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OZET

Yiiksek Lisans Tezi

GLP-1RESEPTOR POLIMORFIZMLERININ OBEZITEYE OLAN
ETKILERININ ARASTIRILMASI
(Mahafarin Maralani)
Dokuz Eyliil Universitesi Saglik Bilimler Enstitiisii
Molekiiler Tip Anabilim Dali
Yiiksek Lisans Programi

Pankreas B-hiicrelerinden salinan GLP-1, GLP-1 reseptorii (GLP-1R) ile baglanarak insiilin
salinimint arttirir. GLP-11n diyabetle olan iliskisi disinda kilo alim1 ve obezite iizerine de
etkileri mevcuttur.

GLP-1R geninde olas1 genetik degisiklikler, genotiple iligkili olarak obezitenin goriilme
sikliklar izerine degisiklik yaratabilir. Bu amagla, GLP-1R geninde olas1 mutasyon/tek gen
polimorfizmlerini (SNP) bulmay1 hedefledik. Kilo artis1 veya obezitesi olan toplam 162 olgu,
GLP-1R geni agisindan analiz edilmistir.

Bu gendeki genetik degisiklikleri gosterebilmek icin, literatlirde tariflenmis degisiklikler
kontrol edildi ve bu nedenle degisikliklerin en sik bulundugu ii¢ ekzon tiimiiyle dizilendi.
Analiz sonucu, GLP-1R’nin dordiincii ve besinci ekzonlarinda ii¢ polimorfizm ve bir
mutasyon tespit edildi. Yapilan istatistik degerlendirmeleri sonucunda, alkolik olmayan yagh
karaciger hastaligina sahip grup ile insiilin direnci gosteren grup arasinda allel frekanslari
acisindan anlamli fark bulunmadi (p>0,05). incelenen gende heterozigot, homozigot ve
yabanil tip arasinda, viicut kiitle indeksi, agirlik, boy ve bunun gibi diger obezite degiskenleri
acisindan, istatistiksel olarak anlamli fark tespit edilmedi (p>0,05). Olgulardan tiglinde
R131Q mutasyonu bulundu. Bu olgulardan birinde yagli karaciger bulunmakta iken hig
birinde insiilin direnci gézlenmedi. Buldugumuz polimorfizmlerin ilki rs6918287 idi. Bu
polimorfizmi heterozigot olarak tasiyan bireylerde insiilin direnci riskinin iki kat arttig
goriildii ve bu polimorfizmi tastyan bireylerde A alleline sahip olanlarin karaciger yaglanmasi
i¢in iki kat daha fazla risk tasidig tespit edildi. Ikinci buldugumuz polimorfizm, rs3765468
idi. Bu polimorfizmi homozigot tasiyan bireyler, heterozigot olanlara gore iic kat artmis
karaciger yaglanmasi riski icermekteydi. Son buldugumuz polimorfizm olan rs6923761°1
heterozigot tasiyan bireylerde artmis karaciger yaglanmasi ve azalmis insiilin direnci varken

homozigot bireylerde insiilin direncinde azalma goriildi.



GLP-1R geninde goriilen genetik degisikliklerin, elde edilen olasilik oranlar1 nedeniyle,
obezite ve diyabet gelisimi {lizerine etki edebilecegi diisiiniilmiistiir. Bu nedenle GLP-1R geni
tizerinde goriilen degisikliklerin ileri arastirilmasi ve tiim ekzonlarin dizilemesi ile

fonksiyonel analizinin yapilmasi planlanmustir.

Anahtar Kelimeler: GLP-1, GLP-1R, SNP, Obezite
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Masters Thesis
INVESTIGATION OF GLP-1RECEPTOR POLYMORPHISMS EFFECTS ON OBESITY
(Mahafarin Maralani)

Dokuz Eylul University Health Science Institute
Molecular Medicine Department
Masters Program

Secreted GLP-1binds to GLP-1 receptor (GLP-1R) on the pancreatic B-Cells augmenting
insulin secretion. Other effects of GLP-1however shows connections between it’s signaling
and obesity besides diabetes.

To address the possibility that genetic variation of GLP-1R gene could cause changes in
ratios of obesity according to the genotypes, we tried to detect the mutation/SNP in GLP-1R.
Genomic DNA was extracted from 162 overweight or obese patients and sequenced for the
GLP-1R gene.

To clarify the polymorphisms of this gene, hot-spots were selected and patients were
screened by full exon sequencing and association study was carried out. Three polymorhisms
and one mutation were detected in forth and fifth exons of GLP-1R gene. There were no
significant differences in allel frequencies of these polymorphisms between groups with
NAFLD or insiilin resistance, and also there were no significant differences in BMI, weight,
height and other obesity related factors among the wild type, heterozygote and homozygote of
these varients in patients (p>0,05). RI3IQ mutation was detected in three cases from which
1/3 had fatty liver but none showed insulin resistance. There was also statisticaly meaningful
results for ‘Odds Ratio’ among different genotypes and allel frequencies in groups with fatty
liver and/or insulin resistance. One of our polymorphisms was rs6918287 for which in
heterozygot group we detect double risk of insulin resistance. Patients with A allel also show
approximately doubled risk for fatty liver occurance. However for rs3765468 we have tripled
risk for insulin resistance in homozygot individuals and around double probability for fatty
liver disease in heterozygot ones. The other SNP was rs6923761. In heterozygot individuals
there is an increase in risk for fatty liver and a decrease in risk for insulin resistance. In
homozygot group also the prospect of insulin resistance is double declined. Patients with A

allel of this polymorphism show a drop in risk for insulin resistance as well.



GLP-1R polymorphisms could influence effects of GLP-1 on obesity and diabetes and
thus the functional analysis of the GLP-1R polymorphisms is expected. Full exon sequencing

and function analysis also remain to be examined.

Key Words: GLP-1, GLP-1R, SNP, Obesity



1. GIRIiS VE AMAC

Obezite, modern ¢agin en sik goriilen problemlerinden biridir. Bu problem, endiistrilesmenin
artmastyla toplumsal bir sorun haline gelmektedir. Beslenme alisgkanliklarinin diizenlenmesi
ve bireysel farkliliklarin ortaya cikarilmasi, yeni gelisen bu durum ile miicadelede biiyiik
yarar saglayacagi disiiniilmektedir. Bireysel farkliliklarin en 6nemli nedeni, kisiler arasindaki
genetik degisikliklerdir (Beinborn M ve ark., 2005).

Glukagon benzeri peptid-1 (GLP-1) ve ilgili reseptoriiniin, insiilin salinimi iizeine etkisi tespit
edilmis ve bunun disinda literatiirde beslenme aliskanliklar1 {izerine etkisi ile obezitenin
gelisiminde rol oynadigi goriilmistiir. GLP-1 reseptorii (GLP-1R) {izerinden etki eden
hormon ve néro-transmiterlerin, insan glukoz metabolizmasinin diizenlemesinde rol oynadigi
bilinmektedir. Bu metabolizmanin etkisinin GLP-1 reseptorii lizerinden gergeklesen yolaklar,
bireylerde diyabet, glukoz metabolizma bozukluklari ve/veya obezitenin gelisimine etki
ettigine isaret etmektedir.

Obezitenin gelisiminde GLP-1-R geninin polimorfizm/mutasyonlarinin etki edip etmediginin
anlagilmasi i¢in hipotezimizi; GLP-1R geninde goriilen genetik degisiklikler obezite
gelisimine etki etmektedir seklinde kurguladik (Lamont B J ve ark., 2012; Tokuyama Y ve
ark. 2004; Van Hoek M ve ark. 2008).

Bu proje onerisi, GLP-1R nin genetik 6zelliklerini ortaya ¢ikarmak ve toplumsal degisiklikleri
ortaya koymak i¢in Tiirkiye' de yapilmis ilk calisma, aynm1 zamanda obezite ile iliskisinin

gosterilmesine olanak saglayacak literatiirdeki ilk arastirmadir.



2.GENEL BiLGILER

2.1. OBEZITE

2.1.1. GIRIS

Kalori alimi ile kalori harcanmasi arasinda bir dengesizlik olmasi durumunda obezite ortaya
cikar. Obezite, diinya capinda milyonlarca insani etkileyen 6nemli bir saglik problemidir ve
sorun artik epidemi seklinde izlenmektedir. Bugiin itibari ile ABD’de yaklasik yiiz yirmi yedi
milyon yetigkin asir1 kilolu, altmig milyon obez ve dokuz milyondan fazla siddetli obez
olgusunun oldugu goriiliir ve bu rakamlar yetigkin niifusunun %65’ini kapsamaktadir. Bin
dokuz yiiz seksen yilindan bu yana bu rakamlar yaklasik %20 artis gOstermistir ve bu
sayilarin Oniimiizdeki yirmi yil i¢cinde Onemli bir Ol¢lide artacagi tahmin edilmektedir.
Ayrica, obezite kendisi ile iligkisi olan hastaliklarin ekonomik maliyetleri sebebi ile 6nemli

bir saglik sorunu haline gelmistir (Flegal K M ve ark., 1998).

Obezitenin, tip-2 diyabet, hipertansiyon, dislipidemi, kanser, osteoporoz ve kardiyovaskiiler
hastaliklar dahil bir¢ok ciddi saglik problemi ile iligkisi vardir. Obezite, genetik ve gevresel
faktorlerin birlikte ¢alistigi cok faktorlii bir hastaliktir. Genetik, davranigsal, sosyo-ekonomik,
kiiltiirel ve cevresel etkiler gibi bircok faktdr, obezitenin gelisimini daha da karmasik hale

getirmektedir.

2.1.2. Obezitenin Farkh Etnik Kokenlerdeki (Tiirkiye’de) Yayginhgi

Obezite, Tirkiye’de her gegcen giin goriilme sikligi artmakta olan bir problem olarak
degerlendirilmektedir. Obezite prevelansi yetiskinlerde 1990 yilinda %18,6 iken, on yil iginde
%21,9’e yiikselmistir. Bu artis, %17,7’lik bir nispi artis hiz1 géstermekte ve sorunun yillara
bagli olarak arttigina isaret etmektedir. Tiirkiye’de de cogu tlilkede oldugu gibi asir1 kiloluluk,
erkeklerde = daha  sik  goriiliirken;  obezite, kadinlarda  daha  yaygindir
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/15655033, June 2014).

2.1.3. Obezitenin Genetigi

Genetik ve cevresel faktorlerin obeziteye olan etkileri ¢esitli caligmalarda degerlendirilmistir.
Cogu calismada, genetik faktdrlerin, viicut kiitle indeksi (VKI) degisikliklerine yaklasik %30
ile %40 katkida bulundugu, ¢evresel faktorlerin ise %60 ile %70 oraninda iliskili oldugu


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/15655033

belirtilmistir. Ayrica bu iki faktér arasinda biiyiik bir etkilesim s6z konusudur. Bir¢ok kisi
genetik olarak obeziteye yatkin olabilir; ancak ytliksek yagl diyet ya da sedanter yasam tarzi
gibi baz1 cevresel faktorlere maruz kalinca obezite ortaya cikar (Stunkard A J, 1988). ikiz
caligmalari, obezitenin biiyiikk Olclide cevresel faktorlere degil, genetik faktdrlere bagl
oldugunu gostermistir. Dogumdan sonra farkli ortamlarda yetistirilmis tek yumurta ikizlerinin
VKI’leri arasinda giiclii bir korelasyon oldugu gésterilmistir. Ayrica evlatlik cocuklarla
yapilan arastirmalarda, VKI’leri ile kendi biyolojilik ebeveynlerininkiler arasinda korelasyon
oldugu goriilmiis ve boyle bir iligskinin evlat edinen ebeveyn ve evlat edinilen ¢ocuk arasinda

ayni ortamda yasamalarina ragmen bulunmadigina isaret etmistir (Price R A ve ark., 1987).

Birgok kompleks hastalik nitel analizden daha ziyade nicel karakter analizleri ile
dlgiilmektedir. VKI, boy ve kan basimnci gibi nicel dzellikler, popiilasyon genelinde siirekli
Olciilebilir ve dagitilabilir 6zelliklerdir. Diger taraftan, niteliksel 6zellikler vardir ki bunlar bir
hastaligin var olup olmadigin1 gosterir. Mesela, obezite gibi kompleks bir hastalikta,
kantitatif yaglanmay1 belirtmek igin, viicut kitle indeksi, bel 6l¢timleri, deri alt1 ve i¢ organ
cevresi yag doku Olclimleri dahil olmak iizere birgok farkli Olglim yonteminden
yararlanilmaktadir. Bu Olgiitlerden faydalanilarak, farkli toplumlarda, obezitenin kalitsal
oldugunu gosteren c¢alismalar mevcuttur. Kalitim, genetik faktorlerin, fenotipe yansima
derecesini gosteren bir Olgiidiir. Obezite gibi yaygin, karmasik hastaliklarda, cevresel
faktorlere ek olarak birkag gen ya da genlerin belli bir grubu fenotipe katkida bulunur. VKI’in
kalittm degerinin incelenen niifusa bagli olarak, %25 ile %53 arasinda bulundugu tahmin
edilmektedir (Vogler G P ve ark. 1995; Adeyemo A ve ark., 2003; Perusse L ve ark., 1996).
Bu deger visseral ve deri alt1 yag dokusu i¢in  %50-55 ve % 40 oraninda bulunmustur
(Perusse L ve ark., 1996). Bununla birlikte, biyolojik ebeveyni obez olan ¢ocugun obez olma
riskinin oranini tariflenmesinde kullanilan lambada katsayisinin (Kr), aile ge¢misinde obezite
olan bir bireyde iki ile ii¢ kat daha fazla olacagi tahmin edilmektedir (Risch N, 1990). Bu
rakam siddetli obez bireylerde 5-8 katina kadar ¢ikabilmektedir (Bouchard C, 2001).

Arastirmacilar, aday gen analizlerinden, tiim genom taramalar1 ve olgu ¢alismalar1 da dahil
olmak iizere ¢esitli yaklasimlarla, obezitenin gelisiminden sorumlu genleri ortaya ¢ikarmaya
calismaktadirlar. Perusse, insan gen-obezite haritasi ile ilgili EKim 2004 tarihinde
yayinlanmig verilerin bircogunu Ozetlemistir. Bugiine kadar, obezite fenotipleri i¢cin Y

kromozomu harig biitiin kromozomlarda insan i¢in 204 adet nicel 6zellik noktasi (QTLs) ve



hayvan modellemeleri i¢in 221 noktada QTLs bulunmustur. Bu galismalarda, 358 olgu

incelenmis ve sonug olarak 113 aday gen bulunmustur (Perusse L ve ark., 2005).

Bu replike olan genler; adiponektin (ACDC), beta-2 adrenerjik reseptér (ADRB2), beta-3
adrenerjik reseptor (ADRB3), guanin nukleotid-baglayic1 protein (G protein), beta
polipeptidaz (GNB3), interlokin 6 (IL6), insiilin, diigiikk dansiteli lipo protein reseptorii
(LDLR), leptin (LEP), leptin reseptdr (LEPR), lipaz, melano kortin reseptor 4 (MC4R),
gluko kortikoid reseptér (NR3CI), peroksizom ¢ogaltici-aktiv edici reseptér gama (PPARG),
reziztin (RETN), tiimor nekroz faktor alfa (TNFa) ve baglanmayan protein 1, 2 ve 3 (UCPL1,
E1CP2 ve UCP3) olarak bilinmektedir. Hem aday genlerdeki hem de QTL bdlgelerindeki
replikasyon sayisinin az olmasi sasirtict degildir; ¢iinkii obezite karmagik bir hastaliktir ve
biiylik bir olasilikla bir¢cok gen fenotip ile iligkili olabilir. Calismalar arasindaki degisik etnik
gruplar ve ¢alisma popiilasyonu farkliliklari, katilimcilarin yasi, gevresel etkiler, dl¢iilen

fenotipler gibi bireysel farkliliklar geligkili sonuglar dogurabilmektedir.

