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OZET

Tip 2 diyabet (T2DM) diinya genelindeki en yaygin metabolik hastaliklardan biridir. Tip 2
diyabet, pankreas f hiicrelerinin insiilin sekresyonunun yeterli diizeyde olmamasi, instilinin
hedef organlardaki etkisinin azalmasi (insiilin direnci) veya her ikisinin etkisinden de
kaynaklanan hiperglisemi ile karakterize bir hastaliktir. Tip 2 diyabet hastalarinda
hipergliseminin siddetine ve siiresine bagli olarak mikrovaskiiler ve makrovaskiiler
komplikasyonlar gelismektedir. Tip 2 diyabetin gelisimindeki genetik risk faktorleri
karmasiktir. Calismamizda, 10 yildir tip 2 diyabet hastasi olan 120 birey komplikasyonu
bulunmayan hasta grubu, mikrovaskiiler komplikasyonlu hasta grubu ve makrovaskiiler
komplikasyonlu hasta grubu olmak iizere {i¢ ayr1 grupta incelenmistir ve kontrol grubunda
ise hasta gruplart ile uyumlu 40 saglikli goniillii birey bulunmaktadir. Sitokin kodlayan
genler olan NAMPT, IL-6 ve Vaspin genlerinin tek niikleotid polimorfizmleri (SNP)
polimeraz zincir reaksiyonu-restriksiyon parca uzunluk polimorfizmi (PCR-RFLP) ve
LightSNiP Assay ile gerceklestirilen Real-Time PCR (qPCR) yontemi ile incelenmistir.
NAMPT geni i¢in rs61330082 ve rs2058539 SNP’leri, IL-6 geni icin rs2069860 ve
rs1554606 SNP’leri ve Vaspin geni i¢in rs77060950 ve rs2236242 SNP’leri incelenmistir.
Bu genlerin tip 2 diyabet ile iligkisinin bulunmasi hastaligin teshisinde markdr olarak
kullanilma potansiyeli agisindan 6nemlidir.
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ABSTRACT

Type 2 diabetes (T2DM) is one of the most common metabolic diseases in the world. Type
2 diabetes is a disease characterized by hyperglycemia caused by insufficient secretion of
insulin by pancreatic  cells, decreased effect of insulin in target organs (insulin resistance),
or both. Microvascular and macrovascular complications develop in type 2 diabetes patients
depending on the severity and duration of hyperglycemia. The genetic risk factors for the
development of type 2 diabetes are complex. In our study, 120 individuals with type 2
diabetes for 10 years were examined in three different groups: the patient group without
complications, the patient group with microvascular complications, and the patient group
with macrovascular complications, also the control group included 40 healthy volunteers
who were compatible with the patient groups. Single nucleotide polymorphisms (SNPs) of
cytokine encoding genes NAMPT, IL-6 and Vaspin were investigated by polymerase chain
reaction-restriction fragment length polymorphism (PCR-RFLP) and Real-Time PCR
(gPCR) method performed with LightSNiP Assay. The rs61330082 and rs2058539 SNPs for
the NAMPT gene, the rs2069860 and rs1554606 SNPs for the IL-6 gene, and the rs77060950
and rs2236242 SNPs for the Vaspin gene were examined. The association of these genes
with type 2 diabetes is important in terms of their potential to be used as markers in the
diagnosis of the disease.

Science Code : 20326

Key Words . Type 2 diabetes, Polymorphism, NAMPT, IL-6, Vaspin, SNP
Page Number : 114

Supervisor . Prof. Dr. Leyla ACIK



Vi

TESEKKUR

Yiiksek lisans tez ¢aligmam siiresince beni bilgisi, tecriibesi ve onerileriyle yonlendiren ve
her zaman destek olan kiymetli danisman hocam Prof. Dr. Leyla ACIK a, ¢calismanin klinik
asamasinda desteklerini esirgemeyen Prof. Dr. Ilhan YETKIN ve Dog. Dr. Mehmet Muhittin
YALCIN’a tesekkiirlerimi sunarim. Tez caligmalarim boyunca hep yanimda olan ve
destekleyen Siiheyla Pinar CELIK, Ilayda Sezin YALCINKAYA ve Leyla ARSLAN basta
olmak iizere Gazi Universitesi Molekiiler Biyoloji Laboratuvarindaki asistanlarimiz ve ekip
arkadaslarima, hayatimin her aninda bana destek olan, sevgi ve emekle beni bugiinlere
getiren biricik aileme sonsuz tesekkiirlerimi sunarim. Bu calisma “Gazi Universitesi
Bilimsel Aragtirma Projeleri Koordinasyon Birimi” tarafindan 05/2020-03 numarali proje

ile desteklenmistir.



ICINDEKILER

(07721 =38 LU
ABSTRACT ..ottt sttt s s an st
TESEKKUR ......cooveviiieteiirestesiessteseesesiesessesssssssssssesse s ssssssessasssssnsesnsassnsans
ICINDEKILER ....oooviiiiicteieet ettt
CIZELGELERIN LISTESI......ciiiiiiieiceesecee e
SEKILLERIN LISTESI ..ottt
SIMGELER VE KISALTMALAR........coiieteeeeeieesreesrssesesessesessesssneesnes

L 028 5N
2. KURAMSAL TEMELLER VE KAYNAK ARASTIRMASI

2.1. Diabetes Mellitus (DIYADEL) .......c.coeieiiiiiiiiiieiee e
2.1.1. Diyabet siniflandirmast .........cccocueriiiiiiiiiiici e
2.1.2. Diyabet tIPIEIT....c.o i
2.1.3. DIyabet tanISI....ciueeiiiiiiieiicie e
2.1.4. Global diyabet ylkil Ve prevalanst..........cccocuerirrenienenienieneeieseesieenens
2.1.5. Diyabetle iligkili MOTtalite.........ccovvriviiiiiiiiiiic e

2.2. TIP 2 DIYADET. ...t
2.2.1. Tip 2 diyabetin epidemiyOlOjiSi........ccccvevieiiiiiiieiiieiie e
2.2.2. Tip 2 diyabetin patofizy0lojiSi ..........ccvvveiriiiiniiisereeeee e
2.2.3. Tip 2 diyabetin SEmpPtOmMIArL..........coccviiieiiiiiiieiiieiee e
2.2.4. Tip 2 diyabetin risk faktorleri.........cccoovriiiiiinii,
2.2.5. Tip 2 diyabet ve komplikasyonlart...........ccocevviiiiiiiniiniiiiiiieeieee
2.2.6. Tip 2 diyabet Ve genetik ..........cccooveiieiiiie e

2.3. Calismadaki GENIET..........couiiiiiiiiiie e

2.3. 1. NAMPT GENI vttt

vii

Sayfa

Vi

vii

xii

XVi



Sayfa
2.3.2. TL-6 GBNI ..t 28
2.3.3. VASPIN BN ...ttt 31
2.4. Calismadaki Tek Niikleotid Polimorfizmleri (SNP) ........ccccovvvviiiniiiiniiienn, 34
2.4.1. NAMPT geni V& SNP’IETT ...coivviiiiiiiiiciiiec e 34
2.4.2. 1L-6 geni Ve SNP IEIT ..oviviiiiiiiiiiie it 34
2.5. Polimeraz Zincir Reaksiyonu-Restriksiyon Par¢ca Uzunluk Polimorfizmi

(PCRRFLP) ...ttt 35
2.5.1. Polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) .......cccovveiiiieiiieneie e 35
2.5.2. Restriksiyon parc¢a uzunluk polimorfizmi (RFLP).........cccccovivviiiiiiinnnns 36
2.6. Real-Time PCR (qPCR) ve LIghtSNIP ASSAY .......ccccceviririiiriiieiene e 37
3. MATERYAL VE METOT ..ottt 39
3.1 MALEIYAL ..o 39
3,11, Kan OIMEKICTT..ceeiviiiiiiieiiiie e 39
3.1.2. Kimyasal Malzemeler ..o 39
3.1.3. Sarf malzeme ve CINazlar ... 40
3.1.4. Cozeltilerin hazirlaniSi .........cccooiuieiiiiie it 40
R I 0] 111<) 1 1 BT SUPRTRUPRPUPIN 41
3.2.1. Kandan DNA iZ0laSYONU..........ccccceiieieiiieiiecs e 41
3.2.2. DNA konsantrasyonlarinin SIgUMU. ........ccocvervieiiieniiiinieneceseeieee 42
3.2.3. Polimeraz zinCir reakSIYONU .........cccocveiuiiiieiieiecie e se e 42
3.2.4. Restriksiyon parca uzunluk polimorfizmi (RFLP)........cccccoiiiiiiiiennn. 45

3.2.5. LightSNIP Assay ile kantitatif polimeraz zincir reaksiyonu (Real-Time
PCR (GPCRY)) ettt 50
3.2.6. IstatiStiksel aNAliZIETi.........c.cvveereireieiececee et 51
A, BULGULAR ..ottt 53
4.1. Calisma Gruplarinin Verileri........cociiiiiiiiiiiiiiiiiiiie e 53

4.2. NanoDrop ile DNA Konsantrasyon Olgimil ...........c.ccevevevriererierereneeeiseiennn, 53



Sayfa
4.3. Polimeraz ZinCir REAKSIYONU ........ccueiieiieiiiie e e sie e se et ee e eee e 56
4.3.1. NAMPT genine ait SNP’lerin PCR jel gorintileri.........cc.ccovvviviniiininnne S7
4.3.2. IL-6 genine ait SNP’lerin PCR jel gOorintileri.........ccovvvivveiiieniiieniiiienns 58
4.3.3. Vaspin genine ait SNP’lerin PCR jel gorintileri........cccoovvveveiciinennnine 59
4.3. Restriksiyon Par¢a Uzunluk Polimorfizmi (RFLP) ........cccccovviiiiiiiiiiiien, 60
4.3.1. NAMPT genine ait SNP’lerin RFLP jel goriintiileri ve sonuglart ............ 60
4.3.2. IL-6 genine ait SNP’lerin RFLP jel goriintiileri ve sonuglart................... 62
4.3.3. Vaspin genine ait SNP’lerin RFLP jel goriintiileri ve sonuglari .............. 64
4.4. LightSNIP Assay ile Kantitatif Polimeraz Zincir Reaksiyonu (Real-Time PCR
(0|2 O ) ISR 66
4.4.1. NAMPT genine ait SNP’lerin Real-Time PCR sonuglari............ccccceuvens 67
4.4.2. IL-6 genine ait SNP’lerin Real-Time PCR sonuglart ..........c.ccccvvviiinnne 67
4.4.3. Vaspin genine ait SNP’lerin Real-Time PCR sonuglari............cccvevveennne 68
4.5, IstatiStIKSE]l ANALIZICT........cvevevvceceeeeieeeeceeee ettt 68
4.5.1. PCR-RFLP bulgularinin istatistiksel analizi .............ccccovvvviiiiiiiiiiniiienns 68
4.5.2. qPCR (LightSNiP Assay) bulgularinin istatistiksel analizi...................... 76
S. TARTISMA ..ottt 87
6. SONUC VE ONERILER .......ooocoiiviiireieeeeesseeeseeeesseeeseeeeseeeseseessse s 97
KAYNAKLAR L.ttt bbbttt re e st e et ne e sbeetennee e 99

0Y/6) 5101 1O 113



CiZELGELERIN LiSTESI

Cizelge Sayfa
Cizelge 2.1. Akraba yakinligina gore Tip 2 diyabet gelistirme riskleri.........ccccoovvvnnneen. 21
Cizelge 2.3. IL-6 geni 0ZEIIIKICTT .....ccuveviiiiiiiiiciic e 28
Cizelge 2.4. Vaspin geni OZIIKIETT .......ccoveiieieiie e 31
Cizelge 3.1. SNP’ler i¢in kullanilan primerler ve PCR {iriinlerinin boyutlari. ............... 42
Cizelge 3.2. PCR i¢in kullanilan bilesenler ve miktarlart...........ccccoovcvveiiiiiiiieiiienninn, 43
Cizelge 3.3. rs61330082 ve rs2058539 SNP’leri i¢in kullanilan PCR programlart. ...... 43
Cizelge 3.4. rs2069860 ve rs1554606 SNP’leri i¢in kullanilan PCR programlari. ........ 44
Cizelge 3.5. 1s77060950 ve rs2236242 SNP’leri i¢in kullanilan PCR programlart. ...... 44
Cizelge 3.6. Her SNP i¢in kullanilan restrikstiyon enzimleri ve kesim bdlgeleri. ......... 45
Cizelge 3.7. Restriktisyon enzim kesimi bilesenleri ve miktarlart. ..........cccoceevinennennn. 45
Cizelge 3.8. Kullanilan restriksiyon enzimlerinin Bufferlar1 ve inkiibasyon siireleri. ... 46
Cizelge 3.9. LightSNiP Assay Kantitatif PCR (QPCR) Reaksiyon Mix bilesenleri ve

MIKEATIATT. L. 50
Cizelge 3.10. LightSNiP Assay i¢in kullanilan LightCycler® 480 II Cihaz Programi.. 51
Cizelge 4.1. Calisma gruplarinin yas, cinsiyet, VKI, T2DM siireleri ve kan degerleri.. 53
Cizelge 4.2. Komplikasyonu olmayan hasta grubu NanoDrop olgtimleri. ..................... 54
Cizelge 4.3. Mikrovaskiiler komplikasyonlu hasta grubu NanoDrop dl¢limleri. ........... 55
Cizelge 4.4. Makrovaskiiler komplikasyonlu hasta grubu NanoDrop ol¢timleri............ 55
Cizelge 4.5. Kontrol (saglikli) grubu NanoDrop Slglimleri. ..........covevveriieniiiiieniininns 56
Cizelge 4.6. Gruplara gore rs61330082 SNP’inin RFLP ile elde edilen WT,

homozigot, heterozigot SAY1art. .......cccvvviviiiiiiiiiiiiie s 60
Cizelge 4.7. Gruplara gore rs2058539 SNP’inin RFLP ile elde edilen WT,

homozigot, heterozigot SaAY1art. ........ccvviiiiiiiiiiiiiiie e 61
Cizelge 4.8. Gruplara gore rs2069860 SNP’inin RFLP ile elde edilen WT,

homozigot, heterozigot SAYIATL. ......cccvviriiiiieiie e 62
Cizelge 4.9. Gruplara gore rs1554606 SNP’inin RFLP ile elde edilen WT,

homozigot, heterozigot SAYIATL. ......cccveeriiiiieiie e 63



Xi

Cizelge Sayfa

Cizelge 4.10. Gruplara gore rs77060950 SNP’inin RFLP ile elde edilen WT,
homozigot, heterozigot Say1lart. ..........ccocevviiiiiiiiiii 64

Cizelge 4.11. Gruplara gore rs2236242 SNP’inin RFLP ile elde edilen WT,
homozigot, heterozigot Say1lart. .........cccocevieiiiiiiicii 65

Cizelge 4.12. Gruplara gore rs61330082 SNP’inin LightSNiP Assay ile elde edilen

Alle]l SAYILATL. c.eviviiiiiic 67
Cizelge 4.13. Gruplara gore rs2058539 SNP’inin LightSNiP Assay ile elde edilen

Alle]l SAYTIATL. 1. 67
Cizelge 4.14. Gruplara gore rs2069860 SNP’inin LightSNiP Assay ile elde edilen

Alle]l SAYIIATL. c.evieiiiicic 67
Cizelge 4.15. Gruplara gore rs1554606 SNP’inin LightSNiP Assay ile elde edilen

Alle]l SAYTLATL. c.evviiiiiic e 67
Cizelge 4.16. Gruplara gore rs77060950 SNP’inin LightSNiP Assay ile elde edilen

Alle]l SAYTLATL. c.evviiiiiic e 68
Cizelge 4.17. Gruplara gore rs2236242 SNP’inin LightSNiP Assay ile elde edilen

Alle]l SAYTIATL. c.eveeiiiiice 68
Cizelge 4.18. PCR-RFLP ile elde edilen genotip dagilimi, allel sikligi, p degeri ve

olasilik orant (OR)......ccoiiiiiiiiiiiic e 74
Cizelge 4.19. PCR-RFLP bulgularina uygulanan 2 testi. .........c.cccoeveverererierecereenenn. 75
Cizelge 4.20 PCR-RFLP bulgular ile hesaplanan referans ve alternatif allel

YVAYZINIKIATT. ©oiiiiiiiiiiciie e 76
Cizelge 4.21. Real-Time PCR (qPCR) ile elde edilen genotip dagilimi, allel siklig1, p

degeri ve olasilik orant (OR).......cccociviiiiiiiiiiiii e 82
Cizelge 4.22. Real-Time PCR (gPCR) bulgularma uygulanan ¥ testi...............ccco...... 83

Cizelge 4.23. qPCR bulgular ile hesaplanan referans ve alternatif allel yayginliklari.. 84

Cizelge 4.24. Calisma gruplarina gore haplotip sikliklart. ..., 85



Sekil

Sekil 2.1.

Xii

SEKILLERIN LISTESI

Sayfa

WHO’nun 1999 yilindaki raporunda bulunan diyabet siniflandirmasi,
glisemi bozukluklarinin etiyolojik ve klinik evrelere gore diizenlenmis

1S3 10 - 13 D PSSR 4
Sekil 2.2. Diyabet tiplerinin siniflandirmast. ..........ccccoeivviiieiiiiiiie e 5
Sekil 2.3. Diyabet tan1 kriterleri ve esik degerleri .........cocvvvviiiiiiiiiiiie s 7
Sekil 2.4. 2021-2045 yillar1 arasinda diinya geneli ve IDF bolgeleri i¢in 6ngdriilen

diyabet prevelanslari ve art1s oranlart . ........cccccceviiiiiiin i 8
Sekil 2.5. IDF Avrupa bolgesi yasa gore ayarlanmis (20-79 yas) karsilagtirmali

prevalans haritast (2021).....ceviiiiiiiiiiiiii e 9
Sekil 2.6. IDF EUR bolgesindeki yasa gore ayarlanmig (20-79 yas) karsilastirmali

prevalans ve diyabetli kisilerin sayist, ilk 5 tilke (2021) ..occvvvvveviiieriiiiennnnn 10
Sekil 2.7. Kiiresel O1Um Nedenleri.........c.uoiuiiiiiiiiiiieiieeee e 11
Sekil 2.8. 2000 yilinda Tiirkiye’deki ilk 10 61im nedeni ........ccccvvvvviiviiiiiiiniiiee e 12
Sekil 2.9. 2019 yilinda Tiirkiye’deki ilk 10 6lim nedeni ..........cocvevviviiiciiiiiiiciies 12
Sekil 2.10. Tip 2 diyabetin patofizyolojik faktorleri.........cccooveiviiiiiiiiiiiis 14
Sekil 2.11. Tip 2 diyabetin patofizyolojisi, hipergliseminin gelismesine yol acan

FAKEOTIOT. .o 15

Sekil 2.12. Beta hiicresi disfonksiyonunda rol alan patogenetik faktorler. .................... 15
Sekil 2.13. Tip 2 diyabetin gelisimindeki risk faktorleri. ........ccocvviiiiiiiiiiiin s 17

Sekil 2.14. Diyabetin mikrovaskiiler ve makrovaskiiler komplikasyonlari. THD:

iskemik kalp hastaligi, CHF: konjestif kalp yetmezligi, PAD: periferik
Arter hastaliBl. ......eoviiiiiic 17

Sekil 2.15. AGE reseptorii (RAGE) aktivasyonunun diyabet ile iliskili makrovaskiiler

hastaliklarin olusumundaki rolii ve sinyal yolaklart. ............cccooovciniieninnnne 20

Sekil 2.16. Tiirkiye’de mikrovaskiiler ve makrovaskiiler komplikasyonlarin

prevalanslart (2021) ..o 21

Sekil 2.17. Tip 2 diyabet ile iliskili genetik varyantlar (Gen isimleri varyantlar1 temsil

etmektedir, varyantlarin konumlart gen bdlgesinde veya genin
YaKININAAAIT) i 22

Cizelge 2.2. NAMPT geni 0ZellIKICTi. .....ccvviiiiiiiiiiiciiceeeee s 23



Xiii

Sekil Sayfa
Sekil 2.18. Kromozom 7 {izerindeki NAMPT geninin konumu ...........ccccovvvveiiieniiinennne 23
Sekil 2.19. Kromozom 7 {izerinde bulunan NAMPT geni. ......ccoovviiiiiieieiencieneniens 24
Sekil 2.20. NAD biyosentezi, NAMPT 1n katalizasyonu ile NAM’dan NMN edilmesi

ve ardindan NAD’a dOntistiriilmesi. ........oooveieiiieiiiieiie e 25
Sekil 2.21. eNAMPTin farkli hiicre tiplerindeki sinyal yolaklar1 ve etkileri ................ 26
Sekil 2.22. iNAMPT ve eNAMPT 1n hiicrede gorev aldig1 sinyal yolaklart.................. 27
Sekil 2.23. Pankreas hiicrelerindeki insiilin saliniminin NAMPT tarafindan

QUZENIENMEST ..t snna e 28
Sekil 2.24. Kromozom 7 {izerindeki IL-6 geninin KONUMU. .........c.cccooovviiviiie e, 28
Sekil 2.25. Kromozom 7 {izerinde bulunan 1L-6 g&Ni.......ccccooeiiiiiiiiiiieie e 29
Sekil 2.26. IL-6 hiicre i¢i sinyal yolaklari, klasik sinyalizasyon ve trans-

SINYANIZASYON. ..ot 30
Sekil 2.27. IL-6’nin adipositlerdeki insiilin sinyalizasyonun diizenlenmesindeki rolii.. 31
Sekil 2.28. Kromozom 14 tizerindeki SERPINA12 geninin konumu. .........cccccooenvnnenne. 32
Sekil 2.29. Kromozom 14 tizerinde bulunan Vaspin geni ........cccccveveeveiieereeieseeseenens 32
Sekil 2.30. Adipoz dokudan salgilanan vaspinin insiilin direnci ile iligkisi . ................. 33
Sekil 2.31. Polimeraz zincir reaksiyonu ve adimlart .........c.cocovvveiiiieiniiiinniie e 36
Sekil 2.32. Restriksiyon par¢a uzunluk polimorfizmi ...........ccoccevveiiiiiiiciiiiiiicseee 37
Sekil 2.33. Floresan etiketli problar ile erime egrisi analizi ...........cccccevvveiieeiiieiiinninnns 38
Sekil 2.34. SimpleProbe galisma formati...........ccceeiieiiiiniiiiieiie e 38
Sekil 3.1. NAMPT geni rs61330082 SNP’inin beklenen restriksiyon enzim kesimi jel

GOTUNTUSUL ...t 47
Sekil 3.2. NAMPT geni rs2058539 SNP’inin beklenen restriksiyon enzim kesimi jel

GOTUNTUSUL ...ttt 47
Sekil 3.3. IL-6 geni rs2069860 SNP’inin beklenen restriksiyon enzim kesimi jel

OTUNTUSTL 1.ttt 48
Sekil 3.4. IL-6 geni rs1554606 SNP’inin beklenen restriksiyon enzim kesimi jel

GOTUNTUSTL. 1. ettt 48
Sekil 3.5. Vaspin geni rs77060950 SNP’inin beklenen restriksiyon enzim kesimi jel

OTUNTUSTL. 1.t 49



Sekil

Sekil 3.6.

Sekil 4.1.
Sekil 4.2.
Sekil 4.3.
Sekil 4.4.
Sekil 4.5.
Sekil 4.6.
Sekil 4.7.

Sekil 4.8.

Sekil 4.9.

Xiv

Sayfa
Vaspin geni rs2236242 SNP’inin beklenen restriksiyon enzim kesimi jel
OTUNTUSTL. 1.t 49
DNA o6rneklerinin NanoDrop 0lgim grafigi......ccccovcvveviiiieiiiieiiiee e 54
rs61330082 SNP’ine ait PCR {iriinlerinin jel gorintiisti...........ccovveviiivereenn. 57
152058539 SNP’ine ait PCR iirlinlerinin jel gorintisii........ccccovcvvvviieriinennnne 57
rs2069860 SNP’ine ait PCR tirlinlerinin jel gorintlisti..........coovrverviiivennenne. 58
rs1554606 SNP’ine ait PCR iirlinlerinin jel gorintisii........ccccovcvvvviieriinennnne 58
rs77060950 SNP’ine ait PCR {iriinlerinin jel gorintiisii...........ccovvevrvivennene. 59
152236242 SNP’ine ait PCR iirlinlerinin jel gorintisii........ccccovevveiiveriinennnne 59

rs61330082 SNP’ine ait RFLP {iriinlerinin jel goriintiisii. Uncut: Enzim ile
muamele edilmemis PCR iiriinii, WT: Yabanil tip, Hom: Homozigot, Het:
HELEIOZIGOL. ... 60

152058539 SNP’ine ait RFLP f{irtinlerinin jel goriintiisii. Uncut: Enzim ile
muamele edilmemis PCR {irtini, WT: Yabanil tip, Hom: Homozigot, Het:
[ Lo T (074 T o) SO SS TR 61

Sekil 4.10. rs2069860 SNP’ine ait RFLP iirlinlerinin jel goriintlisii. Uncut: Enzim ile

muamele edilmemis PCR iirlinii, WT: Yabanil tip, Hom: Homozigot, Het:
[ [= (=] (04T [0 SRS 62

Sekil 4.11. rs1554606 SNP’ine ait RFLP {iriinlerinin jel goriintiisii. Uncut: Enzim ile

muamele edilmemis PCR {iriinii, WT: Yabanil tip, Hom: Homozigot, Het:
[ [= (=T (0 V4T [0 SO SRS 63

Sekil 4.12. rs77060950 SNP’ine ait RFLP {iriinlerinin jel goriintiisii. Uncut: Enzim ile

muamele edilmemis PCR iirlinii, WT: Yabanil tip, Hom: Homozigot, Het:
[ [= (=] (074 T [0 SRS 64

Sekil 4.13. rs2236242 SNP’ine ait RFLP {iriinlerinin jel goriintiisii. Uncut: Enzim ile

muamele edilmemis PCR {irtinti, WT: Yabanil tip, Hom: Homozigot, Het:
[ [= (=T (0 V4T [0 SRR SS SR 65

Sekil 4.14. Real-Time PCR (gPCR) sonucunda elde edilen rs61330082, rs2058539,

rs2069860, rs1554606, rs77060950 ve rs2236242 SNP’lerinin erime egrisi
ve erime PikIeri GrafiZi........ocooriiiiiiiiicie e 66

Sekil 4.15. rs61330082 SNP’inin ¢alisma gruplarina gore PCR-RFLP ile elde edilen

allel dagiliminin ve sikliginin grafigi.........cccooveviiiiiiiiiniiic e 69

Sekil 4.16. rs2058539 SNP’inin ¢alisma gruplarina gére PCR-RFLP ile elde edilen

allel dagiliminin ve sikliginin grafigi. ......ccocooovviiiiiiiiiiieeee 70



Sekil

Sekil 4.17.

