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OZET

Aksoyer Sezgin S.B. Diyabetik Obez ve Diyabetik Olmayan Obez Kisilerde TRAIL
Mekanizmasmin Genetik Olarak Incelenmesi. Istanbul Universitesi Saglik Bilimleri

Enstitiisii, Molekiiler Tip ABD. Doktora Tezi. Istanbul. 2022.

Obezite, enerji alimmin enerji harcamasinin 6niine gegmesi sonucunda adipoz dokuda
goriilen anormal artisin sebep oldugu 6nemli bir saglik sorunu olup, diinya c¢apinda
yliksek bir prevalansa sahiptir. Adipoz dokunun fizyolojik islevinde goriilen
bozukluklar, diyabetin gelisimine aracilik etmektedir. Tip-I (insiiline bagimli olan) ve
Tip-II (insiiline bagimli olmayan) olmak iizere iki ana sinifa ayrilan diyabet, yiliksek kan
glukoz seviyesi ile karakterize olup; insiilin diizeyinde azalma ve/veya insiilin etki
mekanizmasindaki degisikliklerden kaynaklanan metabolik bir hastaliktir. Bununla
birlikte adipoz dokuda insiiline karsi cevabin azalmasi insiilin direncinin gelisimine
neden olmaktadir. Adipoz doku biyolojisinde 6nemli role sahip Tiimor nekroz faktor
(TNF) ailesinin bir iiyesi olan Tiimor nekroz faktor ile iligkili apoptozu indiikleyici
ligand (TRAIL)’in, kanser hiicrelerinde apoptozu indiikleme 6zelligi nedeniyle pek ¢ok
arastirmada yer almaktadir ancak diyabete ve obeziyete karsi koruyucu roliiyle ilgili gen

diizeyinde yapilan insan ¢alismalarinin sayis1 yetersizdir.

Calismamizda RNA izolasyonu, cDNA sentezi, ger¢ek zamanli real-time PZR (RT-
gqPZR) ve Sanger dizileme yontemleri kullanilmistir. Insanda TRAIL gen ekspresyonun
ve dizilemesinin birlikte yapildig1 ilk calisma niteligini tasimaktadir. TRAIL gen
ekspresyon diizeyinin analiz sonucunda kontrollerde, diyabetik obez ve diyabetik obez
olmayan gruba gore daha yiiksek diizeyde oldugu belirlenmistir. TRAIL gen
ekspresyonundaki bu degisikligin, diyabet hastaligina karsi TRAIL’in koruyucu bir
etken olabilecegini diisiindiirmektedir. Dizileme yoOntemiyle belirlenen rs781673405,
rs143353036, rs1244378045, rs201137623, rs767450259, rs759369504, rs750556128,
1369143448 mutasyonlarinin varligr ilk kez bizim calismamizda gosterilmistir. Bu

verilerimizin literatlire onemli katki saglayacagini diisiinmekteyiz.

Anahtar Kelimeler: Obezite, Diyabet, TRAIL, Ekspresyon, Sanger dizileme

Proje Destegi: Bu ¢alisma, Istanbul Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi

tarafindan desteklenmistir. Proje No: TDK-2020-36578.
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ABSTRACT

Aksoyer Sezgin S.B. Genetic Investigation of TRAIL Mechanism in Diabetic Obese
and Non-Diabetic Obese Patients. Istanbul University Institute of Health Sciences,
Molecular Medicine USA. Doctoral Thesis. Istanbul. 2022.

Obesity is an important healthcare issue caused by abnormally increased adipose tissue
because of energy-intake overcoming energy expenditure with a globally high
prevalence. Disturbances in the physiological function of adipose tissue mediate the
development of diabetes, which is divided into two main classes as Type-I(insulin-
dependent) and Type-II(non-insulin-dependent) characterized by high-blood-glucose
levels. It is a metabolic disease that results from decreased insulin-levels and/or changes
in the insulin action mechanism. However, decreased response to insulin in adipose
tissue causes the development of insulin-resistance. Tumor Necrosis Factor-Associated
Apoptosis-Inducing Ligand(TRAIL), which is a member of the Tumor Necrosis
Factor(TNF)-family with an important role in adipose tissue biology, is included in
many studies with its ability to induce apoptosis in cancer cells, but the number of
human-studies conducted on the gene related to its protective-role against diabetes and

obesity at this level is insufficient.

The RNA-isolation, cDNA-synthesis, Real-Time-PZR(RT-qPZR), and Sanger-
Sequencing Methods were used in this study. It is the first study in which human
TRAIL gene expression and sequencing were performed together. As a result of the
analyses, TRAIL gene expression level was found to be higher in the controls than in
the diabetic-obese and non-diabetic-obese group. This change in TRAIL gene
expression suggests that TRAIL maybe a protective factor against diabetes. The
presence of rs781673405, rs143353036, rs1244378045, rs201137623, rs767450259,
rs759369504, rs750556128, and rs369143448 mutations, which was determined with
the Sequencing Method, was shown for the first time in the present study. We believe

that these data will make an important contribution to the literature.
Key Words: Obesity, Diabetes, TRAIL, Expression, Sanger sequencing

Project Support: This study was supported by Istanbul University, Scientific
Research Project Unit. Project Number: TDK-2020-36578.



1. GIRiS VE AMAC

Obezite, enerji harcamasma bagli olarak enerji alimmin artmasindan
kaynaklanan viicut yaglarindaki anormal artisin gergeklestigi  bir durumdur.
Kardiyovaskiiler hastalik, kronik bobrek hastaligi, diyabet ve kanser dahil olmak {izere
cesitli olumsuz saglik sorunlarma yol agan yag birikimi ile iligkilidir. Obezitenin
belirleyici 6zelliklerinden biri; kronik diisiik-dereceli enflamasyon, ve adipokinlerin,
enflamatuar sitokinlerin ve TNF-alfa, interlokin-6 (IL-6), monosit kemotaktik protein-1
(MCP-1), C-reaktif protein, leptin ve adiponektin de dahil olmak iizere hormonlarin
salgilanma miktarindaki degisikliklerdir (Gregor MF ve Hotamisligil G (2011); Lumeng
CN ve Saltiel AR (2011); Morris MJ (2008)). Epidemiyolojik calismalarda, obezitenin
kolon, meme ve endometriyum gibi bir¢ok organ bolgesinde kanser riski ile dogrudan
iliskili oldugu gosterilmistir (Lubin F ve ark. (1985); Bianchini F ve ark. (2002)).
Sistemik olarak gergeklesen bu enflamasyon; kas, karaciger ve yag dokusunda insiilin
direncinin gelismesine aracilik etmektedir. Asir1 besin alimi, obezitenin bir diger
belirleyici 6zelliklerinden biri olan adiposit hipertrofisini tesvik etmektedir; bu da,
mitokondriyal disfonksiyon ve endoplazmik retikulum stresinin yami sira oksidatif
stresin artmasina ve dolayisiyla adipoz doku fonksiyon bozukluguna yol agmaktadir.
Adipoz dokunun fizyolojik islevindeki bu bozukluklar diyabet tiplerinden biri olan Tip
IT diyabetin gelisiminde onemli bir rol oynamaktadir (Samuel VT ve Shulman GI
(2012); Odegaard JI ve Chawla A (2013)). Diyabet, insiilin diizeyinde meydana gelen
eksiklik veya insiilinin etki mekanizmasindaki degisikliklerden kaynaklanan ve

hiperglisemi ile birlikte seyreden metabolik bir hastaliktir (Arici1 H ve ark (2018)).

Tiimor nekroz faktor (TNF)- alfa’nin adipoz doku biyolojisinde énemli bir rol
oynadigi ve obezitede bu bdlgede meydana gelen anormalliklere aracilik ettigi
bilinmektedir. Ayrica; yag dokularinda meydana gelen asir1 ekspresyon, obezite insiilin
direncine aracilik etmede Onemli bir rol oynamaktadir (Nisoli E ve ark (2000);

Hotamisligil GS ve ark (1995)).

TNF ailesinin iiyeleri, obezite ile iligkili hastaliklarin patogenezinde 6nemli bir
yere sahiptir. TNF-ligand ailesinin bir {iyesi olan “Tiimor nekroz faktdr apoptoz
indiikleyici ligand” olan TRAIL (Apo2L/TNFSF10/CD253), Tip II transmembran
proteini olarak bir¢ok hiicrenin hiicre yiizeyinde eksprese edilebilmektedir. Bu durum

TRAIL’in simdiye kadar karakterize edilmemis farkli biyolojik fonksiyonlara da sahip



oldugunu disiindiirmektedir (Hotamisligil GS (1999); Azahri NS ve Kavurma MM
(2013)). Kanser hiicrelerinin apoptozunu indiikleme konusundaki 6zelligi nedeniyle
TNF ile iliskili olan TRAIL iizerinde kapsamli arastirmalar yapilmaktadir. TRAIL'in
sitotoksik kapasitesi haricinde, TRAIL’in oynadig1 yeni fizyolojik ve patolojik roller de
tanimlanmistir ve obezite ile diyabetin gelismesindeki roliinii destekleyen kanitlar her
gecen giin artmaktadir. Bu nedenle; in vivo TRAIL mekanizmasinin ve bunlarin
hastaliktaki rollerinin anlasilmasi, diinya ¢apinda artan obezite ve diyabet ile miicadele
konusunda yeni stratejilerin gelistirilmesini saglayabilecegini diisiindiirmektedir (Harith

HH ve ark (2013)).

TRAIL'in hayvan modellerinde ve in vitro sistemlerde obeziteye ve diyabete
kars1 koruyucu bir rol oynadigina dair 6nemli kanitlar bulunmaktadir (Keuper M ve ark
(2013)). Ancak insanlarda TRAIL'in obezite ve kilo alimi ile iliskili rolii heniiz tam
olarak tespit edilememis oldugundan bu konuda daha fazla arastirma yapilmasina

ithtiyag vardir.

Bu calismanin amaci diyabetik obez ve diyabetik olmayan obez hastalarda
TRAIL geninin ekspresyon ve dizileme yontemleri kullanilarak dolasimdaki TRAIL’in
hastalik durumundaki rollerini tespit edebilmek, in vivo fonksiyonlarim1 daha iyi
aciklayabilmek, obezite ve diyabet i¢cin molekiiler marker niteligi tasiyip tasimadigini
arastirmaktir. Bu tez calismasi kapsaminda TRAIL geninin ve house keeping geni olan
GAPDH’in rolatif ekspresyon seviyesi RNA izolasyonu, cDNA sentezi ve gercek
zamanlt real-time PZR (RT-qPZR) ve Sanger dizileme yontemleri kullanilarak
belirlenecektir. Ayn1 zamanda bu c¢alisma, insan lizerine dizileme ve ekspresyonun
birlikte yapildig: ilk calisma niteligini tasimasi agisindan da literatlire dnemli Olcilide

katki saglayacaktir.



2. GENEL BiLGIiLER

2.1. Obezite
Obezite, diinya ¢apinda onemli bir saglik sorunu olarak kabul edilmektedir ve

prevalansi dramatik bir sekilde artis gostermektedir (Ng M ve ark. (2013)).

Diinya Saglhk Orgiitii (DSO)’ niin verilerine gore Diinya capinda her yil 2,8
milyon insan asir1 kilo veya obezite neticesinde hayatin1 kaybetmektedir. Obezite
tanisinda Viicut Kitle Indeksi (VKI)’ nden yararlanmaktadir. Bu deger asagidaki
formiile gore belirlenmektedir (WHO).

Viicut Kitle Indeksi (kg/ m?) = Agirlik (kg) / Boy x Boy (m?)

Tablo 2-1: VKi'ne Gore Obezitenin Siniflandiriimasi

VKIi (kg/ m?) Siiflandirma

<18,5 Zay1if
18,50 — 24,99 Normal
25,00 — 29,99 Obezite 6ncesi (Pre-obez)
>30 Obez
30,00 — 34,99 Sisman I. Derece
35,00 - 39,99 Sisman II. Derece
>40 Sisman III. Derece
(Morbid Obez)

Obez bir bireyin VKi’si 30 kg/m?’den fazladir, bel gevresi veya toplam viicut
yaginda artis ile birlikte bu bireylerde siklikla hiperglisemi, hiperinsiilinemi,
hipertansiyon goriilmektedir. Bu bireylerde, trigliserit ve kolesterol diizeylerinin yiiksek

olmasmin yanmi sira insiilin direnci (IR) de goriilmektedir. Obeziteye, genellikle



kardiyovaskiiler hastaliklar, kronik bdobrek hastaligi, diyabet ve kanser dahil olmak
iizere cesitli saglik sorunlarina yol agan, yag birikimi ile iliskili diger hastaliklar da eslik
etmektedir ve bu durum biiyiik oranda yiiksek enerjili gida tiiketimi ile hareketsiz bir
yasam tarzina bagl olarak ortaya ¢ikmaktadir. Ancak; ¢evresel ve genetik faktorlerden
de etkilendigi bilinmektedir (Morris MJ (2008)). Obezite, metabolik sendromlarda tek
basina bir sorun olmasa da, yetiskinler arasinda obezite oranlarindaki artis nedeniyle,

daha yaygin bir sorun haline gelmektedir (Fall T ve Ingelsson E (2014)).

2.1.1. Obeziteye Etki Eden Faktorler

Tablo 2-2: Obezite Etkenleri ve Sebep Oldugu Hastaliklar

Obeziteye Sebep Obezitenin Neden
Olan Etkenler Oldugu Hastaliklar

* Cevresel etmenler

* inaktif yasam

* Beslenme bozukluklar
* Genetik

* Sosyo-ekonomik duzey

+ Kardiyovaskuler hastaliklar
* Diyabetes mellitus

* Psikiyatrik hastaliklar

* Uyku apnesi

* Kronik bobrek hastaliklar

Bireylerin basta genetik ve c¢evresel etmenler olmak iizere demografik
bilgilerinin, sosyo-ekonomik diizeylerinin, beslenme aligkanliklarinin, ve fiziksel
aktivitelerinin obezitenin gelisimde rol oynadigi bilinmektedir. Obeziteye etki eden
faktorlerin belirlenmesi ve obezitenin yol actigi saglik sorunlarmin daha iyi
anlagilabilmesi agisindan gerekli arastirmalarin yapilmasi 6nem arz etmektedir (Wehby

GL ve ark. (2017); Kerkadi ve ark. (2019); Pigeyre ve ark. (2016)).

Glinlimiizde obezite O6nemli bir saghik sorunu haline gelmistir. Sagliksiz
beslenmenin de etkisi ile olusan yag dokudaki artig, mortalite riskini artirmakla birlikte
basta diyabet olmak lizere kardiyovaskiiler hastaliklar, bobrek hastaliklari, kanser ve

uyku apnesi gibi ¢esitli hastaliklara yol agmanin yani sira ayni zamanda bireylerde
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toplum icinde olumsuzluklara neden olan psikososyal bozukluklari da beraberinde

getirmektedir (Guh ve ark. (2009); Pantalone ve ark. (2017)).

2.2. Adipoz Doku

Obezite ile birlikte artis gostermekte olan, metabolik olarak aktif endokrin bir
organ olan ve adipoz doku olarak da adlandirilan yag dokusu, sistemik metabolizmay1
etkileyen endokrin iirtinlerini dolasimdaki kana salgilayabilen, lipit depolanmasinda,
tamponlanmasinda, sentezi ve salgilanmasinda aktif rol oynayan, enerji dengesinin kilit
bir diizenleyicisidir. Adipoz doku birikimi bobrek, kan damarlar1 ve kalpte siklikla
goriilmektedir. Yag dokusunun artist ve viicuttaki dagilimi ile birlikte metabolik
hastaliklarin prevalansi da yiikselmektedir (Romacho T ve ark. (2014); Despr’es JP ve
Lemieux I (2006)). Fazla besin alimi1 adiposit hipertrofisini tesvik etmektedir; bu da,
mitokondriyal disfonksiyon ve endoplazmik retikulum stresinin yami sira oksidatif
stresin artmasina ve dolayisiyla adipoz doku fonksiyon bozukluguna yol agmaktadir.
Adipoz dokunun fizyolojik islevindeki bu bozukluklar diyabetin gelisiminde 6nemli bir

rol oynamaktadir (Odegaard JI ve Chaela A (2013)).