2.2. DIYABET

2.2.1. Diyabetin Simiflandirilmasi

Diyabet, degisik tiplere ayrilabilen bir hastaligi agiklayan terimdir. Diyabetin iki ana tipi
vardir; Tip 1 diyabet ve tip 2 diyabet.

Tip 1 diyabet, genellikle insiiline bagimli veya genellikle erken baslayan diyabet olarak
adlandirilir. Tip 1 diyabet bir kiside pankreatik beta hiicreleri otoimmiin siiregler tarafindan
yok edilir. Boylece pankreasta herhangi bir insiilin iiretimi olmaz. Bu nedenle Tip 1 diyabeti

olan insanlar hayatta kalmak i¢in insiilin almak zorundadir.

Tip 2 diyabet, genellikle insiiline bagimli olmayan veya ileri yasta baslayan diyabet olarak
adlandirilir. Bu hastalik, insiilin direnci ve/veya goreceli insiilin eksikligiyle birlikte viicudun
diizgiin bir sekilde insiilini kullanamamasindan dolay1 ortaya ¢ikmaktadir.

Diinyada ¢ocuklarda ve genglerde obezite artis1 nedeniyle giderek yayilmasina karsin, tip 2

diyabet genellikle ge¢ ve orta yaslarda ortaya ¢ikmaktadir (Mathis D ve ark., 2001).



Tip 2 diyabet semptomlari, hastaligin gelisimi siiresince agik¢a gbézlenemez. Bu tip diyabet
tam gelistigi zaman hem insiilin salgilanmasinda hem insiilinin etkisinde anormallikler ortaya
cikar. Bu hastalik beta hiicre islem bozuklugu ve bozulmus insiilin duyarliligi nedeniyle
olusan bazal glukoz konsantrasyonundaki artis ile karakterize edilmektedir. Pankreatid [-
hiicreler kan seker diizeyini korumak i¢in yeterli insiilin diizeyini iiretemezse tip 2 diyabet
ortaya c¢ikar. Ne insiilin direncinin ne de B-hiicre yetmezliginin molekiiler temeli heniiz acik

degildir ve tip 2 diyabetin goriilme siklig1 diinyada hizla artmaktadir.

Tip 2 diyabet icin risk faktorleri; ailede diyabet Oykiisii, obezite, ileri yas, fiziksel
hareketsizlik, gestasyonel diyabet Oykiisi, bozulmus glukoz intoleransi ve etnik kokeni
icerir. Gestasyonel diyabet, bazi kadinlarda gebelik sirasinda tespit edilirken bir tiir glukoz
intolerans1 seklinde goriiliir ve daha ¢ok ailesinde diyabet Oykiisii olan ve obez kadinlarda
goriilmektedir. Diyabetin diger tiirleri tiim diyabet vakalarinin 5%’1 kadardir. Diyabetin diger
spesifik tiirlerinin nedenleri genetik kosullari, cerrahi, ilaglar, enfeksiyonlar, yetersiz

beslenme ve diger hastaliklar olabilir (Anderson R ve ark., 2000).

2.2.2. Diyabetin Komplikasyonlari

2.2.2.1. Diyabet Gelisen Salgin

Diyabet yiiksek kan sekeri seviyesiyle karakterize olan bir grup klinik bozukluk demektir.
Diyabet ve komplikasyonlarin patogenezine baktigimizda, hiperglisemi hepsinde 6nemli
bir rol oynamaktadir. Bu komplikasyonlar, nefropati (Abouna G M ve ark., 1983), retinopati
(Job D ve ark., 1976) sinir hiicrelerinde goriilen sorunlar (Dahl-Jorgensen K ve ark., 1986),
makrovaskiiler hastaliklar (Ganda O P, 1980), bozulmus hiicresel bagisiklik (Rayfield E J ve
ark., 1982), hiicre biiylimesinde anormallikler (Stout R W, 1982) ve hiicre farklilagsmasi
(Turner J L ve ark., 1978) gibi sorunlari igerir.

Kalp hastaligi, diyabete bagli dliimlerin 6nde gelen nedenleri arasindadir. Kalp hastaligi ve

kalp krizi riski, diyabetik olan bireylerde iki ile dort kat daha yiiksektir (Klein R, 1995).



2.2.2.2. Insiilin ve Diyabet

Insiilin hormonu, glukoz metabolizmas:1 ve enerji dengesini diizenleyen bir proteindir.
Langerhans adasindaki pankreatik endokrin B-hiicrelerinde insiilin salgilanmasi, glukoz-lipid
alimimi, gen ekspresyonunu ve protein sentezini uyarir (Taniguchi C M ve ark., 2006;
Cheatham B ve ark., 1995; Banting F G ve ark., 1922). Bu siireg, biiyiik 6l¢iide glukoza
bagimli bir siirecte inkretin hormonlari tarafindan kontrol edilir (Nauck M A, 2011).

Olmayan insiilin iretimi ile Tip 1 diyabet, insiilin direncinin gelisimi ile de tip 2 diyabet
(T1DM ve T2DM) ortaya ¢ikar (Dupre J, 2005; Nauck M A, 2004). Ayrica B-hiicrelerinde
apopitoza neden olan mutasyonlar da diyabete sebep olabilir. Diyabete neden olan baska bir

etken ise insiilinin ilgili reseptorii ile baglanmasina engel olan mutasyonlardir (Hua Q, 2010).

2.2.3. Diyabet ve Inkretin Hormonlar

2.2.3.1. inkretin Etkisi

Bagirsak hormonlar1 tarafindan insiilin salgilanmasinin uyarilmasi, uygun glisemik kontroliin
modifikasyonu i¢in i¢sel bir mekanizma olarak hizmet vermektedir. Yemek tiiketimi kan
sekeri diizeylerini ylikseltir ve ardindan insiilin salgilanmasini uyarir (Rorsman P ve ark.,
2003). Inkretin etkisi yaklagik elli y1l once kesfedilmistir. Deneylerde glukozun oral olarak
alinmasinin ardindan insiilin  salgilanmasimin  artti§1 goriiliirken, interavenoz olarak
verildiginde yeteri kadar etkin olmadig1 goriilmiistiir (Perley M J ve ark., 1967; Elrick H ve
ark., 1964).

Daha sonra glukagon benzeri peptid-1 (GLP-1) ve glukoz bagimli insiilinotropik peptid
(GIP)’ in besin alimmi takiben pankreatik B-hiicrelerinin glukoz bagimli insiilin salinigina
neden olduklar1 gosterilmistir (Thorens B, 1995; Efendic S ve ark., 2004; Gutniak M K ve
ark., 1992; Fehmann H C ve ark., 1995; Nauck M A ve ark., 1986).

GIP ve GLP-1 in birlikte etkisinin insiilin seviyelerini diizenlemek igin yeterli etkinlige
sahip oldugu gorilmistiir (Lindgren R E ve ark., 2009). Tokluk sekeri seviyesi bu inkretin
etkisine yanit olarak normal kosullarda 140 mg/dl altinda tutulur (70-100 mg/dl). Bu nedenle

i¢ salg1 bezi etkisi (inkretin effect)’nde bozulma meydana geldiginde kalict hiperglisemi
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ortaya ¢ikar ve bu T2DM’un olusumunu kolaylastirir ( Pratley R E ve ark., 2001; Gutzwiller
J P ve ark., 1999; Drucker D J, 2003).

2.2.3.2. inkretin Hormonlari

GIP (Gastrik inhibitor polipeptid) , yag ve karbonhidrat tiiketimini takiben deodenum ve {ist
bagirsak K-hiicrelerinden salgilanan 42 aminoasitlik bir peptidtir (Ross S A ve ark., 1978;
Buchan A M ve ark., 1978). GIP, ilk olarak mide asidi salinimindaki inhibisyon etkisi ile
taninmistir. Fakat sonraki arastirmalarda GIP’in glukoza bagimli bir sekilde pankraetik
insiilin salinimina neden oldugu goézlenmistir (Pederson R A ve ark., 1976; Dupre J ve ark.,
2002; Trumper A ve ark., 2002; Ehses J A ve ark., 2003). Adipositlerin fonksiyonel GIP
reseptorlerini eksprese ettigi gézlenmistir (Yip R G ve ark., 1998).

GIP direncinin, giliglii bir sekilde T2DM baslangict ile iliskili oldugu gosterilmis ve
GIP’1mn insiiliinotropik eylemlerinin bozulmas1 T2DM’yi GLP-1’den daha fazla etkiledigi
tespit edilmistir ( Meier J J ve ark., 2006; Meier J J, 2009, Vilsboll T ve ark., 2007; Elahi D ve
ark., 1994; Nauck M A ve ark., 1993).

GIP reseptorii (GIPR) ne karsi gelisen direng, GIP agonistlerinin T2DM’un tedavisinde

kullanim1 i¢in 6nemli bir sinirlamadir.

Hormon GLP-1 pankreatik B-hiicrelerinden insiilin salgilanmasini uyarmak tlizere igsalgi
bezi etkisinin bir pargast olarak bagirsak L- hiicreleri tarafindan salgilanmaktadir

(Kreymann B ve ark., 1987; Nauck M A ve ark., 1993; Kjems L L ve ark., 2003).

GLP-1 reseptor (GLP-1R) agonizminin, yeterli GLP-1 geni iiretimine yardimci olmak i¢in
B-hiicreleri tizerinde proliferatif ve anti-apoptik etkileri vardir ( Egan J M ve ark., 2003;
Baggio L L ve ark., 2006; Butler A E ve ark., 2003). Yeterli igsalgi bezi tepkisi (incretin
effect)’ni  kontrol edememe, T2DM’de insiilin direncinin karakterize bir Ozelligidir
(Bagger J I ve ark., 2011; Knop F K ve ark., 2007; Rask E ve ark., 2001). Yok olmaya yakin
olan bir pankreas salgi bezi yamitinin yenilenmesi eksojen GLP-1 agonistinin
uygulanmasi ile elde edilebilir (Nauck M A ve ark., 1986; Drucker D J, 2002; Nathan D M
ve ark., 1992; Baggio L L ve ark., 2004). GLP-1’in 6 hafta siiresince derialti inflizyonu ile

T2DM hastalarinda glisemik kontrolii, insiiline duyarliligi ve B-hiicre fonksiyonlarmin
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gelisimini sagladigi goriilmiistiir (Zander M ve ark., 2002). GLP-1, pankreatik hiicrelerinden
glukogon salinimini inhibe etmekte ve glisemi kontroline yardimer olmak i¢cin mide
bosalmasini geciktirmektedir ( Orskov C ve ark., 1988; Schirra J ve ark., 1998; Willms B ve
ark., 1996; Imeryuz N ve ark., 1997). Yetersiz ig¢salgi bezi yanitindan (incretin effect) dolayi
asir1 glukagon salgilanmasi, T2DM’deki yiiksek glukoz diizeyleri igin kismen sorumlu
tutulmaktadir ( Meier J J ve ark., 2007; Knop F K ve ark., 2007; Salehi M ve ark., 2010;
Salehi M ve ark., 2008). Hepatik glukoz iiretiminin 6nemli 6lgiide pankreastan bagimsiz
azalmasi, glukagon salgilanmasinin diizenlenmesinde GLP-1’in roliiniin 6nemli oldugunu
yansitmaktadir (Prigeon R L ve ark., 2003). Sonug olarak periferik ve santral GLP-1 yolaklari

arasindaki etkilesim, kan glukoz diizeylerinin diizenlemesine yardim etmektedir.

2.3. NAFLD (alkolik olmayan yagh karaciger)

2.3.1. Patoloji

Alkolik olmayan yagh karaciger hastaligi (NAFLD) giiniimiizde siklikla yasanan bir sorun
haline gelmistir. Yag ve seker orani yliksek diyetler, niifus i¢inde karaciger yaglanmasinin
goriilme sikligini arttirmaktadir. NAFLD, alkol kullanim1 olmaksizin karacigerde yag birikimi
ile karakterize edilir. Histolojik bulgular1 ise minimum alkol tiiketimi olan bir kiside karaciger
yag agirhiginin, karaciger agirliginin % 5-10’dan fazla olacak sekilde olmasidir (Younossi Z

M, 2008).

Inflamatuar hiicre infiltrasyon esliginde NAFLD, alkolik olmayan steatohepatite (alkolik
olmayan steatohepatit - NASH) ilerleyebilir (Gentile C L ve ark., 2008; Fujita K ve ark.,
2009). NASH ise siroz ve hepatoselliiler karsinomaya doniisebilir (Bellentani S ve ark., 2010;
Schreuder T C ve ark., 2008; Ding X ve ark., 2006).

2.3.2. Epidemiyoloji

NAFLD sanayisi geligsmis iilkelerde 6nemli bir saglik sorunu haline gelmistir. Obez niifusun
% 60-70’inde karaciger yaglanmasi bulundugu tahmin edilmektedir (Schreuder T C ve ark.,
2008). En tehlikelisi ise pediatrik niifus icinde NAFLD’nin her gegen giin arttiginin tespit
edilmesidir (de Piano A ve ark., 2009).
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2.3.3. NAFLD, Obezite, Diyabet iliskisi

Karacigerin sistemik insiilin direnci gelisiminde Onemli bir rol aldig1 agiktir.
Hipertrigliseridemi ve NAFLD, hepatosit ve adiposit insiilin direnci ve ayni sekilde obezite
ile gliglii iliskileri vardir. Ayrica lipit birikimi Ozellikle hipertrigliseridemi, T2DM ve
NAFLD’nin ortak 6zelligi sayilabilir. Buna ek olarak NAFLD, kardiyovaskiiler morbidite ve
mortalitesinin bagimsiz bir belirleyicisidir (Sanal M G, 2008; Musso G ve ark., 2010).

24. GLP-1

2.4.1. GLP-1’nin Biyolojik Etkileri

GLP-1’ in reseptdre baglanmasi, cAMP(siklik AMP) olusumu ile sonuglanan adenilat
siklaz aktivasyonuna neden olur (Gromada J ve ark., 1998). GLP-1’in tiim eylemlerde ikincil
olarak cAMP’1n olusumuna sebep oldugu bilinmektedir. Protein kinaz A’nin aktivasyonu
degistirilmis iyon kanal aktivitesi, hiicre i¢i kalsiyum tasinmasi ve insiilin igeren
graniillerin gelismis disa salinigina yol agar (Holz G G ve ark., 1993). GLP-1’in insiilin
salgilanmasi iizerinde, herhangi bir etkisi olmasi igin glukozun belli bir seviyede bulunmasi
gerekir. Buna ek olarak GLP-1, giiclii bir sekilde glukozun kendisinin insiilinotropik
eylemlerini takviye etmektedir. Tek B-hiicre deneylerinde glukoz ve GLP-1’in ayri olarak,
hiicre ic¢i kalsiyum seviyelerini ya da zar potansiyelini etkilemeye yetmedigi goriilmiis,
fakat ikisinin birlikte giiclii bir aktivasyon meydana getirdigi tespit edilmistir (Gromada J ve
ark., 1995; Weir G C ve ark., 1989). Glukoz ve GLP-1 etkilesimleri, B-hiicrelerinin adenozin
trifosfat kanallar1 seviyesinde olabilir. Bu kanallar, hiicre i¢i KATP (ATP ye hassas potasyum
kanal1) seviyelerine duyarlidir boylece B -hiicrelerini glukoz metabolizmasina duyarli hale
getirir ve ayn1 zamanda GLP-1 tarafindan aktive olmus protein kinaz A tarafindan
etkilenebilir (Gromada J ve ark., 1998; Gutniak M K ve ark.,1996). Her durumda KAPT
kanalina baglanip onun kapanmasini saglayip bodylece kalsiyum girisine neden olan
stilfoniliireaz, GLP-1’in glukoza olan bagimliligini ¢dzer ve bu sekilde elde edilen potansiyel
klinik a¢idan 6nem tasimaktadir (MacDonald P E, 2002). Bu insiilinotropik eylemlerinin yani
sira, GLP-1’in diger etkileri onu tip 2 diyabet tedavisi i¢in son derece cazip hale getirmistir.
Yapilan galigmalarda ilk olarak, GLP-1 sadece yiiksek kan glukoz seviyelerinde (>250
mg/dl) insiilin salgisim arttirdigr gozlenmistir (Nathan D M, 1992). GLP-1, glukoz ile
uyarilmis olan insiilin salgilanmasini giiclendirir ama uyarilmamais insiilini etkilemez boylece

hipoglisemiye sebep olmaz. Buna ek olarak GLP-1, insiilinin sadece gen transkripsiyonunu

13



degil insiilin biyosentezinin tiim adimlarin1 uyarir (Fehmann H C ve ark., 1992). Bu
nedenle insiilin salgilanmasinda rol alan hiicresel genlerin g¢ogalmasini saglar (Buteau J,
1999). Ayrica yetersiz B-hiicresi olan bireylerde yeni hiicreler saglama yetenegine sahip
oldugu i¢in B-hiicre proliferasyonunu sagladigi gosterilmistir (Perfetti R, 2000; Staffers D A
ve ark., 2000). Son zamanlarda GLP-1 reseptor sinyali sayesinde B-hiicre apoptozunda azalma
saptanmistir ki bu B-hiicre kitlesinin artmasina da katkis1 vardir (Wang Q ve ark., 2004,
Johnson J D ve ark., 2004). Ugiinciisii ise GLP-1 giiclii bir sekilde glukagon sekresyonunu
inhibe eder ve bu sekresyon inhibisyonu da glukoz bagimlidir (Nauck M A ve ark., 2002).
Herhangi bir sekilde artik - hiicresi salgilama kapasitesi olmayan diyabetik hastalarda GLP-1
inflizyonu yapildiginda glukagon sekresyonu inhibe oldugu i¢in GLP-1‘in glukoz disiiriicii
rol oynadigi gorilmiistir (Creutzfelt W, 1996). GLP-1’in diger  &zelliklerinden
gastrointestinal motilite lizerine 0&zellikle gastrik bosalmanin inhibisyonunda rol aldigi
sOylenebilir (Nauck M A ve ark., 1997). Gastrik bosalmanin yavas olmasi diyabetik
hastalarda ¢ok onemlidir ¢iinkii bu etki glukoz seviyesinin tokluk artigini kismen durdurabilir.
Biitiin bu etkileri goz oniinde bulundurursak GLP-1 ve veya etki mekanizmasi yolaklari, tip 2

diyabet i¢in ¢ok umut verici bir tedavi imkéan1 olarak goriiliir.

