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GIRIS

Diabetes Mellitus (DM) plazma glukoz oramnin yiksek oldugu ve tim
dinyada 171 milyondan fazla insam etkileyen metabolik bir hastaliktir. Tip 2
diyabet, DM olgularinin %90"indan sorumlu olup, cevresel ve genetik faktorlerin
etkili oldugu multifaktoriyel bir hastaliktir (1,2). Tip 2 diyabet hem insulin
sekresyonunun hem de kas, karaciger gibi hedef dokulardaki insilin direncinin

varligiyla karakterizedir (3).

Tip 2 diyabet’e genetik olarak yatkinligi olan birgok hastanin kilo almaya da
yatkinlig: vardir. Ayrica obezite de tip 2 diyabet icin onemli bir risk faktorudur (4).
Her ne kadar tip 2 diyabet ile iliskili olan bazi aday genler tespit edilmis olsa da,
bulunan ¢ogu aday genin tip 2 diyabet ile iliskisi yapilan farkli calismalarda

gogerilememistir (5).

Multiplex Ligation-Dependent Probe Amplification (MLPA); kisaca
multipleks gen dozaji analizi yapabilen kolay bir yontem olarak tarumlanabilir.
Polimeraz zincir reaksiyonu (Polymerase Chain Reaction, PCR) temelli bu yontem
sayesinde, tek reaksiyonda yaklasik olarak 45 gen bolgesi incelenebilmektedir.
Incelenecek gen bolgelerine 6zglin olarak dizayn edilmis probmiks kullanilarak, bu
genlerde olusmus delesyon ve/veya amplifikasyonlar saptanabilir (6,7). Peroksizom
proliferatdr aktivasyonlu reseptor gama (PPARy) geni ve tip 2 diyabet arasindaki
iliskiyle ilgili olarak ¢ok fazla sayida ¢alisma vardir (8,9). Ancak MLPA ydnteminin
PPARy genindeki mutasyonlari saptamadaki kullaniabilirligi bilinmemektedir.

Pamukkale Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Genetik AD’da gerceklestirilen
bu calismaya Universitemiz Saglik Arastirma ve Uygulama Merkezi Endokrinoloji
ve Metabolizma Hastaliklar1 polikliniginde, klinik ve biyokimyasal ¢calismalarlatip 2
diyabet tamsi almig 150 olgu dahil edildi. Olgularin periferik kanlarindan elde edilen
DNA 0Orneklerinde, tip 2 diyabet hastalarina yonelik dizayn edilmis “Salsa MLPA
Probemix P224 PPARG” kitleri kullamlarak, PPARy; transkriptini kodlayan 8
ekzondaki delesyon ve/veya amplifikasyonlarin varligi agisindan incelendi.



Bu calisma ile tip 2 diyabet gelisiminde PPARy genindeki biyuk delesyon
velveya amplifikasyonlarin varligi ve bu degisikliklerin  MLPA ydntemiyle
saptanabilirliginin arastiriimasi hedeflendi. Sonuglar litaratiirdeki PPARy ve diyabet
iliskisini agciklamig olan veriler esliginde tartisildi. Ayrica MLPA’da kullaniimak
Uzere ticari olarak hazirlanmig olan probmiks kitinin, PPARy genindeki

mutasyonlarin saptanmasindaki yeterliligi irdelendi.



GENEL BILGILER

DIABETESMELLITUS

Diabetes M ellitus Tanmi

Diabetes Mellitus, insilin sekresyonu, insilin etkisi veya her ikisindeki
bozukluklardan kaynaklanan, hiperglisemi ile karakterize, karbohidrat, protein ve
yag metabolizmasinda bozukluklara yol agan kronik metabolik bir hastaliktir.
Diyabet, klinik olarak polidipsi, politri, polifaji ve kilo kayb1 gibi belirtiler ile ortaya
¢ikar. Bununla birlikte retinopati, noropati, nefropati gibi komplikasyonlarla da
seyredebilir (10). Hizlanmis aterosklerozla birlikte mikrovaskiler ve makrovaskiler
komplikasyonlar1 diyabetin tibbi ve sosyoekonomik ydkuni belirler. Diyabet bu
Ozellikleri ile hastalarda belirgin psikososyal sorunlara da yol agmaktadir (2,10).

Diabetes M ellitus Epidemiyolgjisi

Tdm dunyada 2000 yili 6lgimlerine gore diyabetin 171 milyon insan
etkiledigi, 2030 yilinda ise 366 milyon kisiyi etkilemesi beklenmektedir (1). Diyabet
sinsi seyirli bir hastalik oldugu igin prevalansinin  saptanmast da  gucgliuk
yaratmaktadir. TUum toplumlarda gorulebilmesine karsin diyabet prevalans, etnik
kokene bagli olarak anlamli farkliliklar gostermektedir. Hindistan, Cin ve Amerika
tum dinyada diyabet prevalansimin en yiksek saptandigi U¢ Ulkedir (1,11).
Gelismekte olan Ulkelerde yasam siresinin 65 yasindan fazla olmasi sebebiyle
diyabet prevalanst gin gectikce artmakta olup, obez beyaz eriskinlerin %4’ inde
diyabet saptanirken, %21’ inde bozulmus glukoz toleranst gorulmektedir (1,12).

1997-1998 vyillarinda yapilan *‘Turkiye Diyabet Epidemiyoloji Calismast
(TURDEP)" na gore, Ulkemizde 20-80 yas grubunda tip 2 diyabet prevalans: %7,2
olarak saptanmustir (13).



Diabetes M ellitus Tamsi

Amerikan Diyabet Birligi’ne (American Diabetes Association, ADA) gore;
vendz plazmada arka arkaya yapilan en az iki 6lcimde, aglik kan sekerinin 126
mg/dl veya lizerinde olmast ile diyabet tarisi konur. Bununla birlikte giiniin herhangi
bir saatinde, aclik ve tokluk durumuna bakilmaksizin dlctlen vendz plazma kan
sekerinin 200 mg/dl’nin Uzerinde olmasi ve buna polidipsi, polidri, polifaji, kilo
kaybi gibi semptomlarin eslik etmesi de tam koymak igin yeterlidir (Tablo-1) (14).

Tablo-1. Diabetes mellitus un tam kriterleri

1. Diyabete 0zgu semptomlara ek olarak gunin herhangi bir saatinde 6lgtlen
plazma glukoz degerinin >200mg/dl olmasi

Diyabet semptomlarimin varlig; polidri, polidipsi, agiklanamayan kilo kaybi

2. En az 8 saatlik tam aclik sonrast aglik plazma glukoz degerinin >126mg/dl

olmasi

3. Oral glukoz tolerans testi sirasinda, bakilan 2. saat plazma glukoz diizeyinin

>200mg/dl olmasi

Aclik plazma glukoz dizeyi 110-126 mg/dl arasinda olan hastalarda
“’Bozulmus Aclik Glisemisi’’ tammi s6z konusudur ve bu hastalarda diyabet tanisi
Oral Glukoz Tolerans Testi (OGTT) yapilarak konulur. Testin 2. saatindeki kan
sekerinin 200 mg/dI ve Uizerinde olmast ile diyabet tamsi konur (Tablo-2) (14).

Diabetes M ellitus Simflamasi

Dinya Saghk Orgitii (DSO=WHO, World Health Organisation), 1985
yilinda diyabet hastaligint instline bagimli diyabet (Insulin-Dependent Diabetes
Mellitus, IDDM) ve insiline bagimli olmayan diyabet (Non-Insulin-Dependent
Diabetes Mellitus, NIDDM) olarak ayirmis ve Kklinik bir simiflama yaprmistir. Ancak
bu siniflamanin genel uygulanabilirliginde sinirlayict yonleri soz konusudur. Cunki
diyabet heterojen bir hastaliktir; IDDM ve NIDDM arasinda ve kendi iclerinde

etiyolojik ve fenotipik farkliliklar sz konusudur (10).



Tablo-2. Glukoz Toleransinin Siniflamast (ADA 1997)

Aclik Plazma Glukozu
Normal<110 mg/dl
Bozulmus aglik glukozu>110 mg/dl ve <126 mg/dl
Diyabet >126 mg/dl

OGTT sirasinda 2. saat plazma glukozu
Normal<140 mg/dl
Bozulmus glukoz toleranst >140 ve <200 mg/dl
Diyabet >200 mg/dl

1997 yilinda ADA etiyolojik bir siniflama yaparak, IDDM ve NIDDM yerine

de sirasiylatip 1 vetip 2 diyabet terminolojisini nermistir (10,15).

Etiyolojik Siniflama

Diabetes mellitus' un etiyolojik siniflamasi ( ADA 1997)

|-Tip 1 Diyabet

1) immunolojik

2) Idiyopatik

11-Tip 2 Diyabet

I11- Diger Spesifik Tipler

1) Beta hticre fonsiyonunda genetik defekt
2) Insiilin etkisinde genetik defekt

3) Ekzokrin pankreas hastaliklari

4) Endokrinopati

5) Enfeksiyonlar

6) immiin diyabetin bilinmeyen formlar:
7) ilag ya da kimyasallara bagl:

8) Diyabetle bazen birlikteligi olan genetik sendromlar
9) Gestasyonel diyabet (10,15).



TiP 2 DIABETESMELLITUS

Tip 2 diyabet tim dinyadaki insidansi ve ayn1 zamanda neden oldugu akut ve
kronik komplikasyonlardan dolay: gliniimiizde hala en 6nemli mortalite ve morbidite
nedenlerinden biridir. Tip 2 diyabet genel olarak orta yas grubu ve yaslilarda
gorilen, cevresel ve genetik faktorlerin etkili oldugu multifaktoriyel bir hastaliktir
(1,2). Bununla birlikte tip 2 diyabetin gen¢ eriskin ve adolesan yas gruplarinda da
gorulme sikliginin arttig: bildirilmektedir (2).

Tip 2 diyabetliler, tim diyabetiklerin ortalama olarak %90 1M
olusturmaktadir. Bununla birlikte tip 2 diyabet prevalans etnik gruplara gore
farkliliklar gostermekte olup Cin toplumunda %2 olan prevalans, Pima
Kizilderililerinde %50’ ye kadar artabilmektedir (1). Klinik olarak asemptomatik bir
donem cogunlukla mevceut olup, sikayetler genellikle 45 yas civarinda baglar. 11k tam
konuldugunda kronik komplikasyonlar cogu zaman mevcuttur (10).

Tip 2 Diabetes M €llitus Patogenezi

Normal glukoz metabolizmas: insilin duyarliligr ve instlin salimminin
dengeli ve dinamik etkilesimi sayesinde korunmaktadir. Tip 2 diyabet patogenezinde
iki temel metabolik bozukluk rol amaktadir. Bunlar; beta hicre fonksiyon

bozuklugu ve instlin direncidir (5).

Tip 2 diyabette, primer patolojinin beta hiicre fonksiyon bozuklugu veya
insllin direnci olmasinda degisik faktorlerin etkili oldugu ve bunlardan bir kisminin
yas, etnik koken, obezite olabilecegi distnulmektedir. Bununla birlikte bu faktorler
daha cok instilin direnci Uzerinden etkilidir. Instilin salimmin etkileyen faktorler ise
fazla bilinmemektedir. Hem insiilin direnci hem de bozulmus insilin sekresyonu tip
2 diyabetin patogenezinde genetik olarak kontrol edilen faktorlerdir. Bunlardan
hangisinin primer agirlikta rol oynadigi ise henliz agik degildir, ancak insilin
direncinin daha 6n planda yer aldigi distinilmektedir (16). Aile oykisi birgok
hastada olmasina ragmen hastalik henliz tek bir genetik zemine oturtulamamustir (5).

6



Tip 2 diyabetten sorumlu hiicresel ve molekiler mekanizmay: anlamak igin
gliseminin kontrol edildigi sistemi kavramak gerekir. Insllin, kan sekeri
regilasyonunda anahtar rol oynayan hormondur ve normoglisemi genellikle insiilin
duyarlilig: ve insilin sekresyonunun birbirleriyle olan dengeli etkilesimiyle korunur.
Normal pankrestik p-hticresi, insilin duyarliligindaki degisikliklere adapte olabilir.
Ornegin insiilin duyarlihiginin azalmasi halinde insiilin sekresyonu artar. Sekil-1'de
normal B-hicre fonksiyonu ve insilin duyarlihg: arasindaki egrisel iliski
gosterilmektedir. Bozulmus glukoz toleranst olan ve tip 2 diyabetli hastalarda bu
egriden sapma gozlenir. Yani insilin direnci durumunda, pankreatik p-hicreleri
insllin sekresyonunu arttiramaz. Boylelikle p-hiicre fonksiyon bozuklugu da tip 2
diyabet patojenezinde kritik rol oynamaktadir (5).

Tip 2 diyabetli hastalarin gogunda, plazma kan glukoz seviyesine gore instlin
salintminda rélatif dusuklik vardir. Tip 2 diyabete de tip 1 diyabetteki kadar olmasa
dailerleyici B hiicre harabiyeti eslik etmektedir (16).

¢ insilin direnci ([1- hicre ils
kompanse edilmig)

4—— insilindirenci (- hiicreile
\ kompanse edilememis)

p-hilere Fenksiponu

T2

Insiilin duyarlils

Sekil-1: B-hiicre fonksiyonu ve inslilin sensitivitesi arasindaki hiperbolik iliski

Normal glukoz tolerandi (NGT) kisilerde B-hiicre fonksiyonu ve insilin duyarliligi arasinda
hiperbolik benzeri bir iligki bulunur. Bozulmus glukoz toleranst (Impaired Glucose Tolerance, 1GT)
ve tip 2 diyabetli (T2DM) hastalardaysa bu hiperbolden sapma olur. Stumvoll M. ve ark.’dan
Turkcelestirilerek alinmigtir (5).



insiilin Direnci

Instilin direnci, belli bir konsantrasyondaki instiline normalin altinda bir
biyolojik yamt alinmasidir. Glukoz homeostazimi saglamada insilinin  etkisi
bozulmustur ve insiline verilen yanitta azalma sbz konusudur (5,17). Metabolik
acidan insulin direnci, insulinin hiicre dizeyindeki metabolik olaylara etkisinin
azalmasi veya hucrenin insiline karst normal duyarliliginin azalmas: olarak
tanmmlanir. Normal sartlarda insiilin, karacigerde glikoneogenezi ve glikojenolizi
inhibe ederek, hepatik glukoz Uretimini baskilar. Ayrica glukozu kas ve yag dokusu
gibi periferik dokulara tasir ve bu dokularda glikojenin depolanmasini ya da enerji
Uretmek Uizere okside olmasimi saglar. Insiilin direncinde ise; instilinin karaciger, kas
ve yag dokusundaki bu etkilerine kars1 direng olusur. Tip 2 diyabet ve bozulmus
glukoz toleransi olan hastalarda endojen glukoz dretimi hizlanmsgtir (18,19). Bu
artma hiperinstilinemi durumunda oldugu icin, tip 2 diyabetin en azindan erken ya da
ara hastalik evrelerinde, hepatik insllin direnci nedeniyle hiperglisemi olmaktadir
(Sekil-2) (5).

B Hucre Fonksiyon Bozuklugu

Tip 2 diyabetli hastalarda ¢esitli instlin sekresyon anomalileri gorilmektedir.

Bazal insilin konsantrasyonlar1 0Ozellikle obez hiperglisemik hastalarda, normal
degerlere gore kabaca iki kat artabilir. Ancak bu, muhtemelen artmis hiperglisemi
nedeniyledir. Benzer sekilde tip 2 diyabetli hastalarda yemek sonrasi plazma insiilin
konsantrasyonlari, artmis plazma glukoz degerleri yliziinden, normalden yiksek olur.
Gercekte ise tip 2 diyabetli hastalarda, diyabet olmayan Kisilere gore insiilin
sekresyonu belirgin olarak azalmistir (20). Y Uksek kan glukoz diizeyinin, pankreas 3
hicresi Uzerinde toksik etkisi oldugu bilinmektedir. Bununla birlikte ciddi
hiperglisemi gelismesinden 6nce, bozulmus glukoz toleransi ve bozulmus aclik
glukozu olan bireylerde insulin salimm defektleri gosterilmistir (21). Ayrica tip 2
diyabet olan ebeveynlerin normoglisemik cocuklarinda ve diyabet olan hastalarin
normoglisemik ikizlerinde bile instilin sekresyon defekti gosterilmistir. Bu nedenlerle
tip 2 diyabette insilin sekresyon defektinin genetik bir nedenle gelisebilecegi
8



dustinulmektedir (22). Obezitenin, akut hastaligin ya da yaslanmanin, genetik olarak

yatkinlig1 olan bireylerde ilerlemis diyabete neden olabilecegi ileri strtlmektedir

(20).
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Sekil-2: Tip 2 diyabette hiperglisemi ve dolasimdaki artmis yag asitlerinin
patofizyolojisi

Pankreagtan instlin sekresyonu, normalde karacigerden glukoz cikisini ve yag dokusundan
yag asidi salimmunt azatir. Tip 2 diyabet patogenezine katkida bulundugu gosterilmis cesitli
faktorler, hem ingllin sekresyonunu hem de insiilin duyarliligim etkiler. Azalmig insilin
sekresyonu sonucu hedef dokulardaki insiilin sinyal iletimi azalir. Hedef organlardaki insiilin
direnci nedeniyle, hiperglisemi ve dolasimdaki yag asitleri miktarinda yukselme olur.
Hiperglisemi ve artmis yag aditleri ise insilin sekresyonunu azaltip, insilin direncini de
arttirarak mevcut durumu daha da kétllestirir. Stumvoll M. ve ark.’dan Tirkcelestirilerek
alinmugtir (5).

Tip 2 Diabetes M dllitus Etiyolojisi

Tip 2 diyabet, etiyolojisinde birgok genin ve gevresel faktorin oldugu,

multifaktoriyel kalitim Ozelligi gosteren bir hastaliktir. Bu hastalikta birden fazla

genin poligenik olarak birbirleriyle ve hastalik stirecini tetikleyen, hizlandiran cesitli

cevresel faktorlerle etkilesimini igeren karmasik bir sireg sbz konusudur (23).

Etiyolojisinde yer alan faktorler 2 gruba ayrilarak aciklanmustir.



