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OZET

Celik F. Tip 2 Diabette TIMP1 ve TIMP2 Genetik Varyasyonlarinin Etkisi ve Serum
Diizeylerinin Incelenmesi. Istanbul Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii, Molekiiler
Tip ABD. Yiiksek Lisans. istanbul. 2012

Diinyada sik goriilen kompleks hastaliklardan biri olan Diabetes mellitus,
insiilinin yoklugu ve eksikligine bagli olarak gelisen, aclik glikozunun artis1 ve buna
eslik eden lipid ve protein metabolizmasindaki bozukluklar ile karakterizedir. Genetik

ve gevresel faktorler diyabet olusumundaoldukga 6nem tasir.

Tip 2 diyabet, eriskin toplumda en yaygin goriilen metabolizma hastaligi
olmakla birlikte, lipid, protein ve karbonhidrat metabolizma bozukluklari gibi genis bir
komplikasyon yelpazesine sahiptir. Tip 2 diyabette insiilin etkisi veya sekresyonu
azalirken, insiilin etkisindeki bozukluk nedeniyle insiilin direnci gelismektedir.

Hastaliktan bir dizi aday genin sorumlu oldugu bildirilmektedir.

Diyabet olusumu ve gelismesinde sorumlu olan faktérlerin bazilarinin ortaya
cikmasinda etkin rolleri olan, multigenik bir peptidaz 6zelligine sahip ekstraseliiler
matriks tarafindan sentez, par¢alanma ve yeniden hiicre regiilasyonu, doniisiimiinde
araci olarak kullanilan molekiiller MMP’lerdir . Bunun yaninda MMP’leri inhibe eden
baz1 faktorler tanimlanmigtir. Bunlardan biri spesifik MMP doku inhibitorleridir
(TIMP). TIMP’ler MMP’lerin aktivitesini hem proenzim aktivasyonu asamasinda hem
de substrat pargalanmasi sirasinda regiile eder. Etkin bir mekanizmaya sahip olan
TIMP’lerde gerceklesebilecek mutasyonlarin sonuglar1 yapilan bazi ¢alismalarla bilim

diinyasina sunulmustur.

Calismamizda TIMP 1 ve TIMP 2 gen poliforfizmlerinin ve serum diizeylerinin
tespit edilmesi ve TIP 2 diyabet hastaligina olan etkilerinin belirlenmesi
amaclanmaktadir. Elde edilecek veriler dogrultusunda, diyabet hastaliginin tanisina ve

yeni tedavi yontemlerinin gelistirilmesine katkida bulunacagimizi diistinmekteyiz.

Anahtar Kelimeler : Diabetes Mellitus, TIMP-1, TIMP-2,Polimorfizm, ELISA

Bu calisma, Istanbul Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi tarafindan
desteklenmistir. Proje No: 9865
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ABSTRACT

Celik F. (2011). Investigation of gene polymorphims and serum levels of TIMP-1 and
TIMP-2 in patient with Type 2 Diabetes Mellitus. Istanbul University, Institute of
Health Science, Molecular Medicine. Istanbul 2012.

Diabetus mellitus is one of common complex diseases in the world, and it is
characterized by the lack of insulin and developments due to the absence, fasting
glucose increase by the accompanying of lipid and protein metabolism disturbances.
Genetical and enviromental factors are very important in the formation of diabetes.
Type 2 diabetes is the most common metabolic disease in adult population, altough the
lipid, protein and carbonhydrate metabolism disorders have a wide range of
complications. While the insuline effectiveness and secretion decreased on type 2
diabetes, on the other hand insulin resistance is developed caused by the disorders on
the insulin effect.

MMP’s that has an effective role in the emerge of some of the factors that are
responsible for development of diabetes, and they are used in fragmentatin and re-
regulation of the cell, and has multigenic peptidase means and it is synthesizes by the
ESM. By the way there are some factors that inhibits MMP’s. One of them is
specialized MMP tissue inhibitor (TIMP’s). TIMP’s are regulating MMP’s in
proenzyme activations level and during fragmentation of substrate. Some of the studies
results have preseneted the mutations in TIMP’s that have effective mechanism, to
scientific world.

In our study we aimed to detect serum levels and gene polymorphisms of TIMP-1 and
TIMP-2, and their effects on type 2 diabetes. According to the data obtained by the
study we believe that we can contribute new diagnosis and dew tratments of diabetes

disease.

Key Words: Diabetes Mellitus, TIMP-1, TIMP-2, Polymorphism and ELISA

The present work was supported by the Research Fund of Istanbul University. Project
No. 9865



1. GIRIS VE AMAC

Diabetes mellitus, biitiin diinyada sik goriilen kompleks hastaliklardan biridir.
Insiilinin yoklugu, yetersizligi ve eksikligine bagl olarak gelisen, yiiksek aglik glikozu
ve buna eslik eden lipid ve protein metabolizmasindaki bozukluklar ile karakterize
metabolik bir hastaliktir. Bu hastaligin ortaya ¢ikmasi ve yayilmasinda hem genetik

hem de ¢evresel faktorler oldukca 6nem tasir.

Tip 2 diyabet, eriskin toplumda en yaygm goriilen metabolizma hastaligi
olmakla birlikte gelismis iilkelerde toplumun % 5-10’nun bu hastaligi tasidigi
bildirilmektedir(1). Diyabet vakalarinin yaklasik % 80-90’n1 olusturan ve tipik olarak
ileri yaslarda ortaya ¢ikan bir hastalik seklinde bilinen tip 2 diyabet (2), son donemlerde
geng erigkinlerde ve ¢ocukluk ¢aginda da goriilmeye baslanmistir (3). Tip 2 diyabetli
olgularin yaklasik % 85’inin kilolu veya obez oldugu belirtilmektedir. Gorme kaybz,
bobrek yetersizligi ve ayak amputasyonu nedenlerinin basinda diyabet gelmektedir.
Diyabetli olmayan yasitlarina kiyasla, tip 2 diyabetlilerde kardiyovaskiiler bozukluk
riski 2-4 kat daha yiiksektir. Ayrica tip 2 diyabetlilerin %75’inde mortalite nedeni
koroner arter hastaliklarindan kaynaklanmaktadir (4,5). Giliniimiizde diinya {izerinde
200 milyon diyabet hastast bulunmakta olup, 2025 yilinda 300 milyona yiikselecegi
tahmin edilmektedir (6).

Tip 2 diyabet, lipid, protein ve karbonhidrat metabolizma bozukluklari gibi
genis bir komplikasyon yelpazesine sahiptir (7). Tip 2 diyabet patogenezi oldukca
karmagsiktir ve birgok yonden halen tartisma konusudur. Kalittimi poligeniktir ve
cevresel faktorlerle giiclii bir iligkisi mevcuttur. Tip 2 diyabet patogenezinde bozulmus
insiilin salinim1 ve insiilin duyarlilig: ile inflamatuar yolaklarin roli de giderek 6nem
kazanmaktadir (7).

Heterojen bir hastalik olan tip 2 diyabette iki metabolik defekt sdz konusudur. Insiilin
etkisi veya sekresyonu azalmistir. Diger taraftan insiilin etkisindeki bozukluk nedeniyle
insiilin direnci gelismistir. Insiilin sekresyonu da insiilin direncini kompanse etmekten
uzaktir(8). Hastaligin oldukca karmasik bir genetik temeli oldugu bilinmekte ve bir dizi
aday gen sorumlu tutulmaktadir. Yasam tarzindan kaynaklanan diizensiz ve dengesiz
beslenme ile birlikte, fiziksel aktivite azlig1 gibi ¢evresel faktorler hastaligin ortaya
¢ikisini hizlandirmaktadir. Bir ¢ok olguda hastalik tani konulmadan yillarca 6nce
baslamistir. Diyabet riskini artiran faktorler modifiye edilebilir ve modifiye edilemez

olmak {izere iki grupta toplanabilir. Modifiye edilebilir faktorler: obezite, fiziksel



2
aktivite azligi, alkolii birakmis olmak, sigara kullanmak ve posa orani diisiik, doymus
yaglardan zengin diyet ile beslenme tarzi tip 2 diyabet riskini artiran ve degistirilmesi
mimkiin olan faktorlerdir. Modifiye edilemez faktorler: yaslanma, cins, genetik
yatkinlik, ailede diyabet Oykiisii, hipertansiyon, hiperlipidemi ve diisiik dogum tartisi
gibi etkenler ise diyabet riskini artiran ve degistirilmesi miimkiin olmayan
faktorlerdir(5). Bu gibi faktorlerin bazilarinin ortaya g¢ikmasinda etkin rolleri olan,
multigenik bir peptidaz Ozelligine sahip ekstra seliiler matrik tarafindan sentez,
parcalanma ve yeniden hiicre regiilasyonu, donilisimiinde araci olarak kullanilan,
proenzim olarak fibroblastlar, osteoblastlar, kondrositler, endotel hiicreleri, makrofajlar,
notrofiller gibi cesitli bag dokusu hiicrelerinden salgilanan, yara iyilesmesinde, kemigin
yeniden yapilanmasi, uterus ve meme dokusu fizyolojik fonksiyonlarinda, ovulasyon,
embriyogenezis, embriyo implantasyonu, laktasyon gibi fizyolojik siireclerde rol alan,
ayrica timor hiicresinin invazyonu ve metastaz gibi patolojik siireglerde yer alan primer
yapisinda birkag farkli bolge igeren, 80-90 aminoasit igeren aminoterminal peptid olan
matriks metaloproteinaz (MMP)’larin 6nemi ¢ok biiyiiktiir(9,10,11,12,13). MMP’leri
inhibe eden bazi faktorler de tamimlanmistir. Bunlardan biri spesifik MMP doku
inhibitérleridir(TIMP). Invivo kosullarda MMP aktivasyonunun regiilasyonunda
TIMP’ler onemli rol oynarlar(14,15,16). TIMP’lerin aktivitesi igin biitliinligi
bozulmamis yapi gereklidir. TIMP’lerin aktivitesi EGF, TGF-beta, IL-1 beta, IL-6,
retinoik asit, onkostatin, forbol esterleri, sitokinler, temel fibroblast biiyiime faktorii gibi
cesitli ajanlarla arttirilabilir. Konkonovalin A ve deksametazon tedavisi sonrasinda ise
TIMP’lerin aktivitesi inhibe olur. TIMP’ler MMP’lerin aktivitesini hem proenzim
aktivasyonu asamasinda hem de substrat par¢alanmasi sirasinda regiile eder(17).
Boylesine etkin bir mekanizmaya sahip olan TIMP’lerde olusabilecek herhangi bir
mutasyonun sonuglar1 yapilan bazi ¢alismalarda bilim diinyasina sunulmustur(18,19).
Calismamizda TIMP 1 ve TIMP 2 gen poliforfizimlerinin ve serum diizeylerinin tespit
edilmesi ve TIP 2 diyabet hastaligina olan etkilerinin belirlenmesi amaglanmaktadir.
Elde edilecek veriler dogrultusunda, diyabet hastaliginin tanisina ve yeni tedavi

yontemlerinin gelistirilmesine katkida bulunacagimizi diistinmekteyiz.



2. GENEL BILGILER

2.1. DIABETES MELLITUS (DM)

Diyabet, insiilin sekresyonu veya insulin islevinde olusabilecek herhangi bir
sorun sonucu ortaya c¢ikan hiperglisemi karakterinde bir metabolik bozukluktur.
Yetersiz insiilin salinimi1 nedeniyle olusan metabolik degisiklikler, glukagonun artmasi
ile daha da siddetlenir. Diyabette anabolizma ve katabolizma arasi hassas denge,
insulinin uygun olmadigt durumlarda anabolik durumun bozulmasi ile
sonuglanmaktadir. Bunun sonucunda homeostaz katabolik yolaga yonlendirilir ve
karbonhidrat, yag ve protein metabolizmalarinin kronik olarak bozulmasi sonucunda
kan damarlari, bobrekler, gozler ve sinirleri etkileyen uzun siireli komplikasyonlar

gelisir (20).

