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OZET

Oguz, Osman. (2021). “Diabetik” Hastalarda “GHRL (rs4684677)”, “FTO
(rs8044769)” Ve “PGC-1la (rs8192678)” “Polimorfizmleri” Arasindaki Iliskinin ince-
lenmesi. Istanbul Universitesi, Saglik Bilimleri Enstitiisii, Molekiiler Tip AD. Doktora
Tezi. Istanbul.

“Diyabet”, pankreasin Langerhans adaciklarindaki beta hiicrelerinde multifaktoryel se-
beplere bagli olarak insiilin sentez defektleri sonucu gelisen genel olarak hiperglisemi
ile kendini gosteren, kronik bir grup metabolik bozukluktur. “Diyabet” gelisiminde gev-
resel etkenlerin rolii oldugu kadar genetik yatkinlik da ¢ok dnemlidir. “Diyabetik hasta-
larda” yapilan “polimorfizm” calismalar1 sonucu bir¢ok gen diyabet gelisimi ile iligkili
bulunmustur. Biz de ¢alismamizda genel olarak “diyabet” ve “obezite” ile iliskilendiri-
len “GHRL”, “FTO” ve “PGC-1a" genlerinin belirli varyantlarinin diyabet ile iliskisini
hasta ve kontrol gruplari lizerinden karsilagtirarak gostermeyi amagladik. Caligmamiza
100 “Tip2 DM” hasta ve 94 saglikli goniilliiler dahil edilmistir. “GHRL (rs4684677)”,
“FTO (rs8044769)” Ve “PGC-1a (rs8192678)” gen polimorfizm ¢aligmalari DNA izo-
lasyonu sonrasi Real-Time PCR yontemi ile gergeklestirilmistir. Gruplar arasindaki ista-
tistiksel farkliklar1 gosterebilmek i¢in One-Way ANOVA testi, Post-Hoc ve Kruskal-
Wallis testleri, SPSS kullanarak uygulandi. “GHRL (rs4684677)” igin “hasta” ve kont-
rol gruplari arasinda fark bulunmazken, “FTO (rs8044769)” varyanti igin “TT” allelini
ve “PGC-la (rs8192678)” varyant: i¢in “GG” allelini tasiyanlar, hasta grubunda daha
sik olarak bulunmustur. “FTO (rs8044769)” icin hasta grubunda “TT genotipi” tasiyan-
larda “CT” genotipi tastyanlara gore LDL diizeyleri anlamli derecede yiiksek bulunmus-
tur. “PGC-1a (rs8192678)” icin. “hasta” grubunda, glukoz ve BMI diizeyleri “GA geno-
tipi tastyanlarda “GG genotipi tastyanlara gore anlaml olarak yiiksek gézlemlenmistir.
“GHRL (rs4684677)” allellerinin biyokimyasal profillere gore dagiliminda istatistiksel
olarak bir farklilik saptanmamustir. ilgili genlerin diyabet ile iliskisi agiklama adina da-
ha ileri caligmalara ihtiya¢ vardir.

Anahtar Kelimeler: Ghrelin, Alfa-ketoglutarat bagimli hidroksilaz FTO, Peroksizom
proliferator ile aktive edilen reseptér gama koaktivator 1-alfa, Diyabetes Mellitus, Po-
limorfizm-Genetik.

Bu calisma, Istanbul Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi tarafindan destek-
lenmistir. Proje No: 32927



ABSTRACT

Oguz, Osman. (2021). Investigation of The Relationship Between “GHRL
(rs4684677)”, “FTO (rs8044769)” and “PGC-1a (rs8192678)” “Polymorphisms” In Di-
abetic Patients. Istanbul University, Institute of Health Sciences, Molecular Medicine.
Doctoral Thesis. Istanbul.

“Diabetes” is a chronic group of “metabolic” disorders that generally presented with
hyperglycemia as a result of insulin synthesis defects due to multifactorial causes in be-
ta cells in the Langerhans islets of the pancreas. In the development of diabetes, genetic
predisposition is as important as environmental factors. As a result of polymorphism
studies in diabetic patients, many genes have been found to be associated with the deve-
lopment of diabetes. In our study, we aimed to represent the relationship between diabe-
tes and certain variants of the GHRL, FTO and PGC-1a genes, which are generally as-
sociated with diabetes and obesity, by comparing the patient and control groups. 100
Type 2 DM patients and 94 healthy volunteers were enrolled in our study. GHRL
(rs4684677), FTO (rs8044769) and PGC-1la (rs8192678) gene polymorphism studies
were performed by Real-Time PCR method after DNA isolation. One Way ANOVA
test, Post-Hoc and Kruskal-Wallis tests were applied using SPSS in order to show the
statistical differences among two groups. The carriers of TT allele for the FTO
(rs8044769) variant and the GG allele for the PGC-1a (rs8192678) variant were found
more frequently in the patient group, while the GHRL (rs4684677) did not differ
between the patient and control groups. For PGC-1a (rs8192678) variant in the patient
group, glucose and BMI levels were observed to be significantly higher in carriers of
the GA genotype than those with the GG genotype. There was no statistical difference
in the distribution of GHRL (rs4684677) alleles according to biochemical profiles.
Further studies are needed to explain the relationship of related genes with diabetes.

Key Words: Ghrelin, Alpha-Ketoglutarate-Dependent Dioxygenase FTO, Peroxisome
Proliferator-Activated Receptor Gamma Coactivator 1-alpha, Diabetes Mellitus, Poly-
morphism, Genetic.
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1. GIRIS VE AMAC

“Diyabetes Mellitus” (DM), pankreasin insulin hormon sentezi ve
sekresyonunun veya hedef dokudaki insilin etkisinin bozulmasi nedeniyle ortaya ¢ikan
ve kendini Klinik olarak hiperglisemi, polidipsi, politri ve polifaji ile gosteren kronik
metabolik bir hastaliktir (1).

“Tip 2 diyabet”, insiilin salgilanma kusurlarina neden olabilecek inflamasyon ve
metabolik stres gibi durumlarin yanisira genetik faktorlerin de dahil oldugu sistemik bir
hastaliktir (2).

“Ghrelin”, ilk olarak 1999 yilinda kesfedilen ve esas olarak midenin fundus
béliminde sentezlenen, “GHRL” geni tarafindan kodlanan, 28-aminoasitli , polipeptid
yapida oreksijenik bir hormondur.Insanlarda ,istah1 arttiric1, Growth Hormon tzerinden
blyumeyi tetikleyici ve enerji metabolizmasini diizenleyici etkileri vardir. Ayrica
“GHRL” genindeki tek nikleotidlik polimorfizmlerin (SNPs), metabolik sendrom,
obezite ve “Tip 2 Diyabet” gelisimi ile ilgili olabilecegi belirtilmistir (3,4).

Insan “FTO” geni, 16. Kromozomda yer alir ve yag doku ve obezite ile iliskili
proteini (alfa-ketoglutarat bagimli bir dioksijenaz) kodlar. “FTO” gen ekspresyonu, gida
aliminin diizenlenmesi ve enerji dengesi ile iliskilidir. “FTO” geninde meydana gelen
SNP’ler atmis viicut kitle indeksi (BMI), obezite gibi metabolik dizeyde durum
degisiklikleri ile birlikte psikiyatik rahatsizliklar, 6grenme ve hafiza, alkol ve sigara
tiketimine yatkinlik, nodrogenez, gogis ve prostat kanseri, Alzheimer ve
kardiyovaskiiler hastalik gibi obezite iliskisiz durumlar ile de iligkili bulunmustur
(5,6,7).

Peroksizom proliferator-aktive reseptor gama -1a (PGC-1a), PPARGC1A geni
tarafindan kodlanan ve hiicresel enerji metabolizmasinin diizenlenmesinde merkezi bir

rol oynar. “PGC-1a”, “obezite”, “diyabet” ve kardiyomiyopati patogenezlerinde rol



almaktadir ve bu durumlarin tedavisinde farmakolojik agidan hedef olarak
gorilmektedir (8). Ayrica mitokondrial biogenezi de diizenledigi icin bu genin
ekspresyonunun invaziv kanserler gelisimi ve uzak metastaz riskini arttirmasiyla da

iligkili bulunmustur (9).

Son donemde yapilan calismalarda “Tip 2 diyabette” de genetik yatkinlik
olabilecegi gosterilmistir. Bu c¢alismanin temel amaci, karbonhidrat ve lipid
metabolizmalarinda gorev aldigi bilinen “GHRL”, “FTO” ve “PGC-l1a” genlerinde
gorulebilen belirli polimorfizimlerin diyabet tanis1 konmus hastalardaki sikliklarinin ve

lipid profilleri Uzerine olan etkilerinin incelenmesidir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Diyabetes Mellitus

2.1.1. Diyabetes Mellitus Tanim ve Klinik Belirtileri

“Diyabetes mellitus”, insiilin sekresyonunun bozulmasi, hedef dokuda etkisinin
azalmasi veya her ikisinin birden gerceklesmesi nedeniyle hipergliseminin varligi ile
karakterize heterojen bir metabolik bozukluktur. “Diyabetin” kronik hiperglisemisi,
gozleri, bobrekleri ve sinirleri etkileyen nispeten spesifik uzun sureli mikrovaskuler
komplikasyonlarin yani sira artmis kardiyovaskiiler hastalik riski ile iliskilidir (10).
“Diyabetin” klinik belirtileri arasinda poliiiri, polidipsi, polifaji veya istahsizlik,
aciklanamayan kilo kaybi, agiz kurulugu, halsizlik, ¢cabuk yorulma, bulanik gérme,
karincalanma, uyusukluk, inatg1 enfeksiyonlar ve tekrarlayan mantar enfeksiyonlari

bulunmaktadir (1).

“Diyabetik hastalarda” ortaya c¢ikan ve en Onemli mortalite sebebi olan
kardiyovaskiler hastaliklarin gelismesinde “diyabete” eslik eden hiperlipidemi ve
hipertansiyon 6nemli rol almaktadirlar. “Diyabetik hastaliklara” dislipidemi siklikla
eslik etmektedir. Bu kisilerde serum trigliserid seviyeleri yliksek, yiiksek yogunluklu
lipoprotein (HDL-Kolesterol) diisiik ve aterojenik etkileri olan diisiik yogunluklu
lipoprotein (LDL-Kolesterol) seviyeleri yuksek seyretmektedir (11). “Diyabetik
kisilerde”, kronik hiperglisemiye bagl olarak gelisen mikrovaskuler ve makrovaskdiler
degisiklikler sonras1 serebrovaskiler inme gerceklesme riski diyabet olmayan kontrol
grubuna gore 2-4 kat yiksekken, kardiyovaskuler inme gecirme riski ise 5 kat daha
fazladir (12).



