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1. GIRIS VE AMAC

Diyabetes mellitus (DM) insiilin salgilanmasinda ya da etkisinde
yetersizlik sonucu gelisen karbonhidrat, yag ve protein metabolizmasi
bozuklugudur. Morbiditesi ve mortalites viksek, kronik seyirli bir
hastalik olan tip 1 DM cocukluk ve addlesan ¢agimn en sik goriilen
endokrin-metabolizma  hastaligidir (1-8). Pankreas adacik B
hiicrelerinin  otoimmun siire¢  sonucu yikimi ve gelisen insiilin
eksikligi tip 1 DM’un patogenezinden sorumludur. Tip 1 DM’un
karmagik etyolojisi tam olarak aydinlatilamamig olmakia birlikte,
genetik olarak egilimli bireylerde bazi cevresel faktdrlerin tetikleyici
etkisiyle ortaya ikt bilinmektedir. Genom taramalarl ve aday
genler {izerindeki galismalar polimorfik DNA belirtegleri ile tip 1
DM’a duyarlik olusturdugu farzedilen 15°den fazla lokus arasimnda
genetik bir baglanti olduguna isaret etmektedir (8,9) Ikinci
kromozomda bulunan sitotoksik T hiicresi iligkili antijen-4 (CTLA-4)
geni de aday genler arasindadir. T hiicresinde sentez edilen ve hiicre
ylzeyinde gosterildiginde aktive olmus T hiicrelerinin aktivasyonunu
inhibe eden ve onlari apopitoza yénlendiren bir ko-stimiilatér (es-
uyaran) olan CTLA-4 molekiiliinde fonksiyonel ve/veya sekilsel
degisiklik yaratacak genetik farkliliklar T hiicre aktivasyonun inhibe
edilememesine ve otoimmiin hastaliklarin gelismesine  sebep
olabilmektedir (10-16),

DNA  polimorfizmi, DNA iizerinde hastalifa neden olmayan
suskun niikleotid degisimleri olarak tanimlanir. Bir genin promotor
dizinindeki polimorfizm anormal transkripsivon diizenlenmesine

neden olarak, hastaligin ortaya cikmasina veya siddetinin degismesine




katkida bulunabiliz (17,18). CTLA-4 geninde 3 polimorfik bélge
bilinmektedir Bunlardan CTLA-4 ekzon 1 kodon 49 A/G
polimorfizmi ile tip 1 DM birlikteligi, calisilan ¢esitli etnik gruplarda
sabit bir fenomen olarak goriinmekte ve homozigot vapmin klinik
fenotipi etkileyebildigi gozlenmektedir(12). Bu c¢alisma, Tiirk
toplumunda daha 6nce arastirilmamis olan CTLA-4 ekzon 1 kodon 49
A/G polimorfizminin, tip 1 DM’li Tirk ¢ocuklarindan olusan ¢alisma
grubumuzda bu otoimmun hastalifin gelisimi agisindan risk faktéri
olusturup olusturmadiginmi ve G allel tagiyicilign ile hastalarn klinik
ozelliklerinin arasinda iliski olup olmadigim belirlemeye yonelik

amaclandi.
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2. GENEL BILGILER

2.1. Tarihce:
Diyabet ile ilgili en eski kayitlar milattan 6nce 1550’ yillarda

Misir’da yazilmis bir papiriiste bulunmustur. Bu papiriiste, seker
hastaligina benzer, ¢ok idrara cikma ile seyreden bir durumdan
bahsedilmektedir. Hindularda, Ayur Veda’da bocek, sinek ve
karincalarm bazi insanlarm idrarina toplandigini  kaydedilmistir.
Susruta ve diger Hintli doktorlar M.S 5-6. yizyilda bu hastaligin iki
formu oldugunu yazmislardir. Bir formunda hastalar zayif ve c¢ok
uzun yasamadan kisa stirede 8lmekte, diger grupta ise hastalar sisman
ve daha yash olarak belirtiimistic Bu, ginimiiztin modern
siniflamasinda belirtilen Tip 1 ve Tip 2 DM smiflamasina ¢ok
benzemektedir. Willis antidiiiretik hormon eksiklii sonucu ortaya
¢ikan diyabetes insipidus ile diyabetes mellitusun ayirmini yapmaistir.
Berlin’den Paul Langerhans 1869 yilinda verdigi doktora tezinde
pankreas bezi i¢indeki kiiciik hiicre toplutuklarini  géstermistir.
Kanada Toronto Universitesi’nden Fredirick G Banting, asistan:
Charles H. Best, biyokimyaci James B. Collip ve fizyolog
J.I.LR Macleod’un ortak ¢alismalari sonucu insiilinin 1921 yilinda izole
edilmesi ile 6nemli bir gelisme gerceklesmistir. Ilk kez 1 Ocak 1922
tarihinde diyabetik bir hasta olan Leonard Thompson iizerinde
denenmis ve basarili sonuc vererek dliimciil bir hastalik olan seker
hastalif1 tedavi edilmistir. Cambridge’den bilim adami Frederick
Sanger, 1955 yilinda insiilinin iki aminoasit zinciri yapisinda

oldugunu géstererek 1955 yilinda Nobel &diiliini almis, Dorothy

il




Hodgkin 1969 yilinda insiilinin 3 boyutlu yapisinl ortaya koyarak

Nobel &8diilii kazanan bir baska bilim insan1 olmustur (19),

2.2. Tanim ve siniflama

1997°de Amerikan Diyabet Dernegi (ADA) ve 1999°da Diinya
Saglik Orgiitliniin (WHO) kriterlerine gore normal aclik (8 saatlik)
plazma glukozu 110 mg/dl (6,1 mmol/L) altindadir. Aglik plazma

T

glukozu ve glukoz tolerans testi (OGGT) degerlerine gére glukoz

intoleransi, bozulmus aglik glukozu ve diyabetes mellitus tam

kriterleri gizelge 1 de 6zetlenmistir (20,21).

Cizelge 1. Diyabetes mellitusta tani kriterleri:

Tanunlama: Plazma glukozu:
Aclik degeri
¢ Normal <110 mg/dl
e Bozulmus aglik glukozu 110-125 mg/dl
* Diyabet >126 mg/dl

OGGT (2. saat)

e Normal <140 mg/dl
¢ Bozulmus glukoz tolerans: 140-199 mg/dl
e Diyabet >200 mg/dl

Diyabet semptomlari ile

birlikte rasgele deger
e Diyabet >200 mg/dl




2000 yilinda ADA tarafindan yayinlanan diyabetin etyolojik

siniflamasi ¢izelge 2 de verilmistir (22).