2.1.1. Diyabetin Tanis1

Karacigerde glukoz iiretimi, periferik dokular tarafindan glukozun alinmasi ve
kullanilmas: (baslica iskelet kasi), insiilin ve glukagonlar gibi karsit-diizenleyici
hormonlarin etkileri gibi, normal glukoz homeostaz1 birbiri ile iligkili {i¢ siire¢
tarafindan siki bicimde diizenlenmektedir. Kan glukoz degerleri bu kontrol yollari ile

normalde ¢ok dar bir aralikta, ¢ogunlukla 70-110 mg/dl arasinda tutulur (20).
Diyabetin klinik ve etiyolojik olarak ortaya ¢ikis evreleri soyledir (21).
1. Genetik yatkinlik

2. Immiinolojik bozukluklar (insiilin salmimi normal olup, otoantikorlar

ortaya ¢ikar)
3. Insiilin salimminda azalma
4. OGTT yanitlar1 bozulur ancak diyabet tanis1 konacak diizeyde degildir.

5. Klinik olarak diyabet semptomlar1 belirir, glukagona C-peptid yaniti

vardir.
6. Total diyabet evresi

Asagidaki ii¢ kriterten herhangi biriyle Diabetus Mellitus’un tanisi
konulabilmektedir. (8-22):

e (Glukoz diizeyinin standart karbohidrat yiiklemesinden 2 saat sonra 200

mg/dl veya iizerinde oldugu anormal oral glukoz tolerans test (OGTT)



e 126 mg/dl veya lizeri aglik glukoz diizeyi

e Kironik belirti ve semptomlar(sonra tartisilmistir) ile birlikte herhangi bir

zamanda 200 mg/dl veya iizerinde glukoz diizeyi

2.2. DIYABETIN SINIFLANDIRILMASI
Diabetus Mellitus hastalar1 iki gruba ayrilir: Insiiline-bagimli diabetes mellitus

(Tip 1-IDDM) ve Insiilinden-bagimsiz diabetes mellitus (Tip 2-NIDDM) (20).

2.2.1. Tip 1 Diyabet
Bu grup diyabetik hastalar, diyabetlilerin %10-20’sini olusturmaktadir ve

genellikle 25 yas Oncesi aciga ¢ikar ve viral/otoimmiin atagi sonucu B-hiicre 6limii
gerceklesmektedir. Tip 1 diyabet, insiilin {ireten ve salgilayan B-hiicrelerinin insiilin
tiretimi acgisindan yetersizligi ile karakterizedir. Bu hastalarda genelde insiilini yerine
koyma uygulanmaktadir ve bu durum insiiline bagimli diabetes mellitus (Insulin

Dependent Diabetes Mellitus-IDDM) olarak isimlendirilir.

2.2.1.1. Tip 1 Diyabetteki Metabolik Degisiklikler

Yukarida bahsedilen anabolizma ve katabolizma arasinda bulunan hassas
dengenin bozulmas: sonucu hemostazin katabolik ayaga ydlendigini ve belli
metabolizmalarda degisiklige sebep oldugununu bildirmistik. Bu metabolik

degisikliklerin olustugu metabolizmalar asagidaki gibidir:

a: Diyabette yag asidi metabolizmasi: Saglikli kisilerde tokluk durumunda
lipoliz sonras1 yag dokudan salinan yag asitleri gliserol-3-fosfat ile tekrar esterleserek
triagilgliserolleri yeniden olusturan dongiiye girmektedirler. Diyabette ise insiilin
eksikliginden dolay1 yag hiicrelerine giremeyen glikoz ve glikozdan olusan gliserol-3-
fosfatin da yetersiz olmasina neden olur ve s6z konusu dongili kesintiye ugramaktadir.
Sonug olarak yag asitlerinin esterlesmesi azalir ve yag asitleri kana salinir. Normal
sartlarda yag hiicreleri 6zellikle kas hiicreleri tarafindan oksidize edilmis halde yakit
olarak kullanilmaktadirlar. Diyabet durumunda ise kanda bulunan fazla yag asitleri
karacigere tasinip asetil KoA olusturacak olan [-oksidasyon dongiisiine dahil
olmaktadir. Diyabette asetil KoA ile birlesen yag asitleri keton cisimlerini olusturmakta

ve bunun sonucunda ketoasidoz ortaya ¢otkmaktadir.

b: Diyabette gliserol metabolizmasi: yag dokudan salinan gliserol karacigerde
fosforillenerek gliserol 3-fosfat olusturup kana salinir ardindan glikoza metabolize edilir

ve hiperglisemi olusumuna katkida bulunmaktadir.
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c: Diyabette protein ve aminoasit metabolizmasi: Saglikli kisilerde insiilin
kandan kas hiicrelerine aminoasit alinimini arttirmaktadir. Diyabette ise bu durum tam

tersine donmektedir. Kas proteinleri yikimi1 yapilarak aminoasitlere doniistiiriilmektedir.

d: Diyabette glikojen ve glikoz metabolizmasi: Saglikli bireylerde insiilin
adiposit ve kas hiicrelerine glikoz girigini saglamaktadir. Bunu da glikoz tasiyicilari
plazma membranina GLUT-4 yerlestirerek yapmaktadir. Glikoz eksikliginde insiilin
glikojen sentezini uyararak glikokinaz aktivitesini arttirmaktadir. Diyabette ise insiilin
yoklugunda glikojen sentezi sekteye ugramakta ve glikojenoliz sonucunda glikoz

karacigerden kana salinip hiperglisemiye sebep olmaktadir. (23)

Insiilin Sekresyonu Gliikagon Sekresyonu
A Sulfonyureas WV Incretins
A Meglitinides ¥ Amylin
GI A Incretins o
Incretins = istah Kontrolii
a glucosidase v o Incretins
inhibitors v 3 RE= L2 Amylin
Amylin 7
Bile acid
sequestrant & w
Hepatik
glikoz (\
cikist Glikoz'un
i _If‘flﬁggor'rglrr\] T tekrardan emilimi
Lipotoksisite WSGLT2inhibitorleri
Thiazolidinediones Glikoz alimi ve
Salicylates kullanimi
A Thiazolidinediones
A Metformin

Sekil 1: Hiperglisemi’ye sebep olan faktorler

2.2.2. Tip 2 Diyabet

Diyabet hastaliginin en sik goriilen sekli Tip 2 diyabettir (20). Diyabetlilerin
yaklasik %90°1 tip 2°dir. Tip 2 diyabette genellikle insiilin salinim bozuklugu ve direng
biraradadir. Genel biyokimyasal sebep olarak da insiilinin etkisizligi olarak kabul
edilmektedir. Karaciger, kas ve adipoz dokuda insiilin duyarliliginin azalmasi ve f-
hiicre fonksiyonun bozulmasi ile karakterizedir. Genetik ve ¢evresel faktorlerin rol
aldig1 kompleks etkilesime dayanan bir patogeneze sahiptir. Bu durumdaki kisilerde ya

uygunsuz insiilin salinimi ya da insiilin anormal yapida bulunup sadece kismi fonksiyon
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gostermektedir veya insiilinin hiicre i¢i sinyalinde kusur bulunmaktadir. Bir bagka
etmen olarak da glikoz hemostazinda 6nemi bulunan bir enzimin gen ekspresyonu veya

fosforilasyon yoluyla diizenlenmesinin bozulmasi sdylenebilmektedir.

2.2.2.1. Tip 2 Diabetes Mellitus’un Patogenezi

Diyabette daha yaygin olan tip 2 diabetes mellitus’ta genetik yatkinlik biiyiik bir
rol oynamaktadir. Kalitsal ve c¢evresel faktorler tarafindan diizenlenen, ¢oklu genetik
bozukluklarin bir araya gelmesi sonucunda ortaya ¢ikmaktadir. Tip 2’nin otoimmiin
hastalik oldugu diisiinilmemektedir. Tip 2’nin karakteristigini Olusturan iki metabolik
bozukluk(20):

e insiilin direnci
e [-hiicre bozuklugudur
1. linsiilin Direnci

Periferik dokularin insiiline yanit verme yeteneginin azalmasi sonucu insiilin
direnci olugmaktadir. Yapilan c¢aligmalarda insiilin reseptor fosforilasyonunda tirozin
kinaz aktivitesinde azalma, insiilin reseptdr sayisinda azalma ve insiilin sinyal yolaginda
aktif aracilarin diizeyinde azalma gibi kantitatif ve kalitatif anomaliler oldugunu
gostermistir. Insiilin reseptorlerindeki mutasyonlarin Tip 2 diyabetli hastalarin ¢ok
kiigiik bir boliimiinden sorumlu olmasi, insiilin direnci ile ilgili genetik faktorlerin

bliylik oranda sir olarak kalmasina neden olmustur.

Diyabetle ¢evre faktorleri arasinda en giiclii iliski obeziteyle olusmaktadir ve
insiilin direnci altuinda yatan esas nedendir. Viicut kitle indeksinin yiikselmesi ile
diyabet riski artar. Bu durum viicut yag: ve insiilin direnci arasinda bir doz-yanit iliskisi
oldugunu akla getirir. Obezitede insiilin direncini etkileyen olas1 faktorler arasinda
insiilin fonksiyonlari ile zit etki gosteren dolagimda veya hiicre i¢inde yiiksek diizeyde
serbest yag asit diizeylerinin varligi (lipotoksisite) ile leptin, adiponektin ve rezistin
gibi adipoz doku tarafindan salgilanan ¢esitli sitokinler (adipokinler) yer
almaktadir.(20).

2. PB- Hiicre Bozuklugu

B-hiicre bozuklugu, hiperglisemi ve insiilin direnci varliginda yetersiz insiilin
sekresyonu olarak belirti verir. B-hiicre disfonksiyonu kalitatif (insiilin sekresyonunun
normal pulsatil ve dalgali salinim gosteren paterninde kayip ve plazma glukozundaki

yiikselme ile tetiklenen insiilin sekresyonunun hizli birinci fazinda yavaslama) ve



7
kantitatif tir (B-hiicre kitlesinde azalma, adacik dejenerasyonu, adacikta amiloid

depolanmasi) (20).

Tip 2 Divabet

A\

L
f"‘ 4
Genetik ot . *u Cevre
.4
in
¥ "~ Yas
& - Obezite ve Besin
Epigenetik - Egzersiz
- DNA metilasyonu - Uterns ici cevre

- Histon Modifikasyonu

- mikroRNA

Sekil 2: Tip 2 patogenezinde epigenetik mekanizma .

2.3. Diyabete Neden Olan Risk Etmenleri

2.3.1. Beslenme
Diizensiz ve dengesiz beslenme tip 2 diyabet gelisimi ile iligkilendirilmistir.
Kalorisi yiiksek, doymus trans yaglardan zengin, posadan fakir beslenme ve 06giin

atlama insiilin direnci ve obezite ile birlikte diyabet riskini arttirmaktadir (22).

2.3.2. Obezite

Obezite fazla kilolarin 6zellikle viicudun iist kisminda toplandigi abdominal
obezite (santral obezite) tip 2 diyabet riski ile ¢ok yakindan iligkilidir (22). Tip 2
diyabetlilerin %85’1 obez veya kiloludur. Yanlis beslenme ve fiziksel aktivitenin
azalmasi sonucunda birgok toplumda obezite sikliginin artmasi, diyabet sikligini da
arttirmigtir. Viicut agirligindaki her 1 kg artisa karsilik diyabet prevalansinin % 9 arttigi
bildirilmistir (20).



2.3.3. Alkol ve Sigara Tiiketimi
Alkol ve sigara tiikketimi ile tip 2 diyabet arasinda pozitif bir iliski oldugu
bildirilmigtir. Fakat beden kitle indeksi ve fiziki aktivite diizenlendikten sonra bu

parametreler ile istatistiksel bir iligki saptanmamustur.

2.3.4. Cinsiyet
Gelisim stirecindeki toplumlarda hastalik kadinlarda daha sik goriildiigii halde
gelismis toplumlarin ¢ogunda cinsiyet farki bildirilmemistir. Buna karsin iskandinav

tilkelerinde erkeklerde prevalans daha ytiksektir.

2.3.5. Viicut Yag Dagilimi
Toplumsal arastirmalar , diyabet gelisme riskinin beden kitle indeksinden baska

viicut yag kitle artis1 ile paralel olarak arttigini ortaya koymustur.

