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SİMGE VE KISALTMALAR 
 
A : Adenin 
Ach : Asetilkolin 
ADMA : Asimetrik dimetil arjinin 
Apo A1 : Apolipoprotein A1 
Apo B : Apolipoprotein B 
Apo E : Apolipoprotein E 
Arg : Arginin 
Asp : Aspartik asit 
bç : Baz çifti 
BKI : Beden-kitle indeksi 
C : Sitozin 
Ca2+ : Kalsiyum 
cAMP : Döngüsel adenozin monofosfat 
cGMP : Döngüsel guanozin monofosfat 
Cav-1 : Kaveolin-1 
DAG : 1, 2-diaçil gliserol 
Dk : Dakika 
DM : Diabetes mellitus 
DNA : Deoksiribonükleik asit 
dNTP : Deoksiribonükleozid trifosfat 
EDRF : Endotelden türevlenen gevşetici faktör 
EDTA : Etilen diamin tetra asetik asit 
EC : Endotelyal hücre 
eNO : Endotelyal nitrik oksid 
eNOS : Endotelyal nitrik oksid sentaz 
ER : Endoplazmik retikulum 
Et : Endotelin 
G : Guanin 
Glu : Glutamik asit 
HDL : Yüksek dansiteli lipoprotein 
HIS : Hepatik insulin hassasiyeti 
HOMA : β-hücre indeksi 
iNOS : İndüklenebilir nitrik oksid sentaz 
IP3 : İnositol 1, 4, 5 trifosfat 
KVH : Kardiyovasküler hastalık 
LDL : Düşük dansiteli lipoprotein 
Mİ : Miyokard infarktüsü 
mRNA : Haberci ribonükleik asit 
NO : Nitrik oksid 
NOS : Nitrik oksid sentaz 
Nt : Nükleotid 
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nNOS : Nöronal nitrik oksid sentaz 
OD : Optik dansite 
PIP2 : Fosfatidil inositol 4, 5-bifosfat 
PZR : Polimeraz zincir reaksiyonu 
RFLP : Restriksiyon parça uzunluk polimorfizmi 
RNA : Ribonükleik asit 
ROS : Reaktif oksijen türleri 
sn : Saniye 
T : Timin 
T2DM : Tip 2 Diabetes Mellitus 
TG : Trigliserid 
T-kol : Total kolesterol 
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1. ÖZET 

 

 Çalışmamızın amacı, Tip 2 diyabet (T2DM) gözlenmiş hastalarda eNOS Glu298Asp 

polimorfizminin sıklığını belirlemek, eNOS Glu298Asp genotiplerinin (Glu/Glu, Glu/Asp, 

Asp/Asp) insülin ile ilişkili fenotipler ve serum lipidleri üzerindeki etkilerini saptamaktır.  

 Çalışma, T2DM tanısı konmuş 115 hasta (67 Erkek, 48 Kadın) ve klinik tanı yöntemleri 

ile T2DM olmadığı belirlenen 68 sağlıklı kontrol (47 Erkek, 21 Kadın) üzerinde yapıldı.  

eNOS genotipleri, polimeraz zincir reaksiyonu ve restriksiyon parça uzunluk polimorfizmi 

yöntemlerinin uygulanması ile saptandı. eNOS geni Glu298Asp genotipleri, insülin ile ilişkili 

fenotipler ve serum lipid parametreleri açısından karşılaştırıldı.  

 Endotelyal nitrik oksid sentaz Glu298Asp genotip frekansları Glu/Glu, Asp/Asp ve 

Glu/Asp için T2DM grubunda sırasıyla % 13.0, % 49.6 ve % 37.4; kontrol grubunda ise % 

16.2, % 41.2 ve % 42.6 olarak saptandı. T2DM ve kontrol grupları arasında eNOS Glu298Asp 

genotip sıklıkları açısından istatistiksel anlamlı bir fark bulunmadı. Açlık kan şekeri, insülin, 

HbA1c, insülin direnci, hepatik insülin hassasiyeti (HİS) ve β hücre indeksi (HOMA) 

düzeyleri T2DM ve kontrol grupları karşılaştırıldığında anlamlı bulundu (p≤0.001). T2DM 

grubunda Asp/Asp genotipine sahip kişilere ait HİS düzeyleri Glu/Glu genotipine sahip 

hastalara oranla daha düşük bulundu. İnsülin ve HOMA düzeyleri ise Asp/Asp genotipine 

sahip sağlıklı kontrollerde Glu/Glu genotipine kıyasla daha düşük bulundu. Ayrıca, Asp/Asp 

genotipine sahip tip 2 diyabetli kişilerde viseral obezite Glu/Glu genotipine sahip hastalara 

kıyasla daha yüksek bulundu. T2DM grubunda eNOS Glu298Asp polimorfizminin lipid 

düzeyleri üzerine bir etkisi saptanmazken, sağlıklı kontrol grubunda Asp/Asp genotipine sahip 

kişilerde Glu/Glu genotipine kıyasla daha düşük oranda serum apoB düzeyleri tespit edildi 

(p≤0.05).  

 
Anahtar Kelimeler: eNOS, Glu298Asp, Tip 2 diyabet, hepatik insülin hassasiyeti, HOMA 
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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, HbA1c, insulin resistance, hepatic insulin sensitivity (HIS) and  β-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 Glu298Asp 

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 
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3. GİRİŞ VE AMAÇ  

 

 Tip 2 diabetes mellitus (T2DM), hiperglisemi, hiperlipidemi ve hiperaminozidemi ile 

karakterize sistemik bir hastalıktır (1). Genetik ve çevresel faktörler T2DM oluşumunda büyük 

rol oynar (2). T2DM gelişimini etkileyen risk faktörleri arasında; genetik yatkınlık, yaş, 

şişmanlık, düşük fiziksel aktivite, yüksek kan basıncı, HDL-kolesterol, trigliserid, metabolik 

sendrom, etnik köken, doğum ağırlığının düşük veya yüksek olması, prediyabet ve bazı 

endokrin hastalıklar sayılabilir. T2DM’ un patogenezinde birçok faktörün insulin direnci ve β-

hücre fonksiyon bozukluğu ile bağlantılı olduğu ileri sürülmüştür. T2DM’ lu kişilerin büyük 

çoğunluğu şişman olduğundan yağ doku T2DM patogenezinde çok önemli bir rol 

oynamaktadır (2). T2DM’ lu hastalardaki temel fizyopatolojik bozukluklar anormal insulin 

salınımı ve hedef dokularda insulin etkisine karşı dirençtir. 

 Endotelden salınan gevşetici faktör (EDRF) olup yarı ömrü çok kısa olan nitrik oksid 

(NO), tüm vasodilatörlerin aktif komponenti olması nedeni ile kalp-damar fizyolojisinin 

düzenlenmesinde önemli rol oynar. NO, L-Arjininden nitrik oksid sentaz (NOS) enzimi 

tarafından sentezlenir. NOS enziminin nöronal nitrik oksid sentaz (nNOS) (3,4), indüklenebilir 

nitrik oksid sentaz (iNOS) (5-7), endotelyal nitrik oksid sentaz (eNOS) (8-12) olmak üzere üç  

izoformu vardır. eNOS hem in vivo hem de in vitro şartlarda sürekli sentez edilen tek NOS 

izoformudur (13). 

 Yirmi altı ekson içeren eNOS geni, 21 kilobazlık genomik DNA’ dan oluşur. eNOS 

genine ait Glu298Asp polimorfizmi eNOS geninin 7. eksonunun 894. pozisyonundaki G-T 

nükleotid değişimi sonucunda oluşur. Bu değişim sonucunda eNOS proteininin 298. amino 

asiti olarak Glutamik asit yerine Aspartik asit kodlanır (14). eNOS geninde Glu298Asp 

polimorfizminin etkisi T2DM (15), kalp yetmezliği (16), koroner spazm (17), ateroskleroz 

(18), miyokard infarktüsü (Mİ) (19) ve hipertansiyon (19) gibi bir çok kalp-damar hastalığı ile 

ilişkilendirilmiştir. eNOS geni Glu298Asp polimorfizminin hipertansiyon ve spastik angina 

sıklığında artışa sebep olduğu bulunmuştur (20). Diğer bir çalışmada ise anormal koroner 

angiografik bulguların arttığı ve ateroskleroza yatkınlığın mevcudiyeti saptanmıştır (21, 22, 

23). eNOS Glu298Asp polimorfizminin, sigara kullanımı, metabolik toksinler gibi çevresel 
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şartlardan etkilendiği ve  sağlıklı kişilerde bazal NO üretiminde düşüş meydana getirdiği 

belirlenmiştir (21, 23, 24). 

 Bu çalışmanın amacı, T2DM tanısı konmuş hastalarda ve sağlıklı kontrollerde etiyolojik 

risk faktörlerinden biri olan eNOS geni Glu298Asp genotip sıklıklarının belirlenmesinin 

yanında insulin ile ilişkili fenotipler ve serum lipid parametreleri ile Glu298Asp genotiplerinin 

etkilerini araştırmaktır.  
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4. GENEL BİLGİLER 
 

 

4.1. KARBOHİDRAT METABOLİZMASI  

 

 Kan glikoz seviyeleri enerji metabolizmasında temel rol oynar. Kan glikoz düzeyi 

glikozun alım ve sentezi yolu ile belirlenir. Glikoz dengesi; karaciğer ve böbrekler tarafından 

glikoz üretimi ile beyin, böbrekler, kas ve yağ doku tarafından kullanılan glikoza bağlıdır. 

 Pankreasta Langerhans adacıklarında hormon üreten hücreler karbohidrat 

metabolizmasında önemli rol oynar. Adacıklardaki α, β ve δ hücreleri sinsisyum oluştururlar. 

Pankreas adacıklarındaki α, β ve δ hücreleri sırasıyla glukagon, insülin ve somatostatin 

üretiminden sorumludurlar (Şekil 1). 

 Pankreas hormonlarının ana fonksiyonları besin maddelerini glikojen ve trigliserid 

şeklinde depolamak, glikoz oksidasyonu, açlıkta veya streste enerji depolarını mobilize etmek, 

kan şeker düzeyini sabit tutmak ve büyümeyi hızlandırmaktır (1, 25). 

 

 

 

Şekil 1. a- Pankreas yapısı; 

              b- Pankreas adacığındaki α, β ve δ hücreleri; 

              c- Pankreas β-hücresi; (26). 
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4.1.1. İnsülin 
 

Panreatik β hücrelerinden salgılanan  peptid yapıda bir hormon olan insülin, karbohidrat, 

lipid ve protein metabolizmalarını düzenler. İnsülin, 51 amino asitten oluşan bir peptiddir ve 

proinsülinden C zincirinin uzaklaşması ile (84 a.a) oluşur. Proinsülin preproinsülinin 

parçalanması sonucu ortaya çıkar. İnsülin A ve B zincirleri olmak üzere iki peptid zincirden 

oluşmaktadır. Bu zincirler iki disülfit bağı (S-S bağları) ile birbirlerine  bağlıdır. Daha sonra 

proinsülin ve insülin içeren granüller oluşur. Pankreasın insülin içeriği kabaca 6-10 mg olup 

bunun 2 mg’ ı günlük salgılanan miktardır. İnsülinin yarı ömrü yaklaşık 10-30 dakikadır ve 

çoğunlukla karaciğer ve böbreklerde parçalanır (Şekil 2) (25, 27). 

 

 

Şekil 2. İnsülin biyosentezi (27) 

 

4.1.2. İnsülin Reseptörü ve İnsülin Sekresyonu 
 

 İnsülin reseptörü tüm vücutta bulunmasına rağmen kas, karaciğer ve yağ doku olmak 

üzere 3 ana hedef dokuda metabolik faaliyetini sürdürür. 

 İnsülin reseptörü 2 α altbirim ve 2 β altbirimden oluşmuş tetramerik bir komplekstir. 

Alfa altbirimler birbirleriyle ve beta altbirimlerle disülfit köprüleri ile kovalent olarak 

bağlanmışlardır. Ekstraselüler bölgede bulunan α altbirimler insülin bağlanma bölgelerine 

sahiptirler. Beta altbirimler transmembran bölgede bulunur ve  tirozin kinaz aktivitesine 

sahiptir. İnsülin molekülü ekstraselüler bölgeden dimer halindeki α altbirimlere bağlanır ve 
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onları aktive eder. İnsülin molekülünün bağlanmasıyla reseptörün katalitik bölgesi fosforile 

olarak aktifleşir. Otofosforilasyona uğrayan tirozin rezüdüler hücre içindeki hedef proteinler 

için yüksek ilgili bağlanma bölgeleri olarak görev yapar (28) (Şekil 3). 