Cizelge 2: Diyabetes mellitus etyolojik siniflamasi

L Tip 1 diyabet (pankreas [ hiicre hasarina bagli olusan
instilin eksikligi)
a. Otoimmiin nedenli Tip 1A
b. Idiyopatik Tip 1B
1. Tip 2 diyabet (degisken derecede insiilin rezistansi,
goreceli instilin eksikligi)
IOI. Pankreas § hiicre fonksiyonlarnin genetik bozukluklar
a. MODY (Maturity onset diabetes of young-Geng¢lerde
goriilen eriskin tipi diyabet)
b. Mitokondrial DNA mutasyonlari
¢. Wolfram sendromu (DIDMOAD sendromu)
d. Tiamine cevaph DM

IV.  Insiilin etkisindeki genetik defektler
a Tip A insiilin rezistansi-akantozis

b. Leprechaunism

¢. Rabson-Mendenhall sendromu .
d  Lipoatrofik diyabet
V. Ekzokrin pankreas hastaliklar

a. Pankzreatitis




VI.
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. Travma / Pankreatektomi

Kistik fibrozis
Hemokromatozis
Neoplaziler
Endokrinopatiler
Akromegali
Cushing hastalif
Glukagonoma
Feokromositoma
Hipertiroidizm
Somatostatinoma
Aldostrenoma
[lag ve kimyasal maddelere bagh
Vacor (rodentisid)
Pentamidin
Nikotinik asit
Glukokortikoidier
Diazoksid

B adrenerjik agonistler
Tiazidler

Dilantin
Siklosporin

Takrolimus

. L-asparaginaz

- Enfeksivonlar

Konjenital rubella

Sitomegalovirus
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IX. Nadir formlar

a. “Stiff-man” sendromu

o

Anti-insiilin reseptér antikorlar
X.  Genetik sendromlara eslik eden diyabet

Down sendromu

o ®

Turner sendromu

Klinefelter sendromu

o

d. Prader-Willi sendromu
e. Bardet- Biedl sendromu
XI. Gestasyonel diyabet
XII. Neonatal diyabet
a. Gegici (7-20 y1l sonra tekrarlayan formlar vardir)
b. Kalict — Pankreas agenezisi
¢. Homozigot glukokinaz eksikligi

2.3. Tip 1, DM [Insulin bagimh diyabet (IDDM)]
Tip 14 DM genetik yatkinlik ve gevresel faktdrlerin etkisi ile

pankreas adacik hiicrelerinin ilerleyici otoimmiin harabiyeti sonucu
geligen ve c¢ocuklarda en sik gorillen tiptir. Cocukluk ¢agi
diyabetlerinin yaklagtk % 70-80’ini Tip 14 olusturmakta, Tip II DM %
20-25, Tiplg <%10 ve MODY <%5 oraninda goriilmektedir (4).
Altinc1 kromozomda yer alan MHC bdlgesi belirlenen ilk tip 1 DM
duyarhk lokusudur (JDDMI) ve HLA class II genleri bilinen en
onemli genetik risk faktdrleridir. Pankreas adacik hiicrelerinin yiizey
ve sitoplazmik komponentlerine kargi otoantikorlar, endojen insiiline

karst otoantikorlar, antiglitamik asit dekarboksilaz antikorlan
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(GADA) , tirozin fosfataz gibi diger adacik komponentlerine karst
antikorlar (IA-2) baslica immun belirteclerdir. Hastaliin erken
doneminde pankreas adacik hiicrelerinde lenfosit infiltrasyonu
gozlenir Otoimmiin tiroid hastaliklar, ¢8lyak hastaligy, vitiligo,
addison hastaligi gibi diger otoimmiin hastaliklarin Tip 1, DM’a
esligl sikca gozlenmektedir (2-5, 7.8, 11, 21,23,24)

2.3.1. Epidemiyoloji

Son 20 yilda tip I DM’nin epidemiyolojik paterni ile ilgili
bilgilerde ¢ok énemli bir artis saglanmistiry:. WHO tarafindan 1990
yibnda baglatilan DiaMonde (The Multi-National Project for
Childhood Diabetes) ¢alismasinda 4 yillik stiregte 75 milyon rnekli
popiilasyonda 14 yasin altinda toplam 20.000 cocuk diyabet tamsi
almis ve insidans oranlariin ¢alistlan 100 toplum icinde >350 kat
degiskenlik gosterdigi goriilmiistir. Oran Cin ve Venezuela’da
100.000°de 0,1°den, Sardunya’da 36,8, Findlandiya’da 36,5, Isvec,
Norveg, Portekiz, Ingiltere, Kanada ve Yeni Zellanda’da >20’c kadar
degismektedir. Topluluk 5 yag grubuna aynldiginda insidansin yasla
arttigl ve 10-14 yas arasinda doruk yaptigi gézlenmistir (13) ABD’de
18 yas alti okul cocuklarinda diyabet prevalansi 1,7-2.5/1000, yillik
insidans  12-15/100000 olarak bildirilmektedir Siklik 5 vyaginda
1/1430 iken, 16 yasinda 1/360°a ¢ikmaktadir (25). Turkiye’de 1996°da
19 bolgeyi kapsayan ¢ok merkezli bir ¢alismada 0-15 yas arast diyabet
insidanst 2,52/100000/y1l bulunmustur (26). Bu sonug komsu iilke
insidanslarma (Yunanistan'da 4,5/100000/y11) benzemektedir (27).

Ulkelerarasi farkliliklarin yani sira, iilke ici bolgesel farkhliklar da
sdz konusudur. Bu farklilik kismen popiilasyonlardaki heterojen etnik

yaprya bagli olmakla birlikte, genetik olarak nispeten homojen olan




Iskandinav iilkelerinde de bodlgesel farkliliklar goze carpmaktadir. Bu
veri genetik yatkinhigm cevresel degiskenliklerden &nemli Olclide
etkilendigini dﬁgﬁndﬁr'mektedir'(28—29).

Hemen tiim iilkelerde tip 1 divabet insidansi giderek artmakta
olup, yaklasik yilhk artisin ortalama % 3 oldugu belirtilmekte ve
1997°ye gbre 2010 yilinda % 40 oranindg artts beklenmektedir,
Ayrica tip 1 DM insidansinm 5 yasin altindaki cocuklarda da artig
gosterdigi dikkati cekmektedir (29,30).

Tip 1 diyabetin ortaya cikisinda mevsimsel  farkiiliklar
gozlenmekte; siklik ilkbahar, sonbahar ve kis aylarinda artma
gosterirken, yaz aylarinda en diisiik diizeye inmektedir. Erkek ve
kizlar esit olarak etkilenmekte ve sosyoekonomik durum ile ilgili

belirgin bir baglanti gériilmemektedir (31).

2.3.2. Etyoloji ve Patogenez

Tip 1 diyabet etyolojisinde genetik, cevresel ve otoimmiin

faktérler rol oynamaktadir,

Genetik yatkinhk

Diyabetlilerin anne, baba ve kardeslerinde diyabet sikliginin
diyabetli olmayanlara gére daha yiiksek olusu, biri diyabetli olan tek
yumurta ikizlerinden digerinde % 50’c yakin bir olasilikla hastalik

gelismesi kalitimin etkisini kanitlayan klasik gézlemlerdir. Bu risk tip
1 diyabetlinin kardesinde % 6, diyabetli anne ve babalarn ‘.
¢ocuklarmda % 2-5tir; babanmn diyabetli olmas: durumunda risk
yiikselmektedir (Anne icin % 2-3, baba i¢in % 5-6)(29, 32-35).