2.3. Diyabet

Toplumda diyabet olarak da bilinen Diabetes Mellitus (DM), diizenli olarak
goriilen yiiksek kan glukoz seviyeleri ve hiperglisemi ile karakterize edilen bir
metabolik bozukluktur. Hiperglisemi, insiilin salgilanmasinda/ insiilin etkisinde veya
her ikisindeki anormalliklerden kaynaklanmaktadir ve kronik bir sekilde karbonhidrat,
yag ve protein metabolik islev bozukluklari olarak ortaya ¢ikmaktadir. Diyabet,
karmasik patogenezler seklinde ortaya ¢ikmaktadir ve ilerleyen bir patern izlemektedir
(American Diabetes Association (2014); (2018a)). Hiperglisemi ve bununla iligkili
karbonhidrat, yag ve proteinlerin metabolik islev bozukluklari, viicudun bir¢ok organini
etkilemekte ve normal isleyislerini bozmaktadir. Bu bozulmalar kademeli olarak
ilerlemekte ve ¢cogunlukla hipergliseminin ve buna bagli metabolik anomalilerin, organ
yapisinin  merkezinde yer alan ve viicudun tamaminda islev goren mikro ve
makrovaskiiler sistemin yapisal diizeni ve isleyisi {lizerinde olumsuz etkiler olarak

ortaya ¢ikmaktadir. Organ sistemi damar yapisindaki yapisal ve fonksiyonel
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bozukluklar mikro ve makrovaskiiler komplikasyonlara yol agmaktadir. Organ hasari,
disfonksiyonu ve nihayetinde organ yetmezligi bu komplikasyonlar1 karakterize
etmektedir ve ozellikle gozler, bobrekler, kalp ve sinirler dahil olmak {izere viicut
organlarimi etkilemektedir. Gozlerle ilgili komplikasyonlar, korliige kadar ilerleyen
retinopatiye neden olmaktadir. Bobrekler ile iliskili komplikasyonlar nefropati’ye ve
potansiyel bobrek yetmezligine yol agmaktadir. Kalp ile ilgili komplikasyonlar arasinda
hipertansiyon ve koroner kalp hastaliklar1 bulunmaktadir. Sinirlerle iliskili
komplikasyonlar, otonomik ve/veya periferik olabilen noéropati’ye yol agmaktadir.
Kardiyovaskiiler, gastrointestinal ve genitoiiriner 1islev bozukluklari, otonom
noropatinin karakteristik belirtileridir, bunun yaninda ampiitasyon gerektiren iilserler ve
Charcot eklemi (osteoartropati) gibi ayak enfeksiyonlar1 genellikle uzun siireli periferik
noropati ile iligkilidir. Serebrovaskiiler hastalik, periferik arter hastalig1 ve koroner kalp
hastaligi, hepsi birlikte aterosklerotik kardiyovaskiiler hastalik olarak adlandirilir ve
diyabette sik goriilmektedir ve diyabetle iligkili morbidite ve mortalitenin ana
nedenlerinden birini olusturmaktadir (American Diabetes Association (2018b);
American Diabetes Association (2014); Rawshani A ve ark. (2017)). Siirekli artan
kiiresel yayginligi ile diyabet, giiniimiizde karsi karsiya olunan en onemli ve zorlu
saglik sorunlarindan birisi olarak ortaya ¢ikmistir. Diinyanin birgok bdlgesindeki hizl
ekonomik gelisme / kentlesme ve modern yasam tarzi aligkanliklarinin benimsenmesi
biitlin bunlara paralel olarak, diyabet prevalansinda da bir artisa yol agmakyadir (Blas E
ve Kuru A (2010)). 2019 yilinda, 20-79 yas aras1 diyabetli yetiskinlerin sayisinin
yaklasik 463 milyon oldugu bildirilmektedir, bu da diinyadaki toplam yetiskin
niifusunun %9,3"inii temsil etmektedir. 2030 yilina gelindiginde bu saymin 578 milyona
ylikselecegi ve diinyadaki toplam yetiskin niifusunun %10,2'sini temsil edecegi ve 2045
yilinda 700 milyona ¢ikacagi ongoriilmektedir ki bu da, diinyadaki toplam yetiskin
niifusunun %10,9'unu temsil etmektedir. 2019 yilinda, erkekler ve kadinlar arasinda
diyabet prevalansinin, diinyadaki toplam ilgili cinsiyetlerin niifusunun sirastyla %9,6 ve
% 9,0'u oldugu belirtilmektedir. Ayrica, 2019 yilinda, 20-99 yaslar1 arasindaki yaklasik
4,2 milyon yetigkin, diyabet nedeniyle 6lmiistiir ve bununla iligkili komplikasyonlar ve
diyabet i¢in yapilan saglik harcamalari, yetiskinlere yapilan toplam harcamanin
%10"unu temsil eden en az 760 milyar USD olarak tahmin edilmektedir (Saeedi P ve

ark. (2019)).
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Diyabet i¢in uygulanmakta olan tedavi yontemleri ve harcamalarinin diginda
obez bireylerde goriilen kilo kaybmin diyabetin siddeti ve insidansimi azalttigi
goriilmektedir. Bu nedenle obez bireylerde uygulanacak olan erken tedaviler diyabeti
Oonleme adina énemli bir adimdir. Kilo kaybr ile birlikte goriilen viicut kitle indeksindeki

azalma diyabeti geciktirme ve hatta 6nleme agisindan olduk¢a 6nem arz etmektedir.

2.3.1. Diyabet Tam Kriterleri
Diyabet tanis1 koyulabilmesi igin Diinta Saghk Orgiitii’ niin verileri dikkate

alinarak asagida belirtilen tablo gelistirilmis olup burada yer alan verilere gore dogru

degerlendirmeler yapilabilmektedir.

Tablo 2-3: Diyabet Tam Kriterleri

Asikar DM Yiiksek

riskli DM

APG >126 mg/dl 100-125 <100 100-125

> 8 saat mg/dl mg/dl mg/dl
achkta)
OGTT 2. >200 mg/dl <140 140-199 140-199
saat PG mg/dl mg/dl mg/dl
(75
glukoz)
Rastgele >200 mg/dl ve
PG diyabet
semptomlari
>6.5 57-64
(>48 mmol/mol) (39-46

mmol/ mol)



DM: Diabetes mellitus

APG: Aclik plazma glukozu

OGTT: Oral glukoz tolerans testi

BAG: Bozulmus aglik glukozu (impaired fasting glucose)

BGT: Bozulmus glukoz tolerans: (impaired glucose tolerance)

Tabloda yer alan dort ayr1 veriden herhangi bir tanesi kullanilarak bireylere
diyabet tanis1 konulabilmektedir. Ancak bu testleri 6zellikle diyabeti agir seyretmeyen
bireylerde kesin tani konulmadan evvel mutlaka farkli diger yontemlerle de
karsilastirmak gerekmektedir. Testler arasindaki tutarlilik da oldukca Onem arz
etmektedir. Bu nedenle baslangicta iki ayr1 test yapilip bunlardan birinde esik
degerinden yiiksek bir sonug elde edilirse testin tekrarlanmasi ve tekrarlandiginda da

elde edilen sonug yine ayni1 ise o zaman diyabet tanis1 konulmasi1 daha uygundur.

Diyabet tanisini net bir sekilde ortaya koyabilmek adina ve tiim diinyada yapilan
standardizasyon ile prognostik kanitlarin artmasi sonucu HbA1lc hem diyabet tan1 testi
olarak kullanilmaya baslandi hem de tamida standardize olunmasi adina 6nemli bir

yontem olarak kabul edildi (Satman I ve ark. (2018)).

Diyabet bilinen genetik faktorler neticesinde ortaya cikabildigi gibi gebelik
doneminde de sonradan gelisim gosterebilmektedir. Gestasyonel diyabet tanisi

konulabilmesi i¢in bir veya iki agsamali tani-testi yontemleri uygulanmaktadir

Tek asamali yontemde tani icin 75 gr glukoz ile oral glukoz tolerans testine
(OGTT) bakilirken; iki asamali tani yonteminde 50 gr glukoz ile tarama testi
yapilmaktadir. Ozellikle gebelik doneminde 24-28. haftalarda 50 gr sekerli su igirilip 1
saate bekletildikten sonra elde edilen sonuglardaki plazma glukoz (PG) diizeyi >140
mg/dl ise kiside siipheli diyabet diisiiniilmektedir ve tekrar 75 g glukozlu ikinci bir test
yapilmasi onerilmektedir. Test sonucu elde edilen degerlerin normal sinirlarin iizerinde

olmasi da gestasyonel diyabet tanisinin bir sonucudur.

OGTT, aglik plazma glukozu (APG)’ na gore daha spesifik ve daha hasssastir.
APG diizeyi sabah en az 8 saat aglik neticesinde Olgiilebilmektedir. Kolay
uygulanilabilirliginin olmas1 ve maliyetinin diisiik olusu da bu testin kullanimin artiran

faktorler arasinda yer almaktadir (Ozdogan O ve ark. (2015)).



2.3.2. Diyabet Tipleri

Diabetes mellitus, pankreasin langerhans adacigindaki beta hiicrelerinden
salinan insiilinin eksikliginden kaynaklanan ve hiperglisemiye neden olan, genetik ve
cevresel faktorlere bagli olarak yiiksek kan glukozu ile seyreden kronik, metabolik bir
bozukluktur (Sekil 2-1). Smiflandirmada dort tip diyabet goriilmektedir (Genuth SM ve
ark. (2018)).

1- Tip I Diyabet
2- Tip II Diyabet
3- Gestasyonel Diyabet (GDM)

4- Diger Spesifik Diyabet Tipleri

. VAY

AR TAARRIIALAA < B> My

r~a OO

Genetik Faktorler Cevresel Faktorler
. |

- _;/“nl \ "\<l
/ V v
Inflamasyon ve Otoimmiinite inflamasyon ve Metabolik Stres
|
Beta Huicre Hasari Beta Huicre Hasari

* Hiperglisemi «
|
DIYABET

Sekil 2-1: Diyabet Gelisimi
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2.3.2.1. Tip I Diyabet

Tip I diyabet pankreas langerhansin adacigindaki beta hiicrelerinin harabiyeti
sonucunda goriilen ve insiilin saliniminin yetersizligi ile karakterize klinik bir tabloyu
olusturmaktadir (Sekil 2-2). Bu diyabet tipi siklikla adolesan donemde ve cocukluk
caginda goriilmekle birlikte bu grubun %90’lik bir ¢cogunlugu da kapsamaktadir. Yas,
cinsiyet, 1rk, beslenme diizeni, enfeksiyoz hastaliklar ve cografik alana 6zgii olarak
goriilme siklig1 degiskenlik gostermektedir (Behrman RE ve ark. (2004); Under RH ve
ark. (1998); Malcova H ve ark. (2004)).

Tip I diyabet tablosu kendi i¢inde iki ayr1 kategoride incelenmektedir.

2.3.2.1.1. Otoimmun Kaynakh Tip IA Diyabet

Erken yasta goriilen, insiiline bagimli diyabet tipi olarak da adlandirilan Tip TA
diyabet, diyabetli hastalarin %5-10’unu olusturmaktadir. Bu diyabet tipinde pankreasin
langerhans adaciklarindan saliman beta hiicrelerindeki yikim yenidoganlar ile
cocuklarda ergenlere gore oldukca hizli bir sekilde ger¢eklesmektedir. Tip [A’da
goriilen bir diger 6zellik ise adacik antikorlarinin erken donemde kanda pozitif olmasi

ancak ilk yildan sonra kanda tespit edilememesidir (Kyvik KO ve ark. (2004)).

2.3.2.1.2. Idiopatik Tip IB Diyabet

Idiopatik Tip IB Diyabet genellikle Asya ve Afrika kokenlidir. Otoimmun sebepler
disinda insiilin eksikligine bagl olarak gelisim gdstermektedir. Hastalarda insiilinopeni
mevecut olup farkli derecelerde insiilin eksikligi ile birlikte ketoz, ketoasidoz ve
hiperglisemi de goriilmektedir. Bunun yanisira poliiiri, polidipsi, kilo kaybi, agiz
kurulugu gibi semptomlara rastlanilabilmektedir. Tip IB’de yer alan hastalarda C-peptid
diizeyi oldukg¢a diisilk gozlemlenmektedir ve genellikle vakalarin da otuz yasmi

asmamis oldugu bildirilmektedir (Bolen SMD ve ark. (2007)).
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2.3.2.2. Tip II Diyabet

Tip II diyabet, pankreasin langerhans adaciklarindaki beta hiicrelerinden yeterli
diizeyde insiilinin salmim gosterememesi veya salinan insiilinin de etkin olarak
kullanilamamas1 neticesinde gelisim gdosteren, yiiksek risk tasiyan ve diyabetik
hastalarin %90°1nda goriilen metabolik bir sendromdur. Bu hastalikta hiicre ile reseptor
arasindaki hasardan kaynakli olarak glukoz hiicre igerisine alinamamakta ve bu nedenle
de enerji agisindan kullanimi saglanamamaktadir (Sekil 2-2). Beta hiicre harabiyeti ile
birlikte de bireylerde insiilin direnci gézlemlenmektedir (Bolen SMD ve ark. (2007)).
Hastaliktaki insiilin sekresyonunun azalmasiyla birlikte aclik glikoz diizeyi artmakta ve
bu durum da agikar diyabet kliniginin goriilmesine neden olmaktadir (Fauci AS ve ark.
(2013)). Tip II diyabet genellikle ilerleyen yaslarda ortaya ¢ikmakta olup; Tip I diyabet
ile karsilagtirildiginda asemptomatik oldugu bilinmektedir (Pfeiffer AFH ve Klein HH
(2014)).

Periferik dokular incelendiginde buradaki insiilin salinimindaki yetersizlikten
kaynakli olarak yag ve kas dokuda glukoz tutulumu giderek azalmakta ve bunun
neticesinde de instilin direnci gelismektedir. Tip II diyabet patogenezinde gevresel
etmenler, fiziksel inaktivite, beslenme bozukluklari ile genetik faktorler oldukga Gnemli
bir rol oynamaktadir. Ancak, buradaki temel problem insiilin direncinden
kaynaklanaktadir. Besin alimindaki artis ile birlikte goriilen viicut kitle indeksindeki
ylikselme de Tip II diyabetin gelismesinde dogrudan etki gostermektedir (Oran FK ve
ark. (2021)).
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saghikl Glukoz

insilin
Reseptorii

A

Pankreas A
Langerhans Adacigr AAAA
- A

Beta Hiicreleri

insiilin

Tip | Diyabet Glukoz
insiilin
Reseptori
Pankreas
Langerhans Adacig >< A
Beta Hiicreleri A
insiilin
Glukoz

Tip Il Diyabet

instilin
Reseptori

VN

Pankreas &
Langerhans Adaué[ o o -
A A A

Beta Hiicreleri
insiilin

Sekil 2-2: Tip I ve Tip II Diyabet Mekanizmasinin Saghkh Birey ile Karsilagtirilmasi

2.3.3. Insiilin Direnci

Insiilin direnci (IR), diyabet ile obezite arasindaki iliski ile baglantili olup, hem
eksojen hem de endojen insiiline karsi bozulmus bir yanmit gelistiren Onemli bir
morbidite nedenidir. IR, adipoz doku, karaciger ve kas doku gibi hedef dokularin
instiline kars1 cevabinin azalmasi ile meydana gelir ve glukoz, biiylime-gelisme, protein
ile yag metabolizmasi i¢in de bir 6nemli bir temeli olusturur. Viicuttaki insiilin direnci
gelisiminde sedanter yasam tarzi, diizensiz beslenme ve genetik faktorler etkili
olmaktadir. Insiilin direncinde, karbonhidrat tiiketiminin artmasi ile birlikte kan sekeri
diizeyi ylkselmekte ve daha fazla insiilin salinimi gerceklesmektedir. Bu durum
glikozun yag olarak depolanmasina, kisilerde yorgunluga ve karbonhidrat tiiketimini

tetikleyen aclik durumunun gelismesine neden olmaktadir (Sekil 2-3).
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(\ Fazla Karbonhidrat Tiiketimi ‘ \'

Achk
Yorgunluk
Glikoz Yag Olarak Depolanir

t Daha Fazla instilin Salgilanir j

Sekil 2-3: Insiilin Direnci Déngiisii

Kan Sekeri Yukselir

IR’nin Tip II diyabet patogenezi, hiperlipidemi, hipertansiyon ve obezite ile
iliskisi oldukg¢a 6nemlidir. IR’ nin Homeostatik Modeli Degerlendirmesi (HOMA-IR) ile

2

Insiilin Duyarlilik Indeksleri “(QUICKI, Quantitative insulin sensitivity check index)
kullanilan giivenilir metodlardandir (Ulu MS ve Yiiksel S (2015); Ascaso JF ve ark.
(2003)).

IR ile birlikte seyreden metabolik ve kardiyovaskiiler risk faktorleri sunlardir (Giildal

Altunoglu E (2012));
e Hipertansiyon
e Endotel fonksiyonunun bozulmasi
e Trigliserit seviyesinde artis
e Yiiksek yogunluklu lipoprotein (HDL)-Kolesterol seviyesindeki diisiis
e Diisiik yogunluklu lipoprotein (LDL)-Kolesterol seviyesindeki artis
e Serum reaktif protein diizeyindeki artig
e Apolipoprotein B’deki artis
e Urik asit miktarindaki artis
e Fibrinojen diizeyindeki artis

e Plazminojen aktivator inhibitor-1 diizeyindeki artig
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2.4. TRAIL ve Biyolojik Aktiviteleri

“Timoér nekroz  faktdor ile iliskili  apoptozu  indiikleyici  ligand
(TRAIL(TNSF10)(Apo2L))”, “tiimor nekroz faktér (TNF) siiper ailesinin” bir iiyesi
olup 281 aminoasitlik Tip II transmembran proteini veya ¢dziinebilir bir sitokin olarak
olarak ifade edilmektedir (Secchiero P ve Zauli G (2008a); Pietro RD ve Zauli G
(2004)).

intrasellller

Ekstraselltler

89w — Sap
]» cl

106 =

121 — _

C230 = — THD

Sekil 2-4: TRAIL’in Etki Alanmi

THD: TNF Homoloji alani
TM: Transmembran alani

cl: Sap bolgesi iginde proteolitik islem i¢in bir veya daha fazla bolge igeren 89-106 aa’lik bir alan ifade
etmektedir.