2.3.6. Genetik Belirtecler ve Kalitim

Bazi etnik gruplarda tip 2 diyabetin bazt HLA gruplar ile iligkili olabilecegi
bildirilmig olup bazi ailevi 6zel diyabet formlarinda da spesifik gen mutasyonlari
gosterilmistir. Tek yumurta ikizlerinde tip 2 diyabetin %90’a varan oranda gozlenmesi
hastaligin gelismesinde kalitimin 6nemli 6l¢iide rolii oldugunu diisiindiirmektedir.
Ayrica ailede 1. Derecede akrabalarda diyabet bulunmasi, diyabet riskini 2-6 Kkat
arttirmaktadir. Ailedeki diyabetli sayisi arttik¢a riskte ylikselmektedir.

2.3.7. Insiilin Direnci

Insiilin direnci ekzojen veya endojen insiiline kars1 normal biyolojik yanitin
bozulmasi olarak tanimlanir. Insiilin karacigerde glukoneogenezi ve glikojenolizi inhibe
ederek hepatik glukoz tiretimini baskilar. Ayn1 zamanda glukozun kas ve yag dokusuna
aliimini ve burada enerji kaynagi olarak depolanmasini saglar. insiilin direnci gelisen
ortamda, insiilinin karaciger,kas ve yag dokusundaki bu etkilerine kars1 direng gelisir ve
gerek hepatik glukoz ¢ikisinda artig(hepatik insiilin direnci) gerekse kas ve yag dokusu
icine almamayan glukoz (periferik insiilin direnci) ile kanda hiperglisemi gelisir.
Hipergilisemiyi kompanse etmek i¢in beta hiicresinden fazla insiilin salinim
gerceklesir. Fakat beta hiicresi de fonksiyonlarin1 kaybetmeye baslayinca, insiilin

salinim eksikligi sonucu diyabet gelisir (24).



2.3.8. Cinsiyet Hormonlari

Cinsiyet hormanlar1 baglayicit globulin (SHBG) diizey disiikligii kadinlarda
erigkin tip diyabet geliseceginin habercisi olarak goriilmektedir. Hiperinsiilinemi ve
insiilin direncinin birlikte oldugu polikistik over sendromunda diyabet prevalansinin

yiiksek oldugu bildirilmistir.

2.4. Diyabette Inflamatuar Mekanizma

Tip 2 diyabetin patogenezinde birgok kompleks molekiiler yolaklarin aktivasyonu
bilinmekle birlikte inflamatuar yolaklarin, nefropati gibi diyabet komplikasyonlarindaki
rolii de giderek 6nem kazanmaktadir. Bugiinkii bilgilerimize gore degisik inflamatuar
komponentlerin mekanizmasi oldukga karisiktir. Diyabetik nefropatide bu inflamatuar
reaksiyonlarda etkili baslica elementlerden biri Niikleer Faktor kB (NfKB) dir. NfKp
proinflamatuar sitokinler ve mekanik giicleri kapsayan bir¢ok stimulus tarafindan aktive
edilen bir transkripsiyon faktoriidiir. Bunu takiben bu sinyaller inflamatuar yolaklarda
ki diger molekiillerin iiretimi ve sentezini tetiklemektedir. Yani NfKp diyabetik
nefropati patogenezinde bir¢ok kemokinin hiicre adhezyon molekiillerinin, inflamatuar
sitokinlerin regiilasyonunda anahtar rol oynamaktadir. Yapilan bircok calismada
sitokinler  diyabetik ~ nefropatiyide  kapsayan, diyabetin ~ mikrovaskiiler
komplikasyonlarinin patogenezinde olduk¢a 6nemli olduklarini gostermislerdir. IL-1,
IL-6, IL-18 ve TNF-a inflamasyonun baglica regiilatorleri olup bu molekiiller diyabetik

nefropatinin patogenezinde anahtar rol oynamaktadirlar (25).

Proinflamatuar sitokinlerin MMP ekspresyonunun diizenlenmesindeki roliinii
gosteren birgok ¢alisma bulunmaktadir. IL-1p ve TNF-a gibi sitokinler MMP iiretimini
stimiile ederken, transforme edici biiyiime faktorii, kortikoid hormonlar insiilin benzeri
biiyiime faktorler MMP sentezini baskilamaktadir (26,27). ). Invivo kosullarda MMP
aktivasyonunun regiilasyonunda TIMP’ler 6nemli rol oynarlar. TIMP’lerin aktivitesi
icin biitiinligi bozulmamis yap1 gereklidir. TIMP’lerin aktivitesi EGF, TGF-beta, IL-1
beta, IL-6, retinoik asit, onkostatin, forbol esterleri, sitokinler, temel fibroblast biiyiime

faktorii gibi cesitli ajanlarla artirilabilir(25,26,27).
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2.5. MATRIKS METALLOPROTEINAZLAR (MMPs)

Hiicrelerin yasam ve fonksiyonlarini siirdiirebilmeleri i¢in bulunduklart ortamla
etkilesimlerini hizli sekilde diizenlemeleri onemlidir (28). Ekstraselliiler matriksin
(ESM) sekillenmesi hiicreler tarafindan disariya saliman biiylime faktorleri, hiicresel
adezyon molekiilleri ve proteinazlarla gergeklestirilir (28,29).

Ekstraselliiler matriks bilesenlerini yikabilme kapasitesine sahip iki proteolitik sistem
mevcuttur (29,30):

e Fibrinolitik sistem (plazminojen/plazmin),
e Matriks metalloproteinazlar (MMP’ler).

Plazmin ekstraselliiler matriksin laminin ve fibronektin gibi bazi bilesenlerini
direkt yikabilirken elastin ve kollajen gibi temel bilesenler MMP’ler tarafindan yikima
ugratilmaktadir (31,32).

Ekstraselliiler Matriksi (ESM) degrade eden metalloenzimler, matriks
metalloproteinazlar ya da matriksinler olarak adlandirilmalarina ragmen en yaygin
olan1 metalloproteinazlardir (MMPs) (33). MMP’ler proteolitik, ¢inko bagimli, ndtral

pH’ da islevsel olan multijenik formda bulunan bir ailedir. ilk olarak proenzim (inaktif
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zimojenler) ya da pro-MMP halinde olan latent formda salgilanirlar ve proteolitik

aktivasyona ihtiyaglar1 vardir (33).

MMP’ler birbiriyle ortiisen fakat farkli spektrumlara sahiptir (34). MMP’lerin
aktivasyonu endojen inhibitor tarzinda olan doku inhibitorleri (TIMPs) tarafindan
diizenlenmektedir. Bircok MMP embriyogenez olusumunda merkezi rol oynamaktadir.
Normal fizyolojik durumlarda 6rnegin proliferasyon, hiicre motilitesi, sekil degisikligi,
yara iyilesmesi, anjiyogenez, ovulasyon, embriyo asilamasi, rahim, g6giis ve prostat
kiiciilmesi, mensturasyon ve endometriyal proliferasyon gibi iireme olaylarinda
MMP’ler anahtar rol oynamaktadirlar (35-37). MMP ve TIMP ekspresyonu arasindaki
dengesizlik, timor invazyonu, romatoid artrit, ateroskleroz, anevrizma, nefrit, doku
ilserleri, fibrozis ve endometriozis gibi cesitli medikal durumlart kapsamaktadir

(33-38).

2.6 Matriks Metalloproteinaz Doku Inhibitérleri (TIMPs)

TIMP ailesinin bilinen dért tane iiyesi vardir. Oncelikli gérevieri MMP'leri
baskilamak ve aktivasyonlarini diizenlemektir. TIMP'ler hem proMMP'lerin hem de
MMP'lerin ¢inko baglanma bolgelerine baglanarak aktif olanlarin aktivasyonunu
diizenlerler aktif olmayanlarin ise aktivasyonunu engellerler. Molekiiler biiytiklikleri 21
ila 28 kDa arasinda degisir ve primer yapilar1 arasinda homolojileri oldukca diisiiktiir.
Ama dordiinciil yapilar arasinda benzerlik vardir. TIMP'ler MMP'leri baskilamak i¢in
gerekli olan iki domaini N-terminal bolgelerinde tasirlar. C-terminal bolgelerinde ise
TIMP'lerin spesifikligini saglayan domainler vardir. TIMP’ler 184-196 bazlik uzunlukta
ve MMP inhibitorleri olarak gorev alan aminoasitlerdir. N ve C terminali diye iki
altdomene alyilmaktadirlar. Her iki domen de {i¢ adet disiilfit baglantiya sahiptir ve
ayrica N domen MMP inhibisyonunu aktive eden bagimsiz bir birime sahiptir. TIMP’ler
genellikle biitiin MMP’leri aktive etmektedir. Istisna olarak kabul edilecek bir sey varsa
0 da TIMP-I’in MT1-MMP, MT3-MMP, MT5-MMP ve MMP-19 i¢in zayif bir
inhibitor olmasidir. TIMP-3’lerin ADAMs (ADAM-10,-12 ve -17)’yi ve ADAMTSs
(ADAMTS-1, -4 ve -5)’i inhibe ettigi gézlemlenmistir. ADAM-10'u inhibe edenlerden
birise de TIMP-1"dir. (39)

2.6.1 TIMP’lerin yapis1 ve TIMP varyantlarinin inbisyon mekanizmasi
TIMP’lerin MMP’leri inhibisyon mekanizmasi, TIMP-MMP kompleksinin
kristal yapisindan yola ¢ikilarak arastirilmistir(40). TIMP molekiillerinin genel sekli
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“kama” bigimindedir ve N-terminal’inin kalintilari da Cysl-Thr- Cys-Val4 ve
MMP’lerin aktif bolgesinde yuvalanmis vaziyette bulunan Glu67-Ser-Val-Cys70 ile
disiilfit baglar1 kurmaktadir (TIMP-1 i¢in 6zel). MMP-3 TIMP-1 katalitik bolge
kompleksi olusmasi durumunda bu boélgenin yaklasik %75°1 protein-protein iliskisi ile
meydana gelmektedir. Pozisyon 2 de olusabilecek bir mutasyon (TIMP-1 de Thr)
sonucu TIMP’lerin MMP’lere afinitesinde ve glisinde biiyiik bir diisiis s6z konusu
olmaktadir ve sonucunda MMP inhibisyonunda TIMP inaktivasyonu gerceklesmektedir.
Ikili ya da icli mutasyonda ki bunlar Val4 ve Ser68 MMP-1, -2, -3’de etkileri
degismektedir. TIMP-1 ve TIMP-2 arasindaki en biiylik fark TIMP-2’nin daha biiyiik
AB sarmalinin olmasidir (sekil 4). TIMP-1’in MT1-MMP, MMP-19 ve ADAM17’ye
kars1 inhibisyonunun ¢ok diisiik olmasina ragmen yapilacak bazi girisimler sonucunda
bunlara kars1 aktivitesi arttirilabilmektedir. Bu da Thr98’in Leu ile degismesi ile
miimkiin olmaktadir. ADAM17’yi inhibe edemeyen TIMP-2’yi TIMP-3’iin AB
sarmaliyla (S2T/A70S/V71L) degistirilirse aktive hale gelebilmektedir.(41)

TIMP-1_372 T>C X kromozomu (pl11l.3-p11.23) bolgesinde ekzon 5
phel24phe’de bulunmaktadir ve 6 exon igermektedir.

TIMP-2 418 G>C X kromozomu 17g25 bolgesinde bulunan promotorde
bulunmaktadir (Sekil 6). Spl Bolgesinde 418 G>C mutasyonu gergeklesmektedir.

TIMP-2_303 C>T X kromozomu 22912.1-q13.2 bolgesi ekzom 3 serlOlser’de

bulunmaktadir.

TIMP-1 TiMP-2
reaktiibélge

N-terminal C-terminal N-terminal C-terminal

Sekil 4: TIMP-1 ve TIMP-2’nin yapisi
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. SECILEN ORNEKLERIN TANIMI

Bu calismada iki 6rnek grubu kullanilmistir. Birinci grupta Haseki Egitim
Arastirma Hastanesi I¢ Hastaliklar Klinigi’nde takip edilen tip2 diyabet hastalig1 tanisi
konulmus 75 hasta calismaya dahil edilmistir.

Ikinci grupta kontrol olarak kullanilmak iizere kendisinde ve 1. derece
akrabalarinda diyabet hastaligi olmayan 75 saglikli birey normal populasyondan

rastgele secilerek drnek olarak kullanilmistir.

