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KISALTMALAR

TG: Triagilgliserol

EK: Ester Kolesterol

K: Kolesterol

FL: Fosfolipid

HMG-CoA rediiktaz : Hidroksi metil glutaril-CoA rediiktaz
DM: Diabetes Mellitus

IDDM: Tip I :Insiiline bagimli olan (insiilin dependent) Diabetes Mellitus
NIDDM: Tip II: Insiiline bagiml1 olmayan (non insiilin dependent) Diabetes Mellitus
FDB: Ailevi Defektif ApoB-100

PCR: Polimerize zincir reaksiyonu

VLDL : Cok Diisiik Yogunluklu Lipoproteinler

IDL: Orta Yogunluklu Lipoproteinler

LDL: Diisiik Yogunluklu Lipoproteinler

HDL: Yiiksek Yogunluklu lipoproteinler

SM: Silomikron

Apo: Apolipoprotein

CETP: Kolesterol Ester Transport Proteini

LCAT: Lesitin Kolesterol A¢il Transferaz

HbA c: Hemoglobin A ¢

PSSP: Periferik Simetrik Sensorial Polindropati

KAH: Koroner Arter Hastaliklar1

A:Adenin

G:Guanin

FH:Ailevi Hiperlipidemi
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OZET

Amerika’da prevalansi artan kronik hastaliklar i¢inde en ©6nemlisi NIDDM
olarak belirlenmis ve NIDDM’daki esas 0liim sebebi ise koroner arter hastaliklar1 olarak
bulunmustur. Bu durumun en 6nemli faktorlerinden birisi diabette lipoproteinlerdeki
artmadir. Lipoproteinlerdeki bu anormallikler diizeltildigi takdirde, NIDDM’da koroner
arter hastaliklarinin gelisimi 6nlenir.

Apo B-100, LDL’nin bir i¢ bileseni ve LDL reseptorii i¢in ligant olarak gorev
yapar. Bundan dolay1 Apo B genindeki mutasyonlar fonksiyonel faaliyetlerini 6nemli
Olgiide degistirirler ve LDL reseptdriine baglanmay1 azaltarak LDL partikiillerinin
klirensini geciktirir. Bu ise genellikle ¢cok ciddi veya orta diizeyde hiperkolesterolemiye
ve sonucta erken ateroskleroza neden olur.

Apo B100 kromozom 2’nin kisa kolundaki bir gen tarafindan kodlanir ve bu
genin Dbiitlin siralamast uzun bir siliredir bilinmektedir. R3500Q ilk bilinen
mutasyonlardan biridir ve FDB’ye sebep oldugu bulunmustur. 10708 poziisyonundaki
A yerine G niikleotidinin gecisine R3500Q mutasyonu denir ve sonugta 3500
pozisyonundaki argininin glutamin aminoasiti ile yer degistirmesine yol agar.

Mutasyonun avrupada dagilimi batidan kuzeye ve giineye gittikce azalir.
Finlandiya, Giiney italya ve ispanyada ¢ok nadirdir. Tiirkiye’nin kiyisma gelindiginde
ortadan kaybolur. Bulgaristan’da R3500Q mutasyonunun hiperkolesterolemi
vakalarmin % 0.99-%8.17 inde gorildiigii belirlenmistir. Diger yandan Rusya’da
yapilan bir arastirmada FH(Ailesel Hiperlipidemi) teshisi yapilan hi¢bir hastada bu
mutasyona rastlanmadi.

Kaynak taramalarinda Tiirk toplumunda Tip 2 diyabetiklerde apo B R3500Q
mutasyonu ve serum lipit profili ile iliskisini arastiran bir ¢alismaya rastlanmamaistir. Bu
calisma ile Erzurum’daki Tip 2 diyabetiklerde apo B R3500Q mutasyonunun lipit ve
apolipoprotein  diizeylerine etkisi ilk kez ortaya c¢ikarilmistir. Herhangi bir
komplikasyonu olan ve olmayan Tip 2 diyabet gruplar ele alinip karsilastirildiginda
R3500Q mutasyonu goriilme sikliklar1 arasinda anlamli bir fark bulunmamustir.
Calismamiz Erzurum Bolgesinde bu mutasyonla ilgili degerli bilgiler sunmaktadir ve
R3500Q mutasyonunun Tip 2 Diabet hastalarindaki roliinii degerlendirmek amaciyla

gelecekteki ¢alismalara basamak teskil edecektir.

Anahtar Kelimeler: Apo B, R3500Q, Diabetes, Erzurum
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ABSTRACT
THE STUDY OF APO B-100 R3500Q MUTATION iN TYPE II
DIiABETICS

Of the chronic diseases, the prevalence of which increased in the USA, the
NIDDM has been regarded as the most important one, and the main cause of death in
NIDDM is recorded as the coroner arterial disease. One of the major factors in such
circumstances 1is the increase in lipoproteins in diabetes. Provided that these
abnormalities are fixed in lipoproteins, the development of coroner arterial disease can
be prevented.

Apo B-100 is an interior combination of LDL and functions as a ligand for LDL
receptor. Therefore, the mutations in the Apo B gene modify significantly their
functional activities and delay the circulation of LDL particles by reducing the binding
the LDL receptor, resulting in, generally, serious or mild hypercholesterolemia and in
early risk of atherosclerosis.

Apo B 100 is coded by a gene in the short arm of chromosome 2, and the entire
order of this gene has been known for quite a while. R 3500Q is one of the mutations
known for the first time and has been the cause of FDB. A nucleotide replaced by G in
position 10708 is called R3500Q mutation, resulting in arginine replacement by
glutamine amino acid in position 3500.

However, and interestingly, in Europe, the mutation’s frequency decreases as
one moves from the west to the north and south, becoming extremely rare in Finland,
South Italy and Spain, and disappears on the verge of Turkey. It was found that the
R3500Q mutation accounts for 0.99-8.17% of the cases with hypercholesterolemia in
Bulgaria. On the other hand, in a study conducted in Russia, the mutation was not
detected in any of the patients diagnosed with FH.

In index searches, no study aiming to find the relation between the serum lipid
profile and the apo B R3500Q mutation in type II diabetics in Turkish population has
been encountered. The relation of the apo B R3500Q to lipid and apolipoprotein levels
in type II diabetics in Turkish population has been detected for the first time with this
study. When the type II diabetic groups having any complications or no complications
are compared, a significant diversity in the possibility of detecting R3500Q was not

found. Our study presents valuable information about this mutation in Erzurum region
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and it will be a step for further studies so as to assess the role of R3500Q mutations in
NIDDM patients.
Key words: Apo B, R3500Q, Diabetes, Erzurum



1. GIRIS VE AMAC

Diabetes mellitus (DM) insiilin salgilanmasinda ve/veya etkisindeki
yetmezlikten kaynaklanan ve hiperglisemi, hiperlipidemi ve hiperaminoasidemi ile
karakterize sistemik bir hastaliktir.

Insiiline bagimli olmayan diabetes mellitus ateroskleroz komplikasyonlari,
serebrovaskiiler olaylar ve koroner kalp hastaliklarina en fazla sebep olan diabet tipidir.
Diabetes mellitusun 06zellikle NIDDM tipinin baslica komplikasyonlanndan olan
makroanjiopatinin dislipidemiler ve hemorolojik sorunlarla ¢ok yakin iliskisi
bulunmaktadr.'

Diabetin komplikasyonlar1 arasinda makrovaskiiler olanlar hem siklik yoniinden
hemde sebep olduklar1 olaylar ile mortalite oranini arttirmalar1 nedeniyle énemlidirler.
Diabette lipoprotein metabolizmasinda olusan 06zel degisimler makrovaskiiler
komplikasyonlarm sikligimi artirir.  Ozellikle tip 2 diabette serum lipidleri ve
lipoproteinleri, tip 1 diabete gore daha siklikla normalden sapmalar gdsterir ve serum
lipidlerindeki degisiklikler ateroskleroz gelisiminde dnde gelen risk faktdrlerindendir.

Koroner kalp hastaligi, mortalite ve morbidite oranlar1 diabetiklerde
nondiabetiklere oranla 2-3 kat daha fazladir ve 6zellikle NIDDM'li kisiler, koroner kalp
hastalig1 agisindan yiiksek risk altindadirlar.’

NIDDM'li kisilerin %19'unda hipertrigliseridemi goriilmektedir.'! NIDDM'li
kisilerde plazma total-TG ve VLDL-TG diizeyleri genelde yiikselir ve hipergliseminin
kontrolii ile tamamen normale donmez. Hepatik VLDL trigliserid iiretimi ve muhtemel
VLDL klerans bozuklugu hipertrigliseridemi gelisimine yol acgar. Hiperinsiilinemi,
insiilin rezistansi, obezite gibi NIDDM'li hastalarin 6nemli O6zellikleri belirgin bir

bicimde kismende olsa artmis hepatik VLDL trigliserid iiretimine neden olur.*



Insan viicudunda kolesterolii karacigerden perifere tastyan baslica birim
LDL’dir. Sirkiilasyondaki LDL’lerin  %30’u LDL (Apo B-E) reseptorleri ile
uzaklastirilmaktadir. Karacigere giren LDL’ler lizozomal aktivite ile parcalanir.
Kolesterol sentezinin inhibisyonu sonucu karaciger hiicresinden ¢ikan kolesterol azalir,
plazma LDL seviyesinde ve karacigere giren LDL seviyesinde ve enzimin
inhibisyonunda azalma olur. Bunun disinda bu yol LDL reseptorleri ile de kontrol
edilmektedir.

Apolipoprotein B, 4536 aminoasit igeren biiylik bir proteindir ve LDL
reseptorleri i¢in ligand olarak goérev goriir. Apo B geninde bazi mutasyonlar tespit
edilmistir. Bu mutasyonlardan biri R3500Q mutasyonudur. Bu mutasyon, LDL’nin
reseptOriine baglanma aktivitesini azaltarak hiperlipidemiye neden olmaktadir.

Diabet genellikle plazma lipoproteinlerinde anormal degisikliklerle birlikte
goriiliir. VLDL, trigliserit konsantrasyonlarinda artma en ¢ok goriilen lipoprotein
anormallikleridir. VLDL’nin yapiminda ve yikiminda anormallikler gosterilmistir.
Ateroskleroza bagli morbidity diyabetin ana komplikasyonudur ve diyabetli kisilerin
yaklasik % 80 ninin de 6liim sebebi makrovaskiiler hastaliklardir. NIDDM da siklikla
goriilen aterosklerozun olusmasi i¢in esas risk faktorii hiperlipidemidir. Tim
diabetiklerin %80 ini olusturan NIDDM hikayesinde kalitimin 6nemi, 6zellikle anneye
ait faktdriin kalitimda daha 6nemli yer tuttugu artik kabul edilmektedir.’

Son yillarda diabetin genetik temelleri {izerindeki ¢aligmalar yogunluk kazanmis
ve arastiricilar diabeti molekiiler diizeyde inceleyerek, bu hastalikla ilgili patofizyolojik
mekanizmalar ortaya koymaya calismaktadirlar. Diabetik  hastalarin  lipid
metabolizmalarinin bozuk olmasi, bunlarda apolipoprotein B geni ile ilgili bir mutasyon

veya genetik varyasyonlarin olabilece§ini bize diisiindiirtmiistiir. Bu amagcla



calismamizda NIDDM’ 11 hastalarda apolipoprotein B geninde goriilen R3500Q
mutasyonu ve bu mutasyonun serum lipid profili ile iliskisini inceledik.

Apolipoprotein B-100 VLDL, IDL, LDL gibi lipoproteinlerin yapisal proteini
olmasmin yaninda LDL 'nin LDL reseptoriine baglanmasinda da rol oynamaktadir.
LDL'nin kandaki kolesteroliin % 70 'ini tasidig1 goz Oniine alinirsa bu proteindeki
kolesterole baglanmasini etkileyen bir degisikligin hiperkolesterolemiye yol agacagi
siiphesizdir. Bu yiizden apolipoprotein B-100'de mutasyon arastirmasi yapmak
uygundur.

