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OZET

Diabetes Mellitus (DM) tiim diinyada en sik rastlanan endokrin hastaliklardan
biridir. Insiilin hormon sekresyonu ve insiilin etkisinin azlig1 sonucu karbonhidrat,
protein ve yag metabolizmasinda bozukluklara yol agan kronik metabolizma
hastaligidir. DM; pankreasin salgiladigi iki hormondan biri olan insiilinin
salgilanmamasi, yetersizligi veya etkisizligi sebebi ile kan seker diizeyinin normalin
iizerinde bulunmast sonucu teshis edilir. SIRT-1 geni, glukoneogenez geninin
indiiksiyonunda ve glikolitik genin regresyonunda gereklidir. Yapilan ¢aligmalara
gore SIRT-1 geni iskelet kasinda insiilin duyarhiligmmin gelistirilmesinde 6nemli bir
rol oynar. Pankreatik adacik hiicre diferansiyasyonu ve rejenerasyonu igin temel
helix-loop-helix transkripsiyon faktorii neurogenin 3 (Ngn3) kritik role sahiptir. Elde
edilecek sonuclarla Tip 2 DM hastaligina yatkinlik, Tip 2 DM hastalarinda tedavinin
etkinligi ve bunlara yonelik tedbirlerin alinmas1 amaglanmistir.

Bu ¢aligmada Neurogenin 3 ve SIRT-1 Gen polimorfizmi ve ekspresyonu ile
Tip 2 DM hastaligmma yatkinlik, tedavide etkinligi ve kontrol arasindaki iliski
arastirilmistir. Bu calisma Elazig ili civarindaki Tip 2 DM tanis1 almis 30 yas lizeri
goniillii ve sadece oral antidiyabetik tedavi alan 10 erkek ve 10 bayan ve ilag tedavisi
almayan goniillii 10 erkek ve 10 bayan toplam 40 hasta ve 30 yas lizeri goniilli 20
erkek ve 20 bayan toplam 40 kisilik kontrol grubu alindi. Calisma gruplarinda rutin
kan tetkiklerine ek olarak Neurogenin 3 (Ngn3) ve Sirtuinl (SIRT-1) gen
polimorfizmi ve gen ekspresyonu calisildi. Calismamizda Tip 2 DM (n=40) ve
kontrol (n=40) gruplart SIRT1 rs7895833 geni ve Ngn3 rs4536103 gen bolgesi
polimorfizmleri agisindan karsilastirildi. SIRT1 rs7895833 ve Ngn3 rs4536103 gen
bolgesi polimorfizimi oranlar1 agisindan bu iki grup arasinda anlamli bir fark yoktu
(p=0,383).

Sirtuinl rs7895833 ve Ngn3 rs4536103 ekspresyon diizeyleri ve Tip 2 DM
durumu ile SIRT1 rs7895833 ve Ngn3 rs4536103 gen polimorfizmleri arasinda
anlaml bir iligki tespit edilemedi. Fakat daha once yapilan bazi calismalarda bu
parametreler arasinda iligki tespit edilmistir.

Calismamiz bolgemizde bu konuda yapilan ilk ¢aligma olmasi agisindan
onemlidir. Sonu¢ olarak; SIRT1 rs7895833 ve Ngn3 rs4536103 SNP bolgeleri

expresyonu ve polimorfizmi acisindan Tip 2 DM ve kontrol grubu arasinda anlamli
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farklhilik saptanmamistir. Fakat her iki gen expresyonu ile BMI arasinda negatif
korelasyon tespit edilmistir. Yapilan fonksiyonel caligmalarin yaninda SIRT1’in
genetik ve farmakolojik olarak inhibisyonunun insiilin direncini indiiklemesi ve Ngn-
3’lin pankreas Onciiliinden beta hiicreye donilisimde 6nemli bir kritik rol {istlenmesi
gelecekteki yeni nesil farmasotiklerin Ngn-3 ve SIRT 1 ekspresyonunu negatif veya
pozitif olarak etkileyen yolaklarin hedef olarak kullanacaklarmi gostermektedir.
Sirtuinl ve Ngn3 geni polimorfizmi genotip oranlarmni ortaya koymasi
bakimindan ilerde yapilacak ¢alismalara katki saglayacagi diisiintilmektedir.

Anahtar Kelimeler: Tip 2 DM, SIRT1 polimofizm, Ngn3 polimorfizm, SIRT1

ekspresyonu, Ngn3 ekspresyonu



ABSTRACT

IN PATIENTS WITH TYPE 2 DIABETES MELLITUS NEUROGENIN 3,
THE SIRTUIN 1 GENE EXPRESSION AND POLYMORPHISM
Diabetes Mellitus (DM) is one of the most common endocrine diseases in the

world. As a result of insulin hormone secretion and the shortage of insulin effect, it is
a chronic metabolism disease causing disorders in carbohydrate, protein and fat
metabolism. DM 1is diagnosed through determining the blood glucose level above
normal due to the failure, shortage or ineffectiveness in secreting insulin which is
one of the two hormones secreted by pancreas.SIRT-1 gene is necessary for the
induction of gluconeogenesis gene and the regression of glycolytic gene. The studies
in literature report that SIRT-1 gene plays an important role in the development of
insulin sensitivity in skeletal muscle.Neurogenin 3 (Ngn3), the basic helix-loop-helix
transcription factor, has a critical role for pancreatic islet cell differentiation and
regeneration. Through the obtained results, the susceptibility to Type 2 DM disease
and the effectiveness of the treatment in Type 2 DM patients are aimed to be
examined and measures for them are aimed to be taken.

The presents study examines the susceptibility to Type 2 DM disease, the
effectiveness of treatment and its relation with control through Neurogenins 3 and
SIRT-1 Gene polymorphism and expression.The present study included volunteered
40 patients who live around Elazig Province, who were diagnosed with Type 2 DM
and who aged over 30 years (10 male and 10 female who received only oral anti-
diabetic treatment and 10 male and 10 female who received no medication) and
volunteered 40 individuals in control group (20 male and 20 female) who aged over
30 years. In the study groups, in addition to routine blood examinations, Neurogenins
3 (Ngn3) and Sirtuinl (SIRT-1) gene polymorphism and gene expression were
examined.

The study compared Type 2 DM (n=40) and control (n=40) groups in terms
of SIRT1 rs7895833 gene and Ngn3 rs4536103 gene area polymorphisms. There was
no significant difference between these two groups in terms of SIRT1 rs7895833 and
Ngn3 rs4536103 area gene polymorphisms rates (p=0,383).

The study determined no significant difference between SIRT1 rs7895833
and Ngn3 rs4536103 expression levels, and Type 2 DM state, and between SIRT1
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rs7895833 and Ngn3 rs4536103 gene polymorphisms. However, some of previous
studies determined relationship between these parameters.

The present study is important for being the first to examine this subject in
the study area. In conclusion, the study determined no significant difference between
Type 2 DM and control groups in terms of the expression and polymorphism of
SIRT1 rs7895833 and Ngn3 rs4536103 SNP areas. However, a negative correlation
was determined between both two gene expression and BMI. In addition to the
functional studies conducted, genetical and pharmacological inhibition of SIRTI
induces insulin resistance and plays a significant role in the transformation of Ngn-3
from pancreas precursor to beta cell, which all indicates that new generation
pharmaceutics in future will be used is the target of pathways negatively or positively
affecting Ngn-3 and SIRT 1 expression.

Sirtuin]l and Ngn3 gene polymorphism is thought to contribute future studies
since it reveals genotype rates.

Keywords: Type 2 DM, SIRT1 polymorphism, Ngn3 polymorphism, SIRTI

expression, Ngn3 expression

vil



ICINDEKILER

BASLIK SAYFASI i
ONAY SAYFASI ii
TESEKKUR iii
OZET iv
ABSTRACT vi
ICINDEKILER viii
TABLO LISTESI xi
SEKIL LISTESI xiii
KISALTMALAR LISTESI Xiv
1. GIRiS 1
1.1. Genel Bilgiler 1
1.1.1. Tanim 1
1.1.2. Epidemiyoloji 2
1.1.3. Diabetes Mellitus’un Tanis1 ve Siniflamasi 3
1.1.3.1. Diabetes Mellitus’un Siniflamas1 4

1.1.4. Tip 1 Diabetes mellitus 5
1.1.5. Tip 2 Diabetes Mellitus 6
1.1.6. Gestasyonel Diabetes Mellitus 7
1.1.7. Sekonder Diyabet 8
1.1.8. Genetik 9
1.1.9. DNA’nm Yapis1 9
1.1.10. Replikasyon, Transkripsiyon ve Translasyon 10
1.1.11. DNA’nin Smiflandirilmasi 10
1.1.11.1. Gen Diizeyinde Mutasyonlar 11
1.1.11.2. Gen Polimortfizmleri 13
1.2.Sirtuin 1 13
1.2.1. Sirtuin 1’in DNA tamirindeki roli 13
1.2.2. Sirtuin 1 ve hiicre 6limi 14
1.2.3. Sirtuin 1’in metabolik regiilasyonundaki rolii 15
1.2.4. Sirtuin 1 ve iliskili hastaliklar 16

1.3. Neurogenin 3 (Ngn 3)’tin Adacik Hiicre Differansiyasyonundaki Rolii 18

viil



1.3.1. Neurogenin3’iin Endokrin Pankreas Farklilagsmas1 Esnasindaki
Onemi
1.3.2. Neurogenin3 Geni Ekspresyonunun Diizenlenmesi
1.3.4. Gen ekspresyonunun Ngn3 ile diizenlenmesi
1.3.5. Ngn3’iin B Hiicre Rejenerasyonuna Uygulanmasi
2. GEREC VE YONTEM

2.1. Gen Expresyonu ve Polimorfizmin Calisilmasi

2.2. Genomik DNA Izolasyonu (Invitrogen™ PureLink™ genomik DNA

kitleri)

2.3. mRNA’nin Magnacompact ile izolasyonu

2.4. SIRT1 rs7895833 ve Ngn3 rs4536103 Genotipinin Saptanmasi

2.5. SIRT1 ve Ngn3 Geninden Eksprese olan mRNA Diizeyini Olgme

Y 6ntemi

2.6. Istatistiksel Analiz

3. BULGULAR
3.1. Genel Popiilasyon
3.1.1. SIRT1 rs7895833 Gen Bdlgesi Polimorfizmi

3.1.1.1. SIRT1 rs789583
3.1.2. Ngn3 rs4536103 gen bolgesi polimorfizmi
3.1.3. Ngn3 rs4536103 Gen Ekspresyonu (mRNA Diizeyi)
3.1.4. SIRT1 rs7895833 Gen Ekspresyonu (mRNA Diizey1)
3.1.5. Tiim ¢aligma gruplarinda Ngn3 rs4536103 Gen Bolgesi
Polimorfizmine Gore Gen Ekspresyon Diizeylerinin Karsilastirilmasi
3.1.6. Tiim ¢alisma gruplarinda SIRT1 rs7895833 Gen Bolgesi
Polimorfizmine Gore Gen Ekspresyon Diizeylerinin Karsilastirilmasi

3.2. Hasta Grubu
3.2.1. SIRT1 rs7895833 ile Ngn3 rs4536103’nin genotiplerinin ki-kare
karsilagtirmasi
3.2.2. SIRT1 rs7895833 gen bolgesi polimorfizmi
3.2.2.1. SIRT1 rs7895833 gen bolgesi polimorfizmi ile cinsiyet iliskisi
3.2.2.2. SIRT1 rs7895833 gen bolgesi polimorfizmi ile HbAlc iliskisi

3.2.3. Ngn3 rs4536103 gen bdlgesi polimorfizmi

X

19
21
25
27
28
28

28
29
29

30
30
31
31
31
31
32
32
33

33

34
34

34
35
35
35
35



3.2.3.1. Ngn3 rs4536103 gen bolgesi polimorfizmi ile cinsiyet iligkisi
3.2.3.2. Ngn3 rs4536103 gen bolgesi polimorfizmi ile HbAlc iliskisi
3.2.4. Ngn3 rs4536103 gen bdlgesi ekspresyonu
3.2.4.1. Ngn3 rs4536103 gen ekspresyon diizeyi-Tip 2 DM’u olup
tedavi alan ve almayanlarm iliskisi
3.2.4.2. Ngn3 rs4536103 gen ekspresyon diizeyi-Tip 2 DM’u olup
tedavi almayanlar ile kontrol grubu iliskisi
3.2.4.3. Ngn3 rs4536103 gen ekspresyon diizeyi - Tip 2 DM’u olup
tedavi alanlar ile kontrol grubu iliskisi
3.2.5. SIRT1 rs7895833 gen bolgesi ekspresyonu
3.2.5.1. SIRT1 rs7895833 gen ekspresyon diizeyi - Tip 2 DM’u olup
tedavi alan ve almayanlarm iliskisi
3.2.5.2. SIRT1 rs7895833 gen ekspresyon diizeyi - Tip 2 DM’u olup
tedavi almayanlar ile kontrol grubu iliskisi
3.2.5.3. SIRT1 rs7895833 gen ekspresyon diizeyi-Tip 2 DM u olup
tedavi alanlar ile kontrol grubu iliskisi
3.2.5.4. SIRT1 rs7895833 gen ekspresyon diizeyi-obez olan ve obez
olmayanlarla iligkisi
3.2.5.4. Ngn3 rs4536103 gen ekspresyon diizeyi-obez olan ve obez
olmayanlarla iligkisi
4. TARTISMA
5. KAYNAKLAR
6. OZGECMIS

35

36

36

36

37

37
38

38

38

38

39

39

40

46
59



Tablo 1.

Tablo 2.

Tablo 3.

Tablo 4.

Tablo 5.

Tablo 6.

Tablo 7.

Tablo 8.

Tablo 9.

Tablo 10.

Tablo 11.

Tablo 12.
Tablo 13.
Tablo 14.
Tablo 15.

Tablo 16

Tablo 17.

Tablo 18.

Tablo 19.

TABLO LiSTESI

Diabetes Mellitus Tan1 Kriterleri

Bozulmus Glukoz Tolerans1 ve Bozulmus A¢lik Glukozu
Diyabet’in Etyolojik Smiflandirilmasi

ADA ve WHO‘ya Gore GDM Tan Kriterleri

rs12979860 gen bolgesi polimorfizmi agisindan hasta ve kontrol
grubunun karsilastirmasi

Ngn3 rs4536103 gen bdlgesi polimorfizmi agisindan hasta ve
kontrol grubunun karsilastirmasi

Hasta ve kontrol gruplarmin Ngn3 rs4536103 gen ekspresyonu
diizeyleri acisindan karsilastirilmasi

Hasta ve kontrol gruplarmin SIRT1 rs7895833 gen ekspresyonu
diizeyleri acisindan karsilastirilmasi

Tim c¢aliysma gruplarinda Ngn3 154536103 Gen Bolgesi
Polimorfizmine Gore Ekspresyon Diizeylerinin Karsilagtirilmasi
Tim calisma gruplarinda SIRT1 1s7895833 Gen Bdlgesi
Polimorfizmine Gore Ekspresyon Diizeylerinin Karsilagtirilmasi
SIRT1 rs7895833 ile Ngn3 rs4536103’nin gen bolgelerinin
polimorfizmlerinin iliskisi

SIRT1 rs7895833 gen bolgesi polimorfizmi ile cinsiyet iliskisi
SIRT1 rs7895833 gen bolgesi polimorfizmi ile HbAlc iliskisi
Ngn3 rs4536103 gen bolgesi polimorfizmi ile cinsiyet iliskisi

Ngn3 rs4536103 gen bdlgesi polimorfizmi ile HbAlc iliskisi

. Ngn3 154536103 gen ekspresyon diizeyi - Tip 2 DM’u olup tedavi

alan ve almayanlarn iligkisi

Ngn3 154536103 gen ekspresyon diizeyi - Tip 2 DM’u olup tedavi
almayanlar ile kontrol grubu iligkisi

Ngn3 rs4536103 gen ekspresyon diizeyi - Tip 2 DM’u olup tedavi
alanlar ile kontrol grubu iligkisi

SIRT1 rs7895833 gen ekspresyon diizeyi - Tip 2 DM’u olup tedavi

alan ve almayanlarn iligkisi

xi

o Wn B~ W

31

32

33

33

33

34

34

35

35

36

36

37

37

37

38



Tablo 20.

Tablo 21.

Tablo 22.

Tablo 23.

SIRT1 rs7895833 gen ekspresyon diizeyi-Tip 2 DM’u olup tedavi
almayanlar ile kontrol grubu iligkisi

SIRT1 rs7895833 gen ekspresyon diizeyi-Tip 2 DM’u olup tedavi
alanlar ile kontrol grubu iligkisi

SIRT1 1rs7895833 gen ekspresyon diizeyi-obez olan ve obez
olmayanlarla iligkisi

Ngn3 154536103 gen ekspresyon diizeyi-obez olan ve obez

olmayanlarla iliskisi

xii

38

39

39

39



Sekil 1.
Sekil 2.
Sekil 3.
Sekil 4.
Sekil 5.

Sekil 6.

SEKIL LISTESI

SIRT1’in Farkli Dokularda Insiilin Sinyal Yollarin1 Diizenlemesi
Geligen pankreasta endokrin farklilagmasi iglemi.

Proendokrin hiicrelerinin farklilasmasinin 6nerilen modeli.
Ngn3‘iin endokrin hiicreler tizerindeki etki mekanizmasi.