TRAIL geni, saglikli bireylerde dort intron ve bes ekzon igermektedir. Ayni
zamanda 3° UTR bolgesinde, tigii 1525, 1588 ve 1595 pozisyonlarinda bulunan ve diger
ikisi de 192 ve 912 pozisyonlarinda yer alan bes SNP (tek niikleotid polimorfizmi)
icermektedir (Gray HL ve ark. (2001)). TRAIL reseptor-1 (TRAIL-R1 veya DR4)’ in
ektodomaininde yanlis anlamli iki degisiklik bulunmaktadir. Bunlardan birisi niikleotid

626’dadir ve bir sitozini bir guanine (C626G) doniistiirebilmekte ve treonin yerine
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arginin gelmesine neden olmaktadir. Diger degisiklik ise niikleotid 422’de meydana
gelmekte olup bir guanini, bir adenine (G422A) doniistiirebilmekte ve arginin yerine
histidinin gelmesiyle sonuclanmaktadr. Bu degisikliklerin, TRAIL-R1’in ligand
baglanma alaninda veya yakininda aminoasit degisikliklerine neden oldugu
bildirilmistir. TRAIL reseptor-2 (TRAIL-R2 veya DRS)’ in kristal yapis1 sebebiyle
TRAIL-R1 ile homoloji gosterebilmektedir ve bununla birlikte TRAIL-R1’e TRAIL’in
baglanma potansiyelini etkileyebilmektedir (Fisher MJ ve ark. (2001)).

TRAIL, dolasimda ¢6ziiniir bir protein olusturabilmek i¢in sekilde belirtilen C-
terminal alanda boliinme gostermektedir. Pozisyon 230°daki (Cys230) sistein artigi,
¢oziiniir TRAIL’in bir trimerik ligand olusturan diger iki ¢oziinlir TRAIL molekiilii ile
etkilesmesine ve birlesmesine izin vermektedir. Bu kompleks, reseptor etkilesimiyle
birlikte biyolojik aktiviteye sahip bir ¢oziiniir TRAIL formunu olusturmaktadir (Sekil 2-
4).

C-terminal TNF homoloji alan1 (THD), ligand trimerizasyonundan ve reseptor
baglanmasindan sorumludur. Sap bolgesi ise molekiiliin trimerik yapisini stabilize
etmektedir ve c¢oziiniir TRAIL’in proteolitik salimimi i¢in boliinme yerlerini

icermektedir (Bodmer JL ve ark (2002); Berg D ve ark. (2007)).

TRAIL, dort transmembran (TRAIL-R1, TRAIL-R2, TRAIL-R3 ve TRAIL-R4)
ve bir ¢Oziinlir (osteoprotegerin (OPG)) reseptorden herhangi biri ile etkilesime girerek,
farkli afinitelerde de olsa, bir homotrimer olarak davranir (Zauli G ve ark. (2009)). Bir
Olim-domeni (TRAIL-R1 ve TRAIL-R2) igeren iki TRAIL-reseptoriiniin en iyi
karakterize olan biyolojik fonksiyonu, TRAIL’in baglanmasindan sonra apoptotik bir
yanit olarak ortaya ¢ikmaktadir. Kaspazlar ( Kaspaz 8 ve 10), proteolitik boliinme ile
otoaktivasyona ugramaktadir ve daha sonra apoptotik siireci yiiriiten kaspaz 3, 6 ve 7’yi
aktive etmektedir. TRAIL’in hem neoplastik hem de non-neoplastik hiicrelerin
sagkalimin1 ve proliferasyonunu uyarabildigi bilinmektedir (Lancaster JM ve ark.
(2003); Morel J ve ark. (2005)). Burada TRAIL-R2 baglantis1 ile ERK/MAPK, AKT ve
NF-kB gibi hiicre i¢i sinyal iletim yollarinin aktivasyonu saglanmaktadir (Secchiero P
ve ark. (2008b); Zauli G ve ark. (2005), (2008)). TRAIL’e baglanan TRAIL-R1 ve
TRAIL-R2 kaspaz kaskadini aktive etmekte ve apoptozu tetikleyebilmektedir (Pietro
RD ve Zauli G. (2004)). TRAIL-R3 ve TRAIL-R4 ise tuzak reseptorler (DcR) olarak
adlandirilmaktadir. TRAIL-R4, 6liim alanin1 kesmekle gorevlidir. Bu reseptor, kaspaz

kaskadini aktive edemez ancak; NF-kB’yi aktive ederek apoptozu bloke edebilmektedir.
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NF-kB ligandinin (RANKL) baglanma reseptdr aktivatorii ile osteoklastogenez
regiilasyonunda yer alan, ¢6ziiniir bir protein olan osteoprotegerin (OPG), TRAIL’in

¢Oziinlir notralize edici bir reseptorii olarak islev géormektedir (Zauli G ve ark. (2007);
(2009)).

TRAIL-R3 ve TRAIL-R4 ise membran noétralize edici veya diizenleyici
reseptorler olarak kabul edilmektedir (Sekil 2-5). OPG, baslangigta tiimor nekroz
faktorii (TNF) reseptor ailesinin bir {iyesi olarak tanimlanmis olmasina ragmen,
RANKL-aracil1 osteoklastogenezi inhibe etse de, ¢esitli in vitro ¢alismalarda, TRAIL’1

notralize etme 6zelligi bildirilmistir (Emery JG ve ark. (1998); Miyashita T ve ark.
(2004); Zauli G ve ark. (2009)).

Hicre membrani

' l
Kaspaz kaskadi
l NF-kB

Apoptozis

Sekil 2-5: TRAIL Reseptorlerinin Sematik Olarak Gosterimi

TRAIL: Tiimor nekroz faktdr apoptoz indiikleyici ligand
TRAIL-R1: TRAIL reseptor-1

TRAIL-R2: TRAIL reseptor-2

TRAIL-R3: TRAIL reseptor-3

TRAIL-R4: TRAIL resptor-4

OPG: Osteoprotogerin

NF-«B: Niikleer lokalizasyon sinyali



17

2.5. TRAIL ve Obezite iliskisi

TRAIL’in obez bireylerde serum lipid konsantrasyonlari, kolesterol, enerji
dengesi, bel cevresi gibi cesitli parametrelerle ilgili iliskisini destekleyen caligsmalar

mevcuttur (Choi ve ark. (2004); Biolo G ve ark. (2012)).

Ozellikle kemirgen modellerle yapilan calismalarda TRAIL ile kilo alimi
arasinda pozitif iliski oldugu bildirilmistir (KeuperM ve ark. (2013)). Adiposit
hiicrelerde TRAIL’in kaspaz aktivasyonunu indiikleyerek insiilin bagimli glukoz alimini
ve lipogenezi bozdugu belirlenmistir. Buna ek olarak; TRAIL’in inflamasyona ve 6liim
reseptorleri olan TRAIL-R1 (DR4) ve TRAIL-R2 (DRS5) aracili kaspaz aktivasyonu ile
apoptozu tetikleyerek insiilin direncine neden oldugu bildirilmistir. TRAIL aracili
instilin direnci, Peroksizom Proliferator aktive edici-y (PPAR-y)’ y1 inaktive ederek
down regiilasyonuna neden olmaktadir (Sekil 2-6). Bu durum adipositlerde lipogenezi
diizenleyen GLUT-4, Asetil CoA-Karboksilaz ve Yag asidi sentaz gibi genlerin
ekspresyonlarinin azalmasina ve buna bagl olarak da insiilin direncinin geligmesine yol

acmaktadir (Bossi F (2015)).

TRAIL Reseptor
Kompleksi

Adiposit

Sekil 2-6: Adiposit Hiicrede TRAIL’in Etki Mekanizmasi

PPAR-y: Peroksizom proliferator aktive edici-y
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Deneysel obezite ve diyabet olusturulan fare modellerinde TRAIL’in etkisi
incelenmistir. Inceleme neticesinde; obez farelerde TRAIL eksikliginin artan gida alimi
ile tetiklenen kilo kazanimina, adiposit hiicre hipertrofisine ve hiperkolesterolemiye
neden oldugu goriilmektedir. Diyabet modellerinde de TRAIL eksikliginin glukoz
toleransin1 ve beta hiicre fonksiyonunu bozdugu, hiperlisemi ve hiperinsiilinemiye

neden oldugu bildirilmistir (Harith HH ve ark. (2013)).

2.6. TRAIL ve Diyabet iliskisi

TRAIL’in diyabet patogenezindeki islevi, ilk olarak Tip I diyabette hayvan
modelleri ile yapilan calismalarda bildirilmistir. Ilerleyen yillarda ise TRAIL’in Tip II
diyabet patogenezinde de roliiniin oldugu gosterilmistir. Bu durum diinya ¢apinda Tip II
diyabet vakalarinda goriilen artislar dikkate alindiginda olduk¢a Onemli bir yer

edinmistir (AIHW (2008); Danaei G ve ark (2011)).

TRAIL Reseptor
Kompleksi

Pankreatik Beta Hiicresi

Sekil 2-7: TRAIL’in Pankreatik Beta Hiicresindeki islevi
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SOCS-1: Sitokin sinyal supresoril
TIMP-1: Matriks metalloproteinaz-1 doku inhibitorii

NF-kB: Niikleer lokalizasyon sinyali

TRAIL reseptor kompleksinin pankreasin langerhans adaciklarindaki beta
hiicreleri lizerine olan etkisi Sekil 2-7’de gosterilmektedir. Pankreatik B hiicrelerinde,
TRAIL kaspaz veya niikleer lokalizasyon sinyali (NF-xB) aracili apoptozu uyarabilir
veya NF-kB, Metalloproteinaz-1'in doku inhibitorii (TIMP-1) ve sinyal proteininin
baskilayicisi olan sitokin sinyal supresorii-1 (SOCS-1) araciligiyla hayatta kalmay1
uyarabilir. TRAIL, ayrica B hiicrelerinden insiilin iiretimini/salgilanmasini tesvik
etmekle kalmaz, ayn1 zamanda kismen TIMP-1'in pankreastaki 16kosit infiltrasyonu

tizerindeki inhibitor etkileri yoluyla insiiliti de onler.

TRAIL’in Tip I diyabette koruyucu roliiniin olup olmalidigi hala arastirilan
konular arasinda yer almaktadir. Yapilan calismalarda; SOCS-1 ve TIPM-1’in diyabete
karst TRAIL aracili koruyucu etkilerinin oldugu ve SOCS-1’in diyabet insidansinda
rolii oldugu belirlenmistir (Kang S ve ark (2010); Zauli G ve ark (2010); Renn SG ve
ark (2007)). TIMP-1 ekspresyonundaki artis ise pankreatik beta hiicrelerinde insiiliti ve
apoptozu 6nemli 6l¢giide azaltmaktadir (Jiang H ve ark (2007)).

2.6.1. TRAIL ve Tip I Diyabet

Tip 1 diyabet, pankreasin langerhans adaciklarindaki beta hiicrelerinden
salgilanan insiilinin yetersizligi ile karakterizedir. T hiicreli otoimmun yanit, pankreas
beta hiicrelerinde tahribata yol agarak insiilin saliniminmin eksikligine ve dolayisiyla
Tip I diyabetin gelisimine neden olmaktadir (Rother KI (2007)). Beta hiicre yikima,
pankreasin Langerhans adaciklarinda meydana gelen kronik inflamasyonun bir
sonucudur. Tip I diyabet gelisiminin ilk asamasinda pankreas adacik inflamasyonu
olarak bilinen insiilitis meydana gelmektedir. Apoptoz, pankreas  hiicre yikiminin ana
mekanizmasi olarak kabul edilmektedir. Bu mekanizma immiin sistem aracili olup, Fas
veya TNF reseptorii gibi 6liim reseptorleri yoluyla T hiicresi kaynakli hiicre yikimina
yol agmaktadir. Ayrica; makrofajlar da TNF-alfa ve interferon-gama gibi pro-
inflamatuar sitokinlerin salgilanmasini uyararak siirece dahil olmaktadir (Thomas HE ve

ark (2009); Soleimanpour SA ve Stoffers DA (2013)).
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TRAIL ve Tip I diyabet arasindaki iligkiyi aciklayan, deney hayvanlari ile
yapilan c¢alismalarda sDRS5 enjeksiyonu ile olusturulan TRAIL blokajinin, Obez
Olmayan Diyabetik (NOD) farelerde TIDM insidansinm1 6nemli dlgiide arttirdigi ve
T1DM baslangicint hizlandirdigr gosterilmektedir (Lamhamedi-Cherradi SE ve ark
(2003)). Buna ilave olarak, TRAIL, TIMP-1’in artmasina neden olabilir; bu, artis,
diyabetik hastalarda genellikle daha yiiksek olan matriks metalloproteinaz-9’un
pankreas aktivitesini azaltarak T1DM'ye karst bir koruyucu bir roliiniin olabilecegi
belirlenmistir (Kang S ve ark (2010); Xue M ve ark (2005)). Bu sonuglar, TIMP-1'in
pankreas adaciklar1 ve S hiicrelerinde sitokin aracili islev bozukluklarini ve sitokin

aracili sitotoksisiteyi onledigini gostermektedir (Han X ve ark (2001)).

Deneysel diyabet gelisim modelleri olusturulan hayvan ¢alismalarinda
TRAIL’in blokaji ve diisiik doz streptozotosin (STZ) uygulamasi daha fazla 16kosit
infiltrasyonu, adacik enflamasyonu ve diyabetin indiiklenmesine neden olmaktadir.
Deney hayvanlari {lizerinde yapilan ¢aligmalar, otoimmiin acidan degerlendirildiginde
TRAIL’in, Tip I diyabette koruyucu bir roliiniin oldugu ve olas1 bir immiin diizenleyici
olarak calisabilecegi bildirilmistir (Lamhamedi-Cherradi SE ve ark. (2003), Zauli G ve
ark (2010)).

2.6.2. TRAIL ve Tip II Diyabet

Tip II diyabet, hiperglisemi, pankreasin langerhans adaciklarindan yetersiz
insiilin salimim1 ve viicudun insiiline karsi gelistirmis oldugu direng ile karakterize
metabolik bir hastaliktir. Pankreas beta hiicrelerinden yetersiz insiilin salinimi veya
salgilanan insiilinin aktivitesinde goriilen bozukluklar, hiicre-reseptor defektine ve
glukozun hiicre i¢ine alinamamasina ve bunun neticesinde de glukozun enerji olarak
kullanilamamasina neden olmaktadir Bu durumda hiicre i¢i hipoglisemi ve hiicre

disinda da hiperglisemi goriilmektedir (Bolen SMD ve ark. (2007)).

TRAIL ve Tip II diyabet iliskisini agiklamak iizere yapilan deneysel hayvan
caligmalarinda TRAIL'in Tip II diyabete kars1 koruma saglayabilecegi gosterilmektedir.
Obezite ve insiilin direncini indiiklemek ic¢in yiliksek yaglh diyet uygulanan
ApoE/TRAIL nakavt farelerde TRAIL eksikliginin, diyabet gelisimine neden
olabilecegi bildirilmistir. Ozellikle, farelerde ApoE’nin TRAIL ile beraber blokaji,

yliksek glikoz ve diisiik insiilin diizeylerine neden olmaktadir. Sonug olarak, bu ¢aligsma,
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TRAIL eksikliginin glukoz toleransini1 6nemli 6l¢iide etkiledigini ve S-hiicre fonksiyon
bozuklugunu gostermistir. Adacik makrofaj infiltrasyonundaki artis ile S-hiicre

yogunlugundaki azalmanin TRAIL eksikligi ile iliskili olabilecegi gosterilmistir.

TRAIL’in Tip II diyabet gelisimine karsi koruyucu mekanizmalarindan bir
digeri de; TRAIL’in anti-adipojenik ve anti-inflamatuar etkilerinin  olmasi

distintilmektedir (Sekil 2-8).

instilin Duyarlilig

Glukoneogenez Glukoz Alimi instilin Uretimi

FFA

@ Adipoz Doku

Kan Damari

Sekil 2-8: TRAIL’in Insiilin Duyarhlig Uzerine Etkisi

TRAIL: Tiimér nekroz faktor ile iligkili apoptozu indiikleyici ligand
FFA: Serbest yag asidi

MCP-1: Momosit kemoatraktan protein-1

IL-6: interldkin-6

T: T lenfositleri

B: B lenfositleri
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Bernardi S ve arkadaslarinin yapmis oldugu calismada TRAIL’in, proapoptotik
ve anti-adipojenik etkilerinden dolay1 kaspaz-3 ve PPAR-y ekspresyonunu indiikledigi
ve yag kiitlesi birikimini Onemli Olgiide azalttigi gosterilmistir. TRAIL’in anti-
adipojenik etkileri, bagisiklik sistemi {izerindeki olusabilecek enflamasyonun
diizenlenmesine aracilik etmektedir. TRAIL’in sistemik dolasimda ve dokuda IL-6,
MCP-1 ve TNF-a seviyelerini 6nemli dl¢iide azalttigi, bunun aksine TRAIL nakavt
farelerde ise IL-6, MCP-1 ve TNF-a seviyelerini yiikselmesine sebep oldugu
gosterilmistir. Bu sonuglar, TRAIL’in Tip II diyabette pankreas beta hiicrelerindeki
CD3’lin azalmasinda ve metabolik anormalliklerin iyilesmesinde rolii olabilecegini

gostermektedir (Bernardi S ve ark (2012); D1 Bartolo BA ve ark (2011)).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Cahismada Kullanilan Ornekler

Bu calismada, materyal olarak {i¢ 6rnek grubu yer almaktadir. Gruptaki 6rnekler
Istanbul Universitesi, Tip Fakiiltesi Hastanesi I¢ Hastaliklar1 Anabilim Dal,
Endokrinoloji ve Metabolizma Hastaliklar1 Bilim Dali” na gelen, obezite tanisi almig
diyabetik, diyabetik olmayan ve saglikli kontrol bireylerden olusmaktadir. Caligsma
grubuna dahil edilen kisiler arasinda akrabalik iligkisi bulunmamaktadir. Caligsma
gruplarindaki bireylere c¢alismanin amaci agiklanarak kendilerinden yazili izinleri

alimmustir ve bilgilendirilmis goniillii olur formlar1 okutularak imzalatilmistir.