Bu c¢alismanin amaci Tip 2 Diyabetli hastalarda periferik kanda LDL
lipoproteinlerde apo B-100 geninin polimerize zincir reaksiyonu (PCR) kullanarak
kantitatif olarak cogaltilip R3500Q mutasyonu goriiliip goriilmedigini tespit etmek ve
bu mutasyonun hastalarin klinikopatolojik 6zellikleriyle iliskisinin arastirilmasidir.
Literatiir taramalarinda NIDDM’1i hastalarda R3500Q mutasyonu ile ilgili bir caligmaya
rastlanmamistir. Bu bakimdan calismamiz ¢ok Onemlidir ve sonraki calismalarada

basamak teskil edecektir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Lipoproteinler Hakkinda Genel Bilgiler

Karaciger ve yag dokusunda sentezlenen lipidlerle, diyetle alinan lipidler farkli
doku ve organlara, gerek kullanilmak gerekse depolanmak i¢in tasinmak zorundadirlar.
Yaglar suda c¢oziiniir bilesikler olmadigindan kan dolasiminda tek baglarina
bulunamazlar. Bunun i¢in yaglarin mobilize edilmesi ¢ok Onemlidir. Yaglarin
taginabilmeleri i¢in ¢oziiniir olmalar1 lazimdir. Bu ¢oziiniirligli amfipatik lipidler ile
karacigerde ve ince barsakta sentezlenen proteinlerin triagilgliserol ve kolesterol
esterleri gibi apolar lipidleri c¢evreleyerek suda ¢Ozilinlir molekiiller meydana
getirmesiyle miimkiindiir. Yaglarin taginmasini saglayan bu sisteme lipoproteinler
denir.®’ Sekil 2.1°de lipoproteinlerin genel yapisi verilmistir.

Bu kompleks bir misel yapis1 olup ii¢ kisimdan meydana gelmektedir.

1-Apolar Lipidler: Triagilgliserol ve kolesterol esterleri.

2-Amfipatik Lipidler: Fosfolipid, serbest kolesterol, sfingolipidler.

3-Protein Kismi.

Bu ii¢ grup bir araya gelerek miseller yaparlar. Bu misel yapisina lipoproteinler

denir. Bu sistemin amaci lipidleri tasimaktir.*’



Faslolipit

Apolipoprotcin
tek tabakas

Triacilgliseroller % Serbest (esterlegmemis)

\\\ kaolesteral

Kolesteril esterleri

Sekil 2.1. Plazma lipoproteinlerinin genel yapist.

Serbest yag asitleri disinda biitiin lipidler plazmada lipoproteinler seklinde
taginirlar ancak serbest yag asitleri direkt plazma albiimine baglanarak tasinir. Plazma
lipoproteinleri hem ultrasantrifiigasyonla hemde elektroforezle c¢esitli fraksiyonlara
ayrilir. Bunlarin herbiri gerek lipid bilesimi gerekse protein ¢esidi ve miktar
bakimindan farklilik gostermektedir.”"'

Lipoproteinlerin baslica ii¢ fonksiyonu vardir.*'*

1. Barsaktan emilen diyet yaglarinin diger dokulara tasinmasi. Bunu

silomikronlar (SM) ve kalintilar1 yapar.



2.Triagilgliserolii karacigerden depo edilecegi veya enerji i¢in okside edilecegi
dokulara transfer eder. Bu fonksiyonu VLDL yerine getirir.

3.Ugiincii fonksiyonu ters tasinim sistemidir. Ekstrahepatik dokudaki fazla
kolesterol karacigere taginir.**"

Silomikronlar

Yogunlugu 0,94 g/dL’den kiiciik olup biiyiikliikk itibariyla da 100-1000 nm
arasinda biiyiikliikleri ile en biiyiik lipoproteinlerdir. Baslica triagilgliseroller ve daha az
oranda da fosfolipit, serbest kolesterol, kolesterol esterlerinden ve proteinden meydana
gelir. Proteinler, silomikronlarin mindr yapi tast olmasina ragmen major bir foksiyonel
role sahiptir. Yemeklerden sonra kan serumunun bulanik bir hal almasinin nedeni
silomikronlardir. Elekroforezde tatbik noktasinda kalirlar.

Cok Diisiik Yogunluklu Lipoproteinler (VLDL)

Yogunlugu 0,94-1 g/dL arasinda olup elektroforezde pre-f lipoproteinlere
karsiliktir. VLDL en ¢ok karacigerde sentezlenir. Esas gorevi endojen triacilgliserolii
tagimaktir. Ancak bazi VLDL’ler ince barsakta sentezlenir ve safra orjinli yag asitleri ile
endojen kolesteroliin reabsorpsiyonunda rol alir.

Diisiik Yogunluklu Lipoproteinler (LDL)

Plazmada baslica kolesterol tasiyici lipoproteindir. Elektroforezde B-bandinda
yer aldigi i¢in B-lipoprotein de denir. Karacigerde endojen sentezlenen kolesteroliin
dokulara taginmasimi saglar. VLDL’ den kalan sadece apo B100 proteini yapida

bulunur. Trigliserid oran1 VLDL’den daha azdir.



Yiiksek Yogunluklu lipoproteinler (HDL)

Yapisinda yaklasik %50 protein, fosfolipid ve %20 kolesterol bulunur. HDL-K,
HDL, ve HDL; olmak iizere {i¢ alt gruba ayrilir. ApoA-I ve A-II, total HDL
proteinlerinin %90 nin1 olusturur. Apo A-I’in apo A-II’ye oram 1/3” diir. Yapida ayrica
apo C ve Apo E lipoproteinleri de yer alir. HDL-K yapisinda apo E bulunmasindan
dolayr LDL reseptorlerine karsi yiiksek affiniteye sahiptir. HDL perifer dokulardan
karacigere kolesteroliin  tasinmasint  ve kolesteroliin  safra asidi  seklinde
uzaklastirilmasimi saglar. HDL’deki kolesterol esterleri apo D olarak adlandirilan
kolesterol ester transport proteini (CETP) vasitasiyla HDL’den VLDL ve LDL’ye
transfer edilir.

Normalde plazmada HDL iki formda bulunur: HDL,-K (d=1.063-1.125 g/ml) ve
HDL;-K (d=1.125-1.210 g/ml). Plazma HDL seviyesindeki diizensiz degismeden
genelde HDL, sorumludur. HDL, bayanlarda daha yiiksektir ve ateroskleroz
gelismesine zit etki yapar. HDL nin diisiik olmasi koroner kalp hastalig1 riskini artirir.
HDL aymi zamanda apo C-II kaynagidir. Bu bakimdan HDL diger lipoproteinlere
apolipoproteinleri temin etmede de fonksiyon goriir. '*"

Tablo 2.1°’de plazma lipoproteinlerinin 6zellikleri Tablo 2.2°de ise bilesimleri

gosterilmistir.



Tablo 2.1. Plazma Lipoproteinlerinin Ozellikleri.

Lipoprotein | Dansite aralig1 | Flotasyon | Baslica Elektroforetik Baslica
Silomikron <0.94 > 400 TG Orjinde B-48,A-LA-IV
VLDL 0.94-1.006 20 ile 40 TG pre- B B-100,E,CLILIII
IDL 1.006 - 1.019 | 12 ile 20 TG ve EK B B-100,E
LDL 1.019-1.063 | Oile 12 EK B B-100

HDL 1.063-1.21 | -—--—-—- Flve K o) A-1, A-II
Lp(a) 1.050 - 1.082 | --------- EK pre-f3 (a), B-100

Sf.: 1.063 dansitedeki Flotasyon, TG: Triagilgliserol, EK: Ester Kolesterol, K:Kolesterol, FL:Fosfolipid

Tablo 2.2. Lipoproteinlerin Bilesimi (Toplam agirliginin yiizdesi)

Lipoprotein | Fosfolipid | Kolesterol Ester TG | Capi (nm) | Mol. Ag
Silomikron 3 2 3 90 80 - 500 5-1000
VLDL 14 4 16 60 30-80 70 - 80
IDL 22 8 20 20 25-35 5-10
LDL 22 8 7 7 18 -28 2-3
HDL, 32 5 20 6 5-12 0.36
HDL; 26 2 15 3 5-12 0.174
HDL, 43 37 1 20 | - | e
Lp(a) 20 8 45 6 18-20 | -

TG: Triagilgliserol

2.2. Apolipoprotein Al, B ve (a) Hakkinda Genel Bilgiler

2.2.1. Apolipoprotein A1 (Apo Al)

Apo Al yiiksek dansiteli lipoproteinin (HDL) esas protein bilesenidir. HDL

fraksiyonu %350 lipid, %50 proteinden ibarettir. HDL’ye ait protein boliimiiniin %70




kadarin1 da Apo Al olusturmaktadir. Plazma konsantrasyonu 100-120 mg/dL olan Apo
Al silomikronlarin yapisindaki proteinlerin %7.4’ inii olusturmaktadir.

Apo Al’in dokulardan karacigere kolesterol tasinmasinda aktif rol oynadigi
kabul edilmektedir. Apo A1’in dokulardan karacigere kolesterol akisini saglamasindaki
fonksiyonun, lesitin kolesterol agil transferaz (LCAT) enzimini aktive etmesi oldugu
belirtilmistir. LCAT, plazmadaki kolesteroliin yaklasik %70’inin esterlestirilmesinden
sorumludur. Bu fonksiyonu ise dogrudan Apo Al’e baghdir. Yani LCAT kofaktor
olarak Apo Al’e ihtiya¢ duymaktadir. Herhangi bir sebeple meydana gelebilecek Apo
A1 eksikligi veya fazlaligi LCAT aktivitesini de dogrudan etkiler.'*"

Apo Al sentezi memelilerde karaciger ve ince barsak hiicreleri tarafindan
gerceklestirilmektedir. Apo Al’in karaciger, bobrek ve cesitli dokularda yikima
ugradig: diisiiniilmektedir. "’

2.2.2. Apolipoprotein B (Apo B)

Apo B, diisiik dansiteli lipoproteinlerin hepsinde (Silomikron, VLDL, IDL,
LDL) bulunur. Bir glikoprotein yapisinda olan Apo B’nin toplam dort tipi ve gesitli
antijenik determinantlar1 vardir.

Fonksiyonlar1 anlasilmis ve fizyolojik tanimlanmasi yapilmis iki tipi Apo B-48
ve Apo B-100 diir.

Apo B-48, Silomikronlara ait proteinlerin %20’sinden fazlasin1 meydana
getirmektedir. Silomikron salinimi i¢in gerekli olan Apo B-48, silomikronlarin kalinti
(remnant) reseptorlerince taninmasini saglamakta ve silomikron metabolizmasinda
gorev almaktadir. Apo B-48 eksikliginde plazma silomikron seviyesinin arttigi rapor

edilmistir. '
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Apo B-100, karaciger tipi olarak da adlandirilmakta ve VLDL, IDL, LDL’de
temel apolipoprotein olarak bulunmaktadir. Apo B-100 artis1, plazmada diisiik dansiteli
lipoproteinlerin artisin1 gostermektedir'

Graniillii endoplazmik retukulumun ribozomlar1 tarafindan sentezlendigi ve
golgi aygitinda molekiil agirliginin arttig1 kabul edilen Apo B-100 lipidlerle birlesmesi
saglandiktan sonra hiicreden VLDL olarak salinmaktad.”

Antijenik 6zelligine sahip olan lipoprotein (a)’nin plazminojeni inaktif hale
getirdigi, bununda ateroskleroz gelisimi ile ilgili oldugu kaydedilmistir.”**

2.2.3. Apolipoprotein (a) (Lp (a))

Yapisinda Apo Bjgy bulunduran bir lipoproteindir ve plazminojene yapisal
benzerlik gosterir. Lipoprotein metabolizmasindaki rolii belli degildir.

