
direnci veya tip 2 diyabetle iliskili olup olmadigini arastiran smurli sayida calisma
bulunmaktadir. Monti ve ark. (15) makrovaskiiler komplikasyonu bulunmayan 159 adet tip 2
diyabetik hasta ve 207 adet saglikli kiside yaptiklar1 caligmalarinda tip 2 diyabetik kisilerde
Glu/Glu, Glu/Asp ve Asp/Asp genotiplerinin sikliklarini sirasiyla %32.7, %39.6 ve %27.7
olarak; kontrol kisilerde ise %46.4, %39.6 ve %14 olarak bildirmisler ve gen sikliklarini
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gruplar arasinda istatistiksel anlamli olarak farkli bulmuslardir (x2:1, p=0.0005). Monti ve
ark.” nin (15) sonuglarina gore Asp/Asp genotipinin siklig1 tip 2 diyabetik hastalarda kontrol
kisilere kiyasla istatistiksel anlamli olarak daha yiiksek siklikta tespit edilmistir. Srivastava ve
ark. ise (109) 139 adet saglikli Hintlide yaptiklari caligmalarinda Glu298Asp genine ait
Glu/Glu genotip sikligint %71.22, Glu/Asp genotip sikligin1 %28.06 ve Asp/Asp genotip
sitkligint %0.72 olarak bildirmis ve genotip sikliklarin arasinda anlamli bir fark tespit
etmemislerdir. Calismamizda tip 2 diyabetik kisilerde Glu/Glu, Glu/Asp ve Asp/Asp
genotiplerinin sikliklar1 sirasiyla % 13.0, % 37.4 ve % 49.6 olarak; saglikli kontrol kisilerde
ise % 16.2, % 42.6 ve % 41.2 olarak bulunmus olup hasta ve kontrol gruplar1 arasinda genotip
sikliklart acisindan istatistiksel anlamli bir farklilik tespit edilmedi (x2= 1.243, p=0.537).
Monti ve ark. (15) tip 2 diyabetik hastalarda Glu298Asp genotiplerinin arasinda viseral
obezite (bel/kal¢a oran1) haricinde metabolik parametreler (plazma glikoz, BKI, trigliserid,
sistolik ve diastolik kan basinci) agisindan anlamli bir fark bulmamislardir. Asp/Asp
genotipine sahip tip 2 diyabetik kisilerde viseral obezitenin diger genotiplere kiyasla anlamli
olarak daha fazla oldugunu bildirmislerdir (15). Bu ¢alismada da Monti ve ark.” nin (15)
sonuglarina uyumlu olarak istatistiksel anlamli olmamakla birlikte Asp/Asp genotipine sahip
tip 2 diyabetiklerde Bel/Kal¢a oranmin (viseral obezite) Glu/Glu genotipindeki hastalara
kiyasla daha yiiksek oldugu bulundu. Monti ve ark. (15) saglikl kisilerde Asp/Asp genotipine
sahip kisilerin insiilin, C-peptid, NO ve HOMA diizeylerinin Glu/Glu genotipine kiyasla daha
yiiksek oldugunu bildirmislerdir. Calismamizda da insiilin ve HOMA (B-hiicre indeksi)
diizeylerinin Asp/Asp genotipine sahip saglikli kontrollerde Glu/Glu genotipine sahip kisilere
kiyasla daha diisiik oldugu goriildii (p>0.05). Duplain ve ark. (64) ise eNOS geni bulunmayan
farelerde hipertansiyon, hiperinsiilinemi, hiperlipidemi oldugu ve insiilinle uyarilmis olan
glikoz geri aliminda %40 oraninda azalma oldugunu gostermislerdir. Son yillarda NO’ in
insiilin salgilanmasi ve insiilin direncindeki rolii aragtirilmaktadir. Spinas ve ark. (110) NO’ in
fizyolojik insiilin sekresyonunun diizenleyicisi oldugunu gostermislerdir. Ozellikle iskelet
kasinin mitokondrilerinde lokalize olan eNOS aktivasyonunun (111, 112) artmis glikozun kas
hiicresine tasinmasiyla kas-kan akiminmi artirdigi bir ¢ok calisma ile tespit edilmistir (113).