SIRT1 rs789583 gen bdlgesi polimorfizminin hasta ve kontrol
grubundaki oranlar1

Ngn3 154536103 gen bdlgesi polimorfizminin hasta ve kontrol

grubundaki oranlari.

xiil

18
19
24
26

31

32



KISALTMALAR LiSTESI

ABD : Amerika Birlesik Devletleri

ACAT-1 : A¢il CoA-Kolesterol acil transferaz-1
ActRI : Aktivin reseptor tip 1

ActRII : Aktivin reseptor tip 2

ADA : Amerikan Diyabet Birligi

AKS : A¢lik Kan Sekeri

AMPK : Adenozin Monofosfat Aktive Protein Kinaz
Anti-GAD : Anti glutamik asit dekarboksilaz antikoru
Anti-IAA : Anti insiilin oto antikoru

Anti-ICA : Pankreas adacik hiicre antikoru
Anti-ICSA : Anti adacik hiicresi ylizey antikoru

APG : A¢lik Plazma Glukozu

AR24J) : Sican pankreas hiicresi

ATP : Adenozin trifosfat

BAG : Bozulmus Aclik Glukozu

BGT : Bozulmus Glukoz Tolerans1

bHLH : Temel sarmal dongii sarmal alani

DCCT : Diabetes Control and Complications Trial
DKA : Diyabetik Ketoasidoz

DM : Diabetes Mellitus

DNA : Deoksiribo Niikleik Asit

EASD : Avrupa Diyabet Calisma Birligi

eNOS : Endotelyal Nitrik Oksit Sentetaz

FFA : Serbest yag asidi

FOXO : Forkhead box class O

GDM : Gestasyonel Diyabetes Mellitus

HAPO : Hyperglycemia and Adverse Pregnancy Outcome Study
HbAlc : Glikozile Hemoglobin

HDL-K : Yiiksek Yogunluklu Lipoprotein

HES : Sacl ve split tipi protein

HGF : Hepatosit biiyiime faktor

X1V



HL
HOMA-IR
HT
IDDM
IDF
IFCC
IxB
JNC-VII
KAH
KB
KKY
KVH
LADA
LDL-K
LXR K
MAPK
MI
MKK3
MODY
mRNA
NCEP, ATP II1

NeuroD1
NF-KB
Ngn3

NGSP
NHANES III
NIDDM
NOS

OGTT

PG

PGCla

: Hiperlipidemi

: Homeostasis Model Assessment Insiilin Rezistansi

: Hipertansiyon

: Insiiline Bagiml Diyabetes Mellitus

: Uluslararas1 Diyabet Fedarasyonu

: Uluslararas1 Klinik Kimyacilar Federasyonu

: Inhibitdr of kB kolestrol transportunu saglayan niikleer reseptdr
: The Seventh Report of the Joint National Committee
: Koroner Arter Hastalig1

: Kan Basici

: Konjestif Kalp Yetmezligi

: Kardiyovaskiiler Hastalik

: Erigskin Ge¢ Otoimmiin Diyabeti

: Diistik Yogunluklu Lipoprotein

: AMP-aktive protein kinaz

: Mitojen etkinlestirilmis protein kinaz

: Miyokard infarktiisii

: Mitojen etkinlestirilmis protein kinaz kinaz 3

: Maturity Onset Diabetes of the Young

: Messenger riboniicleic acid

: National Cholesterol Education Program Adult Treatment Panel

III

: Neurogenic Differentiation 1

: Niikleer faktor kappa B

: Neurogenin 3

: National Glycohemoglobin Standardization Program

: National Health and Nutrition Examination Survey 11
: Insiiline Bagimli Olmayan Diabetes Mellitus

: Nitrik oksit sentaz

: Oral Glukoz Tolerans Testi

: Plazma Glukozu

: Peroxisome proliferator— activated receptor gama-coactivator 1a

XV



PI3K

PP
PPARgama
RFLP
SIRT1

SNP

SPSS
TGF-B
TKS

TSH
TURDEP-II

UKPDS
VKi
WAT
WHO

: Fosfatidil inozitol-3 kinaz

: Pankreatik polipeptid

: Peroksizom proliferator aktive reseptor-gama

: Restriksiyon fragmani uzunluk polimorfizmleri
: Sirtuin 1

: Tek nokta degisimleri

: Statistical Package for Social Sciences Software
: Transforming growth faktor beta

: Tokluk Kan Sekeri

: Tiroid Stimiilan Hormon

: Tirkiye Diyabet, Hipertansiyon, Obezite ve Endokrinolojik

Hastaliklar Prevalans Caligmasi - 11

: United Kingdom Prospective Diabetes Study
: Viicut Kitle Indeksi
: White adipose tissue

: Diinya Saglik Orgiitii

Xvi



1. GIRiS

Diabetes Mellitus (DM); kronik hiperglisemi ile seyreden sistemik kronik bir
metabolizma hastaligidir. Insiilinin kismen ya da tamamen eksikligi ve / veya insiilin
direnci sonucu ortaya c¢ikan karbonhidrat, protein ve yag metabolizmasi
bozukluklariyla karakterizedir. DM’da kronik hiperglisemi akut metabolik
komplikasyonlarin yanisira, uzun dénemde viicudun c¢esitli organ ve sistemlerinde
ozellikle gozler, bobrekler, kalp ve kan damarlarinda olmak {izere hasarlara ve
fonksiyon bozukluklarma yol agabilir. DM klinikte polidipsi, poliiiri, goérme
bozuklugu, kilo kaybi ve polifaji gibi belirtilerle ortaya c¢ikar. Nonketotik
hiperozmolarite veya ketoasidoz gibi daha agwr formlarinda hizli ve etkin tedavi
yapilmadig1 takdirde stupor, koma ve 6liime yol agabilir. Semptomlar genellikle
hafiftir bazen de yoktur. Cogu kez klinik a¢idan farkina varilamayan hiperglisemiler
organ ve sistemlere hasar verir ve tani sirasinda hastada komplikasyonlara rastlanir
(1, 2). Diyabet yasam boyu siiren, hastay1 oldugu kadar, yakinlarini ve toplumu
ilgilendiren, olusturdugu komplikasyonlar1 pahali olan, yasam kalitesini bozan ve
siklig1 giderek artan bir hastaliktir (3).

Ulkemizde Tiirkiye Diyabet, Hipertansiyon, Obezite ve Endokrinolojik
Hastaliklar Prevalans Calismasi-II (TURDEP-II Calismasi) verilerine gore diyabet
sikhiginm %13,7 oldugu bildirilmektedir. Bunun yani sira; toplumda bilinen
diyabetik birey kadar, bilinmeyen diyabetik bireylerin de bulundugu diisiiniilerek bu
oranlarm daha yiiksek olabilecegi tahmin edilmektedir (4).

Tip 1 diabet otoimmiin bir hastalik olup pankreas beta hiicrelerinin yikimi
sonucu ortaya c¢ikar. Tip 2 diabet ise insiilin direnci ve pankreas beta hiicrelerinin
insiilini salgilamasinda goriilen bozuklugun bir arada bulunmasi sonucu olur (5).

Bu ¢aligmada, diyabetik hastalarda, Neurogenin 3 (Ngn3) ve Sirtuinl (SIRT-

1) gen polimorfizmi ve gen ekspresyonunun incelenmesi amaglanmaktadir.
1.1. Genel Bilgiler

1.1.1. Tamim

Diabetes Mellitus tiim diinyada en sik rastlanan endokrin hastaliklardan

biridir. Insiilin hormon sekresyonunun ve etkisinin azhigi sonucu karbonhidrat,



protein ve yag metabolizmasinda bozukluklara yol agan kronik metabolizma
hastaligidir (6, 7). Diabetes mellitus’ta goriilen semptomlar poliiiri, polidipsi, kilo
kayb1 ve bazen de polifaji ve gorme bozuklugundan olusmaktadir. Ketoasidoz ve
nonketotik hiperosmolar koma diyabetli hastalarda yasami tehdit eden akut
komplikasyonlardir. Uzun donem komplikasyonlar ise retinopati, nefropati, noropati,
gastrointestinal, genitoiiriner ve kardiyovaskiiler semptomlara yol agan otonom

noropatiyi igerir (8).

1.1.2. Epidemiyoloji

Gilintimiizde genetik 6zelliklere cevresel ve kiiltiirel faktorlerin eklenmesi
ozellikle Tip 2 DM prevalansinda artmaya neden olmustur. DM’ un sinsi seyirli
olmasi nedeniyle prevalansinin saptanmasi kayitlar1 en iyi tutulan iilkelerde bile
miimkiin olmamaktadir. Amerika Birlesik Devletlerinde (ABD) NHANES III
(National Health and Nutrition Examination Survey) verilerine gore 20 yas ve lizeri
niifusta 2002 yilinda 18 milyon diyabetli bulunurken, 2007°de 23,5 milyon
Amerikalida diyabet saptanmustir (9).

Tirkiye‘de diyabet taramalari ile ilgili veriler, ilk kez 196011 yillarin basinda
Tirk Diyabet Cemiyeti‘nin baslattig1 taramalarla bildirilmeye baglamistir. O
donemde glukoziirinin siklig1 ile baslatilan ¢alismalarda 18 yas iistiinde ortalama
%1,5-2 araliginda bir prevalans bildirilirken, bu rakam ilerleyen donemlerde siirekli
artis gostermistir. Tiirkiye‘de popiilasyona dayali ilk diyabet taramasi 1999-2000
yillarinda Tiirk Diyabet Epidemiyoloji Calisma Grubu (TURDEP) tarafindan
yapilmis ve diyabetin prevalansi erigkin yas niifusta %7,2 ve bozulmus glukoz
toleransimin prevalansi %6,7 olarak bildirilmistir (10).

Her iki bozukluk da kadinlarda erkeklere gore, sehirde yasayanlarda kirsal
kesimlere gore anlamli bir sekilde daha fazla bulunmustur. Ocak 2010 - Haziran
2010 tarihleri arasinda 15 ilden 540 merkezde tamamlanan TURDEP-II ¢aligmasinin
verilerine gore Tlrk erigkin toplumunda diyabet sikliginin %13,7, bunun i¢inde yeni
tan1 konan diyabetli oraninin %45, tedavi gerektiren toplam diyabetli oraninin %355

ve bozulmus glukoz toleransi oranmin da %7,9 oldugu bildirilmektedir (6).



1.1.3. Diabetes Mellitus’un Tanis1 ve Siniflamasi

1979 wyilinda Ulusal Diyabet Calisma Grubu tarafindan diyabetin
smiflamasina yonelik ilk konsensus karar1 alinmis ve 1980 yilinda WHO tarafindan
kiiciik degisikliklerle kabul edilmistir. Temel olarak diinya c¢apinda diyabet
popiilasyonunun yaklasik %5‘ini olusturan pankreas hiicrelerinin otoimmun
harabiyeti sonucunda yagam boyu insiilin tedavisine gereksinim duyulan Tip 1 DM
(insiiline bagimli DM) ve diyabet popiilasyonunun yaklagik %95°ini olusturan
siklikla insiilin direnci ile tanimlanan prediyabetik durumdan asikar diyabete
ilerleyen Tip 2 DM (insiilinden bagimsiz DM) formlar1 bulunur. Ancak Tip 2 DM‘lu
hastalarin bir kisminin da zamanla insiiline gereksinim duymasi, nadir goriilen bazi
diyabet tiplerinin tanimlanmas1 ve diyabetin patogenezine ait bilgilerin artmasi ile
1997 yilinda Amerikan Diyabet Birligi (ADA) yeni tan1 ve smiflama kriterlerini
yaymlamis ve 1999 da WHO bu kriterleri kiiglik revizyonlarla kabul etmistir. Daha
sonra 2003 yilinda, bozulmus aglik glukozu (BAG) tanis1 icin ADA tarafindan kiigiik
bir revizyon yapilmistir. WHO ve IDF tarafindan 2006 yili sonlarinda yaymlanan
raporda ise 1999 kriterlerinin korunmasi benimsenmistir. Buna karsilik, ADA ve
Avrupa Diyabet Caligma Birligi (EASD) 2007 yilinda yaymlanan son konsensus
raporlarinda ise 2003  yilindaki diizenlemenin degismemesi gerektigini
savunmaktadir (11-13).

Son olarak 2010 yilinda ADA, HbAlc‘nin DM tanisinda kullanilmasimni
onermistir.2010 yilinda yeniden diizenlenen ADA‘nin diyabet tanis1 i¢in belirledigi
kriterler Tablo 1° de belirtilmistir (14).

Tablo 1. Diabetes mellitus tani kriterleri

1. Diyabet semptomlariyla beraber, giiniin herhangi bir saatinde ve son yenen yemekten sonra gegen
zaman dikkate almmaksizin plazma glukozunun >200 mg/dl (>11,1 mmol/l) olmasi. (Diyabet
semptomlari poliiiri, polidipsi ve agiklanamayan kilo kaybidir) veya

2. Aclik plazma glukozunun >126 mg/dl (>7,0 mmol/l) olmasi. (A¢lik; kalori almaksizin gecen en az
8 en fazla 14 saat olarak tanimlanir) veya

3. OGTT® de 2. saat plazma glukozunun >200 mg/dl (>11,1 mmol/l) olmasi. (OGTT; WHO‘nun
tanimlandigi, 3 giinliik yeterli karbonhidrat (150 gr/giin) alimindan sonra, aglk durumunda suda
¢oziinen 75 gr glukoz ile yapilmalidir.) veya

4. HbAIlc degerinin >%6,5 olmasi (bu test DCCT (Diabetes Control and Complications Trial) tahlili
ile standardize edilmis ve NGSP (National Glycohemoglobin Standardization Program) onayli

metodu kullanan laboratuvarlarda yapilmalidir.)




Yukaridaki kriterlerden biriyle tan1 konulabilir, ancak daha sonraki bir giinyine
bu kriterlerden biriyle tani dogrulanmalidir. Herhangi bir enfeksiyon, travma,
miyokard enfarktiisii ve stres gibi akut gelisen durumlarda ortaya c¢ikan agir
hiperglisemi, DM tanis1 i¢in yeterli kabul edilmez. Bu yilizden, akut gegici durum
diizeldikten sonra, dogrulayici testler yapilarak kesin tamiya gidilmelidir. ADA,
EASD, IDF ve Uluslararast Klinik Kimyacilar Federasyonu (IFCC) temsilcilerinin
olusturdugu Uluslararast Diyabet Uzmanlar Komitesi 2008 yilinda yaptig1 toplanti
sonucunda, uluslararas1 standardizasyon kurallarma uyulmasi kosulu ile diyabet
tanis1 i¢cin HbAlc kesim noktasinmi %6,5 olarak belirlemistir. Bununla beraber
HbAlc'nin her merkezde rutin olarak yapilamamasi, teknik sorunlar1 ve
standardizasyonundaki eksikler ve maliyeti dikkate alindiginda, testin tan1 amagl
kullaniminin, pek ¢ok toplumda oldugu gibi; iilkemiz i¢inde su anda uygun olmadig1
disiiniilmektedir (14).

Diyabet tanis1 konulmasi i¢in yeterli olmayan, fakat normalden yiliksek kan
glukoz diizeyi olan bireylerin bulundugu bir ara grup tanimlanmistir (15). Bozulmus
aclik glukozu (BAG) ve bozulmus glukoz toleransi (BGT) olarak adlandirilan bu ara
grup giiniimiizde Pre-diyabet olarak adlandirilmaktadir (Tablo 2). Bunun nedeni
epidemiyolojik kanitlarmm bu diisiik diizeydeki karbonhidrat intoleransinin bile
makrovaskiiler komplikasyonlarla birlikteligini ve siklikla diyabete ilerledigini
gostermesidir (16).

Tablo 2. Bozulmus glukoz toleransi ve bozulmus aclik glukozu (15)

Aclhik plazma glukoz seviyesi

< 100 mg/dl (<5,6 mmol/l) = Normal glisemi
100 - 125 mg/dl (5,6-6,9 mmol/l) = Bozulmus aglik glukozu (BAG)
> 126 mg/dl (7,0 mmol/l) = Diabetes mellitus

75 gr. OGTT’ de 2. saat plazma glukoz seviyesi

< 140 mg/dl (<7,8 mmol/l) = Normal glisemi
140-199 mg/dl (7,8-11,1 mmol/l) = Bozulmus glukoz toleransi (BGT)
>200 mg/dl (11,1 mmol/l) = Diabetes mellitus

1.1.3.1. Diabetes Mellitus’un Siniflamasi

Diyabet, 2010 yi1linda ADA (American Diabetes Association)‘nin belirledigi
siniflandirmaya gore, tip 1 diyabet, tip 2 diyabet, diger Ozel tipler ve gestasyonal



diyabet olarak 4 ana kategoriye ayrilmistir (Tablo 3) (17). Tablo 3’te DM’un
siiflamasi goriilmektedir.

Tablo 3. Diyabet’in etyolojik siniflandiriimasi

1. Tip 1 Diabetes Mellitus

Tipl A (immiin aracil1)

Tipl B (idyopatik)

2. Tip 2 Diabetes Mellitus

Insiilin resistansi (relatif insiilin eksikligi)

Insiilin sekresyon bozuklugu (insulin rezistansi)

3. Diger spesifik Tipler

Beta hiicre fonksiyonunda genetik hata
Insiilin etkisinde genetik hata
Ekzokrin pankreas hastaliklar1
Endokrinopatiler

[laglar, kimyasal maddeler
Enfeksiyonlar

Nadir goriilen immiin aracili diyabet

Diger genetik sendromlar

4. Gestasyonel Diabetes Mellitus

1.1.4. Tip 1 Diabetes mellitus

Tip 1 Diabetes Mellitus, insiiline bagimli (insulin-dependent diabetes
mellitus-IDDM) veya juvenil diyabet olarak adlandirilir (18, 19). Tip 1 diyabet, tiim
diyabetlilerin yaklasik %7-10’unu olusturmaktadir. Olgularin ¢ogu, her yasta
goriilebilmesine ragmen en ¢ok 30 yasin altinda ortaya ¢ikar. Cocukluk ¢aginda en
sik goriilen kronik hastaliklardan biridir (17).

Heterojen, penetransi diisiik ve farkl cinsiyetlerde degisik klinik tablo ortaya
koyan bu poligenik hastalik; insiilin eksikligine, katabolik metabolizmaya egilime,
kilo kaybina ve diyabetik ketoasidoza yol acar. Olgularin ¢ogu immiin etyolojiye
sahiptir. Tip 1 Diyabet, etyolojik olarak otoimmun ve idiyopatik olarak
siniflandirilmaktadir. Otoimmiin Tip 1 diyabet Tip 1 A ve otoimmiin olmayan
idiyopatik Tip 1 diyabet ise Tipl B olarak adlandirilir (20).