2.2.4. Lipoprotein Metabolizmasi

Cesitli lipoprotein siniflar1 6zel apolipoproteinler tarafindan diizenlenmekte ve
kontrol edilmektedir. Ana apolipoproteinler apo E, apo B, apo A-I, apo A-II, apo A-1V,
Apo C-I, apo C-II, apo C-III ve apo (a) dir. Lipoprotein metabolizmasi enzimlerin
katalizledigi reaksiyonlar ve ¢esitli gruplar arasinda apoprotein ve lipid transferini ihtiva
eden dinamik bir olaydir. Bu reaksiyonlar sonucu hiicrelerden veya hiicrelere, reseptor
aracili kolesterol akis1 meydana gelmektedir.”

Metabolik olarak kolesterol ve esterleri, TG, fosfolipidler ve yag asitleri olmak
tizere dort ana grup icinde degerlendirilen lipidler, fonksiyonlarini yerine getirebilmeleri
icin kan plazmasi i¢inde tasinmalar1 gerekmektedir. Lipidler sulu ortamlarda
tagiabilmeleri i¢in 6zel birtakim proteinlerle birlestirilerek lipoprotein adi verilen

partikiiller meydana getirirler.
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Bir lipoprotein partikiiliindeki i¢ kisim; suda ¢oziinmeyen lipidleri (TG, ester
kolesterol) ihtiva ederken, dis kismi; hem suda hem de yagda ¢oziinebilen lipidler
(fosfolipid ve serbest kolesterol) ve proteinlerden meydana gelir.'""

Insan plazma lipoproteinleri ultrasantrifiijle bes ana ve birkag alt sinifa ayrilirlar.
Silomikronlar barsakta sentezlenir, diyetle alinan TG ve kolesterolii viicudun ¢esitli
dokularina tagirlar. Bu partikiildeki TG’ler endotel yiizeylerine bagli olan lipoprotein
lipazin etkisi ile hidrolize olurlar. Hidroliz sonucu agiga ¢ikan yag asitleri enerji kaynagi
olarak yada yag hiicrelerince almmarak TG halinde depo edilirler. SM’lar {izerinde
lipoprotein lipazin etkisinden sonra arta kalan partikiillere SM kalintilar1 adi verilir.
Bunlar kolesterolce zengin olup ve hizli bir sekilde karaciger tarafindan alinarak
plazmadan temizlenir. '*°

Ince barsak mukoza hiicreleri lipid sindirim iiriinlerini absorbe eder. Hiicrede TG
diiz endoplazmik retikulumda yag asitleri ve monoagilgliserolleden sentezlenirken,
kolesterol ve fosfolipidler TG eklenerek miseller meydana getirirler. Silomikron
diizeyinin muhtevas1 (apoproteinler, fosfolipidler ve kolesterol) sentez igin
sinirlayicidir. Meydana gelen SM’un biiyiikliigii enterositte bulunan TG miktarina
baghdir. Silomikronlar sistemik dolagima ulasirlar. SM’lar makromolekiil oldugundan
genel dolasima verilemezler, sistemik dolasimla dokulara gonderilirler ve daha sonra
ihtiva ettigi TG, serbest yag asitleriyle gliserole ayrilir ve metabolize olurlar.*

VLDL karacigerde sentezlenir ve endojen olarak meydana gelen TG ve
kolesterolii ¢esitli dokulara gotiiriir. Plazmada VLDL’ deki TG’ ler, lipoprotein lipaz ve
hepatik lipoprotein lipazin etkisi ile serbest yag asitlerine hidrolize olur. Sonucta

kolesterolden zengin IDL ve LDL meydana gelir. Diger lipidlerle beraber diiz

endoplazmik retikulumda apo B-100, apo E, apo C-I, apo C-II, apo C-III sentezlenir.
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Apo B-100’iin graniilli endoplazmik retikulumda bir kismi glikozillenir ve bu, iki
endoplazmik retikulumun birlesme yerinde lipidlere katilir. Lipid-apo B-100
kompleksine diger proteinler golgide eklenir. Ayrica glikozilasyon olur ve fosfolipidler
eklenir. Salg: vezikiiliine partikiillerin girmesinden sonra plazmaya geger .

HDL, karaciger ve barsakta sentezlenir. HDL periferik dokulardan kolesterolii
alarak direkt veya indirekt yolla (esterlesmis kolesterolii bir transfer protein araciligryla
LDL’ye aktararak) karacigere tasir. insanlarda HDL ile aterosklerotik damar hastalig
arasinda negatif bir korelasyonun gosterilmesi dikkatleri bu lipoprotein ve onun
kolesterol metababolizmasindaki roliine ¢evirmistir. Plazma lipoproteinlerdeki
kolesterol esterlerinin cogunlugu LCAT enzimi ile meydana getirilmektedir.*

Enterositlerde sentezlenen SM’lar lenf yolu ile dolasima gectikten sonra
HDL’den apo C ve apo E’yi alarak olgun SM’lara doniisiir. Apo C-II tarafindan
ekstrahepatik doku kapillerinde bulunan LPL’nin aktive edilmesi sonucu olgun
SM’larin igindeki TAG’lerin biiylik bir kismi parcalanir ve yag asitlerini dokuya
verirler. Lipidlerin biiyiik bir kismini kaybeden silomikron kalintisi, yapilarindaki apo A
ve apo C’leri HDL’ye aktarir. Geri kalan silomikronun da pargalanmasi gerekmektedir.
Bunlar apo E araciligiyla karacigere alinirlar. Bu nedenle on iki saatlik agligin sonunda
plazmada hi¢ SM goriilmez. Bunlar sentezlendikten yaklasik bir saat sonra plazmadan
temizlenir. $M’larda TAG’lerin yaklasik % 80°i adipoz doku, kalp ve kas tarafindan
tutulurken % 20’si de karaciger tarafindan alinir.*'?

Karacigerde sentezlenen lipidlerle buraya tasman lipidlerin fazlas1 VLDL
seklinde karacigerden salinir. HDL yeni sentezlenen VLDL’ye apo C ve apo E’yi verir.
VLDL, ekstrahepatik dokulardaki LPL ile pargalanir ve lipid muhtevasinin biiytik bir

kismin1 dokulara verir. Apo C ise HDL’ye geri doner ve geri kalan partikiile IDL
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(VLDL kalintis1) denir. IDL zaten VLDL’nin LDL’ye doniisiimiinde ara iiriindiir.
VLDL’nin yarilanma omrii ¢ok kisadir. IDL’nin az bir kismu karacigerdeki LDL
reseptorleri (apo B ve apo E) ile alinir. LDL baglica karacigerde LDL reseptorleri ile

almarak metabolize edilir. Lipoprotein metabolizmas1 Sekil 2.2°de &zetlenmistir.”
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Sekil 2.2. Lipoprotein metabolizmasi.

LDL’nin hiicreye alinmasinda LDL reseptorii ¢cok onemli rol oynar. Normal
kisilerden elde edilen deri fibroblast kiiltiirlerinde hem apo B-100’i ve hem de apo E’yi
tantyan Ozel hiicre yiizey reseptdrlerinin bulundugu ve bunlarin LDL’y1 giiclii bir
sekilde bagladigi gosterilmistir. Reseptorlerin ayrilmasi apo B’nin par¢alanmasina ve

kolesterol esterlerinin hidrolizine yol acar. Burda LDL yapisindaki proteinler amino
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asitlerine parcalanirken serbest kolesterol aciga ¢ikar. Bu ii¢ olay su sekilde
diizenlenmektedir.'*'

I- HMG-CoA rediiktaz (Hidroksi metil glutaril-CoA rediiktaz) aktivitesini
azaltarak yeni kolesterol sentezini inhibe ederek,

2- ACAT aktivitesi artirilmasiyla serbest kolesterol ester kolesterole ¢evrilerek,

3- LDL reseptor sentezini azaltarak hiicreye LDL alinmasi kisitlanarak.

Serbest kolesterol asir1 miktarda meydana gelmisse LDL reseptor tesekkiiliinii
baskilar ve LDL’ler karaciger hiicreleri tarafindan alinmaz ve kalp damarlar1 cidarinda
birikir. Kalp damar hastaliklarindan sorumlu tutulur. LDL dokular arasi siviya
girebilecek kadar kiiciik bir molekiildiir.”

HDL, lipoprotein metabolizmasinda 6nemli rol oynar. HDL, HDL, ve HDL;
olmak iizere Ui¢ farkli yogunlukta bulunur. HDL, karaciger ve barsaklarda sentezlenir.
Barsakta sentezlenen lipoprotein sadece apoprotein A’y1 ihtiva eder, dolayisiyla C’si
yoktur. Apo C karacigerde sentezlenir, plazmaya girildigi zaman barsak HDL’sine
aktarilir. HDL’nin ana fonksiyonu SM ve VLDL metabolizmasi i¢in gerekli olan C ve E
apoproteinlerinin aktarilmasidir. Yeni sentezlenen HDL, ekstrahepatik dokulardan
aldig1 kolesterolii LCAT etkisi ile ester kolesterole ¢evirip diskoidal yapinin merkezine
gitmesi neticesi HDL; meydana gelir. HDL dokulardaki fazla kolesterolii karacigere
tasimak suretiyle temizleme gorevi goriir.>”> HDL partikiilleri en c¢ok kolesterol
esterlerini tagir ve onlar1 katabolize edilmeleri i¢in karacigere getirir.

Plazma lipoproteinlerindeki artisin en onemli akibeti koroner kalp hastaligi ve
inmeye de neden olan aterosklerozdur. LDL, IDL ve VLDL’deki artma kolesterol

muhtevas1 bakimindan riskli olup ateroskleroza yol agar. Yiiksek LDL kolesterol
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konsantrasyonu ile koroner kalp hastaligi arasinda c¢ok kuvvetli korelasyon

bulunmustur.**

2.3. Diabetes Mellitus

Diabetes Mellitus (DM) insiilin salgilanmasi veya etkisindeki tam ya da kismi
yetersizlik sonucu ortaya ¢ikan ve kendini baslica kronik hiperglisemi ile belli eden
heterojen bir hastaliktir.”

DM insiilin kullanilmasindan bu yana yaklasik 80 yil ge¢cmesine ragmen
cagimzin en 6nemli hastaliklarindan biri olmaya devam etmektedir.***® DM diinyada
oliime sebep olan hastaliklar arasinda iigiincii sirada yer almaktadir.”” DM sebepli
sakatlik ve Oliimlerin kaynaginda diyabetin akut, kronik komplikasyonlar1 yer

almaktadir.***

DM ve diger glukoz intoleranslarmin siniflamas:*>*!

1-Insiiline bagimli olan (insiilin dependent) DM ( IDDM: Tip 1)

2-Insiiline bagimli olmayan (non insiilin dependent) DM ( NIDDM: Tip 2)

3-Diger spesifik tipler; belirli durumlar ve sendromlarla iligkili DM:

a) B hiicre fonksiyonundaki genetik defektler

b) Insiilin etkisindeki genetik defektler; insiilin reseptdr bozuklugu ve bazi genetik
sendromlar.

c¢) Pankreas hastaliklar1 (ekzokrin)

d) Endokrinopatiler

e) Ila¢ veya kimyasal maddelere bagh etkilesim

) Glukoz tolerans bozuklugu
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g) Enfeksiyonlar
h) Gestasyonal DM.

Diyabetiklerin %10- 20 sini IDDM, %80-90’1 NIDDM olusturmaktadir.*

2.3.1. insiiline Bagimh Olan (insiilin Dpendent) Diabetes Mellitus (IDDM)

Tip 1 Diabetes Mellitus

Pankreasin beta hiicrelerinin agir bir otoimmiin atak nedeniyle harabiyeti sonucu
insiilin salgilanamamas1 hastaligidir.** Tip 1 diyabet, insiilin salgilanmasmin ¢ok az
olmas1 veya hi¢ olmamas: ile karekterizedir.”® Bu hastalikta semptomlarm ortaya ¢ikist
ani olmakla birlikte hasarin olusumu i¢in belli bir siire¢ vardir.

Bu siireci donemlendirecek olursak,®

1.donem: Genetik olarak yatkinlik s6z konusudur. Adacik antikorlar1 pozitif hastalarda
daha sik goriiliir.

2.donem: Genetik olarak diabete yatkin olan kisilerde bazi1 c¢evresel faktorler
(kabakulak, kizamikcik gibi) baslatici rol oynarlar.