“Diyabetik hastalarda” akut ve kronik olacak sekilde bir takim komplikasyonlar
gelisebilmektedir. Akut komplikasyonlar arasinda ketoasidoz, hiperosmolar
hiperglisemik sendrom, laktik asidoz,hipoglisemi ve bakteriyel enfeksiyonlar
bulunmaktadir (13). Kronik komplikasyonlar ise mikrovaskiler ve makrovaskiler
komplikasyonlar olarak ikiye ayrilmaktadir. Retinopati, nefropati ve noropati diyabetin
mikrovaskuler komplikasyonlar: arasinda yer almaktadir. Diyabetik ayak, ateroskleroz,
hipertansiyon, iskemik kalp hastaligi, serebrovaskuler atak, sekstiel ve gastrointestinal

bozukluklar ise diyabetin makrovaskuler komplikasyonlari arasinda yer almaktadir (14).

2.1.2. “Diyabetin” Simiflandirilmasi

“Diyabetik hastalarin” biiyiik ¢ogunlugu etyopatogenetik olarak iki biiyiik gruba
ayrilirlar. Birinci grup mutlak ya da mutlaga yakin insiilin sekresyon eksikligi goriilen
Tip 1 diyabettir. Bu gruptaki hastalar, pankreasin Langerhans adacik Beta hiicrelerinde
gerceklesen oto-immiin patolojik surecin serolojik yontemlerle ya da genetik
belirteclerle ortaya konulmasi ile tespit edilebilir. Cok daha yaygin olan bir diger
kategori ise “Tip 2 diyabettir”. Buradaki sorun ise “instline” kars1 hedef hiicrede direng
ve/veya “insilinin” salgt mekanizmalarinin yetersiz kompansatuar yanitidir. Bunlara ek
olarak, hamilelikleri sirasinda diyabet gelisen kadinlar gestasyonel diyabetli olarak
siniflandirilir. Ayrica, enfeksiyonlar, ilaglar, endokrinopatiler, pankreas yikimi ve

genetik kusurlarin neden oldugu diyabet turleri de vardir (15).



Tablo 1:Diyabet Simiflandirilmasi (15)

Tip 1 diyabet (B hiicre yikimu ile birlikte)

A. Immiin aracili yikim

B. Idiyopatik

Tip 2 diyabet ( Insiilin direnci ya da insiilin sekresyon defektleri)

Diger 6zellikli tipler

A. B hiicre fonksiyonlarinin genetik defektleri

1.

2.

MODY 3 (Kromozom 12, HNF-1a)
MODY 1 (Kromozom 20, HNF-4a)
MODY 2 (Kromozom 7, glukokinaz)

MODY’nin diger nadir formlar1 (MODY 4: Kromozom 13, insulin
promoter factor-1; MODY 6: Kromozom 2, NeuroDl; MODY 7:

Kromozom 9, karboksil ester lipaz)

Gegici yenidogan diyabeti (Yaygin olarak 6q24 anomalisine bagli olarak
ZAC/HYAMI gen defektleri)

Kalic1 yenidogan diyabeti (Yaygin olarak [ -hiicre Kap kanalinin
KIR6.2 alt tinitesini kodlayan KCNJ11 geninin kodlama defektleri)

Mitokondriyal DNA

Digerleri




B. Insiilin etkisindeki genetik defektler
1. Tip Ainsilin direnci
2. Leprechaunism
3. Rabson-Mendenhall Sendromu
4. Lipoatrofik diyabet
5. Digerleri
C. Ekzokrin Pankreas Hastaliklar1
1. Pankreatit
2. Travma/pankreatektomi
3. Neoplaziler
4. Kistik Fibrozis
5. Hemokromotozis
6. Fibro-kalkuloz Pankreopati
7. Digerleri
D. Endokrinopatiler
1. Akromegali
2. Cushing Sendromu
3. Glukagonoma
4. Feokromasitoma

5. Hipertiroidizm




6. Somatostatinoma
7. Aldosteranoma
8. Digerleri
E. 1lag veya Kimyasallara Bagh
1. Vacor
2. Pentamidine
3. Nikotinik Asit
4. Glukokortikoidler
5. Tiroid Hormonlari
6. Diazoksit
7. B-Adrenerjik agonistler
8. Tiyazid
9. Dilantin
10. y- interferon
11. Digerleri
F. Infeksiyonlar
1. Konjenital Rubella
2. CMV
3. Digerleri

G. Immiin sistem ile iliskili yaygin-olmayan formlar




1. Stiff-man sendromu

2. Anti-insiilin reseptor antikorlar1

3. Digerleri

H. Bazen diyabet gelistirebilen diger genetik sendromlar
1.

2.

8.

9.

Down Sendromu

Klinefelter Sendromu

Turner Sendromu

Wolfram Sendromu

Friedreich ataksisi

Huntington koresi
Laurence-Moon-Biedl sendromu
Miyotonik distrofi

Porfiria

10. Prader-Willi Sendromu

11. Digerleri

IV.  Gestasyonel Diyabet

2.1.2.1. “Tip 1 Diyabet”

“Tip 1 diyabet”, daha once insiiline bagimli veya geng baslangi¢h diyabet olarak

adlandiriliyordu. Pankreas’in Langerhans adaciklarinda yer alan beta hiicrelerin hasari




sonucu olusan insiilin tiretim eksiklikleri ve hiperglisemi ile karakterize kronik
otoimmiin bir hastaliktir. “Tip 1 diyabet”, cocuklarda ve ergenlerdeki tim diyabet
vakalarinin % 5-10'unu olusturmaktadir. Hastalarda insiilin eksikligi sebebiyle insilin
aracili glukoz alim mekanizmasinda meydan gelen aksakliklar sonucunda hicre igine
glukoz alim1 gergeklesmez. Bu, asirt derecede yiiksek kan sekeri seviyelerine ve yasami
tehdit edebilen diyabetik ketoasidoz durumlarina sebep olabilir. Hiicre icine giremeyen
ve dolasimda bulunan yiiksek glukoz, ketoasidoz, noropati, retinopati, nefropati, kalp

hastaligy, felg, korliik ve ampiitasyonlar gibi ¢esitli komplikasyonlara yol agar (16,17).

“Insiilinin” hedef dokudaki azalmis fonksiyonu, hem insulin duyarliliginin
azalmasin1 hem de insiilinin yiiksek seker seviyelerine tepkisinin azalmasini kapsar.
Azalmis Insiilin duyarhilig1 ise insiilin konsantrasyonuna maksimum yaniti ortaya
cikarmak i¢in  daha yiiksek insiilin konsantrasyonuna ihtiya¢ oldugu seklinde

aciklanabilir. Bu durum genel olarak insiilin direnci olarak tanimlanir (18).

“ Tip 1 diyabet™’in patofizyolojisi Sekil 1’de kisaca 6zetlenmistir (19).
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Genetik Yatkinlik cevresel Faktdrler

instlinGreten betahlcrelerinekarg olusan ve lenfatik dolagma kangan oto antijenler

Antijen-sunan hicreler tarafindan otoantijenlerin islenmesi ve sunumu

T Helper-1 lenfasitlerin aktivasyanu T Helper-2 lenfositlerin aktivasyonu
|F M-y iL-2 iL-4

Adacik hilcrelerine karsg ve
antiGADss antikarlarn Uretim ek

IL-1 we THF-ct salinimiile Otoantijen spesifik T-Sitotoksik

makrofaj aktivasyonu (CDB) hicrelerin aktivasyonu . ) _
Ozere B lenfosit aktivasyonu

Beta hicreleri harabiyetivle hirlikte insdlin sekresyon azalmas

Sekil 1:Tip 1 Diyabet patofizyolojisi (19)

“Tip 1 diyabetin” patogenezi genellikle bagisiklik sisteminin pankreas
hiicrelerine karsi saldirisini igeren otoimmiin bir siireci igerir. Langerhans hiicrelerinin

adaciklarina karsi antikorlar, ¢ogu “Tip 1 diyabet” hastasinin tan1 aninda mevcuttur.
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“Tip 1 diyabette” meydana gelen degisiklikler, yeterli insiilin saliniminin
gerceklesmedigi veya mevcut insilinin fonksiyonel olamadigi durumlarda gerceklesir
(20). “Tip 1 diyabet” gelistirme riski yiksek olan bireyler genetik belirtecler ve
karakteristik  otoantikorlarin mevcudiyeti ile tanimlanabilir. Adacik hiicresi
otoantikorlar1 basta olmak tizere insulin, glutamik asit dekarboksilaz veya tirozin
fosfataz 1A-2 ve 1A-2B ve ZnT8'e kars1 olusan otoantikorlar genellikle mevcutturlar.
Dogum esnasinda HLA bolgesindeki genetik varyasyonlar ise ileride diyabet riskini
gostermesi agisindan faydalidir. HLA DR4-DQ8'li cocuklarda insulin oto-antikorlart ve
DR3-DQ2’li ¢ocuklarda ise GAD antikorlarinin gosterilmesi sayesinde bu tarz oto-
antikorlarin olusumunun tetiklenmesi gentik etkenlerin yaninda g¢evresel etkenlerin de

olabilecegi soylenmektedir (21).

1986'da Eisenbarth tarafindan one siiriilen dogrusal beta hiicre azalis1 hipotezi,
“Tip 1 diyabet” i¢in bagvurulan en yaygin model olmaya devam etmektedir. Bununla
birlikte, baz1 yazarlar, “Tip 1 diyabet’’deki hastaligin ilerlemesinin dogrusal bir siireg
olmadigimi, daha ziyade bireysel hastalarda degisken bir hizda ilerledigini iddia
etmektedir. Bu anlayisa gore “Tip 1 diyabet” “tekrarlayan-geri ¢ekilen” bir hastaliktir;
Beta hiicre kiitlesindeki dalgalanmalar, diizenleyici unsurlar1 ve otoreaktif hiicreleri
igeren karmagik bir dizi olaydan kaynaklanan beta hiicre yikimi dalgalanmalarimin bir
sonucu olarak zamanla meydana gelir. Yaslanma, diyet, bagisiklik, mikrobiyal
patojenler, mikrobiyomlar ve epigenetik degisiklikler gibi B hiicrelerini yok eden
bagisiklik sistemini modile eden karmagsik faktorlerin etkisi, hala tam olarak
anlasilmamistir. Hastaligin geri ¢ekilme doneminde diizenleyici sitokinlerin {iretiminin
artmasi tedavisinde terapotik olarak kullanilabilecek antijen-antikor komponentini de

oldugunu gostermektedir (22,23).
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2.1.2.2. Tip 2 Diyabet

Diinyadaki yetigkinlerin % 9’unun -450 milyon insan- “diyabet hastasi” oldugu
ve biiylik bir ¢ogunlugunun da daha teshis almadig diisiiniiliince 2040 yili itibariyle
diyabetli hasta sayisinin 642 milyon kisiye ¢ikacagi tahmin edilmektedir. Oliim,
morbitide, ve baska hastaliklara neden olabilen diyabet simdi de kiiresel olarak halk
sagligini tehdit etmektedir. “Tip 2 diyabet” ise tiim diyabet vakalarmin %87-91 ‘ini
olusturmaktadir (24).