A) Cevresel Faktorler:

Cevresel faktorler arasinda etnik koken, cinsiyet, kentsel yasam, fiziksel
aktivite ve obezite yer almaktadir. Ornegin, etnik kokenin diger faktorlere ek olarak
tip 2 diyabet gelisim prevalansin arttiribilecegini gosteren calismalar vardir (24).
Yine cinsiyetin tip 2 diyabet gelisimi Uzerindeki etkisi arastirilmistir. Tip 2 diyabet
skligimin;  Afrika'lt populasyonda kadinlarda, Meksika'li populasyonda ise
erkeklerde daha yuksek oldugu bulunmustur (25,26). Diyabetin farkli cografyalarda
kirsal ve kentsel yerlesimle iliskisine bakildiginda; gogu zaman kentsel yerlesimin
kirsal yerlesime gore prevalans: arttirdigi gozlenmis olup, diger bazi calismalarda ise
bdyle bir iligki kurulamamustir (24,27). Brezilya' da yasayan Japonlarda, Japonya’ da
yasayanlara gore tip 2 diyabet prevalansinin daha yiksek olmasi, cografik
degisikligin tip 2 diyabet gelisiminde rolt oldugu gorisini desteklemektedir (28).
Benzer sekilde Hawai ve Los Angeles'ta yasayan Japonlarda, yerli Japonlara gore tip
2 diyabet prevalansi daha yuksektir (29). Bu saptamalar, cevresel faktor olarak
cografyamin datip 2 diyabet etiyolojisinde etkili olabilecegini gostermektedir. Kirsal
ve kentsel bolgelerde diyabet prevalansimin farkli olmasi iki sebebe baglanmustir.
Birincisi; kentsel bolgede yasayan kisilerin ekonomik durumlarina bagli olarak
beslenme aligkanliklarinin kirsal kesime gore hazir gida tuketimi agirlikli olmast,
digeri ise kirsal kesimde yasayanlarin fiziksel aktivitelerinin daha fazla olmasi
seklinde yorumlanmustir (30). Duzenli fiziksel aktivitenin insilin duyarliligi ve
glukoz toleransint arttirici etkisi oldugu, tip 2 diyabet gelisimini ise azalttigi
gogerilmistir (31,32). Amerika da yasayan Afrika kokenli populasyonda yapilan bir
calismada, tip 2 diyabet prevalansimin sedanter yasam ve obeziteyle arttigi
gogterilmistir (30). Tip 2 diyabete genetik yatkinligi olan birgok hastanin kilo almaya
da yatkinligi oldugu bilinmektedir. Ayrica obezite de tip 2 diyabet igin biyuk bir risk
faktort olarak degerlendirilmektedir (4). Diyabet hastast olan 3299 olgu Uzerinde
yapilan bir calismada, diyabetik kadinlarin %57,7'si obez ve %30,2'si ise kilolu
bulunmustur (33). Yiksek Vicut kitle indeksi (VKI), birgok etnik grupta tip 2
diyabet gelisim riskini direkt olarak arttirmaktadir (30). Subkutan yagdan ziyade
abdominal yag miktar: diyabet gelisiminde 6nemlidir (34).
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Diyetin tip 2 diyabet gelisiminde etiyolojik fakttr olarak yerinin belirlenmesi
amaciyla yapilan bir calismada, Meksikali’ larda yiksek yagli, disuk karbohidrat ve
lifli besin tiketiminin, diyabet prevalansim arttirdigi gosterilmistir (26).

Fazla ve uzamis stresin, glukoz tolerans bozukluguna (glukoz intolerance)
neden oldugu gosterilmistir. Yiksek ve uzamis stres sonrasi adrenal hormonlarin
(6zellikle glukokortikoid hormon) aktivasyonu soz konusudur. Bu hormonlarin
aktivasyonunun artmast ile glukoz tolerans bozuklugu olusmaktadir. Bundan dolay1
stresin diyabet gelisimindeki rolinin, bu hormonlarin aktivasyonu Uzerinden
olabilecegi dustunilmustir (35).

B) Genetik Faktorler:

Ailesinde tip 2 diyabet 0ykisl olan bir bireyde tip 2 diyabet gelisme riski,
aile oykusune sahip olmayan bireye gore 2.4 kat daha yuksektir (5). Birinci derece
akrabasinda tip 2 diyabet bulunan kisilerin %15-25inde bozulmus glukoz toleransi
ya da diyabet gelisir. Anne ya da babasi tip 2 diyabet olan, seksen yasina kadar
yasamis bir bireyde, tip 2 diyabet gelisme riski %38 olarak hesaplanmistir (36). Her
iki ebeveyni de etkilenmis bir bireyde ise, altmis yasinda tip 2 diyabet gelisme
prevalanst %60 olarak bulunmustur (37). Monozigotik ikizlerin dizigotik ikizlere
gbre gen paylasimlarinin daha fazla olmasi nedeniyle, diyabet icin genetik ve
cevresel faktorler agisindan konkordans hizi hesaplamasinda monozigotik ikizler
tercih edilir. Altris yasindan daha yaslh bireylerde, diyabet icin monozigotik
ikizlerdeki konkordans hizi %35-58 iken, dizigotik ikizlerde %17-20"dir (38,39).
Bozulmus glukoz toleranst iginse, monozigotik ikizlerde konkordans ileri derecede
artarak %88’ lere ulasir (40).

Genel olarak bir hastaliktaki genetik faktorleri arastrmak igin, aday gen
yaklasimi ve tim genom taramasi olmak Uzere iki metod kullamlir. Aday gen
yaklagimiyla hastaligin ortaya cikmasindan sorumlu olasi genler arastirilir. Bu
amacla birbirinden bagimsiz kisilerde, bir allel ile bir fenotip arasindaki iliski
arastirilir. Tim genom taramasi ya da baglant: (linkaj) yaklasiminda ise varsayima
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dayanilmaz. Bu yaklasim ortak bir fenotipi paylasan aile bireylerinin ayni geni igeren
kromozomal bolgeleri paylasma esasina dayamir ve boylelikle genler genomik

pozisyonlarina gore lokalize edilir (5).

1-Aday Gen Y aklasim

Insiilin direncinde, cok fazla sayida aday gen icin farkli mutasyonlar ve
polimorfizmler tammlanmustir. Ancak gogunun insilin direncinde dnemli bir rolt
oldugu gosterilememis ve hichir mutasyon tip 2 diyabetli olgularin tamaminda
patogenezi aciklamakta tek basina yeterli bulunamamustir. Son 20 yildir insilin
reseptor sibstrat 1 (IRS-1) geninde Gly972Arg polimorfizmi, insilin reseptor
sibstrat 2 (IRS-2) geninde Gly1057Asp polimorfizmi, B3 adrenerjik reseptdrde
Trp64Arg polimorfizmi, tumor nekroze edici faktor alfada (TNFa) -308 G/A
promotor varyanti ya da adiponektin geni varyanti gibi birgok aday gen
varyantlarinin tip 2 diyabet ile iliskisi arastirilmstir (5,41,42). Gunimize kadar
yapilan calismalarda tip 2 diyabet gelisimine neden olan gen varyantlarinin tek
baslarina etkilerinin distk oldugu gdzlenmistir. Ayrica nedenden baslayip hastaligin
olusmasina kadar gecen siregte, arastirma grubunun izlendigi ve etiyolojide
arastirilan faktoérin normal topluma gore risk faktori olusturup olusturmacigina karar
verilmesini saglayan, bagimsiz kohort ¢alismalarla da bu bulgularin desteklenmesi
gerektigi vurgulanmustir (23). PPARy'nin P12A varyant: ve Hiicre ici Potasyum
Kanal1 Diizenleyici, Subfamilya J, Uye 11 (Potasyum Channel Inwardly Rectifying,
Subfamily J, Member 11-KCNJ11) geni Urind hicre i¢i potasyum dizenleyici
6-2'nin (Potassium inward rectifier 6.2, KIR6.2) E23K varyanti, son yillara kadar tip
2 diyabetle iliskilendirilen en kuvvetli aday genler olarak degerlendirilmistir (43,44).
Ancak aday gen yaklasimiyla saptanan bu genlerin bircogu ile daha sonra yapilan
baska calismalarda ayn iliski gosterilememistir (23).

2-Tum Genom Taramalar: Y aklasimi

Cesitli arastirmalarda tip 2 diyabetle iliskili bazi genomik bdlgeler

belirlenmistir (1921-24,131-g42, 9921, 10923, 11p15, 11g13-14, 12q12, 19913 ve
12



20911-g13) (45). Ancak glniimuze kadar tiim genom taramalar1 ¢alismalarindan elde
edilen verilerin ve bulunan sonuclarin gergekte buz dagimin sadece gorinen kismi
oldugu dustntlmektedir (23).

NIDDM1 (Non-Insulin-Dependent Diabetes Mellitus 1) bolgesinde bulunan
Calpain-10 (CAPN10) geni diyabetle iliskili olarak bu sekilde klonlanmus ilk gendir
(46,47). CAPN10 genetik varyantlarinin instlin duyarliligim veya insilin salimimini
ya da her ikisinin birbiriyle iliskisini etkiliyor olabilecegi disunilmektedir (48-50).
TUm genom taramalari sonucunda saptanan transkripsiyon faktoér 7-benzeri 2
(Transkription faktor 7-like 2, TCF7L2) geni, tip 2 diyabet gelisimi ile iligkili
oldugu dustnilen en kuvvetli yatkinlik genlerindendir (51-53).

PEROKSIZOM  PROLIFERATOR  AKTIVASYONLU
RESEPTOR (PPAR)

PPAR’ ler nikleer reseptor alesinin bir Uyesidir. Nukleer reseptérler, hedef
genlerin ekspresyonunu dizenleyen transkripsiyon faktorleridir. Bu hedef genler
hiicre bolinmesi, organogenez, homeostaz gibi islevlerin icinde yer almaktadirlar
(54). NuUkleer reseptor ailesi, vitamin D reseptorleri, tiroid hormon reseptorleri,
retinoid reseptorleri, steroid reseptorler ve endojen ligandi bilinmeyen cesitli
reseptorleri icerirler. Ozgin ligandlarin baglanmasiyla ekstraseliler sinyallere
hiicrenin yanit olusturmasini saglarlar (55).

PPAR Yapist

Yapisal olarak incelendiginde PPAR’lerin, korunmus fonksiyonel bolgeleri
oldugu saptanmustir (Sekil-3) (55).

A/B bdlgesi iginde yer alan 1. aktivasyon fonksiyonu bdlgesinin (Activation

Function 1, AF-1) liganddan bagimsiz bir transaktivasyon fonksiyonu vardir. A/B
bolgesi degisken dizilere ve uzunluklara sahiptir (56). Bununla birlikte bu bdlgede
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birden fazla kesip-ekleme (splicing) varyantlariin bulunmast aym nikleer

reseptorlerin farkli izoformlarinin olusmasina neden olmaktadir (57).

AB (= D E/F

Mentese

DNA baglayan Heterodimerizasyon ve
bdlge Ligand baglayan bélge

Sekil-3: PPAR yapisi

A/B: Transaktivasyon ve fosforilasyon bilgesi, C: iki cinko parmak yapisiyla DNA baglayan bolge,
D: Mentese bodlges, E/F. Ligand baglayan bdlge, AF-1: 1. aktivasyon fonksiyonu bolgesi, AF-2: 2.
aktivasyon fonksiyonu bolgesi. Friedmann PS. ve ark.’ dan Turkge estirilerek alinmustir (55).

DNA baglayan bdlge (C bolgesi), nikleer reseptorlerin igindeki en fazla
korunmus bolgedir ve iki ¢inko parmak olusturacak sekilde katlantilar1 vardir (55).
Birinci ¢inko katlantisi icinde, DNA major oyuk Uzerindeki dizilerle spesifik olarak
eslesebilen P-kutusu bulunmaktadir (Sekil-4) (56). PPAR P-kutusunun primer dizisi
(CEGCKG) bitin PPAR proteinlerinde ayni olup, hedef genin promotor bolgesinde,
PPAR cevap elemanina (PPAR Response Element, PPRE) baglanmasindan
sorumludur (57). P-kutusu Uzerindeki mutasyonlar transkripsiyonu durdurabilir.
PPAR nikleer reseptor ailesinin baska bir Gyesi olan 9-cis retinoik asit reseptor
(RXR) ile heterodimer olusturmakta ve bu heterodimer DNA Uzerindeki PPRE'ye
baglanmaktadir. Promotor bdlgesi Uzerindeki PPRE, iki kopya AGGTCA dizisi
motifinden olusmakta ve bu iki kopya dizi bir nikleotidle ayrilmaktadir. Bu diziler
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Sekil-4: DNA baglayan bdlgedeki ¢inko parmaklarin sematik gosterimi
Escher P. ve ark.’dan Turkcelestirilerek alinmigtir (56).
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DR-1 olarak da adlandiriimaktadir. PPRE’'de iki kopya dizisi arasinda Adenin
nikleotidi olmasi ve 5 ucunda AA/TCT dizisi bulunmas: halinde, PPAR/RXR
heterodimerinin baglanma afinitesi artmaktadir. PPAR 5 ucundaki AGGTCA
dizisine baglanirken, RXR 3" ucundaki AGGTCA dizisine baglanmaktadir (56).

DNA baglayan bolgedeki 2. ¢inko parmaginda, 2 sistin rezidisi arasindaki
bolgede D-kutusu bulunmaktadir. PPAR D kutusu heterodimer olusumu ve
PPRE’ deki 2 kopya dizi arasindaki boslugun taminmasindan sorumludur. PPAR D-
kutusunun diger 5 aminoasit iceren nikleer reseptérlerden farkli olarak 3 aminoasit
bulundurmasinin, PPAR/RXR heterodimer kompleksinin DR-1 Uzerindeki 6zgin
yerlesiminden sorumlu oldugu distintl mektedir (Sekil-5) (56).

Ligand baglayan bblge (LBB-E/F bdlgesi) 12 alfa heliksi icermektedir ve
hidrofobik ligand baglama cebi olusturmaktadir. Ayrica LBB, 1s1 sok proteini ve
RXR ile heterodimer olusturmadan da sorumludur. LBB icindeki 2. aktivasyon
fonksiyonu bdlgesinin (Activation Function 2, AF-2) transkripsiyon aktivasyon
fonksiyonu vardir. Bu fonksiyonu gosterebilmesi icin ligand baglanmasina ihtiyag
duyar (55).

Ligandiar Kofakttrier

Fosforilasyon

" ¢ TN
- . ¥ Polirmeraz 1
TRV

Genel
AATCTAGGTCAAAGGTCA Transripsiyon
— — Faktbrleri

Sekil-5: Transaktivasyon mekanizmasi

PPAR/RXR heterodimeri C bdlgesiyle (DNA baglayan bdlge) hedef genin promotorundaki PPRE'ye
baglanir. Reseptdrin aktivites hem A/B bolgesinin fosforilasyonu hem de E/F bdlgesine ligandin
baglanmasiyla diizenlenir. Aktive PPAR/RXR heterodimeri histon asetil-transferaz aktivites (HAT)
olan kofaktorlerle ve gend transkripsiyon faktorleriyle etkilesir. Escher P. ve ark.’dan
Tirkcelestirilerek alinmigtir (56).
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PPAR Regulasyonu

a)Transkripsiyonal Regulasyon:

Ligandin baglanmasiyla ¢zellikle AF-2'de konformasyonal bir degisiklik
gerceklesir ve AF-2, LBB’ye dogru katlanarak, 3. ve 4. helikslerle birlikte hidrofobik
bir yarik olusmasina neden olur. Bu hidrofobik yarik, steroid reseptor koaktivator
1'le (Steroid Receptor Coactivator 1, SRC-1) etkilesen bolgedir. SRC-1'in intrinsik
histon asetiltransferaz aktivitesi vardir. SRC-1, E/F bolgesi disinda A/B bolgesiyle de
etkilesir. SRC-1, baska bir koaktivator olan CREB (CAMP Response Element
Binding Protein, CAMP cevap elemani baglayan protein)-baglayan proteinle de
(CREB Binding Protein, CBP/300) etkilesir. CBP/300’ in de histon asetiltransferaz
aktivitesi bulunmaktadir ve aym aktivitesi olan P300/CBP-iliskili faktor (P300/CBP-
Associated Factor, PICAF) ile etkilesmektedir. CBP/300 hem A/B bolgesi hem de
E/F bolgesiyle etkilesir (56). Histon asetiltransferazlarin etkisiyle kromatin gevser ve
transkripsiyona uygun hale gelir (58).

PPAR’lere baglandigi gosterilmis diger koaktivatorler, reseptorle etkilesen
protein 140 (Receptor-Interacting Protein 140, RIP140), androjen reseptor
koaktivator 70-KD (Androgen Receptor Coactivator 70-KD, ARA70), D vitamini
reseptoruyle etkilesen protein / tumor nekroz faktori-iliskili aktivasyon faktoru
proteini ailesi Uyeleri (Vitamin D Receptor-Interacting Protein / Tumor Necreosis
Factor Related Activation Protein, DRIP / TRAP), PPAR’le etkilesen protein,
PPARy koaktivator-1, PPAR baglayan proteindir (PPAR Binding Protein, PBP) (57).
Ligandin baglanmasiyla olugsan konformasyonal degisiklik histon deasetilaz aktivitesi
olan korepresorin (NuUkleer reseptér korepressor-NCoR) salimmina da sebep
olmaktadir (56,58).

Bu koaktivator ve korepresorlerin  ekspresyonlarinin - diizenlenmesi  ve
dokulardaki konsantrasyonlari, PPAR izotiplerinin transkripsiyon regiilasyonundaki
0zgunltgind de saglamaktadir (57).
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b) Translasyon Sonrast Regllasyon

PPAR aktvitesi ayricatranslasyon sonrasi gerceklestirilen fosforilasyon, nitro
grubunun eklenmesi (nitrasyon), ubiquitinasyonla da dizenlenmektedir. PPARy ve
PPARa’ da fosforilasyonun gergeklestigi aminoasit ve bunun icin kullanilan kinaz
kaskadina gore proteinin trankripsiyon aktivitesi degismektedir. PPARy’ nin tirozin
rezidilerinden nitratlanmast proteinin sitoplazmadan nikleusa transferini inhibe
ederek, transkripsiyonun azalmasina neden olmaktadir. Ligandin PPARy’ya
baglanmasi, reseptorin ubiquitinasyonunu arttirarak reseptorin yikimina neden
olurken PPARa’ da ise ubiquitinasyonu azaltir (57).

