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OZET

DIABETIiK NOROPATIDE SiIRKADIEN RiTiM GENLERINDEN PER3’UN
INCELENMESI

Riistemoglu, Hiisniye
Doktora Tezi, Tibbi Biyoloji Anabilim Dali
Tez Danismant: Dog. Dr. Serbiilent Yigit

Diyabet (Diabetes Mellitus- Seker Hastaligi), glinlimiizde tim diinyada ve Tirkiye’de
gittikge artan siklikta gézlenen saglik problemidir. Bu hastalik viicutta insiilin saliniminda
(Tip 1), insiilinin etki mekanizmasinda (Tip II) veya bu islevlerin her ikisinde de meydana
gelen bozukluk ile kendini gosteren ve hiperglisemi ile karakterize edilen kronik bir
hastaliktir. Diyabetli hastalarda diyabet tanist1 konuldugunda hastalarin %10 unda
mikrovaskiiler komplikasyonlardan diyabetik noropati gelistigi tespit edilirken, 20.y1l
sonunda noropatili hastalarin %50 civarlarinda tespit edildigi gozlemlenmistir.

Sirkadiyen ritim, diinyanin kendi ekseni etrafindaki dongiisiiniin bir sonucu olarak,
organizmalarin giindiiz ve gece ile iligkili ¢evresel degisikliklere (6rnegin aydinlik-karanlik
ve sicaklik dongiileri) maruz kalmasi sonucu fizyolojiyi ve metabolizmay1 giinilin saatine
gore optimize etmek ve uyarlamak i¢in hiicresel siireclerin zamanlamasini diizenleyen bir
sistemdir. Sirkadiyen ritmin arkasindaki temel molekiiler mekanizmalar saat genleri
tarafindan kontrol edilmektedir.

Bu tez calismasinda literatiirde ilk kez sirkadiyen ritim genlerinden PER3’iin VNTR
polimorfizminin niyabetik néropatigelisimi lizerine etkileri aragtirtlmigtir. Bu amagla Tokat
Gaziosmanpasa Universitesi Tip Fakiiltesi Arastirma ve Uygulama Hastanesi I¢ Hastaliklari
Anabilim Dali’na bagvuran Diyabet tanis1 almis 84 ve diyabetik ndropati tanis1 almis 220
hasta ile kontrol grubu olarak saglikli 218 birey incelenmistir. PER3 geni VNTR
polimorfizmi goniilliilerin periferik kan 6rneklerinden izole edilen DNA’lar kullanilarak
klasik PZR yOntemi ile tespit edilmistir.

Calisgmamizda elde edilen veriler incelendiginde diyabetik néropati hastalar1 ile kontrol ve
diyabet gruplari arasinda PER3 VNTR polimorfizmi bakimindan istatistiksel anlamli bir fark
gozlenmemistir. Ancak, kontrol gurubu ile diyabet grubu arasinda 6zellikle 5/5 genotipi ve
5 alleli bakimindan hasta grubu ile kontrol grubu arasindan anlamli fark tespit edilmistir
(p<0.05).

Sonug olarak, diinyada ilk kez, sirkadiyen ritim genlerinden PER3 geni VNTR polimorfizmi
ile diyabetik noropati ve diyabet arasinda iligki incelenmistir. Elde ettigimiz sonuglar
PER3’lin diyabetle iliskili olabilecegini fakat diyabetik néropati ile iliskili olmadigini
gostermistir.

AnahtarKelimeler: Diyabet, Diabetik Noropati, PER3, VNTR



SUMMARY

INVESTIGATION OF PER3 OF THE CIRCADIENE RHYTHM GENES IN
DIABETIC NEUROPATHY

Rustemoglu, Husniye
Doctoral Thesis, Department of Medical Biology
Thesis Advisor: Assoc. Dr. Serbulent Yigit

Diabetes (Diabetes Mellitus- Diabetes) is a health problem that is observed with increasing
frequency all over the world and in Turkey today. This disease is a chronic disease
characterized by hyperglycemia, manifested by a defect in insulin secretion (Type I), the
mechanism of action of insulin (Type Il), or both of these functions. When diabetes was
diagnosed in diabetic patients, it was observed that 10% of the patients developed diabetic
neuropathy due to microvascular complications, while at the end of the 20th year, it was
observed that around 50% of the patients with neuropathy were detected.

The circadian rhythm is a system that regulates the timing of cellular processes to optimize
and adapt physiology and metabolism to the time of day, as a result of the Earth's rotation
around its axis, as a result of which organisms are exposed to environmental changes
associated with day and night (for example, light-dark and temperature cycles). The basic
molecular mechanisms behind the circadian rhythm are controlled by clock genes.

In this thesis, the effects of the VNTR polymorphism of PER3, one of the first circadian
rhythm genes in the literature, on the development of diabetic neuropathy were investigated.
For this purpose, 84 patients diagnosed with only diabetes and 220 patients diagnosed with
diabetic neuropathy, who applied to Tokat Gaziosmanpasa University Faculty of Medicine
Research and Practice Hospital, Department of Internal Medicine, and 218 healthy
individuals as the control group were examined. PER3 gene VNTR polymorphism was
detected by classical PCR method using DNAs isolated from peripheral blood samples of
volunteers.

When the data obtained in our study were examined, no statistically significant difference
was observed between diabetic neuropathy patients, control and diabetes groups in terms of
PER3 VNTR polymorphism. However, a significant difference was found between the
control group and the diabetes group, especially in terms of 5/5 genotype and 5 alleles,
between the patient group and the control group (p<0.05).

In conclusion, first in the world, the relationship between PER3 gene VNTR polymorphism
and diabetic neuropathy and diabetes, was investigated. Our results showed that PER3 may
be associated with diabetes but not with diabetic neuropathy.

Keywords: Diabetes, Diabetic Neuropathy, PER3, VNTR.
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1.GIRIS

Diyabet, insiilin salinimi, insiilin etkisi veya her ikisindeki bozukluklardan
kaynaklanan hiperglisemi ile karakterize bir grup metabolik hastaliktir. Tarih gézden
gecirildiginde, "diyabet" teriminin ilk olarak Memphis Apollonius tarafindan MO 200 ila
300 civarinda kullanildig1 goriilmektedir (Goyal ve Jialal, 2022).

Diyabetli hasta sayis1 yayilisina bakildiginda 1900’lerde gozle goriiliir bir artis
gosterirken, 2000°lerden itibaren diinya tlizerinde patlama yasandig1 goze ¢arpmaktadir.
Bu hizli artig, hastaligin yarattig1 komplikasyonlar ve ekonomik yiikle birlestiginde
diyabet, 21.ylizy1lin en biiylik saglik sorunlarindan biri haline gelmistir (Zheng ve ark.,
2018).

Uluslararasi Diyabet Federasyonu’nun (IDF) 2000 yilindan bu yana yayinladigi
bilgilere gore, yetiskin diyabet hasta (Sekil 1.1) sayis1 giinden giine artmis ve 2021
verilerine gore yarim milyardan fazla kiside goriilmeye baglanmistir. Sekil 1.1°den de
goriildiigii iizere, bu rakamin 2030 yil1 itibariyle 643 milyon ve 2045 yilina kadar ise 783
milyona ulasacag1 éngoriilmektedir. Ulkemizi de igine alan Avrupa bdlgesinde 2021
itibariyle 10 yetiskinden birini de ifade eden 61.5 milyon diyabet hastasi olup, diyabetli
kisilerin tigte birinden fazlasina (27.45 milyon- %45) tan1 konulmamis ve zararli ve
maliyetli komplikasyonlar gelisimi agisindan yiiksek risk altindadirlar. Tiirkiye 9 milyon
diyabet hastas1 ile, Avrupa bolgesindeki en cok diyabetli hasta sayisina sahiptir
(International Diabetes Federation (IDF), 2021).



20-79 yas grubunda global diyabet proevakans tahminleri 20-79 yas grubunda olasi global diyabet prevalans
(milyon) projeksiyonlar: (milyon)

Anahtar
a Projeksiyonun miyon ile ifadesi

milyonla ifadesi 2003 Projeksiyonun yapildig: yil

Anahtar
E 'Diyabetli kisi say1sinin
Sekil 1.1: Tahmini diyabetli yetigkin sayilar1 (milyon) (IDF Diyabet Atlasi

1'den 10'a kadar) (International Diabetes Federation (IDF), 2021)

Ote yandan, 2021°de diyabet i¢in yapilan global saglik harcamalar1 966 milyar
dolar1 bulmustur ve bu rakamin 2030 y1li itibariyle 1030 milyar ve 2045 yilinda ise 1050
milyar dolara ulasacag: tahmin edilmektedir. Ulkemizin de iginde bulundugu Avrupa ise
2021 yilinda 189 milyar dolar saglik harcamasinda bulunmustur (International Diabetes
Federation (IDF), 2021). Diyabetli hastalarin %90’1inda tip 2 diyabet bulunmakta olup
(Zheng ve ark., 2018), bu finansal yiikiin biiyiikk ¢ogunlugu tip 2 diyabet

komplikasyonlarinin yonetimine harcanmaktadir.

Tip 1 diyabet ve diger tip diyabetler ylizde 5 ila 10 diizeylerinde olurken, tip 2
diyabet en yaygin ¢esit diyabet olarak varligini siirdiirmeye devam etmektedir. Tip 2
diyabet, oncesinde yaslilarda hafif bir rahatsizlik olarak algilanirken, simdilerde profil
degistirerek genc yetiskinleri ve hatta hastaligin seyrinin daha agresif goriildiigii cocuklari
bile etkilemektedir (Zheng ve ark., 2018).

Diisiik ve orta gelirli toplumlarda artan tip 2 diyabet salgini, diyabeti etkin
sekilde kontrol altina almak igin etkili stratejiler alinmazsa, vaskiiler komplikasyonlari

nedeniyle kiiresel ¢apta ciddi artiglara neden olacagina isaret etmektedir. (Mohan, 2017)



Diyabet, diinya ¢apinda dliime en ¢ok sebebiyet veren 10 nedenden biridir.
Yapilan degerlendirmelerde 2019 yilinda 20-79 yas grubundaki diyabet ve
komplikasyonlar1 kaynakli 6liimlerin 4.2 milyonu buldugu tahmin edilmektedir. Bu her
8 saniyede bir oliime denk diiser. 20-79 yas grubundaki diyabetle iliskilendirilen
Olimlerin neredeyse yarist (%46.2) 60 yas altindaki ¢alisma c¢agindaki insanlardir.
Ulkemizi de kapsayan Avrupa bdlgesinde, 2019 yili1 itibariyla 465,900 diyabet kaynakli
Oliim oldugu bildirilmistir. Farkli gelir gruplar arasinda, diyabet kaynakli 6liimlerde en
yiiksek rakamlar %59 ile Rusya Federasyonu, Tiirkiye ve Ukrayna’y1 igeren orta-gelirli
tilkelerde gortlmustir (Williams ve ark., 2021).

Diyabetli hastalarda diyabet tanis1 konuldugunda hastalarin  %10’unda
mikrovaskiiler komplikasyonlardan diyabetik noropati gelistigi tespit edilirken, 20.y1l
sonunda noropatili hastalarin %50 civarlarinda tespit edildigi gozlemlenmistir. Tip 2
diyabet, 21.ylizyilin en 6nemli halk sagligi sorunlarindan biri ve kiiresel boyutlarda
stirekli biiyliyen muazzam bir felaket haline gelmistir (International Diabetes Federation
(IDF), 2021).

Diinyanin kendi ekseni etrafindaki dongiisiiniin bir sonucu olarak, organizmalar
giindiiz ve gece ile iliskili ¢cevresel degisikliklere (6rnegin aydinlik-karanlik ve sicaklik
dongiileri) maruz kalir. Cogu organizma “sirkadiyen saat” olarak adlandirilan 24 saate
yakin bir ritimle dahili bir zamanlama sistemi gelistirmistir (Pittendrigh, 1960). Bu
biyolojik saat, fizyoloji ve metabolizmay1 giiniin saatine gdre optimize etmek ve
uyarlamak i¢in hiicresel siireclerin zamanlamasini diizenler. Sirkadiyen saat sistemi,
siyanobakteriler (Mori ve Johnson, 2000) gibi prokaryotlardan memeliler (Reppert ve
Weaver, 2001) gibi oOkaryotlara kadar tiim tiirler arasinda korunmaktadir. Memeli
sirkadiyen sistemi, hipotalamusun suprachiasmatik ¢ekirdeginde (SCN) merkezi bir saat
ve viicudun hemen hemen tiim diger hiicrelerinde ve dokularinda periferik saatlerden
olusur (Mohawk ve ark., 2012).

Sirkadiyen ritmin arkasindaki temel molekiiler mekanizmalar saat genleri
tarafindan kontrol edilmektedir. Sirkadiyen ritim genleri iki transkripsiyon faktdriinden
(CLOCK ve BMALLI) ve bunlarin hedefleri olan Period (PER1, 2, ve 3), Cryptochrome
(CRY 1 ve CRY 2) genlerinden olusur (Sancar ve ark., 2010). Bir histon asetil transferaz
olan CLOCK (circadian loco motor output cycles kaput), bir transkripsiyon faktorii olan
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ve ARNTL (Aryl hydrocarbon receptor nuclear translocator-like protein 1) olarak da
bilinen BMAL 1 (Brain and Muscle ARNT-Like 1) ile heterodimerize oldugunda aktive
olur. Bu kompleks sirkadiyen ritimde gorev alan diger saat genlerinin (PER1, 2, 3 ve
CRY 1, CRY 2 gibi) transkripsiyonu saglar (Kondratov, 2007). Bu saat gen iiriinlerinden
olan PER proteinleri hem biri birleriyle hem de diger proteinler ile etkilesimlerini
saglayan ardi ardina iki PAS bélgesi icerir. U¢ PER proteininden biri olan PER 3 ritim
tiretimi i¢in gerekli olmamakla birlikte saat kontrolii altindadir. Diger PER proteinleri
PER 1 ve PER 2 saatin merkezi bilesenleridir (Beckett ve Roden, 2009).

Sirkadiyen bozulma onlarca yildir diyabet ve diger metabolik bozukluklarla
epidemiyolojik olarak iligkili olmasina ragmen, ancak son zamanlarda altta yatan
molekiiler mekanizmalar1 daha iyi anlagilmaya baslanmistir. Deneysel sirkadiyen
bozulma, gen-delesyonu fare modelleri kullanilarak gevresel veya genetik faktorlerin
manipiilasyonu yoluyla yapilan ¢alismalar, sirkadiyen ritimlerin tiim viicut
metabolizmasindaki énemini gdstermistir. Ozellikle farelerdeki B hiicrelerinde ¢ekirdek
saat genlerinin mutasyona ugratilmasiyla yapilan ¢alismada diizenleyici fonksiyonda
i¢sel B hiicre saatinin 6nemini gostermistir. Elde edilen veriler, tim viicudun veya sadece
B -hiicre saatinin bozulmasi, mitokondriyal fonksiyonda onemli Slgiide bozulmaya,
vezikiiler transportun bozulmasina, B -hiicrelerinde oksidatif strese neden oldugunu
gostermektedir. Bdylece, bozulmus glikoz metabolizmasi ve insiilin sekresyonu
sonucunda diyabet gelisimine yol agar (Lee ve ark., 2018).

Ardisik tekrar polimorfizmler insan genomunda belirli baz dizilimlerinden olusan
cekirdek tinitenin ¢esitli sayilarda ardarda tekrari ile olugmaktadir. Dizinin tekrar sekansi
birbirine benzemekte, ancak tekrarin sayisina bagl olarak olusan baz dizisinin uzunlugu
popiilasyondaki bireyler arasinda farkliliklar gostermektedir. Bu polimorfizmler tekrar
biriminin uzunluguna bagl olarak kisa (2-6 niikleotit) veya daha uzun (7-70 niikleotit)
olarak smiflandirilmaktadirlar. Kisa tekrar birimine sahip olanlar Kisa Ardisik Tekrarlar
(Short Tandem Repeats- STRs), daha uzun sayida tekrar birimine sahip olanlar ise
genellikle Degisen Sayida Ardarda Tekrarlar (Variable Number of Tandem Repeats;
VNTRs) olarak bilinmektedir. VNTR'lar tekrar birimleri igerisinde ayrica kisa delesyon
ve insersiyonlar velveya tek niikleotit polimorfizmleri (Single Nucleotide

Polymorphisms- SNPs) igerebilirler (Jeffeys ve ark, 1985; Sulovari ve ark, 2019).



Bu calismada Tip 2 Diyabetik ndropatili hastalarda sirkadiyen ritim genlerinden
biri olan PER3 genindeki VNTR polimorfizminin dagilimini belirlemek ve hastalik ile
PER3 genindeki bu polimorfizm arasinda anlaml1 bir iligkinin olup olmadigin1 saptamak

amagclanmustir.

2.GENEL BILGILER

2.1 Diyabetes Mellitus

Diyabetes mellitus (DM), veya daha basitge ifade edebilecegimiz gibi diyabet,
kisinin pankreasindaki beta hiicrelerinden insiilin hormonunun yeterince veya hig
tiretilemedigi ya da trettigi insiilini etkin olarak kullanamadigi i¢in kaninda gereginden

fazla glukoz varliginda olusan kronik ve metabolik bir bozukluk durumudur (Mohan,
2017).

Diyabetin kronik etkileri hiperglisemi, disfonksiyon, uzun siireli hasar ile
birlikte, 6zellikle bobrekler, gozler, sinirler, kalp ve kan damarlar1 basta olmak iizere
cesitli dokulardaki hasarlarla ile iliskilidir. Baz1 patojenik siiregler Diyabet gelisiminde
yer almaktadir. Bunlar, pankreasin B hiicrelerinin otoimmiin yikimindan, sonugta insiilin
eksikligine ve insiilin etkisine diren¢ gibi anormalliklere kadar degisir. Diyabette
metabolizmadaki (karbonhidrat, yag ve protein) anormalliklerin temeli, insiilinin hedef
dokular tizerindeki yetersiz etkisidir. Yetersiz insiilin etkisi, yetersiz insiilin sekresyonu

ve / veya doku yanitlarinin azalmasindan kaynaklanir (Goyal ve Jialal, 2022).

Insiilin sekresyonunda bozulma ve insiilin etkisindeki bozukluklar ayni hastada
siklikla bir arada bulunur ve hiperglisemi s6z konusuysa bu anormalliklerin hangisinin
tek basina bunun birincil nedeni oldugu genellikle belirsizdir. Diyabetin
patofizyolojisindeki ilk kesifler dogasi itibariyle tarihsel olarak temel (ve tanisal)
karakteristigi oldugu diisiiniilen poliiiriye baglanir. Hatta diyabet terimi de bobrekten agiri
idrar gecisini belirtmek amacgli eski Yunancada ‘geg¢is’ anlamina gelen ‘diabainen’
kelimesinden tiiremistir (Zaccardi ve ark., 2016). Diyabetin tarihsel akigindaki onemli

olaylar Tablo 2.1°de verilmistir.