Otoimmiin Tipl diyabeti (Tipl A) diger diyabet formlarindan aywran en
onemli belirteg, anti-adacik otoantikorlarmin varligidir. Dolasimdaki otoantikorlarin

cogu IgG tipindedir ve serumda yiiksek oranda (%65-85) saptanir. Genetik yatkinlig1



olan bireylerde tetikleyici ¢evresel faktorlerin etkisi ile beta hiicrelerine ydnelik
otoimmiin harabiyet baslar ve bunu insiilinitis izler. Idiyopatik Tip 1 diyabette (Tip1
B) , beta hiicre immiin yamit1 ve Insan Lokosit Antijen (Human Leukocyte Antigen-
HLA) birlikteligi gozlenmemektedir. Bilinen etyolojik bir sebep yoktur. Otozomal
dominant kalitim gdsterir. Hastalik ketoasidoz ataklar1 ile seyreder. Ataklar arasinda
degisik derecelerde insiilin eksikligi goriiliir (21).

Tip 1 diyabetin, ¢cok sayida monogenik ve poligenik formlar1 tanimlanmistir.

Ailelerde yapilan genetik ¢caligmalar, ilgili genlerin tanimlanmasini saglamistir (22).

1.1.5. Tip 2 Diabetes Mellitus

Tip 2 Diabetes Mellitus, insiiline bagimli olmayan (non-insulin-dependent
diabetes mellitus; NIDDM) veya erigkin diyabet olarak adlandirilir (23, 24).

Tip 2 diyabet, insiilin direncinin ve insiilin sekresyon bozuklugunun bir arada
bulunmasi ile ortaya ¢ikan bir hastaliktir (25). Cogunlukla 30 yas sonrasi ortaya
cikar, ancak obezite artisinin sonucu olarak 6zellikle son 10-15 yilda ¢cocukluk veya
adolesan caglarinda ortaya ¢ikan Tip 2 diyabet vakalari artmaya baslamistir (15).
Ileri yas, obezite, fiziksel aktivite azli1, gestasyonel diyabet dykiisii, hipertansiyon
(HT) ve hiperlipidemisi (HL) olan kisilerde daha sik goriliir. Siklikla kuvvetli bir
genetik yatkmlik goriiliir, ancak genetigi komplekstir (poligenik) ve tam olarak
tanimlanamamistir. Tim diyabetli hastalarm  %85-90‘lik  kismint olusturur.
Hastalarin ¢cogu obezdir (25). Obezite, diyabetin agiga ¢ikmasina, var olan diyabetin
daha da kotilesmesine neden olur. Tip 2 diyabetin patogenezi karmasik olup
baslica ii¢ patofizyolojik fenomen ile karakterizedir. Bunlar;

+ Insiilin duyarliiginda azalma veya insiilin direnci

* Goreceli insiilin yetersizligi ile birlikte pankreas beta hiicrelerinin

fonksiyon bozuklugu (insiilin salgilanma defekti)

« Karacigerde glukoz iiretiminde artis (26)

Beta hiicresinde monogenetik defektlerle iligkili diyabet formlar1 arasinda
MODY (Maturity Onset Diabetes Young) ve Mitokondriyal Diyabet yer almaktadir.
MODY siklikla erken yasta (genellikle 25 yas Oncesi) baslayan orta derecede
hiperglisemi ile karakterizedir. Insiilin etkisinde ya hi¢ defekt yoktur ya da minimal

defektler vardir. Bunun yaninda insiilin sekresyon bozuklugu da mevcuttur.



Otozomal dominant gecisli olup diger aile bireylerinde de diyabet Oykiisii vardir.
Otoantikorlar negatiftir (27). Mitokondriyal Diyabette DNA nokta mutasyonlar1
gosterilmistir. Bu hastalarda DM yaninda; sagirlik, miyopati, tiroid disfonksiyonu,
hiperkalsemi ve biiyiime hormonu eksikligi bulunur (26, 28). Diyabet tanisi
konulduktan sonraki donemlerde insiilin direnci artis1 ve beta hiicre fonksiyonunda
azalma progresif olarak devam etmektedir. Faz I adin1 alan bu donemde, yasam
kalitesini arttirict yontemler ve bazi oral ilaclar uygulanarak glisemik kontrol elde
edilmeye calisilmakta, daha sonraki faz II doneminde glisemik kontrol saglanmasi
cesitli oral ilag kombinasyonlari ile miimkiin olabilmektedir. Son dénemde ise
insiilin replasman tedavileri uygulanmasi gerekmektedir. Tip 2 diyabetiklerde
sekonder direng adin1i alan bu doneme gegisin  %2-5 hasta/yill oldugu

bildirilmektedir (29).

1.1.6. Gestasyonel Diabetes Mellitus

Gestasyonel diyabet ilk kez gebelik sirasinda ortaya ¢ikan degisik derecelerde
glukoz intoleransidir (30). Bu tanim insiilin veya medikal nutrisyonel tedavi
kullanilmasindan ya da glukoz intoleransinin dogum sonrasi devam edip
etmemesinden bagimsizdir (31).

Gebeligin bitiminden 6 hafta veya daha fazla zaman gectikten sonra hastanin
yeniden degerlendirilmesi gerekir. Vakalarin biiyilk ¢ogunlugunda glukoz
regiilasyonu dogumdan sonra normale doner. GDM, anne ve fetusun mortalite ve
morbiditesini arttirir ve sonraki gebeliklerde tekrarlayabilir. Bu hastalarm uzun
donem takiplerinde Tip 2 DM sikliginmn arttig1 bildirilmistir (32). Erken donemde
taninip gerekli miidahalenin yapilmasi1 GDM‘a bagimli perinatal mortalite ve
morbiditeyi azaltirken, diger taraftan maternal komplikasyonlarin Onlenmesini
saglayabilir (33).

Gestasyonel diyabette tan1 oral glukoz tolerans testine dayalidir. Test oncesi
ilk prenatal vizitte tiim gebelere risk degerlendirmesi yapilmalidir. ileri yas, ailede
DM oykiisii, obezite, etnik kdken, makrozomik bebek dogurma oykiisii, dnceki
gebeliklerde glukoz intoleransi gibi klinik O6zellikleri bakimindan yiiksek risk
altindaki gebeler miimkiin olan en kisa zamanda glukoz tolerans testi ile

degerlendirilmelidir (17). Bu ilk taramada glukoz toleransi normal olan gebeler



gebeliklerinin 24-28. haftalarinda yeniden degerlendirilmelidir. Ortalama risk tasiyan
kadmlar gebeligin 24-28. haftalarinda test edilmelidir. Diigiik risk grubuna giren
gebelere glukoz yliklemesi yapilmasina gerek yoktur (34). 50 gr. glukozlu tarama
testinde gebeligin 24-28. haftalarinda rasgele bir zamanda (a¢lik-tokluk durumuna
bakilmaksizin) 50 gr. glukozlu siv1 i¢irildikten 1 saat sonra kan glukoz diizeyi > 140
mg/dl ise normal degildir.

75 gr. glukozlu OGTT; WHQ'ya bazi otorler, gebelerde de gebe olmayan
eriskinler gibi 75 gr. glukozlu, 2 saatlik OGTT yapilmasin1 yeterli géormektedir.
WHO gebelerde OGTT degerlendirmesinin tipki gebe olmayan yetiskinlerdeki gibi
yapilmasint 6nermektedir (25). HAPO (Hyperglycemia and Adverse Pregnancy
Outcome Study) c¢alismasinin verilerine dayanilarak 2011 ADA Onerilerinde
gestasyonel diyabet tanmi kriteri degismistir. Yeni tani kriterine gore 24-28. hafta
arasinda her gebeye 75 gr. OGTT yapilmasi onerilmektedir. Testte her hangi bir
degerin yiiksek ¢ikmasi halinde gebelik diyabeti tanisi konur, ilave olarak 100 gr.

OGTT yapmaya gerek yoktur. Ancak heniiz tiim iilke ve merkezlerde rutin uygulama

yeri bulmamustir (17).
Tablo 4. ADA ve WHOya gére GDM tani kriterleri (17)
Achk 1. st 2. st
ADA kriterleri
75 gr. glukoz ile OGTT
.. =92 >180 >153
(en az 1 patolojik deger tan1 koydurur)
WHO Kkriterleri
75 g glukoz ile OGTT
>126 - >200

(en az 1 patolojik deger tan1 koydurur)

75 gr. OGTT uygulama sartlar: En az 8 saatlik aclig1 takiben 6nce AKS i¢in
kan alinir. Sonra 75 gr. glukoz igeren sivi 5 dakika iginde igirilir. Sivi i¢imini
takiben 1 ve 2 saat sonra kan glukoz degerlerine bakilir. Buradaki kan olarak ifade

edilen plazmadir. Kapiller kan 6rnegi kullanilmaz, venéz kandan 6l¢iim tercih edilir

(17).

1.1.7. Sekonder Diyabet

Diyabetin degisik hastaliklarla birlestigi bir durumdur. Bunlara 6rnek olarak
pankreas harabiyeti, endokrin hastaliklar (Cushing sendromu, feokromasitoma,

akromegali vb.), baz1 ila¢ ve kimyasal maddeler (diiiretikler, glukokortikoidler, oral



kontraseptifler, antineoplastik ajanlar) ve bir takim genetik hastaliklar (kistik fibrozis,

glikojen depo hastaliklar1) gosterilebilir (34).

1.1.8. Genetik

Genetik eski Yunanca’da ‘‘Genesis’’ kelimesinden kdkenini almakta olup,
“‘liremeye yahut doguma ait’’ anlamma gelmektedir. Vucuttaki biitiin hiicrelerin
cekirdeklerinde bulunan genlerin anne ve babadan ¢ocuklara kalitimi1 kontrol ettigi
bilinir. Ancak ayni genlerin vucuttaki hiicrelerin fonksiyonlarmi her giin kontrol
ettikleri unutulur. Kromozomlar DNA’dan, DNA ise gen adi verilen birimlerden
olusur. Insanda 23 ¢ift kromozom vardir. Kromozomlarda yer alan ve sayilar1 30 bin
ile 35 bin arasinda oldugu tahmin edilen genlerin olusturdugu zincir, kisinin goz
renginden boyuna, yasam siiresinden yakalanacagi hastaliklara kadar pek cok seyi
programlar. 1865 yilinda Gregor Mendel yaptigi bitki ¢alismalar1 ile ilk olarak
kalitim ile ilgili biyolojik kurallar tarif etmistir. 1944'de Oswald Theodore Avery,
Colin McLeod ve Maclyn McCarty DNA'y1 izole etmeyi bagarmiglardir. James D.
Watson ve Francis Crick 1953’de DNA'nin sarmal (helikal) kararli yapisinin
oldugunu gostermislerdir. 1977'de PCR metodunun gelistirilmesine bagli olarak
Kary Banks Mullis, 1983'de DNA izolasyonunu ve DNA pargalarmin istenen
bolgelerinin ¢ogaltilmasii basarmistir. 1990’11 yillarda uluslararas1 bir konsensiis
ittifakiyla “Insan Genom Projesi” baslatilmistir. 1995 yil1 tarihin en énemli bilimsel
gelismelerinden biri olarak kabul edilen s6z konusu harita sayesinde oOliimciil
hastaliklar1 onceden teshis ederek Onleme, kisiye ozel ilag ve tedavi yontemleri
gelistirilebilme yolunda ¢ok Onemli katkilar saglamistir. Bugiin, genetik bilimi
sayesinde bir¢ok hastaligin erken teshisi miimkiin olabilmekte, bunun yaninda tedavi

metodlarinin gelistirilmesinde de 6nemli bilgiler saglanmaktadir (35, 36).

1.1.9. DNA’nin Yapisi

Kalitsal bilginin tasiyicisi, DNA (Deoksiriboniikleik Asit) molekiiliidiir.
DNA’nin temel birimi, niikleotiddir. Bir niikleotidin ii¢ bileseni vardir; baz, seker ve
fosfat. Niikleotidlere farklilik kazandwan kisim olan baz, piirin yada pirimidin
yapisindadir. DNA’nin yapisina giren piirinler adenin (A) ve guanin (G), pirimidinler
de sitozin (S) ve timin’dir (T). Ikinci bilesen seker ise halka formunda 5 karbon

atomlu bir pentozdur. Fosfat grubu bu pentozun 5. karbon atomuna baghdir. Watson-



Crick Modeli: 1953 yilinda tanimlanan bu modelin ii¢ ana unsuru vardir; 1- Cift
sarmal yap1 (double heliks): DNA tek bir iplik halinde degil, iki ayr1 ipligin ortak bir
eksen etrafinda birbirine dolanmis oldugu ¢ift sarmal bir yap1 halinde bulunur. 2-
Antiparelellik: Cift sarmallar1 olusturan ipliklerin serbest 3> OH ve 5’ fosfat gruplar1
dikkate alindiginda birbirlerine gore ters yone dogru uzanmaktadirlar. 3-
Komplementerlik: Cift sarmal DNA, burkulmus bir ip merdivenine benzetilebilir.
Merdivenin basamaklar1 komplementerlik ilkesine gore karsi karsiya gelmis olan baz
ciftlerini olusturur. Eslesme yalnizca adenin ile timin yada guanin ile sitozin arasinda

olur (37).

1.1.10. Replikasyon, Transkripsiyon ve Translasyon

Replikasyon, bir hiicrenin boliinmesi swrasinda DNA’nm bir kopyasinin
cikarilmasi islemine denir. Replikasyon, ¢ift sarmaldaki ana ipliklerin, yavru iplik
sentezinde kalip gorevi gordiigii bir islemdir. Sentezi yiiriiten DNA polimeraz yavru
ipligi olustururken, komplementerlik ilkesine bagli kalir. Transkripsiyon, ¢ift sarmal
DNA’nin kalip almarak RNA polimeraz enzimi varliginda RNA sentezlenmesi
islemidir. Burada da komplementerlik ilkesi gecerlidir. Translasyon ise
transkripsiyonla RNA’ya kopyalanan genetik bilginin, bir protein veya polipeptit
zinciri haline doniistiiriilmesidir. Protein sentezinin ii¢ komponenti mRNA, tRNA ve

ribozomlardir.

1.1.11. DNA’nin Smmiflandirilmasi

Insan haploid genomunda 3x109 baz c¢ifti vardir. Bunun %75’i, aralarinda
genlerin bulundugu tek kopyali (tekrarlanmayan) DNA dizileridir. “Insan Genomu
Projesi”’nden elde edilen yeni verilere gore 30-35 bin civarinda gen oldugu
gosterilmistir. Insan genomunun yalnizca %?2’si protein kodlamaktadir. Tekrarlanan
DNA dizileri ise, genomun %25 ini olustururlar. Bunlar iki gruba ayrilirlar;

1. Yiiksek diizeyde tekrarlanan diziler: Satellit DNA olarak da bilinirler ve
bunlar belli kromozomal bdlgelerde daha yogun olarak bulunurlar. Kopya sayilari
bireyden bireye gore farkliliklar gosterir. Minisatellit ve mikrosatellit olan diziler 10-
60 ve 2-5 baz ¢ifti uzunlugundaki bloklardan olusmuslardir.

2. Orta diizeyde tekrarlanan DNA dizileri: Bunlar tek kopyal diziler arasina

dagilmiglardir ve genomun %15’ini olustururlar. “Line” ve “Sine” diye iki 6nemli alt
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gruba ayrilirlar. “Line” dizisinin en 6nemli boliimii L1 ailesi olarak bilinen dizilerdir.
En sik rastlanan “Sine” dizisi ise Alu ailesidir. Bazi genler, her hiicre i¢in yasamsal
onemi olan temel islevlerden sorumludurlar. Bunlara “Housekeeping” genler denir.
Bir hiicrede eksprese olan genlerin yaklasik %90°nm1 bu gruptadir. Belirli dokulara
ozgil islevleri yiiriiten genlere ise, dokuya 6zel genler denir. Ornegin yalnizca
hepatositte aktif olan albiimin kodlayict gen gibi. Mitokondriyal DNA: Hiicrede
cekirdek DNA’dan baska mitokondrionlarda da DNA  bulunmaktadir.
Mitokondrionlar hiicrenin enerji santralleri olup oksidatif fosforilasyon olarak bilinen
bir dizi reaksiyon neticesinde ATP iiretirler. Bu reaksiyonlarda rol alan enzimlerin
bir kismu c¢ekirdek DNA’sy, bir kismi da mitokondrial DNA tarafindan
kodlanmaktadir. Mitokondrial DNA, oksidatif fosforilasyon ve mitokondrial
solunum zincirinde rol alan 13 proteine ilaveten, 2 adet rRNA ve 22 adet de tRNA
kodlayan gene sahiptir. Yapisi ¢esitli yonlerden ¢ekirdek DNA’sindan farkliliklar
gosterir. Halkasal yapida olmasi, intron igermemesi, genetik sifrenin bazi farkliliklar
gostermesi gibi. Ayrica, spermde mitokondrial DNA bulunmamasma karsilik, ovum
mitokondrial DNA’dan zengindir. Bu nedenle mitokondrial DNA mutasyonlarinin
yol actig1 hastaliklar yalnizca anne tarafindan kalitilir (38, 39). 2. 3. ve 4.
mutasyonlar insan genomundaki DNA’nin baz diziliminde olusan her tiirlii degisiklik
mutasyon olarak tanimlanabilir. Bu degisiklik yalnizca tek bir bazin degisiklige
ugramasi (substitiisyon) seklinde olabilecegi gibi bir kromozomun tamamini
ilgilendirecek kadar biiylik de olabilir. Mutasyonlar; gen diizeyinde mutasyonlar,
yapisal kromozom anomalileri ve sayisal genomik mutasyonlar olmak flizere ii¢

biiyiik grupta toplanabilir (40).