PPAR’lerin Hedef Gen Ekspresyonunu Dtizenleme

M ekanizmasi

Liganda baglamnca, PPAR 0zgun yapisal degisiklige ugrar ve baska bir
transkripsiyon faktori olan retinoid X reseptor / retinoik asit reseptére (RXR/RAR)
baglanir. PPAR’ler daha sonra bir veya daha fazla koaktivator proteinle etkilesir.
Heterodimerik kompleksin olusmasi gerceklestikten sonra, kompleks nikleus igine
transfer olarak hedef genin promotor bdlgesinde lokalize olan PPRE’ e baglanir. RNA
polimeraz Il ve basgka transkripsiyon faktorlerinin de gelmesiyle hedef genin
transkripsiyonu gerceklesir  (Sekil-6) (56,57,59). Ayrica PPAR’lerin diger
transkripsiyon faktorleriyle etkileserek trankripsiyonu baskilama 6zelligi de vardir
(60).

PPAR izotipleri ve Fonksiyonu

PPAR’ler insandaki diger transkripsiyon faktorlerinde oldugu gibi gen
ekspresyonun regilasyonundan sorumludur. PPAR icin endojen ligand gorevi yapan
bircok yag asidi vardir. a, B/, y olmak Uzere bilinen 3 tane PPAR izoformu izole
edilmis olup, farkli genlerden eksprese olarak, cesitli dokularda dagilmuslardir.
PPAR izoformlar1 dokularda farkli olarak eksprese olur ve organogenez donemine
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gore dagilim paterni degisir (57). Tablo-3'de bu izoformlarin metabolik rolleri

Ozetlenmistir (61).
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Sekil-6: Gen ekspresyon regilasyonu mekanizmast ve PPAR izoformlarinin

fonksiyonlari

RXR: Retinoid X Reseptdr, 9-cis RA: 9-cisretinoik asd. Kiec-Wilk B. ve ark.’dan Turkcelestirilerek

amnmustir (59).

Tablo-3: PPAR izoformlarinin metabolik rolleri

PPARa PPARY PPAR B
Ekspresyon Karaciger, bobrek, kalp | Adipoz doku, makrofgj | Adipoz doku, deri,
bolgeleri beyin gibi birgok
dokuda
Aktive edilen Yag asidi p oksidasyon, | Adiposit farkhilasmasi, | Yag asidi 8
hiicresel olaylar lipoprotein sentezi, trigliserid sentezi oksidasyonu
aminoasit katabolizmasi
Fizyolojik Acliktametabolik Adiposit farklhilasmasi, | Kaslifi tipi
Fonksiyon cevahin diizenlenmesi yag asidi depoma belirlemesi?
Hedef gen Karnitin palmitoil Y ag asidi-baglayan Acil-KoA oksidaz,
Ornekleri transferaz |, HMG COA | protein 4, lipoprotein karnitin palmitoail
sentaz 2, apoA-1 lipaz, adiponektin transferaz |

Semple RK. ve ark.’dan Turkcel estirilerek anmgtir (61).

18




a) PPARa

PPARa Ozellikle karaciger, kalp, bobrek, iskelet kasi, ince barsak ve pankreas
olmak Uzere birgok dokuda distik seviyede eksprese olur (62).

PPARa serbest yag asidi oksidasyonunu, lipoprotein seviyesini ve
inflamasyonu dizenleyen yaklasik 100 genin ekspresyon kontroliinde gorev
amaktadir. YUksek dansiteli lipoproteindeki (High Density Lipoptotein, HDL)
Apolipoptotein Al ve trigliserid metabolizmasindaki anahtar enzim olan lipoptotein
lipaz (LPL) olusumunu indikler. LPL’in endojen inhibitdrid olan apoClll olusumunu
ise baskilar. Bu sekilde PPARa agonisti fibratlar trigliserit yuksekligi ve distk HDL
seviyesi tedavisinde kullanilmaktadir. PPARo’ nin  ayrica interlokin 6 gibi
proinflamatuvar sitokinlerin ve sitokinle indiiklenmis endotel adezyon molekllerinin
(6rnegin Vascular Cell Adhesion Molecule 1, VCAMZ1) olusumunu inhibe ederek
antiinflamatuvar etki gosterdigi disunilmektedir (62).

b) PPARB/S

PPARP/6’'nin birgok dokuda eksprese olmasi nedeniyle membran lipid
metabolizmasi gibi temel hiicresel fonksiyonlarda yer aldig: distinilmektedir (56).

Prenatal donemde retinoik asit, yag asitleri ve metabolitleriyle regile edilen
organogenezde 6nemli rol oynarlar. Multipotent kok hlcrelerin, preadiposit gibi
erken safhadaki prekursor hicrelerine donisme (diferensiyasyon) asamalarinda
fonksiyonlar1  vardir  (59). Lipid metabolizmasinda, epidermal  hicre
proliferasyonunda ve myelinizasyonda rol almaktadir (57). Kasta serbest yag asidi
oksidasyonunu arttirmaktadir (61). Lipid depolanmasinda da goérevi olabilecegi
dustinulmektedir. Cok diusik dansiteli lipoproteine (Very Low Density Lipoprotein,
VLDL) cevap olarak makrofajlarda lipid birikmesine neden oldugu distinil mektedir
(62). Ayrica embriyonun implantasyonu ve yara iyilesmesinde rol aldigi da

gogerilmistir (57).
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c) PPARy

PPARy primer olarak adipositlerde, daha az oranda iskelet kasi, karaciger,
kalp ve kalin bagirsakta eksprese olur (56,62).

PPARYy Fonksiyonu

PPARy adipoz hicre farkhilasmas,, lipid depolanmasi ve glukoz
homeostazinda gorev alir ve bu olaylarla ilgili bircok genin transkripsiyonunu
kontrol eder. Ornegin, yaga 6zgiin adiposit P2 (aP2), LPL, FATP, FABP, GLUT4
glukoz tastyici, c-Chl-iliskili protein (CAP), glukokinaz ve ayirici (uncoupling)
proteinlerin (UCP2 ve UCP3) ekspresyonunu arttirir (62).

PPARYy, makrofaj icindeki lipid dengesinin kontrolinden de sorumludur. Yag
asidi tastyicisi CD36'nmin dizeyini arttirarak lipidlerin hiicre igine tasinmasini
saglarken, ATP-baglayan kaset protein Al'i (ATP binding cassette protein Al,
ABCAL1) indukleyerek lipidin hiicre disina ¢ikarilmasina sebep olur (62).

PPARy homozigot knockout (-/-) farelerde plasenta fonksiyonu kaybi
olusmaktadir. Bu da kardiyak gelisimi bozmakta ve fareler yasamadigi igin
homozigot knockout farelerle calisma yapilamamaktadir. PPARy heterozigot
knockout (+/-) farelerdeyse adiposit fonksiyonu ve glukoz homeostazi bozulmakta ve
leptin seviyesinde artma olmaktadir (62).

PPARy'min  antiinflamatuvar  etkiss de  bulunmaktadir.  Makrofaj
aktivasyonunu inhibe eder ve TNF-o gibi inflamatuvar sitokinlerin olusumunu
azaltrr. T-lenfositler Uzerinde de benzer bir etkisi olup, interferon-y (IFN- y) ve
interlokin-1 (I1L-1) olusumunu baskilar (62).
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PPAR vy izoformlari

PPARy' min aminoasit sayisina gore 2 izoformu tanimlanmustir. Bunlar
PPARy: ve PPARYy; izoformlaridir. PPARy,'yi PPARy:'den farkli kilan Ozellik
PPARy2 nin amino ucunda ilaveten bulunan 28 aminosittir (Sekil-7) (58).
PPARy, deki bu fazladan 28 aminoasit, bu izoformun AF1 bdlgesinin
transkripsiyonu indikleme aktivitesinin, PPARy;’e gbre 5 ile 6 kat daha fazla
olmasina sebep olmaktadir (61).

PPARy: izoformu adipoz doku, Kkaraciger, iskelet kasi, prostat, bobrek,
meme, bagirsak ve gonadlar gibi hemen hemen her dokuda eksprese olurken,
PPARY, izoformu adipoz dokuda eksprese olur ve preadipositler icin adiposite 6zgin
transkripsiyon faktori olarak islev gostererek adipoz doku diferensiyasyonunu
diizenler (63).

PPARYy Ligandlary

Thiazolidin, pioglitazon ve rosiglitazon gibi instilin duyarliligin attiran ilaglar
ekzojen PPARy agonistleridir. Endojen agonistlerin ise sadece bir kismi
bilinmektedir. Linoleik asit, linolenik asit ve arasidonik asit gibi uzun zincirli ¢oklu
doymamus yag asitleri PPARy aktivasyonu yapmaktadir. Lizofosfatidik asitin PPARYy
agonisti olabilecegi ve PPARy-baglantili mekanizmayla neointima olusumunu
arttirdigi disunulmektedir. Nitratlanmis yag asitlerinin de PPARy Uzerinden etki
ettigi disuntlmektedir. Fonksiyonu tam olarak bilinmese de 15d-Prostoglandin
J2'nin (15d-PGJ2), okside distk dansiteli lipoprotein (Low Density Lipoprotein,
LDL) ve okside LDL metabolitlerinden bazi hidroksi okta dekadienoik asit (9-HODE
ve 13-HODE) PPARy agonistleri oldugu bildirilmistir (62).

PPARy Gen Yapisi

PPARy min kromozomal lokalizasyonu 3p25'tedir. PPARy geni 9 ekzonlu
olup 100 kilobazdan fazla uzunluga sahiptir. Farkli promotorlar ve alternatif kesip-
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ekleme mekanizmasiyla olusan 4 ayri PPARy mRNA’st tanimlanmistir. Kesip-
ekleme varyantlarindan PPARYyi, ys ve y2 mRNA’lari aym proteini yani PPARy;
izoformunu kodlar. Kesip-ekleme varyanti PPARY, ise PPARYy, izoformunu kodlar.
PPARy1 8 ekzonla kodlanirken, PPARy, 7 ekzonla kodlanir. Hem PPARy; hem de
PPARYy,'yi kodlayan bolgenin ilk 6 ekzonu ortaktir (Sekil-7) (57,58).

Gen

PPARY] e 477z
PPARYy2 505 aa
PPARY3 477 aa

1.6
PPARy4 B 477 aa

Sekil-7: PPARy gen yapisi ve PPARYy proteini izoformlarimn sematik gosterimi

Ekzon 1-6 tim PPARy mRNA'larinda ortaktir. PPARYy; trandasyona ugramayan (untrand ated)
ekzonlart Al ve A2'yi, PPARYy, tranlasyona ugrayan ekzon B’yi kapsamaktadir. PPAR y3 trand asyona
ugramayan ekzon A2'yi, PPARy, ise sadece ekzon 1-6'y1 icermektedir. Zieleniak A. ve ark.’dan
Tirkcelestirilerek alinmigtir (58).

PPARy GENI VARYANTLARININ TiP 2 DIYABET ve
DIYABETLE BAGLANTILI HASTALIKLARLA iLiSKiSi

PPARy ' nin adipojenezdeki roli onlarca yil ©6nce fark edilmistir ve
guniimtizde de tartisiimaz bir sekilde dnemini korumaktadir. Adipojenezde merkezi
konumda olan preadipositin diferensiyasyonu ve olgun adipositlerde yag asidi
depolanmast PPARYy tarafindan kontrol edilmektedir. Bu kontrol 6zellikle PPARYy»
izoformu ile gergeklestirilir. 1997 yilinda Pima kizilderililerinde yapilan arastirma,
kromozom 3p25-p24 lokusundaki PPARy ile obezite arasinda iliski oldugunu
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gogeren ilk calismalardandir. Bugtine kadar tip 2 diyabet ve tip 2 diyabetle baglantil
oldugu bilinen gesitli durumlar (obezite, instlin direnci, lipodistrofi vb.) ile birgok
genetik varyasyon bildirilmistir (8). PPARy’ min bu hastalik ve iliskili durumlariyla
ilgili olan genetik varyasyonlar: Tablo-4’ de 6zetlenmistir.

Bu PPARYy genetik varyasyonlarindan farkl: calismalarda en fazla tekrarlanan,
PPARy, genindeki Prol2Ala polimorfizmidir. Bu polimorfizm AF1 bolgesinde
fazladan bulunan 28 aminoasitlik bolgede yer almaktadir (Sekil-8) (8). Bu
polimorfizm, olusan PPARy, proteinin DNA baglanma afinitesini dustrerek
transkripsiyon aktivitesinin bir miktar azalmasina neden oldugu distlmektedir (8).
PPARy, geni Alal2 varyanti, yabanl tip Prol2'ye gore reseptdr aktivitesinde
azalma, dusik vicut kitle indeksi, artrmis insilin duyarliligina neden olmaktadir.
Alal2 varyantinin farkli etnik gruplarda tip 2 diyabete kars1 koruyucu etkisi oldugu
gogterilmistir (64).
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Sekil-8: PPARYy proteini PPARy varyantlarimin bdlgeler Uzerindeki dagilimu

Amino ucundaki tarali alan PPARYy,'ye 6zgin olan 28 aminoasitin oldugu bolgeyi gostermektedir.
AF1: Aktivasyon fonksiyonu bolges 1, DBD: DNA baglayan bdlge, LBD: Ligand baglayan bdlge.
Oklarin renkleri mutasyon tiplerini gostermektedir: Yesil, Fonksiyon kazandiran mutasyonlar; sari,
parsiyel fonksiyon kaybettiren mutasyonlar; kirmizi, fonksiyon kaybettiren mutasyonlar, Dominant-
negatif mutasyonlar; Gri, sessiz varyant; beyaz, bilinmeyen. Heikkinen S. ve ark.’dan
Tirkcelestirilerek alinmigtir (8).

Cevresel faktorler genlerin islevleri Uzerinde etkilidir. Bunun en iyi
orneklerinden birisi de PPARy ve cevresel faktorlerin etkilesimidir. Ornegin obez
kisilerde (Vicut Kitle indeksi >27) Alal2 varyantinin bulunmasi, obezitenin daha
fazla artmasiyla iliskilendirilmistir. Ancak zayif kisilerde Alal2 varyantinin
bulunmasinin fenotip Uzerinde etkisi farklidir. Yapilan calismalarin bazilarinda zay:f
kisilerde Alal2 varyatinin fenotip Uzerinde etkisi yokken, bazi ¢alismalarda ise bu
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varyantin zayif kisilerde sismanliktan koruyucu bir etkisi oldugu gosterilmistir.

Ayrica bu varyantin vicut Kitle indeksi ve tip 2 diyabet Uzerindeki etkisini baska
cevresel faktorlerin de (fiziksel aktivite ve diyetteki yag asidi igerigi) etkiledigi

gogerilmistir (8).

Tablo-4: PPARYy genetik varyantlarinin fenotipik etkileri

Varyant

Fenotipik etkileri

Sik gorilen polimorfizmler

Prol2Ala (PPARYy.izoformuna
Ozgiin)

-Tip 2 diyabetten koruyucu
-Obezite (cevresd faktdre gore koruyucu ya da arttrict etkis var )

HisA77His

-Leptin seviyesini etkilemes

-Y uksek vicut kitleindeks,

-Diisuk kemik dansitesi

-Artmus kalp krizi riski

-Aterosklerotik lipid degisikliklerinden ise koruyucu

Dominant-negatif, fonksiyon kaybettiren mutasyonlari

Pro467Leu
Val290Met
Cysl14Arg
Cys131Tyr
Cysl62Trp
315Stop
Arg357X

-Ciddi insiilin direnci ya da diyabet
-Karaci gerde yaglanma

-Parsiyd lipodistrofii

-Didlipidemi

-Hipertansyon

Haplo-yetersizlik (Haploinsufficient) mutasyonlari

Arg425Cys
Phe388Leu
Tyr355
185Stop

-Ciddi insiilin direnci ya da diyabet
-Kraci gerde yaglanma

-Parsiyd lipodistrofi

-Didlipidemi

-Hipertansyon

Fonksiyon kazandiran mutasyonlar

Pro115GIn

-fleri derecede obezite
-Normal insiilin duyarlilig

Promotor varyantlari

P2 C-689T
P2 C-2821T
P3 C-681G
P4 A-14G

- Artmus kilo ve LDL diizeyi

-Tum viicut ve hepatik inslilin etkisiyleiliskili
-LDL seviyesi

-Parsiyd lipodistrofi

-Metabolik sendrom

Heikkinen S. ve ark.’dan Turkcelestirilerek alinmigtir (8).
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Genlerin gevresel faktorler disinda birbirleriyle de etkilesimleri vardir. Birgok
metabolik hastalik dogasi geregi poligeniktir. PPARy mutasyonlar: ve baska gen
varyantlarinin birlikte etkileri calisiimistir. Ornegin PPARy Prol2Ala varyant: ve
yag asidi baglayan protein 4 (Fatty Acid Binding Protein, FABP4) A376C
varyantimin birlikteliginin instlin duyarliligi Uzerine etkileri, bu varyantlarin tek
baslarina insilin duyarliligi Uzerine etkilerinden daha fazladir. Bu iki varyant
sinerjistik (1+1>2) etki gosterir (8).

PPARy'nin sk gorulen Prol2Ala varyanti disinda, PPARy mn ligand
baglayan bolgesinde yer alan dominant negatif ve fonksiyon kaybettiren mutasyonlar
da saptanmustir. Bu mutasyonlar, parsiyel lipodistrofisi (ekstremite ve gluteal
bolgeden yag dokusu kaybi), karacigerde yaglanmasi, ciddi insiilin direnci, diyabet
ve hipertansiyonu bulunan hastalarda gosterilmistir. Bu fonksiyonel mutasyonlar ve
onemli baska PPARy varyatlar1 sekil-8'de gosterilmistir. 185Stop, Val290Met,
Argd25Cys ve Prod467Leu mutasyonlar: ilk tamimlanan fonksiyon kaybettiren
mutasyonlaridir. 185Stop kodonu ile kirpilmig (truncated) kisa protein, hedef
DNA'ya baglanmazken, yukarida belirtilen diger fonksiyon kaybir mutasyonlariyla
olusan reseptérler DNA’ya baglanabilir. Fakat bu mutasyonlu reseptorlerin,
kofaktorlerle etkilesimleri zayif oldugundan transkripsiyonel aktiviteleri DNA’ya
baglanabilmelerine ragmen duisuktur (8).