3.donem: Beta adacik hiicrelerinin yiizey antijenik yapis1 degisir. Adacik hiicreleri aktif
T- lenfositler tarafindan yabanci hiicre olarak tanimlanirlar.

4.donem: Pankreasda ‘insiilitis’ denilen inflamatuar cevap olusur ve adacik hiicreleri
aktif T- lenfositler tarafindan inhibe edilirler.

5.donem: Immiin cevabin ortaya ¢ikmasidir. Sitotoksik antikorlar gelismekte ve beta
hiicreleri yikilmaktadir. Bu dénemde adacik hiicre antikorlari ortaya ¢ikar, insiilin
cevabi bozulmustur, glukoz tolerans bozuklugu goriilebilir.

6.donem: Beta hiicrelerinin %90 dan fazlasi yikilmig ve diyabet asikar olarak ortaya

cikmustir.
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Tip 1 diyabet, geng tipi diyabeti olarak adlandirilir. Hastalik ¢ogunlukla 20 yasin
altinda, hatta ¢ocuklukta baglar. Hastaligin baslangicinda hasta siklikla iyi beslenmistir.
Hasta zayiftir ve tedavi ile kilo alamaz. Ciinkii adipoz dokudan yag asidi salimi
artmistir. Siklikla ketozis goriiliir. Tedavide mutlak insiiline gerek vardir ve her zaman
zorunludur. Oral hipoglisemik ilaglar yanit vermez.******® Ortalama kan glukoz diizeyi,
tipik olarak 225-275 mg/dl arasindadir. HbA,c total hemoglobinin % 8-9 unu
olusturmaktadir. Normalde kan glukoz diizeyi 110 mg/dl ve HbA ¢ ise % 6 veya daha

diisiiktiir.*

2.3.2. Insiiline Bagimh Olmayan (Non Insiilin Dependent) Diabetes Mellitus

(NIDDM) Tip 2 Diabetes Mellitus

Genetik faktdrler daha 6n planda® ve cok giicliidiir.*” Ancak defekt tek bir gen
lokusunda degildir. Obezite, diyet, fiziksel aktivite, intrauterin ortam, stres gibi ¢evresel
faktorler hastaligin ortaya ¢ikmasinda rol oynarlar.*

Patofizyolojide periferde insiilin direnci,”** beta hiicresi fonksiyon bozuklugu,*
insiilin sekresyonunda azalma®, karacigerde glukoneogenezde artis®™ sorumludur.
Insiilin  direncine sahip birgok insanda hastalik gelismemesi beta hiicre
disfonksiyonunun  diyabetin  gelisiminde  kritik bir role sahip oldugunu
diisiindiirmektedir.**

Tip 2 diyabet eriskin diabeti olarak da adlandirilir. Siklikla 35 yasindan sonra®
genellikle 40 yas tizeri ortay c¢ikar. Hastalarin % 80’1 ideal kilolarmin %15
lizerindedirler.**® Tip 2 diyabetiklerin % 80’ninin obez olmasi anlamlidir.** Plazma
insiilin diizeyleri normal, normalin altinda veya iizerinde olabilir. Insiilin tedavisi
genellikle gerekmez. Akut hiperosmolar koma goriilebilir.**® Ketozis nadirdir, siddetli

stres ve enfeksiyonlar esnasinda ketozis geligebilir.****
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Insiilin direnci, dokularin insiiline normal yamit vermemesi durumudur. Tip 2
diyabetiklerde siklikla insiilin direnci bulunur. Bunun sonucunda hem endojen hem de
ekzojen insiiline yanit verme olasilig1 azalir. Insiilin direnci karacigerde kontrolsiiz
glukoz yapimina, kas ve yag dokusunda ise glukoz alimmin azalmasina yol agar.*

Diyabetin karekteristik semptomlari: *>*-°
1. Polifaji; ¢ok yemek yeme
2. Polipepsi; asir1 susama
3. Polidipsi; asir1 su igme
4. Poliiiri; sik idrar yapma

Hiperglisemiye bagli poliiiri, pollakiiri, polidipsi, bulanik gorme, parestezi,
ortostatik hipotansiyon goriilebilir. Cocuklarda eniirezis nokturnaya rastlanir. Katabolik
duruma bagli kilo kaybi olabilir. Hipergliseminin hasar, yetmezlik, fonksiyon
bozuklugu gibi yiiklerini ¢eken baglica dokular ve organlar; bobrekler, sinirler, beyin,
retina, lens, kan damarlar1 ve kalp hiicreleridir.’*****' Enerji metabolizmasmi en ¢ok
etkileyen iki hormon insiilin ve glukagondur. Bu hormonlarin dolagimdaki diizeylerinde
olan degisim, enerji depolanmasina veya depo enerjinin acgiga ¢ikmasina neden olur.
Insiilin ve glukagonun goreceli miktarlar1 hepatik glukoz yikiminin  hiziyla
diizenlenmektedir. Glukoz insiilin salgilanmasinin en énemli uyaranidir.*

Insiilinin en belirgin olarak etkisi ii¢ dokuda gozlenir: Karaciger, kas ve yag
dokusu. Karacigerde glukoneogenez ve glikojen yikimini inhibe ederek glukoz
tretimini azaltir. Kas glikojen sentezini artirir. Kas ve yag dokusunda hiicre

membranlarindaki glukoz tasiyicilarini artirarak glukoz alimimu artirir.*
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DM’de artan kan glukozunu hiperglisemi havuzu olarak diistinecek olursak, bu havuzun

beslenme noktalar1 ve bosalma noktalar1 asagidaki gibi sematize edilebilir (Sekil

2 . 3);42,43,45,46,52—55

Protein Glukoneogenez Glikojenolizis Dokularda glukoez Lipoliz Ketozis

Yikimi alimi azalmasi

Non-enzimatik Sorbitol Protein kinaz C Hemodinamik

Glikasyon yolu aktivasyonu degisiklik

Sekil. 2.3. Hiperglisemi havuzu

2.3.3. Sorbitol Yolu

Insiiline ihtiyag duymayan bazi organ ve dokularda hiicre i¢i glukoz
konsantrasyonu kan glukoz konsantrasyonu diizeyine ulasir. Glukoz miktar1 fizyolojik
seviyenin iistiine ¢ikinca Aldoz Rediiktaz enzimi aktif hale gecer.***®

D-Glukoz + NADPH + H" — L-Sorbitol + NADP" E: Aldoz Rediiktaz

L-Sorbitol + NAD" — D-Fruktoz + NADH + H" E: Sorbitol Dehidrogenaz
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Aldoz rediiktaz; lens, retina, eritrosit, bobrek, plesenta, periferik sinirlerin
Schwann hiicreleri gibi pek¢ok dokuda bulunur.* Sorbitol dehidrogenaz; karaciger,
yumurtalik, sperm, vesica seminalis hiicrelerinde bulunur.** Sorbitol Dehidrogenazin
yok oldugu veya az oldugu retina, bobrek ve sinir hiicrelerinde artmis glukoz
konsantrasyonlarinda ve yeterli NADPH varliginda Aldoz Rediiktaz fazla miktarda
sorbitol sentezler. Bu sorbitol hiicre igerisinde birikir. Sorbitol su ¢ekerek hiicre
sismesine neden olur. Diyabetiklerde goriilen bazi patolojik degisiklikler; katarakt
olusumu, periferal nefropati, néropati, retinopatiye yol acan damarsal sorunlardan bu
fenomenin sorumlu oldugu ileri siiriilmiistiir.** Glukoz igin gecirgen olan hiicre
membrani1 polioller i¢in (sorbitol, fruktoz) gecirgen degildir. Ve boylece hiicrede
birikirler.”>*”* Organizma sekerleri hiicrede tutabilmek i¢in ya onu fosforiller ya da onu
poliollere ¢evirir.* Bu normal fonksiyon hiperglisemi durumunda organizmaya zarar
vermeye baslamaktadir. Katarakt, retinopati, noropati ve aort hastaliklarinin
patogenezinden polioller sorumlu tutulmaktadir.’>***">*¢! Hiicre i¢i sorbitol birikimi bir
seri sisme ve geri inme olaylarina yol agarak osmotik dengeyi bozmakta ve neticede

57,58,60

endotel hiicre harabiyeti goriilmektedir. Yiiksek glukoz konsantrasyonlar

%3 organizmada mineral dengede

hiicrelerin asir1 biiyiimesine neden oldugu gibi
bozukluga yol agabilecegi bildirilmistir.® Hiperglisemi insiilin ile ortadan kaldirilsa bile

polioller diger metabolik yollarla ortadan kaldirilincaya kadar hiicrede kalirlar.
Hiicre i¢i yiiksek sorbitol ve fruktoz;

1. Osmotik basincin yiikselmesine,
2. Su retansiyonuna,
3. Sodyumun hiicre i¢ine girmesine,

4. Potasyumun kaybina,
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5. Lensde katarakt olugsmasina,
6. Periferik sinirlerde periferik néropati,
7. Eritrositlerde sorbitol 2,3 difosfo gliserata doniistiiriilerek kanin oksijen tasima

yeteneginin azalmasina yol acarlar.*

2.3.4. Non-enzimatik Glikozilasyon

Proteinler uzun siire yiiksek glukoz konsantrasyonlarina maruz kaldiginda
glukoz proteine baglanarak proteinin yap1 ve fonksiyonlarini degistirir. Bu olaya
glikozilasyon denir. Normal sartlarda bu olay enzimatik yollarla yapilir. Non enzimatik
glikozilasyon regiile olmayan tepkimedir.**>**

Glukoz proteinin lizin ve valin rezidiisiine baglanir. Glukozun fonksiyonel
karbonil grubu ile amino asidin amino grubu Schiff bazi (aldamin) olusturur. Bu
kararsiz iiriin daha sonra Amadori doniisiimii ile daha kararli bir {iriine, ketonamine
doniisiir.*>6

Hemoglobinin non-enzimatik glikozilasyonu karekteristiktir. HbAc glukoz
konsantrasyonunun ve diyabetin  kontroliiniin  degerlendirilmesinde iyi  bir
parametredir.**** Diabetiklerde insiiline bagimli dokularda glukoz hiicreye kolay
giremedigi i¢cin bu hiicrelerde glikozilasyon fazla olmaz. Organizmadaki her protein
glikozile olabilir. Protein glikozilasyonunun diizeyi hiperglisemiye maruz kalma
siiresine baghdir. Eritrositlerin hiicre membranlari,  albumin, diisiik dansiteli
lipoprotein, yiiksek dansiteli lipoprotein, plazma yarilanma Omiirleri uzun olan
proteinler asir1 derecede glikozile olurlar. Lens, glomerul bazal membrani, aort, koroner
arterler, femoral sinir proteinleri de siklikla glikozile olan dokulardandirlar.** Eritrosit

membraninin glikozilasyonu eritrosit yasam siiresinin % 15 kisalmasindan sorumludur.

Normal eritrosit fleksibilitesinin kaybi eritrositlerin rahat hareketine mani olur. Bu da
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retinal ve renal iskemiye neden olur.’** Miyelin proteininin glikozilasyonu sinir

54,64

iletiminde degisiklik yapar. Insiilin reseptdrlerinin  glikozilasyonu insiiline

hassasiyetini azaltmaktadir.>**

Hemoglobin lizinlerinin €-amino gruplart glikozile olur. Fakat esas J3
zincirindeki terminal valinin glikozilasyonu hemoglobinin yiizey elektrik yiikiinii
degistirir ve onu HbA;c ye donistirir. Hemoglobinin glikozilasyonu 2,3
difosfogliseratin beta zincirindeki pozitif yiiklii rezidiilerle olan reaksiyonun
inhibisyonuna, bu da hemoglobinin oksijen afinitesinde artmaya neden olur.** Glikozile
albumin normal albumine gore dokulara kolay girerek doku fonksiyon bozukluklarina
neden olur.” Glikozile fibrinin diyabetiklerin dokularinda fibrin birikiminden sorumlu
oldugu digiiniilmektedir. Faktor VIII in fazla glikozilasyonu trombosit agregasyonunun

artmasma neden olmaktadir.® Non-enzimatik glikozilasyonun bazal membran

kalinlagsmasina yol agtig1 bildirilmistir.”