“Tip 1 diyabet”, genel olarak hormonlara veya hiicrelere karsi olusan
otoantikorlarinin varhig ile karakterize edilirken, “tip 2 diyabet” ise periferik insulin
direnci ve pankreas beta hiicreleri tarafindan islevsiz insiilin salgilanmasinin bir
kombinasyonu olarak tanimlanir. “Tip 2 diyabet” gelisimi i¢in baslica risk faktorleri
arasinda yas, aile Oykiisii, etnik koken, obezite, dislipidemi, visseral yaglanma ve
sedanter yasam gosterilebilir. Aile oykiisii ise “Tip 2 diyabet” gelisiminin énemli bir
belirleyicisidir (19,25).

Insiilin direnci, bir hedef hiicrenin instiline metabolik yanitinda azalma veya tim
organizma dlzeyinde enjekte edilen veya sentezlenen insilinin kan glukoz seviyelerini
diisiirmeye etki edememesi seklinde tanimlanabilir. Insiilinin fonksiyonunun azalmasi
,bir transkiripsiyon faktorii olan ve glukoneogenezi hizlandiran FOXO1’in karacigerde
aktivasyonuna ve glukozu hiicre igine tasiyan transport proteinlerinin (GLUT4)
azalmasina neden olur. Insiilin direnci gelisen kisilerde aminoasit, glukoz ve lipid
metabolizmalar1 igeren yolaklarda aksakliklar gelismesi olasidir. Bu form “Tip 1

diyabete” bircok yonden benzemesine ragmen, var olan insiilin sayesinde karacigerin
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hala glikojen Uretebilmesi ve lipolizi kontrolii bakimindan farkliliklar gosterir. Yetersiz
beslenme ve obeziteye bagli olarak plazma lipoproteinleri genellikle yiksek seyreder.
Ketoasidoz genellikle “tip 2 diyabetle” iliskilendirilmese de metabolik stress faktorleri
ve pankreas yetmezligiyle birlikte insiilin iiretiminin ve sekresyonunun azalmasini

takiben ortaya ¢ikabilir (19,26).

“Tip 2 Diyabet” gelisimi bir takim yasam tarzi1 faktorleri ve de genetik yatkinlik
ile yakindan iliskilidir. Etnik koken, artmis BMI, beslenme sekli, sedanter yasam tarzi,
fiziksel aktivite ve egzersiz azligi, sosyo-ekonomik durumlar, sigara ve alkol tuketimi

gibi birgok aligkanlik “Tip 2 diyabet” gelisminde biiyiik oneme sahiptir (27).

Diyet, “Tip 2 diyabet” igin degistirelebilir bir risk faktorii olarak
degerlendirilmektedir. Beslenme tercihleri, 6zellikle kaginilmaz olarak yaslanan ve daha
hareketsiz toplumlarda “insulin direncinin” temel bir faktoriidir. Hazir yiyecekler , etler
ve diger hayvansal yaglar, yiiksek oranda rafine edilmis tahillar ve sekerle tatlandirilmis
icecekler dahil olmak {izere kalorisi yogun gidalarin tliketimindeki artiglarin, diinya
capinda “tip 2 diyabet” oranlarinin yiikkselmesinde kritik bir rol oynadig
diistiniilmektedir. Total ve doymus yag alimi, vucut Kitle indeksinden bagimsiz olarak
artmig “Tip 2 diyabet” riski ile iligkilidir. Vejetaryen tarz beslenme, kepekli tahillar,
sebze,meyve, kuruyemis tiikketimi ve hayvansal gidalardan uzak beslenme “Tip 2
diyabet” gelisimi i¢in koruyucu etkiye sahiptir ve obezite, hipertansiyon, hiperlipidemi,
kardiyovaskdler hastaliklar ve kanser goriilme sikligini azaltmaktadir. Ayni sekilde
yuksek oranda linoelik asit aliminin da koruyucu etkisi bulunmaktadir. (28,29).

“Tip 2 diyabet” patogenezinde temel olarak “insilin direnci” ve
sekresyonundaki bozukluklar rol oynamaktadir. Hedef dokudaki “insilin direnci”

ozellikle karaciger ve cizgili kaslara, glukoz girmesini engelleyerek ve ihtiyact olan
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glukozu sentezleyebilmesi i¢in glukoneogenezi tesvik etmesi sonucu plazma glukoz
seviyelerinde yukseklik gorilur. Ayrica bu diren¢ yag dokularinda hormona duyarli
lipazin aktivasyonuna engel olur. Boylelikle adipositlerde asir1 derecede trigliserit
yikilimina ve dolagima g¢ikan serbest yag asidi miktarinda artisa neden olur. “Tip 2

Diyabet” patogenezi sekil 2’de kisaca &zetlenmistir (19,30).

Beslenme, Hare-
Genetik Yatkinlik
ketsizlik

Adipokinler, 1 serbest yag asitle-

ri, inflamatuar sitokinler

| Ghrelin Aktivitesi
Linkretin Aktivitesi :
T Insiilin sentezi gereksinimi

Doku hasar1 ve hi-

TGlukagon peellERnL (Tl 2 L Diyabetsiz inslin direnci
yabet)

Sekil 2:Tip 2 Diyabet Patogenezi (19)
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2.1.3. Diyabetin tam Kriterleri
“Diyabet”, genel olarak 75 g oral glukoz tolerans testi (OGTT) uygulamasi

sirasinda 2. Saat glukoz degeri, aglik kan sekeri (AKS) degeri veya HbA;c degerlerine
gore teshis edilebilir. Genel olarak, AKS, 75 g OGTT uygulamas1 2. Saat glukoz degeri
ve HbAc testleri diyabet tanis1 koyarken esit derece uyumludur (2).

Tablo 2:Diyabet Tam Kriterleri (2)

AKS > 126 mg/dL (7.0 mmol/L). Achk durumu icin 8 saat kalori alimi olmamahdir

Yada
75-g OGTT sirasinda 2. Saat glukozu > 200 mg/dL (11.1 mmol/L)
Yada
A1C 26.5% (48 mmol/mol)
Yada

Hiperglisemik sendromlari olan ve rastgele glukoz degeri > 200 mg/dL (11.1 mmol/L)

“Prediyabet”, “HbA1c” ve “Glukoz” gibi glisemik belirtecleri normalin (izerinde
olan fakat diyabet tani kriterlerinin altinda olan bir ara form hiperglisemi durumudur.

“Prediyabet” kendi basina bir hastalik durumu olarak goriilmemekle birlikte “diyabet”,
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noropati, nefropati, retinopati ve kardiyovaskuler hastalik gelisimi igin artmis risk
oldugunu gostermektedir. “Prediyabet”, obezite (6zellikle abdominal veya visseral
obezite), yiksek trigliserit ve/lveya diisiik HDL-Kolesterol seviyeli dislipidemi ve
hipertansiyon ile iligkilidir. “Prediyabetik hastalarda” bozulmus glukoz toleransi (IGT)
ve/veya bozulmus aglik glukozu (IFG) ve/veya A1C 5.7-6.4% (39-47 mmol/mol)
gozlenir. “Prediyabet” kendi basma bir hastalik durumu olarak goériilmemekle birlikte
diyabet ve kardiyovaskuler hastalik gelisimi i¢in artmis risk oldugunu gostermektedir.
“Prediyabet”, obezite (6zellikle abdominal veya visseral obezite), ylksek trigliserit
ve/veya diisiik HDL-kolesterol seviyeli dislipidemi ve hipertansiyon ile iliskilidir (2,31).

Tablo 3:Prediyabet Kriterleri (2)

AKS: 100 mg/dL (5.6 mmol/L) - 125 mg/dL (6.9 mmol/L) (IFG)

Ya da

75-g OGTT esnasinda 2. Saat glukoz degeri 140 mg/dL (7.8 mmol/L)- 199 mg/dL (11.0
mmol/L) (IGT)

Ya da

Al1C 5.7-6.4% (39-47 mmol/mol)
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2.1.4. Tip 2 Diyabet ve genetik yatkinhk
“Tip 2 diyabet” genel olarak kompleks multifaktoryel poligenik bir hastaliktir.
Hastalik gelisimi ¢evresel faktorleri de icine alan ¢ok farkli genin birbirleriyle
etkilesimleriyle gerceklesir. ikizler ve ayni aile ait bireyler iizerinde yuapilan ¢alismalar
“Tip 2 diyabet”'nin kalitsalliginin, diyabet baslangi¢ yasina ve vakalarin glisemik
durumuna bagl olarak % 30 ila % 70 arasinda degistigini gostermistir. Genom ¢apinda
iliskilendirme ¢alismalar1 “(GWAS)” da dahil olmak iizere bir¢ok ¢alisma “Tip 2

diyabetin” poligenik yapisini ve ilgili genlerin lokalizasyonlarini gostermislerdir (32).

Enerjinin 1s1ya doniisiimiinii saglayan, yag metabolizmasin1i ve termogenezi
kontrol eden bir proteini kodlayan Beta-3 adrenoreseptdr geni, 8. kromozomun kisa
kolunda bulunur. TRP64ARG adli belirli bir mutasyon, Amerika Birlesik
Devletleri'ndeki beyaz irk kokenli olan Pima Kizilderililerinde gozlemlenir ve bu
kabilede “tip 2 diyabet” gelisme riski diger yiiksek risk gruplarina kiyasla yaklasik dort
kat daha fazladir. Bu mutasyon Triptofan yerine Arginin degisimini igeren tek aminoasit
mutasyonudur ve yag dokusunda lipolizi arttirirken kas dokusunda termojenezin
azaltilmasina neden olur. Ayrica bu mutasyon obez ve yiiksek riskli alt gruplarda artmis
instilin direnci ile iliskilidir (33).

“GWAS” galismalari, diinya genelindeki farkli etnik topluluklardaki risk iceren
varyantlarinin sayisi, sikligi ve etki boyutlar1 dahil olmak tizere “Tip 2 diyabet’”in
genetik yapisina iligkin tahminler ve ongoriiler saglamaktadir. Bu ¢aligmalarla, “Tip 2

diyabet”’in poligenik yapisi ortaya ¢ikmis ve bazi lokuslarda ¢ok sayida riskli
varyantlarin tanimlanmis ve allelik heterojenitenin  gosterilmesi saglanmistir.Bu
caligmalarla birlikte, MODY (Genglerde goriilen erigkin tipi diyabet) ve neonatal

diyabet formlari ile ilgili bircok gen ve varyant monojenik olarak hem monojenik hem
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de poligenik diyabette ise en az bes genin rol aldig: tespit edilmistir. “Tip 2 diyabetle”
birlikte siklikla goriilebilen metabolik sendromla 56 lokus, lipidlerle ilgili 157 lokus ve
hipertansiyonla ilgili 90 ‘dan fazla lokus tespit edilmistir (34,35).