Tip 1 diyabetin kalitimia ilgili oldugunun bir diger kaniti da

hastaligin 6. kromozom iizerinde yer alan histokompatibilite (HLA)




antijenleri ile iliskisidir Bazt HLA antijenlerinin bulunusu diyabetin
ortaya ¢ikisini kolaylastirirken, bazilar engelleyici ozelliktedir HLA
DR; veya DRy antijenlerinin varliginda tip 1 diyabet gelisim riski 2-3
kat iken, her ikisinin bir arada bulunmas: durumunda risk 7-10 kat
artar. Tip 1 diyabetli hastalarm yaklagik % 95° DR; veya DR,
pozitiftirler (35,36)

Ozellikle beyazlarda DQB; antijenindeki degisiklikler diyabet
¢ikisini 6nemli &lgiide etkilemektedir. HLA-DQ B zincirinde 57
pozisyonda aspartik asitin homozigot yoklugu (non-Asp/non-Asp) tip
1 diyabet gelisimi igin rolatif riski 100 kat artirir. DQ « zincirinde 52
pozisyonunda arginin bulunusu da tip 1 diyabete yatkinhk saglar.
HLA DRB;*0301,*0401 ve HLA DQB;*0302,*0301 alleletini
- tasimak yiiksek risk getirirken; HLA DRB;*0403, HLA DQB;*0602,
HLA DQA,*0102 allellerini tasimanin koruyucu oldugu gésterilmistir
(35-40).

Kardeslerde tip 1 diyabet ¢ikma olasilig1, hasta kardesle ayn1 HLA
haplotiplerini tagimasiyla iliskilidir Eger kardes indeks vaka ile her
iki HLA haplotipini paylasiyorsa tip 1 diyabet riski %12-20 iken,
higbir haplotipin benzememesi halinde tisk % 1-2’e inmektedir (41).
Ancak genel toplumda HLA DR3 ve DR4 tagtyicilik oraninin % 50,
non-Asp/non-Asp tastyicibiginin ise % 20 bulunmasma ragmen,
diyabet sikliginin % 0.4 olmasi kalittim dist faktorlerin 6nemini
vurgulamaktadir (3).

Diyabetin ortaya ¢ikisinda tek bir genin etkili olmadi3i, hastaligin
birden fazla genle ilgili (polijenik) kalitimla aktarildig: ve insan geno-
munda 20’den fazla bolgenin tip 1 diyabete yatkinlik olugturdugu
distiniilmekte, ancak bunlarin ¢ogunun diyabet gelisimine katkilarinin

biiytikligi bilinmemektedir (3,35,42)




Cevresel faktorler

Son yillarda birgok titkede Tip 1 diyabet sikliginda gozlenen artis,
hastalifin ortaya c¢ikisinda viral enfeksiyonlar, beslenmeye bagli
faktdrler, toksinler ve stres gibi cevresel etkilerin de Snemli rol
oynadigim gbstermistir (2-6,8,42).

Viral enfeksiyonlar direkt sitolitik etki veya otoimmiin
mekanizmalarla B hiicte hasarii baslatir. Kabakulak, koksaki B;, By
rubella ve sitomegaloviriis gibi baz: viriislerin pankreotropik oldugu,
B hiicrelerini enfekte edebildigi ve epidemilerinin ardisira tip 1
diyabet insidansinda artis gozlendigi bilinmektedir( 2- 4, 6,30, 42).

Sut gocuklugu déneminde inek siitiine erken baglanmas: ile
diyabet iliskisi tizerinde de durulmaktadir. Sigir serum albiiminin 17
aminoasitlik béliimii ile adacik antijeni 69 arasindaki molekiiler
benzerlik, yeni tam konmus bircok diyabetli ¢ocukta boﬂzin serum
albtiminine kargi IgG grubu antikotlarin gosterilmis olmasi, anne siitii
ile beslenenlerde diyabet insidansinin diisiik bulunmas: ve kisa siireli
(<3 ay) anne siitii alan ve erken inek siitiine baslanan bireylerde tip 1
diyabet sikliginin yaklasik 1,5 kat arttigina isaret eden arastirmalann
vathig inek siitii ile erken bebeklik déneminde karsilagsmanin diyabet
olusumunda tetikleyici bir rol oynayabilecedi varsayimini destekleyen
bulgulardir (4,43-45). Ote yandan Finlandiya'da 1980’den sonra anne
sutll verme siiresi ve siklifinm artmasina ragmen tip 1 diyabet
insidansindaki  artigin  devam  etmesi ve DAISY (Diabetes
Autoimmunity Study of the Young) (14) caligmasinin sonuglari bebek
beslenmesi ve tip 1 diyabet iliskisini desteklememektedis (3,46).

Ttitslilenmis et gibi nitrozaminden zengin besinlerin stk

tiketilmesi, i¢me sularinda viiksek nitrat icerigi ve distik cinko diizeyi




gibi degisik beslenme faktorlerinin de tip 1 diyabetle iliskili
olabilecegi ¢esitli ¢alismalarda gosterilmistir (30,47,48).

Cesitli etnik gruplarda immiinomodiilatdr etkisi oldugu bilinen D
vitamini reseptdr polimorfizminin tip 1. diyabete yatkinlik
yaratabilecegi gosterilmis,  Avrupa'da c¢ok uluslu EURODIAB
calismasinda siit ¢ocuklugunda D vitamini sfiplemantasyonunun ve
annenin gebelik esnasinda D vitamininden yogun beslenmesinin daha
sonraki cocukluk doneminde tip 1 diyabet gelisim riskini azalttig:

belirtilmistir (46,49-52).

Otoimmiinite:

Otoimmiin hastaliklar immiin sisteminin otolog antijenlere karsi
reaksiyon goOstermesi ile olugan doku hasarmin sonucudur.
Lenfositleri ve antijen sunan hiicre (APCY’leri etkileyen immiinolojik
anormallikier, enfeksiyonlar veya doku zedelenmeleri sonucu ortaya
cikan antijenin tamnmasi gibi c¢esith faktdrlerin otoimmiinitenin
gelismesine katkida bulundugu diisiiniilmektedir. Klinik olusmadan
Oncede varolan otoantikorlar, pankreas [ hiicrelerinde lenfosit
infiltrasyonu (insiilitis} ve diger otoimmiin hastaliklaria birliktelik tip
1 DM igin otoimmiin gdstergelerdir (9,24,53,54).