1.1.11.1. Gen Diizeyinde Mutasyonlar

Tek veya birkac bazlik delesyon ve insersiyonlar bu grup icersinde
degerlendirilen substitiisyonlardir.

a. Niikleotid Substitiisyonlar: Insan genomundaki en sik mutasyonlar, bir
niikleotidin bagka bir niikleotid ile yer degistirdigi substitiisyonlardir. Nokta
mutasyonlar1 olarak da bilinirler. Niikleotid degisiklikleri hem protein kodlayan
bolgede ve hem de kodlamayan bélgelerde olabilir (intron, ekzon bdlgeleri). Bu

nedenle niikleotid degisimleri ile olan mutasyonlarm ii¢ sonucu olabilir:
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1. Yanls anlamli (missense) mutasyonlar: Aminoasit degisimine yol agarlar.
Ornegin orak hiicreli anemide, B globin zincirinin 6. aminoasidi olan glutamini
kodlayan GAG kodonununda adenin yerini timidin almistr (GAG—GTG). Olusan
yeni kodon (GTG) glutamini degil valini kodlamaktadir. Dolasiyla hastaliktan ve
belirti bulgulardan bu tek baz degisikligi sorumludur.

2. Anlamsiz (nonsense) mutasyonlar: Bu tiir mutasyonlar erkenden durdurucu
kodon olusmasina yol acarlar. Bundan dolay1 sentezlenen protein normalden kisa
olur ve proteinin yapisal degisikligi fonksiyonel bozukluga neden olursa buna bagh
olarak hastaliklar olusur.

3. Sessiz (silent) mutasyonlar: Genetik kodun 6nemli bir 6zelligi, bir amino
aside karsilik gelen birden fazla kodon olmasidir. Bu nedenle bir baz degisikligi
neticesinde olusan yeni kodon ayni aminoasidi kodlamaya devam edebilir. Ornegin
hem CGU hem de CGC kodonlar1 arginini kodlamaktadir; dolayisiyla CGU—CGC
mutasyonu kodlanan proteinin aminoasit dizilimini degistirmez. Ancak bu sessiz
mutasyonlar, ¢evresel faktorler ile etkilestigi (radyasyon, oksidatif stres vb.) zaman,
kodlanan aminoasitlerin hangi yonde, nasil bir degisim gosterdikleri heniiz tam
olarak bilinmemektedir (40).

b. Delesyonlar, insersiyonlar: Delesyonlar 5 niikleotidden daha az baz
kayiplar1 olarak bilinir. Kodlanan aminoasit yapisint kismen degistirirler. Her
delesyonda degisiklik olmaz. Insersiyonlar ise 20 ya da daha az sayida niikleotidin
araya girmesi ile olan mutasyonlardir, daha nadir goriiliirler ve aminoasit yapisini
dramatik olarak degistirirler.

c¢. Triniikleotid tekrar dizilerinin uzamasi: Bunlar dinamik mutasyonlar
olarakta adlandirilirlar. Hastaliktan sorumlu gende, normalde de bulunan ve tekrar
sayist kisiden kisiye degisebilen (yani polimorfik) {Uglii tekrar dizileri
(CAGCAGCAG...... CAG ya da CGGCGGCGG...... CGG gibi) mevcuttur. Bu
diziler bir sonraki kusaga aktarilirken kayma ve hatali eslesme nedeniyle sayilari
artarsa (ekspansiyon) ve tekrar sayis1 kritik bir diizeyi gecerse hastalik tablosu
olusur. Yapisal kromozom anomalileri: Bu mutasyonlar kromozomal yeni
diizenlemeler olarak da bilinir. Kromozomlar arasi karsilikli par¢a degisimleri
(translokasyon) ve biiyiilk par¢a kayiplart (kromozomal delesyonlar) sonucu

olusurlar. Sayisal genomik mutasyonlar: Kromozomdaki sayisal degisim yapan
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mutasyonlara denir (andploidi, diploidi gibi). Down sendromu (trisomi 21), Turner

sendromu gibi durumlar bu tip mutasyonlar ile olusur.

1.1.11.2. Gen Polimorfizmleri

Gen polimorfizmleri, genomik DNA’nm bir popiilasyonun normal bireyleri
arasinda farklilik gosterdigi tek baz-cifti degisiklikleridir. Gen polimorfizmleri
populasyonda yaygin goriiliir, etnik ve cografi farkliliklar gosterirler. Hiicre
metabolizmas1 i¢in onemli olan yolaklarda (DNA tamiri, hiicre dongiisii kontroli,
sinyal iletimi vb.) rol alan genlerin kritik pozisyonlarinda yer alirlar. Bazi
durumlarda genin kodladig1 proteinin fonksiyonu ya da enzim aktivitesi bu
polimorfizmlerden dnemli 6lciide etkilenebilir. Hiicre metabolizmasi i¢in kritik 6nem
tastyan proteinlerin fonksiyonunun bozulmasi gesitli hastaliklara yol agmakta veya
bazi hastaliklar i¢in riski artirmaktadir (41).

Deoksiribo niikleik asit polimorfizmlerinin yaklasik %90’1 tek nokta
degisimleri (SNP) seklinde gerceklesmektedir (36). Bu SNP’lerden bazilar1 bir
restriksiyon endoniikleazinin  kesim bolgesinde meydana gelerek kesimin
olmamasina ya da daha 6nce olmayan bir kesim bolgesinin olugsmasina neden olur.
Bu tiir polimorfizmlere restriksiyon fragmani uzunluk polimorfizmleri (RFLP) ad1

verilir (42).
1.2.Sirtuin 1

1.2.1. Sirtuin 1’in DNA tamirindeki rolii

Sirtuinlerin genomik biitiinliigii saglamadaki rolleri yakin zamanda model
organizmalarda yapilan calismalar ile gdsterilmistir. Maya Sir2’nin ribozomal DNA
rekombinasyonunu inhibe etmesinin yaninda DNA kiriklarinin oldugu bdlgelerde
relokalizasyonu sagladig1 gorilmiistiir (43).

Memeli sirtuin 1’in genomik stabiliteyi etkiledigi goriilmiistiir. SIRT 1 DNA
hasarinin tamirinde gérev yapan Werner helikaz ve NBS1 dahil olmak iizere degisik
faktorleri deasetile eder(44).

Sirt] " embriyolarda artan kromozal aberasyonlar ve DNA tamirindeki

yetersizlik SIRT1’in genomik biitiinliikteki roliinii dogrulamustir (45)
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Oksidatif stres sonrast SIRT1’in olusan DNA kiriklarmni  diizelttigi
gbzlenmistir. Bununla birlikte benzer diizeltici etki genomik instabilite de dnemlidir.
Bu yanit daha 6nce genlerin deprese olmasi ile birliktedir (46).

Gozlemler maya Sir2 ve SIRT1’in epigenetik baskilanma, kromatin
modifikasyonunu diizenledigi gdstermistir. Bunu modifiye edici enzimleri 6rnegin

metiltransferaz SUV39HI1 gibi enzimleri regiile ederek yapar (47).

1.2.2. Sirtuin 1 ve hiicre 6limii

Memeli sirtuinleri hiicrenin strese karsi direncinde ve hiicre olimii i¢in
olusturulan esigin modiilasyonunda 6nemli role sahiptir. Strese karsit bu direng
kismen Forkhead box class O (FOXO) gibi bir transkripsiyon faktorii ile etkilesime
girilmesiyle olmaktadir. Bu memeli transkripsiyon faktorleri hem enerji durumunu
hem de stres direncini regiile etmektedir. Bu iki 6zelligi de sonugta yasam siiresini
etkilemektedir. SIRT 1 FOXO3a’ya baglanabilmekte ve deasetile edebilmektedir. Bu
da selektif olarak FOXO’nun etkilestigi stres diren¢ genlerinin etkisini artirmaktadir
(48). Bir calismada SIRT 1’in strese kars1 hiicreyi 1s1 sok yanitla korudugu rapor
edilmistir. (49). SIRT 1 ve p53 arasindaki etkilesim ile disaridan gelen strese karsi
hiicre i¢in 6liim esigi modiile edilmektedir (50). Aslinda FOXO proteinleri ve p53
stres durumlarinda direkt birbirleri ile etkilesmektedirler (51) ve p53 SIRT 1
proteinlerinin ekpresyonunu p53 bagimli mikroRNA vasitasi dahil olmak iizere farkli
sekillerde regiile etmektedir (52). P53 disinda SIRT 1 Ku70, E2F1 ve TGF-f sinyal
yolag1 gibi hiicre 6liimii iligkili diger hedefleri de regiile etmektedir (53). SIRT 1 NF-
KB kompleksinin komponentlerini deasetile ederek apoptozise neden olmaktadir
(54).

Sirtuinler ve yaslanma arasida kurulan bu iliski bu proteinlerin hiicre
yaslanmasi ve kok hiicre fonksiyonlar1 arasindaki araci rolii lizerinde arastirmacilarin
ilgisinin yogunlagsmasina neden olmustur. SIRT 1 ekpresyonunu fare embriyonik
fibroblast hiicrelerinde zorunlu onkojen ekpresyonunu antagonize ederek yaslanmay1
antagonize etmistir (55).

Sirtuinlerin yaglanmay1 engelleyici bu memnun edici etkileri yaninda Sirt/ "
fare embriyonik fibroblastlarda yapilan bir calismada zit sonuclar elde edilmistir

(56). Sirtuinlerin farklilasma {iizerindeki etkisine bakarsak sirtuinlerin adipogenezi
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PPAR-y (peroxizome proliferatif activated receptor y) modiile ederek inhibe ettigi ve
kas ile noral farklilasmay: etkiledigi gosterilmistir (57, 58). Yakin zamanda fare
embriyonik kok hiicrelerinde yapilan bir ¢alismada SIRT 1’in reaktif oksijen

bilesiklerinin hemostazinda ve farklilagsmadaki roliinii gdstermistir (59).

1.2.3. Sirtuin 1’in metabolik regiilasyonundaki rolii

Memelilerde kan glikoz konsantrasyonu farkli fizyolojik durumlarda dar bir
aralikta tutulmaya calisilir. A¢lik durumunda serum glikozunun belirtilen diizeyi
hepatik glikoneogenez ile saglanmaktadir. Siirdiiriilen calismalar sirtuinlerin bu
fizyolojik adaptasyonda rol aldigin1 gdstermektedir. Peroxizome proliferator —
activated receptor gama-coactivator-lo (PGC-1a) SIRT 1 bagimli deasetilasyon igin
bir hedef goziikkmektedir (60).

Bu koaktivator karacigerde glukoneogenezin diizenlenmesi ile yag asidi
oksidasyonunda esas rolii oynamaktadir. PGC-1a bu iki yol {izerindeki modiile edici
rolii i¢in sirtuinlere gereksinim duymaktadir (61).

Kisa siireli (<6 saat) ve uzun siireli (>18 saat) aglik durumlarinda protein
asetilasyonu ve sirtuin deasetilasyonun karacigerin = olusturdugu yanitin
diizenlenmesindeki farkli rolleri incelenmistir (62).

Hepatik glikoneogenez iizerindeki etkileri yaninda sirtuinler kan glikozunu
pankreatik insiilin salinimin1 diizenleyerek de modiile etmektedirler. Fare B hiicresine
aktarilan SIRT1 overeksprese genin glikozun stimiile ettigi insiilin sekresyonunu
artirdigit ve kontrol gruplar1 ile karsilastirildiginda glikoz toleransini ilerlettigi
goriilmiistiir (63). Buna karsm Sirt/ " farelerde glikozun stimiile ettigi insiilin
sekresyonu bozulmustur (64).

Sirtuinlerin glikoz hemostazinin diizenlenmesinden ziyade metabolizma
iizerinde daha genis bir rolii vardir. Daha dnce belirtildigi gibi SIRT 1 PPAR-y ve
PGC-1la iizerindeki diizenleyici etkileri ile yag mobilizasyonu ve oksidasyonu
iizerinde 6nemli rol oynar (55, 65).

Peroxisome proliferator activated receptor gama coactivator lo aktivitesi
iizerindeki diizenleyici etkileri sirtuinlerin yeni mitokondri sentezi {izerinde rolleri

oldugunu diisiindiirmektedir. PGC-a mitokondri biyogenezinde anahtar role sahiptir.
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Bu gozlemler yakin zamanda SIRT 1 ile otofaji arasindaki baglantilar ile
birlestirilmistir (66).

Sirtuinler PGC-o iizerinden hiicrelerdeki mitokondri sentez ve yikimi
arasinda bir denge kurmaktadir. Sirtuinlerin metabolik diizenleme tizerindeki etkileri
iizerine olan c¢aligmalar karaciger, pankreas gibi anahtar organlar {izerinde
yogunlagmustir.

Goniilli olarak kalori kisitlamasi yapilan kisiler lizerinde yapilan ¢aligmalar
SIRT 1’in kas ve monontikleer hiicrelerde de arttigini géstermistir (67, 68).

Sirtuinl ile sirkadiyen ritm arasindaki iligki sirtuinlerin metabolik

diizenlemede ne kadar etkili oldugunu gdsteren ilgi ¢ekici bir etkidir (69).

1.2.4. Sirtuin 1 ve iliskili hastahklar

Sirtuinler ile glikoz hemostazi ve insiilin sekresyonu arasinda iligkiyi gosteren
bilgiler bu proteinlerin insiilin direnci ve diabet olusumunda etkili olabilecegini
gostermektedir. Yakin zamanda yapilan ¢calismada transgenik SIRT 1 overekpresyon
yapilan ve yagh diyet alan hayvanlarda glikoz toleransini artirdigi gosterilmistir (70,
71).

Bu iki ¢alismada SIRT 1 miktarinda iliml artisin bazal enerji hemostazi
iizerinde farkli etkileri oldugu gosterilmistir. Yapilan bu fonksiyonel ¢aligmalarin
yaninda SIRTI1‘in genetik ve farmakolojik olarak inhibisyonu insiilin direncini
indiikledigi goriilmiistiir (72).

Bu bilgi bize sirtuinin aktivitesindeki manipulasyonlarla metabolik
bozuklukluklarin 6nlenmesinde kullanabilecegini gostermektedir. Benzer sekilde
insanlarda SIRT 1’deki farkli genetik varyasyonlarla enerji tiiketimi ve obezite
arasinda iliski tespit edilmistir (73). Hayvanlarda yapilan caligmalarda sirtuin
aktivatorii resveratroliin diete baglh obezite ve glikoz intoleransinina karst koruyucu
etkisi oldugu goriilmektedir (74). Resveratrol ayni zamanda AMPK’y1 aktive
etmektedir. AMPK sirtuin aktivitesi ile yakindan iliskilidir (75).

Sirtuinler ile metabolik hastaliklar arasindaki iliski yofun bi¢imde
calisilmistir. Benzer iliski sirtuinler ile yas iligkili hastaliklar arasinda da

bulunmustur. SIRT1’in p53°l aktive edebilme yetenegi sirtuinleri tumdrogenezde
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potansiyel etkenler icerisine sokmaktadir. Bu baglamda yapilan tartismalarda
SIRT1’in kanser riskini hem artirabilecegi hem de azaltabilecegi yoniindedir (76).

Sirtuinler vaskiiler biyolojide de etkin rol aliyor ve yas bagimli aterosklerozisi
reglile ediyor goziikmektedir. Lipid ve kolestrol metabolizmasmi regiile ederek,
tersine kolestrol transportunu saglayan niikleer reseptor LXR aktivitesini modiile
ederek yapabilmektedir (77). Endotel hiicresinde olusan sirtuin delesyonunda
iskemik sonuca yanit olarak anjiogenik yanitin bozuldugu gosterilmistir (78).

Sirtuinl ayrica vaskiiler tonusunun ayarlanmasinda anahtar rol oynayan
endotelyal nitrik oksit sentazi (eNOS) deasetile etmekte ve enzim aktivitesini regiile
etmektedir (79). Sirtuinlerin nérolojik hastaliklardaki rolleri yakin zamanda ortaya
¢ikarilmustir. Ik raporlar SIRT1’i néron dejenerasyonu igin iyi bir model olarak
sunmus (80) bununla birlikte takip eden caligmalarda bu modellerde gozlenen
norolojik patolojilerin sirtuinden bagimsiz yollarla olabilecegini diistindiirmiistiir
(81). SIRT1 genelde oksidatif strese karsi koruyucu olarak bilinmektedir. Hem
invitro hem de invivo ¢aligmalardan elde edilen kanitlar bunun beyin i¢in bu sekilde
olmadig1 yoniindedir (82).

Sirtuin farkli dokularda insiilin sinyal yollarmin diizenlenmesini saglar.
Sekilde karaciger, pankreas ve yag dokusunda SIRT1 ile yollarin diizenlenmesi
gosterilmektedir. Her doku mavi bir kutu ile temsil edilmektedir. Karacigerde (sol
iist), SIRT1, PGCl-a’y1 deasetilleyerek artmis glukoneogenez ve azalmis glikolize
yol acmistir. Pankreasta ise (alt orta), SIRT1 UCP2’nin hiicre i¢i sentezini
bastirmistir. UCP2 bdylece, mitokondrial solunumu onleyerek glikozdan ATP
sentezini 6nlemektedir. Azaltilmis UCP2 proteini araciligiyla SIRT1 glikozdan ATP
sentezini baskilayip insiilin salgilanmasimin iyilestirilmesini gelistirir. WAT (iistte
sagda) ise, SIRTI1; PPARgama’nin transkripsiyonel aktivitesini bastirarak sonug
olarak azaltilmis yag sentezi ve azaltilmis yag hiicre farklilagmasina neden olur.
SIRT1 ayrica yag hiicrelerinden FFA (serbest yag asidi) salinimimni artirir. Kutularin
arasinda gosterilen glikoz ve insiilin, bu faktorleri sistemik dolasima yansitmaktadir.
Glikoz ve insiilinin doku etkilesimleri SIRT1’in tespit edilen spesifik etkileriyle
sinirhidir (83).
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Sekil 1. SIRT1’in farkli dokularda insiilin sinyal yollarmi diizenlemesi

1.3. Neurogenin 3 (Ngn 3)’iin Adacik Hiicre Differansiyasyonundaki Rolii

Pankreatik adacik hiicre diferansiyasyonu ve rejenerasyonu i¢in temel helix-
loop-helix transkripsiyon faktorii neurogenin 3 kritik role sahiptir. Endokrin hiicre
gelisiminin primer ve sekonder ayrigmasi esnasinda ortaya ¢ikan Ngn3 basarili
dalgalar1 glukagon, insiilin, pankreatik polipeptit ve somatostatin eksprese eden alfa,
beta, pankreatik polipeptit ve gama hiicrelerin belirmesini saglar.Ngn3’iin endokrin
pankreas gelisimindeki diizenleyici rolii beta hiicre kitlesini ve fonksiyonlarini
arttirarak Ngn3 ekspresyonunu genisleten terapotik yaklasimlar i¢in dnemli olabilir
(84).