Secilen vakalardan 10ml.lik kan 6rnekleri EDTA’l1 ve kuru tiiplere toplanmistir.
EDTA’l1 tiiplerdeki periferik kan lokositlerinden elde edilen DNA 6rneklerinde
TIMP-1_372, TIMP-2_418 ve TIMP-2_303 polimorfizmlerini saptamak i¢in Polimeraz
Zincirleme Reaksiyonu (PZR), Restriksiyon Fragmani Uzunluk Polimorfizmi (RFLP)

ve agaroz jel elektroforezi teknikleri kullanilmastir.

3.2. KULLANILAN KiMYASAL MADDELER

Agaroz (Promega MBG), Amonyum asetat (Sigma A-8920), Amonyum kloriir
(Sigma A-5666), Asetik asit (Merck K-04134156), Borik asit (Sigma B-6768), dNTP
seti (MBI Fermentas), EDTA (dihidrat)(Merck K-90602121), Etanol (%99), Brom
fenol mavisi (Sigma B-6896), Etidyum bromiir (Sigma E-8751), Mineral yag (Sigma
M-5904), Potasyum bikarbonat (Merck K-126223552), Sodyum dodesil (lauril) sulfat
(Sigma L-5750), Sodyum hidroksit (Merck C754962), Potasyumdihidrojenfosfat
(Merck A-741071), Sodyum Kkloriir (Carlo Erba 368257), Tris baz (Sigma T-1503), Taq
DNA polimeraz (Invitrogen), DNA marker (50-100 bp DNA size marker; MBI
Fermentas), Proteinaz K (Sigma), Potasyum hidroksit (Sigma P 1767), restriksiyon
enzimleri (Tth1111,Pvull), primer dizileri (MBI Fermentas).

Kullanilan Primerler: TIMP1_372T>C polimorfizminin gozlendigi bolgeyi cogaltmak

i¢in kullanilan primerlerin niikleotid dizileri asagida verildigi gibidir:

Ileri primer: 5°- GCACATCACTACCTGCAGTC-3’
Geri primer: 5’- GAAACAAGCCCACGATTTAG-3'

TIMP-2_418G>C polimorfizminin gdzlendigi bolgeyi ¢ogaltmak i¢in kullanilan

primerlerin niikleotid dizileri asagida verildigi gibidir:
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fleri primer: 5°- CGTCTCTTGTTGGCTGGTCA-3’
Geri primer: 5’- CCTTCAGCTCGACTCTGGAG-3'

TIMP-2 303C>T polimorfizminin gozlendigi bolgeyi ¢ogaltmak i¢in kullanilan
primerlerin nukletid dizileri agagida verildigi gibidir:

Ileri primer: 5°- TAGGAACAGCCCCACTTCTG-3’
Geri primer: 5’- CCTCCTCGGCAGTGTGTG-3'

3.3. KULLANILAN GERECLER

Thermal Cycler cihazi (Gold Plate), Otoklav, Etliv, Hot plate, Dijital Gorlintiileme
sistemi, Elektroforez i¢in giic kaynagi (E-C Apparatus Corporation), Hassas terazi
(Mettler), Polaroid kamera (Kodak), Isiticili manyetik karistirict (Elektromag),
Mikrodalga firin (Philco),  Mikrosantrifiij, pH metre (Hanna), Pipet takimi
(Eppendorf), Falkon santrifiij (Hettich), Spektrofotometre (Biochrom-S2100 diode array
spectrophotometer), Su banyosu (Elektromag), UV transilluminator (Stratagene
UV/White light Transilluminator), Elektroforez Sistemi (E-C 350 MIDICELL).

3.4. COZELTILER
3.4.1. DNA izolasyonunda Kullamlan Cozeltiler

3.4.1.1. Eritrosit Par¢calama Tamponu (Lysis Buffer)

8,74 gram amonyum kloriir, 1 gram potasyum bikarbonat, 200ul 0,5 molarlik
etilen diamin tetra asetat (EDTA)’nin tartimlar1 yapilarak erlen igine almir. 900ml
ddH,O eklenir ve ¢ozeltinin pH’s1 bir normal sodyum hidroksit ¢ozeltisi ile 7.4’e
ayarlanir. Daha sonra balon joje igine alinarak bir litreye tamamlanir. Cozelti 1s1ya
dayanikli cam siseye alinarak 120°C’ye alinarak 15 dakika otoklavda steril edildikten

sonra +4°C’de saklanir.

3.4.1.2. 0,5 M Disodium Etilen Diamin Tetra Asetat (EDTA) (pH:8.0)

186,1 gram etilen diamin tetra asetat tartilarak beher i¢ine alinir ve 800ml
ddH,0 eklendikten sonra manyetik karistirici yardimiyla ¢oziindiiriiliir ve pH’s1 sodyum
hidroksit ¢ozeltisi ile 8,0’e ayarlanarak ddH,O ile 11t’ye tamamlanir. Cozelti 120°C’de

15 dakika otoklavlanarak sterilize edilir.
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3.4.1.3. 4 Molar Sodyum Kloriir (NaCl) Cozeltisi

233,6 gram sodyum kloriir tartilarak erlene alinir. Uzerine 800ml ddH,O ilave
edildikten sonra manyetik karistirict yardimiyla iyice c¢oziindiiriiliir. Balon jojeye
aktarilarak 11t’ye tamamlanir. Hazirlanan ¢ozelti 120°C’de 15 dakika otoklavlanarak

sterilize edilir.

3.4.1.4. Lokositleri Par¢calama Tamponu (White Blood Cell Buffer-WBL)
25ml 4M sodyum kloriir ve 50ml 0.5M etilen diamin tetra asetat (EDTA) direkt

balon jojeye aktarilarak 1lt’ye tamamlanir. Hazirlanan ¢ozelti 120°C’de 15 dakika

otoklavlanarak sterilize edildikten sonra oda 1sisinda saklanir.

3.4.1.5. 1 Molar Tris Tamponu (Stok)

121,1gram Tris baz tartilarak bir behere alinir. Uzerine 42ul hidroklorik asit ile
yaklasik 800ml ddH,O eklenerek manyetik karistirici yardimiyla iyice ¢oziindiiriiliir.
Daha sonra balon jojeye aktarilir ve 11t’ye tamamlanir. Hazirlanan ¢ozelti 120°C’de 15

dakika otoklavlanarak sterilize edilir.

3.4.1.6. 9,5 Molar Amonyum Asetat Cozeltisi

73,22 gram amonyum asetat tartilarak beher icine alinir. Uzerine 80ml ddH,0
eklenerek manyetik karigtiricida ¢6ziindiiriiliir. Balon jojeye aktarilir ve ddH,O ile
100ml’ye tamamlanir. 0,22 mikronluk filtreden gegirilerek sterilize edilir ve +4°C’de

saklanir.

3.4.1.7. %10’luk Sodyum Dodesil Siilfat (SDS) Cozeltisi

10 gr sodyum dodesil siilfat tartilir. SDS tozlarin1 kaldirmamaya dikkat ederek beher
igine alinir ve tzerine 80ml ddH,O eklenir. Manyetik karistirict yardimi ile
¢cOziindiiriiliir ve pH’s1 7,2’ye ayarlanir. 0,22 mikronluk filtreden geg¢irilerek sterilize

edilir ve oda 1s1sinda saklanir.

3.4.1.8. Proteinaz K (20 mg/ml)
20 mg proteinaz K tartilarak steril bir gode icinde steril ddH,O ile 1ml’ye

tamamlanir ve -20°C’de saklanir.

3.4.2. Agaroz Jel Elektroforezi’nde Kullanilan Cozeltiler

3.4.2.1. Etidyum Bromiir (10 mg/ml)
10 gram etidyum bromiir tartilarak steril ddH,O ile 10ml’ye tamamlanir.
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3.4.2.2. Agaroz Jel Yiikleme Tamponu (5x)
20 gram Ficoll 400, 1gram SDS, 1,2ml 0,5 molarlik etilen diamin tetra asetat,
Iml Imolarlik Tris (pH 8.0), 200 mg Bromo fenol mavisi, 200 mg Ksilen siyanol

tartilarak steril ddH2O ile 100ml’ye tamamlanir. Oda 1sisinda saklanir.

3.4.2.3. 50x Tris - Asetik asit - Etilen Diamin Tetra Asetat (TAE) Tamponu

242 gram tris baz tartilarak bir behere alinir. Uzerine 57,1ml Glasiyal asetik asit
ve 100ml 0,5 molarlik etilen diamin tetra asetat ve 800ml ddH,O ilave edilerek
manyetik karistiricida ¢oziindiiriiliir. Balon jojeye aktarilarak 1 litreye tamamlanir.
Hazirlanan ¢ozelti 120°C’de 15 dakika otoklavlanarak sterilize edilir ve oda 1sisinda

saklanir.

3.4.2.4. 5X Tris-Borik Asit-Etilen Diamin Tetra Asetat (TBE) Tamponu

54 gram tris baz ve 27,5 gram borik asit tartilarak bir behere alinir. Uzerine
20ml 0.5 molarlik etilen diamin tetra asetat ve 800ml ddH,O ilave edilerek manyetik
karistiricida ¢ozilindiiriiliir. Balon jojeye aktarilarak 1 litreye tamamlanir. Hazirlanan

¢ozelti 120°C’de 15 dakika otoklavlanarak sterilize edilir ve oda 1si1sinda saklanir.

3.5. KULLANILAN YONTEMLER

3.5.1. PERIFERIK KANDAN DNA iZOLASYONU

EDTA’L tiiplerle alinan 10ml.lik kan 6rnekleri ¢alisma i¢in falkon tiiplerine
aktarilir. Uzerilerine 1:3 oraninda lysis eklenerek +4°C’de 15dk. bekletilir. Daha sonra
1500rpm'de 10dk. santrifiij edilir ve siipernatant kisimlar1 atilarak pelletler tamamen
siispansiyon durumuna getirilir ve iizerlerine tekrar 15-20ml. lysis eklenir. Ornekler
+4°C’de 15dk. bekledikten sonra 10dk.1500rpm’de santrifiij edilir. Siipernatant
kisimlart atilir ve siispanse olan pellet tizerine 500 pul %10’luk SDS, 75ul proteinaz K
(20mg/ml) ve 9,4 ml 16kosit parcalama ¢ozeltisi eklenerek 56°C’de su banyosunda bir
gece inkiibe edilir. Inkiibasyondan sonra her 1ml &rnek basina 0,37ml olacak sekilde
9,5M’lik amonyum asetat ¢ozeltisi eklendikten sonra karistirilir ve 3000rpm’de 25dk
santrifiij edilerek proteinler ¢oktiiriiliir. Santrifiij sonrasi siipernatant kismi temiz bir
falkona aktarilir ve iizerine 1:2 oraninda %99’luk absolii alkol eklenir ve DNA’nin
presipitasyonu saglanir. Yogunlasan DNA’nin alkol yiizeyine ¢ikmasi beklenir ve DNA
mikropipet ucuyla alinir. DNA %70’lik alkolde yikanir ve korunmak tizere Tris-EDTA

¢Ozeltisinde ¢oziindiiriilerek +4°C’de saklanir.
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3.5.2. Elde Edilen DNA’nin Konsantrasyon ve Kalitesinin Tayini

Elde edilen DNA oOrneklerinde konsantrasyon ve miktar tayini yapmadan dnce
her 6rnekten 20ul alinarak tizeri 380ul 0,5X TE tamponu ile tamamlandi ve bu sekilde
1/20 dilisyonu saglandi. Bu diliisyon drneklerinin daha sonra spektrofotometrede 260
nm ve 280 nm dalga boylarinda OD o6l¢iimleri yapilda.

Spektrofotometrede 260 nm ve 280 nm dalga boylarinda yapilan olgiimlerle
DNA’nin safligi ve konsantrasyonu belirlendi. O.D.;50 / O.D.og9 orami 1,7-1,8 olan
DNA’lar temiz olarak kabul edildi. DNA’nin 50pg/ml ¢ift iplik¢ikli igceriginin 260 nm
dalga boyunda bir optik densite (OD) verdigi kabul edilmektedir. 260 nm’deki 6l¢iim

degeri asagidaki formiile uygulanarak DNA konsantrasyonu hesaplandi.