Tablo 2.1: Diyabetin Tarihsel Akisindaki Onemli Olaylar (Goldman, 2017)

M.O. 1500 dolaylarinda, Ebers
Papyrus

M.O. 230, Apollonius of
Memphis

M.S. 1.Yiizyil, Aulus Cornelius
Celsus

M.S. S.ylizyll, Susruta and
Charaka, Hindistan

1776, Mathew Dobson, Ingiltere

1869, Paul Langerhans, Almanya

1889, Oscar Minkowski, Joseph
von Mehring, Almanya

1893, Edouard Laguesse, Fransa
1907, Georg Zuelzer, Almanya
1921-1922, Frederick Banting,

Charles Best, James Collip, and
John J.R. Macleod, Kanada

1928, Almanya
1939, C. Ruiz, L.L. Silva,

Arjantin

1958, Frederic Sanger, Biiyiik
Britanya

1959, Rosalyn Yalow and
Salomon Berson, USA

1966, University of Minnesota,
USA

Eski Misirli hekimler tarafindan diyabete ilk yazili referans

Hastaliga diyabet isminin verilmesi (bobrekten asiri idrar gegisini
belirtmek i¢in  ‘gecis’ anlaminda, Yunanca ‘diabainen’
kelimesinden tiiremistir)

Diyabetin ilk klinik tanimlanmasi

Tip 1 ve Tip 2 diabetes mellitus arasindaki ilk ayrim

Diyabetik bireylerin idrarindaki tatlandirici maddenin seker
oldugunun belirlenmesi

Pankreas kanallar1 tarafindan bosaltilmayan, pankreastaki kiigiik

hiicre kiimelerinin kesfi. Bu hiicre kiimeleri daha sonra “Langerhans
adaciklar1” olarak adlandirildi

Hemen diyabet gelisimine neden olmasi icin kopeklerdeki
pankreasin kaldirilmasi

Langerhans adaciklar1 antidiyabetik maddenin kaynagi olabilir

Diyabetik kopeklerde kan ph’imi artiran, idrardaki sekeri azaltan,
Zuelzer tarafindan iiretilen, pankreatik 6z “acomatol”

Kopegin pankreatik 6zlerinin idrar sekerini diisiirdigii gosterildi.
Diyabetik hasta i¢in saf pankreatik 6ziin ilk basarili klinik
kullanimi. Eli Lilly Sirketi insiilinin ticari gelistirilmesi iizerine

caligmalara baglar.

Diyabet tedavisi i¢in oral yoldan uygulanan Synthalin—a guanidin
tiirevi

Siilfonamid antibiyotiklerin hipoglisemik o6zellikleri ilk kez
gozlendi

Sigir insiilinin yapisal formiilii icin Nobel Odiilii

Radyoimmiinanalizin (RIA) gelistirilmesi. Rosalyn Yalow, RIA
i¢in 1977de Nobel Odiilii ald.

Uygulanan ilk pankreas nakli




1969, Dorothy Hodgkin, Biiyiik
Britanya

1978, Robert
Goeddel, USA

Crea, David

1985, Ora M. Rosen, USA

1993, Diabetes Control and
Complications Trial, USA

1998, United Kingdom
Prospective  Diabetes  Study,
Biiyiik Britanya

2001, Diabetes  Prevention

Program, USA
2003, Human Genome Project

2007, First Genome-Wide
Association Studies for Diabetes

2008, Results of the ACCORD
trial published

2013, Results of Look AHEAD
trial published

X-ray kristalografisi kullanarak domuz insiilininin {i¢ boyutlu
yapisinin tanimlanmasi

Rekombinant DNA teknolojisi kullanarak insan insiilini tiretimi

Insan insiilin reseptoriinii kodlayan genin klonlanmas1

Tip 1 diyabetin metabolik kontroliiniin diyabetik komplikasyonlarin
gelisimiyle iliskisi

Tip 2 diyabetin metabolik kontroliiniin diyabetik komplikasyonlarin
gelisimiyle iliskisi

Beslenme ve egzersizin yiiksek risk popiilasyonunda tip 2 diyabet
gelisimi oranina iligkisi

Insan genomunun dizilimi

Tip 2 diyabet ile iliskili olarak tanimlanan yeni bdlgeler

Diyabetli kisilerde kardiyovaskiiler sonuglar iizerine siki glisemik

kontroliin etkileri

Diyabetli insanlarda kardiyovaskiiler sonuglar {izerine yogun diyet
ve kilo kayb1 miidahalelerinin etkileri

Viicuttaki glukoz metabolizmasin1i anlamak diyabeti dogru anlayabilmek
acisindan oldukca dnemlidir. Serbest yag asitleri bir¢cok organ i¢in ana yakit olmasia
ragmen, glukoz fizyolojik kosullar altinda beyin icin zorunlu metabolik yakittir. Bu
durum, diger olasi alternatif maddelerin (keton cisimleri gibi) dolasimda olan
konsantrasyonlarinin diigitk miktarda olmasi veya kan-beyin bariyerleri boyunca taginma
limitleri (serbest yag asitleri gibi nedenlerden) nedeniyle olusmaktadir (Siesjo, 1988).
Ancak, ozellikle uzun siireli aglik sonrasi, kan dolasim konsantrasyonlarindaki artis
nedeniyle, keton cisimleri beyin tarafindan 6nemli 6lglide kullanilabilir (Morgan ve ark.,

1967).

Beyin, glukoz sentezini veya uzun siireli tagimimdan sonra fazla glukozun
glukojen olarak depolanmasini gergeklestiremez. Bu baglamda, beyin plazmadan stirekli
bir glukoz temin etmek zorundadir. Normal seviyelerin altindaki (20 mg/dl~1 mmol/l)
plazma glukoz konsantrasyonlarinda, glukoz taginmasi beyin glikoz yararlanimi i¢in hiz

smirlayict olur. (Siesjo, 1988) Daha ciddi ve uzun siireli hipoglisemi konviilsiyonlara,
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kalic1 beyin hasarina neden olurken, 55 mg/dl (3 mmol/l) altindaki glukoz plazma
konsantrasyonlari serebral fonksiyonu zayiflatir (Ryan ve ark., 1991). Plazma glukoz
konsantrasyonlari, glukozun dolasima girmesi ve ayrilmasina iliskin oranlar tarafindan

belirlenir (Kelley ve ark., 1988).

Anlik diizeyde glukoz taginimini etkileyen en 6nemli faktorler, hormonlarin
(insiilin, glukagon ve katekolaminler) ve diger substratlarin (Free Fatty Acids- FFA)
konsantrasyonuna ilaveten, sempatik sinir sistemi aktivitesidir. Daha uzun zamanl bir
aclik diizeyinde (saatler-giinler), diger hormonlar (kortizol ve biiyiime hormonu), besinsel
faktorler (diyet diizenlenmesi gibi), egzersiz ve fiziksel uygunluk 6nemli hale gelir.
Kortizol, biiylime hormonu ve katekolaminler, insiilin duyarliligin1 degistirerek ve ayni

zamanda alternatif substratlarin varligindaki degisimler yoluyla glukoz homeostazisini

etkiler (Alsahli ve ark., 2017).

2.1.1. Diyabetes Mellitus Etiyolojisi ve Epidemiyolojisi

Tip 2 Diyabetes Mellitus (T2DM) ve komplikasyonlar1 6zellikle gelismekte olan
ilkelerde epidemik seviyelere ulasmistir. Kiiresel olarak, yaklasik her 11 yetiskinden biri
T2DM hastaligina sahip ve diyabetli hastalarin yaklasik %751 gelismekte olan tilkelerde
yasamaktadir. Ayrica, T2DM olan hastalarin Amerika’da yagsam siiresinde 8 yillik bir
azalma gortilmistir. T2DM’li ¢ogu hastanin komplikasyonlari oldugundan hastaligin
yasam Kkalitesi {izerine negatif bir etkisi de vardir. (Zheng ve ark., 2018)

Ulkemizde de T.C. Saglik Bakanligi’nin sahada lojistik is birligi ile Istanbul
Universitesi Tip Fakiiltesi tarafindan Ocak 2010-Haziran 2010 tarihleri arasinda
gerceklestirilen ‘Tiirkiye Diyabet, Hipertansiyon, Obezite ve Endokrinolojik Hastaliklar
Prevalans Calismasi-1l (TURDEP-II Calismasi) saha aragtirmasi, 20 yas ve iizerinde,
ilgili bolgenin niifus yapisina uygun olarak rastgele secilip davet edilen 26 499 kisinin
katihimiyla ve %92 katilim orani ile tamamlanmistir. Elde edilen verilere gore eriskin
Tirk toplumunda diyabet sikligmmin %13.7’ye ulastigi gorilmiistiir (Satman ve ark.,
2013).



2.1.2. Diyabetes Mellitus Tanist ve Semptomlart

Diyabet, {i¢ bin yildan fazla bir siire boyunca asir1 susama, siirekli idrara ¢ikma
ve ciddi kilo kaybma neden olan bir medikal durum olarak tibbi yazarlarin ilgisini
cekmistir. Yirminci ylizyilin erken donemlerine kadar bu durumdaki bir hastanin
prognozu 3000 yil 6ncesinden daha iyi degildi. Eski hekimler hemen hemen yalnizca
bugiin tip 1 diyabet olarak bilinen durumlar1 tanimladiklarindan, sonucu degismez sekilde
oliimciildii (Goldman, 2017).

DM’nin mevcut anlayisinin 6nemli elementleri biyokimya ve deneysel
fizyolojiyi igeren modern bilimsel ¢alismalarin ilk 6rnekleri on dokuzuncu yiizyila uzanir.
1815’te Paris’te Eugene Chevreul diyabetli bireylerin idrarindaki sekerin glukoz
oldugunu kanitladi. Von Fehling 1848’te idrardaki glukoz i¢in kantitatif bir test gelistirdi.
Boylelikle, 19.ylizyilda glukoziiri (idrardaki seker) diyabetin onaylanmis bir tani kriteri
haline geldi (Goldman, 2017).

Insiilin pankreasta iiretilen temel bir hormon olup, glukozun kan dolasimindan
enerjiye doniistiiriildiigii hiicrelere girmesine izin verir. Insiilin ayn1 zamanda yag ve
protein metabolizmast icin de gereklidir. Insiilin eksikligi veya hiicrelerin insiiline cevap
verme yetenegini kaybetmesi, diyabetin klinik gostergesi olan yiiksek kan glukoz
diizeylerine (hiperglisemi) gotiiriir. Diyabet tanist i¢in siir degerler Sekil 2.1°de

gortilebilir (International Diabetes Federation (IDF), 2021).



DIYABET TANISI KRITERLERI

BOZULMUS GLUKOZ
TOLERANSI (IGT)

I 6.1-6.9
. mmol/L .
AGLIK PLAZMA (126 mardL) (126 mag/dL) (110 - 125 mg/dL)

GLUKOZU

< RE

(140 - 200 mg/dL) (140 mg/dL)

<>

RASTGELE ALINAN (200 mg/dL)
PLAZMA GLUKOZU
Hipergliserni semptomlan varl haimda

Sekil 2.1: Diyabet Tanis1 Kriterleri ve Siir Degerleri (International Diabetes
Federation (IDF), 2021)

Insiilin eksikligi, uzun dénemde kontrol edilmezse, gz hastalig1 (retinopati,
gorme kaybi ve hatta korliige yol acan), bobrek hasar1 (nefropati), sinir hasari (ndropati)
ve kardiyovaskiiler hastaliklar (CVD) gibi hayati tehdit edici saglik komplikasyonlari ile
beraber organlarin ¢ogunun zarar goérmesine yol agabilir (International Diabetes
Federation (IDF), 2021).

Obezite ve diyabetin siiregelen yayginligi, teshis konmamis tip 2 diyabetli
hamile kadinlarin sayisinda bir artis ile dogurganlik ¢cagindaki kadinlarda daha ¢ok tip 2
diyabet olmasina yol agmaktadir (Lawrence ve ark., 2008). Tant konulamayan tip 2
diyabetli hamile kadinlarin sayisi nedeniyle, standart tani kriterini kullanarak dogum
oncesi ilk ziyaretlerinde tip 2 diyabet i¢in risk faktorleri olan kadinlari test etmek oldukca
akla yatkindir. Boylece, ilk {i¢ ayinda diyabet tanis1 konmus kadinlar 6nceden var olan
gebelik oncesi diyabetine (tip 2 diyabet veya ¢ok nadiren tip 1 diyabet) sahip olup

siiflandirmasi buna gore yapilmalidir. GDM, 6nceden var olan tip 1 veya tip 2 diyabeti
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olup olmadig: asikar olmayan hamilelerin ikinci veya ii¢lincli i¢ aylik donemlerinde
tanist ilk kez konmus diyabet g¢esidi olarak tanimlanmaktadir (American Diabetes

Association, 2017).
2.1.3. Diyabetes Mellitus’un Siniflandiriimast

1950’lerde radyoimmiin analizlerin varlig1 ‘insiilinden bagimsiz’ diyabetten
‘insiiline bagimli’ olarak diyabetin siniflandirilmasma yardim etti ve 1979°da tip 1
(insiiline bagimli) ve tip 2 (insiilinden bagimsiz) diyabet kavramlar1 resmen taninarak
kullanilmaya basland1 (Goldman, 2017).

Glinlimiizde diyabet dort ana baslikta ele alinabilir, bunlar;

» Tip 1 Diyabetes Mellitus (T1DM), nedenleri agisindan ikiye ayrilir.

% Genellikle tam insiilin eksikligine gotiiren otoimmiin kaynakli beta
hiicreleri yikimiyla gelisen TIDM

% Bilinen sebepleri olmayan ve kuvvetli sekilde kalitsal olan T1DM, baska
bir deyisle idyopatik diyabet

» Tip 2 Diyabetes Mellitus (T2DM) (siklikla insiilin direncinin arka planinda
asamali bir P -hiicresi insiilin saliniminin kaybi yiiziinden gergeklesir.)

» Gestasyonel Diyabetes Mellitus (GDM) (gebelik oncesi diyabeti olmayan
hamileligin ikinci veya liglincii i¢ ayinda tanimlanan diyabet)

» Diger nedenle bagh diyabet;

% Monojenik diyabet sendromu (neonatal diyabet ve genclerin eriskin tipi
diyabeti (MODY))

% Ekzokrin pankreas hastaliklar (kistik fibrozis gibi)

% lla¢ veya kimyasal kaynakl1 diyabet (HIV/AIDS tedavisinde veya organ
naklinden sonra glukokortikoid kullanimiyla olan diyabet) (American
Diabetes Association, 2017)

Tip 1 ve tip 2 diyabet klinik sunum ve hastalik asamasi Oonemli oOlgilide
cesitlenebilecek heterojen hastaliklardir. Bu smiflandirma tedaviyi belirlemede 6nemli
olmakla beraber, bazi bireylerin tanimlanmasinda kesin olarak tip 1 veya 2 diyabete sahip
oldugu acikca sdylenemez. Tip 2 diyabetin sadece yetiskinlerde, tip 1 diyabetinse sadece

cocuklarda var oldugu gibi eski varsayimlar artik dogru olmamakla beraber, her iki
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hastalik da hemen her yasta goriilebilmektedir. Zaman zaman, tip 2 diyabetli hastalar,
ozellikle etnik azinliklara ait olanlar, diyabetik ketoasidoz (DKA) sergileyebilir. Tip 1
diyabetli ¢ocuklar ise poliiiri/polidipsi belirgin 6zellikleri ile yaklasik ticte biri DKA

gosterir (Association, American Diabetes, 2017).

2.1.3.1. Tip 1 Diyabetes Mellitus (T1LDM)

T1DM, insiilin iireten pankreatik B hiicrelerinin yikimiyla karakterize edilen bir
otoimmiin hastalik olup, diger bir¢ok immiin sistem aracili hastalik gibi TIDM de
baslangici, otoimmiin tepkisinin agirlik derecesi ve tedavinin etkinligi bakimindan
cesitlilik gostermektedir (Zaccardi ve ark., 2016). TIDM, DM'nin % 5 ila % 10'unu
olusturur ve pankreas adaciklarinda insiilin iireten beta hiicrelerinin otoimmiin yikima ile
karakterizedir. T1DM en sik ¢cocuklarda ve ergenlerde goriiliir, ancak her yasta gelisebilir
(Goyal ve Jialal, 2020).

Tip 1 diyabetin olusumu ve yayilimi artmaya devam etmekte olup; tip 1 diyabetli
hastalar siklikla akut diyabet semptomlart ve belirgin sekilde yiikselmis kan glukoz
seviyeleri gostermektedirler. Ayrica T1DM olan hastalarin yaklasik {igte birine de yagami
tehdit edici ketoasidoz tanis1 konmaktadir. Tip 1 diyabetlilere iliskin adacik
otoantikorlarinin ~ dlgimiiniin - Tip 1 diyabet gelistirme riski olan bireyleri
tanimlayabilecegini gosteren bazi ¢aligmalar da yapilmistir (Insel ve ark., 2015). Boyle
testlerle beraber diyabetin semptomlar1 hakkinda egitim ve yakin takip birlikte
uygulanirsa tip 1 diyabetin baslangici ¢ok daha erken tanimlanabilir (American Diabetes

Association, 2017). Tip 1 diyabetin evreleri Sekil 2.2°de gosterilmistir.
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TiP 1 DIiYABETIN
EVRELENDIRiLMESi

* Otoimmdunite | * Ye
glisemi
Semptem

- Cesitli Klinik |
Otoantikorlar &Nkl Semptomlar{

diyabet

* IGT veya IFT ol Standart
yok Ve kritere gore

Sekil 3.2: Tip 1 Diyabet Evreleri (American Diabetes Association , 2018)

2.1.3.2. Tip 2 Diyabetes Mellitus (T2DM)

Tim diyabet vakalarinin yaklasik %90'm1 Tip 2 diabetes mellitus (T2DM)
olusturur. T2DM'de olusan durum insiiline cevapta azalma ile karakterizedir ve bu insiilin
direnci olarak tanimlanmaktadir. Olusan bu durumda insiilinin etkisizligi s6z konusudur
ve baglangicta insiilin tiretimi glikoz homeostazini korumak igin artar, ancak zamanla
azalan insiilin iiretimi T2DM’un ortaya ¢ikigina neden olur. T2DM en sik 45 yasindan
biiyiik kisilerde goriiliir. Yine de, artan obezite, fiziksel hareketsizlik ve enerji yogun
diyetler nedeniyle g¢ocuklarda, ergenlerde ve geng eriskinlerde giderek daha fazla
goriilmektedir (Goyal ve Jialal, 2020).

Insiilinden bagimsiz olan T2DM’de, pankreatik beta hiicrelerinden bozulmus
instilin salinimi1 ve instilin direnci yoluyla bozulmus insiilin eylemlerine gétiiren insiiline
duyarli dokular aras1 diizeni bozan belirli mekanizmalar vardir. Bu tip diyabette gézlenen
cesitli genetik bozukluklar ve belirli ¢evresel faktorler, dzellikle obezite, beta hiicresi
bozukluklar1 ve nispeten de periferik doku instilin direncinden sorumludur (Ullah ve ark.,

2015).
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T2DM, onceki tamimlariyla ‘insiilinden bagimsiz diyabet’ veya ‘yetiskin
baslangich diyabet’, tiim diyabetlilerin ylizde 90-95’ine tekabiil eder. Bu yiizden nispi
insiilin eksikligi ve periferik insiilin direncine sahip olan bireyleri de kapsar. En azindan
baslangigcta ve siklikla hayatlar1 boyunca bu bireyler hayatta kalmak i¢in insiilin
tedavisine ihtiya¢ duymayabilirler (American Diabetes Association, 2017).