Diinya genelinde diyabet prevalanst hizli bir sekilde artmaktadir ve
iilkelerdeki en yaygin epidemik hastaliklardan biri haline gelmektedir. Insiilin
sekresyon ve sensitivitesini arttiran bircok farmasétik miidahalelere ragmen,
pankreasin Langerhans adaciklarinda insiilin iireten hiicre kitlesinin potansiyelinin
ogrenilmesi konusunda alinacak ¢ok yol var. Pankreas ve adacik hiicrelerinin hasara
cevap olarak rejenerasyon potansiyelinin varlig tespit edilmistir. Ayrica boyle bir
rejenerasyonun nasil oldugu kesin degildir. Son zamanlardaki bazi ¢aligmalar bu
bulmacaya ve eriskin pankreas hiicrelerindeki stem cell ve stem cell benzeri hiicre

bulunmasma yeni bakis acilar1 katmislardir. Bu calismalar pankreastaki seliiler
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rejenerasyonun embriyogenez sirasinda pankreas gelisimindeki yolaklar1 reaktive
ediyor olabilecegini diisiindiirmektedir.

(Caligmalar proendokrin rejenerasyon olan pankreastaki transkripsiyon faktorii
Neurogenin-3 varligini ve adaciklardaki yeni endokrin hiicre farklanmasindaki 6nemi
cevresinde odaklanmistir. Bu g¢ergcevede neurogenin-3’iin gelisen ve rejenere olan
pankreastaki konumu endokrin kitle artisi icin muhtemel Ngn-3 temelli tedavileri

tartigma konusu haline getirmistir (84).

1.3.1. Neurogenin3’iin Endokrin Pankreas Farkhlasmasi1 Esnasindaki

Onemi

Neurogenin-3 kendi DN A-baglayici alani gibi bir temel-sarmal-dongii-sarmal
alan1 (bHLH) igeren transkripsiyon bir faktordiir. bHLH proteininin pankreatik hiicre
islevinde bulunmas ilk 6nce insulin promotor analizi ile gosterilirdi (85, 86). Pdx1-
baglayic1 alana bitisik olan korunmus CANNTG uyumlar1 farkli organizmalarin
insulin promotorlarinda bulunur (87). Bu uyum E-box olarak adlandirilir ve temel
insulin promoter aktivitesi i¢in Onemlidir. Genel olarak, hiicre o6zellikli bHLH
proteinleri (B sinift) hazir bir sekilde ifade edilen E47 ve E12 (A smift) gibi bHLH
transkripsiyon faktorleri olan dimerleri olusturur, E-box uyumuna baglarlar ve hiicre

ozellikli gen ekspresyonunda bulunurlar.

Endormal Propankreatik  Proendokrin Q B Hiicre

hiicre hiicre Hicre
Pdx1 (+)
o — D — MNgn3(-)
Pdxl (+) Pdx1 (-)
Ptfla(+) Ngn3(+) E"H" CL Hiicre|
Egzokrin Pdx1 (-)

hii cre Mgn3(-)

Pdxl (weakly+)
P+ lﬂ("‘j K% (zayif+)

Sekil 2. Gelisen pankreasta endokrin farklilagmasi islemi.
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Her bir basamak icin farklilasmanin durumu ve anahtar transkripsiyon
faktorlerinin ifadesi arasindaki iligki gosterilmistir.

Olgun (matiir) B hiicrelerinde, NeuroD1 c¢ogunlukla ifade edilen f
transkripsiyon faktorii ve msulin transkripsiyonun temel regiilatorlerinden biri gibi
goriiniir (88). Pankreasta, NeuroD1 tiim endokrin hiicreleri ile ifade edilir, fakat
yalnizca postmitotik gelisim asamasinda da ifade edilir (89). NeuroD1’in hedeflenmis
endokrin hiicre sayilarinda bir diisise neder olur, fakat bu endokrin hiicrelerinin
farklilasmasma engel olmadan apoptozis artisna neden olur (90). Insulin gen
ekspresyonunun Gtesinde, NeuroD1 ayni zamanda hiicrenin endokrin pankreas
farklilasma siirecinde bulunan genlerin ekspresyonunu diizenlemis gibi gOriiniir.
NeuroD1 ayn1 zamanda gelisimsel néronda ifade edilir ve norojenezde dnemli bir rol
oynar (91, 92). Mayojenez ve norojenezde, farkli bHLH proteinleri farkl alt nesilleri
belirmenin yani sira verilen bir hiicrenin neslinin gelisimindeki ardisik asamalari
kontrol ederler. Farkli organizmalarda, NeuroD alt ailesinden ayrilabilen bir norojenin
bir alt aile olan Drozofilia atonal homolog prondronal hiicrelerle ifade edilir (93).
Norojen alt ailesi noronlarin kaderini belirler ve noronlarin son farklilagmasini
diizenleyen NeuroD’i harekete gecirir (94). Norojeneze benzer olan ndrojenin alt
ailesi pankreas gelisimi esnasinda endokrin hiicre farklilasmasini kontrol eder (94).

Neurogenin3 dejenerat RT-PCR metodu ile tiiretilmis Monc-1 hiicrelerinden
olan RNA’y1 kullanarak bulunmustur. Ayni aileye ait olan Ngn 1 ve 2’den farklh
olarak, Ngn 3 noral hiicrelere ilaveten gelisen pankreas ile ifade edilir (95).
Pankreatik gelisimde Ngn3’iin 6nemi Ngn3 geni eksik farelerin caligsmalar1 ile
gosterilmistir.  Ngn3  ekspresyonu pankreatik hormon gosteren hiicrelerde
gozlenmemistir ve bu fareler apoptotik olaylarda bir artis géstermeden herhangi bir
pankreatik endokrin hiicreleri iiretmeyi basaramamistir (96). Bodylece endokrin
hiicrelerinin eksikligi yanlis kodlanmadan dolay1r olup Ngn3 endokrin hiicrelerine
dogru farklilagma i¢in gereklidir. Ustelik bu fareler NeuroD1, Pax4 (97) ve Pax6 (98,
99) dahil endokrin pankreatik gelisimin sonraki asamalarinda islev goren birkac
transkripsiyon faktorlerini gostermezler. Bu transkripsiyon faktérler Ngn3’iin ya
dogrudan ya da dolayli hedefleri gibi goriiniir. Bu incelemelere gore, gelisen
pankreaslarda Ngn3 gosteren hiicreler, Ngn3 kaybolmasindan sonra a, B, ¢ ya da

pankreatik polipeptid hiicrelerine dogru farklilasmaya baslayan endokrin prekiirsor
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hiicreleri olarak diisliniiliir. Bu konsept hiicre izleme deneyleri ile de desteklenir
(100).

Neurogenin3 yalnizca endokrin hiicrelerinin farklilagmasi igin gerekli bir
faktor degildir. Pankreasta herhangi bir hiicreyle farklilagma yetenegi olan Ngn3’iin
multipotent pankreatik hiicrelerinde asir1  olmast glukagon-iireten hiicrelerin
farklilagsmasina neden olur (101, 102). Bu eylem NeuroD1 ile paylasilmis goriiniir ve
benzer bir sonu¢ endodermde Ngn3’iin gegici ekspresyonuyla elde edilmistir.
Boylece, Ngn3-NeuroD1 ekseni endokrin hiicrelerinin farklilasmasini kontrol etmek
icin yeterli gibi goriiniir (103).

Endokrin hiicre farklilasmasinin kontroliinde Ngn3’iin 6nemi ayni zamanda
endodermden tiiretilen mide ve bagirsakta goriilebilir. Gastrointestinal epitelyal
hiicrelerinin tiim ¢esitleri kriptalarm temelinde bulunan kok hiicrelerden tiiretilir.
Kriptlerden villinin uglarina dogru go¢ ederken kok hiicreler gastrointestinal epiteliyal
hiicrenin her bir cesidiyle farklilasir. Intestinal enteroendokrin hiicrelerin en az 15
farkli hiicre cesitlerinde olustugu bilinir. Ngn3 gen eksikligi bulunan fare
arastirmalarina gore, enteroendokrin hiicreleri Ngn3-gdsteren Onciil hiicrelerinden
tiiremistir. Instestinal enteroendokrin hiicreleri Ngn3 olmadan farklilagmazlar. Aksine
Ngn3’iin olmayis1 gastrik enteroendokrin hiicrelerinin farklilagmasii bozmaz. Bu
sonuclar endokrin hiicre farklilagsmasiin kontrolii i¢cin Ngn3 ekspresyonun 6neminin,
her dokuda transkripsiyon faktorlerinin konumuna bagl oldugunu gostermistir (104,

105).

1.3.2. Neurogenin3 Geni Ekspresyonunun Diizenlenmesi

Neurogenin3, pankreatik prekiirsor hiicrelerinden pankreatik proendokrin
hiicrelerine kadar farklilasmay1 artirir. Pankreatik tomurcuk iginde dagilmis hiicreler
endokrin hiicre olmak i¢in nasil secilirler? Norojenezde prondral bHLH genlerinin
ekpresyonu anti-noral bHLH genleri olarak tanimlanan saghi ve split (HES) tipi
proteinlerin arttiricilari ile diizenlenirler (106-108). HES1-eksigi olan fareleri kullanan
calismalar gostermistir ki HES1’in pankreatik gelisimde bir rolii vardir. Bu fareler
glukagon-iireten hiicrelerin  hizlandirilmig farklhilasmasiyla neden olunan asir1
pankreatik hipoplazi gostermistir (109). HES1 eksikligi olan farelerin pankreatik

fenotipi, pankreatik tomurcuklarda bulunan Ngn3 asir1 ekspresyonu ile benzerdir. Bu
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sonuglar HES1’in Ngn3 ekspresyonunu smirlandirdigmi ve bodylece pankreasta
farklilasmamis bir durumda hiicreleri diizenledigini gostermistir. Ngn3 geni promoter
analizi ayn1 zamanda bu incelemeyi desteklemektedir. Bu promoter (aktiflestirici)
TATA kutu uyumuna bitisik olan en az ii¢ HES1-baglayic1 alanlar igerir ki bu
elektoforetik degisimi analiz ile dogrulanmistir ve HES1 ekspresyonu HES1-baglayici
alanlar iceren uyuma bagl bir tarzda olan Ngn3 geni promoter aktivitesini gii¢lii bir
sekilde smirlar (110). Pankreastaki roliiniin 6tesinde HES1-Ngn3 ekseninin 6nemi
safra kesesinde hiicre yapisinin belirlenmesi i¢in gosterilmistir. Bu, ventral pankreatik
tomurcugun olustugu alana yakin 6n mideden yiikselir. Hesl-eksigi olan farelerde
biliyer epitelyal hiicreler ektopik Ngn3 gdosterir ve pankreatik endokrin ve ekzokrin
hiicreleriyle farkhilasirlar. Bu sonuglar Hesl ekspresyonunun muhtemelen Ngn3
ekspresyonunu bastirarak biliyer epitelyuma dogru hiicreleri hedeflemede kilit rol
oynar (111).

Norojenez esnasinda ‘lateral inhibisyon’ olarak adlandirilan bir hiicre-hiicre
sinyallesme yolu farklilasmanin durumunu kontrol eder. Farklilasmaya baslayan
hiicreler komsularinin noral farklilasma yoluna girmelerini engellerler. Yalnizca
noron olusturmaya yeterli hiicrelere noral farklilasmaya giden yoldan ilerlemeye izin
verilir (112).

Bu islemdeki kilit molekiiller bir hiicre yiizeyi reseptorii olan Notch ve onun
iki membran bagl ligandlar1 olan Delta ve Serrate’dir. Delta ve Serrate ligandlari
Notch’a baglanir ve boylece bir sinyallesme yolu acar. Notch’un (Notch ICD) hiicre
ic1 alani, transkripsiyonel aktivasyon alani olmayan bir DNA-baglayic1 proteini olan
RBP-Jx ile etkilesime baglar ve sonra ¢ekirdege dogru yer degistirir. Notch ICD’in bir
transaktivsyon alani var gibi goriiniir ve bu yiizden Notch ICD/RBP-Jk kompleksi
Hesl promoterini baglar ve aktive eder. Notch sinyalini kabul eden hiicreler
farklilasmayan bir durumda kalirlar. Benzer bir mekanizma pankreas gelisimi
esnasinda endokrin hiicre kaderini yonlendirir. Delta-tiirii gen 1 (DIl 1) veya hiicre i¢i
medyator RBP-Jk eksikligi olan fareler pankreatik endokrin hiicrelerin hizlandirilmis
farklilagsmasii gostermistir (102). Diger bir yandan Notchl ICD asir1 ekspresyonu
olan fareler hem endokrin hem de ekzokrin hiicrelerin inhibite edilmis farklilasmasini
gosterir (113). Bu sonuglar DII1-Notchl-Hesl sinyali transdiiksiyon yolunun

pankreatik gelisme esnasinda farklilagsmayan durumun bakiminda 6nemli oldugunu
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gostermistir ve bu sinyallerden kacan hiicreler Ngn3 gostermeye baslarlar ve sonra
endokrin hiicreleri olurlar (114).

Bitisik hiicrelerden gelen sinyallere ilaveten komsu dokulardan gelen sinyaller
de pankreatik gelisimin her siirecinde onemlidir. Ik farklilasma siirecindeki rolleri,
sozde “’baslatma islemi’ tanimi yogun sekilde Kim ve Hebrok (115) tarafindan
incelendi ve goriisiildii. Ayrica pankreatik tomurcuklarin olusumundan sonra merkezi
epitelyal hiicrelerini sarmalayan mezenkimal doku ekzokrin pankreas olusumunda
indiiktif bir etki ve endokrin pankreas gelisiminde ise bastiric1 bir etkiye sahiptir
(116). Follistatin TGF-B ailesinin iiyelerinin eylemlerini kigkirtir ve pankreasta
hiicrelerin farklilagsmasinda mezenkimin etkilerini taklit ettikten sonra mezenkim ile
dretilir (117, 118). Bu sonuglar gostermistir ki, TGF-B ailesi iiyeleri pankreatik
endokrin hiicrelerinin diizgiin farklilagsmas1 i¢in gereklidir. Aday molekiillerden biri
aktivindir. Transmembran sinyallesme i¢in aktivin, aktivin reseptor tip 1 (ActRI) ve
tip II (ActRII) (119) olan serin/treonin kinaz alani bulunduran iki tiir reseptor
gerektirir. Aktivin dogrudan ActRII’ye baglanir ve bu kompleks sonra Actll (120)
kinaz aktivitesi ile ActRI’nin fosforilasyonu ile sonuclanarak ActRI ile bagdasir.
ActRIIB geni bozulmus, heterozigot fareler (ActRIIA+/-IIB+/-) aksiyal kusur
gostermeden hipoplastik pankreatik adaciklar gelistirirler (121). Transgenik farelerde
dominant-negatif tip II aktivin reseptoriin pankreatik ekspresyonu adacik hipoplazi ile
de sonuclanir (122, 123).

Sican pankreas hiicresi (AR24J) orijinal olarak kimyasal endiiklenmis bir
pankreatik tlimorden tiiremistir ve hem ekzokrin hem de ndéroendokrin 6zelliklerine
sahiptir. Aktivin A tedavisinde AR42J hiicrelerin biiylimesini durdurur ve aksonlar1
biiytitiir. Aktivin A art1 betaselulin veya hepatosit biiyiime faktoriiniin varliginda
(HGF), bu hiicreler insulin-gdsteren hiicrelerle farklilasirlar (124, 125). Bdylece,
AR42] hiicreleri B hiicresi farklilasmasinin molekiiler mekanizmalarini incelemek igin
bir model saglar. Bu hiicre hattinda aktivin A ve HGF Ngn3 ekspresyonunu
kiskirtabilir ve kendi onciisiinii aktive edebilir (117). Ngn3 promoterin A 5° delesyonu
Ngn3’iin -402 bp ve -326 bp arasindaki bolgeyi aktivin A- ve HGF-responsif DNA
uyumu olarak tanimlamistir. Bu bolge AR42J hiicrelerinde bir represor gibi iglev

gortr ki aktivin A ve HGF boyle baskiy1 kiskirtir (117).
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Transforming growth faktor beta ailesi reseptorler yoluyla sinyallesme iliskili
faktor Smad4’e baglanan Smad2 veya Smad3 gibi reseptor etkinlenmis Smadlarin
fosforilasyonuna yol agar ve ¢ekirdekle yer degistirir. Cekirdegin igine girdiginde, bu
Smad kompleksi hedef genlerin transkripsiyonunu aktive etmek i¢in diger
transkripsiyon faktorleri ile etkilesirler (120). Diger yandan, Ngn3’iin aktivin-
responsif aktivasyonu Smad-iliskili yol ile iliskili degildir. Yerine, TGF-B
etkinlestirilmis kinaz 1- mitojen-etkinlestirilmis protein kinaz, kinaz 3 (MKK3)- p38
mitojen-etkinlestirilmis protein kinaz (p38MAPK) yolu Ngn3 promoterin kritik bir
bolgesinin fonksiyonunu diizenler, muhtemelen -402 bp ve -326 bp arasindaki
transkripsiyon faktorlerinin baglanmasini etkileyerek diizenler (126) .