Insiilinin glikozun geri alimindaki etkisinin %30’ unun artmis kan perfiizyonu sebebiyle
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oldugu bilinmektedir (113). Bu bilgiler eNOS genindeki polimorfizmlerin hiperinsiilinemi ve
insiilin direncine yol agabilecegini diistindiirmektedir.

Monti ve ark. eNOS Glu298Asp polimorfizmi ile tip 2 diyabet arasinda anlamli bir
iliskinin varhi@im1 gosteren ilk c¢alisma grubu olup, bu gen varyasyonunun hiperinsiilinemi,
insiilin direnci ve tip 2 diyabet icin yeni genetik risk faktorlerinden biri olabilecegini ortaya
koymuslardir. Ayn1 arastirmacilar (15) bir kisinin Oncelikle diyabet mi yoksa kardiyovaskiiler
hastaligit m1 gelistirme olasiliginin eNOS varyantlarinin muhtemel doku spesifitelerine bagh
olabilecegini de o6ne siirmiislerdir. Bu hipotezlerini ise farklt eNOS varyantlarinin vaskiiler
hasarin oldugu bolgelerde lokalize olmalarina dayandirmaktadirlar (45). Barroso ve ark., 2134
Kafkasyal1 kiside 71 adet tip 2 diyabet aday genine ait 152 adet tek niikleotid polimorfizminin
tip 2 diyabetle iliskilerini arastirdiklar1 ¢alismalarinda eNOS geni Glu298 Asp polimorfizminin
hastalikla iliskisini tespit etmemislerdir (37). Mevcut calismamizda Barroso ve ark. (37)
sonuglarina benzer sekilde eNOS Glu298Asp polimorfizmi ile tip 2 diyabet arasinda anlaml
bir iliski bulunmadi. Monti ve ark.’nin Glu298Asp polimorfizmiyle tip 2 diyabet arasinda
tespit ettikleri iliskiyi Hibbie ve ark. (108) MI’ nde, Myamoto ve ark. ise (20) hipertansiyonda
tespit etmislerdir. Tipik insiilin direnci sendromu olusturan MI ve hipertansiyon gibi
hastaliklardaki eNOS polimorfizm iligkisinin ortak bir genetik kaynaga dayaniyor olma
ihtimali hayatin farkli evrelerinde farkli klinik sonuglar ortaya ¢ikarabilir. Lembo ve ark. (54)
Asp/Asp genotipinin hipertansif kisilerde karotid aterosklerozu i¢in bagimsiz bir risk faktorii
oldugunu bildirmistir. Monti ve ark. da tip 2 diyabetik hastalardaki Glu298Asp
polimorfizmine ait allel sikliklarin1 kardiyovaskiiler hastaligi (Hibbie ve ark 102) olan kisilerin
allel sikliklarina benzer bulmuslardir. Ukkola ve ark (114), yiiksek oranda makroanjiyopatisi
olan tip 2 diyabetik kisilerde Glu298Asp polimorfizmini arastirmis ancak tip 2 diyabetik ve
kontrol kisiler arasinda allel sikligi agisindan anlamli bir fark bulmamustir. Ukkola ve
arkadaslarinin ¢aligmalarinin bizim c¢alismamizdan farki hastaligin fenotipik konumudur.
Soyle ki; Ukkola ve arkadaslarinin calistigy tip 2 diyabetik kisilerde ciddi makroanjiyopati
mevcut olup Asp/Asp polimorfizmine sahip diyabetik grupta daha yiiksek bir mortalite
oranina yol agmasi muhtemeldir. Endotelyal nitrik oksid, iskelet kasinin glikozu almasini
kolaylastirir. Enerji harcanmasi ise eNOS geninin indiiklenmesine sebep olarak insiiline