Tip 2 diyabetin ¢esitli nedenleri olup, tipl diyabette oldugu gibi otoimmiin 3 -
hiicrelerinin  yikimi1  gergeklesmez. Ayrica hastalar da diyabetin diger bilinen
nedenlerinden higbirine sahip degildir. Bununla beraber, tip 2 diyabetli hastalarin hepsi
olmasa da ¢ogu fazla kilolu veya obezdir. Fazla kilonun kendisi bir dereceye kadar insiilin
direncinin sebebidir. Ketoasidoz tip 2 diyabette nadiren kendiliginden olusur;
goriildiigiinde de genellikle enfeksiyon gibi baska bir hastaligin stresiyle iliskili olarak
olusur. Hiperglisemi asamali olarak gelistiginden ve erken evrelerinde siklikla hasta i¢in
klasik diyabet semptomlar1 farkedebilecek kadar ciddi seyretmediginden, tip 2 diyabet
yillar boyu teshis edilmeden seyreder. Ne yazik ki, teshis konulamayan hastalarda bile
mikrovaskiiler ve makrovaskiiler komplikasyonlar gelistirme riski onemli Olglide
yiiksektir. Tip 2 diyabetli hastalar normal veya yiikselmis goriinen insiilin seviyelerine
sahip olabilirken, bu hastalardaki daha yiiksek kan glukoz seviyelerinin [ -hiicresi normal
calistigidan daha da yiiksek insiilin degerlerine yol agmasi beklenir. Insiilin direnci kilo
vermek ve/veya hipergliseminin farmakolojik tedavisi ile diizelebilir fakat nadiren

normale donebilir (American Diabetes Association, 2017) (Sekil 2.3).

Sagliksiz Yasam Tarzi
Asiri Kalorili Beslenme

Fiziksel Hareketsizlik

I¢ Salgilar .
Kimyasallar I¢ Obezite

Genetik

iNSULIN SALINIMI | | | iINSULIN DUYARLILIGI
a/c hucreleri mass-function Karacig_ﬁve Kas

f

Bobrek Glukozu Yeniden Emilimi

Sekil 4.3: Tip 2 Diyabet Patofizyolojisi (Zaccardi ve ark., 2016)
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2.1.3.3. Gestasyonel Diabetes Mellitus (GDM)

Gestasyonel diabetes mellitus (GDM) geleneksel olarak degisken siddette
karbonhidrat intoleransi olarak gebelikte, baslangigta veya gebelik sirasinda
tanimlanmaktadir (World Health Organization, 1999). Bu tanim, dogumdan sonra
normallesen anormal glikoz toleransini ve hamilelik 6ncesinde tan1 konulmamis veya
eszamanli olarak baslayan DM’u kapsar. T2DM ve nadiren TIDM veya monojenik
diyabeti icerir (Scottish Intercollegiate Guidelines Network, 2010). Ilk olarak hamilelik
sirasinda tespit edilen hiperglisemi, hamilelikte hiperglisemi olarak da bilinen GDM
olarak siniflandirilir.

Gebelik sirasinda herhangi bir zamanda ortaya cikabilecegi gibi, GDM
genellikle ikinci ve {igiincii trimesterlerde hamile kadinlar1 etkiler. Amerikan Diyabet
Dernegi'ne (ADA) gore GDM tiim gebeliklerin % 7'sinde olusabilmektedir. GDM'li
kadinlar ve bebekleri gelecekte T2DM gelistirme agisindan artan riske sahiptirler. GDM
hipertansiyon, preeklampsi ve hidramnios ile komplike olabilir ve ayrica operatif
miidahalelerin artmasina neden olabilir. Fetusun agirligi ve boyutu (makrozomi) veya
konjenital anomaliler artabilir. Dogumdan sonra bile, bu tiir bebeklerde solunum sikintisi
sendromu ve daha sonra ¢ocukluk ve ergen obezitesi gozlenebilir. Ileri yas, obezite, asir1
gebelik kilo alimi, 6nceki ¢cocuklarda veya 6lii dogumda konjenital anomali Sykiisii veya
ailenin diyabet dykiisi GDM igin risk faktorleridir (Goyal ve Jialal, 2020).

GDM prevalansi popiilasyon 6zelliklerine ve kullanilan tani kriterlerine baglh
olarak biiyiik dl¢iide degisir. 2010'dan dnce Birlesik Krallik ve Irlanda'da yapilan kohort
caligmalari, gebeliklerin %1-3"linlin GDM ile komplike oldugunu gostermistir (Farrar ve
ark., 2016). Aksine, daha kapsamli tan1 6l¢iitleri uygulandiginda Hiperglisemi ve Advers
Gebelik Sonuglar1 (HAPO) calismasinda yer alan 15 merkezde GDM prevalansi %9 ile
%26 (ortalama %18) arasinda degismektedir (Sacks ve ark., 2012). 2017 yilinda diinya
capinda her yedi canli dogumdan birinin GDM'den etkilendigi tahmin edilmektedir. Bu,
kiiresel olarak gebelik sirasinda diyabetten etkilenen toplam 21,3 milyon canli dogumun
%85'ini  temsil etmektedir (International Diabetes Federation, 2017). GDM

prevalansindaki artisin temel nedenleri obezite salgini, fiziksel hareketsizlik ve artan anne
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yasidir. GDM su anda en yaygin gebelik komplikasyonlarindan biri olmasina ragmen,
tarama zamanlamasi, tani esikleri, optimal yonetim ve dogum sonrasi takip konusunda

onemli tartigmalar hala devam etmektedir (Lavery ve ark., 2016).

2.1.3.4. Diger Diyabetes Mellitus Tipleri

Genetik bozukluklar, pankreasin ekzokrin bozukluklari, Cushing sendromu,
akromegali gibi endokrinopatiler, ila¢ ve kimyasallar, enfeksiyonlarla iligkili diyabet gibi
daha az siklikta goriilen tiplerdir.

2.1.4. Diyabetes Mellitus Komplikasyonlarz

Diyabet hastalarinin, hastaliklarinin baglangicindan itibaren her zaman
komplikasyon riski olup, bu komplikasyonlar akut ve kronik komplikasyonlar olarak 2
sekilde ele alinir.

% Metabolik, akut komplikasyonlar; kisa donemli olup hipoglisemi,
ketoasidoz ve hiperosmolar nonketonik komay1 igerir.

% Sistemik, kronik komplikasyonlar; diyabetik nefropati, mikroanjiyopati,
diyabetik ndropati ve nefropati, damar tikaniklig1 ve enfeksiyonlarini
iceren uzun donemli, kronik tipteki komplikasyonlardir. (Ullah ve ark.,
2015)

Kronik komplikasyonlar kendi arasinda makrovaskiiler (koroner kalp hastaligi,
periferik damar hastalig1 ve inme), mikrovaskiiler (ndropati, retinopati ve nefropati) ve
hem makro- hem de mikrovaskiiler (diyabetik ayak) olarak siniflandirilmaktadir (Tablo
2.2).

Tablo 2.2 DM Kronik Komplikasyonlari

Makrovaskiiler Komplikasyonlar Mikrovaskiiler Komplikasyonlar
1-Koroner Arter Hastalig1 ve Ateroskleroz 1-Diyabetik Kardiyomiyopati
2-Serebrovaskiiler Olay 2-Diyabetik Retinopati
3-Periferik Vaskiiler Hastalik 3-Diyabetik Nefropati
4-Hipertansiyon 4-Diyabetik Noropati

Mikrovaskiiler komplikasyonlar en kiiciik kan damarlarimin hastaligi olup
(kapiller ve prekapiller arteriyoller gibi), kapiller bazal membranin kalinlagmasiyla olusur
ve noropati, nefropati, retinopati gibi diyabete 0zgii degisikliklerin gozlemlendigi
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durumlar vardir (Masharani ve German, 2017). Diyabet diyabetik mikroanjiyopatinin
gelisimine gotiiren, glomeriiller, retina, miyokard, deri ve kaslardaki kiiciik atardamarlari
iceren kilcal damar bazal membranin kalinligini artirarak degisimlere neden olur. Bu
kalinlik nihayetinde hipertansiyon, yara iyilesmesinde gecikme ve doku hipoksisi gibi
cesitli klinik problemlere neden olabilen damar fonksiyonundaki anormallige yol agar.
Makrovaskiiler aterosklerozu da igeren sistemik diyabetik komplikasyonlarda
mikrovaskiiler patolojinin rolii tizerinde durulmasi ve tartisiimasi gereken bir konu olarak
kalmaya devam etmektedir (Donnelly ve ark., 1999).

Mikrovaskiiler komplikasyonlarla hastaligin siiresi arasinda, degisik yas gruplari
icinden 25 yas iistii bes yildan fazla siiredir diyabet hastasi olanlarin yiizde 25-40’1inda
mikrovaskiilopatinin varligi belgelenerek dogrusal bir iliski kurulmustur. Yogun glisemik
kontrol, mikrovaskiiler komplikasyonlarin olugmasini ve ilerlemesini azaltmasina
ragmen, bu komplikasyonlara iliskin morbidite halen artmaya devam etmektedir.
(Donnelly ve ark., 1999)

Kronik diyabetik komplikasyonlarin olusumunda glukozun rolii epidemiyolojik
veriler ve DCTT (Diabetes Controls and Complications Trials) gibi prospektif calismalar
ile dogrulamistir. Glukozun etkisiyle ortaya ¢ikan komplikasyonlar igin ileri siiriilen dort
olus mekanizmasi s6z konusudur. Bunlar; (1) poliyol, (2) hekzosamin yolaklarinda ve (3)
ileri glikasyon son iriinlerinin (AGE) olusumunda artis ve (4) protein kinaz C
aktivasyonudur. AGE onciileri olarak bilinen hiicre igi dikarbonillerin (glioksal, 3-
deoksiglukozon, metilglioksal) tiretimi glukozun hiicre i¢i otooksidasyonu sonucu artar.
Bu AGE onciileri, dokulardaki hasara matriks komponentleri ile, hiicre igi ve hiicre dig1
proteinleri etkileyerek neden olur. Hiicre igi proteinlerde gdzlenen modifikasyonlar hiicre
fonksiyonunu degistirebilirken, hiicre dis1 matriks proteinlerinde ortaya ¢ikan degisimler,
diger matriks proteinleri ve bilesenleriyle normal olmayan reaksiyonlara neden olabilir.
Plazma proteinlerindeki degisimler sonucu bu proteinler mezensiyum, makrofaj ve
endotel reseptorlerine baglanarak cesitli Sitokin ve biiyiime faktorlerinin (vaskiiler hiicre
adezyon molekiilii 1 (VCAM 1), IGF-1, interlokin-1, transforming growth faktor-f3 (TGF-
B), TNF-a, graniilosit-makrofaj stimule edici faktor, makrofaj koloni stimule edici faktor,
trombomodulin, trombosit kokenli bityliime faktorii (PDGF), vaskiiler endotelyal biiyiime

faktoriinii (VEGF) ve b.) ekspresyonunu uyarir. Bu sitokin ve biiylime faktorlerinin
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ekspresyonundaki artisin diyabete bagli olusan komplikasyonlarin gelisiminde rol
oynadig1 cesitli caligmalarla gosterilmistir. Ornegin, diyabete bagl vaskiiler
hiperpermeabilite ile VEGF’nin indiiksiyonunun iliskili oldugu bulunmustur (Inzucchi ve
Sherwin, 2011). Yine VEGF‘iin diyabetik proliferatif retinopatide arttig1 tespit edilmistir.
Ayrica bazi ¢alismalarda artan PDGF-f reseptor ekspresyonu ile vaskiiler diiz kas
hiicrelerinde hipergliseminin iligkili oldugunu ve vaskiiler diiz kas hiicrelerinin gogiiniin,
biiyiimesinin ve DNA sentezinin PDGF- B aracili arttigi gosterilmistir (Inaba ve ark.,
1996). Diyabette uzamis hiperglisemi Sonug olarak biiyiime faktorleri ve sitokinlerin gen
ekspresyonlarini degistirip, trombosit ve makrofajlar1 aktive edip, birgok mekanizma ile
birlikte vaskiiler inflamasyonu diizenleyerek diyabetik vaskiiler komplikasyonlarin

gelisiminde 6nemli rol oynamaktadir (Bessa ve ark., 2012).

2.1.4. 1. Diyabetik Retinopati

Diyabetik retinopati (DR), retina hasari ile karakterize edilen ve diinya ¢apinda
150 milyon kisiyi etkileyen diyabetin mikrovaskiiler komplikasyonlarindan biridir. Bu
rakamin 2025 yilina kadar iki katina ¢ikmasi beklenmektedir. Diyabetik oftalmopatinin
yanlis tedavisi veya gecikmis tedavisi, retinal hiicre dejenerasyonu ve gérme kaybi gibi
ciddi sonuglara yol agabilir (Cheung ve ark., 2007). DR, inflamatuar lezyonlar, oksijensiz
radikaller ve lipit peroksidasyonu gibi bir¢ok patojenik faktoriin neden oldugu karmasik
bir patolojik siirectir (Luo ve ark., 2015).

Retinopati, diyabetin yaygin bir komplikasyonudur: bagslangici ve ilerlemesi
plazma glikozu ile yakindan iliskilidir. HbAlc'de %]1'lik bir artis retinopati riskinde %30
arts, ilerlemesinde %20 ve korliikte ise neredeyse %15 artis ile iliskilidir (Wong ve ark.,
2016). Son zamanlarda, DR kavrami, endotel hiicreleri, perisitler, glial hiicreler,
mikroglia ve noronlar dahil olmak {izere g¢esitli hiicresel fenotiplerden olusan
norovaskiiler tinite kavramina doniismiistiir ve diyabet tiim bu bilesenleri bozar (Simo ve
ark., 2018). Diyabetik makiiler 6dem (DME), diyabetin baska bir gormeyi tehdit edici
komplikasyonudur ve retinanin merkezi kismi iginde kan-retinal bariyerin (BRB)
basarisizliginin bir sonucu olarak ortaya ¢ikan bir sivi birikimini temsil eder. Yaygin

0dem yaygin kilcal sizintidan kaynaklanirken, lokal &dem ise gruplanmis
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mikroanevrizmalarin fokal sizintisindan kaynaklanmaktadir (Bandello ve ark., 2017).
DME, retinadaki diger mikroanjiyopati belirtileri olmadan izole olabileceginden DR'den
ayr1 bir yapr olarak siniflandirilir. Wisconsin Diyabetik Retinopati Epidemiyolojik
Calismast, tip 1 diyabetli hastalarin %20'sinin ve tip 2 diyabetli hastalarin %25'inin 10
yillik takipten sonra DME gelistirecebilecegini gostermistir (Klein ve ark., 2009). 2019
Diyabette Tibbi Bakim Standartlari, tip 1 diyabetli yetiskinlerin diyabetin baglamasindan
sonraki 5 yil i¢inde kapsamli bir géz muayenesi yapmasi gerektigini belirtirken, tip 2
diyabetli hastalarin hastalik teshisinden hemen sonra kapsamli bir gz muayenesi
yaptirmasi gerektigini bildirir (American Diabetes Association, 2019).

T2DM hastalarinda DR gelismesi riskinin hem hipergliseminin siddet dereceleri

hem de hipertansiyonun varligiyla iligkili oldugu tespit edilmistir (Chawla ve ark., 2016).

2.1.4.2. Diyabetik Nefropati

Diyabetik nefropati, renal replasman tedavisine baslayan hastalarda kronik bobrek
hastaliginin 6nde gelen nedenidir (USRDS, 2003) ve artmis kardiyovaskiiler mortalite ile
iligkilidir (Valmadrid ve ark., 2000). Diyabetik nefropati klasik olarak > 0.5g/24 saat
proteiniiri varligi ile tanimlanmistir. Bu asamaya agik nefropati, klinik nefropati,
proteiniiri veya makroalbiiminiiri denir. 1980'lerin basinda, Avrupa'dan yapilan seminal
caligmalar, genellikle geleneksel yoOntemlerle tespit edilmeyen idrardaki kiiciik
miktarlarda albiiminin tip 1 (Viberti ve ark., 1982) ve tip 2 diyabetik hastalarda proteiniiri
gelisimine etkisini gostermistir. Bobrek tutulumunun bu asamasina mikroalbiiminiiri

veya yeni baglayan nefropati adi verilmistir (Mogensen, 1984).

Mikroalbiiminiiri, diyabetik nefropatinin ilk belirtisidir; idrar albiimin atiliminda
kalic1 bir artis (ardisik ii¢ idrar 6rneginden en az ikisinde) olarak tanimlanir. Genellikle
sabah erken idrar Orneklerinde Olgiiliir ve idrar alblimin konsantrasyonu idrar
konsantrasyonunu ayarlamak i¢in idrar kreatinin orani olarak ifade edilir. Diyabetik
nefropati taramasi genellikle tek bir sabah erken idrar 6rneginde ACR (albiimin:kreatinin
orani) Olgiilerek yapilir. Erkeklerde 2,5 mg/mmol veya daha fazla veya kadinlarda 3,5

mg/mmol veya daha fazla ACR degerleri, zamanlanmis durumlarda AER (Albumin

19



Excretion Rate) i¢in 20 mikrogram/dakika veya 30 mg/giin) anormaldir (American
Diabetes Association, 2018).

Diyabetik nefropati Afrikali Amerikalilar, Asyalilar ve Yerli Amerikalilar
arasinda Kafkasyalilardan daha yaygindir (Young ve ark., 2003). Renal replasman
tedavisine baslayan hastalarda diyabetik nefropati insidans1 1991-2001 yillar1 arasinda iki
katina ¢itkmistir (USRDS, 2003). Neyse ki, muhtemelen diyabetik nefropatinin erken
teshisine ve Onlenmesine katkida bulunan ve bdylece yerlesik bobrek hastaliginin
ilerlemesini azaltan ¢esitli dnlemlerin klinik uygulamada benimsenmesi nedeniyle artis

hiz1 yavaslamistir. Bununla birlikte, bu 6nlemlerin uygulanmasi arzulanan hedeflerin cok

altindadir (Craig ve ark., 2003).

2.1.4.3. Diyabetik Néropati

Diyabetik ndropati (DN), DM un en sik goriilen ve zor komplikasyonudur. DN
en biiylik morbidite ve mortaliteye yol acan ve ayni zamanda diyabet bakimi i¢in biiyiik
bir ekonomik yiik olusturan komplikasyondur. (Vinik ve ark., 2008) Diinyanin gelismis
tilkelerinde, diger diyabetik komplikasyonlarin toplamindan daha fazla hastaneye yatistan
sorumludur ve travmatik olmayan amputasyonlarin %50 ila %75'inden sorumludur
(Holzer ve ark., 1998). DN, viicudun daha ¢ok sinir sistemini etkileyen bir hastaliktir.
Sessiz kalabilir ve yikimlarin1 yaparken fark edilmeyebilir veya spesifik olmayan diger
bir¢ok hastalikta goriilenleri de taklit eden klinik semptom ve bulgularla ortaya cikabilir
(Caputo ve ark., 1994).