“Tip 2 diyabetle” iliskilendirilen ilk genetik varyant,peroksizomal proliferatorle
aktive edilmis reseptdr gama genindeki (PPARG) P12A polimorfizmi (rs1801282) oldu.
Daha sonra, 2003 yilinda, biiyiik 6l¢ekli bir calismada, igeri dogru rektifiye potasyum
kanallar1 alt ailesi J, Uye 11 kodlayan gende (KCNJ11) E23K (rs5219) polimorfizmi ve
Tip 2 diyabet arasainda iliski saptandi. 2007 yilinda ise GWAS c¢aligsmalariyla 3 yeni
genin belirli varyantlarinin Tip 2 diyabet ile iliskili bulundu (SLC30A8, HHEX,
ALX4). Calismalar giiniimiizde halen devam etmektedir (36).

“Tip 2 diyabet” gelisiminde rol alan aday genler Tablo 4’de kisaca 6zetlenmistir
(13).

Tablo 4:Tip 2 diyabetle iliskili aday genler ve genetik polimorfizmler (37)

Gen Kodlanan Protein’in Diyabet Varsayilan
Protein Gorevi iliskili  allel mekanizma
Odd-Ratio
PPARG Peroksizom Nukleer Reseptor 1.25 Adipoz doku
Proliferator iligkili ~ iniislin
Aktive  Edici direnci

Reseptor Gama

KCNJ11 Ice dogrultucu Potasyum Kanali  1.12 B-hiicre
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WEFS1

HNF1B

TCF7L2

SLC30A8

FTO

HHEX

potasyum
kanal1 6.2

Wolframin

Transkripsiyon

Faktor 2
Transkripsiyon
faktori 7
benzeri 2
Membran

Tasiyici aile 30,
tye 8

Yag doku ve
obezite ile
iligkili gen

proteini

Hematopoietik
olarak eksprese
edilen insdlin

parcalayan

Endoplazmik
Retikulum Stress
yolak

aktivasyonu

Transkripsiyon

Faktoru

Wht sinyal ileti

B-hiicre  icinde

¢inko tagiyict

2-oxoglutarate-
bagimli niikleik

asit demetilaz

1.19

1.12

1.40

1.12

1.23

1.14

disfonksiyonu

B-hiicre

Apopotozisi

B-hiicre

disfonksiyonu

Insulin,glukagon

sentezi

B-hiicre

disfonksiyonu

Obezite

Pankreas-
Karaciger
gelisimi, Insiilin

aktivasyonu
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CDKN2A/2B

IGF2BP2

CDKAL1

JAZF1

CDC123/CAMK1D

enzim

Siklin-bagiml
kinaz inhibitor
2A/2B

Insiilin benzeri
biytme faktorl
2 MRNA
baglayict

protein 2

CDKb5-

dizenleyici bir
alt birim-ile
iligkili
1-benzeri 1

protein

Basgka bir ¢inko
parmak proteini
1 ile yan yana

yerlestirilmis

kalsiyum ya da
kalmodulin-
bagimli protein

kinaz D

Hicre  dongisu

fonksiyonu

IGF2 MRNA

Transportu

Rejenerasyon

NR2C2
baskilayicisinin

kodlayicisi

Muhtemelen
hiicre  dongusi

regulasyonu

1.20

1.17

1.12

1.10

1.11

B-hiicre

disfonksiyonu

B-hiicre

fonksiyonu

B-hiicre gelisimi

Biyime

baskilayici

Hiicre dongusu

baskilamasi
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TSPANS

THADA

ADAMTS9

NOTCH?2

Tetraspanin 8

Tiroid adenom

iligkili gen

Trombospondin
motifleri 9 olan
bir disintegrin
ve

metaloproteinaz

Notch homolog
2

Hucre-ylzey

glikoproteini

Apoptoza dahil

Proteoglikanlarn

yarilmasi

Embriyonik
pankreatik kanal
hicrelerinin
transmembran

reseptorleri

1.09

1.15

1.09

1.13

Bilinmiyor

Bilinmiyor

Bilinmiyor

B-huicre
disfonksiyonu

2.1.4.1. GHRL Geni

“Insan Ghrelin” geni 3 numarali kromozomda p25-26 bolgesinde lokalize

durumdayken, reseptorleri ise ayni sekilde 3 numarali kromozomda (26-27 bélgesinde

lokalizedir. “Insan ghrelin” geni dért eksondan olusmustur. Yalnizca 20 baz ¢ifti iceren

baska bir kisa ekson ise, “ghrelin” mRNA'sinin kiigiik bir bileseni olarak yer alan 5° —

¢evrilmemis bolgeyi kodlar (38).
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“Insan ghrelin” geninin 5’-komsu bolgesi, TATA kutusu benzeri bir dizi
(TATATAA; —585 to —579), ayn1 zamanda AP2, basic helix-loop-helix (bHLH), PEA-
3, Myb, NF-IL6, hepatosit nukleer faktor-5 ve NF-(kappa)B gibi bir takim

transkripsiyon faktorleri i¢in baglanma bolgesi igerir (38).

“Insan Ghrelin geninin” ekzon 1-4 bolgeleri, 117 amino asit iceren ve
preprohormon olan preproghrelini kodlar. Preproghrelin sinyal peptidi, ekson 1
tarafindan kodlanirken , fonksiyonel ghrelin peptidinin yirmi sekiz amino asidi, ekson 1
ve 2 tarafindan kodlanir. C-ghrelin olarak adlandirilan preproghrelinin C-terminal
bolgesi, geri kalan ekzonlar tarafindan kodlanir ve 66 amino asitli bir peptittir. C-

“Ghrelin” 23 amino asit iceren ve biyoaktif bir peptid olan Obestatin’i de icerir (39).

“Ghrelin” mRNA’s1, mide dokusunda giiglii bir sekilde eksprese edilirken
bagirsak, pankreas, bobrekler ve plasenta da diisiik seviyelerde bulunur. “Ghrelin”
ureten hucreler, X-A benzeri hiicreler olarak adlandirilir, boyundan midenin fundus
bolgesindeki oksintik bezlere kadar olan bdélgede bulunur. X/A benzeri hicreler,
oksintik bezlerdeki endokrin hiicre poptlasyonunun % 20'sini olusturan, yuvarlak,

kompakt, ghrelin ile dolu olan grantler hiicrelerdir (40).

“Ghrelin’in”, gida alimi ve enerji metabolizmasinin diizenlenmesi, mide asidi
sekresyonunun uyarilmasi, pankreasin hareketliligi ve protein ¢ikisi, kardiyovaskiiler
fonksiyonun modilasyonu, osteoblast aktivasyonu ve kemik olusumunun uyarilmasi,
norojenez ve miyogenezin uyarilmasi, 6grenme ve hafiza, timopoez, uyku / uyanma
ritmi, yaslanma ve norodejeneratif hastaliklarda noroprotektif olarak rol alma gibi
birgok aktif fonksiyonu bulunmaktadir (41).
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Dokulardan sekrete edilen bazi faktorler doku homeostaz bozarak sistemik
homeostaz’in bozulmasina yol agabilirler. “Ghrelin” ve TNF-a, iL-6, IL-1 ve MCP gibi
diger faktorler, metabolizmanin ve inflamasyonun gesitli yonlerin etki ederek insulin
direncinin artmasina ve/veya metabolik sendroma neden olur. Obezitenin aracilik ettigi
metabolik bozukluklar, ¢esitli sitokinlerin ve kemokinlerin diizeylerini artirabilirler. Bu
durum da inflamasyona bagli insiilin direncinin gelisimi igin potansiyel bir risk faktor(

olarak proinflamatuar bir durumdur (42).

“Ghrelin”’in glukoz metabolizmasi lizerine olan etkileri hakkindaki ilk goriisler
yapilan caligmalar 15181 altinda kan glukoz seviyelerini yiikselttigi yoniindeydi. Daha

sonra yapilan g¢alismalarla birlikte “ghrelin”’in kan glukozunu yukseltmekle birlikte
glukoz toleransini da bozdugu gézlemlendi. Mevcut ¢alismalar ise “ghrelin” ve insulin
seviyeleri arasinda negatif bir korelasyon oldugunu gostermektedir. Yuksek kan
glukozunun, ghrelin sekresyonunu baskilama ve insiilin sentezini arttirma seklinde
ghrelin ve insllin Uzerine etkisi bulunmaktadir. Ayn1 zamanda ghrelin, insulin’in in-
vitro glikojen sentezi ve glukoneogenez uzerindeki etkilerini inhibe etmektedir.
“Ghrelin” ayrica insiilin duyarlilagtirici  protein adiponektinin adipositlerden
salgilanmasini inhibe eder ve GH, kortizol, epinefrin ve glukagon dahil olmak (zere
kars1 diizenleyici hormonlarin salgilanmasini uyarabilir (41,43). “Ghrelin”’in glukoz

dengesi Uzerine etkileri sekil 3’de dzetlenmistir (43).
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obezite

——
glukoz

Tokluk

Aclik

seviyesi
da
duististn
engellen
/_ mesi
e

Sekil 3:Ghrelin'in Glukoz Homeostaz iizerine etkisi (43)

| Asiri aclik |

\

Bugune kadar, Leu72Met (rs696217), Arg51GIn ve GIn90Leu (rs4684677) dahil
olmak uUzere “GHRL” geninin birka¢ tek nukleotid polimorfizmleri (SNP'ler)
tamimlanmistir. En yaygin varyant olan Leu72Met (rs696217), “Ghrelin geninin”
“ghrelin” ve obestatin’i kodladig1 ikinci eksonundaki degisiklik olarak tanimlanmistir
ve obezite, “insilin direnci” ve metabolik sendrom ile iligkilendirilmistir. Leu72Met
mutasyonu, olgun ghrelin {riiniiniin kodlandig1 bolgenin disinda yer alir ve diziyi

degistirmez fakat fonksiyonel ghrelinin islevini degistirir (44).

Pre-pro-Ghrlin sentezi sirasinda gergeklesen 269A > T tek niikleotit degisimi

seklindeki mutasyon, GIn90Leu olarak adlandirilir ve Alzheimer ile iliskilendirilmistir.
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Ayrica Rs4684667 A/T varyanti da bilingsel diizeydeki degisiklerle, panik bozukluklart,

metabolik sendrom, kanserler ve oto-immiin tiroid hastaliklariyla baglantilidir (45).

2.1.4.2. Yag Kiitlesi ve Obezite ile iliskili Gen (FTO geni)

FTO geni, 16. Kromozom’un uzun kolunda (16q12.2) bulunur ve 2-oksoglutarat
ve demir-bagiml niikleik asit demetilaz enzim aktivitelerine sahip bir proteini kodlar.
FTO geni 410.50 kb uzunlugunda 9 c¢kzon ve 8 intron igeren bir gendir. FTO, yag
dokularinda ve iskelet kaslarinda yogun bir sekilde eksprese edilir. Ayrica
hipotalamusta enerji dengesini kontrol eden arkuat gekirdekte de yogun sekilde
bulunmasi istah ve enerji metabolizmasinin diizenlenmesinde kritik bir rol

oynayabilecegini gosterir (46).