Otoimmun endokrin hastaliklarin  deneysel modellerinde T
hiicreleri  hastaligin =~ patogenezinde merkezi 1oldedir. Diislik
diizeylerde hiicresel immunite bircok normal bireyde otoimmun
hastaliga ilerlemeksizin  tolere edilebilir. Tolere edilebilen
diizeylerden otoimmun hastalifa progresyonu yonlendiren faktérlerin
tanimlanmasi hastalik patogenezinin anlasilmasinda ve hastalig:

onleme cabalarinda temel olacaktir.(55)




Self toleransin bozulmasi:

I ve B hiicrelerinin reseptdr igerifi, bu reseptorlerin antijen
baglanma bolgelerini kodlayan genlerin yeniden diizenlenmesi
(rearrangement) sonucunda olusmaktadir. Teorik olarak bu islemle
109 farkli T hiicre reseptdrii olusabilmekte ve bu reseptorlerden
bazilar1 oto-antijenleri tamumaktadir. Bu oto reaktif hiicrelerin elimine
edildigi veya ndtralize edildigi stirec ise “tolerans” olarak
adlandirilmakta ve bu islemlerin isleyisinde olusan aksakliklar
otoimmiinite ile sonuglanmaktadir.(54,55)

Helper T hiicreleri tiim immiin cevaplarda anahtar diizenleyici rol
oynamaktadirlar. Cesitli otoimmiin hastaliklar ile MHC molekiilleri
arasinda genetik olarak iliski oldugu gésterilmistir ki, MHC
molekiillerinin gérevi T hiicrelerine antijen sunmaktiz (8).

T hiicre toleransinin  temel mekanizmas:, self-reaktif T
hiicrelerinin timusda delesyonudur. Matiir olmayan T hiicreleri kemik
iliginden timusa gb¢ etmekte, burada "major histocompatibility
complex" (MHC) molekiilleri ile sunulan peptidler ile karsilagmakta
ve peptid-MHC komplekslerine karsi diisiik afiniteye sahip T
hiicreleri spontan apoptozise ugramaktaditlar. Ayrica, peptid-MHC
komplekslerine kars: yiiksek afiniteye sahip T hiicreleri de "negatif
seleksiyon" yoluyla apoptozise ugrarlar. Kabul edilebilir ditzeyde
afiniteye sahip T hiicrelerinin maturasyonu ise "pozitif seleksiyon"
yoluyla timusda tamamlanmakta ve bu hiicreler daha sonra periferal
dolagima ¢tkmaktadirlar. Timusa gelen lenfositlerin % 90'indan fazlas:
delesyona ugramaktadir Kisacasi merkezi T hiicre toleransinin
indiiksiyonu igin timusta otoantijenlerin varhig gerekmektedir Ancak

merkezi toleransm bozuldugu durumlarda dahi periferal mekanizmalar




sayesinde  self antijenlere cevapsizhigin  saglanabildigi  de
bilinmektedir.

Periferal T hiicre toleransinin bozulmas::

Matiir self-antijen spesifik T lenfositlerinde tolerans fonksiyonel
anetji, apoptozis yoluyla delesyon veya regiilatdr hiicreler yoluyla
stipresyon sayesinde saglanabilmektedir. T hiicre toleransinda rol
oynayan bu mekanizmalarin bozulmas: ile ortaya c¢ikan otoimmiinite

pek ¢ok deneysel hayvan modelinde gosterilmistir.

Genel olarak T ve B hiicrelerinin proliferasyonu, farklilagsmasi icin
iki hiicredist sinyal gereklidir Birinci sinyal antijen sunan hiicrenin
MHC molekiilii/antijenik peptid kompleksi ile T hiicre reseptorii
(THR) birlikteligidir. Ikincisi ise T hiicre aktivasyonundan sorumly
ko-stimiilatér molekiil sinyalidir. Yalmzca THR, T hiicrelerinin
aktivasyonu ve efektdr hiicrelere doniistimii igin yeterli degildir ve ko-
stimiilatér sinyal yoklugunda tek basina THR, T hiicre cevapsizligi,
anetji veya programli hiicre 5liimii, apopitoz ile sonlanir. Bagka bir
deyisle tiimiiyle uzman ve vetkin T ve B hiicrelerinin gelismesi igin
ikincil bir ko-stimiilator sinyale gereksinim vardir, Ko-stimiilasyon
reaktif T hiicre popiilasyonunun ¢ogalmasini, hiicrelerin enflamasyon
bolgesine gd¢iinil, enflamasyonun solubl mediatélerinin tiretimini ve
T hiicre alt grup farklilasmasini diizenler. Perifer dokularin ¢ogu ko-
stimiilatér sinvaller sunmaziar. Boylece periferal antijenlerle reaktif T
hiicreleri  arasindaki etkilesim, normalde beklenen T hiicre
aktivasyonu ile sonlanmaz. T hiicre aktivasyonunun bu sekilde kontrol
edilmesi, periferal dokulara, &zellikie endokrin organlara toleransin

diizenlenmesinde 6nemli olabilir. Ko-stimiilatdrlerin carpik sunumu T

hiicre anerjisinin bozulmasma ve doku spesifik otoimmiin reaksi-

L4



yonlara neden olmaktadir Tammlanan ko-stimiilatér sinyallerden en
onemlileri olan aktivasyon molekiilit CDy ile aktivasyon inhibitori
CTLA-4, glikoprotein yapisinda hiicre i¢i ve hiicre dis1 uzantilart olan

homolog vapilardir.(55,56)

2.4. Sitotoksik T hiicresi ile iliskili antijen 4 (CTLA-4):

T hiicrelerinin, antijen sunan hiicreler {izerinde bulunan CDyg, ve
CDyg ligantlarina CDy; ile baglanmasindan sonra CTLA-4 sunumu
gergeklesir. CDys, APC tizerindeki CDgo/CDg ile etkilesim sonucu
etkin antijen-6zglin immun cevaplar igin gerekli olan T hiicre
fonksiyonlarini giiclendirirken; CTLA-4, CDg, ve CDg T hiicre resep-
torlerinde mhibitdr etki olugturarak CDag aracili sinyalleri dengeler ve
T hiicresini anerji ya da apopitoza yonlendirerek lenfoid sistemin asir
uyarilmasim &nler. CDgq molekiilii ile ko-stimiilasyonun etkisi, hiicre
ylzeyinde CDys ve CTLA-4’in sunum diizeylerine bagli bir denge
halindedir (33,48). CD,s, CD, T hiicrelerinin, % 80’inde, CDg T
hiicrelerinin ise % 50’sinde yapisal olarak ve T hiicresi aktivasyonu
sonucu artarak sunulur. Buna karsilik CTLA-4 dinlenim durumundaki
T hiicrelerinin ytizeyinde bulunmaz. Hiicre i¢inde sentez edilir ve
hilicre ylizeyinde sunumu T hiicre aktivasyonundan 48 saat sonra
maksimuma ulasir (11,16,53,57,58).