2.3.5. Diabetes Mellitus Komplikasyonlari

DM  komplikasyonlarmm  baslica nedeni  hiperglisemidir.*****  Bu
komplikasyonlar siralayacak olursak; *>*44!

2.3.5.1. Akut Metabolik Komplikasyonlar
a) Diyabetik Ketoasidoz Komasi

Karacigerdeki mevcut asetil CoA miktar1 karacigerin oksidatif kapasitesini astigi
zaman keton cisimleri meydana gelirler. Alternatif yakit molekiilii olan keton cisimleri
(aseto asetat, 3-hidroksi biitirat, aseton) olusum hizlar1 kullanim hizlarindan fazla olursa
ketonemi ve ketontiri goriiliir. Ciddi ketozisli seker hastalarinda idrarla atilimi 5gr/giin’i
bulur. Kanda ise 90 mg/dl ye ulasir (normalde 3 mg/dl). Bir keton cisminin karboksil

grubunun pKa degeri 4 civarindadir. Bu yiizden her bir keton cismi kanda bulundugu



23

sirada bir proton (H") kaybeder. Boylece viicut pH smi diisiiriir. Ayrica glukoz ve keton
cisimlerinin idrarla atilimi viicudun su kaybetmesine yol agar. Sonu¢ olarak hacmi
azalmig ve de proton konsantrasyonu artmis plazmada hayati oneme sahip asidoz
(ketoasidoz) ortaya ¢ikar.

b) Hiperosmolar Nonketotik Koma

Tip 2 DM’lu hastalarda goriiliir. Hastalarda siddetli dehidratasyon degisik
norolojik belirtiler vardir. Kan sekeri 600 mg/dI’nin iizerindedir. Plazma osmolaritesi
artar. Serum ve idrarda keton normal veya hafif yliksektir. Tedaviye ragmen mortalite
orani yiiksektir.

¢) Laktik Asidoz

Plazma laktat diizeyi yiiksektir.

d) Hipoglisemi ve Komasi

Plazma glukozun 45 mg/dI’nin altinda olmas1 halidir. Hipoglisemi bir hastalik

degil biyokimyasal anormalliktir.

2.3.5.2. Kronik Dejeneratif Komplikasyonlar

a) Diabetik Nefropati

Nefropatinin en erken klinik belirtisi mikroalbiiminiiridir. Ileri diizeyde
proteinliri  ortaya c¢ikar. Gliseminin kontroli nefropatinin ilerleyis hizini
yavaslatacaktir.”” Hiperglisemi nefropati, retinopati, diyabetik anjiyopatinin gelisiminin
belirlenmesi i¢in en 6nemli bir belirte¢ oldugu gosterilmis.”® Tip 1 diyabetiklerde
nefropatili olgularda yiiksek plazma homosistein degerleri goriilmektedir.®> Nefropatik
Tip 1 diyabetiklerde hiperhomosisteinemi goriilir ve hastaligin ilerlemesine, 6lim

riskinin artmasina katkida bulundugu belirtilmistir.”’
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b) Diyabetik Noropati

Klinik olarak ii¢ tipe ayrilirlar: Motor noropati, periferik simetrik sensorial
polindropati (PSSP), otonom ndropati. Motor ndropati ani ortaya ¢ikar. Ozellikle 3,4,6.
kafa sinirlerini tutar ve kendiliginden giinler, haftalar icinde geger. PSSP’de alt
extremitelerde uyusma, yanma, agri, simetrik duyu kaybi1 goriiliir. Otonom noropati
degisik sistemleri tutarak gastroparezi, kronik diyare, sfinkter kusurlari, istirahat
tasikardisine neden olabilir.*

¢) Diyabetik Retinopati

Yetiskinlerde en 6nemli korliik nedenidir. Siki kan sekeri regiilasyonu retinopati

riskini azaltmaktadir.>

Diyabette ve diyabetin 6nemli komplikasyonlarindan olan
retinopatik olgularda 16kosit membrani yag asidi bilesiminin énemli 6l¢iide degistigini
gosteren bulgular bildirilmis; diyabette goriilen 16kosit fonksiyon bozukluklarinin
16kosit membran yag asidi bilesimi ile ilgili olabilecegi, yine bu degisikligin bir sonucu
olarak membran fosfolipidlerinden salinan lokotrien ve prostaglandin gibi lipid
mediatorleri iiretiminin degisebilecegi ve bunun da diyabetiklerde retinopatinin
gelismesinde etkili olabilecegi bildirilmistir.* Diyabetik retinopatili hastalarin plazma
homosistein konsantrasyonu yiiksektir.*>%

d) Aterosklerozis

Periferik arterlerin tikayici hastaligidir. Aterosklerozis basligi altinda degisik
klinik ve patolojik formlar vardir. Birincisi ve en sik rastlanani aterosklerotik hastaliktir
(aterosklerozis obliterans). Ikincisi, siklikla medial sklerozis denilen, daha ¢ok
yashilarda goriilen damar mediasinda sklerotik degisiklikler iizerinde gelisen
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kalsifikasyonlarla karekterizedir.”” DM ateroskleroz i¢in bir risk faktoridiir ve

diyabetiklerde ateroskleroz olusumu normal populasyona gére 2-3 kat daha fazladir.®®
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Koroner kalp hastaligina neden olan aterosklerozisin etkenleri arasinda homosistein yer
almaktadir.”” Poliansature yag asitlerinin lipid peroksidasyonunu artirarak aterosklerozu
artirdign diisiiniilmektedir.”” Giiniimiizde aterosklerozun erken g¢ocukluk déneminde
basladig1 kabul edilmektedir. Tipik olarak bulgular 60’11 yaslarda ortaya ¢ikar. Ilk bulgu
ani Olim olabildigi gibi miyokard infraktiisii, istikrarsiz anjina veya stabil anjina da
olabilir.”"  Aterosiklerozisin  etkenleri arasinda ilk swralarda  hipertansiyon,
hiperkollesterolemi, DM ve homosistein sayilmaktadir.”

e) Enfeksiyonlar

f) Hipertansiyon

Diyabetiklerde homosistein diizeyleri hipertansiyon varliginda degismedigi
bildirilmistir.”

g) Kardiyovaskiiler bozukluk

Toplumumuzda koroner kalp hastaliklar1 sonucu miyokard infraktiisiin baslica
6liim nedenlerinden biri oldugu ve bu durumun daha da artacagi tahmin edilmektedir.™
Na’, K" ATPazin aktivitesininin inhibisyonu sunucu miyokardiyal kasilma giiciiniin
artt1g1 bilinmektedir.” Miyokardiyal fonksiyon ve 6liimciil ventrikiiler aritmilerin artmis
oksidatif hasara bagli membran degisikliklerinden kaynaklanabilecegi ileri
siiriilmiistiir.”*”” Miyokardiyal kasilma giiciiniin zayiflamasinda ise énemli bir etken -SH
bagli molekiillerin oksidasyonu oldugu belirtilmistir. " Artan oranda reaktif oksijen
tiirlerinin membran lipidleri ya da proteinleriyle etkileserek miyokardiyal kasilmada
yetersizlige yol acabilecegi belirtilmistir.*” Koroner arter hastaliklar1 (KAH) i¢in iigyiize
yakin risk faktorii tanimlanmis ancak bunlarin yedisi ana faktor olarak kabul edilmistir.
Bir bireyde bunlardan iki veya daha fazlasi bulunursa o bireyin koroner arter hastaligi

(KAH) riski belirginlesmis demektir.
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Bu risk faktorleri;

Yas: Bagimsiz bir risk faktoriidiir.

Cinsiyet: Belirgin olarak erkeklerde fazla tespit edilmis.

Aile oyKkiisii: Ailede ayn1 hastalik varsa risk bes kat daha fazladir.

Sigara: iliski cok yiiksektir.

Hipertansiyon: Cok onemli bir risk faktoriidiir. Aterosklerozu baslatir ve hizlandirir.
Hipertansif hastalarda hastalik sikliginin artmasinin yani sira KAH mortaliteside artar.
Hiperlipidemi: En o6nemli risk faktoriidiir. LDL’ nin %25 azaltilmas1 kalp-damar
hastaliklarina bagli mortaliteyi %30 azaltmaktadir.

DM bir ¢ok risk faktoriiniin i¢ ige bir arada bulundugu komplike bir bozukluktur.
Diyabetli hastalarin %80’ 1 koroner ateroskleroza bagli nedenlerle 6lmektedir. Tip 2
DM de koroner mortalite dort kat daha fazladir. Tip 1 DM’ de ise on kat artar.”” Bu
faktorlerin disinda; kisilik yapisi, kisisel ve toplumsal stres, hiperhomosisteinemi,

trombojenik faktorler sayilabilir.”

2.4. DIABETES MELLITUS VE LiPID METABOLIZMASI

DM insiilin salgilanmasinda ve/veya etkisindeki yetmezlikten kaynaklanan ve
hiperglisemi, hipelipidemi ve hiperaminoasidemi ile karakterize sistemik bir
hastaliktir.®!

Lipid metabolizmas1 bozukluklar1 diabetiklerde de ¢ok sik goriilmektedir. Hatta
lipid ve lipoprotein metabolizmasit bozuklugunun en sik goriildiigii grup diabettir.
Diabet aterosklerozun énemli bir sebebi oldugundan aterojenik lipoproteinlerin diabetli
kisilerde akiimiilasyonuna 6zel bir dikkatle egilmek gerekmektedir. Daha az tehlike

arzeden, ksantomalarin olusumu da VLDL ve IDL veya LDL'lerin birikmesinden



27

' Diabetle hiperlipidemi arasindaki iliskinin anlasilmasi kolay

kaynaklanmaktadir.
degildir. Hipertrigliseridemi insiilin rezistansina ve glukoz toleransinin bozulmasina yol
agmaktadir.

Diabetik hastalarda en sik goriilen bulgular, hipertrigliseridemi, normal veya
hafif artmis kolesterol seviyesi (LDL-Kolesterol) ve azalmis, normal veya artmis HDL-
Kolesterol seviyeleridir. Ozellikle HDL-Kolesterol deki farkliliklar diabetiklerin
statiisiinden kaynaklanmaktadir. Trigliserid konsantrasyonundaki artis Tip 2 'de Tip 1
'den daha onemli bir problemdir. Diger taraftan diabetik erkeklerdeki prevalans
kadinlardan biiyiiktiir. Hipergliseminin kontrolii de bir diger faktdrdiir. Iyi kontrol
edilmemis diabetiklerde trigliserid ve LDL-Kolesterol seviyeleri yiikselmis, HDL-
Kolesterol ise azalmistir. Lipid bozukluklari albiiminiirili hastalarda nonalbiiminiirili
kontrollere gdre artmistir.*

Orta yastaki Tip 2 diabetiklerde total kolesterol degismemekte, HDL-
Kolesterol — diismekte, trigliseridler ise artmaktadir. Hipertrigliseridemi ve
hiperkolesteroleminin ve diisiik HDL-Kolesterol derecelerinin hiperglisemiyle ilgili
oldugu deneysel olarak tespit edilmistir.****

Insiilin, karacigerde trigliserid ve kolesterol sentezini arttirmakta, LPL iiretim ve
etkisini artirmakta, ayni zamanda yag dokusunda trigliserid sentezini artirip lipolizi
onlemektedir. Insulin yetmezliginde, yag dokusunda lipoliz ve bunun sonucu olarak
karacigere yag asiti akisi artmaktadir. Serbest yag asitleri karacigerde trigliserid
sentezini artirmakta ve VLDL sekresyonunda artisa yol agmaktadir. Insiilinin hepatik
lipaz ve Apo E reseptdrleri lizerindeki etkisi iy1 bilinmemekle beraber, muhtemelen Apo

B-E reseptorlerine LDL'min baglanmasini, karacigere girisini ve parcalanmasini

artirmaktadir. Kisacasi insiilinin etkisindeki azalma, trigliserid iiretiminin artmasina,
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kolesterol tasiyan partikiillerin artmasina, HDL'nin azalmasina, LPL aktivitesinin
inhibisyonuna ve apoproteinlerin (6zellikle Apo B) glikozilasyonuna yol agmaktadir.
Glikozile LDL partikiillerinin markofajlar tarafindan alinmasi, pargalanmasi,
nonglikozile olanlara nazaran daha yavas olmaktadir.** Damar duvar dokusunun
glikozilasyonu da damar i¢inde uzun siire kalan lipidlerle etkilesmekte ve biitiin bunlar

aterojeniteyi artirmaktadirlar,®#63788
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Kullanilan Materyal

Bu ¢alismada, Atatiirk Universitesi Arastirma Hastanesine miiracaat edip Tip 2
Diabetes Mellitus tanis1 konan ve diabete bagli komplikasyon geligsmis 26 hasta kani ile
calisildi. Diabetik komplikasyonu olmayan 20 Tip 2 Diabetes Mellitus hastasi kontrol
grubu olarak alindi. Hastalardan 5 mL periferik vendz kan 6rnegi alind1 ve 3 mL’si jelli
biyokimya tiliplerine aktarilarak, serumda glukoz, Total kolesterol, LDL-K, HDL-K,
VLDL-K ve trigliserid analizleri i¢in kullanildi. 2 mL kan 6rnegi EDTA’l1 tiiplere
aktarilarak HbAlc analizi ve DNA izolasyonu i¢in kullanildi. Ticari kit kullanilarak
PCR-strip hibridizasyon teknigi ile apo B R3500Q mutasyon analizi yapildi. Sonuglar

SPSS istatiatik programu ile analiz edildi.