FTO geninin kodladig1r protein, demetilaz aktivitesini tek sarmalli N6-
metiladenozin (m6A) RNA ve N6-metildeoksiadenozine (6mA) DNA (zerine uygular.
m6A, RNA'larda en yaygin geri-doniisimlii ve dinamik kimyasal modifikasyonlar
olarak kabul edilir. mRNA stabilitesi, alternatif splicing ve mrna translasyonlarini
duzenler. Bu modifikasyonlar tim ekzon boyunca stop kodonlar ve 3’UTR’lerin
etrafinda yogunlagmiglardir. 6mA, prokaryotlarda metillenmemis DNA'y1 tespit ve
degrede ederek savunma gorevi sirdiren ve "restriksiyon modifikasyon sistemleri”
olarak adlandirilan yaygin bir modifikasyon tiirtidiir. 6mA ayrica prokaryotlarda DNA
onarimini, replikasyonunu ve transkripsiyonu da diizenler.Son zamanlarda okaryotik
hiicrelerde de tespitiyle birlikte memelilerde de epigenetik bir roli oldugu
diistintilmektedir (47,48).

GWAS calismalar1 sonucu FTO geni, her tipten obezite ¢esitleleriyle en giiglii
iligkili gen olarak tespit edilmistir. FTO geni, hipotalamusta istah kontrol bdlgesinde
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eksprese olur. FTO genetik varyantlari, diyet faktorleri ve viicut agirligi arasindaki
iliskiler hala arastirilmaktayken bazi FTO genetik varyantlarmin kilo alim riskini
arttirdig1, daha fazla gida tiiketimine neden oldugu ve istah-kontrol merkezini etkilegi
tespit edilmistir. Ozellikle FTO (rs9939609) varyantinin ‘A’ allellilin, artmis BMI,

artmis enerji alim1 ve azalmis tokluk hissi ile iligkili oldugu gosterilmistir (49,50).

Hepatik FTO mRNA ekspresyonundaki degisiklikler, glukoneojenik genler olan
PCK1 ve G6PC mRNA'larinin ekspresyon seviyesindeki degisikliklerle Ortiismesi,
FTO'mun karacigerdeki glukoneojenik genlerin ekspresyonunu pozitif olarak
diizenledigini diisiindiiriir. FTO eksikliginin, hiperglisemiyi tersine ¢evirdigi ve normal
ve obez / diyabetik farelerde glukoz toleransini iyilestirdigi gosterilmistir. Ayni sekilde
fareler lizerinde yapilan ¢alismalarda karacigere 6zgii FTO asir1 ekspresyonunun, aglik
glukoz ve insiilin seviyelerinde artis ve bozulmus glukoz toleransi ile sonuglandigi
gosterilmistir. FTO’nun hepatik glukoz ve lipid metabolizmalari iizerine etkisi sekil 4’te

Ozetlenmistir (51).
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Sekil 4:FTO geninin hepatik glukoz ve lipid metabolizmalar iizerine etkisi (51)

2.1.4.3. PPARGCI1A geni

PPARGCI1A geni, gesitli dokularda metabolik hiicre regiilatérii gorevini yapan
ve tip 2 diyabet etiyolojisi calismalarinda sikliklikla arastirilmakta olan peroksizom
proliferator ile aktive edilen reseptor gama koaktivator 1-alfa (PGC-1a) proteini kodlar.
PGC-1a, 91 kd’luk, trikarboksilik asit dongilisiiniin ve mitokondriyal yag asidi

oksidasyon  yolunun ¢esitli  genlerinin  ekspresyonunu  diizenleyerek lipid
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metabolizmasin1 ve uzun zincirli yag asidi oksidasyonunu diizenleyen bir proteindir

(52).

PGC-1a, mitokondriyal biyogenez, iskelet kasinda egzersize adaptasyon ve lif-
tipi degisim, kahverengi adipositlerde sogukla indiiklenen termojenez, agliga
adaptasyon ve glikoz homeostazinin siirdiiriilmesinde rol oynamaktadir. PPARGC1A
geninin, yiiksek yagli asir1 beslenme ya da aclik gibi degisen diyet sartlarina yanit
olarak DNA metilasyonu ile epigenetik olarak diizenlendigi de gosterilmistir. PGC-1a,
karacigerde hizli indiiklenen glukoneogenez ve yag asidi oksidasyonunu

desteklemektedir (53).

Ozellikle, Tip 2 Diyabetes mellituslu ve prediyabet bireylerin iskelet kaslarinda,
PGC-la-duyarli genlerinin ekspresyonundaki azalmaya paralel olarak PGC-la
ekspresyonu ve ona eslik eden transkripsiyon aktiviteleri de azalmistir. Benzer sekilde
insiilin direngli bireylerin beyaz yag dokusunda, PGC-la mRNA ve protein
ekspresyonlar1 azalmis olarak bulunmaktadir. Tip 2 diyabet ve insiilin direnci gelisinde
rolii oldugu diisiiniilen PGC-1a anti-diyabetik ila¢ tedavisinde hedef haline gelmistir
(54).

PGC-lo’nin en sik mutasyonlarindan biri , kalintt 482°de olan ve Gly482Ser
polimorfizmi olarak adlandirilan glisinden serine doniisimdir. Bu varyant siklikla
inslin direnci, tip 2 diyabet gelisimi,obezite, degismis lipid metabolizmasi ve
hipertansiyon ile iligkilendirilmektedir. Ozellikle Ser 482 alleli hipertansiyon ve Tip 2
diyabet ile daha yakindan iligkilidir (55). Benzer sekilde PGC-la’nin diger
varyantlarinin da (rs10212638, rs10517030 ve rs10517032) tip 2 diyabet ile iligkili

oldugu gosterilmistir. Ayrica, rs10517030 varyantininda oral glukoz tolerans testi
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sirasinda seker yiiklenmesine karsi insiilin sekresyon cevabinda azalmayla iligkili

oldugu goriilmiistiir (56).

PGC-1a, sinyal yolaklar1 (AMPK, mTORCZ1), transkripsiyon faktorleri (HIF1-o.
ve protein ekspresyonu (GLUT) yolu Uzerinden kanser hicrelerin de enerji dengesi,
glikoliz ve oksidatif fosforilasyon basamaklarini etkiler. Bu sebeple de bu genin
melanom , meme kanseri, pankreas kanseri, prostat kanseri, kolon, hepatokarsinom ve

renal hiicreli karsinom gibi bir ¢ok kanser tiiriiyle iliskili oldugu gosterilmistir (57).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Secilen Orneklerin Tanim

Calismaya, SBU Sisli Hamidiye Etfal Egitim ve Arastirma Hastanesi’ne
bagvuran ve Tip 2 diyabet tanis1 almig 100 hasta gonulli birey ve 94 saglikli goniillii
birey dahil edilmistir. Calismaya dahil edilen tiim bireylere ¢alisma hakkinda bilgi

verilmig ve goniillii onay formlari imzalatilmistir.

Hasta ve kontrol gruplarina katilan bireylerden kan ornekleri 2ml’lik etilen
diamin tetra asetatl (K,EDTA) ve jel separatorlii katkisiz tiiplere toplanmistir. EDTA’ 1
tplerdeki periferik kan lokositlerinden elde edilen DNA 6rneklerinden GHRL
(rs4684677), FTO (rs8044769) ve PGC-1a (rs8192678) gen polimorfizmlerini saptamak
icin Real-Time PCR Reaksiyonu (qPCR), Restriksiyon Fragmani Uzunluk Polimorfizmi
(RFLP), Tetra-primer Amplifikasyon Refrakter Mutasyon sistem PCR teknikleri

kullanilmuastir.

3.2. Kullanilan Materyal

3.2.1. Kullamlan Kimyasallar

“Amonyum asetat (Sigma A-8920), Amonyum Klorir (Sigma A-5666), Asetik
asit (Merck K-04134156), Borik asit (Sigma B-6768), dNTP seti (MBI Fermentas),
EDTA (dihidrat) (Merck K-90602121), Etanol (%99), Brom fenol mavisi (Sigma B-
6896), Etidyum bromir (Sigma E-8751), Mineral yag (Sigma M-5904), Potasyum
bikarbonat (Merck K-126223552), Sodyum dodesil (lauril) stlfat (Sigma L-5750),
Sodyum hidroksit (Merck C754962), Potasyumdihidrojenfosfat (Merck A-741071),
Sodyum Klorir (Carlo Erba 368257), Tris baz (Sigma T-1503), Taqg DNA polimeraz
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(Invitrogen), DNA marker (50-100 bp DNA size marker; MBI Fermentas), Proteinaz K
(Sigma), Potasyum hidroksit (Sigma P 1767), restriksiyon enzimleri (Mspl, Bpil,
BstUI), primer dizileri (MBI Fermentas).”

3.2.1.1. Kullanilan Primerler
GHRL (rs4684677), “polimorfizminin gozlendigi bolgeyi ¢ogaltmak igin

kullanilan primerlerin niikleotid dizileri asagida verildigi gibidir.”

GHRELIN (rs4684677), F1 5-TGGCTGTGCTGCTGGTACT-3’
GHRELIN (rs4684677), F2 5-TGGCTGTGCTGCTGGTACC-3’
GHRELIN (rs4684677), R 5’-AGATGGTGAGTGGGAAGGTG-3’

FTO (rs8044769) “polimorfizminin gézlendigi bolgeyi cogaltmak i¢in kullanilan

primerlerin niikleotid dizileri asagida verildigi gibidir”

FTO (rs8044769) F1 S’-AGTGTCATTAGCAGCATAATCTTG-3’
FTO (rs8044769) F2 5’-AGTGTCATTAGCAGCATAATCTTC-3’
FTO (rs8044769) R 5’-CAGAAACTACACCAGCCCTA -3’

PGC-la (rs8192678) “polimorfizminin gozlendigi bolgeyi ¢ogaltmak icin

kullanilan primerlerin niikleotid dizileri asagida verildigi gibidir”

PGCo (rs8192678) F 5’-TGTCATCAAACTGGCCATACA-3’
PGCo (rs8192678) R1 5’-CGACGAAGCAGTCAAGAACG-3’
PGC a(rs8192678) R2 5’-CGACGAAGCAGTCAAGAACA-3’
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3.2.2. Kullanilan Aletler
“Roche LightCycler 96, Biorad CFX 96 Touch, Thermal Cycler cihaz1 (Gold

Plate), Otoklav, Etlv, Hot plate, Dijital Goruntileme sistemi, Hassas terazi (Mettler),
Isiticili manyetik karistiric1 (Elektromag), Mikrodalga firin (Philco), Mikrosantrifiij, pH
metre (Hanna), Pipet takim1 (Eppendorf), Falkon santrifiij (Hettich), Spektrofotometre
Biochrom-S2100 diode array spectrophotometer), Su banyosu (Elektromag), UV
transilluminator (Stratagene UV/White light Transilluminator), CFX Maestro 1.1".