Sekil 4.18.

Sekil 4.19.

Sekil 4.20.

Sekil 4.21.

Sekil 4.22.

Sekil 4.23.

Sekil 4.24.

Sekil 4.25.

Sekil 4.26.

Sekil 4.27.

XV

Sayfa
rs2069860 SNP’inin ¢alisma gruplarina gére PCR-RFLP ile elde edilen
allel dagiliminin ve sikliginin grafigi. ......ccooovvvviiiiiiiiiie 71
rs1554606 SNP’inin ¢alisma gruplarina gére PCR-RFLP ile elde edilen
allel dagiliminin ve sikliginin grafigi. ......cccoovviiiiiiiiiiie 72

rs770660950 SNP’inin ¢alisma gruplarina gére PCR-RFLP ile elde edilen
allel dagiliminin ve sikliginin grafigi. ......cccoovviiiiiiiiiiiie 73

rs2236242 SNP’inin ¢alisma gruplarina gére PCR-RFLP ile elde edilen
allel dagiliminin ve sikliginin grafigi. ......cccoooviiiiiiiiiie 74

rs61330082 SNP’inin ¢alisma gruplarina gore qPCR ile elde edilen allel
dagiliminin ve sikliginin grafigi. .......ccooeviiiiiiiiiii e 77

rs2058539 SNP’inin ¢alisma gruplarina gore qPCR ile elde edilen allel
dagiliminin ve sikliginin grafigi. .......ccooeviiiiiiiiiiii e 78

12069860 SNP’inin ¢aligma gruplarina gore qPCR ile elde edilen allel
dagiliminin ve sikliginin grafigi. .......ccooevviiiiiiiiiiii e 79

rs1554606 SNP’inin ¢aligma gruplarina gore qPCR ile elde edilen allel
dagiliminin ve sikliginin grafigi. .......ccoceiiiiiiiiiiii e 80

rs770660950 SNP’inin ¢aligma gruplarina gore qPCR ile elde edilen allel
dagiliminin ve sikliginin grafii. .......ccooeviiiiiiiiiiie e 81

1$2236242 SNP’inin ¢alisma gruplarina gére qPCR ile elde edilen allel
dagiliminin ve sikliginin grafii. .......ccoceviiiiiiiiiie e 82

Hasta gruplarina goére haplotip sikliklart ... 85



XVi

SIMGELER VE KISALTMALAR

Bu c¢alismada kullanilmis simgeler ve kisaltmalar, agiklamalari ile birlikte asagida

sunulmustur.

Simgeler Aciklamalar

ml Mililitre

ul Mikrolitre

bp Baz ¢ifti

mM Milimolar

ng Nanogram

°C Celcius

Kisaltmalar Aciklamalar

ADA Amerikan Diyabet Dernegi

AGE [leri glikasyon son iriinii

CAD Koroner arter hastaligi

CHF Konjestif kalp yetmezligi

CVvD Kardiyovaskiiler hastaliklar
eNAMPT Hiicre dist NAMPT

ER Endoplazmik retikulum

GDM Gestasyonel diabetes mellitus
GSIS Glikoz uyarimi ile gergeklesen insiilin sekresyonu
IDDM Insiiline bagimli diabetes mellitus
IDF EUR Ulusal Diyabet Federasyonu Avrupa bolgesi
IDF Ulusal Diyabet Federasyonu

IHD Isemik kalp hastalig

IL-6 Interldkin-6

IL-6R Interlokin-6 reseptorii

INAMPT Hiicre ici NAMPT

NAD Nikotinamid adenin dintikleotit
NAM Nikotinamid



Kisaltmalar

NAMPT
NAPRTase
NCD
NDDG
NIDDM
NNM
OGTT
PAD
PBEF
PCOS
PCR
PRPP
gPCR
RAGE
RFLP
ROS
sIL-6R
SNP
Ti1DM
T2DM
WHO

Aciklamalar

Nikotinamid fosforibozil transferaz
Nikotinik asit fosforiboziltransferaz
Bulasic1 olmayan hastaliklar

Ulusal Diyabet Data Grubu

Insiiline bagimli olmayan diabetes mellitus
Nikotinamid mononiikleotid

Oral glikoz tolerans testi

Periferik arter hastalig

Pre-f hiicresi koloni arttiric1 faktor
Polikistik over sendromu

Polimeraz zincir reaskiyonu
5-fosforibosil-1-pirofosfat

Kantitatif polimeraz zincir reaksiyonu
[leri glikasyon son iiriinii reseptdrii
Restriksiyon parga uzunluk polimorfizmi
Reaktif oksijen tiirleri

Coziiniir formda bulunan interldkin-6 reseptorii
Tek niikleotid polimorfizmi

Tip 1 diyabet / Tip 1 diabetes mellitus
Tip 2 diyabet / Tip 2 diabetes mellitus
Diinya Saglik Orgiitii

XVii



1. GIRIS

Diinyadaki en yaygin metabolik hastaliklardan biri olan diyabetin son yillarda kiiresel
yiikiinii 6nemli derecede artmistir. Hiperglisemi ile karakterize olan diyabet hastaligi ¢cok
faktorlii bir yapiya sahiptir. Diyabet smiflandirmasi Diinya Saglik Orgiitii’niin belirledigi
kriterlere gére yapilir ve en yaygin diyabet tiirleri tip 1, tip 2 ve gestasyonel diyabettir [1, 2].

2021 yilinda diyabet hastasi olan kisilerin sayisinin 537 milyon oldugu ve bu saymin 2045
yilinda 783 milyonu bulacagi tahmin edilmektedir [1]. IDF Avrupa (EUR) bolgesinde ise
diyabet hastasi kisilerin sayisinin 61 milyon (%9,2 prevalans) oldugu diisiiniilmektedir
(2021) [1]. Turkiye, 2021 yilinda IDF Avrupa bolgesinde en yiiksek diyabet hastasi kisi
sayisina ve prevalansina sahip tilkedir [1]. Mortalite oranlarina bakildiginda diyabet hastaligi,
diinya genelindeki ilk 10 6liim nedeni arasinda yer alir. Tiirkiye’de 2021 yilinda diyabete

bagli 6liim oranlar1 %4 civarindadir [1].

En yaygin diyabet tipi olan tip 2 diyabet ¢cok faktorlii bir hastaliktir [1]. Diyabet vakalariin
bliyiik ¢ogunlugu (%90-95) tip 2 diyabettir [1]. Pankreas pankreas [ hiicrelerindeki
fonksiyon bozukluklari ile azalan insiilin sekresyonu ve insiilinin etkisinin azalmasi tip 2

diyabetin gelisiminde rol oynamaktadir [3].

Tip 2 diyabette kronik hipergliseminin siiresine ve derecesine bagli olarak mikrovaskiiler ve
makrovaskiiler komplikasyonlar olusur [3]. Tip 2 diyabetin mikrovaskiiler komplikasyonlari
arasinda retinopati, nefropati ve ndropati gibi hastaliklar bulunur [1-3]. Makravaskiiler

komplikasyonlar1 ise agirlikli olarak kardiyovaskiiler hastaliklar ve serebrovaskiiler
hastaliklardir [1-3].

Tip 2 diyabetin genetik ve g¢evresel olan bir¢ok risk faktér bulunur [2]. Genetik risk
faktorlerinin yapisi karmagiktir [3]. Genetigin %20 — 80 arasinda degisen oranlarda tip 2
diyabete yatkinlik olusturdugu diistiiniilmektedir [2, 3]. Tip 2 diyabetin gelisimindeki genetik
faktorler ile ilgili birgok tek niikleotid polimorfizm (SNP) ¢alismasi bulunur [3].

NAMPT, NAD biyosentezinde énemli rol oynayan bir adipositokini kodlayan gendir [4].
IL-6 geni inflamatuar 6zelliklere sahip ¢ok islevli bir sitokini kodlar [5]. Vaspin (ya da
SERPINAL12) geni serpin proteaz inhibitor ailesine ait bir adipositokini kodlar [6].



Yapilan bu tez calismasinda, NAMPT geninin rs61330082 ve rs2058539, IL-6 geninin
rs2069860 ve rs1554606 ve Vaspin geninin rs77060950 ve rs2236242 SNP’leri i¢in
polimeraz zincir reaksiyonu — restriksiyon parg¢a uzunluk polimorfizmi (ya da restriksiyon
fragment uzunluk polimorfizmi) (PCR-RFLP) ve kantitatif polimeraz zincir reaksiyonu
(Real-Time PCR, qPCR) gergeklestirilerek Tip 2 diyabet ile olasi iliskilerini belirlemek

hedeflenmistir.

Yapilan bu tez ¢caligmasi ile NAMPT, IL-6 ve Vaspin’in Tip 2 diyabet hastaligindaki rolii ve
islevin belirlenebilmesi ve tani ile tedavide yeni yontemlerin gelistirilmesine katki saglamak

amaclanmistir.



2. KURAMSAL TEMELLER VE KAYNAK ARASTIRMASI

2.1. Diabetes Mellitus (Diyabet)

Diabetes Mellitus ya da daha yaygin kullanilan ismiyle diyabet; insiilin sekresyonu, instilin
etkisi veya her ikisindeki bozukluklara bagli olarak ortaya ¢ikan ve hiperglisemi (yiiksek kan
sekeri diizeyi) ile karakterize olan metabolik bir hastaliktir [1, 2]. Hiperglisemi, viicutta
yeterli miktarda insiilin bulunmadiginda veya var olan insiilinin kanda artan glikoz
konsantrasyonunu diisiirmek amaciyla etkili bir bigimde kullanilamamasiyla ortaya ¢ikar [1,
3]. En yaygin metabolik hastaliklardan biri olan diyabet karmasik ve ¢ok faktorlii bir
etiyolojiye sahiptir [3]. Hastaligin gelisimi kronik hiperglisemiyle oldugu kadar
karbonhidrat, protein ve yag metabolizmasindaki bozulmalarla da iliskilidir [7]. Zamanla,
hipergliseminin siddetinin derecesine ve sliresine bagli olarak mikrovaskiiler ve
makrovaskiiler komplikasyonlar ile sonug¢lanan vaskiiler hasarlar gelisir [3]. Diyabetin uzun
siireli komplikasyonlarindan biri olan mikrovaskiiler komplikasyonlar retinopati, nefropati
ve noropatiyi igermektedir [3, 7, 8]. Uzun siireli komplikasyonlardan bir digeri olan
makrovaskiiler komplikasyonlarin siniflandirmasi igerisinde koroner arter hastaligi (CAD),
periferik arter hastaligi (PAD) gibi kardiyovaskiiler hastaliklar (CVD) ve serebrovaskiiler
hastaliklar bulunmaktadir [3, 7, 8]. Diyabet, kronik makrovaskiiler ve mikrovaskiiler

komplikasyonlari sebebiyle 6nemli 6l¢iide morbidite ve mortalite oranlarina sahiptir [9].

2.1.1. Diyabet simiflandirmasi

Giiniimiize kadar, Diinya Saglik Orgiitii (WHO) ve Amerikan Diyabet Dernegi (ADA) gibi
kuruluglar bircok kez diyabet siniflandirmasi yapmis ve bu smiflandirmalar i¢in farkl
kriterler kullanmistir. 1980 yilinda WHO’nun yayinladig1 raporda, Ulusal Diyabet Data
Grubu’nun (NDDG) [10] belirledigi kriterler kullanilarak ilk kez dort ana gruba ayrilmis bir
siniflandirma yapilmistir [11]. Bu gruplar; (i) insiiline bagimli diyabet (IDDM, tip 1), (ii)
insiiline bagimli olamayan diyabet (NIDDM, tip 2), (iii) “diger tiirler” ve (iv) gestasyonel
diyabet (veya gebelik diyabeti) (GDM) olarak tanimlanmistir [3, 11]. 1999°da yayinlanan
WHO raporuna gore ise [12], Kuzuya ve Matsuda’nin [13] onerilerine dayanarak hem
etiyoloji hem de hastaligin klinik evreleri ayri bir sekilde temel alinarak bir siniflandirma

yapilmustir [3, 14] (Sekil 2.1).
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Sekil 2.1. WHO’nun 1999 yilindaki raporunda [12] bulunan diyabet siniflandirmast, glisemi
bozukluklarinin etiyolojik ve klinik evrelere gore diizenlenmis semasi [15].

WHO’nun diyabet siniflandirmasi i¢in 2019 yilinda yayinladigi son raporda, diyabet

tiplerinin siniflandirmasi i¢in kullanilan en giincel tablo yer almaktadir (Sekil 2.2) [15].
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Sekil 2.2. Diyabet tiplerinin siniflandirmasi1 (WHO 2019) [15].

2.1.2. Diyabet tipleri

Diinya genelinde en yaygin 3 diyabet tiirli; tip 1 diyabet, tip 2 diyabet ve gestasyonel
diyabettir [1].

Tip 1 diyabet

Tip 1 diyabet (T1DM) (6nceden insiiline bagimli diyabet veya jiivenil baslangi¢ch diyabet
olarak adlandirilan diyabet tiirii), tlim diyabet vakalarinin yaklasik %5-10"unu olugturmakdir
[16]. Tip 1 diyabet, pankreastaki insiilin iiretiminden ve sekresyonundan sorumlu beta
hiicrelerinin bagisiklik sistemi tarafindan yikima ugratildigi otoimmiin bir siiregten
kaynaklanir [1, 17]. Beta hiicrelerinin yikim1 mutlak insiilin eksikligine sebep olur [3, 14].
Asirt susuzluk, ani kilo kaybi, bulanik goriis, yorgunluk, devamli aglik hissi, sik idrara ¢ikma
ve diyabetik ketoasidoz tip 1 diyabet hastaliginda goriilen tipik semptomlardir [1]. Endojen



instilin miktarinin ¢ok az olmasi veya hi¢ bulunmamasindan dolayi, tip 1 diyabet hastalari
kandaki glikoz seviyelerini diizenlemek ve i¢in eksojen insiiline ihtiya¢ duyarlar [1, 3]. Tip
1 diyabet hastalar1 giinliik olarak disaridan viicut igerisine insiilin enjekte ederek ketoasidoz,

koma ve 6liim gibi sonuglarin gelisimini 6nlerler [8, 14].

Tip 2 diyabet

Tip 2 diyabet (T2DM) (6nceden insiiline bagimli olmayan diyabet veya yetiskin baslangich
diyabet olarak adlandirilan diyabet tiirli), tim diyabet vakalarinin neredeyse %90-95’ini
olusturmaktadir [1, 3, 15, 16]. Tip 2 diyabet insiilin direnci ve insiilin sekresyonu ile
karakterizedir [1, 9, 14]. Tip 1 diyabetin aksine tip 2 diyabet, pankreas beta hiicrelerinin
disfonksiyonu dolayisiyla insiilin sekresyonundaki bozukluklardan meydana gelen goreceli
insiilin eksikliginden kaynaklanir [9, 15, 18]. Tip 2 diyabette goriilen semptomlar tip 1
diyabette goriilen semptomlarla benzerlik gosterebilir fakat tip 2 diyabet semptomlari
genellikle daha hafif seyretmektedir hatta bazi bireyler hi¢bir semptom gostermeyebilir
(asemptomatik) [1, 17]. Yine tip 1 diyabetli bireylerden farkli olarak, ¢ogu tip 2 diyabetli
birey yasamlar1 boyunca eksojen insiilin tedavisi uygulamak zorunda degildir [15, 16]. Tip
2 diyabet hastalar tedavi olarak diizenli egzersiz ve saglikli bir diyet iceren yasam tarzi

benimseyerek hastaligin etkilerini azaltilabilirler [1, 3].

2.1.3. Diyabet tanisi

Diyabet, semptomatik hiperglisemi veya onun yol actig1 komplikasyonlar ile teshis edilebilir
ancak bilindigi lizere diinya genelinde diyabet teshisi yapilmamais bir¢ok asemptomatik birey
bulunmaktadir [1, 7, 18]. Bu durum diyabet tanisinin yapilmasi i¢in daha spesifik yontemler
kullanmay1 gerektirmistir. Diyabet hastalig1 hiperglisemi ile karakterize oldugu i¢in, diyabet
tanisinda uygulanan testler kan sekeri seviyelerini belirlemek {izerine yogunlagmistir [14].
Diinya Saglik Orgiitii, Uluslararas1 Diyabet Federasyonu (IDF) ve Amerikan Diyabet
Dernegi’nin yaptig1 onerilere gore diyabet tanisi i¢in aglik plazma glikozu (aglik kan sekeri),
HbAlc (glikolizlenmis hemoglobin), random plazma glikozu ve 75-g oral glikoz tolerans
testi (OGTT) ile tespit edilen 2-saatlik plazma glikozu degerleri kullanilmaktadir [1, 15, 16].
Belirlenen aglik plazma glikozu, 2-saatlik plazma glikozu, HbAlc ve random plazma
glikozu esik degerleri Sekil 2.3’te verilmistir [1, 15, 16].



Diabetes Impaired Glucose
Should be diagnosed if ONE OR Tolerance (IGT)
Test . o]
MORE of the following criteria Should be diagnosed if BOTH of

are met the following criteria are met

>7.0 <7.0
0 mmol/L mmol/L

Fasting plasma glucose

(126 mg/dL) (126 mg/dL)

or and and if measured

0 >11.1

mmol/L

>7.8 and <11.1
mmol/L

Two-hour plasma glucose

after 75g oral glucose load (oral

glucose tolerance test (OGTT)) (200 mg/dL)

(140—200 mg/dL)

-]
=

-I'\_‘/
(> ]

‘ mmol/mol
HbA1c (equivalent to 6.5%)
or
0 =11.1

mmol/L
Random plasma glucose

in the presence of symptoms
of hyperglycaemia

(200 mg/dL)

Sekil 2.3. Diyabet tan1 kriterleri ve esik degerleri [1].

Diyabet teshisi icin kullanilan genel testler disinda diyabet tipini belirlemek i¢in kullanilan
farkli testlerde bulunmaktadir ancak bu testler tan1 koyma amaci ile kullanilmazlar. C-peptit,
beta hiicrelerindeki endojen insiilin iiretimi ve seviyelerini belirlemek i¢in kullanilan bir
markordiir ve C-peptit testi sayesinde hastanin eksojen insiilin tedavisine ihtiyaci olup
olmadig: belirlenmektedir [7]. Otoantikor testi ise tip 1 diyabeti diger diyabet tiirlerinden
ayrilabilmek i¢in kullanilmaktadir [7].

2.1.4. Global diyabet yiikii ve prevalansi

Son yillarda diyabetin kiiresel yiikii 6nemli 6l¢iide artmis ve giin gectikge de artmaya devam
edecektir [19]. 1980 yilinda %4,7 olarak belirlenen diyabet prevalansi 2014 yilinda %38,5
oranina yiikselerek biiyiik bir artis yasamistir [17]. 2021 yilinda diinya {izerinde yaklasik 537
milyon diyabet hastasi oldugu tahmin edilmektedir [1], bu say1 diinya niifusunun %6’sindan
fazlasin1 olusturmaktadir. Diyabetli birey sayisinin %46 gibi biiylik bir artis gostererek
(diinya niifusunun %20 artacag varsayilarak); 2030 yilinda 643 milyon, 2045 yilinda ise
783 milyona kadar varacagi tahmin edilmektedir (Sekil 2.4) [1].
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ekil 2.4. - yillar1 arasinda diinya geneli ve olgeleri igin 6ngoriilen diyabet
Sekil 2.4. 2021-2045 yill da di li ve IDF bolgeleri igin 6ngoriilen diyab
prevelanslari ve artig oranlari [1].

Teshis edilmemis divabetli bireyler

Ongoriilen diyabetli birey sayilar1 diyabet hastalariyla (tip 1 ve tip 2 diyabet) beraber diyabet
teshisi koyulmamis kisileri de kapsamaktadir [1]. 2021 yilinda her iki yetiskinden biri
diyabet hastaligina sahip oldugunun farkinda olmadan yasamlarini siirdiirmiistiir [1, 2],
teshis konmamis diyabetli kisiler 2021 yilinda tahmin edilen diyabet hastalarinin
sayisinin %44,7’si kadardir (239,7 milyon) [1]. Tan1 koyulmamis diyabetli kisilerin agirlikli
olarak bilyiik bir cogunlugu tip 2 diyabete sahiptir [1].



Avrupa bolgesi ve Tirkiyve’de diyabet

Uluslararas1 Diyabet Federasyonu, 2021 yilinda IDF Avrupa (EUR) bdlgesi i¢in diyabet
prevalansiin %9,2 oldugunu ve diyabet hastasi olan kisi sayisinin 61 milyonu astigim
belirtmistir [1, 20]. Avrupa bolgesinde teshis edilmemis diyabetli kisi sayis1 yaklasik olarak
22 milyondur (2021), her ii¢ kisiden birine (%35,7) diyabet tanisi koyulmamis oldugu
tahmin edilmektedir [1, 20].

IDF Avrupa bolgesinde bulanan iilkelere bakildiginda 2021 yili igin belirlenen yasa gore
ayarlanmis karsilastirmali prevalans verilerine gore, Tirkiye Avrupa’daki en yiiksek
prevalansa sahip tilkedir (Sekil 2.5 ve Sekil 2.6) [1, 20]. 2021 yilinda Tiirkiye’de diyabet
hastas1 olan 20 ila 79 yas arasindaki kisi sayist 9 milyondur ve bu kisilerin yasa gore
ayarlanmis karsilastirmali prevalanst %14,5’tur (Sekil 2.6) [1]. Tiirkiye’de diyabet tanisi
koyulmamus kisilerin sayist ise 3.7 milyondur (%41,8) (2021) [20].

5%
5-¢6%
) 6<7%
’ 7-8%
' >8%

. No estimates made

Sekil 2.5. IDF Avrupa boélgesi yasa gore ayarlanmis (20-79 yas) karsilastirmali prevalans
haritas1 (2021) [1].
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Diyabetli kisilerin yasa gore ayarlanmis prevalansi icin
ilk 5 iilke (20-79 yas)

Tarkiye %81 %145
Ispanya %65 %10,3
Andorrai %56  %9,7
Portekiz %9,8 %91
Sirbistan %7,9 %91

Diyabetli kisilerin (20-79 yas) sayisi (milyon olarak)

icin ilk 5 lilke

Tarkiye ERN
Rusya 12.6m 7.4m
Almanya 5m 6.2m
ispanya 2.8m 5.1m
Italya 3.6m  4.5m

"benzer lkelerdeki ekstrapolasyona dayanarak

m=milyon b= bilyon

Sekil 2.6. IDF EUR bélgesindeki yasa gore ayarlanmis (20-79 yas) karsilastirmali prevalans
ve diyabetli kisilerin sayisi, ilk 5 iilke (2021) [1].

2.1.5. Diyabetle iliskili mortalite

Bulasici olmayan hastaliklar (noncommunicable diseases, NCDs) arasinda bulunan diyabet
diinya genelinde biiyiik mortalite oranlarina sahiptir [1, 17] ve 2019 yilinda Diinya Saglik
Orgiitii’niin acikladig1 kiiresel 6liim nedenleri icerisinde ilk 10°da 9. sirada yer almaktadir
(Sekil 2.7) [21, 22]. 2000 yilindan gliniimiize diyabet mortalite oranlarinda garpici bir artis
goriilmektedir [20-22].
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Global olarak 6nde gelen 6liim sebepleri

2000 2019

.

. iskemik kalp hastalig

2. Felg

3. Kronik obstriktif akciger hastalig
i
4. Alt solunum yolu enfeksiyonlari
@O
5. Yenidogan kosullar
* O
6. Trakea, brons, akciger kanserleri

7. Alzheimer hastaligi ve diger demanslar

@
8. Diyare hastaliklan
@ O
9, Diabetes mellitus

10. BSbrek hastaliklar

®
0 2 4 6 8 10

Oliim sayilan (milyon olarak)

® Bulasici olmayan @ Bulasic @ Yaralanmalar

Kaynak: WHO Kiiresel Saglik Tahminleri

Sekil 2.7. Kiiresel 6liim nedenleri [22].