CTLA-4’4 kodlayan genin yoklugunda veya CTLA-4’e spesifik
antikorlarla bu molekiil bloke edildiginde, fatal otoimmiin
reaksiyonlar ortaya ¢ikmakta, kalp, pankreas ve diger organlarda T
hiicre infiltrasyonu sonucu doku yikimi olusmakta, ensefalomyelit ve
diyabet olusturulan hayvan modellerinde ise otoimmiin doku hasari
agirlasmaktadir Yine CTLA-4 molekiiliiniin spesifik Ig’ler ile bloke

edilmesi  sonucu  immiinoproliferatif  hastaliklarin = gelistigi




gosterilmistir (16,59) Yani self-antijenlere karsi olusabilecek immiin
cevaplar1 6nlemekle yiikiimlit CTLA-4{in bu fonksiyonunun ortadan
kalkmasi veya bloke edilmesi otoimmiinite ya da meveut otoimmiin
hastalifin progresyonunun hizlanmas: ile sonuglanmaktadir Bu
nedenle CTLA-4 geni tip 1 DM gelisimi ile ilgili oldugu diistiniilen
aday genler arasinda 6zel bir ilgi odag: olusturmustur (IDDM12
duyarlik lokusu, kromozom 2g33).

Bir popiilasyonda varolan genetik gesitlilige polimorfizm denir.
Bu dogal farkhiliklar kusaktan kusaga Mendel yasalarina gore
aktanhﬂar Insan genomunda tek baz degisiklikleri ¢ok siktir.
Bazilarma gére bu sikhik her 100 baz .(;iftinde bir olarak ortaya
¢ikmaktadir. Ancak bu niikleotid degisikliklerinin biiyiik cogunlugu
zararsizdir.

CTLA-4 geninde 3 polimorfik bélge bilinmektedir: Ekzon 1 49.
pozisyonda A/G polimorfizmi, ekzon 3’de mikrosatellit polimorfizmi
ve pozisyon — 318’de promoter polimorfizmi. Son iki polimorfizm
hakkinda yapilan c¢alismalar smulide ve CTLA-4 49 A/G
polimorfizmi ile dengesiz baglant: (linkage disequilibrium) gosterdigi

distiniilmektedir ( 40,52).




3. OLGULAR VE METOD

3.1. Olgular

Klinigimizde tip 1 DM tanisi ile takip edilen 91 hasta calismamiza
alindi. Hastalarin CTLA-4 ekzon 1 kodon 49°daki polimorfik
bolgesindeki genotipleri analiz edildi Demogratik 6zellikleri, klinik
bagvuru sekilleti, aile hikdyesinde tip 1 ve/veya tip 2 DM bulunmas,
otoimmiin hastaliklarla beraberlik, otoantikor pozitiflii gibi etyolojik
faktorler ile iliski sorgulandr Metabolik regiilasyon parametreleri
kaydedildi. Bu calisma icin, hastalardan DNA ayrilmasi amaciyla
EDTA’ tiipe kan alinmasi disinda yeni laboratuar tetkiki istenmed;.

Ayrica, bilinen diyabet otoimmiin ve kronik hastalig1 olmayan 100
saglikli erigkin bireyden, bilgi verilerek izinleri alinmak suretiyle kan
omegi almarak, Tiitk popiilasyonunda bu polimorfizmin genotipik

oranlarini tespit etmek tizere kontrol grubu olusturuldu.

3.2. DNA izolasyonu
Hastalardan ve kontrol grubundan EDTA iceren tiipe 2cc venoz
kan &medi alindi. DNA izolasyonu KO0512 Fermentas DNA
Ekstraksiyon Kit (Genomik DNA Purifikasyon Kiti)’inin dngérdigii
sekilde yapildr.
a) 1.5ml’lik bir ependorf tiipiinde 200! kan ve 400 ul lizis tampon
karistinlds.
b) 65 °C de kangim su banyosunda 5dk. inkiibe edildi.
c) 5 dk sonunda tizerine 600pl kloroform eklenerek kuvvetlice
karistirildi.
d) 10000 rpm’de 2dk santrifiij (Heuraeus marka) edildi.




¢) 2 dk sonunda, iistte kalan sUpernatant, daha énce hazirlanmusg
olan 720pul distile su ve 80ul presipitasyon sollisyonu iceren
karisimun iizerine eklendi ve DNA gortintir hale gelene kadar alt
iist edildi. |

f) DNA gériiniir hale geldikten sonra, 10000 rpm’de 2 dk santrifii]
edilerek DNA ¢oktiiriildii,

g) Ustteki sivi dékiildiikten sonra, pelletin tizerine 100p NaC]
eklenerek oda 1sisinda ¢oziinene kadar bekletildi

h) DNA ¢éziindiikten sonra Uzerine 1ml absolii alko] eklenerek alt
ust edildiginde DNA tekrar gortiniir hale geld.

i) 10000rpm’de 2dk santriftj edilerek DNA cOktlrildii ve DNA
kurutuldu.

J) 100ul distile su ile ¢Ozundiiriiliip spektrofotometrik 6lgiim
yapilarak, DNA miktar: tayin edildi ve -30°C de ¢alisilana
kadar depoland:.

3.3. PCR (Polimeraz Zincir Reaksiyonu)

Elde edilen DNA &rneklerinden CTLA-4 ekzon 1 kodon 49,
pozisyonunda A/G polimorfizmi belirlenmek tizere PCR-RFLP
(Restriction Fragment Length Polymorphism) metodu kullanid;.
(PCR, DNA’nin iki zincirinin yuksek 1sida birbirinden ayrilmasi
(denatiirasyon), sonra sentetik  oligoniikleotidlerin DNA’ya
baglanmasi (hibridizasyon),  daha  sonra zincitin - uzamasi
(polimerizasyon) ve bu reaksiyonlarin belirli sayida tekrarlanmasima
dayanir. Bu tic adim ile ( denatiirasyon / primer baglanmas; / DNA
sentezi ) PCR reaksiyonu olusturulur. Her adun farklt 1silarda
gergeklestirilir,  Yéntemin temeli, ¢ogaltlmak istenen bélgenin iki

ucuna ozgli, bu bslgedeki baz dizilerine tamamlayic: bir cift sentetik




tamamlayict primer (18-20 baz uzunlugunda) kuHanilarak, bu iki
primer ile smlandimlan genin enzimatik olarak sentezlenmesine
dayanir.)

PCR reaksiyonu:

—10X(100mM Tris-HCI(pH 8,8), 500mM KCI iceren) Tagq

tampon soliisyonundan 5pl

—MgCl, (3mM)
—dNTP  kangimi(dATP, dGTP, dCTP, dTTP) her birinden
200uM

—20 pmol forward primer: 5> GCTCTACTTCCTGAAGACCT 3’
~—20 pmol reverse primer: 5 AGTCTCACTCACCTTTGCAG 3
—4 Unite Taq DNA polimeraz enzimi

—100-500 ng genomik DNA

Toplam reaksiyonu 50ul’ye tamamlayacak kadar distile su

kullamlarak ger¢eklestirildi.