DNA Konsantrasyonu (ng/ul ): Sulandirma katsayisi (100) x Ayso X 50

DNA o6rneklerinin safligi OD2g0/ODogg oran1 kullanilarak belirlendi. Yeterince
iyi saflikta kabul edilen DNA’nin ODyg0/ ODygp degeri yaklasik 1,8’dir. Ortamda fenol
veya protein mevcutsa bu oran 1,8’den kiigiik olacaktir. OD,0/ODjgy degeri 2’den

biiyiikse ortamda RNA bulundugu anlamina gelir.

3.6. PZR Yontemi ile TIMP-1_372, TIMP-2_418 ve TIMP-2_303 Gen Bolgelerinin

Cogaltilmasi ve RFLP Yontemiyle Polimorfizm Analizi

Genomik DNA Orneklerinde MMP-3 ve MMP-12 gen bolgeleri polimeraz
zincir reaksiyonu (PZR) ile ¢ogaltildi. DNA 6rneklerinin her birinin amplifikasyonu
igin 10x PZR tamponu (10mM Tris-HCI, 50 mM of KClI, 1,75 mM of MgCl,), 2,5mM
dNTP, 0,1 iinite Taq DNA polimeraz TIMP-1_372, TIMP-2_418 ve TIMP-2_gen
bolgelerine 6zgii her bir primerden 100pmol/pl ve 500ng DNA igeren toplam 25ul’lik
PZR karigimi hazirlandi.

3.6.1. PZR’da Kullamlan Kimyasal Maddeler

DNA Tag polimeraz enzimi (5U/ul)

PZR reaksiyonundaki konsantrasyonu 2,5 unite olacak sekilde 50 pl’lik PZR
karigimina 0,3 pul eklendi.

10 X DNA Tag PZR Tamponu (NH,) 2SO, ‘1ii
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Tris-HCI’den 100mM (pH 8,8, 25°C’de), S00mM KCI ve %0,8 Nonidet P40
igeren 10X Taq PZR tamponundan 25 pl’lik PZR karisimina 2,5 ul eklendi.

MgCl, (25mM/ml)

MgCl;’den 25 ul’lik PZR karisimina 1,5 pl eklendi.

dANTP’ler (100 umol/ml)

dNTP’den (2,5Mm) 25 pl’lik PZR karisimina 1,5 pl eklendi.
3.6.2. TIMP-1_372T>C, TIMP-2_418G>C ve TIMP-2_303C>T Gen Bolgelerinin
PZR Yontemi ile Cogaltilmasi

TIMP-1_372T>C gen bolgesi optimize edilmis PZR protokolii (Tablo 1) ve
PZR sartlar1 (Tablo 5) ile amplifiye edilmistir.

TIMP-2_418G>C gen bolgesi optimize edilmis PZR protokolii (Tablo 3) ve
PZR sartlar1 (Tablo 7) ile amplifiye edilmistir.

TIMP-2_303C>T gen bolgesi optimize edilmis PZR protokolii (Tablo 5) ve PZR
sartlar1 (Tablo 9) ile amplifiye edilmistir.

Tablo 1: TIMP-1_372T>C gen bélgesi icin kullanilan PZR Protokolii

KIMYASALLAR MIKTARLAR

SU 17,5 ul
dNTP 1,5 ul
MgFree Buffer 2,5ul
MgCl 1,5 ul
Primer mix 1l
Taq 0,3 ul
DNA 1l




Tablo 2 : TIMP-1_372T>C gen bdlgesi icin kullanilan amplifikasyon sicakliklar

95°C 5 dk

94°C 45 sn

56°C 45 sn} 35dongi
72°C 45 sn

72°C 5dk

Tablo 3 : TIMP-2_418G>C gen bdlgesi icin kullanilan PZR Protokolii

KIMYASALLAR MIKTARLAR
SU 17,5 ul

dNTP 1,5 ul
MgFree Buffer 2,5 ul

MgClI 1,5 ul

Primer mix 1l

Taq 0,3 ul

DNA 1pl

Tablo 4: TIMP-2_418G>C gen bolgesi icin kullamilan amplifikasyon sicakhiklar:

95°C 5 dk

94°C 45 sn

56°C 45 sn 35dongu
72°C 45 sn

72°C 5 dk

Tablo 5 : TIMP-2_303C>T gen bolgesi i¢in kullanilan PZR Protokolii

KIMYASALLAR MIKTARLAR
SuU 17,5l
[dNTP 1,5ul
MgFree Buffer 2,5 ul

19
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MgCl 1,5 ul
Primer mix 1l
Taq 0,3 nl
DNA 1pl

Tablo 6 : TIMP-2_303C>T gen bdélgesi i¢in kullanilan amplifikasyon sicakliklar

95°C 5 dk

94°C 45 sn

56°C 45 sn 35dongi
72°C 45 sn

72°C 5dk

3.6.2.1. %3’lik Agaroz Jel Hazirlanmasi

Elektoforezde stok 5X TBE tamponundan hazirlanan 1 X TBE kullanildi. 6 gr.
agaroz (Promega MBG) tartilarak erlen igine konuldu. Uzerine son hacim 200 ml.
olacak sekilde 1X TBE tamponu eklenerek, mikrodalga firinda kaynatma yolu ile
¢oziindiiriildi. Erlenin sicakligi elle tutulabilecek sicakliga diistiigiinde (50-55°C )
¢Oziinmiis agaroz jel i¢cine 1 pl etidyum bromiir (10mg/ml) ilave edildi. Hazirlanan jel
yatay jel yatagi i¢ine dokiilerek, yilikleme kuycuklarinin olusmasi i¢in tarak
yerlestirilerek donmaya birakildi. Jel donduktan sonra tarak dikkatlice ¢ikarildi ve jel

ornek yliklenmesi i¢in hazir duruma geldi.

3.6.2.2. PZR Uriinlerinin Agaroz Jel’e Yiiklenmesi
Yiikleme Tamponu (Loading Buffer : 6X)

Yiikleme tamponu (loading buffer) olarak %40 siikroz + %0,25 bromfenol

mavisi karisimi kullanildi

%?3’lik jel hazirlandiktan sonra 1X TBE tamponu iceren jel tanki i¢ine uygun
sekilde konuldu. Agaroz jelin ilizerini 2-3 ml gececek sekilde 1X TBE tamponu jel
tizerine eklendi. 7 pl PZR firiliniine, 1,5 pl yiikleme tamponu (6X) eklenip pipetleme
yapilarak karistirildi. 10 pl’lik 6rnek karisimi kuyucuklara sirasiyla yiiklendi. Yiikleme
isleminden sonra jel tankinin kapagi kapatildi. Giig kaynag (E-C apparatus
Corporation, E-C4000P) 500 miliamper 120 volt elektrik giiciine ayarlanarak

elektroforez jel yiiriitiilmesi gergeklestirildi.
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3.6.2.3. PZR Uriinlerinin Kontrolii
TIMP-1_372T>C, TIMP-2_418G>C ve TIMP-2_303C>T genlerine ait istenilen
bolgelerinin PZR firiinlerinin olusup olusmadigini kontrol etmek amaci ile her iki bolge
icin de ayr1 ayr1 PZR tiipiinden alinan 7 ul 6rnek 1,5 pl yiikleme tamponu ile
karistirilarak yukarida tanimlanan elektroforez sisteminde 120 voltluk elektrik akiminda
yiiriitiildii. Yiiriitme isleminden sonra jel UV 151k altinda (304 nm dalga boyunda) PZR
rtinleri incelendi ve fotografi UV transilliminator diizeneginde ¢ekildi. PZR
reaksiyonlart sonucu TIMP-1_372T>C geninden 175 bg, TIMP-2_418G>C geninden
304 bg ve TIMP-2 303C>T geninden 119 bg’lik bir iirlin elde edilmesi beklendi.

3.6.2.4. TIMP-1_372T>C geninden 175 b¢, TIMP-2_418G>C geninden 304 b¢ ve
TIMP-2_303C>T geninden 119 b¢’lik Gen Polimorfizminin Belirlenmesi icin PZR

Uriinlerinde Restriksiyon Enzim Analizi

BssSI Kesim _enzimi (10U/ul): BssSI enzimi 10X Buffer Tango ile birlikte TIMP-

1 372T>C gen polimorfizminin belirlenmesi i¢in kullanildi.

BssSI enziminin tanidigi dizi ve kesim yeri:

}
f

BsoBl Kesim enzimi (10U/ul): BsoBl enzim 10X NEBuffer 2 ile birlikte TIMP-

2_418G>C gen polimorfizminin belirlenmesi i¢in kullanildi.

BsoBI enziminin tanidig1 dizi ve kesim yeri:

|

TspRI Kesim_enzimi (10U/ul): TspRI enzim 10XBuffer Tango ile birlikte TIMP-

2 303C>T gen polimorfizminin belirlenmesi i¢in kullanild1.

TspRI enziminin tanidig1 dizi ve kesim yeri:

'
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3.6.2.5. Restriksiyon Enzim Kesimleri

PZR iirlinii saptanmis 6rneklerden toplam hacimleri 10,5 ul ve 8,45 ul olacak
sekilde restriksiyon enzim kesimleri tablo de belirtilen ¢ozeltilere, BssSI, BsoBI ve
TspRI enzimlerinin eklenmesi ile gergeklestirildi. Bu kesim islemlerinde kulanilan
enzimlerden BssSI ve BsoBl i¢in optimum sicaklik 37°C’de 16 saat, TspRI enzimi igin
optimum sicaklik 65°C’de 4 saat olmustur. BssSI enzimi i¢in kesim protokolii tablo
10’da, BsoBI enzimi igin kesim protokolii Tablo 8’de ve TspRI enzimi igin kesim

protokolii Tablo 9’de verildigi gibidir.

Tablo 7 : BssSI enzimi i¢in kesim protokolii

KiMYASALLAR MIKTARLAR

Distile SU 4,5 ul
Buffer 0,5l
BssSI Enzim 0,25 ul
PZR Uriinii o

Tablo 8 : BsoBl enzimi icin kesim protokolii

Distile SU 4,5 ul
Buffer 0,5l
BsoBIl Enzim 0,25 ul
PZR Uriinii o

Tablo 9: TspRI enzimi icin kesim protokolii

KiMYASALLAR MIKTARLAR

Distile SU 4,5 ul
Buffer 0,5l
TspRI Enzim 0,25 ul
PZR Uriinii woul
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3.6.2.6. BssSl, BsoBI ve TspRI Enzimleri Kesim Uriinlerinin Kontrolii
%3’liik agaroz jel hazirlandi. BssSI kesim enzimi ile kesilen PZR iiriiniinden 12
ul ve yiikkleme tamponundan 1 ul, BsoBI kesim enzimi ile kesilen PZR {iriinlinden 12
ul ve yiikkleme tamponundan 1 pl ve TspRI kesim enzimi ile kesilen PZR iiriiniinden
12 pl ve yiikleme tamponundan 1 pl alinarak karistirilip %3’liik agaroz jeldeki kuyulara
yiikleme yapildi. Kesim trtinleri (50 bp marker) DNA molekiiler marker ile birlikte

yiiriitildii. Yiriitme sonrsi jel lizerindeki bantlar, UV 151k (304 nm) altinda incelendi

3.6.2.7. BssSl, BsoBI ve TspRI Enzimleri Kesim Sonu¢larinin Degerlendirilmesi

BssS| Enzimi Kesim Sonuclarimin Degerlendirilmesi

Kesim iglemi yapilmadan once elde edilen PZR iriinlerinin  bant
biyiikliiklerinin 175 b¢ oldugu saptandi. BssSI ile kesim sonrasi; 175, 152 ve 23 bg
biiyiikliigiinde bantlar goriildii. Kesim sonucu sadece 175 bg’lik bant goriildiigiinde TT
(polimorfizm yok), 152 ve 23 bg¢’lik bantlar goriildiigiinde CC (homozigot mutant), 175,
152 ve 23 bg’lik bantlar goriildiiginde ise CT (heterozigot mutant) olarak

degerlendirildi.
175beg
152 bg
S50 bp DNA
Ledder 175,152 23 be
bc g

Sekil 5 : TIMP-1_372T>C polimorfizmi kesim goriintiisii
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BsoBl Enzimi Kesim Sonuclarinin Degerlendirilmesi

Kesim islemi yapilmadan once elde edilen PZR iiriinlerinin bant biiyiikliiklerinin
304 bp oldugu saptandi. BsoBl ile kesim sonrast; 230, 51 ve 23 bg biiyiikliigiinde
bantlar goriildi. Kesim sonucu sadece 304 bg¢’lik bant goriildiigiinde AA (polimorfizm
yok), 230, 51 ve 23 b¢’lik bantlar goriildiigiinde GG (homozigot mutant), 304, 230, 51
23 b¢’lik bantlar goriildiigiinde ise AG (heterozigot mutant) olarak degerlendirildi.