Diinya genelindeki diyabet mortalite artisina pararel olarak Tiirkiye’deki 6liim oranlarinda
da artis gozlenmistir [20, 23, 24]. 2000 yilinda diyabetin neden oldugu 6liim orani 100
000°de 19,12 iken 2019 yilinda bu say1 21,46’ya ulasmistir (Sekil 2.8 ve Sekil 2.9) [23].
2000 yilinda ilk 10 6liim nedeni igerisinde 6. sirada olan diyabet, 2019 yilinda 5. siraya
yiikselmistir [23].
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Top 10 causes of death (2000)

Ischaemic heart disease
Neonatal conditions

Stroke

Congenital anomalies

Trachea, bronchus, lung cancers
Diabetes mellitus

Chronic obstructive pulmonary disease
Kidney diseases

Lower respiratory infections

Hypertensive heart disease

0 20 40 60 80
Deaths per 100 000 population

- Communicable, maternal, perinatal and nutritional conditions
I Non-communicable diseases

Il njuries

Sekil 2.8. 2000 yilinda Tirkiye’deki ilk 10 6liim nedeni [23].

Top 10 causes of death (2019)

Ischaemic heart disease

Stroke

Trachea, bronchus, lung cancers
Chronic obstructive pulmonary disease
Diabetes mellitus

Alzheimer disease and other dementias
Kidney diseases

Hypertensive heart disease

Lower respiratory infections

Colon and rectum cancers

100

120

0 20 40 60 80
Deaths per 100 000 population

Il Communicable, maternal, perinatal and nutritional conditions
I Non-communicable diseases

I \njuries

Sekil 2.9. 2019 yilinda Tiirkiye’deki ilk 10 6liim nedeni [23].

100

120
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IDF verilerine gore 2021 yilinda Tiirkiye’de 60 yas alti bireylerde diyabete bagli 6lim
orant %4 tiir [20, 24]. 2021°de yaklagik 83 220 kisi diyabet dolayisiyla hayatini kaybetmistir
[20, 24].

2.2. Tip 2 Diyabet

Tip 2 diyabet (T2DM), kalitsal veya sonradan kazanilmis insiilin direnci ile instilin
salgisindaki bozukluklar dolayisiyla hiperglisemi gelisimiyle sonuglanan kronik ve ¢ok
faktorlii bir hastaliktir [1-3, 25]. Tip 2 diyabetli bireylerde insiilin iiretimi yapilmaktadir
ancak ya iiretim yeterli diizeyde degildir ya da instilin direnci sebebiyle var olan insiilin etkili
bir sekilde kullanilamamaktadir [1, 9, 14]. Kanda devamli olarak artan glikoz miktar1 [
hiicrelerinin daha fazla insiilin {iretmesine yol ag¢maktadir, zamanla tahrip olan f

hiicrelerinde fonksiyon bozukluklari ortaya ¢ikmaktadir [3, 14, 18, 26].

2.2.1. Tip 2 diyabetin epidemiyolojisi

Kiiresel diyabet prevalansinin her gegen yil hizli bir sekilde artmasi biiyiik oranda en yaygin
diyabet tiirii olan tip 2 diyabetin artisindan kaynaklanmaktadir [2, 3]. Tip 2 diyabetin
yayginlagsmasi niifus artisi, yaslanan niifus, artan insidans, hastaligin daha erken baslangi¢
yasl, tip 2 diyabette daha uzun stire hayatta kalma ve gelismis tan1 gibi nedenlerden meydana
gelmektedir [2, 3]. Giinlimiizde artan yiiksek kalorili (fast-food gibi seker ve yag orani
yuksek iirtinler) gida tiiketimi, hareketsiz yagam tarzi ve kentlesme ile bireylerin tip 2 diyabet

gelistirme oranlar1 artmustir [3].

Diyabet hastasi bireylerin 3’te 2’si kentsel alanlarda yasamaktadir [2], 2021 yilinda kentsel
alanlarda yasayan diyabet hastasi kisilerin sayis1 360 milyon (prevalans %12,1) iken kirsal
alanda yasayanlarin sayisi yaklasik 177 milyondur (prevalans %8,3) [1]. T2DM oranlari
kirsal bolgelere (%7,2) gore kentsel bolgelerde (%10,8) daha yiiksektir [2]. Tip 2 diyabet
prevalansinin en yiliksek oldugu bolgeler Bat1 Pasifik (IDF WP bolgesi), Orta Dogu ve Kuzey
Afrika (IDF MENA bolgesi) ve Giliney Dogu Asya’dir (IDF SEA bélgesi) (Sekil 2.4) [1].
En diisiik diyabet prevalansinin goriildiigii yerler ise Afrika (IDF AFR boélgesi) ve Avrupa
(IDF EUR bolgesi) bolgeleridir (Sekil 2.4) [1]. Genellikle, biiyliyen ekonomilere sahip
ilkelerdeki (Cin ve Hindistan gibi) diyabet prevalansinda biiyiik dlgekli artiglar olacagi
ongoriilmektedir [1, 3].
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2.2.2. Tip 2 diyabetin patofizyolojisi
Insiilin direnci sebebiyle insiilinin etkisinin azalmasi ve pankreas B hiicrelerinin

disfonksiyonuyla insiilin sekresyonunun bozulmasi tip 2 diyabetin gelisiminde etkili olan

baslica patofizyolojik faktorlerdir (Sekil 2.10) [2, 3, 25-27].

: B hucresi
G disfonksiyonu
N )
Insulin d insulin
direnci ‘ a 3
- 7/ Glikoz

%,
b
Y W
N

- o *-.\:;\\1 I::""'I'::II
‘2% Hiperglisemi

Sekil 2.10. Tip 2 diyabetin patofizyolojik faktorleri [9].

Kas ve yag doku gibi periferik dokularda ve karacigerde meydana gelen insiilin direnci,
kandaki glikozun kas hiicreleri igerisine alimini azaltir, hepatik glikoz {iretiminin
inhibisyonunun bozulmasina yol agar ve adipositlerde kontrolsiiz lipoliz ile serbest yag asidi
artisina neden olur (Sekil 2.11) [2, 9, 14, 27]. Adipositlerin disfonksiyonu inflamatuari
tetikleyen adipositokinlerin salgilanmasina yol agar ve insiilin direnci daha kotii bir hal alir

[2, 3].



Adacik o hiicreleri
Artan glukagon sekresyonu

Adacik B hiicreleri
Bozulan insiilin
sekresyonu

Bébrek
Artan glikoz
geri emilimi

15

Gastrointestinal kanal
Azalan inkretin etkisi
Bozulan mikrobiyom

~ Iskelet kasi
l \ Azalan glikoz alimi
. Karaciger
mm) Hiperglisemi <mm= a’ Insiilin direnci
g Artan hepatik glikoz tiretimi

. Adipoz doku
Beyin Artan lipoliz
Nérotransmitter p
disfonksiyonu

Sekil 2.11. Tip 2 diyabetin patofizyolojisi, hipergliseminin gelismesine yol acan faktorler

2]

B hiicrelerindeki islev bozuklugunun c¢ok faktorlii, karmasik bir etkilesim agindan

kaynaklandig1 distintilmektedir [2, 26]. Tip 2 diyabette insiilin sekresyonundaki

bozulmalarda genetik, insiilin direnci, yas, amilin, heksozaminler, TNF-a, inkretin etkisi,

lipotoksisite, glikoz toksisitesi gibi patogenetik faktorler rol oynamaktadir (Sekil 2.12) [14,

18].
Genetik . )
Insiilin
Glikoz direnci
toksisitesi /
Yas
Lipotoksisite >
4 FFA Beta hiicre
disfonksiyonu .
Amilin
(IAPP)
} Inkretin
etkisi / \
f Hekzozaminler
TNF-a

Sekil 2.12. Beta hiicresi disfonksiyonunda rol alan patogenetik faktorler [14].
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Tip 2 diyabetli bireylerin  hiicrelerindeki fonksiyonun %40-60’11 kaybettigi ve bu
fonksiyon kaybinin tani yapildiktan sonra da giderek arttigi gozlemlenmistir [2]. Yiiksek
serbest yag asidi konsantrasyonu ve hiperglisemi f hiicrelerinin disfonksiyonuna neden olur
(glikolipotoksisite) [2, 3, 26]. Asir1 beslenme ile artan oksifatif ve endoplazmik retikulum
(ER) stres [2, 27], inflamasyon ve inflamatuar stres gibi metabolik baskilara maruz kalmak
B hiicrelerinin fonksiyonunu olumsuz yonde etkiler, bu durum adacik hiicrelerinin kaybina

(apoptoz) yol agabilir [26, 27].

Viicutta insiilin direnci gelistikce, kandaki glikoz miktariin diizenlenmesi icin f
hiicrelerindeki instiilin sekresyonu artar [2, 3]. Fakat zaman gegtik¢e B hiicreleri maksimum
seviyede inslilin salgilama kapasitesine ulasir, bu kronik stimiilasyon B hiicrelerine zarar
verir ve insiilin sekresyonu azalmaya baslar [2]. Pankreas o hiicrelerinin glukagon salinimi
arttirmasi ile instilin/glukagon orani (glikoz homeostazisi) bozulur, diizenleyici sinyal

yolaklarinin diizgiin bir sekilde islemesini engellenir (Sekil 2.11) [2, 18, 26].

2.2.3. Tip 2 diyabetin semptomlari

Tip 2 diyabetli bireylerin ¢cogunda herhangi bir semptom goriilmez (asemptomatik) veya
semptomlar ¢ok hafif seyreder [1, 17]. T2DM’de goriilen semptomlar asir1 susuzluk,
devamli aglik hissi, sik idrara ¢ikma, yavas iyilesen kesikler ve yaralar, yorgunluk, bulanik

goriis ve ellerde veya ayaklarda uyusukluk hissidir [1, 9, 25].

2.2.4. Tip 2 diyabetin risk faktorleri

Tip 2 diyabetin risk faktorleri degistirilemeyen (genetik) faktorler ve gevresel (potansiyel
olarak degistirilebilen) faktorler olarak iki gruba ayrilabilir [2, 28]. Degistirilemeyen
faktorler arasinda genetik, ailede diyabet ge¢misi (birinci derece yakin akraba), yas, etnik
koken, gestasyonel diyabet gecmisi, kardiyovaskiiler hastaliklar ve onlarin risk faktorleri,
hipertansiyon, hiperlipidemi, polikistik over sendromu (PCOS) ve metabolik sendromlar
gibi faktorler yer almaktadir (Sekil 2.13) [2, 3, 17, 25]. Asir1 kilo ve obezite, hareketsiz
yasam tarzi, sagliksiz beslenme (asir1 hayvansal yag ve seker iceren diyet), sehirlesme, sigara
kullanimi, yeterince uymamak, depresyon ve g¢evresel toksinler potansiyel olarak

degistirilebilen ¢evresel faktorler arasinda bulunmaktadir (Sekil 2.13) [2, 3, 17, 25].
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Sekil 2.13. Tip 2 diyabetin gelisimindeki risk faktorleri [3].

2.2.5. Tip 2 diyabet ve komplikasyonlar:

Sekil 2.14. Diyabetin mikrovaskiiler ve makrovaskiiler komplikasyonlar [3]. IHD: iskemik
kalp hastaligi, CHF: konjestif kalp yetmezligi, PAD: periferik arter hastaligi.
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Diyabet hastaligindaki komplikasyonlar vaskiiler sistemdeki degisimler sonucu viicuttaki
doku ve organlarin fonksiyonel ve yapisal olarak hasar gérmesi ile ortaya ¢ikmaktadir [2, 3].
Bu komplikasyonlar mikrovaskiiler komplikasyonlar ve makrovaskiiler komplikasyonlar
olarak iki gruba ayrilmaktadir (Sekil 2.14) [3, 7]. Retina, bobrek ve sinirlerdeki arteriyoller
ve kilcal damarlar1 etkileyenler mikrovaskiiler komplikasyonlar olarak gruplandirilmigtir
(Sekil 2.14) [2, 3]. Beyin, kalp ve alt ekstremitelerdeki (bacaklar ve ayaklar) arterleri
etkileyenler ise makrovaskiiler komplikasyonlar olarak gruplandirilmistir (Sekil 2.14) [2, 3].

Mikrovaskiiler komplikasyonlar

Yeni teshis konulmus tip 2 diyabetli kisilerin %20-50’sinde mikrovaskiiler komplikasyonlar
goriiliir, bu durum hastaligin tanidan ¢ok daha once gelistiginin gostergesidir [2, 9].
Mikrovaskiiler komplikasyonlar, uzun siire hiperglisemiye maruz kalindiginda olugsmaktadir
[3, 14]. Mikrovaskiiler komplikasyonlar retina, bobrek ve sinirlerdeki kilcal damarlar ve
arteriyollerin basal membranlarinin kalinlagsmasi nedeniyle daralip tikanmalar1 sonucu
ortaya cikar [2, 3]. Retinopati, nefropati ve ndropati tip 2 diyabetin mikrovaskiiler
komplikasyonlar1 arasindadir [1-3, 7-9, 28-30]. Noropati diyabet hastasi olan bireylerin
neredeyse %50’sinde goriilmektedir (2020) [9, 29], periferik noropati en yaygin seklidir [9,
30]. Nefropati tip 2 diyabetli kisilerin yaklasik %25-50"ini etkilemektedir (2020) [2, 9, 29,
30]. Diyabetik nefropati, uzun siireli diyabete sonucu bobrek fonksiyonlarinin bozulmasi ile
olusur ve énemli 6l¢iide morbidite ve mortaliye neden olur [2, 9, 30]. Diinyada ¢alisan yas
grubunda korliiglin en yaygin nedeni olan retinopati, tip 2 diyabetli hastalarin

yaklasik %25’inde goriilmektedir [2, 9, 29, 30].

Mikrovaskiiler komplikasyonlarin patogenezinin ¢ok faktorlii oldugu diisiiniilmektedir [2,
30]. Hiperglisemi, hipertansiyon ve biiytime faktorleri/sitokinler gibi patogenez faktorlerinin
mikrovaskiiler komplikasyonlara yol agtig1 disiiniilmektedir [2, 3, 30]. Genetik
polimorfizmlerin bu faktorlerle ilgili proteinlerin islevleriyle iliskisi olabilir ayrica
polimorfizmler bazi etnik ve genetik farkliliklarin mikrovaskiiler komplikasyonlara olan

yatkinligini agiklamada yardimci olabilir [2, 3].
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Makrovaskiiler komplikasyonlar

Diyabet hastas1 bireylerde makrovaskiiler komplikasyon riski diyabet hastasi olmayan
popiilasyona gore onemli dlglide yiiksektir [3, 30]. Tip 2 diyabet hastalarinin ¢ogunlugu
diinya genelinde en yiiksek mortaliteye sahip kardiyovaskiiler hastaliklara (CVD) (Sekil 2.7)
maruz kalmaktadir [3, 9, 14, 22]. Diyabet hastalarinda kardiyovaskiiler hastaliklar birincil
Olim nedendir, 65 yas lizeri diyabetli bireylerdeki 6liimlerin iicte ikisini kardiyovaskiiler
hastaliklar olusturmaktadir [2, 9, 30, 31]. Makrovaskiiler komplikasyonlar, arter
duvarlarindaki daralmaya, yaralanmaya ve kronik inflamasyona yol agan ateroskleroz
sonucu ortaya ¢ikar [9, 18, 32]. Tip 2 diyabetin makrovaskiiler komplikasyonlar1 arasinda
koroner arter hastalig1 (CAD), periferik arter hastalifi (PAD) ve serebrovaskiiler hastaliklar
bulunmaktadir [1-3, 7-9, 28, 30-32].

Makrovaskuler komplikasyonlarin patogenezinin bir¢ok metabolik faktér icerdigi
distiniilmektedir [3, 33]. Reaktif oksijen tiirleri (ROS), inflamatuar sitokinler ve ileri
glikasyon son iiriinlerin (AGEs) iiretiminin artis1 gibi ¢esitli molekiiler mekanizmalarin
kronik hipergliseminin makrovaskiiler komplikasyonlar i¢in olusturdugu risk faktorleri
arasinda yer aldig1 bilinmektedir [2, 3, 9, 33]. AGE ve AGE reseporleri (RAGE) ateroskleroz
patogenezinde onemli bir role sahiptir [3]. Hiperglisemi ile uyarilan ileri glikasyon son
iriinlerinin (AGEs) olusumu vaskiiler endotel fonksiyona etki ederek inflamasyona ve
vazokonstriiksiyona (damarlarin biiziilmesi) neden olur [2, 3, 9, 18, 33]. Endoteyal
hiicrelerde bulunan ve inflamatuar lezyonlarla iliskilendirilmis olan RAGE’in diyabetin
makrovaskiiler komplikasyonlari ile dogrudan ilgisi oldugu bilinmektedir [3]. AGE’in
RAGE’e baglanmasi sonucu NADPH oksidazin da igerisinde bulundugu birgok sinyal
yolagimin aktivasyonu gergeklesir (Sekil 2.15) [3]. TNF-a, IL-1p ve IL-6 gibi proinflamatuar
sitokinlerin iiretiminin makrovaskiiler komplikasyonlarin patogenezinde onemli rolil

bulunmaktadir (Sekil 2.15) [3].
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TNF-q, IL-1, IL-6
'| vee | TGE-p, CTGF‘

L

Diabetes-associated macrovascular disease

Sekil 2.15. AGE reseptorii (RAGE) aktivasyonunun diyabet ile iliskili makrovaskiiler
hastaliklarin olusumundaki rolii ve sinyal yolaklar1 [3].

Diyabetli bireylerde hipertansiyon, hiperlipidemi, obezite, aile gecmisi ve sigara kullanimi

gibi faktorler diger makrovaskiiler komplikasyon risk faktorleri arasinda yer almaktadir [2,
30-32].

Turkive’de mikrovaskiiler ve makrovaskiiler komplikasyonlar

Tiirkiye’deki diyabet hastalarinda mikrovaskiiler komplikasyonlar daha sik goriilmektedir
[24]. Noropati %14,9 prevalans ile en ¢ok karsilagilan mikrovaskiiler komplikasyondur,
ardindan %6,2 prevalansla retinopati ve %3,4 prevalansla nefropati gelmektedir (Sekil 2.16)
[24]. Makrovaskiiler komplikasyonlarda ise koroner arter hastaligi %12,9 prevalans oraniyla
ilk sirada yer almaktadir (Sekil 2.16) [24]. Diger makrovaskiiler komplikasyonlardan olan

kalp yetmezligi %2,1, serebrovaskiiler hastaliklar %1,5 ve periferik arter hastalif1 %0,7
prevalansa sahiptir (Sekil 2.16) [24].
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Diyabetin komplikasyonlari

Mikrovaskiiler Nefropati : 93,4 Retinopati : %6,2

Noropati: %14,9

B Koroner arter hastaligi : %12,9 Serebrovaskiiler hastalik : %1,5
Makrovaskuler e . . cus
Periferik arter hastaligi : %0,7 Kalp yetmezligi : %2,1

Sekil 2.16. Tiirkiye’de mikrovaskiiler ve makrovaskiiler komplikasyonlarin prevalanslari
(2021) [24].

2.2.6. Tip 2 diyabet ve genetik

Tip 2 diyabet hastaliginin genetik, epigenetik ve ¢evresel faktorlerden etkilenerek gelistigi
bilinmektedir ancak tip 2 diyabetin genetik risk faktorleri ve yapisi olduk¢a karmasiktir [2,
3, 14, 34-36]. Yapilan farkli popiilasyon, aile ve ikiz tabanli ¢alismalara gére kalitimin %20
ila 80 arasinda degisen oranlarda T2DM yatkinlig1 olusturdugu ve bu sebeple kalitimin Tip
2 diyabet i¢in ¢ok 6nemli oldugu diisiiniilmektedir [2, 3, 9, 14, 34-36]. Tip 2 diyabet hastasi
bir ebeveyni olan bireylerin yagamlari boyunca tip 2 diyabet gelistirme riski %40 iken her
iki ebeveynin de tip 2 diyabet hastas1 olmasi bu riski %70’lere ¢ikarmaktadir (Cizelge 2.1)
[2, 3, 35, 36]. Tip 2 diyabet hastasi olan anneye sahip bireylerin T2DM gelistirme riskleri
tip 2 diyabet hastasi olan babaya sahip bireylere gore daha yiiksektir (Cizelge 2.1) [2, 14, 34,
36]. Ikiz tabanl calismalarda tek yumurta ikizlerinin tip 2 diyabet gelistirme uyum %34
ile %100 varan oranlara sahiptir, ¢ift yumurta ikizlerinde ise bu oran %20-30 civarinda
degismektedir (Cizelge 2.1) [3, 7, 9, 14, 35, 36]. Cesitli etnik gruplar arasinda da genetik
risk faktorlerine bagli oldugu diisiiniilen biliyiik T2DM yayginlik farkliliklar1 bulunmaktadir
[3, 14, 18, 36].

Cizelge 2.1. Akraba yakinligina gore Tip 2 diyabet gelistirme riskleri [2].

Aile Uyeleri Tip 2 Diyabet Riski (%)
Monozigot ikizler ~70 (34-100)
Dizigot ikizler 20-30
Kardesler 10-15
Anne 15-40
Baba 15-30
Her iki Ebeveyn 70-75

Genel Popiilasyon 6
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Tip 2 diyabet birden fazla genin etkisinin bulundugu poligenik bir hastaliktir [2, 9].
Gilintimiize kadar genom c¢apinda iligskilendirme ¢alismalart (GWAS), yeni nesil dizileme
(NGS) ve tam genom dizileme (WGS) gibi ¢esitli genotiplendirme yontemleriyle genetik
haritalamalar yapilmistir ve tip 2 diyabet ile iliskili 120’den fazla lokus tanimlanmistir [3,
14, 18, 34-38].

Tip 2 diyabet hastalifinin gelisimindeki yap1 tek niikleotid polimorfizmleri (SNP) ile
iliskilendirilmektedir [2, 3, 14, 18]. SNP, DNA dizisinde belirli bir pozisyondaki tek bir
niikleotidin en yaygin bulunan genetik varyasyonudur, popiilasyonun %1’inden fazlasinda

bulunur [3, 18]. Alellerdeki tek niikleotid degisimi ile karakterize olan tek niikleotid

polimorfizmleri genotipleme i¢in 6nemlidir ve fenotipik cesitligin yaklasik %90’indan
sorumludur [14, 18]. Tip 2 diyabet gelisimi ile iliskili tanimlanan CAPN10, TCF7L2 ve
CDKAL1 gibi bir¢ok gen polimorfizmi bulunur (Sekil 2.17) [2, 3, 18, 34-37].

Sekil 2.17. Tip 2 diyabet ile iliskili genetik varyantlar (Gen isimleri varyantlar1 temsil
etmektedir, varyantlarin konumlar1 gen bolgesinde veya genin yakinindadir) [3].
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2.3. Calismadaki Genler

2.3.1. NAMPT Geni

Tam ad1 nikotinamid fosforibozil transferaz olan NAMPT geni 37590 baz biiyiikliigiindedir
ve 13 ekzon ile 12 introndan olusur (Cizelge 2.2) [4, 39-41].

Cizelge 2.2. NAMPT geni 6zellikleri [4].

, - Bulundugu Lokasyonu
Gen ID Gen Sembolil Gen Tipi Kromozom (Aralig) Ekzon sayisi
Protein 7022.3
10135 NAMPT Kodlama ! (106248298..106285888) 13

PBEF1, PBEF ya da Visfatin olarak da adlandirilan NAMPT geni kromozom 7 {izerinde
bulunur (Sekil 2.18 ve Sekil 2.19) [4].
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Sekil 2.18. Kromozom 7 {izerindeki NAMPT geninin konumu [39].
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Sekil 2.19. Kromozom 7 {izerinde bulunan NAMPT geni [4].

NAMPT, nikotinamid adenin diniikleotit (NAD) biyosentezinde bir ara {irlin olan
nikotinamid mononiikleotidi (NMN) elde etmek i¢in nikotinamidin (NAM) 5-fosforibosil-
1-pirofosfat (PRPP) ile yogunlastirilmasini katalize eden bir proteini kodlayan gendir (Sekil
2.20) [4]. Nikotinik asit fosforibosiltransferaz (NAPRTase) ailesinden olan bu proteinin
metabolizma, stres tepkisi ve yaslanma gibi bir¢ok 6nemli biyolojik siiregte rol oynadigi

diistiniilmektedir [4].
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Sekil 2.20. NAD biyosentezi, NAMPT 1n katalizasyonu ile NAM’dan NMN edilmesi ve
ardindan NAD’a doniistiiriilmesi [42].

NAMPT geninin {riinii olan nikotinamid fosforibozil transferaz (NAMPT) bir¢ok
fonksiyonu oldugu diisiiniilen bir adipositokindir [42-49]. NAMPT memelilerde NAD
biyosentezinde hiz sinirlayici enzim olarak gorev alir, kosubstrat olarak kullanilan PRPP ile
birlikte NAM’1 NMN’ye doniistiiriir ve dogrudan NAD sentezinin ger¢eklesmesinde rol alir
(Sekil 2.20) [42-45, 50-61].