DN, 25 yil ve iizeri diyabet hastalarinin yarisindan fazlasin etkileyen, periferik
ve otonom sinirleri ilgilendiren ve yasami tehdit eden bir komplikasyondur. DN
gelistirme riski hipergliseminin biiyilikliigii ve siiresi ile dogrudan dogruya iligkili ve
orantilidir. Ayrica bazi kisilerin boyle komplikasyonlar gelistirmeye dogal yatkinliklar
olmasini saglayan genetik 6zelliklerinin de var olabildigi goriilmektedir (Chawla ve ark.,
2016).

DN disavurumu, kronik inflamatuvar demiyelinizan polindropati, alkolik
noropati ve diger endokrin noropatilerle olduk¢a benzediginden, diyabetik noropati
teshisinin dogrulugundan emin olmak amagli periferik sinir disfonksiyonunun tiim diger

olasi nedenlerinin teshis dis1 kalmasi bir zorunluluktur (Greene ve ark., 1992).
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2.1.4.3.1. Diyabetik Noropati Cesitleri

Diyabetik noropatinin degisken dogasinin tanimlanmasiyla 1893’te diyabetik
noropatinin siiflandirilmasi ilk kez onerilip neredeyse 60 yil sonrasinda da ndropati ve
diyabetin siiresi arasindaki iligki belirlenmistir.

Diyabetik noropati bir dizi farkli néropatik sendromu i¢inde barindiran oldukga cesitli bir
komplikasyon olup, asagidaki gibi genel ve alt kategorilerde sematize edilebilir:

¢ Fokal ve multifokal noropatiler:
» Mononoropati
» Amiyotrofi, Radikiilopati
» Coklu lezyonlar “monondritis multipleks”
» Tuzak noropati (medyan, ulnar, peroneal vb.)
% Simetrik noropatiler:
» Akut duyusal
» Otonom
» Distal Simetrik Polindropati (DSPN), diyabetik tipi ayni
zamanda diyabetik periferik néropati (DPN) olarak bilinir
(en yaygin sunulandir) (Boulton, 2007)
Diyabetik periferik noéropati (DPN), kronik hiperglisemiye dayandirilan T2DM’nin

mikrovaskiiler komplikasyonu olarak bilinir ve diger nedenlerin elimine edilmesinden
sonra diyabette periferik sinir disfonksiyonu olarak tanimlanir. DPN, enfeksiyonlar, ayak
ilserleri ve travma dis1 ampiitasyonlarla da iliskilendirilmektedir. T2DM’de ayak
enfeksiyonlart tahmini yillik %4 ila 7°lik yasam boyu risk araliginda sekillenir (Reddy,
2019).

2.1.4.3.2. Diyabetik Noropatinin Patogenezi

Diyabette, kontrol edilemeyen ve yiikselmis kan glukozu seviyesi yetersiz
plazma insiilin seviyelerinin sonucudur. Sistemik bir ¢evre i¢inde, plazma insiilin
seviyeleri genellikle beta hiicrelerinden insiilin {iretimi ve salmmiminin sonucudur.
Boylece, salinan toplam miktardaki insiilin, pankreatik Langerhans adaciklarindaki (beta
hiicre kiitlesi) beta hiicrelerinin mutlak sayisina ve bu hiicrelerin her birinin ¢iktisina (beta
hiicre fonksiyonu) baghdir. Yillardir, yetersiz insiilin seviyeleri ve diyabetin gelisimine
beta hiicre kiitlesi ve fonksiyonunun katkisi tartisilir. Ancak, diyabetin patogenezinin bu
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yonii tizerine detayl1 bilgi basarili tedavi yaklagimlari gelistirmede ¢ok 6nemlidir (Chen
ve ark., 2017).

Obezite ve insiilin direnci T2DM ig¢in 6nemli risk faktorleri olarak kalmaya
devam ederken, beta hiicrelerinin telafi etme kapasitesi obez ve insiiline direngli
deneklerde T2DM gelistirmesini onlemede kullanilir. Bu bireylerde, artmis sekresyon
ve/veya genisletilmis beta hiicre kiitlesi yoluyla insiilin ¢iktisindaki artma, hiperglisemi
ve glikoz intoleransinin gelisimine karst koyar. Obezitede insan beta hiicresi
dengelenmesinin kaniti, 1933'te, Ogilvie'nin 19 zayif hastaya kiyasla 19 obezite vakasinin
pankreasinda “anormal derecede yiiksek bir adacik dokusu yiizdesi” tanimlamasiyla

raporlanmistir (Chen ve ark., 2017).

HIPERGLISEMI
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DIYABETIK NOROPATI

Sekil 5.4: Diyabetik Noropati Patogenezinde Rol Oynayan Onemli Faktorler
(Kato ve ark., 2014)

Diyabetik noropatinin patogenezi bircok mekanizma igermekle beraber;
noropatiye katkida bulundugu diisiiniilen, diyabetteki biiylik metabolik degisikliklerden
bazilari; yiikseltilmis poliyol yolagi aktivitesi, oksidatif stres, gelismis glikasyon son
trlinlerinin olusumu ve cesitli yiikselmis niikleer faktor kB (NFxB) ve p38 mitojenle
aktiflestirilen protein kinaz (MAPK) sinyali gibi ¢esitli proenflamatuar degisiklikleridir

(Sekil 2.4). Bu mekanizmalar izole olarak ¢alismaz ancak karsilikli olarak kolaylastirici
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bir yaklasimla gii¢lii bir etkilesim kurarlar. Diger mekanizmalar artmis poli (ADP-ribose)
polimeraz (PARP) aktivitesi, artmis lipooksijenaz aktivitesi ve yiikselmis Na+/H+
exchanger-1 aksiyonunu igermektedir. Son zamanlarda, endoplazmik retikulum (ER)
stresinin aktivasyonu ve katlanmamis protein cevabmin (UPR) noropatiyi de igeren
diyabetik komplikasyonlarda anahtar roller oynayabilecegi bulunmustur (Van Dam ve
ark., 2013).

2.2.Sirkadiyen Ritim

Yasam dort asamada diizenlenen dongiisel kimyasal bir siire¢ olup, dongiiniin
kisimlarini tek hiicreden yetiskinlige degisimleri tanimlayan gelisim ve yetiskinlikten
6liime olan degisimleri tanimlayan yaslanma olarak ifade edebiliriz. Dogumdan 6liime
bir dongii ve dairesel ritimler, menstriial dongiiler, semilunar dongiiler ve giinliik 24 saat
veya sirkadiyen dongiiler gibi, dongiilerin de iginde dongiiler vardir (Pittendrigh, 1960).

Icimizdeki giinii yonlendiren bir i¢ ritim kurmak icin dis zaman isaretlerini
(disimizdaki giinii takip eden 1s1k ve sicaklik degisimleri) kullaniriz. Bu i¢ saat, akut dig
faktorleri 6lgme mercegimizdir, bu da algiladigimiz durumu zaman olarak belirlememize
Onayak olur (Dunlap, 1999).

Genetik sirkadiyen saat, dogrudan transkripsiyonel diizenleme ve histon
asetilasyon/deasetilasyon yoluyla gen ekspresyon ritimlerini diizenler. Bir¢cok gen ve
mekanizmaya ragmen, sirkadiyen saat genleri bir¢ok farkli organizasyon seviyesinde
biyokimyasal, metabolik ve fizyolojik siirecleri diizenlemede ¢ok merkezi bir rol
oynamaktadir.

Sirkadiyen ritimlerin genetik mekanizmasina dair ilk kanitlar, kendi kendini
slirdiiren sirkadiyen ritimlerin ¢ekirdek merkezinde genetik bir mekanizmanin yattigini
gostermigtir. 1960'da Colin Pittendrigh, biyolojik saat mekanizmasinin tek hiicrelerde de
bulunabilecegini ve basit bir kimyasal reaksiyon olarak goriilmedigini belirtmistir
(Pittendrigh, 1960). Sirkadiyen saati igeren genlerin ve proteinlerin ne oldugunu
belirlemek i¢in hedefli mutasyonlar hem Drosophila melanogaster (Konopka ve Benzer,

1971) hem de farelerde en etkili yaklagimi kanitlamistir (Vitaterna, 1994). Mutagenez ve
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fenotipik tarama ile mantar Neurospora crassa, (Dunlap, 1996) bitkiler (Millar ve ark.,
1995) ve siyanobakteriler gibi diger organizmalardaki sirkadiyen saat genleri

tanmimlanmistir (Kondo ve ark., 1994).

2.2.1. Sirkadiyen Ritim Genleri

Memelilerdeki sirkadiyen ritimlerin molekiiler mekanizmalari, transkripsiyonel
otokontrollii geri besleme dongiisii olusturan bir dizi gen tarafindan iiretilir. Temel ritim
genleri; CLOCK (Circadian Locomotor Output Cycles Kaput), Bmall (Brain and muscle
arly hydrocarbon receptor nuclear antigen 1), Period (PER1, PER2, PER3) ve
Cryptochrome (CRY1 ve CRY2)’yi igerir (Takahashi, 2016).

Ritim genlerinin kesfi, sirkadiyen gen ekspresyonunun viicudun genelinde
yaygin oldugu ve ritmin hiicre temelinde oldugunun farkina varilmasma yol agmustir.
Periferik dokularda ritimlerin rolii, hastalik durumlari igin bir dizi 6nemli etkiye sahiptir.
Sirkadiyen ritim mekanizmasinda, CLOCK ve BMALI, Period ve Cryptochrome
genlerinin transkripsiyonunu aktive ettikten sonra, PERIOD ve CRY

PTOCHROME proteinleri geri beslemede bulunur ve kendi transkripsiyonlarini
CLOCK ve BMALI ile etkilesimde olarak baskilarlar (Takahashi, 2016).

Fare ve insanda ileri dongii, ayn1 zamanda bir heterodimerik transkripsiyon
aktivatorii olusturan CLOCK (dCLK- Drosophila CLOCK homologu) ve BMAL1'den
(dCYC- Drosophila CYCLE homologu) olusur. Sirasiyla 3 ve 2 iiyeye sahip paralog
genler tarafindan kodlanan PERIOD ve CRYPTOCHROME (CRY) proteinleri,
sineklerde sirasiyla PER ve TIM ‘e (TIMELESS) islevsel olarak homologtur ve negatif
dongii gorevi goriir. Drosophila ayrica transkripsiyonu diizenleyen ancak ayni zamanda
bir fotosensor gorevi goren bir CRY kullanir (Bae ve ark., 2001).

Molekiiler saatler igin birincil faktorlerin transkripsiyonel ve translasyon
mekanizmalari bityiik 6l¢iide korunurken, paraloglar igin ayni durum s6z konusu degildir.
Drosophila'da PER birincil negatif regiilatér gérevi goriir, ancak fare mPER1, mPER2 ve
mPER3'te her biri molekiiler saatlerin korunmasinda bagimsiz roller oynar (Bae ve ark.,
2001). Bunun bir 6rnegi, mPER3'"lin beyindeki sirkadiyen ritimlerde ihmal edilebilir bir

role sahip olmasidir, ancak periferik dokulardaki sirkadiyen ritimlerin diizenlenmesinde
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rol oynar (Pendergast ve ark., 2012). CRY paraloglart mCRY 1 ve mCRY?2 i¢in ¢ift nakavt
mutant fareler benzer bir aritmik fenotip gosterirken, mMCRY1 veya mCRY2 igin islev
kayb1 sirasiyla 1 saat kisalmis veya uzamis bir siire ile sonug¢lanir (van der Horst ve ark.,
1999).

Drosophila’da PDPle / VRI diizenleyici mekanizmaya esdeger sekilde,
memelilerde CLK'nin kendisi yerine CLK'nin heteromerik baglanma ortologu olan
BMALL1'in ekspresyonunu diizenleyen REV-ERB ve Retinoik Asit iletisimli Orphan
Reseptor'u (ROR) is yapmaktadir. Memelilerde ayrica mPER'in ekspresyonu BMAL1-
CLOCK heterodimerinin yanisira, promotoriinde bulunan D-Kutusu’na baglanan D-
Eleman Baglama Proteini (DBP) ve E4 Baglama Proteini 4 (E4BP4) tarafindan (Sekil
2.5) diizenlenmektedir (Cho ve ark., 2012).
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Sekil 6.5: Drosophila (A- Collins ve Blau, 2007) ve memelilerde (B- Cho, 2012)

sirkadien ritim genlerinin diizenlenmesi.

Bir memeli olan farenin karacigerinde, CLOCK ve BMALI1 genlerinin hem
dongiisel hem de temel olarak ifade edilen binlerce genin diizenleyici bdolgeleriyle
etkilestigi belirlenmistir. Bu hedef genler metabolik yolaklar i¢cinde daha yogun yer
almakta olup, aslinda hiicredeki tiim temel metabolik yolaklar CLOCK-BMAL1’in
dogrudan hedefleridir. Takahashi ve ark (2016) yaptiklar1 ¢alismada karacigerdeki
transkripsiyonel sirkadiyen dalgalanmalarin zamana gore ii¢ yerde kiimelendigini
gostermislerdir. Baglangigta CLOCK/BMALL ve CRY1'in RNAPII-SerSP ile baglantili
transkripsiyonel olarak sessiz bir durumda E-box dizilerine baglandigi dengeli bir faz s6z
konusudur. ikinci kiimede transkripsiyonel aktivasyon fazi ve iigiincii kiimede PER1,
PER2 ve CRY2 miktarimin zirve yaptigi baskilanma fazi (Sekil 2.6) (Takahashi, 2016).
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Sekil 7.6: Karacigerde sirkadien transkripsiyonel dalgalanma (Takahashi,
2018).

Yapilan c¢alismalar epigenetik degisimlerde de sirkadien dalgalanmalar
oldugunu gostermistir. Gen ifadesinin kontroliinde 6nemli modifikasyonlar olan H3
histonundaki lizin 9 asetilasyonu (H3K9ac), lizin 27 asetilasyonu (H3K27ac) ve lizin 4
trimetilasyonu (H3K4me3) sirkadiyen dalgalanmalar gostermektedir. Bu sayede
sirkadiyen ritim, RNA polimeraz Il regiilasyonuyla global transkripsiyonel ve kromatin
durumunu regiile eder. Temel sirkadiyen ritim mekanizmasinin tanimlanmast, sirkadiyen
ritim sisteminin metabolizma, kanser, immiinoloji, noérodejeneratif ve psikiyatrik
bozukluklarin altinda yatan hastalik mekanizmalarinin yani sira davranis, fizyolojik ve
hiicresel molekiiler fonksiyonlart da nasil etkiledigi konusundaki anlayisimizi

degistirmistir (Takahashi, 2016). Sirkadiyen ritim genlerinin gorevi ve diizenlenme

mekanizmasi Tablo 2.3’de verilmistir.

Tablo 2.3 Sirkadiyen saat genleri: gorevleri, iiriinleri ve diizenlenmesi (Ozbayer &

Degirmenci, 2011)

Gen Saat gorevi Protein iiriinii Diizenlenmesi

PER | PER/CRY etkilesimi, | Diger memeli PER | Retina ve periferal dokuda gegici

1 CLOCK/ BMALL | proteinleriyle etkilesime aracilik | olarak 11k tarafindan indiiklenir.
inhibitori eden PAS bolgeleri igerir.

PER | PER/CRY etkilesimi, | Diger memeli PER | Retina ve periferal dokuda gegici

2 CLOCK/ BMAL1 | proteinleriyle etkilesime aracilik | olarak 151k tarafindan indiiklenir.
inhibitori, eden PAS bdlgeleri igerir.
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PER | PER/CRY etkilesimi | Diger memeli PER | Retina ve periferal dokuda ritmik
3 proteinleriyle etkilesime aracilik | olarak eksprese olmuyor veya
eden PAS bolgeleri igerir. haftalik ritmik.
CRY | PER lerle etkilesim, Flavoprotein Boceklerde ve bitkilerde
1 CLOCK/ BMAL1 isik/karanlik  seviyesine — gore
inhibitori eksprese olur. Insan CRY sentezi
151tk tarafindan  diizenleniyor
olabilir.
CRY | PER lerle etkilesim, Flavoprotein Boceklerde ve bitkilerde
2 CLOCK/ BMAL1 isik/karanlik  seviyesine — gore
inhibitorii eksprese olur. Insan CRY sentezi
151k tarafindan  diizenleniyor
olabilir.
Clock | Transkripsiyon Transkripsiyon faktorii: | Ritmik olarak eksprese olmuyor.
faktorii BMAL1 ile
heterodimerizasyona  aracilik
eden PAS bolgesi igerir.
Bmal | Transkripsiyon Transkripsiyon faktorii: | Sicanlarda ritmik olarak eksprese
1 faktorii CLOCK ile | oluyor; farede ritmik olmayabilir.
(mop heterodimerizasyona  aracilik
3) eden PAS bolgesi igerir.

2.2.2.1. Negatif Diizenleyici Sirkadiyen Ritim Genleri

Temel sirkadiyen ritim mekanizmast BMAL1 ve CLOCK transkripsiyon
faktorleriyle uyumlanan bir transkripsiyonel-translasyonel geribildirim dongiisiine
dayanmaktadir. Dongiiniin pozitif kisminda, BMAL1 ve CLOCK heterodimer olusturup
geribildirim dongiisiiniin negatif iiyeleri PER1-3 ile CRY1-2’yi sifreleyen PER ve CRY
genlerindeki E-box elementlerine baglanirlar ve transkripsiyonlarini tetiklerler. PER ve
CRY proteinleri CLOCK-BMAL1 aktivitesiyle c¢akisarak kendi transkripsiyonunu
baskilar. Bu negatif diizenleyiciler heterodimer olusturur ve CLOCK/BMALI ile
dogrudan etkileserek kendi gen transkripsiyonunu baskiladig1 cekirdegin igine yer
degistirir (Michael ve ark.,, 2017; Rosensweig ve ark., 2018). Bu dogrudan
transkripsiyonel geribildirime ilaveten PER 1,2 ve 3 ile CRY 1,2’nin mRNA ekspresyonu
cesitli mekanizmalarla diizenlenir (Kojima ve ark., 2011; Lim ve Allada, 2013). REV-
ERBa ve RORa niikleer reseptorlerinin karsit aksiyonlarini igeren ikinci bir geribildirim
dongiisii, sirkadiyen sistem ritimlerinin {iretimi i¢in gerekli olan BMAL1’in ritmik
ekspresyonunu kontrol eder. CLOCK-BMALI1 bir¢cok ¢ekirdek olmayan ritim ve
metabolik genlerin veya diger adiyla ritim-kontrollii genlerin transkripsiyonunu da tesvik

eder (Bailey ve ark., 2014). Mekanizma Sekil 2.7 te gosterilmistir.
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Sekil 8.7: Pozitif ve Negatif Diizenleyici Sirkadiyen Ritim Genlerinin Memeli
Sirkadiyen Ritim Mekanizmasindaki Dongiileri (Bailey ve ark., 2014)

2.2.2.1.1. Period Genleri

Period ilk tespit edilen saat bileseni geni, 1971'de Drosophila'da, genomdaki
kimyasal olarak indiiklenen rastgele mutasyonlardan olusan ve degistirilmis ritmiklik i¢in
mutajenlestirilmis bireylerin soyunu tarayarak sirkadiyen ritimleri etkileyen mutasyonlari
tespit eden “ileri genetik” bir yaklagimla kesfedilmistir (Konopka ve Benzer, 1971).
Genin islevi, her genin yaban tipli alelinin aritmik mutant fenotipli sineklere
aktarilmasindan sonra anlasilmistir (Hardin ve ark., 1990). 2017 Nobel Odiilii'niin
verildigi Hall, Roshash ve Young tarafindan PER geninin molekiiler mekanizmasinin
tanimlanmasiyla merkezi bir sirkadiyen saat bileseni olarak Oneminin dogrulanmasi
miimkiin olmustur. Memelilerde de bu genin homologu oldugu gosterilen ii¢ tane Period

geni (PER1, PER2 ve PER3) tanimlanmistir. Bu genlerin hem tiimor baskilayici 6zellik
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gosterdikleri hem de hiicre ¢cogalmasinda rol oynadiklari tespit edilmistir (Hardin ve ark.,
1990; Albrecht ve ark. , 1997).