DNA Thermal Cycler 480(Perkin Eimer) de amplifikasyon
yapildi.
95°C 4dk. (baslangi¢ denatiirasyonu) 1 déngii

95°C 1dk. (denatiirasyon)

55°C 1dk. (baglanma) } 35 doéngii
72°C 1dk. (uzama)

72°C 4dk. (son uzama) 1dongii

Amplifikasyonun varligimi gézlemlemek icin, etidium bromid

(10mg/ul} iceren %2’lik agaroz jelde, Srneklerle beraber bir DNA size _

marker yiiklenerek 120V’da 20 dak. viiriitiildiikten sonra (Bio-Rad

ik



clektroforez sistemi), UV transilluninatér’de amplifikasyon olup

olmadig: degerlendirildi.

Restriksiyon enzimi ile kesim 6éncesi PCR iiriinlerinin Fenol-
Kloroform yontemi ile temizlenmesi

Stok olugturmak igin, fenol ve kloroform esit miktarda karigtirildi.

a) 200pl’lik ependorf tiipiinde 50ul amplifikasyon triinti ve 50p}
fenol-kloroform karigimi karistirildi ve vortekslendi

b) 14000 rpm’de 2dk. santrifiij edildi.

¢) 500 pl’lik bir ependorf tiipiine siipernatant alindi ve iizerine
%10°luk sodyum acetate(5pl), 120ul absolu alkol ilave edildi. -
70°C de 30dk. bekletildi

d) 30dk sonunda 14000 rpm’de 15dk santrifiy edildi

-20°C de kesim yapilincaya kadar depoland.

3.4. Bbvl Restriksiyon Enzimi ile Kesim

CTLA-4 ekzon 1 kodon 49. pozisyonunda A/G polimorfizmi i¢in
toplam 10pl’lik kesim reaksiyonu hazirlandi.

1X tampon sollisyonu 1ul (33mM Tris-acetate (pH7.9), 10mM
magnesium acetate, 66mM potassium acetate, 0.1mg/ml BSA iceren)

Bbvl enzimi (Fermantas) 2ul (ul/3iinite)

Amplifikasyon tiriinii 20-50 ng(5ul)

Distile su ile 10pl’ye tamamlandi.

Ornekler 3 saat 37°C de etiivde inkiibe edildi. Sonuclar, %3’lik
etidium bromid igeren agaroz jelde, 1X TBE(Iris-Borik asit-EDTA)




tampon  sollisyonunda,  45dk.  100V’da  yurlitildd. UV

transilluminatérde kesim sonuglart degerlendirildi.

Kit ile ayrilmis olan genomik DNA UV. spektrofotometride ve
agaroz jel elektroforezinde degerlendirildi. Cift zincir DNA’nin
konsantrasyonu ve saflifi Thermo Labsystems spektrofotometride,
multiskan spectrum programui kullanilarak belirlendi Cift zincir
DNA’nin konsantrasyonunu belirlemek i¢in OD260 da 6l¢iim yapildi.
DNA ’nin safligini belirlemek i¢in ise OD260/0D 280 oram belirlendi.
Saf bir DNA’nin OD260/0D 280 orami yaklasik olarak 1,8’dir.

PCR iirlinleri agaroz jel elektroforezinde belirlendi PCR
{iréinlerinin biiyiikliikleri CTLA—4 ekzon 1 kodon 49. pozisyonunda
A/G polimorfizmi i¢in 162 bp idi DNA size marker ile gdzlenen
DNA bantlarinin biiyiiklikleri dogrulandi.




CTLA—4 ekzon 1 A49G, 162 bp

CTLA—4 ekzon 1 A kodon 49G (kodon 17)

TGA — TGG

Thr — Ala
Bbvl ile kesim

Yabanil Tip Polimorfik
162bp 88bp v+ T4bp

162bp

162bp 162bp
88bp
74bp

Sekil 1. Bbvl enzimi ile yabanil tip, heterozigot ve homozigot .

mutant bireyler i¢in beklenen fragment bilytikltkleri.



Bbv1 kesim enzimi ile A49G polimorfizminin belirlenmesi:

A49G  polimorfizmi, kodon 49’da treonin’in  alanin’e
doéniismesine neden olur. Amplifiye olmus PCR {riinli 162bp’dir.
A49G polimorfizmi Bbv1 igin bir tanima ve dolayisiyla kesim bélgesi
olusturur. Bu durumda Bbvl enzimi, G polimorfizmi bulundugunda
kesim vyapacak A polimorfizmi bulundugunda ise kesim
olmayacaktir Bir bagka deyisle, AA homozigotlarda kesim
olamayacagindan 162bp’lik tek bir bant, GG homozigotlarda ise 88bp
ve 74bp olarak iki bant goriinecek. Heterozigot bireylerde beklenen
fragment biiytikliikleri; 162bp, 88bp ve 74bp’dir

3.5. Istatistiksel Analiz: Istatistik analiz icin SPSS 10.0 yazihmi
kullanild:. Numerik veriler Mann-Whitney U, nominal veriler Chi-

Square ( Ki kare ) testi ile karsilagtirldn
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4. SONUCLAR

Calismaya alinan tip 1 diyabetli ¢ocuklarin yaslari, 3 ile 19 vil
(ortalama 11,7 yil } arasinda degismekteydi. Hasta grubu tam yaglar
1,5 ile 18 yi1l (ortalama 8,5 yil ) arasinda degisen 52 kiz (%57), 39
erkek (%43), toplam 91 olgudan olugmakta idi. Hastalarin Pediatrik
Endokrinoloji bilim dalimizca izlem siireleri ortalama 3,2 yil (0,2-18
yil} idi. Kdntrol grubu olarak, bilinen diyabet ve otoimmiin bir
hastalig1 bulunmayan 100 erigkin alindi.

Hastalarin ve kontrol grubunun CTLA-4 ekzon 1 kodon 49 A/G
polimorfizmi genotip dagilim tespit edildi. Tip 1 diyabetli cocuklar
ve kontrol grubunda sirasiyla A/A homozigot genotipi (%) 41,8 ve
43,4 (p>0.05), A/G heterozigot genotipi (%) 44,0 ve 49,5 (p>0.05),
G/G homozigot genotipi (%) 14,3 ve 7,1 (p>0.05) oraninda saptand1
Iki grup arasinda istatistiksel acidan anlamh farkhibk yoktu. Tip 1
diyabetli ¢cocuklarda G alleli siklig1 % 36 iken, kontrol grubunda % 32
olarak benzer bulundu. Tip | DM ve kontrol grubunun genotip ve allel
dagilim sonuglar1 Cizelge 3 te gosterilmistir.