NAMPT’in memelilerde hiicre i¢i (iNAMPT) ve hiicre dist (eNAMPT) iki farkli formu
bulunur [44, 47, 48, 54, 55, 58, 59, 62-64]. Pre-p hiicresi koloni arttiric1 faktor (PBEF) veya
visfatin olarak da bilinen eNAMPT adiposit ve B hiicreleri gibi bir¢ok hiicre tipinde salgilanir
ve farkli sinyal yolaklarinda (IL-6 /STAT3, PI3K/AKT gibi) proinflamatuar sitokin gorevi
goriir (Sekil 2.21) [44, 47, 48, 56, 62]. Hiicre dis1 boslukta bulunan eNAMPT  hiicrelerinde
insiilin  sekresyonunun artisi, apoptozdan korunma ve proliferasyon indiiksiyonu

saglamaktadir (Sekil 2.21) [47].
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Sekil 2.21. eNAMPT’in farkl: hiicre tiplerindeki sinyal yolaklari ve etkileri [47].

iNAMPT sitozplazma, ¢ekirdek ve mitokondri igerisinde bulunur [44, 48, 55]. Hiicre iginde
NAD biyosentezi iNAMPT tarafindan katalize edilmektedir [47, 57, 59]. Artan NAD
biyosentezinin metabolizma, yaslanma ve strese karsi koruyucu etkileri oldugu
disiiniilmektedir [44]. iINAMPT ve eNAMPT i memeli hiicresinde rol aldigi sinyal

yolaklar1 Sekil 2.22°de verilmistir.
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Sekil 2.22. iINAMPT ve eNAMPT 1n hiicrede gorev aldigi sinyal yolaklari [48].

Tip 2 diyabet ve NAMPT

NAMPT 1n tip 2 diyabet ve obezite gibi metabolik hastaliklarin patogenezinde rolii oldugu
distiniilmektedir [43-49, 53, 57, 60, 62-64]. Pankreas hiicrelerindeki normal glikoz uyarimi
ile gerceklesen insiilin sekresyonunda (GSIS) NAMPT’in dogrudan iliskili oldugu
bilinmektedir (Sekil 2.23) [43, 48, 57, 63]. Adipositlerden salgilanan eNAMPT in J
hiicrelerinde fonksiyonun diizenlenmesinde gorev aldig diisiiniilmektedir [43, 47, 57, 60,
61, 63]. NAMPT’in insiiline benzer etkileri ile insiilin reseptoriine baglanma sonucu
gerceklesen etkilesimin diyabetin patogenezinde rol alabilecegini diisiindiirmektedir [44, 53,
63]. Yapilan bir¢ok ¢alisma NAMPT seviyelerindeki degisimin tip 2 diyabet i¢in risk faktorii
olusturdugunu ve aralarinda bir korelasyon oldugunu gostermektedir, NAMPT diizeyindeki
degisiklikler ile insiilin sekresyonunun ve 3 hiicrelerinin fonksiyonun azalmasi ve insiilin
direncinin artmasi gibi etkiler goriilmektedir [43-46, 48, 49, 57, 60, 64]. Hem obez hem de
obez olmayan tip 2 diyabet hastalarinda artan NAMPT diizeyinin artan 1L-6 seviyeleri ile de

korelasyona sahip oldugu bilinmektedir [45]. NAMPT genindeki farkli polimorfizmlerin tip
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2 diyabet ve tip 2 diyabet ile iligkilendirilmis komplikasyonlar (kardiyovaskiiler hastaliklar,
hipertansiyon gibi) ile arasinda olas1 bir iligski oldugu diisiiniilmektedir [46-49].

Pancreatic B cells Muscle
Adipose | )
tissue Nicotinamide -~ Glucose Liver
Nampt/ ‘ [ ‘ .
—> | PBEF/ NMN 2 NAD > —» Adipose
visfatin | Nmnat SIRT1? ’ tissue
Other Other
tissues? tissues

Sekil 2.23. Pankreas hiicrelerindeki insiilin saliniminin NAMPT tarafindan diizenlenmesi
[43].

2.3.2. IL-6 Geni

Tam ad1 interlokin-6 olan IL-6 geni 4798 baz biiyiikliiglindedir ve 5 ekzon ile 4 introndan
olusur (Cizelge 2.3) [5, 65-67].

Cizelge 2.3. IL-6 geni 6zellikleri [5].

. - Bulundugu Lokasyonu
Gen ID Gen Sembolil Gen Tipi Kromozom (Aralig) Ekzon sayisi
Protein 7915.3
3569 IL6 Kodlama ! (22727200..22731998) >

IL-6 geni kromozom 7 {izerinde yer alir ve inflamasyon ile B hiicrelerinin olgunlagsmasinda
islev goren bir sitokini kodlar (Sekil 2.24 ve Sekil 2.25) [5]. Genel olarak akut ve kronik
inflamasyon bdlgelerinde iiretilen bu protein serum igerisine salgilanir ve transkripsiyonel

bir inflamatuar yanit1 indiikler (interlokin 6 reseptorii (IL-6R) yoluyla) [5].
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Sekil 2.24. Kromozom 7 {izerindeki IL-6 geninin konumu [65].
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Sekil 2.25. Kromozom 7 {izerinde bulunan IL-6 geni [5].

IL-6 geninin iriini olan interlokin-6 (IL-6) pro-inflamatuar ve anti-inflamatuar 6zelliklere
sahip cok islevli bir adipositokindir [68-81]. Lenfosit (T ve B hiicreleri), endotel hiicresi,
iskelet kas hiicresi ve adiposit gibi cesitli hiicreler tarafindan salgilanan IL-6’nin
inflamasyon, immiin yanit, metabolizma, proliferasyon, farklilasma siireclerinin
diizenlenmesinde rolii bulunur [68-75, 78]. B hiicrelerinin antikor iiretimini saglayan
faktordiir [68]. Ayrica COVID-19 gibi viral enfeksiyon hastaliklarinda da yiiksek IL-6

seviyeleri gézlemlenmektedir [5].

IL-6 tarafindan stimiile edilen klasik ve trans-sinyalizasyon olarak adlandirilan farkl sinyal
yolaklar1 bulunur (Sekil 2.26) [70, 71, 80]. Klasik sinyalizasyon IL-6"nin membran iizerinde
bulunan IL-6R’ya baglanmasi ile gergeklesir [70, 71, 80]. IL-6R oOzellikle hepatositler,
pankreas adacik hiicreleri ve T hiicreleri gibi birkag hiicre tipinin membranina baglidir ve
burada ifade edilir [71]. Trans-sinyalizasyon, ¢6ziiniir formda bulunan IL-6R (SIL-6R) ile
gerceklesir [70, 71, 80]. IL-6, sIL-6’ya baglanarak protein gp130 araciligi ile sinyalizasyonu
gerceklestirir (Sekil 2.26) [70, 71, 80]. Sinyalizasyonda gérev alan gp130 neredeyse her
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hiicre tipi tarafindan ifade edilir [71]. Klasik sinyalizasyonun uyarilmasi anti-inflamatuar

yanit1 tetiklerken, trans-sinyalizasyon pro-inflamatuar yanitin geligmesine neden olur [80].

classic signalling trans-signalling
IL-6
sIL-6R IL-6/sIL-6R
complex
\ 1L-6R “ SHP2 | | JAK
hepatocytes, MAPK STAT3 v virtually all cells
pancreatic cells, Akt that express
macrophages, l gp130
neutrophils, gene
T-cells STAT3 | i transcription
AONS '

Sekil 2.26. IL-6 hiicre i¢i sinyal yolaklari, klasik sinyalizasyon ve trans-sinyalizasyon [71].

Tip 2 diyabet ve IL-6

IL-6’nin tip 2 diyabetin patogenezi ile iligkili oldugu disiiniilmektedir [5, 70-72, 74, 78, 81-
84]. Aym1 zamanda obezite, hiperlipidemi, hiperglisemi ve kardiyovaskiiler hastaliklarin
gelisimi ile iligkisi oldugu diisiiniilen IL-6 kas hiicreleri, hepatositler ve pankreas [
hiicrelerine etki ederek dogrudan ya da dolayli yoldan glukoz homeostazini ve
metabolizmasini etkilemektedir [70, 81-84]. Kronik diisiik dereceli inflamasyon insiilin
direnci ve tip 2 diyabet gelisimi i¢in risk faktorii olusturur ve bu durum T2DM hastalarinda
dolasimdaki yiiksek IL-6 seviyeleri ile kendini gosterir [70, 71]. Yiksek IL-6
konsantrasyonlar insiilin sekresyonunu baskilar, artan IL-6 ile pankreas adacik hiicrelerinin
fonksiyon kaybina neden olabilir [74]. Adipositler ve adipoz dokulardaki makrofajlar tip 2
diyabette dolasimda bulunan yiiksek IL-6 seviyelerinin temel kaynagidir [70]. Bu

inflamatuar sitokin adipoz dokularda insiilin direncine sebep olabilir (Sekil 2.27) [70].



31

....................................................................................

([ osid6
1
>
X

| S

| iRp | prary
| IRs1 | Adiponectin
GLUT4 - mediated glucose uptake | Luts 1 Macrophage recruitment

Sekil 2.27. IL-6’nin adipositlerdeki insiilin sinyalizasyonun diizenlenmesindeki rolii [70].

Yapilan bazit SNP caligmalarinda IL-6 genindeki polimorfizmlerin T2DM ve onun
komplikasyonlart ile iligkili oldugu belirtilmistir [74, 81, 83].

2.3.3. Vaspin Geni
SERPINAL2 olarak da bilinen ve tam ad1 serpin aile A tiyesi 12 (serpin family A member 12)
olan Vaspin geni 30565 baz biiyiikliigiindedir ve 8 ekzon ile 7 introndan olusur (Cizelge 2.4)

[6, 85-87].

Cizelge 2.4. Vaspin geni ozellikleri [6].

. - Bulundugu Lokasyonu
Gen ID Gen Sembolil Gen Tipi Kromozom (Arah) Ekzon sayist
Protein 14932.13
145264 SERPINALZ ilama 14 (94487279..94517844) 8

Vaspin geni kromozom 14 {izerinde bulunur ve bir sitokin kodlar (Sekil 2.28 ve Sekil 2.29)
[6, 88]. Vaspin (viseral yag dokusu kaynakli serpin) serpin proteaz inhibitor ailesine ait
insiilin duyarlastirici ve anti-inflamatuar etkileri olan bir adipositokindir [88-99].

Glukoneogenezin negatif regiilasyonunda ve lipid metabolik siirecin diizenlenmesinde rol
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aldig1 distiniilmektedir [6]. Vaspin ilk olarak tip 2 diyabetli abdominal obez bir hayvan
modelinde (OLEFT) beyaz yag dokularda kesfedilmistir [89-91, 93, 94, 96, 98, 100].
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Sekil 2.28. Kromozom 14 iizerindeki SERPINA12 geninin konumu [85].
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Sekil 2.29. Kromozom 14 iizerinde bulunan Vaspin geni [6].
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Tip 2 diyabet ve Vaspin

Vaspin’in tip 2 diyabet ve obezite ile iliskili oldugu diistiniilmektedir [98, 101-106]. Obezite
ve T2DM hastalarinda serum vaspin seviyelerinin yiiksek oldugu bilinmektedir [98, 101,
103, 104, 106]. Ayrica insan adipoz dokusu tarafindan vaspin mRNA ekspresyonunun
indiiklenmesinin obezite, glikoz tolerans1 ve insiilin duyarligmna karsi telafi edici bir

mekanizma olusturdugu gézlemlenmistir (Sekil 2.30) [98, 101, 106].

Adipose tissue

T Insulin action ¢———— 6;’ Sﬂ" i ———— Inflammation
Adiponectin -~ & gp’;" Leptin
Leptin o e TNE
Visfatin IL-18
Vaspin (?) / \/ IL-6

RBP4
| Insulin action Vascular
TNF Apetin
IL-6
RBP4

Resistin (?)
&% Macrophage
Adipocyte

Sekil 2.30. Adipoz dokudan salgilanan vaspinin insiilin direnci ile iliskisi [101].

Yapilan farkli caligmalarda mikrovaskiiler komplikasyonlara sahip T2DM hastalarda serum
vaspin seviyelerinin mikrovaskiiler komplikasyonlar1 olmayan T2DM hastalarina gére daha

diisiik oldugu belirlenmistir [102, 105].
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2.4. Calismadaki Tek Niikleotid Polimorfizmleri (SNP)

2.4.1. NAMPT geni ve SNP’leri

rs61330082 (G>A)

rs61330082 SNP’i bir akis yukari transkript varyantidir [107] ve promotor bolgesinde
bulunur [108]. Diinya genelinde G alleli 0,789 ve A alleli 0,211 genetik varyasyon
yayginligina sahiptir [107]. Avrupa popiilasyonunda referans allel olan G allelinin genetik
varyasyon yaygmlhigi 0,757 iken alternatif (doniisiimlii) allel olan A allelinin genetik
varyasyon yaygimlig1 0,243 ttir [107].

rs2058539 (C>A)

rs2058539 SNP’i NAMPT genindeki intron varyantidir [109]. Diinya genelinde C alleli 0,443,
A alleli 0,557 ve T alleli 0,0005 genetik varyasyon yayginligia sahiptir [109]. Avrupa
popiilasyonunda referans allel olan C allelinin genetik varyasyon yayginligi 0,459 iken
alternatif (doniistimlii) allel olan A allelinin genetik varyasyon yaygimligi 0,541°dir [109].

Bir diger alternatif allel olan T alleli ise 0,00009 gibi bir genetik varyasyon yayginligina
sahiptir [109].

2.4.2. IL-6 geni ve SNP’leri

rs2069860 (A>T)

rs2069860 (D162V) yanlis anlamli (missense) varyanttir [110]. Diinya genelinde A alleli
0,993 ve T alleli 0,007 genetik varyasyon yaygmligina sahiptir [110]. Avrupa
popiilasyonunda referans allel olan A allelinin genetik varyasyon yayginligi 0,992 iken

alternatif (doniistimlii) allel olan T allelinin genetik varyasyon yayginligi 0,008dir [110].

rs1554606 (T>G)

rs1554606 SNP’i IL-6 genindeki intron varyantidir [111]. Diinya genelinde T alleli 0,417 ve
G alleli 0,583 genetik varyasyon yayginhigina sahiptir [111]. Avrupa popiilasyonunda
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referans allel olan T allelinin genetik varyasyon yayginligi1 0,434 iken alternatif (doniisiimlii)

allel olan G allelinin genetik varyasyon yayginligi 0,566 dir [111].

2.4.3 Vaspin geni ve SNP’leri

rs77060950 (G>T)

Vaspin geninin rs77060950 SNP’i intron varyantidir [112]. Diinya genelinde G alleli 0,973
ve T alleli 0,027 genetik varyasyon yayginligina sahiptir [112]. Avrupa popiilasyonunda
referans allel olan G allelinin genetik varyasyon yayginligi 0,988 iken alternatif (doniistimlii)

allel olan T allelinin genetik varyasyon yayginligi 0,012°dir [112].

rs2236242 (T>A)

rs2236242 SNP’i Vaspin genindeki intron varyantidir [113]. Diinya genelinde T alleli 0,650
ve A alleli 0,350 genetik varyasyon yayginligina sahiptir [113]. Avrupa popiilasyonunda
referans allel olan T allelinin genetik varyasyon yayginligi 0,600 iken alternatif (doniistimlii)

allel olan A allelinin genetik varyasyon yaygiligi 0,400’diir [113].

2.5. Polimeraz Zincir Reaksiyonu-Restriksiyon Par¢a Uzunluk Polimorfizmi (PCR-
RFLP)

2.5.1. Polimeraz zincir reaksiyonu (PCR)

Polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) DNA igerisinde bulunan 6zgiin bir bolgeyi forward ve
reserve primerlerin kullanimi ile birlikte enzimatik olarak ¢ogaltmak icin kullanilan bir
tekniktir [114-116]. PCR’da denatiirasyon, hibridizasyon ve uzatma olmak iizere 3 temel
adim bulunur (Sekil 2.31) [114-117]. 1k adim olan denatiirasyonda DNA zinciri yaklasik
90-95 °C’lik 1s1yla birbirinden ayrilir ve tek iplik halini alir (Sekil 2.30) [117-119]. ikinci
adim hibridizasyonda sicaklik 40-60 °C’ye diisiiriiliir ve bu adimda primerler DNA
ipliklerine uygun bélgelerden baglanir (Sekil 2.30) [117-119]. Ugiincii adim olan uzatmada
sicaklik 72 °C’e yiikseltilir ardindan DNA polimeraz (en yaygin kullanilan Taq polimeraz)
yiiksek sicaklikta primerlerin uglarina niikleotidler (ANTP) ekleyerek uzatmay1 gerceklestirir
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(Sekil 2.30) [117-119]. Yaklasik 5 dakika kadar siiren bu siire¢ genellikle 25 ile 35 dongii

seklinde tekrar eder ve PCR iiriinii olusur (Sekil 2.31) [117-119].

Polimeraz zincir reaksiyonunu gerceklestirmek i¢in gerekli olan reaktifler sablon DNA,

forward ve reverse primerler, dNTP (dATP, dCTP, dTTP, dGTP), termostabil DNA

polimeraz, kullanilacak DNA polimeraza 6zel buffer, steril su ve magnezyumdur (Mg?*)
[120].

DNA primers DNA nucleotides
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X parent DNA - - Taq h ﬁ
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Sekil 2.31. Polimeraz zincir reaksiyonu ve adimlari [121].
2.5.2. Restriksiyon parc¢a uzunluk polimorfizmi (RFLP)

Restriksiyon par¢a uzunluk polimorfizmi (RFLP) homolog DNA dizisinin spesifik
restriksiyon endoniikleaz enzimleri ile sindirilmesi sonucu farkli uzunluklarda fragmenler
elde edilmesi ile gerceklesen ve varyasyonlardan yararlanan tekniktir [122]. Restriksiyon
endoniikleaz enzimleri, DNA’da bulunan spesifik dizileri keser ve pargalara ayirir (Sekil
2.32) [122]. Pargalara ayrilmis DNA Ornekleri incelenmek {iizere jele yiiklenip jel
elektroferezi yontemi ile yiritilir (Sekil 2.32) [122]. Restriksiyon bolgesindeki bir
mutasyon sonucu ortaya ¢ikan degisim ve dolayisiyla farkli biiyiikliiklere boliinen DNA
pargalar1 bireyler arasindaki fragment farklarini belirtir [122, 123].



37

Restriction site
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Sekil 2.32. Restriksiyon par¢a uzunluk polimorfizmi [123].

PCR-RFLP popiilasyon polimorfizmlerinin tanimlanmasinda (genotiplendirme gibi
varyasyon analizleri), genetik hastaliklarin teshisinde ve genom haritalamada kullanilir

[122].

2.6. Real-Time PCR (qPCR) ve LightSNiP Assay

Real-Time PCR strandart PCR tekniginin ger¢ek zamanlh gerceklestirilen halidir [124, 125].
DNA’nin eszamanli olarak amplifikasyonun ve kantifikasyonunun gerceklestirildigi bir
tekniktir [124, 125]. DNA dizisine 6zgii primerler kullanilarak spesifik bolge koplayanir ve
floresan problar ile floresan 6l¢timii ger¢cek zamanli sekilde gergeklesir [124, 125].

LightSNiP Assay SNP genotiplemesi i¢in kullanilan bir yontemdir ve tanisal yarar
saglamaktadir [126, 127]. LightSNiP Assay’in belirli tek niikleotid polimorfizmleri igin
tiretilen spesifik problar ile yapilan erime egrisi analizi ile yabanil tip (WT), homozigot ve
heterozigot genotiplere 06zel erime noktalarin1 belirleyerek polimorfizm analizi
gerceklestirilir ve varyasyonlart belirlemek kolaylagir [127]. Erime egrisi analizi hedef
tanimlayict dizilere baglanan florofor etiketli oligoniikleotit problarin diziye 06zgii
baglanmasina dayanir (Sekil 2.33) [128]. Proba baglanan bolgedeki SNP’in referans alleli
yerine alternatif allel bulunuyorsa prob-hedef hibriti kararsiz hale gelir ve prob ile tam
eslesen dizi arasindaki hibride gore daha diisiik bir sicaklikta erime gerceklesir ve bu durum

genotipleme i¢in ¢ok kullanigh ve spesifikligi yiiksek bir tekniktir (Sekil 2.33) [128].
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Sekil 2.33. Floresan etiketli problar ile erime egrisi analizi [128].

LightSNiP Assay’de kullanilan SimpleProbe problari, hibridizasyon problarinin 6zel bir
tiriidiir [128]. SimpleProbe’da kovalent olarak baglanmis bir boya tagiyan tek bir prob
bulunur ve bu tek prob spesifik olarak hedef diziye hibritlenir (Sekil 2.34) [128]. Prob
hibridize edildikten sonra hedef diziye hibridize edilmemis halinden daha fazla floresan 1g1k
yayar [128].

h 4

hw " oo™ LA A A A A R AL

Sekil 2.34. SimpleProbe ¢alisma formati [128].
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3. MATERYAL VE METOT

3.1. Materyal

3.1.1. Kan ornekleri

(Calisma toplam 160 kisi ile ger¢eklestirilmistir. Komplikasyonu bulunmayan hastalar grubu,
mikrovaskiiler komplikasyonlu hastalar grubu, makrovaskiiler komplikasyonlu hastalar
grubu ve hasta gruplar1 ile uyumlu saglikli bireyler (kontrol) grubu olmak iizere 4 grup
bulunmaktadir. Her grup 40 kisi olacak sekilde 120 hasta ve 40 saglikl birey ile ¢alisilmustir.
Calismadaki goniillii hasta bireyler en az 10 yillik tip 2 diyabet tanis1 olan ve viicut kitle
indeksleri (VKI) 40’1 altinda olan 18 ila 70 yas arasindaki kisilerdir. Calismaya katilmadan
onceki son 3 ay igerisinde COVID-19 tanis1 koyulmus goniillii bireyler ¢alismaya dahil
edilmemistir. Calismaya dahil edilen bireylerin glukoz, total kolesterol, HDL, LDL,

trigliserid, kreatinin ve HbAlc degerlerinin 6lgiimleri de yapilmistir.

Calismada kullanilan kan o6rnekleri Gazi Hastanesi’nde goniillii hasta ve goniillii saglikli
bireylerden toplanmistir. Mor kapakli EDTA’ll biyokimyasal analiz tiipiine alinip
etiketlenen kan 6rnekleri DNA izolasyonu i¢in kullanilmak tizere -80°C dondurucu dolapta

saklanmustir.

3.1.2. Kimyasal malzemeler

DNA izolasyon kiti (Omega EZNA® Tissue DNA Kit), izopropil alkol (Merck), etil alkol
(Merck), PBS tablet (Fosfat tamponlu salin) (Amresco), RNase (AppliChem), distile su, Taq
Buffer (Thermo), MgCl2 (Thermo), dNTP seti (Ampliqon) , primerler (Sentebiolab), Taq
enzimi (Thermo), restiriksiyon enzimleri ve bufferlari (Thermo), Tris (Merck), asetik asit
(Merck), EDTA (etilendiamin tetraasetik asit) (Merck), TAE Buffer (Tris-Asetat-EDTA),
TE Buffer (Tris-EDTA), DNA Ladder (100 bp ve 50 bp) (Thermo), agaroz (Applichem), 6X
jel yiikleme boyasi, etidyum bromiir (Sigma), LightSNiP Assay (TIB MOLBIOL),
LightCycler® FastStart DNA Master HybProbe (Roche Diagnostics).
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3.1.3. Sarf malzeme ve cihazlar

Nitril eldiven, steril kabin (Holten), mikropipet ve mikropipet uglari (Gilson), mikrosantrifiij
tiipleri (Thermo), beher, santrifiij (Hettich), sicak su banyosu (Falc), 1sitma tablasi (Stuart),
vorteks (Daigger), +4°C sogutucu dolap (SANYO), -30°C ve -80°C dondurucu dolaplar
(SANYO), NanoDrop 1000 Spektrofotometre, spin cihazi (Cleaver Scientific), PCR
cihazlar1 (Biometra ve Eppendorf), tiip raklari, sogutucu rak, hassas terazi (Scaltec),
erlenmayer, mikrodalga (Samsung), agaroz jel tabagi ve taragi, jel elektroforez cihazi (SCIE-
PLAS), giic kaynag1 (Wealtec), jel goriintiileme sistemi (Biometra), 37°C etiiv (Memmert),
otoklav (Tomy), distile su cihazi, Geneious Prime 2019.2 Software, Benchling R&D Cloud
Software, 96 kuyulu plakalar ve sealing film (Roche Diagnostics), LightCycler® 480 Basic
Software 1.5.1 (Roche Diagnostics), LightCycler® 480 Instrument II (Roche Diagnostics),
SPSS Statistics 18.0.

3.1.4. Cozeltilerin hazirlanisi

PBS Buffer (Fosfat tamponlu salin) (1X): 1 adet PBS tableti 100 ml distile suda ¢oziilmiistiir
(pH 7,4) ve +4°C sogutucu dolapta saklanmistir.

TAE Buffer (Tris-Asetat-EDTA) (50X): 242 g Tris base bir miktar distile suyun iginde
¢Oziilmiigtiir. Ardindan 57,1 ml glasiyal asetik asit ve100 ml 500 mM EDTA (pH 8,0)
eklenip, distile suyla son hacim 1 L’ye tamamlanmistir ve +4°C sogutucu dolapta

saklanmustir.

TAE Buffer (Tris-Asetat-EDTA) (1X): 20 ml 50X TAE buffer {izerine 980 ml distile su

eklenmistir.

TE Buffer: 10mM Tris ¢ozeltisinden 10 ml ile ImM EDTA ¢ozeltisinden 1 ml karistirilmastir,

son hacim ise distile su ile 50 ml’ye tamamlanmaistir.