Sl bp DN
vriee GG | |GG cc

304 bg 230 be

Sekil 6 : TIMP-2_418G>C polimorfizmi kesim goriintiisii

TspRI Enzimi Kesim Sonuclarinin Degerlendirilmesi

Kesim islemi yapilmadan 6nce elde edilen PZR iiriinlerinin bant biiyiikliiklerinin
119 bp oldugu saptandi. BSoBI ile kesim sonrasi; 97, 24 ve 16 bg biiyiikliigiinde bantlar
goriildii. Kesim sonucu sadece 112 ve 16 bg’lik bant goriildiigiinde GG (polimorfizm
yok), 97, 24 ve 16 b¢’lik bantlar goriildigiinde AA (homozigot mutant), 112, 97, 24, 16
b¢’lik bantlar goriildiigiinde ise GA (heterozigot mutant) olarak degerlendirildi.
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S0bp
DNA
Ledder|

* 4+ €+ 9

GA GG

3

112
bp

97
16 bp
bp

24
bp

Sekil 7 : TIMP-2_303G>A polimorfizm kesim goriintiisii

3.7. SERUM TIMP-1 VE TIMP-2 DUZEYLERININ ELISA (ENZYME LINKED
IMMUNOSORBENT ASSAY) YONTEMI iLE TAYINI

Hasta ve kontrol gruplarma ait kuru tipe alinan kan Orneklerinden
santrifiigasyon islemi sonrasinda serum Ornekleri ayrilmistir. Ayrilan serum G6rnekleri

ELISA yontemi ile ¢alisilana kadar -80°C*de dondurulmustur.

3.7.1. ELISA Yonteminin Genel Prensipleri

ELISA saptanmak istenen antijen (Ag) veya antikorlarin (Ab) tayininde

kullanilan duyarl1 bir laboratuar yontemidir.

ELISA iki 2 farkli yontem ile 6l¢iim yapar:

1) Ortamdaki antijenleri taniyabilen antikorlarin kullanimi ile antijenleri saptar.
2) Kullanilan antijenler sayesinde ortamdaki antikorlar: saptar.

Antikorlar kullanilan test kitindeki kuyucuklarin duvarina yapisarak reaksiyona
girerler. Antikor veya antijen varliginda bir renk degisimi meydana gelir, bu renk
degisimi 15181 kirilma ve emilimi kuralina dayanarak calisan bir alet sayesinde bize
yogunlagma ve emilme olarak sonuglar verir.

ELISA yontemi 5 basamakta yapilan bir iglemdir:

1) ELISA kabindaki kuyucuklar antijen ile kaplanir.
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2) Yanlis pozitif sonucu dnlemek i¢in antijen ile kaplanmamis yerler kapatilir.
3) Kuyucuklara antikor eklenir.
4) Bir enzime bagl olan fare veya tavsan karsit1 IgG kuyucuklara eklenir. Bu ortamdaki
ikinci antikordur.
5) Substratin enzimle reaksiyonu sonucu beklenen renk degisimi olursa bu bir pozitif
reaksiyondur ve renk degisiminin 15181 emilimine gore yogunluk belirlenir.

Kullanilan ELISA kitleri ile hedef protein miktar1 fotometrik okuyucu sayesinde
saptanan renk degisikliginin sablon egriye (standard curve) olan oranindan

yararlanilarak bulunabilir.

3.7.1.1. Serumda Human TIMP-1 Diizey Tayin Protokolu
Serum Orneklerinde TIMP-1 seviyesi tayini Sandvi¢ ELISA (Enzyme Linked
Immunosorbent Assay) yontemi ile Quantikine R&D System Kkiti  kullanilarak
gerceklestirilmistir (42).
Kullanilan standart soliisyonlar 0, 0.156, 0.313, 0.625, 1.25, 2.5, 5 ng/ mL
olacak sekilde hazirlanmistir. Islem asamalar1 asagidaki sekilde yapilmistir:
a) Tim aywraglar ve drnekler oda sicakligina getirilip vortekslenip karigtirilmstir.
b) Kullanilacak o6rnekler (serum,plazma vb.)standart seyreltici tampon ile
sulandirilmstir.
¢) Kuyucuklara 100 pl Assay Diluent RD1X eklenmistir, oda sicakliginda 500
rpm’de calkalanmistir.
d) Her kuyucuk 400 ul Wash Buffer ile 3 defa yikanmustir.
e) Her kuyucuga 200 ul TIMP-1 konjugat: eklenip 1 saat boyunca oda sicakliginda
calkalanmustir.
f) Her kuyucuk 400 pl Wash Buffer ile 3 defa yikanmustir.
g) Her kuyucuga 200 pl Substrat solusyonu eklenip oda sicakliginda, karanlikta 30
dakika inkiibasyon yapilmistir.
h) Her kuyucuga 50 ul Stop Solusyonu eklenmistir(kuyucuklarin rengi maviden
sartya donmiistiir).

i) Referans olarak 450 nm dalga boyunda ELISA okuyucusunda okuma yapilmistir

3.7.1.2. Serumda Human TIMP-2 Diizey Tayin Protokolii
Serum Orneklerinde TIMP-2 seviyesi tayini Sandvi¢ ELISA (Enzyme Linked
Immunosorbent Assay) yontemi ile Quantikine R&D System kiti kullanilarak

gerceklestirilmistir (43).
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Kullanilan standart soliisyonlar 0, 0.156, 0.313, 0.625, 1.25, 2.5, 5 ng/ mL

olacak sekilde hazirlanmustir. Islem asamalar asagidaki sekilde yapilmustir:
a) Her kuyucuga 100 ul Assay Diluent RD1W eklenmistir..

b) Kuyucuklara 50 pl standart, kontrol ve drnek eklenip oda sicakliginda 2 saat
500 rpm’de ¢alkalanmustir.

¢) Her kuyucuk 400 ul Wash Buffer ile 4 defa yikanmustir.

d) Her kuyucuga 200 pl TIMP-2 konjugati eklenip 2 saat oda sicakliginda

calkalanmustir.
e) Her kuyucuk 400 ul Wash Buffer ile 4 defa yikanmustir.

f) Her kuyucuga 200 pl Substrat Solusyonu eklenip karanlikta 30 dakika

inkiibasyona brakilmistir.

g) Her kuyucuga 50 ul Stop Solusyonu eklenmistir(kuyucuklarin rengi maviden

sartya donmiistiir).

h) Referans olarak 450 nm dalga boyunda ELISA okuyucusunda okuma
yapilmugtir.

3.7.2. Sonuglarin Degerlendirilmesinde Kullanilacak Istatistiksel Yontemler

Bu c¢alismanin istatiksel analizi SPSS 11.0 paket programi kullanilarak
yapilmigtir. Istatiksel anlamlilik smir1 p<0.05 olarak alinmistir. Sonuglar ortanca
(median) ve median interquarter range (EQR) veya ortalama standart sapma olarak
verilmistir.

Genotip ve allelerin  goriilme sikliginin  gruplararast  farkliliklarinin
degerlendirilmesinde Ki Kare, Fisher, Kruskal Wallis ve Mann-Whitney testleri
kullanilmistir.

Inflamasyon belirteglerinin birbirleri arasindaki ve inflamasyon belirtecleri ve
lipid degerleri arasindaki iliski Pearson Korelasyon Testi (Katsayisi) ile irdelenmistir.

Genotip ve allellerin aktivite lizerindeki etkilerinin belirlenmesi i¢in Student’s t-
testi ve Annova kullanilmigtir. Allel frekanslar1 gen sayma metoduna gore yapilmigstir.

Hasta ve kontrol grubuna ait serum diizeylerinin karsilastirilmasinda Wilcoxon

testi kullanilmstir.
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4. BULGULAR

Calisma gruplarimiza ait demografik bilgiler tablo 10’da gosterilmistir. Calisma
gruplarimizin yaglar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik bulunmamaktadir. Hasta
grubunda kolesterol (p:0,035, %95CI:0,92-25,23), LDL-K (p:0,001, %95ClI:12,38-34,05), ve
aclik kan sekeri diizeyleri (p:0,001, %95Cl1:0,90-12,23)kontrol grubuna gore anlamli derecede
yiiksek olarak gozlenmistir. Kontrol grubunda ise hasta grubu ile karsilastirilidiginda HDL-K
diizeyleri istatistiksel olarak artmis sekilde bulunmustur (p:0,037, %95C1:0,40-12,45).

Tablo 10: Calisma gruplarina ait demografik bilgiler

Grup N Ortalama+SD

Kolesterol Diyabet 74 184,98+40,47*
Kontrol 75 171,90+34,25

LDL-K Diyabet 74 113,85+£37,10%**
Kontrol 75 90,64+29.27

HDL-K Diyabet 74 43,67+20,86
Kontrol 75 50,10£15,95%***

VLDL-K Diyabet 74 33,08+13,86
Kontrol 75 31,16+20,52

Trigliserid Diyabet 74 167,36+69,12
Kontrol 75 157,72+102,47

Aglik Kan Sekeri  |Diyabet 77 166,25+35,25%%*
Kontrol 75 91,23+10,98

CRP Diyabet 46 11,10+£12,14
Kontrol 0

Homosistein Diyabet 34 14,50+7,14
Kontrol 0

AST Diyabet 65 30,26+27,96
Kontrol 0

ALT Diyabet 65 25,24+12,89
Kontrol 0

Ure Diyabet 64 42,98+17,78
Kontrol 0

BUN Diyabet 65 20,28+9,27




Kontrol 0

kreatinin Diyabet 65 0,98+0,83
Kontrol 0

HbAlc Diyabet 74 9,15+9,47
Kontrol 0

Yag Diyabet 77 64,449 80
Kontrol 75 61,40+8,80

TIMP-1 T372C Genotip ve Allellerinin Dagilimu:
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Calisma gruplarimizda TIMP-1 T372C genotip ve allellerinin dagilimi tablo 11°de

gosterilmgtir. Hasta grubunda dogal tip TT genotipi tasima orani kontrol grubuna gore

anlamli derecede yiiksek olarak tespit edilmistir (p:0,022, kikare:5,23, OR:2,12,
%95CI:1,10-4,06). Kontrol grubunda ise CT genotipi (p:0,009, kikare:6,78, OR:1,50,
%95CI:1,09-2,07) ve C alleli (p:0,022, kikare:5,23, OR:1,41, %95CI:1,04-1,92) tasima

siklig1 hasta grubuna gore anlamli derecede yiiksek olarak bulunmustur.

Tablo 11: Calisma gruplarinda TIMP-1 T372C genotip ve allel dagilimlar

Grup TIMP-1 T372C
GENOTIPLER ALLELLER
TT TC cC T C
Kontrol  (n) 28 47** 0 103 L7x**
(%0) | 373 62,7 0 68,6 31,4
Diyabet (n) 43* 32 2 118 36
(%)| 55,8 41,6 2,6 81,4 18,6

n:birey sayisi, *p:0,022; **p:0,009; ***p:0,022
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TIMP-1 T372C Genotip Dagihimina Gore Demografik Bilgiler:
Tablo 12°de ¢alisma gruplarina ait demografik bilgilerin TIMP-1 T372C genotiplerine
gore dagilimlar1 gosterilmistir. Buna gore hasta grubunda CC genotipine sahip
bireylerde TC (p:0,007, %95CI:7,40-45,91) ve TT genotipi (p:0,032, %95CI: 1,90-
40,06) tasiyanlara gore VLDL-K ve trigliserid diizeyleri artmis olarak gdzlenmistir.
Kontrol grubunda istatistiksel bir farklilik bulunmamustir.