3.3. Kullanilan Cozeltiler
3.3.1. DNA izolasyonunda Kullanilan Cozeltiler

3.3.1.1. “Eritrosit Parcalama Tamponu”

“8,74 gram amonyum kloriir, 1 gram potasyum bikarbonat, 200ul 0,5 molarlik
EDTA’nimn tartimlar1 yapilarak erlen i¢ine alinir. 900ml ddH20O eklenir ve ¢ozeltinin
pH’s1 bir normal sodyum hidroksit ¢ozeltisi ile 7.4’e ayarlanir. Daha sonra balon joje
icine alarak bir litreye tamamlanir. Cozelti 1siya dayanikli cam siseye aliarak

120°C’ye aliarak 15 dakika otoklavda steril edildikten sonra +4°C’de saklanir”.

3.3.1.2. “0,5 M Disodyum Etilen Diamin Tetra Asetat (EDTA) pH:8.0”
“186,1 gram etilen diamin tetra asetat tartilarak beher igine alinir ve 800ml
ddH20 eklendikten sonra manyetik karistirict yardimiyla c¢oziindiiriiliir ve pH’s1

sodyum hidroksit ¢ozeltisi ile 8.0’e ayarlanarak ddH20 ile 1lt’ye tamamlanir. Cozelti

120°C’de 15 dakika otoklavlanarak sterilize edilir”.
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3.3.1.3. “4 M Sodyum Klorur (NaCl) Cozeltisi”

“233,6 gram sodyum kloriir tartilarak erlene alinir. Uzerine 800ml ddH20 ilave
edildikten sonra manyetik karistirict yardimiyla iyice ¢Oziindiiriilir. Balon jojeye
aktarilarak 11t’ye tamamlanir. Hazirlanan ¢6zelti 120°C’de 15 dakika otoklavlanarak

sterilize edilir”.

3.3.1.4. “Lokositleri Pargalama Tamponu™
“25ml 4M sodyum kloriir ve 50ml 0.5M EDTA direkt balon jojeye aktarilarak

11t’ye tamamlanir. Hazirlanan ¢6zelti 120°C’de 15 dakika otoklavlanarak sterilize

edildikten sonra oda 1sisinda saklanir”.

3.3.1.5. “ Molar Tris Tamponu (Stok)”

“121,1gram Tris baz tartilarak bir behere alinir. Uzerine 42pl hidroklorik asit ile
yaklagik 800ml ddH20O eklenerek manyetik karistirici yardimiyla iyice ¢ozunduralir.
Daha sonra balon jojeye aktarilir ve 11t’ye tamamlanir. Hazirlanan ¢ozelti 120°C’de 15

dakika otoklavlanarak sterilize edilir”.

3.3.1.6. “9,5 Molar Amonyum Asetat Cozeltisi”

“73,22 gram amonyum asetat tartilarak beher igine alinir. Uzerine 80ml ddH20
eklenerek manyetik karistiricida ¢oziindiiriiliir. Balon jojeye aktarilir ve ddH2O ile
100ml’ye tamamlanir. 0,22 mikronluk filtreden gegirilerek sterilize edilir ve +4°C’de

saklanir”.

3.3.1.7. “%10’luk Sodyum Dodesil Sulfat (SDS) Cozeltisi”
“10 gr sodyum dodesil siilfat tartilir. SDS tozlarin1 kaldirmamaya dikkat ederek
beher icine alinir. Uzerine 80ml ddH20 eklenir. Manyetik karistirict yardimi ile
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coziindiiriiliir. pH’s1 7,2’ye ayarlanir. 0,22 mikronluk filtreden gegcirilerek sterilize edilir

ve oda 1sisinda saklanir.”

3.3.1.8. “Proteinaz K (20 mg/ml)”
“20 mg proteinaz K tartilarak steril bir gode i¢inde steril ddH20 ile 1ml’ye

tamamlanir ve -20°C’de saklanir”.

3.4. Kullamlan yontemler

3.4.1. “Periferik Kandan DNA Izolasyonu”
“EDTA’l tiiplerle alinan 2ml.lik kan ornekleri ¢alisma igin falkon tiplerine

aktarilir. Uzerlerine 1:3 oraninda lysis eklenerek +4°C’de 15dk. bekletilir. Daha sonra
1500rpm'de 10dk. santriflij edilir ve siipernatant kisimlar1 atilarak pelletler tamamen
suispansiyon durumuna getirilir ve Gzerlerine tekrar 15-20ml. lysis eklenir. Ornekler
+4°Cde 15dk. bekletilden sonra 10dk.1500rpm’de santrifiij edilir. Siipernatant kisimlari
atilir ve siispanse olan pellet tizerine 500 pl %10’luk SDS, 75 ul proteinaz K (20mg/ml)
ve 9,4 ml I6kosit pargalama ¢Ozeltisi eklenerek 56°C’de su banyosunda bir gece inkibe
edilir. Inkiibasyondan sonra her 1ml &rnek basina 0,37 ml olacak sekilde 9,5M’lik
amonyum asetat ¢ozeltisi eklendikten sonra karistirtlir ve 3000 rpm’de 25dk santrifij
edilerek proteinler c¢oktiiriiliir. Santrifiij sonrast slipernatant kismi temiz bir falkona
aktarilir ve {izerine 1:2 oraninda %99’luk mutlak alkol eklenir ve DNA’nin
presipitasyonu saglanir. Yogunlasan DNA’nin alkol yilizeyine ¢ikmasi beklenir ve DNA
mikropipet ucuyla alinir. DNA %70’lik alkolde yikanir ve korunmak iizere Tris-EDTA

cozeltisinde ¢ozlindurulerek +4°C’de saklanir”.
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3.4.1.1. “Elde Edilen DNA’nin Konsantrasyon ve Kalitesinin Tayini”

“Elde edilen DNA orneklerinde konsantrasyon ve miktar tayini yapmadan 6nce
her drnekten 20ul alinarak iizeri 380ul 0,5XTE tamponu ile tamamlandi ve bu sekilde
1/20 diliisyonu saglandi. Bu dilisyon oOrneklerinin daha sonra spektrofotometrede

260nm ve 280 nm dalga boylarinda optik dansite (OD) 6l¢timleri yapildi”.

“Spektrofotometrede 260 nm ve 280 nm dalga boylarinda yapilan 6lgiimlerle
DNA’nin safligit ve konsantrasyonu belirlendi. OD5gy / OD,gp oranmi 1,7-1,8 olan
DNA’lar temiz olarak kabul edildi. DNA’nin 50pg/ml ¢ift iplik¢ikli igeriginin 260 nm
dalga boyunda bir OD verdigi kabul edilmektedir. 260 nm’deki 6l¢tim degeri asagidaki

formile uygulanarak DNA konsantrasyonu hesaplandi”.
“*DNA Konsantrasyonu (ng/ul ): Sulandirma katsayisi (100) x Azsp X 50”

“DNA orneklerinin safligit OD2go/OD5gg orani kullanilarak belirlendi. Yeterince
iyi saflikta kabul edilen DNA’nin OD,go/ OD2gp degeri yaklasik 1,8’dir. Ortamda fenol
veya protein mevcutsa bu oran 1,8’den kii¢iik olacaktir. OD5g0/OD2gy degeri 2’den

biiyiikse ortamda RNA bulundugu anlamina gelir”.

3.4.2. “PCR Yontemiyle GHRL (rs4684677), FTO (rs8044769) ve PGC-la
(rs8192678) Gen Bolgelerinin Cogaltilmasi, RFLP ve Tetra-Arm Yontemiyle

Polimorfizm Analizi”

Genomik DNA o6rneklerinde GHRL, FTO ve PGC-1a gen bolgeleri PCR ile
cogaltildi. DNA o&rneklerinin her birinin amplifikasyonu igin 2xgPCR tamponu mix
tamponu ile (10mM Tris-HCI, 50 mM KClI, 1,75 mM MgCI2), 2,5mM dNTP, 0,1 inite
Tag DNA polimeraz ve FTO, FABP2, TCF7L2 gen bélgelerine 6zgl her bir primer
setinden 100pmol/pl ve 500ng DNA igeren toplam 10ul’lik PZR karigimi hazirlandi
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3.4.3. GHRL, FTO ve PGC-1a gen bolgelerinin PCR Yontemi ile Cogaltilmasi
“GHRL (rs4684677), FTO (rs8044769) ve PGC-la (rs8192678) optimize
edilmis PCR protokolii Tablo 3’de verilirken, i¢ gen i¢in PCR sartlar1 da Tablo 4’de

Ozetlenmistir”.

Tablo 5: GHRL, FTO ve PGC-1a genleri igin PCR protokoli

Kimyasallar Miktarlar
2xgPCR Mix 5puL
Forward Primer 0,025 pL
Reverse Primer 0,025 pL
Sybr Green 0,06 pL
Molekiiler Olgekli Su 2,84 uL
Template-DNA 2,0 uL

Tablo 6: PCR sartlan

1 95°C 5dk

2 95°C 10sn

3 65°C 30sn
Plate okuma

4 2’ye git (39 dongu)

5 Melting Curve (65°C’den 95°C’¢ ¢ik) Artig 0.5°C
5sn Plak okuma

son
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3.4.4. PCR Uriinlerinin Kontrolii
“GHRL (rs4684677), FTO (rs8044769) ve PGC-1a (rs8192678) genlerine ait

istenilen bolgelerinin PCR iirtinlerinin olusup olusmadigini kontrol etmek amaci ile
melting pikleri degerlendirildi. Buna gore yapilan biitiin ¢alismalarda istenilen PCR

tirtinlerinin olustugu tespit edilmistir”.

3.4.5. Sonuclarin Degerlendirilmesinde Kullamlan Istatistiksel Yontemler

Calismamizdaki gruplara ait demografik bilgiler ile gen ve allellerin istatistiksel

kiyaslamalarinda SPSS 21.0 program: kullanilmistir.