Fonksiyon kazandiran mutasyon olan Pro115GIn yer degisimi PPARy min
aktif kalmasina sebep olur. Bu mutasyonu tasiyan bireylerde ileri derecede obezite
gorulmesine ragmen instlin duyarliligi degismemektedir (8).

Phe388Leu ve Tyr355X mutasyonlari ile PPARy promotor 4 A-14G varyanti,
PPARYy icin haployetersizlikle sonuglanmaktadir. Etkilenmis allelin Grind yabanil tip
PPARy ile etkilesmez. Ancak PPARy nin toplam fonksiyonel aktivitesinde
etkilenmis allel nedeniyle azalma gergeklesir. Tip 2 diyabet, hiperlipidemi, parsiyel
lipodistrofi, karacigerde yaglanma, ciddi instlin direnci gorulen hastalarda bu
mutasyonlar saptanmistir (8).
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PPARy insiilin direnci, tip 2 diyabet ve yag metabolizmasindaki Uzerindeki
etkisi nedeniyle 6nemli bir gendir. Bu genin diger genlerle ve cevresel faktorlerle
etkilesimi  metabolik hastaliklarin  multifaktoriyel 6zellikleri konusunda bilgi
vermektedir. PPARy nin diger faktorlerle etkilesimi, fonksiyonel mekanizmas: ve
metabolik etkileri ¢esitli yontemler kullanilarak halen arastirilmaktadir (8).

ML PA (Multiplex Ligation-Dependent Probe Amplification)
YONTEMI

MLPA; bir multipleks PCR’dan sonra, 45 tane farkli genomik DNA ya da
RNA dizisinde anormal kopya sayisinin degerlendirilebildigi ve ilk defa 2002 yilinda
Schouten ve arkadaglar1 tarafindan tammmlanms yeni bir metoddur (6). MLPA teknigi
uygulamast kolay bir yontem olup, calisiimast igin gerekli ekipmanlar birgok
laboratuarda bulunabilmektedir. MLPA reaksiyonunun gergeklestirilmesi icin sadece
20 ng insan DNA' s yeterlidir. MLPA reaksiyonunda hedef dizi degil, hedef diziye
hibridize olan MLPA problar1 amplifiye olur ve standart bir multipleks PCR’1n
aksine sadece bir tek primer cifti kullanilir. Elde edilen amplifikasyon drdnlerinin
uzunlugu 130-480 baz cifti uzunlugunda olup, jelde yuratilebilir ve bir kapiller
elektroforez sistemde analiz edilebilir. Kapiller elektroforez sistemden elde edilen
piklerin referans drneklerle karsilastirilmasiyla delesyon ya da amplifikasyon gibi
anormal kopya sayilar1 saptanabilir (65).

Hedef diziye hibridize olan her bir MLPA probu birbirine eklenebilecek iki
oligonukleotid dizisi icermektedir. Her bir prob, 5 ve 3' olmak Uzere 2
oligonukleotid pargadan olusmaktadir ve bu her bir oligontikleotid pargasinda, hedef
diziye 6zgun dizi ve tim problarin es zamanli multipleks PCR amplifikasyonunun
gerceklesebilmesi icin sabit evrensel primer dizileri icermektedir. Siklikla toplam
prob uzunlugunun ayarlanmast igin en az bir oligonukleotid parcasinda (siklikla her
iki oligonukleotid pargada) olmak Uzere dolgu (stuffer) dizisi igermektedir. 3
oligoniikleotid parcast ise 5' ucundan fosforiledir ve bu sayede 5' oligonukletid
parcasi ile birlesebilir. (7).
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Konvansiyonel MLPA yonteminde her bir MLPA probunun, 5'
oligonikleotid parcasinin 5' ucunda 19 niikleotid uzunlugunda evrensel primer dizisi
ve 3' ucunda 21-30 nikleotid uzunlugunda hedefe 6zgiin olan dizi bulunur. Probun 3'
oligoniikleotid parcasi ise 3' ucunda 23 nikleotid uzunlugunda evrensel primer dizisi
ve 5' ucunda 25-43 nikleotid uzunlugunda olan ve ilk prob oligonukleotid pargasina
komsu sekilde hedef diziye hibridize olacak diziye sahiptir. Toplam prob
uzunlugunun ayarlanmasi icin; probun 3' oligonikleotid parcasina ayrica uzunlugu
19-370 nuikleotid arasinda degisen dolgu dizisi bulunmaktadir (Sekil-9) (7).
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Sekil-9: MLPA probunun yapisi
Kozlowski P. ve ark.’dan Turkce estirilerek amnmustir (7).

Konvansiyonel MLPA yodnteminde problarin arasindaki uzunluk farklari bu
dolgu dizileriyle verilmektedir. Bu sekilde, 3' oligonukleotid pargasinin toplam
uzunlugu 440 nikleotid uzunluga kadar ulasabilir. Ancak su an igin sadece 100
nikleotid uzunluguna kadar olan oligonUkleotidler  kimyasal  olarak
sentezlenebilmekte daha uzun olan oligontikleotidler, MLPA Kkalitesini etkin bir
sekilde karsilayacak dizeyde kimyasal olarak sentezlenememektedir (7). Bundan
dolay1 M13 klonlarinin (tek iplikgikli DNA fajlari klonlanma vektorleri) tek zincirli
DNA’si, bu hedefe 6zgin oligontkleoditlerin sentezlenmesi icin kullamlmaktadir.
Probmikslerin birgogu 35-42 prob igermektedir ve problarin ardisik amplifikasyon
Uranleri genellikle 6 ya da 9 baz cifti uzunluk farki olacak sekilde Uretilmektedir.
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Ozgiin bir MLPA prob miksinde kullanilan her bir prob, farkli bir M13 kaynakli
vektorden elde edilmis olup, farkli dolgu ve hibridizasyon dizileri igermektedir.
Farkli problarin amplifikasyon rtnleri, heterodupleks olusumunu engellemek icin
sadece u¢ kisimlarda ortak dizi icermektedirler. Y Gizonsekiz tane farkli M13'ten elde
edilmis MLPA vektort hazirlanmis ve her biri farkl: dizide ve uzunlukta dolgu dizisi
icermektedir. Hedef diziye 06zglin olan sentetik oligontkleotidler, bu vektorlere
kolayca eklenelerek ihtiyac duyulan fragman uzunlugu saglanabilmektedir. Iki
sentetik oligontkleotid parcay: igeren ve amplifikasyon Urini 94-124 baz cifti
uzunlugunda olan problar basaril1 bir sekilde kullanmlmaktadir (6).

M13'ten elde edilmis oligonikleotid problarinin hibridize olmayan dolgu
dizileri, bircok amplifikasyon Uruninin amplifikasyon karakterlerinin bilinmesine
olanak vermektedir. Farkl1 problar hedef diziye yarismal1 sekilde baglanmadig: igin
hedefe 6zgiin kisa diziler kullanildiginda, prob hedef dizilerinin birbirine yakin ya da
ortak nukleotidleri paylasmasi durumunda, mutasyonlar: saptamada ve tek nikleotid
polimorfizm analizlerinde avanta] saglamaktadir (6). Hibridizasyon ve ligasyon
asamalar1 gergeklestikten sonra PCR ile amplifikasyon basamagi gelmektedir ve bu
asamada mevcut olan bitin problar igin bir tek ¢ift primer seti kullamlimaktadir
(Sekil-10) (7). Primerlerden bir tanesi floresan bir madde olan N-(3- fluoranthyl)
maleimide (FAM) ile isaretlidir. Elde edilen PCR Urtnleri daha sonra kapiller
elektroforez sistemde analiz edilir (66).

A B C

hibridizasyon ) ligasyon PCR amplifikasyonu

Sekil-10: MLPA yonteminde hibridizasyon, ligasyon ve PCR amplifikasyonu
basamaklarinin sematik gosterimi

Oligonlkleotid probun mavi bolgesi; primere 6zgun dizileri, gri bolges dolgu dizilerini, siyah bélges

ise hedefe 6zguin dizileri icermektedir. Kozlowski P. ve ark.’dan Trkgelestirilerek ainmustir (7).
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Bugin icin, MLPA yontemi en sik olarak genomik DNA’da kopya sayist
analizi, kromozom andploidilerininin tespiti, delesyon ya da duplikasyonlarin

saptanmasinda kullanilmaktadir (7).

MLPA ginimiizde meme kanseri, Duchenne muskuler distrofisi, isitme
kaybiyla ilgili sendromlar, ndrofibramatosis gibi hastaliklardan cesitli kanser
turlerine kadar genis spektrumlu bir hastalik grubunu ilgilendiren genlerdeki
dengesiz buyuk genomik yeniden dizenlenmelerinin ve nokta mutasyonlarinin
degerlendirilmesinde kullamilabilmektedir (6,7,65) .
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GEREC VE YONTEM

Pamukkale Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Genetik AD’da gerceklestirilen
bu calismada Genetik Tam Birimi Molekiler Tam Laboratuart olanaklarindan
yararlanildi. Bu arastrma PAU Bilimsel Arastirma Projeleri Koordinasyon Birimi
tarafindan 2008TPF024 say: ile desteklendi. Calismamiz 09.05.2008 gun ve
200/1971 say1h karar ile Pamukkale Universitesi Tip Fakiiltesi Etik Kurulu’ ndan etik
kurul onayr alinarak baslatildi. Calismamiz 15.05.2008-16.03.2009 tarihler arasinda

yapildi.

GERECLER

Kullamlan Ger ecler

Thermal cycler (Techne TC-412)

Kapiller Elektroforez Cihazi (ABI Prizm 310)
FUJFILM Quick Gen-Mini 80 DNA Ekstraksiyon (QG-Mini80) Cihazi
Multipipet 8 kanall1 0,5-10 pl (FINNPIPETTE)
Multipipet 8 kanall1 10-100 pl (FINNPIPETTE)
Mikro Pipet takim: (VIPRQ)

Mikrosantrifuj-Minispin plus (Eppendorf)

Dry block heating thermostat Bio TDB-100 (BOECO)
Vorteks (Yellow'™ TTS-2)

Buzdolab (Argelik)

Ependorf Tupt (1,5 ml’lik)

Sekizli PCR tupleri (strip)

PCR tupleri (strip)

Mikropipit ucu 10ul (AvantGuard Barrier Tips)
Mikropipit ucu 100ul (AvantGuard Barrier Tips)
Mikropipit ucu 200ul (AvantGuard Barrier Tips)
Mikropipit ucu 1000ul (AvantGuard Barrier Tips)

30



ABI 310 yukleme tupleri (ABI)
ABI 310 47 cm Kapiller (ABI)

Kullamlan Kimyasal M alzemeler

DNA Ekstraksiyon Kiti (QuickGen DNA whole blood kit S) (DB-S)
DNA whole blood protease EDB-01 (FUJIFILM)
Y ikama tamponu (Wash Buffer) WDB-03 (FUJFILM)
Lizistamponu (Lysis Buffer) LDB-04 (FUJIFILM)
Eltisyon tamponu (Elution Buffer) CDB-02 (FUJIFILM)

Salsa MLPA kit P224 PPARG ( Salsa P224 PPARG- MRC Holland) (Lot No:

1106)

Performans Optimize Edici Polimer 4 (POP4 TM) (ABI)

10X EDTA’ |1 Buffer (ABI)

Gen Scan 500 L1Z | Size Standart (ABI)

Hi-Di Formamide (ABI)

Digtile Su

Etanol (96%) (Panreac)

YONTEM

M ateryal Segimi

Tammlayici bir arastirma niteligindeki bu galismada, 15.05.2008-20.08.2008
tarihleri arasinda tniversitemize basvuran klinik ve biyokimyasal ¢alismalarla Tip 2
diyabet taisi almis 150 olgu degerlendirildi. Olgular Amerikan Diyabet Birligi’ nin
(ADA) bildirgesine gore tip2 diyabetes mellitus tam kriterleri dikkate alinarak

secildi.

En az 8 saat aclik sonrasinda aglik kan glukozu>126mg/dl, hiperglisemiye ait
semptomlar ve gunin herhangi bir zamaminda kan glukozu>200mg/dl ya da oral
glukoz tolerans testinde 2. saat glukoz degeri >200mg/dI olarak saptanan hastalar tip
2 diabetes mellitus tamst ile calismaya aindi. Olgular calisma hakkinda

31



bilgilendirildi ve bilgilendirilmis onam formu doldurulduktan sonra hastalar
calismaya dahil edildi.

Olgularin anamnezi ile birlikte hastaligin baslangi¢ yasi, aile 6ykusi, kilo,
boy ve kan lipid dizeyleri de sorgulandi. Calismaya genclerde gorulen erigkin tipi
diyabet (Maturity onset diabetes of young-MODY) olasiligini da ekarte etmek icin
30 yas ve Ustil hasta grubu dahil edildi. Ayrica anamnez ya da dosya bilgisinden ilaca
bagl1 diyabet gelismis oldugu distnilen olgular ¢alismaya alinmadh.

MLPA yonteminde her ¢alismada doz oran tayini yapilabilmesi icin negatif
kontrol olarak 30 yasin Uzerinde, Klinik ve biyokimyasal testlerde diyabetin ekarte
edildigi, kendisinde ve ailesinde diyabet 6ykuisi bulunmayan saglikli bireyler segildi.

Her hastadan 2ml’lik EDTA’ 1 tipe 2'ser tlp periferik kan drnekleri alind.
Pamukkale Universitesi Genetik Tam Birimi laboratuarlarinda 150 olgunun periferik
kan oOrneklerinden DNA izolasyonu FUJFILM Quick Gen-Mini 80 DNA
Ekstraksiyon Robotu ile QuickGen DNA whole blood kit S (DB-S) kullanilarak
yapildi. MLPA analizinde Salsa MLPA P224 PPARG kiti kullanildh.

FUJIFILM Quick Gen-Mini 80 DNA Ekstraksiyon Cihaz
K ullanarak DNA izolasyonu

§8 1.5 ml’'lik ependorf tipunin igerisine, 30 pl QuickGen proteaz kondu.

§ DahasonraEDTA’l1 tip igerisinde bulunan periferik kan drneginden 200
ul alinip tipe eklendi.

§ 250 ul Lysis Buffer eklenip, 15 saniye vorteksenerek karistirildh.

8 1.5 ml’'lik ependorf tipunin kapagina yapisan damlalarin dismesi igin
kisa stireli santriftj yapildi.

§ 56 °C'de 2 dakika inkibe edildi.

8 1.5 ml’'lik ependorf tipunin kapagina buharlasma nedeniyle yapisan
damlalarin dismesi igin kisa stireli santriftj yapildi.

8 9%96'l1ik 250 pl etanol eklendi, 15 saniye vortekslendikten sonra tekrar
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kisa stireli santriftj yapildi.

8 QG-Mini80 cihazindaki tlip tasiyicilarindan, W olarak adlandirilan 6n
kismina atik kabi, E olarak adlandirilan arka tarafina DNA’ min toplanacag: 1,5 ml’lik
yeni ependorf tpu yerlestirildi. Kitle birlikte gelen filtreli kartujlar atik kaplarinin
Ustlerine yerlestirildikten sonra lizatin tamamu dikkatlice bu kartujlara aktarildi.

8 QG-Mini80 cihazinda basinglama islemi (pressurization) yapildi.

Kartuja 750 ul yikama tamponu eklendikten sonra QG-Mini80’ de basinglama islemi
yapildi. Bu islem 3 kez tekrarlandh.

8 QG-Mini80 cihazinda W kisminda yerletirilmis olan DNA’ nin bulundugu
kartuj, E kismindaki saf DNA’ nin toplanacag: ependorf tipunin Gsttine trasfer edildi.

8 Filtrati iceren atik tUpl atildi.

§ 200 pl elisyon tamponu (Elution Buffer) kartuja eklendi ve basinclama

islemi yapildi.

§ Elde edilen DNA -20 °C de saklandh.

DNA Orneklerinin MLPA Y o6ntemiyle Analizi

1) DNA Denatiirasyonu ve SAL SA Prob Miksile
Hibridizasyonu

§ _1zole edilen DNA orneklerinden 5 ul (20-150 ng DNA) alindh.

8 Alinan 6rnekler 200 pul’lik sekizli PCR strip tuplerine aktarildi.

8 Thermal Cycler cihazinda 98 °C’ de 5 dakika bekletilerek DNA denatiire
edildi.

§ Ornekler 25 °C'ye sogutuldu ve Thermal Cycler cihazi 25 °C de
beklemeye alind.

§ 25°C'de bulunan DNA 6rneginin Gizerine 1.5 pul SALSA MLPA P224
PPARG Prob Mix ve 1.5 ul MLPA tampon (Buffer) eklenip pipeta yapildi ve
homojenize edildi.

8 95°C de 1 dakika inkiibe edilen drnekler daha sonra 60 °C’ de 16 saat
hibridizasyona birakil di.

33



2) Ligasyon Reaksiyonu

8 Hibridizasyon sliresi bitince Termal Cycler cihazinin 1sisi 54 °C’ye
getirildi.

8§ _ Hibridizasyon reaksiyon Urunlerinin 1sis1 54 °C’ye gelince 6rneklere 32 pl
ligasyon miks solusyonu ( 25 distile su, 3 pl Ligase-65 buffer A, 3 ul Ligase-65
buffer B ve 1 ul ligase-65) ilave edildi ve pipeta] yapilarak homojenize edildi.

§ Ornekler 54 °C de 15 dk. inkiibasyona birakildi.

§ Sonraornekler 98 °C de 5 dk. bekletildi ve ligaz enzimi inaktive edildi.

§ Orneklerin 1s1s1 4 °C’ye sogutuldu ve Thermal Cycler cihazi 4 °C'de

beklemeye alind.

3) PCR (Polymerase Chain Reaction)

8 Yeni sekizli PCR strip tuplerine sirasiyla 26 ul distile suve 4 ul SALSA
PCR tampon konuldu, ligasyon reaksiyonu trtinlerinden 10 ul alinarak bu PCR strip
tlplerine aktarildi ve icinde hava kabarcigi kalmayacak sekilde dikkatlice pipeta)
yapilarak homojenize edildi. Kalan ligasyon Urunleri Uzerlerine tarihleri yazilarak -
20 °C’ de saklandh.