Calismamiza 80 diyabetik obez, 80 diyabetik olmayan obez ve 80 saglikl
kontrol olmak iizere toplam 240 birey dahil edilmistir. Viicut Kitle indeksi (VKI= kg/
m?2) dl¢limlerinin yasa ve cinsiyete bagli degisen obezite sinir1 dikkate alinarak calisma
gruplar1 belirlenmistir. Gruplardaki bireylerin her birinden 2’ser adet olacak sekilde
periferik kan ornekleri 5 ml’ lik vakumlu steril K3-EDTA (Tri Potasyum Etilendiamine
tetra asetik asit)’ I tliplere alinmistir. Demografik bilgileri alinan bireylerin kan
ornekleri gerekli kosullar altinda 1.U. Aziz Sancar Deneysel Tip Arastirma Enstitiisii,

Molekiiler Tip Anabilim Dal1i’ na getirilmistir.

Calismanin deneysel asamalarinda kan 6rneklerinden RNA izolasyonlari, cDNA
sentezi, TRAIL ekspresyonunun belirlenebilmesi i¢in gergek zamanli kantitatif
polimeraz  zincir reaksiyonu (RT-qPZR) ve Sanger dizileme yOntemi

gergeklestirilmistir.

3.2. Cahsmaya Alinma ve Calismadan Dislanma Kriterleri

e Calismaya Almma Olgiitleri:
- Hastanin obezite tanis1 almis olmas.

- Hastalik siiresince herhangi bir tedavi gérmiis olmamasi (kemoterapi, ilag vb).
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e (Calismadan Dislanma Olgiitleri:
- Diyabet disinda kronik hastalig1 olan bireyler.
- Hamile veya emziren bireyler.

- Tamamlanmis olan kemoterapi veya radyoterapi, akut enfeksiyon ve diger

klinik ¢aligsmalar altinda ila¢ almis olmak.

3.3. Antropometri ve Biyokimyasal Parametreler

Calisma gruplarinin kilo, boy, viicut kitle dlgiimleri kaydedilmistir. Her bir gruptaki
bireylerin total kolesterol, trigliserit, diisiik yogunluklu lipoprotein- kolesterol (LDL-
kolesterol), yliksek yogunluklu lipoprotein- kolesterol (HDL-kolesterol), glukoz, iire,
kreatinin, Alanin aminotransferaz (ALT), Aspartat aminotransferaz (AST), Sodyum
(Na), Potasyum (K), Klor (Cl), Total protein (TP), Albumin (Alb), Ure, HbAlc gibi

biyokimyasal parametreleri incelenmistir.

3.4. Kullanilan Cihazlar

e Buzdolab1 (+4 °C) (Argelik, Tiirkiye)

e Buzdolabi (-20 °C) (Arcelik, Tiirkiye)

e Derin Dondurucu (-80 °C) (DaihanScientefic, Giiney Kore)

e Distile Su Cihaz1 (Millipore, Almanya)

e Vorteks-Mikrospin (Biosan, Letonya)

e Otomatik Pipet Seti (Gilson, Amerika Birlesik Devletleri)

e Nanodrop Spektrofotometre (Thermo Scientific, Almanya)

e Qubit Florometre (Invitrogen, Amerika Birlesik Devletleri)

e Sogutmali Santrifiij (Beckman Coulter, Almanya)

e DNA/RNA UV Cleaner Kabin (Biosan, Letonya)

e RINA MI14 Niikleik Asit Ekstraksiyon Cihazi (Bioeksen, Kat. No: RN-NA-14-
114-100)

e Sanger Dizileme Cihazi (ABI Prism 377 DNA Sequencer’da (Applied
Biosystems, ABD)
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e Real-Time PZR Cihaz1 (Agilent Tecnologies Stratagene, Amerika Birlesik

Devletleri)
3.5. Kullamilan Kimyasal Maddeler
STL-P1, Proteinaz K, 3M GIT2, Izopropanol, DNaz I, WB1, WB, 1X TE, Tris
baz, EDTA, Etanol (%99), Sodyum kloriir, sodyum hidroksit, SDS, TRITONX
3.6. Kullamilan Cozeltiler
3.6.1. RNA Izolasyonunda Kullanilan Cézeltiler

3.6.1.1. STL-P1

IM Tris-Cl pH 8.0 + 1M EDTA pH 8.0 + 5M NaCl + %20 SDS + PVP-10

3.6.1.2. Proteinaz K

25 mg Proteinaz K tartilarak steril bir tiip i¢inde steril distile su ile 1 ml’ye

tamamlandi.

3.6.1.3. 3M GIT2

3M GIT+%2 TRITONX
3.6.1.4. Izopropanol
3.6.1.5. DNAaz I
3.6.1.6. WB-1-2-3

3.6.1.7. WB

1:2 3M GIT+%100 EtOH
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3.6.1.8. 1X TE ( Tris-EDTA buffer )

10 mM Tris + HCI + 1 mM EDTA

3.6.1.9. IM EDTA

372.2 gram Etilendiamintetraasetat (EDTA) tartilarak beher igine alindi ve 1600
ml distile su eklendikten sonra manyetik karistiric1 yardimiyla ¢oziindiiriildii ve pH’s1
sodyum hidroksit ¢ozeltis ile 8.0’e¢ ayarlanarak distile su ile 1 litreye tamamlandi.

Cozelti, 120°C’de 15 dakika otoklavlanarak sterilize edildi.

3.6.1.10. SM Sodyum Kloriir (NaCl)

292 gram sodyum kloriir (NaCl) tartilarak erlene alindi. Uzerine 1000 mililitre
distile su ilave edildikten sonra manyetik karistirici ile iyice ¢ozlindiiriildii. Balon jojeye
aktarilarak 1 litreye tamamlandi. Cozelti, 120°C ’de 15 dakika otoklavlanarak sterilize

edildi.

3.6.1.11. %20’luk Sodyum Dodesil Siilfat (SDS)

20 gram Sodyum dodesil stilfat tartildi. Beher i¢ine alinarak iizerine 160 mililitre
distile su ilave edildi ve manyetik karistirici yardimi ile ¢oziindiirtildii ve pH’s1 7.2°ye

ayarlandi. 0.22 mikronluk filtreden gegirilerek sterilize edilerek oda 1sisinda saklandi.

3.7. Kullanilan Yontemler

3.7.1. Robotik Cihaz (RINA™ M14) ile Niikleik Asit Ekstraksiyonu

Robotik cihaz (RINA™ M14) kan 6rneklerinden niikleik asit ekstraksiyonu tam
otomatik olarak elde edilmesi amaciyla kullanilmaktadir. Prensip, genetik materyallerin
fiziksel ve kimyasal parcalama, 1s1l islem ve enzimatik uygulamalar ile hiicre disina
alinmasmin ardindan manyetik boncuk yiizeyinde tutulup yikanarak izole edilmesi

ilkesine dayanmaktadir. Oncelikle pargalama tamponu ve deterjan ile muamele edilerek



27

1s1l isleme tabi tutulur. Ardindan Ornek Tiipii’ ne alinir ve istendigi takdirde Internal
Kontrol (IC-NA) ilave edilerek robota yerlestirilir. Sonraki islemler robot tarafindan
otomatik olarak gerceklestirilir. Robot igerisinde oncelikle, kullanici tarafindan IC-NA
ilave edilmis 6rnekte bulunan tiim hiicreler, Proteinaz K enzimi varliginda konsantre
kaotropik tuz ve deterjan karisimi (Lizis Soliisyonu) ile parcalanir. Agiga ¢ikan niikleik
asitler alkol igerikli Baglama Soliisyonu yardimiyla silika kapli demir oksit
nanopartikiillerden olusan Manyetik Boncuklara baglanir. Ardindan, kaotropik tuzun
azaldig1 alkolliin arttig1 Yikama Soliisyonlar: serisi (WB1, WB2 ve WB3) ile manyetik
boncuklara bagl tiim niikleik asitler (6rneklerden ve Internal kontrolden agiga cikan
DNA’lar) temizlenir ve kurutulur. Robotik pipet uclar1 bu asamadan sonra U¢ Yikama
Soliisyonlar1 ile temizlenir. Son olarak, manyetik boncuklarin ylizeyindeki niikleik
asitler diisiik konsantrasyonda tuz iceren Eliisyon Soliisyonu igerisine alinarak
saflastirma islemi tamamlanir. Robot calistirildiginda asagidaki basamaklar sirasiyla

gergeklestirilir.
1) RINA™ M14 UV lambasi, UV meniisii kullanilarak en az 15 dakika calistirilir.

2) Oda sicakliginda muhafaza edilen ‘Kartuslar’ paketinden calisilacak Ornek sayisi
kadar kartus ¢ikarilir.

3) Kullanilacak kartuslarda ¢okelti olup olmadigi tek tek kontrol edilir. Cokelti varsa,

37 °C’de 5-10 dakika 1sitilarak ¢coziinmesi saglanir.

4) Calsilacak &rnek sayisi kadar Eliisyon Tiipii ve Ornek Tiipii ¢ikarilir, her bir tiip

numune ismine gore tek tek isaretlenir.

5) Kartuslar el ile silkilerek ya da sert bir zemine vurularak, kapak ve duvarlarindaki

stvilarin tiip diplerine dogru akmasi saglanir.

6) Asagidaki RINA™ MI14 Izolasyon Kitlerinin, RINA™ M14 Niikleik Asit
Ekstraksiyon Robotu’na Yerlesimi tablosu takip edilerek, Ornek Tiipleri disindaki tiim
bilesenler (kartuslar, uglar, u¢ kiliflar1, kartus delici, eliisyon tiipleri, 1sitic1 blok tiipleri
vb) RINA™ M14’e yerlestirilir (Sekil 3-1).

7) Ornek tiiplerinin her birine 10 uL IC-NA pipetlenir.

8) Calisilacak orneklerden 550°ser puL alinarak Ornek Tiipleri’ne eklenir. Ardindan,
Ornek Tiipleri de Sekil 3-1’de gosterildigi sekilde RINA™ M14’ e yerlestirilir.

9) Kartus tutucunun tam kapatildigindan emin olunur.
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10) Cekmece kapatilir, yerine oturdugundan emin olunur ve ‘Ileri’ butonu ile devam
edilir.

11) Kit yilikleme sayfasi sonrasi, robot ekraninda protokol se¢im sayfasi goriintiilenir.
Listede goriintiilenen protokol/ kitlerden kullanilmak istenen, iistiine tiklanarak segilir.

12) Ekranda,segilen protokoliin detayli agiklamasi ve versiyonu gosterilir. ‘Ileri’ butonu

ile devam edilir.

13) Ornek Hacmi ve Eliisyon Hacm girilir ve Ekstraksiyonu Baslat butonuna basilarak

cihaz ¢alistirilir.

14) Islem bittiginde sistem sesli uyar1 verecektir. ‘Ileri’ tusuna basilip ana meniiye

donulir.

15) Cihaz agma-kapama diigmesi ile kapatilir ve giiverte bosaltilir; Eliisyon Tiipleri ileri

analizlerde RT-PZR’ da kullanilmak iizere < -20 °C’de saklanir. Diger bilesenler atilir.

‘ |—. ELUSYON TUPU H
ORNEK TUPU G
;. PIPET UCU E

PIPET UCU KILIFI E

® KARTUS DELICi D

® KARTUS DELICIi KILIFI D
ISITICI BLOK TUPU C

* MANYETIK ALAN TUPU B
® KARTUS A

KARTUS TUTUCU
KARTUS

MANYETIK ALAN TUPU
ISITICI BLOK TUPU

KARTUS DELICI KILIFI ve iCERISINDE KARTUS DELICI
PIPET UCU KILIFI ve iCERSINDE PiPET UCU

BOS BIRAKILACAK YUVA
ORNEK TUPU

o B
"1. ? 4,’ ‘0 ? , ’ ' ’ ' e 3 ELUSYON TUPU

Sekil 3-1: RINA™ M14 izolasyon Kitlerinin, RINA™ M14 Niikleik Asit Ekstraksiyon
Robotu’na Yerlesimi
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3.7.1.1. Elde Edilen RNA’nin Konsantrasyon Tayini

Elde edilen RNA orneklerinin konsantrasyonlar1t NanoDrop (Thermo Scientific)
cithaz1 kullanilarak 6lcilildii. RNA konsantrasyonu 260 nm’deki optik yogunlugundan
(OD), saflig1 ise 260 nm/ 280 nm’deki OD degerinden saptanda.

RNA Konsantrasyonu= 50 (sulandirma orani) X 40 (sabit) X OD 260 nm = ng/ul.
RNA saflig1 = OD 260/ OD 280=2

Konsantrasyonlar1 belirlenen RNA 6rnekleri, cDNA sentezine kadar -80 °C’ de

muhafaza edildi.

3.7.2. Primer Tasarimi

TRAIL geninin RT-qPZR deneyinin yapilabilmesi amaciyla olusturulan

primerler asagida verilmistir.

Calismamizda gen ekspresyon diizeyinin belirlenebilmesi i¢in, referans olarak
Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase (GAPDH) housekeeping gen olarak
secilmistir. Primerleri GAPDH _Human F (5’-GAAGGTGAAGGTCGGAGT-3’) ve
GAPDH Human R (5’-GAAGATGGTGATGGGATTTC-3’) olarak secilmis ve
optimizasyondan sonra RT- PZR’ da ¢alisilmustir.

3.7.2.1. TRAIL Geninin Primer Tasarimi

Primer tasarimi i¢in insan TRAIL genine ait ekzonlar hg38 genom versiyonunda
incelenmistir. Primer3 programi kullanilarak primerler tasarlanmis ve 249 bp

uzunlugunda iirtin elde edilmistir (Sekil 3-2).



GACCGGCTGCCTGGCTGACTTACAGCAGTCAGACTCTGACAGGATCATGGCTATGATGGAGGTCC) CCAGCCTGG
GACAGACCTGCGTGCTGATCGTGATCTTCACAGTGCTCCTGCAGTCTCTCTGTGTGGCTGTAACT TACGTGTACT TTACCAAC
GAGCTGAAGCAGATGCAGGACAAGTACTCCAAAAGTGGCATTGCTTGTTTCTTAAAAGAAGATGACAGTTATTGGGACCCCAA
TGACGAAGAGAGTATGAACAGCCCCTGCTGGCAAGTCAAGTGGCAACTCCGTCAGCTCGTTAGAAAGATGAT TTTGAGAACCT
cr CATTTCTACAGTTC. A AACARAATATTTCTCCCCTAGT AAGAGGTCCTCAGAGAGTAGCA
GCTCACATAACTGGGACCAGAGGAAGAAGCAACACATTGTCTTCTCCAAACTCCAAGAATGARAAGGCTCTGGGCCGCARAAT
AAACTCCTGGGAATCATCAAGGAGTGGGCATTCATTCCTGAGCAACT TGCACTTGAGGAATGGTGAACTGGTCATCCATGAAR

AAGGGTTTTACTACATCTATTCCCAAACATACTTTCGATTTCAGGA AT,
OLIGO start _len tm gct _ any 3' seq

LEFT PRIMER 284 ~ 20  62.29 55.00 6.00 1.00 GICAAGTGGCAACTCCGTCA
RIGHT PRIMER 532 20 62.02 50.00 4.00 1.00 TGAATGCCCACTCCTTGATG

HYB OLIGO 484 25 71.34 32,00 4.00 3.00 TCTGGGCCGCAARATAAACTCCTGG

SEQUENCE SIZE: 644
INCLUDED REGION SIZE: 644

PRODUCT SIZE: 249, PAIR ANY COMPL: 5.00, PAIR 3' COMPL: 3.00

1 GACCGGCTGCCTGGCTGACTTACAGCAGTCAGACTCTGACAGGATCATGGCTATGATGGA

61 GGTCCAGGGGGGACCCAGCCTGGGACAGACCTGCGTGCTGATCGTGATCTTCACAGTGCT

121 CCTGCAGTCTCTCTGTGTGGCTGTAACTTACGTGTACTTTACCAACGAGCTGAAGCAGAT

181 GCAGGACAAGTACTCCAAAAGTGGCATTGCTTGTTTCTTAAAAGAAGATGACAGTTATTG

241 GGACCCCAATGACGAAGAGAGTATGAACAGCCCCTGCTGGCAAGTCAAGTGGCAACTCCG

SE5555555555555>>

301 TCAGCTCGTTAGAAAGATGATTTTGAGAACCTCTGAGGAAACCATTTCTACAGTTCAAGA
>>>

361 ,CAACAAAATATTTCTCCCCTAGTGA! AAG. ' TCCTCAGAGAGTAGCAGCTCA

421 CATAACTGGGACCAGAGGAAGAAGCAACACATTGTCTTCTCCAAACTCCAAGAATGAAAA
481 GGCTCTGGGCCGCAAAATAAACTCCTGGGAATCATCAAGGAGTGGGCATTCATTCCTGAG
AAAAAAAAARAAAAAAAAAANAAAA €C<LLLLLLLLLLLL L

541 CAACTTGCACTTGAGGAATGGTGAACTGGTCATCCATGAAARAGGGTTTTACTACATCTA

601 TTCCC: ATACTTTCGATTTCAGGA ATA AA

TRAIL_F: GTCAAGTGGCAACTCCGTCA
TRAIL R: TGAATGCCCACTCCTTGATG
TRAIL PR FAM: CCAGGAGTTTATTTTGCGGCCCAGA

Sekil 3-2: TRAIL Gen Ekspresyonu i¢in Tasarlanan Primerler

3.7.3. cDNA Sentezi ve RT-qPZR Analizi

30

cDNA sentezi ve RT-qPZR analizi islemi tek asamada Bio-Rad C1000™

Thermal Cycler cihazinda gerceklestirilmistir. RNA Orneklerinden ¢cDNA sentezi,

asagidaki protokole gore yapilmistir. cDNA sentezi ve RT-PZR i¢in kullanilan karigim

asagidaki tabloda belirtilmektedir (Tablo 3-1).
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Tablo 3-1: cDNA ve RT-PZR icin Hazirlanan Karisim Mix

Karisim Mix;
2X Prime Script Mix S5ul
Oligo Mix 25ul
Template Nucleic Acid 25ul
Total Reaction Volume 10 uL

950 C 950 C

1:00 0:10

520 C 550 C

10:00 0:15
/ o

oO-H0m

1 520 C for 10:00
2 950 C for 1:00
> 3 950 C for 0:10
4 550 C for 0:15
+ Plate Read
GOTO 3. 339 moretimes
END

I

Sekil 3-3: cDNA Sentezi ve RT-PZR Protokolii

Ters transkripsiyon asamalar1 asagidaki sira ile uygulanmistir (Sekil 3-3).