Tanimlayict istatistik calismasi ve normal dagilima uygunlunluk testi ¢alisildi.
Sonrasinda One Way ANOVA testi ve Post-Hoc testi ile parametrelerin gruplardaki
anlamlilik degerlendirilmesi yapildi. Kruskal-Wallis testi kullanilarak parametrelerin
gruplar arasindaki anlamliliklar1 hesaplandi. Gruplardaki genlerin ve allellerin farklilik

ve anlamliliklarinin saptanmasi igin Ki Kare ve Fisher Exact testleri kullanildu.
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BULGULAR

Calisma gruplarina ait biyokimyasal ve demografik veriler tablo 7’°de
Ozetlenmistir. Buna gore hasta grubunda aglik kan sekeri (p<0,001, %95 Gilven
aralig1=78,33-102,66), iire (p<0,001, %95 Giiven araligi=4,51-10,82), kreatinin
(p<0,001, %95 Giiven araliz1=0,08-0,23), Viicut Kitle Indeksi (p<0,001, %95 Giiven
araligi=1,71-5,38), trigliserid (p=0,001, %95 Giiven araligi=24,78-89,69) ve Total
Kolesterol/HDL (p=0,013, %95 Giiven araligi=0,086-0,73) diizeyleri saglikli
kontrollere gore istatistiksel olarak yiiksek saptanmistir. Kontrol grubunda ise hasta
grubuna gore HDL diizeyleri istatistiksel olarak artmistir (p=0,002, %95 Giiven
araligi=1,91-8,79).
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Tablo 7:Cahsma gruplarina ait biyokimyasal ve demografik parametreler

GRUP

HASTA KONTROL
(n=100) (n=94)
Cinsiyet 57/43 59/35
(Kadin/erkek)
Yas (y1l) 56,58+10,23 50,49+12,62
Viicut Kitle indeksi (kg/m®) 31,04+5,89 27,49+6,92
Achik Kan sekeri (mg/dl) 181,92+58,95* 91,42+8,16
Trigliserid (mg/dl) 175,33+120,71* 118,09+105,36
Total kolesterol (mg/dl) 207,55+43,74 206,82+47,49
HDL-kolesterol (mg/dl) 48,84+10,47 54,19+13,20***
LDL-kolesterol (mg/dl) 126,35+36,42 129,93+39,34
HbAlc (%) 8,34+1,66 5,35+0,31
Total kolesterol / HDL- 4,39+1,10** 3,98+1,13
kolesterol
AST (U/L) 20,34+8,34 20,16+9,85
ALT (U/L) 22,04+11,05 22,63+18,28
Ure (mg/dI) 34,06+13,62* 26,39+7,92
Kreatinin (mg/dl) 0,81+0,30* 0,65+0,16

*p<0,001, **p=0,013, *** p=0,002

Tablo 8’de FTO (rs8044769) genotip ve allel dagilimlar1 gosterilmistir. Hasta

grubunda kontrol grubuna gore TT genotipi tasima siklig1 istatistiksel olarak artmistir

(p=0,021, x2= 5,30 OR= 1,98, %95 Giiven araligi= 1,10-3,57). Kontrol grubunda ise C
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alleli tagima siklig1 hastalara gore istatistiksel olarak yiikselmistir (p=0,021, x2= 5,30
OR= 1,30, %95 Giiven araligi= 1,03-1,64).

Tablo 8:Calisma gruplarinda FTO (rs8044769) genotip ve allel dagilimlari

FTO (rs8044769) (Fr'ésigoA) K(()rz\':TgFZ?L
GENOTIP
cc 18(%18) 21(%22,3)
TT 47(%A4T)* 29(%30,9)
CcT 35(%35) 44(%46.8)
ALLEL

C 71(%35,5) 86(%45,7)**
T 129(%64,5) 102(%54,3)

*p=0,021, y2= 5,30 OR= 1,98, %95 Giiven araligi= 1,10-3,57
** p=0,021, y2= 5,30 OR= 1,30, %95 Giiven araligi= 1,03-1,64

Tablo 9’da GHRL (rs4684677) genotip ve allel dagilimlar1 gosterilmis olup

gruplararas1 dagilimlarda bir farklilik saptanmamustir.



Tablo 9:Calhisma gruplarinda GHRL (rs4684677) genotip ve allel dagilimlar:

GHRL (rs4684677) HASTA KONTROL
(n=100) (n=94)
GENOTIP
AA 95(%95) 86(%91,5)
TT - -
AT 5(%>5) 8(%8,5)
ALLEL
A 195(%97,5) 180(%95,7)
T 5(%2,5) 8(%4,3)
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Tablo 10’da PGC-1a (rs8192678) genotip ve allel dagilimlar1 gosterilmistir.

Hasta grubunda GG tasima siklig1 saglikli kontrollere gore istatistiksel olarak artmistir
(p<0,001, %95 Giiven araligi=1,19-1,49). Saglikli kontrollerde ise GA genotipi
(p=0,003, ¥2= 8,85, OR= 1,24, %95 Giiven araligi= 1,07-1,43) ve A alleli (p<0,001,

%95 Giiven araligi= 1,19-1,49) tasima siklig1 hasta grubuna gore istatistiksel olarak

yiiksek saptanmustir.
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Tablo 10:Cahsma gruplarinda PGC-1a (rs8192678) genotip ve allel dagilimlar:

PGC-1a (rs8192678) HASTA (n= 100) KONTROL (n= 94)
GENOTIP
GG 25(%25)* -
AA 4(%4) 11(%11,7)
GA 71 (%71) 83(%88,3)**
ALLEL
G 121(%60,5) 83(%44,1)
A 79(%39,5) 105(%55,9) ***

* p<0,001, %95 Giiven araligi=1,19-1,49
** p=0,003, y2= 8,85, OR= 1,24, %95 Giiven araligi= 1,07-1,43
*4%p<0,001, %95 Giiven araligi=1,19-1,49

Tablo 11’de calisma gruplarinda FTO (rs8044769) genotipinin biyokimyasal
profillere gore dagilimi verilmistir. Buna gore hasta grubun icin TT genotipi
tasiyanlarda CT genotipi tasiyanlara gére LDL diizeyleri (p=0,048, %95 Giiven araligi=
1,17-32,54) ve Total kolesterol/HDL orani1 (p=0,035, %95 Giiven araligi= 0,03-1,01)
istatistiksel olarak yiiksek bulunmustur. Kontrol grubunda ise CC genotipi tasiyanlarda
hem TT (p=0,012, %95 Giiven araligi=16,99-134,27) hem de CT genotipi (p=0,002,
%95 Giiven araligi= 31,17-139,58) tastyanlara gore trigliserid diizeyleri anlamli olarak
daha yiiksek bulunmustur.
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Tablo 11:Cahsma gruplarinda FTO (rs8044769) genotipinin biyokimyasal profillere gore

dagilimi
GRUP HASTA KONTROL
(n=100) (n=94)
FTO (rs8044769) CC TT CT CcC TT CT
(n=18) (n=47) (n=35) (n=21) (n=29) (n=44)
Trigliserid 150,50+ 197,80+ 158,06+ 181,70+ 106,07+ 96,33+
(mg/dl) 87,50 15325 7425  19355= 4944 5256
Total kolesterol 208,78+ 214,24+ 197,85+ 216,45+ 210,89+ 199,70+
(mg/dl) 45,19 47,34** 36,80 57,32 52,63 38,18
HDL-kolesterol 51,67+ 47,26+ 49,47+ 50,65+ 58,18+ 53,23+
(mg/dl) 11,17 10,40 10,13 12,62 15,09 11,73
LDL-kolesterol 127,00+ 133,15+ 116,79 13440+ 13146x 126,86%
(mg/dl) 29,83 38,10* 36,07 46,38 45,61 31,38
Total Koleste- 4,13+ 4,67+ 4,14+ 4,40+ 3,79+ 3,90+
rol/HDL- Koles- 0,89 1,16 1,05 1,19 1,15 1,06
terol
Viicut Kitle In- 30,33+ 31,84+ 30,29+ 27,5751+ 28,0654+ 27,0640+
deksi (kg/m?) 5,88 5,91 5,88 3,50 8,45 7,14
Achik Kan Sekeri 174,56+ 184,96+ 181,62+ 91,29+ 89,96+ 92,41+
(mg/dl) 43,19 59,58 66,10 9,84 9,47 6,21
HbAlc (%) 8,30+ 8,37+ 8,33+ 5,3+ 5,39+ 5,33+
1,79 1,65 1,66 0,32 0,31 0,31

* p=0,048, **p=0,035, *** p=0,012 ve p=0,002
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Tablo 12°de ¢alisma gruplarinda GHRL (rs4684677) genotipinin biyokimyasal

profillere gore dagilimi verilmis olup istatistiksel bir anlamlilik saptanmamustir.

Tablo 12:Calhisma gruplarinda GHRL (rs4684677) genotipinin biyokimyasal profillere go-

re dagilimi

GRUP HASTA (n= 100) KONTROL (n= 94)
GHRL AA TT AT AA TT AT
(rs4684677) (n=95) (n=0) (n=5) (n=86) (n=0) (n=18)
Trigliserid 174,43+ - 192,00+ 119,80+ - 100,38+
(mg/di) 122,55 86,94 108,93 57,79
Total kolesterol 206,40+ - 229,00+ 205,12+ - 224,50+
(mg/dl) 44,49 16,27 44,40 74,18
HDL-kolesterol 48,81+ - 49,40+ 53,77+ - 58,50+
(mg/dl) 10,59 8,98 13,13 14,12
LDL-kolesterol 125,55+ - 141,20+ 128,41+ - 145,75+
(mg/dl) 37,02 18,68 37,39 56,59
Total Koleste- 4,37+ - 4,74+ 3,99+ - 3,79+
rol/HDL- Koles- 1,12 0,65 1,16 0,72
terol
Viicut Kitle In- 3097+ - 32,24+ 2743+ - 28,07+
deksi (kg/m?) 5,94 5,04 6,93 7,28
Ac¢hk Kan Sekeri 184,31+ - 137,00 91,58+ - 89,75+
(mg/dl) 59,43 19,31 7,93 10,79
HbAlc (%) 8,42+ - 6,92+ 5,36+ - 5,20+

1,67 0,31 0,31 0,28
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Tablo13’de PGC-la (rs8192678) genotipinin biyokimyasal profillere gore dagilimi
gosterilmistir. Hasta grubunda, AKS ve BMI diizeyleri GA genotipi tasiyanlarda GG
tagtyanlara gore anlamli olarak yiiksek bulunmustur (p=0,029, %95 Giiven araligi=
3,08-56,83; p=0,019, %95 Giiven araligi= 0,53-5,88). Kontrol grubunda ise anlamli bir

fark goriilmemistir.

Tablo 13:Calhisma gruplarinda PGC-1a (rs8192678) genotipinin biyokimyasal profillere

gbre dagilimi

GRUP HASTA (n= 100) KONTROL (n= 94)
PGC-1a GG AA GA GG AA GA
(rs8192678) (n=25) (n=4) (n=71) (n=0) (n=11) (n=83)
Trigliserid (mg/dl) 165,00+ 178,75+ 178,87+ - 91,30+ 121,40+
142,23 132,75 113,21 49,00 110,08
Total kolesterol 204,16+ 241,00+ 206,84+ - 210,80+ 206,33+
(mg/dl) 36,06 53,69 45,52 58,24 46,40
HDL-kolesterol 49,68+ 56,75+ 48,07+ - 61,60+ 53,27+
(mg/d1) 10,69 8,18 10,42 7,86 13,47
LDL-kolesterol 124,80+ 148,50+ 125,62+ - 130,40+ 129,88+
(mg/dl) 30,17 24,42 38,91 52,01 37,90
TK/HDL 4,29+ 4,23+ 4,43+ - 3,44+ 4,04+
1,20 0,56 1,09 0,89 1,14
Viicut Kitle indeksi 28,66+ 31,26 31,87+ - 28,52+ 27,36
(kg/m?) 3,95 2,89 6,38** 13,47 5,80
Ac¢hk Kan Sekeri 159,80+ 183,00+ 189,76+ - 90,00+ 91,61+
(mg/dl) 54,70 73,51 58,49% 8,77 8,11
HbA1c (%) 7,97+ 7,67+ 8,52+ - 5,27+ 5,36+
1,08 0,51 1,84 0,43 0,29

*p =0,029, ** p =0,019
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TARTISMA

Calismamizda, Tip 2 DM’lu hastalar ve kontrol gruplarin1 6zellikle metabolik
sendrom, obezite ve Tip 2 DM ile iligkilendirilen GHRL, FTO ve PGC-1a genlerinde
gorulebilen belirli  polimorfizmler agisindan Dbirbirleriyle kiyaslamak ve bu

polimorfizmlerin biyokimyasal parametrelerle olan iliskilerini gostermeyi amagladik.