§ Ornekler 60 °C'ye getirildi ve Thermal Cycler 60°C’ de beklemeye
alindu.

§ 60 °C' de bekleyen 6rneklere 10 pl Polimeraz miks ( 5,5 pl distile su, 2 pl
SALSA primerleri, 2 ul enzim dilisyon tamponu, 0,5 ul SALSA polimeraz)
eklenerek PCR baglatild.

PCR basamaklar:
1. Amplifikasyon (35 dongu)
a) Denatiirasyon 95 °C 30 saniye
b) Eslesme (Annealing) 60 °C 30 saniye
¢) Uzama (Ekstansiyon) 72 °C 1 dakika
2. Son Ekstansiyon 72 °C 20 dakika



4) ABI Prism 310 Genetic Analyser Cihazina Y tikleme

Laboratuvarimizda PCR drlUnleri elde edildikten sonra driinler -20 °C'ye
kaldirildi. Y Ukleme ve gorunteleme islemleri icin Genetiks Genetik Hastaliklar Tam
Merkezi (istanbul) laboratuvarindaki ABI Prism 310 Genetik Analyser cihazi
kullanld.

8 . PCR Urunlerinden 0,75 pl alinarak PCR striplerine kondu.

§ Dahasonratuplere 0,4 ul Gen Scan 500 L1Z | Size Standart ve 12 pl
deiyonize formamid (Hi Di formamide) eklenerek pipetajla homojenize edildi.

§ Ornekler 94 °C de 4 dk Thermal Cycler cihazinda bekletilerek
denatiirasyonlar1 sagland.

§ Ornekler buz tizerine alinch ve 2 dakika bekletildi.

§ Dahasonradrnekler ABI 310 cihaz1 yikleme tuplerine aktarildi.

§ ABI 310 cihazinda; 15 kV’ da 5 saniye injeksiyon zamani, 60 °C ve 15
kV’da 28 dakika yuritme zaman, filtre G5 sartlar1 sagland: (Sekil-11).

§ Sonrasinda ABI cihazina yuklendi ve GenMapper V. 4.0
programinda okutuldu.

§ Orneklere ait pik gorintileri ve pik alanlar: alind.

Salsa M LPA P224 PPARG Prob Kitinin Ozellikleri

Salsa MLPA P224 PPARG prob kiti, PPARy; transkriptini kodlayan 8
ekzonun her biri igin problar icermektedir ve bu kit PPARy ekzonlarindaki delesyon
ya da duplikasyonlar1 saptamak igin dizayn edilmistir. Kit ayni zamanda referans
kontrol problar1 olarak farkli kromozomlara ait bolgeleri de hedeflemektedir (Tablo-
5).

Salsa MLPA P224 PPARG probmikskiti 18 farklit MLPA probu igermektedir
(Tablo-5 ve 6). Problarin amplifikasyon drtnleri 175 ve 328 nikleotid uzunlugu
arasindadir. Bunlardan 9 tanesi blok normalizasyon yapmak icin referans kontrol
probudur. Diger 9 prob ise PPARy geninde 8 farkli ekzonun delesyon ve
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duplikasyonlarim gostermek icin dizayn edilmistir. Ayrica kit, 5 kontrol fragmani
icermektedir. Bu kontrol fragmanlarinin amplifikasyon trunleri 120 nikleotidden
kisadir. Bu 5 kontrol fragmamimin verileri delesyon ve duplikasyon
degerlendirmelerinde kullamlmamaktadir. Bunlardan 4 tanesi, DNA miktar
(quantity) fragmam (Q-fragments) olup, amplifikasyon drtnleri sirasiyla 64-70-76-
82 nukleotid uzunluklarindadir. Diger 1 tanesi ise sentetik ligasyon bagimii kontrol
fragmam olup amplifikasyon Grini 92 nikleotid uzunlugundadir.

Mrc Holland ticari firmaya gore prob tamma dizleri, heterozigot
delesyon saptadigr takdirde probun amplifikasyon trianu rolatif pik alam % 35-
50 azalms goranmelidir. Bununla birlikte prob ligasyon bolgesine ¢ok yakin olan
mutasyon ya da polimorfizmler de azalmis rolatif pik alamyla kendini gosterebilir.
Bundan dolay: delesyon bulunmasi durumunda, bu bélgedeki mutasyonun baska
yontemlerle de dogrulanmasi gerekmektedir. Su an icin PPARy geni igin tim ekzon
delesyon ya da duplikasyonlarinin oran: bilinmemektedir.
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Tablo-5: SALSA MLPA P224 PPARG probmiksinin 6zellikleri

Uzunluk (nt) SALSA MLPA probu Kromozom Pozisyonu
64-70 76-82 Q kontrol fragmanlari

92 Sentetik Kontrol probu 2q14

175 Kontrol Prob 3780-L3289 17q11

184 PPARG Prob 6903-L7132 Ekzon 4
193 PPARG Prob 6906-L7672 Ekzon 7
202 Kontrol Prob 1706-L1274 16924

211 PPARG Prob 6904-L7673 Ekzon 5
220 PPARG Prob 6907-L7133 Ekzon 8
229 Kontrol Prob 3560-L2926 3p21

238 PPARG Prob 6905-L6485 Ekzon 6
247 PPARG Prob 7470-L6479 Ekzon 1
256 Kontrol Prob 6113-L5568 3p25 (XPC)

265 PPARG Prob 6900-L6480 Ekzon 2
274 Kontrol Prob 2470-.1914 15921
283* PPARG Prob 6901-L7674 Ekzon 2B
292 Kontrol Prob 5296-L4684 3g11

301 Kontrol Prob 2266-L1752 3p25 (GHRL)

310 Kontrol Prob 1293-L0838 9p21

319 PPARG Prob 6902-L.6482 Ekzon 3
328 Kontrol Prob 2663-L.2130 11923

* 283 niikleotid ekzon 2 probu transkript varyantidir.
(65) numaral1 kaynaktan Tirkcelestirlerek alinmistir.
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Tablo-6: P224 de 3p25 problarinin kromozomal lokasyona gore siralansi

SALSA Parsiyd dizi Ar disik
Uzunluk ML PA PPARG Ligasyon bdlgesi (Ligasyon proba
(nt) o Ekzon NM _138712.3 bdlgesine 20 nt olan
P yakinhkta) uzaklik
301 2266-L.1752 GHRL 2002.9 Kb
gen
PPARG
baslama 248-250
kodonu
PPARG Intron1, 09Kb | GTGGGTGTGT-
247 | T47T0-L649 | Broon 1 | Ekzon L'densonra | AGTCGTGGTA | 239KDP
PPARG ACAACAAGGC-
265 6900-L.6480 Ekzon 2 214-215 CATTTTCTCA 39.2Kb
84-85in
PPARG CCCTATTCCA-
283 6901-L7674 NM_015869.4 28.3Kb
Ekzon 2B (varyant 2) TGCTGTTATG
PPARG CTCCAGCATT-
319 6902-L.6482 Ekzon 3 382-383 TCTACTCCAC 1.6Kb
PPARG AGCCTCATGA-
184 6903-L7132 Ekzon 4 546-547 AGAGCCTTCC 11.3Kb
PPARG ACAATCAGAT-
211 6904-L7673 Ekzon 5 668-669 TGAAGCTTAT 13.4Kb
PPARG CGCTGACCAA-
238 6905-L.6485 Ekzon 6 936-937 AGCAAAGGCG 10.9Kb
PPARG CTCTCCTCAA-
193 6906-L7672 Ekzon 7 1203-1204 ATATGGAGTC 17.1Kb
PPARG TGCTCCAGAA-
220 6907-L7133 Ekzon 8 1560-1561 AATGACAGAC 1739.0Kb
PPARG
dur 1679-1681
kodonu
256 6113-L5568 | XPC gen

(65) numaral1 kaynaktan Turkcelestirlerek ainmistir.
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Degerlendir me:

MLPA fragmanlari farkl: blytkluklerdedir ve bundan dolay: belli bir sirayla
kapiller elektroforezden gegmektedir. Her bir fragmana ait uzunluk (size) ve bu
fragmanin olusturdugu pikin altinda kalan alan GenMapper V.4.0 program ile
degerlendirildi ve sonra excel dosyas: formatinda kaydedildi. Veriler MLPA Salsa
P224 PPARG prob miksinde bulunan standart prob piklerine gére degerlendirilmeye
alindi. Ozgiin olmayan pikler veya liz 550 piki kaldirildi. Normal ve test 6rneklerine
ait sadece beklenen MLPA drunlerinin pik alanlart Ezer software V1. yazilimina
aktarildi. Tip 2 diabetes mellitus olmayan Ornekler eksternal kontroller olarak
kaydedildi.

Salsa P224 PPARG probmiksi, blok normalizasyona gore hesaplanarak
degerlendirildi. Blok normalizasyon yaparken analiz programu ile hasta birey igin her
bir prob amplifikasyon Grlntine ait pik alan, kit icerisinde bulunan referans kontrol
problar1 amplifikasyon Urtnleri pik alanlar1 toplamina bolindd. Ayni sekilde kontrol
olarak alinan saglikli bireyler icin de her bir pike ait pik alan, kit igerisinde bulunan
referans kontrol problarin toplamina bollinerek kontrol grubunun da blok
normalizasyonu yapildi. Daha sonra tip 2 diyabet olan hasta olgular ile kontrol

olgulardan elde edilen blok normalizasyonlar1 yapilmis veriler oranlanarak doz

hesaplamasi yapildi.

Her deneyde U¢ normal negatif kontrol test 6rnekleri ile birlikte calisildi.
MLPA ile degerlendirme yapilirken Ezer software V.1 yazilimi kullanilarak,
asagidaki formiile gore her bir spesifik prob bdlgesi icin doz oran: tayini yapildi.
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Hasta-TPAD

Hasta -RKPATD

Doz Oram Tayini=
Kontrol 1-TPAD .Kontrol 2 -TPAD Kontrol 3-TPAD
+ +

Kontrol 1-RKPATD Kontrol 2 - RKPATD Kontrol 3- RPATD

3

TPAD.: Test Piki Alan Degeri
RKPTAD.: Referans Kontrol Prob Pik Alanlar1 Toplam Degeri

Ezer software V.1 yazalhminda, doz oram 0.5'in altinda ise delesyon

yoninde, 1.6mn dstinde ise amplifikasyon yoninde degerlendirilmesi

onerilmektedir.
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BULGULAR

Klinik ve biyokimyasal ¢calismalarlatip 2 diyabet tams: almis 150 olguda; aile
OykUsl sorguland, tip 2 diyabet etiyolojisi olarak ilag kullamm dykiisi olan ya da
30 yasin altinda tam almis olan olgular ¢alismaya dahil edilmedi. Olgularin kilo, boy
ve cinsiyetleri kaydedildi. Daha sonra olgulardan, EDTA’ |1 tuplere 2x2ml periferik
kan 6rnegi alind.

Olgularin Demografik Ozellikleri

Calisma grubumuza dahil edilen olgularin 67'si (%44,7) kadin ve 83U
(%55,3) erkekti. Kadin olgularin yas ortalamasi 56,95 + 8,65, erkek olgularin ise yas
ortalamasi 58,38 + 8,46 olarak hesaplandi. Hastalarin ilk olarak tip 2 diyabet tansi
aldiklar1 andaki yas ortalamasi kadinlar i¢in 49,91 + 9,20, erkekler icin 50,95 + 9,01
olarak saptandi (Tablo-7).

Tablo-7: Olgularin cinsiyetlerine gore yas ve tam amindaki yaslarinin ortalamasi

Cinsiyet Olgu say1si Y as ortalamas Tam amndaki yas
ortalamas
Kadin 67 56,95 + 8,65 49,91+ 9,20
Erkek 83 58,38 + 8,46 50,95+ 9,01
TOPLAM 150 57,74+ 8,55 50,48 + 9,08

Y lizelli olgudan 145'inin (%97,3) kilo ve boyu o6lgildu. Vicut kitle indeksi

(VKI) ortalamasi 29,9 + 5,65 olarak bulundu. 65 kadin olgunun VKIi ortalamas
32,14 + 6,19 iken 80 erkek olgunun VKI ortalamasi 28,09 + 4,43 olarak hesaplandh.
Olgular VKI’'ne gore dustk kilolu (kadin icin VKI<19 ve erkek icin VKIi<20),
normal kilolu (kadhn icin VKI: 19-24,9 ve erkek icin VKI: 20-24,9), kilolu (her iki
cinsiyet icin VKI: 25-29,9), obez (her iki cinsiyet icin VKI: 30-40) ve morbid obez
(her iki cinsiyet icin VKI>40) olarak siniflandirildi. Altmisbes kadin hastanin icinde
10 (%15,4) olgu normal kilolu, 15 (%23,1) olgu kilolu ve 36 (%55,4) olgu obez ve 4
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olgu (%6,4) morbid obez olarak saptandi. Seksen erkek hastanin icinde ise 1 (%1,3)
olgu dusuk kilolu, 21 (%26,3) olgu normal kilolu, 39 ( %48,8 ) olgu kilolu ve 18

(%22,5) olgu obez ve 1 (%1,3) olgu morbid obez olarak saptand: (Tablo-8).

Tablo-8: Olgularin vicut kitle indeksine ve cinsiyete gore siniflandirilmasi

Kiloduzeyi | Kadinolgu Kadin Erkek Erkek Toplam Toplam
(VKI'ne say1si ylzde olgu sayist ylzde olgu ylzde
goére) % % say1si %
Dusik 1 13 1 0,7
Normal 10 15,4 21 26,3 31 21,4
Kilolu 15 231 39 48,8 54 37,2
Obez 36 55,4 18 22,5 54 37,2
Morbid
Obez 4 6,2 1 13 5 34
TOPLAM 65 100 80 100 145 100

Galismamizdaki olgularin aile Oykuileri incelendiginde 150 olgunun 64
(%42,7) inun akrabasinda tip 2 diyabet dykusi bulunmazken, 86 (%57,3) olgunun
akrabalarinda tip 2 diyabet dykusl oldugu gézlendi (Tablo-9). Akrabasinda tip 2
diyabet Oykusu olan bireylerin akrabalik dereceleri incelendiginde, 86 olgudan 79
(%91,9)’unun en az 1 ya da daha fazla birinci derece akrabasinda tip 2 diyabet
oldugu, 7 (%8,1) olgunun ise sadece 2. derece ya da daha uzak dereceki
akrabalarindatip 2 diyabet oldugu gdzlendi.
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Tablo-9: Akrabalarindatip 2 diyabet 6ykiisii olan olgu sayisi

Ailedetip 2 Olgu say1si Olgu yuzde
diyabet dyk sl %
Var 86 57,3
Yok 64 42,7
Toplam 150 100

Arastirma Grubu Olgular1 MLPA Bulgular:

1) DNA Ekstraksiyonu

CGalismamiza katilan 150 olgunun periferik kamndan DNA eldesi QuickGen
DNA whole blood kit S (DB-S) ile gergeklestirildi. Olgularin DNA derisimleri 20-
181 pg/ml ve 260/280 absorbans degerleri ise 1,46-1,98 arasinda ol¢uldi.

2) MLPA Analizi

Tip 2 diyabetli olgularin DNA o6rneklerinde MLPA P224 PPARG Kiti
kullanilarak MLPA yontemi calisildi. ABI 310 kapiller elektroforez cihazina
ornekler yiklendi ve GeneMapper V4.0 program ile degerlendirildi. Fragmanlarin
uzunluklari farkli oldugundan, kapiller elektroforezde, her bir fragman uzunluklarina
gore analiz edildi. Elektroforez sonrasi fragman buyuklukleri ve miktarlari,
GeneMapper V4.0 programinda pik olarak gorilmektedir. Normal bir olgunun analiz
gorintlsi sekil-12'de verildi.