2.4.2. GLP-1’in Etkilerinin Kisitlamalari

GLP-1’in biitlin etkilerine ragmen onun tedavideki yararliligin1 sinirlandiran bir sorun vardir.
Terapotik bir madde olarak GLP-1’in kullanimi igin en biiyiik dezavantaj hizli bozulma
nedeniyle meydana gelen son derece kisa yar1 Omiir sorunudur. Baslangigcta hizh
bozulmasinin sebebi her yerde bulunan ve ekspresse olan dipeptidil peptidaz 4 (DPP-4)
nedeniyledir (Deacon C F, 1995). Biyolojik agidan aktif bir GLP-1"in yar1 émrii 1-2 dakikadir
(Kieffer T J ve ark., 1999). Yemek sonrasinda serbest birakilan GLP-1’in yarisindan daha
fazlas1 kesilmis metabolit olarak sirkiile edilmektedir. GLP-1’in cilt alt1 enjeksiyonundan
sonra bakildiginda 30-60 dakika i¢inde konsantrasyon pikine ulagir ve 1-2 saat i¢inde yikilir
(Drucker D J, 2001). Bu ekzojen GLP-1 in g¢ogunlukla kesik metabolit olarak dolagimda

bulundugu anlamindadir.

2.4.3. GLP-1’in Klinikte Kullanim

Arastirmalar GLP-1’in intravendz inflizyonu tip 2 diyabeti olan hastalarda kan sekerini
tamamen normalize ettigini gostermistir (Nauck M, 1993). Siirekli intraveniiz infiizyon rutin

tatbikat icin uygun degildir bu ylizden arastirmacilar rutin kullanim igin ¢esitli yollar1
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denemisler ve bu denemeler GLP-1’in etkinligini gostermistir. GLP-1’in bozulmasini
geciktirmek icin en uygun enjekte olabilecek formu gelistirilmis ancak; c¢esitli yontemler
kullanilarak elde edilen sonuglar GLP-1’in tip 2 diyabet hastalar1 i¢in tedavi amagh
kullanildiginda bozulma o6ncesi doneminin hala ¢ok kisa oldugunu gostermistir (Pridal L,
1996). Bu nedenle birden fazla enjeksiyon GLP-1’in tedavi i¢in kullaniminda gereklidir.
Birgok pratik sorunun hala ¢oziilmesi gerekmesine ragmen GLP-1 tabanli bir tedavi tip 2
diyabet tedavisi i¢in en Onemli iimit verici yaklagimlardan biri olacagi diisiiniilmektedir.
Tedavi edici madde olarak GLP-1’in kullanimimi daha etkin hale getirmek i¢in arastirmalar

devam etmektedir.

GLP-1’in son derece kisa omiirlii olmasi nedeniyle DPP-4, dayanikli analoglara alternatif
olarak gelistirildi (Deacon C F, 1997). Bu analoglar, dogal GLP-1 ile karsilastirildiginda
daha uzun bir siire insiilinotropik etkilerini muhafaza edebildikleri goriilmiistiir. Ilging bir
analog olan eksendin-4 (exendin4) 39 aminoasitlik bir peptidtir ve kertenkele zehirinden izole
edilmigtir. Bu analog ile GLP-1 % 5 dizi benzerligine sahiptir. Eksendin-4, GLP-1 reseptorii
icin tam bir agonisttir ve DPP-4 aksiyonlarina kars1 direng gosterdigi gosterilmistir (Thorens
B ve ark., 1993).

Diyabetik hastalarda eksendin-4 tedavisi ile ilgili ¢ok sayida ¢alisma yaymlanmistir. Bu
caligmalar analogun kan sekerini ve hemoglobin degerlerini normallestirdigi, hemoglobin
degerlerini normale yakin tuttugu (Greig N H ve ark., 1997), tip 2 diyabet hayvan
maddelerinde viicut agirhigint azalttigi (Young A A ve ark., 1999), yaghh Kkaraciger
farelerinde ise glisemi, hiperinsiilinemi ve viicut agirhgmi iyilestirdigi (Szayna M ve ark.,
2000) gostermistir. Insan calismalarinda ise tip 2 diyabet hastalarinin bu analog ile
tedavisinde glukoz diizeylerini azalttigi (Egan J M ve ark., 2003) siilfonilure ve metformin
kombinasyonu ile kullanildiginda yemek sonrasi glukozu anlamli bir sekilde azalttig
gosterilmistir (Fineman M S ve ark., 2003). Ayrica eksendin-4’tin iyi glisemik kontrolii
olan kisilerde ve seker hastaligi olan kisilerde esit derecede etki ettigi ortaya c¢ikmigtir
(Kolterman O G ve ark., 2003). Bir diger analog olan NN2211 NovoNordisk tarafindan
gelistirilmistir. Bu analog DPP-4 hassasiyetini diigiirebilir ve ayni zamanda enjeksiyon
yerindeki emilimini geciktirebilir (Juhl C B ve ark., 2002). NN2211’in akut veya siirekli
uygulamasi glukozu azaltir, insiilin diizeylerini arttirir, glukagon salinmasini bastirir  ve
glukoz intoleransi olan modellerinde mide bosalmasini geciktirir (Riebel U ve ark., 2002;
Degn K B ve ark., 2004).
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Sonug olarak eksendin-4 ve NN2211 gibi DPP-4 dayanikli analoglarin tip 2 diyabeti olan
hastalarda, GLP-1’ in pozitif etki gosterdikleri ispat edilmistir. Ama yine de terapotik etkiyi

elde etmek i¢in sik sik enjeksiyon gereklidir.

Ikinci ana strateji ise, DPP-4ii inaktive etmektir. Bu inhibitorlerin kullanilmasi tip 2
diyabet hastalarinda GLP-1’in asir1 bozulmasi sonucu onerilmistir (Holst J J, 1998). Daha
sonra ¢ok sayida calisma, DPP-4 inhibitorlerinin uygulanmasini diyabet gelistirme riski
tastyan olgulara sunulabilecegini gostermistir. Oral olarak etkili bir ok DPP-4 inhibit6riiniin
cesitli hayvan modellerinde anti diyabetik etkilere sahip oldugu gosterilmistir (Balkan B
ve ark., 1999; Pospisilik J A ve ark., 2002; Villhauer E B ve ark., 2002). Bu inhibitorlerin
klinik caligmalar1 da mevcuttur. Nispeten hafif hiperglisemisi olan tip 2  diyabet
hastalarinda ilaglar ile tedavi miimkiin degilken aglik plazma glukoz seviyelerinin 6nemli
Olglide azaldigr ve tedavinin kabul edilebildigi gosterilmistir (Ahren B ve ark., 2002). Tip
2 diyabet hastalarinda tek doz yeterlilik calismalarinda glukoz ve glukagon seviyelerinde
diistis ve GLP-1 seviyesinin arttif1 gdsterilmistir ve bu yiizden bu inhibitdrlerin bazilart
Faz 3 klinik denemelerini asmistir (Ahren B ve ark., 2004). Sonug olarak DPP-4 inhibito6rii
ile tedavi belirgin olarak giin boyunca glukoz seviyelerini azaltmaktadir. DPP-4
inhibitorlerinin kullanilmasi avantajlidir; cilinkii yan etkisi yoktur ve oral olarak kullanimi
miimkiindiir. Ancak DPP-4 inhibisyonu uzun vadeli etkisi olup olmayacag belirsizdir. DPP-4
cok sayida diizenleyici peptidi metabolize ettiginden, inhibitorlerin etkisi tamamen GLP-1’e
atfedilecek diye bir garanti yoktur. Ornek olarak bir bagirsak biiyiime faktorii olan GLP-1-2
nin de DPP-4 siibstratt oldugu bilindiginden bu inhibitorlerin intestinal ¢ogalma iizerinde

etkisi olabilecegi diistiniilmektedir (Holst J J, 1998).

2.5. GLP-1 Reseptorii
2.5.1. Giris

Ik olarak 1992’de Dr. Thorens tarafindan kullanilmis olan GLP-1R (GLP-1 reseptorii) 463
aminoasitten olusan bir proteindir (Thorens B, 1992). GLP-1R bir sinif B (class B) G
protein kenetli reseptor (G-protein coupled reseptér, GPCR) olup GIP ve glukagon
reseptoriic ile ayni ailede yer almaktadir (Runge S ve ark., 2010). Bu reseptor, bir N-
terminal hiicre dist ligand baglama alan1 dahil olmak {izere yedi transmembran

domainden olusmaktadir (Runge S ve ark., 2010; Gupta N A ve ark., 2010). Sekretin
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reseptor ailesi olarak bilinen bu ailede, reseptorlerin genellikle {i¢ hiicre dis1 dongiisi
bir N-terminal hiicre dis1 etki alani ve bir hiicre i¢i karboksil terminali (C- terminal)
vardir (Runge S ve ark., 2010). Bu reseptor ailesi adenilat siklaz uyarict G protein yoluyla
birleserek  siklik AMP(cAMP) konsantrasyonunu hiicre icinde  diizenleyebilme
kabiliyetleri ile taninmaktadir (Madsbad S ve ark., 2008).

GLP-1R, tiirler arasindaki dizisini yiiksek derecede korumaktadir. Ornegin insan GLP-1R
ve fare GLP-1R % 90 dizi benzerligi gostermektedir. GLP-1R, GLP-1 i¢in de oldukga
spesifiktir (Madsbad S ve ark., 2008; Brubaker P L ve ark., 2002). Tirler arasinda
bakildiginda reseptoriin dokulardaki dagiliminda farkliliklar oldugu goriilmiistiir. Calismalar
kopeklerdeki doku dagiliminin insan ve faredekinden  ¢ok daha farkli  oldugunu
gdstermistir (Sandhu H ve ark., 1999). Ilk insan calismalari, insanlardaki GLP-1 reseptdr
dagiliminin hipotalamus, pankreas B-hiicreleri, akciger ve midede oldugunu gostermistir

(Sandhu H ve ark., 1999; Harmar A J, 2001).

2.5.2. GLP-1R Aktivasyonu

GLP-1, GLP-1R’in ¢oziinebilir hiicre disi domaini ile baglanti kurmaktadir ve bu 06zel
kristal yap1 kompleks olduklari zaman 6zel olarak meydana g¢ikmaktadir (Underwood C R
ve ark., 2010).

Esas olarak GLP-1, C-terminali vasitasi ile reseptore baglanir. GLP-1’in C-terminalinde uyum
degisikligi,  baglanmadan Once rastgele dagilan N-terminal kalintilarmi kapsadigi
disiiniilmektedir. Allosterik etki  sonucu helezon form olusur ve GLP-1R’nin hiicre-dis1

etki alanindaki N-terminal kalintilarinin dogru konumlanmasindan sonra reseptor aktive

olur (Underwood C R ve ark., 2010).

2.5.3. GLP-1R Sinyal Mekanizmasi

GLP-1R, sindirim sistemi, beyin, kalp, bdbrek ve pankreas dokularinda bulunmaktadir
(Bullock B P ve ark., 1996; Campos R V ve ark., 1994). GLP-1’in reseptore baglanmasi

sonucunda G-protein araciligi ile adenilat siklaz aktive olur ve hiicrede cAMP seviyeleri artar.

Protein kinaz A ve cAMP vasitasi ile diizenlenen guanin niikleotid degisim faktorii (cAMP-

GEF11 veya Epac2) yiiksek cAMP seviyeleri ile uyarilir. Daha sonra hiicre iginde kalsiyum
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konsantrasyonlar1 iyon kanallarinin aktivasyon degisikliginden dolay1 artar. Sonug olarak bu
degisiklikler insiilin salgilayan graniil etkileyip onlarin B-hiicrelerinden taginmasini saglar
(Kim J G ve ark., 2003).

cAMP’ nin yiikselmis dilizeyi cAMP’ye yanit veren baglanma proteini (cCAMP’ye yanit
veren baglanma proteini, CREB), P13K yolagmi aktive ederek hiicrenin hayatta
kalmasini saglar ve B-hiicrelerinin ¢ogalmasi lizerinde etkisi vardir ( Drucker D J ve ark.,

2006; Brubaker P L ve ark., 2004).

2.5.4. GLP-1 ve GLP-1R Genetik Bakis

GLP-1, preproglukagon tarafindan kodlanmaktadir ve bu biliylikk genin 7 ile 37inci
kodonlari arasini olusturmaktadir (Holz G G ve ark., 1993).

Gen yapist: Aragtirmacilar, insan glukagon geninin yaklasik olarak 9.4 kb uzunlugunda
oldugunu ve 6 ekzon ve 5 intron igerdigini gostermislerdir (White J W ve ark., 1986).
DNA probu kullanarak glukagonu ikinci kromozoma tahsis etmislerdir (Tricoli J V ve ark.,
1984). Ayrica insitu hibridizasyon ic¢in bir DNA probu kullanarak gen 2q36-2q37’ye
lokalize edilmistir (Schroeder W T ve ark., 1984). Fare de ise glukagonun kromozom iki
iizerinde oldugu bulunmustur (Lalley P A ve ark., 1987).

GLP-1R: GLP-1R genine bakildiginda sadece sekretin (SCTR) Kalsitotin(CALCR) ve
paratiroid hormonu (PTHR) i¢in olan reseptdrler arasinda benzerlik bulunmustur ki bu
reseptorler G-protein birlestirilmis alicilar ailesini olusturmaktadir.  Bilim insanlar1 ayrica
GLP-1R genine karsilik gelen bir cDNA (komplementer DNA) klonlamislardir (Dillon J S ve
ark., 1993).

Aragtirmacilar, floresan in situ hibridizasyon yontemini kullanarak GLP-1R genini 6p21
bolgesine lokalize etmislerdir (Stoffel M ve ark., 1993). GLP-1R geni on ii¢ ekzondan
olusan bir gendir (Tokuyama Y ve ark. 2004). Kershaw ve ark. , fare GLP-1
reseptoriiniin kromozom 17 {stlinde major histocompatibility bdlgesine (MHC)

haritalandigini rapor etmistir (Kershaw E E ve ark., 1995).