 

 

Şekil 3. İnsülin reseptörünün yapısı (29) 

 

 İnsülin, karaciğer başta olmak üzere glikoz depolanmasını artırarak hücre içi glikoliz 

düzeyinde ve glikogenezde artışa sebep olur. Böylece besin alınımını takiben glikozun plazma 

düzeyi düşürülür. İnce barsaktan absorbe olan glikozun yaklaşık üçte ikisi geçici olarak 

depolanır ve sindirim arası dönemde yeniden kullanılır. Bu sayede, glikoza ileri derecede 

bağımlı olan merkezi sinir sistemine besin alımından bağımsız şekilde glikoz sağlanmış olur. 

İnsülin ayrıca amino asitlerin proteinler şeklinde depolanmasını sağlar, büyümeyi hızlandırır 

ve vücutta K+’ un dağılımını etkiler.  

 İnsülin fazlalığı hipoglisemiye yol açar. Aşırı miktarda karbohidrat alımı ile glikojen 

depo kapasitesi aşıldığında karaciğer glikozu yağ asitlerine dönüştürülür. Yağ asitleri yağ 

dokusuna taşınarak trigliserid şeklinde depo edilirler (25). 

  

4.1.3. Kan Glikoz Düzeyinin Hormonal Kontrolü 

 

 İnsülin, glikozun kas ve yağ hücrelerine girişini kolaylaştırır. Karaciğer hücrelerinde ise 

glikozun, glikojen şeklinde depolanmasını uyarır. Glukagon ise karaciğer hücrelerinde, hücre 
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içi ikincil haberci molekül olan döngüsel adenozin monofosfat (cAMP) aracılığı ile glikojen 

kullanımını uyarır. İnsülin ve glukagon kan glikoz düzeyini sabit tutmak için birlikte çalışır 

(30). Plazma glikoz düzeyindeki artış insülin salınımını uyararak insülinin karaciğer hücre 

membranındaki reseptörlere bağlanmasına neden olur. Glikojen sentaz aktivitesinde artış 

meydana gelerek plazma glikoz düzeyi azalır ve glikoz glikojen şeklinde depolanır. Eğer 

plazma glikoz düzeyindeki artış sonucu insülin yağ ve kas hücre membranlarındaki 

reseptörlere bağlanırsa glikoz taşıyıcılarının aktivasyonu gözlenir ve glikoz alımındaki artış 

plazma glikoz düzeyinin azalmasını ve glikozun glikojen şeklinde depolanmasını sağlar. 

Plazma glikoz düzeyinde azalma ise glukagon salınımını uyararak glukagonun membran 

reseptörlerine bağlanması sağlar. Adenil siklazın aktivasyonu  cAMP düzeyinde artış meydana 

getirir ve cAMP bağımlı kinazı aktive eder. Glikojen fosforilazın aktivasyonu ve glikojen 

sentazın inhibisyonu, glikojenin glikoza indirgenmesine ve glikozun kana karışmasına neden 

olur. 

 Yemek sonrası, plazma glikozundaki küçük bir artış pankreatik β hücrelerinden insülin 

salınımını artırır. Karaciğer tarafından glikoz üretimi azaltılarak, kas ve yağ dokunun glikoz 

kullanımı artar. Tüm bu olaylar, gen transkripsiyonundaki değişmeleri, glikojen sentezinde 

kullanılan enzimlerin sentez hızını, glikolitik yolu ve lipid metabolizmasını etkiler (2). 

 

4.2. DİABETES MELLİTUS 

 

4.2.1. Diabetes Mellitus Tanı Kriterleri 
 

 Dünya Sağlık Teşkilatı’ nın 1997 ve Amerikan Diyabet Birliği’ nin 2006 tanı kriterlerine 

göre; rastgele bir plazma örneğinde glikoz düzeyinin 200 mg/dl’ den fazla olması veya 10-12 

saatlik bir açlıktan sonra açlık plazma glikoz düzeyinin 126 mg/dl’ den fazla olması Diabetes 

Mellitus olarak tanımlanır (31, 32). 

 Açlık kan glikozu 126 mg/dl’ nin altında fakat 100 mg/dl’ nin üzerinde olan hastalarda 

insülin salınımının ilk fazının bozulmuş olabileceği düşünülür ve bozulmuş açlık glikozu 

olarak isimlendirilir. 75 g glikozun oral yolla verilmesi ile 2. saat plazma glikoz değerinin 

ölçülmesi oral glikoz tolerans testi (OGTT) olarak adlandırılır. OGTT ile açlık kan glikozu 
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126 mg/dl’ nin altında bulunan hastalarda OGTT 2. saat değerinin 140 mg/dl’ den yüksek 200 

mg/dl’ den düşük olması bozulmuş açlık glikozu olarak isimlendirilir ve diabetes mellitus tanı 

kriterlerinden bir diğeridir (Tablo 1). 

Tablo 1. Diabetes Mellitus tanı kriterleri  

 

                                                          Plazma Glikoz Seviyesi (mg/dl) 

                                           Açlık Plazma Glikozu                         Oral Glikoz Tolerans Testi ile  

                                                                                                                                                                  Ölçülen Plazma Glikozu                

Diyabet  ≥126                            veya ≥200 

Bozulmuş Açlık Glikozu ≥100<126  

Bozulmuş Glikoz Toleransı  ≥140<200 

 

 
4.2.2. Diyabetin Etiyolojik Sınıflandırması 
 

 Diabetes Mellitus;  

• Tip 1 Diyabet 

• Tip 2 Diyabet 

• Gestasyonel Diyabet 

• Diğer Spesifik Diyabet Tipleri olarak sınıflandırılır. 

 Tip 1 diyabet, insüline bağımlı diabetes mellitus veya juvenil başlangıçlı diabetes 

mellitus olarak da isimlendirilir. T hücreleri aracılığıyla pankreatik β hücrelerinin otoimmün 

harabiyeti söz konusudur. İnsülin yetersizliği görülür (32). 

 Gestasyonel diyabet, gebelik esnasında ortaya çıkar. Çoğunlukla üçüncü trimesterde 

gelişir. Kesin tanısı için doğumdan 6 hafta sonra açlık plazma glikoz düzeyleri tayin 

edilmelidir. Bu hastaların tip 2 diyabet geliştirme riski oldukça yüksektir.  

 Diğer spesifik diabetes mellitus tipleri içerisinde tip 1 ve tip 2 diyabet ile ilişkisi olmayıp 

etiyolojileri bilinen diyabet tipleri bulunur. Pankreas hastalıkları (kronik pankreatit, 

hemakromatoz), hormon bozuklukları (feokromositoma, akromegali), ilaçlar ve kimyasal 

maddeler (kortikosteroid, tiazid), insülin reseptör anomalileri (Kahn A, B, C tipi),  genetik 

sendromlar (Wermer sendromu, Alström sendromu). 
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 Tip 2 diabetes mellitus (T2DM), hiperglisemi, hiperlipidemi ve hiperaminozidemi ile 

karakterize sistemik bir hastalık olup tüm diabetes mellitus vakalarının % 90’ ını oluşturur. 

T2DM insülin direnci ve/veya insülin salgılanma kusuru sonucu ortaya çıkar. T2DM aynı 

zamanda insüline bağımlı olmayan diabetes mellitus veya 40 yaşından sonra ortaya çıktığı için 

erişkin başlangıçlı diabetes mellitus olarak isimlendirilir. Heterojen ve çok genli bir hastalıktır. 

Beyaz ırkın %5-10’ unu etkiler. Yaşla beraber sıklığı artar (32).  

 

4.2.3. Tip 2 Diabetes Mellitus Risk Faktörleri 
 

 Tip 2 diabetes mellitus, genler ve çevresel faktörler tarafından ortaya çıkan çok genli bir 

hastalıktır. T2DM’ un görülme sıklığındaki bu hızlı artışın sebebi ikincil faktörler olan 

obezite, hipertansiyon ve fiziksel aktivite eksikliğidir. T2DM’ un tanımlanmış risk faktörleri 

aşağıda sıralanmıştır (2).  

1. Genetik Yatkınlık : T2DM aile hikayesi olan kişilerin hastalığı geliştirme riskleri 

yüksektir. 

2. Yaş : Genellikle 40-45 yaş üzeri T2DM gelişimi için bir risk faktörüdür.  

3. Obezite : T2DM hastalarının çoğu şişmandır. Şişmanlık, karaciğerde ve periferde azalmış 

insülin faaliyeti ile bağlantılıdır. Şişmanlık ile T2DM arasındaki bağlantı birçok 

mekanizmanın sonucu ortaya çıkar. Plazma serbest yağ asitlerinin (FFA) artışı, adipositlerden 

tümör nekröz faktörü α’ nın salınımı bunlardan birkaçıdır (2). 

4. Fiziksel Aktivite : Fiziksel aktivite yoksunluğu T2DM ile bağlantılıdır. Çalışmalar;  

egzersizin, insülin etkisini artırdığını ve kas hücrelerindeki glikoz taşıyıcılarının da 

düzenlenmesini artırdığını göstermektedir (2). 

5. Hipertansiyon : Kan basıncının >140/90 mmHg olması T2DM gelişiminde ve T2DM’ a 

bağlı makrovasküler komplikasyonların oluşumunda etkili bir risk faktörüdür.  

6. HDL-Kolesterol : Çalışmalar yüksek HDL-kolesterolün T2DM için potansiyel bir 

koruyucu faktör olduğunu göstermektedir (33). HDL-kolesterolün 35 mg/dl’ den düşük olması 

T2DM için bir risk faktörüdür.  

7. Trigliserid : Trigliserid düzeyinin 250 mg/dl’ den yüksek olması T2DM için bir risk 

faktörüdür.  
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8. Metabolik Sendrom : İnsülin direnci sendromu olarak da bilinen metabolik sendrom, 

T2DM için bağımsız bir risk faktörüdür (34). 

9. Doğum Ağırlığı : Düşük veya yüksek doğum ağırlığı T2DM için bağımsız birer risk 

faktörüdür. Doğum ağırlığının çok yüksek olduğu durumlarda annede gestasyonel diyabet 

görülmesi söz konusu olup ileride T2DM gelişmesi için bir risk faktörüdür. Yüksek doğum 

ağırlıklı bebekte de T2DM için genetik yatkınlık bulunmaktadır (35). 

10. Etnik Köken : Çalışmalar ve yapılan demografik gözlemler sonucu T2DM prevelansı 

çeşitli toplumlarda incelenmiştir. Çin toplumunda ve Papua Yeni Gine’de prevalens %1 gibi 

oldukça düşük bir değere sahipken, Kuzey Amerika’da bulunan Pima Hintlilerinde %50 gibi 

oldukça yüksek bir değere sahiptir (2).   

11. Prediyabet : Oral glikoz tolerans testi ile belirlenen glikoz değerinin 140’ tan yüksek 

200’den az olduğu durum bozulmuş glikoz toleransı olarak bilinir. Bu tip hastaların yaklaşık 

%30’ unda 10 yıl içinde DM gelişme riski bulunmaktadır (36).  

12. Bazı Hastalıklar : Polikistik over sendromu ve bazı endokrin hastalıklar (hipertiroidi, 

akromegali...) T2DM gelişimi için birer risk faktörüdür. 

 

 4.3. TİP 2 DİYABETİN GENETİĞİ 
 

 Tip 2 diabetes mellitus’ ta hastalığın ortaya çıkışı birçok gen lokusuna bağlıdır ve 

hepsinin küçük de olsa etkileri vardır. Multifaktöriyel bir hastalık olan T2DM’ ta genler 

sadece kendi aralarında etkileşmez. Aynı zamanda çevresel faktörlerle de etkileşir. İnsülin 

aktivitesi ve salınımı bir çok lokusta genetik varyansa sahiptir. Bu multifaktöriyel modele 

göre; hastalığa yatkınlık, değişik genetik varyantların (genotiplerin) ve çevresel faktörlerin 

birleşmesiyle kendini gösterir (2). Obezite ve tip 2 diyabetin genetiği çoğunlukla çakışır. 

 Tip 2 diyabet aday genleri  üç ana gruba ayrılır (37); 

 

1. Pankreatik β-hücre fonksiyonu ile ilgili olan genler (CDX2, NEUROD1, PAX4, PAX6, 

HNF4A, TCF1, TCF2, ABCC8, ADCYAP1R1, CPE, GCK, GLP1R, INS, KCNJ11, 

SLC2A2). 
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2. Ana hedef dokular olan kas, karaciğer ve yağ dokularında insülin faaliyeti ve glikoz 

metabolizmasını etkileyen genler (INSR Sinyal Yolu Aracılığı ile Etki Edenler; AKT1, 

AKT2, CAV3, FOXO3A, FYN, GRB10, GRB14, GRB2, GRB7, INSR, IRS1, PDE3B, 

PIK3CA, PIK3R1, RPS6KA2, SLC2A4, SOS1, SOS2. İnsülin Faaliyetinin Negatif 

Regülatörü Aracılığı ile Etki Edenler; AHSG, ENPP1, GH1, INPPL1. Karbohidrat 

Metabolizması Aracılığı ile Etki Edenler; FBP1, GPD1, HK1, HK2, PFKM, SLC2A5, G6PT1, 

GYS1, GYS2, PPP1CC, PPP1R3A, PPP2R1A, PCK1). 