3.2. Kullanilan Cihaz Ve Kimyasallar

3.2.1. Cihazlar
- Hibridizasyon cihazi: ProfiBlot T48 (Austria)
- DNA Izolasyon Cihaz1: QuatroProbe QP10 (Bee Robotics, UK)
- Termal dongii cihazi (Biometra-Germany)
- Yatay elektroforez sistemi (Biometra- Germany)
- Elektroforez gii¢ kaynagi (Biometra- Germany)
- UV transillumunator (Biometra-Germany)
- UV goriintii analiz sistemi (Biometra-Germany)
- Hassas terazi (Sartorius-Germany)

- Vorteks (Genie, U.S.A)
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- Etiiv (Heraeus-Hanau)
-Mikrodalga Firin (Kenwood)
3.2.2. Kimyasal Maddeler
- Proteinaz-K (Merc-Germany)
- Taqg DNA polimeraz enzimi (Fermentas-U.S.A)
- 10 X PCR buffer (Roche)
- PCR Primerleri (Genome Identification-Germany)
- Agaroz (Sigma-Germany)
- Etil alkol (Sigma-Germany)
-Etidyum bromur (Sigma)
3.3. DNA Izolasyon Yontemi
3.3.1. Otomatik DNA izolasyonu

Dondurulmus EDTA’l1 tam kan orneklerinden DNA izolasyonu QuatroProbe
QP10 (Bee Robotics, UK) otomtik DNA izolasyonu cihazi kullanilarak yapildi. Bu
sistem Ozel polimerle kapli manyetik bilye teknolojisine dayanmaktadir. Lokositlerden
aciga ¢ikan DNA’nin baglama tamponuyla manyetik bilyelere baglanmasi saglanir ve
daha sonra proteinler, tuzlar ve alkoliin uzaklastirilmasindan sonra DNA, manyetik rak
tizerinde eliisyon tamponuyla bilyelerden siv1 faza alinir.

DNA izolasyonu i¢in cihazin kendi 6zel kartusuna (QuatroPak) 250 pL
EDTA’l1 tam kan 6rnegi ve 350 pL lizis tamponu pipetlendi. Daha sonra kartus, cihaza
yiiklendi ve otomatik izolasyon prosediirii baslatildi. Cihaz kendi 6zel ticari kit
reaktiflerini kullanarak izolasyon islemini gereklestirmektedir. Islem sonunda
QuadroPak kartuslar cihaz {izerinden alinarak manyetik raka aktarildi ve siv1 fazdan 300

uL DNA 6rnegi alindi.
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3.3.2. DNA izolasyon Kiti icerigi

Reaktif Ismi Hacmi / Miktari
Manyetik Bilyeler 2.65 mL
Pargalama Tampon Soliisyonu 18.50 mL
Baglama Tampon Soliisyonu  50.20 mL
Beyaz Tampon Soliisyonu 44.00 mL
Mavi Tampon Soliisyonu 44.00 mL
10x Eliisyon Tampon Soliisyonu  10.00 mL
DNA izolasyonu kiti reaktifleri acildiktan sonra oda sicakliginda 1 ay kadar
stabildir.
3.3.3. Gerekli Diger Malzemeler
1.5 - 2 mL’ lik mikrosantrifiij tiipleri
Aerosol bariyerli pipet uglari
Manyetik rak
2 uL- 1000 pL ayarlanabilir pipet
3.3.4. DNA izolasyon Reaktiflerinin Hazirlanmasi
Tim reaktifler ve numuneler oda sicakligina getirilir.
1- 10xElisyon tamponu molekiiler derecede su kullanarak son hacmi 100 mL olacak
sekilde 1:10 oraninda diliie edilir. Cihazla birlikte temin edilen KIRMIZI etiketli siseye
koyulur.
2-  Tiim manyetik bilyeler YESIL etiketli baglama tamponuna eklenir. Bilyeler ve
baglama tamponu QuatroProbe'a yerlestirilmeden once iyice karistirilmalidir.
3- Orijinal sise kapaklar1 cihazla birlikte temin edilen tamamlayici plastik tiipleri olan

kapaklarla degistirilir.
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3.3.5. QuatroProbe Kullanimi

Uygun bir rak'a 6rnekler yerlestirilir. Her bir tiip numaralandirilir. QuatroPak
kutusu acilir, kapaklar c¢ikarilir ve her bir numuneye karsi gelecek kanal belirlenir.
Yeteri kadar reaktif olup olmadigimi kontrol edilir. Her bir ¢alisma Oncesi, cihaz
tizerindeki 6 adet enjektor ucu degistirilir.

3.3.6. Numunelerin Calisilmasi

Her bir QuatroPak kanalma 250 pl tam kan drnegi pipetlenir. Ustiine 350 uL
par¢alanma tamponu pipetlenir ve numune pipetaj yapilarak karistirilir. Kopiik ve hava
kabarcig1 olusmamast i¢in 6zen gosterilir.

QuatroPak kartuglar1 cihaza yiiklenir ve otomatik izolasyon islemi baglatilir.
Islem sonunda kartuslar cihaz iizerinden ¢ikartilir ve 6zel manyetik rak iizerine konulur.
QuatroPak kartustan en az 300 pL' lik DNA 6rnegi alinabilir. Bu numune ya direk PCR
caligmalarinda kullanilir veya gerek duyulana kadar bir tiipte saklanabilir.

3.3.7. DNA Konsantrasyonunun Ol¢iilmesi

Izole edilen DNA’larin konsantrasyonu spektrofotometrik yontemle belirlendi. 5
uL stok DNA 6rnegi ve 195 pL distile su alinarak spektrofotometrede 260 nm ve 280
nm’de absorbans olgiilerek DNA’nin miktart ve saflign tayin edilir. Izole edilen
DNA’nin saflig1 ise OD560/OD,g oranina gore saptanir. Bu oran temiz bir {iriinde 1.8-
2.0 arasinda beklenir. 2.0’in {izerindeyse RNA, 1.8’in altindaysa protein
kontaminasyonu var demektir. 1.5’in altindaysa kirlilikten dolayr PCR ¢alismasinda
DNA safligina bagli problemler ortaya ¢ikabilir. Stok DNA 6rnekleri -20°C’de saklanir.

3.4. Agaroz Jel Elektroforezi

Agaroz jel elektroforezi su sekilde yapildi.



1- 1.5 gr agaroz tartilarak 250 mL’lik bir erlenmayere kondu ve {izerine 75 ml 1X Tris
Asetik Asit EDTA (TAE) tamponu eklendi. Mikrodalga firininda agar eriyene kadar
yaklagik 1.5 dakika tutuldu ve kaynatildi.

2- Eriyen agar soliisyonu oda 1sisinda bekletilerek yaklasik 55 °C’ye kadar sogutuldu

ve 0.5 mg/mL’lik etidyum bromiir’den 2.5 puL ilave edildi.

3- Daha 6nceden taraklari, tabanda yaklasik 1 mm bosluk kalacak sekilde yerlestirilen
elektroforez kabina hazirlanan agaroz jel dokiildii ve donmasi i¢in oda sicakliginda 20-
30 dakika bekletildi.

4- Taraklar her iki uctan tutularak dikkatlice ¢ikartildi ve jel kabi1 elektroforez tankina
yerlestirildi.

5- Jelde ortaya ¢ikan kuyucuklara total 5 pL olacak sekilde uygun DNA marker ve

PCR iiriinleri (5 pL PCR iirtinii + 1 pL 6X yiikleme tamponu) aktarildi.

6- Elektroforez 70 volt’da 2 saat siireyle yapildi.

7- Ortaya cikan bantlar UV transilliminatérde marker ve DNA’larin katettikleri

mesafeler gozlendi. UV goriintii analiz sistemimizde sonuclar kaydedildi. (Sekil 3.1)

Sekil 3.1. PCR isleminden sonra DNA’larin agaroz jel elektroforezinde yiiriitiilmeleriyle elde

edilen resim.
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3.5. Apolipoprotein B Geninde Arg3500GIn mutasyonunun Belirlenmesi
Icin Ters Hibridizasyon Kiti
3.5.1. Kit I¢inde Bulunan Materyaller (Her bir kit icin)

Kit kapasitesi 12 test

ApoB gen problar1 emdirilmis nitroseliiloz strip 12 strip

Denaturasyon ¢ozeltisi (¢ozelti 1) 0,6 mL
Hibridizasyon tamponu (¢6zelti 2) 15 mL
Baglanma yikama tamponu (¢ozelti 3) 40 mL
Yikama I ¢ozeltisi (¢ozelti 4) 40 mL
Baglama ¢ozeltisi (konsantre) 0,2 mL
Baglama tamponu (¢6zelti 5) 15 mL
Yikama II ¢ozeltisi (¢cozelti 6) 40 mL
Substrat (¢6zelti 7) 15 mL
Inkiibasyon tepsisi 1 adet

3.5.2. Kit Cozeltilerinin Hazirlanmasi

2-8°C’de saklanan c¢ozeltiler kullannomdan once oda sicakliginda bir yerde
bekletilmeli. Hibridizasyon tamponu ve baglama yikama c¢ozeltisi su banyosunda
47°C’ye kadar 1sitilmali. Cozeltilerde ¢okelek olmamali. Gergek sicakligl saglamak igin

inkiibasyon tepsisi su banyosuna {i¢te birine kadar batirilmali.
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Konjugat Seyreltmesi

Konsantre konjugat kullanimdan kisa bir siire 6nce konjugat tamponu ile 1:100
oraninda seyreltilmeli. Her strip i¢in,10ul konjugat 1ml konjugat tamponu ile seyreltilip
dikkatlice karistiriimali.