GLP-1R polimorfizm: GLP-1’in biyolojik eylemlerini GLP-1R araciligi ile yapmasi agiktir
(Huang G ve ark., 2012). Glukoz toleransi i¢in GLP-1R’nin onemi knockout farelerde
ispatlanmistir. Bu farelerde, diisiik insiilin salgilanmasi ile baglantili olarak oral glukoz
problemine anormal glukoz tepkisi ortaya ¢ikmistir. Bu durum, tip 2 diyabette inkretin

tedavisinin basarili olmasmin temelidir (Ahlkvist L ve ark., 2013). Obezite ve T2DM
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hastalari, yetersiz tedavi secenekleri ile birlikte yayginligi artan bir ivme gostermektedir.
GLP-1R’nin inkretin eylemleri su an T2DM tedavisi i¢in kullanilmaktadir. GLP-1 sisteminin
bu tedavilerle etkin hale gelmesi istah1 bastirir ve enerji harcamasini arttirir ve bu ikisi basarilt

bir sekilde obezite tedavisinin énemli bilesenlerinden biri olma yoniinde umut vermektedir

(Lockie S H, 2013).

Terapotik GLP-1 sistemini hedeflemek i¢in iki yol vardir: DPP-4 inhibisyonu ya da GLP-1
reseptoriiniin dogrudan uyarilmasi. Bu iki yonteme bakildiginda da GLP-1R agonistlerinin
uzun etkili versiyonlar1 glisemik kontrol i¢in daha iyi sonuclar sunmaktadir (Deacon C F
ve ark., 2012). GLP-1R’nin tokluk hissi verici ve kan glukoz diizeylerinin diizenlenmesinde
etkileri goriilmiistiir. Bu nedenle beslenme davranist iizerinden, GLP-1R’in 6nemli bir
fizyolojik gen oldugunu ortaya konmaktadir (Drucker D J, 2002; Kumar K G ve ark.,
2006). GLP-1R’nin ifade edilisinde genetik varyasyonlar, farelerde mide bosalma hizini
etkiledigi gorilmis ve midede allele 6zel GLP-1 ekspresyonun gastrik bosalma hizini
etkiledigi bulunmustur.  Ayrica calismada GLP-1 reseptoriiniin blokaji, islevsel bir
polimorfizm oldugunu bile ortaya koymustur. Genetik polimorfizmlerin genis
varyasyonlarinin bireysel ila¢ yanitlara etkileri olabilir. Gelismekte olan farmakogenetik
alaninda ilag metabolizmasinin ve hasta yanitin1 tahmin etmek i¢in genetik varyasyonlarin

saptanmas1 amaclanmaktadir (Kumar K G, 2007).

Bu konu ile ilgili ¢aligmalara baktigimizda GLP-1R genetik varyasyonlarin, in vivo olarak
GLP-1’e yanit1 degistirebilecegi diistinlilmektedir (Sathananthan A, 2010). Buna ek olarak
dogal olarak meydana gelen tek niikleotid polimorfizm (SNP)’lerin varligi, terapotik amagh
kullanilan ilaglara olan tepkiyi de degistirebilir. Reseptor hedefli tedavilerde, SNP’lerin
varlig1 tedavi etkinligini etkileyebilmesi olasi bir mekanizmadir. Cogu G-proteine bagl
reseptoriin SNP’leri detayli olarak arastirilip karakterize olmasia ragmen GLP-1R SNP’leri
ile ilgili bilgi kisithdir (Koole C, 2011). Bu konu ile ilgili son olarak Tokuyama ve

arkadaslarinin ortaya koydugu bir ¢aligma vardir.

Bu ¢alismadan 6nce GLP-1R gen polimorfizmleri i¢in mikrosatelitler kullanilarak baglanti
analizleri yapilmis ve sonuglara gore GLP-1R geninin mutasyonlar1 farkli irk gruplarindan tip
2 diyabet mellitusun patogenezinde dnemli olmadig1 ortaya konulmustur (Tanizawa A C ve
ark., 1994; Zhang Y ve ark., 1994). Ancak GLP-lgenindeki SNP’ler i¢in bir 6rneklem

caligmasi yapilmamistir.
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Tokoyama ve arkadaslarinin raporu, GLP-1R genindeki SNP ler i¢in sistemik aramanin
sonucunu ortaya koyan ilk rapordur. Otuz alt1 tip 2 diyabet hastalig1 olan olgu, GLP-1R
geni tiim gen dizi analizi ile incelendiginde 5 yanlis anlam ve 4 sessiz mutasyon saptanmistir

(Tokuyama Y ve ark., 2004).

GLP-1’in obezite i¢in farmakolojik tedavide uygulanmasi heniiz rutin kullanimda olmayan bir
asamadadir (Nauck M A, 1996; Drucker D J, 2001; Bloomgarden, 2002). GLP-1R
polimorfizmleri, GLP-1 ile ilgili maddelerin farmakolojik etkilerini degistirebilir ve bu
polimorfizmler diyabetin patogenezinde bir faktor olabilir. Bu yiizden GLP-1R
polimorfizmlerinin fonksiyonel analizinin yapilmasinin, olgularin ilag faydalanma oranlarinin
arttirllmas1 i¢in fayda saglayabilecegine ve obezitenin gelisimindeki mekanizmalarin

aydinlatilmasinda yol gosterici katkisi olabilecegini diistinmekteyiz.
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3.GEREC VE YONTEM

3.1. Arastirmanin Tipi:

Bu arastirma, tanimlayici kesitsel nitelikte bir aragtirmadir.

3.2. Arastirmanin Yeri ve Zamani:

Bu arastirma, Temmuz 2013 - Eyliil 2014 tarihleri arasinda Dokuz Eyliil Universitesi Tip
Fakiiltesi, Tibbi Genetik Anabilim Dali ve DEGETAM (Dokuz Eyliil Genetik Tan1 Merkezi)
Molekiiler Genetik Laboratuvarlari’nda yapildi.

3.3. Arastirmanin Evreni ve Orneklemi / Cahsma Gruplarr:

Bu calismaya dahil edilen periferik kan &rnekleri, Dokuz Eyliil Universitesi Tip Fakiiltesi
Cocuk Saglig1 ve Hastaliklar1 Anabilim Dali, Gastroenteroloji ve Metabolizma Bilim Dali’nda
obezite tanis1 almig yiiz altmig iki hastadan toplandi. Calismaya alinan ¢ocuklarin
ebeveynlerine c¢alismanin olast sonuglari hakkinda bilgi verildi ve goniillii olarak

katildiklarina dair onam formlar1 alindu.

Bu ¢alisma, “GLP-1 Reseptor Polimorfizmlerinin Obeziteye Olan Etkilerinin Arastirilmas1”

adli BAP projesi (2013.KB. SAG.241) kapsaminda yapildi.

3.4. Cahsma Materyali:

Calismaya katilan her ¢ocuktan etilen diamin tetra asetik asitli (EDTA’) tiiplere 2’ser ml

periferik kan 6rnegi alindu.

3.5. Arastirmanin Degiskenleri:

Bu arastirmanin degiskenleri, gendeki varyasyonlara gore, obeziteli bireylerde yagli karaciger

goriilme sikligidir.

Bagimli degisken: Yagl karaciger hastaligi, Boy, Kilo, VKI, Boya gore agirlik, Cinsiyet
Bagimsiz degisken: GLP-1 reseptor polimorfizmleri
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3.6. Veri Toplama Araclar::

3.6.1. Bilgi Toplama:

Arastirmaya dahil olan olgularin klinik bilgileri, Dokuz Eyliil Universitesi Tip Fakiiltesi,
Cocuk Sagligi ve Hastaliklari Anabilim Dali, Metabolizma ve Gastroenteroloji Bilim

Dali’ndaki kayitlarindan elde edildi.

Tiim hastalarin klinik verileri olusturulan hasta veri toplama formuna kaydedildi. Hastalarin

antropometrik verileri, yagl karaciger varligi ve polimorfizm varligi kaydedildi.

3.6.2. Kullanilan Cihazlar:

Arastirmada kullanilan aletler ve markalar: tablo 1°de verilmistir.

Tablo 1. Arastirmada kullanilan aletler ve markalari

Alet Marka

Pipet seti Finnipipette

Nanodrop ND-1000
Spectrophotometer
Nanodrop

Yatay elektroforez cihazi | Hybaid

ve gii¢ kaynagi

Vorteks IKA Ms-3

Termal cycler Eppendorf

-20 derece dondurucu Altus

+4 derece buzdolabi Altus

Sekans cihazi Applied Biosystems

Is1 blogu P.Selecta

Steril kabin Thermo

Santrifiij cihazi Eppendorf

Hassas terazi Denver
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3.6.3. Kullanilan Kimyasal Maddeler:

Arastirmada kullanilan kimyasallar ve sarf malzemeler Tablo 2 ‘de verilmistir.

Tablo 2. Arastirmada kullanilan Kimyasallar ve sarf malzemeler

Kimyasal madde ve sarf | Marka Lot numara
malzeme

DNA izolasyon Kiti Roche 11796828001
Primer ciftleri Metabion 9634A04-9634B04-

9634C04-9634D04-
9634E04-9634F04

Orange G boya Sigma 84H2502
Agaroz Sigma 12K00011
TBE Applichem 5D004086
Big dye Kkiti Applied Biosystem 1109324
Purifikasyon Kkiti ZRDNA Sequencing | ZRC176334
Cleaning

Ready-2x-multiplex Nanohelix NIMO0138
Tune up Nanohelix TUS1751M

3.6.4. Arastirmanin Yontemi:

Alinan kan orneklerinden 6zel DNA izolasyon kitleri vasitasiyla DNA elde edildi ve elde
edilen DNA’lardan polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) islemi gergeklestirildi. PZR fiirlinleri
agaroz jelde yiirttiilerek istedigimiz bolgelerin amplifikasyonunun olup olmadigi kontrol
edildi. Daha sonra, bu PZR firiinlerinden Sanger metodu ile dizi analizi islemi
gerceklestirildi. Kapiller elektroforez cihazinda yliriiyen Orneklerin analizleri uygun

yazilimlar yardimiyla yapildi.
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3.6.4.1. Olgu Guruplarin Belirlenmesi Ve Ornek Alm:

Calismaya Temmuz 2013 - Mayis 2014 tarihleri arasinda Dokuz Eyliil Universitesi Tip
Fakiiltesi Pediatrik Gastroenteroloji ve Beslenme-Metabolizma poliklinigine kilo fazlalig:
yakinmasi ile bagvuran ve antropometrik verilerine gore obezite tanisi alan, 10-18 yas arasi
hastalar alindi. Endokrinolojik (Cushing Sendromu, biiyiime hormonu eksikligi, tip 1 diyabet
ve hipotiroidi), genetik (Prader-Willi sendromu, Down sendromu vb) nedenler ile kronik ilag

kullanimi1 6ykiisii (steroid, antidiyabetik) olan hastalar ¢alisma dis1 birakildi.

Tiim hastalarin fizik incelemeleri ve antropometrik olgiimleri yapildi. Hastalarin hesaplanan
VKi’leri, ayni cinsteki ¢ocuklarin VKI persentilleri ile karsilastirildi ve 95 persentilin

izerinde olanlar obez olarak kabul edildi (Cole T J, 2012).

Insiilin direnci homeostaz modeli degerlendirilmesi (HOMA-IR= Homeostasis Model
Asessment) diyabetik olan ve olmayan kisilerde, kiside oOlciilen glukoz ve insiilin degerleri
kullanilarak beta hiicre fonksiyonunu ve insiilin direncini pratik bir sekilde inceleme imkani
saglayan bir modeldir (Mathews D R, 1985). HOMA-IR “aglik insiilin degeri (unIU/mL) x
aclik glukoz degeri (mg/dL) / 405” formiilii ile hesaplanir; degerin 2,5’in {izerinde olmasi
prepubertal ¢cocuklar i¢in 4’iin lizerinde olmas1 ise pubertedeki ¢cocuklar i¢in insiilin direncinin
varhigini isaret eder (Valerio G, 2006). Kandaki insiilin degerleri Dokuz Eylul Hastanesinin
merkez laboratuvarinda, kemiiliminesans yontemini kullanan Beckman Coulter unicel DxI

800 cihazindan yararlanilarak hesaplandi.

Obezite tanisi alan tiim hastalara yaglh karaciger hastaligi varligimi tespit etmek i¢in batin
ultrasonografisi (USG) rutin olarak yapildi. Ayrica, yine obezite tanis1 alan tiim hastalardan
aclik kan sekeri, serum insiilin diizeyi, lipid profili, karaciger fonksiyon testleri, tam kan
sayimi, tiroid fonksiyon testleri bakildi. Karaciger enzimlerinde bozulma ve/veya USG ile
yagl karaciger hastaligi saptanan tiim hastalardan enfeksiyoz, metabolik ve otoimmun
kaynakl1 karaciger patolojilerini dislamak amaci ile serolojik ve biyokimyasal incelemeler

rutin olarak yapildi.

Ultrasonografi sonuglarina gore hastalar yagl karacigeri olan ve yagl karacigeri olmayan

obez hastalar olmak iizere iki gruba ayrildi. Hasta ve ebeveynlerine sozlii ve yazili bilgi
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verildikten ve onamlar1 alindiktan sonra, hastalarin rutin biyokimyasal tetkikleri ve tam kan

sayimt i¢in kan alinirken, genetik ¢alisma i¢in de K,-EDTA’1 tiipe 1 mL kan alindu.

3.6.4.2. Kan Orneklerinden DNA Eldesi ve Kalite Kontrolii:
3.6.4.2.1. Kandan DNA izolasyonu:

EDTA’ll tliplere alinan periferik kan orneklerinden DNA izolasyonu High Pure PZR
Template Preparation Kit’i (Roche) kullanilarak yapildi.

Tablo 3. Kandan DNA izolasyonu icin gerekli alet ve kimyasal listesi

Eppendorf tiipleri

Proteinaz K

Soliisyonlar (Wash buffer, Binding buffer, Elution buffer)

Otomatik pipetler (1-10 mikrolitre, 10-100 mikrolitre ve 100-1000 mikrolitre)
Steril pipet uglar1 (10, 20, 100, 200 ve 1000 mikrolitrelik)

Vorteks (IKA MS 3 basic mini vorteks)

Santrifiij (Centrifuge 5415D Eppendorf)

Steril eldiven

DNA izolasyonlart asagida belirtilen protokole uygun olarak gergeklestirildi (Tablo 3).
Finalde her 6rnege ait 100 mikrolitre DNA elde edildi ve DNA’lar -20°C’de sakland.
1. 200 pl kan iizerine 200 pl baglanma soliisyonu (binding buffer) ve 40 pl Proteinaz K
eklendi ve karistirildi.

2. Is1 blogunda 70°C’de 10 dakika inkiibe edildi.

3. Uzerine 100 pl izopropanol eklendi, pipetaj ile karistirildy, filtreye alinds.

4. 8000 rpm’de 1 dakika santrifiij edildi.

5. Altta kalan kisim uzaklastirildi ve 500 pl removal buffer eklendi.

6. 8000 rpm’de 1 dakika santrifiij edildi.

7. Altta kalan kisim uzaklastirildi ve 500 pl wash buffer eklendi ve 8000 rpm’de 1 dakika
santrifiij edildi. Bu islem iki kez tekrarlandu.

8. 13000 rpm’de 1 dakika santrifiij edildi.

9. 100 pl elution buffer {izerine eklendi.