Tablo 12 :Calisma gruplarinda TIMP-1 T372C genotip dagilimima gore demografik

bilgiler
Hasta Kontrol
TIMP 1T372C
N Ortalama+=SD N Ortalama+SD
TT 42 191,33+39,73 28 171,10+£39,98
TC 30 173,73+39,90 47 172,38+30,80
Kolesterol
CcC 2 220,50+26,16 0
TT 42 112,33+36,20 28 92,85+32,85
TC 30 114,92+39,87 47 89,31+27,20
LDL-K
CC 2 129,70+0,42 0
TT 42 46,73+26,19 28 48,50+13,80
TC 30 39,99+9,57 47 51,06+17,18
HDL-K
cc 2 34,5042,12 0
T 42 34,81+14,37 28 31,35+21,56
TC 30 29,14+10,29 47 31,04+20,11
VLDL-K
cC 2 55,80+29.41 0
TT 42 174,64+72,04 28 158,75+107,46
TC 30 149,66+51,81 47 157,10£100,55
Trigliserid
cC 2 280,00+145,66 0
TT 29 11,93+£14,28
CRP
TC 15 9,56+7,74 - -
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cC 2 10,64+5,45

TT 20 14,54+6,81

TC 12 13,30+7,61

homosistein

CcC 2 21,25+7,56

TT 37 25,54+10,39

TC 26 37,96+41,70
AST

CcC 2 17,50+2,12

TT 37 24,10+12,30

TC 26 27,57+13,80
ALT

cC 2 16,00+8,48

TT 37 42,88+17,71

TC 25 43,16+18,95
Ure

CcC 2 42.80+0

TT 37 19,98+8,24

TC 26 20,73+11,04
BUN

CcC 2 20,00+0

TT 37 0,93+0,46

TC 26 1,05+1,20

kreatinin

CC 2 0,90+0

TT 41 8,06+2,21

TC 31 10,68+14,40

HbAlc
CcC 2 7,85+3,04
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TIMP-2 G418C Genotip ve Allellerinin Dagilim:
Calisma gruplarin1 TIMP-2 G418C genotip ve allellerine gore kiyasladigimizda ise

gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik gbzlenmemistir (Tablo 13).

Tablo 13: Calisma gruplarinda TIMP-2 G418C genotip ve allel dagilimlari

Grup TIMP-2 G418C
GENOTIPLER ALLELLER
GG GC cC G C
Kontrol (n) 67 8 0 142 8
(%) | gg3 10,7 0 94,6 5,4
Diyabet (n) 69 6 2 144 10
(%)| 89,6 7.8 2,6 93,5 6,5

n:birey sayisi

TIMP-2 G418C Genotip Dagilimina Gore Demografik Bilgiler:

TIMP-2 G418C genotiplerine gore demografik bilgiler tablo 14’de gosterilmistir. Hasta
grubunda CRP (p:0,001, %95Cl:4,35-13,27) ve kreatinin (p:0,018, %95CI: 0,07- 0,71)
diizeylerinin GG tasiyan bireylerde GC genotipi tagiyanlara gore anlamli olarak arttig1

tespit edilmistir.
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Tablo 14 :Calisma gruplarinda TIMP-2 G418C genotip dagilimma gore demografik

bilgiler
HASTA KONTROL
TIMP2 G418C
N Ortalama+ SD N Ortalama+ SD
GG 66 184,0941,50 67 173,55+33,81
Kolesterol
GC 6 193,33+21,95 8 158,12+37,14
GG 66 113,28+37,01 67 93,02+28,63
LDL-K
GC 6 105,36+37,57 8 70,62+28,57
GG 66 43,61+21,73 67 49,65+15,71
HDL-K
GC 6 45,66+13,98 8 53,87+18,62
GG 66 32,90+14,17 67 30,94+19,19
VLDL-K
GC 6 34,93+13,19 8 33,00+31,24
GG 66 166,63+70,67 67 156,56+95,91
Trigliserid
GC 6 175,004£65,99 8 167,37+155,39
GG 4 12,06+12,52 - )
CRP
GC 5 3,2442 25
GG 30 15,23+7,13 ; ]
homosistein
GC 4 8,97+4,78
GG 59 30,76429,26 - )
AST
GC 5 23,40+5,36
GG 59 24,62+13,09 - .
ALT
GC 5 29,60+9,63
GG 58 43,85+18,28 - i
Ure
GC 5 35,0949,87
GG 59 20,70+9,56 - )
BUN
GC 5 16,40+4,61
GG 59 1,01+,86 ; )
kreatinin
GC 5 624,22
GG 67 9,13+9,93 ; )
HbAlc
GC 6 8,65+1,92
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TIMP-2 G303A Genotip ve Allellerinin Dagilim:
TIMP-2  G303A genotip ve allel dagilimlarina gore c¢alisma gruplarini
karsilastirdigimizda su sonuclar1 elde ettik: Hasta grubunda mutant AA genotipi (
p:0,001, kikare:21,15, OR:1,32, %95ClI:1,16-1,50) ve A alleli ( p:0,004, kikare:8,28,
OR:2,67, %95Cl:1,35-5,28) tasima sikliklar1 kontrol grubuna gore istatistiksel olarak
artmistir. Kontrol grubunda ise GG genotipi ( p:0,004, kikare:8,28, OR:1,44,
%95CI:1,11-1,87) ve G alleli ( p:0,001, kikare:21,15, OR:1,32, %95Cl:1,16-1,50)

tasima oranlarinda anlamlilik derecesinde yiikselme gozlenmistir (Tablo 15).

Tablo 15: Calisma gruplarinda TIMP-2 G303 A genotip ve allel dagilimlari

Grup TIMP2G303A
GENOTIPLER ALLELLER
GG GA AA G A
Kontrol (n) | 55*** 20 0 130**** 20
(%) | 733 26,7 0 87,3 12,7
Diyabet (n) 39 19 19* 97 57**
(%)| 50,6 24,7 24,7 62,9 37,1

n:birey sayisi, *p:0,001; **p:0,004; ***p:0,004; ****p:0,001

TIMP-2 G303A Genotip Dagimina Gore Demografik Bilgiler:

TIMP-2 G303A genotip dagilimlarina gére demografik bilgileri inceledigimizde GA
genotipine sahip hastalarda GG genotipi tasiyanlara gore kreatinin diizeylerini artmis
olarak saptadik (p:0,042, %95CI: 0,02-1,07). Kontrol grubunda istatistiksel bir farklilik
bulunmamustir (Tablo 16).
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Tablo 16:Calisma gruplarinda TIMP-2 G303A genotip dagilimima goére demografik

bilgiler
hasta kontrol
TIMP 2 G303A
N Ortalama+SD N Ortalama+SD
GG 37 186,08+40,188 55 172.85+34,57
GA 19 189,52+41,99 20 169.30434,10
Kolesterol

AA 18 177.94+40.87 ] ]
GG 37 106,57+35,42 55 92.49+29.46
GA 19 121,17+38,10 20 85.55428.87

LDL-K
AA 18 121,08+38.54 ] ]
GG 37 40,80+10,97 55 49,05+15,55
GA 19 51,73+36,71 20 53.00417.10

HDL-K
AR 18 41,05+9.42 ] ]
GG 37 33,58+12,98 55 32,05422,02
GA 19 34,46+13,41 20 28,70+15,92

VLDL-K
AA 18 30,58416.39 ] ]
GG 37 171,54+65,44 55 162,16+109.83
GA 19 173,42:+65,77 20 145,50+79.98
Trigliserid
AA 18 152,38+80,96 ] ]
oG 20 11.87+12.66
A L0 5,44+4.99 ] ]
CRP
AA 5 16.67+15.76 ] ]
oG 21 14.6747.78
homosistein

A o 13,45:+4.50 ] ]
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AA 4 15,95+9,87

GG 36 34,44+36,27

GA 13 27,76+11,41
AST

AA 16 22,87+7,52

GG 36 25,86+11,09

GA 13 27,92+18,67
ALT

AA 16 21,68+11,08

GG 36 42 53+14,54

GA 13 50,46+28,62
Ure

AA 15 37,58+10,36

GG 36 19,73+6,70

GA 13 24,53+16,44
BUN

AA 16 18,06+4,87

GG 36 0,85+0,27

GA 13 1,40+1,78

kreatinin

AA 16 0,93+0,20

GG 37 7,69+1,99

GA 19 8,77+2,61

HbAlc
AA 18 12,57+18,78
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Hasta Grubunda TIMP-1 ve TIMP-2 Serum Diizeyleri Dagilim:
Calisma gruplarimiza ait serum TIMP-1 ve TIMP-2 diizeyleri tablo 17°da gosterilmistir.

TIMP-1 diizeylerinin diyabetik hastalarda saglikli gruba gore istatistiksel olarak arttigi
goriilmiistiir (p:0,001, %95C1:1,11-2,84).

Tablo 17: Calisma gruplarinda serum TIMP-1 ve TIMP-2 diizeyleri

Grup N Ortalama+SD
TIMP-1 Diyabet 40 5,82+2,37*
(ng/ml) 42 3,84+1,40
TIMP-2 Diyabet 40 3,01+0,97
(ng/ml) 42 2,92+0,51
*p:0,001

Calismamizda yer alan her ii¢ polimorfizme ait genotiplerin dagilimina gore hasta
grubunda serum TIMP-1 ve TIMP-2 diizeyleri tablo 18’de verilmistir. Her g
polimorfizm acisindan TIMP-1 ve TIMP-2 diizeyleriyle anlamli bir iliski

saptanmamistir.

Tablo 18: Hasta grubunda genotip dagilimlarina gore serum TIMP-1 ve TIMP-2

diizeyleri (ng/ml).
%95 Giiven Arahg:
TIMP-2 N Ortalama+SD .
Alt sitmr Ust simir
G303A
GG 22 5,33+1,39 4,71 5,95
TIMP-1 GA 10 6,40+2,50 4,60 8,19
duizeyleri AA 8 6,43+3,97 3,11 9,76
GG 22 3,09+1,08 2,60 3,57
TIMP-2 GA 10 2,72+ .65 2,25 3,18
diizeyleri AA 8 3,15+1,02 2,29 4,00
%95 Giiven Arahg:
TIMP-1 N Ortalama£SD .
Alt simir Ust simir
T372C
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TT 20 5,64+2,68 1,17 1,90
TIMP-1 TC 19 6,00+2,13 1,18 1,86
dijzeyleri CcC 1 6.10 _ _

TT 20 3,20+0,95 0,22 1,00
TIMP-2 TC 19 2,71+0,88 0,03 1,17
diizeyleri cc 1 4,80 - -

%395 Giiven Arahg:

TIMP-2 N OrtalamaxSD .
Alt simir Ust sinir

G418C

GG 36 5,85+2,49 0,99 1,70
TIMP-1 GC 4 5,50+0,88 0,99 1,70
dﬁzeyleri cc 0 _ _ _

GG 36 2,96+0,92 1,77 2,69
TIMP-2 GC 4 3,42+1,44 1,77 2,69
diizeyleri cc 0 - - -

Kontrol Grubunda TIMP-1 ve TIMP-2 Serum Diizeyleri Dagilimu:

Kontrol grubunda ise ayni karsilagtirmayr yaptigimizda TIMP-1 CT genotipine sahip
bireylerde TIMP-1 diizeylerinde artis gozlenmistir (p: 0,015, %95Cl:0,22-1,94) (Tablo
19)

Tablo 19: Kontrol grubunda genotip dagilimlarima gére serum TIMP-1 ve TIMP-2

diizeyleri (ng/ml)
%95 Giiven Arahgi
TIMP-2 N Ortalama+SD .
Alt simr Ust simir
G303A
GG 32 3,86+1,17 1,39 1,62
TIMP-1 GA 10 3,75+2,06 1,39 1,62
diizeyleri AA 0 . - -
GG 32 2,89+0,49 0,34 0,55
TIMP-2 GA 10 3,00+0,60 0,34 0,55
diizeyleri AA 0 - - -
%395 Giiven Arahgi
TIMP-1 N Ortalama+SD .
Alt sitmr Ust simir
T372C
TIMP-1 TT 16 3,16+1,34 0,22 1,94
diizeyleri TC 26 4,25+1,30 033 0,38




Sonug:

cc 0 -
TT 16 2,93+0,60 0,22 1,94
TIMP-2 TC 26 2,91+0,45 0,33 0,38
dﬁzeyleri cC 0 -
%95 Giiven Arahg:
TIMP-2 N Ortalama+SD .
Alt simir Ust simir
G418C
GG 42 3,84+1,40 -
TIMP-1 GC 0 -
diizeyleri cc 0 _
GG 42 2,9240,51 -
TIMP-2 GC -
diizeyleri cc -

39

TIMP-1 T372C dogal tip TT genotipi tasimanin diyabet igin risk faktorii

olabilecegi ayrica C alleli tasimanin ise tip 2 diyabete karsi koruyucu rol

oynayabilecegi izlenimi elde edilmistir.