Agaroz jel (%2’lik): 1,2 g agaroz ile 60ml 1X TAE bir erlenmayer i¢ine eklendikten sonra
mikrodalga igerisinde araliklarla karigtirilarak tamamen ¢oziinene kadar 2-3 dakika boyunca

isitilmastir. Bir siire sogutulan jel, tizerinde jel taragi bulunan jel tabagina dokiilmiistiir.
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Jel yiikleme boyasi (6X): 4 g siikroz ve 0,25 g bromfenol mavisi bir miktar distile su

icerisinde ¢oziindiikten sonra son hacim 10 ml’ye tamamlanmistir.

Etidyum Bromiirlii boya ¢dzeltisi: Genis bir kabin icerisine 500 ml TAE dokiildiikten sonra

tizerine 80 pl Etidylim Bromiir eklenerek hazirlanmistir.

3.2. Yontem

3.2.1. Kandan DNA izolasyonu

1,5 mI’lik mikrosantrifiij tiiptine alinmis olan 200uL’lik kan 6rneklerinin {izerine 50 ul PBS
eklenmistir. 25 pl Proteinaz K eklendikten sonra tiiplere 250 ul BL Buffer ilave edilmis ve
vortekslenmistir. Daha sonra 4 pl RNase A eklenmis ve o6rnekler oda sicakliginda 2 dakika
bekletilmistir. 10 dakika boyunca 70°C’de inkiibe edilen 6rnekler inkiibasyon sirasinda bir
kez vortekslenmistir. Tiiplere 250 pl %100’lik etanol eklendikten sonra tekrar
vortekslenmistir. Ardindan tiipiin i¢indeki 6rnekler filtreli koleksiyon tiiplerine aktarilmigtir.
1 dakika boyunca maksimum hizda santrifiij edildikten sonra koleksiyon tiipiindeki sivi
bosaltilmistir. Filtrenin {izerine 500 ul HBC Buffer’1 eklenmistir ve maksimum hizda 30
saniye boyunca santrifiij edilmistir. Filtre kismi1 yeni bir koleksiyon tiipline gecirildikten
sonra igerisine 700 ul DNA Wash Buffer eklenmistir. Maksimum hizda 30 saniye santrifiij
edildikten sonra koleksiyon tliptindeki sivi atilmistir. 700 ul DNA Wash Buffer tekrar tiipe
eklenmis ve 30 saniye maksimum hizda santrifiij gerceklestirilmistir. Koleksiyon tiipiindeki
s1vi uzaklastirildiktan sonra bos filtre ve koleksiyon tiipii 2 dakika boyunca maksimum hizda
santrifiij edilmistir. Daha sonra filtre kismu yeni bir 1,5 ml’lik mikrosantrifiij tiipiine
aktarilmistir. Filtrenin {izerine daha 6nceden 70°C’de 1sitilmis olan Elution Buffer’dan 75 pl
eklenmis ve 2 dakika boyunca oda sicakliginda bekletilmistir. Ardindan 1 dakika maksimum
hizda santrifiij edilmistir. Bu adim bir kez daha tekrar edilmistir ve elde edilen DNA
ornekleri etiketlenmistir. Daha sonra Polimeraz Zincir Reaksiyonu — Restriksiyon Parca
Uzunluk Polimorfizmi (PCR-RFLP) ve Kantitatif Polimeraz Zincir Reaksiyonu (Real-Time

PCR (qPCR)) gerg¢eklestirilmek tizere -30°C dondurucu dolapta saklanmustir.
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3.2.2. DNA konsantrasyonlarinin 6l¢iimii

[zolasyondan elde edilmis olan DNA 6rneklerinin konsantrasyonlart NanoDrop 1000
Spektrofotometre cihaz1 ile odlciilmiistiir. Olgiilen degerler ve grafikleri bilgisayara
kaydedilmistir.

3.2.3. Polimeraz zincir reaksiyonu

Polimeraz zincir reaksiyonu gergeklestirilmek iizere oncelikle her gen bolgesi iizerinde
calisilmak tizere belirlenmis olan SNP’lere uygun forward ve reverse primerler Geneious

Prime 2019.2 programu ile tasarlanmistir (Cizelge 3.1)

Cizelge 3.1. SNP’ler i¢in kullanilan primerler ve PCR iiriinlerinin boyutlari.

Gen SNP Primerler PCR Uriin
Boyutu
Forward Primer:
1561330082 5> GCAGTTCTCATGCGTGGTTG’3 673 bp

Reverse Primer:
5> GAGACTGAGGCAGGAGGATG’3
Forward Primer:
152058539 5 CAGGAAGGATC_TCT.GGAGC 3 442 op
Reverse Primer:
5> AACTACCTGTGTCTCTGGAC’3
Forward Primer:
152069860 5 CCTCCAETGCAAAGGATTTATT 3 537 bp
everse Primer:
5> CTTTCCAAGAAATGATCTGGCTC’3
Forward Primer:
5> ACCAACTTGTCGCACTCACT’3
Reverse Primer:
5> AAGTGGCATTGCATCCCTGA’3
Forward Primer:
1s77060950 5 TCTGATGGGAACACAIGAACAC 3 506 bp
Reverse Primer:
5> TTTGGAGTGGGATTCTCAACC’3
Forward Primer:
152236242 5 GAAGGTGGACAA_TACCCTGTC 3 818 bp
Reverse Primer:

5> CAGAAGTCTGGCTTTGTGAGA’3

NAMPT

IL-6

rs1554606 941 bp

Vaspin

Polimeraz zincir reaksiyonunda kullanilmak {izere dNTP Mix’i hazirlanmistir. Steril bir
mikrosantrifiij tiipiine 25 pul dATP (100 mM), 25 pl dCTP (100 mM), 25 pul dGTP (100 mM)
ve 25 ul dTTP (100 mM) eklenerek 100 ul ANTP Mix (25 mM) elde edilmistir. Biitiin
SNP’ler i¢in ayr1 ayri Master Mix’ler hazirlanmistir. Master Mix hazirlanirken her bir DNA
ornegi icin; 5 pl Taq Buffer + KCI1 (10X), 4 ul MgClz2 (25 mM), 1 ul ANTP (25 mM), 0,1 pl
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Forward Primer, 0,1 pl Reverse Primer, 35,65 ul steril distile su, 0,15 ul Tag DNA Polimeraz
(10 U/ul) steril bir mikrosantrifiij tlipline ilave edilmis ve spin cihazi ile karigtirllmigtir
(Cizelge 3.2). Ardindan, 6nceden etiketlenmis olan 0,5 ml ve 0,2 mI’lik PCR tiiplerine 46 pl
Master Mix dagitilmistir. Son olarak PCR tiiplerinin igerisine 4 pl DNA 6rneklerinden ilave
edilmis ve spin cihazi ile karistirtlmigtir. PCR tiipleri Biometra ve Eppendorf PCR
cthazlarma yerlestirilmistir. Primerlere uygun PCR programlar ayarlandiktan sonra
polimeraz zincir reaksiyonu baslatilmistir. PCR programi sonlandiginda elde edilen PCR

ornekleri daha sonra kullanilmak tizere -30°C dondurucu dolapta saklanmaistir.

Cizelge 3.2. PCR i¢in kullanilan bilesenler ve miktarlari

PCR Bileseni 1X Ornek icin Miktarlari (ul)
10X Taq Buffer + KCI 5
25 mM MgCl; 4
25 mM dNTP 1
Forward Primer 0,1
Reverse Primer 0,1
Steril distile su (ddH,0) 35,65
Tag DNA Polimeraz (10 U/uL) 0,15
DNA 4
Total 50

Polimeraz zincir reaksiyonu programlari

NAMPT, IL-6 ve Vaspin genlerinin rs61330082, rs2058539, rs2069860, rs1554606,
rs77060950 ve rs2236242 SNP’leri i¢in kullanilmis olan PCR programlar1 Cizelge 3.3,
Cizelge 3.4 ve Cizelge 3.5’te verilmistir.

Cizelge 3.3. rs61330082 ve rs2058539 SNP’leri i¢in kullanilan PCR programlari.

NAMPT
rs61330082 rs2058539
PCR Sicaklik Zaman Doéngii Sicaklik Zaman Dongii
Basamaklari (°C) (sn) Sayisi (°C) (sn) Sayisi
On Denatiirasyon 95 300 1 95 300 1
Denatiirasyon 94 30 94 30
Baglanma 58 30 35 55 30 35
Uzama 72 60 72 60

Son Uzama 72 300 1 72 300 1
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Cizelge 3.4. 152069860 ve rs1554606 SNP’leri i¢in kullanilan PCR programlari.

IL-6
rs2069860 rs1554606
PCR Sicaklik Zaman Doéngii Sicaklik Zaman Doéngii
Basamaklari (°C) (sn) Sayis1 (°C) (sn) Sayis1
On Denatiirasyon 95 300 1 95 300 1
Denatiirasyon 94 30 94 30
Baglanma 50 30 35 58 30 35
Uzama 72 60 72 60
Son Uzama 72 300 1 72 300 1

Cizelge 3.5. 1s77060950 ve rs2236242 SNP’leri i¢in kullanilan PCR programlart.

Vaspin
rs77060950 rs2236242
PCR Sicaklik Zaman Dongii Sicaklik Zaman Dongii
Basamaklari (°C) (sn) Sayisi (°C) (sn) Sayisi
On Denatiirasyon 95 300 1 95 300 1
Denatiirasyon 94 30 94 30
Baglanma 59 30 35 59 30 35
Uzama 72 60 72 60
Son Uzama 72 300 1 72 300 1

Polimeraz zincir reaksivonu 6rneklerinin jel elektroforezi

Jel elektroforez cihazi i¢ine yerlestirilmis olan %?2’lik agaroz jelin kuyularina 4 ul 100 bp

DNA Ladder ve yaklagik 1 ul 6X jel yiikkleme boyasi ile karistirilmig 8 ul PCR 6rneklerinden

yiiklenmistir. Jel elektroforez cihazi gii¢ kaynagi baglandiktan sonra, jel 30 dakika boyunca

110 Volt’ta yiiriitiilmiistiir.

Polimeraz zincir reaksivonu drneklerinin jel goriintiilemesi

Jel elektroforez cihazi giic kaynagindan ¢ekildikten sonra jel, tabag ile birlikte cihazdan

cikarilmistir. Etidyum Bromiirlii boya ¢ozeltisinin bulundugu kabin igerisine aktarilan jel,

boyanmasi i¢in 5 dakika boyunca ¢ozelti icinde bekletilmistir. Sonrasinda jel goriintiileme

cihazina yerlestirilen jelin goriintiisii alinmis ve bilgisayara kaydedilmistir.
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3.2.4. Restriksiyon parc¢a uzunluk polimorfizmi (RFLP)
Amplifikasyonun diizglin bir sekilde gerceklestigi belirlenen PCR iiriinleri uygun
restriksiyon enzimleri ile muamele edilmistir. Her SNP i¢in kullanilan restriksiyon enzim

kesimi Cizelge 3.6’da belirtilmistir.

Cizelge 3.6. Her SNP i¢in kullanilan restrikstiyon enzimleri ve kesim bolgeleri.

RFLP Enzimleri
Gen SNP Enzim (10 U/ul) Kesim Bolgesi
5’...CC/WGG...’3

rs61330082 Mval (BstNI) 3 GGW/CC...’5
NAMPT 085S Hphl 5°...GGTGA(N)g/...’3
3’...CCACT(N)7/...5
5°...T/CTAGA ..."3
e rs2069860 Xbal 3’ AGATC/T...’S
rs1554606 Ddel (HpyF3l) §8f§?/3§
rs77060950 Mbol 35 o (f}ig? N 35
Vaspin T AL
S, Espl (Nsbl)* 5. TGC/GCA..."3

3’...ACG/CGT ...’5

*: Fspl enzimi mutasyon oldugunda kesimi gergeklestirir.
N = A, C, G, T’den herhangi biri, W = A veya T (zay1f)

Restriksiyon enzim kesimi i¢in Oncelikle mix hazirlanmistir. Her restriksiyon enzimi igin
farkli bir mix hazirlanmistir. Enzim kesiminde kullanilmak {izere mix hazirlanirken her PCR
iriinii icin; steril bir mikrosantrifiyj tiipiiniin igerisine 1 pl 10X Buffer, 0,1 pl restriksiyon
enzimi, 3,9 ul steril distile su eklenmistir ve birkag¢ saniyeligine spin verilmistir. Etiketlenmis
olan 0,5 ml PCR tiipleri igerisine 5 pl mix dagitilmistir (Cizelge 3.7). Son olarak PCR
tiiplerine 5 pl PCR iiriinii eklenmistir ve tekrar spin verilmistir. Gece boyu inkiibasyona
birakilacak tiiplerin kapaklar1 parafilm ile kapatilmistir. Biitiin tiipler inkiibasyon i¢in her

enzime uygun siireler boyunca 37°C etiivde birakilmistir (Cizelge 3.8).

Cizelge 3.7. Restriktisyon enzim kesimi bilesenleri ve miktarlari.

Restriksiyon Enzim Kesimi Bilesenleri 1X Ornek igin Miktarlar (ul)
10X Buffer 1
Restriksiyon Enzimi (10 U/ul) 0,1
Steril distile su (ddH20) 3.9
DNA 5

Total 10
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Cizelge 3.8. Kullanilan restriksiyon enzimlerinin Bufferlar1 ve inkiibasyon siireleri.

Restriksiyon Enzimleri Bufferlar Inkiibasyon Siireleri (Saat)
Mval (BstNI) Buffer R 2
Hphl Buffer B 16
Xbal Tango Buffer 3
Ddel (HpyF3I) Tango Buffer 2
Mbol Buffer R 2
Fspl (Nsbl) Tango Buffer 2

Restriksiyon parca uzunluk polimorfizmi orneklerinin jel elektroforezi

Inkiibasyon bittikten sonra etiivden alinan érnekler, dnceden hazirlanmis ve jel elektroforez
cthazi icine yerlestirilmis olan %?2’lik agaroz jelin kuyularina yiiklenmistir. Sirastyla; 4 pl
50 bp DNA Ladder, yaklasik 1 pl 6X jel yiikleme boyasi ile karistirilmig 5 pul PCR iirtinii
(enzim kesimine maruz birakilmamais iirlin, uncut), yaklasik 1 pl 6X jel yiikleme boyasi ile
karistirilmis 10 pl RFLP {iriinii kuyularin icine birakilmistir. Jel elektroforez cihazi gii¢

kaynag1 baglandiktan sonra, jel 30 dakika boyunca 100 Volt’ta yiiriitiilmiistiir.

Polimeraz Zincir Reaksiyonu - Restriksiyon Par¢a Uzunluk Polimorfizmi’nin sonucunda,
rs61330082, rs2058539, rs2069860, rs1554606, rs77060950 ve rs2236242 SNP’leri igin
goriintiilenecek bant biiyiikliikleri Benchling R&D Cloud Software sanal jel simiilatorii ile

belirlenmistir (Sekil 3.1-3.6).
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(PCR Urunii) )
DNA Uncut Wild-Type(GG) Homozygous (AA) Heterozygous (GA)

Ladder 1 2 3 4
27 kb —
pr g
99 gg 673 bp
600 bp —
550 bp —
500 bp — 487 bp
450 bp —
400 bp —
350 bp —
300 bp — — —— 303 bp
250 bp —
200 bp — 184 bp
150 bp —
100 bp — 106 bp
50 bp — 50 bp

Sekil 3.1. NAMPT geni rs61330082 SNP’inin beklenen restriksiyon enzim kesimi jel
goruntus.
(PCR Uriindi)
DNA Uncut Wild Type (CC)  Homozygous(AA) Heterozygous (CA)

Ladder 1 2 3 4
27 kb —
nE =
650 bp —
600 bp —
550 bp ——
500 bp ——
450 bp 442 bp
400 bp —
350 bp — 357 bp
300 bp —
250 bp —
200 bp — — —— 194 bp
150 bp — 163 bp
100 bp —

I 85 bp

50 bp ——

Sekil 3.2. NAMPT geni

gOoruntusu.

rs2058539 SNP’inin beklenen restriksiyon enzim kesimi jel
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(PCR Uriind)
DNA Uncut Wild Type (AA) Homozygous (TT) Heterozygous (AT)
Ladder 1 2 3 4

27 kb

537 by

—— —— 466 by

N
al
o
o
kel

— — 71 bp

50 bp

Sekil 3.3. IL-6 geni rs2069860 SNP’inin beklenen restriksiyon enzim kesimi jel goriintiisii.

(PCR Urtin)
DNA Uncut Wild Type (TT)  Homozygous (GG)Heterozygous (TG)
Ladder 1 2 3 4
27kb —
— 941 bp
—
nE =
—
B50hh e— 549 bp
500 bp —
450 bp —
400 bp —
350 bp —
300 bp — — —— 302 bp
250bp —— — — 247 bp
220 bp
200bp —
150 bp —
120 bp
100 bp —
50 bp — 32 bp

Sekil 3.4. IL-6 geni rs1554606 SNP’inin beklenen restriksiyon enzim kesimi jel goriintiisii.



27 kb

50 bp

(PCR Uriini)

DNA Uncut
Ladder 1

—

—

—

—

—

—

—

—

——

—

—

Wild-Type (GG) Homozygous(TT)
2 3

Heterozygous (GT)
4
506 bp
— 411 bp
— 95 bp
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Sekil 3.5. Vaspin geni rs77060950 SNP’inin beklenen restriksiyon enzim kesimi jel

goruntisil.

27 kb

50 bp

(PCR Uriini)
U

Wild Type (TT)  Homozygous (AA) Heterozygous (TA)
2 3 4

DNA ncut
Ladder 1

——

——

——

——

——

——

——

——

——

——

——

——

——

——

——

——

s 818 bp

438 bp

380 bp

Sekil 3.6. Vaspin geni rs2236242 SNP’inin beklenen restriksiyon enzim kesimi jel goriintiisi.
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Restriksiyon parca uzunluk polimorfizmi O0rneklerinin jel gorintiilemesi

Jel elektroforez cihaz1 giic kaynagindan cekildikten sonra jel, tabag ile birlikte cihazdan
cikarilmistir. Etidyum Bromiirlii boya ¢ozeltisinin bulundugu kabin igerisine aktarilan jel,
boyanmasi i¢in 5 dakika boyunca ¢ozelti icinde bekletilmistir. Sonrasinda jel goriintiileme

cithazina yerlestirilen jelin goriintiisii alinmis ve bilgisayara kaydedilmistir.

3.2.5. LightSNIiP Assay ile kantitatif polimeraz zincir reaksiyonu (Real-Time PCR
(QPCR))

6 SNP (rs61330082, rs2058539, rs2069860, rs1554606, rs77060950 ve rs2236242) i¢in 6zel
tasarlanmis olan LightSNiP Assay Reagent Mix’leri agilmadan 6nce igerisindeki sar1 ¢okelti
tamamuyla tiipiin dibine ¢okene kadar tiiplere spin verilmistir. Daha sonrasinda Reagent Mix
tiiplerinin igerisine 100 pl PCR-sinif1 su (H20) ilave edilmistir. Reagent Mix tiipleri iyice
vortlenmis ve spin verilerek karigtirilmistir. Reagent Mix hazirlandiktan sonra her SNP icin
ayr1 bir Reaksiyon Mix’1 hazirlanmistir. Reaksiyon Mix’i steril bir 0,2 ml PCR tiipii igerisine;
2,7 - 6,7 ul PCR-smnif1 su (H20), 1 pl LC FastStart DNA Master HybProbe, 0,8 pl MgClz
(25mM) ve 0,5 pl Reagent Mix eklenerek hazirlanmistir (Cizelge 3.9). Reaksiyon Mix’i
tiiptine spin verilmistir ardindan 96 kuyulu plaka igerisine, her kuyuya esit miktarda (5-9 ul)
dagitilmistir. Ardindan -30°C dondurucu dolaptan ¢ikarilip ¢oziilmiis olan DNA 6rneklerine
spin verilmistir. DNA G6rneklerinin NanoDrop’ta dl¢iilmiis konsantrasyonlarina gore, biitiin

ornekler ~50 ng olacak sekilde hesaplanarak 1-5 pl DNA kuyularin igerisine dagitilmistir.

Cizelge 3.9. LightSNiP Assay Kantitatif PCR (qPCR) Reaksiyon Mix bilesenleri ve

miktarlari.
Reaksiyon Bilesenleri 1X Ornek igin Miktarlar (ul)
PCR-Sinifi Su (H20) 2,7-6,7
Reagent Mix 0,5
LC FastStart DNA Master HybProbe 1
MgCl; (25 mM) 0,8
DNA (~50 ng) 1-5
Total 10

Biitlin 6rnekler dagitildiktan sonra 96 kuyulu plakanin iizeri sealing film ile hava kabarcig1
kalmayacak sekilde kapatilmistir. LightCycler® 480 Basic Software 1.5.1 programinda
algilama formati olarak Simple Probe secildikten sonra LightSNiP Assay icin kullanilan
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program degerleri girilmistir (Cizelge 3.10). Ardindan 96 kuyulu plaka LightCycler® 480 II

cihazi igerisine yerlestirilmistir ve program baglatilmistir.

LightSNiP Assay kantitatif gPCR’1n LightCycler® 480 11 cihaz programi

Cizelge 3.10. LightSNiP Assay icin kullanilan LightCycler® 480 11 Cihaz Programi

Denaturation Cycling Melting Cooling
Analysis Mode None Quantification Melting Curves None
Cycles 1 45 1 1
Segment 1 1 2 3 1 2 3 1
Target (°C) 95 95 60 72 95 40 75 40
Ho!d 10:00 00:10 00:10 00:15 00:30 02:00 00:00 00:30
(mm:ss)
Ramp Rate (°C/s) 4.4 44 2.2 4.4 44 15 - 15
Acquis. Mode None None Single None None None Continu. None
Acquis. (per °C) 3

3.2.6. istatistiksel analizleri

(Caligmadaki verilerin analizleri icin SPSS Statistics 18.0 programi ile gergeklestirildi.
Calisma gruplarindaki genomik dagilim ve allel sikligi Hardy-Weinberg denkligi ile y?

testiyle analiz edilmistir ve olasilik oranlari1 (OR) hesaplanmistir.
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4. BULGULAR

4.1. Cahisma Gruplarinin Verileri

53

Calismaya katilan goniillii bireylerin yas, cinsiyet viicut kitle indeksleri, ka¢ yildir T2DM
tanisina sahip olduklari, glukoz, Hb1Ac, HDL, LDL, total kolesterol, trigliserid ve kreatinin

degerleri gibi bilgilerinin ¢aligsma gruplarina gore dagilimi Cizelge 4.1°de verilmistir.

Cizelge 4.1. Calisma gruplarinin yas, cinsiyet, VKI, T2DM siireleri ve kan degerleri.

Komplikasyonu Mikrovaskiiler Makrovaskiiler Kontrol
Olmayan Hasta Komplikasyonlu Komplikasyonlu (Sagliklr)
Grubu Hasta Grubu Hasta Grubu Grubu
Kisi Sayis1 (N) 40 40 40 40
Cinsiyet Kadin 26 27 20 26
Erkek 14 13 20 14
Yag (Ortalama) 58.65+ 691 59.05 +6.83 62.30 +6.23 48.48 £7.93
VKI 28.95+4.33 29.16 £5.74 29.84 +4.65 26.59 £3.62
TZD%:BMG“ 15+5.11 16.05+5.11 15.28 % 5.69 :
Glukoz 157.4 +£53.24 160.50 + 63.33 176.58 +70.43 89.58 +£8.14
HbAlc 7.84 +1.90 8.20+1.77 8.82 &+ 1.81 5.75+£0.29
HDL 52.75+13.83 51.68 +12.44 43.05+£8.27 54.60 +12.95
LDL 123.13 +£79.26 122.38 +£37.47 96.90 + 34.81 145.85 + 36.33
Total Kolesterol 205.28 £ 44.67 205.43 +48.56 173.53 +£43.55 225.85+43.95
Trigliserid 159.00 + 79.26 160.23 + 86.28 167.23 + 84.36 127.13 £ 61.86
Kreatinin 0.71 +£0.17 0.80 +0.32 0.89 +0.42 0.69+0.17

4.2. NanoDrop ile DNA Konsantrasyon Ol¢iimii

Izolasyon sonucu elde edilen DNA’larin konsantrasyonlart NanoDrop cihaziyla

belirlenmistir  (Sekil 4.1).

Komplikasyonu olmayan hasta grubu, mikrovaskiiler

komplikasyunlu hasta grubu, makrovaskiiler komplikasyunlu hasta grubu ve kontrol

(saglikll) grubuna ait 40 6rnek i¢in belirlenen degerler Cizelge 4.2, Cizelge 4.3, Cizelge 4.4

ve Cizelge 4.5’te verilmistir.
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Sekil 4.1. DNA orneklerinin NanoDrop 6l¢iim grafigi.

Cizelge 4.2. Komplikasyonu olmayan hasta grubu NanoDrop 6l¢iimleri.