10. 8000 rpm’de 1 dakika santrifiij edildi.
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3.6.4.2.2. DNA’larin Nanodrop ile Ol¢iimii:

Elde edilen DNA’larin konsantrasyonu ve safligt ND—1000 Spectrophotometer Nanodrop
cihazi kullanilarak olgtildii (ng/ml). Spektrofotometrede 260 ve 280 nm dalga boylarindaki
okumalar orani DNA’nin safligini1 verir. Bu oranin 1.8 olmast DNA’nin safligi, daha diisiik
olmast RNA kontaminasyonu, Daha yiiksek olmasi ise protein kontminasyonunu gosterir
(Maniatis T ve ark., 1982) .Konsantrasyonu yeterli olmayan ve saflig1 iyi olmayan DNA’lar,

periferik kandan tekrar izole edildi.

3.6.4.3. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR):

3.6.4.3.1. PZR i¢in Primerlerin Tasarlanmasi:

GLP-1R geni 2, 4 ve 5. ekzon bolgelerini polimeraz zincir reaksiyonu ile ¢ogaltmak icin bu
bolgelere 6zel primerler dizayn edildi. Primer dizayninda, NCBI Primer Blast primer dizayn

program1  (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/) kullanildi. Primerler 0,2 uM

konsantrasyonda liyofilize sekilde Metabion Gmbh (Germany) firmasina sentezletildi (Tablo
4).

Tablo 4. GLP-1R geni ekzon 2, 4 ve 5 primerleri

Ekzon2 Forward 5’-catcaaagtcctccagaagttg-3’
Reverse 5’- cagaatttggggctttgaggtt-3°

Ekzon4 Forward 5’-cagtgaagtgctccaagacatg-3’
Reverse 5’-cagcgtatatgtcaggggagg-3’

Ekzon5 Forward 5’-ctgcttcattcctctatctggg-3°
Reverse 5’-tgtattcacctctctggcecttg-3°

3.6.4.3.2. Primerlerin sulandirilmasi:

Liyofilize durumdaki primerlere kullanma talimatinda belirtilen miktarlarda distile su
eklenerek 100 pikomol/ul’lik stok ¢ozeltiler hazirlandi. PZR isleminde kullanilmak {izere

stoktan 10 pikomol/ul’lik konsantrasyonlu 100 pl’lik sulandirilmig primerler hazirlandi.
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3.6.4.3.3. DNA amplifikasyonu:
Kandan elde edilen genomik DNA’nin ¢ogaltilmasi i¢in PZR teknigi kullanildi. PZR, 0,2
ml’lik steril reaksiyon tiiplerinde gerceklestirildi. DNA amplifikasyonu ig¢in gerekli

malzemeler listesi, izlenen PZR protokolii ve PZR programi Tablo 7°de 6zetlenmistir.

Tablo 5. DNA amplifikasyonu icin gerekli alet ve kimyasallar listesi

Termal cycler (Eppendorf Mastercycle)

Otomatik pipetler (1-10 pl ve 10-100 ul)

Steril pipet uglar1 (10 pl, 100 pl, 200 pl’lik)

0,5 ul’lik ve 1,5 pl’lik eppendorf tiipleri (Axygen)
Eppendorf tiip tasiyicilar

0,2’lik PZR tiipleri (Axygen)

Steril kavanozlar

Steril eldivenler

Buz kalib1

Deiyonize su

PZR Reaksiyon Karigsimi1 (Nanohelix-Helix AMP Ready-2x-multiplex)
PZR Giiglendirici (Tune up soliisyonu, Nanohelix)

Primerler

Tablo 6. PZR i¢in hazirlanan karisim (6rnek basina)

PZR Ready mix 15 pl

Distile su 2 ul

Tune up soliisyon 3 ul

Primer F 0,5 ul

Primer R 0,5 ul

DNA 30 ng/ml olacak sekilde
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Tablo 7. Kullamlan PZR program

Etki Sicakhik Siire Dongii sayisi
Denatiirasyon | 95°C 15 dakika 1 dongii
Denatiirasyon | 95°C 30 saniye

Baglanma 57°C 45 saniye 35 dongii
Uzama 72°C 45 saniye

Final Uzama 72°C 7 dakika 1 dongii

GLP-1R geninin ii¢ ekzonu i¢in ayni protokoller uygulandi. Amplifikasyon iiriinleri PZR

programu bittikten sonra +4 %C’de sakland.

3.6.4.3.4. PZR iiriinlerinin agaroz jel elektroforezi ile kontrolii:

PZR isleminden sonra, elde edilen flriinlerin amplifiye olup olmadiklarinin kontrolii jel
elektroforez yontemi ile yapildi. PZR iiriinleri, %3’liikk agaroz jelde yiiriitiildi. Elektroforez
kasetinin igine, PZR firlinlerini koyabilecegimiz kuyucuklarin olusmasi i¢in tanka Ozgii
taraklar yerlestirildi. 100 ml’lik erler igine, 3 gr agaroz ve 100 ml 0,5X tris-borate-EDTA
(TBE) konulup manyetik karistirict ve 1siticida ¢oziindiiriildii. Berrak goriiniim saglaninca, 16
pl etidyum bromiir eklenip karistirildi ve hazirlanan tabaga dokiildii. Jelin donmasi i¢in
beklendi. Jel donduktan sonra Ornekler jele yliklenirken bir parga parafilm lizerine 4 pl
orange-G ve 3 ul PZR iiriinii karistirilip, jeldeki kuyucuklara yiiklendi. Elde edilen PZR
tirtinlerinin dogru amplifiye olup olmadigini1 kontrol etmek igin, her jele marker yiiklendi. 120
volt akimda 15-20 dakika vyiiriitiildiikten sonra jel goriintileme sistemi ile incelendi.

Amplifiye olmayan veya hatali amplifiye olan 6rnekler i¢in PZR asamasi tekrar edildi.
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Tablo 8. Jel elektroforez icin gerekli alet ve kimyasal listesi

Yatay elektroforez

Giic kaynagi

Manyetik karistirict ve 1sitict (IKAMAG)
Erlenmeyer

Meziirler (50 ml, 100 ml, 500 ml)

pH metre

Hassas tarti

Pipetler (2ml, 1,5 ml, 10 ml)

Pens ve ¢esitli boyutlarda cam siseler
Agaroz (Sigma, A5093 Lot 51K01131)
Etidyum bromiir (Sigma)

Orange G (Biological Industries Lot 204804)
DNA marker (O’Range Ruler 100bp DNA Ladder)

Deiyonize su

3.6.4.4. DNA Dizi Analizi (Sekans Analizi):

3.6.4.4.1. TIk Piirifikasyon:

Elde edilen PZR fiirlinlerinin jel elektroforez kontroliinden sonra, baglanmayan dNTP ve

primerlerin ortamdan uzaklastirilmast igin ilk pirifikasyon [Exo Sap-IT (GML, Wollerau

Switzenland)] uygulanmistir. 5 pl PZR iriint alinip tizerine 2 pl Exosap eklendi. Enzimin

inkiibasyon sicakligr 37 °C’ de 30 dakika, enzimin dezaktivititasyonu 80 °C de 15 dakika

olarak ayarlandu.

3.6.4.4.2. ikinci amplifikasyon (Sekans amplifikasyonu):

Birinci piirifikasyon sonrasinda ikinci amplifikasyon islemi (cycle sequencing PZR) kite 6zgii

protokolle yapildi (Tablo 10).
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Tablo 9. ikinci amplifikasyon icin gerekli alet ve kimyasal listesi

Termal cycler (Eppendorf Mastercycle)
Otomatik pipetler (1-10 pl ve 10-100 ul)

Steril pipet uglar1 (10 pl, 100 pl, 200 pl’lik)

0,5 ul’lik ve 0,2 pl’lik eppendorf tiipleri (Axygen)
Eppendorf tiip tasiyicilar

Steril kavanozlar

Steril eldivenler

Buz kalib1

Deiyonize su

Big Dye Terminator (Applied Biosystems USA, v3.1)
Dye saving soliisyon

1x buffer

Primerler

Tablo 10. ikinci amplifikasyon icin uygulanan protokol

Dye saving soliisyon 3 pl

1x buffer 2 ul
Distile su 2 ul
Big dye 1 ul

Primer (F veya R) 1 ul
PZR trtnu 1,5 pl

Her bir 6rnek icin aynmi protokol uygulandi ve Tablo 11°deki kosullar ile amplifiye edildi.

Sonrasinda, olusan iiriinler +4 °C’de saklandi.
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Tablo11. ikinci amplifikasyon icin kosullar

Etki Sicaklik Siire Dongii sayisi
Denatiirasyon | 96 °C 1 dakika 1 dongii
Denatiirasyon | 96 °C 10 saniye

Baglanma 50 °C 5 saniye 25 dongi
Uzama 60 °C 4 dakika

3.6.4.4.3. ikinci Piirifikasyon:

Ikinci amplifikasyon isleminden sonra, baglanmayan floresan isaretli boyalar, artik tuzlar,
dNTP, primer ve enzimlerin temizlenmesi i¢in, asagida belirtilen protokol ile ikinci
pirifikasyon (Zymo Research, ZRDNA Sequencing Clean-Up Kit) yapild:.

. PZR {irtinii 220 pl binding buffer ile karistirildi ve Zymo spin IB filtresine yiiklendi.

. 10000 rpm’de 30 saniye santrifiij edildi.

. Uzerine 260-280 ul wash buffer eklendi.

. 12600 rpm’de 40 saniye santrifiij edildi.

. Uzerine 15 pl distile su eklendi.

1
2
3
4
5. Filtre eppendorfa alindi.
6
7. 13000 rpm’de 30 saniye santrifiij edildi.
8

. Eppendorfta kalan iirin kapiller elektroforez cihazina yiiklenmek iizere +4 °C’de
bekletildi.

3.6.4.4.4. PZR Uriinlerinin Cihaza Yiiklenmesi:

Elde edilen saflastirilmis PZR {iriinleri, uygun kuyucuklara aktarildi ve kapiller elektroforez
cihazina (Applied Biosystem 3130 Genetic Analyzer) yiiklendi.

3.6.4.4.5. Dizi Analizi:

Kapiller elektroforezde yiirlitiilen Ornekler, uygun analiz programlar1 ile (SeqScape v2,6;
Applied Biosystems, USA) “NC_000006 referans dizisi’ne gore analiz edildi.
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3.7. Arastirma Plani ve Takvimi:

Plan Tarih

Etil Kurul onayinin alinmasi 25.04.2013

Projenin kabul edilmesi 22.01.2014

Hasta kanlariin toplanmasi Temmuz 2013 - Mayis 2014
Genetik ¢alisma Temmuz 2013 — Eyliil 2014
Tez yazimi ve proje raporunun tamamlanmasi | Eyliil 2014 — Aralik 2014

3.8. Verilerin Degerlendirilmesi:

GLP-1R geni ekzon 2, 4 ve 5’te incelenen varyasyonlar , SPSS 15 (SPSS Inc., Chicago, IL,
USA) istatistik programinda yapildi. Verilen ortalama + standart sapma (SD) olarak verildi.
Grup oranlarinin karsilastirilmasinda ki-kare testi, gézlerde beklenen degerler 5’in altinda ise
Fisher’in kesin ki-kare testi kullanildi. ikiden fazla grup ortalamalarinin karsilastirilmasinda
Kruskal-Wallis testi, iki grup ortalamasinin karsilastirilmasinda Student-t testi, gruplardaki
degiskenler 30’un altinda ise Mann-Whitney U-testi kullanildi. p<0.05 bulunmasi anlamli
olarak kabul edildi. Ayrica, risk hesaplamasi yapilirken Odds Ratio (OR) degerleri kullanildu.

3.9. Arastirmanin Simirhliklar::

Calismamizin kisitli  yonlerinden birisi hastalarda yagli karaciger hastalifi tanisinin
ultrasonografi ile konulmus olmasidir. Yaglh karaciger hastaliginin kesin tanisi karaciger
biyopsisi ile konulmaktadir. Ancak, rutin kullanim igin invaziv bir yontem olmasi nedeniyle
tim diinyada kilo fazlaligi ile bagvuran cocuklarin yagl karaciger hastaligi acisindan
degerlendirilmesi batin ultrasonografisi ile yapilmaktadir. Ulkemizde GLP-1 reseptor gen
polimorfizmini arastiran bir ¢alisma olmamasi ve diinyada da bu konuda yapilmis olan
caligmalarin smirl sayida olmasi, bulgularimizin etnik farkliliklardan ne kadar etkilendiginin
yorumlanmasinda kisitlayici rol oynamaktadir. GLP-1 serum diizeyinin 6l¢iilmemis olmasi ise

caligmamizin baska sinirlhiliklarindan biridir.
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3.10. Etik Kurul Onayzu:

Dokuz Eyliil Universitesi Etik kurulundan alinmis no: 2013/15-12 tarih: 25.04.2013 etik kurul
onayi ile ¢aligma baglatilmistir. (Ek 2)
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4. BULGULAR

Calismaya alinan hasta obez c¢ocuk grubuna ait Orneklerden elde edilen veriler

degerlendirilmis ve bulgular sunulmustur.

4.1. Calisma guruplarinin olusturulmasi:

Calismaya 10—18 yas arasi toplam 162 obez ¢ocuk alindi. Bu ¢ocuklarin ortalama yas1 12,8 +
2,1 yild1. Olgularin 86’s1 (%53,1) erkek, 76’s1 (%46,9) kizdi (Sekil 1). Calisma grubunda olan
olgularin detayl bilgileri Tablo 12.’de 6zetlenmistir.

Olgular

m Erkek
mKiz

Sekil 1. Calisma grubunun cinsiyet dagilim

4.2. Olgulardaki insiilin direnci ve yagh karaciger goriilme sikhg:

Calismaya alinan 162 ¢ocuk olgunun boya gore agirlik degerleri hesaplandi. Bu ¢ocuklarin
HOMA-IR degerlerine gore 37 sinde (%25,8) insiilin direnci mevcuttu.

Calismaya alinan 162 obez cocuktan 61’inde (%37,6) karaciger yaglanmasi oldugu saptandi
(Sekil 2).
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b) 1201
1001
O insiilin direnci 801 O Karaciger
var 60+ yaglanmasi var
H insiilin direnci a0+ H Karaciger
yok P yaglanmasi yok
204
0-
Olgular Olgular

Sekil 2. a) Olgulardaki insiilin direncinin dagilimi; b) olgulardaki karaciger yaglanmasinin dagilimi

Ayrica olgularda, insiilin direnci ve karaciger yaglanmasi arasindaki iliskiye bakildi.

Karaciger yaglanmasi olan ¢ocuklarin 20’sinde (%54,1) ayn1 zamanda instilin direnci oldugu

gozlendi. Ayrica yagl karaciger olmayan, ama insiilin direnci olan 17 (%45,9) ¢ocuk olgu

vardi. Yapilan istatistiksel analizler sonucunda, yagli karaciger ve insiilin direnci arasinda

anlamli bir iliski saptandi (p=0,012). Bunlara bakilarak yagli karaciger olmayan olgularda,

insiilin direncinin 2,6 kat daha az gozlendigi sdylenebilir (Tablo 12 ).

Tablo 12. insiilin direnci ve karaciger yaglanmasi arasindaki iliski

Insiilin direnci

Karaciger

Yaglanmasi

alk Var Toplam p OR %095 C.I.
n % n % n % Alt Ust
Smir Smir
Var 33 31,1 20 54,1 53 37,1
0,012 | 0,384 | 0,179 | 0,827
Yok 73 68,9 17 459 90 62,9
Toplam 106 100 37 100 143 100

4.3. DNA izolasyonunun Kkontrolii:

Calisma grubundaki olgulardan EDTA’l tliplere alinan iki mililitre kan 6rneklerinden izole

edilen DNA’larin saflik degerleri ve konsantrasyonlar1 nanodrop cihazi ile 6l¢iildii (Tablo13).