3. Enerji girişi ve kullanımı, yağ metabolizması gibi diyabet ile ilgili süreçleri etkileyen 

genler (Lipid Metabolizması Aracılığı ile Etki Edenler; CETP, FABP2, FABP4, LIPC, LIPE, 

PLCG1, PPARG. Beslenme Davranışı/Enerji Homeostazı Aracılığı ile Etki Edenler; GAL, 

PPARGC1, ADRB3, PYY. Diğerleri; USF1, KCNJ6, STXBP3, SGNE1, NCOA1, RXRG, 

ABCC9, ENPP2, GC, NOS3 (eNOS) ). 

 

4.4. NİTRİK OKSİD 
 

 Nitrik oksid (NO) 1995 yılında keşfedilmiştir. NO’ in bulunmasından kısa bir süre sonra 

endotelyal nitrik oksid sentaz geni (eNOS) klonlanarak bu enzimin substratı olan L-Arginin 

tanımlanmıştır (17, 38, 39, 40). NO, endotelden üretilip salgılanan ve damar düz kasının 

gevşemesini sağlayan gevşetici faktördür (EDRF) (17, 38, 41, 42). NO, lokal vasküler denge 

için esansiyel olup, kimyasal olarak stabil olmayan bir serbest radikaldir. 5-10 saniye arasında 

değişen yarı ömrü nedeniyle hücre dışı alanda sadece lokal bir etkiye sahiptir. NO, tüm 

nitrovazodilatatörlerin aktif komponentidir (13, 16, 17, 39) (Şekil 4). 

 

Şekil 4. L-Arjininden NOS enzimi aracılığıyla NO sentezi 
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4.4.1. Nitrik Oksidin Görevleri 

 

 Nitrik oksidin başlıca görevleri arasında damar düz kas hücrelerinin gevşemesini 

artırmak, trombosit aktivasyonunun inhibisyonu, damar düz kas hücrelerinde büyüme ve 

göçün baskılanması ve damar duvarında sentezlenen endotelin’ in düzenlenmesi yer alır (43, 

44). NO aynı zamanda, düz  kas hücre proliferasyonunu önler, platelet yapışkanlığını ve 

endotel tabakasının lökositlerin üzerine yapışmasını azaltır. NO’ in antiinflamatuar, 

antioksidan ve antifibrotik etkileri vardır (45). NO eksikliğinde vasküler endotelin artışına 

bağlı olarak periferik dirençte artış meydana gelir (46, 47, 48). NO, hemoglobin tarafından 

etkisizleştirilir.  

 

4.4.2. Nitrik Oksid Etki Mekanizması 
 

 Nitrik oksid sentezinde etkili olan başlıca uyaranlar; kan akımının damar üzerinde 

oluşturduğu basınç, asetilkolin ve bradikinindir (47, 49, 50). Asetilkolin, endotel hücre 

yüzeyinde bulunan G proteine bağlı reseptöre bağlanır. G proteininde oluşan konformasyonel 

değişiklikle fosfolipaz-C  aktive olur. Aktifleşen fosfolipaz-C, fosfatidil inositol bifosfat’ ı 

(PIP2)  fosfatidil inositol 1,4,5- trifosfat (IP3) ve 1,2-diaçil gliserol’ e (DAG) dönüştürür. 

Sitoplazmada IP3 seviyesinin artışı endoplazmik retikulumda (ER) depolanan Ca+2’ un 

sitoplazmaya geçişini tetikler. Sitozolde oluşan Ca+2/ kalmodulin kompleksinin NOS enzimini 

aktive etmesi sonucu L-Arginin ve O2’ den, sitrulin ve NO sentezlenir (Şekil 5) (47, 51, 52). 
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Şekil 5. Nitrik oksid etki mekanizması 

 

 Endotel hücresinden salınan NO, düz kas hücrelerine difüzyon ile geçer. Kas hücresi 

içerisinde artan NO konsantrasyonu, döngüsel Guanozin monofosfat (cGMP) artışını 

tetikleyerek protein kinaz G’ yi  aktive eder. Hücre içi Ca2+ seviyesi azalır ve kas hücresi 

gevşer (28, 47, 52). 

 Nitrik oksid sentazı inhibe eden çeşitli arginin türevlerinin deney hayvanlarına 

verildiğinde gözlenen kan basıncındaki ani yükselme, NO’ nun fizyolojik rolünü 

desteklemektedir. Normal kan basıncının korunması için NO’ nun tonik salınımı 

gerekmektedir. 

 
4.4.3. Nitrik Oksid Sentaz (NOS) ve Görevleri 
 

 Nitrik oksid sentaz, L-Argininden NO sentezler. NOS üç izoenzim ailesinden oluşur. 

Bunlar;  

-nNOS: Nöronal izoformdur. Sempatik sinir sonlarında bulunur. 

-iNOS: Uyarılabilir izoformdur. Aktif makrofajlar ve miyositlerde bulunur. 

-eNOS: Endotelyal izoformdur. Vasküler endotel, trombositler ve endokardiyumda bulunur 

(16, 53). 
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 Nitrik oksid sentazın endotelyal ve nöronal izoformları Ca+2/kalmodulin mekanizmasına 

bağımlı bir şekilde bazal NO seviyesini az miktarda yükseltir. Buna karşılık iNOS doğru 

fizyolojik uyaran verildiğinde yüksek seviyelerde NO üretir. Bu üretim Ca+2’ dan bağımsızdır. 

NOS enziminin her üç izoformu kalpte mevcuttur. eNOS vasküler endotel tarafından hem in 

vivo hem de in vitro şartlarda sürekli 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) bölgesinde yer alır (Şekil 6). 

eNOS geni 1203 amino asitten oluşan eNOS enziminin transkripsiyonundan ve sentezinden 

sorumludur. 

 
Şekil 6. eNOS geninin yerleşimi 
 
 İnsan eNOS genine ait genomik klonlar kodlanmış ve genin yapısal organizasyonu 

belirlenmiştir. eNOS genine ait ayrıntılı bilgiler Şekil 7, Tablo 2 ve Tablo 3’ te görülmektedir. 

Yirmi altı ekson içeren eNOS geni 21 kilobazlık genomik DNA’ dan oluşur. Kodladığı haberci 

RNA (mRNA) 4052 nükleotid içerir ve haploid genomda tek kopya olarak bulunur. eNOS 

geninin 5' flanking bölgesi TATA kutusu içermez. TATA kutusunun görevi proksimal 

promotör elementler tarafından üstlenilmiştir. Bu elementler endotel hücresinin yapısal 

genlerinde bulunan promotör elementler ile uygunluk göstermektedir. Sterol düzenleyici cis 

elementleri, SP1, CRE, GATA, NF-1, AP-1, AP-2 ve p53 eNOS geninin proksimal promotör 

elementleridir (13).  

        7q 32- q (ter) 
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Şekil 7. eNOS geninin yapısal organizasyonu 
 

 Endotelyal nitrik oksid sentaz geninde intron-ekson sınırlarında donör-akseptör kuralına 

uygun olarak intronların 5' ucunda GT, 3' ucunda ise AG baz çiftleri bulunmaktadır. Eksonlar, 

5' ve 3' uçlarında aynı tip yapışkan uçlar taşımaları şartı ile intronik rekombinasyon yolu ile 

yerleştirilebilir, çıkarılabilir ve duplike olabilirler. Eksonların uzunluğu 67 ile 579 bç arasında 

değişiklik gösterir. 5, 15, 21 ve 25. intronlar yaklaşık 80 bç.’ lik en kısa uzunluğa sahiptir 

(Tablo 2, 3). 

 
Tablo 2.  İnsan eNOS geni ekson özellikleri ve intron-ekson bağlantıları 
 

 

 

eNOS genine ait, intron-ekson bağlantılarında, intronların 5' ucunda GT, 3' ucunda ise AG baz 

çiftleri (bç) bulunmaktadır. 

İntron  ekson       5' Donör           3' Kabul eden           Ekson 

 

Endotelyal nitrik oksid sentaz 
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Tablo 3. Endotelyal nitrik oksid sentaz geninde intron/ekson yerleşimleri ve uzunlukları 

 

 

eNOS geninde tip I, II ve III intronların görülme sıklığı sırası ile % 48, % 16 ve % 36’ dır. 

eNOS geninin 26. eksonunun 3' ucunda poliadenilasyon sinyali (AATAAA) bulunmamaktadır 

(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 nükleotid değişimi sonucu eNOS proteininin 298. amino asidi olarak 

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

 

4.4.6. Nitrik Oksid İle İlişkili Hastalıklar 
 

 Endotelyal nitrik oksid sentaz genine ait Glu298Asp polimorfizmi ile T2DM (15), kalp 

yetmezliği (16), koroner spazm (17), ateroskleroz (18), Mİ (19), hipertansiyon (19) gibi bir 

çok kalp-damar hastalığı ilişkilendirilmiştir. Nitrik oksid üretimi kalp yetmezliğine karşı 

koruyucu bir etkiye sahiptir. McNamara ve arkadaşları, eNOS aktivitesi bulunmayan Asp298 

varyantının kalp yetmezliğinin oluşumunu artırdığını göstermişlerdir (16). eNOS genine ait 

Ekson    boyut     amino asit          özellik                   intron         bç            tip 
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Glu298Asp polimorfizmini homozigot mutant olarak taşıyan kişilerde ateroskleroz, koroner 

spazm, koroner arter hastalığı ve Mİ riskinin arttığı çeşitli çalışmalarla bildirilmiştir (54-56). 

 

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

 

 Endotelyal nitrik oksid sentaz fonksiyon bozukluğu ve NO seviyesinin azalması ile 

ilişkili faktörler arasında lipidler, reaktif oksijen türleri (ROS), glikozillenmiş eNOS ve eNOS 

Glu298Asp polimorfizmi yer almaktadır (45). eNOS plazma membranının kaveolünde 

lokalize olmuştur (30). Kaveolde, sinyal molekülleri arasında en iyi çalışılmış olan eNOS’ dur. 

Kaveolin-1 (Cav-1) ile etkileşmeyen, kaveollere lokalize olmuş eNOS optimal enzimatik 

fonksiyona sahiptir. Ancak, Cav-1 ile interaksiyona girmek eNOS fonksiyonunu inhibe eder. 

Kaveoller çoğu sinyal proteininin bazal aktivitesini inhibe eden, genel negatif regülatörler 

olarak fonksiyonlarını sürdürürler. Kaveoldeki eNOS lokalizasyonu maksimum eNOS 

aktivitesi için gerekli olduğu halde; Cav-1, bu aktiviteyi eNOS ile etkileşime girerek inhibe 

edebilir. Şekil 8’ de kaveolde eNOS aktivasyon ve inhibisyon döngüsü anlatılmıştır. Cav-1 

eNOS aktivitesini kuvvetli bir şekilde inhibe eder (Şekil 8, Aşama 1). Asetilkolinin agonist 

aktivasyonu ile Ca2+ sitozole geçer ve kalmoduline bağlanır (Şekil 8, Aşama 2). Ca2+ ile aktive 

olmuş kalmodulin eNOS’ a bağlanır. Böylece Cav-1’ in kuvvetli inhibisyonu hafifletilerek NO 

üretilir (Şekil 8, Aşama 3). Cav-1 eNOS’ a tekrar bağlanarak döngü tamamlanır (Şekil 8, 

Aşama 4) (57). 

 

Şekil 8. eNOS sinyal mekanizmasının hücre membranının kaveolünde gösterilmesi (57) 
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 Endotelyal nitrik oksid sentazın görevi endotelyal nitrik oksid (eNO) üretimini 

dengelemektir. eNO endotel hücresi tarafından sentezlenen, doğal yollarla meydana gelen 

endojen, zincir kıran bir antioksidandır. eNO sağlıklı endotel ile, superoksid [O2'] ise 

fonksiyonel olmayan endotelle ilişkilidir (45). 

 

4.4.8. Endotelyal Nitrik Oksid Sentaz ve Tip 2 Diyabet 
 

 Endotelyal nitrik oksid sentaz reaksiyonu 3 koldan gerçekleştirilen bir reaksiyon olup 

eNO üretiminden sorumludur. 