3.5.3. Test Prosediirii
1. Cozelti 2 ve 3 47°C’ye diger tim c¢ozeltiler ise onceden oda sicakligina getirildi.
Komplikasyonlu ve komplikasyonsuz gruplarin sayisina gore inkiibasyon tepsisi
hazirlandi. Inkiibasyon tepsisinin kuyucuklar1 koselerine isaretlendi. (Onceden iglerinde
calisma yapilan kuyucuklar tekrar kullanilmamali.)
2. 40 pL denatiirasyon ¢ozeltisi (¢ozelti-1) isaretlenen kuyucuga pipetlendi.
3. Denatiirasyon ¢dzeltisine 20 pL amplikon pipetlenir. Iyice karistirilip oda
sicakliginda 5 dakika inkiibe edildi.
4. Her kuyucuga dikkatlice 1 mL ¢ozelti 2 pipetlendi.
5. Stripler cimbiz ile tiiplerin disina alindi ve inkiibasyon tepsisine kondu. Stripler
tamamen siviya batmali. Bu uygulama sonraki inkiibasyon ve yikama islemlerinde de
uygulandi.
6. Tepsi su banyosu ¢alkalayicisinda 47°C’da 30 dakika inkiibe edildi.
7. Hibridizasyon tamponu tamamen ¢ikarildi ve her seferinde stripler oda sicakliginda
bir dakika hafif hareketlerle yatay ¢alkalayicida ImL ¢ozelti-3 ile iki kere yikandi.
8. Her stribe 1 mL baglama yikama ¢ozeltisi eklendi ve 47°C’de 15 dakika hafifce
calkalanan su banyosunda inkiibe edildi.
9. Bundan sonra oda sicaklifinda devam edildi. Cozelti ayrildi ve stripler iki kere 1 mL

yikama 1 ¢ozeltisi (¢ozelti 4) ile yikandi.
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10. Her bir stribe 1 mL baglama ¢ozeltisi (konsantre ¢ozelti 1:100 oraninda ¢ozelti 5 ile
seyreltilir) eklendi ve oda sicakligindaki ¢alkalayicida 30 dakika inkiibe edildi.

11. Baglama ¢ozeltisi ¢ikarildi ve ImL c¢ozelti 6 ¢ozeltisi ile {i¢ kere her bir strip
calkalayicida 1 dakika yikandi.

12. Her kuyucuga pipetle 1 mL ¢ozelti 7 eklendi ve 10-20 dakika inkiibe edildi.

13. Reaksiyon 1 mL destile su ile iki kere yikanarak durduruldu.

14. Cimbiz ile stripler ¢ikarildi ve kagit havlu tizerinde kurutuldu. Stripler giines
1s1g1indan korunmalidir.

3.5.4. Degerlendirme

Stripleri kuruttuktan sonra beyaz bir kagidin iizerine konmali. Sonucun
degerlendirilmesi i¢in reaksiyon bolgeleri isaretlenen, kit i¢indeki ©zel sablon
kullanilmali. Isaretlenen boslugun alt son ¢izgisi striplerdeki numaralarin iistiindeki
siyah ¢izgi ile tam uyusmali.

Eger sablon iizerinde isaretlenen pozisyon strip lizerindeki reaksiyon bolgesiyle
tam uyusursa reaksiyon bolgesi tanimlanir. Her stribin bir eslenigi, bir spesifikligi ve ii¢
duyarlilik kontrol bolgesi vardir. Eslenik ve duyarlilik kontrol bolgeleri test siiresince
tamamen olusmali. Eger bu kontrol bolgeleri olugsmazsa hatali negatif sonug
goziikecektir. Bu durumda test tekrarlanmalidir.

Eger spesifiklik kontrol bmlgesi olusmussa yanlis pozitif reaksiyon kaydedilir.
Bu durumda test yine tekrar edilmelidir.

3.5.5. Sonug¢larin Yorumu

11 Reaksiyon bolgesi belirlenebilir (Sekil.3.2).
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Sekil 3.2. Nitrocellulose strip {izerinde kontrol ve ¢alisma gen bdlgeleri.

Konjugat Kontrolii

Bu reaksiyon bolgesi konjugat baglanma verimini gosterir. Mutlaka olugsmalidir.

Spesifiklik Kontrolii (Specificity control)

Bu reaksiyon bolgesi sadece yikama sicakligi ¢cok diisiik oldugunda olusur. Spesifik

olmayan hibridizasyonu gosterir.
Apo B Hassasiyet Kontrolii (Sensitivity control ApoB)

Bu reaksiyon bolgesi Apo B PN karigiminin ¢ogalma kontrolii olarak fonksiyon goriir
ve hibridizasyonun en uygun hassasiyetini belgeler.
Apo B-Arg

Bu reaksiyon bolgesi eger 3500 pozisyonundaki Apo B geni arginin i¢in kodlanirsa

olusur.

Apo B-GIn

Bu reaksiyon bolgesi eger 3500 pozisyonundaki Apo B geni glutamin i¢in kodlanirsa

olusur. Eger sadece Apo B-PN karigimi1 birlesmisse asagidaki band dizisi goriiliir (Sekil

3.3).
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Sekil 3.3. Apo B-PN’nin hibridizasyonundan sonra band dizesi.

Sekil 3.3’1in band dizesi Apolipoprotein B genotipinin sonucunu gosterir.

1. homozigot ApoB-Arg

2. heterozigot ApoB-Arg // ApoB-GIn

89-106

3. homozigot ApoB-GIn

3.6. istatistik Analiz

Sonuglar ortalama deger + standart sapma (x £+ SD) olarak ifade edildi. Olgiilen
biyokimyasal parametreler i¢in grup ortalamalar1 arasindaki farkin 6nemlilik derecesi
Mann Whitney U testi ile belirlendi. R3500Q mutasyonunun diabetin komplikasyonu ile
iliskisinin analizi i¢in X* testi yapildi. Bu islemler i¢in “SPSS for Windows v 11.0”
istatistik paket programi kullanildi ve p<0.05 degerleri anlamli kabul edildi.
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4. BULGULAR
Yapmis oldugumuz ¢alisma sonucu elde etti§imiz biyokimya parametrelerine ait
ortalama sonuclar Tablo 4.1°de verilmistir. Bu tablodan goriildiigii gibi komplikasyonlu
grup ile komplikasyonu olmayan grubun ayni parametreleri (Glukoz, Total Kolesterol,
LDL-K, HDL-K, Trigliserid, HbAlc, VLDL) arasinda istatistiksel olarak anlamli bir

fark gdzlenmemistir. (p>0.05)

Tablo 4.1. Komplikasyonu olan ve olmayan gruplara ait bulgularin karsilagtirilmas:.

Parametre | Komplikasyonlu Komplikasyonu Anlamlilik
Kisiler (X£SD) olmayan kisiler (X+SD)

Glukoz 235.57+132.71 196.15+73.37 p>0.05
Total 191.09+48.98 200.06+23.23 p>0.05
Kolesterol

LDL-K 134.98+34.61 138.31£21.55 p>0.05
HDL-K 37.27+10.63 46.56+16.50 p>0.05
Trigliserid | 229.00+163.87 217.69+£104.97 p>0.05
VLDL 46.59+33.38 43.56+20.95 p>0.05
HbAlc 8.51+1.42 8.56+1.42 p>0.05

Calismalarimiz sonucu elde edilmis olan degerlerin sekilsel gosterimleri asagida
verilmistir.

Komplikasyonlu ve komplikasyonsuz gruplarin  glukoz  sonuglarinin
karsilastirilmasina ait grafik Sekil 4.1°de verilmistir. Komplikasyonlu ve

komplikasyonsuz gruplarin total kolesterol sonuglarinin karsilastirilmasia ait grafik
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Sekil 4.2 ‘de verilmistir. Komplikasyonlu ve komplikasyonsuz gruplarin LDL-K
sonuglarin karsilastirilmasina ait grafik Sekil 4.3 ‘de verilmistir. Komplikasyonlu ve
komplikasyonsuz gruplarin HDL-K sonuglarinin karsilastirilmasia ait grafik Sekil
4.4‘de verilmistir. Komplikasyonlu ve komplikasyonsuz gruplarin trigliserid
sonuglariin karsilastirilmasina ait grafik Sekil 4.5 ‘da verilmistir. Komplikasyonlu ve
komplikasyonsuz gruplarin VLDL sonuglarinin karsilastirilmasina ait grafik Sekil
4.6°da verilmistir. Komplikasyonlu ve komplikasyonsuz gruplarin HbAlc sonuglarinin
karsilastirilmasina ait grafik Sekil 4.7°de verilmistir.

Sekil grafiklerinde iist ve alt ¢izgiler standart sapmayi, orta ¢izgi medyan
(bulgularin %50’sinin toplandig1 kisim), medyanin iistii dagilimin %75’ini, medyanin
altt dagilimin %25’in1 géstermektedir.

Yapmis oldugumuz ¢alisma sonucu elde ettigimiz bulgulara ait grafikler asagida

verilmistir.
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Sekil 4.1. Komplikasyonsuz (Yok) ve komplikasyonlu (Var) gruplarin glukoz degerlerinin

karsilastiriimasi.
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Sekil 4.2. Komplikasyonsuz (Yok) ve komplikasyonlu (Var) gruplarin total kolesterol degerlerinin

karsilastiriimasi.
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Sekil 4.3. Komplikasyonsuz (Yok) ve komplikasyonlu (Var) gruplarin LDL-K degerlerinin

karsilagtirilmasi.

100

801

T 609
[@)]
E
X
a

40+
T

204

0

Yok Var

Gruplar

Sekil 4.4. Komplikasyonsuz (Yok) ve komplikasyonlu (Var) gruplarin HDL-K degerlerinin

karsilastiriimasi.
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Sekil 4.5. Komplikasyonsuz (Yok) ve komplikasyonlu (Var) gruplarin trigliserid degerlerinin

karsilastiriimasi.
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Sekil 4.6. Komplikasyonsuz (Yok) ve komplikasyonlu (Var) gruplarin VLDL degerlerinin

karsilagtirilmast.
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10+ JE—

HbA1-c (mg/dl)

Yok Var

Gruplar

Sekl 4.7. Komplikasyonsuz (Yok) ve komplikasyonlu  (Var) gruplarin HbAl-c degerlerinin

karsilagtirilmast.

Komplikasyonlu ve komplikasyonsuz gruplarda R3500Q mutasyonu goriiliip
goriilmemesine ait bulgular Tablo 4.2°de verilmistir. R3500Q mutasyonu komplikasyonlu
grupda %19.23, herhangi bir komplikasyonu olmayan grupda %15.00 ve tiim gruplarda %17.39
bulunmustur. Komplikasyonlu ve komplikasyonsuz gruplarda R3500Q mutasyonu goriiliip
goriilmemesine iliskin X istatistik sonuglari tablo 4.3’de verilmistir.

Bu tablolardan goriildiigi gibi komplikasyonlu ve komplikasyonsuz gruplar

arasinda R3500Q mutasyonu goriiliip goriilmemesi yoniinden istatistiksel olarak anlaml

bir fark bulunmamuistir. (p>0.05)
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Tablo 4.2. Komplikasyonlu ve komplikasyonsuz gruplarda R3500Q mutasyonu goriiliip

goriilmemesine ait bulgular.

KOMPLIKASYONU OLMAYAN GRUP

KOMPLIKASYONU OLAN GRUP

HastaNo | Apo B tipi Apo B tipi
1 |HOMOZIGOT Apo B ARG HOMOZIGOT Apo B ARG
2 |HOMOZIGOT Apo B ARG HOMOZIGOT Apo B ARG
3 |HOMOZIGOT Apo B ARG HOMOZIGOT Apo B ARG
4| HOMOZIGOT Apo B ARG HOMOZIGOT Apo B ARG
5|HOMOZIGOT Apo B ARG HOMOZIGOT Apo B ARG
6 |HOMOZIGOT Apo B ARG HOMOZIGOT Apo B ARG
7 |HOMOZIGOT Apo B ARG HOMOZIGOT Apo B ARG
8 |HETEROZIGOT Apo B ARG/Apo B GLN |HOMOZIGOT Apo B ARG
9 | HOMOZIGOT Apo B ARG HOMOZIGOT Apo B ARG
10 [HOMOZIGOT Apo B ARG HOMOZIGOT Apo B ARG
11 |HOMOZIGOT Apo B ARG HOMOZIGOT Apo B ARG
12 |[HOMOZIGOT Apo B ARG HOMOZIGOT Apo B ARG
13 |HOMOZIGOT Apo B ARG HOMOZIGOT Apo B ARG
14 | HOMOZIGOT Apo B ARG HOMOZIGOT Apo B ARG
15 |HETEROZIGOT Apo B ARG/Apo B GLN |HETEROZIGOT Apo B ARG/Apo B GLN
16 |[HOMOZIGOT Apo B ARG HOMOZIGOT Apo B ARG
17 |HETEROZIGOT Apo B ARG/Apo BGLN |HETEROZIGOT Apo B ARG/Apo B GLN
18 |[HOMOZIGOT Apo B ARG HETEROZIGOT Apo B ARG/Apo B GLN
19 | HOMOZIGOT Apo B ARG HOMOZIGOT Apo B ARG
20 | HOMOZIGOT Apo B ARG HETEROZIGOT Apo B ARG/Apo B GLN
21 HETEROZIGOT Apo B ARG/Apo B GLN
22 HOMOZIGOT Apo B ARG
23 HOMOZIGOT Apo B ARG
24 HOMOZIGOT Apo B ARG
25 HOMOZIGOT Apo B ARG

[\e}
(o)}

HOMOZIGOT Apo B ARG
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Tablo 4.3. Komplikasyonsuz ve komplikasyonlu gruplarda R3500Q mutasyonu goriiliip
goriilmemesine iliskin X istatistik sonuglart.