Bunun disinda, tiim DNA o6rnekleri %3 liikk agaroz jelde yiirtitiiliip goriintiilemeleri yapildi.
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Tablo 13. Olgulardan bazilarinin DNA saflik degerleri ve konsantrasyonlar:

Sabit Gosterge Gosterge

No ng/ul A260 A280 260/280 260/230 Carpan Pozisyon Absorbansi
1 3557 0,711 0404 1,76 1,89 50 230 0,376

1787 0,357 0,222 161 1,01 50 230 0,355
4 26,58 0532 0,257 2,06 2,05 50 230 0,259
7 34 0,68 0,349 1,95 1,9 50 230 0,358
11 8456 1,691 0,904 187 1,93 50 230 0,874
19 2433 0487 0,191 254 1,03 50 230 0,473
20 3885 0,777 0374 2,08 1,78 50 230 0,437
29 5252 1,05 0,557 1,89 1,92 50 230 0,547
37 1895 0,379 0,137 2,77 2,04 50 230 0,186
38 1994 0399 0,204 1,95 1,04 50 230 0,383
39 1902 0,38 0,194 1,97 1,56 50 230 0,243
40 1929 0,386 0,232 1,66 1,33 50 230 0,289
41 5685 1,137 0,649 1,75 1,76 50 230 0,647
45 2688 0538 0,303 1,78 1,16 50 230 0,463
50 60,5 1,21 0,645 1,88 2,06 50 230 0,587
51 8347 1669 0,884 1,89 2,25 50 230 0,741
53 4577 0915 0505 1,81 1,29 50 230 0,71
54 2322 0464 0212 22 1,82 50 260 0,464
63 9194 1839 0973 1,89 1,87 50 230 0,985

4.4. PZR ve PZR iiriinlerinin goriintiilenmesi:

Elde edilen genomik DNA’lar PZR islemi ile cogaltildi. Elde edilen PZR firiinlerinin,
istedigimiz bolgelerin amplifikasyon {riinleri olup olmadigi ve dogru amplifikasyon

gerceklesip gerceklesmediginin kontrolii i¢in, agaroz jel elektroforezi ile kontrolleri yapildi

(Sekil 3).
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Sekil 3. Olgularin GLP-1R geni ekzon 2, 4 ve 5’e ait amplifikasyon iiriinlerinin agaroz jel goriintiisii.

( DNA marker : O’Range Ruler 100bp DNA Ladder)

4.5. DNA dizi analizi:

Nonspesifik bant igermeyen ve kontrolleri yapilan PZR {iriinlerine saflastirma islemi ardindan
ikinci amplifikasyon PZR islemi uygulandi. Ardindan, ikinci saflagtirma islemi uygulanip,
kapiller elektroforez cihazina yiiklendi. Sonrasinda uygun programlar yardimiyla analizler

yapildi.

4.6. Calismada saptanan mutasyonlar ve polimorfizmler:

Calismamizda, GLP-1R geni ekzon 2, 4, 5 ve ekzon-intron bileskelerine dizi analizi yapildi.
Analizler sonucunda saptanan ekzon 4’te iki, ekzon 5’te bir polimorfizm ve ekzon 4’te bir

mutasyon degerlendirmeye alindi (Tablo 14 ve Sekil 4 ).
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Tablo 14. GLP-1R geni ekzon 4 ve 5’te saptanan polimorfizmler ve olgulardaki genotip

dagilimlan
Genotipler
Polimorfizmler Homozigot Heterozigot Yabamil Tip Toplam
n % n % n %

rs6918287

1 0,6 10 6,2 151 93,2 162
(G>A)
rs3765468

3 19 32 19,7 127 78,4 162
(G>A)
rs6923761

13 8 58 36,0 91 56 162
(G>A)
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rs6918287 A>G

a)

GTGCGAGGAGTCCAAGCGAGGGGAAAGAgtgag

rs6918287 A>G

GTGCGAGGAGTCCAAGC&GGGGAGAGAGTGAG'

GTGCGAGGAGTCCAAGCGAGGGRAGAGAGTGAG’

b)

GTCGGAGTGCGAGGAGTCCAAGCGAGGGGAAAGAg

f3755468 G>A het.

GTCGGAGTGCGAGGAGTCCAAGCGAGGG == === = =

\

GTCGGAGTGCGAGGAGTCCAAGC AGGGI

rs6923761 G>A

¢)
TGCTCTGGTTATCGCCTCTGCGATCCTCCTCGGCTTCAGg!

TGCTCTGGTTATCGCCTCTGCGATCCTCCTCAGCTCAGGT/

rs6923761 G>A |

TGCTCTGGTTATCGCCTCTGCGATCCTCRTCAGCTCAGGT!/

Sekil 4. GLP-1R geni 4. ve 5. ekzonda saptanan polimorfizmlerin dizi analizi goriintiileri: a) rs6918287
homozigot; b) rs3765468 heterozigot; c) rs6923761 heterozigot
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Ekzon 4’te saptanan R131Q degisimi (¢.392G>A), literatiirde mutasyon olarak tanimlanmaisti.
Bu mutasyonda, komplementer DNA’nin 392. pozisyonundaki G niikleotidi yerine A
niikleotidi gegmis ve bunun sonucunda, 131. pozisyondaki CGC kodonunun CAC kodonuna

donlismesiyle Arjinin aminoasidi yerine Glisin aminoasidi kodlanmist1 (Sekil 5).

|R131Q (mut???)
rs3765468 G>A

rs6918287

35TCCAAGCGAGGGGAAAGAgt

Conflict

35STCCAAGCAAGGGGAGGAGT -

N

R131Q het.
rs6918287

3TCCARGCAAGGGAGAGAGT|

Sekil 5. GLP-1R geni 4. ekzonda saptanan heterozigot R131Q mutasyonu

4.7.rs6918287 (G>A) Polimorfizmi:

Obezitesi olan 162 olgunun 10’unda (%6,2) heterozigot, 1’inde (%0,6) ise homozigot
rs6918287 (G>A) polimorfizmi saptandi (Tablo 15). Bu polimorfizm, GLP-1R geni 4.
ekzonda bulunmaktaydi. Bu SNP’e ait G allel (normal allel) siklig1 %96,3, A allel siklig
%3,7 olarak bulundu (Sekil 6). Bulunan degerler, veritabanlarinda bulunan veriler ile benzerdi
(Sekil 7) . Cinsiyet ile rs6918287 polimorfizminin genotiplerini karsilastirdigimizda, anlamli

bir fark gézlenmedi (Tablo 16).
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Tablo 15. rs6918287 polimorfizmi genotip dagilimlari

rs6918287 n %

GG 151 93,2

GA 10 6,2

AA 1 0,6

Toplam 162 100
%

mG
HA
Sekil 6. rs6918287 polimorfizmi allel sikhiklar:
re6918287 sup
Original source Variants (including SNPs and indels) imported from dbSNP (mapped to GRCh38) (release 138) | [View in dbSMNP
Alleles AIG | Ancestral: G | Ambiguity code: R | MAF: 0.01 (A)
Location Chromosome 6:39065826 (forward strand) | View in location tab
Most severe consequence Synonymous variant | See all predicted consequences [Genes and regulation]
Evidence status @ ®xDe &
Synonyms Archive dbSNP 1558418119
HGVS names This variation has 2 HGVS names - click the plus to show
Genotyping chips This variation has assays on 4 chips - click the plus to show
Population genetics @
1000 Genomes Project Phase 1 allele frequencies
ALL AFR AMR ASN EUR
G 99% G:99% X G:99%
+ A% G100 = A% G 100% + A%

Sekil 7. rs6918287 polimorfizminin popiilasyon ¢calismalarina gore allel sikhiklar:
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Tablo 16. Cinsiyet ve rs6918287 polimorfizmi genotipleri arasindaki iliski

Cinsiyet
Erkek Kiz Toplam p
rs6918287
n % n % n %

GG 79 919 | 72 | 94,7 | 151 93,2

AG 6 7 4 53 10 6,2 0,574

AA 1 1,2 0 0 1 0,6
Toplam 86 100 | 76 | 100 | 162 100

Obezitenin derecesini belirleyen faktorlerden “boy, kilo, viicut kitle indeksi (VKI) ve boya
gore agirhk” ile rs6918287 polimorfizmi genotiplerini karsilastirdigimizda, normal,

heterozigot ve homozigot guruplar arasinda anlamli fark saptanmadi (Tablo 17).

Tablo 17. Boy - VKI - agirhk - boya gore agirlik ile rs6918287 polimorfizmi genotipleri

arasindaki iliski

Obezite Degiskenleri rs6918287 Genotipleri o
GG GA AA

Boy (ortalama, cm) 161,00 154,55 156,94 0,572

Boya gore agirhik (ortalama, %) 148,00 147,90 157,04 0,789

Agirlik (ortalama, kg) 72,00 66,14 73,15 0,624

VKIi (ortalama, kg/m?) 27,00 27,25 29,46 0,381

Olgulardaki karaciger yaglanmasi ve insiilin direnci ile 1s6918287 polimorfizminin
genotipleri arasindaki iligskiye bakildiginda, aralarinda anlamli bir iligki saptanmadi (Tablo 18
ve Tablo 19). Genotip dagilimlarina bakildiginda, homozigot mutant genotipe sahip olan bir
olguda karaciger yaglanmasi bulunmamaktaydi. Ayrica, heterozigot genotipe sahip olgularda

insiilin direnci bulunma oraninin 2 kat artabilecegi goriildii.
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Tablo 18. Karaciger yaglanmasi ile rs6918287 polimorfizmi geneotipleri arasindaki iliski

Kc yaglanmasi

Yok Var Toplam 95,0% C.I.
rs6918287 P OR | At | wst P
n % n % n %
Sinir Sinir
GG 93 | 921 | 58 | 951 | 151 | 93,2 1,000 0,870
AG 7 6,9 3 4,9 10 6,2 | 0,641 | 1,455 | 0,362 | 5,852 | 0,597
AA 1 1,0 0 0 1 6 - - - -

Toplam 101 100 61 100 | 162 | 100

Tablo 19. Insiilin direnci ile rs6918287 polimorfizmi geneotipleri arasindaki iliski

Insiilin direnci
Yok Var Toplam 95,0% C..
rs6918287 P OR ARt Ust P
n % n % n %
Simir Simir
GG 99 934 | 33 | 89,2 132 92,3 0,591
AG 6 57 4 10,8 10 7,0 0,486 2,00 | 0,532 7,525 0,305
AA 1 9 0 0 1 7
Toplam 106 100 37 100 143 100

Allel sikliklar1 ile karaciger yaglanmasi ve insiilin direnci arasindaki iliskiye bakildiginda,
aralarinda anlamli bir iliski saptanmadi. Yapilan tahmini risk hesaplamalarinda, A alleline

sahip bireylerde karaciger yaglanma oraninin yaklagik 1,8 kat artabilecegi gozlendi (Tablo 20
ve Tablo 21).
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Tablo 20. Karaciger yaglanmasi ve rs6918287 polimorfizmi allel sikhiklar1 arasindaki

iliski
Kc yaglanmasi
Yok Var Toplam D 95,0% C.I.
rs6918287 OR Al T
n % n % n % t st
Smir Smir
G 193 61,9 119 38,1 312 100
0,546 1,850 0,491 6,969
A 9 75,0 3 25,0 12 100
Toplam 202 62,3 122 37,7 324 100

Tablo 21. Insiilin direnci ve rs6918287 polimorfizmi allel sikhklar1 arasindaki iliski

Insiilin direnci

Toplam

95,0% C.I.
rs6918287 Yok Var p 5% °
0 % N % N % Alt Ust

Smir Smir
G 204 74,5 70 25,5 274 100

0,378 1,457 0,426 4,988
A 8 66,7 4 33,3 12 100
Toplam 212 74,1 74 25,9 286 100

4.8. rs3765468 (G>A) Polimorfizmi:

Saptanan rs3765468 (G>A) polimorfizmi, GLP-1R geni 4. ekzonda bulunan diger bir

polimorfizmdi. Tiim olgularin 32’sinde (%19,7) heterozigot ve 3’ilinde (%]1,9) homozigot

olarak bulundu (Tablo 22). Bu polimorfizme ait G allel siklig1 %88,3; A allel siklig1 %11,7

olarak bulundu ve allel sikliklar1 veritabanlarinda bildirilen degerler ile benzerdi (Sekil 8 ve

Sekil 9). Cinsiyete gore genotip dagilimlart arasinda anlamli bir iliski gézlenmedi (Tablo 23 ).
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Tablo 22. rs3765468 polimorfizmi genotip dagilhimlari

rs3765468 n %
GG 127 78,4
GA 32 19,7
AA 3 1,9
Toplam 162 100
%

uG
A

Sekil 8. rs3765468 polimorfizminin allel sikliklari

rs3765468 snp

Original source Variants (including SHPs and indels) imported from dbSNP (mapped to GRCh38) (release 138) | [View in dbSNP

Alleles GIA | Ancestral- G | Ambiguity code: R | MAF: 0.12 (A)

Location Chromasome 6:39065817 (forward strand) | View in location tab

Most severe consequence Synonymous variant | See all predicted consequences [Genes and requlation]

Evidence status @ zm . D e .

Synonyms Archive dbSNP 517848993

HGVYS names This variation has 2 HGVS names - click the plus to show

Genotyping chips This variation has assays on: lllumina_HumanOmni1-Quad, llumina_HumanOmni5

Population genetics @
1000 Genomes Project Phase 1 allele frequencies

ALL AFR AMR ASN EUR

1 * A 11% \ * A% ‘ * A9% ‘ * A22% ‘ * A 10%
G:89% G O97% G 91% G 78% G 90%

Sekil 9. rs3765468 polimorfizminin popiilasyon ¢alismalarina gore allel sikhklar:
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Tablo 23. Cinsiyet ve rs3765468 polimorfizmi genotipleri arasindaki iliski

Cinsiyet
Erkek Kiz foplam P
rs3765468
n % n % n %
GG 70 81,4 57 75,0 127 78,4
GA 14 16,3 18 23,7 32 19,8
0,460
AA 2 2,3 1 1,3 3 19
Toplam 86 100 76 | 100 | 162 | 100
Boy, kilo, VKi ve boya gore agirlik ile rs3765468 polimorfizmi

genotiplerini

karsilastirdigimizda; normal, heterozigot ve homozigot gruplar arasinda fark saptanmadi

(Tablo 24).