2.2.2.1.1.1 PER3 Geni

Periyot geni (PER), Drosophila'da tanimlanan sirkadiyen saat genidir.
Memelilerde PER familyasinin geninin ti¢ homologu bulunmaktadir (PER1, 2 ve 3).
PER3, sirkadiyen saatin molekiiler bir bilesenidir ve protein dimerizasyonunu saglayan
PAS (PER-ARNT-SIM) alanlar1 igeren protein baglama ailesinin bir iiyesidir. PER3 geni
PER1 ve PER2 genlerinin paralogudur. PER3, yalnizca SCN'te ifade edilmekle kalmaz,
ayni zamanda insan ve yetigkin farede ¢esitli dokularda ifade edilir. PER3 geni, insanlarda
1. kromozomda lokalize, 25 ekzondan olugsmus ve 1201 aa uzunlugunda sirkadiyen
protein homolog 3 proteinini kodlar. Transkripsiyonel/translasyonel geri besleme
dongiisiiniin negatif kismindaki diger PER ve CRY proteinlerine baglanir, ¢ekirdek saat
genlerinin  ve  CLOCK/BMALI1 heterodimer transkripsiyon faktorii tarafindan
ekspresyonu tetiklenen diger saat kontrollii genlerin ekspresyonunu inhibe eder (Mohawk
ve ark., 2012). Son zamanlarda, elektron mikroskobu ile fare karaciger hiicre 6ziitlerinde
PERS3 proteininin PER1, PER2, CRY1, CRY2, Kazein Kinaz 1 Delta (CK18) ile olgun
bir sitoplazmik multi-globiiler kompleksin bir pargasini olusturdugu ve g¢ekirdege bu
kompleksin gogii ile CLOCK / BMALL’1 inhibe ettigi gosterilmistir (Aryal ve ark., 2017).

2.2.2.1.1.1.1 PER3 Geni Polimorfizmleri

PER3 geninde ¢esitli polimorfizmler tanimlanmis olup, bu polimorfizmlerin
birgok hastalikla iligkili olabilecegi Onceki g¢alismalarda gosterilmistir. Mansour ve
arkadaglar1 2017 yilinda yayinlanan makalelerinde PER3 geni polimorfizmleri ile ilgili

yapilmis olan ¢aligmalardan bazilarin1 Sekil 2.8’de gosterildigi sekliyle 6zetlemislerdir.
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Sekil 9.8: PER3 polimorfizmleri ve sirkadiyen degiskenlerin genetik birliktelik

calismalar1 (Mansour ve ark., 2017)

PER 3 geninin ekson 18'in (GenBank erisim no. AB047686) 54-bp tekrar
dizisindeki PER3 “uzunluk” polimorfizmi, varsayilan bir fosforilasyon alanini kodlayan
bir bolgeye 18 amino asidin sokulmasi veya silinmesine bagli yapisal bir polimorfizmdir.
PER 3’teki bu polimorfizm gilinlik tercih ve gecikmis uyku fazi sendromu ile
iliskilendirilmistir. Daha uzun bir alel polimorfizmi “sabahlik” ve kisa alel “aksamlik™ ile
iligkilidir. Kisa alel ayrica gecikmis uyku fazi sendromu (DSPD) ile iligkilidir (Archer ve
ark., 2003).

Uzunluk polimorfizminin adipogenezi inhibe ettigi gosterilmistir ve Per3 nakavt
farelerinin yaban tipe kiyasla adipoz dokuda artma ve kas dokusunda azalma oldugu
gosterilmistir. Ek olarak, uzunluk polimorfizminin mevcudiyetinin, diyabetik olmayan
kontrol hastalarina kiyasla T2DM hastalart ile iliskili oldugu gosterilmistir (Karthikeyan
ve ark., 2014).

PER3-P415A/H417R  polimorfizmi,

sendromuyla ve mevsimsel affektif bozuklukla iliskilendirilmistir, ancak transgenik

insanlarda ailesel ileri uyku fazi

farelerde bu polimorfizmin kisalmis bir uyku faziyla iliskili olabilecegi gosterilmistir (
Zhang ve ark., 2016).
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Yapilan bir noro goriintiileme calismasi, isitsel bir ¢alisma bellegi goérevine
verilen beyin tepkilerinin PER3%* kisilere kiyasla PER3%'te uykusuz bir geceyi takip
eden sabah saatlerinde mavi 1518a kisa (1 dakika) maruz kalmaya yanit olarak arttigini
ortaya koymustur. Normal bir uyku gecesini izleyen sabah saatlerinde, mavi 1s181n biligsel
beyin tepkileri iizerindeki etkisi PER3%°'te degil PER3%* bireylerde saptanmistir
(Vandewalle ve ark., 2011).

Yapilan bir calismada, 5 tekrar i¢cin homozigot olan kisilerin siklig1 sabah
tiplerinde aksam tiplerine gore daha yiliksek iken DSPD'de (Delayed Sleep Phase
Syndrome) 5 tekrarli alelin prevalansi ¢ok diisiik bulunmustur (Taqueti ve Di Carli,
2018). Ayni calisma giinliik tercih ve VNTR polimorfizmi genisletilmis bir 6rnekte
devam etmis ve iliskinin yasa bagli olduguna dair bazi kanitlara ulagilmistir (Zaccardi ve
ark., 2014).

PER3"in giinliik tercihin belirlenmesine katilimi ve CRSWD'lere (Circadian
Rhythm Sleep-Wake Disorder) katkisi PER3 igindeki diger polimorfizmlerle
iliskilendirmelerle de desteklenir. PER3 promotor bolgesi i¢inde ti¢ SNP (rs2797687, G
| T; rs2794664, C | A; rs228730, G / A) ve bir tandem 21-niikleotid tekrarinin bir veya
iki kopyasindan olusan bir VNTR polimorfizmi tanimlanmis ve iligkilendirilmistir (Ojeda
ve ark., 2013).

Promotor polimorfizmlerin spesifik bir haplotipi (TA2G), DSPD'de daha yaygin
ve ayrica bu haplotipi iceren PER3 promotorii, diger promotor haplotiplerini igeren
yapilara kiyasla gen ekspresyon seviyelerini arttirmistir. PER3 kodlama bdlgesi iginde
dort missense tek niikleotid polimorfizminin (SNP'ler; rs10462020, rs228697, rs2640909,
rs10462021) ve VNTR'nin spesifik bir haplotipinin DSPD hastalarinda daha yaygin

oldugu bulunmustur (Ebisawa ve ark., 2001).

2.2.2.2. Pozitif Diizenleyici Sirkadiyen Ritim Genleri

Drosophila mutant arastirmalari ile yapilan ¢alismalar sonucunda Period geninin

kesfinden sonra bu calismalarin kapsami genisletilerek, ilk memeli ¢ekirdek ritim geni,
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Clock, anormal sirkadiyen davranig paternli farenin 6n genetik taramasinda kesfedilmistir
(King ve ark., 1997).

CLOCK/BMALT1’in ana hedefleri, memeli Period ortologu (PER1, PER2 ve
PER3) (Shearman ve ark., 1997) ve Cryptochrome (CRY1 ve CRY2) baskilayici
proteinlerini kodlayan ¢ekirdek ritim genleridir. Bunun yanisira g¢esitli ritim ve ritim
kontrollii genlerde CLOCK/BMALT1’in hedefleri arasindadir. Memeli sirkadiyen ritim
bilesenleri Sekil 2.9°da gosterilmistir.
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Sekil 10.9: Memeli Sirkadiyen Ritminin Temel Bilesenleri (Cox ve Takahashi,
2019)

2.3. Diyabet ve Genetik

Aile 6ykiisti, Tip 1 ve Tip 2 diyabet gelisiminde en 6nemli risk faktorlerindendir.
Nadir durumlarda diyabetin monogenik bir hastalik olarak aktarildigi aileler soz
konusudur. Genel olarak Tip 1 diyabetli hastanin kardesinin alakasiz bir bireyin hastalik
gelistirme riskine (%0.4) gore 15 kat daha yiiksek (%6) risk barindirdig1 goriliir (Field,
2002). Tip 2 diyabette de, %7 prevalanstaki bir popiilasyona kiyasla kardeslerin belirgin
risk orani 4 ila 6 kat civarinda daha fazla olup % 30-40 civarinda olmaktadir. Tip 1 ve
Tip 2 diyabette konkordans oranlari ¢ift yumurta ikizlerine kiyasla tek yumurta
ikizlerinde ¢ok daha yiiksektir. Ozellikle Tip 1 diyabette tek yumurta ikizlerinin

konkordans oranimin, ¢ift yumurta ikizleri i¢in raporlanan %0-13 aralifindan ¢ok daha
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yiiksek olup %21-70 araliginda seyrettigi 6l¢iilmektedir (Redondo ve ark., 2001). Tip 2
diyabet i¢in, bir ¢aligmada 53 tek yumurta ikiz ¢iftlerinden 48’inin eger yeterince uzun
takip edilirse tip 2 diyabete uyumlu oldugu goriilmiistiir (Barnett ve ark., 1981). Baska
bir ¢alisma Danimarkali tek yumurta ikizlerindeki %63’liikk orana karsin ¢ift yumurta
ikizlerinde %43’liik bir uyumluluk oran1 oldugunu tanimlamistir (Poulsen ve ark., 1999).

Her ne kadar TIDM ve T2DM'in ortak formlariyla bircok varsayilan genetik
iliski bildirilmis olsa da sadece bir kismi1 genisletilerek tekrarlanmistir. Tip 1 diyabette ii¢
iliskilendirme vardir: HLA bolgesi (uzun aralikli LD yiiziinden, hicbir spesifik genin
kesin olarak iligskilendirilmemis olmasina ragmen), insiilin VNTR ve CTLA4 (Cytotoxic
T-Lymphocyte-Associated Antigen 4). Bu ii¢ gen, Tip 1 diyabetin genetik riskinin
yaklagik yarisini agiklar ve bu nedenle karmasik, poligenik bir hastaligin genetik temelini
belirlemede sira dis1 bir basar1 gdstermektedir. Iki genin (HLA ve CTLA4) molekiiler
kimligi, Tip 1 diyabette birincil immiin regiilator bir hatay1 destekler ve insiilin VNTR,
insiilinin, beta hiicresi tahribatinin masum bir seyircisi olmaktan ziyade, tolerans ve
otoimmiin atak baglatmada 6nemli bir rol oynadigini gosterir (Florez ve ark., 2003).

Tip 2 diyabetin popiilasyon riski ile genetik bir varyasyon arasindaki en
kapsamli kurulmus iliski, peroksizom proliferator-aktivasyonlu reseptor-y'de (PPARY)
Pro12Ala polimorfizminin iliskisidir. PPARY adiposit gelisiminde merkezi bir rol oynar
ve tip 2 diyabeti klinik olarak tedavi etmede kullanilan tiazolidindion gibi ilaglar i¢in bir
hedefdir (Spiegelman, 1998). Deeb, ve ark. 1998 yilindaki ¢caligmalarinda, daha az yaygin
alanin alelinin insiilin duyarliliginin artmasina neden oldugu, Finli ve ikinci kusak Japon
popiilasyonlarinda tip 2 diyabete karst koruyucu oldugunu raporlamistir. Tip 2 diyabete
iligkin bu raporda, etkinin biiyiikliigli minor (alanin) alel ile iligkili riskte %70 azalma
olarak gozlemlenmistir (Deeb ve ark., 1998). Ancak, bundan kisa zaman sonra, tip 2
diyabetteki bu varyantin dort ilave ¢alismasi yayinlanmis ve bunlardan higbiri Deeb ve
digerlerinin caligmasindakine benzer 6l¢iimlenen olasilik oranina veya istatistiksel oneme
ulagamamustir.

Tip 2 diyabette, PPARy Prol2Ala'nin iliskisi genisletilmis olarak tekrarlanmig
ve bunun yani sira ATP'ye duyarli potasyum kanali Kir6.2 (KCNJ11) genindeki E23K'nin
polimorfizminin T2DM ile iliskisi artik gesitli gruplar tarafindan gosterilmistir. Tip 2
diyabet anti diyabetik ilag tedavileri i¢in iki farkli ila¢ hedefi (PPARy ve SURL1 / Kir6.2)
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belirlenmistir. Bu iliskilendirmeler dogrulanirsa, kalitsal riske neden olmak {izere
mutasyona ugratilmig genler ile kiiciik bir molekiil tarafindan modiile edildiginde
terapotik hale gelen gen {irlinleri arasinda genel bir iligski Onerilebilir (Florez ve ark.,
2003). Patofizyolojik bir bakis agisindan, PPARy'deki varyasyonun diyabete katkida
bulundugu mekanizma belirsizdir. MIDD (ve belki de PGC1 (Peroxisome Proliferator-
Activated Receptor Gama Coactivator 1)) tarafindan belirlenen mitokondriyal yol ile
uyum i¢inde, tamimli MODY genleri gibi ayni yolak vasitasiyla veya beklenmedik bir

mekanizma yoluyla adiposit lizerindeki bir etki (Spiegelman, 1998) araciligiyla olabilir.

2.2.2. Diyabet ve Sirkadiyen Ritim

Sirkadiyen ritim fonksiyonlari tarafindan diizenlenen ritmik degisimler, glukoz
homeostazisinde goriilen metabolik siireglerde de gozlenir. Bu metabolik siiregler, hem
karaciger hem de pankreastaki plazma glukoz seviyeleri, insiilin sentezi ve duyarliligi,
besin alimi, adipogenez, immiin yanitlar ve genom ekspresyonundaki degisiklikleri
kapsamaktadir (Bailey ve ark., 2014).

Saat kontrollii genlerin ekspresyonundaki endojen veya serbest ¢alisan ritim,
hipotalamusun suprakiazmik ¢ekirdeginde (SCN) bulunan sirkadiyen hiz ayarlayicidan
veya dahili uyaranlarla uyarilabilir. SCN’deki yiiksek derecede birbirine bagli ndron agi,
retino-hipotalamik ag yoluyla retinadan dogrudan girebilir. Isik, SCN’deki sirkadiyen
salinimlarin ana itici giicli iken, sicakligin da onu etkiledigi gosterilmistir (Herzog ve
Huckfeldt, 2003). Isiga maruz birakildiginda, transkripsiyonel ve translasyonel aktivite
sonrasi molekiiler olaylar harekete gecirilir, bu da SCN'de saat kontrollii genlerin
ekspresyonunun sirkadiyen salinimlarina neden olur. Bunlar da viicudun geri kalanina
(periferal saatler) néro-humoral yolaklarla iletilir (Kiessling ve ark., 2010; Green ve ark.,
2008).

Merkezi SCN saati ile karaciger periferal saati arasindaki bu iletisimin dogasini
karakterize etmek i¢in mekanik ¢alismalar yapilmistir. Karaciger, pankreas (B -hiicreleri
dahil), kas vb. gibi dokularin da giiniin saatine gére merkezi saatten gelen ipuglarindan

onemli Olgiide etkilendigi kabul edilmistir. Bununla birlikte, gida mevcudiyeti
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kisitlandiginda ve SCN tarafindan yonlendirilen aktivite fazi ile uzun siireli bir zamansal
ziddiyet icinde kalindiginda, periferik osilatorler merkezi diizenleyiciden ayrilir. Isik
periyodundaki ani degisikliklere benzer seckilde, beslenme siiresindeki ani biiyiik
degisiklikler, ritmik gen ekspresyonunun fazini kademeli olarak sifirlar ve bu nedenle
saate bagli bir mekanizma yoluyla hareket etmesi muhtemeldir. Ayn1 zamanda bu besin
ipuglarinin zamani ve dogas1 gibi besinsel isaretlerle, yiyeceklerin zamanlamasi normal
1sik/karanlik dongiistinden ayrildiginda, karaciger gibi metabolik olarak aktif dokularin
bircogu, sirkadiyen salimimlarini besin ipucglariyla hizalanacak sekilde sifirlayarak bu
ipuglarinin bu dokular i¢in baskin duruma ge¢mesini saglar. Benzer sekilde, aktivitenin
periferik saatleri diizenledigi de gosterilmistir (Damiola ve ark., 2000; Lamia ve ark.,
2008; Sasaki ve ark., 2016; Gerber ve ark., 2013).

Daha once belirtildigi gibi, metabolik siirecler hem merkezi hem de periferik
saatler ile etkilesime girer. Bunun yogun olarak arastirildigi bir alan metabolik hastaliklar,
ozellikle diyabet baglamindadir. Clk mutant fareler hiperglisemik olma egilimindedir ve
diyetle indiiklenen obeziteye karsi artan duyarliliga sahiptirler (Turek ve ark., 2005).
Pankreatik saat aktivitesi dogrudan insiilin salinimi ve beta hiicre saglig: ile ilgilidir.
Karaciger ve yag dokusu gibi diger periferik dokulardaki ¢alismalar, CLK islevindeki
bozulmalarin metabolik sendromda 6nemli bir suclu olabilecegi fikrini daha da artirmistir
(Marcheva ve ark., 2010; Feng ve ark., 2011; Paschos ve ark., 2012).

Insanlarda CLK polimorfizmleri, obezite ve metabolik sendrom ile dogrudan
iligkilidir. Ayrica T2DM hastalar, pankreatik adaciklarinda saglikli bireylere gére hPER2,
hPER3 ve hCRY2'nin asag1 regiilasyonunu gostermistir (Stamenkovic ve ark., 2012).
Vardiyali ¢alisan bireylerde T2DM goriilme oranlarinin artist metabolik sendromun
belirgin kiiresel artiginda sirkadiyen ritimlerin bozulmasmin da rol oynayabildigini

gostermektedir (Gan ve ark., 2015).

2.2.3.Diyabetik Noropati ve Sirkadiyen Ritim Genleri

Sirkadiyen ritim gen aktivitesi optimal sagligin altinda yatan, normal ¢alistiginda
dogal ritimleri siirdiiren diizenleyici bir ag iiretir. Ancak, bu agin ritimleri zayif uyku

aliskanliklar1 veya bozulmus uyku gibi nedenler araciligryla engellendiginde diyabet ve
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buna bagh diyabetik noéropati gibi belirli patolojik durumlar gelisebilmektedir
(Karthikeyan ve ark., 2018).