 

eNO üretiminde L-arginin Kolu 
 
 L-arginin substratı esansiyel bir amino asit olup ateroskleroz ve tip 2 diyabet ile ilişkili 

olan ateroskleropatide mevcut olan fonksiyonel olmayan endotel hücrelerinin yüksek oranda 

ihtiyaç duydukları bir amino asittir. Endojen olarak üretilen asimetrik dimetil arginin (ADMA) 

endotel hücre fonksiyon bozukluğunun en önemli sebeplerinden biridir. Nadir olarak görülen 

arginin eksikliği ADMA ve Nitroarginin ile kompetitif inhibisyonu sonucunda oluşabilir. 

ADMA L-argininin endojen olarak üretilen kompetitif inhibitörü olup, eNOS enziminin eNO 

üretmek için kullandığı doğal substratı olan L-arginin düzeylerinde azalmaya yol açabilir. 

ADMA düzeylerinin yükselmesi arginin N-metil transferaz (PRMTs) proteinin artmış sentezi 

veya dimetil arginin dimetil amino hidrolaz (DDAH) enzimi tarafından azalmış eliminasyonu 

ile gerçekleşir (58-61). DDAH selektif olarak ADMA’ yı L-sitrulin ve dimetil amine hidroliz 

eder. Bu sebeple DDAH aktivitesi artınca ADMA düzeyleri azalır. DDAH aktivitesinin 

inhibisyonu ise ADMA düzeylerini artırır. Normal ve okside LDL-kolesterolün PRMT 

sentezini uyarırken DDAH aktivitesini düşürdüğü bildirilmiştir (62). Bu ise ADMA 

düzeylerini yükselterek endotel hücre fonksiyon bozukluğuna ve artmış oksidatif strese yol 

açarak ateroskleroz ve tip 2 diyabetle ilişkili ateroskleropatiye yol açar. Tip 2 diyabetli ve 

normal kişilere L-arginin infüzyonu yapıldığında Homosistein düzeylerinin düştüğü, NO 

düzeylerinin yükseldiği ve oksidatif stresin ortadan kalktığı görülmüştür (63). Bu sebeple 

artmış ADMA düzeyleri sonucunda ortaya çıkan L-arginin eksikliği oksidatif strese yol açarak 

insülin direnci, metabolik sendrom ve tip 2 diyabete sebep olabilir.  
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eNOS Kolu 
 
 Endotelyal nitrik oksid sentaz enziminin aktivasyonu için gerekli önemli agonistler NO 

üretiminde önemli bir rol oynarlar. eNOS geni çıkartılmış fare modelinde eNOS enzimi hiç 

bulunmadığından bu farelerde insülin direnci, hipertansiyon, hiperlipidemi geliştiği 

görülmüştür (64). Duplain ve arkadaşları eNOS’ un insülin sensitivitesinin düzenlenmesinde 

çok önemli bir rolü olduğunu kanıtlamışlardır (64). eNOS enziminin 1203 amino asitlik 

proteininde yapılacak olan bir veya birkaç değişiklik tip 2 diyabetik fenotiplerin ortaya 

çıkması için yeterli olmaktadır. Poligenik bir hastalık olan T2DM ve ateroskleropatide önemli 

rolü bulunan eNOS genine ait polimorfizm Glu298Asp’ tır. Gen polimorfizmlerinde eNOS 

aktivitesi bozulmuştur ve anormal yapı meydana gelmektedir. Glu298Asp polimorfizmi 

hipertansiyon ve spastik angina (20), ateroskleroz (21, 22, 23) ortaya çıkma sıklığını artırır 

(20). Glu298Asp polimorfizminin sağlıklı kişilerde bazal NO düzeyini azalttığı Veltman ve 

arkadaşları tarafından gösterilmiştir (24). Glu298Asp polimorfizmi diğer gen 

polimorfizmleriyle etkileştiği gibi aynı zamanda sigara, obezite, insülin direncinden sorumlu 

toksisiteler (ROS, O2, H2O2), metabolik sendrom ve T2DM ile de etkileşebilir. Japon (21), 

İngiliz (23) ve İtalyan (24) toplumlarında Glu298Asp polimorfizmi ateroskleroz ve koroner 

arter olaylarıyla ilişkili bulunmuştur. Veltman ve arkadaşları (24) bu gen polimorfizminin 

farklı hasta popülasyonlarında geniş bir dağılım gösterdiğini ve hasta popülasyonlarının 

yaklaşık %10’ unda mevcut olduğunu göstermişlerdir. Noili ve arkadaşları renal hastalığı 

bulunan T2DM’ lu kişilerde, Glu298Asp polimorfizmi ile hastalık arasında bir ilişki 

bulmuşlardır (65). Bu çalışma endotel hücresi ve eNOS reaksiyonunun önemini 

göstermektedir.  

 

BH4 Kolu 
 
 Tetrahidrobiopterin (BH4), L-arginini NAD(P)H oksidaz enzimine bağlayan ve L-

arginini okside edip NO ve L-sitruline çeviren önemli bir kofaktördür. Bu kofaktörün ve 

mekanizmasının önemi yeni anlaşılmaya başlanmıştır. Eğer bu kofaktör doğru olarak işlev 

görmezse, tüm eNOS reaksiyonu bozulur ve endotel bozulan NAD(P)H oksidaz reaksiyonu 

içinde superoksid [O2'] üreticisi olur. BH4 önemli bir kofaktör olmasına ek olarak; [O2'] ve 
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peroksinitrit [ONOO'] gibi reaktif oksijen türlerini (ROS) temizleyen doğal bir antioksidandır. 

Eğer BH4 miktar ve işlev olarak yetersiz ise eNOS reaksiyonu sadece sonradan oluşan fazla 

[O2']’ i ve [ONOO']’ i ayırmaz; aynı zamanda yüksek miktardaki lokal ROS’ u temizleyecek 

daha az BH4 oluşturma dezavantajı oluşur (66). Bu önemli kofaktörün eNOS reaksiyonunu 

yürütmeyi sürdürebilmesi için direkt folik asit etkisi gereklidir. ADMA üretimindeki azalma 

folik asitin yardımıyla indirekt olarak sağlanır. T2DM’ lu hastalara folik asit vermek, 

endotelyal gevşeme için bir gelişmedir. Bu olay homosisteinin düşürülmesinden çok daha hızlı 

gerçekleştirilir (67, 68). eNOS reaksiyonunun 3 kolunun önemine bakıldığında; 

ateroskleropati, insülin direnci, metabolik sendrom, prediyabet ve T2DM ile ilişkili endotelyal 

fonksiyon bozukluğu görülen bu hastaların tedavi örneğinde 2 olası değişiklik vardır. Birinci 

olarak, hastalığın ilerlemesini azaltmak için global risk azalması yaklaşımına ihtiyaç vardır. 

İkinci olarak, tedavi örneğine folik asit ve arginin eklemek gereklidir. T2DM günümüzde 

koroner risk ile eşdeğerdir. Bu yüzden tüm T2DM’ lu ve diyabetik olmayan ateroskleropatik 

hastalara folat takviyesi yapılmalıdır. 

 

Folik asit (5-MTHF) 
 

 B vitamini son zamanlarda, kardiyovasküler hastalıklar (KVH), nörodejeneratif hastalık, 

nöral tüp defektleri ve kansere karşı pozitif etkisiyle ilgi kazanmıştır. Folik asit, homosisteinin 

remetilasyonunda önemli bir rol oynar, böylece yükselen homosistein seviyelerini düşürür 

(69). Folat metabolizmasının yetersizliği veya bozulması hiperhomosisteinemi (hHcy), 

hipometilasyon, DNA hasarı ve bozulan hücre proliferasyonu, malinansi ve bozulmuş eNO 

üretimi ile ilişkilidir (70-74). 5-MTHF bir elektron donörü, hidrojen donörü ve bir metil 

donörüdür. Tüm bu özellikler, folik asitin fonksiyonu ile ilgili tek bir rolü gösterir. eNOS 

reaksiyonu için önemli bir kofaktör olan BH4’ i oluşturmak üzere BH2 ve BH3’ e hem hidrojen 

hem de elektron sağlar. Bu özellik eNOS reaksiyonunun tekrar oluşabilmesine olanak sağlar. 

Böylece eNO tekrar üretilir ve T2DM ve hiperlipidemideki endotelyal vazodilatasyon 

yenilenir (75). Son yıllarda İsviçre halkında yapılan kalple ilgili çalışmalarda, folik asit, B12 

ve B6 vitamin kombinasyonunun stent restenozu ve 1 yıllık takipte rastlanan hastalık 

tekrarlarında azalmaya sebep olduğu gösterilmiştir (76-78).  
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 Nitrik oksid sentaz, NO ve redoks stresi T2DM oluşumunda rol alır. L-arjinin eksikliği 

ve eNOS’ un inhibitörü olan ADMA seviyelerindeki artış; oksidatif strese ve insülin direnci, 

metabolik sendrom, prediyabet, T2DM nedeniyle oluşan  ateroskleropatiye sebep olur (45). 

T2DM’ un vasküler bir hastalık olup olmadığı halen tartışma konusudur. Azalmış nitrik oksid 

üretimi ve endotel hücre fonksiyon bozukluğu ile disfonksiyonel eNOS enzimi reaksiyonu 

oluşur ve bunun sonucu da T2DM ortaya çıkar. 

 Tip 2 diabetes mellitus KVH için artan morbidite ve mortalite gelişimi ile karakterize 

olması nedeniyle kardiyovasküler bir hastalık olarak düşünülebileceği ileri sürülmüştür. 

T2DM ve KVH’ lar ortak genetik ve çevresel etmenler tarafından  geliştirilir. İnsülin direnci 

patogenezinde kas ve yağ dokusu önemli rol oynar. Kalori alımının fazla olması sonucunda 

sitrik asit döngüsündeki substrat fazlalığına bağlı uyarılı artış, mitokondrial NADH (mNADH) 

ve ROS’ un miktarını yükseltir. İn vitro çalışmalar ve hayvan modelleri anti oksidanların, 

insülin hassasiyetini düzelttiğini  göstermektedir (79).  

 Fazla kalori alımı ve düşük fiziksel aktivite hücrelerde glikoz ve serbest yağ asiti 

miktarlarını artırır. Glikoz ve yağ asitlerinin enerjiye dönüşümüne, oksidatif stres eşlik eder. 

Oksidatif stres, kas hücreleri ve adipositlerde insülin direnci oluşumuna yol açarken, 

pankreatik β-hücrelerinde ve endotel hücrelerinde fonksiyon kaybına neden olur. Oluşan post-

prandiyal hiperglisemi ile oksidatif stres uyarılır. Hem bozulmuş glikoz toleransı hem de 

diyabet esnasında oluşan oksidatif stres KVH gelişimine zemin hazırlar (79).  