Tablo 24. Boy - kilo — VKI - boya gore agirhk ile rs3765468 polimorfizmi genotipleri

arasindaki iliski

rs3765468 Genotipleri

Obezite Degiskenleri p
GG GA AA

Boy (ortalama, cm) 157,04 156,41 151,67 0,529

Boya gore agirhik (ortalama, %) 155,32 160,80 156,33 0,549

Kilo (ortalama, kg) 72,44 74,41 65,67 0,665

VKIi (ortalama, kg/m?) 29,15 29,97 28,58 0,776

Karaciger yaglanmasi ve insiilin direnci olan olgularda rs3765468 polimorfizmi genotip

dagilimlar1 arasinda anlamli bir iliski gézlenmemesine ragmen, homozigot genotipe sahip

olgularda karaciger yaglanmas1 goriilme oraninin 3 kat artabilecegi ve heterozigot genotipe

sahip olgularda insiilin direnci goriilme oranmin yaklasik 1,8 kat artabilece8i sOylenebilir

(Tablo 25 ve Tablo 26 ).
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Tablo 25. Karaciger yaglanmasi ve rs3765468 polimorfizmi genotipleri arasindaki iliski

Kc Yaglanmasi
Toplam 95,0% C.1
,0%0 C.1.
Yok Var p OR p
rs3765468 Al =
n % n % n % t Ust
Simir Siir
GG 78 77,2 49 | 80,3 127 78,4 1,000 0,459
AG 22 21,8 10 | 16,4 32 19,8 | 0,431 1,382 0,604 3,165 0,444
AA 1 1,0 2 3,3 3 1,9 0,314 0,028 3,557 0,350
Toplam 101 100 61 100 162 100

Tablo 26. Insiilin direnci ve rs3765468 polimorfizmi genotipleri arasindaki iliski

Insiilin direnci

Yok Var Toplam 0 95,0% C.I. )
rs3765468 OR =
n % n % n % Alt Ust
Siir | Smr
GG 84 79,2 26 70,3 | 110 | 76,9 0,364
AG 19 17,9 11 29,7 30 21,0 | 0,206 | 1,870 | 0,789 | 4,434 | 0,155
AA 3 2,8 0 0 3 2,1

Toplam 106 100 37 100 | 143 | 100

Olgularda, yaglh karaciger ve insiilin direnci olan gruplardaki rs3765468 polimorfizminin allel
sikliklart arasindaki iliskiye bakildiginda, aralarinda anlamli bir fark gézlenmedi (Tablo 27 ve
Tablo 28).
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Tablo 27. Karaciger yaglanmasi ve rs3765468 polimorfizmi allel sikhiklar1 arasindaki

iliski
Kc yaglanmasi Toplam
o 95,0% C.I.
OR
rs3765468 Yok Var
n % n % n % Alt Ust
Sinir Sinir
G 178 | 62,2 | 108 | 37,8 | 286 100
0,532 | 1,040 | 0,516 | 2,097
A 24 63,2 14 36,8 38 100
Toplam 202 | 62,3 | 122 | 37,7 | 324 100

Tablo 28. Insiilin direnci ve rs3765468 polimorfizmi allel sikhiklar: arasindaki iliski

Insiilin direnci

Toplam

il Var ) OR 95,09 C.I.
rs3765468

Alt Ust

n % n % n %
Simir Smir

G 187 74,8 63 25,2 250 100
0,308 1,306 0,608 2,805

A 25 69,4 11 30,6 36 100

Toplam 212 | 74,1 74 25,9 | 286 | 100

4.9.rs6923761 (G>A) Polimorfizmi:

Calismada, GLP-1R geni 5. ekzonda saptanan rs6923761 (G>A) polimorfizmi, tiim olgularin
58’inde (%36,0) heterozigot ve 13’iinde (%8) homozigot olarak bulundu. Bu polimorfizmin
genotip dagilimlar1 Tablo 29 ‘da gosterilmistir. Bu polimorfizme ait G allel siklig1 %74; A
allel siklig1 %26 olarak bulundu ve allel sikliklari, daha c¢ok Amerikan ve Avrupal
toplumlarin allel sikliklarina benzerlik gostermekteydi (Sekil 10 ve Sekil 11 ). Bu genotipler
ve cinsiyet dagilimlar arasinda anlamli bir fark tespit edilmedi (Tablo 30).
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Tablo 29. rs6923761 polimorfizmi genotip dagilimlar:

rs6923761 n %
GG 91 56
GA 58 36,0
AA 13 8
Toplam 162 100
%

nG
mA
Sekil 10. rs6923761 polimorfizminin allel sikhiklar:
re6923761 snp
Original source Variants (including SNPs and indels) imported from dbSNP {mapped to GRCh38) (release 138) | [View in dbSNP

Alleles _91_’.5_!_9|£~|1cestral G | Ambiguity code: V' | 0.15 (A)

Location Chromosome 6:39066296 (forward strand) | View in location tab

Most severe consequence Missense variant | See all predicted consequences [Genes and regulation]
Evidence status @ w“@®LUDPe S

Synonyms This variation has 4 synonyms - click the plus to show

HGVS names This variation has 6 HGVS names - click the plus to show

Genotyping chips This variation has assays on 10 chips - click the plus to show

Population genetics @
1000 Genomes Project Phase 1 allele frequencies

ALL AFR AMR ASN EUR

|
‘ * A15% * A2% ‘ * A19% * A% ‘ * A 33%
G: 85% G:98% G 81% G 99% GIB7%

Sekil 11. rs6923761 polimorfizminin popiilasyon ¢caliymalarina gore allel sikhiklar:
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Tablo 30. rs6923761 polimorfizmi genotipleri ile cinsiyet arasindaki iliski

Cinsiyet
Erkek Kiz Toplam p
rs6923761
n % n % n %

GG 48 55,8 43 56,6 91 56,2

AG 31 36,0 27 35,5 58 35,8 0.995

AA 7 8,1 6 7,9 13 8,0
Toplam 86 100 76 100 162 100

Obezite derecesini degerlendirmemizi saglayan faktdrlerden boy, kilo, VKI ve boya gore
agirlik ile rs6923761 polimorfizmi genotiplerini karsilastirdigimizda; homozigot genotipe
sahip olgularda VKI ortalamasi anlamli olarak daha diisiik bulundu (p=0,043) (Tablo 31).
Bunun iizerine, daha detayl bir istatistiksel analiz olan Mann Whitney-U testi yapild1 ve VKI

ile bu polimorfizmin genotipleri arasinda anlamli bir iliski gézlenmedi (Tablo 32).

Tablo 31. Boy — kilo - VKI - boya gore agirlik ile rs6923761 polimorfizmi genotipleri

arasindaki iliski

Obezite Degiskenleri rs6923761 Genotipleri p
GG GA AA

Boy (ortalama, cm) 156,54 157,35 156,35 0,866

Boya gore agirhik (ortalama, %) 158,43 154,63 150,38 0,078

Kilo (ortalama, kg) 73,12 72,85 69,20 0,585

VKIi (ortalama, kg/m?) 29,87 28,77 27,76 0,043
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Tablo 32. Boy — kilo - VKI - boya gore agirhk ile rs6923761 polimorfizmi genotipleri

arasindaki iliski (Mann Whitney-U testi)

P Degerleri
Obezite Degiskenleri
GG-AA AG-AA GG-AG
Boy (ortalama, cm) 0,867 0,623 0,667
Boya gore agirhik (ortalama, %) 0,196 0,911 0,406
Kilo (ortalama, kg) 0,532 0,994 0,933
VKI (ortalama, kg/m?) 0,112 0,964 0,245

Karaciger yaglanmasi olan/olmayan ve insiilin direnci olan/olmayan gruplar ile rs6923761
polimorfizminin genotip dagilimlar1 arasindaki iligkiye bakildiginda, aralarinda anlamli bir
fark saptanmadi (Tablo 33 ve Tablo 34). Fakat heterozigot genotipe sahip olgularda karaciger
yaglanmasi goriilme oraninin 1,7 kat artabilecegi ve insiilin direnci goriilme oranmnin 1,6 kat
azalabilecegi sOylenebilir. Homozigot genotipe sahip olgularda ise insiilin direnci goriilme

oraninin yaklasik 2 kat azalabilecegi gbzlemlendi.

Tablo 33. Karaciger yaglanmasi ve rs6923761 polimorfizmi genotipleri arasindaki iliski

Kc yaglanmasi

v Vi UEIED . 95,0% C.1.
rs6923761 OR AT p

n % n % n % st

Simir | Simir
GG 53 | 525 | 38 |623| 91 | 56,2 1,000 0,254
AG 41 | 406 | 17 | 279 | 58 | 358 0,250 | 1,729 | 0,857 | 3,490 | 0,126
AA 7 6,9 6 9,8 13 | 80 0,260 | 2,688 | 0,764

Toplam 101 | 100 | 61 | 100 | 162 | 100
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Tablo 34. Insiilin direnci ve rs6923761 polimorfizmi genotipleri arasindaki iliski

Insiilin direnci
Toplam 95,0% C.I
7 0 ollg
Yok Var p OR p
rs6923761 I =
n % n % n % Alt Ust
Simir Simir
GG 56 | 528 | 24 | 649 | 80 | 55,9 1,000 0,442
AG 41 | 38,7 11 | 29,7 | 52 | 364 | 0,437 | 0,626 | 0,276 | 1,421 | 0,263
AA 9 8,5 2 5,4 11 7,7 0,519 | 0,104 | 2,581 | 0,423
Toplam 106 | 100 37 100 | 147 | 100

Karaciger yaglanmasi ve insiilin direnci olan gruplar arasinda rs6923761 polimorfizmi allel
sikliklarina baktigimizda, aralarinda anlamli bir fark gézlenmedi (Tablo 35 ve Tablo 36 ).
Bunun diginda, A alleline sahip olgularda insiilin direnci goriilme oraninin 1,5 kat

azalabilecegi gortldii.

Tablo 35. Karaciger yaglanmasi ve rs6923761 polimorfizmi allel sikhiklar1 arasindaki

iliski
Kc yaglanmasi

Yok Var Toplam . 95,09% C.I.
rs6923761 OR Al Tst
n % n % n % s
Siir | Smur

G 147 | 61,3 93 | 38,8 | 240 | 100
0,290 | 1,200 | 0,714 | 2,017

A 55 | 655| 29 | 345 | 84 100

Toplam 202 | 62,3 | 122 | 37,7 | 324 | 100
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Tablo 36. Insiilin direnci ve rs6923761 polimorfizmi allel sikhklar1 arasindaki iliski

Insiilin direnci
Toplam o
Yok var 0 95,09 C.I.
rs6923761 OR _
Alt Ust
n % n % n %
Sinir Sinir
G 153 | 72,2 59 27,8 | 212 | 100
0,130 | 0,659 | 0,347 | 1,252
A 59 79,7 15 20,3 74 100
Toplam 212 | 741 | 74 | 259 | 286 | 100

4.10. R131Q mutasyonu:

Obezite nedeniyle izlenen 162 olgunun 3’iinde (%1,85) GLP-1R geni 4. ekzonda heterozigot
R131Q mutasyonu saptandi. Mutasyon bulunan olgularin hepsi erkekti. Bu olgularin

1/3’linde (%33,3) karaciger yaglanmasi gozlenirken, higbirinde insiilin direnci yoktu.
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S.TARTISMA

Toplum arastirmalari, giiniimiizde saglikli toplumlarin devam ettirilmesi i¢in en Onemli
calisma konularini olusturmaktadir. Bu amagla toplumda sik goriilen hastaliklar, problemler
tespit edilmekte ve toplumun bu sorunlardan korunmasi i¢in gerekli saglik politikalarinin

gelistirilmesine katki1 saglanmaktadir.

Genel saglik giderlerine ve epidemiyolojik aragtirmalara baktigimizda, kalori alimi ile kalori
harcamas1 arasinda bir dengesizlik durumu olan obezite probleminin her gecen giin arttigi
gortilmektedir. Obezite, yalniz iilkemiz i¢in bir problem degil, tiim diinya ¢apinda milyonlarca
insan1 etkileyen dnemli bir saglik problemidir ve sorun artik epidemi seklinde izlenmektedir.
Obezitenin en biiyiik problemlerden biri oldugu ABD’de, yetiskin niifusun %65°1 asir1 kilolu
olarak degerlendirilirken, yapilan caligmalarda bu sorunun her gegen yil arttigi goriilmiistiir.
Bu sekilde artan bir problemin, hem kendisi hem de kendisi ile iliskili hastaliklarin topluma
getirdigi maliyet ylikii agisindan biiyiik bir kaynak kayb1 oldugu yoniinde veriler bulunmustur
(Flegal K M ve ark., 1998).

Calismamiza baslarken obezitenin iilkemiz i¢in 6nemli bir problem olmasi ve ilerleyen
yillarda artan bir sekilde probleme dayali saglik uygulamalarinin yapilandirilmasina katki
saglama olasilig1 diisiiniilerek obez ¢ocuklarda genetik varyasyonlarin etkisinin gosterilmesi
planlandi. Bu amagla hipotezimiz “GLP-1 1 reseptorii geninde olabilecek genetik
varyasyonlarin obezite, yagli karaciger ve diyabet ile iliskisi bulunmaktadir” {izerine kuruldu.

Obezite, cevresel faktorlerin etki ettigi genetik nedenlerin goz ardi edilemeyecek kadar fazla
oldugu ¢oklu faktorlii bir problemdir. Toplumsal ¢alismalar sosyolojik, davranigsal nedenler
hakkinda fikir vermeye calisirken genetik ¢aligmalar obezitenin nedenlerini gelisimin ilk
anindan itibaren etnik farkliliklar temelinde ortaya ¢ikarmaya ¢alisir. Bu amagcla yapilmis pek
cok calismada kromozom bolgeleri, genler sorumlu tutulmus ve olgularda ilgili genlerin
analizleri yapilmistir. Calismamizda son yillarda dikkat ¢ekmeye baslayan GLP-1R geninde
bulunan genetik varyasyonlarin gosterilmesine karar verilmistir. GLP-1R, GLP-1 i¢in reseptor
olup viicutta etkisini bu yolla gdstermektedir. ilgili reseptor-ligand baglanmasini etkileyen her
olay, GLP-1 in etki mekanizmasinin degismesine neden olabilmektedir (Runge S ve ark.,
2010; Kim J G ve ark., 2003). Bu nedenle GLP-1R deki genetik degisikliklerin obez

cocuklarda gosterilmesinin literatiire katki saglayacagi ongoriilmiistiir.
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Calismaya alinan 162 ¢ocuk olgunun boya gore agirlik degerleri hesaplandiginda 37’sinde
(%25,8) insiilin direnci oldugu goriildii ve bu ¢ocuklarin % 37,6’sinda karaciger yaglanmasi
oldugu tespit edildi. Karaciger yaglanmasi olan olgularin ise % 54,1’inde insiilin direnci
oldugu goriildii. Yagli karaciger olmayip insiilin direnci olan olgularin oraninin %45.9 olarak
bulunmasi1 nedeniyle gruplar arasinda yapilan istatistiksel analiz anlamli bulundu ve bu
sekilde yagl karaciger olmayan olgularda, insiilin direncinin 2,6 kat daha az oldugu goriildii.
Obez niifusun % 60-70’inde karaciger yaglanmasi bulundugu tahmin edilmektedir. En
tehlikelisi ise pediatrik niifus icinde NAFLD’nin her gecen giin arttiginin tespit edilmesidir.
Yapilan ¢alismalarda obez niifusta % 60—70 oraninda goriilen yagli karaciger orani bizim
inceledigimiz grupta daha diisiik olarak bulundu. Literatiirde incelenen gruplarin yetigkinleri
icermesi nedeniyle yagli karaciger oraninin yiiksek oldugunu diisiinmekteyiz. Yaglh karaciger
gelisimi yasa bagimli olarak artmaktadir ve obezite alkolik olmayan karaciger yaglanmasinda
onemli bir nedendir. Inceledigimiz grubun ¢ocukluk ¢agi olmasi nedeniyle yetiskin gruptan
daha az olarak yaglhh karaciger gelismis oldugu goriildi. Bulgularimiz literatiirle
kiyaslandiginda uyumlu bulundu (Schreuder T C ve ark., 2008; de Piano A ve ark., 2009;
Younossi Z M, 2008).

Karacigerin, sistemik insiilin direnci gelisiminde Onemli bir rol aldigi aciktir.
Hipertrigliseridemi ve NAFLD, hepatosit ve adiposit insiilin direnci ve ayni sekilde obezite
ile giiclii iligkileri vardir. Yagl karaciger ile insiilin direnci arasinda iliski gosterilmis olup
inceledigimiz grupta da yaglh olmayan karaciger olgularinda insiilin direncinin 2,6 daha az

oldugu bulgusu literatiir ile uyumlu bulundu (Sanal M G, 2008; Musso G ve ark., 2010).

Aragtirmacilar, floresan in situ hibridizasyon yontemini kullanarak insan GLP-1R
genini kromozom 6p21 bolgesine lokalize etmislerdir (Stoffel M ve ark., 1993). GLP-1R
geni on ii¢ ekzondan olusan bir gen olup, iiriinii olan protein 463 amino-asitten olusmaktadir
(Thorens B, 1992; TokuyamaY ve ark., 2004). GLP-1R, tiirler arasindaki dizisini yiiksek
derecede korumaktadir. Ornegin, insan GLP-1R ve fare GLP-1R genleri %90 oraninda dizi
benzerligi gostermektedir. GLP-1R, GLP-li¢cin de olduk¢a spesifiktir (Madsbad S ve ark.,
2008; Brubaker P L ve ark., 2002). Literatiire bakildiginda, GLP-1R ile ilgili olarak yapilmis
genetik arastirmanin az sayida oldugu goziikmektedir. Tirler arasinda korunmus olan bir
gende bulunacak varyasyonlarin ayni tiir icinde de daha az olacagi diistiniilmektedir.