Bununla birlikte pik goruntilerine bakilarak bir  degerlendirme

yapilamamaktadir. Elde edilen pik alanlarinin, yazilim programi sayesinde Excel
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formatina donUstarilmesi ile analizleri yapilmaktadir. Bunun igin calismamizda
oncelikle 6zgun olmayan pikler ve 1iz550 piki kaldirildi ve daha sonra geride kalan
pik alanlar1 Excel programina aktarilarak kaydedildi. Excel formatinda kaydedilmis
pik aanlar1, blok normalizasyon yapmak ve kontrol hastalari ile karsilagtirmak icin,
Excel tabanli Ezer software V1. yazilimina yiklenildi. Tip 2 diyabetli olgular ve
kontrol grubunun verileri Ezer software V1. yazilimi ile oranlandi. Doz oram 0,5'in
altindaysa delesyon yonunde, 1,6'min Ustiindeyse amplifikasyon yoninde
degerlendirildi. Her MLPA deneyi icin, ailesinde tip 2 diyabet Oykisi olmayan
saglikli 3 bireyin periferik kanindan elde edilmis DNA oOrnekleri, kontrol olarak

kullanildi. Normal bir olgunun fragman analizi Tablo-10"da verildi.
Yuzelli tip 2 diyabetli olgunun, MLPA degerlendirmesi sonucunda PPARYy

geninde 8 ekzonda delesyon ya da duplikasyon saptanmadi. Ornek bir hastaya ait
fragman analizi Tablo-11'de ve analiz goruntusi sekil-13' de verilmistir.
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Sekil-13: Tip 2 diyabetli bir olgunun analiz gorintisi
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Tablo-10: Normal bir olgunun doz oran analiz gorinttsi

Uzunluk SALSA MLPA prob P224 PPARG Krp%r;‘;;gwa' SONUC
92 Sentetik kontrol prob 2q14 0,83
175 Kontrol Prob 3780-L.3289 17q11 0,95
184 PPARG Prob 6903-L 7132 Ekzon 4 1,10
193 PPARG Prob 6906-L 7672 Ekzon 7 1,06
202 Kontrol Prob 1706-L 1274 16024 0,92
211 PPARG Prob 6904-L7673 Ekzon 5 1,01
220 PPARG Prob 6907-L7133 Ekzon 8 1,12
229 Kontrol Prob 3560-L.2926 3p21 1,11
238 PPARG Prob 6905-L 6485 Ekzon 6 0,93
241 PPARG Prob 7470-L6479 Ekzon 1 0,96
256 Kontrol Prob 6113-L5568 3025 (XPC) 1,10
265 PPARG Prob 6900-L 6480 Ekzon 2 0,98
274 Kontrol Prob 2470-L 1914 15021 1,02
283 PPARG Prob 6901-L7674 Ekzon 2B 0,87
292 Kontrol Prob 5296-L4684 311 0,98
301 Kontrol Prob 2266-L 1752 3p25 (GHRL) 1,02
310 Kontrol Prob 1293-L0838 9p21 0,91
319 PPARG Prob 6902-L 6482 Ekzon 3 1,16
328 Kontrol Prob 2663-L 2130 11923 1,15
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Tablo-11: Tip2 diyabetli bir olgunun doz oran analiz goruntisi

Uzunluk SALSA MLPA prob P224 PPARG Krp%r;‘;;gwa' SONUC
92 Sentetik kontrol prob 2q14 1,01
175 Kontrol Prob 3780-L.3289 17q11 1,09
184 PPARG Prob 6903-L 7132 Ekzon 4 0,92
193 PPARG Prob 6906-L 7672 Ekzon 7 1,04
202 Kontrol Prob 1706-L 1274 16024 1,01
211 PPARG Prob 6904-L7673 Ekzon 5 1,03
220 PPARG Prob 6907-L7133 Ekzon 8 0,98
229 Kontrol Prob 3560-L.2926 3p21 1,13
238 PPARG Prob 6905-L 6485 Ekzon 6 0,96
241 PPARG Prob 7470-L6479 Ekzon 1 1,00
256 Kontrol Prob 6113-L5568 3025 (XPC) 0,95
265 PPARG Prob 6900-L 6480 Ekzon 2 0,96
274 Kontrol Prob 2470-L1914 15021 0,95
283 PPARG Prob 6901-L 7674 Ekzon 2B 0,98
292 Kontrol Prob 5296-L4684 311 0,99
301 Kontrol Prob 2266-L 1752 3p25 (GHRL) 1,05
310 Kontrol Prob 1293-L0838 9p21 1,04
319 PPARG Prob 6902-L 6482 Ekzon 3 1,02
328 Kontrol Prob 2663-L2130 11923 1,05
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TARTISMA

Pamukkale Universitess Saghk Arastrma ve Uygulama Merkezi
Endokrinoloji ve Metabolizma Hastaliklar1 polikliniginde, klinik ve biyokimyasal
calismalarla Tip 2 diyabet tamsi almis 150 olguda Tip 2 diyabet hastalarina yonelik
dizayn edilmis Salsa MLPA Probemix P224 PPARG Kkiti kullanilarak, PPARYy;
transkriptini kodlayan 8 ekzondaki delesyon velveya amplifikasyonlar incelendi.
MLPA yontemiyle Tip 2 DM gelisiminde PPARy geninde delesyon ve duplikasyon
varligina iliskin bir veri elde edilmedi. Buna neden olabilecek faktorler gdzden
gecirildi ve sonuglar litaratirdeki PPARy ve diyabet iliskisini agiklamis olan
bildiriler egsliginde tartigilch. Ayrica ticari olarak MLPA’da kullamimak Uzere
hazirlanmig olan probmiks kitinin, PPARy genindeki mutasyonlarin saptanmasindaki
yeterliligi sorguland.

Tip 2 diyabet ve cinsiyet iliskisiyle ilgili literatirde cesitli bildiriler
mevcuttur. Bazi etnik gruplarda kadin olgularda tip 2 diyabet prevalansinin daha
yuksek oldugu gozlenmesine karsin Lerman ve ark. Mekska'li populasyonda
erkeklerde tip 2 diyabet prevalansinin daha yiksek oldugunu gostermislerdir (25,26).
Calismamizdaki olgularin 67'si (%44,7) kadin ve 83U (%55,3) erkektir. Kadin
olgularin yas ortalamasi 56,95 + 8,65, erkek olgularinsa yas ortalamas: 58,38 + 8,46
olarak hesaplandi. Hastalarin ilk olarak tip 2 diyabet tamsi aldiklar1 andaki yas
ortalamalast kadinlar igin 49,91 + 9,20, erkekler igin 50,95 + 9,01 olarak saptand:.
Bu calismadaki hasta grubumuzda 15.05.2008-20.08.2008 tarihleri arasinda
Universitemize bagvuran tip 2 diyabetli erkek olgu sayisinin kadinlara oranla daha
fazla oldugu goraldi.

Tip 2 diyabete genetik yatkinligi olan bircok hastanin kilo almaya da
yatkinligi oldugu bilinmektedir. Ayrica obezite de tip 2 diyabet icin blytk bir risk
faktori olarak degerlendirilmektedir (4). Amerikada yasayan Afrika kokenli
populasyonda yapilan bir calismada, tip 2 diyabet prevalansinin sedanter yasam ve
obeziteyle arttig1 bildirilmistir (30). Diyabet hastasi olan 3299 olgu Uzerinde yapilan
bir calismada, diyabetik kadinlarin %57,7'si obez ve %30,2'si ise kilolu bulunmustur
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(33). Yuksek viicut kitle indeksi (VKI), bircok etnik grupta tip 2 diyabet gelisim
riskini direkt olarak arttirmaktadir (30). Hasta grubumuzda ise; 65 kadin olgunun
VKI ortalamas: 32,14 + 6,19 iken 80 erkek olgunun VKI ortalamas: 28,09 + 4,43
olarak hesgplandi. VKIi'ye gore kadin olgularin %55,4'(i obez ve %23,1'i kilolu,
erkek olgularin ise %22,5'i obez ve %48,8i kilolu olarak degerlendirildi. Bu
calismadatip 2 diyabet’li olgularin birgogunun kilolu ve obez olmasi literattirdeki tip
2 diyabet ve obezite ile ilgili bildirilerle uyumludur. Bunun nedeni tip 2 diyabetli
hastalarimizin genetik olarak obeziteye de yatkinliklarimn artmus olmasi olabilir.
Bununla birlikte obezite tip 2 diyabete genetik yatkinlig: olan bireylerde cevresel
faktor olarak etki gosterip tip 2 diyabet gelisimine katkida bulunmus da olabilir.

Ailesinde tip 2 diyabet 0ykisl olan bir bireyde tip 2 diyabet gelisme riski,
aym Oyklye sahip olmayan bireylere gore 2.4 kat daha yuoksektir (5).
Galismamizdaki olgularin aile dykdleri incelendiginde 150 olgunun 64’ Giniin (%42,7)
akrabasinda tip 2 diyabet 0ykisl bulunmazken, 86 (%57,3) olgunun akrabalarinda
tip 2 diyabet dykusi oldugu gozlenmistir. Akrabasinda tip 2 diyabet dykisl olan
bireylerin akrabalik dereceleri incelendiginde, 86 olgudan 79’ unun (%91,9) en az 1
ya da daha fazla birinci derece akrabasinda tip 2 diyabet oldugu, 7 (%8,1) olgunun
ise sadece 2. derece ya da daha uzak dereceki akrabalarinda tip 2 diyabet oldugu
saptanmustir. Pierce ve ark. birinci derece akrabasindatip 2 diyabet bulunan Kisilerin
%15-25'inde bozulmus glukoz toleransi ya da diyabet gelistigini bildirmislerdir (36).
Calismamizdaki tip 2 diyabet olgularinin ise %52,6’' simin birinci derece akrabasinda
tip 2 diyabet bulunmustur. Hasta grubunun akrabalarinda tip 2 diyabet gorilme
sikliginin daha yiksek olmasi, etnik koken farklilig: nedeniyle olabilecegi gibi farkl
kulturel aliskanhiklar ve ortak gevresel faktorlerle de agiklanabilir.

Tip 2 diyabet etiyolojisinde birgok genin birbiriyle etkilesmesi nedeniyle
poligenik dogasina ilaveten obezite, fiziksel aktivite gibi cevresel faktorler
bulunmaktadir. Multifaktoryel kalitim 6zelligi olmasi, tip 2 diyabette tek bir genin
fenotip Uzerindeki etkisinin belirlenmesini zorlastirmaktadir.
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Instilin direnci tip 2 diyabetin karakteristik 6zelligidir. insuline kars: doku
duzeyinde direng oldugu icin, instilin karacigerde glukoneogenezi baskilayip, kas ve
adipoz dokuda ise glukoz kullammini uyaramaz. insiilin direnciyle olusan metabolik
dengesizligin dizeltilebilmesi igin pankreas B-hiicrelerinden insiilin salimmu artar,
fakat bu artis metabolik bozuklugu diizeltmede yeterli olamaz. Inslilin direncinin
metabolik etkisi, Ozellikle karaciger, kas ve adipoz dokularda lipid ve glukoz
homeostaz bozuklugu olarak kendini gosterir (58).

PPARy nin gen, protein ve metabolik etkileri ile ilgili yapilan calismalar
sonucunda elde edilen veriler, bu proteinin glukoz homeostazinda rolt oldugunu
gostermistir. Bu proteinin glukoz homeostazindaki etkisi, PPARy’da bazi dominant
negatif etkili mutasyonlarin gosterilmesiyle daha fazla desteklenmistir. Ornegin,
PPARYy, Prol2Ala polimorfizmi olan bireylerde viicut kitle indeksi dustktir ve bu
bireylerde inslilin duyarlilig: artar. Fakat PPARy’ da dominant negatif mutasyonlarin
saptandig1  kisilerde parsiyel lipodistrofi, ciddi insilin direnci, diyabet ve
hipertansiyon gozlenmistir (58). Ayrica yapilan bir calismada PPARy’ da S112A
mutasyonu bulunan farelerde bu mutasyonun, fareleri obeziteyle iligkili insilin

direncine kars1 koruyucu etkisi oldugu bulunmustur (67).

Insiilin direncini azalttig: icin kullailan Thiazolidinin (TZD), PPARy'ya
yuksek afinitesi bulunur. Bu PPARYy ligands, insilin duyarliligim arttirma etkisini ise
bilyiik olasilikla PPARy uzerinden gergeklestirmektedir. Ornegin TZD etkisiyle
PPARy nin ekspresyonunun ¢ok artmasi ve aktivasyonu, adiposit farklilasmasini
uyararak, kocik adipositlerin sayi1 olarak artmasiyla sonuclamir. Bu  kiguk
adipositlerin instlin duyarlilig: ise buylk adipositlere gore daha yiksektir (68).
Bununla birlikte TZD’nin instlin duyarliligint arttirma mekanizmas: tam olarak
bilinmemektedir. TZD’ nin instlin duyarliligint arttirdigin gosteren bildiriler olsa da,
bu ilacin instlin duyarliligim arttirict etkisinin olmadigint gosteren calismalar da
vardir (58). Ornegin fare modeliyle yapilan bir calismada, Pparg geni heterozigot
knockout (Pparg™) olan tek kopya Pparg geni bulunan farelerin, yabanil tipe gore
instlin duyarliliginin daha yiksek oldugu bulunmustur (69). Bu da PPARy nin
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insilin duyarliligr Uzerinde etkisiyle ilgili mekanizmalarin aydinlatilabilmesi igin

arastirilmasi gereken ¢ok fazla yolak oldugunu gostermektedir (58).

PPARy nmin farkli dokulardaki instilin duyarliligi Uzerindeki etkisiyle ilgili
calismalar da yapilmistir. Karacigerde normalde PPARy’ nin ekspresyonu ¢ok disik
seviyededir. Fare modelleri kullanilarak yapilan calismalarda, obez ve diyabetik
farelerin karacigerlerinde PPARy ekspresyonunun arttig:r bildirilmistir. Bununla
birlikte TZD verilen farelerin karacigerlerinde, PPARy nin hedef genlerindeki
ekspresyonun arttigr gosterilmistir. Bu da obezite ve tip 2 diyabette kullanilan
PPARYy agonistlerinin, lipid metabolizmas: ve enerji dengesi Uzerindeki etkilerinin
bir kisminin karaciger Uzerinden oldugunu gostermektedir. Karacigerde PPARy’ nin
instlin direnci Uzerindeki etkisi, fare modelleri kullanilarak yapilan bircok calismada
incelenmistir. Kas dokusuna 6zgin Pparg gen delesyonu olan farelerde ise, kas
dokusunun instilin cevabinda degisiklik olmadigi, fakat ttiim vicut instlin direncinde
karaciger instlin direncine sekonder olarak artma oldugu gozlenmistir (70).

PPARYy 9 ekzonlu bir gen olup alternatif kesip-ekleme ile PPARy; ve PPARYy;
olmak Uzere iki protein izoformu olusturmaktadir (57,58). PPARy genindeki farklt
mutasyonlarin tip 2 diyabetle iliskisini gosteren birgok calisma yapilmistir. Bu
mutasyonlar proteinin farkli bolgelerini etkileyerek fonksiyonunu degistirmektedir.
PPARy’da bazi nokta mutasyonlari (yanlis anlamli, anlamsiz, sessiz mutasyonlar
gibi) saptanmis olup c¢ok nadir olarak kicik delesyonlar da bildirilmistir. Bu
mutasyonlarin bir kismi tip 2 diyabetle dogrudan ilgili olarak gorilmusse de, ayni
mutasyonlar i¢in bunun aksini gosteren yayinlar da mevcuttur. Bununla birlikte
PPARy mutasyonlarimin bir kisminin tip 2 diyabetle iliskili baska hastalik ve
durumlara (insilin direnci, obezite, parsiyel lipodistrofi gibi) yol actigi gosterilmistir
(8,9).

Literatirde Ozellikle PPARy, geni 12. kodonunda yanlis anlamli mutasyon
(CCA-GCA)P12A polimorfizmi ile ilgili cok sayida bildiri vardir. Bu aminoasit yer
degisimi PPARYy, proteininin AF1 bolgesinde olmaktadir. Ala allelinin etnik kdkene
gore tip 2 diyabetten koruyucu etkisinin, obezite Uzerine etkilerinin ve cevresel
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faktorlerle etkilesiminin olabilecegini gosteren yayinlar vardir (8,9). PPARYy:
izoformunda Pro yerine Ala aminoasidinin bulunmasi, proteinin DNA Uzerindeki
PPRE’ye baglanma afinitesinde azalma ve transkripsiyon aktivitesinde dismeyle
sonuglanmaktadir. Bu azalmanin instilin duyarliligim diizelttigi ve bu nedenle tip 2
diyabetten koruyucu etkisinin oldugu distnulmektedir (9).

1999 yilinda Barroso ve ark. ciddi hiperinsilinemi, hipertansiyon ve
dislipidemi gorulen 3 hastada, PPARy ligand baglayan bdlgesini ilgilendiren 2
mutasyon saptamuslardir (71). Pro467Leu ve Val290Met mutasyonlarinin liganda
baglanmada kismi eksiklige neden oldugu ve transkripsiyonel aktivitede azalmayla
sonuclandigi gosterilmis, ayrica in vitro calismalarda bu iki mutasyonun dominant
negatif etkili mutasyon oldugu saptanmistir. Bu mutasyonlarin ligand bagimli
aktivasyonu azalttigi ve koaktivatérlerle etkilesimi bozdugu gozlenmistir. Bu iki
mutasyonun dominant negatif etkisinin tirozin igerikli PPARy ligandlariyla
azaltilabildigi ancak TZD’ nin ise dominant negatif etkiyi diizeltemedigi gorulmustur.
Bu 3 hastamin da vicut kitle indeksi normal olarak bulunsa da PPARy nin lipid
metabolizmasindaki  6neminden dolay1 hastalarin  fizik muayenesi  dikkatli
yapildiginda, ekstremiteleri ve gluteal bolgeyi tutan parsiyel lipodistrofi oldugu
gbzlenmistir. Bu hastalarin, periferik dokuda instline duyarli glukoz kullamminin ve
karacigerden glukoz salinimimin bozuldugu tespit edilmistir. Ayrica Pro467Leu
mutasyonu bulunan proband hastanin, 3 ve 9 yasindaki iki c¢ocugunda da bu
mutasyon gozlenmis ve bu ¢ocuklarin plazmadaki aglik insilin seviyesinin 3-4 kat
daha yuksek oldugu bulunmustur. Bu insilin seviyesi yiksekliginin de insilin
direnci nedeniyle oldugu dustinilmustir. Bu hastalarda dominant negatif mutasyon
bulunmasina ragmen, rosiglitazon tedavisiyle toplam viicut yag oramnda artma
gbzlenmistir (9,71).

Agarwal ve Garg tarafindan parsiyel lipodistrofili bir hastada PPARy geninde
Argd25Cys mutasyonu saptanmistir (72). PPARy geninde, 6. ekzon 1273.
nikleotidte lokalize olan bu mutasyon 425. pozisyondaki yuksek derecede korunmus
olan arginin yerine sistein gegmesiyle sonuglanir. Bu mutasyon PPARy proteininde
ligand baglayan bolgede lokalizedir. Bu hastamin 32 yasinda diyabet ve
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hipertrigliseridemisinin gelistigi, ekstremite ve yizinde ise subkutan yag dokusu
kaybi oldugu bildirilmistir. Bu mutasyonun fonksiyonel etkisi bilinmese de
Argd25'in protein katlanmasimin diizgin bir sekilde gerceklesmesinde kritik bir
Onemi olabilecegi dustintlmektedir (9,72).

Hegele ve ark. 3 kusaginda parsiyel lipodistrofili hastalar bulunan bir ailede
yaptiklar1 calismada, PPARy'da yeni bir yanlis anlamli mutasyon (Phe388Leu)
saptamuslardir (73). PPARy 5. ekzonunda, 1164. nikleotidte T—A transversiyonu
nedeniyle olusan bu mutasyon sonucunda, 388. kodonda fenilalanin yerine l6sin
gecmektedir. Bu mutasyon da PPARy proteininde ligand baglayan bolgede
lokalizedir.  Mutasyonu  tasiyan  hastalarin = hepsinde  hiperinsilinemi,
hiperlipoproteinemi ve hipoalfalipoproteinemi tespit edilmistir. Fonksiyonel olarak
bu mutasyonun bazal transkripsiyon aktivitesini bozdugu ve rosiglitazona karsi
reseptor afinitesini  azalttigt  bulunmustur.  Bu mutasyon haployetersizlikle
sonuglanmakta ancak Pro467Leu ve Val290Met mutasyonlar: gibi dominant negatif
etki gostermemektedir (9, 73).