Komsu hiicreler ve dokulardan gelen sinyaller proendokrin hiicrelerde
Ngn3’iin ekspresyonunu baglatacak kadar yeterli degildir, ¢linkii Notch ve ActR-
responsif elementler igeren bolgeden daha uzun bir promoter uyumu pankreastaki
proendokrin hiicreleri ile kendi ekspresyonunu yonlendirmek i¢in gereklidir (110).
HNF6 (57, 127), HNF1 ve Fox A (39, 110) ailelerinin endodermal transkripsiyonal
aktivatorleri bu Ngn3 promotere baglanirlar ve Ngn3 ekpresyonunda 6nemli bir rol
oynayabilir (Sekil 2). En azindan HNF6 nin durumunda, Ngn3 genini diizenlemedeki
onemi HNF6 geni-bozuk fareler kullanan bir ¢calisma ile gosterilmistir. Bu calisma
gostermistir ki Ngn3 ekspresyonu bu farelerde ciddi bir sekilde hasar gormiistiir ve

yalnizca birkag¢ olgun endokrin hiicre gézlenmistir (127) .
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Sekil 3. Proendokrin hiicrelerinin farklilagsmasinin dnerilen modeli.
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Neurogenin 3 komsu hiicrelerden (epitelyal-mezenkimal hiicre etkilesimleri)
gelen sinyaller ile diizenlenir. I¢ endodermal transkripsiyon faktdrleri ayrica

gereklidir (Sekil 3).

1.3.4. Gen ekspresyonunun Ngn3 ile diizenlenmesi

Neurogenin 3 bir transkripsiyon faktoriidiir ve islevini daha 1yi anlamak icin
dogrudan diizenledigi faktdrleri tanimlamak gerekir. NeuroD1 aday faktorlerden
biridir, ¢linkii nérojenin ailesinin nérojenez boyunca NeuroD1 ailesinin proteinlerini
diizenledigi bilinmektedir. Aslinda Ngn3 mRNA’nin Xenopus embriyolarina
enjeksiyonunu NeuroD1’in ektopik ekspresyonunu baglatir. Yerli NeuroDI1
ekspresyonunu ele alan promoter pargalar 17 E kutular: igerirler. Aralarinda iki E-
box uyumlar1 NeuroD1 ekpresyonu i¢in dnemlidir, ¢linkii Ngn3, proksimal E kutular1
ile NeuroD1 promoteri baglayip aktive eder (128) .

Neurogenin 3 pankreas farklilasmasi esnasinda proendokrin hiicreler ile
gecici olarak ifade edildigi i¢in, NeuroD1 gibi pankreasta bulunan Ngn3’ii gosteren
faktorler Ngn3’tin direkt hedefi gibi olur. Boyle bir faktoér, homeodomain
transkripsiyon faktorii Pax4 ile eslendirilebilir. Pax4 geninin bozulmasi B ve d hiicre
farklilasmasii1 zedeler, fakat o hiicre farklilasmasini etkilemez (97). Pankreas
gelisimi esnasinda, Pax4’iin dorugu ikincil ge¢is asamasi etrafinda gozlenir ve Ngn3
ile kismi co-ekspresyonunu gosterir (129). Bununla birlikte, kendi ekpresyonu olgun
B hiicrelerinde gozlenmez. Farelerde ve hiicre hatlarindaki raportdor gen analizi
gostermistir ki Pax4 geninin transkripsiyon baslangic alanindan olan -1900 bp
etrafindaki bolgenin hiicre-6zellikli ekspresyonu i¢in dnemli oldugunu gdstermistir
(97).

Hepatosit niikleer faktor-4 baglayici alan, HNF1-baglayici alan ve E box bu
bolgede bulunur ve Pax4’lin ekspresyonunda Oonemli bir rol oynar (130). Onlar
arasinda, mutasyonun HNF1-baglayic1 alan1 veya E box igindeki girisi kendi
gelistirici aktivitesini neredeyse tamamen yok eder. HNFla ve Ngn3 her alana
baglanir, fiziksel olarak etkilesime girer ve sinerjik olarak promoteri aktive eder. Bu
bilgiler gostermistir ki Ngn3, HNFla ile igbirligi yapar ve transkripsiyonel bir

aktivator alir. Pax4 ekspresyonunu aktive eder (131) .
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Sekil 4. Ngn3‘iin endokrin hiicreler tizerindeki etki mekanizmasi.

Neurogenin 3, NeuroD’in ekpresyonunu aktive edebilir. Nkx2.2 ve Pax4’iin
diizenlenmesi i¢in, Ngn3 fiziksel olarak endodermal transkripsiyon faktorleriyle
etkilesimde bulunur ve sinerjik her bir hedef genin prometerini aktive eder. Ilging bir
sekilde, Ngn3’iin gii¢lii bir represyon alani olmadigi halde kendi dnciisiinii baskilar.

Bu sonuglar gosteriyor ki, Nkx2.2, Ngn3’iin olas1 direkt hedefidir. Ngn3 ve
Pax4’den farkli olarak Nkx2.2’nin ekspresyonu ayrica olgun adacik hiicrelerinde
gozlenir. Nkx2.2 geni bozulmasi a ve B hiicrelerinin farklilasmasmi zedeler ve bu
genin analizi gostermistir ki Nkx2.2 en azindan 3 alternatif onciil eksonlara (eksonlar
la, 1b, 1c) sahiptir (132). Bu eksonlarm 5 sinirdas bolgelerinin uyumu her parcanin
bir promoter olarak islev gérdiiglinii gostermistir. Bakteriyel LacZ genini yiiriiten {i¢
promoterin her biriyle ilgili transgenik fareler tizerindeki ¢alismalar, 1b promoterin
ozellikle islet prekiirsorlara olan ekspresyonu smirlandirdigini géstermistir. Diger bir
yandan, la promoteri (ekson la’dan yukari uyumu) agirlikli olarak olgun islet
hiicrelerindeki ekspresyonunu yonlendirir. Proendokrin hiicrelerinden farklilagsmig
endokrin hiicrelerine gecis gen ekspresyon programinda bulunan ilerleyici
degisimlerde bulunur. Nkx2.2 geni i¢indeki farkli uyumlar1 kullanarak endokrin
farklilasmasimin farkli asamalarinda olan hiicreler Nkx2.2 gosterirler. 1a promoter
ekspresyonu, transkripsiyon baslangi¢ alani yakinsal bulunan Foxa-baglayici alana ve
E box dayanir (132).

Forkhead box A2 (Foxa2) ve Ngn3 veya NeuroDl1 her alana baglanir,
etkilesimde bulunur ve sinerjik olarak promoteri aktive ederler Bu sonuclar

gostermistir ki Ngn3 veya NeuroD1 transkripsiyonel bir co-aktivator alip Nkx2.2
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ekspresyonunu aktive etmek i¢in Foxa2 ile isbirligi yapar. Ngn3-NeuroD1 aksinin
ekspresyonunun zamanlamasi dikkate alindiginda, Ngn3 Nkx2.2’in gelismis
ekspresyonunu harekete gegcirebilir. Ngn3’iin kaybolmasindan sonra, NeuroDI,
Nkx2.2’nin ekspresyonunu diizenlemek i¢in harekete gegebilir (133).

Neurogenin 3 ile dogrudan etkilenen asag1 etken gibi olan diger aday Ngn3’lin
kendisidir. Ngn3 proendokrin hiicrelerle gosterilir, fakat kendi ekspresyonu hizli bir
sekilde kapanir. Pax4 ve Nkx2.2 promoter’den farkli olarak, Ngn3 promoteri Ngn3’iin
kendisiyle gosterilir. Bu represor aktivite aynt zamanda transkripsiyon baslangi¢
alanma yakmsal bulunan E box ile de aracilik edilir. Bu represor etki bir baska
transkripsiyon etkenin dogrudan kompetitif baglanmasi ile kismen aracilik eder gibi
gorliniir, ¢iinkii Ngn3’lin kendisi transkripsiyon represor etkinligini gostermez.
Boylece, Ngn3, Pax4 ve Nkx2.2 gibi islet transkripsiyon faktorlerini HNF1a ve Foxa2
gibi diger endodermal transkripsiyon faktorleri ile isbirligi icinde, kendi promoteri

baskilarken aktive eder (134).

1.3.5. Ngn3’iin B Hiicre Rejenerasyonuna Uygulanmasi

Olgun adacik hiicrelerinin olusumundan sonra devamli yenilenme vardir.
Birkag calisma gostermistir ki, pankreas adacik hiicrelerinde bulunan hiicreler
endokrin hiicrelere farklilasabilirler (135, 136). Insan pankreas kanal hiicrelerinde
bulunan Ngn3’iin asir1 ekspresyonu B hiicrelerinin farklilagmasini uyarabilir (137).
Yapilan ¢alismalarda; pankreatik tomurcuklar gibi olgun olmayan hiicrelerde bulunan
Ngn3’iin ekspresyonunun o hiicrelerindeki farklilasmay1 aktiflestirdigi gosterilmistir.
Bu farkliliklar B hiicresi olusum asamasinda bulunan varyasyonlardan kaynaklanabilir
(101, 102). Kojima ve arkadaslar1 yaptiklari calismada karacigerdeki NeuroD1 in asir1
ekspresyonunun karacigerde bulunan adacik hiicrelerinin ektopik formasyonuna
neden oldugunu ve bdylelikle hiperglisemiye yol agtigini gostermislerdir. Sonug
olarak yetiskin organlarinda bulunan endokrin bez dnciil hiicrelerinden 3 hiicrelerinin

rejenarayonunun saglanmasi i¢in NeuroD1’e gerek duyuldugu anlasilmigtir (138).
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2. GEREC VE YONTEM

Bu calisma Firat Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Koordinasyon
Birimi’nde ve caligmanin etik onayi, 11.10.2012 tarih ve 01 sayili karar1 alinarak
yapildi. Calismaya Firat Universitesi Genel Dahiliye klinik ve poliklinigine miiracaat
eden en az 6 aydir Tip 2 DM tanisi almis 30 yas iizeri goniillii sadece oral
antidiyabetik tedavisi alan 10 erkek ve 10 bayan ve ilag tedavisi almayan 10 erkek ve
10 bayan toplam 40 diabetik hasta ve 30 yas lizeri goniillii nondiabetik 20 erkek ve
20 bayan toplam 40 kisilik kontrol grubu alindi. Hasta ve kontrol gruplarindaki
katilimeilar ¢galigma hakkinda bilgilendirildi ve yazili onamlar1 alindi. Calismaya Tip
1 DM tanist alanlar, 30 yasindan kii¢lik olanlar ve insiilin kullananlar alinmad.

Neurogenin 3 (Ngn3) ve Sirtuinl (SIRT-1) gen polimorfizmi ve gen

ekspresyonunun patogenezdeki rolii arastirildi.

2.1. Gen Expresyonu ve Polimorfizmin Cahisilmasi

Her iki gruptan 3 ml periferik kan alindi. Kanlar ¢aligilana kadar -20 derecede
saklandi. Malzemeler alindiktan sonra tibbi genetik laboratuvarinda DNA ve RNA
izolasyonu yapildi. Daha sonra real time PCR (RT-PCR) metodu ile Neurogenin 3 ve
SIRT-1 gen polimorfizmine ve gen ekspresyonuna bakildi. Tip 2 DM hastalig
olanlar her gen polimorfizmi ve gen ekspresyonu i¢in kontrol grubuyla karsilastirildi.
Tip 2 DM tanis1 olanlarin boy uzunlugu, viicut agirlhigi, viicut kitle indeksi, total
kolesterol, kan glukozu ve HbAlc degerleri kontrol grubuyla karsilastirildi. Bunlar

disinda gerekli bilgiler ve laboratuvar parametreleri hasta dosyalarindan temin edildi.

2.2. Genomik DNA izolasyonu (invitrogen™ PureLink™ genomik DNA
kitleri)

Benmari 55 °C sicakliga ayarlandi. Mikrosantriftij tiipiine 200 pl kan 6rnegi
konulup 20 pl Proteinaz K eklendi ve 20 pl RNAaz eklendi, 10-15 sn
vortekslendikten sonra 2 dk oda sicakliginda bekletildi. 200 pl lizis tamponu eklenip
karistirildiktan sonra 10-15 sn vortekslendi. Karisim 55°C°de 10 dk bekletildi.
Ependorflardaki karigim dondiirme siitunlarina aktarildi. 10000 rpm’de 1 dk santrifiij
edildi. Toplama tiipii yeni tiipe aktarildi. 500 pl yikama tamponu 1 eklendi. 10000
rpm’de 1 dk santrifiij edildi. Toplama tiipii yeni tiipe aktarildi. 500 pl yikama
tamponu 2 eklendi. 15000 rpm’de 1 dk santrifiij edildi. Toplama tiipleri atilip yerine
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1,5 pl’lik mikrosantrifiij tiipii eklendi. 500 pl eliisyon tamponu eklendi. Oda
sicakliginda 1 dk beklendikten sonra 15000 rpm’de 1 dk santrifiij edildi. Santrifiij

sonrast mikrosantrifiij tiiplerinde saf DNA elde edilmis oldu.

2.3. mRNA’nin Magnacompact ile izolasyonu

Edtal tiiplere alman kan 6rnekleri Firat Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi
Genetik Laboratuarimda magnacompact’a 100 pl kadar yiiklenip 100 pul RNA elde
edildi. Once cihaza kartuslar okutturulup yerlestirildi. T1p trayslar yerlestirildi. Kan
ornekleri sample tiiplere alindi. 20ul RNAaz sample tiiplerine yerlestirildi. Eliisyon
tiipleri de cihaza yerlestirildi, program diizenlendi ve calisma baslatildi. Calisma

sonunda eliisyon tiiplerde 100ul RNA elde edildi.

2.4. SIRT1 rs7895833 ve Ngn3 rs4536103 Genotipinin Saptanmasi

Kan orneklerinden elde edilen genomik DNA’lar Light Mix amplifikasyon
karigim1 ve Light Cycler Fast Start DNA Master Hybridization problar1 kullanilarak
Light Cycler 2,0 cihazi ile c¢ogaltilmistir. 5 pl 6rnek DNA’s1 + 1.6 pul Mg,Cl,
soliisyonu +2 pl reagent mix +2 ul Roche master mix ve 10.4 ul steril deiyonize su
ile karisim hazirlanmistir. Liyofilize kontrol DNA’lar her reaksiyon icin 10°
seviyesinde DNA icerecek sekilde steril deiyonize su ile sulandirilmistir. Light
Cycler cihazinda 95 °C’de 10 dakika denatiirasyona birakildi. Elde edilen DNA
cogaltilarak, floresan 1s1ma ile 1smin 85°C’ye yiikselmesi ile erime egrisi analizi
saptand1. Ardindan 40°C’de 30sn sogutma ile islem tamamlanmustir. Uriinlerin erime
egrisi ve erime noktasi (Tm) analizleri yine ayni cithazda yapilmistir. rs7895833 ve
rs4536103 genotip bdlgesi icin PCR sonuglar1 Simple Probe probu ile analiz
edilmistir. rs7895833 ve rs4536103 tek niikleotid polimorfizmleri i¢in Ornekler
homozigot alel (T/T) i¢in 51,4 °C, heterozigot alel (C/T) i¢in 51-59 °C ve homozigot
variant alel (C/C) i¢in 59,2 °C’de pik veren standartlar ile birlikte degerlendirilmistir.
rs7895833 ve rs4536103 tek niikleotid polimorfizmleri i¢in kullanilan negatif

kontrollerde herhangi bir pik gdzlenmemistir.
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2.5. SIRT1 ve Ngn3 Geninden Eksprese olan mRNA Diizeyini Ol¢me

Yontemi

Elde edilen RNA’lar nanodrop sayesinde Olciilerek cDNA eldesi i¢in esit
konuma getirildi. Elde edilen RNA’larm {izerine 1 pl H20 ve 1 pl random hexamer
primer eklenerek 0,2’lik ependorf tiiplere konuldu. PCR protokoliinde 65 °C’de
10 dk bekletildi. “transcriptor first strand cDNA synthesis” kiti kulanilarak
RNA’larin {izerine ekletilmesi icin bir miks hazirlandi. Elde edilen 4ul karisima
deoxynucleotide karisimi, transcriptor RT reaction buffer ve 0,5 pl protector RNAaz
inhibitorii eklendi. 37 °C’de 60 dk ve 65°C’de 10 dk protokolii ile 0,2” lik tiipler
PCR’ye konularak tekrar calistirildi ve cDNA’lar elde edildi. Daha sonra lightcycler
TAgMan master kiti ile miks hazirlandi. Bu miks hazirlanmadan 6nce kutudaki
enzimden 10 pl alinarak reaksiyon miks iizerine konuldu. Sonra bir tiip alinarak miks
hazirlandi. Saf sudan 10 pl, reaksiyon miksten 4ul ve Ngn3 ve SIRT1 ekspresyon
assay’den 1 pl alnarak miks hazirlandi. Sonra bu miks kapiller tiiplerine 15 pl
olacak sekilde dagitildi ve tizerine Sul RNA birakilarak cihazin karoseline
yerlestirildi. Daha sonra lightcycler PCR protokolii hazirlandi. Once 95 °C’de 10 dk
isitilip ardindan 40°C’de 30sn sogutulduktan sonra denatiirasyon saglandi. Bu
calismada G6PDH detection miks kontrol olarak kullanildi. Her 6rnek icin tek tek
kontrol kullanilip, ¢alisma kontrol amagh tekrar edildi. Elde edilen sonuglar
lightcycler rolatif kantitasyon yazilim programi sayesinde diizenlenip bilgisayara

yiiklendi.

2.6. istatistiksel Analiz

Veri setinin analizinde SPSS 16 (Statistical Package for the Social Sciences,
version 16, SSPS Inc, Chicago, IL, USA) istatistik paket programi kullanildi.
Calisilan Ngn 3 ve SIRT-1 gen polimorfizmi agisindan hasta grubu ile kontrol grubu
arasindaki 1iliski i¢cin ki-kare testi kullanildi. Ayrica hasta grubu tedavi alan ve
almayanlar1 karsilastirmak i¢in de ki-kare testi kullanildi. Hasta ve kontrol grubuna
ait siirekli degiskenlerin karsilagtirilmasinda (bagimsiz gruplarda) Oneway ANOV A
testi kullanildi. p< 0,05 diizeyi istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.
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3. BULGULAR
3.1. Genel Popiilasyon

3.1.1. SIRT1 rs7895833 Gen Bolgesi Polimorfizmi

Tip 2 DM grubunda (n=40) rs12979860 gen bolgesi i¢in 2 kisi homozigot

(C/C), 19 kisi heterozigot (C/T) ve 19 kisi homozigot mutant (T/T) genotipi saptandi.