2.3. Literatiir Ozetleri

Stamenkovic ve ark. tarafindan 2012 yilinda insan iskeletinde ¢ekirdek ritim
genlerinin diizenlenmesine iliskin yapilan bir ¢alismada, T2DM hastas1 dondrlerden
alinan iskeletlerdeki PER2, PER3 ve CRY2 mRNA seviyeleri, diyabetsiz dondrlerdeki
iskeletler ile karsilagtirildiginda 6nemli 6l¢iide diisiik ¢ikmistir. Patogenetik kosullarin
taklit edildigi in vitro bir modelde, 48 saat boyunca her 1 mmol/L palmitat i¢in (P = 0.003)
16.7 mmol/L glukoza maruz birakilan insan iskeletlerinde de PER3 mRNA seviyesi
diismiistiir. Ilgili ¢aliymadan elde edilen veri, sirkadiyen ritim bilesenlerindeki
bozulmalarin tip 2 diyabetli insanda iskelet patofizyolojisine katkida bulunabilecegini
onermektedir (Stamenkovic ve ark., 2012).

Pappa ve ark. tarafindan 2013 yilinda, dordii T2DM hastasi olmak {izere 40
GDM hastasi hamile kadin ve 20 normal kontrol ile olusturulan 6rneklemde sirkadiyen
ritim gen ekspresyonunun arastirildigi ¢alismada; 10 ritim geninin (CLOCK1, BMAL1,
PER1, PER2, PER3, PPARA, PPARD, PPARG, CRY1 ve CRY2) periferik kan mRNA
transkript seviyeleri ger¢cek zamanli kantitatif PCR ile belirlenmistir. GDM hastasi hamile
kadinlardaki BMALL, PER3, PPARD ve CRY?2 transkript ekspresyon seviyeleri, kontrol
grubundaki hamile kadinlarla karsilastirildiginda (p < 0.05) onemli 6lclide diisiik
gozlenmistir. Ayrica, PER3 ekspresyonunun da HbAlc seviyeleriyle negatif
korelasyonlu oldugu gosterilmistir. Bu ¢aligma, normal hamile kadinlara kiyasla GDM
hastas1 hamile kadinlarda BMAL1, PER3, PPARD ve CRY2 genleri ekspresyonunun
degismis oldugunu ilk kez belgelemis ve ritim genlerinin bozuk ekspresyonunun GDM
hastalarinda patojenik bir rol oynayabilecegi kavramini destekler niteliktedir (Pappa ve
ark., 2013).

Bracci ve ark. tarafindan 2014 yilinda 2 yildan fazla vardiyali ¢alisan 60 hemsire
ile siirekli giindiiz ¢alisan 56 hemsireyi kapsayan bir ¢calisma yapilmis, BMAL1, CLOCK,
NPAS2, CRY I, CRY2, PERI, PER2, PER3 ve REV-ERBa sirkadiyen genlerinin

transkript seviyeleri lenfositlerde kantitatif gercek zamanli polimeraz zincir reaksiyonu
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(RT-PCR) ile belirlenmis olup, tiim katilimcilar menstriial dongiilerinin erken folikiiler
evresinde test edilmistir. Ornekler bir giin izinli olduklar1 diizenli bir gece uykusu sonrasi
sabah vardiyasinin baslangicinda toplanmis olup kronotip ve sosyodemografik ozellikler
de ayrica degerlendirilmistir. Calisma neticesinde, vardiyali ¢alisan hemsirelerde giindiiz
calisan hemsirelere kiyasla periferik ritim geni ekspresyonlarinda 6nemli oranda degisim
oldugu (BMALI1, CLOCK, NPAS2, PER1, PER2 ve REV-ERBa’'nin daha yiiksek
ekspresyonu ve PER3, CRY'1 ve CRY2’nin azalmis ekspresyonu) saptanmistir (Bracci ve
ark., 2014).

Leproult ve ark., 2014 yilinda igsel olumsuz metabolik etkileri igeren, vardiyali
calismada tipik olarak meydana gelen sirkadiyen ritimlerdeki sapmay1 uyku kaybindan
bagimsiz olarak belirleyebilmek icin 26 saglikli yetiskinle, bir ¢aligma tasarlamistir.
Paralel olarak olusturulan gruplara farkli uyku kisitlamalar1 ve diizeni uygulamistir. Her
iki grupta da uyku kisitlamasi sonrast, insiilin saliniminda dengeleyici bir artig olmaksizin
insiilin duyarliliginda (SI) 6nemli 6lgiide azalma ve enflamasyonda artis oldugu tespit
edilmistir. Sirkadiyen sapmaya maruz kalan erkek katilimcilarda, diizenli gece uykusu
siirdlirenlere oranla hem insiilin duyarliligindaki azalma hem de enflamasyondaki artis
iki kat olarak bulunmustur. Calisma, vardiyali ¢alismada meydana gelen sirkadiyen
sapmanin uyku kaybindan bagimsiz olarak diyabet riski ve enflamasyonu artirabildigini
gostermistir (Leproult ve ark., 2014).

Coomans ve ark. tarafindan (2013) fareler {izerinde yiiksek yagli beslenme ve
stirekli 151k maruziyetinin additif etkileri ¢alisitlmistir. Bu maksatla fareler, davranigsal
sirkadiyen ritimlerin gen ekspresyonunu azaltan 12 saatlik 1g1k-151k (LL) dongiisiine
maruz birakilmistir. Serbestge hareket eden faredeki in vivo kayitlar yaslanan farelerde
daha once gozlemlenen degerlere karsilik gelirken, siirekli 1sikta LL ye maruz birakilanlar
SCN ritim genisliginde%56 azalma gostermistir. SCN ritmikliginde azalma, farede
yuksek yagli diyette oldugu gibi enerji metabolizmasi ve insiilin duyarlili§inda sirkadiyen
varyasyonun tamamen kaybina yol agtig1 gézlemlenmistir. Sonuglar SCN genisligindebir
azalmanin glukoz ve enerji homeostazisini kuvvetli sekilde bozdugunu ve dolayisiyla
obezite ve insiilin direnci gelisimine katkida bulundugunu isaret etmektedir (Coomans ve
ark., 2013).
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Epidemiyolojik ¢alismalar daha yiiksek riskli metabolik sendrom ve diyabetle
kisa uyku siiresi ve sirkadiyen bozulmay: iligkilendirmis olup, Buxton ve ark. 2012°de
vardiyali ¢alisan insanlarda meydana geldigi gibi, uzun siireli uyku kisitlamasi ve
eszamanli sirkadiyen bozulmanin glukoz regiilasyonu ve metabolizmay1 bozmasi izerine
bir ¢alisma hazirlamigtir. Calisma kapsaminda Ssaglikli yetiskinlere, optimal uykunun
baslangi¢ temel segmentini deneyimledikleri kontrollii laboratuvar ortaminda 5 haftay:
asan stirede, sirkadiyen bozulma (tekrarlayan 28 saatlik “giinler”) ile kombine edilen 3
saatlik uyku kisitlamasini (5.6 saat uyku) takiben 9 giinliik iyilesme uykusu ile sirkadiyen
yeniden diizenlenmeyi igeren program uygulanmigtir. Ayni sirkadiyen fazda alinan
onlemlerle, eszamanli sirkadiyen bozulmayla uzun siireli uyku kisitlamas1 maruziyeti
katilimcilarin  dinlenme metabolizma hizin1 azaltip, yetersiz pankreatik insiilin
salinimindan dogan bir etkiyle yemek sonrasi plazma glukoz konsantrasyonlarini artirdigi
gbzlenmistir. Bu parametreler 9 giinliik iyilesme uykusu ve stabil sirkadiyen yeniden
diizenlenme boyunca normallesmistir. Bu ¢alismayla, insanlarda eszamanli sirkadiyen
bozulmayla uzun siireli uyku kisitlamasinin metabolizmay1 degistirebilecegi, obezite ve
diyabet riskini artirabilecegi goriilmiistiir (Buxton ve ark., 2012).

Gamble ve ark., 2011 yilinda yaptiklari ¢alismada hastanede giindiiz ve gece
vardiyasinda calisan 388 hemsirede uyku stratejileri, kronotip ve sirkadiyen ritim
genlerindeki polimorfizmler i¢in genotipler degerlendirilmistir. Elde edilen sonuglar
CLOCK, NPAS2, PER2 ve PER3’teki polimorfizmler, hem tek ve hem de multilokus
modellerde alkol/kafein tikketimi ve uyku halinin yani sira, uyku fazi, atalet ve siire gibi
sonuglarla 6nemli Olgiide iligkili bulunmustur. Uyku stratejisi, kronotip ve genotip,
sirkadiyen sistemin aydinlik-karanlik dongiisiiniin farkli programlari ve sosyal/isyeri
zamani arasinda sik veya diizensiz gecis yapan bir ¢evreye adaptasyonla katkida bulunur.
Vardiyal1 ¢alisan hemsirelere iliskin bu ¢alisma fizyoloji ve metabolizmanin zamansal
organizasyonuna ¢evresel bir stresin davramigsal ve sagliga iliskin nasil sonuglari
olabilecegini gostermistir (Gamble vd, 2011).

Scheer ve ark., 2009°’da yaptiklar1 ¢alismada 5’1 kadin olmak iizere 10 yetigkin
denegi, deneklerin sirkadiyen dongiiniin tiim asamalarinda yemek yiyip uyuduklar1 10
giinliik laboratuvar protokoliine maruz birakmustir. Deneklere yinelenen 28 saatte bir 4

izokalorilik giinliikk yemek verilmistir. Katilimcilarin 8 giin boyunca, plazma leptin,
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insiilin, glukoz ve kortizol degerleri saatlik, idrar katekolaminleri 2 saatte bir, kan basinci,
kalp atis hiz1, kardiyak vagal modiilasyonu, oksijen tiiketimi, solunum degisim orani ve
polisomnografik uykular1 giinliik olarak olgiilmiistiir. Temel viicut sicakligr sirkadiyen
faz1 degerlendirmek tizere 10 giin boyunca siirekli kaydedilmisdir. Denekler aliskanlik
zamanlarindan yaklasik 12 saatlik faz dis1 yiyip uyuduklarinda sirkadiyen sapmanin s6z
konusu oldugu; sistematik olarak leptin (—17%, P < 0.001) azalmasina, artmis insiiline
(+22%, P = 0.006) ragmen glukoz artisina (+6%, P < 0.001), giinliik kortizol ritminin (P
< 0.001) tamamen tersine ¢evrilmesine, artmis ortalama arter basincina (+3%, P =0.001)
ve azalmig uyku verimliligine (—20%, P < 0.002) yol agtig1 tespit edilmistir. Sirkadiyen
sapma, yeterli mevcut veri ile, 8 denekten 3’{iniin prediyabetik durumun tipik araliginda
tokluk glukoz yanitlar1 gostermesine neden olmustur. Bu bulgular, kronik vardiyali
calisma veya akut jet lag ile meydana gelen sirkadiyen sapmanin, olumsuz
kardiyometabolik etkileri oldugunu gostermistir (Scheer ve ark., 2009).

Kan glukozundaki giinlik dalgalanmalarin zamanlamasi sirkadiyen ritim
tarafindan siki sekilde kontrol edilir. DNA metilasyonu sirkadiyen ritme eslik eder ve
anormal DNA metilasyonu sirkadiyen bozulma ve hiperglisemi ile iligkilendirilmistir.
Ancak, glukoz metabolizmasindaki sirkadiyen genlerin metilasyonunun belirgin roli
bilinmemektedir. Peng ve ark., 2019 yilinda, Monozigotik (MZ) ikiz giftlerde gen kiimesi
yaklasimi kullanarak, 138 orta yash, erkek-erkek MZ ikizlerinde (69 ¢ift) glukoza iliskin
ozellikler iizerinde bes temel sirkadiyen genlerindeki (CLOCK, BMALL, PER1, PER2,
PER3) 77 farkli CpG’lerin ortak etkisini incelemislerdir. DNA metilasyonu, bisiilfit
pirosekanslama ile Olc¢lilmiis olup, ©nce glukoz metabolizmasi ile tek CpG
metilasyonunun iligkisini incelemek amaciyla eslesmis ikiz ¢ifti analizi yapilmis;
ardindan, glukoz metabolizmas: {izerindeki bir yolak olarak tiim bes sirkadiyen gende
veya bir gendeki cesitli CpG’lerde DNA metilasyonunun birlesik etkisini incelemek i¢in
kesilmis iiriin yontemiyle (truncated product method) gen bazli ve gen kiimesi analizleri
uygulanmustir. Incelenen 77 farkli CpG’nin yalnizca bir bolgesi, (False Discovery Rate)
FDR < 0.05 ‘te bireysel olarak insiilin direnci ile iligkili oldugu goriilmistiir. Ancak, tim
bes sirkadiyen gendeki DNA metilasyonunun ortak etkisi glukoz metabolizmasi ile
onemli bir iligki gostermistir. Calismanin sonuglari, sirkadiyen ritmin kan glukozunun

diizenlenmesinde biyolojik bir mekanizmanin olabilecegini ve epigenetik analizde gesitli
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CpG’lerin ortak etkisinin test edilmesinin 6énemli oldugunu gostermistir (Peng ve ark.,

2019).
2.4. PER 3 Geni VNTR Polimorfizmi

Insan genomunun %45 kadari tekrar eden bolgelerden olusur. Bunlar Mendel
Kurallarina uyan kalitsal bolgeler olup, tekrar birimi sayilarindaki farkliliklar1 nedeniyle
yiiksek diizeyde polimorfiktirler ve bu nedenle ayrim giicleri ¢ok yiiksektir. VNTR
(variable number of tandem repeat) veya minisatellit ad1 verilen ardisik tekrar bolgeleri
bu sistemlerin drneklerinden biridir. Ik kez 1980 yilinda Wyman ve White tarafindan
tanimlanmis, 1985 yilinda Alec Jeffreys ve arkadaslar tarafindan minisatellit olarak
adlandirilmis olan VNTR lokuslar tekrarlayan {initelerin sayisina bagl olarak uzunluk
polimorfizmleri gosterirler (Wyman ve White, 1980; Jeffreys ve ark., 1985).

Insanlarda PER3’iin 18. ekzonunda bulunan ve 18 aa kodlayan 54 bazlik bir
degisken sayida ardisik tekrar polimorfizminin (VNTR) tekrar sayisinin (4 veya 5 tekrar)
cesitli hastaliklarla iligkili olabilecegi gosterilmistir (Karthikeyan ve ark., 2014; Lipkova
ve ark., 2014; Carvalho ve ark., 2019: Magee ve ark., 2020).

Magge ve ark. 2020 yilinda yaptiklari bir calismada PER3 VNTR polimorfizminin
uyku fazi sendromu ile iligkili olabilecegini gdstermislerdir. Arastirmacilar uyku-uyanma
faz1 bozukluguna (DSWD) ve gecikmis los 11k melatonin baslangicina (DLMO) sahip
yiiz dort kisiden alinan yanak siirlintiisiinden genotipleme yapmislardir. Katilimcilar,
istenen uyku zamaninda, istenen uyku zamanindan 1 saat 6nce (veya DLMO'dan ~1.45
saat Once) verilen plasebo veya 0.5 mg melatonin'e randomize edilerek, uyku kaliteleri
Pittsburgh Uyku Kalitesi Indeksi (PSQI), Uykusuzluk Siddet indeksi (ISI), Hasta
Tarafindan Raporlanan Sonuglar Olgiim Bilgi Sistemi (PROMIS: Uyku Bozuklugu,
Uykuyla Iliskili Bozukluk), Sheehan Engellilik Olgegi (SDS) ve Hasta ve Klinisyen-
Kiiresel lyilestirme (PGI-C, CGI-C) olgekleriyle degerlendirilmistir. Elde edilen
sonuglar, PER34/4 DSWPD hastalarinin melatonin tedavisine daha fazla yanit
verdiklerini gostermekte olup, bu nedenle PER3 genotiplemesinin DSWPD hastalarinda
melatonin tedavisi i¢in 6nemli olabilecegi ileri siiriilmiistiir (Magee ve ark., 2020).

Carvalho ve ark. 2019 yilinda, PER3 ritim geni VNTR polimorfizmine gére bir
sartl agr1 modiilasyonu (CPM) paradigmasi kullanarak azalan agr1 diizenleyici sistemin

(DPMS) sirkadiyen varyasyon paternini degerlendirmek amacl bir caligma yapmaislardir.
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Calismada 1s1 agrist esigi (HPT), soguk basing testi (CPT), BDNF ve S100-B proteini
serum seviyeleri 6lgtimleri kullanarak giin boyunca gegici varyasyon paterni ve PER3 4/4
ile PER3 5/5 genotipleri arasindaki iliski degerlendirilmistir. Calismada, 18 ila 30 yas
arast 15’1 kadin 18 saglikli goniillii ile ¢alisilmistir. Genellestirilmis Dogrusal Model
(GLM), sirasiyla (SD’ler) 0.41 (0.78) vs. 0.67 (0.90) (y2=7.256; df=1" P=0.007)
ortalamalariyla, PER3 4/4 ve PER3 5/5 genotipleri arasinda A-CPM-gérevinde dnemli bir
farki agi8a cikarmistir. A-BDNF ‘nin, A-CPM-gérevi (0.015, 95% CI=0.01 to 0.03) ile
pozitif korelasyonlu oldugu goriilirken; hem giinde en az 2 saat uyku eksikligi
(B=-0.96, 95% giiven araligi (CI)=—1.86 to —0.11)) hem de A-S100-B proteininin
(—0.03, 95% CI=-0.06 to —0.02) A-CPM-goreviyle negatif korelasyonlu oldugu
goriilmistir. PER3 4/4 ve PER3 5/5 (sirasiyla, 0.11 (4.51) vs. 4.00 (2.60)) (2 =22.251;
df=1P=0.001) arasindaki A-CPT ‘de de 6nemli bir fark gézlenmistir. Tiim bu bulgular,
PER3 5/5 polimorfizminin giin boyunca DPMS’nin inhibisyon yapan fonksiyonunda bir
azalma ile iliskilendirildigini gostermektedir. Ancak, uyku eksikliginin, PER3 VNTR
polimorfizmine bakilmaksizin, ayn1 zamanda DPMS nin inhibisyon yapan fonksiyonunu
azaltan bagimsiz bir faktor oldugu da goriilmiistiir. (Carvalho ve ark., 2019)

Akut miyokard enfarktiisiinde (AMI) etki alan1 ve infarkt biiytlikligl sirkadiyen
varyasyonlara konu olmustur. Molekiiler seviyede, kardiyomiyositleri igceren farkl
hiicrelerdeki sirkadiyen ritimler 24 saatlik biyokimyasal siirecler iiretirler. Hiicre ritim
mekanizmasindaki olas1 dengesizlik veya bozukluklar kardiyak metabolizma ve
fonksiyonlar1 degistirip kardiyovaskiiler hastaliklara duyarlilig1 artirabilmektedir. PER3
geninin, kalbi de igeren farkli dokulardaki cesitli genlerin sirkadiyen ekspresyonunu
etkiledigi, PER3 genindeki VNTR polimorfizminin (rs57875989) giinliik tercihler, uyku
dengesi, enfeksiyon ve kanseri igeren ¢oklu fenotipik parametrelerle iliskili oldugu
bildirilmektedir. Lipkova ve ark. 2014 yilinda, ST yiikselmesiyle olan AMI’de (STEMI)
bu polimorfizmin etkisini arastirmak {izere bir ¢calisma yapmistir. Calismaya katilmay1
kabul eden denekler (314 Kafkas kokenli STEMI hastasi ve 332 saglikli kontrol grubu)
PER3 VNTR polimorfizmi bakimindan genotiplendirilmistir. PER3 5/5 varyant
tastyicilar, daha yliksek seviyelerde interleukin-6, B tipi natriiiretik peptitler ve daha
diisiik A vitamini seviyeleriyle iliskilendirilmistir. AMI baslangicinin sirkadiyen dagilim

paternlerinin genotip ve alelik frekans seviyesine bagli olarak farklandigi tespit edilmistir.
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Ozellikle erkeklerde en az bir 4 tekrarl alleli olan genotiplere (PER3 4/5 ve PER3 4/4)
(N =264) sahip bireylerin, PER3 5/5 (N = 50) genotipine sahip bireylerle kiyaslandiginda
dikkat c¢ekici Olgiide sirkadiyen aktivite gosterdigi gozlenmistir. PER3 VNTR
polimorfizminin genotip ve/veya alel frekanslar1 bakimindan STEMI vakalar1 ve
kontroller arasinda onemli farklar gozlenmemistir. Calismanin sonuglari, PER3
VNTR’nin miyokard enfarktiisiiniin gelisimi ve ilerlemesinde bireyler arasi farkliliklara
ve kardiyak fonksiyonlarin modiile edilmesine katkida bulunabilecegine isaret etmistir
(Lipkova ve ark., 2014).