TIMP-2 G303A mutant AA genotipi ve A alleli tasimanin tip 2 diyabet i¢in risk

faktorii olabilecegi izlenimi elde edilmistir.

Her ii¢ polimorfizmin de serum TIMP-1 ve TIMP-2 diizeylerine etkisi

gozlenmemistir.
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5. TARTISMA

Ekstraseliiler matriks degregasyonu MMP ve TIMP arasinda ki dengeye baglidir. Bu
dengenin degismesi ¢esitli patolojik sonuglara neden olmaktadir. Matriks
metalloproteinazlar (MMP) ekstraselliiler matriks protein bilesenleri (ECM) hidroliz
eden ¢inko bagimli bir grubudur. Substrat 6zelliklerine gore simiflandirilirlar. MMP-1, -
8 ve -13 yani Interstisivel kollajenazlar tip 1 kollajenin yikimindan sorumlu iken,
MMP-2 ve -9 yani jelatinazlar tip 4 kollajenin, MMP-3, -7 ve -10 yani stromelizinler
ise tip 4-5 kollajen ve proteoglikanlarin yikimindan sorumlu baglica MMP sinifi
enzimlerdir. Bu enzimlerin aktivitesinde yada diizeylerinde olusan degisikliklerin gesitli
patolojik durumlara neden oldugu yapilan c¢alismalarla belirlenmisti. MMP ve
TIMP’lerle ilgili yapilan bir ¢alismada ESM(hiicredis1 matriks)’i degrade etmekte etkili
olan MMP’lerin tiimor hiicreleri tarafindan dokulara saldirida ve metastazda kullanilan
esas enzim ailelerinden biri oldugu saptanmistir. Bunun kontroliini de MMP-TIMP
arast baglantilar1 kullanarak tiimortin hizli yayilmasini engellemek amaciyla

kullanilabilecegini agiklamislardir(44).

Yapilan diger bir c¢alismada ise TIMP’lerin asir1 ekspresyonuyla sadece tiimor
hiicrelerini yavaslatmada degil ayrica eritrosit-potansiyelli aktivitesi, hiicre bilylimesini
tetikleyici aktivite, fibroblastlarin niikkleusunda bulunmasi, MCF7 gogiis karsinoma

hiicrelerinin ylizeyine tutunarak niikleusuna translokasyon yapmaktadir(45).

MMP’lerin salinimi gesitli mekanizmalar ile kontrol edilmektedir. MMP’lerin 6zgiil
doku inhibitorleri (Tissue inhibitor of matrix metaloproteinases-TIMP) MMP’lerin
aktivitesini inhibe etmektedir. TIMP’ler, dokularda MMP enzimlerinin 6zgiil ve dogal
inhibitorleri olan proteinlerdir; MMP’ lere sikica baglanirlar ve kompleks olustururlar.
Dort degisik TIMP tanimlanmistir (TIMP-1, TIMP-2, TIMP-3, TIMP-4). TIMP’ler
hiicre dis1t matriksin depolanmasi ve yikimi arasindaki dengenin siirdiiriilmesinde
onemli rol oynarlar. TIMP-1’in; MMP-1, MMP-3 ve MMP-9 iizerine baskilayic etkisi,
TIMP-2’nin ise MMP-2 iizerine baskilayici etkisi digerlerine gore daha belirgindir.
Ulkemizde yapilan bir calismada ise MMP’lerin bobrek hastaligiyla iliskisi ortaya
konulmustur. Bu ¢aligmaya gore bobrek hastasi olan kisilerde MMP aktivitesi normal
kisilere gore daha yiiksek olarak bulunmustur. Bobrek hastaligini engellemek amaciyla

MMP’leri baskilayan dolayisiyla ¢esitli ajanlarin kullanilmasi 6nerilmistir(46).
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Yapilan ¢alismalarda MMP-9’un disregiilasyonun diabetik komplikasyonlarin gelisimi
ile yakindan iliskili oldugu belirlenmistir. MMP-2’nin diabette anjiyogenez
mekanizmalarin1 aktive ettigine dair bulgulari olan ¢esitli ¢alismalar mevcuttur.
Ozellikle MMP-2 ve MMP-9’un diabet ve komplikasyonlarmin gelisiminde ki etkisi
tizerine giderek daha fazla calisma yapilmaktadir. Yapilan bir ¢alismada ise diyabetik
nefropatinin  MMP’lerle iliskisi arastirilmis ve vardiklar1 sonuca gore diyabetik
nefropati olan hastalarda saglikli kisilere kiyasla iirede MMP konsantrasyonu daha

yiiksek ¢cikmistir(47).

TIMP-1 endojen bir MMP inhibitorii olup, vaskiiler matriks fibrozis olusumuna katki
saglamaktadir. TIMP’in bu etkisi, diabete bagli gelisen komplikasyonlarin olusumunun
hizlanmasina katki saglamaktadir. MMP’ler ve inhibitorleri TIMP’ler ateromada
vaskiiler degisikliklerle i¢ igedir ve diyabette ikisinin de artis1 olmaktadir. Yapilan bir
calisgmada TIMP’lerin hipertansiyon ve kalp rahatsizhigi ile iliskisi arastirilmis
TMP’lerin MMP’lerle, MMP’lerin ise ESM ile baglantisindan yola ¢ikilarak sonuca
varilmistir(48).

Genel olarak diabet hastaliginda TIMP-1 serum diizeyinin yiikseldigi bilinmektedir.
Yapilan bir ¢aligmada diyabetik hastalarda MMP-9, TIMP-1 ve TIMP-2 serum
diizeylerinin yiiksek oldugu belirlenmistir(t9). Yapilan bir diger c¢alismada ise
TIMP’lerin mikroalbuminiiri ve diyabetik nefropati ile iligkisi arastirilmistir. Bu
calismada Ozellikle mikroalbuminiiri olusumuyla paraler serum seviyelerinde TIMP

konsantrasyonunda artis gézlemlenmistir(49).

Diabet hastaliginda genel olarak anjiyogenez mekanizmasi da bozulmaktadir. TIMP-
2’nin anyijogenez dengesinin bozulmasinda etkili olabilecegi, artmis serum TIMP-2
diizeylerinin anormal damar olusumu ile ilgili olabilecegi diisliniilmektedir(t9). Yapilan
bir ¢alismada MMP’lerin angiogenesis ile iliskisi aragtirilmistir., bunu ¢calismada MMP
aktivitesinin artmasiyla hiicre dis1 matriks bilesenlerinin hiicre yiizeylerine etki ederek

anjiyogenez islevinde rol almaktadir(50)

Tayebjee ve arkadaslarinin tip 2 diabet hastalarinda yaptiklar1 ¢alismada TIMP-1 ve
TIMP-2 diizeylerinin hasta grubunda anlamli derecede arttig1 belirlenmistir(51).
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Lee ve arkadaslarinin yaptiklar1 ¢alismada, diabet hastalarinda TIPM-1 serum
diizeylerinin saglikli bireylerden olusan kontrol grubuna goére daha yiiksek oldugu
belirlenmistir. Artan TIMP-1 diizeyi metalloproteinaz aktivitesini inhibe etmektedir. Bu

durum da matriks yikiminin azalmasina neden olmaktadir(52).

Bizim calismamizda ise, TIMP-1 serum diizeyleri diabet hastalarinda, saglikli bireylere
gore istatistiksel olarak anlamli derecede yiiksek bulunmustur. Calisma gruplarimiz ve
TIMP-2 serum diizeyi arasinda ise istatistiksel olarak anlamli1 bir fark belirlenmemistir.
TIMP-1 geni 11. Kromozomun kisa kolunda lokalizedir (Xp11.3-p11.23), bu gen
tizerinde 3 polimorfizm tespit edilmis olup, TIMP-1 372T/C polimorfizmi fonksiyonel
olarak en 6nemli ve en sik goriilen polimorfizmdir (53). Hinterseher ve arkadaslarinin
yapmis olduklar1 ¢alismada MMP inhibitérii TIMP’lerin, ESM arter damarlarinin tekrar
modellemesindeki etkileri arastirilmigs, TIMP sayisindaki diisis MMP’lerin
aktivitesinde artisa dolayisiyla ESM enzim degradaysonuna artisa sebebiyet verip AAA

patogenezi ile sonuglandigi belirlenmistir (54).

TIMP-1 372T/C varyasyonunda T allel varligimin TIMP-1 proteininin azalmis
ekspresyonuna neden oldugu bu degisikligin 6zellikle inflamatuar dokularda daha

belirgin oldugu saptanmustir.

Meijer ve arkadaslarinin yaptiklari calismada TIMP-1 372 T allel varliginin inflamatuar
barsak hastaligina sahip erkeklerde TIMP-1 aktivitesinin azalmas: ile ile iligkili oldugu
belirlenmigtir. Yapilan bir calismada MMP-TIMP iliskisinin Crohn ve bagirsak
hastaligiyla iligkisi aragtirilmigtir(55)

Tezimizde, diabet hastalarin TIMP-1 372T/C genotiplerinin dagilimi agisindan
incelendiginde, TT genotipinin CC ve CT genotiplerine gore istatistiksel olarak anlami1
derecede yiiksek oldugu belirlenmistir. Saglikli bireylerden olusan kontrol grubunda
genotip dagilimi bakiminda bdyle bir anlamlilik belirlenmemistir.

TIMP-2 enzimi, TIMP-1 enzimine gore 10 kat daha etkili bir enzimdir. Bu sebepten de
TIMP-2 iizerinde ki transkripsiyonel aktiviteyi degistiren varyasyonlarin cesitli

hastaliklarin patagonezinde daha fazla etkili olabilecegi diigiiniilmektedir.
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Tezimizde, MMP-2 aktivitesini etkileyen 17q25.3’te lokalize TIMP-2 geni ve bu genin,
promoter bolgede yer alan -418G/C ve TIMP2- G303A enzim fonksiyonunu degistiren
SNP’leri incelemistir.
TIMP-2 -418G/C varyasyonu, transkripsiyon diizeyini degistirerek, enzim aktivitesini
etkilemektedir. Degisen TIMP-2 ve dolayis1 ile MMP-2 aktivitesi anjiyogenez
dengesini degistirerek basta tiimor gelisimi olmak tizere c¢esitli vaskiiler hastaliklarin

gelisimine neden olmaktadir(56).

Yapilan caligmalarda, TIMP-2 418 G/C varyasyonunda C alleli tagimanin g¢esitli
hastaliklar ile iligkili olabilecegi belirlenmistir. C alleli tasimanin azalmis plazma
TIMP-2 diizeyi ile iliskili oldugu CC genotipli bireylerde serum TIMP-2 diizeyinin GG
genotipli bireylere gore daha diisiik oldugu belirlenmistir(57).

TIMP-2 418 G/C varyasyonu genotiplerinin ¢alisma gruplarimiza gore dagiliminda

anlaml bir fark belirlenmemistir

Calismamizdan elde edilen bulgulara gore:

- TIMP-1 T372C dogal tip TT genotipi tagitmanin diyabet icin risk faktorii
olabilecegi ayrica C alleli tasimanin ise tip 2 diyabete karsi koruyucu rol
oynayabilecegi izlenimi elde edilmistir.

- TIMP-2 G303A mutant AA genotipi ve A alleli tasimanin tip 2 diyabet icin risk
faktorii olabilecegi izlenimi elde edilmistir.

- Her ii¢ polimorfizmin de serum TIMP-1 ve TIMP-2 diizeylerine -etkisi

gozlenmemistir.
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