Tip 2 DM tanis1 olmayan kontrol grubunda (n=40) ise 2 kisi homozigot (C/C), 20

kisi heterozigot (C/T) ve 18 kisi mutant (TT) saptandi. Bu acidan her iki grup

arasinda gen mutasyonlar1 agisindan istatiksel olarak anlamli bir fark bulunamadi

(p=0,974).

3.1.1.1. SIRT1 rs789583

60,00% -

50,00%
45,00%

50,00% - 47,50% 47,50%

40,00%

30,00%

20,00%

10,00% T

0,00%

Tip2DM Tip 2 DM Olmayanlar

B c/C
mC/T
"T/T

p=0,974

Sekil 5. SIRT1 rs789583 gen bolgesi polimorfizminin hasta ve kontrol grubundaki

oranlar1

Tablo 5. rs12979860 gen bolgesi polimorfizmi agisindan hasta ve kontrol grubunun

karsilastirmasi (X testi).

C/C C/T T/T

SIRT1 rs789583 Toplam P
n % n % n %

Tip 2 DM Olanlar 2 5 19 47,5 19 475  40%I00

Tip 2 DM Olmayanlar 2 5 20 50 18 45 40 %100 0,974

Toplam 4 39 37 80
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3.1.2. Ngn3 rs4536103 gen bolgesi polimorfizmi

Tip 2 DM hastalarinda (n=40) Ngn3 rs4536103 gen bolgesi homozigot (C/C)
sayis1 13 kisi (%32,5), heterozigot (C/T) sayist 16 kisi (%40) ve homozigot mutant
(T/T) sayis1 ise 11 (%27,5) kisidir. Buna karsin Tip 2 DM tanis1 olmayan kontrol
(n=40) grubunda homozigot (C/C) sayis1 9 kisi (%22,5), heterozigot (C/T) sayis1 19
kisi (%47,5) ve homozigot mutant (T/T) sayis1 12 (%30) kisidir. iki grup arasinda
Ngn3 rs4536103 gen bolgesinde genotip agisindan anlamli  farklilik
bulunmamaktadir (p:0,597).

50,00% - 47,50%
45,00% -
40,00% -
35,00% -
30,00% -
25,00% -
20,00% -
15,00% -
10,00% -
5,00% -
0,00% -

32,50%
mC/C
mC/T
=mT/T

Tip 2 DM Tip 2 DM Olmayanlar

P=0,597
Sekil 6. Ngn3 rs4536103 gen bolgesi polimorfizminin hasta ve kontrol grubundaki
oranlari.
Tablo 6. Ngn3 rs4536103 gen bolgesi polimorfizmi agisindan hasta ve kontrol

grubunun karsilastirmasi (X testi).

A/A G/A G/G Toplam p
Ngn3 rs4536103
n % n % n %
Tip 2 DM Olanlar 13 325 16 40 11 27,5 40%100
Tip 2 DM Olmayanlar 9 225 19 475 12 30 40 %100
0,597
Toplam 22 35 23 80

3.1.3. Ngn3 rs4536103 Gen Ekspresyonu (mRNA Diizeyi)

Neurogenin3 rs4536103 geninde hangi polimorfizm olduguna bakilmaksizin
bu genden hasta ve kontrol gruplarinda Ngn3 rs4536103 gen ekspresyonu diizeyleri

acisindan T testi ile karsilastirildiginda gruplar arasinda anlamli fark saptanmadi.
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Tablo 7. Hasta ve kontrol gruplarinin Ngn3 rs4536103 gen ekspresyonu diizeyleri

acisindan karsilastirilmasi (T-test).

Grup n Ortalama Std. sapma P
Tedavi alan 20 1,8945 2,60123

Tedavi almayan 20 2,3780 3,34345 0,843
Kontrol 40 2,2405 2,45590

3.1.4. SIRT1 rs7895833 Gen Ekspresyonu (mRNA Diizeyi)

Sirtuinl rs7895833 geninde hangi polimorfizm olduguna bakmaksizin bu
genden hasta ve kontrol gruplarinda SIRT1 rs7895833 gen ekspresyonu diizeyleri
acisindan T testi ile karsilastirildiginda gruplar arasinda ortalamalar agisindan
anlaml fark saptanmadi.

Tablo 8. Hasta ve kontrol gruplarmin SIRT1 rs7895833 gen ekspresyonu diizeyleri

acisindan karsilastirilmasi (T-testi).

Grup n Ortalama Std. sapma P
Tedavi alan 20 1,6100 2,74799

Tedavi almayan 20 1,8585 2,71772 0,867
Kontrol 40 1,4900 2,33478

3.1.5. Tiim c¢ahyma gruplarinda Ngn3 1rs4536103 Gen Bolgesi

Polimorfizmine Gore Gen Ekspresyon Diizeylerinin Karsilastirilmasi

Tiim ¢aligsma gruplarimda Ngn3 rs4536103 gen bolgesinde C/C, C/T yada T/T
genotiplerine gore Ngn3 rs4536103 gen ekspresyon diizeylerinin nasil etkilendigine
bakildiginda bu ii¢ grubun ekspresyon diizeyleri arasinda anlamli bir fark yoktu
(p=0.471).

Tablo 9. Tiim caligma gruplarinda Ngn3 rs4536103 Gen Bolgesi Polimorfizmine
Gore Ekspresyon Diizeylerinin Karsilastirilmasi (One Way ANOVA).

rs4536103 N Ort. deger Std. sapma p
Ngn 3 C/C 22 2,6173 3,06478
Ekspresyonu C/T 35 2,2783 2,83134 0,471
T/T 23 1,6413 2,10749
Total 80 2,1884 2,70662
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3.1.6. Tiim c¢ahsma gruplarinda SIRT1 rs7895833 Gen Bolgesi

Polimorfizmine Gore Gen Ekspresyon Diizeylerinin Karsilastirilmasi

Tiim ¢aligma gruplarinda SIRT1 rs7895833 gen bolgesinde C/C, C/T ya da
T/T genotiplerine goére SIRTI1 1rs7895833 gen ekspresyon diizeylerinin nasil
etkilendigine bakildiginda bu ii¢ grubun ekspresyon diizeyleri arasinda anlamli bir
fark yoktu (p=0.305).
Tablo 10. Tiim ¢aligma gruplarinda SIRT1 rs7895833 Gen Bolgesi Polimorfizmine
Gore Ekspresyon Diizeylerinin Karsilagtirilmasi (One Way ANOVA).

rs7895833 N Ort. deger Std. sapma p
SIRT1 C/C 5 2,0540 2,07065
ekspresyonu C/T 38 2,0105 2,82678 0,305
T/T 37 1,1432 2,17480
Total 80 1,6121 2,51129

3.2. Hasta Grubu

3.2.1. SIRT1 rs7895833 ile Ngn3 rs4536103’nin genotiplerinin ki-kare

karsilastirmasi

Her iki polimorfizm bdlgesinde tespit edilen hastalarin sayist1 80 Kkisi,
bunlardan her iki gende homozigot olan, heterozigot olan, homozigot mutant olanlar
x* testi ile karsilastirildi ve iki mutasyon arasmda anlamli bir iliski saptanmadi
(p=0,383).

Tablo 11. SIRT1 1s7895833 ile Ngn3 1s4536103’nin gen bolgelerinin

polimorfizmlerinin iliskisi (X” testi).

NEUROG3 rs4536103’nin

Toplam p
C/C C/T T/T
c/C 2 2 0 4
SIRT1 rs7895833
C/T 12 18 9 39 <0.383
T/T 8 15 14 37
Toplam 22 35 23 80
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3.2.2. SIRT1 rs7895833 gen bolgesi polimorfizmi

3.2.2.1. SIRT1 rs7895833 gen bolgesi polimorfizmi ile cinsiyet iliskisi

Cinsiyet ile SIRT1 rs7895833 gen bolgesi C/C, C/T, T/T genotipleri
acisindan Ki-kare testi ile karsilastirildiginda iki grup arasinda bu gen bdlgesi
polimorfizmleri agisindan istatistiksel olarak anlamli fark yoktu (p=0,847).

Tablo 12. SIRT1 157895833 gen bélgesi polimorfizmi ile cinsiyet iliskisi (X testi).

SIRT1 rs7895833 c/C C/T T/T Toplam P
3 13 19 40
Erkek
rke 60%  47.4% 51.4% 100%
Kadin 2 20 18 40
a 40% 52.6% 48.6% %100 0,847
Toplam 5 38 37 80

3.2.2.2. SIRT1 rs7895833 gen bolgesi polimorfizmi ile HbAlc iliskisi

Glikozile hemoglobin (HbAlc) ile SIRT1 rs7895833 gen bdlgesi C/C, C/T,
T/T genotipleri acisindan Ki-kare testi ile karsilastirildiginda iki grup arasinda bu gen
bolgesi polimorfizmleri agisindan istatistiksel olarak anlamli fark yoktu (p=0,645).

Tablo 13. SIRT1 157895833 gen bélgesi polimorfizmi ile HbAlc iliskisi (X testi).

SIRTI rs7895833

N Ortalama Std. sapma p
C/C 5 6,7800 1,43422
C/T 38 6,1842 1,57764 0,645
T/T 37 6,1027 1,45650
Toplam 80 6,1838 1,50404

3.2.3. Ngn3 rs4536103 gen bolgesi polimorfizmi

3.2.3.1. Ngn3 rs4536103 gen bolgesi polimorfizmi ile cinsiyet iliskisi

Cinsiyet ile Ngn3 rs4536103 gen bolgesi C/C, C/T, T/T genotipleri agisindan
Ki-kare testi ile karsilastirildiginda iki grup arasinda bu gen bolgesi polimorfizmleri

acisindan istatistiksel olarak anlamli fark saptanmadi (p=0,228).
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Tablo 14. Ngn3 rs4536103 gen bolgesi polimorfizmi ile cinsiyet iliskisi (X* testi).

Ngn3 154536103 C/C C/T T/T Toplam P
14 16 10 40
Erkek 63.6%  457%  43.5% 100%
0,228
Kadin 8 19 13 40
364%  543%  56.5% %100
Toplam 22 35 23 80

3.2.3.2. Ngn3 rs4536103 gen bolgesi polimorfizmi ile HbA1c iliskisi

Glikozile hemoglobin (HbAlc) ile Ngn3 rs4536103 gen bolgesi C/C, C/T,
T/T genotipleri acisindan Ki-kare testi ile karsilastirildiginda iki grup arasinda bu gen
bolgesi polimorfizmleri agisindan istatistiksel olarak anlamli fark yoktu (p=0,967).

Tablo 15. Ngn3 rs4536103 gen bolgesi polimorfizmi ile HbAlc iliskisi (X testi).

Ngn3 rs4536103 n Ortalama Std. sapma p
Cc/C 22 6,2500 1,58738

C/T 35 6,1429 1,40426 0,967
T/T 23 6,1826 1,63197

Toplam 80 6,1838 1,50404

3.2.4. Ngn3 rs4536103 gen bolgesi ekspresyonu

3.2.4.1. Ngn3 rs4536103 gen ekspresyon diizeyi-Tip 2 DM’u olup tedavi

alan ve almayanlarn iliskisi

Hasta grubundan tedavi alanlarin sayis1 20 ve tedavi almayanlarm sayisi
20 idi. Hasta grubudan tedavi alanlarin ve almayanlarm Ngn3 rs4536103 ekspresyon
diizeyleri ortalamalar1 T-testi ile karsilastirildiginda anlaml fark olmadig: goriildi

(p=0,613).
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Tablo 16. Ngn3 rs4536103 gen ekspresyon diizeyi - Tip 2 DM’u olup tedavi alan ve

almayanlarm iliskisi (T-test).

Ngn3 rs4536103 n Ortalama Std. sapma p
Tedavi alan 20 1,8945 2,60123

Tedavi almayan 20 2,3780 3,34345 0,613
TOPLAM 40 2,1362 2,96689

3.2.4.2. Ngn3 rs4536103 gen ekspresyon diizeyi-Tip 2 DM’u olup tedavi

almayanlar ile kontrol grubu iliskisi

Hasta olup tedavi almayanlar 20 kisi ve kontrol grubu 40 kisiydi. Hasta
grubundan tedavi almayanlarin ve kontrol grubunun Ngn3 rs4536103 ekspresyon
diizeyleri ortalamalar1 T-test ile karsilastirildiginda anlamli fark olmadigi goriildi
(p=0,857).

Tablo 17. Ngn3 1s4536103 gen ekspresyon diizeyi - Tip 2 DM’u olup tedavi

almayanlar ile kontrol grubu iligkisi (T-test).

Ngn3 rs4536103 n Ortalama Std. sapma p
Tedavi almayan 20 2,3780 3,34345

Kontrol grubu 40 2,2405 2,45590 0,857
Toplam 60 2,2863 2,75519

3.2.4.3. Ngn3 rs4536103 gen ekspresyon diizeyi - Tip 2 DM’u olup tedavi

alanlar ile kontrol grubu iliskisi

Hasta olup tedavi almayanlarin sayis1 20 ve kontrol grubu sayis1 40 idi. Hasta
grubundan tedavi alanlarmm ve kontrol grubunun Ngn3 rs4536103 ekspresyon
diizeyleri ortalamalar1 T-test ile karsilastirildiginda anlamli fark olmadigi goriildi
(p=0,616).

Tablo 18. Ngn3 rs4536103 gen ekspresyon diizeyi - Tip 2 DM u olup tedavi alanlar
ile kontrol grubu iliskisi (T-test).

Ngn3 rs4536103 n Ortalama Std. sapma p
Tedavi alan 20 1,8945 2,60123

Kontrol grubu 40 2,2405 2,45590 0,616
Toplam 60 2,1252 2,48857
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3.2.5. SIRT1 rs7895833 gen bolgesi ekspresyonu

3.2.5.1. SIRT1 rs7895833 gen ekspresyon diizeyi - Tip 2 DM’u olup

tedavi alan ve almayanlarn iliskisi

Hasta grubundan tedavi alanlarin sayis1 20 ve tedavi almayanlarin sayisi 20
idi. Hasta grubudan tedavi alanlarin ve almayanlarm SIRT1 rs7895833 ekspresyon
diizeyleri ortalamalar1 T-test ile karsilastirildiginda anlamli fark olmadigi goriildi
(p=0,775).
Tablo 19. SIRT1 rs7895833 gen ekspresyon diizeyi - Tip 2 DM u olup tedavi alan ve

almayanlarm iliskisi (T-test).

SIRTI1 rs7895833

n Ortalama Std. sapma p
Tedavi alan 20 1,6100 2,74799
Tedavi almayan 20 1,8585 2,71772 0,775
Toplam 40 1,7342 2,70057

3.2.5.2. SIRT1 rs7895833 gen ekspresyon diizeyi - Tip 2 DM’u olup

tedavi almayanlar ile kontrol grubu iliskisi

Hasta olup tedavi almayanlarin sayis1 20 ve kontrol grubu sayis1 40 idi. Hasta
grubundan tedavi almayanlarmn ve kontrol grubunun SIRT1 1rs7895833 gen
ekspresyon diizeyleri ortalamalar1 T-testi ile karsilastirildiginda anlamli fark
olmadig1 goriildii (p=0,588).

Tablo 20. SIRT1 rs7895833 gen ekspresyon diizeyi - Tip 2 DM’u olup tedavi

almayanlar ile kontrol grubu iligkisi (T-test).

SIRTI1 rs7895833

n Ortalama Std. sapma p
Tedavi almayan 20 1,8585 2,71772
Kontrol grubu 40 1,4900 2,33478 0,588
Toplam 60 1,6128 2,45205

3.2.5.3. SIRT1 rs7895833 gen ekspresyon diizeyi-Tip 2 DM’u olup tedavi

alanlar ile kontrol grubu iliskisi

Hasta olup tedavi almayanlarin sayis1 20 ve kontrol grubu sayis1 40 idi. Hasta

grubundan tedavi alanlarin ve kontrol grubunun SIRT1 rs7895833 gen ekspresyon
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diizeyleri ortalamalar1 T-testi ile karsilastirildiginda anlaml fark olmadig: goriildi
(p=0,616).

Tablo 21. SIRT1 rs7895833 gen ekspresyon diizeyi - Tip 2 DM’u olup tedavi alanlar
ile kontrol grubu iliskisi (T-test).

SIRT1 rs7895833 n Ortalama Std. sapma p
Tedavi alan 20 1,6100 2,74799

Kontrol grubu 40 1,4900 2,33478 0,860
Toplam 60 1,5300 2,45732

3.2.5.4. SIRT1 rs7895833 gen ekspresyon diizeyi-obez olan ve obez

olmayanlarla iliskisi

Obez olmayanlarin sayis1 54 ve obez olanlarin sayisi 26 idi. Obez olan ve
obez olmayanlarin SIRT1 rs7895833 gen ekspresyon diizeyleri ortalamalar1 T-testi
ile karsilastirildiginda anlamli fark oldugu goriildii (p=0,01).

Tablo 22. SIRT1 rs7895833 gen ekspresyon diizeyi- obez olan ve obez olmayanlarla
iliskisi (T-test).

SIRT1 rs7895833 N Ortalama Std. sapma p
Obez olan 26 0,2462 1,25514

Obez olmayan 54 2,2698 2,70207 0,01
Toplam 80 1,6121 2,51129

3.2.5.4. Ngn3 rs4536103 gen ekspresyon diizeyi-obez olan ve obez

olmayanlarla iliskisi

Obez olmayanlarin sayis1 54 ve obez olanlarin sayisi 26 idi. Obez olan ve
obez olmayanlarin Ngn3 rs4536103 gen ekspresyon diizeyleri ortalamalar1 T-testi ile
karsilastirildiginda anlamli fark oldugu goriildii (p=0,04).

Tablo 23. Ngn3 rs4536103 gen ekspresyon diizeyi - obez olan ve obez olmayanlarla
iliskisi (T-test).