PPARy' nin ligand baglayan bolgesini etkileyen Pro467Leu, Val290Met,
Arg425Cys ve Phe388Leu mutasyonlar: reseptoriin aktivitesinde azalmaya neden
olmaktadirlar. PPARy fonksiyonu ve hastalikla iligkisini belirleyen faktor ise bu
mutasyonlarin PPARy’ nin aktivitesinde ne derece diisme olusturmasiyla ilgilidir. Bu
hastalarin hepsinde mutasyonlar heterozigot olarak bulunmustur. Ancak bu
mutasyonlarda dominant negatif 6zellik olabilecegi gerceginin bilinmesi dnemlidir.
Cunkd dominant negatif mutasyon varliginda yabanil proteinin aktivitesi de inhibe
edilmektedir. Dominant negatif aktivitesi bulunan Prod467Leu ve Val290Met
mutasyonlar1 varliginda, mutant PPARy yabaml PPARy‘nin transkripsiyonel
aktivitesini inhibe etmektedir. Etkilenen bireylerde PPARy aktivitesinin %50’ den
dustk olmasi beklenir. Ancak dominant negatif Ozelligi bulunmayan Phe388Leu
mutasyonu varligindaysa, bireylerdeki PPARy aktivitesinin %50’ den yiksek olacagi
dustnultr. PPARy aktivitesindeki kigik farkliliklara ragmen ligand baglayan
bolgede mutasyonu olan bu hastalarin hepsinde parsiyel lipodistrofi, instilin direnci,
diyabet, dislipidemi ve hipertansiyon gibi benzer bulgular vardir (9).



Bununla birlikte PPARYy aktivitesiyle metabolik hastaliklar arasinda basit bir
iliski olmadig1 da gbzlenmistir. Pro12Ala polimorfizminin PPARy aktivitesinde hafif
bir dismeye sebep olurken, diyabet riskinin dismesiyle de iliskili bulunmas: buna iyi
bir ornektir (43). Bunun sebebi lipodistrofi ile iliskili mutasyonlarin, Prol2Ala
polimorfizminin aksine PPARYy; izoformunu da etkilemesi ya da ligand baglayan
bdlgede gergeklesen mutasyonlarin fizyolojik etkisinin daha gugli olmasi olabilir.
Ayrica bu mutasyonlarin fenotipik etkilerinin farkli olmasimin bir nedeninin de,
glukoz homeostazinin saglanmasinda pankeasta ya da periferik dokudaki bilinmeyen
baska modifiye edici genler olabilecegi disunulmektedir (9).

Ristow ve ak. PPARy geninde fonksiyon kazandirici Ozellikte olan
Pro115GIn mutasyonunu tanimlamislardir. Obez Almanlarin %3’ Ginde (121 bireyde 4
kisi) bu mutasyon tespit edilmis ancak normal kilolu olanlarin highirinde (%0) bu
mutasyon gordlmemistir (74). Bu mutasyon, PPARy nin 2. ekzonunda, G—T
transversiyonu sonucu olusmaktadir ve 115. kodonda prolin yerine glutamin
gelmektedir. Bu mutasyon sonucu 115. lokusta glutamin olmasi, bu lokusa bitisik
olan 114. lokusta yerlesmis olan serin rezidisinin mitojen-aktivasyonlu protein
(MAP) kinaz tarafindan fosforillenmesini inhibe etmektedir (9,74). PPARy’ nin bu
serin rezidisiinin fosforilasyonunun ise, transkripsiyon aktivasyonunu azalttigi
gogerilmistir (75,76). Bu nedenle bu mutasyon PPARy geninde fonksiyon
kazandiran mutasyona neden olmaktadir. Fakat bu mutasyonla ilgili yapilan baska
calismalarda, bu mutasyonun obezite ve diyabetle iliskili oldugu gortst tam olarak
desteklenememistir (9,77,78).

Savage ve ark. tarafindan ciddi insilin direnci etyolojisine yonelik yapilan bir
calismada bir ailede PPARYy geninde 185stop mutasyonu
([A®PAAAAIT])fs.185[stop186]) bildirilmistir (79). Bu mutasyon insiilin direnci ve
diyabetteki kompleks genetik profili ortaya koymaktadir. Daha 6nce tanimlanmis ve
aminoasit yer degistirmesine dayanan mutasyonlarin aksine, bu mutasyonda gerceve
kaymasi mutasyonu sonucu 185. kodonda olusan prematir sonlanma kodonu
saptanmistir.  PPARy proteininin DNA baglayan bdlgesine karsilik gelen bu
sonlanma kodonu sonucu kirpilmis kisa bir protein ortaya ¢ikmakta, reseptor
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DNA'’ya baglanamamakta ve transkripsiyon aktivitesi de gosterememektedir. Daha
ilginci sadece bu mutasyonu tasiyan bireylerde bulgu veren bir metabolik bozukluk
saptanamamistir. Oysa PPARYy genindeki bu mutasyon ile kasa 6zgtin diizenleyici alt
Unite proteini fosfataz 1'i kodlayan protein fosfataz dizenleyici alttinite 3 (Protein
Phosphatase 1 Regulatory Subunit 3, PPP1R3) genindeki mutasyon birlikteligi sdz
konusu oldugunda, yani birlesik heterozigot mutasyon tastyiciligi durumunda ise,
ciddi instlin direnci gozlenmistir. Ayni sekilde sadece PPP1R3 geninde mutasyon
tastyan bireylerde de belirgin bir metabolik bozukluk olmamasi, tip 2 diyabette
poligenik etkilesimin dnemini vurgulamaktadir (9,79).

Francis ve ark. parsiyel lipodistrofisi bulunan 45 yasindaki anne ve
lipodistrofi tespit edilmeyen 12 yasindaki kizinda anlamsiz mutasyon (Tyr355X)
saptamiglardir. Annede ciddi instilin direnci, diyabet ve agir hipertrigliserideminin 35
yasinda basglamis oldugu bildirilmistir. Kizinda ise hipertrigliseridemi, yiuksek C-
peptid diizeyi ve dusik plazma HDL dizeyi gortlmustir. Olusan PPARy nin %30'u
eksik olan kirpilmis kisa bir protein oldugu ve transkripsiyonel aktivite gostermedigi
ve bu mutasyonun haployetmezlikle sonuglandig: bildirilmistir (8,80).

Agostini ve ark. ise lipodistrofik insilin direnciyle ilgili olarak PPARy
geninde 315stop ([A%*AC]fs.312[,stop315]), Arg357X, Cysl31Tyr, Cysl62Trp,
Cysl14Arg olmak Uzere 5 yeni mutasyon tammlamislardir. Cysl14Arg, Cys131Tyr
ve Cysl62Trp mutasyonlart PPARy' min DNA baglayan bdlgesinde yer almaktadir ve
bu mutasyonlari tasiyan PPARYy’larin hedef DNA’ya baglanamadigir gosterilmistir.
Anlamsiz mutasyon (Arg357X) ve cergeve kaymas/prematir sonlanma kodonu
(315stop) mutasyonu sonucu ligand baglayan bolgeden kirpilmis kisa bir reseptor
olusmaktadir. Bu 5 mutasyon da fonksiyon kaybettiren ve yabanl tip PPARY’y1
inhibe eden dominant negatif mutasyonlardir. Bu mutasyonlar1 heterozigot olarak
tagiyan bireylerde ciddi instilin direnci, karacigerde yaglanma ve parsiyel lipodistrofi
bildirilmis, baz1 hastalarda ayrica hipertansiyon da gézlenmistir (81). Bu mutasyonlar
PPARy nin glukoz homeostazindaki roliini desteklemektedir. Ancak olgulardaki

insilin direncinin, PPARy’daki mutasyon sonucu insilin sinyal iletiminin
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bozulmasindan mi yoksa olgulardaki adipoz dokunun azalmasina cevap olarak mi

gelistigi bilinmezligini korumaktadir (8).

Hegele ve ark. 37 yasindartip 2 diyabet tanil1 ve parsiyel lipodistrofisi olan bir
kadinda, PPARy'da 4 nukleotidlik delesyon sonucu cerceve kaymasi (E1
38fSAAATG) saptamuslardir. Bu mutasyon sonucunda 137 aminoasitli %73’ U
kirpilmis kisa bir PPARYy, izoformu kodlanmaktadir. Delesyonun DNA baglayan
bolgede oldugu ve haployetmezlikle sonuglandig: bildirilmistir (82).

Al-Shali ve ark. intronda lokalize olan ve 1. ekzonun 14 nikleotid upstream
lokusunda yer alan (PPARy promotor 4 varyant A-14G) promotor mutasyonu
bildirmislerdir. Bu mutasyonu heterozigot olarak tasiyan bir ailedeki bireylerde
parsiyel lipodistrofi ve tip 2 diyabet ya da insilin direnci oldugu gortlmustdr (83).

Diyabette blyiuk gen delesyonlarimin varligi ilk olarak genclerde gorulen
erigkin tipi diyabette (Maturity onset diabetes of young-MODY) bildirilmeye
baglanmistir. MODY tipik olarak primer insilin sekresyon bozuklugu olan ve
etkilenen bireyde ketotik olmayan diyabetin 25 yasindan ©nce baglamas: ile
karakterize bir hastaliktir. MODY'nin etyolojisinde glukokinaz (MODY tip 2),
hepatosit nikleer faktor-4a (HNF-4 o; MODY 1), HNF-1a (TCF1; MODY 3), insiilin
promotor faktor 1 (MODY4), HNF-1 (TCF2; MODY5) ve norojenik farklilasma
faktori (MODY6) olarak 6 gen bildirilmistir. Glukokinaz geni enzim kodlarken
digerleri transkripsiyon faktorlerini kodlarlar (84). MODY’de en sik gorilen
glukokinaz (GCK) ve hepatosit nukleer faktor-1 afa (HNF1a) genlerinin heterozigot
mutasyonlaridir (85). Ancak yakin bir zaman iginde bobrek kistleri ve diyabete
neden olan mutasyonlarin Ucte birinden, Hepatost nikleer faktor-1-Beta (HNF1p)
olarak da bilinen hepatik transkripsiyon faktor 2 (TCF2) genindeki delesyonlarin
sorumlu oldugu Ogrenilmistir (84).

Bellanne’-Chantelot ve ark. klinigi ve aile hikayess MODY ile uyumlu olan
ancak MODY genlerinde mutasyon saptanamayan hastalarda (MODY X-hastalarin
%20-40'1), mutasyon tespit edilememesinin nedeni olarak, tanimlanmams baska
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MODY genlerinin etyolojide rol almasi olabilecegi gibi, bilinen MODY genlerindeki
mutasyonlarin konvansiyonel tarama yontemleriyle atlamyor olabilecegi hipotezini
kurmuslardir. Ozellikle herediter nonpoliposis kolorektal kanserinde yanlis eslesme
tamir genlerindeki delesyon ve duplikasyonlar, meme ve over kanseri icin yuksek
riskli aile bireyleri gibi baska monogenik hastaliklarda gozlenen buyik genomik
yeniden dizenlenmelerin molekiler defektlerin yaklasik %20’ sini olusturmas: da bu
hipotezlerini destekleyen gozlemlerdir. MODY’de biuyik genomik delesyon
varliginda, mutasyon analizinde her bir ekzonun PCR ile amplifikasyonu sonras: dizi
analizi yapildig: takdirde, tek yabanil tip allelin amplifikasyonu gercekleseceginden
yanls- negatif (false-negatif) sonug verebilmektedir. Boylelikle MODY tip 5S'te
(MODY5) mutasyon tespit edilemeyen %60’ ik grubun bundan dolay: saptanamiyor
olabilecegini sdylemislerdir (84). MODY5 erken baslangigli diyabet ve bobrek
hastaliklarinin birlikteligi seklinde tammlanmaktadir. MODY5’te TCF2'de yanlis
anlamli, anlamsiz, kiicUk insersiyon ve delesyon mutasyonlari, kesip-ekleme bolgesi
mutasyonlar1 ya da tek ekzon delesyonu bildirilmistir (86). Bununla birlikte
Bellanne’ -Chantelot ve ark. MODY 5 fenotipi olan ve TCF2 geninde nokta mutasyon
tespit edilememis kisilerin yarisinda, kisa floresan fragmanlarin kantitatif multipleks
PCR (Quantitative Multiplex PCR of short fluorescent fragments, QMPSF) metodu
ile TCF2 geninde buylk genomik delesyonlar bildirmislerdir. Bu durumda
MODY5'in %70’ inden; TCF2' deki nokta mutasyonlari, kicik
delesyorvinsersiyonlar ve biytk genomik yeniden dizenlenmeler sorumlu
tutulmustur (84).

Daha sonra Carette ve ark. 2007 yilinda Fransiz bir ailede MODY5'te,
hepatik TCF2'nin 5. ekzonunda duplikasyon oldugunu QM PSF metodunu kullanarak
saptamuglardir (86).

Calismamizda bundan dolay: tip 2 diyabette, PPARy geninde blyik delesyon
ve duplikasyonlarin varligimin arastirmasina karar verildi. Tip 2 diyabetin
multifaktoryel kalitimli bir hastalik olmasi nedeniyle poligenik dogasi ve gevresel
faktorlerin genler Gzerindeki etkisi, tip 2 diyabet icin hangi aday gende dengesiz
blytk genomik yeniden diizenlenmenin secileceginde karar1 guclestirmektedir. Bu
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calismada, PPARy geninde gosterilen ve yukarida belirtilen mutasyonlarin tip 2
diyabet ve insilin direnciyle iligkili durumlarda da (obezite, ailesel parsiyel distrofi
tip 3 gibi) saptanmasi nedeniyle bu aday genin c¢alisiimas: uygun goérildi. PPARy’ da
yukarida belirtilen bazi mutasyonlar sonucu olusan kirpilmis kisa proteinlerin,
dengesiz biiytk genomik yeniden diizenlenmeler sonucu da olusabilecegi distnuldu.
Bununla birlikte bu buylk delesyon ve duplikasyonlarin PCR, RFLP ve dizi analizi
gibi konvansiyonel metodlarlatespit edilemiyor olabilecegi hipotezi kuruldu.

Schouten ve arkadaglari tarafindan 2002 yilinda MLPA yonteminin
tammlanmasindan sonra MLPA yontemi birgok hastalikta ilgili genlerdeki delesyon
ve duplikasyonlarin arastirilmasinda kullamlmaya baslanmistir (6). MLPA delesyon
yada duplikasyonlar disinda ligasyon bolgesindeki nokta mutasyonlarin tespitinde de
kullanilabilmektedir (65).

Calismamizda biyidk genomik yeniden dizenlenmelerin tespiti icin yontem
olarak MLPA tercih edildi. Bunun nedeni MLPA’ nin ucuz ve uygulanmas: kolay bir
yontem olmast ayrica tek reaksiyonda farkli lokuslara bakabilmeye olanak
vermesidir. Bu amagla MLPA’'nin problarim dizayn eden MRC-Holland'1n tip 2
diyabette PPARy geni igin hazirladigi probmiks kiti kullanildh.

MLPA'nin diyabet etiyolojisindeki genler icin ilk kullanimi 2006 yilinda
Ellard ve ¢alisma grubu tarafindan MODY5’le iligkili bir hastalik olan renal kist ve
diyabet sendromunda (Renal Cysts And Diabetes, RCAD) TCF2'deki bytk
delesyon ve duplikasyonlarin arastiriimasi ile olmustur. Bellanne’-Chantelot ve
arkadaglarinin buldugu TCF2' deki biyik gen delesyonlarinin MODY5'li olgularda
mutasyonlarin yaklasik Ucte biri kadari oldugu bulgusunu, RCAD’li olgularda
MLPA ile saptayarak daha onceki calismayr destekleyici bir sonuc elde etmislerdir
(84,85). Daha sonra 2007 yilinda ise Ellard ve ark. MLPA’min diyabette biyik
genomik yeniden duizenlenmeleri bilinmeyen genler icin kullanimint yine MODY’ de
yapilan calismalarla bildirmislerdir. Arastrmacilar, Ingiltere’ de MODY 1, MODY 2
ve MODY 3 klinik kriterlerine uyan ancak dizi analizinde sirasiyla HNF4a, HNFla
ve GCK genlerinde mutasyon saptanmamus bireylerde bu genlerdeki dengesiz
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genomik yeniden diizenlenmelerin prevalansint hesaplamay: amaglamiglardir. Bu 3
gendeki toplam 30 ekzon icin sentetik oligontkleotid problari kullanmiglardir. Bunun
sonucunda 29 hastamin birinde (%3.5) GCK geninde delesyon, 60 hastamn
dordindeyse (%6.7) HNFla geninde parsiyel ya da tam gen delesyonu
saptamuglardir. Bunlar GCK’nmin 2. ekzonu, HNFla 1. ekzonu, HNFlo'nin 2.
ekzonudan 10. ekzonuna kadar bir bolge ve HNF1a’ nin 1. ekzonundan 10. ekzonuna
kadar olan 4 farkli gen delesyonudur. Delesyon saptanan bu kisilerin ailelerinde
diyabet olanlarda da bu delesyonlar bulunmustur. Ellard ve ark. biiyik delesyonlarin
dizi andliziyle tespit edilemeyeceginden, MODY’den kesinlikle stphelenilen
olgularda, gen dozaj andlizi temeline dayanan MLPA’min kullanilabilecek iyi bir
yontem oldugunu bildirmislerdir (85).

Ancak tip 2 diyabetli hastalarin ailelerinde tip 2 diyabetli bireylerin gorilme
olasilig1 her ne kadar yiksek olsa da MODY gibi otozomal dominant kalitim paterni
gostermemektedir. Poligenik ve multifaktoryel kalitim ozelliklerine sahip tip 2
diyabette, literattirde PPARy mutasyonu tespit edilmis olgular bulunmakla birlikte,
PPARy’ da biyuk delesyon ya da duplikasyon varligiylailgili bilgi bulunmamaktadir.
Bu calismada ticari olarak dizayn edilen probmiks kiti kullanilarak 150 tip 2 diyabet
tanili hastanin delesyon ve duplikasyonlari arastirildi ve dengesiz yeniden
diizenlenmeyle uyumlu bir veri elde edilmedi.