32

e Izole edilen RNA &rneklerinden 2,5 uL ve 2X Prime Script Mix’ ten pL
uL kullanildi.

e 10 dk 52 °C’de inkiibasyon gerceklestirildi.

e inkiibasyon sonrasi elde edilen cDNA’lardan devam eden islem

basamaklari ile gercek zamanli (RT)-qPZR gerceklestirildi.

e TRAIL hedefi Fam kanlinda;, GAPDH hedefi ise Hex kanalinda

incelenmistir.

RT-qPZR’ deki niikleik asit miktari, reaksiyon siiresince liriin miktariyla orantili
olacak sekilde artan floresan boyalarin ve problarin verdigi sinyalin tayini ile

saglanmaktadir.

RT-gPZR’ nin en onemli basamagi, DNA parcasinin cogaltildigi, ilk PZR
dongiisiiniin  belirlendigi asamadir. Esik Dongiisii (Cross Point (CP) veya Cycle
Threshold (CT)) olarak adlandirilir. Baslangictaki DNA miktar1 arttik¢a, floresan
1simada da ayni oranda ve oldukc¢a hizli bir sekilde artis gostermektedir. Bu nedenle de

CT degerinde de diisiis beklenmektedir.

3.7.4. Yiiksek Coziiniirliikte Erime Egrisi (HRM) Analizi

HRM, DNA’nmn ayrisma (melting) sicakliklarimi goriintiilemek icin kullanilan bir
yontemdir. Sicaklik artisgina bagh olarak cift zincirli DNA yapis1 birbirinden ayrilir ve
zincirin  %50’sinin (Tm) ayrilmasiyla birlikte floresan 1s1ma miktarinin azalmasi
beklenmektedir. HRM analizi i¢in Bio-Speedy, dendogramlar i¢in minitab programi
kullanilmigtir. Yapilan analizlere ait dendrogramlar ise asagida belirtilmektedir (Sekil 3-
4). Dendrogram analizi sonucunda <%99 benzerlik gbsteren 5 grup olusturularak dizi

analizi yapilmis ve farkliliklar tespit edilmistir.
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HRM3 0.01047

HRM2 0.01047

HRMS5 0

1 | HRM1 0.00262
E HRM4 0.00785

Sekil 3-4: TRAIL Geni i¢cin Yapilan Dendogram Sonucu

3.7.5. Sanger Dizileme Yontemi

Sanger dizileme, bir dideoksiniikleotid ve dort normal niikleotid i¢eren dort asamali bir
PZR reaksiyonundan meydan gelmektedir. Sanger dizileme yoOnteminde, zincir
sonlandirict olarak kullanilan dideoksintikleotidler, DNA polimeraz ile reaksiyona dahil
olmakta ve istenilen DNA bolgesinin dizilenmesine aracilik etmektedir.
Dideoksiniikleotidlerin niikleotid zincirine dahil olmasi uzamayi durdurmaktadir.
Dideoksi dizilemesi, DNA dizisine es yeni DNA iplik¢iginin senteziyle
gerceklesmektedir. Sanger dizilemede tasarlanan primerlerin baglanma 1silar
birbirlerine yakin, piirin-pirimidin baz sayilar1 da esit dagilimh secilmektedir ve kalip
olarak cogaltilan PZR iirlinleri kullanilmaktadir (Sekil 3-5). DNA dizisinde yer alan
niikleotitlerin tespit edilmesi icin; floresan sinyali kullanilmaktadir (Sun K ve ark.
(2014); Baudhuin L ve ark. (2015)). (Sekil 3-6). Yapilan dizi analizi ABI prism Big Dye
Terminator Cycle-Sequencing Ready reaksiyon kiti araciligiyla ABI Prisim 377 DNA
Sequencer’da (Applied Biosystems, ABD) tespit edilmistir.
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ATGCAGGACAAGTACTCCAAAAGTGGCATTGCTTGTTTCTTAAAAGAAGATGACAGTTATTGGGACCCCAATGACGAAGA
GAGTATGAACAGCCCCTGCTGGCAAGTCAAGTGGCAACTCCGTCAGCTCGTTAGAAAGATGATTTTGAGAACCTCTGAGG
AAACCATTTCTACAGTTCAAGAAAAGCAACAAAATATTTCTCCCCTAGTGAGAGAAAGAGGTCCTCAGAGAGTAGCAGCTC
ACATAACTGGGACCAGAGGAAGAAGCAACACATTGTCTTCTCCAA

QLIGO start len tm gct _any th _3' th hairpin seg
LEFT PRIMER €3 20 53.10 55.00 0.00 0.00 0.00 GGACCCCRATGACGRAGAGA
RIGHT PRIMER 283 20 £8.72 50.00 0.00 0.00 0.00 TCCCAGTTATGIGAGCIGCT

SEQUENCE SIZE: 286
INCLUDED REGION SIZE: 286

PRODUCT SIZE: 151, PAIR ANY TH COMPL: 0.00, PAIR 3'_TH COMPL: 0.00
1 ATGCAGGRCAAGTACTCCAARAGTGGCATTIGCTITGTTTCTTARRRGARGATGACACGTTAT

€1 TGGGACCCCAATGACGARGAGAGTATGAACRGCCCCTGCTGGCARGTCRAACTGGCRACTC
SIESISEEITITISIBIBSS

121 CGTCAGCICGTTAGAARGATGATTITGAGAACCTCTGAGGAARCCATITCTACAGTTICAR
181 GAARAGCRACRARATATTITCTCCCCTAGTGAGAGARAGAGCTCCTCAGAGAGTAGCAGCT
<<t

241 CACATAACTGGGACCAGRAGGRAGRAGCAACACATTGICTICICCAR
<L

TRAIL_S_F: GGACCCCAATGACGRRGAGR
TRAIL_S_R: TCCCAGTTATGTGARGCTGCT

Sekil 3-5: Sanger Dizileme I¢in Tasarlanan TRAIL Forward ve Reverse Primerleri

Floresan, zincir i i PCR
CLCE L o

¥ ¥ ~ Rl
(=] = = -]
u AR AReRE a8
m AACHOE AASReAEnEE AAaeneAE

E AEmememE
E.
\ "ag,nanlalm jel elektroforezinden gegisi

TAST B we
Lazer i

—

Foto-cogaltia

I} |||

Lazerie algianp floresan

Sekil 3-6: Sanger Dizileme Asamalar

3.8. Istatistiksel Analiz

Istatistiksel analizler icin SPSS (Statistical Package for Social Sciences for
Windows) 22.0 software degerlendirme programi kullanilarak p<0,05 anlamli kabul

edildi. Sayisal veriler Ortalama + Standart Sapma (Ort = SS) ve medyan olarak,
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parametrik veriler de ¢alismaya katilan birey sayisi (n) ve/veya (%) ile gosterilmistir.
Biyokimyasal parametreler arasindaki tanimlayici veriler hesaplandi ve normal dagilima
uygunlugu Shapiro-Wilk testi ile belirlendi. ikili karsilastirmalarda normal dagilima
uyuyorsa Student’s t, uymuyorsa Mann-Whitney U testi yapildi. Benzer sekilde ti¢lii
karsilagtirmalar normal dagilima uyuyorsa ANOVA testi, uymuyorsa Kruskal-Wallis
testin kullanildi. Gen ekspresyon seviyelerinin gruplar arasindaki anlamliliklar1 Fold

Change (2"22¢") kullanilarak belirlendi.
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4. BULGULAR

Calismamiza Istanbul Universitesi Istanbul Tip Fakiiltesi Hastanesi I¢
Hastaliklar1 Anabilim Dali, Endokrinoloji ve Metabolizma Hastaliklar1 Bilim Dali’nda
diyabet tanis1 konulmus 80 obez, 80 diyabetik olmayan obez ve herhangi bir patolojik
bulgusu bulunmayan 80 saglikli kontrol grubu olmak {izere toplam {i¢ grup dahil
edimistir.

Vaka ve kontrol 6rnekleri arasinda TRAIL geninin ekspresyon diizeyi incelenip,

Sanger dizi analizi yapilarak diyabet ile olan iliskisinin bulunmasi saglanmistir.

4.1. Demografik Verilerin Analizi

Kontrol grubunun yas ortalamasi1 41,67 = 11,59 (Minimum: 17, Maksimum: 66)
yas, diyabetik obez hasta grubunda yas ortalamasi 42,60 + 14,34 (Minimum: 17,
Maksimum: 68) yas, diyabetik olmayan obez hasta grubunda yas ortalamasi 55,03 +
9,65 (Minimum: 19, Maksimum: 74) yas olarak olarak hesaplandi.

Student-t testi sonucunda hasta gruplari ile ve kontrol grubu arasinda cinsiyet

dagilim1 acisindan istatistiksel olarak anlamli bir fark gézlenmedi (p>0,05).

4.2. Gruplarin Biyokimyasal Parametreler Acisindan Degerlendirilmesi

Kontrol, diyabetik ve diyabetik olmayan obez gruplardan alinan kan
orneklerinden, TRAIL ’in gen ekspresyonu RT-qPZR yontemi ile, dizilemesi ise Sanger
yontemi ile saptandi. Tablo 4-1’de diyabetik obez, diyabetik olmayan obez hasta
gruplart ile saghkli kontrol grubuna ait metabolik parametreler gosterilmektedir.
Biyokimyasal parametrelerin data analizi sonucunda, diyabetik obez grubu glukoz, {ire,
kreatinin, trigliserit, VKI ve HbAlc acisindan diyabetik olmayan obez gruba ve kontrol
grubuna kiyasla istatistiksel olarak yiiksek bulundu ve ileri derecede anlamli oldugu
tespit edildi (p<0,001). Calisma gruplar1t HDL, Na ve Cl agisindan degerlendirildiginde

diyabetik olmayan obez grupta, diyabetik obez gruba ve kontrol grubuna goére bu
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degerlerin daha yiiksek ve anlaml1 oldugu belirlendi (p<0,05). LDH, AST, ALT, Total
kolesterol, LDL, K, Total protein ve Albumin acisindan karsilastirildiginda ise gruplar
arasinda istatistiksel bir farklilik gézlenmedi (p>0,05).

Tablo 4-1: Diyabetik Obez ve Diyabetik Olmayan Obez Grubunun Antropometrik ve
Biyokimyasal Parametreleri

Diyabetik Obez n=80 Diyabetik r(l):l;gr:)ayan Obez K::::;BOI ,
Min Max Mean+Std Min Max MeantStd Min Max Mean+Std
Glukoz 48 422 187,73+7519 75 105  89,95+8,55 72 111 91,8848,07 <0,001
Ure 16 105 35441674 13 37 24,1648,11 12 47 26,78+7,66 <0,001

Kreatinin 04 2,66  086+035 034 09  0,60+0,17 038 1,07  0,68+0,15 <0,001

LDH 133 298  187,48432,80 138 330  188,05+44,07 118 263 173,06+30,58 0,048
ALT 7,5 104 254241608 12 152 2550+28,71 8 84 2230+13,89 0,314
AST 9 78 20424903 10 98  2232+1732 10 54  19,66+6,03 0,96

T_Kol 112 301  20326+42,78 145 333 207,18+4748 96 359 209,38+5143 0,79

Trig 50 815 19519412979 29 936 132,27+184,63 31 364 112,74%62,56 <0,001
HDL 23 66,5  44,04+994 20 111  54,68+17,32 32 80  54,16x11,27 <0,001
LDL 58 193 121,40£32,90 54 242 130,36+41,07 52 256 132,26+42,69 0,396
HbAlc 51 13,7 856x1,97 45 6 536036 46 6 5,3340,30  <0,001
Na 135 146 139,46+237 137 145  140,73£2,33 135 144  140,23+2,01 0,024
K 34 95 4,5620,71 39 55 4474039 34 58 4461042 0,548
cl 96 107  101,39+2,43 100 107  103,68+1,86 99 108  102,67+1,92 <0,001

T_prot 59 82 737042 66 7.9 7294037 0,1 84  7,13£0,96 0,202
Alb 32 51 04 0 45 4034094 35 49 4291029 0,528

VKi 30,04 4579  35,174£3,99 30,08 6533  37,91+8,08 18,34 2997 25,01+3,03 <0,001

Mean + Std: Sayisal veriler Ortalama + Standart Sapma

Caligmada kullanilan parametrelerin, gruplar arasi istatistiksel analizi igin ANOVA testi kullanildi.

Diyabetik obez hasta grubu kendi arasinda kadin ve erkek olmak iizere cinsiyete gore
biyokimyasal parametreler acisindan kiyaslandiginda kreatinin ve ALT degerinin
erkeklerde kadinlara gore daha yiiksek ve istatistiksel olarak anlamli oldugu belirlendi
(strastyla p<0,001 ; p=0,025). HDL degerinin ise erkeklerde kadinlara gére daha diisiik
ve istatistiksel olarak yiiksek diizeyde anlamliliga sahip oldugu tespit edildi (p=0,004)
(Tablo 4-2). Diyabetik olmayan bireylerden secilmis olan hasta grubu kendi arasinda
cinsiyete gore biyokimyasal parametreler agisindan kiyaslandiginda kreatinin degerinin
erkeklerde kadinlara gére daha yliksek oldugu belirlendi ancak istatistiksel olarak bir
anlamhilik tespit edilemedi (p=0,055). Calisilan diger biyokimyasal parametreler
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istatistiksel agidan degerlendirildiginde ise bir anlamlilik elde edilememistir (p>0,05)

(Tablo 4-3).

Tablo 4-2: Diyabetik Obez Hastalarin Cinsiyete Gore Karsilastirilmasi

Kadin Erkek
Min Max Mean+Std Min Max Mean+Std d

Glukoz 48 422 196,33+82,55 &9 390 177,73+£65,31 0,28

Ure 16 105 33,48+15,88 16,6 92 37,74+17,65 0,187
Kreatinin 0,4 2 0,77+0,27 0,63 2,66 0,97+0,40 <0,001
LDH 133 298 194,24+40,52 135 250 182,22424,82 0,4

ALT 7,5 71 21,73+11,96 10 104 29,69+19,12 0,025
AST 9 41 19,10+6,55 13 78 22,00£11,20 0,248
T_Kolesterol 119 301 212,234+46,40 112 287 192,71+£35,94 0,074
Trigliserit 59 815 202,15+153,25 50 431 186,88+96,08 0,941
HDL 26 66,5 46,95+9,71 23 57 40,56+9,16 0,004
LDL 58 193 126,09+34,08 61 174 115,63+£30,91 0,218
HbAlc 5,1 13,7 8,7842,10 5,1 12,9 8,29+1,81 0,381
Na 135 146 139,45+2,52 135 144 139,46+2,22 0,866
K 3,8 5,4 4,53+0,40 34 9,5 4,59+0,96 0,711
Cl 96 107 101,61+2,54 96 105 101,19+£2,37 0,943
Total protein 6,6 8,2 7,38+0,38 5,9 8,2 7,37+0,46 0,917
Alb 32 4,96 4,22+0,38 33 5,1 4,3740,40 0,153
VKIi 30,04 45,79 35,69+4,60 30,2 43,69 34,56+3,09 0,616

Mean + Std: Sayisal veriler Ortalama + Standart Sapma

Caligmada kullanilan parametrelerin, gruplar arasi istatistiksel analizi igin Student’s t ve Mann-Whitney U

testi kullanildi.