Komplikasyon
Var Yok
n | %* n | %* Toplam Y%o**
Mutant 5 1625 3 37,5 |8 17,4
Genotip |Normal 21 |553 17 (44,7 |38 82,6
Toplam 26 |56,5 20 43,5 |46 100,0

* satir ylizdesi
** stitun yiizdesi

Risk Tahmini
Deger |95% Giiven Aralig
Diisiik Yiiksek

Olasilik Oranmi 1,35 0,28 6,47
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5. TARTISMA

Le Tensorer’e gore R3500Q mutasyonu mezolitik cagda yasayan ortak atalar
arasinda ortaya ¢ikmistir (10000-6000 yil dnce).'” R3500Q mutasyonu Avrupalilar
tarafindan kolonize edilen Avusturalya, Kuzey Amerika, Preneslerde ve Alplerin
kuzeyindeki  merkezi Avrupadaki populasyonda baskin oldugu i¢in Myant ve
arkadaglar1 bu mutasyonun yaklasik olarak 7000 yil 6nce merkezi Avrupada ilk kez
ortaya ¢iktigini ileri siirdii.'”

Insan viicudunda kolesterolii karacigerden perifere tasityan esas lipoprotein
LDL’dir. Sirkiilasyondaki LDL’lerin  %30’u LDL (Apo B-E) reseptorleri ile
uzaklastirilmaktadir. Karacigere giren LDL’ler lizozomal aktivite ile parcalanir.
Kolesterol sentezinin inhibisyonu sonucu karaciger hiicresinden ¢ikan kolesterol azalir.
Plazma LDL seviyesinde, karacigere giren LDL seviyesinde ve enzimin inhibisyonunda
azalma olur. Bunun disinda bu yol LDL reseptorleri ile de kontrol edilmektedir.

Apolipoprotein B, 4536 aminoasit igeren biiylik bir proteindir ve LDL
reseptorleri i¢in ligand olarak gorev goriir. Apo B geni birkag sekil ve mutasyonlar
icermektedir. Bu mutasyonlardan biri de R3500Q mutasyonudur. Bu mutasyon,
mutasyona ugramis LDL’nin reseptoriine baglanma aktivitesini azaltmakta ve
hiperlipidemiye neden olmaktadir.

Diabet genellikle plazma lipoproteinlerinde anormal degisikliklerle birlikte
goriiliir. VLDL, trigliserit konsantrasyonlarinda artma en ¢ok goriilen lipoprotein
anormallikleridir.

Son yillarda diabetin genetik temelleri tizerindeki ¢aligmalar yogunluk kazanmus,
arastiricilar diabeti molekiiler diizeyde inceleyerek, bu hastalikla ilgili bir defekt

bulmaya c¢alismaktadirlar. Diabetik hastalarin lipid metabolizmalarinin bozuk olmasi

bunlarda Apolipoprotein B geni ile ilgili bir defektin olabilecegini bize
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diistindiirtmiistiir. Bu amagla calismamizda NIDDM’ 1i hastalarda Apolipoprotein B
geninde goriilen R3500Q mutasyonu ve bu mutasyonun serum lipid profili ile iliskisini
inceledik.

Apolipoprotein B-100 VLDL, IDL, LDL gibi lipoproteinlerin yapisal proteini
olmasmin yaninda LDL 'min LDL reseptoriine baglanmasinda rol oynamaktadir. LDL
'nin kandaki kolesteroliin % 70 'ini tasidig1 géz oniine alinirsa bu proteindeki kolesterole
baglanmasinmi etkileyen bir degisikligin hiperkolesterolemiye yol agacagi siiphesizdir.
Bu yiizden Apolipoprotein B-100 'de mutasyon arastirmasi yapmak uygundur.

R3500Q mutasyonu, apolipoprotein B-100 'de bir amino asit degilskligine yol
acarak bu proteinin LDL reseptoriine baglanmasin1 bozan ve ailevi defektif apo B-100
(FDB) olarak adlandirilan tabloya yol agan mutasyondur .'"”'" Apo B-100 proteininin
3500 iincli amino asidi normal proteinde arginin iken bu mutasyonun varliginda 3500
lincli amino asit glutamin olarak yer alir. Buna yol agan gendeki tek bir baz degisikligi
olup dizi CCG 'den CAG 'ye degisir. Sonugta tek bir amino asit degisikligi proteinin
sekonder ve/veya tersiyer yapisini degistirerek LDL reseptoriine baglanmasini azaltir.
Bu mutasyon sonucu heterozigot bireylerin LDL'sinin LDL reseptorlerine baglanma
aktivitesi, in vitro baglanma deneylerinde, normal LDL'nin %32 'si kadardir .'"!

Orta Avrupa’nin Ozellikle Isvigre (1:209) ve Belgika'nin (1:250) yiiksek
frekansta R3500Q mutasyonuna ev sahipligi yaptig literatiirde belgelenmistir.'>'"

Amerikada prevalansi artan kronik hastaliklar i¢inde en 6énemlisi NIDDM olarak
belirlenmis ve NIDDM daki esas o6liim sebebi ise koroner arter hastaliklari olarak
bulunmustur. Bu durumun en 6nemli faktorlerinden birisi diabette lipoproteinlerdeki
artistir. Lipoproteinlerdeki bu anormallikler diizeltildigi taktirde, NIDDM da koroner

arter hastaliklarinin gelisimi dnlenir. '
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Bu ¢alismanin amaci Erzurum bélgesindeki NIDDM’li Tiirk populasyonunda
Apo B R3500Q mutasyonunun goriilme sikligini ortaya ¢ikarmaktir.

Yapilacak molekiiler testlerin sensitivitesini niikleik asit iiriinli, saflik derecesi
ve amplifikasyon reaksiyonuna katilacak DNA miktar1 belirlemektedir.

Geleneksel manuel niikleik asit ekstraksiyon yontemlerinin aksakliklar1 uzun
zaman gerektirmeleri, cok yorucu olmalari, kontaminasyon ihtimalinin ¢ok fazla olmasi
ve islemin kalitesinin uygulayan kisiye bagli olmasi yani hata ihtimalinin yiiksek olmasi1
olarak sayilabilir.

Otomatik DNA izolasyon yontemlerinin faydalar ise testin dogruluk derecesini
ve tekrarlanabilirligini artirmalari, insan kaynakli hatalart minimuma indirmeleri ve ¢ok
sayida numuneyi ¢ok daha kisa siirede ¢alismamizi saglamalari olarak siralanabilir.
Ornegin bizim kullandigimz QuadroProbe QP10 (Bee Robotics, UK) cihazla 50
dakikada 48 6rnekten DNA elde edilebilmektedir.

Otomatik DNA izolasyon yoOntemlerinin bu avantajlarindan  dolay1
caligmalarimizda 6zel polimerle kapli manyetik bilye teknigini kullanarak, taze veya
dondurulmus tam kan orneklerinden DNA izolasyonuna imkan veren QuadroProbe
QP10 otomatik DNA izolasyon sistemini kullandik.

Yapmis oldugumuz ¢alisma sonucu elde etti§imiz biyokimya parametrelerine ait
ortalama sonuglar Tablo 4.1°de verilmistir.

Bu tablodan goriildiigii gibi komplikasyonlu grup ile komplikasyonu olmayan
grubun ayni parametreleri (Glukoz, Total Kolesterol, LDL-K, HDL-K, Trigliserid,
HbAlc, VLDL) arasinda istatistiksel olarak anlamli bir iliski gozlenmemistir.

Gruplar arasinda R3500Q mutasyonu goriilme sikligi bakimindan anlamli bir

iliski bulunmamustir.
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Apo B-100 LDL nin bir i¢ bilesimidir ve LDL reseptorii i¢in ligant olarak gorev
yapar. Bundan dolayr Apo B genindeki mutasyonlar fonksiyonel faliyetlerini 6nemli
Olclide degistirirler ve LDL reseptoriine baglanmay1 azaltarak LDL partikiillerinin
klirensini geciktirirler. Sonraki durum genellikle aterosklerozun erken baglama riskiyle
birlikte ¢ok ciddi veya orta diizyde hiper kolesterolemiye neden olur.''>''®

Yapmis oldugumuz c¢alismada herhangi bir komplikasyonu olan ve olmayan
NIDDM’ li kisilerde Apolipoprotein B polimorfizminin dagilimi incelendi ve daha 6nce
yapilmis olan saglikli popiilasyonlardaki dagilimlarla karsilastirildi. Tablo 4.2 ve Tablo
4.3’de de goriildiigii gibi herhangi bir komplikasyonu olan ve olmayan NIDDM lu
kisilerde Apolipoprotein B genotiplerinin dagilimi arasinda belirgin bir fark
goriilmemistir. Bu sonug da bize herhangi bir komplikasyonu olan ve olmayan NIDDM’
li kisilerde Apolipoprotein B-100 R3500Q ilgili bir defektten s6z edilemeyecegini
gostermektedir.

R3500Q mutasyonunun genis bir cografya ve niifus dagilimi degisimine sahip
oldugu bilinir. Bu dagilim Avrupada en diisiik 1:1250 en yiiksek 1:71 seviyesindedir'’
ve ortalama niifus yogunlugu Kuzey Amerika ve Merkezi Avrupa’da 1:500 ile 1:700
arasindadir.''®'* Nufus arastirmalar1 Avrupanin degisik bdlgelerindeki mutasyon
sikligini1 degerlendirmek i¢in yapilmaistir.

R3500Q mutasyon siklig1 avrupanin merkezinde yiiksek oldugu ve dogudan
batrya gittikce azaldig1 icin Ispanya, Tiirkiye ve Israil gibi Akdeniz iilkelerinde
tamamen ortadan kaybolur.”' Bu yiizden Erzurum Bélgesinde de yaygin olmamasi
bulgusu literatlir arastirmalari ile uyumludur. Literatiir taramalarinda 6zellikle Erzurum

Yoresinde NIDDM’li hastalarda R3500Q mutasyonu ile ilgili herhangi bir ¢aligmaya

rastlanmamistir. Calismamiz Erzurum Bolgesinde bu mutasyonla ilgili degerli bilgiler
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sunar ve R3500Q mutasyonunun NIDDM hastalarindaki roliinii degerlendirmek

amaciyla gelecekteki caligmalara 6ncii olmustur.
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6. SONUC

Kaynak taramalarinda Tiirk toplumunda Tip 2 diabetiklerde apo B R3500Q

mutasyonunu ve serum lipid profili ile iligkisini arastiran bir caligmaya rastlanmamastir.

Bu calisma ile Erzurum yoresindeki Tiirk populasyonunda Tip 2 diabetiklerde
apo B R3500Q mutasyonunun lipid ve apolipoprotein diizeylerine etkisi ilk kez ortaya
cikarilmistir. Herhangi bir komplikasyonu olan ve olmayan Tip 2 diabet gruplan ele
alinip karsilastirildiginda R3500Q mutasyonu goriilme sikliklari arasinda anlamli bir

fark bulunmamustir.

Calismamiz Erzurum Bolgesinde bu mutasyonla ilgili degerli bilgiler sunar ve
R3500Q mutasyonunun NIDDM hastalarindaki roliinii degerlendirmek amaciyla

gelecekteki ¢alismalara basamak teskil edecektir.
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