 

4.5. POLİMORFİZM  
 

Aynı tür organizmalar genellikle birbirinden farklı fenotip gösterirler. Bu farklılıklar 

genetik olarak belirlenmiştir ve polimorfizm olarak isimlendirilir. Bir çok gen lokusunda iki 

allel yer alır. Mutasyonların fenotipe farklı yansımalarının nedeni çoklu allellerin 

varlığındandır. Genetik polimorfizm, bir popülasyonda, farklı allelere bağlı, genetik olarak 

belirlenmiş iki veya daha çok alternatif fenotipin görülmesidir. Çoklu allel içeren bir bölge 

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

 

5.1. KULLANILAN KİMYASAL MADDELER VE ÇÖZELTİLER  

 
5.1.1. Kullanılan Kimyasal Maddeler 
 

1) Gene Ruler™ 100 bp DNA moleküler ağırlık merdiveni (Fermentas, # SM0241) 

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

3) Nükleotidler dATP, dCTP, dGTP, dTTP (Fermentas, #R0141, #R0151, #R0161, 

#R0171)  

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 klorür (MgCl2), (Sigma M 0250) 

10)  Potasyum klorür (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 3000/36ºC (677), F 4638) 

17)  Sodyum klorür (NaCl),  (BDH GPR™ 301237S) 

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

19)  Sodyum dodesil sülfat (SDS), (Sigma, L4390) 
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5.1.2. Kullanılan Çözeltiler 
 

1. Jele Yükleme Tamponu 

 % 0.25 Bromfenol mavisi 

2. EtBr: 10 mg/dl 

 EtBr 0.2 g 

 H2O 20 ml 

3. % 1.5’ lik Agaroz (mini jel) 

 Agaroz 0.6 g  

 10 X TBE 40 ml 

 EtBr 5 µl 

4. % 2’ lik Agaroz (midi jel) 

 Agaroz 2 g 

 10 X TBE 100 ml 

 EtBr 15 µl 

5. Proteinaz K: çift distile suda 20 mg/ml 

6. PZR primerleri: 0.5 pmol/ µl 

7. dNTP’ ler: 10 mM 

8. 1 X TBE 

 Tris baz 10.8 g 

 Borik asit 5.5 g 

 0.5 M EDTA 4 ml, pH 8.0 

 H2O 1 lt 

9. TE: Tris 1M,  EDTA 0.5 M 

10. 10 X PZR Tamponu 

11. Nükleaz Tamponu 

 Tris baz 10 mM 

 NaCl 400 mM 

 EDTA 2 mM 
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12. Lizis Tamponu 

 NH4Cl 155 mM 

 KHCO3 10 mM 

  EDTA 0.1 mM 

13. % 10 SDS 

 Tris baz 15.1 g 

 Glisin 72 g 

 SDS 5 g 

 H2O 1 lt 

14. 1 M EDTA (pH 8.0) 

 Na2EDTA X 2H2O 37.2 g 

 NaOH 10 M 

 H2O 0.1 lt 

15. 1 M KCl 

 KCl 74.6 g 

 H2O  1 lt 

 

5.2. ÇALIŞMA GRUBU 

 

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

 Toplam 115 tip 2 diyabetik hasta  (67 Erkek, 48 Kadın) ve 68 sağlıklı kontrol (47 Erkek, 

21 Kadın) ile çalışıldı. Tip 2 diyabetik hastalar, Ocak 2005-Ekim 2005 tarihleri arasında 

Çağlayan Florence Nightingale Hastanesi’ ne her 1-2 ayda bir rutin tetkiklerini yaptırmaya 

gelenler arasından seçildi. Diabetes mellitus, açlık plazma glikozu ≥ 140 mg/dl ve/veya 75 g 

oral glikoz yüklemesinden 2 saat sonra plazma glikozu ≥ 200 mg/dl olarak teşhis edildi. 

Kontrol grubu Ocak 2005-Ekim 2005 Çağlayan Florence Nightingale Hastanesi merkez 

laboratuvarına rutin sağlık kontrolleri için müracaat edip diyabeti, kalp hastalığı ve 

hipertansiyonu olmadığı tespit edilen kişilerden oluşturuldu. 
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 Tip 2 diyabetik hasta ve kontrol gruplarında bulunan kişiler Türkiye’ nin değişik 

bölgelerinden gelmekte ve çalışma grubundaki hiçbir kimse arasında akrabalık ilişkisi 

bulunmamaktadır. Tüm tip 2 diyabetik hastaların hepatik ve endokrin fonksiyonları normal 

olup, HbA1c düzeyleri %8’ in altında idi. Hasta ve kontroller yaş, cinsiyet ve beden-kütle 

indeksi (BKİ) açısından eşleştirilerek seçildi. Hasta ve kontrol gruplarındaki kişilere 

çalışmanın amacı açıklanarak izinleri alındı. 

 Hastaların yaş, boy, kilo, sigara, içki kullanıp kullanmadıkları, beslenme alışkanlıkları, 

egzersiz, kendilerinde veya ailelerinde diyabet, kalp hastalığı, anne ve baba arasında akrabalık 

olup olmadığı sorularak saptandı. Hastaların tamamı oral antidiyabetik ilaç kullanmakta olup, 

kontrollerin hiçbiri ilaç kullanmamakta idi.  

 

5.3. KULLANILAN İNCELEME YÖNTEMLERİ 

 

5.3.1. Kan Örneklerinin Alınması ve Saklanma Koşulları 
 

 Hasta ve kontrol grupların açlık periferik kan örnekleri 5 ml’ lik vakumlu steril K3-

EDTA’ lı ve antikoagülan içermeyen steril tüplere alındı. K3- EDTA’ lı kanlar alındıkları 

andan itibaren ilk 3-5 gün içerisinde genomik DNA’ ları izole edilene kadar +4ºC’ de saklandı. 

Antikoagülan içermeyen tüplere alınan kandan, serum hemen ayrılarak lipid ölçümleri yapıldı. 

 

5.3.2. Uygulanan Biyokimyasal Laboratuvar Analizleri  
 

 Hasta ve kontrol örneklerinin biyokimyasal analizlerinden total-kolesterol, trigliserid, 

apolipoprotein E (Apo E), apolipoprotein A1 (Apo A1), apolipoprotein B (Apo B), açlık kan 

şekeri, insülin ve HbA1c değerlerinin ölçümü yapıldı. Total- kolesterol, trigliserid, Apo E, 

açlık kan şekeri otoanalizörde ve serumla çalışıldı. Serum Apo A1, Apo B değerleri 

nefelometrede ölçüldü. Serumlar ön işleme tabi tutulmadan analiz edildi. Lipid ya da 

apolipoprotein düzeyleri referans değerlerinin üzerinde olan örnekler ise çift distile su ile 

sulandırılarak ölçüldü. Şişmanlığı değerlendirmede, beden kütle indeksi (BKİ) Quatelet’s 
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(ağırlık (kg) / uzunluk2 (m2)) formülüne göre hesaplandı (82). BKİ 25 ve üzerinde olan kişiler 

şişman olarak değerlendirildi.  

 

5.4. ENDOTELYAL NİTRİK OKSİD SENTAZ GEN ÇOĞALTILMASI 

VE GLU298ASP POLİMORFİZMİNİN TESPİTİ İLE İLGİLİ 

YÖNTEMLER 

 

 Hasta ve kontrol grubuna ait kişilerden alınan venöz kan örneklerinden, genomik DNA’ 

ların izolasyonunu takiben 517 bç uzunluğundaki eNOS gen ürününü çoğaltmak amacıyla 

polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) uygulandı. Çoğaltılan ürünler, eNOS Glu298Asp 

genotiplerinin belirlenmesi amacıyla restriksiyon parça uzunluk polimorfizmi (RFLP) 

yöntemine tabi tutuldu. 

 

5.4.1. Kandan Genomik DNA İzolasyonu 
 

 Yüksek tuz konsantrasyonu kullanılarak genomik DNA aşağıda belirtilen yönteme göre 

izole edildi (83).  

1.    0.5 ml EDTA’ lı periferik kan üzerine 1.5 ml lizis tamponu  eklendi. (Lizis tamponu: 

155 mM NH4Cl; 10 mM KHCO3; 0.1 mM EDTA) 

2.    +4ºC’ de 15 dakika (dk) inkübe edildi.  

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

4.    Süpernatant atıldı ve pellet üzerine lizis tamponu eklendi. 

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

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

7.    Nükleus pelleti üzerine, 150 µl nükleaz tamponu (Nükleaz tamponu: 10 mM Tris-

base; 400 mM NaCl; 2 mM EDTA) , 20 µl çift distile su, 1.5 µl proteinaz K ve 2.5 µl % 10 

SDS eklendi.  

8.    Karışım 37 ºC’ de bir gece inkübasyona bırakıldı.  

9.    İnkübasyon sonrası 1:1 oranında çift distile su ve 5 M NaCl karışıma ilave edildi. 

10.    10000 rpm’ de 20 dk. santrifüj edildi. 
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11.   Süpernatant başka bir tüpe aktarılarak üzerine saf etanol eklendi ve tüp birkaç kez 

altüst edilerek karıştırıldı. 

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

13.   Pellet üzerine %70 izopropanol eklendi ve DNA çöktürüldü. 

14.   Süpernatant atıldı ve pellet 200 µl  1X TE içerisine çözdürüldü. 

 

5.4.2. DNA Miktarının Ölçülmesi 
 

 İzole edilen DNA’ nın konsantrasyonu 260 nm’ deki optik dansitesinden (OD), saflığı da 

260 nm/280 nm’ deki OD oranından tespit edildi (84). 

 

5.4.3. Primerlerin Hazırlanması  
 

 Endotelyal nitrik oksit sentaz geni Glu298Asp genotiplerinin belirlenmesi için ileri 

(298F) ve geri (298R) primerler (HPLC yöntemi ile saflaştırılmış) kullanıldı. Liyofilize 

formdaki primerler DNaz, RNaz içermeyen çift distile saf su ile çözündürüldü (100 pmol/ µl). 

Sulandırılmış primer stokları (10 pmol/ µl)   -20ºC’ de kullanılıncaya dek muhafaza edildi. 

 

Oligonükleotid Primerlerin Dizisi 
 

 Endotelyal nitrik oksid sentaz Glu298Asp genotiplerini belirlemek amacıyla PZR 

reaksiyonunda kullanılan ileri (298F) ve geri (298R) primerlerin dizileri aşağıdaki gibidir. 

 

 298F : 5′- GACCCTGGAGATGAAGGCAGGAGA -3′  

298R : 5′- ACCACCAGGATGTTGTAGCGGTGA -3′ 

  

 Standart 25 µl’ lik PZR reaksiyon karışımı 0.2 ml’ lik ince duvarlı PZR tüplerinde Tablo 

4’ te belirtildiği gibi hazırlandı. 
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Tablo 4. eNOS Glu298Asp PZR reaksiyon karışımı içeriği 

 

Kullanılan temel komponentler  Final Konsantrasyon 

10 X PZR tamponu 2.5 µl 

MgCl2 2.0 mM 

İleri primer (10 pmol/µl) 0.4 µM 

Geri primer (10 pmol/µl) 0.4 µM 

dNTP’ler (2 mM) 200 µM 

Taq DNA polimeraz (5 U/ µl) 0.5 U 

Kalıp DNA 100 ng 

Çift distile su Total hacim 25 µl’ ye tamamlanır 

 

Total hacimleri 25 µl olan PZR karışımları termal döngü cihazında çoğaltılan ürünler 

restriksiyon yapılana dek - 20ºC’ lik derin dondurucuda saklandı. 

 

PZR Programı  

 

1. 95 ºC’ de 5 dk. denatürasyon 

2. 30 kez tekrarlanacak şekilde; 

         94 ºC’ de 1 dk. 

         58 ºC’ de 1 dk. 

         72 ºC’ de 1 dk.   sentez ve uzama 

3. 72 ºC’ de 5 dakika 

 

5.4.4. PZR Ürünlerinin Yatay Jel Elektroforezinde Görüntülenmesi 
 

 PZR ürünlerinin jel elektroforezinde kullanılacak agaroz jelin konsantrasyonu 

ayrıştırılmak istenen parçanın büyüklüğüne göre değişmektedir. Bu çalışmada çoğaltılan 

eNOS geninin PZR ürünleri (517 bç) % 1.5’ lik agaroz jelde yürütüldü. Agaroz jeller 

ultraviyole (UV) ışık altında incelendi. 
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 Mini jel kasetinin büyüklüğüne göre tartılan 0.6 g agaroz, 10 X ana stoktan sulandırılmış 

40 ml 1 X TBE tamponu içerisinde kaynatıldı. Elle tutulabilecek sıcaklığa (55-50ºC) 

düştüğünde 5 µl etidyum bromid eklendi. İyice karıştırılıp kaset üzerine döküldü. Cepleri 

oluşturacak tarak yerleştirilip donması beklendi. Tarak dikkatlice uzaklaştırıldıktan sonra jel 

elektroforez tankına geçirildi.  

 5 µl PZR ürünleri 2 µl yükleme tamponu ile karıştırılıp ceplere yüklendi. Jeldeki DNA, 

Consort E861 elektroforez sistemi ile 90 V gerilimde ve 1X TBE tamponu içerisinde 30 

dakika yürütüldü. PZR ürünlerinin büyüklükleri Gene Ruler™ 100 bç DNA ladder moleküler 

ağırlık standardı ile karşılaştırılarak belirlendi.  