Tablo 4-3: Diyabet Olmayan Obez Hastalarinin Cinsiyete Gore Karsilastirilmasi
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Kadin Erkek
Min Max Mean+Std Min Max Mean+Std d
Glukoz 75 105 89,61+£8,37 76 98 91,50+10,50 0,443
Ure 13 36 23,86+8,20 16 37 25,50+8,74 0,551
Kreatinin 0,34 0,9 0,57+0,17 0,64 0,8 0,75+0,07 0,055
LDH 146 330 192,47+46,27 138 220 171,50+34,62 0,484
ALT 12 152 26,39+31,74 17 30 21,50+5,80 0,55
AST 10 98 22,67£19,18 17 24 20,75+3,30 0,415
T_Kolesterol 145 333 202,67+48,97 172 257 227,50+38,96 0,202
Trig 29 183 98,22+46,04 46 936 285,50+434,00 0,865
HDL 20 111 56,56+18,33 34 55 46,25+8,85 0,293
LDL 54 242 126,17+42,77 115 182 149,25+29,35 0,173
HbAlc 4,5 6 5,38+0,39 5,1 54 5,23+0,13 0,251
Na 137 145 140,39+2,09 138 145 142,25+3,10 0,18
K 39 5 4,41+0,34 4,4 5,5 4,76+0,51 0,099
Cl 100 107 103,83+1,95 102 105 103,00+1,41 0,387
Total protein 6,6 7,7 7,29+0,36 6,8 7,9 7,28+0,46 0,652
Alb 0 4,5 3,97+1,04 4,2 4.4 4,30+0,08 0,365
VKIi 30,08 65,33 37,68+7,69 30,25 59,03 38,85+10,07 0,974

Mean + Std: Sayisal veriler Ortalama + Standart Sapma

Caligmada kullanilan parametrelerin, gruplar arasi istatistiksel analizi igin Student’s t ve Mann-Whitney U

testi kullanildi.

Calismamizda yer alan saglikli bireylerden olusan kontrol grubunun cinsiyete gore

kadin ve erkek olarak kendi arasinda kiyaslanmasi neticesinde; glukoz (p<0,001), {ire
(»p=0,001), kreatinin (p<0,001), ALT (p<0,001), AST (p<0,001), Na (p=0,003), CI
(p=0,035), Total protein (p=0,015), Albumin (p=0,012) degerlerinin erkeklerde

kadinlara gore daha yiiksek oldugu ve istatistiksel acidan degerlendirildiginde de

ylksek diizeyde anlamliligin oldugu belirlenmistir. HDL degerinin ise erkeklerde

kadinlara kiyasla daha diisiik ancak yiiksek diizeyde anlamlilik gosterdigi belirlenmistir
(p<0,001). Calisilan LDH, Total kolesterol trigliserit, LDL, HbAlc, K ve VKI gibi diger

parametrelerde ise istatistiksel olarak bir anlamlilik elde edilememistir (p>0,05) (Tablo

4-4).
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Tablo 4-4: Kontrol Grubunun Cinsiyete Gore Karsilastirilmasi

Kadin Erkek
Min Max Mean+Std Min Max Mean+Std P

Glukoz 72 107 89,16+7,59 81 111 95,7419+7,20 <0,001
Ure 12 39 24,09+6,51 19 47 30,4062+7,68 0,001
Kreatinin 0,38 0,8 0,58+0,10 0,6 1,07 0,8072+0,11 <0,001
LDH 127 233 169,13+£27,80 118 263 178,6786+33,90 0,168
ALT 8 35 16,61+5,35 8 84 29,9375+17,81 <0,001
AST 10 26 17,50+3,13 14 54 22,5625+7,63 <0,001
T_Kolesterol 135 359 214,63+53,07 96 343 202,41944+49,16 0,776
Trig 31 278 101,29+53,30 45 364 128,2581+71,25 0,084
HDL 37 80 59,33+9,75 32 66 47,161349,31 <0,001
LDL 70 256 134,21+43,57 52 249 129,6129+42,04 0,88

HbAlc 4,6 5,9 5,30+0,31 4,7 6 5,3750+0,28 0,217
Na 135 143 139,70+1,72 136 144 141,0000+2,18 0,003
K 3,6 5.8 4,53+0,43 3,4 5,3 4,3687+0,38 0,111
Cl 99,6 108 102,32+1,80 99 106 103,1786+2,00 0,035
Total protein 0,1 7,8 6,97+1,16 5.9 8.4 7,3643+0,46 0,015
Alb 3,8 4,7 4,22+0,25 3,5 4,9 4,3897+0,30 0,012
VKIi 18,34 29,97 24,81+3,04 18,83 29,41 25,268443,04 0,592

Mean + Std: Sayisal veriler Ortalama + Standart Sapma

Caligmada kullanilan parametrelerin, gruplar arasi istatistiksel analizi igin Student’s t ve Mann-Whitney U
testi kullanildi.

4.3. TRAIL Geninin Gen Ekspresyon Analizi

Ekspresyon diizeylerinin karsilastirmasinda, amplifikasyon neticesinde yayilan
floresan 1s1manin miktarmin 6l¢iildiigli dongli sayisint ifade eden Ct degeri
kullanilmistir. Ct degerleri incelenerek, TRAIL geninin ve GAPDH Housekeeping
genin ACt, AACt degerleri hesaplanmistir. TRAIL ekspresyon diizeyi ise; GAPDH geni
referans alinarak 224t olarak hesaplanmustir ve istatistiksel anlamlilig1 Kruskal-Wallis
testi ile aciklanmistir. Yapilan incelemeler sonucunda TRAIL gen ekspresyonunun
diyabetik obez grubunda azaldigi, diyabetik olmayan obez grubunda ve kontrol
grubunda ise arttig1 tespit edilmis ve istatistiksel olarak yiiksek diizeyde anlamli oldugu

belirlenmistir (sirasiyla, 0,25; 1,68; 10,95; p<0,001) (Tablo 4-5).
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Tablo 4-5: TRAIL Gen Ekspresyon Diizeyleri

Diyabetik Obez Diyabetik Olmayan Obez Kontrol
TRAIL )2

Min | Max | MeantStd | Min | Max | Mean+Std | Min | Max Mean+Std
ACT 384 | 11,6 | 9,13+x1,57 | -2,1 | 123 6,32+3,17 | -1,8 | 12,66 6,24+3,12 | <0,001
AACT | -22 | 558 | 3,14+1,57 | -5,6 | 123 3214445 |-78 | 6,67 0,25+3,12 | <0,001

il

2°8ACT | 0,02 | 4,44 | 0,25+0,56 | 0,02 | 46,9 | 1,68+5,68 |0,01| 216,8 | 10,95+31,46 | <0,001

El

Mean + Std: Sayisal veriler Ortalama + Standart Sapma

Caligmada kullanilan parametrelerin, gruplar arasi istatistiksel analizi igin Kruskal-Wallis testi kullanildi.

TRAIL gen ekspresyonu diyabetik obez, diyabetik olmayan obez ve kontrol gruplarinda
kadin ve erkek olmak iizere cinsiyete gore karsilastirilmistir. Diyabetik obez grubundaki
erkeklerde 2-2A€T ekspresyon diizeyinin kadinlara gére daha yiiksek diizeyde ve anlamli
oldugu gosterilmistir (p=0,015). Diyabetik olmayan obez gruptaki erkeklerde TRAIL 2-
AACT ekspresyon diizeyi kadinlara gére daha yiiksek olsa da istatistiksel agidan bir
anlamlilik elde edilememistir. Kontrol grubunda ise TRAIL 2-24€T ekspresyon diizeyi
erkeklere gore karsilagtirildiginda, kadinlarda daha yiiksek ve istatistiksel olarak anlaml

oldugu belirlenmistir (p=0,015) (Tablo 4-6).

Tablo 4-6: TRAIL Gen Ekspresyonunun Cinsiyete Gore Karsilastirilmasi

Kadin Erkek
Gruplar TRAIL P
Min | Max MeantStd | Min | Max | Mean+Std

ACT 384 11,51 | 9,51£1,40 | 5,05 | 11,6 | 870165 | 0,015

Diyabetik Obez | AACT 221 5,52 3,52£1,40 | -09 | 5,58 | 2,71«1,65 | 0,015

2-AACT 0,02 4,44 0,21+0,68 | 0,02 [ 1,92 | 0,29+0,39 | 0,015

ACT 21| 1129 | 6094329 | 1,87 | 123 | 6,23+2,68 | 0,562

Diyabetik AACT 561 11,29 | 3,000442 | 41 | 123 | 2965531 | 0,622
Olmayan Obez

2-AACT 0 | 46,85 1,68+6,06 0 174 | 2,54+5,12 | 0,622

ACT -1,8 | 1045 5,26£3,53 | 0,83 | 12,7 | 7,47634£2,10 | 0,015

Kontrol AACT -7,8 1 4,46 -0,7343,53 | -5,2 | 6,67 | 1,4862+2,10 | 0,015

2-AACT 0,05 216,8 | 18,81+40,86 | 0,01 | 35,8 | 1,6487+6,25 | 0,015

Mean + Std: Sayisal veriler Ortalama + Standart Sapma

Caligmada kullanilan parametrelerin, gruplar arasi istatistiksel analizi igin Student’s t ve Mann-Whitney U
testi kullanildi.
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istatistiksel agidan bir anlamlilik tespit edilememistir. Total protein diizeyinin ise,

ekspresyonu artanlarda gen ekspresyonu azalanlara gore daha yiiksek ve anlamli oldugu

belirlenmistir (p=0,007) (Tablo 4-7).

Tablo 4-7: Biyokimyasal Parametrelerin TRAIL Gen Ekspresyonuna Gore

Karsilastirilmasi

Biyokimyasal
Parametreler

Diyabetik Obez

Diyabetik Olmayan Obez

Gen Ekspresyonu Azalan

Gen Ekspresyonu Artan

Gen Ekspresyonu Azalan

Kontrol

Gen Ekspresyonu Artan

Gen Ekspresyonu Azalan

Gen Ekspresyonu Artan

P
Min | Max Mean=Std Min | Max Mean=Std ’ Min | Max Mean=Std Min | Max Mean=Std Min | Max Mean=Std Min | Max Mean=Std ’
Glukoz 48 | 422 | 189,19+77,69 | 134 | 215 | 174,75+33,43 | 0.904 | 75 105 88,61+8,35 88 99 93,00£5,57 | 0.412 | 12 47 27,06+8,43 14 39 26,20£5,80 | 0.068
Ure 16 105 34,89+16,44 17 77 46,15£24,94 | 0.237 | 13 37 22,81+7,84 20 36 30,00£8,72 | 0.185 | 0,38 | 1,1 0,69+0,16 04 | 09 0,63+0,12 0.982
Kreatinin 04 2 0,8440,29 08 | 27 1,32+0,89 0.063 |1 034 | 09 0,58+0,17 0,5 0,9 0,67+0,17 0.356 | 118 | 263 | 172,44£32,20 | 127 | 233 | 174,55+27,01 | 0.125
LDH 133 | 298 | 186,52433,32 [ 166 | 197 | 181,50+21,92 | 0.978 | 138 | 330 | 189,87+47,23 | 167 | 231 | 190,33+35,35 | 0.574 | 8 84 23,67+15,22 10 55 19,39£10,21 | 0.518
ALT 7.5 104 25,60£16,50 15 28 21,65£7,12 | 0.870 | 12 152 27,28+31,58 14 22 18,33+4,04 | 0.600 | 10 54 19,88+6,67 12 33 19,18+4,47 | 0.207
AST 9 78 20,49+9,29 16 19 17,331,53 | 0.644 | 10 98 23,78+18,89 13 19 15,33+3,21 0.080 | 96 | 343 | 212,46+48,07 | 97 | 359 | 205,57+58,42 | 0.896
T_Kolesterol | 112 [ 301 | 205,63+43,57 | 141 | 194 | 174,50+23,19 | 0.156 | 145 | 333 | 207,78+47,53 | 159 | 280 | 215,67+60,86 | 0.814 | 31 364 | 120,88+69,35 | 45 176 | 96,91+40,13 | 0.566
Trig 50 | 815 | 200,09+132,99 | 103 | 244 | 147,43+£66,37 | 0.367 | 46 | 936 | 148,72+200,73 | 36 111 | 68,00+38,69 | 0.221 | 32 75 54,24+11,37 35 80 54,23£11,51 | 0.258
HDL 23 | 66,5 43,89+9,91 31 51 41,2849,72 | 0.650 | 20 69 51,33+11,81 40 73 56,00£16,52 | 0.669 | 55 | 249 | 134,10£41,20 | 52 | 256 | 130,68+46,05 | 0.956
LDL 58 193 | 123,01+33,60 80 114 | 101,75¢15,84 | 0.181 | 85 | 242 | 132,28+39,07 | 108 | 185 | 144,33+38,68 | 0.471 | 4,7 6 5,33+0,29 4,6 5,7 5,31+0,32 0.990
HbAlc 51 | 13,7 8,69+1,98 5,1 79 6,85+1,31 0.063 | 45 6 5,35+0,40 52 5.4 5,33+0,12 1.000 | 136 | 144 | 140,16+2,09 | 135 | 144 | 140,33+1,93 | 0.909
Na 135 | 146 139,49+2,42 137 | 141 139,50£1,73 | 0.886 | 137 | 145 140,61+2,52 140 | 141 140,67+0,58 | 0.740 | 3.4 53 4,43+0,36 3,6 5.8 4,51+0,52 0.807
K 34 | 95 4,56+0,73 42 5.1 4,57+0,42 0984 | 4 5.5 4,49+0,39 39 | 49 4,30+0,53 0,456 | 99 108 | 102,83£2,04 | 100 | 105 | 102,31x1,62 | 0,45
Cl 96 107 101,40+2,52 100 | 103 | 101,50+£2,12 | 7.000 | 100 | 107 103,67+1,91 101 | 105 | 103,67+2,31 | 1.000 | 5.9 84 7,31£0,41 0,1 7,7 6,76+1,53 0.361
Total protein | 6,6 82 7,39+0,38 59 | 76 6,75+1,20 0.551 | 6,6 | 79 7,26+0,40 72| 76 7,40+0,20 0.765 | 3.5 49 4,30+0,29 38 | 48 4,2740,28 0.007
Alb 32 5.1 4,30+0,38 33 47 4,17+0,70 0898 | 0 4,5 4,01+1,04 39 | 45 4,13+0,32 0.546 | 151 | 186 | 168,37+8,50 | 150 | 181 164,63+8,49 | 0.604
BKi 30 | 458 35,34+4,05 30 35 32,11£2,01 0.083 | 30,1 | 653 37,38+8,58 30 53 39,60£7,03 | 0.217 | 17 66 41,73+12,11 17 62 41,62+10,93 | 0.670

Calismamizda Sanger dizileme Oncesinde, yiiksek ¢oziiniirliiklii erime (HRM) analizi
yapilmistir. Yiiksek ¢oziiniirliiklii erime analizi, sekans spesifik olarak amplikonlarin

tek baz degisiminde bile farkli profiller agiga cikaran fark grafikleri sayesinde, ayni

Mean + Std: Sayisal veriler Ortalama + Standart Sapma

Caligmada kullanilan parametrelerin, gruplar arasi istatistiksel analizi igcin ANOVA testi ve Kruskal-Wallis
testi kullanildi.
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diziye sahip olan numuneleri gruplara ayirarak analizin maliyeti ile siiresini
azaltmaktadir. HRM analizinin neticesine gore belirlenen gruplarin igerisinden segilen
numuneler dizilenerek sekanslari belirlenmistir. Dendrogramin olusturulmastyla birlikte

elde edilen mutasyonlar asagida gosterilmektedir.

. 15781673405 ( ATGAA[C/G]JAGCCC )

. 15143353036 ( TGGCAAG[T/C])

. 151244378045 ( TTAGAAAG[A/T] )

. 15201137623 ( TTAGAAAGAT[G/C,A] )
. 15767450259 ( ATTTTG[A/G])

. 15759369504 ( TTTTGAGAA[C/A])

. 15750556128 ( TGAGAACCTC[T/C] )

. 15369143448 ( AAGAGGTC[C/T] )
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5. TARTISMA

Obezite, diinyada en yaygin goriilen kronik inflamatuar hastaliklardan biri olup; alinan
enerjinin, harcanan enerjiden fazla oldugu durumda goriilen pozitif enerji dengesi
neticesinde gelisim gostermektedir ve viicutta asirt miktarda yag dokusu birikimine
neden olmaktadir. Sedanter yasam ve diizensiz beslenme de bu hastaligin gelisimine
aracilik etmektedir. Obezitenin varligi, dislipidemide, hipertansiyonda, kardiyovaskiiler
hastaliklarda ve insiilin direncinde goriilen risk artisi ile iliskilendirilmektedir (Chiang
DJ ve ark. (2011)). Obezite ile iligskilendirilen insiilin direncinin temel nedeni ise;
viicuttaki yag dagilimi, TNF-a, serbest yag asitleri ile B3-adrenerjik reseptoriinde
goriilen genetik bozukluklardan kaynaklanmaktadir (Altunoglu EG (2012)). Klinik
veriler neticesinde multi-faktoriyel bir durum olan obezite ile diyabet hastalig1 arasinda
onemli iligkilerin oldugu agiklanmistir (Shoelson SE ve ark. (2006); Giingér NK
(2014)).