Ornek No. DNA Kons. (ng/pl) Ornek No. DNA Kons. (ng/ul)
Ko-1 69,4 Ko-21 21,0
Ko-2 60,8 Ko-22 19,5
Ko-3 24,4 Ko-23 29,5
Ko-4 33,6 Ko-24 31,2
Ko-5 43,6 Ko-25 44.8
Ko-6 31,8 Ko-26 46,3
Ko-7 15,4 Ko-27 42,8
Ko-8 39,9 Ko-28 40,5
Ko-9 16,4 Ko-29 50,7

Ko-10 31,7 Ko-30 21,1
Ko-11 24,6 Ko-31 26,8
Ko-12 25,8 Ko-32 35,5
Ko-13 70,6 Ko-33 25,9
Ko-14 23,0 Ko-34 43,9
Ko-15 32,9 Ko-35 36,6
Ko-16 23,7 Ko-36 42,8
Ko-17 21,6 Ko-37 30,0
Ko-18 18,7 Ko-38 29,7
Ko-19 71,0 Ko-39 48,6
Ko-20 20,0 Ko-40 28,0




Cizelge 4.3. Mikrovaskiiler komplikasyonlu hasta grubu NanoDrop dl¢iimleri.
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Ornek No. DNA Kons. (ng/ul) Ornek No. DNA Kons. (ng/ul)
Mi-1 14,1 Mi-21 23,6
Mi-2 73,9 Mi-22 30,3
Mi-3 55,8 Mi-23 24,1
Mi-4 51,4 Mi-24 43,2
Mi-5 75,8 Mi-25 72,5
Mi-6 42,2 Mi-26 31,3
Mi-7 48,0 Mi-27 29,9
Mi-8 82,7 Mi-28 30,3
Mi-9 15,1 Mi-29 28,6
Mi-10 42,8 Mi-30 38,3
Mi-11 36,5 Mi-31 75,5
Mi-12 81,6 Mi-32 39,9
Mi-13 62,0 Mi-33 191,6
Mi-14 61,6 Mi-34 45,8
Mi-15 110,2 Mi-35 20,7
Mi-16 52,6 Mi-36 28,2
Mi-17 32,7 Mi-37 60,3
Mi-18 43,6 Mi-38 24,7
Mi-19 37,1 Mi-39 68,8
Mi-20 31,6 Mi-40 25,4

Cizelge 4.4. Makrovaskiiler komplikasyonlu hasta grubu NanoDrop 6l¢timleri.

Ornek No. DNA Kons. (ng/ul) Ornek No. DNA Kons. (ng/ul)
Ma-1 48,0 Ma-21 29,5
Ma-2 35,3 Ma-22 46,0
Ma-3 30,9 Ma-23 31,4
Ma-4 45,9 Ma-24 30,3
Ma-5 45,4 Ma-25 40,2
Ma-6 62,5 Ma-26 12,8
Ma-7 61,4 Ma-27 23,4
Ma-8 46,2 Ma-28 22,1
Ma-9 72,7 Ma-29 27,8

Ma-10 63,9 Ma-30 39,9
Ma-11 41,1 Ma-31 153,1
Ma-12 27,2 Ma-32 251
Ma-13 445 Ma-33 30,9
Ma-14 445 Ma-34 35,0
Ma-15 32,1 Ma-35 32,1
Ma-16 51,5 Ma-36 34,8
Ma-17 33,9 Ma-37 34,4
Ma-18 37,3 Ma-38 28,1
Ma-19 174,6 Ma-39 26,2
Ma-20 48,5 Ma-40 45,2
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Cizelge 4.5. Kontrol (saglikli) grubu NanoDrop dl¢iimleri.

Ornek No. DNA Kons. (ng/ul) Ormnek No. DNA Kons. (ng/ul)
S1 26,7 S21 33,3
S2 24,9 S22 19,3
S3 37,5 S23 20,3
S4 23,1 S24 28,4
S5 36,1 S25 23,8
S6 20,6 S26 33,3
S7 23,7 S27 25,6
S8 24,5 S28 19,6
S9 18,7 S29 31,2

S10 21,2 S30 24,3
S11 17,0 S31 26,4
S12 13,9 S32 30,1
S13 21,6 S33 16,5
S14 34,4 S34 28,6
S15 24,5 S35 16,4
S16 21,2 S36 26,2
S17 37,2 S37 234
S18 19,6 S38 334
S19 26,0 S39 18,3
S20 25,8 S40 26,1

4.3. Polimeraz Zincir Reaksiyonu

Toplamda 160 DNA 6rnegi ile gerceklestirilen polimeraz zincir reaksiyonu sonucunda PCR
iiriinleri elde edilmistir. Jel elektroforezi sonucu rs61330082 icin 673 bp (Sekil 4.2),
rs2058539 igin 442 bp (Sekil 4.3), rs2069860 i¢in 537 bp (Sekil 4.4), rs1554606 i¢in 941 bp
(Sekil 4.5), rs77060950 igin 506 bp (Sekil 4.6) ve rs2236242 818 bp (Sekil 4.7) boyutlarinda

PCR bantlar1 goriintiilenmistir.



4.3.1. NAMPT genine ait SNP’lerin PCR jel goriintiileri

rs61330082

DNA
Ladder

673 bp

Sekil 4.2. rs61330082 SNP’ine ait PCR iirtinlerinin jel goriintiisii.

rs2058539

DNA
Ladder

3000
2000
1500

1000
900
800

700
600

500
400

300

442 bp

100

Sekil 4.3. 152058539 SNP’ine ait PCR iiriinlerinin jel goriintiisii.
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4.3.2. IL-6 genine ait SNP’lerin PCR jel goriintiileri

rs2069860

DNA
Ladder

3000
2000
1500

1000
900
800

700
600

500
400
300

537 bp

200

100

Sekil 4.4. rs2069860 SNP’ine ait PCR iirlinlerinin jel goriintiisii.

rs1554606

DNA
Ladder

3000
2000
1500

1000 941 bp

900
800

700
600

500
400

300

200

100

Sekil 4.5. rs1554606 SNP’ine ait PCR iirtinlerinin jel goriintiisii.



4.3.3. Vaspin genine ait SNP’lerin PCR jel goriintiileri

rs77060950

DNA
Ladder

3000
2000
1500

1000
900
800
700
600

500
400
300

506 bp

200

100

Sekil 4.6. rs77060950 SNP’ine ait PCR {iriinlerinin jel goriintiisii.

12236242

DNA
Ladder

3000
2000
1500

1000

800

700
600

500
400

818 bp

300

200

100

Sekil 4.7. rs2236242 SNP’ine ait PCR iirlinlerinin jel goriintiisii.
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4.3. Restriksiyon Parca Uzunluk Polimorfizmi (RFLP)

4.3.1. NAMPT genine ait SNP’lerin RFLP jel goriintiileri ve sonuclar

rs61330082

PCR fiiriinlerinin uygun enzimlerle kesilmesi ile RFLP sonuclar1 elde edilmistir. PCR
ornekleri rs61330082 icin Mval restriksiyon enzimi ile 2 saat muamele edildikten sonra jel
elekroforezinde elde edilen kesim sonucu toplamda 6 ayri bant goriintiilenmistir (Sekil 4.8).
rs61330082 RFLP sonuglar1 gruplara gére yabanil tip (wild-type, WT), homozigot ve
heterozigotluk bakimindan degerlendirilmistir (Cizelge 4.6).

DNA
Ladder Uncut Hom WT WT Het WT WT WT WT Het WT

673 bp
487 bp

303 bp

184 bp

106 bp

50 bp
30 bp

Sekil 4.8. rs61330082 SNP’ine ait RFLP iirlinlerinin jel goriintiisii. Uncut: Enzim ile
muamele edilmemis PCR iiriinii, WT: Yabanil tip, Hom: Homozigot, Het:
Heterozigot.

Cizelge 4.6. Gruplara gore rs61330082 SNP’inin RFLP ile elde edilen WT, homozigot,
heterozigot sayilari.

rs61330082 [G/A]

Kontrol Kombolikasyonu Mikrovaskiiler Makrovaskiiler
P y Komplikasyonlu Hasta Komplikasyonlu Hasta
Grubu Olmayan Hasta Grubu
Grubu Grubu
WT (GG) 18 21 20 18
Heterozigot (GA) 15 15 16 17
Homozigot (AA) 7 4 4 5

Toplam 40 40 40 40
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rs2058539

PCR o6rnekleri rs2058539 i¢in Hphl restriksiyon enzimi ile 16 saat (gece boyu) muamele
edildikten sonra jel elekroforezinde elde edilen kesim sonucu toplamda 4 ayri bant
gorilintiilenmistir (Sekil 4.9). rs2058539 RFLP sonuglar1 gruplara gore yabanil tip (wild-type,
WT), homozigot ve heterozigotluk bakimindan degerlendirilmistir (Cizelge 4.7).

DNA
Ladder Uncut Het Hom Hom Hom WT Hom  Het Het WT

3000
2000
1500

1000
900
800
700
600

500
400

300

442bp
357 bp

200 194 bp

163 bp
100

85 bp

Sekil 4.9. rs2058539 SNP’ine ait RFLP iirlinlerinin jel goriintiisii. Uncut: Enzim ile muamele
edilmemis PCR {iriinti, WT: Yabanil tip, Hom: Homozigot, Het: Heterozigot.

Cizelge 4.7. Gruplara gore rs2058539 SNP’inin RFLP ile elde edilen WT, homozigot,
heterozigot sayilari.

rs2058539 [C/A]

. Mikrovaskiiler Makrovaskiiler
Kontrol Komplikasyonu Komplikasyonlu Hasta Komplikasyonlu Hasta
Grubu Olmayan Hasta Grubu
Grubu Grubu
WT (CC) 1 3 1 2
Heterozigot
(CA) 16 21 28 24
Homozigot
23 16 11 14
(AA)

Toplam 40 40 40 40
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4.3.2. IL-6 genine ait SNP’lerin RFLP jel goriintiileri ve sonug¢lari

rs2069860

PCR ornekleri rs2069860 igin Xbal restriksiyon enzimi ile 3 saat muamele edildikten sonra
jel elekroforezinde elde edilen kesim sonucu toplamda 3 ayr1 bant goriintiilenmistir (Sekil
4.10). rs2069860 RFLP sonuglar1 gruplara gore yabanil tip (wild-type, WT), homozigot ve
heterozigotluk bakimindan degerlendirilmistir (Cizelge 4.8).

DNA
Ladder Uncut WT WT WT WT WT WT Het

537bp
466 bp

71 bp

Sekil 4.10. rs2069860 SNP’ine ait RFLP iirlinlerinin jel goriintiisii. Uncut: Enzim ile
muamele edilmemis PCR iiriinii, WT: Yabanil tip, Hom: Homozigot, Het:
Heterozigot.

Cizelge 4.8. Gruplara gore rs2069860 SNP’inin RFLP ile elde edilen WT, homozigot,
heterozigot sayilari.

rs2069860 [A/T]

Kontrol Komolikasyonu Mikrovaskiiler Makrovaskiiler
piasy Komplikasyonlu Hasta Komplikasyonlu Hasta
Grubu Olmayan Hasta Grubu
Grubu Grubu
WT (AA) 17 20 22 26
Heterozigot
(AT) 23 20 18 14
Homozigot i i ) )
(TT)

Toplam 40 40 40 40
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rs1554606

PCR ornekleri rs1554606 i¢in Ddel restriksiyon enzimi ile 2 saat muamele edildikten sonra
jel elekroforezinde elde edilen kesim sonucu toplamda 7 ayr1 bant goriintiilenmistir (Sekil
4.11). rs1554606 RFLP sonuglar1 gruplara gore yabanil tip (wild-type, WT), homozigot ve
heterozigotluk bakimindan degerlendirilmistir (Cizelge 4.9).

DNA
Ladder Uncut WT WT Hom Hom Het WT WT Het Hom

1000

900 941 bp
800
700
600 549 bp
500
400 302 bp
300 247 bp
250 220 bp
200
150 120 bp
100
50 32 bp
20 bp

Sekil 4.11. rs1554606 SNP’ine ait RFLP iirlinlerinin jel goriintiisii. Uncut: Enzim ile
muamele edilmemis PCR iiriinii, WT: Yabanil tip, Hom: Homozigot, Het:
Heterozigot.

Cizelge 4.9. Gruplara gore rs1554606 SNP’inin RFLP ile elde edilen WT, homozigot,
heterozigot sayilari.

rs1554606 [T/G]

Kontrol Komplikasyonu Mikrovaskiiler Makrovaskiiler
Grubu Olma an?HastZ Grubu Komplikasyonlu Hasta Komplikasyonlu Hasta
y Grubu Grubu
WT (TT) 3 - 5 3
Heterozigot
(TG) 8 1 9 14
Homozigot
(GG) 29 29 26 23

Toplam 40 40 40 40
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4.3.3. Vaspin genine ait SNP’lerin RFLP jel goriintiileri ve sonuc¢lar:

rs7/7060950

PCR 6rnekleri rs77060950 icin Mbol restriksiyon enzimi ile 2 saat muamele edildikten sonra
jel elekroforezinde elde edilen kesim sonucu toplamda 3 ayri1 bant goriintiilenmistir (Sekil
4.12). rs77060950 RFLP sonuglar1 gruplara gore yabanil tip (wild-type, WT), homozigot ve
heterozigotluk bakimindan degerlendirilmistir (Cizelge 4.10).

DNA
Ladder Uncut Het WI WT WI WI WT WT WT

1000
900

700
600

500
400
300

250
200
150

100

506 bp
411bp

95bp
50

Sekil 4.12. rs77060950 SNP’ine ait RFLP firtinlerinin jel goriintiisii. Uncut: Enzim ile
muamele edilmemis PCR {iriinii, WT: Yabanil tip, Hom: Homozigot, Het:
Heterozigot.

Cizelge 4.10. Gruplara gore rs77060950 SNP’inin RFLP ile elde edilen WT, homozigot,
heterozigot sayilari.

rs77060950 [G/T]

. Mikrovaskiiler Makrovaskiiler
Kontrol Komplikasyonu Komplikasyonlu Hasta Komplikasyonlu Hasta
Grubu Olmayan Hasta Grubu
Grubu Grubu
WT (GG) 39 36 32 36
Heterozigot
GT) 1 4 8 4
Homozigot i i )
(TT)

Toplam 40 40 40 40
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rs2236242

PCR o6rnekleri rs2236242 i¢in Fspl restriksiyon enzimi ile 2 saat muamele edildikten sonra
jel elekroforezinde elde edilen kesim sonucu toplamda 3 ayr1 bant goriintiilenmistir (Sekil
4.13). rs2236242 RFLP sonuglar1 gruplara gore yabanil tip (wild-type, WT), homozigot ve
heterozigotluk bakimindan degerlendirilmistir (Cizelge 4.11). Fspl enzimi ile yapilan enzim
kesiminde, kesim ger¢eklesmedigi zaman 6rnegin yabanil tip oldugu anlasilmaktadir (Sekil

4.13).

DNA
Ladder Uncut WT Het WT WT Het Hom WT WT Het Het

818 bp

438 bp
380 bp

Sekil 4.13. rs2236242 SNP’ine ait RFLP firiinlerinin jel goriintiisii. Uncut: Enzim ile
muamele edilmemis PCR {iriinii, WT: Yabanil tip, Hom: Homozigot, Het:
Heterozigot.

Cizelge 4.11. Gruplara gore rs2236242 SNP’inin RFLP ile elde edilen WT, homozigot,
heterozigot sayilari.

152236242 [T/A]

Kontrol Komplikasyonu Mikrovaskiiler Makrovaskiiler
M Komplikasyonlu Hasta Komplikasyonlu Hasta
Grubu Olmayan Hasta Grubu
Grubu Grubu
WT (TT) 24 22 18 24
Heterozigot
(TA) 13 15 19 16
Homozigot
(AA) 3 3 3 -

Toplam 40 40 40 40
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4.4. LightSNIP Assay ile Kantitatif Polimeraz Zincir Reaksiyonu (Real-Time PCR
(QPCRY))

LightSNiP Assay’de calisilan 160 DNA 6rnegi erime sicakliklari ile olusturulan erime egrisi

ve erime piklerinin grafigi belirlenerek tek niikleotid polimorfizmleri bakimindan

incelenmistir (Sekil 4.14). Her SNP i¢in 6zel sicakliklarda pik veren LightSNiP Assay ile

caligsma gruplarindaki allel sikliklar1 belirlenmistir (Cizelge 4.12, Cizelge 4.13, Cizelge 4.14,
Cizelge 4.15, Cizelge 4.16 ve Cizelge 4.17).

Melting Curves

72,304
57.904]
52,904
57.904]

=

E 52.904]

4

£ 47 304]

H

£ 2904

8 37,004

E

£ 32904
27.904]
22.304]
17.904]

15 50 55 B0 £5 70 75 80 85 0 95
Temperature ['C]

Melting Peaks

40

45 50 B3 €0 3 70 75 &0 3 0
Temperature [*C)

Sekil 4.14. Real-Time PCR (gPCR) sonucunda elde edilen rs61330082, rs2058539,

152069860, 151554606, rs77060950 ve rs2236242 SNP’lerinin erime egrisi ve
erime pikleri grafigi.
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4.4.1. NAMPT genine ait SNP’lerin Real-Time PCR sonuclari

Cizelge 4.12. Gruplara gore rs61330082 SNP’inin LightSNiP Assay ile elde edilen allel

sayilari.
rs61330082 [G/A]
Kontrol Komplikasyonu Mi}(rovaskﬁler Ma_krovaskﬁler
Grubu Olmayan Hasta Grubu Komplikasyonlu Hasta Komplikasyonlu Hasta
Grubu Grubu
GG 19 21 20 19
GA 15 16 17 18
AA 6 3 3 3
Toplam 40 40 40 40

Cizelge 4.13. Gruplara gore rs2058539 SNP’inin LightSNiP Assay ile elde edilen allel

sayilari.
rs2058539 [C/A]
Kontrol Komplikasyonu Mikrovaskiiler Makrovaskiiler
Grubu Olmavan Hasta Grub Komplikasyonlu Hasta Komplikasyonlu Hasta
yan Hasta Grubu
Grubu Grubu
cC 2 5 4 4
CA 15 20 18 18
AA 23 15 18 18
Toplam 40 40 40 40

4.4.2. IL-6 genine ait SNP’lerin Real-Time PCR sonuclari

Cizelge 4.14. Gruplara gore rs2069860 SNP’inin LightSNiP Assay ile elde edilen allel

sayilari.
rs2069860 [A/T]
. Mikrovaskiiler Makrovaskiiler
Kontrol Komplikasyonu Komplikasyonlu Hasta Komplikasyonlu Hasta
Grubu Olmayan Hasta Grubu
Grubu Grubu
AA 38 38 38 39
AT 2 2 2 1
TT - - - -
Toplam 40 40 40 40

Cizelge 4.15. Gruplara gore rs1554606 SNP’inin LightSNiP Assay ile elde edilen allel

sayilari.
rs1554606 [T/G]
Kontrol Komplikasyonu Olmayan Mikrovaskiiler Makrovaskiiler
Grubu Hasta Grubu Komplikasyonlu Hasta Grubu  Komplikasyonlu Hasta Grubu
TT 3 - 6 3
TG 9 11 8 14
GG 28 29 26 23

Toplam 40 40 40 40
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4.4.3. Vaspin genine ait SNP’lerin Real-Time PCR sonugclari

Cizelge 4.16. Gruplara gore rs77060950 SNP’inin LightSNiP Assay ile elde edilen allel

sayilart.
rs77060950 [G/T]
Kontrol Komplikasyonu Mi}(rovaskﬁler Ma_krovaskﬁler
Grubu Olmayan Hasta Grubu Komplikasyonlu Hasta Komplikasyonlu Hasta
Grubu Grubu
GG 39 35 36 36
GT 1 5 4 4
TT - - - -
Toplam 40 40 40 40

Cizelge 4.17. Gruplara gore rs2236242 SNP’inin LightSNiP Assay ile elde edilen allel

sayilari.
rs2236242 [T/A]
Kontrol Komplikasyonu Mikrovaskiiler Makrovaskiiler
Grubu Olmavan Hasta Grub Komplikasyonlu Hasta Komplikasyonlu Hasta
yan Hasta Grubu
Grubu Grubu
T 24 22 18 24
TA 12 15 19 16
AA 4 3 3 )
Toplam 40 40 40 40

4.5. istatistiksel Analizler

4.5.1. PCR-RFLP bulgularinin istatistiksel analizi

NAMPT geni

rs61330082 SNP’i i¢in komplikasyonu olmayan hasta grubunda GG genotipine (WT) sahip
birey sayisinin 21 (siklig1 %52,5) oldugu belirlenmistir. Mikrovaskiiler komplikasyonlu
hasta grubunda GG genotipe sahip 20 birey (siklig1 %50) bulunurken makrovaskiiler
komplikasyonlu hasta grubunda GG genotipine sahip birey sayist 18°dir (sikligr %45).
Kontrol grubunda GG genotipi 18 bireyde (siklig1 %45) goriilmiistiir. Gruplara gore allel
dagilim1 ve sikliklar1 Sekil 4.15°te verilmistir.
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rs61330082
25
20
@ 15
>
<
(%]
g 10 %42,5
%37,5 %40 ! %37,5
0
Komplikasvonu Mikrovaskdler Makrovaskiler
P ¥ Komplikasyonlu Hasta = Komplikasyonlu Hasta Kontrol Grubu
Olmayan Hasta Grubu
Grubu Grubu
B GG 21 20 18 18
GA 15 16 17 15
B AA 4 4 5 7

Sekil 4.15. rs61330082 SNP’inin ¢alisma gruplarina gore PCR-RFLP ile elde edilen allel
dagiliminin ve sikliginin grafigi.

rs2058539 SNP’i i¢in komplikasyonu olmayan hasta grubunda CA genotipine (heterozigot)
sahip birey sayismin 21 (sikligi  %52,5) oldugu belirlenmistir. Mikrovaskiiler
komplikasyonlu hasta grubunda CA genotipe sahip 28 birey (sikligi %70) bulunurken
makrovaskiiler komplikasyonlu hasta grubunda CA genotipine sahip birey sayist 24’tiir
(siklig1 %60). Kontrol grubunda ise AA genotipi (homozigot) 23 bireyde (siklig1 %57,5)

gorililmiistiir. Gruplara gore allel dagilimi ve sikliklart Sekil 4.16°da verilmistir.
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rs2058539
30
25
_ 20
[%2]
=
; 15 %70
v %60
* 10 %52,5
%40
5
%2,5 9 %2,5
Komplikasvonu Mikrovaskdler Makrovaskiiler
P ¥ Komplikasyonlu Hasta = Komplikasyonlu Hasta Kontrol Grubu
Olmayan Hasta Grubu
Grubu Grubu
mCC 3 1 2 1
CA 21 28 24 16
HAA 16 11 14 23

Sekil 4.16. rs2058539 SNP’inin ¢alisma gruplarina gére PCR-RFLP ile elde edilen allel
dagiliminin ve sikliginin grafigi.

IL-6 geni

152069860 SNP’1 i¢in komplikasyonu olmayan hasta grubunda AA genotipine (WT) sahip
birey sayisinin 20 (siklig1 %50) oldugu belirlenmistir. Mikrovaskiiler komplikasyonlu hasta
grubunda AA genotipe sahip 22 birey (sikligt %55) bulunurken makrovaskiiler
komplikasyonlu hasta grubunda AA genotipine sahip birey sayist 26°dir (sikligi %65).
Kontrol grubunda AT genotipi (heterozigot) 23 bireyde (siklig1 %357,5) goriilmiistiir.

Gruplara gore allel dagilimi ve sikliklart Sekil 4.17°de verilmistir.
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rs2069860
30
25
_ 20
[%2]
=
& 15
‘o
= 10 %57,5
= %45
%35
5
%0 %0 %0 %0
0
Komplikasvonu Mikrovaskdler Makrovaskiler
P ¥ Komplikasyonlu Hasta = Komplikasyonlu Hasta Kontrol Grubu
Olmayan Hasta Grubu
Grubu Grubu
HAA 20 22 26 17
AT 20 18 14 23
ETT 0 0 0 0

Sekil 4.17. rs2069860 SNP’inin ¢alisma gruplarmna gére PCR-RFLP ile elde edilen allel
dagiliminin ve sikliginin grafigi.

rs1554606 SNP’i icin komplikasyonu olmayan hasta grubunda GG genotipine (homozigot)
sahip birey sayismin 29 (sikligi  %72,5) oldugu belirlenmistir. Mikrovaskiiler
komplikasyonlu hasta grubunda GG genotipe sahip 26 birey (siklig1 %65) bulunurken
makrovaskiiler komplikasyonlu hasta grubunda GG genotipine sahip birey sayist 23’tiir
(siklig1 %57,5). Kontrol grubunda GG genotipi 29 bireyde (sikligi %70) goriilmiistiir.
Gruplara gore allel dagilimi ve sikliklart Sekil 4.18°de verilmistir.
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rs1554606

35

30

25
N
= 20
<
(%]
& 15
~

10

%35
T [ 2o
0 . i
Komplikasvonu Mikrovaskdler Makrovaskiler
P ¥ Komplikasyonlu Hasta = Komplikasyonlu Hasta Kontrol Grubu
Olmayan Hasta Grubu
Grubu Grubu
BT 0 5 3
TG 11 9 14 8
HGG 29 26 23 29

Sekil 4.18. rs1554606 SNP’inin ¢alisma gruplarina gére PCR-RFLP ile elde edilen allel
dagiliminin ve sikliginin grafigi.