Literatirde PER3 VNTR polimorfizmi ile diyabet arasinda iliski inceleyen tek
calisma olan Karthikeyan ve ark. 2014 yilinda yaptiklart ¢calismada arastirmacilar 302
T2DM hastast1 ve 330 diyabet hastast olmayan kontrol grubunu calismaya dahil
etmislerdir. PER3 VNTR genetiplemesi sunucunda T2DM hasta grubunda 5/5 genotip
sikliginin kontrole nazaran istatistiksel olarak yiiksek oldugu tespit edilmistir (%19 vs
%12; p=0.006). Allelik olarak da 5 alleli T2DM hasta grubunda anlamli olarak yiiksek
tespit edilmistir (%43 vs %35; p=0.0082) (Karthikeyan ve ark., 2014).

3. MATERYAL VE METOD

3.1. CALISMA GRUPLARI

Calismaya; Tokat Gaziosmanpasa Universitesi Tip Fakiiltesi Arastirma ve
Uygulama Hastanesi I¢ Hastaliklar1 Anabilim Dali’na basvuran Diyabet tanisi almis 84
ve DN tanis1 almis 220 hasta alindi. Yine I¢ Hastaliklar1 Poliklinigine bagvuran saglikli
218 bireyden kontrol grubu olusturuldu.

3.1.1. Etik Kurul Izni ve Bilgilendirilmis Onam

Calisma Gaziosmanpasa Universitesi Tip Fakiiltesi etik kurulunun 05/12/2019
tarih ve 2019/18 sayili toplantisinda 19-KAEK-225 karar numarayisiyla onaylanmistir.
Caligmaya katilan tiim goniilliiler arastirma ile ilgili ayrintili olarak biliglendirilmis ve

onam formu kan 6rnegi alinmadan 6nce imzalatilmistir.
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3.2. CALISMADA KULLANILAN ALET ve CIHAZLAR

Calismada kullanilan cihaz ve markalar1 Tablo 3.1. de ayrintili olarak

gosterilmistir.

Tablo 3.1. Tez Calismasinda Kullanilan Cihazlar ve Markalar

Real-Time PZR Applied Biosystems Step One Plus
PZR (Thermal Cycler) Prime Termal Cycler, SPRIMEG102
Bilgisayar Exper, intelcore

Jel Goriintiileme Cihazi Vilber QUANTUM

Elektroforez Tanki1 Cleaver Scientifica, MHCHOICE
Gili¢ Kaynagi Consort, EV26

Santrifiij Mikro 120, Hettich Zentrifugen
Vorteks VELP Scientifica, F20220176
Manyetik Karistirici VELP Scientifica, F20520162

Su Banyosu Memmert

Buzdolabi Indesit, TNS FNF

Mikrodalga Firin Arcelik MD554

Hassas Terazi KERN, ABJ 220-4M

PH Metre Thanna, 507702

3.3. COZELTILER

3.3.1.Agaroz jel hazirlanmasinda kullanilan kimyasallar;

1. Trizma Baz (Bioshop, Lot: 1L22940)

2. Borik Asit (Carlo Erba, Lot: 0L057180L)
3. Agaroz (Invitrogen, Lot:0000230689)

4. EDTA (Amresco, Lot: 3228B038)

5. NaOH (Sodyum Hidroksit) (Riedel- de Haen, Lot: 70440 UN 1823)

6. Ethidium Bromide (Serva, 090107)

3.3.2. Agaroz Jel Hazirlanmasinda Kullanilan Cozeltiler;

1. EDTA (Etilendiamin Tetra Asetik Asit) hazirlanmasi-100 ml, 0,5M: Hassas

terazide 18,16 gr EDTA tartilip, 80 ml saf suda yaklasik 2g NAOH ilave edilerek ¢oziip
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100 ml’ye tamamlandi ve pH’st pH metre ile (IHANNA, 507702) 8’e ayarlanip
otoklavland:.

2. Tris-Borik Asit-EDTA (5xTBE): Bir miktar saf suda, 27,5 gr Borik asit ve 54
gr Tris hazirlanan EDTA ¢6zeltisinden 20 ml ilave edilerek ¢ozdiikten sonra 1 L’ye
tamamlandi.

3. Etidyum bromiir (10mg/ml) soliisyonunun hazirlanmasi; Ethidium Bromid 0,1
gr tartilip 10 ml distile su igerisinde bir gece boyunca manyetik karistiricida karistirilarak
¢ozildi. Hazirlanan ¢6zelti kullanilacak tiipler paylastirilarak aliminyum folyo ile

kaplandi. Oda sicakliginda veya +4 C de saklandi.

3.4. PERIFERIK KAN LOKOSITLERINDEN DNA IZOLASYONU
Toplam 522 goniilliden EDTA’11 tiiplere alinan 1-2 ml periferik kan 6rnekleri
calisma yapilincaya kadar buzdolabinda +4 derecede saklandi. Bu kan 6rneklerinin

DNA’lar1, 200ul kan alinarak DNA izolasyon kiti yardimiyla izole edildi.

3.4.1. DNA Izolasyonu I¢in Kullanilan Sarf Malzemeler
* DNA izolasyon kiti (Thermo Scientific, Lot: 00169383)
* Mikro pipetler ( Glison Pipetman, Finnepipette )

* Ependorf tiip (1,5 m1’lik)

* Pipet Ucu (10 pl, 100 pl,1000 pl )

* Rak

* Etiket

* Filtreli Ttip

3.4.2. Kandan DNA Izolasyonunda Kullanilan Protokol

1. 1,5 mI’lik ependorf tiiplere alinan 200 ul EDTA’l1 kanin tizerine 20 pul RNAz
ve 20 ul proteinaz K ilave edildilerek vortekslendi.

2. 200 pl Genomic/Lysis Binding Buffer bu karisimin {izerine ilave edilerek
vortekslendi ve daha sonra 10 dk 55°C’lik su banyosunda bekletildi.

3. Toplamda 440 ul olan bu karisima 200 pl saf etanol (Merck, K3659586) ilave
edildilerek homejenizasyon igin vortekslendi.
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4. Homojenize olan karisim filtreli tiipe alinarak 11.000 rpm’de (dakikadaki devir)
1 dk santrifiij edildi (DNA filitrede kaldi).

5. Temiz bir tiipe alinan filtre tizerine 500 ul ilk yikama soliisyonu (Wash Buffer
1) ilave edilerek 11.000 rpm’de 1 dk santrifiij yapildu.

6. Filtre tekrar baska bir temiz tiipe alinarak lizerine ikinci yikama soliisyonundan
(Wash Buffer 2) 500 ul ilave edildi ve 13.000 rpm’de 3 dk santrifiij yapildi.

7. Temiz ve steril yeni bir ependorf tiipiine alinan filitre tizerine 200 pl ayristirma
tamponu (Elution Buffer) ilave edilip 1 dk oda sicakliginda bekletildikten sonra 1 dk
13.000 rpm’de santrifiij yapilarak DNA’nin ¢ozelti halinde ependorfa sizmasi saglandi.
Boylece tiipte 200 ul, yaklasik 25-50 ng/ ul konsantrasyona sahip DNA ¢ozeltisi elde

edilmis oldu.

3.5. PER3 VNTR (rs57875989) POLIMORFiZMi POLIMERAZ ZiNCiR
REAKSIYONU

PZR-Polimeraz zincir reaksiyonu, spesifik DNA dizilerini in vitro DNA sentezi
ile iissel olarak ¢ogaltmak i¢in kullanilan molekiiler teknolojik yontemlerden biridir. Bu
islem ii¢ ana adimda meydana gelir: 1) DNA’nin yiiksek 1s1 ile ¢oziilmesi
(Denatiirasyon), 2) Denatiire olan DNA zincirlerine ¢ogaltilmasi hedeflenen bolgeye
spesifik, sentetik olarak iiretilmis iki oligoniikleotid primerin baglanmasi (Hibridizasyon)
ve 3) Istya dayanikli (termostabil) DNA polimeraz enzimi ile baglanan primer uglarindan
hedef bolgenin sentezi (Polimerizasyon)’y1r icermektedir. Bu dongii defalarca
tekrarlanmaktadir. Her dongiide sentezlenen yeni DNA iplikgikleri, sonraki adimlarda
DNA sentezinin hedefi olarak kullanilir (Henson ve French, 1993). PZR islemi, ilgili
basamaklardaki sicaklik ayarlarini otomatik yapan 6zel cihazlarda (Thermal cycler)
gerceklestirilir. Ozel PZR tiipleri icerisinde 6rnek DNA, hedef bdlgeye o6zgii spesifik
sentetik primerler, 1sitya dayanikli Taq veya farkli bir polimeraz, deoksiniikleotit
trifosfat(dNTP), tampon soliisyonu, divalan katyonlar (genelde Mg+2) konarak ¢alisma
karisimi olusturulur ve PZR cihazinda cogaltilacak DNA bolgesine 6zgii sicaklik ve
dongii sayisina gore islem gergeklestirilir (Sambrook & Russell, 2001). Bu tez
caligmasinda PER3 geni VNTR polimorfizminin tespiti i¢in klasik PZR yontemi

kullanildi. Bu yontem i¢in kullanilan primerler Tablo 3.2. de verilmistir.

45



Tablo 3.2. PER3 VNTR Bbolgesi i¢in Kullanilan Primer ve PZR

Uriin Boylar
Gen ID Primerler PZR Uriin Boylar1
Polimo
rfizm
Forward:5’-TGTCTTTTCATGTGCCCTTACTT-3’
PER3 rs57875989 4 tekrar- 347 bg
VNTR Reverse: 5-TGTCTGGCATTGGAGTTTGA-3’ 5 tekrar- 401 bg

Klasik PZR reaksiyonu; toplam 25 ul son reaksiyon hacmi igerisinde 1U Tag
DNA Polimeraz (Gene All, Lot: TQ016A28007), 0,2mM dNTP karisimi (Thermo
Scientific, 25 mM), 1X Tag Reaction Buffer (Gene All Lot: TB016G15000), son
konsantrasyon 0,8 pmol olacak sekilde primerler, 3ul genomik DNA ve toplam hacmi 25
ul’ye tamamlayacak kadar dH>O konuldu. PZR bilesenleri ve miktarlar1 Tablo 3.3.’te

verilmektedir.

Tablo 3.3. Calismada Kullanilan Klasik PZR Bilesenleri ve Miktarlar

PZR Bilesenleri Miktarlari (ul/Reaksiyon)
Steril su (dH20) 14,3 ul
Tag Buffer (10xTampon) 2,5 ul
MgCl 2 ul
dNTP Mix ( 5mM) 1,0 ul
Primer (Forward) (20pmol/ pul) 1,0 ul
Primer (Reverse) (20pmol/ pl) 1,0 ul
Tag DNA Polimeraz 0,2 ul
Genomik DNA( 25-50 ng/ pl) 3,0 ul

Reaksiyon sonucunda PER3 VNTR 4 alleli i¢in 347 bg, 5 alleli i¢in ise 401 bg
uzunlugunda firiinler beklenmektedir. PER3 VNTR polimorfizminin belirlenmesi igin

kullanilan PZR programi Tablo 3.4. da verilmistir (An ve ark, 2014).

Tablo 3.4. PER3 VNTR Bblgesi igin Kullanilan PZR Programi

Islem Sicaklik© Siire(sn) Déngii Sayist
On Denatiirasyon 96 5 dk 1
Denatiirasyon 94 40 sn
Baglanma 60 30 sn 30
Uzatma 72 40 sn
Son Uzatma 72 12 dk 1
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Uygulanan PZR kosullari ile belirlenen PER3 VNTR boélgesine ait PZR {iriinleri

%2.5’lik agaroz jel hazirlanarak jel goriintiileme sitemi yardimiyla goriintiilendi.

3.6. AGAROZ JEL ELEKROFOREZI

Genellikle 100 bg¢'den biiyiik DNA fragmanlarini ayirmak ig¢in Agaroz jelleri
kullanilir. Jelin konsantrasyonu farkli uzunluklarda DNA fragmanlarinin arasindaki
mesafeyi belirler. Jele yiiklenen DNA fragmanlarimin hareketi DNA fragmanlarinin
konformasyonuna, jeldeki agaroz konsantrasyonuna, akimin kuvvetine ve tamponlarin
iyonik kuvvetine baglidir. Kiigiik DNA molekiilleri genel olarak agaroz jelde olusan
kiiglik kanallardan daha hizli gé¢ ederler ve boylece daha uzun DNA molekiillerinden
daha uzaga go¢ ederler. Jel konsantrasyonu kanal capii belirledigi igin, diisiik
konsantrasyonlu jeller biiyitk DNA fragmentlerinin, yiikksek konsantrasyonlu jelller ise
kiicik DNA fragmanlarinin daha iyi ayrilmasini kolaylastirir (Lee & Bahaman., 2010).

Calismamizda, Bromofenol mavisi ve griserol (BBF, Lot: OLBO00) igeren
yiikleme ve takip tamponu ile jele yiiklenen PER3 VNTR bélgesine 6zgli PZR reaksiyon
tiriinleri %2.5°lik agaroz jelde yiiriitiildi.

Agaroz Jel Elektroforez i¢in %2.5’lik Jel Hazirlanmasi: hassas terazide 2.5 gr
agaroz (Invitrogen, Lot:0000186100) tartilip erlenmayer icerisine kondu ve iizerine 100
ml 1x TBE (200ml 5XTBE + 800 ml distile su) ilave edilerek karigtirildi. Bu karigimin
2-3 dk mikrodalga firinda 1sitilarak ¢6ziinmesi saglandi. Tamamiyle ¢6ziiliip homojenize
olduktan sonra oda sicakliginda hafif sogumaya birakildi. Hafif soguyan ¢ozeltiye
DNA’ya baglanarak 1s1ma yapip jel goriintileme cihazinda goriinmesini saglayan
yaklagik 3 pl etidyum bromid ilave edildi. Elektroforez jel kasetinin iki kenarini kapatmak
icin yapilmig olan kalin lastik bariyerler kasete takildi ve PZR firlinlerinin yiiklenecegi
kuyucuklarin olusmasi igin kasete taraklar yerlestirildi. Hazirlanan jel kasetinin igerisine
agaroz ¢ozelti dokiilerek yaklasik 20 dk donmasi igin bekletildi. Hazirlanan % 2.5’lik
agaroz jelden oncelikle kuyucuklarin olusumu igin yerlestirilen tarak ¢ikarilidi ve jel
kaset igerisinde elektroforez tankina yerlestirildi. PER3 VNTR bdlgesi i¢in yapilan PZR
reaksiyonlarin her birinden ayr1 ayr yiiklemek iizere 10 pl alinip, PZR {irlinlerini jelde
takip etmek ve lriinlerin jel kutucuklarina oturmasinmi saglamak i¢in yaklasik 1 pl jel

yiikleme tamponu ile karistirildi ve PZR iiriinleri jel kuyucuklarma yiiklendi. Iginde
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DNA’nin (-) kutuptan (+) kutupa dogru go¢ etmesini saglayan ve elektriksel ortam i¢in
gerekli olan 1XTBE c¢ozeltisi bulunan elektroforez tankinin kapagi kapatilip ve elektrik
baglantilar1 yapilip gii¢ kaynagindan 125 Volt sabit eletrik verilerek DNA yiiriitme islemi
yapildi. PZR iiriinleri yaklasik 30 dakika kadar marker esliginde yiiriitiildii. Marker olarak
GeneAll GENESTA™ 100bp DNA Ladder kullanildu.

Yiirtitme islemi yapildiktan sonra jel, jel goriintiileme cihazina konarak UV 15181

altinda goriiniir hale getirildi ve Quantum ST4 programinda goriintiilendi.

Sekil 3.1: PER3 VNTR Bélgesi PZR Uriinlerinin %2.5’lik Agaroz Jel Goriiniimleri

3.7. ISTATISTIKSEL BULGULAR

Caligma verileri SPSS 16.00 programina kaydedildi ve istatistiksel analizi igin bu
program kullanildi. Ayrica, Winpepi yazilim programi da kullanilarak genotip ve allel
dagilimlar1 bakimindan hasta ve kontrol gruplar1 arasinda p ve OR degerleri hesaplandi.
Genotip/allel dagilimlari bakimindan gruplararas: farkliliklar ve Hardy — Weinberg
denkligi, Ki kare testi ile arastirildi. Calismada tespit edilen p degerlerinin P<0.05 olanlari

istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.
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4. ARASTIRMA BULGULARI

4.1. ARASTIRMA GRUBUNA AIT BULGULAR

Bu tez ¢alismasinda, PER3 geninin kodlama bolgesinde (18. Ekson) yer alan 54
nt uzunlugunda VNTR tekrar bolgesi (rs57875989) klasik PZR yontemi kullanilarak

belirlenmistir. Calisma kapsaminda toplam 522 goniillii calisilmistir. Calisma gruplarinin

yas ortalamalar1 ve cinsiyet dagilimi1 Tablo 4.1.’de verilmistir.

Tablo 4.1. Calismada Yer Alan Ornek Gruplarminin Cinsiyet ve Yas

Ortalamalaria Gore Dagilimi

Calisma Gruplari DN Kontrol Diyabet Toplam
N (%) N (%) N (%) N (%)
Cinsiyet 220 (%100) 218 (%100) 84 (%100) 522 (%100)
Kadm 165 (%75) 166 ((%76.15) 53 (%63.10) 384 (%73.56)
Erkek 55 (%25) 52 (%23.85) 31 (%36.90) 138 (%26.44)
Yas 56.83 £10.61 55.61+8.62 55.78£9.21 56.16 £9.60
(Ortalama+St.Sapma)

Ayrica hasta gruplarmin gesitli parametrelerle ilgili degerleri Tablo 4.2.°de

verilmistir.