Diyabet, pankreasin langerhans adaciklarindaki hiicrelerde gergeklesen insiilin salinimi
ve/veya aktivitesindeki bozukluk sebebiyle kan glukoz diizeyinin yiikselmesi ile
karakterize metabolik bir hastaliktir. Insiilin salinim1 ve azalma gdsteren doku yaniti
neticesinde insiilin, hedef dokularda yetersiz etki gdstermekte ve bdylelikle protein,
karbonhidrat ve yag metabolizmasinda da bozukluklar meydana gelmektedir (Mayer-
Davis EJ ve ark. (2018)). Bu durum diyabetin, diyabetik ketoasidoz, hipoglisemi gibi
akut; nefropati, makrovaskiiler hastaliklar, retinopati ve noropati gibi de kronik
hastaliklara yol agmasia ve bu hastaliklarin da diyabet ile iligskilendirilmesine neden

olmaktadir (DiMeglio LA ve ark. (2018); Donaghue KC ve ark (2018)).

Tiimor nekroz faktor siiper-ailesinin bir tiyesi olan TRAIL, bes ekzonlu bir gen olup
kromozomun 3q26 pozisyonunda yer almaktadir. Tiimor nekroz faktor ailesinin diger
tiyeleri ile de sekans homolojisi gostermektedir. Dalak, ince bagirsak, plasenta gibi pek
cok dokuda eksprese olabildigi gibi; monosit, lenfosit ve dogal 6ldiiriicii hiicrelerde de
ekspresyon gosterebilmektedir (Micheau O ve ark (2002)). Kardiyovaskiiler
hastaliklarda prognostik Ozellik gosterdigi bilinen TRAIL’in metabolik hastaliklara
sebep olan adipoz doku birikimi ile insiilin direncine kars1 da etkisinin olabilecegi

bildirilmektedir (Gloria Brombo ve ark. (2013)). Ancak obezite varliginda goriilen
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insiilin direnci {izerine etkisi ve bunun neticesinde gelisim gdsteren diyabet hastaligi ile
ilgili ¢aligmalarin literatiirde yeterli sayida olmamasi ve bunlarin antropometrik ve/veya
biyokimyasal parametrelerle olan iliskisine odaklanilan insanda yapilan daha az sayida
literatiir ¢alismasinin varlig1 bizi bu konuda bir aragtirma yapmaya yonlendirmistir. Bu
amacla caligmamizda diyabetik ve obez bireylerde TRAIL geninin ekspresyonunun ve

gen dizilemesinin incelenmesi amacglanmastir.

Calismamiza dahil olan olgular VKI, albiimin, total protein, Cl, K, Na, HbAlc, LDL,
HDL, total kolesterol, trigliserit, AST, ALT, LDH, kreatinin, iire ve glikoz gibi somatik
ve biyokimyasal parametreler acisindan degerlendirilmistir. Bunlardan VKI, glikoz, iire,
kreatinin, trigliserit ve HbAlc’ nin diyabetik obez grubunda diyabetik olmayan obez
grubuna ve kontrol grubuna goére daha yiiksek oldugu bulunmustur ve istatistiksel
acidan degerlendirildiginde ileri derecede anlamli oldugu saptanmistir (p<0,001). HDL,
Na ve Cl degerlerinin ise diyabetik olmayan obez grupta, diyabetik obez gruba ve
kontrol grubuna kiyasla daha ytiiksek ve istatistiksel olarak anlamli oldugu belirlenmistir
(»<0,05). LDH, AST, ALT, total kolesterol, LDL, K, total protein ve albumin agisindan
degerlendirilme yapildiginda ise ¢alisma gruplarimiz arasinda istatistiksel bir farklilik
gbzlemlenmemistir (p>0,05). Literatiir arastirmamizda HbA lc, triglisert, glikoz, VKI,
degerlerinin bulgularimiz1 destekler nitelikte oldugu arastirmalar gozlemlenmistir.
(Ozdogan E ve ark. (2015); Hotamishigil GS ve ark. (1995); Gray N ve ark. (2015)).
Buna ek olarak; Erdelen F ve arkadaglarinin diyabetik ve diyabetik olmayan obez
gruplar arasinda biyokimyasal parametreler acisindan yapmis oldugu kiyaslama
caligmast sonucunda LDL, total kolesterol, total protein, albumin agisindan ¢aligsma
gruplar1 arasinda anlamli bir fark olmadigi tespit edilmistir. Bu sonuglar da bizim

bulgularimizi destekler niteliktedir (Erdenen F ve ark. (2012)).

Diyabet ve obezite ¢alismalarinda arastirilan biyokimyasal parametreler disinda TRAIL
geni ile ilgili olarak literatiirde ekspresyon calismasindan ziyade c¢ok sayida serum
caligmasina rastladik. Bu calismalardan birkacinin verilerini degerlendirme agisindan

burada aciklanmustir.

Kardiyovaskiiler hastaliklarda, vaskiiler kalsifikasyonda ©nemli bir protein olan
TRAIL’in potansiyel olarak kardiyovaskiiler hastaliklarda yararli olabilecek bir

biyobelirteg oldugu bilinmektedir. Egzersiz egitiminin, vaskiiler biyolojiyi,
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metabolizmay1 ve kan akisini iyilestirerek kardiyovaskiiler hastaliklar i¢in olusabilecek
risk faktorlerini azalttig1 bilinmektedir. Davenport C ve arkadaslarinin ¢calismasinda da
fazla kilolu ve obez hastalardan olusan 21 birey (17 erkek, 4 kadin) iizerinde yapilan
haftada 4 saat birincil aerobik egzersizden olusan toplam 6 aylik bir egzersiz
programinin TRAIL serum seviyesi iizerine olan etkisi incelenmistir. Programin basinda
ve sonunda atropometrik Ol¢iimler ve TRAIL serum seviyesi Olgiilmiistiir. Ancak;
egzersiz egitiminin TRAIL serum seviyesi lizerinde onemli bir etki gdstermedigi
sonucuna varilmistir. TRAIL serum seviyesinin egzersiz Oncesinde, egzersiz sonrasina
kiyasla anlaml1 oldugu belirlenmistir (p<0,005). Agirlik, VKI ve bel cevresi agisindan
degerlendirildiginde, egzersiz oncesi degerler beklenildigi iizere egzersiz sonrasina gore
yliksek ve anlamli oldugu belirlenmistir (p<0,005). Total kolesterol, HDL, LDL,
trigliserit ve kreatinin acisindan degerlendirildiginde ise egzersiz 6ncesi ve sonrasinda
istatistiksel olarak anlamli bir fark tespit edilememistir (p>0,005) (Davenport C ve ark.
(2012)).

Obezite ve dislipidemi teshisi alan 199 hasta ile yapilan bir baska ¢alismada; ELISA
yontemi ile serumda ¢oziiniir TRAIL konsantrasyonlari incelenmis ve serum TRAIL
seviyesinin trigliserit, total kolesterol, viicut kitle indeksi ve LDL-kolesterol ile anlaml

bir korelasyon gosterdigi tespit edilmistir (p<0,005) (Gloria Brombo ve ark. (2013)).

Literatiirde, VKI ve serum lipid diizeyi yiiksek olan hastalarda serum TRAIL
konsantrasyonunun artmis oldugunu gosteren calismalar oldugu gozlemlenmistir (Choi

JW ve ark. (2004); Ashley DT ve ark. (2011)).

41 fazla kilolu, 23 obez ve 36 zayiftan olusan 100 bireyde gerceklestirilen ve TRAIL’in
obezite ile insiilin duyarlilig1 lizerine iliskisini incelemek iizere yapilan bir aragtirmada
ise; ELISA yontemi ile 6l¢lilen TRAIL konsantrasyonunun yag kiitlesi ve bel ¢evresi ile
iliskili fakat viicut kitle indeksi i¢in bir anlamliliginin olmadigi belirlenmistir. (David T

Ashley ve ark. (2011)).

Diyabetik hastalarla yapilan ¢caligmalar incelendiginde; Tip-II diyabeti olan 416 hasta ile
yapilan bir arastirmada; serum TRAIL seviyesi incelenmis ve bunun VKIi, HOMA ve
trigliserit ile korelasyonunun oldugu ancak total kolesterol, LDL-kolesterol ve HDL-
kolesterol ile anlamli bir iliskisinin olmadig1 gosterilmistir. Ayrica ayni calisma

icerisinde cinsiyetler arasi kiyaslama yapildiginda TRAIL serum seviyesinin kadinlarda
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erkeklere gore daha anlamli ve yiiksek oldugu belirlenmistir (p=0,016) (Kawano N ve
ark. (2011)).

Gianluca Tornese ve arkadaslarinin yapmis oldugu bir retrospektif ¢alismaya gore
dolasimdaki TRAIL seviyesi incelenmis ve bu seviyenin Tip-I diyabeti olan hasta
grubunda, saglikli kontrol grubuna oranla Onemli olglide azalma gosterdigi

belirlenmistir (Tornese G ve ark. (2014)).

Choi JW ve arkadaslariin saglikli yetiskinler iizerine yapmis olduklar1 bir aragtirmada
ise serum TRAIL konsantrasyonunun kadinlarda erkeklere gore biraz daha yiiksek

ancak istatistiksel olarak anlamli olmadig1 bildirilmistir (Choi JW ve ark. (2004)).

Diyabetes mellitus ve diyabetik nefropatisi olan hastalarda yapilan bir calismada hasta
gruplart ile saglikli kontrol grubu arasinda TRAIL ekspresyonu ile serum diizeyinde
sTRAIL incelenmis ve TRAIL serum seviyesinin, TRAIL mRNA ekspresyon seviyesi
ile pozitif korelasyon gosterdigi bildirilmistir. Ayn1 zamanda kontrol grubu ile
karsilastirildiginda, diyabeti ve diyabetik nefropatisi olan hastalarda TRAIL ekspresyon
diizeyi ile serum seviyesinin onemli 6lgiide azaldig: tespit edilmistir (p<0,005) (Wei-
wei Chang ve ark. (2018)). Literatiirde buna benzer bir diger calismada da Tip-II
diyabetli hastalarin serum TRAIL seviyeleri incelenmis ve sSTRAIL seviyesinin saglikli
bireylerden olusan kontrol grubuna kiyasla anlamli derecede diisiik oldugu

gosterilmistir (Arik HO ve ark. (2013)).

55 Tip-I diyabetik hasta ve 50 saglikli bireyde gerceklestirilen bir diger calismada ise
izole edilen periferik T hiicrelerinde TRAIL’in protein ve mRNA seviyesindeki
ekspresyonu incelenmistir. Bunun neticesinde TRAIL ekspresyonunun hasta grubunda

onemli dlgiide arttig1 belirlenmistir (Toffoli B ve ark. (2020)).

Lorz ve arkadaglarinin bir ¢alismasinda, diyabetik hastalarin bobregindeki TRAIL
ekspresyonunun saglikli bireylerin bobregindeki TRAIL ekspresyonuna oranla daha

yliksek oldugu bildirilmistir (Lorz C ve ark. (2008)).

Toffoli B ile Lorz C ve arkadaslarinin bulgulariin aksine, ¢calismamizda Arik HO ve
arkadaglarinin sonuglarina benzer olarak; diyabetik obez ve diyabetik olmayan obez

gruba gore kiyaslandiginda kontrol grubunda TRAIL gen ekspresyonunun daha yiiksek
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diizeyde ve istatistiksel acidan degerlendirildiginde anlamli oldugu belirlenmistir

(p<0,001).

Calismamizda ise; TRAIL gen ekspresyonu cinsiyete gore karsilastirildiginda diyabetik
obez grubundaki erkeklerde 2-*ACT diizeyinin kadinlara oranla daha yiiksek diizeyde ve
anlamli oldugu saptanmistir (p=0,015). Bunun yani sira diyabetik obez, diyabetik
olmayan obez ve kontrol gruplari arasinda TRAIL gen ekspresyonu karsilagtirmasi
yapildiginda (swrasiyla 0,25+0,56; 1,68+5,68; 10,954+31,46), kontrol grubunda gen
ekspresyon diizeyinin diger iki gruba gore yaklasik 10 kat fazla ve yiiksek diizeyde
anlamli oldugu belirlenmistir (p<0,001).

40-64 yas araligindaki viicut kitle indeksi 20-67 kg/m2 olan 10 bireyden alinan
subkutan yag dokusunda TRAIL gen ekspresyonu gergeklestirilerek yapilan bir baska
calismada, TRAIL ekspresyonu ile obezite ve VKI arasinda herhangi bir iliskiye
rastlanilamamistir (Keuper M ve ark. (2013)).

Buna ek olarak; calismamizda obez bireylerdeki VKI degeri ile TRAIL gen
ekspresyonu arasinda herhangi bir anlamlilik gézlemlenmemistir. Bu bulgumuz Keuper
M ve arkadaslarinin verilerini destekler niteliktedir. Incelemis oldugumuz diger
biyokimyasal parametrelerin de VKI degerine benzer olarak istatistiksel bir

anlamliliklarinin olmadig1 saptanmistir (p>0,05).

Hayvan c¢alismalarindan birinde ise; TRAIL’in beslenme ile olusturulan farkli enerji
diizeylerinde yag dokusundaki ekspresyonu incelenmistir. Buna gore; genetik olarak
obez (ob/ob) farelerin yag dokularinda TRAIL ekspresyonunun artis gosterdigi tespit
edilmistir. Bunun yam sira secilen vahsi tip farelere, belirli bir siire a¢ birakildiktan
sonra gece boyunca hizli ve yeniden beslenme uygulandiginda kasiklarindaki yag
deposunda TRAIL’in down regule oldugu ancak bu ekspresyon seviyesinin yeniden
beslenmeden iki saat sonra ilk degerlerine dondiigii belirtilmistir (Keuper M ve ark.
(2013)).

Deney hayvanlari ile yapilan bir diger calismada; TRAIL’in Tip-I diyabetteki potansiyel
rollinii arastirabilmek i¢in iki ayr1 otoimmiin hayvan modeli uygulanmistir ve bu
modellerde TRAIL blokajinin veya TRAIL eksikliginin sonuglarint karsilagtirmak
amaglanmistir. Ik olusturulan modelde kullanilan obez olmayan diyabetik (NOD)

farelere, TRAIL’in islevini bloke etmek i¢in ¢Oziiniir bir TRAIL reseptor enjeksiyonu
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yapilmistir ve bunun sonucunda diyabetin 6nemli 6l¢iide hizlandigi, hem pankreas
langerhans adaciklarinda hem de tiikiiriik bezlerinde otoimmiin inflamasyonun
derecesinin arttig1 belirlenmistir. ikinci modelde ise; diyabeti indiikleyebilmek igin
normal ve TRAIL eksikligi olan C57BL/6 farelerine c¢oklu ancak diisilk dozda
streptozotosin tedavisi uygulanmistir. TRAIL eksikligi bulunan farelerde adacik
iltihabinin hem derecesinin hem de insidansinin 6nemli dlgiide arttig1 tespit edilmistir.
Bu arastirmanin verilerine dayanarak; TRAIL eksikliginin otoimmiin diyabeti

hizlandirdig1 s6ylenebilmektedir (Lamhamedi-Cherradi SE ve ark. (2003)).

Tip-1II diyabet i¢in bir risk faktorii olan non-alkolik yagh karaciger hastaliginin TRAIL
geninin 1595C/T (rs1131580) bolgesindeki tek bir niikleotid polimorfizmi ile olan
iligkisinin incelendigi bir arastirmada; CC genotipinin ve rs1131580°in C aleli sikliginin
Tip-II diyabetli hastlarda kontrol grubuna gore anlamli derecede yliksek oldugu
gosterilmistir. Buna ek olarak; CC genotipli Tip-II diyabet hastalarmin trigliserit ve
serum kreatinin seviyelerinin TT genotipli hastalardan 6nemli 6lgiide yiliksek oldugu
agiklanmistir. Incelenen tek niikleotid polimorfizmindeki CC genotipinin Tip-II diyabet
ile iligkili oldugu ve Tip-II diyabetin prognostik degerlendirilmesinde aday olarak
kullanilabilecegi bildirilmistir (Yu MY ve ark. (2013)).