 

5.4.5. Restriksiyon Parça Uzunluk Polimorfizmi (RFLP) Analizi 
 

 Prokaryotlardan izole edilen, çift iplikli DNA’ da özel dizileri tanıyan ve DNA’ yı belli 

noktalardan kesen enzimlere restriksiyon enzimleri adı verilir (85). Bakteriler, sahip oldukları 

restriksiyon endonükleazları ile virus DNA’ sını bozarak bakteri hücresini virus saldırısına 

karşı korumaktadır. Bu enzimler, DNA’ da 4-8 nükleotidlik spesifik dizileri tanırlar. Bazı 

restriksiyon endonükleazları, kesilen parçaların her iki ucunda kısa, tek zincirli DNA 

kuyrukları oluşturur. Bu tip uçlar yapışkan uçlar olarak tanımlanır. Yapışkan uçlar aynı enzim 

ile kesim sonucu oluşan diğer uçlarla komplementer baz çiftleri oluşturabilir. Bu şekilde 

herhangi iki DNA fragmanı yapışkan uçları sayesinde kolayca birbirine bağlanabilir. Bazı 

enzimler ise DNA’ daki tanıma noktalarında aynı noktadan karşılıklı kesim yaparlar ve küt 

uçlu olarak adlandırılırlar. EcoRI, HindIII, Pst I enzimleri yapışkan uçlar, HpaI gibi enzimler 

ise küt uçlar oluştururlar.  

 eNOS Glu298Asp genotiplerinin belirlenmesi amacıyla amplifiye edilen PZR ürünleri 

Ban II (Eco241) enzimi ile kesildi. Ban II restriksiyon endonükleazı DNA parçalarında 

yapışkan uç oluşturan bir enzimdir. Ban II enziminin tanıdığı nükleotid sırası aşağıdaki 

gibidir. 
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                             5'- G Pu G C Py ^ C- 3' 

                             3'- C ^ Py C G Pu G- 5' 

 

Şekil 9 . Ban II (Eco241) enziminin kesim bölgesi 

 

 Restriksiyon enzimlerinin optimal aktivite gösterdikleri iyon konsantrasyonu ve ısıları 

farklıdır. 20 µl PZR ürünü için 3 U (0.3 ml) Ban II enzim eklendi ve 37ºC’ lik etüvde 1 gece 

inkübe edildi. 

 

5.5. İSTATİSTİKSEL DEĞERLENDİRME 

 

 İstatistiksel analiz Unistat 5.1 software programı kullanılarak yapıldı. Değerler ortalama 

± standart hata (SE) olarak ifade edildi. Genotipler ile tip 2 diyabet ve diğer risk faktörleri 

arasındaki ilişki iki yönlü varyans analizi ile tespit edildi. p ≤ 0.05 değerleri istatistiksel açıdan 

anlamlı kabul edildi. Hasta ve kontrol grubundaki parametreleri karşılaştırmak için Student- t 

testi kullanıldı. Hasta ve kontrol grubundaki genotip frekansları χ2 testi ile karşılaştırıldı. 

Bonferroni testi ile her bir parametre için genotipler birebir karşılaştırıldı. Çalışılan hasta 

grubunda eNOS Glu298Asp polimorfizmi T2DM için bağımsız bir risk faktörü 

oluşturmadığından Lojistik Regresyon analizi yapılmasına gerek duyulmadı. 
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6. BULGULAR 

 

 Bu çalışmada 115 tip 2 diyabetli hasta ve 68 sağlıklı kontrol ile çalışıldı. Tip 2 diyabet 

grubu, yaş ortalamaları 58.23 ± 0.93 olan 67 erkek ve 48 kadından, kontrol grubu ise yaş 

ortalamaları 55.30 ± 1.46 olan 47 erkek ve 21 kadından oluşturuldu.  

 Çalışma grubunu oluşturan tip 2 diyabet ve kontrol gruplarına ait demografik özellikler 

Tablo 5’ te verilmiştir. Gruplar ağırlık, boy, BKİ, bel, kalça ve bel/kalça değerleri açısından 

karşılaştırıldıklarında istatistiksel olarak anlamlı bir fark tespit edilmedi (Tablo 5). 

 

Tablo 5. Hasta ve kontrol gruplarının demografik özellikleri açısından karşılaştırılması 

 

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

Ağırlık (kg) 73.63 ± 1.17 72.50 ± 1.53 AD 

Boy (m) 1.64 ± 0.00 1.63 ± 0.01 AD 

BKİ (kg/m2) 27.39 ± 0.41 27.19 ± 0.50 AD 

Bel (cm) 96.83 ± 1.80 95.88 ± 2.61 AD 

Kalça (cm) 103.69 ± 0.82 103.88 ± 0.97 AD 

Bel/Kalça 0.92 ± 0.01 0.91 ± 0.02 AD 

 

Değerler ortalama ± Standart hata olarak ifade edilmiştir. İstatistiksel olarak anlamlı 

olmayan sonuçlar AD olarak belirtilmiştir. 
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 Çalışma grubunu oluşturan hasta ve kontrol gruplarının BKİ açısından değerlendirilmesi 

Tablo 6 ve Şekil 10’ da gösterilmiştir. 

 

Tablo 6. Hasta ve kontrol gruplarının BKİ değerleri 

 

 BKİ < 25 (%) BKİ  ≥ 25 (%) 

 

Diyabet 31.9 68.1 

Kontrol 35.6 64.4 
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Şekil 10. Hasta ve kontrol gruplarının BKİ değerlerinin grafik ile gösterilmesi 
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 Tablo 7’ de hasta ve kontrol gruplarının biyokimyasal özellikleri  karşılaştırılmıştır. 

Hasta ve kontrol gruplarının, insülin, HbA1c, açlık kan şekeri, hepatik insülin sensitivitesi 

(HIS), β-hücre indeksi (HOMA), total-kolesterol, trigliserid, apolipoprotein E (apo E), 

apolipoprotein A1 (apo A1), apolipoprotein B (Apo B) düzeyleri belirlenmiştir. Hasta 

grubunda insülin (p≤0.001), HbA1c (p≤0.001), açlık kan şekeri (p≤0.001) ve HOMA 

(p≤0.001) düzeyleri kontrol grubuna kıyasla oldukça yüksek bulunmuş ve ileri derecede 

anlamlı olduğu tespit edilmiştir. Kontrol grubunda HİS (p≤0.001) düzeyleri hasta grubuna 

kıyasla daha yüksek bulunmuş ve ileri derecede anlamlı olduğu görülmüştür. Hasta ve kontrol 

grupları, total-kolesterol, trigliserid, apo E, apo A1 ve apo B düzeyleri açısından 

karşılaştırıldığında p değeri 0.05’ in üzerinde bulunarak anlamlı bir farklılık göstermediği 

saptanmıştır.  

 

Tablo 7. Hasta ve kontrol gruplarının klinik ve biyokimyasal veriler açısından karşılaştırılması  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Değerler ortalama ± Standart hata olarak ifade edilmiştir. İstatistiksel olarak anlamlı 

olmayan sonuçlar AD olarak belirtilmiştir. 

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

 

İnsülin (µU/ml) 14.19 ± 0.57 3.85 ± 0.20 ≤0.001 

HbA1c 7.69 ± 0.21 4.58 ± 0.06 ≤0.001 

Açlık kan şekeri (mmol/L) 9.60 ± 0.36 3.62 ± 0.09 ≤0.001 

Hepatik İnsülin Sensitivitesi 

(HİS) 

0.26 ± 0.02 1.96 ± 0.12 ≤0.001 

β- hücre indeksi (HOMA) 1.82 ± 0.07 1.29 ± 0.07 ≤0.001 

Total-kolesterol (mmol/L) 5.41 ± 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 A1 (g/L) 1.42 ± 0.02 1.40 ± 0.03 AD 

Apolipoprotein B (g/L) 1.15 ± 0.03 1.15 ± 0.03 AD 
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 Endotelyal nitrik oksid sentaz geni Glu298Asp genotiplerinin saptanması amacıyla 517 

bç uzunluğundaki PZR ürünlerinin (Şekil 11) Ban II enzimi ile kesimi sonucunda oluşan DNA 

parçalarının uzunlukları Tablo 8’ de verilmiştir. Ban II enzimi kesim bölgesinin bulunması 

346 bç ve 171 bç’ lik iki DNA parçasının oluşmasına neden olurken, kesim bölgesinin 

bulunmaması 517 bç’ lik tek parçanın gözlenmesiyle sonuçlanır. Kesim ürünleri %2’ lik 

agaroz jelde yürütülüp UV ışık altında polaroid film ile fotoğrafları çekildi.  

 Her örnek için kesim olup olmadığı, Gene Ruler™ 100 bç DNA ladder moleküler ağırlık 

merdiveni standartına göre değerlendirildi. eNOS Glu298Asp genotipleri, restriksiyon 

bölgesinin her iki allelde de bulunmaması normal (Glu/Glu), restriksiyon bölgesinin her iki 

allelde de bulunması mutant (Asp/Asp), restriksiyon bölgesinin sadece bir allelde bulunması  

heterozigot (Glu/Asp) şeklinde açıklanır (Şekil 12, 13).  

 

 

Tablo 8. eNOS Glu298Asp PZR ürünlerinin Ban II enzimi ile kesiminden sonra ortaya çıkan 

DNA parçalarının uzunlukları 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

                       
Homozigot Normal      Heterozigot        Homozigot Mutant 

(Glu/Glu)               (Glu/Asp)                (Asp/Asp) 
 
517 bç              

 
                   

 
 

 
 
346 bç                                           

 
                            

 
        

 
 
 
 
171 bç                                           
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Şekil 11. eNOS geni Glu298Asp polimorfik bölgesini taşıyan PZR ürünleri 

M: 100 bç DNA moleküler ağırlık merdiveni; 1, 2, 3, 5, 6, 7, 8, 11, 13, 14, 15, 16. kuyular: 

517 bç’ lik PZR ürünleri 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

        M     1     2    3     4     5    6     7     8     9   10    11    12   13   14  15  16   17 

517 bç 

517 bç 
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Şekil 12. PZR ürünlerinin kesimi ile elde edilen Glu298Asp genotipleri 

M: 100 bç DNA moleküler ağırlık 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. 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 
 

 

M  1   2   3   4   5   6   7    8   9   10 11 12 13  14 15 16 

M           1            2               3           4              5           6                7           8 

517 bç 

346 bç 

171 bç 

517 bç 

346 bç 
171 bç 

517 bç 
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Şekil 13. PZR ürünlerinin kesimi ile elde edilen Glu298Asp genotipleri 

M: 100 bç DNA moleküler ağırlık merdiveni; 12, 19. kuyular: Glu/Glu genotipi; 5, 13, 14, 15, 

16, 17, 18. kuyular: Glu/Asp genotipi 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

   M   1   2    3    4    5    6    7    8   9    10   11 12 13  14  15  16  17  18  19  20   21 

517 bç 517 bç 

346 bç 

171 bç 
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 Hasta ve kontrol gruplarına ait Glu298Asp genotip dağılımı Tablo 9 ve Şekil 14’ te 

verilmiştir. Tip 2 diyabetli grupta 57 kişi mutant, 43 kişi heterozigot ve 15 kişi normal 

bulunurken, kontrol grupta 28 kişi mutant, 29 kişi heterozigot ve 11 kişi normal genotiptedir. 

eNOS geni Glu298Asp allel frekans dağılımları; 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 grupları eNOS gen sıklıkları açısından 

karşılaştırıldığında genotip dağılımlarının istatistiksel olarak anlamlı bir farklılık göstermediği 

saptandı (χ2= 1.243, p= 0.537). 

 

Tablo 9. Hasta ve kontrol gruplarında eNOS geni Glu298Asp genotip dağılımları 

 

                                      eNOS Glu298Asp Genotip Sıklıkları 

 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. Değerler sayı 

ve yüzde olarak verilmiştir. Kontrol ve diyabetik gruplarda eNOS genotip frekansları χ2
 testi 

ile karşılaştırılmıştır ve istatistiksel olarak anlamlı bulunmamıştır (χ2
= 1.243, p= 0.537). 
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Şekil 14. Hasta ve kontrol gruplarında eNOS Glu298Asp genotip dağılımlarının grafik ile 

gösterilmesi 

 

  

 Tablo 10 ve 11’ de sırasıyla hasta ve kontrol gruplarının eNOS Glu298Asp genotipleri 

demografik ve biyokimyasal parametreler açısından Bonferroni testi ile  

birebir karşılaştırıldı. Tip 2 diyabetli grupta eNOS geni Glu298Asp genotipleri birbirleriyle 

ikili gruplar halinde karşılaştırıldığında genotipler arasında incelenen klinik özelliklerin hiçbiri 

için istatistiksel olarak anlamlı bir fark bulunmadı (p≥0.05) (Tablo 10). 

 

 

 

 

 

 



                     

 41 

Tablo 10. Tip 2 diyabetli grupta eNOS geni Glu298Asp genotiplerinin klinik karakteristik 

özellikler açısından birbirleriyle karşılaştırılması 

 

 

Değerler ortalama ± Standart hata olarak ifade edilmiştir. 