Vaspin geni

rs770660950 SNP’1 igin komplikasyonu olmayan hasta grubunda GG genotipine (WT) sahip
birey sayisinin 36 (siklig1 %90) oldugu belirlenmistir. Mikrovaskiiler komplikasyonlu hasta
grubunda GG genotipe sahip 32 birey (sikligt %80) bulunurken makrovaskiiler
komplikasyonlu hasta grubunda GG genotipine sahip birey sayist 36°dir (sikligi %90).
Kontrol grubunda GG genotipi 39 bireyde (siklig1 %97,5) goriilmiistiir. Gruplara gore allel
dagilim1 ve sikliklar1 Sekil 4.19°da verilmistir.
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rs770660950

45

40

35

30
2]

2 25
(%]

‘7 20
=

15

10

> %10° %0 %20 %0 %100 0 %2,5 %0
0
Komplikasvonu Mikrovaskdler Makrovaskiler
P ¥ Komplikasyonlu Hasta = Komplikasyonlu Hasta Kontrol Grubu
Olmayan Hasta Grubu
Grubu Grubu
mGG 36 32 36 39
GT 4 8 4
ETT 0 0 0 0

Sekil 4.19. rs770660950 SNP’inin ¢alisma gruplarina gére PCR-RFLP ile elde edilen allel
dagiliminin ve sikliginin grafigi.

1s2236242 SNP’i i¢in komplikasyonu olmayan hasta grubunda TT genotipine (WT) sahip
birey sayisinin 22 (siklig1 %55) oldugu belirlenmistir. Mikrovaskiiler komplikasyonlu hasta
grubunda TA genotipe (heterozigot) sahip 19 birey (sikligi %47,5) bulunurken
makrovaskiiler komplikasyonlu hasta grubunda TT genotipine sahip birey sayist 24’tiir
(siklig1 %60). Kontrol grubunda TT genotipi 24 bireyde (siklig1 %60) goriilmiistiir. Gruplara
gore allel dagilimi ve sikliklart Sekil 4.20°de verilmistir.
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rs2236242
30
25
_ 20
[%2]
=
S 15
‘o
=
10 %47,5 et
%37,5 o %32,5
5
%0
0 L L [
Komplikasvonu Mikrovaskdler Makrovaskiiler
P ¥ Komplikasyonlu Hasta = Komplikasyonlu Hasta Kontrol Grubu
Olmayan Hasta Grubu
Grubu Grubu
mTT 22 18 24 24
TA 15 19 16 13
HAA 3 3 0 3

Sekil 4.20. rs2236242 SNP’inin ¢alisma gruplarina gére PCR-RFLP ile elde edilen allel
dagiliminin ve sikliginin grafigi.

SNP’lerin PCR-RFLP sonuclarinin gruplara gére olasilik orani (OR) hesaplamalari

PCR-RFLP sonucu elde edilen veriler ile p degerleri ve olasilik oranlar1 hesaplanmistir
(Cizelge 4.18).

Cizelge 4.18. PCR-RFLP ile elde edilen genotip dagilimi, allel siklig1, p degeri ve olasilik

orani (OR).
Hasta Gruplart Kontrol Grubu
n=120 n=40
0,
Genotip n % n % p ORC(SJ%
GG 59 49,2 18 45 0,290 1,8 (0,6-5,1)
GA 48 40 15 37,5 0,322 1,7 (0,6-5,1)
rs61330082 AA 13 10,8 7 14,5
G Alleli 166 69,2 51 63,75 0,368 0,8 (0,5-1,3)
A Alleli 74 30,8 29 36,25
cC 6 5 1 25
CA 73 60,8 16 40 0,012 0,4 (0,2-0,8)
rs2058539 AA 41 34,2 23 57,5
C Alleli 85 35,4 18 22,5 0,032 0,5(0,3-1,0)
A Alleli 155 64,6 62 77,5
AA 68 56,7 17 42,5 0,119  0,6(0,3-1,2)
52069860 all 52 458 23 57,5

A Alleli 188 78,3 57 71,25 0,195 0,7(0,4-1,2)
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Cizelge 4.18. (devam) PCR-RFLP ile elde edilen genotip dagilimi, allel sikligi, p degeri ve

olasilik oran1 (OR).
T Alleli 52 21,7 23 28,75
TT 8 6,7 3 75
TG 34 28,3 8 20 0,306 0,6 (0,3-1,5)
rs1554606 GG 78 65 29 70
T Alleli 50 20,8 14 17,5 0,517 0,8 (0,4-1,6)
G Alleli 190 79,2 66 82,5
GG 104 86,7 39 97,5
GT 16 13,3 1 2,5
rs77060950 TT - - - -
G Alleli 224 93,3 79 98,75
T Alleli 16 6,7 1 1,25
TT 64 53,3 24 60
TA 50 41,7 13 32,5
rs2236242 AA 6 5 3 7,5
T Alleli 178 74,2 61 76,25 0,708  1,1(0,6-2,0)
A Alleli 62 25,8 19 23,75

SNP’lerin PCR-RFLP sonuclarinin Hardy-Weinberg denkligi ile y? testi hesaplamalari

PCR-RFLP bulgulart igin Hardy-Weinberg denkligi ile gergeklestirilen y? testi
uygulanmistir (Cizelge 4.19).

Cizelge 4.19. PCR-RFLP bulgularina uygulanan y? testi.

Gozlenen N Beklenen N 2

Genotip (n=160) (n=160) X p degeri

GG 77 73,6

rs61330082 GA 63 69,9 1,536 0,464
AA 20 16,6
cC 7 16,6

rs2058539 CA 89 69,9 12,028 0,002
AA 64 73,6
AA 85 99,3

rs2069860 AT 75 60,7 5,442 0,020
TT - -
TT 11 6,4

rs1554606 TG 42 51,2 5,166 0,076
GG 107 102,4
GG 143 143,9

rs77060950 GT 17 16,1 0,055 0,814
TT - -
TT 88 89,3

1s2236242 TA 63 60,5 0,274 0,872

AA 9 10,2
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PCR-RFLP sonuclarinin referans ve alternatif allel yayginligi hesaplamalari

PCR-RFLP sonuglar ile hesaplanan referans ve alternatif allel yayginligina bakildiginda
kiiresel ve Avrupa popiilasyonu degerleri ile elde edilen degerler arasinda belirgin farklar
gozlenmistir (Cizelge 4.20). Ozellikle IL-6 geninin her iki SNP’inde, NAMPT geninin
rs2058539 SNP’inde ve Vaspin geninin rs2236242 SNP’inde referans ve alternatif allel
yayginliklarinda 6nemli 6l¢iide farklar oldugu belirlenmistir (Cizelge 4.20).

Cizelge 4.20 PCR-RFLP bulgular ile hesaplanan referans ve alternatif allel yayginliklart.

PCR-RFLP ile
Global Avrupa

Gen SNP Hesaplanan

Ref Al.  Alt. Al.  RefAl.  Alt. Al.  RefAl.  Alt. AL

rs61330082 G=0,789 A=0,211 G=0,757 A=0,243 G=0,678 A=0,322

NAMPT
rs2058539 C=0,443 A=0,557 C=0,459 A=0,541 C=0,322 A=0,678
rs2069860 A=0,993 T=0,007 A=0,992 T=0,008 A=0,766 T=0,234
IL-6
rs1554606 1-0,417 G=0,583 T=0,434 G=0,566 T=0,200 G=0,800
Vaspin rs77060950 G=0,973 T=0,027 G=0,988 T=0,012 G=0,956 T=0,044

rs2236242 1=0,650 A=0,350 T=0,600 A=0,400 T=0,744 A=0,256

4.5.2. qPCR (LightSNiP Assay) bulgularinin istatistiksel analizi

NAMPT geni

LightSNiP Assay ile yapilan analizde, rs61330082 SNP’i i¢cin komplikasyonu olmayan hasta
grubunda GG genotipine (WT) sahip birey sayisinin 21 (s1klig1 %52,5) oldugu belirlenmistir.
Mikrovaskiiler komplikasyonlu hasta grubunda GG genotipe sahip 20 birey (siklig1 %50)
bulunurken makrovaskiiler komplikasyonlu hasta grubunda GG genotipine sahip birey sayis1
19°dur (sikligr %47,5). Kontrol grubunda GG genotipi 19 bireyde (sikligt %47,5)

goriilmiistiir. Gruplara gore allel dagilim1 ve sikliklar1 Sekil 4.21°de verilmistir.
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rs61330082
25
20
@ 15
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>~ 9 %45
%40 %42,5 %37,5
5 l
0 2] 3] 5
Komplikasvonu Mikrovaskdler Makrovaskiler
P ¥ Komplikasyonlu Hasta = Komplikasyonlu Hasta Kontrol Grubu
Olmayan Hasta Grubu
Grubu Grubu
B GG 21 20 19 19
GA 16 17 18 15
HAA 3 3 3 6

Sekil 4.21. rs61330082 SNP’inin ¢alisma gruplarina gore qPCR ile elde edilen allel
dagiliminin ve sikliginin grafigi.

rs2058539 SNP’i i¢in komplikasyonu olmayan hasta grubunda CA genotipine (heterozigot)
sahip birey sayisinin 20 (siklig1 %50) oldugu belirlenmistir. Mikrovaskiiler komplikasyonlu
hasta grubunda CA genotipe sahip 18 birey (sikligi %45) bulunurken makrovaskiiler
komplikasyonlu hasta grubunda CA genotipine sahip birey sayist 18’dir (sikligi %45).
Kontrol grubunda ise AA genotipi (homozigot) 23 bireyde (siklig1 %57,5) goriilmiistiir.
Gruplara gore allel dagilimi ve sikliklart Sekil 4.22°de verilmistir.
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rs2058539
25
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Komplikasvonu Mikrovaskdler Makrovaskiler
P ¥ Komplikasyonlu Hasta = Komplikasyonlu Hasta Kontrol Grubu
Olmayan Hasta Grubu
Grubu Grubu
mCC 5 4 4 2
CA 20 18 18 15
HAA 15 18 18 23

Sekil 4.22. rs2058539 SNP’inin calisma gruplarina gore qPCR ile elde edilen allel
dagiliminin ve sikliginin grafigi.

IL-6 geni

152069860 SNP’1 i¢in komplikasyonu olmayan hasta grubunda AA genotipine (WT) sahip
birey sayisinin 38 (sikligi %95) oldugu belirlenmistir. Mikrovaskiiler komplikasyonlu hasta
grubunda AA genotipe sahip 38 birey (sikligt %95) bulunurken makrovaskiiler
komplikasyonlu hasta grubunda AA genotipine sahip birey sayist 39°dur (siklig1 %97.,5).
Kontrol grubunda AA genotipi 38 bireyde (siklig1 %95) gortilmistiir. Gruplara gore allel
dagilim1 ve sikliklar1 Sekil 4.23’te verilmistir.
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rs2069860
45
40
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Komplikasvonu Mikrovaskdler Makrovaskiler
P ¥ Komplikasyonlu Hasta = Komplikasyonlu Hasta Kontrol Grubu
Olmayan Hasta Grubu
Grubu Grubu
HAA 38 38 39 38
AT
ETT 0 0 0

Sekil 4.23. rs2069860 SNP’inin calisma gruplarina gore qPCR ile elde edilen allel
dagiliminin ve sikliginin grafigi.

rs1554606 SNP’i i¢in komplikasyonu olmayan hasta grubunda GG genotipine (homozigot)
sahip birey sayismin 29 (sikligi  %72,5) oldugu belirlenmigtir. Mikrovaskiiler
komplikasyonlu hasta grubunda GG genotipe sahip 26 birey (siklig1 %65) bulunurken
makrovaskiiler komplikasyonlu hasta grubunda GG genotipine sahip birey sayist 23’tiir
(siklig1 %57,5). Kontrol grubunda GG genotipi 28 bireyde (sikligi %70) goriilmiistiir.
Gruplara gore allel dagilimi ve sikliklart Sekil 4.24°te verilmistir.
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rs1554606
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Komplikasvonu Mikrovaskdler Makrovaskiler
P ¥ Komplikasyonlu Hasta = Komplikasyonlu Hasta Kontrol Grubu
Olmayan Hasta Grubu
Grubu Grubu
BT 0 6 3 3
TG 11 8 14 9
HGG 29 26 23 28

Sekil 4.24. rs1554606 SNP’inin calisma gruplarina gore qPCR ile elde edilen allel
dagiliminin ve sikliginin grafigi.

Vaspin geni

rs770660950 SNP’1 i¢cin komplikasyonu olmayan hasta grubunda GG genotipine (WT) sahip
birey sayisinin 35 (siklig1 %87,5) oldugu belirlenmistir. Mikrovaskiiler komplikasyonlu
hasta grubunda GG genotipe sahip 36 birey (siklig1 %90) bulunurken makrovaskiiler
komplikasyonlu hasta grubunda GG genotipine sahip birey sayist 36’dir (sikligr %90).
Kontrol grubunda GG genotipi 39 bireyde (siklig1 %97,5) goriilmiistiir. Gruplara gore allel
dagilim1 ve sikliklar1 Sekil 4.25°te verilmistir.
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B GG 35 36 36 39
GT 5 4 4
ETT 0 0 0 0

Sekil 4.25. rs770660950 SNP’inin calisma gruplarma goére qPCR ile elde edilen allel
dagiliminin ve sikliginin grafigi.

1s2236242 SNP’i i¢in komplikasyonu olmayan hasta grubunda TT genotipine (WT) sahip
birey sayisinin 22 (siklig1 %55) oldugu belirlenmistir. Mikrovaskiiler komplikasyonlu hasta
grubunda TA genotipe (heterozigot) sahip 19 birey (sikligt %47,5) bulunurken
makrovaskiiler komplikasyonlu hasta grubunda TT genotipine sahip birey sayist 24’tiir
(siklig1 %60). Kontrol grubunda TT genotipi 24 bireyde (siklig1 %60) goriilmiistiir. Gruplara
gore allel dagilimi ve sikliklart Sekil 4.26°da verilmistir.
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Sekil 4.26. rs2236242 SNP’inin calisma gruplarina gore qPCR ile elde edilen allel

dagiliminin ve sikliginin grafigi.

SNP’lerin gPCR sonuclarinin gruplara gore olasilik orani (OR) hesaplamalar

Real-Time PCR (gPCR) sonucu elde edilen veriler ile p degerleri ve olasilik oranlari

hesaplanmistir (Cizelge 4.21).

Cizelge 4.21. Real-Time PCR (qPCR) ile elde edilen genotip dagilimu, allel sikligi, p degeri

ve olasilik orani (OR).

Hasta Gruplar1 Kontrol Grubu
n=120 n=40
0,
Genotip n % n % p ORC(GOQS
GG 60 50 19 47,5 0,5 (0,1-
1,5)
GA 51 425 15 37,5
rs61330082 AA 9 75 6 15
G Alleli 171 71,25 53 66,25 0,399 0,8 (0,5-
1,4)
A Alleli 69 28,25 27 33,75
cc 13 10,8 2 5
CA 56 46,7 15 37,5 0,173 0,6 (0,3-
1,3)
rs2058539 AA 51 42,5 23 57,5
C Alleli 82 32,2 19 23,75 0,083 0,6 (0,3-
1,1)
A Alleli 158 65,8 61 76,25
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Cizelge 4.21. (devam) Real-Time PCR (qPCR) ile elde edilen genotip dagilim, allel siklig1,
p degeri ve olasilik orani (OR).

AA 115 958 38 95
AT 5 42 2 5
rs2069860 T - - ] -
A Alleli 235 97,9 78 975
T Alleli 5 21 2 25
T 9 75 3 75
TG 33 275 9 225
GG 78 65 28 70 0527  08(03
rs1554606 1,8)
T Alleli 51 21.25 15 18,75 0632 09 (04
1,6)
G Alleli 189 7875 65 81,25
EE 107 89,2 39 975
GT 13 10,8 1 25
rs77060950 TT - - - -
G Alleli 227 946 79 98,75
T Alleli 13 54 1 1,25
T 64 533 24 60
TA 50 41,7 12 30
AA 6 5 4 10
152236242 T Alleli 178 74.2 60 75 0,887 1,0 (0,6-
1,9)
A Alleli 62 258 20 25

SNP’lerin gPCR sonuclarinin Hardy-Weinberg denkligi ile y? testi hesaplamalari

Real-Time PCR (qPCR) bulgulari i¢in Hardy-Weinberg denkligi ile gerceklestirilen ? testi
uygulanmistir (Cizelge 4.22).

izelge 4.22. Real-Time PCR (gPCR) bulgularina uygulanan v testi.
Cizelg q g ye X

Gozlenen N Beklenen N 2

Genotip (n=160) (n=160) X p degeri
GG 79 78,4
rs61330082 GA 66 67,2 0,051 0,975
AA 15 14,4
cc 15 16,0
rs2058539 CA 71 69,2 0,118 0,943
AA 74 74,9
AA 153 153,1
rs2069860 AT 7 6,9 0,002 0,964
TT - -
TT 12 6,8
rs1554606 TG 42 52,3 6,301 0,043
GG 106 100,9
GG 146 146,5
rs77060950 GT 14 13,5 0,021 0,884
TT - -
TT 88 88,6
rs2236242 TA 62 60,9 0,045 0,978

AA 10 10,5
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dPCR sonuclarinin referans ve alternatif allel yayginlig1 hesaplamalari

LightSNiP Assay ile gerceklestirilen Real-Time PCR sonuglari ile hesaplanan referans ve
alternatif allel yaygimligina bakildiginda kiiresel ve Avrupa popiilasyonu degerleri ile elde
edilen degerler arasinda belirgin farklar gozlenmistir (Cizelge 4.23). NAMPT geninin
rs2058539 SNP’inde, IL-6 geninin rs1554606 SNP’inde ve Vaspin geninin rs2236242
SNP’inde referans ve alternatif allel yayginliklarinda onemli Olgiide farklar oldugu

belirlenmistir (Cizelge 4.23).

Cizelge 4.23. qPCR bulgular ile hesaplanan referans ve alternatif allel yayginliklari.

Real-Time PCR ile
Global Avrupa

Gen SNP Hesaplanan

Ref Al.  Alt. Al.  RefAl.  Alt. Al.  RefAl.  Alt. Al

rs61330082 G=0,789 A=0,211 G=0,757 A=0,243 G=0,700 A=0,300

NAMPT
rs2058539 C=0,443 A=0,557 C=0,459 A=0,541 C=0,316 A=0,684
rs2069860 A=0,993 T=0,007 A=0,992 T=0,008 A=0,978 T=0,022
IL-6
rs1554606 1-0,417 G=0,583 T=0,434 G=0,566 T=0,206 G=0,794
Vassin rs77060950 G=0,973 T=0,027 G=0,988 T=0,012 G=0,947 T=0,053

rs2236242 1=0,650 A=0,350 T=0,600 A=0,400 T=0,747 A=0,253

Haplotip siklig1 hesaplamalan

Kromozom 7 tizerinde bulunan NAMPT ve IL-6 genlerinin tek niikleotid polimorfizmlerinin
sonugclari ile gdzlenen haplotiplerin sikliklar1 belirlenmistir (Cizelge 4.24 ve Sekil 4.27). En
yaygin haplotip olan Haplotipl (G A A G) kontrol grubunda 0.31 siklikla goriiliirken diger
3 hasta grubunda da bu oran 0.27°dir (Cizelge 4.24). Haplotip2 ise 0.22 siklikla en ¢ok

komplikasyonu olmayan hasta grubunda, 0.16 siklikla en az kontrol grubunda goriilmiistiir.
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Cizelge 4.24. Calisma gruplarina gore haplotip sikliklart.

Komplikasyonu Mikrovaskiiler Makrovaskiiler

Haplotip olmayan hasta komplikasyonlu komplikasyonlu IngTjtgﬁl
grubu hasta grubu hasta grubu

Haplotipl GAAG 0.27 0.27 0.27 0.31
Haplotip2 GCAG 0.22 0.17 0.18 0.16
Haplotip3 AAAG 0.16 0.16 0.16 0.18
Haplotip4 GCAT 0.09 0.08 0.09 0.06
Haplotip5 GAAT 0.05 0.11 0.13 0.11
Haplotip6 AAAT 0.04 0.09 0.09 0.07
Haplotip7 ACAG 0.07 0.05 0.05 0.05
Haplotip8 ACAT 0.03 0.06 0.03 0.03
Haplotip9 GCTG 0.01 0.01 0.01 0.02
Haplotip10 GATG 0.01 - - 0.01
Haplotip1l GCTT 0.01 0.01 - -
Haplotip12 AATG 0.02 - - -
Haplotip13 GATT 0.01 - - -
Haplotip14 AATT 0.01 - - -
Haplotip15 ACTG 0.01 - - -
Haplotip16 ACTT 0.01 - - -
RS Number Position (GRCh37) Allele Frequencies Haplotypes

rs1554606 chr7:22768707  T=0.20, G=0.80 T G T G T G T

rs2069860 chr7:22771038  A=0.98, T=0.02

rs2058539 chr7:105916637 A=0.684, C=0.316

rs61330082  chr7:105926865 G=0.700, A=0.300 G G G G
Haplotype Count 29 89 24 62 31 52 1

Haplotype Frequency 0.088 0.271 0.073 0.188 0.094 0.158 0.003

Sekil 4.27. Hasta gruplarina gore haplotip sikliklari.



86



87

5. TARTISMA

Adipokin ya da adipositokin gibi adipoz doku kaynakli faktorlerin glikoz ile yag
metabolizmasi iizerine etkileri oldugu ve tip 2 diyabet, insiilin direnci, kardiyovaskiiler

hastaliklar ve obezite gelisiminde kritik rol oynadigi disiinilmektedir [44, 49, 129-131].

NAMPT ile ilgili yapilan bir¢ok ¢alismada plazma NAMPT seviyelerinin tip 2 diyabet ile
iliskili oldugu gozlenmistir [44, 132-135]. Kafkas kokenli bireyler ile gerceklestirilen
caligsmada ilerleyen beta hiicresi bozuklugu ile birlikte serum NAMPT seviyelerinin arttigi
belirtilmistir [132]. Chen ve arkadaslarinin yaptigi ¢alismada, tip 2 diyabetli hastalarda
yiiksek plazma NAMPT seviyeleri goriilmiis dolayistyla NAMPT’1in T2DM patogenezinde
rol oynayabilecegi diisiiniilmiistiir [133]. Tiirk popiilasyonunda gergeklestirilen bir diger
calismada da tip 2 diyabetli hastalarda yiiksek NAMPT seviyeleri gozlenmistir [134]. Chang
ve arkadaglarinin gerceklestirdigi meta-analiz ¢alismasina gore diyabet ve obezitede yiiksek
plazma NAMPT degerlerinin bulundugunu bu nedenle NAMPT ve diyabetin iliskili oldugu
ve NAMPT ile insiilin direnci arasinda anlamli bir iligki bulundugunu anlagilmigtir [135].
Yapilan bir diger calismada yliksek NAMPT konsantrasyonunun adipositlerde kronik
inflamasyon tiretimini tetikledigi ve bircok dokuda insiilin direncini indiikledigi sonrasinda

ise pankreastaki beta hiicrelerinin fonksiyon bozukluguna sebep oldugu belirtilmistir [136].

NAMPT ve NAMPT 1n enzimatik iiriinii olan NMN ile ilgili yapilan baska bir calismada ise
her ikisinin de beta hiicrelerinin canlilig1 veya apoptozu ilizerine dogrudan bir etkisinin
bulunmadig@: fakat glikoz ile uyarilan insiilin sekresyonunu gii¢lendirdigi belirtilmistir [45].
Yoshino ve arkadaslarinin gercgeklestirdigi ¢alismada, NMN’nin yiiksek yagli diyet ile
indiiklenen tip 2 diyabetli farelerde NAD biyosentezini tesvik ettigi ve glikoz intoleransini
iyilestirdigi ayn1 zamanda hepatik insillin duyarliligini da arttirdign gozlenmistir [53].
Calismada yaslanma ile NAMPT ve NAD seviyelerinde azalma oldugu ve NMN’nin yasa
bagli tip 2 diyabetli farelerde glikoz intoleransim1 ve lipid progillerini iyilestirdigi de
gozlenmistir [53]. Garten ve arkadaslarinin yaptigi derleme incelemesi, NAMPT’in NAD
biyosentezine bagli olan enzimlerin aktivitesini etkiledigi bu sayede hiicre metabolizmasini
diizenledigini ve NAMPT ile ilgili yapilan bir¢ok ¢alismanin (in vitro) NMN’nin hiicre
fonksiyonu ve homeotazini, glikoz metabolizmasini ve stres tepkilerini iyilestirmede rol
oynadigimi gosterdigini belirtmistir [48]. Revollo ve arkadaslarinin gergeklestirdigi
calismada, NAMPT aracilig1 ile gerceklesen NAD biyosentezinin beta hiicrelerinin
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fonksiyonu ve glikoz homeostazi i¢in dnemli bir role sahip oldugunu ve plazmada bulunan
eNAMPT’in dolagimdaki NMN seviyelerini koruyarak beta hiicre fonksiyonunun
diizenlenmesinde etkili olabilecegini bu sayede tip 2 diyabet icin tedavi gelisimine katkida

bulunabilecegini belirtilmistir [57].

IL-6 gibi sitokinlerin insiilin direnci ve T2DM’nin gelisiminde bir risk faktorii oldugu
distiniilmektedir [71, 137-140]. Yapilan ¢alismalara gore IL-6 diizeyinin tip 2 diyabet ve
kardiyovaskiiler hastaliklar i¢in markor olarak kullanilabilecegi belirtilmistir [71, 137, 138].
Benzer sekilde, Pradhan ve arkadaslarinin yaptigi ¢alisma ile Garbers ve arkadaslarinin
yaptig1 calisma tip 2 diyabetli hastalarin IL-6 seviyelerinin kontrol gruplarina gére daha

yiiksek oldugunu belirtmistir [139, 140].