Ngn3 rs4536103 N Ortalama Std. sapma p
Obez olan 26 0,9592 1,77345

Obez olmayan 54 2,7802 2,88757 0,04
Toplam 80 1,1884 2,70662
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4. TARTISMA

Diabetes Mellitus (DM) kronik hiperglisemi ile seyreden sistemik kronik bir
metabolizma hastaligidir. Insiilinin kismen ya da tamamen eksikligi ve/veya insiilin
direnci sonucu ortaya ¢ikan karbonhidrat, protein ve yag metabolizmasi
bozukluklariyla karakterizedir. DM’da kronik hiperglisemi akut metabolik
komplikasyonlarin yanisira, uzun dénemde viicudun ¢esitli organ ve sistemlerinde;
ozellikle gozler, bobrekler, kalp ve kan damarlarinda olmak {izere hasarlara ve
fonksiyon bozukluklarma yol agabilir. DM klinikte polidipsi, politliri, gorme
bozuklugu, kilo kaybi ve polifaji gibi belirtilerle ortaya c¢ikar. Nonketotik
hiperozmolarite veya ketoasidoz gibi daha agir formlarinda hizli ve etkin tedavi
yapilmadig1 takdirde stupor, koma ve 6liime yol agabilir. Semptomlar genellikle
hafiftir bazen de yoktur. Cogu kez klinik ac¢idan farkina varilamayan hiperglisemiler
organ ve sistemlere hasar verir ve tani sirasinda hastada komplikasyonlara rastlanir
(1, 2). Diyabet yasam boyu siiren, hastayr oldugu kadar yakimlarmi ve toplumu
ilgilendiren, olusturdugu komplikasyonlar1 pahali olan, yasam kalitesini bozan ve
siklig1 giderek artan bir hastaliktir (3).

Ulkemizde Tiirkiye Diyabet, Hipertansiyon, Obezite ve Endokrinolojik
Hastaliklar Prevalans Calismasi-II (TURDEP-II Caligmasi) verilerine gore diyabetik
sikliginm %13,7 oldugu bildirilmektedir. Bunun yani sira; toplumda bilinen
diyabetik kadar, bilinmeyen diyabetik bulundugu da diisiiniilerek bu oranin daha
yiiksek olabilecegi tahmin edilmektedir (4). Diinya genelinde diyabet prevalansi hizli
bir sekilde artmaktadir ve {ilkelerdeki en yaygin epidemik hastaliklardan biri haline
gelmektedir. Insiilin sekresyon ve sensitivitesini arttiran bircok farmasdtik
miidahalelere ragmen, pankreasin langerhans adaciklarinda insiilin iireten hiicre
kitlesinin potansiyelinin 6grenilmesi konusunda alinacak ¢ok yol var. Pankreas ve
adacik hiicrelerinin hasara cevap olarak rejenerasyon potansiyelinin varligi
saptanmistir. Ayrica bdyle bir rejenerasyonun nasil oldugu kesin degildir. Son
zamanlardaki bazi ¢alismalar bu bulmacaya ve eriskin pankreas hiicrelerindeki stem
ve stem benzeri hiicre bulunmasma yeni bakis acilar1 katmiglardir. Bu calismalar
pankreastaki seliiler rejenerasyonun embriyogenez sirasinda pankreas gelisimindeki

yolaklar1 reaktive ediyor olabilecegini diisiindiirmektedir (84).
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Gen polimorfizmleri, genomik DNA’nm bir popiilasyonun normal bireyleri
arasinda farklilik gosterdigi tek baz cifti degisiklikleridir. Gen polimorfizmleri
popiilasyonda yaygin goriiliir, etnik ve cografi farkliliklar gosterirler. Hiicre
metabolizmasi i¢in 6nemli olan yolaklarda (DNA tamiri, hiicre dongiisii kontrolii,
sinyal iletimi vb.) rol alan genlerin kritik pozisyonlarinda yer alirlar. Bazi
durumlarda genin kodladig1 proteinin fonksiyonu ya da enzim aktivitesi bu
polimorfizmlerden 6nemli 6lciide etkilenebilir. Hiicre metabolizmasi i¢in kritik 6nem
tastyan proteinlerin fonksiyonunun bozulmasi gesitli hastaliklara yol agmakta veya
bazi hastaliklar icin riski arttirmaktadir (41).

Caligmalar proendokrin rejenerasyon olan pankreastaki transkripsiyon faktorii
Ngn3 varhigmmi ve adaciklardaki yeni endokrin hiicre farklanmasindaki O6nemi
cevresinde odaklanmistir. Bu g¢ercevede Ngn3’iin gelisen ve rejenere olan
pankreastaki konumu endokrin kitle artis1 icin muhtemel Ngn3 temelli tedavileri
tartisma konusu haline getirmistir. Pankreatik adacik hiicre diferansiyasyonu ve
rejenerasyonu i¢in temel helix-loop-helix transkripsiyon faktorii Ngn3 kritik role
sahiptir. Endokrin hiicre gelisiminin primer ve sekonder ayrismasi esnasinda ortaya
cikan Ngn3; glukagon, insiilin, pankreatik polipeptit ve somatostatin eksprese eden
alfa, beta, pankreatik polipeptit ve gama hiicrelerin olusumunu saglar. Ngn3’iin
endokrin pankreas gelisimindeki diizenleyici rolii beta hiicre kitlesini ve
fonksiyonlarmi arttirarak Ngn3 ekspresyonunu genisleten terapotik yaklagimlar i¢in
onemli olabilir. Diinya genelinde diyabet prevalansi hizli bir sekilde artmaktadir ve
iilkelerdeki en yaygin epidemik hastaliklardan biri haline gelmektedir. Insiilin
sekresyon ve sensitivitesini arttiran bir¢ok farmasotik miidahalelere ragmen,
pankreasin langerhans adaciklarinda insiilin {ireten hiicre kitlesinin potansiyelinin
ogrenilmesi konusunda alinacak ¢ok yol var. Pankreas ve adacik hiicrelerinin hasara
cevap olarak rejenerasyon potansiyelinin varligi saptanmistir. Ayrica boyle bir
rejenerasyonun nasil oldugu kesin degildir. Son zamanlardaki bazi ¢aligmalar bu
bulmacaya ve eriskin pankreas hiicrelerindeki stem ve stem benzeri hiicre
bulunmasma yeni bakis acilar1 katmislardir. Bu calismalar pankreastaki hiicresel
rejenerasyonun embriyogenez sirasinda pankreas gelisimindeki yolaklar1 reaktive
ediyor olabilecegini diisiindiirmektedir. Caliymalar proendokrin rejenerasyon olan

pankreastaki transkripsiyon faktorii Ngn3 varlig1 ve Ngn3’iin adacik hiicrelerindeki
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yeni endokrin hiicre farklilasmasindaki 6nemi c¢evresinde odaklanmistir. Bu
cercevede Ngn3’iin gelisen ve rejenere olan pankreastaki konumu endokrin kitle
artis1 i¢in muhtemel Ngn3 temelli tedavileri tartisma konusu haline getirmistir (84).

Neurogenin3 (Ngn3) pankreasin endokrin oncii hiicrelerinden salinan bir
transkripsiyon faktoriidiir. Son zamanlarda Ngn3 eksikligi olan farelerde pankreatik
endokrin hiicreleri yoklugu ve postnatal diyabete bagli 6liim bildirilmistir. Okada ve
arkadaslar1 197 kisilik Tip 2 DM ve 216 kisilik kontrol gruplarin1 kapsayan Japon
deneklerde yapilan calismalarinda Ngn3 genin polimorfizmini gdstermek ve bu
polimorfizmleri Tip2 DM’li Japon deneklerle iliskisini test etmek amaciyla calisma
yapmiglar. Alel fekanslar1 hasta grupta 0.721, kontrol grubunda 0.694 saptanmus.
Sonu¢ olarak mutasyonlar ve Ngn3 genin polimorfizmleri Tip 2 diyabet (non-
insiiline bagimli) ‘li Japonlarda diyabet ile iligkili bulunmamuistir (139).

Bir ¢aligmada transkripsiyon faktorii Ngn3 Tip 2 diyabet gelisimi i¢in bir
aday gen olarak kabul edilmis olup diyabet gelisiminin klinik spektrumu ve hastalik
progresyonu ile Ngn3 varyasyonlar1 iligkisini arastrmak amaglanmistir. Tip 2
diyabet riski olan deneklerin (n=552) tamami incelenmistir. 75 gr OGTT yapilarak
aclik plazma glukoz, insiilin ve proinsiilin dl¢iimleriyle 30, 60, 90 ve 120 dakika
sonraki karsilastirma yapilmis. 3 yil sonra tekrar ayni dl¢ctimler yapilmig. Ngn3 SNP
(Simple Niikleotid Polimorfizm), Glyl67Arg ve Ser199Phe genotiplendirilmistir.
SNP Ser199Phe’de varyant genotip tasiyan tip 2 diyabetli hastalarda daha yiliksek
proinsiilin seviyeleri mevcuttur. Proinsulin seviyesi de diyabet ilerlemesi ile iliskili
bulunmustur. Hastalik durumunun ilerlemesi ile Ser199Phe varyant: arasinda farkli
bir iliski saptanmistir. Ngn3 genindeki bir genetik varyasyon diyabet patogenezinde
yer alan genetik belirleyiciler arasinda olabilir (140).

Bir bagka c¢alismada polimeraz zincir reaksiyonu kullanilarak 19 MODY
hastasi, 19 Tipl DM hastasi, 31 erken baslangich ve 64 gec baslangichh Tip 2
diyabetli hasta grubundan olusan 133 diyabetik hastada Ngn3’ {in tek iplikli yapisi, 5
've 3' kodlama bolgesi polimorfizm agisindan incelendi. Allel frekanslar1 377
diyabetli hastada ve 217 glukoz toleransli kontrol grubunda bakildi. Ngn3’iin genetik
varyasyonlart Tip 1 diyabet, MODY, Tip 2 diyabet ve Danimarkali Kafkaslarda

taranan deneklerdeki insiilin salgismin degisiklikleriyle iligkilendirilmemistir (141).
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Calismamizda Tip 2 DM (n=40) olan ve Tip 2 DM olmayan kontrol (n=40)
gruplar1 Ngn3 rs4536103 ve SIRT1 rs7895833 gen bolgesi polimorfizmleri agisindan
karsilagtirildi. Gen bolgesi polimorfizmi oranlar1 agisindan bu iki grup arasinda
anlaml bir fark bulunamadi (p=0.383) (Tablo 11).

Bizim c¢alismamizda Tip 2 DM hastalarinda (n=40) Ngn3 rs4536103 gen
bolgesi homozigot (C/C) sayist 13 (%32,5), heterozigot (C/T) sayis1 16 (%40),
homozigot mutant (T/T) sayis1 ise 11 (%27,5) kisidir. Buna karsm Tip 2 DM
olmayan kontrol (n=40) grubunda homozigot (C/C) sayis1 9 kisi (%22,5), heterozigot
(C/T) sayist 19 kisi (%47,5), homozigot mutant (T/T) sayist 12 (%30) kisidir. Iki
grup arasinda Ngn3 rs4536103 gen bolgesinde genotip agisindan anlamli farklilik
bulunmamaistir (p=0,597) (Tablo 6).

Obez olmayanlarin sayis1 54 ve obez olanlarin sayisi 26 idi. Obez olan ve
obez olmayanlarin Ngn3 rs4536103 gen ekspresyon diizeyleri ortalamalar1 T-test ile
karsilastirildiginda anlamli fark oldugu goriildii (p=0,04) (Tablo 22).

Sirtuinler ile glikoz hemostazi ve insiilin sekresyonu arasinda iliskiyi gdsteren
bilgiler bu proteinlerin insiilin direnci ve diabet olusumunda etkili olabilecegini
gostermektedir. Yakin zamanda yapilan ¢alismada transgenik SIRT1 overekpresyon
yapilan ve yagh diyet alan hayvanlarda glikoz toleransini artirdigi gosterilmistir (64,
65).

Baz1 calismalarda SIRT1 miktarinda 1limh artisin bazal enerji homeostazi
iizerinde farkli etkileri oldugu gosterilmistir. Yapilan bu fonksiyonel calismalarin
yaninda SIRT1 ‘in genetik ve farmakolojik olarak inhibisyonunun insiilin direncini
indiikledigi  gortilmiistir (72). Bu bilgi bize sirtuinin  aktivitesindeki
manipulasyonlarla metabolik bozuklukluklarmm Onlenmesinde kullanabilecegini
gostermektedir. Benzer sekilde insanlarda SIRT 1°deki farkli genetik varyasyonlarla
enerji tilkketimi ve obezite arasinda iliski saptanmistir (73).

Memelilerde kan glikoz konsantrasyonu farkl fizyolojik durumlarda dar bir
aralikta tutulmaya g¢alisilir. A¢lik durumunda serum glikozunun belirtilen diizeyi
hepatik glikoneogenez ile saglanmaktadir. Siirdiiriilen caligmalar sirtuinlerin bu
fizyolojik adaptasyonda rol aldigini gostermektedir. Peroxizome proliferator —
activated receptor gama-coactivator-lo (PGC-1a) SIRT 1 bagimli deasetilasyon i¢in

bir hedef goziikmektedir (60). Bu koaktivator karacigerde glukoneogenezin
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diizenlenmesi ile yag asidi oksidasyonunda esas rolii oynamaktadir. PGC-1a bu iki
yol iizerindeki diizenleyici rolii i¢in sirtuinlere gereksinim duymaktadir (61). Kisa
stireli (< 6 saat) ve uzun siireli (> 18 saat) acglik durumlarinda protein asetilasyonu ve
sirtuin deasetilasyonunun karacigerin olusturdugu yanitin diizenlenmesindeki farklh
rolleri incelenmistir (62).

Hepatik glikoneogenez iizerindeki etkileri yaninda sirtuinler kan glikozunu
pankreatik insiilin salinimmi diizenleyerek de ayarlamaktadirlar. Fare B hiicresine
aktarilan SIRT1 overeksprese genin glikozun uyardig: insiilin sekresyonunu artirdig:
ve kontrol gruplar ile karsilastirildiginda glikoz toleransini ilerlettigi goriilmiistiir
(63). Buna karsm Sirtl " farelerde glikozun stimiile ettigi insiilin sekresyonu
bozulmustur (64). Sirtuinlerin glikoz hemostazinin diizenlenmesinden ziyade
metabolizma iizerinde daha genis bir rollleri vardir. Daha once belirtildigi gibi SIRT
1 PPAR-y ve PGC-la iizerindeki diizenleyici etkileri ile yag mobilizasyonu ve
oksidasyonu iizerinde 6nemli rol oynarlar (55, 65). Sirtuinlerin PGC-a aktivitesi
iizerindeki diizenleyici etkileri yeni mitokondri sentezi iizerinde rolleri oldugunu
disiindiirmektedir. PGC-a mitokondri biyogenezinde anahtar role sahiptirler. Bu
gozlemler SIRT1 ile otofaji arasindaki baglantiyr gostermektedir (66). Sirtuinler
PGC-a iizerinden hiicrelerdeki mitokondri sentez ve yikimi arasinda bir denge
kurmaktadirlar. Sirtuinlerin metabolik diizenleme tiizerindeki etkileri tizerine olan
calismalar karaciger, pankreas gibi anahtar organlar iizerinde yogunlagmistir. Kalori
kisitlamas1 yapilan kisiler lizerinde yapilan ¢aligmalar SIRT1’in kas ve mononiikleer
hiicrelerde de arttigin1 gostermistir (67, 68). SIRT 1 ile sirkadiyen ritm arasindaki
iliski sirtuinlerin metabolik diizenlemede ne kadar etkili oldugunu gosteren ilgi
cekici bir etkidir (69).

Sirtuinl’deki genetik varyasyonlarin c¢esitli toplumlarda obezite ile iliskili
fenotipleri etkiledigi saptanmistir. Pima yerlilerinde SIRT1’deki varyasyonun obezite
ve Tip 2 DM’e yatkinlig1 ne kadar sagladigini anlamak ic¢in bir calisma yapilmistir.
Bu denek calismasinda SIRT1’ in 4 farkli SNP bolgesi (rs7895833, rs10509291,
rs7896005 ve rs4746720) iizerinde calisilmis ve SNP etiketleri 350 Pima Hintlisinde
Tip 2 DM ve BMI ile iligkilendirilerek popiilasyon temelli genotiplendirilmis. Yag
dokusu biopsilerinde SIRT1 expresyonu BMI ile negatif iliski i¢cinde oldugu

saptanmis. SIRT1’deki varyasyonun azalmis akut insiilin cevabi ve artmis Tip 2 DM
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riski ile iliskili oldugu sonucuna varilmis. Yag dokusu SIRT 1 expresyonunun BMI
ile iliskili oldugu saptanmis, fakat bunun obezitenin nedeni mi yoksa sonucu mu
oldugu hala bilinmemektedir (142).

Bizim calismamizda da obez olmayanlar (n=54) ve obez olanlar (n=26)
SIRT1 rs7895833 gen ekspresyon diizeyleri acisindan karsilastirildi. Obez olan ve
obez olmayanlarin SIRT1 rs7895833 gen ekspresyon diizeyleri ortalamalar1 T-test ile
karsilastirildiginda anlamli fark oldugunu gézlemlenmistir ve SIRT1 expresyonunun
BMI ile negatif iliski i¢inde oldugunu saptanmistir (p=0,01).

Sonu¢ olarak; SIRT1 rs7895833 ve Ngn3 rs4536103 SNP bolgeleri
expresyonu ve polimorfizmi acisindan Tip 2 DM diabetikler ve kontrol grubu
arasinda anlaml farklilik saptanmadi, fakat her iki gen expresyonu ile BMI arasinda
negatif bir iliski saptanmistir. Yapilan fonksiyonel ¢aligmalarin yanisira SIRT1 in
genetik ve farmakolojik olarak inhibisyonunun insiilin direncini indiiklemesi (72) ve
Ngn3’iin pankreas Onciilinden beta hiicreye doniisiimiinde O©nemli bir rol
istlenmektedir. Bu da gelecekteki yeni nesil farmasotiklerin Ngn3 ve SIRTI1
ekspresyonunu etkileyen yolaklar1 hedef olarak kullanilacaklarini gostermektedir

(143, 144).
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