Hastalarin cinsiyet, tani yaslari, klinik basvuru sekilleri, ailede
diyabet hikayesi, otoimmiin hastalik birlikteligi, somatik gelisim,
baslangi¢ ve izlem boyu HbA, ve ortalama insiillin dozlari ile CTLLA-
4 ekzon 1 kodon 49 A/G polimorfizm genotip ve allel siklid:

arasindaki iliski aragtirildi. Sonuglar Cizelge 4 te gortilmektedir.




Cizelge 3: Tip 1 diyabet ve kontrol grubunun genotip ve allel

dagilimi.
T1D (n:91) Kontrol (n:99) p
A/A (%) 38 (41.8) 43 (43,4) >(.05
A/G (%) 40 (44 ) 49 (49,5) >(.05
G/G (%) 13 (14,3) 7(7,1) >0.05
A allel (%) 64 (116) 68 (135) >(.05
G allel (%) 36 (66) 32 (63) >0.05

Genotip gruplar1 arasinda cinsiyet dagilimi agisindan anlamli
farklilik gézlenmedi.

Tip 1 diyabetin ortaya ¢ikis yasimin GG homozigot hasta grubunda
(ortalama 7,5 yil) diger genotip gruplarina (A/A genotipinde 8,3 yil,
A/G genotipinde 9,9 vil) gore diisiik saptanmasina karsin, fark anlamh
degildi (p=0.4).

Hastalarin bagvuru klinigi olarak %47’ sinde diyabetik ketoasidoz
(n:43), %32’sinde ketozis (n:29), %21’inde hiperglisemi (n:19)
mevcuttu ve farkh klinik bagvuru sekilleri ile genotip arasinda anlamlt
iliski bulunamadh.

Aile bireylerinde tip 1 diyabet % 6,6, tip 2 diyabet ise % 47,3
oraminda bulunmaktaydi. Ailede tipl ve/veya tip 2 divabet bulunmasi
ile CTLA-4 polimorfizmi arasinda istatistiksel acidan anlamls farklilik
saptanamad.

Hastalarimizin 19’unda (% 20,9) otoimmiin hastalik [(otoimmiin
tiroidit (n:17), ¢6lyak hastalifs (n:2)] beraberligi mevcuttu. Bu
hastalar ile otoimmiin hastalik egligi olmayan olgular arasinda CTLA-

4 polimorfizmi agisindan anlamli istatistiksel fark gdzlenmedi.



A/G polimorfizminin bu 6lgtitlerde etkili olmadigi goriildi,

B hiicresine kars: gelisen otoantikorlar, GADA, ICA, AIA sirasiyla
31, 46, 43 hastada bakilabildi. Otoantikor pozitiflik sikligi genotipe
gore degiskenlik gdstermedi. Hastalar bagvuru HbA,. ve izlem boyu

ortalama HbA,. diizeyleri ve insulin dozlarma gore irdelendiginde,

Cizelge 4: Tip 1 diyabetli olgularn klinik ve laboratuar 6zelliklerinin
genotip ve allel dagilimina goére irdelenmesi

A/A (n38) | A/G (n40) | GIG(n:13) | A allekn38) | Gallekn:S3) | p
erkek 16 18 5 16 23 >0.05
ki 49, 2 8 0 30 |>0.05

Yas 1] 116 113 11 115 |>0.05
Tani yas1 8.3 99 75 83 93 [>0.03
Diabet siresi 32 3,17 3,74 32 331 |>0.05
Klinik
diabetk ketoasidoz (n:43) 20 18 5 20 23 >0.05
ketosis (11:29) 1 15 3 11 18 |>0.05
hiperglisemi (n:19) 7 7 5 7 12 >{).05
Allede diabet oykiisii
~ tipl (u6) 1 3 2 ] 5 >(.05
tip 2 (m43) B 17 21 5 17 26 1>0.05
tip 1 ve tip 2 (n:6) 2 2 2 2 4 >(.05
Otoimmiin hastalk (1:19) 7 9 3 7 12 [>0.05
GAD-Ab positiflisi (%) 031) | 45,5 (5/11) | 66,7 (10/15)] 40(2/5) | 455(5/11) | 60(1220) |>0.05
1ICA posttifligi (%) (n:46) S9(IA7) | 174(423) | 33Q2%6) | 59117 | 207(6/29) |>0.05
| ATA positiflisi(%) (n:43) 263 (5/19) | 294 (5117 1 0(0/7) | 263(519) | 208 (524) |>0.05
Tani an HbATc (%) il 116 113 11 115|200
Ottalama HbA Ic (%) 8.6 8,7 9,1 8.6 88 | >0.05
'
Ortalama insiifin dozu (U/kg/g) 0,73 0,85 0,74 0,73 082 |>0.05
Delta Hsds 09 08 06 -09 06 005




5. TARTISMA

Insan  genomundaki fizyolojik  yolaglarimi  degistirerek
multifaktSriyel hastaliklara egilim yaratan DNA varyantlar1, primer
nedensel risk faktorlerini olusturur. Tip 1 DM pankreas adacik
hiicrelerinin T hiicre-aracili yikimiyla karakterize otoimmiin bir
hastaliktir. Tip 1 DM gelisiminde rol oynayan genlerin tanimlanmasi,
sz konusu genin tip 1 DM duyarlig iizerindeki gercek etkisini
gostermekle kalmayip, B hiicre harabiyetine yol acan gen-gevre
etkilesimini de ortaya koyacaktir.

Immun sistem genleri aday genler arasinda en fazla dikkat
¢eken gruptur Tip 1 DM duyarlik lokuslarindan IDDM12,

2. kromozom g33’te CDag, 1COS (inducible co-stimulator) ve beta
hiicre otoimmiinitesinin dnlenmesinde umut verici hedeflerden biri
olan CTLA-4 geni gibi cesitli aday genleri igerir (12,60-69).

CTLA-4 ekzon 1 49. pozisyondaki A-G polimorfizminin
otoimmun bir hastahikla iliskisi ilk kez 1995° te Yanagawa ve
arkadaglarinca (70)  gosterilmis ve Graves hastahifimdan sonra,
otoimmiin tiroidit, addison ve ¢dlyak hastaligr gibi diger otoimmiin
hastahkiar ile iliskisi ¢esitli toplumlarda ¢alisilarak 6t0immt’1n siirece
etkisi arastirilmastir (24, 71, 72).