bagimh glikoz salinimina yol agar. Franks ve ark. (115), 461 adet tip 2 diyabetik ve 474 adet
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kontrol kisilerde eNOS genine ait tek niikleotid polimorfizmlerinin diyabetle iligkisini; 1444
kiside ise gen ve glikoz intolerans: iliskisini arastirmiglar ve eNOS gen varyasyonlarinin,
diyabet riskini ve glikoz intoleransimi etkileyebilecegini ileri siirmiislerdir (115). Bu
hipotezlerini destekleyici hipotez fikir olarak harcanan total enerjinin eNOS genindeki
varyasyonlar ile etkilesime girerek diyabet riski ve glikoz intoleransi diizeyleri gibi fenotipleri
degistirdigini ileri siirmiislerdir (115). Yoshimura ve ark. (19), 45 adet koroner arter
hastasinda Glu298Asp polimorfizmine ait Asp/Asp genotipinin insiilin sensitivitesini
distirdiigiinii (p>0.05) bulmuslardir. Calismamizda da tip 2 diyabetli hasta grubunda,
Yoshimura ve ark.” nin sonuglarina benzer sekilde Asp/Asp genotipindeki kisilerin hepatik
insiilin sensitivitesinin Glu/Glu genotipine kiyasla daha diisiik oldugu bulunmustur.

Bilgimiz dahilinde literatiirde tip 2 diyabetli hastalarda eNOS geni Glu298Asp
polimorfizminin lipid parametrelerine olan etkilerini arastiran bir calismaya rastlamadik.
Sadece 118 saglikli kisi ile yapilan bir calisgmada (18) Glu298Asp polimorfizminin lipid
parametreleri iizerine etkili olmadig1 bildirilmistir. Bu calismada da tip 2 diyabetli grupta
eNOS geni Glu298Asp genotipleri lipid diizeyleri iizerine etkili bulunmazken, saglikli kontrol
grubunda Asp/Asp genotipinde Glu/Glu genotipine kiyasla daha diisiik apo B diizeyleri

gozlendi.
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8. SONUC

Tip 2 diyabet ve kontrol gruplar1 arasinda eNOS Glu298Asp genotip sikliklar1 agisindan
istatistiksel anlamli bir fark olmayisi ve saglikli kontrollerde mutant (Asp/Asp) genotip
sikliginin (%41.2) tip 2 diyabetli gruba (%49.6) benzer sekilde yiiksek siklikta goriilmesi,
Glu298Asp polimorfizminin tip 2 diyabet ile iliskili olmadigin1 diisiindiirmektedir. Bu
calismada polimorfizm-fenotip iligkileri de incelenmistir. Buna gore, tip 2 diyabetli hasta
grubunda Asp/Asp genotipine sahip kisilere ait hepatik insiilin sensitivitelerinin Glu/Glu
genotipine sahip hastalara oranla daha diisiik oldugu bulunmustur. Ayrica istatistiksel anlamli
olmamakla birlikte viseral obezitenin, Asp/Asp genotipine sahip tip 2 diyabetli kisilerde
Glu/Glu genotipine sahip hastalara kiyasla daha yiiksek oldugu tespit edilmistir. Mevcut
calisma lipid parametreleri acisindan incelendiginde, hasta grubunda eNOS Glu298Asp
polimorfizminin lipid diizeyleri iizerine bir etkisi saptanmazken, saglikli kontrol grubunda
Asp/Asp genotipine sahip kisilerde Glu/Glu genotipine sahip kisilere kiyasla daha diisiik
oranda serum apoB diizeyleri tespit edilmistir. Son olarak ¢alisma grubumuzda insiilin ve
HOMA diizeyleri Asp/Asp genotipine sahip saglikli kontrollerde daha diisiik oranda
bulunmustur. Calisma tip 2 diyabetli hastalarda eNOS Glu298Asp gen polimorfizminin siklig1
ve klinik 6nemi hakkinda bilgi veren Tiirk toplumunda yapilmis olan ilk calisma olma
ozelligini tasimaktadir. Caligmaya hasta ve kontrol grubundaki sayilar artirilarak devam

edilecektir.
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