                                     eNOS geni Glu298Asp Genotipi 

Parametre Glu/Glu (n=15) Glu/Asp (n=43) Asp/Asp (n=57) 

 

Ağırlık (kg) 69.00 ± 2.38 76.90 ± 2.12 72.35 ± 1.57 

Boy (m) 1.61 ± 0.02 1.65 ± 0.01 1.64 ± 0.01 

BKİ (kg/m2) 26.48 ± 1.02 28.22 ± 0.71 26.99 ± 0.56 

Bel (cm) 88.13 ± 5.94 98.62 ± 2.80 97.78 ± 2.47 

Kalça (cm) 101.20 ± 2.53 104.97 ± 1.32 103.37 ± 1.14 

Bel/Kalça (cm) 0.86 ± 0.04 0.93 ± 0.02 0.94 ± 0.02 

Açlık kan şekeri (mmol/L) 9.43 ± 1.36 9.66 ± 0.56 9.61 ± 0.50 

HbA1c 7.43 ± 0.65 7.63 ± 0.35 7.83 ± 0.30 

İnsülin (µU/ml) 11.64 ± 1.62 15.43 ± 0.94 13.88 ± 0.79 

Hepatik insülin sensitivitesi (HİS) 0.37 ± 0.07 0.22 ± 0.03 0.27 ± 0.03 

β- hücre indeksi (HOMA) 1.54 ± 0.24 1.95 ± 0.13 1.78 ± 0.10 

Total-kolesterol (mmol/L) 5.64 ± 0.41 5.37 ± 0.16 5.39 ± 0.16 

Trigliserid (mg/dl) 1.40 ± 0.17 2.17 ± 0.27 2.03 ± 0.35 

Apolipoprotein E (mg/L) 41.29 ± 3.31 47.28 ± 3.65 45.01 ± 4.19 

Apolipoprotein A1 (g/L) 1.45 ± 0.09 1.39 ± 0.03 1.43 ± 0.03 

Apolipoprotein B (g/L) 1.14 ± 0.09 1.11 ± 0.03 1.19 ± 0.06 
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  Kontrol grupta eNOS geni Glu298Asp genotipleri birbirleriyle ikili gruplar halinde 

karşılaştırıldığında Apo B değerlerinin Glu/Glu genotipine sahip kişilerde Asp/Asp genotipine 

sahip kişilere kıyasla daha yüksek olduğu bulundu (p≤0.05). Kontrol grubunda incelenmiş 

olan diğer klinik parametreler açısından Glu298Asp genotipleri arasında anlamlı bir fark 

saptanmadı (p≥0.05) (Tablo 11). 

 

Tablo 11. Kontrol grupta eNOS geni Glu298Asp genotiplerinin klinik karakteristik özellikler 

açısından birbirleriyle karşılaştırılması  

 

                                  eNOS geni Glu298Asp Genotipi 

Parametre Glu/Glu (n=11) Glu/Asp (n=29) Asp/Asp (n=28) 

 

Ağırlık (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 

BKİ (kg/m2) 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 

Kalça (cm) 100.45 ± 2.95 104.39 ± 1.43 104.71 ± 1.40 

Bel/Kalça 0.90 ± 0.06 0.92 ± 0.03 0.92 ± 0.03 

Açlık kan şekeri (mmol/L) 3.52 ± 0.17 3.74 ± 0.16 3.51 ± 0.13 

HbA1c 4.46 ± 0.14 4.66 ± 0.09 4.54 ± 0.08 

İnsülin (µU/ml) 4.00 ± 0.61 3.78 ± 0.27 3.87 ± 0.33 

Hepatik insülin sensitivitesi (HİS) 1.98 ± 0.29 1.93 ± 0.19 2.00 ± 0.19 

β- hücre 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 A1 (g/L) 1.41 ± 0.07 1.37 ± 0.04 1.43 ± 0.05 

Apolipoprotein B (g/L) 1.33 ± 0.08a 1.16 ± 0.06 1.08 ± 0.04 

 

Değerler ortalama ± Standart hata olarak ifade edilmiştir. 
a
 p≤0.05 Asp/Asp genotipine kıyasla. 
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 Çalışılan hasta ve kontrol gruplarında eNOS Glu298Asp polimorfizmi ile araştırılmış 

olan tip 2 diyabetle ilişkili fenotipler arasında anlamlı bir ilişkiye rastlanmadığı için Logistik 

Regresyon analizi yapılmasına gerek duyulmadı. 
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7. TARTIŞMA 

 

 Tip 2 diyabet çok faktörlü bir genetik sendrom olup bir çok gen ve çevresel faktör 

tarafından belirlenir. Dünya çapında 150 milyon kişiyi etkileyen tip 2 diyabet insidansı 

şişmanlık, hipertansiyon ve fiziksel aktivite gibi sekonder faktörler sebebiyle hızla 

artmaktadır. Tip 2 diyabetin prevelans ve insidansını etkileyen en önemli faktörler diabetes 

mellitus için pozitif aile öyküsü, yaş, fazla kilo, artmış abdominal yağ, hipertansiyon, fiziksel 

aktivite azlığı ve etnik kökendir. Bazı biyokimyasal belirteçler de risk faktörü olarak 

bulunmuş olup bunlar; açlık hiperinsülinemisi, açlık proinsülindeki artış ve azalmış HDL-

kolesteroldür (86).  

 İnsan genomunda yaklaşık 34.000 gen olduğu (87, 88) ve bu genlerin farklı formlarının 

bulunduğu ve genlerin birbirleriyle ve çevresel faktörlerle etkileştiği düşünülürse tip 2 

diyabetin aday genlerinin belirlenmesinin ne kadar karmaşık bir problem olduğu ortaya çıkar. 

Diyabetin moleküler temelinde glikoz ve enerji metabolizmalarının moleküler genetik ve 

patofizyolojisinde rol oynayan genler yer alır. Tip 2 diyabette rol alan pek çok gen lokusunun 

hastalık üzerinde küçük veya orta derecede etkileri bulunur. Tip 2 diyabette rol alan genlere ait 

tek nükleotid polimorfizmlerinin (SNP) tespiti tip 2 diyabetin patogenezinin aydınlatılmasına 

yol açacağı gibi aynı zamanda hastalığın teşhis, tedavi ve önlenmesinde yardımcı olacaktır. 

Tip 2 diyabetin ailesel yatkınlık göstermesi, kişinin hastalığa olan yatkınlığında genlerin 

rolünün fazla olduğunu göstermektedir. Tip 2 diyabet oluşumunu etkilediği bilinen yaş, 

cinsiyet, etnik köken, diyet, sigara içimi (89, 90), obezite ve vücudun yağ dağılımı (89, 91) 

gibi faktörlerin de  genetik kontrol altında olduğu gösterilmiştir (89, 92). 

 Çoğunlukla obezite sebebiyle ortaya çıkan insülin direnciyle karakterize tip 2 diyabet, β-

hücresinin artan insülin direncini dengelemek için β-hücresinin yeterince insülin 

salgılayamamasındaki yetersizlik sebebiyle meydana gelir (93, 94). Tip 2 diyabet hastalarının 

çoğu obezdir. Genetik kontrol altında olan abdominal obezitenin (89, 95-98) insülin direncine 

yol açtığı bilinmektedir. İnsülin direnci her ne kadar tip 2 diyabetin önemli bir göstergesiyse 

de tek başına diyabet sebebi değildir. Tip 2 diyabetli hastaların çoğunda orta derecede insülin 

direnci bulunur (99, 100). Tip 2 diyabetin primer genetik belirleyicilerinin insülin direnci ya 

da bozulmuş insülin sekresyonu ile ilişkili anormal genler ya da polimorfizmler mi olduğu 
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yoksa hastalığın patogenezinde sadece insülin direnci ve bozulmuş insülin sekresyonunun 

belirleyici olduğu halen araştırma konusudur. Bu konuda yapılmış olan çalışmalar hastalığın 

oluşmasındaki genetik tablonun insülin direnci ve sekresyonundaki bozuklukların önemini 

azaltmadığını göstermektedir. Bu nedenle insülin direnci ve sekresyonunu etkileyen genler tip 

2 diyabet oluşumunda önem kazanmaktadır. Uzun zincirli yağ asitlerinin gen 

transkripsiyonunu etkilediği ya da direkt olarak glikojen sentaz aktvitesini etkilediği 

bilinmektedir (99, 101). Ayrıca adipoz dokusu proinflamatuar bir sitokin olan tümör nekroz 

faktör α’ yı üretir ki bu da insülin reseptörü ve IRS1’ in fosforilasyonu inhibe ederek insülin 

sinyalleşmesini önler (99, 102). İnterlökin gibi diğer sitokinler aynı zamanda endotel 

fonksiyon bozukluğuna yol açarak metabolik sendrom risk faktörlerinin biraraya gelmesine 

neden olabilir (99, 103).  Çoğu insülin direnci olan obez kişiler diyabet geliştirmez (89, 104). 

Çoğu obez kişi diyabet geliştirmezken, zayıf kişilerin tip 2 diyabeti olduğu görülür. Bu 

bulgular tip 2 diyabetin çok genli olma özelliğinden kaynaklanıp bozuk olan birkaç genin tek 

başına diyabete yol açmadığının göstergesi olabilir. Buna ek olarak obez ve diyabetik olmayan 

kişiler orta derecede insülin direncine sahip olup her zaman glikoz intoleransı göstermezler. 

Bu da insülin eksikliğinin hiperglisemi gelişimindeki esansiyel rolünü kanıtlamaktadır. 

Hiperglisemi geliştikten sonra glikoz toksisitesi insülin direncini indükleyerek pankreatik β-

hücre fonksiyonunu azaltabilir. 

 Endotelyal nitrik oksid, eNOS enzimi tarafından L-argininden sentezlenen bir endotelyal 

vazodilatördür. eNOS bağımlı NO salgılanması; kofaktör etkileşimi, fosforilasyon, protein-

protein etkileşimleri ve substrat varlığı gibi pek çok olay tarafından düzenlenir. Sağlıklı bir 

endotel eNO salgılarken, fonksiyonu bozulmuş olan endotel süperoksid üretir (105). Hem tip 2 

diyabet hem de ateroskleropatide fonksiyonel olmayan endotel tarafından üretilen süperoksid 

radikali rol alır. eNOS molekülünün endotel hücresindeki fonksiyon bozukluğuna yol açması 

intimada ateroskleropatiye, pankreasın β adacıklarında ise redoks stresi ile β-hücre 

fonksiyonunda azalmaya yol açar. Araştırmacılar tip 2 diyabetin vasküler bir hastalık olup 

olmadığı sorusuna cevap ararken NOS, NO ve redoks stresinin rollerini de araştırmaktadırlar. 

Popülasyon veya doku çalışmaları, eNOS genindeki bazı DNA varyantlarının düşük eNOS 

ekspresyonuna sahip olup, taşıyıcı endotel hücrelerini çevresel risklere karşı daha 

hassaslaştırdığını göstermiştir. eNOS geninin 7. eksonunda, 298. pozisyondaki Glutamik asitin 
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Aspartik asite dönüşümüne yol açan Glu298Asp polimorfizminin bazal NO üretiminde 

azalmaya sebep olduğu bilinmektedir (24, 106). 

 Endotelyal nitrik oksid sentaz geni Glu298Asp polimorfizminin koroner arter hastalığı 

(107), koroner arter spazmı (55), miyokard infarktüsü (22, 108), koroner ateroskleroz 

yaygınlığı (14, 23) ve hipertansiyon gibi hastalıklar ile olan ilişkileri çeşitli çalışmalar ile 

bildirilmiştir. Senthil ve arkadaşları insan umblikal ven endotel hücrelerinde (HUVEC) 

yaptıkları çalışmalarında Glu298Asp polimorfizmine ait nadir rastlanan Asp/Asp genotipinde 

düşük düzeyde eNOS proteini saptarken, kontrol ve sigara içenlerin ekstraktları ile muamele 

edilmiş endotel hücrelerinde yüksek düzeyde eNOS mRNA düzeyleri saptamışlardır. Düşük 

düzeydeki eNOS protein düzeyleri ve enzim aktiviteleri artmış vasküler risk ile ilişkili olan 

nadir allelin (Asp/Asp) sıklığı ile uyumludur. Aynı hücrelerdeki yüksek düzeydeki eNOS 

mRNA’ ları transkripsiyondaki dengeleyici düzenleme olabilir. Çünkü ekson 7’ deki 

Glu298Asp polimorfizmi hızlandırılmış protein yıkımı ile sonuçlanabilir (106, 108). 

Glu298Asp mutasyonu protein stabilitesini düşürerek biyolojik olarak aktif eNOS miktarını 

etkileyebilir. Ancak bu polimorfizm farklı toplumlarda yapılan diğer bazı çalışmalarda 

vasküler hastalıkla ilişkili bulunmamıştır. Endotelyal nitrik oksid sentaz genine ait Glu298Asp 

varyantlarının oluşturduğu protein ürünler farklı bölgelerden kesime uğrayabilir. Şöyle ki; 35 

kDa’ luk amino terminal ve 100 kDa’ luk karboksi terminal fragmanları oluşturabilir (108) bu 

da, bu polimorfizmin eNOS proteini üzerinde fonksiyonel bir etkisi olduğunu düşündürür. 