49G aleli, 49A alleline gére aktive T hiicrelerinin ¢ogalmasin
inhibe etmede daha az etkilidir Lider peptidin gdrevi, bir sinyal
peptid olarak sekrete edilen proteini endoplazmik retikuluma
yonlendirmektir. Lider peptid pozisyon 17°de Thi/Ala substitiisyonu
olasilikla CTLA-4 geninin “adresini” degistirmek ve “hiicreici CTLA-

4 havuzu” ile etkilesim sonucu hiicre igi-hiicre yiizeyi arasindaki




CTLA-4  gecisini bozmak yoluyla molekiiliin fonksiyonunu
etkilemektedir. Yani G49 allelinin otoimmun hastaliklarda, hiicre
yuzeyindeki CTLA-4 ile CDa; arasindaki yarista dengesizlik yaratarak
bir “hastalik modifiye edici faktér” roliinde oldugu s6ylenebilir (73)
Lider peptidte treonin/alanin (Thr/Ala) degisikligine yol acan
ekzon 1 49.pozisyon A/G polimorfizminin basta diyabet olmak iizere
otoimmun hastaliklarla iliskisi bircok toplumda arastirtlmigtir (70,74-
77). IDDM ve CTLA-4 polimorfizmi arasindaki baglant1 Italyan,
Ispanyol, Fransiz, Meksika kékenli Amerikali, Kaftkas kékenl;
Amerikali ve Koreli olmak iizere 6 farkls toplumda saptanmistir. By
toplumlarin birlesik verileri degerlendirildiginde IDDM ve CTLA-4
arasinda baglantinin ¢ok anfaml oldugu gdriilmiistiir (p=10").
Bununla beraber 284 ingiliz ailesinden olusan biiyiik bir seri ile
nispeten kiigiik Cin ve Sardunya serilerinde anlamli bir iligki
gozlenmemistir. Bu ¢ toplumun verileri de degerlendirmeye
katildigida toplam 1026 ailede IDDM ve CTLA-4 arasinda baglant:
icin anlamlihk yine olduk¢a yiiksek bulunmustur (p=0.00005). By
verl, “CTLA-4 bolgesinde bulunan genin” DM icin duyarlik
olusturduguna dair giiclii bir kanit olarak kabul edilebilir (78).
Caligmamizda tip 1 diyabetli Tiirk cocuklarinda CTLA-4 A/G
polimotfizmi ile IDDM gelisim r1iski  arasinda  bir baglant:
saptanmamigtir. Bu sonuc hasta toplulugumuzun voliimi ile ilgili
olabilir.  Ciinkii  olgu-kontrol calismalani  calisilan olgularin
homojenitesi kadar, 6rnek buiyiikliigiine de son derece duyarlidur.
Ornek hacmi arttikga, iki grup arasmdaki anlaml farkliligr saptama
olasiligs artacags i¢in ¢ok bliyiik veri setleri calisiimadikea, hastalar ve
kontrol grubu arasindaki kiictik farklilkar saptanamayabilir. Ayrica

CILA-4 A/G polimorfizmi ile IDDM, etyolojik mutasyonu
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arasindaki dengesiz baglanti bizim calisma grubumuzda anlamls iliski
bulunan toplumlarinkinden farkli olabilir. Bagka bir deyisle, etyolojik
mutasyon ile CILA-4 A/G arasindaki dengesizlik iliski bulunan
toplumlardaki kadar siki olmayabilir.

Kompleks hastalik genlerini haritalamak, bircok genin etkili
olmasi, her bir genin total ailesel yigilimin ¢ok kiigiik bir yiizdesini
olusturmas1 ve belirli etyolojik mutasyonlann tiim etnik gruplarda
veya cofrafik topluluklarda bulunmamasi, yani genetik heterojenite
gibi faktorler nedeniyle zordur. Tip 1 DM gibi kompleks genetik
hastaliklarin ailesel formlarinda duyarhik faktdrleri risk haplotipinde
yigilan mindr risk faktérlerinin  ortak etkisi tarafindan da
olusturulabilir. Bu durumda hastalik igin kritik bélgedeki ilave genetik
faktérler elbette dislanamayacaktir.

CTLA-4 genindeki farkli polimorfizmler farkli etnik grup ve
cevrelerde tip 1 DM ile farkli bigimde birliktelik gosterebilir ve farkii
antijenik ve gevresel faktérler, tip 1 DM’e yatkinlik varatan farkl
mutasyonlar tetikleyebilir. Bu olgu toplumlararasi heterojen sonuglar:
agiklayabilit. CTLA-4 genindeki dier aday polimorfizm 3°-UTR
(AT), tekranidir. Eger etyolojik mutasyon 3’-UTR mikrosatellit ise,
bizim verilerimiz ve diger negatif sonuglar 3°-UTR mikrosatellitin tip
[ DM’e egilim yaratan allelleri ile +49 G alleli arasinda herhangi bir
dengesiz baglantinin varolmadigim diisiindiirmektedir.

Hastaligin ortaya cikis yasi ile CTLA-4 polimorfizmi arasinda
anlamli iliski saptanan calismalar mevcuttur (66,67). Calismamizda
CILA-4 gen A/G polimorfizmi ile Tip 1 diyabetli hastalarn klinik
Ozellikleri  kargilagtirildiginda, GG homozigot hastalarm  yas
ortalamasimn  diger gruplara oranla digik olmasina karsin,

istatistiksel anlamlt farkhihik bulunamad:.




CTLA-4 gen A/G polimorfizminin Tip 1 diyabetli hastalardaki
klinik seyir {izerine etkilerini gdsterebilmek amaciyla, kotii kontrol
Olgltleri gdsteren hastalarimizin  genotipleri, iyi kontrollii hasta
grubuyla kargilastirildi. K6t kontrol parametreleri olarak alinan
dl¢iitlerin bir¢ok degiskenden etkilenebilecedi goz ardi edilemese de,
bitylime ve pubertal gelisimleri, ortalama insiilin dozlari, ortalama
HbA,. diizeyleri ve mikro/makro komplikasyonlar acisindan
deZerlendirilen diyabetli hastalarda GG genotipi ve G allelinin
taginmas: ile iligki saptanmadi Ancak G alleli tasimanin kéti
metabolik kontrol acisindan ilave bir risk faktdrii olusturdugu
gozlendi (G allel icin OR:1,24 iken, A allel icin OR: 0,76). CTLA-4
tin, tip 1 diyabete yatkinlik saglayan HLA allelleri ile olasi iliskisi
yilksek maliyet nedeniyle gerceklestirilemedi.

Sonug olarak, ¢alismamizda CTLA-4 +49 A/G polimorfizminin
Tiirk ¢ocuklarinda tip 1 DM gelisim riskini etkilemedigi gozlendi
Ancak Tirk toplumunda tamimlanan tiim polimorfik CTLA-4
allellerinin daha genis hasta serilerinde ¢alisilmas: ile IDDM,;, lokusu
ile ilgili anlamli sonuglara ulagilmasi da olasidir. Diyabet
patogenezinde genetik temelli hiicresel mekanizmalarin belirlenmesi,
polimorfik bdlgelerin ve klinik Snemlerinin anlasiimasi, gelecekte
diyabet gelisme riski olanlarin saptanmasina ve hastalig1 dnleyici daha
kesin stratejilerin belirlenmesine yardimer olurken, polimorfizmlerin
kalitimi klinik seyir, hastahigin siddeti ve tedavi yaniti hakkinda da yol

gosterici bilgiler olusturacaktir.
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