Tokuyama ve ark. nin yaptigi calismada GLP-1R geninin tiim kodlayici ekzonlarina dizi
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analizi yapilmis ve sonuglari rapor edilmistir. Bu c¢alismaya bakildiginda, gendeki
varyasyonlarin 6zellikle 2, 4 ve Sinci ekzonlarda yogunlastigi goriilmiistiir. Caligmamizda,
sadece bu ekzonlar dizileme analizi ile incelendi. Caligmamizin planlama asamasinda ilgili
genin tlimiinlin dizi analizi ile incelenmesi disiiniildii, fakat maliyet a¢isindan sadece
varyasyonlarin en yogun sekilde gozlendigi ekzonlar ile smirli kalinmasina karar verildi

(Tokuyama Y ve ark., 2004).

Analizler sonucunda bizim g¢alismamizda ekzon 4’te iki (rs6918287 G>A ve rs3765468
G>A), ekzon 5’te bir polimorfizm (rs6923761 G>A) ve ekzon 4’te bir mutasyon (R131Q,
€.392G>A) tespit edildi. Bunlarla ilgili olarak literatlire baktigimizda, sistematik SNP analizi
yapan Tokuyama ve ark.’nin yapmis oldugu tiim gen dizileme g¢alismasina gore; 4iincii
ekzonda bir polimorfizm, Sinci ekzonda ise bir polimorfizm bulunmustur (Tokuyama Y ve
ark. 2004). Bu SNP’leri arastirdigimizda rs6918287 ve rs3765468 ile ilgili caligmalar mevcut
degilken, GLP-1R geninin 5inci ekzonunu ve rs6923761 polimorfizmini diyabet ve obezite
acisindan arastiran makaleler bulunmustur (Sathananthan A ve ark., 2010; de Luis D A ve
ark., Sep 2014; de Luis D A ve ark., Oct 2014; de Luis D A ve ark., Mar 2014).

Buldugumuz SNP’lerin tiimii genotip ve allel frekanslar1 agisindan hesaplanip, hastalikla
iliskisi ortaya ¢ikarilmasi i¢in insiilin direnci, karaciger yaglanmasi ve obezite degiskenlerine

gore analiz edildi.

rs6918287 Polimorfizmi; obezitesi olan 162 olgunun 10’unda (%6,2) heterozigot, birinde
(%0,6) 1se homozigot olarak saptandi. Homozigot mutant genotipe sahip olguda karaciger
yaglanmasi1 mevcut idi. Karaciger yaglanmasi ile bu polimorfizmin allel frekanslara
bakildiginda, A (mutant) alleline sahip bireylerde karaciger yaglanma riskinin 1,8 kat arttig1
gozlemlendi, fakat bununla ilgili bir arastirma mevcut olmadigindan karsilastirabilecegimiz
literatiir bilgisi bulunamadi. Bu sebepten bu polimorfizmin karaciger yaglanmasi {izerine olan

muhtemel negatif etkisini saptamak ile literatiire katkida bulunuldugunu diistiniiyoruz.

156918287 polimorfizmini homozigot mutant olarak tagiyan olgumuzda insiilin direnci yoktu,
fakat analizlerin sonucu heterozigot genotipe sahip olan olgularda insiilin direncinin 2 kat
arttigin1 gostermekteydi. Homozigot genotipe sahip olan olgu bulunmadigindan, insiilin

direnci agisindan allel frekanslarinda saglikli sonug elde edilemedi.
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rs3765468 polimorfizmi; tiim olgularin 32’sinde (%19,7) heterozigot ve 3’linde (%1,9)
homozigot olarak bulundu. Yagl karaciger ve insiilin direnci olan gruplardaki rs3765468
polimorfizminin allel sikliklar1 arasindaki iliskiye bakildiginda, aralarinda anlamli bir fark
gozlenmedi, ama genotip dagilimlari goz oniinde bulundurdugumuzda homozigot mutant
genotipe sahip olan olgularda karaciger yaglanma riskinin 3 kat arttig1 gézlemlendi. Bu artis,
boy, kilo ve VKI gibi obezite degiskenlerine yansimiyordu. Homozigot mutant genotipe sahip
calisma grubunda insiilin direnci goriilme sikligina bakildiginda, anlamli bir fark
goriilmezken, heterozigot grupta insiilin direnci goriilme riskinin 1,8 kat artmis oldugu
gozlendi. Bu bulgularin homozigot mutant ve heterozigot genotipe sahip olan bireylerde net
bir iligkisi gosterilemedigi ve bu SNP ile ilgili yeterli aragtirma mevcut olmadigindan bu
SNP’nin muhtemel negatif iligskisini bularak literatiire katkida bulundugumuzu

diisiinmekteyiz.

Calismada, GLP-1R geni 5. ekzonda saptanan rs6923761 (G>A) polimorfizmi, tiim olgularin
58’inde (%36,0) heterozigot ve 13’ilinde (%8) homozigot olarak bulundu. Bu polimorfizme ait
allel sikliklari, daha ¢ok Amerikan ve Avrupali toplumlarin allel sikliklarina benzerlik
gostermekteydi. Bu SNP ile ilgili daha onceki ¢aligmalara baktigimizda, bu SNP’1 diyabet ile
karsilagtiran arastirmalarin  oldugu goriilmiis ve genotipleri arasinda anlamli fark
bulunmamustir (de Luis D A ve ark., Sep 2014; de Luis D A ve ark., Oct 2014). Fakat yapilan
bir ¢alismada, rs6923761polimorfizmi olan olgularda, GLP-1 verilmesinden sonra insiilin
sekresyonuna yanitta hafif bir degisiklik oldugu gézlenmistir (Sathananthan A ve ark., 2010).
Bizim c¢alismamizdaki insiilin direnci ve bu SNP baglantisina baktigimizda, heterozigot
genotipe sahip olan bireylerde insiilin direnci 1,6 kat azalmisken, homozigot genotipe sahip
bireylerde bu azalma 2 katti. A (mutant) alleline sahip bireylerde ise insiilin direncinin 1,5 kat
azaldig1 gozlemlendi. Ayrica heterozigot genotipe sahip bireylerde, karaciger yaglanmasida
1,7 kat artis goriilmesine ragmen, homozigot mutant genotipe sahip bireylerde anlaml
degerler elde edilmedi. Bu polimorfizmin allel sikliklar1 ile karaciger yaglanmas1 arasindaki

iliskiye bakildiginda da anlamli bir fark gozlenmedi.

Obezite degiskenleri ile rs6923761 polimorfizmini bagdastirdigimizda, literatiir bilgilerine
gore mutant gurupta VKI ortalamasinda diisiis saptanmist1 (de Luis D A ve ark., Mar 2014).
Bizim sonuglarimizda da benzer bir iliski homozigot mutant genotipe sahip olgularda
saptandi. Bu olgulara daha ileri bir istatistiksel analiz yontemi olan Mann Whitney-U testi

yapild1 ve VKI ile bu polimorfizmin genotipleri arasinda anlamli bir iliski olmadig1 goriildii.
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Bu polimorfizmlerin disinda, ekzon 4’te R131Q degisimi (¢.392G>A) saptand1 ve bu degisim
veri bankalarinda mutasyon olarak tanimlanmigti. Bu mutasyonda, komplementer DNA nin
392. pozisyonundaki G niikleotidi yerine A niikleotidi ge¢mis ve bunun sonucunda, 131.
pozisyondaki CGC kodonunun CAC kodonuna doniismesiyle Arjinin aminoasidi yerine
Glisin aminoasidi kodlanmisti. Bu mutasyon, heterozigot olarak 3 hastada gozlendi. Bu fi¢
hastada, bu mutasyonun klinik 6zellikler ile baglantili olup olmadig1 belli olmamakla birlikte,
olgularin hepsi erkekti. Literatiirde, R131Q mutasyonu ve obezite ile iligkisini gosteren
yeterli bilgi olmamasi nedeniyle, obezitenin gelisimine katki saglayabilecek bir mutasyon
oldugunun sdylenebilmesi i¢in protein diizeyinde caligmalara ihtiya¢ vardir. Tiim bunlarin
esliginde gelecek calismalarimizda, kullanilan olgu grubunun arttirilmast ve genin
fonksiyonel acidan degerlendirmelerinin yapilmast ile yeni bilgiler elde edilmesi

planlanmustir.
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6. SONUC VE ONERILER

Calismamizin amaclar1 obezite tanisi almis cocuklarda GLP-1 reseptoriindeki genetik
degisiklikleri ~ (mutasyon/polimorfizm)  arastirilip,  bunlarin  hastalikla  iliskisinin
yorumlanmasiydi. Bu amaca yonelik 162 obezite tanisi almis ¢ocugun DNA’s1 ilgili
bolgelerde DNA dizi analiziyle incelendi ve {i¢ polimorfizm ve bir mutasyon bulundu.
Polimormizm ve mutasyonlar agisindan homozigot ve heterozigot genotipe sahip bireyler, en
stk goriinen tip ile karaciger yaglanmasi ve insiilin direnci agisindan karsilastirildi. Istatistik
analiz sonuglarmma goére bulunan polimorfizm ve mutasyonlarin karaciger yaglanmasi ve
insiilin direnci olusumu igin olas1 riski arttirdigi gézlendi. Obeziteye ait degiskenlere gore
arastirdigimizda ise anlamli fark bulunmadi. Baslangi¢ hipotezimiz olan GLP-1R genetik
degisikliklerinin obezite gelisimine etkisi vardir tezi reddedildi.

GLP-1reseptoriiniin on {i¢ ekzondan olugsmast ve oldukca fazla organda ifade edilmesinden
dolayr bu reseptoriin genine tam gen sekansi yapilmasi mantikli bir yaklasimdir, ancak
materyal kosullarindan dolay1 hipotezimizi degisikliklerin en sik gortildiigu ti¢ ekzon iizerine
kurduk. Calismamizin devaminda, bu genin biitiin ekzonlarina ek olarak intronik bélgelerin de
genetik degisikliklerinin tespit edilmesi agisindan taranmasi planlandi. Ayrica bu
degisikliklerin, GLP-1’in kan degerleri ile karsilagtirilmasinin daha bilgi verici olabilecegi
diistiniildii. Bu ¢alismada buldugumuz polimorfizm ve mutasyonlarin farkli etnik gruplar ve
daha biiyiik populasyonlarda arastirilmasinin obezite, yagl karaciger ve diyabet disinda

metabolik hastaliklar ile iligkisinin ortaya ¢ikmasina biiyiik fayda saglayacag: diigiiniildii.
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8.EKLER

Ek-1: Bilgilendirilmis Olur Formu

BILGILENDIRILMIiS GONULLU OLUR FORMU

Cocukluk yas grubunda obesiteye neden olabilecek genetik farliliklari arastirmak amaci ile bir galisma
yapmaktayiz. Arastirmanin ismi " GLP1 Reseptor Polimorfizmlerinin Obesiteye Olan Etkilerinin
Arastiriimasi" dir.

Sizin de bu arastirmaya katimanizi 6neriyoruz. Bu arastirmaya katilip katiimamakta
serbestsiniz. Calismaya katilm gonullilik esasina dayalidir. Kararinizdan 6nce arastirma hakkinda
sizi bilgilendirmek istiyoruz. Bu bilgileri okuyup anladiktan sonra aragtirmaya katiimak isterseniz formu

imzalayiniz.

Aragstirmanin Adi: GLP1 Reseptér Polimorfizmlerinin Obesiteye Olan Etkilerinin Aragtiriimasi

Sorumlu aragtirmacilar: Prof. Dr. Ayfer Ulgenalp,

Arastirmanin Yiiriitiilecegi Klinik: Dokuz Eylil Universitesi Tip Fakiiltesi Cocuk Saghgi ve
Hastaliklari Anabilim Dali / Cocuk Genetik Bilim Dali ve Cocuk Metabolizma Bilim Dal ve Tibbi
Genetik AD

Obesite, cevresel faktorler ile kisinin genetik temellerinde birlikte gelisen bir saglik problemidir. Bu
problemin nedenlerinin ortaya ¢ikarilmasinda pek ¢ok acidan farkl arastirma yapilmistir. Obesite ile
ilgili calismalara bakildiginda hastaliin ciddiyeti, tedaviye yanit derecesi ve aile i¢cinde hastaligin
yayginhdini saptamada genetik farkliliklarin 6énemi daha iyi anlasiimaktadir. Obesitenin ortaya
cikarilmasinda rol oynayan genlerin bulunmasi, bireysel hastalik tanisi, prognoz ve tedavi kararlarinin
verilmesi konusunda yardimci olacaktir.

GLP1 reseptor geni, vicutta seker metabolizmasinin dizenlenmesinde rol oynayan bir
maddedir ve bu GLP1 proteini Uzerinden vicutta sekerin hilcre igine alinmasini, islenmesini ve
depolanmasini kontrol etmektedir. ilgili protein, GLP1 reseptdrii lizerinden etki etmekte ve bu etki
vicutta pek ¢ok organda ortaya ¢ikmaktadir. Sindirim sistemi ve beyin bu reseptérin en ¢ok goruldigu
organlardir. Birgcok hastalikta oldugu gibi c¢ocukluk obesitesinde de bireysel genetik farkliliklar
olabilmektedir. Bu ¢alismada obesite tanisi ile izlenen ¢ocugunuzun kan érneginde GLP1 reseptor
geninde bireysel farklilik olup olmadigi arastirilacaktir.

islem oncesinde kolundaki uygun bir damardan bir kez olmak iizere 5cc kan oérnegi
alinacaktir. Alinan o6rnekler Cocuk Saghgi ve Hastaliklari Anabilim Dali Genetik Bilim Dali
laboratuvarinda degerlendirmeye alinacaktir. Calismaya 150 tane kilosu normal sinirlarin Ustiinde olan
¢ocugun alinmasi planlanmistir. Calismanin sonuglari ve hastaliga etkisi ile ilgili sonuglari, isterseniz

ve gerekli oldugu durumda genetik danismada size verilecektir.

80



Arastirma giderleri size veya sosyal guvenlik kurumunuza yUklenmeyecektir. Eger bu
calismada yer almak istemiyorsaniz bunu belirtmeniz yeterlidir. Géniillii bu ¢ahigmaya katilmayi
kabul etmeme ya da arastirma basladiktan sonra devam etmeme hakkina sahiptir. Bu
calismaya katilmaniz veya basladiktan sonra herhangi bir safhasinda ayrilmaniz daha sonraki
tibbi bakiminizi etkilemeyecektir. Arastirmaci da goéndllinin kendi rizasina bakmadan, olguyu
arastirma digi birakabilir. Bu galismada yer aldiginiz sire igerisinde kayitlarinizin yani sira iligkili
saghk kayitlariniz kesinlikle gizli kalacaktir. Bununla birlikte kayitlariniz kurumun yerel etik kurul
komitesine ve Saglik Bakanligina agik olacaktir. Calisma verileri herhangi bir yayin ve raporda
kullanilirken bu yayinda isminiz kullanilmayacaktir.

Yukarida gonulliye arastirmadan dnce verilmesi gereken bilgileri gésteren metni okudum.
Bunlar hakkinda bana yazil ve sézli agiklamalar yapildi. Bu kosullarda s6z konusu klinik arastirmaya

kendi rizamla, higbir baski ve zorlama olmaksizin katiimayi kabul ediyorum.

Hastanin : Velisinin:
Ad/Soyad: Ad/Soyad:
Tarih Tarih:
Telefon: Telefon:
imza: imza:

Olur Alma iglemine Taniklik Eden:

Kurulug Gorevlisinin

Arastirma Yapan Arastirmacinin

Ad/Soyad: Ad/Soyad:
Tarih: Tarih:
Telefon: Telefon:
imza: imza:
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Ek-2: Etik Kurul Onay
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/ Karar No:2013/15-12 Tarih: 25.04.2013

Prof.Dr.Ayfer ULGENALP’in sorumlusu oldugu “GLP1 Resep!ﬁr Polimorfizmlerinin Obeziteye
| KARAR BILGILERI Olan Etkilerinin Arastinlmasi” isimli klinik arastirmaya ait bagvuru dosyasi ve ilgili belgeler
| aragtirmanin  gerekge, amag, yaklasim ve yontemleri dikkate alinarak incelenmis, etik agidan
I caligmanin gergeklestirilmesinin uygun olduguna oy birligi ile karar verilmistir.
I

ETiK KURUL BILGILERI |
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