Glu298Asp polimorfizminin ayrıca eNOS enziminin hücreler arası trafiğini kontrol eden 

şaperon proteinlerle, protein-protein etkileşimleri yaptığı gösterilmiştir (108). Aynı protein-

protein etkileşimleri enzimin aktive edilmesindeki süreçte işlev gören proteinlerle de 

gerçekleştirdiği bilinmektedir. Fonksiyonel olmayan eNOS’ un vasküler hastalıkların 

patogenezinde yer alıp almadığı kesin olarak bilinmemektedir.  

 Endotelyal nitrik oksid sentaz gen varyantlarından Glu298Asp polimorfizminin insülin 

direnci veya tip 2 diyabetle ilişkili olup olmadığını araştıran sınırlı sayıda çalışma 

bulunmaktadır. Monti ve ark. (15) makrovasküler komplikasyonu bulunmayan 159 adet tip 2 

diyabetik hasta ve 207 adet sağlıklı kişide yaptıkları çalışmalarında tip 2 diyabetik kişilerde 

Glu/Glu, Glu/Asp ve Asp/Asp genotiplerinin sıklıklarını sırasıyla %32.7, %39.6 ve %27.7 

olarak; kontrol kişilerde ise %46.4, %39.6 ve %14 olarak bildirmişler ve gen sıklıklarını 
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gruplar arasında istatistiksel anlamlı olarak farklı bulmuşlardır (χ2=1, p=0.0005). Monti ve 

ark.’ nın (15) sonuçlarına göre Asp/Asp genotipinin sıklığı tip 2 diyabetik hastalarda kontrol 

kişilere kıyasla istatistiksel anlamlı olarak daha yüksek sıklıkta tespit edilmiştir. Srivastava ve 

ark. ise  (109) 139 adet sağlıklı Hintlide yaptıkları çalışmalarında Glu298Asp genine ait 

Glu/Glu genotip sıklığını %71.22, Glu/Asp genotip sıklığını %28.06 ve Asp/Asp genotip 

sıklığını %0.72 olarak bildirmiş ve genotip sıklıkların arasında anlamlı bir fark tespit 

etmemişlerdir. Çalışmamızda tip 2 diyabetik kişilerde Glu/Glu, Glu/Asp ve Asp/Asp 

genotiplerinin sıklıkları sırasıyla % 13.0, % 37.4 ve % 49.6 olarak; sağlıklı kontrol kişilerde 

ise % 16.2, % 42.6 ve % 41.2 olarak bulunmuş olup hasta ve kontrol grupları arasında genotip 

sıklıkları açısından istatistiksel anlamlı bir farklılık tespit edilmedi (χ2= 1.243, p=0.537).  

 Monti ve ark. (15) tip 2 diyabetik hastalarda Glu298Asp genotiplerinin arasında viseral 

obezite (bel/kalça oranı) haricinde metabolik parametreler (plazma glikoz, BKİ, trigliserid, 

sistolik ve diastolik kan basıncı) açısından anlamlı bir fark bulmamışlardır. Asp/Asp 

genotipine sahip tip 2 diyabetik kişilerde viseral obezitenin diğer genotiplere kıyasla anlamlı 

olarak daha fazla olduğunu bildirmişlerdir (15). Bu çalışmada da Monti ve ark.’ nın (15) 

sonuçlarına uyumlu olarak istatistiksel anlamlı olmamakla birlikte Asp/Asp genotipine sahip 

tip 2 diyabetiklerde Bel/Kalça oranının (viseral obezite) Glu/Glu genotipindeki hastalara 

kıyasla daha yüksek olduğu bulundu. Monti ve ark. (15) sağlıklı kişilerde Asp/Asp genotipine 

sahip kişilerin insülin, C-peptid, NO ve HOMA düzeylerinin Glu/Glu genotipine kıyasla daha 

yüksek olduğunu bildirmişlerdir. Çalışmamızda da insülin ve HOMA (β-hücre indeksi) 

düzeylerinin Asp/Asp genotipine sahip sağlıklı kontrollerde Glu/Glu genotipine sahip kişilere 

kıyasla daha düşük olduğu görüldü (p≥0.05). Duplain ve ark. (64) ise eNOS geni bulunmayan 

farelerde hipertansiyon, hiperinsülinemi, hiperlipidemi olduğu ve insülinle uyarılmış olan 

glikoz geri alımında %40 oranında azalma olduğunu göstermişlerdir. Son yıllarda NO’ in 

insülin salgılanması ve insülin direncindeki rolü araştırılmaktadır. Spinas ve ark. (110) NO’ in 

fizyolojik insülin sekresyonunun düzenleyicisi olduğunu göstermişlerdir. Özellikle iskelet 

kasının mitokondrilerinde lokalize olan eNOS aktivasyonunun (111, 112) artmış glikozun kas 

hücresine taşınmasıyla kas-kan akımını artırdığı bir çok çalışma ile tespit edilmiştir (113). 

İnsülinin glikozun geri alımındaki etkisinin %30’ unun artmış kan perfüzyonu sebebiyle 
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olduğu bilinmektedir (113). Bu bilgiler eNOS genindeki polimorfizmlerin hiperinsülinemi ve 

insülin direncine yol açabileceğini düşündürmektedir.  

 Monti ve ark. eNOS Glu298Asp polimorfizmi ile tip 2 diyabet arasında anlamlı bir 

ilişkinin varlığını gösteren ilk çalışma grubu olup, bu gen varyasyonunun hiperinsülinemi, 

insülin direnci ve tip 2 diyabet için yeni genetik risk faktörlerinden biri olabileceğini ortaya 

koymuşlardır. Aynı araştırmacılar (15) bir kişinin öncelikle diyabet mi yoksa kardiyovasküler 

hastalığı mı geliştirme olasılığının eNOS varyantlarının muhtemel doku spesifitelerine bağlı 

olabileceğini de öne sürmüşlerdir. Bu hipotezlerini ise farklı eNOS varyantlarının vasküler 

hasarın olduğu bölgelerde lokalize olmalarına dayandırmaktadırlar (45). Barroso ve ark., 2134 

Kafkasyalı kişide 71 adet tip 2 diyabet aday genine ait 152 adet tek nükleotid polimorfizminin 

tip 2 diyabetle ilişkilerini araştırdıkları çalışmalarında eNOS geni Glu298Asp polimorfizminin 

hastalıkla ilişkisini tespit etmemişlerdir (37). Mevcut çalışmamızda Barroso ve ark. (37) 

sonuçlarına benzer şekilde eNOS Glu298Asp polimorfizmi ile tip 2 diyabet arasında anlamlı 

bir ilişki bulunmadı. Monti ve ark.’nın Glu298Asp polimorfizmiyle tip 2 diyabet arasında 

tespit ettikleri ilişkiyi Hibbie ve ark. (108) Mİ’ nde, Myamoto ve ark. ise (20) hipertansiyonda 

tespit etmişlerdir. Tipik insülin direnci sendromu oluşturan Mİ ve hipertansiyon gibi 

hastalıklardaki eNOS polimorfizm ilişkisinin ortak bir genetik kaynağa dayanıyor olma 

ihtimali hayatın farklı evrelerinde farklı klinik sonuçlar ortaya çıkarabilir. Lembo ve ark. (54) 

Asp/Asp genotipinin hipertansif kişilerde karotid aterosklerozu için bağımsız bir risk faktörü 

olduğunu bildirmiştir. Monti ve ark. da tip 2 diyabetik hastalardaki Glu298Asp 

polimorfizmine ait allel sıklıklarını kardiyovasküler hastalığı (Hibbie ve ark 102) olan kişilerin 

allel sıklıklarına benzer bulmuşlardır. Ukkola ve ark (114), yüksek oranda makroanjiyopatisi 

olan tip 2 diyabetik kişilerde Glu298Asp polimorfizmini araştırmış ancak tip 2 diyabetik ve 

kontrol kişiler arasında allel sıklığı açısından anlamlı bir fark bulmamıştır. Ukkola ve 

arkadaşlarının çalışmalarının bizim çalışmamızdan farkı hastalığın fenotipik konumudur. 

Şöyle ki; Ukkola ve arkadaşlarının çalıştığı tip 2 diyabetik kişilerde ciddi makroanjiyopati 

mevcut olup Asp/Asp polimorfizmine sahip diyabetik grupta daha yüksek bir mortalite 

oranına yol açması muhtemeldir. Endotelyal nitrik oksid, iskelet kasının glikozu almasını 

kolaylaştırır. Enerji harcanması ise eNOS geninin indüklenmesine sebep olarak insüline 

bağımlı glikoz salınımına yol açar. Franks ve ark. (115), 461 adet tip 2 diyabetik ve 474 adet 
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kontrol kişilerde eNOS genine ait tek nükleotid polimorfizmlerinin diyabetle ilişkisini; 1444 

kişide ise gen ve glikoz intoleransı ilişkisini araştırmışlar ve eNOS gen varyasyonlarının, 

diyabet riskini ve glikoz intoleransını etkileyebileceğini ileri sürmüşlerdir (115). Bu 

hipotezlerini destekleyici hipotez fikir olarak harcanan total enerjinin eNOS genindeki 

varyasyonlar ile etkileşime girerek diyabet riski ve glikoz intoleransı düzeyleri gibi fenotipleri 

değiştirdiğini ileri sürmüşlerdir (115). Yoshimura ve ark. (19), 45 adet koroner arter 

hastasında Glu298Asp polimorfizmine ait Asp/Asp genotipinin insülin sensitivitesini 

düşürdüğünü (p>0.05) bulmuşlardır. Çalışmamızda da tip 2 diyabetli hasta grubunda, 

Yoshimura ve ark.’ nın sonuçlarına benzer şekilde Asp/Asp genotipindeki kişilerin hepatik 

insülin sensitivitesinin Glu/Glu genotipine kıyasla daha düşük olduğu bulunmuştur.  

 Bilgimiz dahilinde literatürde tip 2 diyabetli hastalarda eNOS geni Glu298Asp 

polimorfizminin lipid parametrelerine olan etkilerini araştıran bir çalışmaya rastlamadık. 

Sadece 118 sağlıklı kişi ile yapılan bir çalışmada (18) Glu298Asp polimorfizminin lipid 

parametreleri üzerine etkili olmadığı bildirilmiştir. Bu çalışmada da tip 2 diyabetli grupta 

eNOS geni Glu298Asp genotipleri lipid düzeyleri üzerine etkili bulunmazken, sağlıklı kontrol 

grubunda Asp/Asp genotipinde Glu/Glu genotipine kıyasla daha düşük apo B düzeyleri 

gözlendi. 
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8. SONUÇ 

  

 Tip 2 diyabet ve kontrol grupları arasında eNOS Glu298Asp genotip sıklıkları açısından 

istatistiksel anlamlı bir fark olmayışı ve sağlıklı kontrollerde mutant (Asp/Asp) genotip 

sıklığının (%41.2) tip 2 diyabetli gruba (%49.6) benzer şekilde yüksek sıklıkta görülmesi, 

Glu298Asp polimorfizminin tip 2 diyabet ile ilişkili olmadığını düşündürmektedir. Bu 

çalışmada polimorfizm-fenotip ilişkileri de incelenmiştir. Buna göre, tip 2 diyabetli hasta 

grubunda Asp/Asp genotipine sahip kişilere ait hepatik insülin sensitivitelerinin Glu/Glu 

genotipine sahip hastalara oranla daha düşük olduğu bulunmuştur. Ayrıca istatistiksel anlamlı 

olmamakla birlikte viseral obezitenin, Asp/Asp genotipine sahip tip 2 diyabetli kişilerde 

Glu/Glu genotipine sahip hastalara kıyasla daha yüksek olduğu tespit edilmiştir. Mevcut 

çalışma lipid parametreleri açısından incelendiğinde, hasta grubunda eNOS Glu298Asp 

polimorfizminin lipid düzeyleri üzerine bir etkisi saptanmazken, sağlıklı kontrol grubunda 

Asp/Asp genotipine sahip kişilerde Glu/Glu genotipine sahip kişilere kıyasla daha düşük 

oranda serum apoB düzeyleri tespit edilmiştir. Son olarak çalışma grubumuzda insülin ve 

HOMA düzeyleri Asp/Asp genotipine sahip sağlıklı kontrollerde daha düşük oranda 

bulunmuştur. Çalışma tip 2 diyabetli hastalarda eNOS  Glu298Asp gen polimorfizminin sıklığı 

ve klinik önemi hakkında bilgi veren Türk toplumunda yapılmış olan ilk çalışma olma 

özelliğini taşımaktadır. Çalışmaya hasta ve kontrol grubundaki sayılar artırılarak devam 

edilecektir. 
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