Adipositlerin ve adipoz doku makrofajlarinin tip 2 diyabetteki plazma IL-6 diizeylerinin ana
kaynagi oldugu bilinmektedir [70, 141]. Adipoz dokuda iiretilen IL-6’nin, plazma IL-6
konsantrasyonlarini arttirmasiyla instilin direnci (hiperglisemi sonucu) ve dolayisiyla tip 2
diyabet gelisimine neden oldugunu belirten bazi calismalar bulunmaktadir [142, 143].
Adipoz dokunun IL-6 igeriginin insiilin direnciyle iliskisi ile ilgili yapilan calismada;
obezitedeki serum ile adipoz doku IL-6 seviyeleri arasinda bir korelasyon oldugu ve aglik
plazma glikoz oranlarinin adipoz doku IL-6 icerigi ile iliskisi oldugu dolayisiyla obezitede
gdzlenen insiiline direngli olma halinin adipoz hiicreleri tarafindan artan IL-6 {iretimi ile
alakali oldugu belirlenmistir [142]. Plazma IL-6 konsantrasyonlarinin hiperlipidemi ve
hiperglisemiye neden olarak insiilin direncine yol actig1 ve tip 2 diyabet gelisiminin

gostergesi oldugu belirtilmistir [142-144].

Tip 2 diyabet ve IL-6 sinyal yolaklari ile ilgili yapilan bir¢ok farkli caligama bulunmaktadir
[70, 74, 78, 81, 145-147]. Akbari ve arkadaslarinin derlemesinde, gp130 araciligi ile
gerceklesen IL-6 sinyalizasyonunun JAK/STAT, MAPK ve PI3K sinyal yolaklarinin
aktivasyonuna yol agtig1 agiklanmistir [70]. Ayrica IL-6"nin adiposit, hepatosit ve iskelet
kaslarindaki insiilin sinyalizasyonunun diizenlenmesindeki islevi detayl sekilde incelenerek
IL-6 tiretimindeki ve sinyal yolaklarindaki bozukluklarin tip 2 diyabet ve tip 2 diyabet ile
iliskili makrovaskiiler komplikasyonlarin gelisimindeki rolii belirtilmistir [70]. Bir baska
derlemede, karaciger ve iskelet kaslarindaki IL-6 sinyalizasyonunun STAT3’e bagli SOCS3
yukari regiilasyonuna yol agilmasi sonucunda insiilin reseptorii subsratlari 1/2°nin (IRS-1/2)

insiilin aracili fosforilasyonunda ve protein kinaz B’nin (PBK/Akt) aktivasyonunda



89

bozukluklar meydana geldigi ifade edilmistir [78]. Hunter ve Jones’un derlemesinde ise,
IL6R’deki rs2228145 mutasyonunun dolasimdaki sIL-6R seviyelerinde artiga yol agtig1 ve
bu durumun yiiksek kardiyovaskiiler hastalik riski yaratan ve tip 2 diyabet, diyabetik
nefropati, insiilin direnci ve obezite duyarliligini arttiran diigiitk C-reaktif protein seviyeleri
ile iligkili oldugu belirtilmistir [81]. MikroRNA {izerine yapilan bir ¢alismada, JAK/STAT
sinyal yolaginin miR-22 tarafindan regiilasyonu ile tip 2 diyabette IL6R’nin pankreas f
hiicrelerinin canliliginin ve apoptozunun engellendigi gozlenmistir [74]. Wang ve
arkadaglarinin ~ gerceklestirdigi  ¢alismada, NDRG2/IL-6/STAT3 sinyal yolaginin
aktivasyonu ile diyabetik retinopatinin olusumu ve gelisimi pozitif olarak iligkili
bulunmustur [145]. Yapilan bir diger ¢alismada, inflamatuar Th17 hiicrelerindeki MAP4K4
asag1 regiilasyonunun proinflamatuar sitokin olan IL-6’nin asir1 iiretimine yol agtig1 ve bu
durumun insiilin direncine sebep oldugu ve tip 2 diyabetin siddetinin artmasi ile

sonuglanabilecegi belirtilmistir [147].

Vaspinin potansiyel olarak insiilin duyarliligini gelistirici etkileri oldugunu destekleyen
birgok caligma bulunmaktadir [91, 148]. Liu ve arkadaslarinin yaptig1 ¢alisma, vaspinin
adacik beta hiicreleri icin insiilin duyarlastirict ve antiinflamatuar ajan olarak
kullanabilecegini ve tip 2 diyabet tedavisinde ileriki ¢aligmalar i¢in umut vadedici bir
gelisme oldugunu belirtmistir [91]. Yapilan diger ¢alismada, vaspinin obezite durumunda
insiilin duyarlastirict bir etkiye sahip oldugu goriilmiistiir [148]. Heiker ve arkadaslarinin
gerceklestirdigi calismaya gore ise vaspin insiilin duyarliligini gelistirmek yerine insiilinin

yart dmriini arttirmaktadir [90].

Tip 2 diyabetli hastalardaki serum vaspin seviyelerine iliskin ¢ok sayida ¢alisma yapilmistir
[98, 100, 102, 104, 105, 149-151]. Heiker’in derlemesinde, vaspin serum
konsantrasyonlarin1 etkileyen birgcok SNP tanimlanmis oldugunu ve yiiksek serum
konsantrasyonlarinin bozuk insiilin duyarlilig1 ve obezite ile iliskili oldugunu belirtmistir
[98]. Tip 2 diyabetli hastalarda akut koroner sendromun patogenezinde vaspinin roliinii
belirlemek icin gergeklestirilen ¢alismada, diisilk serum vaspin seviyelerine sahip tip 2
diyabet hastalarinda akut koroner sendrom igin bir risk faktorii olusturdugu goriilmiistiir
[102]. Yapilan bir baska caligmada, dolasimdaki diisiik vaspin ve adiponektin seviyelerinin
tip 2 diyabetin gelisimi igin risk faktorii olusturdugunu ortaya koymustur [104]. Tip 2
diyabetli kadin hastalar ile ger¢eklestirilen klinik ¢alismasinda, serum vaspin seviyelerinin

diyabetik kadinlarda insiilin direnci ile iliskili oldugu ve HblAc ile pozitif korelasyon
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gosterdigi goriilmiis ayrica mikrovaskiiler komplikasyonu olan hastalarin serum vaspin
seviyelerinin mikrovaskiiler komplikasyonu bulunmayan hastalara gore daha diisiik oldugu
belirlenmistir [105]. Youn ve arkadaslarinin gergeklestirdigi ¢alisma ise, yiiksek serum
vaspin konsantrasyonlarinin obezite ve bozulmus insiilin duyarliligi ile iliskili oldugunu ve

bu sayede biyomarkér olarak kullanilabilecegini gostermistir [151].

Vaspin, IL-6 ve NAMPT ya da diger adiyla Visfatin gibi ¢esitli adipositokinlerin tip 2
diyabet, obezite ve kardiyovaskiiler hastaliklar ile olan iliskilerini birlikte inceleyen farkli
derleme ve klinik ¢aligmalar da bulunmaktadir [101, 103, 131, 152]. Yapilan bir¢ok ¢aligma
tip 2 diyabette, obezitede ve metabolik sendromlarda bazi adipokinlerin iiretiminin
etkilendigini gOstermistir [131] ve bu hastaliklarda adipokinlerin 6nemli rol oynadigini
diisindiirmektedir [101]. Calismalar sitokinler ile insiilin sinyal yolaklar1 arasinda bir
etkilesim oldugunu ve sitokinlerin varliginda insiilin sinyalizasyonunun azaldigini

gostermektedir [131].

Plazma NAMPT seviyelerinin yag kiitlesi ile pozitif bir iliskisi oldugu tomografi
taramalartyla dl¢tilerek belirlemistir ancak deri alt1 yag kiitlesi ile zayif bir iliski gozlenmistir
[131]. Viseral NAMPT ’in mRNA ekspresyonunun da plazma konsantrasyonlar1 ve viicut
yag kiitlesinin yiizdesi ile pozitif olarak iliskili oldugu ancak subkutan NAMPT ile negatif
bir iligskiye sahip oldugu bilinmektedir [103]. Dolasimdaki NAMPT diizeyleri beyaz adipoz
doku kiitlesini yansitmaktadir [101]. Ayrica NAMPT kodlayan bir adenoviriis ile kronik
olarak enfekte olmus farelerde plazma visfatin seviyeleri iki kat artarken, glikoz ve insiilin
diizeyleri énemli derecede azaldig1 goriilmiistiir [131]. insiiline benzer sekilde, NAMPT’1n
adipositler ve miyositlerde glikoz alinimini arttirdig1 ve hepatositlerdeki glikoz salinimini
inhibe ettigi [131] ayrica adiposit farklilagsmasini arttirdigi sonucuna varilmistir [101, 131].
NAMPT’1n monositlerde IL-6, TNF ve IL-1f sekresyonlar ile kostimiilator molekiillerin
ekspresyonunu uyardig1 ve makrofajlarda da farklilasma ve sitokin salgilanmasina (JNK ve
NFkB’ye bagl olarak) katkida bulundugu gériilmiistiir [101]. Insiilinin, insiilin reseptdrleri
IRS-1 ve IRS-2"nin tirosin fosforilasyonunu ve fosfatidilinositol-3 kinaz, protein kinaz B ve
MAP kinazin aktivasyonunu indiikledigi bilindigi izere NAMPT 1n insiilin benzeri etkileri
insiilin transdiiksiyon yolaginda incelenmistir [103, 131]. Insiilin ve NAMPT m insiilin
reseptorleri i¢in ayni afiniteye sahip oldugu, NAMPT 1n insiilin reseptorleri ile insiilinden
farkli bir bolgede fiziksel olarak etkilesime girdigi belirlenmistir [103, 131, 152]. Ancak

NAMPT 1 insiilin benzeri biiylime faktorii-1 reseptoriine baglanamadigi da bilinmektedir
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[103]. NAMPT’in glikoz alimini arttirarak plazma glikoz konsantrasyonlarini azalttigi
ayrica GLUT4 reseptorlerinin hiicre i¢i havuzdan plazma membranlarina translokasyonuna
yardimc1 oldugu belirlenmistir [103]. Plazma NAMPT diizeyleri aglik durumunda insiilin
seviyelerinin %10’undan ve tokluk durumunda ise %3’linden daha diisiik bulunmus
dolayistyla bu plazma konsantrasyon farkliliklarinin NAMPT 1in glisemideki etkilerini
aciklayabilir nitelikte oldugu disiinilmustir [131]. Proinflamatuar mediatér olan
NAMPT’1n otoimmiin hastaliklar ve adipoz doku inflamasyonunun neden oldugu insiilin
direnci gibi ¢esitli inflamatuar durumlarda rolii oldugu diigiiniilmektedir [101]. Enflamatuar
hastaliklara sahip kisilerde dolasimda bulunan visfatin diizeylerinin yiiksek oldugu [101], tip
2 diyabetli hastalarda progresif beta hiicre bozukluklar: ile serum NAMPT seviyelerinin
arttig1 [131] ve abdominal obezite ile tip 2 diyabete sahip olan insanlarda artan plazma
NAMPT seviyeleri tespit edilmistir [103]. Bunlara ek olarak, NAMPT’1n transkripsiyonu
IL-6, TNF ve glukokortikoidler tarafindan diizenlenmektedir [101]. NAMPT in asagi
regiilasyonunda, kismen p44/42 MAP kinaz tarafindan kontrol edilen IL-6’nin ¢ok hayati
bir rolii bulunur [103]. 3T3-L1 adipositlerinde ise glukokortikoidler NAMPT sentezini
uyarirken IL-6, TNF-a, biiyime hormonlari ve beta-adrenerjik reseptdr agonistlerinin

NAMPT sentezini azalttigi diistiniilmektedir [103].

IL-6 ile ilgili yapilan c¢alismalar, akut inflamatuar siirecin yoklugunda IL-6’nin %15-
30’unun adipoz dokusundan iiretildigini gostermektedir [131]. Adipoz dokudaki IL-6
diizeyleri ile kardiyovaskiiler hastaliklar i¢in risk faktorii olan dolasimdaki C-reaktif protein
seviyeleri arasinda pozitif bir iliski oldugu bilinmektedir [131]. Insiilin direnci ve insiilin
direncinden dogan komplikasyonlar ile iliskili oldugu diisiiniilen IL-6’nin plazma
diizeylerinin kronik sekilde artmasi ve inflamatuar durumlara bagli olarak artan
kardiyovaskiiler riskin insiilin direncinin olugsmasina neden olabilecegini gdstermektedir
[131]. Yapilan bir ¢alismada insiiline direngli yag hiicrelerine sahip bireylerde yaklagik 15
kat yiiksek IL-6 seviyeleri oldugu gériilmistiir [103]. IL-6’nin insiilin sinyalizasyonunda ve
kas hiicrelerinde dokulara 6zgii etkileri oldugu ayni zamanda bazi insiilin duyarlastirici
ozelliklere sahip oldugu bilinmektedir [103]. IL-6, IRS nin transkripsiyonunu azaltarak veya
IRS ve Akt’nin fosforilasyonunu azaltarak adipositlerde ve karacigerde insiilin direncinin
indiiklenmesine sebep olmaktadir [103]. IL-6 kas hiicrelerinde, miyotiiplerin ve insiilin ile
uyarilan Akt fosforilasyon aktivitesinin glikoz alimini arttiran fosforilasyonu (protein kinaz

C-delta yoluyla) indiiklemektedir [103].
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Vaspin lizerine yapilan ¢aligmalar, viseral adipoz dokuda ¢ok gii¢lii bir sekilde eksprese
edildigini ve fare ile insan obezitesinde uyarildigin1 géstermektedir [131]. Vaspin doku
ekspresyon ve plazma seviyelerinin insiilin veya instilin duyarlastirici ilaglarin varliginda
normal diizeylere geldigi belirlenmistir [131]. Yiiksek yagh diyete bagli obeziteye sahip
farelerde ise enjekte edilen vaspin insiilin direnci ve glikoz toleransinda iyilesmelere sebep
olmustur [101, 131] ayn1 zamanda insiilin direnci ile iliskisi olan genlerin ekspresyonunda
degisime sebep oldugu gortlmistiir [101]. Vaspin’in adipoz doku tarafindan indiiksiyonu
obeziteye kars1 yanit olarak telafi edici bir mekanizma olusturdugu diisiiniilmektedir [101].
Farkli hayvan modelleri ile gerceklestirilen vaspin ile tedavi ¢aligmalarinda diisiik glikoz
seviyeleri ve diistik gida alim1 oldugu goriilmistiir [101]. Obezite ve insiilin direncine sahip
olan farelerde serum vaspin seviyelerinin 6nemli Olgiilerde arttigir gézlemlenmistir [103].
Vaspinin gen ekspresyonunun yas ve cinsiyet parametrelerinden etkilendigi ve farelerde
insiilin  duyarlastiricilarin - aktivitesini arttirdigir bilinmektedir [103]. Vaspinin anti-
inflamatuar etkileri olan bir insiilin duyarlastirici olarak goérev alabilecegi varsayilmaktadir
[103]. Rekominant obez farelerde vaspin ile tedavinin glikoz toleransini iyilestirdigi ve

insiilin duyarliliginin arttig1 ayn1 zamanda besin aliminin azaldigi goriilmustiir [103].

El-Mesallamy ve arkadaslarinin Misir popiilasyonunda tip 2 diyabet hastalar1 ile
gerceklestirdigi klinik ¢alismada, T2DM’nin patogenezinde vaspin ve NAMPT 1n birbirleri
ile olan iliskisini ve ayni zamanda bu iki adipositokinin IL-6 ile olan korelasyonunu
incelemek amaglanmigtir [152]. Kontrol grubu ile karsilastirildiginda tip 2 diyabet
hastalarinin vaspin ve NAMPT diizeylerinin anlamli derecede yiiksek oldugu ve NAMPT
ile vaspinin c¢esitli metabolik parametreler ile 6nemli 6l¢iide iliskili oldugu gézlenmistir
[152]. Calisma NAMPT, vaspin ve IL-6 arasinda bir tiir etkilesim oldugu ve insiilin direncine
kars1 telafi edici bir mekanizmanin varliginin netlesmesine yardimei olabilecegini ortaya
koymustur. Sonug olarak NAMPT ve vaspinin T2DM patogenezinde 6nemli rol oynadigi ve
NAMPT, vaspin ve IL-6’dan olusan bu 3 adipositokinin birbirleri ile anlamli bir bigimde
iligkili oldugu belirtilmistir [152].

rs61330082 yapilan c¢alismalara bakildiginda, tip 2 diyabetin makrovaskiiler
komplikasyonlarindan olan kardiyovaskiiler hastaliklarin  gelisim riskinin  Cin
popiilasyonunda rs61330082 SNP’inin TT genotipi ile iliskisi oldugu belirtilmistir [108].
Pankreas duktal adenokarsinomu i¢in yapilan bir bagka calismada, promotor bolgesinde

bulunan rs61330082 SNP’nin NAMPT fonksiyonu ve ekspresyonu iizerinde etkisi oldugu
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disiiniilse de anlamli bir iliski bulunamamistir [153]. Cin popiilasyonunda dilate
kardiyomiyopati hastalari ile gerceklestirilmis caligsmada ise, hasta grubu ve kontrol grubu
arasinda rs61330082 i¢in genotip ve allel siklig1 bakimindan 6nemli bir fark bulunmamistir
[154]. Koroner arter hastaligi ile NAMPT geninin rs61330082 SNP’i ile iligkisinin
belirlendigi bir baska ¢alismada ise T allelinin koruyucu etki gosterirken, C allelinin koroner
arter hastalig1 i¢in risk olusturdugu disiiniilmektedir [155]. Cin popiilasyonundaki koroner
arter kalsifikasyonu ve NAMPT geni polimorfizmleri ile ilgili yapilan g¢alismada da
rs61330082 SNP’indeki T allelinin koroner arter kalsifikasyonlu hastalar i¢in koruyucu
etkiye sahip oldugu belirtilmistir [156].

Chang ve digerlerinin [108] ¢alismasinda rs61330082 ile birlikte incelenen rs2058539’un
kardiyovaskiiler hastalarinin total kolesteroliinii etkileme potansiyeli (pozitif iliski) oldugu
distiniilmektedir. Yine rs61330082’in arastirildigi koroner arter kalsifikasyonu ve NAMPT
geni polimorfizmleri ile ilgili calismada rs2058539 SNP’1 de incelenmistir. rs2058539 SNP’1
icin gruplar arasinda genotip ve allel sikligt bakimindan o©nemli bir farklilik
gozlemlenmemistir ve rs2058539’un koroner arter kalsifikasyonu ile iliskili olmadig:
belirtilmistir [156]. Yapilan bir diger caligmada, NAMPT geni ve tip 2 diyabet ile glikoz ve
lipid metabolizmasi arasindaki iliski incelenmis ve rs2058539 tek niikleotid polimorfizminin

T2DM ile iliskili olmadig1 belirlenmistir [157].

rs2069860 ile yapilan g¢aligmalar bakildiginda, tip 2 diyabetteki bdbrek fonksiyonu
bozuklugu riski ile alakali oldugu diisiiniilen IL-6 geninin rs2069860 SNP’inin diisiik minor
allel sikligina (MAF) sahip oldugu ve tek niikleotid polimorfizminin diisiik oldugu
belirtilmistir [158]. Dvorynk ve digerlerinin obezite gibi kompleks hastaliklar ile iliskili SNP
data ¢alismasinda da, rs2069860°1n 0,005 gibi diigiik bir mindr allel sikligina sahip oldugu
gosterilmistir [159]. Alkolden bagimsiz karaciger yaglanmasi (NADFLD) ile ilgili yapilan
bir ¢alismada ise, rs2069860 (D162V) SNP’inin (gen temelli dominant) NADFLD ig¢in iyi
huylu ve koruyucu 6zelligi oldugu belirtilmistir [160].

Tip 2 diyabet ve IL-6 genindeki polimorfizmler ile rs1554606 SNP’inin incelendigi farkli
calismalar bulunmaktadir. Qi ve digerlerinin ¢alismasinda [161], rs1554606 ve tip 2 diyabet
riski arasinda bir iligki bulunmadig1 (tek basina veya haplotipler halinde) belirtilmistir.
Afrika popiilasyonunda gergeklestirilmis bir baska ¢aligmada, rs1554606 SNP’i tip 2 diyabet

ve son evre bobrek hastaligi ile nominal olarak iliskilendirilmistir [162]. Tip 2 diyabet ve
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rs1554606 ile ilgili bagka bir ¢alismada, dogustan gelen bagisiklik yolu (metabolik ve
fenotipik) ve rs1554606 arasinda T2DM riski iligkisi oldugu tespit edilmistir [163]. Suudi
popiilasyonunda obezite ve metabolik degisimler ile ilgili yapilan ¢alismada, rs1554606
genotipi ve allellik dagiliminda (AA ile AG ve AA ile GG) erkek ve kadin gruplar arasinda
onemli farkliliklar gostermistir [164].

Japon popiilasyonundaki instilin direnci ile ilgili ¢alismada, rs77060950 SNP’nin (6zellikle
AA ve CA genotipleri) serum vaspin seviyeleri ile nemli bir iliskisi oldugu belirtilmistir ve
istatistiksel olarak anlamli farkliliklar goriilmese de insiilin direnci indeksinin AA genotipte
daha yiiksek oldugu ortaya konmustur [149]. Yine Japon popiilasyonunda gergeklestirilmis
bir baska calismada, rs77060950 SNP’inin A alleline (MAF) sahip kronik hemodiyaliz
hastalariin yaklasik %7’sinde anlamli dl¢ilide yiiksek serum vaspin seviyeleri goriilmiistiir
[150]. Vaspin geninin intron polimorfizmlerinin tip 2 diyabetin patofizyolojisi tizerindeki
etkisi ile ilgili yapilan bir calisgmada ise rs77060950 SNP’inin T2DM riski ile iligkili
olmadig belirlenmistir [165].

Yine ayni calismada rs2236242 SNP’inin tip 2 diyabet ile 6nemli dlgiide iligkili oldugu
belirtilmistir [165]. Yapilan bir bagka c¢alismada, Kafkas popiilasyonunda rs2236242
SNP’inin minor allel siklig1 (A alleli) 0,377 bulunmustur ve obeziteden bagimsiz tip 2
diyabet ile olan pozitif iliskisini gdstermektedir [166]. Hosseini ve arkadaslarmin iran
popiilasyonunda gergeklestirdigi calismada, rs2236242 SNP’inin A alleli ile tip 2 diyabet

arasinda anlamli bir iliski oldugu goriilmiistiir [100].

Calismada PCR-RFLP sonucu elde ettigimiz veriler ve Hardy-Weinberg denkligi ile yapilan
analizde (Cizelge 4.19) NAMPT geninin rs2058539 SNP’i 0,002 ve IL-6 geninin rs2069860
SNP’i 0,020 p degerleri ile anlamli sonug gostermektedir (p < 0,05).

LightSNiP Assay ile gergeklestirilen Real-Time PCR sonuglarinin analizine (Cizelge 4.22)
gore ise 0,043 p degeri ile rs1554606 SNP’i (IL-6) anlamli bir sonug¢ gostermektedir (p <
0,05).

Spesifik olarak belirlenmis 6zel SNP bolgelerine uygun olarak tasarlanan LightSNiP Assay
ile gerceklestirilmis Real-Time PCR verilerinin kesinlik a¢isindan PCR-RFLP sonuglarina

gore daha giivenilir oldugu sdylenebilir. PCR-RFLP yonteminde enzim kesim bolgeleri ve
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inkiibasyon siireleri elde edilen sonucu etkilemektedir. Bazit PCR-RFLP sonuglarinin kismi
kesim nedeniyle yanlis yorumlanmis olma ihtimali bulunmaktadir. Ayrica rs2069860 SNP’i
i¢in tasarlanan primer ¢ifti nedeniyle PCR {iriin bandi (537 bp) ve kesim bandi (466 bp) jel
goriintiisiinde birbirine ¢ok yakin sekilde konumlanmigtir. Bu da yine kesim sonucunun
yanlis yorumlanmis olmast durumunu ortaya ¢ikarmaktadir. Daha diizgiin bir RFLP
calismasi i¢in farkli primer c¢iftleri tasarlanabilir ve Xbal enzimi ile yapilan kesimin

inkiibasyon siiresi daha belirgin sonuglar elde etmek amaci ile arttirilabilir.
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6. SONUC VE ONERILER

Sonug olarak, Tirk popiilasyonunda NAMPT, IL-6 ve Vaspin genleri ile tip 2 diyabet
hastalig1 arasindaki olasi iliskileri belirlemek tizere rs61330082, rs2058539, rs2069860,
rs1554606, rs77060950 ve rs2236242 SNP’leri ile gerceklestirilen gen polimorfizmi
¢alismamizda IL-6 geni ve rs1554606 SNP’i (p < 0,05) ile tip 2 diyabet arasinda anlamli bir

iliski gorilmustiir.

NAMPT, IL-6 ve Vaspin genlerinin ve gen polimorfizmlerinin tip 2 diyabet ve tip 2 diyabetin
komplikasyonlariyla iliskisi ile ilgili yapilacak ileriki caligmalar gereklidir. Bu tiir calismalar
gen polimorfizmlerin hastalik iizerindeki etkisini ayni1 zamanda farkli polimorfizmlerin olasi

etkilesimlerini anlayabilmek i¢in agisindan énemlidir.
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