Ghrelin yolagi son yillarda, leptin ve adinopektin yolaklariyla iligkisi ,enerji
metabolizmasinin  kontrolii ve beslenme aliskanliklarini  diizenlemesi agisindan
arastirmacilarin  dikkatini ¢ekmistir. Ayrica Ghrelin ve Ghrelin geni, glukoz
homeostazina etkilerinden dolay1 Tip 2 DM gelisimi agisindan aday olarak
gosterilmektedir ve Tip 2 DM ile iligkilerini arastiran bir takim c¢alismalar da
yapilmistir. Benzer sekilde 610 Tip 2 DM’li birey ve 820 saglikli kontrol bireyi igeren
Fransiz populasyonunda yapilan bir ¢alismada Ghrelin ve Ghrelin geninin Tip 2 DM ile
iligskisinin olmadig: bildirilmistir. Ayn1 ¢alismada Ghrelinin her ne kadar Tip 2 DM ile
iliskili olmadig1 bildirilse de bu genin over kanseri, obez ve hipertansiyon ile

iligskilendirilebilecegi vurgulanmistir (58).

Faris ve arkadaslarinin Suudi toplumunda yiriittiikleri ve bizim de arastirdigimiz
Ghrelin’in  rs4684677 polimorfizmini iceren calismalarinda, Ghrelin genindeki
polimorfizmlerin Tip 2 DM ile iligkili olmadigin1 géstermislerdir (59). Bunlarin yaninda
Li ve arkadaslarinin yiirtittiigii 11 merkez ve 8,194 katilimei igeren Tip 2 DM ve GHRL
geni Leu72Met Polimorfizm iliskisini arastiran bir meta-analiz ¢aligmasi da mevcuttur.
Katilimcilar arasinda Cin, Danimarka,Finlandiya, Fransa ,Almanya ve Kore’yi de i¢eren
6 tlke bulunmaktaydi. Bu ¢alismanin sonuglarina gore Cin’li bireylerde Leu72Met

Polimorfizmi ve Tip 2 DM arasinda iliski saptanirken diger iilke vatandaslarinda boyle
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bir iligki saptanamamistir (60). Bu caligmalarin tam tersi olacak sekilde Meksika
populasyonunda yapilan bir c¢alismada ise Leu72Met Polimorfizminin Tip2DM
gelisimini  engelledigi  bildirilmistir  (61). Bizim kendi populasyonumuzda
gerceklestirdigimiz ¢alismamizda ise GHRL (rs4684677) genotip ve allel dagilimlari
acisindan Tip 2DM ve kontrol grubu arasinda bir fark saptanmamistir. Ayni sekilde iki
grup arasinda GHRL (rs4684677) genotiplerinin biyokimyasal profillere gore
dagilimlar1 agisindan istatistiksel bir anlamlilik saptanmamistir. Diyabet gelisim riski
etnik kokenlerden ve c¢evresel faktorlerden etkilendigi i¢in farkli popiilasyonlarda

yapilan ¢alismalarda birbirinden farkli sonug¢lar bulunmustur.

FTO geni ise yapilan bir ¢cok ¢alisma sonrasinda 6zellikle gida alimini arttirmasi,
obezite ve ona bagli metabolik sonuglar ile iliskilendirilmistir. FTO (rs8044769)
varyantinin incelendigi bir ¢alismada, heterozigot olarak CT tasiyan bireylerin yliksek
kiloya, yiiksek BMI degerlerine ve yiiksek oranda yag dokusuna sahip olduklar
gozlemlenmistir. Ayrica homozigot olarak CC ve TT tasiyan bireylerde ise oral glukoz
tolerans testi icin glukoz yiklenmesinin ikinci saatinde yuksek instlin seviyeleri tespit
edilmistir. Ayni sekilde homozigot gruplarda yiikksek HOMA-IR degerleri elde
etmislerdir (62). Bizim ¢alismamizda ise hasta grubumuzda TT genotipi tasima siklig
kontrol grubuna gore istatistiki sekilde anlamliydi. Biz de bu ¢alismaya benzer sekilde
TT genotipi tasiyan bireylerde LDL ve Total Kolesterol/HDL oranini diger genotiplere
sahip bireylere gore daha yiksek bulduk.

fran’da obez hastalar iizerinde yapilan bir calismaya gore ise FTO gen
polimorfizmlerinin (rs9939609 ve rs17817449) diyabet gelisimi ile iliskili olduklart
tespit edilmistir.Bu ¢alismaya gore minér T allellinin (rs9939609) homozigot oldugu
durumlarda obez bireylerde Tip 2DM gelisme riskini 3 kat arttirdig: tespit edilmistir.
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FTO rs17817449 varyantinin ise kilo alimin1 direkt, Tip2 DM gelisme riskini ise dolayli
yoldan arttirdi@i vurgulanmistir. Ayrica bu c¢alisilan SNP’leri iceren bireylerin
metabolik sendrom, dislipidemi ve insiilin direncine daha yatkin olduklarini
bildirmislerdir (63).Biz de ¢alismamizi her ne kadar ayni gen ve ayni hasta gruplari
lizerinden yapmis olsak da c¢alistifimiz varyant bu calismadan farkliydi. Fakat FTO
geninin baska bir varyatinin da Tip 2DM ile iliskilendirilebilecegini géstermis olduk.

FTO rs8044769 varyant1 ve diyabet iliskisini arastiran fazla ¢alisma olmamasina
ragmen genel olarak BMI ve osteoartrit iliskisini arastiran ¢alismalar mevcuttur. Bu
calismalarda ise bu varyantin BMI artis1 ile iligkili olmadigini1 gostermislerdir (64,65).
Bu calismalarda da farkli sonuglar elde edilmesi c¢alismanin yapildig1 cografya,
beslenme stillerindeki farkliliklar ve etnik koken farkliliklar1 gibi sebeplere dayaniyor
olabilir.

FTO rs8044769 varyantin1 da iceren ve farkli genlerin 14 adet SNP’lerini
inceleyen bir calisma aymi bolgede yasayan 238 saglikli bireyin katilimiyla
gergeklesmistir. Bu calismada goniillliilere 30 dakikalik submaksimal aerobik egzersiz
yaptirilmis ve sonrasinda VO,Max, kalp atim hizi, tansiyon, sicaklik ,laktat ve
norepinefrin dlgiimii gibi bir takim fizyolojik testler lizerinden goniilliilerin egzersize
verdikleri metabolik cevap arastirilmistir. Bu ¢alismaya gore egzersize en olumlu cevabi
homozigot olarak TT alleli tasiyan bireylerin verdigi gozlemlenmistir. Obezite ve
yiiksek BMI ile iligkilendirilmis bu genin en olumlu cevab1 veriyor olmasi ¢alismanin

obez bireylerle de yapilmasi gerektigini gostermistir (66).

PGC-1a geni ise hiicresel enerji metabolizmas: kontrolii sebebiyle insiilin
direnci, diyabet ve metabolik sendrom calismalarinda siklikla aragtirilmaktadir. Xia ve

arkadaglar1 da PGC-1a rs8192678 polimorfizmi ve Tip 2DM iliskisini arastiran bir



49

meta-analiz ger¢eklestirmislerdir. Bu meta-analiz 20 farkli calisma ve 16,000 katilimct
icerriyordu. Calismalar1 Dogu Asya, beyaz 1k, kizilderili ve Afrikali alt gruplari
icermekteydi. Beyaz irk ve kizilderi’li gruplarda A alelli tasiyan bireylerde Tip 2DM
gelisme riskini yliksek bulmuglardir. Ayrica bunlarin arasinda AA genotipine sahip
bireylerin Tip 2DM gelisimi i¢in daha fazla riskli grupta oldugunu bildirmislerdir. Fakat
Afrikali grupta AA genotipine sahip bireyler olmamas1 sebebiyle AA genotipi ile Tip
2DM arasinda iliski tespit edememislerdir (67).

Tunus’da ayni1 cografik bolgede yasayan ve ayni etnik gruba sahip 889 Tunuslu
izerinde yapilan ¢alisma sonucunda PGC-la rs8192678 polimorfizmi ve Tip 2DM
arasinda iligki tespit edilmistir. Aynmi1 ¢aligma kendilerinin iligki bulabilmesine ragmen
Japon, Cin, Fransiz ve Pima yerlileri tizerinde yapilan ¢alismalarda PGC-1a rs8192678
polimorfizmi ve Tip 2DM arasinda iligki bulmadiklarindan bahsedilmistir. Bu durumu
farkl1 etnik gruplarda farkli allel dagilim siklig1 olabilecegineden bahsederek
aydinlatmaya ¢alismislardir (68).

Italya’da 223 normal glukoz tolerans degerlerine sahip obez ve 125 bozulmus
glukoz tolerans degerlerine sahip obez bireyler iizerinde insiilin direnci ve PGC-la
rs8192678 polimorfizmi arasindaki iligkiyi arastiran bir ¢alisma gerceklestirilmis.
Heterozigot ve homozigot allel tasiyan bireylerde ,tasinmayanlara gore daha yiiksek
HOMA-IR ve insiilin degerleri tespit etmislerdir. Calisma sonucunda obez bireylerde bu
varyantin yiiksek insiilin direnciyle beraber gittigi sonucuna varmislardir (69). Bizim
calismamizda ise her ne kadar insiilin 6l¢limii yapmamis da olsak, GG allelini tagiyan

bireylerde ylksek aglik kan sekeri ve vicut Kitle indeksi degerleri oldugunu tespit ettik.

Sonug olarak, GHRL (rs4684677) icin diyabet ve kontrol gruplari arasinda fark
bulamazken, FTO (rs8044769) varyanti i¢in TT genotipini ve PGC-la (rs8192678)
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varyant1 icin GG genotipini tasiyanlara, hasta grubunda daha sik olarak rastlanildigini
tespit etmis olduk. Daha 6nce de belirttigimiz gibi bulgularimizi destekleyen calismalar
oldugu kadar ters diisen ¢alismalar da mevcuttur. Birbiriyle uyumsuz sonuglarin 6rnek
biiyiikliigii, etnik farkliliklar, calisma dizayni ve dahil etme/diglama kritirleri gibi bir
cok nedeni olabilir. Bunlarin diginda ¢alismalarda kullanilan hasta ve kontrol grubu
farkliklar1, yas ve cevresel faktorler de sonuglarin uyumsuzlugunu agiklayan diger
nedenler arasinda sayilabilir. Farkli ya da belirli etnik gruplar arasinda g¢alismanin
tekrarlanmasina ve daha biiyiik hasta ve kontrol gruplari igeren ileri ¢aligmalara ihtiyag

vardir.
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