Calismamizda Sanger dizileme Oncesinde, Ornek sayilarinin temsil potansiyelini
kaybetmeden diisiiriilmesi i¢in yliksek ¢oziiniirliiklii erime (HRM) analizi yapilmaistir.
Yiiksek coziiniirliklii erime analizi, sekans spesifik olarak amplikonlarin tek baz
degisiminde bile farkli profiller aciga ¢ikaran fark grafikleri sayesinde, ayni1 diziye sahip
olan numuneleri gruplara ayirarak analizin maliyeti ile siiresini azaltmaktadir.
Calismamizda HRM analizi ile ¢calismaya katilan olgularimiz bes gruba ayrilmistir. Bu
ayrimin  bir diger nedeni ise ¢alismaya katilan tiim olgulara dizi analizi
gergeklestirilemeyeceginden dolay1 bunlarin gruplara boliinerek, gruplar arasi dizileme
icin O0rnek se¢iminin yapilmasi caligmanin dogru ve hizli bir sekilde ilerlemesini de
saglamistir. HRM analizinin neticesine gore belirlenen gruplarin igerisinden secilen
numuneler dizilenerek sekanslari belirlenmistir. Dendrogramin olusturulmastyla birlikte
elde edilen mutasyonlar asagida gosterilmistir. Dendogramda bir ayrimin olup olmadigi
incelenmis ve ayrilan dallarin belirli bir grubu digerlerinden ayiramadigi tespit

edilmistir.
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Calisma sonucunda elde edilen mutasyonlar; rs781673405 ( ATGAA[C/G]JAGCCC ),
rs143353036 ( TGGCAAGIT/C] ), rs1244378045 ( TTAGAAAGI[A/T] ), rs201137623
( TTAGAAAGATI[G/C,A] ), 15767450259 ( ATTTTG[A/G] ), 1s759369504 (
TTTTGAGAA[C/A] ), 1750556128 ( TGAGAACCTC[T/C] ), rs369143448 (
AAGAGGTCI[C/T] )’ dir. Literatiirde ¢alismamizin sonucunda tespit etmis oldugumuz
bu mutasyonlarla ilgili diyabet ve obezite {izerine yapilan herhangi bir caligmaya
rastlanilmamistir. Bu nedenle diyabetik obez grubunda ve diyabetik olmayan obez
grubunda TRAIL’in Sanger dizileme yontemi ile belirlenen olan bu mutasyonlarinin
varhigi ilk kez bizim g¢alismamizda gosterilmektedir. Bu agidan degerlendirildiginde

verilerimizin literatlire 6nemli bir katki saglayacagini diisiinmekteyiz.

Elde ettigimiz tiim bu sonuglar, TRAIL gen ekspresyonundaki bu degisikligin, diyabet
hastaligina kars1 TRAIL’in koruyucu bir etken olabilecegini diisiindiirmektedir.
TRAIL’in antropometrik ve biyokimyasal parametreler ile olan iligkisinin biyolojik
temellerini netlestirebilmek ve Tip-1/Tip-1I diyabet ile bunlarin komplikasyonlarina
kars1t TRAIL e yonelik etkili tedavi yontemleri gelistirebilmek i¢in daha fazla caligmaya
ithtiyag duyulmaktadir.
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BILGILENDIRILMIiS GONULLU OLUR FORMU
(Hasta Icin)
I-Arastirmayla Tlgili Bilgiler

Bu katildigimiz ¢alisma bilimsel bir aragtirma olup, aragtirmanin adi1 “DIYABETIK
OBEZ VE DIYABETIK OLMAYAN OBEZ KISILERDE TRAIL MEKANIZMASININ
GENETIK OLARAK INCELENMESI” dir.

Bu arastirmada TRAIL geminin mekanizmasinin obezite ve diyabet
hastaliginin gelisiminde daha Onceden yapilan arastirmalarla agiklanmamis oldugu
bilinen fonksiyonlarinin belirlenmesi ve TRAIL’in diyabet iizerine olan etkilerinin
Tiirk popiilasyonu {izerinde incelenmesi amaglanmaktadir. Elde edilen sonuglar
TRAIL’in diyabetik obez ve diyabetik olmayan obez saglikli kontroller {izerine
molekiiler mekanizmasinin aydinlatilmasina, obezite ve diyabet gelisimine daha
elverisli olan kisilerin dnceden tespit edilmesine ve bu kisilerin hastaligi énlemede
gerekli islemlere tabi tutulmasinin saglanmasinda faydali olacaktir. Bu arastirmada
size herhangi bir tedavi siireci uygulanmayacaktir. Bu arastirma ic¢in dngdriilen siire
12 ay olup, aragtirmada yer alacak goniilliilerin sayis1 100 kisi “dir.

Bu arastirma ile ilgili olarak biz arastirmacilara kan 6rneginizin alinmasina
izin verip, verdiginiz kan Orneklerinde ¢alisma yapmamiza yardimci olmaniz ve
calismanin sonucunda bilgi almaniz sizin sorumluluklarinizdir.

Bu arastirmada sizin i¢in her hangi bir risk ve rahatsizlik durumu
bulunmamaktadir ayrica sizin i¢in beklenen yararlar sizden sonraki bireylerin obezite
ile ilgili tedavilerine yarar saglamak olup bilim diinyasina dolayli yonden katkida
bulunmus olacaksiniz.

Bu arastirmada yer almaniz nedeniyle size hig¢bir 6deme yapilmayacaktir
ayrica, bu arastirma kapsamindaki biitlin muayene, tetkik, testler ve tibbi bakim
hizmetleri i¢in sizden veya bagli bulundugunuz sosyal giivenlik kurulusundan higbir
iicret istenmeyecektir. Bu arastirma BAP tarafindan desteklenmektedir.

II-Géniilliiniin Haklariyla ilgili Bilgiler

Bu arastirmada uygulama sirasinda herhangi bir rahatsizlikla ve
riskle karsilagmaniz s6z konusu degildir ve yer almak tamamen sizin isteginize
baghdir. Arastirmada yer almayi reddedebilirsiniz ya da herhangi bir asamada
aragtirmadan ayrilabilirsiniz; bu durum herhangi bir cezaya ya da sizin
yararlariiza engel duruma yol agmayacaktir. Arastirici bilginiz dahilinde veya
isteginiz disinda, uygulanan tedavi semasinin gereklerini yerine getirmemeniz,
calisma programini aksatmaniz veya tedavinin etkinligini artirmak vb. nedenlerle
sizi arastirmadan ¢ikarabilir. Bu c¢alismada sizin hi¢bir hukuki ve mali
sorumlulugunuz bulunmayip tiim sorumluluk arastirici ve destekleyiciye aittir.
Arzunuz iizere mali ve hukuki yilkiimliliigiiniiz olmaksizin ¢alismadan
ayrilabilirsiniz. Elde edilen DNA bu c¢alisma disinda baska bir islem igin
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kullanilmayacaktir. Bagka bir calismada sizin DNA’nizin kullanilmas1 gerektiginde
sizden izin almacaktir. Arastirmanin sonuclari bilimsel amagla kullanilacaktir;
calismadan c¢ekilmeniz ya da arastirici tarafindan ¢ikarilmaniz durumunda, sizle ilgili
tibbi veriler de gerekirse bilimsel amagla kullanilabilecektir. Size ait tiim tibbi ve
kimlik bilgileriniz gizli tutulacaktir ve arastirma yayinlansa bile kimlik bilgileriniz
verilmeyecektir, ancak arastirmanin izleyicileri, yoklama yapanlar, etik kurullar ve
resmi makamlar gerektiginde tibbi bilgilerinize ulasabilir. Siz de istediginizde
kendinize ait tibbi bilgilere ulasabilirsiniz.

Arastirma hakkinda ek bilgiler almak i¢in ya da ¢alisma ile ilgili herhangi bir
sorun, istenmeyen etki ya da diger rahatsizliklariniz i¢in 0212 414 20 00 nolu
telefondan Prof. Dr. S. Umit ZEYBEK’e veya 0 5348936660 nolu telefondan Saadet
Biisra AKSOYER SEZGIN’e ulasabilirsiniz.

Sayin Uzm. Dr. Ramazan CAKMAK [1.U. I.T.F. I¢ Hastaliklar1 AD’nda tibbi bir
arastirma yapilacagi belirtilerek bu arastirma ile ilgili yukaridaki bilgiler bana aktarildi.
Bu bilgilerden sonra bdyle bir arastirmaya “katilimc1” (denek) olarak davet edildim.
Eger bu arastirmaya katilirsam hekim ile aramda kalmasi gereken bana ait bilgilerin
gizliligine bu arastirma sirasinda da biiylik 6zen ve saygi ile yaklasilacagina
inantyorum. Arastirma sonuglarmin egitim ve bilimsel amaclarla kullanimi sirasinda
kisisel bilgilerimin ihtimamla korunacagi konusunda bana yeterli giiven verildi.

Projenin yiirlitiilmesi sirasinda herhangi bir sebep gdstermeden arastirmadan
cekilebilirim. (Ancak arastirmacilart1 zor durumda birakmamak ig¢in arastirmadan
cekilecegimi oOnceden bildirmemim uygun olacaginin bilincindeyim). Ayrica tibbi
durumuma herhangi bir zarar verilmemesi kosuluyla arastirmaci tarafindan arastirma
dis1 da tutulabilirim.

Aragtirma i¢in yapilacak harcamalarla ilgili herhangi bir parasal sorumluluk
altina girmiyorum. Bana da bir 6deme yapilmayacaktir.

Ister dogrudan, ister dolayli olsun arastirma uygulamasindan kaynaklanan
nedenlerle meydana gelebilecek herhangi bir saglik sorunumun ortaya ¢ikmasi halinde,
her tiirlii tibbi miidahalenin saglanacagi konusunda gerekli giivence verildi. (Bu tibbi
miidahalelerle ilgili olarak da parasal bir ylik altina girmeyecegim).

Aragtirma sirasinda bir saglik sorunu ile karsilastigimda; herhangi bir saatte,
Uzm. Dr. Ramazan CAKMAK’1, I.T.F i¢ Hastaliklar1 AD 0212 414 20 00 numarali
telefondan arayabilecegimi biliyorum

Bu arastirmaya katilmak zorunda degilim ve katilmayabilirim. Arastirmaya
katilmam konusunda zorlayict bir davranigla karsilasmis degilim. Eger katilmayi
reddedersem, bu durumun tibbi bakimima ve hekim ile olan iligkime herhangi bir zarar
getirmeyecegini de biliyorum.

Bana yapilan tiim agiklamalar1 ayrintilartyla anlamis bulunmaktayim. Kendi
basima belli bir diisiinme siiresi sonunda adi1 gegen bu aragtirma projesinde “katilimc1”
(denek) olarak yer alma kararin1 aldim. Bu konuda yapilan daveti biylik bir
memnuniyet ve goniilliiliik icerisinde kabul ediyorum.

Imzali bu form kagidinin bir kopyas1 bana verilecektir.
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BILGILENDIRILMi$ GONULLU OLUR FORMU
) (Saghkh Birey I¢in)
I-Arastirmayla Ilgili Bilgiler

Bu katildiginiz ¢alisma bilimsel bir arastirma olup, arastirmanin adi
DIYABETIK OBEZ VE DIYABETIK OLMAYAN OBEZ KISILERDE TRAIL
MEKANIZMASININ GENETIK OLARAK INCELENMESI ” dir.

Bu arastirmada TRAIL geminin mekanizmasinin obezite ve diyabet hastaliginin
gelisiminde daha oOnceden yapilan arastirmalarla ag¢iklanmamis oldugu bilinen
fonksiyonlarmin belirlenmesi ve TRAIL’in diyabet iizerine olan etkilerinin Tiirk
popiilasyonu iizerinde incelenmesi amaglanmaktadir. Elde edilen sonuglar TRAIL’in

(13

diyabetik obez ve diyabetik olmayan obez saglikli kontroller iizerine molekiiler
mekanizmasinin aydinlatilmasina, obezite ve diyabet gelisimine daha elverigli olan
kisilerin 6nceden tespit edilmesine ve bu kisilerin hastaligi onlemede gerekli islemlere
tabi tutulmasinin saglanmasinda faydali olacaktir. Bu arastirmada size herhangi bir
tedavi silireci uygulanmayacaktir. Bu arastirma icin Ongoriilen siire 12 ay olup,
arastirmada yer alacak goniilliilerin sayis1 100 kisi “dir.

Bu arastirma ile ilgili olarak biz arastirmacilara kan 6rneginizin alinmasina izin
verip, verdiginiz kan 6rneklerinde ¢alisma yapmamiza yardimer olmaniz ve galismanin
sonucunda bilgi almaniz sizin sorumluluklarmizdir.

Bu arastirmada sizin i¢in herhangi bir risk ve rahatsizlik durumu
bulunmamaktadir ayrica sizin i¢in beklenen yararlar sizden sonraki bireylerin obezite ile
ilgili tedavilerine yarar saglamak olup bilim diinyasina dolayli yonden katkida
bulunmus olacaksiniz.

Bu arastirmada yer almaniz nedeniyle size hi¢bir 6deme yapilmayacaktir ayrica,
bu arastirma kapsamindaki biitlin muayene, tetkik, testler ve tibbi bakim hizmetleri i¢in
sizden veya baglh bulundugunuz sosyal giivenlik kurulusundan higbir {icret
istenmeyecektir. Bu aragtirma BAP tarafindan desteklenmektedir.

II-Géniilliiniin Haklariyla Ilgili Bilgiler

Bu aragtirmada uygulama sirasinda herhangi bir rahatsizlikla ve riskle
karsilasmaniz s6z konusu degildir ve yer almak tamamen sizin isteginize baglhdir.
Aragtirmada yer almay1 reddedebilirsiniz ya da herhangi bir asamada arastirmadan
ayrilabilirsiniz; bu durum herhangi bir cezaya ya da sizin yararlariniza engel duruma
yol agmayacaktir. Arastirict bilginiz dahilinde veya isteginiz disinda, uygulanan
tedavi semasinin gereklerini yerine getirmemeniz, ¢alisma programini aksatmaniz
veya tedavinin etkinligini artirmak vb. nedenlerle sizi arastirmadan ¢ikarabilir. Bu
calismada sizin hi¢bir hukuki ve mali sorumlulugunuz bulunmayip tim sorumluluk
arastirict ve destekleyiciye aittir. Arzunuz lizere mali ve hukuki yiikiimliliigliniiz
olmaksizin ¢alismadan ayrilabilirsiniz. Elde edilen DNA bu ¢alisma disinda bagka bir
islem i¢in kullanilmayacaktir. Baska bir ¢alismada sizin DNA’nizin kullanilmasi
gerektiginde sizden izin alinacaktir. Arastirmanin sonuglari bilimsel amacla
kullanilacaktir; calismadan ¢ekilmeniz ya da arastirici tarafindan ¢ikarilmaniz
durumunda, sizle ilgili tibbi veriler de gerekirse bilimsel amagla kullanilabilecektir.
Size ait tiim tibbi ve kimlik bilgileriniz gizli tutulacaktir ve arastirma yayinlansa bile
kimlik bilgileriniz verilmeyecektir, ancak arastirmanin izleyicileri, yoklama
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yapanlar, etik kurullar ve resmi makamlar gerektiginde tibbi bilgilerinize ulasabilir.
Siz de istediginizde kendinize ait tibbi bilgilere ulasabilirsiniz.

Arastirma hakkinda ek bilgiler almak i¢in ya da ¢alisma ile ilgili herhangi bir
sorun, istenmeyen etki ya da diger rahatsizliklariniz i¢in 0212 414 20 00 nolu
telefondan Prof. Dr. S. Umit ZEYBEK’e veya 0 5348936660 nolu telefondan Saadet
Biisra AKSOYER SEZGIN’e ulasabilirsiniz.

Sayin Uzm. Dr. Ramazan CAKMAK 1.U. I.T.F. I¢ Hastaliklar1 AD’nda tibbi bir
arastirma yapilacagi belirtilerek bu arastirma ile ilgili yukaridaki bilgiler bana aktarildi.
Bu bilgilerden sonra bdyle bir arastirmaya “katilimc1” (denek) olarak davet edildim.
Eger bu arastirmaya katilirsam hekim ile aramda kalmasi gereken bana ait bilgilerin
gizliligine bu aragtirma sirasinda da biiylik 6zen ve saygi ile yaklasilacagina
inantyorum. Arastirma sonuglarmin egitim ve bilimsel amaclarla kullanimi sirasinda
kisisel bilgilerimin ihtimamla korunacagi konusunda bana yeterli giiven verildi.

Projenin yiirlitiilmesi sirasinda herhangi bir sebep gostermeden arastirmadan
cekilebilirim. (Ancak arastirmacilart zor durumda birakmamak ig¢in arastirmadan
cekilecegimi oOnceden bildirmemim uygun olacagiin bilincindeyim). Ayrica tibbi
durumuma herhangi bir zarar verilmemesi kosuluyla arastirmaci tarafindan arastirma
dis1 da tutulabilirim.

Aragtirma i¢in yapilacak harcamalarla ilgili herhangi bir parasal sorumluluk
altina girmiyorum. Bana da bir 6deme yapilmayacaktir.

Ister dogrudan, ister dolayli olsun arastirma uygulamasindan kaynaklanan
nedenlerle meydana gelebilecek herhangi bir saglik sorunumun ortaya ¢ikmasi halinde,
her tiirlii tibbi miidahalenin saglanacagi konusunda gerekli giivence verildi. (Bu tibbi
miidahalelerle ilgili olarak da parasal bir ylik altina girmeyecegim).

Aragtirma sirasinda bir saglik sorunu ile karsilastigimda; herhangi bir saatte,
Uzm. Dr. Ramazan CAKMAK’1, I.T.F I¢ Hastaliklar1 AD 0212 414 20 00 numarali
telefondan arayabilecegimi biliyorum

Bu arastirmaya katilmak zorunda degilim ve katilmayabilirim. Arastirmaya
katilmam konusunda zorlayict bir davranigla karsilasmis degilim. Eger katilmayi
reddedersem, bu durumun tibbi bakimima ve hekim ile olan iligkime herhangi bir zarar
getirmeyecegini de biliyorum.

Bana yapilan tiim agiklamalar1 ayrintilartyla anlamis bulunmaktayim. Kendi
basima belli bir diisiinme siiresi sonunda adi1 gegen bu aragtirma projesinde “katilimc1”
(denek) olarak yer alma kararinm1 aldim. Bu konuda yapilan daveti biiylik bir
memnuniyet ve goniilliiliik icerisinde kabul ediyorum.

Imzali bu form kagidinin bir kopyas1 bana verilecektir.