MLPA’da kullamlan ve ticari firmanin dizayn ettigi problar DNA Uzerinde
yaklasik 20 ile 35 nukleotidlik bir bolgeye hibridize olmaktadir. Delesyon ve
duplikasyon tayini, problarin PCR amplifikasyonu sonrasinda kapiller elektroforez
cihazindan alinan pik alanlarina gore gen dozaj analizine dayanmaktadir. Problar
PPARYy; Uzerinde bulunan 8 ekzona gore dizayn edilmistir. Ikinci ekzonun varyant:
olmasi nedeniyle bu ekzon igin varyant: da icerecek sekilde 2 prob dizayn edilmis,
sonug olarak PPARy’daki delesyon ve duplikasyon tayini icin 9 probu olan bir
probmiks kullanmlmistir. Calismaya dahil edilen olgu grubunda PPARYy’ da delesyon
ya da duplikasyon saptanmamasinin sebebi; genomik yeniden dizenlenmelerin bu
problarin uyumlu oldugu ekzonlar Uzerindeki dizilerden farkli bir ekzon ya daintron
bdlgesinde olmast olabilir. Bu durumda farkl1 dizilerle hibridize olacak sekilde yeni
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prob dizaynlari, su anda kit iceriginde var olan problarin hedef bolgelerinden farkl:
bir lokalizasyonda olan mutasyonlar:1 atlamasina engel olabilecektir. DNA dizi
analizi yontemi kullanarak ilgili bolgelerin taranmast ile ekzon igindeki kugik
delesyonlarin tespiti mimkin olabilir. Ancak bu yontem, biylk delesyon ya da
duplikasyonun olmadigi durumlarda kullanilabilecek bir yontemdir. MLPA’ya
aternatif olarak Bulyuk aralikli PCR (long range PCR) ile delesyon ve
duplikasyonlarin varligi arastirilabilir. QMPSF ve kantitatif es zamanli PCR (Real
time PCR) gibi PPARy Uzerindeki baska dizilere bakacak sekilde dizayn edilmis
prob ya da primerler kullanabilen, gen dozaj analizine izin veren, blyik duplikasyon
ve delesyonlarin tespitinde kullanilmaya elverigli  yontemler ile MLPA
desteklenehilir.

PPARy Uzerinde daha dnceden diyabet ve iliskili hastaliklarda gosterilen
mutasyonlara bakildiginda bu mutasyonlarin hepsinin ekzon Uzerinde olmadigi
gorilmektedir. Ornegin promotor bdlgede lokalize olan mutasyonlar sonucu diyabet
ve insilin direnciyle iliskili hastaliklar ortaya cikabilmektedir. Kullamlan
probmiksteki problarin hepsinin ekzonlara gére dizayn edilmis olmasi da, ekzon
disinda yerlesmis olan bu promotor bolgedeki genomik yeniden dizenlenmeleri
gostermeyecegi icin bu bolgelerdeki delesyon ya da duplikasyon varligi
degerlendirilememistir. MLPA’da yaklasik olarak 45 probun aym anda
kullanilabilmesi; tip 2 diyabet icin kullamlan probmiksteki prob sayisinin
arttrlmasina olanak vermektedir. ileride dizayn edilecek problarda promotor
bolgelerinin de distinelerek probmiks Kitinin hazirlanmasi, bu bdlgelerin taranmasina
da olanak saglayabilecektir.

Kullanilan problarin PPARy Uzerinde hibridize oldugu yerlere bakildiginda,
higbirinin daha 6nce tamimlanmis mutasyon gorulen bolgelere gére dizayn edilmedigi
gorulda. Yetkili firma olan MRC-Holland’la da gorustlduginde bu tespitin dogru
oldugu 6grenildi. Her ne kadar MLPA ydntemindeki prob dizaymnda, esas olarak
bolgedeki dengesiz blylk genomik yeniden dizenlenmelerin tespiti hedefleniyor
olsa da, PPARy Uzerinde mutasyona vyatkin (hotspot) bolgelerin  varlig:
bilinmemektedir. Ancak PPARy Uzerinde yukarida belirtilen nadir gorilen
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mutasyonlar1 da kapsayacak sekilde problar dizayn edilebilir. MLPA’ nin en 6nemli
Ozelliklerinden birisi de nokta mutasyonlarini saptayacak sekilde dizayn
edilebilmesidir. Nokta mutasyonu icin taranacak bolge ligasyon bdlgesinde olacak
sekilde problar dizayn edildiginde nokta mutasyonlar: belirlenebilir. Problar normal
DNA dizisiyle hibridize olacak sekilde dizayn edildigi takdirde, 5’ oligonikleotid ve
3 oligonukleotidin ligasyon bdlgesindeki mutasyon sonucu ilgili bolgede iki
oligonikleotidin birlesememesi sonucu, pik alamnda delesyon benzeri azalma
olacaktir. Problar mutasyonlu DNA dizisiyle hibridize olacak sekilde dizayn
edildiginde ise ancak pik goruntisi alinan olgularda mutasyon oldugu sonucu
cikarilir. Calismamizda tip 2 diyabet igin kullanilan probmikste daha Onceden
litaratUrde tespit edilmis bazi nokta mutasyonlar: igin problar da yerlestirildiginde,
MLPA ile hastalarda blyik genomik yeniden dizenlenmelerle beraber bazi nokta
mutasyonlarint da tarama sansi elde edilebilir. Butin bunlarin tek reaksiyonda
gerceklesiyor olmasi sayesinde de, MLPA icin ayrilan ayni siirede daha ¢ok yer
taranabilir. Boylelikle MLPA ile bu bolgelerin hibridizasyon durumuna bakilarak
degerlendirilmesi, dizi analizi 6ncesi fikir verebilir.

Bu calismada her ne kadar tip 2 diyabet hastalarinda delesyon gortlmemis
olsa da, MLPA’da delesyon gorilmesi bu bdlgede mutlaka delesyon oldugu
anlamina gelmemektedir. Clnkl problarin komplementer oldugu DNA dizilerinde
olabilecek bir nokta mutasyonu da, probun ilgili diziye hibridize olamamasina neden
olabilecek ve analiz sirasinda da bu bdlgede gen dozajinda eksiklikle sonuglanan bir
delesyon oldugu seklinde yorumlanmasina neden olabilecektir. Bundan dolayi
delesyon saptandigi takdirde, ilgili bolgenin dizi analizi ile o bdlgede nokta
mutasyonu olmadiginin gosterilmesi 6nem tasimaktadir. Fakat burada dikkatli
olunmasi gereken 6nemli bir konu vardir. Heterozigot olarak biyik bir delesyon
oldugu takdirde, dizi analizinde dizi tamamen normal gorulebilir. Dizi analizi 6ncesi
yapilan PCR amplifikasyonunda, primerlerin buyuk delesyon olan bdlgedeki diziye
baglanamayabilecegi ve yabanl tip alleldeki bdlgeyi amplifiye ederek, dizi
analizinde tamamiyla normal bir gortintti verebilecegi her zaman akilda tutulmalidir.
Bunun icinse dizi analizi 6ncesi kantitatif es zamanli PCR veya QMPSF ile ilgili
bdlgenin incelenmesi uygun olabilir.
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PPARy, AF1 bolgesinde, PPARy; proteininin AF1 bdlgesine goére fazladan
28 aminoasit bulunmaktadir. Bu 28 aminoasit PPARy genindeki ekzon B ile
kodlanmaktadir. PPARy, mRNA’da alternatif kesip-ekleme sonucu ekzon B
bulunurken, PPARy: mRNA'’dan alternatif kesip-ekleme ile bu ekzon cikarilir.
Prol12Ala polimorfizmi bu 28 aminoasit iginde yer almaktadir. MLPA’ da satici firma
olan MRC-Holland’in PPARYy; igin dizayn edilmis problar: ile toplam 8 ekzona
bakilabilmektedir. Bu ekzonlarin 6 tanesi PPARy;'yle ortaktir. Fakat 2 ekzon
PPARy,' de degil PPARy,'de bulunmaktadir ve bu ekzonlar da kodlanmamaktadir
(58). Yani bu problar PPARy,’ye 0zgin olan ekzon B’deki delesyon ve
duplikasyonlar1 saptayamamaktadir. Bu probmiks Kiti icinde ekzon B igin prob
bulunmamasi bir diger eksiklik olarak degerlendirilebilir. Calismamizdan tip 2
diyabet ve polimorfizm iliskisi agisindan en fazla arastirilmis Prol2Ala
polimorfizminin bulundugu ekzon B’ nin blyik genomik yeniden diizenlenmelerinin
arastirilmas: agisindan gerekli bir bdlge oldugu ve bu bdlgeye 6zgin probun da
probmiksin iginde yer almasi gerektigi sonucu ¢ikarilmistir.

Calismamizda, MODY ile iliskili genlerde biyuk gen delesyon ve
duplikasyonlarimin saptanmis olmast nedeniyle, tip 2 diyabet ile iliskili genlerden
olan PPARy geninde de blyik delesyon ve/veya duplikasyonlarin olabilecegi
hipotezi ile bu gen MLPA ile incelenmistir. Ancak bu calismada eksik kalan yonler
de bulunmaktadir. MLPA yonteminin PPARy geninde delesyon ve duplikasyonlarin
saptanmasindaki kullanimi, baska bir yontemle karsilastirilamamistir. Calismamizda
mutasyon oldugu bilinen ve baska bir yontemle mutasyon saptanmis bir olgu
bulunmamaktadir ve bu nedenle MLPA ile bilinen bir mutasyonun tespiti
hedeflenmemistir. MLPA yOntemi ile delesyon ve duplikasyon tespit edilmediginden
ilgili bolgedeki mutasyon baska bir yontemle de dogrulanamamustir. Butiin bunlarin
yanisira baska bir yontemle yapilacak bir arastirma ve olgu sayisimn arttirilmasi igin
bu projenin bitgesi sinirli kalmaktadr.

Sonug olarak yukarida anlatilan sebeplerden dolay: ticari firmamn tip 2
diyabet icin hazirladigi bu probmiks kitinin, delesyon ve duplikasyonlar1 saptamada
yeterli olamayacag: dustnilmektedir. Ileride yapilacak calismalarda, yukarida
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detaylar1 ile agikladigimiz gerekceler cergevesinde farkli problarin yer aldigi
probmiksin  kullanilcigi, MLPA yontemi ile, PPARy’da delesyon velveya
duplikasyonlarin varligi arastirilabilir. Bununla birlikte tip 2 diyabette PPARy’'da
dengesiz biyik genomik yeniden dizenlenmeler bulunmayabilecegi, baska genlerde
de buiytik genomik delesyon ve duplikasyonlar olabilecegi akilda tutulmalidir. Ancak
tip 2 diyabetin etyolojisinde yer alan genlerin tam olarak aydinlanmamis olmast ve
gelisiminde cevresel faktorlerin etkisi, bu hastalik icin etiyolojide sebep sonug
iliskisini ortaya koymadaki gucligli de her zaman beraberinde getirecek gibi
gorinmektedir.



SONUGCLAR

Pamukkale Universitesi Tip Fakiiltes Hastanesi’ne 15.05.2008-20.08.2008
tarihleri arasinda basvuran klinik ve biyokimyasal ¢calismalarla Tip 2 diyabet tams
amig 150 olgunun PPARy geninin MLPA ydntemiyle incelendigi bu calismada
asagidaki sonuclar elde edildi:

1) Hasta grubumuzda; 65 kadin olgunun VKI ortalamasi 32,14 + 6,19 iken
80 erkek olgunun VK1 ortalamasi 28,09 + 4,43 olarak hesaplandi. VKI'ye gore kadin
olgularin %55,4't1 obez ve %23,1'i kilolu, erkek olgularin ise %22,5'si obez ve
%48,8'si kilolu olarak degerlendirildi.

2) Tip 2 diyabetli olgularin akrabalarinda da tip 2 diyabet gorilme siklig1
artmaktadir. Calismamizdaki olgularin %52,6'sinin birinci derece akrabasinda tip 2
diyabet oldugu goraldi.

3) Bu calismaya dahil edilen gonulli olgular cinsiyetleri agisindan
degerlendirildiginde; tip 2 diyabetli erkek olgu sayisinin kadinlara oranla daha fazla
oldugu goraldi.

4) Ticari olarak MLPA’da kullanilmak Uzere hazirlanmis olan probmiks Kiti
ile tip 2 diyabetli olgularda PPARy geninde dengesiz buyuk genomik yeniden
diizenlenme saptanmadi.

Sonug olarak hazirlanmis olan ticari probmiks kitinin tip 2 diyabette
gorulebilecek PPARy'daki delesyon ve duplikasyonlari saptamada yeterli
olmayabilecegi distinulerek, ileride yapilacak calismalarda farkli problarin yer aldigi
probmiks ile PPARy incelenmesi onerilir. Bununla birlikte tip 2 diyabette PPARy’da
dengesiz biyik genomik yeniden dizenlenmeler bulunmayabilecegi, baska genlerde
de buyuk genomik delesyon ve duplikasyonlar olabilecegi akilda tutulmalidir.
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OZET

TiP 2 DIABETES MELLITUS HASTALARINDA PPARy

GENININ MLPA (MULTIPLEX LIGATION-DEPENDENT

PROBE AMPLIFICATION) YONTEMI iLE GENETIK ANALizZi
Dr. KADRI MURAT ERDOGAN

Tip 2 diyabet etiyolojisinde bir¢cok genin birbiriyle etkilesmesi ve poligenik
dogasina ilaveten obezite, fiziksel aktivite gibi cevresel faktorler bulunmaktadir.
Multifaktoryel kalitim 6zelligi olmasi, tip 2 diyabette bir genin fenotip Uzerindeki
etkisinin belirlenmesini zorlastirmaktadir. PPARy geni tip 2 diyabette en dnemli aday
genlerdendir ve tip 2 diyabetle iliskili farkli mutasyonlar1 gosterilmistir. Ancak
bugline kadar PPARy geninde tip 2 diyabetle iliskili blyik delesyon ve/veya
duplikasyon bildirilmemistir.

Pamukkale Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Genetik AD’da gerceklestirilen
bu calismada Universitemiz Saglik Arastirma ve Uygulama Merkezi Endokrinoloji
ve Metabolizma Hastaliklar1 polikliniginde, klinik ve biyokimyasal calismalarla Tip
2 diyabet tamsi almis 150 olguda Tip 2 DM hastalarina yonelik olarak dizayn edilmis
Salsa MLPA Probemix P224 PPARy kitleri kullanilarak, PPARy; transkriptini
kodlayan 8 ekzondaki delesyon ve/veya amplifikasyonlar incelendi. MLPA
yontemiyle Tip 2 diyabet gelisiminde PPARy geninde delesyon ve/veya duplikasyon
varligina iliskin bir veri elde edilmedi. Buna neden olabilecek faktorler gdzden
gecirildi ve sonuglar literatiirdeki PPARy ve diyabet iliskisini agiklamis olan veriler
esliginde tartisildi. Ayricaticari olarak MLPA’da kullamimak Uzere hazirlanmis olan
probmiks kitinin, PPARy genindeki mutasyonlarin saptanmasinda yeterli olmadigi

dusundldu.

Tip 2 diyabet’li olgularin demografik o©zellikleri incelendiginde, bu
calismadaki olgularin birgogunun viicut kitle indeksine gére kilolu ya da obez oldugu
gorulurken, erkek olgu sayisinin kadinlara oranla daha fazla oldugu saptandi. Tip 2
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diyabetli olgularin akrabalarinda da tip 2 diyabet gorilme sikliginin arttigi ve
olgularin %52,6" sinin birinci derece akrabasinda tip 2 diyabet oldugu saptandh.

Sonug olarak tip 2 diyabette PPARy genindeki dengesiz bilyik yeniden
duzenlenmelerin tespiti igin ticari olarak hazirlanmis probmiks kiti yeterli degildir ve
ileride yapilacak calismalarda farkl: problarin yer aldigi probmiks ile PPARy geni
incelenebilir. Bununla birlikte tip 2 diyabette PPARy’da blylk delesyon ve
duplikasyon bulunmayabilir. Ayricatip 2 diyabet ileiliskili olabilecek baska genlerin
dengesiz blyik genomik yeniden diizenlenmeleri de stz konusu olabilir.
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SUMMARY

GENETIC ANALY SIS OF PPARy GENE BY USING MLPA
(MULTIPLEX LIGATION-DEPENDENT PROBE
AMPLIFICATION) TECHNIQUE IN PATIENTSWITH TYPE 2
DIABETESMELLITUS

DR. KADRI MURAT ERDOGAN

In addition to its polygenic nature and interactions of multiple genes,
environmental factors such as obesity and physical activity are also considered to be
underlying etiology of type 2 diabetes mellitus. The difficulty in determining the
effect of a gene on phenotype is because of multifactorial inheritance in type 2
diabetes. PPARYy is one of the important genes in type 2 diabetes, in which different
mutations related to type 2 diabetes have been demonstrated. To date, however,
neither large deletion nor duplication have been reported in PPARy gene in type 2
diabetes.

This study was conducted in department of Medical Genetics, Pamukkale
University School of Medicine. Salsa MLPA Probemix P224 PPARy kit, which is
designed for type 2 diabetes, were used to analyze deletions and/or amplifications in
8 exons that codes PPARYy; transcript in 150 patients who were diagnosed as type 2
diabetes in Endocrinology and Metabolic Disorders department. No deletion and/or
duplication was detected by MLPA method. The factorsthat could be associated with
this finding were reviewed. The results were discussed with the reports in literature
about association between PPARYy and type 2 diabetes. Furthermore, the commercial
MLPA probmix kit was considered to be insufficient in detecting the mutations in
PPARYy gene.

We analysed the demographic characteristics of the patients with type 2
diabetes. Body mass index of most of the patients were in overweighted and obesity
range. Male to female ratio was higher. It is revealed that positive family history
confered an increased risk for type 2 diabetes and 52,6% of first degree relatives of
our patients had type 2 diabetes.
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In conclusion, commercial probmix kit designed for the detection of large
genomic rearrangements in PPARy gene for type 2 diabetes was insufficient. For the
future studies PPARy gene can be investigated with different probmix probes. But it
is probable that there is neither deletion nor duplication in PPARy gene and
furthermore large genomic rearrangements in different genes can be associated with

type 2 diabetes.
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