Tablo 4.2. Calismada Yer Alan Hasta Gruplarininin Cesitli Tibbi Paramatreleri

Parametreler Hasta Gruplari

DN (n=220) Diyabet (n=84)
Hastalik siiresi (y1l) 7.66+6.05 9.76+6.38
HBAlc (%) 6.93+1.57 8.54+2.13
Hb (gr/dL) 12.81+1.18 13.57+1.80
HDL (mg/dL) 41.53+9.96 48.58+12.69
LDL (mg/dL) 129.32+32.64 123.95+57.71
Total Kolesterol (mg/dL) 186.05+53.54 193.01+56.30

Trigliserid (mg/dL)

Sistolik kan basinci (mmHg)
Diastolik kan basinct (mmHQ)
Boy (cm)

Kilo

VKI

168.21+81.01

129.14+22.58
80.87+14.81

162.74+6.77
78.52+9,08
29.78+4.31

179.17+89.70
129.554+24.45
82.33+£16.05
160.73+10.00
94.76+19.54
36.50+8.40
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4.2. DNA’NIN KALITATIF TAYINi
Elde edilen genomik DNA’lar % 2’lik agaroz jelde 120V’da 20 dk yiiriitiillerek

analiz edildi.

4.3. PER3 VNTR (rs57875989) POLIMORFIZMININ KLASIK PZR
VERILERI
PER3 VNTR boélgesi i¢in 220 DN hastasi, 84 Diyabet hastas1 ve 218

kontrol 6rneginden genotipleme yapilabilmistir.

4.4. PER3 VNTR (rs57875989) POLIMORFIZMININ iSTATISTIiKSEL

ANALIZ BULGULARI

PER3 geninin 18. ekzonunda bulunan VNTR bdlgesi (rs57875989) ic¢in
yaptigimiz genotiplendirme bulgularina gore; toplam ii¢ genotip (4/4, 4/5, 5/5)
belirlenmistir. Bu genotiplerden 4/5 genotipi tiim ¢alisma gruplarinda en yiiksek oranda
bulunmus olup, DN, Diyabet ve Kontrol gruplari i¢in sirasiyla % 45.45, % 46.43 ve %
43.58 olarak bulunmustur. Elde ettigimiz veriler 1s18inda her ii¢ grup icin ayri ayri
karsilastirma yaptik. Oncelikle DN ve Kontrol gruplarinin verilerini karsilastirdik (Tablo
4.3.). Bu iki grup agisindan baktigimiz zaman 4/4 genotipinin (%40 vs %34.86) ve 4
allelinin (%62.73 vs %56.65) DN hastalarinda kontrole nazaran daha yiiksek oldugunu
gozlemledik. Buna karsin 5/5 genotipi (%14.55 vs %21.56) ve 5 alleli (%37.27 vs
%43.35) DN hastalarinda saglikli kontrole nazaran daha diisiik bulundu, fakat istatistiksel
olarak anlamlilik bulunamad: (Tablo 4.3.).
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Tablo 4.3. - Diyabetik Noropati ve Kontrol Gruplarinin PER3 VNTR Genotip ve

Allel Verilerinin Karsilastirilmasi

Gruplar Genotipler Alleller
4/4 4/5 5/5 4 5
DN (n=220) 88 (%40.00) 100 (%45.45) 32 (%14.55) 276 164
(9%62.73)  (%37.27)
Kontrol 76 (%34.86) 95 (%43.58) 47 (%21.56) 247 189
(n=218) (9%56.65)  (%43.35)
P 0.279 0.702 0.063 0.073
OR, 95%CI 1.25, 0,85-1,83 1.08, 0.74-1.57 0.62, 0.38-1.01 1.29, 0.98-1.69

Daha sonra Diyabetli hastalarla kontrol grubunu karsilastirdik (Tablo 4.4.).
Diyabetli hasta grubunda 4/4, 4/5 ve 5/5 genotiplerinin yiizdesi sirasiyla %42.86, %46.43
ve %10.71 olarak bulundu. Bu oranlar kontrol grubunda sirastyla %34.86, %43.58 ve
%21.56 olarak tespit edildi. Allel oranlar1 da 4 ve 5 alleleri igin sirasiyla Diyabetli
hastalarda %66.07 ve %33.93, saglikli goniilliilerde %56.65 ve %43.35 olarak bulundu.
Istatistiksel olarak bu iki grup arasinda 5/5 genotipi (p=0.032; OR, 95%CI1=0.44 0.20-
0.93) ve alleler bakimindan anlamli fark tespit edildi (p=0.042; OR, 95%CI=1.49, 1.03-
2.16) (Tablo 4.4.).

Tablo 4.4. Diyabet ve Kontrol Gruplarinin PER3 VNTR Genotip ve Allel

Verilerinin Karsilastirilmasi

Ornek Genotipler Alleller
Gruplan 4/4 4/5 5/5 4 5
Diyabet 36 (%42.86) 39 (%46.43) 9 (%10.71) 111 57
(n=84) (%66.07)  (%33.93)
Kontrol 76 (%34.86) 95 (%43.58) 47 (%21.56) 247 189
(n=218) (%56.65)  (%43.35)
P 0.232 0.699 0.032 0.042
OR, 1.40,0.84-2.34 1.12,0.68-1.86 0.44 0.20-0.93 1.49, 1.03-2.16

95%ClI

Bu kargilatirmalarin yani sira iki hasta grubunun sonuglarini da bir biriyle
karsilastirdik (Tablo 4.5.). Karsilastirma sonucunda DN ve Diyabet gruplar arasinda

istatistiksel olarak anlamli fark bulunamadi (Tablo 4.5.)
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Tablo 4.5. Diyabetik Noropati ve Diyabet Gruplarinin PER3 VNTR Genotip ve

Allel Verilerinin Karsilastirilmasi

Gruplar Genotipler Alleller
4/4 4/5 5/5 4 5
DN (n=220) 88 (%40.00) 100 (%45.45) 32 (%14.55) 276 164
(9%62.73)  (%37.27)
Diyabet 36 (%42.86) 39 (%46.43) 9 (%10.71) 111 57
(n=84) (%66.07)  (%33.93)
P 0.696 0.898 0.455 0.453
OR, 0.89, 0.54-1.48 0.96, 0.58-1.59 1.42,0.65-3.10 0.86, 0.60-1.25
95%CI
5.TARTISMA ve SONUC

DM’nin en sik goriilen komplikasyonlarindan biri olan DN ayni1 zamanda DM nin
en zor komplikasyonlarindandir. Morbidite ve mortalitesi en biiyiik komplikasyon olan
DN ayrica diyabet bakimi igin biiyiik bir ekonomik yiik olusturur (Vinik ve ark., 2003).
Travmatik olmayan ampiitasyonlarin % 50 ila % 75'inden sorumlu olan DN, gelismis
iilkelerde diger diyabetik komplikasyonlarin toplamindan daha fazla hastaneye yatistan
sorumludur (Holzer ve ark., 1998). DN, viicudun daha ¢ok sinir sistemini etkiler, belli bir
donem sessiz kalabilir ve yikimlarini yaparken fark edilmeyebilir (Caputo ve ark., 1994).
DN, periferik ve otonom sinirleri ilgilendiren ve yasami tehdit eden bir komplikasyon
olup, uzun siireli (25 yil ve daha fazlasi) diyabet hastalarinin yarisindan fazlasini
etkilemektedir (Chawla ve ark., 2016).

DN prevalansi bolgesel ve toplumsal farkliliklar gostermekle birlikte, diyabetin
ilk teshisinde dahi %7.5’luk prevalansa sahip oldugu ve bir duraklama noktasi olmadan
daima asamali olarak da arttig1 bildirilmektedir (Reddy, 2019). Tip 1 ve tip 2 diyabet
popiilasyonlariyla yapilan bir ¢alismada, DN prevalans: sirasiyla %54 ve %45 olarak
bulunmustur (Tesfaye ve ark., 2013). DN’nin siniflandirilmas1 diyabetik noropatinin
degisken dogasinin tanimlanmasiyla ilk kez 1893’te Onerilmistir. DN’nin
siniflandirmasindan yaklasik 60 yil sonra ndropati ve diyabetin siiresi arasindaki iliski
belirlenmistir. Gliniimiizde kronik hiperglisemiye dayandirilan T2DM’nin mikrovaskiiler
komplikasyonu olarak bilinen DN, diger nedenlerin elimine edilmesinden sonra diyabette

periferik sinir disfonksiyonu olarak tanimlanir (Reddy, 2019).
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DN’nin patogenezinde bazi mekanizmalarla beraber diyabetteki biiyiik
metabolik degisikliklerin rol oynadigi ileri siiriilmektedir. Bu degisikliklerden bazilari
oksidatif stres, ileri glikasyon son tiriinlerinin olusumu, yiikselmis niikleer faktor kB
(NFkB) ve p38 mitojenle aktiflestirilen protein kinaz (MAPK) sinyali gibi cesitli
proenflamatuar degisikliklerdir. Bu mekanizmalar tek baslarina etkilerini gosteremeseler
de birlikte kolaylastirict bir yaklasimla giiglii bir etkilesim kurarlar. Bunlarin yan1 sira
artmis poli(ADP-ribose) polimeraz (PARP) ve lipooksijenaz aktivitesinin de DN
gelisiminde rol oynadigi bildirilmistir. Yine, endoplazmik retikulum stresinin ortaya
cikmast ve katlanmamis protein cevabinin (UPR) noropatiyi de igeren diyabetik
komplikasyonlarda rol oynayabilecegi ileri siiriilmiistiir (Van Dam ve ark., 2013).

Sirkadiyen ritim; canlilarda, diinyanin kendi ekseni etrafindaki doniisiiniin
etkisiyle olusan gesitli fizyolojik, biyokimyasal ve davranigsal dongiilerin tekrarlanmasi
olarak tanimlanmaktadir (Pittendrigh, 1960). Bu dongiiler bir hiyerarsi i¢inde gergeklesir.
Sirkadiyen ritim merkezi ve perifer olmak tizere iki yap1 tarafindan kontrol edilmektedir.
Merkezi yap1 Hipotalamusta yer alir ve bu yapi i¢in 151k en 6nemli zamanlayicidir. Ama
151810 yani sira farkli etmenler de; sicaklik, melatonin, vardiya degisim ve jet-lag gibi
durumlar da ritmi etkiler. Birgok periferal doku, 6rnegin Karaciger, pankreas, iskelet kasi
gibi dokular hipotalamustan gelen sinyaller ile yonetilmektedir. Ancak, sadece merkezi
yap1 degil, beslenme de bu dokular i¢in potansiyel zamanlayicidir (Takahashi, 2016;
Michael ve ark., 2017; Rosensweig ve ark., 2018). Sirkadiyen ritimde olusan
diizensizliklerin viicut agirhigy, lipit diizeyleri, obezite, metabolik sendrom, Tip 2 diyabet
ve kardiyovaskiiler hastaliklar ile iligkili oldugu gosterilmistir (Bailey ve ark., 2014; Lee
ve ark., 2018).

Sirkadiyen ritim proteinlerinin diizenledigi ritmik degisimler, glukoz dengesini
diizenleyen metabolik siireclerde de gozlenmektedir. Yapilan calismalar sirkadiyen
ritimdeki bozulmalarin (Damiola ve ark., 2000; Marcheva ve ark., 2010; Stamenkovic ve
ark., 2012) ve ritim genlerindeki ifade degisimlerinin (Pappa ve ark., 2013; Bracci ve ark.,
2014, Peng ve ark., 2019) diyabet gelisiminde rol oynayabildigini gostermektedir. Ayrica,
DM komlikasyonlarindan DR ile sirkadiyen ritim genleri arasinda iligski olduguna dair
literatiirde ¢esitli caligmalar bulunmaktadir (Vieira, 2014; ClinicalTrials.gov 2020; Alex
ve ark., 2020; Bhatwadekar and Rameswara, 2020). Fakat literatiirde DN ile sikadiyen
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ritim genleri arasinda iliskiyi inceleyen herhangi bir ¢aligma bulunamamistir. Bu anlamda
calismamiz literatiirde ilk ¢aligma 6zelligindedir.

Calismamizda DN’li diyabetli hasta ve herhangi bir komplikasyonu olmayan
diyabetli hasta gruplari ile saglikli kontrol grubu incelenmistir. Elde ettigimiz sonuglara
baktigimiz zaman PER3 VNTR polimorfizmi bakimindan diyabetli hasta grubu ile
kontrol grubu arasinda anlamli bir fark oldugunu tespit ettik. PER3 VNTR 5/5 genotipi
iki grup arasinda anlamli olarak farkli bulunmustur (p=0.032; OR, 95%CI1=0.44 0.20-
0.93) (Tablo 4.4.). Literatiirii arastirdigimiz zaman PER3 VNTR polimorfizmi ile diyabet
arasinda iliskiyi arastiran tek bir calisma oldugunu gormekteyiz. Karthikeyan ve ark.
(2014) yaptiklar1 ¢aligmada 302 T2DM hastasi ve 330 diyabet hastas: olmayan kontrol
grubu ¢aligsmaya dahil etmislerdir. Elde ettikleri sonuglarda PER3 VNTR 5/5 genotipinin
siklig1 T2DM hasta grubunda kontrole nazaran yiiksek bulunmustur (%19 vs %12). Bu
fark istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p=0.006). Allelik olarak da 5 alleli hasta
grubunda anlamli olarak yiiksek tespit edilmistir (%43 vs %35; p=0.0082) (Karthikeyan,
2014). Ancak bizim sonuglarda tersi bir durum gozlenmistir. T2DM’li hastalarda PER3
VNTR 5/5 genotip siklig1 kontrole nazaran anlamli olarak daha diisiik ¢gikmistir (% 10.21
vs %21.56; p=0.032; OR, 95%CI= 0.44, 0.20-0.93). Yine 5 alleli kontrol grubunda
anlamli olarak yiliksek bulunmustur (%33.93 vs %43.35; p=0.042; OR, 95%CIl= 1.49,
1.03-2.16) (Tablo 4.4.). Bu farkliligin muhtemelen PER3 VNTR polimorfizminin
populasyonlar arasindaki farkindan kaynaklanmig olabilecegini diigiinmekteyiz. 2005
yilinda yapilan bir calismada PER3 VNTR 4 allelinin diinyadaki dagiliminin ¢ok genis
bir aralikta (0.2-0.89) oldugu vurgulanmistir (Nadkarni ve ark, 2005). Nitekim, Tirkiye
toplumunda PER3 VNTR lokusu i¢in yapilan sinirli sayida ¢alismalari inceledigimizde
sagliklt gruplarda 5/5 genotipi frekansinin %16 ile %?22.3 arasinda degistigini
gormekteyiz (Yegin, 2020; Ozsoy, 2021; Yesil Sayin, 2021; Yegin, 2021). Bizim
calismamizda da kontrol grubunda 5/5 genotipinin frekansi (%21.56), literatiirdeki
calismalarda Tiirkiye toplumu igin tespit edilen frekanslara uyumlu ¢ikmistir (%16-22.3).
Ayni sekilde 4/4 genotipi igin tespit edilen oran (%34.86), yukarida belirtilen
calismalarda elde edilen oranlarla (%24-39.7) uyumlu ¢ikmistir. Calismamizda elde
edilen sonuglarin Karthikeyan ve ark. (2014) yaptiklar1 ¢aligmadan elde ettikleri

sonuglardan farkli ¢ikma nedeni tam olarak anlasilmamis olsa da, sonuglarimizin
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literatiirdeki Tirkiye toplumuna yonelik calismalardaki sonuglarla uyumlu ¢ikmasi
verilerimizin dogrulugunu desteklemektedir.

Literatirde PER3 VNTR polimorfizmi ile DN arasindaki iligskiyi inceleyen
herhangi bir ¢alismaya rastlanmamustir. Ayrica sirkadiyen ritim genleri ile DN arasinda
herhangi bir ¢alisma bulunmamaktadir. Bu anlamda ¢alismamiz diinyada ilk olma
ozelligi tasimaktadir. Calismamizda elde edilen veriler incelendiginde DN hastalari ile
kontrol grubu arasinda PER3 VNTR poimorfizmi bakimindan istatistiksel olarak anlaml
bir fark gézlenmemistir. Her ne kadar 5/5 genotipi DN hasta grubunda kontrole nazaran
onemli Ol¢iide daha diisiik tespit edilse de (%14.55 vs 21.56) bu fark istatistiksel olarak
anlamli ¢gtkmamistir (p=0.063; OR, 95%CI= 0.62, 0.38-1.01). Allelik olarak da 4 alleli
hasta grubunda yiiksek olsa da istatistiksel olarak anlamli ¢ikmamistir ((%62.73 vs
%56.65; p=0.073; OR, 95%CI=1.29, 0.98-1.69) (Tablo 4.3).

Calismamizda ayrica DN ve diyabetli hasta gruplart PER3 VNTR polimorfizmi
bakimindan karsilastirilmistir. iki hasta grubu arasinda anlamli bir fark gdzlenmemistir
(p>0.05) (Tablo 4.5.).

Biz ayrica tiim hastalar1 (DN ve diyabet) diyabetli hasta olarak kabul edip kontrol
grubu ile karsilastirdik. Elde ettigimiz sonuglar kontrol gurubu ile bu yeni diyabet grubu
arasinda oOzellikle 5/5 genotipi bakimindan anlamli fark oldugunu gdstermektedir
(%13.49 vs %21.56; p=0.018; OR, 95%CI= 0.57, 0.36-0.90). Yine allelik olarak 5
allelinin hasta grubunda kontrole nazaran anlamli olarak diisiik oldugu tespit edilmistir
(p=0.025; OR, 95%CI= 0.75, 0.58-0.96) (sonuglar tablo olarak sunulmamaistir).

Sonug olarak, yaptigimiz caligmada diinyada ilk kez sirkadiyen ritim genlerinden
PER3 geninin VNTR polimorfizmi ile DN arasinda baglant1 incelenmistir. Calismamiz,
ayni zamanda, herhangi bir sirkadiyen ritim genleri ile DN arasinda iliskiyi inceleyen ilk
caligmadir. Ayrica, ¢alismamizda diyabet ile PER3 VNTR iliskisi de incelenmistir.
Calismamizda toplam 522 6rnek calisilmis olup, bulardan 220 DN hastasi, 84 diyabetli
hasta ve 218 kontrol 6rnegidir. Elde ettigimiz sonuglar PER3’iin diyabetle iligkili
olabilecegini fakat DN ile iliskili olmadigim goéstermistir. Ozellikle PER3 VNTR 5
allelinin diyabete karsi resesif olarak koruyucu etkisi s6z konusudur. Ancak bu etkiyi
DN gelisiminde tespit edemedik. Calismamizin kapsami ve elde ettigimiz sonuglar ilk

olmas1 bakimindan 6nemlidir. Literatiirde benzer ¢alismalarin olmamasi (veya ¢ok sinirl
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olmasi) nedeniyle sonuglarimizin daha genis 6rneklem igeren ¢alismalarla teyid edilmesi

gerekmektedir.
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